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1. ZUSAMMENFASSUNG

1.1. Zusammenfassung

Hintergrund

Seit der Publikation von Fox et al. 1985, werden autologe Serumaugentropfen bei schwerem
Sicca Syndrom sowie bei therapieresistenten Epitheldefekten der Kornea zur Forderung der
Epithelheilung eingesetzt. Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von 100% autologen
Serumaugentropfen bei therapieresistenten Epitheldefekten auf der eigenen Hornhaut und
der transplantierten Hornhaut zu vergleichen. Daneben sollten die Erfolgsraten bei Erosiones
vs. Ulcera sowie unterschiedliche Tropfschemata verglichen werden.

Patienten und Methoden

Die autologen Serumaugentropfen werden seit Juli 2007 in der Klinik fir Augenheilkunde am
Universitatsklinikum des Saarlandes hergestellt. In einer retrospektiven Studie von 2007-2014
wurden 364 Behandlungen mit unverdiinnten autologen Serumaugentropfen bei 303 Augen
von 255 Patienten mit therapieresistenten Epitheldefeketen analysiert. Unterschieden wurde
bei der Auswertung ob der Patient hornhauttransplantiert war (n=175, 48,1%) oder sich der
Epitheldefekt auf der eigenen Hornhaut befand (n=189, 51,9%). Patienten mit unvollstandiger
Aktendokumentation sowie Patienten die innerhalb der 28 Behandlungstage eine
Amnionmembrantransplantation bekamen (n=93) wurden ausgeschlossen, da dies eine
Auswertung der alleinigen Wirkung der autologen Serumaugentropfen unmdglich machte. Die
Schwere der Lasion (Erosio vs. Ulcus), die Atiologie des Epitheldefektes und das
Tropfschema wurden ebenfalls untersucht.

Die Zielgropen waren 1) der komplette Epithelschluss innerhalb von 28 Tagen Therapie mit
autologen Serumaugentropfen sowie 2) die Rezidivrate nach erfolgreichem Abschluss der

Therapie.

Ergebnisse

Bei 88,2% der behandelten Defekte (n=263) kam es innerhalb von 28 Behandlungstagen zu
einem kompletten Epithelschluss. Am 14. Behandlungstag waren bereits 73,8% zugeheilt.
Nach 5,0 +/- 0,2 Tagen waren 50% der Epitheldefekte zugeheilt. Bei der Heilungstendenz
unter Therapie mit autologen Serumaugentropfen gab es keinen signifikanten Unterschied

zwischen eigenem Hornhautgewebe (87,8%) oder transplantiertem Hornhautgewebe



(88,6%) (p=0,137). Bei dem transplantiertem Gewebe waren nach 5,0 +/- 0,3 Tagen 50%
der Epitheldefekte zugeheilt, bei der eigenen Hornhaut nach 6,0 +/- 0,2 Tagen 50%.

Bei genau 12 (5,1%) Patienten kam es nach erfolgreichem Abschluss der 1-monatigen
Therapie mit autologen Serumaugentropfen zu einem Rezidiv des Epitheldefektes. Bei der
eigenen Hornhaut rezidivierten nach erfolgreichem Epithelschluss 2 (1,7%) Epitheldefekte,
bei transplantierter Hornhaut rezidivierten nach erfolgreichem Epithelschluss 10 (6,4%)
Epitheldefekte. Von den therapieresistenten Epitheldefekten (n=258) waren 227 (86,6%)
Erosiones und 31 (11,8%) Ulcera. Bei den Ulcera, zeigte sich eine deutliche geringere
Heilungstendenz (74,2% zugeheilt nach 4 Wochen) (p=0,001) sowie eine signifikant
verzdgerte Heilung (20,0 +/- 3,8 Tage bis 50% Epithelschluss) (p=0,001) im Vergleich zu den
oberflachlichen Epitheldefekten, den sogenannten Erosiones (90,3% zugeheilt nach 4
Wochen und 5,0 +/- 0,2 Tage bis 50% Epithelschluss). So waren am Behandlungstag 14
bereits 78,0% der Erosiones gegentber 41,9% der Ulcera zugeheilt.

11 (4,4%) Erosiones und 1 (4,3%) Ulkus sind nach erfolgreichem Abschluss der 1-monatigen
Therapie wieder rezidiviert und bendétigten eine erneute Therapie. Die postinfektiosen
Epitheldefekten zeigten unter lokaler Therapie mit autologen Serumaugentropfen eine
signifikant (p=0,011) schlechtere Heilungstendenz als bei postoperativen Defekten und
Epitheldefekten nach perforierender oder penetrierender Verletzung. Bei den verschiedenen
Tropfschemen 8x/Tag (n=26), 12x/Tag (stindlich) (n=218) und 24x/Tag (halbstindlich) (n=4)

der autologen Serumaugentropfen zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied
(p=0,1).

Schlussfolgerungen

Die Resultate unserer retrospektiven Studie bestédtigen, dass die autologen
Serumaugentropfen eine gute, nicht invasive und sichere Therapiealternative bei
therapieresistenten Epitheldefekten darstellen, ohne signifikanten Unterschied der Wirkung
bei Epitheldefekten auf der eigenen Hornhaut und bei Epitheldefekten auf der transplantierten
Hornhaut. Die verschiedene Tropfschemen zeigten ebenfalls keinen statistisch signifikanten
Unterschied. Um in der Zukunft die positive Wirkung der autologen Serumaugentropfen weiter
zu untersuchen und zu festigen, ist eine Standardisierung aller Schritte von der Herstellung
Uber das Tropfschema und die Aufbewahrung der autologen Serumaugentropfen notwendig

sowie weitere randomisierte kontrollierte Studien.



1.2. Summary

Purpose

Since 1985, with the publication of Fox et al., autologous serum eye drops have been
efficiently used in patients with keratoconjunctivitis sicca and persistent corneal epithelial
defects. The aim of this study was to compare the healing tendency of corneal epithelial
defects on transplanted cornea and the patient’'s own cornea when treated with 100%,
undiluted autologous serum eye drops. In addition, the success rate for epithelial healing in
erosions vs. ulcers and with different therapy schemes was compared.

Patients and methods

Since July 2007, autologous serum eye drops are produced in the department of
ophthalmology, Saarland university medical center, Homburg. In a retrospective study from
2007-2014, 364 treatments with autologous serum eye drops of 303 eyes from 255 patients
presenting persistent corneal epithelial defects have been analyzed. In the study, we
compared the epithelial healing tendency of patients with defects on their own cornea (n=189,
51,9%) vs. patients who had undergone keratoplasty (n=175, 48,1%). Patients with an
incomplete patient file as well as patients with an amniotic membrane graft were excluded
from the study. The main influencing factors analyzed, were the type of corneal defect (erosion
vs. ulcer), the etiology of the corneal defect and the intensity of administration. The target of
the study was 1) a complete epithelial healing during the 28 days of treatment with autologous

serum eye drops and 2) the recurrence rate after a successful completion of the therapy.

Results

88,2% of the epithelial defects healed during 28 days of therapy with autologous serum eye
drops. On the 14. day of treatment 73,8% of the defects were already closed, After 5,0 +/-
0,2 days 50% of the defects were closed. There was no significant difference between the
healing tendency of corneal defects on the patient’s own cornea and on the graft treated with
autologous serum eye drops (p=0,137). The success rate for epithelial healing was 88,6%
on grafts vs. 87,8% on the patient’s own cornea. After 5,0 +/- 0,3 days 50% of the defects on
the grafts were closed. After 6,0 +/- 0,2 days 50% of the defects on the own cornea were
healed completely. The recurrence rate after successful treatment was 5,1% (1,7% on the
own cornea, 6,4% on grafts). There was a significant lower (p=0,001) and slower (p=0,001)
healing tendency in ulcers (n=31, 11,8%) compared to erosions (=227, 86,6%). On the 14"
day following the start of the therapy with autologous serum eye drops 78,0% of the erosions

were already closed vs. 41,9% of the ulcers.



The recurrence rate after 1 month of therapy was 4,4% in erosions vs. 4,3% in ulcers.

Only the infectious etiology had a significant (p=0,011) negative impact of the healing
process of persistent epithelial defects.

There was no significant difference (p=0,1) of the healing process between an administration
of 8 times a day compared to 12 and 24 times a day.

Conclusions

The results of our study show that autologous serum eye drops are a non invasive and safe
alternative treatment for persistent corneal epithelial defects with no significant difference in
patients with a defect on their own cornea and on the corneal graft. Different drop applications
showed no significant difference in the healing process. In the future, more studies need to be
conducted to analyze the positive effects of the autologous serum eye drops and to define a

standardized production, application and storage of the autologous serum eye drops.

2. EINLEITUNG

2.1. Therapieresistente Epitheldefekte

Bei den Hornhautoberflachendefekten unterscheidet man zwischen oberflachlichen
Hornhautepitheldefekten, sogenannten Erosiones, und tiefen Hornhautdefekten mit
Beteiligung des Hornhautstromas, sogenannten Ulcera.

Als therapieresistente Epitheldefekte der Hornhaut werden Defekte der Hornhaut
beschrieben, die lGber mehrere Wochen bestehen, ohne Heilungstendenz unter intensiver
lokaler und systemischer Therapie. Die therapieresistenten Epitheldefekte sind oft eine grope
Herausforderung und verursachen nicht selten eine mehrwdchige stationare Liegezeit. Die
Hauptkomplikationen bei persistierenden Epitheldefekten sind die Narbenbildung und
Vaskularisation, das Ulcus serpens mit Hypopyon, die Durchwanderungsendophthalmitis oder
schlimmstenfalls die Perforation mit Verlust des Augenlichtes und Enukleation.

Um diese Komplikationen zu vermeiden sind eine stationdre Aufnahme sowie eine adaquate
Verlaufskontrolle und Therapie empfohlen. Eine tagliche Untersuchung an der Spaltlampe mit
Anfarbung des Hornhautdefektes mithilfe von Vitalfarbungen (Fluoreszein) ist notwendig um
den Hornhautdefekt auszumessen (H6he und Breite) und eine eventuelle Progression zu
erfassen.

Bei therapieresistenten Hornhautdefekten muss in erster Linie ein Hornhaut- und/oder

Bindehautfremdkérper sowie ein Lagophthalmus (inkompletter Lidschluss) ausgeschlossen



werden. Das sind Atiologien die effektiv behoben werden kénnen. Die Asthesiometrie im
Seitenvergleich ist wichtig, um eine neurotrophe Keratopathie auszuschliefen. Ein Tear
breakup time (TBUT) zur Bestimmung der Stabilitdt des Tranenfilms sowie ein Schirmer Test
zur Bestimmung der Tranenmenge werden zusatzlich durchgefihrt.
Hauptatiologien fur therapieresistente Epitheldefekte sind :
¢ Hornhautinfektion  (Viren  (insbesondere  Herpesviren), Bakterien, Pilze,
Akanthamdben)
¢ Neurotrophe Keratopathie (bei Z.n. rezidivierender herpetischer Keratitis, Diabetes
mellitus, Trigeminuslasion)
e Z.n. operativem Eingriff (pars plana Vitrektomie, phototherapeutische Keratektomie,
perforierende Keratoplastik, lamellare Keratoplastik,...)
e Z.n. penetrierender oder perforierender Hornhautverletzung
e Z.n. Hornhautveratzung (Sauren oder Laugen)
e Z.n.Verbrennung
¢ Immunologische Erkrankungen (okuldres Pemphigoid, rheumatoide Arthritis,
Kollagenosen, Fuchs-Stevens-Johnson-Syndrom)

e Limbusstammazellinsuffizienz bei kongenitaler Aniridie

2.2. Therapieoptionen bei Hornhautdefekten

An erster Stelle muss die Atiologie fiir den Hornhautdefekt identifiziert, erschwerende
Faktoren eliminiert und die Ursache therapiert werden.

Der Hornhautdefekt wird in erster Linie durch konservierungsfreie Tranenersatzmittel
(Augensalbe oder Augengel), Verschluss des Tranenpinktchens (temporér oder permanent),
lokale niedrig dosierte Steroide, topisches Ciclosporin A und/oder systemische Antibiotika
behandelt.

In zweiter Linie, wenn es unter mehrwdchiger Therapie zu keiner Heilungstendenz kommt
oder der Hornhautdefekt fortschreitet, besteht die Mdglichkeit, eine Verbandskontaktlinse
einzusetzen (in  Verbindung mit lokaler antibiotischer Prophylaxe), autologe
Serumaugentropfen zu applizieren, einer Tarsorrhaphie (temporar oder permanent) sowie
einer Amnionmembrantransplantation (AMT) (AMT Patch, AMT Graft, AMT Sandwich) 2. Die
Tarsorrhaphie und die Amnionmembrantransplantation sind invasive Therapieoptionen die
einen operativen Eingriff benétigen.

Als fortgeschrittene Alternativen bestehen die Moglichkeit einer 90%-Tarsorrhaphie, einer

Botulinuminjektion zur Induktion einer temporaren Ptosis, einer Verklebung mit Cyanoacrylat,



einer tektonischen lamellaren oder perforierenden Keratoplastik im Falle einer Perforation
oder einer Bindehautdeckung als ultima ratio.

Die invasiven Eingriffe sollten moglichst durch eine rechtzeitige und adaptierte nicht invasive
Therapie vermieden werden. Die autologen Serumaugentropfen stellen eine gute nicht
invasive Therapiemdglichkeit bei persistierenden kornealen Defekten dar, wenn keine

Infektion mehr vorliegt 424-°,

2.3. Geschichte der Therapie mit autologen Serumaugentropfen

Die Benutzung von autologen Serumaugentropfen bei Patienten mit schwerer Sicca
Symptomatik, insbesondere nach Veratzung, wurde erstmalig 1975 von Ralph et al.®
beschrieben. Jedoch setzten sich die autologen Serumaugentropfen als zusatzliche lokale
Therapie bei schwerem trockenem Auge und therapieresistenten Epitheldefekten der Kornea
erst ab 1985, mit der Publikation von Fox et al. ® durch. Fox et al. berichteten tber die
erfolgreiche Behandlung von Sjogren-Patienten mit autologen Serumaugentropfen.

Der Hintergrund der Entwicklung der Therapie mit autologen Serumaugentropfen war die
Suche nach einem Benetzungsmittel, welches nicht nur die mechanischen, sondern auch die
biochemischen und epitheliotrophen Eigenschaften der Tranen besap. Tsubota et al. ® haben
1999 erstmalig die autologen Serumaugentropfen klinisch zur Behandlung von
Epitheldefekten eingesetzt. 16 Augen wurden erfolgreich mit 20% autologen
Serumaugentropfen therapiert. In den darauffolgenden Jahren wurden mehrere Studien
publiziert >"911-1¢ in denen sowohl in vitro als auch klinisch die positive Wirkung von humanem
Serum auf die Zellmigration und Proliferation der kornealen Epithelzellen nachgewiesen
werden konnte.

Die autologen Serumaugentropfen werden heutzutage sowohl bei schwerer Sicca
Symptomatik bei Sjérgensyndrom, Graft versus Host Disease, Keratitis punctata superficialis
eingesetzt, als auch bei neurotropher Keratopathie, rezidivierenden Erosiones der Kornea und
therapieresistenten Epitheldefekten der Kornea im Rahmen von Limbusstammzellinsuffizienz,
penetrierender oder perforierender Hornhautverletzung, Veratzungen, Verbrennungen,
immunologischen  Erkrankungen, infektibsen Keratitiden und  postchirurgischen
Epitheldefekten.

Im Verlauf der Jahre wurde ebenfalls in Studien die Wirkung von den Einzelkomponenten der
Trane und des autologen Serums auf die Epithelheilung untersucht. Bei den
Hauptkomponenten des autologen Serums und der Tr&ne handelt es sich u.a. um Albumin,
Lactoferrin, Lysozym, Vitamin A und Wahstumsfaktore -2, Bei der Therapie mit

Albumintropfen konnte in Studien ein positiver Effekt auf die Epithelheilung nachgewiesen



werden!®2°, Die lokale Therapie mit rekombinantem humanem Nervenwachstumsfaktor
(rhNGF), Cenegermin stellt auch eine Therapieoption dar. Im Juli 2017 wurde Cenegermin in
Europa, sowie im August 2018 in den Vereinigten Staaten bei persistierenden Epitheldefekten
bei neurotropher Keratopathie zugelassen. Vereinzelte vorlaufige klinische Untersuchungen
belegen die Sicherheit und Effektivitat der Therapie mit Cenegermin bei persistierenden
Epitheldefekten bei neurotropher Keratopathie 2. Jedoch bleibt die Therapie mit Cenegermin
durch die hohe Kosten und fragliche Langzeitwirkung umstritten®>2, Weitere klinische
Erfahrung mit Cenegermin ist notwendig in Zukunft um die Wirksamkeit zu bestétigen.

Neben den autologen Serumaugentropfen sind auch weitere lokale Therapien zur
Epithelheilung untersucht worden wie allogene Serumaugentropfen, Serumaugentropfen aus
Nabelschnurblut, thrombozytenreiches Plasma und Plasma reich an Wachstumsfaktoren?-2’-
36, Keine von diesen lokalen Therapieoptionen hat sich bis jetzt in der Klinik gegeniiber den

autologen Serumaugentropfen durchgesetzt.

2.4. Autologe Serumaugentropfentherapie in der Klinik fir Augenheilkunde am
UKS

Seit dem 19.07.2007 werden in der Klinik fir Augenheilkunde am UKS autologe
Serumaugentropfen in der Hornhautbank hergestellt.

Die Patienten werden ausschlieflich stationar mit den in der Hornhautbank hergestellten
autologen Serumaugentropfen behandelt. Die autologen Serumaugentropfen zéhlen zu den
Arzneimitteln  und  Blutprodukten.  Die  Herstellungserlaubnis  der  autologen
Serumaugentropfen muss von der zustdndigen Landesbehoérde erteilt werden. Eine
Ausnahme von der Pflicht zur Herstellungserlaubnis stellt die sogenannte “Eine-Hand-
Regelung” dar. Diese gilt wenn die Herstellung und Anwendung durch einen Arzt
ausschliesslich unter dessen unmittelbaren fachlichen Verantwortung steht (§4a AMG). In der
Klinik far Augenheilkunde am UKS ist Herr Prof. Dr. Berthold Seitz verantwortlich fur die
Herstellung und ausschliesslich stationare Anwendung. Es besteht jedoch eine enge
Zusammenarbeit mit dem Institut fur Klinische Hamostaseologie und Transfusionsmedizin.
Ambulante Patienten kdnnen bei Bedarf hier zur Herstellung von autologen
Serumaugentropfen vorgestellt werden, da das transfusionsmedizinische Institut seit 2007
Uber eine entsprechende Herstellungserlaubnis der zustandigen Landesbehdrde verfugt und
die autologen Serumaugentropfen fur die Patienten herstellen und an sie abgeben darf.

Die Hauptindikationen fiir eine Therapie mit autologen Serumaugentopfen in unserer Klinik
sind therapieresistente Epitheldefekte der Hornhaut. Hierbei handelt es sich entweder um

Erosiones oder Ulcera ohne Heilungstendenz unter mehrwoéchiger intensiver stationarer



lokaler und systemischer Therapie. Bei Epitheldefekten der Hornhaut wird je nach
Schweregrad der Lasion zuerst eine Therapie mit Tranenersatzmitteln (unkonserviert) und
eine lokale sowie systemische Therapie je nach Atiologie begonnen (antibiotisch, antiviral,
immunsuppressiv). Falls es unter dieser Therapie zu keiner Besserung kommt, besteht die
Maoglichkeit einer zusatzlichen Therapie durch autologe Serumaugentropfen, therapeutische
Verbandskontaktlinse, Tarsorrhaphie, Amnionmembrantransplantation (Patch, Graft oder
Sandwich) und zuletzt einer Hornhauttransplantation.

Hauptéatiologien im Rahmen dieser Auswertung sind die postoperative, postinfektiose Defekte
sowie perforierende Hornhautverletzungen, Defekte nach Veratzung und nach Verbrennung.
Schwere Limbusstammzellinsuffizienzen wie bei der kongenitalen Aniridie wurden in diese
Auswertungen nicht mit eingeschlossen.

Einer der Schwerpunkte unserer Klinik fir Augenheilkunde am UKS ist das gesamte Spektrum
der Hornhautchirurgie. Im Jahre 2021 wurden 676 Hornhauttransplantationen durchgefiihrt,
davon 387 perforierende Hornhauttransplantationen und 288 lamellare
Hornhauttransplantationen. Somit behandeln wir nicht nur Patienten mit persistierenden

Epitheldefekten der eigenen Hornhaut (Abbildung 1. und 2.) sondern auch viele Patienten mit

persistierenden Epitheldefekten auf dem Transplantat (Abbildung 3.).

Abbildung 1. Hornhauterosio bei neurotropher Keratitis auf der eigenen Hornhaut,

Blaufilter, Fluoreszeinfarbung.



Abbildung 2. Geographische Hornhauterosio bei Herpeskeratitis, Bengalrosafarbung, Z.n.

Keratoplastik.

Abbildung 3. Postoperative Hornhauterosio nach perforierender Keratoplastik, Blaufilter,

Fluoreszeinfarbung.



2.5. Charakteristika der autologen Serumaugentropfen

Autologe Serumaugentropfen werden durch eine Blutentnahme von peripher-vendsem Blut

und einer darauffolgenden Zentrifugation sowie eventuellen Verdinnung hergestelit.

Die autologen Serumaugentropfen stellen einen nattrlichen Ersatz fir die Tranen dar, da die
biomechanischen und biochemischen Eigenschaften der autologen Serumaugentropfen sich

denen der natirlichen Trane annahern'’!8, Die Hauptkomponenten des Serums sind

Proteine, Wachstumsfaktoren und Vitamine (Tabelle 1).

Die Eigenschaften der autologen Serumaugentropfen und Tranen sind in Tab.1. gegenlber

gestellt.
Serum Trane

Osmolalitat 296 298 +/- 10
pH 7,2-7,4 7,2-7,4
Lysozym 5-10,2 (ug/ml) 2,36 (mg/ml)
Lactoferrin 0,17-0,28 (mg/ml) 1,84 (mg/ml)
Albumin 41-51 (mg/ml) 1,3 (mg/ml)
IgA 0,93-3,93 (mg/ml) 0,30 (mg/ml)
EGF (epidermal growth factor) 0,72 (ng/ml) 1,66 (ng/ml)
TGF-p (transforming growth factor) 6-33 (ng/ml) 2-10 (ng/ml)
Vitamin A 200-500 (ng/ml) 16 (ng/ml)

Tabelle 1. Vergleich der Hauptkomponenten im Serum und in der Trane?’.

Osmolalitat und pH-Wert sind in der Tranenflissigkeit und im Serum fast identisch.

Die Konzentration der gesamten Proteine ist im Serum um 10% héher als in der Trane.

Higuchi et al. *° konnten an einem Rattenmodell nachweisen, dass Albumintropfen einen
positiven Effekt auf die Heilung von Hornhauterosiones haben, am ehesten durch die
Suppression der Apoptose. Shimmura et al. 2° zeigten, dass Albumin, ein globulares Protein,

die klinischen Symptome vom schweren trockenen Auge bei Patienten mit Sjogren-Syndrom
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reduziert. In einem Tiermodell mit Ratten heilten oberflachliche Epitheldefekte der Hornhaut
mit 10% Albumintropfen signifikant schneller als mit Natriumhyaluronat 2°.

Lysozym, zusammen mit Lactoferrin und Albumin, stellen die Hauptproteine im Serum dar.
Lysozym hat eine antiinfektiose, antimikrobielle Rolle und schitzt dadurch die Hornhaut gegen
Infektionen.

Lactoferrin gehort zur Proteinfamilie der Transferrine. Es handelt sich um ein eisenbindendes
Glykoprotein und ermdglicht den Transport von Eisen in die Hornhaut. Lactoferrin besitzt
ebenfalls antivirale, antimikrobielle und antioxidative Eigenschaften .

Die Wachstumsfaktoren (EGF, TGF-B) in der Tranenflissigkeit und im Serum fordern die
Proliferation, Differenzierung und Migration der Epithelzellen der Hornhaut sowie der
Bindehaut ', Die effiziente Wirkung der Wachstumsfaktoren bei schwerem trockenem Auge
wurde in mehreren klinischen Studien bestarkt, in denen eine lokale Therapie mit Serum aus
Nabelschnurblut und thrombozytenreichem Plasma bei schwerem trockenem Auge
durchgefihrt wurde 2?2, Neben EGF und TGF-B findet man noch weitere Wachstumsfaktoren
im humanen Serum wie NGF (nerve growth factor), IGF (insulin-like growth factor) sowie
PDGF (platelet derived growth factor) .

Vitamin A ermoglicht durch seine antioxidative Wirkung, die Funktion von Bindehaut und
Hornhaut zu erhalten und fordert die Differenzierung der Bindehautepithelzellen 7.

Da die autologen Serumaugentropfen keine Stabilisatoren und Konservierungsmittel
enthalten, sind sie gut vertraglich, prinzipiell nicht allergen und dadurch weniger toxisch als

pharmazeutische Tranenersatzmittel.

Die Konzentration der autologen Serumaugentropfen variiert in Studien von 5%-100%. Zur
Zeit gibt es keine einheitliche Herstellungsart.

Es gibt verschiedene Ansatze zur Verdinnung des autologen Serums mit physiologischer
Kochsalzldsung.

In der Studie von Liu et al. (2005) 3" konnte in vitro nachgewiesen werden, dass Serum das
mit BSS (Balanced salt solution) verdiinnt wurde, einen besseren Effekt auf die Proliferation
der kornealen Epithelzellen hat als Serum, das mit NaCl verdiinnt wurde.

Zusatzlich konnten Liu et al. ® in vitro nachweisen, dass unterschiedliche Konzentrationen
von autologem Serum unterschiedliche Wirkung auf die Migration und Proliferation der
kornealen Epithelzellen haben. Die hochste Proliferationsrate der kornealen Epithelzellen
wurde bei einer Konzentration von 12,5-25% festgestellt. Einige Wachstumsfaktoren
erreichen hier womdglich die optimale Konzentration zur Zellstimulation. Die Migrationsrate
lag hoher bei 100% Serum als bei 25% Serum. Dies scheint auf die hthere Konzentration von

Fibronektin zuriickzuweisen sein. Liu et al. empfehlen somit einen Therapiebeginn mit 25%
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Serum. Falls es unter dieser Konzentration zu keiner Wirkung kommen sollte, wird empfohlen
die Konzentration zu erh6hen oder das Serum unverdinnt (100%) anzuwenden.

In der Homburger Studie von Wu et al. 2017 *° wurde die Wirkung von unterschiedlichen
Konzentrationen auf die Viabilitat, Proliferation und Migration der Epithelzellen der Hornhaut
analysiert. Schlussfolgernd ist die Viabilitdt und Migration der Epithelzellen der Hornhaut am
besten mit 30 % autologem Serum und die Proliferation mit 15 % autologem Serum. Weitere
Studien haben die verschiedenen Konzentrationen von autologem Serum und die Wirkung
auf das Hornhautepithel untersucht ©7:9:40.41,

In unserer Klinik fur Augenheilkunde am UKS werden die autologen Serumaugentropfen
unverdinnt mit Hilfe von einem Einmalfilter in Einmalflaschen von 5 ml gefillt. Somit
versuchen wir eine eventuelle Kontamination mit Keimen zu verhindern. Appliziert werden die
autologen Serumaugentropfen abwechselnd mit Tranenersatzmitteln in unterschiedlichen

Schemata, um eine “Verdiinnung in situ” zu erreichen.

2.6. Komplikationen der autologen Serumaugentropfen

Komplikationen im Zusammenhang mit der lokalen Therapie von autologen
Serumaugentropfen sind nur vereinzelt in der Literatur beschrieben worden.

Es liegen Einzelfall-Berichte vor tber eine Skleritis bei Patienten mit rheumatoider Arthritis °,
Uber Immunkomplexablagerungen nach stiindlicher Gabe von 100% autologen
Serumaugentropfen 7, sowie Uber eine temporare bakterielle Infektion der Augenlider, der
Konjunktiva und der Hornhaut 121342,

Hierbei kann jedoch nicht sicher geklart werden, ob es sich bei den Nebeneffekten um
Komplikationen der autologen Serumaugentropfen oder um Folgen der vorliegenden
Grunderkrankungen handelt.

Die hohe Sicherheit der Therapie mit autologen Serumaugentropfen und die sehr gute
Vertraglichkeit wurden ebenfalls von Kasper et al. * beschrieben. In der Publikation aus dem
Jahr 2008 wurden 2600 Behandlungen mit autologen Serumaugentropfen mit Hilfe eines
Fragebogens analysiert (unter den Mitgliedern der Sektion Kornea der Deutschen
Ophthalmologischen Gesellschaft). Hier wurde nur eine unerwiinschte Nebenwirkung
beschrieben in Form von Fibrinablagerungen. Es kam weder zu irreversiblen noch zu
systemischen Komplikationen.

In unserer Klinik fir Augenheilkunde am UKS wurden bis zum heutigen Zeitpunkt keine
negativen Nebeneffekte durch die Ilokale Verabreichung von 100% autologen

Serumaugentropfen festgestellt.
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Um eine mikrobielle Kontamination zu verhindern, wird in der Hornhautbank das autologe
Serum unverdunnt, 100% hergestellt. Auperdem spielen die korrekte Lagerung und
Aufbewahrung der autologen Serumaugentropfen eine wichtige Rolle um eine Kontamination
zu vermeiden. Die autologen Serumaugentropfen werden nach der Herstellung tiefgefroren
bei -20°C im Dunkeln gelagert. Somit sind sie unangebrochen 3 Monate haltbar.

Nach Offnen, kann die Tropfflasche 24 Stunden lang im Kiihlschrank (+7°C) aufbewahrt
werden. Sauer et al.** konnten sogar nachweisen, dass bis zum vierten Anwendungstag eine
sichere Applikation ohne Kontaminationsrisiko erfolgen kann. Dies ist jedoch nur mdglich
wenn die Tropfflaschen korrekt gelagert werden und die Applikation durch

geschultes Personal erfolgt.

2.7. Herstellung der autologen Serumaugentropfen

Die autologen Serumaugentropfen zahlen zu den Arzneimitteln und Blutprodukten.
Die Arzneimittelherstellungserlaubnis wird von der zustandigen Landesbehérde erteilt.
Im Arzneimittelgesetz (AMG) 8§13-20d, im dritten Abschnitt “Herstellung von Arzneimitteln”,
sind die notwendigen Voraussetzungen zur Erteilung einer Herstellungserlaubnis aufgefuhrt.
Die Voraussetzungen beinhalten unter anderem das Vorhandensein von “°:

- einer sachkundigen Person, die fir die Ablaufe der Herstellung und die Freigabe des
Arzneimittelproduktes verantwortlich ist (8§14 AMG).

- einem Leiter der Herstellung, verantwortlich fir die Herstellung der Arzneimittel.

- einem Leiter der Qualitatskontrolle, verantwortlich fir die Qualitatskontrolle der
Arzneimittel.

- einem Stufenplanbeauftragten, verantwortlich fiir die Rickverfolgungsverfahren.

- geeigneten Raumen und Einrichtungen.

- der Erfillung der Bestimmungen der Arzneimittel- und Wirkstoffherstellungsverordnung
und der guten Herstellungspraxis (AMWHYV).
Das Institut fur klinische Hamostaseologie und Transfusionsmedizin hat zusammen mit der
Klinik far Augenheilkunde am UKS am 01.06.2007 die Herstellungserlaubnis fur autologe
Serumaugentropfen beantragt. Am 19.07.2007 wurde daraufhin die Herstellungserlaubnis fur
autologen Serumaugentropfen erteilt und am 27.03.2008 weiter erganzt.
Eine Ausnahme von der Pflicht zur Herstellungserlaubnis stellt die sogenannte “Eine-Hand-
Regelung” dar. Das heifit, wenn ein Arzt die autologen Serumaugentropfen selber herstellt
und eigenhdndig seinem Patienten verabreicht, ist eine Herstellungserlaubnis nicht
erforderlich 4°. Die Herstellung und Anwendung steht unter der unmittelbaren fachlichen

Verantwortung des Arztes und das Arzneimittel darf nur angewendet, jedoch nicht in den
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Verkehr gebracht werden (813 Abs. 2b Satz1l AMG). In der Klinik fir Augenheilkunde am UKS
ist Herr Prof. Dr. Berthold Seitz verantwortlich fiir die Herstellung und damit ausschliesslich
stationdre Anwendung der in der Hornhautbank hergestellten autologen Serumaugentropfen.
Die autologen Serumaugentropfen werden nach sogenannten “standard operating
procedures”, d.h. Standardanweisungen zur Herstellung, vom geschulten Fachpersonal der
Hornhautbank hergestellit.

Bei Bedarf einer lokalen Therapie mit autologen Serumaugentropfen wird der Patient stationér
aufgenommen und wird ausfihrlich Uber die Therapie mit autologen Serumaugentropfen
aufgeklart. Die autologen Serumaugentropfen werden nur stationar verabreicht und nicht an
den Patienten abgegeben.

Falls der Patient eine langerfristige Therapie mit autologen Serumaugentropfen bendétigt,
werden diese vom Institut fir Hamostaseologie zusétzlich hergestellt und dem Patienten

ausgehandigt, damit der Patient die lokale Therapie auch zu Hause applizieren kann.

In der Literatur wurden bereits verschiedene Protokolle zur Herstellung von autologen
Serumaugentropfen publiziert, aber bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine Standardisierung
fur die Herstellung von autologen Serumaugentropfen 379,
Die Herstellung der autologen Serumaugentropfen beinhaltet in der Regel mehrere Schritte :
- Blutentnahme
- Gerinnungsphase
- Zentrifugation
- Sterilisation durch Filtration
- Verdiinnung und Aufbewahrung
- Lagerung
Die genaue Herstellung der autologen Serumaugentropfen, wie sie bei uns in der Klinik fur

Augenheilkunde am UKS erfolgt, wird im Kapitel 3. Material und Methodik erlautert.

2.8. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von 100% autologen Serumaugentropfen bei
therapieresistenten Epitheldefekten auf der eigenen Hornhaut und auf dem Transplanat zu
vergleichen.

Als therapieresistente Epitheldefekte wurden Defekte der Hornhaut beschrieben, die unter
intensiver  lokaler und systemischer Therapie (Tranenersatzmitteln  und/oder
immunsuppressiver und/oder antiviraler und/oder antibakterieller und/oder antimykotischer

Therapie) keine Heilungstendenz zeigten.
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Zwei Hauptzielgropen waren der komplette Epithelschluss innerhalb von 28 Tagen Therapie
(4 Wochen) mit autologen Serumaugentropfen (=Erfolg). Bei allen Behandlungen von
therapieresistenten Epitheldefekten mit autologen Serumaugentropfen wurde in der Microsoft
Access Datenbank die Zeit bis zum Epithelschluss dokumentiert. Zum Zweiten wurde die
Rezidivrate nach primarem Erfolg notiert (=Rezidiv).

Die Haupteinflussfaktoren wie Schwere der Lasion (Hornhauterosio (oberflachlicher Defekt)
vs. Hornhautulkus (tiefer Defekt)), die Atiologie des Epitheldefektes sowie das Tropfschema

wurden untersucht.
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3. PATIENTEN UND METHODIK

3.1. Patienten

In einer retrospektiven Studie von 2007-2014 wurden 364 Behandlungen mit unverdinnten
autologen Serumaugentropfen bei 303 Augen von 255 Patienten mit therapieresistenten
Epitheldefekten untersucht. Unterschieden wurde bei den Auswertungen ob der Patient
hornhauttransplantiert war oder ob der Epitheldefekt sich auf seiner eigenen Hornhaut befand.
Von den Epitheldefekten waren 175 (48,1%) auf einem Hornhauttransplantat, 189 (51,9 %)
befanden sich auf der eigenen Hornhaut.

3.2. Ausschlusskiterien

Im Zeitraum von 2007-2014 wurden in der Klinik fir Augenheilkunde am UKS deutlich mehr
Therapien mit autologen Serumaugentropfen durchgefiihrt (Gesamtzahl aller von der
Hornhautbank vorbereiteten Therapien: 882).

Patientenakten ohne liickenlose Dokumentation wurden nicht in die Auswertungen mit
einbezogen.

Ausserdem wurden nur Behandlungen in die Microsoft Access Datenbank mit aufgenommen
wo alle notwendigen Behandlungskriterien erfillt waren (z.B. wurden Patienten bei Sicca
Problemen mit autologen Serumaugentropfen therapiert. Hierbei handelt es sich nicht um
einen therapieresistenten Epitheldefekt. Diese Behandlungen wurden daher nicht in unsere
Studie mit eingeschlossen).

Bei 93 Patienten wurde bei verzogerter Heilung eine Amnionmembran-Transplantation
durchgefiihrt (Abbildung 4. und Abbildung 5.). Hierbei handelte es sich entweder um einen
Amnion-Patch oder ein Amnion-Graft. Beim Amnion-Patch handelt es sich um eine Onlay-
Technik bei der die Amnionmembran wie eine “naturliche” Kontaktlinse temporar auf die
Augenoberflache aufgenaht wird. Beim Amnion-Graft handelt es sich um eine Inlay-Technik,
das heisst die Amnionmembran wird als permanenter Basalmembranersatz eingesetzt.
Diese Patienten wurden in die aktuelle Auswertung nicht eingeschlossen da im Falle einer
zusatzlichen Amnionmembrantransplantation die isolierte Wirkung der autologen

Serumaugentropfen nicht mehr ausgewertet werden konnte.
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Abbildung 4. Neurotrophes Hornhautulkus, Blaufilter, Fluoreszeinfarbung.

Abbildung 5. Single Graft Sandwich (Amniongraft mit Amnionpatch).
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3.3. Rekrutierung

Die notwendigen Daten wurden retrospektiv aus den Patientenakten (Papierakte sowie
elektronische Patientenakte (FIDUS seit 2016)) der Klinik fir Augenheilkunde am
Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg/Saar entnommen. Hierbei handelte es sich
um Patienten, die zwischen den Jahren 2007 bis 2014 mit autologen Serumaugentropfen bei
therapieresistenten Epitheldefekten der Kornea behandelt wurden.

Die Daten wurden in eine Microsoft Access Datenbank eingegeben.

3.4. Herstellung der autologen Serumaugentropfen in der Klinik fir

Augenheilkunde am UKS

Die Herstellung von autologen Serumaugentropfen findet im Institut fur Klinische
Hamostaseologie und Transfusionsmedizin und bei besonderer Dringlichkeit in der
Hornhautbank der Klinik fur Augenheilkunde am Universitatsklinikum des Saarlandes statt.

Das Institut fur Klinische Hamostaseologie und Transfusionsmedizin besitzt seit dem
19.07.2007 die Herstellungserlaubnis fur autologe Serumaugentropfen. Die Herstellung in der
Hornhautbank und stationére Applikation der autologen Serumaugentropfen erfolgt unter der
unmittelbaren fachlichen Verantwortung des Direktors der Klinik. Die autologen
Serumaugentropfen werden nach sogenannten “standard operating procedures” vom

geschulten Fachpersonal der Hornhautbank hergestellt (“Eine-Hand-Regel”, s.u.).

3.4.1. Blutentnahme

Auf Station wird durch den Stationsarzt oder das Pflegepersonal nach schriftlicher Anordnung
des Stationsarztes und Einholen des Patienteneinverstandnisses eine Blutentnahme
durchgefuhrt (Ublicherweise 10 Serumréhrchen). Eine Blutentnahme von 10 Serumréhrchen
ist in den meisten Féllen ausreichend, um eine lokale Therapie von mindestens einem Monat
zu ermoglichen. Vor der Entnahme des Eigenblutes wird der zu behandelnde Patient
ausfuhrlich muindlich Uber die lokale Therapie aufgeklart (Indikation, Wirksamkeit,
Herstellungsweise, Tropfschema, Risiken). Zusatzlich muss der Patient ein Einverstandnis fur
die Zusatzuntersuchung auf eine HIV-Erkrankung unterzeichnen. Neben einer Testung auf
eine HIV-Infektion, erfolgt eine Testung auf Hepatitis B/C sowie CMV und Syphilis.

Das Personal der Hornhautbank wird telefonisch Uber die herzustellenden autologen
Serumaugentropfen informiert, so dass sich das Personal der Hornhautbank auf die

Herstellung bereits vorbereiten kann. Das Eigenblut wird dann sofort zusammen mit den
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Etiketten des Patienten vom Pflegepersonal der Station in die Hornhautbank der
Augenheilkunde gebracht. Dort wird das Eigenblut vom Personal der Hornhautbank
personlich in Empfang genommen.

3.4.2. Gerinnungsphase

Das Eigenblut wird bei Raumtemperatur fir 60 bis 80 Minuten senkrecht gelagert.

3.4.3. Zentrifugation

Danach erfolgt eine 15-minltige Zentrifugation bei 3000 Umdrehungen pro Minute
(Zentrifugationsgerat Z206A Firma HERMLE-Labortechnik) (Abbildung 6. und Abbildung 7.).

Abbildung 6. Zentrifugation des entnommenen vendsen

Blutes.
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Abbildung 7. Zentrifugiertes vendses Blut.

3.4.4. Sterilisation und Filtration

Die weiteren Arbeitsschritte erfolgen unter der Sterilbank.
Das Serum wird mit Hilfe einer Transferpipette in ein steriles Einmalgefap abpipettiert
(Abbildung 8.).

Abbildung 8. Autologes Serum.

Dann wird das Serum mit einer 10 ml Luer-Lock Spritze und einer 18g Einmal-Kantile
aufgezogen (Abbildung 9.), die Spritze wird entliftet.
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Abbildung 9. Einmalfilter.

Zusatzlich wird ein Einmalfilter mit einer neuen 18g Kanltle aufgesetzt und die Spritze erneut
entliftet.

1,5-2 ml Serum werden dann in eine 5 ml Einmalflasche mit Sano-Tropfer eingespritzt (5ml
Augentropfflasche von Braun) (Abbildung 10.).

Abbildung10. Abfillen des autologen Serum in Einmalflaschen.

Der Bubble-Point Test wird zur Uberpriifung des Filters durchgefiihrt: Falls unter Druck keine

Blasen im Wassergefap austeigen, ist der Filter intakt.
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3.4.5. Verdunnung

Die autologen Serumaugentropfen werden bei der Herstellung in unserer Hornhautbank nicht
verdinnt. Es handelt sich also um primar 100% autologe Serumaugentropfen. Damit
versuchen wir das Kontaminationsrisiko durch Verdiinnung mit BSS wahrend der Herstellung

der autologen Serumaugentropfen zu reduzieren.

3.4.6. Aufbewahrung

Die 5 ml Flaschen werden dann mit dem Sano-Tropfer mittels einer Verschlussstanze
verschlossen (Abbildung 11. und Abbildung 12.).

Abbildung 12. Verschluss der Einmalflasche mit Sano-Tropfer mittels einer

Verschlussstanze.
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Jede Flasche wird mit der Art der Medikamentenzubereitung, Namen des Patienten,
Herstellungs-und Verfallsdatum sowie Kennung der Gewebebank beschriftet.

Als letzter Schritt erfolgt eine ausfuhrliche Dokumentation der Laborbefunde, Herstellung,
Abgabe, etc. in einer separaten Akte.

3.5. Lagerung der autologen Serumaugentropfen

Die autologen Serumaugentropfen mussen tiefgekuhlt bei -20°C gelagert werden. Sie sollten
im Dunkeln gelagert werden, um den Abbau von Vitamin A zur verhindern.

In der Hornhautbank der Klinik fir Augenheilkunde am UKS werden die autologen
Serumaugentropfen unangebrochen bis zu 3 Monate aufbewahrt.

Sobald die autologen Serumaugentropfen angebrochen sind, empfehlen wir, das Serum nach
24 Stunden zu verwerfen. Da die autologen Serumaugentropfen keine Konservierungsmittel
beinhalten, ist inre Haltbarkeit limitiert. Eine Tropfflasche sollte demnach innerhalb von einem
Tag verwendet werden und sollte wahrend dieser Zeitspanne im Kihlschrank (+7°C) in
dunkler Umgebung (zur Vermeidung der Vitamin-A-Zersetzung) aufbewahrt werden. Somit
wird das Risiko einer eventuellen Kontaminierung durch Bakterien, Viren oder Pilze reduziert.
In einer Studie von Sauer et al. “ konnte nachgewiesen werden, dass eine
Kontaminationsfreiheit sogar bis zum vierten Anwendungstag gewabhrleistet werden kann,
wenn die Lagerungsbedingungen eingehalten werden und die Applikation durch geschultes
Personal erfolgt. Die Tropfflaschen muissen fur Fremde und Kinder unzugénglich aufbewahrt
werden.

In einer 2021 publizierten Studie von Anitua et al. “° die die Haltbarkeit von “Plasma reich an
Wachstumsfaktoren” untersuchte, zeigte sich dass bei -20°C Lagerung von sogar 9-12
Monaten alle Wachstumsfaktoren erhalten blieben und es zu keiner Kontamination
gekommen ist. Zusatzlich konnte nachgewiesen werden dass sogar nach Auftauen und
Aufbewahrung bei Raumtemperatur oder 4°C die Haltbarkeit des Plasma garantiert werden

konnte.

3.6. Applikation der autologen Serumaugentropfen
Die Behandlung mit den in der Hornhautbank durch Fachpersonal hergestellten autologen

Serumaugentropfen wird ausschlieplich stationar durchgefihrt. Es erfolgt keine Abgabe der

Tropfen an ambulante Patienten.
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Es besteht eine sehr enge Zusammenarbeit mit dem Institut fir klinische Hamostaseologie
und Transfusionsmedizin am Universitatskinikum des Saarlandes. Das
transfusionsmedizinische Institut verfigt seit 2007 Uber die Herstellungserlaubnis von
autologen Serumaugentropfen. Dies ermdglicht den ambulanten Patienten, die autologen
Serumaugentropfen auch auperhalb des stationdren Aufenthaltes zu erhalten.

Auf Station werden die Tropfen durch das assistierende Personal (Stationsarzt oder
Pflegepersonal) dem Patienten verabreicht.

Die Patienten wurden mit unverdiinnten 100% autologen Serumaugentropfen behandelt.
Unterschieden wird zwischen drei verschiedenen Tropfschemata:

- 8 Applikationen von jeweils einem Tropfen pro Tag (n=26).

- 12 Applikationen von jeweils einem Tropfen pro Tag (stlindlich) (n=218).

- 24 Applikationen von jeweils einem Tropfen pro Tag (halbsttindlich) (n=4).

Zusatzlich zu den autologen Serumaugentropfen werden hyaluronsdurehaltige
Tranenersatzmittel sowie je nach Atiologie antiinfektiose und/oder kortisonhaltige Tropfen
appliziert. Bevorzugt werden in jedem Fall konservierungsmittelfreie Tropfen.

3.7. Variablen

In der Microsoft Access Datenbank wurden retrospektiv die Daten von 364 Behandlungen mit
autologen Serumaugentropfen erhoben.

Untersucht wurde, ob es sich beim behandelten Gewebe um eigenes Hornhautgewebe oder
transplantiertes Gewebe handelte.

Die Schwere der Lasion wurde analysiert, d.h. ob es sich um eine Hornhauterosio oder ein
Hornhautulkus handelte.

Die Atiologie des therapieresistenten Hornhautdefektes wurde untersucht. Bei den haufigtsen
Atiologien handelte es sich um postinfektiose (Viren, Bakterien, Pilze, Akanthamdben) und
postoperative Epitheldefekte sowie Epitheldefekte nach penetrierendem/perforierendem
Hornhauttrauma.

Zusatzlich wurde die Haufigkeit der Applikation der autologen Serumaugentropfen notiert.
Unterschieden wurde zwischen drei Tropfschemata: 8 Applikationen pro Tag, 12
Applikationen pro Tag und 24 Applikationen pro Tag.

Neben den autologen Serumaugentropfen wurden ebenfalls die zusétzliche lokale Therapie
(antiinfektidse, immunosuppressive, hyaluronséaurehaltige Augentropfen) sowie systemische
Therapie (antiinfektiose, immunsuppressive Therapie) in die Microsoft Access Datenbank

eingetragen.
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3.8. Zielgropen

Zielgropen waren 1) der komplette Epithelschluss des Hornhautdefektes nach 28
kontinuierlichen Behandlungstagen mit unverdiinnten autologen Serumaugentropfen sowie 2)
die Rezidivrate nach erfolgreicher Therapie. Nach 1 Woche, 2 Wochen, 3 Wochen und 4
Wochen (28 Tage) Behandlung wurde jeweils der Prozentsatz an zugeheilten Epitheldefekten
ausgewertet und die mittlere Zeit bis zur Heilung ausgewertet. Der Epithelschluss innerhalb
von 28 Tagen Therapie mit autologen Serumaugentropfen wurde als Erfolg der Therapie
definiert.

Ein Epithelschluss nach mehr als 28 Tagen Tropftherapie wurde als Misserfolg angesehen.

3.9. Statistische Methoden

Die Daten wurden in einer Microsoft Access Datenbank erhoben und im IBM SPSS Statistik
fur Windows Programm (Version 20) ausgewertet. Die Daten wurden deskriptiv mittels
Mittelwert, Median, Standardabweichung, Minimum und Maximum dargestellt. Der Chi-
Quadrat-Test arbeitete die Signifikanz heraus. Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert <
0,05 definiert. Die Ergebnisse wurden anhand von einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt. Auf
der X-Achse wurde der Beobachtungsintervall in Tagen eingezeichnet und auf der Y-Achse
der Anteil der zugeheilten Epitheldefekte. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der Log Rank

Test durchgefiihrt.

4. ERGEBNISSE

4.1. Allgemein

In einer retrospektiven Studie von Uber 7 Jahre wurden 364 Behandlungen mit autologen
100% Serumaugentropfen bei 303 Augen von 255 Patienten durchgefiihrt. Behandelt wurden
Patienten zwischen 0 und 93 Jahren mit einem Durchschnittsalter von 64 Jahren. Von den
therapieresistenten Epitheldefekten waren 175 (48,1%) auf einem Hornhauttransplantat und
189 (51,9%) auf der eigenen Hornhaut.

Bei einigen Patienten kam es zu einer oder mehreren Rezidiven des Epitheldefektes so dass
mehrere Behandlungen bei diesen Patienten tiber die Jahre erfolgten und untersucht wurden.
Der Zeitraum des Rezidivs des Epitheldefektes war von Patient zu Patient sehr

unterschiedlich und variierte von einigen Wochen nach Absetzen der autologen
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Serumaugentropfen bis zu mehreren Monaten oder Jahren. Insgesamt wurde wahrend des
Beobachtungszeitraumes von 2007-2014 (von 364 Patienten) ein Patient 7x mit autologen
Serumaugentropfen therapiert, bei einem Patienten kam es zu 3 Rezidiven, bei sieben
Patienten zu 2 Rezidiven und bei 25 Patienten zu 1 Rezidiv des Epitheldefektes.

Patienten mit unvollstandiger Aktendokumentation sowie Patienten die innerhalb der 28
Behandlungstage eine  Amnionmembrantransplantation bekamen (n=93) wurden
ausgeschlossen, da dies eine Auswertung der Wirkung der autologen Serumaugentropfen

unmaglich machte.

4.2. Erfolgreicher Epithelschluss

Bei 88,2% der untersuchten Behandlungen (n=263) mit autologen Serumaugentropfen von
therapieresistenten Epitheldefekten kam es zu einer vollstindigen Heilung des
Epitheldefektes bis zu Tag 28 nach Beginn der Therapie.

Am 7. Behandlungstag waren bereits 65,4% der Epitheldefekte zugeheilt. Am 14.
Behandlungstag waren 73,8% zugeheilt und am 21. Behandlungstag waren 80,6% der
Epitheldefekte zugeheilt.

Nach 5,0 +/- 0,2 Tagen waren 50% der Epitheldefekte zugeheilt.
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Abbildung 13. Heilungstendenz der Epitheldefekte innerhalb von 28 Tagen (n=263).

Bei 12 (5,1%) behandelten und erfolgreich geschlossenen Defekten kam es nach Abschluss
der 1-monatigen Therapie zur Rezidive des Epitheldefektes, so dass eine erneute Therapie

notwendig war.

4.3. Behandeltes Gewebe (transplantierte Hornhaut vs. eigene Hornhaut)

Bei der Behandlung von transplantierten Hornhauten (n=132) lag die Erfolgsrate bei 88,6%
am 28. Behandlungstag. Am 7. Behandlungstag waren 67,4% der Epitheldefekte zugeheilt,
am 14. Behandlungstag 77,2% und am 21. Behandlungstag 83,3% zugeheilt. Nach 5,0 +/- 0,3
Tagen waren 50% der Epitheldefekte zugeheilt. Bei der eigenen Hornhaut (n=131) lag die
Erfolgsrate bei 87,8% am 28. Behandlungstag. Am 7. Behandlungstag waren 63,3% der
Epitheldefekte zugeheilt, am 14. Behandlungstag 70,2% und am 21. Behandlungstag 77,8%
zugeheilt. Nach 6,0 +/- 0,2 Tagen waren 50% der Epitheldefekte zugeheilt.
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Bei der Therapie von Epitheldefekten auf dem Hornhauttransplantat zeigte sich eine

geringfugig schnellere Heilungstendenz als bei der Heilung von Defekten auf der eigenen

Hornhaut, jedoch gab es keinen statistisch signifikanten Unterschied (p=0,137).
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Abbildung 14. Heilungstendenz von Epitheldefekten der eigenen Hornhaut (n=131) im

Vergleich zu Epitheldefekten auf einer transplantierten Hornhaut (n=132) (Grin =

transplantierte Hornhaut, Blau = eigene Hornhaut, p=0,137, Logrank-Test).

Bei der eigenen Hornhaut rezidivierten nach erfolgreichem Epithelschluss 2 Epitheldefekte

(1,7%), bei transplantierter Hornhaut rezidivierten nach erfolgreichem Epithelschluss 10

Epitheldefekte (6,4%).
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4.4. Schwere der Lasion

Von den untersuchten therapieresistenten Epitheldefekten (n=258) waren 227 (87,9%)
Erosiones und 31 (12,0%) Ulcera.

Bei den Erosiones waren nach 7 Tagen 69,2% zugeheilt, nach 14 Tagen 78,0%, nach 21
Tagen 83,7% und nach 28 Tagen 90,3% zugeheilt.

Bei den Ulcera waren nach 7 Tagen 35,5% zugeheilt, nach 14 Tagen 41,9%, nach 21 Tagen
58,1% und nach 28 Tagen 74,2% zugeheilt.

Somit zeigte sich bei den Ulcera eine deutlich geringere Heilungstendenz (p=0,001).

Der Heilungsprozess war bei den Hornhautulcera signifikant langsamer (20 +/- 3,8 Tage bis
50% Epithelschluss) als bei den Erosiones (5,0 +/- 0,2 Tage bis 50% Epithelschluss)
(p=0,001).
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Abbildung 15. Signifikant schnellere Heilungstendenz von Erosiones (n=227) im
Vergleich zu Ulcera (n=31) innerhalb von 28 Tagen ( Griin = Ulcera, Blau = Erosiones,

p=0,001, Logrank-Test).
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11 Erosiones (4,4%) und 1 Ulkus (4,3%) die geschlossen waren sind nach 31 Tagen wieder

rezidiviert und benétigten einer erneute Therapie.

4.5. Atiologie des therapieresistenten Epitheldefektes

Untersucht wurden eine grope Anzahl an Atiologien.
Die héaufigsten Atiologien fur therapieresistente Epitheldefekte wurden statistisch
ausgewertet. Atiologien wie Limbusstammzellinsuffizienz bei kongenitaler Aniridie oder
Veréatzung wurden wegen einer zu kleinen Anzahl an Patienten nicht bertcksichtigt.
Bei der Genese des therapieresistenten Epitheldefektes wurde unterschieden zwischen

e Postinfektios (n=71) (Viren, Bakterien, Pilze und Akanthamdben).

e Postoperativ (n=185) (davon perforierende Hornhauttransplantation (n=133)).

e Z.n. perforierender oder penetrierender Hornhautverletzung (n=1).

Die postinfektiosen Epitheldefekten zeigten unter lokaler Therapie mit autologen
Serumaugentropfen eine signifikant (p=0,011) schlechtere Heilungstendenz als bei
postoperativen oder posttraumatischen Epitheldefekten.

Bei Epitheldefekten durch einen vorangegangenen operativen Eingriff oder Trauma ergab sich

kein signifikanter Unterscheid in der Heilungstendenz.
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Abbildung 17. Geschlossene Erosio sieben Tage nach Therapie mit autologen

Serumaugentropfen, Blaufilter, Fluoreszeinfarbung.
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Abbildung 18. Geschlossene Erosio sieben Tage nach Therapie mit autologen

Serumaugentropfen.

4.6. Therapieschema

Appliziert wurden 100% autologe Serumaugentropfen in 3 verschiedenen Haupt-
Tropfschemen:

e 8x/Tag (alle 1,5 Stunden) (n=26).

e 12x/Tag (stundlich) (n=218).

e 24x/Tag (halbstundlich) (n=4).

Bei dem Tropfschema 8x/Tag waren nach 7 Tagen 53,8% zugeheilt, nach 14 Tagen 57,7%,
nach 21 Tagen 61,5% und nach 28 Tagen 73,1% zugeheilt.

Bei dem Tropfschema 12x/Tag waren nach 7 Tagen 67,9% zugeheilt, nach 14 Tagen 76,6%,
nach 21 Tagen 83,9% und nach 28 Tagen 99,2% zugeheilt.

Bei dem Tropfschema 24x/Tag (n=4) waren nach 7 Tagen sowie nach 28 Tagen 75% (3 von
4 Epitheldefekten) zugeheilt. 1 Epithedefekt heilte nicht zu.

Hierbei zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 3 Tropfschemata
(p=0,1). Bei der intensiveren Applikation von 24x/Tag waren nach 3,0 +/- 1,5 Tagen bis zu
50% der Epitheldefekte zugeheilt, bei dem Tropfschema 12x/Tag zeigten sich nach 5,0 +/- 0,2
Tagen bis zu 50% Epithelschluss, bei 8x/Tag waren nach 6,0 +/- 3,3 Tage bis zu 50% der
Epitheldefekte zugeheilt.
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Abbildung 19. Heilungstendenz von Epitheldefekten mit einem Tropfschema von
8x/Tag im Vergleich zu 12x/Tag und 24x/Tag (Grau = Applikation der autologen
Serumaugentropfen 24x/Tag, Griin = Applikation der autologen Serumaugentropfen
12x/Tag, Blau = Applikation der autologen Serumaugentropfen 8x/Tag, p= 0,1,
Logrank-Test).

4.7. Komplikationen der Therapie mit autologen Serumaugentropfen

Bei keinem der behandelten Patienten kam es zu Komplikationen durch die Applikation von
autologen Serumaugentropfen. Weder Fibrinablagerung wie von Kasper et al. * beschrieben,
noch infektiése Komplikationen traten auf.

Eine Kontamination der autologen Serumaugentropfen wurde dadurch vermieden, dass die
Tropfen nicht verdiinnt wurden, sowie durch die adaquate Lagerung und Aufbewahrung und

Entsorgung des Tropfbehélters am Ende des Tages.
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5. DISKUSSION

Die lokale Therapie mit autologen Serumaugentropfen kann sowohl bei Patienten mit
schwerer therapierefraktarer Keratokonjunktivitis sicca als auch bei Patienten mit
persistierenden Epitheldefeketen der Hornhaut angewendet werden.

Das trockene Auge entsteht entweder durch einen Defizit der wéssrigen Phase des
Tranenfilms oder durch eine Lipidstorung des Tranenfilms. Die Atiologie der
Keratokonjunktivitis sicca ist multifaktoriell. Hauptursache sind Autoimmunerkrankungen wie
das Sjogren Syndrom, Diabetes mellitus, die Einnahme von Medikamenten (z.B.
Antidepressiva, B-Blocker) aber auch Umweltfaktoren wie lange Bildschirmarbeit. Das
trockene Auge ist oft eine chronische Erkrankung, die das Leben der Patienten sehr
beeintrachtigen kann. Die Patienten stellen sich mit einer grossen Bandbreite an Symptomen
vor (Tranendes Auge, Brennen, Stechen,...). Die Benutzung von autologen
Serumaugentropfen bei Patienten mit schwerer Sicca Symptomatik wurde erstmalig 1975 von
Ralph et al 1° beschrieben. Ab 1985 setzten sich die autologen Serumaugentropfen dann mit
der Publikation von Fox et al.® als Therapie bei schwerem trockenen Auge durch. Uber die
Jahre wurde die effiziente Wirkung der autologen Serumaugentropfen bei Keratokonjunktivitis
sicca in weiteren Studien bestarkt>"11-14.16184247-56 " Dje autologen Serumaugentropfen
werden bei schwerem trockenen Auge zusétzlich zu der weiteren Sicca Therapie appliziert.
Diese besteht hauptséchlich aus kinstlichen Tranenersatzmitteln ohne Konservierungsstoffe,
entzindungshemmenden Tropfen (Kortison und Ciclosporin A), Tetrazykline, sowie
Verbandskontaktlinsen und Punctum Plugs. In der Klinik fiir Augenheilkunde am UKS besteht
bei schwerer therapierefraktarer Siccasymptomatik die Mdoglichkeit einer ambulanten
Therapie mit Herstellung und Abgabe der autologen Serumaugentropfen durch das Institut fur
klinische Hamostaseologie und Transfusionsmedizin. Die Patienten werden in diesem Fall
nicht stationér behandelt.

Wir haben in unserer retrospektiven Studie die Wirkung von autologen Serumaugentropfen
bei Epitheldefekten wie Erosiones oder Ulcera untersucht. Hierbei handelt es sich um
Patienten mit einem persistierenden Hornhautdefekt trotz intensiver lokaler und systemischer
Therapie Uber mehrere Wochen. Therapiert wird mit unkonservierten Tranenersatzmitteln, je
nach Atiologie antibakteriellen, aniviralen, antimykotischen, immunosuppressiven Tropfen
sowie systemischer Therapie. Bei bakterieller Atiologie werden hauptsachlich Fluorchinolone
wie Floxal® (Ofloxacin) und Vigamox® (Moxifloxacin), sowie weitere Breitband Antibiotika wie
Polyspectran® (Polymixin B, Neomycin, Gramicidin) und das Antimykotikum Natamycin
appliziert. Bei Aminoglycosiden wie Gentamicin und Neomycin muss auf die Epitheltoxizitat

geachtet werden. Bei viraler Keratitis wird mit Virgan® (Ganciclovir) oder Aciclovir® AS
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(Aciclovir) therapiert. Bei mykotischen Epitheldefekten wird Voriconazol 2% appliziert. Lokale
Steroide sollten bei persistierenden Epitheldefekten nie alleine sondern immer in Kombination
mit antibakteriellen, antiviralen oder antimykotischen Tropfen appliziert werden. Die
systemische Therapie wird ebenfalls an die Atiologie angepasst: Systemische Antibiotika bei
bakterieller Keratitis, V-Fend® (Voriconazol) bei mykotischer Keratitis, Aciclovir, Valaciclovir
oder Ganciclovir bei viraler Atiologie, sowie bei Bedarf Steroide oder weitere
immunsuppressive orale Medikamente. Selbstverstandlich erfolgt im Verlauf der Behandlung
eine Anpassung der Therapie an die Resultate der Proben die entnommen wurden durch
Bindehautabstrich, Hornhautabstrich, Abkratzpraparate der Hornhaut, Biopsie der Hornhaut,
Kammerwasseruntersuchung mittels PCR.

Bei fehlender Heilungstendenz werden die Patienten stationar aufgenommen und es wird
nach Eradikation des infektibsen Erregers zusatzlich eine Therapie mit autologen
Serumaugentropfen gestartet. Diese erfolgt ausschlieflich stationar.

Bei den therapieresistenten Epitheldefekten findet man in der Literatur eine grope Anzahl von
Studien, die die Therapieerfolge vom autologen Serum darstellen 6-°:11:15:43,50,57-65

Dies konnten wir in unserer retrospektiven Studie bestéatigen. Nach 1 Woche kontinuierlicher
Therapie mit autologen Serumaugentropfen waren bereits 65,4% der Epitheldefekte
zugeheilt. Nach 2 Wochen waren 73,8% zugeheilt und nach 3 Wochen waren 80,6% der

Epitheldefekte zugeheilt. Nach 28 Tagen waren 88,2% der Epitheldefekt komplett verheilt.

5.1. Eigene Hornhaut versus Transplantat

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Heilungstendenz zwischen Defekten auf der
eigenen Hornhaut und Defekten auf transplantiertem Gewebe festgestellt werden. Innerhalb
von 28 Tagen kam es bei 88,2% zu einem kompletten Epithelschluss der Hornhaut.

Dieses Resultat ist Uiberraschend, da in mehreren Studien nachgewiesen werden konnte,
dass die Anatomie von transplantiertem Hornhautgewebe auch Monate nach der
Transplantation noch nicht der initialen Anatomie einer Hornhaut entspricht. Der subbasale
Nervenplexus, der anhand von konfokaler in vivo Mikroskopie untersucht werden kann, ist
auch Monate nach einer Transplantation zentral noch nicht komplett regeneriert . In einer
klinischen Studie konnten Darwish T et al. " nachweisen dass erst im Schnitt 12 Monate nach
einer Hornhauttransplantation die Hornhautsensibilitat wieder retabliert und somit auch der
subbasale Nervenplexus wiederhergestellt war. Patel et al. °® beschreiben jedoch, dass sogar
30 Jahre postoperativ der Nervenplexus nicht komplett regeneriert ist. In einer Studie von

Niederer et al. ®° sind es sogar 40 Jahre nach perforierender Keratoplastik.
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In einer prospektiven Studie von Ferreira de Souza et al. ® wurden 70 Augen mit 100%
autologen Serumaugentropfen therapiert. Von den 70 Augen bestand bei 45 Augen der
Epitheldefekt nach perforierender Hornhauttransplantation, bei den restlichen 25 Augen war
der Epitheldefekt auf der eigenen Hornhaut. Hier zeigte sich dass die Epitheldefekte nach
perforierender Keratoplastik eine bessere Heilungstendenz mit weniger Misserfolg hatten als
Epitheldefekte auf der eigenen Hornhaut. Die Misserfolgsrate nach perforierender
Keratoplastik lag bei nur 13%, wohingegen sie bei den Augen ohne vorherige Keratoplastik
bei 28% lag. In unserer Studie zeigte sich ebenfalls bei Epitheldefekten auf dem
Hornhauttransplantat eine schnellere Heilungstendenz als bei der Heilung von Defekten auf

der eigenen Hornhaut, jedoch gab es keinen statistisch signifikanten Unterschied (p=0,137).

Die Wachstumsfaktoren der autologen Serumaugentropfen férdern die Proliferation,
Differenzierung und Migration der Epithelzellen der Hornhaut sowie der Bindehaut.

Die Limbusstammzellen spielen eine wichtige Rolle in der Epithelheilung, da von den
Limbusstammzellen aus die Zellen in die Kornea migrieren und sich dort zu Epithelzellen
umbilden. Bei unseren Patienten lag keine Limbusstammzellinsuffizienz vor, da wir Patienten
mit kongenitaler Aniridie von der Studie ausgeschlossen haben. Ebenfalls haben wir keine
Patienten mit Limbusstammzellinsuffizienz nach Veréatzung in unsere Studie eingeschlossen.
Dies konnte erklaren, dass der Heilungsprozess der eigenen Hornhaut im Vergleich zu

transplantiertem kornealem Gewebe keinen signifikanten Unterschied aufweist.

5.2. Hornhauterosio versus Hornhautulcera

Bei der Therapieindikation unterschieden wir zwischen Erosiones und Ulcera. Bei den
Hornhautulcera zeigte sich eine deutlich geringere und signifikant langsamere
Heilungstendenz als bei den Erosiones. Bei den Erosiones waren nach 7 Tagen 69,2%
zugeheilt, nach 14 Tagen 78,0%, nach 21 Tagen 83,7% und nach 28 Tagen 90,3% zugeheilt.
Bei den Ulcera waren nach 7 Tagen 35,5% zugeheilt, nach 14 Tagen 41,9%, nach 21 Tagen
58,1% und nach 28 Tagen 74,2% zugeheilt. Dieses Resultat war zu erwarten, da bei den
Ulcera ein zusatzlicher stromaler Defekt besteht und der Heilungsprozess dadurch verlangert
wird. Wir empfehlen die autologen Serumaugentropfen bei Ulcera als zusétzliche lokale nicht
invasive Therapie anzuwenden.

In den bestehenden Studien sind die Keratokonjunktivitis sicca sowie persistierende
Epitheldefekte die Haupttherapieindikationen fir eine Therapie mit autologen
Serumaugentropfen. Jedoch wurde in keiner der analysierten Studien ein direkter Vergleich

zwischen der Heilungstendenz von Erosiones und der Heilungstendenz von Ulcera mit
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autologen Serumaugentropfen untersucht. In der Studie von Poon et al. 7 wurden die
persistierenden Epitheldefekte ausgemessen, jedoch nur die Breite und HOhe aber nicht die
Tiefe des Defekts. Ferreira de Souza et al. ° schlussfolgerten dass die Defektgrosse keine
direkte Korrelation mit der Epithelheilungstendenz hat. Jedoch vermuteten sie dass tiefe
Hornhautdefekte, Ulcera, weniger gut auf die Therapie mit autologen Serumaugentropfen

ansprechen als oberflachliche Defekte ohne Bowman-Defekt.

5.3. Atiologie des Epitheldefektes

Bei der Atiologie des Epitheldefektes konnten wir in unserer retrospektiven Studie
nachweisen, dass bei postinfektiosen Epitheldefekten die Heilungstendenz signifkant
schlechter war als bei den postoperativen beziehungsweise den Defekten nach perforierender
oder penetrierender Verletzung. Wir empfehlen jedoch weiterhin die autologe
Serumaugentropfentherapie auch bei postinfektiosen therapieresistenten Epitheldefekten
sobald der infektidse Agent eliminiert ist. In den aktuellen Studien wurden die autologen
Serumaugentropfen hauptsachlich bei persistierenden Epitheldefekten nach photorefraktiver
Keratektomie, bei rezidivierenden Erosiones und bei postoperativen Epitheldefekten nach
perforierender Keratoplastik eingesetzt. Ferreira de Souza et al. ° zeigten dass insbesondere
postoperative Epitheldefekte nach perforierender Keratoplastik gut auf die lokale Therapie mit
autologen Serumaugentropfen reagierten. Weitere Studien sind hier noch notwendig, um den
Zusammenhang zwischen Atiologie und Heilungstendenz zu untersuchen. Zuséatzlich zu den
autologen Serumaugentropfen sollte bei der Therapie von persistierenden Epitheldefekten
konsequent die Grunderkrankung des Epitheldefektes mitbehandelt werden, sowohl lokal als

auch systemisch, insbesondere auch Lidfehlstellungen.

5.4. Tropfschema

Das Tropfschema spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Heilung der Epitheldefekte. Wir
konnten jedoch in dieser Studie nachweisen, dass kein statistisch signifikanter Unterschied
bei den verschiedenen Tropfschemen besteht (8x/Tag, 12x/Tag, 24x/Tag). Zwischendurch
wurden zusétzlich unkonservierte Tranenersatzmittel verabreicht sowie je nach Atiologie des
Defektes weitere lokale oder systemische Therapeutika.

Zur Zeit findet sich keine weitere Studie die die verschiedenen Tropfschemen und die daraus
resultierende Heilungstendenz miteinander vergleicht. In den meisten Studien werden die

autologen Serumaugentropfen zwischen 6x/Tag und 12x/Tag appliziert 89213,
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Um in der Zukunft die Wirkung von autologen Serumaugentropfen noch besser zu
untersuchen, ist ein standardisiertes Tropfschema empfehlenswert.

5.5. Herstellung und Lagerung

Der Heilungsprozess variiert ausserdem je nach Herstellungsart der autologen
Serumaugentropfen. Geerling et al. zeigten 2001 *! in einem in-vitro-Zellkulturmodell, dass
eine 50% und 100% Konzentration von autologem Serum sich toxisch auf die humanen
kornealen Epithelzellen auswirkt.

Laut der Publikation von Liu et al. von 2005 *" spielen die Dilution aber auch die Zentrifugation
eine Rolle in der Wirkung der autologen Serumaugentropfen auf das Hornhautepithel. Liu et
al. konnten in einer in vitro Studie beweisen, dass eine langere Gerinnungsphase (> oder =
120 min) und eine hdhere Anzahl von Umdrehungen pro Minute (3000 Umdrehungen pro
Minute fur eine Dauer von insgesamt 15 Minuten) sowie eine Dillution mit BSS die besten
Ergebnisse bei der Proliferation, Migration und Differenzierung der Epithelzellen der Hornhaut
Zeigten.

In einer spéateren Studie von Liu et al. *® im Jahr 2006 wurde gezeigt, dass das relative
Zellwachstum der humanen kornealen Epithelzellen am héchsten ist bei Applikation von 12%
humanem Serum.

Akyol-Salman “° konnte im selben Jahr nachweisen. dass 100% autologe Serumaugentropfen
die korneale Wundheilung signifikant beschleunigen im Gegensatz zu 20% autologen
Serumaugentropfen.

Wu et al. *° konnten 2016 in einer Homburger Studie nachweisen, dass die Viabilitat und
Migration der Epithelzellen der Hornhaut am besten mit 30 % autologem Serum und die
Proliferation mit 15 % autologem Serum ist.

Es gibt also bis heute verschiedene Ansatze zur Konzentration der autologen
Serumaugentropfen. Sowohl mit unverdinnten autologen Serumaugentropfen als auch mit
diluierten Tropfen konnte in klinischen Studien eine gute Wirkung auf die Epithelheilung
nachgewiesen werden.

In einer prospektiven Studie von Ferreira de Souza et al. ° heilten 70 beobachtete
Epitheldefekte im Durchschnitt nach 50 Tagen unter stiindlicher Gabe von 100% autologem
Eigenserum zu. Poon AC et al. 7 konnten nachweisen dass unter Therapie mit 50-100%
autologen Serum in 9 von 15 Fallen eine Epithelheilung innerhalb von 2 Wochen begann und
durchschnittlich nach 3,6 Wochen abgeschlossen war. Aber ebenfalls mit 20% autologen
Serum konnten Tsubota K et al. ® nachweisen dass 10 von 16 therapierefraktaren

Epitheldefekten innerhalb von 4 Wochen zuheilten.
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In unserer Kklinischen Studie betrug die Gerinnungsphase bei der Herstellung 60-80 Minuten,
eine 15-minutige Zentrifugation erfolgte bei 3000 Umdrehungen pro Minute. Um das
Kontaminationsrisiko zu mindern wurden die Tropfen nicht diluiert.

Wir konnten in der Klinik fir Augenheilkunde am UKS mit den 100% autologen
Serumaugentropfen deutliche Heilungserfolge nachweisen. Mit dem 100% autologen Serum
waren nach 28 Tagen 88,2% der Hornhautdefekte zugeheilt.

Weitere Studien sind jedoch noch notwendig, um herauszufinden, welche Konzentration des
autologen Serums die besten Ergebnisse auf die Migration und Proliferation hat, um somit
eine Standardisierung in der Herstellung der autologen Serumaugentropfen festzulegen und
eine einheitliche Ergebnisgrundlage zu schaffen.

Beachtet werden sollte auch, dass die Konzentrationen von Wachstumsfaktoren im autologen
Serum je nach Patient variieren kénnen und es dadurch auch individuell unterschiedliche
Wirkungen geben kann.

Die autologen Serumaugentropfen werden in der Klinik fir Augenheilkunde am UKS maximal
3 Monate bei -20°C gelagert. Nach Anbruch werden die autologen Serumaugentropfen im
Kihlschrank (+ 7°C) aufbewart und nach 24 Stunden verworfen um eine Kontamination zu
verhindern.

Sauer et al. * konnten in einer 2004 publizierten Studie nachweisen dass eine
Kontaminationsfreiheit bis zum vierten Anwendungstag gewahrleistet werden kann, wenn die
Lagerungsbedingungen eingehalten werden und die Applikation durch geschultes Personal
erfolgt. Eine Applikation bis zum siebten Anwendungstag ist sogar moglich wenn gleichzeitig
prophylaktisch antibiotische Augentropfen administriert werden um eine Kontamination zu
verhindern.

Anitua et al. ° konnten in einer 2021 erschienen Studie zeigen dass die Haltbarkeit von an
Wachstumsfaktorreichem Plasma nach einer Lagerung bei -20°C von 9-12 Monaten garantiert
werden konnte, die Wachstumsfaktoren blieben erhalten und es kam zu keiner Kontamination.
Zusatzlich konnte nachgewiesen werden, dass sogar nach Auftauen und Aufbewahrung bei
Raumtemperatur oder 4°C die Haltbarkeit des Plasma garantiert werden konnte.

Neben der Lagerung im Gefrierschrank bei -20°C gibt es auch Ansétze zur Aufbewahrung von
autologen Serumaugentropfen durch Gefriertrocknen. Sriwidodo et al. " publizierten 2020
eine Studie die bestatigte, dass gefriergetrocknetes autologes Serum bis zu 3 Monate bei 4°C
gelagert werden kann. Die Methode des Gefriertrocknens wurde ebenfalls in einer Publikation
von Anitua et al. % bekraftigt. Hier wurde an Wachstumsfaktorenreichem Plasma
gefriergetrocknet und 3 Monate lang bei 4°C gelagert. Die Hauptwachstumsfaktoren blieben
erhalten.

Durch die verschiedenen Herstellungsmethoden und Lagerungen kdnnen nur die Studien

miteinander verglichen werden, die eine exakt gleiche Vorgehensweise in der Herstellung und

39



Lagerung haben. Dies bleibt jedoch bis heute ein einschrénkender Faktor wenn es um die
Auswertung und den Vergleich von verschiedenen Studien mit autologen Serumaugentropfen
geht.

5.6. Therapiedauer bis zum Epithelschluss

Im Durchschnitt betrug die Behandlungsdauer von therapieresistenten Epitheldefekten mit
autologen Serumaugentropfen in den analysierten Studien 4 Wochen &7. Ein fehlender
Epithelschluss nach 1 Monat kontinuierlicher Therapie wurde als Misserfolg definiert.
Tsubota et al. ® therapierten die Patienten wahrend 4 Wochen mit 20% autologen
Serumaugentropfen. Nach einem Monat waren 62,5% der Epitheldefekte zugeheilt.

Bei Ferreira de Souza et al. ° erfolgte eine Behandlungsdauer mit 100% autologen
Serumaugentropfen von insgesamt 45 Tagen. Innerhalb dieser 45 Behandlungstagen kam es
zu einer Epithelschlussrate von 81%. In den Verlaufskontrollen nach 45 Behandlungstagen
konnten Ferreira et al. nachweisen dass sogar 84% der geschlossenen Hornhaute 12 + 4
Monate rezidivfrei blieben.

In der prospektiven Studie von Lekhanont et al. ®2 war keine Behandlungsdauer festgesetzt.
Die postoperativen Epitheldefekte wurden mit 100% autologen Serumaugentropfen
behandelt. Bereits innerhalb von 4 Tagen waren 93% der postoperativen Epitheldefekten
zugeheilt. Hier muss man betonen dass es sich ausschliesslich um postoperative
Epitheldefekte handelte. Wie bereits erwahnt, konnten Ferreira de Souza et al. ° nachweisen,
dass insbesondere postoperative Epitheldefekte nach perforierender Keratoplastik gut auf die
lokale Therapie mit autologen Serumaugentropfen reagierten.

Wir konnten zwischen Tag 0 und Tag 28 der Behandlung eine Epithelschlussrate von 88,2%
der Epitheldefekten nachweisen. Innerhalb von 4 Tagen waren in unserer retrospektiven
Studie 35,4% der Epitheldefekte geschlossen. Wir untersuchten jedoch nicht nur
postoperative therapieresistente Epitheldefekte sondern auch postinfektiose und
posttraumatische Defekte.

Wir stuften eine fehlende Heilungstendenz nach 28 Tagen kontinuierlicher Behandlung als
Misserfolg ein. Um das Infektionsrisiko und weitere Komplikationen bei fehlendem
Epithelschluss zu vermeiden (z.B. Ulcus serpens mit Hypopyon,
Durchwanderungsendophthalmitis, Vernarbung und Vaskularisation, Perforation), wurden

weitere therapeutische Mapnahmen durchgefihrt (z.B. Amnionmembrantransplantation).
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5.7. Rezidivrate

Wir untersuchten die Rezidivrate nach erfolgreichem Epithelschluss. Bei 5,1% der
erfolgreich geschlossenen Epitheldefekten kam es zu einer Rezidive so dass eine erneute
Therapie notwendig war. Bei Defekten auf transplantierter Hornhaut kam es zu mehr
Rezidiven (6,4%) als bei eigener Hornhaut (1,7%). Trotzdem blieb die Rezidivrate gering, so
dass der Epithelschluss und der weitere Verlauf unter autologen Serumaugentropfen als
positiv bewertet werden kann. Hinzu kommt dass bei Rezidiven die autologen
Serumaugentropfen ohne Nebenwirkungen erneut appliziert werden kénnen. Eine
Therapieresistenz nach mehrfacher Therapie wurde in den bis zum heutigen Zeitpunkt
erschienenen Studien nicht beschrieben. Der genaue Zeitpunkt des Auftretens der Rezidive

konnte in unserer Studie nicht ausgewertet werden.

5.8. Limitationen und Alternativen

Wir haben in unserer retrospektiven Studie sehr gute Resultate mit den autologen
Serumaugentropfen erzielt. Innerhalb von 28 Tagen kam es bei 88,2% zu einem kompletten
Epithelschluss der Hornhaut. Zielgrope war der komplette Epithelschluss innerhalb von 28
Tagen. Eine eventuelle Schwachstelle in unserer retrospektiven Studie stellen die
Epithelschliisse dar, die bereits innerhalb der ersten 5 Tage auftraten. Hier kann man nicht
ausschlieBen, dass es sich um eine spontane Heilung handelt, unabh&ngig von den autologen
Serumaugentropfen. Wir haben diese Epithelschliisse jedoch auch in unserer Studie als
Erfolg angesehen, da eine schnellere Heilungstendenz durch die autologen

Serumaugentropfen nicht auszuschliefen ist.

Bei 93 von den insgesamt 364 initialen Behandlungen mit autologen Serumaugentropfen kam
es innerhalb der 28 Tage zu einer zusatzlichen operativen Therapie mit einer
Amnionmembrantransplantation (Amnionpatch, Amniongraft, Amnionsandwich). Hierbei
handelte es sich um Patienten, bei denen in den ersten Behandlungstagen mit den autologen
Serumaugentropfen keine Heilungstendenz sichtbar war. Die Epitheldefekte wurden zur
Verlaufskontrolle regelm&pig ausgemessen. Die Patienten, die innerhalb der 28
Behandlungstage eine Amnionmembrantransplantation erhielten, wurden in unsere Microsoft
Access Datenbank eingefiigt, jedoch nicht in die Auswertungen mit einbezogen, da die
alleinige Wirkung der autologen Serumaugentropfen nicht beurteilt werden konnten.

Die Amnionmembrantransplantation bietet bei persistierenden Epitheldefekten ohne

Heilungstendenz mit autologen Serumaugentropfen eine gute zusatzliche Therapieoption
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durch das mechanische Abdecken des Epitheldefektes’?, aber auch die enthaltenen
Wirkstoffe. Die Amnionmembran beinhaltet ebenso wie die autologen Serumaugentropfen
Wachstumsfaktoren und Proteine, die fir die Migration und Proliferation der Epithelzellen
foérdernd sind. Bei der Amnionmembrantransplantation handelt es sich jedoch im Gegensatz
zur Therapie mit autologen Serumaugentropfen um einen invasiven Eingriff.

Stachon et al., Bischoff et al. sowie Wu et al. haben in Publikationen weitere nicht invasive
Ansatze zur Forderung der Epithelheilung wie den Einsatz von einer
Amnionmembransuspension als Tropfentherapie vorgeschlagen?73-’®, Hier sind jedoch
weitere in vitro Studien sowie klinische Anwendungen und Beobachtungen notwendig.
Weitere Studien werden in unserer Klinik fir Augenheilkunde am UKS erfolgen mit dem Ziel,
die Zusammenwirkung von Amnionmembrantransplantation und autologen

Serumaugentropfen zu untersuchen.

Zusatzlich ist wichtig zu erwéhnen, dass die autologen Serumaugentropfen immer zusammen
mit anderen lokalen Augentropfen sowie systemischer Therapie verabreicht wurde. Bei den
zusatzlichen Augentropfen handelte es sich hauptséchlich um unkonservierte
Tranenersatzmittel (Tropfen und/oder Salben), antiinfektiose Tropfen oder immunsuppressive
Tropfen. Die systemische Therapie bestand aus antiinfektiosen sowie immunsuppressiven
Wirkstoffen. Diese Zusatztherapie beinflusst auch den Heilungsprozess der Epitheldefekte.
Die Auswertung der Wirkung von verschiedenen Wirkstoffen ist sehr komplex und bendétigt

weitere Analysen.

Die Herstellung und Verflugbarkeit der autologen Serumaugentropfen stellt bis heute einen
limitierenden Faktor in der Therapie mit autologen Serumaugentropfen dar. Die mit der
Herstellung (Material, Mitarbeiter) verbundenen gesetzlichen, logistischen Bedingungen
sowie Kosten ermoéglichen es nicht jeder Einrichtung, die autologen Serumaugentropfen
herzustellen .

Hinzu kommt, dass eine Blutentnahme von 10 Serumréhrchen (bendtigte Quantitat zur
Herstellung der autologen Serumaugentropfen) bei verschiedenen Patienten (Kleinkinder,
altere Patienten) nicht immer maéglich ist. Oft ist die Blutentnahme schwierig durchzufiihren
oder das geplante Entnahmevolumen ist zu hoch und geféhrdet die Gesundheit des Patienten
(z.B. bei Patienten mit Herzinsuffizienz). Weitere absolute Kontraindikationen der
Eigenblutspende wie z.B. eine manifeste bakterielle Infektion oder virale Infektionen missen
beachtet werden .

Allogene Serumaugentropfen kdnnten eine Alternative bei Patienten sein, die mehrere
Komorbiditaten vorweisen sowie bei Kleinkindern und alteren Patienten, bei denen eine

Blutentnahme fir die Herstellung der autologen Serumaugentropfen der limitierende Faktor
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ist 272, Insbesondere bei Patienten mit entziindlichen Grunderkrankungen wie das Sjogren
Syndrom kénnten allogene Serumaugentropfen ein Vorteil darstellen, da bei diesen Patienten
die autologen  Serumaugentropfen  hohe  Konzentrationen an  schédlichen
proinflammatorischen Mediatoren enthalten?:8, Hung et al. 2 konnten 2018 in einer
retrospektiven Studie nachweisen, dass allogene Serumaugentropfen eine vergleichsweise
gute Tolerierbarkeit sowie Wirkung auf die Epithelheilung haben wie autologe
Serumaugentropfen. Jedoch werden noch weitere klinische Studien notwendig sein, in denen
ein direkter Vergleich von autologen und allogenen Serumaugentropfen erfolgt.

Eine weitere Therapieoption stellt das Nabelschnurblut dar. Nabelschnurblut hat sowohl bei
der Therapie von trockenem Auge als auch rezidivierenden und persistierenden
Epitheldefekten eine positive Wirkung gezeigt 2%2°327° Der Vorteil vom Nabelschnurblut
besteht darin, dass eine gréssere Menge an Blut bei der Enthahme gewonnen werden kann
und dadurch mehrere Patienten von der Therapie profitieren kénnen, ebenfalls Patienten bei
denen eine autologe Serumtherapie auf Grund der Komorbiditaten kontraindiziert ist. Yoon et
al. ¥ haben in einer Studie 2007 die Wirkung von autologen Serumaugentropfen und von
Nabelschnurblut bei schwerem trockenen Auge verglichen. Es konnte belegt werden, dass
die Nabelschnurbluttherapie sich besser auf die Symptome des trockenen Auges auswirkte
als die autologen Serumaugentropfen. Die Nabelschnurbluttherapie wird vorraussichtlich in
Zukunft noch mehr an Bedeutung gewinnen bei der Therapie von therapieresistenten
Epithedefekten.

Neben den allogenen Serumaugentropfen und dem Nabelschnurblut haben Albumintropfen
einen positiven Effekt auf die Epithelheilung gezeigt *-%. Sie wirken durch Suppression der
Apoptose, hdchstwahrscheinlich auch antientziindlich und antioxidativ. Shimmura et al. %
konnten in Tiermodellen mit Ratten eine schnellere Wundheilung mit Hilfe von Albumintropfen
nachweisen. Bei Patienten mit Sjogren Syndrom zeigte sich durch die Albumintropfen eine
Stabilisierung des Tranenfilms und somit eine Besserung der Sicca Symptomatik. Man kann
schlussfolgern dass Albuminaugentropfen eine stabilisierende Wirkung auf den Tréanenfilm
haben. Jedoch sind noch weitere Studien notwendig insbesondere bei Patienten mit
persistierenden Epitheldefekten und nicht nur Sicca Symptomatik.

Weitere Blutderivate wie Augentropfen aus Thrombozytenreichem Plasma (E-PRP, eye
Platelet-rich-plasma) haben ebenfalls einen positiven Einfluss auf die Epithelheilung 83435,
Durch die hohere Konzentration an Thrombozyten ist auch die Konzentration an
Wachstumsfaktoren erhéht. Die Wachstumsfaktoren aus dem E-PRP stimulieren die
Angiogenese und die Zellreparatur und aktivieren die Makrophagen.

Ein weiteres blutderiviertes Produkt ist das an Wachstumsfaktorenreichem Plasma (PRGF,

Plasma rich in growth factors) 83, Lopez-Plandolit et al. ¢ therapierten 16 Patienten mit
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schwerem trockenem Auge mit PRGF Tropfen. Bei 75% der Patienten kam es zu einer
Besserung der Symtome unter lokaler Therapie mit PRGF Tropfen.

Neben den autologen Serumaugentropfen gibt es also weitere neue Ansétze fur die Therapie
von schweren trockenen Augen und therapieresistenten Epitheldefekten.

Jedoch werden auch hier in Zukunft weitere Studien bendtigt mit festen Herstellungs-,
Aufbewahrungs- und Applikationsstandards, um die verschiedenen Therapien miteinander zu
vergleichen sowie die Sicherheit und Effektivitat der Blutderivate zu untersuchen 188081,

Ein weiterer neuer vielversprechender Therapieansatz stellt die Applikation von lokalen
Insulintropfen bei persistierenden Epitheldefekten dar®?#. Die lokale Insulintherapie ist eine
gute Alternative wenn sich die Gewinnung von autologen Serumaugentropfen als schwierig

erweist (z.B. bei alteren Patienten mit schlechtem Venenstatus).

5.9. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend gibt es bei der Heilungstendenz unter lokaler Therapie mit 100%
autologen Serumaugentropfen keinen signifikanten Unterschied zwischen eigenem Gewebe
und transplantiertem Hornhautgewebe. Bei persistierenden Epitheldefekten nach
Hornhauttransplantation ist die autologe Serumaugentropfentherapie weiterhin eine sinnvolle
Therapieoption.

Auch wenn bei persistierenden Hornhautulcera die Therapie mit autologen
Serumaugentropfen signifikant schlechter wirkte als bei den Erosiones empfehlen wir
trotzdem die autologen Serumaugentropfen bei persistierenden Ulcera zusammen mit
weiteren Therapieoptionen anzuwenden, da keine negativen Effekte der autologen
Serumaugentropfen dokumentiert wurden.

Bis auf die infektidse Atiologie konnte bei den anderen Atiologien fiir die Epitheldefekte kein
signifikanter Unterschied im Bezug auf die Heilungstendenz festgestellt werden. Auch wenn
bei postinfektiosen Epitheldefekten die Heilungstendenz schlechter war als bei den
postoperativen, sowie posttraumatischen Epitheldefekten, empfehlen wir weiterhin, die
autologen Serumaugentropfen auch bei postinfektiosen Epitheldefekten zu applizieren.

Da sich zwischen den verschiedenen Tropfschemen kein statistisch signifikanter Unterschied
in der Heilungstendenz zeigte, empfehlen wir eine Applikation von > 8x/Tag.

Bei 88,2% der behandelten Defekte kam es innerhalb von den 28 Behandlungstagen zu einem
kompletten Epithelschluss. Dies bestétigt, dass die autologen Serumaugentropfen weiterhin

eine gute, nicht invasive und sichere Therapiealternative bei therapieresistenten
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Epitheldefekten darstellen, dies sowohl bei Epitheldefekten auf der eigenen Hornhaut sowie
auf dem Transplantat.

In den bisherigen Studien variieren die Therapieerfolge nach Indikation, Anwendungsart und
Herstellungsart der autologen Serumaugentropfen. Daher sind in Zukunft noch weitere
Studien notwendig mit einheitlichen Anwendungs- und Herstellungsprozessen um den Nutzen
der autologen Serumaugentropfen als alleinige Therapie oder Zusatztherapie bei

therapieresistenten Epitheldefekten zu bekraftigen.
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