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Zusammenfassung
Hintergrund: Die Quervernetzung der Hornhaut ist aus dem
experimentellen Stadium in die Phase der klinischen Evaluierung
getreten. In dieser Arbeit soll der gegenwartige Stand des Wissens
dargestellt werden. Methoden: Es wurde eine Literaturrecherche
(medline) nach den Begriffen Ocross-linkingd und Ccorneal
durchgefihrt. Aus den 99 Nennungen betrafen 34 das vorliegende
Thema. Daneben wurden eigene Daten aus z.T. noch
unveroéffentlichten Studien verwendet. Ergebnisse: In der ersten
Phase (bis 2003) wurden verschiedene Verfahren zur
Quervernetzung auf Sicherheit und Wirksamkeit experimentell
untersucht. Als bester Ansatz stellte sich die Vernetzung mittels
UVA (370 nm) und dem Photomediator Riboflavin heraus, der dann
in Pilotstudien klinisch untersucht wurde. Erst seit 2003 finden sich
klinische Beobachtungen in der Literatur, die durchweg ein Sistieren
Abstract (if a 2nd language | der Progression von Keratektasien bis zu 2 Jahren nach der
abstract is required, please | Quervernetzung belegen. In mehr als der Halfte der beschriebenen
don't forget to enter the | Falle findet sich sogar eine Umkehr der Progression. Auch werden
abstract in both | bisher keine Komplikationen beschrieben. Keratozyten gehen in
languages): | einer Tiefe bis zu 320 um unter wahrend das Hornhautendothel
unbelasted erscheint. Zwei Berichte Uber den Einsatz bei
einschmelzenden Hornhautprozessen zeigen auf, dass die
biochemische Wirkung der Quervernetzung Einschmelzprozesse
stoppen kann. Schliissfolgerung: Die gegenwértige Datenlage
zeigt, dass die Quervernetzung der Hornhaut mittels UVA/Riboflavin
komplikationsarm ist und ein Fortschreiten von progressiven
Keratektasien in vielen Fallen verhindern kann. Fir eine klinisch
sinnvolle Indikations- und Kontraindikationsliste, aber auch fir die
Abschatzung der tatsachlichen Wirksamkeit, reichen die zurzeit
vorliegenden Daten nicht aus. Multizentrische prospektive Studien
sind dringend angeraten.

Abstract
Background: The method of cross-linking of the cornea using
riboflavin and ultraviolet light (UV) has recently entered the phase
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of clinical evaluation. The purpose of this paper is to review the
current knowledge about corneal cross-linking. Methods: A
literature research (medline) using the key words Ccross-linkingd
and Ocorneall revealed 99 citations. Thirty-four of the 99 articles
dealt with the topic and were used for this review. Some of our own
as yet unpublished data were also included. Results: In a first
phase (until 2003) different methods of cross-linking were
experimentally compared regarding efficacy and safety. As the
most promising compromise the use of UVA (365 nm) and riboflavin
as a photomediator was tested in pilot studies on human eyes with
progressive keratoconus. In 2003, the first results of such pilot
studies were published. Surprisingly, not only a halt in progression
was found but in more than half of the eyes treated a regression
towards a more regular cornea took place. So far, no complications
have been reported. Keratocytes are killed up to 320 microns deep
in the stroma and the endothelium appears unaffected. Nine cases
of therapy-refractory corneal melting were treated by means of
UVA/riboflavin cross-linking and in 8 of the 9 cases the melting
process was stopped. Conclusions: In the current situation, we
can state only that UVA/riboflavin cross-linking of the keratoconus
cornea leads in the majority of the cases to a halt of the
progression and complications seem to be rare. There are not yet
enough data available to establish a list of indications and
contraindications. A potential clinical acceptance of the procedure
requires the results of prospective controlled studies that are
currently underway.
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Hintergrund: Die Quervernetzung der Hornhaut ist aus dem experimentellen Stadium in
die Phase der klinischen Evaluierung getreten. In dieser Arbeit soll der gegenwirtige Stand

des Wissens dargestellt werden.

Methoden: Es wurde eine Literaturrecherche (medline) nach den Begriffen “cross linking”
und “cornea” durchgefiihrt. Aus den 99 Nennungen betrafen 34 das vorliegende Thema.

Daneben wurden eigene Daten aus z.T. noch unverdffentlichten Studien verwendet.

Ergebnisse: In der ersten Phase (bis 2003) wurden verschiedene Verfahren zur
Quervernetzung auf Sicherheit und Wirksamkeit experimentell untersucht. Als bester
Ansatz stellte sich die Vernetzung mittels UVA (370nm) und dem Photomediator
Riboflavin heraus, der dann in Pilotstudien klinisch untersucht wurde. Erst seit 2003 finden
sich klinische Beobachtungen in der Literatur, die durchweg ein Sistieren der Progression
von Keratektasien bis zu 2 Jahren nach der Quervernetzung belegen. In mehr als der Hilfte
der beschriebenen Fille findet sich sogar eine Umkehr der Progression. Auch werden
bisher keine Komplikationen beschrieben. Keratozyten gehen in einer Tiefe bis zu 320 um
unter wihrend das Hornhautendothel unbelasted erscheint. Zwei Berichte iiber den Einsatz
bei einschmelzenden Hornhautprozessen zeigen auf, dass die biochemische Wirkung der

Quervernetzung Einschmelzprozesse stoppen kann.

Zusammenfassung: Die gegenwirtige Datenlage zeigt, dass die Quervernetzung der
Hornhaut mittels UV A/Riboflavin komplikationsarm ist und ein Fortschreiten von
progressiven Keratektasien in vielen Fillen verhindern kann. Fiir eine klinisch sinnvolle

Indikations- und Kontraindikationsliste, aber auch fiir die Abschitzung der tatséchlichen
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Wirksambkeit, reichen die zurzeit vorliegenden Daten nicht aus. Multizentrische

prospektive Studien sind dringend angeraten.

Georg Thieme Verlag KG, Rudigerstral3e 14, 70469 Stuttgart, Germany



Page 5 of 40

Manuscript Submitted to Editorial Office of Klinische Monatsblatter fir Augenheilkunde

Background: The method of cross-linking of the cornea using riboflavin and ultraviolet
light (UV) has recently entered the phase of clinical evaluation. The purpose of this paper

is to review the current knowledge about corneal cross-linking.

Methods: The literature research (medline) using the key words “cross linking” and
“cornea” revealed 99 citations. Thirty-four of the 99 articles dealt with the topic and were

used for this review. Own not yet published data were also included.

Results: In a first phase (until 2003) different methods of cross-linking were
experimentally compared regarding efficacy and safety. As the most promising
compromise the use of UVA (365 nm) and riboflavin as a photomediator was tested in
pilot studies on human eyes with progressive keratoconus. In 2003, the first results of such
pilot studies were published. Surprisingly, not only a halt in progression was found but in
more than half of the eyes treated a regression towards a more regular cornea took place.
So far, no complications are reported. Keratocytes are killed up to 320 microns deep in the
stroma and the endothelium appears unaffected. Nine cases of therapy-refractory corneal
melting were treated by means of UV A/riboflavin cross-linking and in 8 of the 9 cases the

melting process was stopped.

Conclusions: In the current situation, we can state only that UV A/riboflavin cross-linking
of the keratoconus cornea leads in the majority of the cases to a halt of the progression and
complications seem to be rare. There is not enough data available to establish a list of

indications and contraindications. A potential clinical acceptance of the procedure requires

results of prospective controlled studies that are currently underway.
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Einfiihrung

Die Quervernetzung (engl. cross-linking, X-linking) ist Teil einer der dltesten
Kulturtechniken der Menschheit, des Gerbens. Dabei werden neue chemische Bindungen
innerhalb und zwischen den spannungstragenden Molekiilketten eines Bindegewebes
geschaffen und dadurch seine biomechanischen aber auch biochemischen Eigenschaften
verdndert. In den Materialwissenschaften werden Quervernetzungen seit langem zur
Aushirtung von Polymerwerkstoffen erfolgreich eingesetzt [8]. In der Humanmedizin fand
die Quervernetzung bisher nur vereinzelt Einsatz, zum Beispiel im HNO-Bereich [18, 38]

oder an den Herzklappen [23].

Mit zunehmendem Alter nimmt im Bindegewebe, zum Beispiel in der Hornhaut, die
natiirliche Quervernetzung zu [5, 6, 14, 27] und auch beim Diabetes findet sich eine
verstirkte Quervernetzung, die zum Teil fiir die diabetische Mikroangiopathie

verantwortlich gemacht wird [4, 35].

Industriell findet eine Vielzahl von Verfahren zur Quervernetzung Einsatz, die von
ionisierender Strahlung iiber nicht-enzymatischen chemische Reaktionen bis hin zur
enzymatischen Vernetzung reichen. Aus diesem Spektrum bietet sich an der Hornhaut die
Photopolymerisation an [41], da einerseits die Hornhaut optisch transparent und

andererseits an der Oberfldche des Korpers mit Licht gut zugénglich ist.

Eine biomechanische Verfestigung der Hornhaut ist wiinschenswert bei allen Formen der

Keratektasie, sei es der Keratokonus, die pelluzidale marginale Hornhautdegeneration oder

die iatrogene Keratektasie nach LASIK. Auch eine etwaige biochemische Verbesserung
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der Resistenz gegen katalytische Enzyme durch Quervernetzung kann vorteilhaft sein, zum

Beispiel bei therapierefraktiren Einschmelzungsvorgingen.

In dieser Arbeit soll ein Uberblick iiber den bisherigen Kenntnisstand der Quervernetzung

der Hornhaut gegeben werden.
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Verwendete Verfahren

In umfangreichen in vitro- aber auch Tierversuchen hat sich der Ansatz mit UV-Licht unter
Zuhilfenahme des Photomediators Riboflavin als sinnvoll herausgestellt [44, 45].
Riboflavin ist als Vitamin B2 von sich aus nichttoxisch und absorbiert Licht in 3 Banden
(Abb. 1): im fernen UV (unter 300 nm), im UVA (bei 370 nm) und im optischen Bereich
(blau, 440 nm). Bei der Absorption von Licht entstehen kurzlebige Sauerstoffradikale, die
dann die neuen Quervernetzungsbindungen induzieren. Von den 3 Absorptionsbanden
kommt das ferne UV weniger in Frage, da dessen Mutagenitit nachteilig sein kann [15].
Vom blauen Licht haben wir Abstand genommen, da bei ungeniigender Absorption im
vorderen Augenabschnitt der Blaulichtschaden in der Makula zu befiirchten ist [36].
Obwohl auch die die Wellenldnge um 370 nm nicht frei vom Risiko aktinischer Schiden
ist [7], wurden im weiteren Behandlungsparameter fiir die Kombination Riboflavin/lUVA

in Tierexperimenten gesucht, die zum zurzeit iiblichen Standardverfahren gefiihrt haben.

Standardverfahren

Zuerst wird unter Tropfaniésthesie in einem Areal mit dem Durchmesser 9 mm eine
vollstiandige oder teilweise Abrasio corneae durchgefiihrt. Das intakte Hornhautepithel
stellt ndmlich eine Diffusionsbarriere fiir Riboflavin dar. Danach wird bei liegendem
Patienten alle 3 Minuten fiir eine halbe Stunde 0,1%-ige Riboflavinlosung getropft
(Lidsperrer !). Diese Losung wurde durch Zumischung von 20% Dextran isoosmotisch
zum cornealen Stroma gemacht um unkontrollierte Quellung zu vermeiden. Danach wird
an der Spaltlampe mit Blaulicht sichergestellt, dass Riboflavin das Stroma durchdrungen

hat und in der Vorderkammer sichtbar ist. Mittels Ultraschallpachymetrie muss nun eine
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Mindestdicke von 400 pm gemessen werden um potentielle Endothelschdden
auszuschliessen. Sind dies Bedingungen erfiillt findet die UV-Bestrahlung mit einer
Leistungsdichte von 3 mW/cm? fiir weitere 30 Minuten statt. Wihrend dieser Zeit wird die
Hornhaut mit Riboflavinlésung und Lokalanésthetikum feucht gehalten. Am Ende wird die
Erosio mit Antibiotikumsalbe (z.B. Floxal) und evtl. einer Verbandslinse bis zum
Epithelschluss versorgt. Nach der Epithelheilung kann mit einem milden Steroid (z.B.

Fluorometholon) bis zum Abklingen des Reizzustandes nachbehandelt werden.

Verfahren ohne Erosio (C3-R)

Um die Probleme der Erosio corneae zu umgehen wurden Alternativen der
Riboflavinapplikation ohne Er6ffnung des Epithels vorgeschlagen [10]. Dabei konnte man
auf die Erfahrung mit der Fluorophotometrie zuriickgreifen, da Riboflavin und Fluorescein
ein dhnliches Molekulargewicht haben (Riboflavin: 376 g/mol, Fluorescein: 332 g/mol)
und beides unpolare organische Molekiile sind. Die Diffusionsbarriere soll durch 5%iges
Benzalkoniumchlorid und Tetracain aufgebrochen werden (S. Herekar, Priavision, San
Francisco, personliche Mitteilung) aber deren Einwirkzeit ist bisher nicht berichtet. Auch
eine hohere Riboflavinkonzentration der Tropflosung und veridnderte
Bestrahlungsparameter bei diesem Ansatz miissen noch diskutiert werden, da bisher keine
experimentell gesicherten Daten iiber die optimale Konzentration, Tropfzeit und
Bestrahlungsparameter in der Literatur vorgelegt wurden. Es ist zu befiirchten, dass mit
diesem Verfahren ein weitaus geringerer Vernetzungsgrad im Stroma erzielt wird (sieche

unten).
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Experimentelle Ergebnisse

Experimentelle Untersuchungen wurden beziiglich der Wirksamkeit der Quervernetzung,
der Optimierung der Parameter und der Nebenwirkungen der Quervernetzung

unternommen.

Wirkungen der Quervernetzung

Bereits 1997 zeigten Spoerl und Mitarbeiter an Schweinehornhiuten, dass mit der
Kombination von Riboflavin und UV-Licht eine signifikante Erhohung der Festigkeit der
Hornhaut moglich ist [44]. Der Effekt war ebenso stark wie bei einer Vernetzung mittels
einer 0,1%-igen Glutaraldehyd-Losung. Ein Vergleich mit anderen Methoden der
Quervernetzung zeigte, dass mit Glutaraldehyd- oder Karnovski-Losung aber auch mit
einfachen Zuckerldsungen ebensolche Verfestigungen erreicht werden konnen [45]. Um
mit Zuckerldsungen einen klinisch erwiinschten Effekt zu erzielen sind allerdings
Inkubationszeiten von 14 Tagen notig. Spiter legten Wollensak und Mitarbeiter genauere
Daten vor, wonach bei Einsatz von 0.1%iger Riboflavinlésung und einer 30 miniitigen
UV-Bestrahlung (I=3mW/cm?, A=370 nm) bei Schweinehornhiuten eine Verfestigung um
den Faktor 1,8, bei menschlichen Hornhauten um den Faktor 4,5 bewirkt wird [49].
Allerdings sind auch diese Werte nicht direkt auf die Klinik zu iibertragen, da bei den
Experimenten in den verwendeten Hornhautstreifen eine Riboflavinsittigung vorlag, wie

sie beim klinischen Verfahren nur in den obersten Schichten der Hornhaut erzielt wird.
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Die Frage der molekularen Lokalisation der Quervernetzung wurde durch eine weitere
Arbeit der Dresdener Arbeitsgruppe bearbeitet. Der Durchmesser der cornealen
Kollagenfibrillen nimmt nach der Quervernetzung um etwa 10% zu [54], was zeigt, dass
mit Bestimmtheit intrafibrilldr neue chemische Bindungen erzeugt werden. Ob zusétzlich
auch interfibrilldre Bindungen bei der klinischen Quervernetzung entstehen ist noch

unbekannt.

Die biochemische Stabilisierung der Hornhaut durch Quervernetzung war Gegenstand
einer Arbeit aus dem Jahre 2004 [47]. Dabei wurde Schweinehornhaut Enzymldsungen
(Pepsin, Trypsin, Kollagenase) ausgesetzt und die enzymatische Degradation des Gewebes
quantitativ festgehalten. Quervernetzte Hornhaut stellte sich hochsignifikant resistenter

gegeniiber enzymatischer Digestion heraus als unbehandelte Hornhaut.

Optimierung von Parametern

Die Auswahl der Wellenldnge des verwendeten UV-Lichtes zur Photopolymerisation der
Hornhaut fiel leicht. Sowohl die experimentellen Vergleiche der 3 Absorptionsbanden
[44,45] als auch die klinischen Betrachtungen (siehe oben) deuteten klar auf das relative
Absorptionsmaximum von Riboflavin bei 365 nm hin. Dariiber hinaus liegen in der
Literatur Daten vor, die zeigen, dass bei dieser Wellenlidnge eine Bestrahlung mit 3
mW/cm? fiir das Hornhautendothel nicht schédlich ist [31,37]. Zusétzlich stehen
mittlerweile industrielle LEDs (Light Emitting Diode) zur Verfiigung, die bei 370 nm

emittieren und damit wurde der apparative Aufwand geringer.
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Eine Bestrahlungszeit von 45 Minuten hitte zwar einen stirkeren Effekt gezeitigt [45],
jedoch reichten auch 30 Minuten schon aus um eine hochsignifikante Verfestigung zu
erzielen. Sollte es sich in Zukunft herausstellen, dass der X-linking-Effekt in Einzelféllen

nicht ausreichend ist, sollte eine ldngere Bestrahlungszeit in Betracht gezogen werden.

Die Flachendichte wurde mit 3mW/cm?2 so gewihlt, dass die Belastung des Endothels
durch die UV-Strahlung alleine mindestens einen Faktor 3 unter der zulédssigen

Bestrahlungsstirke liegt [43,48].

Urspriinglich wurde eine Einwirkungszeit des Riboflavins von nur 5 Minuten fiir
ausreichend erachtet um das vordere Stroma zu sittigen [46]. Jedoch zeigten
Modellrechnungen zur Diffusion des Riboflavins im Hornhautstroma, dass sich erst nach
30 Minuten ein fast linearer Konzentrationsgradient liber der Hornhautdicke einstellt (Abb.
2). Diese hohe Riboflavinkonzentration ist notwendig um einerseits eine tiefer reichende
Verfestigung zu ermdglichen und andererseits einen besseren Schutz fiir tiefere Schichten
(Endothel, Linse) zu erreichen, ein Nebeneffekt der den Namen ,,riboflavin-shielding*

erhielt [46].

Diese gesamte Parameteroptimierung geht allerdings von einem ungehinderten Eintritt des
Riboflavins in das Hornhautstroma aus, was bisher nur durch eine Abrasio corneae
bewerkstelligt werden kann. Fiir das Verfahren ohne Abrasio miissten die Parameter neu
evaluiert werden. Die Diffusion des Riboflavins im Stroma geschieht oberfldchenparallel
doppelt so schnell wie senkrecht zur Oberfiche [3], weshalb auch eine partielle Erosio mit
intakten Epithelinseln zur gleichen Riboflavinsittigung fiihrt (Abb 3). Der Epithelschluss

wird nach der partiellen Erosio in der Regel bereits am 2. postoperativen Tag erreicht.
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Nebenwirkungen und Komplikationen

Bei den friihen Tierexperimenten (Kaninchen) wurden ausser einer passageren
Hornhauttriibung keine Nebenwirkungen beobachtet [46]. Erst bei der histologischen
Aufarbeitung zeigte es sich, dass eine wesentliche Beeintrichtigung der Keratozyten aber
auch des Hornhautendothels bei der Quervernetzung entstehen kann. Als schddigender
Parameter ist dabei primér die Radikalformationsrate anzusehen, die im wesentlichen aus

dem Produkt ,,UV-Intensitéit x Riboflavinkonzentration* besteht.

Sowohl in vitro- als auch in vivo-Experimente zeigten, dass Keratozyten durch die UV-
Riboflavin Quervernetzung irreversibel geschddigt werden konnen. Bei der klinisch
verwendeten Bestrahlungsstirke von 3 mW/cm?2 findet eine Keratozytenapoptosis etwa
300 um tief statt [S5]. Dies entspricht einer lokalen Bestrahlungsdichte von 0,35 mW/cm?
was in guter Ubereinstimmung ist mit der Schiidigungsschwelle von 0,45 mW/cm? fiir
Keratozyten in Zellkulturen [56]. Wir miissen also davon ausgehen, dass bei der klinischen
Quervernetzung die Keratozyten in den dusseren 300 pm der Hornhaut untergehen. Dieser
Zellverlust entsteht hauptsachlich durch die erzeugten Radikale, da die
Schidigungsschwelle durch das UV-Licht alleine etwa 10 mal hoher, bei 4,5 mW/cmZ,

liegt.

Klinisch bedeutsamer als der Keratozytenverlust ist eine Schidigung des

Hornhautendothels einzuschitzen. Auch zu diesem Komplex wurden von Wollensak et al.

den Keratozytenexperimenten analoge Untersuchungen vorgelegt [50,51]. Unter
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Verwendung einer 0,025%-igen Riboflavinlosung wurde in der Zellkultur die
Schidigungsschwelle zu 0,3 mW/cm? bestimmt. Wieder lag die Schidigungsschwelle des
UVA alleine etwa 10-mal hoher. Unter Annahme der klinisch verwendeten Parameter und
eines linearen Konzentrationsgradienten von Riboflavin iiber der Hornhautdicke wird diese
schidigende Radikalformationsrate in einer Tiefe von 310 um erreicht. Ein 400 um von
der Hornhautoberfldche entferntes Endothel erfihrt eine Radikalformationsrate, die etwa

einen Faktor 2 unter der Schidigungsschwelle liegt.

Auch das Quellungsverhalten der Hornhaut kann mit der Quervernetzung beeinflusst
werden. Wollensak und Mitarbeiter zeigten, dass quervernetzte Hornhaut deutlich weniger
quillt [57], was von J. Hjordal et al. bereits 2006 berichtet wurde (Vortrag gehalten bei der

NOK, Kopenhagen, Juni, 2006).
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Klinische Ergebnisse

Klinische Ergebnisse, die wissenschaftlich akzeptabel sind, wurden bisher nur von
wenigen Arbeitsgruppen verdffentlicht. Leider sind die Langzeitbeobachtungen (> 5 Jahre)
der Dresdener Arbeitsgruppe bisher nur in Form einer Dissertation verfiigbar (E Spoerl,

personliche Mitteilung).

Die ersten klinisch verwertbaren Informationen wurden 2003 in Form einer
Beobachtungsstudie an 22 Patienten mit einer mittleren Beobachtungszeit von 23 Monaten
vorgestellt [52,54]. Bemerkenswert war hier die Tatsache, dass die Behandlung in allen
Fillen zu einem Halt der vorher dokumentierten Progression fiihrte und dariiber hinaus in
12 von 20 Fillen (60%) eine Reduktion der maximalen Hornhautbrechkraft um mehr als
eine Dioptrie erfolgte. Auch iiber eine mittlere Zunahme des Visus um mehr als eine
Dezimalzeile wurde berichtet. Weder die Transparenz der Hornhaut oder der Linse noch

die Endothelzellzahlen waren bei der letzten Kontrolle gegeniiber praoperativ veridndert.

Erst 2006 stellte die Arbeitsgruppe aus Siena Dreimonats-Daten vor [9], die mittels
cornealer Topographie an 10 Augen zeigten, dass sich bereits friithpostoperativ ein Trend
zur besseren Symmetrie der Hornhautoberflidche einstellt. Das nicht behandelte
Partnerauge zeigte eine signifikante Progression in 37% der Fille. Wieder wird iiber eine

Besserung des Visus berichtet.

Von unserer Arbeitsgruppe in Ziirich stammt eine Einjahres-Kontrolle mittels

Scheimpflug-Photographie [21], die den Regularisierungsprozess an der Hornhaut im

ersten postoperativen Jahr bestétigt (Abb. 4) und aufzeigt, dass dieser Prozess auch nach
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einem Jahr noch nicht abgeschlossen ist. Auffillig ist, dass dieser Prozess auch zum Teil
deutliche Verdnderungen der Refraktion in Richtung Myopie nach sich zieht. Eine
statistisch signifikante Visusverbesserung konnten wir im Gegensatz zu den Dresdener und

Siener Berichten nicht beobachten.

Ebenfalls aus Siena stammen die ersten Untersuchungen mittels konfokaler Mikroskopie
[28], die einerseits einen Verlust von Keratozyten nach einem Monat bis zu 320 um tief
belegten und andererseits die Wiederbesiedelung mit eingewanderten Keratozyten
innerhalb von 6 Monaten zeigen konnten. In der konfokalen Mikroskopie werden
Keratozyten iiber die optische Reflektivitit ihrer Zellkerne nachgewiesen und es ist zur
Zeit noch nicht gesichert, ob die Quervernetzung tatsdchlich zum totalen Zelluntergang
fiihrt oder nicht doch nur zur Verdanderung der optischen Eigenschaften der Keratozyten
(R. Guthoff, personliche Mitteilung, Halle, 2007). In der gleichen Arbeit wird berichtet,
dass in den konfokal- mikroskopischen Aufnahmen eine Veridnderung des

Hornhautendothels nicht sichtbar war in Bezug auf Zelldichte und Zellmorphometrie.

Bei Patienten, bei denen die Quervernetzung ohne Epithelabrasio durchgefiihrt wurde,
zeigt die konfokale Mikroskopie ein gédnzlich anderes Keratozytenverhalten (Abb. 5).
Bereits nach einem Monat findet sich unmittelbar unter der Bowmanschen Schicht ein
normales Muster, was belegt, dass die Keratozyten bei dieser Behandlungsform nicht
beschidigt werden. Da die Schidigung der Keratozyten iiber die erzeugten freien Radikale
geschieht, ist andererseits aber auch anzunehmen, dass bei dieser Behandlung auch

weniger cross-links entstehen.
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Die erste Quervernetzung einer Hornhaut mit iatrogener Keratektasie nach LASIK wurde
von Kohlhaas in Dresden [25] durchgefiihrt. Wihrend in diesem ersten Fall nur eine
Stabilisierung eintrat, finden sich in anderen Berichten zum Teil deutliche Regressionen

der Keratektasie [19] (Abb. 6).

In der Literatur zeichnen sich nun auch die ersten Berichte von Kombinationen der
Quervernetzung mit anderen Verfahren ab. Eine gleichzeitige Verwendung von
intrastromalen Ringen beim Keratokonus und Quervernetzung scheint bessere Ergebnisse

zu zeitigen als bei Verwendung von Ringen alleine [10].

Einschmelzende Hornhautprozesse sind eine gefiirchtete Komplikation bei infektiosen
Keratitiden (z.B. Pseudomonas) [29], kommen aber auch isoliert bei rheumatischen
Erkrankungen in Folge von Mikrotraumata vor [32]. Schnitzler und Mitarbeiter konnten in
3 von 4 Fillen von nicht-infektiosen Hornhauteinschmelzungen mittels Quervernetzung
die weitere Progression verhindern [40]. Auch bei infektbedingten Einschmelzungen ist die

Quervernetzung wirksam, was Iseli und Mitarbeiter berichten [22].
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Diskussion

In einigen der Publikationen, insbesondere solchen, die an Kliniker gerichtet sind, wird die
Quervernetzung als ,,safe and effective® deklariert. Dies ist zum gegenwaértigen Zeitpunkt
sicher noch eine Ubertreibung, obwohl die vorliegenden Daten nahe legen, dass das
Verfahren komplikationsarm und auch in vielen Féllen wirksam eine weitere Progression
der Keratektasie zu verhindern vermag. Nach den FDA-Richtlinien ist ein Verfahren dann
,»safe*, wenn in prospektiven kontrollierten Studien die Komplikationsrate unter 5% bzw.
2% liegt. Um eine solche Feststellung zu treffen ist rein mathematisch eine
Stichprobengrosse von n = 100 bzw. n = 250 notwendig [39]. Die Gesamtzahl aller bisher
publizierten Fille liegt aber noch unter 100, ganz zu schweigen davon, dass ein nicht
einheitliches Studienprotokoll diesen Studien zugrunde liegt. Es besteht daher ein Bedarf
fiir eine oder mehrere prospektive Studien, einerseits um seltene Komplikationen zu
erfassen, andererseits aber auch um Indikationslisten zu erstellen und zu bewerten. Zum
Beispiel wissen wir bis heute nicht ob die Hornhaut jiingerer Patienten besser zu
stabilisieren ist als die von &lteren Patienten, die schon iiber eine altersentsprechend
stiarkere natiirliche Quervernetzung verfiigen. Oder: Ist die Reaktion einer pelluzidalen
marginalen Hornhautdegeneration gleich der beim Keratokonus? Wie geht die

Keratokonusstufe in das zu erwartende Ergebnis ein?

Gegenwiirtig ist eine einheitliche Theorie zur Atiologie der Keratektasie nicht bekannt.
Eine Reihe von Erkenntnissen deuten jedoch darauf hin, dass einerseits biochemische
Prozesse [34] (z.B. Metallproteinasen, Kollagenasen) am Geschehen ebenso beteiligt sind
wie eine verdanderte Struktur der extrazelluldren Matrix [33] und der Zelluntergang bei

Keratozyten [24]. Gesichert ist, dass die Keratokonushornhaut iiber eine etwa 50%
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niedrigere Festigkeit verfiigt als die normale Hornhaut [2,15]. Ob diese mangelnde
Festigkeit Folge oder Ursache der Keratektasieprozesse ist erscheint unklar. Bei der
Quervernetzung wird im vorderen Stroma beides, die Rigiditdt und die Resistenz des
Kollagens gegeniiber katalytischen Enzymen, erhoht. Nicht bekannt ist, welche dieser
Wirkungen die Dominierende bei der Verhinderung weiterer Progression der Keratektasie

ist.

Die Progression der Keratektasie verlduft bei Patienten unter 20 Jahren oft fulminant und
verlangsamt sich mit zunehmendem Alter. Gleichzeitig nimmt die Quervernetzung in der
Hornhaut und ihre Festigkeit mit dem Alter zu [16] und so liegt es nahe den
Quervernetzungsgrad fiir die Verlangsamung der Progression mit zunehmendem Alter
verantwortlich zu machen. So gesehen nimmt die therapeutische Quervernetzung eine
natiirliche Alterung der Hornhaut beziiglich ihrer Festigkeit vorweg. Auch vom Diabetes
scheint eine protektive Wirkung gegen Keratektasie auszugehen [26,42], wofiir wiederum
eine erhohte Quervernetzung des Bindegewebes beim Diabetiker verantwortlich gemacht
wird. Im arabischen Raum wird Honig topisch bei Hornhauterkrankungen eingesetzt (Al-
Rajhi A, King Khaled Eye Spezialist Hospital, Riad, Saudi Arabien, personliche Mitteilung
2007), eine Therapie, die vor dem Hintergrund der experimentell nachgewiesenen

Quervernetzung der Hornhaut durch Zucker in einem neuen Licht erscheint.

Urspriinglich entwickelten wir die Quervernetzung mit dem Ziel die Progression der
Keratektasie ,,einzufrieren®. Umso iiberraschter waren wir festzustellen, dass dariiber
hinaus es sowohl bei der natiirlichen als auch bei der iatrogenen Keratektasie in mehr als
der Hilfte der Fille zu einer ,,Regression kommt. Der Mechanismus dieser optischen

Homogenisierung der Hornhaut und seine Dauer sind unbekannt, jedoch kann er erhebliche
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Refraktionsdnderungen bei Sphire ebenso wie beim Zylinder induzieren. In diesem
Zusammenhang muss auch die nachfolgende optische Rehabilitierung diskutiert werden.
Bereits einen Monat nach der Quervernetzung konnen optische Hilfsmittel, Brille ebenso
wie Kontaktlinse, verschrieben werden, allerdings mit der Massgabe, dass sich die Werte
im Laufe der nidchsten Monate noch verdndern konnen. Eine verschiedentlich
vorgeschlagene topographie-gefiihrte PRK zur optischen Homogenisierung der
Hornhautform nach der Quervernetzung (z.B. Kanellopoulos AJ, Kurs 498, American
Academy of Ophthalmology, Las Vegas, 20006) ist daher in doppelter Hinsicht als
problematisch einzuschitzen: einerseits dndert sich die Hornhautform noch mindestens ein
Jahr nach der Quervernetzung und andererseits wird der Teil der Hornhaut, der die grosste
Festigkeit aufweist, die Bowmansche Schicht und das quervernetzte vordere Stroma
teilweise entfernt und damit die wiedergewonnene biomechanische Stabilitét riskiert. Der
Einsatz von intrastromalen Ringen zur Stabilisierung der Keratokonushornhaut erfreut sich
seit einigen Jahren zunehmender Beliebtheit [12]. Erst vor kurzem zeigten Alio und
Mitarbeiter jedoch, dass die Progression des Keratokonus durch intrastromale Ringe nicht
aufgehalten wird [1], wodurch dem intrastromalen Ring nur noch die Rolle eines Mittels
zur optischen Rehabilitation der Keratokonushornhaut bei Kontaktlinsenintoleranz
zukommt. In wieweit eine Kombination mit der cornealen Quervernetzung klinisch

sinnvoll ist miissen weitere Studien zeigen.

Bei der Sicherheit der Quervernetzung stehen Keratozyten und das Hornhautendothel im
Blickpunkt. Die Belastung intraokularer Strukturen wie Iris, Linse und Retina durch noch
durchdringendes UV-Licht ist unkritisch, da die Restintensitidten zum Teil
Grossenordnungen unter den Schiadigungsschwellen liegen [48]. Ein partieller

Keratozytenverlust ist auch nach anderen Eingriffen bekannt, z.B. nach PRK und LASIK
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[20], und fiihrte auch dort nicht zu klinischen Problemen. Die angeblich problemlose
Wiederbesiedelung mit Keratozyten steht allerdings im Gegensatz zu einer neuerdings
berichteten verminderten Keratozytendichte lange Zeit nach PRK [17]. Da die
Keratozytenapoptosis mit der Genese der Keratektasie in Verbindung gebracht wird [24]
sind weiterfithrende Kontrollen der Keratozytendichte iiber Jahre nach der Quervernetzung
angeraten. Die Mutagenitit der UV A-Behandlung wurde iiber DNA-Schiden und
Chromosomenaberrationen mit und ohne Riboflavin in Mausfibrozytenkulturen belegt [7].
Dieser Nachweis ist allerdings so nicht auf die Hornhaut zu iibertragen, da, im Gegensatz
zu Fibrozyten, sich auch schon bei normalen humanen Keratozyten in bis zu 30% der
Zellen Chromosomenaberrationen finden [30], und betroffene Keratozyten im Bereich der
Radikalformation der vorderen Hornhaut ohnehin untergehen. Die vorgeschlagene
Schutzwirkung von Vitamin C kommt in der Klinik nicht in Frage, da Vitamin C als
Radikalfédnger in der Hornhaut wohl auch die Quervernetzung reduzieren wiirde.
Andererseits liegt im Kammerwasser schon eine hohe Konzentration von Ascorbat
physiologisch vor [11] und damit sind intraokulare Strukturen zusétzlich vor eventuell in

der Vorderkammer entstehenden Radikalen geschiitzt.

Ungleich kritischer ist der Schutz des Hornhautendothels zu betrachten, bedingt durch die
essentielle Rolle, die es bei der Transparenz der Kornea spielt, und das dusserst geringe
Reproduktionspotential, das humanes Hornhautendothel in situ hat. Bei der zurzeit klinisch
verwendeten Parameterkonstellation (I = 3 mW/cmz, Cribo = 0,1%) ist die
Schidigungsschwelle etwa 310 um hinter der Hornhautoberfédche erreicht. Dieser Wert ist
abhéngig von der Bestrahlungsstirke und der Riboflavinkonzentration und bereits eine
Erhéhung der Bestrahlungsstiirke von 3 auf 4 mW/cm? verschiebt die Schidigungsschwelle

um etwa 50 um nach hinten [55]. Dies stellt besondere Anforderungen an die Optik des
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Bestrahlungssystems, bei dem es keine ,,hot spots* geben und eine Variation des
Bestrahlungsabstandes nicht zur Erh6hung der Bestrahlungsstérke fiihren darf. Die
Riboflavinkonzentration ist ebenfalls kritisch beziiglich zu hoher und zu geringer Werte:
bei zu geringer Konzentration ist das ,,riboflavin shielding® geringer, bei zu hoher
Konzentration nimmt die Radikalformationsrate zu. Es mag durchaus sein, dass nach
Vorliegen eines geeigneten theoretischen Modells die Parameter Bestrahlungsstirke und
Riboflavinkonzentration fiir eine vorher gemessene Hornhautdicke individuell angepasst
werden konnen. Bis zum Vorliegen eines solchen experimentell gepriiften Modells jedoch
sollten die jetzt verwendeten Parameter nicht verdndert werden um die grosstmogliche
Sicherheit fiir das Endothel zu gewéhrleisten. Vor diesem Hintergrund ist es auch dringend
geraten fiir das Verfahren ohne Epithelabrasio die Parameteroptimierung experimentell zu
erstellen und in sorgfiltig geplanten vergleichenden Studien zu priifen, ob die reduzierte
Quervernetzung ausreicht um die Hornhaut biomechanisch/biochemisch dauerhaft zu

stabilisieren.

Zusammenfassend stellt die Quervernetzung der Hornhaut ein Verfahren dar, bei dem es
zum ersten Mal gelungen ist die Progression von Keratektasien anzuhalten und bei etwa
der Hilfte der Fille sogar umzukehren. Allerdings fehlen zurzeit noch wesentliche
Voraussetzungen fiir eine wissenschaftliche Anerkennung: Kontraindikationen und
Komplikationsraten sind noch nicht bekannt und Langzeiterfahrungen sind noch nicht

geniigend dokumentiert.
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Legenden

Abbildung 1
Absorptionsspektrum von Riboflavin. Neben dem relativen Absorptionsmaximum bei 370

nm liegen noch Absorptionsbanden bei 440 nm (blau) und unter 300 nm (fernes UV) vor.

Abbildung 2

Riboflavinkonzentration in der Hornhaut als Funktion der Einwirkzeit. Die stromale
Riboflavinkonzentration fillt nach einer Einwirkzeit von 5 Minuten schon nach 100 um
stark ab, wihrend sich nach 30 Minuten ein nahezu linearer Konzentrationsgradient

ausgebildet hat (die Daten stammen von Prof. Dr. Spoerl, Dresden).

Abbildung 3
Hornhaut nach partieller Abrasio corneae und 30 miniitiger Riboflavineinwirkung. Da die
oberfldchenparallele Diffusion des Riboflavins doppelt so schnell wie die Diffusion in die

Tiefe ist bildet sich eine homogene Gelbfirbung aus.

Abbildung 4

Keratokonusindex (Pentacam) im ersten Jahr nach Quervernetzung. Nach 6 und 12
Monaten ist die Reduktion des Keratokonusindex statistisch signifikant kleiner als
prdoperativ (n=30, p<0.05). Eine Keratokonusindex von 1,0 beschreibt eine normale

Hornhaut.

Abbildung 5
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Konfokale Mikroskopie 1 Monat nach X-linking. Abb. 5a zeigt eine typische Aufnahme
der Hornhautstromas nach Quervernetzung mit Erosio corneae etwa 25 pm tief unter der
Bowmanschicht: die Keratozytenkerne sind nicht mehr auffindbar was als Zelluntergang
interpretiert wird. Bei Quervernetzung mit intaktem Epithel finden sich 1 Monat danach in

25 um Tiefe Keratozytenkerne in physiologischer Haufigkeit und Erscheinungsbild.

Abbildung 6

Regression der iatrogenen Keratektasie nach LASIK. Die Pentacam-Aufnahmen zeigen
rechtes und linkes Auge mit progressiver Keratektasie nach LASIK. Das nichtdominate
rechte Auge wurde am 21.4.2005 mit Quervernetzung behandelt. Fiinf Monate spiter zeigt
sich eine deutliche Regression beim behandelten Auge, wihrend beim unbehandelten

linken Auge die Keratektasie eher zunahm.
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Abbildung 1 Absorptionsspektrum von Riboflavin. Neben dem relativen
Absorptionsmaximum bei 370 nm liegen noch Absorptionsbanden bei 440 nm (blau) und
unter 300 nm (fernes UV) vor.
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Abbildung 2 Riboflavinkonzentration in der Hornhaut als Funktion der Einwirkzeit. Die
stromale Riboflavinkonzentration fdllt nach einer Einwirkzeit von 5 Minuten schon nach
100 pm stark ab, wahrend sich nach 30 Minuten ein nahezu linearer
Konzentrationsgradient ausgebildet hat (die Daten stammen von Prof. Dr. Spoerl,
Dresden).
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Abbildung 3 Hornhaut nach partieller Abrasio corneae und 30 miniitiger

34 Riboflavineinwirkung. Da die oberflachenparallele Diffusion des Riboflavins doppelt so
35 schnell wie die Diffusion in die Tiefe ist bildet sich eine homogene Gelbfarbung aus.
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Abbildung 4 Keratokonusindex (Pentacam) im ersten Jahr nach Quervernetzung. Nach 6
und 12 Monaten ist die Reduktion des Keratokonusindex statistisch signifikant kleiner als
praoperativ (n=30, p<0.05). Eine Keratokonusindex von 1,0 beschreibt eine normale

Hornhaut.
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Abbildung 5 Konfokale Mikroskopie 1 Monat nach X-linking. Abb. 5a zeigt eine typische
Aufnahme der Hornhautstromas nach Quervernetzung mit Erosio corneae etwa 25 pm tief
unter der Bowmanschicht: die Keratozytenkerne sind nicht mehr auffindbar was als
Zelluntergang interpretiert wird. Bei Quervernetzung mit intaktem Epithel finden sich 1
Monat danach in 25 pym Tiefe Keratozytenkerne in physiologischer Haufigkeit und
Erscheinungsbild.
205x203mm (96 x 96 DPI)
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Abbildung 6 Regression der iatrogenen Keratektasie nach LASIK. Die Pentacam-
Aufnahmen zeigen rechtes und linkes Auge mit progressiver Keratektasie nach LASIK.
Das nichtdominate rechte Auge wurde am 21.4.2005 mit Quervernetzung behandelt. Fiinf
Monate spater zeigt sich eine deutliche Regression beim behandelten Auge, wahrend
beim unbehandelten linken Auge die Keratektasie eher zunahm.
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