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1 Einleitung

Eine hdufige Ursache fiir eine visuelle Blindheit beruht auf einer Dysfunktion der Kornea
bei einer funktionstiichtigen Retina. Wenn eine konservative oder eine andere operative
Therapie der Kornea nicht mehr ausreicht, ist letztlich die Hornhauttransplantation Mittel
der Wahl, um den Visus wiederherzustellen. Zwar handelt es sich nicht um einen
lebensrettenden  Eingriff, jedoch ist mit der wiedererlangten Sehfdhigkeit die
selbstbestimmte Anteilnahme am Alltagsleben wieder moglich, woraus ein hohes Maf3 an

Lebensqualitét resultiert.

1.1 Die Anatomie und Physiologie der Hornhaut

Structures of the Eye

e

/—- S e s e T

Abb. 1: Stellt schematische den histologische Schichtaufbau sowie den anatomischen
Aufbau des duferen Augenabschnitts dar. Quellen:( NIH-National Eye Institute (2016)
Structure of the eye. [Online im Internet.] URL:
https://nei.nih.gov/sites/default/files/health-images/structures_of the eye 2.jpg [Stand: 12
Januar 2020])



Die Hornhaut hat eine hochorganisierte Gewebestruktur, um die Vielfalt ihrer Aufgaben
und Funktionseigenschaften ausiiben zu kdnnen.

Die Kornea grenzt nicht nur den okuldren Apparat nach aullen ab, sondern hat auch eine
wichtige Schutzfunktion inne. So stellt sie eine Barriere gegen sdmtliche schédlichen
dulleren Einwirkungen wie beispielsweise Verletzungen, Infektionen und Austrocknungen
dar. Die duBlere Hornhautschicht bildet die einzige fliissigkeitsbenetzte Epithelschicht des
Korpers, die in einem direkten Kontakt mit der AuBenwelt steht(Gipson, 2007). Die
Hauptaufgabe der Hornhaut ist es jedoch, durch ihre Transparenz eine Passage des
einfallenden Lichtes auf die Retina und so den Sehsinneszellen zu ermdglichen. Eine
weitere fiir die Sehfdhigkeit essentielle Funktion der Hornhaut ist die Lichtbrechung. Diese
findet an der Luft-Tranengrenze statt und kann nur dann fast 80% der Brechkraft des
gesamten Auges ausmachen, wenn kontinuierlich eine glatte mit dem Trinenfilm benetzte
Hornhautoberfliche vorliegt. Hierfiir ist das gesamte okuldre Oberflichensystem,
bestehend unter anderem aus den Liddriisen, den Augenlidern und dem Trinensystem
sowie der lipidhaltigen Trianenfliissigkeit selbst, verantwortlich(Gipson, 2007).

Des Weiteren sind folgende Komponenten fiir die Refraktionseigenschaften der Hornhaut
entscheidend: die Kriimmung der vorderen und hinteren Korneaoberfldche, die korneale
Gesamtdicke sowie die Anderungen des Brechungsindexes sowohl von der Luft zu
Hornhaut als auch von der Hornhaut zum Kammerwasser(Remington, 2012) (Siu & Herse,
1993).

So macht die korneale Brechkraft mit einer Dioptrienzahl von circa 43dpt die
Hauptbrechungskomponente des Auges (mit insgesamt etwa 60 dpt) aus. Die adulte
Kornea hat einen Durchmesser von etwa 10 bis 12mm. Zentral weist die Kornea eine
Dicke von etwa 0,52 mm auf. Aufgrund der verstirkten Kriimmung der inneren
Schichtungen und der dadurch bedingten Ausbildung eines verdickten peripheren
Randsaumens nimmt die Korneadicke bis etwa 0,65 mm zur Peripherie hin zu. So kann die
Kornea im Profil mit einer elliptischen Form beschrieben werden. Am Limbus cornea wird
die Kornea etwa einen Millimeter von der Sklera umgeben und geht schlieBlich in die
Binde- und Lederhaut iiber(KlauB, Nasemann, Sachsenweger, et al., 2002). Im zentralen
Bereich der Kornea ergibt sich fiir die vordere Hornhautoberfldche ein Kriimmungsradius
von 7,8 mm und fiir die hintere von 6,5 mm(Remington, 2012).

Um eine moglichst gute Lichtdurchldssigkeit und Transparenz zu schaffen, gibt es mehrere
korneale Komponenten, die die Streuung und Verzerrung der einfallenden Lichtstrahlen

minimieren. Hierzu zdhlt neben der glatten Oberfliche mit dem kontinuierlichen



Tranenfilm, die regelméBige Anordnung aller fiinf Hornhautschichten und die
Avaskularitdt. Fiir die Transparenz entscheidend ist der relative Hydratationsgehalt des
Stromas und damit verbunden die Aufrechterhaltung der Stromaarchitektur. ,,Die
Transparenz der Hornhaut ist in erster Linie Folge der Stoffwechselleistung seiner
Grenzschichten* (Klaufl, Nasemann, Sachsenweger, et al., 2002). Die stromalen
Keratozyten bestechen zudem zu einem grofen Teil aus wasserloslichen
Korneakristallen(Jester, 2008). Die Hornhautkristalle sind wasserlosliche Proteine und
bedingen den kornealen Quellungsgrad, die einen positiven Effekt auf die korneale

Lichtstreuung haben(Piatigorsky, 2001).

Aufgrund der essentiellen Schutzfunktion fiir das Auge ist die Hornhautsensibilitét
besonders stark ausgebildet. Die sensiblen Nervenfasern, die ein verzweigtes Netz bilden,
erstrecken sich iiber die ganze Kornea und entstammen den Nervi ciliares longi-Asten des
Nervus nasociliaris (V1). Uber dieses ausgedehnte Nervengeflecht wird der Kornealreflex
mit dem unwillkiirlichen Lidschluss und dem reflektorischen Tranenfluss initiiert. Auch
kann ein externer Reiz auf die Kornea eine Schmerzreaktion hervorrufen (Remington,
2012).

Die Erndhrung der Kornea erfolgt mittels Diffusion, da zur Wahrung der Transparenz das
Kornealgewebe keinerlei GefdBe aufweist. So stammen die Néihrstoffe aus dem
Kammerwasser, der Tréanenfliissigkeit sowie im Randbereich aus den Gefillen der
Sklera(KlauB3, Nasemann, Sachsenweger, ef al., 2002).

Mittels Ionentransportern im Epithel und Endothel versucht die Hornhaut einen
Konzentrationsgradienten und einen osmotischen Gradienten aufrechtzuerhalten, um
einem unkontrollierten Einstrom und dem Ausstrom von Wasser, Nahrstoffen und Ionen
entgegenzuwirken(Klau3, Nasemann, Sachsenweger, et al., 2002).

Neben der Erndhrung stellt die korneale GefaBfreiheit auch eine weitere Herausforderung
an die Zellregeneration. Die umgehende Wiederherstellung eines geschlossenen
Zellverbandes ist zur Aufrechterhaltung der Schutz- und Barrierefunktion der Hornhaut
essentiell. Jedoch handelt es sich bei der Kornea um ein bradytrophes Gewebe, das sich
aufgrund seiner schlechten Versorgungslage nur langsam erneuern kann und unter

Narbenbildung heilt.



1.1.1 Der histologische Aufbau der Hornhaut
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Abb. 2: Das obenstehende Bild veranschaulicht schematisch den histologischen,
finfschichtigen Hornhautaufbau: 1. Epithelschicht mit der Basalmembran - Epithelium, 2.
Bowman-Membran, 3. Stroma, 4. Descemet-Membran, 5. Endothelschicht;

Quelle:( Grehn, F. (2009) Anatomie der Hornhaut, Augenheilkunde. 31.,iiberarbeitete
Auflage. Berlin, Springer-Verlag. Seite 111)

Die Kornea ist streng fiinfschichtig aufgebaut. Der Tranenfilm grenzt die Hornhaut und das
Auge zur AuBBenwelt ab. Dieser wird aus einer wéssrigen Schicht, einer Lipid- sowie einer
Muzinschicht gebildet. Die innerste Schicht der Hornhaut, die Endothelschicht schliet die
Kornea gegen die vordere Augenkammer ab.

Etwa im zweiten Embryonalmonat gehen der epitheliale Anteil der Kornea aus dem

Ektoderm und die inneren Schichten aus dem Mesenchym hervor.

1. Die 4duBlerste Hornhautepithelschicht besteht aus einem mehrschichtigen, nicht
verhornenden Plattenepithel(Ruberti & Zieske, 2008). Das Epithelium cornea fungiert als
Barriere gegen Infektionen, Fremdkorper und die Trénenfliissigkeit(Klyce & Crosson,
1985) (Kinoshita, Adachi, Sotozono, et al., 2001). Die Grenzfunktion zeigt sich unter
anderem in der Ausbildung von Tight Junctions (Sugrue & Zieske, 1997) zwischen den

Epithelzellen, die einem unkontrollierten Einstrom der Trénenfliissigkeit in den



Interzellularraum entgegenwirken. Dabei ist ein intakter Zellverband entscheidend und
muss innerhalb kiirzester Zeit nach einer Verletzung wiederhergestellt werden. Durch die
teilungsfdhigen Basalzellen/ Limbusstammzellen der Limbusregion kann sich das
Epithelium erneuern. Zur VergroBerung der Oberflédche besitzt das Epithel einen apikalen

Mikrovillisaum.

2. Die Bowman-Membran stellt die Verankerung der Basalmembran des Epitheliums dar.
Diese wird auch Lamina limitans anterior genannt. Sie besitzt eine grole Widerstandskraft,

ist jedoch nicht regenerationsfahig(Klauf3, Nasemann, Sachsenweger, et al., 2002).

3. Die Substantia propria cornea bildet das sehr feste Stroma der Kornea und wird vor
allem von Keratozyten und Kollagenfibrillen Typ I aufgebaut. Die Kollagenfibrillen
weisen einen geringeren Durchmesser als die Wellenldnge des Lichtes auf, was zu einer
Minimierung der Lichtstreuung im Stroma fiihrt. Mehrere hundert Kollagenfibrillen sind in
Lamellen organisiert, die wiederum generell parallel zur Oberfliche angeordnet
sind(Ruberti & Zieske, 2008). Die reguldre kristalline Struktur mit einem &hnlichen
Kollagenabstand zueinander, einem gleichméfBigen Verteilungsmuster ohne fibrillenfreie
Bereiche (Maurice, 1972) und der monodispersen Durchmesserverteilung der
Kollagenfibrillen erméglichen die Transparenz der Hornhaut. Die Proteoglykane bilden
einen Bestandteil der extrazelluldren Grundsubstanz und befinden sich zwischen den
Kollagenfibrillen. Diese besitzen die Fahigkeit als hydrophiler Strukturgeber Wasser zu
speichern und gleichzeitig die Kollagenstruktur aufrecht zu erhalten. Durch diese
morphologischen und molekularen Eigenschaften ergibt sich lediglich eine Lichtbrechung
von unter 1% in der Hornhaut und ermoglicht so die fast verlustfreie Lichtdurchladssigkeit
der Kornea(Maurice, 1957). Die Transparenz der Hornhaut nimmt mit einer zunehmenden
Hydratation ab(Guthoff, Zhivov & Stachs, 2009). Das Hornhautstroma ist bradytrophes
Gewebe und macht mit seinen etwa 450/500pum knapp 90% der Kornea aus(Ruberti &
Zieske, 2008).

4. Die Descemet-Membran kann sich unter Narbenbildung regenerieren und ist
ausgesprochen elastisch sowie verletzungsresistent. Die Lamina limitans posterior wird
von der darunterliegenden Endothelschicht gebildet und zeigt eine altersabhidngige
Zunahme der Dicke(Murphy, Alvarado & Juster, 1984) (Johnson, Bourne & Campbell,
1982).



5. Das Endothelium wird aus 400.000 einschichtig angeordneten Endothelzellen mit einem
Querdurchmesser von 20 pm und einer Schichtdicke von 5 pm aufgebaut(Ruberti &
Zieske, 2008). Die Endothelzellschicht begrenzt die Hornhaut nach innen zur mit
Kammerwasser gefiillten vorderen Augenkammer(Ruberti & Zieske, 2008) . Das
Endothelium bildet durch seinen Aufbau und der interzelluliren Zonula occludens
Strukturen eine Diffusionsbarriere gegen das Kammerwasser. Die Erndhrung der Kornea
erfolgt durch den osmotischen Einstrom von Kammerwasser samt Nihrstoffen in das
Stroma. Das Endothel wirkt hier nur als ,,Selektor* der passierenden Nihrstoffe; vor allem
aber pumpt es das Wasser aktiv wieder aus dem Stroma in die Vorderkammer hinaus, so
entsteht ein FlieBgleichgewicht bei hinreichend erndhrter und hydratierter Kornea.
Zugleich stehen die Endothelzellen in einer regen Transportverbindung mit der vorderen
Augenkammer, bei der stitig Nahrstoffe in die Zelle aufgenommen und Abbauprodukte in
das Kammerwasser abgegeben werden. Fiir diese Aufgabe und die Aufrechterhaltung eines
osmotischen Gradienten zwischen der Endothelzelle und dem Kammerwasser ist eine
grofle Menge an zelluldren Transportern notwendig. Es handelt sich um einen aktiven und
kontinuierlich ablaufenden Pumpvorgang, der eine hohe Produktionsanforderung an die fiir
die Energiegewinnung zustindigen Zellorganellen stellt. So ist es nicht verwunderlich,
dass Endothelzellen aufgrund ihrer hohen metabolischen Aktivitit sehr reich an
Zellorganellen und vor allem Mitochondrien sind. Um die Zelloberfldche zu vergrofern,
besitzt auch die Endothelschicht wie schon das Epithelium eine mikrovillitragende
Oberflache(Ruberti & Zieske, 2008). Zudem zeigt das Endothelium in den peripheren
Bereichen eine aufgefaltete Struktur und 16st so den groBen Platzbedarf der lonenpumpen.
Das Hornhautendothel bildet das einschichtige, endotheliale Mosaik, das aus bis zu 70 bis
80% hexagonalen Zellen besteht(Ruberti & Zieske, 2008). Die iibrigen Zellen sind
ebenfalls polyedrisch. Die Endothelzellzahl beim Erwachsenen wird mit bis zu 3000
Zellen pro mm® angegeben. Die endotheliale Zelldichte (Zellzahl pro Fliche in mm?)
nimmt im Alter ab(Bourne, Nelson & Hodge, 1997). So wird die Zelldichte bei 2 Monate
alten Kinder mit etwa 5000 Zellen pro mm” angegeben(Speedwell, Novakovic, Sherrard, et
al., 1988). Im Alter von 80 Jahren hingegen kann nur noch eine Dichte von 1000 bis 2000
Zellen pro mm” gemessen werden(Remington, 2012). Die Abnahme der Zelldichte kommt
dadurch zustande, dass Endothelzellen nicht regenerationsfahig sind. Zwar besitzen die
Endothelzellen ex vivo die Fahigkeit zur Proliferation jedoch sind sie in vivo in der G1-
Phase des Zellzyklus arretiert(Joyce, 2003). Sie besitzen lediglich die Fahigkeit,

endstehende Liicken durch eine Konfirmationsénderung durch angrenzende Endothelzellen



zu schlieBen und so eine funktionstiichtige ununterbrochene Endothelschicht zu bilden. Als
Folge der Zellabnahme erscheint das Endothel nicht mehr in seiner hexagonalen
RegelmiBigkeit sondern weist zunehmend einen ausgeprigten Pleomorphismus
(Variabilitdt der Zellform) und Polymegatismus (Variabilitit der ZellgroBe) auf(Kaufman
& Katz, 1977).

Abb. 3: Das elektronenmikroskopische Foto zeigt ein Mosaik der zum Teil fiinf- und

sechseckigen Endothelzellen. Es fillt auf, dass einige Zellen deutlich grofer sind als
andere, um moglicherweise eine liickenlose Endothelschicht zu garantieren. Quelle:

(Datenbank der Transplantatgewebebank des UKE)

So fiihrt eine Unterschreitung der Zelldichte von 500 Zellen/mm® zu einer
Dekompensation der endothelialen Pumpfunktion(Engelmann, Bednarz & Valtink, 2004).
Es kommt zu einer Barriereinsuffizienz mit einer progredienten Odembildung und damit
verbunden einer Eintriibung der Hornhaut. Die Hornhauttriibung beruht auf einer
vermehrten Lichtstreuung durch die hydratationsbedingte Strukturinderung der Hornhaut

und verursacht eine zunehmende Seheinschrinkung(Peh, Beuerman, Colman, et al., 2011).

1.2 Untersuchung der Hornhaut bei Patienten

Die Untersuchung der Hornhaut wird nach (Lang, 2014), (Grehn, 2009), (KlauB,
Nasemann, Sachsenweger, et al., 2002) und (Walter & Plange, 2017) beschrieben. Fiir
diese Untersuchung der Hornhaut stehen unterschiedliche Methoden, die teilweise auch
ganz ohne Hilfsmittel auskommen, zur Verfiigung.

Die duBlere Epithelschicht ldsst sich allein durch ihren spiegelnden Effekt mit dem bloBen

Auge inspizieren. Dabei konnen Verzerrungen einen Hinweis auf eine UnregelméaBigkeit



der sonst glatten und spiegelnden Epithelschicht liefern. Auch ausgeprégte Triibungen der
Hornhaut kénnen bereits schon ohne apparative Diagnostik festgestellt werden. Partielle
Triibungen lassen sich mitunter bei einer Mydriasis und einer koaxialen/fokaler seitlicher
Rotlichtbeleuchtung als dunkle Flecken besser erkennen. Um die genaue Hornhautschicht
zu identifizieren, in der sich eine pathologische Hornhautverdnderung befindet, wird die
Spaltlampendiagnostik ~ angewendet. ~Die  Spaltlampenuntersuchung  stellt  das
Standarddiagnostikum zur Beurteilung der Hornhaut dar. Es wird ein spaltformiges
Lichtbiindel verwendet, das einen optischen Lichtschnitt durch die Hornhautschichten legt.
Auf diese Weise lassen sich mit der Spaltlampe die einzelnen Schichten der gesamten
Hornhaut mit einer 6- bis 16-fachen VergroBerung und unter der Nutzung eines
Spaltlampenmikroskops sogar mit bis zu einer 60-fachen Vergroferung beurteilen(Ziegler,
n.d.).

Um kleine Epitheldefekte (Erosio cornea) besser beurteilen zu konnen, wird eine
Fluoreszenzlosung auf das Auge getropft. Diese verbleibt in den Epitheldefekten und
erscheint unter einer Beleuchtung mit blauem Licht als griines Defektareal. Der Farbstoff
Bengalrosa kann zur Detektion aller Epithelverdnderungen genutzt werden.

Zur Untersuchung von Hornhautverkriimmung wird ein farbkodiertes Topogramm der
Hornhautoberfliche mit Hilfe eines computergesteuerten Hornhauttopografiemessgerites,
dem sogenannten Videokeratoskop, durchgefiihrt. Dabei wird ein dreidimensionales
topographisches Bild durch die Messung und Analyse der Brechungswerte der
unterschiedlichen Hornhautregionen erstellt.

Die orientierende Untersuchung der Hornhautsensibilitét erfolgt durch das Beriihren der
Hornhaut mit einem Wattetupfer. Dieses 10st einen prompten Lidschlussreflex aus und
sollte immer im Seitenvergleich beurteilt werden. Eine differenzierte Priifmethode ist die
Asthesiometrie.

Die Hornhautpachymetrie dient der sonographischen Dickemessung der Hornhaut. Mit

einem Messzirkel oder einem Keratometer ldsst sich der Hornhautdurchmesser detektieren.

1.3 Die Hornhauttransplantation

Bei einer Hornhauttransplantation handelt es sich um die am héufigsten durchgefiihrte
(Deutscher Arzteverlag GmbH, Redaktion Deutsches Arztebatt, 2017) und erfolgreichste
Transplantationsmethode mit der geringsten AbstoBungsrate. Der Wiener Augenarzt

Doktor Eduard Zirm fiihrte bereits 1905 die erste Korneatransplantation durch. Heutzutage



werden in Deutschland etwa 6000 Spenderhornhdute pro Jahr verpflanzt. Die Erfolgsrate
liegt bei etwa 80-90%(Thompson, Price, Bowers, et al., 2003) (Ardjomand, Komericki,
McAlister, et al., 2007). Bei den Misserfolgen handelt es sich in den meisten Fillen um
eine akute Allografttransplantat-AbstoBung, die sich gegen die Endothelschicht der
Hornhaut richtet. Zwar liegt das Transplantationsiiberleben bei 74% nach fiinf und bei
64% nach zehn Jahren(Borderie, Boélle, Touzeau, et al., 2009). Jedoch ist der Zellverlust
nach einer Hornhauttransplantation mit etwa 70% innerhalb von fiinf Jahren immens. Es
besteht eine geringe Abhingigkeit des Zellverlustes vom Alter des Spenders(Lass, Gal,
Dontchev, et al., 2008). Die Anzahl der Hornhauttransplantationen nahm innerhalb von
vier Jahren um iber 1000 Transplantationen pro Jahr auf eine jdhrliche
Transplantationszahl von 5125(Reinshagen, Boehringer, Seitz, et al, 2015)
/5244(Wollring, n.d.) im Jahre 2013 zu. Trotz einer verstirkten Aufklarungsarbeit in der
Bevdlkerung und einer Qualitdtsverbesserung der Transplantationsabldufe sowie der
Zunahme der Hornhauttransplantationen stieg auch der Bedarf in der gleichen Zeitspanne
deutlich an. Mit etwa 8000 Korneageweben, die gebraucht werden, iibersteigt die
Nachfrage das Angebot an geeigneten Hornhautspenden. Der Versorgungsengpass und die
damit verbundene Wartezeit auf ein Hornhauttransplantat zeigen eine kontinuierliche
Zunahme in den letzten Jahren. So waren im Jahr 2011 noch etwa 1892 Patienten auf der
Warteliste fiir eine Keratoplastik. 2013 wurde bereits eine Zahl von 3163 an das Deutsche
Keratoplastikregister der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft gemeldet(Wollring,
n.d.). Die hohe Erfolgsrate von fast 90% nach einem Jahr kann mitunter an dem ,,okuléres
Immunprivileg® der avaskuldren und alymphatischen Hornhaut liegen. So kann auf ein
HLA-Matching und eine systemische Immunsuppression in der Regel verzichtet werden.
Der Nachteil dieser immunologischen Sonderstellung liegt in der kornealen Anfélligkeit
fiir Autoimmunprozesse, da die Toleranzentwicklung fiir augenspezifische Antigene des
okulidren Systems jenseits der Blut-Retina-Schranke eingeschrinkt ist(Zhou & Caspi,
2010) (Hori, 2008) (Medawar, 1948). Trotzdem gilt die allogene ImmunabstoBung als

Hauptursache fiir ein Transplantatversagen.

1.3.1 Ausschlusskriterien zur Hornhautspende

Den Versorgungsengpass zu beenden sowie die Wartezeit auf eine geeignete
Hornhautspende zu verkiirzen und zugleich die Wiirde des Spenders sowie die Sicherheit
des Empfiangers durch hohe Standards zu wahren, sollten die zentralen Aufgaben im

Bestreben einer Hornhautbank darstellen. Aus diesen Grinden wurde 1981 die erste



Hornhautbank in Hamburg (Hamburger Eye Bank (HEB)) gegriindet. Die Hornhautbank
Hamburg ist seit Anfang des ersten Jahrzehnts des neuen Jahrtausends ein Teil des Instituts
fiir Rechtsmedizin und arbeitet interdisziplindr mit der Klinik fiir Augenheilkunde des
Universititsklinikums ~ Hamburg-Eppendorf sowie  weiteren  ophthalmologischen
Abteilungen Hamburger Kliniken zusammen. Die aktuelle Wartezeit auf eine geeignete
Spenderhornhaut betrdgt gemittelt ein bis zwei Monate. Die Hornhautbanken in
Deutschland haben sich zu einer Arbeitsgemeinschaft zusammengeschlossen und haben
dafiir gemeinsame Richtlinien festgelegt(Arbeitsgemeinschaft Deutscher Hornhautbanken,
2001), weitergefiihrt und zusammengefasst wurden sie in der Bekanntmachung zur
Gewinnung einer Spenderhornhduten und zum Fiihren einer Augenhornhautbank

(Montgomery, Cichutek, Scriba, ef al., 2018).

Einer Hornhautbank obliegt die Aufgabe, Hornhautspender zu finden, {iber
Spendermdglichkeiten aufzukldren, Spenderhornhiute zu entnehmen, diese aufzuarbeiten
bzw. zu konservieren, eine Eignungspriifung des Spenders und Untersuchungen des
Spendergewebes durchzufiihren und die Transplantate schlieBlich zu allozieren und an die
Transplanteure weiterzuleiten.. Dabei sollten diese Prozesse kontinuierlich an den
aktuellen wissenschaftlichen Stand angepasst und die Abldufe optimiert werden. Auf diese
Weise ist eine Hornhautbank verantwortlich fiir eine qualitdtsgesicherte Bereitstellung
eines geeigneten und sicheren Hornhauttransplantates. Fiir den Betrieb einer Hornhautbank
und das Inverkehrbringen entsprechender Transplantate ist hierzulande eine Erlaubnis nach

§§20b,c und §21a AMG erforderlich.

Die Voraussetzung fiir eine Hornhautspende ist das Vorliegen einer dokumentierten
miindlichen und/oder schriftlichen Einwilligung des Verstorbenen oder einer Zustimmung/
,Informelles Einverstindnis“ der Angehorigen im Sinne des Verstorbenen nach dem
Bundesgesetzblatt I des Transplantationsgesetz § 3 und 4 von 17.07.2009 S. 1990.

Im Falle eines anhaltenden, unwiderruflichen Herz-Kreislaufstillstandes eines potentiellen
Gewebespenders muss unverziiglich eine &rztliche Leichenschau zur Feststellung des
Todes

nach den Richtlinien der Bundesirztekammer durchgefiihrt werden. Eine
Todesfeststellung kann nur beim Vorliegen mindestens eines sicheren Todeszeichens, wie
Totenflecken, Totenstarre, Fiulnis oder mit dem Leben unvereinbare Verletzungen
erfolgen. Die dullere Leichenschau muss durch einen Arzt am entkleideten Leichnam

vorgenommen werden. Eine Wiederholung der Leichenschau muss erfolgen, wenn im
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Falle der ersten Untersuchung keine eindeutigen primiren Todeszeichen zu erkennen sind.

Falls der Tod eindeutig festgestellt wurde, erfolgt nun die Ausstellung des Totenscheins.

1. Schritt

Feststellung des Todes oder Hirntodes nach den Richtlinien der Bundesarztekammer

S

2. Schritt

schriftliche Zustimmung zu Lebzeiten oder Einwilligung der Angehorigen zu einer Gewebespende im Sinne des Toten

S

3. Schritt

Ausschluss von Kontraindikationen gegen eine Gewebespende

Abb. 4: Erste Schritte der Akquise von Hornhautspenden

Die drei Schritte gehen jeder Aufarbeitung oder Kultivierung eins Hornhautgewebes
voraus. Mitunter konnen einige Ergebnisse vor allem, die der serologischen Untersuchung
oder Verdnderung des makro- und mikroskopischen Zustand des kornealen Gewebes
mitunter zu einer Reevaluierung und ggf. auch zu einem Verwurf der potentiellen

Hornhauttransplantate fiihren.

Nachdem der Tod durch die sicheren Todesursachen festgestellt wurde und eine Féulnis
des Leichnams ausgeschlossen werden konnte, folgt nun die Untersuchung der Kornea
nach morphologischen Kriterien auf die Eignung zur Transplantation und die Entnahme

der Hornhaut.
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Feststellung des Todes oder Hirntodes nach den Richtlinien der Bundesdrztekammer

Einwilligung des Toten oder der Angehorigen zu einer Gewebespende nach § 3, 4
TPG BGBI. I S. 1990

(" )

Ausschluss von Kontraindikationen gegen eine Gewebespende:

1. unbekannte Todesursache
2. Erkrankung unbekannter Atiologie in der Vorgeschichte
3. lokale Infektion der Augen durch Bakterien, Viren, Parasiten oder Pilze
4. aktive systemische bakterielle, virale, mykotische, parasitire oder unklare Infektionen, multirresistenten Keimen, hematolgische
Neoplasien der Blutbildenden-Systemes
5. Anzeichen oder erhohtes Risiko eine Infektionskrankheit, Hochrisikogruppe fiir HIV
6. Risiko der Krankheitsiibertragung durch Prionen
7. eine Exposition oder Intoxikation mit gesundheitsschidlichen Substanzen
8. kiirzlich erfolgte Impfung mit einem Lebendimpfstoff
9. Empfénger von Heterotransplantaten und Xenotransplantaten
10. zentralnervose Erkrankungen unklarer Genese
11. Neoplasien: Retinoblastom, himatologischen Neoplasien und malignen Tumoren des Augenhintergrunds
\12, Augenirztlicher Eingriff in den letzten 12 Monaten )

Untersuchung der Spenderhornhaut:

1) Zelldichte >2000 Zellen pro Quadratzentimeter

II) geringe Pleomorphie der Endothelzellen

I1I) Zellverlust <20% im Laufe der Organkultivierung

IV) auffillige mirkobiologische Untersuchung der Kultur- und Transportmedien

V) Verdnderung der Farbung und Klarheit des Kulurmediums

VI) morphologische Verénderungen der Spenderhornhaut/ Auffélligkeiten der Spenderhonrhaut

( serologischer Test auf eine iibertragbare Infektionserkrankung:

1) Hepatitis B --> HBs-Ag, Anti-HBc

2) Hepatitis C --> Anti-HCV-Ab, HCV-NAT

3) HIV --> HIV-1,2-Antikorper

4) Syphilis --> Treponema pallidum (mittels Testalgorithmus)

5) Andere bei Anzeichen fiir Risikofaktoren u.a. HTLV /I --> HTLV V/II; Protozoonosen: u.a. Leishmaniose; andere chronisch
persistierende, bakterielle: u.a. Brucellose, Rickettsiosen, Lepra, Riickfallfieber

6)unzureichende oder ungiiltige Testergebnisse des Spenderbluts; fehlende Blutprobe; Blutentnahme >7 Tage pramortal oder >24
Gmnden postmortal )

4 . . .
weitere ophthamologische Verwurfgriinde :
a) korneale Vorerkrankungen oder Operationen (z.B. LASIK)

b) u.U. vorausgegangene intraokulare Eingriffe

¢) intraokulare Entziindungen

d) okulare Tumoren

. v

Freigabe der Spender-Hornhaut zur Hornhauttransplantation durch den
Verantwortlichen der Hornhautbank

Abb. 5: Ablauf einer Hornhautspende




Die oben stehende schematische Darstellung (Abb. 5) (in Anlehnung an (Kampik, Grehn,
Bialasiewicz, et al., 2002)) einer Hornhautspende bildet den Ablauf vom Eintritt des Todes
eines potentiellen Spenders bis hin zur Freigabe eines geeigneten Hornhauttransplantates
ab. Dabei ist nicht in jedem Fall entscheidend, die veranschaulichte Reihenfolge
einzuhalten, sondern alle Richtlinien und Untersuchungen vollstindig durchzufiihren, um
ein  geeignetes hochqualitatives und  sicheres  Hornhautgewebe fiir eine

erfolgsversprechende Korneaspende zu gewdhrleisten.

1.3.2 Explantation der Spenderhornhaut

Im nachfolgendem Kapitel wird das Prozedere der Hornhautbank des Universititsklinikum
Hamburg-Eppendorf beschrieben. Nachdem die drei Schritte der Eignungspriifung einer
Hornhautspende durchgefithrt wurden und eine Blutprobe fiir die serologische
Untersuchung auf libertragbare Infektionserkrankungen abgenommen wurde, folgt nun die

Explantation.

Die postmortale Explantation der Spenderhornhaut sollte durch einen hierfiir qualifizierten
Arzt unter sterilen Bedingungen erfolgen. Die Entnahmetechnik entspricht dem
ophthalmologischen Vorgehen beim lebenden Patienten und sollte den Erhalt der
erforderlichen Gewebseigenschaften gewdhrleisten. Bis 2008 wurde hierfiir eine
Bulbusenukleation  durchgefiihrt.  Heutzutage erfolgt die  Entnahme  einer
Korneoskleralscheibe (KSS), die im IfR Hamburg als Standardverfahren etabliert wurde.
Der Vorteil der KSS gegen die Enukleation des gesamten Augapfels ist eine hohere
Einwilligungsrate der Angehorigen aufgrund des Erhalts des Grofteils des Auges und

damit der Unversehrtheit des verstorbenen Angehdorigen.

Die Verantwortung fiir alle Schritte und die Sicherung der Qualitidt und Qualifizierung der

beteiligten Personen obliegt dem Leiter der Hornhautbank.

Nach der Korneaexplantation wird das urspriingliche Erscheinungsbild des Leichnams
gegebenfalls auch durch den Einsatz von angepassten Glasprothesen oder Kontaktlinsen
wiederhergestellt, sodass die Abschiednahme und Bestattung des Leichnam ,,in einem

wiirdigen Zustand geméf § 6 TPG ermdglicht wird.

Die Gewebespende kann nicht nur bei hirntoten und herzkreislauf-aktiv gehaltenen und

beatmeten Spendern durchgefiihrt werden, sondern auch nach dem vollstdndigen Erléschen
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aller Lebensfunktionen, also bei ,natiirlichen” Todesfdllen erfolgen. Die maximale
postmortale Entnahmezeit von 72 Stunden zwischen dem Todeseintritt bis zur nach der
Gewebeentnahme sich anschlieenden Organkultivierung muss eingehalten werden. Vor
der Entnahme der Korneoskleralscheiben erfolgt eine Spiilung der Augen mit
physiologischer Kochsalzlosung zur physikalischen Vorreinigung, gefolgt von der
Desinfektion durch Auftropfen von PVP-Jodldsung (0,6%). Danach wird unter Einhaltung
steriler Vorsichtsmainahmen die Konjunktiva entfernt und die Korneoskleralscheibe
mittels Trepane und Weskott-Scheren aus dem Auge herauspripariert Entnommene
Korneoskleralscheiben  (s.0.) werden in  sterilen, luftdicht verschlieBbaren
Schraubbehidltern aus  Kunststoff  mit Kulturmedium  transportiert  (die
Transportverpackung soll eine Kontamination und Schiddigung des Spenderpridparates
verhindern). Es muss eine Temperaturstabilitdt iiber 9°C und unter 41°C fiir den Transport
zur Hornhautbank gewihrleistet werden. Im Falle der Entnahme vollstindiger Augen
(Bulbusentnahme) werden die Transportgefidlle als sogenannte ,.feuchte Kammern® mit
einer sterilen physiologischen Elektrolytlosung auf einem sterilen Tupfer befiillt; die
Augen werden darin transportiert. Die Temperatur muss dann durch Kiihlung zwischen
+1°C bis +10°C konstant gehalten werden. Eine Frostschiddigung des Pridparates durch

Temperaturen von unter 0°C gilt es zu verhindern.

Die Desinfektion der Korneoskleralscheibe mit einer PVP-Jodlosung (0,6%) vor ihrer
Entnahme aus dem Spender (oder bei Bulbusentnahme nach Eintreffen im Hornhautlabor)
bewirkt keine sichere Sterilitit des Hornhautgewebes, sodass zur Minimierung einer
Kontamination dem Transport- und dem spéteren Kulturmedium antibiotische und
antimykotische Substanzen zugesetzt werden miissen. Nach der Uberfiihrung der
Korneoskleralscheiben ins Hornhautlabor werden Proben des Transportmediums

genommen.

Alle entnommenen Proben sowie deren Transportbehédltnisse miissen so gekennzeichnet
sein, dass eine klare und unmissverstandliche Zuordnung zum Spender mdglich ist. Vom
Anbeginn muss eine Pseudonymisierung und liickenlose Dokumentation durchgefiihrt
werden, um nur autorisiertem Personal eine eindeutige und liickenlose Riickverfolgung der
Herkunft und der entscheidenden Daten sowie der spéter vorgenommenen Prozeduren zu
ermOglichen. Hierzu wird jedem Hornhautgewebe eine fortlaufende Hornhautnummer

zugeordnet.

Es folgt die weitere Prozessierung des entnommenen Hornhautgewebes.
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Die Hornhautbank Hamburg nutzt die Organkultivierung zwischen +30°C und +38°C mit
einer maximalen Kulturzeit (inklusive der abschlieBenden Entquellungszeit) von 34 Tagen.
Diese Methode ldsst eine stdndige Endothelkontrolle und Kontaminationsbeurteilung zu,
jedoch generiert diese hohere Kosten als die hypotherme Kryokonservierung. Am Ende der
Organkultivierung wird durch eine Zugabe eines dextranhaltigen Mediums zu den
Korneoskleralscheiben fiir 8 bis 24 Stunden eine Entquellung erzielt. Ab diesen Schritt

muss die Temperatur zwischen +10°C und +40°C stabil gehalten werden.

Wihrend bei der Kurzzeitkultivierung eine hypotherme Lagerung bei Temperaturen
zwischen +1°C und +10°C genutzt wird, erfolgt die Organkultur in der Regel zwischen
+30°C und +38°C in einem geschlossenen System mit Gasaustausch unter Begasung mit

etwa 5% CO;-angereichterer Raumluft.

Das Kulturmedium wird nach einer festgelegten Zeit gewechselt und zwar das erste Mal
nach fiinf Tagen und danach alle sieben Tage. Bei diesem Kulturmedienwechsel wird eine
mikroskopische Untersuchung mit Messung der Zelldichte und —Morphologie
durchgefiihrt, diese Ergebnisse der Befundung werden als Messpunkte eins bis sechs

jeweils dokumentiert.

Die Medien fiir die Hornhautkultivierung setzen sich folgendermaB3en zusammen:
6 ml hypotone BSS (Balanced Saline Solution) Pufferlosung
40 ml Hornhautkulturmedium K1 (MEM mit 2% FCS) fiir jede Spenderhornhaut: 100
ml MEM mit Earle’s salts (10x); 20 ml fetal Bovine Serum; 10 ml
Penicillin/Streptomycin 10.000 U/10.000 pg/ml; 10 ml Amphotericin B 250 pg/ml; 10
ml L-Glutamine (200 mM); 12.5 ml HEPES Puffer (1 M); 29.3 ml Sodium Bicarbonat
(NaHCO3) (7.5 %); 808.2 ml aqua ad injectionem.
50 ml Entquellungsmedium K2 (MEM mit 6% Dextran 500 mit 2% FCS) fiir jede
Spenderhornhaut: 100 ml MEM mit Earle’s salts (10x); 20 ml fetal Bovine Serum; 10
ml Penicillin/Streptomycin 10.000 U/10.000 pg/ml; 10 ml Amphotericin B 250 pg/ml;
10 ml L-Glutamine (200 mM); 12.5 ml HEPES Puffer (1 M); 29.3 ml Sodium
Bicarbonat (NaHCO3) (7.5 %); 60 g Dextran 500, 748.2 ml aqua ad injectionem

Fiir eine hypotherme Lagerung gilt eine maximale Lagerungsdauer von 14 Tagen. Eine

Organkultur sollte eine Lagerungs- und Transportzeit von 34 Tagen nicht {iberschreiten.
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Die regelmdfige Kontrolle der Kulturmedien sollte auf Triibungen, Indikatorfarbwechsel
und Ablagerungen und das makroskopische Erscheinungsbild des Spendergewebes hin
erfolgen. Als weiterfilhrende Untersuchungen wiirde sonst eine mikrobiologische
Kontaminationsabkldrung, eine spaltlampenmikroskopische = Begutachtung einer
Hornhautverdnderung und eine  mikrobiologische  Kulturmediumsuntersuchung
herangezogen werden. Letztere wird etwa am 5. Tag der Kultivierung unter Verwendung
von bis zu 40 ml Kulturmediumprobe unter aeroben und anaeroben

Untersuchungsbedingungen durchgefiihrt.

Wihrend der Kulturzeit muss mindestens einmal eine Kontrolle des Gewebes und
Gewebezubereitung  erfolgen. Auch eine  mikroskopische  Beurteilung  der
Endothelzellschicht ist mindestens am Ende der Kulturzeit im entquollenen Zustand
vorgeschrieben. Es folgt abschlieBend die Qualitdtsbeurteilung der gesamten
Endothelfliche und der zentralen Endotheldichte. Die Eignung des Transplantates wird
zum jetzigen Zeitpunkt vor allem anhand der endothelialen Zelldichte beurteilt. Der untere
Grenzwert hierfiir liegt bei 2000 Zellen/mm?®. Fillt die Zelldichte unter diesen Grenzwert
kann die Hornhaut noch als Notfallhornhaut zur zeitlich begrenzten Deckung verwendet

werden.

Die Risikobewertung der Augenhornhédute bzw. derer Spendern erfolgt auf der Grundlage
der Anamnese, der biologischen Diagnostik, postmortalen und korperlichen Untersuchung,
Einsicht in die Krankenakte und gegebenenfalls Riicksprache mit zuvor behandelnden

Arzten sowie weiterer notwendiger Untersuchungen.

Das Einhalten der Richtlinien zur Gewinnung von Spenderhornhiduten und zum Fiihren
einer Augenhornhautbank ist rechtlich bindend und regelt eindeutig das Prozedere von der
Feststellung des Todes, tliber den korrekten Zeitraum zur Entnahme der Transplantate bis

hin zum Transport und der Aufarbeitung.

Es gibt mehrere Ausschlussgriinde fiir eine Hornhautspende, die vor jeder Transplantation
gepriift werden miissen. Das Alter des Spenders stellt per se keinen Grund fiir die
Ablehnung eines kornealen Gewebes dar. Jedoch limitiert die GroBe und Konsistenz
kindlicher Hornhdute mitunter deren Transplantationseignung.

Ein auffilliger Befund in der mikrologischen und virologischen Testung der potentiellen
Spender auf iibertragbare Infektionskrankheiten wie Hepatitis B oder C, HIV 1 und 2

sowie Syphilis und Treponema pallidum fiihrt zu einem Ausschluss einer Korneaspende.
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Abhédngig von der Sozialanamnese sollte auch ein Kontakt mit dem humanen T-
lymphotropen Virus 1 (HTLV-1) ausgeschlossen werden. All diese sollten durch eine
Blutentnahme bis zu sieben Tage pramortal und 24 Stunden postmortal bestimmt werden.
Anders als bei soliden Organtransplantation kommen Spender mit einer Krebsanamnese
fiir eine Hornhautspende in Betracht, ausgenommen sind jedoch Spender mit einer
hédmatologischen Krebserkrankung, einem Retinoblastom und einer anderen Neoplasie des
Auges. Zu weiteren Kontraindikationen zdhlen eine Lebendimpfung mit abgeschwichten
Tollwuterregern in einem kurzen Zeitabstand zum Todeseintritt, eine Exposition oder
Intoxikation mit Schwermetallen und anderen gesundheitsschiddlichen Substanzen,
systemische Infektionen, ein Verdacht auf eine Prioneninfektion, zentralen neurologische
Erkrankungen einer unklaren Genese. AuBerdem stellt eine unklare Todesursache im
Allgemeinen ebenfalls ein Knock-out-Kriterium dar. Auch bakterielle, virale, parasitire

und mykotische Infektionen des Auges sprechen gegen eine Spendereignung.

Alle diese Einschrankungen fiir die Hornhautspende sollen den Empfanger vor moglichen

Infektionen, Erkrankungen und Schidigungen durch das Transplantat schiitzen.

1.3.3 Die Keratoplastik

Die Keratoplastik stellt eine operative Hornhautverpflanzung unter Verwendung eines
allogenen Spendertransplantates dar. Dabei wird die perforierende und lamellédre
Keratoplastik unterschieden, die jeweils mit einer Verpflanzung von geeignetem
Hornhautspendergewebe einhergeht(Lang, 2014)(Walter & Plange, 2017).

Eine weitere Unterform der Keratoplastik stellt die Thermokeratoplastik dar. Im Rahmen
dieses Eingriffs werden korneale Verkriimmungen mittels Wéarmeeinwirkungen ohne die

Verwendung eines Spendergewebes ausgeglichen.

1.3.3.1 Indikationen zur Keratoplastik

Die héufigsten Indikationen fiir eine perforierende Hornhauttransplantation sind infektidse
und traumatische Hornhauterkrankungen. Nachfolgend werden die hdufigsten Indikationen

fiir eine Keratoplastik aufgezahlt und auf einzelne Indikationen gesondert eingegangen.
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Haufigste Indikationen fiir eine Keratoplastik(Grehn, 2009),(Kampik, Grehn, Bialasiewicz,
et al.,2002):

e Keratokonus

Keratoglobus

e Keratotorus

* Bullose Keratopathie

* Fuchs-Endotheldystrophie

* Pseudophakie-Keratopathie

* Intraokuldrer Eingriff

* Korneales Transplantationsversagen
* Pathologische Kriimmung

* Infektdse oder rheumatoide Keratitis
* Zentrale Triibung

* Hornhautdystrophie

* Hornhautnarbe

* Augenverletzung

1.3.3.1.1 Keratokonus

Der Keratokonus stellt die Hauptindikation fiir eine Keratoplastik da. Die schubweise
progredient-verlaufende, biokuldre Hornhauterkrankung geht mit einer (irreguldren)
kegelférmigen Dysmorphie sowie einer Ausdiinnung und zunehmenden Intransparenz der
Kornea einher(Grehn, 2009). Der irreguldre Astigmatismus ldsst sich in der Frithphase des
Krankheitsverlaufs noch durch eine Brille und feste Kontaktlinsen korrigieren(Daxer &
Fratzl, 1997). Der Keratokonus ist mit einigen genetischen Erkrankungen assoziiert. Im
Endstadium der Erkrankung stehen keine alternativen Therapieformen mehr zur
Verfiigung, sodass die meisten Patienten auf eine Hornhauttransplantation angewiesen
sind. Die Krankheit tritt mit einer Inzidenz von 1:2000(Griinauer-Kloevekorn & Duncker,
2006) etwa ab dem 15. Lebensjahr auf und beruht am ehesten auf einer strukturellen

Kollagendysfunktion der Kornea(Grehn, 2009) (Daxer & Fratzl, 1997).
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1.3.3.1.2 Fuchs-Endotheldystrophie

Die autosomal-dominant vererbte Fuchs-Endotheldystrophie beruht auf einer
progredienten Degeneration der kornealen Endothelschicht. In den Friihstadien und in
milden Formen kommt eine Therapie mit hypertonen/hyperosmolarer Augentropfen in
Frage. Es kommt zu einer Verdickung der Descemet-Membran der cornea guttata und
schlieBlich zu einer Odembildung der Kornea, da die innere Endothelschicht nicht mehr in
der Lage ist, Wasser in die Vorkammer abzutransportieren, kommt es zur Ablosung der
Hornhautepithelschicht im Sinne einer bullosen Keratopathie. Aufgrund der hereditéren
Hornhautdystrophie kann bei einem Krankheitsprogress eine Keratoplastik von Noten sein.
Durch altersbedingte Kataraktoperationen besteht die Mdoglichkeit, dass durch die
operative Manipulation der Hornhaut im Rahmen einer Kataraktoperation eine

Dekompensation der Fuchs-Dystrophie auftritt(Grehn, 2009).

1.3.3.1.3 Stromale Dystrophie der Hornhaut

Die stromale Dystrophie ist ebenfalls genetisch bedingt und ldsst sich in eine durch
Amyloidablagerungen, gittrige sowie eine durch Hyalinablagerungen, granulére und durch
saure Mukopolysaccharid-Einlagerungen, makuldre Form unterscheiden(Lang, 2014). Bei
dieser Erkrankung treten rezidivierende dolente Erosionen der Kornea auf, die bereits im
Alter zwischen 20 und 30 Jahren zu einer raschen Seheinschrankung fithren. Der Ursprung
der Erkrankung liegt wahrscheinlich in der Epithelschicht, sodass auch nach einer

lamelldren Keratoplastik ein Erkrankungsrezidiv erneut mdglich ist(Grehn, 2009).

Alle genannten Erkrankungen gehen mit einer strukturellen Storung der Hornhaut und mit
einer konsekutiven Endotheldystrophie und —atrophie und einer damit verbundenen
Abnahme der endothelialen Pumpfunktion und einer so bedingten Odematisierung und
Eintriibung der Kornea einher. Dieses verursacht wiederum eine zunehmende Sehstdrung
und ggf. Augentrockenheit. In den Spétstadien der Erkrankung kommt es zu einer
Defektheilung durch Narbenbildung und einer Vaskularisierung der Hornhaut(Walter &
Plange, 2017).
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1.3.3.1.4 Infektiose Keratitis

Die &duBlerst schmerzhafte, infektiose Hornhautentziindung wird durch Infektionen mit
bakterieller, viraler (z.B. Herpes-Simplex, Varizella-Zoster und Adenoviren) und Pilzen
mykotischer Genese verursacht. Erkrankungen die mit einer Xerophthalmie einhergehen,
bieten aufgrund ihrer verminderten Clearanceleistung der Trianenfliissigkeit und
zunechmende Dysfunktion der kornealen Abwehrmechanismen eine leichtere
Angriffsfliche fiir entziindliche Prozesse als eine gesunde Hornhaut. Bei einer
Adenovirenkeratitis handelt es sich um eine sehr ansteckende Erkrankung, sodass diese
Hornhautentziindung meldepflichtig ist. Besonders bei Kontaktlinsentrdgern besteht ein
erhohtes Infektionsrisiko unter anderem fiir die Ankanthamdben-Keratitis. Bei einer
fortschreitenden Keratitis kann es zu einer Destruktion der Descemet-Membran kommen.
In diesem Fall ist eine Notfall-Keratoplastik von Noten. Die schwerste und sehr schnell

progrediente Form der Keratitis ist der Ulkus serpens(Klauf3, Nasemann, Sachsenweger, et

al., 2002).

1.3.3.1.5 Nicht-infektiose Keratitis

Neben der infektiosen Keratitis gehen auch die erregerfreien Hornhautentziindungen mit
einer Augenrétung und einem Fremdkorpergefiihl einher(Klaull, Nasemann,
Sachsenweger, et al., 2002). Als Ursachen fiir eine nicht-infektiose Keratititis konnen unter
anderem folgende genannt werden:

* Es kann eine Keratitis durch einen Fremdkdrper im Auge kommen.

* Auch eine Kolliquationsnekrose durch eine Laugenverdtzung und eine
Koagulationsnekrose ~ durch  eine  Sdureverdtzung kOnnen zu  einer
Hornhautverdnderung fiihren. Diese konnen auch zu einer Regnerationsstorung
fithren, wenn die Limbusregion und die Limbusstammzellen betroffen sind. Auch
andere Chemikalien konnen eine entziindliche Korneapathologie bedingen. So war
die Indikation fiir die erste Keratoplastik 1905 eine Verdtzung der Kornea durch
Kalk.

* Neurotrophe Keratopathie (= Keratitis neuroparalytica) durch die Schidigung der
1. Trigeminusasts verursacht , fithrt zu einer verminderten Hornhautsensibilitit und
zu punktformigen Erosionen der Hornhaut.

* Die sehr schmerzhafte Keratopathia photoelectrica wird durch eine itiberméfige

Aussetzung der Kornea gegen UV-Strahlung hervorgerufen. Das ,,Verblitzen™ der

20



Augen kann unter anderem durch einen hochalpinen Aufenthalt, durch
Solariumsbraunungen und Schweillarbeiten ohne entsprechende Schutzbrille
verursacht werden.

* Die Keratitis e lagophthalmo ist bedingt durch den inkompletten Lidschluss und
einer daraus resultierenden Austrocknung des Trinenfilms sowie kornealen
Trockenheit im Rahmen einer Facialisparese(KlauB3, Nasemann, Sachsenweger, et
al., 2002).

* Am héufigsten ist eine Keratoconjunctivitis sicca mit etwa 7 Millionen Betroffenen
in den ophthalmologischen Praxen(KlauB3, Nasemann, Sachsenweger, et al., 2002).
Diese Erkrankung beruht auch auf einer Storung des Tranenfilms und einer
unvollstindigen Trdnenbenetzung der Hornhaut durch eine unzureichende
Tranenfliissigkeitsproduktion sowie einer fehlerhaften Trinenzusammensetzung.

* FEine verminderte Trénenproduktion tritt z.B. im Rahmen der Kollagenose beim
Sjogren-Syndroms auf.

* Zur Gruppe der nicht infektidsen Hornhautentziindungen gehdren auch die
Autoimmunkeratititiden(Pleyer, Bergmann, Krause, et al, 1996), die unter
anderem im Zusammenhang mit rheumatoiden Arthritiden, Vaskulitiden, einem
systemischen Lupus erythematodes oder auch Wegner Granulomatose auftreten.

* FEine Keratitis kann auch als Konsequenz einer mechanischen Reizung entstehen.

* Der Ulkus Mooren ist eine rasch fortschreitende korneale Pathologie, dessen
Atiologie am ehesten autoaggressiv bedingt ist jedoch noch nicht in Géinze geklirt
ist.

* Die vorgewdlbte Descemetozele (= Keratozele) reicht bis an die Descemet-
Membran heran. Fillt auch diese Membran entsteht ein perforiertes Ulkus und es
kommt zum Austritt von Kammerwasser. Dieses stellt eine ophthalmologische
Notfallsituation dar, deren Therapie eine Keratoplastik a chaud ist(Lang, 2014).

Als ein Endpunkt unterschiedlicher Erkrankungen der Kornea steht die bullose
Keratopathie, die auf einer blasigen Ablosung des Epithels aufgrund einer endotheliale

Barriereinsuffizienz und damit einer Odematisierung der Hornhaut beruht.

1.3.3.2 Formen der Keratoplastik

Zu der nachfolgenden Unterteilung wurden folgende Quellen (Tan, Dart, Holland, et al.,
2012),(Dijk, Baydoun, Konder, et al., 2014), (Seitz, Szentmary, Langenbucher, et al.,
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2016), (Cursiefen, Schaub & Bachmann, 2016) und (Seitz, 2009) beriicksichtigt. Die
operative Wiederherstellung einer Hornhaut zur Verbesserung oder dem Erhalt des Visus
lasst sich in die zwei Hauptgruppe die perforierende Keratoplastik und schichtbezogene

lamelldre Keratoplastik (DALK, DMEK, endotheliale Keratoplastie, DSEAK) unterteilen.
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Abb. 6: Formen der Keratoplastik; Quelle:( Dijk, K. van, Baydoun, L., Konder, R M. &
Melles, G.R.J. (2014) Contact Lenses After Keratoplasty, Contact Lens Spectrum [Online

im Internet.] URL: https://www.clspectrum.com/issues/2014/august-2014/contact-lenses-
after-keratoplasty [Stand: 11 Januar 2020])

1.3.3.2.1 Perforierende Keratoplastik

Die perforierende Keratoplastik (pKP) (Kampik, Grehn, Bialasiewicz, et al., 2002) erfolgt
iiber einen Trepanationsschnitt unter der Eroffnung des Bulbus des Empfiangers. Es folgt
die gesamte Entfernung aller fiinf Korneaschichten des Empféngers mit einem Trepan in
unterschiedlichen Durchmessern. Das angepasste Korneatransplantat wird mittels

Einzelknopf und einer fortlaufenden, gekreuzten, ein- oder doppelwendligen Naht fixiert.
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Bei dieser Operationsmethode handelt es sich um ein standardisiertes Verfahren, das
sowohl fiir stromale als auch endotheliale Pathologien induziert ist. Die Indikationen fiir
die pKP sind unter anderem Hornhautnarbe, Hornhautdystrophie, Hornhautdegeneration,
Keratokonus und zentrale Hornhauttriibung. Eine perforierende Verletzung oder ein
therapierefraktdrer Hornhautulkus wie das Ulkus Mooren indizieren eine notfallméfBige

Keratoplastik a chaud.

1.3.3.2.2 Lamellire Keratoplastik

Im Rahmen von lamelliren Keratoplastiken werden nur die einzelnen krankhaft-
verdnderten Schichten der Kornea entfernt und ersetzt. Die gesunden Schichten werden
erhalten und eine Eroffnung des Bulbus ist nicht notwendig. Unter den selektiven
lamellierenden Methoden werden die tiefe anteriore lamellierende und die endotheliale

Keratoplastik unterschieden.

DALK - deep anterior lamellar keratoplasty nach (Reinhart, Musch, Jacobs, et al., 2011)
Die tiefe anteriore lamellierende Keratoplastik (deep antior lamellar keratoplasty = DALK)
ist eine operative Methode, bei der die Hornhaut bis zum Erreichen der Lamina limitans
posterior reseziert wird und die darunterliegende nichtbetroffene Endothelschicht
unverletzt bleibt. Nun wird die Spenderhornhautlamelle ohne die spendereigenen inneren
Korneaschichten auf der erhaltenen Descemet-Membran des Empfangers platziert. Die
DALK kann auch unter zur Hilfenahme eines Excimer-Laser und Pachymetrie-gesteuert
erfolgen (Pachymetrie-assistierte Laser-Keratoplastik = PALK). Diese Methode ist somit
nur fiir Erkrankungen der oberen kornealen Schichten geeignet. Eine typische Indikation
fiir die DALK ist der Keratokonus.

Bei dieser operativen Methode bleibt die fiir ein gutes prognostisches Outcome
entscheidende Endothelzellschicht erhalten. Durch den Erhalt des nichtbetroffenen,
gesunden Endotheliums kann eine spdte TransplantationsabstoBung aufgrund einer
endothelialen Allograftreaktion verhindert werden(Tan, Dart, Holland, et al., 2012).
AuBerdem zeigt sich eine schnellere postoperative, visuelle Rehabilitation nach einer
DALK bei der Gegeniiberstellung zur bulbuserdffnenden Vorgehensweise. Zudem weisen
Studien auf eine verkiirzte postoperative Therapie mit steroidalen Augentropfen und
immunsuppressive Therapie hin. Auch kann das verwendete Nahtmaterial in den meisten

Féllen im Vergleich zur pKP frither entfernt werden. Ein mittels der DALK-Technik
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operiertes Auge zeigt postoperativ eine erhohte Traumaresistenz, am ehesten durch den
Erhalt der duferst stabilen Descemet-Membran des Empféangers.

Diese Methode ist fiir den Operateur schwerer zu erlernen und bedarf eines hdheren
technischen Aufwandes als die traditionelle pKP. Die Losung der dufleren Korneaschichten
von der Descemet-Membran stellt eine groBe technische, operative Herausforderung an
den ophthalmologischen Chirurgen dar. Unter der Verwendung der Anwar’s ,,Big
Bubble2Technik* wird eine Luftblase zwischen der Stromaschicht und der Descemet-
Membran injiziert, sodass sich die Schichten voneinander 16sen und leichter abpriperiert
werden konnen. Somit ldsst sich die Penetrationsgefahr der Lamina limitans posterior
senken. Gleichzeitig wird eine ebene Kontaktfliche zwischen dem Empfanger- und
Spendergewebe geschaffen, um die Lichtstreuung an der Grenzfldche moglichst gering zu
halten.

Indikationen: anteriore lamelldre Keratoplastik Triibungen und Narben des oberfldchlichen
Hornhautstroma — Voraussetzung ist die intakte Descemet-Membran und ein gesundes

Hornhautendothel

Endotheliale Keratoplastie

Die endotheliale oder posteriore lamellierende Keratoplastik ist bei isolierten,
endothelialen Korneapathologien indiziert. Typische Indikationen fiir eine endotheliale
Keratoplastie sind die Endotheldystrophien und die bullose Keratopathie. Weitere
Indikationen fiir eine hintere lamelldre Keratoplastik stellen die pseudophake Endothel-
Epithel-Dekompensation, Fuchs-Hornhautdystrophie sowie die lokalisierte

Endothelerkrankungen dar.

DMEK - Descemet’s membrane endothelial keratoplasty

Bei der DMEK (Descemet’s membrane endothelial keratoplasty) wird nur die Descemet-
Membran und das Endothel des Spenders in die zuvor von dem krankhaften Endothel
bereinigte Vorderkammer des Empfingers transplantiert. Diese Methodik stellt grof3e
Anforderungen an den ophthalmologischen Operateur, da die Descemet-Membran manuell
von der Hornhaut getrennt werden muss. Zudem ist das Transplantat so zart, dass es sich
aufgrund der hydrostatischen Kréifte im Kammerwasser umgehend einrollt. Eine
,physikalische®, intrakamerale Lufttamponade wird genutzt, um das Transplantat zu
entfalten und zu positionieren. Auf eine Verndhung und damit Traumatisierung sowohl des

Spender- als auch Empfangergewebes wird bei dieser Methode verzichtet.
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DSAEK - Descement’s stripping with automates endothlial keratoplasty

Die DSAEK-Technik (Descemet’s stripping with automates endothlial keratoplasty)
erlaubt einen selektiven Austausch der erkrankten Endothelschicht und Descemet-
Membran mit einer diinnen hinteren Stomalamelle durch das Spenderhornhautscheibchen.
Das stabilere Spendertransplantat im Vergleich zur DMEK wird mit einem Mikrokeratom
im posterioren Stromabereich in die vordere Augenkammer eingebracht und dort
positioniert. Die Dicke der Spenderhornlamelle liegt bei etwa 100 bis 200 pm.
Mittlerweile stehen bereits Préparationstechniken fiir den Zuschnitt von ultradiinnen
Transplantaten mit Dicken von 50 bis 80 pm zur Verfiigung. Der Vorteil dieser Technik
gegeniiber der DMEK ist ein stabileres Transplantat und eine geringere Dislokationsrate.
Jedoch wird mit der stomalen gegebenfalls unebenen Transplantatkante eine erhdhte
Lichtstreuung und eine grofere Diffusionsbarriere aufgrund der Transplantatdicke in Kauf
genommen. So weisen Studien auf bessere visuelle Ergebnisse nach einer DMEK im
Vergleich zur DSAEK hin. Jedoch ist die DMEK operativ aufwendiger.

Die Hauptkomplikation einer endothelialen Keratoplastik liegt in der Schwierigkeit der
Fixation des Spendermaterials und damit verbunden gehiuften Féllen von ablésenden
Translokationen der Transplantate. Eine weitere Herausforderung besteht in der
intraoperativen visuellen Kontrolle der Operationsschritte und korrekten Platzierung des
Transplantates durch die bei den meisten Erkrankungen getriibten &duBeren
Korneaschichten. Die anfdngliche hohere Endothelzahlabnahme im Vergleich zu der
perforierenden Technik scheint durch eine schonendere Einbringungsmethode positiv
beeinflussbar zu sein. So zeigen Langzeitstudien eine hohere endotheliale Zelldichte nach
einer endothelialen Keratoplastik. Es findet eine schnellere Visus-Rehabilitation im
Vergleich zur penetrierenden Keratoplastik aufgrund des fehlenden Auftretens eines
Astigmatismus statt.

In den letzten Jahren haben die neueren gewebserhaltenden Keratoplastikformen die
tradierte penetrierende Keratoplastik zunehmend ersetzt. Wéhrend im Jahr 2010 noch 80%
der Korneartransplantation auf die perforierende Keratoplastik entfielen, war 2013 das
Verhiltnis der perforierenden zur lamelliren Methode 1:1 (52% zu 48%)).

Intraoperativ konnte jederzeit von einer lamelldren auf eine perforierende Methode
iibergegangen werden. Hierzu miisste jedoch das jeweilige Spendertransplantat die sich
dndernden Voraussetzung erfiillen oder durch ein anderes Transplantat ersetzt werden.
Letzten Endes ist die jeweilige Pathologie entscheidend fiir die gewihlte

Operationstechnik.
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2 Zielsetzung

Das Ziel der Arbeit ist es, den Fokus der Validierung beziiglich der Giite eines
Hornhautimplantats neben dem bekannten Parameter der Zelldichte auf die genauere
Betrachtung der Zellmorphologie der kornealen Endothelschicht zu legen.

Mehrere Studien haben sich mit der Abhingigkeit der endothelialen Zelldichte von
verschiedenen Einfliissen, wie dem Alter(Bourne, Nelson & Hodge, 1997)(Yee, Matsuda,
Schultz, et al., 1985)(Niederer, Perumal, Sherwin, et al., 2007), der Verarbeitungsmethode
und den Begleiterkrankungen auseinandergesetzt. In den Richtlinien zur Gewinnung von
Gewebetransplantaten wurde sogar ein unterer Dichtegrenzwert fiir die Eignung eines
Hornhauttransplantates angegeben. Doch ein solcher unterer Richtwert wurde bis jetzt fiir
die Zellmorphologie nicht festgelegt.

Die zentralen Fragenstellungen dieser Dissertation sind:

1. Ist die Endothelmorphologie, d.h. der Anteil an fiinf- und sechseckigen
Endothelzellen der Kornea abhingig von der Zelldichte (bzw. korrelieren diese
zwei Werte.)

2. Kann die quantitative Bestimmung der Endothelmorphologie als Parameter fiir die
Eignung als korenales Spendergewebe herangezogen werden.

3. Und wenn ja, kdnnen wir einen unteren Grenzwert an flinf- und sechseckigen

Endothelzellen fiir die Eignung als Spenderhornhaut festlegen.
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3 Material und Methodik

Im folgenden Abschnitt wird die Datenerhebung beschrieben, wie sie im IfR und der

Hornhautbank erfolgte.

3.1 Datenerhebung

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Kohortenstudie. Die
Untersuchung umfasst 1031 Hornhauttransplante, die im Zeitraum zwischen dem
27.06.2012 und 12.10.2016 durch die Hornhautbank des Universitdtsklinikums Hamburg-
Eppendorf registriert wurden. Fiir den langen Zeitraum von vier Jahren lag eine nahezu
vollstédndige, standardisierte Dokumentation der Daten vor. Die Daten wurden bereits im
Vorhinein durch das Institut fiir Rechtsmedizin Hamburg erhoben und anonymisiert und
dann in einer Excel-gestiitzten Hornhautdatenbank tabellarisch gesammelt. Dabei wurde
jeder entnommenen Spenderhornhaut eine fortlaufende Transplantatnummer zur weiteren
Identifikation zugeteilt. Wurden einem Spender mehrere Transplantate entnommen, so
flieBen beide Hornhautgewebe einzeln in die Untersuchung ein. Die Daten der
Hornhautbank des Universitdtsklinikums Hamburg Eppendorf beziiglich des Spenders, der
Prozessierung der Hornhédute sowie die Kultivierung und schlieBlich Verwendung der

Hornhdute wurden den folgenden Quellen entnommen.

* Spenderbogen

* Sektionsprotokolle

* Entnahmebericht

* Transplantationsbogen

* Mikrobiologische Befunde

Die Hornhautbank erfasst in tabellarischer Form folgende Datenkriterien:

o HH Nr. - die Hornhautnummer der Hornhautbank Hamburg ist eine laufende Nummer, die
den Spender Hornhduten zugeteilt wurde

o Entnahmeort

o Leichennummer

o Alter des Spenders (in Jahren)

o Geschlecht des Spenders (weiblich, médnnlich)
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Todesursache des Spenders

Grundleiden/ Komorbiditdt /Vorerkrankungen
Systemische Infektionen

Tumorleiden

Préparation HPM (Hours post mortem)
Endothelzelldichte (in Zellen/mm?)

Erreger Hepatitis B Serologie

Erreger HIV-Serologie

Erreger Hepatitis C Serologie

Erstes Medium Sterilitat

Tage bis zum letzten Entquellen vor der OP

Tage postmortal bis zur OP

Anzahl der Entquellungen in Dextran

Gesamte Tageszahl in Dextran

Praeoperativer Befund

Endothealdichte praeoperativ

Verwendung der Hornhaut (Transplantation, Verwerfen)
Transplantationszentrum

Befundbericht bei Immersion in Medium
Befundbericht bei Immersion in BSS

Spontane Sichtbefund der Zellkerne im Medium
Spontane Sichtbefund der ZellgroBe im Medium
Gequollene ZellgroBe in BSS

Morphologie interzelluldr / interzelluldrer Grenzen
In PKM (Kulturmedium) sichtbare Endothelnekrosen
Spontanes Bild im Kulturmedium

Quellung intrazelluldr Grenzen in BSS

Morphologie intrazelluldre Grenzen

Transporteure der Bulbi vom Entnahmeort in die Rechtsmedizin — namentliche Nennung
Priparatoren der Hornhautbank — namentliche Nennung
Datum der Transplantation

Notfallhornhdute

Auf der Basis der anonymisierten Spenderdaten der Hornhautbank wurden die folgenden

deskriptiven statistischen Analysen durchgefiihrt. Die erhobenen Daten wurden

tabellarisch sortiert und mit Hilfe der Microsoft-Excel Software analysiert. Es wurden

lineare Regressionen mit Trendlinien und Bestimmtheitsmal} sowie P-Wert-Bestimmung

28



durchgefiihrt und Mittelwerte einiger Daten berechnet. Fiir alle statistischen Tests galt als
Signifikantsniveau ein P-Wert unter 0,01 als hoch signifikant, unter 0,05 als signifikant.
Die ZielmessgroBen Endothelzelldichte (in Zellen / mm?) und Zellmorphologie (jeweiliger
prozentualer Anteil der fiinf- und sechseckigen Zellen) der Spenderhornhdute wurden fiir
einen bis sechs Messpunkte bestimmt und beziiglich ihrer unterschiedlichen
Einflussparameter analysiert. Entscheidend fiir die Eignung eines Transplantates ist die

endothelmikroskopische Untersuchung.

3.2 Bestimmung der Endothelzelldichte und -Morphologie

Die Hornhautendothelschicht wurde unter Verwendung des EAS-Systems (Nikon Eclipse
Ti Phasenkontrastmikroskop mit Kamera und einem angehéngten Computer mit der EAS-
Endothel-Auswerte- und Zihlsoftware) beurteilt. Hierzu wurden die Augenhornhdute in
steriler Atmosphire in Flachboden-12-Loch-Schalen mit balanced-salt solution (BSS)
gegeben (Gesamtzeit in BSS nicht langer als 5 Minuten), mit den transparenten Deckeln
abgedeckt und auf den Préparate-Tisch des Mikroskop gestellt. Bei 200-facher (Phako-
Objektiv) VergroBerung wurde die Endothelschicht dann gesucht und fokussiert, das Bild
wurde auf den Computer des EAS-Systems {ibertragen und gespeichert. Das Programm
setzte anschlieBend auf dem Bildschirm einen Analyse-Rahmen, der an eine reprédsentative
Stelle des Endothels verschoben werden musste. Die Befundung der Endotheldichte und
Morphologie erfolgte nun durch Betitigen des ,,Analyse“-Buttons: Dabei wurden
automatisch die Endothelzellen erkannt und gezéhlt, die vollstéindig innerhalb des Analyse-
Rahmens lagen oder von der oberen und linken Begrenzung des Rahmens geschnitten
wurden und in geeigneter Weise hochgerechnet (analog zur manuellen Z&hlung unter
Verwendung von Neubauer-Zihlkammern)(Abb.3 Kap.1.1.1 Seite 7); der ermittelte Wert
ergibt die Endothelzelldichte in Zellen pro mm®. Analog wurde die Morphologie der vom
Rahmen umfangenen Endothelzellen beurteilt: Hierzu erkennt das Programm bei jeder
Zelle automatisch die Anzahl der Apexe (Ecken) sechs- und (seltener) fiinfeckige Zellen
stellen die reguldre Zellform dar; der Prozentsatz dieser Zellen und aller heteromorphen
(vier-, sechs-, sieben-eckigen und polymorphen) Endothelzellformen im Analyse-Rahmen

werden ermittelt und sind fiir die Hornhaut représentativ.

Die automatische Endothelbewertung wurde grundsatzlich am Bildschirm gepriift und ggf.
korrigiert. Jedes Zihlergebnis wurde gespeichert (Archiv) und ausgedruckt. Die
ausgedruckten Bewertungen/Bilder wurden routinemidflig zum Spenderbogen der

jeweiligen Hornhdute hinzugefiigt und mit diesem archiviert.
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4 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die einzelnen Daten der Hornhautbank untersucht und
graphisch analysiert. Die Datenanalyse umfasst 1031 Spenderkornea fiir den ersten
Messpunkt direkt nach der Entnahme der Kornea. Wurde ein weiterer Messpunkt zu einem

spéteren Kulturzeitpunkt gewidhlt wird dieses explizit angegeben.

4.1 Geschlechterverteilung der Hornhautspender

Fiir 1027 dokumentierte Spenderhornhidute wurde eine Geschlechtszuordnung aufgezeigt.

384 der Hornhautspendern waren weiblich und 643 ménnlich.

weiblich \
0
37% /_ ménnlich

63%

Abb.7: Geschlechterverteilung der Spender (n=1027 Spender; fiir vier Hornhdute gab es
keine Geschlechterzuteilung und sie wurden nicht in den Graphen miteinbezogen) Wie
auch im Folgenden wird fiir die grafische Darstellung den weiblichen Spendern die Farbe

rot und den mdnnlichen die Farbe blau zugeordnet.

Die Geschlechterverteilung der weiblichen zu ménnlichen Verstorbenen, deren Hornhdute
entnommen und als potentielle Transplantate in die Hornhautbank Hamburg aufgenommen
wurden, ergab ein Verhiltnis von etwa 37% (n=384) weiblichen zu 63% (n=643)

méinnlichen Spendern.

4.1.1 Geschlechterspezifische Transplantationsrate

Die Grafik (Abb.8) illustriert die quantitative Geschlechterverteilung zur Héufigkeit der
reguliren Korneatransplantationen und der verworfenen Hornhautgewebe. Mit 437

stammen etwa doppelt so viele Hornhdute, die fiir eine Transplantation freigegeben
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worden, von einem ménnlichen, von einem weiblichen Spender waren es 236. Von den
349 verworfenen Hornhduten entfallen etwa 58% auf ménnliche Spender (201).

Die Korneatransplantationsrate weiblicher Spender liegt bei etwa 61 % mit 236
transplantierten zu 148 verworfenen Hornhduten. Bei 437 Hornhauttransplantationen und
201 nicht genutzten Hornhduten ménnlicher Spender ergibt sich eine hohere
Transplantationsrate von circa 68%. Fiir 9 Hornhéute fehlte die Geschlechtszuordnung,

bzw. der Verbleib oder beides und wurden so nicht in die Grafik mit einbezogen.

geschlechterspezifische Transplantationsrate
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Abb.8: Geschlechterverteilung der Hornhdute beziiglich des Verbleibs

(n=1022 Spender, fiir neun Hornhdute gab es keine Verbleibs- und/oder
Geschlechterzuteilung und sie wurden nicht in den Graphen miteinbezogen). Fiir die
weitere Veranschaulichung wurden den transplantierten Hornhdute eine griine
Farbgebung und den verworfenen eine orange Farbgebung, auch in den weiteren

Diagrammen zugeordnet

4.1.2 Geschlechterspezifische Verteilung der Zelldichte

Die Geschlechterverteilung in Bezug auf die unterschiedlichen Endothelzelldichten wird in
dem Histogramm (Abb.9) dargestellt. Das unten stehende Diagramm veranschaulicht die
quantitative Geschlechterzuordnung der Spenderhornhdute im Bezug zu deren Zelldichte
(in Zellen/mm®). Die Zelldichteanalyse wurde wie nachfolgend beschrieben fiir diese und
weitere Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei wurden diese in Gruppen von 300
Zellen/mm® fiir den Bereich zwischen 1700 und 3200 Zellen/mm’® eingeteilt. Die
Hornhiute mit einer Zelldichte iiber 3200 Zellen/mm?und unter 1700 Zellen/'mm* wurden
jeweils kumulativ zusammengefasst. Eine einzelne Gruppe veranschaulicht die

Hornhautanzahlen fiir eine mit 0 Zellen/mm” angegebene Zelldichte. Es ergibt ein fast
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konstantes Geschlechterverhéltnis von etwa 2:1 ménnlicher zu weiblichen Spendern. Die
hochste Korneaanzahl beider Spendergeschlechter (ménnlich: 194 und weiblich: 95) liegt
bei einer Zelldichte von 2600 bis 2899 Zellen/mm”. Unter diesem Zelldichtebereich nimmt
die zugehorige Hornhautzahl stetig zu und bei einer hoheren Endothelzelldichte erneut ab.

Fiir insgesamt 227 Hornhéute konnten keine Zelldichten beurteilt werden.

geschlechterspezifische Verteilung der Zelldichte
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Abb.9: Geschlechterverteilung abhdngig von der Zelldichte (n=1027 Spender; fiir vier
Hornhdute gab es keine Geschlechterzuteilung und sie wurden nicht in den Graphen

miteinbezogen)

4.1.3 Geschlechterspezifische Verteilung der Zellmorphologie

Unten stehend ist grafisch in einem Histogramm (Abb.10) das quantitative
Verteilungsmuster der Hornhdute im Bezug zum prozentuellen Anteil fiinf- und
sechseckiger Zellen und dem Geschlecht des Spenders dargestellt. Fiir vier Hornhdute
wurde keine Angabe zum Spendergeschlecht dokumentiert. Die korneale Zellmorphologie,
gemessen an ihrem Anteil fiinf- und sechseckiger Zellen, wurde fiir diese Arbeit in 10er
Potenzen im Bereich zwischen 30% und 80% zusammengefasst. Da keine Hornhdute mit
einem zellmorphologischen Anteil zwischen 1% bis 14% erfasst wurden, wurde eine
Gruppe von 15% bis 29% gewihlt. Eine weitere Gruppe umfasst alle Hornhdute mit einem
Anteil von iiber 80% fiinf- und sechseckiger Zellen sowie eine Gruppe fiir die keine fiinf-
und sechseckigen Zellen bestimmt werden konnten. Es zeigt sich bei einer hoheren Anzahl

an minnlichen Spendern keine wegweisende geschlechtsspezifische Abweichung des
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zellmorphologischen Verteilungsmusters. Nur fiir den Morphologiebereich von 70% bis
80% der fiinf- und sechseckigen Endothelzellen der Hornhdute nimmt das Verhiltnis der
weiblichen Spender (43%) im Vergleich zu den ménnlichen (57%) trotz der geringen

Hornhautzahl (83) fiir diese hheren Bereiche zu.

geschlechtsspezifische Verteilung der Zellmorphologie
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Abb.10: Geschlechterverteilung abhdngig von der Zellmorphologie (n=1027 Spender; fiir
vier Hornhdute gab es keine Geschlechterzuteilung und sie wurden nicht in den Graphen

miteinbezogen)

4.2 Altersverteilung der Hornhautspender

Die unten aufgezeigte Grafik (Abb. 11) stellt das Altersverteilungsmuster in Zehner-
Dekaden und jeweilige Anzahl der Hornhautspenden dar. Das durchschnittliche Alter der
Hornhautspender lag bei etwa 66 Jahren (65,9 Jahren) mit (+/- 14,6 Jahre Stabw.). Der
jiingste Spender war 21 und der dlteste 95 Jahre alt. Die meisten Hornhdute stammen von
Spendern im Alter von 70 bis 79 Jahren (n=318, 31%). In absteigender Zahl folgen die
Altersgruppe der 60- bis 69-jdhrigen (n=219, 21%), den 50- bis 59-jdhrigen (n=182, 18%),
sowie der 80- bis 90-jahrigen (n=150, 15%) und 40- bis 49-jdhrigen (n=84, 8%) Spender.
In den Altersdekaden von 30- bis 39 (n=29, 3%), 20- bis 29 (n=20, 2%) und iiber 90
(n=19, 2%) wurden deutlich weniger Hornhautspenden angegeben. Fiir die Altersdekaden
unter 20 Jahren wurden keine Spender dokumentiert. Fiir 10 Hornhdute wurde keine

Altersangabe angegeben.
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alterspezifische Verteilung der Spender
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Abb.11: Altersverteilungsmuster der Spender (n=1031 Spender)

4.2.1 Altersspezifische Verteilung der Transplantationsrate

Das Histogramm (Abb. 12) zeigt die Altersverteilung zur Héufigkeit der reguldren
Korneatransplantationen und der verworfenen Hornhautgewebe. Fiir die Altersgruppe tliber
90 Jahre wurden 12 Hornhéute transplantiert und 7 verworfen. In der Gruppe der 20 bis 29
jéhrigen Hornhautspendern ergaben sich 4 verworfene und 16 transplantierte Hornhéute
und fiir die Gruppe ohne Altersangaben wurden 7 transplantiert und 2 Hornhaut verworfen.
Die Anzahl der Transplantationen nehmen mit dem Alter zu. So werden mit 193 die
meisten Hornhdute in einem Alter zwischen 70 und 79 Jahren zur Gewebsverpflanzung
freigegeben. Uber dem 80igten Lebensjahr der Spender nimmt die Hiufigkeit der
transplantierten Hornhdute erneut ab. Eine &hnliche Altersverteilung zeigen die
verworfenen Hornhautgewebe. So wurden ebenfalls die meisten Hornhdute verworfen,

deren Spender zwischen 70 und 79 Jahren alt waren.
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alterspezifischen Transplantationsrate
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Abb.12: Altersspezifische Transplantationsrate (n=1024; fiir sieben Hornhdute gab es

keine Verbleibszuteilung und sie wurden nicht in den Graphen miteinbezogen)

Bei einer durchschnittlichen Transplantationsrate von etwa 66% zeigt die Tabelle 1, dass
der prozentuale Anteil der transplantierten Hornhédute bei der Altersgruppe der 20-
29jahrigen bei 80% erwartungsgemdl viel hoher ist als bei der Gruppe der iiber 90
Jéhrigen mit 63%. Ein hoher Anteil mit 78% lésst sich auch fiir die Hornhdute ohne
Daten/keine Nennung zum Spenderalter feststellen. Die prozentuale Transplantationsrate
nimmt liber die nach Zehnerjahresgruppen der Hornhautspender geordnete Tabelle ab und

auch wieder zu. Die Transplantationsrate der Altersgruppen lagen zwischen 61%- 80%.

Altersgruppen kN 20-29 | 30-39 | 40-49 | 50-59 | 60-69 | 70-79 | 80-89 | >90

Transplantations- | 78 80 79 60 69 79 61 53 63

rate in %

Tabelle 1: Den einzelnen Altersgruppen (in Jahren) wurden die jeweiligen

Transplantationsraten (in %) zugeordnet. (kN= keine Nennung)

35



4.2.2 Altersspezifische Verteilung der Zelldichte

In der dargestellten Grafik (Abb.13) wird das Altersverteilungsmuster (in Jahren) gegen
die durchschnittliche Zelldichte (Zellen/'mm?®) je Lebensjahr aufgetragen. Die
durchgezogene Linie veranschaulicht die Entwicklung des Mittelwerts.

Die héchste Zelldichte mit 4050 Zellen/ mm” konnte fiir die Hornhaut eines 51-jéhrigen
Spenders bestimmt werden. Die geringste Zelldichte lag mit 949 Zellen/ mm?® bei einem 79
Jahre alten Hornhautspender vor. Es fillt auf, dass mit einem zunehmenden Alter der
Spender die Zelldichte abnimmt.

y=-8,0965x +3174,2
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Abb.13: Altersverteilungsmuster im Bezug zur Zelldichte bei der 1. Messung der
Hornhdute (n=844 Spender; nicht beriicksichtigt Zelldichte und Alter mit keiner Angabe);
Pearsonkoeffizent: -0,3280, p-Wert: <0,01

4.2.3 Altersspezifische Verteilung der Zellmorphologie

Die Abhingigkeit der Zellmorphologie, gemessen am prozentualen Anteil der fiinf- und
sechseckigen Zellen, zum Spenderalter (eingeteilt in Zehner-Dekaden) wird in diesem
Diagramm (Abb.14) veranschaulicht. Im Spenderalter zwischen 21 und 95 Jahren nimmt
der Anteil fiinf- und sechseckiger Zellen der gespendeten Hornhdute ab, wie auch die
Zelldichte unterliegt die Zellmorphologie einem demographischen Wandel. So reduziert
sich die hepta- und hexagonale Zellfraktion ab dem Alter von 21 Jahren von

durchschnittlich 63,4 % bis zu einem Wert von durchschnittlich 53,4% im Alter von 95
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Jahren nur geringfiigig. Im Rahmen der Einzelbetrachtung wurde der hochste Wert mit
85% fiir einen 24 jahrigen Spender sowie nachfolgend mit 84 % fiir gleich drei Spender
mit 43, 56 und 70 Jahren dokumentiert. Die niedrigsten Anteil fiinf-und sechseckiger
Zellen mit 15% wurde fiir einen 83 Jahre alten Spender und mit 22% fiir einen 64jdhrigen

in die Datenbank aufgenommen.

alterspezifische Zellmorphologie (fiinf- & sechseckiger Zellen) y =-0,1347x + 66,235

R>=0,03582
100

sechseckige Zelle

Zellmorphologie: prozentualer Anteil fiinf- &

0 10 2 30 40 50 60 70 0 % 100
Alter in Jahren

Abb.14: Altersverteilungsmuster im Bezug zur Zellmorphologie bei der 1. Messung der

Hornhdute (n=818 Spender, nicht beriicksichtigt Zellmorphologie und Alter mit keiner

Angabe); Pearsonkoeffizent: -0,1893, p-Wert: <0,01

4.3 Die Zelldichte

Die Untersuchung der jeweiligen Hornhautanzahl beziiglich ihrer Zelldichte (in
Zellen/'mm®) ist in der vorliegenden Grafik dargestellt. Es konnten 853 Hornhiute einer
Zelldichte zugeordnet werden. Dabei wurde mit 31% die hochste Korneazahl mit 314 fiir
den Zelldichtebereich von 2600 bis 2899 Zellen/mm® gefunden. Weitere 22% entfallen auf
die Zelldichte 2300 bis 2599 Zellen/mm® und 14 % auf die Zelldichtegruppe 2900 bis 3200
Zellen/mm®. Die geringste Korneazahl mit etwa 2% zeigte sich fiir die Zelldichtegruppe
von unter 1700 Zellen/mm®. Fiir die gesamte Kohorte ergab sich fiir knapp 79% der
Hornhiute eine Zelldichte iiber 2000 Zellen/mm®. Die restlichen 21% entfallen auf die
geringen Zelldichten oder auf die 178 Hornhéute, fiir die keine Zelldichten dokumentiert
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wurden. Die niedrigste bekundete Einzelzelldichte betrug 949 Zellen/'mm” die héchste
4050 Zellen/mm”.

quantitative Analyse der Zelldichte
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Abb.15: quantitative Analyse im Bezug auf die Zelldichte der 1. Messung (n= 1031)

4.4 Die Zellmorphologie

Das Diagramm (Abb.16) veranschaulicht die Zuordnung der jeweiligen Hornhautanzahl zu
ihrer Zellmorphologie, die anhand des jeweiligen prozentualen Anteils der fiinf- und
sechseckigen Zellen klassifiziert wurde. Es fdllt bei der quantitativen Analyse der
Hornhdute und deren Zellmorphologie auf, dass fiir 204 Hornhédute und damit circa 20%
keine fiinf- und sechseckige Zellen dokumentiert wurden. Somit weisen insgesamt 827
Hornhéute der Kohorte fiinf- und sechseckige Zellen auf. Die meisten Hornhéute (315) mit
etwa 31% weisen einen Anteil von 50 bis 59% an fiinf- bis sechseckigen Korneazellen auf.
Diesen folgt die Gruppe mit 60 bis 69% mit 245 und 40 bis 49% mit 135 zugehdrigen
Hornhduten. Die geringste Korneazahl entféllt auf den 15 bis 29%igen Anteil. Die hochste
Zellmorphologie wurde mit 85% und die niedrigste mit 15% fiinf- und sechseckiger Zellen

bestimmt.
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quantitative Analyse der Zellmorphologie
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Abb. 16: quantitative Analyse im Bezug auf die Zellmorphologie der 1. Messung (n= 1031)

4.5 Transplantationsrate

Fiir die weitere Untersuchung des Verbleibs wurden insgesamt 1024 korneale Gewebe
herangezogen, von diesen sind 675 zur Transplantation freigegeben und 349 verworfen
worden. Nur sieben Hornhdute konnten aufgrund von Dokumentationsliicken der 1031
Hornhéute umfassenden Kohorte nicht zugeordnet werden.

In den nachstehenden Graphen werden der Verbleib der Hornhdute in absoluten und

relativen Werten zur Morphologie bzw. der Zelldichte aufgefiihrt.

4.5.1 Analyse der kornealen Transplantationsrate in Abhingigkeit zur Zelldichte

Die absoluten Werte (Abb.17a) und prozentualen Verhéltnisse (Abb.17b) der
transplantierten und verworfenen Kornea-Spenden im Bezug auf die Zelldichte der
Hornhéute wurden graphisch dargestellt, welche in Gruppen von jeweils etwa 300

Zellen/mm? zusammengefasst sind.
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Verbleib der Hornhaut zur Zelldichte in absoluten

Zahlen
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Abb.17a: Absolute Werte des Verbleibs der Hornhdute abhdngig von der Zelldichte der 1.
Messung (n=1024 Spender, fiir sieben Hornhdute gab es keine Verbleibszuteilung und sie

wurden nicht in den Graphen miteinbezogen)
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Abb.17b: Relatives Verhdltnis des Verbleibs der Hornhdute abhdngig von der Zelldichte
der 1. Messung (n=1024 Spender, fiir sieben Hornhdute gab es keine Verbleibszuteilung

und sie wurden nicht in den Graphen miteinbezogen)
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Fir die Zelldichte gilt eine deutliche Zunahme der transplantierten
Hornhautsgewebespenden im Vergleich zu den verworfenen mit dem Anstieg der
Zelldichte. So wurden fir Wertegruppen mit unter 2000 Zellen/mm® 72% der
Korneagewebe verworfen. In der Gruppe von 2000-2299 Zellen/mm” werden ungeféhr
gleich viel transplantiert (52%) wie auch nicht verwendet (48%). Ab 2300 Zellen/mm’
stellt sich eine deutliche Zunahme der Transplantation (im Vergleich zu den verworfenen
Hornhéauten) dar.

Ab dieser Gruppe werden stets mehr transplantiert als verworfen mit einem hohen Anstieg
der Transplatationsrate, sodass bei mehr als 3200 Zellen/mm® iiber 87% transplantiert
werden.

Die grafische Analyse der absoluten Transplantationswerte im Bezug auf die Zelldichte
veranschaulicht eine hohe Anzahl von Spenderhornhduten, deren Zelldichte als nicht
zahlbar klassifiziert wird. In der Gruppe werden 132 Gewebespenden verworfen, jedoch
auch 44 transplantiert. Bei einer Zelldichte von unter 2000 Zellen/'mm” ergibt sich eine
sehr geringe Anzahl von Hornhduten fiir diese Kohortenstudie. Auch in diesen Gruppen
wird die Mehrzahl kornealer Gewebe nicht genutzt.

Wihrend sich der Verbleib bei einer Zelldichte von 2000 und 2299 Zellen/mm’ etwa
gleichmiBig darstellt, so ldsst sich ein deutlicher Anstieg der Transplantationsrate ab einer
Zelldichte von 2300 Zellen/mm® beschreiben. Zugleich nimmt auch die Anzahl der nicht
verwendeten Hornhéute in einem geringen Mafle zu.

Mit einer Anzahl von 251 ldsst sich fiir gut 40 % aller transplantierten Hornhéute eine
Zelldichte von 2600 bis 2899 Zellen/mm® nachweisen. Ab einer Zelldichte von 2900
Zellen/mm” stehen wieder weniger Hornhdute zu Vefiigung, sodass es zu einer Abnahme

der Werte kommt.

4.5.2 Analyse der kornealen Transplantationsrate in Abhiingigkeit zur Zell-

morphologie

Die Grafiken veranschaulichen die absoluten Zahlen in Abb.18a und das relative
Verhéltnis in Abb.18b der transplantierten und verworfenden Kornea-Spenden zu dem
prozentuellen Anteil der fiinf und sechs-eckigen Zellen, welche in einzelnen Gruppen

zusammengefasst sind.
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Verbleib der Hornhaut zur Morphologie der fiinf- &
sechseckigen Zellen in absoluten Zahlen
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Abb.18a: Absolute Werte des Verbleibs der Hornhdute abhdngig von der Morphologie der
1. Messung (n=1024 Spender, fiir sieben Hornhdute gab es keine Verbleibszuteilung und

sie wurden nicht in den Graphen miteinbezogen)
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Abb.18b: Relativer Vergleich des Verbleibs der Hornhdute abhdngig von der Morphologie
der 1. Messung (n=1024 Spender, fiir sieben Hornhdute gab es keine Verbleibszuteilung

und sie wurden nicht in den Graphen miteinbezogen)
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Die Auswertung der absoluten Transplantationszahlen und relativen Transplantationsraten
erfolgt nachstehend im Hinblick auf die Zellmorphologie der n=1024 Hornhautgewebe.
Bei 0% bzw nicht zdhlbaren flinf und sechs-eckigen Zellen wurden mit 140 Hornhduten
iiber 70% verworfen aber sogar mit rund 30% 62 Gewebespenden zur Transplantation
freigegeben. Die Gruppe der 1%-14% fiinf- und sechs-eckigen entfillt auf Grund fehlender
Hornhiute fiir diese Gruppe in der Kohorte. Dem zellmorphologischen Bereich von 15%
bis 39% sind nur wenige Hornhautgewebe zugeordnet. Diese zeigen in etwa ein
ausgeglichenes Verbleiben (fiir 15%-29%: 2 transplantierte zu 4 verworfene und 30%-
39%: 16 zu 15). Auch die Gruppe der iiber 80 %ig penta- und hexagonaler Zellen umfasst
ebenfalls nur eine geringe Gewebszahl mit einem &hnlichen Verhidltnis der
Transplantationen (6) zur Nichtnutzung des Gewebes / Gewebsverwerfung (5). Die
Transplantationsrate steigt sprunghaft auf 70 % mit 94 verwendeten zu 40 verworfenen
Gewebespenden fiir die Gruppe der 40%-49%igen flinf- und sechseckzelligen Hornhdute
an.

Die Hornhdute mit dem Anteil von 50%-59% fiinf- und sechseckiger umfassen die grofite
Anzahl. Diese betrdgt mit 229 mehr als 1/3 der gesamten transplanierten und mit 84 etwas
weniger als Y der gesamten verworfenden Hornhduten. Bei sinkender
Zugehorigkeitswerten steigt die Transplantationsrate der 60%-69% Gruppe auf 80% (bei
194 zu 49) und der 70%-80% Guppe auf sogar 85% (bei 72 zu 12).

Es ist zu beobachten, dass mit einem steigenden Anteil der penta- und hexagonaler Zellen
die prozentuale Transplantationsrate zunimmt und sich anteilig eine Abnahme der

verworfenden Hornhautspendegewebe einstellt.

4.6 Verinderungen der Hornhautzahl iiber die Kulturzeit

In der folgenden Tabelle 2 zeigt sich die Entwicklung der Hornhautzahl iiber den
Zeitverlauf der sechs Messpunkte in der Kultur. Dabei wird fiir alle 1031 Hornhéute der
Erstbefund am ersten Messpunkt erhoben. Zugleich bildet dieser Erst- auch zugleich den
Endfund von 143 Hornhéduten. Diese 143 wurden nun entweder transplantiert oder
verworfen. So hat sich fiir den zweiten Messpunkt die Gesamtanzahl auf 888
Korneageweben in Kultur reduziert. Erneut wurde fiir 256 Gewebespenden ein Endbefund
erhoben. Fiir 474 wurde nun ein Vorbefund festgelegt. Diese wurden nun nicht erneut ins

Kulturmedium sondern in die Entquelllosung iiberfiihrt. Die 158 Hornhdute mit dem
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ermittelten Zwischenbefund werden weiterhin kultiviert. Fiir den dritten Messpunkt waren
nur noch 632 von den anfianglichen 1031 Hornhduten in Kultur, davon hatten 30 einen
zweiten Zwischenbefund, 128 eine Vorbefund und 474 Hornhdute einen Endbefund und
somit waren fiir die vierte Messung nur noch 158 Hornhdute in Kultur. 28 von diesen
hatten einen Vorbefund, 2 einen Zwischenbefund und die 128, welche in der dritten
Messung einen Vorbefund hatten, einen Endbefund. In der fiinften Messung wurden 28

end- und 2 vorbefundet. Fiir zwei Hornhdute wurde noch eine 6. Messung durchgefiihrt.

Messpunkte 1 2 3 4 5 6

Erstbefund*/bereits 1031* 143 399 873 1001 1029

entnommene HH

Endbefund 143 256 474 128 28 2
Vorbefund --- 474 128 28 2 —
Zwischenbefund -— 158 30 2 —— -

Gesamtanzahl noch in| 1031 888 632 158 30 2
Kultur

Tabelle 2: Stellt die Zuteilung der jeweiligen Hornhautanzahlen zu den einzelnen
Befundtypen: Erstbefund, Endbefund, Vorbefund und Zwischenbefund iiber die sechs
Messpunkte dar.

4.7  Analyse der Abhingigkeit der Zelldichte zur Zellmorphologie

Es folgt liber alle sechs Messpunkte die Analyse des Verhiltnisses der beiden untersuchten
kornealen Qualititsmerkmale der Zelldichte und der Zellmorphologie zueinander
(Abb.19a-1).

In Kap. 4.7.1 werden die Messwerte fiir die jeweilige Messung von der 1. bis zur 6.
Messung betrachtet, bei diesen werden die nichtzdhlbaren bzw. mit 0 gezéhlten Hornhdute
weggelassen, damit man die unterschiedlichen Messung besser miteinander vergleichen
kann.

In Kap. 4.7.2 werden alle Hornhdute (n = 1031) der 1. Messung betrachtet (Abb.19), um

einen Uberblick iiber die gesamte Erstbefundung zu zeigen.
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4.7.1 Betrachtung fiir die einzelnen Messpunkte

Es folgt iiber alle sechs Messpunkte die Analyse des Verhéltnisses der beiden untersuchten
kornealen Qualitditsmerkmale der Zelldichte und der Zellmorphologie zueinander
(Abb.19a-f). Die Zelldichte und die Zellmorphologie der Hornhéute verhalten sich fiir alle
6 Messpunkte gleichformig. So ldsst sich im Mittel ein hoherer Anteil an fiinf- und
sechseckiger Zellen einer groferen Zelldichte zuordnen. Die durchgezogene Linie in den
Graphen veranschaulicht diesen Trend und weist fiir die erste Messung eine Steigung flir
jeden zusitzlichen prozentualen Anteil um einen Zelldichtezuwachs von 15,639
Zellen'mm” auf. Die Trendliniensteigung schwankt leicht iiber die Messpunkte (2.
Messung: 16,271 Zellen/mm? *X, 3. Messung: 17,636 Zellen/mm? *X, 4. Messung: 13,904
Zellen/mm® *X, 5. Messung: 18,943 Zellen/mm” *X). Die Werte oberhalb der Trendlinie
weisen verhdltnismdBig hohe Zelldichtewerte und eher geringe prozentuale Anteil an fiinf-
und sechseckigen Zellen auf. Dagegen sind die Anteile an fiinf- und sechseckigen Zellen
der Hornhédute iiberproportional gro3 im Bezug zu den eher geringen Zelldichtewerten fiir
alle Morphologiewerte unterhalb dieser Trendlinie, groBer als man von dem zugehorigen
Zelldichtewert her erwarten wiirde. Fiir die 6. Messung mit nur zwei zugehdrigen
Hornhduten wiirde eine Trendlinie wenig sinnvoll sein. Das niedrigen Bestimmtheitsmaf}
(R?) weist auf einen nicht linearen Zusammenhang zwischen Zelldichte und Morphologie

hin, trotzdem ist ein Anstieg der Streuung entlang der Trendlinien zu beobachten.

Zelldichte zur Morphologie 1. Messung > . 3’92)‘03815748
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Abb. 19a: Verhdltnis der Zelldichte zur Zellmorphologie am 1. Messpunkt (n=827, 204
Hornhdute, bei denen keine Zelldichte und/oder Zellmorphologie bestimmt wurden konnte,

wurden nicht beriicksichtigt in dem Graphen), Pearson-Koeffizent:0,45809 ,p-Wert:<0,01
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Abb. 19b: Verhdltnis der Zelldichte zur Zellmorphologie am 2. Messpunkt (n=796, 92

Hornhdute, bei denen keine Zelldichte und/oder Zellmorphologie bestimmt wurden konnte,

wurden nicht beriicksichtigt in dem Graphen), Pearson-Koeffizent:0,41331 ,p-Wert:<0,01
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Abb. 19c: Verhdltnis der Zelldichte zur Zellmorphologie am 3. Messpunkt (n=598, 34

Hornhdute, bei denen keine Zelldichte und/oder Zellmorphologie bestimmt wurden konnte,

wurden nicht beriicksichtigt in dem Graphen), Pearson-Koeffizent:0,48957 ,p-Wert:<0,01
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Abb. 19d: Verhdltnis der Zelldichte zur Zellmorphologie am 4. Messpunkt (n=151, 7
Hornhdute, bei denen keine Zelldichte und/oder Zellmorphologie bestimmt wurden konnte,

wurden nicht beriicksichtigt in dem Graphen), Pearson-Koeffizent:0,36352 ,p-Wert:<0,01

=18,943x + 1043,8
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Abb. 19e: Verhdltnis der Zelldichte zur Zellmorphologie am 5. Messpunkt (n=26, 4

Hornhdute, bei denen keine Zelldichte und/oder Zellmorphologie bestimmt wurden konnte,

wurden nicht beriicksichtigt in dem Graphen), Pearson-Koeffizent:0,61974 ,p-Wert:<0,01
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Zelldichte zur Morphologie 6. Messung
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Abb. 19f: Verhdltnis der Zelldichte zur Zellmorphologie am 6. Messpunkt (n=2, bei diesem
Graphen wurde auf eine Trendlinie mit Funktionsgleichung verzichtet, da dieses bei zwei

Werten keinen Sinn machen wiirde)

Die oben stehenden Diagramme veranschaulichen das Verhiltnis zwischen der Zelldichte
und Zellmorphologie. Dabei wird die Zelldichte gegen den prozentualen Anteil an fiinf-
und sechseckigen Endothelzellen aufgetragen. Durch die vorliegenden Datenpunkte wurde
eine Ausgleichsgerade gezogen, deren Steigung als Formel in der rechten oberen
Diagrammecke vermerkt wurde. Darunter ist das Bestimmtheitsmaf (R?) fiir die Daten der

jeweiligen Messung angegeben.

4.7.2 Betrachtung der Gesamtzahl der 1. Messung

Bei der untenstehenden Grafik wurden die Hornhdute (n = 1031) der 1. Messung
betrachtet. In dem Diagramm wurden alle Hornhédute mit ihren Messwerten fiir die
Zelldichte und der fiinf- und sechseckigen Zellenmorphologie bei ihrer Erstbefundung
berticksichtigt.
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Abb. 19: Verhdltnis der Zelldichte zur Zellmorphologie am 1. Messpunkt (n=1031);
Pearson-Koeffizent: 0,86445; p-Wert:<0,01

Die oben stehende Grafik veranschaulichen das Verhéltnis zwischen der Zelldichte und
Zellmorphologie in der 1. Messung. Dabei wird die Zelldichte gegen den prozentualen
Anteil an fiinf- und sechseckigen Endothelzellen aufgetragen. Durch die vorliegenden
Datenpunkte wurde eine Ausgleichsgerade gezogen, deren Steigung als Formel in der
rechten oberen Diagrammecke vermerkt wurde. Darunter ist das BestimmtheitsmaB (R?)

fiir die Daten der jeweiligen Messung angegeben.

4.8 Zeitliche Verinderung der Hornhiute in der Studienkohorte

Im Folgenden wird den Einfluss der Zeit auf das korneale Endothel unter Beriicksichtigung
der Qualitatskriterien der Zelldichte und Zellmorphologie weitergehend betrachtet. Die
Studienkohorte wurde dabei so gewéhlt, dass fiir die 128 Hornhéute iiber alle vier
Messpunkte Daten erhoben wurden. Dabei stellt die erste Messung den Aufnahmebefund
dar. Fiir die zweite und dritte Messung wurde das Endothel im Kulturmedium kultiviert

und die vierte Messung misst den entquollenen Zustand der Endothelzellen.

4.8.1 Verinderungen der Zelldichte iiber die Kulturzeit

Die Grafik (Abb.20) veranschaulicht die Dynamik der durchschnittlichen Zelldichte (in
Zellen/mm?) iber die Zeit von 4 Messpunkten, die die Endothelkultivierung und
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Transplantationsvorbereitung durch Entquellen umfassen. Die durchschnittliche Zelldichte
ist fir die ersten drei Messpunkte sehr konstant (Messpunkt 1: 2156 Zellen/mm®;
Messpunkt 2: 2171 Zellen/mm?*;, Messpunkt 3: 2115 Zellen/mm?). Fiir den vierten
Messpunkt - dem Endothelbefund nach der Entquellung — und somit vor einer potentiellen
Transplantation fillt die durchschnittliche Zelldichte mit 1907 Zellen/mm® knapp unter die

Grenzmarke von 2000 Zellen/mm?.

zeitliche Zelldichteveranderungen

2500
N o= S =
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=
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3 1500
N
g
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0
1. 2. 3. 4.
Messpunkte

Abb, 20: Zeitliche Zelldichteverdnderungen (n=128)

Die Grafik (Abb.21) stellt die Verdnderung der durchschnittlichen Zelldichte (in
Zellen/mm?), fiir alle Hornhéute fiir die eine messbare Zelldichte (>1 Zelle/mm?) vorlag,
wihrend der 4 Messpunkte dar. Da die Hornhautgruppe, der mit 0 Zellen/mm” festgelegten
oder fiir die keine Zelldichte bestimmt werden kann, {iberproportional grof3 ist und so die
Untersuchung verfilscht, wurde diese nun aus der Kohorte ausgeklammert. Fiir die {ibrigen
99 Hornhiute zeigte sich nun eine geringe aber kontinuierliche Abnahme der Zelldichte

von 2595 Zellen/mm? auf 2030 Zellen/mm?.
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Abb 21: Zeitliche Zelldichteverdnderungen (n=99)

4.8.2 Verinderung der Zellmorphologie iiber die Kulturzeit

Um den Einfluss der Zeit auf die Zellmorphologie zu untersuchen, wurden der Verlauf des
durchschnittlichen prozentualen Anteils der fiinf-, der sechs- sowie der fiinf- und
sechseckigen Endothelzellen fiir die Hornhaut an vier Messpunkten untersucht.

Der Anteil der fiinfeckigen Endothelzellen steigt am 3. und 4. Messpunkt leicht an,
wihrend der Anteil der sechseckigen Endothelzellen von 3. zum 4. Messpunkt um knapp 2
% abnimmt.

Der durchschnittliche Anteil der fiinf- und sechseckigen Endothelzellen gemeinsam zeigt
unter der Kultur der Kornea zwischen dem 2. und 3. Messpunkt einen Anstieg dieser
Zellpolygonalitit von 47,13% zu 49,36% um etwa 2%. Die Entquellung der Hornhdute
senkt diesen Wert erneut auf 47,69%. Somit konnte eine minimale Zunahme von 0,62%
von einem urspriinglich 47,07%-igen auf einen 47,69%-igen Anteil der fiinf- und

sechseckigen Endothelzellen der Hornhdute festgestellt werden.
Die Grafik (Abb. 22) zeigt den Verlauf des durchschnittlichen prozentualen Anteils der

fiinf- (blau), der sechs- (rot) sowie der fiinf- und sechseckigen (griin) Endothelzellen der

Hornhéute an den ersten vier Messpunkten.
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Abb 22: Zeitliche Zellmorphologieverdnderung (n=128)

Wie schon fiir die Betrachtung der Zelldichte iiber die  Zeit, wurde auch die
unverhéltnisméiBig groBe Hornhautgruppe, fiir die keine Zellmorphologie bestimmt wurde
bzw. der prozentuale Anteil der penta- bzw. hexagonalen Endothelzellen der Hornhéute
null betrug, nicht mit einbezogen. So ergab sich eine Abnahme aller drei Morphologie-
Gruppen vom Erstbefund (1. Messpunkt) zum ersten Kulturmesspunkt (2.Messpunkt),
dabei nimmt der Anteil der pentagonalen Zellen um etwa 2%, der Anteil der hexagonalen
Zellen um etwa 3% sowie der gemeinsame Anteil um circa 5% ab. Zwischen dem 2. und 4.
Messpunkten zeigten sich nur minimale Verdnderung der Zellmorphologie.

In der Grafik (Abb. 23) wurde die =zeitliche Verdnderung des durchschnittlichen
nachweisbaren prozentualen Anteils der flinf-, der sechs- sowie der fiinf- und sechseckigen

Endothelzellen der Hornhdute im Verlauf der ersten vier Messpunkten illustriert.
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Abb 23: Zeitliche Zellmorphologieverdnderung ohne 0 (n=99)

4.9 Verinderungen der gesamten Kohorte iiber die Kulturzeit

Die Entwicklung aller Hornhdute iiber die Zeit der Kultur vom Erstbefund iiber die
Messung wihrend der Kultur bis zum Befund nach dem Entquellen der kornealen
Endothels wird fiir die gesamte Kohorte (n=1031) betrachtet. Dabei wurden im Rahmen
des Untersuchungszeitraums immer wieder Hornhdute durch die Transplantation und das

Verwerfen dieser aus dem Studienvolumen entnommen.

4.9.1 Verinderung der Zelldichte iiber die gesamte Kulturzeit

Die durchschnittliche Zelldichte zeigte von der ersten Messung mit 2187 Zellen/'mm” bis
zur fiinften Messung eine leichte jedoch zunehmende Abnahmedynamik. Im Ubergang
zwischen der dritten und vierten Messung unterschritt die Zelldichte den
Transplantationsgrenzwert von 2000 Zellen/mm? auf eine durchschnittliche Zelldichte von
1752 Zellen/mm®. Fiir den sechsten Messpunkt war erneut ein Anstieg auf etwa 1935
Zellen/mm” zu verzeichnen.

Die Grafik (Abb. 24) veranschaulicht die Entwicklung der durchschnittlichen Zelldichte
(in Zellen/mm?®) iiber den gesamten dokumentierten Zeitraum von 6 Messpunkte, die die
Erstbefundaufnahme, Endothelkultivierung und Transplantationsvorbereitung durch

Entquellen aller 1031 Hornhdute umfassen.

53



zeitliche Zelldichteveranderungen

2500

2000 TN=103T N=888  N—32
N=158 N=2

1500 N=30

1000

Zelldichte in (Zellen/mm?2)

500

1.Messung 2.Messung 3.Messung 4.Messung 5.Messung 6.Messung

Abb 24: Zeitliche Zelldichteverdnderungen (n=1031)

4.9.2 Verinderung der Zellmorphologie iiber die gesamte Kulturzeit

Der Anteil der flinf- und sechseckigen Endothelzellen wies den gleichen Wert mit etwa
46% zum Zeitpunkt der ersten sowie der letzten Messung auf. Bis zur dritten Messung kam
es zu einem Anstieg bis 50%. Zur fiinften Messung wurde der niedrigste Wert mit circa
45% nachgewiesen.

Die Grafik (Abb. 25) stellt die dynamische Verdnderung des durchschnittlichen
prozentualen Anteils der fiinf- und sechseckigen Endothelzellen der 1031 Hornhéute {iber

den gesamten Messzeitraum von 6 Einzelmessungen.
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Abb 25: Zeitliche Zellmorphologieverdnderungen (n=1031)

4.10 Griinde fiir die Ablehnung eines Hornhautgewebes

Es wurden mit 349 etwa ein Drittel der Hornhautspenden wéhrend der Beobachtungszeit
verworfen. Jedoch wurde nur fiir 322 Hornhéute ein oder mehrere (in 3 Fillen zwei
Griinde) Griinde angegeben, die den festgelegten Qualititskriterien fiir eine
Hornhauttransplantation nicht entsprechen. In dem nachfolgenden Diagramm (Abb. 26)

wurden die Hauptgriinde fiir eine Ablehnung der Korneagewebe aufgezeigt.

K Préaparationskomplikationen

K Endothelverdnderungen

“ Nebenerkrankungen

i Serologische Auffalligkeiten

“ Mikrobiologische Auffilligkeiten

“andere Griinde

keine Angabe von Griinden

Abb. 26: Ursachenanalyse fiir das Verwerfen von Hornhautgewebe (n=349)
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Die Verdnderungen des Endothels durch Degeneration, dem Fehlen der Endothelschicht
und  Nichtabrufung des Transplantatgewebes stellen mit insgesamt 49% und 164
zugehorigen Hornhduten den Hauptgrund fiir das Verwerfen der Kornealgewebe dar.

Weitere Hornhdute wurden aussortiert, da die Spender an systemischen, infektiosen oder
malignen Erkrankungen litten (n=30, 9%). Bei etwa 12% waren die Griinde dafiir
serologischen Auffilligkeiten, die im Rahmen der Blutuntersuchung vor der Freigabe eines
Korneatransplantates als Ausschlusskiriterium fungieren. So wurde achtmal eine Hepatitis
C und zweimal eine Hepatitis B Infektion des potentiellen Spenders aufgedeckt. In zwei
Féllen war die HIV-Untersuchung positiv. Weitere acht Hornhautgewebe wurden aus
anderen mikrobiologisch und virologischen Griinden als ungeeignet selektiert. In 62 Fallen
mussten die Gewebetransplantate aufgrund einer Verkeimung des Transplantates, der
Kultur bzw. Mediumslosung verworfen werden. Nur ein kleiner Anteil von 4% der
Hornhautgewebe wurde aufgrund von Priparationsschwierigkeiten und Gewebsrissen
unbrauchbar. Die {brigen 5% entfallen auf andere Griinde fiir eine
Transplantationsnichteignung, zu denen unvollstindige oder unsichere Kriterien wie eine
unklare Todesursachen und unvollstindige Anamnesen der Spender zdhlen und die eine
mogliche Gefahr fiir den Empfanger nicht ausschlieen lassen. Fiir 27 Hornhdute wurden

keine Ursachen fur das Verwerfen dokumentiert.

4.11 Todesursachen der Hornhautspender

Die Grafik (Abb.27) veranschaulicht die dokumentierten Todesursachen der

Hornhautspender. Dabei flief3t jede einzelne Hornhaut (n = 1031) in die Auswertung ein.

* Die héufigste Todesursache bildet die Gruppe der kardialen Todesursachen mit 442
zugehorigen Hornhéduten (43%). Zu den kardialen Todesursachen zéhlen
Myokardinfarkte (146), Herzinsuffizienz (103), kardiale Dekompensation (42),
Herzrhythmuserkrankungen (36), Perikardtamponaden (32), kardiogener Schock
(32), Kardiomyopathie (8), entziindliche Herzerkrankungen (8) und weitere
kardiale Todesursachen (35).

¢ Zuden vaskuldaren Todesursachen mit 62 dokumentierten Hornhduten (6%)
gehdren thromboembolische Erkrankungen (Lungenembolie - 34, mesenteriale
Darmischémie — 2), Dissektionen und Aneurysmen der gro3en Gefille (24) und die

arterielle Hypertonie (2).
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Der Tod als Folge einer Krebserkrankung wurde fiir 13 Hornhiute (1%)
dokumentiert.

19% entfallen mit 198 zugeordneten Hornhéuten auf unklare Todesursachen. Als
unklare Todesursache werden alle Todesfalle deklariert, dessen unmittelbarer
Todesverlauf und der Grund des Todes meist aufgrund des erstmaligen Kontaktes
ohne Kenntnis der Krankengeschichte zwischen dem Arzt, der den Tot feststellt
und den Totenschein ausfiillt, und dem verstorbenen Patienten.

Zu den zerebralen Todesursachen(101, 10%) gehdren Apoplex und hypoxischer
Hirnschaden (18), intrakranielle Blutungsereignisse (52), Schadel-Hirn-Trauma
(12+4), zerebrale Todesursachen anderer Genese (15).

Der Tod als Folge einer Blutung wurde fiir 21 Hornhéute dokumentiert (2%).

Die Pneumonie (24), respiratorische Insuffizienz (10) und Lungenddem (4) bilden
die Gruppe der pulmonalen Todesursachen (4%).

Als weitere Todesursachen (156, 15%) wurden unter anderem forensische
Todesursachen (Erhdngen, Erwiirgen, Kopfschuss), Suizide, Traumen,

Organversagen und Sepsis angegeben.

& kardiale Todesursache

& vaskulédre Todesursache
kanzerogene Todesursache

i zerebrale Todesursache
hiamorrhagisch Todesursache
pulmonale Todesursache

weitere Todesursache

- unklare Todesursache

Abb. 27: Todesursachen der Hornhautspender (n=1031)

4.12 Begleiterkrankungen der Hornhautspender

Das unten stehende Sédulendiagramm (Abb. 28) veranschaulicht die jeweilige Anzahl an

Grunderkrankungen der Hornhautspender. Im Rahmen der Spenderanamnese wurden

unterschiedliche Begleiterkrankungen der Spender angegeben. Fiir die 1031 Hornhéute

wurden insgesamt 596-mal Begleiterkrankungen genannt. Hierbei lassen sich den
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Spendergeweben nur eine oder auch mehrere Begleiterkrankungen zuordnen. Es wurden
fiir 674 Hornhéute keine Angaben beziiglich der Grunderkrankungen der Spender gemacht.
Die héufigsten Komorbidititen der Spender waren Erkrankungen des Herz- und
Kreislaufsystems 176. So wurde beispielsweise 20mal eine koronare Herzkrankheit, 28-
mal eine Herzinsuffizienz und 10mal eine Herzrhythmusstorung angegeben. In 44 Fillen
wurde ein Hypertonus anamnestiziert. Auch Lungenerkrankung (56) wie die COPD mit 26
Fillen, die psychiatrischen Krankheitsbilder (30) wie die Depression mit 20 Féllen und die
endokrinologischen (66) Beschwerden beispielsweise dem Diabetes mellitus mit 56facher
Nennung. Die hédufigsten Suchterkrankungen und ,,Genussmittelerkrankungen® der
Allgemeinbevolkerung werden auch bei der Befragung der Spender mit einer grofen
Anzahl (92) widergespiegelt. 22 Mal wurde ein Alkoholabusus zum Teil auch mit der
Angabe einer dthyltoxischen Leberzirrhose festgestellt. Ein Nikotinabusus wurde bei 30
Hornhduten benannt. Weitere Bereich sind Erkrankungen des Bewegungsapparates (26),
Krebsleiden (50), neurologische (24), renale (14), hdmatologische (14), dermale (6),
infektiose (8), ophthalmologische (4) und gastroenterologische Erkrankungen (22). Nur fiir

vier Hornhdute wurde explizit das Fehlen eine Grunderkrankung dokumentiert.

Begleiterkrankungen

Kardiovaskulire Begleiterkrankung

genussmittelbedingte Begleiterkrankung s
Endokrine Begleiterkrankungen -
Pulmonale Begleiterkrankungen -

neoplastische Begleiterkrankungen s
Psychiatrische Begleiterkrankungen &
Skelettale Begleiterkrankungen
Neurologische Begleiterkrankungen 4
Gastrointestinale Begleiterkrankungen 4
Hiamatologische Begleiterkrankung
Renale Begleiterkrankungen
Infektiose Begleiterkrankungen
Dermale Erkrankungen -
Nicht eindeutige Angaben
Keine Begleiterkrankungen
Opthalmologische Begleiterkrankung
Ohne Angaben : : : : : :

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Abb 28: Quantitative Analyse der Begleiterkrankung der Hornhautspender (n=1031;
Anzahl n=1270 durch die mogliche Mehrfachnennungen pro Hornhaut)
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4.13 Verbleib

648 Hornhauttransplantete wurden mittels einer perforierenden Keratoplastik
transplantiert, nachdem sie die Priifung auf eine Transplantattauglichkeit bestanden hatten.
Nach der DMEK-Methode wurden 27 Transplantationen durchgefiihrt. Einige Hornhéute
konnten aufgrund ihrer geringen Endothelzellzahl oder des Fehlens der Endothelschicht als
vollwertiges Korneatransplantat nicht herangezogen werden. Diese Hornhdute wurden zur
Deckung verwendet. Etwa ein Drittel der Spenderhornhidute mussten verworfen werden.
Die hiiufigsten Ursachen waren die Endotheldegeneration und das Uberschreiten des
maximalen Explantation-Transplantationszeitraums. Jedoch mussten auch Korneagewebe
aufgrund einer auffilligen serologischen und mikrobiologischen Untersuchung sowie der

Nebendiagnosen der Spender aussortiert werden.

4.14 Notfallhornhiute

Dabei wurden die 154 Notfallhornhdute (NHH) ausgeklammert und fiir einen Notfall
zurlickgehalten. 72 der NHH wurden transplantiert von denen 54 eine Endotheldichte unter
2000 Zellen/ mm® aufwiesen. Die anderen 82 NHH wurden nicht abgerufen, hatten eine

Epitheldegeneration oder die Kulturzeit tiberschritten.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es, die Abhingigkeit der Transplantatqualitit im Rahmen der
Eignungspriifung anhand der Morphologie zu beurteilen und zu klédren, ob eine direkte
Abhidngigkeit des Zellautbaus und der Zelldichte besteht. Besteht die Moglichkeit die
quantitative Bestimmung der Endothelmorphologie als Parameter fiir die Eignung des
kornealen Spendergewebe heranzuziehen und durch die Anteilsermittlung der
normalgeformten Zellen einen minimalen Grenzwert einer qualitativen Spenderhornhaut
festzulegen.

In der vorliegenden Studie wurde durch die statistische Datenanalyse gezeigt, dass bei der
qualitativen Begutachtung eines kornealen Transplantates neben der Zelldichte
unterstiitzend auch die Zellmorphologie mitbetrachtet werden sollte. Die Ergebnisse der
Studie und die der Hornhautdatenbank werden weitergehend interpretiert und hierzu
kritisch bewertet.

Fiir die Analyse wurden bereits erhobene und tabellarisch archivierte Daten herangezogen.
Diese Studie wies ein Geschlechterverhdltnis von 2:1 fiir die Hornhéute ménnlicher zu
denen weiblicher Spender auf. Ein dhnliches Verteilungsmuster der Geschlechter zeigte
sich bereits in vorherigen Studien(Kaiser, 2015). Das Geschlecht der Spender hat nach
bisherigem Wissensstand keinen Einfluss auf die Zelldichte(Laule, Cable, Hoffman, et al.,
1978). Dies wurde hier bestitigt (Kap.4.1.2, Abb. 9, Seite 32); zudem konnte gezeigt
werden, dass dies auch auf die Zellmorphologie (Kap.4.1.3, Abb. 10, Seite 33) zutrifft.
Jedoch fiel bei der geschlechterspezifischen Analyse der Transplantationsrate auf, dass die
Hornhdute ménnlicher Spender mit 68% héufiger transplantiert wurden als die weiblicher
Spender (61%). Andere Untersuchungen wiesen auf den Einfluss des Geschlechtes auf das

Uberleben des Transplantates hin.

Altersverteilung:

Das durchschnittliche Sterbealter der potentiellen Spender lag bei 65,9 Jahren. Bei einem
bundesdeutschen durchschnittlichen Sterbealter in den Jahren 2012 bis 2016 von 77,9 bis
78,41 Jahre entfielen in dieser Studie 70% der Hornhautspenden auf Spender mit einem
jiingere Todesalter von 50 bis 70 Jahren.

Der Altersgruppe der unter 40 jahrigen konnten nur 49 Hornhéute (5% aller Hornhéute)
zugeordnet werden, sodass eine eingeschrinkte Aussagekriftigkeit fiir junge Spender

besteht.
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Der Einfluss des Spenderalters auf die Hornhéute zeigt sich in der hoheren Qualitdt der
Hornhautgewebe von jungen Spendern. So wurde in mehreren Arbeiten zuvor eine
Abnahme der kornealen Zellularitit von etwa 0,3%(Blatt, Rao & Aquavella, 1979) bis
0,71%(Bourne & Kaufman, 1976) pro Lebensjahr und damit verbunden der
Zelldichte(Kaufman, Capella & Robbins, 1966) sowie eine graduelle(Laing, Berrospi &
Leiuowitz, 1976) Zunahme des Zellpleomorphismus(Padilla, Sibayan & Gonzales, 2004)
mit zunehmendem Alter beschrieben. Laut Nucci et al. nimmt in den ersten Lebensjahren
die Zelldichte korrelierend mit der HornhautgroBenzunahme deutlich ab. In der Kindheit
zeigt sich eine rasche Abnahme der Zelldichte von 3591£399 Zellen/mm® im Alter von 5
Jahren auf 2697+246 Zellen/mm” im Alter von 10 Jahren. Diese starke Abnahme der
Zelldichte beruht auf der immer groBer werdenden Hornhautfliche bei einer
gleichbleibenden Zellzahl(Nucci, Brancato, Mets, et al., 1990).

Die vorliegende Studie wies eine altersbedingte kontinuierliche Verringerung beider
Parameter nach. Dabei war die Zelldichte etwas stabiler gegeniiber den demographischen
Einflissen als die Zellmorphologie. Wie auch die Hornhautqualitit zeigt die
Transplantationsrate ebenfalls eine Abnahme mit héherem Alter (Tabelle 1).

In Kap. 4.2.2 wurde das Alter zur Zelldichte und in Kap. 4.2.3. zur Zellmorphologie( fiinf-
und sechseckiger Zellen ) aufgetragen. Beide Graphen zeigen einen Abwirtstrend, sodass
mit hoheren Alter sowohl die Zelldichte (Kap.4.2.2, Abb. 13, Seite 36) als auch der Anteil
an flinf- und sechseckiger Zellen (Kap.4.2.3, Abb. 14, Seite 37) abnimmt. Bei beiden
Graphen wurde eine lineare Regression durchgefiihrt, welche eine Trendgerade mit
Funktion ergab. Da sowohl bei der Zelldichte als auch bei der Zellmorphologie eine sehr
hohe Streuung um die Trendlinie besteht, sind sowohl bei der Zelldichte (R*= 0,10757) als
auch bei der Zellmorphologie (R*= 0,03582) die Werte fiir das Bestimmtheitsmal sehr
gering. Fiir die Zelldichte ist die Streuung etwas geringer als fiir die Zellmorphologie der
fiinf- und sechseckigen Zellen, somit kann man die Zelldichte etwas besser voraussagen als
die Zellmorphologie, wenn man sich das Alter anguckt.

Beide Grafiken wiesen signifikante P-werte auf. Interessant ist aber, dass selbst Spender
mit einem Alter {iber 80 Jahren mit bis zu 80% fiinf- und sechseckigen Zellen ein immer
noch sehr stabiles Endothel besitzen.

Dem Bestimmtheitsmal3 zur Folge korreliert das Todesalter der potentiellen Spender
(negativ) mit der Zelldichte (R*= 0,10757). Das Alter nimmt vermutlich indirekt durch die
Zelldichteabnahme einen Einfluss auf die Hornhautqualitit. So kann zwar von einer

schlechteren Hornhautwertigkeit im hoheren Alter ausgegangen werden. Jedoch sollte jede
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Hornhaut unabhéngig von ihrem Alter auf ihre Transplantationseignung hin begutachtet
werden, da keine direkte lineare Beziehung zwischen diesen beiden Parametern besteht.

Es zeigt sich ebenfalls eine Assoziation zwischen dem hdheren Spenderalter und der
Zunahme des Pleomorphismus ohne ein lineares Verhéltnis zueinander (R*=0,03582).
Zelldichte und Zellmorphologie nehmen beide mit dem Alter ab.

Es wird vermutet, dass die Endothelzellen in der G1-Zellzyklusphase ,,eingefroren*“(Joyce,
2003) sind und sich nicht regenerieren konnen. Dem Zelluntergang wirkt nur eine
Zellform- sowie ZellgroBenidnderung der umliegenden Zellen die sogenannte ,,Resilienz*-
Fahigkeit der Hornhaut entgegen. So konnen aus dem demographischen Zellzahlabfall
auch die Zunahme des zelluldren Pleomorphismus und somit einer Abnahme der
hexagonalen Zellen resultieren(Edelhauser, 2000). Wird eine bestimmte Zellzahl
unterschritten, kommt es zu einer Dekompensation(Kaufman & Katz, 1977). Bei
unkontrolliertem Einstrom durch ein Uberschreiten der endothelialen Kapazititen des
aktiven, ATP-abhingige Endotheltransports von Natrium, Kalium und Hydrocarbonat
sowie unverschlossene Endothelzelllicken kommt es zur Ausbildung eines
Hornhautédems und folglich zu einer Verschlechterung der Sehfihigkeit. Diese
pathologischen Prozesse konnen sowohl durch korneale Erkrankungen als auch in Folge
von Traumen wie zum Beispiel eine Transplantation hervorgerufen werden. Diese addieren
sich zur physiologischen, altersbedingtes Zellularititsabnahme.

So sollte zusdtzlich zu der Zelldichtenbestimmung als Funktionsmaker fiir die Hornhdute
vor allem dlterer Spender auch die Zellmorphologie zu mindestens zusétzlich als Indikator
fir die Integritit und Funktion einer kornealen Endothelzellschicht herangezogen

werden(Padilla, Sibayan & Gonzales, 2004).

In unsere Studie lag in 79,2% der Fille eine korneale Zelldichte von iiber 2000 Zellen/mm?
vor. Fiir die Zellmorphologie wurde bei 76,6% der Hornhdute ein Anteil von iiber 40% an
fiinf- und sechseckigen Zellen bestimmt. Wie auch fiir die Zelldichte mit 17,3%, wurden
fiir die Zellmorphologie fiir 19,8% der Hornhdute keine Angabe gemacht oder es konnte
die jeweilige Qualitét nicht nachgewiesen werden.

Die Transplantationsrate lag fiir die gesamte Kohorte bei 66%. Fiir die Zelldichte wurde ab
einem Wert von 2300 Zellen'mm’ eine deutliche Zunahme der Transplantationen
verzeichnet. So stieg mit einer zunehmenden Giite der Zellmorphologie ebenfalls auch die
Korneaverpflanzungsrate an. Die meisten Hornhdute wurden mit einem Anteil von 50 bis

59% an fiinf- und sechseckigen Zellen zur Transplantation freigegeben.
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Um den Einfluss der Zeit und Endothelkultivierung auf die Hornhdute zu analysieren,
wurde zur weiteren Betrachtung eine 128 Hornhéute umfassende Teilkohorte gewdhlt. Fiir
diese Korneagewebe ldsst sich jeweils der komplette Untersuchungszeitraum von vier
Messungen (ErstB, ZB, VB, EndB) nachweisen. Die Zelldichte zeigte {iber die Kulturzeit
einen nahezu konstanten Durchschnittswert. Jedoch verursachte die Entquellung vor dem
vierten Messpunkt einen geringgradigen Zelldichteverlust. Die Zellmorphologie wies
sogar einen minimalen (tempordren) Anstieg der durchschnittlichen zelluldren Penta- und
Hexagonalitit. Diese Dynamiken waren auch im Rahmen der Datenauswertung fiir die
gesamte Kohorte iiber alle 6 Messpunkte zu beobachten. Dieses spricht unter anderem fiir
den adidquaten Umgang mit den Spendergeweben unter Einhaltung der standardisierten

Ablaufe der Hornhautbank Hamburg.

Die Zellmorphologie durch die Bestimmung des Anteils von fiinf- und sechseckiger Zellen
weist kein lineares Verhéltnis zur Zelldichte fiir den ersten Messpunkt (R*= 0,20985) auf.
Die Assoziation zwischen der Zunahme der zellmorphologischen Eigenschaft und der
Zelldichte ldsst aber eine anndhernde Voraussage iliber die Zellmorphologie bei einer
bekannten Zelldichte und umgekehrt zu. Fiir die Messung 2.bis 5. Messung (2.Messpunkt:
R*=0,17083; 3.Messpunkt: R?*=0,23967; 4. Messpunkt: R*=0,13215; 5.Messpunkt: R*=
0,38408) weisen die Graphen ebenfalls keinen linearen Zusammenhang zwischen der
Zelldichte und der Zellmorphologie auf, doch es ist gut zu erkennen, dass die Streuung der
Messwerte den Trendlinien in den Graphen folgt. Somit kann man trotzdem erwarten, dass
man bei einer hohen Zelldichte einen hohen Anteil an fiinf- und sechseckigen Zellen hat
und umgekehrt. Die p-Werte der einzelnen Graphen fiir die Messung 1. bis 5. sind mit
unter 0,01 hoch signifikant.

Obwohl die hohe Anzahl der aus dem Studienvolumen entnommenen Hornhdute
(Transplantation und  Verwerfung der Hornhdute), FEinflisse durch die
Endothelprozessierung (Kultur, Entquellung, Verunreinigungen) oder eine unvollstindige
Dokumentation iiber den Messzeitraum, die Analyse der gesamten Kohorte sehr verzerren
konnte. So nahm mit der Hornhautanzahl und damit auch die Aussagekraft fiir die zeitlich
spateren Messpunkte (5.Messpunkt: n = 30, 6.Messpunkt: n = 2) ab.

Die Datenbank umfasst auch Dokumentationsfehler und —liicken, die die Ergebnisse der
Studie beeinflussen. Eine weitere Fehlerquelle dieser Studie stellt die Z&hl- und
Bestimmungsmethoden der Zelldichte und —morphologie dar, bei diesen werden die

Parameter jeweils nur fiir ein einzelnes Endothelquadrat pro Hornhaut bestimmt und dann
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fiir die gesamte Hornhaut hochgerechnet, sodass andere Hornhautareale eine hohere Giite
haben oder gar ein Transplantationsrisiko darstellen konnten. Die Untersuchungen der
Kohorte iiber die Prozessierungszeit beinhalten eine Selektionsbias aufgrund des hohen
Abgangs der verworfenen und transplantierten Hornhéute. Dieses hat zur Folge, dass die

Kohortenzusammensetzung zwischen den Messpunkten variiert.

Ein hoher Anteil an fiinf- und sechseckigen Zellen in der kornealen Endothelzellschicht ist
entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der Hornhautfunktionen der Transmission und
Refraktion des einfallendes Lichtes. Hierzu muss von den Endothelzellen durch einen
aktiven Transport liber die Zellmembran der osmotischer Gradient aufrecht gehalten
werden, um die Erndhrung zu gewéhrleisten und das unkontrollierte Eintreten des
Kammerwassers in die Zellen sowie das Endothel zu verhindern. Die hexagonale Zellform
scheint die optimierte Form zur liickenlosen Flichenbedeckung zu sein(Remington, 2012).
Die zirkuldre Form stellt die optimale Form eine Zelle dar, da zu allen Réndern vom
Mittelpunkt der gleiche Abstand ist. Jedoch wiirden wenn die kreisformigen Zellen in einer
Gewebsschicht nebeneinanderliegen Liicken entstehen. Die hexagonale Konformitit
verhindert diese Liickenentstehung und bietet dabei nédchste Approximation mit einem

Kreis. Die Grenzfliche zu allen Nachbarzellen ist gleich grof3.

f \ Die weillen Kreise

sollen schematisch
Zellen darstellen.

Die blauen Flichen
veranschaulichen die
Liicken zwischen den
zirkuldren Zellen.

A\

Abb. 29: Schema zirkuldre Zellen und Interzellularraum

Ist ein hoher Anteil an fiinf- und sechseckiger Zellen gegeben, ist die Endothelschicht
besonders leistungsfahig und bietet zusammen mit einer hohen Zellzahl also auch
Zelldichte eine groBere ,,Heilungsreserve® und folglich eine hdohere Sicherheit fiir das
Transplantatiiberleben.

Die bis jetzt nur im Rahmen der mikroskopischen Untersuchung der kornealen

Spendergewebe sehr grobe bzw. oberflachliche Beurteilung der penta- und hexagonalen
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Zellstruktur der Endothelzellen konnte eine Schliisselkomponente fiir die bis jetzt
unerklarlichen Outcomeunterschiede nach einer Hornhauttransplantation bei einer gleichen
Endotheldichte sein.

Die Zellmorphologie und Zelldichte zeigen eine gemeinsame Tendenz und scheinen
voneinander abhéngig zu sein. Doch sind gerade die 13 Hornhdute besonders interessant,
deren Zellmorphologie fiir eine niedrige Zelldichte widererwartend hochwertig sind. Um
diesen Anteil der potentiell transplantationswiirdigen jedoch félschlicherweise
verworfenen Hornhdute zu minimieren, sollte auch die Zellmorphologie mitbegutachtet
werden und ein unabdingbarer Bestandteil der Hornhautbeurteilung beziiglich der
Transplantationseignung sein. So wurden bei der konventionellen Betrachtung der
Hornhautendothelien eine  Zelldichte iiber 2000 Zellen'mm® als geeignetes
Transplantatkriterium  angesehen.  Fir die Zelldichte wurde ein unterer
Transplantationsgrenzwert von 2000 Zellen/ mm® in den Transplantationsrichtlinien
festgelegt. Die Trendlinie konnte genutzt werden, um eine solche untere
Eignungslimitierung auch fiir die Zellmorphologie festzulegen. Der Grenzwert fiir die
Zellmorphologie in der 1. Messung errechnet sich, wenn man in die Trendgleichung (y =
36,949*x + 487,79) (Kap.4.7.2, Abb.19, Seite 49) den Grenzwert fiir die Zelldichte y =
2000 Zellen/mm” einsetzt. So ergibt sich folgender Wert fiir den Anteil der penta- und
hexagonalen Zellen des Hornhautendothels von 40,93%. So schlagen wir vor, einer
Zelldichte von 2000 Zellen/ mm* den zugehdrigen Wert von 40,93% fiinf- und sechseckige
Zellen zuzuordnen. Fiir einen unteren allgemein giiltigen Grenzwert filir die
Zellmorphologie bietet es sich an, einen markanten und gut einpragsamen Wert zu wihlen.
So konnte ein unterer Transplantationswert fiir einen Zellmorphologieanteil von 40% fiinf-
und sechseckiger Endothelzellen der Hornhauttransplantate festgelegt werden.

Aufgrund der Datenanalyse wiirde sich fiir eine zellmorphologische Qualititsgrenze von
einem Anteil von 40% fiinf- und sechseckiger Zellen anbieten.

Zur Verbesserung der Arbeitsabldufe zur effizienten Priifung der Transplantationseignung
nach der Erhebung des Hornhautbefundes wurde das nachfolgende Konzept

Flussdiagramm (Abb. 30) erarbeitet.
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== Ausschlusskriterien

Abb. 30: Schematische Begutachtung eines potentiellen Hornhauttransplantates

Dabei ist es entscheidend, dass 13 der insgesamt 349 verworfenen Hornhdute zwar eine
Zelldichte unter 2000 Zellen/mm? jedoch eine hochwertige Zellmorphologie mit iiber 40%
fiinf- und sechseckiger Zellen aufwiesen. In 3,7% der Fille lag trotz der geringen
Zelldichte eine sehr funktionsfihige und resistente Zellmorphologie des kornealen
Endothels vor. Somit ergibt sich eine gute Prognose fiir das Uberleben dieser Hornhaut
auch unter dem Stress der Transplantationsoperation und der Funktionserhaltung im
Korper des Empféangers.

Bei einer hoheren Nachfrage nach Hornhauttransplantaten als die Hornhautbinke aktuell
zur Verfiigung stellen konnen, zdhlt jede einzelne Hornhaut. So sollte die
Transplantationseignungspriifung  der  gespendeten  Hornhdute nicht nur die
Zelldichteermittlung sondern vor allem vor dem Verwerfen eines Spendergewebes die
Zellmorphologie durch die Bestimmung des Anteils der fiinf- und sechseckiger Zellen
beinhalten.

Insgesamt wiesen 190 der verworfenen Hornhdute eine Penta- und Hexagonalitét von tiber
40% auf. Doch es gibt noch zahlreiche Griinde, die unter anderem in den Richtlinien als
Ausschlusskriterien festgelegt wurden, sodass eine Hornhaut trotz der hohen
Endothelqualitdt von einer Transplantation ausgeschlossen wurde. Die geringe Zahl der
Verkeimungen der Transplantate und der Zellmedien spricht fiir einen hohen
Hygienestandard und professionellen Umgang mit den Hornhautgeweben im Rahmen der
Prozessierung. Trotz des hohen operativen Anspruchs an einer Keratoplastik gingen nur

wenige Hornhédute durch die Préparation verloren. Sehr viele Hornhdute mussten aufgrund
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degenerativer Endothelverinderung und einer Uberschreitung des maximalen
Transplantatsalters verworfen werden.

Kritisch zu sehen ist die Gruppe der unklaren Todesursachen von 198 Hornhduten. Hier
scheint eine Dokumentationsliicke zu bestehen. Offensichtlich wurden die Protokolle der
rechtsmedizinischen Leichenschau nicht immer in die Datenbank aufgenommen.

Unter der Trendlinie befinden sich die Hornhéute, fiir die eine immer héher werdende
Zellmorphologie nicht automatisch auch eine hohere Zelldichte bedeutet. Fazit: Gerade fiir
diese Gruppe ist es entscheidend, Hornhdute mit niedrigen Zelldichten nicht einfach zu
verwerfen, sondern bei diesen dann die Zellmorphologie anzugucken, um moglichst viele
erfolgsversprechende, vitale und qualitativ hochwertige Hornhdute fiir eine Transplantation

zur Verfligung zu stellen.
Schlusssatz:

Die Hypothese nach der die Zellmorphologie unabhidngig von der Zellzahl und somit
Zelldichte ist, konnte nicht bestdtigt werden. Vielmehr besteht ein enger Zusammenhang
zwischen der Zelldichte und der Zellmorphologie. Die Zelldichte hat sich als
entscheidender Parameter in unseren Studien bestitigt. Die Zellmorphologie sollte aber
besonders bei Hornhduten mit einer Zelldichte knapp unterhalb des Grenzwertes von 2000
Zellen/'mm” beriicksichtigt werden. Als Grenzwert schlagen wir einen 40%igen Anteil an

fiinf- und sechseckigen Endothelzellen vor.
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6 Zusammenfassung

Viele Studien zuvor haben bereits das Verhiltnis zwischen der Endothelzelldichte sowie
der Zellmorphologie und der Alters- sowie Geschlechterverhiltnis festgestellt. Dabei fiel
auf, dass mit zunehmendem Alter die Zelldichte und der prozentuale Anteil an
hexagonalen Endothelzellen abnimmt. Geschlechterspezifische Unterschiede ergaben sich
nicht. Jedoch wurden schlielich insgesamt etwas mehr Hornhdute méannlicher Spender

transplantiert.

Die endotheliale Reservekapazitit der Hornhaut wird durch die altersbedingte
Zellularitidtsabnahme als auch den Zellverlust nach unterschiedlichen Pathologien wie auch
dem Transplantationsprozess vermindert, da die liickenlose Integritit und der
Funktionerhalt des kornealen Endothels bei einer fehlenden Regenerationsfahigkeit
aufgrund einer Defektdeckung durch eine Zellformverédnderung der umliegenden Zellen
beruht. Folglich zeigten sich iiber die Kulturzeit und unter der Prozessierung der
potentiellen Hornhauttransplantate konstante ~Werte fiir die Zelldichte und
Zellmorphologie. Es besteht ein Zusammenhang zwischen den beiden Parametern, sodass
mit einer grofer werdenden Zelldichte auch ein hoherer Anteil an Penta- und
Hexagonalitdt einhergeht. Jedoch ist aufgrund der groBen Varianz der Zellmorphologie
eine eindeutige Vorhersage tiber den Anteil der fiinf- und sechseckigen Zellen bei einer
bekannten Zelldichte nicht moglich. So sollte bei Hornhduten mit Zelldichten knapp
unterhalb des Grenzwertes von 2000 Zellen/mm® die Zellmorphologie bestimmt werden,
um potentielle und funktionell hochwertige Hornhdute nicht félschlicherweise zu
verwerfen. Hierzu schlagen wir einen Richtwert fiir die Penta- und Hexagonalitit der
Endothelzellen von 40% vor. Die hexagonale Zellmorphologie vereint die hochste
zelluldre Produktivitdt mit der Barriere- sowie Schutzfunktion und bildet zugleich die

groBte endotheliale Reserve durch das Verformungspotential zur Defektdeckung.

In weiteren Studien ist noch zu kliaren, ob dieser Wert zu etablieren ist und ob die
Bestimmung der Zellmorphologie nicht nur als Grenzwert fiir Kulturen sondern auch fiir
klinische Aspekte ein Vorteil bietet oder nur fiir Sonderfille grenzwertiger Zelldichten

mitbeurteilt werden sollte.
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7 Abstract

Many previous studies have already established the relationship between endothelial cell
density and cell morphology and the age and sex ratio. It was found that with increasing
age the cell density and the percentage of hexagonal endothelial cells decreases. No
gender-specific differences were found. However, in the end, slightly more corneas from
male donors were transplanted.

The endothelial reserve capacity of the cornea is reduced by the age-related decrease in
cellularity as well as the cell loss after different pathologies as well as the transplantation
process, since the complete integrity and the functional preservation of the corneal
endothelium is based on a lack of regenerative capacity due to defect coverage caused by a
change in the cell shape of the surrounding cells. Consequently, constant values for cell
density and cell morphology were found over the culture time and under processing of the
potential corneal grafts. There is a correlation between the two parameters, so that an
increasing cell density is accompanied by a higher proportion of penta- and hexagonal
cells. However, due to the large variance in cell morphology, a clear prediction of the
proportion of penta- and hexagonal cells at a known cell density is not possible. Thus, for
corneas with cell densities just below the threshold value of 2000 cells/mm?2 the cell
morphology should be determined in order not to erroneously reject potential and
functionally high-quality corneas. For this purpose we suggest a guideline value for the
penta- and hexagonality of endothelial cells of 40%. The hexagonal cell morphology
combines the highest cellular productivity with the barrier and protective function and at
the same time forms the largest endothelial reserve due to the deformation potential for
defect coverage.

In further studies it is still to be clarified whether this value should be established and
whether the determination of the cell morphology not only offers an advantage as a limit
value for cultures but also for clinical aspects or should only be co-evaluated for special

cases of borderline cell densities.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

IfR: Institut fiir Rechtsmedizin (am UKE)

BSS: balanced salt solution

ErstB: erste Befundung mit Messung der Hornhaut Parameter (wurde bei allen 1031 HH
durchgefiihrt)

ZB:  Zwischenbefundung (158 HH hatten eine ZB, 30 HH zwei und 2 HH drei)

VB: Vorbefundung (hatten 632 HH)

EndB: Endbefundung: Endscheidung fiir Verbleib (Transplantation oder Verworf)

ErstB/EndB: gleichzeitig Erst- und Endbefundung

HH: Hornhéute

kN:  keine Nennung
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