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Referat

Fragestellung: Die DSAEK (Descemet Stripping Automated Endothelial Keratoplasty) hat sich zur
Therapie endothelialer Hornhauterkrankungen etabliert. Verschiedene Schneidgerdte werden zur
Gewinnung posteriorer Lamellen eingesetzt. Die Darstellung des Einflusses der Schnittfliche an
humanen und porcinen Hornhduten nach Einsatz verschiedener Schneidgerite war Gegenstand dieser
Untersuchung.

Methode: Die lamelldren Keratotomien wurden an humanen und porcinen Hornhduten durchgefiihrt.
Es kamen drei Mikrokeratome und zwei Femtosekundenlaser (FSL) zum Einsatz. Folgende Gerite
wurden untersucht: Gebauer SL Mikrokeratom (Medizintechnik GmbH, Neuhausen), Moria CBm
Mikrokeratom (Moria S. A., Antony/Frankreich), Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom (T.MED,
Schweiz), VisuMax™ FSL (Carl Zeiss Meditec AG, Jena) und TissueSurgeon FSL (ROWIAK GmbH,
Hannover). In der Serie der Mikrokeratome wurden jeweils acht Schnitte an humanen und porcinen
Hornhduten durchgefiihrt. In der Schnittserie der Femtosekundenlaser wurden mit dem VisuMax™
FSL ausschlielich acht humane Hornhdute und mit dem TissueSurgeon Lasermikrotom acht porcine
Hornhdute geschnitten. Zur Beurteilung der Pridparate wurden rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen angefertigt. Anhand eines semiquantitativen Score-Systems erfolgte die Bewertung der
Schnittflichen.

Ergebnisse: Die erzielten Punktzahlen lagen in der gesamten Schnittserie zwischen 36 und 55 % von
moglichen 88 Punkten. Bei den Mikrokeratomen erreichte das Gebauer SL Mikrokeratom mit 50 %
die hochste Bewertung bei den porcinen Priparaten. In der Serie der humanen Hornhdute wurde fiir
das Moria CBm Mikrokeratom mit 42 % die Hochstpunktzahl vergeben. In der Serie der porcinen
Hornhéute erzielte der TissueSurgeon FSL 55 % von der Maximalpunktzahl und damit die hochste
Bewertung bei den untersuchten Schneidgeriten. 36 % erzielte der VisuMax ™ FSL in der Serie der
humanen Hornhéute.

Zusammenfassung: Bei der Schnittflichenbewertung der Mikrokeratome wurden in der Serie der
porcinen Hornhéute homogenere Resultate als bei den humanen Hornhduten beobachtet,
ausgenommen das Moria CBm Mikrokeratom. Auch bei den Femtosekundenlasern war in der Serie
der humanen Hornhéute im Vergleich zu den Schweinehornhéuten eine unebene und raue Oberfliche
sichtbar. Mit dem VisuMax™ FSL wurden vergleichbare Ergebnisse wie bei den Mikrokeratomen

erreicht.
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Abkiirzungen

ALK Anteriore lamelldre Keratoplastik

dpt Dioptrien

DALK Deep Anterior Lamellar Keratoplasty

DLEK Deep Lamellar Endothelial Keratoplasty

DM Descemet’sche Membran

DMEK Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty
DSAEK Descemet Stripping Automated Endothelial Keratoplasty
FLEx Femtosekunden-Lentikel-Extraktion

FSL Femtosekundenlaser

HE Hématoxcilin-Eosin

10D intraokularer Druck

LKP Lamellédre Keratoplastik

LASIK Laser-in-situ-keratomileusis

MK Mikrokeratom

PKP Perforierende Keratoplastik

PLK Posteriore lamelldre Keratoplastik

REM Rasterelektronenmikroskop

rpm rounds per minute (Klingenbewegungen pro Minute)
RST Residual stromal thickness

SD Standardabweichung

SF Schnittfliche

WP Waschpuffer



1 Einleitung

Die Hornhaut ist ein transparentes und avaskuldres Gewebe, das als pirmére Barriere gegen
Infektionen dient. Durch den dariiber liegenden Tridnenfilm bietet sie eine glatte refraktive
Oberfliche am Auge. Die Transparenz der Hornhaut resultiert aus vielen Faktoren und ist das
Ergebnis der Anatomie und Physiologie der einzelnen Zellbestandteile der Hornhaut [1]. Diese
Transparenz wird durch die minimale Streuung des einfallenden Lichtes in der normalen Hornhaut
infolge der parallelen Lage der Kollagenfibrillen im Stroma gewihrleistet. Das Endothel mit
seinem aktiven Stoffwechsel bewirkt die Erhaltung der Transparenz und des physiologischen
Wasserhaushaltes. Bei einer getriibten Hornhaut ist die parallele Anordnung des Kollagengitters
aufgehoben und es entstechen somit Unordnungen, welche zu Kollagenverdichtungen bzw.
kollagenfreien Arealen fithren [2]. In vielen Féllen ist die Keratoplastik mit dem Ersatz des
pathologisch verédnderten Gewebes mittels einer Spenderhornhaut die einzige Moglichkeit, solche
Triibungen, Verformungen, Narbenbildungen nach schweren Verletzungen oder Entziindungen der

Hornhaut zum Erhalt des Auges und zur Verbesserung des Sehvermogens zu behandeln.

1.1 Anatomie und Physiologie der Hornhaut

Die Hornhautform- und kriimmung wird vom intrinsischen und extrinsischen biomechanischen
Umfeld beeinflusst [1]. Ihre Brechkraft macht mit ca. +43 Dioptrien (dpt) mehr als zwei Drittel
der Gesamtrefraktion des Auges aus [2]. Die Hornhaut besitzt eine meniskusartige Form, deren
Kriimmungsradius zentral im Mittel ca. 7 mm betrdgt und nach peripher zunimmt, was zur
Reduzierung der Brechkraft und damit auch zur Verringerung der sphérischen Ablenkung fiihrt.
Der horizontale Durchmesser der Hornhaut ist um ca. 1 mm grofer als der vertikale und liegt im
Durchschnitt horizontal bei 11,7 mm und vertikal bei 10,6 mm [2]. Als ,,Limbus corneae*“
bezeichnet man die etwa 1,5 mm breite korneosklerale Ubergangszone, in der Hornhaut, Sklera
und Bindehaut zusammen treffen. In dem am Limbus gelegenen Epithel befinden sich die
Langerhans-Zellen, welche dentritische Fortsidtze besitzen und immunkompetente Zellen
darstellen [3]. Da die Hornhaut frei von Blutgefden ist, erfolgt die Erndhrung iiber das vom
Ziliarkorper gebildete Kammerwasser, die Tranenfliissigkeit und iiber das Randschlingennetz der
Bindehautgefifle sowie aus Endzweigen der Gesichts- und Augenarterien [1]. Die Hornhaut
gehort zu den am dichtesten sensibel innervierten und damit empfindlichsten Geweben des
menschlichen Kérpers. Die Innervation erfolgt iiber Aste des N. ophthalmicus (N. nasociliaris),
der ersten Abzweigung des N. trigeminus. Nach Keratoplastiken ist die nervale Regeneration oft

auch noch Jahre spiter nur unvollstindig [1, 3].



Die Hornhaut ist aus 3 zelluliren Schichten (Epithel, Stroma, Endothel) und aus einer Lamelle

(Bowman-Lamelle) und einer Membran (Descemet’sche Membran) aufgebaut (vgl. Abb. 1) [1].

Bowman's  epithelium
membrane

i Descement'y
endothelium  membrane

Abb. 1: Histologischer Schnitt einer regulédren Hornhaut in HE-Férbung
nach DelMonte et al. [1].

Epithel: Das unverhornte Plattenepithel bildet eine aus vier bis sechs Zelllagen aufgebaute, etwa 50
pum dicke Schicht und macht etwa 10 % der Hornhautdicke aus [3, 4]. Es ist morphologisch in drei
Schichten unterteilt. AuBen befinden sich in der Regel zwei Schichten der oberflédchlichen Zellen, der
Superfizialzellen. Zentral sind diese 4-6 um und peripher nur 2 um dick [4]. Die duflerste Schicht
enthélt Mikrovilli und Mikroplicae, welche eine Vergroferung der Oberflédche und zusammen mit der
Glykokalyx eine bessere Haftung der Mukusschicht des Tranenfilms bewirken [3]. Der Trinenfilm
dient als Barriere, schiitzt so vor bakteriellen Invasionen sowie vor Chemikalien, Toxinen und
Fremdkorpern.  AuBlerdem  enthdlt der Trénenfilm immunologische Bestandteile und
Wachstumsfaktoren, die fiir die epitheliale Gesundheit, Proliferation und Reparatur wichtig sind [1].
Es folgt die mittlere Schicht. Unter der oberflédchlichen Zellschicht und unmittelbar vor der tiefsten
Basalschicht befinden sich die Fliigelzellen, die durch eine groBe Anzahl von Tonofilamenten,
Desmosomen und Gap junctions gekennzeichnet sind [1, 3]. Des Weiteren sind zwischen den
Epithelzellen dendritische Zellen, d. h. Langerhans-Zellen und pigmentierte Melanozyten lokalisiert,
die eine besondere Rolle bei der TransplantatabstoBung spielen und bis in die zentrale Hornhaut
einwandern konnen [3]. Die dritte Schicht des Epithels bildet die Basalzellschicht. Sie besteht aus
einer einzigen Lage zylinderformiger Zellen, die durch Hemidesmosomen auf der unter ihr gelegenen
48 nm dicken Basalmembran haften. Diese starke Bindung verhindert die Abtrennung des Epithels

von der darunterliegenden Schicht [1, 3]. Sie zeichnet sich durch eine hohe Mitoserate aus und trégt



somit zur Regeneration des Epithels bei. Unter dem Epithel schlieft sich die Bowman-Lamelle an. Die
azelluldre ca. 30 um dicke Schicht besitzt eine unregelmiBige Riickfliche und ist vom
Hornhautstroma schwer ablosbar. Die Bowman-Lamelle enthélt multiple Kollagenmikrofilamente und
ist dadurch sehr widerstandsfahig, aber nicht regenerationsféhig, so dass sie bei Verletzungen vernarbt

[1,2].

Stroma: Das Stroma macht 85-90% der Hornhautdicke aus. Es ist reich an Kollagenen (vor allem Typ
I, Typ III, Typ V), Mukopolysacchariden und enthélt keine Blutgefd3e [2]. Die Kollagenfibrillen der
Hornhaut stellen bei einem Durchmesser von 25-30 nm die diinnsten Kollagenfibrillen im
menschlichen Korper dar und sind in eine wasserspeichernde  Grundsubstanz — aus
Glykosaminoglykanen eingebettet, die mit ihrer konstanten Molekiilgrofe fiir einen gleichbleibenden
Abstand zwischen den Kollagenfibrillen sorgen. Nur durch die regelméfige Schichtung in relativ
dehydriertem Zustand durch die endotheliale Pumpe kann die Transparenz dieses Gewebes
gewihrleistet werden [2, 5]. Das vordere Hornhautstroma spielt eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Hornhautkriimmung. Organisatorische Unterschiede in der Anordnung der
Kollagenbiindel des vorderen Stromas konnen zu einer Stabilisierung in diesem Bereich beitragen und
sind eine Erklarung dafiir, dass der vordere Stromaabschnitt einer Hydratation viel besser widerstehen

kann als das posteriore Stroma, das viel leichter dazu neigt in diesen Situationen Falten auszubilden

[1].

Descemet’sche Membran: Die Descemet’sche Membran (DM) trennt die innere Oberfliche des
Hornhautstromas vom Hornhautendothel. Sie kann bis zu 12 um dick sein, hat bei der Geburt eine
Dicke von etwa 3 pum und entspricht der Basalmembran des Endothels. Diese elastische und
widerstandsfidhige Membran enthélt Kollagen vom Typ IV und wird elektronenmikroskopisch in 2

Schichten unterteilt [2, 5].

Endothel: Auf der Descemet’schen Membran sitzt das einschichtige Endothel, welche Endothelzellen
mit hexagonaler Form enthélt (ca. 4-6 pm dick und 20 pm breit) und durch seine Dichte fiir die
Transparenz der Hornhaut mitverantwortlich ist. Diese Zellschicht reguliert zum Einen die Erndhrung
des Stromas durch den Austausch von Stoffwechselprodukten zwischen Kammerwasser und Stroma
und zum Anderen den Quellungszustand, in dem es zur Aufrechterhaltung eines konstanten
Wassergehaltes der Hornhaut beitrdgt. Die Transparenz der Hornhaut wird somit auch durch die
endotheliale Schicht bewirkt, die mit Hilfe von Pumpmechanismen den dehydrierten Zustand aufrecht
erhélt. Diese Monoschicht besitzt eine wabenartige Mosaikstruktur. Im Laufe des Lebens dndert sich
die Dichte und Topographie der Endothelzellen. Die zentrale Endothelzelldichte nimmt mit einer

durchschnittlichen Rate etwa 0,6 % pro Jahr ab [1, 3, 4].



1.2 Die Keratoplastik

Eine Vielzahl von Hornhauterkrankungen fiihrt zu Triibungen, die eine Hornhauttransplantation, auch
als Keratoplastik bezeichnet, notwendig machen. Die Indikation zu dieser Operation wird nach den
folgenden Kriterien eingeteilt: optisch, tektonisch und therapeutisch. Zu den optischen Indikationen
gehoren die zentralen Hornhauttriilbungen bei hereditdren Dystrophien, die bullosen Keratopathien wie
z. B. die Fuchs’sche Endotheldystrophie, W&lbungsanomalien mit pathologischen Verdiinnungen des
Stromas bei einem Keratokonus sowie zentrale Hornhautnarben nach schweren Verletzungen oder
Entziindungen. Dabei ist immer die Verbesserung des Sehvermdgens das Ziel der Transplantationen.
Zum Erhalt des Bulbus werden tektonische Keratoplastiken bei schweren strukturellen Schiaden der
Hornhaut wie z. B. bei Verdiinnung der Hornhaut bis zur Descemetozele, bei einem perforierten
Hornhautulkus oder bei einem rheumatischen Randulkus, welches nach einer akuten Entziindung
entstanden ist, durchgefiihrt. Sprechen konservative BehandlungsmafBnahmen bei schwerwiegenden
bakteriellen oder viralen Hornhautentziindungen nicht an, kann in Ausnahmefillen eine
therapeutische Notfall-Keratoplastik (Keratoplastik ,,4 chaud*) notwendig sein [6]. In seltenen Féllen
kommt eine kosmetische Keratoplastik in Frage, um das &uBBere Erscheinungsbild zu verbessern, auch
wenn dadurch keine Visusverbesserung erreicht wird. Bei einer Hornhauttransplantation wird
entweder triibes oder unregelmiBig gekriimmtes Hornhautgewebe des Empfangers durch gesundes
Gewebe des Spenders ersetzt. Das heiflt, es werden entweder alle Schichten der erkrankten Hornhaut
in einem den Bulbus eréffnenden Eingriff mittels eines Trepans entfernt und das entsprechende
Hornhautscheibchen eines geeigneten Spenders als perforierende Keratoplastik (PKP) eingefiigt
oder lamelldr, welche als tiefe anteriore oder als posteriore lamelléire Keratoplastik (LKP) erfolgen

kann, nur die betroffenen Schichten der Hornhaut ausgetauscht.

Perforierende Keratoplastik

Seit etwa 1930 bis weit in die 90er Jahre war die perforierende Keratoplastik auch bei endothelialen
Hornhauterkrankungen der ,,Goldstandard”. Sie wird weltweit mit mehr als 60.000 Operationen pro
Jahr als hiufigste Gewebetransplantation und allein in Deutschland etwa 5.000 mal pro Jahr
durchgefiihrt [6]. Im Jahre 1905 war es Eduard Zirm gelungen, die erste erfolgreiche
Hornhauttransplantation bei einem 45-jédhrigen Patienten durchzufiihren, nachdem dieser durch eine
Kalkverdtzung beidseits eine leukomatds verdnderte Hornhaut hatte. Er transplantierte die Hornhaut
eines 11jdhrigen Jungen, bei dem es intraoperativ beim Versuch einen intraokularen
Metallfremdkorper zu entfernen, zu schwerwiegenden Komplikationen gekommen war und
letztendlich eine Enucleatio bulbi durchgefiihrt werden musste. Mittels Trepanation wurde das
Spendergewebe entfernt und erfolgreich in das linke Auge des Patienten eingesetzt. Auch 7 Monate

postoperativ war ein klares und gut im Niveau angepasstes Transplantat sichtbar [7]. Dieser Erfolg
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motivierte Ophthalmologen der damaligen Zeit auf diesem Gebiet weiter zu arbeiten. In der ersten
Hilfte des 20. Jahrhunderts gab es zahlreiche Innovationen auf dem Gebiet der
Hornhauttransplantation. Nachdem die immunologischen Verhéltnisse analysiert worden waren,
konnte dieses Wissen auch bei der Hornhauttransplantation eingesetzt werden. Durch das bessere
Verstdandnis der Behandlung von immunologischen Problemen nach Studien von Medwar, Billingham
und Barker hatte der Erfolg der PKP begonnen. Demnach resultiert das immunologische Privileg der
Kornea aus ihren histologischen und anatomischen Bestandteilen [8]. Heute ist bekannt, dass aufgrund
der fehlenden Blut- und Lymphversorgung der Hornhaut der Vorderabschnitt des Auges ein
immunprivilegiertes Kompartiment darstellt, welches unter anderem durch Arbeiten von Streilein et
al. bestitigt wurde [9]. Auch die Einfiihrung der postoperativen Therapie mit Steroiden verldngerte das
Uberleben eines klaren Hornhauttransplantates [10, 11]. Die Weiterentwicklung der
mikrochirurgischen Technik, die Optimierung der postoperativen Pharmakotherapie zur AbstoBungs-
und Infektionsprophylaxe sowie die postoperative Nachsorge mit der Reduktion der Inzidenz von
Immunreaktionen haben den Eingriff der Hornhauttransplantation zu einer Routine-Operation mit
geringem Risiko und guten postoperativen Ergebnissen werden lassen. Durch Castroviejo in Amerika
und durch Lohlein in Deutschland fand die Keratoplastik eine rasante Verbreitung [12, 13]. Um die
Versorgung mit Spenderhornhéuten zu verbessern, wurde 1981 die erste deutsche Hornhautbank in
Hamburg eingerichtet [14]. Durch die Lagerung von Spenderhornhiuten in Hornhautbanken konnten
nun Transplantate fiir die Keratoplastik kontinuierlich zur Verfligung gestellt werden. Die

Hornhauttransplantation wurde zu einer planbaren OP.

Lamellare Keratoplastik

Da sich etwa 40 % der Indikationen zur Keratoplastik auf die pathologisch veridnderte Endothelschicht
beschranken (Fuchs’sche Enddotheldystrophie, bullose Keratopathie nach Katarakt-Operation,
Keratopathie beim Pseudoexfoliationssyndrom), ist es das Ziel der Operateure nur diese erkrankte
Schicht der Hornhaut zu ersetzen [15]. Arthur von Hippel gelang es 1988 mit Hilfe eines von ihm
entwickelten uhrwerkgetriebenen Hornhauttrepans die erste lamellire Keratoplastik durchzufiihren
[16, 17]. Die Verbreitung dieser Methoden wurde aber in der damaligen Zeit durch technische
Schwierigkeiten verhindert. In der zweiten Halfte des 20. Jahrhunderts gab es immer wieder Versuche,
die lamelldren Techniken erneut einzufithren, wobei postoperative Komplikationen wie die ,,Interface-
Problematik“ und Fibrose im Stroma (,,Haze“ = homologer Stroma-Stroma-Kontakt) zu einer
Visuslimitierung fiihrten und deshalb die LKP lange Zeit nur auf tektonische Eingriffe beschrankt
wurde [13]. Ende der 90er Jahre kam es dann zu einer rasanten Entwicklung lamelldrer Techniken, so
dass die LKP wie z. B. in einigen angelséchsischen und siideuropédischen Landern standardméBig
eingesetzt wird. Je nachdem, welche Schicht ersetzt werden muss, kann man bei der LKP zwischen
anteriorem und posteriorem Verfahren unterscheiden. Bei dieser Operation handelt es sich um eine
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homologe und nicht wie bei der LASIK um eine autologe Technik. Eine vordere lamelldre
Keratoplastik kommt bei stromalen Erkrankungen wie z.B. bei einem Keratokonus oder bei Narben
und Triibungen im vorderen Stroma in Frage, um das intakte Empfiangerendothel der Hornhaut zu
erhalten. Dabei wird die konventionelle anteriore lamelldre Keratoplastik (ALK) von der tiefen
anterioren Keratoplastik (Deep Anterior Lamellar Keratoplasty, DALK) unterschieden [18]. Ein
schematischer Vergleich der verschiedenen lamelldren Keratoplastik-Techniken ist in Abbildung 2

dargestellt.

DALK
ALK 500um

PKP

Abb. 2: Schematische Darstellung der verschiedenen lamelldren Keratoplastik-
Techniken (ALK, DALK, PKP, PLK , DSAEK, DMEK nach Maier et al. [18].

Die ALK, bei der nur der erkrankte Teil des Stromas durch eine entsprechende
Spenderhornhautlamelle ersetzt wird, kann manuell oder Mikrokeratom-gesteuert durchgefiihrt
werden, wobei dieses Verfahren wegen visusreduzierenden Interface-UnregelmiBigkeiten oftmals
schlechtere postoperativere Ergebnisse als bei der PKP erreicht [18]. Bei der DALK wird das
Hornhautstroma des Empfingers bis auf die Descemetmembran und die daran anhaftenden
Endothelzellen entfernt. Danach wird das Hornhauttransplantat, bei dem vorher die Descemet’sche
Membran entfernt wurde, meist mit fortlaufenden Néhten, wie sie sich bei der PKP bewéhrt haben,
eingendht. Da bei dieser Technik keine Stromalamellen aufeinander treffen, gibt es hier nur minimale
Interfacereaktionen und somit meist bessere Visusergebnisse als bei der ALK [18]. Hauptvorteil der
DALK ist das Vermeiden von endothelialen Immunreaktionen, da das verbliebene Wirtsendothel
erhalten bleibt [19]. Es wurden verschiedene Methoden entwickelt, um das Stroma komplett bis auf
die Decemet’sche Membran entfernen zu kénnen. Hierbei kommt zum Einen die Technik von Melles
et al. zum Einsatz, bei der zunédchst die Vorderkammer mit Luft gefiillt wird und anschlieBend iiber
eine 30 Gauge-Kaniile vor der Descemet’schen Membran Viskoelastikum injiziert und dadurch die
Trennung von Stroma und DM gewihrleistet wird [20]. In der Praxis hat sich die sog. ,,Big bubble®-
Technik von Anwar et al. durchgesetzt, bei der anstelle von Viskoelastikum Luft in das tiefe Stroma

injiziert wird, wodurch die sog. ,,Big bubble* die Descemet’sche Membran vom Stroma trennt [21].



Weitere mogliche Techniken wie die sog. ,,Water-pillow“-Technik sind von Krumeich et al.
beschrieben, bei der iiber ein Trepansystem 90 % des Stromas trepaniert werden und das iibrige
Reststroma mit Fliissigkeit aufgeschdumt und anschlieBend eine Wasserblase vor die DM gespritzt
wird [22]. Bei all diesen beschriecbenen Verfahren besteht die Gefahr der Descemet-Perforation und
damit verbunden die Notwendigkeit der Umstellung auf eine PKP, wovon zahlreiche Autoren
berichteten [23-25]. Vor allem bei Patienten mit einem Keratokonus und einer Hornhautdicke unter
250 um besteht ein erhohtes Risiko fiir eine Perforation [26]. Die Indikationen fiir eine DALK sind,
um das primér gesunde Endothel des Empfangers zu erhalten, der Keratokonus sowie epitheliale und
stromale Hornhautdystrophien. Die Visusergebnisse sind aber bei einer DALK im Vergleich zu einer
PKP bei gleichen Indikationen meist schlechter, da sehr oft nur eine unvollstindige Descemet-
Préaparation erreicht wird [18]. Sugita und Mitarbeiter konnten in ihren Studien beziiglich der
Sehschirfe und Endothelzellzahl bei Patienten (47 von 120) mit intraoperativer Verletzung der DM 24
Monate postoperativ, im Vergleich zu den Patienten ohne Lésion der DM, keinen Unterschied

beobachten [27].

Hintere lamelliire Keratoplastik

Da bei isolierten Hornhautendothelerkrankungen die Transplantation der gesamten Hornhaut eine
Ubertherapie darstellt, gab es schon in den 60er Jahren erste Versuche, nur den betroffenen hinteren
Anteil der Hornhaut auszutauschen. Ende der 90er Jahre wurde die Methode der Deep Lamellar
Endothelial Keratoplasty (DLEK) von Melles et al. weiterentwickelt [28]. Am niederlédndischen
Institut fiir Innovative Augenchirurgie in Rotterdam entwickelte diese Arbeitsgruppe Konzepte zur
Behandlung von Endotheldystrophien [29]. 1998 wurde hier die erste Patientin mit einer DLEK
versorgt. Bei Patienten mit erkranktem Hornhautendothel kommen verschiedene Formen der
posterioren lamelldren Technik in Frage, wobei selektiv die erkrankte Endothelschicht ersetzt wird.
Man unterscheidet die posteriore Keratoplastik, posteriore lamelldre Keratoplastik von der DLEK,
Descemet Stripping Automated Endothelial Keratoplasty (DSAEK) und seit neustem Descemet
Membrane Endothelial Keratoplasty (DMEK). Bei der posterioren Keratoplastik wird eine tiefe
Lamelle mit Hilfe eines Mikrokeratoms geschnitten und aufgeklappt. Das posteriore Stroma wird
trepaniert und durch ein Spender-Priparat ersetzt. Dieses wird mit Nahten fixiert und anschliefend
vom Flap bedeckt, welcher auch mit Néhten fixiert wird. Aufgrund der hohen Komplikationsrate von
21 %, bei der die Risiken der lamelldren und perforierenden Keratoplastik vereint werden, wird diese
Technik nicht mehr eingesetzt [18]. Eine weitere Moglichkeit ist die posteriore lamelldre Keratoplastik
(PLK) bzw. die Deep Lamellar Endothelial Keratoplasty (DLEK). Ziel dieses Vorgehens ist es einen
»open-sky-Eingriff zu vermeiden, indem das endothel-tragende Gewebe iiber einen korneoskleralen
Zugang eingesetzt wird [18]. Der Begriff ,,deep lamellar keratoplasty* wurde von Archila (1984)
eingefiihrt. Er war es auch, der als Erster die Methode der intrastromalen Luftinjektion mit einer
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Spritze zur leichteren Trennung der Lamellen nahe der Descetmet’schen Membran beschrieben hat
[30]. Eine dhnliche Technik wurde 1989 von Price beschrieben [31]. Auch Melles et al. konnten Ende
der 90er Jahre in ihren Versuchsmodellen nachweisen, dass eine posteriore lamelldre Keratoplastik
iiber eine limbale Inzision und eine Stromatasche durchgefiihrt werden kann und diese Methode ein
potenzielles chirurgisches Verfahren zur Therapie endothelialer Hornhauterkrankungen darstellt. Er
nannte diese Methode posteriore lamelldre Keratoplastik [18, 28, 29]. Terry fiihrte die Bezeichnung
»Deep Lamellar Endothelial Keratoplasty” (DLEK) ein. Bei dieser lamelliren Technik wird am
Empfanger iiber einen korneoskleralen Zugang ein Scheibchen aus dem hinteren Stroma mit
Descemet’scher Membran und Endothel manuell pripariert, trepaniert und entfernt. AnschlieBend
wird ein entsprechendes Spenderscheibchen, welches manuell oder mittels Mikrokeratom gewonnen
wurde iiber den korneoskleralen Zugang in die Vorderkammer verbracht und mit Luft fixiert [18]. Das
Transplantat wird somit ohne Néhte adaptiert. Dieses Verfahren induziert im Gegensatz zur
sogenannten ,,posterioren Keratoplastik® kaum Astigmatismus [32, 33]. Es konnte auch nachgewiesen
werden, dass der postoperative Endothelzellverlust bei einer DLEK vergleichbar dem nach einer PKP
war [32, 34]. Aufgrund der schwankenden Visusresultate und visuslimitierenden Interface-
UnregelméBigkeiten, die bei den Untersuchungen von Terry und Melles et al. auffielen, wurde
schlieBlich die Technik der DLEK weiterentwickelt und verfeinert und durch das Verfahren der
,Descemet Stripping Automated Endothelial Keratoplasty" (DSAEK) ersetzt [18, 29, 32].

Descemet Stripping Automated Endothelial Keratoplasty

Aus den Techniken der DLEK wurde die DSAEK entwickelt. Melles et al. beschrieben 2004 die
Durchfiihrung der Descemetorhexis, bei der vom Empfianger nur die Descemet’sche Membran iiber
einen korneoskleralen oder einen noch kleineren, kornealen Zugang entfernt wird [35, 36]. Bei der
DSAEK wird die Wirts-DM isoliert als sogenanntes ,,Descemetstripping™ entfernt. Die posteriore
Spenderlamelle kann manuell, mit dem Mikrokeratom oder mit dem Femtosekundenlaser gewonnen
und dann en bloc in die Vorderkammer transplantiert werden [37-39]. Diese lamelldren Transplantate
konnen auch als ,precut tissues™ bereitgestellt werden, die bereits in der Hornhautbank aus
konserviertem Material prapariert werden [40]. Den grofiten Teil der Indikationen zur posterioren
lamelldren Keratoplastik (DSAEK) machen die Fuchs’sche Endotheldystrophie, die pseudophake
bullése Keratopathie und die Pseudoexfoliations-Keratopathie (PEX-Keratopathie) aus. Die Technik
der DSAEK kommt bei Patienten in Frage, die endotheliale Hornhauterkrankungen haben, bei denen
es nicht zu einer irreversiblen Hornhautstromatriibung gekommen ist. Auch bei Patienten mit
Transplantatversagen nach perforierender Keratoplastik ist eine DSAEK moglich [15, 41]. Eine

kombinierte Keratoplastik mit Kataraktoperation und Intraokularlinseneinsatz im Sinne einer Triple-



Operation ist bei der Fuchs’schen Endotheldystrophie sowie bei der PEX-Keratopathie ebenso
moglich und sinnvoll [41-43].

Zur Technik der posterioren lamelliren Keratoplastik mittels Descemet Stripping Automated

Endothelial Keratoplasty

Transplantatgewinnung: Eine 14-16 mm groBe korneosklerale Spenderscheibe wird auf die
kiinstliche Vorderkammerbank gebracht und bei einem ,,intraokularen® Druck (IOD) von etwa 60
mmHg fixiert. Mit einem Mikrokeratom wird das vordere Stroma mit einer Dicke von 300-350 pm
abgetrennt. Auf einem Hanna-Stanzblock wird mit niedrigem Vakuum das verbliebene Gewebe von
etwa 150 um Dicke angesaugt und mit einem Trepan (Durchmesser 8,0, 8,5 oder 9 mm) von der

endothelialen Seite herausgestanzt [41].

Transplantation: Bei der Operation wird ein ca. 8 mm breiter korneoskleraler Tunnel temporal oder
ein 4,5 mm breiter ,,clear cornea“-Tunnel prépariert, iiber den die Lamelle in die Vorderkammer
eingesetzt wird. Gegeniiber wird ein kleinerer Keratom-Schnitt in die Hornhaut sowie bei 6 Uhr ein
Zugang fiir die Vorderkammerinfusion angelegt. Es erfolgt eine kreisrunde Markierung in der GrofBe
der zu entfernenden Descemet’schen Membran auf der epithelialen Seite der Hornhaut und nach einer
zirkuldren Inzision mit Hilfe eines geeigneten Instruments, die komplette Ablosung der
Descemet’schen Membran (Descementstripping). Danach wird der Korneoskleralschnitt erweitert und
die posteriore Lamelle en bloc iiber eine entsprechende Implantations-Schiene oder mit einer
Spezialpinzette in die Vorderkammer implantiert. Durch eine Luftinjektion wird dann das Transplantat
entfaltet und retrokorneal fixiert. Zum Abschluss der Operation wird die Luftfiillung der
Vorderkammer auf TransplantatgroBe reduziert. Zur intraoperativen Fliissigkeitsdrainage konnen im
Bereich der parazentralen Hornhaut mehrere Einschnitte angebracht werden. Die
Hornhauttransplantation wird in der Regel nahtfrei durchgefiihrt und somit treten bei der DSAEK

keine fadenassoziierten Komplikationen auf [41].

Eine der frilh beobachteten postoperativen Komplikationen bei der DSAEK ist die
Transplantatdislokation bzw. die inkomplette Adhdrenz der posterioren Stromalamelle. Durch eine
erneute Luftinjektion in die Vorderkammer (Re-Bubbling) kann dieses Problem behoben und eine
Wiederanlage des Transplantates erreicht werden [44, 45]. Auch Triibungen im Interface durch z. B.
Verschleppung von Tupfermaterial, Pigment oder Blut stellen bei zentraler Ablagerung eine
Komplikation mit méglicher Visusbeeintrachtigung dar, weshalb auf eine duflerst saubere Praparation
geachtet werden muss [41]. AuBerdem wird das sog. Urrets-Zavalia-Syndrom sowie das
Pupillarblockglaukom beschrieben, das durch Luftauffiillung der Vorderkammer bei fehlender
Iridektomie bzw. praoperativ nicht durchgefiihrter Iridotomie verursacht wird. Dabei entsteht aufgrund
des resultierenden Pupillarblockes eine Irisstromanekrose, die eine dauerhaft dilatierte Pupille zur
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Folge hat [41, 46, 47]. Die Angaben iiber den postoperativen Endothelzellverlust variieren. Es wird ein
Endothelzellverlust von bis zu 50 % postoperativ nach 6 Monaten beschrieben, wobei das Einfithren
des Transplantates mit der Gleitschiene eine geringere Enodthelzellverlustquote aufweist als beim mit
der Pinzette gefalteten Transplantat. So wird beispielsweise beim Einsetzen des lamelldren
Transplantates mit dem sog. ,,Busin-Glide ein geringerer Verlust von Endothelzellen beobachtet [48-
50]. Trotz der aufgefiihrten Probleme, die sowohl von der Qualitdt der Spenderhornhaut als auch mit
der Lernkurve des Operateurs korrelieren, ist die DSAEK eine sehr anspruchsvolle Technik, die
kontinuierlich weiterentwickelt wird und deren Anteil an den Hornhauttransplantationen auch in

Deutschland steigt.

Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty

Auf der Grundlage der DSAEK entwickelten Melles et al. die DMEK, bei der isoliert nur die
Descemet’sche Membran und das Hornhautendothel ohne Stromaanteile transplantiert werden [28, 51,
52]. Die DMEK ist ausschlielich bei Pathologien des Hornhautendothels indiziert, die noch nicht zu
einer irreversiblen Schidigung des Stromas oder zu stromalen Neovaskularisationen gefiihrt haben Die
Indikationen zur DMEK sind nahezu identisch mit denen der DSAEK [53]. Die DMEK stellt eine
technisch anspruchsvollere Methode dar, bei der Schichten mit einer Gesamtdicke von = 15 pm
transplantiert werden und dadurch insgesamt ein besseres postoperatives Sehvermdgen im Vergleich
zur DSAEK erzielt wird. In den Studien von Melles et al. wurden bei der DMEK bessere
Visusresultate als bei anderen lamelldren Techniken festgestellt und es konnte somit die Vermutung
»Je diinner das Transplantat, desto hoher ist die Sehschirfe” bestétigt werden. Bei 75 % der DMEK-
Patienten wurde ein Visus von mindestens 0,8 erzielt. Die besseren Visusergebnisse nach DMEK
resultieren vorwiegend aus dem geringer ausgeprigten Interface [53-55]. Es wird somit nur die
erkrankte Hornhautschicht ausgetauscht, eine operativ sehr anspruchsvolle Methode, die derzeit nur in
wenigen Zentren erfolgt. In Abbildung 3 ist eine schematische Darstellung der Unterschiede zwischen

DSAEK und DMEK aufgefiihrt.
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Abb. 3: Vergleich von Descemet Stripping Automated Endothelial
Keratoplasty und Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty nach
Cursiefen et al. [53].

1. 3 Problemstellung

Die PKP galt bislang als der ,,Goldstandard“ fiir die Therapie nahezu aller Hornhauttriibungen
einschlieBlich jener, die durch endotheliale Hornhauterkrankungen hervorgerufen werden. Die
Operation am ,,offenen Auge* birgt jedoch das Risiko ernster Komplikationen wie z. B. der expulsiven
Blutung. Trotz der guten Visusergebnisse nach PKP kam es in letzter Zeit zu einer schnellen
Etablierung lamelldrer Techniken, die auch als eine Renaissance dieser Verfahren bezeichnet wird.
Die Vorteile der hinteren lamelldren Keratoplastik gegeniiber der PKP sind zum Einen die ziigige
visuelle Rehabilitation und zum Anderen eine ziigige Heilung der Wunden, da bei den hinteren
lamelldren Verfahren, also bei der DLEK, DSAEK und DMEK die vordere stromale Lamelle, welche
die Stabilitdt der Kurvatur an der Hornhaut gewihrleistet, erhalten bleibt. Neben der schnelleren
visuellen Rehabilitation stellt die Reduktion des postoperativen Astigmatismus den wesentlichen
Vorteil der hinteren lamelldren Techniken dar. In den Studien von Price zeigten sich bei DSAEK-
Patienten keine signifikanten Anderungen des sphirischen Aquivalents und des Astigmatismus
zwischen préaoperativ und 6 Monate postoperativ [41, 56]. Allerdings resultieren bei den hinteren
lamelldren Verfahren im Vergleich zur PKP oft schlechtere visuelle Ergebnisse, die ursdchlich mit
dem visuslimitierenden Interface in Zusammenhang gebracht wurden. Das Interface stellt die
Grenzfliche zwischen Spender- und Wirtshornhaut dar und ist nach lamelldren
Hornhauttransplantationen sehr héufig gut erkennbar. Mogliche Ursachen fiir die deutliche

Visusreduktion konnen UnregelméBigkeiten an der geschnittenen Stromaoberflédche oder auch feinste
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Triibungen in der optischen Achse sein. Bei der LASIK werden diese Phédnomene jedoch selten
beobachtet, da es sich hier um autologes Gewebe handelt, was sich auf die Gestaltung des Interface
auszuwirken scheint. Des Weiteren kommt es bei mikrokeratom- oder lasergesteuerten Verfahren zu
Rotationsverschiebungen und Oberflichenunregelméfigkeiten zwischen den Hornhautlamellen von
Spender und Empfianger, die auch eine Rolle bei der Visusreduktion spielen koénnen [18, 57].
Hingegen wird bei der Ubertragung der isolierten Descemet’schen Membran mit Endothel im Rahmen
einer DMEK postoperativ im Vergleich zur DSAEK und PKP eine schnellere visuelle Rehabilitation
berichtet [53-55]. Es ist zu vermuten, dass der geringe Visusanstieg aus den Unterschieden der
Grenzflichenbeschaffenheit resultiert. Da die Priparation der posterioren Hornhautlamelle mittels
Mikrokeratom oder Femtosekundenlaser erfolgen kann, ist anzunehmen, dass die Homogenitit der
Schnittfliche von der Art des Schneidgerdtes abhidngt und damit verbunden sich unterschiedliche
Interface-Qualitdten ergeben.

Deshalb ist es Anliegen dieser Arbeit, die Beschaffenheit der Schnittflichen nach Verwendung

verschiedener Geréte anhand rasterelektronenmikroskopischer Untersuchungen zu vergleichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

Probengewinnung und- konservierung mittels Mikrokeratom und Femtosekundenlaser

Fir die Untersuchungen kamen zur Gewinnung der posterioren Lamelle drei verschiedene
Mikrokeratome (Gebauer SL der Medizintechnik GmbH, Neuhausen; Moria CBm der Firma Moria
S.A., Antony/Frankreich; Amadeus II ZiemerS der Firma T.MED, Schweiz) sowie zwei
Femtosekundenlaser (VisuMax ™ der Carl Zeiss Meditec AG, Jena und TissueSurgeon Lasermikrotom
der ROWIAK GmbH, Hannover) zum Einsatz. Insgesamt wurden mit jedem Mikrokeratom (MK)
jeweils acht porcine und acht humane Préparate geschnitten. In der Serie der Femtosekundenlaser
(FSL) wurden mit dem VisuMax™ Femtosekundenlaser ausschlieBlich acht humane Hornhiute und

mit dem TissueSurgeon Lasermikrotom acht porcine Hornhédute geschnitten. In Tabelle 1 ist eine

kurze Ubersicht iiber die Anzahl der geschnittenen Hornh#ute je Schneidgerit abgebildet.

Tab. 1: Zusammenfassung der humanen und porcinen Préparate je Schneidgerit

Gerite

Humane Hornhéute

Porcine Hornhéute

Gebauer SL Mikrokeratom

8 8
Amadeus II ZiemerS
Mikrokeratom 8 8
Moria CBm Mikrokeratom
8 8
VisuMax™ FSL 8
TissueSurgeon FSL 8
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Die Schweineaugen wurden vom Schlachthof der Schweriner Fleischwaren GmbH geholt und bis zur
Verwendung im Kiihlschrank bei ca. + 4 °C aufbewahrt. Die humanen Hornhdute stammen aus der
Hornhautbank in Schwerin. Sobald die porcinen und humanen Hornhéute verfiigbar waren, wurden
innerhalb der nichsten 48 Stunden die lamelliren Keratotomien durchgefiihrt. Acht intakte
Schweinebulbi mit erhaltenem Epithel und Stroma wurden ausgewihlt und zur Durchfithrung der
Schnitte vorbereitet. Vor Beginn des Schneidevorganges wurden die Schweinebulbi ca. eine Stunde
bei Raumtemperatur gelagert, um die Entquellung des Stromas im Sinne eines Rewarming-Effektes
abzuwarten. Die Bulbi wurden aus der feuchten Kammer herausgenommen und nach griindlicher
Sduberung von Geweberesten sowie Abtrennen seiner Adnexe auf einem Bulbushalter nach Spitznas
durch Ansaugen mit einer 5 ml Einwegspritze mittels Vakuum fixiert. Der Trepan mit einem
Durchmesser von 15 mm wurde vorsichtig bis zur Perforation manuell rotiert. AnschlieBend erfolgte
die komplette zirkuldre Durchtrennung der Sklera mit einer Keratotomieschere. Die Anheftungen der
Iris und des Ziliarkérpers wurden vorsichtig stumpf mit einem Hockeymesser entfernt [12]. Danach
wurde die Hornhautoberfliche zur Sauberung von Irispigmentzellen mit NaCL gespiilt. Nach
erfolgreichem Aufbau des Vakuums und IOD-Kontrolle mit einem Barraquer Tonometer oder
Impressionstonometer nach Schidtz konnten die Schnitte durchgefiihrt werden. In der Serie der
Mikrokeratome erfolgten die lamelldren Keratotomien und Trepanationen je zur Hélfte durch Herrn
Prof. Dr. F. Wilhelm und die Promovendin. Mit dem VisuMax™ FSL aus den HELIOS Kliniken
Erfurt wurden die acht humanen Préparate durch Frau Dr. K. Kunert und mit dem TissueSurgeon FSL
(Medizinische Hochschule Hannover) an acht Schweinehornhduten durch Herrn Dr. F. Will
geschnitten. Nach dem Schneiden wurde die Hornhautlamelle vorsichtig mit einer Pinzette angehoben
und nach Abspiilung mit NaCL zur Entfernung moglicher Verunreinigungen mittels eines
Handtrepans von der endothelialen Seite trepaniert (vgl. Abb. 8). AnschlieBend wurden die
gewonnenen Préparate in eine Fixierlosung gebracht, welche sich aus 0,1 M Hepes-Puffer (pH 7,4), 1
mM Kalziumchlorid, 25 mM Natriumazid, 1 mM Magnesiumchlorid und 3 % Glutaraldehyd
zusammensetzt. Die genaueren Bestandteile der Fixierlosung sind in Anlage 1 aufgefiihrt. Die so
gewonnenen Proben wurden anschlieBend bei + 4 °C im Kihlschrank gelagert. Unmittelbar nach
Durchfithrung der lamelldren Keratotomien erfolgte innerhalb von ca. 48 Stunden die Priparation zur
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung durch Frau Dr. Sietmann und ihre Mitarbeiter im
Laboratorium fiir Elektronenmikroskopie der Fachrichtung fiir Biologie der Ernst-Moritz-Arndt-

Universitit Greifswald.
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2.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Aufbereitung der Hornhaut fiir die Elektronenmikroskopie

Nach der Gewinnung der posterioren Lamelle mittels Mikrokeratom erfolgte die weitere Priparation
der Hornhdute im Laboratorium fiir Elektronenmikroskopie der Fachrichtung fiir Biologie der Ernst-
Moritz-Arndt-Universitit  Greifswald. Folgende Schritte sind zur Préparation flir die

rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen notwendig:

Die Proben wurden im Fixativ (3 % Glutaraldehyd, 0,1 M Hepes, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 25 mM
NaNj) fiir 2 h bei Raumtemperatur und bis zur weiteren Behandlung bei + 4 °C gelagert. Nach dem
Uberfiihren der Proben in Waschpuffer (WP; 0,1 M Cacodylatpuffer [pH 7,4], 1 mM CaCl,, 25 mM
NaN3) fiir 4 x 15 min erfolgte eine Behandlung mit 2 % Tannin fiir 1 h. AnschlieBend wurden die
Proben erneut 4 x 15 min mit WP gewaschen, vor der Behandlung mit 2 % Osmiumtetroxid iiber die
Dauer von 2 h. Dieser Vorgang wurde wiederholt. Dem erneuten Waschen mit 0,9%iger NaCl-Losung
(fiir 2 x 10 min und 2 x 15 min) folgte die Behandlung der Proben mit 2 % Uranylacetat fiir 1 h. Dann
wurden die Proben in einer aufsteigenden Reihe Aceton (20 %, 40 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 %,
100 %) entwissert. SchlieBlich wurde den Proben auf dem Wege der Kritischen-Punkt-Trocknung das
Restwasser entzogen. Anschliefend wurden die Proben auf Aluminiumhalter aufgebracht, mit Gold
besputtert und mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskopes (REM) Modell DSM 940A bzw. EVO
LS10 (Fa Zeiss, Oberkochen, Abbildung 4) betrachtet. Eine Ubersichtsaufnahme mit 10facher
VergroBerung sowie drei Aufnahmen der Schnittflichen (mit jeweils 50-, 100-, und 200facher
VergroBerung) wurden aufgenommen und mit Hilfe eines semiquantitativen Score-Systems
ausgewertet. Die einzelnen Schritte der Priparation sind in Abbildung 5 zusammengefasst und die

angewendeten Chemikalien in Anlage 2 aufgelistet.

Abb. 4: Links: Rasterelektronenmikroskop DSM-940A (Fa Zeiss); Rechts:
Steuereinheit.
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Durchfiihrung der lamelldren Keratotomien mit den verschiedenen Geréten
g

Aufbewahrung der Proben in Fixierlosung
g
Praparation der Proben fiir die REM-Untersuchungen

Lagerung der Proben in 1 ml WP, anschliefend 4 x Waschen mit 1 ml WP fiir je 15 min
(zwischenzeitlich Schiitteln)
4
Austauschen von WP mit 1 ml 2%ige Tannin-Losung
(Lagerung fiir 60 min abgedunkelt bei Raumtemperatur)
4
Waschen 4 x mit 1 ml WP fiir je 15 min (zwischenzeitlich Schiitteln)
4
Austauschen von WP durch 1 ml 2%ige OsO4-Losung
(Lagerung fiir 120 min abgedunkelt bei Raumtemperatur)
4
Waschen der Proben mit 1 ml 0,9 % NaCL-Ldsung
(fiir 2 x 10 min und 2 X 15 min)
g
Umlagerung der Priparate in 1 ml 2 % Uranylacetat
(Lagerung fiir 60 min abgedunkelt bei Raumtemperatur)
4
Waschen mit Aqua bidest 2 x 5 min
4
Entwisserung mit Ethanol in aufsteigender Konzentration
(je 1 ml im geschlossenen Probengefil3)
g
15 min in 20%igem Ethanol
15 min in 40%igem Ethanol
15 min in 60%igem Ethanol
Lagerung der Proben iiber Nacht in 70%igem Ethanol
15 min in 80%igem Ethanol
15 min in 90%igem Ethanol
15 min in 96%igem Ethanol
3 x fiir 15 min in 100%igem Ethanol
4
Umlagerung der Proben in Amylacetat
im Verhéltnis Ethanol : Amylacetat=2: 1 und 1 : 2 fiir je 15 min
anschliefend 3 x fiir 15 min in 100%igem Amylacetat
4
Durchfiihrung der Kritischen-Punkt-Trocknung (12 Vorginge)
4
Aufblocken der Proben auf Aluminiumobjekttrager
4
Sputtern mit Gold unter Rotation 8 min lang
4
Durchfiihrung der Rasterelektronenmikroskopie
(50fache, 100fache und 200fache VergroBerung)
4
Auswertung der Schnittflichen mittels eines semiquantitativen Score-Systems

Abb. 5: Schematische Darstellung des Priparationsablaufes.
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2.3 Vorstellung der verwendeten Schneidgerite

2.3.1 SL Mikrokeratom der Gebauer Medizintechnik GmbH (Neuhausen)

Das Gebauer SL Mikrokeratom der Medizintechnik GmbH (Abbildung 6) ist ein linear und
automatisch gefiihrtes System, das aus drei Teilen besteht: Einem sterilen Single-Use-Kopf mit bereits
eingeschobener DSAEK-Klinge sowie der Vorderkammerbank. Dieses System wird vor dem Eingriff
zusammengesetzt und erlaubt durch den einfachen ,,Click-and-Go* Mechanismus eine sichere, stabile
und einhindige Handhabung. Wéhrend des Schnittes bleibt das Gebauer SL. Mikrokeratom-Handstiick
an der Vorderkammerbank fixiert. Arbeitsbewegung und Vorschub erfolgen durch getrennte Antriebe,
was eine optimale Schnittqualitit gewihrleistet. Ein Motor bewegt nur den Schneidkopf wihrend des
Eingriffs, wobei das Handstilick stabil und fixiert bleibt. Durch den FuBlschalter und durch fest
eingestellte Parameter wird eine Bedienung ohne zusétzlichen Einsatz der Hinde ermdglicht. Dieses
Mikrokeratom schneidet mit einer Oszillationsfrequenz von 10.000 rpm (rounds per minute) bei einer
Vorschubgeschwindigkeit von 1,5 mm/sec. Nach Aufbau des Vakuums erfolgt der Schneidvorgang
einschliellich Vorschub und Riickzug der Klinge vollstindig automatisch. Das System erlaubt durch
verschiedene RinggréBen (19 mm oder 20 mm) eine individuelle Anpassung an den Patienten. Die
Flap-Dicke ist in mehreren Stufen von je 50 um zwischen 250 pm und 450 pm wihlbar. Das
Mikrokeratom "Gebauer SL" ist auch fiir die LASIK und die EPI-LASIK einsetzbar. Fiir die LASIK
stehen Single-Use-Schneideinheiten von 95 pum und 130 um zur Verfiigung. Dieses System
gewihrleistet eine sichere Entfernung des Epithels mit den Single-Use-Epi-Separatoren-Sets, da es

stets selbststindig die Delamination kontrolliert.

Abb. 6: Gebauer SL — Mikrokeratom (Firmenfoto).
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2.3.2 Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom (Biel/Schweiz)

Das Mikrokeratom Amadeus Il ZiemerS vertrieben {iber die Firma T.MED (Abbildung 7) ist
ebenfalls ein linear und automatisch gefiihrtes System mit weniger einwirkenden Scherkréften als bei
einem System mit Torsionsbewegungen. Folgende Bestandteile gehoren zum Gerdt, wenn eine
lamelldre Keratoplastik mit dem Amadeus II erfolgt: Motoreinheit, kiinstliche Vorderkammer,
Klingenhalter, Barraquer Tonometer 65 mmHg, Drei-Wege-Absperrhahn sowie Einlagen mit
Entfernwerkzeug. Das Amadeus System ermdglicht, Lamellen variabler Dicke und verschiedener
Durchmesser zu schneiden. Des Weiteren ist fiir die lamelldre Keratoplastik mit dem Amadeus II MK
eine kiinstliche Vorderkammer mit einer entsprechenden Saugeinheit erforderlich. Die
Lamellendurchmesser kénnen durch die Auswahl der verfiigbaren Saugeinheiten bestimmt werden,
die Lamellendicke wird durch die Auswahl des Klingenhalters definiert. Es sind Klingenhalter mit
folgender nominaler Schnittdicke erhéltlich: 200, 250, 300, 350, 400 und 450 um. Die
Saugvorrichtungen stehen mit den vorgegebenen Lamellendurchmessern von 8,5, 9,0, 9,5 und 10,0
mm zur Verfiigung. Jede Kombination von Durchmesser und Dicke ist moglich, deshalb kann auch
hier der Operateur eine Anpassung an die individuellen anatomischen Begebenheiten vornehmen. Fiir
dieses Mikrokeratom kann eine Klingen-Oszillationsfrequenz von 4.000 bis 20.000 rpm gewéhlt
werden. Empfohlen werden 11.000 rpm. Bei einer moglichen Klingen Vorschubgeschwindigkeit von
1,5 bis 4,0 mm/s haben sich 1,5 mm/s bewéhrt. Wahrend des Schneidevorgangs mit dem Aamadeus II
sind beide Hénde des Operateurs frei. Die Vorschub- und Riickbewegung sind automatisch und somit
konstant. Die vollautomatische Schneidevorrichtung ermoglicht eine vom Operateur unabhingige,

definierte und reproduzierbare Schnittqualitit.

Abb. 7: Amadeus Il ZiemerS Mikrokeratom (Firmenfoto).
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2.3.3 Moria CBm Mikrokeratom der Firma Moria S. A. (Antony/Frankreich)

Das Moria CBm-Mikrokeratom (Abbildung 8) ist ein manuell gefiihrtes System bei dem der
Vorschub durch den Anwender selbst bestimmt wird. Fiir dieses Gerét stehen austauschbare Kopfe zur
Verfligung, die es ermdglichen, Lamellen unterschiedlicher Dicke zu schneiden, verschiedene
Saugringe, welche variable Durchmesser einstellen konnen sowie eine kiinstliche Vorderkammer fiir
die Gewinnung des lamelldren Transplantates vom Spendergewebe. Die kiinstliche Vorderkammer
besteht aus einer Basis mit einem zentralen Kolben, der durch Drehen eines Randelringes angehoben
oder gesenkt werden kann, einer duBleren Verschlussvorrichtung zur Fixierung der Spenderhornhaut
sowie einer Schwalbenschwanzfiihrung fiir das Mikrokeratom. Eine Infusion ist mit der Basis {iber ein
Schloss verbunden, so dass Fliissigkeit iiber einen Kanal durch den zentralen Kolben in die kiinstliche
Vorderkammer gelangt, liber der die Hornhaut fixiert ist. Es sind auch eine andere
Verschlussvorrichtung und Schwalbenschwanzfiihrung fiir das CBm-Mikrokeratom verfiigbar, welche
im Handstiick integriert sind. Dieses Einzelstiick ist nicht verstellbar, erlaubt aber groere
Durchmesser zu schneiden. Sowohl rotierende als auch lineare Modelle sind fiir den Gebrauch fiir
dieses Mikrokeratom verfligbar, wobei beide Modelle gleich gut funktionieren [58]. Bei unseren
Versuchen kam ein Schneidkopf mit rotierender Vorschubbewegung zur Anwendung. Insgesamt gibt
es vier verschiedene Saugringe zur Auswahl. Je steiler die Hornhaut, desto hoher sollte die Nummer
des Saugringes gewéhlt werden. Es stehen austauschbare Schneidkdpfe mit Schnitttiefen von 130,
160, 250, 300 und 350 pm zur Verfiigung. Es kann auch noch ein 400 pm Schneidkopf jedoch nur fiir
das Spendergewebe ecingesetzt werden. Ein Minimum von drei Kopfen sollte fiir den Gebrauch
verfiigbar sein, um oberflachliche (130-160 pm), mittlere stromale (200-250 um) und tiefe (300-350
pm) Schnitte durchfiihren zu konnen [58].
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Abb. 8: Moria CBm Mikrokeratom (links) mit Trepanationsvorrichtung (rechts) (Firmenfotos).
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2.3.4 TissueSurgeon Lasermikrotom der Firma ROWIAK GmbH (Hannover)

Um einen Vergleich von Femtosekundenlasern mit den eingesetzten Mikrokeratomen anstellen zu
konnen, wurde der TissueSurgeon Femtosekundenlaser der Firma ROWIAK GmbH angewendet. Fiir
die Laserschnitte wurden frisch enukleierte Schweinebulbi vom Schlachthof bereitgestellt. Diese
wurden ca. eine Stunde nach Entnahme von noch anhéngender Adnexe und Gewebe gesdubert und
anschliefend in NaCl-Losung gelagert (vgl. Abschnitt 2.1). Die Experimente wurden ca. fiinf Stunden
nach Entnahme durch Herrn Dr. F. Will unter Anleitung von Herrn Dr. L. Blomberg in der
Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt. Es wurde am intakten Bulbus geschnitten, die
Kornea wurde erst spéter heraus trepaniert. Mit dem TissueSurgeon Femtosekundenlaser wurden acht
Priparate gewonnen, die anschlieend auch zur rasterelektronenmikroskopischen Aufbereitung in das
Labor der Ernst-Moritz-Arndt-Universitdt Greifswald verschickt wurden. Fiir jede der acht
Hornhautlamellen wurden eine Ubersichtsaufnahme sowie eine Aufnahme der Schnittfliche
angefertigt. Bei allen Schnitten wurden eine Schnitttiefe von 500 um, ein Pulsiiberlapp von 75 % und
ein Linieniiberlapp von 30 % sowie ein Brechungsindex von 1,3 angewendet. In Tabelle 2 ist eine
Ubersicht der eingesetzten Pulsenergie und Schnitttiefe der Hornhaut mit dem TissueSurgeon

Lasermikrotom fiir die einzelnen Préparate aufgefiihrt.

Tab. 2: Ubersicht der einzelnen Geriteparameter fiir die Schnitte mit dem TissueSurgeon FSL

Priparate Porcine Kornea Objekttrager
Schnitt (n = 8) Pulsenergie in nJ Schnitttiefe in um
1 100 480
2 90 500
3 90 540
4 110 500
5 110 460
6 100 470
7 80 480
8 100 470
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Laserbeschreibung

Hauptbestandteil des TissueSurgeon Lasermikrotoms der Firma ROWIAK ist der Femtosekundenlaser
(vgl. Abbildung 9). Um einen Schnitt ausfiihren zu konnen, wird der Laserstrahl durch ein Objektiv
mit hoher numerischer Apertur in das Gewebe fokussiert. Aufgrund der sehr hohen Photonendichte im
Laserfokus werden nicht lineare optische Prozesse induziert, die letztendlich zur Ablation fiihren.
Diese Wirkung aber wird nur auf das sehr kleine fokale Volumen beschriankt und erméglicht auf diese
Art Schnitte mit Mikrometergenauigkeit. Beim Schneidvorgang werden der Laserstrahl und das
Muster simultan bewegt. Je nachdem wie das Material verarbeitet wird, sind Scheibendicken von 7 bis
100 pm moglich. An transparentem Gewebe wie der Kornea kénnen 500 pm dicke Lamellen
geschnitten werden. Im TissueSurgeon FSL wird ein Laser t-Pulse 500 der Firma Amplitude-
Systems, Frankreich (siche Abbildung 10) angewendet. In unseren Untersuchungen wurde dieses
Gerit fiir die Priparation der Kornea optimiert und der t-Pulse 200 Laser verwendet. Der t-Pulse Laser
ist ein Femtosekundenlaseroszillator. Der Gebrauch eines Oszillators mit hoher Pulsfolgefrequenz (10
MHz) erlaubt die Verwendung sehr geringer Pulsenergien. Dadurch werden thermische und andere
Nebeneffekte minimiert. Im Vergleich dazu arbeiten refraktiv-chirurgische Laser meistens mit einem
Verstirkersystem geringer Pulsfolgefrequenz. Die dadurch notwendigen hoheren Pulsenergien fiihren

zu deutlich stirkeren Nebeneffekten als bei Verwendung eines Oszillators.

Abb. 9: TissueSurgeon Laser- Abb. 10: t-Pulse 500 Amplitude- Systems (Firmenfoto).
mikrotom der ROWIAK
GmbH (Firmenfoto).
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2.3.5 VisuMax™ Femtosekundenlaser der Firma Carl Zeiss Meditec AG (Jena)

In den vorliegenden Untersuchungen wurden zusitzlich acht weitere humane Pridparate mit dem
VisuMax™ FSL der Firma Carl Zeiss Meditec AG am HELIOS Klinikum in Erfurt angefertigt.
Sowohl ein Flap als auch ein Lentikel aus einem intrastromalen Hornhautgewebe wurden simultan
geschnitten. Es wurde bei allen Praparaten eine Energie von 180 nJ und eine Spotsize von 3 x 3 um
angewendet. In der Tabelle 3 sind die acht Priiparate mit einer Ubersicht der Hornhautdicke und RST
(residual stromal thickness) in um aufgefiihrt. Die Hornhdute wurden nach dem Verfahren der
Femtosekunden-Lentikel-Extraktion (FLEx) geschnitten, welches sich von den bislang bekannten
refraktiven Verfahren besonders von der so genannten "Femto-LASIK" unterscheidet, bei der ein
Excimerlaser den refraktiven Schritt ausiibt [59-61]. AnschlieBend wurden die Préparate zur
rasterelektronenmikroskopischen Aufbereitung in das Labor der Ernst-Moritz-Arndt-Universitit

Greifswald verschickt.

Tab. 3: Ubersicht der Hornhautdicke und RST mit dem VisuMax-4 FSL

Schnittn =38 Hornhaut-Dicke in um RST in pm
1 562 341
2 562 301
3 515 311
4 518 308
5 567 360
6 566 362
7 515 310
8 521 319
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Der VisuMax™ Femtosekundenlaser arbeitet mit einer Laserpulsfrequenz von 200 kHz. Er enthilt ein
Operationsmikroskop fiir alle Behandlungsphasen sowie einen Adapter zum Priparieren der Hornhaut
(Abbildung 11). Des Weiteren kommt ein spezielles Kontaktglas (Treatment Pack KP) zum Einsatz,
welches zu den meisten kiinstlichen Vorderkammern kompatibel ist (Abbildung 12). Ein geringer
Spotabstand ermoglicht eine kalkulierbare Schnittqualitit. Aufgrund der schnellen und exakten
Schnittfiihrung, die durch die geringe Laserimpulsenergie und hohe Pulsfrequenz gewéhrleistet wird,
kénnen genau definierte Hornhautlamellen in gewiinschter Tiefe angefertigt werden. Uber die
VisuMax™ Software erfolgt automatisch die Patientenpositionierung zwischen OP-Mikroskop und
Behandlungsposition. Verschiedene KontaktglasgroBen ermoglichen die Anpassung an die
individuelle Augengrofe. Der Kontakt und die Fixierung am Patientenauge erfolgen ausschlieBlich
korneal. Die Ansaugung erfolgt automatisch, wird wihrend des Eingriffes stindig tiberwacht und

dauert kaum lénger als der eigentliche Laserschnitt.

Abb. 11: VisuMax™ Femtosekundenlaser der Abb. 12: Kontaktglas (Typ KP) zum
Carl Zeiss Meditec AG (Firmenfoto). Préparieren der Spender-Hornhaut
(Firmenfoto).
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2.4 Score-System zur Bewertung der Schnittflichen in den REM-Aufnahmen

Von allen Priparaten wurden Ubersichtsaufnahmen mit einer 10fachen VergroBerung sowie
Aufnahmen der Schnittflichen mit einer 50-, 100- und 200fachen Vergroferung angefertigt. Die
Schnittflichen der rasterelektronenmikroskopischen Bilder von humanen und porcinen Hornhduten
wurden mittels eines semiquantitativen Score-Systems bewertet, das durch mehrere Studien zum
Vergleich von Schnittflichen etabliert ist [62-64]. Dadurch wird die Mdglichkeit gegeben, die
einzelnen Bewertungen zu quantifizieren und so miteinander zu vergleichen. Die
Ubersichtsaufnahmen der Schnittflichen wurden bei einer 10fachen VergroBerung und die
Homogenitét der Schnittflachen, der Anteil und die Lokalisation der Unebenheiten der Schnittflichen
an Bildern bei 50facher VergroBerung beurteilt. Anhand dieser Vergroflerungen und bestimmter
Kriterien konnte die Homogenitét der Oberfliche sowie dessen Auspragung und Lokalisation bewertet
werden. Auf Grundlage dieser Werte waren eine semiquantitative Einschitzung der Schnittflichen und
ein Vergleich der eingesetzten Mikrokeratome und Femtosekundenlaser moglich. Fiir jedes Préparat
kann der hochste Wert mit 11 Punkten vergeben werden, was fiir eine absolut homogene Schnittfliche
spricht. Die einzelnen Kriterien zur Bewertung der Schnittflichen mit Auspragungsgrad und Score-

Punktzahl sind in der Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tab. 4: Kriterien der Schnittflichenbewertung (Score) nach Giessmann [63, 64]

Nr. Kriterium Ausprigung Score

A Oberflachenrelief keine Unebenheiten

(10fache VergroBerung) Unebenheiten vorhanden 1

B Homogenitét der Schnittfliche nahezu vollstindig 3

(50fache VergroBerung) teilweise homogen 2

vollig irregulér 1

C Anteil der Unebenheiten <10 % der Schnittflache 3

(50fache Vergrofierung) 10 % - 20 % der Schnittflache 2

>25 % der Schnittfliche 1

D Lokalisation der Unebenheiten keine Unebenheiten vorhanden 3

(50fache VergrofBerung) Unebenheiten nur peripher 2

Unebenheiten peripher und zentral 1
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Die Summe der Mittelwerte der Kriterien B, C und D ergibt den Regularititsindex, der die
Homogenitit bzw. RegelméaBigkeit der Oberfliche der Schnittflichen beschreibt und zusammenfasst.
Der Gesamtscore ergibt sich aus der Summe der Mittelwerte der Ergebnisse. In Abbildung 13 sind
Beispielbilder fiir eine regelmiBige Oberfliche und eine unregelméfBige Schnittfliche zum Vergleich

in 50facher VergroBerung gegeniibergestellt.

Abb. 13: Bewertung der Bilder aufgenommen bei etwa 50facher VergroBerung. Links: Schnittfliche
ohne Unebenheiten; rechts: Schnittfliche mit Unebenheiten.
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2.5 Statistische Methoden

Um die Ergebnisse der Untersuchungen auswerten zu konnen, wurde trotz des geringen
Stichprobenumfanges eine statistische Analyse der erzielten Daten durchgefiihrt. Die statistische
Aufbereitung der Resultate erfolgte durch die Mitarbeiter der medistat GmbH (Medizinische Statistik,
Kiel). Zundchst wurden die einzelnen Ergebnisse in Excel-Tabellen erfasst. AnschlieBend wurde aus
der ermittelten Punktzahl fiir jedes Kriterium und aus dem Regularititskriterium (Summe der Kriterien
B, C, D) je Schnitt, getrennt nach humanen und porcinen Hornhéuten, der Mittelwert, Median und die
entsprechende Standardabweichung (SD), berechnet. Die Ergebnisse wurden dann deskriptiv in Form
von Boxplots (vgl. Abbildung 14) graphisch dargestellt. Zusétzlich wurden Tests auf
Normalverteilung (Saphiro-Wilk-Test mit Berechnung der Signifikanzen), der Mann-Whitney-Test
und der Kruskal-Wallis-Test eingesetzt (vgl. Anlage Nr. 11 bis Nr. 15) [65]. Alle Schneidgerite
wurden miteinander verglichen. Hierbei wurde ein Posthoc-Paarvergleich durchgefiihrt. Die einzelnen
Daten sind in Form von Tabellen zusammengefasst und in den Anlagen wiederzufinden (Nr. 16 bis
Nr. 27). Die Gegeniiberstellungen der p-Werte im Paarvergleich fiir die Punktzahl und das
Regularitétskriterium je Schnitt wurden tabellarisch in der Anlage (Nr. 28) aufgelistet.

26



3 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Bewertung aller mit den getesteten Schneidgeriten erzielten
Schnittflichen an humanen und porcinen Schnittbildern beschrieben und anhand von Beispielen fiir
den erreichten hochsten und niedrigsten Score-Wert in der jeweiligen Schnittserie dargestellt. Die

Praparate wurden nach den in Tabelle 4 aufgefiihrten Kriterien bewertet (vgl. Anlage Nr. 3- 10).

3.1 Untersuchungen an Schweinehornhiuten

In dieser Versuchsreihe wurden mit dem Gebauer SL Mikrokeratom, dem Amadeus II ZiemerS
Mikrokeratom, dem Moria CBm Mikrokeratom und dem TissueSurgeon Femtosekundenlaser jeweils
acht porcine Hornhdute geschnitten und die Lamellen hinsichtlich der Schnittflichen
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. In Tabelle 5 sind die Score-Ergebnisse der einzelnen

Kriterien (Mittelwerte) der Schnittflichen porciner Hornhiute zusammengefasst.

Tab. 5: Schnittflichenbewertung der porcinen Hornhédute (Mittelwerte der einzelnen Kriterien nach
dem Score-System)

A B C D
Instrument Relief Oberflichen- UnregelmiiBligkeiten | Regularititsindex
beschaffenheit Anteil (Mittelwert B-D)
Lokalisation
Gebauer SL MK 1,125 1,5 1,5 1,375 4,375
Amadeus II ZiemerS 1 1,25 1,25 1 3,5
MK
Moria CBm MK 1 1 1 1 3,0
TissueSurgeon 1,25 2,0 1,75 1 4,75
FSL
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Das Gebauer SL Mikrokeratom erreichte mit 44 Punkten 50 % von maximal moglichen 88 Punkten
der Gesamtbewertung. In der Serie der porcinen Hornhéute fallt auf, dass fast alle moglichen Kriterien
der Schnittflichenbewertungen vorkommen. Daraus resultiert ein Regularititsindex von 4,375. Das
Kriterium B (Homogenitdt) und Kriterium C (Anteil der Unebenheiten) wurde mit einem
Durchschnittswert von 1,5 Punkten bewertet, wobei der Anteil an Unebenheiten deutlich schwankt
und sowohl peripher als auch zentral vorkommt (Kriterium D). In einem der acht Schnitte (Préparat
Nr. 6) wurde die maximal mogliche Einzelbewertung erreicht (vgl. Tabelle 8 und Anlage Nr. 4).
Typische Beispielbilder fiir die jeweils hochste und niedrigste Bewertung sind in der Abbildung 15 zu

sehen.

Abb. 15: Typische Befunde der Schnittflichen porciner Hornhdute fiir das Gebauer SL
Mikrokeratom (REM-Aufnahmen 50fache VergroBerung). Rechts Score = 4; links Score = 10.

Das Moria CBm Mikrokeratom erzielte bei den Schnittflichen porciner Hornhdute mit 32 Punkten
36 % der moglichen Gesamtpunktzahl. Dabei weisen alle Schnitte eine ausgeprigte unregelmaflige
und raue Schnittoberfliche auf. Es ergibt sich ein Regularititsindex von 3. Das Kriterium B
(Homogenitét) und Kriterium C (Anteil der Unebenheiten) wurde mit einem Durchschnittswert von
einem Punkt bewertet, wobei der Anteil der Unebenheiten sowohl peripher als auch zentral vorkommt
(Kriterium D) und in ausgeprégter Form vorliegt (vgl. Tabelle 8 und Anlage Nr. 6). Die Abbildung 16
stellt Beispiele fiir die typischen Schnittbefunde aller Hornhaute dieser Serie dar.
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Abb. 16: Typische Bilder der Schnittflichen porciner Hornhédute fiir das Moria CBm-
Mikrokeratom (REM-Aufnahmen 50fache Vergroferung). Rechts Score = 4; links Score = 4.

Das Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom erzielte in dieser Serie mit 36 Einzelpunkten 41 % von
moglichen 88 Punkten. Der Regularititsindex betrdgt in dieser Schnittserie 3,375. Das Kriterium B
(Homogenitdt) wurde mit einem Durchschnittswert von 1,25 und das Kriterium C (Anteil der
Unebenheiten) mit 1,125 bewertet. Nur in 2 Schnitten liegen teilweise homogene Flachen vor, wobei
der Anteil an Unebenheiten in allen Praparaten sowohl zentral als auch peripher auftritt (Kriterium D,
vgl. Tabelle 8 und Anlage Nr. 8). Auffallend ist, dass die Schnitte dieser Serie neben einer flachen
rauen Oberflichenbeschaffenheit auch in nahezu allen Pridparaten kreisrunde Prominenzen mit

unterschiedlichen Durchmessern aufweisen. Beispielbilder hierfiir sind in Abbildung 17 dargestellt.

Abb. 17: Typische Befunde der Schnittflichen porciner Hornhdute fiir das Amadeus Il ZiemerS
Mikrokeratom mit kreisrunden Prominenzen unterschiedlicher Durchmesser (REM-Aufnahmen
50fache VergroBerung). Rechts Score = 4; links Score = 6.
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Das TissueSurgeon Lasermikrotom erreichte insgesamt 48 Punkte, was bei einer Maximalpunktzahl
von 88 Punkten 55 % entspricht. In dieser Serie liegt ein Regularititsindex von 4,75 vor. Das
Kriterium B (Homogenitét) weist einen Durchschnittswert von 2,0 auf. Das Kriterium C (Anteil der
Unebenheiten) entspricht einem Durchschnittswert von 1,75 und wird hier ebenfalls sowohl zentral als
auch peripher beobachtet (vgl. Tabelle 8 und Anlage Nr. 10). Insgesamt ist in nahezu allen Préparaten
eine flache relativ inhomogene unebene Oberflachenstruktur sichtbar. Zusétzlich weisen 3 Schnitte
auch feine, parallelverlaufende Linien auf. In Abbildung 18 sind typische Befunde dieser Serie

erkennbar.

Abb. 18: Typische Befunde der Schnittflichen porciner Hornhdute des TissueSurgeon
Lasermikrotoms mit feinen parallelverlaufenden Linien (REM-Aufnahmen 50fache
VergroBerung). Links Score = 7, rechts Score = 5.
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3.2 Untersuchungen an humanen Hornhéuten

In der zweiten Serie wurden mit dem Gebauer SL MK, dem Amadeus II ZiemerS MK, dem Moria
CBm MK und dem VisuMax™" Femtosekundenlaser jeweils acht humane Hornhiute geschnitten und
die jeweiligen Hornhautlamellen ebenfalls hinsichtlich der Schnittflachen
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. In Tabelle 6 sind die Score-Bewertungen fiir die einzelnen

Kriterien (Mittelwerte) der Schnittflichen humaner Hornhéute aufgelistet.

Tab. 6: Schnittflichenbewertung der humanen Hornhéute (Mittelwerte der einzelnen Kriterien nach
dem Score-System)

A B C D
Instrument Relief | Oberflichen- Unregelmiiligkeiten Regularititsindex
beschaffenheit | Anteil Lokalisation | (Mittelwert B-D)
Gebauer SL MK 1 1 1 1 3
Amadeus II ZiemerS 1 1,125 1,125 1,0 3,25
MK
Moria CBm MK 1 1,25 1,25 1,125 3,625
VisuMax™™ FSL 1 1 1 1 3
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Fiir die Schnitte humaner Hornhdute wurden mit dem Gebauer SL Mikrokeratom 32 Punkte und
damit 36 % von mdoglichen 88 Punkten vergeben. Alle Priaparate weisen eine deutlich unebene und
raue Oberflachenbeschaffenheit mit zentralen und peripheren Unebenheiten (Kriterium D) auf. Es liegt
ein Regularitdtsindex von 3 vor. Das Kriterium B (Homogenitit) und Kriterium C (Anteil der
Unebenheiten) wurde jeweils mit einem Durchschnittswert von einem Punkt bewertet (vgl. Tabelle 8
und Anlage Nr. 3). Die Abbildung 19 stellt Beispielbilder iiber die typischen Schnittbefunde dieser

Serie dar.

Abb. 19: Beispielbilder fiir die Schnittflichen an humanen Hornhéuten der Schnittserie des
Gebauer SL Mikrokeratoms (REM-Aufnahmen 50fache Vergréflerung). Links Score = 4; rechts
mit angrenzendem Schnittrand, Score = 4.

Das Moria CBm Mikrokeratom erzielte bei den humanen Prédparaten 42 % der moglichen
Maximalpunktzahl von 88 Punkten. Nur in einem Schnitt (Prdparat Nr. 4) liegen maximale
Einzelbewertungen vor. In allen anderen Schnitten weist die Oberflache unregelmifige, an Zotten
erinnernde Erhabenheiten auf, die Kriterium D entsprechen und in allen Quadranten erkennbar sind

(vgl. Tabelle 8 und Anlage Nr. 5). Beispielbilder dafiir sind in Abbildung 20 zu sehen.
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Abb. 20: Typische Befunde der Schnittflichen humaner Hornhéute der Schnittserie des Moria
CBm-Mikrokeratoms (REM-Aufnahmen 50fache Vergroferung). Rechts Score = 4; links Score
=0.

Das Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom erreichte bei der Beurteilung der Schnittflichen der
humanen Hornhdute 34 von 88 Punkten und erzielt so 39 % der Maximalpunktzahl. Auch hier wurde
nahezu in allen Préparaten aufler bei Schnitt 7 eine raue und unebene Fliche beobachtet. Die Kriterien
B (Homogenitét) und C (Anteil der Unebenheiten) wurden jeweils mit einem Durchschnittswert von
1,125 bewertet (vgl. Tabelle 8 und Anlage Nr. 7). Typische Bilder sind in der Abbildung 21 zu

finden.

Abb. 21: Typische Befunde der Schnittflichen humaner Hornhéute der Gruppe des Amadeus 11
ZiemerS Mikrokeratoms (REM-Aufnahmen 50fache VergroBerung). Rechts Score = 4; links
Score = 6.
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Der VisuMax™ Femtosekundenlaser der Firma Zeiss erzielte bei der Auswertung der humanen
Hornhéute mit 32 Punkten 36 % der moglichen Maximalpunktzahl von 88 Punkten. Die Priparate sind
durch eine z.T. vollig irreguldre und raue Oberflachenbeschaffenheit gekennzeichnet. Jedes Kriterium
(A-D) ergibt den Durchschnittswert von nur einem Punkt (vgl. Tabelle 8 und Anlage Nr. 9).
AuBerdem sind in allen Priaparaten ungeordnete, linienférmige Einkerbungen zu erkennen, die in allen

4 Quadranten auftreten. Abbildung 22 zeigt Beispielbilder iiber die Schnittbefunde dieser Serie.

Abb. 22: Typische Befunde der Schnittflichen humaner Hornhdute mit ungeordneten
linienformigen Einkerbungen des VisuMax™ Femtosekundenlasers, Score = 4 (REM-Aufnahmen
links 50fache und rechts 500fache VergroBerung).
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3.3 Vergleich der verschiedenen Schneidsysteme

In dieser Versuchsreihe wurden drei verschiedene Mikrokeratome und 2 Femtosekundenlaser getestet.
Es wurden mit den Mikrokeratomen sowohl porcine als auch humane Hornhdute geschnitten. In der
Schnittserie der porcinen Hornhdute wurden mit dem Gebauer SL Mikrokeratom, Amadeus II
ZiemerS Mikrokeratom, Moria CBm Mikrokeratom und TissueSurgeon Femtosekundenlaser jeweils
acht Préparate gewonnen. In der Schnittserie der humanen Hornhdute wurden ebenfalls mit dem
Gebauer SL Mikrokeratom, Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom, Moria CBm Mikrokeratom und
VisuMax™ Femtosekundenlaser jeweils acht Hornhiute bearbeitet. Um die Ergebnisse fiir die
vorhandenen Gewebe {ibersichtlich vergleichen zu konnen, wurden die Mittelwerte der einzelnen
Kriterien der verschiedenen Schnittserien nach dem Score-System in den Tabellen 5 und 6

zusammengefasst (sieche Seite 27 und 31).

Schnittserie der porcinen Hornhéute mit allen eingesetzten Schneidgeriten

Beim Vergleich der Femtosekundenlaser erzielte der TissueSurgeon FSL mit 55 % von mdglichen 88
Punkten den hochsten Score-Wert unter den Schneidgerédten. Das Gebauer SL Mikrokeratom erzielte
bei den porcinen Hornhéduten 50 % von der Maximalpunktzahl und damit den hochsten Score-Wert
unter den getesteten Mikrokeratomen. Das Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom erreichte in der Serie
der porcinen Hornhdute 41 % des maximalen Score-Wertes und somit den dritthochsten unter den
getesteten Mikrokeratomen. In der Serie der porcinen Hornhdute erzielte das Moria CBm

Mikrokeratom nur 36 % und damit den niedrigsten Score-Wert.

Schnittserie der humanen Hornhiiute mit allen eingesetzten Schneidgeriiten

Mit 42 % erlangte das Moria CBm Mikrokeratom bei den humanen Hornhduten den zweithdchsten
Score-Wert unter den untersuchten Mikrokeratomen und wies im Vergleich zu den porcinen
Priparaten eine homogenere Schnittflichenbeschaffenheit auf. In der Schnittserie der humanen
Hornhdute erreichte das Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom 39 % von der mdglichen
Maximalpunktzahl (vierthochster Score-Wert). Bei den humanen Préparaten erreichte das Gebauer SL
Mikrokeratom allerdings nur 36 % der moglichen Maximalpunktzahl (niedrigster Score-Wert). Der
VisuMax™ Femtosekundenlaser jedoch erlangte beim Vergleich der Schnitte an humanem Gewebe
ebenfalls wie das Gebauer SL Mikrokeratom nur 36 % von mdglichen 88 Punkten und damit den
niedrigsten Score-Wert.

Die statistische Auswertung ergab bei den Femtosekundenlasern signifikante Unterschiede
hinsichtlich Punktzahl und Regularititskriterium (je Schnitt) zwischen den humanen und porcinen
Priparaten (Mann-Whitney-U-Test, jeweils p < 0,001). Bei den Mikrokeratomen unterscheiden sich

jedoch die humanen und porcinen Priparate nicht signifikant hinsichtlich Punktzahl und
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Regularitétskriterium (vgl. Anlage Nr. 13). In Abbildung 14 sind die Ergebnisse aller Schneidgeréte
auf Schnittebene in Form von Boxplots graphisch dargestellt. Dabei ist an den Schnitten porciner
Hornhdute zu erkennen, dass das Gebauer SL. Mikrokeratom sowohl bei der Punktzahl und dem
Regularitétskriterium je Einzelschnitt die grofite Spannbreite aufweist, hingegen das Moria CBm

Mikrokeratom am besten reproduzierbar ist.
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Abb. 14: Boxplots fiir Punktzahl (rechts) und Regularititskriterium (links) der Schnittflichen humaner
und porciner Hornhéute je Schnitt.
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Die Schnitte mit den mechanischen Mikrokeratomen wurden unter Einsatz der in Tabelle 7
aufgefiihrten Parameter durchgefiihrt. Aus Oszillationsfrequenz und Vorschub wurde der Oszillations-
Vorschub-Quotient gebildet, um den Weg je Oszillation ableiten zu kdnnen. Je groBer der Quotient ist,
umso kiirzer ist die zuriickgelegte Strecke und dadurch erfolgen mehr Schneidbewegungen. Der
Vorschub beim Moria CBm Mikrokeratom wird durch den Anwender selbst bestimmt, da es sich hier
um ein manuell gefiihrtes Mikrokeratom handelt. Damit konnte beim Moria CBm Mikrokeratom kein
Oszillations-Vorschub-Quotient errechnet werden. Das Gebauer SL Mikrokeratom zeigte mit 222
Schnitten pro mm Vorschub einen geringgradig niedrigeren Oszillations-Vorschub-Quotienten als

beim Amadeus II ZiemserS Mikrokeratom mit 244 Schnitten pro mm (vgl. Tabelle 7).

Tab. 7: Ubersicht der Geriiteparameter mit Angabe der verschiedenen Oszillations-Vorschub-
Quotienten

Instrument Schneidkopf | Oszillations- | Vorschub in | Oszillations- Weg je
in pm frequenz in mm/s Vorschub- Oszillation in
U/min Quotient in pm/U
(cuts/min; U/min x
cuts/s) mm/s
(cuts/mm)
Geb SL 10.000 6.666
eoater 250-450 1.5 9.036
Mikrokeratom 20.000 (333) (222)
ZiemersS,
11.000 7.333
Amadeus II 1.5 8196
Mikrokeratom 200-450 22.000 (366) (244)
Moria CBm
Mikrokeratom 130-400 15.000 - - -
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3.4 Vergleich der Schnittfliichen an humanen und porcinen Hornhiuten

Der Regularititsindex (Summe aus den Mittelwerten der Kriterien B, C und D) driickt die
RegelmiBigkeit bzw. Homogenitdt der Schnittfliche aus. In der Tabelle 8 sind die jeweils pro
Kriterium erreichten Score-Werte fliir die Schnittflichenbewertung der Schneidgerite
zusammengefasst.

Das Amadeus Il ZiemerS Mikrokeratom erreichte fiir die porcinen Préparate einen Regularitdtsindex
von 3,5 und damit den dritthdchsten Wert in der Serie der Schweinehornhdute. Hier lagen bei 25 %
der Schnitte teilweise homogene Schnittflachen vor, mit einem Anteil an Unebenheiten von 10-20 %,
die zur Peripherie hin zunahmen. Bei den Schnittflichen humaner Hornhdute erreichte das ZiemerS
Amadeus II Mikrokeratom einen Regularitdtsindex von 3,25 (zweithochster Regularititsindex in der
Gruppe der humanen Hornhdute). Nur in einem Schnitt (Nr. 7) lag eine teilweise homogene
Schnittfliche mit einem Anteil an Unebenheiten von 10-20 % vor. Die restlichen 88 % der Schnitte
wiesen hier in liber 25 % der Schnittfliche Unebenheiten sowohl peripher als auch zentral auf.

Das Moria CBm Mikrokeratom erzielte in der Serie der porcinen Priparate den niedrigsten
Regularititsindex von 3,0. Im Vergleich zu den Schweinehornhduten wurde in der Schnittserie des
Moria CBm Mikrokeratoms bei den humanen Préparaten der hochste Regularititsindex von 3,625
vergeben. 88 % der Schnitte zeigten hier Unebenheiten (Kriterium C und D) von > 25 % der
Schnittfliche auf, wobei die Unebenheiten iiber die gesamte Flache verteilt waren.

Das Gebauer SL Mikrokeratom erzielte einen Regularititsindex von 4,375 und damit den
zweithochsten Regularititsindex in der Serie der Schweinehornhdute. Hier wurden in 38 % der
Schnitte, das Kriterium B, C und D betreffend, gute Ergebnisse erzielt. In 3 Schnitten lagen z.T.
groflere homogene Flachen vor. Im Vergleich zu den Schweinehornhéduten erreichte das Gebauer SL
MK bei den Schnittflichen menschlicher Hornhdute den niedrigsten Regularititsindex von 3,0.

Den hochsten Regularitdtsindex der an den porcinen Hornhduten getesteten Schneidgeréte erzielte der
TissueSurgeon FSL (4,75). Insgesamt lag hier eine bessere Schnittqualitdt vor. Trotzdem zeigten auch
hier bis zu 25 % der Schnitte einen Anteil an Unebenheiten von iiber 25 % der Schnittfliche und 75 %
der Schnitte einen Anteil von 10-20 %. Da mit diesem Femtosekundenlaser ausschlieSlich porcine
Hornhdute geschnitten wurden, ist fiir diese Serie ein Vergleich zwischen porcinen und humanen
Priparaten nicht moglich. Mit dem VisuMax™ FSL wurden nur humane Hornhiute bearbeitet. Dieser
Femtosekundenlaser erzielte den niedrigsten Regularititsindex von 3,0 und damit vergleichbare
Resultate wie die Mikrokeratome. Auch hier ist ein Vergleich zwischen humanen und porcinen
Hornhéuten nicht moglich, da mit diesem Gerdt keine porcinen Hornhédute bearbeitet wurden. Das
Schnittmuster des Femtosekundenlasers zeigte in dieser Serie {iber die gesamte Flidche linienférmige
Einkerbungen, die ungeordnet verlaufen und von einer rauen Oberfliche umgeben sind.

Beim Vergleich der Schnittflichen hinsichtlich ihrer Homogenitit wurden die porcinen Hornhéute bis
auf die Schnittserie des Moria CBm Mikrokeratoms mit einem hoheren Regularitdtsindex bewertet. In

der Serie der porcinen Préparate wurde nur beim Moria CBm Mikrokeratom der niedrigste

38



Regularititsindex mit 3,0 vergeben. In der Schnittserie der humanen Hornhdute wurden jedoch beim
Gebauer SL Mikrokeratom und beim VisuMax™ Femtosekundenlaser hier die niedrigsten Score-
Werte zugeordnet. Es wurde allerdings in keinem Fall - weder bei den porcinen noch bei den humanen
Priparaten - der hochstmogliche Regularititsindex von 9 Punkten erzielt.

In der Serie der porcinen Hornhdute konnte ein signifikanter Unterschied hinsichtlich Punktzahl und
Regularitatskriterium zwischen den einzelnen Schneidgerdten nachgewiesen werden (Kruskal-Wallis-
Test, p = 0,003 jeweils flir Punktzahl, p = 0,005 fiir Regularititskriterium). Bei den humanen
Hornhduten waren aber keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Punktzahl oder
Regularitatskriterium zwischen den einzelnen Schneidgerdten auszumachen (Kruskal-Wallis-Test,
jeweils p = 0,558, vgl. Anlage Nr. 14 und Nr. 15). Die Abbildung 23 stellt den Regularititsindex fiir
die Schnitte an humanen und porcinen Hornhduten in Form von Sdulendiagrammen gegeniiber. Der
prozentuale Anteil der erreichten Punkte von der moglichen Maximalpunktzahl ist als

Liniendiagramm in diese Graphik integriert.
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Abb. 23: Regularititsindex aller getesteten Schneidgerdte humaner und porciner
Hornhdute sowie prozentualer Anteil an der Maximalpunktzahl von 88 Punkten.
Der Gesamtscore, der durch die Summe der Mittelwerte der Ergebnisse gebildet wird, ist unter
Beriicksichtigung humaner und porciner Hornhdute als Sdulendiagramm in Abbildung 24 dargestellt.
Auch hier ist der prozentuale Anteil der erzielten Punkte von der Maximalpunktzahl als

Liniendiagramm in diese Graphik eingefiigt.
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Abb. 24: Gesamtscore aller getesteten Schneidgerdte humaner und porciner Hornhéute
sowie prozentualer Anteil an der Maximalpunktzahl von 88 Punkten.
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Das Kriterium A beschreibt die Reliefbeschaffenheit. Bei der Bewertung des Oberflachenreliefs
konnten hier nur maximal zwei Punkte vergeben werden, wenn keine absoluten Unebenheiten
vorlagen. Nur in drei Schnitten aller Praparate waren keinerlei Unebenheiten sichtbar (vgl. Abbildung
25). In der Serie der porcinen Priaparate wurde das Kriterium A bei dem Gebauer SL Mikrokeratom in
einem Schnitt (Préparat Nr. 6) mit einer Hochstpunktzahl von zwei Punkten (Score 1,125) bewertet.
Des Weiteren wurde in der Serie der mit dem TissueSurgeon FSL geschnittenen porcinen Préparate in
zwei Schnitten eine Maximalpunktzahl von zwei Punkten (Score 1,25) vergeben. Bei den humanen
Hornhéuten wurden in allen Praparaten Unebenheiten beobachtet. Deshalb wurde hier das Kriterium A

lediglich mit einem Score-Wert von ,,1“ bewertet (vgl. Tabelle 8).

Abb. 25: Ubersichtsaufnahmen in 10facher VergréBerung. Links: Gebauer SL MK; Mitte und rechts:
TissueSurgeon FSL, jeweils Score = 2 (Kriterium A).
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Tab. 8: Gegeniiberstellung der Ergebnisse fiir die verschiedenen Schneidsysteme an humanen und

porcinen Hornhduten

Schneidgerite Humane Hornhéute Porcine Hornhéute
Gebauer SL A Relief: 1 A Relief: 1,125
Mikrokeratom B Oberfliachenbeschaffenheit: 1 B Oberfliachenbeschaffenheit: 1,5
UnregelmaBigkeiten: UnregelméaBigkeiten:
C Anteil: 1 C Anteil: 1,5
D Lokalisation: 1 D Lokalisation: 1,375
Regularitétsindex: 3 Regularitétsindex: 4,375
Gesamtscore: 4 Gesamtscore: 5,5
Gesamtpunktzahl: 32=36% Gesamtpunktzahl: 44 =50 %
Amadeus II ZiemerS A Relief: 1 A Relief: 1

B Oberflichenbeschaffenheit: 1

UnregelméBigkeiten:
C Anteil: 1
D Lokalisation: 1
Regularitétsindex: 3
Gesamtscore: 4
Gesamtpunktzahl: 32=36%

Mikrokeratom B Oberflichenbeschaffenheit: 1,125 B Oberflichenbeschaffenheit: 1,25
UnregelmaBigkeiten: UnregelméaBigkeiten:
C Anteil: 1,125 C Anteil: 1,25
D Lokalisation: 1 D Lokalisation: 1
Regularitatsindex: 3,25 Regularitétsindex: 3,5
Gesamtscore: 4,25 Gesamtscore: 4.5
Gesamtpunktzahl: 34=39% Gesamtpunktzahl: 36=41%
Moria CBm A Relief: 1 A Relief: 1
Mikrokeratom B Oberflichenbeschaffenheit: 1,25 B Oberfliachenbeschaffenheit: 1
UnregelméaBigkeiten: UnregelméaBigkeiten:
C Anteil: 1,25 C Anteil: 1
D Lokalisation: 1,125 D Lokalisation: 1
Regularitdtsindex: 3,625 Regularitétsindex: 3
Gesamtscore: 4,625 Gesamtscore: 4
Gesamtpunktzahl: 37=42% Gesamtpunktzahl: 32=36%
TIssueSurgeon FSL A Relief: 1,25
B Oberflachenbeschaffenheit: 2
UnregelméaBigkeiten:
C Anteil: 1,75
D Lokalisation: 1
Regularitétsindex: 4,75
Gesamtscore: 6
Gesamtpunktzahl: 48=55%
VisuMax " FSL A Relief: 1
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4 Diskussion

4.1 Methodenkritik

In den vorliegenden Untersuchungen wurden humane und porcine Hornhdute bearbeitet. Das
Schweineauge ist ein in Studien héufig eingesetztes Modell [66-68], da es dhnliche Eigenschaften wie
die menschliche Hornhaut aufweist und es viele Analogien zwischen den beiden Spezies in Bezug auf
die Anatomie und Physiologie gibt. Tabelle 9 enthélt eine Gegeniiberstellung der Eigenschaften fiir
die porcine und humane Hornhaut [69]. Die Schweinehornhaut ist nach den Untersuchungen von
Sanchez et al. nahezu doppelt so dick wie die menschliche Hornhaut (Ultraschallpachymetrie
Schweinehornhaut 877,6 um, menschliche Hornhaut 520 um). AuBlerdem fehlt bei den porcinen
Hornhduten die Bowman-Lamelle [70, 71]. Bartholomew vermutete nach sonographischen
Aufnahmen das Vorliegen einer Bowman-Lamelle. Diese Aussage wurde jedoch von ihm in
nachfolgenden histologischen Untersuchungen widerlegt [72]. AuBerdem wurden an isolierten
Schweineaugen bei ldngerer post Enukleationszeit erhohte Werte in der Hornhautpachymetrie
beobachtet [70]. Eine direkte Ubertragung der Ergebnisse der Untersuchungen auf das menschliche
Auge ist daher nur bedingt moglich. Ahearne und Mitarbeiter haben die mechanischen Eigenschaften
porciner und humaner Hornhdute untersucht und festgestellt, dass die porcine Hornhaut im geladenen
Zustand weniger stabil als die menschliche Hornhaut ist und eine groBere lineare Antwort aufweist
[73]. Elsheikh und Mitarbeiter konnten jedoch bei biomechanischen Untersuchungen an porcinen und
humanen Hornhduten keine wesentlichen Unterschiede finden [74]. Durch die groere Hornhautdicke
und leichtere Verformbarkeit des Schweineauges aufgrund der fehlenden Bowman-Lamelle werden
auch der Mikrokeratomschnitt und somit die Lentikeldicke beeinflusst. Die Lamellen fallen deshalb

bei porcinen Hornhduten dicker aus [68].

Tab.9: Vergleich der Parameter humaner und porciner Hornhaute nach Hara und Cooper [69]

porcine Hornhaut humane Hornhaut

Brechkraft (dpt) 40,4 43,0
Durchmesser (mm): 117
Horizontal 14,9 10’6
Vertikal 12,4 ’

Dicke (um):

Zentral 666 536
Peripher 714 593
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Das zur Bewertung der Schnittflichenqualitit eingesetzte Score-System ist ein in vorausgegangenen
Studien etabliertes Verfahren, um semiquantitative Aussagen iiber die Ergebnisse treffen zu konnen
[62-64, 75]. Bei der Bewertung der jeweiligen Kriterien (B-D) konnte eine Hochstpunktzahl von 3
Punkten und fiir das Kriterium A eine Hochstpunktzahl von 2 Punkten vergeben werden. Dies
bedeutet, dass durch die geringe Spannbreite der zu vergebenen Punkte eine differenzierte Beurteilung
moglicher Unterschiede zwischen den Priparaten in der Serie nicht erfasst werden konnte, was
allerdings auch keinen Nachteil darstellt, da ein zu detailliertes Score-System die Bewertung der
Ergebnisse uniibersichtlicher und schlechter vergleichbar machen wiirde. Bei der Umwandlung eines
Qualitdtsmerkmals in eine Quantitit besteht die Gefahr einer subjektiven Beeinflussung bei der
Bewertung der Ergebnisse. Da die Punktzahl aber nur durch eine Person vergeben wurde, wirkt sich
diese mogliche Fehlerquelle gleichermaBlen auf alle Ergebnisse aus. Bei der Testung der
Femtosekundenlaser konnten nicht fiir beide Gerdte humane und porcine Hornhédute verwendet
werden. Die Entscheidung fiir jeweils acht Prdparate wurde durch die begrenzte Anzahl der
Trocknungskammern, die fiir die Kritische-Punkt-Trocknung bendtigt wurden, festgelegt. Der
zeitliche Aufwand und die Kosten fiir rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen hatten bei der
Planung der Studie zu einer Limitierung fiir die Anzahl der geschnittenen Préparate gefiihrt, welche

eine Erklarung fiir den fixen Stichprobenumfang in dieser Arbeit darstellt.

4.2 Kritische Bewertung der verschiedenen Schneidsysteme

Die Ergebnisse der Schnittflichenbewertung haben gezeigt, dass ein hoher Grad an
Reproduzierbarkeit innerhalb der jeweiligen Schnittserie vorlag. Die Mikrokeratome, deren
Eigenschaften den Erfolg der refraktiven Hornhautchirurgie beeinflussen, haben sich in den letzten
Jahrzehnten weiterentwickelt [76]. Aufgrund der zunehmenden Automatisierung der Mikrokeratome
und dem dadurch fehlenden Einfluss des Anwenders wére die erhohte Reproduzierbarkeit erklérbar. In
verschieden Studien konnte gezeigt werden, dass durch die Eigenschaften der eingesetzten
Mikrokeratome sowie durch den Oszillations-Vorschub-Quotienten die Qualitdt der Schnitte bestimmt
wird [62, 77]. Man geht davon aus, dass infolge eines zu hohen Oszillations-Vorschub-Quotienten
mehr Schneidebewegungen pro Weg zuriickgelegt werden, das Gewebe komprimiert wird und
dadurch eine Diskontinuitit in den Schnitten resultiert [63]. Trotz gleicher Vorschubgeschwindigkeit
und nahezu gleicher Oszillationsfrequenz wurden mit dem Gebauer SL Mikrokeratom und dem
Amadeus Il ZiemerS Mikrokeratom unterschiedliche Ergebnisse hinsichtlich der Morphologie der
Schnitte mit Score-Werten von 36 % bis 50 % von moglichen 88 Punkten erzielt. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass der Oszillations-Vorschub-Quotient auf die Schnittflichenqualitét in dieser
Serie keinen wesentlichen Einfluss hat. Hamill und Kohnen haben festgestellt, dass bei hohen

Oszillationsfrequenzen bessere Schnittqualititen resultieren [77]. Dagegen konnten Therani und
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Mitarbeiter bei festen Oszillationsfrequenzen und erhohter Vorschubgeschwindigkeit vermehrte
Unebenheiten der Schnittfldchen feststellen. Jedoch wurden bei fester Vorschubgeschwindigkeit und
hoheren Oszillationsfrequenzen homogenere Schnittflichen erzielt [78].

In der Serie der mit dem TissueSurgeon FSL geschnittenen Schweinehornhdute zeigten sich
parallelverlaufende wellenformige Linien, wie sie auch in anderen Untersuchungen mit verschiedenen
Mikrokeratomen beobachtet wurden [78]. Diese konnen nach Annahme von Stonecipher und
Mitarbeitern durch Druckwellen infolge der Oszillation entstehen [78]. Eine weitere Erklarung fiir die
wellenformigen Linien liegt laut Draeger und Mitarbeiter in der stindigen Anderung der
Schnittrichtung und der Vibrationsiibertragung auf das Gewebe [63, 79, 80].

Bei den Priparaten des VisuMax™ FSL fanden sich ungeordnet verlaufende Rillen iiber die gesamte
Schnittfliche. In einer Studie von Kunert et al. wurde die Schnittflichenqualitdt humaner Lentikel
nach Einsatz des VisuMax™ FSL untersucht. Hier wurden 3 unterschiedliche Muster im stromalen
Bett nachgewiesen. Zum FEinen war eine gezackte Oberflache, die durch Gewebebriicken entsteht,
auffillig. AuBerdem fanden sich ringformige, z. T. konfluierende Vertiefungen. Diese wurden durch
die Kavitationsblasen erklirt, die widhrend des Schneidvorganges mit einem Femtosekundenlaser
entstehen. Des Weiteren zeigten sich kreuz und quer verlaufende Rillen {iiber die gesamte
Schnittfliche, welche auch in unserer Serie nachgewiesen wurden [81]. Bei der Anwendung von
Femtosekundenlasern entsteht ein Plasma, welches zu einem elektrischen Feld mit sehr hoher
Intensitdt fiihrt. Der Laserimpuls wird in dem Plasma absorbiert, welches expandiert und das Gewebe
wird durch das Aneinanderreihen der Kavitationsblasen gespalten. Dieser Vorgang wird als
Photodisruption beschrieben [82]. Das Entstehen unregelméBiger Schnittflichen wird durch die
Zunahme des Fokusdurchmessers mit hoherem Energiebedarf fiir jeden Laserimpuls erklirt. In einer
groB3en Studie der Arbeitsgruppe von Moshirfar et al. wurden intra- und postoperative Komplikationen
nach Einsatz von Mikrokeratomen und Femtosekundenlasern bei der LASIK verglichen. Hier traten in
der Mikrokeratom-Gruppe bedeutend mehr epitheliale Defekte und in der Femtosekundenlaser-
Gruppe bedeutend mehr lamelldre Keratitiden auf. Wellenformige Linien der Schnittflichen, welche
auch in der Serie des TissueSurgeon Femtosekundenlasers sichtbar waren (vgl. Abbildung 18),
wurden in der o. g. Arbeits-Gruppe von Moshirfar et al. nicht beschrieben [83].

In der Schnittserie des VisuMax™ Femtosekundenlasers wurde konstant eine Energie von 180 nJ
angewendet. Beim TissueSurgeon Femtosekundenlaser variierte die eingesetzte Energie zwischen 80
und 110 nJ. In verschiedenen Untersuchungen hat sich gezeigt, dass die Impulsenergie mit der
Schnittflichenbeschaffenheit korreliert. Eine hohere Impulsenergie fithrt zur Abnahme des
Regularititsindexes [81]. Beim Vergleich der Resultate der eingesetzten Femtosekundenlaser ist
festzustellen, dass in der Serie des TissueSurgeon Femtosekundenlasers ein hoherer Regularititsindex
(4,75) erzielt wird. Allerdings kann ein direkter Vergleich der Ergebnisse in der Serie der beiden
Femtosekundenlaser nicht gestellt werden, da in beiden Serien jeweils nur Hornhéute einer Spezies

geschnitten wurden.
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4.3 Gegeniiberstellung der Schnittflichen an humanen und porcinen Hornhiuten

Beim Vergleich der Resultate von Schnittflichen an humanen und porcinen Hornhduten fillt auf, dass
unter den getesteten 3 Mikrokeratomen das Gebauer SL Mikrokeratom mit 50 % und das Amadeus II
ZiemerS Mikrokeratom mit 41 % von moglichen 88 Punkten ein besseres Ergebnis als die humanen
Préparate in der jeweiligen Serie aufweist. In den Schnittserien mit dem Moria CBm Mikrokeratom
wurden jedoch fiir die humanen Hornhdute hohere Punktwerte (42 %) als fiir die porcinen Hornhédute
vergeben. Zusammenfassend wurde beim Gebauer SL Mikrokeratom ein 14%iger Unterschied
beziiglich der erreichten Punktzahl im Vergleich der Ergebnisse fiir die Schnittflichen porciner und
humaner Hornhdute beobachtet. In der Serie der mit dem Moria CBm Mikrokeratom geschnittenen
Hornhéute besteht im Vergleich zum Gebauer SL Mikrokeratom ein 6%iger Unterschied zugunsten
der humanen Préparate. Fiir die mit dem Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom geschnittenen Préparate
resultiert beim Vergleich von porcinen und humanen Hornhduten hinsichtlich der erzielten Punktzahl
nur eine 2%ige und damit nur eine sehr geringe Differenz. Der grofite Unterschied zwischen den
Schnittflichen humaner und porciner Hornhdute war bei der Verwendung des Gebauer SL
Mikrokeratoms zu verzeichnen. Die Ergebnisse der getesteten Mikrokeratome in der Gruppe der
humanen Hornhéute haben dhnliche Bewertungen mit 36 % bis 42 % von mdglichen 88 Punkten. Dies
bedeutet, dass innerhalb dieser Versuchsreihe keine grofen Unterschiede vorliegen. Der VisuMax™2
FSL erzielt ebenfalls nur 36 % von der Gesamtpunktzahl und damit vergleichbare Ergebnisse wie die
mechanisch schneidenden Geréte. In der Gruppe der porcinen Préparate wurden bei den untersuchten
drei mechanischen Mikrokeratomen 36-50 % erzielt. Der TissueSuergeon FSL erreichte sogar 55 %
der Gesamtpunktzahl. Damit wurden insgesamt bessere Resultate in der Gruppe der porcinen
Hornhiute beobachtet. Diese Resultate in der Serie der Schweinehornhéute sind am ehesten durch die
Gewebeeigenschaften der porcinen Hornhédute zu erkldren. Das Stroma der Schweinehornhaut enthélt
im Vergleich zum humanen Stroma einen groferen Anteil an Kollagen Typ I [70]. Da humane und
porcine Hornhdute unterschiedliche Kollagentypen besitzen und bei den porcinen Hornhduten die
Bowman-Lamelle fehlt, verhdlt sich die Schweinehornhaut bei Mikrokeratomschnitten anders als
humanes Gewebe. Die Arbeitsgruppe Sanaka et al. hat in einer Studie den Einfluss verschiedener
Parameter von Mikrokeratomen bei der LASIK hinsichtlich der Interface-Qualitdt an humanen und
porcinen Hornhduten verglichen. Die Schnittflichen der humanen Hornhdute waren im Vergleich zu
denen der porcinen viel rauer. Die Schweinehornhdute hatten statistisch signifikant glattere
Stromabetten als menschliche Hornhdute. Daraus kann man schlussfolgern, dass die Ergebnisse
beziiglich der Schnittflichenbeschaffenheit des stromalen Bettes bei porcinen Hornhduten nicht
unkritisch auf humane Hornhdute iibertragbar sind [84]. An den Schnittflichen der porcinen
Hornhdute waren in der Serie der mit dem Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom geschnittenen
Praparate, kreisrunde Erhabenheiten mit unterschiedlichem Durchmesser nachweisbar (vgl.
Abbildung 17, Seite 29). Eine Erkldrung dafiir gibt es bisher nicht, jedoch ist zu vermuten, dass

Druckschwankungen infolge der Oszillationen wihrend des Schneidvorganges eine Rolle spielen.
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4.4 Vergleich der Resultate mit anderen Studien

Aufgrund der rasanten Weiterentwicklung und Perfektionierung der mikrochirurgischen Techniken bei
der Prdparation von Hornhautlamellen werden derzeit sowohl Mikrokeratome als auch
Femtosekundenlaser eingesetzt. Die posteriore lamelldre Hornhauttransplantation zur Behandlung
endothelialer Hornhauterkrankungen stellt eine technisch anspruchsvolle Operation dar, die eine hohe
Prézision erfordert. Bei der ,,Descemet stripping (automated) endothelial keratoplasty” kann die
Praparation der Spenderlamelle entweder manuell ,,Descemet stripping endothelial keratoplasty*
(DSEK) oder mittels eines Mikrokeratoms als ,Descemet stripping automated endothelial
keratoplasty” (DSAEK) erfolgen [85]. Da bei der DSAEK mit dem Mikrokeratom die posterioren
Hornhautlamellen nur in standardisierten Tiefen geschnitten werden konnen, ist eine genaue
Determinierung der exakten Dicke der Spenderlamelle nicht planbar. Eine weitere Moglichkeit zur
Préaparation der Spenderlamelle stellt der Femtosekundenlaser dar (fs-DSAEK). Die fs-DSAEK wird
zur Bereitstellung der Spenderlamelle zunehmend angewendet, weil man davon ausgeht, dass die
visuellen Ergebnisse mit der Dicke der Spenderlamelle korrelieren (je diinner, um so besser) und mit
dem FSL eine exakte Dicke der Spenderhornhaut eingestellt werden kann [57, 86-90]. Die
histologischen Ergebnisse aus einer initialen Studie von Augen aus Hornhautbanken (University of
Iowa Hospitals and Clinics) haben gezeigt, dass mit dem Mikrokeratom (Moria ALTK) geschnittene
Hornhautlamellen eine insgesamt homogenere Oberfldchenbeschaffenheit mit einer glatteren Kontur
und diinneren endothelialen Lamellen aufweisen als die mit einem Femtosekundenlaser geschnittenen
Hornhautlamellen [91]. Es ist bekannt, dass bei Gebrauch eines Femtosekundenlasers die Homogenitat
der Schnittfliche durch die Impulsenergie beeinflusst wird. Bei einer Zunahme der Impulsenergie
wurde eine Abnahme des Regularititsindexes beobachtet [81]. In einer Studie, bei der ein
Mikrokeratom mit einem Femtosekundenlaser an humanen Hornhduten, die nicht fiir eine
Transplantation geeignet waren, verglichen wurde, hat sich gezeigt, dass sowohl der 60 kHz Intralase
Femtosekundenlaser als auch das Zyoptix XP Mikrokeratom mit einem 120 um Schneidkopf (neue
Klinge pro Schnitt) sowohl qualitativ als auch quantitativ glatte und homogene Stromabett-Qualititen
produzieren. Es wurden jedoch signifikant bessere Ergebnisse fiir die Schnittfliche in der Serie der mit
dem Femtosekundenlaser geschnittenen Pridparate nachgewiesen. Der 60 kHz Intralase
Femtosekundenlaser erzeugt aufgrund der engen spot/line Trennung und niedrigen Energie glattere
Stromaflachen als die in vorherigen Studien getesteten Femtosekundenlaser. Vergleichbare Resultate
wurden auch in einer anderen Studie, in der das Hansatome Mikrokeratom mit einem 160 pm
Schneidkopf und der Intralaser 15- und 30-kHz Femtosekundenlaser an humanen Hornhéuten
eingesetzt wurden, publiziert [92, 93]. Andererseits haben weitere Untersuchungen gezeigt, dass das
Zyoptix XP Mikrokeratom im Vergleich zum Femtec Femtosekundenlaser an Schweinehornhiduten
deutlich homogenere Schnittresultate erzielt hat [94]. Sanka et al. haben festgestellt, dass humane und

porcine Hornhéduten nicht vergleichbar sind. Die Autoren schlussfolgern daher, dass aufgrund der
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morphologischen Unterschiede zwischen humanen und porcinen Hornhduten (Bowman-Lamelle fehlt)

zukiinftige Studien nur an humanen Hornhéduten durchgefiihrt werden sollten [84].

4.5 Schlussfolgerung und Ausblicke

Die Durchfiihrung von zahlreichen Studien an Hornhautlamellen nach Anfertigung lamellarer Schnitte
demonstriert, dass die Beschaffenheit der Schnittflichen groBe Bedeutung fiir das postoperative
Ergebnis hat. Diese liegt insbesondere in der Reproduzierbarkeit der Resultate. Hierbei spielt der
Einsatz verschiedener Schneidgerite bei der Praparation der Hornhautlamellen eine bedeutende Rolle.
Bisher hatten die Mikrokeratome gegeniiber der manuellen und der Femtosekundenlaser-gesteuerten
Gewinnung der posterioren Hornhautlamellen dominiert [85]. Der Femtosekundenlaser, der mit der
Einfilhrung der LASIK bereits in der refraktiven Hornhautchirurgie etabliert ist, findet auch
zunehmend Anwendung bei der Hornhauttransplantation. Allerdings ist es derzeit noch ein sehr
junges* Verfahren. Der Laser bietet die Moglichkeit, in allen Schichten der Hornhaut exakte, auf
wenige Mikrometer Dicke, genau definierte und damit reproduzierbare Schnitte anzufertigen [86].
Dadurch stellt die fs-DSAEK ein sicheres und préizises Verfahren bei der Préparation der
Spenderlamelle dar, welches initial von Cheng und Mitarbeitern beschrieben wurde [39]. Es werden
auch bessere klinische Resultate durch eine definierte Stromadicke, mitunter von dullerst diinnen
Lamellen, moglich. Man geht davon aus, dass die visuellen Ergebnisse mit der Dicke der
Spenderlamelle korrelieren. Das bedeutet, je diinner die Hornhautlamelle ist, umso besser ist der
postoperativ erreichbare Visus. Bedingt ist dies wahrscheinlich durch die Minimierung der
Irregularititen im Interface, die nach einer DMEK erwartet wird [85].

Es ist nicht auszuschlieBen, dass bei Etablierung der Femtosekundenlaser zukiinftig die Lamellen in
den Hornhautbanken geschnitten werden und der Einsatz in den Kliniken als sogenannte ,,precut®-
Praparate erfolgt. Aufgrund der damit entfallenden Anschaffungskosten fiir ein Mikrokeratom und
durch die Vermeidung von Komplikationen bei der Anfertigung der Lamellen ist eine Entwicklung
auch aus okonomischen Griinden wahrscheinlich. Hinzu kommt, dass das Risiko im OP-Saal durch
Anwendungsfehler mit dem Mikrokeratom ein lamelldres Préparat zu verlieren, entfillt. Dies ist
besonders von Bedeutung, wenn die Operation dann deshalb abgebrochen werden muss und der
Empfanger bereits in Vollnarkose liegt. Beispielsweise wurden in Mainz im Jahr 2010 von 278
Hornhauttransplantaten 51 Spenderlamellen als ,,precut-tissues fiir eine DSAEK verwendet
(Jahresbericht 2010 der Hornhautbank Rheinland-Pfalz in Mainz). Beim Vergleich von bereits in
Hornhautbanken vorgeschnittenen ,,precut-tissues” mit Hornhautlamellen, die im OP angefertigt
wurden, konnten in einer prospektiven, randomisierten Studie @hnliche Resultate hinsichtlich der
Endothelzellzahl, der Sehschérfe und der Transplantatablosung beobachtet werden [95].

Andererseits wird durch die Verbreitung der DMEK (vgl. Seite 10) die Notwendigkeit, diese
lamelldren Transplantate zu schneiden, seltener. Die DMEK stellt jedoch im Vergleich zur DSAEK
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ein technisch sehr anspruchsvolles Verfahren beziiglich der Préparation beim Spender als auch bei der
Entfaltung des Transplantates in der Vorderkammer dar [96]. Bei einem neuen, noch in Erprobung
befindlichen Hybridverfahren zwischen DSEAK und DMEK wird die zentrale Descemetmembran
durch einen stromalen Ring im Randbereich verstédrkt, wobei mit Hilfe des stabilisierenden Ringes die
Entfaltung des lamelldren Transplantates einfacher erfolgen soll [97]. Dieses Verfahren wird aber
derzeit noch nicht routinemaBig eingesetzt. Es kann davon ausgegangen werden, dass aufgrund der
Verbesserung sowie durch die Entwicklung hornhautchirurgischer Verfahren fiir die Patienten vollig

neue Wege und Erfolgsaussichten bei der Behandlung mit Hornhauttransplantaten erdffnet werden.

4.6 Zusammenfassung

Aufgrund der stindigen Verbesserung und Weiterentwicklung der Operationstechniken hat in den
letzten 10 Jahren der Anteil der lamelldren Hornhauttransplantationen zugenommen und es kam zur
Renaissance dieser Verfahren. Der Ubergang wurde durch die DSAEK forciert. Dabei ist eines der
bevorzugten Prozeduren die DSAEK mit dem Mikrokeratom. Trotz der ziigigen visuellen
Rehabilitation nach einer DSAEK, resultieren bei den posterioren lamelldren Verfahren oft schlechtere
visuelle Ergebnisse, fiir die das Interface verantwortlich gemacht wird. Dieser Kontakt von Empfanger
und Spendergewebe wird durch die Schnittfliche gestaltet. Deshalb wurde in dieser Studie untersucht,
inwieweit sich die Schnittflichen nach Einsatz verschiedener Schneidgerite unterscheiden. Fiir diese
Untersuchungen wurden als Probenmaterial frisch enukleierte Schweineaugen sowie humane
Korneoskleralscheibchen aus der Hornhautbank verwendet. Die Gewinnung der posterioren Lamellen
erfolgte mittels drei verschiedener Mikrokeratome (Gebauer SL, Moria CBm, Amadeus Il ZiemerS)
und zwei Femtosekundenlaser (VisuMax™ Femtosekundenlaser und TissueSurgeon Lasermikrotom).
Mit den Mikrokeratomen wurden jeweils acht humane und acht porcine Hornhdute geschnitten. In der
Schnittserie der Femtosekundenlaser wurden mit dem VisuMax™ Femtosekundenlaser ausschlieBlich
acht humane Hornhdute und mit dem TissueSurgeon Lasermikrotom acht porcine Hornhdute
geschnitten. Insgesamt wurden 64 Schnitte durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte anhand von REM-
Bildern die Bewertung der Schnittflichenbeschaffenheit mittels eines semiquantitativen Score-
Systems. In der Serie der porcinen Hornhdute erzielte der TissueSurgeon Femtosekundenlaser 55 %,

das Gebauer SL Mikrokeratom 50 %, das Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom 41 % und das Moria

CBm Mikrokeratom 36 % von moglichen 88 Punkten. In der Serie der humanen Hornhdute wurden fiir
das Moria CBm Mikrokeratom 42 %, das Amadeus II ZiemerS Mikrokeratom 39 %, das Gebauer SL
Mikrokeratom und den VisuMax ™ Femtosekundenlaser 36 % von erreichbaren 88 Punkten vergeben.
Bei der Schnittflichenbewertung der Mikrokeratome wurden in der Serie der porcinen Hornhéute
homogenere Resultate als bei den humanen Hornhduten beobachtet, ausgenommen das Moria CBm
Mikrokeratom. Hier waren bei den humanen Hornhduten die Schnittflichen homogener. Auch bei den

Femtosekundenlasern ist in der Serie der humanen Hornhdute im Vergleich zu den
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Schweinehornhiuten eine unebenere und rauere Oberfliche sichtbar. Mit dem VisuMax™ FSL
wurden vergleichbare Ergebnisse wie bei den Mikrokeratomen erreicht. Der TissueSurgeon FSL
erzielt unter den getesteten Schneidgerdten mit 55 % von mdglichen 88 Punkten den hochsten Score-
Wert. Die statistische Auswertung der Ergebnisse zeigte bei den Femtosekundenlasern signifikante
Unterschiede zwischen den humanen und porcinen Schnitten, wobei zu bemerken ist, dass es sich um
verschiedene Laser handelt. Bei den Mikrokeratomen aber fanden sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den humanen und porcinen Schnitten. In der Schnittserie der porcinen
Hornhdute konnten signifikante Unterschiede zwischen den vier untersuchten Schneidgeriten
nachgewiesen werden, wobei dies in der Serie humaner Préparate nicht der Fall war. Es ist
festzustellen, dass sich unter Beriicksichtigung der Ergebnisse Schweinehornhdute prinzipiell als
Versuchsmodell zur Einschidtzung von Mikrokeratomschnitten eignen.

Der Oszillations-Vorschub-Quotient hatte in der durchgefiihrten Studie in Bezug auf die
Schnittflichenqualitit keinen Einfluss. In verschiedenen Arbeiten wurde beschrieben, dass beim
Einsatz des Femtosekundenlasers die Homogenitit der Schnittfliche durch die Impulsenergie
beeinflusst wird, was auch mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie korreliert. Der
Regularititsindex ist umso geringer, je hoher die Impulsenergie ist [81]. Dieser Aspekt hat eine
zunehmende Bedeutung fiir die Bereitstellung vorgeschnittener Hornhautlamellen aus der

Hornhautbank, da in Zukunft voraussichtlich der Bedarf an ,,precut“- Préparaten steigen wird.
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Anlage 1: Zusammensetzung der Fixierlosung fiir die REM-Untersuchungen

Puffer-Mix fiir Fixativ

1 1 M Hepes pH 7,4 (EK: 0,1 M) 100 pl

2 1 M CaCI2 (EK: 1 mM) 1 ul

3 1 M MgCl12 (EK: 1 mM) 1wl

4 2,5 M NaN3 (EK: 25 mM) 10 wl

5 Aqua bidestillata 768 wl

120 ul (2 h vor Verwendung
6 25 % Glutaraldehyd frisch dazu (EK: 3 %) )
zugefligt)

Gesamt 1 ml
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Anlage 2: Verwendete Chemikalien fiir die Vorbereitung
mikroskopischen Untersuchung

der Prédparate zur rasterelektronen-

0,2 M Cacodylat-Puffer, pH 7,4

200 ul 1 M Puffer
2 ul 1 M CaCl,

Waschpuffer (WP) 2 mM CaCl, 20 ul 2,5 M NaN;
50 mM NaNj 778 ul A. bidest.
1000 ul WM
200 ul 1 M Hepes
0,2 M Hepes, pH 7,4
2 ul 1 M CaCl,
2 mM CaClz
Waschmedium 2 ul 1 M MgCl,
2 mM MgCl,
20 pl 2,5 M NaNj
50 mM NaN3

776 ul A. bidest.

2 % Tannin

500 pl 4 % Tannin
1000 pl WP

2 % Uranylacetat

500 pl 4 % Uranylacetat
500 ul 1,8 % NaCl

2 % Osmiumtetroxid

500 pl 4 % OsO,
1000 pl WP
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Anlage 3: Score-Bewertungen der Serie des Gebauer SL Mikrokeratoms humaner Schnittflichen

Humane Priparate

Schnitt A B C D P
1 1 1 1 1 U 4
2 1 1 1 1 N 4
3 1 1 1 1 K 4
4 1 1 1 1 T 4
5 1 1 1 1 Z 4
6 1 1 1 1 A 4
7 1 1 1 1 H 4
8 1 1 1 1 L 4
- 1 1 1 1
SD 32 88
Regularitdtsindex 3 BCD 36 %
Gesamtscore

Anlage 4: Score-Bewertungen der Serie des Gebauer SL Mikrokeratoms porciner Schnittflichen

Porcine Priparate

Schnitt A B C D P

1 1 1 1 1 U 4
2 1 2 2 2 N 7
3 1 2 2 2 K 7
4 1 1 1 1 T 4
5 1 1 1 1 4 4
6 2 3 3 2 A 10
7 1 1 1 1 H 4
8 1 1 1 1 L 4

- 1,125 1,5 1,5 1,375
SD 44 88
Regularitdtsindex 4,375 BCD 50 %

Gesamtscore 5,5
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Anlage 5: Score-Bewertungen der Serie des Moria CBm Mikrokeratoms humaner Schnittflichen

Humane Priaparate

Schnitt A B C D P

1 1 1 1 1 U 4
2 1 1 1 1 N 4
3 1 1 1 1 K 4
4 1 3 3 2 T 9
5 1 1 1 1 4 4
6 1 1 1 1 A 4
7 1 1 1 1 H 4
8 1 1 1 1 L 4

- 1 1,25 1,25 1,125
SD 37 88
Regularitétsindex 3,625 BCD 42 %

Gesamtscore 4,625

Anlage 6: Score-Bewertungen des Serie des Moria CBm Mikrokeratoms porciner Schnittflichen

Porcine Priparate

Schnitt A B C D P
1 1 1 1 1 U 4
2 1 1 1 1 N 4
3 1 1 1 1 K 4
4 1 1 1 1 T 4
5 1 1 1 1 V4 4
6 1 1 1 1 A 4
7 1 1 1 1 H 4
8 1 1 1 1 L 4
- 1 1 1 1
SD 32 88
Regularitétsindex BCD 36 %
Gesamtscore 4
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Anlage 7: Score-Bewertungen der Serie des Amadeus II ZiemerS Mikrokeratoms humaner
Schnittflachen

Humane Priparate
Schnitt A B C D P

1 1 1 1 1 U 4
2 1 1 1 1 N 4
3 1 1 1 1 K 4
4 1 1 1 1 T 4
5 1 1 1 1 Z 4
6 1 1 1 1 A 4
7 1 2 2 1 H 6
8 1 1 1 1 L 4

- 1 1,125 1,125 1
SD 34 88
Regularitétsindex 3,25 BCD 39 %

Gesamtscore 4,25

Anlage 8: Score-Bewertungen der Serie des Amadeus II ZiemerS Mikrokeratoms porciner
Schnittflichen

Porcine Priparate
Schnitt A B C D P

1 1 1 1 1 U 4
2 1 2 2 1 N 6
3 1 1 1 1 K 4
4 1 2 2 1 T 6
5 1 1 1 1 Z 4
6 1 1 1 1 A 4
7 1 1 1 1 H 4
8 1 1 1 1 L 4

- 1,00 1,25 1,250 1,0
SD 36 88
Regularitétsindex 3,500 BCD 41 %

Gesamtscore 4,50
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Anlage 9: Score-Bewertungen der Serie des VisuMax™™ Femtosekundenlasers humaner
Schnittflachen
Humane Priparate
Schnitt A B C D P
1 1 1 1 1 U 4
2 1 1 1 1 N 4
3 1 1 1 1 K 4
4 1 1 1 1 T 4
5 1 1 1 1 Z 4
6 1 1 1 1 A 4
7 1 1 1 1 H 4
8 1 1 1 1 L 4
- 1 1 1 1
SD 32 88
Regularitétsindex BCD 36 %
Gesamtscore 4

Anlage 10: Score-Bewertungen der Serie des TissueSurgeon Femtosekundenlaser porciner

Schnittflichen
Porcine Priparate
Schnitt A B C D P
1 1 2 1 1 U 5
2 2 2 2 1 N 7
3 1 2 2 1 K 6
4 1 2 2 1 T 6
5 2 2 2 1 4 7
6 1 2 2 1 A 6
7 1 2 1 1 H 5
8 1 2 2 1 L 6
- 1,25 2,00 1,75 1,0
SD 48 88
Regularitétsindex 4,75 BCD 55 %
Gesamtscore 6,00
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Anlage 11: Tests auf Normalverteilung*“***¢ und Saphiro-Wilk—Test (p-Werte gelb markiert)

Shapiro-Wilk

Technik Statistik Df Signifikanz
Punktzahl auf FSL Porcin ,849 8 ,093
Schnittebene Gebauer Porcin 724 8 ,004
Moria Human 418 8 ,000
Ziemer Human 418 8 ,000
Porcin ,566 8 ,000
Regularitatskriterium  FSL Porcin ,566 8 ,000
auf Schnittebene Gebauer Porcin 726 8 ,004
Moria Human 418 8 ,000
Ziemer Human 418 8 ,000
Porcin ,566 8 ,000

a. Punktzahl auf Schnittebene ist bei Technik = FSL, Spezies = human konstant und wurde weggelassen.

b. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

c¢. Punktzahl auf Schnittebene ist bei Technik = Gebauer, Spezies = human konstant und wurde weggelassen.

d. Punktzahl auf Schnittebene ist bei Technik = Moria, Spezies = porcin konstant und wurde weggelassen.

e. Regularitatskriterium auf Schnittebene ist bei Technik = FSL, Spezies = human konstant und wurde weggelassen.

f. Regularititskriterium auf Schnittebene ist bei Technik = Gebauer, Spezies = human konstant und wurde weggelassen.

g. Regularititskriterium auf Schnittebene ist bei Technik = Moria, Spezies = porcin konstant und wurde weggelassen.

Fiir alle nicht konstanten Parameter wurde ein Test auf Normalverteilung durchgefiihrt. Es konnten

signifikante Abweichungen von einer Normalverteilung nachgewiesen werden (Saphiro-Wilk-Test,

p-Werte gelb markiert), so dass nicht-parametrisch getestet wurde.
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12 Anlage: Ergebnisse des statistischen Vergleichs mittels Mann-Whitney-Test

Riinge
Technik N Mittlerer Rang Rangsumme
FSL Punktzahl Human 8 4,50 36,00
Porcin 8 12,50 100,00
Gesamt 16
Regularitatskriterium Human 8 4,50 36,00
Porcin 8 12,50 100,00
Gesamt 16
Gebauer Punktzahl Human 8 7,00 56,00
Porcin 8 10,00 80,00
Gesamt 16
Regularitatskriterium Human 8 7,00 56,00
Porcin 8 10,00 80,00
Gesamt 16
Moria Punktzahl Human 8 9,00 72,00
Porcin 8 8,00 64,00
Gesamt 16
Regularitatskriterium Human 8 9,00 72,00
Porcin 8 8,00 64,00
Gesamt 16
Ziemer Punktzahl Human 8 8,00 64,00
Porcin 8 9,00 72,00
Gesamt 16
Regularitdtskriterium Human 8 8,00 64,00
Porcin 8 9,00 72,00
Gesamt 16
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Anlage 13: Ergebnisse des U-Tests (Mann-Whitney) und Statistik

eingesetzten Schneidgerite bei humanen und porcinen Hornhduten

fir Test® zum Vergleich der

Statistik fiir Test”
Technik Punktzahl Regularitatskriterium
je Schnitt je Schnitt
FSL Mann-Whitney-U 0,000 0,000
Wilcoxon-W 36,000 36,000
V4 -3,626 -3,626
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,000 ,000
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,000° ,000°
Gebauer Mann-Whitney-U 20,000 20,000
Wilcoxon-W 56,000 56,000
Z -1,852 -1,852
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,064 ,064
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,234° ,234°
Moria Mann-Whitney-U 28,000 28,000
Wilcoxon-W 64,000 64,000
Z -1,000 -1,000
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 317 317
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,721° ,721°
Ziemer Mann-Whitney-U 28,000 28,000
Wilcoxon-W 64,000 64,000
Z -,620 -,620
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,535 ,535
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,721° ,721°

a. Gruppenvariable: Spezies
b. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

p<0,001

In der Serie der Femtosekundenlaser wurden signifikante Unterschiede beziiglich Punktzahl und

Regularitatskriterium zwischen humanen und porcinen Hornhduten festgestellt (Mann-Whitney-U-

Test, p < 0,001, gelb markiert), bei den Mikrokeratomen waren keine signifikanten Unterschiede

nachweisbar (Mann-Whitney-U-Test, p-Werte grau markiert).

68



Anlage 14: Kruskal-Wallis-Tests

Riéinge
Mittlerer
Spezies N Rang
Human Punktzahl FSL 8 15,50
Gebauer 8 15,50
Moria 8 17,56
Ziemer 8 17,44
Gesamt 32
Regularitétskriterium FSL 8 15,50
Gebauer 8 15,50
Moria 8 17,56
Ziemer 8 17,44
Gesamt 32
Porcin Punktzahl FSL 8 24,75
Gebauer 8 17,63
Moria 8 10,00
Ziemer 8 13,63
Gesamt 32
Regularitatskriterium FSL 8 24,25
Gebauer 8 17,88
Moria 8 10,00
Ziemer 8 13,88
Gesamt 32
Anlage 15: Ergebnisse der Statistik fiir Test™”
Spezies Punktzahl Regularitatskriterium
je Schnitt je Schnitt
Human Chi-Quadrat 2,069 2,069
Df 3 3
Asymptotische Signifikanz ,558 ,558
Porcin Chi-Quadrat 13,921 13,027
Df 3 3
Asymptotische Signifikanz ,003 ,005

a. Kruskal-Wallis-Test
b. Gruppenvariable: Technik

Bei den humanen Hornhduten konnte kein signifikanter Unterschied hinsichtlich Punktzahl oder
Regularitétskriterium zwischen den Schneidgerédten nachgewiesen werden (Kruskal-Wallis-Test p
= 0,558, grau markiert), jedoch waren bei den porcinen Hornhdute signifikante Unterschiede
nachweisbar (Kruskal-Wallis-Test p = 0,03 fiir Punktzahl und p = 0,05 fiir Regularitatskriterium,
gelb markiert).
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Anlage 16-27: Posthoc Paarvergleiche fiir porcine Hornhiute mit dem Mann-Whitney-U-Test

Anlage 16: Mann-Whitney-U-Test: Vergleich mit dem Femtosekundenlaser und dem Gebauer SL
Mikrokeratom in der Serie der porcinen Praparate

Riinge
Mittlerer
Technik N Rang Rangsumme
Punktzahl FSL 8 9,75 78,00
je Schnitt Gebauer 8 7,25 58,00
Gesamt 16
Regularititskriterium FSL 8 9,50 76,00
je Schnitt Gebauer 8 7,50 60,00
Gesamt 16
Anlage 17: Ergebnisse der Statistik fiir Test”
Punktzahl Regularitétskriterium
je Schnitt je Schnitt
Mann-Whitney-U 22,000 24,000
Wilcoxon-W 58,000 60,000
Z -1,083 -,878
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 279 ,380
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,328° ,442°

a. Gruppenvariable: Technik
b. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

Im Vergleich mit dem Femtosekundenlaser und dem Gebauer SL Mikrokeratom wurden bei den
porcinen Préparaten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Punktzahl und Regularitatskriterium

festgestellt (Mann-Whitney-U-Test, p-Werte grau markiert).
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Anlage 18: Mann-Whitney-U-Test: Vergleich mit dem Femtosekundenlaser und dem Moria CBm
Mikrokeratom in der Serie der porcinen Praparate

Réinge
Mittlerer
Technik N Rang Rangsumme
Punktzahl FSL 8 12,50 100,00
Moria 8 4,50 36,00
Gesamt 16
Regularittskriterium FSL 8 12,50 100,00
Moria 8 4,50 36,00
Gesamt 16
Anlage 19: Ergebnisse der Statistik fiir Test”
Punktzahl Regularitatskriterium
je Schnitt je Schnitt
Mann-Whitney-U 0,000 0,000
Wilcoxon-W 36,000 36,000
Z -3,626 -3,626
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,000 ,000
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,000° ,000° p<0,001

a. Gruppenvariable: Technik
b. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

Im Vergleich mit dem Femtosekundenlaser und dem Moria CBm Mikrokeratom wurden bei den

porcinen Préparaten signifikante Unterschiede hinsichtlich Punktzahl und Regularitétskriterium

festgestellt (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,001gelb markiert).
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Anlage 20: Mann-Whitney-U-Test: Vergleich mit dem Femtosekundenlaser und dem Amadues II
ZiemerS Mikrokeratom in der Serie der porcinen Priparate

Réinge
Mittlerer
Technik N Rang Rangsumme
Punktzahl FSL 8 11,50 92,00
Ziemer 8 5,50 44,00
Gesamt 16
Regularitatskriterium FSL 8 11,25 90,00
Ziemer 8 5,75 46,00
Gesamt 16
Anlage 21: Ergebnisse der Statistik fiir Test"
Punktzahl Regularitatskriterium
je Schnitt je Schnitt
Mann-Whitney-U 8,000 10,000
Wilcoxon-W 44,000 46,000
Z -2,666 -2,546
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,008 ,011
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,010° ,021°

a. Gruppenvariable: Technik
b. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

Im Vergleich mit dem Femtosekundenlaser und dem Amadues II ZiemerS Mikrokeratom wurden bei
den porcinen Hornhéuten signifikante Unterschiede hinsichtlich Punktzahl und Regularitétskriterium
festgestellt (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,010 fiir Punktzahl und p = 0,021 fiir Regularititskriterium,
gelb markiert).
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Anlage 22: Mann-Whitney-U-Test: Vergleich mit dem Gebauer SL und dem Moria CBm
Mikrokeratom in der Serie der porcinen Praparate

Rénge
Mittlerer
Technik N Rang Rangsumme
Punktzahl Gebauer 8 10,00 80,00
Moria 8 7,00 56,00
Gesamt 16
Regularitétskriterium Gebauer 8 10,00 80,00
Moria 8 7,00 56,00
Gesamt 16
Anlage 23: Ergebnisse der Statistik fiir Test”
Punktzahl Regularitatskriterium
je Schnitt je Schnitt
Mann-Whitney-U 20,000 20,000
Wilcoxon-W 56,000 56,000
Z -1,852 -1,852
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,064 ,064
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,234° ,234°

a. Gruppenvariable: Technik
b. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

Im Vergleich mit dem Gebauer SL und dem Moria CBm Mikrokeratom wurden bei den porcinen
Praparaten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Punktzahl und Regularitatskriterium

festgestellt (Mann-Whitney-U-Test, p-Werte grau markiert).
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Anlage 24: Mann-Whitney-U-Test: Vergleich mit dem Gebauer SL und dem Amadues II ZiemerS
Mikrokeratom in der Serie der porcinen Praparate

Rénge
Mittlerer
Technik N Rang Rangsumme
Punktzahl Gebauer 8 9,38 75,00
Ziemer 8 7,63 61,00
Gesamt 16
Regularitétskriterium Gebauer 8 9,38 75,00
Ziemer 8 7,63 61,00
Gesamt 16
Anlage 25: Ergebnisse der Statistik fiir Test”
Punktzahl Regularitatskriterium
je Schnitt je Schnitt
Mann-Whitney-U 25,000 27,000
Wilcoxon-W 61,000 63,000
Z -,896 -,896
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,370 ,370
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,505° ,505°

a. Gruppenvariable: Technik
b. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

Im Vergleich mit dem Gebauer SL und dem Amadues II ZiemerS Mikrokeratom wurden bei den
porcinen Préparaten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Punktzahl und Regularitatskriterium

festgestellt (Mann-Whitney-U-Test, p-Werte grau markiert).
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Anlage 26: Mann-Whitney-U-Test: Vergleich mit dem Moria CBm und dem Amadues II ZiemerS
Mikrokeratom in der Serie der porcinen Praparate

Réinge
Mittlerer
Technik N Rang Rangsumme
Punktzahl Moria 8 7,50 60,00
Ziemer 8 9,50 76,00
Gesamt 16
Regularitétskriterium Moria 8 7,50 60,00
Ziemer 8 9,50 76,00
Gesamt 16
Anlage 27: Ergebnisse der Statistik fiir Test”
Punktzahl Regularitétskriterium
je Schnitt je Schnitt
Mann-Whitney-U 24,000 24,000
Wilcoxon-W 60,000 60,000
V4 -1,464 -1,464
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,143 ,143
Exakte Signifikanz [2*(1-seitig Sig.)] ,442° ,442°

a. Gruppenvariable: Technik
b. Nicht fiir Bindungen korrigiert.

Im Vergleich mit dem Moria CBm und dem Amadues II ZiemerS Mikrokeratom wurden bei den
porcinen Priparaten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich Punktzahl und Regularitatskriterium

festgestellt (Mann-Whitney-U-Test, p-Werte grau markiert).
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Anlage 28: Zusammenfassung der p-Werte aus den Anlagen 16-27

Porcine Hornhéute

p-Werte

Vergleich der Schneidgerite

Punktzahl je Schnitt

Regularitiitskriterium je

Schnitt
FSL-Gebauer SLMK 0,328 0,422
FSL-Moria CBm MK 0,000 0,000
FSL-Amadeus II MK 0,010 0,021
Gebauer SL-Moria CBm MK 0,234 0,234
Gebauer SL-Amadeus 11 MK 0,505 0,505
Moria CBm-Amadeus 11 MK 0,442 0,442
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Thesen

1. Zur Behandlung endothelialer Hornhauterkrankungen hat sich die DSAEK als lamelldre

Transplantationstechnik etabliert.

2. Die Gewinnung der posterioren Hornhautlamelle stellt eine technisch anspruchsvolle Methode dar,

die eine hohe Prézision erfordert und das postoperative Ergebnis beeinflusst.

3. Neben dem mechanischen Mikrokeratom bei der Prédparation der Hornhautlamelle findet der
Femtosekundenlaser auch zunehmend Anwendung bei der Hornhauttransplantation. Er bietet die
Moglichkeit, in allen Schichten der Hornhaut exakte, auf wenige Mikrometer Dicke, genau definierte

und damit reproduzierbare Schnitte anzufertigen.

4. An humanen und porcinen Hornhautlamellen, die mit drei Mikrokeratomen (GebauerSL, Moria
CBm, Amadeus II ZiemerS) und zwei Femtosekundenlasern (VisuMax™ der Carl Zeiss Meditec AG,
TissueSurgeon Lasermikrotom) gewonnen wurden, wurden die Ergebnisse anhand eines etablierten

Score-Systems gegeniibergestellt.

5. Anhand rasterelektronenmikroskopischer Untersuchungen erfolgte die Beurteilung der
Schnittflichen aller Priparate. Insgesamt wurden bei den Mikrokeratomen jeweils acht humane und
acht porcine Schnitte angefertigt. Mit dem VisuMax™ Femtosekundenlaser wurden ausschlieflich

acht humane und mit dem TissueSurgeon Lasermikrotom acht porcine Hornhdute geschnitten.

6. Innerhalb der Schnittserie liegt ein hoher Grad an Reproduzierbarkeit vor, der aufgrund der
zunehmenden Automatisierung der Mikrokeratome und dadurch fehlendem Einfluss des Anwenders
erkléarbar ist. Es ist bekannt, das die Qualitidt der Schnitte durch die Eigenschaften der eingesetzten
Mikrokeratome sowie durch den Oszillations-Vorschub-Quotienten bestimmt wird. Der Oszillations-

Vorschub-Quotient hat in dieser Serie auf die Schnittflichenqualitét keinen wesentlichen Einfluss.

7. Trotz der ziigigen visuellen Rehabilitation nach einer DSAEK resultieren bei den hinteren
lamelldren Verfahren oft schlechtere visuelle Ergebnisse, fiir die das Interface verantwortlich gemacht
wird. Dieser Kontakt zwischen Empfanger und Spendergewebe wird durch die Schnittfliche gestaltet.
Mit der Gegeniiberstellung der getesteten drei Mikrokeratome und zwei Femtosekundenlaser an
humanen und porcinen Hornhduten konnten Einfliisse auf die Schnittflichenbefunde nachgewiesen

werden.

8. Bei den Femtosekundenlasern wird die Homogenitit der Schnittfliche durch die Impulsenergie

beeinflusst.
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9. Die Schnittbefunde porciner Hornhdute weisen in der Serie der Mikrokeratome im Vergleich zu den
humanen Hornhduten homogenere Resultate auf, ausgenommen das Moria CBm Mikrokeratom. Hier
waren bei den humanen Hornhduten die Schnittflichen homogener. Es fanden sich jedoch bei den

Mikrokeratomen keine signifikanten Unterschiede zwischen den humanen und porcinen Préparaten.

10. Bei den Femtosekundenlasern ist in der Serie der humanen Hornhdute verglichen mit den
Schweinehornhduten eine unebene und raue Oberfliche sichtbar. Es waren hier signifikante

Unterschiede zwischen den humanen und porcinen Praparaten nachweisbar.

11. In der Schnittserie porciner Hornhédute zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den 4

untersuchten Schneidgeriten, was in der Serie humaner Priparate nicht der Fall war.

12. Der TissueSurgeon FSL erzielt unter den getesteten Schneidgerdten mit 55 % von mdglichen 88
Punkten den hochsten Score-Wert. Mit dem VisuMax™ FSL wurden vergleichbare Ergebnisse wie bei

den Mikrokeratomen erreicht.

13. Sowohl Mikrokeratome als auch Femtosekundenlaser eignen sich zur Gewinnung lamelldrer

Hornhéute.

14. Bei allen Einschrinkungen fiir die Ubertragbarkeit der Resultate ist das Schweineauge prinzipiell

als Versuchsmodell geeignet.
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