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GruBBwort

UNIV.-PROF. DR. MED. THOMAS KOHNEN

Liebe Kolleginnen und Kollegen!

Seit der Erfindung des Augenspiegels durch Her-
mann von Helmholtz hat die deutsche Augenheil-
kunde die internationale Entwicklung des Fachs
beeinflusst. Bis heute genieen Forscher aus
Deutschland weltweit ein hohes Ansehen. Die
zweite Auflage dieses Bandes, die wir Ihnen dank
grofziigigen Industrie-Sponsorings anldsslich der
DOG 2017 kostenlos liberreichen kénnen, gewahrt
einen Einblick in die hervorragende wissenschaft-
liche Arbeit deutscher Augenheilkundler.

Erneut haben fast alle ophthalmologischen Lehr-
stithle attraktive Beitrdge eingereicht, die eine
beeindruckende Karte der augenheilkundlichen
Forschungslandschaft in Deutschland zeichnen.
Die 34 Arbeiten zeigen zugleich auch: Grund-
lagenwissenschaft findet vor allem an deutschen
Universitatsaugenkliniken statt. Alle wichtigen
Themen sind vertreten. Sie reichen von AMD,
Netzhauterkrankungen und diabetischer Retino-
pathie iber Uveitis, Glaukom, Hornhaut- und
Linsenerkrankungen, refraktive Chirurgie und
molekulare Bildgebung bis hin zur Augenober-
flachenrekonstruktion.

Wirft man einen analytisch-vergleichenden Blick
auf Zahlen und Tendenzen, die hinter diesen span-
nenden Forschungsprojekten stehen, wird zweier-
lei sichtbar. Erstens: Trotz der im Vergleich zu den
USA eher bescheidenen Fordermittel — schat-
zungsweise 700 Millionen US-Dollar stehen 34
Millionen Euro pro Jahr hierzulande gegeniiber —
ist Deutschland nach wie vor eine der fiilhrenden
Wissenschaftsnationen. Eine Analyse der ophthal-
mologischen Fachbeitrage der Jahre 2015/2016
zeigt, dass Deutschland mit einem Anteil von 7,2
Prozent an dritter Stelle hinter den USA (37,6 Pro-
zent) und GroRbritannien (8,2 Prozent) liegt. Auch
beim Vergleich der Zitationen ergibt sich dieses
Ranking.

Zweitens: Die asiatischen Ldnder, allen voran
China, holen rasant auf. China liegt bereits auf
Platz vier, sowohl bei den Fachbeitragen als auch
bei den Zitationen. Das hangt direkt mit den kon-

tinuierlich steigenden Fordermitteln zusammen,
die die Volksrepublik in die Forschung investiert.

Das diesjahrige DOG-Kongress-Motto »Deutsche
Augenheilkunde international« greift diese Ent-
wicklungen bewusst auf. Wenn wir die Wett-
bewerbsfahigkeit Deutschlands und seiner Leis-
tungstrdger im globalen Mafstab sichern wollen,
miissen wir verstarkt auf Internationalisierung
und Vernetzung setzen. In diesem Sinne haben wir
uns bemiiht, internationale Gesellschaften wie die
ESCRS (zusammen mit der DGII), EURETINA oder
[1IC ins Boot zu holen, mit denen wir gemeinsam
englischsprachige Sitzungen veranstalten. Wir
wollen ein Signal zum Aufbruch in die Zukunft
geben, unsere Leistungen noch starker zu inter-
nationalisieren.

Zum anderen bendtigt die deutsche Forschung
den europdischen Kontext sowie die europdische
Forderung, sollte beides suchen und die attrakti-
ven Ressourcen aktiv abfragen. Auch auf diesem
Feld will der Kongress die Debatte intensivieren.
So stellt das Symposium »Germany goes Europe
— European Research Consortia with German par-
ticipation« aktuelle EU-Grof3forschungsprojekte
in der Augenheilkunde mit deutscher Beteiligung
vor. Beeindruckend, was schon alles auf den Weg
gebracht worden ist.

Aber tiberzeugen Sie sich selbst. Dieser Band ist
der Beweis: Die ophthalmologische Forschung in
Deutschland ist bestens aufgestellt, um die Her-
ausforderungen der Zukunft erfolgreich zu meis-
tern. Ich wiinsche viel Vergniigen bei der Lektiire!

Ihr

Univ.-Prof. Dr. med. Thomas Kohnen, FEBO
Président der DOG

Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft
Direktor der Klinik fiir Augenheilkunde
Universitdtsklinikum Frankfurt am Main

Univ.-Prof. Dr. med. Thomas
Kohnen, FEBO

Président der DOG
Deutschen Ophthal-
mologischen Gesellschaft
Direktor der Klinik fiir
Augenheilkunde
Universitdtsklinikum
Frankfurt am Main
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OPHTHALMOLOGIE

Humanes retinales Pigmentepithel:
normale Alterung, degenerative Verdanderungen,

protektive Faktoren.

DR. THOMAS ACH, DR. KATHARINA BERMOND, PIA STOCKINGER,

CHRISTINE SCHMITT, PROF. DR. MICHAEL SENDTNER,
PROF. DR. JOST HILLENKAMP

Augenklinik

und Poliklinik
Universitatsklinik
Wiirzburg

Abbildung 1
Hochaufgeldoste Dar-
stellung intrazelluldrer
RPE-Granula.
Mit Strukturierter Beleuch-
tung (Anregung 488 nm,
Emission >510 nm) lassen
sich die intrazelluldren
Granula von RPE-Zellen
(Lipofuszin (gelbe Pfeil-
spitze); Melanolipofuszin
(blaue Pfeilspitze)) gut

voneinander unterscheiden.

Damit sind Analysen auf
subzelluldrer Ebene
(Anzahl Granula/Zelle,
intrazelluldre Verteilung,
spektrale Eigenschaften)
maglich. Spender: 86 Jahre,
weiblich, friihe AMD,
RPE-Zelle der Perifovea,
scale bar: 5 um.

Die Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPESs)
fungieren als Bindeglied zwischen den Fotorezep-
toren der dueren Netzhaut und der Choriokapil-
laris. Sie erfiillen dabei vielfdltige Aufgaben in
der Lichtabsorption, der Phagozytose abgeschil-
ferter Fotorezeptor-Aufensegmente, dem Recyc-
ling wichtiger Proteine des Sehzyklus und sind
durch ihre starke Polaritat (apikal: Fotorezepto-
ren; basal: Bruch Membran) auch in der Lage, Pro-
teine und Faktoren zielgerichtet an die umgeben-
den Zellen und Strukturen abzugeben.

Durch diese zentrale Lage sind RPE-Zellen maf3-
geblich an der HomdGostase der duf3eren Netzhaut
und angrenzender Strukturen beteiligt. Bei Sto-
rungen in physiologischen Abldufen in und um die
RPE-Zellen (z.B. im Rahmen einer altersbedingten
Makuladegeneration, AMD) kann es zu weitrei-
chenden Veranderungen bis hin zum RPE-Zell-
untergang kommen.

ALTERSABHANGIGE
VERSUS KRANKHEITSBEDINGTE
VERANDERUNGEN

Um allerdings physiologische, altersbedingte von
pathologischen Verdnderungen unterscheiden zu
konnen, ist ein grundlegendes Verstdandnis zum
normalen Aufbau und der Funktionsweise von
humanen RPE-Zellen notwendig. Histologische
Untersuchungen mit neuen, hochauflésenden
Mikroskopen helfen dabei, den subzelluldren
Aufbau von RPE-Zellen zu beschreiben. Von be-

sonderem Interesse sind dabei die intrazelluldren
Granula: Lipofuszin, Melanolipofuszin und Mela-
nosomen.

In bisherigen histologischen Untersuchungen
konnten wir zeigen, dass RPE-Zellen im Alter eine
signifikante Zunahme der Autofluoreszenzintensi-
tat pro Zelle aufweisen (entspricht einer Zunahme
der Anzahl intrazelluldrer Lipofuszin/Melanolipo-
fuszin-Granula und/oder einer Abnahme der An-
zahl von Melanosomen). Interessanterweise zeigt
sich die RPE-Zellzahl dabei jedoch stabil: Spender-
augen (ber 8o Jahre weisen identische RPE-Zell-
dichten wie unter 5o-jahrigen auf [1]. Aufgrund
dieser Beobachtung muss die bisher verfolgte
Theorie eines Lipofuszin-bedingten Zelltodes zu-
mindest kritisch diskutiert werden. Damit verbun-
den sind weitere wichtige Fragen, die in aktuellen
Studien von uns untersucht werden: Anzahl der
Granula pro Zelle, Verteilung der Granula inner-
halb der Zelle (Abbildung 1), regionale Unterschie-
de der Granulaverteilung pro Zelle (in Abhangig-
keit von der retinalen Lokalisation). Dariiber
hinaus lassen sich durch weiterfiihrende spektrale
Untersuchungen von RPE-Zellen und deren Gra-
nula (u.a. NIH-geférdertes Projekt) [2, 3] auch In-
formationen zu mdglichen (Haupt-) Fluorophoren
des Lipofuszins und Melanolipofuszins gewinnen,
die bislang fiir die Makula noch nicht bekannt
sind. Nicht nur die Zusammensetzung sondern
auch mogliche intrazelluldre Abbauprozesse der
Granula, die sich Uiber spektrale Anderungen
nachweisen lassen kénnten, sind hier von Interes-
se: in der normalen Alterung als auch im Rahmen
einer AMD.

Aus den von uns angefertigten hochaufgelosten
mikroskopischen Aufnahmen ldsst sich auch die
Autofluoreszenzintensitat pro Zelle bestimmen;
eine wichtige Information fiir die Interpretation kli-
nischer Fundusautofluoreszenz-Aufnahmen auf
zelluldrer Ebene [4]. Mit Verwendung der quantifi-
zierenden Fundusautofluoreszenz (gAF) steht uns
zudem ein experimentelles klinisches Tool zur Ver-
fligung, mit dem Autofluoreszenzintensitdten des
Augenhintergrunds im longitudinalen Verlauf ein-
zelner Probanden, aber auch zwischen verschiede-
nen Probanden verglichen werden kénnen.



Die prazise histologische Untersuchung des RPEs
ermoglicht in Kombination mit der hochaufldsen-
den in vivo spectral domain Optische Koharenz
Tomographie (SD-OCT) auch histologisch-klini-
sche Korrelationen. Unsere bislang beschriebe-
nen Phidnotyp-Anderungen des RPEs bei der ex-
sudativen und nicht-exsudativen AMD konnten
mittlerweile auch in klinischen OCT-Untersuchun-
gen bestatigt werden [5, 6, 7].

Histologische Untersuchungen an grofen Fall-
serien, standardisierte ex vivo Aufnahmemuster,
hochauflosende Mikroskopie (u.a. Strukturierte
Beleuchtung) und der direkte Vergleich mit in vivo
bzw. ex vivo SD-OCT-Aufnahmen sind die Bestre-
bungen unserer weiteren Untersuchungen, um die
physiologischen von den pathophysiologischen
Verdanderungen des RPEs, vor allem im Rahmen
degenerativer retinaler Erkrankungen zu verste-
hen und Ansatzpunkte fiir geeignete (regenerati-
ve) Therapien ableiten zu kénnen.*

CILIARY NEUROTROPHIC FACTOR
(CNTF) IN DER RETINA

Neben regenerativen Therapien bei degenerativen
Prozessen (z.B. im Rahmen einer AMD) wére die
Gabe protektiver Faktoren ein anderer therapeuti-
scher Ansatz.

CNTF ist ein Protein der Interleukin-6 Familie und
hat Einfluss auf das Uberleben, die Differenzie-
rung und die Proliferation von Neuronen und an-
deren Zellen im nervosen System.

LaVail und Kollegen haben in Rattenmodellen zum
ersten Mal beschrieben, dass CNTF Fotorezepto-
ren der Netzhaut und Zellen des RPE schiitzen und
degenerative Verdanderungen verzdgern kann [8].
In Folgearbeiten wurden in weiteren Tiermodellen
(Maus, Ratte, Hund, Kaninchen) Auswirkungen ei-
ner intravitrealen CNTF-Gabe beschrieben, wobei
positive, zellschiitzende Effekte von CNTF sowohl
fiir die Stabchen- als auch Zapfen-Fotorezeptoren
beschrieben wurden.

Wie CNTF in der Retina genau wirkt ist weiterhin un-
klar, da bislang nur Ergebnisse aus Tiermodellen
vorliegen, die sich aber nur schwer auf den Men-
schen {ibertragen lassen (u.a. fehlende Makula in
Mé&usen) [9]. Eine Bindung an CNTF Fotorezeptor-
Auflensegmenten als auch Bindung an Miiller-Zel-
len und eine Freisetzung von Interleukin-6 und ver-
wandten Zytokinen wurden propagiert.

Derzeit analysieren wir in mehreren Studien die
Expression von CNTF und CNTF-Rezeptor Unter-
einheiten in der normalen humanen Netzhaut so-
wie bei verschiedenen Stadien der AMD. Parallel
hierzu helfen verschiedene Mausmodelle (u.a.
CNTF-/), mogliche strukturelle Netzhautverande-
rungen bei veranderter CNTF-Signalkaskade zu
untersuchen. Durch die Gegeniiberstellung von
Gemeinsamkeiten bzw. Differenzen in der CNTF-
Expression der Retina bei Mensch und Maus
erhoffen wir uns, daraus fiir den Menschen ge-
eignete Therapiestrategien zur Behandlung de-
generativer Netzhauterkrankungen entwickeln zu
konnen.**

LITERATUR

1. Ach T, Huisingh C., McGwin G. jr. et al. Quantitative au-
tofluorescence and cell density maps of the human refi-
nal pigment epithelium. Invest Ophthalmol Vis Sci 2014;
55:4832-4841.

2. Smith R.T, Post R., Johri A., et al. Simultaneous decom-
position of multiple hyperspectral data sets: signal re-
covery of unknown fluorophores in the retinal pigment
epithelium. Biomedical optics express 2014; 5 (12):
4171-4185.

3. Tong Y., Ami T.B., Hong S. et al. Hyperspectral Auto-
fluorescence Imaging Of Drusen And Retinal Pigment
Epithelium In Donor Eyes With Age-related Macular
Degeneration. Retina 2016; 36: S127-S5136.

4. Ach T, Tolstik E., Messinger J.D., et al. Lipofuscin redis-
tribution and loss accompanied by cytoskeletal stress in
retinal pigment epithelium of eyes with age-related
macular degeneration. Invest Ophthalmol Vis Sci 2015;
56: 3242-3252.

5. Zanzoftera E.C., Ach T, Huisingh C., et al. Visualizing
retinal pigment epithelium phenotypes in the transition
to atrophy in neovascular age-related macular degen-
eration. Retina 2016; 36 (Suppl. 1): $26-S39.

6. Zanzoftera E.C., Ach T, Huisingh C., et al. Visualizing
retinal pigment epithelium phenotypes in the transition
to geographic atrophy in age-related macular degen-
eration. Retina 2016; 36 (Suppl. 1): S12-525.

7. Curcio C.A., Zanzottera E.C., Ach, T, et al. Activated
Retinal Pigment Epithelium, an Optical Coherence To-
mography Biomarker for Progression in Age-Related
Macular Degeneration. Invest Ophthalmol Vis Sci 2017;
Manuskript im Druck.

8. LaVail, Mafthew M., et al. Multiple growth factors, cy-
tokines, and neurotrophins rescue photoreceptors from
the damaging effects of constant light. Proceedings of the
National Academy of Sciences 89.23 (1992): 11249 -11253.

9. WenR, Tao W, Li Y, et al. CNTF and retina. Progress in
retinal and eye research 2012; 31(2): 136-151.

sk

Finanzielle Unterstitzung:
Interdisziplindres Zentrum
for Klinische Forschung (IZKF)
Wurzburg (TA, KB),

Dr. Werner Jackstddt-Stiftung
(TA), National Institutes of
Health (TA).

Finanzielle Unterstitzung:
Interdisziplindres Zentrum
for Klinische Forschung (IZKF)
Wurzburg (TA, MS).



OPHTHALMOLOGIE

KONTAKT

Dr. med. Thomas Ach

Sowohl das grundlagenwissenschaftliche als
auch das klinische Interesse von Dr. Ach gilt
der Physiologie und Pathophysiologie der
duperen Netzhaut, hier insbesondere des
retinalen Pigmentepithels (RPESs).

Von 2012 bis 2014 hat er als DFG-Stipendiat
bei Dr. Christine A. Curcio an der University of
Alabama at Birmingham, USA, grundlegende
histologische Arbeiten zur Zelldichte und Auto-
fluoreszenz des humanen retinalen Pigment-
epithels durchgefiihrt und habilitiert sich der-

Dr. med. Thomas Ach, M.Sc., FEBO
Universitatsklinikum Wiirzburg
Augenklinik und Poliklinik
Josef-Schneider-Strafie 11

97080 Wiirzburg

Telefon: 0931 201-20602

Telefax: 0931 201-20245

E-Mail: ach_t@ukw.de

zeit zu altersbedingten Verdnderungen des
RPEs versus Verdnderungen bei altersbeding-
ter Makuladegeneration.

Derzeitige wissenschaftliche Projekte beinhal-
ten neben der Analyse von RPE-Zellen (Histo-
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zur klinischen retinalen Bildgebung (quantifi-
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Abbildung 1

OCT Angiographie einer
gesunden mausretina.
A: Oberflichliches OCT
Angiogramm der Netzhaut;
B: tiefes OCT Angiogramm
der Netzhaut.

Eine neue vielversprechende Methode in der
retinalen Bildgebung stellt die optische Kohdrenz-
tomographie Angiographie (OCT-A) dar, die erst-
malig nicht-invasiv und schichtauflésend den
Blutfluss in den Gefaflen der Netzhaut und der
Aderhaut darstellen kann. Die Darstellung der
retinalen und choroidalen Gefafe war bis dato nur
mit Hilfe der Fluoreszein (FAG)- und Indocyanin-
griin (ICGA) -Angiographie moglich. Die OCT-A hat
im Vergleich zur der FAG und ICGA zwei wichtige
Vorteile:

Zum einen ist es moglich, mittels OCT-A den Blut-
fluss schichtaufgeldst darzustellen und damit die
Gefafle in der Netzhaut in unterschiedlichen Ebe-
nen getrennt voneinander zu visualisieren. Zum
anderen erfordert die Durchfiihrung der FAG und
ICGA die intravendse Gabe eines Farbstoffes, was
nicht selten zu Nebenwirkungen fiihren kann [1, 2].

Basierend auf der OCT Technologie wird mittels
Infrarot-Laser das von der Netzhaut reflektierte
Licht von einem analogen in ein digitales Signal
umgewandelt. Dabei werden Schichtaufnahmen
der Netzhaut gesammelt, die von A- in B-Scans
umgewandelt werden. Im Prinzip werden mehrere
OCT-B-Scans einer bestimmten Stelle der Netz-
haut aufgenommen. Dann werden die durchge-
filhrten OCT-Aufnahmen in Bezug auf Bewegung
analysiert: statisches Gewebe zeigt keine Verdn-
derung, wdhrend Blutfluss einen Signalunter-
schied zwischen den Scans zeigt 3, 4]. Damit ist
es moglich, gleichzeitig sowohl strukturelle Infor-
mationen als auch Details {iber den Blutfluss zu

generieren. Die Berechnung der dreidimensio-
nalen angiographischen Informationen erfolgt
mittels unterschiedlicher Algorithmen, beispiels-
weise der sogenannte Split-spectrum Amplituden
Dekorrelations-Angiographie (SSADA) Algorith-
mus oder der Optical Mikroangiographie (OMAG)
Algorithmus [5, 6].

EINSATZ IN DER KLINIK:

Die OCT-Angiographie ist eine sichere kontaktlose
Untersuchungsmethode zur GefdBdarstellung.
Aktuell erscheint die Anwendung der OCT-A in
der klinischen Praxis bei unterschiedlichen Er-
krankungen sinnvoll. So ist es z.B mdglich, die
genaue dreidimensionale Konfiguration von Mak-
roaneurysmata der retinalen Gefafen zu visua-
lisieren und thrombotische von nicht thromboti-
schen Bereichen zu unterscheiden [7]. Der Nutzen
dieser Technologie fiir die klinische Praxis sowie
fiir die ophthalmologische Forschung wurde in
unterschiedlichen Arbeiten bei Patienten mit
altersabhangiger Makuladegeneration, diabeti-
scher Retinopathie, bei GefaBverschliissen der
Netzhaut, makuldren Telengieektasien Typ 2,
Chorioretinopathia centralis serosa, Uveitis und
Tumorerkrankungen beschrieben. Auch eine An-
wendung im Tiermodell ist bereits von mehreren
Arbeitsgruppen erfolgreich durchgefiihrt worden
(Abbildung 1) [8-18].

So zeigte sich bei Diabetespatienten, dass die
OCTA in der Lage ist, subklinische Befunde bei
Patienten mit milden Formen der Retinopathie zur
detektieren. Dies ist besonders sinnvoll in Fallen,
in denen die FA nicht indiziert ist [12]. Kashani et
al. zeigte in einer Pilot Studie an 25 Patienten mit
einem vendsen Gefafdverschluss, dass die OCT-A
sehr gut mit den Befunden der FA korreliert und in
der Lage ist, die klinisch relevanten Veranderun-
gen in der Makula darzustellen [13]. Zusammen-
fassend kann man hier sagen dass, die OCT-A in
der klinischen Praxis immer hdufiger angewandt
wird, hdufig aber in Kombination mit FA und ICGA.
Dies liegt an verschiedenen Faktoren wie den
Limitationen der OCTA in Bezug auf die Beurtei-
lung der peripheren Retina, und daran dass viele
Retina- Spezialisten immer noch lernen, die Be-
funde der OCT-A besser zur interpretieren. Vorteil-
haft ist die Technik sicherlich bei Patienten mit



Farbstoffallergien, Patienten mit einer schweren
Nierenerkrankungen, sowie stillende und schwan-
gere Patientinnen.

QUANTITATIVE ANALYSEN:

Im besonderen Focus der klinischen Forschung in
der Ophthalmologie steht momentan die Moglich-
keit der quantitativen Analyse mittels OCT-A. In
mehreren Arbeiten wurden normative Daten, die
Reproduzierbarkeit sowie der Einfluss von ver-
schiedenen Faktoren auf die gemessene Fluss-
dichte mittels OCT-A untersucht [19—21]. Hierbei
zeigte sich sowohl im Tiermodell als auch bei
gesunden Probanden, Glaukom-Patienten und bei
Patienten mit unterschiedlichen Netzhaut- und
systemischen Erkrankungen eine hohe Reprodu-
zierbarkeit der gemessenen Flussdichte. [19, 23,
24, 25]

Verdnderungen der gemessenen Flussdichte
konnten bei verschiedener Erkrankung der Netz-
haut und des Sehnervs gezeigt werden. Viele
Arbeiten wurden in den vergangenen zwei Jahren
zum Thema OCT-A und Glaukom veréffentlicht. So
zeigte sich bei Glaukompatienten eine reduzierte

Flussdichte am Sehnerv sowie im Bereich der
Makula im Vergleich zu gesunden Kontrollen
(Abbildung 2). Das AusmafR der reduzierten Fluss-
dichte korrelierte zudem mit verschieden glau-
komspezifischen strukturellen und funktionellen
Parametern wie dem Gesichtsfeld oder der RNFL-
Dicke [23, 26, 27]. Die Messungen der Flussdichte
mittels OCTA zeigte bei der Glaukom Diagnostik
eine vergleichbare Sensitivitdt im Vergleich zur
RNFL Messung [28]. Auch bei Patienten mit ver-
schiedenen Netzhaut Erkrankungen wie z.B der
Retinopathia Pigmentosa zeigten sich entspre-
chende Verdnderungen der retinalen Gefafidichte.
Das Ausmaf3 der verminderten Durchblutung bei
diesen Patienten korrelierte auch mit der funk-
tionellen Einschrankung [29, 30].

GRENZEN:

Trotz der rasanten technologischen Entwicklung
der neuen Technik ist die OCT-A noch nicht in der
Lage, die konventionelle Angiographie zu erset-
zen. Hier spielen verschieden Faktoren eine Rolle.

1. Die Durchfiihrung von Aufnahmen in der
Netzhautperipherie ist nicht méglich. Die Auf-

SCHLUSSELWORTER:

M OCT-Angiographie

M Flussdichte

Abbildung 2

OCT Angiographie
(A) und farbcodierte OCT
Angiographie Aufnahmen
(B) eines Glaukom Patien-
ten (obere Zeile) und einer
Gesunden Kontrolle (untere
Zeile).
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Abbildung 3
3x3 mm? Aufnahme der
Makula mit unterschiedli-

chen Bewegungsartefakten.

Roter Stern: Gefdpversat
(»displacement«); weifier
Stern: durchgdngige
schwarze Linie (»black
line«), verursacht durch
Blinzeln.

nahmefelder haben zuletzt deutlich an Grofie
zugenommen. Aktuell bieten einige Gerédte
eine 12mm x 12mm Aufnahme an. Ferner be-
steht die Moglichkeit einer sogenannten
Composite Aufnahme, bei der die Information
von mehreren Aufnahmen in einer zusam-
mengefiihrt wird, um das Aufnahmefeld zu
vergroRern. Hier bleibt die OCT-A jedoch deut-
lich hinter einer konventionellen Widefield-
Angiographie zurlick.

Die Bildqualitat leidet haufig unter verschie-
den Formen von Artefakten (Abbildung 3).
Beispielsweise projizieren sich Gefdfe der
oberflachlichen Netzhautschichten in tiefer-
liegende Schichten oder es entstehen Bewe-
gungsartefakte aufgrund von Augenbewegun-
gen bei der Durchfiihrung der Aufnahmen.
Diese Artefakte beeinflussen die Reproduzier-
barkeit quantitativer Analysen. Die Integration
eines Eye Tracking Systems hat hier zu einer
deutlichen Verbesserung der Bildqualitdt ge-
fuhrt[31].

Die Interpretation der OCTA Daten wird da-
durch erschwert, dass Fluss nur innerhalb
bestimmter Grenze erfasst wird, sodass z.B
sehr langsamer Fluss wie in Mikroaneurys-
mata nicht immer erkannt werden kann.

Viele Phdnomen der OCTA miissen noch weiter
erforscht werden. Alte Phdnomene und patho-
gnomonische Zeichen aus den Zeiten der
konventionellen Angiographie wie Leckage
oder Pooling kénnen bei der OCT-A nicht an-
gewandt werden.
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Abbildung 1
Logo der AugUR Studie.

EPIDEMIOLOGISCHE FORSCHUNG
IN DEUTSCHLAND

Grundsaétzliches Ziel epidemiologischer Forschung
ist die Beschreibung der Haufigkeit von Erkran-
kungen und deren Risikofaktoren. Zur epidemiolo-
gischen Methodik gehoren Beobachtungsstudien,
welche zufillige Stichproben von wohlbeschrie-
benen Bevdlkerungsgruppen standardisiert unter-
suchen (Querschnittstudien) bzw. nachverfolgen
(Kohortenstudien), oder Fallstichproben, die mit
geeigneten Kontrollstichproben verglichen wer-
den (Fall-Kontroll-Studien). Die generierten Daten
liefern wichtige Determinanten fiir Krankenver-
sorgung, Praventionsprogramme und Forschungs-
management.

Die Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft
(DOG) stellte 2012 in ihrem »WeiBbuch zur
Situation der ophthalmologischen Versorgung in
Deutschland« fest, dass »iiber die Zahl der be-
troffenen Menschen, die an hdufigen Augener-
krankungen leiden, [...] bislang nur wenige Studien
vorliegen« [1]. In der Tat muss bei der Ermittlung
von Sehbehinderung oder Blindheit in Deutsch-
land auf internationale populationsbasierte Stu-
dien der Bevolkerung europdischer Abstammung
auflerhalb von Deutschland zuriickgegriffen wer-
den (z.B. Rotterdam-Studie, Beaver Dam Eye
Studie, USA oder Blue Mountain Eye Studie,
Australien [2—4]). Diese sind allerdings aus ver-
schiedenen Griinden — wie unterschiedlicher
Lebensstil, unterschiedlicher genetischer Hinter-
grund, etc. — nur bedingt Ubertragbar. Fir
Deutschland stellte die DOG klar: »Aus der
ophthalmologischen Epidemiologie miissen daher
bessere Daten als bisher liber die Pravalenzen und
Inzidenzen von Augenerkrankungen und von Risi-
kofaktoren in der Bevélkerung generiert werden,
wofiir auch grof3 angelegte Bevolkerungsstudien
notig sind« [1].

Diese 2012 geschilderte Mangel-Situation hat sich
durchaus gebessert durch ehrgeizige Projekte wie
die Mainzer Gutenberg Gesundheitsstudie [5, 6]
oder die Kooperative Gesundheitsforschung in der
Region Augsburg (KORA Studie) [7, 8], welche

bereits epidemiologische Daten zu wesentlichen
ophthalmologischen  Phdnotypen  publizieren
konnten. Die ophthalmologischen Analysen des
KORA-Projektes finden auch im Rahmen einer
engen Kooperation des Helmholtz Zentrums
Miinchen mit dem Lehrstuhl fiir Genetische Epi-
demiologie sowie der Universitats-Augenklinik
Regensburg statt. Dariiber hinaus wird beispiels-
weise im Rahmen der Rheinlandstudie in der
Region Bonn [http://www.rheinland-studie.de/]
sowie der NaKo Gesundheitsstudie deutschland-
weit [9] im groflen Stil rekrutiert. Diese Studien
werden zukiinftig wertvolle Erkenntnisse liefern.

In Regensburg wurde die Augenstudie der Uni-
versitdt Regensburg (AugUR) etabliert. Sie legt mit
ihrem intensiven ophthalmologischen Studien-
programm einen Schwerpunkt auf Augenerkran-
kungen und fokussiert auf die dltere Bevolkerung
tiber 70 Jahre [10]. So grenzt AugUR sich von
anderen Projekten ab (z.B. NaKo Einschlussalter
20-69 Jahre) und erganzt diese komplementér.

AUGUR ALS PLATTFORM FUR
UNTERSCHIEDLICHE ANALYSEN ZU
ERKRANKUNGEN DES ALTERS -

MIT HAUPTFOKUS AUF OPHTHALMO-
LOGISCHEN FRAGESTELLUNGEN

Mit der AugUR Studie wollen die Regensburger
Forscher u.a. folgende Fragestellungen adressie-
ren: Wie hdufig sind die verschiedenen Augen-
erkrankungen in der dlteren Bevdlkerung und mit
wie vielen Neuerkrankungen pro Jahr muss man
rechnen? Unterscheidet sich die Erkrankungs-
hdufigkeit zwischen Méannern und Frauen, oder
z.B. zwischen Rauchern und Nicht-Rauchern? Wie
quantifiziert man einen Effekt durch das Rauchen
und wie verdndert sich dieser Effekt, wenn das
Rauchen aufgegeben wird? Welche genetischen
Faktoren spielen eine Rolle und zeigen diese eine
Wechselwirkung mit Lebensstilfaktoren? Aus den
erhobenen Daten lassen sich auch Aspekte der
Versorgungsforschung aufzeigen: Welcher Anteil
der dlteren Personen kann verniinftig sehen? Sind
sich diejenigen Personen, welche in den medizini-



schen Untersuchungen im Studienzentrum Erkran-
kungen aufweisen, dieser Erkrankungen bewusst?

Im Mdrz 2013 startete die vom Bundesministerium
fur Bildung und Forschung (BMBF) geférderte
AugUR Studie als Kooperationsprojekt des
Lehrstuhls fiir Genetische Epidemiologie, der
Universitats-Augenklinik und des Instituts fiir
Humangenetik an der Universitdt Regensburg.
Mittlerweile wurde die erste Baseline-Rekrutie-
rungsphase (AugUR 1) abgeschlossen. Hierfiir
wurden per Zufallsstichprobe 5644 Personen tiber
70 Jahre aus Regensburg Stadt und weiteren 5 Ge-
meinden des Landkreises mittels schriftlicher

Tabelle 1

Allgemeines Untersuchungsprogramm der AugUR-Studie.

Untersuchte Kategorien ‘ Methode/Gerit

Einladung kontaktiert. 1.133 Probanden im Alter
von 70 bis 95 Jahren wurden von 2013 bis 2015 im
Studienzentrum am Universitatsklinikum Regens-
burg untersucht (Netto-Responserate 20.1%;
54.9% Manner [n=622], 45.1% Frauen [n=511]).
Seit Mai 2016 lduft der 3-Jahres Follow-Up (bis-
heriger Follow-Up-Response 80.1%) sowie eine
zweite Baseline-Rekrutierungswelle (AugUR 11).

Das ca. 3-stiindige Untersuchungsprogramm ist
in Tabelle 1 zusammengefasst. Tabelle 2 gibt
einen speziellen Uberblick iiber die ophthalmolo-
gischen Testungen.

‘ Erhobene Parameter

Allgemeine Parameter
Lebensstilfaktoren
Lebensqualitat

Allgemeinerkrankungen
Medikation
Anthropometrie

und Fitness
Kardiovaskuldr
Diabetes
Blut-Parameter

Urin-Parameter

Blut-Biobanking
Urin-Biobanking

Tabelle 2

Interview-basierter Fragebogen
Interview-basierter Fragebogen
Interview-basierter Fragebogen

Interview-basierter Fragebogen

Interview-basierter Fragebogen,
Pharmazentralnummer

Messstation, Maftband
Dynamometer

Messstation
Vascular Explorer
Echokardiographie

AGE Reader
Externes Labor

Externes Labor

Clinitek®

-20°C, -80°C, Fliissig-Stickstoff
-80°C, Fliissig-Stickstoff

Alter, Geschlecht, Ethnizitat, Familienstand, Bildung, Beruf
Korperliche Aktivitat, Erndhrungsgewohnheiten, Rauchen, Alkoholkonsum
Subjektiver Gesundheitszustand, generelle Kondition

Diabetes, kardiovaskulare Erkrankungen, Atemwege, Niere, Leber,
Arthritis, Haut, Tumorerkrankungen

Aktuelle Medikamenteneinnahme

Grofe, Gewicht, Taillen- und Hiiftumfang
Handgreifkraft

Blutdruck, Puls
Knochel-Arm-Index, Pulswellengeschwindigkeit, Augmentationsindex
Rechtsherz-/Linksherzfunktion und -masse, Herzklappen

Haut-Autofluoreszenz (Glykosilierungs-Endprodukte)
Serum Glukose, HbA1c

Grof3es Blutbild, C-reaktives Protein, LDL, HDL, Gesamt-Cholesterol,
Triglyceride

Albumin: Kreatinin/Protein: Kreatinin-Ratio, Glucose, Ketone, Nitrit,
pH, Erythrozyten, Leukozyten

Vollblut, Plasma, Serum, RNA Uberstand, RNA zellulére Fraktion
Urin Uberstand, Urin mit Pellet

Ophthalmologisches Untersuchungsprogramm der AugUR-Studie.

Untersuchte Kategorien ‘ Methode/Gerit

‘ Erhobene Parameter

Anamnese Interview-basierter Fragebogen Augenerkrankungen und/
oder ophthalmologische Interventionen
Visus ETDRS Tafel, eigene Korrektur falls vorhanden Retinale Funktion

Amsler Gitter

Photostress Test

Schwarz-auf-weif}, 10x10 cm mit 0.5 cm Gitter
ETDRS Tafel und direktes Ophthalmoskop (Heine Beta

Metamorphopsien, Skotome, Retinale Funktion

Photostress Recovery Time, Retinale Funktion

200 M2, Heine Optotechnik, Deutschland)

Retinale Bildgebung

DRS nicht-mydriatische, vollautomatische Farbfundus-
kamera (Centervue, Italien), Spectralis SD-

Detaillierte Evaluation zentraler retinaler
Pathologien, AMD Klassifikation

OCT+BluePeak (Heidelberg Engineering, Deutschland)

Abkiirzungen: ETDRS = Early Treatment Diabetic Retinopathy Study; DRS = Digital Retinography System; SD-OCT = Spectral Domain - optische Kohdrenztomographie
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Tabelle 3

Augenerkrankungen in der AugUR Studie, erhoben durch Selbstangabe

der 1133 Teilnehmer.
Selbstangabe
Augenerkrankungen
Katarakt
Altersbedingte Makuladegeneration
Glaukom
Diabetische Retinopathie
Andere Augenerkrankungen, gesamt*
Sicca Syndrom

Erkrankungen der okuldren Adnexe
(z.B. Lidtumor, Fehlstellungen, Infektion)

Corneale Erkrankungen (z. B. Infektion, Pterygium)

Glaskorperdegenerationen (Mouches volantes, Floater)

Uveitis (inkl. Skleritis)

Teilnehmer,
% (n)

49.0 (555)
6.7 (76)
7-3(83)
1.2 (14)
28.1 (318)
9.4 (107)
1.9 (22)

2.0 (23)
2.7 (39)
0.7 8

Retinale Erkrankungen (z. B. Ablésung, Loch/Riss, Odem) | 3.8 (43)

Retinale vaskuldre Erkrankungen (GefaBverschliisse,

Blutungen)

Doppelbilder

Amblyopie

Trauma (schwer, z. B. Verlust des Auges)
Tumor (intraokul&r)

Andere (z.B. keine genaueren Angaben)

2.9 (33)

1.7 (19)
1.1 (13)
0.2 (2)
0.1 (1)

1.1 (13)

*) Antworten wurden als Freitext dokumentiert, Mehrfachantworten waren méglich. Angaben sind noch

nicht durch den niedergelassenen Augenarzt validiert.

Tabelle 4

Ophthalmologische Interventionen, erhoben durch Selbstangabe

der 1133 Teilnehmer.

Selbstangabe
ophthalmologische Interventionen

Augeninterventionen, gesamt*
Katarakt-Op
Glaukom-Op

Lidchirurgie (z.B. Chalazion-Op, Korrektur von Fehlstellungen)

Hornhautchirurgie (z. B. Transplantation, Pterygium-Op)
Retinale Chirurgie (Buckel, Pars-Plana-Vitrektomie)
Strabologische Eingriffe
Intravitreale Injektionen

Verschiedene Indikationen

Altersbedingte Makuladegeneration
Laserbehandlungen

Retina (panretinal, Pexie)

Nachstar (Kapsulotomie)

Andere (z.B. keine genaueren Angaben)

Teilnehmer,
% (n)

41.7 (473)
34.2 (387)
0.4 (4)
0.4 (5)
0.4 (4)
1.3 (15)
1.0 (12)

1.1 (13)
1.3 (15)

2.6 (30)
6.4 (72)
1.9 (21)

*) Antworten wurden als Freitext dokumentiert, Mehrfachantworten waren moglich. Angaben sind noch

nicht durch den niedergelassenen Augenarzt validiert.

ERSTE ERGEBNISSE DER
AUGUR STUDIE

Die Auswertungen der AugUR | Querschnitts-
erhebung haben mittlerweile erste Ergebnisse
generiert. An dieser Stelle sollen beispielhaft die
Haufigkeiten verschiedener, durch Selbstangabe
erhobener Augenerkrankungen und ophthalmolo-
gischer Interventionen dargestellt werden (Tabel-
len 3 und 4); 34.2% der Probanden gaben keine
ihnen bekannten Augenerkrankungen an.

Auch zum Sehvermoégen gibt es Daten: Im Inter-
view berichteten 3.6% der Studienteilnehmer,
dass sie nicht in der Lage seien mit oder ohne
entsprechender refraktiver Korrektur Zeitung zu
lesen; 5.3% der Probanden konnen laut Selbst-
angabe nicht die Gesichter von Passanten erken-
nen. Andererseits verwenden lediglich 1.3% der
Studienteilnehmer vergrofernde Sehhilfen. Hier
deutet sich eventuell eine Unterversorgung an.
Eine gute Versorgung scheint es im AugUR-Re-
krutierungsgebiet hinsichtlich der Katarakt-Thera-
pie zu geben: Bei 49.0% der Probanden wurde
laut Selbstangabe eine Linsentriibung diagnosti-
ziert, 69.9 % davon sind Katarakt-operiert.

BEWERTUNG UND AUSBLICK

Folgende Uberlegungen sollten zukiinftig fiir den
Bereich der epidemiologischen Forschung in der
Ophthalmologie beriicksichtigt werden:

Durch die weitere Alterung der Bevélkerung ist
mit einer Zunahme chronischer Augenerkran-
kungen des Alters zu rechnen. Dies wird zu einem
erheblichen Anstieg der Behandlungszahlen in
der Augenheilkunde fiihren. Etwaige Praventions-
moglichkeiten werden noch mehr an Relevanz ge-
winnen. Epidemiologische Studien in der &dlteren
Bevolkerung sind daher von entscheidender Be-
deutung.

Darliber hinaus hat die neuere, multimodale
retinale Bildgebung bislang noch kaum Eingang
in die epidemiologisch-ophthalmologische For-
schung gefunden. So basieren z.B. vorhandene
bevélkerungsbasierte Daten zur Epidemiologie
der AMD derzeit auf manuell klassifizierten Farb-
fundusfotografien. Multimodale Bildgebung muss
zunehmend in populationsbasierten Studien ein-
gesetzt werden, um eine deutlich sensitivere
Definition und Detektion von Friihformen retinaler
Erkrankungen zu ermdglichen. AugUR kann auf
ein ausgedehntes ophthalmologisches bildgeben-
des Programm zuriickgreifen und eine Vielzahl an
Fragestellungen bearbeiten.
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Lythrosin® Kapseln — Rekurrenz bei retinalem
Venenverschluss (RVV) verringern

iatroVision setzt als Experte fiir vaskulédre Erkrankungen der Netzhaut neue MaBstébe in der Sekundér-
prédvention des retinalen Venenverschlusses (RVV) nach einem Erstereignis. Lythrosin® Kapseln wurden
speziell fiir diese Patienten entwickelt und seine Substanzen sind im US-amerikanischen Arzneimittel-

buch 34 definiert [1].

Normalisierung der Blutplattchenaktivitat und
Hemmung der Thromboxan-Biosynthese

Ein entscheidender und innovativer Vorteil von
Lythrosin® Kapseln sind die gerinnungshemmenden
Eigenschaften mit sensitiver antithrombotischer
Wirkung ohne jedoch die Blutungszeit zu verldngern.
Lythrosin® Kapseln inhibieren die Freisetzung von
Thromboxan A2 (TxA2) aus Thrombozyten und sen-
ken konsekutiv den Thromboxan B2 (TxB2) Spiegel
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Abbildung 1

Der Wachstumsfaktor »vascular endothelial
growth factor-A« (VEGF-A) spielt bei der Pathoge-
nese verschiedener okuldren Erkrankungen eine
wichtige Rolle; seine Konzentration ist unter die-
sen Umstdnden in der Glaskorperfliissigkeit er-
hoht [1]. Folgerichtig werden an VEGF-A bindende
Proteine wie Ranibizumab, Aflibercept und Beva-
cizumab erfolgreich zur Therapie z.B. des diabeti-
schen Makulatdems eingesetzt, das auf der durch
VEGF-A erhdhten Permeabilitat retinaler Endothel-
zellen (REC) beruht [2—-5]. Wir konnten in ver-
schiedenen Studien mit immortalisierten retinalen
Endothelzellen vom Rind (iBREC) zeigen, dass der
VEGF-A-spezifische 1gG Bevacizumab und das an
verschiedene Mitglieder der VEGF-Familie binden-
de, rekombinante Fusionsprotein Aflibercept die
durch die Spleifvariante VEGF-A  induzierte
Schrankenstérung wieder riickgangig machen
(Abb. 1) [6—11].

Da Antikdrper und Fusionsproteine wie Afliber-
cept, die einen Fc-Terminus eines humanen IgG
besitzen (Abb. 1), verstarkt intravitreal eingesetzt

Die an VEGF-A bindenden Proteine Aflibercept und Bevacizumab machen die durch
VEGF-A . hervorgerufene Storung der iBREC-Schranke wieder vollstindig riickgdngig.
iBREC wurden auf Goldelektroden bis zur Ausbildung einer Einzelzellschicht kultiviert
und 24 h mit VEGF-A, o behandelt, bevor die VEGF-Inhibitoren zugegeben wurden.

Als Mag fiir die Permeabilitit wurde der Zellindex gemessen, der bei durchldssiger
Zellschicht niedrig ist. Beide Inhibitoren erhéhen den in Gegenwart von VEGF-A,
erniedrigten Zellindex in gleichem Map.

werden, sind Studien zum Transportweg dieser
Proteine aus dem Auge sehr wichtig. Interessan-
terweise sind Bevacizumab und Aflibercept nach
intravitrealer Injektion in das Affenauge in ver-
schiedenen okuldren Strukturen lokalisiert u.a. in
retinalen Gefafen und dem retinalen Pigmentepi-
thel (RPE) [12, 13]. Bevacizumab konnte nach In-
jektion ins Mausauge auch in den Endothelzellen
der retinalen Gefdfie nachgewiesen werden [14].
Daher scheint die Beteiligung von Strukturen des
hinteren Augenabschnitts am Transport von IgG
oder verwandten Molekiilen aus dem Auge wahr-
scheinlich. Zudem bestdtigen in vitro-Studien,
dass IgG sowie Aflibercept von REC und von Zellen
des RPE aufgenommen werden [15—18].

Wir haben jetzt am Modell der von uns etablierten
Zelllinie iBREC in verschiedenen Studien unter-
sucht, ob Aflibercept und Bevacizumab durch eine
Einzelzellschicht transportiert werden. Dazu haben
wir ein 2-Kammersystem verwendet, bei dem die
beiden Kammern durch eine auf einer pordsen
Membran kultivierten Einzelzellschicht getrennt
sind (Schema in Abb. 2). Bevacizumab oder Afli-
bercept — in physiologisch relevanter Konzentra-
tion von 250ug/ml —wurden in eine der beiden
Kammern gegeben, und der Uberstand aus der ge-
geniiberliegenden Kammer mittels Western Blot-
Analysen auf das Vorhandensein des jeweiligen
VEGF-bindenden Proteins untersucht. So konnten
wir zeigen, dass beide VEGF-bindenden Proteine
von iBREC von der basalen zur apikalen Seite der
Zellen und in umgekehrter Richtung transportiert
werden (Abb. 2A) [15, 16]. Fiir unsere Untersu-
chungen haben wir die Anordnung basal—apikal
verwendet, da intravitreal verabreichte Proteine
die retinalen Endothelzellen von der basalen Seite
erreichen. Interessanterweise ist der Transport
von Aflibercept oder Bevacizumab deutlich be-
schleunigt, wenn iBREC in Gegenwart von fotalem
Rinderserum (FBS) kultiviert werden (Abb. 2A) [15,
16]. Unter diesen Umstdnden ist auch der tiberwie-
gende Teil der beiden VEGF-bindenden Proteine in
der Fraktion zu finden, in der sich Proteine aus
Membranen oder Organellen befinden (Abb. 2B).
Dagegen werden Bevacizumab und Aflibercept
iberwiegend zusammen mit Proteinen aus dem
Zytoskelett isoliert, wenn iBREC in Abwesenheit
von FBS kultiviert werden (Abb. 2B); der Effekt ist
bei Bevacizumab deutlicher ausgepragt [15, 16].
AuBerdem ist die Menge des intrazellularen



Aflibercepts und Bevacizumabs unter diesen Um-
standen viel hoher; dies deutet auf eine Stérung
des intrazelluldren Transports hin. Erste Ergeb-
nisse unserer laufenden Studie zeigen, dass
einige am intrazelluldaren Transport beteiligte
Proteine tatsdchlich serumabhédngig exprimiert
sind.

Dass die intrazelluldre Menge von Aflibercept und
Bevacizumab bei niedrigeren Kultivierungstempe-
raturen geringer ist, deutet auf einen aktiven
Transport der beiden Proteine hin [15, 16]. Ein
offensichtliches Kandidatenprotein fiir den intra-
zelluldren Transport von IgG oder verwandten
Proteinen ist der neonatale Fc-Rezeptor/Transpor-
ter (FcRn), der von (retinalen) Endothelzellen auf-
genommenes IgG in friihen Endosomen bei niedri-
gem pH-Wert bindet (Schema in Abb. 3) [19, 20].
Uber sogenannte »sorting«-Endosomen, in denen

Abbildung 3

Der am Transport von IgG beteiligte neonatale
Fc-Rezeptor wird von iBREC serumabhdngig
exprimiert.
Der neonatale Fc-Rezeptor (FCRn) ist in friihen
Endosomen lokalisiert, wo er von der Zelle
aufgenommenes IgG am Fc-Terminus bei pH ~6
bindet. Der Komplex wird dann iiber »sorting«-
Endosomen und »recycling«-Exosomen entweder
zu der Seite der IgG-Aufnahme oder zur gegen-
liberliegenden Seite transportiert. Dort wird das
1gG bei neutralem pH wieder abgegeben. iBREC
exprimieren den FcRn, wobei das Signal nur in
der Fraktion gefunden wird, die Proteine aus
Membranen bzw. Organellen enthdlt. Mit
abnehmendem Gehalt von FBS im Zellkultur-
medium sinkt die Menge von FcRn.

z.B. Proteine ohne Fc-Terminus sowie nicht ge-
bundenes 1gG vom IgG/FcRn-Komplex getrennt
werden, wird der Komplex von »recycling«-Exoso-
men entweder zur gegeniiberliegenden Zellseite
oder zu der Seite der Aufnahme transportiert; dort
erfolgt die Freisetzung des IgG bei physiologi-
schen pH [20]. So wird das an den FcRn gebunde-
ne IgG vor Abbau in den Lysosomen geschiitzt.
Verschiedene Gewebe exprimieren den FcRn,
darunter auch okuldre Strukturen wie retinale
GefdBe oder RPE [21]. Interessanterweise nimmt
die Expression von FcRn durch iBREC ab, wenn die
Zellen in Abwesenheit von FBS kultiviert werden
(Abb. 3) [15, 16]. Da der FcRn einen IgG im Bereich
des Fc-Terminus bindet, liegt die Annahme nahe,

Abbildung 2
Transporteffizienz und
intrazelluldre Lokalisation
von Aflibercept und
Bevacizumab sind abhdngig
vom Serumgehalt im
Zellkulturmedium.
(A) Nach Zugabe von
Aflibercept bzw. Bevaci-
zumab in die untere Kammer
eines 2-Kammersystems
wurde im Uberstand der
oberen Kammer auf das
Vorhandensein des
Inhibitors mittels Western
Blot-Analysen getestet.
Beide Inhibitoren werden
durch die Einzelzellschicht
transportiert, wobei der
Transport in Anwesenheit
von fotalem Rinderserum
(FBS) im Zellkulturmedium
erhéht ist. (B) iBREC wurden
mit 250 ug/ml Aflibercept
bzw. Bevacizumab fiir 4 h
inkubiert bevor die Zellen
zur Herstellung von
fraktionierten Proteinextrak-
ten geerntet wurden. In
Anwesenheit von FBS
werden beide Inhibitoren
liberwiegend zusammen mit
Proteinen aus Membranen
bzw. Organellen, bei
Abwesenheit von FBS
dagegen bevorzugt
zusammen mit Proteinen
des Zytoskeletts isoliert.
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dass FcRn eine Rolle beim intrazellularen Trans-
port verschiedener Fc-Terminus-tragenden Pro-
teine wie auch Aflibercept spielt. Im Einklang mit
dieser Hypothese ist unsere Beobachtung, dass
ca. 4 h nach ihrer Zugabe sowohl Aflibercept als
auch Bevacizumab in frithen Endosomen lokali-
siert sind, die durch die Expression des Proteins
EEA1 gekennzeichnet sind [15, 16]. In humanen
mikrovaskuldren Endothelzellen sind der FcRn
und EEA1 zusammen in frithen Endosomen lokali-
siert [20].

Sollte ein Komplex aus dem FcRn mit Bevacizu-
mab bzw. Aflibercept tatsachlich eine Rolle beim
intrazelluldren Transport beider Proteine spielen,
miissten Transport oder Lokalisation verdandert
sein, wenn man die Bildung dieses Komplexes un-
terbindet. Als Hilfsmittel bietet sich dafiir Protein
A von S. aureus an, das an IgG im Fc-Terminus in
der gleichen Region wie der FcRn bindet und somit
die Interaktion zwischen IgG und dem FcRn verhin-
dert (Schema in Abb. g4) [22, 23]. In der Folge kann
der Komplex aus IgG und FcRn nicht gebildet
werden und das IgG wird in den Zellen abgebaut.
Tatsédchlich ist der Transport von Aflibercept und
von Bevacizumab in Gegenwart von Protein A
deutlich verlangsamt (Abb. 4A). Auch die Menge
des zusammen mit Proteinen aus Membranen und

Abbildung 4

Organellen isolierten Bevacizumabs und Afliber-
cepts ist erheblich verringert, wenn iBREC zusam-
men mit den VEGF-bindenden Proteinen und Pro-
tein A inkubiert werden (Abb. 4B) [15, 16].

Wir konnten somit zeigen, dass Fc-Terminus
tragende Proteine wie z.B. Bevacizumab oder
Aflibercept durch eine iBREC-Einzelzellschicht
transportiert werden und dass an diesem Prozess
vermutlich der FcRn beteiligt ist.

1. Werden iBREC bei 4°C anstelle von 37°C kulti-
viert, befindet sich weniger Bevacizumab oder
Aflibercept in den Zellen; es findet also ein
aktiver intrazelluldrer Transport der beiden
VEGF-bindenden Proteine statt.

2. Aflibercept und Bevacizumab sind in iBREC in
friihen Endosomen lokalisiert, in denen sich
auch der FcRn befindet.

3. Wird die Interaktion zwischen dem FcRn und
Aflibercept bzw. Bevacizumab verhindert,
werden beide Proteine langsamer durch die
Einzelzellschicht transportiert und es befindet
sich auch weniger Aflibercept bzw. Bevaci-
zumab in den Zellen.

Das mit dem FcRn um die Bindung an den Fc-Terminus konkurrierende bakterielle Protein A verringert
Transporteffizienz und intrazelluldre Menge von Aflibercept und Bevacizumab.
Protein A von S. aureus bindet in der gleichen Region des Fc-Terminus zwischen den Bereichen C H und
CH der schweren Kette wie der FcRn. Der den IgG vor dem Abbau schiitzende Komplex aus IgG und
FcRn kann sich dann nicht bilden. (A) Tatsdchlich ist der Transport von Aflibercept oder Bevacizumab
durch die iBREC-Einzelzellschicht in Gegenwart des 5fachen Uberschusses an Protein A deutlich
verringert. (B) Ebenso befindet sich weniger Aflibercept bzw. Bevacizumab in der Fraktion, die Proteine
aus den Membranen bzw. Organellen enthdlt, wenn iBREC zusammen mit Protein A und den VEGF-Inhi-

bitoren kultiviert werden.



Auch in vivo scheint der FcRn fiir den okuldren
Transport von Bevacizumab eine Rolle zu spielen:
Bevacizumab wurde in REC nach intravitrealer
Injektion in das Mausauge nur dann nachgewie-
sen, wenn die Mduse den FcRn exprimierten [14].
Dass Aflibercept, Bevacizumab und Fc-Fragmente
nach intravitrealer Injektion in retinalen Gefdaen
und im RPE detektiert wurden, zeigt die Beteili-
gung dieser Strukturen am Transport von IgG oder
Fc-Fusionsproteinen aus dem Auge [12, 13, 24].
AuBerdem scheint vor allem der Fc-Terminus fiir
die Art des Transportes von entscheidender Be-
deutung zu sein.

In weiterfiihrenden Projekten wollen wir Proteine
identifizieren, die auBer dem FcRn am intrazellula-
ren Transport von IgG oder Fc-Fusionsproteinen
beteiligt sind, um den Transport therapeutisch
bedeutsamer Proteine durch die Endothelzell-
schicht besser verstehen zu konnen.
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FUR MOBILE OP-TISCHE
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an, die OP-Ablaufe zu optimieren. BRUMABA OP-Tische lassen
sich auf ausgereiften Fahrwerken leicht und einfach verschie-
ben. Aufwédndiges Umbetten von Patienten entféllt. Das spart
Zeit und entlastet das OP-Personal. Hochwertige Materialien,
Edelstahl und beste Verarbeitung sorgen fiir wartungsarmen
und dauerhaften Gebrauch in Klinik und Praxis. Die Strom-
versorgung der OP-Tische erfolgt liber zuverldssige und leis-
tungsstarke Akkus. Die Lade-Kapazitdt reicht fiir ca. 150 OP-
Zyklen. Das bedeutet, erst nach ca. zwei Wochen muss der
Akku erneut geladen werden.

Uber ein ausgereiftes und leistungsstarkes Hubsystem lassen
sich die OP-Tische schnell und gerduschlos in verschieden-
ste Positionen fahren. Neben individuellen Einstellungen des
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Gentherapie fur Netzhauterkrankungen
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Genetik ist eine Disziplin, welche mit der Augen-
heilkunde seit jeher eng verbunden ist — bereits
Hippokrates und Plutarch beschreiben die Ver-
erbung ophthalmologischer Merkmale [1]. Dank
des technologischen Fortschritts und der beharr-
lichen Arbeit von Arzten und Wissenschaftlern
kennt man heute mehr als 250 Gene, deren Muta-
tion Erkrankungen am Auge verursachen (https://
sph.uth.edu/retnet/). Als in der Mitte des 20. Jahr-
hunderts klar wurde, dass die DNA (und nicht
Proteine) Trager der Erbinformation ist [2] und
beobachtet wurde, wie Viren mit dem Transfer
von DNA neues genetischen Material in Zielzellen
einbringen [3], wurde die Idee zur therapeuti-
schen Verwendung solch eines Gentransfers
geboren [4]. Gentherapie bedeutet demnach das
einbringen einer therapeutischen Nukleinsdure
(z.B. DNA) in die Zielzelle eines Patienten mit dem
Ziel einen genetischen Defekt zu beheben oder
auszugleichen[5].

Bei vielen Mutationen langt bereits ein gesundes
Allel aus um die Auspragung eines Phanotyps zu
verhindern (rezessiver Erbgang). Nach diesem
Prinzip kann das Einbringen einer gesunden Kopie
des mutierten Gens in die Zielzelle eines Patienten
mit Mutationen in beiden Allelen des somatischen
Genoms ebenfalls einen solchen Phdnotyp ver-
hindern, bzw. als »drittes Allel« die Erkrankung
stoppen. In der Tat zeigen Gentherapien nach die-
ser Strategie einen therapeutischen Effekt[6—9].

Anwendung findet solch eine Strategie bisher vor
allem bei erblichen Netzhauterkrankungen, wel-
che zur Erblindung fiihren. Die erste klinische
Priifung einer retinalen Gentherapie wurde vor
10 Jahren in London durch James Bainbridge
durchgefiihrt [10]. Ergebnisse dieser und kurz
darauf folgender Studien zeigten, dass solch eine
Gentherapie grundsatzlich ohne schwere Neben-
wirkungen angewendet werden kann und dass
diese dariiber hinaus zu einer klinisch relevanten
und statistisch signifikanten Verbesserung der
Sehfunktion fiihren kann [6—8]. Durch die grof3e
genetische Heterogenitdt vieler Netzhauterkran-
kungen (>250 verschiedene Gene) besteht nun ein
Impetus weitere Varianten retinaler Gentherapien
zu entwickeln [11].

Am Department fiir Augenheilkunde in Tiibingen
konnten 2015 und 2016 die ersten klinischen Stu-
dien zur retinalen Gentherapie initiiert werden.
Diesen gingen fast 25 Jahre intensiver Vorarbei-
ten in der Grundlagenforschung voraus [12-35].
Die erste Anwendung retinaler Gentherapie in
Deutschland erfolgte im November 2015 durch
Prof. Bartz-Schmidt und Prof. Fischer an einem
Patienten mit CNGA3-assoziierter Achromatopsie.
Dies war zugleich die erste Gentherapie fiir Achro-
matopsie weltweit. Gefordert von der Tistou und
Charlotte Kerstan Stiftung konnte das RD-CURE
Konsortium die dafiir notwendigen Vorarbeiten
leisten und die Studie finanzieren. In den Vorar-
beiten zeigte sich, dass die Gentherapie fiir
Achromatopsie mittels Adenoassoziierter Viren
(AAV) prinzipiell geeignet ist um das fehlen jeg-
licher Zapfenfunktion bei Achromatopsie zu behe-
ben [31]. Im Mausmodell der CNGA3-assoziierten
Achromatopsie konnte gezeigt werden, dass das
Einbringen des fehlenden Cnga3 Gens einen the-
rapeutischen Effekt hat und der Maus erlaubt nun
auch die Zapfenphotorezeptoren fiir einen Seh-
eindruck zu verwenden.

Die Sicherheitsstudien im Vorfeld der klinischen
Priifung wurde an Cynomolgen durchgefiihrt und
konnte zeigen, dass die subretinale Injektion des
Gentherapeutikums mittels Induktion einer tran-
sienten neurosensorischen Abhebung keinen kli-
nisch signifikanten Schaden verursacht [36, 37].
Im direkten Vergleich zwischen Tieren nach sub-
retinaler bzw. intravitrealer Applikation des Gen-
therapeutikums zeigte die duBere Kdrnerschicht-
dicke in der Fovea einen leichten Verlust von
6.5+9.7um nach subretinaler Injektion vs.
1.0+4.2ym nach intravitrealer Injektion. Solch
eine geringe Anderung der HuBeren Kérner-
schichtdicke l&dsst die Schlussfolgerung zu, dass
eine transiente Induktion einer zentralen neuro-
sensorischen Abhebung keinen signifikanten kli-
nischen Einfluss hat. Zudem ist es wichtig daran
zu erinnern, dass dieses chirurgische Vorgehen
in der Regel die Erblindung des Patienten verhin-
dern soll und somit eine giinstige Risiko-Nutzen-
Abwadgung besteht.



Weiterhin konnten wir zeigen, dass es nach sub-
retinaler Applikation zu signifikant geringerer
Verteilung von Viruspartikeln auBerhalb des Au-
ges kommt als nach intravitrealer Injektion [38].
Durch die Verwendung eines zapfenspezifischen
Promoters in der therapeutischen Nukleinsequenz
ist das Risiko einer sogenannten off-target-ex-
pression extrem gering [39]. Da das rekombinante
AAV auBerdem nicht pathogen und nicht fiir sich
replikationsfahig ist, besteht auch nach Einschat-
zung der Behorden keine wesentliche Gefahrdung
der Umwelt nach okuldrer Gentherapie. Auch der
wichtige Nachweis, dass die Keimbahn nach oku-
larer Gentherapie frei von rekombinanten Virus-
partikeln bleibt, konnte beim Affen wiederholt
erbracht werden.

Die immunologischen Untersuchungen bestétig-
ten, dass Antikdrper gegen AAV8 von vorneherein
eine hohe Prédvalenz bei Cynomolgen haben. Die
Applikation einer okuldren Gentherapie induzierte
hierbei keine wesentliche humorale Immunant-
wort nach subretinaler Applikation. Jedoch zeigte
sich ein deutlicher Anstieg des Antikorpertiters
gegen AAVS8 nach intravitrealer Applikation [40].

Weitere Untersuchungen an den Tieren konnten
zudem bestétigen, dass es bei sehr hohen Dosen
(mindestens 10-mal mehr als in der klinischen
Anwendung) durchaus zu entziindlichen Verdn-
derungen am Auge kommen kann [41]. Diese
Entziindungen zeigten sich vorwiegend an der
behandelten Netzhaut und bestanden aus peri-
vaskuldren und paranchymalen Infiltraten. Immun-
histochemische Analysen konnten eine erhdhte
Aktivitat von Gliazellen, sowie eine Einwanderung
von CD8+ und CD20o+ Lymphozyten nachweisen.
Molekulare Analysen auf Expressionsebene zeig-
ten eine Aktivitdat der angeborenen Immunantwort
in dem entziindeten Gewebe, welche moglicher-
weise durch die AAV Partikel ausgelést wurde und
fir die Induktion einer spezifischen Immunant-
wort eine wichtige Rolle spielt.

Da die retinale Gentherapie sich zwar insgesamt
sicher zeigt, es aber in manchen klinischen Stu-
dien durchaus auch zu klinisch relevante Entziin-
dungen zu kommen scheint, untersuchen wir
weiterhin die genauen molekularen und zelluldren
Mechanismen der angeborenen Immunantwort
auf Gentherapeutika. Denn nur wenn klar ist,
welche Mechanismen hier eine wesentliche Rolle
spielen, konnen auch Strategien entwickelt wer-
den, diese fiir den Patienten giinstig zu beein-
flussen. Eine dahingehend optimierte Genthera-
pie 2.0 kdnnte einer grofien Zahl an Patienten mit
genetisch bedingten Erkrankungen am Auge (und
ggf. dartiber hinaus) eine groBe Hilfe sein.

Das Department fiir Augenheilkunde mit seiner
integrativen Struktur zwischen Forschungsinstitut
und Augenklinik bietet mit seinem Neubau hier

alle Voraussetzungen fiir erfolgreiche, translatio-
nale Forschung. In enger Zusammenarbeit mit
Kooperationspartnern in ganz Deutschland und
dariiber hinaus wird es gelingen hier einen sub-
stantiellen Beitrag zur Weiterentwicklung dieser
hoch-innovativen Therapie zu leisten.
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Molekulare Bildgebung der Retina durch
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Abbildung 1
Schematische Darstellung
des FLIO-scanners

Moderne bildgebende Verfahren, insbesondere
die optische Kohdrenztomographie (OCT), haben
in den letzten Jahren eine einzigartige Entwicklung
genommen. Sie erlauben einen Blick auf die drei-
dimensionale Struktur von Netz- und Aderhaut mit
einer Auflésung, die einzelne zelluldrer Schichten
darstellt. Dies hat nicht nur die diagnostischen
Moglichkeiten verbessert, sondern auch entschei-
dend zu unserem Verstandnis der Pathogenese so
komplexer Krankheitshilder wie der altersbeding-
ten Makuladegeneration (AMD) beigetragen.
Allerdings zeigt die OCT pathologische Prozesse
erst, wenn bereits morphologische Verdanderun-
gen aufgetreten sind. Daher sollte sie durch Ver-
fahren der funktionellen und molekularen Bildge-
bung ergdnzt werden. Hierzu gehéren z.B. die
Oxymetrie des retinalen GefaBsystems [1—4] und
die Bestimmung der Makulapigmentdichte [5] die
eine Aussage liber das antioxidative Schutzsys-
tem der Retina, insbesondere der Makula, ermog-
licht [6, 7]. Als eine neue Technik zur Charakteri-
sierung des retinalen Metabolismus haben wir die
Messung und bildliche Darstellung der Autofluo-
reszenzlebensdauer entwickelt. Da das Fluores-

zenzabklingverhalten im Bereich von Pico- bis
Nanosekunden ein charakteristischer Parameter
sowohl von Coenzymen des Energiestoffwechsels
(NADH, FAD) als auch von Stoffwechselendpro-
dukten (Lipofuszin, glykosilierte Proteine) ist, er-
laubt diese Technik eine molekulare Bildgebung
[8]. Anwendung findet sie bereits im klinischen
Bereich wie der Dermatologie zur Diagnostik ver-
schiedener Hautldsionen [9] und Melanomen [10],
sowie in klinisch-experimentellen Bereichen zur
Unterscheidung prakanzerogener und kanzeroge-
ner Verdnderungen in Zell- und Gewebeproben,
z.B. der uterinen Zervix [11] oder des Darms [12].
Bei den kanzerogenen Verdnderungen wird vor al-
lem ein erhohter oder verdnderter Energiestoff-
wechsel der Zellen beobachtet, der tiber das Ver-
hdltnis der Fluoreszenzintensitat der Coenzyme
NAD+/NADH, und FAD+/FADH (Redox Ratio) und
deren verdnderte Fluoreszenzlebensdauer charak-
terisiert werden kann [13, 14]. Weiterhin haben
Kollagene, Elastin und Melanin spezifische Ab-
klingzeiten [15—17]. Alle genannten Fluorophore
kénnen in Netzhaut, RPE, Chorioidea und Sklera
vorkommen und zur Fluoreszenz beitragen. Domi-
niert wird die Fundusautofluoreszenz (FAF) jedoch
durch Abbauprodukte des Retinals als Bestandtei-
le des Lipofuszins im RPE sowie durch Lipide und
Lipoproteine in Drusen und Ablagerungen auf der
Bruchschen Membran. Die quantitative Erfassung
dieser Fluorophore kann helfen, physiologische
und pathophysiologische Stoffwechselvorgdnge
am Augenhintergrund besser zu verstehen.

Insbesondere in der Diagnostik der AMD hat sich
die FAF inzwischen klinisch etabliert. Allerdings
lasst die Beobachtung der 6rtlichen Verteilung der
Fluoreszenzintensitdt keinen Riickschluss auf
einzelne Fluorophore zu. Hierzu haben wir an der
Jenaer Augenklinik die Autofluoreszenzlebens-
dauermessung (FLIO) etabliert [18, 19]. Diese be-
ruht auf einer Anregung der FAF mit kurzen Laser-
pulsen (ca. 100ps bei 468nm) und einer Messung
der zeitlichen Verzogerung der Emission einzelner
Fluoreszenzphotonen zum Laserpuls (zeitkorre-
lierte Einzelphotonenzéhlung) in zwei Spektralka-
nélen (498-560nm und 560-720nm). Um Bilder
zu erhalten ist diese Technik in ein Scanning Laser
Ophthalmoskop (SLO) integriert (Abb. 1). Fiir un-
sere Kklinisch-experimentellen Untersuchungen
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Abbildung 2

W Fluoreszenzlebensdauer (farbcodiert, s. scalebar) eines AMD-
Patienten (rechts) und einer altersgerechten Kontrolle (links),
Fluoreszenzemission bei 498—560nm (oben) und 560—720nm

(unten)

nutzen wir ein FLIO — Prototypgerat der Fa. Heidel-
berg Engineering. Jedes fluoreszente Molekiil ist
(abhéngig von seiner Einbettungsmatrix) durch
einen spezifischen exponentiellen Abfall der
Fluoreszenz iiber der Zeit gekennzeichnet. Liegen
wie am Augenhintergrund mehrere Fluorophore
vor, ist von einem multiexponentiellen Zerfall der
Fluoreszenz auszugehen. Daher wird der zeitliche
Abfall der Fluoreszenz durch eine Summe aus drei
Exponentialfunktionen approximiert. Dies gibt uns
die charakteristischen Fluoreszenzlebensdauern
fir drei Fluorophore sowie deren Anteil an der
Gesamtfluoreszenz. Einen schnellen Uberblick
tiber das Vorkommen einzelner Fluorophore gibt
der amplitudengewichtete Mittelwert der Zer-
fallszeiten, die mittlere Lebensdauer. Die Nutzung
von zwei spektralen Kandlen gestattet dartiber
hinaus eine Unterscheidung der Fluorophore hin-
sichtlich ihrer Emissionsspektren.

Wiéhrend die mittlere Fluoreszenzlebensdauer des
RPE ca. 300ps betrdgt [18] finden sich in der Fo-
vea, bedingt durch das Makulapigment, deutlich
kiirzere Lebensdauern von 82ps (498-560 nm)
und 128 ps (560—720nm) [19]. Die Fluoreszenz
der Papille ist dagegen von Kollagen und Elastin
im Bindegewebe bestimmt und hat deutlich lan-
gere Lebensdauern (Abb. 2, links). Die Fluores-
zenz des RPE ist durch das Lipofuszin dominiert.
Lipofuszin ist ein Sammelbegriff fiir in allen post-
mitotischen Zellen akkumulierte Stoffwechsel-
endprodukte. Dies kdnnen ganz verschiedene
chemische Verbindungen sein. Unsere Ergebnisse
weisen darauf hin, dass sich die Zusammenset-

Abbildung 3

makuldrer Aussparung (unten)

zung des Lipofuszins mit der Entwicklung einer
AMD é&ndert. So zeigen AMD-Patienten deutlich
langere Fluoreszenzlebensdauern als gesunde
Kontrollen [20]. FLIO-Aufnahmen zeigen zudem
deutlich die Orte der ersten pathologischen Ver-
dnderungen, die oft paramakular liegen (Abb. 2,
rechts). Dies bestdtigt auch eine aktuelle, in
Kooperation mit dem Moran Eye Center (Universi-
ty of Utah, Salt Lake City) durchgefiihrte, Studie
mit go Patienten [20]. Eine typische Anderung der
Fluoreszenzeigenschaften des Gewebes findet
sich bei der geographischen Atrophie (GA). Der
Untergang des RPE, in dessen Lysosomen das
Lipofuszin akkumuliert wird, fiihrt zu der aus FAF-
Aufnahmen bekannten Hypofluoreszenz (Abb. 3,
links). Gleichzeitig messen wir in der Atrophiezo-
ne deutlich verldngerte Fluoreszenzlebensdauern
(615 ps, Sauer et al. eingereicht bei Acta Ophthal-
mologica) die denen in der Papille (Abb. 3, rechts)
dhnlich sind und auf Kollagen in Chorioidea bzw.
Sklera oder die Entwicklung einer disziformen
Narbe hinweisen konnen. Interessanterweise
zeigt FLIO eine Aussparung der Makula von der
AMD (macular sparing) sehr deutlich (Abb. 3,
rechts unten). In einer Studie von Dysli et al. [21]
zeigten 10 von 41 Patienten mit GA dieses Phdno-
men. In dieser Studie, wie auch in unseren Unter-
suchungen, korrelierten die Fluoreszenzlebens-
dauern in der Makula mit dem Visus der Patienten.
Zentrale Inseln mit erhaltener Funktion innerhalb
einer GA oder bei einer RPE-Abhebung werden
auch von anderen Autoren beschrieben [22, 23].
Es wird eine Erneuerung der Photopigmente der
Zapfen tiber die Miillerzellen angenommen. FLIO

W FAF-Aufnahmen (links) und Fluoreszenzlebensdauern (rechts)
bei klassischer geografischer Atrophie (oben) und Atrophie mit
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Abbildung 4

I Hyperfluoreszente harte
Drusen. FAF-Bild (oben),
spektrales Verhdltnis der
Fluoreszenz (mitte,
kurzwellige Emission blau,
langwellige Emission rot)
und Fluoreszenzlebensdau-
er (unten, die blaugriine
Farbkodierung der Drusen
zeigt die gegeniiber dem
RPE ldngeren Lebensdau-
ern)

konnte die Integritdt der Miillerzellen iber die
Fluoreszenz des in diesen Zellen befindlichen Ma-
kulapigmentes anzeigen und somit diagnostisch
interessante Informationen zum Zustand der
Makula liefern.

Ein frihes Symptom altersbedingter Verdanderun-
gen am Augenhintergrund sind Ansammlungen
von Stoffwechselendprodukten zwischen RPE und
Bruchscher Membran, sogenannte basolineare
Ablagerungen und Drusen. Da diese die Diffusion

von Sauerstoff und anderen Metaboliten aus der
Choriokapillaris in das RPE und die dufiere Netz-
haut behindern, werden erste Atrophien des RPE
oft iber groBBen weichen Drusen beobachtet. Da-
her kénnten Drusen kiinftig ein therapeutisches
Target sein [24]. Oft zeigen Drusen eine Hyper-
fluoreszenz. Eine weitere Charakterisierung dieser
Fluoreszenz wiirde helfen zu erkennen, welche
Drusen mit einem Risiko der AMD-Progression
assoziiert sind und welche Drusen auf eine mog-
liche therapeutische Intervention reagieren. Wei-
terhin konnte sie dazu beitragen, die chemischen
Verbindungen zu identifizieren, die in Drusen
akkumuliert werden. Das ware hilfreich fiir die
Entwicklung therapeutischer Strategien. In vitro
Studien haben gezeigt, dass Drusen Fluoreszenz-
licht bei kiirzeren Wellenlangen emittieren als das
Lipofuszin im RPE [25]. Weiterhin fanden wir ldn-
gere Fluoreszenzabklingzeiten in Drusen [26].
Kirzlich ist es uns gelungen, diese spektralen und
zeitlichen Unterschiede der Fluoreszenz von Dru-
sen und dem dariiber liegenden RPE in vivo zu
beobachten (Abb. 4) [27]. Damit ist die Identifizie-
rung von Drusen sowie deren Unterscheidung ein
weiteres diagnostisch interessantes Anwendungs-
feld von FLIO.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass
FLIO eine vielversprechende neue Methode in der
ophthalmologischen Bildgebung ist. Sie gibt uns
die Moglichkeit der Charakterisierung von Stoff-
wechselendprodukten, die in der Pathogenese der
AMD eine entscheidende Rolle spielen kdnnen.
Das ldsst neue Erkenntnisse zur Atiologie der Er-
krankung erwarten und wird zukiinftig zur Erwei-
terung unserer diagnostischen Moglichkeiten so-
wie zu einem verbesserten Therapiemonitoring
beitragen.
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Mikroinvasive Glaukomchirurgie mit der

iStent-Technologie

Die mikroinvasive Glaukomchirurgie (MIGS) mit trabekulédren Stents hat inzwischen einen festen Platz
im Therapiespektrum von leichten bis moderaten Verlaufsformen des priméaren Offenwinkelglaukoms.
MIGS definiert sich iiber eine ab interno Mikroinzision, eine gute Wirksamkeit bei einem hohen
Sicherheitsprofil, ein minimales Trauma das eine schnelle Rehabilitation erlaubt.

Abbildung

Bei korrekter Platzierung befindet sich
die Einflussdffnung 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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Innerhalb der MIGS Kategorie spielt die iStent-Tech-
nologie von Glaukos eine fiihrende Rolle. Insgesamt
wurden weltweit bisher iiber 250 000 Stents implan-
tiert. In Deutschland ist die neueste iStent Gene-
ration, das iStent inject-System verfiighar.

Es besteht aus zwei in einem sterilen Einmalinjek-
tor vorgeladenen Mikrostents. Mit einer Ldnge von
360 ym und einem Durchmesser von 230 ym handelt
es sich um das derzeit kleinste beim Menschen ein-
gesetzte Medizinprodukt. Die Stents sind aus Hepa-
rin-beschichtetem nicht-ferromagnetischem medizi-
nischem Titan. Das Funktionsprinzip beruht auf einer
Umgehung des Trabekelmaschenwerkes zur Ver-
besserung des Kammerwasserabflusses. Unter
gonioskopischer Visualisierung werden zwei Stents
im Abstand von 30-40° nasal unten in das pigmen-
tierte Trabekelmaschenwerk platziert. Die Implan-
tation kann sowohl als alleiniger Eingriff, als auch in
Verbindung mit einer Kataraktoperation durchge-
fiihrt werden.

Besonders Patienten, die trotz medikamentdser
Mehrfachtherapie den Zieldruck nicht erreichen,
Patienten mit mangelnder Compliance oder Schwie-
rigkeiten bei der Tropfenapplikation und solche mit
Unvertrdglichkeitsreaktionen profitieren von der
effektiven Drucksenkung und der damit verbunde-
nen Reduktion der Medikamentenbelastung.

Die Wirksamkeit und Sicherheit ist in zahlreichen
wissenschaftlichen Untersuchungen dokumentiert.
Bei L. Voskanyan et al. hatten in einer paneuropéi-

schen Multicenterstudie 66 % der 99 mit einem iStent
inject versorgten Augen nach 1 Jahr ohne antiglau-
komatdése Medikamente einen Augeninnendruck
von 18 mmHg oder darunter. Bei D. Lindstrom et al.
war dies bei allen 57 Augen nach eineinhalb Jahren
der Fall. Einen Augeninnendruck unter 15mmHg
ohne Medikation hatten zu diesem Zeitpunkt 67 %
der Augen dieser Studie. Langzeitergebnisse zeigen
nach 4 Jahren noch eine Augeninnendrucksenkung
von 33% gegeniiber dem Ausgangswert und eine
Reduktion der augeninnendrucksenkenden Medika-
mente um 78 %. P. Arriola-Villalobos et al. konnten 11
von 20 Patienten mit kombinierter Operation 5 Jahre
nachbeobachten. Der Augeninnendruck wurde um
37% gegeniiber dem Ausgangswert gesenkt und
45% der Patienten bendgtigten keine antiglaukoma-
tose Medikation mehr.
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Innovationen in der Micro-Invasive Glaucoma Surgery

Das Prinzip

iStent inject erlaubt die
einfache micro-invasive
Implantation von zwei
vorgeladenen trabekuldren

Mikro-Bypass Stents in den
Schlemmschen Kanal:
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Das LymphgefaRsystem spielt eine wichtige Rolle
bei der Regulation des Fliissigkeits-, Lipid- und
Blutdruckhaushaltes [1, 2]. Dariiber hinaus sind
LymphgefdBe auch an Entziindungs- und Autoim-
munprozessen, der Metastasierung von Tumoren
und der Ausbildung von Abstofungsreaktionen
nach Organ- oder Gewebetransplantation beteiligt
[1, 2]. Aufgrund dieser Fiille von Aufgaben kom-
men Lymphgeféafie nahezu tberall im Organismus
vor. Die Hornhaut stellt dabei eine Ausnahme dar,
da sie im physiologischen Zustand frei von Blut-
und Lymphgefafien ist [3]. Allerdings kdnnen eine
Reihe von (meist entziindlichen) Erkrankungen zu
einem sekunddren Einwachsen von Blut- und
LymphgefdBen vom angrenzenden Limbusbereich
in die Hornhaut fiihren (korneale Neovaskularisa-
tionen) [4, 5]. Zahlreiche Studien belegen, dass
korneale Neovaskularisationen ein wichtiger
Risikofaktor fiir immunologisch vermittelte Ab-
stoRungsreaktionen nach (perforierender) Kerato-
plastik sind [6]. Tierexperimentelle Daten deuten
hierbei darauf hin, dass vor allem Lymphgefafie,
welche im Gegensatz zu Blutgefédfien klinisch nicht
sichtbar sind, hierbei eine wichtige Rolle spielen
[7]. Moglicherweise erfolgt {iber diese Lymphgefa-
e eine erleichterte Migration von antigenprdsen-
tierenden Zellen vom Transplantat zu den regiona-
len Lymphknoten, worauf es zu einer schnelleren
Sensibilisierung gegeniiber Spenderantigenen
und nachfolgend zu einer Abstoflungsreaktion
kommt [8]. Dementsprechend kann eine selektive
pharmakologische Blockade der kornealen Lymph-
angiogenese im Mausmodell das Risiko von
AbstofBungsreaktionen deutlich senken [7, 9]
Tierexperimentelle Studien konnten kiirzlich auch
zeigen, dass korneale Lymphgefafe an der Aus-
bildung des trockenen Auges und allergischer
Reaktionen am Auge beteiligt sind und eine Blo-
ckade des Lymphgefafwachstums den klinischen
Verlauf dieser Erkrankungen positiv beeinflusst
[10—12]. Somit werden korneale Lymphgefdfe in
der Regel als pathologisch angesehen, und eine
positive Rolle dieser Gefde in der Hornhaut wur-
de bislang nicht beschrieben [13].

Unsere Arbeitsgruppe konnte kiirzlich erstmals
einen positiven Effekt von Lymphgefafien an der
Hornhaut aufzeigen [14]. Diese Studie beschéftig-
te sich mit der Rolle von Interleukin-10 (IL-10),

einem primdr anti-inflammatorischen Zytokin, bei
der Regulation entziindlicher Lymphangiogenese
an der Hornhaut. Wir konnten im Mausmodell
zeigen, dass IL-10 zwar nicht im gesunden Zustand
in der Hornhaut exprimiert wird, es allerdings im
Rahmen einer Entziindung zu einem deutlichen
Anstieg der IL-10 Expression in rekrutierten Mak-
rophagen kommt. Diese Zellen erhdhen nach
(autokriner) Stimulation mit IL-10 die Expression
des pro-lymphangiogenen Wachstumsfaktors
VEGF-C. Demgegeniiber zeigen IL-10-defiziente
Méduse eine verminderte korneale VEGF-C Expres-
sion und ein vermindertes LymphgefdBwachstum
nach einem entziindlichen Stimulus. Der Einfluss
von IL-10 auf die korneale Lymphangiogenese
scheint hierbei vor allem indirekt (iiber Makro-
phagen) vermittelt zu sein, da lymphatische
vaskuldre Endothelzellen nicht direkt durch IL-10
beeinflusst werden. Dariiber hinaus zeigen ent-
ziindete Hornh&ute von IL-10-defizienten Mdusen
eine erhohte Expression pro-inflammatorischer
Zytokine sowie ein dichteres entziindliches Zell-
infiltrat. Diese gesteigerte Entziindungsreaktion in
IL-10-defizienten Mdusen persistiert, selbst nach-
dem der entziindliche Stimulus nicht mehr vor-
handen ist. Um zu analysieren, ob der der Phano-
typ in IL-10-defizienten Mausen durch eine
spezifische Storung des IL-10-Signalweges in
Makrophagen bedingt ist, untersuchten wir Madu-
se mit einer konditionalen Deletion von STAT3,
einem Transkriptionsfaktor der IL-10 Signalkaska-
de, in myeloiden Zellen (LysozymMCre-Stat3™f).
Diese Mduse, in denen der IL-10 Signalweg spe-
zifisch im Makrophagen blockiert ist, zeigen ein
reduziertes Lymphgefafwachstum und eine er-
hohte Anzahl kornealer Entziindungszellen nach
einem inflammatorischen Reiz. Weiterhin fordert
die lokale Behandlung mit rekombinanten IL-10
die Ausbildung kornealer Lymphgefafie und fiihrt
zu einer schnelleren Auswanderung von Makro-
phagen aus dem entziindeten Gebiet. Zusammen-
genommen zeigt diese Arbeit also, dass IL-10 in-
direkt die entziindliche Lymphangiogenese in der
Hornhaut iber Makrophagen reguliert. Eine ver-
minderte Lymphangiogenese in IL-10-defizienten
und LysozymMCre-Stat3"1-M&usen ist mit schwe-
reren Entziindungsreaktionen verbunden, wéh-
rend eine lokale Behandlung mit IL-10 zu einer
schnelleren Auflésung von Entziindungsreaktio-



nen fiihrt. Somit zeigen die Ergebnisse dieser
Arbeit, dass Lymphgefafie in spateren Phasen der
Entziindung zu einem vereinfachten Abtransport
von Immunzellen aus dem entziindeten Gewebe
und damit zur Auflésung der Entziindungsreaktion
beitragen [14]. Die Induktion von Lymphgefifien
(z.B. durch Applikation von IL-10) kénnte daher
von Nutzen sein, um pathologische Entziindungen
an der Hornhaut zu therapieren.

Neben der Steuerung von Entziindungsreaktionen
spielen Lymphgefde auch eine wichtige Rolle bei
der Regulation der Fliissigkeitshomdostase [1]. In
extraokuldren Geweben, wie z.B. der Haut, wurde
gezeigt, dass Lymphgefafle notwendig sind, um
einen normalen Gewebedruck aufrecht zu erhal-
ten und eine pathologische Odembildung zu
verhindern [15]. Auch fiir addquate Wundheilungs-
reaktionen (an der Haut) spielen Lymphgefdfie
eine wichtige Rolle, da diese Gefafle wichtig fiir
den Abtransport von inflammatorischen Zellen
und Zelldebris sind [15]. In diesem Zusammen-
hang weisen aktuelle Publikationen darauf hin,
dass eine spezifische Aktivierung von Lymphgefa-
Ben (z.B. durch Stimulation mit dem spezifisch
lymphangiogenen Wachstumsfaktor VEGF-C) zu
einer Verminderung chronischer Entziindungen an
der Haut fiihrt [16, 17]. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass eine Blockade des lymphangioge-
nen Rezeptors VEGFR-3 zu einer Odemsteigerung
und Akkumulation von Entziindungszellen (in der
Haut) fihrt [18]. Auch an der Hornhaut kommt es
im Rahmen von physiologischen Wundheilungsre-
aktionen zu einer Ansammlung interstitieller Flis-
sigkeit, Entziindungszellen und Zelldebris, welche
theoretisch iber Lymphgefdfie abtransportiert
werden missen, so dass uns eine Beteiligung
kornealer Lymphgefaie an diesen Prozessen mog-
lich erschien. Daher untersuchten wir in einer
aktuellen Studie, ob sich korneale Lymphgefafie
wahrend einer akuten Hornhautverletzung aus-
bilden und ob diese GefaBe (positiv) zum Hei-
lungsverlauf beitragen [19]. In einem Mausmodell
der perforierenden Hornhautverletzung, welche
zu einem ausgeprdgten Hornhautddem fiihrt,
konnten wir zeigen, dass Lymphgefdfie transient
in der Akutphase der Wundheilungsreaktionen in
die Hornhaut einwachsen und die Auflésung des
Hornhautddems regulieren. Die pharmakologi-
sche Hemmung dieser Lymphgefdafe durch VEG-
FR-3-Blockade fiihrte dabei zu einer verzégerten
Drainage des Hornhautédems sowie tendenziell
langsameren Wiederherstellung der Hornhaut-
transparenz (Abb. 1). Bemerkenswerterweise wa-
ren in der Hornhaut eines Patienten mit akutem
Hydrops bei akutem Keratokonus ebenfalls
Lymphgefdle nachweisbar, so dass die Rolle
dieser Gefafle bei der Regulation der kornealen
Fliissigkeits-Homoostase auch von klinischer Be-
deutung zu sein scheint [19]. Diese Studie ldsst
vermuten, dass eine therapeutische Lymphangio-
genese in Zukunft bei akuten und ggfs. auch chro-
nischen Odemen der Hornhaut anwendbar sein
konnte, um die Hornhaut wieder aufzuklaren.
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Abbildung 1

Korneale Lymphgefipe sind an der Regulation von Hornhautédemen und der
Hornhauttransparenz beteiligt.
(A) Mausmodell der perforierenden Hornhautverletzung (ac: anterior chamber; co:
cornea; ir: iris; le: lens; pu: pupil; sc: sclera); (B—E) In vivo OCT-Scans der Hornhaut
nach perforierender Inzision zeigen eine voriibergehende Zunahme der Hornhautdi-
cke als Map fiir das Hornhautddem (Griin: zentrale Hornhautdicke; p.i.: post injury).
(F-1) Hornhaut-Flachprdparate nach perforierender Inzision zeigen ein transientes
Wachstum von Lymphgefifien in die zentrale Hornhaut (Pfeile). Ein Wachstum von
Blutgefdfien ist nicht nachweisbar (rot: LYVE-1 positive Lymphgefdfie; griin: CD31
positive Blutgefife; gestrichelte Linien: Bereich der Inzision). (J, K) Eine Blockade
der kornealen Lymphangiogenese fiihrt zu einer signifikant verzogerten Wiederab-
nahme der Hornhautdicke (J) sowie tendenziell langsameren Wiederherstellung der
Hornhauttransparenz (K). Modifiziert aus [19].

Zusammenfassend implizieren die Ergebnisse die-
ser zwei Arbeiten, dass Lymphgefdfie an der Horn-
haut auch eine bisher noch nicht beschriebene,
physiologische und damit positive Rolle haben
konnen [14, 19]. Diese Erkenntnisse konnten neue
Behandlungsmoglichkeiten fiir Hornhauterkran-
kungen, die mit pathologischen Entziindungen
oder einem Hornhautddem mit nachfolgendem
Transparenzverlust einhergehen, eréffnen.

Auch die Glaukomforschung beschéftigt sich in-
zwischen mit dem lymphatischen System. Einige
spannende Arbeiten konnten aktuell zeigen, dass
der Schlemm‘sche Kanal, der das Kammerwasser
aus der vorderen Augenkammer der systemischen
Blutzirkulation zuftihrt und maigeblich an der Re-
gulation des Augendruckes beteiligt ist, struktu-
relle Ahnlichkeiten mit einem (embryonalen)
Lymphgefafy hat [20—22]. Beispielsweise werden
Lymphendothel-spezifische Marker wie PROX-1
und VEGFR-3 durch (Endothel-)Zellen des
Schlemm‘schen Kanals exprimiert. Weiterhin fiihrt
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eine Behandlung mit dem pro-lymphangiogenen
Faktor VEGF-C im Mausmodell zu einem »Wachs-
tum« und einer erhéhten Drainage-Kapazitdt des
Schlemm‘schen Kanals und damit verbunden zu
einer Reduktion des Augendruckes [20]. Dariiber
hinaus implizieren Studienergebnisse, dass
Mutationen in weiteren wichtigen (lymph)vasku-
laren Faktoren mit kongenitalen Glaukomen asso-
ziiert sind und eine experimentelle Unterbrechung
dieser Signalwege in Versuchstieren zum typischen
Bild des kongenitalen Glaukoms mit erhohtem
Augeninnendruck und Buphthalmus fiihrt [23-25].
Somit kénnte das lymphatische System zukiinftig
ein neuer und innovativer Ansatzpunkt bei der
Therapie des Glaukoms sein.
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Universitatsklinikum Die neuronalen Zeroidlipofuszinosen (NCL) sind
Hamburg-Eppendorf, eine Gruppe genetisch heterogener lysosomaler
Klinik und Poliklinik Speichererkrankungen, die gewohnlich im Kindes-
fiir Augenheilkunde, alter auftreten [Mole and Williams, 1993; Haltia,
Experimentelle 2003]. Obwohl NCLs mit einer Inzidenz von 1,3 bis
Ophthalmologie 7 in 100.000 Geburten [Mole et al., 2011] zu den

seltenen Erkrankungen gehoren, bilden sie die

groBte Gruppe erblich bedingter neurodegenera-

Abbildung 1

Verlust von Recoverin-positiven Photorezeptoren (b), erhhte Expression von glial
fibrillary acidic protein (GFAP, »reaktive Astrogliose«) in Miillerzellen und retinalen
Astrozyten (d) und Dysregulation des lysosomalen Membranproteins LAMP1 (f) in
Netzhduten 4 Monate alter CLN7-defizienter Mduse im Vergleich zu gleichaltrigen
Wildtyp-Netzhduten (a, c, e). gcl, Ganglienzellschicht; inl, innere nukledre Schicht;
ipl, innere plexiforme Schicht; onl, dufere nukledre Schicht; opl, duflere plexiforme
Schicht. Balken in (f): 50 um.

tiver Erkrankungen im Kindesalter. Bisher wurden
krankheitsverursachende Mutationen in mehr als
einem Dutzend unterschiedlicher Gene (CLN1-
CLNS8, CLN10-CLN14) nachgewiesen [Kollmann et
al., 2013; Mole and Cotman, 2015] und weitere
Kandidaten-Gene wurden kiirzlich identifiziert [Di
Fruscio et al., 2015]. Diese Gene kodieren fiir
lysosomale Enzyme, lysosomale Membranpro-
teine, Membranproteine des endoplasmatischen
Retikulums, l6sliche Proteine oder das cysteine
string protein alpha (CSPo) auf synaptischen
Vesikeln. Mit Ausnahme von CSPa und den lysoso-
malen Enzymen sind die Funktionen dieser
Genprodukte noch weitgehend unbekannt. Zu den
typischen Symptomen dieser fatalen neurodege-
nerativen Speichererkrankungen gehdren kogniti-
ve und motorische Entwicklungsriickschritte, Epi-
lepsie sowie ein vorzeitiger Tod [Haltia, 2003].
Eine retinale Degeneration mit fortschreitender
Visusminderung bis hin zur Erblindung ist ein wei-
teres charakteristisches Symptom der meisten
NCL Varianten [Schulz et al., 2013; Craiu et al.,,
2015; Tabelle 1]. Gegenwadrtig existieren fiir diese
Erkrankungen keine effektiven Behandlungsméog-
lichkeiten.

Fiir die meisten NCL Varianten existieren natdirlich
vorkommende oder transgene Mausmutanten, die
aufgrund ihrer Phanotypen als geeignete Tiermo-
delle fiir diese Erkrankungen angesehen werden
kénnen [Shacka, 2012; Bond et al., 2013]. Ahnlich
wie bei den NCL Patienten findet man in vielen
dieser Mausmodelle eine fortschreitende retinale
Degeneration [Shacka, 2012; Bond et al., 2013;
Abb. 1; Tabelle 1]. Unsere Arbeitsgruppe beschaf-
tigt sich mit der Charakterisierung des retinalen
Phanotyps ausgewdhlter NCL Mausmodelle, um
Einblicke in die Pathomechanismen der retinalen
Dystrophien zu erhalten. Auflerdem nutzen wir
diese Tiermodelle, um Therapiestrategien fiir die
Behandlung der retinalen Degenerationen bei NCL
Erkrankungen zu entwickeln und zu evaluieren.

Die nclf Maus ist eine natirlich vorkommende
Mutante mit einer Leserastermutation im Clné
Gen, das fiir ein polytopisches Membranprotein
des endoplasmatischen Retikulums mit unbe-
kannter Funktion kodiert. Dieses Tiermodell ist
durch eine Akkumulation von Lipopigmenten, eine
Neurodegeneration im Gehirn und einen vor-
zeitigen Tod charakterisiert. Die nclf Maus zeigt



zudem dhnlich wie CLN6 Patienten [Sharp et al.,
2003] eine friih einsetzende und rasch fortschrei-
tende retinale Degeneration, und kann damit als
ein geeignetes Tiermodell fiir die CLN6 Erkran-
kung (variant late infantile NCL (vLINCL)) angese-
hen werden [Bronson et al., 1998; Bartsch et al.,
2013; Mirza et al., 2013; Morgan et al., 2013].
Zusatzlich zu einer apoptotischen Degeneration
der Photorezeptoren ist die Netzhaut der nclf
Maus durch eine massive reaktive Astrogliose,
eine Hochregulation des lysosomalen Enzyms
Cathepsin D und des lysosomalen Transmembran-
proteins Lamp1, sowie eine Akkumulation von
Speichermaterial mit der typischen Ultrastruktur
von »fingerprint profiles« und »curvilinear bo-
dies« charakterisiert [Bartsch et al., 2013].

Die CLN7 Erkrankung wird durch Mutationen im
CLN7/MFSD8 Gen verursacht, das fiir ein lysoso-

Erkrankung | Gen | Protein

males Membranprotein mit einer vermuteten
Transporter-Funktion kodiert [Wheeler et al,
1999; Siintola et al., 2007]. Betroffene Patienten
zeigen die charakteristischen Symptome einer
NCL Erkrankung, einschlieBlich einer retinalen
Degeneration [Kousi et al., 2009]. Interessanter-
weise wurden in einigen Patienten auBerdem
compound-heterozygote Mutationen im CLN7/
MFSD8 Gen identifiziert, die isolierte retinale
Pathologien ohne die weiteren typischen neuro-
logischen Symptome einer NCL Erkrankung ver-
ursachen [Roosing et al., 2015; Khan et al., 2017].
In Untersuchungen einer hypomorphen [Damme
et al., 2014] und einer CLN7-defizienten Mauslinie
[Brandenstein et al., 2016; Jankowiak et al., 2016]
konnten viele phdnotypische Merkmale nach-
gewiesen werden, die auch fiir CLN7 Patienten
charakteristisch sind — einschliefilich einer friih
einsetzenden und schnell fortschreitenden retina-

| Krankheitsbeginn | retinale Degeneration

CLN1 PPT1 Palmitoylprotein-
Thioesterase 1

CLN2 TPP1 Tripeptidyl-
peptidase 1

CLN3 CLN3 CLN3

CLN4 DNAJC5 Soluble cysteine
string protein a
(CSP o)

CLN5 CLN5 CLN5

CLN6 CLN6 CLN6

CLN?7 MFSD8 Major facilitator
superfamily domain
containing 8

CLN8 CLN8 CLN8

CLN9 unbekannt | CLN9

CLN10 CTSD Cathepsin D

CLN11 GRN Progranulin

CLN12 ATP13A2 P-Typ ATPase

CLN13 CTSF Cathepsin F

CLN14 KCTD7 Potassium channel

tetramerization
domain-containing
protein 7

| bei Patienten | Patienten | Mausmodell
infantil, + +
spét-infantil,
juvenil,
adult
spét-infantil, +
juvenil
juvenil +[1] +[2]
adult - *
spét-infantil, + i
juvenil,
adult
spét-infantil, + +
adult
spét-infantil +[1] *
spat-infantil + +
juvenil + kein
Mausmodell
vorhanden
kongenital [3], + aF
infantil [3],
spat-infantil,
juvenil,
adult [3]
adult + *
juvenil - n.d.
adult - n.d.
infantil + kein
Mausmodell
vorhanden

Tabelle 1

+: retinale Degeneration
beschrieben; -: keine
retinale Degeneration
beschrieben; n.d.: Retina
nicht untersucht [1] auch
nicht-syndromale retinale
Degenerationen beschrie-
ben; [2] retinaler Phénotyp
in allen vier vorhandenen
Mausmodellen nur sehr
schwach ausgeprigt; [3]
keine publizierten Daten
zum okuldren Phdnotyp.
Bei unterschiedlichem
Krankheitsbeginn innerhalb
einer genetisch definierten
NCL Erkrankung ist die
Variante fett markiert, bei
der Patienten mit einer
retinalen Degeneration
beschrieben wurden.
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len Degeneration, die zu einem Verlust von etwa
70% der Stdbchen-Photorezeptoren in 4 Monate
alten Mutanten fiihrt (Abb. 1). Die retinale Degene-
ration wird von einer ausgeprdgten Astrogliose
und Mikrogliose begleitet. AuBerdem konnten wir
in den Netzhduten der CLN7-defizienten Mduse
eine Akkumulation von Speichermaterial mit der
Untereinheit C der mitochondrialen ATP-Synthe-
tase und dem Sphingolipid Aktivator Protein D
(Saposin D) sowie eine massive Dysregulation der
lysosomalen Enzyme Cathepsin D und Cathepsin Z
und des lysosomalen Proteins Lamp1 beobachten
(Abb. 1) [Jankowiak et al., 2016].

Die verschiedenen charakteristischen zelluldaren
und molekularen Veranderungen in den Netz-
hauten der nclf Maus, der CLN7-defizienten Maus
sowie weiteren NCL Mausmodellen mit dysfunk-
tionalen lysosomalen Enzymen werden von uns
genutzt, um die Effektivitdit experimenteller
Therapieansdtze an der Netzhaut zu evaluieren.
Fir NCL Varianten, die durch Dysfunktionen trans-
membraner Proteine verursacht werden (z.B.
CLN6, CLN7), gehoren beispielsweise eine korrek-
tive Gentherapie oder neuroprotektive Therapie-
ansdtze zu den denkbaren Therapieoptionen. Da
neuroprotektive Faktoren i.d.R. kurze Halbwerts-
zeiten haben und die Blut-Hirn-Schranke nicht
tiberqueren kdnnen, miissen fiir diesen Therapie-
ansatz Methoden entwickelt werden, mit denen
man neuroprotektive Proteine lokal, kontinuier-
lich und uber lange Zeitrdume in die dystrophen
Netzhdute einschleusen kann. Um diese Ziele zu
erreichen, haben wir mittels polycistronischer
lentiviraler Vektoren eine sezernierbare Variante
des »ciliary neurotrophic factor« (CNTF) in neu-
ralen Stammzellen stabil iberexprimiert. Uber
intravitreale Injektionen dieser genetisch modifi-
zierten Stammzelllinien in nclf Mduse zu Beginn
der retinalen Degeneration konnten wir das Fort-
schreiten der Photorezeptordegeneration signifi-
kant verzégern [Jankowiak et al., 2015]. Neben den
genannten neuroprotektiven Therapieansdtzen
haben wir zudem mit dem Aufbau einer korrek-
tiven Gentherapie begonnen. Bei NCL Varianten,
die durch Dysfunktionen lysosomaler Enzyme
verursacht werden, ist die Applikation eines
funktionalen Enzyms — beispielsweise durch In-
jektionen rekombinanter Proteine, einen Virus-
vermittelten Gentransfer oder eine zellbasierte
Applikationsstrategie — eine zusatzliche vielver-
sprechende Therapieoption [Neverman et al.,
2015; Geraets et al., 2016]. Auch hier haben wir
Projekte initiiert, um zu untersuchen, ob und in
welchem Umfang mit diesen Therapiestrategien
eine retinale Degeneration in entsprechenden
NCL Mausmodellen verzégert oder eventuell auf-
gehalten werden kann.

Das klinische Erscheinungsbild von NCL Patienten
— einschlieBlich des retinalen Phanotyps — ist so-
wohl zwischen verschiedenen genetisch definier-

ten NCL Formen als auch innerhalb einer genetisch
definierten NCL Form zumeist hoch variabel. Die
CLN3 Erkrankung ist aus ophthalmologischer
Sicht eine besonders relevante NCL Form, da sie
zu den hdufigsten NCL Varianten gehort und zu-
dem eine rasch voranschreitende Visusminde-
rung meistens als erstes klinisches Symptom auf-
tritt [Ouseph et al., 2016]. In der Literatur sind
elektrophysiologisch reduzierte bis erloschene
skotopische und photopische Elektroretinogram-
me und dhnliche morphologische Verdanderungen
wie bei einer Retinitis pigmentosa (Optikusatro-
phie, Gefdfrarefizierung, periphere Knochenkor-
perchen, Pigmentalterationen in der Makula) be-
schrieben [Weleber, 1998; Eksandh et al., 2000;
Krohne et al., 2010]. Auch wenn die Diagnose-
stellung aus ophthalmologischer Sicht weiterhin
auflerordentlich schwierig ist, konnte die Arbeits-
gruppe von Dulz mittels optischer Koharenzto-
mographie (OCT) vertikal verlaufende makulare
Striae in der inneren Netzhautschicht von CLN3
Patienten detektieren [Dulz et al., 2016], und so
entscheidend zur Phédnotypisierung der Retina
und damit zur verbesserten Diagnostik der CLN3
Erkrankung beitragen. Zugleich zeigen laufende
Untersuchungen der Arbeitsgruppe, dass die OCT
Bildgebung bei der CLN3 Erkrankung eine geeig-
nete Methode darstellt, um das Ausmaf der reti-
nalen Degeneration abzuschdtzen. Diese Tat-
sache, sowie die robuste Korrelation zwischen der
Ausprdagung der retinalen und der zerebralen
Neurodegeneration, machen die OCT Bildgebung
zu einem attraktiven nicht-invasiven Instrument
fiir kiinftige klinische Therapiestudien [Dulz et al.,
2017].
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Die zunehmende Inzidenz neurodegenerativer Er-
krankungen ist auf den demographischen Wandel
hin zu einer immer dlter werdenden Gesellschaft
zuriickzuftihren und stellt fiir das Gesundheits-
system ein grofles Problem dar. Die Patho-
mechanismen sind gréf3tenteils nur unzureichend
verstanden, was die Etablierung definierter Be-
handlungskonzepte erschwert und zu einer ver-
schlechterten Lebensqualitdt der Patienten fiihrt.
Die zu den degenerativen Erkrankungen der Netz-
haut zdhlende altersbedingte Makuladegeneration
(AMD) macht 8,7% der weltweiten Erblindungsfalle
aus und gilt in den industrialisierten Landern als
haufigste Erblindungsursache [1]. In Europa sind in
der Altersgruppe zwischen 55 bis 59 Jahren 3,5%
der Bevolkerung von der frithen Form betroffen. Bei
den Uber 85-Jdhrigen steigt die Anzahl der Betroffe-
nen auf 17,6 % an. Im Fall der spaten AMD, die in
die Subtypen geographische Atrophie und choroi-
dale Neovaskularisation (CNV, neovaskuldre AMD)
unterteilt wird, ist fiir den gleichen Zeitraum eine
Zunahme von 0,1% auf 9,8 % zu verzeichnen [2].

Die Behandlung der neovaskuldren AMD mit den
anti-angiogenen Wirkstoffen Bevacizumab, Ranibi-
zumab und Aflibercept beruht auf der verstarkten
Expression des Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) bei gleichzeitig konstanter bzw. verminder-
ter Expression des Pigment Epithelium-Derived
Factor (PEDF) [3]. Dieses Ungleichgewicht ist fiir
das Einwachsen von Blutgefdfien durch die Bruch-
Membran und das retinale Pigmentepithel (RPE) in
die Netzhaut verantwortlich und fiihrt letztendlich
zur Degeneration der RPE Zellen und zum Visusver-
lust. Die anti-VEGF Therapie bewirkt eine Stabilisie-
rung der Sehscharfe, fiihrt aber bei nur 30 bis 40%
der Patienten zu einer Verbesserung des Visus. Zu-
dem bringen die oftmals monatlich zu wiederholen-
den intravitrealen Injektionen eine hohe Belastung
fiir die Patienten und deren Angehdorigen mit sich.

Diese repetitiven Behandlungen kdnnten durch
das Einbringen eines CNV-unterdriickenden Wirk-
stoffes, der kontinuierlich produziert und freige-
setzt wird, umgangen werden. Eine derartige un-
unterbrochene Wirkstoffproduktion kann durch
gentherapeutische Verfahren gewdhrleistet wer-
den. Beispiele hierfiir, die in klinischen Studien
bei Patienten mit neovaskularer AMD Anwendung
finden, sind die Injektion adeno-assoziierter vira-
ler (AAV) oder lentiviraler Vektoren, die die geneti-

sche Information fiir den anti-angiogenen VEGF-
Rezeptor sFLT-1 bzw. die anti-angiogenen Faktoren
Endostatin und Angiostatin kodieren. Eine von
Campochiaro und Kollegen durchgefiihrte klini-
sche Phase 1 Studie beschreibt die Verabreichung
eines PEDF-kodierenden adenoviralen (Ad) Vek-
tors. Hier konnte in Abhangigkeit von der injizier-
ten Partikelzahl eine anti-angiogene Aktivitat tiber
mehrere Monate nachgewiesen werden [4].

Trotz der guten Effizienz und vielfach beschriebe-
nen Anwendung in klinischen Studien ist die virale
Gentherapie nicht frei von Schwierigkeiten. Die
nicht-integrierenden Ad und AAV Vektoren bengti-
gen moglicherweise Wiederholungsinjektionen,
was Immunantworten auslésen kann. Aufgrund
der bevorzugten Integration in aktive Genom-
abschnitte bergen lentivirale und retrovirale Vek-
toren das Risiko einer Insertionsmutagenese, die
sowohl fiir die Wirtszelle als auch fiir den Patien-
ten selbst schadlich sein kann.

Unter der Leitung von G. Thumann ist ein zell-
basiertes Gentherapiekonzept zur Behandlung der
neovaskuldren AMD entwickelt worden, welches
die Isolation, eine ex vivo Transfektion und an-
schlieBende subretinale Transplantation von pati-
enteneignen Pigmentepithelzellen, die in der Folge
verstdrkt PEDF sezernieren, beschreibt. PEDF ist ein
im RPE nattirlich vorkommender Angiogenese-Inhi-
bitor, der tiberdies neuroprotektive Eigenschaften
besitzt. Die genetische Modifikation beruht auf
dem Elektroporations-basierten Einbringen des
Plasmid-kodierten PEDF in die Zellen und der nach-
folgenden Integration des Gens ins Zellgenom, ka-
talysiert durch das nicht-virale Sleeping Beauty
(SB100X) Transposonsystem [5]. Transposons sind
natiirlich vorkommende DNA Fragmente, die ihre
Lokalisation im Genom dndern kénnen, was man
sich fiir die Ubertragung von Transgenen zunutze
gemacht hat. Anders als bei lentiviralen und retro-
viralen Vektoren erfolgt die Genomintegration zu-
fallig, so dass neben dem Ausbleiben mdglicher
virus-bedingter Immunantworten das Sicherheits-
und Toxizitatsprofil des SB1ooX Systems erhoht ist.
Wir konnten zeigen, dass die Elektroporation eine
geeignete Methode zur Transfektion von primdren
Pigmentepithelzellen ist [6, 7] und haben mit Hilfe
des SB10oX Transposonsystems ein Protokoll zum
effizienten und stabilen PEDF Gentransfer etabliert
[8]. Die anti-angiogene Funktionalitat der PEDF-



transfizierten Pigmentepithelzellen wurde mit Hilfe
unterschiedlicher in vitro und in vivo Modelle ver-
anschaulicht [g, 10].

Bei den bis dato verwendeten Plasmiden war deren
Produktion an ein Plasmid-kodiertes Antibiotika-
Resistenzgen gekoppelt, d.h. die Anzucht der
Plasmid-tragenden Bakterien erfolgte in Anwesen-
heit eines Antibiotikums. Fiir Patienten mit einer
Hypersensitivitdt gegeniiber Antibiotika wiirde
eine entsprechende Kontamination des finalen Pro-
dukts ein Gesundheitsrisiko darstellen. Aus diesem
Grund wurden das PEDF Gen und die Komponenten
des SB10oX Transposonsystems in ein Plasmid
ohne Antibiotika-Resistenzgen (pFAR, plasmid free
of antibiotic resistance markers) kloniert. Unter
Verwendung dieser Plasmide haben wir in wieder-
holten Experimenten zeigen konnen, dass geringe
Zellzahlen von maximal 1x104 primdren humanen
Pigmentepithelzellen effizient transfiziert werden
kdnnen. Sowohl auf Genexpressionsebene als
auch auf Ebene der Proteinsezernierung waren sig-
nifikant erhohte PEDF Spiegel im Vergleich zu
nicht-transfizierten Kontrollzellen nachweisbar; die
genomische Integration des PEDF Transgens erfolg-
te anndhernd zufillig [11]. Diese Arbeiten wurden
im Rahmen des von der EU geférderten Projektes
TargetAMD durchgefiihrt, das dariiber hinaus wei-
tere Fragestellungen zur Optimierung des ex vivo
Elektroporationsprozesses fiir die klinische Anwen-
dung beinhaltet [12].

Der Austausch des PEDF Gens gegen die Sequen-
zen anderer therapeutisch wirksamer Faktoren
ermoglicht die Ausweitung der Transposon-ba-
sierten additiven Gentherapie auf weitere degene-
rative Augenerkrankungen, wie die friihe Form der
AMD, das Glaukom oder Retinitis pigmentosa. Im
Fall der friihen AMD konzentriert sich die bisherige

Behandlung auf Strategien zur Unterdriickung von
Entziindungsreaktionen bzw. zur Vorbeugung von
Zellverlust durch den neuroprotektiven Ciliary
Neurotrophic Factor (CNTF). Auch beim Glaukom
gilt der Einsatz von Neuroprotektiva als vielver-
sprechende Behandlungsoption. Neben CNTF gel-
ten der Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
und der Glial-Derived Neurotrophic Factor (GDNF)
als aussichtsreiche Kandidaten. Ausgehend von
den etablierten Plasmiden wurden entsprechende
BDNF- und GDNF-Plasmide kloniert. Analysen zur
Transfektionseffizienz und Funktionalitdt transfi-
zierter Pigmentepithelzellen sind Bestandteil ak-
tueller Forschungsarbeiten.

Bei der zu den diffusen Netzhautdystrophien zéh-
lenden Retinitis pigmentosa (RP), die durch eine
progrediente Photorezeptordegeneration charak-
terisiert ist, ermoglichen Multielektrodenarrays
(MEASs) die Wiederherstellung einer Restsehfunk-
tion. Die Implantat Systeme beruhen darauf, dass
epiretinal, subretinal oder suprachoroidal plat-
zierte Elektroden Stimulationspulse abgeben, die
retinale Ganglienzellen in der Umgebung aktivie-
ren. Die Stimulation basiert auf dem Modell feh-
lender Photorezeptoren und einer ansonsten un-
verdnderten Netzhaut. Mittlerweile ist bekannt,
dass im Verlauf der retinalen Degeneration erheb-
liche Reorganisationen auftreten, die fiir eine in-
homogene elektrische Spontanaktivitdt und das
Auftreten langsamer Oszillationen verantwortlich
sind [13]. Microarray-basierte Analysen helfen
uns, ein umfassendes Bild der verdnderten Gen-
expression in der degenerierenden Netzhaut der
rd1o0 Maus als RP Modellsystem zu erstellen und
geeignete Kandidaten fiir ein Gentherapiekonzept
zur erweiterten Behandlung diffuser Netzhaut-
dystrophien zu identifizieren. Diese Forschungs-
arbeiten gehen einher mit der Etablierung einer

Abbildung 1:

Gentherapie zur
Behandlung degenerativer
Netzhauterkrankungen.
(A) Therapie-abhdngige
Wirkstoffspiegel.

(B) Zell-basiertes additives
Gentherapiekonzept.

(€) Methoden zum
Nachweis der Protein-
sezernierung und der
Transgenexpression.
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MEA-basierten Elektroporation. Hier wurden in
Kooperation mit dem Institut fiir Werkstoffe der
Elektrotechnik 1 IWE1, RWTH Aachen) neue Struk-
turen entwickelt, die neben der elektrischen Sti-
mulation zur schonenden Elektroporation retina-
ler Zellen verwendet werden sollen.
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EINLEITUNG

Eine wichtige Herausforderung der modernen Medi-
zinist es, neue Medikamente zu entwickeln. Als Aus-
gangsmaterial bieten sich dafiir die reichlich vor-
kommenden aber noch wenig genutzten Algen der
Meere an, die mittlerweile intensiv erforscht wer-
den. Ein Algenbestandteil, der verschiedene fiir die
medizinische Verwendung interessante Eigenschaf-
ten hat, ist das Polysaccharid Fucoidan. Fucoidan ist
dabei kein einheitliches Molekiil, sondern bezeich-
net eine Gruppe von sulfatierten Polysacchariden
mit einem hohen Anteil an L-Fucose, die aus der Zell-
wand von Braunalgen gewonnen werden [1]. Fuco-
idane gelten als anti-oxidant, anti-tumords und anti-
inflammatorisch, was sie als mogliche Grundlage fiir
neue Medikamente sehr interessant macht [2, 3].
Allerdings ist hier immer zu beachten, dass Fucoida-
ne aus unterschiedlichen Spezies und auch aus
unterschiedlichen geographischen Regionen unter-
schiedlichen Eigenschaften haben konnen. Diese
Eigenschaften hangen mit der molekularen Gréfie,
der genauen Zusammensetzung der Polysaccharid-
kette und dessen Sulfatierungsgrad zusammen [1].
Dariiber hinaus zeigen Fucoidane in unterschied-
lichen biologischen Systemen verschiedene, z.T. so-
gar gegenteilige Wirkungen [4].

FUCOIDAN - NEUE BEHANDLUNGS-
OPTION BEIM UVEALEN MELANOM?

Fucoidan hat in unterschiedlichen Krebsmodellen
Eigenschaften gezeigt, die es als mogliches Krebs-
medikament interessant machen. Es zeigt bei
verschiedenen Krebszellen eine anti-proliferative
bzw. pro-apoptotische Wirkung, wie z.B. Krebszel-
len aus dem Dickdarm [5], der Leber [6], der Blase
[7], oder der Lunge [8], bewirkt im Tiermodell bei
Tumoren eine Reduktion der Ausschiittung von
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) [9], und
zeigt anti-angiogene Eigenschaften [10].

Der wichtigste primdre Tumor im Auge ist das uvea-
le Melanom, das bei Metastasierung mit einer in-
fausten Prognose einhergeht und bei der medika-
mentdse Therapien nur sehr eingeschrankt zu
finden sind [11]. Wir haben daher die mogliche An-
wendung von Fucoidan aus der Braunalge Fucus
vesiculosus in uvealen Melanomzellen untersucht
[4]. Unsere Daten zeigten, das Fucoidan generell
die Proliferation von uvealen Melanomzellen nicht
hemmt und keine Apoptose in diesen Zellen aus-

[6st. Dartiber hinaus zeigt es kaum eine reduzieren-
de Wirkung auf die VEGF Ausschiittung. In Gegen-
teil dazu mussten wir feststellen, dass Fucoidan in
Ko-Kulturen von Zellen aus primaren Melanomen
und Endothelzellen die Bildung von angiogenen
Strukturen verstarkt [4]. Aufierdem zeigte Fucoidan
eine schiitzende Wirkung auf uvealen Melanomzel-
len bei oxidativen Stress. Dieses ist besonders kri-
tisch, da die Behandlung der Tumore durch Be-
strahlung einen Zelltod {iber oxidativen Stress
induziert [12, 13]. Unsere Daten zeigen daher, das
Fucoidan als ein mdgliches neues Therapeutikum
beim uvealen Melanom nicht geeignet ist.

FUCOIDAN - NEUE BEHANDLUNGS-
OPTION BE| ALTERSABHANGIGER
MAKULADEGENERATION?

Die altersabhdngige Makulardegeneration (AMD)
ist die haufigste Ursache fiir Erblindung in der
westlichen Welt [14]. Die Pathogenese ist multi-
faktoriell und komplex, dabei sind wichtige Fakto-
ren der oxidative Stress, Entziindungsgeschehen
und bei der exudativen Form der Wachstums-
faktor VEGF [15, 16]. Als wichtige Quelle von
VEGF aber auch als Protektor gegen oxidativen
Stress und Regulator des retinalen Immunsys-
tems kommt dem retinalen Pigmentepithel (RPE)
bei der Entwicklung einer AMD eine wichtige
Rolle zu [17-20].

Wir konnten in unseren Arbeiten an Zellen des
retinalen Pigmentepithels und an RPE/Aderhaut
Kulturen zeigen, dass Fucoidan (aus Fucus vesicu-
losus) sowohl die Expression als auch die Sekre-
tion von VEGF in diesem System reduziert. Dabei
konnten wir feststellen, dass auch unter Bevaci-
zumabgabe die Expression von VEGF intrazelluldr
von Fucoidan reduziert wurde, es also eine additi-
ve Wirkung entfaltete. Im Weiteren vermindert Fu-
coidan die Ausbildung von angiogenen Strukturen
in Endothelzellen sowohl bei Applikation von RPE
Uberstinden als auch bei externer Gabe von VEGF
[21]. Dabei zeigt Fucoidan bei den RPE-Zellen kei-
ne Toxizitdt und keinen Einfluss auf das Prolifera-
tionsverhalten der Zellen, allerdings ist das Migra-
tionsverhalten reduziert. Die wichtige Funktion
der Phagozytose der Zellen wurde dagegen nicht
beeintrdchtigt. Diese Daten zeigen, dass Fucoidan
ein vielsprechender Kandidat fiir eine Anwendung
bei der AMD sein kdnnte [21].



Aber auch tiber die VEGF-Inhibition hinaus ist Fuco-
idan interessant [3]. Fucoidan hat, wie oben be-
schreiben, eine anti-oxidative Wirkung [4, 22, 23]
und kann den Transkriptionsfaktor Nrf2, der die zel-
luldre Protektion gegen oxidativen Stress reguliert
[24], induzieren [25]. Oxidativer Stress ist ein wich-
tiger Faktor fiir die Entwicklung einer altersabhén-
gigen Makuladegeneration und auch in der Entste-
hung und den Friihphasen der Erkrankung als
pathologischer Mechanismus von Bedeutung [17,
26, 27]. Im Weiteren hat Fucoidan komplement-
inhibierende Eigenschaften [28, 29] und wirkt ent-
ziindungshemmend auf Mikroglia und Makropha-
gen [30, 31], was ebenfalls bei den Frithphasen und
bei der Behandlung der geographischen Atrophie
von Bedeutung sein kann [32-34] (Abbildung 1).

Bei allen Wirkungen des Fucoidans ist aber zu be-
achten, dass Fucoidanfraktionen aus unterschied-
lichen Quellen verschiedene Wirkungen haben
kdnnen. Daher ist eine genaue Analyse von unter-
schiedlichen Fucoidanfraktionen in verschiedenen
chemischen und biologischen Testsystemen not-
wendig, um ein fiir eine bestimmte Anwendung op-
timal geeignetes Fucoidan zu finden. Eine solche
Charakterisierung von unterschiedlichen Fucoida-
nen und die Erstellung einer Datenbank {iber die
chemischen und biologischen Eigenschaften dieser
Fucoidane wird zurzeit von uns (UK S-H, Campus
Kiel) und unseren Partnern (Christian-Abrechts-
Universitat zu Kiel, Southern University of Den-
mark, Odense University Hospital, GEOMAR Helm-
holtz Center Kiel, Technical University of Denmark,
ocean BASIS, Coastal Research & Management) in
dem von den Europdischen Fonds fiir Regionale
Entwicklung geférderten Interreg Deutschland-
Danmark Projekt »FucoSan — Gesundheit aus dem
Meer« durchgefiihrt und auf eine mogliche Anwen-
dung in der Augenheilkunde, der Regenerations-
medizin und der Kosmetik tiberpriift (Abbildung 2).
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Abbildung 1

Fucoidan zeigt verschie-
dene Eigenschaften, die es
fiir eine Anwendung in der
AMD-Therapie interessant
macht.

Abbildung 2

Das Team des InterRegsa
Projekts FucoSan zur
Untersuchung der Eigen-
schaften und Anwendungs-
potentiale von Fucoidanen.
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den Vergleich verschiedener Vascular Endothe-
lial Growth Factor (VEGF)-Antagonisten und
wurde 2013 auf die Forschungsprofessur fiir
Experimentelle Retinologie (gefordert von der
Herrmann-Wacker-Stiftung) an die Christian-
Albrechts-Universitdt berufen. Ihr Forschungs-
interesse gilt vor allem den zelluldren Aspekten
der Pathogenese und Therapie der altersab-
hdngigen Makuladegeneration (AMD), insbe-
sondere in Bezug auf das retinale Pigmentepi-
thel (RPE). Schwerpunkte ihrer Forschung sind
die Regulation von VEGF, die Wirkungen von
VEGF-Inhibitoren, die Interaktion des RPE mit
dem angeborenen Immunsystem und die Ent-
wicklung neuer Therapieansdtze. Ihre Arbeiten
wurden mit verschiedenen Preisen der Deut-
schen Ophthalmologischen Gesellschaft sowie
der Retinologischen Gesellschaft ausgezeich-
net. Sie ist Mitglied der Baltic Blue Biotechno-
logy Alliance und Koordinatorin des durch die
Europdische Union geforderten InterRegsa Pro-
jekts »FucoSan — Gesundheit aus dem Meer«.
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EINLEITUNG

»Erworbene« Formen der retinalen Degeneratio-
nen basieren auf lokalen Pathomechanismen, die
systemisch, zum Beispiel durch erhdhten Blut-
zucker, oder durch die Umwelt, zum Beispiel
Rauchen, bedingt werden. Haufig fiihrt dann die
Kontrolle der systemischen Ursachen nicht zur
Verbesserung oder Abschwdchung des Verlaufs
der lokalen degenerativen Mechanismen, was von
erheblicher therapeutischer Relevanz ist. Zum
Beispiel wirkt sich eine Kontrolle des Blutzuckers
noch positiv bei den friihen Stadien der diabeti-
schen Retinopathie aus, hat aber in den spdten
Phasen einen wesentlichen geringeren Effekt,
sodass dann hier die therapeutischen Ansdtze, die
in der Netzhaut direkt wirken, eine erheblichere
Rolle spielen. Haufig sind es die lokalen Immun-
reaktionen, die schon friih einsetzen, aber zu
dieser Verselbststandigung der systemisch ausge-
|6sten retinalen Degeneration in der Spatphase
filhren. Daher werden an der Augenheilkunde der
Charite Universitatsmedizin Berlin in der Grundla-
genforschung und klinischer Forschung eine gro-
Bere Zahl an Projekten zur Regulation entziindli-
cher Vorgdnge bei retinalen Neovaskularisationen
und Degenerationen durchgefiihrt. Diese Studien
betreffen die Gebiete Uveitis, diabetische Retino-
pathie, hypertensive Retinopathie, AMD, patholo-
gischer Angiogenese sowie Strahlenretinopathie.
Ziel ist es auch gemeinsame pathologische Kon-
zepte zu erarbeiten und anwendbar zu machen.

UVEITIS

Intraokulare Entziindungen stellen eine wesent-
liche Ursache schwerwiegender Sehschadigung
dar. In der Altersgruppe der 20-40 jdhrigen ste-
hen sie als Erblindungsursache zusammen mit der
diabetischen Retinopathie an erster Stelle. Fiir
den Augenarzt sind intraokulare Entziindungen
haufig eine diagnostische und therapeutische
Herausforderung. Es gilt ein breites Spektrum
infektioser Ursachen und Systemerkrankungen
differenzialdiagnostisch zu beriicksichtigen.
Gleichzeitig sind die Therapiemoglichkeiten deut-
lich vielfaltiger geworden.

In einem Netzwerk untersuchen wir zusammen
mit Veterindrmedizinern, Mikrobiologen und Mit-
arbeitern des Robert-Koch-Instituts die Immun-
mechanismen der Erreger — Wirt — Interaktion bei
Infektionen der Retina. Als haufigstem Erreger der
posterioren Uveitis kommt dabei dem Parasit
Toxoplasma (T.) gondii ein besonderer Stellen-
wert zu [1]. Die Interaktion zwischen unter-
schiedlichen Erregerstammen und der Immun-
antwort des Patienten weisen auf ein komplexes
Muster hin. Wir konnten erste Hinweise dafiir
finden, dass intraokular protektive Zytokine
(Interleukin-g, Interleukin-7) bei Patienten mit
hdufigen Reaktivierungen der Infektion vermin-
dert sind [2]. Dies konnte neue Aspekte fiir die
Rezidivprdvention, Prognose und den Verlauf der
betroffenen Patienten bieten. In Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von M. Grigg am NIH,
konnten zudem Hinweise dafiir gefunden werden,
dass auch in Deutschland genotypisch veranderte
Erregerstdamme von T. gondii mit abweichender
Virulenz auftreten [3, 4]. In diesem Zusammen-
hang ist klar erkennbar, das die Differential-
diagnostik aus intraokular gewonnenem Material
profitiert [5, 6].

Nichtinfektise intraokulare Entziindungen neh-
men den grofiten Anteil der posterioren Uveitis
ein. Aktuelle Untersuchungen zu Biomarkern und
bildgebenden Verfahren, lassen eine bessere
Charakterisierung, prognostische Einschatzung
und therapeutische Intervention erwarten. So
konnte z.B. die sichere und effiziente Anwendung
von unterschiedlichen Biologika [7, 8], u.a. eines
Antikorpers gegen Interleukin-17, bei der nicht-
infektiosen Uveitis gezeigt werden. Eine weitere
Behandlungsoption sind intravitreal applizierte
Wirkstoffe. Wahrend hierfiir momentan tiberwie-
gend Dexamethason-Inserts angewendet werden
[9—11], sind weitere immunmodulativ wirksame
Prdparate in Phase I, Il und Il Studien in Erpro-
bung [12]. Bei deutlich erweitertem Therapie-
spektrum wird kiinftig der Differenzierung, dem
Staging und Monitoring der unterschiedlichen
Krankheitsbhilder grofie Bedeutung zukommen.



DIABETISCHE RETINOPATHIE

In der diabetischen Retinopathie ist die Beteili-
gung von Immunzellen schon langer bekannt
[3-5]. Hierzu wurde zum Beispiel Leukozytose
im Tiermodell fiir Typ | Diabetes beschrieben, die
von den endothelialen Oberflachenproteinen
Icam1 und Vcam1 sowie verschiedenen Zytokinen
abhéangt. Wir konnten dieses Jahr die Daten aus
einem Tiermodell mit Typ Il Diabetes vorstellen,
das wir in Zusammenarbeit mit der Gruppe von
Prof. Bader und PD Dr. Dechend vom Max-Del-
briick Centrum untersuchen. Es handelt sich um
ein Rattenmodell, bei dem durch ein Transgen die
Insulinresistenz im Diabetes Typ Il simuliert wird.
Somit entstehen in diesem Rattenmodell hohe
Blutzuckerspiegel und gleichzeitig ein patholo-
gisch hoher Plasma-Insulinspiegel. Das Tiermo-
dell zeigt verschiedene diabetische Endorgan-
schaden, darunter auch eine retinale Degeneration
mit vielen Eigenschaften der diabetischen Retino-
pathie beim Menschen [6]. Neben einer retinalen
Degeneration, die strukturell in der histologi-
schen Analyse und funktionell im ERG nachweis-
bar ist, zeigen diese Ratten atrophische Blutgefa-
e sowie eine Verminderung der Perizytenzahlen.
Diese vaskuldr/neuronale Degeneration ist von
der lokalen Aktivierung des Immunsystems be-
gleitet. Hierzu finden wir eine Hochregulation der
Expression von TNFa, CD18, Icam1, Vcam1 und
CCl2. Auf zellulérer Ebene kommt es zur signifi-
kanten Erhéhung der Zahlen aktivierter Mikroglia
Zellen. Die Hochregulation der Icam1 und Vcam1
Expression deutet auf dhnliche Mechanismen im
Typ I Modell wie die, die im Typ | Modell gefunden
wurde [5]. Durch den Vorteil, dass dieses Diabetes
Typ Il Rattenmodell induzierbar ist, und damit der
Zeitpunkt des Diabetes sogar in der Schwanger-
schaft frei bestimmbar ist, werden wir in weiteren
Studien nach neuen Mechanismen der Koordina-
tion dieser lokalen zelluldren Immunreaktion for-
schen. Ziel ist es neue bhildgebende Verfahren zur
Prognose zu validieren als auch neue Targets fiir
die spdten Formen der diabetischen Retinopathie
zu ermitteln.

HYPERTENSIVE RETINOPATHIE

Bluthochdruck fiihrt selbst zur retinalen Degene-
ration oder ist ein systemischer Faktor, der den
Verlauf retinaler Degenerationen, wie die diabeti-
sche Retinopathie beschleunigt, oder einen Risi-
kofaktor fiir retinale Degenerationen wie AMD
darstellt. Im Rahmen der Untersuchungen zu den
moglichen Ursachen dieser systemisch bedingten
Netzhauterkrankungen haben wir uns schon lan-
ger mit der Rolle des Renin-Angiotensin-Systems
(RAS) beschaftigt und gefunden, dass die Netz-
haut ein eigenes lokales RAS exprimiert, das
wiederum {iber basolaterale AT1 Rezeptoren am
retinalen Pigmentepithel mit dem systemischen
RAS in der Interaktion steht [7]. Dies war die Basis
fiir weitergehende Untersuchungen am Tiermo-

dell. Bislang hat es an einem Tiermodell fiir die
systematische Analyse der Mechanismen, die
retinale Degenerationen fordern, gefehlt. Zusam-
men mit den Arbeitsgruppen PD Dechend und
Prof. Miiller untersuchen wir ein transgenes
Rattenmodell, das zusatzlich zum RAS der Ratte,
auch das humane Renin und Angiotensinogen
exprimiert. Das Ergebnis ist ein pathologischer
Bluthochdruck, an dem die Tiere nach 8 Wochen
durch hypertensiven Endorganschaden verster-
ben. Wir haben die Netzhdute dieser Ratten
strukturell und funktionell untersucht [8]. Neben
einem Verlust an Ganglienzellen und Verdnde-
rungen in den Gefaflen finden wir auch Zeichen
einer lokalen Immunreaktion, die in einer Erho-
hung der Expression von Komplementprotein C3
in der inneren Netzhaut als auch im RPE sowie
eine erhohte Expression der mRNA vom MCP1,
einem Faktor, der systemische Makrophagen an-
locken sollte, besteht. Viel tiberraschender war
die Rolle des lokalen RAS. In der Ganglienzell-
schicht konnten wir mittels eines neuen Antikor-
pers aktivierte Angll Rezeptoren des Typs AT1 fest-
stellen. Eine umfassende Messung der retinalen
RAS Aktivitdt ergab stark erhdhte Konzentrationen
von Angll. Interessanterweise sind die anderen
Proteine des lokalen RAS nicht erhéht, was be-
deutet, dass die erhohte Angll Konzentration nicht
durch die lokale RAS Aktivitdat zu Stande kommt.
Wir gehen von der Hypothese aus, dass die lokale
Angll Erhohung durch einen aktiven Aufnahme-
prozess von Angll aus dem Plasma kommt. Die
fortflihrenden Projekte werden ermitteln, in wel-
chem MaB der Hochdruck oder das hochaktive
systemische RAS eine Rolle fiir den systemischen
Einfluss spielt und welche lokalen, darunter auch
immunrelevanten Faktoren zum Schaden der
Netzhaut fiihren. Diese Erkenntnisse wollen wir
auf die Situation anderer Erkrankungen, wie in
Tiermodellen mit AMD Charakter tibertragen. Hier-
zu besteht eine Kollaboration mit dem Institut
de la Vision in Paris.

AMD

Ebenso hat die altersbedingte Makuladegenera-
tion eine starke immunologische Komponente, die
sich in der Risiko-Assoziation mit Polymorphismen
in Genen des Komplementsystems anzeigt. Die
Polymorphismen fiithren zu einer schlechteren
Kontrolle des lokalen Komplementsystems, das
iber den alternativen Aktivierungsweg stimuliert
wird. In vitro Analysen als auch histologische Un-
tersuchungen an Augen von AMD Patienten bele-
gen eine erhohte Produktion und Akkumulation
des terminalen Komplementkomplexes (TCC) in
der duBeren Netzhaut, direkt am RPE. Die daraus
resultierende Hypothese, dass der TCC zum ver-
mehrten Untergang des RPE fiihrt. Wir gehen
allerdings eher von der Hypothese aus, dass alle
aktiven Komponenten des Komplementsystems
einen physiologischen Einfluss auf das RPE ha-
ben [9] und dass dieser Einfluss das RPE in den
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Abbildung 1

Anaphylatoxin-Signaling
am RPE: A. Interaktion von
C3a und Csa Signaling:
Oben: C5a erhoht das freie
zytosolische Ca**; diese
Amplitude kann nicht durch
zeitgleiche Applikation von
Csa und C3a gesteigert wer-
den. Unten: Ca** Anstiege
die durch C3a erreicht wer-
den, kénnen durch Csa
Applikation im Steady-State
der C3a Antwort gehemmt
werden. B. Phoshporylie-
rung des L-Typ Ca* Kanals
Ca,1.3: Die Tyrosinphospho-
rylierung kann durch die
Anaphylatoxine C3a und
Csa gesteigert werden.
Aus: Busch et al. 2017
Frontiers Immunol

Abbildung 2
Blutgefipneubildung im
ROP Modell bei Netrin-4
Knock-Out Mdusen:
Links: Flatmountprédparate
nach ROP, die gegen Isolec-
tin 1B gefdrbt wurden, um
die Blutgefdfie der Retina
darzustellen in Wildtyp und
Netrin-4 Knock-Out Mdu-
sen; weifle Flichen zeigen
neovaskuldre Tufts.
Rechts: Vergleich der Flichen
mit neovaskuldren Tufts in
den zwei Mauslinien. Aus:
Kociok et al. 2016 Sci Rep.

Pathologie-fordernden Phdnotyp mit vermehrter
Sekretion VEGF-A oder pro-inflammatorischer
Zytokine fiihrt. In unseren letzten Studien haben
wir daher den Einfluss der Anaphylatoxine auf das
RPE untersucht. In einer internationalen Zusam-
menarbeit, sowie in Kollaboration mit der Gruppe
Prof. Skerka in Jena und Prof. Wildner in Miinchen
haben wir zeigen konnen, dass RPE Zellen nicht
nur Anaphylatoxin-Rezeptoren exprimieren, son-
dern dass auch die Anaphylatoxine C3a und Csa
das freie intrazelluldre Ca* als Second-Messenger
erhohen (Abb. 1) [10]. In den Akt- und PI3-Kinase
abhdngigen Downstream-Signalwegen kommt es
schlieBlich zur Aktivierung von Transkriptionsfak-
toren, darunter des FoxP3, das bislang als Marker
fuir regulatorische T-Zellen galt. Somit zeigen die-
se Daten, dass die Anaphylatoxine weitreichend
den Phdnotyp des RPE dndern. Dies manifestiert
sich in einer veranderten Genexpression, wie zum
Beispiel von Genen des Komplementsystems oder
in einer verdnderten sekretorischen Aktivitat von
zum Beispiel inflammatorischen Zytokinen. In un-
seren weitergehenden Studien werden wir nun in
Tiermodellen mit AMD Charakter die Rolle der
Anaphylatoxine sowie der Transkriptionsfaktoren,
die unter der Regulation der Anaphylatoxine ste-

hen, im RPE genauer untersuchen. Zusammen mit
der Gruppe Prof. Skerka konnten wir ebenfalls zur
Aufkldrung der Rolle des Produkts des AMRS2
Gens beitragen [11]. Definierte Seren von AMD Pa-
tienten waren wesentlicher Bestandteil zu einer
Studie, die zeigen konnte, dass ARMS2 Genpro-
dukt an der Komplement-abhdngigen Beseitigung
von zelluldrem Debris beteiligt ist.

PATHOLOGISCHE NEOVASKULARISATION

Die Grundlagenforschung der Augenheilkunde an
der Charite beschéftigt sich seit langerem mit den
molekularen Machismen, die einer pathologi-
schen Neovaskularisation zu Grunde liegen. Als
Tiermodelle werden im Wesentlichen die Sauer-
stoff-induzierte Retinopathie und die Laser-indu-
zierte chorioidale Neovaskularisation untersucht.
Solche Gefaflerkrankungen fiihren zum Untergang
der neuronalen Strukturen, was mit dem Konzept
der neurovaskuldren Einheit untersucht wird.
Proteine der Basalmembran haben konkrete phy-
siologische Funktionen. So dienen diese zum
Beispiel der Wegfindung der Axone sich entwi-
ckelnder Neurone. Im Konzept der neurovaskula-
ren Einheit wurde die angiogene Wirkung des
Netrin-4 untersucht, das einer Familie solcher
»Axon-Guidance« Molekiilen angehort [12]. In der
Netrin-4 Knock-Out Maus konnte bei der Induk-
tion der Laser-induzierten chorioidalen Neovasku-
larisation gegeniiber den wild-typischen Kon-
trollen kein Unterschied beobachtet werden. Im
Gegensatz hat das Fehlen von Netrin-4 einen
profunden Effekt auf die Entwicklung der Sauer-
stoff-induzierten Retinopathie. In den Knock-Out
Tieren zeigten sich zu Beginn groBere avaskuldre
Areale, die sich jedoch schneller schlossen, sowie
weniger neovaskuldre Tufts (Abb. 2) und auch
funktionell im ERG messbaren schnelleren Erho-
lung der Neurone. Da die mutmaglichen Netrin-4
Rezeptoren sich in den Miiller Zellen und Astro-
zyten nachweisen lieflen, gehen wir von einem
hauptsdchlichen Effekt auf die VEGF-A Produktion
in diesen Zellen aus. Da die Laser-induzierte Neo-
vaskularisation, die eine erheblich stdrkere ent-
zlindliche Komponente aufweist durch die Abwe-
senheit von Netrin-4 nicht beeinflusst wird, kann
man schlieen, dass Basalmembran vermittelte



Regulation der Aniogenese sich im nichtentziind-
lichen Anteil der pathologischen Ereigniskette
abspielt. Dabei wiirde Netrin-4 als anti-angioge-
ner Faktor in der Basalmembran wirken. Auch in
der Kornea konnten wir anhand des Netrin-4
Knock-Out Modells diese anti-angiogene Funktion
nachweisen [13]. Unter der Hypothese der ent-
ziindlichen Vorgange in der Laser-induzierten
Neovaskularisation haben wir einen weiteren
wichtigen Mediator identifizieren konnen [14].
Durch intraokuldre Injektionen von Aptameren,
die das Anaphylatoxin Csa neutralisieren, konnte
die GroBe als auch das Ausmaf der Leckage in der
Laser-induzierten Neovaskularisationsherden ver-
mindert werden. In weiteren Studien wird die Rol-
le des Csa und des zelluldren unspezifischen
Immunsystems an der Sauerstoff-induzierten
Retinopathie sowie Laser-induzierten Neovasku-
larisation im Zentrum stehen.

STRAHLENRETINOPATHIE

Die Bestrahlung okuldrer Tumore hat als Neben-
wirkung die Entstehung einer Strahlenretinopathie
zur Folge. Neben der Aufklarung grundlegender
pathologischer Mechanismen im Tiermodell wer-
den an der Charite Augenheilkunde die Moglich-
keiten der Protonbestrahlung in der Klinik zur
Tumorbekampfung erforscht. Im Tiermodell zeigte
sich schon eine starke Beteiligung von Lymphozy-
ten und Mikroglia Zellen als ein Zeichen einer zel-
luldren Entziindung [15]. Um diese Nebeneffekte
durch eine wesentlich besser fokussierte und do-
sierbare Bestrahlung in der Klinik zu unterbinden,
werden die Moglichkeiten der Protonenbestrah-
lung an der Charite Augenheilkunde in klinischen
Studien untersucht. Hier ging es vor allem um die
Vermeidung von Nebenwirkungen durch Medika-
menteneinsatz oder durch adjuvante chirurgische
Eingriffe [16—19]. Dabei wurden ein breites Spek-
trum an Tumoren wie Hdmangiome, uveale Mela-
nome oder chorioidale Melanome sowie Ziliarkor-
permelanome untersucht. In der Kombination aus
grundlagenorientierter Forschung am Mausmo-
dell sowie klinischer Forschung erhoffen wir uns
neue Targets und Verbesserungen zur bestehen-
den Therapie.
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EvoTears® — Die neue Therapieklasse zur
Behandlung evaporativ trockener Augen

Das trockene Auge (Keratokonjunktivitis sicca) gehdrt zu den héufigsten ophthalmologischen
Erkrankungen. Augenbefeuchtungsmittel werden als Basistherapeutika eingesetzt [1] und hierzu hat
sich mittlerweile ein groBer Markt etabliert, der von wiéssrigen Augentropfen dominiert wird. Obwohl
in mehr als 80 % der Félle von trockenen Augen eine hyperevaporative Storung zugrunde liegt [2], haben
sich 6l- bzw. lipidhaltige Augentropfen beim Patienten nicht durchgesetzt. Dies ist unter anderem
bedingt durch die in Ol/Lipid-Wasser-Mischungen héufig enthaltenen Emulgatoren und Konservierungs-
mittel, die nicht selten zu Vertrdglichkeitsproblemen bzw. zu mangelhaftem Erfolg der Therapie fiihren.

URSAPHARM hat, in Kooperation mit dem Entwick-
lungsunternehmen Novalig, mit EvoTears® und dem
Inhaltsstoff Perfluorhexyloctan eine Liicke geschlos-
sen. Perfluorhexyloctan wird bereits seit vielen
Jahren in der vitreoretinalen Chirurgie eingesetzt
[3, 4] und liegt nun erstmals als Augentropfen vor.
Zudem ist es biokompatibel, inert und stabil und
kann aufgrund seiner chemischen Struktur weder
resorbiert noch metabolisiert werden. EvoTears® ist
lipophil, besitzt denselben Brechungsindex wie die
Tréne und verteilt sich rasch auf dem Trénenfilm. So
kann es der hyperevaporativen Stérung beim trocke-
nen Auge, auch evaporativ trockenes Auge genannt,
vorbeugen, die Symptome lindern und das Auge
dauerhaft vor Reizungen schiitzen.

Ein entscheidender und innovativer Vorteil von
EvoTears® ist seine wasserfreie Zubereitung, da
einzig die Substanz Perfluorhexyloctan appliziert
wird. Im Gegensatz zu wéssrigen Augentropfen
bedarf es daher keiner Hilfsstoffe, wie etwa Kon-
servierungsmittel, Emulgatoren oder Phosphate, die
ein allergenes Potenzial besitzen bzw. bei ldngerem
oder unsachgemdBem Gebrauch die Augenober-
flaiche schédigen kdonnen. EvoTears® besitzt eine
wesentlich geringere Oberflachenspannung als Was-
ser und deshalb entsteht pro Applikation ein Tropfen
von nur ca. 10 pl Volumen, was dem Fassungsver-
mdgen des Bindehautsackes entspricht und zudem
fiir eine einfache und angenehme Anwendung sorgt.
Die Wasserfreiheit bedingt weitere, bislang in der
Therapie des trockenen Auges unbekannte vorteil-
hafte Eigenschaften. EvoTears® verteilt sich dadurch
schnell auf der Trédne und hat weder einen pH-Wert
noch eine Osmolaritdt. Letztere kdnnen, wenn sie
nicht im physiologischen Bereich liegen, bei was-
serbasierten Augentropfen zu Unvertrdglichkeits-
reaktionen fiihren.

Zwei Studien wurden mit EvoTears® durchgefiihrt;
an 30 Patienten mit leichten bis mittelschweren
evaporativ trockenen Augen [5] sowie an 72 Pa-
tienten mit leichter bis mittelschwerer Meibom-
driisendysfunktion [6]. In beiden zeigte EvoTears®

eine hochsignifikante Verbesserung der Trénen-
filmstabilitat, der Hornhautfarbung und der subjekti-
ven Symptome. Bei Patienten mit Meibomdriisen-
dysfunktion wurde zudem der Schweregrad der
Blepharitis verringert [6]. EvoTears® wurde sehr gut
vertragen und kein nachteiliger Effekt wurde auf
Visus und intraokularen Druck ermittelt [5, 6].

Mit EvoTears® stehen erstmals wasserfreie Augen-
tropfen zur Behandlung des trockenen Auges zur
Verfligung. Damit wurde eine neue Therapieklasse
fiir Patienten, die an der evaporativen Form der
Keratokonjunktivitis sicca leiden, geschaffen.
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Vergleich der Eigenschaften und visuellen
Ergebnisse einer panfokalen mit einer trifokalen
Intraokularlinse nach Linsenchirurgie
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Abbildung 1a
Schematische Darstel-
lung der AT LISA tri 839MP
trifokalen Intraokularlinse

(Nahaddition +3,33 dpt.
(40 cm), Zwischenaddition
1,66 dpt. (8o cm))

Abbildung 1b
Schematische Darstel-

lung der AcrySof 1Q

PanOptix panfokalen

Intraokularlinse (Nahadditi-

on +3,25 dpt. (40 cm),
Zwischenaddition 2,17 dpt.
(60 cm))

Zunehmend mehr Menschen entscheiden sich bei
Diagnose des grauen Stars oder bei hoher Fehl-
sichtigkeit und Alterssichtigkeit flir die Implanta-
tion von Sonderlinsen. Diese Kunstlinsen mit Zu-
satznutzen kdnnen Patienten ein hohes Maf3 an
Individualitat und Lebensqualitdt ermdglichen
[20].

Derzeit stehen dem modernen Kataraktchirurgen
asphdrische, torische, multifokale sowie Intra-
okularlinsen mit erweiterter Tiefenscharfe und
Kombinationen aus den vorhergenannten Intra-
okularlinsen zur Verfiigung, um die individuellen
Bediirfnisse der Patienten zu adressieren. Im fol-
genden Ubersichtsartikel werden zwei moderne
Multifokallinsen (AT LISA Tri 839MP versus Acry-
Sof 1Q PanOptix) und ihre Eigenschaften fiir den
Patienten diskutiert.

MULTIFOKALLINSEN

Die ersten multifokalen Intraokularlinsen (MIOL)
wurden in den spdten 8oer Jahren eingefiihrt [7,
13, 18]. Die meisten dieser auf dem Markt
befindlichen MIOLs verfiigen {iber zwei Brenn-
punkte, so dass sie Patienten sowohl Brillenfrei-
heit in der Nahe als auch der Ferne ermoglichen
[5, 9]. Jedoch sind die Intermedidrarbeitsabstdande
zwischen diesen sogenannten »sweet spots« mit
suboptimaler Sehschérfe verbunden [1, 14, 15, 21].
Mittlerweile hat sich die Bedeutung der inter-
medidren visuellen Leistung erhoht, da sich die

Prioritaten der Patienten haufig auf tagliche Auf-
gaben im Intermedidrbereich (Labtop, Tablet,
Armaturenbrett) verlagert haben. Die neuartige
Entwicklung von multifokalen I0Ls wie der AT LISA tri
839MP (Zeiss) oder der AcrySof 1Q PanOptix (Al-
con) I0L mit multiplen Brennpunkten bietet den
Patienten ein erweitertes Spektrum an Brillen-
unabhédngigkeit auch im Intermedidrbereich ge-
geniiber den Vorgénger bifokaler Intraokularlin-
sen[2-3, 6,10-11, 19, 23—24, 26—-27, 29—31].

LINSENDESIGN - AT LISA tri 839MP
VERSUS ACRYSOF 1Q PANOPTIX

Sowohl die AT LISA tri 839MP (Zeiss) als auch die
AcrySof 1Q PanOptix (Alcon) IOL bieten Patienten
Brillenunabhdngigkeit neben Ferne und Nahe auch
im Intermedidrbereich, wobei die AT LISA tri
839MP ihren praferierten Fokuspunkt bei 8o cm
und die PanOptix I0L hingegen bei 60 cm hat. Die
Idee der Verlagerung des intermedidaren Brenn-
punktes der PanOptix IOL von 8o ¢cm auf 60 cm hat
zum Ziel, den Zwischenbereich fiir die Patienten
komfortabler nutzbar zu machen, da viele Arbei-
ten derzeit in Armlange (60—70 cm) ausgefiihrt
werden.

Die AT LISA tri 839MP (siehe Abbildung 1a) ist eine
einstiickige, asphdrische, hydrophile Acryllinse
mit einer hydrophoben Oberflache. Diese Hinter-
kammerlinse besteht aus einer Plattenhaptik mit
einer 6mm grofen optischen Zone. Es handelt
sich um eine asphdrische, diffraktive Trifokallinse
mit einer +3,33 Dioptrie (dpt.) Addition im Nahbe-
reich bei 40cm und einer +1,66 dpt Zwischenaddi-
tion im Intermedidrbereich bei 8o cm. Das Licht
wird durch das optische Design asymmetrisch mit
50% fiir die Ferne, 20 % fiir den Intermediarbe-
reich und 30 % fiir die Nahe aufgeteilt. Die AT LISA
tri hat eine Lichttransmission von 85,7 % [23].

Die AcrySof IQ PanOptix (Abbildung 1b) ist eine
einstiickige, asphdrische, hydrophobe Hinter-
kammerlinse mit Blaufilter. Die Linse besteht aus
einer 6 mm groflen optischen Zone, welche sich
aus einem zentralen 4,5 mm grofen diffraktiven



Bereich mit 15 Stufen und einem &duf3eren refrakti-
ven Teil zusammensetzt. Die Grofie der diffrakti-
ven optischen Zone soll auch bei weiter Pupille
einen guten Nah- und Intermedidrvisus ermog-
lichen und wirkt somit weitestgehend pupillenun-
abhéangig. Es handelt sich um eine panfokale Intra-
okularlinse mit einem einzigartigen quadrifokalen
Design. Die quadrifokale Technologie der Panoptix
IOL besteht in der Schaffung eines vierten Brenn-
punktes bei 1,20 m, wobei dieser direkt in die
Ferne umgeleitet wird und so dem Patienten nicht
als neuer Schérfebereich zur Verfiigung steht.
Somit entspricht die PanOptix IOL wie die AT LISA
tri IOL in ihrer Funktion einer trifokalen Linse mit
einem Brennpunkt bei 40 cm in der Ndhe (Nahad-
dition: 3,25 Dioptrien) und einem bei 60 cm im
Intermedidrbereich (Zwischenaddition: +2,17 Di-
optrien) sowie in der Ferne bei 4 m. Das Licht des
vierten Brennpunktes bei 1,20 m, welches durch
Beugung in die Ferne umgelenkt wird, fiihrt zu
einer hohen Lichttransmission von 88 % [19, 28].

SEHSCHARFE IN UNTERSCHIEDLICHEN
DISTANZEN

In vorangegangenen Studien zeigten beide Intra-
okularlinsen gute Ergebnisse im Nahbereich
(40 cm), Intermedidrbereich (60 cm versus 8o c¢cm)
und in der Ferne.

In einer Studie von Kohnen et al. (2016) konnte
eine monokulare unkorrigierte Sehschéarfe von
0,09 LogMar in der Ndhe (40 cm), 0,06 LogMAR im
Intermedidrbereich (8o ¢cm) und 0,01 LogMar in
der Ferne (4 m) 3 Monate nach Implantation der AT
LISA tri IOL gemessen werden (n=54 Augen). Die
monokulare bestkorrigierte Sehschdrfe zeigte
sich mit 0,06 LogMAR in der Ndhe, 0,04 LogMAR
im Intermedidrbereich und -0,04 LogMAR in der
Ferne geringfiigig besser mit einem sphdrischen
Aquivalent von 0,05 Dioptrien [23]. Eine Studie
von Monaco et al. (2017) beschreibt die monoku-
lare unkorrigierte Sehschérfe der PanOptix I0L in
derNahe (40cm) mito,02 LogMAR, im Intermediar-
bereich (67 cm) mit 0,23 LogMAR und in der Ferne
(3 m) mit 0,03 LogMAR (n= 40 Augen). Die mono-
kulare bestkorrigierte Sehschérfe zeigte sich auch
bei der PanOptix 0L nur geringfiigig besser mit
0,01 LogMAR in der Ndhe, 0,13 LogMAR im Inter-
medidrbereich und -0,1 in der Ferne, wobei ein
sphérisches Aquivalent von -0,19 Dioptrien vorlag.
Auch weitere Studien wie von Gundersen et al.
(2017), Garcia-Perez et al. (2017) und Kohnen et al.
(2015) zeigen dhnliche oder bessere Visusergeb-
nisse der PanOptix IOL[8, 12, 19, 16, 23—24].

DEFOKUSKURVEN

Die Sehschdrfenmessung der theoretischen Defo-
kuskurven [19, 23] zeigen fiir beide multifokale

Intraokularlinsen gute Ergebnisse, sowohl in der
Ferne bei 0 Dioptrien (4m), in der Ndhe bei -2,5
Dioptrien (40 cm) aber auch in im Intermediar-
breich bei -1,0 Dioptrien (1 m) bis -2,0 Dioptrien
(50 cm). Im Nahbereich bei 40 cm zeigte die AT
LISA tri eine binokulare bestkorrigierte Seh-
schérfe von 0,06 LogMAR und die PanOptix 10L
von -0,03 LogMAR in der Defokuskurve. In der
Ferne (4 m) wies die PanOptix IOL eine binokulare
bestkorrigierte Sehschérfe von -0,03 LogMAR und
die AT LISA tri von -0,05 LogMAR auf. Die Ver-
messung des Zwischenbereiches beider Linsen
zeigte durchgdngig eine gute Sehscharfe von
> 0,2 LogMAR. Im Intermedidrbreich von 50 cm bis
67 cm (-2,0 bis -1,5 Dipotrien) zeigte die PanOptix
IOL eine geringfligig bessere binokulare bestkorri-
gierte intermedidre Sehscharfe von 0,00 LogMAR
im Vergleich zur AT LISA tri mit 0,18 bis 0,14 Log-
MAR, jedoch ist bei der Bewertung der Defokuskur-
ven sicher die geringere Fallzahl in der PanOptix
IOL Gruppe zu beriicksichtigen ist.

BRILLENFREIHEIT

Die AT LISA tri IOL konnte in der Studie von
Kohnen et al. (2016) 100 % (25/25 Patienten) den
Patienten zu einer Brillenfreiheit in der Ferne als
auch im Intermedidrbereich verhelfen, wobei
lediglich 12% (3/25 Patienten) gelegentlich eine
Lesebrille verwendeten [23].

Ebenso zeigte die PanOptix IOL in der Studie von
Monaco et al. (2017) eine hohe Brillenfreiheit mit
90% (18/20 Patienten) im Fernbereich, 100%
(20/20 Patienten) im Intermedidrbereich und 90 %
im Nahbereich (18/20 Patienten). Lediglich 10%
(2/20 Patienten) der Patienten berichtete, gele-
gentlich eine Fernbrille oder Lesebrille zu ver-
wenden.

Somit erméglichen die beiden funktionellen Trifo-
kallinsen den Patienten eine gute Sehscharfe im
Nah-, Intermedidar- und Fernbereich, sowie eine
weitesgehende Brillenfreiheit im Nah-, Interme-
didr- und Fernbereich [32].

OPTISCHE QUALITAT

Durch das Vorliegen mehrerer Brennpunkte bei
multifokalen Intraokularlinsen ist ein Sehen in
der Nahe, im Zwischenbereich und in der Ferne
ohne eine zusatzliche optische Korrektur moglich.
Die Patienten nehmen lediglich das fokussierte
Bild wahr, wahrend die durch den anderen Fokus
erzeugte Abbildung undeutlich erscheint. Jedoch
treten durch das Vorhandensein von mehreren
Brennpunkten bei MIOLs im Vergleich zu Mono-
fokallinsen deutlich hdufiger stérende optische
Phanomene wie Blendung, Halos und eine ver-
minderte Kontrastempfindlichkeit auf[22].
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Abbildung 2

Defokuskurven der
PanOptix IOL (n=6, Kohnen
etal. (2015) [19] und der AT
LISA tri (n=27, Kohnen et
al. (2016) [23]

Vorangegangene Studienergebnisse zeigen, dass
viele Patienten nach Implantation einer MIOL
postoperativ optische Phdnomene wahrnehmen.
So berichteten in der Studie von Kohnen et al.
(2016) 3 Monate nach der Implantation der AT LISA
Tri 839MP I0L 60 % der Patienten tiber Halos, 28 %
tiber Blendung, 12 % {iber Doppelbilder, 8% {iber
Starbursts und 12% uber die Wahrnehmung von
keinen optischen Phdanomenen [23].

Auch in der Studie von Monaco et al. (2017) be-
richteten die Patienten 4 Monate nach Implantati-
on der AcrySof IQ PanOptix {iber das gelegentliche
Auftreten von optischen Phdnomenen wie Halos
in circa 61% der Patienten, Blendung bei 58 %,
Starbursts bei 75 % und Verschwommensehen bei
12 % der Patienten. Insgesamt dufierten nach der
PanOptix |OL Implantation 10% der Patienten,
sogar haufig unter Halos zu leiden, wobei 12%
hdufig unter Blendung, 10 % unter Starbursts und
5% unter hdaufigem Verschwommensehen leiden
[32].

Die optischen Nebenwirkungen wie Halos und
erhdhte Blendempfindlichkeit treten insbesonde-
re unter mesopischen und skotopischen Lichtbe-
dingungen auf. Daher ist es besonders wichtig,
eine ausfiihrliche Anamnese vor der Linsenaus-
wahl mit dem Patienten durchzufiihren. Unter an-
derem sollte hier der Beruf des Patienten erfragt
werden. Bei Berufsgruppen, welche auf ein sehr
gutes Sehen in der Ferne angewiesen sind, wie
beispielsweise einem LKW-Fahrer, sollten MIOLs
zuriickhaltend implantiert werden. Wohingegen
Berufsgruppen mit Uberkopfarbeiten wie Mecha-
niker und Handwerker geeignete Kandidaten fiir
eine MIOL sind [22].

KONTRASTEMPFINDLICHKEIT

Hinsichtlich des Kontrastsehens haben Studien
zeigen konnen [12, 22, 23, 28, 32], dass fiir multi-
fokale Intraokularlinsen geringfiigige Abstriche
gegeniiber einer asphdrischen Monofokallinse
gemacht werden miissen, so dass sowohl bei der
AcrySof IQ PanOptix als auch bei der AT LISA tri
839MP Patienten eine verminderte Kontrastemp-
findlichkeit im Vergleich zu einer Monofokallinse
zu erwarten haben.

PATIENTENZUFRIEDENHEIT

Trifokale Intraokularlinsen fiihren im Vergleich zu
bifokalen Intraokularlinsen meist zu einer hoheren
Patientenzufriedenheit, vor allem da sie neben ei-
nem guten Sehen in der Ferne und Ndhe den Pati-
enten auch eine gute Sehleistung im Zwischenbe-
reich ermdéglichen [4]. So zeigen Patienten nach
Implantation von multifokalen Intraokularlinsen,
trotz der Wahrnehmung von Halos und Blendung,
im Vergleich zu Patienten mit monofokalen Intra-
okularlinsen eine hohere Lebensqualitdt sowie
Zufriedenheit einhergehend mit einer hoheren
Brillenunabhéngigkeit [15-17].

In einer Studie von Kretz et al. (2016) nach Implan-
tation der AT LISA tri Intraokularlinse berichten
80% der Patienten, vollstandig zufrieden zu sein
und 86% der Patienten wiirden diese Linse wei-
terempfehlen [25]. In der Studie von Kohnen et al.
(2016) wiirden 92% der Patienten die Linse
wiederauswadhlen und bewerteten ihre Lebens-
qualitat bei der Durchfiihrung von téglichen Akti-
vitdten mit einer Durchschnittnote von 2 [23].



Auch in der Studie von Mendicute et al. (2016) be-
richten circa 90% der Patienten iiber eine hohe
oder sehr hohe Patientenzufriedenheit beziiglich
des Sehens in der Ferne und im Zwischenbereich
nach Implantation der AT LISA tri[30].

In der Studie von Garcia-Perez et al. (2017) waren
96,6 % der Patienten sehr zufrieden oder zufrie-
den nach der Implantation der PanOptix IOL,
wobei lediglich 3,4% (2 Patienten) unzufrieden
waren. Bei genauerem Nachfragen litt einer die-
ser Patienten unter Juckreiz und Tranen der Au-
gen und der zweite hatte Schwierigkeiten mit dem
Sehen bei Vorliegen eines Nachstars, welcher
mittels YAG Kapsulotomie behandelt werden
konnte [8].

Es gilt festzuhalten, dass eine gute Sehschérfe
in der Ndhe, Ferne sowie im Zwischenbereich in
Kombination mit einer hohe Brillenunabhdngig-
keit und niedriger Inzidenz von stérenden photo-
pischen Phanomenen zu einer hohen Patienten-
zufrieden nach der Implantation von trifokalen
Intraokularlinsen fiihrt [8, 19, 23, 25, 30, 33].

ZUSAMMENFASSUNG

Die bilaterale Implantation moderner multifokaler
Linsen wie der AcrySof 1Q PanOptix oder der AT
LISA tri 839MP ermdglicht den Patienten ein gutes
postoperatives Sehen sowohl in der Ferne, Nahe,
aber auch im Intermedidrbereich. Somit ist es dem
Operateur heutzutage moglich, die Prioritdaten der
Patienten mit dem Wunsch eines guten Sehens
auch in Zwischenbereichen (Labtop, Tablet, Ama-
turenbrett) erfolgreich zu bedienen. Dennoch
bendtigt es vor der Operation eine umfassende
prdoperative Anamnese, Untersuchung und Pati-
entenaufkldarung, welche sich aus der klinischen
Erfahrung und der Einschatzung der individuellen
Bediirfnisse und Gewohnheiten des Patienten
zusammensetzt. Eine Beriicksichtigung dieser
individuellen Bediirfnisse und der Untersuchungs-
ergebnisse fiihrt in den meisten Fallen zu einem
gutem visuellen Ergebnis und somit auch zu einer
hohen Patientenzufriedenheit.
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STATIC Vessel Analysis

Wie gut ist die Funktion der BlutgefiBe?

Das Interesse an der Augendurchblutung ist mit der
Einfiihrung neuer Messmethoden deutlich gestiegen
und brachte die Erkenntnis, dass sich Durchblu-
tungsstorungen haufiger und an mehr Augenerkran-
kungen beteiligen als frilher angenommen. Dazu
kommt, dass die okulare Durchblutung représentativ
ist flir den gesamten Kreislauf des Patienten und
gewisse Parameter gute Risiko-Indikatoren sind. Es
gibt verschiedene Aspekte, die wir beobachten miis-
sen. Neben dem Messort (retrobulbér, Sehnerven-
kopf, Chorioidea und Retina) ist v.a. der Messpara-
meter wichtig. Fiir Klinik und Forschung haben sich
folgende Untersuchungen bewahrt:

Der Static Vessel Analyzer (SVA) misst die Durchmesser
der retinalen Gefal3e. Das Verhaltnis der Durchmesser
der Arterien zu Venen zeigt das Risiko fiir ein zukinfti-
ges zerebrovaskuldres Ereignis. Der prophylaktische
Effekt einer Behandlung, z.B. einer Blutdrucksenkung
oder Blutzuckereinstellung, lasst sich ebenfalls beob-
achten und ist damit motivierend fiir den Patienten.

Mit dem Dynamic Vessel Analyzer (DVA) wird die
Gefélreaktion gepriift. Stimulieren wir die Netzhaut
mit Flickerlicht, so erweitern sich die kleinsten Blut-
gefdle und der Blutfluss nimmt zu. Das fiihrt sekun-

dar zur Erweiterung der gréReren retinalen Arterien
und Venen, weil die Blutsdule starker an den vaskula-
ren Endothelzellen reibt und diese veranlasst, ver-
mehrt gefdlerweiternde Molekiile freizusetzen. Eine
fehlende oder verminderte Erweiterung ist damit ein
klares Indiz fiir eine Endotheliopathie. Diese zu erken-
nen ist wichtig, weil arteriosklerotische Prozesse als
erstes die Endothelzellen befallen und weil auch bei
der priméaren vaskuldren Dysregulation (z.B. im
Rahmen eines Flammer Syndroms) die Funktion die-
ser Endothelzellen gestort ist. Damit bekommt die
Untersuchung mit dem DVA eine breite Anwendung,
inshesondere bei der Glaukom-Diagnostik.

Mit Hilfe der Ophthalmodynamometrie |&sst sich der
retinale Venendruck messen. Ist dieser erhdht, so
sinkt der Perfusionsdruck und dies wiederum erhoht
das Hypoxie-Risiko. Auch der transmurale Druck
steigt und erhght damit das Risiko fiir 0deme. Das ist
relevant fiir retinale Erkrankungen, wie z.B. diabeti-
sche Retinopathie. Der retinale Venendruck beein-
flusst aber auch den Sehnervenkopf. Dieser wird
zwar arteriell vom ziliaren Kreislauf her versorgt, wird
aber vends i{iber den retinalen Kreislauf entsorgt.
Damit wird die Venendruckmessung auch zu einem
wichtigen Bestandteil der Glaukom-Diagnostik.

<~@)imedos

Experts of Retinal Microcirculation

Das Auge als Fenster zur Mikrozirkulation

— moderne vaskulare Biomarker fur den Augenarzt —

Risikostratifizierung mit Fokus auf Glaukom und
Kardiovaskulare Pravention.

Mikrovaskulares Risiko

[_AVR: 0,84 E: 186,0 |  CRVE: 217,3 |

unauffallig

grenzwertig

| deutiich erhaht
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Abbildung 1

Humane RPE-Zellinie
ARPE-19 und primdre
humane RPE Zellen (pRPE).
[Abbildung aus: Brandstet-
ter C. et al. © Journal of
Biological Chemistry 2015
Dec 25; 290 (52):
31189-98.]

ARPE-19

ZUSAMMENFASSUNG

Oxidative Schadigung und Aktivierung des ange-
borenen Immunsystems in der duBBeren Netzhaut
sind zentrale Faktoren der Pathogenese der alters-
abhdngigen Makuladegeneration (AMD), der hdu-
figsten Ursache fiir einen Verlust der zentralen
Sehschérfe in den Industrienationen. Eine zuneh-
mende Anzahl experimenteller und klinischer
Studien deutet auf eine Beteiligung des NLRP3-
Inflammasoms an diesen Prozessen hin. Das
NLRP3-Inflammasom als intrazelluldrer Sensor
des angeborenen Immunsystems wird durch eine
Vielzahl verschiedener Gefahrsignale einschlie3-
lich Viren, Bakterientoxine und phagozytierte
Kristalle wie Cholesterol und Harnsdure aktiviert.

Ein gemeinsamer Mechanismus der Inflamma-
somaktivierung durch so unterschiedliche Stimuli
ist die Permeabilisierung der lysosomalen Mem-
bran mit Freisetzung lysosomaler Enzyme ins
Zytosol. In Zellen des retinalen Pigmentepithels
(RPE) kann eine photooxidative Schaddigung in-
folge zunehmender Lipofuszinakkumulation eben-
falls eine lysosomale Membranpermeabilisierung
verursachen. Wir untersuchen deshalb das Zu-
sammenspiel von oxidativer Schadigung und
Inflammasomaktivierung in RPE-Zellen. Dabei
konnten wir in bisherigen Arbeiten nachweisen,
dass eine lysosomale Membranpermeabilisierung

durch Lipofuszin-vermittelten photooxidativen
Schaden in RPE-Zellen eine ausgeprdgte Inflam-
masomaktivierung mit apikaler Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1f und IL-18
induziert [Brandstetter et al., / Mol Med 2015;
Mohr et al., Invest Ophthalmol Vis Sci 2015]. In
vitro fiihrt diese Zytokinfreisetzung der RPE-Zellen
zur Aktivierung und chemotaktischen Rekrutie-
rung von Mikrogliazellen [Mohr et al., /nvest
Ophthalmol Vis Sci 2015].

Die Inflammasomaktivierung in RPE-Zellen wird
dabei u.a. durch aktiviertes Komplement ver-
starkt, insbesondere infolge Priming des Inflam-
masoms durch den Komplementfaktor Csa
[Brandstetter et al., / Biol Chem 2015]. Durch die-
sen Mechanismus wird zudem die Anfalligkeit der
RPE-Zellen fiir photooxidative Schadigung und
Degeneration erhoht [Brandstetter et al., / Photo-
chem Photobiol B 2016].

Innerhalb der bisher dreijahrigen Férderperiode
des Projekts durch die Deutsche Forschungsge-
meinschaft (DFG) sind mehrere wissenschaftliche
Publikationen, zahlreiche nationale und internati-
onale Kongressbeitrdge, sowie eine naturwissen-
schaftliche und drei medizinische Doktorarbeiten
daraus hervorgegangen. Die naturwissenschaft-
liche Doktorarbeit wurde mit dem Retina-For-
schungspreis 2016 der Deutschen Ophthalmo-
logischen Gesellschaft (DOG) ausgezeichnet. In
mehreren auf diesen Ergebnissen aufbauenden
Anschlussprojekten werden nun die beschriebe-
nen Mechanismen der Inflammasomaktivierung
im RPE in geeigneten in-vivo-Modellen weiter
charakterisiert und Strategien zur pharmakologi-
schen Intervention u.a. mit spezifischen NLRP3-
Inhibitoren evaluiert.

LIPOFUSZIN-PHOTOTOXIZITAT UND
INFLAMMASOMAKTIVIERUNG IM RPE

Die Versuche wurden in humanen RPE-Zellen durch-
geflihrt (Abbildung 1). Wir konnten hierbei erstmals
nachweisen, dass eine Lipofuszin-vermittelte pho-



tooxidative Schadigung zu einer Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms mit Aktivierung von Caspa-
se-1 und Freisetzung der inflammatorischen Zytoki-
ne IL-1B und IL-18 fiihrt (Abbildung 2). Als Mecha-
nismus der Inflammasomaktivierung identifizierten
wir eine oxidative Permeabilisierung der lysosoma-
len Membran mit zytosolischer Leckage lysosoma-
ler Enzyme with Cathepsin B. Dieser Mechanismus
stellt eine Verbindung zwischen oxidativer Schadi-
gung und chronischer Immunaktivierung im Be-
reich des RPE als zwei Schliisselfaktoren der AMD-
Pathogenese her.

ZUSAMMENSPIEL MIT KOMPLEMENT-
SYSTEM UND MIKROGLIA

Als Priming-Signal der Inflammasomaktivierung
in RPE-Zellen haben wir u.a. das von den RPE-

Abbildung 3

Zellen freigesetzte IL-1f3 ausgemacht, dass so-
mit ber einen parakrine Verstarkungsschleife
die Inflammasomaktivierung amplifizieren kann.
Als weiteres Priming-Signal identifizierten wir
die aktivierte Komplementkomponente Csa
(Abbildung 3), die bei der AMD im subretinalen
Raum nachweisbar ist. Eine Hemmung dieser
beiden Signalwege konnte die Inflammasomak-
tivierung unterdriicken und stellt somit einen
Ansatzpunkt fiir therapeutische Interventionen
in vivo dar.

Die neovaskuldare Form der AMD beruht auf
einer VEGF-vermittelten choroidale Neovasku-
larisation (CNV). Wir haben mogliche Auswir-
kungen der Inflammasomaktivierung auf die
VEGF-Sekretion des RPE untersucht. Durch die
Aktivierung des Inflammasoms kam es in RPE-
Zellen zu einer signifikanten Runterregulation

Abbildung 2
Infammasomaktivierung
durch Lipofuszin-Phototoxi-
zitdt in RPE-Zellen. Primdre
humane RPE-Zellen (pRPE)
und Zellen der humanen
RPE-Zellinie ARPE-19 wurden
mit Lipofuszin beladen und
anschlieffend mit Blaulicht
bestrahlt. Die Behandlung
fiihrte zu einer signifikanten
Aktivierung des NLRP3-In-
flammasoms mit Aktivierung
von Caspase-1 und Freiset-
zung der inflammatorischen
Zytokine IL-18 (dargestellt)
und IL-18. [Abbildung aus:
Brandstetter C. et al.
© Journal of Molecular
Medicine 2015 Aug; 93 (8):
905-16.]

Complement-Komponente Csa als Priming-Signal des Inflammasoms in RPE-Zellen. Inkubation von priméren humanen RPE-Zellen und
ARPE-19-Zellen mit Komplement-aktiviertem normalen humanen Serum (NHS) fiihrt zu einem Priming des NLRP3-Inflammasoms und ermdglicht
seine Aktivierung durch Lipofuszin-Phototoxizitdt. Versuche mit Hitze-Inaktivierung des Komplementsystems (HI-NHS), Hemmung des C5a-Re-
zeptors (CsaR) und Cs-Depletion des Serums identifizierten die Complement-Komponente Csa als das aktive Primingsignal. [Abbildung aus:
Brandstetter C. et al. © Journal of Biological Chemistry 2015 Dec 25; 290 (52): 31189-98.]



OPHTHALMOLOGIE

Abbildung 4

Anti-angiogener Effekt der Inflammasomaktivierung in RPE-Zellen. Inflammasomaktivierung durch Lipofuszin-Phototoxizitdt resultiert in
einer signifikanten Runterregulation der konstitutiven VEGF-Sekretion der Zellen. Konditioniertes Medium von RPE-Zellen nach Inflamma-
somaktivierung (Le) reduziert die Proliferation und Migration von vaskuldren Endothelzellen. [Abbildung aus: Mohr L. K. M. et al.
© Investigate Ophthalmology and Visual Sciences 2015 Oct 1; 56 (11): 6404—13.]

Abbildung 5

der konstitutiven Sekretion von VEGF (Abbil-
dung 4). Durch diese Zellen konditioniertes
Medium bewirkte zudem eine reduzierte Akti-
vierung der Proliferation und Migration vasku-
ldrer Endothelzellen. Diese Effekte in vitro
deuten nicht auf eine direkte Beteiligung der
Inflammasomaktivierung im RPE an der CNV-
Entstehung hin.

Im Rahmen der AMD kommt es zur Rekrutierung
retinalen Mikrogliazellen in den subretinalen
Raum, fiir die eine Beteiligung an der Krankheits-
pathogenese vermutet wird. In unseren polari-
sierten RPE-Zellkulturen erfolgte die Inflamma-
som-gesteuerte Freisetzung der Zytokine IL-1f

und IL-18 fast ausschlief3lich zur apikalen Zellseite
(Abbildung 5), entsprechend der Seite der neuro-
sensorischen Netzhaut in vivo. In Kokultur-Expe-
rimenten war zudem ein signifikanter chemotakti-
scher Effekt der von den RPE-Zellen freigesetzten
Zytokine auf Mikrogliazellen zu beobachten. Diese
Prozesse liefern einen moglichen Mechanismus
der subretinalen Mikrogliaakkumulation in vivo.

INFLAMMASOM ALS THERAPIETARGET

Der siRNA-vermittelte Knockdown der Inflamma-
som-Komponente NLRP3 fiihrte in humanen RPE-
Zellen zu einer signifikanten Suppression der

Apikale Zytokinsekretion und chemotaktischer Effekt auf Mikrogliazellen. In polarisierten RPE-Zellkulturen erfolgte die Freisetzung von
IL-1B8 und IL-18 (dargestellt) fast ausschliefllich in apikaler Richtung. In Chemotaxis-Assays bewirkten die von den RPE-Zellen sezernierten
Zytokine einen signifikanten Anstieg der gerichteten Migration von Microgliazellen. [Abbildung aus: Mohr L. K. M. et al. © Investigate
Ophthalmology and Visual Sciences 2015 Oct 1; 56 (11): 6404—13.]



Abbildung 6

SiRNA-Knockdown von NLRP3 in RPE-Zellen.
Die Inflammasomaktivierung durch Lipofuscin-
Phototoxizitdt war nach siRNA-Knockdown von
NLRP3 signifikant reduziert. [Abbildung aus:
Brandstetter C. et al. © Journal of Molecular
Medicine 2015 Aug; 93 (8): 905—16.]

durch Lipofuszin-Phototoxizitdt induzierten In-
flammasomaktivierung (Abbildung 6) und besta-
tigte somit die zentrale Rolle des NLRP3-Subtyps
fiur die Inflammasomaktivierung in RPE-Zellen.
Auch in RPE-Organkulturen aus NLRP3-Wildtyp-
Ma&usen kam es nach Blaulicht-Bestrahlung ana-
log zu unseren Ergebnissen in humanen RPE-Zellen
zu einer signifikanten Inflammasom-Aktivierung
mit Freisetzung von IL-1B, die in RPE-Kulturen
NLRP3-defizienter Knockout-Mduse nicht nach-
weisbar war.

In mehreren auf den dargestellten Ergebnissen
aufbauenden Anschlussprojekten sollen die be-

Prof. Dr. med. Tim U. Krohne ist geschdiftsfiih-
render Oberarzt und Leiter des molekularbio-
logischen Forschungslabors der Universitdts-
Augenklinik Bonn. Nach seinem Studium an
den Universitdten Freiburg, London und Hei-
delberg absolvierte er seine Weiterbildung an
der Universitdts-Augenklinik Bonn und eine
zellbiologische Postdoc-Tdtigkeit am Scripps
Research Institute, La Jolla/Kalifornien. Seine
klinischen Schwerpunkte liegen auf Netzhaut-
erkrankungen, vitreoretinaler Chirurgie und
Kataraktchirurgie. Seine Forschungstdtigkei-
ten umfassen Pathogenese und Therapie der

schriebenen Mechanismen der Inflammasomakti-
vierung in geeigneten in-vivo-Modellen bestétigt
und weiter charakterisiert werden. Dafiir werden
wir u.a. genetische verdnderte Mduse mit ver-
starkter Lipofuszin-Akkumulation im RPE (Abca4
-/ in Kombination mit dem Mausmodell der
Licht-induzierten retinalen Degeneration (LIRD)
verwenden. Zudem werden wir mehrere Strategien
zur pharmakologischen Intervention u.a. mit spe-
zifischen NLRP3-Inhibitoren evaluiert. Dafiir wur-
de eine Kollaboration mit verschiedenen Firmen
wie der IFM Therapeutics GmbH, Bonn, etabliert,
die uns geeignete Substanzen zur praklinischen
Testung zur Verfligung stellt. Mittelfristiges Ziel
ist die Initiierung einer klinischen Studie bei Pati-
enten mit atrophischer AMD.
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EINLEITUNG

Der Keratokonus ist mit einer Inzidenz von 1:2000
eine seltene Erkrankung und fiihrt bei betroffenen
Patienten zu einer zunehmenden Verdiinnung und
kegelférmigen Vorwolbung der Hornhaut. Durch
die resultierenden Brechkraftveranderungen und
Vernarbungen kann im Verlauf der Erkrankung
eine Visusminderung auftreten [1]. Der Beginn
der Erkrankung liegt typischerweise im zweiten
Lebensjahrzehnt und schreitet meist bis zum vier-
ten Lebensjahrzehnt fort [2]. Beim Keratokonus
handelt es sich stets um eine beidseitige Erkran-
kung, wobei die Manifestation zundchst an einem
Auge auftreten und die bilaterale Auspragung
stark asymmetrisch sein kann [3]. Die Ursachen
des Keratokonus sind multifaktoriell und bein-
halten sowohl genetische Faktoren als auch Um-
welteinfliisse [4]. Familidgre Haufungen konnen
vorkommen [5, 6]. Bekannte Risikofaktoren fiir
die Entwicklung eines Keratokonus sind eine
Trisomie 21, eine atopische Dermatitis und
Augenreiben [7-9]. Die atopische Dermatitis hat
ebenfalls einen Einfluss auf das Uberleben eines
Transplantates nach Keratoplastik [10]. In den
letzten Jahren gab es auf dem Gebiet des Kerato-
konus sowohl fiir die Diagnostik als auch fiir die
Therapie zahlreiche wissenschaftliche Fortschritte.
Neue tomographische, bildgebende Verfahren
haben einen Einfluss auf die Definition und Diag-
nosestellung der Erkrankung. Daneben wird die
Beurteilung und Vorhersage der Progression des
Keratokonus fiir Therapieentscheidungen im Ver-
lauf der Erkrankung immer wichtiger. Mit dem
kornealen Crosslinking steht erstmals eine The-
rapieoption zum Aufhalten der Progression der
Erkrankung zur Verfiigung, welche Gegenstand
von zahlreichen Studien ist. Dabei gibt es bereits
Vorschldge zur Modifikation der urspriinglichen
Crosslinking-Methode. Weiterhin  werden zur
Visus-Rehabilitation bei weit fortgeschrittener
Erkrankung die Vorteile lamelldrer Techniken der
Keratoplastik diskutiert.

DEFINITION

Durch Fortschritte in der computergesteuerten
Tomographie der Hornhaut wird der Keratokonus
nicht mehr alleine tiber klinische Zeichen definiert.
Die Friiherkennung des Keratokonus wird durch
neue Untersuchungsverfahren weiter verbessert.
Messungen mittels der Scheimpflugmethode und
optischer Koherdnztomographie konnen, im Ge-
gensatz zur Placido-Scheiben-Keratometrie, nicht
nur die Vorderflache der Hornhaut vermessen,
sondern auch die Parameter der Hornhautriick-
flache und der Hornhautdicke bestimmen. Gerade
die Riickflachenbeschaffenheit, wie die »posterior
elevation« haben eine hohe Sensitivitdt bei der
Diagnose eines subklinischen Keratokonus [11].
Andere Parameter umfassen die Hornhaut- und
Epitheldicke und deren Abweichungen [12].

Die Implementierung von »machine learning«
Ansdtzen auf die maschinell erfassbaren Para-
meter soll in Zukunft die Friiherkennung des Kera-
tokonus weiter vereinfachen [13].

Die Klassifikation nach Amsler und Krumeich
gehort zu den dltesten Klassifikationen, die sich
bis heute im klinischen Alltag gehalten hat [1, 3,
14]. Eine mogliche neue Klassifikation stellt das
ABCD Grading System dar. Anders als bisherige
Klassifikationen berticksichtigt dieses sowohl die
Kurvatur der Hornhautvorder- und Riickflache, die
diinnste Stelle und den Fernvisus [15].

Nicht nur die Implementierung neuer Parameter
und Klassifikationen, auch die fortlaufende Uber-
priifung und Validierung von klinischen Daten wird
zukiinftig wichtig sein. Hierzu bietet sich beson-
ders die Nutzung von Routinedaten in Form von
Registern an [16, 17].

Im Sinne einer »smart data« Datenbank wurde an
der Klinik fir Augenheilkunde des Universitats-
klinikums Freiburg ein Keratokonusregister etab-
liert [16, 17], in das bereits 1841 Patienten einge-
schlossen werden konnten. Eine erste Auswertung
dieses Keratokonusregisters ergab, dass das
Patientenalter mit der Schwere der Erkrankung



korreliert. AuBerdem zeigte sich ein niedrigerer
Anteil weiblicher Patienten in den Gruppen mit
manifester Erkrankung im Vergleich zu den Ver-
dachtsfallen [17]. Ziel ist es, die Datenbank kon-
tinuierlich auszubauen und durch die weitere
Auswertung der Routinedaten neue Erkenntnisse
tiber den Nutzen und Vorhersagewert von maschi-
neller Diagnostik und neuen Klassifikationen zu
gewinnen.

PROGRESSION

Durch die Verfiigbarkeit des kornealen Cross-
linking ist die friihzeitige Erkennung oder Vorher-
sage einer Progression des Keratokonus wichtig
fiir die Therapieentscheidung.

Die Beurteilung der Progression ist mittels compu-
tergesteuerter Tomographie der Hornhaut moglich
und umfasst sowohl die Hornhautvorder- als auch
Riickflache sowie die Hornhautdicke [18]. Aktuell
ist jedoch unklar, ab welchen Messwerten tat-
sdchlich eine Verdanderung der Hornhautform, also
eine Progression, vorliegt. Zumindest bei der
Scheimpflug-Tomographie scheint bei Patienten
mit einem beginnenden Keratokonus ab einer
Verdnderung von 1 Dioptrie in K1, K2 oder Kmax
tatsachlich eine Progression vorzuliegen [19, 20].
Die Progression einzelner Pentacam Parameter
ist abhdngig von deren Ausgangsbefund [16].

Wie wichtig eine gute Vorhersage der Progression
ist, zeigen die Ergebnisse einer multizentrischen
prospektiven Studie zur Effektivitdt des Cross-
linking. In der Placebo Gruppe erfiillten nach 3 Jah-
ren Nachbeobachtung nur 2 von 14 Patienten die
Kriterien fiir eine Progression [21]. Entsprechend
sollte die Indikation fiir ein Crosslinking genau
gestellt werden, um in Anbetracht der moglichen
Risiken, wie zum Beispiel einem Endothelzell-
verlust oder einer Keratitis mit Hornhautein-
schmelzung, bleibende Schaden fiir die Patienten
zuvermeiden[22, 23].

THERAPIE

Das korneale Crosslinking soll die Progression
eines Keratokonus verhindern. Das urspriinglich
entwickelte Dresdner Protokoll wurde in mehreren
prospektiven Studien untersucht und seine Wirk-
samkeit nachgewiesen [19, 22—24]. Dieser Effekt

ist in den einzelnen Studien mehr oder weniger
stark ausgepragt.

Ein Cochrane Review von iiber 670 Studien aus
dem Jahr 2015 kam zu dem Schluss, dass die Evi-
denz fiir das Crosslinking limitiert ist, aufgrund
der wenigen prospektiv untersuchten Patienten
und der Art, in welcher die Studien durchgefiihrt
wurden [27].

Unsere Ergebnisse zeigen, dass nach 3 Jahren in
der Behandlungsgruppe die maximale Brechkraft
um 0,35 (+/-0,58) Dioptrien abnahm, wahrend in
der Placebogruppe ein Zunahme um 0,11 (+/-0,61)
Dioptrien zu verzeichnen war [21].

Inzwischen stehen mehrere Modifikationen dieses
Verfahrens zur Verfligung. Das transepitheliale
Crosslinking soll eine Abrasio der Kornea iiber-
flissig machen. Die Ergebnisse der wenigen ver-
gleichenden Studien zeigen zum Teil eine gerin-
gere Wirksamkeit im Vergleich zum Dresdner
Protokoll [28, 29], andere Studien sehen keinen
Unterschied [30]. Eine zweite Modifikation ist das
»accelerated« Crosslinking, bei dem durch eine
hohere Bestrahlungsintensitdt eine kiirzere Be-
strahlungsdauer realisiert werden kann. Auch hier
gibt es wenig vergleichende Studien, welche
keinen signifikanten Unterschied zwischen dem
klassischen und »accelerated« Crosslinking sehen

[31, 32].

Wir haben in einer bizentrischen Registerstudie
einen relativen Riickgang des Keratokonus als
Indikation fiir eine perforierende Keratoplastik
gesehen [33], was auch von anderen Gruppen
beobachtet wurde [34, 35]. Ob dies tatsdchlich mit
der Einfithrung des Crosslinking zusammenhangt,
muss jedoch noch weiter prospektiv untersucht
werden.

Die perforierende Keratoplastik (PKP) war viele
Jahre die dominierende Transplantationstechnik
fir Patienten mit Keratokonus. Varianten der
Trepanationstechnik umfassen sowohl die Exci-
merlaser-Trepanation als auch die Femtosekun-
denlaser-Trepanation [36, 37], wobei die Trepa-
nation mittels Excimer Laser im Gegensatz zum
Femtosekundenlaser Vorteile beziiglich des
Astigmatismus zu haben scheint [36]. Die refrak-
tiven und visuellen Ergebnisse der Femtosekun-
denlaser-Trepanation zeigten gegeniiber gefiihr-
ten Trepansystemen keine deutlichen Vorteile
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[38]. Mit Hilfe der DALK (deep anterior lamellar
keratoplasty) kann bei der Transplantation die
Wirtsdescemetmembran erhalten und somit die
Gefahr einer endothelialen AbstoBung vermieden
werden [39]. Der Endothelzellverlust ist bei PKP
bei Keratokonus im Vergleich zu anderen Indika-
tionen jedoch giinstig [40], was diesen Vorteil der
DALK relativiert. Ebenso hat auch eine erneute
Keratoplastik nach einem Transplantatversagen
bei Keratokonus weiterhin eine gute Prognose
[41]. Die Ergebnisse einer Meta Analyse von Liu et
al. zeigen beim Vergleich von DALK und PKP zwar
eine geringere Komplikationsrate nach DALK, die
visuellen Ergebnisse jedoch scheinen nach PKP
besser zu sein [42].

ZUSAMMENFASSUNG

Die Forschung im Bereich des Keratokonus hat in
den letzten Jahren viele spannende Ergebnisse
hervorgebracht. Dies beinhaltet neue diagnosti-
sche Mdoglichkeiten wie die Scheimpflug- und
optische Kohdrenztomographie. Wichtig werden
diese zukiinftig besonders bei der Beurteilung von
subklinischen Fallen und der Vorhersage der Pro-
gredienz der Erkrankung sein. Therapiemoglich-
keiten wie das korneale Crosslinking sowie Fort-
schritte bei der Transplantationstechnik haben
einen bedeutenden Einfluss auf den langfristigen
Erhalt des Sehvermdgens der betroffenen Pa-
tienten.
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Wer Profil zeigt, hinterlasst Spuren
Versorgungsforschung in der Augenheilkunde

Seit 2009 setzt sich das Frankfurter Unternehmen 1aMedico gemeinsam mit operativen und konser-
vativen Augendrzten aus ganz Deutschland fiir eine transparentere und bessere Patientenversorgung

in der Augenheilkunde ein.

Die Nachfrage nach operativen augenérztlichen
Leistungen ist so hoch wie nie zuvor. Die Katarakt-
operation zahlt weltweit zu den am hé&ufigsten
durchgefiihrten Standardoperationen. Dennoch gibt
es nur wenig Erkenntnis {iber die Qualitat der
Versorgung.

Der Grund dafiir liegt in der immer noch stark sekto-
ral geprégten Arbeitsweise zwischen den speziali-
sierten Operationszentren und den konservativtati-
gen niedergelassenen Augenarzten. Mangelndes
Schnittstellen-Management in der ambulanten Pa-
tientenversorgung fiihrt dazu, dass alle Beteiligten
nur eingeschréankt iiber Kenntnis der individuellen
Ergebnisqualitdt der Behandlung verfiigen.

Ein Projekt zur flichendeckenden Qualitatssicherung
in der Kataraktchirurgie, initiiert durch den System-
anbieter 1aMedico, soll alle am Versorgungsprozess
Beteiligten dabei unterstiitzen, ihren optimalen
Beitrag in der Patientenversorgung sicherzustellen.
Dabei werden alle medizinischen Parameter und
Daten zur Patientenzufriedenheit in der ambulanten
Kataraktchirurgie durch den Nachbehandler erfasst
und von 1aMedico analysiert und ausgewertet. Ziel
dieser Langzeituntersuchung ist es, Erfolge und
Risiken entlang des gesamten Behandlungspfads
unter Alltagsbedingungen zu untersuchen und damit
Transparenz {iber die augenmedizinische Versor-
gungsqualitdt in der Bundesrepublik zu schaffen.

Mithilfe dieser Daten ist es moglich, die Operateure
objektiv und vollumfénglich (iber das eigene Ope-
rationsergebnis zu informieren und durch Abgleich
der Datenbanken in Beziehung zu den Ergebnissen
anderer Operationszentren zu setzen. Durch herstel-
leriibergreifende Produktauswertung sollen dariiber
hinaus Erkenntnisse iiber die Wirksamkeit, Risiken
und Nebenwirkungen eingesetzter Prédparate und
Medizinprodukte gewonnen werden.

Bisher konnte das auf die Augenheilkunde speziali-
sierte Unternehmen rund 200 konservativ tatige
Augenarzte und 20 spezialisierte Operationszentren
gewinnen, die jeden operativen Behandlungsverlauf
pre-, intra- und postoperativ auf einen Qualitats-
sicherungshogen dokumentieren. Mehr als 63.000
Operationsverldufe und Kontrolluntersuchungen
konnten auf diese Weise bereits erhoben und wissen-
schaftlich ausgewertet werden. Ergebnisse aus der

Untersuchung stellt das Unternehmen regelmaRig auf
den wichtigsten ophthalmologischen Kongressen vor.

Teilnehmende Operationszentren erhalten in regelma-
RBigen Abstédnden eine Qualitdtsanalyse, die die eige-
nen operativen Ergebnisse anhand verschiedener
Qualitatsindikatoren darstellt und mit den Ergebnissen
anderer Operationszentren vergleicht. Durch den ste-
tigen Abgleich ist es erstmals mdglich, die medizini-
schen Ergebnisse in Zusammenhang zu allen operati-
onsspezifischen Faktoren zu setzen. Dadurch kdnnen
sowohl personell und diagnostisch bedingte als auch
operationsspezifische Schwachstellen systematisch
aufgedeckt und individuelle GegenmalRnahmen einge-
leitet werden. ,,Die Ergebnisse aus der Untersuchung
stellen fiir unser gesamtes Unternehmen eine wichti-
ge Saule in der Planung, Organisation und Optimierung
unserer Patientenversorgung dar”, so der Griinder
und Leiter der Augen-Tagesklinik & Laserzentrum
Prof. Dr. Matthias Bdhnke.

Aufgrund der positiven Resonanz des Kataraktprojekts
aufseiten der medizinischen Leistungserbringer als
auch der Industrie erweitert 1aMedico das Projekt zur
Qualitdtssicherung zu Beginn des Jahres auf die
Therapie der altersbedingten Makuladegeneration.
.Leider fehlt uns bisher noch die nétige Datenmenge.
Durch die Analyse des Behandlungspfads in der AMD-
Therapie erhoffen wir uns jedoch, in naher Zukunft
belastbare Aussagen zur Wirksamkeit der zur Verfii-
gung stehenden Prédparate als auch zu Wiederbe-
handlungsstrategien treffen zu kdnnen”, verrdt der
Leiter der Versorgungsforschung Tibor Haunit.

Seit 2016 entwickelt TaMedico aulBerdem eine elek-
tronische Losung der Datenerhebung. Bereits zehn
Institutionen nehmen seit Projektstart Mitte 2017
daran teil. Mehr als 3000 operative Félle konnten mit-
hilfe der Applikation erhoben und wissenschaftlich
ausgewertet werden.

.Durch die Nutzung neuer technischer Moglichkeiten
sehen wir die Chance, die gesamte Versorgungs-
forschung zu professionalisieren und in Istzeit rechts-
und datensicher versorgungsrelevante Daten zu
erheben und wissenschaftlich auszuwerten®”, so der
Inhaber und Geschéftsfiihrer der TaMedico Dominik
Haas. ,Unsere Kunden und Partner kénnen auf Ab-
weichungen sofort reagieren und den Versorgungs-
prozess aktiv patientenorientiert gestalten.”
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OPHTHALMOLOGIE

Klinik und Poliklinik
fiir Augenheilkunde
Justus-Liebig-
Universitat Giefen

Neue diagnostische Methoden und Therapien
bei neovaskularen und erblichen
Netzhauterkrankungen im (Kleinst-) Kindesalter

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

Die Entwicklung neuer experimenteller Therapien
basierend auf gen- und zelltherapeutischen An-
sdtzen fiir die Behandlung erblicher Netzhautde-
generationen hat in den letzten 10 Jahren erheb-
lich an Bedeutung gewonnen. Die Méglichkeiten,
Patienten mit sehr schwachen Sehleistungen zu
helfen, bedingen aber auch die Entwicklung neuer
Methoden, um die therapeutischen Effekte sol-
cher Therapien zu dokumentieren. Neben der Ent-
wicklung neuer Therapien basierend auf dem
genome editing liegt ein Schwerpunkt der For-
schung der GieRener Universitdtsaugenklinik in
der Entwicklung von neuen, hochsensitiven Me-
thoden zu Beschreibung der funktionellen und
morphologischen Verdnderungen bei Kindern mit
erblichen Netzhauterkrankungen.

Fortschritte in der Intensivbehandlung von Ex-
tremfrithgeborenen fiihrt auch dazu, dass immer
leichtere und frither geborene Kinder sehr gute
Chancen haben, zu tberleben. Damit steigt aller-
dings auch das Risiko, an einer Frithgeborenenre-
tinopathie (ROP) zu erkranken, die sich zwar hdu-
fig unbehandelt zuriickbildet, in seltenen Fallen
aber auch behandlungsbediirftig ist. In den letz-
ten Jahren konnte in einer DFG geférderten Lang-
zeitstudie von ehemals Extremstfriihgeborenen,
die im Grundschulalter nochmals untersucht wur-
den, festgestellt werden, dass es bei einem Teil
der Kinder unabhéngig von der Schwere der auf-
getretenen ROP zu entwicklungsbedingten Veran-
derungen in der Makula gekommen ist, die wir als
macular developmental arrest (MDA) definiert ha-
ben. Diese morphologischen Verdnderungen ge-
hen auch mit spezifischen Funktionsverlusten ein-
her, tiber die an der Augenklinik in Gie3en intensiv
geforscht wird (DFG-Lo 457/10) [Bowl 2016 b, c].

DIAGNOSTIK UND THERAPIE ERBLICHER
NETZHAUTDEGENERATIONEN

Degenerative Erkrankungen der Stdabchen und
Zapfen wurden funktionell klassischerweise mit-
tels Ganzfeld- oder multifokalem ERG, dynami-
scher Perimetrie (Goldmann Gesichtsfeld), stati-
scher Perimetrie, Dunkeladaptationsmessungen
und Farbsinnpriifungen beschrieben. Die aktuel-
len Entwicklungen in der experimentellen Thera-

pie dieser Erkrankungen machen es notwendig,
neue Methoden zu entwickeln, die noch detaillier-
ter die Restfunktionen beschreiben und maogliche
Therapieeffekte objektiv dokumentieren. In der
klinischen Arbeitsgruppe in Giefen wurde die
chromatische Pupillometrie als Methode zur ob-
jektiven Darstellung der Restfunktionen von Stab-
chen, Zapfen und melanopsinhaltigen Ganglien-
zellen (ipRGC = intrinsic photosensitive Retinal
Ganglion Cells) entwickelt [Lorenz 2012]. Durch
gezielte Stimulierung von Stabchen (schwaches
blaues Licht bei etwa 480nm), Zapfen (langwelli-
ges rotes Licht bei etwa 640nm) oder der ipRGC
(starkes blaues Licht bei 480nm, Redilatations-
kinetik) kann tiber die Messung des Pupillenlicht-
reflexes eine Aussage Uber die Funktion der ein-
zelnen Zellpopulationen getroffen werden.

Das Grundprinzip der unterschiedlichen Empfind-
lichkeit von Stabchen und Zapfen fiir Licht ver-
schiedener Wellenldnge liegt auch der Messung
der spektralen Empfindlichkeit zugrunde. Bei
diesem psychophysischen Test wird die Licht-
wahrnehmungsschwelle in 20 nm Schritten fiir
den gesamten spektral sichtbaren Bereich getes-
tet [Lorenz 2017b]. Dadurch werden die charak-
teristischen Sensitivitatskurven fiir Stabchen
(skotopische Bedingungen) und Zapfen (photopi-
sche Bedingungen) ermittelt, die bei Patienten
deutlich abweichen und einen Aufschluss iiber die
Funktion der Photorezeptorsubpopulationen ge-
ben konnen. Mit diesem Verfahren ist die Testung
an definierten Netzhautorten moglich, allerdings
ohne Funduskontrolle. Fiir die Analyse therapeuti-
scher Effekte in lokal begrenzten Bereichen der
Netzhaut nach Gen- oder Zelltherapie wird mo-
mentan ein funduskontrollierter spektraler Sensi-
tivitatstest entwickelt.

Bei der Therapie erblicher Netzhauterkrankungen
sind grof3e Fortschritte erzielt worden. Aktuell lau-
fen mehrere klinische Studien fiir Formen der Le-
berschen kongenitalen Amaurose (LCA) aufgrund
von Mangel an RPE65 oder MERTK, fiir die Choroi-
deremie aufgrund von Mutationen im Rep1 Gen, fiir
Achromatopsie, juvenile Retinoschisis, Usher Syn-
drom und Morbus Stargardt [Bennett 2017]. Alle
diese Therapieansdtze basieren auf der klassi-
schen Genadditionstherapie, bei der eine korrekte



cDNA des mutierten Gens per viralem Vektor in die
Zielzellen (RPE oder Photorezeptoren) einge-
schleust werden und dadurch das korrekte Protein
abgelesen wird. In aktuellen Studien zum Langzeit-
effekt solcher Therapien gibt es aber erste Hinwei-
se, dass die Wirkung der Behandlung nach einigen
Jahren nachlassen kann, was verschiedenste Griin-
de haben kann, unter anderem ein Nachlassen der
Expression des transgenen Proteins oder ein von
vornherein unzureichendes Expressionsniveau.

Um derartige Probleme mit artifiziellen Expressi-
onskassetten zu umgehen, forschen wir in Gie3en
seit 5 Jahren an einer neuen Methode zur Repara-
tur krankheitsauslosender Mutationen im Genom,
dem sogenannten genome editing, finanziert tiber
einen Grant des European Research Councils (ERC
starting grant #311244). Dem genome editing liegt
die Beobachtung zugrunde, dass Zellen Doppel-
strangbriiche in der DNA durch zelleigene Repara-
turmechanismen beheben konnen und unter
Umstanden wahrend der Reparatur auch Sequenz-
informationen von anderen DNA Strangen mit ein-
beziehen (Abb. 1) [Yanik 2017b]. Durch gezielte In-
duktion von solchen Briichen in der Ndhe der
mutierten Stelle mithilfe von hochspezifischen En-
donukleasen wie TALE (transcription activator like
effector) Nukleasen oder RNA basierten Systemen
(CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/CRISPR Associated
Systems) plus Bereitstellung einer Reparaturmat-
rix (template DNA) kann man somit mutierte Berei-
che der DNA korrigieren [Yanik 2017a]. Hierbei
spielt die Art der Reparaturmatrize eine entschei-
dende Rolle fiir die Effektivitdt der homologiever-
mittelten Reparatur [Song 2017]. Inwiefern dieser
Behandlungsansatz auch in Photorezeptoren und
RPE Zellen der Netzhaut funktioniert, ist noch we-

nig bekannt, was unter anderem auch am Mangel
geeigneter Modellsysteme in vivo liegt. Hier for-
schen Mitarbeiter der Augenklinik an organotypi-
schen Netzhautkulturen von adulten Maus — und
Schweinenetzhduten, um diese Frage zu kldren
[Mller 2017]. Dieser Themenkomplex der Diag-
nostik und Therapie erblicher Netzhautdegenera-
tionen wird ganz aktuell in einem Schwerpunkt-
programm der DFG (SPP2127 Gen- und zellbasierte
Therapien zur Behandlung neuroretinaler Degene-
ration) bearbeitet, den die Autoren dieses Artikels
koordinieren (separater Bericht in diesem Buch).

FOLGEN DER FRUHGEBURTLICHKEIT
UND DER VERSCHIEDENEN
BEHANDLUNGSMETHODEN BEI
AKUTER ROP FUR DIE ENTWICKLUNG
DER NETZHAUT

In einer prospektiven DFG geférderten Kohorten-
studie wurden ehemalige Extremfriihgeborene, die
im Zeitraum von 2001 und 2007 im Raum Regens-
burg im Rahmen einer fritheren prospektiven DFG-
Studie auf das Vorhandensein einer akuten Friih-
geborenenretinopathie (ROP) gescreent worden
waren, und von denen daher Bildmaterial des Fun-
dus (RetCam II) vorliegt, im Grundschulalter (610
Jahre) multimodal mit morphologischen (SD-OCT,
Schichtanalyse mit selbst entwickelter Software
DIOCTA[Ehnes 2014]) und funktionellen Methoden
untersucht. In diese sogenannte Giessen long-
term ROP Study wurden iiber 200 Kinder einge-
schlossen, die zum Zeitpunkt des screenings ent-
weder keine erkennbare ROP hatten, deren ROP
sich spontan zuriickbildete, oder die eine behand-
lungsbediirftige ROP aufwiesen [Bowl 2016b, c].
Der Anteil an Kindern mit behandlungsbediirftiger

Abbildung 1

Prinzip des genome
editing. Durch einen
gezielten DNA-Doppelstrang-
bruch in der Nihe einer
Mutation (rot) kann die
Frequenz der homologie-
vermittelten DNA-Reparatur
erhéht werden, um die
gewiinschte DNA-Sequenz
(DNA-Matrize) im Genom an
der gewiinschten Stelle zu
integrieren. Zinkfinder- und
TALE-Nukleasen sind chimdre
Nukleasen mit einem
programmierbaren DNA-
Bindeprotein, meist in Fusion
mit einer unspezifischen
Spaltdomdne von Fokl.
CRISPR/Cas ist ein in
Prokaryoten evolviertes
System, welches sich tiber
die guide-RNA programmie-
ren ldsst [aus Yanik 2016b].
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Abbildung 2

W Developmental Macular Arrest (MDA). Struktur-Funktionskorrelation bei MDA. (A) Zentrale Dicke der verschiedenen retinalen Schichten
gemessen mit einem SD-OCT (Heidelberg Eng.) und segmentiert mit DIOCTA. Jede Box représentiert ein Auge eines Kinders, sortiert nach
ihrer Zugehdrigkeit zu einer der drei Gruppen term (termingeborene Kinder), no-ROP (Friihgeborene ohne ROP) und sr-ROP (spontan
zuriickgebildete ROP). Innerhalb der Gruppen sind die Kinder sortiert nach der Gesamtretinadicke und nachrangig auch nach der Summe
NFL+GCL+INL. (B) Automatisch segmentierte SD-OCT Scans mit Fovea markiert sowie der Ration ONL zu Retina, ONL zu IRL und IRL zu Retina,
sowie die 3D Rekonstruktion der fovealen Oberfldche. (C) Friihgeborene eingeteilt nach der Ratio IRL zu Retina und verglichen mit termin-
geborenen Kindern. Signifikante Unterschiede sind dargestellt mit Sternchen [aus Bowl et al 2016¢].

ROP wird momentan durch in Gief3en ab 2008 be-
handelte Kinder aufgestockt. Im Rahmen der Ana-
lysen der morphologischen und funktionellen Da-
ten der verschiedenen Kohorten konnte eine
Entwicklungsstorung der Makula beschrieben wer-
den (MDA), welche vor allem mit sehr niedrigem
Geburtsgewicht und -Alter sowie dem Schwere-
grad der ROP korreliert. Bei der MDA kommt es auf-
grund von verbleibenden Schichten der inneren
Netzhaut im Bereich der Fovea zu einem verédnder-
ten Verhaltnis der Schichtdicken innere und dufie-
re Netzhaut zueinander und dadurch zu einer Ver-
kleinerung und vollstandigen Abwesenheit der
fovealen Einsenkung (Abb. 2). Diese morphologi-
schen Veranderungen korrelieren mit funktionel-
len Verdnderungen wie einer reduzierten Licht-
wahrnehmungsschwelle [Bowl 2016c] oder einer
verdanderten Dunkeladaptation.

Um moglichst friihzeitig morphologische Verdande-
rungen wie zum Beispiel zystoide Makulaverande-

rungen bei einer ROP zu erkennen, ist die Untersu-
chung per SD-OCT im Sduglingsalter sehr wichtig,
was aber mit den meisten OCT Gerdten fiir sitzende
Personen nicht durchfiihrbar ist. An der Augenkli-
nik in GieBen ist ein handgehaltenes OCT Gerdt der
Firma Bioptigen etabliert worden, dass derartige
Untersuchungen erlaubt und somit die diagnosti-
sche Liicke fiir morphologische Verdanderungen im
Kleinstkindesalter schlieBt [Bowl 2016a] (Abb. 3).

Darliber hinaus wird kontinuierlich untersucht,
welche Behandlungsart fiir die akute ROP am bes-
ten geeignet ist beziehungsweise wie das Gefaf-
system der unreifen Netzhaut auf die verschiede-
nen Behandlungsformen, Laserphotokoagulation
oder anti-VEGF Therapie, reagiert [Lorenz 2017a].
Hierbei konnte gezeigt werden, dass das Gefaf3-
system nach anti-VEGF Therapie weiter in die Peri-
pherie auswdchst und somit ein grofierer Bereich
der Netzhaut potentiell funktionell bleibt. Aller-
dings entstehen auch irreguldre Gefdle und
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Abbildung 3

I Handgehaltenes OCT zur Diagnostik bei Kleinstkindern. Errechnetes Fundusbild aus Bioptigen-OCT-BScans einer Untersuchung (keine
Infrarotaufnahme!). HH-SD-OCT-Scans: Beispielhafte B-Scans aus einer Bioptigen-OCT-Untersuchung. OCT-Oberflidchenrekonstruktion:
Dreidimensionale Oberfldchendarstellung segmentierter Daten mit DiOCTA aus den zur Verfiigung stehenden aufeinanderfolgenden B-Scans
ohne Fixationsverschiebung. (a) Gesundes 2-jihriges Midchen. (b) Friihgeborener der 26.+1. Schwangerschaftswoche (SSW) mit 920g
Geburtsgewicht (GGW) mit residualer ROP nach ROP Stadium Ill+. In der 20. Lebenswoche war bei der Untersuchung mit dem HH-SD-OCT ein
Makuladdem in der inneren Retina zwischen der Henle-Faserschicht und duferen plexiformen Schicht aufgefallen, welches in der RetCam-
Untersuchung nicht nachweisbar war. Dargestellt ist die Oberfliche der inneren nukledren Schicht (INL). (c) 11 Monate altes Mddchen mit
okuldrem Albinismus und grobschldgigem Nystagmus mit niedriger Frequenz und pigmentarmem Fundus. Die foveolare Grube und die
typische foveolare OCT-Schichtung konnten im HH-SD-OCT nicht nachgewiesen werden. Stattdessen war im gesamten zentralen peripheren
Netzhautpol eine Netzhautschichtung nachweisbar, wie sie fiir die Netzhautperipherie typisch ist (Makulahypoplasie). (d) 3-jihriges
Mddchen mit Z.n. Teilresektion eines pilozytischen Astrozytoms (WHO [) im chiasmalen Bereich. Durch Konfrontationsperimetrie und
sakkadische Vektorperimetrie konnte eine temporale Hemianopsie des rechten Auges gezeigt werden. Durch Untersuchungen mit dem
HH-SD-OCT konnte eine deutliche Verdiinnung der Ganglienzellschicht (GCL) der Retina nasal der Foveola dargestellt werden, welche die
funktionellen Befunde eindeutig stiitzten [aus Bowl et al 2016a].

Shunts, deren Signifikanz bei der Entstehung von ~ hohen Prozentsatz zum Therapieerfolg fiihrte [Lo-
spdten Rezidiven noch geklart werden muss. Auf-  renz 2017al.

grund der verhéltnismaBig kleinen GroBe des

friihkindlichen Auges und der gestorten Blut-Reti-  Der Einfluss der intravitrealen anti-VEGF Injektion
na-Schranke wird in GieBen die Halfte der Erwach-  auf die Werte der VEGF Level im Blut bei den Ex-
senendosis (0.312mg pro Auge) appliziert, was  tremfriihgeborenen wird aktuell in einem weiteren
bei ROP Stadium 3+ in posteriorer Zone Il in einem  Teilprojekt untersucht. Hintergrund sind die mog-
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lichen Auswirkungen von niedrigen VEGF Spiegel
in der Zirkulation auf die Gefaflentwicklung in an-
deren Organen wie der Lunge, dem Gehirn oder der
Leber. Hier konnte gezeigt werden, dass die Werte
in Serum und Plasma abfallen, dass aber gerade
die Serumwerte aufgrund mangelnder Kontrolle
der Koagulation und starker Freisetzung von VEGF
aus Thrombozyten nach Blutentnahme nicht fiir
derartige Messungen geeignet sind, die Plasma-
werte von VEGF jedoch hdufig unterhalb der Nach-
weisgrenze liegen. Hier muss noch weiter unter-
sucht werden, inwiefern die Methodik der Messung
noch weiter optimiert werden kann, um robuste
Werte fiir die Wachstumsfaktoren zu erhalten.
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Abbildung 1

Vereinfachte Darstellung
der Pathogenese des
trockenen Auges mit drei
wichtigen Faktoren
(schwarz) und mit exogenen
Faktoren (blau und rot).
[Modifiziert nach Steven
and Cursiefen [2]].

Die Augenoberflache besteht aus der Hornhaut,
der Konjunktiva, dem Limbus sowie den Trdnen-
driisen und Augenlidern. Die Hornhaut wiederum
besteht aus Stroma und den Grenzschichten Epi-
thelium und Endothelium. Die Interaktion und die
Erhaltung dieser komplexen und verschiedenen
Zellsysteme ermoglichen eine glatte, durchsich-
tige Hornhaut sowie eine reizfreie Bindehaut. Da-
bei ist ein stabiler Tranenfilm enorm wichtig und
sichert die Funktionalitdt der Horn- und Binde-
haut. Unter diversen Umgebungsbedingungen
(Temperatur, Luftfeuchtigkeit u.d.) kann sich die
Sehqualitdt d@ndern. Hier spielt die Funktionalitat
der Augenoberfliche und die Tranenfliissigkeit
eine wichtige Rolle.

Erkrankungen der Augenoberfliche sind sehr
mannigfaltig. Zahlreiche Ursachen wie z. B. mecha-
nische, thermische oder chemische Verletzungen,
vernarbende Erkrankungen, trophische Stérungen
und Infektionen kdnnen zu Erkrankungen fiihren.
Auch Tumore konnen die Augenoberflache be-
treffen. Ein hé&ufiger, gutartiger Tumor ist das
Pterygium conjunctivae, eine gefdBhaltige Zell-
wucherung der Bindehaut, die auf die Hornhaut
Ubergreifen kann und Entziindungsreaktionen
zeigen kann.

ENTZUNDUNGEN

Entziindliche Erkrankungen der Augenoberflache
konnen die Hornhaut (Keratitis) und die Bindehaut
(Konjunktivitis), aber auch das Augeninnere
(Uveitis) betreffen. Die Konjunktivitis sicca oder
das Trockene Auge (Syndrom des trockenen
Auges) ist eine der haufigsten Erkrankungen in der
augendrztlichen Praxis. Typische Symptome des
trockenen Auges sind Rotung, Brennen, Stechen
und Fremdkdorpergefiihl, die allgemein durch eine
Storung des Tranenfilms verursacht werden. Mehr
als 80% des trockenen Auges zeigen auch gleich-
zeitig Entziindungsreaktionen [4].

PATHOGENESE DES
»TROCKENEN AUGES«

Neben der Instabilitdt des Tranenfilms und dem
Trénenflissigkeitsmangel mit Anstieg der Osmo-
laritdt ist die Entziindung der Augenoberfldache
ein entscheidender Faktor (Abb. 1). Dieser Faktor
begiinstigt eine autoreaktive Entziindungsreak-
tion [2]. AuBerdem hindern Entziindungsprozesse
eine normale neuronale Tranensekretion. Daher
ist die Unterdriickung der Entziindung der
Augenoberfldche bei der Behandlung des trocke-
nen Auges wesentlich. Derzeit ist eine antient-
ziindliche Therapie mit topischer Anwendung von
Kortikosteroiden oder Cyclosporin-A Augentrop-
fen als Langzeittherapie beim moderaten bis
schweren trockenen Auge etabliert [5]. Da die
Hyperosmolaritédt des Tranenfilms beim trockenen
Auge fiir die Entwicklung einer Entziindung der
Augenoberflache, der Tranendriise und des Tra-
nenfilms relevant ist [6, 7], werden auch Osmo-
protektiva angewandt [7]. Sie konnen die Ober-
flachenschadigung durch einen hyperosmolaren
Trénenfilm theoretisch vermeiden [7].

FORSCHUNGSANSATZ

Die Ergebnisse aus Untersuchungen in den letzten
Jahren in der experimentellen Ophthalmologie an
unserer Klinik in Kooperation mit Dr. Peter S. Rei-



nach (School of Ophthalmology and Optometry,
Wenzhou Medical University, China) und Prof. Dr.
med. Friedrich Paulsen / Dr. rer. nat. Fabian Garreis
(Institut fiir Anatomie, Universitat Erlangen-Niirn-
berg) sowie Dr. rer. medic. Monika Valtink (Institut
fur Anatomie, Medizinische Fakultat Carl Gustav
Carus, TU Dresden) haben das Wissen um die
Rolle und Funktion von TRP-Kanilen (Transient
Rezeptor Potenzial lonenkandle) in Bezug auf die
Ca*-Regulation speziell in Schichten der Horn-
und Bindehaut erweitert [8—17]. Neben Studien
von TRP-Kandlen in Augentumoren wie dem Reti-
noblastom [18], dem uvealen Melanom [19] und
dem Pterygium conjunctivae [3] sind dies initial
weltweit die ersten Studien, die {iberhaupt die
funktionelle Expression dieser Kandle in Horn- und
Bindehautzellen nachgewiesen haben [9]. Dabei
wurde u.a. die planare Patch-Clamp Technik
verwendet, mit der winzige lonenstrome durch
einzelne lonenkandle in der Zelle gemessen wer-
den kdnnen. Daraus kdnnen mogliche Ansédtze zu
einem empfindlichen Vitalitdts- und Funktionstest
unter Ausnutzung der elektrophysiologischen
Eigenschaften von Hornhautzellen abgeleitet
werden [20].

CAPSAICIN-REZEPTOR

Einer dieser TRP-Kandle passte genau auf das
gesuchte Profil beim trockenen Auge und zwar
der am meisten untersuchte (und bekannteste)
TRP-Kanal, der Capsaicin-Rezeptor (TRP Vanilloid
Rezeptor 1; TRPV1; Capsaicin ist z.B. in Chili ent-
halten). Dieser TRPVi-Kanal ist in Zellen der
Augenoberflache exprimiert und kann u.a. durch
hyperosmolare Bedingungen, wie sie auch in der
Tranenfliissigkeit beim trockenen Auge vorkom-
men, aktiviert werden [15, 16]. Die erhohte Expres-
sion des TRPVi-Kanals kann auch entziindliche

Prozesse auslosen. Die Expression von TRP-
Kandlen ist insbesondere in Tumorzellen des
Auges im Vergleich zu gesunden Augenzellen
verandert [3, 18, 19]. Speziell konnten wir erstmals
zeigen, dass die TRPVi-Kanalaktivitdat in Zellen
von Patienten mit Pterygium gegeniiber gesun-
den Bindehautzellen deutlich erhdht ist [3]. Mit
diesem Befund ldsst sich ein Zusammenhang der
Capsaicin-Rezeptor-Aktivitat sowohl bei dem Be-
fund des trockenen Auges als auch bei Patienten
mit Pterygium conjunctiva erkldren [21]. Ziel ist
die Entwicklung einer differenzierten Stufen-
planbehandlung des trockenen Auges bei der be-
stimmte Substanzen selektiv eingesetzt werden
kénnen. Diese sollen die Aktivitdt des TRPVi-
Kanals bzw. die Zytokinfreisetzung reduzieren und
damit auch zu einer Hemmung der entziindlichen
Prozesse wie beim Trockenen Auge fiihren.

ENTZUNDUNGSINHIBITION

Insgesamt konnten drei Wirkmechanismen gefun-
den werden, die alle auf verschiedenen Wegen zu
einer Unterdriickung der TRPV1-Kanalaktividt und
zu einer Reduzierung der Zytokinfreisetzung (IL- 6
und IL-8) fiihrten. Dies kann zu einer Unter-
driickung von Entziindungen in Horn- und Binde-
hautzellen fiihren:

1. Applikation von L-Carnitin, das Bestandteil
von Osmoprotektiva ist [22].

2. Aktivierung von Cannabinoid Rezeptor 1 (CB1)
als G-Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR) [23].

3. Applikation mit Thyronaminen (3-TAM)
(Kooperation mit Prof. Josef Kohrle, Experi-
mentelle Endokrinologie, Charité Campus
Virchow-Klinikum) (Abb. 2) [24, 25].

Abbildung 2

Méglicher Ca** Signalweg
aktiviert durch das
Schilddriisenhormonderivat
3-T AM. Ca** Kandile wie z. B.
TRP-Kandle des TRPV1
Subtyps (Capsaicinrezeptor)
kénnen durch Capsaizin
oder Hitze (> 43 °C) aktiviert
werden. TRP-Kandle des
TRPMS8 Subtyps (Menthol-
rezeptor) kénnen dagegen
tiber Menthol oder mode-
rate Kiihlung (< 28°C)
aktiviert werden. Adrenerge
Rezeptoren sind an
G-Proteinen gekoppelt und
kdnnen iiber 3-T AM
aktiviert werden [1]. Neuere
Untersuchungen deuten auf
eine Assoziation zwischen
VEGF-Rezeptoren und
TRPV1 Kandilen hin [3].
[Zeichnung S. Mergler]
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KLINISCHE RELEVANZ

Mit den Erkenntnissen aus der Pathogenese des
trockenen Auges konnte erstmals nicht nur der
lindernde Effekt von einer in Osmoprotektiva
befindlichen Substanz wie dem L-Carnitin in Ver-
bindung mit dem TRPV1-Kanal erkldrt werden [22,
26-28]. Auch mit Hilfe der neuen Erkenntnisse
der Wirkmechanismen {iber den Cannabinoid
Rezeptor 1 und den Thyronaminen (3-T AM) kdnn-
ten neue Therapieansdtze fiir die Behandlung
des trockenen Auges entwickelt werden, um da-
mit die Oberflachenschadigung durch einen
hyperosmolaren Trdnenfilm und entziindliche
Vorgdnge auf der Augenoberflache zu reduzieren
[24, 25]. Durch die selektive Unterdriickung des
TRPV1-lonenkanals und Aktivierung des TRPM8
Kanals konnten dariiber hinaus auch Neben-
wirkungen verringert werden, die bei der Anwen-
dung von entziindungshemmenden Medikamen-
ten (z.B. Kortikosteroide bei der Behandlung von
moderaten bis schweren trockenen Augen) ent-
stehen kénnen [10, 11].
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Abbildung 1

I Aktuell entwickeln einige
Teams weltweit an Roboter
fiir den Einsatz im Bereich
der Augenchirurgie. Von
rechts nach links: Mikro
Roboter entwickelt an der
ETH; Roboter-System der
KU Lueven; Roboter-System
der TU/e und das System
der JHU.

Einige der innovativsten Entwicklungen der Au-
genchirurgie fanden die letzten Jahre auf dem Ge-
biet der Roboter-gestiitzten Chirurgie statt. Dies
betraf vor allem Verfeinerungen der Technologie in
den Bereichen der Kiinstlichen Intelligenz, klini-
scher Sicherheit und der kontinuierlichen Minia-
turisierung der einzelnen Roboter-Komponenten.
Vor allem die neuen Méglichkeiten der erweiterten
Realitdt (Augmented Reality, AR) und neuer Visu-
alisierungs-Technologien wie der intraoperativen
OCT ebnen den Robotersystemen neue Wege. Da-
riber hinaus sind Roboter in der Lage, gegebene
physiologische Grenzen des Chirurgen wie Hand-
tremor oder die begrenzte intraokulare Sinnes-
riickmeldung wéhrend eines Eingriffs zu tiberwin-
den. Daher bietet sich der unterstiitzende Einsatz
des Roboters vor allem bei weniger erfahrenen
Chirurgen, sowie bei sehr komplizierten Eingriffen
im anterioren und posterioren Abschnitt an.

Die Roboter-unterstiitzte Augenchirurgie wurde
zum ersten Mal in der Behandlung der Zentral-
venenthrombose (eng.: CRVO) eingesetzt und wird
aktuell aktiv von einigen internationalen For-
schungsteams weiterentwickelt. Den Pionier unter
den Forschungsteams stellt das Team der Johns
Hopkins Universitat mit ihrer Arbeit an einem Anti-
Tremor-Roboter. Aktuell arbeiten sie an seiner
Weiterentwicklung und fiihren bereits erste Mach-
barkeitsstudien durch [1].

Die Carnegie Mellon Universitdt entwickelt pa-
rallel ein Handstiick, welches den Handtremor
erkennt und aktiv gegensteuert. Das »Micron«
System verwendet winzige in das Handsttick inte-
grierte Servomotoren, um die Bewegungen des
Chirurgen aktiv zu steuern [2].

Das Forscherteam an der ETH Ziirich verfolgt den
alternativen Ansatz eines mobilen Mikroroboters,
welcher direkt in den Glaskdrper injiziert wird.
AnschlieBend wird er mit Hilfe eines Magnetfel-
des, welches durch multiple um den Kopf des
Patienten arrangierte Elektromagnete generiert
und manipuliert wird, gesteuert. Dabei ist der
Roboter in der Lage, sogar Injektionen in Netz-
hautgefafie durchzufiihren [3].

Des Weiteren sind auch Forscher der TU Eindhoven
mit einem eigenen Spin-Off Unternehmen auf
diesem Feld aktiv. Am 12. September 2016 fiihrten
sie mit Hilfe ihres Systems das allererste roboter-
gestiitzte ILM-Peeling durch. [Voller Artikel: http://
www.preceyes.nl/wp-content/uploads/2016/09/
160912-press-release-Preceyes-enables-world-
first-robot-assisted-eye-surgery.pdf]

Einem Forscherteam der KU Leuven in Belgien ge-
lang anschliefend am 26. Januar 2017 die erste
Roboter-gestiitzte Injektion an einem Patienten
mit Netzhautvenenverschluss. [Voller Artikel:
https://nieuws.kuleuven.be/en/content/2017/
surgical-eye-robot-performs-precision-injection-
in-patient-with-retinal-vein-occlusion]

Als das in diesem Bereich in Deutschland fiihren-
de Forschungsteam haben wir mit einem multi-
disziplindren Team der Fachbereiche Robotik,
Medizinischer Bildverarbeitung, sowie der Oph-
thalmologie der Technischen Universitat Miinchen
(TUM) am Klinikum rechts der Isar bereits 2011
begonnen. Seit 2015 entwickeln wir gemeinsam
mit dem intraoperativen OCT Entwicklerteam der
Fa. Carl Zeiss AG ein eigenes robotergefiihrtes
System fiir ophthalmologische Eingriffe. Dabei ist
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das Ziel die Entwicklung eines Systems, dass das
intraoperative OCT in die Steuerung eines roboter-
betriebenen Mikromanipulators integriert. Gleich-
zeitig soll das System in der Lage sein, auch ver-
schiedene konventionelle chirurgische Werkzeuge
alternierend zu gebrauchen. Das System besteht
aus:

1) einem robotergesteuerten Mikromanipulator,
2) einer innovativen Patientenfixierung,

3) einem Userinterface,

4) einer Mikroskop-Schnittstelle und

5) einem chirurgischen Steuergerét.

1) ROBOTER-MIKROMANIPULATOR

Nach einigen Jahren intensiver Forschung und
mehreren Prototypen ist es uns gelungen, ein
neuartiges und kompaktes Design fiir das System
zu entwickeln. Der aktuelle Mikromanipulator ist
in etwa so grof wie eine durchschnittliche mensch-
liche Hand und wiegt ca. 350 g. Diese Grofie er-
laubt es, die Beeintrdchtigung des Operations-
feldes zu minimieren und damit die klinische
Verwendbarkeit zu optimieren. Die Prazision der
Bewegungen des Roboters liegt bei ca. 10 pm,
wobei der Vorschub in axialer Z-Richtung mit nur
rund 5 pm nochmals feinere Abstufungen erlaubt.
Das System kann dabei frei an die Position der
Trokare angepasst werden und bietet anschlie-
Bend fiinf entkoppelte Freiheitsgrade fiir die intra-
okulare Bewegung. Dadurch kann der Roboter alle
Bewegungen eines menschlichen Augenchirurgen
imitieren. Auflerdem ist das System variabel in der
Lage, gdngige chirurgische Werkzeuge wie zum
Beispiel Mikrokaniilen, Zangen, Lasersonden und
vieles mehr intraokular zu fithren [4].

2) PATIENTEN FIXATEUR

Ein weiterer Bestandteil des Systems ist der
Fixateur fiir den Kopf des Patienten. Dieser Fixa-
teur dient der optimalen, zugleich jedoch nicht-
invasiven Stabilisierung des Patientenkopfes fiir
die Dauer der Operation. Er wurde eigens entwi-
ckelt, um versehentliche und unvermeidbare Kopf-
bewegungen des Patienten zu verhindern bzw.
bestmoglich zu reduzieren. Der Fixateur wurde auf
eine Art und Weise entworfen, dass eine Anbrin-
gung des Roboter-betriebenen Mikromanipulators
moglich ist. Die Anwendung des Fixations-Sys-
tems (Abbildung 2 und Abbildung 3) erfolgt in drei
intuitiven Schritten:

a) Der Kopf des Patienten wird innerhalb des
Fixateurs platziert und zwischen den flexiblen
Seitenteilen locker eingespannt.

Abbildung 2
B Mechanismus zum
fixieren des Patienten.

Abbildung 3

[ Unser aktuelles System.
Von rechts nach links: Das
komplette Roboter-System;
Mikromanipulator mit

5 Freiheitsgraden; und die
Fixierung fiir den Kopf des
Patienten, befestigt an
einem herkémmlichen
Operationstischs.
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Abbildung 4

Unser User-Interface, auf
welchem der Chirurg Stellen
markieren kann um die
préoperativen OCT Bilder
mit den intra-operativen
Bildern, sowie mit den
en-face Bildern des
Mikroskops, zu registrieren.
Dadurch ist es ihm méglich
eine bildgestiitze Operation
durchzufiihren.

Abbildung 5

Das Bild zeigt eine
3D-Rekonstruktion der
Nadel wahrend einem
subretinalen Eingriff.

b) Durch Vakuumieren der weichen Verbindungs-
teile passen sich diese an die individuelle Ana-
tomie des jeweiligen Patientenkopfes an.

¢) Durch das anschlieBende Aufpumpen eines
weiteren Zwischenpolsters wird der Fixateur
feinjustiert und der Kopf final arretiert.

d) AnschlieBend kann der Mikromanipulator an

dem Fixateur angebracht werden.

3) USER INTERFACE

operativen Bilder vorab zu planen. Sowohl die
OCT, als auch optische Bilder des Mikroskops
kdnnen von dem Chirurgen genutzt werden, um
den operativen Eingriff zu optimieren. In der ope-
rativen Planung kann u.a. das Zielgebiet, die
gewiinschte Orientierung und Position des Ro-
boters, sowie definitive No-Go-Zonen vorab fest-
gelegt werden. Diese Informationen werden vom
System wahrend des Eingriffs kontinuierlich ab-
geglichen und beriicksichtigt.

Das Mikroskop-Interface nutzt unter anderem die
Daten des chirurgischen Planungs-Tools, welches
dem Operateur die Moglichkeit bietet, das opera-
tive Vorgehen anhand der pra- oder auch intra-

4) MIKROSKOP INTERFACE

Das Mikroskop, wie auch die intraoperative OCT
sind voll in die operative Umgebung integriert, um
die im operativen Planungs-Tool festgelegten
Aufgaben durchfiihren zu kénnen. Der Operateur
ist jedoch weiterhin jederzeit in der Lage, das
chirurgische Vorgehen wahrend der Operation ab-
zudndern (z.B. bei einer Glaskorperblutung nach
einer Vitrektomie).

5) INPUT DEVICE

Obwohl der Grofiteil des operativen Eingriffs
halbautomatisch ablduft, ist der Operateur jeder-
zeit in der Lage, die Bewegungen des roboter-
betriebenen Mikromanipulators zu unterbrechen
oder das Gerdt vollstdndig manuell zu kontrol-
lieren. Zudem wird in der Grundeinstellung eine
duale Kontroll-Strategie genutzt, bei der zwei
Personen gleichzeitig die Bewegungen kontrollie-
ren kdnnen, jedoch mit verschiedenen Prioritdten.
Diese Strategie wurde herangezogen, um die ge-
nerelle Sicherheit zu erhéhen, aber auch um unter
Aufsicht eines erfahrenen Chirurgen gefahrlos die
Technik erlernen zu kénnen.
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Es wurde ein System entwickelt, welchen Augen-
drzten bei operativen Eingriffen eine verbesserte
Wahrnehmung und erhéhte Prazision ihrer chirur-
gischen Manipulationen erlaubt. Auf Basis der
intraoperativen OCT, die als Eingangsinformation
fir den roboterbetriebenen Mikromanipulator
dient, wird ein Teil der Informationsverarbeitung
und Durchfiihrung direkt von dem roboterbetrie-
benen Mikromanipulator {ibernommen. Hierdurch
kann sich der Operateur vorwiegend auf den
eigentlichen Operationsprozess und dessen Koor-
dination, sowie die Entscheidungsfindung kon-
zentrieren. Der aktuelle Prototyp ermdéglicht dabei
eine Genauigkeit von ca. 10 Mikrometer, welche
fur die allermeisten aktuellen ophthalmologi-
schen Eingriffe ausreichend ist. Die generelle
Funktionalitdt des Systems wurde an mehreren
ex-vivo Eingriffen an Schweineaugen getestet. Im
ndchsten Schritt wird das System im Tiermodell
seine Effektivitdt im Rahmen einer subretinalen
Injektion beweisen.

Die Bildverarbeitungssoftware fiigt dabei die
optischen Mikroskopbilder, die Live-OCT und ein
exaktes CAD Modell der Nadel in einem Bild zu-
sammen und rekonstruiert auf prazise Art und
Weise die genaue Position und Orientierung der
Nadel zur Retina. Diese Information wird dann
vom roboterbetriebenen Mikromanipulator ge-
nutzt, um das chirurgische Instrument in die
gewlinschte Position zu bringen.

ZUSAMMENFASSUNG

Der Aufbau ermdglicht Operationen mit erhohter
Sicherheit und Prazision, ohne den chirurgischen
Ablauf oder die Visualisierung des Operationsfel-
des negativ zu beeinflussen. Das System wurde
urspriinglich entwickelt, um angehende Opera-
teure beim Ausbau ihrer chirurgischen Fahigkeiten
zu unterstiitzen, es kann jedoch auch von geiibten
Chirurgen fiir neuartige oder hochdiffizile Eingriffe
wie beispielsweise subretinale Behandlungen,
retinale Chip-Platzierung sowie kiinftige Gen- und
Stammzell-Therapien genutzt werden. Aktuell
wird an einer verbesserten Integration des iOCT
und einer weiteren Optimierung des gesamten
Aufbaus gearbeitet, um neue Wege augmentierter
Operationen zu ermdglichen.
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Abbildung 1

Der klassische Wnt/p-Cateninsignalweg ist an ver-
schiedenen Entwicklungsprozessen, wie Zelldiffe-
renzierung, Proliferation und Migration, sowie der
Aufrechterhaltung der Homdoostase von Geweben
beteiligt [Logan & Nusse 2004]. Im inaktiven Zu-
stand wird das konstitutiv gebildete B-Catenin
durch einen Degradationskomplex fiir den anschlie-
Benden Abbau in Proteasom markiert [Logan &
Nusse 2004]. Durch die Bindung von Wnt-Glykolipo-
proteinen an spezifische Frizzled-Rezeptoren wird
der B-Catenin-Degradationskomplex an den Rezep-
tor gebunden und hierdurch inaktiviert. Die redu-

Schematische Darstellung des klassischen Wnt/[3-Cateninsignalwegs im unerregten
Zustand (A) und nach Aktivierung durch Wnt- oder Norrin-Proteine (B) [modifiziert
nach Ohlmann & Tamm, Prog. Retin. Eye Res. 2012].

zierte Degradation fiihrt nun zu einer Akkumulation
von B-Catenin im Zytoplasma, welche gefolgt ist von
einer Translokation in den Zellkern, in dem es die Ex-
pression von spezifischen Zielgenen induziert
[Logan & Nusse 2004].

In der Netzhaut erfolgt die Aktivierung des Wnt/f-
Cateninsignalwegs iiberwiegend durch Norrin,
einem sezernierten Protein, das von Miillerzellen
exprimiert wird [Ye et al. 2009]. Kodiert wird Norrin
vom Norrie disease (pseudoglioma) protein (NDP)
Gen, dessen Mutation ursdchlich fiir das Norrie
Syndrom, die familidre exsudative Vitreoretinopa-
thie (FEVR) oder den M. Coats sein kann [Ohlmann
& Tamm 2012]. Im Gegensatz zu klassischen Wnt-
Lipoglykoproteinen besitzt Norrin ein Cysteinkno-
tenmotiv und hat hierdurch Ahnlichkeit mit Protei-
nen der TGF-B Superfamilie [Ke et al. 2013]. In der
Netzhaut von Mausen beginnt die Expression von
Norrin mit der Entwicklung der retinalen Gefdf3e
und bleibt auch im adulten Tier weiter bestehen
[Ye et al. 2009].

Norrin bindet an den Frizzled-4 Rezeptor und kann
hierdurch nach Rekrutierung seines Co-Rezeptors
low-density lipoprotein-related receptor (LRP)-5
den klassischen Wnt/pB-Cateninsignalweg aktivie-
ren (Abb. 1) [Xu et al. 2004]. Zusétzlich kann die
Intensitdt des Norrin-vermittelten Wnt/p-Catenin-
signalwegs durch das Membranprotein TSPAN-12,
das die Bildung von Frizzled-4/LRP-5 Clustern in-
duziert, verstarkt werden [Junge et al. 2009]. Kiirz-
lich wurde ein weiterer Rezeptor, der leucine-rich
repeat-containing G-protein-coupled receptor-4,
identifiziert, tiber den Norrin unabhdngig vom
Frizzled-4 Rezeptor den Wnt/B-Cateninsignalweg
aktivieren kann [Deng et al. 2013].

Befunde an Norrin-defizienten Mdusen deuteten
schon friih darauf hin, dass Norrin eine angiogene
Rolle in der Netzhaut einnehmen konnte. In der
Maus beginnt die Vaskularisation der Netzhaut am
Tag der Geburt mit dem vom Sehnervenkopf ausge-
henden Einwachsen von Gefdfen in die innere
Netzhaut. Die Entwicklung des inneren Gefafple-
xus ist am Ende der ersten Lebenswoche mit der
Vaskularisation der peripheren Netzhaut abge-
schlossen. AnschlieBend wachsen die Gefafie in die
Netzhaut ein um an der Innen- bzw. der Auf3enseite
der dufleren Kérnerschicht den tiefen bzw. den in-
termedidren GefdBplexus bis zum Ende der dritten
Lebenswoche zu etablieren [Fruttiger 2007]. An



Norrin-defizienten Mausen (Ndp¥/) ist die Entwick-
lung des oberflachlichen GefaBplexus retardiert
und das Einwachsen der Gefdfe in die Netzhaut
komplett geblockt, was zu einer ausgepragten Isch-
dmie und letztlich zu einem deutlichen Funktions-
verlust im ERG fiihrt [Richter et al. 1998, Ohlmann et
al. 2005]. Um die angiogenen Eigenschaften von
Norrin ndher zu charakterisieren, hat unsere Ar-
beitsgruppe transgene Mause entwickelt, die Nor-
rin in der Linse spezifisch tiberexprimieren (3B1-
Norrin). Die histologische Untersuchung dieser
Tiere zeigte eine deutliche Zunahme von Gefédf3en in

der Tunica vasculosa lentis[Ohlmann et al. 2005]. In
weiterfiihrenden Untersuchungen sollte geklart
werden, ob die ektope Expression von rekombinan-
tem Norrin den retinalen Gefa3phanotyp Norrin-
defizienter Mause riickgangig machen kann. An
Norrin-defizienten Mdusen mit einer zusatzlichen
transgenen Uberexpression von Norrin konnten wir
eine normale Entwicklung der retinalen Geféfie so-
wie eine deutliche Verbesserung der Funktion im
ERG beobachten [Ohlmann et al. 2005].

Aufgrund dieser Befunde sind wir der Frage nach-
gegangen, ob Norrin auch unter pathologischen
Bedingungen nach Induktion einer Sauerstoff-in-
duzierten Retinopathie (OIR), dem Mausmodell
der Retinopathia praematurorum, das Einwachsen
von GefdBen in die Netzhaut beeinflussen kann.
Bei diesem Versuchsmodell werden die Tiere ab
dem 7. Tag nach der Geburt fiir 5 Tage in einer
75%-igen Sauerstoffatmosphdre gehalten, was
eine Vasoobliteration der zentralen retinalen Gefa-
e induziert [Connor et al. 2009]. Nach fiinftagiger
hyperoxischer Exposition werden die Tiere dann
wieder unter normalen Sauerstoffbedingungen
gehalten. Hierdurch entsteht in den vasooblite-
rierten Arealen eine Hypoxie, die die Entwicklung
von prdretinalen Neovaskularisationen induziert
[Connor et al. 2009]. Nach Induktion einer OIR in
M&usen mit einer transgenen Uberexpression von
Norrin in der Linse war das Wiedereinwachsen der
GefdBe in die vasoobliterierten Areale deutlich
verstdrkt (Abb. 2). Im Vergleich zu wildtypischen
Kontrolltieren fanden sich in transgenen Tieren
groBflachige Areale, die ein intraretinales Gefaf-
system aufwiesen (Abb. 3). Die verbesserte Perfu-
sion der Netzhaut in transgenen $B1-Norrin Mau-
sen fiihrt dann letztlich zu einer hochsignifikanten
Reduktion von préretinalen Proliferationen (Abb.
4). Ahnliche Befunde wurden auch von Tokunaga
und Mitarbeitern erhoben, die nach Induktion ei-
ner OIR rekombinantes Norrin in den Glaskorper
von Versuchsmausen injizierten [Tokunaga et al.
2013]. Durch den Einsatz von Dickkopf-1, einem In-

Abbildung 2

Norrin fordert die
Revaskularisation vaso-
obliterierter Areale
Die vasoobliterierte Zone
(rot) von transgenen
BB1-Norrin Méusen (C, E)
und wildtypischen Kontrol-
len (B, D) wurde nach
Induktion einer Sauerstoff-
induzierten Retinopathie
quantifiziert und als
relatives vasoobliteriertes
Areal dargestellt (A);
[aus Ohlmann A. et al.,
J. Neurosci. 2010].

Abbildung 3

Norrin fordert das
Einwachsen von Gefifien
in die Netzhaut
Die Fldche mit intraretinalen
Gefdpen von transgenen
BB1-Norrin Mdusen (C) und
wildtypischen Kontrollen
(B) wurde nach Induktion
einer Sauerstoff-induzierten
Retinopathie quantifiziert
und als relative vaskulari-
sierte Fliiche dargestellt (A);
[aus Ohlmann A. et al.,
J. Neurosci. 2010].

Abbildung 4

Norrin hemmt die
Entwicklung von priretina-
len Neovaskularisationen
Dargestellt ist die Fldche
der pridretinalen Neovasku-
larisationen (rot) von
transgenen pB1-Norrin
Mdusen (B, D) und wild-
typischen Kontrollen (A, C)
nach Induktion einer
Sauerstoff-induzierten
Retinopathie [aus Ohlmann
A. etal., J. Neurosci. 2010].
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hibitor des Wnt/B-Cateninsignalwegs, konnten wir
zeigen, dass Norrin seine Effekte tiber die Aktivie-
rung des Wnt/B-Cateninsignalwegs vermittelt
[Ohlmann et al. 2010, Zeilbeck et al. 2016].

Zur ldentifizierung moglicher nachgeschalteter
Signalwege wurde die Expression verschiedener
angiogener Faktoren an mikrovaskuldren Endo-
thelzellen nach Behandlung mit Norrin oder in der
Netzhaut von fBi1-Norrin Mdusen untersucht.
Durch dieses Vorgehen konnte unsere Arbeitsgrup-
pe die Induktion von Angiopoetin-2 und insulin-
like growth factor (IGF)-1 als nachgeschaltete Nor-
rin-vermittelte Signalwege identifizieren. Durch die
Blockierung der Signalwege konnte zumindest teil-
weise der Norrin-induzierte Effekt auf die retinale
Revaskularisation gehemmt werden [Ohlmann et
al. 2010, Zeilbeck et al. 2016].

Um zu untersuchen, ob auch eine generelle Akti-
vierung des Wnt/p-Cateninsignalwegs einen an-
giogenen Effekt ausiibt, wurden mikrovaskulare
Endothelzellen in Kultur mit Lithiumchlorid (LiCl),
einem Inhibitor des p-Catenin-Degradationskom-
plexes und seit Jahrzehnten verwendetem Anti-
depressivum, behandelt. /n vitro konnte LiCl die
Proliferation, die Migration und das Uberleben
von mikrovaskuldren Endothelzellen steigern
[Zeilbeck et al. 2014]. Demgegeniiber fiihrte die In-
jektion von LiCl in den Glaskdrper von Mausen
nach der Induktion einer Sauerstoff-induzierten
Retinopathie zwar zu einer Aktivierung des retina-
len Wnt/B-Cateninsignalwegs, aber nicht zu einer
verbesserten Revaskularisation der Netzhaut
[Zeilbeck et al. 2014]. Daraus ergeben sich eindeu-
tige Hinweise, dass der Norrin-vermittelte angio-
gene Effekt Uber spezifische Zellen in der Netz-
haut vermittelt wird. Um diese Hypothese zu
Uberpriifen, haben wir gentechnisch verdnderte
Tiere generiert, bei denen das Gen fiir B-Catenin
nach der Gabe von Tamoxifen-Augentropfen in
mikrovaskuldren Endothel- oder Miillerzellen inak-
tiviert wird. Im Vergleich zu wildtypischen Kon-
trolltieren zeigte sich nach Induktion einer Sauer-
stoff-induzierten Retinopathie in der Netzhaut von
Mé&usen mit einer p-Catenin-Defizienz in mikrovas-
kuldren Endothel- oder Miillerzellen eine deutlich
verzogerte Revaskularisierung der vasoobliterier-
ten Areale. Dieser Effekt war in Mdusen mit einer
Deletion von f-Catenin in mikrovaskuldren Endo-
thelzellen starker ausgepragt.

Mit dem Norrin-vermittelten Wnt/p-Cateninsignal-
weg konnten wir einen angiogenen Mechanismus
der Netzhaut identifizieren, der auch unter den
Bedingungen einer experimentellen Frithgebore-
nenretinopathie der Maus ein gerichtetes Gefaf3-
wachstum induzieren kann. Ob die Norrin-vermit-
telte Induktion von retinalen GefdBen auch im
Rahmen von anderen ischdmischen Pathologien
der Netzhaut zu beobachten ist und sich hieraus
eine neuartige therapeutische Option ergibt, wird
in weiterfiihrenden Untersuchungen zu kldren sein.
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Abbildung 1

A) Anordnung von
3 Schlauchphantomen vor
dem OCT und Rohscan
B) Segmente des OCT-Bilds
C) Roh-Intensitdtsplot durch
das gesamte Phantom
D) Schematische Illustration
der Parameter Rmax und
Eindringtiefe.

Anders als bei den meisten medizinischen Bildge-
bungsverfahren gibt es fiir die optische Kohadrenz-
tomographie (OCT) kein etabliertes Kontrastmittel.
Damit fehlt die Moglichkeit, Gewebekomparti-
mente gezielt darzustellen. In der experimentellen
Forschung werden teilweise Gold-Nanostdbchen
verwendet, welche eine Hyperreflektivitdt erzeu-
gen [1, 2]. Durch Koppeln der Gold-Partikel mit Mo-
lekiilen kann zudem eine gezielte Anlagerung der
Partikel an bestimmte Gewebe erreicht werden [3].
Damit konnten sie zur molekularbiologischen Mar-
kierung, beispielsweise von Tumorgewebe, einge-
setzt werden. Trotz dieser besonderen Eigenschaf-
ten haben Gold-Nanostdbchen zwei signifikante
Nachteile: sie sind relativ teuer und sie kénnen
zelltoxisch wirken. Letzteres hangt von verschiede-
nen Faktoren ab, zum Beispiel der GroBe und der
chemischen Eigenschaften der Partikeloberflache
(4, 5]

Aus diesem Grund forscht unsere Arbeitsgruppe
an OCT-Kontrastmitteln, die giinstig, einfach zu
handhaben und gut in vivo-vertraglich sind. Als
Substanzgruppe mit besonders interessanten Ei-
genschaften haben wir Lipidemulsionen identifi-
ziert.

Ein potentielles Anwendungsgebiet fiir OCT-Kont-
rastmittel ist die Darstellung der intraskleralen
Kammerwasservenen [6]. Das komplexe Netzwerk
von tief im Skleragewebe liegenden feinen Venen
[7] ist mittels konventioneller OCT nur schwierig
darzustellen [8]. Zudem ist, zumindest ex vivo, die
Unterscheidung von Blutgefdfen und Kammer-
wasservenen nicht moglich.

Die OCT-Angiographie ist fiir die Darstellung von
Kammerwasservenen nicht geeignet, da sie auf
der durch bewegte Erythrozyten hervorgerufenen
Fluktuation des OCT-Signals basiert [9]. Die Was-
serflillung der Kammerwasservenen ruft jedoch
ein hyporeflektives, homogenes Signal hervor.

LIPIDEMULSIONEN ERZEUGEN
EINE STARKE HYPERREFLEKTIVITAT

Lipidemulsionen sind eine Mischung aus einer fet-
tigen und einer wassrigen Phase. Die feinen Lipid-
»Tropfchen« bilden dabei optische Grenzflachen
zur umgebenden wadssrigen Phase. Das Vorhan-
densein dieser Grenzfldchen erschien uns zu Be-
ginn dieses Projekts als Eigenschaft, welche die



Verwendung als OCT-Kontrastmittel ermdglichen
konnte.

Die am einfachsten erhdltliche Lipidemulsion ist
Milch. Sie wurde in verschiedenen Fettstufen
(1,5%—-12%) getestet. Zudem verwendeten wir
als hochstandardisiert und steril hergestelltes
Produkt das Narkosemittel Propofol, welches in
einer Lipidemulsion geldst ist.

In Schlauch-Phantomen (Abb. 1A, B und 2A) zeig-
ten alle Lipidemulsionen eine gegeniiber Wasser
deutliche Hyperreflektivitdt. Um die optischen Ei-
genschaften der getesteten Substanzen zu ver-
gleichen, wurde die OCT-Reflektivitdt (= Pixel-
intensitdt) entlang eines A-Scans aufgetragen
(Abb. 1B und C). Aus diesen A-Scan-Plots wurden
zwei Parameter bestimmt (Abb. 1D): 1) die maxi-
male Reflektivitdt (Rmax) und 2) die Eindringtiefe
des OCT-Signals, gemessen als Eindringtiefe bei
der nur noch die Halfte des maximalen Signals
(Rmax) gemessen wurde (benannt als HMPD (=
half maximum penetration depth)). Im Vergleich
der unterschiedlichen Lipidemulsionen zeigte sich
bei Zunahme des Fettgehalts eine steigende maxi-
male Reflektivitat bei gleichzeitig sinkender Ein-
dringtiefe (Abb. 2). Propofol wies demgegeniiber
sowohl eine hohe Reflektivitdt (Rmax), als auch

eine hohe Eindringtiefe (HMPD) auf (Abb. 2). Blut
wies im Vergleich zu allen Lipidemulsionen eine
signifikant niedrigere Reflektivitat und Eindring-
tiefe auf.

DARSTELLUNG DER
KAMMERWASSERVENEN EX VIVO
MITTELS LIPIDEMULSIONEN

Zur ex vivo-Darstellung der Kammerwasservenen
wurden Rinder- oder Schweineaugen mit Propofol
perfundiert und anschlieBend mittels OCT unter-
sucht. Zundchst wurde eine sequentielle Perfu-
sion, zuerst mit BSS, anschlieend mit Lipidemul-
sion (Abb. 3), durchgefiihrt. Dadurch konnten am
Rinderauge die intraskleralen Kammerwasserve-
nen dargestellt werden.

Da das Kontrastmittel eine dhnliche Reflektivitat
wie das umliegende Skleragewebe aufweist, ist
nach Kontrastmittel-Perfusion eine Abgrenzung
oft schwierig. Zur Extraktion des Kontrastmittelsi-
gnals miisste daher eine Subtraktionsangiogra-
phie durchgefiihrt werden, wobei das Bild ohne
Kontrastmittel vom Bild mit Kontrastmittel abge-
zogen wird. Dieses Verfahren ist jedoch stéranfal-
lig und aufwéndig.

Abbildung 2

A) Reprisentative
OCT-Scans verschiedener
Lipidemulsionen, sowie BSS
(Balanced Salt Solution) als
Referenz. B) Reprisentative
Intensitdtsplots der Proben
aus (A). C) Rmax der Proben
aus (A). Mit steigendem
Lipidgehalt steigt die
Reflektivitdt. D) Eindring-
tiefe der Proben aus (A).
Mit steigendem Lipidgehalt
sinkt die Eindringtiefe.
Propofol hat jedoch sowohl
eine hohe Reflektivitiit,
als auch eine hohe Ein-
dringtiefe.

Abbildung 3

Ex vivo-Anwendung am
Rinderauge. Scanposition
siehe Schema oben rechts.
Sequentieller Scan einer
intraskleralen Kammer-
wasservene (Pfeil) bei
Perfusion mit BSS (A)
und 12 % Milch (B).
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Abbildung 4

Direkte Extraktion des
KM-Signals nach Perfusion
mit Propofol analog
OCT-Angiographie.
A) Mittelwert der Scan-
sequenz: Das Propofol-
Signal »verschwindet« im
dhnlich reflektiven Signal
der umliegenden Sklera.
B) Pixel-Standardabwei-
chung der Scansequenz
aus (A): Hierdurch wird das
umgebende Sklerasignal
unterdriickt und das stark
fluktuierende Signal der
Lipidemulsion kommt zum
Vorschein. Die Kammer-
wasservenen sind hier
liberwiegend quer ange-
schnitten (siehe Schema
oben rechts).

Daher wurde ein alternativer Ansatz entwickelt,
bei dem die hohe Signalfluktuation der Lipidemul-
sionen genutzt wird, um das Kontrastmittelsignal
dhnlich wie bei der OCT-Angiographie direkt zu
extrahieren (s.u.).

LIPIDEMULSIONEN ERZEUGEN
EINE SIGNALFLUKTUATION
AHNLICH FLIESSENDEN BLUTS

Eine auffallige Eigenschaft aller Lipidemulsionen
war, dass sie eine starke Fluktuation des OCT-Sig-
nals hervorriefen. Damit dhnelte das Verhalten der
Lipidemulsionen dem von Blut. Allerdings ist fiir
die Signalfluktuation der Lipidemulsionen kein
Fluss notwendig. Die Ursache der Fluktuation liegt
wahrscheinlich in der Brown’schen Bewegung der
Lipidtrépfchen.

Bei der OCT-Angiographie kann das Signal des
Bluts aufgrund seiner zeitlichen Fluktuation vom
zeitlich stabilen Signal der Umgebungsstrukturen
extrahiert werden. Wir testeten, ob dies auch bei
Lipidemulsionen moglich ist. In Analogie zur OCT-
Angiographie wurde hierfiir in B-Scan-Sequenzen
die Pixel-Standardabweichung iber die Zeit be-
rechnet. Damit war die gezielte Detektion des
Lipidemulsions-Signals moglich (Abb. 4).

Aktuelle Forschungsschwerpunkte liegen auf der
Verbesserung der Signaldetektion in der Tiefe, so-
wie der Segmentierung und 3D-Rekonstruktion
des Venenplexus.
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Die altersabhdngige Makuladegeneration (AMD)
stellt in den Industrienationen die haufigste Ur-
sache fiir einen Verlust der zentralen Sehscharfe
dar [1]. Wahrend die Anti-VEGF-Monotherapie fiir
chorioidale Neovaskularisationen {iber Zeitraume
von 1—2 Jahren exzellente Ergebnisse erzielen
kann, weisen mittlerweile viele Studien darauf
hin, dass es im Langzeitverlauf auch unter Thera-
pie zu einem Verlust der zentralen Sehschérfe
kommen kann [2]. Fur die »geographische
Atrophie« (GA) gibt es bislang keine wirksame
Therapie trotz mittlerweile mehr als 9o registrier-
ter klinischer Studien (ClinicalTrials.gov, NIH, Be-
thesda, USA). Fiir eine nachhaltige Behandlung
der AMD bedarf es daher der Entwicklung von
therapeutischen Verfahren, die der Konversion
der intermedidaren AMD in eine der beiden Spat-
formen entgegenwirken und/oder die Progredi-
enz von Atrophie in Spatformen reduzieren. Eine
Herausforderung fiir klinische Studien stellen
hierbei die funktionellen und strukturellen Stu-
dienendpunkte dar[3].

Die best-korrigierte zentrale Sehschéarfe (BCVA),
der meist verwendete funktionelle Studienend-
punkt ophthalmologischer Studien, kann vor al-
lem die extrafoveale Krankheitsprogression in in-
termedidrer und spater AMD nicht abbilden und
testet zudem ausschlieBlich die Zapfenfunktion
[3]. Die sogenannte Fundus-kontrollierte Perimet-
rie (FCP), die Stimuli unter Fundus-Kontrolle proji-
ziert, ermoglicht bei Patienten auch ohne stabile
Fixation eine Untersuchung der ortsaufgeldsten
Netzhautsensitivitat [4, 5]. Allerdings erlaubt die
meist verwendete mesopische FCP nicht die diffe-
rentielle Testung von Zapfen und Stabchen [4, 51].

Die semi-automatische Flachenbestimmung von
GA mittels Fundus-Autofluoreszenz Bildgebung
konnte als struktureller Studienendpunkt validiert
werden und wird nun in Phase Il sowie Ill Studien
genutzt [6, 7]. Biomarker in der Spektral-Domé&nen
optischen Kohédrenztomographie (SD-OCT) fiir die
intermedidre AMD sind bislang hingegen grofiten-
teils nur unzureichend validiert. Wahrend gezeigt
ist, dass Patienten mit grofien Drusen sowie Hy-
perpigmentierungen in Farbfundusphotos eine er-

hohte Konversionsrate zu spater AMD aufweisen,
variiert das absolute Drusenvolumen zum Zeit-
punkt der Konversion deutlich zwischen Patienten
[8, 9]. Weiterhin ist gezeigt, dass es bei AMD in
Verbindung mit retikuldren Drusen (subretinale
drusenoide Ablagerungen) auch zu einer Degene-
ration der dufleren Netzhaut einhergehend mit
Sensitivitdatsverlust ohne Entwicklung von GA oder
chorioidaler Neovaskularisationen kommen kann
[10]. Daher gewinnt die Bildgebung von Photore-
zeptoren mittels SD-OCT zunehmend an Bedeu-
tung [11]. Allerdings kann es auch hierbei zu para-
doxen Phanomenen wie einer Verdickung statt
Verdiinnung der dufleren Koérnerzellschicht im
Krankheitsverlauf von intermediarer AMD kom-
men [12].

ETABLIERUNG NEUER
FUNKTIONELLER STUDIENENDPUNKTE

Im Rahmen mehrerer natiirlichen Verlaufsstudien
an der Universitdts-Augenklinik Bonn (u.a. Direc-
tional Spread in Geographic Atrophy [DSGA,
NCTo2051998, ClinicalTrials.gov], Sparing of the
Fovea in Geographic Atrophy Progression [SIGHT,
NCT02332343], Molekulare Diagnostik der AMD
[MODIAMD]) werden derzeit funktionelle End-
punkte zur intermedidren sowie zur spdten AMD
untersucht. Diese werden neben der Retest-Relia-
bilitat auch hinsichtlich der konkurrenten Validitat
(Obereinstimmung zwischen funktionellen und
strukturellen Ergebnissen) und pradiktiven Validi-
tat (Vorhersagegiite beziiglich der Krankheitspro-
gression) bewertet.

Kiirzlich konnte mittels skotopischer FCP ge-
zeigt werden, dass in Augen mit retikuldren Dru-
sen die skotopische Dysfunktion ausgepragter
ist als die mesopische Dysfunktion [11, 13].

Es konnte rezent erstmals dunkel-adaptierte
Zweifarben-FCP mit cyanen und roten Stimuli
klinisch etabliert werden, die unter gleichzeiti-
ger konfokaler Scanning-Laser-Ophthalmosko-
pie (cSLO) Bildgebung die prazise isolierte Tes-
tung von Stabchenfunktion ermoglicht [4, 5].



Aktuell werden weiterhin verschiedene Alter-
nativen zur BCVA getestet, unter anderem die
»low-luminance« Sehscharfe (Testung der
best-korrigierten Sehscharfe unter Verwen-
dung eines 2,0 log-Einheiten Neutraldichtefil-
ters), die Sehscharfe fiir Hochpass-Optotypen
(Moorfields Acuity Chart) und die Kontrastseh-
scharfe (Pelli-Robson Contrast Sensitivity
Chart) [14].

Dartiber hinaus wird die Eignung des Lese-
visus und der Lesegeschwindigkeit als funkti-
oneller Endpunkt bei geographischer Atrophie
systematisch in einer longitudinalen Studie
untersucht. Hypothetisch ist der Einfluss von
Skotomen in Leserichtung ausgeprdgter als
der Einfluss von Skotomen gegen Leserich-
tung.

ETABLIERUNG NEUER STRUKTURELLER
STUDIENENDPUNKTE

Neben den funktionellen Endpunkten wird derzeit
die konkurrente und pradiktive Validitdt verschie-
dener struktureller Studienendpunkte untersucht.

Eine rezente Studie belegte, dass die Griin-
licht-Autofluoreszenz  verglichen mit der
Blaulicht-Autofluoreszenz eine genauere Ver-
messung von Arealen geographischer Atro-
phie erméglicht [7]. Eine geringere Variabilitat
der Vermessung von Atrophie ermdglicht die
Durchfiihrbarkeit von klinischen Studien an
kleineren Kohorten.

Weiterhin lief? sich zeigen, dass neben der La-
sionsflache und dem Autofluoreszenz-Phéno-

Abbildung 1

Neben der best-korrigier-
ten zentralen Sehschdirfe (A)
ist es derzeit ein Ziel weitere
Sehtests hinsichtlich ihrer
konkurrenten und prddikti-
ven Validitdt zu untersuchen
wie die Sehschdirfe fiir
Hochpass-Optotypen
(B, Moorfields Acuity Chart),
die Kontrastsehschdrfe
(C, Pelli-Robson Contrast
Sensitivity Chart) und die
mesopische sowie dunkel-
adaptierte Zweifarben-
Fundus-kontrollierte-
Perimeterie (D-F).

Abbildung 2

Mittels multimodaler Bildgebung ldsst sich die Ldsionsgrdfie von geographischer
Atrophie prizise erheben. Die Spektral-Domdnen optischer Kohdrenztomographie
(SD-OCT) ermdéglicht dariiber hinaus eine volumetrische Quantifizierung sdmtlicher
Netzhautschichten (Legende: Blaulicht-Autofluoreszenz [BAF], Griinlicht-Autofluores-
zenz [GAF], Infrarot-Reflektion [IR], Multicolor [MC]).
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typ auch die Ldsionsgrenzflache (Perimeter)
pradiktiv fiir die zukiinftige Progression von
Atrophie ist [15]. Dies ldsst sich zur Selektion
von Patienten mit schnellen Progressionsraten
fiir klinische Studien zunutze machen.

In mehreren Studien zur intermedidaren AMD
sowie den Spdtformen werden derzeit syste-
matisch strukturelle Biomarker wie die Dicke
der &duBeren Kornerzellschicht hinsichtlich
ihrer funktionellen Relevanz untersucht [11].
Ziel ist es, langfristig zu ermdéglichen, dass
therapeutische Erfolge auch an strukturellen
Studienendpunkten bewertet werden kénnen,
die sich meist schneller und einfacher erheben
lassen als funktionelle Endpunkte.

Mittels »machine learning« werden derzeit
strukturelle Biomarker hinsichtlich ihrer pra-
diktiven Relevanz fiir die Konversion von inter-
medidrer AMD in eine der Spatformen und fiir
das Fortschreiten der Spatformen systema-
tisch untersucht.

BEWERTUNG UND AUSBLICK

Die Identifikation schnell-progredienter Formen
der AMD ist nicht nur fiir die Selektion von Patien-
ten fiir klinische Studien notwendig, sondern wird
zukiinftig auch an Bedeutung fiir Therapieent-
scheidungen gewinnen. Um die Wirtschaftlichkeit
moglicher neuer therapeutischer Verfahren zu ge-
wadhrleisten, wird auf Grund der hohen Pravalenz
der AMD die Selektion von Patienten mit drohen-
dem Verlust lebensqualitédtsrelevanter Sehfunkti-
on von zentraler Bedeutung sein. Auf Grund der
hohen Komplexitdt und Variabilitdat der AMD ist
anzunehmen, dass hierbei automatisierte sowie
semi-automatisierte Verfahren die drztliche Unter-
suchung komplementieren werden. Zur Entwick-
lung solcher Auswertungsalgorithmen sollen un-
ter anderem im Rahmen der EU-gefdrderten
MACUSTAR-Studie 750 Patienten mit intermedia-
rer AMD (ber drei Jahre in sieben europdischen
Landern mit neusten, hochauflésenden Bildge-
bungsmodalitdaten und funktionellen Tests unter-
sucht werden.
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In Deutschland sind mehr als 7 Millionen Einwoh-
ner an Diabetes mellitus erkrankt, 95 % davon an
Typ 2 [1]. Die Pravalenz und Inzidenz steigen, Zah-
len aus 2017 schatzen, dass jede 10. Person in
Deutschland betroffen ist. Die diabetische Retino-
pathie ist eine relevante mikrovaskuldre Begleit-
erscheinung, die weltweit fiihrende Ursache fiir
vaskuldre retinale Verdnderungen bis hin zur Er-
blindung. Eine Sehverschlechterung resultiert vor
allem aus dem sich oftmals entwickelnden diabe-
tischen Makuladdem, aber auch die ischamische
Makulopathie und die verschiedenen Stadien und
Komplikationen der proliferativen diabetischen
Retinopathie bedrohen das Sehen.

Die Nationale Versorgungsleitlinie der Bundes-
arztekammer, der Kassenarztlichen Bundesverei-
nigung und der Arbeitsgemeinschaft der Wissen-
schaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften
weist zum Thema Diabetes explizit eine Leitlinie
Prdvention und Therapie von Netzhautkomplika-
tionen bei Diabetes aus[2].

In der medikamentdsen Therapie des Diabetes
mellitus Typ 2 gehoren Inhibitoren der natrium-
abhdngigen Glucosetransporter (SGLT2) zu den
modernsten Behandlungsoptionen. Die Transpor-
ter liegen im proximalen Tubulus der Niere und
sind fiir 90% der Riickresorption der filtrierten
Glucose aus dem Primdrharn verantwortlich [3, 4].
SGLT2-Inhibitoren senken die Glucosereabsorp-
tion und fithren zur Ausscheidung von Glucose
tiber den Urin begleitet von einer osmotischen
Diurese. Dadurch sinkt der Blutzuckerspiegel.

DER SGLT2-INHIBITOR EMPAGLIFLOZIN

In klinischen Sicherheitsstudien, sogenannten
kardiovaskuldaren OUTCOME Studien, missen
neue Antidiabetika auf ihre Sicherheit getestet
werden. In der EMPA-REG-OUTCOME Studie wurde
der SGLT2-Inhibitor Empagliflozin (Jardiance®,
Bohringer Ingelheim) untersucht [5]. Mehr als
7000 Probanden erhielten Empagliflozin 10mg
oder 25 mg versus Placebo iber 3 Jahre. Der pri-

mare Endpunkt bestand aus einer Kombination
von kardiovaskuldarem Tod, nicht-tédlichem Myo-
kardinfarkt und nicht-tédlichem Schlaganfall. Die
Ergebnisse zeigten, dass Empagliflozin das Risiko
fiir diese kardiovaskuldren Ereignisse um 14%
senkte. Betrachtet man die sekunddren End-
punkte, so sind die Effekte hinsichtlich makro-
vaskularer Risikoreduktion noch gréf3er: Die kar-
diovaskuldre Mortalitdt wurde um 38% gesenkt,
die Gesamtmortalitdt um 32%, die Hospitalisie-
rung wegen Herzinsuffizienz wurde um 35 % redu-
ziert. Der HbA1c Wert wurde reduziert, ohne dass
eine Zunahme des Hypoglykdamierisikos beobach-
tet wurde.

Es gibt umfassende Uberlegungen, worauf diese
makrovaskuldren protektiven Effekte physiolo-
gisch beruhen konnten [6]: Im Mittelpunkt stehen
die Glucosurie und die Natriurese, die tber viele
mogliche Effekte eine kardiale und renale Protek-
tion bewirken, darunter die Reduktion von In-
flammation und Glucosetoxizitdt in den GefdBen,
positive Effekte auf die kardiale Kontraktilitat und
den Rhythmus, oder die Atherosklerose.

MIKROVASKULARE EFFEKTE DURCH
SGLT2-INHIBITION - DER SUPER-TRIAL

Unklar und in den pathophysiologischen Erkla-
rungsmodellen bislang weitgehend unberiicksich-
tigt sind die mdglichen positiven Effekte und
Mechanismen der SGLT2-Inhibitoren auf die
Mikrozirkulation. Durch die Senkung der Glukose-
last im Gefaflbett der Retina sind eine Senkung
der Insulinresistenz und eine Verbesserung der
Endothelfunktion zu erwarten. Die Mikrozirkula-
tion kann am Auge nicht-invasiv im Gefaf3bett der
Retina direkt untersucht werden. Die MHH Uni-
versitatsklinik fiir Augenheilkunde und die MHH
Core Facility des Clinical Research Center (CRC)
Hannover haben eine eigen-initiierte klinische
Studie auf den Weg gebracht, die finanziell durch
Bohringer Ingelheim unterstiitzt wird: SUPER-
Trial, SGT2-inhibition with Empagliflozin reduces
progression of diabetic retinopathy in patients



with high risk of diabetic macular edema
(EudraCT 2016-000825-38; www.clinicaltrials.gov,
NCT02985242 [7]). Patienten mit Diabetes Typ 2
und diabetischer Retinopathie ohne behand-
lungsbeddrftiges Makulaodem werden prospektiv
in 2 Arme randomisiert und erhalten placebo-
kontrolliert und doppelt-verblindet entweder den
SGLT2-Inhibitor Empagliflozin oder den Kompara-
tor Glimepirid iber 12 Monate. Ein Auge dient als
Studienauge und wir beobachten die diabetische
Retinopathie und bestimmen die Aktivitat anhand
der Bildung und Veranderung von Mikroaneurys-
mata am hinteren Pol. Man spricht dabei von der
sogenannten Mikroaneurysmata-Formationsrate
(MAFR). Diese MAFR stellt ein quantifizierbares
MaB und ein Marker fiir die Progression der dia-
betischen Retinopathie dar, welcher auch von der
EMA (European Medical Agency, europdische
Arzneimittelzulassungsbehorde) als Biomarker
und Endpunkt in klinischen Studien empfohlen
wird [8-10] (letter of support for micro-aneurysm
formation rate (MAFR) biomarker: EMA/775397/
2014 [11]). Der SGLT2-Inhibitor Empagliflozin ist
nach derzeitiger Studienlage ein vielversprechen-
der neuer Baustein in der Diabetestherapie. Im
SUPER-Trial wird untersucht, ob den bereits nach-
gewiesenen positiven makrovaskuldren Effekten
vergleichbar positive mikrovaskulare Effekte bei
der diabetischen Retinopathie in der retinalen
Mikrozirkulation nachgewiesen werden kdnnen.

AUSBLICK - ZUKUNFT DER
KLINISCHEN FORSCHUNG

Klinische Studien aller Entwicklungs-Phasen, ins-
besondere aber friihe klinische Studien zur Unter-
suchung von Wirksamkeit und Vertrdglichkeit neu
entwickelter Wirkstoffe benétigen eine professio-
nelle Umgebung im Rahmen eines hochentwickel-
ten GXP Qualitatssicherungssystems, um erfolg-
reich durchgefiihrt werden zu kénnen. Das Clinical
Research Center (CRC) Hannover, das gemeinsam
von der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH)
und den beiden Bundesforschungseinrichtungen
Fraunhofer Institut fiir Toxikologie und Experimen-
telle Medizin (ITEM) und Helmholtz Zentrum fiir
Infektionsforschung (HZI) betrieben wird, bietet
eine einzigartige Infrastruktur und ein insbeson-
dere auf die Durchfiihrung aufwéandiger und kom-
plexer frither klinischer Studien spezialisiertes
medizinisches Team der MHH Core Facility, wel-
ches die Durchfiihrung von klinischen Studien
von Phase 1 bis 4 in Kooperation mit allen Kliniken
und Fachabteilungen der MHH ermdglicht (www.
crc-hannover.de). Dabei werden sowohl industrie-
gesponserte Forschung als auch eigen-initiierte
Studien unter der Sponsorschaft der MHH unter-
stiitzt und gemeinsam realisiert.

Im CRC arbeiten drei starke Partner unter demsel-
ben Dach zusammen: die Fraunhofer Gesellschaft

mit Schwerpunkt Atemwegsforschung (Fraunhofer
ITEM), das Helmholz-Zentrum fiir Infektionsfor-
schung, welches die epidemiologische Unter-
suchung Nationale Kohorte umsetzt, und die
Medizinische Hochschule Hannover. Letztere
schlieBt mit dem CRC eine wichtige Liicke in der
translationalen Forschung. Klinische Forschung
im CRC kann die Liicke zwischen universitdrer
Laborforschung und klinischen Studien schlieflen
und ist damit ein Modell fiir die Zukunft klinischer
Studien. Das Team der Universitatsklinik fiir
Augenheilkunde arbeitet seit 2013 erfolgreich mit
dem Team der MHH Core Facility des CRC in zahl-
reichen klinischen Studien zusammen. SUPER-
Trial ist die erste gemeinsame eigen-initiierte
Studie, deren Leitung partnerschaftlich sowohl in
der Augenklinik, LKP Dr. Amelie Pielen, als auch
im CRC, Prof. Dr. Christoph Schindler, Professur
friihe klinische Studien und Arzneiforschung liegt.
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Abbildung 1

Konfokale Fluoreszenz-
mikrokopie des mit
Dylight650-gelabelten
Ranibizumab in den Endo-
somen (Alexa488) der RPE-
Zellen. Zellkerne sind mit
DAPI gefirbt.

Abbildung 2

Die Zwei-Photonen-Mikro-
skopie zeigt bei einer
Exzitation von 9goonm eine
Visualisierung sowohl der
Endosomen als auch des
Bevacizumab in den Endo-
somen. Die Fluoreszenz-
lebensdauer-Mikroskopie
kann anhand der Fluoreszenz-
lebensdauer zwischen den
Endosomen (Pfeil) und dem
eingelagerten Bevacizumab
(gestrichelte Fldche) unter-
scheiden. Die Analyse der
Tauz-Komponente zeigt ein
spezifisches Fluoreszenz-
signal, welches dem Bevaci-
zumab in den Endosomen
zuzuordnen ist.

Die neovaskuldre altersbedingte Makuladegene-
ration (AMD) ist die fithrende Ursache fiir Erblin-
dung bei Individuen tber 50 Jahren in den Indus-
trieldndern. Alleine in Deutschland betrdgt die
Inzidenz 30.000 Patienten jahrlich [1].

Seitdem der GefaBwachstumsfaktor VEGF (vascu-
lar endothelial growth factor) als Schliisselprotein
in der Pathophysiologie der exsudativen AMD
identifiziert wurde, gelang es durch verschiedene
medikamentdse Substanzen wie Aflibercept, Beva-
cizumab und Ranibizumab, welche primdr VEGF-A
inhibieren, den Visusverlust infolge von choroida-
ler Neovaskularisation (CNV) und Exsudation zu
verhindern [2]. Die intravitreale operative Medika-
mentengabe (IVOM) dieser Inhibitoren gilt derzeit
als Gold-Standard und effektivste Therapie, bedarf
aber regelméaBiger augendrztlicher Kontrollen so-
wie rechtzeitige und wiederholte Injektionen in
den Glaskorperraum. Da VEGF aber auch eine phy-
siologische Bedeutung in der Gewebshomgostase
hat und an zahlreichen physiologischen Prozessen
beteiligt ist, kann die medikamentdse Inhibition
auch Auswirkungen auf das physiologische Gleich-
gewicht im Gewebe haben [3, 4].

Besonders in Bezug auf eine Anti-VEGF vermittelte
Atrophie des retinalen Pigmentepithels (RPE) steht

Dylight650

Excitation = 900 nm

1300 ps [P

die intrazelluldre Aufnahme der VEGF-Inhibitoren
im Focus [5]. Wir konnten sowohl mit der konventi-
onellen und konfokalen Fluoreszenzmikroskopie
(Abbildung 1) als auch erstmals mit der Zwei-Pho-
tonenmikroskopie sowie der Fluoreszenzlebens-
dauer-Mikroskopie (Abbildung 2; Kooperation mit
Frau Dr. Miura; Klinik fiir Augenheilkunde & Institut
flir Biomedizinische Optik, Universitat zu Liibeck)
die Aufnahme aller aktuell verwendeter VEGF Inhi-
bitoren nachweisen [6, 7].

In einem Milieu erhdhten oxidativen Stresses,
fiihrt dies zu einer Reduktion der Proliferation und
des Metabolismus des RPE sowie konsekutiv zu
einer vermehrten Apoptose, da gerade unter die-
sen Bedingungen das VEGF als Uberlebensfaktor
wirkt (Abbildung 3).

Nicht nur aufgrund des Fortschreitens der geogra-
phischen Atrophie unter der Anti-VEGF Therapie,
sondern auch im Kontext der demographischen
Entwicklung einer alternden Bevdlkerung, des ku-
mulativen Infektionsrisikos, der haufig eintreten-
den Therapiemiidigkeit, des hohen Morbiditats-
faktors und der limitierten finanziellen Reserven
des Gesundheitssystems ist eine reduzierte Injek-
tionsfrequenz ohne nachteilige Entwicklung der
Sehscharfe prinzipiell sehr wiinschenswert [1, 8].

Alexa488

12500 ps

1800 ps [JIF 3000 ps



Die stereotaktische Radiotherapie (SRT) mittels
IRay®-System erhebt diesen Anspruch und ist seit
Juni 2015 als »second line« Therapie in die Emp-
fehlung der Fachgesellschaften zur Behandlung
der exsudativen AMD aufgenommen. Es handelt
sich um ionisierende Strahlung (Rontgenstrah-
len), deren anti-inflammatorische, anti-fibrotische
und vor allem anti-angiogene Eigenschaften den
Verlauf der AMD giinstig beeinflussen sollen [9].

In der randomisierten, doppelt-maskierten, kon-
trollierten Zulassungsstudie (INTREPID) konnte
gezeigt werden, dass eine einmalige SRT mit dem
IRay®-System zu einer Halbierung der Injektions-
anzahl tiber 12 Monate im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (Anti-VEGF Monotherapie) gefiihrt hat,
ohne sich nachteilig auf die Sehschdrfe ausge-
wirkt zu haben [10]. Diese Daten konnten in einer
Real-life-Studie reproduziert werden [11] (Abbil-
dung ).

Trotz der positiven klinischen Daten wird die SRT
in der ophthalmologischen Gesellschaft noch
sehr kontrovers diskutiert. In diesem Kontext wird
auf potentielle strahlenbedingte Nebenwirkun-
gen hingewiesen. Foveoldre mikrovaskuldre Ver-
anderungen sind mit einer Wahrscheinlichkeit
von 1% Uber einen Zeitraum von 2 Jahren nach Be-
handlung beschrieben, miissen aber von AMD-as-
soziierten Gefaflveranderungen differenziert wer-
den [10]. Im Rahmen der Behandlung unserer
Patienten wird der Sicherheitsaspekt von uns
sehr kritisch untersucht. Die morphologische Eva-
luation des Retina-RPE-Choriokapillaris-Komple-
xes innerhalb des ersten Jahres nach SRT mit der
optischen Kohdrenztomographie inklusive Auto-
fluoreszenz-Aufnahmen zeigte keine Atrophie
dieser Gewebe.

Abbildung 4

(A) Real-life-Ergebnisse zeigen eine durchschnittliche Halbierung der jihrlichen Injektionen nach SRT
im Vergleich zum Vorjahr. (B) Der SRT-Effekt trat in der Regel verzdgert in der zweiten Jahreshdlfte nach
SRT ein. (C) Der Visus verbesserte sich, war aber nicht signifikant besser als unter Anti-VEGF Monothe-

rapie, jedoch mit deutlich weniger Injektionen.

Abbildung 3
In der Zellkultur fiihrt die Inhibition des VEGF in einem Milieu erh6hten oxidativen
Stresses zu einer signifikant reduzierten Proliferation.
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Abbildung 5

Die durchschnittliche
peripapilldre retinale
Nervenfaserschichtdicke
(um) zeigt innerhalb des
ersten Jahres nach SRT

keine signifikante Atrophie.

Abbildung 6
Die Patienten wurden

Die Evaluation der peripapilldren retinale Nerven-
faserschichtdicke, welche sowohl im Rahmen ei-
ner Retinopathie als auch Optikusneuropathie ab-
nimmt, zeigte innerhalb des ersten Jahres nach
SRT keine signifikanten Verdnderungen (Abbil-
dung 5) [12]. Dennoch bleibt eine langfristige
Nachsorge und Evaluation der SRT-behandelten
Patienten essentiell.

Im Zuge der hdufig vorliegenden seelischen An-
spannung der Patienten, des hohen Morbiditats-
faktors und der hdufig eintretenden Therapiemii-
digkeit bei den Injektionen, musste auch die
Akzeptanz der Strahlentherapie tiberpriift werden.
Die Patienten empfinden die SRT generell sehr po-
sitiv (Abbildung 6) [13]. Sowohl die »ungewohnte«
Prozedur wird gut angenommen, als auch die indi-
viduellen Ergebnisse sind zufriedenstellend. Letz-
teres hangt vor allem von einer verstandlichen
Aufklarung mit der Definition realistischer Thera-
pieziele ab.

Unabhangig davon sind jedoch weitere Daten not-
wendig, um die SRT als adjuvantes Verfahren zur
Behandlung der neovaskuldaren AMD intensiver
beurteilen zu kdnnen. Das Einrichten des IRay-Re-
gisters in Zusammenarbeit mit retina.net und dem
Zentrum fiir Klinische Studien (ZKS) Kdln ist hier-
bei ein wichtiger Schritt, der diesbeziiglich weitere
Informationen liefern wird.

mit einem Fragebogen gebeten, die SRT anhand verschiedener Parameter

zu evaluieren.
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Komplementsystem Verdanderungen und
Apoptose Mechanismen in Glaukom Modellen
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Einer der haufigsten Erblindungsursachen, so-
wohl in Deutschland als auch weltweit, ist das
Glaukom [1]. Obwohl die Krankheit hdufig mit ei-
nem erhohten Augeninnendruck assoziiert ist, er-
kranken ca. 30 % der Patienten unabhéngig davon
[2]. Hieraus resultiert, dass neben der aktuellen
Therapie mittels Drucksenkung fiir einen Grofteil
der Glaukompatienten eine effektive Behandlung
fehlt. Daher versuchen Forscher mdgliche Mecha-
nismen, die zum Zelltod in der Retina und im Seh-
nerven fiihren, genauer zu verstehen, um neue
Therapieansatze entwickeln zu kdnnen. Zu diesen
Mechanismen zdhlen zum Beispiel Durchblu-
tungsstérungen, toxische Komponenten, aber
auch die Beteiligung des Immunsystems. So konn-
ten bei Glaukompatienten veranderte Antikorper-
muster im Serum und Kammerwasser identifiziert

Abbildung 1

werden [3—5]. Um zu klaren, ob diese Antikorper
am Zelltod beteiligt sind, wurde das Experimentel-
le Autoimmune Glaukommodell (EAG) entwickelt.
In diesem Modell konnen mogliche immunologi-
sche Pathomechanismen, die unabhdngig vom
Augeninnendruck auftreten, analysiert werden.
Einen Verlust der retinalen Ganglienzellen und die
Degeneration des Sehnervens, beide Prozesse
treten beim Glaukom auf, konnten in diesem EAG-
Modell friihestens vier Wochen nach Immunisie-
rung beobachtet werden [6]. Zusatzlich fand man,
dhnlich wie bei Glaukompatienten, auch Ablage-
rungen von Antikdrpern in der Retina [6]. Es ist
moglich, dass durch diese Antikdrper das Immun-
system, genauer gesagt das Komplementsystem,
aktiviert wird und dieses dann zur Zellschddigung
flhrt.

Aktivierung des terminalen Membranangriffskomplexes in Retina und Sehnerv.
A) Der Membranangriffskomplex (MAC) wurde auf retinalen Querschnitten in griin markiert. In blau sind
die Zellkerne (DAPI) zu sehen. B) 7 Tage nach der ONA Immunisierung kam es zu einer ersten signifi-
kanten Vermehrung von Signalen des Membranangriffskomplexes (MAC, griin) in der Retina im
Vergleich zur Kontrolle (Co; p=0,03). Wihrend nach 14 Tagen keine Unterschiede detektiert werden
konnten, kam es zu einem erneuten Anstieg der MAC-Signale nach 28 Tagen (p=0,003). C) Auch im
Sehnerven wurden die MAC* Zellen in griin markiert und die Zellkerne mit DAPI in blau. D) Nach
Auswertung der Signale konnten 7 Tage nach Immunisierung signifikant mehr MAC* Zellen im Sehnerv
detektiert werden (p=0,001). Nach 3 und 14 Tagen kam es jeweils zu keinen Unterschieden zwischen der
Immunisierungs- und der Kontrollgruppe. Die Werte sind MittelwertezStandardfehler, Mafistab=20 uM.
Abkiirzung: GCL= Ganglienzellschicht [Reinehr et al., 2016].



Das Komplementsystem selbst ist Teil des ange-
boren Immunsystems und kann {ber drei ver-
schiedene Wege initiiert werden. Auch wenn der
Beginn der Komplementkaskaden unterschiedlich
ist, zum Schluss fiihren alle drei Wege zusammen
tber die Proteine C3 und C5 zum sogenannten
Membranangriffskomplex (MAC). Dieser Komplex
aus verschiedenen Proteinen ist in der Lage eine
Pore in die Zelle zu integrieren. Dadurch kommt es
zu einem ibermadRigen Wassereinstrom, wodurch
die Zelle zerstort wird. Die mogliche Beteiligung
des Komplementsystems an der Entstehung des
Glaukoms sollte nun im EAG-Modell untersucht
werden. Dazu wurden verschiedene Zeitpunkte
analysiert, um einen Zeitverlauf identifizieren zu
kdnnen [7]. Es wurde nachgewiesen, dass es im
EAG-Modell zu vermehrten Ablagerungen der
Komplementproteine C3 und MAC, sowohl in der
Retina als auch in den Sehnerven, 7 Tage nach Im-
munisierung kommt (Abb. 1). Diese friihe Aktivie-
rung der terminalen Komponenten des Komple-
mentsystems kénnte beim spateren Zelluntergang
eine wichtige Rolle spielen. 14 Tage nach Immuni-
sierung wurden keine Unterschiede mehr detek-
tiert, jedoch nahm die Anzahl von C3* und MAC*
Zellen nach 28 Tagen wieder signifikant zu. Dies
kdnnten Hinweise auf eine Art wellenférmige Akti-
vierung sein, das heif}t dass die Komplementkas-
kade immer wieder neu initiiert und der Schaden
somit verstarkt wird. Weitere Untersuchungen der
einzelnen Komplementsystemwege zeigten inter-
essanterweise keine Verdnderungen in Bezug auf
C1q, einer Komponente des klassischen Weges,
wohingegen es zu einer Aktivierung von MASP2,
welches zum Lektin-Weg gehdrt, kam. Somit
scheint dem Lektinweg eine Schlisselrolle zu-
zukommen.

Es ldsst sich festhalten, dass es im EAG-Modell zu
einer friihen und simultanen Aktivierung von Kom-
ponenten des Komplementsystems sowohl in der
Retina als auch im Sehnerven kommt. Interessan-
terweise geschieht dies noch bevor ein eigent-
licher Schaden an den beim Glaukom betroffenen
Zelltypen detektiert werden konnte.

Neben der Aktivierung des Komplementsystems
scheint der Zelltod beim Glaukom mit unterschied-
lichsten degenerativen Prozessen, wie dem oxida-
tiven Stress [8] oder hypoxischen Mechanismen
[9], einherzugehen. All dies fiihrt dabei auch zur
Aktivierung des programmierten Zelltodes, der
Apoptose.

Diese degenerativen Prozesse werden von unse-
rer Arbeitsgruppe auf vielfdltige Weise untersucht,
u.a. anhand des bereits erwdahnten EAG Modells,
aber auch mit Hilfe eines N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)-Tiermodelles oder eines organotypischen
Modells der Schweineretina (Abb. 2 A). Ein groBer
Vorteil der Schweineretinaorgankultur ist, dass
die Augen des Schweines eine hohe Ahnlichkeit
zum menschlichen Auge aufweisen. So sind die

Abbildung 2

Herstellung der Schweineretinaorgankultur sowie der zeitliche Ablauf der drei
Degenerationsmodelle
A) Die Priparation der Schweineretinaorgankultur erfolgt iiber das Offnen des Auges,
die Herstellung einer Kleeblattstruktur, dem Ausstanzen der Retina bis hin zum
Uberfiihren dieser auf einen Filter. Anschliefend kann die Retina im Neurobasal A
Medium kultiviert und mit toxischen und protektiven Substanzen behandelt werden.
B) Ablauf des NMDA-Degenerationsmodells. Die Behandlung mit NMDA erfolgte an
Tag 2 und 3 fiir jeweils 24 h und nach 7 Tagen wurden die Proben histologisch sowie
mittels PCR und Western Blot Analysen untersucht. C) Ablauf des H 0 -Degenerati-
onsmodells. Die Behandlung mit H,0, erfolgte an Tag 1 fiir 3h und nach 3 und 8
Tagen wurden die Proben histologisch sowie mittels PCR und Western Blot Analysen
untersucht. D) Ablauf des CoCl -Degenerationsmodells. Die Behandlung mit CoCl,
erfolgte an Tag 1 fiir 48 h und nach 4 und 8 Tagen wurden die Proben histologisch
sowie mittels PCR und Western Blot Analysen untersucht.

Augen von beiden Spezies etwa gleich grof} und
besitzen ein dhnliches GefaBsystem [10]. Zusdtz-
lich kdnnen durch die Grofe des Schweineauges
aus einem Tier mehrere Proben gewonnen und
analysiert werden. In der Organkultur ist es mog-
lich die zerstorerischen Mechanismen, die bei
Erkrankungen wie dem Glaukom auftreten, che-
misch zu simulieren und anschlieffend die daraus
resultierenden Auswirkungen zu untersuchen.
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Abbildung 3

Aktivierung verschiedenster Zelltodmechanismen in der Kobaltchlorid-behandelten Schweineretinaorgankultur
A) Das Bax/Bcl-2 Verhdltnis wurde auf mRNA Ebene nach 4 Tagen untersucht. Nur die 100 und 300 uM CoCl, Gruppe wiesen eine Erh6hung
von Bax/Bcl-2 auf (beide: p<o,05). In der 500 uM Gruppe war das Verhdltnis sogar runterreguliert (p<o,01). B) Nach 8 Tagen konnte kein
Unterschied zwischen den Gruppen gemessen werden. C) Der Ganglienzellmarker Brn-3a (griin) wurde immunhistologisch in Kombination
mit der aktiven Caspase 3 (rot) und einem Zellkernmarker (DAPI, blau) angefirbt. D) Nach 4 Tagen waren mehr Ganglienzellen in der 300 uM
(p<0,05) und 500 uM CoCl, Gruppe (p<o,01) apoptotisch. E) Der Anteil an apoptotischen retinalen Ganglienzellen erhéhte sich noch in
beiden Gruppen nach 8 Tagen (300 uM: p<o0,001; 500 uM: p<o,01). Die Werte sind Mittelwerte+Standardfehler, Maistab=20 uM,
Abkiirzungen: GCL=Ganglienzellschicht, IPL=innere plexiforme Schicht, INL=innere nukledre Schicht [Kuehn et al., 2017].



Insgesamt wurden durch unsere Arbeitsgruppe, in
Kooperation mit der Universitats-Augenklink Ti-
bingen (AG Schnichels), drei Degenerationspro-
zesse, welche haufig bei Augenerkrankungen auf-
treten, nachgestellt. Dazu zdhlen exzitotoxische
Signale mittels des Glutamatanalogons N-Methyl-
NMDA (Abb. 2 B) [11], oxidativer Stress mittels
Wasserstoffperoxid (Abb. 2 C) [12] und Hypoxie
mittels Kobaltchlorid (CoCl) [13] (Abb. 2 D). Bei
allen drei Modellen wurden Zelltodmechanismen
beobachtet, die auch bei Glaukompatienten auf-
treten [14]. Im Rahmen der Schéadigung mit CoCl,
wurden drei unterschiedliche Konzentrationen in
der Organkultur eingesetzt: 100, 300 und 500 UM.
Nach 4 und 8 Tagen wurden mogliche Anzeichen
fiir eine Degeneration untersucht. Der Hypoxie-in-
duzierte Faktor 1 alpha (HIF-10) war an beiden un-
tersuchten Zeitpunkten erhoht [13]. Es konnte nur
zum frithen Zeitpunkt und das auch nur bei den
beiden niedrigeren Konzentrationen eine Aktivie-
rung der intrinsischen Apoptose gemessen wer-
den (Abb. 3 A). Nach 8 Tagen war kein Unterschied
zwischen den behandelten Gruppen und der Kont-
rollgruppe mehr messbar (Abb. 3 B). Des Weiteren
wurde eine verstarkte Kolokalisation der aktiven
Caspase 3 mit einem Ganglienzellmarker, Brn-3a,
festgestellt (Abb. 3 C). Auch hierfiir galt, dass eine
verstdrkte Apoptoserate der Ganglienzellen nach
4 Tagen beobachtet wurde (Abb. 3 D) und dies so-
gar noch nach 8 Tagen zunahm (Abb. 3 E). Es wur-
de also ein Modellsystem etabliert, welches che-
misch tber die Wirkung von CoCl, eine Hypoxie
nachahmt. Die niedrigeren CoCl -Dosen induzie-
ren dabei verschiedene Apoptosewege, jedoch ist
nur der intrinsische Weg zum fritheren Zeitpunkt
messbar. Die hohe Konzentration von CoCl, hinge-
gen hat eine so starke Wirkung, dass nur spatere
Apoptose-Mechanismen aktiviert wurden. Somit
kann dieses Modell fiir das Screening von neuen
Therapeutika genutzt werden. So ldsst sich damit
ausschlieBen, dass neue Medikamente toxisch fiir
die Retina sind. Weiterhin kann sich die optimale
Dosis einer Substanz bestimmt werden, bevor sie
in-vivo eingesetzt wird.

Die Ergebnisse beider Modelle kénnten zu neuen
Therapiestrategien fiir das Glaukom fiihren. Dazu
konnte in nachfolgenden Studien das Komple-
mentsystem und/oder die Apoptosekaskade inhi-
biert werden. Sollte es dadurch gelingen, die De-
generation von retinalen Ganglienzellen und den
Sehnerven aufzuhalten, ware dies ein mdéglicher
neuer Therapieansatz fiir Glaukompatienten.
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In weit fortgeschrittenen Stadien einer Rezeptor-
degeneration besteht eine verfiighare Option in
der elektrischen Stimulation von noch lebenden
postrezeptoralen Neuronen in der Retina. Die
elektrische Stimulation wird {iber implantierbare
Multielektrodenarrays (MEAs) vermittelt, wobei
die Stimulationspulse in Abhdngigkeit von der
visuellen Information generiert werden. Unsere
Arbeitsgruppe beschéftigt sich mit Untersuchun-
gen zur elektrischen Stimulation der dystrophen
Netzhaut, mit moglichen Optimierungsschritten
dieses Therapiekonzeptes und mit der klinischen
Anwendung.

1.GRUNDLAGEN DER ELEKTRISCHEN
STIMULATION

Untersuchungen der spontanen elektrischen Akti-
vitdt am rd1o Mausmodell haben ergeben, das der
Verlust der Photorezeptoren zu Verdnderungen
der Funktion retinaler Ganglienzellen (RGCs) fiihrt.
In der Wildtypretina zeigt sich eine homogene
Entladung der RGCs in Form von Aktionspoten-
tialen (APs). Diese APs sind in der dystrophischen
Netzhaut oft in Gruppen (sog. Bursts) nachweis-
bar und von langsamen Oszillationen tiberlagert
[1]. Die Oszillationen haben hdchstwahrscheinlich
ihren Ursprung in der Kopplung von Amakrinen,
Bipolaren und RGCs und deren fehlendem Input
aus der duBeren Netzhaut. Die resultierende pa-
thologische RGC Aktivitdt geht mit einer reduzier-
ten elektrischen Stimulierbarkeit einher. Eine
Modifikation der elektrischen Stimulationspara-
meter sowie eine pharmakologische Modulation
der elektrischen Aktivitdt soll die Stimulierbarkeit
dieser abnormen Netzhdute verbessern.

Fiir Experimente mit implantierbaren Sehprothe-
sen wird ein chirurgisch gut zugangliches Modell
einer Netzhautdegeneration bei Kaninchen bend-
tigt. Ein verfligbares genetisches Modell hat ver-
schiedene praktische Nachteile, so dass wir uns
vor allem mit pharmakologisch induzierten Model-
len beschéftigt haben. Sowohl lodacetat [2] als
auch Methylnitrosoharnstoff (MNU) fiihren bei

systemischer Gabe zu einer Photorezeptorende-
generation allerdings mit zum Teil erheblichen
systemischen Nebenwirkungen. Die intravitreale
Gabe von lodacetat hat ein starkes inflammato-
risches Potential. Die Gabe von MNU intravitreal
kann stellenweise sehr gute Degenerationsareale
erzeugen [3]. Die Degeneration ist aber nicht
durchgangig, das Loseverhalten von MNU im
Glaskdrper ist problematisch und die Substanz ist
auch fiir die Experimentatoren sehr toxisch und
karzinogen. Der experimentelle Aufwand ist er-
heblich. Wir entwickeln derzeit ein standardisier-
tes und gut realisierbares Modell einer Rezeptor-
degeneration auf der Basis einer UV Bestrahlung.
Mit definierten Bestrahlungsintensitdten wird ein
reproduzierbarer Verlust der Rezeptoren indu-
ziert, der morphologisch und funktional durchaus
mit dem rd1o Modell vergleichbar ist. Dieses Mo-
dell soll jetzt von der Maus auf das Kaninchen
ibertragen werden, um ein chirurgisch zugéng-
liches System zur Verfiigung zu haben.

2. OPTIMIERUNG VON
IMPLANTATSZENARIEN

Die pathologische Aktivitdt der Ganglienzellen
macht eine Optimierung bisher angewendeter
Stimulationsalgorithmen notwendig. Hierzu ge-
hort, die Integration von Sensoren in kiinftige
implantierbare Stimulatoren. Der erste Schritt
hierzu ist die Realisierung bidirektionaler Implan-
tate, mit denen nicht nur stimuliert werden kann,
sondern die auch zur Registrierung der RGC Akti-
vitdt eingesetzt werden konnen. Die Analyse der
Registrierungen dient der Modifikation der Sti-
mulationspulse so das eine optimierte Stimula-
tion ermoglicht wird [4].

Ein zweiter Aspekt ist die Grofle des Stimulators.
Gegenwadrtig werden Stimulatoren eingesetzt, die
lediglich einen kleinen Bereich in der Makula oder
nahe der Makula stimulieren. Zur Wiederher-
stellung von Orientierungsvermdgen scheinen
aber gréfere Implantate wiinschenswert, die
einen groferen Gesichtsfeldbereich reaktivieren



konnen. Solche flexiblen Implantate auf Polyimid-
basis wurden von unserer Gruppe in Zusammen-
arbeit mit dem Institut fiir Werkstoffe der Elektro-
technik der RWTH Aachen hergestellt und im
Kaninchen implantiert [5]. Gleichzeitig wurde die
kortikale Aktivierung mittels intrakortikal im-
plantierter Multielektrodenarrays abgeleitet. Trotz
ihrer GroBe lassen sich diese Strukturen zuver-
lassig implantieren und auf die Netzhaut auf-
bringen. Die kortikalen Ableitungen zeigen eine
differentielle Aktivierung des visuellen Kortex in
Abhéngigkeit vom Ort der Stimulation.
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3. KLINISCHE ANWENDUNG

Neben den experimentellen Arbeiten zur elek-
trischen Netzhautstimulation implantiert unsere
Gruppe bei blinden RP Patienten das ARGUS Il
Retinaprothesensystem sowie eigene Prototypen
von Netzhautstimulatoren (EPIRET I11) [6, 7]. Dabei
optimiert unsere Gruppe die operativen Schritte
zur Implantation und beschaftigt sich mit der
Rehabilitation der Patienten.
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Abbildung 1

A. RGC Spontanaktivitdt
der Wildtypmausretina, der
rdio Maus, der Maus nach
MNU intravitreal und nach
UV Bestrahlung. Man
erkennt in den pathologi-
schen Situationen jeweils
Oszillationen und gruppierte
Aktionspotentiale (bursts).
B. Immunhistochemie der
Mausretina nach UV
Bestrahlung. Links der
Markierung sieht man die
nicht bestrahlte Netzhaut,
rechts der Markierung die
UV behandelte Netzhaut.
Die Fotorezeptoren fehlen
vollig, die Struktur der
inneren Netzhaut ist nur
wenig verdndert.
C. Fundusbild nach
Implantation eines
groffldchigen Netzhaut-
stimulators.
D. Post mortem Situation.
E. Kortikale Feldpotentiale
bei Stimulation an weit
entfernten Netzhautorten.
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Tabelle 1

Die Proliferative Vitreoretinopathie (PVR) ist die
Hauptursache fiir das postoperative Versagen
nach vitreoretinaler Chirurgie bei rhegmatogener
Amotio. Fibrovaskuldre Narben fiihren zu sekun-
ddren traktiven Netzhautablosungen, die hdufig
mehrere umfangreiche chirurgische Eingriffe er-
fordern, um eine Netzhautwiederanlage zu errei-
chen [1, 2]. Derzeit gibt es noch keine Standard-
therapie, um die PVR zu verhindern.

In der Vergangenheit wurden bereits vielfach
Versuche mit intravitrealen Chemotherapeutika
wie 5-Fluorouracil (5-FU) in Kombination mit nie-
dermolekularem Heparin (Engl. »low molecular
weight heparin« — LMWH) oder Daunomycin unter-
nommen, um die PVR zu behandeln, aber auch
prophylaktische Ansdtze wurden untersucht [3-6].
Betrachtet man die bisherige Datenlage, so zeigt
sich, dass der Einsatz von Adjuvantien bei mani-
fester PVR keinen Benefit bringt [4], der unselek-
tierte prophylaktische Einsatz bei primdrer Vitrek-
tomie ebenfalls nicht vorteilhaft zu sein scheint
[6], die Anwendung bei selektierten Risikoaugen
fiir eine PVR jedoch von Nutzen ist [3, 5]. Bislang
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wurde jedoch keines dieser Chemotherapeutika
in die klinische Routine eingefiihrt [3, 6—-8].

In der multizentrischen PRIVENT-Studie (»Prophy-
lactic Intravitreal s5-Fluorouracil + Heparin to
Prevent PVR in High-risk Patients with Retinal
Detachment«) wird nun der Nutzen einer adjuvan-
ten Behandlung mit 5-FU und LMWH bei Patienten
mit primdrer rhegmatogener Netzhautablosung
mit hohem Risiko fiir PVR-Entwicklung placebo-
kontrolliert untersucht. Mittels prdoperativer La-
ser-Flare Photometrie wird die PVR-Risikogruppe
identifiziert. Diese Uberlegung basiert u.a. auf
Daten von Schroeder et al, welche belegen, dass
in Augen mit rhegmatogener Amotio begleitet von
einem prdoperativen Laser-Flare Wert = 15 photon
counts (pc)/ms das Risiko der PVR-Bildung signifi-
kant erhéht ist [9]. Die Sensitivitat und Spezifitat
der Flare-Messung bei einem Cut-off-Wert von
15 pc/ms betrdgt nach Horster et al. 83,3 % bzw.
76 % [9, 10]. Erst kiirzlich konnte die Arbeitsgrup-
pe um Conart et al. bestatigen, dass der praopera-
tive Laser-Flare Wert eine prddiktive Bedeutung
fiir die PVR-Entwicklung hat [11].

RATIONALE

Das Ziel und die primdre Motivation der PRIVENT-
Studie ist die Reduktion der Inzidenz von PVR nach
primar rhegmatogener Amotio in Hochrisikoaugen
fir PVR.

RAHMENBEDINGUNGEN UND
STUDIENDESIGN

PRIVENT ist eine Phase Il Studie nach dem Arz-
neimittelgesetz (AMG). Multizentrisch in bis zu 18
deutschen Priifzentren wird der Effekt von 5-FU
und Heparin als adjuvante Behandlung bei primar
rhegmatogener Amotio in PVR-Risikoaugen ge-
priift. Die Priifung erfolgt doppelblind und place-
bokontrolliert. Insgesamt 560 Patienten sollen in
2 Behandlungsarme gleichermaBen randomisiert
werden (50% Placebo vs. 50% Verum). Die Stu-
dienlaufzeit fiir jeden randomisierten Patienten
betrdgt 12 Wochen. Seit Oktober 2016 befindet
sich die PRIVENT-Studie in aktiver Rekrutierung.

Begleitet wird die Studie durch ein »Data Monito-
ring und Safety Board«; die Endpunktbewertung
erfolgt durch ein »Endpunktkomittee« aus min-
destens 3 unabhdngigen Bewertern.



DAS PRUFPRODUKT

Das Priifprodukt (Engl. »Investigational medicinal
product« — IMP) in der PRIVENT-Studie besteht
aus niedermolekularem Heparin (LMWH), wel-
ches die postoperative Fibrinbildung reduziert
und an Fibronectin und Wachstumsfaktoren
bindet [12], sowie 5-FU, welches die DNA-Synthe-
se inhibiert und somit die Proliferation der Fibro-
blasten hemmt [13]. In Kombination soll durch das
Heparin die friihe Phase der PVR Bildung unter-
bunden werden, wahrend das 5-FU die spate Pha-
se inhibiert, sodass wir uns einen synergistischen
Effekt versprechen [5]. Fiir die intravitreale An-
wendung wahrend der Vitrektomie werden diese
beiden Komponenten (5-FU und LMWH) in die int-
raokulare BSS (Balanced Salt Solution) -Splls-
sung gegeben mit folgender resultierender Kon-
zentration in BSS: 200pg/ml 5-FU und 51U/ml
Heparin. Die maximale Anwendungsdauer betragt
60 Minuten.

ENDPUNKTE

Der primdre Endpunkt der Studie ist das Auftreten
einer
PVR Grad CP 1[14] oder hoher [ja/nein] inner-
halb von 12 Wochen.

Sekundare Endpunkte umfassen:
PVR Grad CP 1 oder hoher [ja/nein] innerhalb
von 6 Wochen
PVR Grad CA 1 oder hoher [ja/nein] innerhalb
von 6 und 12 Wochen
Grad der PVR (PVR Grad CA 1—12, PVR Grad CP
1—12 (in Uhrzeiten)) innerhalb von 6 und 12
Wochen
Best korrigierter Visus (Engl. »Best corrected
visual acuity« — BCVA) gemessen mittels
ETDRS-Charts innerhalb von 6 und 12 Wochen
Netzhautwiederanlage nach primarer Vitrekto-
mie [ja/nein] innerhalb von 6 und 12 Wochen
Anzahl der Netzhautwiederablosungen und
wenn auftretend durch PVR begriindet [ja/
nein]innerhalb von 6 und 12 Wochen
Anzahl und Ausmaf der notwendigen chirurgi-
schen Eingriffe zum Erreichen der Netzhaut-
wiederanlage innerhalb von 12 Wochen
Auftreten von mindestens einem unerwiinsch-
ten Ereignis im Studienauge innerhalb von 12
Wochen, das auf das Priifpréparat zuriickge-
fithrt wird [ja/nein]

EIN- UND AUSSCHLUSSKRITERIEN

Eingeschlossen werden Patienten, die folgende

Kriterien (des Studienauges) erfiillen:

1. Primdre rhegmatogene Netzhautablosung
(< 4 Wochen)

2. Vorliegende Indikation zur Pars plana Vitrek-
tomie (PPV) zur Netzhautwiederanlage ohne
kombinierte Kataraktchirurgie

3. Erhohte Laser-Flare-Wert (= 15 pc/ms)

4. Mannliche und weibliche Patienten > 18 Jahre
5. Schriftliches Einverstéandnis

Zu den wichtigsten Ausschlusskriterien (bezogen

auf das Studienauge) zahlen:

Traumatische Netzhautablosung

Riesenriss (Grof3e > 3 Uhrzeiten)

Sichtbare bereits vorhandene PVR Grad C

Retinale Dystrophien

Chronisch inflammatorische Erkrankungen

Aktive retinale vaskuldre Erkrankungen

Vorausgegangene intraokulare Eingriffe, aus-

genommen der unkomplizierten Kataraktex-

traktion

8. Unkontrolliertes Glaukom oder okuldre Hyper-
tension (Augeninnendruck =30mmHg trotz
antiglaukomatGser Therapie)

9. Positiver Urin-Schwangerschaftstest, Schwan-
gerschaft oder Stillzeit.

NovmhwnN e

STUDIENABLAUF

Patienten mit rhegmatogener Amotio stellen sich
zumeist als Notfall in den Ambulanzen der Kliniken
vor. Es ist somit kaum planbar wann oder wieviele
Patienten fiir die Studie in Frage kommen, sodass
ein »Pre-Screening« in der Regel bereits in der
Ambulanz erfolgen muss. Dieses Pre-Screening
beinhaltet insbesondere die Diagnosestellung der
primdr rhegmatogenen Amotio, sowie die Einstu-
fung in die PVR-Risikogruppe mittels Laser-Flare-
Photometrie. Hierbei ist zu beachten, dass nur
ca. 10 % der Patienten zur Risikogruppe (erhohter
Laser-Flare Wert) gehdren. Erst bzw. spdtestens
bei Vorliegen dieser wichtigsten Einschlusskrite-
rien erfolgt die Ubergabe an die Studienteams,
Einholung des schriftlichen Einverstdandnisses,
sowie das »Screening«. Wahrend der PPV wird
die Priifmedikation (Verum oder Placebo) iiber die
intraokulare Infusion verabreicht. Die Endotam-
ponade sowie die weiteren intraoperativen Ver-
fahren zur Retinopexie kdnnen je nach Befund und
MaRgabe des Operateurs gewdhlt werden. Ledig-
lich intravitreale Steroide und ein kombiniertes
Vorgehen mit Kataraktoperation sind nicht zuge-
lassen.

Im Studienprotokoll sind 3 postoperative Visiten
innerhalb von 12 Wochen (Follow-up 1-3) vorgese-
hen, welche sich sowohl im Zeitfenster, als auch
im Untersuchungsspektrum kaum von der Routine
nach Amotiochirurgie unterscheiden. Lediglich die
Aufnahme von Fundus-Fotos nach 6 und 12 Wo-
chen (zur Endpunktbestimmung), sowie zus&tz-
liche Blutuntersuchungen zdhlen zum studienre-
levanten Mehraufwand.

ZUSAMMENFASSUNG

Die PRIVENT-Studie untersucht einen prophylak-
tischen Ansatz zur Vermeidung der PVR in Risiko-
augen mit rhegmatogener Netzhautablosung.
Zum Einsatz kommen 5-FU und niedermolekulares
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Heparin wdhrend der primdren Vitrektomie in
einem multizentrischen, placebo-kontrollierten,
randomisierten und doppel-blinden Studienset-
ting. Derzeit befindet sich die PRIVENT-Studie in
aktiver Rekrutierung, eine Teilnahme weiterer
Studienzentren ist méglich.
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Die bedarfsgerechte Versorgung der Bevolkerung
mit medizinischen Leistungen stellt eine grofie
Herausforderung dar, nicht zuletzt in der Augen-
heilkunde. Denn viele Augenerkrankungen sind
mit dem Alter zum Teil exponentiell zunehmende
Volkskrankheiten. Obwohl es weltweit einige Be-
volkerungsstudien gibt, war in Deutschland die
Datenlage hierzu vergleichsweise schlecht. In den
letzten Jahren wurden verschiedene Bevélke-
rungsstudien mit augendrztlicher Beteiligung
begonnen, so beispielsweise die SHIP-Studie in
Greifswald, die LIFE-Studie in Leipzig, die AUGUR-
Studie in Regensburg oder kiirzlich die Rheinland-
studie in Bonn. Diese Studien zeichnen sich durch
verschiedene Schwerpunkte (z.B. Fokussierung
auf Makula-Erkrankungen) und ein unterschied-
liches Altersspektrum aus. In der Region Mainz
wurde bereits im Jahr 2007 die Gutenberg-Ge-
sundheitsstudie gestartet, in welcher unter ande-
rem die Altersverteilung von bestehenden und
neu-auftretenden Augenerkrankungen in einer
reprdsentativen Stichprobe von 15.010 Personen
mit einer Altersspanne von 35 bis 85 Jahren regel-
maBig alle 5 Jahre untersucht wird. Dabei wird
betrachtet wie hoch die Belastung der Bevélke-
rung durch Augenerkrankungen ist und mit wel-
chen Faktoren deren Auftreten zusammenhéangt.
Dies wird durch einen interdisziplindren Ansatz in
Zusammenarbeit von Kardiologie, Labormedizin,
Psychosomatik, Medizinischer Biometrie, Epide-
miologie und Informatik, sowie der Augenklinik
der Unimedizin Mainz ermdglicht.

GUTENBERG GESUNDHEITSSTUDIE
REFRAKTIONSFEHLER

Die Ergebnisse der Gutenberg-Gesundheitsstudie
zeigen unter anderem, dass bei der Mehrheit der
Bevolkerung im Alter von 35 bis 74 Jahren ein
Refraktionsfehler besteht: Myopie lag bei 35,1%
vor (Abbildung 1), Astigmatismus bei 32,3% und
Anisometropie bei 13,5 % [10]. Brillen als Korrek-
turmainahmen waren in der groen Mehrzahl bei
den Betroffenen vorhanden, lediglich 3,5% der
Befragten hatten laut eigener Aussage keine. In
Bezug auf die Starke der Myopie zeigte sich ein

Zusammenhang zwischen hoherer Schulbildung
und hoherem Brechkraftfehler, unabhangig von
Alter, Geschlecht oder genetischer Pradisposition
[3]. Bei Betrachtung mdglicher Zusammenhdnge
zwischen kognitiver Funktion und Kurzsichtigkeit
zeigte sich eine Abhdngigkeit, diese konnte durch
die unterschiedliche Dauer der Bildung (Schulbil-
dung, Hochschulbildung) erkldrt werden [4].

MAKULADEGENERATION

Betrachtungen des Augenhintergrundes auf
Fundusfotografien zeigten in der Gutenberg-Ge-
sundheitsstudie, dass die Prdvalenz von alters-
assoziierter Makuladegeneration (AMD) schon im
Altersbereich von 35 beginnt und bis zum Alter
von 74 Jahren deutlich zunimmt [1]. Obwohl nach
Lehrbuchmeinung die AMD erst nach dem 5o. Le-
bensjahr aufzutreten scheint, fanden wir frithe
AMD-typische Veranderungen in 3,8 % der 35- bis
44-)ahrigen. Fortgeschrittene Verdanderungen wie
geographische Atrophie oder neovaskulare AMD
zeigten sich sehr selten, lediglich bei 0,3% bzw.
0,4% der 65- bis 74-Jahrigen fanden sich solche
Pathologien. Unser als Langsschnitt konzipiertes
Studiendesign wird ermdglichen die Personen
langfristig zu beobachten um mégliche Risikofak-
toren fiir ein Neuauftreten oder eine Progression
der AMD zu identifizieren.

DIABETISCHE RETINOPATHIE

Auch Verdnderungen im Sinne einer diabetischen
Retinopathie nehmen mit dem Alter zu. 7,5 % der
Bevolkerung in und um Mainz im Alter von 35 bis
74 Jahren hatten einen diagnostizierten Diabetes
mellitus, davon wiederum zeigten 21,7% eine
diabetische Retinopathie und 2,3% eine diabeti-
sche Makulopathie. Eine das Sehen bedrohende
Erkrankung wurde bei 5 % dieser Personen festge-
stellt [6]. Bei 2,1% der Studienteilnehmer zeigte
sich ein erstmals im Studienzentrum detektierter
Diabetes. Erstaunlicherweise war bei 13,0%
dieser Personen schon eine diabetische Retino-
pathie sichtbar, meist in ihrer milden Form (Abbil-
dung 2), aber auch proliferative Veranderungen



wurden gefunden [5]. Interessanterweise zeigten
sich Zeichen einer Retinopathie auch bei Perso-
nen, die eine Vorstufe des Diabetes (HbA1c-Wert:
5,7-6,4%) hatten. Diese Stoffwechselverdnderungen
wiesen immerhin 22,4 % der deutschen Bevélkerung
auf und bei 8,1% von diesen stellten wir Anzeichen
einer diabetischen Retinopathie fest, die Mehrzahl
wies Veranderungen einer milden Form auf[2].

KATARAKT

Daten der »Blue Mountain Eye Study« aus
Australien legen zudem nahe, dass Linsentrii-
bungen eine Volkskrankheit sind: bei Untersu-
chungen an Personen ab 5o Jahren hatten 47%
von diesen eine Katarakt, insbesondere im hohen
Alter. Auch Daten aus der Region Mainz stiitzen
diese Annahme: 13 % der deutschen Bevélkerung
im Alter von 65 bis 74 Jahren unterzogen sich be-
reits einer Katarakt-Operation, bei 9% wurden
schon beide Augen operiert, wahrend bei 4%
bisher eine einseitige Operation erfolgte [9].
Wiéhrend die Pravalenz von Pseudophakie im Alter
von 35 bis 44 Jahren niedrig erscheint, ldsst der
Anstieg der Pseudophakie-Prdvalenz in hoherem
Alter eine gute ophthalmologische Versorgung der
dlteren Bevélkerung in Deutschland vermuten. In
Zeiten von Phakoemulsifikation mit Intraokular-
linsenimplantation als Therapie der Wahl in der
Kataraktchirurgie ist Aphakie ein seltener Befund
in Deutschland (0,15 %), und zeigt sich vor allem
nach Bulbustraumata in der Kindheit [9].

LEBENSQUALITAT

Untersuchungen zur Lebensqualitdt gewinnen ein
immer stdarkeres Maf an Bedeutung fiir oder
gegen die Durchfiihrung einer therapeutischen
Intervention. Hierflir berechneten wir Normwerte
der visuellen Lebensqualitdt fiir die deutsche
Bevolkerung und betrachteten Alters- und Ge-
schlechtsabhdngigkeiten sowie den Zusammen-
hang mit selbstberichteten Augenerkrankungen.
Auch therapeutische Interventionen lassen sich
damit bewerten: so zeigten sich nach beidseitiger
Intraokularlinsenimplantation beispielsweise ver-
gleichbare Messwerte hinsichtlich der visuellen
Lebensqualitdt mit denen von Personen ohne
Katarakt-Operation [9]. Demnach wiesen nur ein-
seitig operierte Personen eine schlechtere visu-
elle Lebensqualitat auf.

KINDER- UND
JUGENDGESUNDHEITSSURVEY

Nicht nur bei Erwachsenen, sondern auch bei
Kindern zeigt sich ein Einfluss von Augenerkran-
kungen auf die Lebensqualitat. Hierfiir analysier-
ten wir in Zusammenarbeit mit der Abteilung
Pddiatrische Epidemiologie am Institut fiir Medi-

zinische Biometrie, Epidemiologie und In-
formatik aus Mainz entsprechende Daten
des Robert-Koch-Instituts (RKI). Das RKI
flihrt regelmaBige Gesundheitssurveys
und bevolkerungsreprdsentative Studien
als Bestandteil des bundesweiten konti-
nuierlichen Gesundheitsmonitorings im
Auftrag des Bundesministeriums fiir Ge-
sundheit durch. Hierfiir wurden in den
Jahren 2003 bis 2006 erstmals umfassen-
de und reprdsentative Daten zum Ge-
sundheitszustand von Kindern und Ju-
gendlichen im Alter von o bis 17 Jahren
(KiGGS-Studie) erhoben, einschlieBlich
Erhebungen zur Gesundheit der Augen.
An dieser Studie nahmen insgesamt 17.640 Kinder
und Jugendliche aus 167 fiir Deutschland reprdsen-
tativen Stadten und Gemeinden teil.

In der KiGGS-Studie zeigte sich, dass Schielen
eine haufige und mit dem Alter zunehmende
chronische Augenerkrankung mit einer Bevdlke-
rungsprdvalenz von 4,1% ist. Schielen tritt gehduft
bei Friihgeburtlichkeit auf und ist mit Behinde-
rung assoziiert, sowie mit mitterlichem Rauchen
in der Schwangerschaft und Gesundheitsproble-
men in den ersten vier Lebenswochen [7]. Bei
schielenden Kindern zeigt sich zudem, dass eine
geringere gesundheitsbezogene Lebensqualitat
in der Interaktion mit Freunden besteht, wohin-
gegen andere, die Lebensqualitdt charakterisie-
rende Merkmale (wie z.B. schulische oder
familidre Komponenten) von Schielen nicht be-
einflusst werden.

Durch die Daten der KiGGS-Studie konnten wir
erstmals reprdsentativ fiir Deutschland die Prd-

Abbildung 1

Abbildung 2
Nichtmydriatische
Fundusaufnahme eines
Teilnehmers der Gutenberg-
Gesundheitsstudie mit
bisher unbekanntem
Diabetes mellitus und einer
milden nichtproliferativen
Retinopathie. Mit weifSen
Pfeilen sind zwei retinale
Blutungen markiert.

Prdvalenz von Kurzsichtigkeit in Deutschland. Die Abbildung wurde erstellt aus Daten
zur brillenversorgten selbstberichteten Kurzsichtigkeit aus dem Kinder- und Jugend-
gesundheitssurvey (KiGGS) und der Gutenberg Gesundheitsstudie (GHS: Myopie iiber
-0,5 Dioptrien in der objektiven Refraktion [10]). Zukiinftige Untersuchungen der
Gutenberg Gesundheitsstudie werden auch den Altersbereich 20 bis 35 Jahre beinhalten
um die Zunahme der Myopie mit dem Alter und Bildungsverhalten ndher zu betrachten.
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valenz von Kurzsichtigkeit bei 3—17 jahrigen Kin-
dern und Jugendlichen schdtzen (Abbildung 1).
Die Punktschatzer lagen bei 11,0 % bei Jungen und
bei 15,6 % bei Mddchen [8]. Mit zunehmendem
Alter nahm die Prédvalenz fiir brillenkorrigierte
Kurzsichtigkeit bei Jungen von 2,4 % (3 bis 6 Jahre)
auf 20,5% (14 bis 17 Jahre) zu, bei M&ddchen
entsprechend von 2,1% auf 29,7 %. Ahnlich wie
oben in der Gutenberg-Gesundheitsstudie bei
Personen im Erwachsenenalter beschrieben, fan-
den wir einen Zusammenhang mit Bildung: der
Besuch des Gymnasiums war mit einer Zunahme
von Myopie verbunden.

Die altersabhdngige Zunahme der Myopie ldsst
hohere Kosten fiir die Brillenversorgung in
Deutschland erwarten. Dieser Effekt konnte sich
noch erhéhen, wenn sich auch in Deutschland ein
steigender zeitlicher Trend der Myopieprdvalenz
zeigt. Auch die Prdvalenz der hohen Myopie
scheint weltweit zuzunehmen, hier werden Ana-
lysen der Gutenberg Gesundheitsstudie zeigen,
ob dies auch fiir Deutschland zutrifft und wie man
dem entgegenwirken kann um Myopie-bedingte
Sehbehinderung und Blindheit zu mindern.

VERSORGUNGSFORSCHUNG

Die kontinuierlichen Untersuchungen, z.B. in der
Gutenberg Gesundheitsstudie, werden aufzeigen,
inwieweit die Versorgung in der Augenheilkunde,
insbesondere bei den Volkskrankheiten Katarakt,
altersassoziierter Makuladegeneration, Glaukom
und Brechkraftfehler, durch den demographischen
Wandel beeinflusst wird. Hieraus werden sich
neue Versorgungsmodelle ableiten lassen. Wir
werden einerseits auf Daten aus unterschied-
lichen Bevolkerungsstudien zuriickgreifen, an-
dererseits aber auch augendrztliche Abrech-
nungsdaten nutzen, um eine bedarfsgerechte
Versorgung der Bevélkerung mit augendrztlichen
Gesundheitsleistungen zu gewahrleisten.
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Das 4F-Peptid als potentieller Wirkstoff bei AMD
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Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist
in den Industrienationen, unter der dlteren Bevol-
kerung, der hdufigste Grund fiir eine Erblindung
im Sinne des Gesetzes.

Erhohtes Alter und ein Zusammenspiel aus gene-
tischen und Umweltfaktoren sind als Risiko-
faktoren fiir die Entwicklung der AMD anzusehen.
Daraus resultieren bereits im Frithstadium der Er-
krankung Ablagerungen im zentralen Netzhautbe-
reich [1]. Klinisch zeigen sich diese Veranderungen
als Drusen im Makulabereich und sind assoziiert
miteinerchronischen, subklinischen Entziindungs-
reaktion in tieferen Netzhautschichten, welche zur
Ablagerung von Cholesterinestern und Choleste-
rin, oxidierten Phospholipiden, Kohlenhydraten
und diversen Proteinen im Bereich der Bruch-
Membran fiihren [2, 3] (Abbildung 1).

Diese Verdnderungen, die den Ablagerungen der
Gefafintima bei Arteriosklerose dhneln [4], sind
wahrscheinlich verantwortlich fiir die sich spater
entwickelnden atrophischen und neovaskuldren
Formen der Erkrankung. Eine attraktive Therapie-
form sollte deshalb im friihen Stadium AMD und
bei den Ablagerungen eingreifen, um die hierauf
basierenden spdter eintretenden Komplikationen
zu vermeiden.

Aktuelle Studien aus der Arterioskleroseforschung
befassen sich mit der Auflosung solcher Ablage-
rungen. Vielversprechend zeigten sich Untersu-
chungen mit dem synthetisch hergestellten Peptid
4F [5-7]. Dieses amphiphile Peptid ist der a-
Untereinheit des Apolipoprotein-Al nachempfun-
den, welche als eine funktionelle Gruppe des
»high density lipoprotein« (HDL) den Abtransport
von Cholesterin, Phospholipiden und Fettsduren
aus der Peripherie in die Leber bewirkt [8]. Es imi-
tiert diverse biologische Eigenschaften des HDL
und ist in verschiedenen tier- experimentellen Mo-
dellen untersucht worden. Es hat eine hohe Affini-
tdt zu oxidierten Lipiden und Phospholipiden und
flihrt zur Reduktion des oxidativen Stresses durch
Abbau von oxidierten LDL Partikeln [9]. AuRerdem
kann es proinflammatorische HDL Partikel zu anti-
inflammatorischen prd-p-HDL umwandeln, den
Cholesterin-Efflux erhéhen und die Makrophagen
Chemotaxis inhibieren.

Das 4F Peptid wurde bereits in Phase Il Studien
am Menschen getestet und weder eine Toxizitat
noch andere unerwiinschte Nebenwirkungen ge-
zeigt[10—-13].

Vor dem Hintergrund, dass es sich bei der AMD um
eine chronische Entziindungsreaktion handelt bei
dem oxidativer Stress und Lipidakkumulation eine
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RPE-Bruch-Membran-Choroidea-Komplex; Ch: Choroidea; CC: Choriokapillaris; weife Pfeile: Bruch-Membran; schwarze Pfeile: inter-
kapilldres Stiitzgewebe; RPE: retinales Pigmentepithel; PR: Photorezeptoren; d: Druse; *choriokapilldres Lumen
A) Histologie eines 73-jihrigen Patienten mit beginnender Drusenformierung (d); B) In der Bruch-Membran eines 82-jdhrigen Patienten
ldsst sich eine massive Ansammlung von neutralen Lipiden nachweisen, die hier mittels Oil red O (rot) visualisiert wurde.

Aus »Rudolf M. et al. Esterified cholesterol is highly localized to Bruch’s membrane, as revealed by lipid histochemistry in wholemounts of human choroid« J Histochem
Cytochem 2009; 57 (8): 731-739.



wichtige Rolle spielen[14], ist das Peptid 4F hoch-
interessant als zukiinftige Behandlungsoption be-
reits in friihen Krankheitsstadien.

Wir haben die Verteilung und den Einfluss von 4F
auf Cholesterinablagerungen der Bruch-Membran
nach intravitrealer Injektion in einem Mausmodell
untersucht. Um die Lipidakkumulation fluores-
zenzmikroskopisch nachweisen und nachverfol-
gen zu kénnen entwickelten wir einen speziellen
Cholesterinesterfarbstoff (PFO/D4-GFP), der auf
ein Bakterientoxin Perfringolysin O (PFO) basiert
[15]. Mit dieser Technik lassen sich feinste Lipidab-
lagerungen in der 500 nm dicken Bruch-Membran
von Mdusen nachweisen.

Die Wirksamkeit des 4F Peptids wurde nach intra-
vitrealer Injektion in ApoE™!" Mdusen untersucht.
Diese zeichnen sich durch eine massive Akkumu-
lation von Lipiden im Bereich der Bruchmembran
aus.

Nach Injektion und 30-tdgiger Wirkzeit erfolgte
Flachenprdparation und Darstellung von Choleste-
rinestern (Abbildung 2).

Es zeigte sich eine deutliche Reduktion von Chole-
sterinestern in der Bruch-Membran bei ApoEm!
Mé&usen durch die einmalige Gabe des Apo-Al-
Mimetikums 4F zwischen dem behandelten und
unbehandelten Auge (Abbildung 3).

Abbildung 2

Ausmessung der
Fluoreszenzintensitdt der
Bruch-Membran am
Flidchenprdparat
Oben: Schematische
Darstellung eines Fldchen-
prdparates
Rechts: Fluoreszenzmikro-
skopisches Bild eines
Fldchenprdparates eines
unbehandelten Auges
Links: Fluoreszenzmikro-
skopisches Bild eines
Fldchenprdparates eines
behandelten Auges
> Choriokapilldres Stiitzge-
webe; * Lipidablagerungen
in der BrM; Markierung:
ROI (Freihandauswahl)

Abbildung 3

Mittelwert der relativen
Reduktion der Fluoreszenz-
intensitdt in % innerhalb
jeder Gruppe aus behandel-
tem und unbehandeltem
Auge, (pro Gruppe n=8).
Gruppe 1 = NaCl-Ldsung;
Gruppe 2 = 0,6 g D-4F;
Gruppe 3 = 1,2 ig D-4F;
Gruppe 4 = 2,4 jig D-4F
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Abbildung 4

I Histologische Schnitte
der Netzhaut von ApoE™!
Mdusen nach intravitrealer
Gabe von FITC-Markiertem-4F
bei Tag 1 und 14 nach
Injektion. Gegendiiber-
gestellt Kontrollgruppe.
Pfeil: Bruch-Membran;
ILM: internal limiting
membrane; INL: inner
nuclear layer; ONL: outer
nuclear layer; PR: Photo-
rezeptor; RPE: Retinal-
Pigmentepithelium;

Ch: Choroidea

Abbildung 5:

[ Vergleich des Medika-
mentennachweises liber
14 Tage innerhalb der
Netzhaut und Choroidea

Kontrolle Tag 1

Tag 14

Die pharmakodynamischen Untersuchungen erga-
ben, dass bereits nach einem Tag der Wirkstoff die
gesamte Retina durchwandert hat und in der Cho-
roidea nachzuweisen ist (Abbildung 4). W&hrend
die Fluoreszenzintensitdt in den dufleren Retina-
schichten tiber die Zeit abnimmt, bleibt sie im Be-
reich der Choroidea relativ stabil (Abbildung 5).

Die vorliegenden Studien zeigen, dass im Maus-
modell Lipidablagerungen in der Bruch-Membran
durch das Apo-Al-Mimetikum 4F nach intravitrea-
ler Gabe aufgeldst werden kénnen. Zudem haben

wir das 4F Peptid bereits vielversprechend nach
oraler Gabe im Mausmodell und intravitrealer
Gabe im Primatenmodell getestet.

Durch die Reduktion der subretinalen Lipide wird
die Grundlage der komplexen und multifaktoriel-
len Pathogenese der AMD entscheidend beein-
flusst.
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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.

BOGDAN SPIRU!

Einer der wichtigen wissenschaftlichen Schwer-
punkte der Marburger Universitats-Augenklinik
seit 2005 bestand in der Entwicklung der intra-
stromalen cornealen refraktiven Hornhautchirur-
gie. In diesem kurzen Assay gehe ich auf die
wichtigsten jlingsten Arbeiten unserer Arbeits-
gruppe ein, die entweder bereits publiziert oder
sich im Prozess der Publikation bzw. Einreichung
befinden.

HISTORISCHES & EINFUHRUNG

Zusammen mit Marcus Blum (Erfurt) und Fa. Carl
Zeiss Meditec habe ich die intrastromale refraktive
Femtosekundenlaser-Chirurgie (also ohne Exci-
merlaser) bis zur klinischen Reife gebracht. Der
erste Schritt war die Etablierung der Femtosekun-
den-Lentikel-Extraktion (FLEx), eines Verfahrens,
bei dem sowohl der Flap als auch die zu entfer-
nende Gewebelinse (»Lentikel«) alleinig mittels
Femtosekundenlaser erzeugt wird [1]. Durch die
weitere Entwicklung konnten wir zum ersten Mal
auf das Schneiden eines Flaps verzichten und
diesen durch zwei, zundchst noch je 5 mm grof3e
Schnitte ersetzen: Das war die Geburtsstunde der
flaplosen intrastromalen Laserchirurgie, was das
Verfahren radikal von der damals weit verbreiteten
LASIK-Operation unterschied, die ohne Flap nicht
funktionieren kann [2]. Diese neue OP, bei der der
Zugang immer kleiner wurde und heute in erfah-
renen Handen zwischen 2 und 3mm liegt, hat dann

von dem Laserhersteller einen werbewirksamen
Namen bekommen: »SMILE«. Dabei steht das
Akronym fiir »Small Incision Lenticule Extraction,
also im Gegensatz zu FLEx, fiir eine Lentikel-
extraktion durch einen kleinen Schnitt (Abb. 1).
Nun ist das Verfahren fiir die Behandlung der Myo-
pie und myopen Astigmatismus langst etabliert.
Mit der FDA-Zulassung Ende 2016 hat diese OP
die letzte Hiirde genommen und ist tatsachlich
weltweit vorhanden. Die Zahlen sprechen fiir sich:
nach Herstellerangaben liegt die Zahl der regis-
trierten Operationen zum Zeitpunkt der Erschei-
nung dieses Hefts bei rund einer Million operier-
ten Augen. Nach dem Erscheinen eines Lehrbuchs
auf Chinesisch liegt seit iber einem Jahr auch ein
internationales englischsprachiges Lehrbuch vor

(3]

Gegeniiber der nach wie vor verbreiteten Lasik
bzw. Femtolasik scheint die SMILE-Methode 2
wichtige Vorteile zu haben:

1) Durch den geringeren Schnitt wird weniger
corneales Nervengewebe geschadigt, sodass
die postoperative neutrophe Keratopathie, die
zur transienten Sicca-Symptomatik fiihrt, we-
niger ausgepragt ist und

2) Durch die Erhaltung der anterioren Hornhaut-
lamellen soll die biomechanische Stabilitat
der Hornhaut weniger beeintrachtigt sein als
bei lamelldren, flaphaltigen Verfahren (Lasik,
Femtolasik, FLEX). Insbesondere die letztere
These ist nicht ganz unumstritten gewesen, so
lag ihr lediglich eine theoretisch-mathemati-
sche Berechnung zugrunde [4].

Wenngleich wir in einer 5-Jahres-Studie zeigen
konnten, dass die Langzeitergebnisse von SMILE
denen der Lasik-Operation in nichts nachstehen
[5] wird als ein gegenwartiger Schwachpunkt der
neuen Technologie die Tatsache wahrgenommen,
dass SMILE lediglich fiir Kurzsichtigkeitsbehand-
lung verwendet wird und die ersten Behandlun-
gen der Weitsichtigkeit enttduschende Ergebnisse
brachten [6].



AKTUELLE ARBEITEN ZU DEN OBEN
GENANNTEN THEMEN

BIOMECHANIK DER HORNHAUT
NACH SMILE

In enger Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
Kling und Hafezi (Ziirich/Schweiz) fiihrten wir fol-
gende experimentelle Arbeiten durch:

In der ersten Arbeit »Biomechanische Unterschie-
de zwischen FLEx und SMILE an Schweinehorn-
hduten gemessen mit der 2-D-Extensiometrie«
publiziert in Investigative Ophthalmology and
Visual Sciences (I0VS) haben wir 3 Gruppen mit
je 15 Augen gebildet. Zwei Gruppen erhielten eine
FLEx bzw. eine SMILE-Korrektur mit -14 dpt, wah-
rend die dritte Gruppe als Kontrollgruppe diente.
Die Abb. 2 zeigt den Stresswiderstand. Dieser war
bei unbehandelten Hornhduten 402+30 kPa, nach
SMILE erwartungsgemaf geringer mit 392+19 kPa.
Wird im Rahmen einer Korrektur jedoch ein Flap
geschnitten, in unserem Fall bei der FLEx-OP,
schwdcht dieser die Hornhaut zusétzlich und
deren Resistenz liegt bei 370+36 kPa. Somit wur-
de zum ersten Mal auch ein experimenteller
Nachweis geliefert, dass SMILE — verglichen mit
flapbasierten Verfahren — zu einer geringeren
Destabilisierung der Hornhaut beitragt [7].

In einer zweiten Studie widmeten wir uns der
Frage welche Nachbehandlungsmethode nach
einer SMILE-OP die Stabilitdat am wenigsten be-
eintrachtigt und in wie weit eine Vernetzung im
Rahmen einer refraktiven Laseroperation zu der
Festigkeit beitragt. Hierfiir behandelten wir 96
Schweinehornhdute und bildeten 6 Gruppen. 34
Augen dienten als Kontrolle, wahrend 28 Augen
eine »Lasik-Konversion« und 19 Augen eine PRK
auf das Cap bekommen haben. Bei 15 weiteren
Augen wurde eine Re-SMILE simuliert. Aufierdem
haben wir nach der Testung sowohl die Kontroll-

Abbildung 2

Stresswiderstand getesteter Schweinehorn-
hdute. Dabei zeigen unbehandelte Hornhdute
die hdchste Festigkeit gefolgt von mit SMILE
behandelten Hornhduten. Das Schlusslicht bilden
Hornhdute, die mit einem flapbasierten Verfahren
FLEX korrigiert wurden.

gruppe als auch die Flap-Gruppe iiber 10 Minuten
mit 9 mW vernetzt. Die Ergebnisse entsprachen
voll und ganz unseren Erwartungen. Sowohl fiir
den Stresswiderstand als auch fiir das Elastizi-
tatsmodul schnitten die vernetzten Hornhdute am
besten ab, gefolgt von den unbehandelten Kon-
troll-Corneae. Eine RE-SMILE hatte einen geringe-
ren Einfluss auf die Festigkeit als die PRK nach
SMILE. Die Erzeugung eines Flaps hingegen hat
zu einer weiteren Destabilisierung beigetragen
[8]. Gegenwadrtig wiederholen wir diese Versuche
an humanen Hornhduten.

Auch in der Frage der Weitsichtigkeitsbehand-
lung mittels Femtosekundenlaser sind wir ein ge-
waltiges Stiick vorangekommen. In einer engen
Kooperation mit Marcus Blum (Erfurt) wurden zwei
Studien durchgefiihrt. Zundchst haben wir zusam-
men mit den Physikern der Fa. Carl Zeiss Meditec
AG die Laserprofile gedndert um das Problem der

Abbildung 4

Vorhersagbarkeit der FLEx-Hyperopie-Operation
nach 9 Monaten mit 89 % der Augen innerhalb
1 dpt um die Zielrefraktion.

Abbildung 3

Stabilitdt der erzielten
Refraktionsdnderung bei
Femtosekundenlaser-
Hyperopiebehandlung
(FLEX).
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KONTAKT

Regression in den Griff zu bekommen. Hierfiir
wurde eine grof3e, an die Stdrke der Korrektur an-
gepasste dynamische Ubergangszone entwickelt.
Wie bereits bei der Etablierung der Myopie-Be-
handlung haben wir im ersten Schritt die Profile
als FLEx-Behandlung getestet. Diese Einstellun-
gen wurden in einer Pilotstudie an 9 Augen mit
sphdrischer Hyperopie erfolgreich getestet [9].
Unter Beriicksichtigung der aus der Pilotstudie
gewonnenen Erkenntnisse behandelten wir 39 Au-
gen mit Weitsichtigkeit und Astigmatismus. Das
Ergebnis ldsst sich wahrhaftig sehen. Die Abbil-
dung 3 zeigt eine Stabilitdt liber 9 Monate, die
dem Excimerlaser in nichts nachsteht. Auch die
Vorhersagbarkeit (Abb. 4) kommt den modernen
Excimergerdten sehr nahe. Diese Resultate zu-
sammen mit den Erkenntnissen aus den ersten
hyperopen SMILE-Behandlungen in Nepal [10]
filhrten zu einer im Sommer 2017 begonnenen
Multicenter-Zulassungsstudie fiir hyperope SMILE.
Wir sind zuversichtlich innerhalb weniger Jahre
auch die Behandlung der Hyperopie zu etablieren.
Fiir sehr hohe Hyperopie und Astigmatismuswerte
bietet sich auch eine Lentikeltransplantation an
[11].

Univ.-Prof. Dr. med. Walter Sekundo
Universitatsklinikum GieBen

und Marburg GmbH

und

Philipps-Universitat Marburg
Baldinger Strafie

35043 Marburg

Telefon: 06421 586-6275
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zufriedene Patienten und zufriedene Arzte

Eine Linse aus der Schweiz setzt neue MaBstéibe im Premium I0L Markt. Die Intraokularlinse (I0L)
InFo Instant Focus® wurde im Dezember 2015 CE-zertifiziert und verleiht Patienten aufgrund ihres einzig-

artigen Designs sofort ein perfektes Sehvermégen.

Die patentgeschiitzte EDOF-Technologie (Extended
Depth Of Focus), ersetzt die natiirliche Akkommo-
dation der Augenlinse. Im Zentrum der Linse sitzt ein
asphérischer Teil, durch den ein pseudo nicht dif-
fraktiver Lichtstrahl (PNDB) {ibertragen wird. Dieses
sogenannte Axikon Prinzip erhoht die Tiefenschérfe
und ermdglicht eine hohe Auflosung und Licht-
intensitdt. Das Gehirn wird nicht durch mehrere
Brennpunkte irritiert und passt sich somit schneller
und ohne visuelle Beeintrdchtigung an das neue
Sehvermdgen an.

Im vergangenen Jahr erhielt der Hersteller positive
Riickmeldungen aus der Schweiz, Italien, Frankreich,
Belgien, Hong Kong und Siidafrika. Auch in
Deutschland wurde die Linse vielfach implantiert.
Arzte und Patienten zeigen sich duBerst zufrieden mit
den Resultaten. Selbst unter schwierigen Bedin-
gungen weist die Linse hervorragende Abbildungs-

erscheinungen auf und ist in der Lage, die optische
Qualitat ohne Einschrankungen des Auflésungsver-
mogens sofort zu verbessern. Halo-Phdnomene sind
mit der InFo I0OL sehr selten und eine sofortige
Brillenunabhéngigkeit (Ferne, Intermediar und Nahe)
ist garantiert. InFo Instant Focus® ist momentan die
einzige Premium Linse, die eine gute Sehkraft auf alle
Entfernungen, ohne optischen Nebenwirkungen,
ermoglicht und den Patienten die Sehkraft eines
gesunden 20-Jahrigen zuriickgibt.

Fiir operierende Arzte ist die InFo Instant Focus® im
Vergleich zu anderen Premium IOLs deutlich einfa-
cher zu handhaben. Die hydrophile IOL entfaltet sich
langsam und zeichnet sich inshesondere durch eine
gute Zentrierung aus. Die IOL ist in zwei GroRRen
(10,8 mm und 12,4 mm), in einem Bereich von 5 Dpt.
bis 30 Dpt. erhéltlich und kann bei einer Schnittbreite
ab 2,2 mm implantiert werden.
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Molekulare Grundlagen des Keratokonus -
Veranderungen des Harnstoff-Zyklus
als Ursache verminderter Kollagenstabilitat
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Keratokonus ist eine progressive Erkrankung der
Hornhaut mit Hornhautverdiinnung und -vorwél-
bung. Im Laufe der Zeit nimmt die Hornhaut eine
konische Form an. Etwa 1/2000 aus der Bevdl-
kerung ist von der Erkrankung betroffen, die in
der Regel im Teenageralter auftritt [1].

Als therapeutische Mafinahme werden zundchst
formstabile Kontaktlinsen zur Visus Korrektur
verwendet [2]. Bei einem Teil der Patienten wird
das Riboflavin-UVA Crosslinking (CXL) angewen-
det, um die Kollagenfasern im Stroma zu stabili-
sieren, oder intrakorneale Ringsegmente (ICRS)
verwendet, um eine stadiengerechte Therapie zu
gewdhrleisten [3]. In fortgeschrittenem Stadium
der Krankheit wird die perforierende Keratoplastik
zur Sehscharfenverbesserung durchgefiihrt [4].

Fur die Behandlung des Keratokonus wére es von
entscheidender Bedeutung, mehr tiber die Krank-
heitsentstehung zu wissen, um moglicherweise
die Entstehung des Keratokonus zu vermeiden
und geeignete Therapiemoglichkeiten noch im
Friihstadium der Krankheit zu verwenden.

Die Ursachen des Keratokonus sind bis heute
weitgehend ungekldrt. Genetische Ursachen,
metabolische Verdanderungen oder mechanische
Ursachen, wie z. B. Augenreiben werden diskutiert
[5, 6]. Der Keratokonus wird mit zahlreichen ande-
ren Erkrankungen in Verbindung gebracht, so

haben Patienten mit Down Syndrom eine
10-300-mal hohere Prdvalenz einen Keratokonus
zu entwickeln, als Gesunde [1]. In Genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS) wurden Patienten
mit Keratokonus untersucht, die nicht verwandt
sind, und in deren Familien nur sporadisch die
Erkrankung auftritt. Die Ergebnisse weisen auf
eine komplexe Erkrankung mit einer niedrigen
Genotyp-Phanotyp Korrelation hin [7]. Wahrend
man frither davon ausgegangen ist, dass der Kera-
tokonus eine nicht-entziindliche Erkrankung ist,
gibt es mittlerweile Hinweise auf eine entziind-
liche Komponente. So wurden erhéhte IL-4, -5 und
-6 Konzentrationen in Tranenfilm von KC-Patienten
nachgewiesen, sowie eine erhohte Konzentration
an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die eben-
falls mit einer Entziindungsreaktion in Verbindung
gebracht werden [8, 9].

So wird also eine Vielzahl an Faktoren mit der
Abnahme der Hornhautdicke und der nachlas-
senden Kollagenstabilitat in Verbindung gebracht.
Durch das Riboflavin-UVA Crosslinking (CXL) wer-
den zwischen Kollagenfasern kovalente Bindun-
gen hervorgerufen, die so zu einer erhdhten
Festigkeit der Hornhaut fiihren [10]. Ein entschei-
dender Faktor fiir die Stabilitdt der Kollagenfasern
ist die Aminosdure Hydroxyprolin [11]. Es wird
durch Hydroxylierung als posttranslationale Mo-
difikation von Prolin-Molekiilen gebildet (Abbil-
dung 1). Das Ausgangssubstrat zur Synthese von
Prolin und Hydroxyprolin ist L-Arginin. L-Arginin
wird mithilfe des Enzyms Arginase zu Harnstoff
und Ornithin umgewandelt. Ornithin wird weiter
zu Proline konvertiert, welches dann mit Hilfe der
Prolyl-4-Hydroxylase (P4H) zu Hydroxyprolin trans-
formiert wird.

Abbildung 1

Arginin Metabolismus in Keratozyten. Argina-
se-2, ein zytoplasmatisches Enzym katalysiert die
Umwandlung von L-Arginin zu Harnstoff und
L-Ornithin. In weiteren enzymatischen Schritten
wird Prolin mithilfe der Prolyl-4-Hydroxylase
(P4H) zu Hydroxyprolin hydroxyliert. Stickstoff-
monoxid (NO) ist das Produkt der enzymatischen
Umwandlung von iNOS von L-Arginin.



Als kompetitives Enzym agiert die Stickstoff-
monoxidsynthase (NOS = nitric oxide synthase),
welche ebenfalls L-Arginine als Substrat nutzt und
Stickstoffmonoxid (NO) synthetisiert. Ein funktio-
nierendes Gleichgewicht zwischen den L-Arginin
verbrauchenden Enzymen ist entscheidend fiir
die Kollagensynthese (Abbildung 1) [12].

Um diesen Mechanismus bei Patienten mit Kera-
tokonus zu analysieren, haben wir folgende Expe-
rimente durchgefiihrt.

In einer initialen Studie haben wir das Kammer-
wasser von 100 Patienten mit diagnostiziertem
Keratokonus (KC) und 100 Patienten mit Katarakt
als Kontrollgruppe untersucht. Hier konnten wir
nachweisen, dass die Harnstoffkonzentration in
der KC-Gruppe unabhdngig von Alter und Ge-
schlecht signifikant erniedrigt ist [13].

Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit der
Studie von McKay, die ebenfalls erniedrigte Harn-
stoffkonzentrationen im Speichel von Patienten
mit KC nachweisen konnte [14]. Die Gruppe um
Jager et al. zeigte, dass erniedrigte Harnstoffkon-
zentrationen in Trdnenfliissigkeit beim trockenen
Auge zu finden sind [15]. Bei etwa 20% der
Patienten mit Keratokonus kann auch ein trocke-
nes Auge nachgewiesen werden [16].

In einer weiteren Studie untersuchten wir die
Harnstoffkonzentrationen in Zelllysaten von KC-
Keratozyten, und fanden auch dort erniedrigte
Werte im Vergleich zu normalen Zellen (Abbil-
dung 2). Die Tatsache, dass erniedrigte Harn-
stoffkonzentrationen bei KC-Keratozyten in der
Zellkultur nach einigen Passagen immer noch
nachgewiesen werden kdnnen, obwohl das Milieu
optimal auf die Bediirfnisse der Zellen ausgerich-
tet ist, spricht fiir eine genetische Komponente
der Krankheitsentstehung.

Neben den verdnderten Harnstoffwerten konnten
wir in weiteren Experimenten eine erniedrigte
Arginase-Aktivitdat und erniedrigte Hydroxyprolin

Abbildung 2
Harnstoffkonzentration in Zelllysaten von
KC-Keratozyten und normalen Kontrollproben [16].

Konzentrationen von KC-Keratozyten im Vergleich
zu normalen Keratozyten nachweisen (Abbildun-
gen 3 und 4) [17].

Abbildung 3
Arginase-Aktivitdt in Zelllysaten von KC-Kerato-
zyten und normalen Kontrollproben [16].

Abbildung 4

Hydroxyprolinkonzentration im Zellkulturiiber-
stand von KC-Keratozyten und normalen Kontroll-
proben [16].

Aufgrund dieser Ergebnisse haben wir den Arginin
Metabolismus der KC-Keratozyten naher unter-
sucht. Die Hypothese war, dass durch einen gerin-
geren Umsatz des Arginins durch Arginase weni-
ger Harnstoff, damit moglicherweise weniger
Ornithin, und weiter folgend weniger Prolin und
Hydroxyprolin synthetisiert werden.

Die Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase,
NOS), als kompetitives Enzym zur Arginase sollte
dann mehr Arginin zu Stickstoffmonoxid umwan-
deln. Dies haben wir in unseren Experimenten
ebenfalls nachgewiesen. Arginase liegt in 2 Iso-
formen vor. Arginase 1 kommt hauptsachlich in
Leberzellen vor, wdhrend Arginase 2 in vielen
anderen Geweben zu finden ist. In Keratozyten
konnten wir Arginase 2, jedoch nicht Arginase 1
nachweisen.
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Von der NO-Synthase liegen 3 Isoformen vor: die
endotheliale NO-Synthase (eNOS), die neuronale
NO-Synthse (nNOS) und die induzierbare NO-
Synthase (iNOS). Wé&hrend eNOS und nNOS
konstitutiv exprimiert werden, wird iNOS durch
inflammatorische Proteine und Lipopolysacchari-
de induziert [18, 19]. In KC-Keratozyten konnten
wir ausschliefilich iNOS nachweisen.

Abbildung 5

gPCR Experiment von KC-Keratozyten und
normalen Kontrollproben. KC-Keratozyten zeigen
im Vergleich zu Kontrollzellen eine 6-fach héhere
Expression der iNOS-mRNA, wahrend die Expres-
sion der Arginase-mRNA unverdndert ist [19].

Die mRNA-Expression von Arginase 2 bei KC-Kera-
tozyten zeigte keine messbaren Unterschiede in
der gPCR, im Vergleich zu den Kontrollzellen (Ab-
bildung 5). Die iINOS mRNA der KC-Keratozyten
zeigte dahingegen eine 6-fach erhdhte Expres-
sionsrate gegeniiber der Kontrollgruppe (Abbil-
dung 5) [20]. Auch die Konzentration an Nitrite
(ein stabiles Abbauprodukt des Stickstoffmono-
xids) war in den KC-Keratozyten signifikant erhoht
(Abbildung 6) [20].

Abbildung 6
Nitrit-Messung nach Griess aus dem Zellkultur-
liberstand von KC-Keratozyten und Kontrollpro-

ben[19].

Dagegen ist Prolin-4-Hydroxylase (P4H), welche
Prolinreste im Kollagenmolekiil hydroxyliert, in
den KC-Keratozyten signifikant erniedrigt, im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen (Abbildung 7) [20].

Abbildung 7
Durchflusszytometrische Messung der
Prolyl-4-Hydroxylase (P4H) [19].

Das kdnnte mehrere Griinde haben. Zum einen
liegen von der P4H mehrere Isoformen vor (Kolla-
gen-P4H, HIF-P4H und Transmembran-P4H). Die
Kollagen-P4H hydroxyliert die Prolinreste im Kol-
lagenmolekiil und ist damit mafigeblich an der
Stabilitat der Kollagenfibrillen beteiligt [11].

Der Hypoxie Induced Factor 1. (HIF-1c) dient als
Substrat fiir die HIF-P4H und die Transmembrane-
P4H (TM-P4H). Unter normalen Sauerstofflevels
wird HIF-100 degradiert. HIF-1a wird durch eine
Entziindungsreaktion (IL-6 und IFN-y) exprimiert.
Liegt eine Hypoxie vor, hydroxyliert die HIF-P4H
das HIF-1a Protein, welches sich mit dem HIF-1f3
bindet und aktiv als Transkriptionsfaktor die
Transkription von z.B. iNOS startet [21].

Eine erhohte Transkriptionsrate von iNOS ldsst
daher auch auf eine verdnderte Sauerstoffregu-
lation im kornealen Stroma schlieBen. Weitere
Experimente sind erforderlich, um mehr tber die
Sauerstoffregulation der KC-Keratozyten zu lernen
und damit mehr {ber die Entstehung der Erkran-
kung. Diese Ergebnisse konnen ebenfalls in Rich-
tung Beteiligung des oxidativen Stresses oder gar
auf eine entziindliche Co-Genese des KC verwei-
sen.

Die Entstehung des Keratokonus ist komplex.
Zusammengefasst zeigen unsere molekularbio-
logischen und biochemischen Experimente
Veranderungen im Arginin Metabolismus bei
KC-Keratozyten. Um eine geeignete Therapie zu
entwickeln miissen die genetischen und metabo-
lischen Prozesse besser erforscht werden. Das
Verstdndnis um die Pathogenese hat eine hohe
klinische Relevanz.
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Visual Analytics in der Augenheilkunde
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Abbildung 1

Optische Kohdrenztomo-
graphie des hinteren
Augenabschnittes mit
Substrukturierung der
Netzhaut (A) und Volumen-
darstellung fusioniert mit
Fundusabbildung (B).

Die rasante Entwicklung von bildgebenden Metho-
den in der Medizin bietet einzigartige Moglich-
keiten in der Diagnostik, erhoht aber auch gleich-
zeitig die Komplexitdt des zu analysierenden
Daten- und Bildmaterials. Es wird zunehmend zu
einer Herausforderung fiir Hard- und Software-
entwickler dieses Material derart aufzubereiten
und zu visualisieren, dass die behandelnden Arzte
schnell und zielorientiert diagnostizieren kénnen.

Ein Beispiel hierfiir ist die optische Kohdrenzto-
mographie (OCT). Die OCT als laserbasiertes bild-
gebendes in vivo Verfahren eroffnet der klinischen
Augenheilkunde véllig neue Moglichkeiten bei der
Diagnose von Netzhaut- und Sehnervenerkran-
kungen. Die dynamische Entwicklung dieser Me-
thode hinsichtlich der Bildqualitat, insbesondere
bezogen auf die axiale und laterale Auflosung
(Abb. 1), erhoht zwangsléufig die zu analysierende
Datenmenge, bietet aber gleichzeitig die einma-
lige Moglichkeit einer Unterscheidung von Sub-
strukturen der Netzhaut und des angrenzenden
Gewebes.

Die Auswertung eines einzelnen OCT-Schnittes ist
bildanalytisch zunédchst trivial, dies andert sich
jedoch bei Einbeziehung der dritten Dimension
hinsichtlich zu analysierender Datenvolumina und
Ubersichtlichkeit. Im Allgemeinen ist eine dedi-
zierte Datenanalyse solch grofler Datenmengen
schwierig. Manuelle Auswertungen sind sehr zeit-

aufwadndig und zudem subjektiv geprdgt. Deshalb
wurden verschiedene automatisierte Verfahren
entwickelt [1, 2].

Diese in der Vergangenheit zur Analyse der unter-
schiedlichen Netzhautkompartimente eingesetz-
ten Algorithmen waren aber nur in der Lage, die
gesamte Netzhaut zu segmentieren und daraus
die Gesamtnetzhautdicke zu bestimmen. Dies
stellt dem Kliniker zwar einen Quantifizierungs-
parameter zur Verfligung, jedoch haben Unter-
suchungen gezeigt, dass diese Messwerte
unspezifisch sein konnen. Unterschiedliche Krank-
heitsbilder manifestieren sich nicht zwingend in
der Gesamtnetzhautdicke, sondern zundchst nur
in unterschiedlichen Substrukturen und ggf. auch
nur lokal. Substrukturverdnderungen treten ins-
besondere beim Glaukom [3, 4], aber auch bei
anderen neurodegenerativen Erkrankungen oder
der altersabhdngigen Makuladegeneration auf.
Erst im fortgeschrittenen Stadium dieser Erkran-
kungen wirken sich Degenerationen auf die Ge-
samtnetzhautdicke aus.

Dies war ein Grund fiir die Entwicklung von Ver-
fahren, die eine automatische Segmentierung von
individuellen Netzhautschichten in OCT-Aufnah-
men ermoglichen [5]. Im Ergebnis derartiger Seg-
mentierungen entstehen sehr grofle Datenmen-
gen, deren Visualisierung und Analyse eine
besondere Herausforderung darstellen. Deshalb



sind heutige Analysemethoden stark vereinfa-
chend und wenig ortsspezifisch. Zudem ist es
schwierig, mogliche Korrelationen zu anderen
klinischen Parametern, wie beispielsweise Ge-
sichtsfeldausfallen, abzuleiten.

Abbildung 2 zeigt die OCT-Aufnahme eines
Normalprobanden und die Segmentierung aller
Netzhautschichten (A) und als Quantifizierungs-
beispiel (B) ein ausgewihltes Netzhautprofil (reti-
nale Nervenfaserschicht). Die Dickenprofile liegen
rdumlich fiir alle 11 segmentierfdhigen Netzhaut-
schichten vor, was prinzipiell eine 3D-Analyse
aller Substrukturen der Netzhaut ermdéglicht. Auf
Grund der Komplexitdt dieses Datenmaterials wird
gegenwadrtig aber die Information des Gesamt-
volumens auf ringférmig um die Fovea angeord-
nete Segmente reduziert (C). Fiir diese stark ver-
einfachten Segmente werden Schichtdicken bzw.
Volumina der segmentierfahigen Netzhautschich-
ten berechnet, die fiir vergleichende Analysen
genutzt werden kénnen.

Diese signifikante Reduktion der Daten sowie die
sehr vereinfachte Analysestrategie kann unbefrie-
digend sein, wenn minimale, vor allem lokale
Netzhautveranderungen vorliegen. Diese werden
durch die etablierten Algorithmen {ibersehen.
Allerdings sind sie momentan ohne Alternative,
um dem Arzt klinisch einfach handhabbare Infor-
mationen zu liefern.

Unser Ziel ist es nun, visuell-interaktive Analyse-
methoden einzubinden, die basierend auf den
gesamten aus der klinischen OCT-Untersuchung
ermittelten Informationen eine gezielte Daten-
selektion und -reduktion unterstiitzen. Damit wird
es moglich, relevante Substrukturen im Detail zu
analysieren. Dieses Vorgehen ldsst entscheidende
Fortschritte hinsichtlich einer individualisierten
patientenspezifischen Diagnostik erwarten.

Derartige Methoden ordnen sich in das neue
Forschungsgebiet Visual Analytics ein, einem
Spezialgebiet der Informatik [10]. Das Ziel von
Visual-Analytics-Methoden ist es, die Analyse von
groBBen und komplexen Datensdtzen durch eine
Kombination von automatischen Berechnungs-
verfahren, visueller Prasentation und interaktiver
Exploration zu unterstiitzen. Der Ansatz kombi-
niert also die Starken einer automatischen Daten-
analyse mit den Fahigkeiten des Menschen,
Muster oder Trends visuell schnell zu erfassen.
Hieraus ergibt sich ein grofRer Mehrwert fiir ein
breites Anwendungsspektrum. Diesem Aspekt
wurde von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (DFG) mit dem von 2008-2016 geférderten
Schwerpunktprogramm 1335 »Scalable Visual
Analytics« Rechnung getragen. Im Rahmen dieses
Projektes wurden von der Arbeitsgruppe Schu-
mann neue Ldsungen entwickelt, die sich, ent-
sprechend erweitert und angepasst, sehr gut fiir
die visuelle Exploration und Reduktion von Re-
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Die Grundlagen fir die Bear-
beitung des Projektes wur-
den im DFG-SPP 1335
»Scalable Visual Analytics«
im Teilprojekt VASSIB von der
Arbeitsgruppe  Schumann
erarbeitet. Die hier vorge-
stellten  Arbeiten werden
weiterhin durch die Deut-
sche  Forschungsgemein-
schaft im Rahmen des Er-
kenntnistransfer-Projektes
ViES (SCHU 887/19-1 und STA
543/7-1) gefordert.

Abbildung 2
OCT-Aufnahme eines
gesunden Probanden mit
automatisch segmentierten
Netzhautschichten (A)
sowie das Dickenprofil der
retinalen Nervenfaser-
schicht (B) und die
signifikante Reduktion des
Datenmaterials durch
vereinfachte Darstellung
des Volumens der retinalen
Nervenfaserschicht (C).
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Abbildung 3

Beispiel fiir einen Visual
Analytics getriebenen
Analyseverlauf mit gezielter
Selektion relevanter
Informationen (a, b, ¢) und
Vergleich mit weiteren
Untersuchungsergebnissen

@, e).

tinadaten eignen. Dazu gehdren Ansdtze zur Dar-
stellung von Daten, den damit verbundenen
Unsicherheiten und Parametereinstellungen, zur
Multi-Skalen-Darstellung grof’er Datenmengen
sowie zur Extraktion und zeitlichen Verfolgung
von Features aus 3-dim. Datensdtzen [11], [12].
Multi-Skalen-Ansédtze, die die Daten auf unter-
schiedlichen Abstraktionsstufen reprdsentieren,
konnen auch in der Analyse von OCT-Daten ge-
winnbringend eingesetzt werden. Die Visualisie-
rung hoherer Abstraktionsstufen unterstiitzt z.B.
die Untersuchung von grundlegenden Eigen-
schaften, wahrend die Darstellung von Daten auf
feinaufgelosten Skalen die Analyse kleinerer
Details ermdglicht.

Neben so einer Multi-Skalen-Darstellung der
Daten, ist aber auch die gezielte Extraktion und
Visualisierung sogenannter Features fiir eine kli-
nisch akzeptable Analyse interessant. Derartige
Features beschreiben charakteristische Eigen-
schaften und erlauben damit die Reduktion der
komplexen Datenmengen auf die fiir eine medizi-
nische Fragestellung wesentlichen Details. Sie
unterstiitzen zudem einen direkten Vergleich mit
weiteren Informationen und diagnostischen Me-
thoden. Abbildung 3 demonstriert so einen
Analyseverlauf an einem Beispiel aus dem ak-
tuellen DFG-Projekt der Autoren »ViES: Visuell-
interaktive Exploration zur individualisierten Se-
lektion relevanter Datenbereiche«. Anhand einer
Ubersicht abgeleiteter Dickenkarten wird eine
Netzhautschicht mit auffalligem Charakteristikum
ausgewdhlt (Abb. 3a). In der VergroBerung lassen
sich zentral abnorme Verdnderungen (rot) in der
Dickenkarte erkennen. Die Darstellung in 3D er-
laubt den Vergleich der Dickenwerte mit der
rdumlichen Struktur der selektierten Netzhaut-
schicht und der Volumendarstellung der Rohdaten
(Abb. 3b). Dies begiinstigt die Eingrenzung eines
Datenbereichs von Interesse. Zur Detailanalyse
des Bereichs werden einzelne OCT-Schnitte und

Dickenprofile abgerufen (Abb. 3c). Die gewonne-
nen Erkenntnisse konnen daraufhin direkt mit
weiteren OCT-Aufnahmen (Abb. 3d) sowie mit
Ergebnissen anderer Untersuchungsmethoden
(Abb. 3e) verglichen werden. Die Anwendung ei-
ner derartigen Analyseprozedur unterstiitzt eine
informierte Reduktion komplexer OCT-Daten zu
diagnoserelevanten Informationen [13]. Dies ist
das zentrale Anliegen unseres Projektes.

Aus medizinischer Sicht ist damit das Ziel verbun-
den, strukturelle Veranderungen der Netzhaut zu
analysieren, welche in einem sehr frithen Krank-
heitsstadium einer Primdrerkrankung auftreten
kdnnen und die sich sekunddr an der Netzhaut
manifestieren. Verursacht werden konnen der-
artige Verdnderungen beispielsweise durch ein
Glaukom, Diabetes oder durch neurodegenerative
Erkrankungen. Statistisch analysiert werden
missen dabei minimale ggf. lokal manifestierte
strukturelle Veranderungen individueller Netz-
hautschichten bei unterschiedlichsten Kohorten.
In diesem Zusammenhang ist es eine Herausfor-
derung, die Daten inhdrent statistisch aufzuarbei-
ten und Features herauszuarbeiten, welche spater
ggf. als Biomarker genutzt werden kdnnen. Ubli-
cherweise sind derartige Analysen relativ aufwen-
dig und schnell uniibersichtlich. Hier wird im
Rahmen des Projektes an Werkzeugen gearbeitet,
welche es erméglichen, visuell und intuitiv Grup-
penvergleiche oder Vergleiche von Einzelbefun-
den mit normativen Daten durchzufiihren. Bei-
spielhaft ist in Abbildung 4 ein Teilergebnis einer
Studie an einer Kohorte von pédriatrischen
Patienten mit Typ 1 Diabetes im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe gezeigt. Farbkodiert
dargestellt ist die Abweichung der Dicke der
retinalen Nervenfaserschicht im Bereich der Fovea
bei einem Gruppenvergleich mit jeweils n=15
krank gegen gesund (Abb. 4a) sowie der Vergleich
eines diabetischen Individuums gegen die Kon-
trollgruppe (Abb. 4b). Differenzen auBerhalb des



95%igen Konfidenzintervalls werden hier farb-
kodiert dargestellt, wobei die Abstufungen in rot
groBere bzw. blau kleinere Dickenwerte gegen-
tiber der Kontrollgruppe reprasentieren. Der visu-
elle Vergleich beider Abbildungen zeigt, dass bei
Patienten mit Typ 1 Diabetes Netzhautareale mit
reduzierter Nervenfaserschichtdicke auftreten.
Diese Schlussfolgerung ist in Ubereinstimmung
mit der Literatur[8].

Auf diese Erkenntnisse wollen wir aufsetzen und
weitere visuelle Methoden entwickeln. Im End-
ergebnis des Projektes soll ein Framework zur
Verfiigung stehen, das einen stufenlosen Wechsel
zwischen Datenselektion, -reduktion und visueller
Analyse unterstiitzt. So kann die bisherige stark
vereinfachende Datenreduktion durch Konzepte
der Visual Analytics erganzt werden.
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Abbildung 4

2D Differenzkodierung
der retinalen Nervenfaser-
dicke (95% Konfidenzinter-
vall), A - Vergleich Kontroll-
arm gegen Experimentalarm
(jeweils n=15), B— Vergleich
Individuum mit Typ 1
Diabetes gegen Kontroll-
arm.
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Abbildung 1

Logo des SPP 2127,
in dem die vier Ausgangs-
bereiche dargestellt sind
und im weiteren Verlauf
die Fokussierung auf die
klinische Anwendung gelegt
werden soll.

Das Schwerpunktprogramm (SPP) 2127 ist eines
von 17 neuen SPPs, die der Senat der DFG 2017
aus 66 Konzepten ausgewdhlt hat. SPPs sind ge-
nerell interdisziplindr ausgerichtet und zeichnen
sich durch die Bearbeitung von neuen Forschungs-
feldern (sogenannte emerging fields) und den Ein-
satz innovativer Methoden aus. Fiir die 17 neuen
SPP stehen in einer ersten Férderperiode laut
DFG-Pressemitteilung in den kommenden drei Jah-
ren insgesamt rund 100 Millionen Euro zur Verfi-
gung, wobei etwa 8 Mio EUR fiir den SPP 2127 vor-
gesehen sind. Bei positiver Evaluierung nach 3
Jahren ist eine zweite dreijahrige Forderung mit
dhnlichem Budget maglich.

Das SPP 2127 »Gen- und zellbasierte Therapien zur
Behandlung neuroretinaler Degenerationen« um-
fasst ein Budget fiir 25 Projektantrdge, in denen
mittels Grundlagenforschung Therapien fiir bisher
nicht behandelbare erbliche Netzhauterkrankun-
gen entwickelt werden sollen und parallel dazu
klinische Untersuchungsmethoden, mit denen die
Sehfunktion in bisher nicht gekannter Detailliert-
heit und Ortsauflosung gemessen werden kann.

Das SPP 2127 ist in 4 Themenbereiche unterteilt:
(1) Gentherapie und genome editing, (2) Zellthera-
pie, (3) Faktoren, die den Erfolg der Therapie be-
einflussen konnen und (4) Klinische Untersu-
chungsmethoden (siehe Abb 1). Durch diese
Fokussierung auf vier Bereiche kann ein besonde-
res Augenmerk auf die Verkniipfung von grund-

lagenbasierten und klinischen Forschungsarbeiten
gelegt werden, sodass Experten aus beiden Berei-
chen sich gegenseitig unterstiitzen und die jeweili-
ge Expertise weitergeben kdnnen. Ein weiterer we-
sentlicher Schwerpunkt des Programms liegt in der
Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchses.

Im Rahmen der Vorbereitungen zum Initiativan-
trag bei der DFG fand im August 2016 ein von der
DFG geférdertes Treffen aller interessierten Wis-
senschaftler in Gie3en statt, auf dem intensiv die
spdteren Strukturen des Antrages ausgearbeitet
wurden. Hierbei war mafgeblich auch Dr. Paul
Sieving, der Direktor des National Eye Institutes
(NEI) der USA beteiligt. Uber vierzig fithrende Wis-
senschaftler und Nachwuchskrafte nahmen an
dem Treffen teil (Abb. 2).

Wie aus dem Logo des SPP 2127 zu ersehen ist,
liegt das Ziel in der ersten Férderrunde darin, die
verschiedenen Therapie- und Untersuchungspro-
jekte zu biindeln und zusammenzufiihren, damit
in der zweiten Runde dann mit der expliziten Zu-
sammenfiihrung von den aussichtsreichsten Pro-
jekten aus grundlagenbasierter und klinischer For-
schung eine Fokussierung auf die Vorbereitung
der klinischen Anwendung zum Ende des 6-jahri-
gen Zeitraums gelingt.

Im Rahmen des Networkings im SPP sind jahrliche
Treffen geplant sowie ein regelmdfiger wissen-
schaftlicher Austausch von Doktoranden und pro-
movierten Wissenschaftlern im Rahmen von
Summer Schools. Zwei substantielle Fordermog-
lichkeiten fiir Nachwuchswissenschaftler im Rah-
men des SPP stehen ab dem 2. Jahr des Programms
zur Verfiigung, um frithzeitige Mdglichkeiten fiir
eigene wissenschaftliche Projekte zu erdffnen.

Am 30. August 2017 war die Fristsetzung fiir die
Einreichung von Projektantrdgen im Rahmen des
SPP2127, wobei sowohl Einzelantrdge als auch
Tandemantrdge von jeweils zwei verschiedenen
Arbeitsgruppen moglich waren. Im Herbst 2017
wird eine Panelkommission die Begutachtung der
Antrage vornehmen und die forderungswiirdigen
Antrdge identifizieren. Nach Abschluss des Begut-
achtungsverfahrens konnen die positiv evaluier-
ten Projekte Anfang 2018 beginnen.



Das SPP2127 wird von Prof. Knut Stieger und Prof.
Birgit Lorenz aus Gief3en als Koordinator und Ko-
Koordinatorin gefiihrt und von den weiteren Mit-

Univ.-Prof. Dr. Dr. med. vet. Knut Stieger, Jahr-
gang 1978, ist Leiter der Arbeitsgruppe Experi-
mentelle Ophthalmologie an der Augenklinik
in Giefien. Nach einem Studium der Veterindr-
medizin in Leipzig und Forschungsaufenthal-
ten in Philadelphia und Cornell, absolvierte
Herr Stieger ein PhD Studium am Genthera-
pielabor INSERM U649 der Universitdt Nan-
tes, Frankreich. Seit 2007 ist Herr Stieger in
Gieflen tdtig und hat die Forschungsgruppe
dort mapgeblich mit aufgebaut. Seine For-
schungsschwerpunkte liegen in der Entwick-
lung von neuen Methoden der Gentherapie
bei erblichen Netzhauterkrankungen sowie
in der Entwicklung von morphologischen und
funktionellen Untersuchungsmethoden zum
Nachweis des therapeutischen Effektes.

Herr Stieger wurde unter anderem von der
DFG sowie weiteren nationalen und inter-
nationalen Forderorganisationen unterstiitzt.
Er erhielt 2012 einen ERC starting grant der
Europdischen Kommission zur Entwicklung

gliedern des Programmkommittees Prof. Marius
Ader (Dresden), Prof. Martin Biel und Dr. Stefanie
Hauck (beide Miinchen) maBigeblich mitgestaltet.

eines neuen Therapieansatzes basierend auf
CRISPR-Cas vermitteltem genome editing zur
Behandlung von erblichen Erkrankungen in
der Netzhaut. Professor Stieger ist Griindungs-
mitglied und Sekretdr der Sektion DOG Gene-
tik. Er ist Gutachter fiir zahlreiche Fachzeit-
schriften und Forderorganisationen und Autor
von (iber 40 peer reviewed Verdffentlichun-
gen. Seit 2017 ist er Koordinator und Sprecher
des DFG Schwerpunktprogramms SPP2127
»Gen- und zellbasierte Therapien zur Behand-
lung neuroretinaler Degeneration«.

Univ.-Prof. Dr. Dr. med. vet. Knut Stieger
Klinik und Poliklinik fiir Augenheilkunde
Justus-Liebig-Universitat Gieflen
Fachbereich 11 — Medizin

FriedrichstraBBe 18

35392 Gielen

Telefon: 0641 985-43835

Telefax: 0641 985-43888

E-Mail: knut.stieger@uniklinikum-giessen.de

Abbildung 2

Teilnehmer am Round-
table in Giefien zur
Vorbereitung des Initiativ-
antrages bei der DFG.
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Univ.-Prof. Dr. med. Birgit Lorenz, Jahrgang
1949, ist Direktorin der Klinik und Poliklinik fiir
Augenheilkunde am Fachbereich Medizin der
Justus-Liebig-Universitdt Gielen. Nach einem
Studium der Medizin in Miinchen und Paris ar-
beitete Frau Lorenz zundchst an der Augenkli-
nik in Miinchen (Habilitation 1989) und absol-
vierte 1983 einen Forschungsaufenthalt am
Moofrfields Eye Hospital in London, bevor sie
1991 nach Regensburg ging, um dort die Lei-
tung der selbstdndigen Abteilung fiir Pddia-
trische Ophthalmologie, Strabismologie und
Ophthalmogenetik (C3 Professor) zu (iber-
nehmen. Seit 2007 ist sie Direktorin der
Augenklinik in Gief3en. Ihre klinischen Schwer-
punkte liegen in der pddiatrischen Ophthal-
mologie und der Neuro-Ophthalmologie. Der
wissenschaftliche Fokus liegt in der Entwick-
lung neuer morphologischer und funktioneller
Untersuchungsmethoden und in der Entwick-
lung und Durchfiihrung von experimentellen
Behandlungsansdtzen bei Netzhautdystro-
phien.

Univ.-Prof. Dr. med. Birgit Lorenz
Direktorin der Klinik und Poliklinik
fiir Augenheilkunde
Justus-Liebig-Universitat Giefsen
Fachbereich 11 — Medizin
FriedrichstraBe 18

35392 Giefien

Telefon: 0641 985-43801

Telefax: 0641 985-43809

E-Mail: birgit.lorenz@uniklinikum-giessen.de
www.augen-giessen.de

Prof. Lorenz wurde mehrfach von der DFG und
anderen Forderorganisationen wissenschaft-
lich gefordert. Sie ist Mitglied in zahlreichen
nationalen und internationalen Vereinigun-
gen, unter anderem in der academia ophthal-
mologica internationalis (AOIl) und der euro-
pean academy of ophthalmology (EAOQ). Sie ist
Vorstandsmitglied der DOG, sowie Griindungs-
mitglied und Sprecherin der Sektion DOG-
Genetik. Sie war Griindungsprdsidentin der
European Pediatric Ophthalmological Society
(EPOS) und von 2002 bis 2010 deren Priisiden-
tin. Seit 2016 ist sie Prdsidentin der Internatio-
nal Society of Genetic Eye Diseases and Reti-
noblastoma (ISGEDR). Im Jahr 2012 war Frau
Lorenz Visiting Professor am Childrens Hospi-
tal der Harvard University. Seit 2017 ist sie
Chair fiir Paediatric Rare Eye Diseases in dem
neu gegriindeten European Reference Net-
work for Rare Eye Diseases (ERN-Eye). Frau Lo-
renz ist Gutachterin zahlreicher internationaler
Fachzeitschriften und Forschungsférderinsti-
tutionen und Autorin von iiber 250 peer revie-
wed Forschungsarbeiten. Seit 2017 ist Frau
Lorenz Ko-Koordinatorin des DFG Schwer-
punktprogramms SPP2127 »Gen- und zellba-
sierte Therapien zur Behandlung neuroretina-
ler Degeneration«.
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Wer unterschatzt Premium I10L?

Um 50 % der Fehlsichtigen im Lande leiden unter einer Hornhautverkriimmung. Der Anteil torischer
Intraokularlinsen aber schwankt hierzulande — je nach Studie — um 2 %. Und liegt damit in jedem Fall
erheblich unterhalb des europédischen Mittelwerts von ca. 6 %. Wir fragten nach den Griinden.

Fast wie Weihnachten

Immer wieder ein toller Moment: Dabei zu sein,
wenn der Patient nach erfolgreicher Operation zum
ersten Mal den Verband abnimmt. Und seine neue
Visusqualitét erlebt. Denn neben Vorteilen bei nahe-
zu allen Verrichtungen des téglichen Lebens ist
Sehen auch eine ungemein emotionale Angele-
genheit.

Mehrwert ist mehr Wert

Umso groRer die Verwunderung, dass gerade im
wohlhabenden Deutschland langst nicht alle Patien-
ten, die von Premium-10L profitieren und sich diese
Versorgung auch leisten kdnnten, eine entsprechen-
de Entscheidung treffen. Ist das so, weil sie schlicht
nicht genug dariiber wissen, welche Mdglichkeiten
es gibt?

Woran liegt's?

Wir sind einfach mal auf die StralRe gegangen und
haben Brille tragende Passanten im besten Alter
angesprochen. Spontan, ganz unwissenschaftlich
und ohne statistische Absicht: ,Glauben Sie, dass
eine Intraokularlinse Vorteile fiir Sie bedeuten kdnn-
te?” Ich vermute, Sie ahnen, was kam. Die meist
gehorte Antwort klang sinngemaR wie: ,,Intra-was?”
Zwei mal legten wir dann noch nach. Zunéchst:
JIntraokularlinsen sind kiinstliche Linsen zur Kor-
rektur von Sehfehlern. Ein bisschen wie Kontakt-
linsen, nur fest ins Auge eingesetzt.” Die Antworten
schwankten nun zwischen ,0h...?", ,Ah, lasern!”
und , Wie jetzt: Im Auge drin?” Final ergénzten wir:

.Macht man meist bei Grauem Star.” Nun fiel der
Groschen besonders bei den Alteren. Aber was
aulBer der Korrektur der Linsentriibung noch erreich-
bar wére, erinnerte nur eine einzelne altere Dame.
Die hatte einen Bus vorbeifahren sehen, dessen
Werbeaufdruck ,Brillenfreiheit’ in Aussicht stellte.
Hm. Sehen Sie, was uns umtreibt?

Was tun?

IOL kann mehr: Lassen Sie uns dariiber sprechen,
wie wir gemeinsam die Mdglichkeiten moderner 10L
nutzbarmachen kdnnen. Unser Beitrag: Hochwertige
Produkte, begeisterte Unterstiitzung: Schulungen,
Informationsmaterial und Présentationsunterlagen
im Rahmen des gesetzlich zuléssigen. Qualitatsvolle
Losungen fiir anspruchsvolle Patienten. Wir nennen
das die Initiative High End: IOL ++. Alle Details dazu
verraten wir lhnen gern — personlich oder unter
www.iolplusplus.de

H Autor:
Hans Knubben,
Business Development
Manager bei RUCK

Fritz RUCK
Ophthalmologische
Systeme GmbH
Ernst-Abbe-Stral3e 30b
52249 Eschweiler

Tel.: 02403 9455-0

Fax: 02403 9455-50
info@ruck-gmbh.de
www.ruck-gmbh.de
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Schonende retinale Lasertherapien als
Behandlungsoption der trockenen AMD

DR. JAN TODE', DR. ELISABETH RICHERT', DR. CLAUS VON DER BURCHARD',

PRIV.-DOZ. DR. STEFAN KOINZER', PROF. DR. ALEXA KLETTNER',
DR. RALF BRINKMANNZ?2, PROF. DR. JOHANN ROIDER!

1 Klinik fiir
Ophthalmologie,
UK S-H Campus Kiel,
Kiel

2 Medizinisches
Laserzentrum Liibeck
GmbH und
Institut fiir
Biomedizinische
Optik,

Universitat zu Libeck

Abbildung 1

SRT Laserspot in der
Calceinfdrbung
200 um Spotgrife,
quadratische Faser,
1,7 Us Pulse, 100 Hz,
300 ms Bestrahlungsdauer.

Die altersabhdngige Makuladegeneration (AMD)
ist eine fortschreitende degenerative Erkrankung
mit pathologischen Veranderungen im Bereich der
Choroidea, der Bruch’schen Membran (BrM) und
des retinalen Pigmentepithels (RPE) sowie der
neurosensorischen Netzhaut. Sie ist in ihrer Spat-
form die hdufigste Erblindungsursache in den
westlichen Landern [1]. Klinisch wird zwischen
einer Frihform der AMD und zwei Spdtformen
unterschieden. Die friihe nicht-exsudative (trocke-
ne) Form der AMD ist gekennzeichnet durch das
Auftreten von Drusen und Verdnderungen des
RPE. Im weiteren Verlauf kann es zur Progression
der frithen AMD in die Spdtformen kommen, der
geographischen Atrophie oder der exsudativen
(feuchten) Form der AMD mit choroidalen Neo-
vaskularisationen.

Die Pathologie der AMD ist multifaktoriell und bis
heute nicht vollstdndig verstanden. Es gibt eine
Vielzahl von Faktoren wie oxidativen Stress, west-
liche Erndhrungsgewohnheiten und genetische
Pradisposition, denen ein Einfluss auf die AMD
zugesprochen wird [2, 3]. Die molekularbiologi-
schen Konzepte der AMD-Entstehung basieren auf
vier Sdulen, die miteinander interagieren. Dazu ge-
horen die Induktion inflammatorischer Prozesse,
Verdnderungen im Lipidstoffwechsel, Umbau der
Extrazellularmatrix und Beeinflussung der Angio-
genese. Ultrastrukturell imponiert eine Verdickung
der BrM. Eine damit einhergehende Erhéhung der
Diffusionsstrecke fiihrt zur Einschrankung des Gas-
austauschs und metabolischer Prozesse.

100 pm

-

Viele moderne Therapieansatze zielen auf einzel-
ne Aspekte der AMD und haben bisher nicht zu
einem Durchbruch bei der Behandlung der frithen
trockenen AMD gefiihrt. Potentielle therapeuti-
sche Ansdtze miissen wahrscheinlich vielmehr
eine ganze Reihe an Faktoren der Erkrankung
modifizieren, um einen generellen Behandlungs-
erfolg zu erzielen. Bis dato gibt es keinen Ansatz,
friihe pathologische Prozesse der AMD zu inhibie-
ren oder die Erkrankung gar zu heilen.

Schonende Lasertherapien kdnnten eine neue
Therapie- oder praventive Behandlungsoption der
frihen AMD darstellen. Generell kdnnen zwei
unterschiedliche Lasermodi zu den schonenden
Lasertherapien gezadhlt werden:

1. Therapien, die selektiv das RPE zerstéren und
damit einen regenerativen Prozess des RPE
mit Einfluss auf das chorioretinale Gewebe
erreichen. Hierunter fallen die selektive Re-
tinatherapie (SRT) mit einem Pulszug von
Mikrosekundenpulsen einer Wellenldnge von
527 nm bei einer Repititionsrate von 100 Hz
[4—7], sowie die Retinal Rejuvenation Therapy
(2RT™) mit Einzelpulsen von wenigen Nano-
sekunden Dauer bei 532 nm [8, 9].

2. Lasertherapien, die auf eine nichtletale, kurz-
zeitige Temperaturerhhung im Millisekun-
denbereich abzielen, mit darausfolgender
Gewebestimulation. Hierzu zahlen die nicht-
schadigende retinale Lasertherapie (NRT) mit
einem Dauerstrich (cw) 532 nm Laser, die im
nicht-schddigenden Bereich vor allem das RPE
stimuliert [10—12], aber auch alle anderen Be-
strahlungen, cw oder Mikropulsing, bei denen
die mittlere applizierte Leistung so gering ge-
wahlt wird, dass keine Koagulation und auch
keine Zellschddigung stattfindet. In der Regel
muss die applizierte Laserleistung hierzu etwa
30% der Leistung sein, die gerade noch einen
funduskopisch sichtbaren retinalen Schaden
erzeugt.

Beide Lasermodi verdndern die Funktion des RPE,
ohne die Neuroretina zu schadigen und kommen
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demnach fiir einen Einsatz im Bereich der Makula
infrage.

Bei beiden Verfahren ist aufgrund der intraindi-
viduell variierenden Pigmentierung des Fundus
und abweichender Lichttransmission der opti-
schen Medien des Auges die Bestimmung der
richtigen Dosis kritisch. Fiir eine moglichst exakte
Dosierung ohne Uber- oder Untereffekte wurden
in Kooperation mit dem Medizinischen Laserzen-
trum Liibeck GmbH automatische Verfahren ent-
wickelt, die bei der SRT das Entstehen von Mikro-
blasen im RPE als Feedback detektieren [13] und
bei einer thermischen Stimulation des RPE die
Temperatur in Echtzeit messen kénnen [14, 15].

Im Rahmen des Verbundprojekts »Innovative
Imaging and Intervention in early AMD« (I3) wur-
den der Einfluss der SRT und der NRT auf zell-
biologische Prozesse und auf AMD-typische Ver-
anderungen, insbesondere die Dicke der BrM, in
unserem Labor analysiert. An porcinen Organ-
kulturen konnten wir erwartungsgemaf nachwei-
sen, dass die SRT RPE-Zellen zerstort (Abb. 1) und
die NRT zu keinem RPE-Zellschaden fiihrt. Nach
dem lokalisierten Zelluntergang regeneriert das
RPE durch Migration und Proliferation.

Sowohl SRT als auch NRT fiihren zur vermehrten
Expression von Matrix Metalloproteinasen (MMP)
und Pigment Epithelium Derived Growth Factor
(PEDF), sowie zur verminderten Expression von
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Trans-
forming Growth Factor (TGF) $ wird nicht in seiner
Expression beeinflusst. Hieraus schlussfolgern wir
die Hypothese, dass:

SRT und NRT RPE-Zellen zur Sekretion von MMPs
anregen, welche potentiell die verdickte BrM re-
strukturieren kénnen. Die Laserverfahren fiihren
nicht zu einer Narbenreaktion mit fibrotischem
Umbau der Extrazelluldrmatrix. Das anti-angioge-
ne Zytokinmilieu hemmt die Bildung von Neovas-
kularisationen.

Diese Hypothese wurde in einem nachsten Schritt
anhand zweier AMD-Mausmodelle {berpriift. In
einem Modell der Hyperlipid-/Hyperlipoproteina-
mie (ApolipoproteinE [ApoE] knock-out) und in
einem Modell mangelnder antioxidativer Mecha-
nismen (Nuclear Factor erythroid-derived 2 -like 2
[NRF2] knock-out) sind zahlreiche AMD-typische
Veranderungen nachweisbar [16, 17], insbeson-
dere eine pathologische Verdickung der BrM in
der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).
Jeweils ein randomisiertes Auge von Versuchs-
tieren beider AMD-Mausmodelle in unterschied-
lichen Altersgruppen wurde mit SRT oder NRT
behandelt, wobei das Partnerauge als Kontrolle
diente. Die individuelle nicht-schddigende Ener-
gie-/Leistungsschwelle der Lasertherapie wurde
in der Netzhautperipherie titriert (Abb. 2).

Abbildung 2

[ Titration der SRT Laserherde in der Peripherie der murinen Retina

A) Fundusbild. Es wurde mit absteigender Energie von links nach rechts gelasert. Der
letzte sofort funduskopisch sichtbare Herd wurde als Schwelle definiert, die Behand-
lungsenergie wurde dann um 70 % reduziert.

B) Angiographie derselben Titration.

C) OCT derselben Titration.

Die therapeutischen Laserherde zeigten weder funduskopisch, noch angiographisch
noch in der OCT neuroretinale Schiden.

Abbildung 3

0 Links: TEM der BrM im Kontrollauge. Man beachte die Ablagerung in der duferen
kollagenen Schicht

Rechts: TEM der BrM des gelaserten Auges derselben Maus




OPHTHALMOLOGIE

AnschlieBend wurden durchschnittlich je 9o Laser-
herde gleichmédBig tiber den papillenzentrierten
Fundus verteilt. Einen Monat nach einmaliger
Behandlung konnten wir sowohl fiir die SRT, als
auch fiir die NRT eine Verdiinnung der BrM im be-
handelten Auge verglichen mit dem unbehandel-
ten Partnerauge in der TEM nachweisen (Abb. 3).

Eine Verdiinnung der BrM durch schonende retina-
le Laserverfahren, wahrscheinlich durch die In-
duktion von MMPs, kdnnte zu einer Verbesserung
des Metabolismus und Gasaustauschs iiber die
BrM fiithren und moglicherweise die pathologi-
schen Prozesse der AMD inhibieren. Ein anti-an-
giogenes Zytokinmilieu kdnnte zusétzlich die Pro-
gression zur exsudativen AMD hemmen. Die hier
dargestellten experimentellen Pilotprojekt-Daten
zeigen eine mogliche Behandlungs- oder gar Pra-
ventionsmaBBnahme fiir die frilhe Form der AMD
auf, welche mehrere im Rahmen der AMD patho-
logisch verdnderte Systeme gleichzeitig modifi-
ziert. Der Einfluss auf inflammatorische- sowie auf
Lipidstoffwechselprozesse im Rahmen der AMD
wird weiter evaluiert.

Es ldsst sich schlussfolgern, dass schonende reti-
nale Lasertherapien, wie SRT und NRT, eine poten-
tielle Behandlungs- oder PraventionsmaBnahme
fiir die trockene AMD darstellen.
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Dr. Jan Tode /st Wissenschaftler und Facharzt
fiir Augenheilkunde an der Klinik fiir Ophthal-
mologie am Universitdtsklinikum Schleswig-
Holstein Campus Kiel. Nach seiner Schulaus-
bildung in Plén studierte er Medizin an der
Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel (CAU).
Studienbegleitend begann er als wissen-
schaftlicher Mitarbeiter am Physiologischen
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Richert, Prof. Dr. Johann Roider und Prof. Dr.
Alexa Klettner. Sein wissenschaftlicher Schwer-
punkt liegt auf der translationalen Erforschung
neuer therapeutischer Ansdtze zur Behand-
lung der Uveitis insbesondere Interleukin-
6-Modifikatoren, sowie neuer Ansdtze zur Be-

handlung der AMD vor allem schonende
Laserverfahren. Dr. Tode ist Priifarzt mehrerer
klinischer Studien mit retinologischem Schwer-
punkt zur Implementierung neuer Laserverfah-
ren in den Menschen sowie zur Erforschung
Subretinaler Netzhautprothesen.
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Klinik & Poliklinik fiir
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Leipzig AR

Retinale Neuroprotektion

PRIV.-DOZ. DR. MED. JAN DARIUS UNTERLAUFT,

PROF. DR. RER. NAT. WOLFRAM EICHLER

Der Untergang retinaler Nervenzellen ist eine
schwerwiegende Komplikation bei verschiedenen
Augenkrankheiten [1]. Das klassische Beispiel fiir
eine Augenerkrankung, bei der es im Verlaufe zu
einem Untergang retinaler Nervenzellen kommt,
sind die Glaukome [2]. Aber auch im Rahmen einer
ischamischen Retinopathie nach retinalen Gefaf3-
verschlussprozessen oder bei einer diabetischen
Retinopathie kann es infolge einer nicht ausrei-
chenden Perfusion der Netzhaut zum Absterben
von Nervenzellen kommen. Da es sich bei den
retinalen Ganglienzellneuronen um postmito-
tische Zellen handelt, kann ein Verlust nicht
kompensiert werden. Ein Verlust von retinalen
Ganglienzellen kann zu einer Abnahme des Visus,
einer Entstehung von Gesichtsfelddefekten und
schlieBlich zur Erblindung eines Auges fiihren.

Mehrere im Auge physiologischerweise freige-
setzte Botenstoffe sind fiir das Uberleben retinaler
Ganglienzellen bereits unter normalen physiologi-
schen Gegebenheiten von grofier Wichtigkeit. Zu
diesen Signalmolekiilen gehoren unter anderem
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 (pig-
ment epithelium-derived factor) [3—9]. Bei der
diabetischen Retinopathie kann es durch eine
verminderte Konzentration einer oder mehrerer
dieser neuroprotektiv wirksamen Signalmolekiile
zu einem Verlust retinaler Nervenzellen kommen
[10]. Es ist bereits bekannt, dass Miiller’sche
Gliazellen (MGC) in der Netzhaut PEDF, VEGEF,
BDNF, CNTF und andere Faktoren produzieren und
dadurch das Uberleben retinaler Nervenzellen
aktiv unterstiitzen [11—-14]. Eine intravitreale In-
jektion, In-vivo-Gentransfer oder Anregung bereits
vorhandener retinaler Zellen zur Sekretion neuro-
protektiv wirksamer Faktoren kénnten durch eine
Steigerung der intravitrealen und intraretinalen
Konzentrationen einer oder mehrerer dieser Fakto-
ren effektiv zur Behandlung retinaler neurodege-
nerativer Erkrankungen eingesetzt werden. Auch
eine direkte Beeinflussung intrazelluldrer Signal-
wege, welche durch neuroprotektive Signalmole-
kiile aktiviert oder auf andere Weise beeinflusst

werden um das Uberleben von retinalen Nerven-
zellen zu sichern, wédre ein denkbarer therapeu-
tischer Weg.

Beim PEDF handelt es sich um ein 50 kD grofies
Glykoprotein, das neben einer angioinhibitori-
schen, anti-inflammatorischen, Vasopermeabiltat-
hemmenden auch eine neuroprotektive bzw. neu-
rotrophe Wirkung besitzt. PEDF ist im Plasma in
relativ hohen Konzentrationen nachweisbar, ist
aberauch in verschiedenen Teilen des Gehirns und
in anderen nicht-neuronalen Geweben nachweis-
bar. PEDF wird im Auge vor allem vom retinalen
Pigmentepithel und von den Miiller"schen Glia-
zellen sezerniert. PEDF fungiert bei der pro-
liferativen diabetischen Retinopathie und der
neovaskuldren Form der altersbedingten Makula-
degeneration als Gegenspieler zum VEGF, welches
die Ausbildung neuer Gefédfle fordert. Hierbei
scheint das Gleichgewicht zwischen PEDF und
VEGF zugunsten des VEGFs verschoben zu sein,
so dass sich neue pra- und subretinale Gefdfie
bilden konnen. Eigene Untersuchungen zum
Thema haben gezeigt, dass PEDF bei Hypoxie
hochreguliert wird, méglicherweise um das Uber-
leben retinaler Neurone zu unterstiitzen [15]. Die
neuroprotektiven Eigenschaften von PEDF konn-
ten bereits in verschiedenen Modellen nachge-
wiesen werden. Dabei handelte es sich um
Ischdamie-Reperfusions-Insulte, Glutamat-vermit-
telte Zytotoxizitat, eine durch Licht vermittelte
Netzhautschadigung und oxidativen Zellstress
[16—19]. Durch seine dualen anti-neovaskuldren
und neuroprotektiven Eigenschaften scheint PEDF
ein ideales Signalmolekiil zur Behandlung neuro-
degenerativer Prozesse in der Netzhaut zu sein
[20, 21].

Mit unseren bisher durchgefiihrten Experimenten
konnten wir die neuroprotektive Wirksamkeit von
MGC und PEDF auf das Uberleben retinaler Gang-
lienzellen (RGQ) in vitro nachweisen, und zeigen,
dass hierfiir intrazelluldr unter anderen der NF-xB-
und der STAT3-Signalweg aktiviert werden.

Hierzu haben wir ein Co-Kultur-System, bestehend
aus primdren mittels Immunopanning aus Mdusen



isolierten RGC (Abb. 1) und kultivierten primdren
MGC aus der Ratte, entwickelt [9]. Werden RGC
zusammen mit MGC kultiviert, ist die Zahl der
vitalen RGC nach 24-stiindiger Kultivierung sig-
nifikant héher, als wenn die RGC alleine kultiviert
werden. Dieses zeigte sich nicht nur unter norm-
oxischen Verhéltnissen bei einer physiologischen
Sauerstoffkonzentration von 21% sondern eben-
falls unter hypoxischen Kulturbedingungen bei
einer Sauerstoffkonzentration von <0,2 %. AuBer-
dem konnten wir mit Hilfe des entwickelten
Co-Kultur-Systems zeigen, dass die Lange der von
RGC unter normoxischen Kulturbedingungen neu
ausgebildeten Neuriten signifikant steigt, wenn
sie zusammen mit MGC kultiviert werden [22].

Wird die Konzentration des von den MGC in das
Kulturmedium der Co-Kultur sezernierten PEDF
mittels Antikdrperzugabe vermindert, sinkt auch
die Zahl vitaler RGC nach 24-stiindiger normoxi-
scher oder hypoxischer Kultivierung signifikant.
Eine entsprechende Beeinflussung der Vitalitat
von RGC konnte auch mittels MGC, welche vor
Durchfiihrung der oben beschriebenen Co-Kultur-
experimente mit gegen PEDF gerichteter siRNA
(small interferring RNA) transfiziert wurden, nach-
gewiesen werden. Auf diese Weise wurden die
MGC an der Translation von PEDF aus der kodie-
renden mRNA gehindert, so dass spdter kaum
mehr PEDF an das gemeinsame Kulturmedium
von RGC und MGC abgegeben werden konnte.

In weiterfiihrenden Experimenten untersuchten
wir die intrazelluldr in RGC durch PEDF aktivierten
Signalwege. Mittels immunhistochemischer Fér-
bungen konnten wir eine durch PEDF hervorge-
rufene Aktivierung der intrazelluldren NF-kB- und
STAT-3-Signalwege darstellen. Diese Ergebnisse
konnten auch mittels Western-Blot-Untersuchun-
gen und quantitativer Echtzeit-PCR in R28-Zellen
(retinale neuronale Progenitorzelllinie) unter-
mauert werden. Durch eine gezielte Blockade
dieser Signalwege in RGC wurde der Anteil vitaler
Zellen signifikant gesenkt, welches sich auch
durch Co-Kultur mit MGC, sowie durch eine Zu-
gabe von PEDF zum Kulturmedium nicht wieder
aufheben lie [23].

Fiir die Zukunft planen wir weitere Experimente,
um die PEDF-vermittelte Neuroprotektion und die
hierfir zugrunde liegenden Mechanismen auf
Organebene sowie auf zelluldrer und subzelluldrer
Ebene in der Netzhaut weiter zu beleuchten. Im
Co-Kulturmodell von RGC und MGC sowie mithilfe
der R28-Progenitorzelllinie soll der Einfluss ver-
schiedener anderer von MGC gleichzeitig sezer-
nierter Signalmolekiile auf die Wirkung von PEDF
in RGC, die hierzu aktivierten intrazelluldren Sig-
nalwege und die hierdurch verstarkte Gen-Ex-
pression in RGC dargestellt werden. Experimente
an retinalen Organkulturen sowie In-vivo-Experi-
mente in einem retinalen Ischamiemodell in der

Maus sollen die von uns propagierte neuropro-
tektive Wirkung von PEDF in der Netzhaut weiter
nachweisen. Eine humorale Therapie neurode-
generativer Erkrankungen der Netzhaut ver-
gleichbar der intravitreal verabreichten Blockade
von VEGF bei der Behandlung der neovaskularen
altersbedingten Makuladegeneration ist das Ziel
der dargestellten Anstrengungen.
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Abbildung 1

Bei der Herstellung von
plastisch komprimierten
Kollagen (PCC)-Gelen wird
zundchst Kollagen durch
Verschiebung des pH
Wertes polymerisiert und
anschliefiend unter
Wasserentzug mit Hilfe von
speziellen Absorbern (RAFT
absorber, Lonza) kompri-
miert. Die entstandenen
PCC-Gele weisen gute
biomechanische Eigen-
schaften auf.

Die Therapie von nicht heilendenden Hornhaut-
epitheldefekten und -ulzera stellt klinisch oft eine
starke Herausforderung dar. Neben der kon-
servativen Behandlung mittels konservierungs-
mittelfreien Trdnenersatzmitteln [1], Verband-
kontaktlinsen [2], Eigenserumaugentropfen [3, 4]
sowie Sklerallinsen [5], ist die derzeit am hadufigs-
ten angewandte chirurgische Behandlung eine
Amnionmembran-Transplantation [6, 7]. Einer-
seits zeigt die Amnionmembran viele positive
Eigenschaften: So fordert sie auf der Augenober-
flache die Adhdsion und Migration von Hornhaut-
epithelzellen und es konnte gezeigt werden, dass
sie sowohl Entziindung, Narbenbildung als auch
Gefaneubildung auf der Augenoberflache redu-
ziert [8]. Andererseits beinhaltet ihre Verwendung
mehrere Nachteile wie ihre biologische Varia-
bilitat, eine begrenzte Verfiigharkeit, eine poten-
tielle Ubertragung von Infektionen und einen kost-
spieligen Screening-Prozess [9]. Aufgrund dieser
Einschrankungen gibt es grofle Anstrengungen,
ein standardisiert hergestelltes Ersatzgewebe als
Alternative zur Amnionmembran zu entwickeln.

PLASTISCH KOMPRIMIERTES KOLLAGEN
ALS ALTERNATIVES BIOMATERIAL ZUR
AUGENOBERFLACHENREKONSTRUKTION

Kollagen Typ | stellt als eine der Hauptkomponen-
ten der Kornea eine ideale Basis fiir ein poten-

tielles Ersatzgewebe dar, da es eine hohe Bio-
kompatibilitdit sowie geringe Immunogenitat
besitzt und die Zell-Migration und -Adhdsion von
kornealen Epithelzellen fordert [9, 10]. Hydrogele
aus Kollagen | weisen jedoch aufgrund eines ho-
hen Wasser-Gehaltes eine mangelhafte mechani-
sche Stabilitat auf, sind dadurch wenig reififest
und folglich klinisch nicht gut anwendbar. Eine
deutliche Verbesserung der biomechanischen Ei-
genschaften dieser Gele ldsst sich jedoch durch
plastische Komprimierung unter Wasserentzug
erreichen [11].

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dass
plastisch komprimiertes Kollagen (PCC) ein geeig-
netes Substrat fiir die Expansion humaner kon-
junktivaler Epithelzellen darstellt und eine hohe
mechanische Stabilitdt und gute Elastizitdt auf-
weist. Die konjunktivalen Epithelzellen zeigten
zudem auch nach Expansion auf PCC-Gelen eine
hohe proliferative Kapazitdt und Hinweise auf den
Erhalt von epithelialen Progenitorzellen [12]. In
einer Arbeit von Levis et al. wurden PCC Gele
auflerdem erfolgreich als Substrat fiir die in vitro
Expansion von limbalen Epithelzellen genutzt [9].

Eigene tierexperimentelle Studien mit PCC-Gelen
belegen eine der Amnionmembran gleichwertige
chirurgische Handhabbarkeit und Stabilitat, sowie
geringe Immunogenitdt und hohe Biokompati-
bilitat in vivo (Abb. 2, unpublizierte Daten).

Als Kollagenquelle fiir eine klinische Anwendung
kann rekombinantes humanes Kollagen genutzt
werden [13], welches jedoch aufwendig und teuer
in der Herstellung ist. Eine mogliche Alternative
hierzu ist porcines Kollagen, bei welchem durch
enzymatische Behandlung periphere, querver-
netzte Telopeptide abgespalten werden, wodurch
das sog. Atelokollagen entsteht. Telopeptide sind
u.a. verantwortlich fiir die Immunogenitdt von
Kollagen, weswegen Gele oder Membranen aus
Atelokollagen praktisch keine antigenbedingten
Immunreaktionen hervorrufen [14]. Solche porci-
nen Atelokollagene wurden bereits zur Knorpel-
rekonstruktion erfolgreich klinisch eingesetzt [15,
16].
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Abbildung 2

I Plastisch komprimierte Kollagen-Gele zeigen
eine gute Transparenz (A), sind mechanisch stabil
(B) und lassen sich in vitro erfolgreich mit
Epithelzellen der Augenoberfliche besiedeln (C).
In vivo zeigen sie eine gute chirurgische Hand-
habbarkeit, eine mit Amnionmembran vergleich-
bare Biokompatibilitit und Epithelialisierung (D).

TRANSLATION VOM LABOR
ZUR KLINISCHEN ANWENDUNG -
»FIRST IN MAN«

In einem ersten Schritt hin zur klinischen Anwen-
dung, hat unsere Arbeitsgruppe erfolgreich PCC
Gele aus CE-zertifiziertem porcinen Atelokollagen
(Cartifill™ 3%, RMS, Seoul, Korea) hergestellt
und im Rahmen eines individuellen Heilversuches
erstmals am Menschen angewendet (Manuskript
eingereicht). Bei einer Patientin mit einem thera-
pieresistenten Hornhautulkus aufgrund einer neu-
rotrophen Keratopathie, welche zuvor tiber einen
langen Zeitraum erfolglos konservativ und chirur-
gisch behandelt wurde, zeigte sich nach Implanta-
tion eines PCC Inlays und Onlays keine Zeichen
einer schweren Entziindungs- oder Abstofiungsre-
aktion an der Augenoberfldche. Bereits nach einer
Woche kam es zu einer vollstandigen Re-Epithe-
lialisierung des Defekts tiber dem Inlay, sowie zu
einer vollstdndigen Degradation des Onlays. Im
weiteren Verlauf zeigte auch das Inlay eine zuneh-
mende Degradation und Transparenzerhohung.
Der Visus stieg von Fingerzdhlen vor der OP auf
0.025 (20/800) nach 12 Wochen.

Ein PCC Gel aus CE-zertifiziertem Atelokollagen
zeigte in dem dargestellten Fall eine gute chirur-
gische Handhabbarkeit, induzierte keine ausge-
pragte Entziindungsreaktion und konnte erfolg-
reich von Hornhautepithel besiedelt werden. Aus
unserer Sicht stellen diese standardisiert her-
stellbaren PCC-Matrices eine mogliche neue
Alternative zu Amnion bei der Augenoberflachen-

Abbildung 3

1 A: Spaltlampenaufnahme des rechten Auges
einer Patientin mit neurotrophem Hornhautulkus.
B: Erster postoperativer Tag nach Implantation
eines Atelokollagen-PCC Inlays und Onlays.

C: Komplette Degradation des Onlays und
vollstindige Epithelialisierung des Inlays eine
Woche nach der OP. D: Langsame Degradation
und Transparenzerhdhung des Inlays zwolf
Wochen nach der OP.

rekonstruktion dar, welches allerdings durch zu-
kiinftige prospektive, randomisierte klinische
Studien weiter untersucht werden muss.
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