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Hintergrund.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die korneale Wundheilung nach isolierter intrastromaler Keratotomie mittels
Femtosekunden (fs)-Laser zu untersuchen. Ferner sollte bestimmt werden, ob durch intrastromale Photodisruption eine
Gewebeablation der Hornhaut erreicht werden kann.

Material und Methoden.

Zwolf Kaninchen erhielten eine fs-Laser-assistierte monokulare intrastromale Keratotomie in einer pridoperativ festgelegten
Tiefe von 160 bis 200 um. Das Ergebnis der anschlieBenden Wundheilung wurde verglichen mit der von nicht behandelten
Augen und Augen die einer Photorefraktiven Keratektomie (PRK) unterzogen worden waren. Nachbeobachtungen erfolgten
1, 3, 7 und 28 Tage nach dem Eingriff. Die Hornhdute wurden mittels Spaltlampenmikroskopie, in vivo
Konfokalmikroskopie und Lichtmikroskopie untersucht. Fibronektin und Tenascin als Komponenten der extrazelluldren
Matrix wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. Thy-1-, aSMA-Antikdrper und Phalloidin dienten der
Darstellung von Fibroblasten. Die Detektion von Zell-Proliferation und DNA-Fragmentation erfolgte mit Ki-67-Antikdrpern
und einem TUNEL-Assay. Neben dem fluoreszenzmikroskopischen Nachweis von TGF-f1-Protein wurden durch
Verwendung der Laser-Mikrodissektion epitheliale, stromale und endotheliale Zellverbinde gewonnen und Verdnderungen
der TGF-B1-mRNA-Expression mittels quantitativer RT-PCR bestimmt.

Dariiber hinaus wurden bei Kaninchenaugen 14 iibereinanderliegende intrastromale Keratotomien (fs-Keratektomie) mit dem
fs-Laser erzeugt. Ausgewachsene Tiere (Gruppe 1, 10 Augen) erhielten eine beidseitige Behandlung, Heranwachsende
Kaninchen (Gruppe 2, 4 Augen) wurden einseitig behandelt. Spaltlampenuntersuchung, Pachymetrie und Keratometrie
wurden 9, 31 und 86 Tage (Gruppe 1) bzw. 12, 29, 69, 176 und 318 Tage (Gruppe 2) nach der Behandlung bestimmt.

Ergebnisse.

Die intrastromale Keratotomie mit dem fs-Laser fiihrte zu einer hypozelluldren Narbe, die als strichférmiges Band erhéhter
Reflektivitit bei der Spaltlampenuntersuchung erkennbar wurde. Sowohl eine Ablagerung von Fibronektin und Tenascin, als
auch der Zelltod und die Proliferation von Keratozyten wurden beobachtet. Eine Differenzierung von Keratozyten in Thy-1-
oder a-SMA-positive Fibroblasten konnte hingegen nicht detektiert werden. Die TGF-$1-mRNA- und Protein-Expression
stieg nach der intrastromalen Keratotomie nicht signifikant an. Im Gegensatz dazu fanden sich nach der PRK, die eine
epitheliale und stromale Verletzung bewirkte, aktivierte Fibroblasten im subepithelial gelegenen Stroma. Bei der
Spaltlampenuntersuchung zeigte sich eine ausgeprigte subepitheliale Narbenbildung. Die TGF-B1-Expression wurde in
epithelialen und stromalen Zellen nach PRK induziert und es konnten bis zu 23-fach hohere TGF-$1-mRNA-Level im
Vergleich zu nicht behandelten Augen nachgewiesen werden. Der Anstieg der TGF-1-mRNA-Level fiihrte zu einer
vermehrten TGF-f31-Protein-Expression.

Die fs-Keratektomie fithrte 9 Tage nach der Behandlung sowohl zur Schwellung der Hornhaut und einer damit
einhergehenden Zunahme der mittleren Hornhautdicke (Gruppe 1: +4,40+5,56 pm), als auch zu einer Abnahme der mittleren
Hornhautradien (Gruppe 1: -0,18+0,02 mm). Im Gegensatz dazu zeigte sich einen Monat postoperativ eine Abnahme der
mittleren Hornhautdicke (Gruppe 2: -21,0+2,5 pm). 6 Monate nach der Behandlung hatte die Hornhautdicke weiter
abgenommen (Gruppe 2: -36.3+£6.9 pm), um bis zum Ende des Nachbeobachtungszeitraumes stabil zu bleiben. 176 Tage
postoperativ fand sich eine Abnahme der mittleren Hornhautradien (Gruppe 2: -0,21+0,10 mm).

Diskussion.

Die fs-Laser-assistierte intrastromale Keratotomie geht mit einer giinstigen Wundheilungsreaktion und einem
Transparenzerhalt der Hornhaut einher. Durch die isolierte stromale Verletzung kann die Induktion des profibrotischen
Zytokins TGF-f1 und dadurch die Transformation von Keratozyten in Fibroblasten verhindert werden. Ferner konnte gezeigt
werden, dass durch intrastromale fs-Laser Applikation eine Gewebeablation der Hornhaut zuverléssig erreicht werden kann.
Diese Befunde sprechen fiir eine Weiterentwicklung selektiv intrastromaler Laserbehandlungen zur Korrektur von
Refraktionsfehlern.

Meltendorf, Christian G. U.:
Korneale Wundheilung nach Femtosekunden-Laser-assistierter intrastromaler Gewebeablation
Halle, Univ., Med. Fak, Diss., 91 Seiten, 2011
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1 EINLEITUNG

1.1 Hornhaut

1.1.1 Anatomie der menschlichen Kornea

Die Kornea (Hornhaut) ist das optische Fenster des Auges. Sie ist wie ein Uhrglas
in die schwicher gekriimmte Sklera (Lederhaut) eingefiigt. Zusammen bilden sie
die fibrose Hiille des Auges. Eine anatomische Besonderheit stellt die Gefalfreiheit
der Hornhaut dar. Erndhrt wird die Kornea aus den Gefdflen der Umgebung, dem
Kammerwasser und durch den Tranenfilm.

Der regulédre, durchschnittliche horizontale Hornhautdurchmesser des Erwachsenen
betrdgt 11,8 mm [1], der vertikale 10,6 mm [2]. Im Zentrum ist die Hornhaut im
Mittel 0,55 mm [3], in der Peripherie 0,67 mm dick [2]. Im Horizontalschnitt zeigt
die Hornhaut mikroskopisch einen fiinfschichtigen Aufbau [4]. Von auBlen nach

innen werden unterschieden:

e vorderes Hornhautepithel (Epithelium anterius)
e Basalmembran des Epithels

e Bowman-Lamelle (Lamina limitans anterior)

e Stroma (Substantia propria)

e Descemet-Membran (Lamina limitans posterior)

e Endothel (Epithelium posterius)

Das Epithel der Hornhaut ist mehrschichtig, platt und unverhornt. Es ist im Mittel
55 um dick [5]. In den basalen Zellschichten kommen zahlreiche Mitosen vor, die
auf die ausgepridgte Regenerationsfihigkeit des Hornhautepithels hinweisen.
Wiéhrend der Embryonalentwicklung entsteht das Hornhautepithel aus dem
Oberflachenektoderm des Kopfes [6]. Zusammen mit dem Tranenfilm bildet das

Epithel eine glatte Oberfliche, eine Voraussetzung fiir die Abbildung eines
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scharfen Bildes auf der Netzhaut. Dariliber hinaus ist die Unversehrtheit des
Epithelverbandes fiir die Keimabwehr notwendig [4].

Unter dem Epithel mit seiner Basalmembran liegt eine etwa 8-14 um dicke,
homogene, zellfreie Schicht, die Bowman-Lamelle. Diese Lamelle stellt eine
modifizierte Stromalamelle dar, deren kollagene Fibrillen stirker miteinander
verwoben sind als im {ibrigen Stroma [2,7]. Ober- und unterhalb der Bowman-
Lamelle befindet sich ein subepithelialer Nervenplexus. Er wird aus Nervenfasern
gebildet, die die Hornhaut im Bereich des Limbus in radidrer Anordnung erreichen
und dort das tiefe Hornhautstroma penetrieren [8].

Unter der Bowman-Lamelle beginnt das Stroma der Hornhaut, dass etwa 90% der
Hornhautdicke ausmacht. Es wird aus Keratozyten und extrazellulirer Matrix
(ECM; Kollagenfasern, amorphe Grundsubstanz) gebildet und besitzt einen
Wassergehalt von etwa 78% [9]. Daneben sind im Stroma vereinzelt Makrophagen
und wandernde lymphatische Zellen nachweisbar.

Die Keratozyten, die nur 9 bis 17% des Stromavolumens einnehmen [10], stammen
im Gegensatz zu den Epithelzellen von Mesenchymzellen der Neuralleiste ab [11].
Es handelt sich um modifizierte Fibroblasten [2]. Bei einer Gesamtzahl von 2,0-3,5
Millionen Keratozyten betrdgt die Keratozytendichte im Mittel 20522+2981
Zellen/mm3, wobei sie in den vorderen 10% des Stromas am hochsten ist. Die
Keratozytendichte korreliert mit dem Alter und nimmt um 0,45% pro Jahr ab [12].
Im physiologischen ,,Ruhezustand besteht bei Keratozyten eine stark reduzierte
mitotische Aktivitdt (,furn over* von etwa 2 Jahren) [13]. Die Keratozyten
erscheinen als abgeflachte sternférmige Zellen, die parallel zur Hornhautoberflache
liegen. Uber mehrere Zellfortsitze stehen sie in Kontakt mit benachbarten
Keratozyten. Ein einzelner Keratozyt deckt in etwa eine Fliche von 1000 um?* ab
[10]. Durch Nexus (gap junctions) sind die Keratozyten untereinander verbunden.
Diese plaqueartigen Bereiche der Zellkommunikation dienen der metabolischen
und der ionalen Koppelung benachbarter Zellen. Auf diese Weise bilden die
Keratozyten ein kontinuierliches Synzytium [14]. Uber Transmembranproteine
(Integrine) bestehen dariiber hinaus auch Verbindungen mit der umgebenden ECM

[11,15].
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Neben der Synthese von Bestandteilen der ECM, scheinen die Keratozyten auch
Eigenschaften von Makrophagen zu iibernehmen, wenn es zu einer Infektion der
Hornhaut kommt [16]. Im avaskuldren Gewebe der Hornhaut transportieren die
Keratozyten Néhrstoffe und andere Metaboliten in das Zentrum der Hornhaut und
sorgen fiir den Abtransport von metabolischen Abfallprodukten.

Die Keratozyten sind zwischen Lamellen paralleler Kollagenfaserbiindel
eingebettet. Die Faserbiindel sind in Lamellen von etwa 2 pum Dicke angeordnet
[2]. Im Zentrum der Hornhaut betrdgt die Zahl an Lamellen etwa 300, nahe dem
Limbus sind es etwa 500 [17]. Die Kollagenfaserbiindel der posterior gelegenen
Lamellen durchziehen die Kornea in der Frontalebene vollstindig und sind im
Bereich des Limbus verankert [18,19]. Etwa 50% der Lamellen sind orthogonal
entlang des senkrechten oder horizontalen Meridians ausgerichtet [20]. Eine
Verzweigung der Kollagenfasern in anteroposteriorer Richtung findet man nur im
vorderen Drittel des Stromas [7]. Die Kollagenfasern des Stromas bestehen aus
Kollagen Typ I (50-55%), III (25-30%) und V [21-24]. Daneben kommen noch
Kollagene vor, die keine Fasern bilden (u.a. Typ VI und XII) [25,26].

Keratozyten und Kollagenfasern des Stromas sind in eine amorphe Grundsubstanz
eingebettet, die sich vornehmlich aus Proteoglykanen zusammensetzt. Proteo-
glykane sind Makromolekiile, die aus einem core-Protein bestehen, an das

Seitenketten aus Glycosaminoglykanen kovalent gebunden sind (Tab. 1).

Tabelle 1 Proteoglykane der stromalen Grundsubstanz [27].

Proteoglykane Glycosaminoglykane
Lumican Keratansulfat

Keratocan

Mimecan

Decorin Chondroitin- / Dermatansulfat
Perlecan Heparansulfat

Das Hornhautstroma enthidlt zwei Klassen an Proteoglykanen: die eine enthélt
Keratansulfat-Seitenketten und die andere Chondroitin- / Dermatansulfat-Seiten-

ketten. Keratansulfate enthalten die Proteoglykane Lumican, Keratocan, und



EINLEITUNG 4

Mimecan [28]. Diese drei Proteoglykane unterscheiden sich im Aufbau ihrer core-
Proteine [29]. Lumican, Keratocan, und Mimecan scheinen den Durchmesser der
Kollagenfibrillen regulieren zu kénnen. Decorin, das Dermatansulfat-Seitenketten
enthilt, hat hingegen die Aufgabe, die kollagenen Fasern in einem regelmifBigen
Abstand zueinander zu halten. Das Heparansulfat enthaltene Perlecan kommt nur in
geringen Mengen in der Hornhaut vor und wird vom Epithel gebildet [27].

Die Descemet-Membran befindet sich zwischen dem Stroma der Hornhaut und
dem Endothel und bildet die Basalmembran der Endothelzellen. Ultrastrukturell
besteht sie aus der embryonalen und der im Laufe des Lebens von den
Endothelzellen sezernierten Schicht. Ihre Dicke, die daher mit dem Alter zunimmt,
betrdgt beim Erwachsenen durchschnittlich 10-12 pm [2]. Die Membran besteht
aus einer homogenen Grundsubstanz, die ein dreidimensionales Netz zarter
Kollagenfibrillen enthilt. Dieses bedingt eine hohe Elastizitdt der Membran.

Das Endothel ist ein typisches einschichtiges Plattenepithel (4-6 pm dick [2]),
dessen Zellen eine hexagonale Form besitzen. Wie bereits fiir die Keratozyten
beschrieben, sind die Endothelzellen durch Nexus miteinander verbunden. An
seiner Riickfliche wird das Endothel vom Kammerwasser der vorderen
Augenkammer umspiilt. In den ersten Lebensjahren betrdgt die durchschnittliche
Zelldichte etwa 4000 Zellen/mm? und sinkt dann im Erwachsenenalter auf Werte
zwischen 2000-3000 Zellen/mm®. Im Vergleich zum Epithel besitzt das Endothel
kaum Fahigkeiten zur Regeneration. Zwar konnten in einzelnen Studien auch beim
Endothel des Menschen Mitosen nachgewiesen werden [30,31], jedoch reagiert das
Endothel auf Schéddigungen vornehmlich durch Abflachung der Zellen, sowie
durch Bildung von Riesenzellen [32]. Durch einen aktiven Transport von lonen
und nachfolgendem Wasser aus dem Stroma in das Kammerwasser sorgt das
Endothel fiir eine leichte Dehydrierung der Hornhaut. Zugleich stromen jedoch
auch Wasser und Ionen durch die Schlussleisten des Endothels wieder zuriick in

das Stroma, so dass sich ein FlieBgleichgewicht einstellt [33].
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1.1.2 Spezielle Anatomie der Kaninchenhornhaut

Aufgrund einer im Vergleich zur menschlichen Hornhaut &hnlichen makro- und
mikroskopischen Morphologie bietet sich die Kaninchenhornhaut als experi-
mentelles Modell fiir ophthalmologische Fragestellungen an.

Der mittlere Hornhautdurchmesser beim Kaninchen betrdgt horizontal 15,6 mm
und vertikal 13,8 mm [34]. Im Zentrum ist die Hornhaut beim adulten Tier 407+20
pum dick [35]. Zu einer Zunahme der Hornhautdicke zur Peripherie hin kommt es
im Gegensatz zur humanen Hornhaut nicht. Thr mittlerer Kriimmungsradius an der
Vorderflache betrdgt 7,3 mm [34]. Die Kriimmungsradien und entsprechend die
Brechkraft der Hornhaut sind jedoch stark von Gewicht und Alter des Tieres
abhingig (Tab. 2). Nach der Geburt kommt es innerhalb der ersten 30 Wochen zu
einer Abnahme der Brechkraft von 60 dpt auf 50 dpt [36]. Zwischen der 60. und
80. Woche stabilisiert sich die Brechkraft bei Werten zwischen 40 und 43 dpt [37].

Tabelle 2 Brechkraft der Kaninchenhornhaut in Abhéngigkeit vom Alter [38].

Alter (Wochen) Brechkraft der Hornhaut (dpt)
Mittelwert+=SD Spannweite
20 N=29 46,61+0,75 44,98 bis 48,17
40 N=34 43,11+0,76 41,77 bis 44,74
60 N=31 41,72+0,94 39,44 bis 43,34
80 N=32 41,04+0,87 39,59 bis 42,74

Das mehrschichtige Epithel hat beim Kaninchen eine Dicke von 30-40 pm [38]. An
das Epithel mit seiner Basalmembran grenzt auch beim Kaninchen eine Bowman-
Lamelle. Bei niederen Vertebraten ist diese jedoch diinner als beim Menschen.
Beim Kaninchen hat sie eine Dicke von 3 pm [39]. Die Dicke der Substantia
propria inklusive der Bowman-Lamelle betrdgt etwa 250 pm. Die Substantia
propria besteht aus Kollagenfibrillen, deren Durchmesser (20-30 um) dem der
humanen Hornhaut entspricht. Auch die Dicke der Descemet-Membran entspricht
mit ca. 5,6 um in etwa der des Menschen. Eine vergleichende Ubersicht iiber die

GroBenverhiltnisse der verschiedenen Hornhautschichten bietet Tabelle 3.
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Tabelle 3 Mittlere Dicke (um) der Hornhautschichten beim Kaninchen und beim Menschen [2,5,39].

Epithel Bowman-Lamelle Substantia propria Descemet- Membran

(inkl. Bowman-Lamelle)

Kaninchen | 30-40 3 250 5,6
Mensch 55 8-14 485 10-12

Die Hauptunterschiede in der mikroskopischen Anatomie zwischen der humanen
und der Kaninchenhornhaut bestehen in der Anordnung der Kollagenfibrillen in der
epithelialen und endothelialen Basalmembran, kleinen Fenestrierungen in den
Keratozyten des posterioren Stromas und der Dichte des subepithelialen

Nervenplexus [40].

1.1.3 Optische Eigenschaften der Hornhaut

Mit 43 Dioptrien hat die humane Hornhaut den stirksten Anteil an der
Gesamtbrechkraft des Auges. Neben der Wolbung der Hornhaut wird diese hohe
Brechkraft durch die unterschiedlichen Brechungsindizes der Hornhaut gegeniiber
den angrenzenden Medien Luft (1,0) und Kammerwasser (1,33) hervorgerufen
[41]. Der Tréanenfilm hat zwar eine von der Hornhaut abweichende Brechzahl, sein
Beitrag zur optischen Wirkung ist wegen der geringen Dicke und weitgehenden
Parallelitdt der Schichtgrenzen im Vergleich zur Hornhaut vernachlissigbar [42].
Die Oberflachenrauhigkeit der Hornhautvorderfliche (mittlerer Abstand von
Erhebungen und Télern in der Oberfldche) diirfen 0,3 pm nicht iibersteigen, um
eine optisch einwandfreie Abbildung zu erreichen [42].

Der fur die optische Abbildung wichtige Krimmungsradius der Hornhaut-
vorderflache betrdgt in der Mitte 7,86+0,26 mm, der der Hornhautriickfliche 6,5
bis 6,8 mm. Die mittlere Brechzahl des Hornhautstromas betrdgt 1,377. Die
Brechkraft der Hornhaut betrdgt an der Vorderfliche etwa 48 dpt und an der
Riickflache etwa -6 dpt [42].

Nur eine maximal etwa 2-3 mm grof3e zentrale optische Zone der Hornhaut kann
ndherungsweise als sphirisch angenommen werden. Der periphere Hornhaut-

bereich besitzt in der Regel einen groferen Kriimmungsradius und ist damit flacher
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als das Zentrum (prolate Geometrie). AuBerdem kann die gesamte Hornhaut in
einem bestimmten Meridianschnitt etwas stirker gekrlimmt sein als in einem
Schnitt senkrecht dazu (natiirlicher Astigmatismus). Die Hornhaut hat
doppelbrechende Eigenschaften, welche jedoch fiir die optische Abbildung keine
wesentliche Rolle spielen [42]. Eine der wichtigsten Eigenschaften der Hornhaut ist
ihre Transparenz. Verschiedenene Faktoren gewihrleisten diese Eigenschaft. Dazu

gehoren [43]:

(1) regelméBiger Durchmesser, Abstand und Ausrichtung der Kollagenfibrillen
(2) stabile Hydratation des Gewebes

(3) glatte Oberflache und intakter Tranenfilm

(4) geringe Reflektivitdt der Keratozyten

(5) Avaskularitit

Die Hornhaut besitzt die Féahigkeit, fast das gesamte einfallende Licht im sicht-
baren Spektrum zu transmittieren. Im Vergleich zu den anderen brechenden
Medien des Auges hat die Hornhaut einen relativ groen spektralen Durchléssig-
keitsbereich. Er beginnt bei 293 nm und endet im nahen Infrarotbereich [42]. Bis
heute gibt es jedoch keine allgemein anerkannte Erklarung fiir diese Eigenschaft
der Hornhaut [44]. Alle Erklarungsversuche miissen die Struktur der Hornhaut
beriicksichtigen, das heiit die GroBe und Form ihrer Bestandteile und deren
Brechungsindizes. Die meisten der modernen Erkldarungsansétze basieren auf der
Llattice theory™ von Maurice [45], nach der es aufgrund der regelméaBigen, gitter-
formigen Anordnung der Kollagenfibrillen zu einer gegenseitigen Ausléschung der
streuenden Lichtwellen kommt (destruktive Interferenz). Im Endeffekt verlédsst
demnach fast das gesamte einfallende Licht die Hornhaut in gerader Richtung.
Jedoch findet sich weder in der Elektronenmikroskopie, noch in der Rontgen-
beugungsanalyse die dafiir notwendige reguldre Anordnung der Kollagenfibrillen
[46,47]. Unbestritten hingegen ist, dass die einzelne Fibrille kaum zur Licht-
streuung beitrdgt, da ihr Durchmesser (30,8+0,8 nm) kiirzer als die Wellenldnge

des durchfallenden Lichts ist und ihr Brechungsindex (1,411£0,001) fast dem der
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Grundsubstanz (1,365+0,003) entspricht [18]. Die zu beobachtende Transmission
durch die Hornhaut kann aber aufgrund der groBen Zahl an Fibrillen und die
dadurch hervorgerufene Streustrahlung nur durch das Auftreten destruktiver
Interferenzen erklért werden [48].

Ferner hingt die Transparenz von der Hydratation der Hornhaut ab [33].
Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass sich der Durchmesser der
Kollagenfibrillen in geschwollenen Hornhéduten nicht wesentlich von dem bei
normalen Fibrillen unterscheidet. Dies legt nahe, dass die Schwellung der Hornhaut
eher auf eine Volumenzunahme der wasserbindenden Glykosaminoglykane
zuriickzufithren ist [49]. Die maximale Transparenz der Hornhaut ist bei einem
hydrostatischen Druck von <40 mmHg, also einer leichten Dehydrierung, gegeben.
Die Dehydrierung wird durch den aktiven Transport von Ionen und nachfolgendem
Wasser aus dem Stroma in das Kammerwasser aufrechterhalten [33]. Von
besonderer Bedeutung fiir diese Transportvorgédnge ist die im Hornhautendothel
lokalisierte Na'-K'-ATPase [4]. Zugleich stromen jedoch auch Wasser und Ionen
durch die Schlussleisten des Endothels wieder zuriick in das Stroma und verringern
den negativen Druck, so dass sich ein FlieBgleichgewicht einstellt. Erst die Balance
zwischen aktivem Transport und Leckfluss gewéhrleistet die normale leichte
Dehydratation und damit die Transparenz der Hornhaut. Im Hornhautendothel sind
sowohl der Leckfluss, als auch der dem aktiven Ionentransport folgende
Wassertransport um etwa eine Dekade groBer als im Hornhautepithel.
Schiadigungen des Hornhautendothels verursachen daher stirkere Verdnderungen
der Hornhauttransparenz als vergleichbare Schidigungen des Hornhautepithels
[33]. Die optischen Eigenschaften der Hornhaut hiangen dennoch sehr von einem
intakten Hornhautepithel ab. Jede UnregelmiBigkeit der Oberflache fiihrt aufgrund
des bereits genannten grolen Unterschiedes in den Brechungsindizes des
Tranenfilms / Hornhautepithels gegeniiber dem angrenzenden Medium Luft zu
einer deutlichen Minderung der Abbildungsqualitidt des Auges. Bereits bei einer
glatten, normalen Hornhautoberflidche tritt jedoch an dieser Grenzfldche zusammen
mit der Grenzfliche Endothel / Kammmerwasser der grofte Teil der kornealen

Lichtstreuung auf. Andere Strukturen wie beispielsweise die Zellkerne der
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Keratozyten oder die Nervenfasern bedingen nur ein geringes Mal3 an Streuung
[50]. Die geringe Reflektivitit der Keratozyten wird auf ihren hohen Gehalt an
sogenannten ,.kornealen Kristallinen* (Transketolase und Aldehyddehydrogenase)
zuriickgefiithrt [50]. Die Expression an Kristallinen ist wéhrend kornealer
Wundheilungsprozesse in den Keratozyten reduziert und mag zum
Transparenzverlust der Zellen beitragen [51-53].

Die Avaskularitit, das Fehlen von Blutgefilen in der Hornhaut, ist eine weitere
Voraussetzung fiir die Transparenz der Kornea. In jlingsten Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass die Expression eines l6slichen Angiogenesefaktor-Rezeptors
(vascular endothelial growth factor receptor-1) eine Voraussetzung fiir die

GefiaBfreiheit der Hornhaut ist [54].

1.1.4 Biomechanik der Hornhaut

Die biomechanischen Eigenschaften der Hornhaut schrinken die Vorhersagbarkeit
der Ergebnisse und Stabilitit refraktiv-chirurgischer Eingriffe ein und kénnen dazu
beitragen, dass es zu Diskrepanzen zwischen pridoperativ angestrebten und
postoperativ erzielten Refraktionsergebnissen kommt. Das der Laser in situ
keratomileusis (LASIK) und der Photorefraktiven Keratektomie (PRK)
zugrundeliegende ,,shape-subtraction“-Model beruht auf der Annahme, dass die
Hornhaut biologisch und biomechanisch inert ist [55,56]. Durch empirische
Modifikationen der verwendeten Algorithmen hat sich jedoch die Vorhersagbarkeit
der refraktiv-chirurgischen Verfahren LASIK und PRK deutlich verbessert. Die
individuelle Reaktion des Gewebes auf den refraktiv-chirurgischen Eingriff wird
dabei jedoch nach wie vor nicht beriicksichtigt. So nimmt beispielsweise die
Steifigkeit der Hornhaut durch zunehmende Quervernetzung der Kollagenfibrillen
mit dem Alter zu [57]. Bei pradisponierten Patienten kann die mit einem refraktiv-
chirurgischen Eingiff verbundene biomechanische Schwichung der Hornhaut zu
einer Keratektasie fiithren [58].

Die bei einer Myopiebehandlung mittels LASIK oder PRK zu beobachtende
Abflachung der zentralen Hornhaut beruht auf einer komplexen biomechanischen

Antwort der Hornhaut. Wiirde die Hornhaut einfach nur eine elastische Schale
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darstellen, wiirde der bei der Behandlung erfolgende Gewebeabtrag zu einer
Vorwolbung und damit zu einer Aufsteilung der zentralen Hornhaut fithren. Durch
den zentralen Gewebeabtrag kommt es jedoch auch zu einer Abnahme der
Zugkréfte peripher gelegener Lamellen und zu einer peripheren Schwellung der
Hornhaut [59]. Es wird vermutet, dass die Ausdehnung des peripheren Stromas
Zugkrifte auf tieferliegende Lamellen ausiibt und so eine zentrale Abflachung
resultiert [58].

Eine Anderung der Biomechanik kann dabei zu einer unmittelbaren Formiinderung
der Hornhaut fithren. Es ist aber auch moglich, dass es zu einer Instabilitit der
Form oder zu einer vermehrten Empfindlichkeit fiir Forménderungen durch
Hydratation oder Hypoxie kommt.

Von den fiinf Schichten der Hornhaut enthalten nur die Bowman-Lamelle und das
Stroma Kollagenfasern. Damit tragen vor allem diese beiden Schichten zur
Zugfestigkeit bei. Im vorderen Stroma sowie in der Hornhautperipherie sind die
Lamellen stdrker miteinander verwoben [60,61]. Dies bedingt eine grofBere
Widerstandskraft gegeniiber Scherkréften [62] und fiihrt zu einer Ubertragung der
einwirkenden Krifte auf die benachbarten Lamellen [56,59]. Die Descemet-
Membran ist hingegen sehr dehnbar und besitzt nur eine geringe Steifigkeit. Diese
Eigenschaft soll das Endothel gegeniiber biomechanischen Belastungen schiitzen.
In der Sprache der Werkstoffkunde ist die Hornhaut ein anisotroper Verbundstoff
mit nicht-linearen elastischen und viskoelastischen Eigenschaften. Die Hornhaut
kann als Verbundstoff beschrieben werden, da das Hornhautstroma aus den beiden
Materialien Kollagen und Grundsubstanz zusammengesetzt ist. Die Elastizitit der
Hornhaut besteht darin, dass sie unter Krafteinwirkung ihre Form verdndert und bei
Wegfall der einwirkenden Kraft in die Ursprungsform zuriickzukehrt. Die
Verformung der Hornhaut erfolgt dabei jedoch nicht linear zu der angelegten
duBeren Kraft. Anisotropie besagt, dass die elastischen Eigenschaften von der
Richtung der einwirkenden Kraft abhéngig sind. Die Elastizitdt der Hornhaut zeigt
ferner lokale Unterschiede [63]. Neben elastischen FEigenschaften zeigt die
Hornhaut auch ein viskdses Verhalten. Die Hornhaut relaxiert nach Entfernen der

externen Kraft zunédchst nur unvollstdndig, da die verbleibende Energie teilweise in
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Form von FlieBvorgingen abgebaut wird [58]. Das Deformationsverhalten der
viskoelastischen Hornhaut kann durch Bestimmung der kornealen Hysterese
beschrieben werden. Die korneale Hysterese wird mit dem Ocular response
analyzer (ORA) bestimmt [64-66].

Um die biomechanische Antwort der Hornhaut auf refraktiv-chirurgische Eingriffe
voraussagen zu konnen, wurden zahlreiche Modelle entwickelt. Moderne
Computersimulationen integrieren dabei strukturelle, biomechanische und optische
Eigenschaften der Hornhaut [67]. Die Genauigkeit einer solchen Simulation héngt
jedoch immer von der Validitdt der zugrundeliegenden Daten ab. Die Fortschritte
in der Bildgebung des vorderen Augenabschnittes haben in den letzten Jahren dazu
gefiihrt, dass die Geometrie der Hornhaut sehr prézise bestimmt werden kann. Mit
Hilfe der Finite-Elemente-Methode kann die Geometrie der Hornhaut in eine
bestimmte Anzahl von Elementen endlicher (finiter) GroBe aufgeteilt werden
[68,69]. Die Auswirkungen eines chirurgischen Eingriffs oder einer
Hornhauterkrankung auf die Geometrie der Hornhaut kénnen dann zunéchst fiir
jedes einzelne Element und schlussendlich fiir die gesamte Hornhaut durch
Iteration bestimmt werden. Die Einbeziehung der Materialeigenschaften in solche
Computersimulationen, wie die Heterogenitdt der Hornhaut, der Schwellungs-
zustand und die Widerstandsfihigkeit gegeniiber Scherkriften ist fiir die
Voraussage der Auswirkungen operativer Eingriffe dabei von grofer Bedeutung
[70,71]. Der Einsatz von Computersimulationen hat aber bislang noch nicht Einzug

in den klinischen Alltag gefunden.

1.1.5 Korneale Wundheilung

Als Wunde bezeichnet man eine mit Substanzverlust einhergehende
Zusammenhangstrennung von Geweben. Nach einem Gewebsdefekt kann es zur
Wiederherstellung der normalen Histoarchitektur des Gewebes kommen. Dies wird
als Regeneration bezeichnet. In den Féllen, in denen postmitotische Zellen von
Ruhegeweben irreversibel untergegangen sind oder der Defekt so erheblich ist,
dass die Basalmembran und die Stromastruktur zerstort sind, wird der

Gewebsdefekt jedoch durch Ersatzgewebe geschlossen [72]. Das Ergebnis ist eine
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Narbenbildung. Bei der Hornhaut fiihrt eine Narbenbildung zum Verlust an
Transparenz. Ob es nach einer Hornhautverletzung zur Ausbildung einer Narbe
kommt oder nicht, hingt nach Meinung einiger Autoren auch davon ab, inwieweit
es zu einer Aktivierung der an der Bindegewebsbildung beteiligten Fibroblasten
kommt [73].

Die korneale Wundheilung ist ein komplexer Vorgang, bei dem es zu zytokin-
vermittelten Interaktionen von Epithelzellen, Keratozyten und Endothelzellen
kommt. Daneben wird die korneale Wundheilung vom Nervensystem der
Hornhaut, dem Tranenapparat und den Zellen des Immunsystems beeinflusst [74].
Um die korneale Wundheilung gezielt medikamentds beeinflussen zu konnen, ist es
von entscheidender Bedeutung, die komplexen Kaskaden auf molekularer und

zelluldrer Ebene zu verstehen [75].

1.1.5.1 Epitheliale Wundheilung

Nach Verletzung bzw. Entfernung des Epithels kommt zu einer Regeneration. Die
Regeneration erfolgt durch die basalen Zellschichten. Bereits innerhalb der ersten
Stunde wird eine Ausbreitung der benachbarten Epithelzellen beobachtet [76]. Bei
einer vollstindigen Entfernung des Epithels wird ein Epithelschluss nach 3-6
Tagen erreicht. Damit erfolgt der Epithelschluss an der Hornhaut deutlich schneller
als nach Hautverletzungen [77,78]. Im Rahmen der Regeneration kommt es
zundchst zu einer Verdickung des Epithels, die sich im Verlauf aber wieder
zuriickbildet.

Voraussetzung fiir eine regelrechte epitheliale Wundheilung ist eine Exsudation
von Serumproteinen aus den umgebenden konjunktivalen Kapillaren sowie aus der
Tranenfliissigkeit. Dies bewirkt die Ausbildung einer die Wundfldche bedeckenden
Fibronektinschicht [78]. Fibronektin dient als Matrix der Epithelmigration und
aktiviert die Phagozytose von zelluldarem Debris durch neutrophile Granulozyten
[13]. Aus den an den Wundrand grenzenden epithelialen Basalzellen sowie aus
neutrophilen Granulozyten der Trénenfliissigkeit werden Metalloproteinasen
(MMP) freigesetzt, die fiir die Beseitigung von pathogenen Keimen und Zelldebris
verantwortlich sind [79]. AnschlieBend migrieren die Epithelzellen iiber den

Wundbereich und sorgen fiir eine einschichtige Reepithelisierung der Wundfléche.
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AnschlieBend erfolgt der Wiederautbau eines mehrschichtigen Epithels.
Substanzdefekte des Stromas kénnen dabei durch das Epithel ausgeglichen werden
[13]. Eine neue Basalmembran wird etwa eine Woche nach der Verletzung durch
die basalen Epithelzellen gebildet. Die vollstindige Wiederherstellung der fiir die
Stabilitdt der Adhdsion wichtigen epithelialen Adhdsionskomplexe dauert jedoch
Monate. Nur im Fall einer Verletzung der Bowman-Lamelle kommt es zu einer

Narbenbildung in diesem Bereich [13].

1.1.5.2 Stromale Wundheilung

Im Rahmen der stromalen Wundheilung kommt es initial zu einer Schwellung der
stromalen Lamellen und zu einer Ablagerung von Fibrin und Fibronektin im
Wundbereich. Bereits 4 Stunden nach Verletzung kommt es in der Umgebung der
Wunde zu einem kompletten Verlust an Keratozyten [80]. Zwolf bis 24 Stunden
nach Lisionierung beginnen Entziindungszellen (Makrophagen und Monozyten)
den Wundbereich zu infiltrieren [81]. Zu dieser Zeit kommt es im Randbereich des
zellfreien Stromas zu einer Proliferation von Keratozyten und zu deren Migration
in den Wundbereich [76]. Sie formen dort ein dichtes Netzwerk um die Wunde
[13]. Nach 44 Stunden werden die hochsten Mitoseraten nachgewiesen [80].
Migration und Mitoseraten werden dabei durch Wachstumsfaktoren wie epidermal
growth factor (EGF) und fibroblast growth factor (FGF) reguliert [82].

Die im epithelialisierten Randbereich der Wunde sowie in tieferen Stromaschichten
vorhandenen Keratozyten zeigen frith (24-48h nach Trauma) ultrastrukturelle
Zeichen einer Aktivierung (z.B. Aktivierung des endoplasmatischen Retikulums,
Mikrotubuli, Prominenz des Golgi-Apparats, kortikale Mikrofilamente) sowie
einen Umbau ihrer gap junctions, wobei insbesondere das Connexin-43
verlorengeht. Verbunden sind diese Verdnderungen mit einem Verlust der
zytoplasmatischen Ausldufer und einem Abrunden der Keratozyten [83]. Damit
zeigen sie deutliche ultrastrukturelle Verdnderungen gegeniiber den normalen
Keratozyten [84,85] und werden als Fibroblasten bezeichnet. Neben den
Keratozyten transdifferenzieren aber auch zirkulierende Monozyten in
Fibroblasten. Die Fibroblasten wandeln sich ab dem 3. Tag nach Verletzung in

Myofibroblasten um [86]. Myofibroblasten sind charakterisiert durch intrazellulér
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nachzuweisendes o-smooth muscle actin (SMA) [86]. In zahlreichen Studien
konnte gezeigt werden, dass diese Transdifferenzierung durch transforming growth
factor (TGF)-f induziert wird [87-89]. Die kontraktilen Eigenschaften der
Myofibroblasten ermoglichen eine Wundkontraktion mit konsekutiver Reduktion
der WundspaltengroBe [85].

Neben der Wundkontraktion sorgen die Myofibroblasten auch fiir die Neusynthese
extrazelluldrer Matrix (Tab. 4). Zwischen den Myofibroblasten und der ECM
kommt es zu zahlreichen Interaktionen: So sezernieren die Myofibroblasten nicht
nur Fibronektin als Bestandteil der provisorischen ECM, sondern auch einen
Fibronektin Rezeptor (o581 Integrin), moglicherweise um ihre eigene Migration zu
ermoglichen [90]. Neue ECM wird relativ rasch synthetisiert. Kollagenfibrillen
konnten in transmissionselektronen-mikroskopischen Untersuchungen bereits 72
Stunden nach Verletzung nachgewiesen werden [13,91]. Das neu gebildete
Kollagen entspricht in seiner Zusammensetzung und Anordnung jedoch nicht dem
urspriinglichen Zustand. Dies fithrt dazu, dass die Transparenz verlorengeht
[76,82,92,93]. Auch die Zusammensetzung der sezernierten Glycosaminoglykane
entspricht nicht den physiologischen Verhiltnissen. So wird die Produktion der
Keratansulfate zunichst herunter reguliert, wédhrend Chondroitinsulfate vermehrt
synthetisiert werden [94,95]. Der hohe Gehalt an Chondroitin 4- und 6-sulfaten
sowie an Hyaluronsdure mogen fiir den hohen Wassergehalt des frischen
Narbengewebes  verantwortlich sein [94]. Die Zusammensetzung der
Glycosaminoglykane im Narbengewebe &hnelt der wéhrend der Ontogenese
[94,96-98].

Neben Kollagenen und Glycosaminoglykanen gehéren Fibronektin und Tenascin
zu den Komponenten der synthetisierten provisorischen ECM. Zelluldres
Fibronektin (cFN) wird von Fibroblasten gebildet und besitzt einerseits eine Art
Briickenfunktion zwischen Kollagenfibrillen und anderen Molekiilen der ECM
[99,100]. Andererseits dient es als Adhdsionsmolekiil fiir verschiedene Zellen
wiahrend ihrer Migration. Um diese Funktionen erfiillen zu konnen enthilt
Fibronektin Bindungsregionen fiir Fibrin, Heparin und Kollagen sowie eine

Zellbindungsregion. Die Expression von Fibronektin kann in vitro durch
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verschiedene Substanzen gefordert werden. Dazu gehoren Serum, cyclisches
Adenosinmonophosphat (cAMP), Glucokortikoide, EGF, TGF-f und platelet-
derived growth factor (PDGF) [101].

Tabelle 4 Komponenten der provisorischen extrazellularen Matrix der Kornea [28].

Komponenten Lokalisation Literatur

Kollagen III Wundgebiet Chen et al. (2000) [102], Ljubimov et al. (1998) [103]
Kollagen IV Stroma Kaji et al. (2000) [104]

Fibrillin Stroma Ljubimov et al. (1998) [103]

Fibrin Stroma Drew et al. (2000) [105]

Fibronektin Stroma Iglesia et al. (2000) [106]

Laminin-1 Basalmembran Suzuki et al. (2000) [107]

Laminin-5 Basalmembran Iglesia et al. (2000) [106]

Lumican Basalmembran Saika et al. (2000) [108]

Perlecan Stroma Iglesia et al. (2000) [106]

Tenascin-C Stroma Ljubimov et al. (1998) [103], Iglesia et al. (2000) [106]

Tenascin-C wird ebenfalls nach einer stromalen Lé&sion bereits am ersten Tag
exprimiert [109]. Im nicht verletzten Stroma ist es nicht nachweisbar [110]. Beim
Menschen wird es zudem im Bereich des Limbus sezerniert [111]. Beim
Kaninchen findet es sich physiologischerweise auch im Epithel [109]. Wéhrend der
Ontogenese spielt Tenascin-C eine regulatorische Rolle beziiglich der
Morphologie. Ferner ist es an Umbauprozessen von Geweben beteiligt und
reguliert die Adhisionseigenschaften von Zellen [112]. Seine genaue Funktion
wihrend der kornealen Wundheilung ist jedoch bislang nicht geklart [113]. Die
Synthese von Tenascin C kann durch Serum und TGF-f1 angeregt werden [114].
In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass auch verdnderte biomechanische
Beanspruchungen des Gewebes einen Einfluss auf seine Expression haben [115].
Neben der Neusynthese von provisorischer ECM werden in aktivierten
Fibroblasten auch Enzyme synthetisiert, die die ECM abbauen. Dazu gehoren die
MMP wie beispielsweise Kollagenase (MMP-1), Stromelysin (MMP-3) und
Gelatinase B (MMP-9) [116-122].
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In dem sich regenerierenden Hornhautstroma kommt es durch Abbau und
Neusynthese extrazellulirer Matrixbestandteile {iber Monate hinweg zu
Umbauprozessen. Elektronenmikroskopische Studien zeigten, dass wéhrend dieser
Umbauprozesse die Grofle der Kollagenfibrillen einheitlicher und ihre Anordnung
regelmiBiger werden [123].

Seine urspriingliche Festigkeit erlangt das Gewebe auBerordentlich langsam
zuriick. Die Remodulierung eines entstandenen Narbengewebes durch eine ,,quasi-
adulte* ECM fiihrt im Laufe von Jahren zur teilweisen Wiederherstellung der

Resistenz und Transparenz des Gewebes [13].

1.1.5.3 Epitheliale-stromale Interaktionen

Die nach einer ausschlieBlich epithelialen Verletzung zu beobachtende
Wundheilung scheint sich von der zu unterscheiden, die nach einer kombinierten
epithelial-stromalen Verletzung auftritt. Einige Autoren vermuten daher, dass die
Intaktheit der Basalmembran fiir die zu beobachtenden unterschiedlichen
Reparaturmechanismen verantwortlich sein konnte [124]. Sie vermuten, dass eine
Unterdriickung der epithelial-stromalen Interaktionen der Schliissel dafiir sein
konnte, eine stromale Narbenbildung zu vermeiden [73].
Bei einer Schiddigung des Epithels werden Zytokine freigesetzt, unter denen TGF-
B, Interleukin (IL)-1, Fas-Ligand und PDGF eine besondere Rolle zu spielen
scheinen [13]. Die Bindung von Wachstumsfaktoren an Rezeptoren der stromalen
Keratozyten mag an folgenden Prozessen beteiligt sein, die im Sinne einer
»epithelial-stromalen Interaktion* verstanden werden konnen [13]:

e Apoptose von Keratozyten

e Expression von chemotaktisch wirksamen Zytokinen durch Keratozyten

e Transdifferenzierung von Keratozyten zu Myofibroblasten

e Umbau der ECM (,,stromales remodeling*)
Beispielhaft fiir eine epitheliale-stromale Interaktion sei das ,,phenomenon of
disappearing keratocytes genannt, das auf eine Beobachtung von Dohlmann aus
dem Jahr 1968 zuriickgeht [13,125]. Er beschrieb den Untergang von Keratozyten

in den vorderen und mittleren Schichten des Hornhautstromas unterhalb einer
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mechanischen Epithelverletzung, fiir den es zunéchst keine pathophysiologische
Erklarung gab [85,126]. Im Jahr 1996 zeigte Wilson et al. durch Nachweis
nuklearer Desoxyribonukleinsdure (DNA)-Fragmentation, dass es sich dabei um
apoptotische Prozesse handelt [127,128]. Ein &hnliches Phidnomen, ist nach
Verletzungen des Zentralnervensystems zu beobachten. Im Falle einer Verletzung
von Astrozyten und Neuronen kommt es zu einem Anstieg der interstitiellen
Kalium- und Glutamat-Konzentrationen. Dieser Anstieg induziert die Ausbreitung
zytosolischer ,,Kalzium-Wellen* die iiber gap-junctions auch benachbarte gesunde
Astrozyten erreichen. Dieser Vorgang kann zum Zelltod primir unbeteiligter
Zellen fiihren (bystander effect) [129,130]. Moglicherweise ist der zu beobachtende
Verlust an Keratozyten auf einen dhnlichen Effekt zuriickzufiihren [131]. Bislang
wird jedoch vor allem die These vertreten, das die Apoptose durch IL-1 und tumor
necrosis factor-o. ausgelost wird, die von verletzten Epithelzellen freigesetzt
werden [132,133].

Einen weiteren Hinweis auf epithelial-stromale Interaktionen finden sich bei
Betrachtung des Wundheilungsverhaltens nach einer LASIK. Bei der Préparation
des LASIK-Flaps (s. Kap. 1.2.2.) wird die Basalmembran kreisformig durchtrennt.
Nur in diesem Bereich kommt es zu einem Kontakt von Epithel und Stroma und
auch nur in diesem Bereich konnten Myofibroblasten und eine vermehrte

Expression von TGF-f nachgewiesen werden [124].

1.1.5.4 Endotheliale Wundheilung

Das Korneaendothel ist die gegeniiber mechanischen Beanspruchungen empfind-
lichste Zellschicht der Hornhaut [134]. Die Endothelzellen bilden eine einlagige
Schicht terminal differenzierter Zellen mit fast vollstindig fehlender Teilungs-
fahigkeit. Thr Verlust kann nur durch eine VergréBerung der Zellfliche und
Migration von verbleibenden Zellen kompensiert werden [13]. Jeder Endothelzell-
verlust (degenerativ, entziindlich, traumatisch) fithrt zu einer Abnahme der Zell-
dichte. Die Grenze zur Dekompensation der endothelialen Funktion mit nach-

folgendem irreversiblem Stromaddem liegt bei etwa 400 bis 700 Zellen/mm?® [2].
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Im Fall einer perforierenden Hornhautverletzung synthetisieren Endothelzellen eine

neue Descemet-Membran, beginnend am 8. Tag nach Lisionierung [13].

1.1.5.5 Regulation der Wundheilung durch Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind biologisch hochwirksame Zytokine, die eine Regulation
von Genen induzieren kdnnen, die an der Differenzierung, Zellalterung, Migration
und Proliferation von Zellen beteiligt sind. Wachstumsfaktoren entfalten ihre
Wirkung am Ort der Synthese (auto- oder parakrine Sekretion) [13]. Ein einzelner
Wachstumsfaktor kann dabei mehrere Funktionen im Rahmen unterschiedlicher
Prozesse (z.B. Abbau oder Produktion extrazelluldrer Matrix, Chemotaxis,
Proliferation, Angiogenese, Induktion der Expression anderer Zytokine)
tibernehmen [135].

Die Wirkungsweise von Wachstumsfaktoren folgt einem einheitlichen Schema:
Zunichst wird durch einen Stimulus, beispielsweise eine Lisionierung, die
Synthese und Ausschiittung eines Wachstumsfaktors ausgelost. Sodann wirkt der
Wachstumsfaktor auf seine Zielzellen ein und 1l6st in diesen eine spezifische
Reaktion aus. In Folge von Riickkoppelungsmechanismen durch die Zielzellen
kann die Produktion der Wachstumsfaktoren gefordert oder gehemmt werden.
Durch einen spezifischen Reiz wird der Prozess dann beendet [136].

In der Hornhaut wirksame Wachstumsfaktoren kénnen nach dem Ort ihrer eigenen
Expression und dem ihrer korrespondierenden Rezeptoren (Tab. 5) in folgende vier
Gruppen eingeteilt werden [137]:

Typ I: TGF-a, IL-1B, and PDGF-B werden ausschlieBlich von Epithelzellen
exprimiert, wahrend die zugehorigen Rezeptoren EGFR und IL-1R vorwiegend
und PDGFR-beta ausschlieSlich von Fibroblasten exprimiert werden.

Typ I1: Insulin-like growth factor (IGF-1), TGF-B1, -B2, leukemia inhibitory factor
(LIF) und basic fibroblast growth factor (bFGF) und ihre Rezeptoren werden
sowohl vom Epithel als auch von Fibroblasten exprimiert. FGFR-1 und FGFR-2
werden dabei vorwiegend von Fibroblasten und bFGF vor allem von Epithelzellen

exprimiert.
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Tabelle 5 Expression und Funktion von Wachstumsfaktoren in der Kornea.

Zytokine

Fibroblasten

Epithelzellen

Funktion

Typ 1
Rezeptoren
auf

Fibroblasten

TGF-o/
EGF

O[137]

™ [137]

= stimuliert Proliferation von Fibroblasten
[138] und Epithelzellen [13]

= inhibiert Apoptose von Fibroblasten [138]

= beschleunigt die Reepithelisierung [13]

= stimuliert die epitheliale Migration und

die Synthese von Fibronektin [13]

IL-1B

O [137] [139]

o [137] [139]

= moduliert Apoptose von Keratozyten
[128]

= negative chemotaktische Effekte ggii.
Keratozyten [140]

= priméarer Regulator der HGF und KGF
Synthese durch Keratozyten [141]

= induziert Expression von Kollagenasen
und MMPs durch Keratozyten [118,119]

= induziert Expression von IL-8 in

Keratozyten und Epithelzellen [142,143]

PDGF

O [137]

M
[137,140,144]

= moduliert Proliferation und Chemotaxis
von Fibroblasten [136,144]
= fordert die Kontraktion der ECM [13]

Typ I1
Rezeptoren
auf
Epithelzellen
und

Fibroblasten

bFGF

M [137]

M [137]

= stimuliert Proliferation von Fibroblasten
[138] und Epithelzellen [13]
= beschleunigt die Reepithelisierung [13]

IGF-1

™ [137]

™ [137]

= Fibroblasten-Proliferation [138]
= inhibiert Apoptose von Fibroblasten [138]

TGFB1/
TGF-82

M[137,145]

M[137,145]

= Transdifferenzierung von Keratozyten zu
Myofibroblasten [87,146,147]

= stimuliert die Synthese der ECM [13]

= inhibieren die epitheliale Proliferation
[13]

= inhibieren die Wirkung von EGF [13]

Typ III
Rezeptoren
auf

Epithelzellen

KGF

M[137]

= Proliferation von Epithelzellen [148]
= Inhibition der epithelialen

Differenzierung [13]

HGF

M[137]

O

= Proliferation von Fibroblasten [138]

Typ IV
Rezeptoren

auf Immun-/

Entziindungs-

zellen

M-CSF

M[137]

M[137]

IL-8

M[137]

M[137]

Legende:
M nachgewiesene Expression

[0 keine Expression
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Typ HI: Keratocyte growth factor (KGF) und hepatocyte growth factor (HGF)
werden ausschlie8lich von Fibroblasten exprimiert und ihre korrespondierenden
Rezeptoren werden tiberwiegend von Epithelzellen exprimiert.

Type IV: Macrophage colony stimulating factor (M-CSF) und IL-8 werden zwar
von Fibroblasten bzw. Epithelzellen exprimiert, ihre Rezeptoren hingegen werden
weder von Fibroblasten bzw. Epithelzellen exprimiert, sondern von Immunzellen

oder Entziindungszellen.

Zwei Wachstumsfaktoren, IL-1ot und TGF-B, scheinen im Rahmen der kornealen
Wundheilung von besonderer Bedeutung zu sein. IL-1a ist der stidrkste Stimulus
und TGF-f ist der stirkste Inhibitor fiir die Expression von Kollagenasen, die vom
Epithel synthetisiert werden [119]. Beide sind chemotaktische Lockstoffe fiir
Fibroblasten und beide stimulieren die Proliferation von Fibroblasten. IL-1 spielt
vor allem eine Rolle im Zusammenhang mit inflammatorischen und degenerativen
Erkrankungen.

TGF-B induziert die Proliferation [149] und Migration [150,151] von Keratozyten
und fiihrt zur Transdifferenzierung von Keratozyten zu Myofibroblasten
[87,146,147,152-154]. Ferner ist eine der wichtigsten Funktionen von TGF-f die
Expression von Proteinen der ECM, einschlieBlich fibrillirer Kollagene und
Fibronektin, wihrend der Wundheilung zu regulieren [152]. TGF- unterdriickt
ferner den Abbau der ECM durch Inhibition von Metalloproteinasen und Serin-
Proteasen und durch Stimulation von Protease-Inhibitoren wie beispielsweise tissue
inhibitors of metalloproteinase und plasminogen activator inhibitor [117]. Unter
der Wirkung von TGF-f kommt es zu einer Zunahme der Heparan- und
Dermatansulfate und zu einer Abnahme der Keratansulfate sowohl in vitro als auch
in vivo [146]. TGF-P ist damit ein potenter anaboler Faktor, der die Bildung und
Reparatur von Bindegewebe verstiarkt und Narbenbildung induzieren kann [155].
Die in humanen Geweben vorkommenden Isoformen TGF-1, TGF-B2 und TGF-
B3 werden von drei unterschiedlichen Genen kodiert, die sich auf den
Chromosomen 19q13, 1g41 und 14q24 befinden [155,156]. Sie werden zunéchst

als inaktive latente Form (latent transforming growth factor, LTGF-B) exprimiert.
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LTGF-B besteht aus drei Anteilen: einem Signal-Peptid, einem latent associated
peptid und dem eigentlichen aktiven Anteil. Durch mehrschrittige proteolytische
Dissoziation wird das aktive TGF-f freigesetzt. Die Dissoziation kann durch
Plasmin, Thrombin, Transglutaminasen oder Thrombospondin-1 initiiert werden
[155,157]. Nach seiner Aktivierung kann TGF-f sein Signal durch spezifische
Serin/Threonin-Kinasen (TBRI und TPRII) vermitteln [155]. Nach Bindung werden
die Rezeptoren mit dem gebundenen TGF-B als Endosomen internalisiert. Die
Signaltransduktion zum Nukleus, erfolgt iiber die zytoplasmatischen Proteine der
Smad-Familie. Im Nukleus kommt es dann zur spezifischen Genexpression.

In immunhistochemischen Untersuchungen fanden einige Autoren TGF-B1 im
Epithel [156,158-160], andere nicht [73,145]. In keiner Studie konnte TGF-f1
immunhistochemisch im Stroma nachgewiesen werden [145,158]. Die variierenden
Ergebnisse konnten darauf zuriickzufiihren sein, dass nicht-spezifische Antikorper
verwendet wurden, speziesspezifische Unterschiede bestehen oder die geringe
Zelldichte im Stroma eine Detektion verhindern. Studien in denen die Boten-RNA
(mRNA)-Expression von TGF-B1 untersucht wurde lieferten dessen Nachweis im
Epithel, dem Stroma und dem Endothel der intakten Hornhaut [137,161,162]. Auch
die latente Form von TGF-f2 kommt in allen drei Schichten vor [73,156]. Manche
Autoren halten TGF-f2 fiir die in der Hornhaut [156] und im Kammerwasser [159]
bedeutendste der drei Isoformen. TGF-B3 wurde bislang nicht im vorderen
Augenabschnitt nachgewiesen [156,159]. Rezeptoren fiir TGF-3 werden sowohl

auf Keratozyten als auch auf Epithelzellen exprimiert [137].

1.2 Refraktive Hornhautchirurgie

1.2.1 Entwicklung der refraktiven Hornhautchirurgie

Erste Berichte tiber korneale Inzisionen zur Korrektur von hohen Astigmatismen
stammen aus dem Jahr 1885 [163]. Die meisten der frithen Versuche refraktiv-
chirurgischer Eingriffe beschrankten sich auf den Einsatz kornealer Inzisionen zur

Astigmatismusbehandlung [164]. Seit den 1930er Jahren wurde versucht, mittels
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inzisionaler refraktiver Chirugie auch die Myopie behandeln zu koénnen. Der
russische Ophthalmologe Fyodorov entwickelte die anteriore radiale Keratotomie
und behandelte Tausende von Patienten mit dieser Methode [165]. Lamelldre
refraktiv-chirurgische Verfahren wurden erstmals durch Barraquer eingefiihrt. Er
berichtete Ende der 1950er Jahre erstmals von der Idee, Hornhautlamellen in
tiefgefrorenem Zustand zu bearbeiten. Es sollte aber noch bis zum Beginn der
1970er Jahre dauern, Lentikel von der Hornhaut abzutrennen und nach der
Bearbeitung auf einer Gefrier- Drehbank wieder aufzunidhen [166,167]. Zum
Durchbruch ablativer refraktiv-chirurgischer Verfahren kam es durch die
Entwicklung der Excimer-Laser-Technologie. Die erfolgreichste und am weitesten
verbreitete Technik zur Behandlung von Refraktionsfehlern ist seitdem die
Abtragung von Hornhautgewebe mit dem Excimer-Laser. Excimer-Laser erzeugen
elektromagnetische Strahlung im ultravioletten Wellenlangenbereich (193 nm). Als
Lasermedium dient Argon-Fluorid (ArF). 1983 konnte Trokel zeigen, dass es
moglich ist, mit dem Excimer-Laser Hornhautstroma abzutragen [168]. Erste
Behandlungen an erblindeten Augen fiihrten Seiler und L'Esperance durch
[169,170]. McDonald operierte als Erster ein sehendes Auge mit dem Excimer-
Laser [171]. Die von Barraquer entwickelten lamelldren Operationstechniken und
die Entwicklung der ersten Mikrokeratome waren die Grundlage fiir die
Entwicklung der LASIK [166,172]. In den frithen 1990er Jahren beschrieben
Pallikaris und Buratto unabhingig voneinander die Technik einer lamellierenden
Keratektomie mit einer nachfolgenden stromalen Gewebeabtragung mit dem
Excimer-Laser [173,174]. Pallikaris gab der Methode den Namen LASIK, einer

heutzutage weit verbreiteten Technik der refraktiven Chirurgie.

1.2.2 Etablierte refraktiv-chirurgische Laser-Techniken

Fir die effektive Behandlung von Refraktionsfehlern stehen heutzutage
verschiedene lasergestiitzte Therapieverfahren zur Verfiigung. Das breite Spektrum
an Therapieoptionen ermdglicht es, ein fiir den individuellen Patienten geeignetes
Verfahren auszuwihlen. Die Verfahren, bei denen zur Fehlsichtigkeitskorrektur ein

Excimer-Laser zur Anwendung kommt, gliedern sich in [175,176]:
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e Verfahren zur Oberflichenbehandlung
o Photorefraktive Keratektomie (PRK) [177-179]
o Laser subepitheliale Keratomileusis (LASEK) [180]
o Epi-LASIK [181]

e Lamelldre Behandlungsverfahren

o Laser in situ Keratomileusis (LASIK) [182,183]

Bei allen genannten Verfahren wird mit dem Excimer-Laser Hornhautgewebe in
der Weise abgetragen, dass die sphidrischen und zylindrischen Anteile des
bestehenden Refraktionsfehlers ausgeglichen werden [184]. Zur Korrektur der
Myopie wird im Zentrum der Hornhaut ein zirkuldrer Lentikel (Gewebestiick) mit
dem Excimer-Laser entfernt. Die Ablation zur Korrektur der Hyperopie erfolgt in
der Hornhautperipherie, sodass die Kriimmung der zentralen Hornhaut verstérkt
und die Hornhautbrechkraft erhoht wird. Moderne asphirische und wellenfront-
gefiihrte Ablationsprofile verringern die Induktion von Abbildungsfehlern héherer
Ordnung des Auges [182,184]. Zur genaueren Anpassung des Ablationsprofiles
erfassen ,,eye tracker* mit Iriserkennung neben horizontalen und vertikalen
Augenbewegungen auch Zyklorotationsbewegungen des Auges [185]. Der ,.eye
tracker* stellt sicher, dass das Hornhautgewebe am vorgesehenen Ort abgetragen
wird und eine Dezentrierung der Ablationszone vermieden wird [175].

Bei den Verfahren zur Oberflichenbehandlung erfolgt der Abtrag des
Hornhautgewebes mit dem Excimer-Laser direkt unter dem Epithel. Das
Hornhautepithel wird vorher entweder entfernt (bei der PRK) oder mit einer
Alkohollosung (bei der LASEK) beziehungsweise einem Mikrokeratom (bei der
Epi-LASIK) von der Unterlage abgelost und nach der Behandlung wieder
zuriickgelegt. Der Erhalt des Epithelverbandes bei der LASEK bzw. Epi-LASIK
soll die Wundheilung giinstig beeinflussen und die Schmerzen des Patienten nach
dem Eingriff reduzieren. Durch den nur im vorderen Anteil der Hornhaut
erfolgenden Gewebeabtrag wird im Vergleich zu den lamelldren Verfahren die

Biomechanik der Hornhaut nur geringgradig geschwicht. Jedoch fiihrt die
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Verletzung des Epithels und der Bowman-Lamelle in einigen Féllen zu einer
ausgeprigten Wundheilungsreaktion.

Die Kombination eines lamellierenden stromalen Hornhautschnittes mit einer
Excimer-Laser-Ablation bezeichnet man als LASIK. Hierbei wird mit einem
Mikrokeratom oder einem Femtosekunden (fs)-Laser eine diinne Hornhautlamelle
(Flap) geschnitten und zur Seite geklappt. Im Unterschied zu den
Oberflachenbehandlungen erfolgt der Laserabtrag dadurch in einer tieferen Schicht
des Hornhautstromas. Bislang wurde fiir die Préparation des Flaps ein
Mikrokeratom eingesetzt. Das Mikrokeratom ist ein mechanisch angetriebenes
oszillierendes Messer, das mit Hilfe eines Saugringes fest auf dem Auge adaptiert
werden kann. Die eingesetzten Mikrokeratome konnen oberflichenparall in einer
Tiefe zwischen 100 bis 200 um schneiden. In jlingster Zeit wird zur Flap-
Praparation auch der fs-Laser eingesetzt. Nach erfolgter Flappraparation und dem
Gewebeabtrag mit dem Excimer-Laser wird das Wundbett gespiilt und die Lamelle
an ihre urspriingliche Stelle zuriickgeklappt, wo sie infolge von Adhédsionskréften
und dem Pumpeffekt des Endothels selbststindig an der Hornhaut anhaftet und
innerhalb weniger Stunden anwichst [175].

Aufgrund der kontinuierlichen Weiterentwicklung der refraktiven Hornhaut-
chirurgie ist ein Vergleich der eingesetzten Verfahren erschwert. In Bezug auf die
Effektivitit der Behandlung scheinen sich die Verfahren zur Oberflichen-
behandlung und die LASIK jedoch kaum zu unterscheiden [186-188].

1.2.3 Wundheilungsstorungen nach refraktiver
Hornhautchirurgie

Die starke Verbreitung und die routineméfige Anwendung refraktiv-chirurgischer
Verfahren haben zu einem verstirkten Interesse an der Erforschung von
Wundheilungsreaktionen der Hornhaut gefiihrt [28]. Denn refraktiv-chirurgische
Verfahren miissen so erfolgen, dass es nur zu einer minimalen
Wundheilungsreaktion kommt und eine Narbenbildung der Hornhaut vermieden
wird [73]. Zwei Aspekte sind von besonderer Wichtigkeit: der Erhalt der kornealen

Transparenz und die Beeinflussung des Refraktionsergebnisses durch die
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Wundheilungsreaktion [136]. Ernsthafte Komplikationen nach refraktiver
Hornhautchirurgie sind zwar selten [189], dennoch kann eine iiberschieende
Wundheilungsreaktion aufgrund der generell zu beobachtenden biologischen
Diversitiat bei Wundheilungsreaktionen nicht ausgeschlossen werden. Da es sich
um einen elektiv-chirurgischen Eingriff an gesunden Augen handelt, bedarf es
einer besonderen Risiko-Nutzen-Abwégung.

Zu den postoperativen Komplikationen nach refraktiv-chirurgischen Eingriffen, die
mit Wundheilungsstérungen assoziiert sind, gehodren die diffuse 1amelldre Keratitis
[190-193], eine Dislokation des Flaps [194], Epitheleinwachsungen [195-198],
infektiose Keratitiden [199-201], sowie Eintriibungen und Narbenbildung der
Hornhaut.

Eine postoperativ auftretende Narbenbildung ist hdufiger bei Einsatz der Verfahren
zur Oberflichenbehandlung zu beobachten. Dies gilt vor allem fiir die Behandlung
hochgradiger Myopien, bei denen groflere Gewebeanteile abladiert werden miissen.
Eine feine retikuldre Triibung wird hiufiger beobachtet. Sie hat jedoch in der Regel

keinen Einfluss auf die Sehschirfe.

1.3 Femtosekunden-Laser

Femtosekunden-Laser sind fokussierbare Laser, die Lichtpulse aussenden, deren
Pulsdauer im fs-Bereich liegt. Fs-Laser ermoglichen eine sehr préizise und
schonende Abtragung biologischer Gewebe. Seit 2001 stehen in der
Ophthalmologie fs-Laser fiir den klinischen Einsatz zur Verfiigung, die eine
Durchtrennung und Ablation von Hornhautgewebe erméglichen [202]. Aufgrund
der frei wihlbaren und steuerbaren Focusebene des Lasers konnen Schnitte
beliebiger Konfiguration erzeugt werden [203]. Der fs-Laser ist damit ein sehr
vielseitig einsetzbares, prizises, minimal invasives Skalpel [204,205], mit dem
Potential, etablierte Operationsmethoden zu ersetzen und neue Operationsverfahren

zu ermoglichen.
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1.3.1 Grundlagen der Femtosekunden-Laser-Technologie

Die von fs-Lasern erzeugten Pulse werden als ultrakurz bezeichnet. Ultrakurze
Pulse haben eine Dauer zwischen einer Pikosekunde (1 ps = 10"% s) und einer
Femtosekunde (1 fs = 10" s) und sind folglich nur einige milliardstel einer

Millionstel-Sekunde lang.

1 Sekunde 100 Femtosekunden

Abbildung 1 Die Dauer einer Femtosekunde (fs) kann an der Distanz illustriert werden, die Licht wihrend
der Pulsdauer eines fs-Lasers zuriicklegt; Licht umrundet zwar in einer Sekunde die Erde etwa 7,5-mal,

jedoch umrundet es ein menschliches Haar in 100 fs nur zur Hilfte [206].

Zur Veranschaulichung kann der Vergleich dienen, dass Licht zwar in einer
Sekunde die Erde etwa 7,5-mal umrundet, es jedoch nicht schafft in 100 fs ein
menschliches Haar komplett zu umrunden (Abb. 1) [206]. Der fs-Laser arbeitet im
Infrarot-Wellenbereich (A=1053 nm), so dass die Laserpulse das transparente
Hornhautgewebe durchdringen kénnen. Eine Wechselwirkung zwischen Laserpuls
und Gewebe tritt nur im Fokus des Lasers auf. Zur Erzielung eines hohen
Wirkungsgrades ist eine aberrationsminimierte Optik des Lasers notwendig [207].
Wenn im Fokus die pro Fliche eingestrahlte Energie eine bestimmte Schwelle
(Leistungsdichte >10'"" W/cm?) iiberschreitet, kommt es aufgrund des hohen
Photonenflusses zu einer Photonenionisation von Atomen bzw. Molekiilen. Dieser
Vorgang wird als laser-induzierter optischer Durchbruch (laser-induced optical

breakdown; LIOB) bezeichnet [208]. Bei diesem Vorgang entstehen freie
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Elektronen, die eine Plasmabildung auslosen. Die Elektronen geben ihre Energie an
andere Atome durch StoBionisation ab. Die Atome werden dadurch ihrerseits
ionisiert. Durch diesen Prozess kommt es zu einer rapiden Zunahme an freien
Ladungstragern. Das entstandene Plasma nimmt weitere Energie aus dem
Strahlungsfeld auf, wodurch es zu einer Aufheizung des Plasmas kommt. Der
Aggregatzustand Plasma wird fiir eine Dauer von ca. 10-20 ns beibehalten. In
dieser kurzen Zeit kann keine thermische Diffusion auftreten, durch die das
umliegende Gewebe geschiddigt wiirde [209]. Die Autheizung des Plasmas ist mit
dessen schneller Expansion verbunden, die zur Ausbreitung einer Druckwelle fiihrt.
Diese Druckwelle besitzt eine sehr hohe Druckamplitude. Durch die mechanische
Belastung des umgebenden Gewebes kann es zu dessen Zerstorung bzw. dessen
Aufbruch kommen. Die Druckwelle ist daher fiir die Gewebeablation mitverant-
wortlich [209]. Nach der Expansion des Plasmas kommt es auch zu einer
Expansion entstandener Gase und D@mpfe. Die Folge ist eine Ausbildung von
Kavitationsblasen [209]. Die Kavitationsblasen enthalten Kohlenstoffdioxid,
Kohlenstoffmonoxid, Wasserdampf, Sauerstoff und Stickstoff [210]. Der zeitliche
Verlauf der beschriebenen Laser-Gewebe-Interaktionen wéhrend der Photo-

disruption ist in Abb. 2 dargestellt.

Jetbildung |:|

Kavitationsblase | |

I:] Schockwelle
|:| Plasmabildung
|:] Laserpuls
| 1 1 I 1 | 1 1 I 1

10°% 10°® 10°® 10°
Zeit [s]

Abbildung 2 Approximierter zeitlicher Verlauf der Laser-Gewebe-Interaktionen bei der Photodisruption

(30 ps Laserpuls) [211].
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Die Laserleistung (P) ist der Quotient aus aufgewendeter Energie (AE) und der

dazu benotigten Zeit (At): P= %

Durch Verkiirzung der Pulsdauer wird folglich die Leistung des Lasers erhoht bzw.
der optische Durchbruch (LIOB) bereits bei Verwendung sehr geringer Energien
ermdglicht (Abb. 3) [212]. Durch die geringen Energien ist die StoBwellenemission
beim optischen Durchbruch deutlich schwécher als die bei ldngeren Laserpulsen.
Damit nimmt auch die GroBe der entstehenden Kavitationsblasen ab [213,214].
Schéiden im umgebenden Gewebe (Kollateralschdden) treten dadurch nur in einem
Randbereich von <1 pm um die Abtragungsebene auf [215]. Die Anwendung von
fs-Laserpulsen ist also {iiberall dort interessant, wo eine lokale Material-
beeinflussung ohne Schiadigung der Umgebung gewiinscht ist [207]. In der

Augenheilkunde wird der fs-Laser daher in der Hornhautchirurgie eingesetzt.
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Abbildung 3 Messung des Schwellwertenergieflusses fiir die plasmainduzierte Ablation als Funktion der
Pulsdauer. Die Messungen wurden an menschlichen Hornhauten bei 620 und 1053 nm Wellenldnge

durchgefihrt [209].

1.3.2 Einsatz des Femtosekunden-Lasers in der
Hornhautchirurgie

Seit der Markteinfithrung des ersten fs-Lasers in der Augenheilkunde im Jahr 2001

hat sich sein Einsatzspektrum im Bereich der Hornhautchirurgie kontinuierlich
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erweitert. Zundchst nur zur Flap-Préparation im Rahmen der LASIK-Operation
verwendet, wird er nun bereits routineméBig fiir die perforierende [216,217] und
lamelldre Keratoplastik [218-222], die Implantation von kornealen Ringsegmenten
[223,224] und fiir astigmatische Keratotomien [212,225,226] eingesetzt.

Bei allen operativen Verfahren dient der fs-Laser dabei als hochprézises
Schneidgerdt. Die Durchtrennung des Gewebes wird dabei durch dicht
nebeneinander angeordnete und dadurch konfluierende Blasen erreicht (Abb.4).
Das entstandene Gas entweicht durch Diffusion aus dem Hornhautgewebe.

Die Ankoppelung des Lasers an die Hornhautoberfldche erfolgt dabei iiber ein
Kontaktglas. Je nach Form des Kontaktglases wird die Hornhaut wihrend der
Laseranwendung applaniert oder weitgehend in seiner natiirlichen Konvexitit
belassen. Die Laserpulse werden dann computergesteuert im gewiinschten Muster
in der Hornhaut appliziert. Die Steuereinheiten des Lasersystems ermoglichen das
Anlegen verschiedenster Schnittgeometrien. Form, Tiefe und Winkel der
Schnittebenen konnen frei gewéhlt werden [212]. Der Operateur kann individuell
die GroBe der Laserpulse und deren Abstand zueinander bestimmen und damit die
Schnittqualitét individuell optimieren [205]. In beschrianktem MaBe ist der fs-Laser
auch bei getriibten Hornhduten und im Bereich der perilimbalen Sklera einsetzbar,
da die Strahlabschwichung fiir Infrarotstrahlung geringer ist als fiir sichtbares

Licht [212].

Abbildung 4 Laser-Gewebe-Wechselwirkung: Im Focus des fs-Lasers kommt es zur Plasmabildung, einem
aus Jonen und Elektronen bestehenden Gases. Die damit verbundene explosionsartige Temperatur- und
Druckerhohung erzeugt Kavitationsblasen, die zur punktuellen Photodisruption fiihren. Das entstandene

Gas entweicht durch Diffusion [Abbott Laboratories Inc.].
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Folgende fs-Laser werden derzeit fiir den Einsatz in der Ophthalmochirurgie auf
dem Markt angeboten [227]:

e Intralase FS Laser, Abbott Medical Optics (AMO), Santa Ana, CA, USA

e FEMTEC, Technolas Perfect Vision, Miinchen, Deutschland

e Femto LDV, Ziemer, Port, Schweiz

e VisuMax, Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Deutschland
Die angebotenen Lasersysteme unterscheiden sich hinsichtlich des Aufbaus der zur
Ankoppelung an das Auge verwendeten Kontaktgldser (plan versus konkav), der
Laserpulsfrequenz  und der Anfilligkeit gegeniiber Verdnderung der
Umgebungstemperatur [212,227].

1.3.3 Intrastromale refraktive Chirurgie mit ultrakurzen
Laserpulsen

Da das Hornhautgewebe von der Laserstrahlung durchdrungen werden kann, bieten
fs-Laser erstmals die Moglichkeit einer ,,subsurface*-Chirurgie. So ist es moglich,
Schnitte im Hornhautstroma zu erzeugen, ohne die Oberfliche zu verletzen. Bei
bislang etablierten refraktiv-chirurgischen Verfahren (LASIK, PRK) kénnen durch
die notwendige Verletzung der Augenoberfliche Komplikationen auftreten. Neben
Schnittkomplikationen konnen Infektionen und Wundheilungsstérungen das
Sehvermogen stark beeintrachtigen (Kap. 1.2.3). In der Hoffnung diese
Komplikationen umgehen zu konnen, zielt die Weiterentwicklung von refraktiv-
chirurgischen Operationstechniken darauf ab, die gewiinschte Refraktionsdnderung
durch selektiven Abtrag des Hornhautstromas ohne Alteration des Epithels zu
erreichen. Die intrastromale refraktive Chirurgie scheint das Potential zu besitzen,
mit einer minimalen Wundheilungsreaktion, geringer Regression der Refraktions-
ergebnisse, verbesserter Vorhersagbarkeit des Refraktionsergebnisses und einer
reduzierten Infektionsrate einherzugehen.

Troutman et al. berichtete 1986 als erster iiber eine isolierte intrastromale
Gewebeablation bei Verwendung eines modifizierten Excimer-Lasers [228]. Er
konnte zeigen, dass eine intrastromale Laser-Gewebe-Wechselwirkung ex vivo

ohne Schiadigung des Epithels oder des Endothels moglich ist. In der Folge wurden
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experimentell Pikosekunden (ps)-Laser zur intrastromalen Ablation verwendet
[229]. Diese initialen Versuche einer intrastromalen Ablation waren jedoch
aufgrund der unzureichenden Prizision der verwendeten Pikosekunden-Laser nicht
erfolgreich.

Mit Einfiihrung des fs-Lasers wurde die Idee der intrastromalen Gewebeablation
wieder aufgegriffen. Es konnte gezeigt werden, dass der fs-Laser im Vergleich zu
ps-Lasern eine deutlich geringere Schidigung des umgebenden Gewebes bewirkt
[215]. Erste inkonsistente Ergebnisse deuten auch darauf hin, dass durch eine
intrastromale Gewebeablation eine Abnahme der Hornhautdicke erreicht werden

kann [230].
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Abbildung 5 Prinzip der fs-Laser-assistierten Lentikel-Extraktion: (A) Anlegen eines lamelldren
intrastromalen Schnittes. (B) Praparation des Lentikels durch Anlegen eines zweiten Schnittes. Die
Lentikelgrofle wird entsprechend dem vorliegenden Refraktionsfehler gewihlt. (C) Mechanisches Anheben
der vorderen Hornhautlamelle und Extraktion des Lentikels. (D) Reposition der vorderen Hornhautlamelle.
Aufgrund des Volumendefizites kommt es zur Abflachung der Hornhautvorderflache [215] (mit freundlicher

Genehmigung des Springer Verlags).
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Bislang wurde nur an 13 amblyopen (schwachsichtigen) Augen eine intrastromale
Ablation mit dem fs-Laser durchgefiihrt. Dabei konnten Refraktionsénderungen um
bis zu 2 dpt erreicht werden [231]. Neben dem Versuch Gewebe mit dem fs-Laser
intrastromal abzutragen, wird auch der Ansatz verfolgt mit dem fs-Laser einen
stromalen Lentikel zu schneiden, der dann manuell aus dem Stroma extrahiert wird
(Abb. 5). Die ersten klinischen Ergebnisse zeigen, das auch auf diesem Weg eine
Myopiebehandlung méglich ist [232]. Der jlingste Ansatz Refraktionsdnderungen
durch intrastromale refraktive Chirurgie zu erreichen, ist die INTRACOR-
Behandlung. Das INTRACOR-Verfahren soll bei Patienten mit Altersweit-
sichtigkeit (Presbyopie) die Lesefdhigkeit wieder herstellen. Zu diesem Zweck
werden einseitig auf dem nicht-dominanten Auge Laserherde in ringformiger

Anordnung intrastromal appliziert (Abb. 6).

Hornhautepithel

INTRACOR
Ringe

Abbildung 6 Bei der INTRACOR-Behandlung werden Laserpulse in ringférmiger Anordnung intrastromal
appliziert, ohne die Oberfliche der Hornhaut zu verletzen. Durch eine Zunahme der zentralen Krimmung

soll die Behandlung zu einer multifokalen Optik fihren.

Bei weitgehend erhaltenem Fernvisus erreichen die Patienten dabei einen Anstieg
des unkorrigierten Nahvisus. Neben einer Zunahme der zentralen Kriimmung soll
die Behandlung zu einer multifokalen Optik fithren [233,234]. Bislang ist jedoch
nicht ausreichend geklirt auf welchen Mechanismen diese Presbyopiebehandlung

beruht und ob die Behandlungsergebnisse stabil sind.
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2 ZIELSTELLUNG

Bei bislang etablierten refraktiv-chirurgischen Verfahren (LASIK, PRK) kénnen
durch die notwendige Verletzung der Augenoberfliche Komplikationen auftreten.
Neben Schnittkomplikationen durch die verwendeten mechanischen Schneidgeréte
(Mikrokeratome) konnen Infektionen und Wundheilungsstérungen das
Sehvermdogen stark beeintriachtigen. Operative Verfahren bei denen die gewiinschte
Refraktionsinderung durch einen selektiv intrastromalen Gewebeabtrag erfolgt,
erscheinen besonders attraktiv, da sie moglicherweise mit einer minimalen
Wundheilungsreaktion und einem geringen postoperativen Infektionsrisiko
einhergehen [235,236].

In der vorliegenden Studie wurde daher die fs-Laser-Technologie verwendet, um
die korneale Wundheilung nach intrastromaler Gewebeablation zu untersuchen.
Dazu wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich bei einer ausbleibenden
Verletzung des Epithels nur eine primitive stromale Narbe ausbildet [237]. Dem
Modell einer isolierten intrastromalen Verletzung (fs-Keratotomie) wurde das
Modell einer kombinierten epithelial-stromalen Verletzung (PRK) zum Vergleich
gegeniibergestellt. Beim Vergleich der Wundheilungsprozesse wurde besonderes
Augenmerk auf die unterschiedlichen Phédnotypen stromaler Zellen, ihre
Aktivierung und Proliferation, sowie deren Zelluntergang gelegt. Der Nachweis
einer Differenzierung von ruhenden Keratozyten (Fibrozyten) in aktivierte
Phénotypen [11,238,239] erfolgte durch Nachweis von Stressfasern, Fibroblasten-
Markern (Thy-1) [240,241] und Myofibroblasten-Markern (a-SMA) [86,242].
Aufgrund der Annahme, dass eine Epithelverletzung zu einer vermehrten
Expression des profibrotischen Zytokins TGF-f1 fiihrt, wohingegen eine selektive
intrastromale Verletzung keine solche Induktion hervorruft, wurde die TGF-B1-
mRNA- und Protein-Expression nach fs-Keratotomie mit der nach PRK verglichen.
In fritheren klinisch-experimentellen Studien fanden sich erste Hinweise, dass der
erwiinschte Effekt eines Gewebeabtrags durch intrastromale Photodisruption bei

Verwendung von ps- oder fs-Lasern erreicht werden kann [229-231]. Aufgrund
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kontroverser Ergebnisse bislang durchgefithrter Studien beziiglich dieser
Fragestellung [230,243,244], wurde im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit unter
Einsatz modernster fs-Laser-Technologie erneut untersucht, ob mittels
intrastromaler Photodisruption ein intrastromaler Gewebeabtrag (fs-Laser

Keratektomie) sicher moglich ist.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Versuchstiere

Als Versuchtiere dienten Kaninchen der Rasse Weille Neuseeldnder. Alle
chirurgischen Maflnahmen wurden an Kaninchen mit einem Korpergewicht von 3
bis 4 kg vorgenommen. Diese Tiere stammten von Harlan Winkelmann (Borchen)
und wurden unter Standard-Laborbedingungen untergebracht. Fiir die Versuche zur
intrastromalen Keratektomie wurden auch ausgewachsene Tiere mit einem
Gewicht von 5 kg verwendet. Diese stammten aus der Tierzucht Wenzel
(Detmold). Die Behandlung der Kaninchen erfolgte unter Anésthesie mit Xylazin
(5 mg/kg i.m., Rompun, Bayer, Leverkusen) und Ketamin (50 mg/kg i.m., Ketavet,
Pharmacia, Erlangen). Zusitzlich wurden unkonservierte Oxybuprocain Augen-
tropfen (Benoxinat SE 0,4%, Alcon Pharma, Freiburg) unmittelbar vor dem
Eingriff appliziert. Tiere bei denen eine PRK durchgefiihrt wurde erhielten
Buprenorphin 0,05 mg/kg s.c. nach der Operation. Das FEinschldfern der Tiere
erfolgte am jeweils letzten Tag der Nachbeobachtung und wurde in Narkose durch
intrakardiale Injektion von 5 ml Embutramid 0,2 g/ml, Mebezonium 0,05 g/ml und
Tetracain 0,005 g/ml, (T61, Intervet, UnterschleiBheim) vorgenommen. Im
Anschluss daran wurden alle operierten und nicht operierten Augen enukleiert. Alle
Tiere wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz und den
Richtlinien der Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO)
zum Gebrauch von Versuchstieren in der ophthalmologischen Forschung

behandelt.

3.2 Chirurgische Eingriffe

3.2.1 Femtosekunden- und Excimer-Laser

Der eingesetzte fs-Laser FEMTEC (20/10 Perfect Vision, Heidelberg) ist ein
gepulster Festkorperlaser (Nd:Glas) mit einer Repetitionsrate von 10 kHz der Licht
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einer Wellenldnge von 1059 nm emittiert (Abb. 7). Die Pulsdauer betrdgt 600 bis
800 fs. Die Ankoppelung der Kaninchenaugen an den Laser erfolgte iiber ein
konkav geformtes Kontaktglas mit einem Kriimmungsradius von 10,5 mm (20/10
Perfect Vision). Das Kontaktglas wurde iiber der Pupille zentriert aufgesetzt. Durch
Verwendung eines speziell fiir das Kaninchenauge entwickelten Saugrings konnte
eine genaue Positionierung des Kontaktglases und eine Ruhigstellung des Auges

bewirkt werden.

Abbildung 7 Fs-Laser FEMTEC (20/10 Perfect Vision, Heidelberg)

Als Excimer-Laser kam der VISX Star S3 (VISX, Santa Clara, CA, USA) zum
Einsatz. Dabei handelt es sich um einen Gas-Laser (ArF), der Laserpulse einer
Wellenldnge von 193 nm und einer Pulsdauer von 20 ns generiert. Die

Repetitionsrate betrigt 10 kHz, die Fluenz 160 mJ/cm?.

3.2.2 Intrastromale Keratotomie

Praoperativ. wurde die Hornhautdicke durch Ultraschall-Pachymetrie (SP 100,
Tomey, Erlangen) bestimmt. Ein lamelldrer Schnitt (Keratotomie) wurde bei 12
Kaninchen in einer Tiefe von 160-200 um (50% der Hornhautdicke) mit dem
FEMTEC -Laser angelegt (Abb. 8). Fiir die Keratotomie wurden eine Pulsenergie

von 2,8 nJ, eine Laserspotgroe von 5 um und ein Abstand zwischen den einzelnen
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Laserspots von 8 um gewihlt. Die Kaninchen erhielten eine einseitige Behandlung.
Die behandelte Seite wurde nach dem Zufallsprinzip gewihlt. Das jeweils
kontralaterale Auge diente als Kontrolle. Der Durchmesser der scheibenformigen
Keratotomie betrug 6,5 mm. Nach der Laser-Anwendung wurde Dexpanthenol
Augensalbe (Bepanthen, Roche, Grenzach-Wyhlen) in die untere Bindehaut-
umschlagfalte gegeben. Postoperative Nachbeobachtungszeiten betrugen 1, 3, 7

und 28 Tage.

\ /|
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Abbildung 8 Die intrastromale Keratotomie erfolgte durch zirkuldre Applikation von Laserpulsen parallel
zur Hornhautvorderflache; die Oberfliche eines konkav gekrummten Kontaktglases diente als Referenz fiir

die Bestimmung der Schnittebene.

3.2.3 Intrastromale Keratektomie

Die intrastromale Keratektomie wurde an zwei Versuchstiergruppen durchgefiihrt.
In Gruppe 1 wurde an ausgewachsenen Kaninchen eine beidseitige Behandlung
durchgefiihrt. Die Kontrolluntersuchungen fanden 9, 31 und 86 Tage nach dem
Eingriff statt. In Gruppe 2 wurden noch im Wachstum befindliche Tiere einseitig
behandelt. Die Seitenwahl wurde nach dem Zufallsprinzip getroffen. Das jeweils
unbehandelte Auge diente als Kontrolle. Die Kontrolluntersuchungen fanden 12,
29, 69, 176 und 318 Tage nach dem Eingriff statt. Prdoperativ wurde die
Hornhautdicke durch Ultraschall-Pachymetrie (SP 100, Tomey) bestimmt. Das
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Muster der intrastromalen Ablation bestand aus 14 parallel iibereinanderliegenden
kreisformigen Scheiben (Abb. 9). Der Abstand zwischen der Hornhautriickflache
und der am tiefsten gelegenen Ablationsebene betrug 146+47 um (Gruppe 1) bzw.
108+10 pum (Gruppe 2) und hatte einen Durchmesser von 4 mm. Die
oberflachlichste Ablationsebene hatte einen Durchmesser von 2 mm. Der Abstand
zwischen den einzelnen Ablationsebenen betrug 8 pum. Bei der Keratektomie
wurden Laserpulsenergien von 1,3 pJ, eine Laserspotgrole von 5 pm und eine
Abstand zwischen den Laserspots von 9 um gewéhlt. Nach der Laser-Anwendung
wurde Dexpanthenol Augensalbe (Bepanthen, Roche) in die untere Bindehaut-

umschlagfalte gegeben.

Abbildung 9 Schematische Darstellung des Musters der Laserapplikation bei der intrastromalen
Keratektomie; (A) Sagittalschnitt, (B) Frontalschnitt; das Muster bestand aus 14 intrastromalen horizontal
gelegenen scheibenférmigen Schichten, die parallel zueinander liegen. Der Abstand zwischen
Hornhautriickfliche und der tiefsten Schnittebene betrug 146+47 um (Gruppe 1) bzw. 108+10 um (Gruppe 2)
und hatte einen Durchmesser von 4 mm. Die am oberflachlichsten gelegene Schicht besall eine Durchmesser

von 2 mm. Der Abstand zwischen zwei Schichten betrug 8 pm.

3.2.4 Photorefraktive Keratektomie

Nach Einsetzen eines Lidsperrers erfolgte eine transepitheliale Laserablation mit
dem Excimer-Laser (VISX Star S3, Santa Clara, CA, USA). Die prédoperativ

festgelegte Ablationstiefe betrug 150 um bei einem Durchmesser der optischen
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Zone von 6,0 mm (Abb. 10). Nach dem Lasereingriff wurde Ofloxacin Augensalbe
(Floxal, Alcon Pharma) appliziert. Kontrolluntersuchungen fanden am 1., 3., 7. und

28. postoperativen Tag statt.

»

|

Abbildung 10 Die Photorefraktive Keratektomie wurde transepithelial mittels eines ,,flying spot“ Excimer-
Lasers durchgefiihrt.

3.3 Klinische Untersuchungstechniken

3.3.1 Spaltlampenuntersuchung

Spaltlampen-Fotografien wurden mit einer an eine Spaltlampe (Model 100/16; Carl
Zeiss, Oberkochen) adaptierte Digitalkamera (PowerShot G6, Canon, Tokyo,
Japan) aufgenommen. Zu jedem Zeitpunkt der Nachuntersuchung (s.o0.) wurden

Aufnahmen sowohl mit diffuser als auch fokaler Beleuchtung durchgefiihrt.

3.3.2 Konfokale in vivo Mikroskopie

Nach intrastromaler Keratotomie und PRK wurden Aufnahmen mit einem
konfokalen WeiBlicht-Mikroskop (Confoscan 4, NIDEK, Gamagori, Japan)
gemacht. Das Mikroskop ist mit einem 40x Immersionsobjektiv (Achroplan, Carl
Zeiss) ausgestattet. Der Bildausschnitt hat eine Grole von 460x345 um. Als

Immersionsmedium wurde ein Carbomer-Gel (Vidisic, Mann Pharma, Berlin)
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verwendet. Die Untersuchung erfolgte immer im zentralen Bereich der Hornhaut.
Um sicherzustellen, dass die Ausrichtung parallel zur Hornhautoberfldche erfolgt
wurde zunédchst das Endothel dargestellt. Anschliefend wurden drei Bildsequenzen

in posterior-anteriorer Richtung aufgenommen.

3.3.3 Pachymetrie

Die Hornhautdicke wurde mit einem Ultraschall-Pachymeter (SP-100, TOMEY)
gemessen. Bei jeder Untersuchung wurden acht Einzelmessungen durchgefiihrt.
Eine Hornhautpachymetrie wurde vor Durchfihrung der intrastromalen
Keratotomie und Keratektomie vorgenommen. Ferner erfolgte die Pachymetrie

nach intrastromaler Keratektomie zu allen Nachbeobachtungszeitpunkten.

3.3.4 Keratometrie

Die Kriimmungsradien der Hornhaut wurden mit einem handgehaltenen
Keratometer (KM 500, NIDEK) bestimmt. Bei jeder Untersuchung wurden sechs
Einzelmessungen durchgefiihrt. Die Keratometrie erfolgte vor der intrastromalen
Keratektomie sowie postoperativ zu den angegebenen Nachbeobachtungs-

zeitpunkten.

3.3.5 Optische Kohédrenztomographie

Die optische Kohidrenztomographie (SL-OCT, Heidelberg Engineering,
Heidelberg) wurde unmittelbar nach der intrastromalen Keratektomie eingesetzt.

Sie diente der morphologischen Darstellung des intrastromalen Schnittmusters.

3.4 Laboruntersuchungen

3.4.1 Fixierung und Herstellung von Gewebeschnitten

Fir die histologische Untersuchung wurden die enukleierten Bulbi in fliissiges

Gefriermedium (Tissue Freezing Medium, Leica Microsystems, Nussloch)
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eingebettet und in 2-Methyl-Butan bei -80°C eingefroren. AnschlieSend erfolgte
die Lagerung des Gewebes bis zur histologischen Aufbereitung bei —80°C.

Im Kryostaten (Leica CM 3050S, Leica Microsystems) wurden serielle
Sagitalschnitte (14 pm dick) angefertigt. Fiir die Licht- und Fluoreszenz-
mikroskopie wurden die Gefrierschnitte auf Glas-Objekttriager (SuperFrost Plus,
Menzel, Braunschweig) aufgebracht und luftgetrocknet. Die Gefrierschnitte fiir die
Laser-Mikrodissektion (LMD) wurden hingegen auf autoklavierte Polyethylen-
terephthalat- (PET) Objektrager (Leica Microsystems) aufgezogen, in gekiihltem
Aceton (-20°C) fiir 3 Minuten fixiert, bei 40°C fiir 10 Minuten getrocknet und
histochemisch geférbt.

3.4.2 Histochemie und Lichtmikroskopie

Die Gefrierschnitte fiir die LMD wurden mit Toluidinblau 1% (Merck, Darmstadt)
gefirbt. Toluidinblau wurde zuvor in Ribonuklease-freiem Wasser gelost, das zu
diesem Zweck mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) vorbehandelt worden war. Der
geloste, mit einem 0,22 um MillexTM GP Filter filtrierte Farbstoff wurde auf die
Gefrierschnitte fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur aufgebracht und mit DEPC-
Wasser abgespiilt. Nach der Differenzierung der Schnitte in 75% Ethanol (DEPC-
Wasser) fiir 3 Minuten wurden die Schnitte bei 40°C fiir 10 Minuten getrocknet
und direkt mittels LMD weiterbearbeitet.

Fir die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden die Gefrierschnitte mit
Hamatoxylin-Eosin (H.E.) entsprechend eines Routineprotokolls gefdrbt. Es
erfolgte eine fotografische Dokumentation der lichtmikroskopischen Befunde.
(Mikroskop IX50, Olympus, Tokyo, Japan; SPOT RT, digitale Farbbild-Kamera,
Diagnostic Instruments, MI, USA).

3.4.3 Fluoreszenzmikroskopie

Die Gefrierschnitte wurden mit dem primédren Antikorper in einer feuchten
Kammer tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Folgende Antikorper und

Verdiinnungen wurden benutzt:
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e Mouse Anti-Human cellular EDA Fibronectin (EDA-Fn, Klon DHI, 1:400,
Biohit, Helsinki, Finland)

e Mouse Anti-Human Tenascin-Cytotactin (TN-C, Klon EB2, 1:200, Biohit)

e Mouse Anti-Human o-Smooth Muscle Actin (a-SMA, Klon 1A4, 1:50,
DakoCytomation, Glostrup, Denmark)

e Mouse Anti-Human Ki-67 (Klon 7BI11, vorverdinnt, Zymed, San
Francisco, CA, USA)

e Goat Anti-Human Thy-1 (CDw90, 1:50, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA).

e Mouse Anti-Human Transforming Growth Factor beta 1 (TGF-B1, Klon
9016, 1:50, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Eine Alexa Fluor 488-konjugierte Phalloidin-Sonde (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) wurde verwendet, um filamentdses Aktin zu detektieren. Die Inkubation
mit dem sekundédren Antikorper (Alexa 488 Donkey Anti-Mouse, Alexa 568
Donkey Anti-Goat, Alexa 568 Goat Anti-Mouse, 1:1000, Molecular Probes)
erfolgte fir 90 Minuten bei Raumtemperatur. Fir die Gegenfirbung zur
Darstellung der Zellkerne diente Hoechst 33258 (1 pg/ml, Sigma-Aldrich,
Miinchen). Nach der Féarbung wurden die Schnitte mit Fluorescent Mounting
Medium (Dako, Hamburg) eingedeckelt. Um die Spezifitit der AntikGérper zu
verifizieren, wurden separate Farbungen mit und ohne priméren oder sekundéren
Antikorper durchgefiihrt.

Fiir die Fluoreszenzmikroskopie wurde das inverse Mikroskop IX50 (Olympus)
verwendet, das fiir die Befunddokumentation mit einer digitalen Farbkamera
(SPOT RT Colour Digital Camera, Diagnostic Instruments) ausgestattet wurde. Die
Bilder wurden mit einer kommerziell erhiltlichen Graphik-Software (Adobe
Photoshop CS 8.0.1) in Bezug auf Kontrast, Helligkeit und Schérfe digital
nachbearbeitet. Die einzelnen Fluoreszenzbilder eines Schnittes wurden digital

iiberlagert.
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3.4.4 TUNEL-Assay

Die Detektion von DNA-Fragmenten zum Nachweis von Apoptose erfolgte mit
einem TUNEL Assay (ApopTag Red In Situ Apoptosis Detection Kit S7165,

Chemicon, Temecula, CA, USA), der nach Herstellerangaben verwendet wurde.

3.4.5 Laser-Mikrodissektion, RNA-Isolierung und Transkription

Die gefirbten und auf PET-Folie aufgebrachten Gefrierschnitte wurden auf dem
Objekttisch des Leica AS LMD Systems (Leica Microsystems) befestigt. Nach
Einstellung der Laserintensitit und -apertur sowie der Geschwindigkeit des
Schneidevorgangs wurde der gepulste UV-Laserstrahl entlang der Grenzen des
zentralen (5 mm) Stromas, Epithels und Endothels gefiihrt (Abb. 11). Mit Hilfe der
LMD wurde Material aus jeder der drei Zellschichten fiir jeden der
Untersuchungszeitpunkte aus jeweils drei Gefrierschnitten gewonnen. Sechs
unbehandelte Hornhdute dienten als Kontrollgruppe.

Das ausgeschnittene Zellareal wurde in ein Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt, das
Guanidiniumthiocyanat-haltige Pufferlosung (Buffer RLT, RNeasy Micro Kit,
Qiagen, Hilden) zur Zell-Lyse enthielt. Die erfolgreiche Uberfiihrung des Gewebes
in das Rohrchen wurde lichtmikroskopisch tberpriift. Die Zentrifugenrohrchen
wurden dann unmittelbar auf Eis gelagert und dreimal in einem Eis- / Ethanol-Bad
eingefroren und wieder aufgetaut. Die gesamte RNA wurde mit Hilfe des RNeasy
Mini Kit (Qiagen) entsprechend den Herstellerangaben einschlieBlich einer DNAse
Behandlung isoliert. Im Anschluss daran wurde die RNA unter Verwendung von
TaqMan Reverse-Transkription-Reagentien (Applied Biosystems, Darmstadt)

transkribiert.

3.4.6 Real-Time-quantitative-Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die gewonnene complementary DNA (cDNA) wurde mittels PCR unter Einsatz des
Abi Prism 7000 Sequence Detection Systems (Applied Biosystems) und dem
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) vervielféltigt.
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Abbildung 11 Lichtmikroskopie (Toluidinblau) und selektive Laser-Mikrodissektion der drei
Hornhautschichten: (A, B) Hornhautstroma, (C, D) Epithel und (E, F) Endothel. Die roten Rechtecke
markieren die vorgegebene Schnittfithrung des UV-Lasers. Maf3stabsbalken: 100 pm.

TGF-B1-Primer und -Sonden wurden mit Hilfe der Primer-Express-Software
(Applied Biosystems) designt. Die Normalisierung der cycle-threshold (Ct)-Werte
erfolgte gegentiber einer endogenen Kontrolle, der eukaryoten 18S ribosomalen
RNA. Zur Detektion wurden die in Tabelle 6 aufgelisteten Primer und Sonden

genutzt. Die Sonden wurden mit 6-Carboxyfluoreszein (FAM) am 3"-Ende und mit
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6-Carbox-Tetramethyl-Rhodamin (TAMRA) am 5'-Ende markiert. Fiir die
Amplifikation wurde ein Standard-Amplifikationsprogramm gewéhlt (1 Zyklus bei
50°C fiir 2 Minuten, 1 Zyklus bei 95°C fiir 10 Minuten, 45 Zyklen bei 95°C fiir 15
Sekunden und bei 60°C fiir I Minute).

Tabelle 6 qPCR-Assay fur die Detektion von TGF-B1.

Target Bezeichnung Primer- und Sonden-Sequenzen GrolBe des Amplikons
(5'—3)
TGF-1 TGF-1F AAGGGCTACCACGCCAACTT 102 Basenpaare
TGF-B1R CGGGTTGTGCTGGTTGTACA
TGF-B1 Probe TGCCCCTACATCTGGAGCCTGGAC
18S rRNA | 18SF CGGCTACCACATCCAAGGAA 181 Basenpaare
18SR GCTGGAATTACCGCGGCT
18S Probe TGCTGGCACCAGACTTGCCCTC

3.5 Statistik

Eine Priifung auf statistische Signifikanz erfolgte fiir:
e (1) die Anderung der Expression von TGF-B1-mRNA in der Hornhaut nach
intrastromaler Keratotomie und PRK
e (2) die Anderung der Hornhautdicke und —radien nach intrastromaler

Keratektomie.

(1) Die relative Quantifizierung der cDNA wurde mit Hilfe der 274" Methode
vorgenommen, wohingegen die 2°“' Methode verwendet wurde, um die TGF-p1-
mRNA-Level im Stroma und im Endothel mit denen im Epithel zu vergleichen
[245]. Alle Quantifizierungen wurden in Bezug auf die endogene Kontrolle (18S
rRNA) normalisiert, um der Variabilitdt der initialen Konzentration und Qualitit
der RNA und der Effektivitdt der reversen Transkription Rechnung zu tragen. Die
ACt-Daten wurden fiir die statistische Auswertung verwendet [246]. Aufgrund der

GroB3e der Stichprobe und der Annahme einer nicht homogenen Verteilung wurde
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der nicht parametrische Mann-Whitney-U-Test fiir den Gruppenvergleich
verwendet.

(2) Student's T-Test fiir gepaarte Stichproben wurde verwendet, um die
prdoperativen Werte von Hornhautdicke und -radien mit den postoperativen
Werten der Gruppe 1 (86. Tag), als auch die unterschiedlichen Hornhautdicken und
—radien von behandelten und unbehandelten Hornhduten der Gruppe 2 (176. Tag
und 318. Tag) zu vergleichen. Fiir jede der Nullhypothesen wurde die
Voraussetzung fiir die Anwendung des T-Testes (GauB-Verteilung) tiberpriift.
Daneben wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Unter
Beriicksichtigung der geringen Fallzahl wurde keine alpha-Korrektur
vorgenommen.

Fir die statistische Analyse wurde SPSS fiir Windows (SPSS, Version 15.0,

Miinchen) verwendet. Das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 festgelegt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Korneale Wundheilung nach intrastromaler

Keratotomie

4.1.1 Transparenz der Hornhaut bleibt erhalten

Alle Hornhédute wiesen vor Durchfithrung der intrastromalen fs-Keratotomie bzw.
der PRK bei der Spaltlampenuntersuchung eine regelrechte Morphologie auf. Auch
einen Tag nach der intrastromalen fs-Keratotomie zeigte sich die Hornhaut bei
diffuser Beleuchtung weiterhin transparent. Im Bereich der Keratotomie-Zone fand
sich jedoch im optischen Schnitt eine feine strichformige Hyper-Reflektivitit. Die
Reflektivitit erschien dabei in ihrer Intensitdt vergleichbar mit der der epithelialen
und endothelialen Basalmembran. Das Areal erhohter Reflektivitit war auch noch
28 Tage nach dem chirurgischen Eingriff zu erkennen (Abb. 12A).

Nach der PRK fand sich am ersten postoperativen Tag ein zirkuldrer Epitheldefekt
und ein Odem der vorderen zwei Drittel des zentralen Stromas. Bei allen Tieren
erfolgte ein kompletter Epithelschluss. Nach 28 Tagen bestand eine ausgeprigte
scheibenférmige, subepithelial gelegene Narbe (Abb. 12B).

4.1.2 Keratozyten-Aktivierung und Ausbildung einer
hypozellularen Narbe

Bei der konfokalmikroskopischen Untersuchung einen Tag nach der intrastromalen
fs-Keratotomie fand sich ein unverletztes Epithel. In den stromalen Schichten, die
in anteriorer und posteriorer Richtung direkt an die Keratotomie-Zone angrenzten,
fanden sich Keratozyten mit hoch-reflektiven Kernen und Zellleibern (Abb. 13A).
Zahlreiche Kerne zeigten ein granuldres Reflexionsmuster. Im Gegensatz dazu
stellten sich die Kerne von Keratozyten unbehandelter Hornhdute nur niedrig-

reflektiv dar (Abb. 13 Kontrolle). Die Ebene der Keratotomie selbst war aufgrund
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rasterformig angeordneter Punkte erkennbar, die vermutlich durch die

Lasereinwirkung bedingt waren (Abb. 13B).

Abbildung 12 Spaltlampenmikroskopie nach (A) intrastromaler fs-Keratotomie und (B) PRK. (A) 28 Tage
nach der intrastromalen fs-Keratotomie fand sich bei diffuser Beleuchtung eine transparente Hornhaut. Im
optischen Schnitt zeigte sich hingegen eine feine strichférmige Hyper-Reflektivitat (Pfeilspitze) im mittleren
Hornhautstroma. (B) Eine stark ausgeprégte subepitheliale Narbe im zentralen vorderen Stroma (schwarze

Pfeilspitzen) war 28 Tage nach der PRK zu beobachten.
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Abbildung 13 In vivo Konfokalmikroskopie von stromalen Zellen in Nachbarschaft zur Ebene der fs-
Keratotomie (linke Spalte) sowie in der Ebene der fs-Keratotomie (rechte Spalte). (A) Einen Tag nach der
Keratotomie fanden sich im anterioren Stroma aktivierte Keratozyten (Pfeil) mit hyperreflektiven Kernen
und Zellfortsdtzen. Das anteriore Stroma nicht operierter Augen (Kontrolle) zeigte hingegen ruhende
Keratozyten mit Kernen, die eine mittlere Reflektivitdt aufwiesen. (B) Die Keratotomie selbst war an
rasterformig angeordneten Punkten erkennbar (Pfeile), die wahrscheinlich den einzelnen Laser-Spots
entsprachen. (C) Drei Tage postoperativ fanden sich hoch-reflektive fragmentierte Keratozytenkerne (Pfeil,
Ausschnittvergroferung). (D) Rickgang der punktformigen Hyper-Reflektivitit in der Ebene der
Keratotomie. (E) Am 7. postoperativen Tag nahm die Zahl der hochreflektiven fragmentierten
Keratozytenkerne ab, (F) wohingegen die diffuse Reflektivitit des Hintergrundes in der Ebene der
Keratotomie zunahm. (G) Nach 28 Tagen entsprach das Erscheinungsbild der Keratozyten weitgehend dem
praoperativen Status. (H) Die azelluldre Substanz zeigte eine weitere Zunahme der Reflektivitdt und ein

wellenformiges Erscheinungsbild. MaBstabsbalken 50 pm.
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Der Abstand der Punkte zueinander betrug etwa 9 pm und entsprach damit
weitgehend dem prioperativ gewéhlten Abstand der Laserpulse. In der Ebene der
Keratotomie konnten keine Keratozytenkerne detektiert werden. Drei Tage nach
dem Eingriff fanden sich weiterhin hoch-reflektive fragmentierte Keratozytenkerne
in den an die Keratotomie angrenzenden stromalen Schichten (Abb. 13C). Die
Reflektivitdt des Punktrasters in der Ebene der Keratotomie nahm ab. Stattdessen
nahm die diffuse Reflektivitit des Hintergrundes zu (Abb. 13D). Sieben Tage nach
dem Eingriff nahm die Zahl hyperreflektiver fragmentierter Zellkerne neben der
Keratotomiezone ab (Abb. 13E). Die diffuse Reflektivitidt des Hintergrundes auf
der Ebene der Keratotomie nahm weiter zu (Abb. 13F). Nach 28 Tagen entsprach
die Reflektivitit der neben der Keratotomie befindlichen Keratozyten denen
unbehandelter Hornhdute (Abb. 13G). Zu diesem Zeitpunkt hatte die Hyper-
Reflektivitdt der azelluliren Substanz in der Ebene der Keratotomie weiter
zugenommen und zeigte ein wellenférmiges Muster (Abb. 13H).

Einen Tag nach Durchfilhrung der fs-Keratotomie stellte sich in der
konventionellen Lichtmikroskopie der Bereich der fs-Keratotomie als eosinophiles
azelluldres Band mit einer Breite von 50-70 um dar. Benachbarte Kollagenfibrillen
blieben intakt, zeigten jedoch eine schwécher ausgeprigte Eosinfirbung,
moglicherweise als Ausdruck eines geringen Odems (Abb. 14A). Kavitationsblasen
konnten zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden. Kernfrakturen und zelluldrer
Debris waren in der konventionellen Lichtmikroskopie nicht detektierbar. Die
azelluldre Zone war nach 28 Tagen zwar immer noch sichtbar, jedoch wurde diese
mit der Zeit im sagitalen Durchmesser immer kleiner (Abb. 14B). Eine Infiltration
mit Entziindungszellen fand sich wihrend der gesamten postoperativen
Nachbeobachtungszeit nicht. Die mit dem fs-Laser behandelten Hornhédute zeigten
keine Verdnderungen im Bereich des Epithels, der Basalmembran oder des
Endothels.

Im Gegensatz dazu fithrte die PRK zu einer Zerstérung der &uBeren
Hornhautschichten mit einem vollstaindigen Verlust des zentralen Epithels Die
oberflachlichen Kollagenfibrillen des zentral verdiinnten Stromas zeigten eine

verstdrkte Eosinfirbung einen Tag nach der Behandlung. Eine dichte Infiltration
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polymorphkerniger Leukozyten fand sich in der anterioren Hilfte der zentralen
Hornhaut, die sich bis in die subepithelial gelegenen Stromalamellen am Wundrand
ausbreiteten. Die Oberfliche des Defektes war bedeckt mit zellulirem Debris, der
reich an polymorphkernigen Leukozyten war (Abb. 14C). Nach drei Tagen war
eine aufgelockerte Textur des sich regenerierenden Epithels zu erkennen und die
basalen Epithelzellen zeigten eine Pseudostratifizierung. 28 Tage nach dem
chirurgischen Eingriff war das sich regenerierende Epithel teilweise verdickt und
wieder regulér stratifiziert. Entsprechend einer stromalen Narbe beobachteten wir
eine hohe Dichte an Fibroblasten im subepithelialen leicht 6dematésen Stroma. Die

Infiltration mit Leukozyten hatte sich zuriickgebildet (Abb. 14D).

Intrastromale Keratotomie Photorefraktive Keratektomie

Abbildung 14 Lichtmikroskopie (Hamatoxylin-Eosin-Farbung) (A) Einen Tag nach intrastromaler fs-
Keratotomie zeigte sich die Keratotomie-Zone als ein eosinophiles azellulires Band (Pfeilspitzen).
Benachbarte Kollagenfibrillen wiesen eine verminderte Eosin-Farbung auf (Sterne). (B) Nach 28 Tagen fand
sich weiterhin eine azelluldre Zone (Pfeilspitzen), die mit der Zeit schmaler wurde. (C) Einen Tag nach PRK
zeigten sich ein vollstindiger Verlust des zentralen Epithels und eine dichte Infiltration mit
polymorphkernigen Leukozyten. (D) Nach 28 Tagen stellte sich ein regeneriertes, partiell verdicktes und
regulér stratifiziertes Epithel dar. Im leicht 6dematésen subepithelial gelegenen Stroma fand sich eine hohe
Dichte an Fibroblasten (Pfeile). Die Infiltration durch polymorphkernige Leukozyten bildete sich zurtck.
MaBstabsbalken 50 pm.
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4.1.3 Expression provisorischer extrazelluldrer Matrix

Eine Expression von Tenascin und Fibronektin als Bestandteile provisorischer
ECM wurde bereits am ersten Tag nach der fs-Keratotomie beobachtet. Die
Tenascin-Ablagerungen erfolgten dabei in einem charakteristischen Muster: in
einer 50 bis 70 pm breiten, nahezu azelluldren Zone im Bereich der Keratotomie
fand sich keine Ablagerung von Tenascin. Oberhalb dieses Bereichs stellte sich in
der Fluoreszenzmikroskopie eine schmale bandférmige Reaktion gegeniiber
Tenascin im anterioren Stroma dar. Eine ausgeprigtere Reaktion zeigte sich
unmittelbar unterhalb des Lasereintrags. Drei Tage nach der intrastromalen
Keratotomie nahm die Intensitdt der Immunfluoreszenz gegeniiber Tenascin zu
(Abb. 15A). Bis zum 28. Tag nach dem chirurgischen Eingriff blieb die
Lokalisation der Immunfluoreszenz-Reaktion stabil jedoch nahm die Intensitdt der
Farbung ab (Abb. 15B). Auch Fibronektin konnte im Stroma mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie am ersten Tag nach der Keratotomie nachgewiesen
werden. Bis zum 28. postoperativen Tag fand sich keine Verdnderung in der
Intensitdt der Farbung. Das Verteilungsmuster differierte zwischen Tenascin und
Fibronektin: wihrend Tenascin sich diffus in der unmittelbaren Umgebung der
Keratotomie ablagerte beschrinkte sich die Fibronektin-Ablagerung auf die
Fokusebene des Lasers. Fibronektin stellte sich in der Fluoreszenzmikroskopie als
feine Linie parallel zur Hornhautoberfldche dar (Abb. 15E, F). Anhand vertikal
angeordneter Fibronektinablagerungen konnten Laserspots auflerhalb der
Fokusebene detektiert werden (Abb. 15E). In diesen Bereichen fand sich auch eine
verbreiterte Expression von Tenascin (Abb. 15A). Es konnten also Ablagerungen
von Tenascin und Fibronektin im Hornhautstroma nach fs-Laser-Keratotomie
beobachtet werden, obwohl weder Thy-1- noch a-SMA-positive Fibroblasten (s.u.)
nachgewiesen werden konnten.

Im Nachbeobachtungszeitraum nach Durchfithrung der PRK fanden sich fir
Tenascin und Fibronektin vergleichbare Expressionsmuster. Einen Tag nach PRK
wurden Tenascin- und Fibronektin-Ablagerungen im vorderen und mittleren

Stroma im Bereich der Ablationszone gefunden. Drei Tage nach dem chirurgischen
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Intrastromale Keratotomie Photorefraktive Keratektomie

Tenascin Tenascin

Kontrolle

Tenascin Tenascin|

Kontrolle

Fibronektin Fibronektin

Abbildung 15 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von Tenascin C und EDA-Fibronektin. (A) Nach
intrastromaler Keratotomie traten diffuse Tenascin-Ablagerungen um die azelluldre Keratotomie-Zone auf.
(B) Die Intensitat der Tenascin-Expression nahm im Verlauf ab. (C) Nach PRK konnte Tenascin im
anterioren und im mittleren Stroma unterhalb der Ablationszone nachgewiesen werden. (D) 28 Tage nach
der Behandlung beschrinkten sich die Tenascin-Ablagerungen auf die subepithelialen Schichten. Aufféllig
war die deutlich reduzierte Tenascin-Expression im sich regenerierenden Epithel. (E) Nach intrastromaler
Keratotomie fand sich eine auf die Lésion begrenzte Fibronektin-Ablagerung in Form einer feinen
oberflachenparallelen Linie (Pfeilspitzen). (F) Die Fibronektin-Expression zeigte keine nachweisbare
Intensitidtsédnderung wiahrend der gesamten Nachbeobachtungszeit von 28 Tagen. (G, H) Nach PRK fand
sich eine zur Tenascin-Expression vergleichbare Fibronektin-Ablagerung. Hoechst-Kernfirbung (blau).

MaBstabsbalken 100 pm.
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Eingriff nahm die Intensitédt beider Komponenten der Extrazellularmatrix leicht zu
(Abb. 15C, G). In der Folgezeit beschrankten sich die Tenascin- und Fibronektin-
Ablagerungen auf die subepithelialen Stromaschichten und bildeten sich in den
tiefer gelegenen Schichten zuriick (Abb. 15D, H). Die Intensitédt des fluoreszenz-
mikroskopischen Nachweises von Tenascin im sich regenerierenden Epithel war
nach der PRK im Vergleich zum Epithel nicht behandelter Hornhédute deutlich
reduziert (Abb. 15D).

4.1.4 Ausbleibende Transformation von Keratozyten in
Myofibroblasten

Nach der intrastromalen fs-Keratotomie beobachteten wir im Vergleich zu Horn-
hiduten der nicht behandelten Kontrollgruppe nur eine geringfiigig stirkere
Phalloidin-Férbung im Bereich der Keratotomie (Abb. 16A). Thy-1- und a-SMA-
positive Zellen konnten nach der fs-Keratotomie im gesamten Nachbeobachtungs-
zeitraum nicht detektiert werden (Abb. 16B, C).

Im Gegensatz dazu kam es nach der PRK zu einer deutlichen Expression aller
verwendeten Fibroblasten-Marker. Bereits am ersten Tag nach der Behandlung
zeigte sich in der anterioren Hilfte des Stromas eine stark ausgeprigte Bildung
filamentosen Aktins. Noch nach 28 Tagen fand sich eine Zunahme der Phalloidin
Féarbung in subepithelialen stromalen Schichten (Abb. 16D). Thy-1- und a-SMA-
positive stromale Zellen wurden am dritten postoperativen Tag beobachtet. Diese
Zellen fanden sich typischerweise an den Wundréndern in der Nachbarschaft des
Hornhautepithels. Nach 7 Tagen wurden Thy-1 und o-SMA in subepithelial
gelegenen stromalen Zellen neben dem sich regenerierenden Epithel exprimiert. 28
Tage nach der PRK wurde fiir beide Marker die stirkste Expression beobachtet. Zu
diesem Zeitpunkt fand sich eine Anfiarbung fiir Thy-1 und o-SMA in den
subepithelialen stromalen Schichten (Abb. 16E, F). Die Expressionsmuster von
Thy-1 und o-SMA wurden mit Hilfe einer Doppel-Fluoreszenz-Féarbung
miteinander verglichen. Dabei fand sich fiir Thy-1 und o-SMA eine Kolokalisation

in einigen Stromaschichten.
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Intrastromale Keratotomie Photorefraktive Keratektomie

Kontrolle|

Kontrolle]

Abbildung 16 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Fibroblasten. (A) Geringe Phalloidin-Farbung
(Pfeil) im Bereich der intrastromalen Keratotomie (Pfeilspitzen). (B, C) Nach intrastromaler Keratotomie
fand sich kein Nachweis fiir eine -SMA- und Thy-1-Expression im Stroma. (D) Ausgepréigte Ansammlung
filamentosen Aktins nach PRK, die mittels Phalloidin-Farbung detektiert wurde. (E, F) Eine Expression von
0o-SMA und Thy-1 wurde in den subepithelial gelegenen stromalen Schichten nach PRK gefunden. Doppel-
Immunfluoreszenz-Farbung von (G) a-SMA und (H) Thy-1 im subepithelialen Stromaanteilen nach PRK
PRK. (I) a-SMA-—positive subepithelial gelegene stromale Zellen zeigten auch eine Immunreaktivitat fir
Thy-1. Die subepitheliale Zone in der Thy-1 exprimiert wurde war dabei breiter als die der o-SMA-
Expression. Hoechst-Kernfarbung (blau). Mafistabsbalken (A-F) 100 pm, (G-I) 50 pm).
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In allen Schichten, in denen o-SMA exprimiert wurde, fand sich auch eine
Expression von Thy-1. Hingegen zeigte sich eine Expression von Thy-1 auch ohne

Nachweis einer ai-SMA-Expression (Abb. 16G-I).

4.1.5 Ausbleibende Induktion des Fibrosemarkers TGF-1

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie konnte die Expression von TGF-f1 im
Epithel und Endothel von nicht behandelten Hornhduten nachgewiesen werden,
wohingegen im Stroma TGF-B1 nicht detektiert werden konnte (Abb. 17A). Die
Technik der LMD mit nachfolgender Durchfithrung einer quantitativen real-time
(RT)-PCR ermoglichte dariiber hinaus eine schichtenspezifische Quantifizierung
der Gen-Expression in allen Hornhautschichten. Unter Verwendung dieser Technik
konnte die Expression von TGF-B1-mRNA in den Epithelzellen, den stromalen

Zellen, sowie in den Endothelzellen von nicht behandelten Hornhiuten

nachgewiesen werden. Im Vergleich zum Epithel fand sich im Stroma eine 1,8fach

und im Endothel eine 9,0fach hohere TGF-B1-mRNA-Expression (Abb. 17B).

9.0
+ Standardfehler

1.8
= 0

Epithel Stroma  Endothel

i=]

x-fache TGF-B1 mRNA Expression m

Abbildung 17 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von TGF-f1-Protein und schichtenspezifische
Quantifizierung der TGF-f1-mRNA-Expression in einer nicht behandelten Hornhaut. (A) TGF-f1-Protein
konnte im Epithel und im Endothel, jedoch nicht im Stroma nachgewiesen werden. Bildausschnitte des Epi-
thels und des Endothels in vergroferter Darstellung. Hoechst-Kernfirbung (blau). MaBstabsbalken 100 pm.
(B) Mit Hilfe der LMD und nachfolgender quantitativer RT-PCR konnte TGF-B1-mRNA im Epithel, Stroma
und Endothel nachgewiesen werden. Im Vergleich zum Epithel fand sich im Stroma eine 1,8fach und im

Endothel eine 9,0fach héhere TGF-f1-mRNA-Expression.

Nach der intrastromalen fs-Keratotomie konnten TGF-fB1-positive Zellen zu

keinem Zeitpunkt im Bereich der Keratotomie nachgewiesen werden. Das
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Farbemuster des Epithels und Endothels war vergleichbar mit dem der
Kontrollgruppe (Abb. 18A-C). Im Gegensatz zur intrastromalen fs-Keratotomie,
kam es nach der PRK zu einem deutlichen Anstieg der TGF-1-Expression. Am
ersten Tag nach der Behandlung fand sich in Nachbarschaft zum zentralen

Epitheldefekt eine grobkoérnige Anfarbung fiir TGF-B1 (nicht abgebildet).

Intrastr. Keratotomie Photorefraktive Keratektomie

I
I

F
Tag 28 =

Abbildung 18 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung von TGF-f1 nach intrastromaler fs-Keratotomie

(A—C) und nach PRK (D-F). (A—C) Im Vergleich zu unbehandelten Hornhiuten fand sich nach der

intrastromalen fs-Keratotomie kein Anstieg der TGF-B1-Expression im Hornhautstroma. Der Bereich der fs-
Keratotomie war an einer azelluliaren Zone (Pfeilspitzen) im Hornhautstroma zu erkennen. (D-F) Nach PRK
zeigten sich TGF-f1-Ablagerungen im Bereich der Behandlungszone in subepithelial gelegenen
Stromaschichten. TGF-B1 fand sich noch 28 Tage nach der Behandlung im subepithelialen Stroma und im
Epithel. Hoechst-Kernfarbung (blau). MaBstabsbalken 100 pm.
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Drei Tage nach der Behandlung zeigte sich eine ausgeprigte TGF-B1-Expression in
den subepithelial gelegenen stromalen Schichten (Abb. 18D). Die zu diesem
Zeitpunkt in der anterioren Héilfte des Stromas nachweisbaren polymorphkernigen
Leukozyten exprimierten kein TGF-B1 (Abb. 18D). Die Intensitit der TGF-f1-
Farbung nahm am 7. postoperativen Tag im sich regenerierenden und partiell
verdickten Epithel zu (Abb. 18E). Bis zum 28. Tag nach der PRK blieb die
Intensitit der TGF-B1-Farbung in den subepithelialen stromalen Schichten sowie
im Epithel hoch (Abb. 18F). Der Nachweis des TGF-B1-Proteins mittels
Fluoreszenzmikroskopie korrelierte gut mit der Kinetik der TGF-B1-mRNA-
Expression.

Wie in Abbildung 19 zu erkennen, entsprach der relative mengenméBige Nachweis
der TGF-f1-mRNA in Hornhautschichten von nicht behandelten Kontrolltieren
weitgehend den jeweils korrespondierenden Schichten von Hornhduten, die mit
einer fs-Keratotomie behandelt worden waren: Im Vergleich zu den Kontrolltieren
kam es 1, 3, 7 oder 28 Tage nach der fs-Keratotomie zu einem Anstieg bzw. Abfall
der mRNA-Expression um einen Faktor von 1,2, 1,0, 1,1 und 0,8 in Epithelzellen,
um einen Faktor von 2,0, 2,6, 1,8 und 2,0 in stromalen Zellen und um einen Faktor
von 3,0, 1,3, 1,4 und 2,6 in Endothelzellen (Abb. 19). Im Gegensatz dazu fand sich
nach der PRK ein deutlicher Anstieg der TGF-B1-mRNA-Expression im Epithel
und Stroma. Einen, 3, 7 oder 28 Tage nach dem Eingriff stieg die TGF-f1-mRNA-
Expression in den Epithelzellen um den Faktor 2,3, 12,5, 23,4, bzw. 2,0 an. Im
Stroma erfolgte ein Anstieg der TGF-B1-Level zu den jeweiligen Untersuchungs-
zeitpunkten um den Faktor 6,3, 6,1, 10,7 bzw. 1,5. Im Endothel fanden sich
hingegen nach der PRK im Vergleich zu den Kontrollen dhnliche Expressionslevel
(Anstieg / Abfall um einen Faktor von 2.5, 2,9, 1,4 bzw. 0,9).

Diese Daten demonstrieren, dass weder die TGF-f1-mRNA-Expression noch die
Proteinsynthese nach der intrastromalen fs-Keratotomie signifikant ansteigen. Im
Gegensatz dazu wurde nach der PRK die Expression von TGF-f1 in kornealen Epi-
thelzellen und stromalen Zellen induziert. Dabei fanden sich bis zu 23-fach hohere

TGF-B1-mRNA-Level nach der PRK im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 19).
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Wie in der Fluoreszenzmikroskopie erkennbar, wurde der Anstieg der TGF-f1-

mRNA-Expression nach der PRK von einer verstiarkten Proteinsynthese begleitet

(Abb. 18D-F).

Intrastromale Keratotomie
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Abbildung 19 TGF-B1-mRNA-Expression nach intrastromaler fs-Keratotomie und PRK in epithelialen,
stromalen und endothelialen Zellen. Die relative Quantifikation der TGF-1-mRNA-Expression zeigte keine
Unterschiede zwischen unbehandelten Augen und Augen, die eine intrastromale fs-Keratotomie erhielten.
Im Gegensatz dazu wurde TGF-B1-mRNA in epithelialen und stromalen Zellen nach PRK induziert. Es
fanden sich bis zu 23-fach héhere TGF-B1-mRNA-Level. Signifikanzniveau* p< 0,05.

4.1.6 Apoptose und Proliferation von Keratozyten

Nach der fs-Keratotomie konnte unter Verwendung eines TUNEL-Assays im
Bereich der Keratotomie DNA-Fragmentation nachgewiesen werden. Der Bereich
TUNEL-positiver Zellen hatte einen sagitalen Durchmesser von 50-70 pm und war

ausgedehnter in Bereichen, in denen defokusierte Laserspots anhand der Fibronek-
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Intrastromale Keratotomie

Abbildung 20 Detektion von DNA-Fragmentation mittels TUNEL-Assay (links) und von proliferierenden
Zellen mittels Ki-67-Antikérpern (rechts) nach intrastromaler fs-Keratotomie. (A) Das maximale Ausmal}
der DNA-Fragmentation zeigte sich im Bereich der Keratotomie (Pfeilspitzen) am ersten postoperativen
Tag. (B, C) Die Zahl TUNEL-positiver Zellen nahm mit der Zeit ab. (D) 28 Tage nach der intrastromalen
Keratotomie fanden sich keine TUNEL-positiven Zellen mehr. (E, H) Weder am ersten noch am 28.
postoperativen Tag konnten proliferierende Zellen im Stroma nachgewiesen werden. (F) Ki-67-positive
Zellen (Pfeile) fanden sich erstmals am 3. postoperativen Tag im Bereich der fs-Keratotomie. (G) Wenige
proliferierende Zellen (Pfeile) konnten auch 7 Tage nach der Behandlung dargestellt werden. Hoechst-
Kernfarbung (blau). MaBstabsbalken 100 pm.
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tinablagerungen detektiert werden konnten (Abb. 20A). Die maximale Anzahl
TUNEL-positiver Zellen wurde am ersten Tag beobachtet und nahm anschlieBend
im zeitlichen Verlauf ab (Abb. 20B, C). 28 Tage nach dem Eingriff fanden sich
keine TUNEL-positiven Zellen mehr. Der resultierende Riickgang der Zelldichte
im Bereich der fs-Keratotomie war nach 28 Tagen weiterhin mit Hilfe der Hoechst-
Féarbung darstellbar (Abb. 20D).

Ki-67-positive Zellen fanden sich erstmals am 3. postoperativen Tag im Bereich
der fs-Keratotomie (Abb. 20F). Die proliferierenden Zellen des Hornhautstromas
fanden sich dabei ausschlieflich in der Nachbarschaft zu Bereichen, in denen es zur
DNA-Fragmentation gekommen war. Vereinzelt konnten proliferierende Zellen
auch noch 7 Tage nach der fs-Keratotomie beobachtet werden (Abb. 20G). Am
ersten und 28. Tag nach dem Eingriff fanden sich hingegen keine Ki-67-positiven
Zellen im Stroma (Abb. 20E, H). Die Zahl Ki-67-positiver Epithelzellen wurde

nicht von der intrastromalen fs-Keratotomie beeinflusst.

4.2 Gewebeablation durch intrastromale Keratektomie

4.2.1 Resorption intrastromaler Kavitationsblasen

Unmittelbar nach Durchfiithrung der intrastromalen fs-Keratektomie fand sich eine
ausgeprigte intrastromale Gasansammlung begleitet von einer Triibung des
Stromas und einer Irregularitit der Hornhautoberfliche (Abb. 21A). Mit Hilfe der
optischen Kohdrenztomographie lieB sich die sichelférmige Anordnung der
Kavitationsblasen im Sagitalschnitt darstellen (Abb. 21B). Bereits einen Tag nach
der Behandlung hatten sich die Blasen vollstidndig zuriickgebildet. Nur eine gering
ausgeprigte strichformige Trilbbung fand sich im Bereich der stattgehabten
Photodisruption. Sieben Monate nach der Behandlung zeigte sich bei der
Spaltlampen-Untersuchung mittels diffuser Beleuchtung die erhaltene Transparenz
der Hornhaut (Abb. 21C). Im optischen Schnitt fand sich eine feine strichférmige
Hyper-Reflektivitdt des mittleren Hornhautstromas (Abb. 21D).



ERGEBNISSE 62

Abbildung 21 (A, C, D) Spaltlampenmikroskopie und (B) optische Kohéirenztomographie nach
intrastromaler fs-Keratektomie. (A, B) Unmittelbar nach Durchfiihung der intrastromalen fs-Keratektomie
fand sich eine Ansammlung von Kavitationsblasen im Hornhautstroma; mit Hilfe der optischen
Kohéirenztomographie liel sich die sichelférmige Konfiguration der Kavitationsblasen im Sagitalschnitt
darstellen. (C, D) 7 Monate nach dem Eingriff erschien die Hornhaut bei diffuser Beleuchtung transparent.
Die Darstellung im optischen Schnitt zeigte eine feine hoherreflektive Linie (Pfeilspitze) im mittleren

Hornhautstroma zu diesem Zeitpunkt.

4.2.2 Abnahme der zentralen Hornhautdicke

Die préoperativ bestimmte mittlere zentrale Hornhautdicke (CCT) von
ausgewachsenen Kaninchen (Gruppe 1) betrug 405,9£23,4 um. 9 Tage nach der
intrastromalen fs-Keratektomie nahm die CCT auf 410,3+35,1 pm zu. Bei der

Abschlussuntersuchung 86 Tage nach der Behandlung fand sich eine CCT von
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383,6£31,5 um. Die intrastromale Ablation fithrte somit zu einer statistisch

signifikanten (p=0,007) Abnahme der CCT um -22,3+6,4 um (Abb. 22).

Gruppe 1

£
I

n

Anderung der Hornhautdicke (um)

0 20 40 80 80
Zeit (Tage)

Abbildung 22 Anderung der Hornhautdicke und der Kriimmungsradien der Hornhaut nach intrastromaler
fs-Keratektomie bei ausgewachsenen Kaninchen (Gruppe 1); die intrastromale fs-Keratektomie fiihrte nach
86 Tagen zu einer Reduktion der zentralen Hornhautdicke um -22,3+6,4 pm. Zu diesem Zeitpunkt fand sich
ein mittlerer Krimmungsradius von 8,32+0,35 mm, der damit weitgehend dem préoperativ gemessenen

Wert entsprach.
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Abbildung 23 Anderung der Hornhautdicke und der Kriimmungsradien der Hornhaut nach intrastromaler
fs-Keratektomie bei heranwachsenden Kaninchen (Gruppe 2); beim Vergleich von pra- und postoperativen
Werten behandelter und unbehandelter Augen fand sich nach 11 Monaten eine Abnahme der mittleren
zentralen Hornhautdicke (-34,8+14,5 pm) und eine Abnahme des mittleren Krimmungsradius (-0,14+0,13

mm).
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Behandelte Augen von noch heranwachsenden Kaninchen (Gruppe 2) zeigten
wihrend des Nachbeobachtungszeitraum von 318 Tagen eine geringe Zunahme der
mittleren CCT von 337,0+17,2 um auf 344,8+35,6 um. Im Gegensatz dazu zeigten
nicht behandelte Augen eine groere Zunahme der mittleren CCT von 333,8+21,9
um auf 376,3+38,5 um. Die bei allen Tieren dieser Gruppe zu beobachtende
Zunahme der Hornhautdicke, ist demnach sehr wahrscheinlich auf das Wachstum
der Tiere zuriickzufiihren.

Ein Vergleich von behandelten mit nicht behandelten Augen ldsst jedoch die
Abnahme der CCT nach intrastromaler Gewebeablation erkennen: Nach 12, 29, 69,
176 und 318 Tagen betrug die Abnahme jeweils -9,8+4.5, -21,042,5, -29,84+2.4,
-36,3£6,9 (p=0,01) und -34,8+14,5 (p=0,09) um. Die Messwerte ergaben, dass die
CCT ab dem zweiten postoperativen Monat relativ stabil blieb (Abb. 23).

Neben einer Abnahme der Hornhautdicke fand sich auch eine Beeinflussung der

Hornhautradien durch die intrastromale Ablation.

4.2.3 Modellierung der Hornhautkrimmung

Der mittlere pridoperative Hornhautradius von adulten Kaninchen (Gruppe 1)
betrug 8,34+0,40 mm. Neun Tage nach der fs-Keratektomie konnte eine
Schwellung der Hornhaut verbunden mit einer Abnahme der Hornhautradien
beobachtet werden (8,16+0,40 mm; Abb. 22). Im weiteren Verlauf kam es zu einer
zunehmenden Abflachung der Hornhaut, so dass der mittlere Hornhautradius einen
Monat nach dem Eingriff 8,26+0,39 mm betrug. Bei der Abschlussuntersuchung,
86 Tage nach dem Eingriff, fand sich ein mittlerer Hornhautradius von 8,32+0,35
mm. Ein Wert, der weitgehend dem préoperativen Ausgangswert entsprach

(Anderung von -0,02+0,05 mm, p=0,71; Abb. 22).

Behandelte Augen von heranwachsenden Kaninchen (Gruppe 2) zeigten eine
Zunahme der Hornhautradien wéhrend des gesamten Nachbeobachtungszeitraumes
(318 Tage) von 7,46+0,07 mm auf 8,30+0,16 mm. Ahnlich wie bei den

behandelten Augen zeigten die nicht behandelten kontralateralen Augen eine
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Zunahme der mittleren Hornhautradien von 7,36+0,06 mm auf 8,34+0,08 mm. Die
Zunahme der Hornhautradien bei allen Augen kann daher als Ausdruck des
Augenwachstums der heranwachsenden Kaninchen interpretiert werden. Dennoch
fand sich bei Vergleich der Radien der behandelten zu den unbehandelten
kontralateralen Augen im Mittel eine Abnahme der Hornhautradien nach
intrastromaler Gewebeablation: Nach 12, 29, 69, 176 und 318 Tagen betrug die
Abnahme im Mittel -0,31+0,07, -0,21+0,04, -0,10+0,10, -0,21£0,10 (p=0,03) und
-0,14+0,13 mm (p=0,13; Abb. 23). Die Hornhautradien blieben ab dem zweiten
postoperativen Monat relativ stabil. EIf Monate nach dem Eingriff entsprach die
Anderung der Hornhautradien einer Refraktionsinderung von etwa -0,7 dpt.

Bei Betrachtung der Hornhautradien der einzelnen Augen (Abb. 24) fand sich eine
voriibergehende Abnahme der Radien um durchschnittlich -0,31+0,07 mm fiir alle
operierten Augen 12 Tage nach dem Eingriff. Im Verlauf der Nach-
beobachtungszeit kam es sowohl bei behandelten als auch unbehandelten
Hornhduten zu einem kontinuierlichem Anstieg der Hornhautradien. Dennoch
waren die behandelten Hornhdute zu allen Zeitpunkten steiler als die nicht

behandelten Hornhdute (Abb. 24).
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Abbildung 24 Anderung der Kriimmungsradien der Hornhaut nach intrastromaler fs-Keratektomie bei
heranwachsenden Kaninchen (Gruppe 2); die Hornhédute behandelter Augen waren zu allen postoperativen

Beobachtungszeitpunkten steiler, als die nicht behandelter Augen.
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5 DISKUSSION

Transdifferenzierung von Keratozyten in Myofibroblasten wird von der Art
der Hornhautverletzung bestimmt

Der Nachweis reaktiver Fibroblasten (v.a. Myofibroblasten) nach hornhaut-
chirurgischen Eingriffen ist ein Indikator fiir die Ausbildung einer Narbe [11].
Daher untersuchten wir die Wundheilungsreaktion nach fs-Keratotomie und PRK
unter besonderer Beriicksichtigung der Differenzierung von Keratozyten in
reaktive Fibroblasten. Wir etablierten den fluoreszenzmikroskopischen Nachweis
von o-SMA und Thy-1 als Marker von reaktiven Fibroblasten in histologischen
Schnitten. Ferner untersuchten wir Hornhdute nach fs-Keratotomie mittels
konfokaler in vivo Mikroskopie, um die reaktiven Verdnderungen der Keratozyten
im vitalen Gewebe darzustellen. Wéhrend es nach einer kombinierten Verletzung
des Epithels und Stromas (PRK) zur einer ausgepridgten Aktivierung und
Differenzierung der Keratozyten in reaktive Fibroblasten kam, fand sich nach
isolierter  intrastromaler fs-Keratotomie kein Nachweis Thy-1-positiver
Fibroblasten bzw. a-SMA-positiver Myofibroblasten. Dariiber hinaus lieBen sich in
der konfokalen in vivo Mikroskopie keine Zellen finden, die die fiir Fibroblasten
typische spindelformige Morphologie aufwiesen [158].

Folglich kam es nach der PRK zu einer Differenzierung von Keratozyten in
Myofibroblasten, jedoch nicht nach erfolgter fs-Keratotomie. Wir schlussfolgern
aus diesen Beobachtungen, dass die Differenzierung von Keratozyten in Thy-1-
oder a-SMA-positive Fibroblasten nach einer Verletzung des Stromas nur bei
gleichzeitiger Verletzung von Stroma und Epithel auftritt. Die Aktivierung von
Keratozyten, vor allem deren Differenzierung in reaktive Fibroblasten, bestimmt
das Ausmal} und die Art der Narbenbildung nach einer Hornhautverletzung [11].
Die fiir die Narbenbildung charakteristischen Myofibroblasten besitzen kontraktile
Eigenschaften und eine reduzierte Transparenz [88,247,248]. In zahlreichen

Studien wurde o-SMA, ein Marker fiir Myofibroblasten, fiir die immunhisto-
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chemische Detektion von reaktiven Fibroblasten bei der Untersuchung kornealer
Wundheilungsprozesse eingesetzt [75,249-251].

Jingste in vitro Studien zeigten jedoch, dass die Expression des Oberflachen-
proteins Thy-1 (CDw90) ebenfalls dafiir verwendet werden kann, ruhende
Keratozyten von reaktiven Phénotypen zu unterscheiden [240]. Thy-1 positive-
Zellen exprimieren groflere Mengen interstitiellen Kollagens [252] und besitzen
profibrogene Eigenschaften [253]. Koumas et al. (2003) stellte die These auf, dass
nur Thy-1-positive Fibroblasten die Fahigkeit besitzen, sich in Myofibroblasten zu
differenzieren [241]. Die Eignung von Thy-1 als Fibroblasten-Marker nach einer
Hornhautverletzung in vivo iberpriiften wir durch Immunfluoreszenztests mit
einem gegen Thy-1 gerichteten Antikérper an Hornhduten, an denen zuvor eine
PRK-Behandlung durchgefiihrt worden war. Unsere Farbungen bestitigten die o.g.
in vitro Ergebnisse: nach PRK konnten wir eine Immunreaktion gegeniiber Thy-1
bei subepithelial gelegenen stromalen Zellen nachweisen. Dariiber hinaus konnten
wir mittels Doppel-Immunfluoreszenz-Mikroskopie darstellen, dass o-SMA-
positive stromale Zellen stets auch eine Immunreaktion gegeniiber Thy-1 zeigen.
Damit konnten wir in dieser Arbeit erstmals demonstrieren, dass Thy-1 geeignet
ist, Fibroblasten nach kornealer Verletzung in vivo nachzuweisen. Die in der
Phalloidin-Farbung  darstellbare  ausgepridgte  Aggregation intrazelluldren
filamentosen Aktins in den subepithelial gelegenen Hornhautschichten nach PRK

bestitigte diese Differenzierung ruhender Keratozyten in reaktive Fibroblasten.

Ablagerung extrazellulirer Matrix im Hornhautstroma trotz fehlenden
Epitheldefektes

Die fs-Keratotomie fiihrte zu einer Ablagerung von Tenascin und Fibronektin im
Stroma. Zur Ablagerung dieser Bestandteile provisorischer ECM kommt es, wie in
fritheren Studien gezeigt werden konnte, auch nach PRK und LASIK
[109,110,254]. Dass es trotz intakten Epithels nach der fs-Keratotomie zu einer
Produktion von provisorischer ECM kommt, beweist, dass entgegen friitherer
Annahmen [101,115,254,255] weder ein Debridement des Epithels mit

nachfolgender Epithelproliferation noch eine Verletzung der epithelialen
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Basalmembran eine Voraussetzung fiir die Bildung von Tenascin und Fibronektin
darstellt. Das Verteilungsmuster der Tenascin- und Fibronektin-Ablagerungen nach
intrastromaler Keratotomie legt nahe, dass stromale Zellen der Ort der Synthese
dieser provisorischen ECM-Komponenten sind. Dies konnte auch bereits in
mehreren fritheren Studien gezeigt werden [100,101,256].

Interessanterweise fanden sich die Fibronektin-Ablagerungen in dem nach
intrastromaler Keratotomie zu beobachtenden bandférmigen azelluldren Bereich
des Stromas. Tenascin konnte in diesem Bereich aber nicht nachgewiesen werden.
Eine mogliche Erkliarung fiir diese unterschiedliche Verteilung der beiden Proteine
konnte sein, dass Fibronektin im Gegensatz zu Tenascin sezerniert wird, bevor es
zum Zelltod der Keratozyten kommt. Diese Hypothese ist vereinbar mit fritheren
Studienergebnissen, in denen gezeigt werden konnte, dass die Fibronektinbildung
der Tenascinbildung nach Hornhaut- oder Hautverletzungen zeitlich vorausgeht
[257,258].

Die nach der fs-Keratotomie aufgetretenen Tenascin- und Fibronektinablagerungen
konnten fiir die in der Spaltlampenmikroskopie detektierbare und auf den Bereich
der Keratotomie begrenzte Hyper-Reflektivitdt verantwortlich sein [43,259]. Die
Ablagerung von ECM-Bestandteilen stellte sich in der Konfokalmikroskopie als
eine Zunahme einer zellfreien, hoch-reflektiven amorphen Masse in der Ebene der
Keratotomie dar. Der Nachweis von provisorischer ECM ist dabei aber kein
Indikator fiir eine ungilinstige Wundheilung. Denn die Ablagerung von Tenascin
und Fibronektin ist zeitlich limitiert und fiithrt daher nicht zu einer dauerhaften
Lichtstreuung [109,255]. Basierend auf der Beobachtung, dass Tenascin und
Fibronektin in narbenfrei heilenden Wunden (beispielsweise bei der fetalen
Wundheilung) schneller und in héheren Konzentrationen akkumulieren, postulieren
einige Autoren, dass diese beiden ECM-Bestandteile sogar eher einen giinstigen
Einfluss auf die Wundheilung haben [258,260]. Die Funktion von Tenascin und
Fibronektin im Rahmen der kornealen Wundheilung ist jedoch nicht vollstindig

geklart [113].
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Einfluss eines intakten Epithels auf den Zelltod von Keratozyten

Der Nachweis einer DNA-Fragmentation nach fs-Keratotomie zeigt, dass eine
Epithelverletzung keine notwendige Voraussetzung fiir den Zelltod von
Keratozyten ist. Ein regelmifBig nach Epithelverletzungen eintretender Zelltod von
Keratozyten wurde erstmals von Dohlman et al. (1968) beschrieben [125] und
spiter von anderen Untersuchern fiir die PRK bestdtigt [75]. Auch nach einer
LASIK kommt es durch einen Schwund an Keratozyten zu einer zellfreien Zone in
der Umgebung des Mikrokeratom-Schnittes [75]. Als ursdchlich fiir dieses
Phinomen sahen einige Untersucher mogliche epitheliale-stromale Interaktionen
an. Sie postulierten, dass Zytokine, wie Interleukin-1 [128], Tumornekrosefaktor
[133], als auch der Faktor Fas/Fas-Ligand [132,261] von verletzten Epithelzellen
freigesetzt werden und eine Apoptose der benachbarten Keratozyten induzieren.
Ferner nahmen einige Autoren an, dass die nach einer LASIK zu beobachtende
Apoptose durch Zytokine induziert wird, die ausgehend vom Ort der Epithelldsion
entlang des lamelldren Spaltraumes in das Stroma diffundieren. Auch durch den
Mikrokeratom-Schnitt in den lamelldren Spaltraum verschleppte Epithelzellen
wurden fiir die Induktion der Apoptose verantwortlich gemacht [74,128,262,263].
Da jedoch auch ohne begleitende Epithelverletzung ein Zelltod von Keratozyten
durch eine fs-Keratotomie in unseren Untersuchungen nachgewiesen wurde,
miissen auch andere Pathomechanismen eine Rolle spielen. Die Entstehung von
reaktiven Sauerstoffspezies durch die Laser-Behandlung mag dabei ein
ursdchlicher Faktor sein [264]. Alternativ konnte auch ein itiber Nexus (gap
junctions) vermitteltes transzelluldres Signal an der Ausbreitung der Zell-
schadigung beteiligt sein, wie es kiirzlich fiir Astrozyten nachgewiesen werden

konnte [129].

Laser-Mikrodissektion und nachfolgende quantitative RT-PCR ermoglichen
schichtenspezifische Bestimmung der TGF-1-mRNA-Expression

Die LMD in Kombination mit nachfolgender quantitativer RT-PCR kann eingesetzt
werden, um Genexpressions-Profile von Zellpopulationen der Hornhaut in ihrem

“natiirlichen” Zustand zu bestimmen [265]. In der vorliegenden Arbeit wurde diese
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Technik erstmals verwendet, um die Expression des profibrotischen Zytokins TGF-
B1 im Epithel, Stroma und Endothel unbehandelter Hornhdute zu bestimmen. In
Ubereinstimmung mit frijheren in vivo und in vitro Studien [137,161,162] konnte
TGF-B1-mRNA in allen drei Hornhautschichten gefunden werden. Der Einsatz von
LMD und quantitativer RT-PCR-Technik ermdoglichte dariiber hinaus einen
Vergleich der Expressions-Level von TGF-B1 in diesen drei Hornhautschichten.
Mit Hilfe dieser sensitiven Technik konnten die hochsten TGF-B1-mRNA-Level
im Endothel, mittlere Level im Stroma und die niedrigsten Level im Epithel
gemessen werden.

Daneben wurde die Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt, um TGF-B1 in
unbehandelten Hornhduten darzustellen. In Einklang mit Ergebnissen von Ivarsen
et al. [158], fand sich eine schwache Expression im Epithel und Endothel, nicht
aber im Stroma. Der fehlende fluoreszenzmikroskopische Nachweis von TGF-f1
im Stroma, ist vermutlich auf die geringe Zelldichte in dieser Hornhautschicht
zuriickzufiihren. In Geweben mit wenigen TGF-B1-synthetisierenden Zellen liegt
die Proteinkonzentration wahrscheinlich unter der Nachweisgrenze.

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie stehen dabei in Einklang mit denen
der mRNA-Bestimmung. Bei der quantitativen RT-PCR wird die TGF-f1-mRNA-
Expression in Proben bestimmt, die jeweils die gleiche Gesamtmenge an RNA
enthalten. Dadurch wird erklidrbar warum das Epithel mit seiner hohen Zelldichte
in der Fluoreszenzmikroskopie eine hohe Konzentration an TGF-f1-Protein, in der
RT-PCR hingegen eine geringe TGF-B1-mRNA-Expression aufweist: im Epithel
produziert eine gro3e Zahl an Zellen mit geringer mRNA-Expression mehr Protein,
als wenige Zellen mit einer leicht hoheren mRNA-Expression.

Zusammenfassend kann aus den gewonnenen Daten abgeleitet werden, dass in
allen drei Schichten der Hornhaut TGF-B1-mRNA exprimiert wird und das
Ausmal} der Expression nach chirurgischen Eingriffen potentiell hoch reguliert

werden kann.
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Anstieg der TGF-B1-mRNA- und Protein-Expression bleibt nach selektiver
intrastromaler Hornhautverletzung aus

Nach den oben getroffenen Feststellungen, stellt sich die Frage, in welchen der
Hornhautschichten es tatsichlich zu einem Anstieg der TGF-1-Expression nach
einer kombinierten Verletzung des Epithels und des Stromas kommt, und ob eine
stromale Verletzung allein ausreicht, um eine signifikante Anhebung der TGF-f1-
Expression zu bewirken. In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass eine
Verletzung des Epithels und des Stromas beispielsweise im Rahmen einer PRK zu
einem Anstieg der TGF-f1-Expression fiihrt [266,267]. Diese Beobachtung konnte
in der hier vorgestellten Arbeit bestdtigt werden. Dariiber hinaus erméglichte der
Einsatz der LMD in Kombination mit der RT-PCR, eine Quantifizierung und eine
schichtenspezifische Zuordnung der TGF-1-Expression nach einer PRK. Mit
Hilfe dieser sehr sensitiven Techniken konnte demonstriert werden, dass die TGF-
B1-mRNA-Expression im Epithel um das 23-fache und im Stroma um das 11-fache
hochreguliert wird. Das Maximum der Expression fand sich dabei am 7. Tag nach
der Behandlung. Auch auf der Proteinebene kam es, nachgewiesen durch
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen, zu einer deutlichen Zunahme von
TGF-B1 im regenerierten Epithel und im benachbarten Stroma. Folglich wird die
Expression von TGF-B1 sowohl auf Ebene der mRNA, als auch auf der
Proteinebene nach einer Verletzung des Epithels und des Stromas hochreguliert.
Dabei wird TGF-f1 nach einer Verletzung der Hornhaut nicht nur vom Epithel,
sondern auch von Zellen des Stromas synthetisiert. Auf der Basis der hier
vorgestellten, als auch bereits publizierter Daten, kann man von einer Abfolge
folgender Ereignisse ausgehen:

Nach erfolgter PRK wird TGF-Bf1 von verletzten und regenerierenden
Epithelzellen, sowie von Fibroblasten im verletzten Stroma reichlich produziert.
TGF-B1 penetriert in das perildsionale Gewebe, stimuliert dort korneale
Fibroblasten und reguliert deren Differenzierung in Myofibroblasten. Da TGF-§1
dariiber hinaus seine eigene Synthese hochreguliert [268,269], kommt es im

Bereich der Verletzung zu einer weiteren Zunahme der TGF-B1-Produktion durch
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autokrine und parakrine Sekretion. Auf diese Weise akkumuliert TGF-B1 im
Bereich der Lésion und fordert schlussendlich die Narbenbildung der Hornhaut.
Wir untersuchten ferner die TGF-B1-mRNA- und Protein-Expression nach
intrastromaler fs-Keratotomie. Im Gegensatz zur PRK, kommt es bei diesem
Eingriff zu keinerlei Verletzung des Hornhautepithels. Bei dieser Art der
Liasionierung fand sich in keiner der drei Hornhautschichten ein signifikanter
Anstieg der TGF-B1-mRNA-Level. Auch in der Fluoreszenzmikroskopie zeigten
sich keine Verdnderungen in der Verteilung des TGF-f1-Proteins gegeniiber
unbehandelten Hornhduten. Folglich kann durch selektive intrastromale
Lasionierung eine Zunahme von TGF-31-mRNA und -Protein vermieden werden.
Da stromale Zellen TGF-f1-mRNA unter physiologischen Bedingungen
exprimieren und es nach einer PRK zu einem Anstieg dieser Expression kommt,
stellt sich die Frage, warum nach einer fs-Keratotomie keine messbare
Veridnderung der TGF-B1-mRNA-Produktion im Stroma zu detektieren ist. Eine
mogliche Erklarung findet sich in der geringen Zelldichte des Hornhautstromas.
Aufgrund der geringen Zelldichte fiihrt eine umschriebene Verletzung des Stromas
zu einer Schiddigung einer nur sehr kleinen Zahl an Zellen. Die damit
einhergehenden Verdnderungen der TGF-B1-Level liegen daher vermutlich unter
der Nachweisgrenze. Moglicherweise erfordert die Expression von TGF-f1 im
Stroma auch ein epitheliales ,,Signal”, wie es von anderen Autoren wiederholt
angenommen wurde [73,250]. Welcher Mechanismus auch immer verantwortlich
sein mag, die Tatsache, dass es nach einer Keratotomie mit dem fs-Laser zu keinem
Anstieg von TGF-f1 in der Hornhaut kommt, erklirt, warum dieser Eingriff zu

keiner Differenzierung von Keratozyten in Myofibroblasten fiihrt [236].

Femtosekunden-Laser-Technologie erméglicht klinisch relevante intra-
stromale Gewebeablation

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der gewiinschte Effekt
einer Abnahme der zentralen Hornhautdicke durch intrastromale Ablation erreicht

werden kann, dass das Ausmal} dieses Effektes von klinischer Relevanz ist und der
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erzeugte Effekt im Nachbeobachtungszeitraum stabil blieb. Die Transparenz blieb
erhalten und es fanden sich keine klinischen Zeichen einer Infektion oder
Entziindungsreaktion, obwohl weder eine anti-inflamatorische noch antibiotische
Therapie erfolgte.

Erste Versuche Mitte der 1990er Jahre einer intrastromalen Gewebeablation bei
Katzen-Hornhéuten unter Verwendung von ps-Lasern hatten zu inkonsistenten
Ergebnissen gefiihrt. Trotz einer zundchst zu beobachtenden Abnahme der
Hornhautdicke um etwa 50 um 6 Wochen nach der Behandlung fand sich im
weiteren Verlauf eine Regression des Ablationseffektes, so dass 6 Monate nach
Behandlung die urspriingliche Hornhautdicke wieder erreicht wurde [229].
Basierend auf diesen Untersuchungsergebnissen duflerten einige Autoren generelle
Zweifel an der Machbarkeit einer intrastromalen Gewebeablation [243,244]. Sie
postulierten, dass ein Gewebeabtrag durch die Kavitationsblasen zuvor applizierter
Laserpulse verhindert wird. Um einen Gewebeabtrag zu realisieren, sollte daher der
Abstand der einzelnen Laser-Effekte groBer sein, als der Radius der induzierten
Kavitationsblasen. Dies ist eine notwendige Voraussetzung fiir eine erfolgreiche
intrastromale Gewebeablation. Die in fritherer Zeit verwendeten ps-Laser
produzieren bedeutend groflere Kavitationsblasen, als die heutzutage eingesetzten
fs-Laser. Die hier vorgestellte Abnahme der Hornhautdicke konnte daher auf die
geringere GroBe der Kavitationsblasen bei Einsatz moderner fs-Laser

zuriickzufiihren sein.

Intrastromale Ablation resultiert in stabiler Anderung von Hornhautdicke
und Kriimmungsradien

Ab dem zweiten postoperativen Monat fanden sich nur geringe Fluktuationen der
zentralen Hornhautdicke und der kornealen Kriimmungsradien. Eine Zunahme der
Hornhautdicke entsprechend einer Regression des Ablationseffektes, wie sie in
fritheren Studien beobachtet wurde, mag auf ein Wachstum der Versuchtiere
zuriickzufithren sein. Mit der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
es wihrend des Wachstums der Kaninchen zu einer Zunahme der Hornhautdicke

kommt und dadurch der erreichte Ablationseffekt maskiert werden kann. Ein
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Vergleich der prid- und postoperativen zentralen Hornhautdicken behandelter und
unbehandelter Augen ergab hingegen keine Anzeichen fiir eine Regression
wiéhrend des Nachbeobachtungszeitraumes von 318 Tagen.

Die intrastromale Ablation fiihrte daneben auch zu einer reproduzierbaren und
stabilen Anderung der kornealen Kriimmungradien. Entgegen der Erwartung kam
es zu einer geringen Abnahme der Hornhautradien. Eine mogliche Erklarung fiir
diesen Effekt mag in einer biomechanischen Schwichung der Hornhaut begriindet

liegen, die zu einer Ektasie fiihrte.

Ausblick: Klinischer Einsatz intrastromaler Hornhautchirurgie

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen zur kornealen Wundheilung nach
intrastromaler fs-Keratotomie konnte gezeigt werden, dass eine intrastromale
Keratotomie unter Einsatz eines fs-Lasers eine hypozelluldre stromale Narbe
erzeugt, die vergleichbar ist mit der giinstigen Narbenbildung im zentralen
Hornhautbereich nach einer LASIK-Behandlung. Dariiberhinaus wurden keinerlei
histologische Zeichen einer Infektion oder Entziindungsreaktion nach
intrastromaler fs-Keratotomie gefunden, und dies obwohl keine anti-
inflammatorische oder antibiotische Therapie verabreicht wurde. Damit scheint die
fs-Keratotomie eine Ablationstechnik fiir Hornhautgewebe zu sein, die mit einer
minimalen Fibrose und aller Voraussicht nach einem geringen Infektionsrisiko
verbunden ist. Als eine der Ursachen fiir die glinstige Wundheilungsreaktion
konnte der ausbleibende Anstieg der TGF-B1-Expression nach intrastromaler fs-
Keratotomie ausgemacht werden. Dabei scheint die fehlende Verletzung des
Epithels von entscheidender Bedeutung zu sein. Denn durch eine Verletzung des
zellreichen Epithels, wie sie im Rahmen einer PRK auftritt, kommt es zur Synthese
relativ groBer Mengen an TGF-B1. Dieses TGF-B1 fordert wiederum seine eigene
weitere Expression in Epithelzellen und stromalen Zellen. Obwohl auch stromale
Zellen generell die Fihigkeit besitzen TGF-B1 zu exprimieren, bleibt dies ohne
klinische Relevanz, wenn eine gleichzeitige Epithelverletzung vermieden werden

kann. Diese experimentellen Ergebnisse sprechen fiir eine “no-touch’-Strategie
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beziiglich des Hornhautepithels und legen eine Weiterentwicklung der fs-Laser-
Technik fiir den klinischen Einsatz nahe.

Ratkay-Traub et al. berichteten als Erste dariiber, dass mit Hilfe von fs-Lasern
intrastromal Hornhautgewebe beim Menschen abladiert werden kann [231]. Die
Behandlung hyperoper und myoper Patienten fiihrte zu einer Refraktionsédnderung
um bis zu 2,25 Dioptrien. Der theoretische Behandlungsansatz beruhte dabei
vermutlich auf einer intrastromalen Gewebeablation. Jedoch wurden keine Daten
beziiglich der prd- und postoperativen Hornhautdicke bzw. der Hornhaut-
topographie verodffentlicht. In jiingsten Studien konnte gezeigt werden, dass eine
dreischichtige fs-Laser-Ablation in der mittleren Peripherie des Hornhautstromas
vermutlich durch eine Geweberelaxation zu einer Abflachung der zentralen
Hornhaut fiihrt [270]. In einer dritten Studie wurde nachgewiesen, dass mittels fs-
Laser-assistierter intrastromaler Keratotomien ohne nennenswerte Gewebeablation
eine klinisch relevante Presbyopiekorrektur erzielt werden kann (INTRACOR)
[233]. Alles in allem ist bislang jedoch noch nicht abschlieend geklért, inwieweit
sich fs-Laser-assistierte intrastromale Ablationstechniken auf die Biomechanik, die
Form und die Refraktion der Hornhaut auswirken.

In der hier vorgestellten Studie wie auch in fritheren Studien konnte gezeigt
werden, dass der gewiinschte Effekt einer Ausdiinnung der zentralen Hornhaut
durch intrastromale Ablation erreicht werden kann [229] und stabil ist [231].
Leider scheint das hier verwendete Ablationsmuster jedoch noch nicht fiir den
klinischen Einsatz geeignet zu sein, da es durch eine massive Ansammlung von
Gasblasen im Hornhautstroma zu dessen vorriibergehender Eintriibung und zu
einer Irregularitit der Hornhautoberfliche kam. Dies wiirde im Gegensatz zum
etablierten LASIK-Verfahren zu einem Abfall des Visus fiir einige Tage fiihren.
Dennoch scheint die intrastromale fs-Laser-assistierte Gewebeablation Vorteile
beziiglich postoperativer Narbenbildung und des Infektionsrisikos zu besitzen. Die
Ergebnisse legen daher nahe, das klinische Potential selektiver intrastromaler
Ablationstechniken fiir die Behandlung von Refraktionsfehlern weiter zu

evaluieren.
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6 SCHLUSSFOLGERUNG

Mit Hilfe von fs-Lasern ist es moglich, isoliert intrastromal Gewebe dauerhaft zu
abladieren, ohne dass es zu einer Verletzung des Epithels kommt [236]. Die
ausbleibende Epithelverletzung bewirkt, dass nach intrastromaler Gewebeablation
ein signifikanter Anstieg der TGF-B1-Expression in der Hornhaut verhindert wird
[271]. Da TGF-P1 fiir die Ausbildung kornealer Narben verantwortlich gemacht
wird, ist dessen fehlende Induktion vermutlich fiir die gilinstige Wundheilungs-
reaktion und die erhaltene Transparenz der Hornhaut nach intrastromaler Gewebe-
ablation ursdchlich. Das Ausmall der erzielten intrastromalen Gewebeablation
scheint dabei auszureichen, um klinisch signifikante Refraktionsénderungen
bewirken zu konnen [272]. Diese Befunde legen eine Weiterentwicklung selektiver

intrastromaler Ablationstechnicken zur Behandlung von Refraktionsfehlern nahe.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Der fs-Laser ist ein fiir die Ophthalmologie neuartiges chirurgisches Instrument,
mit dem Potential, etablierte Operationsmethoden zu ersetzen und neue
Operationsverfahren zu ermdglichen. Seit dem Jahr 2001 stehen ophthalmologische
fs-Laser fiir den klinischen Einsatz zur Verfligung, die eine Durchtrennung und
Ablation von Hornhautgewebe mit hochster Priazision erméglichen. Aufgrund der
frei wihlbaren Focusebene des Lasers konnen Schnitte in beliebiger Form und in
unterschiedlichen Gewebetiefen erzeugt werden. Da das Hornhautgewebe von der
Laserstrahlung durchdrungen werden kann, bieten fs-Laser erstmals die
Moglichkeit einer ,,subsurface*-Chirurgie. So ist es gegebenenfalls moglich,
Schnitte im Hornhautstroma zu erzeugen, ohne die Oberfldche zu verletzen.
Bei bislang etablierten refraktiv-chirurgischen Verfahren (LASIK, PRK) koénnen
durch die notwendige Verletzung der Augenoberfliche Komplikationen auftreten.
Neben Schnittkomplikationen durch die verwendeten mechanischen Schneidgerite
(Mikrokeratome) konnen Infektionen und Wundheilungsstérungen das
Sehvermogen stark beeintrdchtigen. In der Hoffnung diese Komplikationen
umgehen zu konnen, zielt die Weiterentwicklung von refraktiv-chirurgischen
Operationstechniken darauf ab, die gewlinschte Refraktionsdnderung durch
selektiven Abtrag tieferer Gewebsschichten (Hornhautstroma) zu erreichen.
Da nun moglicherweise ein priziser intrastromaler Abtrag von Gewebe ohne
Verletzung der oberflachlichen Gewebeschichten (Epithel) moéglich ist, haben wir
in tierexperimentellen Studien am Kaninchen die fs-Technologie eingesetzt, um
folgende Fragen zu beantworten:

e Welche Art der Narbenbildung entsteht nach intrastromaler Gewebeablation

mit dem fs-Laser?
e Welchen EinfluB hat eine bei Verwendung des fs-Lasers vermeidbare
Epithelverletzung auf die stromale Narbenbildung?
e In welchem AusmaB ist ein intrastromaler Gewebeabtrag moglich und ist

die erzielte Forménderung der Hornhaut stabil?
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In der vorgestellten Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass sich nach
intrastromaler Gewebeablation unter Einsatz eines fs-Lasers eine primitive
zellarme Narbe geringer optischer Reflektivitdt ausbildet [236]. Trotz einer
Aktivierung und Proliferation von Keratozyten kam es zu keiner Differenzierung
von Keratozyten in die fiir eine Narbenbildung typischen Myofibroblasten. Als
dafiir ursdchlich fand sich ein bei der intrastromalen Keratotomie ausbleibender
Anstieg der Expression des profibrotischen Zytokins TGF-f1 [271]. Im Gegensatz
dazu konnte bei Verfahren, bei denen es sowohl zu einer epithelialen, als auch zu
einer stromalen Lision der Hornhaut kommt (PRK) ein ausgepriagter Anstieg der
TGF-B1-Expression im Stroma und Epithel der Hornhaut nachgewiesen werden.
Aus diesen Befunden kann geschlossen werden, dass die Expression von TGF-$1
und die damit verbundene Narbenbildung bei einer Hornhautverletzung primér von
einer Schidigung des Epithels abhingt. Dariiberhinaus blieb nach intrastromaler
Keratotomie die Einwanderung von Entziindungszellen aus. Auch Zeichen einer
Infektion fanden sich nicht, obwohl keine antibiotische Therapie erfolgte. Die
gemachten Beobachtungen legen folglich nahe, dass eine isolierte intrastromale
Verletzung der Hornhaut mit einer giinstigen Wundheilung verbunden ist. Ferner
konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe von fs-Lasern ein intrastromaler
Gewebeabtrag moglich ist und die erzielten Forménderungen der Hornhaut stabil
blieben [272].

Nach den erzielten Ergebnissen erscheint die Entwicklung von Operations-
methoden, bei denen die Brechkraftinderung des Auges durch intrastromale

Gewebeablation mit dem fs-Laser erreicht werden soll, als vielversprechend.
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9 THESEN

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

Eine Applikation von fs-Laser-Pulsen im Hornhautstroma ist ohne

Verletzung des Epithels moglich.

Bei selektiver intrastromaler Lidsionierung bleibt eine Induktion des

Fibrosemarkers TGF-B1 aus.

Die Technik der LMD mit nachfolgender Durchfithrung einer quantitativen
RT-PCR ermoglicht eine schichtenspezifische Quantifizierung der Gen-

Expression in allen Hornhautschichten.

TGF-B1 wird in allen Schichten der Hornhaut exprimiert. Im Vergleich zum
Endothel und Stroma wird im Epithel die geringste Menge an TGF-1-
mRNA exprimiert.

Die Transdifferenzierung von Keratozyten in Thy-1- oder a-SMA-positive
Fibroblasten bleibt nach einer Verletzung des Stromas aus, wenn es nicht

gleichzeitig zu einem Epitheldefekt der Hornhaut kommt.

Thy-1 ist geeignet, Fibroblasten nach kornealer Verletzung in vivo

nachzuweisen.

Die Expression provisorischer ECM erfordert keine Transdifferenzierung

der Keratozyten in Myofibroblasten.

Der Transparenzerhalt der Hornhaut nach isolierter intrastromaler
Keratotomie ist auf die Ausbildung einer hypozelluldren intrastromalen

Narbe zuriickzufiihren.
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9) Nach isolierter intrastromaler Keratotomie bleibt eine Infiltration der

Hornhaut mit Entziindungszellen aus.

10) Eine Epithelverletzung ist keine notwendige Voraussetzung fiir die

Apoptose von Keratozyten bei einer Hornhautverletzung.

11)Mittels fs-Laser-assistierter intrastromaler Gewebeablation kann eine

klinisch relevante Abnahme der zentralen Hornhautdicke erreicht werden.

12) Die intrastromale Ablation fithrt zu einer reproduzierbaren und stabilen

Anderung der kornealen Kriimmungradien.
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