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Grol3e Teile der vorliegenden medizinischen Dissertation wurden am 20.05.2020 in

den ,,Klinischen Monatsblattern fiir Augenheilkunde* veroffentlicht [1].



Einflussfaktoren auf die Eignung von kornealem Spendergewebe v

| Inhaltsverzeichnis

1 ZUSAMMENTASSUNG ....ecvveieieie ettt et e e esteebesre e beeaesnaenreeneeanes 1
1.1 ZUSAMMENTASSUNG ...vvevieiieiieitieieeiesiee e ettt sttt e st e e besneesreeteeneesbeebeeneenreas 1
1.2 ADSTFACE. ...ttt 3

2 EINTEITUNG ..ot 5
2.1 DI HOMNAUL ...ttt 5
2.2 Die KeratoplastiK........cc.oiieiiie ettt 8

2.2.1  AKEUEIIE ZANIEN ..o 8
2.2.2  Formen der KeratoplastiK...........ccocoiiiiiiiiiieese e 10
2.3 Die HOMMNAULDANK........c.oiiiiiiiiiie s 13
2.4 Spenderakquise und medizinische Eignung ..., 14
2.4.1  Rekrutierung der SPENUET........ccoviiieiieie et 14
2.4.2  Einholen des EINVErstAndniSSES ..........coiveiirerirerinisieieee e 15
2.4.3  BesCheinigung des TOUES ......ccooiiiiiiiiieiee e 15
2.4.4  Medizinische KontraindiKationen ..............cccoeieiiiieniineseeeseseee e 16
2.4.5  SPENUEISEIOIOTIE ..ot 18
2.5 HOMMhaULENTNANIME. ..ottt 19
2.5.1  Ablauf der Hornhautentnahme ...........coooiiiiiicie e 20
2.5.2  BiIndehautabSTriCh .......coooviiii e 24
2.6 Kultivierung des SPeNdergeWeDES. ..........coveiuieieiieiie e 24
2.6.1  Inkulturnahme und Organkultur............ccooiriiiiiiiiee e 25
2.6.2  Kontamination des Kulturmediums ...........cccocoreiiininninenceee e 26
2.7 TransplantatuntersUCUNG.........cocoiiiiiiiieieee e 29
2.7.1  ENdOthelzelldiChte ........cooiiiiiiie e 30
2.7.2  ENAOtheINEKIOSEN .....ccuiiiieiiiii e 33
2.7.3  Endothelzellmorphologie ... 34
2.8  Freigabe der Hornhaut und AHOKAtION ..........ccoiiiiiiii e 36

2.9 ZHEL UOE STUIE oeeeeeeiee ittt ettt e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeereeereeeeeeeeeeerereeeeeennneeenees 37



Einflussfaktoren auf die Eignung von kornealem Spendergewebe \Y/
3 Patienten uNd MEtNOTEN...........coiiiiii e 38
T8 Y (0o [T a0 (X[ | o ORI 38
3.2 Definition der ZIelgrofRe ........ccv et 38
3i3  SHALISTIK .t 38
I B -1 (=1 0 1< 1 1= o0 o USSR 39
3.5  Eignung des kornealen Spendergewebes. ..., 44
3.6 VErwerfuNgSGrUNGE ........ooviiiiiiiiiiieieitiee et bbbt 45
3.6.1  Verwerfung wegen ENdOthel..........cccooveiiiiiiiice e 45
3.6.2  Verwerfung wegen Kontamination ............ccccoveririnininieneiene s 45
3.6.3  Verwerfung wegen Serologie.........cccveiiiiiiieii e 46
3.6.4  Verwerfung Wegen NArbe ... 46
3.6.5  Verwerfung wegen Bindehautabstrich ..., 46
3.6.6  Verwerfung wegen nachtraglicher medizinischer Kontraindikationen.............. 46
3.6.7  Verwerfung wegen technischer Ursachen...........ccocovviiiiiiiencnenineseeeens 47

4 ErQEDNISSE ... 48
ot R T U Vo TSRS PPRPSSRRRIS 48
4.2 VerwerfungSgrlNGe .........coooiiiiiiiiiiieeeee et 49
421  Verwerfung wegen Endothel...........ccooiiiiiiiiiiice e 49
4.2.2  Verwerfung wegen Kontamination ............ccccovevieieiieieeic e 51
4.2.3  Verwerfung Wegen SErolOgie........ccoiiriririiiiesieee e 51
4.2.4  Verwerfung wegen Narbe ..o 52
425  Verwerfung wegen BindehautabStrich ... 52
4.2.6  Verwerfung wegen medizinischer Kontraindikationen...........c.ccccoovvviiiininnn, 52
4.2.7  Verwerfung wegen technischer UrSachen...........ccccoveiiiiiie s 52

4.3 EINFIUSSTAKIOTEN .....oiiiiiiiiceie e 53
4.3 1 SPENUEIAITET ... ..ot 53
4.3.2  SPendergesChleCht. ...t 56

4.3.3 T OUESUISACIEN ..t nnn 57



Einflussfaktoren auf die Eignung von kornealem Spendergewebe VI

4.3.4  DiabeteS MEIIITUS ......coveiiieeces e 59
4.35  Arterielle HYPErTONIE. ......cci it 60
4.3.6  ChemOtNEIAPIE .......coviieiiiieeie ettt 60
4.3.7  LINSENSTALUS .....vevviviteeeiiete ettt 60
4.3.8  POSIMOMEM-ZEIt.....c.oiiiiiiiiiiiieee e 63

4.4  Multivariate Analyse von Einflussfaktoren auf die Eignung des Spendergewebes .. 65

5 DISKUSSION ...ttt bbbt 67
o700 A 1 o 01U oo OSSP 67
5.2 VerwerfungSGrUNGE ........ooeiuiiiiiiiiesiiee et sb e 69
5.3 EINFIUSSTAKIOTEN ..ottt 70

5.3.1  SPENUEIAITET .....c.eiiiiiiiieiee e 70
5.3.2  SpendergesChleCht.. ..o 72
5.3.3  TOUESUISACNE ..ottt 73
5.3.4  DiabeteS MEllITUS ......ccoiiiieiie e 76
5.3.5  Arterielle HYPertONI€......cc.ocviieeii ettt 80
5.3.6  ChemOtNErapIe .......coiiiieieiee e 80
5.3.7  LINSENSTALUS ...ttt 81
5.3.8  POSIMOIMEM-ZEIT......ciuiiiiiiieeeisee e 82
5.4  Studienaufbau und limitierende FaKtOren...........ccoovviriiiiiiiiies e, 84

6 SChIUSSTOIGEIUNGEN ... e e 85

7 ADBDIIAUNGSVEIZEICANIS ... 86

8 TabelleNVErZEICHNIS ..o 88

9 LiteratUrVerZEICNNIS ..o 89

10 ANNANG ¢t bbbttt 100

R B - 1] 1= Vo 18] o USSP PP PRPPOPRPR 109

12 PUBIIKATIONEN ... bbb 110

13 I o 1Y a1 P TO ) 0 L] N U L (o) o T 111



Einflussfaktoren auf die Eignung von kornealem Spendergewebe VIl

Il AbkUrzungsverzeichnis

Abs

Ag
AMG
AMWHV
BH

BSS
bzw

ca
DALK
DGFG
DMEK
dpt
DSAEK
EBAA
EEBA
EZD
FCS

GewV

gof

HbAlc
HBV
HCV

HH

Paragraph

Absatz

Antigen

Arzneimittelgesetz

Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung
Bindehaut

Balanced Salt Solution

beziehungsweise

circa

Deep Anterior Lamellar Keratoplasty

Deutsche Gesellschaft flir Gewebetransplantation
Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty
Dioptrien

Descemet's Stripping Automated Endothelial Keratoplasty
Eye Bank Association of America

European Eye Bank Association
Endothelzelldichte

Fetales Kélberserum

Gewebeverordnung

gegebenenfalls

hours (Stunden)

Glykoh&moglobin

Hepatitis B-Virus

Hepatitis C-Virus

Hornhaut



Einflussfaktoren auf die Eignung von kornealem Spendergewebe

HHB
HIV
Ig
KM
KPL

pKPL

ml
mm?
MOV
Nr
OP
PCR
QM
SD / Std.-Abw.
TPG
u.a.
UKS
VS
z.B.

Z.n.

Hornhautbank

human immunodeficiency virus
Immunglobuline
Kulturmedium
Keratoplastik
perforierende Keratoplastik
Morbus

Milliliter
Quadratmillimeter
Multiorganversagen
Nummer

Operation

polymerase chain reaction
Qualitatsmanagement
Standardabweichung
Transplantationsgesetz

unter anderem

Universitatsklinikum des Saarlandes

Versus
zum Beispiel

Zustand nach

VIl



Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung

Hintergrund und Ziel der Studie: Vor dem Hintergrund eines Ungleichgewichts zwischen

Hornhautverfligbarkeit und -bedarf, war das Ziel unserer Studie, signifikante Einflussfaktoren
auf die Eignung sowie die Verwerfungsgriinde von kornealem Spendergewebe zu ermitteln und

damit die Rate der verworfenen Hornhdute langfristig zu verringern.

Patienten und Methoden: Retrospektiv wurden 4140 Hornhdute von 2083 Spendern tiber einen

Zeitraum von 11 Jahren (Januar 2006 bis Dezember 2016) analysiert. Die untersuchten
EinflussgroRen umfassten sowohl das Alter, das Geschlecht und die medizinische
Vorgeschichte der Spender als auch Lagerungsfaktoren. Das Spendergewebe wurde durch
direkte Exzision einer 15mm Korneoskleralscheibe an der Leiche gewonnen und anschlieRend
bei 34° C organkultiviert. Die gesammelten Daten wurden in eine Microsoft Access Datenbank
ubernommen und mittels logistischer Regressionsanalysen mit SPSS 20.0 ausgewertet. Griinde
fir eine Verwerfung des Spendergewebes sind typischerweise eine mangelnde
Endothelqualitat, ausgeprédgte Narben, eine positive Spenderserologie, nachtragliche
medizinische Kontraindikationen sowie eine Kontamination des Kulturmediums oder ein
positives Bindehaut-Abstrich-Ergebnis mit relevanten Keimen. Technische Ursachen flihrten
in vereinzelten Fallen ebenfalls zur Verwerfung des Spendergewebes. Im Mehrfaktorenmodell
wurden 6 Einflussfaktoren auf die Eignung des Spendergewebes analysiert. Alle Hornhéute,

welche nicht flr eine regulédre Keratoplastik in Betracht kamen, galten hierbei als ungeeignet.

Ergebnisse: 49,6% aller in der Studie entnommenen Hornhdute waren flr regulére
Keratoplastiken geeignet. Hiervon waren 46,3% des Spendergewebes ohne Einschrankungen
geeignet, weitere 3,3% der Hornh&ute standen fur lamellare Verfahren zur Verfugung. 34,0%
der Hornhdute kamen fiir eine Notfallkeratoplastik ,,a chaud* in Frage. 16,4% des Gewebes
waren génzlich ungeeignet flr eine Keratoplastik. Die Hauptverwerfungsgriinde waren eine
verminderte Endothelqualitét (26,5%), die Kontamination des Kulturmediums (7,2%) und die
positive Serologie des Spenders (5,8%). 56,8% der Spender waren ménnlichen und 43,2%
weiblichen Geschlechts. Das mittlere Spenderalter betrug 70,3 + 15,0 Jahre. Ein hohes
Spenderalter >80 Jahre erwies sich im Vergleich zur Referenzgruppe der Spender <40 Jahre als
signifikant negative EinflussgroRe auf die Eignung der Hornhaut (p=0,001). Der Anteil
ungeeigneter Hornhdute reichte von 22,8% bei Spendern unter 40 Jahren bis 59,5% bei
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Spendern élter als 80 Jahre. Auch eine durchgefiihrte Katarakt-Operation (p<0,001) minderte
signifikant die Eignung. Mannliche Hornh&ute waren signifikant weniger geeignet als
weibliche Hornhdute (p=0,028). Eine arterielle Hypertonie (p=0,612) in der
Spendervorgeschichte oder eine stattgefundene Chemotherapie (p=0,745) hingegen brachten
kein statistisch signifikantes Ergebnis. Auch ein Diabetes mellitus (p=0,321) schrankte die
Eignung nicht signifikant ein. Bei Diabetikern zeigte sich jedoch eine im Mittel 72 Zellen/mm?
niedrigere Endothelzelldichte als beim Gesamtkollektiv. Die 3 hdufigsten Todesursachen der
Hornhautspender waren kardiovaskulare (25,4%), zerebrovaskuldre Todesursachen (19,8%)
und Krebs (19,1%). Sepsis (p=0,026), Multiorganversagen (p<0,001) und ,andere*
Todesursachen beim Spender (p=0,027) resultierten in signifikant htheren Verwerfungsraten
aufgrund von Kontamination des Mediums im Vergleich zur Referenzgruppe der kardio- und
zerebrovaskuldren Todesursachen. Die Postmortem-Zeit, also die Zeit zwischen Versterben des
Spenders und der Entnahme der Korneoskleralscheibe, lag in unserer Studie im Mittel bei 11,9
+ 9,6 Stunden, der Median bei 11 Stunden. Die Blutentnahmen fur die infektionsserologische
Prifung fanden im engen zeitlichen Rahmen zur Hornhautentnahme statt. Spenderhornhdute
mussten signifikant haufiger wegen einer positiven Spenderserologie verworfen werden
(p<0,001), wenn die Blutentnahme mehr als 12 Stunden seit Versterben des Spenders
zuriicklag. Die Verwerfungsrate wegen positiver Serologie lag bei Hornh&uten mit einer
Postmortem-Zeit von <6 Stunden bei 3,5%, 6-12 Stunden bei 5,1% und >12 Stunden bei 8,4%.

Schlussfolgerungen: Faktoren wie ein hohes Spenderalter oder eine stattgehabte Katarakt-

Operation verringerten die Eignung des kornealen Spendergewebes in der Organkultur. Sepsis,
Multiorganversagen oder ,andere Todesursache (zum Beispiel Suizid) erhohten die
Kontaminationsrate des Mediums. Eine postmortale Blutentnahme nach mehr als 12 Stunden
steigerte das Risiko fir ein positives Serologie-Ergebnis. Ein Diabetes mellitus in der
Spendervorgeschichte resultierte in einer verminderten Endothelzelldichte, schrankte die
Eignung des Spendergewebes aber nicht statistisch signifikant ein. Eine arterielle Hypertonie
und eine Chemotherapie in der Spendervorgeschichte schienen die Eignung ebenfalls nicht

signifikant zu beeinflussen.
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1.2 Abstract

Background and Purpose: Based on the discrepancy between availability and demand for

corneal donors, the purpose of our study was to identify significant factors influencing the
suitability and affecting the main reasons for discarding organ-cultured corneas. Thus, our long

term objective was to minimise the percentage of unsuitable corneas.

Patients and Methods: Retrospectively, 4140 corneas from 2083 donors were analysed over a

study period of eleven years (January 2006 to December 2016). The factors examined included
age, gender and medical history of the donors as well as storage factors. The donor tissue was
obtained from the cadaver by direct excision of a 15mm corneoscleral disc and then organ-
cultured at 34°C. The collected data was transferred to a Microsoft Access database and
evaluated with SPSS 20.0, using logistic regression analyses. Reasons for discarding donor
tissue are typically a poor endothelial quality, relevant scars, a positive donor serology,
subsequent medical contraindications as well as a contamination of the culture medium or a
positive test result of the conjunctiva with relevant pathogens. In isolated cases, technical causes
also led to the donor tissue being discarded. In a multiple regression model, six factors
influencing the suitability of the donor tissue were analysed. All corneas that did not meet the

criteria for a regular keratoplasty were considered unsuitable.

Results: 49.6% of all corneas considered in the study were suitable for a regular keratoplasty.
46.3% of these were suitable without restrictions, and a further 3.3% of the corneas were only
available for lamellar procedures. 34.0% of the corneas were suitable for an emergency
keratoplasty “a chaud”. Only 16.4% of the tissue was totally unsuitable for keratoplasty. The
main reasons for discarding corneas were poor endothelial quality (26.5%), contamination of
the culture medium (7.2%) and a positive donor serology (5.8%). 56.8% of the donors were
male and 43.2% were female. The mean donor age was 70.3 + 15.0 years. A high donor age of
>80 years was found to significantly negatively influence the suitability of the cornea (p=0.001)
compared to the reference group of donors aged <40 years. The percentage of unsuitable
corneas ranged from 22.8% for donors under 40 years of age to 59.5% for donors older than 80
years of age. Cataract surgery (p<0.001) also significantly reduced suitability. Male corneas
were significantly less suitable than female corneas (p=0.028). No statistically significant result
was found for hypertension (p=0.612) or chemotherapy (p=0.745) in the donor history. A status
of diabetes mellitus (p=0.321) did also not significantly restrict the suitability. Diabetics,
however, showed an endothelial cell density 72 cellssmm? lower on average than the overall

collective. The three most frequent causes of death of the cornea donors were cardiovascular
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(25.4%) and cerebrovascular reasons (19.8%) as well as cancer (19.1%). Due to contamination
of the culture medium, sepsis (p=0.026), multiorgan failure (p<0.001) and “other” causes of
death (p=0.027) resulted in significantly higher discarding rates compared to the reference
group of cardiovascular and cerebrovascular causes of death. The postmortem time, i.e. the time
between decease of the donor and the excision of the corneoscleral disc, was on average 11.9 +
9.6 hours. The median was 11 hours. The blood samples for the serological examinations were
taken in close temporal relation to the excision. Corneas had to be discarded significantly more
often because of a positive donor serology, if the blood sample collection occurred more than
12 hours after the death of the donor (p<0.001). The discarding rate due to positive donor
serology was 3.5% for corneas with a postmortem time of <6 hours, 5.1% for 6-12 hours, and
8.4% for >12 hours.

Conclusions: Factors such as a high donor age or cataract surgery significantly reduced the
suitability of corneal donor tissue in organ culture. Sepsis, multi-organ failure and “other”
causes of death (for example suicide) increased the contamination rate of the medium. Post-
mortem blood collection after more than 12 hours increased the risk of positive serology results.
Diabetes mellitus in the donor history resulted in reduced endothelial cell density but did not
statistically significantly limit the suitability of donor tissue. Arterial hypertension and
chemotherapy in the donor history also did not seem to significantly affect suitability.
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2 Einleitung

2.1 Die Hornhaut
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Abbildung 1: Waagerechter schematischer Schnitt durch den rechten Augapfel [2]

Die Hornhaut (HH) (englisch: cornea) spielt als optische Struktur des menschlichen Auges eine

bedeutsame Rolle fiir unser Sehen. Entsprechend einem Uhrglas in der Uhr, ist die HH in die

Lederhaut (Sklera) eingelassen [2]. Sie begrenzt das Auge nach auBen und bildet nach innen

die mit Kammerwasser gefullte VVorderkammer (siehe Abbildung 1). In ihrer Funktion als

,Frontlinse* des Auges, tragt die HH mit ihrer Transparenz und Wolbung zur scharfen

Abbildung von Gegenstdnden auf unserer Netzhaut bei. Mit circa (ca.) 43 Dioptrien (dpt)

ubernimmt sie durch ihre Krimmung und die glatte, optisch brechende Oberflache einen

erheblichen Anteil an der Gesamtbrechkraft des Auges [2,3].

Der histologische Aufbau der HH gliedert sich, wie in Abbildung 2 dargestellt, von auen nach

innen in funf Schichten: Epithel, Bowman-Lamelle, Stroma, Descemet-Membran und

Endothel.
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Abbildung 2: Schnittbild der Cornea [2]

Die &uRerste Schicht und somit Hornhautoberflache stellt ein regenerationsfahiges,
mehrschichtig, unverhorntes Plattenepithel dar, wessen basale Zellen mit der sogenannten
Bowman-Lamelle adharent sind [3]. Das Hornhautepithel bietet mechanischen Schutz und dient
der Keimabwehr. Kleinere Lasionen kdnnen durch einen hohen Mitoseindex innerhalb von

Stunden regeneriert werden [3,4].

In Richtung Vorderkammer, an die Bowman-Lamelle angrenzend, findet sich das
Hornhautstroma. Es besteht aus kollagenem Bindegewebe und zeichnet sich durch Zellarmut,
hohe Transparenz und hohe Festigkeit aus [2]. Da das Hornhautstroma keinerlei Blutgefaie
enthalt, ergibt sich eine langsame Regenerationsfahigkeit nach Schadigung und eine narbige
Verheilung [2,3].

Abgeschlossen wird das Stroma durch die besonders widerstandsfahige Descemet-Membran,

welche aus elastischen Fasern besteht [2].
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Ihr sitzt das einschichtige Hornhautendothel mit einer Dicke von 4-6 pum auf. Die
Endothelzellen sind polygonal mit 5-7 Réandern [4]. Die meist hexagonalen Zellen
gewdhrleisten zum einen den Stoffaustausch zwischen Kornea und Kammerwasser, zum
anderen stellen sie eine Diffusionsbarriere fur das Kammerwasser dar. Dank seiner
Pumpfunktion bewirkt das Endothel eine stdndige Dehydration, entquillt das Stroma und tragt
wesentlich zur Transparenz der HH bei [2,3]. Das Endothel ist die metabolisch aktivste sowie
empfindlichste Schicht der menschlichen HH [5]. Sinkt die Endothelzelldichte (EZD) auf unter
700 Zellen/mm2 (pro Quadratmillimeter), so verliert das Endothel sowohl seine Barriere- als

auch seine Pumpfunktion, was zu einer Schwellung und Tribung der HH flhrt [2,4].

Die EZD betragt normalerweise ca. 2500 Zellen/mm?[2]. Sie nimmt mit zunehmendem Alter
physiologisch ab, da die mittlere Zellflaiche im Alter fortwahrend zunimmt [6,7]. Im
Durchschnitt reduziert sich die EZD jahrlich um 0,6% im Alter von 15 bis 85 Jahren [8]. Im
ersten Lebensmonat liegt sie noch bei ca. 6000 Zellen/mm? [9]. Untersuchungen von Nucci et
al. zeigten, dass die EZD im Alter von 5 Lebensjahren im Mittel bei 3500 Zellen/mm? liegt,
dann aber schatzungsweise zwischen dem 5. und 7. Lebensjahr um 13% abnimmt und bis zum
10. Lebensjahr wiederum um 12% [10].

Im Gegensatz zum Epithel besitzt das Hornhautendothel keine Regerationsfahigkeit [2]. Die
postmitotischen Zellen des Endothels haben wenige bis keine Mdglichkeiten sich durch Teilung
zu erneuern [11,12]. Defekte des Endothels sowie der allméhliche Verlust an Endothelzellen
mit dem Alter gehen mit einer kompensatorischen Zellvergrofierung benachbarter, intakter
Endothelzellen und einer deutlichen Funktionseinschrankung einher. Es entsteht ein Zellbild
mit zunehmend unregelmaRig groRen Zellen (Polymegalismus) [2,6,13]. Ebenso kommt es im
Rahmen des Endothelzelldichteverlustes zu einem gesteigerten zellularen Pleomorphismus,

nédmlich einer zunehmenden Variation an Zellformen [6,13].

Erkrankungen der HH, die zum Beispiel (z.B.) mit einer Trlbung oder einer irreguléren
Wolbung einhergehen und somit starke EinbulRen der Sehstarke hervorrufen, kdnnen mit einer
Hornhauttransplantation therapiert werden [2]. Aus einer Studie von Matthaei et al. geht hervor,
dass der Keratokonus in Europa die fuhrende Indikation (24,2%) fir eine perforierende
Keratoplastik darstellt, gefolgt vom postoperativen Odem nach Katarakt-Chirurgie (20,6%),
einer Keratitis (13,2%) und der Fuchschen Endotheldystrophie (10,2%). Weltweit betrachtet
unterscheiden sich die Indikationen von Region zu Region und innerhalb verschiedener
Zeitrdume [14].
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Posteriore lamelldre Keratoplastik-Verfahren wie z.B. Descemet Membrane Endothelial
Keratoplasty (DMEK) und Descemet's Stripping Automated Endothelial Keratoplasty
(DSAEK) werden zudem immer mehr zur Standardtherapie bei
Hornhautendothelerkrankungen, die vorher hauptséchlich durch perforierende Keratoplastiken
(pKPL) therapiert wurden [15,16]. So stellen Patienten mit Fuchs-Endotheldystrophie neben
samtlichen Erkrankungen des Hornhautendothels die grofite Gruppe innerhalb der Indikationen
fiir posteriore lamellare Keratoplastiken dar [16].

2.2 Die Keratoplastik

Im Jahr 2018 gab es laut der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) weltweit schatzungsweise
1,3 Milliarden Menschen, welche mit einer Sehbehinderung lebten [17]. SechsunddreiBig
Millionen Menschen galten weltweit als blind und 217 Millionen Menschen als mittel bis
schwer sehbehindert [18]. Hornhauterkrankungen z&hlen zu den Hauptursachen fiir Erblindung
und betreffen weltweit mindestens 4 Millionen Menschen [19]. Das Verfahren der
Keratoplastik ist der Goldstandard fiir die Therapie von Hornhauttribungen und bei
Herabsetzung der Sehscharfe nach kongenitalen Hornhautveranderungen,
Hornhautdystrophien, Traumata und Entziindungen [19]. Die perforierende Keratoplastik dient
bei akut infektiosen Geschehen dem Erhalt des Auges und der Linderung von
Schmerzzustanden [20-22]. Um ihre Sehkraft zurtickzuerlangen stellt die Keratoplastik fur die

Betroffenen meist eine alternativlose Therapie dar [20].

Mehr als 100 Jahre sind bereits vergangen seit Dr. Eudard Zirm im Dezember des Jahres 1905
die erste erfolgreiche perforierende homologe Keratoplastik am Menschen gelang [23]. Der
Erfolg entsprach nach vielen zuvor gescheiterten Versuchen einem Meilenstein und stellte
einen Hohepunkt jahrhundertelanger Experimente und Theorien dar. Bis Tausend Jahre vor
unserer Zeit lassen sich die Anfange der Keratoplastik zurlickverfolgen. Erste
Behandlungsansatze fur den Ersatz von erkranktem kornealem Gewebe lieRen sich schon im

Altertum nachweisen [24].

2.2.1 Aktuelle Zahlen

Deutschlandweit werden inzwischen jahrlich mehr als 9000 Hornhauttransplantationen
durchgefihrt. Hiermit z&hlt die Keratoplastik medizinisch gesehen zu einem ,,Routineeingriff«
[20,25]. Fortschritte in der Spenderakquise und Kultivierung des Spendergewebes sowie

verbesserte chirurgische Techniken tragen wesentlich zur Weiterentwicklung bei. Die



Einleitung 9

Keratoplastik gehort mit einer Erfolgsrate von etwa 90% zu den erfolgreichsten
Gewebetransplantationen [21,25] und z&hlt, neben der Bluttransfusion, zu dem am meisten
transplantierten Gewebe [21,22,26,27]. Laut der ,,Eye Bank Association of America* (EBAA)
stellen Gber 97% aller Hornhauttransplantationen das Sehvermégen des Hornhautempfangers

erfolgreich wieder her [28].

Die Anzahl der durchgefiihrten Keratoplastik steigt jahrlich [29]. Zahlen des Jahresberichtes
der ,,European Eye Bank Association” (EEBA) aus dem Jahr 2016 stammten aus 66
Hornhautbanken (HHB) in 22 Landern. Sowohl im Jahr 2015 als auch im Jahr 2016 kam es zu
einem Zuwachs an prozessierten Hornh&uten sowie zu einer prozentualen Steigerung der zur
Transplantation freigegebenen HH. So wurden im Jahr 2012 zahlenmaRig 33.302 HH
prozessiert, im Jahr 2016 waren es 40.894 HH [29].

Weltweit wurden im Jahr 2012 in insgesamt 116 Landern 184.576 Hornhauttransplantationen
durchgefuhrt. Die prozessierten Hornhdute, 283.530 an der Zahl, wurden in insgesamt 742
Hornhautbanken gelagert. Jedoch wurde hiermit nur ca. 53% der Weltbevoélkerung ein Zugang
zur Transplantation ermdoglicht [27]. Gain et al. bemalRen das Missverhaltnis zwischen
weltweitem Bedarf und der vorherrschenden Verfugbarkeit von kornealem Spendergewebe

anhand ihrer Umfragen auf 1 verfugbare Hornhaut pro 70 nachfragenden Patienten [27].

In den jahrlichen Leistungszahlen der Sektion Gewebetransplantation und Biotechnologie der
Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft wurden fur das Jahr 2016 die Daten von 25
deutschen HHB erhoben. 10.458 Hornhdute wurden demnach im Jahr 2016 in Kultur
genommen, womit erstmalig der 5-stellige Bereich erreicht wurde. Trotz einer Steigerung der
verfiigharen und geeigneten HH um 12% im Vergleich zum Vorjahr, zahlte die Warteliste in
Deutschland zum 31.12.2016 dennoch 2812 Patienten (von 18 deutschen HHB).
Durchschnittlich warteten 172 + 165 Patienten pro HHB auf ein Transplantat [30].

Auch in Homburg stieg die Anzahl der prozessierten HH und durchgefiihrten Keratoplastiken
in den Jahren zwischen 2005 und 2019 stetig an (siehe Abbildung 3). Die Warteliste zahlte

zum Ende des Jahres 2018 dreihundertfiinfundsiebzig Patienten.
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Abbildung 3: Anzahl der durchgefiihrten Keratoplastiken in Homburg in den Jahren 2005-2019

Laut dem Deutschen Keratoplastik-Register zahlte die Warteliste in Deutschland am
31.12.2018 fast 5000. Der Bedarf an Spendergewebe wird trotz h6herem Angebot nach wie vor
nicht gedeckt. So geht man wegen eines stetigen Wachstums und einer stetigen Alterung der
Weltbevolkerung davon aus, dass der Bedarf an Hornhauten weiter steigen wird [11,17-19,31].
Ein Ungleichgewicht zwischen der Nachfrage und allgemeinen Organverfiigbarkeit verursacht

in der Transplantationsmedizin deutschland- als auch weltweit bedeutende Wartezeiten [32,33].

2.2.2 Formen der Keratoplastik

Die Keratoplastik kann prinzipiell aus optischen oder tektonischen Griinden erforderlich
werden (meist elektiv) [25,34]. Optische Indikationen stellen beispielsweise Tribungen und
Woélbungsanomalien dar. Eine Blockexzision aufgrund eines malignen Melanoms des
Ziliarkorpers oder einer Epithelimplantationszyste wird zu den tektonischen Indikationen
gezahlt [34]. Des Weiteren kann eine Keratoplastik in kurativer Absicht in Form von
Notfalleingriffen ,,a chaud“ notwendig werden. Sie dient der Wiederherstellung der Integritét
des Bulbus. Indikationen sind beispielsweise eine infektiose oder rheumatisch bedingte
Descemetozele oder eine Hornhautperforation [34].

Uber ein halbes Jahrhundert stellte die perforierende, durchgreifende Keratoplastik (pKPL) die
fihrende Technik der Transplantation dar. Inzwischen haben sich jedoch die sogenannten

lamelldren Keratoplastiken etabliert, die eine immer groflere Rolle einnehmen [35-37].
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Innovationen technischer Art ermdglichen nicht mehr die gesamte Hornhaut, sondern nur die

erkrankten Anteile durch spezielle Schichten der Hornhaut zu ersetzen [38,39].

Unterschieden wird bei den lamelldren Keratoplastiken zwischen den anterioren und
posterioren lamelldren Verfahren. Im Folgenden sollen die verschiedenen Techniken kurz

vorgestellt werden.

Bowman's membrane

Epithelium

.--377‘ i s e

Endothelium

,
Descemet’'s membrane -

Abbildung 4: Techniken der Keratoplastik [35]
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2.2.2.1 Perforierende Keratoplastik

Die perforierende Keratoplastik oder auch penetrierende Keratoplastik beschreibt die
Transplantation eines alle Hornhautschichten umfassenden Spenderhornhautscheibchens
variablen Durchmessers (siehe B Abbildung 4) [35,38]. Charakteristischerweise werden somit
alle funf Hornhautschichten, ndmlich das Epithel, die Bowman-Lamelle, das Stroma, die

Descemet-Membran und das Endothel verpflanzt [39].

Hornhauterkrankungen, die das Hornhautstroma in voller Dicke erfassen, wie z.B.
Hornhautnarben, -dystrophien und -degenerationen, aber auch Wdélbungsanomalien der
Hornhaut wie der Keratokonus und der Keratoglobus sind Indikationen fir eine pKPL. Wird
die Transplantation im Rahmen eines Notfalleingriffes vollzogen, handelt es sich um eine
sogenannte ,,Keratoplastik a chaud“. Diese wird z.B. aufgrund eines therapieresistenten
Hornhautulkus zur Entfernung der Perforationsstelle oder bei offenem (perforiertem) Auge
vollzogen [38]. Im Jahre 1950 wurde der Begriff ,,Keratoplastik a chaud* von Franceschetti
und Doret eingefiihrt [40].

Mithilfe diverser Trepanationssysteme kann die Trepanation der Spender- als auch Empfanger-
Hornhaut entweder von endothelial oder epithelial erfolgen [41]. Zur Auswahl stehen
mechanische Systeme, wie z.B. das handgefuhrte und motorgetriebene System, sowie die
Homburger/Erlanger Technik der nichtmechanischen Trepanation mit dem Excimerlaser,
welche im Jahr 2019 den 30. Geburtstag seines klinischen Einsatzes feierte (siehe Abbildung
5) [34].

Rotierender Laserstrahl Rotierender Laserstrahl
gefUhrt Ober HeNe-Laser gefhrt Ober HeNe:jjr/
\ ‘ |
Photoablation des bestrahiten ‘

Photoablation des bestrahiten '

) g / s \L e
Z__» ' Ly,

durch die Maske geschitztes durch die Maske geschitztes
Hornhautgewebe Hornhautgewebe
Spender Empféanger

Abbildung 5: Prinzip der nichtmechanischen Trepanation mittels 193-nm-Excimerlasers entlang einer Metallmaske im
Sagittalschnitt. Links: Spendertrepanation. Rechts: Empfangertrepanation [41]
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2.2.2.2 Vordere lamellare Keratoplastik

Unter der vorderen lamellaren Keratoplastik beziehungsweise (bzw.) anterioren lamell&ren
Keratoplastik (ALK) versteht man die alleinige Ubertragung der vorderen Hornhautschichten,
wéhrend die gesunde Descemet-Membran, das funktionstiichtige Endothel und ein Teil des
Stromas erhalten bleiben [2,35] (siehe C Abbildung 4). Man unterscheidet bei den vorderen
lamellaren Verfahren die anterior lamelldre und die tiefe anterior lamellare KPL.

Bei der tiefen vorderen lamelldren Keratoplastik bzw. deep anterior lamellar keratoplasty
(DALK) wird das Hornhautstroma komplett exzidiert. Hier bleiben ausschliellich die intakte
Descemet-Membran und das Endothel erhalten (siehe D Abbildung 4) [38].

Vorderen lamellare Verfahren kommen beim Keratokonus, bei oberflachlich gelegenen Narben
oder stromalen Hornhautdystrophien in Frage [2]. Eine DALK kommt zum Einsatz, wenn

Tribungen und Narben bis in tiefe Stromabereiche reichen [38].

2.2.2.3 Hintere lamellare Keratoplastik

Bei der hinteren bzw. posterioren lamellaren KPL handelt es sich um zwei Verfahren, welche
bei Patienten mit erkranktem Endothel angewendet werden. Man unterscheidet die Descemet
Stripping Automated Endothelial Keratoplasty (DSAEK) von der Descemet Membrane
Endothelial Keratoplasty (DMEK). Bei der sogenannten DSAEK wird das Endothel zusammen
mit der Descemet-Membran kreisformig entfernt und ein Transplantat, bestehend aus Endothel,
Descemet-Membran und dinner Stromalamelle auf die Innenseite der Empfangerhornhaut
aufgebracht [2] (siehe E Abbildung 4). Beim moderneren Verfahren der DMEK wird nur die
Descemet-Membran und das Endothel transplantiert [38] (siehe F Abbildung 4). Beide
hinteren lamellaren Methoden eignen sich fiir Patienten mit Endothelinsuffizienz z.B. im
Rahmen einer Fuchsschen Endotheldystrophie, der bullésen Keratopathie und dem

Endothelversagen nach Keratoplastik [39].

2.3 Die Hornhautbank

Die LIONS-Hornhautbank (HHB) Saar-Lor-Lux, Trier/Westpfalz an der Klinik fur
Augenheilkunde am Universitatsklinikum des Saarlandes (UKS) wurde im Jahre 2000 von
Herrn Professor Ruprecht gegriindet. Sie war damals die zwolfte HHB in Deutschland [42] und
die zweite durch Spendengelder von ,,LIONS-Clubs International* finanzierte deutsche HHB
[43]. Das Ziel der LIONS-Hornhautbank Saar-Lor-Lux, Trier/Westpfalz ist es,
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Spenderhornhdute optimaler Qualitdt zu gewinnen, zu prozessieren und zu transplantieren.
Seitens der Gesetzgebung richtet sich die HHB nach den Richtlinien der Bundesérztekammer
und der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft, dem Transplantationsgesetz (TPG), der
TPG-Gewebeverordnung (TPG-GewV), dem Arzneimittelgesetz (AMG), der Arzneimittel-
und Wirkstoffherstellungsverordnung (AMWHYV) und den EU-Richtlinien. Zu den Aufgaben
der HHB z&hlen die im Folgenden ndher beschriebene Spenderakquise, die Hornhautentnahme,
die Kultivierung, die Transplantatuntersuchung und -befundung sowie die anschlielende

Verteilung der HH an die zu transplantierenden Patienten nach Allokationsregeln.

2.4 Spenderakquise und medizinische Eignung

Die Spender der Studie wurden durch das UKS sowie durch die enge Kooperation mit anderen
externen Kliniken im Gebiet Saar-Lor-Lux, Trier/Westpfalz rekrutiert. Bei der Auswahl der
Spender wurde keine minimale oder maximale Altersgrenze gesetzt. Verpflichtend zur Spende
war das Vorliegen des Einverstandnisses zur Gewebespende, der Ausschluss medizinischer
Kontraindikationen und die infektionsserologische Prifung. Hornhdute von Spendern mit
medizinischen Kontraindikationen durften nicht entnommen werden und wurden somit aus der
Studie ausgeschlossen. Fiel eine Kontraindikation erst nach der Hornhautentnahme auf, so

wurde das Gewebe nachtréglich wegen Kontraindikation verworfen.

2.4.1 Rekrutierung der Spender

Durch die enge Zusammenarbeit mit Kooperationspartnern der LIONS-Hornhautbank Saar-
Lor-Lux, Trier/Westpfalz wurden Spender grof3flachig rekrutiert. Innerhalb des
Universitatsklinikums des Saarlandes kamen die Spender aus 19 verschiedenen Abteilungen.
Ein Anteil von 6,5% aller Spender-HH kam aus den Kooperationskliniken in Luxemburg,
weitere 6,3% der Spender aus der Kooperation mit Kusel, zusétzliche 6,9% aus sonstigen
externen  Kliniken (Trier, St.Wendel, Saarbriicken) und 3,3% von anderen
Kooperationspartnern (Bestattungsinstitute etc.). Dies ergibt einen Anteil von 23% aller
Hornhdute, welche durch Kooperationspartner der LIONS-HHB rekrutiert wurden. Laut der
Sektion Gewebetransplantation und Biotechnologie der Deutschen Ophthalmologischen
Gesellschaft lag die Anzahl der bezuglich der Hornhautspende kooperierenden Kliniken im Jahr
2013 bei durchschnittlich 5 Kliniken pro HHB [44].

Alle mit der LIONS-HHB kooperierenden Partner richteten sich bei der Spenderakquise nach

den gleichen Richtlinien. Von der Bundesarztekammer werden die Richtlinien jeweils nach
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dem neusten Stand der wissenschaftlichen Erkenntnisse und im Einvernehmen mit dem Paul-
Ehrlich-Institut sowie unter Beriicksichtigung untergesetzlicher Regularien der Sektion
Gewebetransplantation und Biotechnologie der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft
erstellt und konkretisiert [20]. Alle Anforderungen zur Spenderakquise als auch zur Entnahme,
Prozessierung und Freigabe der Hornhaut sind in einem Regelwerk zusammengefasst. Im
Zeitraum der Studie wurde jeweils nach dem aktuell und allgemein anerkannten Stand der
Erkenntnisse gehandelt. Das Personal erhielt regelméRig Schulungen, wodurch alle Mitarbeiter

mit den lhnen zugewiesenen Aufgaben vertraut waren [45].

2.4.2 Einholen des Einverstandnisses

Voraussetzung flr die postmortale Spende einer Augenhornhaut war geméal 88§ 3 und 4 des
Transplantationsgesetzes [46] eine Einwilligung zur Gewebespende zu Lebzeiten des Spenders
oder nach deren Tod die Zustimmung Angehoriger, welche im Sinne des Verstorbenen
entscheiden (sogenannte Entscheidungslosung) [20,33,47]. Hierzu mussten die zustimmenden
Angehorigen mit dem Spender in den letzten 2 Jahren vor dessen Versterben in Kontakt
gestanden haben. Die Zusage eines einzelnen erreichten Angehdrigen reichte aus. Sobald ein
Widerspruch eines Angehdrigen vorlag, wurde die Spende unterbunden. Der geeignete
Zeitpunkt, Umfang und Inhalt des Gespraches (ber die Gewebespende wurde moglichst
erfahren ausgewahlt. Die Mitarbeiter der LIONS-HHB nahmen regelmé&fBig an Seminaren zur
professionellen Gesprachsfihrung mit den Angehérigen potentieller Hornhautspender teil
[20,46].

2.4.3 Bescheinigung des Todes

Das Versterben des Gewebespenders musste entsprechend der Richtlinie zur Feststellung des
irreversiblen Hirnfunktionsausfalls der Bundeséarztekammer festgestellt werden. Es genligte die
Feststellung durch einen Arzt, sofern der endgiltige nicht behebbare Herzkreislaufstillstand
eingetreten war und seitdem mehr als drei Stunden vergangen waren. Bei Multiorganspendern
oder anderen Spendern, bei denen die Zeit zwischen Entnahme des Gewebes und dem Tod des
Spenders weniger als drei Stunden betrug, musste die Todesfeststellung gemaR § 3 Absatz 1
(Abs.) Nummer 2 (Nr.) und Abs. 2 Nr. 2 Transplantationsgesetz durch zwei dafiir qualifizierte
Arzte erfolgen. Dabei musste die drztliche Untersuchung des Spenders unabhéngig voneinander
stattgefunden haben. Arzte, die an der Todesfeststellung beteiligt waren, durften gemaR § 5
Abs. 2 TPG weder an der Entnahme des Spendergewebes noch an der Ubertragung beteiligt
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sein [20,48]. Die Todesbestatigung wurde auf dem Hornhautspende-Formular notiert (siehe

Anhang 10.1 Hornhautspendeformular und Todesbestatigung, Seite 101).

2.4.4 Medizinische Kontraindikationen

Die Klinische Spenderauswahl ist ein wichtiger Punkt fur die Sicherheit einer
Hornhauttransplantation. So kdnnen beispielsweise neurologische Erkrankungen wie Tollwut,
und die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit auf den Empféanger tubertragbar sein und stellen demnach
eine Kontraindikationen fur die Transplantation von Augengewebe dar [49-51]. Vor der
Hornhautentnahme musste sichergestellt sein, dass die Anforderungen an die medizinische
Eignung des Spenders erfullt sind (8 8d Abs. 1 Nr. 2 TPG). Zum Zwecke der Eignungsprufung
bzw. Risikobewertung eines Verstorbenen waren gemal § 7 TPG Arzte, Einrichtungen der
medizinischen Versorgung und Behdrden zur Zusammenarbeit verpflichtet und hatten
unverziglich Auskunft zu geben. Die Ausschlusskriterien waren anhand Anamnese,
zweckdienlicher Quellen wie Krankenakten, der Befragung behandelnder Arzte, biologischer
Untersuchungen und der postmortalen korperlichen Untersuchung zu prufen [20]. Die Reise-
und Expositionsgeschichte des Spenders als auch die lokale Pravalenz von
Infektionskrankheiten waren hierbei zu beriicksichtigen [49,52]. In der vorliegenden Studie
diente das Fremdanamnese-Protokoll ~der  LIONS-Hornhautbank  Saar-Lor-Lux,
Trier/Westpfalz der Eignungsprufung (siehe Anhang 10.2 Fremdanamneseprotokoll, Seite
102). Die im Folgenden angefiihrten Kriterien fihrten zum Ausschluss des Spenders zur

Gewebespende:

1) unbekannte Todesursache, signifikante Erkrankung unbekannter Atiologie in der

Vorgeschichte

2.) Virale Spendererkrankungen: Infektion mit ,,human immunodeficiency virus* (HIV)
Hepatitis B/C, HTLV I/11 oder besondere Risikofaktoren fir diese Infektionen

3.) Bakterielle Spendererkrankungen: Syphilis oder andere chronisch persistierende
bakterielle Infektionen (Brucellose, Fleckfieber unter anderem (u.a.) Rickettsiosen,
Lepra, Ruckfallfieber, Melioidose, Tulardmie)

4. Protozoonotische Spendererkrankungen: Babesiose, Trypanosomiasis (z.B. Chagas-
Krankheit), Leishmaniose

5.) aktive, systemische Infektionen: bakteriell, viral, durch Pilze, parasitar oder unklarer

Ursache



Einleitung 17

6.)

7))

8.)

9)

10.)

11)

12))

13)

14)

Pilzsepsis oder Sepsis mit multiresistenten Keimen

Zentralnervose Erkrankungen unklarer Ursache: (Morbus (M.) Alzheimer,
M. Parkinson, unklare schnell fortschreitende Demenz, Multiple Sklerose, Amyotrophe

Lateralsklerose, retrovirale ZNS-Erkrankungen)
Hé&matologische Neoplasien, Leukamien, Lymphome

Ophthalmologische Spendererkrankungen mit sichtbarer Verdnderung der Hornhaut,
Z.n. (Zustand nach) Hornhautchirurgie, Infektionen (lokal), Tumoren des Auges

Z.n. postexpositioneller Impfung gegebenenfalls (ggf.) Tollwut innerhalb von 12

Monaten, Z.n. Lebendimpfstoffimpfung innerhalb von 4 Wochen

Risiko der Krankheitsiibertragung durch Prionen: Empfanger von Dura mater-,
Cornea-, Sklera-, Hetero- oder Xenotransplantaten;  Empfanger  von
Hypophysenhormonen; Diagnostizierte Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beim Spender

oder in der familiaren VVorgeschichte

Pramortale Aufnahme von Stoffen, bei denen durch die Transplantation eine fur den
Empféanger schadliche Wirkung eintreten kann (z.B. Gifte, Schwermetalle)

Spender, bei denen pramortal durch vorausgegangene Transfusionen eine iber 50%ige
Plasmaverdiinnung eingetreten ist (siehe Tabelle 1: Berechnung der

Plasmaverdunnung)

Tabelle 1: Berechnung der Plasmaverdiinnung (EK = Erythrozytenkonzentrat, TK = Thrombozytenkonzentrat, FFP
= Gefrorenes Frischplasma, KG = Kdrpergewicht)

Tabelle zur Berechnung der Plasmaverdinnung:
Transfusionen in Anzahl x Yolumen Fir die Berechnung herangezogen werden
den letzten 48 h nur die Infusionen, die im jeweils relevan-
EK ¥ 300 mi ten Zeitraum gegeben wurden;
TE % 240 ml dieser betragt fir.
FFP X 270 ml «ristalloid
Andere X m nstalioige.
........... X......ml » 1hvordem Tod
Kolloide oder Blutprodukte:
SUMME ml
¥ 48 h vor dem Tod
Es darf der Grenzwert von 22,5 ml pro kg KG nicht Uberschritten werden (sofern kei-
ne Pratransfusionsprobe verflighar ist).

Zeitlich begrenzter Ausschluss: 2 Jahre nach Heilung von: Salmonellen, Q-Fieber,
Tuberkulose, Leptospiren; 4 Jahre nach Heilung von Malaria; 4 Wochen nach Heilung

von Masern, Rételn, VZV, oder anderer schwerwiegender viraler Erkrankungen
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15.) Hinweise auf weitere unklare Erkrankungen, Besiedlung oder Infektion mit MRSA
(Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus), ESBL (Extended spectrum -
lactamase), VRSA (Vancomycin-resistenter Staphylococcus aureus)

16.) Hinweise auf unvollstdndige oder unzuverldssige Anamnese, Zweifel an der

Aussagenrichtigkeit

2.4.5 Spenderserologie

Zusétzlich zum Ausschluss der oben genannten medizinischen Kontraindikationen waren bei
jedem Spender Laboruntersuchungen auf Infektionsmarker verpflichtend [20,45]. Mehrere
Studien publizierten, dass Virusinfektionen durch Gewebe und Organe Ubertragen werden
[49,53-56]. Da die Hornhdute nicht sterilisiert werden kénnen [20], bleibt das Risiko der
Ubertragung von Infektionskrankheiten bestehen und eine griindliche Spenderkontrolle und -
prifung st besonders wichtig [57]. Fir die notwendigen serologischen und
molekularbiologischen Untersuchungen musste ausreichend geeignetes Material zur
Verfligung stehen, bevor die Entnahme der Korneoskleralscheibe erlaubt wurde. Prinzipiell
durften fur die Laboruntersuchungen zugelassene Blutproben entweder maximal sieben Tage
pramortal (sogenannte Laborriickstellproben) oder bis maximal 24 Stunden nach Eintritt des
Todes entnommen werden [20]. In der vorliegenden Studie wurde die Blutprobe fast
ausschlieBlich postmortal von jenem Personal enthommen, welches die Entnahme des
Spendergewebes durchfuhrte. Die Blutentnahme geschah (blicherweise an den Hals- oder
LeistengefélRen und es wurden 2 Serum-Rohrchen als auch 2 EDTA-RShrchen entnommen. Das
serologische Material wurde anschlieBend schnellstmoglich an das Institut fur
Infektionsmedizin zur Testung weitergeleitet und dort zentrifugiert sowie gemaR den
praanalytischen Anforderungen des Testes bis zur Weiterleitung gelagert (z.B. im Kihlschrank
bei 1-10 °C). Fir die Untersuchungen war zu dokumentieren, ob es sich um Serum oder Plasma
des Spenders handelte [20]. Zu beriicksichtigen waren bei der Beurteilung der Laborbefunde
der Hamolysegrad, die Hamodilution durch Transfusion oder Infusion sowie gegebenenfalls
eine Immunsuppression, worunter die Antikodrperbildung ausbleibt [58]. Blutproben, welche
nach Versterben der Spender entnommen werden, unterscheiden sich von der Qualitat des
Analysates oft erheblich von denjenigen Blutproben, die zu Lebzeiten gewonnen wurden. Es
kommt vermehrt zur Hamolysierung und Autolysierung der Probe [55]. Die Reaktivitat der
serologischen Test kann durch die Qualitat der postmortalen Blutprobe stark beeintrachtigt sein
[59].
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Alle serologischen Untersuchungen der hiesigen Studie erfolgten an den Instituten fur
Infektionsmedizin am Universitatsklinikum des Saarlandes und stellten einen wichtigen Teil
der Produktfreigabe dar. Die in Europa untersuchten Marker sind im Prinzip die gleichen wie
bei lebenden Gewebe- und Blutspendern [55]. Die serologischen Testverfahren wurden anhand
des jeweiligen Verwendungszwecks ausgewahlt und sind in Abbildung 6 aufgefiihrt. Dabeli
wurden die Validierungsempfehlungen des Paul-Ehrlich-Institutes beachtet. Gemal? Anlage 3
der TPG-GewV (Gewebeverordnung) mussten mindestens folgende biologische Tests
durchgefuhrt werden: HIV 1 und 2 (Anti-HIV 1 und 2), Hepatitis B (HBsAg, Anti-HBc),
Hepatitis C (Anti-HCV, HCV-NAT (HCV-RNA) und Syphilis [20].

CE-
Nachweis von Testkit Hersteller Bestellnummer | markiert
HBsAg Qualitative
HBsAg Il ABBOTT/ARCHITECT |2G22 Ja
Anti-HBc 19G Anti-HBc |l ABBOTT/ARCHITECT | 8L44 Ja
Anti-HCV Ak Anti-HCV ABBOTT/ARCHITECT |6C37 Ja
Anti-HIV-1/2 Ak,
p24-Ag HIV Ag/Ab Combo | ABBOTT/ARCHITECT |4J27 Ja
COBAS Am-
pliPrep/COBAS
HCV-RNA TagMan HCV Roche Diagnostics 05532264190
Quantitative Test,
| version 2.0 | |Ja
MNachweis von Testkit Hersteller Bestellnummer
Antikérper gegen Serodia-TP PA Fujirebio Inc. (Ja-| 201633
Treponema  palli- pan) 396414
dum (Vetrieb: Mast
Diagnostika GmbH)

Abbildung 6: Biologische Test-Kits flir die serologischen Untersuchungen

2.5 Hornhautentnahme

Ziel der LIONS-Hornhautbank Saar-Lor-Lux, Trier/Westpfalz war es, mittels einer prézisen
korneoskleralen Entnahmetechnik Spendergewebe zu gewinnen, welches moglichst frei von
Endothelschadigungen und Kontaminationen ist. Laut des Jahresbericht 2018 der ,,EEBA*
wurde in 44,5% aller erfassten HHB das Spendergewebe via Enukleation des Bulbus gewonnen,
in 555% aller HHB wurde wie in der Homburger LIONS-HHB eine Exzision der

Korneoskleralscheibe an der Leiche durchgefiihrt [29].

Das Hauptaugenmerk bei der Entnahme lag in der Erhaltung der fir die Verwendung

erforderlichen biologischen und physikalischen Eigenschaften des Spendergewebes [20]. Ein
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optimales Entnahmeverfahren sollte u.a. das Risiko einer mikrobiellen Verunreinigung
minimieren [20]. Die im Folgenden beschriebenen und in der Studie durchgefiihrten Techniken
der LIONS-HHB orientierten sich an den Sektionslehrverfahren sowie den Standards von
Eurotransplant [60], der ,,European Association of Tissue Banks“ (EATB) [61] und der
,,LAmerican Association of Tissue Banks“ (AATB) [62]. Fiir die Gewinnung von Gewebe galten
die Regelungen des 834 der Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung [63]. In aller
Regel waren die arztlichen Mitarbeiter fur die korneosklerale Entnahme zustandig. GeméR § 3
Abs. 1 S. 2 TPG durfte die Entnahme von Gewebe aber auch durch dafir qualifizierte Personen
unter der Verantwortung und nach fachlicher Weisung eines Arztes durchgefiihrt werden [20].
Durch die arztliche Leitung sowie durch bereits eingearbeitetes Personal wurden alle
Mitarbeiter in alle Ablaufe der HHB und in die Entnahmetechnik der Korneoskleralscheibe
eingewiesen. Bis ein Mitarbeiter die Entnahme eigenverantwortlich vornehmen durfte, musste
er zunéchst 3 Hornhautentnahmen assistieren und anschliefend 3 Entnahmen unter Anleitung

eigenstandig durchfihren.

2.5.1 Ablauf der Hornhautentnahme

Analog eines ophthalmochirurgischen Eingriffes wurde gemaR den Richtlinien zur Gewinnung
von Spenderhornh&uten ein lokaler, steriler Bereich fur die Hornhautentnahme geschaffen [20].
Die Entnahme fand in Raumlichkeiten statt, welche vor der Entnahme auf intakte Medien,
Sauberkeit und hygienischen Zustand gepruft und gereinigt wurden. Zugelassene Entnahmeorte
waren sowohl Raume innerhalb als auch auf3erhalb des Krankenhauses, beispielweise Institute
fir Pathologie oder Rechtsmedizin, Kklinische Stationen oder andere Bereiche von
Krankenh&usern sowie Bestattungsinstitute. Das Personal, welches die Entnahme durchfiihrte,
war entsprechend steril gekleidet, um das Risiko der Kontamination des Gewebes so gering wie
maoglich zu halten. Der Entnehmende stellte die Identitat des Spenders sicher und Uberprifte
den Zustand des Spenders auf Auffélligkeiten im Sinne von Ausschlusskriterien bzw.
anatomischen Variationen. [20,45,63]. Falls bisher keine Blutproben des Verstorbenen zur
Verfugung standen, wurde eine Blutentnahme vorgenommen. Blut-Riickstellproben standen
nur sehr selten zur Verfiigung. Anschlielend wurden alle Angaben zum Spender auf dem
Hornhautspende-Formular (siehe Anhang 10.1, Seite 101), dem Spender-Fremdanamnese-
Protokoll (siehe Anhang 10.2, Seite 102) und dem Hornhautentnahme-Protokoll (siehe Anhang
10.4, Seite 105) vermerkt.

Die Hornhaut des verstorbenen Spenders wurde zunéchst von dem HHB-Mitarbeiter auf grobe
Verletzungen oder Narben untersucht. Anschliefend fand eine Hautdesinfektion bei
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geschlossenen Augenlidern mittels Braunol-Spray statt. Das OP-Feld wurde mittels eines
sterilen Lochtuches abgedeckt und ein Lidsperrer eingesetzt. AnschlieRend wurde eine
Bindehautdesinfektion an beiden Augen mittels Braunol-Losung (7,5%) durchgefiihrt. Die
Fornices wurden gut ausgespult und die Losung 5 Minuten einwirken gelassen. Im néchsten
Schritt wurde die Bindehaut (BH) mit 250 ml (Milliliter) Natriumchlorid 0,9% pro Auge
ausgespult und es wurden je 2 Bindehautabstrichen pro Auge mit je einem sterilen Abstrich-

- -y
\

Rohrchen abgenommen.

Abbildung 7: Trepan mit 15mm Durchmesser vor Exzision der Korneoskleralscheibe

Abbildung 8: Trepanation

Nach zirkuldarem Absetzen der Bindehaut am Limbus mittels Pinzette und Schere wurde die
Sklera mit einem 15 mm Trepan trepaniert (siehe Abbildung 7 und Abbildung 8) und im
Anschluss mittels einer rechts/links gebogenen Hornhautschere ausgeschnitten. Es folgte das
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Fassen der Korneoskleralscheibe mittels Bindehautpinzette und das Abziehen der

Korneoskleralscheibe von der Uvea (siehe Abbildung 9).

Abbildung 10: Auflegen einer Augenkappe auf den Bulbus

Nach der Entnahme der Korneoskleralscheibe wurde eine Augenkappe auf den Bulbus
aufgelegt und die Lider wurden mit wenig Acryl-Klebstoff bzw. durch eine Lidnaht (bei
Korperspendern in der Anatomie) verschlossen (siehe Abbildung 10). Sowohl zu Beginn als
auch am Ende der Entnahme erfolgte eine fotografische Dokumentation des Zustandes des
Verstorbenen. Die Wahrung von Wirde und Asthetik des Verstorbenen standen neben der
sterilen Entnahme der Hornhaute im Vordergrund. Das Spenderscheibchen wurde nach
Entnahme in ein geeignetes Transportmedium eingebracht (siehe Abbildung 11) und in einem
fest verschlieBbaren Kunststoffbehélter aufbewahrt. Zur Herstellung des Transportmediums
wurde eine Flasche des Kulturmediums Il mit 2 ml Fetalem Kalberserum (FCS) versetzt (siehe
Anhang 10.7 Zusammensetzung des Kulturmediums, Seite 108) und in 4-5 sterile Cryodosen

umgefllt, welche nach Gewebeentnahme als Transportbehalter dienten.
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Abbildung 11: Einbringen der Korneoskleralscheibe in das Transportmedium

War eine sofortige Kultivierung der HH mdglich, so wurde die HH direkt nach der Entnahme
in Organkultur genommen (siehe Kapitel 2.6.1 Inkulturnahme und Organkultur, Seite 25).
Konnte die Kultivierung nicht sofort erfolgen und musste die HH daher zwischengelagert
werden, so geschah dies in den TransportgefaBen im Quaranténe-Brutschrank bei 34° C im
Lager der HHB. Die Hornhauttransplantate wurden in sterilen, luftdicht verschlie3baren
Schraubbehéltern aus Kunststoff mit Transportmedium transportiert. Sie waren bei
Temperaturen zu lagern, bei denen ihre biologischen Funktionen optimal erhalten blieb. Die
Transportdauer war hierbei mdglichst minimal zu halten und sollte 48 Stunden nicht
Uberschreiten. Die Temperaturen fiir den Transport durften zwischen >10° C und <40° C
betragen. Die maximale Zeit zwischen Versterben des Spenders und der Inkulturnahme sollte
72 Stunden nicht Ubersteigen [20]. Es wurde zudem sichergestellt, dass das Gewebe unter

Quarantane aufbewahrt wurde, bis es auf seine VorschriftsmaRigkeit kontrolliert wurde [20].

Nach Rickkehr in die HHB wurde die Hornhautentnahme durch technische Mitarbeiter
dokumentiert. Dabei wurden im Entnahmebericht folgende Daten zum Spender erfasst: Name,
Geschlecht, Geburtsdatum, Sterbedatum und -uhrzeit, Todesursache, vorliegende Zustimmung
sowie Ausschluss von Kontraindikationen. Zur Entnahme wurde das Datum, die Uhrzeit, der
Ort der Entnahme, die Methode, der Linsenstatus (phak, pseudophak, aphak) und die Art des
entnommenen Gewebes dokumentiert. Ebenso wurde vermerkt, ob der Verstorbene gekiihlt war
und ob eine Blutentnahme erfolgte. Daten zu den verwendeten Materialien wurden mit Etikette
und Chargen-Nummern gesichert (siehe Anhang 10.4 Hornhautentnahmeprotokoll, Seite 105).
Jede Spenderhornhaut wurde gemaR 8813a-c TPG in Verbindung mit 887-9 TPG-GewV
eindeutig identifiziert und gekennzeichnet, sodass zu jedem Zeitpunkt alle Daten

zurlckverfolgt werden konnten [20].

Neben der Dokumentation erfolgten auflerdem die Anforderung der serologischen

Untersuchungen als auch die Anforderung der mikrobiologischen Untersuchungen des
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Bindehautabstriches und des Kammerwassers. Sofern das Blut nicht innerhalb von 24 Stunden
zur entsprechenden Abteilung gegeben werden konnte, wurde es zentrifugiert und
vorubergehend im Kihlschrank im Lager der HHB deponiert.

2.5.2 Bindehautabstrich

Waéhrend des Entnahmevorgangs der HH wurden zwei Abstriche der Bindehaut mit einem
sterilen Entnahme- und Transportsystem durchgefhrt. Die Abstriche wurden an das Institut fur
Infektionsmedizin Ubersandt und im Institut fir Mikrobiologie und Hygiene untersucht. Bei
positivem Ergebnis erfolgte eine Keimdifferenzierung. Mit einer Referenzliste wurden die
differenzierten Mikroorganismen abgeglichen und die HH verworfen, sofern es sich um einen
Keim der Liste handelte. War der Keim nicht gelistet, so konnte die HH zur Transplantation
freigegeben werden. Bei Spendern mit einer vermuteten Septikdmie wurden die Abstriche von
der Oberflache des offenen Auges durchgefiihrt. Der Verdacht auf das Vorliegen einer
Septikamie beim Spender flhrte auBerdem zur Anfertigung von zwei weiteren Abstrichen aus
dem Kammerwasser jedes Auges, welche ebenfalls mikrobiologisch untersucht wurden.

2.6 Kultivierung des Spendergewebes

Standardisierte  Kultivierungstechniken sind notwendig, um Kontaminationen und
Schadigungen am kornealen Spendergewebe zu verhindern. Anhand des Richtlinienkatalogs
der Bundesarztekammer [20] sowie in Ubereinstimmung mit der ,,Gute Fachliche Praxis fiir
Hornhautbanken“ [45] mussten sdmtliche Verarbeitungsschritte und Kontrolltests der
Spenderhornhdute unter kontrollierten Bedingungen durchgefuhrt werden, um eine
standardisierte Qualitatssicherung einzuhalten. Arztlichen und technischen Mitarbeitern der
HHB standen zur Dokumentation diverse Protokolle zur Verfligung (siehe Anhang 10.5
Entgegennahme- und Anonymisierungsprotokoll, Seite 106 und Anhang 10.6 Prifprotokoll,
Seite 107).

Prinzipiell bestehen zwei Systeme zur Lagerung von kornealem Spendergewebe. Einerseits
besteht die Moglichkeit zur hypothermen Lagerung bei 4°C vor allem in Optisol-Medium,
andererseits gibt es die in unserer Studie angewandte Mdglichkeit der Organkultivierung bei
physiologischen Temperaturen in einem modifzierten ,,minimal essential medium*“ (MEM)

[64].
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2.6.1 Inkulturnahme und Organkultur

Das Kulturmedium (KM) spielt eine ganz wesentliche Rolle bei der Gewahrleistung von
Qualitdt und Sicherheit des Spendergewebes. Da das Spendergewebe auch nach der
Desinfektion des Auges mit geeigneten Desinfektionsmitteln nicht steril ist, werden dem KM
Antibiotika und Antimykotika gegen die zu erwartenden Bakterien- und Pilzspezies zugesetzt
[20]. Auch der Zusatz von fetalem Kalberserum ist unter bestimmten Voraussetzungen erlaubt
und ihre Supplementierung zum KM in Zellkulturanwendungen géngige Praxis [65]. Das KM
setzte sich in unserer Studie aus MEM-Earle’s, den Zusatzen von Antimykotika und Antibiotika
sowie in den aktuelleren Jahren aus fetalem Kalberserum zusammen. Die genaue

Zusammensetzung des verwendeten Mediums ist im Anhang 10.7 auf Seite 108 zu finden.

Bevor die HH in Kultur genommen wurde, wurde auf makroskopische Unversehrtheit, sowie
auf das Einhalten korrekter Transport- und Lagerungsbedingungen kontrolliert. War alles
vollstandig und ordnungsgemaR dokumentiert, durfte die Hornhaut weiter prozessiert und in
Kultur genommen werden. Fur die Inkulturnahme wurden die Hornhdute durch technische
Mitarbeiter der HHB unter &uBerst sterilen Bedingungen an der Sterilbank in
Gewebekulturflasche mit Hornhauthalter (sogenannte Béhnke-Kammer) eingebracht. Diese
waren mit 40 ml Hornhautkulturmedium I (inkl. 2 ml FCS) gefiillt. Die Korneoskleralscheibe
wurde hierzu mittels einer sterilen Pinzette vorsichtig an der Sklera gefasst und in den
Hornhauthalter eingelegt. Die Gewebekulturflasche inklusive Hornhauthalter wurde dann
verschlossen und die HH anschliel3end an der Spaltlampe auf Auffalligkeiten, wie z.B. Narben
untersucht. Das Spendergewebe wurde in Organkultur in einem geschlossenen System im
Brutschrank unter Raumluft bei 34°Grad Celsius aufbewahrt (siehe Abbildung 12) und
verblieb in diesem Medium fir 7 Tage bis zum Wechsel des Mediums. Der erste
Mediumwechsel stand nach 7 Tagen an. Anschliefend wurden weitere Medienwechsel
regelmaRig nach 7 Tagen bis zum Ablauf der Haltbarkeit durchgefiihrt. Unter sterilen
Bedingungen wurde hierzu im sogenannten ,,Laminar Air Flow* mit ,,Non-Touch-Technik* das
neue KM | mit FCS vorbereitet und gegen die alte Nahrlosung eingetauscht. Bei jedem
Mediumwechsel wurde die komplette Gewebekulturflasche getauscht (siehe Abbildung 13).
Zum Zeitpunkt des ersten Mediumwechsels fand auBerdem die erste Endothelzellzdhlung der
Hornhaut statt, worauf in Kapitel 2.7.1 Endothelzelldichte auf Seite 30 ndher eingegangen wird.
AuBerdem erfolgte zum Zeitpunkt des ersten Mediumwechsels sowie vor Einsetzen in das
Entquellungsmedium eine mikrobiologische Sterilitatskontrolle (siehe Kapitel 2.6.2
Kontamination des Kulturmediums, Seite 26). Es wurden maximal 5 Medienwechsel

durchgefuhrt. Vor der Transplantation wurde die Hornhaut unter sterilen Bedingungen in das
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KM 11 gewechselt, worin es wiederrum in einem geschlossenen System bei Temperaturen
zwischen >10° C und <40° C bei normaler Raumluft gelagert wurde. Nach 24 Stunden im KM
Il fand eine erneute Endothelzellzahlung statt. Das KM |11 ist ein Entquellungsmedium. Die
Dauer der Lagerung in diesem Entquellungsmedium sollte nicht langer als 6 Tage betragen. Fiir
die Organkultur gilt im Allgemeinen eine maximale Zeitspanne von 34 Tagen, worin die Dauer

der Lagerung im Entquellungsmedium bereits eingeschossen ist [20].

Abbildung 13: Umsetzen der Hornhaut beim Wechsel des Kulturmediums |

2.6.2 Kontamination des Kulturmediums

Um die Eignung der Spenderhornhdute zur Transplantation zu gewdhrleisten, dienten oben
beschriebene standardisierte  Kultivierungstechniken. Ziel ist das Vermeiden einer

Kontamination des Spendergewebes, welches zur Verwerfung der Korneoskleralscheibe fihrt.

Vergleicht man die hypotherme Lagerung mit der in unserer Studie durchgefuhrten
Organkultur, so zeichnet sich die Organkultur durch die Mdglichkeit einer eingehenderen
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mikrobiologischen Untersuchung aus. Langere Konservierungszeiten von bis zu 34 Tagen

erlauben eine intensivere Evaluation des Spendergewebes [66].

In der hiesigen Studie standen téglich Kontrolluntersuchungen an, bei denen makroskopisch
auf Anzeichen einer Kontamination geprift wurde. Hierbei wurde insbesondere auf eine
Triibung des KM geachtet. Weitere Anhaltspunkte fiir eine Kontamination waren die Anderung
der Indikatorfarbe des Mediums, ungewdhnliche Ablagerungen in der Kulturflasche oder das
auffallige Aussehen der Korneoskleralscheibe. Bei jedem Verdacht der Kontamination wurde
eine erweiterte mikrobiologische Testung veranlasst und die Spenderhornhdute wurden unter

gesonderte Quaranténe gestellt.

StandardmaéRig wurden zwei mikrobiologische Untersuchungen des KM | veranlasst. Die erste
mikrobiologische Sterilitatskontrolle fand beim ersten Mediumwechsel nach einer Woche (7
Tagen) statt, die Zweite erfolgte aus dem letzten Medium, bevor die HH in das
Entquellungsmedium umgesetzt wurde. Hierbei wurden je eine anaerobe und eine aerobe
Blutkulturflasche mit je 2 ml Medium beimpft (siehe Abbildung 14 und Abbildung 15).

Abbildung 14: Aerobe und anaerobe Blutkulturflaschen sowie Bouillon-Réhrchen
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Abbildung 15: Beimpfen der Blutkulturflasche mit Kulturmedium

Die Proben wurden unter aseptischen Bedingungen aus dem Kulturmedium enthommen und
anschlieBend im Institut flr Mikrobiologie und Hygiene untersucht. Die Kontrolle wurde
mithilfe eines automatischen Blutkultursystems namens ,,BACTEC* durchgefiihrt. Das System
besteht aus einem Gerdt, welches den Mikroorganismen optimale Wachstumsbedingungen
bietet. Es enthalt verschiedene Nahrmedien, deren Zusammensetzung das Wachstum von
aeroben oder anaeroben Bakterien als auch Pilzen fordert. Im Kulturmedium enthaltende
Antibiotika werden durch Kunstharze im Blutkulturmedium inaktiviert. Die Blutkulturflaschen
wurden im BACTEC-System 14 Tage bei 35°C bebrditet. Mittels einer fluorometrischen CO»-
Detektion wurde Keimwachstum erkannt. Wurde Keimwachstum durch das BACTEC-System
gemeldet, so wurden Agarplatten mit 3-4 Tropfen des Kulturmediums beimpft. Nach
Inkubation der Agarplatten wurden die gewachsenen Mikroorganismen makroskopisch
beurteilt. Ebenso wurde eine Gramfarbung veranlasst und das Ergebnis dokumentiert. War das
Grampraparat negativ, so wurde die Blutkulturflasche in das BACTEC-gerat zurtickgestellt.
Blutkulturflaschen, welche zu keiner Zeit durch das BACTEC Gerat als keimbelastet gemeldet
wurden, durften nach 14-tagiger Bebritungszeit aus dem Geréat entnommen werden. Die HHB
wurde umgehend uber jeden Zwischenbefund informiert. Nach Abschluss der Bebriutung der
Festmedien und der makroskopischen Beurteilung der gewachsenen Mikroorganismen wurde
der Endbefund Ubermittelt. Zu unauffélligen Blutkulturflaschen wurde der Endbefund bereits
nach 7-tagiger Bebrutungszeit tUbermittelt. Eine weitere Benachrichtigung erfolgte nur bei
positiven Proben. War die Keimdifferenzierung abgeschlossen, so wurden die differenzierten
Mikroorganismen mit einer Referenzliste abgeglichen. Keime, welche in der Liste aufgefiihrt
wurden, fuhrten zur Verwerfung des Spendergewebes wegen Kontamination des
Kulturmediums. Hierbei galten spezielle Verfahren zur Aussonderung des kontaminierten
Gewebes, um die Kontamination weiteren Spendergewebes, der Verarbeitungsumgebung und
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des Personals zu vermeiden [20]. Ergab die mikrobiologische Testung der Organkultur keinen
gelisteten Keim, so durfte die HH zur Transplantation freigegeben werden [20]. Befand sich
die Partnerhornhaut einer kontaminierten Probe weiterhin in Organkultur, so musste diese in
Quarantane belassen und erneut auf Sterilitat getestet werden. War das Testergebnis wiederholt
negativ, so konnte die Hornhaut im Sinne einer begriindeten Einzelfallentscheidung zur

Transplantation freigegeben werden [20].

2.7 Transplantatuntersuchung

Um die Qualitat des durch die LIONS-Hornhautbank des UKS hergestellten Arzneimittels
,Humane Augenhornhaut, organkultiviert, Homburg/Saar“ gemé&BR Paul Ehrlich Institut
Arzneimittel [67] zu sichern, gehért die Endothelzellmikroskopie zu den wichtigsten Prifungen
der Hornhaut. Die Morphologie der Kornea ist hierbei eines der wichtigsten Auswahlkriterien
[29]. Verschiedenste Methoden kénnen zum Einsatz kommen. Die VVorgehensweise in unserer
Studie soll im Folgenden néher erlautert werden.

Die Transplantatuntersuchung wurde in der hiesigen Studie durch erfahrenes Personal

durchgefuhrt, welches mindestens folgende Qualifikationen aufwies:

- Facharzt fir Augenheilkunde

- Arzt in Weiterbildung zum FA fiir Augenheilkunde mit ausreichender Erfahrung in der
Befundung von Spenderhornh&uten, die unter Anleitung/Kontrolle des HHB-Leiters,
bzw. eines Stellvertreters erworben wurde

- Technischer Mitarbeiter oder Arzt der HHB mit ausreichender Erfahrung in der
Befundung von Spenderhornhduten, die unter Anleitung/ Kontrolle des HHB-Leiters,

bzw. eines Stellvertreters erworben wurde

Die Inspektion des Endothels wurde zu verschiedenen Phasen durchgefiihrt. Wahrend der
Kultivierung wurde das Endothel in der Regel zweimal begutachtet: nach dem ersten
Mediumwechsel (am 7. Tag) und nach Entquellen in Kulturmedium Il (nach mindestens 12
Stunden). Besonders wichtig war die Beurteilung nach Entquellen, die sogenannte
,Endbefundung®. Zu diesem Zeitpunkt wurde tber die Freigabe der HH zur Transplantation
entschieden. Es gab drei Prufkriterien, die in die Begutachtung des Endothels einflossen: die
EZD, die Endothelzellvitalitit und die Endothelzellmorphologie. Auf die einzelnen

Prifkriterien wird im Folgenden ndher eingegangen.
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2.7.1 Endothelzelldichte

Um fur den spateren Empfanger eine klare Hornhaut zu gewahrleisten, ist eine ausreichende
Pumpfunktion des Endothels und somit eine ausreichende Endothelzellzahl des Transplantates
vonnoten [68]. Wahrend der Organkultur wurde in der hiesigen Studie zweimal eine Zahlung
der Endothelzellen vorgenommen. Die Hornhaut wurde hierzu mittels chirurgischer Pinzette
mit Krimmung nach oben in eine Untersuchungsschale eingebracht. Es handelt sich um ein
steriles, geschlossenes und durchsichtiges GefalR (Multiwell-Platte), welches mit 2,5 ml
Balanced Salt Solution (BSS) gefullt war (siehe Abbildung 16 und Abbildung 17). Da die
Darstellungsqualitdt der Endothelzellen von Hornhaut zu Hornhaut variiert und die
Endothelzellen mit zunehmender Quellung der HH im Kulturmedium schlechter zu erkennen
sind, kann eine hypotone Ldsung (BSS) die Visualisierung der HH verbessern, indem sie die
HH fur kurze Zeit entquillt.

Zusammensetzung BSS-Lésung hypoton dampfsterilisiert
Magnesiumchlorid x 6 H20 0.3
Calciumchlorid x 2 H20 0,48
Kaliumchlorid 0,75
Natriumeitrat x 2 H20 1.7
Natriumacetat x 3H20 3.9
Natriumchlorid reinst 49
Aqua ad inject. ad 1000,0 ml

Abbildung 16: Zusammensetzung der hypotonen Balanced Salt Solution (BSS)

Abbildung 17: HH in Balanced Salt Solution (BSS)
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Abbildung 18: Fotodokumentation der Hornhautendothels flir die EZD-Z&hlung

Mithilfe eines inversen Phasenkontrastmikroskops wurde das Endothel zentral als auch
peripher beurteilt und evaluiert. Eine Fotodokumentation zur Qualitatssicherung wurde mit
einem Videoprinter vorgenommen (siehe Abbildung 18). Zur Bewertung der Endothelzellen
wurde ein Microsoft Windows gestiitzter Bildanalysator verwendet, mit dessen Hilfe das
Zéhlquadrat oder der sogenannte ,,Fixed Frame* auf eine reprédsentative Stelle (,,region of
interest* (ROI)) gelenkt und die automatische Zahlung gestartet wurde (siehe Abbildung 19).
Eine manuelle Nachkorrektur durch erfahrenes Personal war maoglich, sofern notwendig. Als
Programm diente hierzu der ,,Robin Endothel Analyzer” (,,REA*) [69].
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Abbildung 19: Auszahlung der Endothelzelldichte mithilfe des Robin Endothel Analyzer

Bei der Beurteilung des Endbefundes der Spenderhornhaut erfolgte die Mikroskopie im
Zentrum und in den vier peripheren Quadranten. Nach jeder Endothelbeurteilung wurden die
erhobenen Befunde detailliert dokumentiert. Die Untersuchung der Korneoskleralscheibe in
BSS durfte maximal drei bis fiinf Minuten dauern. Es droht ein Verlust an Endothelzellen, wenn
die HH tber diese Zeitspanne hinaus aus dem Nahrmedium entfernt wird. Das empfindliche
Endothel kann durch die osmotische Wirkung der Ldsung geschéadigt werden. Geschulte
Mitarbeiter der HHB bewerteten das Endothel wissensbasiert und schatzen es als
voraussichtlich transplantabel oder nicht transplantabel ein. Nach Ermittlung der EZD wurde

unter Zusammenschau aller anderen freigaberelevanten Kriterien die Eignung der HH beurteilt.

In Abbildung 20 ist der Normalbefund einer Hornhaut mit einer Endothelzelldichte von >2000

Zellen/ mm2 gezeigt.
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Abbildung 20: Normalbefund einer Hornhaut mit einer Endothelzelldichte von >2000 Zellen/mm?2

2.7.2 Endothelnekrosen

Die Beurteilung der Endothelzellvitalitait der HH ist ein weiterer wichtiger Schritt der
Transplantatuntersuchung. Sie beinhaltet u.a. die Untersuchung der HH auf
Endothelzellnekrosen. Die Qualitdt des Endothels ist dabei abhangig von GroRe und
Lokalisation des Defektes sowie von der Dichte der vitalen Endothelzellen. Je hoher die EZD
und je peripherer und kleiner die Nekrose, desto unbedeutender ist der Nekrosebereich [70].

Bei der Untersuchung betrachtete man die gesamte Endothelzellschicht und schétzte den
prozentualen Anteil der Nekrosen ab. Zellnekrosen in der Endothelzellschicht waren nach
Lagerung als normal zu betrachten. Folgende Konstellationen erforderten aber besonderes
Augenmerk und konnten zur Verwerfung des kornealen Spendergewebes fuihren: grofe,
zentrale Mehrzellnekrosen (siehe Abbildung 21) und mehrere zusammenhangende
Endothelzellgruppennekrosen. Die Beurteilung, ob eine HH aufgrund von Nekrosen verworfen
wird und ob sie als Keratoplastik a chaud verwendet werden kann, oblag dem zustandigen

arztlichen Mitarbeiter.
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Abbildung 21: Grofflachige Endothelzellnekrosen

2.7.3 Endothelzellmorphologie

Hé&ufig konnen Endothelzellen Abweichungen ihrer typischen Morphologie zeigen [2,6,7,71].
Diese mussen bei der Freigabe des Spendergewebes beachtet werden. Als fester Bestandteil der
mikroskopischen Zahlung der EZD wird die Morphologie der Zellen begutachtet. Intakte
Endothelzellen zeichnen sich durch Hexagonalitdt und die gleiche GrofRe wie benachbarte
Zellen aus. Geringe morphologische Verénderungen sind im Rahmen der Lagerung in
Organkultur als normal zu befunden. Abweichung von der Norm sind ausgepragter
Pleomorphismus (Abweichung von der hexagonalen Struktur), ausgepragter Polymegalismus
(unterschiedliche  Zellflache) sowie ausgepragte Granulierung/Vakuolisierung  der
Endothelzellen (siehe Abbildung 22). Je nach Ausprdgung waren die oben genannten
Veranderungen Grund fur die Verwerfung von Spendergewebe und wurden in der vorliegenden
Studie unter dem Verwerfungsgrund Endothel zusammengefasst. Die Beurteilung der

Eignungseinschrankung oblag auch hier dem arztlichen Mitarbeiter.

Abbildung 22: Endothelzellschicht mit deutlichem Polymegalismus und Pleomorphismus bei normaler Endothelzelldichte
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Abbildung 23: Spaltlampenmikroskop zur Untersuchung der Hornhaut

Sowohl im direkten Anschluss an die Inkulturnahme der HH als auch kurz vor der Freigabe der
HH zu Transplantation (im entquollenen Zustand in Kulturmedium I1), wurde jedes Stroma des
gewonnenen Spendergewebes spaltlampenmikroskopisch untersucht. Die Spenderhornhaut
wurde hierzu in einer fest verschlossenen Gewebekulturflasche vor das Objektiv der Spaltlampe
(siehe Abbildung 23) gestellt und von der Endothelseite oder gegebenenfalls auch von der
Epithelseite her mit schmaler, heller Spaltbeleuchtung bei 8- bis 12-facher VergrdRerung
untersucht. Dabei wurden zundchst durch verschiedene Beleuchtungsrichtungen
Stromatriibungen und -defekte detektiert. AnschlieBend konnte mit progredientem Licht die
Gesamttransparenz des Hornhautgewebes bewertet werden. Zuletzt wurden mit starkster
VergrolRerung und seitlicher, heller Beleuchtung Endothelzellen im Reflexbereich der
Endothelseite sichtbar gemacht. Sofern pathologische Veradnderungen vorlagen, galt es die
Relevanz fir die Eignung des Spendergewebes abzuschétzen. Sowohl Stromatriibungen,
welche zentral lagen und daher optisch relevant sind (z.B. Narben durch Verletzungen), als
auch Stromverdunnungen, welche im Transplantatbereich lagen, konnten zur Verwerfung der
HH flhren. Relevante Narben fuhrten in der vorliegenden Studie zur Verwerfung wegen Narbe.
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Ob die HH als Keratoplastik a chaud verwendet werden konnte, oblag der Beurteilung des
arztlichen Mitarbeiters. Gegebenenfalls konnte ebenso die Verwendung fir eine
Transplantation in lamellarer Technik (DSAEK, DMEK) erwogen und geprift werden. Die
Eignung einschrankend waren  Stromaverdnderungen infektioser Genese (z.B.
Expositionskeratopathie oder eine Narbe nach herpetischer Keratitis), Guttae der
Endothelzellschicht und die Ablésung der Descemet-Membran. Keine Relevanz hatten ein
Arcus lipoides (sofern der Durchmesser der klaren optischen Zone mindestens
7 mm betrug), periphere Narben traumatischer Genese (z.B. Zugénge durch Kataraktoperation
(Katarakt-OP), oberflachliche, subepitheliale Fremdk&rpernarben) und getriibte Epithelreste.
Alle Befunde der Spaltlampenuntersuchung wurden auf dem Prifprotokoll dokumentiert und
im EDV-System der HHB eingetragen (siehe Anhang 10.6 Prufprotokoll, Seite 107).

2.8 Freigabe der Hornhaut und Allokation

Nach Prufung aller qualitatsrelevanten Kriterien wurde tber die Freigabe der Hornhaut zur
Transplantation und die Art der geplanten Operation (OP) entschieden. Ziel war die
ausschlieBliche Freigabe qualitativ geeigneter Hornhdute und die optimale Anpassung des
Spendergewebes auf die individuellen Bedurfnisse der Patienten. Die Allokation der
Spenderhornhdute erfolgte in der LIONS-Hornhautbank Saar-Lor-Lux, Trier/Westpfalz nach
einem vorgegebenen Schema. Die Kriterien orientierten sich dabei an der von BIO Implant
Services (BIS) gebrauchten Verteilung von Hornhduten. Essenziell war die Endbewertung der
Transplantate im entquollenen Zustand im Kulturmedium Il durch den Leiter der HHB bzw.
dessen Vertreter anhand des Prifprotokolls. AnschlieBend erfolgte die Freigabe des
Transplantates. Bei der Vergabe der HH wurden zundchst Notfalle (beispielsweise
Perforationen von Hornhautulzera) versorgt sowie Kinder und sehr junge Patienten. Im
Anschluss gestaltete sich die Allokation nach Wartezeit. Ein geeigneter Empféanger wurde von
der Warteliste bestimmt, telefonisch informiert und die Operation geplant. Die Meldung von
Patienten erfolgte dazu an BIS. In Vorbereitung zur Transplantation wurde er Uber die

Operationsfahigkeit befragt, untersucht und aufgeklart.

Je nach Bedarf und Verfugbarkeit wurden Transplantate auch an andere Kliniken verteilt.
Sofern nicht fiir eigene Notfalle gebraucht, wurden Notfall-Transplantate Gber BIS oder direkt
an die betreffende andere Klinik vermittelt. Ebenso wurden externe Kliniken mit ungematchten

Transplantate versorgt.
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2.9 Ziel der Studie

Vor dem Hintergrund des allgemeinen Spendergewebemangels, welcher weiterhin fir ein
Missverhéltnis zwischen Hornhautbedarf und -angebot sorgt [21,27,30,72], war es das Ziel
unserer Studie, signifikante Einflussfaktoren auf die Eignung sowie die Verwerfungsgrinde
von kornealem Spendergewebe zu eruieren und somit zukunftig den Prozentsatz der
ungeeigneten Hornhdute zu verringern und die Verwerfungsrate langfristig zu reduzieren.
Risikofaktoren, die die Eignung des Spendergewebes negativ beeinflussen, sollten mit

Vergleichsstudien abgeglichen und auf ihre klinische Relevanz gepruft werden.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Studiendesign

Die vorliegende ophthalmologische Arbeit ist eine retrospektive Studie, welche die Daten von
4140 Hornhauten von 2083 Spendern uber einen Zeitraum von 11 Jahren (Januar 2006 bis
Dezember 2016) analysiert. Mithilfe der erhobenen Daten wurden Einflussfaktoren auf die
Eignung des kornealen Spendergewebes untersucht. Die Untersuchungen entsprachen der
Deklaration von Helsinki [73] und wurden durch die Ethikkommission der Arztekammer des
Saarlandes (Nr. 240/20) genehmigt.

3.2 Definition der ZielgroRe

Zielgrolke bzw. abhéngige Variable der Untersuchungen war die Eignung des kornealen
Spendergewebes. Hornh&dute galten als geeignet, sofern sie fur eine regulére Keratoplastik
(perforierende Keratoplastik oder lamelldre Keratoplastik) freigegeben wurden. Hornh&ute,
welche lediglich als Notfallkeratoplastik in Frage kamen oder wegen anderer
Verwerfungsgrinde nicht zur Transplantation zugelassen wurden, galten als ungeeignet.
Hauptverwerfungsgrinde waren eine verminderte Endothelqualitat, die Kontamination des
Kulturmediums und eine positive Spenderserologie. Fir die multiplen Regressionsanalysen

wurden die abhéngigen Variablen jeweils binar definiert (z.B. geeignet versus (vs.) ungeeignet).

3.3 Statistik

Alle erhobenen Daten wurden in einer Microsoft Access Datenbank gesammelt und mithilfe
des Programms ,,Statistical Packages for the Social Science* (SPSS) Version 20) ausgewertet.
Die Datenbank wurde von Herrn Prof. Dr. Achim Langenbucher, Leiter der Experimentellen
Ophthalmologie der Klinik fur Augenheilkunde am Universitatsklinikum des Saarlandes UKS
Homburg/Saar, erstellt. Mittels deskriptiver Statistik wurden die Verteilungen der
Spendervariablen wie Spendergeschlecht, Spenderalter und die Daten zur Vorgeschichte des
Spenders analysiert. Quantitative Variablen, wie das Spenderalter, die Postmortem-Zeit und die
Kulturdauer wurden mithilfe von Mittelwert, Median und Standardabweichung beschrieben.
Boxplots wurden mithilfe von SPSS erstellt, Kreisdiagramme-, Balkendiagramme und diverse

Tabellen wurden mittels Microsoft Excel 2016 angefertigt.
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Um zu untersuchen, ob ein Einflussfaktor die Eignung oder die Verwerfungsgrunde beeinflusst,
wurde mithilfe von Kreuztabellen, dem Chi-Quadrat-Test sowie mit logistischer
Regressionsanalyse auf statistisch signifikante Zusammenhénge geprift. Als unabhangige
Einflussfaktoren wurden als Spendervariablen das Spenderalter, das Spendergeschlecht, die
Todesursache, der Diabetes mellitus, die arterielle Hypertonie, eine stattgehabte Chemotherapie
und der Z.n. Katarakt-OP in der Spendervorgeschichte untersucht. Ebenso beleuchtet wurde der
Einfluss von Variablen, die die Prozessierung des kornealen Spendergewebes bestimmten, wie
z.B. die Postmortem-Zeit. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Mittels
Chi-Quadrat nach Pearson wurden Korrelationen zwischen Variablen untersucht und ein
zweiseitiger p-Wert <0,05 galt als statistisch signifikant. Multifaktorielle Regressionsanalysen
erlaubten es simultan verschiedene Einflussvariablen seitens des Spenders und des kornealen
Spendergewebes zu analysieren. Hierdurch konnten mégliche Auswirkungen der Komorbiditét

zwischen den Variablen ausgeschlossen werden.

Der Zusammenhang eines Einflussfaktors wurde jeweils im Vergleich zur Referenzgruppe
gepruft. Die Referenzgruppe flr das Spenderalter war die Gruppe der Spender unter 40 Jahren,
Referenz flr die Postmortem-Zeit bis zur Entnahme des Spendergewebes lag bei unter 12
Stunden. Bei den Todesursachen der Spender galt die Gruppe der Spender mit kardiovaskularen
und zerebrovaskuldren Todesursachen als Referenzgruppe. Fir zwei Hornh&ute desselben

Spenders wurde keine Anpassung fiir die statistische Abhangigkeit vorgenommen.

3.4 Datenerhebung

Rekrutiert wurden die 2083 Spender der hiesigen Studie durch das UKS sowie durch
Kooperationspartner der LIONS-HHB Saar-Lor-Lux, Trier/Westpfalz. Die klinikinterne
Datenerhebung begriindete sich unter anderem auf dem innerklinischen Programm SAP, womit
medizinische Informationen zum Spender gesammelt wurden. Sowohl verschiedene Protokolle
als auch das Cornea-Programm der LIONS-HHB Saar-Lor-Lux, Trier/Westpfalz stellten
weitere Informationen zum Spender sowie alle nétigen Informationen zum kornealen
Spendergewebe und der Prozessierung zur Verfligung. Die Daten flr diese Studie wurden
retrospektiv erfasst und mittels einer Microsoft Access Datenbank gesammelt (siehe
Abbildung 24). An der Dateneingabe waren zwei Doktoranden der Klinik fir Augenheilkunde

am Universitatsklinikum des Saarlandes beteiligt (Herr Daniel Laun, Frau Kristina Kramp).
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Abbildung 24: Datenbank der Studie

Die Datenbank war in 2 Felder unterteilt. Das obere Feld diente der Erfassung aller Daten zum
Spender, wéhrend das untere Feld den Angaben zum Spendergewebe diente. Pro Spender gab

es zwei identische untere Eingabefelder fur die jeweils 2 Hornh&ute (rechts (R)/ links (L).

Um die Spender zu identifizieren und ihre Anonymitat zu wahren, wurde eine fortlaufende
Spendernummer vergeben. Ein R bzw. L hinter der Spendernummer stand fir die rechte bzw.
linke HH des Spenders.

In der oberen Eingabemaske wurde zundchst anhand des Entnahmeprotokolls das Geschlecht
des Spenders, das Geburtsdatum, der Zeitpunkt des Versterbens mit Uhrzeit und die
Todesursache notiert (siehe Tabelle 2). Ebenso wurde der Entnahmezeitpunkt mit genauer

Uhrzeit erhoben und die Zeit der Inkulturnahme des kornealen Spendergewebes dokumentiert.

Die Todesursache wurde in mehrere Gruppen unterteilt. Man unterschied zwischen
zerebrovaskuléren, kardiovaskuléren, respiratorischen Ursachen sowie den Todesursachen
Krebs, Trauma, Sepsis, Intoxikation, Infektion, Multiorganversagen (MOV) und ,,Andere*. Bei
den Infektionen konnte man unter bakterieller, viraler und durch Pilz verursachten Infektion

unterscheiden, sofern dies aus den vorliegenden Unterlagen ersichtlich war.
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Die Angaben zum Spender liel3en sich auf dem Hornhautspendeformular (siehe Anhang 10.1,
Seite 101), dem Hornhautentnahmeprotokoll (siehe Anhang 10.4, Seite 105) sowie dem
Spenderfremdanamneseprotokoll (siehe Anhang 10.2, Seite 102) finden.

Die Postmortem-Zeit wurde anhand des Zeitpunktes des Versterbens und des Zeitpunktes der
Entnahme der Spender-HH errechnet. Das Spenderalter errechnete sich aus dem Geburtsdatum
und dem Datum des Versterbens. Eine maximale Altersspanne zwischen Spender und
Empfanger wurde bei der Freigabe der Hornhdute nicht beriicksichtigt. Die Zeit bis zur
Inkulturnahme in das Kulturmedium | konnte anhand des Zeitpunktes der Inkulturnahme

berechnet werden.

Tabelle 2: Auflistung der erfassten Daten aus der oberen Eingabemaske der Datenbank

Studiendaten aus oberer Maske

Spenderalter
Spendergeschlecht
Postmortem-Zeit
Todesursache
Diabetes
Hypertonie
Chemotherapie

Serologie des Spenders

Mithilfe des innerklinischen SAP-Programmes wurden alle zum Spender vorliegenden
medizinischen Informationen aufgerufen und nach Vorerkrankungen durchgesehen.
Informationsquellen innerhalb des SAP-Programmes waren vor allem die Diagnosen der zum
Spender eingelesenen Arztbriefe. Die Arztbriefe stammten sowohl aus dem UKS als auch aus
anderen Kliniken, sofern tbermittelt. Jegliche Dokumentationen zu Patientenvorstellungen,
stationdren Aufenthalten oder Eingriffen an den Kliniken des UKS dienten im SAP-Programm
als weitere Quelle von Spenderdaten. Das Vorliegen von Vorerkrankungen wie eines Diabetes
mellitus oder einer arteriellen Hypertonie sowie die Notiz einer vorangegangenen
Chemotherapie wurde in einem bindren Feld notiert. Daruber hinaus wurde in die
Spendermaske das Ergebnis der infektionsserologischen Prufung eingegeben. Welche Daten
zur Serologie erhoben wurden, wird in Kapitel 2.4.5 Spenderserologie auf Seite 18 néher

erlautert.

Im unteren Feld der Access Datenbank wurden jeweils die Angaben zum rechten und linken
kornealen Spendergewebe festgehalten (siehe Tabelle 3). Inbegriffen war das Datum der

Inkulturnahme in das Kulturmedium Il (sofern geschehen), Datum der Verwerfung bzw. Datum
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der Transplantation des Gewebes sowie der Linsenstatus (phak, aphak oder pseudophak).
Ebenso wurde die Eignung dokumentiert und in ,,geeignet®, ,,nur lamelldr vorne bzw. hinten*
geeignet, ,,a chaud“ oder ,ungeeignet” unterschieden. Sofern verworfen, wurde der
Verwerfungsgrund angegeben. Es konnte sowohl ein Verwerfungsgrund als auch mehrere
Verwerfungsgriinde angegeben werden. Der Verwerfungsgrund lief sich anhand der
gesammelten Daten erschlieBen und fand sich im Cornea-Programm sowie auf dem

Prifprotokoll niedergeschrieben.

Tabelle 3: Auflistung der erfassten Daten aus der unteren Eingabemaske der Datenbank
(EZD = Endothelzelldichte, BH = Bindehaut, KM= Kulturmedium)

Studiendaten aus unterer Maske

Datum der Inkulturnahme
Verwerfungsdatum
Transplantationsdatum
Eignung
Linsenstatus
Verwerfungsgrund
EZD nach 7 Tagen
EZD zur Endbefundung
Nekrosen in Prozent
positiver BH-Abstrich inklusive Erreger

Kontamination des KM inklusive Erreger

Zur Endothelqualitat wurden die folgenden Parameter erhoben. Die EZD (in Zellen/mm?)
wurde nach 7 Tagen sowie nach Endbefundung notiert. Zudem wurde die Flache der Nekrosen
erfasst und in ,,keine Nekrosen®, ,,<3% Nekrosen®, ,,3-5% Nekrosen®, ,,5-10% Nekrosen* und
,>10% Nekrosen* unterteilt. Im Kapitel 2.7.2 Endothelnekrosen auf Seite 33 finden sich
eingehendere Informationen. Ein Vorhandensein einer Narbe wurde ebenso dokumentiert. In
der Spaltlampenmikroskopie unterschied der arztliche Mitarbeiter zwischen einer kleinen,
irrelevanten Narbe und sogenannten ,,relevanten* Narben, welche die Eignung einschriankten.
War die Narbe so grof3, dass die HH dadurch nur noch ,hinten lamellar oder fir eine

Notfallkeratoplastik geeignet war, so war sie ,,relevant‘.

Des Weiteren wurden jegliche nachgewiesenen Erreger im Bindehautabstrich, im
Kammerwasser sowie im Kulturmedium erfasst. Die Ergebnisse der mikrobiologischen

Untersuchungen lagen uns in Form von Ausdrucken des Institutes vor.

Informationsquelle fir die Datenerhebung im unteren Feld der Datenbank war u.a. das

Prufprotokoll zum kornealen Spendergewebe (siehe Anhang 10.6, Seite 107). Es enthielt
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Informationen zu den Spaltlampenuntersuchungen am Transplantat nach 7 Tagen und nach

Endbefundung. Des Weiteren bediente man sich der Daten im Cornea-Programm der LIONS-
HHB (siehe Abbildung 25:).
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Abbildung 25: Ausschnitt aus dem Cornea-Programm der LIONS-HHB Saar-Lor-Lux, Trier/Westpfalz
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3.5 Eignung des kornealen Spendergewebes

In unserer Studie wurde die Eignung des kornealen Spendergewebes in 4 Gruppen
untergliedert:

1) Hornh&ute, welche ohne Einschrankungen fiir jegliche Keratoplastik in Frage kamen.

2) Hornhéaute, welche wegen der unten genannten Einschrankungen nur fiir lamellére Verfahren

geeignet waren.

3) Hornhdute, welche aufgrund mangelnder Endothelqualitat oder wegen Narben lediglich als

Notfallkeratoplastik a chaud zur Verfiigung standen.
4) Hornhdaute, welche fiir alle Keratoplastik-Arten ungeeignet waren.

Als ,,voll geeignet” galten Hornh&ute, deren Endothelzellzahl abziiglich der nekrotischen
Areale Uber 2000 Zellen/'mm? lag sowie keine signifikanten Auffalligkeiten der

Endothelzellmorphologie und keine signifikanten Stromanarben aufwiesen.

Hornhdute mit einer relevanten Narbe waren in ihrer Eignung fir eine durchgreifende
Keratoplastik eingeschrénkt. Sie wurden als ,,nur lamellar hinten geeignet eingestuft, sofern
sie eine EZD uber 2000 Zellen/mm? besallen und keine signifikanten Aufféalligkeiten der

Endothelzellmorphologie aufwiesen.

Nur fiir eine ,,vordere lamelldre Keratoplastik® geeignet waren Hornhdute, welche eine zu
niedrige EZD (<2000 Zellen/mm?) oder eine mangelnde Endothelqualitat aufgrund von

Nekrosen, auffélliger Zellmorphologie oder unregelméaBigem Zellbild zeigten.

Als Notfallkeratoplastik a chaud wurden Hornhdute mit ausgepragten Narben oder einer
verminderten Endothelqualitat freigegeben, sofern sie fur ein lamellares Verfahren nicht in

Frage kamen.

Nicht fir eine Transplantation freigegeben galt korneales Spendergewebe, wessen
Kulturmedium infiziert war, deren Korneoskleralscheibe Infektionszeichen aufwies, deren
Bindehautabstriche bei Hornhautentnahme mit relevanten Keimen kontaminiert waren und bei

dessen Spender Hinweise auf Infektionen und nachtrdagliche Kontraindikationen vorlagen.

Zu jedem Zeitpunkt der Studie war die jeweils fachliche Einschatzung des &rztlichen
Mitarbeiters ausschlaggebend fir die Eignungsbeurteilung. Die Eignung wurde als Notiz auf
dem Prufprotokoll (siehe Anhang 10.6, Seite 107) festgehalten. Die Grenzen fir die EZD in

den verschiedenen Eignungsgruppen variierten innerhalb des Erhebungszeitraums geringflgig,
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dain den friiheren Jahren noch keine QM-mafig (QM = Qualitdtsmanagement) standardisierten
Kriterien existierten. So wurde in Ausnahmeféllen je nach individueller Indikation die EZD-
Grenze mobilisiert und vereinzelt Hornhdute mit einer EZD von 1900-2000 Zellen/mm? fir

eine regulére Keratoplastik freigegeben.

Da in den friheren Jahren der Studie noch keine vorderen lamellaren Verfahren durchgefuhrt
wurden, wurden Hornhéute, welche prinzipiell fir ein vorderes lamelléres Verfahren in Frage
gekommen waren, wegen ihrer Einschrankungen zum groten Teil in ihrer Eignung als

Notfallkeratoplastik a chaud eingeschatzt.

In den multiplen Regressionsanalysen unserer Studie wurde nach ,,geeignet fiir eine regulire
Keratoplastik* und ,,nicht geeignet fiir eine reguldre Keratoplastik® unterteilt. Hornh&ute der
Gruppe 1 waren fir eine perforierende oder lamellare Keratoplastik geeignet. Die Gruppe 2
schloss alle HH ein, welche aufgrund relevanter Einschrankungen nur als Notfallkeratoplastik

a chaud in Frage kamen oder wegen anderer Griinde ungeeignet waren.

3.6 Verwerfungsgriinde

3.6.1 Verwerfung wegen Endothel

Grunde fir die Verwerfung wegen Endothels war eine zu niedrige EZD (unter 2000
Zellen/'/mm?2) oder eine mangelnde Endothelqualitdt aufgrund von Nekrosen, auffélliger
Zellmorphologie, einem unregelmafiigen Zellbild oder eines zu groRen Zellverlustes.

3.6.2 Verwerfung wegen Kontamination

Wie in Kapitel 2.6.2 Kontamination des Kulturmediums auf Seite 26 bereits eingehender
beschrieben, fihrte eine Kontamination des Kulturmediums zu einer Verwerfung der
Korneoskleralscheibe. Anhaltspunkte fir eine Kontamination war die Anderung der
Indikatorfarbe des Kulturmediums, ungewdhnliche Ablagerungen in der Kulturflasche oder das
auffallige Aussehen der Korneoskleralscheibe. AuBerdem wurden Proben des Kulturmediums
zu zwei festgelegten Zeitpunkten mikrobiologisch auf Sterilitdt untersucht. Sofern keine
Keimbelastung gemeldet wurde, galten die HH zur Transplantation freigegeben. Kam es zu
einer Keimdifferenzierung, so wurden die differenzierten Mikroorganismen mit einer
Referenzliste abgeglichen. Keime, welche in der Liste aufgefuhrt wurden, fiihrten zur

Verwerfung des Spendergewebes wegen Kontamination des Kulturmediums.
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3.6.3 Verwerfung wegen Serologie

Korneales Spendergewebe wurde wegen Serologie verworfen, sofern kein oder zu wenig Blut
des Spenders fur die infektionsserologische Untersuchung zur Verfligung stand oder wenn das
Untersuchungsergebnis positiv oder nicht eindeutig ausfiel. Laboruntersuchungen auf
Infektionsmarker waren fir jeden Spender verpflichtend. Durchgefiihrt wurden biologische
Tests zu HIV 1 und 2, Hepatitis B (HBsAg, Anti-HBc), Hepatitis C (Anti HCV, HCV-NAT
(HCV-RNA) und Syphilis (siehe Kapitel 2.4.5 Spenderserologie, Seite 18).

3.6.4 Verwerfung wegen Narbe

Narben waren Grund fir eine Verwerfung, wenn sie aufgrund ihrer Lokalisation und Tiefe die
Eignung der HH so stark beeintréchtigten, dass das Spendergewebe nicht zur Transplantation
freigegeben werden konnte. Je nach Einschatzung des é&rztlichen Mitarbeiters konnten
Hornh&ute mit Narben jedoch fur lamelldre Verfahren oder als Notfallkeratoplastik a chaud

verwendet werden.

3.6.5 Verwerfung wegen Bindehautabstrich

Eine Hornhaut musste aufgrund eines Bindehautabstriches verworfen werden, sofern dieser
positiv war und sich der differenzierte Mikroorganismus auf der Referenzliste befand (siehe
Kapitel 2.5.2 Bindehautabstrich, Seite 24). Wahrend des Entnahmevorgangs der Hornh&ute
wurden jeweils zwei Abstriche der Bindehaut vorgenommen, welche mikrobiologisch
untersucht werden. Eine Keimdifferenzierung fand bei jedem positiven Ergebnis statt und gab

Aufschluss tiber die Freigabe zur Transplantation.

3.6.6 Verwerfung wegen nachtraglicher medizinischer Kontraindikationen

Bei der klinischen Spenderauswahl wurden wichtige medizinische Kontraindikationen erfragt
und ausgeschlossen, bevor die Hornhaut zur Entnahme freigegeben wurde (siehe Kapitel 2.4.4
Medizinische Kontraindikationen, Seite 16). Fielen nach der erfolgten Hornhautentnahme
Ausschlusskriterien zur Spende auf, so musste das entnommene Gewebe wegen nachtraglicher

medizinischer Kontraindikationen verworfen werden.
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3.6.7 Verwerfung wegen technischer Ursachen

In seltenen Fallen kam es zur Beschadigung des Spendermaterials bei der Praparation und
Vorbereitung zur Operation. In solchen Fallen musste das Spendergewebe ,,wegen technischer

Ursachen‘ verworfen werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Eignung

Die Eignung des kornealen Spendergewebes wurde in der vorliegenden Studie in fiunf Gruppen

unterteilt.

Eignung

m ohne Einschrankung geeignet

m nur lamellar vorne geeignet

m nur lamellar hinten geeignet
a chaud geeignet

H ungeeignet

Abbildung 26: Kreisdiagramm zur Eignung des kornealen Spendergewebes (% = Prozent)

49,6% aller entnommenen Hornhdute der Studie (2052 HH von 4140 HH) waren fiir eine
reguldre Keratoplastik geeignet. 46,3% der Hornh&ute (1915 HH) waren hiervon ,,ohne
Einschrinkung® geeignet, 3,1% der Hornhdute (130 HH) standen fiir ein hinteres lamelldres
Verfahren und 0,2% der Hornh&ute (7 HH) fiir ein vorderes lamelléares Verfahren zu Verfligung.
34% der Hornhéute (1409 HH) kamen aufgrund von Endotheleinschrankungen oder Narben
nur flr eine Notfallkeratoplastik a chaud in Betracht. 16,4% des Spendergewebes (679 HH) war
ganzlich, also fiir jedwede Keratoplastik, ungeeignet (siehe Abbildung 26). Griinde fir die
Einschrankung der HH als Notfallkeratoplastik a chaud waren in 31,8% (1318 HH) die
Endothelqualitét, in 3,7% (155 HH) Narben und in 0,1% (4 HH) sonstige Griinde. In 1,6% der
Félle (68 HH) lag die Eignungseinschrankung als Notfallkeratoplastik a chaud an mehr als
einem Grund. Bei 67 HH waren sowohl das Endothel als auch eine Narbe ausschlaggebend.
1 HH war wegen einer Narbe als auch aus sonstigen Griinden lediglich als Notfallkeratoplastik
a chaud geeignet.
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4.2 Verwerfungsgrinde

In 43,8% aller Falle (1814 HH) wurde das korneale Spendergewebe nicht zur Transplantation

freigegeben und musste aus einem oder mehreren Griinden verworfen werden.

Verwerfungsgriinde

Technische Ursachen & 1,10%
Nachtragliche Med. KI = 1,30%
Kontamination BH m— 1,50%
Narben mmmm 2,90%
Positive Serologie ' 5 80%
Kontamination KM s 7 20%
Endothel I 26,50%0

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%

Endothel Kontamination Positive Narben Kontamination = Nachtragliche = Technische
KM Serologie BH Med. Kl Ursachen
] 26,50% 7,20% 5,80% 2,90% 1,50% 1,30% 1,10%

Abbildung 27: Verwerfungsgriinde des kornealen Spendergewebes (Med. = medizinisch, KI = Kontraindikation, BH =
Bindehaut, KM = Kulturmedium, % = Prozent)

Die drei Hauptverwerfungsgriinde in der Studie waren eine verminderte Endothelqualitat

(26,5%, 1097 HH), die Kontamination des Kulturmediums (7,2%, 297 HH) und die positive

Serologie des Spenders (5,8%, 241 HH). Wie in Abbildung 27 ersichtlich waren weitere

Ursachen fur die Verwerfung des kornealen Spendergewebes Narben (2,9%), ein positives

Bindehautabstrich-Ergebnis mit relevantem Erreger (1,6%), nachtrégliche medizinische

Kontraindikationen zur Hornhautspende (1,3%) sowie technische Ursachen (1,1%).

Zum GroRteil fuhrte lediglich ein einziger VVerwerfungsgrund zur Verwerfung (95,1%). In 4,8%
gab es zwei Verwerfungsgrunde pro verworfener HH und bei 1 HH drei Verwerfungsgriinde.

4.2.1 Verwerfung wegen Endothel

Griinde fur die Verwerfung wegen Endothels war eine zu niedrige EZD und eine mangelnde
Endothelqualitit aufgrund von Nekrosen, eines zu grof3en Zellverlustes zwischen erster und
zweiter Endothelzellzdhlung, einer aufféalligen Zellmorphologie oder eines unregelmaéligen
Zellbildes. Mit 26,5% (1097 HH) war das Endothel der haufigste Verwerfungsgrund.
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4.2.1.1 Endothelzelldichte (EZD)

Wie in Kapitel 2.7.1 Endothelzelldichte auf Seite 30 erklart, spielte die EZD bei der
Transplantatuntersuchung und bei der Freigabe des Gewebes eine herausragende Rolle. Eine
zu niedrige EZD flhrte zur Verwerfung wegen unzureichender Endothelqualitat. Die EZD
wurde am 7. Tag der Organkultur sowie zur Endbefundung (mindestens 12 Stunden nach

Entquellen im Kulturmedium I1) bestimmt.

Die EZD lag am 7. Tag zwischen 666 Zellen/mm?2 (Minimum) und 3635 Zellen/mm?
(Maximum) mit einem Mittelwert von 2322 Zellen'mm? =+ 423 Zellen/mm2 (SD=
Standardabweichung). Der Median der EZD lag bei 2365 Zellen/mm?2.

Bei der Endbefundung belief sich die EZD zwischen 612 Zellen/mm2 (Minimum) und 3499
Zellen/mm?2 (Maximum) bei einem Mittelwert von 2166 Zellen/mm? + 383 Zellen/mm? (SD).
Der Median lag bei 2202 Zellen/mm2.

Einflisse auf die EZD ergaben sich durch folgende Faktoren: Spenderalter, Diabetes mellitus,
Linsenstatus sowie Postmortem-Zeit. In den folgenden Kapiteln zu den jeweiligen
Einflussfaktoren findet sich die dazugehorige Auswertung (Kapitel 4.3.1 Spenderalter, Seite
53, Kapitel 4.3.4 Diabetes mellitus, Seite 59, Kapitel 4.3.7 Linsenstatus, Seite 60, Kapitel 4.3.8
Postmortem-Zeit, Seite 63).

4.2.1.2 Endothelnekrosen

Auch Endothelnekrosen fiihrten neben einer zu geringen EZD zur Verwerfung des kornealen
Spendergewebes wegen mangelnder Endothelqualitét (siehe Kapitel 2.7.2 Endothelnekrosen,
Seite 33). Hornhdute mit >10% Nekrosen wurden in insgesamt 82,6% der Fille ,,wegen
Endothel verworfen®. In der Gruppe der HH mit 3-5% Nekrosen waren es nur 31,3%. HH aus
der Gruppe ohne Nekrosen wurden in 13,9% ,,wegen Endothel verworfen. Hier war der Grund
der Verwerfung also durch andere Ursachen wie eine zu geringe EZD bedingt. Je geringer der
Anteil an Nekrosen war, desto seltener wurde die HH ,,wegen Endothel verworfen“ (siehe
Abbildung 28).
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Nekrosen
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keine Nekrosen <3% Nekrosen 3-5% Nekrosen 5-10% >10% Nekrosen
Nekrosen

m wegen Endothel verworfen ® nicht wegen Endothel verworfen

Abbildung 28: Prozentzahl der Verwerfungen wegen Endothel bei Hornhdauten mit Nekrosen (% = Prozent)

Ein Chi-Quadrat Test nach Pearson wurde zwischen der Prozentzahl an Nekrosen und der
Verwerfung wegen Endothel durchgefuhrt und zeigte eine zweiseitige Signifikanz von
p<0,001.

4.2.2 Verwerfung wegen Kontamination

Die Kontamination des Kulturmediums war mit 7,2% (297 HH) der zweithaufigste
Verwerfungsgrund. In den meisten Fallen ergab sich eine Kontamination des Kulturmediums
durch Staphylokokken (125 Félle) und Pilze (88 Félle). Andere Erreger waren Streptokokken,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterokokken etc..

Der Einfluss der Todesursache des Spenders, eines Diabetes mellitus als Spendervorerkrankung
und der Postmortem-Zeit wurde auf die Verwerfung wegen Kontamination geprift. Die
dazugehorige Auswertung l&sst sich in den Kapiteln zu den jeweiligen Einflussfaktoren
nachlesen (siehe Kapitel 4.3.3 Todesursachen, Seite 57, Kapitel 4.3.4 Diabetes mellitus, Seite
59 und Kapitel 4.3.8 Postmortem-Zeit, Seite 63).

4.2.3 Verwerfung wegen Serologie

Die positive Serologie des Spenders war mit 5,8% der dritthaufigste Grund fur die Verwerfung
des kornealen Spendergewebes. 241 Hornhduten waren aus diesem Grund nicht zur

Transplantation geeignet. Geh&uft kam es zu mehrfach positiven serologischen Befunden. Ein
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positiver HIV- Befund p24 Ag (Antigen) + Ig (Immunglobuline) - Befund lag in 1,1% vor, eine
positive HIV-RNA-Serologie in 0,3%. Hepatitis B HBsAg war in 2,1%, Hepatitis B Anti-c IgG
in 7,1%, Hepatitis B Anti-s 1gG in 4,8% und Hepatitis B DNA in 1,2% positiv. Ein Nachweis
von Hepatitis C Antikorpern ergab sich in 0,9% und ein Nachweis von Hepatitis C RNA in

0,3%. Treponema pallidum Ig als Nachweis einer Syphilis Infektion lag in 1,0% vor.

Es wurde der Zusammenhang zwischen der Postmortem-Zeit und der Verwerfung wegen
Serologie gepriift, welcher in Kapitel 4.3.8 Postmortem-Zeit auf Seite 63 naher beschrieben

wird.

4.2.4  Verwerfung wegen Narbe

Eine Narbe war in 122 von 4140 Fallen (2,9%) ausschlaggebend fur die Verwerfung des
Spendergewebes. Damit waren Narben der vierthdufigste Grund fir eine Verwerfung. Es

wurden keine Einflussfaktoren auf die Verwerfung wegen Narbe geprft.

4.2.5 Verwerfung wegen Bindehautabstrich

Das Bindehautabstrich-Ergebnis war bei 1975 von 4140 HH (47,7%) positiv. Zur Verwerfung
des kornealen Spendergewebes fuhrte der positive Bindehautabstrich-Befund jedoch nur bei 63
HH, was 1,5% entspricht.

4.2.6 Verwerfung wegen medizinischer Kontraindikationen

In insgesamt 1,3% aller Falle wurde die HH wegen nachtréglich erhobener medizinischer
Kontraindikationen beim Spender verworfen. In Zahlen gesprochen handelte es sich um 53
Hornhdute, die aus diesem Grunde nicht zur Transplantation zugelassen werden konnten.
Medizinische Kontraindikationen waren beispielsweise zentralnervose Erkrankungen unklarer
Ursache wie Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson sowie die pramortale Aufnahme von

Giften oder Schwermetallen (siehe Kapitel 2.4.4 Medizinische Kontraindikationen, Seite 16).

4.2.7 Verwerfung wegen technischer Ursachen

In 45 von 4140 Fallen (1,1%) flhrten technische Ursachen bei der Prédparation des

Spendergewebes zur Verwerfung.
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4.3 Einflussfaktoren

4.3.1 Spenderalter

Das Alter der Hornhautspender lag zwischen 3 Jahren (Minimum) und 101 Jahren (Maximum)
mit einem mittleren Spenderalter von 70,3 £ 15,0 Jahren (SD). Der Median lag bei 73 Jahren.
Die Mehrheit der Spender war mit 78,2% alter als 60 Jahre. 30,6% der Spender waren &lter als
80 Jahre. Lediglich 21,8% der Spender waren jlnger als 60 Jahre. Die groRte Altersgruppe
bestand mit 57,7% aus Spendern zwischen dem 60. und 79. Lebensjahr (siehe Abbildung 29).

Spenderalter

2500 60%
2000 50%
40%

1500
30%

1000
20%
500 10%

0 0%

<40 Jahre 50-59 Jahre 60-79 Jahre >80 Jahre

mmm Haufigkeit ——Prozent

Abbildung 29: Anzahl und Prozentanteil der Hornhautspender nach Altersgruppen (%= Prozent)

Mittels des Likelihood-Quotienten-Tests wurde der Einfluss des Spenderalters univariat auf die
Eignung der HH untersucht. Der Zusammenhang zwischen Spenderalter und Eignung erwies
sich mit p<0,001 als hoch signifikant. Verglichen wurden Spender verschiedener Altersgruppen
(40-59 Jahre, 60-79 Jahre, >80 Jahre) mit der Referenzgruppe der Spender
<40 Jahre.
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Spenderalter - Eignung
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<40 Jahre (n=171) 40-59 Jahre (n=730) 60-79 Jahre >80 Jahre (n=1265)
(n=1974)
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Abbildung 30: Abhangigkeit der Eignung des Spendergewebes fiir die Transplantation vom Spenderalter (% =
Prozent, n = Anzahl)

Wahrend Hornh&ute von Spendern <40 Jahren in 77,2% geeignet waren und somit fur eine
regulére KPL zur Verfugung standen, waren Spender-HH von >80-Jahrigen in lediglich 40,5%
geeignet. Die Eignung des Spendergewebes von Spendern >80 Jahren war statistisch signifikant
niedriger als die Eignung von Hornhduten jingerer Spender (p<0,001). Mehr als die Halfte,
namlich 59,5% aller HH von >80-j&hrigen Spendern (753 HH von 1265 HH), kamen fir eine
reguldre KPL nicht in Frage (siehe Abbildung 30). HH von Spendern >60 Jahren waren im
Vergleich zu den HH von <40- Jahrigen mit 3,4-fachem Risiko ungeeignet, HH von Spendern
>80 Jahren mit 4,9-fachem Risiko.



Ergebnisse 55

Endothelzelldichte je nach Altersgruppe
2800

2700
2600
2500

2400

2300

2200

2100 l l

2000 ]

<40 Jahre 40-60 Jahre 60-79 Jahre >80 Jahre
m EZD-Mittelwert nach 7 Tagen m EZD- Mittelwert zur Endbefundung

Abbildung 31: Mittlere Endothelzelldichte in Zellen/mm? nach 7 Tagen sowie nach Endbefundung je Altersgruppe der
Spender (EZD = Endothelzelldichte)

Das Spenderalter wurde in verschiedenen Altersgruppen auf die jeweilige EZD untersucht.
Dargestellt sind die Ergebnisse in Abbildung 31 und Abbildung 32. So lag die EZD bei
Spendern <40 Jahren im Mittel nach 7 Tagen bei 2759 Zellen/mm?2 und bei 2532 Zellen/mm?
nach Endbefundung. HH von Spendern zwischen 40 und 59 Jahren hatten im Mittel eine EZD
von 2463 Zellen/'mm? nach 7 Tagen und 2261 Zellen/mm? bei Endbefundung. Spender
zwischen 60 und 80 Jahren wiesen eine mittlere EZD von 2325 Zellen/mm?2 nach 7 Tagen und
2164 Zellen/mm? bei Endbefundung nach. Hornhdute von Spendern >80 Jahren hatten die
niedrigsten EZD mit im Mittel 2177 Zellen/mm?2 nach 7 Tagen und 2054 Zellen/mm?2 nach
Endbefundung.
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Abbildung 32: Boxplot zur Endothelzelldichte in Zellen/mm2 nach 7 Tagen sowie nach Endbefundung je Altersgruppe
der Spender (Jahre) (EZD = Endothelzelldichte)

4.3.2 Spendergeschlecht

Von 2083 Spendern waren 56,8% méannlichen Geschlechts und 43,2% weiblichen Geschlechts.
Der Einfluss des Spendergeschlechts auf die Eignung des kornealen Spendergewebes wurde in
Kapitel 4.4 auf Seite 65 in einer multivariaten Analyse auf die Unabhéngigkeit gegentiber
anderen Einflussvariablen untersucht.
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4.3.3 Todesursachen

Todesursachen

m Kardiovaskular
m Zerebrovaskular
= Krebs
Andere
m Sepsis
® Multiorganversagen
m Respiratorisch
m Infektion

® Trauma

m Intoxikation

Abbildung 33: Todesursachen der Hornhautspender (% = Prozent)

Die zwei am héaufigsten vertretenen Todesursachen der Hornhautspender waren
kardiovaskularer (25,4%) und zerebrovaskularer Art (19,8%). An dritter Stelle lag eine
Krebserkrankung als Todesursache (19,1%) (siehe Abbildung 33). Die tbrigen Anteile fielen
auf ,,andere* Todesursachen (9,1%), eine Sepsis (8,3%), ein Multiorganversagen (MOV)
(6,4%), respiratorische Ursachen (5,1%), ein Trauma (2,5%), Infektionen (4,1%) und
Intoxikationen (0,2%). Bei Infektionen wurde, sofern dies aus den medizinischen Befunden
hervorging, zwischen bakteriellen Infektionen (1,7%), Infektionen durch Pilze (0,4%) und
viralen Infektionen (0,1%) unterschieden. Bei 1,9% aller Infektionen konnte das

Erregerspektrum nicht ndher bestimmt werden.

Sepsis oder MOV als Todesursachen ergaben hohere Verwerfungsraten aufgrund von
Kontamination des Kulturmediums verglichen mit der Referenzgruppe der kardio- und
zerebrovaskularen Todesursachen. Hornhdute von Spendern, welche an respiratorischen
Ursachen verstarben, waren nur in 2,4% der Falle kontaminiert. Die Kontaminationsrate bei
Spendern, die an Sepsis (9,4%), ,,anderen Todesursachen, z.B. Suizid (8,9%) und MOV
(12,1%) verstarben, lag hingegen um ein Vielfaches héher (siehe Abbildung 34).
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Kontaminationsraten des Kulturmediums
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Abbildung 34: Kontaminationsraten des Kulturmediums in Abhéngigkeit von der Todesursache des Spenders (MOV =
Multiorganversagen, % = Prozent)
In einem multiplen bindren Regressionsmodell wurde der Einfluss der Todesursache auf die
Verwerfung wegen Kontamination untersucht. Hierbei wurde jede Todesursache jeweils mit
der Referenzgruppe der zerebro- und kardiovaskularen Todesursachen verglichen. Es ergaben
sich Folgende in der Tabelle dargestellten p-Werte. Es fanden sich signifikant hohere
Verwerfungsraten fir Todesursachen wie Sepsis (p=0,026), MOV (p<0,001) und ,,Andere*
(p=0,027) (siehe Tabelle 4). Die respiratorischen Todesursachen verzeichneten signifikant
niedrigere  Verwerfungsraten wegen Kontamination (p=0,034) im Vergleich zur

Referenzgruppe der kardio- und zerebrovaskuldren Todesursachen.

Tabelle 4: Verwerfung des Spendergewebes wegen Kontamination des Kulturmediums in Abhangigkeit von der
Todesursache

Todesursache Verwerfung wegen Kontamination des Kulturmediums

Zerebrovaskuklar
Kardiovaskular

Multiorganversagen
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4.3.4 Diabetes mellitus

Ein Diabetes mellitus als VVorerkrankung wurde bei 360 aller Spender erfasst. Dies entsprach
17,3% aller Félle. Geprift wurde der Einfluss des Diabetes mellitus auf die Verwerfung wegen
Kontamination des Kulturmediums und im Mehrfaktorenmodell auf die Eignung der

Spenderhornhdute.

Spenderhornhdute von Diabetikern hatten am 7. Tag nach Inkulturnahme im Mittel eine EZD
von 2250 + 438 Zellen/mm? (SD). Das Gesamtkollektiv besal} eine EZD von 2322 Zellen/mm?2
+ 423 Zellen/mm? (SD). Zur Endbefundung hatten Diabetiker im Mittel eine EZD von 2095
Zellen/mm? + 408 Zellen/mm?2 (SD), das Gesamtkollektiv eine EZD von 2166 Zellen/mm? *
383 Zellen/mm2 (SD) (siehe Abbildung 35).

Bei Diabetikern zeigte sich eine um 73 Zellen/mm? niedrigere EZD zur Z&hlung nach 7 Tagen
als beim Gesamtkollektiv. Zur Endbefundung lag die EZD bei Diabetikern im Mittel

72 Zellen/mmz2 niedriger als beim Gesamtkollektiv.

Diabetes mellitus - mittlere Endothelzelldichte
2350
2300

2250
2200
2150
2100
2050
2000
1950

Vorerkrankung Diabetes mellitus Gesamtkollektiv

m Mittelwert EZD nach 7 Tagen m Mittelwert EZD nach Endbefundung

Abbildung 35: Vergleich der mittlere Endothelzelldichten in Zellen/mm? zwischen Hornhautspendern mit Diabetes
mellitus als Vorerkrankung und dem Gesamtkollektiv (EZD = Endothelzelldichte)
Zwischen dem Einflussfaktor des Diabetes mellitus als Vorerkrankung und der Verwerfung
wegen Kontamination konnte kein signifikanter Zusammenhang gefunden werden. Der Chi-
Quadrat-Test nach Pearson erbrachte eine Signifikanz von p=0,938 (zweiseitig).

Der Einfluss des Diabetes mellitus wurde im Mehrfaktorenmodell auf die Eignung geprift
(siehe Kapitel 4.4, Seite 65).
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4.3.5 Arterielle Hypertonie

In der Studie wurde bei 773 Hornhautspendern (37,1%) eine arterielle Hypertonie befundet.
Der Einfluss einer arteriellen Hypertonie wurde im Mehrfaktorenmodell auf die Eignung
gepruft (siehe Kapitel 4.4, Seite 65).

4.3.6 Chemotherapie

Bei 192 Hornhautspendern wurde eine Chemotherapie in der Vorgeschichte erfasst. Dies
entsprach 9,2% des Gesamtkollektivs. Untersucht wurde der Einflussfaktor der Chemotherapie

im multiplen Regressionsmodell auf die Eignung (siehe Kapitel 4.4, Seite 65).

4.3.7 Linsenstatus

Linsenstatus

® phak
m aphak
m pseudophak

Abbildung 36: Linsenstatus der Hornhautspender unterteilt nach phak, aphak und pseudophak (% = Prozent)

Der Linsenstatus der jeweiligen Augen des Hornhautspenders wurde in 1538 von insgesamt
4140 Féallen dokumentiert, was 37,1% entsprach. Alle Ubrigen Falle (62,9%) stammten aus
friiheren Jahren der Studie, in welchen der Linsenstatus noch nicht standardisiert erhoben wurde
oder in denen die Hornhaute wegen anderer Verwerfungsgrinde verworfen wurden, ehe der
Linsenstatus erhoben war. Der Linsenstatus wurde bei der Hornhautentnahme festgestellt und
in Phakie (natdrliche eigene Linse vorhanden), Pseudophakie (Kunstlinse vorhanden), Aphakie

(keine Linse vorhanden) unterteilt.
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In 16 von 1538 Fallen (1,0%) war der Linsenstatus aphak, in 898 von 1538 Féllen (58,4%) phak
und in 624 von 1538 Féllen (40,6%) pseudophak (siehe Abbildung 36). Der Befund einer
Aphakie und Pseudophakie wurde als Zustand nach Kataraktoperation interpretiert.

Gepruft wurde der Einfluss einer vorangegangenen Katarakt-OP auf die Eignung des kornealen

Spendergewebes.

Kataraktoperation - Eignung

geeignet ungeeignet

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

mphak  mZ.n. Katarakt-OP (pseudophak oder aphak)

Abbildung 37: Abh&ngigkeit der Eignung des Spendergewebes von einer vorangegangenen Katarakt-Operation (Z.n.
= Zustand nach, OP = Operation, % = Prozent)

Hornh&ute von Spendern mit vorangegangener Katarakt-OP waren signifikant seltener geeignet
als solche von Spendern ohne stattgehabte Katarakt-Chirurgie. Wéhrend die HH von Spendern
ohne vorangegangene Katarakt-OP in 61,1% der Félle geeignet waren, waren HH von Spendern
nach vorangegangener Katarakt-OP nur in 36,9% der Falle geeignet (siehe Abbildung 37).
Sowohl der Chi-Quadrat Test nach Pearson als auch der exakte Test nach Fisher erbrachte einen
p-Wert von <0,001.

Auch mittels multivariater Analyse wurde der Einfluss einer stattgehabten Katarakt-OP auf die

Eignung des kornealen Spendergewebes geprift (siehe Kapitel 4.4, Seite 65).

Des Weiteren ergab sich ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen einer
vorangegangenen Katarakt-OP und einer verminderten EZD (p<0,001, zweiseitig). HH, deren
Spender zuvor eine Katarakt-OP hatten, besalen in 66,7% der Félle weniger als 2000
Zellen/'/mmz?, wahrend Spender ohne stattgehabte Katarakt-OP in 65,2% mehr als 2000
Zellen/mm? besal3en (siehe Abbildung 38) .
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Kataraktoperation - Endothelzelldichte
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Abbildung 38: Abhangigkeit der Endothelzelldichte von einer vorangegangenen Katarakt-Operation (% = Prozent)

Hornh&ute von Spendern mit vorangegangener Katarakt-Operation hatten am 7. Tag nach
Inkulturnahme eine mittlere EZD von 2126 Zellen/mm? im Vergleich zu phaken HH mit einer
mittleren EZD von 2450 Zellen/mm2. Zur Endbefundung lag die mittlere EZD bei Katarakt-
Operierten bei 1977 Zellen/mm2 im Vergleich zu einer mittleren EZD von 2283 Zellen/mm?
bei phaken HH (siehe Abbildung 39).

Kataraktoperation - Mittlere Endothelzelldichte
2550

2450

2350

2250
2150
1950 —

mittlere EZD nach 7 Tagen mittlere EZD nach Endbefundung

m keine Kataraktoperation m stattgehabte Kataraktoperation

Abbildung 39:Einfluss einer stattgehabten Katarakt-Operation auf die mittlere Endothelzelldichte in Zellen/mm?2 nach
7 Tagen und nach Endbefundung (EZD = Endothelzelldichte)
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4.3.8 Postmortem-Zeit

Die Postmortem-Zeit, also die Zeit zwischen Versterben des Spenders und der Entnahme der
Korneoskleralscheibe, lag im Mittel bei 11,9 h £ 9,6 h (SD). Der Median lag bei 11 h (siehe
Abbildung 40).
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Postmortem-Zeit in Stunden
Abbildung 40: Postmortem-Zeit in Stunden

In 34,9% der Falle (1446 HH) wurde die HH innerhalb von 6 h nach Versterben des Spenders
entnommen. Lediglich 7,1% aller entnommenen Hornh&ute tberschritten eine Postmortem-Zeit
von >24 h (siehe Abbildung 41).
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Postmortem-Zeit

1600 40%
1400 35%
1200 30%
1000 25%
800 20%
600 15%
400 10%
200 5%
0 0%

<6 h 6-12 h 12-24 h >24 h

mm Haufigkeit =—Prozent

Abbildung 41: Postmortem-Zeit in Stunden gegliedert in Zeitgruppen (h = Stunden, % = Prozent)

In unseren Untersuchungen zeigte sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen

der Postmortem-Zeit und der Kontamination des Kulturmediums.

Wie in Kapitel 2.4.5 Spenderserologie auf Seite 18 beschrieben, erfolgte die Blutentnahme zur
infektionsserologischen Prifung im engen zeitlichen Rahmen zur Hornhautentnahme. Die Zeit
zwischen Versterben des Spenders und der Blutentnahme ist demnach mit der Postmortem-Zeit
(Zeit zwischen Versterben des Spenders und der Hornhautentnahme) gleichzusetzen. In
seltenen Féllen lagen dem Labor bereits vor der Hornhautentnahme Blutproben des Spenders

vor, welche zu Lebzeiten des Spenders zurlickgestellt wurden.

In der Studie wurde der Zusammenhang zwischen der Postmortem-Zeit und der Verwerfung
des Spendermaterials wegen positiver Spenderserologie untersucht. Im Chi-Quadrat-Test nach
Pearson bestand ein statistisch hoch signifikanter Zusammenhang (p<0,001, zweiseitig)
zwischen der Postmortem-Zeit und der Verwerfung wegen positiver Serologie. So wurden HH,
deren Postmortem-Zeit <12 h betrug, wesentlich seltener wegen positiver Serologie verworfen
als HH, welche >12 h nach Versterben des Spenders entnommen wurden (siehe Abbildung
42). HH mit einer Postmortem-Zeit von <6 h wurden in der vorliegenden Studie lediglich in
3,5% wegen positiver Serologie verworfen. Bei Hornh&uten mit einer Postmortem-Zeit
zwischen 6-12 h waren es 5,1% und eine Postmortem-Zeit von >12 h steigerte die

Verwerfungsrate auf 8,4%.
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Postmortem-Zeit und Verwerfung wegen Serologie
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Abbildung 42: Verwerfung des Spendergewebes wegen positiver Serologie in Abhangigkeit von der Postmortem-Zeit
in Stunden (h = Stunden, % = Prozent)

4.4 Multivariate Analyse von Einflussfaktoren auf die Eignung des

Spendergewebes

Werden Faktoren einzeln auf ihren Einfluss gepruft, so riskiert man, dass eine gegenseitige
Beeinflussung der Faktoren auRer Acht gelassen wird. In der folgenden Analyse wurden daher
die Einflussfaktoren unter Einschluss von Interaktionseffekten in einer multiplen logistischen
Regressionsanalyse auf ihre Unabhangigkeit gegentiber anderen Variablen untersucht.

Es wurden folgende Einflussfaktoren im Mehrfaktorenmodell auf die Eignung des
Spendergewebes gepruft: das Spenderalter (in Gruppen), Spender-Vorerkrankungen wie ein
Diabetes mellitus und eine arterielle Hypertonie, die VVorgeschichte einer Chemotherapie, eine

vorangegangene Katarakt-Operation und das Spendergeschlecht.

Unterteilt wurde die Eignung der Hornhdute hierzu in zwei Gruppen (siehe Kapitel 3.5 Eignung
des kornealen Spendergewebes, Seite 44). HH der Gruppe 1 waren fir eine regulére
Keratoplastik, also flr eine perforierende oder lamellédre Keratoplastik, geeignet. HH der
Gruppe 2 kamen lediglich flr eine Notfallkeratoplastik a chaud in Frage oder waren wegen
anderer Griinde ungeeignet. Eingeschlossen in die multiple logistische Regressionsanalyse
wurden 1538 HH. HH mit fehlenden Angaben wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Im

Likelihood-Quotienten ergaben sich Folgende in der Tabelle dargestellten p-Werte.
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Tabelle 5: Multiple logistische Regressionsanalyse verschiedener Einflussfaktoren auf die Eignung des kornealen
Spendergewebes (Art. = Arterielle, Z.n. = Zustand nach, OP = Operation)

Einflussfaktoren Eignung

Spenderalter p-Wert
<40 Jahre -

40 - 59 Jahre 0,037
60 - 79 Jahre 0,015
>80 Jahre 0,001
Diabetes mellitus 0,321
Art. Hypertonie 0,621

Z.n. Chemotherapie 0,745
Z.n. Katarakt-OP <0,001
Geschlecht méannlich 0,028

Lediglich bei 3 der insgesamt 6 untersuchten Einflussfaktoren zeigte die multiple
Regressionsanalyse einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit der Eignung des
Spendergewebes. Unter Einschluss von Interaktionseffekten hatten sowohl das Spenderalter
mit p<0,001, der Linsenstatus mit p<0,001 und das Spendergeschlecht mit p=0,028 einen

negativen Einfluss auf die Eignung (siehe Tabelle 5).

So minderte eine vorangegangene Katarakt-Operation (p<0,001) signifikant die Eignung.
Spenderhornhdute von Mannern waren signifikant weniger geeignet als Spenderhornhaute von
Frauen (p=0,028). Eine arterielle Hypertonie (p=0,612) oder eine stattgehabte Chemotherapie
(p=0,745) in der medizinischen VVorgeschichte der Spender hingegen erbrachten kein statistisch
signifikantes Ergebnis. Auch ein Diabetes mellitus (p=0,321) schrankte die Eignung nicht

signifikant ein.
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5 Diskussion

In der hiesigen Studie wurden retrospektiv die Daten von 4140 Hornhduten und 2083 Spendern
Uber einen Zeitraum von 11 Jahren (Januar 2006 bis Dezember 2016) analysiert. Im Folgenden
sollen die Daten wichtiger Vergleichsstudien aufgefuhrt und mit unseren Ergebnissen diskutiert

werden.

Die Anzahl der untersuchten Spenderhornhdute lag in wichtigen Vergleichsstudien zwischen
1340 HH und 34.234 HH [74-77]. Die Untersuchungszeitraume schwankten zwischen 3 und 8
Jahren [74-77]. In der grofiten Vergleichsstudie von Kwon et al. aus dem Jahr 2016 wurden in
dem Zeitraum zwischen 2007 und 2015 34.234 Hornh&ute von 18.665 Spendern analysiert [76].
Eine Vergleichsstudie von Armitage et al. aus dem Jahr 1997 inkludierte 9250 Hornhéute aus
einem Untersuchungszeitraum von 1992 bis 1994 [77]. Gavrilov et al. untersuchten 2596
Spenderhornhdute in dem Zeitraum zwischen 2000 und 2003 [75]. Eine bedeutende deutsche
Vergleichsstudie aus Tubingen von Rock et al. untersuchte 1340 Spenderh&ute von insgesamt
670 Spendern in einem Zeitraum zwischen 2009 und 2015 [74].

5.1 Eignung

In der vorliegenden Studie wurden Einflussfaktoren auf die ZielgréRe der Eignung des
kornealen Spendergewebes untersucht. 49,6% aller entnommenen HH waren fir eine regulére
Keratoplastik (perforierend oder lamellar) geeignet, wovon 46,3% aller HH ohne
Einschrankungen geeignet waren und 3,3% der HH fur lamellare Verfahren zur Verfigung
standen. 34,0% aller HH kamen flr eine Notfallkeratoplastik & chaud in Frage. Lediglich 16,4%

der HH waren ganzlich ungeeignet.

Die Einflussfaktoren wurden als unabhangige Variablen auf die bindre abhangige Variable der
Eignung geprift. Unterteilt wurde in 2 Gruppen: ,,geeignet fir eine regulare KPL* und ,,nicht
geeignet fir eine reguldare KPL*“. Eine EZD >2000 Zelle/mm2, kein tbermaliger Zellverlust,
nur wenige beeintrachtigende Nekrosen und ein unauffalliges Zellbild waren ausschlaggebend
fur die drztliche Eignungsbeurteilung. Der overall EZD cut-off in unserer Studie lag bei 2000
Zellen/mm?2 und stellte eine gute Basis zum Vergleich mit anderen Studien dar, bei welchen die
Eignung ebenfalls auf &hnlichen Kriterien basierte [74,76]. Dennoch variierte der Anteil

geeigneter und ungeeigneter HH im Rahmen unterschiedlicher Studienmethoden.
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Rock et al. legten ahnlich zu Kwon et al. eine EZD-Grenze von >2000 Zellen/mm? als
Voraussetzungen fiir die Eignung des Spendergewebes fest. Jegliche HH mit einer geringeren
EZD als 2000 Zellen/mm? galten als ungeeignet. Bei Rock et al. lag der Anteil ungeeigneter
HH bei 41,3% [74].

Gavrilov et al. konstatierten eine HH als ungeeignet, sofern mindestens 1 der folgenden
Kriterien zutraf: eine EZD <2000 Zellen/mm?, eine Endothelzell-Mortalitat (Nekrosen) von
>2%, ein unregelmaliges Zellmosaik und ein Endothelzellverlust von >20% wahrend der

Lagerung. Hieraus resultierte eine Verwerfungsrate von 43,1% [75].

Bei Armitage et al. lag die Rate ungeeigneter HH bei 38% [77]. HH wurden als ,,geeignet*
eingestuft, sofern die EZD >2200 Zellen/mm?2 betrug und sie fiir eine perforierende
Keratoplastik in Frage kamen. HH, die durch Einschrankungen des Endothels nur fur lamellére
Verfahren geeignet waren, galten im Gegensatz zur hiesigen Arbeit als ungeeignet.
Ausgeschlossen aus Armitage et al.”s Untersuchungen wurden auRerdem jegliche HH, welche
wegen medizinischer Kontraindikationen oder wegen Kontamination ungeeignet waren. Hierzu
kontrar wurden in unserer Studie die HH, welche wegen Serologie, Kontamination und

Kontraindikationen verworfen wurden, zum Anteil der ungeeigneten HH hinzugezahlt.

Die allgemeine Studienlage zeigt, dass des Ofteren weitere Kriterien, wie z.B.
Endothelzellnekrosen und die Zellmorphologie fiir die Beurteilung der Endothelqualitat und
der Eignung berticksichtigt werden. Ein exakter Vergleich mit anderen Studien ist erschwert,

da Morphologie-Kriterien unterschiedlich definiert werden.

Im Allgemeinen muss kritisch hinterfragt werden, ob die EZD als alleiniges Eignungskriterium
aussagekraftig ist. Weitere fest definierte Endothelqualitatskriterien sollten einbezogen werden.
Gerade bei der Untersuchung des Einflusses von Vorerkrankungen kénnten Auswirkungen auf
das Endothel ganzheitlicher analysiert werden, indem man zusatzliche Qualitatskriterien
konsequent erhebt. Hierzu kénnten neben der EZD, d.h. der Anzahl an kornealen
Endothelzellen pro Quadratmillimeter, ebenso der Variationskoeffizient, d.h. die mittlere
Zellflache geteilt durch die SD der Zellflache, und der Prozentsatz der hexagonalen Zellen
beurteilt werden [13]. Eine Zunahme des Variationskoeffizienten wird als Polymegalismus
bezeichnet. Eine Abnahme der hexagonalen Zellen und eine entsprechende Zunahme von
Zellen mit mehr oder weniger als 6 Seiten wird als Pleomorphismus bezeichnet [13].

Des Weiteren bergen verschiedenste Verfahren der EZD-Z&hlung die Gefahr, dass es von

Studie zu Studie zu unterschiedlichen EZD-Ergebnissen kommt. Campolmi et al. vermuten,
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dass es sowohl durch unterschiedliche Z&hlprinzipien als auch durch eine Reduktion der EZD
bei zunehmender Schwellung des Hornhautendothels in Organkultur zu unterschiedlichen EZD
kommen kann [78]. Ein Erklarungsansatz von Rock et al. interpretiert eine niedrige EZD ihrer
Studie im Vergleich zu anderen Studien mit ihrem Zahlprinzip der manuellen Zahlung im

Gegensatz zur Zéhlung via Bildanalyse [74].

5.2 Verwerfungsgrinde

Neben der Eignungseinschrankung wurde weiterhin untersucht, ob ein potenzieller
Einflussfaktor in Zusammenhang mit den Hauptverwerfungsgriinden steht. Hierzu wurden Chi-

Quadrat-Tests und univariate Regressionsanalysen durchgefihrt.

Die 3 Hauptverwerfungsgrinde waren in der vorliegenden Studie die verminderte
Endothelqualitat (26,5%, 1097 HH), die Kontamination des Kulturmediums (7,2%, 297 HH)
und die positive Serologie des Spenders (5,7%, 241 HH).

Auch bei Armitage et al. waren die dominierenden Griinde, weswegen das Spendergewebe
nicht fir eine perforierende KPL in Frage kam, die mangelnde Endothelqualitdt und die
Kontamination des Kulturmediums. Zweithdufigster Verwerfungsgrund waren medizinische
Kontraindikationen [77]. Dies steht kontrér zu unseren Erhebungen, da in der hiesigen Studie
nur nachtragliche Kontraindikationen erfasst wurden, die demnach vernachlassigbar klein

blieben.

Die deutsche Vergleichsstudie von Rock et al. aus dem Jahr 2016 erhob ahnlich zu Armitage et
al. eine hohe Anzahl von HH, welche wegen medizinischer Kontraindikationen verworfen
wurden. Mit 20,2% waren medizinische Kontraindikationen der Hauptgrund fir die
ungenigende Eignung des Spendergewebes. An zweiter Stelle folgte eine schlechte
Endothelqualitat mit 19,3% und weitere 1,8% der HH mussten wegen einer Kontamination des
Kulturmediums verworfen werden [74]. Wahrend in der vorliegenden Studie solche Spender,
welche vor Entnahme durch medizinische Kontraindikationen auffielen, ausgeschlossen
wurden, erfasst die Tubinger Studie von Rock et al. diese Spender in ihrer Statistik. Lediglich
medizinische Kontraindikationen, welche nach der Hornhautentnahme entdeckt wurden und
somit nachtréglich zur Verwerfung flhrten, werden in unseren Verwerfungsgriinden
aufgefiihrt. Die Anzahl der Falle ist mit 54 HH (1,3%) verhaltnismé&Rig klein.

In Einklang mit unserer Studie war bei Gavrilov et al. die inad4dquate Endothelqualitat mit

21,5% der Hauptverwerfungsgrund. Weitere 13,0% der ungeeigneten HH lieRen sich auf den
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Verwerfungsgrund einer positiven Spenderserologie zurtickfuhren. An dritter Stelle (6,0%) lag

die Kontamination des Kulturmediums als VVerwerfungsgrund [75].

In dem 2018 erstellten Bericht der ,,Sektion Gewebetransplantation und Biotechnologie der
Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft“ wurden die Verwerfungsraten von 25
Hornhautbénken fur das Jahr 2016 mit durchschnittlich 37 + 12% beschrieben. Deutschlandweit
galt einheitlich eine mangelhafte Transplantatqualitat (vor allem eine niedrige EZD) als
wichtigster Verwerfungsgrund. AulRerdem relevant fir die Verwerfungsrate waren invalide
bzw. positive Serologiebefunde und eine bakterielle Kontaminationen der Organkultur [30].
Die Zahlen der ,Sektion Gewebetransplantation und Biotechnologie der Deutschen
Ophthalmologischen Gesellschaft“ aus dem Leistungsbericht des Jahres 2013 zeigten im
Verlauf zunehmende Verwerfungsraten wegen Kontamination, wahrend der Anteil der

Verwerfungen aufgrund mangelhafter Endothelqualitat riicklaufig war [44].

Die ,,European Eye Bank Association (EEBA) veroffentlichte in ihrem Bericht 2018
Verwerfungsraten von 17,7% wegen Endothelmorphologie, 5,4% wegen positiver

Spenderserologie und 2,6% wegen Kontaminationen im Kulturmedium [29].

Der Vergleich mit einer Studie aus Brasilien von Freitas et al. zeigte, dass landerspezifisch
unterschiedliche Verwerfungsgriinde eine Rolle spielen. So war in der genannten Studie die
positive Spenderserologie der Hauptverwerfungsgrund. Eine regional erhéhte Rate an sexuell
ubertragbaren Infektionskrankheiten wurde hiermit in Zusammenhang gebracht [31].

In Zusammenschau mehrerer Vergleichsstudien kommt einer mangelnden Endothelqualitét,
einer positiven Spenderserologie und der Kontamination des Kulturmediums weltweit eine

grolRe Bedeutung unter den Verwerfungsgrinden zu.

5.3 Einflussfaktoren

5.3.1 Spenderalter

Laut dem Bevolkerungsinstitut fur Bevolkerungsforschung steigt die ,,Lebenserwartung bei
Geburt“ in Deutschland nahezu kontinuierlich an [79]. Waéhrend die geschéatzte
Lebenserwartung der Geburtenjahrgange 2006/2007 fir Manner 77,17 Jahre und fur Frauen
82,40 Jahre betrug, lag fiir die Jahrgénge 2015/ 2017 die Lebenserwartung fiir Manner bei 78,36
Jahren und fir Frauen bei 83,18 Jahren [80]. Das statistische Bundesamt schatzt die kunftige

Bevolkerungsentwicklung von Menschen tber 67 Jahren auf die Anzahl von 16,2 Millionen im
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Jahr 2020 und auf 21,4 Millionen im Jahr 2040 [81]. Auch das durchschnittliche Spenderalter
von Hornhautspendern wird demnach stetig steigen.

Das durchschnittliche Spenderalter der 2083 Spender unserer Studie lag bei 70,3 £+ 15,0 Jahren
(SD). Die Mehrheit der Spender war mit 78,2% dalter als 60 Jahre. 30,8% aller Spender waren
sogar é&lter als 80 Jahre und lediglich 21,8% der Spender vertraten die Gruppe der unter 60-
Jahrigen. Die grofite Gruppe war mit 57,7% die Spendergruppe zwischen dem 60. und 79.

Lebensjahr.

Vergleichsstudien wiesen ein Spenderkollektiv mit einem mittleren Alter zwischen 57 + 21
Jahren [77] und 71 £14 Jahren [74] auf. Hofman et al. beschrieben ein Durchschnittsalter von
72,8 Jahren bei Eingang der Spenderhornhdute in die Gewebebanken der Deutschen
Gesellschaft fiir Gewebetransplantation (DGFG). In der Zeitspanne zwischen 2008 und 2016
habe sich das durchschnittliche Spenderalter von 60 auf 73 Jahre erhoht [11].

In unserer Studie fand sich das Spenderalter sowohl univariat im Likelihood-Quotienten-Test
als auch im multiplen Regressionsmodell als hoch signifikant negativer Einflussfaktor auf die
Eignung von kornealem Spendergewebe. Sowohl HH von Spendern im Alter zwischen 40-59
Jahren (p=0,037), als auch HH von Spendern im Alter zwischen 60-79 Jahren (p=0,015) und
vor allem HH von Spendern >80 Jahren (p<0,001) waren signifikant weniger geeignet als HH
von Spendern <40 Jahren. HH von Spendern unter 40 Jahren waren in 77,2% der Falle geeignet,
wahrend HH von Spendern >80 Jahren in lediglich 40,5% geeignet waren. Demnach kamen
mehr als die Halfte aller HH von Uber 80-jahrigen Spendern nicht flir eine reguldre
Keratoplastik in Frage. Im Vergleich zu den unter 40-jahrigen Spendern war das Risiko fir eine

ungeeignete HH um das 4,9fache erhoht.

Die EZD wurde ebenfalls innerhalb der verschiedenen Altersgruppen untersucht. Spender-HH
von Uber 80-Jahrigen hatten zur Endbefundung eine mittlere EZD von 2054,2 Zellen/mm?2 und

damit im Mittel 477,8 Zellen/mm?2 weniger als HH aus der Gruppe der unter 40-Jahrigen.

Der Einfluss des Spenderalters auf die Eignung von kornealem Spendergewebe und auf die
EZD wurde bereits in vielen Studien untersucht. Unsere Ergebnisse bestatigen die
mehrheitlichen Resultate, dass ein hohes Spenderalter zu einer signifikant geminderten Eignung
fihrt [75-77]. Kwon et al. fanden in einer multiplen Regressionsanalyse das Spenderalter
zwischen 75-99 Jahren (p<0,001) als auch das Spenderalter zwischen 65-74 Jahren (p<0,001)
als signifikante Einflussfaktoren auf die Eignung im Vergleich zur Referenzgruppe der Spender

im Alter von 20-34 Jahren. Ausschlaggebend fur die Eignung war eine EZD >2000 Zellen/mm?
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[76]. Auch bei Armitage et al. stellte sich das Spenderalter als stérkster Einflussfaktor auf die
Eignung von Spenderhornhduten fur eine perforierende KPL (pKPL) heraus. Bei Ihnen galten
HH mit einer EZD >2200 Zellen/mm? als geeignet fur eine pKPL. Mehr als 80% aller HH von
unter 40-Jahrigen waren geeignet, wahrend bei den ber 80-Jahrigen lediglich 45% der HH
geeignet waren. In einer multiplen Regressionsanalyse wurde der Einfluss des Spenderalters im
Vergleich zur Referenzgruppe der <20-Jahrigen geprift und das Spenderalter ergab sich auch
hier als signifikanter Einflussfaktor auf die Eignung. AulRerdem zeigte sich fiir altere Spender
eine wesentlich niedrigere Rate an sehr guten (>2500 Zellen/mm?) und exzellenten Hornhduten
(>3000 Zellen/mm?). Lediglich 11% der HH von iber 80-Jahrigen schafften es in die Kategorie

der sehr guten und exzellenten HH [77].

In einer immer &lter werdenden Bevolkerung [80,81] ist der Einfluss des Spenderalters sowohl
auf die Eignungs- und Verwerfungsraten als auch auf das spatere Transplantatiiberleben von
grolRer Bedeutung. Der Ausschluss &lterer Menschen zur Hornhautspende wird aufgrund des
allgemeinen Spendermaterialmangels jedoch tiblicherweise als keine sinnvolle Option erachtet.

5.3.2 Spendergeschlecht

In der vorliegenden Studie waren 56,8% der 2083 Spender mannlichen Geschlechts und 43,2%
weiblichen Geschlechts. In einer Mehrfaktorenanalyse wurde der Einfluss des
Spendergeschlechts auf die Eignung des Spendergewebes geprift. Es ergab sich unter
Ausschluss von Interaktionseffekten (Spenderalter, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie,
Chemotherapie und Linsenstatus) ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einer
geminderten Eignung und dem mannlichen Geschlecht (p=0,028). Demnach sind laut unserer
Datenanalyse interessanterweise die Spenderhornhdute von Méannern weniger geeignet als
Spenderhornhdute von Frauen. Vergleichsstudien erhielten mehrheitlich kein solches Ergebnis
[74,82,83]. Wir interpretieren unser Resultat in Zusammenschau mit anderen Studien als
zufallig. Der statistischen Signifikanz des von uns gefundenen Zusammenhangs schreiben wir

keine klinische Relevanz zu.

Das Verhaltnis von mannlichen zu weiblichen Spendern verhielt sich in Vergleichsstudien
typischerweise  dhnlich  mit einer Mehrheit an mannlichen Spendern. Die
Geschlechterverteilung (mannlich : weiblich) lag in der hiesigen Studie bei 56,8 : 43,2%, bei
Kwon et al. bei 64,6% : 35,4% [76], bei Rock et al. bei 61% : 39%, bei McGlumphy et al. bei
59% : 41% [82] und bei Cunningham et al. bei 64% : 36% [83].
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Untersucht wurde der Einfluss des Spendergeschlechts auf die Eignung des Spendergewebes
sowie auf die EZD. Kwon et al. konnten in ihrem Mehrfaktorenmodell keinen Zusammenhang
zwischen Spendergeschlecht und EZD (p=0,367) aufweisen. Im Vergleich der EZD von
weiblichen und mannlichen Spenderhornhduten lag die Differenz im Mittel bei lediglich 4
Zellen/mm2. Univariat lief3 sich ein statistisch signifikanter Einfluss des Spendergeschlechts auf
die Eignung zeigen (p=0,012), wahrend sich das Spendergeschlecht in der Mehrfaktorenanalyse
nicht als signifikanter Beeinflusser herausstellte [76].

Sowohl bei McGlumphy et al. (p=0,07) als auch bei Kwon et al. (p=0,012) lag der Einfluss
des Geschlechtes in der Mehrfaktorenanalyse auRerhalb des Signifikanzniveaus (p>0,05)
[76,82].

Radck et al. wiesen keine positive oder negative Assoziation zwischen dem Spendergeschlecht
und der Eignung nach [74]. Auch Cunningham et al. fanden keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Spendergeschlecht und der Eignung des Spendergewebes
(p=0,54). Sie stellten jedoch einen Korrelation zwischen dem mannlichen Geschlecht und
einer niedrigeren EZD fest (p=0,03) [83]. Nach unserem Kenntnisstand sind somit
Cunningham et al. und Snellingen et al. die Einzigen, welche wie wir einen Zusammenhang

zwischen dem Spendergeschlecht und der EZD herausfanden [84].

5.3.3 Todesursache

Die 2 h&ufigsten Todesursachen der Hornhautspender unserer Studie waren kardiovaskularer
(25,4%) oder zerebrovaskularer Art (19,8%). An dritter Stelle war in 19,1% eine
Krebserkrankung ursachlich. Der Ubrige Anteil verteilte sich auf folgende Ursachen:
»Andere” (9,1%), Sepsis (8,3%), MOV (6,4%), respiratorische Ursachen (5,1%), Trauma
(2,5%), Infektionen (4,1%) und Intoxikationen (0,2%).

Die Todesursache des Spenders spielte in unserer Studie eine statistisch signifikante Rolle
hinsichtlich der Verwerfung. ,,Andere” Todesursachen (z.B. Suizid) (p=0,027), Sepsis
(p=0,026) oder ein Multiorganversagen (MOV) (p<0,001) erhohten signifikant die
Kontaminationsrate des Mediums. Als Referenzgruppe dienten die Spender mit zerebro- und
kardiovaskuldren Todesursachen. Hornh&ute von Spendern, welche aufgrund respiratorischer
Ursachen verstarben, waren nur in 2,4% der Félle im Kulturmedium kontaminiert, wéhrend die
Kontaminationsrate bei Spendern mit Infektion (7,2%), Sepsis (9,4%) und MOV (12,1%) um

ein Vielfaches hoher lag.
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Die Verteilung der h&ufigsten Todesursachen zeigte sich in einer Studie von Armitage et al. aus
dem Jahr 1997 sehr &hnlich zu unserer Studie: kardiovaskuldrer Art (28%), zerebrovaskularer
Art (22%) und Krebserkrankungen (21%). Armitage et al. publizierten, dass die Todesursachen
Infektion, respiratorischer Art und Krebs das Kontaminationsrisiko im Kulturmedium
signifikant erhohten (p<0,001) [77]. Hornh&ute von Spendern, welche an kardiovaskuldren
(p=0,001) oder zerebrovaskuldren Ursachen (p=0,003) starben, waren im Vergleich zu den
anderen  Todesursachen deutlich seltener im Kulturmedium kontaminiert. Die
Kontaminationsrate fur kardiovaskuldre und zerebrovaskuldre Todesursachen lag bei 0,5%,
wéhrend sie bei der Todesursache Infektion bei 1,9% lag. AulRerdem waren HH von Spendern
mit kardiovaskuldrer und zerebrovaskuldrer Todesursache deutlich haufiger fir eine
perforierende KPL geeignet. Referenzgruppe der Analyse waren jeweils alle Ubrigen
Verwerfungsgriinde. Voraussetzungen fiir die Eignung fur eine pKPL war eine EZD >2200
Zellen/'/mmz2. AuBerdem wurde das Endothel je nach EZD in sehr gute Qualitat (>2500
Zellen/mm?) und exzellente Qualitat (>3000 Zellen/mm?) klassifiziert. HH von Spendern mit
,anderen* Todesursachen oder ,,Krebs* als Todesursache waren statistisch signifikant seltener
von sehr guter oder exzellenter Qualitat (p=0,001, p=0,037). Die Verwerfungsrate wegen
Kontamination lag in der Studie bei 5%. Das Verhéltnis bakterielle vs. Pilz-Kontamination lag
bei 2:1 [77].

Singh et al. untersuchten in ihrer Studie aus dem Jahr 2019 die Kontaminationsrate von HH,
welche von Spendern mit Sepsis stammten. 46 HH von 23 Hornhautspendern mit Sepsis wurden
analysiert. Das Kulturmedium war bei 36 HH bzw. bei 18 von 23 Spendern kontaminiert, was
einer Kontaminationsrate von 78,2% entsprach. Sie empfehlen daher Vorsicht bei der
Verwendung von Hornhauten, die von den Spendern mit Sepsis entnommen wurden [85]. Diese
Empfehlung wird von unseren Ergebnissen unterstiitzt. Laut Singh et al. sei das Ziel, die Anzahl
potenzieller Spender zu erhdhen und medizinische Kontraindikationen zu iberdenken, jedoch
durfte die Verwendung von HH, wessen Spender an Sepsis starben, nicht die Empféanger
gefahrden. Singh et al. geben zudem zu bedenken, dass eine sichere Infektion des Auges mit
erhohter Sicherheit durch eine PCR (Polymerase-Chain-Reaction) der Intraokularfliissigkeit zu
belegen ware und der isolierte Erreger mit dem in der Blutkultur des Spenders tibereinstimmen
musste. Prospektive Studien, welche die tatsachliche Ausbreitung der Infektion untersuchen,

waéren von wissenschaftlichem Wert [85].

Li et al. fanden darlber hinaus eine Assoziation zwischen positiven Bindehautabstrichen und
einer spateren mikrobiellen Kontamination des Kulturmediums. Ein strenges Einhalten der

Desinfektionszeiten der Bindehaut sowie das Verwenden von Antibiotika und die



Diskussion 75

routinemaBige mikrobiologische Testung des Kulturmediums sind von héchster Bedeutung
[86].

Gavrilov et al. untersuchten in ihrer Studie aus dem Jahr 2010 ebenfalls die Auswirkung der
Todesursache auf die Eignung des Spendergewebes. Hauptursachen fir das Versterben der
Hornhautspender stellten sehr &hnlich zu unseren Erhebungen kardiovaskulare (30,7%),
zerebrovaskulare (22,1%) Todesursachen und eine Krebserkrankung (17,6%) dar. Gavrilov et
al. konnten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Todesursache und der Eignung

des Spendergewebes feststellen [75].

In einer Studie von Patel et al. verteilten sich die Todesursachen auf kardiovaskuldre
Todesursachen (50,5%), Traumata (12,5%), zerebrovaskuldre Todesursachen (11,8%),
respiratorische Erkrankungen (7%) und Krebs (6,1%). Sie fanden heraus, dass HH von
Spendern, welche an kardiovaskularen oder zerebrovaskularen Ursachen verstarben, signifikant
héaufiger geeignet waren (p=0,05) als HH von Spendern mit anderen Todesursachen.
Kardiovaskuldre Todesursachen resultierten in einer 82,1%igen Transplantationsrate und
zerebrovaskuldre Todesursachen in einer 83,4%igen Transplantationsrate. Alle anderen
Todesursachen wiesen Transplantationsraten zwischen 71,0% und 74,6% auf. Als mogliche
Erklarung wird vermutet, dass Hornhautspender, welche aus kardiovaskularen und
zerebrovaskulare Ursachen starben, weniger Komorbiditaten haben und somit die Qualitat des

Spendergewebes besser sei [87].

Redbrake et al. stellten fest, dass HH von Spendern, welche plétzlich beispielsweise an einem
Herzinfarkt oder einem Schlaganfall starben, (Uber einen wesentlich besseren
Stoffwechselzustand verfiigen als Hornh&ute von Spendern mit Sepsis. Statistische
Auswertungen ergaben signifikant unterschiedliche ATP-Konzentrationen. HH von plétzlich
verstorbenen Spendern wiesen wesentlich hthere Glukosekonzentrationen auf und verflgten

demnach Uber bessere Stoffwechselressourcen [88].

Spender der Studie von Cunningham et al. verstarben hauptséchlich an kardiovaskuléaren (37%),
zerebrovaskuléren (18%) und traumatischen Ursachen (12%). In ihren Untersuchungen ergab
sich kein Zusammenhang zwischen der Eignung der Spenderhornh&ute und den verschiedenen
Todesursachen (p=0,84). Es ergab sich ebenso kein Zusammenhang zwischen der
Todesursache und der EZD der HH (p=0,43).
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5.3.4 Diabetes mellitus

Der Diabetes mellitus ist in der heutigen Zeit ein groBes Anliegen der 6ffentlichen Gesundheit.
Die ,,International Diabetes Federation® (IDF) schétzte die globale Prévalenz von Diabetes
mellitus im Jahr 2019 auf 463 Millionen, bis 2030 auf 578 Millionen und bis 2045 auf bis zu
700 Millionen. Deutschlandweit waren im Jahr 2019 9,5 Millionen Menschen zwischen 20 und
79 Jahren von einer Diabetes mellitus-Erkrankung betroffen [89,90]. Entsprechend der
Gesamtpopulation wird auch die Population der Hornhautspender mit einer Diabetes mellitus -
Erkrankung wachsen und demnach ein héherer Prozentsatz der zukiinftigen Spenderhornhéute
von Diabetikern stammen. Ein Diabetes mellitus wirkt sich sowohl auf morphologische,
metabolische, physiologische und Kklinische Aspekte der HH aus. Alle Strukturen der HH
kdnnen betroffen sein [91,92]. Die Auswirkungen des Diabetes mellitus sind sehr komplex und
werden seit langer Zeit untersucht. Ziel unserer Arbeit war es, den Einfluss des Diabetes

mellitus auf die Eignung und die Verwerfungsgriinde von Spenderhornh&uten zu analysieren.

Im Mehrfaktorenmodell unserer Studie ergab sich fur den Diabetesstatus (ja/nein) kein
signifikanter Zusammenhang mit einer eingeschrankten Eignung (p=0,321). In der Analyse zur
Eignung wurden Interaktionseffekte des Spenderalters, des Spendergeschlechts, der arteriellen
Hypertonie, der Chemotherapie und des Linsenstatus berticksichtigt. Einen Einfluss des
Diabetes mellitus auf die Verwerfung wegen Kontamination des Spendergewebes ergab sich

ebenfalls nicht.

Eine groRe Vergleichsstudie von Margo et al. im Jahr 2017 untersuchte 14.532 Spender und
deren HH auf den Zusammenhang zwischen einem Diabetes mellitus und der Eignung des
Spendergewebes. Analysiert wurde der Einfluss des Diabetesstatus (ja/nein) und das Vorliegen
einer schweren Diabetes mellitus-Erkrankung (mit Komplikationen). Nach Anpassung von
Interaktionseffekten durch das Spenderalter, das Spendergeschlecht, die Ethnizitat, den
Linsenstatus und die Postmortem-Zeit, erwies sich der Diabetes mellitus als nicht die Eignung
einschrankend (Diabetesstatus p=0,28, schwerer Diabetes mellitus p=0,54). Die Eignung wurde
an der Untersuchung des Gewebes festgemacht und unterschied epitheliale, stromale und
endotheliale Eignungseinschrankungen. Ursachen firr die Nicht-Eignung wegen Endothel
waren eine EZD <2000 Zellen/'/mmz?, ein U(bermé&Riger Zellverlust, ein auffallender
Pleomorphismus und Polymegalismus unter dem Spiegelmikroskop sowie andere
unspezifische Endothelprobleme.  Grinde fur die Nicht-Eignung des Gewebes wie
Kontamination, Serologie etc. wurden nicht erfasst [93].
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Eine weitere Arbeit aus dem Jahr 2017 von Liaboe et al. untersuchte ebenfalls den Einfluss des
Diabetes mellitus auf die Eignung des Spendergewebes. Hierbei wurde zwischen der An- und
Abwesenheit von Diabetes mellitus (Diabetesstatus), der Therapieform (insulinabhangig/nicht
insulinabhéangig) sowie nach aufgetretenen Komplikationen im Rahmen der
Diabeteserkrankung unterschieden. Die Studie inkludierte 4185 HH von 2112 Spendern. Einen
negativen Einfluss des Diabetesstatus auf die Eignung des Spendergewebes erwies sich auch
hier nicht, auch nicht fur die Gruppen der Therapieformen oder Komplikationen. Die Eignung
wurde definiert Gber ein Endothel, welches >2000 Zellen/mm?2 besall und keine sonstigen

Einschrankungen hatte [94].

Eine Studie von Rand et al. aus dem Jahr 2019 unterschied bei 10.454 HH von 5346 Spendern
nach Diabetesstatus, Diabetesschwere (mit und ohne Komplikationen) sowie nach
Insulinabhangigkeit (ja/nein). Des Weiteren wurden alle Spendergruppen zusétzlich in Phakie
und Pseudophakie der Spenderhornhaut unterteilt und jeweils auf die Eignung geprift. Bei der
Nicht-Eignung  wurden  verschiedene  Grinde  berlcksichtigt  (epithelial/stromal,
endothelial/Descemet-Membran, Prozessierung). Phake HH von nicht-insulinabhéangigen
Diabetikern mit Komplikationen erwiesen sich als weniger geeignet als phake HH von nicht-
insulinabhéngigen Diabetikern ohne Komplikationen (p=0,006). Dies lieR sich auf eine
verminderte Wahrscheinlichkeit einer ausreichenden EZD (<2000 Zellen/mm?2) (p=0,001)
zuriickfihren. Phake HH aus der Gruppe der insulinabhéngigen Diabetiker ohne
Komplikationen hatten einen Crossover-Effekt mit einer hoheren Eignung im Vergleich zu den
Spendern ohne DM im jungeren Spenderalter und einer geringeren Eignung im adlteren
Spenderalter. Bei pseudophaken Augen hatte die Gruppe der insulinabhéngigen Diabetiker
ohne Komplikationen sogar eine héhere Eignung, die mit steigendem Spenderalter jedoch
nachliel3 [95].

Die vorliegende Arbeit, als auch Margo et al. und Liaboe et al., fanden keine statistisch
signifikanten Trends zu einer geringeren Transplantationseignung bei Spendern mit DM
[93,94].

Die inhaltliche Vergleichbarkeit der Studien ist durch die unterschiedlichen Studiendesigns
erschwert. So unterschieden sich unsere Analysen von denen von Rand et al. dadurch, dass
nicht zwischen phaken und pseudophaken HH unterschieden wurde. AulRerdem wurde die
Diabetes mellitus-Erkrankung nicht nach Therapieform und Schwere untergliedert. In den
Vergleichsstudien lag das Hauptaugenmerk fur die Eignungsbeurteilung auf der

Endothelqualitat, wahrend in unserer Studie deutlich mehr Faktoren die Eignung bestimmten.
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So spielten z.B. eine positive Spenderserologie und eine Kontamination des Kulturmediums
eine Rolle. Daruiber hinaus wurden nicht einheitlich dieselben Interaktionseffekte betrachtet. In
der Studie von Kwon et al. wurde im Mehrfaktorenmodell der Linsenstatus nicht berticksichtigt,
wéhrend dafir die arterielle Hypertonie Beachtung fand [76]. Die arterielle Hypertonie wurde
nach unserem Kenntnisstand bisher nur in unserer sowie der Studie von Kwon et al. in die

Mehrfaktorenanalyse eingeschlossen.

In der vorliegenden Studie kam es durch einen Diabetes mellitus (DM) in der
Spendervorgeschichte zu einer verminderten EZD. Spender-HH von Diabetikern hatten am 7.
Tag der Kultur im Mittel 2249,6 + 438,3 Zellen/mm?, was im Durchschnitt 73 Zellen/mm?
weniger waren als beim Gesamtkollektiv. Auch bei der Endbefundung der EZD ergab sich bei
den Diabetikern mit einer EZD von im Mittel 2094,8 £+ 408,0 Zellen/mm? eine Differenz von
72 Zellen/mm?2 zum Gesamtkollektiv. HH von Diabetikern lagen mit einem Mittel von 2094
Zellen/'mm? zur Endbefundung Uber der Grenze von 2000 Zellen/mm2. Einen fehlenden
negativen Einfluss des Diabetes mellitus auf die Eignung bei signifikant geringerer EZD l&sst

sich durch eine dennoch ausreichende EZD von >2000 Zellen/mmz2.

Ahnliche Schliisse ziehen Chen et al., welche bei Diabetikern eine im Durchschnitt 29
Zellen/'/mm?2 geringere EZD fanden und dem geringen Unterschied in der EZD nur eine

minimale Klinische Auswirkung auf die Endothelfunktion beimessen [96].

Kwon et al. untersuchten ebenfalls den Einfluss des Diabetes mellitus auf die EZD und die
Eignung des kornealen Spendergewebes. HH von Diabetikern besaflen im Mittel 84 Zellen/mm?
weniger als HH von Nicht-Diabetikern. Fir die Eignungsanalyse definierten sie eine EZD von
<2000 Zellen/mm? als nicht ausreichend fir eine Transplantation. In einer binar multiplen
Regressionsanalyse stellte sich der Diabetes mellitus (p>0,01) neben dem Spenderalter und der

Vorgeschichte einer Katarakt-Operation als signifikant eignungsmindernd heraus [76].

Liaboe et al. publizierten ebenfalls, dass insulinabhangige Diabetiker mit Diabetes mellitus-
induzierten Komplikationen HH mit einer signifikant niedrigeren EZD aufwiesen als Nicht-
Diabetiker (p=0,049) und nicht-insulinabhangige Diabetiker (p=0,031) [94].

Kontrar zu Kwon et al. [76], Liaboe et al. [94] sowie unserer Studie fanden Margo et al. [93]
und Rand et al. [95] keinen signifikanten Zusammenhang zwischen EZD und Diabetes

mellitus.

Eine hoch signifikante Assoziation des Diabetes mellitus mit einem Verlust an EZD in vivo

konnte bereits in einigen Studien nachgewiesen werden. EI-Agamy et al. zeigten in ihrer im
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Jahr 2017 veroffentlichten Studie, dass die EZD bei Diabetikern des Typ Il signifikant geringer
war als die EZD in der Vergleichsgruppe von Nicht-Diabetikern (p=0,014). Ebenso zeigten
Diabetiker-HH ein signifikant hoheres Auftreten von Polymegalismus (p=0,008) sowie eine
geringere Prozentzahl an hexagonalen Zellen als in der Kontrollgruppe [97]. Sudhir et al.
konnten in einer multivariaten Regressionsanalyse nach Anpassung an das Alter eine im Mittel
66 Zellen/mm? niedrigere EZD bei Diabetikern als bei Nicht-Diabetikern feststellen [98].
Zahlreiche weitere Studien bestatigten einen Endothelzellverlust in vivo im Rahmen einer
Diabetes mellitus-Erkrankung [91,99-102]. Roszkowska et al. unterschieden den Verlust an
EZD zwischen Diabetes mellitus Typ I und Typ Il. Sie fanden bei DM Typ | eine um 11% , bei
DM Typ Il eine um 5% reduzierte EZD im Vergleich zur altersgerechten Kontrollgruppe ohne
DM [100]. Storr-Paulsen et al. fanden keinen Einfluss des DM Typ Il auf die EZD, konnten
aber einen hohen HbAlc-Wert (Glykohamoglobin) mit einer niedrigeren EZD in Verbindung
bringen [103]. Kontroverse Ergebnisse finden sich auch zum Einfluss des Diabetes mellitus auf
eine vermehrte ZellgroRen-Variation (Polymegalismus). Bestatigt wird dieser von Inoue et al.,
El-Agamy et al., Roszkowska et al. und Lee et al. [91,97,100-102], wéhrend bei Liaboe et al.
und Sudhir et al. mit dem Diabetes mellitus kein signifikant erhohter Polymegalismus
einhergeht [94,98,103]. Mit in die Untersuchungen einbezogen wurde von Lee et al. die Dauer
der Erkrankung. Die mittlere ZellgroRen-Variation war bei Diabetikern mit mehr als 10 Jahren

Erkrankungsdauer signifikant hoher als bei weniger als 10 Jahren Erkrankungsdauer [102].

GleichermaRen kontrovers verhélt sich die Studienlage bezuglich der Anzahl der hexagonalen
Zellen. Lee et al. und Roszkowska et al. erhoben eine signifikant geringere Prozentzahl an
hexagonalen Zellen bei Diabetikern [91,100,102]. Inoue et al., Liaboe et al., EI-Agamy et al.
konnten dies nicht bestatigen [94,97,101,103].

Empféangerstudien zeigen bisher mehrheitlich, dass der chronischen Grunderkrankung keine
Bedeutung beziiglich des Transplantatiiberlebens beizumessen ist [104-106]. Mindestens eine
Studie konnte jedoch die Diabetes mellitus-Vorerkrankung mit einem erhéhten Risiko fiir ein

Transplantatversagen in Verbindung bringen [107].

Der Diabetes mellitus scheint vielerlei Prozesse an der menschlichen HH zu beeinflussen. Bei
der Untersuchung des Einflusses von Vorerkrankungen koénnten Auswirkungen auf das
Endothel ganzheitlicher analysiert werden, indem uber die EZD hinaus zusatzlich der Aspekt

des Polymegalismus und Polymorphismus beleuchtet wird [13].

AuBerdem ware fur nachfolgende Studien eine detailliertere Diabetes-Anamnese

erstrebenswert. Da es sich bei unserer Studie um eine retrospektive Studie handelt, wurden Typ
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der Erkrankung (DM Typ | oder 1), Therapieformen, Dauer und Schwere der Erkrankung und
der HbAlc nicht naher erhoben und ausgewertet. Zusatzliche Studien zur Prifung des
Einflusses eines Diabetes mellitus auf die Eignung von kornealem Spendergewebe waéren
winschenswert. Hierbei sollten Interaktionseffekte des Spenderalters, des Linsenstatus, der

arteriellen Hypertonie etc. herausgerechnet werden.

5.3.5 Arterielle Hypertonie

Die arterielle Hypertonie betreffend, konnte in der vorliegenden Studie Kkeine
Eignungseinschrdnkung nachgewiesen werden (p=0,612). Kwon et al. stellten ahnliche
Untersuchungen an und betrachteten in ihrem Mehrfaktorenmodell gleichermalien
Interaktionseffekte des Spenderalters, des Diabetes mellitus und chirurgischer Eingriffe am
Auge. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen stellte sich die arterielle Hypertonie als signifikant
eignungsmindernd heraus (p=0,001). Ein Korrelation zwischen der arteriellen Hypertonie und
der EZD fand sich nicht (p=0,791) [76]. Eine Studie von Scherer et al. aus dem Jahr 2018
untersuchte den Einfluss kardiovaskuléarer VVorerkrankungen und der arteriellen Hypertonie auf
die mittlere EZD. Sowohl der Bluthochdruck (p=0,033), die Mortalitdt aufgrund einer
koronaren Herzerkrankung (p=0,011) als auch ,,Herzerkrankungen jeglicher Art“ (p=0,019)
standen  signifikant im Zusammenhang mit einer niedrigeren EZD [108]. Um eine
aussagekraftige Empfehlung aussprechen zu kénnen, waren weitere Analysen zum Einfluss der

arteriellen Hypertonie auf die Eignung notwendig.

5.3.6 Chemotherapie

Des Weiteren wurde in einer multiplen Regressionsanalyse der Zusammenhang zwischen einer
stattgefundenen Chemotherapie und der HH-Eignung untersucht. Eingeschlossen wurden 192
Spender, bei denen in der Vorgeschichte eine Zytostatika-Therapie notiert war. Die

Chemotherapie erwies sich als nicht eignungsmindernd (p=0,745).

Nach unserem Kenntnisstand wurde bisher in keiner weiteren Studie die Chemotherapie als
Einflussfaktor auf die Eignung untersucht. Dies sehen wir im Zusammenhang mit dem
erwartbar geringen direkten Einfluss von Chemotherapeutika auf das Endothel, welches sich
postmitotisch in der G1-Phase befindet. Dennoch existieren zahlreiche Nebenwirkungen einer
systemischen Chemotherapie am Auge, welche auch Schadigungen an der Hornhaut auslésen
konnten [109]. Daher ist es generell mdglich, dass durch bisher noch unbekannte Mechanismen

eine Endothelsch&digung und somit eine Eignungsminderung bedingt wird. So kénnten sich
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beispielsweise durch Chemotherapie getriggerte entzlindliche Prozesse als auch ein verénderter
Augendruck negativ auf die Endothelfunktion und die Eignung der Spenderhornh&ute
auswirken [109-111]. AulRerdem beeinflussen einige Mechanismen einer Chemotherapie eine
frihzeitige Alterung der Spender [112]. Dies kdnnte sich wiederum negativ auf die Eignung
der Spenderhornhdute auswirken. Ebenso scheint es denkbar, dass durch adjuvante
Medikamente im Rahmen einer Chemotherapie die Eignung einschrankt wird. Dies kénnte z.B.

die Beglnstigung eines Kataraktes im Rahmen einer Cortisontherapie sein [112].

5.3.7 Linsenstatus

Der Befund einer Aphakie oder Pseudophakie wurde in der hiesigen Studie als Zustand nach
Katarakt-Chirurgie interpretiert und ebenso als EinflussgroRe auf die Eignung von kornealem
Spendergewebe geprift. Der Linsenstatus wurde in 1538 Féllen erhoben und erwies sich in 16
Féllen (1%) als aphak, in 898 Féllen (58,4%) als phak und in 624 Fallen (40,6%) als
pseudophak. Die univariate Analyse in unserer Studie zeigte einen signifikant negativen
Einfluss einer vorangegangenen Katarakt-Operation auf die Eignung des kornealen
Spendergewebes. Spenderhornhdute mit Z.n. Katarakt-OP waren signifikant seltener geeignet
als solche ohne stattgehabte Katarakt-OP (p<0,001). Auch in der multivariaten Analyse ergab
sich fur die Katarakt-Chirurgie unter Beriicksichtigung von Interaktionseffekten durch
Spenderalter, Spendergeschlecht, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie und Chemotherapie
ein signifikant negativer Einfluss auf die Eignung (p<0,001). Unter allen 6 Faktoren war der

Linsenstatus neben dem Spenderalter mit p<0,001 der starkste Einflussfaktor.

Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwischen einer vorausgegangenen Katarakt-Chirurgie
und der EZD (>2000 Zellen/mm?2 und <2000 Zellen/mm?) untersucht. Der Chi-Quadrat-Test
nach Pearson ergab einen statistisch hoch signifikanten Zusammenhang (p<0,001). HH, deren
Spender sich zuvor einer Katarakt-OP unterzogen hatten, besalen in 66,7% der Félle weniger
als 2000 Zellen/mm2.

Der Linsenstatus wurde in vielen Studien als Einflussfaktor geprift. Kwon et al. fanden in einer
bindr logistischen Regressionsanalyse den Linsenstatus mit p=0,001 neben dem Spenderalter
und einem Diabetes mellitus ebenfalls als Haupteinflussfaktor auf die Eignung. Auflerdem
hatten HH mit Z.n. Katarakt-OP hoch signifikant (p<0,001) niedrigere EZD mit 2234 + 508
Zellen/mmz als HH ohne Z.n. Katarakt-OP mit 2604 + 398 Zellen/mm? [76].

Eine Studie aus dem Jahr 2018 von Lapp et al. priifte selbigen Zusammenhang an 7626 erfassten
HH, wovon 1572 Hornhdute einen Z.n. Katarakt-OP darstellten. Lediglich 36% aller
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pseudophaken HH waren fir eine Transplantation geeignet, wéahrend auf der Seite der phaken
HH 64% geeignet waren. VVon den 64% verworfenen HH aus der Gruppe der pseudophaken
HH wurde als Hauptursache fir die Verwerfung eine EZD <2000 Zellen/mm? angegeben [113].
Trotz der hohen Verwerfungsrate von HH mit Z.n. Katarakt-OP pladieren wir in Anbetracht
des Spendermangels Ubereinstimmend mit Lapp et al. gegen einen generellen Ausschluss von

Hornhautspendern mit stattgehabter Katarakt-Chirurgie [113].

5.3.8 Postmortem-Zeit

In der hiesigen Studie zeigten sich signifikant erhdhte Verwerfungsraten wegen positiver
Spenderserologie, wenn eine postmortale Blutentnahme nach mehr als 12 Stunden stattfand.
Die Postmortem-Zeit, also die Zeit zwischen Versterben des Hornhautspenders und der
Entnahme der Korneoskleralscheibe, lag in der vorliegenden Studie im Mittel bei 11,99 + 9,69
(SD) Stunden. Der Median betrug 11 Stunden. Die Blutentnahmen fir die
infektionsserologischen Untersuchungen fanden unmittelbar vor der Hornhautentnahme und

somit im engen zeitlichen Verhéaltnis zur Gewebeentnahme statt.

In Vergleichsstudien lagen die Postmortem-Zeiten zwischen 8,4 £+ 6,0 Stunden bei Gavrilov et
al. [75], 22 Stunden £ 12 Stunden bei Challine et al. [114] und 12,4 + 5,8 Stunden bei Rock et
al. [115]. Ubereinstimmend mit unseren Resultaten konnten auch Gavrilov et al. und Rock et
al. einen signifikanten Einfluss einer verlangerten Postmortem-Zeit auf das Risiko einer
positiven  Spenderserologie nachweisen [20,33]. Die Pravalenz einer positiven
Spenderserologie stieg bei Gavrilov et al. von 10,8% bei einer Postmortem-Zeit von <6 Stunden
auf 18,4% flr eine Postmortem-Zeit von >12 Stunden. Somit zeigte sich bei Spendergewebe
mit einer Postmortem-Zeit von >12 Stunden signifikant haufiger ein positives Serologie-
Ergebnis (p<0,001) als in der Referenzgruppe mit einer Postmortem-Zeit von <6 Stunden [75].
Gegensatzlich zu unseren Aussagen und denen von Rock et al. sowie Gavrilov et al. stehen die
Ergebnisse von Raj et al. aus dem Jahr 2018 [116]. Sie stellten keinen Zusammenhang zwischen
der Postmortem-Zeit und den Virologie-Ergebnissen fest. Jedoch wurde hier die maximale Zeit
zwischen Ableben des Spenders und der postmortalen Blutentnahme auf 10 Stunden festgelegt.
Verglichen wurde in ihren Untersuchungen eine Postmortem-Zeit von <6 h mit >6 h. Weder
die Rate positiver serologischer Ergebnisse (p=0,76) noch der zusatzlich geprifte
makroskopische Aspekt der Blutproben (p=0,13) unterschied sich signifikant zwischen den
Gruppen. Eine im Zeitfenster von 10 Stunden nach Versterben des Spenders entnommene
Blutprobe hatte keinen negativen Effekt auf die Virologie-Ergebnisse [34]. Raj et al. ziehen
daher den Schluss, dass das Einhalten dieser Zeitgrenze eine hohere Sicherheit zur Eignung des
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kornealen Spendergewebes garantiert [116]. Flr eine Postmortem-Zeit von <12 Stunden

kénnen wir diese Ergebnisse grundsétzlich bestatigen.

Studien von Heim et al., Challine et al., Rock et al. sowie Wilkemeyer et al. legen
Erklarungsansatze fur gehauft positive Spenderserologien bei langer Postmortem-Zeit dar
[59,114,115,117]. Wilkemeyer et al. publizierten, dass Hamolyse, Autolyse und bakterielle
Kontamination signifikante Veranderungen der postmortalen Blutproben hervorrufen, welche
zu falschen serologischen Testergebnissen fuhren kénnen [117]. Challine et al. wiesen einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem makroskopischen Aspekt des Spenderserums und
dem Ausschluss potenzieller Hornhauttransplantate nach. Der Zeitpunkt der postmortalen
Blutentnahme und der makroskopische Aspekt des Serums korrelierten signifikant. Je langer
die Zeit bis zur Blutentnahme nach dem Tod, umso auffélliger war der makroskopische Aspekt
des Serums (trub, ikterisch oder hamolysiert). Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen dem makroskopischen Aspekt des Serums einerseits und falsch-positiven Virologie-
Ergebnissen andererseits sowie dem Erfordernis, den Test erneut durchzufihren. Man solle
daher die serologischen Testergebnisse aus makroskopisch auffalligem Serum mit Bedacht
interpretieren [114]. Auch Heim et al. befirchten in ihrer wissenschaftlichen Arbeit eine
Wechselwirkung der H&molyse-/Autolyseprodukte des Leichenserums mit den Testsystemen
[59].

Es ist somit zu vermuten, dass das Serum durch eine verlangerte Entnahmezeit in der
Beurteilbarkeit eingeschrankt ist. Weitere Analysen zur Spezifitats-Beurteilung der durch das
Paul Ehrlich Institut (PEI) fir Leichenblutplasma zugelassenen Tests wéren wiinschenswert.

Dabei sollte der Einfluss der Postmortem-Zeit beachtet werden.

Eine mogliche Verzerrung unserer Resultate konnte durch Multiorganspender und
Intensivpatienten bedingt sein. Diese Gruppe von Spendern ist meist negativ serologisch
vorselektioniert und verfligt Gber organisatorisch bedingt kiirzere Zeiten bis zur postmortalen
Blutentnahme. Da Multiorganspender und Spender von Intensivstationen in unseren
Erhebungen nicht gesondert erfasst wurden und uns demnach statistische Auswertungen als

Beweisgrundlage fehlen, stellt dieser Erklarungsansatz lediglich eine Vermutung dar.

Des Weiteren kann eine Hamodilution falsch-negative serologische Ergebnisse beeinflussen
und stellt daher eine strenge Kontraindikation zur Spende dar. Klare Richtlinien und Auflagen

fuhren weitestgehend zu deren Vermeidung.
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In Anbetracht des derzeitigen Spendergewebemangels sollte das Interesse jeder Hornhautbank
in der Vermeidung falsch-positiver sowie nicht eindeutiger serologischer Testergebnisse liegen,
um maoglichst wenige Hornhdute aus diesem Grund verwerfen zu missen. Das Bestreben,
kiirzere Zeiten bis zur postmortalen Blutentnahme zu erzielen, ist somit die logische
Schlussfolgerung. Es sollte jedoch sehr vorsichtig und gewissenhaft abgewogen werden, ob
engere Zeitgrenzen auch gesetzlich eingefuihrt werden. Zeitgrenzen sollten aus logistischer
Hinsicht sinnvoll einzuhalten sein, damit es nicht aufgrund von zu engen Grenzen zu einem

vermehrten Ausschluss von Spendern kommt [115].

5.4 Studienaufbau und limitierende Faktoren

Als Einschrankung in unserer wissenschaftlichen Arbeit sehen wir den retrospektiven
Charakter der Studie mit erschwerter Akquise aller medizinischer Daten. In nachfolgenden
Studien soll durch ein Fortfihren und Ausbauen der Datenbank naher auf den Einfluss des
Diabetes mellitus und der arteriellen Hypertonie hinsichtlich Erkrankungsdauer etc.
eingegangen werden. Ein weiterer limitierender Faktor unserer Studie besteht in der
luckenhaften Erhebung von Polymegalismus und Pleomorphismus. Aufgrund fehlender Daten
aus den friheren Jahren konnten diese zwei Aspekte bei der Endothelbeurteilung nicht
konsequent beleuchtet und ausgewertet werden. Aullerdem sollten die Endothelzelldichten vor
dem Hintergrund der Variabilitat der Zellzdhlungs-Methodik sowie der Eignungsgrenzen im
Vergleich zu anderen Studien kritisch hinterfragt werden. Weitere Untersuchungen mit
groleren Fallzahlen zur Analyse des Einflussfaktors der Chemotherapie wéren ebenfalls

winschenswert [1].
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6 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Studie waren 49,6% aller entnommenen Hornhdute flir eine regulare
Keratoplastik geeignet. Ein Drittel des entnommenen Spendergewebes war aufgrund
verschiedener Einschrankungen nicht fiir eine reguldre Keratoplastik geeignet, stand jedoch fur
eine Notfallkeratoplastik & chaud zur Verfugung. Multiple Regressionsanalysen konnten erneut
den negativen Einfluss einer stattgehabten Katarakt-Operation und eines hohen Spenderalters
auf die Eignung des kornealen Spendergewebes nachweisen. Todesursachen des Spenders wie
Sepsis und Multiorganversagen flhrten zu einer signifikant erhdhten Kontaminationsrate des
Kulturmediums. Durch einen Diabetes mellitus, eine arterielle Hypertonie und eine
Chemotherapie in der Spendervorgeschichte wurde die Eignung nicht signifikant
eingeschrankt. Kontrar zu den mehrheitlichen Ergebnissen der aktuellen Literatur zeigte unsere
Datenanalyse, dass Spenderhornhdute von Mannern signifikant weniger geeignet waren als
solche von Frauen. Trotz statistischer Signifikanz des von uns gefundenen Zusammenhangs
schreiben wir diesem keine Relevanz fir die klinische Praxis zu. Um die Verwerfungsraten
zukiinftig zu reduzieren, schlagen wir moglichst das Einhalten einer maximalen Postmortem-
Zeit von 12 Stunden vor, um erhdhte Verwerfungsraten wegen positiver Serologie zu
verhindern. Ein Ausschluss von Spendern stellt hinsichtlich des derzeitigen Spendermangels
keine sinnvolle Option dar. Stattdessen sollte die Losung fur den nicht zu deckenden Bedarf an
Hornh&uten in einem grofReren Spenderpool liegen. Zur Unterstiitzung einer vermehrten
Spenderakquise konnte der Ausbau weiterer Kooperationen mit anderen Kliniken und die

verbesserte Aufklarung zur Organspende dienen [118].

Das Fortfiihren der hiesigen Datenerhebung soll in Zukunft weitere, spezifischere Analysen
von Einflussfaktoren auf die Eignung des kornealen Spendergewebes sowie auf einzelne
Verwerfungsgrinde ermdglichen. Fir verschiedene Faktoren-Konstellationen kdnnte ein
individuelles Risikoprofil fir Spender erstellt werden. Die Entscheidung fur oder gegen eine
Hornhautentnahme kdnnte dann je nach vorhergesagter Eignung abgewogen werden.
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Anhang 101

10.1 Hornhautspendeformular und Todesbestatigung

Qualitatsmanagement-Handbuch

Lions Horn-
Anlage B.1.4. hautbank
Saar-Lor-Lux,
Hornhautspendeformular | ;... west.
Begleitschein zur Todesbescheinigung im Universitatsklinikum pfalz
des Saarlandes und

fur Teilnehmer des kooperativen Programms

Patient:

O mannl. O weibl., geb. am: ETIKETTE
verstorben am: um Uhr

Diagnose:

Klinik: Station: Tel.:

Leichenschau und Todesbestatigung durch folgende(n) Arzt(e)/Arztin(nen):

1. Name: Tel./Funk: Datum
Uhrzeit Unterschrift
2. Name: Tel./Funk: Datum
Uhrzeit Unterschrift
medizinische Angaben zur/zum Verstorbenen
O akute Viruserkrankung O maligne hamatologische Systemerkrankung
O Sepsis O
Obduktion genehmigt? 0O ja O nein
Einverstandnis fur Hornhautspende zur Transplantation O
und ggf. auch zu Forschungszwecken a

O Entnahme der Korneoskleralscheibe
O durch Einwilligung des Verstorbenen (z.B. Organspendeausweis)
durch Zustimmung der/des Angehorigen

O Ehepartner O Lebensgefahrte O volljahrige Kinder O
O persénlich O telefonisch R S ——
0 Angehorige nicht einverstanden

O Angehorige nicht gefragt / Einverstandnis kann von Homhautbank eingeholt werden
Name, Adresse und Telefon des Zustimmenden

Der Zustmmende muB in den letzten 2 Jahren einen personlichen Kontakt zum Verstorbenen gehabt haben!

Datum, Name und Unterschrift der/des gesprachsfiihrenden Arztin/Arztes
Dieses Dokument bitte umgehend an die 06841-16-22486 faxen

Vielen Dank!!! lhre Lions-Hornhautbank (Augenklinik)

Bei Ruckfragen Tel.: 06841-16-22353 oder 06841-16-22337 Homhautbank-Funk: 2475
nach 16.30 Uhr 1. Dienst-Funk: 2481

Stand: Januar 2012
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10.2 Fremdanamneseprotokoll

Qualititsmanagement-Handbuch

i~
N

Anlage B.2.1.1., Spender-Fremdanamneseprotokall

Lions Horn-
hautbank
Saar-Lor-Lux,
Trier! West-
pfalz

Spender-Nr.:

Name und Geburtsdatum:

folgende Punkte missen vor Entnahme abgeklart werden:

Todesursache:

. unbekannte Todesursache, signifikante Erkrankung

unbekannter Aticlogie in der Vorgeschichte

. Virale Spendererkrankungen:

Infektion mit HIY-, Hepatitis B/C, HTLY /Il oder
besondere Risikofaktoren fir diese Infektionen
Bakterielle Spendererkrankungen:

Syphilis oder andere chron. pers. bakt. Infektionen
(Brucellose, Fleckfieber u.a. Rickeftsiosen, Lepra,
Rickfalifieber, Melioidose, Tularamie)
Protozoonotische Spendererkrankungen:
Babesiose, Trypanosomiasis (z.B.Chagas-Krankheit),
Leishmaniose

aktive, systemische Infektionen:

bakterigll, viral, durch Filze, parasitar

oder unklarer Ursache

Pilzsepsis oder Sepsis mit multiresistenten Keimen
{eine bakt Sepsis mit oblichem Spektrum ist keine K )

. Zentralnernvise Erkrankungen unklarer Ursache:

(M. Alzheimer, M. Parkinson, unklare schnell
fortschreitende Demenz, Multiple Sklerose,
Amyotrophe Lateralsklerose, retrovirale ZNS-Erk.)
Hamatologische Neoplasien, Leukamien, Lymphome
Ophthalmologische Spendererkrankungen mit
sichtbarer Verdnderung der Hormhaut,

Z.n. Hornhautchirurgie, Infektionen (lokal),

Tumoren des Auges

10.Z.n. postexpositioneller Impfung gg. Tollwut

innerhalh von 12 Monaten, £.n.
Lebendimpfstoffimpfung innerhall von 4 Wochen

11.Risiko der Krankheitsiibertragung durch Prionen:

Empfanger von Dura mater-, Comea-, Sklera-,
Hetero- oder Xenotransplantaten;
Empfanger von Hypophysenhormonen;

Mein |:|
Mein D

Mein |:|
Mein |:|

=
=

Mein |:|
Mein D

Mein
Mein

Mein
Mein

.J:]|:|
.J:3|:|

.J:]|:|
..l:3|:|

Ja
Ja
Ja
Ja

..l:3|:|
Ja|:|

Erstellt Freigabe der zuletzt aktualisierten Version
Verzion 3.0

B Dr. F. Schima Prof. Dr. B, Sekz
Nowember 2071 Diezember 2011 Seife 1 von 2
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Diagnostiziere Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beim

Spender oder in der fam. Yorgeschichte Mein |:| Ja D
12.Pramortale Aufnahme von Stoffen, bei denen

durch die Transplantation eine fir den Empfanger

schadliche Wirkung eintreten kann

(z.B. Gifte, Schwermetalle) Nein [_] Ja [ ]
13.Spender, bei denen pramortal durch

vorausgegangene Transfusionen sine uber

50%ige Plasmaverdinnung eingetreten ist

(siehe untenstehendeTabelle zur Berechnung) Mein |:| Ja |:|
14_Feitlich begrenzter Ausschluss:

2 Jahre nach Heilung von:

Salmonellen, Q-Fieber, Tuberkulose, Leptospiren Nein || Ja | |

4 Jahre nach Heilung von Malaria MNein | | Ja | |

4 Wochen nach Heilung von Masem, Rateln, VZV, . _

oder anderer schwerwiegender viraler Erkrankungen Nein | | Ja | |
15_Hinweise auf weitere unklare Erkrankungen Nein || Ja | |

Besiedlung oder Infektion mit MRSA/ESBLIVRSA Mein || Ja ||
16. Hinweise auf unvollstiandige oder unzuverlassige

Anamnese, Zweifel an der Aussagennchtigkeit Mein |:| Ja |:|

Tabelle zur Berechnung der Plasmaverdinnung:

Transfusionen in Anzahl x Volumen Fur die Berechnung herangezogen werden
den letzten 48 h nur die Infusionen, die im jeweils relevan-
EK X 300 ml ten Zeitraum gegeben wurden;
TH ® 240 ml dieser betragt fur:
FFF X 270 ml ¢ristallod
Anders I mi ristalloide:
LXoml * 1 hvordem Tod
SUMME mi Kaolloide oder Blutprodukte:

# 48 h vor dem Tod

Es darf der Grenzwert von 22,5 ml pro kg KG nicht uberschritten werden (sofern kei-
ne Pratransfusionsprobe verfighar ist).

Entscheidung: Hormhautentnahme maglich. Es liegen ausreichende Informationen

vor, um die Eignung des Spenders zur Homhautentnahme beurteilen zu kdnnen.
Zum Spendezeitpunkt sind keine Kontraindikationen bekannt:

Nein [ Ja []

Gesprichspartner:

(Name des Arzies/des Angehdrigen)

gesprachsfiihrender Arzt der Homhauthank:

(Name und Unterschrif)

B.2.1.1. Spender-Fremdanamesaprotokoll. doc Version 3.0 Seite 2 won 2
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10.3 Einverstandnisprotokoll zur Hornhautspende

L1 O

s % Qualititsmanagement-Handbuch Lions Horn-
gﬁ@ Anlage B.1.4.1 hautbank
Sl Saar-Lor-Lux,
: - - - Trier/ West-
SNtagre? Einverstandniserklarung | "z

Hornhautgewebespende
Persdnliches Einverstandis

Patient:

O mannl. O weibl., geb. am: ETIKETTE
verstorben am: Lm Uhr

Nach dem Tod meiner/meines bin ich Ober die Maglich-

keit einer Hornhautspende aufgeklart worden. Ich habe auf Nachfrage erklart,
dass ich zu dem/der Verstorbenen in den letzten zwei Jahren vor des-
sen/deren Tod persdnlichen Kontakt hatte. Ich wurde darauf hingewiesen,
dass ich Erklarungen des/der Verstorbenen zur Organspende zu bericksichti-
gen und beil meiner Entscheidung einen mutmalBlichen Willen des/der Verstor-
benen zu beachten habe.

Mir wurden das geplante Vorgehen, der Ablauf sowie Zweck und Nutzen der
Entnahme von Herrn/Frau Dr. verstandlich geschildert.
Ich hatte Gelegenheit, Fragen zu stellen, die mir alle beantwortet wurden.

Mit der geplanten Entnahme und der weiteren Verwendung des Homhautge-
webes zur Transplantation bin ich einverstanden.

Sollten die Hormhaute nicht zur Transplantation geeignet sein, so gestatte ich
eine Yerwendung zu Forschungszwecken fur das Wohl zukinftiger Patienten.

Ganzlich unabhangig von einer méglichen Homhautentnahme bin ich dber
die Moglichkeit der Durchfiihrung einer Obduktion aufgeklart worden und
stimme dieser zu.

Datum: Uhrzeit:

Datum, Name und Unterschrift der/des Angehdrigen

Yerwandhertsgrad, Anschrift und Telefonnummer

Datum, Name und Unterschrift derides gesprichsfiilhrenden Arztin/Arztes

Anmerkungen zum arztlichen Gesprich:

Bitte dieses Dokument, zusammen mit dem HH-Spendeformular, an die 06841-16-22486
faxen. Vielen Dank! lhre Lions-Hornhautbank {(Augenklinik)
Erstellt Jammar 2012/ Az Homhsurbank Freigabe Jammar 2012 / Prof. Seitz
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10.4 Hornhautentnahmeprotokoll

) P Lions Horn-
ualitdtsmanagement-Handbuch
‘5“"'"% @ g hautbank
@3 Saar-Lor-Lux,
%&M Anlage B.2.1., Entnahmeprotokoll T"eprr:aﬂest-

Entnahmeprotokoll fiir Spender Nr.

Wird durch die Homhautbank vergeben

Spender

Mame, Vomame:

Etikette steriler Manisl

Geschlecht: m O w O geb. am:

verstorben am: um:
Kreislaufstillstand: um:
Todsursache: Nummer + Etikette
Entnahmesieh
Zustimmung zur Hornhautspende erfolgte: Mein O Ja O

Kontraindikationsprifung wurde durchgefiihrt, mit der Entscheidung,

die Homhaut entnehmen zu kénnan MeinO JaO
I[dentifizierung des Spenders erfolgte: MeinO JaO
{durch Explanteur, anhand: ) Chargen-Nr.
Transportmedium:
Entnahme
Entnahmedatum: Uhrzeit:
Entnahmeort:
Methode: corneoskleral — andere: Linsenstatus:
Phak RO LO
entnommene Gewehe: Comeoskleralscheibe RO LO
Aphak ROLO
Kihlung des Verstorbenen: Mein O Ja O
Pseudophak RO L O
Blutentnahme: Mein T Jad Uhrzeit:

Besonderheiten bei Entnahme/ Bemerkungen:

» Name/Unterschrift des Explanteurs:

Erstellt Freigabe der zuletzt aktualisierten Version

Verzion 3.0 .
Bischaim Dr. M. Bischailm

Movember 2074 Seife 1 von 1
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10.5 Entgegennahme- und Anonymisierungsprotokoll

»ﬂ’% Qualititsmanagement-Handbuch Lions Horn-

e hautbank
R Saar-Lor-Lux,
%M Anlage B.2.0., Entgegennahme- und Anonymisisrungs- | Trierf West-

A
- protokell pfalz

Entgegennahme- und Anonymisierungsprotokoll

Spender

MName, Yomame: geb.am:

verstorben am: um: in:

Kodierung

Spendemummer: ET-Nummer:

Entgegennahme

Beschriftung des Transportbeh3dlinisses sindeutig

» Formmekte Zuordnung zu den Spenderdaten madglich Mein O Jand
Primérverpackung des Gewebes verschlossen u. intakt NeinD JaO
Spendergewebe ist makroskopisch unauffallig NeinD JanO
Blutprohen vorhanden und sindeutig zuzuordnen NeinD JanO
Abstriche vorhanden und eindeutig zuzuordnen NeinCD JaO
Kormekie Lagerung der Komeoskleralkomplexe NeinD JaO
Korrekte Lagerung der Blutproben und Abstriche MeinC JaO
Begleitdokumentation vorliegend NeinCD JaO
LInauffallige Entgegennahme Mein O Jand
Auffalligkeiten

Entscheidung

Weitere Prozessierung der Hormhaute maglich NeinD JanO
Ort / Datum Mame / Unterschrift

Erstellt Freigabe der zuletzt aktualisierten Version
Verzion 1.0

Eischatr Dr. F. Schima

Diezember 2011 Seife 1 von 1{
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10.6 Prufprotokoll

) e Lions Horn-
ualititsmanagement-Handbuch
og —% “ g hautbank
éi ﬁ‘;-';ﬁ Saar-Lor-Lux,
%_-_-.,fﬁ Anlage B.3.1., Priifprotokall | Trier/ West-

pfalz

1. Spaltlamenuntersuchung (Med. I}

__ Spender-Nr;
unauffalliger Befund

rentrale / periphere Marben R/L
Zn. Trauma / Operation; Infektionszeichen
getribte Epithelreste

Arcus senilis

Stromatribungen § Stromaverdinnugnen
auffillige Endothelzellschicht (z.B. Guttag)
Sonstiges:

Untersucher: Datum:

1. Endothelzellzdhlung (Med. 1)

ausgedehnte Mehrzelinekrosen

Endothelzelldichte manuelle Z3hlung: mm*
Endothelzelldichte automatische Z3hlung zentral (Navis): fmm*
Sontiges:

Untersucher: Datum:

2. Spaltlampenuntersuchung (Med. 1)

unauffalliger Befund

zentrale / periphere Marbe

Infektionszeichen -= Homhaut nicht transplantierbar
Descemet'sche Falten

auffallige Endothelzellschicht (z.B. Guitag)
Sonstiges:

Untersucher: Datum:

2. Endothelzellzdhlung (Med. 11}

Endothelzelldichte manuelle Z3hlung: mm?
Endothelzelldichte automatische Zahlung zentral (Mavis): fmm?
Anmerkungen:
Untersucher: Datum:
Erstellt Freigabe der zuletzt aktualisierten Version
Verzion 2.0
A HHB Bischalr
Okigder 2071 Cicdtober 2091 Seife 1 von 1
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10.7 Zusammensetzung des Kulturmediums

Rezeptur Kulturmedium I+ I

Kulturmedium I
der Firma Biochrom wird aus folgenden Zutaten hergestellt:

MEM-Earle’s 100,00 ml
Penicillin/Streptomycin 10,00 ml
L-Glutamin (200mM) 10,00 ml
Amphotericin B (250g/ml) 10,00 ml
Hepes Puffer (1M) (50x) 12,50 ml
NaHCO? 29.30 ml
Aqua dest., steril ad 1000.00 ml

PH-Wert: 7.2 -7.3

Kulturmedium II

enthilt zusétzlich zu den oben genannten Zutaten pro 1000 ml Medium:
Dextran 500 60 g (enstpricht 6% Dextran)

Das Fetale Kélberserum wird jeweils unmittelbar vor der Kultur zugesetzt.
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