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1 Zusammenfassung 

Die Fuchs-Endotheldystrophie (FED) ist eine bilaterale Erkrankung des 

Hornhautendothels. Sie stellt die häufigste Indikation zur Durchführung von Hornhaut-

Transplantationen in Deutschland und weltweit dar. (Flockerzi et al., 2018; Heinzelmann, 

Böhringer, Eberwein, Reinhard, & Maier, 2016; Lang, Bischoff, Böhringer, Seitz, & 

Reinhard, 2014) Das gesunde Endothel besteht aus einer einlagigen Zellschicht 

hexagonaler Zellen. (Elhalis, Azizi, & Jurkunas, 2010) Eine Schlüsselfunktion des 

Endothels liegt im Erhalt des cornealen Hydratations-Gleichgewichtes und damit der 

Sicherstellung der optischen Transparenz der Cornea. Charakterisiert ist die FED durch 

den beschleunigten Verlust von (humanen) cornealen Endothelzellen (HCEC) und die 

vermehrte subendotheliale Ablagerung von extrazellulärer Matrix. (Hoppenreijs, Pels, 

Vrensen, Oosting, & Treffers, 1992; Laing, Sanstrom, Berrospi, & Leibowitz, 1976; 

Matsubara & Tanishima, 1983; C. Murphy, Alvarado, Juster, & Maglio, 1984) Die 

verbliebenen und gestressten HCEC sezernieren eine veränderte Matrix, welche zu 

Verdickungen der Descemet Membran mit Ausbildung tropfenförmiger Protrusionen, den 

sogenannten Guttae, führen. (Elhalis et al., 2010; G. O. Waring, 3rd, Rodrigues, & 

Laibson, 1978) Guttae stellen das pathognomonische Zeichen der FED dar. (Eghrari, 

Riazuddin, & Gottsch, 2015) 

Minimalinvasive Hornhauttransplantationen, bei denen selektiv einzelne Schichten der 

Hornhaut ersetzt werden, sind aktuell die gängige Therapieoption zur Behandlung der 

FED. (Borkar, Veldman, & Colby, 2016) Bei FED-Patienten erfolgt in der Regel eine 

Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty (DMEK). (B. Bachmann, Schaub, & 

Cursiefen, 2016)  

In Tissue Micro Array-Untersuchungen konnte in HCEC von FED-Patienten eine erhöhte 

Expression der Zellzyklusinhibitoren p16 (Synonym: CDKN2A/INK4a) und p21 

(Synonym: CDKN1A/Cip1/WAF1/Sdi1/Cap20) festgestellt werden. (Matthaei et al., 

2013) In dieser Arbeit wurde die Expression von p16 sowie p21 im Rahmen der FED 

näher untersucht. Die Untersuchung erfolgte an Descemet Membran Endothel-

Komplexen (DEK), welche zu Flachpräparaten aufbereitet wurden. Es erfolgte eine 

indirekte Immunfluoreszenz-Färbung des gesamten DEK, sodass eine differenzierte 

Analyse der einzelnen Bereiche möglich war. Elementarer Bestandteil der Arbeit war die 

vergleichende Betrachtung des Zentrums im Vergleich zur Peripherie. Es wurde die 

Hypothese untersucht, ob eine erhöhte Expression von p16/p21 im FED-DEK 
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nachzuweisen war sowie ob diese erhöhten Expressionslevel im Zentrum der FED-DEK 

lagen.  

Die Analyse der Immunlokalisation der p16-Expression zeigte bei den FED-DEK eine 

signifikant (p=<0,0001) häufigere stark ausgeprägte Expression im Zentrum, verglichen 

zur Peripherie. Die erhöhte Expression erscheint mit der Seneszenz im Rahmen der 

Pathogenese der FED vereinbar, wie dies auch durch Matthaei et al bereits beschrieben 

wurde. (Matthaei et al., 2013) Die starke Expression von p16 war vor allem im 

zytoplasmatischem Raum der HCEC zu finden. Die Immunlokalisation der p21 

Expression zeigte keine signifikanten Unterschiede im Vergleich des Zentrums zur 

Peripherie. In den FED-DEK konnte p21 in rein zytoplasmatischer Expression 

nachgewiesen werden. 

Die Resultate dieser Arbeit geben weitere Hinweise darauf, dass die erhöhte Expression 

von p16 im Zentrum des DEK-Komplexes mit den pathologischen Veränderungen durch 

die FED einhergeht und die seneszenten Zellen bei der FED insbesondere im Zentrum 

des Endothels zu finden sind. Diese ersten Ergebnisse bedürfen weiterführender 

Untersuchungen in größeren Kollektiven. 
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2 Einleitung 
2.1 Physiologische Grundlagen und Anatomie 

2.1.1 Aufbau der Cornea 

Die Hornhaut (Cornea) ist das „klare Fenster“ des Auges. Die durchschnittliche gesunde 

Cornea eines Erwachsenen hat einen horizontalen Durchmesser von 11,5 bis 12mm 

(Rufer, Schroder, & Erb, 2005) sowie einen vertikalen Durchmesser von circa 10mm. 

Die Dicke liegt bei circa 500µm im Zentrum und nimmt zum Rand hin zu. (DelMonte & 

Kim, 2011) 

 

Die Cornea lässt sich in fünf Schichten untergliedern (Abbildung 2). Von anterior nach 

posterior betrachtet ist das Epithel mit einer Tiefe von 40 bis 50µm die erste Schicht. 

(Farjo, McDermott, & Soong, 2009) Die nächste abgrenzbare Struktur ist die Bowman-

Membran. Diese ist keine Membran im eigentlichen Sinne, sondern ein zellfreies 

Kondensat, welches die vordere Begrenzung des nachfolgenden Stromas darstellt. Die 

durchschnittliche Tiefe beträgt circa 15µm. Die Bowman-Membran unterstützt bei der 

Formerhaltung der Cornea. Das Stroma bildet mit 400 bis 425µm Dicke die größte 

Schicht innerhalb der Cornea. Es setzt sich aus 200 bis 250 einzelnen Lamellen 

zusammen. (Maurice, 1970) Zum Augeninneren schließt sich die circa 10µm dicke 

Descemet Membran an, welche als Basalmembran des abschließenden circa 4µm 

dicken Endothels fungiert. (DelMonte & Kim, 2011) Die Endothelfunktion wird 

nachfolgend ausführlich erläutert. 

 

 

Abbildung 1) a) Schematische Frontalansicht auf das Auge b) Schematischer Querschnitt der Cornea 
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2.1.2 Das gesunde corneale Endothel  

Das gesunde Endothel besteht aus einer einlagigen Zellschicht hexagonaler Zellen 

(Abbildung 3). (Elhalis et al., 2010) Eine Schlüsselfunktion des Endothels liegt im Erhalt 

des cornealen Hydratations-Gleichgewichtes und damit der Sicherstellung der optischen 

Transparenz der Cornea. Dies gelingt über eine Barriere- und Pumpfunktion, (Barfort & 

Maurice, 1974; Maurice, 1972) bei der die (humanen) cornealen Endothelzellen (HCEC) 

Ionen bzw. eingedrungenes Wasser aktiv (via Na/K-ATPasen) zurück in die 

Vorderkammer des Auges transportieren. Auf diese Weise wird ein dynamisches 

Gleichgewicht zwischen einer relativen Dehydratation und Schwellung durch Ödem-

Bildung aufrechterhalten. (Tuft & Coster, 1990) Die Endothelzellzahl nimmt unter 

physiologischen Bedingungen im Erwachsenenalter mit einer Rate von ungefähr 0,6% 

pro Jahr ab. (Bourne, Nelson, & Hodge, 1997; C. Murphy et al., 1984) Die Zelldichte liegt 

im 2. Lebensjahrzehnt bei circa 3000 bis 4000 Zellen/mm² und nimmt bis zum 8. 

Lebensjahrzehnt auf circa 2600 Zellen/mm² ab. (Yee, Matsuda, Schultz, & Edelhauser, 

1985)  

Abbildung 2) Querschnitt durch die Cornea mit Darstellung der einzelnen Schichten. (1) Epithel, (2) 
Bowman-Membran, (3) Stroma, (4) Descemet Membran, (5) Endothel. 
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2.2 Die Fuchs-Endotheldystrophie 

Die Fuchs-Endotheldystrophie (FED) ist eine bilaterale Erkrankung des 

Hornhautendothels. Sie wurde erstmals 1910 durch Ernst Fuchs beschrieben und nach 

ihm benannt. (Fuchs, 1910) Sie stellt die häufigste Indikation zur Durchführung von 

Hornhaut-Transplantationen in Deutschland und weltweit dar. (Flockerzi et al., 2018; 

Heinzelmann et al., 2016; Lang et al., 2014) Die FED betrifft in den frühen Stadien 

typischerweise die zentrale Cornea und breitet sich über die folgenden Jahrzehnte nach 

peripher aus. (Eghrari et al., 2015) Charakterisiert ist die FED durch den beschleunigten 

Verlust von HCEC und die vermehrte subendotheliale Ablagerung von extrazellulärer 

Matrix. Der durch den Verlust der HCEC freiwerdende Raum wird durch die Expansion 

benachbarter Zellen gefüllt (Hoppenreijs et al., 1992; Laing et al., 1976; Matsubara & 

Tanishima, 1983; C. Murphy et al., 1984) und führt zum Verlust der hexagonalen Zell-

Morphologie sowie der einheitlichen Größe der Zellen (Abbildung 3). (Adamis, Filatov, 

Tripathi, & Tripathi, 1993; Iwamoto & Devoe, 1971; G. O. Waring, 3rd et al., 1978) Es 

zeigt sich nun stattdessen ein Pleomorphismus mit variabel geformten Zellen sowie ein 

Polymegathismus mit unterschiedlich großen Zellen. (Alomar, Al-Aqaba, Gray, Lowe, & 

Dua, 2011; Bourne, Johnson, & Campbell, 1982) 

Die verbliebenen und gestressten HCEC sezernieren eine veränderte Matrix, welche zu 

Verdickungen der Descemet Membran mit Ausbildung tropfenförmiger Protrusionen, den 

sogenannten Guttae, führen. (Elhalis et al., 2010; G. O. Waring, 3rd et al., 1978) Guttae 

stellen das pathognomonische Zeichen der FED dar. (Eghrari et al., 2015) Die Präsenz 

von Guttae korreliert proportional mit dem Verlust und der Dysfunktion der HCEC. Die 

endotheliale Dysfunktion führt wiederum zur Entwicklung eines cornealen Ödems. 

Abbildung 3) Hexagon-Struktur der Endothelzellen. Links: DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol)- (Zellkern) 
und ZO-1-Färbung (Zellmembran). Rechts schematische Darstellung.  
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(Eghrari et al., 2015) Guttae treten zunächst zentral und erst im weiteren Verlauf der 

Erkrankung in der Peripherie auf. (Adamis et al., 1993)  

Wenn die Anzahl der Endothelzellen unter die Schwelle von 300 bis 500 Zellen pro mm² 

(He et al., 2011) absinkt, schwillt die Cornea an. Durch einen zunehmenden 

Flüssigkeitseintritt kommt es zu einem Ödem mit Visus-Einschränkungen. (Elhalis et al., 

2010; G. O. Waring, 3rd et al., 1978) 

Der klinische Verlauf der FED erstreckt sich in der Regel über mehrere Jahrzehnte, 

wobei der Beginn der Erkrankung etwa im 2. Lebensjahrzehnt liegt und klinische 

Beschwerden meist im 4. bis 5. Lebensjahrzehnt auftreten. (Elhalis et al., 2010; G. O. 

Waring, 3rd et al., 1978) Initial klagen die Patienten über verschwommenes Sehen, vor 

allem in den Morgenstunden. Im weiteren Verlauf treten verstärkte Blendung durch 

Lichtquellen sowie Schmerzen auf. Bei weit fortgeschrittener Erkrankung kann diese bis 

zur Erblindung führen. (Elhalis et al., 2010; G. R. Waring, MM; Laibson, PR, 1984; 

Weisenthal, 1997)  

2.3 Therapie der Fuchs-Endotheldystrophie 

Bislang besteht die einzige etablierte kurative Therapie der FED in der Hornhaut-

Transplantation (Keratoplastik). Bei der Keratoplastik wird das erkrankte Cornea-

Gewebe entfernt und durch gesundes Gewebe von Organspendern ersetzt. Die erste 

erfolgreiche Keratoplastik am Menschen wurde im Jahr 1905 durch Konrad Eduard Zirm 

durchgeführt. (Zirm, 1906) Über die folgenden Jahrzehnte erfolgte die Hornhaut-

Transplantation als perforierende Keratoplastik, bei der sämtliche Hornhautschichten 

transplantiert wurden. Minimalinvasive Hornhauttransplantationen, bei denen selektiv 

einzelne Schichten der Hornhaut ersetzt werden, sind aktuell die gängige Therapieoption 

zur Behandlung der FED. (Borkar et al., 2016) Bei FED-Patienten erfolgt in der Regel 

eine Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty (DMEK). (B. Bachmann, Schaub, & 

Cursiefen, 2016)  

2.3.1 Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty (DMEK) 

Bei der DMEK wird das erkrankte Endothel gemeinsam mit der angrenzenden Descemet 

Membran entfernt und durch gesundes Endothel und Descemet Membran von 

Organspendern ersetzt. (Cursiefen & Kruse, 2010; Melles, Wijdh, & Nieuwendaal, 2004) 

Das Transplantat aus Endothel und Descemet Membran hat eine Dicke von weniger als 

20μm. (Matthaei, Bachmann, Siebelmann, & Cursiefen, 2018) Im Rahmen der Operation 
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wird das empfindliche Transplantat durch eine modifizierte „NO-TOUCH“-Technik 

berührungsarm behandelt. (Dapena et al., 2011; Kruse et al., 2011) Der erste Schritt der 

DMEK besteht in der Präparation des Transplantates. (Heindl et al., 2011) Hierbei wird 

in mehreren Schritten mittels Trepanation sowie sukzessiver Präparation mit 2 Pinzetten 

ein in der Regel 8mm durchmessendes Transplantat vorbereitet. Um die intraoperative 

Orientierung zu erleichtern und die Ausrichtung des Transplantates kontrollieren zu 

können, kann die Anlage von 3 randständigen Markierungen mittels kleinem Trepan 

erfolgen. (B. O. Bachmann, Laaser, Cursiefen, & Kruse, 2010) Das Transplantat formt 

spontan eine Rolle mit nach Außen weisendem Endothel. Das aufgerollte Transplantat 

wird nun in eine Kartusche eingeführt und anschließend in der Kartusche einliegend in 

einen Intraokularlinsen-Injektor überführt. Nun erfolgt die Anlage der operativen 

Zugänge zur Vorderkammer des Auges. Hierzu werden nasal und temporal jeweils 

Einschnitte (Parazentesen) in die seitliche Cornea vorgenommen sowie oben ein 2,5mm 

breiter Tunnelschnitt angelegt. Für den nächsten Schritt wird die Vorderkammer des 

Auges mit Luft gefüllt. Die Descemet Membran (des Patientenauges) wird mit einem 

speziellen Haken (Price-Haken) markiert und anschließend abgezogen. Das abgelöste 

Gewebe wird über den Tunnelschnitt aus dem Auge entfernt und anschließend auch die 

Luft aus der Vorderkammer des Auges abgelassen. Anschließend wird das Transplantat 

über den Tunnelschnitt mit dem Injektor in die Vorderkammer des Auges eingegeben. 

Um die Entfaltung des eingerollten Transplantates zu erleichtern, wird der 

Flüssigkeitsstand der Vorderkammer bei Bedarf variiert und ggf. eine kleine Luftblase 

zwischen Transplantat und Patienten-Cornea eingebracht. Anschließend kann das 

Transplantat in der Vorderkammer entfaltet werden. Dies erfolgt in der Regel durch 

vorsichtiges Klopfen mit einer Kanüle auf die äußere Hornhaut. Wenn die korrekte Lage 

des Transplantates bestätigt ist, wird eine Luftblase zwischen Empfänger-Iris und 

Spender-Endothel in die Vorderkammer eingebracht und das Transplantat (bei 

Rückenlage des Patienten) so an der Hornhaut-Rückseite des Empfängers fixiert. Final 

wird die Vorderkammer mit einem speziellen Gas (20% Schwefelhexafluorid (SF6-Gas)) 

gefüllt und anschließend der Augeninnendruck mittels Tonometrie überprüft. Das 

beschriebene Vorgehen entspricht der bewährten Praxis am Zentrum für 

Augenheilkunde der Universitätsklinik Köln und in der Literatur sind zahlreiche 

Operateur- und Zentrum-spezifische Modifikationen des Verfahrens beschrieben. 

(Matthaei et al., 2018)  
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2.3.2 Descemetorhexis without endothelial Keratoplasty (DWEK) 

Bei der in der klinischen Praxis wenig angewendeten und in der Klinik noch nicht vollends 

etablierten DWEK handelt es sich um eine Operation, bei der das pathologisch 

veränderte, zentrale Endothel entfernt wird, ohne dieses durch ein Transplantat zu 

ersetzen. Hierbei wird angenommen, dass nach Entfernung der zentralen HCEC, welche 

ihr proliferatives Potential verloren haben, der entstandene Defekt sukzessive durch 

periphere „gesunde“ HCEC mit möglicherweise teils noch eingeschränkt erhaltenem 

proliferativem Potenzial geschlossen wird. (Arbelaez, Price, & Price, 2014; 

Balachandran et al., 2009; Bleyen, Saelens, van Dooren, & van Rij, 2013; Borkar et al., 

2016; Braunstein, Airiani, Chang, & Odrich, 2003; Dirisamer, Ham, Dapena, van Dijk, & 

Melles, 2012; Galvis, Tello, Berrospi, Cuadros, & Blanco, 2016; Iovieno, Neri, Soldani, 

Adani, & Fontana, 2017; Koenig, 2013, 2015; Moloney et al., 2015; Shah, Randleman, 

& Grossniklaus, 2012; Watson, Abiad, & Coroneo, 2006; Zafirakis, Kymionis, Grentzelos, 

& Livir-Rallatos, 2010; Ziaei, Barsam, & Mearza, 2013) Die Grundlage für die 

Entwicklung dieses Ansatzes beruht auf Beobachtungen über die Wiederherstellung der 

cornealen Transparenz, trotz fehlender Anlage eines Transplantates nach DMEK oder 

nach unbeabsichtigter Entfernung der Descemet Membran im Rahmen einer Katarakt- 

Operation. Es ist jedoch zu beachten, dass es nicht regelmäßig zur Wiederherstellung 

der cornealen Transparenz kommt, sondern es auch Fälle mit fehlendem Aufklaren der 

Cornea gibt. Welche Determinanten für das Ergebnis verantwortlich sind, ist aktuell noch 

unklar. (Balachandran et al., 2009; Davies, Jurkunas, & Pineda, 2018; Dirisamer et al., 

2012; Droutsas et al., 2016; Lam, Bruinsma, & Melles, 2014; Moloney et al., 2015; Satue 

Palacian et al., 2014; Shah et al., 2012; Srivastava, Singh, & Chowdhary, 2010; Watson 

et al., 2006; Ziaei et al., 2013)  

2.4 Pathogenese der Fuchs-Endotheldystrophie 

Die Pathogenese der FED scheint multifaktoriell bedingt zu sein. Der Einfluss von 

Punktmutationen (Single Nukleotid Polymorphismen) auf diversen Genen wurde im 

Rahmen der FED beobachtet. (Riazuddin et al., 2012; Riazuddin, Vithana, et al., 2010; 

Riazuddin, Zaghloul, et al., 2010) Es wurde darüber hinaus gezeigt, dass RNA-Toxizität 

eine Rolle in der Entstehung der FED zu spielen scheint. Trinukleotid Repeat 

Expansionen im TCF4 Gen auf Chromosom 18 scheinen ein signifikantes Risiko für die 

Entstehung der FED darzustellen und Auswirkungen auf die Schwere der Krankheit zu 

haben. (Mootha, Gong, Ku, & Xing, 2014; Mootha et al., 2015; Soliman, Xing, Radwan, 
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Gong, & Mootha, 2015; Wieben et al., 2017; Wieben et al., 2012) Hierbei kommt es zur 

Bildung von ribonukleären Einschlüssen im Hornhautendothel. (Du et al., 2015) Die 

Ansammlung von RNA führt unter anderem zur Bindung an den Spleißfaktor 

„muscleblind-like 1“ (MBNL1) mit der Folge eines Fehlspleißens von MBNL-1 regulierten 

mRNA. (Du et al., 2015) Es kommt zur Bildung potentiell toxischer nukleärer und 

zytoplasmatischer Einschlüsse. (Soragni et al., 2018) Weiter spielt oxidativer Stress eine 

wichtige Rolle in der Pathogenese der FED. (Vedana, Villarreal, & Jun, 2016) 

Auschlaggebend ist hier die fehlende Balance zwischen Oxidantien und Anti-Oxidantien. 

(Jurkunas, Bitar, Funaki, & Azizi, 2010) In vitro Versuche haben gezeigt, HCEC, welche 

längere Zeit oxidativem Stress ausgesetzt wurden, ihre proliferative Kapazität verloren 

haben und eine eingeschränkte Zellfunktion zeigten. (Joyce, Zhu, & Harris, 2009) 

Insbesondere die zentralen HCEC scheinen aufgrund ihrer Lage in der Sehachse sowie 

ihrer hohen metabolischen Aktivität anfälliger für oxidativen Stress zu sein. (Joyce, 2012) 

In Tissue Micro Array-Untersuchungen konnte in HCEC von Patienten mit FED eine 

erhöhte Expression der Zellzyklusinhibitoren p16 (Synonym: CDKN2A/INK4a) und p21 

(Synonym: CDKN1A/Cip1/WAF1/Sdi1/Cap20) festgestellt werden. Matthaei et al sehen 

dies als möglichen Ausdruck der vorzeitigen Alterung durch Stress oder Krankheit 

(=prämature Seneszenz) der HCEC. (Matthaei et al., 2013) Die erhöhte Expression von 

p16 sowie seiner Transkriptionsaktivatoren ETS1 und ARHGAP18 (SENEX) bei 

gleichzeitig verringerter Expression seiner Inhibitoren (ID1), könnte ein Hinweis auf 

Seneszenz im Rahmen der FED sein. (Matthaei et al., 2014)  

2.4.1 p16 und p21 in humanen cornealen Endothelzellen  

HCEC befinden sich in vivo in der G1-Phase des Zellzyklus (Joyce, Meklir, Joyce, & 

Zieske, 1996; Joyce, Navon, Roy, & Zieske, 1996) und exprimieren Zyklin-abhängige 

Kinase-Inhibitoren (CDKI´s) wie p16 und p21. (Joyce, Meklir, et al., 1996; Joyce, Navon, 

et al., 1996) Die Expression von p16 und p21 konnte nukleär bereits gezeigt werden. 

(Enomoto, Mimura, Harris, & Joyce, 2006) Western Blot-Untersuchungen konnten einen 

altersbedingten Anstieg der Expression von p16 und p21 in HCEC´s nachweisen. 

(Enomoto et al., 2006) Die Autoren schließen aus den Ergebnissen, dass es eine 

altersabhänge Steigerung der negativen Regulation des Zellzyklus durch p16 und p21 

gibt. Dieser altersassoziierte Anstieg der Expression wurde bei p16 unter anderem auch 

in menschlichen Nierenzellen beobachtet. (Famulski & Halloran, 2005; Sharpless, 2004) 

Hier beschreiben Famulski et al p16 als einen der besten Marker für die Abschätzung 

des chronologischen Alters sowie als Indikator für eine vorzeitige Alterung durch Stress 
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oder Krankheit. (Famulski & Halloran, 2005; Sharpless, 2004) Je nach Lage der HCEC 

innerhalb der Cornea konnten in vitro Unterschiede bzgl. der Replikationsfähigkeit 

gezeigt werden. Periphere HCEC scheinen diese altersunabhängig zu erhalten, 

wohingegen zentrale HCEC diese mit dem Alter anteilig einzubüßen scheinen. (Mimura 

& Joyce, 2006) Zusätzlich wurde beobachtet, dass die Replikationsfähigkeit negativ mit 

dem Vorhandensein von Seneszenz-Markern (wie p16 und p21) in den entsprechenden 

Zellen korrelierte. (Mimura & Joyce, 2006)  

2.4.2 Der G1/S Phasen-Übergang des Zellzyklus  

Entscheidend im G1/S-Phasen Übergang ist der Transkriptionsfaktor E2F 

(Retinoblastom-Bindungs-Protein), welcher für die notwendige Aktivierung der Gene 

während der späten G1 und S-Phase verantwortlich ist. Die E2F-Aktivität wird über den 

Tumor Suppressor „Retinoblastom-Protein“ (RB bzw. pRB) reguliert. (DeGregori, Leone, 

Miron, Jakoi, & Nevins, 1997) Die E2F-Aktivität ist der limitierende Faktor in der G1/S-

Abbildung 4) RB bindet fest an E2F und verhindert so dessen Aktivierung. Mitogene Stimulation 
induziert die Synthese von Cyclin D1, dieses bindet und aktiviert die Cyclin-abhängige Kinase 4 
(CDK 4). (Sherr, 1993) Der Cyclin D1/CDK4-Komplex phosphoryliert RB zu pRB, was eine 
Änderung in der (p)RB-E2F-Interaktion bewirkt und E2F aktiviert. (Ewen et al.; Kato, 1993) E2F 
induziert das regulatorische Protein Cyclin E. Dieses bindet und aktiviert CDK 2. Der Cyclin 
E/CDK 2-Komplex fördert die weitere Phosphorylierung von RB und schafft auf diese Weise einen 
Autoregulations-Kreislauf, welcher den Eintritt in die S-Phase ermöglicht. (Lees, 1995) 
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Phasen-Progression. Sie ermöglicht den Eintritt in die S-Phase und überwindet die G1-

Phasen-Inhibition. (Lukas, Petersen, Holm, Bartek, & Helin, 1996)  

Die negative Regulation des Zellzyklus ist partiell vermittelt über die Aktivität von Cyclin-

abhängigen Kinase Inhibitoren, kurz CDKI´s. Hiervon gibt es zwei große Familien (INK 

und CIP/KIP), die über verschiedene Wege die Aktivität der CDK´s inhibieren. Die 

Mitglieder der INK-Familie, zu denen auch p16 zählt, binden freies CDK4. Dessen 

Bindung mit Cyclin D1 wird so verhindert und die CDK4-Aktivität inhibiert. Bereits 

bestehende Cyclin D1/CDK4-Komplexe können zusätzlich gelöst werden. (Lees, 1995) 

Die Mitglieder der CIP/KIP-Familie, zu der unter anderem p21 gehört, binden Komplexe 

aus Cyclin D1/CDK4, Cyclin E/CDK2 sowie weitere Kinase-Komplexe und verhindern so 

die Kinasen-Aktivierung. (Harper, Adami, Wei, Keyomarsi, & Elledge, 1993; Lee, 

Reynisdóttir, & Massagué, 1995; Polyak et al., 1994)  

2.4.3 p16 (Synonyme: CDKN2A/INK4a) 

Die Regulation der p16 Expression erfolgt über epigenetische sowie multiple 

Transkriptions-Faktoren. (Rayess, 2012) Inhibitorproteine der DNA-Bindung (kurz ID-

Proteine) verhindern die p16 Expression (Rayess, 2012). In seneszenten Zellen sind 

diese ID-Proteine herunter reguliert. (E. Hara et al., 1994) ETS-Faktoren aktivieren die 

p16 Transkription. (Rayess, 2012) Zudem bestehen Wechselwirkungen mit dem RB. 

(Rayess, 2012) RB gibt im phosphorylierten Zustand den Transkriptionsfaktor E2F frei 

(siehe Abbildung 4), was die p16-Expression hochreguliert. (Rayess, 2012) Ebenso 

führen Zellalterung, ionisierende Strahlung sowie DNS-schädigende Noxen zu einer 

gesteigerten p16 Expression. (Rayess, 2012) Die mit der Seneszenz einhergehenden 

Veränderungen inaktivieren p16-Suppressor-Faktoren und führen so zu einer 

gesteigerten p16 Expression. (Rayess, 2012) 

Studien auf molekularer Ebene haben eine Rolle von p16 in der Entwicklung der 

replikativen Seneszenz zeigen können. (Dai & Enders, 2000; Zindy, Quelle, Roussel, & 

Sherr, 1997) Bei Zellen in der frühen Phase des Zellzyklus führt die ektopische 

Expression von p16 dazu, dass diese in der G1 Phase verbleiben und einen Seneszenz-

Phänotyp ausbilden. (McConnell, Starborg, Brookes, & Peters) 

Neben Seneszenz-Markern wie Beta-Galaktosidase (Dimri et al., 1995) kann p16 als 

zusätzlicher, wichtiger Regulator der Seneszenz angesehen werden und wird auch zur 

Identifikation seneszenter Zellen genutzt. (Krishnamurthy et al., 2004)  
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2.4.4 p21 (Synonym: CDKN1A/Cip1/WAF1/Sdi1/Cap20) 

Die Expression von p21 steigt an, wenn sich Zellen in einem für die Proliferation 

ungünstigen Umfeld, wie oxidativem Stress (Chen et al., 2004), Seneszenz (Noda, Ning, 

Venable, Pereira-Smith, & Smith, 1994) oder der Differenzierung befinden. (Halevy et 

al., 1995; Parker et al., 1995) Ebenso vermittelt p21 einen DNS-Schaden-bedingten, 

transienten Zellarrest. (J. Campisi & di Fagagna, 2007) Aus der Akkumulation von p21 

Proteinen resultiert ein Wachstumsarrest in der G1 Phase des Zellzyklus. (LaBaer et al., 

1997) Die p21 Expression kann p53 abhängig (Niculescu et al., 1998) oder unabhängig 

davon, über verschiedene Transkriptionsfaktoren induziert werden. (Gartel & Tyner, 

1999) p21 ist Mediator der p53 abhängigen Seneszenz. (Brown, Wei, & Sedivy, 1997) 

Auch wenn p21 an der Einleitung der p53 abhängigen Apoptose beteiligt ist, so scheint 

es, als ob erhöhte Expressionslevel in der replikativen Seneszenz unabhängig von p53 

sind und nicht zur Apoptose führen. (Katayose, Wersto, Cowan, & Seth, 1995) Die 

Inhibition der Apoptose scheint stark von der direkten p21-Protein-Interaktionen sowie 

von der p21-Lokalisation innerhalb der Zelle abhängig zu sein. (Karimian, Ahmadi, & 

Yousefi, 2016) Zytoplasmatisches p21 kann Proteine binden, welche an der Induktion 

der Apoptose beteiligt sind und so deren Aktivität inhibieren. (Abbas & Dutta, 2009; Zhou 

et al., 2001) Die Akkumulation von p21 im Zytoplasma fördert das Überleben der Zelle 

und unterdrückt die Apoptose. (Dehennaut, Loison, Boulay, Van Rechem, & Leprince, 

2013)  

2.4.5 Seneszenz 

Seneszenz stellt einen Status des irreversiblen Zellarrestes mit diversen Veränderungen 

auf zellulärer Ebene dar. (Rayess, 2012) Im endoplasmatischen Retikulum kommt es zu 

einer Proteinaggregation und es zeigen sich vergrößerte, in der Funktion gestörte 

Mitochondrien. Zudem können funktionslose Lysosomen mit erhöhtem Beta-

Galaktosidase-Level sowie ein Anstieg freier Radikale beobachtet werden. (Rayess, 

2012) Seneszente Zellen zeigen eine vermehrte Expression von p16 und p21. (Judith 

Campisi, 2001; J. Campisi & di Fagagna, 2007) Obgleich p16 und p21 nicht äquivalent 

sind, (Sherr & Roberts, 1999) sorgen beide dafür, dass RB in einem 

hypophosphorylierten Zustand bleibt (J. Campisi & di Fagagna, 2007) und so die 

Transkription verhindert wird. (Sherr & McCormick) Der Seneszenz-Wachstums-Arrest 

wird etabliert und aufrechterhalten durch den p53- und den p16-pRB Weg. Beide Wege 
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können interagieren oder unabhängig voneinander die Progression im Zellzyklus 

aufhalten. (J. Campisi & di Fagagna, 2007)  

2.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit 

Vorangegangene Studien zeigten eine erhöhte Expression von p16 und p21 in HCEC 

von FED-Patienten. (Matthaei et al., 2013) Bisher war jedoch unbekannt, in welchem 

Bereich des Hornhaut-Endothels diese Zellen genau lokalisiert sind. Da die 

pathologischen Veränderungen im Rahmen der FED im Zentrum der Cornea beginnen 

und sich im weiteren Verlauf in Richtung der Peripherie ausbreiten, (Eghrari et al., 2015) 

wurde in dieser Arbeit folgende Hypothese untersucht. 

Hypothese: Die Zellzyklusinhibitoren p16/p21 sind im FED-Endothel vor allem in der 

zentralen Region 4mm um den Mittelpunkt herum in einer erhöhten Expression 

nachweisbar.   

Zur Beantwortung der Fragestellung wurden DEK, welche im Rahmen einer DMEK 

gewonnen wurden, zu Flachpräparaten aufbereitet. Mittels indirekter Immunfluoreszenz-

Färbung konnte die Lokalisation der p16 bzw. p21 positiven Zellen im endothelialen 

Zellverbund ermittelt werden. Es erfolgte dabei insbesondere eine differenzierte 

Betrachtung des Zentrums (zentrale 4 mm des DEK) im Vergleich zur Peripherie (>4 

mm).  
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 

3.1.1 Reagenzien 

Reagenzien Hersteller 

Bovines Serum Albumin, (BSA) [Fraktion V] 
VWR Chemicals, 
Leuven, Belgien 

4´,6-Diamidin-2-phenylindol, (DAPI) 
Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

TritonX100 [4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)phenyl- 
polyethylene glycol solution] 

Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

Paraformaldehyd, (PFA) 
Affymetrix Inc., 
Cleveland, Ohio, USA 

Phosphat-Buffered Saline, (PBS) 
AppliChem Inc., 
Maryland Heights, 
Missouri, USA 

GOAT Serum (normal) Code X0907 
Dako, Glostrup, 
Dänemark 

Dako Fluorescence Mounting Medium Code S3023 
Dako, Carpinteria, CAL, 
USA 

3.1.2 Primäre Antikörper 

p16 Antikörper 
Zielstruktur: Anti-CDKN2A/ p16INK4a 
Hersteller: ABCAM (Bestellnummer: ab108349) 
Wirtsorganismus/Reaktivität: Kaninchen-Anti-Mensch (monoklonal) 
Klon: EPR 1473 IgG 

 
p21 Antikörper 
Zielstruktur: Anti-CDKN1A/ p21 
Hersteller: BioLegend 687402 
Wirtsorganismus/Reaktivität: Maus-Anti-Mensch (monoklonal) 
Klon: W15115A IgG1,K 

 

3.1.3 Sekundär-Antikörper: 

Alexa Fluor®488 
Zielstruktur: Kaninchen Epitope 
Hersteller: Invitrogen A 11008 
Wirtsorganismus/Reaktivität: Ziege-Anti- Kaninchen (polyklonal) 
Klon: IgG  

 
Alexa Fluor®594 
Zielstruktur: Maus Epitope 
Hersteller: BioLegend 405326 
Wirtsorganismus/Reaktivität: Ziege-Anti-Maus (polyklonal) 
Klon: Poly4053 IgG 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Ein- bzw. Ausschlusskriterien 

In dieser Studie wurden Descemet DEK von FED-Patienten sowie Kontroll-DEK eines 

Körperspenders verwendet. Die Genehmigung zur Durchführung dieser Studie wurde 

von der Ethikkommission der Universität zu Köln eingeholt (14-248). Die Teilnehmenden 

erklärten ihr schriftliches Einverständnis. Die Forschung entsprach den Grundsätzen der 

Deklaration von Helsinki. 

Bei dem DEK, bestehend aus Basalmembran und einlagiger Endothelschicht, handelt 

es sich um sehr fragiles Gewebe, sodass besondere Vorsicht im Umgang geboten war, 

um eine mechanische Beschädigung zu vermeiden. (B. Bachmann, Schaub, & 

Cursiefen, 2016) Die FED-DEK wiesen somit bereits post-DMEK bzgl. der 

Unversehrtheit eine gewisse Heterogenität auf. Neben völlig unversehrten FED-DEK 

zeigten sich andere bereits in mehrere Fragmente aufgeteilt oder mit aufeinander 

liegenden Anteilen. Die Präparation zum Flachpräparat war daher teilweise sehr 

anspruchsvoll und verlief vereinzelt auch frustran. Neben einer Rissbildung war zudem 

ein Abschilfern der Endothelzellen durch mechanische Manipulationen zu beobachten 

Um die Fragestellung der Hypothese unter diesen Voraussetzungen adäquat zu 

beantworten wurden folgende Ein- bzw. Ausschlusskriterien definiert:  

1) DEK-Fläche: Der DEK sollte mindestens 70% der zu erwartenden Fläche groß 

sein. Bei einem DEK-Durchmesser von 8mm waren Membranflächen von 

50,3mm² zu erwarten. Somit wurde die minimal erforderliche DEK-Fläche bei 

35,2 mm² festgelegt.  

2) DEK-Konfiguration: Die DEK-Integrität sollte vollständig erhalten sein. Falls es zu 

einer Fragmentierung gekommen war, sollten die einzelnen Fragmente aufgrund 

ihrer Form eindeutig (u.U. auch virtuell) zur Ursprungsform zusammen zu setzen 

sein. Nach eventuell erforderlicher Rekonstruktion sollte eine eindeutige 

Zuordnung von Zentrum und Peripherie möglich sein. Zudem sollte die Integrität 

der Zellverbände erhalten sein.  

3) Färbung: Die p16/p21-Färbung musste technisch erfolgreich durchgeführt 

worden sein, d.h. die Positiv- und Negativ-Kontrollen mussten regelrecht 

verlaufen sein.  



23 
 

3.2.2 Probengewinnung, Lagerung und Transport 

Die DEK wurden jeweils im Rahmen einer DMEK am Zentrum für Augenheilkunde der 

Universitätsklinik Köln asserviert. Nach Entnahme der DEK wurden diese in 3% 

Paraformaldehyd (PFA) (Affymetrix Inc., Cleveland, Ohio, USA) in 2ml Eppendorf-

Tubes® (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) für maximal 2 Stunden bei 

Raumtemperatur gelagert, bevor mit dem Färbeprozess begonnen wurde.  

3.2.3 Protokoll der Immunfluoreszenzfärbung 

Die DEK wurden durch Umfüllen aus den 2ml Eppendorf-Tubes® (Eppendorf AG, 

Hamburg, Germany) berührungsfrei in das Loch einer (24er) Mikrotiterplatte (Greiner 

bio-one Cellstar®, Kremsmünster, Österreich) umgelagert. Um Schäden durch vielfache 

Umlagerungen zu vermeiden, wurden die DEK bis zum Abschluss des Färbeprozesses 

in den jeweiligen Löchern belassen. 

Zunächst wurden die DEK mehrfach in 0,3% Triton X-100, (Carl Roth GmbH & Co. KG, 

Karlsruhe, Germany) verdünnt mit Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) (AppliChem 

Inc., Maryland Heights, Missouri, USA) gewaschen. Hierdurch wurde das PFA entfernt 

und zudem die Zellmembran für die folgenden Schritte permeabilisiert. (Luttmann, 2014) 

Die Blockade unspezifischer Bindungsstellen (Luttmann, 2014) erfolgte mittels 2% 

bovinem Serum-Albumin (BSA, VWR Chemicals, Leuven, Belgien) gemischt mit 0,3% 

Triton X-100 in PBS und 10% Ziegen-Serum (Dako, Glostrup, Denmark) für 1 Stunde 

bei Raumtemperatur. Die primären (unkonjugierten) Antikörper Anti-p16 (Kaninchen-

Anti-Mensch; ABCAM, Cambridge, Großbritannien, originale Konzentration 1 µg/µl, hier 

in der Konzentration 1:100) sowie Anti-p21 (Maus-Anti-Mensch, BioLegend, San Diego, 

CA, USA, originale Konzentration 0,5µg/µl, hier in der Konzentration 1:200) wurden 

gemeinsam in 1% BSA, 0,3% Triton X-100 in PBS mit 10% Ziegen-Serum verdünnt über 

Nacht bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die DEK mehrfach in 0,3% Triton X-100 

verdünnt in PBS gewaschen. Alle sich anschließenden Schritte wurden unter Einhaltung 

von UV-Schutzmaßnahmen durchgeführt, um die Fluorchrome in den verwendeten 

Reagenzien nicht zu schädigen und ein Ausbleichen (Haus, 2014) zu vermeiden. Für die 

Konjugation bzw. Markierung der p16 Antikörper wurde der sekundäre Antikörper Alexa 

Fluor®488 (Ziege-Anti-Kaninchen, Invitrogen by Thermo Fisher, Rockford, IL, USA, 

originale Konzentration 2mg/ml, hier in der Konzentration 1:1000) verwendet. Der 

Nachweis des p21 Antikörpers erfolgte mit dem sekundären Antikörper Alexa Fluor®594 

(Ziege-Anti-Maus IgG1k, Invitrogen by Thermo Fisher, Rockford, IL, USA, originale 
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Konzentration 0,5µl/ml, hier in der Konzentration 1:200). Beide sekundären Antikörper 

wurden gemeinsam mit 1% BSA, 0,3% Triton X-100 in PBS sowie 10% Ziegen-Serum 

gemischt und für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Um ungebundene Antikörper 

wieder zu entfernen, wurde anschließend mehrfach in 0,3% Triton X-100 verdünnt in 

PBS gewaschen. Die Markierung der Zellkerne erfolgte mittels 4´,6-Diamidin-2-

phenylindol (DAPI)-Farbstoff (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Germany) in der 

Konzentration 1:50.000, verdünnt in Aqua destillata und 0,3% Triton X-100 in PBS für 2 

Minuten bei Raumtemperatur. Final erfolgte ein letzter Waschgang in 0,3% Triton X-100, 

verdünnt in PBS, um überschüssigen DAPI-Farbstoff zu entfernen. 

3.2.4 Einbetten der Descemet Membran Endothel-Komplexe 

Zur schonenden Bergung des DEK aus der Mikrotiterplatte, wurde vor Beginn des 

Färbevorgangs ein 12mm Deckglas (Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, Braunschweig) in 

das Loch eingelegt. Der frei in der Flüssigkeit schwimmende DEK formt in der Regel eine 

Rolle (Kruse et al., 2011; Melles, Ong, Ververs, & van der Wees, 2006) bei der sich das 

Endothel stets Außen und die Descemet Membran Innen befindet. (B. Bachmann et al., 

2016; Melles et al., 2006) Durch sukzessives Abpipettieren des Flüssigkeitsspiegels kam 

der DEK auf dem Deckglas zum Liegen und konnte in der Folge, ohne direkten Kontakt 

geborgen werden. Anschließend wurde der DEK auf einem Objektträger platziert und 

unter mikroskopischer Sicht mit einer Pinzette zu einem Flachpräparat ausgebreitet. Die 

Versiegelung erfolgte mittels DAKO Abdeck-Medium (DAKO, Carpinteria, CA, USA), 

welches über Nacht bei 4°C aushärten musste.  

3.2.5 Zellkultur 

Kulturbedingungen: Die HeLa-Zelllinie wurde mit dem Nährmedium DMEM (Dulbecco´s 

Modified Eagle Medium, gibco® life technologies, Carlsbad, Cal, USA) sowie 1%-

Penicillin Streptomycin SOL (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Germany) in T-75 

Zellkulturflaschen (Cellstar®, Greiner Bio-One, 72636 Frickenhausen, Germany) bei 

37°C sowie 5% CO2-Begasung im Inkubator kultiviert. (Patel et al., 2023) Sämtliche 

Tätigkeiten an der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen in einer Zellkulturbank 

(Nalge Nunc International, Rochester, NY, USA) durchgeführt. Um das Wachstum der 

Zellen optimal zu fördern, erfolgte alle 2 Tage ein Wechsel des Nährmediums. Nach 

maximal 14 Tagen erfolgte die Passage in eine 24er Mikrotiterplatte zur weiteren 

Lagerung bzw. Verwendung innerhalb der Versuche. 
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Passage der Zellen: Nachdem eine circa 90%ige Konfluenz der Zellen in den 

Kulturflaschen erreicht war, wurden diese in eine 24er Mikrotiterplatte ausgesät. Hierzu 

wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschließend mit 1ml Trypsin von 

der Kulturflasche abgelöst. Durch Zugabe von 5ml Kulturmedium wurde das Trypsin 

neutralisiert. Anschließend wurden die Zellzahl mithilfe einer Neubauer Zählkammer 

bestimmt und je 10.000 Zellen pro Loch einer 24er Mikrotiterplatte ausgesät. 

Lagerung der Zellen: Um die Zellen bis zur weiteren Verwendung zu fixieren, wurden 

diese zunächst in 3% PFA mit DMEM-Medium (gemischt im Verhältnis 1:1) für 2 Minuten 

inkubiert. Nach mehrfachem Waschen mit PBS für jeweils 3 Minuten, erfolgte eine 15-

minütige Fixierung der Zellen in 3% PFA. Ungebundene Rückstände wurden beim 

erneuten Waschen mit PBS entfernt. Zur Lagerung der Zellen bis zur Färbung wurden 

diese in PBS gemischt mit 0,1% BSA bei 4°C gelagert. 

3.2.6 Positiv-/Negativ-Kontrolle 

Zum Nachweis der spezifischen Bindung des Primärantikörpers wurden HeLa-Zellen 

(ATCC, Manassas, VA, USA) aus Cervix-Karzinomen verwendet. p16 ist in diesen Zellen 

bekanntermaßen überexprimiert. (Kwon et al., 2003; Martin & O’Leary, 2011) In 

Immunfluoreszenz-Färbungen wurde bereits sowohl eine nukleäre als auch 

zytoplasmatische Präsenz des p16 Proteins gezeigt. (Ostrowska et al., 2011) Die p21 

Expression wird im Rahmen der terminalen Differenzierung induziert. (Halevy et al., 

1995; Parker et al., 1995) Die p21 Expression in HeLa-Zellen ist ebenfalls bereits 

vorbeschrieben. (Patel et al., 2023) Zum Ausschluss einer unspezifischen Bindung der 

sekundären Antikörper erfolgte eine Negativ-Kontrolle durch Inkubation dieser, ohne 

vorherige Inkubation mit den Primärantikörpern. 

3.2.7 Autofluoreszenz 

Um eine potentiell vorhandene Autofluoreszenz (Burry, 2011) des DEK zu ermitteln, 

wurde das gesamte Färbeprotokoll ohne Verwendung von Antikörpern oder Zugabe von 

Farbstoffen durchgeführt. 

3.2.8 Kontrollgruppe 

Um nachzuweisen, dass die beobachteten Veränderungen im Zusammenhang mit der 

FED stehen, wurden zum Vergleich die DEK (beider Augen) eines gesunden Spenders 

nach dem gleichen Protokoll gefärbt und ausgewertet.  
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3.2.9 Bilderstellung  

Die Erstellung der DEK-Aufnahmen erfolgte an einem (BX 53) Fluoreszenz-Mikroskop 

(Olympus® Shinjuku, Tokio, Japan) unter Nutzung der Software Cellsens™ Version 1.18 

(Olympus Corporation, 2013). Hierbei wurden unter Nutzung der Multi-Image-Analysis 

(MIA) jeweils aus vielen Einzelbildern zusammengesetzte Übersichtsaufnahmen der 

gesamten Membran angefertigt. Je nach Membrankonfiguration wurde zusätzlich die Z-

Funktion genutzt, bei der mehrere, vertikal übereinanderliegende Aufnahmen in der Z-

Ebene erstellt und miteinander verschmolzen wurden. Hierdurch konnten Unebenheiten, 

welche zu unscharfen Bildanteilen geführt hätten, ausgeglichen werden.  

3.2.10 Bildanalyse 

Für die Bildanalyse wurde das Programm ImageJ (Rueden et al., 2017; Schindelin et al., 

2012) genutzt. Die vorbereitende Bildbearbeitung erfolgte mithilfe des Programmes GNU 

Image Manipulation Program (GIMP). (https://www.gimp.org/) 

3.2.11 Kalibrierung 

Um eine originalgetreue Maßstabinformation für die nachfolgenden Analysen in ImageJ 

zu hinterlegen, erfolgte vor jeder Analyse die Ermittlung des Verhältnisses von Bildpixel 

zum Originalmaßstab. Hierzu wurde der bereits im Rahmen der Bilderstellung mit 

Cellsens™ in die Aufnahmen integrierte Maßstabbalken als Referenz für den 

Originalmaßstab genutzt.   

3.2.12 Bestimmung der Fläche der Descemet Membran Endothel-Komplexe 

Um eine möglichst exakte Analyse zu ermöglichen, wurde zunächst der Hintergrund, 

d.h. alle nicht zum DEK gehörenden Bildanteile, entfernt. Als nächstes wurden 

Präparationsartefakte, wie umgeschlagene oder stark gefaltete Bereiche identifiziert und 

ebenfalls entfernt. Da ImageJ nur Analysen an 8-Bit Bildern (255 Grauwerte) 

durchführen kann, wurden die Bilder in die Farb-Kanäle für Rot, Grün und Blau gesplittet. 

Für jeden Farbkanal wurde hierbei ein neues Grauwertebild erstellt. Die jeweilige Pixel-

Signalintensität wurde hierbei, zur Vermeidung eines Informationsverlustes, automatisch 

an die Intensität der Originalaufnahme angepasst. Basierend auf dieser Signalintensität 

konnten nun Schwellenwerte für die Analyse definiert werden. Die Ergebnisse der 

https://www.gimp.org/
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Messung wurden aufgrund der hinterlegten Maßstabinformation direkt in der 

gewünschten Maßeinheit µm² bzw. mm² angegeben. 

  

Abbildung 5) Darstellung der genannten Bearbeitungsschritte. a): Bild unverändert. b): Entfernung des 
Hintergrundes. c): Markierung von Artefakten. d): Entfernung der Artefakte  
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3.2.13 Bestimmung der Zelldichte 

Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte anhand der nachweisbaren Zellkernsignale. 

Diese waren in der Originalaufnahme als Folge der DAPI-Färbung blau eingefärbt. Die 

Analyse erfolgte daher am 8-bit (Grauwerte) Bild des (aus dem RGB-Bild) gesplitteten 

Blau-Kanal Bildes. Nach Festlegung der Schwellenwerte konnten die Zellkernsignale 

dargestellt werden.  

In dem auf diese Weise erstellten Bild ergaben sich 2 Herausforderungen. Zum einen 

waren vereinzelt „solitäre Pixel“ nachweisbar. Da diese aufgrund der geringen Größe 
keinem Zellkern entsprechen konnten, war es erforderlich diese vor der Analyse zu 

entfernen. Hierzu wurden zwei, bereits in ImageJ enthaltene Funktionen (Plugins), 

genutzt. Zunächst wurde das „Erode“-Plugin, gefolgt vom „Dilate“-Plugin angewandt. 

(http://imagej.nih.gov/ij/docs/guide) Das „Erode“-Plugin entfernt gleichmäßig jeweils 

einen Pixel entlang des Randes eines Objektes. Beim „Dilate“-Plugin wird wiederum 

jeweils ein Pixel entlang des Randes eines Objektes ergänzt. Hierdurch sollte einem 

Größenverlust der Zellkernsignale durch die vorangegangene Anwendung des „Erode“-
Plugin entgegengewirkt werden. Solitäre Pixel wurden auf diese Weise jedoch 

nachhaltig entfernt.  

Die zweite Herausforderung stellten nah beieinander liegende Zellkernsignale dar, 

welche oftmals als miteinander verschmolzene Objekte dargestellt wurden. Um diese 

voneinander zu separieren wurde das Plugin „Watershed“ genutzt. 

(http://imagej.nih.gov/ij/docs/guide) Dieses führt eine automatische Trennung von 

Objekten, welche sich berühren durch. Zunächst wird hierbei eine euklidische 

Entfernungskarte berechnet und der ultimative erodierte Punkt ermittelt. Danach werden 

diese ermittelten Punkte solange dilatiert bis sie entweder die Originalgröße wieder 

erreicht haben oder sie an ein anderes Objekt heranreichen, ohne dieses jedoch zu 

berühren (siehe Abbildung 6). 

 

 

http://imagej.nih.gov/ij/docs/guide
http://imagej.nih.gov/ij/docs/guide
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Anschließend konnte die Zellzahl anhand der Zellkernsignale ermittelt werden. In einem 

nächsten Schritt wurden, orientiert am Zentrum des DEK, zwei Auswertebereiche 

[zentrale 4mm vs. restlichem DEK (= Peripherie)] definiert. In Kombination mit der 

jeweiligen DEK-Fläche konnte so die Zelldichte ermittelt werden. Zellkernsignale, welche 

sich auf den Grenzen des Auswertebereiches befanden, konnten unter Nutzung der 

Analyse-Option „exclude on edges“ optional ausgeschlossen werden. Um diese 

Zellkernsignale zu erfassen, ohne sie doppelt zu zählen, wurde diese Analyse-Option 

jeweils für die Peripherie gewählt (siehe Abbildung 7).  

Abbildung 7) Ermittlung der Zelldichte mit ImageJ. Screenshot der ermittelten Zellkernsignale. a) mit 
Markierung der zentralen 4mm (Zellkerne weiß). B) nach Entfernung des Zentrums zur Bestimmung der 
Zellzahl der Peripherie (Zellkerne schwarz). 

Abbildung 6) Darstellung des Effektes des Watershed-Plugins. a) Vor Watershed b) Nach 
Watershd (Kreise = gut getrennt; Pfeil = nicht getrennt) 
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3.2.14 Ermittlung des Mittelpunktes der Descemet Membran Endothel-

Komplexe 

Der Mittelpunkt der einzelnen DEK wurde unter Anwendung einer digitalen (kreisrunden) 

Schablone ermittelt. Diese wurde mit dem DEK in Deckung gebracht, sodass der 

Mittelpunkt der Schablone annähernd dem tatsächlichen Mittelpunkt des DEK entsprach 

(Abbildung 8).  

 

 

 

Abbildung 8) Ermittlung des Mittelpunktes unter Anwendung einer digitalen Schablone 
und in Deckung bringen dieser mit dem DEK. 
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3.2.15  Qualitative Auswertung  

Für die qualitative Auswertung wurde die DEK-Aufnahme digital in 1x1mm große 

Einzelbilder zerlegt (siehe Abbildung 9). Diese Einzelbilder wurden nun auf ihre p16- 

sowie p21-Expression hin untersucht. Die Einstufung erfolgte anhand des jeweils 

höchsten Signals bzw. der stärksten Expression des jeweiligen Markers (p16/p21) im 

jeweiligen Einzelbild. Die Beurteilung erfolgte durch zwei unterschiedliche Prüfer [MS, 

AH]. In Fällen einer unterschiedlichen Einstufung durch die beiden Prüfer, wurden die 

entsprechenden Bilder erneut durch beide Prüfer gesichtet und beurteilt. Bei weiter 

bestehender Differenz in der Beurteilung wurde ein dritter Prüfer [DS] hinzugezogen und 

eine finale Beurteilung vorgenommen. Die quadratische Form sowie die neutrale 

Bezeichnung der Bilder mit Nummern wurden zur Verblindung gewählt. Hierdurch war 

bei der Auswertung kein Rückschluss auf die Lokalisation des Bildes innerhalb der 

Membran möglich. (Meyerholz & Beck, 2018) Als Grundlage der Beurteilung wurden die 

unten genannten Grading-Vorgaben (Tabelle 1 und 2) angewandt.  

Abbildung 9) Übersichtsaufnahme eines DEK sowie Darstellung des 
verwendeten Auswerte-Rasters mit 1x1mm großen Bildbereichen. Das Raster 
wurde am ermittelten Mittelpunkt der Membran orientiert, welcher im 
Mittelpunkt des zentralen Einzelbildes liegt. 
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3.2.16 Differenzierung Zentrum versus. Peripherie 

Für die differenzierte Analyse zwischen Zentrum und Peripherie des DEK bzgl. des 

Expressionsmusters wurden die Einzelbilder entsprechend ihrer Lokalisation innerhalb 

des DEK zugeordnet. Das oben dargestellte Analyseraster wurde am Mittelpunkt des 

DEK ausgerichtet und der Mittelpunkt des zentralen Einzelbildes ist deckungsgleich mit 

dem Mittelpunkt des DEK. Das zentrale Einzelbild sowie die unmittelbar angrenzenden 

Einzelbilder wurden in der qualitativen Auswertung als Zentrum definiert, die restlichen 

Bilder wurden der Peripherie zugeordnet (siehe Abbildung 10).   

Abbildung 10) Übersichtsaufnahme DEK sowie Darstellung des verwendeten 
Auswerte-Rasters mit 1x1mm großen Bildbereichen. Zentrale 9 Bilder als 
Zentrum definiert (Hier durch schraffierten Bereich gekennzeichnet). 
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3.2.17 Grading p16  

Die p16 Expression wurde anhand eines semiquantitativen 4-stufigen Schemas (Grad 1 

bis 4) bewertet. Beurteilt wurden die p16-Expression im Zellkern, Zytoplasma sowie die 

jeweilige Signalintensität (siehe Tabelle 1).  

Tabelle 1) Grading der p16 Expression 

p16  Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4 

Zellkerne 

positiv 

Ja Ja Ja Ja 

Zytoplasma 

positiv 

Nein schwach moderat stark 

  

3.2.18 p16 Grading: Beispiel p16 Grad 1 

 

Abbildung 11) a) DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol)- und p16-Färbung. b) p16 Färbung. Rein nukleäre 
Expression = Grad 1 



34 
 

3.2.19 p16 Grading: Beispielbilder p16 Grad 2 bis Grad 4 

 

Abbildung 13) a) DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol)- und p16-Färbung. b) p16 Färbung. moderate 
zytoplasmatische Färbung nachweisbar = Grad 3 

  

Abbildung 14) a) DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol)- (BLAU) und p16-Färbung (GRÜN). b) starke 
zytoplasmatische Färbung (GRÜN) = Grad 4 

Abbildung 12) a) DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol)- und p16-Färbung. b) p16 Färbung. Schwache aber 
eindeutig zytoplasmatische Färbung nachweisbar = Grad 2 
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3.2.20 Grading p21 

Die Anwendung des oben genannten p16 Grading-Schemas war aufgrund des 

beobachteten Färbe- bzw. Expressionsmusters bei p21 nicht möglich. Es konnte 

lediglich eine zytoplasmatische und keine nukleäre Expression nachgewiesen werden 

(Abbildung 15). Daher wurde die p21 Expression anhand eines semiquantitativen 3-

stufigen Schemas (Grad 1 bis 3) bewertet. Beurteilt wurde hierbei die Signalintensität 

(Tabelle 2).  

 

Tabelle 2) Grading der p21 Expression 

p21 Grad 1 Grad 2 Grad 3 

Signalintensität Kein Signal oder 

sehr schwach 

moderat stark 

  

Abbildung 15) a) DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol)- (BLAU) und p21-Färbung (ROT). b) p21-Färbung 
(ROT). Beides in 60x Vergrößerung. Es zeigte sich eine rein zytoplasmatische Färbung bei p21. 
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3.2.21 p21 Grading: Beispielbilder Grad 1 bis Grad 3 

Abbildung 18) a): DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol)- (BLAU) und p21-Färbung (ROT). b) starke Intensität 
der p21-Färbung (ROT) = Grad 3  

Abbildung 16) a) DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol)- (BLAU) und p21-Färbung (ROT). b) sehr schwache 
Intensität der  p21-Färbung (ROT) = Grad 1  

Abbildung 17) a) DAPI (4´,6-Diamidin-2-phenylindol)- (BLAU) und p21-Färbung (ROT). b) moderate 
Intensität der p21-Färbung (ROT) = Grad 2 
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3.2.22 Ermittlung der statistischen Werte 

Zur statistischen Datenanalyse wurde die Software GraphPadPrism Version 10.2.3 für 

Windows (GraphPad Inc., San Diego, CA, USA) verwendet. Die Gauß’sche 

Normalverteilung der Messwerte wurde mittels Shapiro Wilk Test überprüft. Die 

statistische Signifikanz wurde mittels zweiseitigem ungepaartem Student t-Test (oder 

dem Mann-Whitney U t-Test für nicht normalverteilte Daten) berechnet (95% 

Konfidenzintervall). Die statistische Signifikanz unabhängiger Gruppen wurde mithilfe 

einer gewöhnlichen einseitigen Varianzanalyse (One-Way-ANOVA) berechnet. Zur 

Berechnung der statistischen Signifikanz von Datengruppen, bei denen der Einfluss von 

zwei Faktoren analysiert wurde, wurde ein zweifaktorielle Varianzanalyse (Two-Way-

ANOVA) mit anschließendem Tukey Multiple Comparison Test durchgeführt. Alle Daten 

sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt (p > 0,05 nicht signifikant, * ≤ 

0,05, ** ≤ 0,01, *** ≤ 0,001, **** ≤ 0,0001). 

Die Korrelations-Analyse wurde mithilfe der two-tailed Pearson Korrelation im Fall von 

normalverteilten Daten bzw. der two-tailed Spearman Korrelation im Fall keiner 

Korrelation durchgeführt (r=0 bis 1 positive Korrelation, r=0 bis -1 negative Korrelation). 
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4 Ergebnisse 
4.1 Ein- und Ausschluss von Descemet Membran Endothel-Komplexen 

In dieser Studie konnten n=8 FED-DEK sowie 2 Kontroll-DEK von einem gesunden 

Organspender nach o.g. Protokoll gefärbt und vollumfänglich ausgewertet werden. 

Aufgrund der definierten Ausschlusskriterien mussten insgesamt 11 DEK [F5, F6, F7, 

F8, F10, F11, F12, F14, F16, F17, F18] von den weiteren Analyseschritten 

ausgeschlossen werden. Diese DEK haben teilweise mehrere der Ausschlusskriterien 

gleichzeitig erfüllt.  

1) Ausschluss aufgrund zu geringer DEK-Fläche: F8, F14, F18 

2) Ausschluss aufgrund DEK-Konfiguration F5, F8, F10, F11, F12, F14, F17, 

F18 

3) Ausschluss aufgrund fehlgeschlagener Färbung: F6, F7, F8, F16 

4.2 Ermittelte Fläche der Descemet Membran Endothel-Komplexe 

Die durchschnittliche Fläche der FED-DEK lag bei 53,8mm² (SD +/- 11mm²), die der 

Kontroll-DEK bei 70,9mm² (SD +/- 7,5mm²).  

  

Abbildung 19) Übersicht der DEK-Fläche in mm². Die mit F bezeichneten DEK entsprechen 
FED-DEK, die mit K bezeichnen die Kontroll-DEK. 
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4.3 Empirische Daten 

Das Verhältnis von weiblichen (n=3) zu männlichen (n=5) Patienten lag bei 1:1,7. Als 

Kontrolle wurden die DEK beider Augen eines 96-jährigen gesunden Spenders genutzt. 

Die Altersverteilung der Patienten lag zwischen 60 und 83 Jahren. Der Mittelwert lag bei 

73,6 Jahren ((SD)+/-7,7Jahre).  

4.4 Globale und regionale Zelldichte 

Die durchschnittliche globale Zelldichte der FED-DEK lag bei 681,8 Zellen/mm² (SD +/- 

214,4), bei den Kontroll-DEK bei 1133 Zellen/mm² (SD +/- 72,8). Im Zentrum waren bei 

den FED-DEK 544,3 Zellen/mm² (SD +/- 115,8) und bei den Kontroll-DEK 1444 

Zellen/mm² (SD +/- 49,5) im Durchschnitt nachzuweisen. Die durchschnittliche Zelldichte 

in der Peripherie lag bei den FED-DEK bei 779,3 Zellen/mm² (SD +/- 345,6) und bei den 

Kontroll-DEK bei 1048 Zellen/mm² (SD +/- 90,5).  

 

 

  

Abbildung 20) Darstellung der Zelldichte in Zellen/mm der FED-DEK sowie der 
Kontroll-DEK. Zudem differenzierte Betrachtung von Zentrum und Peripherie. 
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4.5 Zelldichte in Korrelation zum Alter 

Die Analyse der Zelldichte unter Berücksichtigung des Alters der jeweiligen Patienten 

zum Zeitpunkt der DEK-Entnahme im Rahmen der DMEK zeigte eine statistisch 

signifikante (p=0,0008) negative Korrelation mit einen Pearson-Korrelationskoeffizienten 

von r= -0,9290.   

Abbildung 21) Darstellung der Zelldichte unter Berücksichtigung des Alters der 
jeweiligen Patienten zum OP-Zeitpunkt. Es zeigte sich eine statistisch 
signifikante (p=0,0008) negative Korrelation mit einen Pearson-
Korrelationskoeffizienten von R= -0,9290.   
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4.6 Ergebnisse der Kontroll-Untersuchungen 

In den als Positiv-Kontrolle gewählten HeLa-Zellen zeigte sich unter Verwendung der 

p16 und p21 Antikörpern das bereits vorbeschriebene Muster der Immunfluoreszenz-

Färbung mit sowohl nukleärer als auch zytoplasmatischer Präsenz des p16 Proteins. 

(Ostrowska et al., 2011) Bei p21 zeigte sich überwiegend eine zytoplasmatische Präsenz 

des p21 Proteins. Die zytoplasmatische Lokalisation von p21 scheint eine Folge der 

bereits im Rahmen der Onkogenese bei anderen Karzinomen, wie z.B. Brustkrebs, 

beschriebenen Phosphorylierung zu sein. (Dehennaut et al., 2013; Karimian et al., 2016; 

Zhao et al., 2012)  

 

Die Negativ-Kontrolle zeigte sich bei den verwendeten Antikörpern regelrecht und ohne 

Nachweis einer unspezifischen Bindung der sekundären Antikörper. In den genutzten 

Belichtungszeiten war keine Autofluoreszenz zu beobachten, sodass sich hieraus keine 

Einschränkungen für die Auswertung ergaben. 

Abbildung 22) HeLa-Zellen: a) p21 Färbung (ROT) b) p16 Färbung (GRÜN) c) DAPI (4´,6-Diamidin-2-
phenylindol) -Färbung (Zellkerne) d) Kombinierte p21-p16 und DAPI-Färbung 
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4.7 Ergebnisse der qualitativen Beurteilung 

Sollten in einem Bildausschnitt keine Zellen mehr nachweisbar gewesen sein oder dieser 

durch Präparationsartefakte nicht adäquat auswertbar gewesen sein, wurden die 

entsprechenden Bilder nicht in der Auswertung berücksichtigt. Insgesamt wurden 

dadurch 77 von 736 Bildern (10,5%) ausgeschlossen. 

4.8 Ergebnisse der p16 Expressionsanalyse 

Die Auswertung der p16 Immunfluoreszenzfärbung zeigte in 19,6% (0% in der Kontroll-

DEK) der Bilder Zellen im Grad 4, in 16,4% (43,5% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen 

im Grad 3, in 47,2% (41,9% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 2 sowie in 

16,7% (14,6% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 1 als stärkste nachweisbare 

Ausprägung im jeweiligen Einzelbild. 

Im Zentrum zeigten sich in 60,5% (0% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 4, 

in 12,7% (27,8% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 3, in 21,6% (72,2% in 

der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 2 sowie in 5,3% (0% in der Kontroll-DEK) 

der Bilder Zellen im Grad 1 als stärkste nachweisbare Ausprägung im jeweiligen 

Einzelbild.  

In der Peripherie zeigten sich in 12,8% (0% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im 

Grad 4, in 16,8% (45,4% der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 3, in 51,23% 

(38,2% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 2 sowie in 19,2% (16,4% der 

Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 1 als stärkste nachweisbare Ausprägung im 

jeweiligen Einzelbild.  

Es zeigte sich eine signifikant (p=<0,0001) höhere Grad 4 Expression von p16 im 

Zentrum verglichen zur Peripherie der FED-DEK. Weiterhin gab es einen hoch 

signifikanten (p=<0,0001) Unterschied der p16 Expression im FED (Zentrum) zwischen 

Grad 1 und Grad 4 Expression. (p: >0,05 nicht signifikant, *≤0,05, **≤0,01, ***≤0,001, 

****≤0,0001). 
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Abbildung 23) Auswertung der p16 Expression gem. beschriebenem Grading-Schema mit 
Darstellung der regionalen Unterschiede zwischen Zentrum und Peripherie sowie bei globaler 
Betrachtung. Es zeigte sich eine signifikant (p=<0,0001) höhere Grad 4 Expression von p16 im 
FED (Zentrum) im Vergleich zu FED (Peripherie). Weiter zeigte sich ein hoch signifikanter 
(p=<0,0001) Unterschied der p16 Expression im FED (Zentrum) zwischen Grad 1 und Grad 4 
Expression. (p: >0,05 nicht signifikant, *≤0,05, **≤0,01, ***≤0,001, ****≤0,0001) 
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4.9 Gegenüberstellung p16 Expression Zentrum versus Peripherie 

 

 

 

 

 

  

Abbildung 24) Gegenüberstellung der p16 Expression zwischen Zentrum a) und Peripherie b) der FED-DEK, 
im Vergleich zur gesunden Kontrolle im Zentrum c) und Peripherie d). Mit * wurden exemplarisch Guttae 
markiert. 
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4.10 Ergebnisse der p21 Expressionsanalyse 

Die Auswertung der p21 Immunfluoreszenzfärbung zeigte in 26,6% (0% in der Kontroll-

DEK) der Bilder Zellen im Grad 3, in 38,6% (84,5% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen 

im Grad 2 sowie in 35,3% (15,5% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 1 als 

stärkste nachweisbare Ausprägung im jeweiligen Einzelbild.  

Im Zentrum zeigten sich in 25% (0% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 3, in 

51,4% (50% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 2 sowie in 23,6% (50% in der 

Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 1 als stärkste nachweisbare Ausprägung im 

jeweiligen Einzelbild. 

In der Peripherie zeigten sich in 27% (0% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 

3, in 36% (88% in der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 2 sowie in 37% (12% in 

der Kontroll-DEK) der Bilder Zellen im Grad 1 als stärkste nachweisbare Ausprägung im 

jeweiligen Einzelbild.  

Es zeigten sich keine statistisch signifkanten Unterschiede (p = >0,9999) in den 

Expressionmustern im Vergleich innerhalb der FED-DEK zwischen Zentrum und 

Peripherie. (p: >0,05 nicht signifikant, *≤0,05, **≤0,01, ***≤0,001, ****≤0,0001). 

Abbildung 25) Auswertung der p21 Expression gem. beschriebenem Grading-Schema mit 
Darstellung der regionalen Unterschiede zwischen Zentrum und Peripherie sowie bei globaler 
Betrachtung. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede. Auffällig war jedoch, 
dass in der Kontrolle keinerlei Grad 3 Ausprägung nachweisbar war. 
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5 Diskussion 

In dieser Arbeit wurde die Expression der Zellzyklusinhibitoren p16 sowie p21 im 

Rahmen der FED untersucht. Die Untersuchung erfolgte an DEK, welche zu 

Flachpräparaten aufbereitet wurden. Es erfolgte eine indirekte Immunfluoreszenz-

Färbung des gesamten DEK, sodass eine differenzierte Analyse der einzelnen Bereiche 

möglich war. Elementarer Bestandteil der Arbeit war die vergleichende Betrachtung des 

Zentrums im Vergleich zur Peripherie. Es wurde die Hypothese untersucht, ob eine 

erhöhte Expression von p16/p21 im FED-Endothel nachzuweisen war sowie ob diese 

erhöhten Expressionslevel im Zentrum der FED-DEK lagen.  

5.1 DEK-Fläche und Präparation zum Flachpräparat 

Die verwendeten DEK wurden im Rahmen einer DMEK am Zentrum für Augenheilkunde 

der Universitätsklinik Köln gewonnen. Bei einer Descemetorhexis mit einem 

Durchmesser von 8mm wäre eine Fläche von mindestens 50,3mm² zu erwarten 

gewesen. Die durchschnittliche FED-DEK-Fläche in die Arbeit lag bei 52,4mm² (SD +/- 

14mm²). Bis zum Zeitpunkt der Durchführung der hier beschriebenen Untersuchungen 

im Jahr 2017 war die Präparation der Hornhautendothele zu Flachpräparaten nur 

vereinzelt in Studien genutzt worden, stattdessen wurden zumeist Untersuchungen an 

histologischen Querschnittspräparaten durchgeführt. (Forest et al., 2015) Die 

Präparation als Flachpräparat sowie die nachfolgende vollständige Analyse der 

gesamten Oberfläche machte es möglich, die teilweise nur vereinzelt auftretenden 

Zellen mit starker Proteinexpression nachzuweisen sowie die Zellen im Zellverbund 

darzustellen. Dadurch bedingt erscheinen Flachpräparate von post-DMEK-DEK 

grundsätzlich für weitere Untersuchungen bzw. Studien gut geeignet zu sein.  

5.2 Zelldichte und altersabhängiger Zellverlust 

Die FED-DEK zeigten eine reduzierte Zelldichte im Zentrum, bei zudem allgemein 

deutlich reduzierter durchschnittlicher Zelldichte von 681,8 Zellen/mm² (SD +/- 214,4) im 

Vergleich zur Kontrolle (1133 Zellen/mm² (SD +/- 72,8)). Der im Zusammenhang mit der 

FED beobachtete Verlust an HCEC war auch in anderen Studien bereits beobachtet 

worden. (He et al., 2011) 

Unter Berücksichtigung des Alters der Patienten (in dieser Studie zwischen 60 und 83 

Jahren) zum Zeitpunkt der DMEK zeigte sich eine statistisch signifikante (p=0,0008) 

negative Korrelation (r= -0,9290) im Hinblick auf die Zelldichte. Der altersabhängige 
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Zellverlust wurde auch bereits in anderen Studien beobachtet. (Elhalis et al., 2010; He 

et al., 2011; G. O. Waring, 3rd et al., 1978; G. R. Waring, MM; Laibson, PR, 1984; 

Weisenthal, 1997) Für künftige Studien sollte daher stets auch das Alter der Patienten 

berücksichtigt werden, um die Ergebnisse adäquat einordnen zu können.  

5.3 Expressionsanalyse p16 

Die Analyse der Immunlokalisation der p16-Expression zeigte bei den FED-DEK eine 

signifikant (p=<0,0001) höhere (Grad 4) Expression im Zentrum, verglichen zur 

Peripherie. Die Ergebnisse unterstützen die aufgestellte Hypothese, dass die erhöhten 

Expressionslevel vor allem im Zentrum des DEK zu finden sind. Die erhöhte Expression 

der CDKI´s erscheinen mit der Seneszenz im Rahmen der Pathogenese der FED 

vereinbar, wie dies auch durch Matthaei et al bereits beschrieben wurde. (Matthaei et 

al., 2013) Die grundsätzlich mit der Seneszenz einhergehende vermehrte Expression 

der Zellzyklusinhibitoren p16 (und p21) wurde bereits gezeigt. (Judith Campisi, 2001; J. 

Campisi & di Fagagna, 2007). Studien auf molekularer Ebene hatten eine Rolle von p16 

in der Entwicklung der replikativen Seneszenz gezeigt. (Dai & Enders, 2000; Zindy et al., 

1997) Die starke Expression von p16 war vor allem im zytoplasmatischem Raum der 

HCEC zu finden. Es war bereits vorbeschrieben, dass die ektopische bzw. 

zytoplasmatische Expression von p16 dazu führte, dass diese in der G1 Phase 

verblieben und einen Seneszenz-Phänotyp ausbildeten. (McConnell et al.) Die Präsenz 

von p16 im zytoplasmatischen Raum könnte das Resultat posttranskriptionaler 

Modifikationen oder einer Überexpression des Proteins sein, welche es zum Transfer ins 

Zytoplasma führte. (N. Murphy et al., 2003)  

Die Ergebnisse geben Anhalt dafür, dass bei FED-Patienten die seneszenten Zellen vor 

allem im Zentrum des Endothels zu finden sind. Dies würde zudem mit der Lokalisation 

der bereits in den frühen Stadien der Erkrankung betroffenen Region im Zentrum 

korrelieren. (Eghrari, Riazuddin, & Gottsch, 2015) Zusätzlich würden dadurch die im 

Rahmen der DWEK gemachten Beobachtungen unterstützt. Hierbei wird angenommen, 

dass nach Entfernung der zentralen HCEC im Rahmen der DWEK, die peripheren HCEC 

mit erhaltenem proliferativem Potenzial den entstandenen Defekt sukzessive schließen. 

(Arbelaez et al., 2014; Balachandran et al., 2009; Bleyen et al., 2013; Borkar et al., 2016; 

Braunstein et al., 2003; Dirisamer et al., 2012; Galvis et al., 2016; Iovieno et al., 2017; 

Koenig, 2013, 2015; Moloney et al., 2015; Shah et al., 2012; Watson et al., 2006; 

Zafirakis et al., 2010; Ziaei et al., 2013) Es ist noch unbekannt, ob die Wiederbesiedlung 

der zentralen Region des Endothels nach Descemetorhexis bei FED-Patienten im 
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Rahmen von Migration oder Proliferation von patienteneigenen Endothelzellen erfolgt 

oder unter Umständen eine Kombination beider Mechanismen zugrunde liegt. (Borkar et 

al., 2016) Die Entfernung der erkrankten Descemet Membran könnte beispielsweise die 

Zell-Zell-Kontaktinhibition aufheben, auch wenn diese Stimulation der Endothelzell-

Mitose bisher nur in vitro gezeigt werden konnte. (Senoo & Joyce, 2000). Bei den 

peripheren Endothelzellen konnte bereits gezeigt werden, dass sie bei gesunden 

Hornhäuten kontinuierlich in Richtung des Zentrums migrieren. (Borkar et al., 2016; He 

et al., 2012) Davies et al beobachteten, dass nach Descemetorhexis die 

Endothelzellzahlen mit der Zeit stetig zunahmen, selbst bei Hornhäuten die insgesamt 

nicht aufgeklart waren. (Davies et al., 2018) 

HCEC teilen sich in vivo normalerweise nicht und gelten als postmitotisch. (S. Hara et 

al., 2014) Sie konnten jedoch für eine begrenzte Anzahl an Passagen in vitro expandiert 

werden. Je nach Lage innerhalb der gesunden Cornea zeigten sich Unterschiede bzgl. 

der in vitro Replikationsfähigkeit. Periphere HCEC´s schienen diese altersunabhängig 

zu erhalten, wohingegen zentrale HCEC`s diese mit dem Alter anteilig eingebüßt hatten. 

(Mimura & Joyce, 2006) Zusätzlich wurde beobachtet, dass die Replikationsfähigkeit 

negativ mit dem Vorhandensein von Seneszenz-Markern (wie p16 und p21) in den 

entsprechenden Zellen korrelierte. (Mimura & Joyce, 2006)  

5.4 Expressionsanalyse p21 

Die Immunlokalisation der p21 Expression zeigte keine signifikanten Unterschiede im 

Vergleich des Zentrums zur Peripherie. In den FED-DEK konnte p21 in rein 

zytoplasmatischer Expression nachgewiesen werden. Vorherige Studien hatten bereits 

eine allgemein erhöhte Expression beschrieben (Matthaei et al., 2013), ohne die genaue 

Lokalisation innerhalb der Zelle zu betrachten. Es konnte bereits gezeigt werden, dass 

die Lokalisation von p21 innerhalb der Zelle dessen Funktion beeinflusst. So wirkt 

zytoplasmatisches p21 anti-apoptotisch und fördert so das Überleben der Zelle. (Abbas 

& Dutta, 2009; Dehennaut et al., 2013; Karimian et al., 2016; Zhou et al., 2001) Im 

Zusammenhang mit der FED wäre ein Einfluss der zytoplasmatischen Expression von 

p21 auf die Ausbildung des Seneszenz-Phänotyps denkbar. Diese Fragestellung sollte 

im Rahmen weiterer Studien näher untersucht werden.  
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5.5 Limitationen 

Die DEK wiesen aufgrund der beschriebenen Fragilität (B. Bachmann et al., 2016) 

teilweise deutlich Schäden auf. Dies führte, trotz maximaler Standardisierung der 

Prozesse sowie schonendem Umgang, zum Ausschluss einiger DEK von der Analyse. 

Es blieb unklar, ob die detektierten Schäden intra- oder post-DMEK entstanden waren. 

Die anspruchsvolle Präparation der DEK stellt eine Limitation in der Anwendbarkeit dar 

bzw. macht eine große Erfahrung des Durchführenden erforderlich. Insbesondere da 

bekannt ist, dass es sich bei dem cornealen Endothel um sehr empfindliches Gewebe 

handelt und es schnell zur Rissbildung kommen kann. (B. Bachmann et al., 2016)  

Vor der Bestimmung der Zelldichte war eine digitale Präprozessierung der Bilder 

erforderlich, um die adäquate Analyse zu ermöglichen. Weiterer limitierender Faktor 

waren ggf. (intra- oder post-DMEK) mechanisch entfernte Zellverbände mit ggf. daraus 

folgend reduzierter Zelldichte.  

Auch wenn sich im direkten Vergleich zwischen den FED-DEK und den Kontrollen 

bereits deutliche Unterschiede mit erhöhten Expressionen von p16 zeigten, bleibt zu 

bedenken, dass dieser Unterschied bei Kontroll-DEK eines jüngeren, gesunden 

Spender-Auges unter Umständen noch weitaus stärker ausgefallen wäre. Der bereits 

durch Enoto et al in Zellkulturen von HCEC beobachtete, altersbedinge Anstieg der 

Proteinexpression von p16 und p21 (Enomoto et al., 2006) könnte in Teilen auch auf die 

Kontroll-DEK zutreffen, da diese von einem 96 Jahre alten Körperspender stammten. 

Weiter bleibt zu beachten, dass die tatsächliche Expression von p16 und p21 unter 

Umständen noch höher als hier nachgewiesen war. In Vergleichsstudien zwischen 

Querschnitt- („Cross-Section“) und Flach-(„Flatmount“) Präparaten, unter Verwendung 

der jeweils gleichen Antikörper, konnte eine generell geringere Positivrate bei der 

Auswertung an Flachpräparaten gezeigt werden. (McGowan, Edelhauser, Pfister, & 

Whikehart, 2007). Grundsätzlich bleibt limitierend zu erwähnen, dass die Analyse der 

p16/p21-Expression nicht in vivo möglich ist.  

Die geringe Fallzahl (n=2) bei den Kontroll-DEK ließ eine statistische Auswertung leider 

nicht zu, auch wenn qualitative Unterschiede in den Expressionsmustern nachweisbar 

waren. Allgemein muss zudem berücksichtigt werden, dass die erhobenen Ergebnisse 

auf einer kleinen Fallserie von n=8 FED-DEK beruhen und weitere Studien mit größerer 

Fallzahl zur Bestätigung notwendig sind.   
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5.6 Schlussfolgerung 

Die Resultate dieser Arbeit geben weitere Hinweise darauf, dass die erhöhte Expression 

von p16 im Zentrum des DEK mit den pathologischen Veränderungen durch die FED 

einhergeht und die seneszenten Zellen bei der FED insbesondere im Zentrum des 

Endothels zu finden sind. Anhand der erhobenen Daten konnte kein Unterschied in der 

p21-Expression zwischen Zentrum und Periphere beobachtet werden. Diese ersten 

Ergebnisse bedürfen weiterführender Untersuchungen in größeren Kollektiven. 

Die Präparation der DEK zu Flachpräparaten ermöglicht eine Auswertung des gesamten 

Zellverbundes sowie den Nachweis von in Teilen nur vereinzelt vorkommenden Zellen. 

Die Arbeit an den DEK erfordert eine hohe Expertise beim Durchführenden, um 

Beschädigungen zu vermeiden. Die DEK zeigen sich jedoch grundsätzlich für weitere 

Studien als gut geeignet. 
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