SPITZENFORSCHUN

IN DER OPHTHALMOLOGIE

Augenheilkunde:
Unser Fach
mit Zukunft




), NOVARTIS

Wir denken
Medizin neu.

Eine fiir alles! o

zusammen
Aktuelle Kongressberichte, g esun d

Fortbildungen und Neuigkeiten
aus lhrem Fachbereich.

i
Besuchen Sie uns unter: ﬁfr
e A

)

zusammen-gesund.de [EI#E:




Spitzenforschung
In der
Ophthalmologie



OPHTHALMOLOGIE

Lebendige Wissenschaft
Spitzenforschung in der Ophthalmologie — Innovationen und Auszeichnungen 2019

Gruf3wort:
Prof. Dr. Claus Cursiefen, Prasident der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft (DOG)

In Zusammenarbeit mit dem
Institut fiir Wissenschaftliche Vero6ffentlichungen (IWV)

Tagungsprdsident und Koordinierung der Beitrdge:
Prof. Dr. Claus Cursiefen, Prasident der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft (DOG)

Umschlagsgestaltung:
Hintergrundaufnahme: stammt aus der Ausgabe Lebendige Wissenschaft Ophthalmologie 2013;
Abbildung mittig rechts: © MedizinFotoKdln

Anzeigenverwaltung und Herstellung:
ALPHA Informationsgesellschaft mbH
Finkenstrale 10

68623 Lampertheim

Tel. 06206 / 939-0

Fax 06206 / 939-232

E-Mail: info@alphapublic.de
www.alphapublic.de

Ideengeber und Initiator fiir das Fachmagazin

Lebendige Wissenschaft Spitzenforschung in der Ophthalmologie:
Prof. Dr. med. Berthold Seitz ML, FEBO

Direktor der Klinik fiir Augenheilkunde

Universitatsklinikum des Saarlandes UKS

Kirrbergerstrae 100

66424 Homburg/Saar

E-Mail: berthold.seitz@uks.eu

Fir die Inhalte der Beitrdge und die Abbildungen in den Beitrdgen sind die Autoren verantwortlich.

Die Informationen in diesem Magazin sind sorgfiltig gepriift worden, dennoch kann keine Garantie ibernommen
werden. Eine Haftung fiir Personen-, Sach- und Vermogensschdden ist ausgeschlossen. Dieses Werk ist urheberrecht-
lich geschiitzt. Die dadurch begriindeten Rechte, insbesondere die des Nachdrucks, des Vortrags, der Mikroverfilmung
oder der Vervielfdltigung auf anderen Wegen und der Speicherung in Datenverarbeitungsanlagen, bleiben, auch bei
nur auszugsweiser Verwendung vorbehalten. Eine Vervielfaltigung des Werkes oder von Teilen des Werkes ist auch
im Einzelfall nur in den Grenzen der gesetzlichen Bestimmungen des Urheberrechts der Bundesrepublik Deutschland
vom 9. September 1965 in der jeweils giiltigen Fassung zuldssig. Sie ist grundsatzlich vergiitungspflichtig. Zuwider-
handlungen unterliegen den Strafbestimmungen des Urheberrechts.

Bildrechte beim Verlag erfragen.

Lampertheim, September 2019
© ALPHA Informationsgesellschaft mbH und die Autoren fiir ihre Beitrage

ISSN: 1861-4620

Projekt-Nr.: 096-602




GrufBBwort

PROF. DR. CLAUS CURSIEFEN

Der DOG Kongress 2019 steht unter dem Motto
»Augenheilkunde: Unser Fach mit Zukunft.«

Das Motto steht fiir eine Botschaft, die sich sowohl
nach innen wie auf3en richtet. Trotz aller Widrigkei-
ten im Alltag ist unser Fach faszinierend — bietet es
doch die privilegierte Moglichkeit, das Sehvermégen
unserer Patienten zu erhalten oder Patienten sogar
wieder »sehend zu machen«! Als praktisch tatige
Augendrzte wissen wir das, wir miissen diese Wer-
tigkeit aber auch aktiv gegeniiber unseren Mitar-
beitern, Studierenden, aber auch gegeniiber Politik
und Forschungsférderern kommunizieren: Die
Augenheilkunde ist ein wichtiges Fach, das Volks-
krankheiten behandelt, und aufgrund einer alter
werdenden Bevélkerung einem wachsenden Ver-
sorgungsauftrag entgegensieht.

Prinzipiell sind wir auch ein sehr erfolgreiches Fach!
Aber es gibt auch »schwarze Lécher« unseres
Wissens, wo wir unsere Patienten noch nicht gut
behandeln kénnen. Und da hilft nur Forschung.

ZUKUNFT DURCH FORSCHUNG IST
ALSO DAS MOTTO DIESES HEFTES

SPITZENFORSCHUNG IN DEUTSCH-
LAND.

Die augenheilkundliche Forschung steht aktuell
nicht schlecht da. Wir haben zwei Gruppenférder-
instrumente der DFG in Deutschland, das SPP zur
retinalen Gentherapie in Giessen und unsere DFG
Forschergruppe zu entziindlichen Augenerkrankun-
gen in K6ln (www.for2240.de). Aber es gibt dennoch
Luft nach oben.

Der Transfer »from bench to bedside« ist in der
Augenheilkunde in den vergangenen Jahren auf
verschiedenen Gebieten gut gelungen. Der gréfite
Fortschritt der vergangenen zehn Jahre ist zweifel-
los die Anti-VEGF-Therapie bei AMD. Ebenfalls eine
grof3e Erfolgsgeschichte, die auf liber dreifig Jahren
Forschung beruht: Wir kénnen jetzt erstmals die
neurotrophe Keratopathie kausal behandeln. Wir
haben zwei groBBe Studien zur Stammzelltherapie
bei Verdtzung in Deutschland und Europa laufen.
Und es kommen die ersten gentherapeutischen

Ansdtze bei der Netzhautdystrophie in der Klinik
an. Die Grundlagenforschungen im Bereich des
trockenen Auges haben neue Medikamentengrup-
pen hervorgebracht, wir verfiigen auch tiber deut-
lich mehr antientziindliche Therapieoptionen. Die
Augenheilkunde ist im Moment — auch Dank des
Interesses der Pharmaindustrie — ein dynamisches
Fach ist.

Auf dem Kongress DOG 2019 haben wir deshalb mit
den Symposien »Highlights in Translational Science«
ein neues Format, das Kliniker und Wissenschaftler
zusammenbringen will. Klinisch tatige Augenarzte
erfahren, in welchen Bereichen sich Laborforschung
auf dem Weg ans Krankenbett befindet; umgekehrt
sehen Naturwissenschaftler, welche Krankheiten
man wie behandeln kann. Thematisch haben wir
mit Hornhaut, Glaukom, Trockenem Auge und AMD
vier Schwerpunkte gesetzt, in denen sich viel tut
und Deutschland eine kritische Masse an Forschern
vorweisen kann.

Es gibt dazu auch ein Konsenspapier, das im Kon-
gressband des OPHTHALMOLOGEN veréffentlicht
ist. Es zeigt »unmet needs« auf und legt dar, wo
man in den ndchsten fiinf Jahren realistischerweise
Fortschritte machen kénnte. Beim Trockenen Auge
etwa ist der Schmerz ein grof3es, ungeldstes Prob-
lem fiir die Patienten. Ein anderes Feld ist die Neu-
roprotektion beim Glaukom. Hier kénnen wir von
anderen medizinischen Disziplinen lernen, nicht
nur den Druck zu behandeln, sondern auch die
Nervenfasern zu stabilisieren. Und bei der AMD gibt
es Ansatze, mit Kombinationstherapien die Sprit-
zenintervalle deutlich zu verlangern oder etwa
Depots ins Auge einzubringen.

Es freut mich sehr, dass mit diesem Band Spitzen-
forschung Augenheilkunde die Exzellenz augenheil-
kundlicher Forschung in Deutschland prasentiert
wird.

Eine anregende Lektiire
wiinscht lhnen

Prof. Dr. Claus Cursiefen
Prisident der DOG

Prof. Dr. Claus Cursiefen
Priisident der Deutschen
Ophthalmologischen
Gesellschaft (DOG)
[Bildquelle:

Medizinfoto Kéin]
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Abbildung 1
Spaltlampenbilder vor
(linke Spalten) und 6 Mona-

te nach einer Descemet-
Membran-Endothelkerato-
plastik (rechte Spalten). Die
Fotos zeigen Hornhdute
nach einer Standard-DMEK
(obere Reihe), und nach
Hemi-DMEK (mittlere Reihe)
sowie nach Quarter-DMEK
(untere Reihe). Gelbe Linien
visualisieren die Position
und Form der jeweiligen
Transplantate. [Quelle:
Netherlands Institute for
innovative Ocular Surgery.]

Die Hornhauttransplantation ist eines der friihesten
Gewebeverpflanzung in der Geschichte der Medizin.
1905 gelang erstmals die durchgreifende Horn-
hauttransplantation (perforierende Keratoplastik;
PKP). [1] Uber 100 Jahre wurde die PKP unselektiv
als einzige Behandlung von Hornhauterkrankungen
eingesetzt, d.h. neben erkrankten Hornhautschich-
ten wurde auch gesundes Gewebe der vorderen
oder hinteren Hornhaut (Stroma bzw. Endothel)
ausgetauscht. [2] Seit nun mehr als 20 Jahren, re-
volutionieren fortwdhrende Innovationen in der
lamelldren Hornhautchirurgie die Behandlung
hinterer endothelialer sowie vorderer stromaler
Hornhauterkrankungen.

HINTERE LAMELLARE VERFAHREN:
DLEK, DSAEK/DSEK UND DMEK

Seit 1998 wurden durch das Netherlands Institute
for innovative Ocular Surgery (N110S) verschiede-

ne hintere lamelldre Keratoplastiktechniken ent-
wickelt, die in weniger als 10 Jahren eine rasante
Entwicklung erlebt haben. Sie sind unter den
Namen »Deep lamellar endothelial keratoplasty«
(DLEK), »Descemet stripping (automated) endo-
thelial keratoplasty« (DSEK/DSAEK) und Descemet
membrane endothelial keratoplasty (DMEK) be-
kannt geworden. [3-9] Heutzutage werden prak-
tisch nur noch die DSEK/DSAEK und DMEK durch-
gefiihrt. Beide Techniken sind im Vergleich zur
PKP weniger invasiv und erméglichen aufgrund
des Erhalts der Hornhautoberfldche eine bessere
Vorhersagbarkeit der postoperativen Refraktion,
dies gilt insbesondere fiir die DMEK. [10-15] Die
DMEK ist das jlingste Verfahren und wurde 2006
erstmals durch Dr. Gerrit Melles (NIIOS, Rotterdam)
durchgefiihrt. [13]Die Hornhautanatomie wird in-
sofern wiederhergestellt, dass die erkrankte De-
scemet-Membran samt Endothel selektiv durch
eine gesunde Spender Descemet-Membran / En-
dothel Lamelle (ohne anheftendes Stroma) ersetzt



wird. Vorteile der DMEK gegeniiber seinen Vor-
gdngern sind, die schnelle Erholung der Sehkraft
mit herausragenden und langjéhrig stabilen Visu-
sergebnissen, sowie seltene Abstofungsreaktio-
nen. Komplikationen, wie die Transplantatdehis-
zenz sind mit zunehmender Erfahrung zuriickge-
gangen. [15-19]

Im besonderen Fokus der Forschung steht die Er-
mittlung des optimalen Operationszeitpunkts von
Patienten mit Fuchs scher Endotheldystrophie, um
noch bessere klinische Ergebnisse nach DMEK er-
zielen zu kdnnen. Ferner wird fiir diese Patienten-
gruppe untersucht wie die zu implantierende
Kunstlinse vor isolierter Katarakt-Operation oder
kombinierter DMEK und Katarakt-Operation mog-
lichst prazise berechnet werden kann. [20—21]

DMEK-MODIFIKATIONEN:
HEMI- UND QUARTER DMEK

Ein weiterer Vorteil der DMEK ist, dass aufgrund der
Praparationstechnik neben einem runden DMEK-
Transplantat, auch zwei halbmondférmigen Hemi-
DMEK oder vier kuchenstiickformigen Quarter-DMEK
Transplantate von einer einzigen Spenderhornhaut
gewonnen werden konnen. [22, 23] Dies wiirde eine
Verdoppelung beziehungsweise Vervierfachung des
Spenderpools bedeuten, was in Landern mit Gewe-
bemangel nicht unwesentlich ware. Trotz verdnderter
Transplantatform und -grofe klart die Hornhaut mit
dhnlichen Visuswerten wie nach Standard-DMEK auf.
Nur der Endothelzellabfall ist innerhalb der ersten 6
Monate deutlich héher, stabilisierte sich jedoch im
weiteren Verlauf. [24—28] Letzteres wird auf ein ver-
andertes Migrationsverhalten der Endothelzellen bei
den verschiedenen Techniken zuriickgefiihrt.

Neben der effizienteren Nutzung von Spenderge-
webe, wurde die Quarter-DMEK auBBerdem als
selektive Behandlung von Patienten mit nur zen-
tral betonter Fuchs’scher Endotheldystrophie
entwickelt. Bei diesen Patienten wird eine kleine-
re Descemetorhexis (Entfernung der erkrankten
Descemet-Membran) durchgefiihrt, um die noch
funktionellen Endothelzellen in situ zu belassen.
Ferner wird ein kleineres Quarter-DMEK Transplan-
tat in das optische Zentrum platziert, um ein
schnelles Aufklaren der zentralen Hornhaut zu
ermoglichen. Es bleibt abzuwarten, ob die verblei-
benden peripheren empfangereigenen Endothel-
zellen und das reduzierte transplantierte antigene

Gewebe das Transplantatiiberleben verbessern
bzw. die Rate der Immunreaktionen weiter redu-
zieren kénnen (Abb. 1).

VORDERE LAMELLARE VERFAHREN:
BOWMAN SCHICHT TRANSPLANTATION

Neben den posterioren lamelldren Transplantati-
onstechniken wurde auch fiir die Behandlung des
fortgeschrittenen Keratokonus ein lamelldres Ver-
fahren, ndmlich die tiefe anteriore lamelldre Kera-
toplastik (DALK), eingefiigt. Diese kommt bei visus-
relevanten Hornhautnarben und Kontaktlinsenin-
toleranz zum Einsatz. [29]

Um das Fortschreiten eines progredienten Kerato-
konus aufzuhalten, hat sich in frithen und mittleren
Keratokonusstadien das korneale kollagene Cross-
linking als Therapiemethode etabliert, allerdings
wird eine Mindesthornhautdicke empfohlen, um
Komplikationen vorzubeugen. [29]

In spdteren Keratokonusstadien mit zu diinner
(<400 pm) und zu steiler Hornhaut (Kmax>58 Diop-
trien) und nachgewiesener Progression, aber noch
alltagstauglichen Kontaktlinsenvisus gab es bislang
keine Therapie. Gerrit Melles hat fiir diese Patien-
tengruppe die Bowman Layer Transplantation ent-
wickelt. [30—32] Vor dem Hintergrund, dass beim
Keratokonus auch die Bowman Schicht erkrankt
ist, wird bei diesem Verfahren eine gesunde Spen-
der-Bowman-Schicht midstromal implantiert.

Abbildung 2

Pré- und postoperative
klinische Bilder eines Auges
nach Bowman Schicht
Transplantation.
(A-F) Spaltlampenbilder,
(G-1) anteriore Hornhaut-
topographie eines Auges
(A, D, G) vor und (B, E, H)
einen Monat und (C, F, I)
5 Jahre nach Bowman
Schicht Transplantation.
Spaltlampenbild zeigt
(A) eine klare Hornhaut prd-
operativ, sowie postopera-
tiv (B) nach einem Monat
(C) und 5 Jahren. In den Bil-
dern (E, F) ist das Bowman
Transplantat als diinne wei-
fe Linie im Empfédngerstro-
ma zu sehen (weife Pfeile).
(G-1) Hornhauttopographie
zeigt die Abflachung der
Hornhaut von (G) priopera-
tiv nach (H) einem Monat
postoperativ und (I) eine
anschliefSende Stabilisie-
rung. [Quelle: Netherlands
Institute for innovative
Ocular Surgery.]
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Hierdurch konnte in einer ersten Patientenserie die
Progression gestoppt und eine Abflachung der
Hornhautektasie von durchschnittlich 7 dpt erreicht
werden. Der Konus blieb anschlieffend tiber meh-
rere Jahre stabil, so dass Kontaktlinsen weiterge-
tragen werden konnten und invasivere Transplan-
tationstechniken vermieden werden konnten (DALK,
PKP). [31—33] (Abb. 2) Da die Bowman Schicht
azellular ist, kommen AbstoBungsreaktionen prak-
tisch nicht vor. [31-33]

Limitationen dieses Verfahrens sind, die aufwendi-
ge Transplantatprdparation sowie die fehlende
Visusbesserung. Deshalb ist ein zufriedenstellender
prdoperativer Kontaktlinsenvisus Voraussetzung,
um das Verfahren anbieten zu kénnen.
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insbesondere an Méglichkeiten der Friiher-
kennung einer Abstofiungsreaktion nach DMEK.
In Zusammenarbeit mit der Universitdt Leiden
schreibt sie unter der Leitung von Frau Profes-
sor Dr. Martine Jager und Herrn Dr. Gerrit Melles
eine Forschungsarbeit zur Erlangung des PhD-
Grades iiber Transplantatiiberleben und Trans-
plantatabstofiung nach DMEK.
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Abbildung 1

Typisches Aderhautmela-
nom mit orange pigment
am hinteren Augenpol.

EINLEITUNG

Das Aderhautmelanom ist der haufigste primére
intraokulare Tumor im Erwachsenenalter mit einer
Inzidenz von ca. 500—-600 Neuerkrankungen pro
Jahrin Deutschland. Abbildung 1 zeigt ein typisches
klinisches Bild eines Aderhautmelanoms. Trotz
erheblicher Fortschritte in der Behandlung des
Tumors mit bulbuserhaltenden Therapiestrategien
hat sich an der Uberlebensprognose der Betroffenen
seit der Erstbeschreibung durch fehlende effektive
Therapiemodalitdten bei metastasierender Erkran-
kung nichts gedndert [1]. Stadienabhéngig entwi-
ckeln 30%—-50% der Betroffenen Metastasen mit
einer medianen Uberlebenszeit von 4 bis 15 Mo-
naten. Meist werden die Metastasen zundchst in
der Leber gefunden, es konnen jedoch auch ande-
re Organe wie Knochen, Milz, Haut, Niere und Lun-
ge betroffen sein [2]. Mittlerweile gilt es als gesi-
chert, dass die Muster genetischer Verdanderungen
eine relativ prdzise Bestimmung der Metastasie-
rungswahrscheinlichkeit erméglichen. Genetische
Merkmale, die mit einer ungiinstigen Prognose
einhergehen, sind Monosomie 3, ein Verlust des
langen Arms von Chromosom 6 und eine Verdopp-
lung des langen Arms von Chromosom 8. Auf dem
Chromosom 3 ist das »Tumor suppressor Gene
BRAC1-associated Protein 1«, das sog. BAP1 loka-
lisiert. Ein mutationsbedingter Verlust von BAP1,
wie dies bei einer Monosomie 3 vorliegt, ist nach-
gewiesenermafien mit einem erhdhten Risiko fiir
Metastasierung behaftet [2].

MUSTER GENETISCHER
VERANDERUNGEN

Aderhautmelanome entstehen aus melanozytdren
Vorlduferzellen infolge von Verdnderungen des
genetischen Programms. Dies sind insbesondere
Verdnderungen in den Genen GNAQ, GNA11, BAP1,
SF3B1 und EIF1AX. Durch Bestimmung des Muta-
tionsmusters konnen Aderhautmelanome von
anderen bdsartigen Tumoren des Auges unter-
schieden werden, ein Verfahren das zur Verbes-
serung und Absicherung der Diagnose in unserer
Klinik bereits Verwendung findet. Dariiber hinaus
nutzen wir die Mutationsmuster um Aderhautme-
lanome einer der beiden Hauptgruppen (Klassen),
die wir bereits frither anhand von chromosomalen
Verdnderungen oder Genexpressionsmustern
identifiziert haben, zuzuordnen. Beide Tumor-
Klassen unterscheiden sich nicht nur in ihren ge-
netischen Markern sondern auch in Bezug auf ihr
klinisches Verhalten [3]. Das gilt insbesondere fiir
die Metastasierungsneigung, die in der Klasse der
Tumoren mit Monosomie 3 (Verlust eines Chro-
mosoms 3 im Tumor) wesentlich stérker ausgepragt
ist als bei Tumoren mit Disomie 3 [4]. Seit vielen
Jahren nutzen wir dieses Wissen um mittels gene-
tischer Untersuchung des Tumorgewebes die
Tumorklasse und somit das Metastasierungsrisiko
von Aderhautmelanom-Patienten zu bestimmen.
Abbildung 2 zeigt entsprechend représentative
Bilder der Immunreaktivitat von BAP1-Protein im
Biopsiematerial von Aderhautmelanomen mit un-
terschiedlichem Metastasierungsverhalten. Fir
die Klassifizierung des Tumors oder zur Progno-
sebestimmung haben wir fiir die Routinediagnos-
tik im unserem genetischen Labor moderne
Hochdurchsatz-Sequenziermethoden (Panel Se-
quenzierung), sowie eine Reihe weiterer moleku-
largenetischer Methoden etabliert.

Neben der Erforschung genetischer Veranderungen
in primdren Aderhautmelanomen arbeiten wir auch
an der Aufklarung der Genmutationsmuster in Me-
tastasen des Aderhautmelanoms sowie an der
Rolle von BAP1-Mutationen bei der Erstellung eines
klassenspezifischen Epigenoms. Ziel unserer For-



schung ist es die fiir die Tumorentstehung und
Metastasierung relevanten zellbiologischen Mecha-
nismen besser zu verstehen.

ERBLICHES RISIKO FUR
ADERHAUTMELANOM

Weitergehend wurde im Rahmen der molekularen
Analyse von Aderhautmelanomen und Mesothe-
liomen in den letzten Jahren das hereditdare BAP1-
Tumorpradispositions-Syndrom definiert. Es han-
delt sich dabei um ein sehr seltenes Syndrom, das
nicht alle Patienten mit einem Aderhautmelanom
betrifft. Eine zugrundeliegende Keimbahnmuta-
tion des BAP1-Gens erhoht das Risiko fiir das ver-
mehrte, gemeinsame und erbliche Auftreten von
malignen Neoplasien aus einer Gruppe von Ader-
hautmelanomen, Mesotheliomen, Nierenzellkar-
zinomen, kutanen Melanomen und Basalzellkar-
zinomen [2].

Die genetischen Veranderungen, die zur Entwicklung
eines Aderhautmelanoms fiihren, sind fast immer
auf die Tumorzellen beschrankt. Erbliche Verdnde-
rungen sind fiir die Entstehung des Aderhautmela-
noms nur bei wenigen Patienten bedeutsam. Diese
seltenen Patienten haben jedoch ein erhdhtes
Risiko fiir ein Aderhautmelanom und auch fiir an-
dere Tumore. Da die erbliche Verdnderung auch bei
Angehorigen dieser Patienten vorliegen kann, sind
diese auch von einem erhéhten Tumorrisiko betrof-
fen [6]. Eines der fiir eine erbliche Tumorneigung
verantwortlichen Gene ist bereits bekannt (BAP1).
Patienten mit erblichen Mutationen in diesem Gen
kdnnen von gezielter Vorsorge profitieren. Es muss
jedoch noch erforscht werden, welche Tumore bei
diesen Patienten gehduft auftreten. Zusatzlich
missen auch die Faktoren, die das Tumorrisiko
mitbestimmen, aufgeklart werden. In einem von
der Deutschen Krebshilfe geforderten Projekt soll
bei Patienten, die an diesem Projekt teilnehmen
wollen, das mégliche Vorliegen einer erblichen
Tumorneigung erkannt werden. Den Patienten, bei
denen eine erblichen Tumorneigung vorliegt, wird
ein Nachsorgeprogramm angeboten.

LIQUID BIOPSY

Im Blutkreislauf ist zellfreie DNA (cfDNA) nachweis-
bar, die auf verschiedenen Wegen von Korperzellen
dorthin gelangt. Bei Tumorpatienten, so auch

Aderhautmelanom-Patienten, stammt ein Teil die-
ser cfDNA von Tumorzellen (ctDNA) [7]. Durch
Nachweis tumorspezifischer Mutationen z. B. GNAQ/
GNA11 kann die Herkunft dieser DNA aus Tumor-
zellen erkannt werden. Allerdings macht die ctDNA
nur einen Teil der cfDNA aus und zudem ist die
Menge an cfDNA sehr gering. Zum Nachweis von
ctDNA sind daher sehr empfindliche Analyseverfah-
ren erforderlich. Eine niedrige Nachweisgrenze kann
der Hochdurchsatzsequenzierung (»Ultradeep-
Sequencing«) erreicht werden. Im Rahmen von
einer prospektiven, von der Deutschen Krebshilfe
geforderten Studie untersuchen wir, ob durch Nach-
weis von ctDNA eine Metastasenfriiherkennung
moglich ist. Eine weitere diagnostische Anwendung
von ctDNA-Analysen ist moglicherweise die indivi-
duelle Prognosebestimmung. Dazu ist mit herkomm-
lichen Methoden Tumorgewebe notwendig. Wir
priifen, ob ctDNA-Analysen erméglichen, »liquid
biopsy« und also ohne Erfordernis einer Entnahme
einer Primdrtumorprobe eine Prognosebestimmung
zu erreichen.

Insgesamt konnen wir unseren Patienten mit Ader-
hautmelanomen anhand der Einbeziehung o.g.
Risikofaktoren ein individuelles genetisches Coun-
celling mitindividuellem Risikoprofil anbieten. Zwar
gibt es bislang weiterhin keine wirkungsvolle The-
rapie bei eingetretener Metastasierung, aber ent-
sprechende Untersuchungen erlauben die Anpas-
sung eines individuellen Nachsorgekonzeptes.
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Protein im Biopsiematerial
von Aderhautmelanomen.
A: Starkes BAP1-Signal in
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be mit Disomie 3. B: Verlust
des nuklearen BAP1-Signals
in der Tumorprobe mit
erhéhter Metastasierungs-
wahrscheinlichkeit.
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Abbildung 1

Planungs-CT und Fest-
legung des klinischen Ziel-
volumens vor der geplanten
Protonentherapie.

EINLEITUNG

Das Retinoblastom ist der hdufigste maligne intra-
okulare Tumor weltweit mit einer Inzidenz von einer
Neuerkrankung auf 20000 Lebendgeburten [1].
Unbehandelt fiihrt die Retinoblastomerkrankung
durch systemische und lokale Metastasierung zum
Tod. In 60—70 % tritt die Retinoblastomerkrankung
einseitig auf, wobei es sich bei ca. 90% um eine
sporadische Mutation handelt. Umgekehrt tritt bei
den librigen 30-40% die Erkrankung bilateral auf,
wobei hier bei 10% der Betroffenen eine vererbte
Keimbahnmutation des RB1 Gens auf Chromosom
13q14 vorliegt. Diese bilateral erkrankten Patienten
mit Keimbahnmutation haben ein erhohtes Zweit-
tumorrisiko per se, wobei insbesondere die perku-
tane Strahlentherapie dieses Risiko ansteigen ldsst
[2]. Je nach vorliegendem Stadium der Erkrankung
und Lateralitat stehen unterschiedliche Therapie-
formen zur Auswahl, welche individuell interdis-
ziplindr fiir den jeweiligen Patienten erarbeitet
werden. Etablierte Therapieformen sind lokal
destruierende Verfahren wie Laser-, Kryo- und
Brachytherapie oder die Enucleatio bulbi, diese
insbesondere bei fortgeschrittener einseitiger Tu-
morerkrankung. An systemischen Therapieformen
waren die perkutane Strahlentherapie (EBRT) und
systemische Chemotherapie zu nennen, wobei
insbesondere die EBRT bei deutlich erhohtem
Zweittumorriskio mit verkiirzter Uberlebensprog-
nose heutzutage nicht mehr angewendet wird. Er-
gdnzt wird das Therapiespektrum durch neuere
lokale Chemotherapieverfahren wie der intra-
arteriellen oder intravitrealen Chemotherapie [3].

ZWEITTUMORRISIKO NACH
STRAHLENTHERAPIE

Die EBRT wird seit {iber einem Jahrhundert in der
Behandlung des Retinoblastoms eingesetzt und
war viele Jahre lang der bevorzugte Behandlungs-
ansatz insbesondere bilateral erkrankter Augen mit
Glaskodrperaussaat mit guten Visusergebnissen und
niedriger Rezidivrate im Verlauf[4]. Der Einsatz der
EBRT hat jedoch in den letzten zwei Jahrzehnten
stark abgenommen, was auf der Einfiihrung wirk-
samer chemotherapeutischer Strategien sowie der
Sorge um strahlungsinduzierte Nebenwirkungen
wie Wachstumsstérungen und der Entstehung von
Zweittumoren im Bestrahlungsfeld begriindet ist
[5]. Am weitaus hdufigsten wurden Sarkome im
Strahlenfeld beschrieben mit einer konsekutiven
deutlichen Verkiirzung der Lebenserwartung. Die
Nachsorgestudie unserer Klinik zeigte eine kumu-
lative Inzidenz von Zweittumoren nach EBRT von
37,1% verglichen mit 17,6 % bei lokaler Therapie
inklusive Brachytherapie und 15,8 % nach syste-
mischer Strahlentherapie [6]. Konsequenterweise
gilt die klassische Strahlentherapie mit Photonen
als obsolet. Dennoch kann es im Therapieverlauf
fortschreitender oder anhaltender Erkrankung nach
Chemotherapie und Ausreizung aller anderen The-
rapieoptionen erforderlich sein, eine Strahlenthe-
rapie durchzufiihren, um ein Restsehvermdgen und
damit eine deutlich erhohte Lebensqualitat fiir die
kleinen Patienten zu erhalten. Ebenso wird beim
Vorliegen histopathologischer Risikofaktoren nach
Enukleation wie postlamindrer Optikusinfiltration,
einer Beteiligung des vorderen Augensegments



oder breitbasiger Aderhautinfiltration eine er-
gdnzende adjuvante Strahlentherapie der Orbita
empfohlen [4].

PROTONENSTRAHLTHERAPIE

Die Vorteile der Protonenstrahltherapie gegeniiber
der herkdmmlichen EBRT liegen in der Uberlegenheit
der physikalischen Dosisverteilungen. Ein Proton
verliert nur eine geringe Menge seiner Energie im
Gewebe, bis es sich seiner maximalen Eindringtiefe
nahert, wo die Restenergie {iber eine kurze Distanz
verloren geht, was zu einem starken Anstieg der
Energiedosis fiihrt. Nach der energieabhdngigen
Tiefenpenetration im Gewebe wird der grofite Teil
der Energie im Bragg-Peak abgelagert, gefolgt von
einem steilen Dosisabfall. Diese Dosischarakteris-
tik flihrt dazu, dass keine Austrittsdosis iiber ca.
4—5mm stromabwdrts des Ziels hinaus vorhanden
ist. Dieser Teil der Partikelspur, in dem die Energie
Uber eine kurze Strecke schnell verloren geht, wird
als Bragg Peak bezeichnet. Damit wird die Behand-
lung von Tumoren auch in sensiblen Kérperregionen
unter weitgehender Schonung umliegender Gewe-
be bei sehr prdziser Ausrichtung des geplanten
Zielvolumens moglich [7]. Daher minimiert die
Protonentherapie die normale Gewebebelastung
und kann mit niedrigeren Raten von strahlungsin-
duzierten normalen Gewebeschdden, Gesichtsa-
symmetrie und Zweitmalignomen im Vergleich zu
EBRT bei Retinoblastomen assoziiert werden. Bis-
lang wurden an unserem Institut insgesamt 14
Augen nach Ausreizung aller anderen Therapieop-
tionen bulbuserhaltend mit Protonen bestrahlt, bei
weiteren vier erfolgte eine Bestrahlung der Orbita
nach Enukleation bei histopathologischen Risiko-
faktoren. Indikation fiir die bulbuserhaltende Pro-
tonentherapie war in 12 Augen das Auftreten von
Rezidiven oder therapierefraktaren Befunden nach
intraarterieller Chemotherapie oder das Versagen
der technischen Durchfiihrbarkeit, sowie in 2 Augen
eine Beteiligung des vorderen Augensegments. Die
Entscheidung zur Protonentherapie wurde in unse-
rem interdisziplindren Tumorboard getroffen, das
Zielvolumen wurde vom behandelnden Strahlen-
onkologen und Augenarzt festgelegt. Es wurde dann
entsprechend eine benutzerdefinierte Messingblen-
de und ein Messbereichskompensator zur Kontrol-
le der Form und Eindringtiefe des Protonenstrahls
fiir jeden Patienten individuell entwickelt. Zur Op-
timierung der Bestrahlung bzw. zum Uberpriifen
der korrekten Ausrichtung des Bulbus unter der

Bestrahlung in Narkose wurden medial 2 Tantalum-
clips am Bulbus positioniert und im Anschluss ein
Planungs-CT zur Definition der Tumorgrenzen (CTV
= klinisches Zielvolumen) und der entsprechenden
Sicherheitsabstande durchgefiihrt. Abbildung1
zeigt das klinische Zielvolumen vor Beginn der
Strahlentherapie bei Glaskdrperaussaat, wobei hier
der komplette Bulbus unter Aussparung der Linse
und knochernen Strukturen erfasst wurde. Es er-
folgte die fraktionierte Bestrahlung in tiefer Narko-
se mit 2Gy / Tag bis zu einer kumulativen Gesamt-
dosis von 50Gy. Um Bewegungsartefakte dennoch
moglichst gering zu halten wurde eine spezielle
Kopffixierungsvorrichtung individuell angepasst
und die korrekte Ausrichtung des Bulbus mittels
der beiden Tantalumclips tberpriift. Abbildung 2
zeigt das Setup vor Beginn der Protonentherapie
in tiefer Intubationsnarkose, wobei das Auge in
tiefer Narkose ohne weitere Hilfsmittel in gerader
Position fixiert war. Wir konnten einen Grofteil der
14 bestrahlten Augen erhalten, lediglich vier Augen
mussten nach durchschnittlich drei Monaten ent-
fernt werden. Griinde hierfiir waren Rezidive in drei
Fallen und ein phthitisches Auge in einem weiteren.
Abbildung drei zeigt die Retcambilder vor und nach
erfolgter Protonenstrahltherapie mit einem nahezu
vollstandigen Riickgang des Rezidivs. Bei zwei
Kindern entwickelte sich eine milde Strahlenretino-
pathie, bei einem Kind kam es nach Bestrahlung
des vorderen Augensegments bei diffus infiltrie-
rendem anterioren Retinoblastom zu einem Horn-
hautulcus mit konsekutiver Keratoplastik. Beziiglich
der Langzeitfolgen entwickelte bislang kein Kind
Zweittumoren oder eine Gesichtshypoplasie, was
sich gut mit den in der Literatur beschriebenen
Ergebnissen in Einklang bringen lasst [8]. Bei den
Kindern mit Orbitabestrahlung bei histopathologi-
schen Risikofaktoren zeigten sich keine weiteren
Komplikationen. Insgesamt zeigte sich in unserem
negativ selektierten Patientenkollektiv ein gutes
Ansprechen auf die Protonentherapie bei gleichzei-
tiger Minimierung der durch die reguldre Photonen-
therapie bedingten Komplikationen und Risiken.
Mit der Protonentherapie konnte somit unser
Behnadlungsspektrum therapieresistenter Retino-

Abbildung 2

Setup der Protonenthe-
rapie in ITN. Das intubierte
Kind liegt in Riickenlage,
die horizontale Protonen-
strahlfiihrung erfordert den
Einsatz eines 9o0° Seiten-
feldansatzes.
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Abbildung 3

Retcambilder vor und
nach Protonenstrahlthera-
pie. Die griinen Pfeile kenn-
zeichnen den entsprechen-
den vollstidndigen Riick-
gang des prominenten
Rezidivs in eine gemischte
Regression mit Typ | Domi-
nanz.

KONTAKT

blastomaugen um eine wichtige Therapiemodalitat
erweitert werden. Weitere Langzeitbeobachtungen
mit groferen Fallzahlen sind zum einen in Bezug
auf die propagierte erniedrigte Zweitmalignomrate,
als auch die verbesserte technische Umsetzung mit
zunehmend kleineren Zielvolumina gewiinscht.
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Entwicklung und Pathologie der Fovea:
Bedeutung der Millerzellen
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Abbildung 1

Zwei Miillerzellpopula-
tionen in der Fovea. Der
Miillerzellkegel in der Foveo-
la besteht aus speziellen
Miillerzellen. Die Zellkérper
und inneren Fortsdtze dieser
Zellen bilden die innerste
Schicht der Foveola; die
duperen Fortsdtze dieser
Zellen bilden den vertikalen
Stiel des Miillerzellkegels.
Die Miillerzellen der Fovea-
widnde besitzen die charak-
teristische Z-Form. GCL,
ganglion cell layer; ELM,
external limiting membrane;
HFL, Henle fiber layer; INL,
inner nuclear layer; IPL,
inner plexiform layer; MCL,
Miiller cell layer; OCF, outer
cone cell fibers; ONL, outer
nuclear layer; OPL, outer
plexiform layer.

Die Fovea besteht aus der Foveola und den sie
umgebenden Foveawdnden (s. Abb. 1). Die
Foveagrube (Fovea interna) liegt (iber einem
Bereich mit sehr hoher Dichte von Photorezep-
toren. Die Fovea externa ist der Kegel, der durch
die verldngerten Photorezeptorsegmente in der
Foveola gebildet wird und der in OCT-Abbildun-
gen an der schrdgen Stellung der duf3eren limi-
tierenden Membran (ELM) und der I1S/0S-Linie
erkennbar ist.

Der einzige Gliazelltyp in der Fovea sind Miiller-
zellen; Astrozyten befinden sich in der Parafovea.
Es gibt zwei verschiedene Millerzellpopulationen
in der Fovea (s. Abb. 1): (1) Miillerzellen, die den
inversen Miillerzellkegel in der Foveola bilden;
dieser Miillerzellkegel besteht aus der innersten
Schicht der Foveola und aus einem vertikalen Stiel
im fovealen Zentrum; (2) Miillerzellen der Fovea-
wadnde, die eine charakteristische »Z-Form« besit-
zen, weil ihre duBeren Fortsdtze schrag oder ho-
rizontal durch die Henlefaserschicht ziehen. Zellen
des Miillerzellkegels haben keinen Kontakt zu
Synapsen und unterstiitzen daher nicht die neu-
ronale Aktivitat, besitzen aber wichtige Funktionen
fur die Aufrechterhaltung der fovealen Struktur

und fiir die Lichtleitung durch das Gewebe. Miill-
erzellen der Foveawdnde sind wichtig zur Unter-
stiitzung der neuronalen Aktivitat.

ENTWICKLUNG DER FOVEA

Gliazellen (Mullerzellen und Astrozyten) bewirken
die ontogenetische Entwicklung der Fovea. Die
Entwicklung der Foveagrube verlauft in drei Phasen
(s. Abb. 2): (1) Bildung der Grube durch eine ver-
tikale Kontraktion der zentralen Miillerzellen; (2) Er-
weiterung der Foveagrube durch eine horizontale
Kontraktion des astrozytdren Netzwerkes in den
Nervenfaser- und Ganglionzellschichten; dies be-
wirkt eine Schragstellung der inneren Schichten der
Foveawdnde und leitet die Bildung der Foveola ein;
(3) Aufrichtung der inneren Schichten durch eine
zentrifugale Kontraktion der seitlichen Miillerzell-
fortsétze in der duBBeren plexiformen Schicht (OPL).
Die hohe Dichte der Photorezeptoren in der Fove-
ola wird durch eine zentripetale Verschiebung der
Photorezeptorzellkorper in der dufieren nukledren
Schicht (ONL) verursacht (s. Abb. 2). Diese Verschie-
bung wird vor allem durch eine Kontraktion von
Miillerzellstrukturen bewirkt, die an der ALM die



Abbildung 2
Ontogenetische Entwick-
lung der Fovea (links) und
Verschluss eines Makulafo-
ramens (rechts). ELM, exter-
nal limiting membrane;
GCL, ganglion cell layer;
HFL, Henle fiber layer; INL,
inner nuclear layer; IPL,
inner plexiform layer; ONL,
outer nuclear layer; OPL,
outer plexiform layer;

Abbildung 3

Bildung und spontaner
Verschluss eines Makulafo-
ramens bei einem 66-jahri-
gen Mann. Die Anzahl der
Monate nach der Erstunter-
suchung sind links ange-
fiihrt. Der Miillerzellkegel
ist blau gefdrbt. Die »nor-
male Foveacx ist eine OCT-
Aufnahme des gesunden
kontralateralen Auges.
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Photorezeptoren umgeben. Die Fovea externa wird
durch zwei Mechanismen geformt (s. Abb. 2):
(1) durch die zentrifugale Kontraktion der seitlichen
Miillerzellfortsdtze in der APS wird ein Zug auf die
Henlefasern ausgelibt; dieser Zug bewirkt auch die
gekriimmte Anordnung der Reihen der Photore-
zeptorzellkérper in der zentralen ANS; (2) durch
eine vertikale Kontraktion des Stiels des Miillerzell-
kegels in der Foveola.

PATHOLOGIE DER FOVEA

Miillerzellen spielen sowohl eine pathogene als
auch eine regenerative Rolle bei Makulaerkrankun-
gen wie zystoides Makulaédem und Bildung und
Verschluss eines Makulaforamens. Ein Modus der
Bildung eines Foramens ist die Abhebung der inne-
ren Miillerzellschicht von der ANS in der Foveola
durch vitreofovealen Zug (s. Abb. 3). Dadurch wird
der vertikale Stiel des Miillerzellkegels gedehnt und
zerrissen, und es bilden sich eine grofe Zyste in
der Foveola und ein Spalt in der zentralen ANS.
Durch das Herausreifien eines Teils der inneren
Miillerzellschicht der Foveola entsteht das Foramen.

Prof. Dr. Andreas Bringmann

Nach dem Studium der Biologie, Fachrichtung
Tierphysiologie, an der Universitdt Leipzig,
arbeitete Prof. Dr. Andreas Bringmann (/g. 1960)
auf dem Gebiet der systemischen Neurophy-
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Ein Foramen kann sich spontan verschlief}en, vor
allem auf der Héhe der APS und des inneren Teils
der ANS (s. Abb. 3). Eine VergréRerung der Zysten
in den Foveawdnden kurz vor dem Verschluss be-
wirkt eine Verkleinerung des Durchmessers des
Foramens auf der Hohe dieser Schichten. Der Ver-
schluss geschieht durch eine Regeneration der
inneren Miillerzellschicht und der ALM der Foveola
und fiihrt zu einer schnellen Auflésung der Zysten
in den Foveawdnden. Nach einer Latenzzeit kommt
es zu einer Verdickung der zentralen ANS durch
eine zentripetale Verschiebung der Photorezeptor-
zellkdrper. Dies bewirkt eine Verkleinerung der
Distanz zwischen der zentralen ALM und dem reti-
nalen Pigmentepithel; diese Verkleinerung ist eine
Voraussetzung fiir die Regeneration der zentralen
Photorezeptorsegmente. Es wird angenommen,
dass der Verschluss des Foramens und die Ver-
schiebung der Photorezeptorzellkdrper durch ahn-
liche (oder gegensitzliche) Kontraktionen von
Miillerzellen bewirkt werden, wie sie auch bei der
ontogenetischen Entwicklung eine Rolle spielen
(s.Abb.2).

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas Reichen-
bach mit der Physiologie der Miillerzelle. Seit
2002 ist er Leiter des Forschungslabors der
Klinik und Poliklinik fiir Augenheilkunde der
Universitdt Leipzig.
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High-Tech-Ophthalmologie zu Hause:
Das Home-Care-OCT fur AMD-Patienten
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Abbildung 1

Durchfiihrung einer
Selbstmessung mittels des
aktuellen Systems in der
laufenden klinischen Studie
(links) und einer Design-
studie mit einem handge-
haltenen Laborprototypen
des Home-Care-OCTs.

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist
die haufigste Erblindungsursache der westlichen
Welt mit weltweit 170 Millionen Erkrankten. In
Deutschland leiden 4,2 Millionen Patienten an der
AMD und davon 1,6 Millionen an der besonders ag-
gressiven Unterform der feuchten AMD. Diese Form
fiihrt hdufig zu einer schnellen und irreversiblen
Sehverschlechterung, die das Lesen, Autofahren und
das Erkennen von Gesichtern unmoglich machen
kann und bis hin zur gesetzlichen Erblindung fiihrt.

In den letzten Jahrzehnten ist durch die anti-VEGF-
Therapie eine dufierst effiziente Behandlungsmog-
lichkeit verfiigbar geworden, die das Fortschreiten
der Erkrankung (iber viele Jahre hinweg erfolgreich
aufhalten kann. Dementsprechend schnell hat sich
diese Therapieform weltweit als Standard durchge-
setzt. Allerdings bedeutet die Notwendigkeit der
langjdhrigen regelméafiigen Injektionsbehandlung
eine immense Belastung fiir die Patienten, sowohl
durch die unangenehme Behandlung an sich, als
auch durch die hdufigen Augenarztbesuche. Haufig
weitet sich die Belastung auch auf Angehdrige der
Patienten aus, die die Patienten zum Augenarzt be-
gleiten miissen. Gleichzeitig ist das Gesundheitssys-
tem durch die hohen Behandlungskosten (ca. 1.300€
pro Spritze, entspricht 15.000 € pro Jahr bei monat-
licher Therapie) vor eine kaum zu bewdltigende
Aufgabe gestellt worden. Und nicht zuletzt bindet
die intensive Therapie viele ophthalmologische Res-
sourcen; dementsprechend weniger Zeit steht fiir
die Therapie andere Krankheitsbilder zur Verfiigung.

Daher ist das in den Zulassungsstudien benutzte
feste monatliche Behandlungsintervall im Alltag
nicht praktikabel. Vielmehr wird versucht, mittels
verschiedener Behandlungsschemata moglichst
bedarfsgenau die Injektionen zu geben. Die Not-
wendigkeit einer erneuten Injektion kann nicht mit
ausreichender Sicherheit durch den Patienten selbst
bemerkt werden, da subjektive Symptome unsicher
sind und erst deutlich nach morphologischen Ver-
dnderungen einsetzen[1]. Auch eine konventionel-
le Netzhautfotografie reicht nicht aus, um sicher
die Notwendigkeit einer neuen Injektion zu erken-
nen. Die einzige Moglichkeit zum Monitoring der
AMD und anerkannter Goldstandard ist die optische
Koharenztomographie (OCT) [2].

Bei der OCT handelt es sich um ein nichtinvasives
Bildgebungsverfahren, das eine dreidimensionale
Darstellung der Netzhaut mit einer Auflésung von
wenigen Mikrometern erméglicht. Die Untersuchung
ist fiir den Patienten nicht belastend und kann prin-
zipiell beliebig hadufig wiederholt werden. Jedoch
sind entsprechende OCT-Gerdte aufgrund ihrer hohen
technischen Komplexitédt bisher sehr teuer (ca.
50.000€) und kénnen nur von medizinischem Fach-
personal bedient werden.

Entsprechend miissen bisher OCT-Kontrollen der
Netzhaut immer in Augenarztpraxen oder -kliniken
durchgefiihrt werden. Derzeit werden hauptsadchlich
zwei verschiedene Therapie-Schemata angewendet:
Pro re nata (PRN) und Treat and Extend (TAE). Beide



Therapie-Schemata versuchen anhand von OCT-
Aufnahmen die Behandlungsnotwendigkeit vorher-
zusagen und die Therapie entsprechend zu steuern.
Die Vor- und Nachteile der beiden Algorithmen
werden ausgiebig diskutiert; beide Schemata kon-
nen jedoch sowohl zur Uber- als auch Untertherapie
der AMD fiihren [3]. Nichtsdestotrotz fiihren diese
Schemata zu einer deutlichen Patientenentlastung,
zu einem verbesserten Risiko-Nutzen-Verhaltnis
und zu deutlichen Kosteneinsparungen. Es bleibt
jedoch die Notwendigkeit des haufigen Patien-
tentransports fiir die OCT-Untersuchung zum Au-
genarzt. Aufgrund dieser Belastung werden im
Alltag die OCT-Kontrollen meistens nicht im vorge-
schlagenen Abstand durchgefiihrt, was zu schlech-
teren Therapie-Ergebnissen fiihrt.

Die Moglichkeit, eine OCT-Untersuchung zuhause
durchfiihren zu kénnen, wiirde mehrere Vorteile
bieten: Nicht nur konnten unnétige Augenarztbe-
suche und die entsprechend aufwendige Anreise
zum Augenarzt vermieden werden, sondern es
konnte auch eine viel enger getaktete und damit
bessere Kontrolle der Erkrankung geschehen. Statt
anhand von festen Algorithmen den Therapiebedarf
zu pradiktieren, kann die Therapie direkt anhand
der tatsdchlichen Notwendigkeit gesteuert werden.
Idealerweise liefien sich daher nicht nur die Pati-
entenbelastung reduzieren, sondern gleichzeitig
auch die Behandlungsergebnisse verbessern.

Jedoch ist eine Home-Care-Lésung mit den heutigen
Klinikgeraten leider nicht moglich. Nicht nur sind die-
se viel zu teuer, sondern auch viel zu grof3. Zudem
fehlt die Moglichkeit der Selbstbedienung durch den
Patienten. Zusammen mit dem Medizinisches Laser-

zentrum Liibeck (MLL) wird an der Universitdtsaugen-
klinik Kiel an einer véllig neuartigen OCT-Technologie
geforscht, welche kostengiinstige Gerdte zur Selbst-
untersuchung ermoglichen soll. Mittels Parallelisierung
und modernen CMOS-Kameras soll eine volumetrische
OCT-Bildgebung extrem preisgiinstig und kompakt
gebaut werden[4]. Ziel ist, ein kompaktes handgehal-
tenes Gerat fiir unter 1.000 € zu realisieren.

In einer klinischen Studie wird derzeit die Handha-
bung und die Aufnahmequalitdt der neuen OCT-
Technologie an Patienten getestet [5]. Dabei konn-
te bei den bisherigen Messungen die Mehrzahl der
Patienten eine Selbstmessung erfolgreich durch-
fiihren. Die Bildqualitdt war gegeniiber den teuren
Klinikgeraten nur geringfiigig schlechter und nach
derzeitigem Kenntnisstand ausreichend, um zuver-
lassig eine Krankheitsaktivitat zu erkennen.

Fiir die Zukunft sind Studien mit handgehaltenen
Gerdten, die den Patienten mit nach Hause gege-
ben werden, geplant. Gleichzeitig wird derzeit mit
den Informatikinstituten der Universitdten Kiel und
Lubeck an Algorithmen geforscht, welche die Bil-
der des Home-Care-OCTs auswerten konnen. Die
Kombination von handgehaltenen Gerdten mit
kiinstlicher Intelligenz ermdglicht ein Home-Care-
Gerét, die langfristig das Management der AMD
komplett revolutionieren konnte.

Des Weiteren wdre in Zukunft auch ein Einsatz der
Home-Care-OCT-Technologie zum Management
vieler anderer Netzhauterkrankungen denkbar,
unter anderem bei Gefafdverschliissen am Auge
oder diabetischen Netzhauterkrankungen.

Abbildung 2

Vergleich einer OCT-Auf-
nahme desselben Patienten
zwischen Klinikgerit (links)
und Home-Care-OCT (rechts).
Es zeigt sich insgesamt ein
vermehrtes Rauschen, die
relevante Fliissigkeitsan-
sammlung (roter Pfeil) kann
aber auf beiden Bildern gut
dargestellt werden.

Geférdert durch das BMBF,
Forderkennzeichen 13N13763.
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Aktuelle Entwicklungen in der Glaukomforschung -
Kontinuierliche, berihrungslose Messung des
Augeninnendrucks mit einem implantierbaren

Drucksensor
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Abbildung 1

a) Platzierung des Sen-
sors im Sulcus ciliaris;
b) beriihrungslose Selbst-
messung mit Handlesege-
rit; ¢) externe Antenne fiir
automatische Messungen

Unser Wissen um die komplexen Pathomechanismen
der Ganglienzellschadigung beim Glaukom ist in
denvergangenen Jahren und Jahrzehnten erheblich
angewachsen. Bekannte Einflussgrofen reichen
von der Sehnervenkopfdurchblutung tiber Dicke
und mechanische Eigenschaften der Lamina crib-
rosa, oxidativen Stress, hin zu Autoimmunprozes-
sen, Verdnderungen des axonalen Transports, as-
trozytenbedingte Gliose und zur Identifikation
krankheitsbeeinflussender Gene in allen Abschnitten
des Auges. Trotz dieser spannenden und wichtigen
Erkenntnisse, zielen jedoch heute sé@mtliche klinisch
relevanten Therapieoptionen letztlich auf eine Sen-
kung des Augeninnendrucks ab, und therapeutische
Entscheidungen werden in nicht geringem Maf3 vom
Augeninnendruck beeinflusst. Ein individuell zu ho-
her Augeninnendruck stellt mithin den wichtigsten
pathogenetischen und derzeit einzigen beeinfluss-
baren Risikofaktor fiir die Entstehung und Progres-
sion der verschiedenen Formen des Glaukoms dar.

Seit langem ist bekannt, dass der Augeninnendruck
(10D) keine statische Grofe ist, sondern sowohl
kurz- als auch langfristigen Schwankungen unter-
liegt. Es gibt Hinweise darauf, dass nicht nur der
durchschnittliche Augeninnendruck, sondern auch
die Schwankungsbreite und die maximal auftreten-
den Druckwerte Einfluss auf den Erkrankungsverlauf
beim Glaukom haben kdnnen [1]. Es hat sich in
Studien dabei unter anderem gezeigt, dass ein
GroBteil der Hochstwerte auBerhalb der normalen
Sprechzeiten von Ophthalmologen auftreten [2, 3],
und dass im Tagesverlauf teilweise Schwankungen

von iiber 12 mmHg auftreten konnen[4]. Vor diesem
Hintergrund erscheint die klinisch etablierte, quar-
talsweise Erhebung eines einzelnen Messwerts zur
Therapiekontrolle beim Glaukom als unzulanglich.
Da die Messung des Augeninnendrucks jedoch in
der Regel qualifiziertes, im Umgang mit den etab-
lierten Messgerdten geschultes medizinisches
Personal erfordert, ist eine Erhohung der Messfre-
guenz mit konventionellen Messmethoden nur
schwer zu erzielen. Dringend notwendig sind daher
Verfahren, die analog zur Blutdruck- oder Blutzu-
ckermessung sowohl eine Selbstmessung durch
den Patienten, als auch automatische Langzeitmes-
sungen ermoglichen.

SELBSTMESSUNG DES 10D

In den vergangenen Jahren sind vielversprechende
Ansatze fiir die Selbstmessung des Augeninnen-
drucks entwickelt worden. Ein handgehaltenes
Rebound-Tonometer (Icare® HOME, Icare Finland
Oy, Finland) wurde in Studien bereits erfolgreich
im hduslichen Umfeld von Patienten eingesetzt, mit
brauchbarer Ubereinstimmung der Messwerte mit
konventioneller Goldmann-Applanationstonometrie
[5, 6]. Allerdings zeigte sich in diesen Studien, dass
nur rund 75 % der Patienten den korrekten Umgang
mit dem Gerat erlernen konnten, insgesamt waren
die Messungen aufgrund der nicht ganz einfachen
Handhabung fehleranfallig [6]. Zudem kdnnen die
Messungen nur am aufrechten, wachen Patienten
mit geodffneten Augen durchgefiihrt werden. Pati-



entenunabhangige, langfristige Messungen, die
auch in anderen Korperlagen und bei geschlossenen
Augen im Schlaf automatisch erhoben werden kon-
nen, verspricht ein kontaktlinsenbasiertes System,
das mutmaglich druckbedingte Anderungen des
korneoskleralen Ubergangs mittels Dehnungssen-
soren erfassen soll (Triggerfish®, Sensimed AG,
Lausanne, Schweiz) [7]. Da sich die Messungen
bauartbedingt jedoch nicht mit konventionell ge-
messenen Augeninnendruckwerten abgleichen
lassen und wahrscheinlich neben dem Augeninnen-
druck auch andere Parameter Einfluss auf den
korneoskleralen Winkel haben, eignet sich das
System nur bedingt zum Monitoring des Augen-
innendrucks.

IMPLANTIERBARER IOD-SENSOR

Eine neuere Alternative stellt ein implantierbarer,
dauerhaft im Auge verbleibender Drucksensor dar,
der kiirzlich eine CE-Zertifizierung erhalten hat, und
in derzeit noch andauernden Studien der Universi-
tatsaugenklinik Magdeburg untersucht wird (eye-
mate®, Implandata Ophthalmic Products GmbH,
Hannover, Deutschland). Das Implantat wird bei
Glaukompatienten in einem Kombinationseingriff
nach klinisch indizierter Phakoemulsifikation und
Kunstlinsenimplantation im Sulcus ciliaris platziert
(Abb. 1a). Die Energieversorgung des batterielosen
Sensors erfolgt beriihrungslos mittels elektroma-
gnetischer Kopplung durch ein vor das Auge gehal-
tenes Handlesegerat, das beim Patienten verbleibt.
Dieser kann somit jederzeit seinen Augeninnendruck
beriihrungslos und anwendungsfehlerfrei selbst
messen (Abb. 1b).

Mithilfe einer auBen am Auge angebrachten Anten-
ne (Abb. 1¢) ldsst sich der Sensor auch in festgeleg-
ten Intervallen {iber 24 h automatisch aktivieren. Die
Dateniibertragung erfolgt ebenfalls kabellos an eine
vom betreuenden Augenarzt einsehbare Datenbank
[8—10]. Wahrend der Zulassungsstudie zeigten sich
die durch Selbstmessung erfassten taglichen Druck-
schwankungen bei vielen Patienten als relativ stabil
und reproduzierbar {iber einen Zeitraum von meh-
reren Wochen, mit vergleichbaren Druckverldufen
von Tag zu Tag. Dies bestatigt friihere Arbeiten von
Mansouri et al. [11]. Die Selbstmessungen wahrend
der 12 Monate nach Implantation zeigten auch, dass
Effekte von Medikamentenwechseln gut nachvoll-
ziehbar waren (Abb. 2). Ohne explizit dazu aufgefor-
dert worden zu sein, maBen viele der Studienpati-
enten ihren 10D regelmaBig vor und 1—2 Stunden
nach Applikation ihrer Glaukommedikation. Die
Mehrzahl der Studienpatienten machte dabei die
Erfahrung, dass die Medikation einen direkt mess-
baren drucksenkenden Effekt hatte, was bei den
Patienten anamnestisch zu einer besseren Thera-
pietreue fiihrte [9]. Diese Beobachtung soll in wei-
teren Studien genauer untersucht werden.

Abbildung 2

Der Patient hatte im Verlauf unter seiner Stan-
dard-Therapie mit Brimonidin stark schwanken-
de, und fiir ihn tendenziell zu hohe Augeninnen-
driicke (16,0 *+ 2,1mmHg, Range: 10,8 - 22,0).
Nach Umstellung auf 1x tdgliche Gabe von Xala-
com pendelte sich der 10D auf einem deutlich
niedrigeren Niveau (13,7 + 1,2) und mit geringerer
Schwankungsbreite (Range: 11,0 — 17,0 mmHg)
ein.

Abbildung 3

Automatisches 24-Stunden Druckprofil eines
Patienten mit Messintervall von 5 Minuten an
zwei aufeinander folgenden Tagen. Bemerkens-
wert ist die bei den meisten Patienten beobachte-
te Reproduzierbarkeit des Druckprofils.
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Abbildung 4

Variabilitdt des 10D unter
verschiedenen simulierten
Alltagsbedingungen:
a) I0D-Messung wihrend
kdrperlicher Aktivitdat (Fahr-
radergometer) — der 10D
(blau) folgt der Herzfre-
quenz (schwarze Linie) un-
ter zunehmender Belastung
und sinkt in der Erholungs-
phase; b) atemabhingige
10D-Schwankungen
wéhrend dreimaligem
Valsalva-Versuch; ¢) Lage-
abhdngigkeit des 10D;
d) Anderung des 10D in
verschiedenen Blickrich-
tungen.

UNTERSUCHUNG DER
DYNAMIK DES 10D

Uber die Selbstmessung hinaus erlaubt der Sensor
auch automatische Messungen des 10D in regel-
maRigen Intervallen mithilfe einer um das Auge
angebrachten Antenne [12]. Koutsonas et al. zeigten
kiirzlich, dass 24h-Messungen mit dem System
zuverldssig durchfiihrbar sind [13]. Im Rahmen einer
aktuell noch andauernden Langzeit-Nachbeobach-
tungsstudie werden derzeit bei weiteren mit dem
Sensor versorgten Patienten regelmafig solche
24h-Messungen durchgefiihrt. Ziel ist es, neue In-
formationen uber die langfristige Stabilitdt von
Tagesdruckprofilen zu gewinnen. Ein Beispiel fiir
eine solche Messung zeigt (Abb. 3).

Eine auf experimentelle Studien beschrankte Funk-
tion des Systems erlaubt die quasikontinuierliche
Messung des Augeninnendrucks mit einer Mess-
frequenz von 10 Hz. In einer noch andauernden
Studie wird derzeit bei einem Teil der Patienten aus
der ARGOS-02 Studie der Einfluss verschiedener
physiologischer Parameter, wie z.B. Blutdruck,
Herzfrequenz, Kérperposition, Atmung, korperliche
Aktivitat und Blickrichtung, auf den Augeninnen-
druck untersucht. Dabei zeigte sich u.a., dass der
I0D auf dem Fahrradergometer mit der Herzfrequenz
und dem Blutdruck bei steigender Ergometerleis-
tung ansteigt, und sich nach der anschlieBenden
Erholungsphase auf einem niedrigeren Niveau
einpegelt, als vor Beginn der Ubung[14]. Ebenfalls
zeigte sich deutlich die Atemabhéngigkeit des 10D,
insbesondere beim Valsalva-Maneuver [14]. Im

Kipptischversuch zeigte sich reproduzierbar die
Abhéngigkeit des 10D von der Kérperlage [15] und
an der Harms-Wand der Einfluss der Blickrichtung
auf den 10D [16] (Abb. g). Insgesamt eroffnet der
Sensor neue Mdglichkeiten zur Untersuchung der
verschiedensten Einfliisse auf den IOD unter All-
tagsbedingungen in einer Form, die mit herkémm-
lichen Methoden bislang unzuganglich waren. So
ist es mithilfe des Sensors beispielsweise moglich,
simultan den IOD und das Muster-Elektroretino-
gramm (PERG) in verschiedenen Kérperpositionen
(und mithin den Einfluss des 10D auf das PERG) zu
untersuchen [17]. Wir erwarten durch diese Unter-
suchungen in den kommenden Jahren einen erheb-
lichen Wissenszuwachs iber die Pathophysiologie
des 10D beim Glaukom, der potentiell neue Wege
hin zu individualisierter Therapie von Glaukompati-
enten erdffnet.
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Bei korrekter Platzierung befindet
sich die Einflussoffnung des Stents
in der Vorderkammer, der mittlere Teil
sitzt im Trabekelwerk und die Spitze
mit den 4 Ausflussoffnungen im
Schlemm’schen Kanal.
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Mikroinvasive Glaukomchirurgie (MIGS)

mit der iStent-Technologie

Sicherheit und Wirksamkeit in Studien belegt

Bislang verlief der typische Weg eines Glaukompatienten von der medikamentdsen Einfachtherapie,
iiber Mehrfachtherapien und Lasereingriffe zur filtrierenden Glaukomchirurgie. Nicht nur die additiven
Nebenwirkungen der Mehrfachtherapie, auch die mangelnde Adhédrenz und Persistenz der Patienten
sowie das Komplikationsrisiko der herkmmlichen Glaukomchirurgie begriinden neue mikroinvasive
Verfahren. Die mikroinvasive Glaukomchirurgie mit trabekuléren Stents hat daher einen festen Platz im
Therapiespektrum des Offenwinkelglaukoms eingenommen.

MIGS-Eingriffe definieren sich {iber eine ab interno
Mikroinzision, eine gute Wirksamkeit bei einem giinstigen
Sicherheitsprofil sowie {iber ein minimales Trauma, das
eine schnelle Rehabilitation mit minimalem Einfluss auf
die Lebensqualitdt des Patienten gewdhrleistet.

Innerhalb der MIGS-Kategorie spielt die iStent-Tech-
nologie von Glaukos eine fiihrende Rolle. Weltweit
wurden insgesamt bisher {iber 500 000 Stents implan-
tiert. Wirksamkeit und Sicherheit sind durch mehr als
100 wissenschaftliche Beitrdge in Peer Review Zeit-
schriften dokumentiert. In Deutschland ist die neueste
iStent-Generation, das iStent inject-System, verfiigbar.

Bei iStent inject handelt es sich um ein trabekulares
Mikro-Bypass-System. Es besteht aus zwei in einem
sterilen Einmalinjektor vorgeladenen Mikrostents. Die
Stents sind aus Heparin-beschichtetem, nicht-ferro-
magnetischem medizinischem Titan. Sie sind 360 pm
lang und haben einen Durchmesser von 230 ym. Damit
ist der iStent inject das derzeit kleinste beim Menschen
eingesetzte Medizinprodukt.

Das Funktionsprinzip beruht auf einer Umgehung des
Trabekelmaschenwerkes zur Verbesserung des Kam-
merwasserabflusses. Unter gonioskopischer Visuali-
sierung werden zwei Stents im Abstand von 30-40°
nasal unten in das pigmentierte Trabekelmaschenwerk
implantiert. Bei korrekter Platzierung befindet sich die
Einfluss6ffnung des Stents in der Vorderkammer, der
mittlere Teil sitzt im Trabekelwerk und die Spitze mit
den 4 Ausflussoffnungen im Schlemm’schen Kanal.

Die Implantation kann sowohl als alleiniger Eingriff,
als auch in Verbindung mit einer Kataraktoperation
durchgefiihrt werden. Besonders Patienten, bei denen
trotz medikamentdser Mehrfachtherapie der Zieldruck

nicht erreicht wird sowie Patienten mit mangelnder
Compliance oder Schwierigkeiten bei der Tropfen-
applikation und solche mit Unvertréglichkeitsreak-
tionen profitieren von der effektiven Drucksenkung
und der héaufig damit verbundenen Reduktion der
Medikamentenbelastung.

Wirksamkeit und Sicherheit sind in zahlreichen
wissenschaftlichen Untersuchungen dokumentiert:

Bei L. Voskanyan et al. hatten in einer paneuropdischen
Multicenterstudie 66 % der 99 mit einem iStent inject
versorgten Augen nach 1 Jahr ohne antiglaukomato-
se Medikamente einen Augeninnendruck von 18 mmHg
oder darunter [1].

Langzeitergebnisse von T. Neuhann et al. zeigten nach
5 Jahren noch eine Augeninnendrucksenkung von
38% gegeniiber dem Ausgangswert. Die durchschnitt-
liche Anzahl der verwendeten Antiglaukomatosa
verringerte sich um 1,5 [2].

In einer aktuellen Arbeit stellten F. H. Hengerer et al.
3-Jahresdaten zum iStent /inject im Stand alone-
Verfahren vor.

97% der Patienten hatten danach 10D-Werte
<18 mmHg, die durchschnittliche Medikamentenbe-
lastung verringerte sich um 82% im Vergleich zum
Ausgangswert [3].

In einer Metaanalyse von R.H. Healy et al. wurden
die Daten von insgesamt 643 Augen aus 11 Studien
zur iStent-Technologie im ,Stand alone Verfahren”
analysiert. Der Follow-up betrug zwischen 6 Monate
und bis zu 5 Jahre. Die mittlere I0D-Senkung nach 12
Monaten betrug 33%, nach 60 Monaten 25%. Die
durchschnittliche Anzahl an Medikamenten verrin-
gerte sich nach 12 Monaten um 1 Medikament [4].
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Die Hornhaut als »Windschutzscheibe« des Auges
ist unter normalen Bedingungen frei von Blut- und
Lymphgefafen [1], wodurch die Transparenz der
Hornhaut gewdhrleistet wird. Die aus der Bindehaut
austretenden Blut- und Lymphgefdfe enden am
Limbus, dem Ubergangsbereich zwischen der dicht
vaskularisierten Bindehaut und der avaskularen
Hornhaut. Um die limbale Barriere und die Horn-
hautavaskularitat aufrechtzuerhalten, muss ein
dynamisches Gleichgewicht von Aktivatoren und
Inhibitoren der (Lymph)angiogenese vorhanden
sein.

Inzwischen weifs man, dass fiir die Aufrechterhaltung
des Blut- und Lymphgefaffreien Zustands der Horn-
haut das Hornhautepithel eine zentrale Rolle spielt.
Die Epithelzellen der Hornhaut werden durch lim-
bale Stammzellen kontinuierlich erneuert. Diese
limbalen Stammzellen tragen auch erheblich zur
Aufrechterhaltung der Transparenz der Hornhaut
bei. Ohne diese Zellen wiirde die Hornhaut eintriiben
und damit die Sehkraft eingeschréankt werden [2].

In physiologisch vaskularisierten Geweben spielen
LymphgefdBe eine wichtige Rolle bei der Gewebe-
homoostase und der Immuniiberwachung. Dariiber
hinaus sind sie auch an pathologischen Zustanden
wie chronischen Entziindungen, Infektionen oder
Verdtzungen, beteiligt, wobei das Gleichgewicht
zwischen fordernden und hemmenden Faktoren
der Angiogenese gestort wird [3]. In der normaler-
weise avaskuldren Hornhaut fiihrt dies zum Ein-
wachsen von Blut und Lymphgefafen. In der
Hornhaut erhdht das Einwachsen von Lymphge-
faBen das Risiko fiir Immunreaktionen nach Horn-
hauttransplantation [3].

Bisher wurden schon verschiedene anti-(lymph)
angiogene Behandlungsstrategien, die speziell auf
den VEGF-Signalweg an der Hornhaut abzielen, wie
Aflibercept, Bevacizumab, Ranibizumab [4-7], ge-
testet. Bevacizumab wird off-label bereits in der
Klinik nach Hornhauttransplantation angewendet
[8, 9]. Momentan sind jedoch klinisch keine Behand-
lungsstrategien verfiighar, um spezifisch die Lym-

phangiogenese, die mafigeblich fiir eine Absto-
Bungsreaktion ist [10], zu modulieren [11, 12]. Es
ist daher erforderlich, weitere Modulatoren der
Lymphangiogenese zu identifizieren, die das Risiko
einer Transplantatabstofiung verringern.

In diesem Artikel sollen unsere Ansdtze zum bes-
seren Verstandnis der einzelnen Mechanismen und
unsere Bemithungen zur Etablierung neuer anti- und
prolymphangiogener Strategien dargestellt werden.

ROLLE VON LIMBALEN STAMMZELLEN
BEI DER LYMPHANGIOGENESE

Ein intaktes Hornhautepithel ist nicht nur fiir die
Transparenz, sondern auch fiir die Lichtbrechung
notwendig. Daher wird die Epithelschicht standig
von ruhenden limbalen Stammzellen erneuert. Nach
einer Verletzung teilen sich jedoch die limbalen
Epithelzellen, die sich in der Basisschicht des Limbus
befinden, und die transient amplifizierenden Zellen
(TA-Zellen) migrieren zu dem Standort, an dem sie
benotigt werden [2]. Obwohl ein spezifischer limba-
ler Stammzellmarker bisher noch nicht identifiziert
wurde, konnte die Expression einer Reihe von Mar-
kern mit dem Phdnotyp limbaler Stammzellen in
Verbindung gebracht werden —einschlieBlich p63a
und ABCBs5 (Mitglied der ABC-Transporter) [2].

Die Hornhaut schiitzt das Auge auch vor Sonnen-
einstrahlung, indem sie einen Grofteil der Strahlung
blockiert und nur das sichtbare Licht hindurch lasst
[13]. Aufgrund ihrer Kriimmung ist die Hornhaut
jedoch unterschiedlich zuganglich fiir UV-Strahlen
und es kommt im Bereich des nasalen Limbus ver-
gleichsweise zu einer 20-fachen Fokussierung des
Lichts [14]. Daraus resultierende Verletzungen oder
Schadigungen der limbalen Stammzellen durch
UV-Strahlen kdnnen sich dann nachteilig auf das
Sehvermdgen auswirken. Der genaue zugrundelie-
gende Mechanismus ist jedoch noch nicht bekannt.
Es wird vermutet, dass UV-Schdden an den limbalen
Stamm- oder Nischenzellen, wie den limbalen Fib-
roblasten, die Nischenfunktion und den Stammzel-



len-Phdnotyp beeinflussen kénnen. Vor kurzem
konnten wir zeigen, dass die kurzzeitige Bestrahlung
von limbalen Fibroblasten mit UV-A zu einer redu-
zierten Sekretion von entziindungsférdernden,
Makrophagen rekrutierenden Zytokinen, sowie pro
hdam- und pro lymphangiogener Wachstumsfaktoren
fiihrt [15]. Dariiber hinaus induziert die Bestrahlung
von limbalen Epithelzellen mit UV-B die Hochregu-
lation von entziindlichen Mediatoren wie TNFo und
MCP-1 und reduziert die Expression von angiogenen
Wachstumsfaktoren VEGF-A und VEGF-C in diesen
Zellen [16]. Weiter konnten wir zeigen, dass UV-B-
blockierende Kontaktlinsen die durch kurzzeitige
UV-B-Exposition verursachte DNA-Schdden, die
Differenzierung von limbalen-Epithelzellen und die
Sekretion entziindungsférdernder Zytokine verhin-
dern kénnen [16].

Diese Daten belegen die bedeutende Rolle von
limbalen Epithelzellen und limbalen Fibroblasten
bei der Reaktion der limbalen Nische auf kurzzeitige
UV-A- und UV-B-Strahlen als Abwehrmechanismus
gegen nachfolgende entziindliche und (lymph)an-
giogene Ereignisse.

ROLLE DER MAKROPHAGEN
BEI DER LYMPHANGIOGENESE

Aktivierte Makrophagen sind wichtige Mediatoren
der kornealen Hdm- und Lymphangiogenese. Es
sind zwei unterschiedliche Wege der Lymphangio-
genese Induktion beschrieben: Zum einen sekre-
tieren Makrophagen in der entziindeten Hornhaut
verschiedene Zytokine, die die Lymphangiogenese
induzieren [17, 18]. Zum anderen kénnen sich Ma-
krophagen mittels Trans-Differenzierung in lympha-
tische Endothelzellen umwandeln und in Lymphge-
faBe integrieren [19, 20].

Kiirzlich konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, das
Makrophagen unterschiedliche Funktionen in der
Friih- und Spatphase der Entziindungsreaktion ha-
ben. In der Friihphase der Entziindung sind Makro-
phagen fiir die Initiation und die Progression der
Ham- und Lymphangiogenese verantwortlich. Da-
gegen kontrollieren die Makrophagen in der Spat-
phase nur die Aufrechterhaltung der Lymphgefafe,
aber nicht die der Blutgefafie in der Hornhaut [21].
Dariiber hinaus zeigen unsere Daten, dass das ham-
und lymphangiogene Potential der Makrophagen in
der Hornhaut von der Art der Hornhautverletzung
abhangt. Wahrend Makrophagen bei einer akuten

Verletzung hauptsdchlich Lymphgefafie induzieren
(Abb. 1), werden bei chronischer Verletzung sowohl
Blut- als auch Lymphgefafie durch die Makrophagen
induziert [21].

In dem Zusammenhang haben wir kiirzlich auch
zeigen kdnnen, dass IL-10, ein anti-inflamma-
torisches Zytokin, welches unteranderem von
Monozyten sekretiert wird, indirekt die entziin-
dungsinduzierte Lymphangiogenese reguliert [22].
Dabei induziert IL-10 die Sezernierung von VEGF-C
in Makrophagen. IL-10-defiziente Mduse zeigen
daher eine reduzierte Expression von VEGF-C, aber
eine erhdhte Expression pro-inflammatorischer
Zytokine sowie ein erhohtes zelluldres Infiltrat in
der entziindeten Hornhaut. Dies deutet darauf hin,
dass IL-10 wahrend der Entziindung zu einer Auf-
rechterhaltung der Lymphgefafie beitrdgt und damit
den Abfluss der Immunzellen aus dem entziindlichen
Gebiet unterstiitzt [22]. Somit kdnnte eine IL-10
basierte Therapie bei pathologischen persistieren-
den Entziindungen der Hornhaut von Nutzen sein.

VERBESSERUNG DES TRANSPLANTAT-
UBERLEBENS MITTELS ANTI-(LYMPH)
ANGIOGENER THERAPIE

Unsere Gruppe konnte schon friih zeigen, dass in
der entziindeten Hornhaut neben den klinisch sicht-
baren Blutgefdflen auch klinisch nicht sichtbare
Lymphgefafie vorhanden sind [17]. Aus diesem
Grund versuchten wir, das Einwachsen der Lymph-
gefdfle zu unterdriicken, ohne die Hdimangiogene-
se zu behindern [23, 24]. In Tiermodellen konnten
wir zeigen, dass die selektive Hemmung der Lymph-
gefdfle mittel Blockade von VEGFR-3 oder Integrin
a5 die Transplantatiiberlebensrate signifikant
verbessert [10]. Somit konnten wir zeigen, dass
pathologische Lymphgefafie eine entscheidende
Rolle bei chronischen Entziindungsprozessen, aber
auch bei Abstofungsreaktionen nach Hornhautrans-
plantation spielen.

Durch das Einwachsen neuer GefaBe in die Horn-
haut werden verstarkt Immunzellen, einschlieBlich
Antigen prasentierende Zellen (APCs), in die Horn-
haut rekrutiert [17]. Wir konnten kiirzlich zeigen,
dass der Status der Dendritischen Zellen (DC) im
Empfangerbett zum Zeitpunkt der Transplantation
entscheiden fiir das Uberleben das Transplantats
ist [25].
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Abbildung 1

Zeitlicher Verlauf des
Hornhautmakrophageninfil-
trats und Lymphangiogene-
se nach Schnittverletzung.
(A) Nach einer Schnittver-
letzung (Tag o) wurden das
entziindliche Makrophagen-
infiltrat, die Lymphgefdfe
(LV) und die Blutgefifie
(BV) zu den angegebenen
Zeitpunkten bestimmt.
(B, €) Quantifizierung der
gesamten Hornhautfldche,
die zu den angegebenen
Zeitpunkten von Makropha-
gen und LV bedeckt ist. Die
Werte wurden mit unver-
letzten Kontrollen ver-
glichen (n = 8-10 pro Zeit-
punkt). (D-L) repriisen-
tative Bereiche der
Hornhautflachpriparate,
die zu den angegebenen
Zeitpunkten nach der Ver-
letzung auf F4/80
(D, G, J), LYVE-1 (E, H, K)
und CD31 (F, 1, L) gefdrbt
wurden. Die gestrichelte
Linie zeigt den Limbus der
Hornhaut. Die Anzahl der
Makrophagen in der Horn-
haut erreichten am Tag 7
das Maximum und sinken
dann wieder ab. Am 21. Tag
sind die Makrophagen nicht
mehr erhéht. Die LV er-
reichen am 7. Tag ihre ma-
ximale Dichte und beginnt
sich bis zum 21. Tag zuriick-
zubilden, wo die Lymphan-
giogenese das Basisniveau
erreicht. Himangiogenese
wird in der Hornhaut nicht
induziert. Ubernommen
aus [21].

Daher untersuchten wir die Rolle von VEGF-A bei
der Forderung der Lymphangiogenese sowie der
Hamangiogenese. Wir haben beobachtet, dass die
Neutralisierung von VEGF-A mittels eines VEGF-A-
Traps zu einer Hemmung der Hdmangiogenese,
aber auch der Lymphangiogenese nach Verletzung
fihrt[6]. In diesem Zusammenhang haben wir uns
kiirzlich auch die direkte Auswirkung der lokalen
VEGF-A-Depletion mittels VEGF-A-Trap wahrend
der Neovaskularisation und vor der Transplanta-
tion angeschaut. Wir konnten zeigen, dass die
lokale Blockade von VEGF-A mittels VEGF-A-Trap
als Augentopfen die lokale Reaktion des Immun-
systems direkt verdndert, indem die Expression
von Zytokinen und Chemokinen hochreguliert
werden und die CD11c* DC-Infiltration moduliert
wird. Gleichzeitig wird das Transplantat-Uberleben

im Hoch-Risiko-Modell deutlich verbessert [25].
Die Daten zeigen, dass eine lokale Modulation des
Immunsystems und die dadurch induzierten tole-
rogenen Mechanismen das Uberleben des Trans-
plantats verbessern.

IDENTIFIKATION NEUER
ENDOGENER MODULATOREN
DER LYMPHANGIOGENESE

Vor der Entdeckung spezifischer Marker fiir lym-
phatische Endothelzellen dachte man lange, dass
nur Blutgefdle eine entscheidende Rolle bei der
Entziindung und AbstoBungsreaktion des Trans-
plantats spielen. Dies dnderte sich vor einigen
Jahren mit der Entdeckung spezifischer Marker fiir




das lymphatische Endothel, wie dem vaskuldren
Endothelwachstumsfaktor-Rezeptor 3 (VEGFR 3),
dem endothelialen Hyaluronsdurerezeptor 1 (LYVE-1,
Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor1)
oder Podoplanin [1].

Seitdem ist ein Schwerpunkt unserer Forschung die
Identifikation neuer Modulatoren der Lymphangio-
genese, die bei der Etablierung neuer therapeuti-
scher Konzepte helfen. Jedoch sind in den letzten
Jahren nur wenige weitere endogene Modulatoren
der Lymphangiogenese identifiziert worden, die die
Lymphangiogenese selektiv hemmen.

Die Hornhaut exprimiert sowohl eine gsliche als
auch eine Membran gebundene Form des VEGF-
Rezeptor 2 und -3 (sVEGFR-2, SVEGFR-3), die als
Decoyrezeptoren dienen und VEGF-C und -D ab-
fangen [26, 27]. Dariiber hinaus haben Cursiefen
et al. gezeigt, dass der membrangebundene VEG-
FR-3 auch von Hornhautepithelzellen exprimiert
wird und in der Lage ist, VEGF-C zu binden[1, 24].
In den letzten Jahren konnten dariiber hinaus ei-

nige weitere endogene Modulatoren der Lymph-
angiogenese wie Thrombospondin-1 (TSP-1) [28],
Vasohibin-1[29, 30] und Membran-Typ-1-Matrix-
Metalloproteinase (MT1-MMP) [31] als endogene
Inhibitoren der Lymphangiogenese in der Hornhaut
identifiziert und im Tiermodell verifiziert werden.
Jedoch gibt es im Moment keine Behandlungsmog-
lichkeiten, um die Lymphangiogenese spezifisch
zu modulieren.

Dies fiihrt zur Notwendigkeit, weitere wichtige Mo-
dulatoren der Lymphangiogenese zu identifizieren,
die das Risiko einer Transplantatabstofiung ver-
ringern.

Im Jahr 2000 wurde erstmals tber die genetische
Heterogenitadt der Angiogenese bei Mdusen berich-
tet [32]. Rohan et al. konnten zeigen, dass die Re-
aktion auf durch Wachstumsfaktoren induzierte
Angiogenese zwischen verschiedenen Inzucht
Mausstammen signifikant variiert. Dem gegeniiber
wurden Stamm-spezifische Unterschiede in der
Lymphangiogenese erst in jiingster Zeit untersucht.

Abbildung 2

Die Abwesenheit von
Tyrosinase fiihrt zu einer
erhéhten entwicklungs-
bedingten und entziin-
dungsbedingten Lymphan-
giogenese. (A) & (B): Re-
présentative Flachprdparate
der Maushornhaut aus
Cs57BL/6N (A) und albino
C57BL/6N (B6N-TyrEd) (B)
(rot: LYVE-1 positive Lymph-
gefife). Untere Abbildun-
gen: Hohere Vergréferung
des umrahmten Bereichs.
Gestrichelte Linien zeigt die
Grenze zwischen Limbus
und Hornhaut. (C) Quanti-
fizierung des lymphatisch
vaskularisierten Bereichs
der Flachprdparate und
Charakterisierung der lym-
phatischen Gefdfarchitek-
tur durch Bestimmung der
Anzahl der Verzweigungs-
punkte (D) und der Anzahl
der Endpunkte (E). Reprd-
sentative Flachprdparate
der Hornhaut nach ent-
ziindungsinduzierter Lym-
phangiogenese von (F)
Cs57BL/6N und (G) albino
B6N-Tyr# (rot: LYVE-1 po-
sitive Lymphgefifie).
Gestrichelte Linien zeigen
die Grenze zwischen Limbus
und Hornhaut. (H) Quanti-
fizierung des entziindlichen
lymphatischen vaskulari-
sierten Bereichs. Ubernom-
men aus [36].
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Es wurden auch hier Stamm-spezifische Unterschie-
de in der kornealen Lymphangiogenese sowohl in
der entziindungs-induzierten Lymphangiogenese,
der VEGF-C gesteuerten Lymphangiogenese als
auch in der limbalen lymphatischen Vaskulatur der
naiven Hornhaut identifiziert [33, 34]. Dabei zeich-
nete sich der BALB/c Stamm mit wenig endogenen
limbalen LymphgefaBen (niedrig lymphangiogen)
und der C57BL/6 Stamm mit vielen endogenen
limbalen Lymphgefafien (hoch lymphangiogen) ab
[33]. Mittels einer Pathway-spezifischen Expres-
sionsanalyse der naiven Hornhaut von BALB/c
(niedrig lymphangiogen) mit C57BL/6 (hoch lym-
phangiogen) identifizierten wir nicht nur schon
bekannte Regulatoren der Lymphangiogenese, wie
TSP-1, sondern auch zwei neue endogene Regula-
toren der Lymphangiogenese, das Tumor-Nekrose-
Faktor (Ligand)- Superfamilie-Mitglied 10 (Tnfsfio/
Trail) und der gewebespezifischer Plasminogenak-
tivator (Plat /tPA). Wir konnten zeigen, dass sowohl
Trail als auch Plat/tPA in der normalen Hornhaut
exprimiert werden und beide Faktoren zum lymph-
angiogenen Privileg der Hornhaut beitragen [35].
Zudem identifizierten wir kiirzlich das Tyrosinase-
Gen, das teilweise fiir die Unterschiede in der lim-
balen LymphgefaBarchitektur von BALB/c und
C57BL/6 Mdusen verantwortlich ist. Um zu verifi-
zieren, dass Tyrosinase die Lymphangiogenese
beeinflusst, haben wir die tyrosinase-defizienten
Albino C57BL/6 (B6N-Tyre®d)-Mduse mit den
C57BL/6 Wildtyp Tieren verglichen. Wir konnten
zeigen, dass die Albino C57BL/6 (B6N-TyreBrd)-
Mdusen eine signifikant erhdhte limbale Lymph-
gefafiflache, eine hohere Anzahl von Lymphgefa-
Bendpunkten und Verzweigungspunkten, sowie
eine signifikant erhdhte entziindungsbedingte
Lymphangiogenese aufwiesen (Abb. 2). Die Ergeb-
nisse zeigen, dass Tyrosinase nicht nur ein neuar-
tiger endogener Regulator der Lymphangiogenese
wahrend der Entwicklung, sondern auch bei der
entziindlichen Lymphangiogenese ist [36].

Weiterhin verdeutlichen die Ergebnisse, dass die
Hornhaut ein geeignetes Modell zur Identifizierung
neuer Regulatoren der Lymphangiogenese darstellt.

Die Identifikation neuer Modulatoren der Lymph-
angiogenese und ein besseres Verstandnis der
beteiligten Signalwege tragt somit zur Entwicklung
neuer therapeutischer Ziele fiir die Behandlung der
pathologischen Lymphangiogenese bei einer Viel-
zahlvon Augen- und extraokuldren Erkrankungen,
wie Transplantatabstofung, Tumormetastasen oder
dem trockenen Auge bei.
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Ex vivo expandierte autologe menschliche
Hornhautepithelzellen, die Stammzellen enthalten

Limbusstammzelltherapie und

langfristige Hornhautregeneration*

Transplantat aus autologen limbalen
Kulturen (Holoclar®) ohne weitere Behandlung?
Vorher Nachher

Nach 1,3 Jahren

Transplantat aus autologen limbalen Kulturen
(Holoclar®), gefolgt von Keratoplastik!

Patient 26 6.5 Jahre

Patient 22 6 Jahre
Patient 26 6,5 Jahre
Patient 46 4 Jahre

Ein Transplantat aus autologen limbalen Kulturen reichte bei einem Patienten mit
totaler Limbusstammzelleninsuffizienz des rechten Auges aufgrund einer Saure-
verdtzung — ohne Vernarbung des Hornhautstromas und mit Reduzierung der
Sehscharfe auf das Zéhlen von Fingern — aus, um das funktionale Hornhautepithel
zu regenerieren (Bild rechts) und die normale Sehschirfe wiederherzustellen
(Sehschéarfe 0,7).

Die Bilder zeigen die Augen von Patienten, die 13, 30 bzw. 3 Jahre vor der Kranken-
hausaufnahme durch Laugenverdtzungen beschadigt und ohne Erfolg chirurgisch
behandelt worden waren.

Beiallen drei Augen lagen eine totale Limbusstammzelleninsuffizienz, eine vollstandige
Hornhauttriibung und eine Vernarbung des Hornhautstromas vor (Bilder links).

Die Sehscharfe war auf das Zahlen von Fingern (bei Patient 22) bzw. auf die
Wahrnehmung von Handbewegungen (bei den Patienten 26 und 46) reduziert.

Bei allen drei Patienten konnte mit Hilfe von autologen Limbusstammzellenkulturen
das funktionale Hornhautepithel erfolgreich regeneriert werden.

Zur Verbesserung der Sehschérfe nach der Transplantation wurden die Patienten einer
penetrierenden Keratoplastik unterzogen.

Bei allen drei Augen wurde das Spenderstroma durch die transplantierten Limbus-
stammzellen neu abgedeckt.

Beim letzten Nachsorgetermin (nach 6, 6,5 bzw. 4 Jahren) waren alle Augen von einem
stabilen Hornhautepithel bedeckt (Bilder rechts).

Die Keratoplastik fihrte zu einer vollstandigen Wiederherstellung der Sehschérfe bei
den Patienten 22 und 46 (0,9 bzw. 0,8).

Aufgrund einer konkomittierenden Amblyopie verbesserte sich die Sehscharfe von
Patient 26 lediglich auf 0,3 (die Laugenverdtzung war 30 Jahre vor der Kranken-
hausaufnahme erfolgt).

Bei Patient 46 zeigt das Folgebild, dass die Blutgefafte der Bindehaut an der Grenze
zwischen Binde- und Hornhaut enden (Pfeile); sie dringen nichtin die wieder aufgebaute
Hornhautoberfléche vor.

! Rama P, Matuska S, Paganoni G, et al. Limbal stem-cell therapy and long-term corneal regeneration. N Englj Med. 2010;363(2):147-55

Holoclar, lebendes Gewebeiquivalent, 79.000-316.000 Zellen/cm?

Wirkstoff: Ex vivo expandierte autologe menschl. Hornhautepithelzellen, die Stammzellen enthalten. Zus.: Transparentes rundes Patch mit 300.000 bis
1.200.000 lebensfihigenautologen menschl. Hornhautepithelzellen (79.000 - 316.000 Zellen/cm2), einschlieflich durchschnittlich 3,5 % (0,4 bis 10 %) limbaler
Stammzellen u. von Stammzellen abgeleiteten transient amplifizierenden Zellen sowie ausdifferenzierten Zellen. Sonst. Best.: Transportmedium (Dulbecco’s
Modified Eagles Medium, erganzt mit L-Glutamin), Fibrintrdger. Anwend.: Behandlung von erwachsenen Patienten mit mittelschwerer bis schwerer
Limbusstammzelleninsuffizienz, unilateral od. bilateral, aufgrund von Verbrennungen od. Veritzungen des Auges. Gegenanz.: Uberempfindlichkeit
gegen einen der Bestandteile von Holoclar, Rinderserum od. murine 3T73-J2-Zellen. Nebenw.: Sehr hiufig: Blepharitis. Haufig: Blutung am Eingriffsort,
Hornhautdefekte, Glaukom, Augenschmerzen, ulzerative Keratitis. Gelegentlich: Bindehautadhdsion, Bindehauthyperamie, Hornhautédem,
Hornhautperforation, Augenreizung, Lichtempfindlichkeit, Metaplasie Implantat, Hornhautinfektion, Nahtruptur, Ohnmacht, subkutane

Blutung. Warnhinw.: Potenziell infiziertes biologisches Material. Mit Vorsicht handhaben; Schiitteln, Umdrehen und andere mechanische

Belastungen des Holoclar-Behéltnisses vermeiden. Nur zur autologen Anwendung. Augentropfen, die Benzalkoniumchlorid u./od. andere

Konservierungsstoffe enthalten, sind zu vermeiden. Verschreibungspflichtig. Stand: Februar 2015. Chiesi Farmaceutici S.PA., Parma, Italien
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Ex vivo expandierte autologe menschliche
Hornhautepithelzellen, die Stammzellen enthalten

Die erste von der EMA
zugelassene Stammzelltherapie
zur Behandlung der
Limbusstammzelleninsuffizienz
aufgrund von Verbrennung oder
Veratzung des Auges.!

1Quelle: Assessment Report Holoclar (EPAR). EMA/25273/2015.

Holoclar, lebendes Gewebedquivalent, 79.000-316.000 Zellen/cm?

Wirkstoff: Ex vivo expandierte autologe menschl. Hornhautepithelzellen, die Stammzellen enthalten. Zus.: Transparentes rundes Patch
mit 300.000 bis 1.200.000 lebensfihigen autologen menschl. Hornhautepithelzellen (79.000 - 316.000 Zellen/cm?2), einschlieflich
durchschnittlich 3,5 % (0,4 bis 10 %) limbaler Stammzellen u. von Stammzellen abgeleiteten transient amplifizierenden Zellen sowie
ausdifferenzierten Zellen. Sonst. Best.: Transportmedium (Dulbecco’s Modified Eagles Medium, erganzt mit L-Glutamin), Fibrintrager.
Anwend.: Behandlung von erwachsenen Patienten mit mittelschwerer bis schwerer Limbusstammzelleninsuffizienz, unilateral od.
bilateral, aufgrund von Verbrennungen od. Veritzungen des Auges. Gegenanz.: Uberempfindlichkeit gegen einen der Bestandteile
von Holoclar, Rinderserum od. murine 3T3-J2-Zellen. Nebenw.: Sehr haufig: Blepharitis. Haufig: Blutung am Eingriffsort,
Hornhautdefekte, Glaukom, Augenschmerzen, ulzerative Keratitis. Gelegentlich: Bindehautadhésion, Bindehauthyperamie,
Hornhautodem, Hornhautperforation, Augenreizung, Lichtempfindlichkeit, Metaplasie Implantat, Hornhautinfektion,
Nahtruptur, Ohnmacht, subkutane Blutung. Warnhinw.: Potenziell infiziertes biologisches Material. Mit Vorsicht
handhaben; Schiitteln, Umdrehen und andere mechanische Belastungen des Holoclar-Behéltnisses vermeiden. Nur zur
autologen Anwendung. Augentropfen, die Benzalkoniumchlorid u./od. andere Konservierungsstoffe enthalten, sind zu

vermeiden. Verschreibungspflichtig. Stand: Februar 2015. Chiesi Farmaceutici S.P.A., Parma, Italien
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Abbildung 1

Die verzdgerte Reaktion
von iBREC auf VEGF-A,;
korreliert mit einer Stérung
der Tight-Junctions
VEGF-A6; wurde zu konflu-
enten iBREC gegeben und
(A) der Zellindex kontinuier-
lich bestimmt oder (B) die
Zellen zur Herstellung sub-
zelluldrer Fraktionen zu ver-
schiedenen Zeitpunkten ge-
erntet. (A) Kurz nach Zuga-
be des Wachstumsfaktors
sinkt der Zellindex ab, der
nach einer kurzen Erho-
lungsphase dann kontinu-
ierlich iiber mindestens 60
Stunden niedrig bleibt.
(B) Ca. sechs Stunden nach
VEGF-A-Zugabe beginnt die
Expression von Claudin-1
stabil abzusinken, wihrend
sich die von Claudin-5 und
VE-Cadherin nicht offen-
sichtlich dndert. Keines der
untersuchten Proteine ist in
seiner Expression kurz nach
VEGF-A-Zugabe verdndert.

Die Pathogenese verschiedener okuldrer Erkran-
kungen ist mit einer verstadrkten Expression des
»vascular endothelial growth factor-A« (VEGF-A) im
Glaskorper assoziiert, wobei insbesondere die
Spleiflvariante VEGF-A165 die Permeabilitdt retina-
ler Endothelzellen (REC) in vivo und in vitro erhéht
[1—4]. Folgerichtig werden an VEGF-A bindende
Proteine erfolgreich zur Therapie z. B. des diabeti-
schen Makuladdems eingesetzt [5-7].

Bindung von VEGF-A an seine Rezeptoren mit nach-
folgender Aktivierung intrazellularer Proteine fiihrt
u.a. zu einer Stérung der Endothelzellschranke [8].
Retinale Endothelzellen exprimieren die VEGF-
Rezeptoren VEGFR1, VEFGR2 oder Neuropilin [9].
Wegen der uniibersichtlichen und widerspriichlichen
Datenlage ist unklar, ob die Hemmung einzelner
intrazelluldrer, an der Signalweiterleitung beteilig-
ter, Proteine ausreicht, die durch VEGF-A induzierte
Barrierestdrung zu blockieren, oder ob die Signal-
weiterleitung redundant ist. Daher haben wir unter

Verwendung unseres Zellkulturmodells immortali-
sierter REC vom Rind (iBREC) diesen Aspekt syste-
matisch untersucht [10, 11]. Ergebnisse unserer
bisherigen Studien erlauben die Hypothese, dass
die durch VEGF-A induzierte Barrierestorung von
iBREC vornehmlich durch VEGFR2 vermittelt wird:
Mitglieder der VEGF-Proteinfamilie, die VEGFR2
aktivieren, erhdhen die Permeabilitat der iBREC, die
nur an VEGFR1 bindenden aber nicht [4, 9, 12, 13].

VEGFR2 VERMITTELT DIE SIGNAL-
TRANSDUKTION HINSICHTLICH
BARRIERESTORUNG RETINALER
ENDOTHELZELLEN

Um schwache oder transiente Veranderungen der
Barrierefunktion detektieren zu kénnen, messen
wir kontinuierlich den sogenannten Zellindex einer
auf Goldelektroden kultivierten, durchgéangigen
iBREC-Einzelzellschicht; bei einer stabilen Barriere



ist der Zellindex hoch und bei der Stérung derselben
niedrig [11, 14]. So sinkt kurz nach Zugabe von
VEGF-A,4, der Zellindex ab, stabilisiert sich wieder,
um anschlieBend anhaltend tiber Tage stabil abzu-
sinken (Abb. 1). Wie schon in unseren Studien ge-
zeigt, korreliert die langanhaltende, aber nicht die
friihe Reaktion der iBREC auf VEGF-A165 mit der
Abnahme des Tight-Junction (T))-Proteins Claudin-1,
wahrend die Expression des TJ-Proteins Claudin-s
und des Adherens-Junctions (AJ)-Proteins VE-Cad-
herin nicht wesentlich verdndert ist (Abb. 1) [4, 9,
11—13]. Die aus verschiedenen Proteinen zusam-

Abbildung 2

mengesetzten Tight-Junctions und Adherens-Junc-
tions sind an der Regulation des parazelluldren
Flusses beteiligt [15]. Vorbehandlung der Zellen mit
10nM Tivozanib (— Hemmung von VEGFR2) verhin-
dert das durch VEGF-A,¢, induzierte Absinken des
Zellindexes vollsténdig, hohere Konzentrationen
(— Hemmung von VEGFR1, VEGFR2 und anderen
(Rezeptor)-Tyrosinkinasen) sind nicht effizienter
(Abb. 2A) [11,16]. Auch ZM323881, das ausschlie3-
lich VEGFR2 blockiert, verhindert tiber viele Stunden
das durch VEGF-A,4 induzierte Absinken des Zell-
indexes, wogegen der Inhibitor von Neuropilin

Hemmung von VEGFR2 verhindert die friihe und spiite Reaktion der iBREC auf VEGF-A¢;
Konfluente iBREC wurden mit spezifischen Inhibitoren (Hemmung des VEGFR2: 10 nM Tivozanib oder
Nintedanib, 500nM ZM323881; Hemmung von VEGFR1/2 sowie anderer Rezeptor-Tyrosinkinasen:
100nM Tivozanib; Hemmung von Neuropilin: 50 uM ATWLPPR) inkubiert, bevor VEGF-A,s, zugegeben
wurde und entweder (A) der Zellindex kontinuierlich bestimmt oder die Zellen nach 24 Stunden (B) zur
Herstellung von Zellextrakten geerntet bzw. (C) fiir die Immunfluoreszenzfirbung fixiert wurden. (A) 10
und 100 nM Tivozanib verhindern im Gegensatz zu ATWLPPR, das keinen Effekt hat, das Absinken des

Cl komplett.

(B) Die Inhibitoren Nintedanib, Tivozanib und ZM323881 — nicht aber ATWLPPR — verhindern den Ver-
lust von Claudin-1; die Expression von VE-Cadherin dndert sich nicht offensichtlich. (C) VEGF-A165 indu-
Ziert eine verdnderte Lokalisation von Claudin-5 (rot) und VE-Cadherin (rot) hin zu einer unregelmdapgige-
ren Prisenz in der Plasmamembran (—gelbe Pfeile). Dies wird durch Tivozanib verhindert.

*) p<o.04 im Vergleich zur Kontrolle, **) p<o.04 im Vergleich zu VEGF-A,¢s
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Abbildung 3

Tivozanib macht die
durch VEGF-A 4 induzierte
Schrankenstérung riick-
gdngig
Konfluente iBREC wurden
iber einen Tag mit 50ng/ml
VEGF-A.s; behandelt, bevor
spezifische Inhibitoren
(Hemmung des VEGFR2:
10nM Tivozanib, 500 nM
ZM323881; Hemmung von
VEGFR1/2 sowie anderer Re-
zeptor-Tyrosinkinasen:
100nM Tivozanib; Hem-
mung von Neuropilin:
s50uM ATWLPPR) zugege-
ben wurden und entweder
(A) der Zellindex kontinuier-
lich bestimmt oder (B) die
Zellen zur Herstellung von
Zellextrakten nach ein bzw.
zwei Tagen geerntet wur-
den. (A) 10 und 100 nM
Tivozanib machen im Ge-
gensatz zu ATWLPPR, das
keinen Effekt hat, das
Absinken des Zellindexes
komplett und ziigig riick-
gdngig. (B) Auch die nach
VEGF-A4;-Behandlung
erniedrigte Expression von
Claudin-1 steigt nach Zuga-
be von Tivozanib oder
ZM323881 wieder an, wih-
rend ATWLPPR keine Wir-
kung zeigt; die Expression
von VE-Cadherin dndert
sich nicht offensichtlich.

ATWLPPR dies nicht kann (Abb. 2A) [11, 17, 18]. In-
hibitoren von VEGFR2 verhindern im Gegensatz zu
ATWLPPR auch den durch VEGF-A,q, induzierten
Verlust von Claudin-1 (Abb. 2B), sowie die Verin-
derungen der zelluldren Lokalisation von Claudin-s5
und VE-Cadherin (Abb. 2C) [11].

Obwohl die Aktivierung weiterer Wachstumsfaktor-
rezeptoren durch die langfristige Wirkung von
VEGF-A,4; nicht ausgeschlossen werden kann, er-
reicht nach Zugabe spezifischer Inhibitoren des
VEGFR2 zu mit VEGF-A,¢, vorbehandelten iBREC der
dann niedrige Zellindex ziigig Normalwerte und die
verringerte Expression des TJ-Proteins Claudin-1
steigt wieder an (Abb. 3); die zusatzliche Hemmung
weiterer Rezeptor-Tyrosinkinasen oder von Neuro-
pilin ist nicht effizienter [19]. Diese Ergebnisse
stehen im Einklang mit unserer Hypothese, dass

VEGFR2, nicht aber VEGFR1 oder Neuropilin, die
durch VEGF-A, induzierte Stérung der iBREC-
Barriere vermittelt.

VEGF-A-INDUZIERTE SIGNALWEITER-
LEITUNG IST REDUNDANT

Die alleinige Hemmung an der Signalweiterleitung
beteiligter Proteine verhindert die durch VEGF-A¢
induzierte Storung der iBREC-Barriere dagegen nicht
(Abb. 4) [11]: Vorbehandlung der Zellen mit spezi-
fischen Inhibitoren kénnen das durch VEGF-A,
induzierte Absinken des Zellindexes und des
TJ-Proteins Claudin-1 nicht abwenden (Abb. g4A).
Interessant ist dabei, dass die Hemmung der Pro-
teinkinase C zwar die kurzfristige Antwort der iBREC
auf VEGF-A, verhindert, nicht deren spdte Reak-



tion, die fiir die klinische Fragestellung jedoch
relevanter ist (Abb. 4B) [11]. Blockieren der Prote-
inkinase C reicht folgerichtig auch nicht aus, die
bereits durch VEGF-A,¢; etablierte Schrankenstdrung
von iBREC riickgdngig zu machen [20].

SCHLUSSFOLGERUNG

Hinsichtlich der durch ldngere Behandlung mit
VEGF-A hervorgerufenen Barrierestdrung retina-
ler Endothelzellen erfolgt die Signalweiterleitung
tiber VEGFR2, wahrend andere VEGF-Rezeptoren
keine oder eine sehr untergeordnete Rolle spielen.
Auch die Aktivierung weiterer Wachstumsfaktor-
rezeptoren ist eher nicht von Bedeutung. Da die
intrazelluldre Signalweiterleitung redundant ist,
wird die alleinige Hemmung einzelner intrazellularer
Proteine als Therapiestrategie vermutlich nicht
erfolgreich sein.
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Abbildung 4

Alleinige Hemmung int-
razelluldrer Signalproteine
verhindert die friihe und
spdte Reaktion der iBREC
auf VEGF-A,4; nicht
Auf Goldelektroden kulti-
vierte iBREC wurden zu-
ndchst fiir zwei Stunden mit
Inhibitoren verschiedener
an der intrazelluldiren Sig-
naltransduktion beteiligter
Proteine inkubiert bevor
VEGF-A.4; zugegeben und
der Zellindex bestimmt wur-
de. Die Konzentrationen der
Inhibitoren wurden so ge-
wdhlt, dass eine spezifische
Wirkung gegeben war.
(A) Weder die kurzfristige,
noch die spdte Reaktion der
iBREC auf den Wachstums-
faktor werden durch die In-
hibitoren beeinflusst. Allein
das an VEGF-A bindende
Fab-Fragment Ranibizumab
kann die durch den Wachs-
tumsfaktor induzierte Sto-
rung verhindern. (B) Vorbe-
handlung mit dem Inhibitor
GF109203X blockiert nur die
friihe, nicht aber die lang-
fristige Reaktion der iBREC
auf VEGF-Ass;.
eNOS: endotheliale NO-
Synthase, FAK: »focal
adhesion«-Kinase, INK: c-
Jun-N-terminale Kinase,
PI3K: Phosphatidylinositol-
3-Kinase, PKA: Proteinkina-
se A, PLCy: Phospholipase
Cy, ROCK: Rho-assoziierte
»coiled-coil containing«
Proteinkinase
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Abbildung 1

Vergleich Vorder- (griin)
und Riickfldchenkriimmung
(rot). Signifikant mehr Cor-
neae klassifiziert AO>B0
(p<o0,02), A1>B1 (p<0,03)
und A2>B2 (p<o0,02) in
allen Altersdekaden (iiber
den Messpunkten ange-
geben). Kein signifikanter
Unterschied zwischen der
Anzahl an A3 und B3 klassi-
fizierten Corneae (p=o0,75).
Signifikant mehr Corneae
klassifiziert B4>A4 (p<0,02)
in allen Altersdekaden.
P-Werte berechnet mittels

Wilcoxon Test fiir verbunde-

ne Stichproben.

Beim Keratokonus (KK) handelt es sich um eine
Hornhautektasie mit fortschreitender Verdiinnung
und Ausbildung eines irreguldren Astigmatismus
mit Visuseinschrankung[1]. Im Jahr 2010 wurde das
Homburger Keratokonus Center (HKC) gegriindet
um den KK anhand eines moglichst groflen Patien-
tenkollektivs zu untersuchen. Idealerweise wird
jeder KK-Patient bei Erstvorstellung in Homburg
eingeschlossen und anschliefend beide Corneae
standardisiert topo-, tomographisch und biome-
chanisch untersucht. Aktuell umfasst das HKC mehr
als 1500 Patienten. Im Jahr 2016 stellten Belin und
Duncan als neue KK-Stadieneinteilung das »ABCD
Grading System« vor [2, 3], welches auf den vier
Parametern A (anteriore Kriimmung), B (posteriore
Krimmung), C (diinnste Pachymetrie) und D (best-
korrigierter Fernvisus) basiert und fiir jeden dieser
Parameter fiinf Stadien vorsieht (o als einfachste,
unauffallige oder subklinische, und 4 als schwers-
te Auspragung). Diese Einteilung ist in der Software
der Pentacam (Oculus, Wetzlar, Deutschland) im-
plementiert und als wertvolle Hilfe zur Unterschei-
dung von progressiven und nicht-progressiven KK
etabliert [4]. Darauf basierend wurden 1917 nicht
voroperierte Corneae der ersten 1000 HKC-Patien-
ten anhand der erhobenen Befunde ihrer Erstvor-

stellung (bei Kontaktlinsentragern mit drei Tagen
Karenz) nachklassifiziert. Zur Auswertung wurden
die Patienten in Altersdekaden gruppiert und die
Stadienverteilung in den Altersdekaden ausge-
wertet.

Die Auswertung der Parameter A und B als Mafe
fir die Vorder- (A) und Riickflachenkriimmung (B)
erbrachte in allen Altersdekaden signifikant mehr
A0 als BO klassifizierte Corneae (p<0,02, Wilcoxon
Test fiir verbundene Stichproben). Eine analoge
Verteilung zeigte sich fiir die Stadien 1 und 2 (A1>B1,
p<0,03 sowie A2>B2, p<0,02). Im Stadium 3 waren
etwa gleich viele Corneae A3 und B3 klassifiziert
(p>0,5). Nur im Stadium 4 wurden in allen Alters-
dekaden signifikant mehr Corneae B4 als A4 klas-
sifiziert (p<0,02, Abb. 1).

Da fiir beide Parameter A und B jeweils die Auspra-
gungen in fiinf Stadien moglich sind, bestehen
theoretisch 25 mogliche AB-Kombinationen. Mehr
als 70% der Corneae (1347 von 1917) wurden aller-
dings durch fiinf AB-Kombinationen erfasst. Diese
sind A4B4 (n=451, 24 %), AOBO (n=311, 16 %), A2B4
(n=242), A2B2 (n=189) und A1B2 (n=154).

Bei der Auswertung der diinnsten Pachymetrie (C)
wurden in allen Altersdekaden (Ausnahme: Patien-
ten tiber 60 Jahre) signifikant mehr Corneae CO0 als
C1 klassifiziert (p<0,04). In den Folgestadien zeigte
sich eine Abnahme der Anzahl an Corneae mit zu-
nehmendem Ausdiinnungsstadium (C1>C2, p<0,03;
C2>(3, p<o,01; C3>C4, p<0,02, Wilcoxon Test fiir
verbundene Stichproben, Abb. 2).

Bei Betrachtung des bestkorrigierten Visus (D)
wurden die meisten Corneae in allen Altersdekaden
(Ausnahme: Patienten tiber 70 Jahre) als D1 (Visus
0,5 bis <1,0) klassifiziert, gefolgt von DO (>1,0), D2
(0,2 bis <o,5), D3 (0,05 bis <0,2) und D4 (<o0,05,
Abb. 2).

Letzterer ist der schwdchste Parameter, da eine
sofortige Bestkorrektur beim bislang nicht Kontakt-
linsen-versorgten KK-Patient schwer moglich ist.
Die meisten Patienten erzielten einen Visus von o,5



bis 1,0 (D1) oder besser (D0), da bereits 36 %
(n=364) der Patienten formstabile Kontaktlinsen
trugen. In allen Altersdekaden wiesen die meisten
Corneae eine normale Dicke auf, wobei diese mit
fortschreitender Erkrankung abnahm. Nimmt die
Dicke ab, nimmt die Vorderflachenkriimmung zu
(71% der A4 klassifizierten Corneae wurden als C4
klassifiziert), was zusammen mit einer reduzierten
Keratozytendichte im vorderen Stroma|[s] auf eine
Erkrankung der Hornhautvorderflache hindeutet.
Da jedoch 96 % der By klassifizierten Corneae als
Cy4 eingestuft wurden, scheint der Effekt der mit
abnehmender Dicke zunehmenden Verkriimmung
bei fortgeschrittenen Stadien auf der Hornhautriick-
flache noch deutlicher hervorzutreten als auf der
Vorderflache. Die aktuelle Auswertung deutet somit
darauf hin, dass bei spaten Stadien hdufig vor allem
die Ruckflachenkrimmung zunimmt. Ein Schwach-
punkt der Klassifikation ist die Erfassung friiher,
subklinischer oder forme fruste KK, da diese im
Stadium 0 eingeordnet und somit anhand der Klas-
sifikation schwer von gesunden Augen abgegrenzt
werden konnen. Beriicksichtigt werden muss bei
der Auswertung, dass die Universitats-Augenklinik
des Saarlandes ein Hornhauttransplantationszen-

trum ist [6], weshalb viele Patienten mit fortgeschrit-
tenem KK zur Keratoplastik vorstellig werden. Dies
kdnnte zu einer Verzerrung der Stadienverteilung
fiihren. Eine Entzerrung wird durch den Einschluss
der meist weniger betroffenen Partneraugen er-
reicht, welche — asymmetrisch zum schlechteren
Auge [7]- seltener fortschreiten. Dies erkldrt auch
die hohe Anzahl an AOBO klassifizierten KK, welche
meist subklinische Formen an Partneraugen schwe-
rer Formen darstellen.

Diese altersdekaden-abhangige Stadienverteilung,
welche sich als in allen Dekaden vergleichbar erwies,
dient als Basis fiir eine longitudinale KK-Analyse
iber mehrere Jahre. Da Friihstadien vor allem die
Vorderflachenkriimmung zu beeinflussen scheinen,
gleichzeitig aber durch Verdanderungen der Riick-
flache diagnostiziert werden oder mit Spatstadien
der Riickflachenkriimmung einhergehen kdnnen,
kann die Entstehung des KK derzeit weder isoliert
der Hornhautvorder- noch der Hornhautriickflache
zugeschrieben werden.

Abbildung 2

Diinnste Pachymetrie (C):
Absolute Anzahl Corneae in
Stadien Co, C1, C2, C3 und
Cy4 in den verschiedenen
Altersdekaden (Legende).
Signifikant mehr Corneae
klassifiziert Co>C1 (p<0,04),
C1>C2 (p<o0,03), C2>C3
(p<o0,01) und C3>C4
(p<0,02) in allen Altersde-
kaden (bis auf >60 Jahre).
Bestkorrigierter Visus (D):
Absolute Anzahl Corneae in
Stadien Do, D1, D2, D3 und
D4 in den verschiedenen
Altersdekaden (Legende).
Signifikant mehr Corneae
klassifiziert D1>Do
(p<0,008), Do>D2 (p<0,08),
D2>D3 (p<o0,008) und
D3>Dy4 (p<o0,02) in allen
Altersdekaden (bis auf
>70 Jahre).
P-Werte berechnet mittels
Wilcoxon Test fiir verbun-
dene Stichproben.
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Abb. 1: Der sulcusfixierte Sensor wird
durch das Handlesegerat beriihrungs-
los mit Strom versorgt und ist nur fiir
die Dauer der Messung aktiv. Dadurch
kommt er ohne Batterie aus und kann
lebenslang im Auge verbleiben.
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Telemetrische Selbstmessung des intraokularen
Drucks mit dem eyemate-10® Drucksensorimplantat

Eine der gréBBten Herausforderungen in der Diagnostik und Therapie des Glaukoms stellt die regelmafBi-
ge und akkurate Messung des Augeninnendrucks (I0D) dar. Konventionelle Verfahren erfordern in der
Regel spezielle Geréte und ausgebildetes Personal. Dieser Umstand begrenzt die Messhéufigkeit dieses
hochdynamischen Parameters auf iiblicherweise eine Messung im Quartal. Die Variabilitéit des 10D und
die maximalen Druckwerte werden dadurch in aller Regel nicht ausreichend erfasst, obwohl sie thera-
pierelevant sein kénnen [1,2]. Hinzu kommt, dass samtliche konventionellen Messverfahren den 10D nur
indirekt von auBen messen, und deshalb von verschiedenen systematischen und zufélligen Fehlerquel-

len beeinflusst werden [3, 4].

Im Rahmen der prospektiven, multizentrischen, einar-
migen, unverblindeten ARGOS-02 Studie wurden des-
halb die Sicherheit und Performance eines neuartigen
implantierbaren, permanent im Auge verbleibenden
Drucksensors (eyemate®, Implandata Ophthalmic Pro-
ducts GmbH, Hannover) klinisch untersucht [5]. Der
ringférmige, faltbare Sensor wurde hierfiir mithilfe eines
modifizierten [OL-Injektors bei insgesamt 22 Glaukom-
patienten wahrend einer geplanten Kataraktoperation
in den Sulcus ciliaris implantiert (Abb. 1). Die Patienten
wurden anschlieend iiber einen Zeitraum von 12
Monaten nachbeobachtet. Primédre Endpunkte der
Studie waren Art und Anzahl implantatbedingter uner-
wiinschter Ereignisse (Sicherheitsendpunkt) sowie die
Messkonkordanz zwischen eyemate® und Goldmann-
Applanationstonometrie (Performance-Endpunkt) drei
Monate nach der Implantation. Sekundére Endpunkte
umfassten das Auftreten langerfristiger implantatbe-
zogener Ereignisse, die langfristige Messkonkordanz,
das Auftreten von Implantat-Fehlfunktionen sowie die
Evaluation der durch mehrfach tagliche Selbstmessung
erfassten 10D-Werte der Patienten.

Sicherheit

Im Lauf der Studie traten bei 4 Patienten unerwiinsch-
te Ereignisse auf, die zur stationdren Behandlung der
Patienten fiihrten: in zwei Féllen kam es kurz nach
Implantation (7 und 13 Tage postoperativ) zu einer
kurzfristigen Fibrinreaktion. Bei einem Patienten kam
es 9 Tage nach Implantation zu einer temporéren
Hornhautdekompensation, die folgenlos ausheilte. Bei
einem Patienten musste 345 Tage nach der Implanta-
tion eine drucksenkende Operation durchgefiihrt
werden. Die Ursache des I0D-Anstiegs lag am ehes-
ten in einer Pigmentfreisetzung wéahrend der kompli-

kativen Implantation des Sensors. Bei keinem der
Patienten kam es im Verlauf zu einem Visusverlust;
Netzhautdicke, Endothelzellzahl und Kammerwinkel-
weite und -pigmentierung blieben im Wesentlichen
stabil. Der Sensor verblieb bei allen Patienten bis zum
Ende der Studie funktionsféahig im Auge.

Performance

Vergleichsmessungen zwischen eyemate® und GAT
wurden ab dem ersten postoperativen Monat bei allen
Visiten durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine gute
Messkonkordanz zwischen den beiden Methoden
(Cronbach’s alpha: 0,882; 95% KI: 0,835—0,915), mit
einem leichten Anstieg der Messabweichung bei
hoheren I0D-Werten.

Die Messbereitschaft der Patienten war mit durch-
schnittlich 7,9+ 1,4 Messungen pro Tag sehr hoch, im
Rahmen der Studie wurden insgesamt mehr als 49.000
Einzelmessungen erfasst. Aus diesen lieBen sich u.a.
Tagesdruckverldufe und der Effekt von Medikamenten
ableiten.

Auch die Patientenzufriedenheit mit dem Messsystem
war sehr hoch. Zwei Sensoren mussten im Lauf der
Studie nach einer UBM Untersuchung, bzw. YAG-
Laser Anwendung rekalibriert werden, am Ende der
Studie waren alle Sensoren noch funktionsfahig.

Die Ergebnisse der ARGOS-02 Studie fiihrten zur CE-
Kennzeichnung des eyemate®-Systems, und der
Sensor kann an ausgewahlten Zentren bei Glaukom-
patienten klinisch eingesetzt werden. Weitere Lang-
zeitbeobachtungen zur Sicherheit und Performance,
sowie verschiedene wissenschaftliche Untersuchun-
gen mit dem Sensor dauern derzeit an.
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Das Glaukom stellt eine Gruppe von Erkrankungen
mit wahrscheinlich unterschiedlicher Ursache dar.
Ein erhdhter Intraokulardruck (10D) stellt aktuell
den wichtigsten und einzigen behandelbaren Risi-
kofaktor fiir die Entstehung und Progression des
Glaukoms dar, obwohl auch andere Faktoren, wie
eine abnorme Durchblutungsregulation und immu-
nologische Mechanismen eine Rolle zu spielen
scheinen. Ob die einzelnen Risikofaktoren sich
gegenseitig beeinflussen kénnen, ist bisher nicht
gekldrt. Da das Glaukom trotz Normalisierung des
I0D fortschreiten kann, bestehen durch erhéhten
I0D aktivierte molekulare Prozesse wahrscheinlich
auch druckunabhéngig fort.

AUTOIMMUNE KOMPONENTE
BEIM GLAUKOM

Mehrere Studien deuten auf eine mogliche autoim-
mune Beteiligung an der Pathogenese des Glaukoms
hin. Krankheitsspezifische Veranderungen in kom-
plexen Expressionsspiegeln von Immunglobulin G
(IgG) Autoantikérpern (AK) gegen Augengewebe
konnten in Patienten mit unterschiedlichen Glau-
komformen nachgewiesen werden. Dariiber hinaus
sind diese AK-Profile sehr stabil und konnten in
Studienpopulationen verschiedener Kontinente
gefunden werden. Besonders erwdhnenswert ist
die Tatsache, dass nicht nur erhéhte AK nachge-
wiesen wurden, sondern auch eine Reduktion eini-
ger AK beobachtet werden konnte. Analysen bei
Glaukompatienten zeigten beispielsweise die
Hochregulation von AK gegen z.B. Hitzeschockpro-
tein 70 (HSP70), Alpha-Fodrin, oder Myelin-Basische
Protein (MBP) und ein vermindertes Vorkommen
von AK gegen aB-Crystallin oder Vimentin, um nur
einige zu nennen (zusammengefasst in[1]). Wahrend
erhohte AK einen autoaggressiven Verlust retinaler
Ganglienzellen (RGC) im Tiermodell hervorrufen,
zeigen unsere in vitro und in vivo-Studien eine
schiitzende Wirkung von einigen beim Glaukom
vermindert vorliegenden AK (z.B. AK gegen gamma-
Synuclein oder gegen GFAP (saures Gliafaserpro-
tein)), die auf reduzierten Stress in der Netzhaut
zuriickzufiihren zu sein scheint (zusammengefasst

in[2]).

VASKULARE KOMPONENTE
BEIM GLAUKOM

Arterielle Hyper- und Hypotension, abnorme Blut-
flussparameter und Vasospasmen wurden in Zu-
sammenhang mit dem Glaukom gebracht. Des
Weiteren wurden bei Glaukompatienten eine redu-
zierte Kapillardichte in der Netzhaut und im Seh-
nervenkopf sowie erhéhte Endothelmarkerwerte in
Kammerwasser und Blutserum nachgewiesen [3,
4]. Papillenrandblutungen, die zu den typischen
Befunden beim Glaukom zdhlen, deuten zudem auf
eine gestorte vaskuldre Integritdt hin. Wir haben
es geschafft, Gefaf3funktionen im Mausmodell zu
untersuchen [5]. Damit konnten wir zeigen, dass
eine moderate Erh6hung des IOD zu einer endothe-
lialen Dysfunktion und einer gestérten Autoregu-
lation in retinalen Arteriolen fiihrt. Zudem war die
Konzentration an reaktiven Sauerstoffverbindungen
und die Expression des pro-oxidativen Redoxgens
NOX2 in retinalen Gefaen erhoht, was auf eine
Beteiligung von oxidativem Stress hindeutet. Die
Befunde zeigen erstmalig eine Interaktion zwischen
Intraokulardruck und GefaBfunktion.

BIOMARKER UND NEUROPROTEKTION

Spezifische Veranderungen kénnen Biomarker dar-
stellen, die die Diagnose erleichtern oder aber auch
neurotoxische Effekte haben und ihre Reversibilitat
neuroprotektiv sein. Daher wurde eine Vielzahl von
neuroprotektiven Mitteln vorgeschlagen, die auf
molekulare Verdanderungen abzielen: Sie l6sen einen
RGC-Verlust aus und zwar aufgrund von (1) Exzitoto-
xizitét, (2) oxidativem Stress, (3) Stickoxidschaden,
(4) Mikroglia-Uberaktivierung und (5) Apoptose. Beim
Glaukom werden toxische Substanzen wie Glutamat,
reaktive Sauerstoffspezies und Stickoxid (NO) frei-
gesetzt. Mikroglia werden {iberaktiviert, die Mitochon-
drien funktion nimmt ab und die Transkription von
liberlebens- oder tédlichen Genen wird moduliert.
Gemeinsame abschlieBende Signalwege werden
aktiviert mit anschlieBender Neuronen-Apoptose bei
RGC. Ein erhohter Augeninnendruck und andere Me-
chanismen scheinen einen sich selbst aufrechterhal-
tenden Prozess der RGC-Degeneration auszuldsen.
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Translationale
Ophthalmologie
Augenklinik und
Poliklinik der
Universitatsmedizin
an der Johannes
Gutenberg
Universitat Mainz
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Auf zelluldrer Ebene kénnen typische Reaktionen
der verschiedenen Zellen und Zellverbédnde der
RGC, der Mikroglia sowie der Endothelzellen und
Gefdfle gesehen und proteomische und genetische
Verdnderungen analysiert werden.

Die Modelle eignen sich gut, um die gewiinschten
Augeninnendrucksituationen zu imitieren und/oder
RGC-Verlust zu provozieren. Die Gefdfle und Gefaf3-
zellen zeigten Augeninnendruck induzierte Veran-
derungen der Morphologie und Funktion. Insbeson-
dere die Crystalline, H,S, Blll-Tubulin und CRMP-5
zeigten auf molekularer Ebene interessante Expres-
sionsverschiebungen bei erhghtem Augeninnen-
druck und im weiteren Versuchsverlauf neuropro-
tektive und/oder sogar regenerative Effekte in vivo
und in vitro [6, 7].

Neuroprotektion kdnnte eine wesentliche Rolle bei
der Verlangsamung der mit Sehverlust verbundenen
pathologischen Prozesse spielen und durch den
Schutz von RGCs und des Sehnervs zur Verringerung
des Sehverlusts beitragen.

Prof. Dr. Dr. Franz H. Grus
Augenklinik und Poliklinik

der Universitdatsmedizin Mainz
Experimentelle und Translationale
Ophthalmologie
Langenbeckstrafie 1

55131 Mainz
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Einfluss von Augenbewegungen auf die
Signalverarbeitung in den Nervenzellen

der Retina

PROF. DR. TIM GOLLISCH!

Die Netzhaut ist ein erstaunlich komplexes Nerven-
zellgewebe. Hier findet nicht nur die Absorption
von Licht durch die Fotopigmente und die damit
verbundene Generierung elektrischer Signal in den
Fotorezeptoren statt, sondern auch ein erheblicher
Teil der visuellen Informationsverarbeitung. Ein
Netzwerk aus mehr als 60 unterschiedlichen Arten
von Nervenzellen [1] filtert die einkommenden
visuellen Signale und extrahiert relevante Informa-
tion, wihrend Uberfliissiges und Verrauschtes
verworfen wird. SchlieBlich wird die erhaltene
Information in Form von elektrischen Pulsen (Ak-
tionspotentialen) entlang des optischen Nervs durch
die Axone der retinalen Ganglienzellen an unter-
schiedliche Hirnareale weitergeleitet. Die Komple-
xitat der Signalverarbeitung in der Netzhaut kommt
in der Vielfalt der Subtypen dieser Ganglienzellen
zum Ausdruck. Jeder dieser schatzungsweise 20 bis
30 Subtypen deckt mit seinen Einzelzellen dabei
das gesamte visuelle Feld ab, sodass die Netzhaut
Dutzende unterschiedlich gefilterte Abbilder des
visuellen Umfelds parallel an nachfolgende Hirn-
areale liefert [2]. Diese Vielfalt der Signalverarbei-
tung zu verstehen gehort zu den derzeit zentralen
Fragestellungen der Grundlagenforschung an der
Netzhaut. Ein verbessertes Verstandnis ist daneben
aber auch fiir die weitere Entwicklung von Sehpro-
thesen und Therapien zur Wiederherstellung des
Sehsinns von Bedeutung, um beispielsweise Be-
handlungen bei Degenerationskrankheiten der
Fotorezeptoren zu erméglichen [3, 4].

In der experimentellen Ophthalmologie an der
Augenklinik der Universitatsmedizin Gottingen
behandeln wir diese Fragestellungen mittels Unter-
suchungen an Tiermodellen, insbesondere den
traditionellen Modellen der Maus- und Salamander-
Netzhaut. Diese Netzhdute teilen mit der mensch-
lichen Netzhaut den grundlegenden Aufbau der
Nervenzellschaltkreise und erlauben die Isolierung
von gesundem Netzhautgewebe, welches dann in
Nahrlosung gehalten und beziiglich der visuellen
Signalverarbeitung untersucht werden kann. So
lassen sich die elektrischen Pulse hunderter von
Ganglienzellen mittels sogenannter Multielek-
troden-Arrays messen, wahrend gleichzeitig die
Fotorezeptoren durch die Projektion eines Com-
puterbildschirms stimuliert werden.

Traditionell basiert ein GroBteil der Untersuchungen
zur Signalverarbeitung in der Netzhaut auf stark
vereinfachten visuellen Reizen, wie etwa der stu-
fenweisen Anderung der Lichtintensitat. Es wird
jedoch zunehmend deutlich, dass viele Aspekte der
Signalverarbeitung nur im Kontext komplexer,
natirlicher Lichtreize zum Vorschein kommen. Ein
spezifischer Ansatz, den wir daher in unserer For-
schung verfolgen, ist, den Einfluss von natiirlichen
Augenbewegungen auf die Signale der Netzhaut zu
untersuchen. Menschen wie auch Tiere fixieren beim
natiirlichen Sehen fiir kurze Zeit einen bestimmten
Punkt im visuellen Raum, um dann mittels einer
ruckartigen Augen- oder Kérperbewegung (»Sak-
kade«) einen neuen Fixationspunkt anzusteuern.
Obwohl bekannt ist, dass derartige schnelle Bild-
abfolgen sowohl erregende wie auch hemmende
Signale in der Netzhaut auslosen [5, 6], weis man
noch wenig dariiber, wie sich diese Dynamik auf
die Verarbeitung der Bildinformation auswirkt.
Zusatzlich ist auch wadhrend der Fixation das auf
die Netzhaut fallende Bild nicht komplett bewe-
gungslos, sondern erfahrt durch kleine Augenbe-
wegungen (»Fixationsaugenbewegungen«) eine
stdandige Verschiebung, die wir zwar nicht wahr-
nehmen, mit denen das visuelle System jedoch
umgehen muss.

Die Auswirkungen beider Arten von Bewegungen
der Blickrichtung, Sakkaden und Fixationsaugen-
bewegungen, lassen sich an der isolierten Netzhaut
gut untersuchen, da sich die Bewegungsmuster
durch Verschieben des auf die Fotorezeptoren pro-
jizierten Bildes simulieren lassen. Da die Netzhaut
auch im Normalzustand keine Information aus dem
Gehirn Uber die Augenbewegungen erhilt, ist es
aus Sicht ihrer Nervenzellen dquivalent, ob sich das
Auge oder die Bildprojektion bewegt. Auf diese
Weise konnten wir in Messungen an der Netzhaut
der Maus zeigen, dass unterschiedliche Subtypen
von Ganglienzellen auf unterschiedliche Weise auf
Sakkaden reagieren [7]. Wahrend fiir die Aktivitat
einiger Zellen nur relevant war, welcher Bildab-
schnitt nach der Sakkade auf die Zelle fiel, reagier-
ten andere Zellen besonders stark, wenn sich die
entsprechenden Bildabschnitte vor und nach der
Sakkade besonders stark unterschieden. Wiederum
andere Zellen wurden dann aktiv, wenn nach der



Sakkade ein moglichst dhnlicher Bildabschnitt auf
die Zelle fiel wie davor. Dieser letzte Zelltyp ist von
besonderem Interesse, da die Sensitivitat fir
wiederkehrende Bildmuster unerwartet und unge-
wohnlich ist — meist fahren Zellen ihre Aktivitat bei
wiederkehrenden Reizen durch Adaptierungspro-
zesse herunter. Es ldsst sich hier daher eine spezi-
elle Funktion zum Beispiel bei der Bildstabilisierung
vermuten. Weitere Experimente zeigten, dass diese
Ganglienzellen ihre Sensitivitat fiir wiederkehrende
Bildelemente aus einem speziellen Schaltkreis
beziehen, in dem hemmende Signaleingange selbst
wieder durch andere Nervenzellen gehemmt werden
konnen [7].

Auch Untersuchungen mit simulierten Fixations-
augenbewegungen haben (iberraschende Ergeb-
nisse geliefert. So haben wir mittels Messungen an
Salamander-Netzhduten die Frage gestellt, wie
richtungsselektive Ganglienzellen reagieren, wenn
ein Bild im Muster der Fixationsaugenbewegungen
verschoben wird. Richtungsselektive Ganglienzellen
sind spezielle Nervenzellen der Netzhaut, die bei
kontinuierlich bewegten Bildern besonders stark
reagieren, wenn die Bewegung in eine spezielle
Richtung (die »Vorzugsrichtung« der Zelle) erfolgt;
bei Bewegung in die gegensatzliche Richtung wird
die Aktivitdt jedoch gehemmt. Unsere Ergebnisse
zeigten jedoch, dass im Rahmen der komplexen
Bewegungsmuster der Fixationsaugenbewegungen
einzelne richtungsselektive Ganglienzellen auch
bei Bewegungen entgegen der Vorzugsrichtung
aktiv werden konnten [8], da auch diese Bewegun-
gen praferierte Helligkeitsanderungen hervorrufen
kdnnen. Dennoch kann das visuelle System aus den
Zellantworten die Bewegungsrichtung des Bildes
auslesen, und zwar indem es die Aktivitaten meh-
rerer richtungsselektiver Zellen vergleicht. Durch
Berechnung von Aktivitdtsdifferenzen ldsst sich
Information tiber die Bewegungsrichtung heraus-
ziehen, wahrend Information tiber Helligkeitsande-
rungen verworfen wird. So erweist sich die Aktivi-
tatsdifferenz zweier Zellen als besonders informa-
tiv; sie enthdlt mehr Information als die beiden
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Einzelzellen in der Summe - ein Fall von »Das
Ganze ist mehr als die Summe seiner Teile« oder
auch »Synergie.

Diese Beispiele zeigen, dass neue Erkenntnisse
tiber die Signalverarbeitung in der Netzhaut gewon-
nen werden kénnen, wenn die Dynamik natiirlicher
Augenbewegungen beriicksichtigt wird. Weder die
serielle Inhibition im Schaltkreis der untersuchten
Ganglienzellen der Maus-Netzhaut noch die syner-
gistische Information von Paaren von richtungs-
selektiven Ganglienzellen ergeben sich aus den
tiblichen Messungen mit standardisierten, einfachen
Lichtreizen. Erst die Betrachtung unter natiirlichen
Reizmustern hat die entsprechenden Schaltkreise
hinreichend aktiviert und ihre Bedeutung fiir die
Aktivitdt der Ganglienzellen hervortreten lassen.
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Abbildung 1

74-jahriger AMD-Patient.
Links: Fundusfoto, Mitte:
FLIO-Bild, Rechts: OCT.
Schwarze Pfeilspitze:
Hyperpigmentierung (im
OCT auch als hyperreflek-
tiver Punkt in der duferen
Retina zu sehen), weifie
Pfeilspitze: Druse.

Die altersbedingte Makuladegeneration ist eine
multifaktoriell bedingte Erkrankung. Epidemiologi-
sche Studien haben weiche Drusen und Pigment-
verschiebungen als Risikoindikatoren fiir eine
Krankheitsprogression erkannt[1-3]. Um die Ursa-
chen dafiir zu verstehen ist es wichtig herauszufin-
den, welche chemischen Verbindungen in Drusen
vorkommen und wie sie physiologische Vorgédnge
in der duBeren Netzhaut, dem retinalen Pigment-
epithel (RPE) und der Choriocapillaris beeinflussen
konnen. Weiche Drusen und basallineare Ablage-
rungen auf und in der Bruchschen Membran ent-
halten im Wesentlichen Lipide und Lipoproteine,
die entweder aus der Phagozytose der Photorezep-
torauBensegmente stammen konnen oder aus der
Aderhaut fiir die Versorgung der Photorezeptoren
zur Verfligung gestellt werden [4-6]. Diese Abla-
gerungen kdnnen den Transport von Makromole-
kiilen [7] und Sauerstoff [8] von der Aderhaut zur
Netzhaut behindern. Weiterhin kénnen diese Lipide
unter hohen Sauerstoffkonzentrationen und Licht-
einstrahlung vermehrt peroxidiert werden [9].
Lipidperoxide verursachen RPE-Zellstress und
Makrophagenaktivierung und kénnen so zur Patho-
genese der AMD beitragen [10, 11]. Das RPE (ber
Drusen kann entweder in Apoptose gehen oder sich
von seiner Basalmembran ablésen und in die Netz-
haut migrieren [12]. Solche migrierten RPE-Zellen
erscheinen in der Funduskopie als Hyperpigmentie-
rungen und im OCT als hyperreflektive Punkte [13].

In der Fundusautofluoreszenz (FAF) erscheinen
Hyperpigmentierungen hyperfluoreszent wahrend
Drusen nur gelegentlich hyperfluoreszent sind [14].
Um verschiedene Fluorophore unterscheiden zu

kénnen habe wir FLIO entwickelt [15, 16]. FLIO
benutzt ein Laser-Scanning Ophthalmoskop (Spec-
tralis, Heidelberg Engineering GmbH) um die FAF
mit kurzen Laserpulsen anzuregen. Das Zeitver-
halten der Fluoreszenz wird aufgezeichnet und
hieraus werden die Fluoreszenzlebensdauern be-
rechnet. Zusétzlich wird die spektrale Information
der Fluoreszenz erfasst. Da die Aufnahme in zwei
separaten Spektralkandlen erfolgt, kann diese mit
dem Intensitdtsverhaltnis in diesen beiden Kanalen
(spectral ratio) beschrieben werden.

Mit diesem Verfahren konnten wir zeigen, dass
Hyperpigmentierungen deutlich verlangerte Fluo-
reszenzlebensdauern haben (Abb. 1). Dies kénnte
auf eine veranderte Lipofuszinzusammensetzung
hindeuten. Aber auch Drusen zeigen gelegentlich
verlangerte Fluoreszenzlebensdauern (Abb. 1,
Abb. 2), im Mittel iiber alle 2760 von uns untersuch-
ten weichen Drusen war das jedoch nicht der Fall.
Dagegen konnte eine signifikante Verschiebung
des Fluoreszenzmaximums der Drusen zu kiirzeren
Wellenldngen festgestellt werden. Damit konnten
erstmals entsprechende post-mortem Befunde [17]
in vivo bestdtigt werden. Da Drusen anatomisch
vom stark fluoreszierenden Pigmentepithel tber-
deckt sind ist ihr Beitrag zur gesamten FAF bei der
in-vivo vorgenommenen en face Beobachtung nur
schwer auszumachen. So kénnen mit fluoreszenten
Molekiilen angereicherte Drusen zu einer Hyperflu-
oreszenz beitragen wahrend eine Ausdiinnung des
RPE iiber der Druse auch eine Hypofluoreszenz
hervorrufen kann. Entsprechend verschieden kon-
nen auch die Beitrdge von Lipofuszin im RPE und
Fluorophoren in Drusen zur gemessenen Fluores-



zenzlebensdauer sein. Bei einer Untersuchung von
histologischen Schnitten menschlicher Spenderau-
gen am 2-Photonen-Mikroskop konnten wir 171
Drusen identifizieren und hinsichtlich ihrer Fluores-
zenzeigenschaften vermessen (Abb. 3). Wahrend
auch hier eine sehr homogene spektrale Verschie-
bung zu kiirzeren Wellenldngen gegeniiber der
RPE-Fluoreszenz bestatigt werden konnte, zeigte
sich hinsichtlich der Fluoreszenzlebensdauer eine
grofle Heterogenitdt, wenn sie auch generell langer
war als die des RPE. Dies zeigt, dass die Zusam-
mensetzung des Gemisches verschiedener Lipide
und Lipoproteine in einzelnen Drusen sehr verschie-
den sein kann. FLIO hilft uns diese verschiedenen
Drusen zu differenzieren. Der Einsatz dieser Technik

in longitudinalen Studien an AMD-Patienten kann
entsprechend dariiber Auskunft geben, welche
Drusen mit dem Risiko einer Krankheitsprogression
assoziiert sind.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass FLIO
eine vielversprechende neue Methode in der oph-
thalmologischen Bildgebung ist. Sie gibt uns die
Moglichkeit der Charakterisierung von Stoffwech-
selendprodukten, die in der Pathogenese der AMD
eine entscheidende Rolle spielen konnen. Das lasst
neue Erkenntnisse zur Atiologie der Erkrankung
erwarten und wird zukiinftig zur Erweiterung unse-
rer diagnostischen Moglichkeiten sowie zu einem
verbesserten Therapiemonitoring beitragen.

Abbildung 2

66-jdhriger Patient mit
Pigmentepithelabhebungen
(PED, schwarze Pfeilspitzen)
und Drusen (weif3e Pfeil-
spitzen). Von links oben
nach rechts unten: Fundus-
foto, FLIO-Bild (PED zeigen
kurze Fluoreszenzlebens-
dauern, Drusen lange),
spectral ratio (hoher fiir
Drusen) und OCT (Pfeil-
spitzen zeigen PED)

Abbildung 3

RPE, Drusen und Bruch-
sche Membran in der
2-Photonen Fluoreszenzle-
bensdauermikroskopie.
Wihrend die Bruchsche
Membran einheitlich lange
Fluoreszenzlebensdauern
zeigt und das RPE Lipofus-
zingranula mit kurzen Le-
bensdauern, kbnnen Dru-
sen sehr variabel sein. Sie
kénnen kaum fluoreszentes
Material enthalten (links),
einzelne fluoreszente Punk-
te zeigen (mitte) oder mit
fluoreszentem Material ge-
fiillt sein (rechts). Dabei
zeigt die rechte Abbildung,
dass eine Druse auch zwei
Kerne unterschiedlicher Zu-
sammensetzung, erkennbar
an den unterschiedlichen
Lebensdauern (blau und
griin kodiert) enthalten
kann.
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Zellaufgeloste Netzhautfunktion
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Abbildung 1

AOSLO als Mikrostimula-
tor. A: Schnelle akustoopti-
sche Schalter im AOSLO
kénnen das einfallende
Licht so modulieren, dass
extrem kleine visuelle Sti-
muli auf der Netzhaut gene-
riert werden. B/C: Die tat-
sdchliche Lichtverteilung
wdhrend wiederholter psy-
chophysikalischer Stimula-
tion ist unter Berticksich-
tigung von Beugungseffek-
ten und Fehler in der
Korrektur von Fixationsau-
genbewegungen geeignet,
um einzelne Photorezepto-
ren funktionell zu testen.

Der Einsatz adaptiver Optiken in der Netzhautbild-
gebung ermdglicht durch die Kompensation der
natiirlichen Wellenfrontfehler des Auges eine
nahezu beugungsbegrenzte laterale Ortsauflésung
in bildgebenden Verfahren[Hermann et al., 2004;
Marcos et al., 2017; Williams, 2011]. Dadurch wer-
den extrem scharfe und kontrastreiche Bilder der
Netzhaut erreicht, und bislang unzugangliche
mikroskopische Strukturen sichtbar. Insbesonde-
re werden adaptive Optiken in der Scanning Laser
Ophthalmoskopie eingesetzt (AOSLO) [Roorda et
al., 2002]. Mit einer konfokalen Lichtdetektion
kann hier neben der Darstellung der Zapfen- und
Stdbchen-Photorezeptoren [Dubra et al., 2011] die
Netzhaut optisch sektioniert werden. Dadurch
werden hoher liegende Schichten, wie Kapillare
[Tam, Martin, & Roorda, 2010] und der retinalen
Nervenfaserschicht sichtbar[Carroll, Kay, Scoles,
Dubra, & Lombardo, 2013]. Durch verédnderte
Lichtdetektionskonfigurationen kénnen auch die
weniger Licht streuenden Strukturen im lebenden
Auge hochaufgel6st dargestellt werden, wie z.B.
die weiter distal liegenden RPE-Zellen [Tam, Liu,
Dubra, & Fariss, 2016], die Photorezeptorinnen-
segmente [Scoles et al., 2014], und die Ganglien-
zellschicht [Rossi et al., 2017].

Neben der verbesserten Bildgebung eignet sich das
AOSLO als technologische Plattform, um zellgenaue
funktionelle Untersuchung der Netzhaut in vivo
durchfiihren zu kénnen [Harmening, Tuten, Roorda,
& Sincich, 2014]. Durch den optischen double-pass
Aufbau in diesen Geraten werden sowohl die von
der Netzhaut reflektierten Lichtstrahlen als auch

die einfallenden Wellenfronten korrigiert, sodass
neben der Bildgebung auch eine Stimulation der
Netzhaut mit hdchster Prézision méglich wird (Abb.
1A). Uber schnelle akustooptische Schalter kénnen
mehrere Lichtquellen in den bildgebenden Pfad
eingekoppelt werden, sodass Stimulationen mit
multiplen Wellenlangen durchgefiihrt werden kdn-
nen[Grieve, Tiruveedhula, Zhang, & Roorda, 2006;
Harmening, Tiruveedhula, Roorda, & Sincich, 2012].
Durch die Kombination dieser Schliisseltechnolo-
gien mit einer Echtzeit-Bildstabilisierung kénnen
extrem kleine und optisch scharfe Lichtpunkte auf
die Netzhaut mit hoher raumlicher Kontingenz ge-
bracht werden (Abb. 1B+C). Da solche Stimulationen
nicht-invasiv im lebenden Auge durchgefiihrt wer-
den, ergibt sich die einmalige Gelegenheit fiir die
Sehforschung, neuronale Strukur und Funktion auf
mikroskopischer Ebene direkt miteinander zu kor-
relieren [Roorda, 2011].

Herkdmmliche mikroperimetrische Messung der
Netzhautfunktion sind klinisch etabliert, knnen
aber durch die optische Aufweitung des Stimulati-
onspunktes durch intraokulare Abbildungsfehler
und unkorrigierte Augenbewegungen selten direkt
mit der zugrundeliegenden Netzhautstruktur in
Verbindung gebracht werden. Die Genauigkeit und
Auflosung AOSLO-basierter Mikroperimetrie tiber-
steigt jene bisheriger Verfahren signifikant. Durch
automatische Bildregistrierung werden longitudi-
nale Untersuchungen méglich, da frithere retinale
Orte mit Einzelzellgenauigkeit wiedergefunden
werden [Tuten, Tiruveedhula, & Roorda, 2012].
Jiingste Ergebnisse zeigen, dass mithilfe einer



AOSLO-basierten Mikrostimulation physiologische
Eigenschaften einzelner Photorezeptorzellen direkt
messbar sind, wie etwa deren Wellenleitercharak-
ter [Bruce et al., 2015; Harmening et al., 2014], re-
tinaler Schaltkreise [Tuten et al., 2018; Tuten,
Harmening, Sabesan, Roorda, & Sincich, 2017],
Farbensehen [Sabesan, Schmidt, Tuten, & Roorda,
2016; Schmidt, Boehm, Foote, & Roorda, 2018], und
Funktionsverdanderungen im Verlauf retinaler Er-
krankung [Tu et al., 2017; Wang et al., 2015].

Die AOSLO-Mikrostimulation und deren klinische
Anwendung sind noch relativ jung und bislang nur
an wenigen Forschungsstandorten verfiigbar. Als
ein typischer struktureller Auswerteparameter bei
der Beurteilung von Netzhautintegritdt in der AO-
Bildgebung hat sich die Dichte der Zapfenphotore-
zeptoren etabliert [Giannini et al., 2017]. Diese ist
invielen Féllen einer krankheitsbedingten Degene-
ration der Zapfen reduziert. Teilweise werden sogar,
raumlich relativ scharf abgegrenzt, iberhaupt
keine Rezeptoren im Bild sichtbar. Es ist jedoch in
diesen Fallen zu einfach anzunehmen, dass ein
Fehlen der retinalen Struktur auch mit einem Fehlen
visueller Funktion einhergeht. So konnte z.B. gezeigt
werden, dass in der Netzhaut von Patienten mit
idiopathischer makuldrer Teleangiektasien Zapfen-
photorezeptoren bei wiederholter Bildgebung
normal erscheinen oder fehlen. Weiterhin wurde
durchschnittliche Lichtsensitivitat in Bereichen
gemessen, wo Photorezeptoren scheinbar fehlten
[Tu et al., 2017; Wang et al., 2015].

Auch in der gesunden Netzhaut erscheinen Zapfen-
photorezeptoren mit unterschiedlicher Bildhelligkeit
[Pallikaris, Williams, & Hofer, 2003], und manche
haben dauerhaft unterdurchschnittliche Reflektivi-

tdt in der AOSLO Bildgebung und sind dauerhaft
dunkel (s. Abb. 2A). Mithilfe der zellgenauen AOSLO
Mikroperimetrie konnte erstmals gezeigt werden,
dass solche dunkle Zapfen aber normale visuelle
Funktion besitzen (Abb. 2B/C) [Bruce et al., 2015].
Die Ursache fiir diese Diskrepanz ist nicht geklart,
aber es ist sehr wahrscheinlich, dass die optische
Pfadldange der PhotorezeptorauBBensegmente deren
Helligkeit in der AOSLO Bildgebung bestimmen
[Jonnal et al., 2014; Kocaoglu et al., 2016]. Diese
Ergebnisse zeigen deutlich, dass — wie bei jeder
modernen Untersuchungsmethode —wir noch bes-
ser verstehen miissen, wie die neugewonnenen
Daten interpretiert werden kdnnen. Ein Kernelement
auf diesem Weg scheint die Kopplung der darge-
stellten Struktur mit seiner visuellen Funktion
[Cooper, Tuten, Dubra, Brainard, & Morgan, 2017;
Hillmann et al., 2016].

Der mikroskopische Zugang zu einzelnen Neuronen
der lebenden Netzhaut stellt ein Quantensprung
in der Sehforschung dar, und wird neue Wege in
der Grundlagenforschung und klinischen Forschung
des Sehens eroffnen. Dies ist insbesondere fiir die
Medikamentenforschung bei neurodegenerativen
Erkrankungen der Netzhaut wichtig (z. B der al-
tersabhdngigen Makuladegeneration, Retinopathia
pigmentosa, u.a.), da die betroffenen Strukturen
der Netzhaut im intakten Auge direkt beobachtet
werden, und dadurch neue Behandlungsstrategien
effizienter als bisher auf ihre Wirksamkeit iberpriift
werden kénnen. Eine Kopplung der heutigen
héchstauflésenden Bildgebung mit funktioneller
Testung ist in Reichweite und wird das Spektrum
messbarer Verdnderungen der Netzhaut und damit
unser Verstandnis der Ursachen und Mechanismen
retinaler Funktion und Dysfunktion erweitern.

Abbildung 2

Struktur-/Funktionkorre-
lation. A: Zapfenphotore-
zeptoren erscheinen mit un-
terschiedlicher Helligkeit im
AOSLO Bild (rot: dunkel,
weif3: normal). B: Lichtsen-
sitivitdtsschwellen wurden
in Dunkel/Normal-Zellpaa-
ren mit Zapfenstimuli psy-
chophysikalisch gemessen.
Dargestellt ist eine Beispiel-
schwellenmessung; jede
Schwelle wurde wiederholt
gemessen. C: Sensitivitdits-
schwellen von »dunklen«
und »nomalen« Zapfen
unterscheiden sich nicht.
Abbildung verdndert nach
[Bruce et al., 2015].
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Abbildung 1

Gefrierschnitt durch die
Hornhaut der Maus, 15 Mi-
nuten nach topischer Ap-
plikation. Blau: Mit DAPI
gefdrbte Zellkerne, rot —in
den Nanopartikeln einge-
schlossenes Rhodamin.
Mapstab: 200 um.

Auch in der ophthalmologischen Forschung hat der
Einsatz von neuen Materialien ldngst Einzug gehal-
ten. Dies betrifft sowohl die verwendeten Stoffe als
auch die GrofRenmafistdbe. Von Nanotechnologie
spricht man bei Gréf3en von einigen wenigen bis
Dutzenden von Nanometern. Hierbei spielen vor
allem zwei Einsatzgebiete eine grofie Rolle. Zum
einen sind dies die Nanopartikel, von denen gute
Verteilungseigenschaften in den verschiedensten
Geweben erwartet werden. Sie sollen der Applika-
tion von Wirkstoffen dienen, aber auch als Marker
oder Tracer sowie als Kontrastmittel fiir die ver-
schiedensten Untersuchungen. Zum anderen wird
der Einsatz von Netzen, Membranen und anderen
Strukturen untersucht, die als Ersatz oder Unter-
stlitzung von Geweben gedacht sind und aus Fasern,
Folien oder R6hren aufgebaut sind, deren Dicke im
Bereich von Nanometern liegt.

Im Forschungslabor der Universitats-Augenklinik
Miinster arbeiten wir sowohl mit Nanopartikeln als
auch an einem Projekt mit Nanofasernetzen.

NEUARTIGE NANOPARTIKEL
ALS WIRKSTOFFTRAGER

Im Rahmen eines Forschungsprojekts werden
neuartige Nanopartikel eingesetzt, die von unse-
rem Kooperationspartner in Thilissi in Georgien
auf der Grundlage von Polyarginin entwickelt
wurden. Es kommen dabei verschiedene Varianten
im Hinblick auf den Aufbau der Polymere und die
Bedingungen ihrer Herstellung zum Einsatz, die

zum Teil PEGyliert wurden. Der Durchmesser der
Nanopartikel liegt in der Gr68enordnung von
100nm. Vorversuche zeigten, dass sich diese
Nanopartikel durch eine hohe Stabilitat und Bio-
kompatibilitat auszeichnen. Nach der Zugabe zu
kultivierten Zellen werden sie von den Zellen auf-
genommen und in den Lysosomen abgebaut. Ein
eingeschlossener Wirkstoff wird freigesetzt. Um
dieses Prinzip zu testen, sind in die bei unserem
Vorhaben verwendeten Nanopartikeln Fluores-
zenzfarbstoffe eingeschlossen, die es erlauben,
den genauen Ort der Nanopartikel innerhalb des
Auges zu lokalisieren.

Bei unseren Untersuchungen applizieren wir die
verschiedenen Arten an Nanopartikeln topisch, auf
die Hornhaut des Auges der Maus. Im Anschluss
untersuchen wir das das Ausmaf3 der Penetration
in die Hornhaut und die tieferen Strukturen des
Auges, wie Vorderkammer, Retina und Linse, aber
auch die Sklera. Getestet wird weiterhin der Einfluss
der Dauer der Einwirkung der Suspensionen der
Nanopartikel auf die Menge der eingedrungenen
Nanopartikel, gemessen an der Menge des im Auge
nachweisbaren Fluoreszenzfarbstoffes. Als ersten
Schritt betrachten wir die Fluoreszenz des Horn-
hautgewebes in der Draufsicht (en face). Weiterhin
werden Gefrierschnitte angefertigt, die fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht werden. AuBerdem wer-
den das Kammerwasser, der Glaskdrper und homo-
genisierte Proben verschiedener Gewebe des Auges,
wie der Linse, der Netzhaut und der Sklera, fluori-
metrisch untersucht. In den ersten Versuchen
konnte bereits eine Penetration der Nanopartikel
in das Epithel der Hornhaut demonstriert werden
(siehe Abbildung 1).

Die Nanopartikel penetrieren auch ins Innere des
Auges, wie wir anhand der Fluoreszenz der oben
genannten Gewebeproben, die in Abhdngigkeit
von der Zeit anstieg, zeigen konnten. Die Nano-
partikel werden zusdtzlich in der Zellkultur getes-
tet. Dabei zeigte sich, dass sie bedeutend langsa-
mer aufgenommen werden, wenn sie PEGyliert
sind. Dies entspricht dem in vivo vorgefundenen
Verhalten, dass PEGylierte Nanopartikel langsamer
ins Gewebe eindringen.



Wir streben mit diesem Forschungsprojekt an,
einen Grundstein fiir eine therapeutische Anwen-
dung der Nanopartikel legen zu kénnen, wodurch
moglicherweise zukiinftig bekannte Therapien
optimiert werden kdnnen, z.B. mit Anti-VEGF-
Wirkstoffen oder Steroiden.

NETZE AUS NANOFASERN
ALS TRAGER FUR ZELLEN

Bei einigen Krankheiten, wie der geographischen
Atrophie, degeneriert das retinale Pigmentepithel
(RPE). Infolgedessen sterben auch die Photorezep-
toren in den betroffenen Gebieten ab, was zu irre-
versiblen Gesichtsfeldverlusten fiihrt. Der Ersatz
des degenerierten RPE ist deshalb Gegenstand
vieler Forschungen. Nachdem sich die einfache
subretinale Injektion von Suspensionen gesunder
RPE-Zellen als wenig zielfiihrend erwies, konzen-
trierte sich die Forschung in den Folgejahren auf
das Konzept, RPE-Zellen auf polymeren Trdgern
(Folien, Membranen, u.d.) zu kultivieren und diese
dann mitsamt dem Trédger subretinal zu implantie-
ren.

Wir untersuchen die Kultivierbarkeit von RPE-
Zellen aus Netzen aus Nanofasern. Diese werden
im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Fuchslu-
ger (Rostock) am Lehrstuhl fiir Polymerwerkstof-
fe der Universitat Erlangen hergestellt. Die Dicke
der Fasern betrédgt nur einige bis einige Dutzend
Nanometer. Sie werden mittels Electrospinning
hergestellt, und die resultierenden Netze dhneln
in ihrer Struktur der extrazelluldren Matrix. Die

Herr Prof. Dr. rer. nat. Peter Heiduschka, jahr-
gang 1960, ist Leiter des Forschungslabors der
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Fasern bestehen aus Polycaprolacton (PCL), einem
hydrophoben, semi-kristallinen und thermoplas-
tischen Polyester, welcher bereits fiir verschie-
dene medizinische Anwendungen zugelassen ist.
Weiterhin verwenden wir ein Co-Polymer aus PCL
mit Chitosan (CHI), einem deacetylierten Poly-
saccharid, das vom Chitin abstammt.

Fir die Untersuchung der Kultivierbarkeit von
RPE-Zellen und ihr Verhalten auf diesen Netzen
verwenden wir primdre RPE-Zellen aus den Augen
des Schweins. Die Zellen werden aus den Augen
isoliert und zuerst in normalen KulturgefaBen
herangeziichtet, dann dort herausgelost und auf
die Netze verbracht. Es zeigte sich, dass die RPE-
Zellen an den Nanofasernetzen aus PCL oder
PCL+CHI adhdrieren. Sie reagieren auf den neuen
Untergrund mit einem deutlichen transienten
Anstieg der Expression der pro-inflammatorischen
Zytokine TNF-a, IL-1 und IL-6, wahrend sich die
Expression von PEDF oder VEGF nur geringfiligig
andert. Elektronenmikroskopische Aufnahmen
legen nahe, dass sich auf den Netzen die natiir-
liche Polaritdt der RPE-Zellen ausbildet. Weitere
Versuche laufen, um das Langzeitverhalten der
RPE-Zellen auf den Nanofasernetzen zu untersu-
chen. AuBBerdem testen wir die Eignung verschie-
dener Oberflachenmodifikationen, indem z.B.
Kollagen in die Polymermatrix eingeschlossen
wird. Sobald wir auf so einem Nanofasernetz eine
stabile Besiedlung der RPE-Zellen erreicht haben,
die keine nennenswerte Menge an Entziindungs-
mediatoren freisetzen, kénnen die ersten Versu-
che zur Implantation in den subretinalen Raum
von Tieraugen stattfinden.

Systems der Ratte« ab. Nach 2-jdhriger Tdtig-
keit als Laborleiter in einer Forschungsabtei-
lung der Novartis Pharma AG/Basel zur Dege-
neration von Photorezeptoren wechselte er
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Augenklinik Tiibingen, von der aus er 2010 als
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sich nun vor allem mit der retinalen und cho-
roidalen Neovaskularisation befasst.
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Elektrochemotherapie bei ophthalmologischen
Tumoren als vielversprechende neue

Behandlungsoption
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Die Forschungsgruppe der Universitatsaugenklinik
an der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg
beschiftigt sich neben der Erforschung der biologi-
schen Eigenschaften von Tumoren des Auges auch
mit der Identifizierung dafiir geeigneter effektiver
innovativer Behandlungsstrategien. Dabei liegt ein
Fokus auf der Adaption der Elektrochemotherapie
(ECT) als ein potenzielles alternatives Therapiever-
fahren fiir intraokuldre Tumore, welches bereits bei
anderen Tumorentitaten erfolgreich angewendet wird.

Das Aderhautmelanom ist die haufigste primar ma-
ligne Tumorentitdt des Auges bei Erwachsenen mit
einer Inzidenzrate von 4,3:1.000.000 weltweit pro
Jahr[1]. Es entsteht aus Melanozyten in der Chorio-
idea (85 %), in dem Ziliarkdrper (10 %) und in der Iris
(5%) [2]. Im Gegensatz zum kutanen Melanom erfolgt
die Metastasierung des Aderhautmelanoms hdma-
togen, da die Choroidea tber keine Lymphgefafie
verfligt. Meist ist die Ausbreitung des Primdrtumors
auf den Bulbus begrenzt, grofere und sich diffus
ausbreitende Melanome kénnen jedoch in den ex-
traskleralen Raum invadieren [3]. Tumore des Ziliar-
korpers sind mit einer spdteren Diagnose und einer
ungiinstigen Prognose assoziiert, da sie ein htheres
Metastasierungspotential aufweisen.

80% der Aderhautmelanome weisen eine Mutation
im guanine nucleotide binding protein G(q) subunit
alpha (GNAQ)-Gen oder quinine nucleotide binding
protein subunit alpha 11 (GNA11)-Gen auf[4]. Wei-
tere hdufige Alterationen sind der Verlust auf Chro-
mosom 1p, 3, 69 und 8p sowie der Zugewinn auf
Chromosom 1q, 6p und 8q. Der Verlust einer Kopie
des Chromosoms 3 (Monosomie 3) ist mit einem
signifikant héherem Metastasierungsrisiko und
schlechterer Uberlebenschancen assoziiert[4]. Auf
diesem Chromosom befindet sich das BAP1-Gen,
welches als Schliisselstelle fiir die Entwicklung von
Metastasen gilt. Trotz der verschiedenen Behand-
lungsoptionen des Primértumors hat sich die Uber-
lebensrate der Patienten mit einem uvealen Mela-
nom nicht signifikant verbessert und die Morta-
litdtsrate durch Metastasen bleibt ca. 50 %.

Die ECT ist eine Kombination von Chemotherapie
und Elektroporation zur lokalen Tumortherapie.

Hierbei wird die Zellmembran der Tumorzellen durch
elektrische Impulse permeabilisiert, wodurch grof3e
Molekiile in die Zelle transportiert werden kénnen
[5, 6]. In Abhdngigkeit der Impulsstarke und -fre-
quenz kann die Permeabilitdat entweder reversibel
oder irreversibel sein [5]. Bei der ECT kann durch
intratumorale oder intravendse Zugabe eines Zyto-
statikums der zytotoxische Effekt lokal in Tumoren
gesteigert werden. In verschiedenen Untersuchun-
gen erwiesen sich hierbei Bleomycin und Cisplatin
als die effektivsten Chemotherapeutika [5]. Im kli-
nischen Alltag hat sich die ECT bereits als effektive
Therapieoption bei der Behandlung von Hauttumo-
ren und kutanen bzw. subkutanen Hautmetastasen
sowie bei tiefer liegenden Malignomen der Leber,
Knochen und nicht operablen Pankreaskarzinomen
etabliert [5, 7—9]. Ebenso konnten bereits erste
vielversprechende Ergebnisse bei der Therapie von
periokuldren Basalzellkarzinomen des Augenlids
beschrieben werden [10]. Fiir intraokuldre Tumore
gibt es jedoch bis jetzt nur wenige Daten [11, 12].

In einem durch die Dr. Rolf M. Schwiete Stiftung fi-
nanzierten Forschungsprojekt der Halleschen Ar-
beitsgruppe wird die Wirksamkeit der ECT bei der
Behandlung von okuldren Melanomen, wie dem
Aderhautmelanom und dem konjunktivalen Melanom
experimentell validiert. Neben konventionellen
Monolayer-Kulturen werden hierfiir 3D-Tumorspha-
roide von uvealen und konjunktivalen Tumorzellen
in vitro generiert. 3D-Zellkulturen sind deutlich bes-
ser geeignet, um die biologischen Eigenschaften und
die Wachstumsbedingungen von Tumoren in vivo
widerzuspiegeln. Um einen reproduzierbaren Unter-
suchungsansatz zu gewdhrleisten, werden fiir die
ECT der Tumorsphéroide speziell angefertigte Elek-
troden verwendet. In Vorversuchen wurde bereits
eine deutliche Uberlegenheit von Bleomycin gegen-
tiber Cisplatin als Wirksubstanz bei der ECT-Behand-
lung nachgewiesen [11]. In anschlieffenden Zellkul-
turexperimenten konnten bereits nach 7 Tagen in
den 3D-Tumorsphdroide von Uvealmelanomen zy-
totoxische Effekte der ECT-Behandlung unter Bleo-
mycin-Gabe detektiert werden. Dabei zeigten sich
bei Tumorzell-Komplexen von Primartumoren und
Metastasen eine mittlere Gré3enreduzierung von
20% bzw. 56 %. Die Vitalitat der Tumorzellkomplexe



war ebenfalls bei der ECT-Behandlung unter Bleo-
mycin-Zugabe signifikant vermindert (um 27 % bzw.
42%). Diese Ansprechraten waren bei einer Che-
motherapie (alleinige Zugabe des Zytostatikums
Bleomycin ohne anschlie3ende Elektroporation der
Tumorzellen) nicht zu verzeichnen.

Die in vitro Ergebnisse werden an in vivo Tumor-
modellen evaluiert, um die ECT als potentielle
Therapie flir Augentumore zu etablieren. Ethisch
und technisch sind Tierversuche eine Herausforde-
rung. Die Hallesche Arbeitsgruppe arbeitet derzeit
an alternativen in vivo Modellen.
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Organkulturmodelle der Retina
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Untersuchungen zu Erblindungsursachen in
Deutschland zeigen, dass vor allem die drei groflen
chronischen Augenerkrankungen altersbedingte
Makuladegeneration (AMD), diabetische Retinopa-
thie sowie das Glaukom ophthalmologische Volks-

Abbildung 1

krankheiten darstellen, die mehr als 75 Prozent
aller Erblindungen ausmachen [1]. Die Entstehungs-
prozesse dieser Erkrankungen sind bisher jedoch
nur unvollstandig verstanden, so dass Modellsys-
teme notwendig sind anhand derer mégliche Pa-

Schutz retinaler Ganglienzellen vor hypoxischem Stress durch Hypothermie.
A) Hypoxische Zellen wurden mittels spezifischem Marker HIF-1a. nach 4-tdgiger Kultivierung angeférbt
(rot, Pfeile). In blau sind die Zellkerne (DAPI) dargestellt. B) Um die Anzahl hypoxischer Zellen zu ana-
lysieren, wurden alle HIF-1a* Zellen, welche in der GCL lokalisiert waren, ausgezdhlt. Die Schddigung
mittels CoCl, fiihrte zu einer signifikant erhohten Anzahl an hypoxischen Zellen in der GCL. Die Hypo-
thermiebehandlung hemmte die hypoxischen Prozesse und senkte deutlich die Anzahl an HIF-10*
Zellen in der GCL. C) Der spezifische Ganglienzellmarker Brn-3a wurde nach 4-tidgiger Kultivierung ge-
nutzt, um Ganglienzellen anzufdrben (griin). DAPI (blau) markiert Zellkerne. D) Eine Schidigung durch
CoClz fiihrt zu einem deutlichen Verlust retinaler Ganglienzellen, welcher durch eine Hypothermiebe-
handlung vollstidndig aufgehoben werden kann. Abkiirzungen: GCL: Ganglienzellschicht, IPL: innere
plexiforme Schicht, INL: innere Kérnerschicht, OPL: dufere plexiforme Schicht. * zeigt signifikante
Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe. # zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zur CoCl,
+ 37 °C-Gruppe. # p<0,05; ** p<0,01, *** p<0,001. Mapstdbe: 20 um [10].



thomechanismen simuliert und untersucht werden
konnen. Diese basieren jedoch meist auf akuten
krankheitsinduzierten Tiermodellen, die eigens fiir
die Versuche geziichtet und getotet werden [2—4].
Nicht nur regulatorische, sondern auch ethische
Bedenken fiihren weltweit zu einem erhéhten Druck
aus Politik, Medien, Gesellschaft, Wissenschaft
sowie Aufsichtsbehdrden und férdern so den Bedarf
an alternativen Modellen fiir die Augenforschung.
Insbesondere in Europa planen mehrere Regierun-
gen, die Tierforschung in den ndchsten Jahrzehnten
einzustellen. Organkulturen aus Explantaten der
Schweine- oder Rinderretina, die von Schlachttieren
aus der Lebensmittelindustrie gewonnen werden
kénnen, bieten hier eine gute Alternative zu Tier-
versuchen. Trotz der fehlenden Makula sind gerade
Schweineaugen dem menschlichen Auge sowohl
anatomisch, morphologisch und physiologisch sehr
dhnlich. Ein weiterer Vorteil der Organkultur ist,
dass die komplexe Struktur der Retina erhalten
bleibt. Der Nachteile ist allerdings ihre zeitliche
Limitation bedingt durch die fehlende Versorgung
mit essentiellen Nahrstoffen und Neurotransmitter
durch den Sehnerven [5].

Gegenwadrtig sind verschiedene Modelle fiir die
Organkultur der Retina etabliert, die eine Reihe von
Kulturzeiten abdecken und von verschiedenen
Sdugetierarten stammen. In den letzten Jahren hat
unsere Arbeitsgruppe, in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Dr. Schnichels aus Tubingen,
verldssliche Degenerationsmodelle der Schweine-
retina etabliert [6, 7]. Diese basieren darauf, dass
sowohl ein Sauerstoffmangel (=Hypoxie) als auch
oxidativer Stress am friihen Fortschreiten des Gan-
glienzellverlustes beteiligt sind [8, 9] und mit Hilfe
von chemischen Substanzen, wie Wasserstoff-
peroxid (H,0,) und Kobaltchlorid (CoCl,), diese
Prozesse in vitro simuliert werden kénnen. Sowohl
in unserem Wasserstoffperoxid- als auch im Ko-
baltchloridmodell kommt es zu einer Degeneration
der Schweineretina, wobei ein starker Verlust von
retinalen Ganglien-, Amakrin- und Bipolarzellen
induziert wird. Dieser Zellverlust wird von erhdhten
Apoptoseraten sowie von entziindlichen Prozessen
begleitet [6, 7, 10]. Nach erfolgreicher Etablierung
der Degenerationsmodelle wurden diese eingesetzt,
um verschiedene therapeutische Ansdtze zu ana-
lysieren. Dabei konnten wir z. B. zeigen, dass eine
Hypothermiebehandlung zu einer Protektion ver-
schiedener retinaler Zellen nach hypoxischem Stress
fiihrt [10]. Auch wurden durch die Hypothermie-
behandlung hypoxische Prozesse gehemmt

(Abb.1A, B), wodurch das Zellstressniveau sowie
die Apoptoserate deutlich verringert wurden. Dies
flihrte wiederum zum Schutz retinaler Ganglienzel-
len nach CoCl2-Behandlung (Abb. 1C, D). Aktuell
werden weitere mogliche Therapieanséatze in diesem
Degenerationsmodellen untersucht, wie z.B. die
protektive Wirkung eines iNOS-Hemmers [11, 12]
oder von Coenzym Q1o.

Der Fokus der beiden bisher etablierten Degenera-
tionsmodelle liegt auf der Induktion einer Degene-
ration der inneren Schichten der Retina, vor allem
der retinalen Ganglienzellen[6, 13-15]. Solch alter-
native Modelle kdnnten aber auch fiir andere
Erkrankungen, wie die AMD, von Interesse sein. Die
AMD ist unter anderem durch die Akkumulation von
Drusen zwischen der Bruch’schen Membran und
dem retinalen Pigmentepithel (RPE) charakterisiert.
Dadurch kommt es zu einer Unterversorgung und
Atrophie des RPEs, was zu einer Degeneration der
Photorezeptorzellen fiihrt. Fiir ein AMD-Organkul-
turmodell sind somit das Zusammenspiel von Pho-
torezeptoren und RPE-Zellen unahdingbar. In den
bisher vorgestellten Modellen werden die Photore-
zeptoren jedoch durch die Kultivierungsbedingung
(=Photorezeptoren auf dem Insert) beschadigt und
die RPE-Zellen nicht mitkultiviert. Um die AMD-
Degenerationsprozesse naher zu untersuchen,
werden die etablierten Organkulturmodelle nun
adaptiert. Zundchst wurde die Photorezeptorkulti-
vierung modifiziert indem die Neuroretina nun
mittels verschiedener Methoden prdpariert und
anschlieBend um 180 Grad gedreht wird, d. h. die
Ganglienzellschicht liegt auf dem Insert (Abb. 2 A).
Dadurch werden mechanische Schaden, u. a. durch
Scherkrafte, vermieden, die beim direkten Kontakt
der Photorezeptorschicht mit dem Insert auftreten.
Durch die neue Kultivierungsbedingung ist nun
sowohl eine Verbesserung der Neuroretinastruktur
als auch der Morphologie moglich (Abb. 2B). Im
nachsten Schritt soll das etablierte AMD-Organkul-
turmodell zu einem Ko-Kulturmodell erweitert
werden, indem das Neuroretina-Explantat in einem
Transwell-System gemeinsam mit primdren RPE-
Zellen kultiviert wird.

Die genannten Ergebnisse untermauern die Bedeut-
samkeit von Organkulturmodellen in der Augen-
heilkunde. In Zukunft kénnen diese Modelle zu
weiteren Analysen der Degenerationsmechanismen
und Therapiemoglichkeiten genutzt werden und
bieten somit die Moglichkeit Tierversuche zu redu-
zieren.




OPHTHALMOLOGIE

Abbildung 2

Praparationstechniken des ex vivo Photorezeptor-Degenerationsmodells.
A) Zwei Priparationstechniken, genannt »Filter« und »Pinzette«, wurden mit der etablierten Methode
verglichen. Bei beiden neuen Methoden werden die Explantate nach der Prdparation um 180° gedreht
bevor sie auf die Zellkulturinsert iibertragen werden, so dass sie anschlieffend mit der Ganglienzell-
schicht auf dem Insert aufliegend kultiviert werden. B) Reprisentative H&E-Bilder der Schweineretina-
Explantate der verschiedenen Priparationstechnicken nach 4 und 8 Tagen in Kultur. C) Die Retinadicke
der Explantate der etablierten Methode ist im Vergleich zur nativen Situation deutlich vermindert so-
wohl nach 4- als auch 8-tdgiger Kultivierung. Wohingegen die beiden neuen Methoden »Filter« und
»Pinzette« die Gesamtdicke der Retina besser erhalten. Besonders bei der Pinzettenmethode kommt
es im Vergleich zum etablierten Modell zu einem verbessertem Strukturerhalt. D) Sowohl mit dem
Filter-, als auch dem Pinzettenverfahren konnte ein verbesserter Erhalt der Photorezeptorschicht nach
4 und 8Tagen in Kultur nachgewiesen werden. Abkiirzungen: GCL: Ganglienzellschicht, IPL: innere ple-
xiforme Schicht, INL: innere Kérnerschicht, OPL: dufere plexiforme Schicht, ONL: dufSere Kdrnerschicht,
PRL: Photorezeptorschicht. * zeigt signifikante Unterschiede im Vergleich zu Nativ. # zeigt signifikante
Unterschiede im Vergleich zum etablierten Methode. */# p <o,05, **/## p<o,01. Mafstab: 50 um.
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Abbildung 1
Genetisches Engineering
von Pigmentepithelzellen

zur Behandlung degenerati-

ver Augenerkrankungen.
(A) SBiooX-basiertes Gen-

therapiekonzept. (B) Auflis-

tung der angewendeten
Methoden zum Nachweis
der Transgenexpression
und der Proteinsezernie-
rung (hier: Nachweis der
Sezernierung des rekombi-
nanten BDNF).

Molekularbiologische und technologische Methoden
haben sich in den letzten Jahren rasant entwickelt.
Hiervon profitiert die Medizin — und insbesondere
die Augenheilkunde — durch ihre Anwendung in
translationalen Ansdtzen. An der Augenklinik der
Uniklinik RWTH Aachen versuchen wir diese Ansédtze
ziigig und sicher Patienten zugdnglich zu machen.

GENETISCHES ENGINEERING VON
PIGMENTEPITHELZELLEN ZUR
AUTOLOGEN TRANSPLANTATION BEI
DEGENERATIVEN NETZHAUTERKRAN-
KUNGEN (S. JOHNEN)

Die Gentherapie ist ein vielversprechender Ansatz
fiir diverse Erkrankungen. Speziell das Auge gilt als
gutes Zielorgan. Hier wird die Ubertragung der
genetischen Information durch virale Vektoren
bereits erfolgreich angewendet. Auftretende Nach-
teile und hohe Kosten bestarken die Weiterentwick-
lung nicht-viraler Strategien, wie das Einbringen
Plasmid-kodierter Gene mittels Elektroporation.
Unser Ansatz beinhaltet die auf dem SB100X Trans-
poson System basierende, nicht-virale Modifizierung
primarer Pigmentepithel (PE) Zellen (Abbildung 1A)
zur gesteigerten Sezernierung des Pigment Epithe-
lium-Derived Factor (PEDF) [1—-3]. Ziel ist die Be-
handlung der exsudativen altershedingten Maku-
ladegeneration (AMD). Die Therapie umfasst die

Einschleusung des Gens in direkt zuvor entnomme-
ne patienteneigene PE Zellen und die unmittelbar
darauffolgende subretinale Transplantation der
modifizierten Zellen.

Wichtig fiir den Ubergang aus der priklinischen
Forschung hin zur klinischen Anwendung sind die
Verwendung geeigneter Plasmide (pFAR, plasmids
Free of Antibiotic Resistance genes) und eines zer-
tifizierten Elektroporationsgerats sowie die Anpas-
sung der Versuchsbedingungen an das klinische
Scenario hinsichtlich der zur Verfiigung stehenden
Zellzahl und des Zellstatus. Wir haben gezeigt, dass
geringe Zellzahlen von maximal 1x104 primdren
humanen PE Zellen unter Verwendung des pFAR-
SB100X/PEDF Systems effizient transfiziert werden
kénnen. Sowohl auf Genexpressionsebene als auch
auf Ebene der Proteinsezernierung waren signifikant
erhdhte PEDF Spiegel nachweisbar [4-6].

Der Austausch des PEDF Gens gegen den Brain-
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) ermdglicht eine
Ausweitung der Therapie auf andere degenerative
Augenerkrankungen, wie bspw. die friihe Form der
AMD. Auch hier wird eine bestandig erhdhte Sezer-
nierung des BDNF Proteins erreicht (Abbildung 1B).
Durchgefiihrte Zellkulturexperimente geben einen
ersten Hinweis auf die erwartete protektive Funk-
tionalitat.



ZELLTHERAPIE MIT KORNEALEN
STROMALEN KERATOZYTEN
(M. FUEST)

Das Hornhautstroma besteht aus lamellenférmig
angeordneten Kollagenfibrillen, Extrazellularmatrix
(EZM) und verstreuten kornealen stromalen Kera-
tozyten (KSK). Die Standardtherapie fiir endotheli-
ale und stromale Hornhauterkrankungen besteht
zur Zeit noch in der Hornhauttransplantation.

Diese wird nach wie vor durch Spendermangel,
Abstofungsreaktionen, Immunsuppression, kom-
plizierten und teuren Operationen und langwieriger
Nachsorge erschwert. In unserer Arbeitsgruppe
untersuchen wir verschiedene Zellarten fiir Ihre
Eignung zur stromalen Zelltherapie.

KSK sind essentiell fiir die biomechanische Stabi-
litdt und Transparenz der Hornhaut. Sie produzieren
Kollagen und verschiedene Proteoglykane (u.a.
Lumican, Keratocan und Mimecan) der EZM sowie
Enzyme fiir die EZM Reorganisation (z. B. Kollage-
nasen) [7, 8].

Die ex vivo Kultivierung von KSK wurde bisher von
ihrer Tendenz zur Konversion zu stromalen Fibro-
blasten (SF) stark eingeschrankt. Im Kulturmedium
mit Serum und Wachstumsfaktoren beginnen KSK
zu proliferieren und zu Fibroblasten zu transformie-
ren (Abbildung 2A). Neuere Protokolle erméglichen
jedoch erstmalig die in vitro Expansion von KSK
[9, 10].

In einer kiirzlich publizierten Arbeit untersuchten
wir die Moglichkeit und Sicherheit von intrastromal
injizierten KSK in einem Rattenmodel [11].
Injizierte KSK tiberlebten fiir bis zu 6 Wochen in der
Rattenhornhaut, exprimierten die typischen Zell-
marker und fiihrten nicht zu einer Entziindung oder
Narben, zu denen es bei injizierten SF kam.

Mit wiederholten Injektionen von KSK konnte ihre
Prdasenz in der Rattenhornhaut deutlich verlangert
werden.

Mittels irreguldrer Laserablation wurden Hornhau-
narben induziert, die durch die Injektion von KSK
deutlich reduziert werden konnten, was injizierte
KSK als moglichen Therapieansatz bei akuten Ver-
narbungsprozessen suggeriert (Abbildung 2B).

INTRAOKULARE DRUCKMESSUNG
MITTELS IMPLANTIERBARER SENSO-
REN (A. KOUTSONAS, N. PLANGE)

Eine genaue Augendruckmessung sowie die Mog-
lichkeit einer zuverldssigen Selbsttonometrie sind
essentiell fiir die Betreuung von Glaukom Patienten.
Vorhandene Systeme zur Augendruckmessung bzw.
Selbsttonometrie messen den Druck duBerlich am
Auge, somit kann aber der wahre intraokulare Druck
nur indirekt geschatzt werden [12].

Eine invasive manometrische Druckmessung ist
experimentell méglich, fiir den klinischen Alltag
aber nicht sinnvoll oder praktisch. Friihere Ansdtze
der Entwicklung eines voll implantierbaren Sensor-
systems stieflen an ihre Grenzen beziiglich der
GroBe und Form des Implantates [13].

Erst die technische Weiterentwicklung der Materi-
alen und die Miniaturisierung der elektronischen
Komponenten ermoglichte die Fertigstellung eines
Prototyps (Implandata Ophthalmic Products GmbH,
Hannover, Germany), welches unsere Gruppe er-
folgreich bei Patienten mit Glaukom getestet hat
[14]. Auch die Langzeitergebnisse zeigen eine gute
Vertraglichkeit des Sensors [15].

Abbildung 2

(A) Ex vivo kultivierte
korneale stromale Kerato-
zyten (links, KSK) exprimie-
ren typische Proteoglykane
(Keratocan, Lumican,
ALDH3A1). Im Kulturmedi-
um mit Serum und Wachs-
tumsfaktoren transformie-
ren diese leicht zu Fibro-
blasten (rechts, SF), die fiir
Marker wie CDgo oder al-
phaSMA positiv sind und
Narben induzieren kénnen.
(B) Humane KSK iiberleben
bis zu 6 Wochen nach Injek-
tion in Rattenhornhdute
(Humaner Nukleus Marker
(HuNu)) ohne zu Fibroblas-
ten zu transformieren und
exprimieren typische Prote-
oglykan-Marker (Lumican,
Keratocan, ALDH3A1).
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Dieses Sensorsystem, welches mittlerweile noch
weiter verfeinert und verkleinert wurde (EYEMATE®
System, Implandata Ophthalmic Products GmbH),
ermoglicht durch eine kontaktlose induktive Druck-
messung eine Selbsttonometrie mit Erfassung von
wiederholten Augendruck-Tagesprofilen [16].

Dieser Sensor kann sich hoffentlich zukiinftig als
wichtiges zusatzliches diagnostisches Tool bei
Glaukom Patienten etablieren.

ELEKTRISCHE NETZHAUTSTIMULA-
TION MIT OPTIMIERTEN RETINA
IMPLANT SYSTEMEN (T. LOHMANN,
K. SCHAFFRATH, S. JOHNEN,

P. WALTER)

Gegenwadrtige Retina Implant Systeme kénnen zwar
basale Sehfunktionen (Orientierung, Tag/Nacht,
grobe Kontraste) wiederherstellen, jedoch wird eine
echte Mustererkennung oft nicht erreicht [17, 20].

Die Limitationen der gegenwartig verfiigbaren Im-
plantate bestehen in der geringen Flache und un-
glinstigen Zuordnung zwischen Reizelektroden und
Zielzellen aufgrund von Remodeling Prozessen in
der degenerierten Retina. Unsere Gruppe arbeitet
in Kooperation mit Ingenieuren der RWTH Aachen
und Wissenschaftlern des Forschungszentrums
Jillich an grofflachigen Implantaten, bei denen in
der neuesten Version die bisher externe Kamera
bereits auf dem implantierten Chip integriert ist
[21-25].

Auf diesen grofen Implantaten lassen sich sehr
viel mehr Elektroden unterbringen als auf bishe-
rigen Systemen. Dariiber hinaus wurden Elektroden
entwickelt, die nicht mehr auf oder unter der
Netzhaut liegen, sondern die aus linearen 3D Ar-
rays bestehen, die in die Netzhaut eingefiihrt
werden und so sehr viel dichter an den Zielzellen
liegen. Wir erhoffen uns hiervon in Kombination
mit einem Echtzeitfeedback Algorithmus, der die
retinale Aktivitat simultan zur Stimulation analy-
siert und so die Reizfolgen modifiziert, eine sehr
viel effizientere Stimulation.

Um ein handhabbares Tiermodel zur Implantation
solcher Systeme zu entwickeln, haben wir uns in-
tensiv mit der pharmakologischen und physikali-
schen Induktion von Photorezeptor Degenerationen
beschéfigt [26 —32].
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Abbildung 1

Klinisches Bild einer Pati-
entin mit einem primdren
vitreoretinalen Lymphom.
Typisch sind hdufig die ket-
tenartige Anordnung der
Zellen im Glaskérper. Im
Verlauf konnte bei dieser
Patientin mittels einer Glas-
kérperbiopsie die Diagnose
gesichert werden. Es zeig-
ten sich weitere Lymphom-
absiedlungen im gesamten
Kérper wie z. B. im ZNS.

Voraussetzung fiir jede gute Tumorbehandlung ist
die initiale Diagnosesicherung. Wahrend solide
Tumore haufig gut immunhistopathologisch gesi-
chert werden kdnnen, schaut es bei den Lymphomen
deutlich anders aus. Schon klinisch zeigt sich bei
diesem Krankheitsbild, dass eine Einordnung des
Befundes und die Abgrenzung zu Differentialdiag-
nosen schwer féllt. Nekrosen im Tumor erschweren
ebenso die morphologische Diagnose. Dieses gilt
fiir alle Lymphome und ebenfalls fiir Lymphome am
Auge.

Das primdre vitreoretinale Lymphom, eine seltene,
jedoch extrem maligne Krebserkrankung, wird zu
Recht auch Maskeradesyndrom genannt. Neben
der klinischen Ahnlichkeit zur Uveitis, ist die Diag-
nose auch nach einer Gewinnung des Glaskorpers
mittels Feinnadelaspiration oder einer Vitrektomie
schwierig. Mit einer isolierten Zytologie des Gewe-
bes erreicht man eine Sensitivitdt von ca. 45 % bis
60% bei einer Spezifitdt von 90 % bis 100 % [1].
Ergdnzt man diese Zytologie mit einer B-Zell-Pha-
notypmarkierung, erhdht sich die Sensitivitdt auf
80% bei einer 100% Spezifitdt [2]. PCR basierte
B-Zell-Klonalitdt Bestimmungen haben bei diesem
Krankheitsbild eine Sensitivitdt von 65 % bis 95 %
bei einer Spezifitdt von ca. 90% [3]. In letzter Zeit
sind zwei Arbeiten aus Deutschland neue Ansatz-
punkte fiir eine Diagnoseverbesserung beim pri-
madren vitreoretinalen Lymphom publiziert werden.
Die Tiibinger Arbeitsgruppe konnte eine MYD88
Mutationsverdnderung in 71% aller untersuchten
Lymphomproben nachweisen [4]. Unsere Arbeits-
gruppe konnte, basierend auf Vordaten beim ZNS
Lymphom, deutlich erhohte Werte der miRNAs

Abbildung 2

zeigt auf der linken Seite die einzelnen gemes-
sen relativen Werte (Punkte) der miRNAs in Lym-
phompatienten, in Uveitispatienten und in Maku-
lar-Pucker-Patienten. Die Mittelwerte sind mit
dem Strich jeweils symbolisiert. Auf der y-Achse
handelt sich um eine logarithmische Auftragung.
Auf der rechten Seite sind die jeweiligen ROC-
Kurven mit den einzelnen Area-Under-The-Curve-
Werten aufgetragen. Hier lassen sich Spezifitdt
und Sensitivitdt jeweils fiir die einzelnen MiRNAs,
abhdngig vom Cut-Off-Point, ablesen [5].

miR-91, - 19b, 21 bestimmen. Gerade fiir das miR-91
zeichnet sich eine Sensitivitdt von 100 % bei einer
Spezifitdt von 9o % beim vitreoretinalem Lymphom
aus[5]. Wahrend die MYD88 Mutation wahrschein-
lich eher eine Rolle in der Therapieentscheidung in
der Zukunft haben wird, erweitern die miRNAs
potentiell das diagnostische Spektrum. Ein Vorteil
dieser Methode ist, dass die Zellen aus dem Glas-
korper zur Untersuchung nicht benétigt werden und
somit anderweitig analysiert werden kénnen.
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Presbyopie-Korrektur
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Mehr als eine Billionen Menschen sind weltweit [1]
von Presbyopie betroffen. Fiir Europa liegt die
Prédvalenz der Presbyopie bei 83% [1] und in
Deutschland werden jahrlich {iber 800.000 Kata-
raktoperationen durchgefiihrt, wodurch sie zu den
am haufigsten durchgefiihrten chirurgischen Ein-
griffen zahlt. Der Verlust der Akkommodationsfa-
higkeit der kristallinen Linse und damit der Verlust
der Unabhangigkeit von Fehlsichtigkeitskorrektur
stellt fiir viele Menschen ein Verlust an Lebensqua-
litat dar [2—4], so dass auch der refraktive Linsen-
austausch oder die frithzeitige Presbyopiekorrek-
tion an der Hornhaut eine immer gréf3ere Rolle
einnehmen, da bisher keine medikament6se The-
rapie moglich ist [5].

KORNEALE PRESBYOPIEKORREKTION

Die Monovision findet seit den 1960er Jahren An-
wendung. Hierbei wird das dominante Auge fiir die
Ferne emmetropisiert und das Begleitauge durch
leichte Myopisierung fiir die Nahe korrigiert. Dies
fiihrt zu einem Verlust der Stereopsis. Daher sollte
lediglich ein Unterschied von 1,50 Dioptrien (D) und
die dementsprechende Nahwirkung angestrebt
werden. Je nach Studienlage wird von subjektiver
Zufriedenheit der Patienten mit dem visuellen Out-
come in 80—98% der Fille berichtet [5, 6].

Bereits seit den 1980oer Jahren wurden multifokale
Laserablanationsprofile erprobt, bei denen entwe-
der der zentrale Bereich der Hornhaut fiir die Ferne
und die Hornhautperiphere fiir das Nahsehens
korrigiert wird oder umgekehrt [7, 8]. Obwohl Stu-
dienergebnisse eine hohe Patientenzufriedenheit
und weitgehende Brillenfreiheit bei gleichzeitig
geringer Komplikationsrate belegen [9], wird die
sogenannte PresbylLASIK wegen Verlustes des
bestkorrigierten Visus, der nur vermeintlichen
Reversibilitdt und der moglichen Anschlussbehand-
lungen derzeit nicht von der Kommission fiir refrak-
tive Chirurgie (KRC) empfohlen [10].

Korneale Inlays, welche stromal in das nicht-domi-
nante Auge implantiert werden, sind eine weitere
Moglichkeit, den Nahvisus signifikant zu erhéhen.

Die Studienlage zu den verschiedenen Implantaten
(Raindrop Near Vision Inlay (ReVision Optics),
ICOLENS, Flexivue Mircolens (Presbia), KAMRA Inlay
(AcuFocus Inc.) ist vielfaltig und inhomogen [11—14],
so dass die KRC derzeit keine Empfehlung hinsicht-
lich des Anwendungsbereichs gibt und lediglich
den Grenzbereich definiert [10].

PRESBYOPIEKORREKTUR MITTELS
INTRAOKULARLINSEN

Seit Einfiihrung der Kataraktchirurgie mit Implan-
tation von Intraokularlinsen (I0L) 1949 haben sich
Implantations- und Gerdtetechnik sowie die Mate-
rialien und Optiken der IOL stetig weiterentwickelt.
Die anfanglich verwendeten monofokalen IOLs
wurden durch verbesserten optischen Eigenschaf-
ten erganzt [15].

MONOFOKALE INTRAOKULARLINSEN

Monofokale Intraokularlinsen biindeln das Licht zu
einem Brennpunkt. Sie ermdglichen sehr scharfes
Sehen in einer Entfernung, jedoch keine vollstan-
dige Brillenfreiheit [16]. Um diese mit Monofo-
kallinsen anndahernd zu erreichen, kann das Mono-
visionsprinzip angewendet werden. Allerdings
schafft dies keinen stufenlosen Ubergang von
Ferne {iber Intermediar- zu Nahbereich und ist mit
Einschrankungen in der Tiefenwahrnehmung, dem
Stereosehen und dem Visusverlust in der Ferne
verbunden [17, 18]. Die Monovision mit 10Ls fuihrt
zu einer hoheren Patientenzufriedenheit als Mono-
vision mit Kontaktlinsen [19].

MULTIFOKALE INTRAOKULARLINSEN

Multifokale Intraokularlinsen werden seit den spa-
ten 1980 implantiert. Diese konnen je nach Design
in rotationssymmetrisch und -asymmetrisch [20],
zudem in refraktive, diffraktive oder als eine Kom-
bination aus beiden optischen Prinzipien eingeteilt
werden [21]. Bei refraktiven 10Ls werden die Foki
durch verschiedene Kriimmungsradien innerhalb



der Linsen oder durch verschiedene Materialien mit
unterschiedlichen Brechzahlen erzeugt. Bei diffrak-
tiven Linsen schaffen unterschiedlich hohe Ring-
segmente und deren Abstand zueinander mehrere
Foki, wobei ein Teil des Lichtes als Streulicht
verloren geht [22]. Je nach Anzahl der messbaren
Foki werden die IOLs in bifokal (two foci) und trifo-
kal (three foci) eingeteilt. Dabei liefern diffraktive
IOLs ein besseres visuelles Outcome als refraktive
I0Ls [23]. Eine Sonderstellung nehmen die Extended
depth of focus (EDOF) 10Ls ein, welche einen er-
weiterten Tiefenscharfenbereich haben.

BIFOKALE INTRAOKULARLINSEN

Bifokale Intraokularlinsen bilden durch refraktive
Optik zwei Foki scharf ab und erreichen somit eine
hohere Brillenunabhdngigkeit als Monofokallinsen
[24], allerdings mit Einschrankungen im Intermedi-
drbereich[25, 26]. Durch die Variation von verschie-
denen Additionen kann dem etwas entgegen gewirkt
werden [27—-29], dennoch werden Bifokallinsen
zunehmend von Multifokallinsen mit diffraktiver
Optik verdrangt.

TRIFOKALLINSEN

Trifokallinsen wurden entwickelt, um mit Hilfe der
Lichtverteilung auf drei Foki einen besseren Inter-
medidrvisus ohne Verlust des Fern- und Nahvisus
zu schaffen[30-36]. Mittels Defokuskurven konnte

belegt werden, dass unterschiedliche trifokale I0Ls
vergleichbare Intermedidrvisen liefern. Die unter-
suchten 10Ls unterscheiden sich lediglich in der
Entfernung, da die AT Lisa tri 839MP (Carl Zeiss
Meditec) fiir 8o cm und die PanOptix (Alcon Research)
flir 60 cm konzipiert ist, wodurch sich die Defokus-
kurven im mittleren Bereich leicht verschieben und
in 50 cm signifikant unterschiedlich sind [27, 37]
(Abbildung 1). Die Brillenunabhangigkeit kann mit
Trifo- und Quadrofokallinsen bei bis zu 100% der
Patienten erreicht werden [38—42]. Nebeneffekte
der 10Ls wie herabgesetztes Kontrastsehen und
photische Phdnomene kdnnen anderseits die Le-
bensqualitdt und Patientenzufriedenheit leicht
beeinflussen [43].

INTRAOKULARLINSEN MIT
ERWEITERTER TIEFENSCHARFE -
EDOF (EXTENDED DEPTH OF FOCUS)

Im Gegensatz zu den scharf abgrenzbaren Foki der
Multifokallinsen soll bei den EDOF-IOLs ein erwei-
terter Fokusbereich geschaffen werden, um die
Tiefenscharfe zu verbessern und somit den Schar-
febereich von der Ferne liber den Intermedidrbereich
bis in die Ndhe zu erweitern. Hierfiir wird entweder
das Prinzip einer kleinen Apertur oder der diffrak-
tiven und nicht-diffraktiven Optik benutzt [44].
Neben dem sehr guten Fernvisus belegen Studien
einen guten Visus im Intermedidrbereich sowie ein
funktionellen Nahvisus. Hinsichtlich des Kontrast-
sehens und der photischen Phanomene ist die

Abbildung 1

Defokuskurven der Pan-
Optix (n=27[53]), der AT
Lisa tri 839MP (n=27 [30]),
der Symfony ZXRoo (n=26
[datas submitted] und der
MPlus X LS-313 MF30 (n=25
[42])
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Studienlage nicht homogen. Im Vergleich zu Mul-
tifokallinsen wurden fiir EDOF-IOLs zum Teil ein
besseres [45] oder vergleichbares [46] Kontrast-
sehen und dhnliche optische Phdnomene nachge-
wiesen ebenso wie im Vergleich zu Monofokallinsen
[43]. Die Brillenunabhéangigkeit kann hier fiir anna-
hernd alle Patienten in der Ferne und zu rund 70 %
in der Ndhe belegt werden.

AKKOMMODATIVE INTRAOKULARLINSEN

Durch akkommodative Mechanismen oder Pseudo-
akkommodation soll die dioptrische Wirkung der
akkommodativen Intraokularlinsen so verandert
werden, dass verschiedene Scharfepunkte entste-
hen. Hierzu stehen Linsen zur Verfiigung, die inner-
halb des Kapselsackes ihre Position verlagern,
mehrere Optiken haben oder ihre Form d@ndern[47,
48]. Studien belegen, dass die akkommodativen
IOLs einen vergleichbaren Fernvisus wie Monofo-
kallinsen[49, so]und einen besseren Nahvisus und
somit eine hohere Brillenunabhdngigkeit erzeugen
[15, 51]. Allerdings sind diese ebenso wie andere
Ansdtze noch nicht ausgereift, so dass sie sich
bisher nicht durchsetzen konnten [52].

PATIENTENAUSWAHL

Fiir alle Operationsverfahren und Linsen gilt, dass
es im Vorfeld eine ausfiihrliche Anamnese und Pati-
entenuntersuchung, sowie ein intensives Gesprach
tiber Vor- und Nachteile der Technik geben muss.
Patienten sollten Uiber die optischen Phdnomene
ebenso aufgekldrt werden, wie iiber Komplikationen
[39] und dariiber das alle Formeln zur Berechnung
der Linse nur Schatzwerte liefern und dadurch im
Nachhinein einer refraktive Korrektur noch bediirfen.
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Abbildung 1
Mechanismen des Pri-
mings und der Aktivierung
des NLRP3-Inflammasoms

[Abbildung aus: Akhtar-
Schdfer I, Wang L, Krohne
TU, Xu H, Langmann T.
EMBO Mol Med 2018 Oct;
10 (10): €8259.]

Oxidative Schadigung und Aktivierung des ange-
borenen Immunsystems in der duBeren Netzhaut
sind zentrale Faktoren in der Pathogenese der
altersabhdngigen Makuladegeneration (AMD), der
haufigsten Ursache fiir Erblindung in allen Indus-
trienationen. Eine zunehmende Anzahl experimen-
teller und klinischer Studien deutet auf eine zentrale
Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms an der AMD-
Pathogenese hin. Das NLRP3-Inflammasom stellt
einen intrazelluldren Sensor des angeborenen
Immunsystems fiir eine Vielzahl unterschiedlicher
Gefahrsignale dar, dessen Aktivierung zur Freiset-
zung hochinflammatorischer Zytokine fiihrt (Abbil-
dung1).

INFLAMMASOMAKTIVIERUNG
IN DER RETINA

Ein gemeinsamer Mechanismus der Inflamma-
somaktivierung durch unterschiedliche Gefahrsig-
nale ist die Permeabilisierung der lysosomalen
Membran mit Freisetzung lysosomaler Enzyme ins
Zytosol. In Zellen des retinalen Pigmentepithels
(RPE) wird eine solche lysosomale Membranper-
meabilisierung nach photooxidativer Schadigung
infolge zunehmender Lipofuszinakkumulation
beobachtet. Wir untersuchten deshalb das Zusam-
menspiel von oxidativer Schadigung und Inflamma-
somaktivierung in RPE-Zellen. In der Tat konnten
wir nachweisen, dass eine lysosomale Membran-
permeabilisierung durch Lipofuszin-vermittelten
photooxidativen Schaden in RPE-Zellen eine aus-



geprdgte Inflammasomaktivierung mit apikaler
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie
IL-1B und IL-18 induziert [Brandstetter et al., / Mol
Med 2015; Mohr et al., Invest Ophthalmol Vis Sci
2015]. Aktiviertes Komplement verstarkt dabei noch
die Inflammasomaktivierung in RPE-Zellen, insbe-
sondere infolge Priming des Inflammasoms durch
den Komplementfaktor Csa [Brandstetter et al.,

J Biol Chem 2015]. Durch diesen Mechanismus wird
die Anfdlligkeit des RPE fiir photooxidativ induzier-
te Zelldegeneration erhoht [Brandstetter et al.,
] Photochem Photobiol B 2016]. In vitro fuihrt die
Inflammasom-gesteuerte Zytokinfreisetzung der
RPE-Zellen zudem zur Aktivierung und chemotak-
tischen Rekrutierung von Mikrogliazellen [Mohr et
al., Invest Ophthalmol Vis Sci 2015].

Abbildung 2

Wirksamkeit selektiver
NLRP3-Inhibitoren. Im RPE
von Abcay-knockout-Mdu-
sen fiihrt photooxidativer
Stress ex vivo zur Inflam-
masom-Aktivierung und
Zelldegeneration. Neuent-
wickelte selektive NLRP3-
Inhibitoren wie IFM-632
(IFM Therapeutics) kénnen
diesen Effekt wirksam blo-
ckieren. [Abbildung aus:
Wang L et al. ] Mol Med

2019 Apr; 97 (4): 523-532.]
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INFLAMMASOM ALS THERAPIETARGET

Ein spezifischer siRNA-vermittelte Knockdown der
Inflammasom-Komponente NLRP3 fiihrte in huma-
nen RPE-Zellen zu einer signifikanten Suppression
der durch Lipofuszin-Phototoxizitédt induzierten
Inflammasomaktivierung und bestatigte somit die
zentrale Rolle von NLRP3 in der Inflammasomakti-
vierung in RPE-Zellen. Auch in RPE-Organkulturen
aus Wildtyp-Mausen fanden wir nach Blaulicht-
Bestrahlung eine signifikante Inflammasomaktivie-
rung mit Freisetzung von IL-1f, die in RPE-Kulturen
NLRP3-defizienter Knockout-Maduse nicht nachweis-
bar war. In aktuellen Arbeiten konnten wir zeigen,
dass neuentwickelte, selektive NLRP3-Inhibitoren
(IFM Therapeutics, Boston/MA) die Inflammaso-
maktivierung im RPE wirksam blockieren kénnen,
so dass sie vielversprechende Medikamente fiir
eine weitere Evaluation als Therapiestrategie bei
der atrophischen AMD darstellen (Abbildung 2).

In mehreren Anschlussprojekten werden aktuell die
beschriebenen Mechanismen der Inflammasomak-
tivierung in in-vivo-Modellen weiter charakterisiert.
Dafiir werden u. a. genetisch verdanderte Mause mit
verstarkter Lipofuszin-Akkumulation im RPE
(Abcay -/-) in Kombination mit dem Mausmodell der
Licht-induzierten retinalen Degeneration (LIRD)
verwendet. In diesen Modellen werden wir neue
Strategien zur pharmakologischen Intervention
erproben, insbesondere die bereits in vitro unter-
suchten selektive NLRP3-Inhibitoren. Nach Ab-
schluss der préklinischen Evaluation ist unser

Prof. Dr. med. Tim U. Krohne, F.E.B.O. ist ge-
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lekularbiologischen Forschungslabors der
Universitdts-Augenklinik Bonn. Nach seinem

Prof. Dr. med. Tim U. Krohne, F.E.B.O.
Universitats-Augenklinik Bonn
Ernst-Abbe-Str. 2

53127 Bonn

Tel. 0228/ 287-19839 (Sekretariat)
Fax 0228/ 287-11518

E-Mail: krohne@uni-bonn.de

mittelfristiges Ziel die Initiierung einer klinischen
Therapiestudie bei Patienten mit atrophischer AMD.
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Risikofaktoren fiir okuldre Erkrankungen nehmen in
der Bevdlkerung stetig zu. So ist fast jeder Dritte
innerhalb der Bevolkerung der {iber 65-Jahrigen von
Hypertonie [1] betroffen, wie die Auswertung der
GEDA2014/2015 Studie zeigt. Angaben der Interna-
tional Diabetes Federation (IDF) zufolge steigt die
Diabetesprévalenz [2], ebenso wie die Fallzahlen fiir
Adipositas [3]. Bei betroffenen Patienten sind regel-
maRige Netzhautkontrollen erforderlich, um retinale
Erkrankungen friihzeitig zu erkennen. Dabei erleich-
tert ein groBer Funduseinblick sowohl dem Operateur
als auch dem nachbehandelnden Arzt die Beurteilung
der Gewebestrukturen und die Durchfiihrung thera-
peutischer MalBnahmen in der duBeren Netzhaut-
peripherie. Die ASPIRA-aXA ermdglicht durch ihre
7,0-mm-XL-0ptik einen Rhexisdurchmesser von bis
zu 6,5 mm und somit einen erweiterten Fundus-
einblick.

Maogliche Losung im Hinblick auf Dysphotopsien
Nach Kataraktoperationen kdnnen fiir den Patienten
unangenehme Begleiterscheinungen in Form von
positiven (Halos, Lichtkrédnze, Blendungen) oder ne-
gativen Dysphotopsien (temporale Schatten, ,Scheu-
klappen-Effekt”) auftreten. In der Literatur wird von
einem direkten Zusammenhang zwischen Optikdurch-
messer der Intraokularlinse (I0L) und dem Auftreten
von Dysphotopsien ausgegangen [4]. Eine groRBe
Optik ermdglicht das Uberlappen mit der Pupille, auch
bei erweitertem Durchmesser. Einfallendes Licht wird
sicher durch die Optik geleitet, stérendes Streulicht
wird reduziert und der direkte Lichteinfall auf die
Retina vermieden. Patienten mit weiten Pupillen pro-
fitieren von der 7,0-mm-Qptik der ASPIRA-aXA.

In einer Vergleichsstudie [5] (100 Augen) zwischen
der ASPIRA-aXA (7,0-mm-0ptik) und einer 6,0-mm-
Optik-10L wurde mittels eines subjektiven Fragebogens
die Wahrnehmung von negativen Dysphotopsien er-
hoben. Dabei nahmen Patienten, die mit der ASPIRA-
aXA versorgt wurden, deutlich weniger Dysphotop-
sien wahr als Patienten, denen die Vergleichslinse
implantiert wurde. Ein Jahr nach der Implantation der
ASPIRA-aXA gaben alle Patienten an, keine negativen
Dysphotopsien wahrzunehmen.

Hervorragende Visusergebnisse

Die ASPIRA-aXA iiberzeugt mit hervorragenden Vi-
susergebnissen. Alle Patienten zeigten sowohl nach
drei Monaten als auch nach einem Jahr einen sehr
guten unkorrigierten monokularen Fernvisus (siehe
Abbildung 1). Der korrigierte monokulare Fernvisus
war nach drei Monaten ebenfalls sehr gut und hat
sich nach einem Jahr um eine weitere Zeile gesteigert.
96 % der Patienten erreichten einen korrigierten Visus
von 0,8 (dezimal) oder besser. Patienten, die mit der
ASPIRA-aXA versorgt wurden, erreichten unter pho-
topischen Bedingungen ein verbessertes Kontrastse-
hen, verglichen mit operierten Personen der gleichen
Altersgruppe. Alle Patienten zeigten sich bei einer
Patientenbefragung als sehr zufrieden oder zufrieden.

Prézise und zuverléssige Bereitstellung

Die ASPIRA-aXA legt einen Grundstein fiir eine lang-
fristige und verldssliche pseudophake Versorgung.
Durch die Bereitstellung im preloaded Implantations-
system SAFELOADER® kann die Hinterkammerlinse mit
XL-Optik bequem unter Beibehaltung der OP-Routine
durch XS-Inzisionen implantiert werden.

Abb. 1: Unkorrigierter und korrigierter
monokularer Fernvisus aller Patienten
3 Monate und 1 Jahr postoperativ
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Die kongenitale Aniridie hat ihre Ursache in den
meisten Fallen in einer PAX6 Haploinsuffizienz, der
verschiedenste Mutationen im PAX6 Gen zugrunde
liegen kdnnen. Wahrend die entwicklungsbiologi-
schen Funktionen von PAX6 fiir verschiedene oku-
ldre Strukturen wie Retina, Iris und Linse relativ
ausfihrlich untersucht wurden [1], ist wenig tiber
die postnatalen Funktionen von PAX6 im Korneaepi-
thel und der Bindehaut bekannt. Neben den viel-
faltigen Fehlbildungen des Auges (fehlende Iris,
Schlemm-Kanal und Trabekelmaschenwerk sowie
Optikus und Makulahypoplasie) entwickeln Aniridie-
Patienten im Laufe der Zeit eine Aniridie Assoziier-
te Keratopathie (AAK). Das klinische Bild dhnelt
dem der Limbusstammzellinsuffizienz. Dennoch
gibt es Uiber die pathophysiologischen Prozesse in
den Oberflachenepithelien von Aniridie-Patienten

Abbildung 1

lediglich Hypothesen, die aus Zell- und Tiermodel-
len [2] abgeleitet werden. Derzeit wird diskutiert,
ob die Limbusstammzellen bei AAK Teilungs- und
Differenzierungsdefekte haben oder vollstandig
zugrunde gehen.

In der Literatur gibt es vergleichsweise wenige
Arbeiten liber die postnatale Funktion von PAX6 in
den Oberflachenepithelien des Auges. Aus Maus-
modellen ist bekannt, dass sowohl die Differenzie-
rung als auch die Wundheilung des Korneaepithels
bei Aniridie beeintrachtigt sind [3-5]. In der Binde-
haut ist PAX6 beim Sjogren-Syndrom herunter-
reguliert [6].

Unsere Arbeitshypothese fiir die Arbeit mit Patien-
tenproben lautet folglich: Stort die PAX6 Haplo-

Im Krankheitsverlauf der kongenitalen Aniridie kommt es zur Aniridie assoziierten Keratopathie
(AAK). Die dahinterstehende Pathophysiologie ist jedoch weitgehend unbekannt. Die Epithelien der
Augenfldche exprimieren PAX6 [1—3] und sind vom Krankheitsverlauf betroffen. Inwieweit die verdn-
dere PAX6 Expression bei Aniridie funktionell auf die Epithelien des Auges wirkt und ob diese Verdn-
derungen zur AAK fiihren oder diese begiinstigen ist Gegenstand unserer Forschung.



insuffizienz die Physiologie der Oberflachenepithe-
lien des Auges? Die beteiligten Gewebe sind in
Abbildung 1 dargestellt.

Die enge Anbindung an die klinische Arbeit und die
hohe Zahl an betreuten Aniridie-Patienten (320) in
der Universitdatsaugenklinik des Saarlandes ist ein
Alleinstellungsmerkmal unseres Forschungslabors.
Unser Ansatz ist daher, Patientenproben zu analy-
sieren und diese Ergebnisse in den Kontext von
Tier- und Zellmodellen aus der Literatur zu stellen
bzw. in eigenen Zellmodellen umzusetzen. Dies
erlaubt die Fokussierung auf Pathomechanismen,
die sowohl bei Patienten als auch bei Modellzellen
abbildbar sind.

Durch die enge Verzahnung des biologischen Labors
der Univ.-Augenklinik mit der klinischen Betreuung
der Aniridie-Patienten konnen die Proben im Klini-
kalltag gewonnen werden. Eine Ubersicht der ver-
fligbaren Probentypen, fiir die ein positives Ethik-
votum vorliegt, ist in Abbildung 2 skizziert.

Limbusepithelzellkulturen kénnen aus Korneo-
skleralscheiben von Hornhautspendern, sowie im
Rahmen von perforierenden Keratoplastiken bei
fortgeschrittener AAK gewonnen werden. Diese
Kulturen lassen sich fiir einen begrenzten Zeitraum
kultivieren und liefern so wichtige Erkenntnisse
tiber Zusammensetzung der Zellpopulation oder
Einfluss von PAX6 und Keratopathie auf das Tran-
skriptom und Proteom von Limbusepithelzellen bei
AAK Patienten. In gesunden primdren Limbusepi-
thelzellen ldsst sich mittels siRNA die PAX6 Dosis

kiinstlich senken, sodass tberpriift werden kann,
welche der Transkript Anderung in Patientenzellen
durch die PAX6 Haploinsuffizienz verursacht wird.
Impressionszytologie-Proben der Bindehaut kdnnen
bei allen Stadien der AAK isoliert werden. Ebenso
ist eine bedenkenlose Rekrutierung von gesunden
Kontrollen moglich. Durch Optimierung der Proben-
aufbereitung konnen sowohl gesamt RNA als auch
Protein in ausreichenden Mengen fiir verschiedene
molekularbiologische Analysen gewonnen werden.
Die Proben werden zusammen mit Kooperations-
partnern an der Universitdat des Saarlandes am
Campus Homburg und Saarbriicken analysiert.

ERGEBNISSE DIESER STRATEGIE

Es lassen sich aus den der Limbusregion von Ani-
ridie-Patienten Limbusepithelzellen isolieren [7].
Wir konnten Transkript- Anderungen nachweisen,
die in Patientenzellen und im siRNA-Aniridie-Zell-
modell sowohl auf eine Differenzierungsstorung als
auch auf einen veranderten Retinol-Stoffwechsel
hindeuten [8]. Besonders interessant sind fiir uns
dabei Transkript-Verdanderungen, die bei Patienten
in Bindehaut und Limbusepithelzellen gleichsinnig
reguliert sind und sich zusatzlich im primdren Ani-
ridie Zellmodell abbilden lassen (siehe hierzu Ab-
bildung 3). Als positive Beispiele sind DSG1 und
ADH7 dargestellt [8] (Daten der Bindehaut sind
vorldufig und unveroffentlicht).

Diese kombinierte Strategie dient dazu, potenziell
pathophysiogische Prozesse zu identifizieren, die

Abbildung 2

Etablierte Methoden und
mogliche Analysen der
Patientenproben. Primdr-
zellkulturen lassen sich von
gesunden Hornhautspen-
dern, sowie von AAK Ani-
ridie-Patienten im Rahmen
einer Keratoplastik anle-
gen. Bei Aniridie Augen, die
noch keine AAK entwickelt
haben, kénnen keine Lim-
busbiospien durchgefiihrt
werden. Mit den Limbus-
zellkulturen der gesunden
Spender kann aufierdem
ein siRNA basiertes Ani-
ridie-Zellmodell etabliert
werden. Nicht invasiv ist
dagegen die Sammlung von
Bindehautepithelzellen.
Prinzipiell lassen sich alle
Analysemethoden, die bei
der Zellkultur zum Einsatz
kommen, auch an den Bin-
dehautproben durchfiihren,
bei Letzteren kann aber die
Probenmenge den Ver-
suchsumfang limitieren.
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Abbildung 3
Expressionsdaten von
zwei beispielhaften Tran-
skripten. DSG1 und ADH7
sind sowohl in Limbusepi-
thelzellen, in Bindehaut und
im Aniridie-Zellmodell her-
unterreguliert. DSG1 ist ein
Zelladhdsionsmarker, der
im Aniridie-Mausmodell in
der Kornea herunterregu-
liert ist. ADH7 ist besonders
im Korneaepithel exprimiert
und am Retinol-Stoffwech-
sel beteiligt. Eine mdgliche
Korrelation mit PAX6 Haplo-
insuffizienz besteht in der
Limbusepithelzellkultur, der
Bindehaut (vorldufige, un-
verdffentlichte Ergebnisse)
und in unserem siPAX6 Ani-
ridie-Zellmodell. Vergleiche
der Expressionsdaten von
Limbusepithelzellen und
Bindehaut (jeweils ca. 500
regulierte Transkripte) wei-
sen einen Uberlapp von
36 Transkripten auf, die in
beiden Probentypen gleich-
sinnig dereguliert waren.
(Siehe Schnittmenge des
Venn-Diagramms rechts)

PAX6 gesteuert werden. Auferdem kann tiberpriift
werden, in welchen Zellmodellen sich diese patho-
physiologischen Prozesse nachvollziehen und
modellieren lassen. Da wir uns auf Prozesse kon-
zentrieren, die direkt am Patienten identifiziert
wurden, ist eine spdtere Translation der Ergebnis-
se in die Klinik erleichtert.
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Abbildung 1
Barrieren des vorderen
Augenabschnitts.

HERAUSFORDERUNGEN DER
OKULAREN MEDIKAMENTENAUFNAHME

Die Medikamentenaufnahme ans oder ins Auge ist
mit einer Vielzahl an Hiirden konfrontiert. Haupt-
problem ist, dass die Blut-Retina-Schranke eine
systemische Gabe sehr vieler Substanzen verhin-
dert. Daher werden die meisten Medikamente
entweder topisch oder intraviteral appliziert. Bei
topischer Applikation wird der GroBteil des Wirk-
stoffs direkt durch Lidschlag und Tranenfliissigkeit
wieder ausgespiilt [1]. Zudem stellt die Kornea mit
ihrem Aufbau aus hydrophilen und hydrophoben
Schichten eine weitere Barriere dar. Der alternative
Weg iiber Konjunktiva und Sklera ist zwar prinzipi-
ell durchléssiger, aufgrund der guten Durchblutung
von Episklera und Konjunktiva kommt es hier
allerdings zu vorzeitigem Abtransport des Wirkstof-
fes [2] (Abb. 1). Um Bereiche des hinteren Augen-
abschnitts wie die Retina zu erreichen, werden
zumeist intravitreale Injektionen angewandt. Auch
hier gibt es neben dem Infektionsrisiko die Heraus-
forderung Barrieren in der Medikamentenaufnahme
zu iberwinden. Die applizierten Wirkstoffe miissen
sich durch den zahfliissigen Glaskorper einen Weg
zur Netzhaut bahnen, um diese dann auch noch zu
durchdringen.

INNOVATIVE CARRIERSYSTEME

Drug-Delivery Systeme oftmals im Nanometerbe-
reich sollen hier Abhilfe schaffen. Eine Vielzahl
verschiedener Carrier wird in der ophthalmologi-
schen Forschung entwickelt, um die Medikamen-
tenaufnahme ans Auge zu verbessern [3]. Nano-
partikuldre Systeme bieten den Vorteil, dass sie
aufgrund ihrer geringen Grof3e und Oberflachen-
eigenschaften den Wirkort besser und gezielter
erreichen und damit geladene Wirkstoffe effizient
zu ihrem Einsatzort bringen kénnen [4]. Dies er-
moglicht nicht nur den Einsatz geringerer Konzen-
trationen und das Adressieren auch schwer zu
erreichender Wirkorte, wie zum Beispiel die Reti-
na, sondern auch den Transport von Wirkstoffen,
die aufgrund von Nebenwirkungen bisher nicht
eingesetzt werden konnten.

Unsere Arbeitsgruppe beschéftigt sich seit sieben
Jahren mit der Entwicklung, Evaluation und Opti-
mierung von Nano- und Mikropartikuldren Syste-
men. Diese Arbeiten werden mit mehreren Koope-
rationspartnern an der Universitat Groningen, dem
DWI - Leibniz-Institut fiir Interaktive Materialien in
Aachen, dem Max Planck Institute for Intelligent
Systems Stuttgart, der RWTH Aachen, der Univer-
sitatsaugenklinik Hamburg-Eppendorf, der FU



Berlin, und den Universitdaten Stuttgart und Tiibin-
gen zusammen durchgefiihrt. Zwei Entwicklungen
mochten wir im Folgenden naher vorstellen.

LIPID-DNA NANOPARTIKEL

Seit einigen Jahren arbeiten wir an der Entwicklung
von Lipid-modifizierten DNA-Nanopartikeln als
Drugcarrier fiir verschiedenste Indikationen. Diese
NP, entstanden aus einer Kooperation mit der Uni-
versitat Groningen und dem DWI - Leibniz-Institut
fur Interaktive Materialien, bestehen aus lipid-
modifizierten DNA-Strangen, die sich aufgrund ihrer
Amphiphilie in wassriger Losung selbststandig zu
Mizellen zusammenlagern (Abb. 2).

Sie bieten den Vorteil, dass sie aufgrund ihrer na-
tlrlichen Bausteine vom Korper riickstandslos
abgebaut werden kénnen und damit eine hervor-
ragende Biovertraglichkeit aufweisen. Zudem sind
sie flexibel mit Wirkstoffen zu beladen. Die einfachs-
te Form ist die Beladung mit hydrophoben Medika-
menten direkt in den hydrophoben Kern. Eine
weitere Moglichkeit ist die kovalente Bindung an
den komplementdren DNA-Strang, wodurch der
Wirkstoff allerdings verandert werden kann. Die bei
weitem eleganteste und spezifischste Beladungs-

strategie ist die Beladung tiber Aptamere. Dazu
wird der komplementdre Strang um die Sequenz
des Aptamers, welches den Wirkstoff spezifisch wie
ein Antikorper bindet, verldngert und an den NP
hybridisiert (Abb. 2) (siehe auch unsere Patente:
US10285939B2, EP3057572B1) [5].

Durch die kovalente Kopplung eines Fluorophors
an den komplementdren DNA-Strang haben wir die
Adhésion der NP an die Hornhautoberflache unter-
sucht. In Vorversuchen konnten wir die Bindung an
humanes Hornhautgewebe nachweisen (Abb. 3A).
Mittels eines Fluorophotometers konnten wir auch
an Schweineaugen eine Verweildauer von tber
zwei Stunden nachweisen, wahrend der reine Farb-
stoff bereits nach 5 Minuten nicht mehr zu detek-
tieren war (Abb. 3B).

Als erste Indikation haben wir okulare Infektionen
mit dieser neuen Behandlungsmoglichkeit adres-
siert. Dazu wurde das Antibiotikum Kanamycin
mittels Aptamer an den NP gebunden. Zum Nachweis
der Wirksamkeit wurden sowohl ex-vivo also auch
in-vivo Experimente durchgefiihrt. Dabei konnten
wir nachweisen, dass die Wirksamkeit von Kana-
mycin durch Kopplung an den NP bei 25-fach ge-
ringerer Konzentration genauso hoch ist wie beim
reinen Kanamycin (Abb. 3C) [6].

Abbildung 2

Struktur der DNA-Nano-
partikel und Beladungsstra-
tegien. Lipid-modifizierte
DNA-Stréinge lagern sich zu
Mizellen mit hydrophobem
Kern und hydrophiler Koro-
na zusammen. Die Bela-
dung mit einem Wirkstoff
erfolgt iiber 3 verschiedene
Wege: () hydrophobe La-
dung in den Kern der Mizel-
le (1) kovalente Bindung
eines Wirkstoffs an den
komplementdren Strang
() aptamerische Ladung
gekoppelt an den komple-
mentdren Strang.
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Abbildung 3

A) Kanamycin-NP haften bis
zu 2 Stunden auf humaner
Kornea (ex-vivo). B) Eine effek-
tive Adhdsion von Kanamycin-
NP und NP von mindestens 4
Stunden konnte auf Schweine-
komeas mittels Fluorophoto-
meter nachgewiesen werden,
widhrend der reine Farbstoff
bereits nach 5 Minuten abge-
waschen war. €) Mit Kanamy-
cin beladene NP zeigten im
Infektionsmodell in der Maus
bei 25-fach niedrigerer Kon-
zentration die gleiche Effektivi-
tdt wie reines Kanamycin.

Abbildung 4

A) REM-Aufnahmen eines
Mikropropellers. B) Schemati-
sche Darstellung der Bewe-
gung der beschichteten Mik-
ropropeller im Vitreus (V) in
Richtung der Retina (R). Pas-
sive fluoreszierende Partikel
(griin) werden mit den Mikro-
propellern (gelb) injiziert, um
die Injektionsstelle zu markie-
ren. €) Aufbau des Magnet-
felds um das Schweineauge.
Die Steuerung der Partikel
wurde in Echtzeit per OCT ver-
folgt. D) Fluoreszenzmikros-
kopische Aufnahme der Reti-
na in der Zielregion nach dem
Magnetantrieb. Mikropropel-
ler (rot) wurden auf der Retina
gefunden (Zellkerne gefiirbt
mit DAPI (blau)). Maf3stab:
2oum. E) Das Fluoreszenzbild
zeigt, dass sich die passiven
fluoreszierenden Partikel
(griin) in der Nihe der Mitte
des Glaskdrpers befinden,
also der Injektionsstelle.
Mapstab, 1 mm. F) Eingefirb-
tes OCT-Bild von Scans in der
Ndhe der Zielregion der Pro-
peller. Der gestrichelte Linien-
kreis kennzeichnet die Mikro-
propeller in der Néhe der
Netzhaut. Maf3stab: 500 pm.

Mit der Kopplung von Travoprost und Brimonidin
haben wir anschliefend zwei Glaukom-NP entwickelt
und evaluiert. In pharmakokinetischen Untersu-
chungen konnten wir zeigen, dass die Aufnahme
von Travoprost ins Auge durch den NP um das vier-
fache erhoht wird. Im Krankheitsmodell, den DBA/2)-
Mé&usen, wurde auch die verbesserte Wirksamkeit
bestdtigt. Die Anwendung fiir weitere Indikationen,
z.B. retinale Erkrankungen wird zurzeit evaluiert.

MIKROPROPELLER

Zur Behandlung retinaler Erkrankungen ist die geziel-
te Adressierung bestimmter Strukturen der Netzhaut
notwendig. In Kooperation mit dem MPI in Stuttgart
haben wir sogenannte Mikropropeller oder auch
Nanoroboter entwickelt, die sich durch ein von
auflen angelegtes magnetisches Feld zielgerichtet
durch den Glaskérper steuern lassen, um so nach



intravitrealer Injektion zur Netzhaut zu gelangen
(Abb. 4 A-C). Die Spiralform der magnetischen Pro-
peller ermoglicht den Vortrieb, durch eine spezielle
Beschichtung wird die Haftung im biopolymeren
Netzwerk des Glaskorpers verringert. In ex-vivo Ex-
perimenten an Schweineaugen konnte die gezielte
Steuerung durch den Glaskdrper mittels Optischer
Kohadrenztomographie (OCT) tiberwacht und mittels
Histologie bestatigt werden (Abb. 4 D—F) [7]. In
weiteren Untersuchungen ist nun die Kopplung von
Wirkstoffen geplant und eine gezielte Steuerung
durch okulare Strukturen.
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Neue funktionelle und morphologische Biomarker
zur Beschreibung des Therapieerfolges

von experimentellen Behandlungsansdtzen

bei erblichen Netzhauterkrankungen

UNIV.-PROF. DR. BIRGIT LORENZ', UNIV.-PROF. DR. DR. KNUT STIEGER!

Die Zulassung der ersten Gentherapie fiir eine erb-
liche Netzhauterkrankung in den USA 2017 und in
der europdischen Union Ende 2018 sowie die wach-
sende Zahl an klinischen Studien zur Gentherapie
bei weiteren monogenen und multifaktoriellen
Netzhauterkrankungen erhhen den Bedarf an
neuen funktionellen und morphologischen Mess-
groBen, die den Therapieerfolg detailliert und
quantitativ ortsaufgelost erfassen und beschreiben.
Klassische Methoden wie Visuspriifung und Stan-
dard-Gesichtsfeld erfiillen diese Anforderungen
nicht ausreichend. Neben der Entwicklung von
standardisierten Hindernisparcours, mit denen die
Sehfdhigkeit unter verschiedenen Beleuchtungs-
bedingungen und Kontrasten getestet werden kann,
um den Effekt auf die Stabchensehbahn zu testen,
miissen auch sensitive Methoden entwickelt wer-
den, mit denen Sduglinge und Kleinkinder in Zukunft
funktionell getestet werden kdnnen, damit bei
degenerativen Erkrankungen gegebenenfalls in
einem Stadium therapiert werden kann, in dem
einerseits die Zellen noch ausreichend viabel sind
und andererseits die neuronale Verschaltung in der
Sehbahn noch in der sensitiven Phase der Sehent-
wicklung ist, um die Entwicklung einer irreversiblen
Amblyopie zu verhindern. Dariiber hinaus miissen
die Daten hochauflésender bildgebender Verfahren
wie der optischen Koharenztomographie zukiinftig
noch eingehender genutzt werden, um Bereiche
der Netzhaut zu identifizieren, die am besten von
den bestehenden Therapieverfahren profitieren
bzw. bei denen aufgrund des Vorhandenseins be-
stimmter Strukturen ein positiver therapeutischer
Effekt erwartet werden kann. An derartigen Frage-
stellungen wird aktuell an der Augenklinik im Rah-
men verschiedener drittmittelgeforderter Projekte
gearbeitet (DFG-Lo 457/12, industriegesponserte
Studien, IITs).

ETABLIERUNG HINDERNISPARCOURS
ALS FUNKTIONELLER DIAGNOSTISCHER
PARAMETER

Eine wesentliche Entscheidungsgrundlage fiir die
Zulassung des auf einer Gentherapie basierenden
Medikamentes Luxturna fiir die Behandlung von

Patienten mit biallelischen Mutationen im RPE65
Gen waren die funktionellen Daten, welche von der
Firma Spark Therapeutics mithilfe eines standardi-
sierten Hindernisparcours erhoben wurden [1]. Die
FDA hatte fiir eine Zulassung in den USA funktio-
nelle Daten aus klinischen Studien gefordert, mit
denen der therapeutische Nutzen der Erkrankung
fir das tdgliche Leben der Patienten klar gezeigt
werden kann. Dies war mit den klassischen Metho-
den der Messung der Sehscharfe und des Gesichts-
feldes aufgrund der Besonderheiten der Erkrankung
nicht moglich. Bei RPE65 Mangel sind typischer-
weise zundchst die Stdbchen komplett funktionslos,
wahrend die Zapfen noch eine unterschiedlich gute
Restfunktion aufweisen kénnen. Dadurch kommt
es je nach Auspragung der Erkrankung zu einer
schweren oder milden Form der Netzhautdegene-
ration, die jedoch immer mit einer ausgeprdgten
Nachtblindheit, reduzierten Sehscharfe und einer
stark reduzierten oder nicht nachweisbaren Fun-
dusautofluoreszenz einhergeht [2—4]. Nach
Behandlung mit der inzwischen zugelassenen Gen-
therapie, die in der subretinalen Injektion eines
adeno-assoziierten virus (AAV) Vektors besteht, der
eine Expressionskassette fiir die korrekte Kopie des
RPE65 Gens enthélt, kommt es in den meisten Fal-
len zu einer Verbesserung der Stabchenfunktion,
wodurch sich die Patienten deutlich besser unter
schwachen Beleuchtungsbedingungen zurechtfin-
den. Dieser Effekt ist von groBer Bedeutung fiir die
Patienten, konnte aber lange Zeit nur durch Nutzung
der Full-Field Stimulus Threshold Testmethode (FST)
mit blauem Licht gemessen werden [5].

Fiir eine Zulassung war es der Arzneimittelbehorder
FDA jedoch wichtig, die Auswirkungen auf den All-
tag der Patienten besser messen zu kénnen. Daher
wurde ein Hindernisparcours (Multi luminance
mobility test, MLMT) unter definierten Beleuch-
tungsbedingungen explizit fiir die Phase Il klini-
schen Studien entwickelt [4]. Er zeigte eindeutig
einen therapeutischen Effekt auf die Stabchenfunk-
tion [1].

Die Firma Ora entwickelte inzwischen einen weite-
ren Mobility Test (Ora-VNC™ Mobility Course),
welcher aktuell auch in der Augenklinik in Giefien



installiert ist und fiir die Beschreibung der Sehfunk-
tion bei Patienten mit RPE65 Mutationen sowie bei
Patienten mit CEP29o Mutationen eingesetzt wird
(Abb. 1). Der Parcours besteht aus groflen Puzzle-
teilen, die man beliebig zusammenstecken kann
und die bis zu 18 vorgegebene Strecken definieren.
Die Teile, die den Weg markieren, sind heller als
die umgebenden Teile, wobei 2 unterschiedliche
Kontraststufen zur Verfiigung stehen. Der Kontrast
zwischen Strecke und Gegenstdnden kann entweder
gering (low contrast parcours) oder hoch (high
contrast parcours) sein. Dariiber hinaus befinden
sich Hindernisse seitlich am Weg, die ebenfalls
heller sind als die Umgebung. Die Hindernisse kon-
nen auch selbst leuchten. Die Raumbeleuchtung
ist genau definiert und kann in 8 Schritten von 0,3
lux bis 500 lux verandert werden. Alles zusammen
ergibt dies theoretisch eine groe Anzahl an Kom-
binationsmdglichkeiten aus Strecke und Beleuch-
tung, die die Patienten durchlaufen kdnnen. Indem
man Kontrast und Beleuchtung anpasst, kann man
die Wahrnehmungsschwelle fiir Strecke und Hin-
dernisse definieren und schon in Verlaufsstudien
eine mogliche Verschlechterung der Sehfunktion
quantifizieren. Der Phdnotyp und der therapeutische
Effekt konnen so noch wesentlich genauer beschrie-
ben werden als mit dem MLMT.

BARRIEREFREIE PUPILLOMETRIE
FUR PATIENTEN IM KLEINKINDALTER
(0 - 4 JAHRE)

Im Rahmen des von der DFG geforderten Schwer-
punktprogramms SPP 2127 »Gen- und zellbasierte
Therapien zur Behandlung neuroretinaler Degene-
ration« wird aktuell neben einem Projekt zur Ent-
wicklung des therapeutischen Genomeditierens ein
weiteres Projekt gefordert, in dem eine barrierefreie
Pupillometrie flir die Untersuchung von Kleinkindern
im Alter von o—4 Jahren entwickelt wird (DFG Lo
457/12). Mit dieser Methode soll eine diagnostische
Liicke gefiillt werden, da gerade bei Sduglingen und
Kleinkindern der Zeitpunkt der Gentherapie bei
Erkrankungen mit schwerer Funktionseinschrankung
bereits im Sauglingsalter bzw. schnell progredien-
ten Erkrankungen aufgrund der zeitlich beschrank-
ten sensitiven Phase der Sehentwicklung durchaus
einen kritischen Faktor darstellt. Dies wird derzeit
beispielsweise im Rahmen der Gentherapie bei
Achromatopsie diskutiert. Somit sind quantifizier-
bare Funktionstests bei sehr jungen Kindern als
Biomarker von besonderer Bedeutung.

Die Pupillometrie misst die Anderung des Pupillen-
durchmessers nach Stimulierung der Netzhaut mit
Licht. Um differentielle Informationen tber die
Stabchen- und Zapfenfunktion zu erhalten, wird
blaues Licht (etwa 480 nm) und rotes Licht (640 nm)
unterschiedlicher Intensitdt und mit unterschied-
lichem Hintergrund genutzt, um so die Stabchen-
und Zapfenfunktion getrennt zu quantifizieren
(Kardon 09). Diese chromatische Pupillometrie nutzt
die unterschiedliche maximale Empfindlichkeit und
Wellenldangenabhédngigkeit der beiden Photorezep-
torsysteme. Die Testung der Stabchenfunktion
erfolgt unter skotopischen Bedingungen, da bei
photopischen Bedingungen die Aktivitdt der Blau-
zapfen sowie der melanopsinhaltigen Ganglienzel-
len (ipRGC) dominiert. In GieRen wurde ab 2010
eine derartige chromatische Pupillometrie mit einer
binokularen Brille zur Messung beider Augen ent-
wickelt [6]. Die Moglichkeit, beide Augen gleichzeitig
messen zu konnen, ist wichtig, da so bei unilatera-
ler Stimulation des behandelten Auges das kon-
tralaterale nichtbehandelte Auge zur Messung
herangezogen werden kann.

Abbildung 1

Der Ora-VNC™ Mobility
Course, wie er in der Augen-
klinik Giessen angewendet
wird. Deutlich zu erkennen
sind die Matten, die den
Weg zwischen den Hinder-
nissen definieren. Die Zeit
sowie die Anzahl der Kollisi-
onen mit den Hindernissen
wird festgehalten.
(A) Hindernisparcours mit
3lux Beleuchtung.
(B) Hindernisparcours im
500 lux Beleuchtung.

Abbildung 2

Schematische Darstel-
lung der barrierefreien
Pupillometrie, wie sie im
Rahmen des von der DFG
geforderten Projektes ent-
wickelt wird. (A) In der auf-
rechten Position sitzt der
Patient entweder auf einem
Stuhl oder auf dem Schof3
der Eltern bzw. in einem
Kindersitz vor dem Stimu-
lationsmonitor. Ein Eye-
tracking System erlaubt die
Identifizierung der Pupillen
und die Messung des Pupil-
lendurchmessers. (B) In der
liegenden Position ist der
Patient entweder auf einem
Untersuchungstisch oder
dhnlichem positioniert. Der
Monitor kann in seiner Auf-
hdngung exakt gedreht
werden, sodass der Winkel
von Monitor und Augen
libereinstimmt.
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Abbildung 3

Schema der Analyse der
dugeren retinalen Banden
in der optischen Kohdrenz-
tomographie (OCT). Das
Fundusbild und der OCT
Scan werden (iberlagert
und es werden die Banden
an definierten Stellen nasal
(n) und temporal (t) des
fovealen Minimums ausge-
messen (roten Linien). Un-
ten sieht man in der A-Scan
Analyse der Abstinde zwi-
schen den Banden, wobei
im parafovealen Bereich 3
Banden zu identifizieren
sind und im fovealen Be-
reich 4 Banden. ELM: dufSe-
re limitierende Membran;
Ise = Ellipsoid des inneren
Segmentes (Mitochondrien)
der Photorezeptoren; OS:
duferes Segment der Pho-
torezeptoren im Bereich der
Mikrovilli-UmschlieBung
durch das RPE; RPE: Retina-
les Pigmentepithel

Da jedoch zukiinftig immer kleinere und jiingere
Patienten mit erblichen Netzhauterkrankungen
behandelt werden sollen, kommt die Pupillometrie

unter Nutzung einer Brille oder einer Kopfhalterung
aufgrund der mangelnden Mitarbeit der Kleinkinder
nicht in Frage. Im Rahmen des neuen Projektes soll



nun eine barrierefreie Methode entwickelt werden,
bei der die Pupille von verschiedene Richtungen
mit mehreren Kameras gemessen wird, wahrend
der Patient vor einem Monitor sitzt, auf den die
verschiedenen Stimulationsreize projiziert werden
(Abb. 2). So kann das Kleinkind auch auf dem Schof
der Mutter sitzen, und trotzdem werden nur die
Pupillen des Kindes gemessen.

ANALYSE DER AUSSEREN RETINALEN
BANDEN UND KORRELATION MIT
FUNKTIONELLEN WERTEN

Morphologische Daten der hochauflésenden spec-
tral domain optischen Koharenztomographie (SD-
OCT) liefern detaillierte Informationen nicht nur
tiber die einzelnen Schichten der Netzhaut, sondern
auch {ber die Grenzbereiche und stark reflektie-
renden dufleren retinalen Banden. Gerade letztere
spielen bei der Beurteilung funktionsfahiger Be-
reiche der Netzhaut eine wichtige Rolle [7]. So
wurde bei Patienten mit X-gebundener RP aufgrund
von Mutationen im RPGR Gen eine Korrelation
zwischen dem Gesichtsfeld und dem Vorhandensein
der ISe Bande (Ellipsoid der inneren Segmente der
Photorezeptoren) im OCT postuliert [8]. Interes-
santerweise ist dies jedoch nicht bei allen Formen
retinaler Degenerationen moglich. An der Augen-
klinik wird im Rahmen einer Dissertation analysiert,
ob man bei Patienten mit biallelischen Mutationen
im RPE65 mithilfe der dufieren retinalen Banden
eine funktionelle Korrelation mit Visus oder Licht-
wahrnehmung herstellen kann und ob es eine
Vorhersagemdoglichkeit gibt, welche Patienten
besonders gut oder schlecht auf eine Gentherapie
mit Luxturna ansprechen wiirden (Abb. 3). Aufgrund
langjdhriger Arbeit im Bereich Ophthalmogenetik
stehen fiir diese Untersuchung 25 Patienten mit
noch ausreichender Sehfunktion zur Verfiigung.
Dies ist eines der grofiten Patientenkollektive in
Deutschland mit dieser Erkrankung. Hierzu wurden
bei allen Patienten, bei denen qualitativ gute OCT
Aufnahmen der duf3eren Netzhaut vorhanden wa-
ren, die duBeren retinalen Banden vermessen. Eine
signifikante Korrelation konnte zwischen der Stre-
cke RPE zu ISe Bande und der Sehschérfe festge-
stellt werden, wobei dies nur bei relativ milden
Verlaufsformen moéglich war.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die
Entwicklung von quantitativen morphologischen
und funktionellen globalen und ortsaufgelésten

Biomarkern fiir erbliche Netzhauterkrankungen
gerade im Hinblick auf gentherapeutische Verfahren
von enormer Wichtigkeit ist, um den natirlichen
Verlauf der Erkrankung und den therapeutischen
Nutzen neuer Verfahren beschreiben und quantifi-
zieren zu kénnen.
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Die altersabhangige Makuladegeneration (AMD) ist
die hdufigste Ursache fiir eine hochgradige Sehbe-
hinderung bei dlteren Menschen in den Industrie-
landern [1—3]. Die Erkrankung schreitet von einem
friihen iiber ein intermedidres (JAMD) bis hin zu
Spétstadien fort. Eine zugelassene Therapie existiert
bislang lediglich fiir die neovaskuldre Spatform der
AMD. Fiir die hdufiger auftretenden friiheren AMD-
Stadien sowie die geographische Atrophie sind
bisher keine Behandlungen verfiighar.

Somit ist die Entwicklung von Therapien fiir die
frihen/intermedidren Formen der AMD von groer
Bedeutung. Vor der Erprobung neuer Therapeutika
miissen jedoch Studienendpunkte entwickelt
werden, mit denen die Wirksamkeit dieser neuen
Therapien nachgewiesen werden kann. Der bisher
einzig fiir die Indikation neovaskulare AMD aner-
kannte Studienendpunkt bestkorrigierter Fernvisus
bei hohem Kontrast und hoher Ausleuchtung, ist
bei der iAMD allenfalls gering verandert. Ausrei-
chend validierte und von den Arzneimittelzulas-
sungsbehdrden akzeptierte klinische Endpunkte
existieren fiir die iAMD bislang nicht [1], weshalb
die MACUSTAR Studie hier ansetzt.

PROJEKTFINANZIERUNG UND
-ORGANISATION

MACUSTAR wird von der European Union Innovati-
ve Medicines Initiative 2 (IMI2), der weltweit grof-
ten Kooperation 6ffentlicher und privater Partner
in den Lebenswissenschaften, mit mehr als 16
Millionen Euro gefordert. Dabei erfolgt die Finan-
zierung zu gleichen Teilen durch die Europdische
Kommission und die pharmazeutische Industrie
(vertreten durch die European Federation of
Pharmaceutical Industries and Associations, EFPIA).
Am MACUSTAR-Konsortium sind unter der Koor-
dination der Universitats-Augenklinik Bonn acht
weitere Einrichtungen (AIBILI — Associacao Para
Investigacao Biomedica e Innovacao em luz e
Imagem, City University of London, ECRIN — Euro-
pean Clinical Research Infrastructure Network,
Fondation Voir Et Entendre, Stichting Katholieke

Universiteit Nijmegen, the University of Sheffield,
University College London, Moorfields Eye Hospital
London) und vier Firmen aus der Pharma-/ Medi-
zingerdteindustrie (Bayer AG, Carl Zeiss Meditec
AG, F. Hoffmann-La Roche AG, Novartis Pharma AG)
beteiligt. Das Forschungsprojekt wird an insgesamt
20 klinischen Studienzentren in sieben europdischen
Landern durchgefiihrt, darunter auch die Univer-
sitdtsaugenklinik Bonn. [2]

STUDIENDESIGN UND -ZIELE

MACUSTAR ist eine Beobachtungsstudie mit einem
Querschnitts- und einen Langsschnittteil zur Ver-
laufsbeobachtung von insgesamt 750 Patienten,
davon 600 iAMD-Patienten tiber 3 Jahre. Die
MACUSTAR Studie hat folgende Hauptziele:

1. Beschreibung der Sehfunktion bei iAMD im
Vergleich zu anderen AMD-Stadien auf Basis
der Beckmann-Klassifikation [3]

2. ldentifizierung von Kandidaten-Endpunkten
durch Beschreibung des natiirlichen Verlaufs
der Sehbeeintrachtigung durch iAMD {iber einen
Beobachtungszeitraum von drei Jahren (Abb. 1)

3. Klinische Validierung von Endpunkten fiir zu-
kiinftige Therapiestudien der iAMD basierend
auf den Studiendaten

Genauere Details tiber die durchgefiihrten Unter-
suchungen wurden kiirzlich publiziert [4]. Ferner
wurde bereits ein erstes wissenschaftliches Bera-
tungsverfahren fiir die Qualifizierung von Biomar-
kern mit der European Medicines Agency (EMA),
der US Food and Drug Administration (US FDA) und
dem National Institute for Health and Care Ex-
cellence (NICE) durchgefiihrt und die erhaltenen
Anmerkungen implementiert. Als erster Schritt des
europdischen Verfahrens zur Biomarker Qualifi-
zierung hat die EMA das MACUSTAR Projekt un-
terstiitzt. [5]
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ENDPUNKTE

In der MACUSTAR Studie werden folgende funkti-
onelle Tests evaluiert, die auf die Bestimmung der
Funktionsdefizite bei iAMD Patienten abzielen:
skotopische Mikroperimetrie, Messung der Dun-
keladaptation, Visusbestimmung (einschlieBlich
ergdnzender Tests der Sehschérfe unter einge-
schrankten Lichtbedingungen, mittels der soge-
nannten Moorfields Acuity Charts, Kontrastsensiti-
vitdt), Performance-Tests (Lesegeschwindigkeit,
Navigationsvermdgen unter standardisierten La-
borbedingung, die Umweltsituationen nachahmen).

Zur Untersuchung der morphologischen Endpunk-
te werden zahlreiche hochauflésende und innovative
Bildgebungsmodalitdten erfasst: Farbfundusfoto-
grafie, Spectral-Domain-OCT, konfokale Scanning
Laser Ophthalmoskopie inkl. Autofluoreszenz,
quantitative Autofluoreszenz, OCT-Angiographie,
Swept Source-OCT, adaptive Optik, Fluoreszein-
Angiographie bei klinischer Indikation.

Die unabhdngige Auswertung der Bilddaten wird
am zentralen Reading Center (GRADE Reading Cen-
ter, Bonn) durchgefiihrt. Zur Steigerung der Effizienz
der Auswertung des Bildmaterials fiir zukiinftige
klinische Studien werden zusatzlich automatisierte
und semiautomatisierte Methoden der Bildauswer-
tung entwickelt und validiert.

Weiterhin werden Patient Reported Outcomes
(PROs) als Endpunkte untersucht. An der Universi-
tatsaugenklinik Bonn wurde fiir die MACUSTAR
Studie ein neuer Fragebogen (VILL, Vision Impair-

2y T )

ment in Low Luminance) zur Quantifizierung der
spezifischen Einschrankungen bei iAMD Patienten
entwickelt. Zusatzlich wird zur Bewertung des Ge-
sundheitszustands der Patienten der EQ-5D-5L
(EuroQol Research Foundation) eingesetzt.

BEWERTUNG UND AUSBLICK

Die MACUSTAR Studie bietet die Moglichkeit, die
funktionellen, strukturellen und Patienten-berichteten
Defizite im Verlauf einer iAMD Uber drei Jahre zuver-
ldssig zu detektieren und sensitive neue Endpunkte
bei iIAMD zu charakterisieren und zu validieren. Die
Verfiigbarkeit solcher neuen validierten Endpunkte
wird durch ihre Verwendung in Therapiestudien zu
neuen Behandlungsoptionen fiir iAMD fiihren.

Abbildung 1

Design der MACUSTAR
Studie. MACUSTAR beinhal-
tet einen Teil mit Quer-
schnittsuntersuchungen
(roter Kasten) fiir die teil-
nehmenden 300 Probanden
sowie einen Lédngsschnitts-
teil (blaue Kdisten) mit bis
zu 9 geplanten Visiten iiber
3 Jahre fiir 650 Probanden.

Abbildung 2

Reprdsentatives Beispiel
einer Farbfundusfotografie
eines Patienten mit inter-
medidrer AMD.



OPHTHALMOLOGIE

KONTAKT

LITERATUR

F.G. Holz, E.C. Strauss, S. Schmitz-Valckenberg et al.,
»Geographic atrophy: clinical features and potential the-
rapeutic approaches,« Ophthalmology, vol. 121, no. 5,
pp. 1079-1091, 2014.

F.G. Holz, J.H. Terheyden, R.P. Finger, S. Schmitz-
Valckenberg, H. Agostini, C. Dahlke, L. Kuehlewein, G.E.
Lang, D. Pauleikhoff, A. Wolf, M.K. Boettger, U.F.O.
Luhmann, F. Asmus, »MACUSTAR: Entwicklung und
klinische Validierung von funktionellen, strukturellen und
Patienten-berichteten Endpunkten bei intermedidrer
altersabhdngiger Makuladegeneration,« Ophthalmo-
loge, in preparation.

Ferris, F.L., 3rd, C.P. Wilkinson, A. Bird et al., »Clinical
classification of age-related macular degeneration,«
Ophthalmology, vol. 120, no. 4, pp. 844-851, 2013.

R.P. Finger, S. Schmitz-Valckenberg, M. Schmid et al.,
»MACUSTAR: Development and Clinical Validation of
Functional, Structural, and Patient-Reported Endpoints in
Intermediate Age-Related Macular Degeneration,«
Ophthalmologica, pp. 1-12, 2018.

European Medicines Agency, »Letter of support for in-
termediate Age Related Macular Degeneration (AMD)
biomarker and novel clinical endpoint development,«
2019, hitps://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/docu-
ment_library/Other/2018/02/WC500244133.pdf.

Prof. Dr. med. Frank G. Holz
Universitats-Augenklinik Bonn
Ernst-Abbe-Str. 2

53127 Bonn

Tel. +49 (0)228 / 287-15647
Fax +49 (0)228 / 287-15603
Frank.Holz@ukbonn.de

Finanzierung/Interessenskonfiikte:

Dieses Projekt wird vom Innovative Medicines Initiative
2 Joint Undertaking finanziell unterstitzt (Grant Agree-
ment Nr. 116076). Dieses Programm erhdlt Unterstit-
zung vom Forschungs- und Innovationsprogramm
Horizon 2020 der Europdischen Union und EFPIA.

A. Lining: keine Interessenskonflikte

J.H. Terheyden: UnterstUtzung von Forschungsprojek-
ten durch Zeiss Meditec

R.P. Finger: Beratung und Vortragshonorare von Bayer,
Novartis, Santen, Opthea, Novelion, Retinalmplant,
Oxford Innovation, Inositec, Santhera

S. Schmitz-Valckenberg: Unterstitzung von For-
schungsprojekten und klinischen Studien durch Alcon/
Novartis, Allergan, Bayer, Bioeg/Formycon, Centervue,
Genentech/Roche, Heidelberg Engineering, Optos,
Topcon, ZeissMeditec; Beratung, Honorare, Reisekos-
ten: Alcon/Novartis, Bayer, Genentech/Roche, Zeiss
Meditec

F. Asmus: Angestellter der Bayer AG, Pharmaceuticals.
F.G. Holz: Forschungsférderung und Berater fur
Genentech/Roche, Bayer, Bohringer-Ingelheim, Novar-
tis, Allergan, Heidelberg Engineering; Berater fir: Apel-
lis, LIN Bioscience; Forschungsforderung von Nightstar,
Centervue, Optos, Alcon; Beratur fir Avalanche, John-
son & Johnson, Ophthotech

Haftungsausschluss:

Der Inhalt dieses Beitrages spiegelt die Meinung des
Autors wider. Weder die IMI noch die Europdische Uni-
on oder EFPIA Ubernehmen Verantwortung fur den
Gebrauch der darin enthaltenen Informationen.



||

DIFFERENCE
WITH ENHANCED
VERSATILITY

Augenchirurgie auf
héchstem Niveau

Die OS 4 von Oertliist die
leistungsstarke All-in-One-
Plattform fir die Katarakt-,
Vitrektomie- und Glaukom-
Chirurgie. Als vielféltiges

und anwenderfreundiches
OP-Gerat nutzt das OS 4 die
Gesetze der Physik und Fluidik
optimal - fiir eine noch sichere,
einfachere und effizientere
Augenchirurgie.

Oertli Instrumente
Deutschland GmbH
82110 Germering
T+49 895500 7333

EYE SURGERY. SWISS MADE.




OPHTHALMOLOGIE

OCT- basierte tomografische Vermessung
von Hornhautspendergewebe zur verbesserten
Transplantatauswahl und Erkennung

von Vorerkrankungen

STEPHANIE MAURER!, LOIC HAMON?2, ADRIEN QUINTINZ, PRIV.-DOZ. DR.

RER. BIOL. HUM. DIPL.-ING. TIMO EPPIG"3, PROF. DR. MED. BERTHOLD
SEITZ2 , UNIV.-PROF. DR. DIPL.-ING. ACHIM LANGENBUCHER!

1 Institut fiir
Experimentelle
Ophthalmologie,
Universitat des
Saarlandes,
Homburg (Saar)

2 Klinik fiir
Augenheilkunde,
Universitatsklinikum
des Saarlandes UKS,
Homburg (Saar)

3 AMIPLANT GmbH,
Schnaittach

Abbildung 1

a) 3D-Darstellung der
Spenderhornhaut mit Hal-
ter und Grenzflichen der
Zellkulturflasche.

b) Zentraler Frame aus dem

Volumendatensatz mit einge-

zeichneter Region of Interest
(ROI) zum Ausschluss der
Artefakte durch den Halter.

Trotz einer bemerkenswerten Anzahl von mehr als
8000 Hornhauttransplantationen (Keratoplastiken)
im Jahr 2017 (laut Deutschem Keratoplastik-Regis-
ter) wird die Nachfrage nach Transplantaten bei
Weitem nicht gestillt. Die Ursache liegt in der sin-
kenden Spenderbereitschaft bei steigender Opera-
tionsanzahl. Neben der Aufklarung der Gesellschaft
soll durch die gezielte Anwendung von pathologi-
schen Hornhautspendergeweben die Anzahl nutz-
barer Spendergewebe erhoht werden. Heute werden
entnommene Spenderhornhdute subjektiv an der
Spaltlampe auf Narben und andere Gewebeveran-
derungen untersucht. Dabei kénnen kleinste Ver-
dnderungen wie ein verwachsener Flap nach LASIK,
eine vorausgegangene photorefraktive Keratekto-
mie (PRK) oder eine leichte Form des Keratokonus,
tibersehen werden, wenn sie nicht anamnestisch
festgestellt wurden. Ein objektives Screening der
Spenderhornhdute wiirde zum einen die Wahr-
scheinlichkeit fiir Fehltransplantation verringern.
Zum anderen konnten pathologische Hornhaute
gezielt bestimmten Arten von Keratoplastik zuge-
wiesen werden. Bisher wurde ein objektives Ver-
fahren nur direkt am Spender oder am entnomme-
nen Bulbus in Form einer Keratometrie oder mithil-
fe des Scheimpflug-Prinzip durchgefiihrt [1-4].

Durch die Entwicklung einer Methode, mit der
Spenderhornhdute objektiv und kontaktfrei in der
Kulturflasche tomografisch vermessen werden
konnen, wurde eine bessere Voruntersuchung des
Transplantatgewebes ermdglicht [5—7] .

MATERIAL UND METHODEN

Die Methode basiert auf der Vermessung der Spender-
gewebe mit dem klinisch eingesetzten Vorderaugen-
abschnitts-OCT Casia 2 (Tomey Corp., Nagoya, Japan).
Durch eine Eindringtiefe von bis zu 13 mm und einer
hohen, axialen Auflésung von 10 um kdnnen Spen-
derhornhéaute innerhalb der Zellkulturflasche unter-
sucht werden. Dazu wird die Kulturflasche in einer
Halterung auf der Kinnstiitze des OCTs positioniert
und das Gewebe mit einem Rasterscan durch die
Riickflache der Spenderhornhaut vermessen. Die
aufgenommenen Bilddaten erzeugen einen Volumen-
datensatz (Abb. 1a). Bisher wurden 414 zur Transplan-
tation freigegebene Spenderhornhdute vermessen.
Zur Verfiigung gestellt wurden diese vom Klaus Faber
Zentrum flir Hornhauterkrankungen inkl. LIONS Horn-
hautbank Saar-Lor-Lux Trier/Westpfalz.



Des Weiteren wurden 29 Patienten mit diagnosti-
zierten Hornhauterkrankungen (Hornhautdystro-
phien, Wélbungsanomalien, Narben, Salzmann'sche
noduldre Degeneration, Akanthamdbenkeratitis,
Pelluzide marginale Degeneration) oder Zustand
nach refraktiver Hornhautchirurgie untersucht, bei
denen bereits eine Routinemessung am Casia 2
durchgefiihrt worden war.

DATENANALYSE

Nach dem Einlesen der Rohdaten der Spenderhorn-
haute in Matlab (The MathWorks Inc., Natick, USA)
wurden zundchst Artefakte durch eine Region of
Interest (ROI) entfernt (Abb. 1b) und das Hinter-
grundrauschen mithilfe von Median Filtern elimi-
niert. Nach einer Kontrastanpassung und der Re-
duktion der Helligkeit des Zentralreflexes wurden
mithilfe einer Tophat-Transformation entstandene
Bildliicken in der Hornhaut gefiillt. Anschlieend
wurden durch eine Canny- Kantendetektion die
Vorder- und Riickfldche der Hornhaut bestimmt. Im
Anschluss an diese Vorverarbeitung erfolgte itera-
tiv ein sphdro-zylindrisches Fitmodell an der Riick-
flache. Mittels Raytracing wurde die Vorderflachen-
geometrie unter Beriicksichtigung der Riickflache
berechnet, an welche ebenfalls das sphéro-zylind-
rische Flachenmodell angendhert wurde. Aus den
beiden Fits konnten die Krimmungsradien sowie
die zentrale Hornhautdicke aus dem Abstand der
Vorder- und Riickflache am Apex bestimmt werden.

Die Daten der Patientenmessungen wurden eben-
falls mithilfe des beschriebenen Matlab-Programmes
ausgewertet. Dabei erfolgte die Bestimmung der
Dicke iiber die gesamte Hornhaut und die Markie-
rung von Pixeln mit erhohtem lokalen Kontrast zur
Umgebung. Es sollte anhand dieser Messungen
gepriift werden, ob Pathologien, Abnormitaten oder
Situationen nach refraktiver Chirurgie durch den
Algorithmus erkannt werden kénnen.

ERGEBNISSE

Die Mittelwerte und Standardabweichungen der
steilen/flachen Krimmungsradien der Vorder- und
Hinterflache (Rss, Rss) sowie die der zentralen
Hornhautdicke sind in Tabelle 1 gesammelt. Zusdtz-
lich zeigen Tabelle 1 und Abbildung 2 die Anzahl der
abnormen Hornhautspendergewebe (mit Abweichun-
gen Uber £1 bis 3 Standardabweichungen hinaus).

Anhand der Anordnung der Markierungen bei den
Patientenhornhduten kdnnen die Position und das
Ausmaf der Erkrankungen oder der refraktiven
Chirurgie durch den Arzt bestimmt werden.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Mithilfe der entwickelten Methode kénnen Horn-
hautspendergewebe kontaktfrei und unter sterilen
Bedingungen in der Kulturflasche tomografisch

Abbildung 2
Hdufigkeitsverteilung fiir
Kriimmungsradien der Vor-
der- und Hinterfldiche (Rpu:
flacher Radius, Rsy: steiler
Radius) und Hornhautdicke
(CCT) mit Mittelwert (1) und
ein- bis dreifacher Standard-
abweichung (SD)
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Tabelle 1

Mittelwerte (u) und
Standardabweichungen
(SD) der steilen fflachen
Kriimmungsradien der Vor-
der- und Hinterfldche (Rs,
Rs) und der zentralen
Hornhautdicke (CCT) sowie
Anzahl der Hornhdute mit
Abweichungen iiber 1, +2
und = 3 SD hinaus
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KONTAKT

Parameter

Anzahl der HH mit Abweichung iiber ... hinaus

R (mm) 6,77 * 0,24

Hinterflache 185 (44,7%) 40 (9,7%) 8 (1,9%)
Rgh (mm) 6,54 * 0,27
Ry (mm) 7,66 + 0,25

Vorderflache 177 (42,8%) 45 (10,0%) 6 (1,5%)
Rev (mm) 7,42 + 0,28

CCT (um) 603,7+78,74 73 (17,6%) 7 (4,1%) 7 (1,7%)

vermessen werden. Neben der Bestimmung von
Kriimmungsradien und Pachymetrie konnte anhand
von Patientenmessungen gezeigt werden, dass
Erkrankungen der Hornhaut durch das Verfahren
gekennzeichnet und durch einen Arzt einer Patho-
logie zugeordnet werden kénnen. Durch diese
Technik wurden bereits mehrere stromale Narben,
Lipideinlagerungen und ein Keratokonus bei Horn-
hautspendergewebe entdeckt, die an der Spaltlam-
pe zundchst libersehen wurden. Diese Spenderge-
webe wurden fiir eine perforierende Keratoplastik
ausgeschlossen, konnten jedoch zum Teil fiir eine
lamelldre Transplantation (DMEK) verwendet wer-
den. Anhand dieser neuen Methode konnte der
Anteil an Spendermaterial erhéht und somit der
Bedarf an Transplantaten besser gedeckt werden.
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Comfort Shield® Augentropfen:
die Molmasse der Hyaluronsaure macht den Unterschied

Entgegen der gangigen Lehrmeinung wird die Ver-
dunstungsrate des Tranenfilms nur in geringem Male
durch die Dicke des Lipidfilms bestimmt [1]. Selbst
Patienten mit schwerem Trockenen Auge weisen im
Trénenmeniskus normale Osmolaritdtswerte auf [2].
Es ist zwar klinisch belegt, dass erhdhte Tranenos-
molaritdt Entziindung ausl@st; dies erlaubt aber kei-
neswegs den Riickschluss, dass erhohte Tranenos-
molaritat die Hauptursache chronischer Entziindungen
der Augenoberflache ist. Bekannt ist andererseits,
dass nur 1 Minute Augenreiben eine erhdhte Konzen-
tration der Entziindungsmarker MMP-13, IL-6 und
TNF-a zur Folge hat. Juckende Augen und chronisches
Augenreiben, Friihsommer-Keratoconjunctivitis und
Atopie sind allgemein anerkannte Risikofaktoren fiir
Keratokonus. Die Rolle von erhéhter Reibung zwischen
Lidrand und Epithel als Ursache von Erkrankungen
der Augenoberflache riickt daher zunehmend in den
Fokus [3]. Als Ursachen kommen eine Stérung der
viskoelastischen Eigenschaften der mucoviskosen
Phase des Tranenfilms, eine Verdnderung der Glyko-
kalyx der apikalen Epithelzellen oder anatomische
Verénderungen der Augenoberflache in Betracht.

Hyaluronséure (HA) ist eine der Hauptkomponenten
der extrazelluldren Matrix, die entscheidend zu Dif-
ferenzierung, Zellmigration und Wundheilung der
Epithelien beitrdgt. HA unterliegt dabei einem standi-
gen Metabolismus und ist molmassenabhéngig am

Wundheilungsprozess beteiligt: wahrend HA hoher
Molmasse entziindungshemmende und immunsup-
pressive Eigenschaften besitzt, ist HA niederer Mol-
masse ein ausgepragt proinflammatorisches Molekiil
[4]. Nur HA hoher Molmasse hat daher das Potential,
chronisch entziindete Gewebe der Homeostase na-
herzubringen [5]. Von HA hoher, aber nicht niederer
Molmasse konnte auch gezeigt werden, dass es die
Aktivitdt nociceptiver, afferenter Nervenrezeptoren
unterdriickt [6]. In Augentropfen geldst bewirkt HA,
dass deren viskoelastischen, reibungsmindernden
Eigenschaften umso ausgepragter sind, je hoher die
HA-Molmasse ist [7]. HA hat eine hohe Wasserhin-
dungskapazitét, die ebenfalls umso groBer ist, je
héher die Molmasse ist.

Die in Comfort Shield® enthaltene HA hat die hochs-
te Molmasse (> 3 MDa) aller derzeit weltweit kom-
merziell erhiltlichen Augentropfen. Comfort Shield®
Augentropfen haben sich daher nicht nur in der Be-
handlung trockener Augen und nach operativen
Eingriffen bewéhrt, sondern auch bei der Behandlung
wiederkehrender Epithelerosionen und sogar als
Alternative zu autologen Serumaugentropfen [2]. An
Patienten mit schwerem Trockenem Auge konnte
gezeigt werden, dass sich unter der Behandlung mit
Comfort Shield® Augentropfen iiber einen Zeitraum
von acht Wochen die Symptome des Trockenen Auge
(0SDI-Index) signifikant verbessern.
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Abbildung 1

Schematische Darstel-
lung des 3D Modells mit
humanen limbalen epithe-
lialen Stammzellen (LESC)
auf der Oberseite, humanen
Keratozyten in der Mitte,
sowie murinen Neurone an
der Seite des Gels.
[Mit freund|. Genehmigung,
© Dr. S. Mertsch. Alle Rech-
te vorbehalten]

Die neurotrophe Keratopathie (NK) ist eine dege-
nerative Hornhauterkrankung, welche auf einer
verminderten Innervation der Kornea beruht. Die
Ursachen der gestorten Innervation sind vielfaltig.
Sie reichen von der Herpeskeratitis tiber neurochi-
rurgische Eingriffe entlang des N. trigeminus, chi-
rurgische Eingriffe an der Kornea bis hin zu syste-
mischen Erkrankungen wie Diabetes mellitus. In
schweren Féllen kann eine NK zu Epitheldefekten,
Ulzera und Hornhautperforationen und damit zur
Erblindung fiihren [1, 2]. Bislang gilt die NK mit einer
geschdtzten Pravalenz von 5 auf 10.000 als seltene
Erkrankung [3]. Der Schwerpunkt bisherige Thera-
pien war aufgrund fehlenden kurativen Therapie-
optionen eine intensive Oberflachenbenetzung und
Pflege mit Tranenersatzmitteln sowie in schweren
Fallen eine Abdeckung mit Amnionmembran oder
Bindehaut [4]. Die zurzeit einzige kausale Thera-
pieoption ist die Behandlung mit dem rekombinan-
ten Wachstumsfaktor NGF (Cenegermin). Neben
den sehr hohen Kosten fiir diese Therapie ist die
klinische Erfahrung mit Cenegermin aufgrund der
Neuartigkeit bisher begrenzt. Der Bedarf an neuen
Therapieformen fiir die NK ist daher weiterhin grof3.

Ahnliche wie die NK lange Zeit nur am Rande der
ophthalmologischen Diagnostik eine Rolle spielte,
so spielte die Erforschung der kornealen Nerven-
regeneration ebenfalls lange kaum eine Rolle in der
Wissenschaft. Die Anzahl der Veroffentlichungen
auf diesem Fachgebiet haben sich in den letzten
4)ahren jedoch im direkten Vergleich mit den letz-
ten 20 Jahren verdoppelt.

Verbesserte bildgebende Verfahren bei Patienten
und im Labor (z.B. durch konfokale Mikroskopie

mit dem Heidelberg Retina Tomograph mit Rostock
Cornea Modul oder der Light-sheet-Mikroskopie)
tragen dazu bei, die Forschung entscheidend voran
zu treiben um neue Therapeutika zu entwickeln.

Bisherige Studien zur Nervenregeneration wurden
entweder in der Zellkultur in 2D Modellen durchge-
fiihrt oder in Tiermodellen untersucht. Beide Ver-
suchsmethoden beherbergen einige grofie Nach-
teile (zum Beispiel die Gefahr von Artefakten beim
2D Wachstum der Neurone, das Fehlen der Umge-
bungszellen, der hohe Zeit- und Kostenaufwand bei
Tiermodellen). Unsere Arbeitsgruppe hat daher 3D
Modelle entwickelt, welche es den Neuronen er-
moglicht in einer den natiirlichen Gegebenheiten
angepassten Zell-Umgebung zu wachsen. Als Grund-
komponente wurden Hydrogele eingesetzt, dessen
Hauptbestandteil Kollagen 1 ist, welches aufgrund
der hohen Biokompatibilitdt und der geringen Im-
munogenitdt ein ideales Material darstellt [5, 6].

Zusdtzlich konnte unsere Arbeitsgruppe in verschie-
denen Vorarbeiten bereits die gute Eignung dieses
plastisch komprimierten Kollagen Gels (PCC) als
Augenoberflachenersatzgewebe in Tiermodellen,
sowie in einer first-in-man Studie am Patienten
zeigen [7-12].

Das PCC Gel wurde daher als Grundlage fiir die
3D Modelle genutzt. Als Neurone wurden sowohl
Hinterwurzelganglienzellen als auch Trigeminal-
ganglienzellen von Mdusen gewonnen. Diese wur-
den direkt nach Extraktion in die Gele verbracht.
Zur weiteren Anpassung an die in vivo Situation,
wurden isolierte humane Keratozyten in die Gele
gemischt. Weiterhin wurden humane limbale epi-
theliale Stammzellen (LESC) auf die Oberseite der
Konstrukte aufgebracht, um auch die wichtigen
Nerven-Epithel Interaktionen simulieren zu kénnen
(Abb. 1). Es zeigte sich hier, dass die isolierten
Neurone bis zu 28 Tage in den 3D Modellen wach-
sen und ein in-vivo-dhnliches neuronales Netzwerk
aufbauen. Im direkten Vergleich zu den herkdmm-
lich genutzten 2D Modellen zeigt sich lediglich ein
Verzogertes Auswachsen der Fasern von 2—-3 Tage,
was wahrscheinlich auf die Dichte und Beschaffen-
heit des Kollagens zuriickzufiihren ist. Zusatzlich



konnen die Neurone mittels Substanzgabe von
auflen beeinflusst werden. Dies hat unsere Arbeits-
gruppe anhand der Gabe von einem Rho Kinase
Inhibitor und anschieender mRNA Messung mittels
der quantitativen real-time PCR gezeigt. Sowohl
beide Rho Kinasen als auch Signalweg-assoziierte
Molekiile (LIMK, cdc42, GAP-43) waren signifikant
reduziert. Die Ldingenmessung der auswachsenden
Fasern zeigte im 3D Modell eine signifikante Stei-
gerung der Gesamtldange der Fasern pro Gel unter
Rho Kinase Inhibition im Vergleich zu unbehandel-
ten Kontrollen (5,17 + 1,20 um Inhibitor, 1,61 *
0,21mm Kontrolle). Das Wachstum der Neurone auf
dem Gel zeigte eine vergleichbare Regulation der
Lange nach Inhibitor-Zugabe. Hier zeigte sich eine
Gesamtlange von 6,82 + 0,04 mm bei Inhibitorgabe
und 3,42 * 0,84 mm bei der entsprechenden Kon-
trolle. Dies zeigt, dass die Neurone sowohl auf dem
PCC Gel als auch in dem PCC Gel vergleichend auf
die Gabe des Inhibitors reagieren und dass das PCC
Gel als Modelsystem zur Austestung verschiedener
Substanzen geeignet ist. Weiterhin konnten wir mit
dem Modell den Einfluss des Rho Kinase Inhibitors
auf das Auswachsen der Neurone aufzeigen, was
ein erster Hinweis auf die Beteiligung von Rho Ki-
nase an der kornealen Nervenregeneration darstellt.

Um die Ergebnisse mit den herkdmmlich genutzten
Methoden zu validieren, wurden neben weiteren

2D Untersuchungen (Einzelzell-Assay, Wundhei-
lungsassay, Zelltoxizitat nach Gabe verschiedener
Konzentrationen des Inhibitors) ein Maus-Modell
entwickelt. Hierbei wurde einen tiefenregulierter
Trepan mit 1,2 mm Durchmesser genutzt um den
sub-basalen Nervenplexus in 7oum Tiefe in der
Maus-Kornea gezielt zu verletzten ohne die Maus-
Kornea zu durchstoBen. Nach erfolgter Trepanie-
rung wurden die Tiere zweimal taglich mit 1opl
Augentropfen mit Inhibitor in 0,9 % NaCl/Glycerin
oder lediglich 0,9 % NaCl/Glycerin versorgt. Durch
Nutzung eines HRT Il mit RCM war es moglich das
Nervenwachstum in der Kornea wdéchentlich an
den identischen Tieren zu verfolgen. Es wurden
je 20 Bilder je Tier und Messtag ausgewertet und
mittels CCMetrix Software vermessen (Abb. 2).
Nach 14 bzw. 28 Tage wurden die Tiere aus dem
Versuch genommen, die Korneas entnommen und
mittels der Fluorescent whole-mount Methode
und B-lll-tubulin die Nervenfasern in der Kornea
angefarbt. Die Fasern wurden mittels eines kon-
fokalen Mikroskops (Leica SP8) dokumentiert und
mit Image) ausgewertet. Es zeigte sich, dass es
auch nach Inhibitorgabe in dem Mausmodell zu
einem verstdarkten Nachwachsen der Fasernin der
Kornea kommt. Die Gesamtfaserlange betrug
3366,15 um * 327,33 um bei der Kontrolle und
7729,69 + 379,31 um bei Inhibitorgabe nach 28
Tagen Behandlung.

Abbildung 2
Versuchsanordnung zur
Messung des sub-basalen
Nervenplexus mittels HRT III
mit RCM in Mdusen (A). Die
Inzisionsstelle zeigte sich
auch nach 28 Tage deutlich
im Stroma (B, roter Pfeil).
Die Messung der Gesamt-
ldnge der Fasern pro Bild
ergab eine signifikante Stei-
gerung der Faserldnge nach
Inhibitorgabe (C).
[Mit freund|. Genehmigung,
© Dr. S. Mertsch. Alle Rechte
vorbehalten]
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Im direkten Vergleich zeigten sich vergleichbare
Effekte im Wachstum der neuronalen Fasern im
3D Modell und im in-vivo-Mausmodell. Das 3D Mo-
dell kann bisher eine finale Testung im Tier nicht
vollstdandig ersetzen, da in diesen ersten Modellen
die Immunzellen und somit die Reaktion des Im-
munsystem bisher nicht abgebildet werden. Es
bietet jedoch eine schnelle, kostengiinstige und
reproduzierbare Lésung, um eine hohe Anzahl an
verschiedenen Faktoren und gleichzeitig verschie-
dene Konzentrationen in einer in-vivo-dhnlichen
Umgebung auszutesten. Weiterhin ermoglicht es
den direkten Einfluss der umgebenden Zellen auf
das neuronale Wachstum unter Gabe verschiedener
Substanzen genauer zu analysieren. Ebenfalls ist
die Untersuchungen der Zellen mit verschiedenen
Methoden auf mRNA und Proteinebene in dem
3D Modellim Vergleich zu in vivo Modellen deutlich
vereinfacht. Weiterhin ist es méglich, in den 3D Mo-
dellen genetisch verdnderte Zellen einzusetzen,
was bei in vivo-Modellen eine langwierige Zucht
der entsprechenden Tiere voraussetzt. Aus unserer
Sicht stellen die standardisiert herstellbaren 3D Mo-
delle eine wichtige Alternative zu vielen in vivo
Versuchen dar und bietet die Moglichkeit eine
Vielzahl von Substanzen und Medikamente kosten-
giinstig und zeitsparend auf ihren Einfluss auf die
korneale Nervenregeneration zu untersuchen. Die
3D Modelle stellen keinen vollstandigen Ersatz von
in vivo Versuchen dar, jedoch eine wertvolle und
sinnvoll Ergdanzung. Die Nutzung von Immunzellen
und damit die Erh6hung der Komplexitdt der Mo-
delle muss zukiinftig weiter untersucht werden.

LITERATUR

Mertsch, S., et al., [Pathogenesis and epidemiology of
neurotrophic keratopathyl. Ophthalmologe, 2019. 116
(2): p. 109-119.

Dua, H.S., et al., Neurotrophic keratopathy. Prog Retin
Eye Res, 2018. 66: p. 107-131.

The definition and classification of dry eye disease: re-
port of the Definition and Classification Subcommittee of
the International Dry Eye WorkShop (2007). Ocul Surf,
2007.5(2): p. 75-92.

Alder, J., et al., [Current and experimental treatment ap-
proaches for neurotrophic keratopathy]. Ophthalmolo-
ge, 2019.116 (2): p. 127-137.

Levis, H.J., R.A. Brown, and J.T. Daniels, Plastic compressed
collagen as a biomimetic substrate for human limbal epi-
thelial cell culture. Biomaterials, 2010. 31 (30): p.7726-37.
Levis, H.J., et al., Plastic compressed collagen as a novel
carrier for expanded human corneal endothelial cells for
transplantation. PLoS One, 2012. 7 (11): p. €50993.

Witt, J., et al., Evaluation of plastic compressed collagen for
conjunctival repair in a rwwit model. Tissue Eng Part A, 2018.
Schrader, S., J. Witt, and G. Geerling, Plastic compressed
collagen transplantation — a new option for corneal sur-
face reconstruction? Acta Ophthalmol, 2018. 96 (6): p.
e757-e758.

Spaniol, K., et al., [New approaches to ocular surface
reconstruction beyond the corneal. Ophthalmologe,
2017.114 (4): p. 307-317.

Bachmann, B.O. and S. Schrader, [Biomaterials or Do-
nor Tissue — What is the Future of Tissue Engenieering for
Cornea Reconstruction?]. Klin Monbl Augenheilkd, 2017.
234 (6): p. 758-762.

Feng, Y, et al., Review of alternative carrier materials for ocular
surface reconstruction. Curr Eye Res, 2014. 39 (6): p. 541-52.
Drechsler, C.C., et al., Development of a conjunctival tis-
sue substitute on the basis of plastic compressed colla-
gen. J Tissue Eng Regen Med, 2017. 11 (3): p. 896-904.



Der Schwerpunkt des klinischen und wissen-
schaftlichen Interesses von Prof. Schrader liegt
im Bereich der Augenoberflichenerkrankungen,
wobeij er sich insbesondere mit dem Bereich
Hornhauttransplantation und Augenoberfld-
chenrekonstruktion, sowie der Entwicklung
neuer Ansdtze zur Augenoberflichen- u. Trd-
nendriisenregeneration beschdftigt. Prof. Schra-
der studierte Humanmedizin an der Universitdt
Liibeck, wo er 2005 promovierte. Forschungs-
aufenthalte fiihrten ihn u.a. an das Moofrfields
Eye Hospital /UCL Institute of Ophthalmology
(London), hier erhielt er 2012 den Titel »Doctor
of Philosophy« (PhD) am University College
London (UCL). Nach seinem Wechsel an die
Universitdtsaugenklinik Diisseldorf iibernahm
Schrader 2012 leitende Funktionen als Oberarzt
und habilitierte sich 2013 an der Medizinischen
Fakultdt der Heinrich-Heine Universitdt im Fach
Augenheilkunde. Im Jahr 2014 erfolgte der Ruf
auf die Lichtenberg-Stiftungsprofessur fiir Re-
generative Medizin der Augenoberflidche und
Adnexe an der Heinrich-Heine Universitdt. Es
folgte 2014 die Ubernahme der Leitung der Lions

Dr. rer. nat. Sonja Mertsch leitet seit Dezember
2018 das Labor fiir Experimentelle Ophthalmo-
logie der Universitdtsklinik fiir Augenheilkunde
Oldenburg. Schwerpunkt Ihrer aktuellen For-
schung sind Untersuchungen zur Rolle verschie-
dener Zellsignalkaskaden bei der Regeneration
von Hornhautnerven und der Neurotrophen
Keratopathie. Dartiber hinaus befasst sie sich
mit der Rolle von Rho-Kinasen bei verschiedenen
ophthalmologischen und neuronalen Erkran-
kungen. Dr Mertsch studierte Biologie an der
Westfélischen Wilhelms-Universitdt Miinster
und promovierte am Institut fiir Neuropatholo-
gie Miinster iiber molekulare Mechanismen der
Tumorzellmigration. Nach einer Postdoktoran-
denzeit auf dem Gebiet der Plexustumoren war
sie bis 2015 als Gruppenleiterin fiir Glioblastom-
und Nervenregenerationsforschung in dem
Institut fiir experimentelle Ophthalmologie der

Hornhautbank NRW und 2016 die Leitung des
klinischen Schwerpunktes Hornhauterkrankun-
gen. Seit dem 01.10.2019 ist Prof. Schrader
W3-Professur fiir Ophthalmologie an der Uni-
versitit Oldenburg und Direktor der Universi-
téatsklinik fiir Augenheilkunde am Pius-Hospital
Oldenburg.

Prof. Dr. Dr. Stefan Schrader
Universitatsklinik fir Augenheilkunde
Oldenburg

Labor fiir Experimentelle Ophthalmologie
Fakultat fur Medizin und
Gesundheitswissenschaften

Carl von Ossietzky Universitat Oldenburg
Carl-von-Ossietzky Str. 9—11, Gebdude W34
26129 Oldenburg

KONTAKT

Universitdt Miinster tdtig. Anschlieend wech-
selte Frau Dr. Mertsch als Labor- und Arbeits-
gruppenleiterin in die Augenklinik Diisseldorf,
Labor fiir Experimentelle Ophthalmologie, wo
Sie bis Ende 2018 tdtig war.

Dr. rer. nat. Sonja Mertsch
Universitatsklinik fiir Augenheilkunde
Oldenburg

Labor fiir Experimentelle Ophthalmologie
Fakultat fur Medizin und
Gesundheitswissenschaften

Carl von Ossietzky Universitat Oldenburg
Carl-von-Ossietzky Str. 9—11, Gebdaude W34
26129 Oldenburg

Tel. 0441/798 3473

E-Mail: Sonja.Mertsch@uni-oldenburg.de

KONTAKT




OPHTHALMOLOGIE

Retinale Gentherapie -

Herausforderungen und Perspektiven

PROF. DR. STYLIANOS MICHALAKIS!, MAXIMILIAN-JOACHIM GERHARDT'

1 Labor fiir Gentherapie
und translationale
Forschung
Augenklinik und
Poliklinik,

Klinikum der
Ludwig-Maximilians-
Universitat Miinchen

Abbildung 1

A) Kristallstruktur von
AAV2. Die Struktur wurde
RCSB PDB 3D view tool auf
Basis von PDB 1LP3 illus-
triert. (B) Schematische
Darstellung des linearen
Einzelstrang DNA Genoms
eines rekombinanten Ade-
no-assoziierten Virus (AAV)
Vektor. Das AAV Vektorge-
nom enthdlt einen Promoter
zur Expression des Zielgens
(gene of interest, GOI), so-
wie regulatorische Elements
(RE; z.B. Polyadenylierungs-
sequenz). Diese Elemente
sind durch zwei inverted ter-
minal repeats (ITR) — die ein-
zigen im Vektorgenom ver-
bleibenden AAV Sequenzen
— flankiert. (€C) Schematische
Darstellung der AAV-vermit-
telten Transduktion von
Zielzellen (z. B. Fotorezepto-
ren) im Rahmen einer Gen-
supplementierungstherapie.

Die Fortschritte der Molekulargenetik in den letz-
ten Jahrzehnten haben einen immensen Wissens-
zuwachs im Hinblick auf erbliche Augenerkrankun-
gen erbracht. So sind bis heute liber 250 Gene
bekannt, die mit Netzhauterkrankungen assoziiert
sind (https://sph.uth.edu/retnet). Schliisseltech-
nologien, wie moderne Sequenzierungsmethoden,
Genmanipulation und Gentransfer haben die Ent-
wicklung gentherapeutischer Ansdtze ermoglicht.
Anstrengungen der letzten 25 Jahre miindeten im
Dezember 2017 in der Zulassung der ersten Gen-

therapie zur Behandlung einer hereditaren Au-
generkrankung mit dem Prédparat Voretigen Ne-
parvovec (Luxturna®) [1].

Aufgrund der guten Zugédnglichkeit des Auges,
der Méglichkeit lokaler Medikamenteneingabe
in niedrigen Dosen sowie des dem Auge zuge-
schriebenen zumindest partiellen Immunprivilegs
besteht im Vergleich zur systemischen Gabe eine
geringe Neigung zu toxischen und immunogenen
Reaktionen[2]. Dies und die Tatsache, dass eine



Vielzahl erblich bedingter Augenerkrankungen
monogenetischer Natur sind, fiihrte dazu, dass
die okuldre Gentherapie eine Vorreiterrolle im
gesamten Feld der Gentherapie einnahm [3]. Mit
dem Einzug der ersten zugelassenen Gentherapie
(Voretigen neparvovec) in der Augenheilkunde
mehren sich die Hoffnungen, weitere kausale
Therapieansdtze fiir bisher nicht behandelbare
retinale Dystrophien zu etablieren und in abseh-
barer Zeit in die klinische Praxis zu integrieren.
Die meisten der bisherigen gentherapeutischen
Ansatze verwenden rekombinante Adeno-asso-
ziierte Viren (AAV) als Vektor, um therapeutische
Gene bzw. weitere Nukleinsduren in Zielzellen
(z.B. retinales Pigmentepithel (RPE) oder Fotore-
zeptoren) einzuschleusen und dort einen Thera-
pieffekt hervorzurufen (Abb. 1). Dieses Therapie-
konzept wird auch Gensupplementierung genannt.
AAV Vektoren gelten als sichere Gentherapievek-
toren, da sie nicht in das Wirtsgenom integrieren
und kaum Immunantworten induzieren. Die nicht-
Pathogenitdt der lokalen Anwendung von AAV
Vektoren am Auge konnte bereits durch zahlrei-
che praklinische und klinische Studien belegt
werden [4].

Die ersten Versuche virale Vektoren fiir die gen-
therapeutische Anwendung zu identifizieren
begannen Mitte der 1990er Jahre. Die Anstren-
gungen der letzten Jahre fokussierten sich im
Folgenden darauf, durch Modifikationen die Ef-
fizienz der Vektoren zu verbessern und somit
therapeutisch best-wirksame Vektoren zur Ein-
bringung der therapeutischen Nukleinsduren in
die Zielzellen der Netzhaut zu entwickeln. Trotz
der bisherigen Erfolge der Gentherapie haben die
Erfahrungen mit AAV Vektoren aus bisher tiber
100 klinischen Studien immer wieder neue Her-
ausforderungen identifiziert.

ANFORDERUNGEN UND
HERAUSFORDERUNGEN
RETINALER GENTHERAPIE

Die Anwendungsmdglichkeiten und der Erfolg gen-
therapeutischer Interventionen ist von zahlreichen
Faktoren abhédngig. So ist die Kapazitat des AAV
Vektor Genoms auf ungefahr 5 Kilobasen be-
schrankt, was die Behandlungsmdglichkeit von
Netzhautdystrophien, die durch Mutationen in
groBeren Genen (z.B. MYO7A (UsheriB; 6,7 kb) oder
ABCA4 (M. Stargardt; 6,8 kb) ausschlieft. Um gro-
Bere Gene einzubringen werden derzeit unterschied-
liche sog. duale Vektoren-Strategien erforscht, die
in ersten tierexperimentellen Studien erfolgsver-
sprechende Ergebnisse zeigten, jedoch niedrigere
Expressionslevels erreichten als Gentransfers mit
einzelnen AAVs [5]. Die Transduktionseffizienz der
Vektoren hangt auBerdem vom Serotyp des jeweils
verwendeten AAV sowie von deren Einbringungsweg

ab. Von den 10 am haufigsten verwendeten, natiir-
lich vorkommenden Serotypen kdnnen bis auf AAV1
alle nach subretinaler Gabe RPE-Zellen mit hoher
Effizienz transduzieren, wahrend die Transduktion
von Fotorezeptoren zwischen den einzelnen AAV
Serotypen stark variiert. Die Transduktionseffizienz
nach subretinaler Gabe all dieser Wildtyp-Serotypen
fiir Zellen, die weiter im Inneren der Netzhaut liegen
(wie beispielsweise Miiller-Zellen oder retinale
Ganglienzellen) ist sehr gering.

Zudem bleibt der Effekt nach subretinaler Gabe auf
den Ort der Eingabe beschrankt und die chirurgische
subretinale Eingabe mit tempordrer Induktion einer
lokal begrenzten Netzhautablésung in Form eines
sogenannten »subretinalen Bldschens« birgt Risi-
ken. Ein alternativer, weniger invasiver Applikati-
onsweg besteht in der intravitrealen Gabe, die
zudem in einer wesentlich grof¥flachigeren Vertei-
lung des Gentherapeutikums resultiert. Allerdings
ist hierbei die Diffusion des AAV-Therapeutikums
durch die oberen Netzhautschichten zu den Foto-
rezeptoren und RPE-Zellen viel geringer als nach
subretinaler Gabe, vermutlich aufgrund von physi-
kalischen bzw. Rezeptoraffinitat-bedingten Barrie-
ren an der membrana limitans interna (ILM) [4].
Zurzeit wird versucht durch gerichtete Evolution
bzw. rationaler Optimierung von AAV Vektoren
diese Limitationen zu tiberwinden [6].

BISHERIGE ERFOLGE,
ZUKUNFTIGE PROJEKTE UND ZIELE
DER ARBEITSGRUPPE

Der aktuelle Fokus der Arbeitsgruppe liegt in der
Entwicklung optimierter viraler Vektoren und dar-
auf basierender gentherapeutischer Ansatze fiir
bisher unheilbare, erbliche Netzhauterkrankungen.
Bereits vor einigen Jahren konnte die Gruppe am
Department Pharmazie der LMU Miinchen in enger
Kooperation mit Prof. Dr. Martin Biel und der Grup-
pe von Prof. Dr. Mathias Seeliger (Augenklinik
Tiibingen) die ersten erfolgreichen Gentherapie-
ansdtze flir CNGA3-bedingte Achromatopsie
(ACHM2) [7, 8] und CNGB1-bedingte Retinitis pig-
mentosa (RP45) [9] entwickeln. Auf Basis von er-
folgreichen proof-of-concept Studien entstanden
drei aktuell laufende klinische Translationsprojek-
te zur ACHM2, RP45 sowie zur PDE6A-bedingten
Retinitis pigmentosa (RP43) [10]. Diese Projekte
werden durch die Tistou und Charlotte Kerstan
Stiftung (RD-CURE) und das NIH (R24 EY027285)
gefordert.

Weitere aktuelle Aktivitdten betreffen die Optimie-
rung und Weiterentwicklung von AAV Vektoren
durch gerichtete Evolution zur effizienteren und
spezifischeren Gentherapie im Rahmen von DFG
(SPP 2127) bzw. Industrie (Acucela) geférderten
Projekten.
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NETZHAUTDYSTROPHIEN

Voretigen Neparvovec: Erste Gentherapie
in der Augenheilkunde kann nachhaltige
Verbesserungen des Sehvermodgens von
Patienten mit RPE65-Mutationen bewirken

Mit der neuen Gentherapie Luxturna® (Voretigen Neparvovec) steht erstmals eine
transformative Behandlung fiir Patienten mit erblichen Netzhautdystrophien aufgrund
biallelischer RPE65-Mutationen zur Verfiigung. In einer Phase-llI-Studie bewirkte sie
bei 90% der Patienten Verbesserungen des Orientierungsvermoégens unter schlechten

Lichtverhaltnissen und der Sehfihigkeit [1].

Der 29. Mai 2019 markiert einen Meilenstein in der
Therapie erblicher Netzhauterkrankungen in Deutsch-
land. Denn an diesem Tag wurde unter Leitung von Prof.
Siegfried Priglinger an der Ludwig-Maximilians-Univer-
sitat Minchen erstmals an einer deutschen Klinik eine
Patientin mit der ersten zugelassenen Gentherapie in
der Augenheilkunde behandelt [2]. Der darin enthalte-
ne Wirkstoff Voretigen Neparvovec ist indiziert zur Be-
handlung padiatrischer und erwachsener Patienten mit
Sehverlust aufgrund einer erblichen Netzhautdystro-
phie, die auf nachgewiesenen biallelischen RPEG5 (re-
tinal pigment epithelium-specific 65 kDa Protein)-Mu-
tationen beruht, und die Uber ausreichend lebensféahige
Netzhautzellen verfligen [3]. GemaB einer Stellung-
nahme der deutschen Fachgesellschaften (DOG, RG,
BVA) ist nicht die klinische Einordnung entscheidend,
sondern der Nachweis krankheitsverursachender Mu-
tationen auf beiden Allelen des RPE65-Gens [4].

Mit Voretigen Neparvovec werden mittels einer subretina-
lenInjektionkorrekte Kopiendes RPE6G5-Gensindie Zellen
des retinalen Pigmentepithels eingebracht [3]. Als Vektor
dienen Adeno-assoziierte Viren (AAV). Das RPEB5-En-
zym katalysiert die Uberfilhrung von 1i-trans-Retinal in
11-cis-Retinal, das den Photorezeptoren vom RPE zur Ver-
fiigung gestellt wird. Die Transduktion der RPE-Zellen mit
intakten Kopien des Gens bietet deshalb das Potenzial,
den Sehzyklus wiederherzustellen.

Den klinischen Nutzen von Voretigen Neparvovec
belegt eine Phase-llI-Studie mit 31 randomisierten
Patienten mit RPE65-vermittelten hereditaren Netz-
hautdystrophien [1]. 20 Patienten der Interventions-
gruppe wurden sofort und neun Patienten einer
Kontrollgruppe mit einjahriger Verzégerung behandelt.
JeeinPatient pro Gruppe schied vor der Intervention aus.

Priméarer Endpunkt war die Verbesserung der Orien-
tierungsfahigkeit in einem zufalligen Hindernispar-
cours bei unterschiedlichen Lichtverhaltnissen (,Mul-
ti-Luminance Mobility Test, MLMT) nach einem Jahr.
Dieses Ziel erreichten 90% der Patienten der Inter-
ventionsgruppe - mit einem signifikanten Unterschied
gegentber der Kontrollgruppe (p=0,0013). In der mo-
difizierten Intent-to-Treat-Analyse ergab sich auch
bei der bestkorrigierten Sehschérfe (BCVA) mit +9,0
Buchstaben nach einem Jahr ein signifikanter Vorteil
im Vergleich zur Kontrollgruppe mit +1,6 Buchstaben
(p=0,0446).

Wie wird die
Gentherapie
verabreicht?

Voretigen Neparvovec
wird einmalig subretinal
in jedes Auge injiziert.
Voraussetzungen fiir die
Behandlung sind der
Nachweis einer bialleli-
schen RPE65-Mutation
und das Vorhandensein
von ausreichend lebens-
fahigen Retinazellen [3].
Dies wird durch den behan-
delnden Arzt festgestellt.

Die Therapie darf nurin
spezialisierten ophthal-
mologischen Behand-
lungszentren verabreicht
werden. Neben Schulun-
gen fiir Netzhautchirurgen
werden auch Schulungen
fiir Klinikapotheken und
weiteres beteiligtes Per-
sonal zur Handhabung von
Gentherapieprodukten
durchgefiihrt.

Voretigen Neparvovec

. RPE-Zellen
Literatur: Novartis Pharma GmbH
1.Russell S et al. Lancet 2017; 390: 849-860 RoonstraBe 25
2. Pressemeldung der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen vom 90429 Nirnberg

5.6.2019
3. Fachinformation Luxturna®, aktueller Stand
4. https://www.dog.org/?cat=7#9

Tel. +499112730
www.novartis.com



OPHTHALMOLOGIE

Dreidimensionale Darstellung der intraskleralen
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Abbildung 1

OCT-Darstellung der in-
traskleralen Kammerwas-
serabflusswege beim
Menschen. Der Limbus ist
mit einem Stern markiert.
Rechts davon die Kornea,
links die Sklera. Trabekel-
maschenwerk mit rotem
Pfeil, Kammerwasservene
mit weisem Pfeil und Vor-
derkammer mit »VK« mar-
kiert. Die Tiefendarstellung
der Sklera ist bei diesem
Probanden mit Myopie und
nur schwachen vertikalen
Streifenartefakten durch
oberfldchliche Blutgefdfie
verhdltnismdfig gut. Meist
lassen sich die Kammer-
wasservenen nicht so klar
darstellen.

Die intraskleralen Kammerwasserabflusswege — das
komplexe Netzwerk aus Kollektorkandlen und Kam-
merwasservenen — standen {ber Jahrzehnte eher
am Rand des Forschungsinteresses. Zum einen weil
es durch die Lage im Skleragewebe nur schwierig
darzustellen ist (Abbildung 1), zum anderen, weil
man ihm kaum eine funktionelle Bedeutung beimaf.
Friihere Forschungsarbeiten zum Kammerwasser-
abfluss identifizierten das Trabekelmaschenwerk
als mafigebliche Struktur des Flusswiderstands. [1]
Erst die weite Verbreitung der mikroinvasiven
Verfahren zur Eréffnung oder Uberbriickung des
Trabekelmaschenwerks (Trabekulotomie ab interno,
Trabekelwerkstents) fiihrte zu einem zunehmenden
Interesse an dem verborgenen Netzwerk der intra-
skleralen Kammerwasserabflusswege. Es zeigte
sich, dass die in der Regel sektorielle Eroffnung
oder Uberbriickung des Trabekelmaschenwerks
nicht immer zu einer signifikanten Drucksenkung
fiihrt. Drei Aspekte diirften hierbei eine Rolle spie-
len: 1. die Tatsache, dass der Kammerwasserabfluss
nicht gleichmaflig tiber die Zirkumferenz des
Schlemm-Kanals erfolgt, sondern in einzelnen
Sektoren mit unterschiedlichem Volumenstrom,
2.weisen ca. zwei Drittel aller Ostien der Kollektor-
kandle eine komplexe Anatomie mit Septen und
taschenartigen Ausstiilpungen auf [2] und 3. ist
der Beitrag der Kammerwasservenen zum Abfluss-
widerstand der einzelnen Sektoren nicht geklart.

Eine genauere Kenntnis von Anatomie und Funktion
der hinter dem Trabekelwerk liegenden Abflusswe-
ge, bestenfalls bei jedem einzelnen Patienten,
konnte die Anwendung der Trabekelwerkschirurgie
effektiver machen, als sie bisher ist. [3]

Der britische Pathologe Norman Ashton legte in
den 1950er Jahren mit der Herstellung und Analyse

feiner Neopren-Ausgussprdparate die Grundlagen
flir unser Verstandnis der Anatomie der intraskle-
ralen Abflusswege. Die Anwendung von Fluorescein
oder Indocyaningriin erméglichte spdter, analog
zur retinalen Angiographie, die funktionelle Dar-
stellung des Abflusses im Tiermodell und am
Menschen. [4-7] Ein Nachteil dieser Bildgebungs-
methode ist, dass hiermit nur zweidimensionale
Bilder erstellt werden kdnnen. Ein Ziel unserer
Arbeitsgruppe ist es daher, eine Bildgebungsmo-
dalitdt zu entwickeln, die eine dreidimensionale
Darstellung der Kammerwasserabflusswege ermog-
licht — zundchst ex vivo, spater auch in vivo, zu-
nachst am Tiermodell.

Die Optische Kohdrenztomographie (OCT) ist ange-
sichts ihrer Moglichkeit zur dreidimensionalen
Gewebedarstellung in hoher Auflosung pradestiniert
fiir die Darstellung der intraskleralen Abflusswege,
wenn auch die stark lichtstreuenden Eigenschaften
der Sklera die Eindringtiefe bei kiirzeren Wellen-
langen limitiert. Da Kammerwasser selbst kein
Signal in OCT oder OCT-Angiographie (OCTA) er-
zeugt, ist ein Kontrastmittel zur Untersuchung der
Flussdynamik notwendig. Hierfiir beschrieben wir
eine neue Bildgebungsmodalitat: die lipidemulsion-
basierte OCTA. [8] Lipidemulsionen waren bereits
bekannt dafiir, in der OCT eine Hyper-Reflektivitat
zu erzeugen. Eine besondere Eigenschaft von Lipid-
emulsionen ist dariiber hinaus, dass sie ein Signal
in der OCTA induzieren. Die Signalstarke ist deutlich
hoher als die von Blut. Wir charakterisierten die
optischen Eigenschaften verschiedener Lipid-
emulsionen und deren Verhalten in der OCT. Als
Emulsion mit gleichzeitig hoher Reflektivitat und
Transmission erwies sich die Sojamilch-basierte
Lipidemulsion des Narkosemittels Propofol. Wobei
der Tréagerstoff und nicht der Wirkstoff selbst fiir
die optischen Eigenschaften verantwortlich sind.

In Flussexperimenten mit Glaskapillaren zeigte
sich, im Unterschied zu Blut, eine weitgehende
Unabhédngigkeit des OCTA-Signals von der Fluss-
geschwindigkeit iber einen groflen Geschwindig-
keitsbereich. Dies trifft auch fiir die Abwesenheit
von Fluss zu.



Abbildung 2

OCT-Angiographie eines mit Propofol perfun-
dierten Schweinauges. Oben das En-face-Bild der
Kammerwasserabflusswege, unten das entlang
der horizontalen blauen Linie liegende B-Bild.
Das OCTA-Signal ist rot, das morphologische
OCT-Signal wird in Graustufen dargestellt. Der
Limbus ist mit dem Stern markiert, die mit Propo-
fol gefiillte Vorderkammer mit »VK«. Die zwei
weiflen Pfeile weisen auf Anschnitte einer in die
Tiefe, Richtung Kammerwinkel laufenden Kam-
merwasservene.

In einem ex-vivo-Schweineaugenmodell wurde die
Vorderkammer mit Propofol-Lésung perfundiert
und der Abfluss {iber die intraskleralen Abflusswege
zeitaufgeldst mit einem kommerziellen Spectral-
Domain- oder Swept-Source- OCTA-Geréat (Zeiss
Angioplex und PlexElite) dargestellt, wobei ein
Prototypen-Vorderabschnitts-Modul verwendet

wurde. Die hierbei erreichte Orts-Auflosung ist
mindestens so hoch wie bei einer ICG-basierten
Scanning-Laser-Ophthalmoscope-Darstellung, wo-
bei, anders als bei dem Fluoreszenzverfahren, eine
3D-Darstellung erreicht wird. Die zeitliche Auflosung
ist, bedingt durch die groen Datenmengen jedes
einzelnen Scans noch sehr begrenzt. Etwa 2 Scans
pro Minute lassen sich derzeit mit kommerziellen
Gerdten realisieren. Ein Scanfeld von 6x6 erlaubt
eine Darstellung von ca. 3 Uhrzeiten der Zirkum-
ferenz (Abbildung 2).

Parallel zur Weiterentwicklung der Bildgebung am
Tiermodell werden Algorithmen zur Extraktion des
Gefanetzwerks im 3D-Raum entwickelt — an Stel-
le der vom Gerét gelieferten 2D-En-face-Darstellung.
Hierbei kommen Matlab-basierte Skripte mit Ge-
fat¥filter- und Region-growing-Algorithmen zur
Anwendung (Abbildung 3). Dies soll in Zukunft
weitergehende Analysen des Netzwerks, zum
Beispiel hinsichtlich des Verzweigungsgrads,
Querschnitt und Simulationen der Strémungsbe-
dingungen ermdoglichen.

Abbildung 3

Dreidimensionale Rekonstruktion der Kammer-
wasservenen eines Schweineauges anhand der
OCTA-Volumendaten. Es handelt sich um ein an-
deres Auge als das in Abb. 2 gezeigte. Der vor-
dere Bildanteil zeigt den zum Limbus gerichteten
Anteil des GefdpBplexus. Im Gegensatz zur zwei-
dimensionalen Projektion des vom Geriit gelie-
ferten En-face-Bild erlauben diese 3D-Rekon-
struktionen eine vollstindige Analyse des
Gefifnetzwerks.
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EINLEITUNG

In sehr vielen Erkrankungen des Auges, die zum
starken Visusverlust bis zur Erblindung fiihren,
istimmer eine starke entziindliche Komponente
beschrieben worden. Daher beschéftigt sich das
Top-Forschungsthema der Charité Augenklinik
und der Experimentellen Ophthalmologie mit
diesem Pathomechanismen in vielen Geweben
des Auges. Dieser Fokus bedingt nebenbei die
Méglichkeit durch intensiven Austausch anhand
von gemeinsamen Erkenntnissen zu lernen. Zur-
zeit bestehen hier die aktuellen Forschungszie-
le in der Untersuchung der Immunreaktionen der
Hornhaut im Transplantationsszenario, der sel-
tenen Gefafierkrankung PIC, den entziindlichen
Veranderungen der vaskular/neuronalen Einheit
im Diabetes und den Veranderungen der Immun-
barriere Eigenschaften des retinalen Pigment-
epithels.

UNERWUNSCHTE IMMUNSIGNATUREN
UND DEREN VERHINDERUNG BEI
KERATOPLASTIK

Hauptkomplikation der perforierenden Keratoplas-
tik ist die immun-mediierte Transplantatabstofung
geblieben, die bei ca. 20-40% (Hochrisiko-), bzw.
5—10% (Niedrigrisiko-Patienten) beobachtet wird
[1-4]. Die zugrundliegenden biologischen Prozes-
se und die optimale Praventionsstrategie sind
bisher nicht geklart.

In einem EU geforderten internationalen Projekt
(VISICORT) wird daher Probenmaterial von ca. 700
Hornhauttransplantationen aus 5 fiihrenden Trans-
plantationszentren aus Danemark, Deutschland,
Frankreich, Grof3britannien und Irland beziiglich
Bio-Markern untersucht. Die nach klinischen Kri-
terien differenzierten Teilgruppen, werden beziig-
lich ihrer Bio-Marker (u.a. Immunphédnotypsierung
von Zellsubpopulationen, T-Zell Rezeptor Reper-

toire, Proteomics) verglichen. Die bisher vor-
liegenden Ergebnisse miinden aktuell in erste
klinische Phase 1b Studie, zur praventiven Immun-
modulation mit mesenchymalen Stammzellen.

OKULARE WUNDHEILUNG
UND FIBROGENESE

Augenerkrankungen, die mit einem massiven
Verlust der Sehkraft einhergehen, sind haufig das
Ergebnis fehlgeleiteter Angiogenese oder Wund-
heilung bzw. Fibrogenese und stellen Reaktionen
aufischamische oder inflammatorische Prozesse
dar [5]. Wahrend die Behandlung vaskuldrer
Augenerkrankungen in den letzten Jahren durch
die Erforschung der Pathomechanismen sowie
der Einflihrung der anti-VEGF Therapie (Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF) entscheidend
verbessert werden konnte, existieren fiir die Be-
handlung von fibrotischen Augenerkrankungen
keine kausalen Therapieansdtze. Fehlgeleitete
Wundheilung und Fibrogenese sind insbesonde-
re an der Hornhaut von grofier klinischer Relevanz.
Stromale Hornhautnarben kdnnen auf Grundlage
verschiedenster Erkrankungen, nach Infektionen
und Entziindungen, sowie bei Degenerationen
entstehen. Dariiber hinaus ist das Risiko eines
okuldren Traumas, mit moglicher Hornhautbetei-
ligung, nicht zu verkennen: die Lebenszeitinzidenz
betrdgt 20 % [6]. Vor diesem Hintergrund kommt
den Therapiestrategien zur Verhinderung der
(cornealen) Fibrosierung wachsende Bedeutung
zu. In diesem Zusammenhang konnten wir an
humanen Hornhautproben, an der Zellkultur so-
wie im Tierexperiment die Bedeutung des Kom-
plement-Systems im Rahmen der grundlegenden
Pathomechanismen der cornealen Wundheilung
und Fibrogenese analysieren und wesentliche
Schliisselprozesse besser einordnen. Letztlich
konnten unsere Ergebnisse dabei helfen Behand-
lungskonzepte zu optimieren und neue Therapie-
ansdtze abzuleiten.



IMMUNOLOGISCHE UND MORPHO-

LOGISCHE SIGNATUREN BEI NICHT-

INFEKTIOSER CHORIORETINITIS ZUR
VERBESSERUNG VON THERAPIE UND
PATIENTENVERSORGUNG

Dieses Forschungsprojekt hat zum Ziel neue Er-
kenntnisse lber zelluldre pathophysiologische
Prozesse im Zusammenhang mit morphologischen
Veranderungen in der Aderhaut und Netzhaut bei
Patienten mit Birdshot-Retinochorioiditis (BSRC)
oder punktformiger innerer Chorioidopathie (PIC)
im Krankheitsverlauf zu gewinnen. Zusatzlich sollen
psychosoziale Aspekte bei den Patienten ermittelt
werden.

BSRC und PIC gehoren zur Gruppe der »White-Dot
Syndrome«. Diese schwerwiegenden, Visus bedro-
henden Erkrankungen betreffen meist Patienten
mittleren Alters. Charakteristisch sind bilaterale
entziindliche Veranderungen der Aderhaut und des
retinalen Pigmentepithels, die sich in typischen
gelb-weiBlichen Herden unterhalb der Netzhaut
manifestieren. Die Atiologie beider Erkrankungen
ist bisher unbekannt, jedoch geht man von einer
autoimmunologischen Genese aus, normalerweise
ohne systemischer Manifestation [7]. Interessant
bei der BSRC st die starke Assoziation mit HLA-A29.2
(RR: x230) [8]. Bei der PIC scheint eine MHC-II Ab-
hangigkeit (HLA-DR2) zu bestehen [9]. Beide Er-
krankungen weisen einen klinisch progressiven
Verlauf auf. Mit Zunahme der Krankheitsdauer bei
BSRC zeigt sich eine Atrophie der neurosensorischen
Netzhaut. Dadurch leiden die Patienten an Gesichts-
felddefekten und Farbsehstorungen [10]. Bei un-
kontrollierter und therapierefraktdrer Entziindung
bilden sich ein Makuladem [11]. Bei PIC entstehen
typischerweise sekunddre chorioidale Neovasku-
larisierungen, die sich fast obligat bis hin zu fibro-
tischen Narben als Endstadium ausbilden [12, 13].
Immunologische Parameter zur Erfassung des Ak-
tivitdtszustandes der Erkrankung gibt es bisher
noch nicht, obwohl immunsuppressive Therapien
eingesetzt werden zur Kontrolle der intraokularen
Entziindung.

Daher ist das erste Ziel Subpopulationen der Lym-
phozyten im peripheren Blut unter Verwendung von
Massenzytometer (CYTOF) zu charakterisieren und
zu phénotypisieren. Die Identifizierung immunolo-
gischer Biomarker kénnte zur besseren Uberwa-
chung der entziindlichen Aktivitat und zur Pradik-
tion des Krankheitsverlaufs dienen. Die immunolo-

gischen Messungen basieren auf der klinischen
Untersuchung inklusiver standarisierter, multimo-
daler Bildgebung, wie der optischen Koharenzto-
mographie (OCT), der Fluoreszenz / Indocyaningriin-
Angiographie (FAG / ICGA), der Autofluoreszenz und
der OCT-Angiographie. Die Identifikation morpho-
logischer Signaturen ist als zweites Ziel definiert.
Das letzte und dritte Ziel ist es, die Lebensqualitat
und allgemeine Gesundheit zur Optimierung der
Patientenversorgung zu erfassen.

DIABETISCHE RETINOPATHIE

In der diabetischen Retinopathie spielen residente
und eingewanderte Immunzellen eine zentrale Rolle
[14—16]. Im letzten Jahr haben wir die Daten aus
einem Tiermodell mit Typ Il Diabetes vorgestellt,
das wir in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof.
Bader und PD Dr. Dechend vom Max-Delbriick
Centrum untersuchten. Es handelt sich um ein
Rattenmodell, bei dem durch ein Transgen die In-
sulinresistenz im Diabetes Typ Il simuliert wird.
Somit entstehen in diesem Rattenmodell ein hoher
Blutzuckerspiegel und pathologisch hoher Plasma-
Insulinspiegel. Das Tiermodell zeigt verschiedene
diabetische Endorganschaden, darunter auch eine
retinale Degeneration mit vielen Eigenschaften der
diabetischen Retinopathie beim Menschen [17]. Auf
zelluldrer Ebene kommt es zur signifikanten Erho-
hung der Zahlen aktivierter Mikroglia Zellen. Wir
haben in diesem Jahr weitere Projekte begonnen,
in denen wir dieses Modell fiir Typ Il Diabetes ver-
wenden und vor allem auf die Regulation der resi-
denten Mikrogliazellen fokussieren. Wir untersuchen
zum Beispiel den Unterschied in der Immunreaktion
zwischen Mannchen und Weibchen, um eine mog-
liche Aussage iiber genderbezogene Therapien
machen zu kénnen. In einem weiteren Projekt
untersuchen wir den therapeutischen Effekt von
kurzkettigen Fettsduren auf die diabetische Reti-
nopathie. Ein drittes Projekt beschéftigt sich mit
der Entstehung von Sauerstoffradikalen und der
therapeutischen Relevanz von dagegen gerichteten
spezifischen Inhibitoren. Wir nutzen gleichzeitig
zum Typ Il Diabetes Modell auch ein weiteres Modell
in Mdusen und Ratten, welches eher den Typl
Diabetes widerspiegelt. Hier konnten wir zeigen,
dass auch im Hirn von diabetischen Madusen die
Immunantwort vor allem der Mikroglia verandert
ist. Es gelang uns, einen Inhibitor gegen Stickoxid-
ausschittung in Mikroglia und Makrophagen zu
entwickeln, welchen wir in verschiedenen Retino-
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pathien testen werden. Unsere Forschung zielt in
Zukunft auf mogliche Behandlungsstrategien fiir
diabetische Retinopathie in Typ | und Typ Il Diabetes
und den zugrundeliegenden Mechanismen von
Immunantworten und deren spezifischen Modu-
lation.

DAS RETINALE PIGMENTEPITHEL
ALS AKTIVE IMMUNBARRIERE DER
AUSSEREN NETZHAUT

Das retinale Pigmentepithel (RPE) stellt die dufe-
re Blut/Retinaschranke dar. Mit seinen tight-
junctions formt es ein dichtes Epithel, durch das
weder lonen, Molekiile noch Zellen aus dem Blut-
strom zur Netzhaut gelangen. Diese Barriere ist
die Grundlage des Immunprivilegs der Netzhaut
geht iiber die einer mechanische Barriere hinaus.
Durch Rezeptoren auf der Plasmamembran kann
das RPE pro-inflammatorische Zytokine im Blut
erfassen und durch Sekretion immunhemmender
Faktoren entziindliche Reaktion im Entstehen mi-
nimieren. In vielen Erkrankungen der Netzhaut,
vor allem bei systemisch bedingten Erkrankungen
geht diese aktive Fahigkeit des RPE verloren und
kann sich in einem pro-inflammatorischen Phano-
typ wandeln. Die Mechanismen und Faktoren, die
zu diesem immunologischen Switch fiihren sind
Gegenstand der Untersuchungen. Zum einen konn-
ten wir zeigen, dass das RPE ein Gewebe ist, das
aktiv im Komplementsystem involviert ist. Huma-
nes Serum als Komplementquelle fiihrt zu distink-
ten Second-Messenger Antworten im RPE die sich
aus Unterantworten spezifisch fiir jeden einzelnen
aktiven Komplementfaktor zusammensetzt. Ana-
phylatoxine fithren zu veranderten Genexpression
und zu einem pro-inflammatorischen Phanotyp
mit erhthter Komplementexpression und Zytokin
Sekretion. Die Konsequenzen werden in einem
weiteren Projekt in Zusammenarbeit mit Prof.
Sennlaub in Paris bearbeitet. Das RPE verdandert
seine immunhemmende Wirkung und etabliert
eine pro-inflammatorische »Kommunikation« mit
systemischen Monozyten, die bei AMD in duf3eren
Netzhaut akkumulieren. Hier scheint das Renin-
Aniotensin-System eine Rolle zu spielen, denn
Angll koordiniert zelluldre Immunantworten in der
Netzhaut, wobei wir in einem Modell fiir hyperten-
sive Retinopathie zeigen konnten, dass das RPE
aktiv Angll aus dem Blutstrom aufnimmt und in
die Netzhaut transportiert.

EINFLUSS SYSTEMISCHER MOLEKU-
LARER FAKTOREN AUF DEN VERLAUF
VON AUGENERKRANKUNGEN

Die hdufigsten Erblindungsursachen in der west-
lichen Welt sind die altersbedingte Makuladege-
neration (AMD) und die diabetische Retinopathie
(DR). Beide Erkrankungen manifestieren sich am
Auge, werden aber mutmaslich durch systemische
Faktoren beeinflusst. So ist bei der AMD bekannt,
dass das Polymorphismen in Genen, die fiir Fakto-
ren des Komplementsystems kodieren, das
Erkrankungsrisiko signifikant beeinflussen. Bei der
DR spielt die lokale Entziindungsreaktion eine
wichtige Rolle. Der Ablauf der Entziindung entschei-
det mutmatfilich dariiber, ob das die Sehfunktion
bedrohende diabetische Makuladdem entsteht oder
nicht. In klinischen Projekten beschaftigen wir uns
mit dem Einfluss molekularer systemischer Faktoren
aufden Erkrankungsverlauf. Eine eingehende Ana-
lyse des Immunstatus spielt hier eine wichtige
Rolle. Daneben ist die Augenklinik Teil der vom
Berlin Institute of Health geférderten und durchge-
flihrten BeLOVE-Studie, in der die Rolle des Auges
als Fenster zum Korper im Zusammenhang mit
verschiedenen kardiovaskuldren und neurologi-
schen Krankheitsbildern an mehreren tausend
Probanden untersucht wird.
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Abbildung 1
Konfokalmikroskopische
Aufnahmen immunbhisto-
logischer Fdrbungen von
Blutgefdfien und Immunzel-
len im Aderhautmelanom.
A) Aderhautmelanom
(griin = Melanoma Pan)
mit Immunzellinfiltraten
(rot = CD68-positive
Makrophagen).
C&E) Aderhautmelanom
(griin = Melanoma Pan) mit
Blutgefdfen (rot = CD31-
positive Endothelzellen).
B,D&F) jeweilige negativ
Kontrollen.

Das maligne Melanom ist der hdufigste primdre
bosartige Tumor des Auges [1—8], wobei zwischen
zwei Entitdten unterschieden wird. Das intraokula-
re uveale Melanom (UM), welches in der Aderhaut,
dem Ziliarkdrper oder der Iris lokalisiert ist und das
extraokuldre konjunktivale Melanom (KM), welches
an der Augenoberfldche auftritt [4]. In Deutschland
ist jahrlich mit etwa 500 neuen UM und 100 neuen
KM zu rechnen, jeweils mit einem Haufigkeitsgipfel
in der 6. Lebensdekade [5, 6]. Trotz erfolgreicher
Behandlung (chirurgisch oder radiotherapeutisch)
des Primdrtumors verstirbt nahezu jeder zweite
Patient mit UM und fast jeder dritte Patient mit KM
langfristig an Metastasen [4, 6]. Die Metastasierung
erfolgt beim UM nahezu ausschlieflich hamatogen
mit starkem Tropismus zur Leber [4, 5], wahrend
das KM initial tiberwiegend lymphogen in die regi-
onalen Lymphknoten streut [4, 6, 8]. Sowohl fiir das
UM als auch das KM existieren gegenwadrtig im

Falle einer Metastasierung keine klinisch greifenden
Therapiemoglichkeiten [4-7]. Das Tumormicroen-
vironment spielt eine entscheidende Rolle in Ent-
stehung und Progress der Erkrankung [9—13]. So
begiinstigt zum Beispiel eine begleitende Entziin-
dung durch die Einwanderung von Immunzellen die
Angiogenese und somit letztlich auch die Metasta-
sierung [11]. Deshalb bedarf es eines besseren
Verstandnisses der genauen Zusammensetzung
des Tumormicroenvironments sowie deren Inter-
aktionen. Dies stellt die Grundlage dar, um Metas-
tasierungsmechanismen zu verstehen und neue
Therapiekonzepte zu entwickeln, die gezielt in
solche Mechanismen eingreifen und dadurch das
Uberleben der Patienten signifikant verldngern
kdnnen.

Ein entscheidender Faktor bei der Metastasierung
ist die intra- und peritumorale Neubildung von Blut-
und Lymphgefaien (Angiogenese und Lymphan-
giogenese). Diese scheinen die Pforte darzustellen,
in die Tumorzellen einbrechen, um in die Peripherie
absiedeln zu kdnnen [14, 15]. Deshalb wird die
Ausbildung neuer aus bereits bestehenden Lymph-
gefdRen (Lymphangiogenese) als erster Schritt in
der lymphogenen Metastasierung verschiedener
Tumoren angesehen [14]. Bei verschiedenen nicht-
okuldren Malignomen (u. a. malignes Melanom der
Haut, kolorektales Adenokarzinom, Plattenepithel-
karzinom von Larynx und Pharynx sowie des Uterus)
konnte die peri- bzw. intratumorale Lymphangio-
genese als ein entscheidender Risikofaktor fiir die
Tumormetastasierung etabliert werden [16—20].

Auch im Bereich der Ophthalmoonkologie spielt die
tumorale Lymphangiogenese eine entscheidende
Rolle. So konnte die intraokuldre tumorassoziierte
Lymphangiogenese als ein neuer prognostischer
Parameter beim UM mit extraokuldrem Tumorwachs-
tum etabliert werden [10]. Der Nachweis intrao-
kuldarer Lymphgefafe bei Patienten mit UM und
extraskleraler Ausdehnung war mit einem deutlich
erhdhten Mortalitatsrisiko assoziiert [10]. Auch eine
funktionelle Bedeutung konnte diesen intraokula-
ren tumorassoziierten Lymphgefafen zugewiesen
werden, da sie Ziel einer Tumorzellinvasion sein
konnen [9].



Dariiber hinaus konnte dargestellt werden, dass
die intratumorale Lymphangiogenese beim KM si-
gnifikant mit bereits etablierten klinischen Risiko-
faktoren (z.B. palpebrale Lage, Tumordicke) sowie
mit dem Auftreten von Lokalrezidiven, Lymphkno-
ten- und Fernmetastasen assoziiert ist [21]. Der
Prozess der Lymphangiogenese konnte zudem
bereits in prdmalignen Stadien beobachtet werden
und korrelierte auch hier mit dem Fortschreiten hin
zu einer malignen Entartung [22]. Diese Erkennt-
nisse bilden die Basis fiir die Empfehlung, die
Lymphangiogenese jedes okuldren Melanoms im
Rahmen der primdren Diagnostik zu quantifizieren.
Neben diesem diagnostischen Zugewinn kann die
tumorale Lymphangiogenese auch als potentieller
Angriffspunkt fiir neue Therapien gesehen werden.
Ein murines Bindehautmelanommodell wurde kiirz-
lich an der Uniklinik K6ln etabliert, welches aufgrund
der Verwendung immunkompetenter Mduse beson-
ders fiir die Untersuchung und Modifikation des
Tumormicroenvironments und der tumoralen Lym-
phangiogenese geeignet ist [23].

Tumoren stellen nicht nur die Masse aus proliferie-
renden Krebszellen dar. Stattdessen sind es kom-
plexe Gewebe, in denen zum einen die genetisch
verdnderten proliferierenden malignen Zellen
(Tumorzellen) und zum anderen normale Zelltypen,
wie Immunzellen, spezifische Stromazellen, mes-
enchymale Stammzellen und Gefdfe (Blut- und/

oder Lymphgeféfe) vorhanden sind und einwandern
(s. Abb. 1). Zudem spielen die Bestandteile der
extrazelluldren Matrix durch ihre Interaktionen mit
den genannten Zelltypen eine wichtige Rolle. Die
verschiedenen Zelltypen in dem komplexen Gewe-
be interagieren miteinander, rekrutieren weitere
normale Zelltypen und aktivieren diese dann zu
tumorassoziierten Zelltypen (s. Abb. 2). Das Tumor-
microenvironment ist somit die zelluldare Umgebung,
in der sich der Tumor entwickelt [11-13], [24—33].

Sekretierte Proteine konnen {iber die Aktivierung
biologischer Signalwege zur Entstehung von Tumo-
ren fiihren und den Krankheitsverlauf unterhalten.
Des Weiteren konnen sie auch diagnostisch bei der
Identifizierung und Charakterisierung von spezifi-
schen Krankheitsbildern genutzt werden [12]. Die
Metastasen-induzierende, tumorassoziierte (Lymph)
angiogenese beruht auf der Wirkung pro(lymph)
angiogener Wachstumsfaktoren, welche nachweis-
lich einerseits von Tumorzellen selbst stammen,
andererseits von Zellen des Tumormicroenviron-
ments [34—37]. Jedes Tumormicroenvironment
unterscheidet sich hinsichtlich der Gréf3e und Zu-
sammensetzung. Es wird zum Beispiel davon aus-
gegangen, dass die Art, Dichte und Lokalisation der
Immunzellen Einfluss auf die Prognose eines be-
stimmten Tumors haben[38]. Daher ist es essentiell
und bedeutend das jeweilige Tumormicroenviron-
ment beim UM sowie auch beim KM und dessen

Abbildung 2

Interaktionen des Tumor-
microenvironments (TME):
Tumorzellen, Immunzellen,
Mesenchymale Stammzel-
len (MSZ), Extrazelluliire
Matrix (EZM), Tumor-asso-
Ziierte Fibroblasten (TAFs)
und Endothelzellen konnen
durch die Expression und
Sekretion von verschiedenen
Faktoren (Wachstumsfakto-
ren, Zytokine, ECM-Protei-
ne, Enzyme und Proteasen)
miteinander interagieren.
Dies kann zur Rekrutierung
weiterer Zellen ins TME,
einem verstdrkten Tumor-
wachstum, einer erhdhten
Migration, sowie zu Angio-
genese und Lymphangio-
genese, Invasion und
Metastasierung fiihren.

[25-33]
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jeweilige Sekretion von Proteinen im Detail zu
untersuchen, um neue therapeutische Strategien
zu entwickeln. Das Ziel wére es, die tumorfordern-
de Tumorumgebung zu einer tumorbekampfenden
zu konvertieren und auf diese Art die Tumorpro-
gression und Metastasierung zu verhindern.
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Abbildung 1
Pathophysiologie der
Makuladodems
Miillerzellen regulieren die
retinale Wasserhomdostase,
RPE Zellen die subretinale
Wasserhomoostase. Der
Wassertransport durch
Aquaporinkandle (Agp) ist
gekoppelt mit dem Trans-
port von K* (Kir-Kandle) und
Cl~. Kommt es nun zu einer
Suppression der Kir- und
Agp-Kandle, fiihrt dies zu
einer osmotischen Schwel-
lung der Miillerzellen und
zur Ansammlung extrazellu-
ldrer Fliissigkeit (zystoides
Odem). Eine Netzhauthypo-
xie und Inflammation fiih-
ren zur Expression von
VEGF und zahlreichen wei-
teren Mediatoren (Interleu-
kinen, TNF-a etc.) die den
Zusammenbruch der BRS
und eine Gefdfleckage
verursachen.

Das diabetische Makuladdem, charakterisiert als
Fliissigkeitsansammlung im Bereich der Makula, ist
die hdufigste Ursache einer Visusminderung im er-
werbsfahigen Alter [1]. Es betrifft ca. 20 Millionen
Patienten weltweit [1, 2]. Durch die rasant steigende
Pravalenz der Diabetiker weltweit ist es mit einem
exponentiellen Anstieg dieser Erblindungsursache
auch in den Entwicklungsldndern zu rechnen.

Pathophysiologisches Charakteristikum des DMO
ist ein Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke
(BRS), welche durch GefdRendothel- und retinale
Pigmentepithelzellen (RPE) gebildet wird. Aufgrund
seiner gefdBpermeabilisierenden und pro-angioge-
netischen Wirkung ist Vascular Endothel Growth
Factor (VEGF) das Schliisselmolekiil in der Patho-
physiologie des DMO [4)]. Zusétzlich sind weitere
inflammatorische Faktoren, wie Interleukin (IL)-18
und IL-6 an der Formation des DMO beteiligt[s, 6].
Neben dem Zusammenbruch der BRS, fiihrt eine
verminderte retinale Flissigkeitsresorption durch
retinale Gliazellen (Miillerzellen) und des RPE zur
Ansammlung von extrazelluldrer Fliissigkeit in der
Makula [7]. Beide Zelltypen sind charakterisiert
durch die Expression multipler lonen- und Wasser-

kandle (Natrium-, Kaliumkanale, Aquaporine). Im
Rahmen eines Makuladdems kommt es typischer-
weise zu einer Dysregulation des transglialen Was-
sertransports u.a. bedingt durch eine verminderte
Expression von lonenkanalen mit konsekutiver
Schwellung retinaler Millerzellen (Abbildung 1).

Zur Behandlung eines DMO stehen intravitreale
Injektionen mit anti-VEGF Substanzen oder Stero-
iden zur Verfligung. Trotz glinstiger Gesamtergeb-
nisse der intravitrealen Therapie in den Zulassungs-
studien, variiert das individuelle Ansprechen auf
diese Behandlung (sowohl mit anti-VEGF als auch
Steroiden) unter den einzelnen Patienten deutlich,
bis hin zum substanziellen Visusverlust trotz inten-
siver Therapie [8—10]. Warum manche Patienten
gut, und manche nur partiell oder gar nicht auf eine
intravitreale Therapie ansprechen, ist bisher nur
unzureichend verstanden.

Inwiefern auch metabolische Faktoren, wie etwa
die Einstellung des Blutdruckes, Einfluss auf das
individuelle Therapieansprechen haben, ist bisher
nur unzureichend verstanden. Bisherige Studien
liber pradiktive Parameter in der Behandlung des



DMO haben sich zumeist auf die Rolle einzelner
klinischer oder bildmorphologischer Parameter kon-
zentriert [11]. Bedenkt man jedoch die Komplexitat
der Erkrankung scheint ein multimodaler Ansatz mit
Einschluss von funktionellen, anatomischen und
moglichst auch systemischen Faktoren erforderlich.

An der Augenklink des Universitdtsklinikums Leip-
zig haben wir im Jahr 2018 eine prospektive longi-
tudinale Beobachtungsstudie (LIPSIA) initiiert, die
den Effekt systemischer Faktoren auf das Therapie-
ansprechen bei Patienten mit DMO unter Anti-VEGF-
Therapie untersucht. Zusétzlich wird in einer retro-
spektiven Kohortenstudie im Rahmen einer bereits
etablierten internationalen Kooperation (Internati-
onal Retina Group) ein umfassender Datensatz iiber
bereits identifizierte pradiktive Faktoren erhoben
um unser Verstandnis zum Wert einzelner Pradik-
toren zu verbessern.

Die ersten Ergebnisse der LIPSIA Studie zeigten,
dass der mittlere systolische Blutdruck bei 46 von
55 (83 %) Patienten hoher als 140 mmHg betrug
und damit nicht ausreichend eingestellt war. Bei
56 % der Patienten lag der mittlere systolische
Blutdruckwert {iber 160 mmHg. Dagegen zeigte sich
in dieser Kohorte, dass die Diabetes-Einstellung
zwar nicht optimal, jedoch die Abweichung von
empfohlenem HbA1c-Wert geringer (mittlerer HbA1c
lag bei 7,2 %) als bei der Blutdruckeinstellung war.
Diese Beobachtung unterstiitzt die Hypothese, dass
der Blutdruck eine wesentliche Rolle bei der Ent-
stehung und Resorption des Makuladdems spielt.

Neben seiner systemischen Rolle in Regulation von
Blutdruck- und Fliissigkeitshaushalt, existiert ferner
ein lokales okuldres Renin-Angiotensin-Aldosteron
Systems (RAAS), welches u.a. an der retinalen Blut-
fluss- und Flissigkeitsregulation beteiligt ist [12].
Verschiedene Studien lieferten bereits Hinweise
dafiir, dass das lokale RAAS eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese des diabetischen Maku-
labdems spielen kdnnte [13]. Lokal produziertes
Angiotensin scheint neben dem bekannten vaso-
aktiven Effekt, u.a. auch eine pro-angiogene Wirkung
zu haben [14]. Der lokale Effekt von Aldosteron auf
die Netzhaut verbleibt aber unerforscht.

Ferner ist noch nicht abschlieSend geklart, inwiefern
das systemische und das lokale RAAS miteinander
in Verbindung stehen. Die EUCLID Studie [15] konn-
te zeigen, dass eine systemische Blockade des RAAS
durch Angiotensin-Converting-Enzym (ACE)-Inhibi-

toren wie Lisinopril die Progression der diabetischen
Retinopathie bedeutend verlangsamen kann. Es
wurde dabei vermutet, dass der Nutzen von ACE-
Inhibitoren nicht allein durch eine alleinige Blut-
druckregulation bedingt ist [16]. Tatsdchlich konn-
ten Studien zeigen, dass durch eine systemische
RAAS-Hemmung auch die intravitreale Konzentra-
tion von Angiotensin Il (ATII) und VEGF beeinflusst
wird [17].

Auf zelluldrer Ebene spielen RPE Zellen und Miiller-
zellen eine tragende Rolle bei der Regulation der
retinalen Hydration, u.a. durch die Expression ver-
schiedener Wasser- und lonenkanile [7].

In Zellkulturversuchen untersuchen wir den Einfluss
einer Hyperglykdmie und Hypoxie (wie sie im Rah-
men der diabetischen Retinopathie auftritt), auf
das lokale RAAS sowie den Einfluss eines hypoxie-
alterierten RAAS auf RPE und Miillerzellen.

Erste Untersuchungen zeigten, dass die Expression
mehrerer Schliisselmolekiile, wie VEGF-A, VEGF-Re-
zeptor, Angiotensin-Converting-Enzym, Mineralo- und
Glukokortikoidrezeptor, Aldosereduktase und lonen-
und Wasserkandlen, wie Aquaporine, in humanen
RPE- und Miillerzellen-Zellkulturen (MIOM1) durch
eine Hypergklykdmie, Hypoxie und Anwesenheit von
Aldosteron bzw. Angiotensin Il verandert wird. So
zeigte sich in MZ eine signifikante Reduktion der
Angiotensin-Rezeptor-Expression sowie eine signifi-
kante Induktion der VEGF-A Expression durch eine
Hypoxie. Die ACE-Expression wurde durch eine Hy-
perglykdamie reduziert, durch eine Hypoxie + Hyper-
glykdmie jedoch signifikant induziert. In RPE-Zellen
zeigte sich eine signifikante Reduktion der Aquaporin
5 Expression sowie eine signifikante Induktion der
VEGF-A und Aldosereduktase durch eine Hypoxie.

In weiteren Versuchen soll weiterfiihrend der Ein-
fluss einer Hypoxie und Hyperglykdamie auf die
Expression von Schliisselmolekiilen des lokalen
RAAS in retinalen Endothelzellen untersucht werden.
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Einfluss der Chronobiologie
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Verdnderungen und Pathologien im Bereich der
Aderhaut spielen eine entscheidende Rolle bei der
Pathogenese zahlreicher Makulaerkrankungen.
Bisher gelten die invasive Fluoreszein- (FLA) und
Indocyaningriinangiographie (ICGA) als Goldstan-
dard zur Darstellung und Beurteilung der retinalen
und choroidalen Gefdfe. Mit der rasanten techni-
schen Weiterentwicklung der OCTA ist mittlerweile
eine nicht-invasive, in vivo Quantifizierung der re-
tinalen und choroidalen Perfusion in nahezu Echtzeit
moglich. Hierdurch bietet sich erstmals die Mog-
lichkeit anhand von repetitiven OCTA-Untersuchun-
gen die Chronobiologie der Netz- und Aderhaut-
perfusion zu bestimmen, ohne das Risiko von
Nebenwirkungen[1, 2]. Ein weiterer Vorteil der OCTA
ist die dreidimensionale Darstellung von Volu-
menscans. Mittels beliebiger Segmentierung der
B-Scans ldsst sich der Blutfluss schichtauflosend
darstellen und vaskuldre Veranderungen exakt
lokalisieren [3]. Dadurch lassen sich mittels OCTA,
im Gegensatz zur FLA und ICGA, sogar gezielt die
Substrukturen der Aderhaut, die Choriokapillaris,
die Sattler-Schicht und die Haller-Schicht, einzeln
darstellen [4, 5].

Das Volumen der Aderhaut ist abhdngig von zahl-
reichen Faktoren wie dem Alter, der Achsenlédnge

und dem Geschlecht [6]. Eine entscheidende Rolle
bei Untersuchungen der Aderhaut spielt dabei
jedoch auch der Zeitpunkt der Analyse. Beispiels-
weise nimmt die subfoveale Aderhautdicke wahrend
des Tagesverlaufes linear ab, um tber Nacht zur
Ausgangsdicke zuriickzukehren [7, 8]. Bei Be-
trachtung der Aderhautsubstrukturen zeigt sich,
dass insbesondere die Sattler-Schicht fiir diese
Tagesschwankungen verantwortlich ist [5].

Die erste Studie, die Tagesschwankungen der
Aderhautperfusion mittels OCTA untersuchte, be-
schradnkte sich auf die Analyse der Choriokapillaris
fur lediglich zwei Untersuchungszeitpunkte (09:00,
18:00). Es konnte analog zur signifikant abnehmen-
den Aderhautdicke eine linear abnehmende Per-
fusion der Choriokapillaris gezeigt werden [9].

Unsere OCTA-Arbeitsgruppe untersuchte den Ein-
fluss einer idiopathischen epiretinalen Gliose auf
die Chronobiologie der Aderhautdicke und -perfu-
sion [10]. Die epiretinale Gliose bewirkt sowohl
einen vertikalen Zug auf die Netzhaut mit einer
konsekutiven Dickenzunahme als auch eine
tangentiale Kraftwirkung, die eine horizontale Ver-
zerrung der Netzhaut mit seinen Gefdfien verursacht
[11]. Wenige Arbeitsgruppen untersuchten bisher

1 Klinik fiir
Augenheilkunde
Universitat zu Liibeck

2 Laboratory for
Angiogenesis &
Ocular Cell
Transplantation
Universitat zu Liibeck

Abbildung 1

OCTA der Aderhaut bei
epiretinaler Gliose. A: Seg-
mentierung der Choriokapil-
laris mit dem resultierenden
Angiogramm. B: Segmen-
tierung der Sattler-Schicht
mit dem resultierenden
Angiogramm. C: Segmen-
tierung der Haller-Schicht
mit dem resultierenden
Angiogramm.
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Abbildung 2

Analyse von Tages-
schwankungen (Mittelwerte
mit Standardabweichung)
bei Augen mit epiretinaler
Gliose. MAP = mittlerer
arterieller Blutdruck (A),
I0P = Augeninnendruck (B),
SFCT = subfoveale Ader-
hautdicke (€C), CCP = Cho-
riokapillarisperfusion (D),
SLP = Perfusion der Sattler-
Schicht (E), HLP = Perfusi-
on der Haller-Schicht (F).
* markiert statistische
Signifikanz
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den Einfluss einer epiretinalen Gliose auf die Ader-
haut. Mittels OCTA konnte bereits gezeigt werden,
dass Augen mit einer epiretinalen Gliose im Ver-
gleich zum Partnerauge eine verminderte Perfusion
der Choriokapillaris aufweisen [12]. Doch wurden
in dieser Arbeit tageszeitliche Einfliisse nicht be-
riicksichtigt. Das Ziel unserer Arbeit war die Quan-
tifizierung der Perfusion der unterschiedlichen
Aderhautsubstrukturen im Tagesverlauf unter dem
Einfluss einer epiretinalen Gliose (s. Abb. 1). 21 Au-
gen von 21 Patienten mit symptomatischer, opera-
tionswiirdiger epiretinaler Gliose wurden fiir die
prospektive Beobachtungsstudie rekrutiert und an
vier verschiedenen Tageszeitpunkten (07:00, 12:00,
16:00, 20:00) mittels OCTA untersucht. Signifikan-
te Tagesschwankungen konnten fiir die Aderhaut-
dicke (p=0,008) und die Perfusion der Haller-Schicht
(p=0,001) demonstriert werden. Fiir die Perfusion
von Choriokapillaris und Sattler-Schicht sowie fiir
den Augeninnendruck und den mittleren arteriellen
Blutdruck konnte keine signifikante Chronobiologie
nachgewiesen werden (s. Abb. 2).

Zusammenfassend deuten die erhobenen Daten
darauf hin, dass die epiretinale Gliose einen Einfluss
auf die physiologischen Tagesschwankungen der
Aderhautdicke und -perfusion nimmt. Weitere Un-
tersuchungen sind erforderlich um zu eruieren, ob
moglicherweise die GefdB- und Perfusionsdnde-
rungen in der Aderhaut durch die Gliose eine Rolle
in ihrer Pathogenese spielen [13]. Fiir zukiinftige
longitudinale OCTA-Studien sollte zwingend die

Chronobiologie der Aderhaut beachtet werden und
Follow-up Untersuchungen moglichst zur selben
Tageszeit erfolgen.
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Der akute retinale Zentralarterienverschluss (ZAV)
stellt einen ophthalmologischen Notfall dar, der
sich in einem plétzlichen und massiven Visusverlust
dufdert. Aus pathophysiologischer Sicht lassen sich
die haufigeren nicht-arteriitischen ZAVs (NA-ZAV,
95 %) und die arteriitischen ZAVs (A-ZAV, 5 %)
unterscheiden. Die Prognose der Sehkraft ist in
den meisten Féllen der NA-ZAVs dufierst schlecht.
Die schnelle Wiederherstellung der retinalen Per-
fusion ist entscheidend fiir den Erhalt der Sehkraft.
Aufgrund mangelnder Datenlage, kdnnen aktuell
keine evidenzbasierten Handlungsempfehlungen
beziiglich einer effektiven Therapie gegeben wer-
den. Der NA-ZAV stellt daher seit iiber 150 Jahren
nach Erstbeschreibung durch von Graefe (1859)
noch immer ein Dilemma in der klinischen Behand-
lungspraxis dar.

DIE INTRAVENOSE LYSETHERAPIE -
EINE MOGLICHE BEHANDLUNGSOPTION

Zunehmende Hoffnung in der Behandlung des
NA-ZAVs beruht auf der friihen intravendsen Fibri-
nolyse (IVF). Als Vorbild gilt der ischamische Schlag-
anfall, welcher seit vielen Jahren standardmafig
innerhalb von 4,5 Stunden (h) nach Beginn mit einer
IVF therapiert wird. Aus pathophysiologischer Sicht
ist der NA-ZAV ein okuldrer Schlaganfall und somit
dem cerebralen Schlaganfall duf3erst dhnlich. Bisher
liegen jedoch fast ausschliefilich Fallserien, Fallbe-
richte und ein abgebrochener prospektiv randomi-
sierter Trial zur IVF bei NA-ZAV vor, sodass aufgrund
mangelnder Evidenz keine klare Therapieempfeh-
lung gegeben werden kann.

Wir haben in unserer eigenen prospektiven Fallse-
rie Patienten, die innerhalb von 4,5 h nach Beginn
eines NA-ZAV eine IVF-Therapie erhalten haben, mit
der konservativ behandelten Kontrollgruppe der
EAGLE-Studie (the European Assessment Group for
Lysis in the Eye) verglichen. Diese ist die bis heute
groBte, prospektiv randomisierte Studie beim NA-
ZAV. Wir konnten zeigen, dass trotz eines initial
schlechteren Visus signifikant mehr Patienten einen
Visusgewinn auf LogMAR < o,5 (Lesevisus) in der
mit IVF therapierten Gruppe erreichten (6/20 (30 %)

vs.1/39 (3%) an Tag 5 (p = 0.005) und 5/20 (25 %)
vs. 2/37 (5%) (p = 0.045) an Tag 30). Zudem zeig-
te eine kiirzlich veréffentlichte Metanalyse anhand
von 34 Patienten, die eine IVF-Therapie innerhalb
der ersten 4,5 Stunden erhalten hatten, ebenfalls
ein signifikant besseres Outcome fiir diese Patien-
ten im Vergleich zu Patienten, die eine IVF-Therapie
zu einem spdteren Zeitpunkt erhalten hatten.

Insgesamt ist aber der Stellenwert der IVF-Therapie
beim NA-ZAV weiterhin unklar. Dies hat uns veran-
lasst deren Wirksamkeit und Sicherheit im Rahmen
einer prospektiv, randomisierten, Plazebo-kontrol-
lierten und doppelt-verblindeten Multicenter-Studie
(REVISION - Early RE-perfusion Therapy with Intra-
venous Alteplase for Recovery of VISION in Acute
Central Re-tinal Artery Occlusion) zu untersuchen.
Diese Studie wird durch das Bundesministerium
fuir Bildung und Forschung geférdert. Sie startet
2020 und die Drittmittel wurden im Rahmen einer
Zusammenarbeit mit der Neurologie Tiibingen (Dr.S.
Poli, Coordinating Investigator) und unserer Klinik
eingeworben.

Da die Wirksamkeit der IVF zeitabhdngig ist, muss
die Diagnostik moglichst schnell durchgefiihrt wer-
den um ein bestmogliches Ergebnis zu erziehlen.
Analog zum Motto des ischamischen Apoplexes gilt
beim NA-ZAV: Time is Retina!

DIAGNOSTIK VOR EINER
LYSETHERAPIE

Als Vorraussetzung zur Durchfiihrung einer IVF muss
der Beginn des NA-ZAVs exakt bestimmt werden
kdnnen. Der Patient muss daher den plétzlichen,
schmerzlosen Visusverlust mit beidseits gedffne-
ten Augen bemerkt haben. Zum Einschluss in die
REVISION-Studie darf der LogMAR Visus = 1,3 be-
tragen und vor dem NA-ZAV muss das Sehen auf
dem betroffenen Auge »normal« gewesen sein
(0,5 LogMAR).

Bei einem frischen Zentralarterienverschluss besteht
innerhalb der ersten Stunden kein kirschroter Fleck,
sondern es sind nur fadendiinne Arterien und ein



Sludge-Phdnomen (stehende Erythrozyten in den
venodsen Gefden) erkennbar. Falls ein kirschroter
Fleck sichtbar ist, muss die Anamnese und somit
der Zeitpunkt des Beginns des NA-ZAV hinterfragt
werden.

Im OCT sind bereits nach ca. einer Stunde ischami-
sche Anzeichen in derinneren Netzhaut zu erkennen
(zunehmendes Makulaédem — primar nur im Sei-
tenvergleich parazentral erkennbar, Hyperreflekti-
vitdt der inneren Netzhautschichten, Verschwimmen
der inneren Netzhautschichten, Prominent Middle
Limiting Membrane Sign). Das OCT dient daher in
der REVISION-Studie zur Befundsicherung. Zusatz-
lich aber kénnte das OCT auch einen zukinftigen
Biomarker darstellen, der Riickschliisse beziiglich
der Verschlussdauer und des ischdmischen Scha-
dens zuldsst. Zudem werden wir bei allen Patienten
vor Lysebeginn eine Dopplersonographie der Zen-
tralarterie durchfiihren um ein »Spot-Sign« (echo-
reiche Struktur mit Schallschatten) im Bereich des
Sehnervenkopfes moglicherweise darzustellen. Das
Spot-Sign kdnnte einen prognostischen Faktor
darstellen. In einer Fallserie konnte namlich gezeigt
werden, dass bei Vorliegen eines solchen »Spot-
Signs« eine IVF nicht zu einer Re-perfusion der

Priv.-Doz. Dr. med. Maximilian Schultheif3,
FEBO begann nach seinem Studium in Berlin
und Wiirzburg, seine augendrztliche Ausbildung
an der Universitdtsaugenklinik Tiibingen. So-
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Facharztpriifung bestand er 2013.

Hiernach arbeitete er als Funktionsoberarzt im
Bereich der Retinologie und wurde operativ
sowohl in der Retinologie als auch der Kata-
raktchirurgie ausgebildet. 2015 fing er als
Oberarzt am Klinikum Stuttgart an, wobei er
zeitgleich aber weiterhin an der Universitdtsau-
genklinik Tiibingen angestellt war. Hiernach
erfolgte 2016 der gemeinsame Wechsel mit Prof.
Spitzer an das Universitdtsklinikum Hamburg-
Eppendorf. Nach zwei Jahren als Oberarzt er-
folgte 2018 die Beférderung zum Leitenden
Oberarzt.

Zentralarterie fiihrt. Der diagnostische Stellenwert
sowohl des »Spot-Signs« als auch des OCTs soll
daherim Rahmen der REVISION-Studie untersucht
werden.

Aus Zeitgriinden empfehlen wir auf eine Fluores-
zenzangiographie und ein Gesichtsfeld zu verzichten.

Sollte sich der Patient innerhalb der ersten 4,5
Stunden nach Zentralarterienverschluss befinden
und von neurologischer Seite her keine Kontrain-
dikationen gegen eine IVF-Therapie bestehen (dies
schlieBt u. a. eine unauffillige cerebrale Bildgebung
mit ein), kann der Patient in die REVISION-Studie
eingeschlossen werden. Im Rahmen der Studie
werden wir die Patienten fiir insgesamt go Tage
beobachten.

Prinzipiell sollte jedoch bei jedem Patienten mit
einem frischen NA-ZAV der Gefaf3- und Herzstatus
zur Ursachendiagnostik genau erhoben werden und
wegen des Vorliegens méglicher stummer ischami-
scher Apoplexe (Studien zeigen eine Rate von bis
zu 25 %) eine Uberwachung auf der Stroke-Unit
erfolgen.

Im Jahre 2009 wurde ihm der Doktortitel und
2018 die Venia legendi verliehen. Das Thema
seiner Habilitationsschrift war »Neuroprotection
in central and retinal artery occlusion«. Wissen-
schaftliche Schwerpunkte sind klinisch der
Zentralarterienverschluss (Mitantragsteller der
REVISION-Studie) und grundlagenwissenschaft-
lich die retinalen Ganglienzellen und das Horn-
hautendothel.
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Abbildung 1

Beispielbefund eines Stu-
dienteilnehmers der Guten-
berg-Gesundheitsstudie mit
einer glaukomatésen Opti-
kusatrophie, sowie die Pri-
valenz der Glaukomerkran-
kung stratifiziert nach Alter.
Modifiziert nach Héhn et al.
Graefes Archive 2018.

Im Jahr 2030 werden 21 Millionen Deutsche 65
Jahre und alter sein. Der Anteil der dlteren Menschen
an der Bevélkerung nimmt stark zu, und aus bevol-
kerungsbasierten Studien wissen wir, dass genau
in dieser Altersgruppe Augenerkrankungen iiber-
proportional zunehmen.

Um die gesundheitliche Versorgung der Bevélkerung
sicherzustellen, ist es notig den Bedarf zu kennen
oder zumindest gut schatzen zu kénnen. Bisher
mangelte es im internationalen Vergleich an belast-
baren Daten aus Deutschland, doch das hat sich in
den vergangenen Jahren deutlich verbessert. In den
letzten Jahren wurden verschiedene Bevilkerungs-
studien mit augenarztlicher Beteiligung begonnen,
so beispielsweise die SHIP-Studie in Greifswald,
die LIFE-Studie in Leipzig, die AUGUR-Studie in
Regensburg, die Gutenberg-Gesundheitsstudie in
Mainz, die NAKO Gesundheitsstudie oder die Rhein-
landstudie in Bonn. Durch ihre Unterschiede in
Design, Umfang und Schwerpunkt sind die Studien
nicht als redundante Studien zu sehen, sondern
ergdnzen sich in ihrer Vielfalt.

Weitere Erkenntnisse kdnnen aus Sekundadrdaten-
analysen und Umfragen des Robert Koch-Instituts
gewonnen werden. Abrechnungsdaten von Kran-
kenkassen zeigen, dass 20% der deutschen Bevol-
kerung mindestens einmal im Jahr einen Augenarzt
aufsuchen. Mit zunehmendem Alter nimmt die In-
anspruchnahme deutlich zu und erreicht mit 51%
im Alter von 8o Jahren einen Hohepunkt. In hherem

Alter sinkt die Inanspruchnahme jedoch wieder,
obwohl die Prédvalenz von Augenerkrankungen
weiter ansteigt.

Fiir eine Planung einer optimalen ophthalmologi-
schen Versorgung der Bevolkerung ist es nicht nur
notig, den Versorgungsbedarf zu schatzen — es ist
auch wichtig, die Entwicklung der Versorgungska-
pazitdt zu kennen.

Seit dem Jahr 2000 nahm die Zahl der berufstatigen
Augendrzte um ein Fiinftel zu. Dies bedeutet jedoch
nicht, dass die Versorgungskapazitdt gestiegen ist:
Gleichzeitig sank die Anzahl der selbststandig tati-
gen Augendrzte und, wie fachiibergreifende Daten
zeigen, ist die durchschnittliche Wochenarbeitszeit
von angestellt tdtigen Arzten deutlich geringer als
die ihrer selbststandigen Kollegen. Durchschnitts-
zahlen aus der Augenheilkunde gibt es nicht, aber
in einer Umfrage aus dem Jahr 2017 berichten 56%
der angestellten Augenarzte, dass sie 30 Stunden
oder weniger arbeiten. Hierdurch ist die augenarzt-
liche Versorgungskapazitat anndhernd gleichge-
blieben.

Durch den demographischen Wandel zeichnet sich
eine Steigerung des augendrztlichen Versorgungs-
bedarfs in Deutschland ab, der zunehmend auch
durch bevolkerungsbasierte Studien untermauert
wird, wie beispielsweise durch die Gutenberg-
Gesundheitsstudie. Diese interdisziplindre Studie
startete bereits 2007 in der Region Mainz mit 15.010



Teilnehmern im Alter von 35 bis 74 Jahren und ge-
genwadrtig wird die Zehn-Jahres-Nachuntersuchung
durchgefiihrt, die dltesten Teilnehmer werden 85
Jahre alt sein. Sie untersucht unter anderem die Al-
tersverteilung von bestehenden und neu auftretenden
Augenerkrankungen sowie deren Risikofaktoren.

Kurzsichtigkeit ist eine Augenproblematik, die insbe-
sondere im jungen Lebensalter auftritt und weltweit
hdufiger wird. Als Risikofaktoren gelten auf3er der
erblichen Komponente Naharbeit (Lesen, Lernen) und
Mangel an Sonnenlicht — beides erklart vermutlich
den starken Anstieg im asiatischen Raum durch in-
tensive Bildung. Aber auch in Europa wird eine Zu-
nahme erwartet. Inwieweit dies auch in Deutschland
geschieht, werden zukiinftige Betrachtungen zeigen.

Eine Kurzsichtigkeit erfordert jedoch nicht nur die
Versorgung mit Brillen oder Kontaktlinsen, sondern
erh&ht das Risiko fiir Erkrankungen des Augenhin-
tergrundes, insbesondere bei hoher Myopie. Ein
Beispiel ist die myope Makulopathie, bei der cha-
rakteristische Netzhautveranderungen im makula-
ren Bereich auftreten. In der Gutenberg-Gesund-
heitsstudie haben wir erstmals in einer bevolke-
rungsbasierten europdischen Studie die Haufigkeit
geschdatzt, indem wir die Fundusfotografien von
mehr als 500 hochmyopen Teilnehmern (mehr als
-6 Dioptrien) ausgewertet haben. Die Pravalenz liegt
bei etwa 10%, mit einer deutlichen Zunahme mit
steigender Myopie und mit h6herem Alter. Personen
mit myoper Makulopathie hatten zudem eine deutlich
schlechtere Sehscharfe, insbesondere bei »patchy«-
Atrophie und Makulaatrophie.

Auf Bevdlkerungsebene zeigt sich auch ein Zusam-
menhang von Myopie beziehungsweise Achsenldn-
ge auf die Messung der peripapilldren Nervenfa-
serschichtdicke, ein wichtiger Parameter in der
Glaukomdiagnostik. Normative Daten wurden durch
Daten der Gutenberg-Gesundheitsstudie bestétigt
und mogliche Zusammenhdnge mit systemischen
Parametern beleuchtet. Einige Parameter (Homo-
zystein, Alkoholkonsum, obstruktive Schlafapnoe)
zeigen einen schwachen Zusammenhang, und sind
daher bei der Interpretation der peripapilldren Ner-
venfaserschichtdicke, beispielsweise in der Glau-
komdiagnostik, von untergeordneter Bedeutung.

Die Haufigkeit einer Glaukomerkrankung in der
deutschen Bevoélkerung wurde erstmals mittels
bevilkerungsbasierter Studie ermittelt (Abbil-
dung1). Hier zeigte sich, dass die Pravalenz eines

Glaukoms dhnlich war wie in anderen europdischen
bevolkerungsbasierten Kohorten, mit einer etwas
hoheren Préavalenz bei jingeren Probanden. Mit
hoherem Alter zeigte sich ein deutlicher Anstieg,
wie er auch von der altershedingten Makuladege-
neration bekannt ist. Durch die Alterung der Gesell-
schaft in den ndchsten Jahrzehnten wird daher die
Anzahl an Patienten mit Augenerkrankungen wie
der altersbedingten Makuladegeneration und dem
Glaukom deutlich zunehmen.

Nicht nur bei Erkrankungen im hohen Alter, sondern
auch am Beginn des Lebens hat der medizinische
Fortschritt in den letzten Jahrzehnten zu einer deut-
liche Verbesserung gefiihrt, so stieg beispielsweise
das Uberleben von Frithgeborenen deutlich an.
Neben der akuten Friihgeborenenretinopathie stellt
Friihgeburtlichkeit méglicherweise auch ein Risiko-
faktor fiir die Entwicklung von Augenerkrankungen
im Erwachsenenalter. In der Gutenberg-Gesundheits-
studie sehen wir, dass Teilnehmer mit niedrigem
Geburtsgeweicht eine veranderte Augengeometrie
haben (Abbildung 2) und kurzsichtiger sind als
Vergleichspersonen mit normalem Geburtsgewicht.
Weitere Analysen werden sich der Fragestellung
widmen, ob sich auch das Risiko fiir Augenerkran-
kungen wie AMD und diabetische Retinopathie
erhoht.

Der interdisziplindre Ansatz dieser Studie ermog-
licht es zudem, Erkenntnisse zu psychischen Ko-
morbiditdten im Zusammenhang mit Augener-
krankungen auf den Priifstand zu stellen und die
psychische Beeintrachtigung der Betroffenen, wie
auch deren Lebensqualitdt zu betrachten. Im Ge-

Abbildung 2

Beschreibung des Zu-
sammenhangs zwischen
Hornhautradius und Ge-
burtsgewicht in der Guten-
berg-Gesundheitsstudie.
Modifiziert nach Fiefs et al.
Jama Ophthalmol 2019.
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gensatz zu bisherigen Erkenntnissen zeigen unse-
re Ergebnisse, dass bei altersabhdngiger Makula-
degeneration keine erhdhte Pravalenz fiir Depres-
sion und Angstlichkeit besteht. Hierfiir wurde das
Vorliegen von AMD-typischen Veranderungen auf
Fundusfotografien analysiert, fortgeschrittene Sta-
dien der Erkrankung zeigten sich selten.

Einer der Griinde fiir die Diskrepanz mit anderen
Studien konnte im unterschiedlichen Studiendesign
liegen: Bisherige Studien waren meist Fall-Kontroll-
Studien, deren Teilnehmer in Kliniken rekrutiert
wurden. Dies kénnte méglicherweise zu einer Uber-
reprdasentation von Patienten gefiihrt haben, die
besonders schwer erkrankt waren. Ahnliches zeig-
te sich auch fiir Personen, die berichten an einem
Glaukom erkrankt zu sein: auch diese zeigten keine
veranderte Prévalenz fiir Depressivitat oder Angst-
lichkeit.

Bevolkerungsbasierte Studien ermoglichen somit
die Haufigkeit des Vorliegens und Auftretens von
Augenerkrankungen zu ermitteln, wie auch beste-
hende Zusammenhéange zu anderen Erkrankungen
auf Bevolkerungsebene kritisch zu reflektieren. Die
verschiedenen Studien ergdnzen sich gegenseitig
und ermoglichen daher Schatzungen tiber den zu-
kiinftigen augenarztlichen Versorgungsbedarf,
insbesondere vor dem Hintergrund einer dlter wer-
denden Gesellschaft und des bestehenden augen-
arztlichen Versorgungssystems.
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Abbildung 1

Ein Videoausschnitt: der
vom Femtosekundenlaser
geschnittene Lentikel (von
»lenticula« = Linse) wird
nach erfolgter manueller
Separation mit einer Pinzette
durch eine kleine Inzision
entfernt.

Einer der wichtigen wissenschaftlichen Schwer-
punkte der Marburger Universitats-Augenklinik seit
2005 besteht in der Entwicklung der intrastromalen
cornealen refraktiven Hornhautchirurgie und hier
insbesondere der Small Incision Lenticule Extraction
(SMILE)-Operationsmethode. In diesem kurzen
Assay gehe ich auf die wichtigsten Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe, die — seit der Erscheinung des letz-
ten Bandes aus der »Spitzenforschung Ophthalmo-
logie« im Jahre 2017 — entweder bereits publiziert
oder sich im Prozess der Publikation befinden.

HISTORISCHES & EINFUHRUNG

Zusammen mit Marcus Blum (Erfurt) und Fa. Carl
Zeiss Meditec AG brachte ich die intrastromale re-
fraktive Femtosekundenlaser-Chirurgie (also ohne
Excimerlaser) bis zur klinischen Reife. Der erste
Schritt war die Etablierung der Femtosekunden-
Lentikel-Extraktion (FLEx), eines Verfahrens, bei dem
sowohl der Flap als auch die zu entfernende Gewe-
belinse (»Lentikel«) alleinig mittels Femtosekunden-
laser erzeugt wird [1]. Durch die weitere Entwicklung
konnten wir den Zugangsschnitt bis auf 2mm redu-
zieren und so eine echte flaplose »Schliisselloch-
Refraktivchirurgie« etablieren, die dann von dem
Laserhersteller einen werbewirksamen Namen
»SMILE« erhielt. (Abb. 1) [2]. Wenngleich das Ver-
fahren fiir die Behandlung der Myopie und myopen
Astigmatismus zu einem echten Hit geworden ist

(nach Herstellerangaben liegt die Zahl der registrier-
ten Operationen zum Zeitpunkt der Erscheinung
dieses Hefts bei weit iiber zwei Millionen operierten
Augen), so verbleiben nach wie vor wissenschaftliche
Fragen, die im Reifeprozess dieser OP-Methode nach
einer Antwort suchen. Nach dem Erscheinen eines
Lehrbuchs auf Chinesisch liegt seit 2014 Jahr auch
ein internationales englischsprachiges Lehrbuch vor,
bei dem die Herausgeberschaft und zahlreiche Bei-
trage aus Marburg kamen [3].

AKTUELLE ARBEITEN (AUSWAHL)

Aus den tiber 30 Publikationen zu dem Thema
SMILE, an denen ich in den letzten 2 Jahren aktiv
mitwirkte, mochte ich im Folgenden nur auf eine
kleine Auswahl der wichtigen Veroffentlichungen
eingehen. Bereits im Vorheft aus 2017 beschrieben
wir unsere Arbeiten zu der Biomechanik der SMILE-
OP unter Verwendung von Schweinehornhduten.
Es war daher naheliegend die Hypothese der bes-
seren biomechanischen Stabilitdt auch an humanem
Gewebe zu untersuchen.

BIOMECHANIK DER HORNHAUT
NACH SMILE: EX-VIVO VERSUCHE AN
HUMANEN HORNHAUTEN

In 2018 erschien eine Arbeit, in der wir 11 paarige
humane Hornhdute auf die biomechanische Stabi-
litdt untersuchten. Dabei erhielt die eine Hornhaut
eine refraktive Korrektur von -10 dpt/-o0,75 dpt cyl
x 0° und 7mm-Zone mittels Femtolasik und die
Hornhaut vom Partnerauge die gleiche Korrektur
mittels SMILE. Die Messung erfolgte mittels 2D-
Extensiometrie. Wahrend der Stresswiderstand in
beiden Gruppen gleich war, war das Elastizitatsmo-
dul nach SMILE 1,47 mal héher als nach der gleichen
Korrektur mittels Femtolasik. Das Ergebnis war
hochsignifikant (P=0.003) (Abb. 2). Somit konnte
die bessere biomechanische Stabilitdat der SMILE
gegeniiber der flap-basierten Verfahren auch im
humanen Gewebe belegt werden [4].



In der darauf folgenden Studie mit einem dhnlichen
Design und einer identischen Korrekturhéhe unter-
suchten wir je 13 paarige humane Hornhaute, bei
denen wir SMILE mit der PRK verglichen, galt doch

die PRK bisher biomechanisch als die sicherste
Methode. Im Gegensatz zu dem oben erwdhnten
Vergleich zu der Femto-Lasik war das Effektive
Elastizitatsmodul nach SMILE (9.58 £ 4.26 MPa)

Abbildung 2
Stresswiderstand getes-
teter paariger humaner
Hornhdute: Der Stress-
widerstand nach Femtolasik
ist 1,47 mal geringer als
nach SMILE bei gleicher
Korrekturhéhe.

Abbildung 3
Stresswiderstand geteste-
ter paariger humaner Horn-
hdute: Der Stresswiderstand
nach SMILE ist tendenziell
geringer als nach PRK. Die
Differenz ist jedoch nicht
statistisch signifikant.
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Abbildung 4
Stresswiderstand geteste-
ter paariger humaner Horn-
hdute: Der Stresswiderstand
nach quervernetzter SMILE
ist tendenziell geringer als
nach quervernetzter PRK.
Die Differenz ist jedoch nicht
statistisch signifikant.

Abbildung 5

Stabilitdt der erzielten
Refraktionscinderung bei
SMILE im Verlauf von
10 Jahren.




signifikant nicht wesentlich unterschiedlich zu dem
nach PRK (11.9 + 4.90 MPa) (P=.081). Das gilt auch
fiir den Stresswiderstand (Abb. 3) [5].

Nun, wenn die SMILE der PRK biomechanisch eben-
biirtig ist, so schlief3t sich die logische Frage an:
Sollte es dennoch zu einer Keratektasie kommen
und eine Kollagenquervernetzung (CXL) vonnoten
sein, nach welcher OP sorgt CXL fiir eine effektive-
re Vernetzung? Hierfiir haben wir die paarigen
SMILE /PRK-behandelte Hornhdute mit dem Ex-
tensiometer vorgedehnt und anschlieBend mit
9mW/cm? fiir 10 Minuten (Fluence 5.4)/cm?) ver-
netzt. Wahrend die PRK behandelten Hornhaute ein
Elastizitdtsmodul von 17.2 MPa erreichten, blieb
es nach SMILE etwas darunter bei 14.1 MPa (Abb. 4).
Der Unterschied zugunsten CXL-PRK war jedoch
nicht statistisch signifikant (p=0.093) [6].

KLINISCHE FORSCHUNG ZU SMILE

Aus den klinischen Studien zu der SMILE-Methode,
die unser Forschungsnetzwerk in den letzten 2 )ah-
ren durchfiihrte, mdchte ich exemplarisch zwei
herausgreifen, die m.E. zweifelsfrei Implikationen
fiir die Zukunft haben. Da SMILE inzwischen 10)ah-
re alt geworden ist, gingen wir zwei Fragen nach.
Die erste Frage betraf die Langzeitergebnisse. Hier
konnte gezeigt werden, dass SMILE innerhalb
dieses betrédchtlichen Zeitraumes eine erstaunliche
Stabilitat aufweist (Abb. 5). Obwohl es bei dieser
10-Jahresstudie um die Nachbeobachtung der al-
lerersten Patienten geht, die noch mit dem Proto-
typ-Laser und 200 KHz Frequenz behandelt wurden,
konnten wir auch nach einer ganzen Dekade er-
freulicherweise keinen einzigen Zeilenverlust
feststellen. (Abb.6) [7].

Da nach 10 Jahren die ersten Patienten das Kata-
raktalter erreichen, erschien es uns sinnvoll sich
auch der Herausforderung der Biometrie nach
SMILE zu widmen. Wir untersuchten retrospektiv
204 Augen von 105 Patienten, die prdoperativ sowie
3 Monate nach ihrer SMILE-Operation eine Biome-
trie mittels I0L-Master® (Carl Zeiss Meditec AG)
sowie Hornhauttomographie mittels Pentacam®
(Oculus Optikgerdte GmbH) erhielten. Selbst-
verstandlich kannten wir die exakte Refraktions-
anderung. Somit war es moglich die auf Refrak-
tionsdaten basierende IOL-Stdrke mit der aus
verschiedenen Biometrieformeln ermittelten 10L-
Starke zu vergleichen. Wie erwartet, kam die Be-

rechnung mittels Ray-Tracing (Okulix®) der aus
Refraktiondaten ermittelten IOL-Starke am ndchs-
ten, dicht gefolgt von Haigis-L-Formel, wobei die
letztere starkere Abweichungen vom Idealwert mit
Zunahme der behandelten Myopie aufwies (Abb. 7).
Dieses Ergebnis verdeutlicht den Stellenwert der
gleichzeitigen exakten Messung der Hornhautvor-
der- und Riickflache [8].
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Abbildung 6

Visusdnderung 10 Jahre
nach SMILE. 29 % der
Augen legten eine oder
zwei Zeilen an cc-Visus zu.
Ein Visusverlust ist nicht zu
verzeichnen.

Abbildung 7

Die Vorhersagbarkeit der
|0L-Stdrke nach SMILE. Das
signifikant beste Ergebnis
liefert die Biometrie unter
Verwendung von Ray
Tracing.
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Abbildung 1
Stadieneinteilung der
Pachychoroidalen Makulo-
pathien mittels multimoda-

lem Imaging

EINLEITUNG

Die Chorioretinopathia centralis serosa (CRCS),
erstbeschrieben von Albrecht von Graefe Im Jahre
1866, als auch die Polypoidale Choroidale Vasku-
lopathie (PCV) sind seit Langem als Erkrankungen
mit verdickter Aderhaut bekannt [1-3], wurden
bisher aber nie in einen Zusammenhang gebracht.
Der Terminus »Pachychoroid«, also »dicke (pachy)
Aderhaut«, wurde von Warrow und Kollegen aus
der Arbeitsgruppe von Bailey Freund im Jahr 2013
eingefiihrt, um einen Uberbegriff fiir die CRCS, die
PCV und weitere assoziierte Erkrankungen zu
schaffen, die (in Abwesenheit sekund&rer Ursa-

chen, z.B. Inflammation) mit einer verdickten
Aderhaut einhergehen [4]. Das Pachychoroid ist
seitdem ein spannendes Betdtigungsfeld fiir Re-
tinologen weltweit geworden. Wahrend im Jahr
2014 nur drei Artikel zum Terminus »Pachychoro-
id« auf Pubmed gelistet sind, wuchs diese Zahlim
Jahr 2018 schon auf 50. Aufgrund dieses enormen
Fortschritts an Krankheitsverstdandnis wird das
»Pachychoroidale Erkrankungsspektrum«als eine
komplett neue differentialdiagnostische »Schub-
lade« immer beliebter, um altes, etabliertes klini-
sches Wissen mit neuesten Erkenntnissen aus dem
multimodalen Imaging zu vereinen.
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Anatomisch gliedert sich die Aderhaut in drei
Schichten. Direkt unter der Bruch-Membran liegt
die Choriocapillaris, worunter sich die Sattler-
Schicht (mittellumige) und die Haller-Schicht
(groBlumige GefdBe) anschliefRen.

Vor allem die Haller-Schicht zeigt beim Pachycho-
roid pathognomonisch eine Distension der grof3-
lumigen Gefdfien, die zu sogenannten »pachyves-
sels« werden, und fiihrt so zu einer Dickenzunah-
me im Rahmen pachychoroidaler Erkrankungen
[5]. Die tiber der distendierten Haller-Schicht
liegende Choriocapillaris [5]ist in der Folge rare-
fiziert. Etwa zwei von drei Augen mit symptoma-
tischem Pachychoroid zeigen in Bereichen der
groBten Aderhautdicke eine fokale choroidale
Leckage, die sich besonders gut in der Indocya-
ningriin-Angiographie darstellen lasst, und Scha-
den am assoziierten retinalen Pigmentepithel
(RPE) und der Netzhaut verursacht.

PACHYCHOROIDALE MAKULOPATHIEN

Neben der CRCS und der PCV wurden in den letz-
ten Jahren als ergdnzende Makulopathien die
Pachychoroidale Pigmentepitheliopathie (PPE)
und die Pachychoroidale Neovaskulopathie (PNV)
beschrieben (zudem auch das Peripapillary Pa-
chychoroid Syndrome und der Focal Choroidal
Excavation, die mangels Makulabeteiligung hier
nicht besprochen werden sollen).

Das Besondere an diesem pachychoroidalen Spek-
trum der Makulopathien liegt darin, dass es sich
aller Voraussicht nach nicht um vier Erkrankungen

handelt, sondern um eine Erkrankung in vier Sta-
dien. Als Forschungsschwerpunkt der Universitats-
Augenklinik Miinchen wurde in den letzten Jahren
ein Fokus auf die logische Einordnung dieser
Phanotypen gelegt, woraus eine Stadieneinteilung
resultiert (Abb. 1) [6]. Im Folgenden sollen die
einzelnen Erkrankungsstadien kurz mit ihren spe-
zifischen diagnostischen Zeichen und vor allem
ihrer logischen Sequenz erldutert werden [6].

1. PACHYCHOROIDALE
PIGMENTEPITHELIOPATHIE (PPE)

Die Pachychoroidale Pigmentepitheliopathie (PPE)
stellt das Stadium 1 der Pachychoroidalen Maku-
lopathien (Tabelle 1) dar [5]. Es zeigen sich eine
charakteristische RPE-Arrosion, die sich in der

Pachychoroidale Erkrankungen der Makula

o] Unkompliziertes Pachychoroid (UCP)
Pachychoroidale
Pigmentepitheliopathie (PPE)
Chorioretinopathia centralis

serosa (CSCO)

Pachchoroidale
Neovaskulopathie (PNV)

mit neurosensorischer Abhebung
(Uberlappung mit CRCS)

Illb  ohne neurosensorische Abhebung

Illa

Pachychoroidale aneurysmale

Type 1 CNV (PAT1)

(friiher: Polypoidale Choroidale Vasku-
lopathie, PCV)

Abbildung 2

Verlust des »Pachy-
choroids« unter laufender
anti-VEGF Therapie — ein
hdufiger Grund fiir die
Fehldiagnose »AMD«

Tabelle 1

Stadieneinteilung der
Pachychoroidalen Maku-
lopathien
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Infrafrot-Aufnahme ebenso wie im OCT gut iiber
Bereichen choroidaler Leckage darstellen ldsst
[5]. Die PPE wird als forme fruste der CRCS ver-
standen und kann sich in eine CRCS umwandeln.

2. CHORIORETINOPATHIA CENTRALIS
SEROSA (CRCS)

Die CRCS stellt das Stadium 2 der Pachychoroida-
len Makulopathien dar. Kommt es tber Stellen
fokal verdickter Aderhaut mit choroidaler Leckage
zu Mikrorissen im RPE, kann Flissigkeit in den
subretinalen Raum eintreten [5]. In Fallen ohne
suffiziente Spontanresorption haben sich Mine-
ralkortikoid-Antagonisten (Spironolacton, Eplere-
non), die half-dose Photodynamische Therapie
(PDT) sowie auch neuere Laserverfahren (Mikro-
puls, sub-threshold etc.) neben den klassischen
Lasertechniken (Quellpunktverédung extrafoveal)
etabliert. In der Universitats-Augenklinik Miinchen
wird derzeit eine prospektive Studie zur Evaluati-
on des Endpoint-Management Laserverfahrens
(PASCAL Synthesis 523, Topcon Corporation, Tokio,
Japan) bei chronischer CRCS durchgefiihrt (Leitung:
Dr. med. Benedikt Schworm).

3. PACHYCHOROIDALE NEOVASKULO-
PATHIE (PNV, »CRCS MIT CNV«]

Wie von Mrejen und Kollegen letztens in einer
Langzeit-Studie gezeigt, entwickelt etwa jeder
vierte Patient mit CRCS eine CNV [7]. Die Termino-
logie dieser Komplikation ist derzeit uneinheitlich,
sodass von manchen Ophthalmologen seit Jahren
von »CRCS mit CNV« gesprochen wird, wahrend
andere Ophthalmologen den neuen Begriff »Pa-
chychoroidale Neovaskulopathie« (PNV) bevorzu-
gen. Da es durch die uneinheitliche Benennung zu
Missverstandnissen kommen kann, ist es ratsam,
Augen mit CNV bei CRCS zukiinftig einheitlich als
PNV zu betiteln [6].

4. PACHYCHOROIDALE ANEURYSMALE
TYP 1 CNV (PCV/ATI)

Es ist ziemlich sicher, dass es sich bei der PCV
eigentlich um eine aneurysmale Typ 1 CNV handelt,
die aufgrund von vaskuldrem Stress Gefdf3aus-
sackungen entwickelt hat [8]. Aufgrund dieser
Erkenntnis bevorzug auch der Erstbeschreiber der
PCV, Lawrence Yannuzzi, mittlerweile den Begriff
»aneurysmale Typ 1 CNV« [8].

AB WANN IST EIN CHOROID EIN
»PACHYCHOROID«?

Im konventionellen OCT lasst sich die Aderhaut
oft nicht komplett gegen die Sklera abgrenzen

— hilfreich ist hier der enhanced depth imaging
(EDI) Modus am OCT-Gerét, der eine bessere
Tiefendarstellung erlaubt. Gemeinhin spricht man
von einem Pachychoroid, wenn die subfoveale
Aderhautdicke 350 pm iUbersteigt. Es ist jedoch
zu beachten, dass mit zunehmendem Alter [9] als
auch mit zunehmender Achslénge [10] die Ader-
hautdicke abnimmt. Ebenso zu beachten ist, dass
therapeutische Interventionen die Aderhautdicke
als Krankheitsdefinition eventuell unsicher bis
unbrauchbar machen kénnen. In einer Longitu-
dinalstudie an Patienten mit CRCS, die aufgrund
einer komplizierenden CNV eine langfristige anti-
VEGF Therapie erhalten haben, konnten wir die-
ses Jahr zeigen, dass die mittlere Aderhautdicke
im Jahr 1 nach im Mittel sieben anti-VEGF Injek-
tionen um 25 + 14 % abnahm. Dadurch zeigten,
ausgehend von 86 % bei baseline, nach einem
Jahr anti-VEGF Therapie nur noch 25 % der Augen
ein Pachychoroid tiber 350 pm.

FAZIT

Dank der groBen Fortschritte in der multimodalen
Bildgebung, insbesondere der OCT-Angiographie,
ldsst sich mit der Beschreibung des Pachychoroi-
dalen Erkrankungsspektrums eine neue differenti-
aldiagnostische Schublade 6ffnen, die eine Vielzahl
von Altersstufen betrifft. Es ist zu hoffen, dass die
weitere Charakterisierung des Pachychoroidalen
Spektrums es in Zukunft erlaubt, zielgerichtete
Therapien zu entwickeln, um einen Sehverlust
friihzeitig aufzuhalten.
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Abbildung 1

Entziindung und Hypoxie
Pro-inflammatorische
Zytokine, wie z.B. IL-6 und
TNF-a. aktivieren den Tran-
skriptionsfaktor NF-xB, der
unter anderem die Expres-
sion von HIF reguliert.
Unter normalen Sauerstoff-
bedingungen wird HIF-a.
degradiert, wihrend unter
reduzierten Sauerstoffkon-
zentrationen HIF-a.im
Zellkern die Expression
zahlreicher Gene steuert,
z.B. iNOS, welches als
freies Radikal zur Erreger-
abwehr benétigt wird.

Keratokonus ist eine Erkrankung mit progressiver,
kegelférmiger Vorwdlbung und Verdiinnung der
Hornhaut, die etwa 1:2000 bis 1:500 der Bevolke-
rung betrifft. Die Ursachen des Keratokonus sind
bis heute weitgehend ungeklart. Zahlreiche Veran-
derungen der Hornhaut, die mit der Erkrankung
einhergehen, sind allerdings erforscht. So sind
bestimmte genetische Verdnderungen nachgewie-
sen worden, z.B. im LOX Gen, COL5A1, TGFBI,
ZNF469 und im RAB3GAP1 [1]. Die Ergebnisse wei-
sen auf eine komplexe Erkrankung allerdings mit
einer niedrigen Genotyp-Phdnotyp Korrelation hin.
Ebenso werden hormonelle Einfliisse [2, 3], der
Effekt des Augenreibens[4], wie auch metabolische
Ursachen diskutiert, und der Einfluss von oxidativem
Stress [5]. Wahrscheinlich sind die genannten Ver-
dnderungen jedoch miteinander verknipft.

Grundsatzlich wurde der Keratokonus bisher als
nichtentziindliche Erkrankung angesehen, allerdings
wurden in den letzten Jahren zahlreiche Studien
durchgefiihrt, in denen erhéhte Konzentrationen
von pro-inflammatorischen Zytokinen wie Interleu-
kin 4 (IL-4), IL-6 und TNF-o in Trénenfliissigkeit von
Keratokonus Patienten nachgewiesen wurden [6].
So scheint zumindest eine entziindliche Kompo-

nente vorhanden zu sein. Entziindungsreaktionen
gehen in der Regel mit einer verminderten Sauer-
stoffversorgung, also Hypoxie einher, welche zu
oxidativen Stressreaktionen fithren kann. Oxidativer
Stress wird allerdings auch durch metabolische
Verdnderungen in den Keratozyten von Keratokonus
Patienten hervorgerufen. So wurden Verdnderungen
bei der oxidativen Phosphorylierung, die zu einer
Erhdhung der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
flihren, nachgewiesen [7]. Eine erhohte Konzentra-
tion an ROS wiederum kann entziindliche Prozesse
auslosen.

Um diese Verbindung »Entziindung — Hypoxie —
oxidativer Stress« bei Keratokonus Patienten ndaher
zu untersuchen, haben wir zahlreiche Zellkultur-
experimente unter hypoxischen Bedingungen
durchgefiihrt.

In unseren fritheren Experimenten haben wir bereits
in kornealen Zellen von KC Patienten eine erh6hte
mRNA Expression der »induzierten Nitrit Oxid Syn-
thase« (iNOS) nachgewiesen [8]. iINOS wird in der
Regel aufgrund entziindlicher Prozesse exprimiert.
Der »nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells« (NF-kB), ein Transkskriptions-
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faktor, der wiederum von pro-inflammatorischen
Zytokinen aktiviert wird, kann hier die Expression
von iNOS regulieren (Abbildung 1). In der Regel
wird das aufgrund des hypoxischen Milieus bei
inflammatorischen Prozessen durch die »Hypoxie-
induzierten Faktoren« (HIF) reguliert. Unter norm-
oxischen Bedingungen wird HIF degradiert, liegt
eine Hypoxie vor, wird HIF durch eine Prolyl-Hyd-
roxylase (PHD) stabilisiert, gelangt in den Zellkern
und induziert die Transkription mehrerer Gene,
unter anderem iNOS. Allerding kann NF-xB auch
direkt am iNOS Promotor binden und so die Regu-
lation steuern.

In humanen kornealen Fibroblasten (»Keratozyten«)
von normalen Hornhduten (HCF) lag die mRNA Ex-
pression von NF-kB signifikant niedriger, als in
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humanen kornealen Fibroblasten von Patienten mit
einem Keratokonus (KC-HCF) (p=0,0089). Auch auf
Proteinebene zeigen die KC-HCFs eine erhohte Ex-
pression (p=0,0012) (Abbildung 2a und b). Dadurch
wiirde auch die erhohte mRNA Expression von iNOS
durch KC-HCF erklart (p<o,00019). Auf Proteinebene
finden sich keine Unterschiede in der iNOS Expres-
sion zwischen normalen und KC-HCFs (Abbildung
3a und b). Moglicherweise liegt das an einem er-
héhten iNOS Umsatz, oder an der Regulation der
Zellen, die iNOS Konzentration nicht weiter zu er-
hohen. Besonders zu erwdhnen ist, dass kein Effekt
durch hypoxische Einfliisse auf die Expression von
NF-xB und iNOS bei KC-HCFs zu erfassen ist. Eine
Begriindung dafiir ware eine dauerhafte Stress-
situation der Zellen, die metabolische Funktionen
pathologisch verandert.
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Abbildung 2

NF-xB quantitative PCR
und semiquantitative Wes-
tern blot Analyse in norma-
len (HCFs) und Keratoko-
nus kornealen Fibroblasten
(KC-HCFs) aus der Zellkul-
tur.
Dargestellt sind die Mittel-
werte = SEM (n=8)
a) Relative NF-xB mRNA Ex-
pression. Im Gegensatz zu
HCFs zeigen KC-HCFs keine
Erhéhung der NF-xB mRNA
Expression durch Hypoxie
(4h CoCl,).
b) Relative NF-xB Protein
Expression. KC-HCFs zeigen
eine héhere NF-xB Protein
Expression, welche durch
Hypoxie nicht weiter an-
steigt (4h CoCl,).

Abbildung 3

iNOS quantitative PCR
und semiquantitative
Western blot Analyse
in normalen (HCFs) und
Keratokonus kornealen
Fibroblasten (KC-HCFs)
aus der Zellkultur.
Dargestellt sind die Mit-
telwerte + SEM (n=8)
a) Relative iNOS mRNA
Expression. Im Gegensatz
zu HCFs zeigen KC-HCFs
keine Erh6hung der iNOS
mRNA Expression durch
Hypoxie (48h CoCl,).
b) Relative iNOS Protein
Expression. KC-HCFs zei-
gen auf Protein Ebene
keine Unterschiede in der
iNOS Expression. Hypoxie
zeigt ebenfalls keinen Ef-
fekt auf die iNOS Protein
Expression bei normalen
oder KC-HCFs (48h CoCl,).
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Abbildung 4

Reaktive Oxygen Spezies
(ROS) in normalen (HCFs)
und Keratokonus kornea-
len Fibroblasten (KC-HCFs)
aus der Zellkultur
Dargestellt sind die Mittel-
werte + SEM (n=8)
KC-HCFs zeigen eine hohere
ROS Konzentration als
HCFs. Durch ein hypoxi-
sches Milieu (48h CoCl,)
wurde bei beiden Zelltypen
eine verminderte ROS Kon-
zentration nachgewiesen.
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Hypoxie verursacht in der Regel oxidativen Stress.
Die Konzentration der reaktiven Oxygen Spezies
(ROS) ist in KC-HCFs im Vergleich zu HCFs signifikant
erhoht (p=0,0027). Durch ein hypoxisches Milieu
wird die ROS Konzentration in HCFs und KC-HCFs
reduziert (p<0,025). Wodurch diese reduzierte
Produktion von ROS entsteht, ist durch unsere
Daten bislang nicht zu erkladren.

Zusammengefasst ldsst sich aufgrund unserer Da-
ten jedoch zeigen, dass beim Keratokonus eine
inflammatorische Komponente vorhanden ist
(erhohte NF-xB mRNA und Protein Expression in
KC-HCFs), und hypoxische Einflisse keinen Einfluss
auf die Regulation von NF-kB und iNOS im Gegen-
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satz zu normalen Zellen haben. Was der Ausloser
dieser erhdhten Expression von NF-xB und damit
auch eine erhohte Expression von iNOS ist, muss
weiter untersucht werden.
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Die Ubertragung von Ergebnissen der Grundlagen-
forschung in die klinische Praxis ist fiir die Augen-
heilkunde von zentraler Bedeutung. Innovative
Behandlungskonzepte werden, wie eine statistische
Erhebung des American Journal of Medicine bei-
spielhaft belegen konnte, nur in einem geringen
Prozentsatz in addquaten randomisierten Studien
geprift (27 von 101). Von 19 Studien mit positivem
Ergebnis fanden nur 5 tatsdachliche Anwendung in
der Krankenversorgung. Umgekehrt gelangen Pseu-
doinnovationen aus der praklinischen Forschung,
sogar mit kritischen Risiken, in den medizinischen
Betreuungsprozess ohne dass die Ergebnisse
dieser Studien kritisch hinterfragt und tberprift
wiirden. Ein drittes Problemfeld stellt die Ubertra-
gung der Ergebnisse von Zulassungsstudien in die
klinische Routine dar. Haufig kénnen die positiven
Ergebnisse aus Zulassungsstudien in der klinischen
Routine nicht erreicht werden — sei es wegen un-
terschiedlicher Patientenselektion, sei es wegen
mangelnder Therapieadharenz, die oftmals in der
klinischen Routine weit hinter den Vorgaben klini-
scher Studien zuriickbleibt.

Der Translation von Grundlagenwissen iiber prakli-
nische Forschung und klinische Studien in die
Routineversorgung kommt deshalb eine besonders
wichtige Aufgabe zu. Erst dadurch gelingt es, neue
Behandlungskonzepte dem entscheidenden Reali-
tatstest zu unterziehen. Zum einen kdnnen diese
Fragen mit klassischen Ansdtzen der Versorgungs-
forschung beantwortet werden. Zum anderen ge-
winnen moderne Forschungsansdtze wie Deep
Learning-Verfahren immer mehr an Bedeutung,
indem sie es ermoglichen, sehr groe Routineda-
tensdtze auf patientenspezifische Parameter hin zu
untersuchen, die mit dem Behandlungsverlauf
korrelieren und damit moglichen pradiktiven Wert
fiir die individuelle Patientenberatung generieren.

In Greifswald ist mit dem Forschungsverbund
Community Medicine ein in Deutschland in dieser
Form einzigartiger Forschungsschwerpunkt etabliert,
der es ermdglicht Probandenkohorten {iber lange
Zeitabschnitte hinweg longitudinal auszuwerten.
Die Universitdats-Augenklinik Greifswald ist in die-
sen Forschungsverbund seit Jahren fest integriert.

Eine aktuelle Publikation aus dieser Forschungs-
aktivitat stellte durch Auswertung von MRT-Auf-
nahmen eines groflen Probandenkollektivs eine
Korrelation zwischen der Bulbusposition in der
Augenhohle (Exophthalmometrie) und allgemeinen
Korperparametern (body-mass-index[BMI], Taillen-,
Hiiftumfang) fest. Die Zunahme des Taillen-, Hiift-
umfanges geht signifikant mit einer Vorverlagerung
des Sehorgans um 0,05 Millimeter einher und sollte
als Einflussfaktor bei der Exophthalmometrie be-
riicksichtigt werden. [1]

Ein neuer Forschungsschwerpunkt der Universitats-
Augenklinik Greifswald liegt auf der Anwendung
kiinstlicher Intelligenz zur Analyse und Pradiktion
von individuellen Patientenverldufen unter IVOM-
Therapie. Hierfiir werden in einer Kollaboration mit
der Universitats-Augenklinik Freiburg, der Hoch-
schule Mittweida, der Universitat Rostock und der
Firma Averbis in einem BMBF-geforderten Projekt
klinische Verlaufsdaten und OCT-Bilddaten von
Patienten mit AMD, DMO und RVO analysiert. Ziel
ist es, Vorhersagen (iber den individuellen Thera-
pieverlauf beziiglich der Visusentwicklung zu er-
moglichen. Hierfiir werden in Deep Learning-Ver-
fahren tiefe neuronale Netzwerke trainiert, die
ausgehend von OCT-Bilddaten in Kombination mit
klinischen Daten Visusschadtzungen und Verlaufs-
prognosen generieren sollen. Details, siehe unter
www.topos.averbis.de

Ein Schwerpunkt der klinischen, aber zunehmend
auch der préklinischen Forschung am Standort
Greifswald ist die Frithgeborenenretinopathie. Auf
diesem Gebiet sind in den letzten Jahren durch die
Einflihrung der Anti-VEGF Behandlung zahlreiche
neue und duBerst relevante Fragestellungen ent-
standen: wie sicher ist die neue Behandlungsoption,
wo liegt die ideale Dosis, was ist das beste Medi-
kament, um nur einige aktuelle Probleme zu nennen.
Fur deren Klarung ist es notwendig, eine ausrei-
chende, interdisziplindre Datenbasis zu schaffen.
Das seit 2011 bestehende Retina.net ROP Register
wird seit 2019 vom Standort Greifswald aus koor-
diniert und hat das Ziel moglichst viele Behand-
lungsverldufe bei Friihgeborenenretinopathie zu
sammeln und gemeinsam im Verbund auszuwerten.

1 Klinik und Poliklinik
fiir Augenheilkunde,
Universitdatsmedizin
Greifswald
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Aktuell sind tiber 300 Behandlungsverldufe im
Register dokumentiert und es sind bereits zwei
Publikationen mit Registerdaten erschienen, zuletzt
die mit dem Julius-Springer-Preis fiir Ophthalmo-
logie ausgezeichnete Publikation im Ophthal-
mologen 2018. [2] Dariiber hinaus wird auch die
weltweit erste prospektiv randomisierte Studie zu
Ranibizumab bei Friihgeborenenretinopathie,
CARE-ROP, von Greifswald aus koordiniert. Die
Daten des primédren Endpunkts wurden 2018 pub-
liziert, [3] die Daten der ein- und zwei-Jahresnach-
kontrollen werden aktuell ausgewertet.

Nicht zu vernachldssigen ist bei aller Bedeutung
der klinischen Forschung die Basis, auf der jede
Weiterentwicklung der Medizin begriindet ist. Die
ophthalmologische Grundlagenforschung nimmt
an der Universitdts-Augenklinik in Greifswald eine
wachsende Bedeutung ein. Wichtig ist bei allen hier
durchgefiihrten Grundlagenprojekten der direkte
Bezug zu klinischen Problemstellungen — daher
die Bezeichnung translationale Grundlagenfor-
schung im Beitragstitel. In einem aktuellen Projekt
analysieren wir labortechnisch mikro-RNA Muster

Prof. Dr. med. Andreas Stahl, Jahrgang 1977,
ist seit Januar 2019 Direktor der Klinik und Po-
liklinik fiir Augenheilkunde der Universitdtsme-
dizin Greifswald. Wdhrend des Studiums der
Humanmedizin in Freiburg im Breisgau ver-
brachte er ein Jahr am Imperial College in Lon-
don, im Rahmen dessen auch der erste Kontakt
mit dem Fach Augenheilkunde erfolgte. Die
experimentelle Doktorarbeit erfolgte im Bereich
Angiogenese in Freiburg mit sechsmonatigem
Forschungsaufenthalt an der Harvard Medical
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bei Patienten mit verschiedenen retinalen Erkran-
kungen und setzen diese in den Kontext zu klini-
schen Erkrankungsstadien und -verlaufen. Ziel ist
es, neue Biomarker zu entdecken, die mit Krank-
heitsstadien und/oder -verldufen korrelieren. Die
mikro-RNAs bieten hierfiir aufgrund ihrer relativ
hohen Stabilitdt und den noch zahlreichen offenen
Fragestellungen hervorragende Méglichkeiten fiir
neue Erkenntnisse.
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School in der Arbeitsgruppe von Prof. Michael
Klagsbrun. Nach der Promotion 2005 absolvier-
te er die Facharztweiterbildung an der Univer-
sitdts-Augenklinik Freiburg, unterbrochen von
einem zweijdhrigen DFG-gefdrderten For-
schungsaufenthalt an der Harvard Medical
School in der Arbeitsgruppe von Prof. Lois
Smith. Die Habilitation erfolgte 2013 zum The-
ma »Pathogenese und Therapie angioprolife-
rativer Netzhauterkrankungen«. Die weitere
klinische Ausbildung bis zum Geschdftsfiihren-
den Oberarzt erfolgte ebenfalls an der Univer-
sitdts-Augenklinik Freiburg. Wichtige wissen-
schaftliche Projekte liegen im Bereich der Se-
maphorine (DFG-geférdert), der kiinstlichen
Intelligenz (BMBF-gefordert) und der Friihge-
borenenretinopathie (Investigator-Initiated
Trial und Registerprojekt). Sein klinischer
Schwerpunkt liegt auf der Hinterabschnitts-
chirurgie, sowie der Diagnostik und Therapie
von Makulaerkrankungen, diabetischer Retino-
pathie und Friihgeborenenretinopathie.
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leitender Oberarzt der Klinik und Poliklinik fiir
Augenheilkunde der Universitdtsmedizin Greifs-
wald. Nach der Schulausbildung am Thomas-
Miintzer-Gymnasium in Halle/Saale und an-
schlieffendem Militdrdienst studierte er an der
Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg und
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Augenheilkunde erfolgte an der Augenklinik
der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg.
Nach seiner Habilitation zum Thema »Mdoglich-
keiten und Grenzen der Impressionszytologie
der Bindehaut des Auges« erhielt er 1995 die
venia legendi fiir das Fach Augenheilkunde.
1998 erfolgte die Berufung zum Universitdts-
professor fiir Augenheilkunde an die Ernst-
Moritz-Arndt-Universitdt Greifswald. Seine
klinischen Schwerpunkte liegen in der okulo-
plastisch-rekonstruktiven und dsthetischen
Chirurgie, der Behandlung von Augenoberfld-
chenerkrankungen sowie der Glaukom- und

Vorderabschnittschirurgie. Der Arbeitsbereich
»Experimentelle Ophthalmologie und Tele-
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cker-Preis der DOG 1998, Richard-Merten-Preis
2006, Medical Prize der European Association
of Computer Graphics 2009.
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Zukunftsweisende Diagnostik und Therapie

des Trockenen Auges
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Abbildung 1

Meibographie mit auto-
matischer Detektion der
Meibomdriisen mittels
Deep Learning.

Das Trockene Auge gehort zu den haufigsten chro-
nischen Augenerkrankungen weltweit. Trotz grof3er
Fortschritte bestehen deutliche diagnostische und
therapeutische Liicken, die mit intensiven For-
schungsanstrengungen und einer Verbesserung
der Patientenversorgung gefiillt werden miissen.
Der Schwerpunkt Trockenes Auge und okuldre GvHD
der Uniklinik K&ln kombiniert hierzu angewandte
Grundlagenforschung mit translationalen Studien
sowie klinische Versorgung von Schwerstbetroffe-
nen mit Aus- und Weiterbildung.

»Trockenes Auge«, ein banaler Begriff fiir eine gar
nicht banale Erkrankung. Jeder Patient, der nach
zahlreichen erfolglosen Behandlungsversuchen
verzweifelt und jeder Behandler, der trotz Leitlinien-
gerechter Stufentherapie wiederkehrende, unzu-
friedene Patienten sieht, weif3 das.

Auch wenn keine diagnostischen Verfahren zu er-
warten sind, die mit einer einzelnen Messung eine
detaillierte Diagnose stellen und auch wenn keine
»Wundertherapien« in Entwicklung sind, die mit
einer einmaligen Anwendung pro Woche die Mehr-
zahl der Patienten heilen werden, so sind doch
grof3e Fortschritte und neue Erkenntnisse zu erwar-
ten, die die Behandlung des Trockenen Auges
vereinfachen und den Anteil zufriedener Patienten
steigern werden.

ZUKUNFTSWEISENDE DIAGNOSTIK

Die Verwendung digitaler Verfahren, die auf kiinst-
lichen neuronalen Netzwerken (syn. Deep Learning)
beruhen, erlaubt bereits jetzt die schnelle Verar-
beitung grofier Bilddatensétze. Hierbei erfolgt nicht
nur eine Aufbereitung der Daten, sondern auch eine
automatisierte Bewertung, die dem Nutzer zum
Beispiel hilft bestimmte Muster zu erkennen oder
Dicken- und Volumenberechnungen nicht erst vor-
nehmen zu missen, sondern unmittelbar durch die
Software zur Verfligung gestellt zu bekommen.

In unserer Arbeitsgruppe entwickeln wir im Rahmen
eines EU-geforderten Projekts Algorithmen, um
Deep Learning Strategien fiir die Bildgebung am
Vorderen Augenabschnitt und insbesondere fiir die
Diagnostik des Trockenen Auges zu verwenden.
Unser Doktorand Asif Setu (MSc Computer Science)
hat bereits Anwendungen programmiert, in denen
Deep Learning derart verwendet wird, dass Infra-
rotabbildungen von Meibomdriisen [1] automatisch
erkannt und analysiert werden (Abbildung 1). So
kénnen, untersucherunabhdngig, Lange, Krimmung,
Breite und viele weitere Parameter im Bruchteil
einer Sekunde analysiert werden. Um Kontrollfunk-
tionen zu definieren, wird die Software derzeit so
trainiert, dass sie kritisch vorgeht. Das heif3t, dass
zum Beispiel die Bildqualitat vorab bewertet wird,
um keine falschen Analysen durchzufiihren.



Unsere Gruppe arbeitet zusammen mit dem Institut
fur angewandte Ophthalmobiologie (IOBA) der
Universitdt in Valladolid (Spanien) an weiteren
Analyseverfahren fiir die Untersuchung von Horn-
hautnerven und weiterhin mit der Firma Heidelberg-
Engineering an der Implementierung dieser neuen
Tools fiir OCT-Anwendungen an der Augenober-
fldche sowie fiir die intravitale Konfokalmikroskopie
der Hornhaut.

Diese neuen Bildverarbeitungsstrategien werden
auRerdem in der experimentellen Imaging Facility
eingesetzt, die als Projekt der DFG Forschergruppe
FOR2240 (www.for2240.de) durch unserer Arbeits-
gruppe geleitet wird. Hier fiihren wir grundlagen-
wissenschaftliche Experimente mit neuen OCT-
Technologien wie Angio-OCT oder mikroskopische
OCT an den zahlreichen in der FOR2240 zur Verfii-
gung stehenden Entziindungs- und Angiogenese-
modellen durch.

ZUKUNFTSWEISENDE THERAPIE

Das in unserem Labor etablierte Modell des expe-
rimentellen Trockenen Auges [2] (Abbildung 2) ist
durch hochste Standardisierung fiir die Entwicklung
neuer Therapieverfahren optimal geeignet. Durch
einen hohen Grad an Organisation in der Bestim-
mung der Read-out Parameter werden Daten gene-
riert, die auch fiir Zulassungsverfahren verwendet
werden kénnen. Hierzu haben wir durch die Ver-
wendung eines elektronischen Laborbuchs (https://
scinote.net) und einer mehrfach verschliisselten
Datenbank (https://tresorit.com) zur sicheren Ar-
chivierung und Austausch von Forschungsdaten
Strukturen geschaffen, die eine hichst erfolgreiche
Zusammenarbeit mit Industriepartnern ermdoglicht.

Aus diesen Zusammenarbeiten, die nicht nur die
Grundlagenforschung sondern auch translationale
Studien umfassen, sind in den vergangenen Jahren
ein zugelassenes Medizinprodukt (NovaTears®,
Novalig GmbH, vermarktet als: EvoTears®,
URSAPHARM Arzneimittel GmbH) und ein sich in
Phase llI befindliches Arzneimittel (CyclASolL®,
Novalig GmbH) entstanden [3, 4]. Beide Prdparate
ergdnzen die Behandlung des Trockenen Auges,
sowohlin der Verbesserung der Tranenfilmstabilitat
und der Funktion der Meibomdriisen, als auch in
einer nebenwirkungsarmen Hemmung der Oberfla-
chenentziindung. Basierung auf dieser Kooperation

und gefordert durch ein weiteres EU Projekt arbei-
ten wir mit unserem Doktoranden Bao Tran (MSc
Pharmazie) an der Entwicklung von Augentropfen,
die durch die Bindung an Cannabinoid-Rezeptoren,
Augenschmerzen beim Trockenen Auge behandeln
sollen. Das auf einer Idee unserer Arbeitsgruppe
beruhende Konzept kdnnte eine weitere hochrele-
vante therapeutische Liicke beim Trockenen Auge
fullen, die aktuell stark im Fokus internationaler
Forschung liegt.

Zur Erforschung neuer Behandlungsansatze des
schweren Trockenen Auges nach Blutstammzell-
transplantation wird derzeit von unserer DFG-ge-
forderten Doktorandin Daniela He® (MSc Biologie)
ein Modell fiir okuldre Graft-versus-Host Disease
etabliert. Damit werden in einem Projekt der
FOR2240 Studien durchgefiihrt, die durch die Be-
einflussung der Hdm- und Lymphangiogenese,
weitere neue Therapieoptionen zur Behandlung des
Trockenen Auges in Aussicht stellen.

Abbildung 2
Fluoreszeinfdrbung der
Homhaut in verschiedenen
Schweregraden im Experi-
mentellen Trockene Augen
Mausmodell. (Original in: [2])
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Abbildung 3

JACIE-akkreditierte
ophthalmologische Unter-
suchungseinheit auf der
Knochenmarkstransplan-
tationsstation der Uniklinik
Kéln.
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ZUKUNFTSWEISENDE
PATIENTENVERSORGUNG

Alle vorangegangenen Bemiihungen haben das
gemeinsame Ziel, die Versorgung unserer Patienten
zu verbessern. Dies gelingt nicht nur durch die
friihe Einfiihrung neuer diagnostischer und thera-
peutischer Verfahren, sondern vor allem durch eine
Schwerpunktbildung mit Mobilisierung von Res-
sourcen trotz der dem Trockenen Auge typischen
o6konomischen Einschrankungen.

Durch grofiziigige Unterstiitzung der Uniklinik K&ln,
der Pharmaunternehmen Novaliq und URSAPHARM
sowie der Familie Ziehm ist es gelungen, 2018 am
Zentrum fiir Augenheilkunde der Uniklinik K6ln
einen »Schwerpunkt fiir Trockenes Auge und oku-
ldre GvHD« zu etablieren. Diese Anschubfinanzie-

Prof. Dr. med. Philipp Steven
Dr. rer. nat. Uta Gehlsen
Schwerpunkt Trockenes Auge
und okuldare GvHD
Universitdt zu Koln

Zentrum fiir Augenheilkunde
Kerpener Str. 62

50937 Koln

Tel. 0221/ 478-85632

Fax 0221/ 478-32591
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rung ermdglicht es uns nicht nur, in Spezialsprech-
stunden ausschlielich beide Krankheitsbilder zu
betreuen, sondern auch alle Patientendaten in einer
Datenbank (EPISODE) zu erfassen, Patienten un-
mittelbar fuir Studien zu rekrutieren und vor allem
den augendrztlichen Nachwuchs im Rahmen von
6-monatigen Rotationen auszubilden.

Als besonderen Bereich des Schwerpunkts gilt es
das »Kompetenzzentrum fiir okuldre Graft-versus-
Host Erkrankung« hervorzuheben, indem wir 2018
400 lokale, {iberregionale und internationale Pati-
enten betreut haben. Das iiber das Kélner Trans-
plantationsprogramm JACIE-akkreditierte Kompe-
tenzzentrum verfiigt tiber die weltweit einzige
Untersuchungseinheit auf einer Knochenmarktrans-
plantationsstation (Abbildung 3). Dies ermdglicht
es uns, Patienten unter Isolationsbedingungen
genauso zu untersuchen und zu behandeln, wie bei
einer Vorstellung in unserer Klinik, jedoch ohne
Gefahr einer Infektion und mit deutlich reduzierten
gesundheitlichen Belastungen.

Wir sind tiberzeugt, durch die Etablierung eines
fokussierten translationalen Forschungsprogramms
mit enger Verzahnung zu Spezialsprechstunden
und der Etablierung eines Kompetenzzentrums fiir
besonders schwer verlaufende Félle des Trockenen
Auges im Rahmen einer okuldren GvHD, dem Ziel
ndher zu kommen, Patienten moglichst bald neue
diagnostische Verfahren und Therapien anbieten
zu kdnnen. Das interdisziplindre Team des Schwer-
punkts Trockenes Auge und okuldre GvHD der
Uniklinik K6ln arbeitet hierfiir intensiv innerhalb
grofler Forschungsverbiinde, sowie mit lokalen und
internationalen Kooperationspartnern und Indus-
triepartnern zusammen.
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Die retinale Laserbestrahlung ist die Standardthe-
rapie einer Vielzahl von Netzhauterkrankungen.
Bei der retinalen Laserkoagulation werden Ver-
odungsherde der Netzhaut erzeugt, die mit einem
Funktionsverlust des bestrahlten Areals einherge-
hen. Diese Therapie ist im Bereich der Makula
lutea (Bereich des zentralen Gebrauchsgesichts-

Abbildung 1
Visuelle Funktion mit der Optodrum

felds) problematisch, da sie zu einer Gesichtsfeld-
einschrankung fithren kann. Im Bereich der Fovea
zentralis (Punkt des schirfsten Sehens) ist sie
kontraindiziert, da eine retinale Koagulation in
diesem Bereich zum Sehverlust fiihrt. Bei der di-
abetischen Retinopathie (DRP) und bei der alters-
abhingigen Makuladegeneration (AMD), die zu-

Links: Fundusbild einer Maus, 1 Woche nach thermischer Stimulation der Retina TSR mit 198 spots, 1spot
spacing, 4,3 mW, 10 ms, 50 um (30 % der letzten klinisch sichtbaren Schwelle). Darunter Tracking-Score
derselben Maus bei unterschiedlicher Balkenweite (in cycles per degree). Uberschreiten die Trackingbe-
wegungen der Mausschnauze den Score eins, so gilt die Balkenweite als gesehen. Die Maus konnte nach
der TSR 0,306 cyc/® oder 0,0112 Dezimalvisus erkennen (unverdndert zum Zeitpunkt vor der Behandlung).
Die TSR hatte keinen schédigenden Effekt auf die Sehleistung.

Rechts: 1 Woche nach tiberschwelliger Laserkoagulation mit 261 spots, ohne wesentliches Spacing,
40mW, 10 ms, 50 um. Darunter tracking score derselben Maus nach Laserbehandlung bei unterschied-
licher Balkenweite. Die Maus konnte weder die obere Balkenweite (0,0112 Dezimalvisus) noch die untere

(0,0005 Dezimalvisus) wahrnehmen.



sammen fiir etwa die Halfte der Neuerblindungen
in Deutschland ursachlich sind [1], kommt es genau
in diesem Bereich zu Umbauvorgédngen, Degene-
ration und Atrophie des retinalen Pigmentepithels
(RPE), der Bruch’schen Membran (BrM), der Pho-
torezeptoren und der retinalen Gefdfinetze. Fiir
die zentralen degenerativen Prozesse gibt es bis
dato keine addquate Therapie.

Die aktuelle Therapie der Wahl eines visusmin-
dernden zystoiden Makuladdems als fortgeschrit-
tene Auspragung der Erkrankung ist die wieder-
holte intravitreale anti-VEGF (vascular endothelial
growth factor) Therapie [2, 3], die gute Erfolge
zeigt. Diese Injektionstherapie kommt erst fiir die
spaten Erkrankungsstadien zur Anwendung.

In klinischen Studien[4, 5] und eigenen tierexperi-
mentellen Vorarbeiten [6] konnte gezeigt werden,
dass eine nicht-schddigende thermisch stimulie-
rende Lasertherapie (TSR) zu einem Riickgang der
pathologischen Netzhautveranderungen, sowohl
des diabetischen Makulaédems [7] als auch der
frihen AMD-typischen Veranderungen [6], fithren

kann. Anders als bei der konventionellen Laserko-
agulation kommt es hierbei zu keiner Schadigung
der Photorezeptoren und somit nicht zu Gesichts-
feldausfdllen oder Sehminderung. Daher kénnte
die TSR eine effektive, wenig invasive, komplikati-
onsarme und kostengiinstige Behandlungsoption
darstellen.

Voraussetzung fiir diese subsichtbare Laserthe-
rapie ist eine zuverldssige Temperaturmessung
[8] und -regelung [9], um die Unversehrtheit der
Photorezeptoren zu garantieren. AuBerdem bedarf
es eines Mapping-Systems zur Kartierung der
subsichtbaren Laserherde, um eine Doppeltbe-
handlung und damit mégliche Schadigungen zu
vermeiden. Eine automatische Temperaturrege-
lung der Lasertherapie sowie ein zuverldssiges
Mapping-System zur Echtzeitregistrierung sub-
sichtbarer Laserherde stellen ein Novum dar und
werden derzeit im BMBF-geforderten Verbund-
projekt »Regilas« entwickelt. Beides garantiert
ein hohes Maf} an Sicherheit und Effektivitat einer
thermisch stimulierenden Lasertherapie im sen-
sibelsten Bereich der Netzhaut, der Makula.

Abbildung 2
Schematischer Aufbau
des integrierten TSR-Mo-
duls sowie des Imaging/
Mapping-Moduls
Wéhrend der Laserbestrah-
lung mittels Standardlaser
zur retinalen Lasertherapie
(griin) iiber das TSR-Modul
und einen Laserlink wird
die Zieltemperatur leis-
tungsgeregelt in Echtzeit
angepasst, indem per Kon-
taktglas mit integrierter Op-
toakustikmessung (blau)
die an der Retina erreichte
Temperatur live gemessen
und an das TSR-Modul ge-
meldet wird. Die so
erzeugten subsichtbaren
Laserherde werden ge-
trackt, per Livemapping
markiert und in das Ocular
der Spaltlampe in Echtzeit
eingeblendet. So sieht der
Behandler immer den Fun-
dus, kann das optische
Alignment anpassen und
dennoch den Ort der TSR-
Herde nachvollziehen.



OPHTHALMOLOGIE

Abbildung 3

Beispiel des Ocular-
bildes
Der Funduseinblick verlduft
standardmdgig tiber die in-
direkte Ophthalmoskopie
an der Spaltlampe. Zusdtz-
lich wird ein Infrarot-Fun-
dusbild aufgenommen, ge-
sticht, getrackt und in das
Ocular eingeblendet. Die
subsichtbaren TSR-Herde
werden hier kartiert und
ebenfalls eingeblendet. Zu-
sdtzlich werden Informatio-
nen zur Leistung, Bestrah-
lungsdauer und Spotgréfie
eingeblendet.

Im translationalen Ansatz der Maus konnten wir
sowohl die anatomische als auch die funktionelle
Sicherheit (siehe Abb. 1) der Lasermethode zeigen.
AuBerdem konnten wir einen therapeutischen
Effekt der thermischen Stimulation auf AMD-typi-
sche Verdanderungen der Bruch‘schen Membran
(BrM) und des retinalen Pigmentepithels (RPE)
nachweisen [6].

In dem BMBF geférderten Verbundprojekt »Regi-
Las« (Forderkennzeichen: 13N14360) werden die
0.g. Uberlegungen in ein System zum klinischen
Einsatz am Menschen gegossen. Sowohl ein
Mapping-Verfahren zur Registrierung der subsicht-
baren Laserherde als auch die automatische Tem-
peraturregelung iiber optoakustisches Feedback
und eine Sicherheitstiberpriifung mittels fundus-
korreliertem Elektroretinogramm (ERG) werden
hierbei integriert (siehe Abb. 2).

Mittels einer im Kontaktglas integrierten opto-
akustischen Sonde kann die Netzhaut-Temperatur
wdhrend der Photokoagulation live gemessen
werden. Diese Information wird an das TSR-Modul
weitergegeben, welches einem Standard-Laser zur
retinalen Photokoagulation und der Spaltlampe
zwischengeschaltet ist.

Das Modul kann so bedarfsgerecht die Laserleis-
tung zeitlich regeln, um die gewiinschte Zieltem-
peratur zu erreichen. Langfristig ist die Entwicklung
des TSR-Systems der nadchste Schritt zur Imple-
mentierung einer neuen Lasertherapie zur Behand-
lung der diabetischen Makulopathie oder sogar
der trockenen AMD. Im Rahmen des Projekts ist
eine Pilotstudie mit einer TSR-Behandlung und
Spaltlampen-integriertem Echtzeit-Mapping mit
Einspiegelung in das Spaltlampenocular (siehe
Abb. 3) geplant.

LITERATUR

1. Knaver, C. & Pfeiffer, N. Erblindung in Deutschland -
heute und 2030. Ophthalmol. 103, 735-741 (2006).

2. CATT Research Group et al. Ranibizumab and bevaci-
zumab for neovascular age-related macular degenera-
tion. N. Engl. J. Med. 364, 1897-1908 (2011).

3. Korobelnik, J.-F. et al. Intravitreal aflibercept for diabetic
macular edema. Ophthalmology 121, 2247-2254 (2014).

4. Lavinsky, D. & Palanker, D. Nondamaging photothermal
therapy for the retina: initial clinical experience with
chronic central serous retinopathy. Retina Phila. Pa 35,
213-222 (2015).

5. Lavinsky, D. et al. Nondamaging Retinal Laser Therapy:
Rationale and Applications to the Macula. Invest. Oph-
thalmol. Vis. Sci. 57, 2488-2500 (2016).

6. Tode, J. et al. Thermal Stimulation of the Refina Reduces
Bruch’s Membrane Thickness in Age Related Macular
Degeneration Mouse Models. Transl. Vis. Sci. Technol. 7,
2 (2018).

7. Park, Y. G, Kim, E. Y. & Roh, Y. J. Laser-based strategies
to treat diabetic macular edema: history and new pro-
mising therapies. J. Ophthalmol. 2014, 769213 (2014).

8. Brinkmann, R. et al. Real-time temperature determinati-
on during retinal photocoagulation on patients. J. Bio-
med. Opt. 17, 061219 (2012).

9. Baade, A. et al. Power-controlled temperature guided
retinal laser therapy. J. Biomed. Opt. 22, 1-11 (2017).



Dr. Jan Tode ist Wissenschaftler und Facharzt
fiir Augenheilkunde an der Klinik fiir Ophthal-
mologie am Universitdtsklinikum Schleswig-
Holstein Campus Kiel. Wahrend des Medizin-
studiums an der Christian-Albrechts-Universitdt
zu Kiel (CAU) begann er als wissenschaftlicher
Mitarbeiter am Physiologischen Institut der CAU
im Labor von Prof. Dr. Wilfrid Jdnig. Er promo-
vierte 2012 zum Thema »Charakteristika rege-
nerierender Muskelafferenzen nach Nerven-
durchtrennung des Nervus gastrocnemius-so-
leus und Kreuzanastomose an den Nervus
suralis«. Von 2011 bis 2016 absolvierte Dr. Tode
seine Facharztausbildung.

Er iibernahm 2013 die Leitung des tierexperi-
mentellen Labors der Klinik fiir Ophthalmolo-
gie in enger Zusammenarbeit mit Dr. Elisabeth
Richert, Prof. Dr. Johann Roider und Prof. Dr.
Alexa Klettner. Sein wissenschaftlicher Schwer-
punkt liegt auf der translationalen Erforschung
neuer therapeutischer Ansdtze zur Behandlung

der Uveitis insbesondere Interleukin-6-Modi-
fikatoren, sowie neuer Ansdtze zur Behandlung
der AMD vor allem schonende Laserverfahren.
Dr. Tode ist Priifarzt mehrerer klinischer Stu-
dien mit retinologischem Schwerpunkt zur
Implementierung neuer Laserverfahren in den
Menschen sowie zur Erforschung subretinaler
Netzhautprothesen.

Dr. Jan Tode

Klinik fiir Ophthalmologie
UKSH, Campus Kiel
Arnold-Heller-Strafie 3
24105 Kiel

Tel. 0431/ 500-24387

Fax 0431/500-24204
E-Mail: Jan.Tode@uksh.de

KONTAKT




OPHTHALMOLOGIE

Kunstliche Intelligenz in der
ophthalmologischen Diagnostik

DR. MED. MAXIMILIAN TREDER?, UNIV.-PROF. DR. MED. NICOLE ETER!

1 Klinik fiir
Augenheilkunde,
Universitatsklinikum
Minster

Abbildung 1
Schematische Darstellung
eines neuronalen Netzwerkes.

»Kiinstliche Intelligenz« (KI) beschreibt von Maschi-
nen durchgefiihrte automatisierte, »intelligente«
Entscheidungsprozesse und ist in verschiedenen
Ausprdgungen schon seit mehr als einem halben
Jahrhundert bekannt[1, 2]. In den letzten Jahren ist
es allerdings durch die Einfiihrung neuer Algorith-
musarchitekturen mit einer deutlichen Verbesserung
der Performance und Funktionalitdt zu einem wah-
ren »Hype« in verschiedensten Lebensbereichen
gekommen. Hierbei sind besonders das »Maschi-
nelle Lernen« und das »Deep Learning« als Unter-
formen der Kl hervorzuheben. Das besondere dieser
Unterformen ist die Fahigkeit der Algorithmen aus
vorhandenen Informationen selbststandig zu
»lernen«[1, 3, 4]. Hierdurch konnte eine deutliche
Verbesserung der Performance erreicht werden. Als
besonders effektiv und verbunden mit sehr guten
Ergebnissen hat sich das »Deep Learning« gezeigt
[1, 3, 4]. Hierbei wird als Algorithmus ein sogenann-
tes tiefes neuronales Netzwerk verwendet. Verein-
fachend beschrieben werden dabei Eingangsinfor-

mationen (Inputs) tiber verschiedene Bearbeitungs-
schichten (Hidden-Layers) zunehmend komplexer
verarbeitet. Am Ende steht eine Ausgabe von
Wabhrscheinlichkeitswerten (Outputs), anhand derer
verschiedene Aufgaben automatisiert durchgefiihrt
werden kénnen (Abbildung 1) [1, 3, 4].

ANWENDUNGEN IN DER
AUGENHEILKUNDE

Neben anderen medizinischen Bereichen, wie v.a.
der Radiologie, ist die Augenheilkunde aufgrund der
vielfdltigen Bildgebungsmdglichkeiten besonders
fir die Anwendung von Kl geeignet [1, 4]. Fir die
automatische Interpretation von Bildern lassen sich
die Verdffentlichungen in der Literatur zum Grof3teil
in die Anwendungsbereiche Segmentierung, Detek-
tion bzw. Klassifizierung und Pradiktion einteilen[1].
Anwendungsbereiche sind dabei sowohl der vorde-
re, als auch der hintere Augenabschnitt [4].



SEGMENTIERUNG

In Bezug auf die Segmentierung bietet sich die
Moglichkeit der automatischen Identifikation und
Markierung von anatomischen Strukturen oder L&-
sionen, verbunden mit der Moglichkeit einer auto-
matischen Quantifizierung. Eine korrekte automa-
tische Segmentierung bei pathologisch veranderten
Bildern, z.B. in der optischen Koharenztomographie
(OCT), ist haufig durch die gerateeigene Software
nicht fehlerfrei moglich. Besonders interessant ist
in diesem Zusammenhand die automatische Iden-
tifizierung verschiedener Netzhautschichten bei
pathologischem OCTs z.B. im Rahmen einer alters-
bedingten Makuladegeneration (AMD) [5—8], aber
auch die korrekte krankheitsunabhangige Ermittlung
der zentralen retinalen Schichtdicke [9, 10]. Auch im
Zusammenhang mit der Nervenfaserschichtbeurtei-
lung im OCT im Zusammenhang mit einem Glaukom
ist eine korrekte Segmentierung unabdingbar, auch
hier kann kiinstliche Intelligenz helfen die Diagnos-
tik zu verbessern[11, 12]. In einer kiirzlich erschienen
Studie von Daniel et al. 2019 gelang eine automa-
tische Segmentierung des kornealen Endothels
mithilfe eines neuronalen Netzes [13].

Damit eine Bildinterpretation jedoch tiberhaupt
sinnvoll moéglich ist, ist immer auch eine Qualitats-
beurteilung der Bilder notwendig. Das diese mit-
hilfe von kiinstlicher Intelligenz moglich ist, konn-
te unsere Arbeitsgruppe kiirzlich fiir OCT-Angio-
graphieaufnahmen zeigen [14], einer anderen
Arbeitsgruppe gelang dies fiir OCT-Vorderaugen-
abschnittsaufnahmen [15].

DETEKTION BZW. KLASSIFIKATION

Ein GroBteil der Literatur iiber die Verwendung
von kiinstlicher Intelligenz in der Augenheilkunde
beschaftigt sich mit einer automatischen Detekti-
on bzw. Klassifikation ophthalmologischer Bild-
gebung. Hierbei kdnnen im Zusammenhang mit
der retinalen Diagnostik u. a. Verdnderungen einer
diabetischen Retinopathie, einer AMD oder eines
retinalen Venenverschlusses automatisch erkannt
und auch quantifiziert werden[16—19]. Besonders
interessant ist die Moglichkeit einer automatischen
Therapieentscheidung im Zusammenhang mit
einer Anti-Vascular Endothelial Growth Factor
(Anti-VEGF)-Therapie bei Makulademen|[20, 17].
2018 wurde erstmalig ein auf »Deep Learning«
basierenden Diagnosegeréates zur Erkennung einer

diabetischen Retinopathie anhand von Fundusfo-
tographien durch die U.S. Food and Drug Admi-
nistration (FDA) zugelassen [21-23].

Im Zusammenhang mit der Papillendiagnostik ist
ebenfalls die Detektion und Klassifizierung eines
Glaukoms mit hoher Genauigkeit méglich[24-27].
Der Arbeitsgruppe um Garcia-Martin et al. 2015
gelang die automatische Erkennung einer Multi-
plen Sklerose anhand von OCT-Nervenfaser-
schicht-Aufnahmen [28]. Unsere Arbeitsgruppe
nutzte ein tiefes neuronale Netzwerk zur automa-
tischen Detektion einer Transplantatablosung
nach Decemet Membrane Endothelial Keratoplasty
(DMEK) [29].

PRADIKTION

Die automatische Prddiktion bietet die Moglichkeit
aus Bildinformationen prognostische Aussagen zu
tatigen. Damit besteht langfristig die Moglichkeit
kiinstliche Intelligenz zu nutzen, um versteckte Bio-
marker in den verschiedenen Bildgebungsmodalita-
ten aufzudecken und individualisierte Diagnose-,
Progressions- und Therapieaussagen zu tatigen.
Konkrete Anwendungsmaoglichkeiten fiir die Augen-
heilkunde die dabei bereits in Studien erfolgreich
iberpriift wurden, umfassen dabei beispielsweise
die Vorhersage des Therapiebedarfs einer intravitre-
alen Anti-VEGF-Therapie [30] sowie die Progression
von frither und intermedidrer AMD [31, 32]. Unserer
Arbeitsgruppe gelang es zudem ein tiefes neuronales
Netzwerk zu nutzen, um durch automatische Sub-
klassifizierung einer geographischen Atrophie auf
das Progressionsrisiko zu schlieBen [18].

ZUKUNFTSAUSBLICK

Die kiinstliche Intelligenz bietet fiir die Zukunft der
ophthalmlogischen Diagnostik sehr interessante
Anwendungsfelder. Wie die Literatur zeigt, geht es
dabei nicht um arztersetzende Mafinahmen, sondern
um die Schaffung arztunterstiitzender Systeme.
Hierdurch kann eine Verbesserung der vorhandenen
Diagnostik z. B. durch automatische Segmentierung,
eine Zeitersparnis in der Bildinterpretation durch
Minimierung zeitaufwendiger Tadtigkeiten sowie die
Moglichkeit zur individualisierten Medizin durch
Pradiktion erreicht werden.

SCHLUSSELWORTER

M kiinstliche Intelligenz
M Deep Learning
B Maschinelles Lernen
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Abbildung 1
Diagnostisches Potential
von ZMZ zur Friiherkennung
der Transformation von
Aderhaut-Navi zu UM.
(A) Beispiele fiir die ZMZ po-
sitiv fiir die Melanom-Mar-
ker MCSP oder NKI/C3, die
bei einem Patienten (mdnn-
lich, 52 Jahre) mit einer ver-
ddchtigen uvealen Lésion
nachgewiesen wurden, die
nicht eindeutig als UM ein-
gestuft werden konnte. Der
Pfeil zeigt eine ZMZ mit Mo-
nosomie-3 an. (B) Eine Biop-
sie, die sechs Wochen nach
der ZMZ-Analyse durchge-
fiihrt wurde, zeigte Zellen,
die positiv fiir den Mela-
nommarker HMB45 und
Monosomie-3 (Pfeile) waren.
Die pathologische Untersu-
chung bestdtigte das Vor-
handensein von melanozy-
tdren Proliferationen, bei
denen der Verdacht auf ein
malignes Melanom bestand.

Trotz Fortschritte bei der lokalen Kontrolle des
uvealen Melanoms (UM) kdnnen bis zu 50% der
Patienten innerhalb von 5—10 Jahren letale Metas-
tasen entwickeln. [1, 2] Dies stiitzt die Einschatzung,
dass nicht nachweisbare Mikrometastasen bereits
mehrere Jahre vor dem Therapiebeginn auftraten.
[1, 3] Die Fritherkennung von UM stellt daher wei-
terhin eine ungeloste klinische Problematik dar, die
dringend weiterer Untersuchungen bedarf, um die
Uberlebensrate verbessern zu kénnen.

AKTUELLE HERAUSFORDERUNGEN
BEI DER FRUHERKENNUNG VON UM

Je nach Grof3e und Lage des Tumors verursachen
nicht alle intraokularen Melanome frithe Anzeichen
oder Sehstérungen. Der Nachweis der meisten
Tumore erfolgt daher zuféllig wahrend einer regel-
mafigen Augenuntersuchung. Ein kleines UM kann
jedoch nichtimmer von einem Navus unterschieden
werden. Solche kleinen uvealen Lasionen werden
regelmaBig auf Wachstum untersucht, bevor eine
Melanomdiagnose gestellt wird. Der Grund fiir die-
se langjdhrige Beobachtung ist das Risiko von
Augenkomplikationen wahrend einer Biopsie. Au-
Berdem liefert die Biopsie keine Informationen
dariiber, ob die Tumorzellen sich systemisch ver-
breitet haben. [1, 4-6]

Das Auftreten von Metastasen erfolgt fast aus-
schlieBlich bei den Patienten, die den Verlust einer
Kopie von Chromosom-3 (Monosomie-3) in den
primdren Tumorzellen haben. [7, 8] Monosomie-3
war auch ausgeprdgter in den Biopsien von UM-
Patienten, deren Ndvi eine schnellere Rate maligner
Transformation aufwiesen. [9] Die derzeitigen dia-
gnostischen Methoden reichen jedoch nicht aus,
um die Umwandlung von Navi in UM oder den Beginn
von Mikrometastasen nicht-invasiv vorherzusagen.

DIAGNOSTISCHES UND PROGNOSTI-
SCHES POTENZIAL ZIRKULIERENDER
MELANOMZELLEN (ZMZ)

Aufgrund des Fehlens eines Lymphsystems im Auge
tritt die Metastasierung des UMs hauptsachlich auf
dem hdmatogenen Weg auf. Frithere Daten aus dem
PCR-basierten oder zytometrischen Nachweis von
ZMZ im peripheren Blut deuteten tatsachlich darauf
hin, dass alle UM-Patienten im Verlauf der Krankheit
letztendlich positiv fiir diese Zellen werden. [10—13]
Dies widerspricht jedoch der Metastasierungsrate,
die etwa 50 % der UM-Patienten betrifft. Die geno-
typischen und phanotypischen Profile der ZMZ und
nicht das bloBe Vorhandensein dieser Zellen wurden
daher als wertvollere Prognosefaktoren angesehen.
[11, 14, 15]



Wir haben zuvor einen immunmagnetischen Anrei-
cherungsassay etabliert, um intakte ZMZ aus dem
peripheren Blut unserer UM-Patienten zu isolieren.
[16] Wir haben auch einen neuen Immuno-FISH-
Assay entwickelt, um die Kopienzahl von Chromo-
som-3 in den ZMZ zu bestimmen. Mit diesen Me-
thoden konnten wir nachweisen, dass die ZMZ bei
91% (n=40 von 44) der UM-Patienten vorlagen,
wdhrend die Monosomie-3 nur bei 58 % (n=23 von
40) der ZMZ-positiven Patienten detektiert werden
konnte. Wir beobachteten eine hohe Ubereinstim-
mung zwischen dem Monosomie-3-Status der ZMZ
und dem Primdrtumor. Monosomie-3 in der ZMZ
war auch mit einem fortgeschrittenen Tumorstadi-
um assoziiert und wurde bei den Patienten beob-
achtet, die Metastasen innerhalb von 4 Jahren
entwickelten. [17] Der Nachweis von Monosomie-3
in den ZMZ durch unseren nicht-invasiven und wie-
derholbaren Ansatz kann daher wertvolle Einblicke
in die molekularen Eigenschaften des Primartumors
liefern und die Identifizierung von UM-Patienten mit
einem hohen Metastasierungsrisiko ermoglichen.

Die Analyse der ZMZ tragt auch ein gro8es Poten-
zial fiir die Fritherkennung der malignen Transfor-
mation bei Patienten mit auffalligen Aderhaut-Navi.
Wie bereits erwdhnt, wird eine Biopsie bei Navus-
Patienten nur betrachtet, wenn die Ldsion hochst
verddchtig erscheint. In solchen Féllen kann ein
positiver ZMZ-Befund eine Bestatigungsbiopsie
rechtfertigen. Im Gegensatz zur konventionellen
Biopsie kann die ZMZ-Analyse wahrend der lang-
jahrigen Beobachtung von Navus-Patienten beliebig
oft wiederholt werden. [18] Jedoch liegen bisher
keine Studien zur Genauigkeit dieses Ansatzes bei
der Fritherkennung der malignen Umwandlung vor.

Um mebhr Einblick in diesen Aspekt zu bekommen,
wird die »Liquid biopsy« in unserer Klinik derzeit
bei allen Patienten mit vermeintlichen Aderhaut-
Navi durchgefiihrt. Die Patienten werden umfassend
dariiber informiert, dass es sich um eine experi-
mentelle Methode handelt und der Nachweis von
ZMZ nicht mit einer Metastasierung gleichgesetzt
werden sollte. Bisher fiihrten wir die ZMZ-Untersu-
chungenin reguldren Zeitabstdnden inshesondere
bei Patienten mit verddchtigen aber nicht eindeu-
tigen klinischen Befunden durch. Bei solchen Pati-
enten, die wiederholt ZMZ-positiv waren, erfolgte
anschlieend eine Probenbiopsie. Die pathologische
Untersuchung der Biopsien konnte die maligne
Transformation bei den ZMZ-positiven Patienten
bestdtigen, deren Navi verddchtige klinische Ver-
danderungen aufwiesen, die zuvor nicht als bosartig
eingestuft werden konnten (Abbildung 1). Daher
arbeiten wir derzeit weiter daran, das diagnostische
Potenzial unseres ZMZ-Assays zu bestatigen, um die
konventionelle Biopsie in naher Zukunft vollstandig
durch die »fliissige Biopsie« ersetzen zu kdnnen.

Zusammenfassend besitzt der Nachweis von ZMZ
ein erhebliches Potenzial fiir die friihzeitige Erken-

nung der Umwandlung verdachtiger Aderhaut-
Navi zu UM. Durch den Nachweis von Monosomie-3
in den ZMZ kdnnen zudem die UM-Patienten iden-
tifiziert werden, die ein héheres Risiko fiir Metas-
tasen haben. Die friihzeitige Einschreibung solcher
Patienten in klinische Studien vor der klinischen
Manifestation von Metastasen konnte wiederum
die Verhinderung oder Verzégerung der Metasta-
senbildung ermdglichen. Unser neuartiges, nicht-
invasives »Fliissigbiopsie«-Verfahren verdient daher
weitere Aufmerksamkeit, um das Management von
Aderhaut-Navi und UM in naher Zukunft verbessern
zu konnen.
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Bei den Glaukomen kommt es im Verlauf der Er-
krankung zu einem Apoptose-bedingten Untergang
retinaler Ganglienzellen (RGZ) [1, 2]. Dieses lasst
sich in vorangeschrittenen Stadien ophthalmosko-
pisch am Sehnervenkopfin Form einer Atrophie des
neuroretinalen Randsaums stadienabhangig mehr
oder weniger gut an der Spaltlampe erkennen [3].
Der Untergang von RGZ der Netzhaut fiihrt erst zur
Entwicklung von relativen und dann zur Entwicklung
von absoluten Gesichtsfelddefekten. Diese Gesichts-
felddefekte entwickeln sich bei den Glaukomen erst
peripher und typischen Stadien folgend, bis sie in
terminalen Stadien der Erkrankung auch das zen-
trale Gesichtsfeld miteinbeziehen und schlielich
zu einer Erblindung des betroffenen Auges fiihren.

Die Senkung des intraokularen Drucks (I0D) ist die
einzige bisher bekannte therapeutische Manahme,
die zu einer Abbremsung oder im besten Fall Stop-
pen des oben skizzierten natiirlichen Krankheits-
verlaufs bei den Glaukomen fiihren kann. Der IOD
lasst sich auf medikamentdsen und / oder chirurgi-
schen Weg senken, wobei beide Therapieoptionen
mit Risiken und dem Auftreten von unerwiinschten
Nebenwirkungen verbunden sein kénnen. Einmal
untergangene RGZ lassen sich wegen ihres postmi-
totischen Charakters bisher beim Menschen nicht
wieder regenerieren. Deshalb werden seit langerem
therapeutische Wege gesucht um 1) RGZ gegeniiber
dufleren Noxen widerstandsfahiger zu machen und
2) Im Krankheitsverlauf untergegangene RGZ zu
regenerieren / ersetzen.

Die Netzhaut besteht aus einer Vielzahl verschie-
dener neuronaler Zellen. Die Miiller’sche Gliazelle
ist die einzige Zelle, welche die gesamte Netzhaut
vertikal durchspannt und so Kontakt zu allen Schich-
ten und den darin vorhandenen Zelltypen hat.
Lange wurde davon ausgegangen, dass es sich bei
der Miiller’schen Gliazelle »nur« um eine Art Stiitz-
gewebezelle ohne weitere Funktion handelt. Heute
wissen wir allerdings, dass die Miiller’schen Glia-
zellen in der Netzhaut sehr wohl eine Vielzahl phy-
siologischer Aufgaben wie die Steuerung des Kali-
um- und Wasserhaushalts, die Aufnahme und
Wiederverwertung von Neurotransmittern und die
Speicherung von Laktat, Pyruvat und Glykogen

ibernehmen [4]. Dariiber hinaus wissen wir heute
auch, dass die Miiller’sche Gliazelle in der Netzhaut
verschiedene teils neuroprotektiv wirksame Signal-
molekiile wie zum Beispiel PEDF, VEGF und BDNF
produziert und dadurch das Uberleben retinaler
Neurone aktiv unterstiitzt [5—8].

Verschiedene im Auge freigesetzte Botenstoffe sind
fiir das Uberleben retinaler Ganglienzellen bereits
unter normalen physiologischen Bedingungen
wichtig und kénnen auch unter pathologischen
Bedingungen das Uberleben der RGZ sichern. Zu
diesen Signalmolekiilen gehéren BDNF (brain-
derived neurotrophic factor), NGF (nerve growth
factor), CNTF (ciliary neurotrophic factor), VEGF
(vascular endothelial growth factor), IGF-1 (insulin-
like growth factor-1) und PEDF (pigment epithelium-
derived factor) [9—15] Beim PEDF handelt es sich
um ein 5okD schweres Glykoprotein, das neben
einer angioinhibitorischen, anti-inflammatorischen,
Vasopermeabiltdt-hemmenden auch eine neuro-
protektive Wirkung besitzt [16]. PEDF istim Plasma,
in verschiedenen Bereichen des Gehirns und in
vielen anderen Geweben nicht-neuronalen Ur-
sprungs nachweisbar. Im Auge wird PEDF vom
retinalen Pigmentepithel und von den Miiller’schen
Gliazellen produziert. Die neuroprotektiven Eigen-
schaften von PEDF sind bereits seit langerem be-
kannt und konnten in verschiedenen Modellen
nachgewiesen werden.

Da es sich bei den RGZ um postmitotische, nicht
mehr teilungsfahige Zellen handelt, konnen sie nicht
ohne weiteres in Kultur genommen werden, und
stehen nur in einem geringen Umfang zur Verfiigung.
RGZ konnen aus der Mdusenetzhaut mittels einer
aufwendigen Immunopanning-Prozedur isoliert
werden. Mithilfe von so gewonnenen RGZ konnten
wir bisher die neuroprotektiven Eigenschaften von
PEDF nachweisen [15]. Die Zugabe von PEDF zum
Kulturmedium von RGZ bewirkte einen deutlichen
Anstieg vitaler Zellen nach 24-stiindiger Kultivierung
(siehe auch Abbildung 1). AuRerdem konnten wir
zeigen, dass von Miiller’schen Gliazellen in das
gemeinsame Kulturmedium von Co-Kulturen aus
RGZ und Miillerzellen sezerniertes PEDF das Uber-
leben von RGZ deutlich steigert. Der entsprechende



Beweis hierfiir lief} sich noch durch gezielte Anti-
korper-vermittelte Reduktion der PEDF-Konzentra-
tion im gemeinsamen Kulturmedium der Co-Kultu-
ren und mittels Transfektion der Miillerzellen mit
gegen PEDF-kodierende mRNA gerichtete siRNA
weiter unterstreichen [17]. Mithilfe der R28-Zelle,
einer immortalisierten retinalen Progenitorzelllinie
der RGZ, konnten wir zeigen, dass PEDF an den
PEDF-Rezeptor (PEDF-R) und den Laminin-Rezeptor
(Lam-R) bindet und wirkt. Durch die Bindung von
PEDF an die Oberfldchenrezeptoren PEDF-R und
Lam-R werden die intrazelluldaren NFkB- und STAT-
3-Signalwege aktiviert [17, 18].

In weiteren Untersuchungen ist geplant die Validi-
tat unserer bisherigen Ergebnisse anhand von
Versuchen am lebenden Versuchstier zu bestétigen.
Hierzu sollen Untersuchungen an retinalen Organ-
kulturen sowie In-vivo-Experimente in einem reti-
nalen Ischamiemodell in der Maus folgen. Dariiber
hinaus planen wir die Konzentration von neuropro-
tektiv wirksamen Signalmolekiilen im Kammerwas-
ser von Glaukompatienten zu bestimmen. Ziel un-
serer Untersuchungen ist die Entwicklung einer
humoralen Therapie neurodegenerativer Netzhaut-
erkrankungen wie den Glaukomen oder der ischa-
mischen und diabetischen Retinopathien mittels

neuroprotektiv wirkender Signalmolekiile. Die
Konzentration dieser neuroprotektiv wirkenden
Signalmolekiile konnte im Auge beispielsweise
mittels intravitrealer Injektion oder Induktion einer
Hypersekretion durch die Miiller’schen Gliazellen
therapeutisch erhoht werden.
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Abbildung 1
Immunzytochemische
Detektion von Phospho-
SMAD:2 in einer RPE-Zell-
linie (ARPE-19) 30 Minuten
nach TGFB-Zugabe. Zell ker-
ne wurden mit DAPI und
P-SMAD2 mit P-SMAD2 AK
detektiert. Links: ohne
TGFB; Mitte: Kontrolltrans-
fektion 30 min nach TGFB-
Zugabe; Rechts: miRNA
Transfektion 30 min nach
TGFB-Zugabe

Fir die translationale Ophthalmologie ist neben der
dauerhaften Genomverdanderung auf DNA-Ebene
(CRISPR/Cas-Methode) die Veranderung der Ex-
pression auf mRNA-Ebene durch short interfering
RNAs (siRNAs) oder microRNAs (miRNAs) erfolgver-
sprechend. Hierbei kann gezielt die Proteinexpres-
sion reguliert werden, ohne die DNA-Informationen
verdndern zu missen.

MiRNAs sind kleine, endogen exprimierte, nicht-
kodierende RNA-Molekiile mit einer Lange von 21
bis 23 Nukleotiden, welche in der Lage sind, die
mRNA-Expression iiber Inhibition der Proteinsyn-
these und Degradation der mRNA zu regulieren.
MiRNAs besitzen eine 6 bis 8 Nukleotide lange
Bindungsstelle, welche nicht nur bei einer mRNA,
sondern bei iber 100 mRNAs zu finden ist. Dadurch
ist eine spezifische miRNA in der Lage, die Protein-
synthese von hunderten mRNAs zu regulieren und
das Protein-Expressionsmuster (Proteosome) zu
beeinflussen [1].

Verdnderungen in der miRNA-Expression konnen
mit bestimmten Erkrankungen assoziiert sein und
miRNAs als Biomarker zu Diagnostik und Ver-
laufsabschatzung verwendet werden. So kann in
der Kardiologie die klinische Unterscheidung zwi-
schen einem Myokardinfarkt oder einer Tako-
Tsubo-Kardiomyopathie iiber die miRNA-Signatur
einer Blutprobe unterstiitzt werden [2]. Ebenso
kann die Differenzierung weiterer Formen der
Kardiomyopathien tiber miRNA-Signaturen erleich-
tert werden [3].

MiRNAs konnten auch in verschiedenen Korperfliis-
sigfliissigkeiten, u.a. in Tranenfilm, Vorderkammer-
flissigkeit und Glaskdrper nachgewiesen werden.
Interessant ist hierbei, dass die Flussigkeiten im
Auge nachgebildet werden und relativ einfach fiir
Analysen zur Verfligung stehen, ohne dass eine
Gewebeprobe genommen werden muss.



UNSERE GRUPPE FORSCHT HIERZU
AN ZWEI VERSCHIEDENEN PUNKTEN:

MICRORNAS ALS MOLEKULARE
BIOMARKER

Ziel unserer Forschung ist die Expressionsanalyse
von miRNAs in verschiedenen Bereichen des Auges
auf der Basis von Patientenproben. Die Messergeb-
nisse kdnnen einerseits als Biomarker zur besseren
Diagnostik bestimmter Erkrankungsbilder genutzt
werden, andererseits als prognostische Marker zur
friihzeitigen Erkennung eines Krankheitsverlaufs.

Im Rahmen einer prospektiven Studie wurden
Glaskorperproben im Rahmen von Vitrektomien
bei diabetischer Retinopathie, Amotio retinae und
epiretinaler Gliose gewonnen. Wir untersuchen
die Expressionsmuster im Rahmen von verschie-
denen Erkrankungsprofilen und kénnen deren
klinisches Outcome bis zu ein Jahr nach OP nach-
verfolgen. Erste Auswertungen konnten zeigen,
dass miRNAs im Rahmen der genannten Erkran-
kungen ganz unterschiedlich dereguliert werden
und sich fiir jedes dieser Erkrankungsbilder ein
spezielles miRNA-Profil ergibt. Einzelne miRNA-
Kombinationen korrelieren so mit dem Visusverlauf
und konnten als Prognoseparameter fiir eine er-
neute OP verwendet werden. Weitere Analysen
hierzu werden derzeit durchgefiihrt. Eine Verof-
fentlichung der Ergebnisse ist in Vorbereitung.

MICRORNA-MODULATION /N VITRO

Neben der miRNA-Expressionsanalyse von Patien-
tenproben beschaftigt sich unser experimentelles
Forschungslabor mit der Fragestellung, inwiefern
miRNAs oder miRNA-Inhibitoren in der Lage sind,
die Pathogenese bestimmter Augenerkrankungen
in vitro zu hemmen. Beispielsweise ist die Prolife-
rative Vitreoretinopathie (PVR), eine Hauptursache
fur die Entstehung einer Netzhautablésung, ge-
kennzeichnet durch die Bildung von narbenformi-
gem Gewebe, welches aus transdifferenzierten
retinalen Pigmentepithelzellen (RPE-Zellen) besteht.
Diese Transdifferenzierung ldsst sich auch in vitro
im Zellkulturmodell simulieren, wobei die RPE-
Zellen von einem epithelialen Zustand in einen
mesenchymalen Zustand tibergehen (EM-Transi-
tion). Das Narbengewebe entsteht als Reaktion auf
Wachstumsfaktoren, wie z.B. den Transforming
Growth beta (TGFB). TGFB aktiviert tiber die mem-

branstdndigen TGFB-Rezeptoren der RPE-Zellen die
Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren
SMAD2 und SMAD3. P-SMAD2 und P-SMAD3
werden anschlieBend in den Zellkern transportiert
und aktivieren eine Reihe von Genen, darunter
den Vascular Endothelial Growth Faktor (VEGFA).
In einem Projekt konnten wir zeigen, dass miRNAs,
welche den TGFB-Signalweg auf mehreren Ebenen
inhibieren, synergistisch wirken und sowohl die
Phosphorylierung von SMAD2, die VEGF-Sekre-
tion als auch eine EM-Transition der RPE-Zellen
verhindern (Abb. 1).

In einem weiteren Projekt konnten wir zeigen, dass
die Inhibierung von miRNAs eine TGFB-induzierte
Hornhautvernarbung in vitro abmildern kann. In der
Analyse von menschlichem Hornhautnarbengewebe
und durch TGFB-1-induzierten Hornhaut-Myofibro-
blasten konnten wir einen 13- bzw. 4-fachen Anstieg
von miR-145 im Vergleich zur gesunden Hornhaut
und nicht induzierten Fibroblasten nachweisen [4].
Dariiber hinaus verringerte die miR-145-Hemmung
auch die Kontraktilitat der Myofibroblasten, die
Migrationskapazitat und die TGFB-1-Sekretion, von
denen angenommen wird, dass sie alle zur Horn-
hautvernarbung beitragen. MiR-145 spielt eine
wichtige Rolle bei der Differenzierung und Aktivie-
rung von TGFB-1-stimulierten Hornhautmyofibro-
blasten, die durch miR-145-Inhibition riickgédngig
gemacht werden kann und ist somit als vielverspre-
chendes therapeutisches Ziel fiir die miRNA-basier-
te Gentherapie zu sehen um einen durch Hornhaut-
fibrose verursachten Sehverlust zu verhindern oder
zu behandeln.
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le Hannover. Nach Abschluss seines Biologie-
Studiums an der Freien Universitdt Berlin mit
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Institut der Transfusionsmedizin ab. In weiter-
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Berlin (Direktor: Prof. Hans Lehrach), inwiefern
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Interview mit Herrn Dr. med. Bertram Meyer

vom Augencentrum Koln

Seit 2017 sorgt ein neues, kompaktes Préazisionswerkzeug namens PLASMAGE® fiir Begeisterung bei
den Anwendern in Dermatologie, plastischer Chirurgie und Ophthalmologie, da es auf sehr sichere und
schonende Art und Weise die Behandlung verschiedener édsthetischer Indikationen rund ums Auge

ermaglicht.

Die integrierte ,Fractional Plasma” Technologie er-
maglicht es Energie in Form von atmospharischem
Plasma sehr fein dosiert, mit geringer Belastung fiir
das umliegende Gewebe und punktgenau auf die Haut
zu bringen. Dr. Bertram Meyer vom Augencentrum
KoéIn war einer der ersten Ophthalmologen in Deutsch-
land, die Erfahrungen mit dieser neuen Technologie
sammeln konnten. Dr. Meyer meint dazu: ,Die Mdg-
lichkeit nicht invasive Korrekturen an den Augenlidern
anbieten zu konnen, deckt sich mit der steigenden
Nachfrage unserer Patienten.”

Eine der populédrsten Anwendungen von PLASMAGE®
ist die Behandlung erschlaffter Haut an den Augen-

lidern, BLEFAROPLASMA® genannt. In der Praxis
wird dieses Verfahren alternativ zur operativen
Lidkorrektur, vor allem auch fiir das Unterlid ange-
boten. Die Griinde benennt Dr. Meyer wie folgt: ,Die
hohe Sicherheit der Behandlung, es besteht kein
Risiko fiir das Auge, die geringen Nebenwirkungen,
man bleibt gesellschafts- und arbeitsfahig und die
kurze Phase bis das Ergebnis sichtbar wird. Die
Behandlung kann ambulant durchgefiihrt werden,
erfordert keinen OP und lediglich eine lokale Anéas-
thesie. In der Regel kénnen die Patienten kurze Zeit
nach der Behandlung die Praxis verlassen. Wir
nutzen die PLASMAGE® Methode auch als Alterna-
tive zur operativen Lidstraffung, vor allem bei leich-
ten Befunden (jiingere Patienten) oder wenn keine
Operation gewiinscht ist.”

Neben der BLEFAROPLASMA® Anwendung ldsst
sich das PLASMAGE® auch zur prézisen Entfernung
gutartiger Hautveranderungen einsetzen. Insheson-
dere in Augennéhe ist es von groBem Vorteil, dass
kein Augenschutz erforderlich ist und eine lokale
Anasthesie ausreicht. So lassen sich Syringome,
Xanthelasmen, Stielwarzen und andere Indikationen
schnell und unkompliziert behandeln.
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Abbildung 1

VIPER Studie. Primdre
Endpunkte. Vergleich der
Behandlungsgruppen. Auf-
treten von Misserfolgen
nach der ersten Interventi-
on (Notwendigkeit einer
zweiten netzhautanlegen-
den Operation) innerhalb
von 6 Monaten nach dem
Ersteingriff. A. 20 G Vitrek-
tomie mit Cerclage vs. 20 G
Vitrektomie ohne Cerclage.
B. 20 G Vitrektomie vs.
23/25 G Vitrektomie jeweils
ohne Cerclage. In beiden
Vergleichen ist der Unter-
Schied statistisch nicht
signifikant.

Klinische Studien in der Retinologie werden in gro-
Berem Stil vor allem von der pharmazeutischen
Industrie durchgefiihrt, etwa wenn es um Zulassun-
gen von Medikamenten fiir die intravitreale Medi-
kamentengabe geht. Beispiele fiir solche Studien
waren die Zulassungsstudien fiir Ranibizumab und
Aflibercept. Diese groflen multizentrischen, kon-
trollierten Interventionsstudien haben in vergleichs-
weise kurzer Zeit zu einem erheblichen Erkenntnis-
gewinn gefiihrt und letztendlich das therapeutische
Vorgehen bei verschiedenen Erkrankungen revolu-
tioniert. Im Gegensatz dazu ist der Erkenntnisgewinn
beim Einsatz chirurgischer Methoden im hinteren
Augenabschnitt eher gering. Bestes Beispiel dafiir
ist, dass die Inzidenz der PVR Reaktion nach Abla-
tiochirurgie sich seit Jahrzehnten nicht wesentlich
gedndert hat. Die erste grofe chirurgische Multi-
centerstudie in Deutschland mit einer retinologi-
schen Fragestellung war die Daunomycinstudie, die
seinerzeit von Professor Peter Wiedemann damals
noch an der Universitats-Augenklinik in K6In initiiert
und durchgefiihrt wurde [1]. Eine weitere Studie
war dann die SPR Studie, bei der es um den Ver-
gleich der Buckelchirurgie und der Vitrektomie bei
mittelschweren Formen der rhegmatogenen Amotio
ging[2]. Diese Studien wurden damals mit finanzi-
eller Forderung der DFG durchgefiihrt. Schliefilich
wurden noch Studien zur Makularotation (MARAN)
[3] und zum Einsatz von schwerem Silikondl (HSO
Studie) [4] durchgefiihrt. Das Problem dieser Stu-
dien lag in einer relativ langsamen Rekrutierung,
der zogerlichen Teilnahme von Studienzentren und
dem erheblichen finanziellen Aufwand dieser Stu-
dien fiir die administrative Betreuung, das Monito-
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ring, die Datenbank, Auswertung, etc. Zwar fordern
grundsdatzlich die DFG und das BMBF klinische
Studien, jedoch ist das Verfahren extrem kompeti-
tiv und oft langwierig. In den USA wurde mit dem
DRCR.net eine sehr erfolgreiche und professionel-
le Struktur entwickelt, die klinische Studien vor
allem zum Thema diabetische Retinopathie orga-
nisiert und durchfiihrt.

In Deutschland wurde auf Anregung von Prof.
Joussen (Berlin) und Prof. Bornfeld (Essen) eine
Arbeitsgruppe initiiert, die eine Organisation ent-
wickeln sollte, um klinische Studien vor allem im
Bereich chirurgischer Verfahren in der Retinologie
effizient und mit hoher Qualitdt zu ermoglichen und
zu vereinfachen. Damit war retina.net geboren. Die
Initiative erhielt die Unterstiitzung der Retinologi-
schen (RG) sowie der Deutschen Ophthalmologi-
schen Gesellschaft (DOG). Mit einer Anschubfinan-
zierung durch die Jackstddt Stiftung und durch
entsprechende Mittel der RG und der DOG wurde
eine Koordinierungsstelle fiir das retina.net am
Zentrum fiir klinische Studien der Universitadt zu
K6ln eingerichtet. Primadre Aufgabe dieser Koordi-
nierungsstelle war die Ubernahme der administra-
tiven und organisatorischen Aufgaben innerhalb
klinischer Studien und das Etablieren von modula-
ren Eingabemasken (CRFs), die einmal eingerichtet,
fiir kiinftige Studien zur Verfiigung stehen.

Als Modellprojekt einigte man sich auf die Durch-
fihrung der VIPER Studie, mit der exemplarisch
gezeigt werden sollte, dass retina.net auf hohem
Qualitatsniveau funktioniert. Ziel der VIPER Studie
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war es nachzuweisen, ob eine Cerclage bei der
primdren Vitrektomie der Pseudophakieablatio
einen Vorteil gegeniiber der cerclagelosen Vitrek-
tomie bringt. Die VIPER Studie wurde zuvor mehrfach
von der DFG abgelehnt, nicht wegen qualitativer
Mangel oder Irrelevanz der Fragestellung, sondern
wegen der zu hohen Kosten fiir Biometrie, Monito-
ring und Auswertung. Durch die Inanspruchnahme
der retina.net Infrastruktur konnte diese Studie
sehr erfolgreich durchgefiihrt werden. Inzwischen
sind drei Publikationen zu dieser Studie in interna-
tional renommierten Journalen erschienen. Es
konnte liberzeugend nachgewiesen werden, dass
eine Cerclage bei der Behandlung der Pseudopha-
kieamotio als Erganzung zur primaren Vitrektomie
nicht erforderlich ist[5—-7].

Neben der VIPER Studie wurde eine Studie zur
Wirksamkeit von Ranibizumab bei der Strahlenre-
tinopathie durchgefiihrt und es wurde die PRIVENT
Studie initiiert [8], die darauf abzielt bei Risikoaugen
mittels 5 FU und Heparin eine PVR-Reaktion und
damit eine Re-Amotio zu verhindern (https://gepris.
dfg.de/gepris/projekt/264589742).

Neben den interventionellen Studien ermdglicht
retina.net auch die Durchfiihrung von Registerstu-
dien. Ein gutes Beispiel hierfiir ist das von der
Universitdts-Augenklinik Freiburg aus initiierte und
nun von Greifswald aus koordinierte Retina.net ROP
Register, zu dem ebenfalls bereits zwei Publikati-
onenvorliegen[9, 10]. Die ausgewerteten Register-
daten erlauben erstmals eine Auswertung der
ROP-Behandlungsmuster in Deutschland tiber die
letzten Jahre (Abb. 2).

In der Zwischenzeit hat sich aus der Arbeitsgruppe
retina.net ein eingetragener Verein entwickelt, der
als unabhéangiger Vertragspartner fiir verschiedene
Interessenten auftreten kann. Forschungsinteres-
sierte aus augendrztlichen Einrichtungen kdnnen
Mitglied des retina.net e.V. werden und dieses
mitgestalten. Der Verein kann eigenstandig Dritt-
mittel und Spenden einwerben und wird auflerdem
von der Retinologischen Gesellschaft durch einen
Teil ihrer Mitgliedsbeitrége finanziell unterstiitzt.

Fr Vereinsmitglieder priift retina.net auf Antrag
die Durchfiihrbarkeit klinischer Studien in der Re-
tinologie, sie berdt Antragsteller hinsichtlich des
Priifplans, der Biometrie und administrativer Schrit-
te. Retina.net berdt und unterstiitzt auBerdem
Antragssteller bei der Einwerbung der notwendigen
Drittmittel fiir die Durchfiihrung einer Studie, stellt
eine Kommunikationsplattform zur Verfiigung und
vermittelt aus den retina.net Studienzentren még-
liche Partner fiir die Rekrutierung der Patienten.
Die Mitgliedschaft im retina.net e.V. ist Vorausset-
zung fiir die Nutzung der retina.net Infrastruktur.

VORSTAND VON RETINA.NET E.V.

Prof. Walter (1. Vorsitzender)

Prof. Agostini (2. Vorsitzender)

Prof. Bornfeld (Kassenwart)

Prof. Joussen

Prof. Roider

Prof. Stahl

Prof. Helbig (Abgeordneter der Retinologischen
Gesellschaft)

Prof. Wilhelm (Abgeordnete der DOG)

Abbildung 2

Verinderung der Be-
handlungsmuster iiber die
Zeit bei der Therapie der
Friihgeborenenretinopa-
thie. Daten aus dem retina.
net ROP Register, publiziert
in Der Ophthalmologe 2018
Jun; 115 (6): 476 —488.
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