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Abkurzungsverzeichnis
AAP angular aqueous plexus; Kammerwasserplexus, Aquivalent

des Schlemm’schen Kanals beim Schwein
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DAPI-Farbung 4',6-Diamidin-2-phenylindol Farbung

DCT Dynamic Contour Tonometrie (dynamische
Konturtonometrie)
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Ig (A) Immunglobulin (A)

IL- (1) Interleukin (1)

IS Interventionssimulation

IOP Intraocular Pressure (intraokularer Druck)

JCT Juxtacanalicular Tissue (Juxtakanalikulares Gewebe)

Kap. Kapitel

LASIK Laser-in-situ-Keratomileusis

LED light-emitting Diode (Leuchtdiode)

Lsg. Lésung

M Mol(ar)

min Minute

mi Milliliter

mmH20 Millimeter Wassersaule

mmHg Millimeter Quecksilbersaule

MW Mittelwert

PBS phosphate buffered saline



P-Medium Medium zur Perfusion des Vorderkammermodells (vgl. Kap:

21.5.1)
POWG Primares Offenwinkel-Glaukom
rER rauhes Endoplasmatisches Retikulum
rom revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute (min’™"))
TBS TRIS buffered saline
TdT Terminal desoxynucleotidyl transferase
™ Trabekelmaschenwerk
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uv Ultraviolett

\Y Volt
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1 Einleitung

1.1 Anatomische und physiologische Grundlagen

1.1.1 Die Kornea

Die Kornea ist der transparente, runde Anteil der au3eren Augenhaut. Die Form
wird oft als Uhrglas beschriecben [1]. Der Durchmesser betragt beim
Erwachsenen vertikal durchschnittlich zwischen 10 mm bis 11,5 mm und
horizontal durchschnittlich 11,5 bis 12 mm [2-5]. Die Kornea ist das starkste
lichtbrechende Medium im optischen Apparat. Die Brechkraft betragt ca. 40 dpt.
Dies entspricht etwa 70 % der Gesamtbrechkraft des Auges von etwa 65 dpt [1,
6]. Die Brechkraft der Kornea ist im Gegensatz zur Linse konstant [4]. Die Dicke
der Kornea variiert je nach Lokalisation von ca. 550 ym in der Mitte bis ca.
700 ym in der Peripherie [2, 6]. Ebenso verhalt es sich mit dem
Krimmungsradius. In der zentralen, optischen Zone liegt der Krimmungsradius
bei ca. 8 mm, zur Peripherie hin nimmt er zu [2]. Insgesamt ist die Kornea
starker gekrimmt als die Sklera, in die sie am Rand, dem Limbus cornae,
Ubergeht [1, 4]. In der vertikalen Ebene ist sie starker gekrimmt als in der
horizontalen [1]. Diese Krimmungsradien stehen in direkter Beziehung zur
Brechkraft, die sich mit sich anderndem Radius ebenso andert [6]. Histologisch

zeigt sich ein mehrschichtiger Aufbau aus 5 unterschiedlichen Schichten [2, 5]:
¢ Kornea-Epithel
* Bowman-Membran
* Stroma
* Descemet-Membran
* Kornea-Endothel

Zur Umwelt hin wird die Hornhaut vom Tranenfilm benetzt, zur Vorderkammer

hin vom Kammerwasser [2, 3, 5].

Das Kornea-Epithel besteht aus unverhorntem, mehrschichtigem Plattenepithel.

Auf der Basalmembran sitzen in einer einfachen Lage Saulenzellen, welche mit



der Basalmembran Uber Hemidesmosomen verbunden sind. Darauf folgen zwei
bis drei Reihen Stachelzellen und zwei Reihen oberflachliche
Plattenepithelzellen. Letztere sind mit Mikrovilli und Mikrofalten versehen um
die Anlageflache fir die Muzine des Tranenfilms zu vergroRern [5]. Die Zellen
sind untereinander mit Desmosomen bzw. tight-junctions verbunden. Dies bildet
eine wirksame Barriere gegen das Eindringen von chemischen oder
biologischen Noxen [3, 7]. Die obersten Zellen werden am Ende ihrer
Lebenszeit durch den Tranenfim und den Lidschlag abgeschilfert und
weggeschwemmt [5]. Die Stammzellen flr die Erneuerung des Epithels liegen
vermutlich im Limbus, dem Rand der Kornea. Diese spielen auch eine wichtige
Rolle wenn es darum geht, ein Einwachsen von Konjunktiva auf die Kornea zu

verhindern [5].

Die Bowman-Membran ist eine azellulare Schicht. Sie besteht hauptsachlich
aus Kollagenfibrillen des Typs | und IV sowie aus Proteoglykanen [1, 2]. Die
Vorderflache bildet die Basalmembran des Epithels [2]. Insgesamt ist die
Bowman-Membran aber auch die oberflachlichste Schicht des Stromas [5, 6].
Verletzungen in diesem Bereich heilen nur unter Narbenbildung ab, da diese

Schicht keine Regenerationsfahigkeit besitzt [2, 3, 5].

Das Hornhaut-Stroma ist eine ca. 500 ym dicke Schicht aus dicht gepackten
Kollagenfasern. Hier findet man die Kollagentypen I, Ill, V und VII [1]. Die
Fasern sind streng parallel angeordnet [1, 6]. In den Zwischenraumen finden
sich Grundmatrix und vereinzelt Fibroblasten. Die Fibroblasten sorgen flr
Nachschub an Kollagenmolekulen, aus denen sich wiederum Kollagenfibrillen
und -fasern zusammenlagern [2, 5, 6]. Die Dicke der einzelnen Fibrillen bzw.
Fasern betragt 22,5 nm bis 35 nm und ist sehr gleichmalig [8]. Die Anordnung
der Fibrillen und deren Abstand zueinander sind entscheidend fir die hohe
Transparenz. Die Grundmatrix aus Chondroitinsulfat und Keratansulfat sorgt fr
den Abstand der Fasern, der ca. 41,4 nm (+ 0,5 nm) betragt [2, 3, 5, 6]. Die
Kollagenfasern organisieren sich in schichtformigen Lamellen, von denen ca.

250-300 parallel zur Oberflache von Limbus zu Limbus ziehen [1-3].



Die Descemet-Membran besteht vorwiegend aus einem feinen Gitterwerk aus
Kollagenfibrillen des Typs IV [3, 5]. Sie besteht aus zwei Zonen: Die vordere,
geordnete Zone entwickelt sich in utero. Die hintere, ungeordnete Zone wird
zeitlebens von den darunter liegenden Endothelzellen gebildet [5]. Neben
Kollagenfibrillen finden sich als weiterer Bestandteil dieser echten Membran

noch Glykoproteine [1, 6].

Das Hornhaut-Endothel ist embryologisch betrachtet ein Mesothel, welches
nicht regenerationsfahig ist [6]. Es besteht aus einer einlagigen Schicht
hexagonaler Zellen. Durch den undichten Zellverband dringt passiv
Kammerwasser in das Stroma ein, das zur Erndhrung desselben dient [2, 3].
Die wichtigste Aufgabe des Endothels ist das Entquellen der Hornhaut und
somit deren Transparenzerhalt durch aktiven Wassertransport aus dem Stroma
heraus [4, 5]. Dies geschieht vor allem durch den aktiven Natrium-, Kalium- und
Hydrogencarbonat-Transport [2-4]. Die Zelldichte beim Erwachsenen betragt
ca. 2500-3500 Zellen/mm?, da das Endothel nicht regenerationsfahig ist
nehmen die verbleibenden Zellen durch GréRenzunahme den Platz verlorener
Zellen ein [5]. Pro Jahr nimmt die Zelldichte um ca. 0,6 % ab. Wenn zu viele
Zellen verloren sind kommt es zu einer Transparenzminderung der Hornhaut
durch ein Odem [5].

Die Innervation der Kornea Ubernehmen Fasern der Nn. cilliares longi aus dem
N. opthalmicus, dem ersten Ast des V. Hirnnerven, dem N. trigeminus. Die
Fasern verlaufen durch die Sklera und treten am Limbus in die Kornea tUber [1].
Hier existieren ein subepithelialer und ein stromaler Plexus. Die Kornea zahlt zu

den am dichtesten innervierten Gebieten des menschlichen Korpers [5].

Die Erndhrung der vollig gefalfreien Kornea erfolgt einerseits Uber das
Kammerwasser auf der Innenseite, andererseits Uber die Schlingennetze
skleraler und episkleraler BlutgefaRe [1]. Das Kornea-Epithel ist befahigt
Sauerstoff aus der Luft [1] bzw. dem mit Sauerstoff gesattigten Tranenfilm

aufzunehmen [2, 3].



Dieser spielt eine wichtige Rolle bei der Ernahrung, beim Schutz gegen
Dehydrierung und der Immunabwehr des Auges bzw. der Kornea. Er wirkt auch
mit beim Erhalt der glatten Oberflache [2, 5]. Der Tranenfilm besteht aus drei
Phasen (Lipidschicht, wassrige Schicht, Muzinschicht), die an unterschiedlichen

Orten des Tranenapparates gebildet werden [1, 2].

1.1.2 Die Kammern des Auges
Das Innere des Bulbus wird anatomisch in drei Bereiche eingeteilt [1, 5]:

e Vorderkammer
e Hinterkammer
* Glaskorperraum

Die Vorderkammer wird ventral von der Kornea begrenzt, nach dorsal von der
Iris bzw. dem Vorderpol der Linse. Die seitliche Begrenzung ist der

Kammerwinkel [1].

Die Hinterkammer-Begrenzung nach ventral wird von der Rulckseite der Iris
gebildet und dorsal von der Grenzmembran des Glaskorpers. Mediale
Grenzstruktur ist der Seitenrand der Linse. Seitlich wird die Hinterkammer vom

Corpus ziliare begrenzt [1].

Der Glaskorperraum wird, wie der Name suggeriert, vom Glaskorper ausgefulit.
Die dorsale und laterale Begrenzung bildet die Retina. Die ventrale Begrenzung
wird durch die Region um den hinteren Linsenpol bzw. durch den Corpus ciliare
gebildet [1].

1.1.2.1 Der Kammerwinkel (Angulus iridocornealis)

Der Kammerwinkel ist ein Teil der vorderen Augenkammer, welcher eine grol3e
Rolle beim Abfluss des Kammerwassers spielt. Gebildet wird er im spitzen
Winkel von der Kornea bzw. dem Limbus und der Iriswurzel [1, 4]. In diesem
Winkel liegt stark aufgeflochtenes Bindegewebe, das Trabekelmaschenwerk
(TM). Die ,freien“ Raume zwischen den Trabekeln nennt man ,Fontana-Raume*
[1, 4, 9]. Hinter der Spitze des Winkels liegt der Schlemm’sche Kanal, ein

gefalRahnlicher Sammelkanal, der ebenfalls ringformig in der Sklera um die



Vorderkammer zieht [1, 4, 9]. Der Schlemm’sche Kanal steht Uber ca.

30 Sammelkanale mit den Kammerwasservenen in Verbindung [1, 10].

Das Trabekelmaschenwerk lasst sich in drei Regionen einteilen; das innere
uveale, das korneosklerale und das auf3ere endotheliale oder juxtakanalikulare
Maschenwerk [5, 9-12]. Letzteres wird von manchen Autoren auch als
cribriformes Maschenwerk bezeichnet [13, 14]. Dieses schliel3t direkt an das
Endothel der inneren Wand des Schlemm’schen Kanals an [5, 9, 11, 12]. Im
Bereich der Schwalbe-Linie hat das Trabekelmaschenwerk keinen Anschluss
an den Schlemm’schen Kanal. Das dort befindliche Maschenwerk scheint als
Nische fur stamm- oder progenitorzell- &hnliche Zellen zu dienen, die bei

Verletzungen den filtrierenden Teil des TM ersetzen kdnnen [15].

Das uveale Maschenwerk reicht vom anterioren Anteil des Ziliarkdrpers bzw.
der Iriswurzel zur Schwalbe-Linie, dem Ubergang zwischen Kornea-Endothel
bzw. Descemet-Membran und Sklera. Es besteht aus bis zu drei Lagen
Trabekelstrahlen bzw. Lamellen [9]. Das korneosklerale Maschenwerk
seinerseits zieht vom Sklerasporn zur Schwalbe-Linie und bildet den groften
Teil des Trabekelmaschenwerks [5, 9]. Es bildet ca. 8-15 Trabekellamellen, die
insgesamt dicker sind als die des uvealen Maschenwerks [9]. Beide Teile sind
ahnlich aufgebaut. Die Trabekelstrahlen bestehen aus einem Kern aus
fibrillarem, extrazellularem Material, welcher mit flachen
Trabekelmaschenwerkzellen bedeckt ist [11]. Diese Zellen sitzen auf einer
typischen Basalmembran [16, 17] mit den Hauptbestandteilen Laminin und
Kollagen Typ IV [18, 19]. Das extrazellulare Material des Kerns besteht vor
allem aus Kollagen Typ I, Il [18] sowie elastischen Fasern [20, 21]. Diese
Strukturen bilden ein pordses Geflecht, dessen Porengrofe im uvealen Teil 25-
27 um und im korneoskleralen Anteil 2-15pum betragt [10, 11]. Ein
dreidimensionales Geflecht entsteht vor allem dadurch, dass TM-Zellen die
intertrabekularen Raume Uberbricken und somit zwei Strahlen bzw. Trabekel
miteinander  verbinden.  Erwahnenswert ist ebenfalls, dass die
Trabekelmaschenwerkzellen zur Phagozytose fahig sind [22-24]. Naheliegend

ist die Vermutung, dass dies eine wichtige Funktion der Selbstreinigung ist [9,



24] um die tieferliegenden kleineren Poren vor Zelldebris und ahnlichem zu
schitzen [12]. Untermauert wird diese Vermutung dadurch dass im Bereich von
Sammelgefallen vermehrt Pigment in den TM-Zellen zu finden ist. Dies stutzt
somit die Hypothese, dass es bevorzugte Wege fir den Kammerwasserabfluss
gibt [25] (vgl. Kap. 1.1.3). Mathematische Berechnungen und experimentelle
Studien zeigten, dass der Bereich des uvealen und korneoskleralen
Maschenwerks weder fur die Generierung noch fur eine signifikante Erhdhung
des IOP verantwortlich ist [26, 27], da hier kein nennenswerter Widerstand

herrscht.

Das juxtakanalikulare = Maschenwerk verbindet das  korneosklerale
Maschenwerk letztlich mit dem Endothel der inneren Wand des Schlemm’schen
Kanals und ist ca. 2-20 ym dick [9]. Juxtakanalikulares Maschenwerk, Endothel
und dessen Basalmembran werden auch als nner wall region®
(Innenwandbereich) bezeichnet; nicht nur weil das Maschenwerk direkten
Kontakt zum Endothel hat, sondern weil diese eine funktionelle Einheit bilden.
In diesem Bereich wird der Abfluld des Kammerwassers am starksten reguliert.
[9-12]. Die TM-Zellen des juxtakanalikularen Maschenwerks (JCT) liegen in
einer Extrazellularmatrix (EZM) aus Kollagen Typ |, lll, IV, V, VI [18, 28, 29] und
weiteren typischen Substanzen wie Laminin, Elastin, Fibronektin und
Glykosaminoglykanen wie Hyaluron, Chondroitinsulfat und Keratansulfat [12,
21, 29, 30]. Die TM-Zellen selbst bilden lange Fortsatze durch die sie mit
anderen TM-Zellen, der EZM oder dem Endothel des Schlemm’schen Kanals in
Verbindung stehen [9, 11]. Ob eine Basalmembran bzw. Basallamina
vorhanden ist, ist Gegenstand kontroverser Diskussionen [12]. Einerseits
spricht man ihnen fibroblastenartige Eigenschaften zu, andererseits wurden
Bestandteile einer Basallamina (Kollagen Typ IV und Laminin) im JCT entdeckt
[12, 29, 31]. Das JCT bildet, im Gegensatz zu dem eher geordneten
Trabekelmaschenwerk der anderen Anteile, ein ungeordnetes Netzwerk [9].
Charakteristischer Bestandteil ist das Netzwerk aus elastischen Fasern. Diese
sehen ultrastrukturell ebenso aus wie die elastischen Fasern der anderen Teile
des TM. Sie besitzen einen Kern aus dichtem Material sowie einen Mantel aus

gebandertem Material [14, 20, 21]. Diese Fasern sind tangential zum Endothel
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des Schlemm’schen Kanals angeordnet. [32]. Der Mantel der Fasern scheint
mit dem Alter dicker zu werden, aullerdem findet man in der EZM mit
zunehmendem Alter Strukturen, welche als ,Plaque” bezeichnet werden [9, 10,
20]. In der EZM sind auch eine Reihe amorpher Substanzen enthalten wie z.B.
Myocillin, das innerhalb des TM sehr haufig vorkommt und dessen Funktion
aber noch unklar ist [9, 33].

Der Schlemm’sche Kanal ist ein gefaRahnlicher Kanal, der sich perilimbal um
die gesamte Zirkumferenz zieht; einem Gefaly ahnlich vor allem wegen der
Endothelzellen, die insbesondere an der Innenwand, einige Charakteristika von
GefalRendothelzellen zeigen [5, 9, 10, 34-36]. Diese Zellen sind langliche,
flache, spindelférmige Zellen mit einer zentralen Ausweitung, in welcher der
Nukleus liegt und deren Enden abgerundet sind. Die Langsachse der Zellen
verlauft parallel zum Kanal. Die Lange betragt ca. 40-100 um und die Breite 5-
15 um [10, 35, 36]. Untereinander sind die Zellen mittels tight junctions
verbunden [17, 37]. Die Endothelzellen haben keine durchgehende
Basalmembran, welches einen entscheidenden Unterschied zum klassischem
GefalRendothel darstellt, das eine durchgehende Endothelschicht mit
durchgehender Basalmembran hat [30]. Charakteristisches Merkmal des
Endothels des Schlemm’schen Kanals sind die zellularen Ausstulpungen, auch
Riesen-Vakuolen genannt [9]. Zwar wirken diese gelegentlich wie intrazellulare
Strukturen, sind aber tatsachlich Ausstllpungen, die ihre Ursache im
Druckgradienten im Zusammenhang mit dem Kammerwasserfluss haben [9,
10]. Sie entstehen wenn Kammerwasser an die basale Seite des
Schlemm’schen Kanals drickt [38]. In diesem Zusammenhang treten
intrazellulare Poren auf [39]. Befinden sich die Poren an beiden Enden (luminal
und abluminal) entsteht ein transzellularer Kanal. Meist jedoch liegt die Pore nur
auf der abluminalen Seite, also der Seite des Trabekelmaschenwerks [10, 40].
Auch werden parazellulare Poren beschrieben, die sehr wahrscheinlich einen
parazellularen Fluss ermdglichen, der bereits von Epstein et al. beschrieben
wurde [41]. AuRerhalb davon beschranken aber die tight junctions diesen Fluss
[42]. Diese Poren lassen Partikel in der GroRe 200-500 nm passieren [43].

Nach Johnson et al. hat das Endothel die hdchste Wasserleitfahigkeit,
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vergleichbar nur mit fenestriertem Endothel [10]. Die Aulenwand des
Schlemm’schen Kanals ist durch flaches Endothel ausgekleidet, das Offnungen
fur die Sammelkanale enthalt. Uber diese Sammelkanale hat der Schlemm’sche
Kanal Anschluss an die Kammerwasservenen bzw. die intra- und episkleralen

Venen, in die letztlich das Kammerwasser resorbiert wird [5].

1.1.3 Der Kammerwasserfluss

1.1.3.1 Bildung des Kammerwassers, der Ziliarkorper

Bildungsort des Kammerwassers ist der Ziliarkorper. Er besteht aus dem
Ziliarmuskel und den Ziliarzotten und hat als weitere Funktion noch die
Akkommodation [4]. Weiter wird er in Pars plana und Pars plicata eingeteilt [5].
Der Ziliarkérper dehnt sich von der Ora serrata bis zur Iriswurzel hin aus und
verlauft um die gesamte Zirkumferenz. Die Pars plicata enthalt nach innen in
Richtung Zentrum des Bulbus entspringenden Fortsatze, die Ziliarzotten. Jede
dieser Zotten wird begrenzt von zwei Epithelschichten; einer
Pigmentepithelschicht, die in das retinale Pigmentepithel Ubergeht und einer
nicht-pigmentierten Epithelschicht, welche sich im Neuroepithel fortsetzt [5]. Die
Zotten sind reich an Blutgefalien; sie enthalten jeweils eine zentrale Arteriole
sowie reich verzweigte Kapillarnetze. Diese haben ein fenestriertes Endothel
damit Makromolekule hindurchtreten konnen [4, 5]. Das pigmentierte Epithel
sitzt dem Zottenstroma auf und besitzt hier eine Basalmembran. In Richtung
Hinterkammer folgt dann das nicht-pigmentierte Epithel, dessen Basalmembran
an der Grenze zur Hinterkammer liegt. Hier strahlen auch die Zonulafasern der
Linsenkapsel ein [4]. Die Zellen des nicht-pigmentierten Epithels sind mit tight
junctions verbunden und bilden so die Blut-Kammerwasser-Schranke [5].
Neuere Konzepte scheinen dies zu bestatigen, denn es findet sich manchmal
ein Proteinprofil im Kammerwasser, das anders nicht erklarbar ware. Zusatzlich
gibt es aber Hinweise darauf, dass die Proteine Uber Anteile der Iris ins
Kammerwasser gelangen und nicht Uber einen Zusammenbruch der Blut-

Kammerwasser-Schranke [44].

12



Die Produktion des Kammerwassers erfolgt in zwei Schritten [5, 45]:

* Bildung eines Plasmafiltrats im Zottenstroma in Abhangigkeit vom

Blutfluss

* Bildung des eigentlichen Kammerwassers durch die Blut-

Kammerwasser-Schranke hindurch

Der Mechanismus ist Uberwiegend ein aktiver Transport durch das nicht-
pigmentierte Epithel. Hier spielen v. a. Carboanhydrasen und Na*/K*-ATPasen
eine Rolle. Durch den aktiven Na® Transport z. B. folgt Wasser aus dem Stroma
in die Hinterkammer. Es kommt auch zu passiven Transporten durch Diffusion
und Ultrafiltration, was jedoch kaum eine Rolle spielt. Der aktive Transport ist
dabei nicht vom IOP abhangig [5, 45]. Der Zufluss betragt ca. 2 ul/min; bei
einem Gesamtvolumen von ca. 300 pl wird also der Gesamtinhalt der beiden
Kammern alle 2-3 h getauscht [1, 45]. Dies unterliegt aber auch einer
zirkadianen Rhythmik bei der am Morgen mehr und gegen Abend bzw. nachts
weniger Kammerwasser produziert wird [45]. Im Gegensatz zur
Tranenflissigkeit enthalt das Kammerwasser keine Laktoferrine oder ahnliches.
Der Glukosegehalt liegt bei ca. 2,42 mmol/l und dient der Ernahrung der Linse,
des Kornea-Endothels und Teilen des Stromas. Die im Kammerwasser

enthaltenen Elektrolyte sind plasmaisoton. [6]

1.1.3.2 Kammerwasserfluss durch die Kammern
Nach Sekretion des Kammerwassers in die Hinterkammer flie3t dieses an den

Zonulafasern vorbei durch die Pupille in die Vorderkammer. Der Abfluss

geschieht Uber zwei Wege:
* trabekularer Weg
* uveoskleraler Weg

Uber den trabekuldren Weg werden in Abhangigkeit vom Alter ca. 85-90 % des
Kammerwassers abgeleitet, Uber den uveoskleralen ca. 10-15%. Beim
uveoskleralen Weg wird das Kammerwasser uber die Uvea resorbiert; dieser

Weg hat aber auf den |IOP, auller bei der Behandlung des Glaukoms, kaum
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einen nennenswerten Effekt, [9, 10]. Die weitaus wichtigere Rolle in der
Regulation des IOP spielt der trabekulare Weg. Hier wird letztlich das
Gleichgewicht zwischen Kammerwasserproduktion und Abfluss geregelt und
dartber auch der IOP. Hauptsachlich scheint hierfir der Bereich der Innenwand
des Schlemm’schen Kanals dessen Basalmembran zusammen mit dem
juxtakanalikularen Gewebe verantwortlich zu sein [10-14, 30, 41]. Im gesunden
Auge stehen, wie schon erwahnt, Produktion und Abfluss im Gleichgewicht und
der Abfluss geschieht aufgrund eines Druckgradienten [9-11]. Im Alter und bei
bestimmten Glaukom-Formen (Offenwinkelglaukom) steigt der
Abflusswiderstand innerhalb des Trabekelmaschenwerkes und somit der IOP
[46-48]. Die Produktion von Kammerwasser jedoch wird kaum beeinflusst,
auller durch die Einwirkung von Medikamenten oder zyklodestruktiven
Methoden als Therapieansatz beim Glaukom, sowie bei Erkrankungen wie
Entzindung. Bei allen der genannten Situationen kommt es zu einer Reduktion

der Kammerwasserproduktion [5, 45].

1.2 Der Keratokonus

1.2.1 Definition

Der Keratokonus ist eine meist bilaterale, nicht-entztindliche Ektasie der Kornea
[49]. Gekennzeichnet ist diese Erkrankung durch eine kegelformige Vorwdlbung
der Kornea und Ausdinnungen im Stroma [49-51]. Die Erkrankung ist haufig
progredient, irreversibel und meist asymmetrisch [52, 53]. Der hierdurch
entstehende irregulare Astigmatismus und die Myopie fuhren im Verlauf der
Erkrankung zu einer vorschreitenden Sehverschlechterung, die meist als sehr
einschrankend auf die Lebensqualitat empfunden wird [54, 55]. Durch Einrisse
in der Descemet-Membran und dadurch folgender Endothelschadigung kann es
zu Hornhautédemen mit entsprechender weiterer Sehverschlechterung und
Schmerzen kommen. Diesen Zustand wird auch akuter Keratokonus genannt
[56]. Das Endstadium der Erkrankung, die Hornhaut- bzw. Bulbusperforation ist
nur in Einzelfallen bekannt [57-59]. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass der
Progress der Erkrankung mit zunehmendem Alter nachlasst und ab dem vierten

Lebensjahrzehnt meist stagniert [49, 60, 61]. Insgesamt verlauft die Erkrankung
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sehr variabel und reicht von geringstem Astigmatismus bis zu maximaler

Seheinschrankung, teilweise auch mit Schmerzen [54, 62].

1.2.2 Epidemiologie und Atiologie
Betroffen sind zumeist jungere Patienten. Manifestationsalter ist meist das

zweite Lebensjahrzehnt, der Beginn scheint in der Pubertat zu liegen. Die
Altersangaben des Erkrankungs-Gipfels in der Literatur schwanken zwischen
dem 17. und 49. Lebensjahr, aber auch von deutlich jingeren und alteren
Fallen ist berichtet [49, 50, 52, 62]. Die Erkrankung ist meist bis in das vierte
Lebensjahrzehnt progredient und stabilisiert sich dann haufig [49]. Die Inzidenz
wird mit 1 zu 2000 in der Normalbevolkerung angegeben [49, 63]. Die
Pravalenz wird mit 54,5 pro 100000 beziffert [49]. Beide Geschlechter sind
gleichhaufig betroffen [52]. Aber auch eine erhdhte Pravalenz jeweils flr Frauen

[64] oder Manner [65] ist je nach Studie beschrieben.

Beziglich der Atiologie werden verschiedene Aspekte diskutiert, letztlich ist
diese aber nicht geklart. In Betracht kommen unter anderem genetische,
biochemische sowie biomechanische Aspekte und die Assoziation mit anderen

Erkrankungen.

So wurden bei Untersuchungen der Strukturelemente, Kollagenen und
Proteoglykanen Unterschiede und Verminderungen zwischen normaler Kornea
und derjenigen bei Keratokonus entdeckt. [51, 62, 66, 67]. Weiter wird bei den
biochemischen Faktoren eine Enzymveranderung bzw. eine Veranderung der
Aktivitat proteolytischer und lysozymaler Enzyme [68-71], sowie ein Mangel an
Proteinase-Inhibitoren diskutiert [68, 69, 71]. Gegenstand von Diskussion ist
auch die Tatsache, dass die Keratinozyten der Kornea bei Keratokonus mehr
Interleukin-1 Rezeptoren besitzen. Interleukin-1 (IL-1) regelt v.a. die
Proliferation und Apoptose sowie die Differenzierung der Keratinozyten. Da bei
Mikrotraumen vermehrt IL-1 freigesetzt wird, wird die Entstehung des
Keratokonus auch mit vermehrtem Augenreiben z.B. beim Tragen von
Kontaktlinsen und atopischer Diathese in Verbindung gebracht [3, 72-74].
Letztlich ist aber unklar, ob dies lediglich die Manifestation bei Pradilektion

beschleunigt oder tatsachlich ursachlich bzw. ein Risikofaktor ist. Ein weiterer
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Faktor, insbesondere fur das Fortschreiten der Erkrankung, ist die oxidative
Schadigung. So weisen von Keratokonus befallene Korneae einen niedrigeren
Spiegel an Superoxiddismutase und Aldehydehydrogenase 3 auf. Das deutet
darauf hin, dass oxidativer Stress im Gewebe nicht mehr richtig bewaltigt
werden kann [75, 76]. Ebenso wurden eine Reihe anderer Enzyme identifiziert,

die erhoht bzw. erniedrigt sind und so oxidativen Stress erzeugen [77, 78].

In der Diskussion stehende biomechanische Faktoren sind u. a. durch die
vorgenannten Veranderungen ebenfalls veranderten Kollagenlamellen der
Kornea [79]. Insbesondere deren verminderte Dicke und veranderte Anordnung
[51, 80] sowie die Degradation der Fibroblasten [81] werden als Vorstufe
angesehen bzw. als Ursache fur den weiteren Progress der Erkrankung [80]. So
fiel auch der Arbeitsgruppe um Morishige et al. auf, dass beim Keratokonus
weniger Verankerungen der Kollagenlamellen mit der Bowman-Membran sowie
weniger Verflechtungen der Kollagenlamellen untereinander zu finden sind [82].
Ebenso wurde eine Veranderung an der Bowman-Membran selbst diskutiert
[83], konnte hier aber nicht eindeutig als Ursache nachgewiesen werden. Der
Gesamtkollagengehalt scheint beim Keratokonus nicht vermindert, die
Festigkeit der Kornea jedoch ist um den Faktor 0,7 geringer [84, 85]. Die
Reduzierung der Vernetzung in der Tertiar- und Quartarstruktur des Kollagens
und zwischen den Kollagenmolekilen scheint also ein Hauptfaktor der

Erkrankung zu sein [86].

Die Assoziation mit verschiedenen Erkrankungen wie Down-Syndrom, Ehlers-
Danlos-Syndrom und auch Mitralklappenprolaps sowie weiteren Erkrankungen
wurde herausgearbeitet [87-90]. So haben Patienten mit Down-Syndrom ein 10-

300fach erhdhtes Risiko an einem Keratokonus zu erkranken [91].

Eine genetische Pradisposition wurde unter anderem von Wang et al.
untersucht, der herausfand, dass Verwandte von Patienten mit Keratokonus
eine bis zu 68fach hdhere Pravalenz fur einen Keratokonus haben; fuhrend
waren hier die Geschwister [92]. In vielen Studien wurden unterschiedliche mit
dem Keratokonus assoziierte Genloci beschrieben [92-96]. Hier wurde nur ein

Teil der zur Verfligung stehenden Quellen benannt, eine Suchanfrage mit dem
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Begriff ,keratoconus genetics® bei PubMed erbrachte am 20.08.2014 359

Quellen.

Als protektiv zeigt sich aber das Vorhandensein eines Diabetes mellitus. Dieser
fuhrt durch Glykosilierung des Kollagens zu einer Stagnation bzw. zur

Protektion vor einer Keratokonusentstehung [97-99].

1.2.3 Kilinik und Diagnostik des Keratokonus
Die Symptome des Keratokonus hangen stark vom Stadium der Erkrankung ab

und sind wie eingangs schon beschrieben sehr variabel. Im FrUhstadium
bemerken meist weder Patient noch Arzt den Keratokonus, es sei denn es wird
eine Hornhauttopographie durchgefthrt [100]. Im weiteren Verlauf kommt es
dann zu einer Sehverschlechterung durch Myopie und irregularen

Astigmatismus, die mit Brille nur schlecht ausgleichbar ist [55].

Diagnostische Hinweise sind das ,Charleux oil drop sign“ das bei der
Spaltlampenuntersuchung im regredienten Licht sichtbar sein kann [49]. In der
Skiaskopie kann das Auftreten des so genannten Scherenschattens ein Hinweis
sein [101]. Bei fortgeschrittenen Fallen sieht man haufig den s.g. ,Fleischer
Ring“, eine Ablagerung von Hamosiderin die meist bogen- bzw. ringférmig um
den Konus lauft [49]. Des Weiteren kommt es zum Auftreten von ,Vogt-Linien®
als Zeichen von Stress und Uberdehnung der Hornhaut. Dabei handelt es sich
um feine Linien im tiefen Stroma und der Descemet-Lamelle. Diese verlaufen
parallel zur Achse des Keratokonus. Auf Druck verschwinden die Linien [49,
64]; im weiteren Verlauf koénnen Tribungen der Kornea und das
Sichtbarwerden von Hornhautnerven auftreten [49, 64]. Typisches indirektes
Zeichen ist das s.g. ,Munson’sche Zeichen®. Dabei kommt es zu einer v-
formigen Auswolbung des Unterlids wenn der Patient mit Keratokonus
herabschaut. Ein weiteres indirektes Zeichen ist das ,Rizutti- Zeichen®: hier wird
bei Beleuchtung von temporal, seitlich ein scharf begrenzter Lichtbalken auf
den Bereich des nasalen Limbus projiziert. Je weiter der Keratokonus
fortschreitet desto weiter entfernt vom Limbus ist der Lichtbalken sichtbar [49,

101]. Einen grolRen Stellenwert in der apparativen Diagnostik und der
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FriGherkennung hat die Hornhauttopographie. Diese wird meist mit
Placidoscheiben-basierten Keratographen durchgeflhrt. Aber auch Verfahren
wie die optische Koharenz-Tomographie, die Scheimpflugphotographie bzw. -
topographie oder die Wellenfrontanalyse haben einen diagnostischen Wert [49,
100-103]. Auf den Ergebnissen dieser Methoden, insbesondere der
Videokeratographie wurden verschiedene Indizes entwickelt um die Erkrankung
klassifizieren zu kdnnen. Haufig kommt der KISA%-Index zum Einsatz, welcher
phanotypische Erscheinungen topographisch quantifizieren kann [104]. In vielen
Studien wird als Mal® des Keratokonus auch der K-Wert, die Korneabrechkraft,
genutzt da diese wie schon erwahnt direkt mit der Krimmung zusammenhangt
[5, 62]. Ebenso wird der inferior-superiore Brechwertindex (I-S-Wert) genutzt,
bei dem aus der Differenz der gemittelten Brechwerte der unteren und oberen
Kornea-Hemisphare ein Wert gebildet wird [105]. Auch bei der Klassifizierung
gibt es mehrere Mdglichkeiten. Unter anderem das System nach Amsler, das
nach Krumeich modifiziert wurde. Bei diesem geht der Grad der
Hornhauttopographie, Myopie bzw. Astigmatismus, Kklinische Symptome,
zentrale Korneanarben und die Hornhautdicke ein [106-109]. Ein international
einheitliches Klassifiktionssystem gibt es nicht, aber insbesondere die

Krumeich-Klassifikation ist in Deutschland haufig genutzt [101, 107]:

* Stadium 1: exzentrische Versteilung der Hornhaut, induzierte Myopie
bzw. Astigmatismus < 5 dpt, Hornhautradien < 48 dpt, Vogt-Linien, keine

Narben

e Stadium 2: Induzierte Myopie bzw. Astigmatismus > 5 dpt <8 dpt,
Hornhautradien < 53 dpt, Hornhautdicke = 400 um, keine Narben

e Stadium 3: Induzierte Myopie bzw. Astigmatismus > 8 dpt <10 dpt,
Hornhautradien > 53 dpt, Hornhautdicke 200-400 um, keine Narben

e Stadium 4: Refraktion nicht messbar, Hornhautradien > 55 dpt,

Hornhautdicke 200 um, zentrale Narben
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1.2.4 Therapieoptionen bei Keratokonus
Die Therapie des Keratokonus erfolgt abhangig vom Stadium in mehreren

Stufen. Von der jeweiligen Stufe ist auch die Invasivitat der Therapie abhangig.
Vorrangiges Ziel ist der Erhalt bzw. die Wiederherstellung der Sehleistung bzw.
in neuerer Zeit mit neuen Therapiemethoden auch der frihe Stopp der

Progression [110].

Im Anfangsstadium der Erkrankung kann die Sehverschlechterung meist noch
durch Brillen ausgeglichen werden. Wenn die Astigmatismuskomponente an
Bedeutung gewinnt, ist eine der ersten Optionen der Einsatz von Kontaktlinsen.
Diese gleichen den Astigmatismus aus und sind in mannigfaltigen Varianten
erhaltlich. Bei den niedrigen Stadien reichen meist weiche, torische Linsen. Bei
fortschreitender Verformung kommen dann sauerstoffdurchlassige, starre
Linsen oder Huckepacksysteme bei denen die harte Linse auf die weiche

aufgesetzt werden, zum Einsatz [50, 108, 110].

Chirurgisch koénnen, je nach Krankheitsstadium, mehrere Verfahren zum
Einsatz kommen. Bei einem Teil der Patienten kann mit intrakornealen
Ringsegmenten die Sehleistung bzw. die Akzeptanz der Kontaktlinsen
verbessert oder aber die Zeit bis zur Keratoplastik hinausgezdgert werden
[106]. Diese Ringsegmente aus Polymethylmetacrylat werden in das
Korneastroma implantiert und koénnen die Form Kkorrigieren. Ursprunglich
wurden diese zur Therapie von extremer Myopie entwickelt [106, 111-113].
Aufgrund der zahlreichen Nebenwirkungen hat sich der Einsatz der ,Intacs® in
Deutschland nicht durchgesetzt. Weitere Option ist das korneale Crosslinking
mit Riboflavin und UV-A Licht, auf das im nachsten Kapitel naher eingegangen
werden soll (vgl. Kap. 1.3). Dies ist die Therapieoption die, im Gegensatz zu
den vorgenannten Optionen, den Progress der Erkrankung aufhalten kann.
Invasivste Methode ist die Keratoplastik. Diese wird entweder als lamellare oder
als perforierende Keratoplastik durchgeflihrt, es existieren aber auch reichlich
Modifikationen z. B. mit dem Femto-Sekunden Laser [110]. Die Keratoplastik
gilt als letzte Option in der Behandlung des Keratokonus [112]; Unter anderem
weil der Keratokonus meist jungere Patienten trifft und die Transplantate von

alteren Patienten mit veranderten Zelleigenschaften, insbesondere im
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Endothelbereich, stammen und deren Lebenszeit begrenzt ist. Dies macht
haufig weitere Transplantationen nétig [109]. Auch die postoperative Phase
birgt bekanntermalien Risiken, insbesondere von Infektionen,
Wundheilungsstorungen, Astigmatismus, Transplantatabstof3ung, etc. [62, 109,
110]. Ungefahr 19 % der Patienten mit Keratokonus bendtigen eine
Keratoplastik [52]. Hierbei gilt der Keratokonus als fihrende Indikation fur eine
perforierende Keratoplastik [114, 115]. Die 10-Jahres Uberlebensrate des
Transplantats liegt mit 92% erfreulich hoch, das Gesamtuberleben des
Transplantates wird auf 20-25 Jahre geschatzt, in dieser Zeit sind noch 94 bzw.
86 % der Transplantate intakt [116]. Ein Wiederauftreten des Keratokonus in
der transplantierten Kornea ist moglich und berichtet, insgesamt aber sehr
selten [62, 108].

1.3 Crosslinking

1.3.1 Definition

Als Quervernetzung oder Crosslinking (Cxl) (auch X-linking) bezeichnet man ein
Verfahren bzw. einen Vorgang bei dem zwischen spannungstragenden
Molekulketten eines Gewebes neue Verbindungen geschaffen werden.
Hierdurch andern sich die biomechanischen und biochemischen Eigenschaften.
Es kommt quasi zu einer Alterung des Gewebes. Der Mensch macht sich dies
schon seit Jahrtausenden beim Gerben von Leder zu Nutze [117]. Auch im
technischen und biologischen Bereich werden seit langem Verfahren der
Polymerisation zur Festigung von Materialien eingesetzt. Aber auch im
medizinischen Bereich, v. a. in der Zahnheilkunde und teilweise in der HNO,
kommen solche Verfahren zum Einsatz [55, 117, 118]. Der medizinische
Einsatz bezieht sich auf eine Verwendung an Bindegewebe und hier vor allem
auf die Kollagenfasern. Die Quervernetzung kommt im Wesentlichen durch drei
verschiedene Arten zustande: durch enzymatische bzw. chemische
Vernetzung, durch natirliche Alterung und durch Oxidation bzw. Photo-
Oxidation [55, 117, 119, 120].

20



1.3.2 Funktion und Grundlagen

1.3.2.1 Kollagenquervernetzung mit Riboflavin und UV-A Licht

Bei dieser Therapie wird das Auge mit UV-A Licht mit der Wellenlange
A =370 nm bestrahlt. Dies fuhrt in Verbindung mit Riboflavin (Vitamin B2),
einem nicht toxischen, wasserloslichen Vitamin, zu einer photooxidativen
Reaktion. Dabei entstehen Singulettsauerstoff und weitere freie Radikale.
Insbesondere der Singulettsauerstoff reagiert mit Aminogruppen aus der
Seitenkette des Kollagenmolekils. Dies fluhrt zu einer oxidativen
Desaminierung. Hierdurch entstehen neue, sowohl intra- als auch interfibrillare,
zusatzliche Querverbindungen [121]. Diese Reaktion flhrt letztlich zu einer
Lversteifung® der Kornea, sprich zu einer erhohten Festigkeit bzw.
Biegefestigkeit und Erhéhung des Elastizitatsmoduls [108, 119, 121, 122].

Insbesondere das Riboflavin hat wichtige Aufgaben. Es erzeugt nicht nur den
Singulettsauerstoff, sondern kann diesen auch wieder abfangen. In hoher
Konzentration wirkt Riboflavin als Radikalfanger [119]. Des Weiteren ist die
Absorption der UV-Strahlung ein weiterer wichtiger Faktor um Schaden an
Linse, Glaskorper und Retina aber auch Kornea-Endothel zu verhindern. Nach
dem 1. Gesetz der Photochemie wird Energie nur an der Stelle der Absorption

abgegeben.

Damit das Riboflavin im Stroma der Kornea eine optimale Sattigung erreicht,
hat sich eine zentrale Epithelabrasio und eine Einwirkzeit von 30 Minuten,
wegen des Molekulargewichtes von Riboflavin von 376 g/mol, vor Beginn der
Bestrahlung als gunstig erwiesen. Die optimale Konzentration wird mit 0,1 %
Riboflavin angegeben. Ein erhdhter Riboflavinanteil bringt keine vermehrte
Singulettsauerstoffproduktion. Die eigentliche Bestrahlungszeit ist im Dresdner
Protokoll mit 30 Minuten angegeben [62]. Wahrend der Bestrahlung wird in
regelmaligen Abstanden Riboflavin nachgetropft. Die Bestrahlungsintensitat
liegt bei 3 mW/cm? bzw. die Gesamtstrahlung bei 5,4 J/cm?. Bestrahlt wird
hierbei der zentrale Bereich der Kornea [63, 108, 117, 119, 121]. Fur das
genaue Vorgehen wahrend der Behandlung sei auf das Kapitel Methoden

verwiesen (vgl. Kap. 2.2.1.3.3.1), in dem dies beschrieben ist. Es erfolgt bei der
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Anwendung am Menschen eine Anasthesie, meist in Form einer

Tropfanasthesie.

1.3.3 Datenlage, Stand der Forschung

1.3.3.1 Erfolgsraten und Sicherheit
Das Verfahren wird seit ca. 1998 angewendet. Seitdem haben sich schon

reichliche Arbeiten und Studien mit der Thematik der Wirksamkeit und
insbesondere der Sicherheit auseinandergesetzt. Vor allem die Frage nach der
Wirksamkeit wird immer wieder untersucht. Die ersten Ergebnisse am
Menschen wurden 2003 durch Wollensak et al. Veroffentlicht; hier konnte in
allen Fallen ein Stopp der Progression und bei 70% der behandelten Patienten
sogar eine Reduktion des Keratokonus erreicht werden [123, 124]. Weitere
Studien kamen zu &hnlichen Ergebnissen; auch wenn sich die jeweiligen
Methoden und Kriterien der Studien unterscheiden zeigen sie alle, dass das
Fortschreiten des Keratokonus aufgehalten und teilweise auch ein Rickgang
der Ektasie erreicht werden konnte [125-130]. So haben Hoyer et al. 2009 eine
Studie veroffentlicht in der die Ergebnisse in Dresden ausgewertet wurden. Hier
konnte bei n=153 Augen von 111 Patienten ein Ruckgang der Keratektasie
gezeigt werden. Lediglich bei drei Patienten kam es zu einem Progress des
Keratokonus [62].

Bevor das Verfahren am Menschen zur Anwendung kam wurden, insbesondere
durch die Arbeitsgruppe um Wollensak et al., umfangreiche in-vitro und in-vivo
Tests an humanen und tierischen Korneae durchgefuhrt. In mehreren
Testreihen konnte die Wirkung der Behandlung und die darauf folgende
Verfestigung der Kornea gezeigt werden. Da sich dies aber nicht durch
Farbemethoden o0.a. direkt =zeigen lasst wurden physikochemische
Eigenschaften untersucht, die durch die Vernetzung beeinflusst werden. So
konnte gezeigt werden, dass die behandelte Kornea um den Faktor 1,8 fester
ist [122, 131]. Des Weiteren erhohte sich die Schrumpfungstemperatur nach der
Behandlung mit Riboflavin und UV-A [132]. Die Quellrate der Kornea war nach
der Behandlung verringert. Das eroffnete weitere Therapieoptionen (vgl. Kap.

1.3.3.2) [133]. Bei Kaninchen-Korneae konnte eine Dickenzunahme der
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Kollagenfasern gezeigt werden, die im anterioren Stroma ca. 12% betrug [134].
Ebenfalls konnte eine erhdhte Resistenz gegen enzymatische Abbauprozesse
durch z. B. Kollagenasen gezeigt werden. Das fuhrte auch zu einer langeren
turn-over Zeit des Kollagens [135]. Nicht zuletzt konnte aufllerdem gezeigt
werden, dass es zur Bildung von Molekulaggregaten mit einem erhdhten
Molekulargewicht kommt. Das spricht fur eine groRere Vernetzung nach der
Behandlung [136].

Bezlglich der Sicherheit, insbesondere der empfindlichen Strukturen wie Retina
oder dem Kornea-Endothel, konnte gezeigt werden, dass mit der eingesetzten
Riboflavinkonzentration und den entsprechenden Zeiten der Einwirkung und
Bestrahlung keine Schaden an diesen Strukturen auftreten. So wird in einer
400 um dicken, mit Riboflavin gesattigten Stromaschicht 94 % des
eingestrahlten UV-A Lichtes resorbiert. Somit kommen am Endothel nur
0,18 mW/cm? Strahlung an. Das liegt weit unter der tierexperimentellen
Schadigungsschwelle von 0,65 mW/cm? [137, 138]. Zwar gehen nach der
Behandlung im Stroma die Keratinozyten zugrunde, aber nur bis in eine Tiefe
von 300-350 um. Dahinter erreicht das UV-A Licht bzw. der photooxidative
Effekt keine zytotoxische Dosis mehr [139]. In einer Nachuntersuchung von
behandelten Patienten konnten Mazzotta et al. herausfinden, dass das Stroma
nach ca. 2-3 Monaten wieder von Keratinozyten besiedelt wird und nach ca.
6 Monaten wieder komplett hergestellt ist [140]. Eine Endothelschadigung
konnte weder von Mazzotta et al. noch von Caporossi et al. festgestellt werden
[141, 142]. Die Ausleuchtung muss gleichmafig, homogen erfolgen um zum
einen eine gleichmalige Energieverteilung zu erhalten und zum anderen lokale
Uberbestrahlung durch so genannte ,hot spots* mit entsprechenden Schaden
zu vermeiden [137]. Hierzu sind spezielle Lichtsysteme, meist mit LED-Technik,

erhaltlich, die dies ermdglichen.

1.3.3.2 Weitere Indikationen
Nicht nur im Rahmen des Keratokonus wurde das Cxl| bereits untersucht,

sondern auch bei anderen Keratoektasien wie z.B. bei der iatrogenen
Keratektasie nach LASIK Behandlung [100, 143, 144]. Ein weiteres

untersuchtes Anwendungsgebiet ist die bulldse Keratitis, bei der das Konzept
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der veranderten Quellungseigenschaften nach Cxl zum Tragen kommt (vgl.
Kap. 1.3.3.1) und somit eine Odem vermindert werden kann [136, 145, 146]. Es
existieren auch Berichte Uber den erfolgreichen Einsatz bei Keratitiden
infektioser Genese [147, 148] und entsprechende in-vitro Untersuchungen [145,
149, 150]. Hier sind aber noch weitere Untersuchungen nétig, insbesondere um
zu klaren, auf welchem Mechanismus die Wirkung beruht [61]. Ebenfalls
erfolgreich wurde das Cxl bei einschmelzenden Korneaprozessen zum Einsatz
gebracht [151]. Da das UV-Licht letztlich auch immunmodulatorische
Eigenschaften besitzt gibt es Untersuchungen und Uberlegungen zu dessen
Einsatz zur Vorbereitung von Spender-Korneas vor der Transplantation, um

deren Uberlebenswahrscheinlichkeit zu verbessern [152].

1.3.3.3 Kontraindikationen, Komplikationen und Risiken
Ausgehend von den Untersuchen von Spoérl et al. ist eine zentrale Korneadicke

< 400 ym eine Kontraindikation fir ein CxI [137]. Da in fortgeschrittenen Stadien
dies recht haufig vorkommt, versuchte Hafezi et al. dies mit Riboflavin in
hypoosmolarer Lésung zu umgehen. Diese hypoosmolare Ldsung lie3 die
Kornea quellen, so dass letztlich doch ein Cxl im sicheren Bereich durchgefuhrt
werden konnte. Die 20 Patienten der Publikation konnten so ohne
Komplikationen behandelt werden [153]. In mehreren Berichten kam es zu
klinisch relevanten Korneatribungen variabler Auspragung, die jedoch meist
reversibel waren, wenn dies auch bis zu einem Jahr gedauert hatte [129, 154,
155]. Die Falle traten in Zusammenhang mit fortgeschrittenen Formen und
groRer Korneawolbung auf, so dass dies letztlich als Risikofaktor fur das
Auftreten der Tribung gesehen wird. Zu einer permanenten
Sehverschlechterung kam es in dem Bericht von Koller et al. bei 2,9% der
Patienten [156]. Als weitere Komplikation sind Keratitiden beschrieben, die aber
wahrscheinlich postoperativ durch das eroffnete Epithel bzw. durch schlechte

Hygiene der Verbandlinsen entstanden [157-159].

Kymionis et al. berichteten 2010 Uber eine Nachkontrolle bei Patienten nach
Cxl, bei der eine signifikante Erhdhung des IOP nach 6 Monaten und 12
Monaten festgestellt wurde [160]. Auch Goldich et al. fuhrten Nachkontrollen

nach 1 Woche, 1 Monat, 3 Monaten und 6 Monaten postoperativ durch und
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verglichen dabei noch verschiedene Messmethoden; auch hier zeigten die
Messungen einen leicht erhohten IOP nach Cxl, der jedoch in der 6 Monats-
Kontrolle an Signifikanz verlor [161]. In der Untersuchung von Sedagat et al.
war der |IOP anfangs erhoht, kehrte aber in der 6-Monats-Kontrolle auf die
Baseline zurtick [162]. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen die Untersuchungen

von Caporossi et al. und Raiskup-Wolf et al. [129, 163].

1.4 Ziel und Fragestellung der Arbeit
Basierend auf der Tatsache, dass der Keratokonus meist junge Patienten trifft

und diese nach momentaner Datenlage sehr von der Behandlung mit Cxl
profitieren, ist ein detailliertes Wissen Uber Probleme, Komplikationen und
Folgen dieser Behandlung sehr wichtig. Ausgehend von den Ergebnissen von
Kymionis et al. und der unklaren Studienlage bzw. differierenden Ergebnissen,
sollte dies naher untersucht werden. Eine IOP Erhdhung im Langzeitverlauf
kann zu Glaukom und Visusverlust fihren. Bereits Kymionis et al. schlossen auf
einen moglichen Messfehler der Applanationsmessung durch die veranderte
Kornea [160]. Diesen Schluss lasst auch die Arbeit von Romppainen et al. zu
[164].

Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden ob sich tatsachlich eine Erhéhung des
IOP nach Cxl nachweisen lasst. Dafur wird der Druck direkt intraokular am
validierten Perfusionsmodell nach Johnson und Tschumper gemessen [165,
166] und die Werte vor und nach Cxl verglichen. Um beurteilen zu kénnen ob
es zu morphologischen Veranderungen kommt und um die Validitat der
Druckdaten beurteilen zu koénnen, wird -wie auch von Pang et al
vorgeschlagen- [166] eine Analyse der Ultrastruktur aus einem Teil der
Vorderkammern durchgefuhrt. Hierbei liegt die Aufmerksamkeit auf den
wesentlichen Teilen des |OP Widerstandes, dem juxtakanalikularen
Maschenwerk und dem inneren Endothel des Schlemm’schen Kanals.
Zeitgleich werden mittels Zellkultur aus Trabekelmaschenwerkzellen und einer
TUNEL-Farbung die Methode selbst Uberprift. Die Untersuchungen werden am
validierten Tiermodell Schwein durchgefuhrt [167, 168].
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien
Absolutes Ethanol, Merck Darmstadt

Amphotericin B, Fa. Gibco Carlsbad USA

Bleicitrat, Fa. Merck Darmstadt

Braunol Polyvidon-lod Lésung, Fa. B.Braun Melsungen
Cacodylatpuffer 0,1 M pH 7,4, Fa. Carl Roth Karlsruhe

Descosept AF, Fa. Dr.Schumacher GmbH Malsfeld-Beiseforth
Dextran 500 fur die Biochemie, Fa. Carl Roth Karlsruhe

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM), Fa. Gibco Carlsbad USA

Dulbecco’s Phosphate buffered saline (PBS) 1x ohne Ca und Mg, Fa. PAA

Pasching Osterreich

Fotales Kalber Serum (FCS), Fa. Gibco Carlsbad USA
Gentamicin, Fa. Gibco Carlsbad USA

Glycidether 100 (Epon), Fa. Carl Roth Karlsruhe
Glutaraldialdehyd 25%; Fa. Carl Roth Karlsruhe

In-situ Cell Death Detection Kit TMR Red (TUNEL-Kit) Vers. April 2006, Fa.

Roche Basel Schweiz

Osmiumtetroxid 1%, Fa. Carl Roth Karlsruhe
Penicillin-Streptomycin Liquid, Fa. Gibco Carlsbad USA
Propylenoxid, Fa. Merck Darmstadt

Riboflavin Pulver fiir die Biochemie, Fa. Carl Roth Karlsruhe
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Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA), Fa. Gibco Carlsbad USA
Tris-bufferd saline (TBS), Fa. PAA Pasching Osterreich

Uranylacetat, Fa. Carl Roth Karlsruhe

2.1.2 Gerate
Acryl-Kammer fur Perfusionsschalen, feinmechanische Werkstatt der

Universitats-Augenklinik Tubingen

Biocenter 2001, Fa. Salvis Rotkreuz Schweiz

Biological safety cabinet, Fa. Thermo scientific/Kendro Waltham USA
Blende aus Karton, Eigenbau

Clean bench DVF6.12, Fa. Thermo scientific/BDK Waltham USA
Elektrische Pipettierhilfe ,accu jet pro“, Fa. Brand Wertheim
Elektronenmikroskop Modell 902A, Fa. Carl Zeiss Jena

Fixationsring Edelstahl fur Perfusionskammer, Feinwerkstatt der Universitats-

Augenklinik Tubingen

Fixationsschrauben Edelstahl fiir Perfusionsschale, Feinwerkstatt der

Universitats-Augenklinik Tubingen
Heraeus BBD 6220 Inkubator, Fa. Thermo scientific/Heraeus Waltham USA
Heraeus LUT 6050 Warmeschrank, Thermo scientific/Heraeus Waltham USA

Kunststoff-Uberlaufschale far Perfusionskammer, Feinwerkstatt der

Universitats-Augenklinik Tubingen
Laminar flow bench, Fa. Prettl Pfullingen
Magnetruhrer Jenaway 1100, Fa. Keison Products Chelmsford UK

MicroSwitch 142PC01G Drucksensoren, Fa. Honeywell Morristown USA
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Mikroskop Nikon TMS, Fa. Nikon Chioda Tokyo Japan
Mikroskop stemi SV11, Fa. Carl Zeiss Jena

Mikroskop Axioplan2 imaging, Fa. Carl Zeiss Jena
Neubauer-Zahlkammer

Perfusor secura, B.Braun Melsungen

Perfusionsschalen nach Johnson und Tschumper [165], Feinmechanische

Werkstatt Universitats-Augenklinik Tubingen
Pipetten (200 pl, 1000 pl), Fa. Eppendorf Hamburg

Radiometer RM 12 + UV-A Sensor, Fa. Dr. Grobel UV-Elektronik GmbH
Ettlingen

Sellamed 1200/200 UV-A Strahler, Fa. Sellas medizinische Gerate GmbH

Ennepetal

Valitec Data Ready AD128 Datalogger, Fa. Transcat Inc., Rochester USA
Waage AND EK600-H, Fa. Midland scientific Omaha USA

Waage LA 120-S OCE, Fa. Sartorius Gaéttingen

Wasserbad, Fa. GFL Burgwedel

Zentrifuge Multifuge 3 S-R, Fa. Heraeus Hanau

2.1.3 Instrumente und Verbrauchsmaterial
Anatomische Pinzette klein, Fa. Aesculap Tuttlingen

Chirurgische Pinzette klein, Fa. Aesculap Tuttlingen

Corning Costar Stripette serologische Pipette (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml), Fa.
Sigma Aldrich St. Louis USA

Drei-Wege-Hahn B.Braun Discofix C, Fa. B.Braun Melsungen

Duran Labor Glas-Becher (20 ml, 50 ml, 100 ml), Fa. Schott AG Mainz
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Filter Millex GS 0,22 um, Fa. Millipore, Billerica USA
Gebogene Schere klein, Fa. Aesculap Tuttlingen

Gerade Schere klein, Fa. Aesculap Tuttlingen
Imbusschlussel

Perfusor Spritzen 50 ml, Fa. B.Braun Melsungen
Petrischalen, Fa. Greiner bio-one Kremsmiinster Osterreich

Pipettenspitzen (20 ul, 100 ul, 1000 ul), Fa. Eppendorf Hamburg

PP-Réhrchen 20 ml und 50 ml, Fa. Greiner Bio-one Kremsmiinster Osterreich

Schlauch PE160 1,14 mm Innendurchmesser, Fa. Schubert Kunststoff GmbH

Munchen

Spritzen 10 ml und 20 ml, Fa. B.Braun Melsungen

Skalpell Fig. 11, Fa. B.Braun Melsungen

Splitterpinzette, Fa. Aesculap Tuttlingen

Vier-Wege-Hahn Ventil HV4-3, Fa. VWR International GmbH Darmstadt
Wescot Schere, Fa. Aesculap Tuttlingen

Well-Platten (6er, 24er), Fa. Greiner bio-one Kremsmiinster Osterreich
Zellkulturflaschen Cellstar, Fa. Greiner bio-one Kremsmiinster Osterreich

2.1.4 Software
JMP 9 Ver. 9.0.1, Fa. SAS Institute Inc. Cary USA

Openlab, Improvision, Tubingen
Microsoft Office Excel for Mac 2011, Fa. Microsoft Redmond USA

Microsoft Office Word for Mac 2011, Fa. Microsoft Redmond USA
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Valitec Data Ready Configuration/Analysis Software 7, Ver. 6.3b2, Fa. Transcat
Rochester USA

2.1.5 Nahrmedien

2.1.5.1 Herstellung Perfusionsmedium
Das Perfusionsmedium fur das Vorderkammermodell (P-Medium) besteht aus

folgenden Bestandteilen:
* Dulbecco’s modified Eagle Medium 500 ml
* Penicillin/Streptomicin 5 ml
* Gentamicin 500 pl = 50 pg/ml
*  Amphotericin B 5 ml =2,5 uyg/ml

Diese werden entsprechend unter der Sterilbank mit sterilen Pipettenspitzen
gemischt, gekennzeichnet und zwischen den Verwendungen im Kuhlschrank

aufbewahrt.

2.1.5.2 Herstellung Zellkulturmedium
Das Nahrmedium fir die Trabekelmaschenwerk-Zellkultur (Z-Medium) wird

nach folgendem Rezept gemischt:
* Dulbecco’s modified Eagle Medium 500 ml
* Fotales Kalber Serum 25 ml
* Penicillin/Streptomicin 5 ml

Die Bestandteile werden unter sterilen Bedingungen unter der Sterilbank

gemischt.
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2.1.6 Ldosungen
2.1.6.1 Herstellung Riboflavin Tropfen 0,1% zum Crosslinking
Die als Photosensitizer und Lichtschutz dienenden Riboflavin (Vitamin B))

Tropfen 0,1% werden nach folgendem Rezept zu je 10 ml selbst hergestellt:
* 10 mlI PBS
* 0,01 g Riboflavin
* 2 g Dextran 500

Das Rezept basiert auf der Fachinformation der Riboflavin-Tropfen
.,MedioCross* der Firma Medio-Haus Medizinprodukte GmbH, Neudorf [169].

Die Zutaten werden mittels der Mikrowaage abgewogen. AnschlieRend wird das
Riboflavin mit 10 ml PBS suspendiert und mit dem Magnetruhrer vorsichtig auf
kleiner Drehzahl vermischt. Das abgewogene Dextran wird dann portionsweise
beigegeben. Danach wird mit handelsublicher Aluminiumfolie ein Lichtschutz
angebracht und das Gefal® mit Parafilm verschlossen; anschliefend die
Drehzahl des Ruhrens langsam erhdht und das Gemisch fur 15 Minuten bei
voller Drehzahl gerthrt bis sich das Dextran vollstandig gelést hat. Dann wird
die nun intensiv gelbe, viskdse Losung in eine 10 ml Spritze aufgezogen, mit

einem Stopfen verschlossen und ebenfalls mit Aluminiumfolie lichtgeschuitzt.

2.1.7 Schweineaugen
Fir die Versuche werden Augen von schlachtreifen Hausschweinen (Sus scrofa

domestica) verwendet. Die Augen werden direkt nach der Schlachtung,
wahrend der Verarbeitung im Schlachthof Gartringen, Baden Wirttemberg, von
den dortigen Mitarbeitern enukleiert und gesammelt. Dort werden sie kurz nach
der Schlachtung abgeholt und im Labor weiterverarbeitet. Dies aber erst nach
Freigabe  der  Schlachttiere  durch  den  zustandigen  Veterinar
(Fr. Dr. med. vet Natalia Quindt). Der Transport erfolgt ungekihlt in einem
Beutel. Zwischen Schlachtung und Verarbeitung liegen maximal 2 Stunden.
Aufgrund der Sammlung in einem gemeinsamen Behalter und ca. 150-300
Schlachttieren taglich ist kein Ruckschluss auf das individuelle Schwein

moglich. Aus diesem Behalter werden 40 Augen entnommen und wie
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beschrieben mit ins Labor genommen. Es werden pro Versuchstag im Labor 10
Augen vorbereitet, inspiziert und letztlich zwei in den Druckmessversuch
Ubernommen (vgl. Kap.: 2.2.1.1) bzw. entsprechend weitere Augen zu den

Zellkulturversuchen prapariert (vgl. Kap. 2.2.2.4 und 2.2.2.6.3).

2.2 Methoden

2.2.1 Druckmessung Vorderkammermodell

2.2.1.1 Vorbereitung und Praparation der Schweineaugen

Alle Arbeitsschritte erfolgen unter sterilen Bedingungen unter dem Abzug. Die
Instrumente sind nach extraokular und intraokular zu trennen und zwischen den
Arbeitsschritten mit 70 % Ethanol zu reinigen und desinfizieren. Hierbei ist zu
beachten, dass das Instrument zur Praparation wieder trocken sein muss um

die Zellen mit dem Alkohol nicht zu beschadigen.

10 ml 7,4 % Jodlésung werden mit 70 ml PBS verdunnt. Die benétigten Bulbi
werden aus dem Transportbehalter mit einer Pinzette entnommen und in der
Lésung fur ca. 5 Minuten eingelegt. Im Anschluss werden vorhandene
Augenmuskeln, Gewebereste des periokularen Gewebes, etc. entfernt und die

Bulbi erneut fur 5 Minuten in die Jodldsung eingelegt.

AnschlieRend wird der Bulbus an der Aquatorialebene mittels Stichinzision mit
dem Skalpell erdffnet und parallel zur Aquatorialebene geteilt. Dann wird der
Glaskorper vorsichtig mit einer gebogenen, geschlossenen Pinzette vom
Sklerasporn geldst und entfernt. Die Linse wird vorsichtig stumpf herausgeldst.
Folgend wird das Praparat unter dem Stereomikroskop weiter prapariert. Hier
wird stumpf mit der Wescot-Schere die Iris vom Untergrund geldst. An der
geldsten Stelle kann nun die Iris, wieder mit der Wescot Schere, durchtrennt
werden. Danach wird die lIris vorsichtig unter Sichtkontrolle abgel6st und
verworfen. Jetzt wird unter dem Mikroskop uberpruft, ob die Gewebe der
Vorderkammer noch intakt sind und verbleibendes Pigment und Gewebereste
mittels PBS vorsichtig abgespult. Die so praparierte Vorderkammer wird zur

kurzfristigen Aufbewahrung nun in P-Medium eingelegt.
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Die Perfusionsschalen nach Johnson und Tschumper werden desinfiziert und
trocknen gelassen [165]. Die Erhebung wird mit ein paar Tropfen P-Medium
benetzt und dann die praparierte Vorderkammer darauf gelegt. Evtl. ist vorher
die GroRRe der praparierten Vorderkammer mit der Schere anzupassen. Hierbei
ist jedoch wichtig, dass nicht zu weit an das Trabekelmaschenwerk heran
geschnitten wird. Die praparierte Vorderkammer wird auf der Erhebung der
Perfusionsschale entsprechend ausgerichtet und zentriert. Fixiert wird diese
Position dann mit dem Fixationsring und den passenden Schrauben. Das
Anziehen der Schrauben erfolgt ,uber Kreuz“ (wie beim Reifenwechseln) damit
sich die Kraft gleichmalig verteilt und die Vorderkammer nicht verschoben wird.
So entsteht wieder ein ,geschlossenes” Auge. Nun ist erneut zu kontrollieren,
ob die Vorderkammer zentriert in der Perfusionsschale sitzt, anschliel3end wird

die Kornea mit ein paar Tropfen P-Medium benetzt.

2.2.1.2 Aufbau und Entliften des Vorderkammermodells

Datalogger Inkubator

Kalibrations- 37°C, 5% CO,

reservoir
Mess-

sensor
Messkammer

N\l e | B

Kalibrations- \

leitung Messleitung Perfusionsschale

Augenvorderkammer
4-Wege-Hahn  verpindung zum e

2. Messschenkel

Abbildung 1: Schematische Ubersicht iiber den kompletten Versuchsaufbau. Erkennbar ist der Verlauf der
Schlauchfiihrung vom Perfusor in die Messkammer und anschlieBend zum Messsensor. Am 4-Wege-
Hahn sind beide Messschenkel verbunden und kénnen fiir die Kalibration verbunden werden. Beide
Messschenkel haben im verwendeten Aufbau einen eigenen Messsensor; lediglich zur Kalibration werden
die Messschenkel wie beschrieben verbunden.
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Abbildung 2: schematische Detaildarstellung des Vorderkammermodells. Hieraus ist die Flussrichtung des
Mediums erkennbar. Es wird deutlich dass der physiologische Kammerwasserabfluss erhalten bleibt. Der
Messschenkel zum Transducer ist eine stehende Fliissigkeitsséule aus P-Medium.

Abbildung 3: Vorderkammeraufbau unter Laborbedingungen. Zu sehen sind die beiden Perfusionsschalen
mit bereits befestigten Augenvorderkammern in der Acrylkammer. An der linken Kammer ist zu erkennen
dass das Medium (iber den physiologischen Weg abtransportiert wird und dann in den Sammelbereich der
Perfusionsschale lauft.

Die Perfusorspritzen werden mit P-Medium unter der Sterilbank gefullt, ebenso
die 20 ml Spritzen zum Entliften. Die Perfusorspritze wird mit je ca. 35 ml P-
Medium geflllt. Dies entspricht in etwa einer Laufzeit von 70 Stunden. Die
Fullmenge ist abhangig von der geplanten Laufzeit der Versuche. Ggf. kann die
Spritze wahrend des Versuchs gewechselt werden. Nach dem Fullen werden
die Spritzen mit dem 3-Wege-Hahn verschlossen, der mittels der
Perfusorspritze mit P-Medium entliftet wird. Die 20 ml-Spritze wird ebenfalls an
den 3-Wege-Hahn angeschlossen. An den verbleibenden ,Luer mannlich*-

Ansatz des 3-Wege-Hahns wird der mit einem ,Luer weiblich“-Anschluss
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versehene Schlauch angeschlossen, der wiederum mit dem Zulauf-Anschluss
der Perfusionsschale verbunden wird. Auch der Ablauf der Schale wird mit
einem Schlauch verbunden. Diese Arbeitsschritte sollten ebenfalls unter der
Sterilbank erfolgen. Die Perfusionsschalen werden auf eine Uberlaufschale und
zum Schutz und besserer Handhabung in eine Versuchskammer aus Acryl
gestellt. Diese Versuchskammer hat Offnungen fir die Schlduche. Zu beachten
ist die Schlauchfihrung damit kein Schlauch geknickt wird oder unter starkem

Zuge steht.

Die Versuchskammer wird nun zum Inkubator und dem dort befindlichen
Messaufbau gebracht. Hier werden die Ablaufschlauche mit dem
entsprechenden Sensor des Messaufbaus verbunden (Sensor 1 mit der
vorderen Schale, Sensor 3 mit der hinteren Schale). Zwischen den
Ablaufschlauch der Kammer und den Drucksensor wird ein Infusionsfilter
gesteckt; dann kann das System entllftet werden. Die Leitungen und die
Kammer werden dazu mit P-Medium aus der 20-ml-Spritze gefullt. Zuerst
werden die 4-Wege-Hahne in die Position ,Messung auf‘ (vgl. Kap. 2.2.1.2.1)
gestellt und der Messschenkel entliftet damit die Zuleitung zum Messsensor
definitiv luftfrei ist. Beachtet werden muss, dass sich meist kleinste Blaschen im
Trabekelmaschenwerk verfangen. Hier ist darauf zu achten, dass diese
mdglichst komplett entfernt werden. Wenn die Entliftung am Konnektor zum
Drucksensor angekommen ist wird dieser mit dem Sensor verbunden und die
Hahne auf ,Messung zu“ (vgl. Kap. 2.2.1.2.1) gestellt. Der Rest des Systems
kann nun entliftet werden und Blaschen lassen sich Uber das
Kalibrationsreservoir besser entfernen. Die beiden Kammern sind nun gefullt
und luftleer. Einzelne kleine Blasen stellen kein Problem dar. Beim Entllften ist
darauf zu achten, dass kein zu starker Druck mit der Spritze ausgeulbt wird, da
dies unter Umstanden zu einer Ruptur bzw. Undichtigkeit der Vorderkammer
bzw. zu Veranderungen an der Kornea und dem Abflusstrakt des
Kammerwassers fihren kann. Das P-Medium stellt nun ein artifizielles
Kammerwasser dar. Nach Abschluss des Entluftens werden die
Perfusorspritzen in den Perfusor eingespannt und dieser mit einer

Laufgeschwindigkeit von 0,5 ml/h gestartet. Dies entspricht 8,33 pl/min und ist
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in den verwendeten Perfusoren die kleinste mogliche Geschwindigkeit. Diese,
im Vergleich zur physiologischen Kammerwasserproduktion, recht hohe
Flussrate zeigte in vorangegangen Untersuchungen keinen Einfluss auf die
Funktion der Zellen, lediglich die Anzahl der Zellen kann sich verringern [166].
Zum besseren Handling werden im Verlauf beide Kammern Gber einen Perfusor
(B. Braun secura) perfundiert. Dieser lasst das Einspannen von zwei Spritzen

ZU.

Die Messkammer mit den 2 Vorderkammern in den jeweiligen
Perfusionsschalen nach Johnson und Tschumper werden nun in den Inkubator
gestellt. Die 4-Wege-Hahne stehen in der Position ,Messung zu“ (vgl.
Kap. 2.2.1.2.1), so dass das gesamte perfundierte Medium in Richtung

Reservoir lauft.

2.2.1.2.1 Stellung der Hahne am Messaufbau
Messung auf: Kammer und jeweiliger Drucksensor sind verbunden,

Kalibrationsschenkel geschlossen.

Messung zu: Drucksensoren sind geschlossen, Kammern und

Kalibrationsreservoir sind verbunden.

Kalibration: Kammern sind geschlossen, Verbindung zwischen

Kalibrationsschenkel und Drucksensoren.
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2.2.1.3 Messzyklus

Praparation

v

Entliften und Einlaufen
6h

v

Leermessung 4h

Versuchs-

l l

Interventions-
‘ ‘ simulation 1h

-

Nachmessung 48h ‘

Intervention 1h

Abbildung 4: Ablaufdiagramm des Messzyklus. Es zeigt den schematischen Ablauf aller Messungen.

2.2.1.3.1 Einlaufen und Kalibration
In den ersten 6 Stunden wird das System einlaufen gelassen, sprich das

perfundierte Medium lauft Gber den Kalibrationsschenkel in das Reservoir.
Dann werden die Messsensoren kalibriert. Hierzu wird Uber den Datalogger
eine Messung gestartet. Die 4-Wege-Hahne sind auf die Position Kalibration
(vgl. Kap. 2.2.1.2.1) gestellt. Das Messreservoir wird nun anhand eines
Messstabes auf den Hohen 0 cm, 10 cm, 20 cm, 30 cm, 40 cm, 50 cm fur 10-
15 s gehalten. Entscheidend ist, dass der Limbus der FlUssigkeit auf der
entsprechenden Hohe ist. Die Messung wird nun manuell gestoppt. Es ergibt
sich eine treppenformige Messkurve. Die Daten werden gesichert und

umgerechnet (vgl. Kap. 2.2.1.4).

2.2.1.3.2 Leermessung
Nach dem Einlaufen wird der Messaufbau erneut auf Dichtigkeit,

makroskopisches Aussehen der Vorderkammern sowie Luftblasen kontrolliert.
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Sind jetzt groRere Luftblasen in der Vorderkammer werden diese erneut

ausgespult (vgl. Kap. 2.2.1.2)

Dann wird die Leermessung mit einer Messdauer von 4 Stunden gestartet. Die

Hahne werden in die Position ,Messung auf‘ (vgl. Kap. 2.2.1.2.1) gestellt.

In diesen 4 Stunden kann sich das Messsystem equilibrieren. Der Ablauf dient
nun als Messschenkel, da hier kein Medium mehr ablaufen kann. Nun wird das
Medium Uber das Kammerwasserabflusssystem nach auf’en transportiert und
es stellt sich ein physiologischer IOP ein, der nun gemessen wird. Nach Ablauf
der Messzeit werden die Daten gesichert und entsprechend umgerechnet (vgl.
Kap. 2.2.1.4).

2.2.1.3.3 Intervention (Crosslinking) und Kontrolle

2.2.1.3.3.1 Intervention mit Crosslinking
Die Bestrahlung mittels UV Lampe kann nicht im Inkubator stattfinden. Deshalb

wird der Messaufbau entsprechend aulierhalb aufgebaut, wobei auf die
korrekte Hohe zwischen Vorderkammer und Messsensor geachtet wird. Die
Crosslinking Methode basiert auf der Dresdner Methode [62] und ist modifiziert
nach Kymionis [160] um hier vergleichbare Bedingungen zu erhalten. Beide

Protokolle werden so auch bei der Therapie am Menschen angewendet.

Vor der Bestrahlung wird mit einem sterilen Wattetupfer oder einem
Augenstabchen das zentrale Korneaepithel auf ca. 1 cm Flache abradiert. Die
Riboflavin Tropfen 0,1% sind vor Versuchsbeginn laut Protokoll herzustellen
(vgl. Kap. 2.1.6.1). Der Datalogger wird entsprechend eingestellt. Nun kann die
Messung gestartet werden und pro Auge je 1 Trpf. Riboflavin-Lsg. 0,1 %
aufgebracht werden. Diese lasst man fur 30 min einwirken, wobei die
Applikation der Tropfen alle 2 min wiederholt wird. AnschlieRend wird die
Bestrahlung begonnen. Diese dauert 30 Minuten mit einer Intensitat von 3
mW/cm?. Die Intensitat wird durch einen UV-A Sensor kontrolliert und ggf. durch
Anderung der Entfernung des Messaufbaus zur Strahlungsquelle reguliert.
Wahrend der Bestrahlung werden ebenfalls alle 2 Minuten je 1 Tropfen

Riboflavin Lésung 0,1% auf die Vorderkammer gegeben. Die gesamte
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Bestrahlung findet unter Beachtung entsprechender Arbeits- und
Umweltschutzrichtlinien statt. Nach Ablauf der 30 Minuten Bestrahlung wird das
Riboflavin mit 20 ml PBS je Auge abgespult und die Flussigkeit entsprechend
aus der Perfusionsschale abgesaugt. Die Messdaten werden gesichert (vgl.

Kap. 2.2.1.4) und der Versuchsaufbau wieder in den Inkubator verbracht.

2.2.1.3.3.2 Kontrolle
Um die Auswirkungen des Umbaus des Versuchsaufbaus zur UV-Lampe

abschatzen zu koénnen wird in der Kontrollgruppe dieser Umbau ohne
Bestrahlung vorgenommen. Hier wird am Ende der Leermessung der
Datalogger wie zur Intervention programmiert (vgl. Kap. 2.2.1.3.3.1) und die
Messkammer fur 1 h aus dem Inkubator genommen und gemessen. Beim
Aufstellen der Messkammer aulderhalb des Inkubators ist auch wieder auf den
Ausgleich der Hohe zu achten (vgl. Kap. 2.2.1.3.3.1). Nach Ablauf der Stunde

wird die Messkammer wieder zurick in den Inkubator gestellt.

2.2.1.3.4 Nachmessung
Nach Kontrolle bzw. Intervention wird der Datalogger fur 48 h programmiert. Die

Messkammer wird in den Inkubator gestellt und die korrekte, knickfreie
Schlauchfuhrung kontrolliert. Ebenso wird die Dichtigkeit Uberpraft. Danach wird
die Messung gestartet. Nach 24 h und idealerweise 36 h wird der Aufbau
makroskopisch auf Dichtigkeit, Luftfreiheit, etc. kontrolliert werden. Nach 24 h
wird der Uberstand in der Perfusionsschale mit einer Spritze abgesaugt damit

der Versuch nicht ,Uberlauft”.

2.2.1.3.5 Abbau Messaufbau und Datensicherung
Nach Abschluss der Messung nach 48 h werden die Daten aus dem Logger

entsprechend gesichert und spater ausgewertet (vgl. Kap. 2.2.1.4).

Die Perfusoren werden gestoppt, das System erneut auf Dichtigkeit hin
inspiziert. Die Hahne werden geschlossen und die Messkammer aus dem
Inkubator genommen. Die Vorderkammern werden nun geldst und entnommen.
Je nach Versuchsteil werden diese nun geteilt und fir die
Elektronenmikroskopie eingebettet (vgl. Kap. 2.2.3), zur Entnahme von

Trabekelmaschenwerkszellen in eine sterile Petrischale gelegt (vgl.
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Kap. 2.2.2.6.2) oder letztlich entsorgt. Die Schlauche, Konnektoren, etc.
werden, wenn sie unbeschadigt sind, mit Wasser durchgespult um Mediumreste
zu entfernen, im Anschluss daran mit Luft durchgespult, anschliefend mit
Desinfektionsmittel (innen und aufRen). Nach Ablauf der Einwirkzeit wird das
Desinfektionsmittel wieder ausgespult. Ebenso wird mit allen anderen
Bestandteilen des Messaufbau, der Messkammer, den Perfusionsschalen und
dem Instrumentarium verfahren. Anschlieend wird alles getrocknet und

aufgeraumt.

2.2.1.4 Auswertung der Daten und Statistik

2.2.1.4.1 Umrechnung der Daten
Die wahrend der Kalibration (vgl. Kap.2.2.1.3.1) ermittelten Werte des

Dataloggers in Volt werden in ein Excel-Sheet Ubertragen. Die Werte werden
nun entsprechend der Hohe des Reservoirs zugeordnet. Hieraus wird der
Mittelwert in Volt fir die jeweilige HoOhe gebildet. Nun lasst sich das
Bestimmtheitsmaly r? die Steigung der Eichgeraden und der Achsenabschnitt

berechnen. Folgend ergibt sich der Regressionskoeffizient, den man mit der

Formel: ¥ = f(Z) + € perechnen kann (vgl. Abbildung 5).

(y-e)

Durch Umformen kommt man zu: X = . Hieraus lasst sich nun fir jeden

Wert in Volt der entsprechende Wert in cmH,0 bestimmen. Diese Werte lassen

sich auch gleich in das gebrauchliche Maf3 fir den IOP in mmHg umrechnen

cm HZO)
1,36

(mmHg = Die o. g. Regressionsformel Ilasst sich mit den

entsprechenden Werten in der Grafik in Excel anzeigen. Diese dient dann als
Formel zur Umrechnung der Spannungswerte in Druckwerte in einem neuen
Excel-Sheet.
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Abbildung 5: Excel Grafik einer Kalibration. Hier Messung 112. Sichtbar ist auch die Regressionsformel mit
den entsprechenden Werten. Fiir x wird nach Umformung der gemessene Wert in Volt eingesetzt

2.2.1.4.2 Auswertung der Daten
Die mit dem Datalogger ermittelten Messwerte werden mit der Excel-Tabelle in

mmHg-Werte umgerechnet. Daraus wird der Mittelwert und die
Standardabweichung der Gesamtmessung sowie der Mittelwerte flr jede
Stunde und dessen Standardabweichung ermittelt. Dann ist zusammen mit dem
Kurvenverlauf die Plausibilitat der Daten zu bewerten. Bei Undichtigkeiten oder
technischen Defekten ist die Messung nicht zu verwerten. Nach statistischen
Vorgaben durfen Ausreil’er (obere und untere 5 %) entfernt werden, dies ist
aber bei stabilen Messungen meist nicht nétig. Negative Druckwerte die sich
aus der Umrechnung ergeben werden ebenfalls entfernt. Die Messung erhalt
eine |dentifikations-Nummer (ID), die sich zusammensetzt aus dem Buchstaben
| oder K, fur Interventionsgruppe bzw. Methodenkontrollgruppe, einer
fortlaufenden Nummer und dem Kanal aus dem Messaufbau. Dieser kann 1

oder 3 sein. Diese ID behalt die Messung bei allen Auswertungen.

2.2.1.4.3 Statistik
Die Mittelwerte je Stunde werden statistisch ausgewertet. Aus den

Stundenwerten werden der Mittelwert und die Standardabweichung fur die

Messung errechnet. Es wird der Quotient aus Mittelwert Nachmessung zu
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Mittelwert Leermessung sowie die Abweichung des Quotienten von 1, sprich
der Prozentsatz, errechnet. AulRerdem die absolute Abweichung der Mittelwerte
von der Leermessung zur Nachmessung. Des Weiteren werden hier die Daten
in Kohorten zu je 5 Augen eingeteilt (vgl. Kap. 2.2.1.4.4) Dies geschieht in der
Reihenfolge in der sie im Versuch gemessen wurden getrennt nach Intervention
und Methodenkontrolle. Statistisch ausgewertet wird letztlich der Gesamtwert
der Kohorte, dieser ergibt sich aus den Mittelwerten der einzelnen Messungen
der betreffenden Kohorte. Einzelne Ausreiler -insbesondere nach oben-
werden ebenso beachtet und beschrieben. Mittels Shapiro-Wilk Test werden die
Kohorten auf Normalverteilung Uberpraft. Die Mittelwerte der Messungen

werden Kohortenweise mit einem gepaarten, zweiseitigen t-Test Uberpruft.

2.2.1.4.4 Fallzahlplanung
Mit Frau Dipl.-Stat. Aline Naumann vom Institut fur Klinische Epidemiologie und

angewandte Biometrie (Leitung: Prof. Dr. rer. nat Peter Martus) der Universitat

Tabingen, wurde eine Fallzahlplanung mit folgenden Parametern durchgefihrt:

Normalverteilte Messwerte; Signifikanzniveau bei a = 0,05; als signifikante
Abweichung werden 1,5 Standardabweichungen gesehen; primar werden
Werte vor Intervention mit dem Wert nach Intervention verglichen; hieraus wird

der Quotient gebildet.

Mit diesen Vorgaben wurde die Anzahl der notwendigen Falle errechnet mit
dem Ergebnis, dass 5 Falle bzw. Augen gemessen werden mussten. Da dies
eine sehr kleine Anzahl ist und durch die Probenbeschaffung (vgl. Kap. 2.1.7)
nicht sicher gewahrleistet werden kann, dass nicht zufallig Augen von ein und
demselben Individuum in einem Versuch gemessen werden, wird der Versuch
in 4 Kohorten zu jeweils 5 Augen durchgefihrt bzw. in die Statistik
Ubernommen. Dazu kommen noch 3 Kontroll-Kohorten zu je 5 Augen als

Methodenkontrolle.

2.2.2 Zellkultur Trabekelmaschenwerk

2.2.21 Zellisolation
Zur Vorbereitung wird unter der Sterilbbank ein 24-Well mit je 800 pl

angewarmten Z-Medium (vgl. Kap. 2.1.5.2 ) beimpft. Die Anzahl der beimpften
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Wells richtet sich nach der Anzahl der Augen aus denen Material enthommen

werden soll.

Die Vorderkammer wird nach entsprechender Vorbereitung und Praparation
(vgl. Kap. 2.2.1.1und 2.2.1.3.5) auf eine sterile Unterlage (Petri-Schale) gelegt.
Das Instrumentarium wird mit 70% Ethanol desinfiziert. Dann wird unter der
Stereolupe bei  6-8-facher VergroRerung mit der  Splitterpinzette
Trabekelmaschenwerk (pigmentiert und unpigmentiert) entnommen. Ziel ist es
moglichst groRe, zusammenhangende Stucke des Trabekelmaschenwerks zu
isolieren. Die gesamten Arbeitsschritte werden unter der Sterilbank
durchgefuhrt. Das enthommene Material wird in die vorbereitete 24-Well Platte
gelegt. Pro Well wird das Material aus einem Auge gelegt. Dann erfolgt die
Inkubation bei 37°C, 5 % CO; und 98 % relativer Luftfeuchtigkeit im Inkubator.
Die Well-Platte wird nun mindestens einmal pro Woche mittels Mikroskop auf
Wachstum kontrolliert. Nach 14 Tagen Wachstum werden 500 ul Z-Medium in
die bewachsenen Wells unter der Sterilbank nachpipetiert. Die
Trabekelmaschenwerkzellen sind nach ca. 3-4 Wochen ausreichend

gewachsen und adharent am Well-Boden.

2.2.2.2 Uberfiihren von Zellen in die Kulturflasche
Das Z-Medium wird im Wasserbad angewarmt (auf ca. 37° C). Ebenso wird das

Alliquotierte Trypsin/EDTA aufgetaut. Derweil wird die PBS-Flasche, die
Kulturflaschen und dann das Trypsin-Réhrchen sowie die Z-Medium Flasche
desinfiziert bzw. steril entnommen und in die vorbereitete Sterilbank gestellt.
Dann werden 10 ml angewarmtes Z-Medium in die Kulturflaschen gegeben und
der Boden der Flasche benetzt und beiseite gestellt. Danach wird die
bewachsene Well-Platte aus dem Inkubator genommen. Das Medium in den
Wells wird nun von der Oberflache her vorsichtig aus dem Well abgesaugt,
anschliellend mit 1 ml PBS gewaschen und wieder vorsichtig abgesaugt. Dies
wird ggf. wiederholt wenn noch deutliche Mediumreste verbleiben. Nun werden
150 pl Trypsin-EDTA in das Well geben und 5 min bei 37°C inkubiert. Danach
wird unter dem Mikroskop kontrolliert, ob die Zellen sich 16sen, ggf. muss die
Well-Platte erneut in den Inkubator gestellt werden. Wenn die Zellen vom

Boden geldst sind werden sofort 1000 pl Z-Medium zum Stoppen der Lyse
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hinzugeben. Dann wird der gesamte Inhalt je eines Wells vorsichtig in eine
Pipettenspitze gesaugt und in ein vorbereitetes PP-Rdhrchen 20 ml mit 4 ml Z-
Medium geben. Die Réhrchen werden dann mit 1000 rpm flr 3 min bei 20°C mit
der Laborzentrifuge zentrifugiert. Der Mediumuberstand wird vorsichtig
abgesaugt. Das verbleibende Pellet wird anschlieBend mit 10 ml Z-Medium
suspendiert; hiervon werden 5 ml in die vorbereitete Kulturflasche geben, als
.Klecks in der Mitte“. Die Flasche wird nun in den Inkubator mit CO, gestellt.
Aus der Ubrigen Suspension kann nun die Zellzahl bestimmt werden (vgl.
Kap. 2.2.2.5).

2.2.2.3 Mediumwechsel und Uberwachung
Nachdem die Zellen in die Kulturflasche Uberfuhrt sind (vgl. Kap. 2.2.2.2) dauert

es ca. 1 Woche bis die Zellen in dieser wieder adharend am Boden sind. Dann
wird einmal wdchentlich ein Mediumwechsel durchgefuhrt und die Zellzahl bzw.
Gewebedichte semiquantitativ mit 0, +, ++, +++ ++++ bewertet. Wobei dies

folgenden Kriterien entspricht:
e O Kein Wachstum, Zelltrimmer
¢+ Einzelne Zellinseln ohne deutlichen Kontakt zueinander
e ++:  deutliche Zellinseln mit reichlich Kontakten untereinander
* +++: reichlich Zellwachstum, Zellrasen mit deutlichen Lucken
* ++++: dichter Zellrasen ggf. mit einzelnen kleineren Licken

Zum Mediumwechsel werden Material und Sterilbank entsprechend vorbereitet
(vgl. Kap. 2.2.2.2). Dann wird aus der Kulturflasche das alte Z-Medium
vorsichtig abgesaugt, die Kultur mit 10 ml PBS gewaschen und dies dann
wieder abgesaugt. Der Vorgang ist ggf. zu wiederholen wenn noch
Mediumreste zurtck bleiben. Dann werden 13 ml angewarmtes Z-Medium
hinzugegeben und durch sanftes Schwenken am Boden der Kulturflasche

verteilt. Die Flaschen werden nun zurtck in den Inkubator gestellt.
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2.2.2.4 Splitting der Zellkultur
Wenn der Boden der Zellkulturflasche vollstandig bedeckt ist, dies ist ca. alle 4-

6 Wochen der Fall, wird die Kultur in eine neue Flasche uberfuhrt und ggf.
geteilt. Hierzu wird das Material und die Sterilbank analog Kap. 2.2.2.2 und
Kap. 2.2.2.3 vorbereitet. Es werden 12 ml angewarmtes Z-Medium in eine neue
Kulturflasche vorgelegt. Anschlielend wird aus den bewachsenen Flaschen
vorsichtig das Medium entfernt und die Kultur mit 10 ml PBS gewaschen. Dies
wird dann auch abgesaugt. Folgend werden 2 ml Trypsin/EDTA in die
Kulturflasche gegeben und durch sanftes Schwenken am Boden verteilt. Die
Flasche wird so fur 5 min im Inkubator bei 37°C, 5 % CO, und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit  inkubiert. Im Anschlu} daran wird unter dem Mikroskop
kontrolliert, ob sich die Zellen geldst haben. Wenn ja, wird die Lyse durch
Zugabe von 8 ml Z-Medium gestoppt. Die nun in der Flasche enthaltenen 10 ml
werden mittels einer Stripette vorsichtig aufgesaugt und in ein PP-Rohrchen
20 ml gegeben. Hierin werden sie dann mit der Laborzentrifuge mit 1000 rpm
3 Minuten bei 20°C zentrifugiert. Der entstandene Mediumuberstand wird
vorsichtig abgesaugt und das Zellpellet mit 5 ml Z-Medium suspendiert. Daraus
wird nun 1 ml entnommen und in die neue Kulturflasche gegeben. Wenn
erforderlich kann ein weiterer ml in eine andere Kulturflasche verbracht werden
und die Kultur ware geteilt. Die Flasche wird wieder beschriftet und mit der

Anzahl der Zellpassagen versehen in den Inkubator gestellt.

2.2.2.5 Bestimmung der Anzahl Zellen pro Milliliter
Um die Anzahl der Zellen zu bestimmen wird nach der Suspension des

Zellpellets nach Zentrifugation (vgl. Kap. 2.2.2.2 und 2.2.2.4) ein kleiner Tropfen
Suspension auf eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Aus dieser werden dann

unter dem Mikroskop die L-Quadrate (Seitenquadrate) ausgezahlt. Aus der

Gesamtzahl n wird mittels der Formel %z x der durchschnittliche Zellgehalt

ermittelt. Das Ergebnis ist dann x x10* Zellen/ml.

2.2.2.6 Zellkulturreihen

2.2.2.6.1 Nativ-Kulturen
Um den Umgang mit Zellkulturen aus Trabekelmaschenwerk zu festigen und

die Auswirkung der Isolationsmethode zu uberprifen wurden, analog zu
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Kap. 2.2.1.1, insgesamt 12 Augen prapariert  und hier  direkt
Trabekelmaschenwerk isoliert (vgl. Kap. 2.2.2.1). Das weitere Vorgehen fur die
Zellkultur entspricht dem der Kapitel 2.2.2.2 bis 2.2.2.5. Insgesamt wurden die

Kulturen 4-5 mal passagiert.

2.2.2.6.2 Kultur aus Vorderkammer aus Druckmessung
Nach Beendigung des Druckversuches mit der Vorderkammer werden beim

Abbau Trabekelmaschenwerkgewebe aus der Vorderkammer entnommen (vgl.
Kap. 2.2.1.3.5 und 2.2.2.1) und entsprechend inkubiert. Dann folgt der Versuch
der Beschreibung der Kapitel 2.2.2.1 bis 2.2.2.5.

2.2.2.6.3 Kultur aus Vorderkammer ohne Druckmessung
Da die Trabekelmaschenwerkzellen aus den Druckversuchen (vgl.

Kap. 2.2.2.6.2) auch nach mehrmaligem Versuch nicht anwachsen, wird ein
neuer Versuch eingefuhrt. Hierbei soll nun Uberprift werden ob die Zeit im
Medium eine Rolle spielt. Daher werden nun 24 Augen prapariert (vgl.
Kap. 2.2.1.1) und die Vorderkammern in eine Petri-Schale gelegt wo sie mit P-
Medium bedeckt werden. Dann werden nach 6 Stunden, 12 Stunden und
18 Stunden jeweils aus 8 Augen Trabekelmaschenwerk isoliert, inkubiert und
Zellkulturen angesetzt (vgl. Kap. 2.2.2.1 bis 2.2.2.4). Beim Uberfiihren in die
Kulturflasche werden die Zellen aus 4 Augen bzw. einer Reihe des Wells in eine
Flasche gegeben. Diese werden wie in Kap. 2.2.2.3 Uberwacht und

quantifiziert.

2.2.2.7 TUNEL Farbung
Um zu zeigen und zu Uberprufen, dass im Vorderkammermodell weiter vitale

Trabekelmaschenwerkzellen vorhanden sind und um zu quantifizieren wie viele
apoptotische Zellen im Versuchsverlauf entstehen werden aus zwei
Kontrollaugen und zwei Augen die sich 48 Stunden im Versuchsaufbau
befanden Paraffinschnitte angefertigt und diese mittels TUNEL (TdT-mediated-
dUTP-biotin nick end labeling) Farbung Uberpruft. Mit der TUNEL-Farbung
konnen DNA-Strangbriche dargestellt werden. Diese treten vor allem wahrend
der Apoptose auf. Wahrend der Apoptose wird der DNA-Strang durch
Endonukleasen fragmentiert und an den Bruchenden werden Hydroxylgruppen

(8’-OH-Gruppen) frei. Diese werden bei der Farbung durch das Enzym TdT
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(Terminal desoxynucletidyl Transferase) mit markierten Nukleotiden besetzt.
Diese TMR rot markierten Nukleotide kénnen dann fluoreszenzmikroskopisch

erkannt und gezahlt werden. [170]

Die Augen werden in Paraformaldehyd in PBS bei einem pH Wert von 7,4 fixiert
und anschlieend paraffiniert. Die Schnitte werden mit 5 um Dicke gefertigt und
nach Standardmethoden entparaffiniert und rehydriert: 4x 5 min Xylol, je 2x 1-2
min 99 %, 96 % und 70 % Alkohol und 2x 1-2 min H20O. Anschlielend werden
die Proben gefarbt.

Die Farbung wird anhand der Beschreibung des Proben-Kits der Fa. Roche
durchgefuhrt [170]. Die Auswertung erfolgt unter dem Fluoreszenzmikroskop
Axioplan2 mit 20-facher Vergrof3erung. Die Zellzahlung wird mit Unterstltzung

der entsprechenden Software durchgefuhrt (Openlab, Improvision).

2.2.3 Ultrastrukturelle Analyse von Vorderkammerschnitten mittels
Elektronenmikroskopie

2.2.3.1 Vorbereitung der Proben

Nach Abschluss des Druckversuches wurden 8 Vorderkammern fur die Analyse
unter dem Elektronenmikroskop eingebettet. Je zweimal zwei Vorderkammern
nach Methodenkontrolle und zweimal zwei nach Intervention. Hierfur wird die
Vorderkammer aus der Perfusionsschale enthommen, mit dem Skalpell halbiert
und je die Halfte in 5 ml gerade aufgetaute Fixierldsung (2 % Glutaralaldehyd
in 0,1 M Cacodylatpuffer) eingelegt. Die Flaschchen werden beschriftet und
umgehend in den Kuhlschrank gestellt. Hier wurden sie Uber Nacht bei 4°C
fixiert.

2.2.3.2 Einbettung und Mikroskopie der Schnitte

Die fixierten Vorderkammern werden mit Cacodylatpuffer gewaschen und dann
Trabekelmaschenwerk ausgeschnitten. Diese Teile wurden flir 1 Stunde mit
1 % Osmiumtetroxid in 0,1 M Cacodylatpuffer bei Raumtemperatur nachfixiert.
Die Proben werden anschlielend durch eine Reihe von Ethanol-Inkubationen
(30 %, 50 % und 70 %) fur je 10 Minuten dehydriert und dann mit gesattigter
Uranylacetat-Losung gefarbt. Die Dehydrierung wird weitergefihrt mit der
Inkubation in 70 %, 80 % und 96 % Ethanol fir jeweils 10 Minuten und
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abschliellend jeweils 2x 15 min in absolutem Ethanol und Propylenoxid.
Anschlielend werden die Proben in Epon (Epoxidpropyleter des Glycerins)
eingebettet. Daraus werden dann ultradinne Schnitte hergestellt (70 nm), die
mit Uranylacetat und Bleicitrat gefarbt werden. Die Schnitte werden im
Anschluss mit dem Elektronenmikroskop mikroskopiert und die Ultrastruktur der
entscheidenden Teile verglichen. Die Aufmerksamkeit liegt hier v. a. darauf, ob
Unterschiede zwischen Kontroll- und Interventionsaugen auftreten und ob sich
die Ergebnisse beider Gruppen von den in der Literatur beschriebenen

Ergebnissen unterscheiden.
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3 Ergebnisse

3.1 Druckmessung der Vorderkammer
Die Druckmessungen sollen den Wert vor Intervention (Leermessung) mit dem

Wert nach Intervention (Nachmessung) vergleichen. Um bei den
unterschiedlichen Ergebnissen eine Vergleichbarkeit zu erreichen wird jeweils
der Quotient errechnet. Abschliel3end erfolgt eine statistische Auswertung am
Ende jeder Kohorte. Ziel ist es festzustellen, ob es innerhalb der
Nachmessungszeit zu einem Druckanstieg im Vergleich zur Leermessung
kommt. Bei den Methodenkontrollmessungen soll die Auswirkung des Umbaus
des Versuchsaufbaus bzw. die Herausnahme aus dem Inkubator zur

Bestrahlungslampe untersucht werden.

3.1.1 Interventions-Kohorte 1
Hier wurden die Ergebnisse der Messungen 12.1, 4.1, 14.3, 15.1 und 15.3

ausgewertet. Die Werte der Messung 12.2 konnten nicht verwertet werden da
hier eine Leckage im Schlauchsystem aufgetreten war und deshalb kein Druck
aufgebaut wurde. Die Messung 11 konnte aufgrund technischer Probleme mit
dem Aufbau gar nicht verwertet werden. Ebenso war bei Messung 13 ein
technischer Defekt an der Stromversorgung der Messsensoren fur einen

Totalausfall der Messung verantwortlich.

Die Messwerte der Versuche lagen meist im physiologischen Bereich lediglich
bei der Messung 15.3 war der Mittelwert der Leermessung bei 32,81 mmHg
(x 5,43 mmHg) sehr hoch, die Nachmessung zeigte dann aber einen Mittelwert
von 18,60 mmHg (£ 4,90 mmHg). Die Messungen 12.1 und 15.1 waren bei der
Leermessung mit 20,82 mmHg (2,34 mmHg) und 22,39 mmHg
(x 3,48 mmHg) in einem grenzwertigen, klinisch Uberwachungsbedurftigen
Bereich. Nach Cxl kam es in der Nachmessung, aul3er bei Messung 14.3, immer
zu einem leichten Druckabfall. Bei der Messung 14.3 war der Mittelwert der
Leermessung bei 8,04 mmHg (x 0,28 mmHg), der Mittelwert des Drucks der
Nachmessung war mit 9,92 mmHg (£ 1,68 mmHg) um 23 % bzw. 1,88 mmHg

hoher.
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Abbildung 6: Druckverlauf der Messung 12.1. Erkennbar ist, dass der Wert der ersten Stunde der
Nachmessung deutlich im erhéhten IOP Bereich liegt (30,7 mmHg (£ 7,63 mmHg). Das war auch der
maximale Wert der Messung. Der Mittelwert der Leermessung lag bei 20,82 mmHg (t+ 2,34 mmHg), der
MW der Nachmessung bei 20,43 mmHg (+ 4,28 mmHg). Im Verlauf pendelt sich der Druck der
Nachmessung im Bereich zwischen 15- 20 mmHg ein.
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Abbildung 7: Druckverlauf der Messung 14.3. Deutlich erkennbar ist hier, dass die gesamte Messung in
einem eher niederen Bereich verlief. Der Mittelwert der Leermessung betrédgt 8,04 mmHg (+ 0,28 mmHg),
der Mittelwert der Nachmessung liegt mit 9,92 mmHg (+ 1,68 mmHg) etwas héher. Die Drucksteigerung
von 1,88 mmHg betrdgt aber somit 23 %.
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Abbildung 8: Druckverlauf der Messung 15.1. Der Mittelwert der Leermessung betrdgt 22,39 mmHg
(x 3,48 mmHg), der Mittelwert der Nachmessung liegt mit 17,22 mmHg (* 3,14 mmHg) darunter.
Erkennbar am Kurvenverlauf ist, dass die Nachmessung zu keinem Zeitpunkt nennenswert iiber den Wert
der Leermessung steigt. Insgesamt liegt der Druck der Nachmessung 23 % unter dem der Leermessung.
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Abbildung 9: Druckverlauf der Messung 15.3. Der Mittelwert der Leermessung betrdgt 32,81 mmHg
(x 5,43 mmHg). Hier ist die Druckspitze in der zweiten Stunde gut zu erkennen. Der Mittelwert der
Nachmessung liegt bei 18,60 mmHg (+ 4,90 mmHg), wobei hier ab der 15. Stunde ein stabiler Verlauf zu
erkennen ist.

Die statistische Auswertung der Mittelwerte der Kohorte ergab einen p-Wert von
0,25. Somit konnte hier kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem

Druck vor und nach Intervention festgestellt werden.

Der Mittelwert der gesamten Kohorte war fur die Leermessung 20,60 mmHg
(x 8,84 mmHg) und fur die Nachmessung 16,78 mmHg (+ 4,02 mmHg). Hieraus
ergab sich ein Quotient von 0,81 bzw. eine Drucksenkung um 19 % oder

3,82 mmHg absolut verglichen zur Leermessung.
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Abbildung 10: Boxplot der Mittelwerte der Kohorte IK1. Die Werte der Leermessung sind wie folgt;
Minimum 8,04 mmHg, Maximum 32,81 mmHg, 25 % Quantil 18,92 mmHg, Median 20,82 mmHg, 75 %
Quantil 22,39 mmHg. Die Nachmessung hat folgende Werte: Minimum 9,92 mmHg, Maximum
20,43 mmHg, 25 % Quantil 17,22 mmHg, Median 17,71 mmHg, 75 % Quantil 18,60 mmHg.
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Abbildung 11: Balkendiagramm der Einzelmessungen der Kohorte IK1, die Balkenhdhe visualisiert den
Mittelwert der Messung ohne Standardabweichung. Der MW ist oberhalb des Balkens angegeben.
Erkennbar ist, dass der Mittelwert der Nachmessung bis auf die Messung 14.3 immer unterhalb des Wertes
der Leermessung liegt und es somit in dieser Kohorte nach Cxl zu einer Absenkung des IOP kommt.
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3.1.2 Interventions-Kohorte 2
In diese Kohorte flossen die Messungen 16.1, 16.3, 17.3, 18.1 und 18.3 ein. Bei

der Messung 16.1 war die Kalibration nur mit einer Korrelation von ca. 88%
durchfuhrbar. Die Messung 17.1 konnte nicht verwertet werden da hier bereits
zu Beginn einer der Schldauche des Messaufbaus verstopft war. Bei den
Messungen des Versuchsaufbaus I8 war nach 45h das P-Medium
aufgebraucht. Deshalb wurde bei diesen Messungen nur bis Stunde 45 der

Nachmessung ausgewertet.

Die Messungen lagen meist im physiologischen Bereich. Bei Messung 16.1 lag
der MW der Leermessung erhoht bei 28,54 mmHg (+ 1,05 mmHg) und in der
Nachmessung bei 25,07 mmHg (4,68 mmHg). Bei Messung 17.3 war mit
4,90 mmHg (+ 0,82 mmHg) der MW der Leermessung eher niedrig. Aber auch
in der Nachmessung war der MW mit 4,46 mmHg (+ 0,71 mmHg) im hypotonen
Druckbereich. In der Ubersicht bleibt bis auf Messung 18.3 der Druck nach der
Intervention unter dem der Leermessung. Hier betrug der MW der Leermessung
6,92 mmHg (£ 0,35 mmHg), der MW der Nachmessung lag bei 9,63 mmHg

(£ 1,170 mmHg) und somit 39 % bzw. 2,71 mmHg Uber dem der Leermessung.

Leermessung

IOP in mmHg

e N achmessung

1 24 47
Zeit in Stunden (h)

Abbildung 12: Druckverlauf der Messung 17.3. Der Mittelwert der Leermessung betrdgt 4,9 mmHg
(£ 0,82 mmHg), der Wert der Nachmessung 4,46 mmHg (£ 0,71 mmHg). Gut zu erkennen ist, dass die
gesamte Messung in einem sehr niederen Druckbereich und in einem stabilen Niveau mit geringer
Abweichung verlduft.
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Abbildung 13: Druckverlauf der Messung 18.3. Der Mittelwert des gesamten Verlaufs ist bei der
Leermessung 6,92 mmHg (x 0,35 mmHg), der MW der Nachmessung 9,63 mmHg (x 1,10 mmHg). Hier
liegt der Mittelwert der Nachmessung zwar 39 % liber dem der Leermessung aber insgesamt ist der Druck
im hypotonen bis normalen Druckbereich.

Der statistische Test konnte auch hier keine signifikante Druckerhéhung zeigen.
Der p-Wert lag bei 0,30. Der Mittelwert der Leermessungen der gesamten
Kohorte lag bei 13,72 mmHg (£ 9,32 mmHg). Der Mittelwert der Nachmessung
bei 11,99 mmHg (x 7,75 mmHg). Der Quotient der Messungen lag bei 0,87.
Somit ist Uber die gesamte Kohorte gesehen der Druckabfall bei 13 % bzw.
1,73 mmHg absolut. Hierdurch lasst sich auch der p-Wert erneut
nachvollziehen. Es kam hier zu keiner signifikanten Erhéhung des Druckes

nach Cxl.
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Abbildung 14: Boxplot Diagramm der gesamten Interventionskohorte 2. Die Werte der Leermessung sind:
Minimum 4,9 mmHg, Maximum 28,45 mmHg, 25 % Quantil 6,92 mmHg, Median 12,76 mmHg, 75 %
Quantil 15,49 mmHg. Die Werte der Nachmessungen: Minimum 4,46 mmHg, Maximum 25,07 mmHg,
25 % Quantil 9,52 mmHg, Median 9,63 mmHg, 75 % Quantil 11,26 mmHg. Es ist gut zu erkennen dass die
Box der Nachmessung und die meisten Werte unter dem der Leermessung liegen.
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Abbildung 15: Ubersicht der Einzelmessungen der Kohorte IK2 als Balkendiagramm anhand der
Mittelwerte ohne Standardabweichung. AuBer bei der Messung 18.3 liegen die Werte der Nachmessung
unter oder im Bereich der Werte der Leermessung. Zu erkennen ist ebenfalls dass bei der Messung 16.1
eher hohe Werte gemessen wurden, aber auch hier ist der Wert nach Cxl niedriger.
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3.1.3 Interventions-Kohorte 3
Hier wurden die Messungen 19.1, 19.3, 110.1, 110.3 und 111.1 verwendet. Die

Messung 111.3 wird der Interventionskohorte 4 zugerechnet und dort
ausgewertet. Insgesamt waren hier die technischen Ablaufe der Versuche

einwandfrei.

Die Werte der Messungen lagen meist im physiologischen Bereich. Die
Messung 19.3 jedoch zeigte mit einem MW von 33,84 mmHg (x 4,12 mmHgQ) bei
der Leermessung und einem MW von 33,07 mmHg (+ 2,58 mmHg) bei der
Nachmessung sehr hohe IOP Werte. Aber auch hier kam es nach dem Cxl zu
einem Abfall des Druckes und nicht zu einer weiteren Erhéhung. Dagegen war
bei der Messung 111.1 ein eher hypotoner Verlauf zu beobachten. Hier lag der
MW der Leermessung bei 4,76 mmHg (+0,10 mmHg), der MW der
Nachmessung betrug 5,23 mmHg (+ 1,23 mmHg). Dies war gleichzeitig die
einzige Messung dieser Kohorte bei der ein Druckanstieg zu verzeichnen war.

Dieser betrug 0,47 mmHg absolut.
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Abbildung 16: Druckverlauf der Messung 19.3. Der Mittelwert der gesamten Leermessung betrdgt
33,84 mmHg (+ 4,12 mmHg), der Mittelwert der Nachmessung 33,07 mmHg (x 2,58 mmHg). Der Wert der
Leermessung ist kurzfristig auf einem sehr hohen Niveau von 36,96 mmHg wéhrend der Stunde 2 und 3.
Der Druckverlauf der Nachmessung ist auch in einem hohen IOP-Bereich insgesamt aber 3 % niedriger
als der Verlauf der Leermessung.
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Abbildung 17: Druckverlauf der Messung 110.3. Der MW der Leermessung liegt bei 14,72 mmHg
(x 1,16 mmHg), der Nachmessung bei 11,98 mmHg (+ 1,96 mmHg). Gut zu erkennen ist der stabile
Verlauf der Messung insbesondere der Nachmessung.
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Abbildung 18: Druckverlauf der Messung 111.1. Der Mittelwert der gesamten Leermessung betréagt
4,76 mmHg (x 0,170 mmHg), der MW der Nachmessung liegt bei 5,23 mmHg (x 1,23 mmHg). Trotz der
Schwankungen im Verlauf der Nachmessung lag der Druck stets im niederen Druckbereich und war im
Mittel um 10 % gegeniiber der Leermessung erhéht.

Der in dieser Kohorte durchgefuhrte t-Test ergab einen p-Wert von 0,12 womit
sich bei dem gewahltem Niveau von 0,05 keine statistisch signifikante
Erhéhung des Druckes nach Cxl nachweisen lasst. In der Gesamtbetrachtung
zeigen die Werte tendenziell an, dass es nach dem CxlI zu keiner
nennenswerten Veranderung des IOP kommt; wenn dann tendenziell zu einem
Absinken. Auch hier bewegen sich diese Werte jedoch in einem klinisch meist
nicht erfassbaren Bereich. Der Mittelwert der Leermessung der gesamten
Kohorte liegt bei 15,88 mmHg (+ 10,77 mmHg). Der Mittelwert der
Nachmessung der gesamten Kohorte liegt bei 12,44 mmHg (£ 11,98 mmHg).

Der Quotient hieraus liegt bei 0,78. In der Ubersicht kommt es also zu einem
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Druckabfall von 21 % bzw. 3,44 mmHg des IOP in der Nachmessung, als vor

dem CxI. Auch hier ist das statistische Ergebnis gut nachvollziehbar.
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Abbildung 19: Boxplot der Interventions-Kohorte 3. Die Werte fiir die Leermessungen sind: Minimum
4,76 mmHg, Maximum 33,84 mmHg, 25 % Quantil 12,77 mmHg, Median 13,3 mmHg, 75 % Quantil
14,72 mmHg. Der Maximalwert ist ein Ausrei3er aus der Messung 19.3. Die Werte der Nachmessung sind:
Minimum 3,47 mmHg, Maximum 33,07 mmHg, 25 % Quantil 5,23 mmHg, Median 8,44 mmHg, 75 %
Quantil 11,98 mmHg. Auch hier ist der Maximalwert ein Ausreiler aus der Messung 19.3. Die
Nachmessung lédsst erkennen, dass der Grof3teil der Werte der Nachmessung unter denen der

Leermessung liegt.
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Abbildung 20: Balkendiagramm der Einzelmessungen der Kohorte IK3 in der Ubersicht. Die Werte stellen
die MW der Messung ohne Standardabweichung dar. Gut zu sehen ist dass die Messung 19.3 sehr hohe
Werte geliefert hat. Des Weiteren ist gut zu erkennen dass die Werte der Nachmessung, mit Ausnahme
der Messung 111.1, unter denen der Leermessung liegen und eine Erhéhung des IOP nach Cxl nur in
Einzelfdllen nachweisbar ist.

3.1.4 Interventions-Kohorte 4
Hier wurden die Messungen 111.3, 112.3, 113.1, 114.1 und 114.3 ausgewertet.

Die Messung 111.1 wurde bereits in der Interventionskohorte 3 ausgewertet. Die
Messung 112.1 war nicht verwertbar da es hier zu einer Ruptur und
Undichtigkeit der Vorderkammer am Ansatz des Metallrings kam. Die Messung
[13.3 war ebenfalls nicht verwertbar da hier die Messeinrichtung langere Zeit

auf dem Messschlauch stand und diesen komprimiert hatte.

Bemerkenswert ist bei dieser Kohorte dass es in allen Messungen, aulder bei
14.1, zu einer Erhéhung des Druckes nach Cxl kam. So stieg der MW des |IOP
in Messung 111.3 von 14,85 mmHg (+2,61 mmHg) auf 23,16 mmHg
(x 4,53 mmHg) in der Nachmessung, bei 112.3 von 12,10 mmHg (+ 1,21 mmHg)
auf 20,40 mmHg (x 2,71 mmHg), bei 13.1 von 5,91 mmHg (+ 0,64 mmHg) auf
8,71 mmHg (£ 1,84 mmHg) und bei 114.3 von 22,96 mmHg (£ 0,50 mmHg) auf
26,93 mmHg (x 1,48 mmHg). Lediglich bei Messung 114.1 kam es zu einem

Druckabfall von 3,28 mmHg absolut. Hier war der MW der Leermessung bei
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14,55 mmHg (£ 0,82 mmHg) der MW der Nachmessung lag bei 11,27 mmHg
(= 1,88 mmHg). Lediglich bei der Messung 114.3 war der MW der Leermessung
schon in einem hoheren Bereich, ansonsten waren insbesondere die
Leermessungen im Uberwiegend physiologischen Bereich. Wie schon in Zahlen
beschrieben war bei der Messung 113.1 der MW der Leermessung und auch

der MW der Nachmessung eher hypoton.
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Abbildung 21: Druckverlauf der Messung 111.3. Der Mittelwert der Leermessung betrdgt 14,85 mmHg
(x 2,61 mmHg), der Mittelwert der Nachmessung 23,16 mmHg (* 4,53 mmHg). Der Druckverlauf der
Nachmessung ist sehr stabil aber deutlich (iber den Werten der Leermessung gelegen. Insgesamt betrdgt
die Drucksteigerung 56 % bzw. 8,31 mmHg.
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Abbildung 22: Druckverlauf der Messung 114.1. Der Mittelwert der Leermessung liegt bei 14,556 mmHg
(x 0,82 mmHg), der MW der Nachmessung im gesamten betragt 11,27 mmHg (+ 1,88 mmHg). Im Verlauf
liegt der Druck der Nachmessung unter dem der Leermessung. Im Mittel betrdgt der Druckabfall 22 %
bzw. 3,28 mmHg.

Das statistische Ergebnis, der p-Wert, liegt bei dieser Kohorte bei 0,13 wodurch
nicht signifikant gezeigt werden kann, dass Cxl zu einem Druckanstieg im
Vorderkammemodell fuhrt. In dieser Kohorte kommt es aber in 4 von 5

Messungen zu einem Druckanstieg. Dieser ist aber nicht immer klinisch
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relevant oder erfassbar. Uber die gesamte Kohorte kommt es hier aber

insgesamt zu einem Anstieg des IOP nach Cxl.

Der Mittelwert der Leermessung der gesamten Kohorte liegt bei 14,07 mmHg
(x 6,13 mmHg). Der Mittelwert der Nachmessung der ganzen Kohorte liegt bei
18,09 mmHg (+ 7,81 mmHg). Somit ist der Quotient der Kohorte bei 1,28. Uber

die gesamte Kohorte kommt es also zu einem Druckanstieg von 28 % bzw.

4,02 mmHg absolut.
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Abbildung 23: Boxplot Diagramm der Interventionskohorte 4. Die Werte der Leermessung sind: Minimum
5,91 mmHg, Maximum 22,96 mmHg, 25 % Quantil 12,10 mmHg, Median 14,55 mmHg, 75 % Quantil
14,85 mmHg. Die Nachmessung hat folgende Werte: Minimum 8,71 mmHg, Maximum 26,93 mmHg, 25 %
Quantil 11,27 mmHg, Median 20,40 mmHg, 75 % Quantil 23,16 mmHg.
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Abbildung 24: Balkendiagramm der Messungen aus Interventionskohorte 4. Hier sind die Mittelwerte der
Messungen ohne Standardabweichung im direkten Vergleich dargestellt. Hier ist zu sehen, dass bis auf
Messung 114.1 alle Werte der Nachmessungen mehr oder weniger hoch liber denen der Leermessung
liegen. Ausserdem ist zu erkennen dass bei der Messung 114.3 bereits der Wert der Leermessung erh6ht

ist.
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3.1.5 Interventions-Kohorten Gesamt
Wenn man die Mittelwerte alle Kohorten der Interventionen zusammenfasst

stellt sich dies wie folgt dar:
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Abbildung 25: Boxplot aller Interventionskohorten basierend auf den absoluten Mittelwerten der
Messungen der Kohorten. Hier ist erkennbar dass sich Leermessung und Nachmessung kaum
unterscheiden. Die Werte der Leermessung sind: Minimum 13,72 mmHg, Maximum 20,60 mmHg, 25 %
Quantil 13,98 mmHg, Median 14,97 mmHg, 75 % Quantil 17,06 mmHg. Die Werte fiir die Nachmessung
liegen bei: Minimum 11,99 mmHg, Maximum 18,09 mmHg, 25 % Quantil 12,33 mmHg, Median
14,61 mmHg, 75 % Quantil 17,11 mmHg. So lasst sich erkennen, dass bei den Mittelwerten der Kohorten
sich Leermessung und Nachmessung nur unwesentlich unterscheiden.
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Abbildung 26: Balkendiagramm aller Interventionskohorten. Dargestellt ist der absolute Mittelwert der
Jjeweiligen Kohorte ohne Standardabweichung. Hier ist gut erkennbar, dass im Gesamten der Druck der
Nachmessung unter dem der Leermessung liegt, mit Ausnahme bei IK4 wo es nach Cxl zu einer
Drucksteigerung kommt.

Der ermittelte Mittelwert der Leermessung Uber alle Kohorten liegt bei
16,07 mmHg (+ 3,17 mmHg). Der Wert fur die Nachmessung liegt bei
14,83 mmHg (x 3,07 mmHg). Somit ergibt sich ein Quotient von 0,92, sprich
Uber alle Kohorten kommt es zu einem Abfall des IOP um 8 % bzw. 1,30
mmHg. Klinisch wurde man hier von einem stabilen Befund sprechen, auch

ausgehend von dem zugrunde liegenden Mittelwert.

3.1.6 Kontroll-Kohorte 1
Hier wurden die Messungen K1.1, K2.1, K2.3 sowie K3.1 und K3.3

ausgewertet. Die Messung K1.3 erbrachte keine Messergebnisse da hier der
Perfusions-Schlauch nicht korrekt verbunden war und sich so kein Druck

aufbaute.

Die Messungen ergaben ein gemischtes Bild; bei zwei Messungen kam es zu
einer leichten Druckerhdhung nach der Interventionssimulation (IS), bei dreien
zu einer Drucksenkung die mehr oder minder ausgepragt war. Die Messwerte
waren meist im physiologischen oder im hypotonen Bereich wie z.B. bei

Messung K3.1; hier war der MW der Leermessung bei 6,84 mmHg (£ 1,21

64



mmHg) und der MW der Nachmessung dann bei 7,40 mmHg (x 1,33 mmHg)
was einem Druckanstieg von 0,56 mmHg oder 8 % entspricht. Insgesamt sind
die Abweichungen zwischen Leer- und Nachmessung im Dezimalbereich,
aulder bei den Messungen K1.1 und K2.3. Bei K1.1 betragt der Unterschied

zwischen den Messungen +1,24 mmHg absolut und bei K2.3 -1,98 mmHg.

Der p-Wert des t-Testes der Kohorte liegt bei 0,63. Somit kommt es durch die
Herausnahme aus dem Inkubator zu keinem statistisch signifikanten Anstieg
des IOP. Bei zwei von funf Messungen kam es zu einem mehr oder weniger

ausgepragten Druckanstieg, beim Rest zu einem Druckabfall.

Der Mittelwert der Leermessung der Kohorte lag bei 9,71 mmHg
(£ 2,16 mmHg). Der Mittelwert der Nachmessung der Kohorte liegt bei
9,42 mmHg (£ 2,73 mmHg). Der Quotient der sich hieraus ergibt ist 0,97. Dies
entspricht einer Drucksenkung der Nachmessung um 3 % gegenuber der
Leermessung. Absolut entspricht dies 0,29 mmHg. Dieser Wert bzw. diese
Veranderung ware mit den ublichen Methoden der IOP Bestimmung in der
Klinik nicht erfassbar. Insgesamt zeigt diese Kohorte, dass es durch das
Entnehmen und Verandern der Umgebungsbedingungen, Inkubator vs. Raum,
keine nennenswerte bzw. relevante Veranderung des |IOP der Vorderkammer
gibt.
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Abbildung 27: Balkendiagramm der Mittelwerte der Messungen aus Kontrollkohorte 1 ohne
Standardabweichung im direkten Vergleich. Erkennbar ist hier, dass in den Kontrollen der Umbau alleine
keine Auswirkung auf den Druckverlauf zu haben scheint bzw. es durch den Umbau zu keiner
Druckerhbhung kommt. Lediglich in den Messungen K1.1 und K3.1 ist eine Erhéhung zu verzeichnen.
Insgesamt bewegen sich die Druckdnderungen in einem sehr begrenzten Bereich der mit klinischen
Messmethoden kaum zu erfassen ist.

3.1.7 Kontroll-Kohorte 2
In dieser Kohorte sind die Messungen K4.1, K4.3, K5.1, K5.3 und K6.1

ausgewertet. Die Messung K6.3 ist Bestandteil der Kontroll-Kohorte 3.

Technisch verliefen alle Messungen ohne Schwierigkeiten oder Probleme.

Bei allen Messungen dieser Kohorte kam es nach der IS zu einem mehr oder
minder starken Abfall des IOP. Die starkste Anderung gab es in Messung K5.1;
hier betrug der MW der Leermessung 26,27 mmHg (+ 1,26 mmHg), der
Mittelwert der Nachmessung betrug 15,52 mmHg (+ 4,61 mmHg). Dies
entspricht einem Druckabfall von 41 % bzw. 10,75 mmHg absolut. Die anderen
Abweichungen bewegten sich in deutlich geringeren Bereichen. Auch bei
Messung 6.1 war jedoch ein hoher Abfall in Prozent zu verzeichnen. Hier war
der MW der Leermessung bei 14,23 mmHg (0,79 mmHg) der MW der
Nachmessung wiederum war nur bei 7,28 mmHg (5,42 mmHg). Dies
entspricht einem Druckabfall von 49% oder 6,95 mmHg. Dies ist insgesamt ein

recht hoher Druckverlust. Der IOP war insbesondere am Beginn der
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Nachmessung erhdht und fiel dann im Verlauf von Stunden auf ein eher

hypotones Niveau.

Der p-Wert des t-Testes ist 0,05. Beim Signifikanzniveau von a= 0,05 ist man
hier gerade an der statistisch gesetzten Grenze. Im Uberblick mit den anderen
Kohorten kann jedoch die Nullhypothese nicht verworfen werden. Diese
Kohorte zeigt sich im Uberblick recht hyperton mit teilweise sehr groRen
Druckunterschieden zwischen Leer- und Nachmessungen. Im Uberblick der
gesamten Kohorte ist aber ein Druckverlust zu verzeichnen. Die folgende

Boxplot-Grafik liefert hierzu ein Bild.
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Abbildung 28: Boxplot der gesamten Kohorte KK2. Hier ist zu erkennen, dass insgesamt der Druck der
Nachmessung unter dem der Leermessung liegt. Die Werte der Leermessung sind: Minimum
14,23 mmHg, Maximum 26,27 mmHg, 25 % Quantil 15,84 mmHg, Median 18,21 mmHg, 75 % Quantil
22,34 mmHg. Die Nachmessung hat folgende Werte: Minimum 11,57 mmHg, Maximum 18,92 mmHg,
25 % Quantil 11,57 mmHg, Median 15.52 mmHg, 75 % Quantil 17,32 mmHg.
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Abbildung 29: Balkendiagramm der Mittelwerte der einzelnen Messungen der KK2 ohne
Standardabweichung. Hier sieht man im direkten Vergleich die Drucksteigerung bzw. -senkung.
Insbesondere in dem Messungen K4.3 und K5.1 sind die Ausgangsdriicke recht hoch. In der Messung
K5.1 aber auch in K6.1 sind hierdurch die Druckunterschiede hoch.

Der Mittelwert der Leermessung der gesamten Kohorte liegt bei 19,38 mmHg
(x 4,92 mmHg). Der Mittelwert der Nachmessung der gesamten Kohorte liegt
bei 14,23 mmHg (+ 4,51 mmHg). Der Quotient der Kohorte ist somit 0,73. Also
liegt der Mitteldruck der Nachmessung 27 % unter demjenigen der
Leermessung bzw. 5,15 mmHg absolut. Insgesamt scheint also das
Herausnehmen aus dem Inkubator zur Drucksenkung zu fihren. Allerdings ist
der Wert meist sehr gering, so dass man davon ausgehen kann, dass der Wert
durch das Herausnehmen aus dem Inkubator den normalen Schwankungen

des biologischen Systems unterliegt.

3.1.8 Kontroll-Kohorte 3
In dieser Kohorte wurden die Messungen K6.3, K7.1, K7.3, K8.3 und K9.3

ausgewertet. Die Messungen K8.1 und K9.1 konnten wegen eines Ausfalls des
Messsensors an diesem Schenkel nicht verwertet werden. Zu beachten ist
aullerdem, dass die Messung K9 bereits nach 24 Stunden beendet wurde da

hier ein veranderter Zellkulturversuch durchgeflhrt wurde.
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Die einzelnen Messungen zeigen in drei Messungen (K6.3, K7.1 und K9.3)
einen deutlichen Abfall des Druckes nach IS bei den zwei anderen Messungen
kam es zu keiner nennenswerten Veranderung. Als Beispiel sei hier Messung
K7.3 beschrieben bei der gleichzeitig ein recht hoher Druck vorlag. Der MW der
Leermessung betrug hier 20,21 mmHg (x0,77 mmHg), der MW der
Nachmessung lag bei 22,68 mmHg (+ 2,41 mmHg) was einer Drucka&nderung
von + 0,47 mmHg entspricht oder 2 %. Zu einem hohen Druckunterschied kam
es in Messung K7.1 wo der MW der Leermessung ebenfalls in einem hohen
Bereich bei 24,47 mmHg (+ 1,34 mmHg) lag. Der MW der Nachmessung
wiederum war im physiologischen Bereich bei 13,93 mmHg (+ 4,36 mmHg) was

einer Drucksenkung von 10,54 mmHg bzw. 43 % entspricht.
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Abbildung 30: Balkendiagramm der Einzelmessungen der Kontroll-Kohorte 3. Sichtbar ist der direkte
Vergleich der Mittelwerte der Messungen ohne Standardabweichungen. Lediglich in der Messung K9.3
kommt es zu einer relevanten Erhéhung des IOP in der Nachmessung. Bei den Messungen K7.3 und K8.3
liegt der Unterschied nur im Dezimalbereich weshalb man hier von einem stabilen Druck mit normaler
Schwankung innerhalb des biologischen Systems ausgehen kann. Bemerkenswert ist aber noch das der
Druck der Leermessungen in K7.1 und K7.3 recht hoch ist.

Der p-Wert der Kohorte liegt bei 0,76. Somit lasst sich hier ebenfalls keine
statistisch signifikante Erhdhung nachweisen. Der Mittelwert der Leermessung
Uber die gesamte Kohorte liegt bei 15,25 mmHg (+ 6,66 mmHg). Der Mittelwert
der Nachmessung bei 14,14 mmHg (+ 6,46 mmHg). Der Quotient welcher sich
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daraus ergibt liegt bei 0,93. Somit kommt es Uber die gesamte Kohorte zu einer

Drucksenkung von 7 % bzw. 1,11 mmHg.

3.1.9 Kontroll-Kohorten Gesamt
Betrachtet man alle Kontrollkohorten zusammen ergibt sich folgendes Bild.
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15,25
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MW IOP (mmHg)
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Abbildung 31: Balkendiagramm der gesamten Kontrollkohorten. Sichtbar ist der direkte Vergleich der
Mittelwerte der Kohorten ohne Standardabweichung. Gut zu sehen ist, dass der Druck der Nachmessung
gleich bzw. leicht unter dem der Leermessung liegt. Die Unterschiede in KK1 wéren im klinischen Alltag
mit den dort angewendeten Messmethoden nicht nachweisbar. Insgesamt kann der Druckverlauf als stabil

beschrieben werden.
Die Diagramme zeigen, dass sich der Druck eher in Richtung Drucksenkung
bzw. stabilem Verlauf anordnen. Uber alle Kontrollkohorten liegt der Mittelwert
der Leermessung bei 14,78 mmHg (£ 4,85 mmHg) und der Mittelwert der
Nachmessung bei 12,60 mmHg (2,75 mmHg). Der Quotient der
Kontrollkohorten ist 0,85. Somit ist der Druckabfall bei 15 % bzw. 2,18 mmHg
absolut. Dieser Absolutwert wirde als stabil bezeichnet werden, auch weil die
Mittelwerte selbst im physiologischen Bereich lagen und die Schwankungen
auch im physiologischen Bereich stattfanden. Zwar waren einzelne
Maximalwerte deutlich hyperton, in der Gesamtbetrachtung fallen diese jedoch

kaum ins Gewicht, da sie immer nur kurzfristig vorherrschten.
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3.2 Zellkulturen der Vorderkammer

3.2.1 Zellkultur aus Trabekelmaschenwerkzellen aus der Druckmessung
Aus 5 Druckmessversuchen wurde am Ende der 48 h-Messung
Trabekelmaschenwerk enthommen und in Kultur gebracht (vgl. Kap. 2.2.2). Es
zeigte sich jedoch in keinem der Wells ein zufriedenstellendes Wachstum. Es
waren bereits nach ca. 7-10 Tagen nur noch Zelltrimmer zu finden. Auch aus
dem Versuch K9 der bereits nach 24 h Nachmessung beendet wurde konnte
keine Kultur gezlichtet werden. Hier zeigte sich nach ca. 29 Tagen, dass die
Zellen nicht anwachsen und absterben. Bei der Isolation aus Versuch |7 war
bereits nach 5 Tagen kein Wachstum sondern eine Zelllyse zu sehen.
Insgesamt war zu keiner Zeit wahrend der Inkubation ein ausreichendes
Zellwachstum oder eine Adharenz der Zellen zu erreichen, so dass hier auch
keine weiteren Versuche hatten stattfinden kénnen. Auch eine Uberfiihrung in

eine Zellkulturflasche war somit nicht mdglich.

3.2.2 Zellkultur aus Trabekelmaschenwerkzellen ohne Druckmessung
Da sich in den Kulturen, die aus den Druckmessungen entnommen wurden,

kein Wachstum zeigte (vgl. Kap. 3.2.1), wurde dieser Versuch eingeschoben,
um zu uberprufen nach welcher Zeit im P-Medium sich noch Zellen erfolgreich
kultivieren lassen. Hierbei wurde das Wachstum semiquantitativ bewertet
(vgl. Kap. 2.2.2.3), beim Passagieren dann das Diluent ausgezahlt (vgl.
Kap. 2.2.2.5)

3.2.2.1 6 Stunden Inkubation in P-Medium
Nach 6 stundiger Inkubation im P-Medium wurde Tabekelmaschenwerk isoliert

und entsprechend der Beschreibung im Methodenteil inkubiert. EIf Tage nach
der Praparation zeigten sich in den Wells des Versuchs 6/ll folgende

Wachstumsraten:
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Reihe/Spalte | 3 4 5 6
C ++ ++ + +
D + ++ + +++

Tabelle 1: Semiquantitative Beurteilung der Wachstumsrate des Versuch 6/Il, 11 Tage nach Isolation in die
Well-Platte. Stufen: 0,+,++,+++

Nach 24 Tagen zeigte sich folgende Verteilung:

Reihe/Spalte | 3 4 5 6
C +++ ++ ++ ++
D ++ +++ ++ +++

Tabelle 2: Semiquantitative Beurteilung der Wachstumsrate des Versuch 6/l, 24 Tage nach Isolation.
Stufen: 0,+,++, +++

Danach wurden die Zellen in eine Kulturflasche uUberfuhrt, jeweils eine Reihe in
eine Kulturflasche. Nach der Zentrifugation und Dilution zeigten sich folgenden
Zellzahlen:

* 6ll/a 4x10* Zellen/ml

* 6ll/b: 5x10* Zellen/ml
Versuch 6/1 wurde nach 18 Tagen in die Zellkulturflasche Uberfuhrt, hier wurden
1x10* Zellen/ml ermittelt. Im weiteren Verlauf zeigte sich dann in allen Flaschen
ein Wachstum mit der Bewertung ,++“ Uber mehrere Wochen. Nach insgesamt
3 Passagen und 97 Tagen Kulturzeit zeigten sich in den sechs Stunden
Kulturen folgende Zellzahlen:

e 6/l 29x10*Zellen/ml

* 6ll/a: 41x10* Zellen/ml

* 6ll/b: 41x10* Zellen/ml

3.2.2.2 12 Stunden Inkubation in P-Medium
Nach der 12-stindigen Inkubation im P-Medium wurde entsprechend dem

Methodenteil Trabekelmaschenwerkzellen isoliert. Hier zeigte sich bereits ein
maliges Aufquellen des Vorderkammergewebes. Die Isolation von Gewebe
war jedoch problemlos mdoglich. Nach sechs Tagen zeigte sich folgendes

Wachstumsmuster:
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Reihe/Spalte | 3 4 5 6
C + + + +
D + ++ ++ +

Tabelle 3: Semiquantitative Beurteilung der Wachstumsrate Versuch 12h, 6 Tage nach Isolation. Stufen:

0,+,++,+++

Nach 12 Tagen sah die Wachstumsrate folgendermalen aus:

Reihe/Spalte | 3 4 5 6
C + + +++ +
D + ++ ++ ++

Tabelle 4: Semiquantitative Beurteilung der Wachstumsrate Versuch 12h. 12 Tage nach Isolation. Stufen:
0,+,++,+++

Nachdem die Zellen ausreichend gewachsen und adharend waren wurden sie
am Tag 18 in Zellkulturflaschen Uberfuhrt, ebenso wurde wieder eine Reihe der
Wellplatte in eine Flasche uberfuhrt (vgl. Kap.: 2.2.2.2 und 2.2.2.6.3). Die
Auszahlung der Zellen nach Dilution ergab:

e 12a: 6x10* Zellen/ml,

*  12b: 3x10* Zellen/ml
In den folgenden Wochen wurde die Kultur drei mal passagiert, die
semiquantitative Beurteilung war meist ,+++“. Die Zellzahlen nach Dilution
stiegen am 66. Tag an auf:

+ 12a10x10* Zellen/ml

* 12b: 13x10* Zellen/m|
am 97. Tag:

+ 12a: 33 x 10* Zellen/ml

* 12b: 37x10* Zellen/m|

3.2.2.3 18 Stunden Inkubation in P-Medium
Nach 18-stundiger Inkubation in P-Medium lie3 sich nur noch aus 4 Augen

Trabekelmaschenwerk isolieren. Bei den restlichen Augen war das Gewebe
teils sehr geschwollen, so dass sich keine Gewebestreifen abziehen lielen. Die
Gewebestreifen aus den 4 Augen bei denen es dennoch mdglich war wurden

entsprechend dem Protokoll inkubiert. Die Kontrolle am Tag 6 ergab kein
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Zellwachstum in den Wells. Es fanden sich lediglich Pigmentreste und

Zelldebris. Deshalb wurde der Versuch hier nicht weiter gefuhrt.

3.3 TUNEL-Farbung
Wie bereits in Kapitel 2.2.2.7 beschrieben dient die TUNEL Farbung dazu zu

zeigen, dass durch die Organkultur keine Beeinflussung der Funktion des
Trabekelmaschenwerks durch Ubermalige Apoptose geschieht. Hierzu wurde
in einen separaten Versuch aus jeweils zwei Kontrollaugen und zwei Augen die

sich 48 h im Versuchsaufbau befanden eine TUNEL-Farbung durchgefuhrt und

ausgewertet.

Abbildung 32: (a) Auflichtmikroskopie zur Darstellung des Trabekelmaschenwerks. (b) DAPI-Férbung zur
Darstellung der Zellkerne. (c) Farbung der toten Zellen mittels TUNEL-Fé&rbung.

Bereits auf den Bildern ist zu erkennen, dass nur ein sehr kleiner Anteil
apoptotischer Zellen zu sehen ist. Mittels Softwareunterstlitzung (Openlab,
Improvision) wurden die Zellzahlen erfasst. Hierbei stellt sich heraus, dass im
Mittel 3,95 % (SD: + 1,84%) der Zellen im Organschnitt tote Zellen waren,

wahrend in den Kontrollen im Mittel 7 % tote Zellen zu finden waren.

3.4 Ultrastrukturelle Analyse und Beschreibung der
Vorderkammerschnitte
Die Morphologie des JCT und des Kammerwasserplexus, oder wie in der

internationalen  Literatur genannt ,angular aqueous plexus® (AAP),
unterscheidet sich kaum von der Konfiguration beim Menschen. Der AAP bildet

beim Schwein das Aquivalent zum Schlemm’schen Kanal beim Menschen.

Das dreidimensionale Geflecht aus Trabekeln, bestehend aus elastischen

Fasern und Kollagenen sowie amorpher Grundsubstanz, erscheint in allen
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Proben gleich gestaltet. Es findet sich, wie in Kap. 1.1.2.1 beschrieben, ein
Kern aus elektronendichten Fasern und hellem Material, umgeben von einer
homogen erscheinenden Hulle. Diese Hulle wiederum ist durch feine Fibrillen
mit den benachbarten Zellen verbunden. Es findet sich hier im Vergleich
zwischen Kontrolle und Intervention keine Verdickung oder Verminderung
dieser Strukturen. Die Trabekelmaschenwerk-Zellen in diesem Bereich sind
eher dendriform und stehen Uber lange Fortsatze untereinander oder mit der
EZM in Kontakt. Die Zellen enthalten teils reichlich rER und Vesikel mit Lipiden,
aber auch Zellen mit wenig rER sind enthalten. Im Vergleich zwischen
Interventionsaugen und den Kontrollen finden sich hier aber keine Unterschiede
bzgl. der Zellaktivierung. Ebenfalls konnte nicht nachgewiesen werden, dass in
den Interventionsaugen vermehrt Makrophagen zu finden sind. An manchen
Zellen ist die Phagozytose zu beobachten zu der die TM-Zellen befahigt sind.
Hier zeigt sich auch, dass bei der sorgfaltigen Praparation nur wenig Pigment in
die Vorderkammer gelangt ist. Vermehrte Apoptose oder Pyknose der Zellen
ist in keinem der Schnitte zu beobachtet. Es finden sich auch keinerlei

Nekrosen.

Die ,Loops” des AAP sind mit Endothelzellen ausgekleidet, die Basalmembran
dieser Loops ist nicht kontinuierlich. Eine Verdickung der Basalmembran als
Folge einer Schadigung kann in keinem der Schnitte gesehen werden. Die
elastischen Fasern des subendothelialen EZM sind mit feinfibrillarem Material
mit den Endothelzellen verbunden. In diesem Teil finden sich des Weiteren
Kollagenfasern und optisch leere Bereiche, vor allem dort wo keine
Basalmembran zu finden ist. Ebendort sind immer wieder die Riesen-Vakuolen
zu finden die als charakteristisches Merkmal des Endothels beschrieben

werden.
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Abbildung 33: Vergleich des Endothelbereichs zwischen (A) Intervention 12.1 und (B) Kontrolle K6.3. (A):
VergréBerung 3000-fach. Zu sehen ist ein Vessel Loop bzw. Kollektorgefd3 des AAP (VL) sowie
Anschnitte von Endothelzellen (farblose Pfeile), erkennbar ist auch das EZM aus Kollagen, das hier v. a.
horizontal angeschnitten und nicht verdickt ist. (B): Vergré8erung 3000-fach. Zu sehen ist ein Vessel Loop
(VL) sowie Anschnitte von Endothelzellen mit Nucleus (schwarzer Pfeil). Im Bild ist auBerdem eine TM-
Zelle (weiller Pfeil). In der EZM sind Kollagene zu sehen, die iiberwiegend tangential geschnitten sind.
Hier ist ebenfalls keine Verdickung oder Verdnderung sichtbar. Teilweise ist die Basalmembran erkennbar,
die nicht verdickt ist.

Abbildung 34: Ausschnitte aus dem Prdparat aus Intervention 12.1. (A): VergréBerung 3000-fach.
Kollektorgefa3 (VL) und Umgebung in der Ubersicht. Erkennbar ist eine vorgewélbte Endothelzelle (weiler
Pfeil) sowie Anschnitte weiterer Zellen (schwarze Pfeilspitze). Subendothelial ist die EZM aus Kollagenen
zu erkennen (weilRe Dreiecke), die ein unterschiedlich orientiertes Netzwerk ergeben. (B): Vergré3erung
4400-fach. Zwei nebeneinander liegende Nuclei von Endothelzellen (weille Pfeile). VL kennzeichnet den
luminalen Bereich eines Loops. Die schwarzen Pfeilspitzen zeigen auf die erkennbare Basalmembran die
nicht verdickt und regelrecht konfiguriert ist. Subendothelial ist wieder das Netzwerk aus unterschiedlich
orientierten Kollagenfasern zu erkennen.
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Abbildung 35: Ausschnitte aus dem Préparat aus Intervention 12.1. (A): VergréBerung 3000-fach. Mehrere
TM-Zellen im Anschnitt. Sichtbar ist der Zellkern (weille Pfeilspritze) sowie raues Endoplasmatisches
Retikulum (rER) (schwarze Pfeilspitzen). Extrazelluldr sind Kollagenfasern zu sehen (farblose
Pfeilspitzen). (B): VergréBerung 7000-fach. TM Zelle (1) sowie benachbarte Zelle (2) mit Zellkontakt. In
Zelle 1 ist der Kern (N) und Mitochondrien (M) zu sehen, ebenso wie rER (weilBe Pfeilspitzen). Im
Extrazellularraum sind feinfibrillare Strukturen, am ehesten, aus Kollagen Typ IV (schwarze Pfeilspitzen)
sowie Typ | und Il (farblose Pfeilspitze) zu sehen. Insgesamt ist hier keine Verdnderung zwischen
Intervention und Kontrolle oder der Beschreibung in der Literatur zu sehen. Es finden sich keine
Anzeichen einer iiberméfligen Zellaktivierung wie Vermehrung von rER oder vermehrte Vesikelbildung.

Abbildung 36: Ausschnitt aus dem Préparat von Kontrolle K6.3. (A): Vergré8erung 3000-fach. Zu sehen ist
ein Anschnitt eines Kollektorgefédes (VL) und eine Riesenvakuole (RV) hier ohne Pore. Die schwarzen
Pfeilspitzen kennzeichnen Zellkerne von Endothelzellen. Zu sehen ist auch etwas Pigment das hier
komplett schwarz erscheint. (B): VergréBerung 3000-fach. Das Bild zeigt noch einmal einen Anschnitt
durch das subendotheliale Netzwerk von Kollagenfasern die in unterschiedlicher Orientierung organisiert
sind. Die weilen Dreicke zeigen die Basalmembran, wédhrend der weile Pfeil eine in Entstehung
befindliche Vakuole zeigt.
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4 Diskussion
Ziel der Arbeit war es die Auswirkung des Crosslinkings auf den intraokularen

Druck zu untersuchen. Daruber lieRen sich auch Ruckschlisse auf bereits
durchgefuhrte in-vivo Untersuchungen ziehen, die widersprichliche Ergebnisse
bzgl. des I0OP-Verlaufes geben [124, 129, 160-163]. Um den Einfluss der
Manipulationen am Messaufbau abschatzen zu kénnen wurden Messungen
ohne Bestrahlung oder Riboflavinanwendung durchgefuhrt. Hier wurden
lediglich die Entnahme aus dem Inkubator durchgefuhrt. Ein weiterer
Versuchsteil war die Anzichtung von Zellkulturen und die Analyse von
ultradinnen Schnitten mit dem Transmissionselektronenmikroskop. Beides
diente der Evaluation der Methode und der besseren Einordung der
Druckbefunde [166].

4.1 Diskussion der Ergebnisse der Methodenvalidation
Die Validitat der Methode als solches wurde bereits in mehreren

Untersuchungen festgestellt, ebenso die Ubertragbarkeit des Models Schwein
auf den Menschen [165-168, 171]. In der vorliegenden Arbeit konnte die
Funktion der Methode insbesondere durch das Ergebnis der TUNEL-Farbung
gezeigt werden, bei der nur ein minimaler Teil apoptotischer Zellen von 3,95 %
(£ 1,84 %) nachgewiesen werden konnte. Hieraus ist ersichtlich dass das
Trabekelmaschenwerk intakt und funktionstuchtig ist. Da dies ein wesentlicher
Punkt flr die Regulation des IOP ist, ist das Modell valide [10, 43]. Auch die
Druckwerte scheinen plausibel, nicht zuletzt auch in der Zusammenschau mit
den Befunden der Transmissionselektronenmikroskopie wie sie von Pang et al.
empfohlen ist [166]. Allerdings wurden hier nur Stichproben untersucht. In
einem weiteren Versuch sollten alle Vorderkammern einer entsprechenden

Analyse unterzogen werden.

Warum sich aus den Vorderkammern nach 24 h und 48 h keine Zellkulturen
anzuchten lieRen bleibt unklar. So gelten die Trabekelmaschenwerkzellen
insgesamt als schwer anzlchtbar [172, 173] konnten aber aus den frischen
Augen ohne Probleme entnommen und in Kultur gebracht werden. Lediglich die
Entnahme aus den Druckversuchen bzw. nach > 12 h im Medium gelang nicht.

Vielleicht spielen hier mehreren Faktoren eine Rolle wie z.B. Temperatur, pH-

78



Wert und Medium-Zusammensetzung, die zu einer erhdhten Empfindlichkeit
gegenuber Traumatisierung fuhren. Zumal die TUNEL-Farbung zeigt, dass
selbst nach 48 h im Medium bzw. Versuchsaufbau nur eine geringe Zellzahl
apoptotisch ist. Am plausibelsten scheint momentan zu sein, dass die
Traumatisierung bei der Praparation zu grofd war und deshalb die Zellen nicht
mehr angewachsen sind. Vielleicht ist auch die Praparationsmethode selbst
ungenugend. Eine Praparation mit Skalpell kbnnte schonender sein, birgt aber
die Gefahr weitere Zelltypen aus Kornea oder Sklera mit in die Kultur zu
bringen. Zumal zur Zeit kein spezifischer Marker zur Differenzierung von

Trabekelmaschenwerkzellen existiert.

4.2 Diskussion der Ergebnisse der Druckmessung
Zwar kam es vereinzelt in den Messungen zu einer Erhdhung des IOP nach

Cxl, aber in den Kohorten lieR sich keine statistisch signifikante Erhdhung im
Beobachtungszeitraum feststellen. Insgesamt kam es in der Nachmessung eher
zu einer Verringerung des IOP im Vergleich zur Leermessung, was ein Effekt
des Vorderkammermodells sein konnte. Die Kontrollkohorten konnten zeigen,
dass der Umbau bzw. die Entnahme aus dem Inkubator keinen eigenen
storenden Einfluss auf den Verlauf der Werte hatte, was zeigt das
Druckanderungen auf das Cxl oder auf andere stdrende Einflisse
zurlckzuflhren waren. So zeigte sich z.B. im Versuch K6.1 dass eine
Verschleppung von Pigment durchaus Einfluss auf die Messung nehmen
konnte und bekanntermalien den IOP stark erhdhen kann [165, 174]. Wie aber
bereits in Kapitel 2.2.1.1 und 4.1 beschrieben wurde bei der Praparation darauf
geachtet dass kaum Pigment freigesetzt und verschleppt wird. Die EM- Bilder
zeigen stichprobenartig dass dies auch gut gelungen ist, da hier kaum Pigment

vorhanden ist.

Im Vergleich zu den in vivo Studien von z.B. Kymionis et al. [160] wurde hier
direkt in der Vorderkammer und nicht mittels Applanationstonometrie
gemessen. Wie bereits in verschiedenen anderen Arbeiten gezeigt wurde, ist
gerade die Applanationsmessung nach Goldmann (GAP) sehr von den

Parametern der Kornea abhangig. So z.B. von der Dicke und Steifigkeit der
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Kornea [175, 176]. Bereits Romppainen et al. konnte in seiner ex vivo Studie
zeigen, dass die Applanationsverfahren, aber auch die Non-touch Techniken,
nach Cxl den IOP zu hoch einschatzen. Am akkuratesten scheint noch die
Dynamische Kontour-Tonometrie (DCT) zu sein [164]. Neuere in vivo Studien
bestatigen dieses Ergebnis [177, 178]. Interessanterweise kommt Gkika et al.
zu dem Ergebnis, dass postoperativ alle Verfahren den Druck als zu hoch
einschatzen, wahrend Firat et al. beschreiben dass das Goldman-Tonometer
bei Keratokonus praoperativ eher zu niedrige Werte zeigt [176, 177]. Dies lasst
die Arbeit von Kymionis et al. in einem anderen Licht erscheinen. Es ware
durchaus mdglich, dass die Baseline IOP vor Cx| zu niedrig und die folgenden
mit GAP gemessenen Werte zu hoch gemessen wurden und somit nicht den
wahren |IOP wiedergeben. Hier zeigt unser Modell seinen Vorteil da hier der
Druck ohne diese Einflisse gemessen werden konnte. In der Gesamtschau
scheint der Goldstandard der IOP Messung das GAP speziell bei Kornea
affektierenden Erkrankungen nicht das Mittel der Wahl zu sein, da sie sehr
durch die Parameter der Kornea beeinflusst ist; insbesondere die Dicke der
Kornea spielt eine wesentliche Rolle [176, 179-181]. Diese ist speziell beim
Keratokonus vermindert. Auch ist nach der Cxl|-Prozedur die Kornea v.a. im
vorderen Teil deutlich steifer [51, 61, 63, 124, 182]. Hier scheint die von den

Korneaparametern nahezu unabhangige DCT besser geeignet zu sein.

Die vorliegende Arbeit stitzt die Annahme und Beobachtung dass der IOP
durch das Cxl nicht beeinflusst wird bzw. es zu keiner signifikanten Erhéhung
des IOP kommt. Vielmehr scheint hier der Schluss naheliegend dass die IOP
Messmethoden der in vivo-Studien zu sehr durch die kornealen Veranderungen
beeinflusst werden. Mit der vorliegenden Arbeit wurde erstmals diese
Fragestellung bearbeitet ohne dass die veranderte Biomechanik der Kornea die
Mess- und Druckwerte beeinflusst. Die Arbeit beweist aber nicht, dass es zu
keiner IOP Erhdhung kommt, weil hier kein Langzeitverlauf abgebildet werden
kann. Insbesondere konnten Veranderungen am Trabekelmaschenwerk erst im
Verlauf auftreten z.B. durch Induktion einer entzindlichen Reaktion. In dieser
Versuchsreihe  konnten keine  morphologischen Veranderungen am

Trabekelmaschenwerk oder dem Kammerwasserplexus festgestellt werden, der
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als Hauptwiderstand im Kammerwasserabfluss gilt [9-11, 13, 14]. Die als
ursachlich angesehenen Plaques konnten in der Elektronenmikroskopie in den
untersuchten Proben nicht nachgewiesen werden, wobei unklar bleibt ob die
Plaques eine reine Altersreaktion sind oder die Entstehung dieser Plaques
induziert werden kann. Meist wird die Plaquebildung jedoch als Altersreaktion
angesehen, die bei den jungen Schweinen noch nicht vorzufinden ist [9, 10, 20,
168]. Eine entsprechende Aktivierung der Zellen konnte auch nicht gezeigt
werden. Ein weiterer Aspekt ist die Entstehung eine Glaukoms durch oxidativen
Stress am TM wie er von Welge-LuRen et al. [183] beschrieben wird. Mdglich
ware durchaus, dass durch die UV-Bestrahlung vermehrt oxidativer Stress
jenseits der Kornea ausgeldst wird; dies jedoch scheint durch die
Untersuchungen und die photochemischen Erkenntnisse eher
unwahrscheinlich. Zum einen wird das meiste Anteil der UV Strahlung innerhalb
des Korneastromas resorbiert und die Radikale wie der Singulettsauerstoff sind
sehr kurzlebig [108, 119, 121, 122]. Des Weiteren ist das Riboflavin zeitgleich
als Antioxidans aktiv [119, 137]. Bei Beachtung der Einwirkzeiten,
Energiemengen und Kontraindikationen der Cxl Behandlung durfte dies kein
Problem darstellen. In der Folge sollte meiner Meinung nach nun insbesondere
untersucht werden wie sich der Druck Uber einen langeren
Untersuchungszeitraum verhalt. Auch scheint die Frage interessant inwieweit
es zu einem veranderten Expressionsmuster von EZM oder Mediatoren kommt.
Hierzu waren, wie schon erwahnt, weitere Untersuchungen speziell mit den
Zellkulturen notwendig, ggf. mit einem angepassten Protokoll, um genigend
Material nach dem Vorderkammerversuch anzichten zu kdnnen; zumal die
Ergebnisse der  TUNEL-Farbung zeigen das reichlich vitales

Trabekelmaschenwerk vorhanden ist.

4.3 Beantwortung der Fragestellung
Innerhalb des Beobachtungszeitraums konnte keine signifikante Erhohung des

IOP nach Cxl nachgewiesen werden. In den EM-Schnitten zeigten sich keine
morphologischen Veranderungen im Sinne einer Inflammation, Aktivierung oder
Plaquebildung. Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass

durch das Cxl im Kurzzeitverlauf keine IOP Erhdhung in der isolierten porcinen
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Vorderkammer ausgelost wird. Dies liefert den Hinweis, dass die in den in-vivo
Studien erhdhten |OP Ergebnisse eher durch die biomechanischen
Veranderungen und deren Einfluss auf die jeweilige Messmethode verursacht
wurden. Diese Ergebnisse sollten jedoch vorsichtig in den klinischen Alltag
transferiert werden: Fur die Patientenversorgung kénnte dies hei3en, dass flr
die Beurteilung des individuellen Risikos idealerweise mittels DCT der
Ausgangs-IOP bestimmt wird und ebenso im Verlauf mit dieser Methode der
IOP bestimmt wird. Eine engmaschige Nachsorge der meist sehr jungen
Keratokonus Patienten erscheint sehr wichtig. Auch wenn die Progression des
Keratokonus laut aktueller Studienlage aufgehalten wird, ist eine lebenslange
Mitbehandlung durch den Augenarzt wichtig um rechtzeitig ein IOP Erhdéhung
festzustellen und deren Folgen wie z.B. das Glaukom zu verhindern. Es
erscheint trotz der positiven Tendenz der vorliegenden Arbeit sinnvoll die
Patienten Uber das Risiko einer |IOP Erh6hung nach Cxl aufzuklaren, da die
momentane Datenlage dies nicht ausschlielen kann und auch in der
vorliegenden Arbeit bei einzelnen Augen eine Erhéhung zu verzeichnen war.
Die Langzeitfolgen bzw. der Langzeitverlauf lasst sich in dieser in vitro Studie
nicht abbilden. Weitere Untersuchungen scheinen sinnvoll, insbesondere in
Richtung der Trabekelmaschenwerkzellen und etwaiger Veranderungen auf der

Ebene der Proteinbiosynthese.

5 Zusammenfassung
Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage ob sich nach Cxl-

Behandlung intraokular ein Anstieg des IOP feststellen lasst. Ziel war es, die
Auswirkung auf den I0P-Verlauf und die Morphologie des TM einzuschatzen
womit eine bessere Einordung aktueller Studienergebnisse ermdglicht wird und

Rickschlisse auf klinisch verwertbare Messmethoden erzielt werden konnen.

Wir konnten in mehreren Messkohorten zeigen, dass durch das Cxl mit UV-A
Bestrahlung und Riboflavin nach den aktuell verwendeten klinischen Methoden
intraokular kein Anstieg des |IOP nachgewiesen werden kann. Innerhalb des
untersuchten Zeitraums kam es tendenziell eher zu einem leichten Abfall des

IOP. In einzelnen Messungen kam es zwar auch zu leichten Anstiegen des IOP,
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die aber statistisch nicht signifikant wurden bzw. immer noch im
physiologischen Bereich des IOP lagen. In den morphologischen
Untersuchungen mittels Transmissionselektronenmikroskopie konnte keine
morphologische Veranderung oder Aktivierung des TM nachgewiesen werden,
weder durch das Vorderkammermodell noch nach Cxl. Lediglich das Isolieren
von TM-Zellen nach dem Vorderkammermodell war nicht moéglich, wobei ein
weiterer Versuch die Vermutung zulasst, dass verschiedene Faktoren zu einer
erhohten Traumatisierbarkeit der Zellen flhren, so dass sie sich mit der
gewahlten Praparationsmethode nicht mehr isolieren lassen. Das Modell selbst
zeigt sich durch die Ergebnisse der TUNEL-Farbung wund der

Elektronenmikroskopie als valide.

Das vorliegende Ergebnis stutzt die Annahme, dass die veranderten
Eigenschaften der Kornea nach Cxl die extraokularen Messmethoden des IOP
stark beeinflussen. Hier im speziellen die Applanationsverfahren, welche am
meisten abhangig von den Parametern der Kornea sind. Hier scheint das
Verfahren der DCT besser geeignet. In der vorliegenden Arbeit wurde nur ein
kurzer Zeitraum untersucht; in diesem zeigte sich aber, dass es zu keiner
Erhohung des IOP kommt, aber im Einzelfall eine solche nicht ausgeschlossen
werden kann. Vor allem aber auch weil es sich bei den Keratokonus-Patienten
meist um junge Patienten handelt ist hier ein Langzeitverlauf von Jahrzehnten
zu berucksichtigen, bei dem bereits kleinere IOP Erhdhungen, wenn sie sich
weiter entwickeln, zu Problemen fuhren konnten. Hieraus erscheint es sinnvoll,
die Patienten Uber die Gefahr einer IOP Erhéhung und deren Folgen
aufzuklaren und eine regelmalige, engmaschige Kontrolle des IOP
durchzuflhren. Es scheint ebenso sinnvoll bereits im Vorfeld eine Methode zu
wahlen, die weniger von den Eigenschaften der Kornea abhéangig ist, um den
Ausgangs-IOP zu bestimmen. AbschlieRend sind weitere Untersuchungen uber
einen langeren Zeitraum am Modell zu empfehlen. Insbesondere aber auch im
Bereich der Zellkultur um evtl. Veranderungen im Bereich der
Proteinbiosynthese und -Expression bestimmter EZM-Bestandteile zu
erforschen. Weitere klinische Langzeitstudien mit DCT Messungen kdnnten den

in-vivo Verlauf beleuchten
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Kohorte Intervention 1

Kohorte Intervention 2

Kohorte Intervention 3

Kohorte Intervention 4

Intervention Gesamt
Leermess  Nachmess

Leermessung Nachmess Leermess Nachmess Leermess Nachmess Leermess Nachmess
12.1 20,82 20,43 16.1 28,54 25,07 19.1 13,3 8,44 111.3 14,85 23,16
14.1 18,92 17,71 16.3 15,49 9,52 9.3 33,84 33,07 112.3 12,1 20,4
14.3 8,04 9,92 17.3 4,9 4,46 110.1 12,77 3,47 113.1 5,91 8,71
15.1 22,39 17,22 18.1 12,76 11,26 110.3 14,72 11,98 114.1 14,55 11,27
15.3 32,81 18,6 18.3 6,92 9,63 1.11.1 4,76 523 114.3 22,96 26,93
MW Kohorte 20,60 16,78 MW Kohorte 13,72 11,99 MW Kohorte 15,88 12,44 MW Kohorte 14,07 18,09
STABW K 8,84 4,02 STABW K 9,32 7,75 STABW K 10,77 11,98 STABW K 6,13 7,81
Quotient N/L 0,81 Quotient N/L 0,87 Quotient N/L 0,78 Quotient N/L 1,28
Abweichung -0,19 Abweichung -0,13 Abweichung -0,21 Abweichung 0,28
Abweichung absolut (mml -3,82 Abweichung absolut (mml -1,73 Abweichung absolut (mmt -3,44 Abweichung absolut (mmt 4,02
Ttest pWert 0,25 0,30 0,12 0,13
a=0,05
Kohorte Kontrolle 1 Kohorte Kontrolle 2 Kohorte Kontrolle 3

Leermessung Nachmessung Leermess  Nachmess Leermess  Nachmess
K1.1 12,92 14,16 K4.1 15,84 11,57 K6.3 10,06 4,74
K2.1 9,28 8,97 K4.3 22,34 17,32 K7.1 24,47 13,93
K2.3 9,79 7,81 K5.1 26,27 15,52 K7.3 20,21 20,68
K3.1 6,84 7,4 K5.3 18,21 18,92 K8.3 11,35 11,75
K3.3 9,71 8,75 K6.1 14,23 7,82 K9.3 10,18 19,62
MW Kohorte 9,71 9,42 MW Kohorte 19,38 14,23 MW Kohorte 15,25 14,14
STABW K 2,16 2,73 STABW K 4,92 4,51 STABW K 6,66 6,46
Quotient N/L 0,97 Quotient N/L 0,73 Quotient N/L 0,93
Abweichung -0,03 Abweichung -0,27 Abweichung -0,07
Abweichung absolut (mmi -0,29 Abweichung absolut (mmHg) 5,15 Abweichung absolut (mmt -1,11
Ttest pWert 0,63 0,05 0,76

IK1 20,6 16,78
K2 13,72 11,99
K3 15,88 12,44
K4 14,07 18,09
MW alle 16,07 14,83
STABW 3,17 3,07
Quot.: 0,92
Abw Quot -0,08
Abw. Absolut (mmHg) -1,3

0,54

Kontrolle Gesamt
Leermess  Nachmess

KK1 9,71 9,42
KK2 19,38 14,23
KK3 15,25 14,14
MW alle 14,78 12,60
STABW 4,85 2,75
Quot.: 0,85
Abw Quot -0,15
Abw. Absolut (mmHg) -2,18

0,28



Stundenmittelwerte: 12.1 Stundenmittelwerte 14.1 Stundenmittelwerte 14.3 stundenmittelwerte 15.1 Stundenmittelwerte 15.3
Stunde Leermessung STABW ~ Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  |Leermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  [Leermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  JLeermessung STABW fon STABW STABW  [Leermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW
1 18,39 332 8,28 5,81 30,70 7,63 19,66 1,50 12,46 1,40 20,00 2,08 7,65 0,92 5,54 1,85 4,96 1,88 25,88 3,25 4,36 2,44 9,06 1,47 31,34 7,20 4,39 2,82 7,66 136
2 23,70 0,70 27,76 1,03 20,15 1,15 16,47 1,20 8,08 075 5,06 0,59 24,87 2,89 11,53 1,06 39,24 0,22 8,67 1,30
3 21,64 1,29 23,47 1,19 19,53 1,59 20,11 1,52 832 084 5,47 0,63 19,57 2,02 14,09 1,82 34,37 2,90 13,93 211
4 19,56 0,57 25,43 1,16 16,36 094 21,00 2,81 811 1,19 6,09 0,93 19,22 213 16,95 2,00 26,29 1,59 18,01 1,87
5 25,76 1,00 23,19 1,77 7,53 1,23 19,61 2,12 21,07 1,76
6 24,45 1,15 25,74 1,95 8,90 1,36 20,94 221 2383 1,94
7 23,99 1,56 24,49 2,03 10,59 1,49 21,49 2,52 2634 1,92
8 25,30 075 27,40 1,90 11,36 1,74 22,30 2,46 28,70 1,93
9 27,65 1,02 24,28 237 12,50 1,71 21,70 2,42 30,38 1,85
10 26,63 1,29 2383 3,08 12,62 1,93 21,75 2,43 31,04 1,87
11 28,04 0,91 23,67 1,44 12,76 1,73 20,38 2,57 28,73 2,02
12 27,04 1,45 19,37 1,84 12,22 1,87 19,50 2,42 26,69 2,24
13 25,90 1,58 19,99 2,50 12,18 1,69 18,98 2,15 24,37 1,92
14 25,73 0,66| 18,30 1,62 11,73 1,69 17,42 2,29 22,99 1,92
15 23,06 1,22 16,78 1,85 11,52 1,57 16,73 2,04 21,36 1,74
16 23,42 1,30 18,09 0,94 11,05 1,60 16,10 2,14 21,37 1,90
17 22,00 0,93 15,84 1,64 10,60 182 15,28 1,96 20,71 1,78
18 20,70 1,13 14,67 1,23 10,28 1,25 14,64 1,60 19,77 1,44
19 21,31 0,56| 14,53 1,11 10,23 136 14,77 1,57 19,65 133
20 19,54 0,95 13,86 1,36 10,22 132 14,21 1,56 19,06 1,41
21 19,80 0,86 14,67 0,82] 9,72 1,14 14,58 1,44 18,59 1,28
22 18,55 0,68| 13,76 131 9,73 1,06 14,27 1,57 18,43 1,41
23 17,10 1,29 14,71 1,18 9,51 1,05 14,31 0,99 18,35 1,04
24 17,80 1,16 14,75 1,30 9,96 1,09 14,50 1,40 17,13 1,25
25 15,67 0,78| 14,18 1,40 9,89 1,22 14,76 1,96 16,23 1,15
26 15,96 0,75 15,68 0,59) 10,03 1,24 14,57 1,41 16,65 1,26
27 16,47 0,84] 14,23 1,21 10,15 1,28 15,11 1,59 16,47 1,25
28 15,58 0,63 15,14 136 9,93 1,20 14,82 1,49 16,64 135
29 17,01 055 1534 1,23 9,96 113 13,68 1,37 16,12 1,36
30 16,61 0,69 14,44 0,95| 9,70 1,23 14,30 1,50 16,12 1,41
31 16,62 0,84 15,86 0,80) 9,93 1,17 14,85 1,66 16,49 1,49
32 17,45 0,72 14,66 1,22 9,65 1,27 15,07 1,51 16,23 133
33 16,95 0,46| 15,66 1,36 9,79 1,16 15,26 1,51 15,90 138
34 17,96 0,58] 15,96 1,03 9,66 1,30 15,67 1,62 15,89 1,43
35 18,05 0,48| 15,12 1,03 9,85 1,26 16,47 1,63 15,92 136
36 17,12 075 16,76 0,68| 10,15 132 17,15 1,78 16,25 1,45
37 17,35 0,46| 16,20 1,52 10,21 1,26 17,50 1,57 16,20 133
38 17,78 0,87 16,69 1,47 10,26 1,21 17,54 1,84 15,96 1,50
39 18,22 0,82 17,76 1,46 10,16 133 18,63 1,72 16,04 137
40 18,63 0,81 17,10 137 10,15 1,26 19,19 1,81 16,03 1,39
41 17,69 0,87| 18,75 0,69) 10,05 1,15 20,17 1,67 16,13 1,26
42 16,91 0,54 17,26 0,77, 9,89 1,48 20,09 1,39 16,14 1,09
43 18,22 0,53 16,35 1,21 9,97 1,17 21,50 1,80 16,32 137
44 17,21 1,04 17,46 1,27 10,04 133 21,01 1,51 16,04 1,13
45 16,55 0,84] 16,86 0,96| 10,08 1,29 21,18 1,48 15,86 114
46 14,95 0,90| 18,54 0,91 9,97 1,13 2117 1,45 15,82 1,10
47 15,67 1,24 17,64 0,80) 9,93 1,21 20,15 1,55 15,24 1,14
48 19,02 0,63 17,01 1,12 10,02 1,28 21,43 1,81 15,28 1,71
GMW/STAB! 20,82 2,34369354 20,43 4,28] 18,92 1,73 17,71 3,43 8,04 0,28 9,92 1,68] 2239 3,48 17,22 3,14 32,81 5,43 18,60 4,90
Quot Nachmessung/Leermessung 0,98 0,93 1,23 076 0,56
Abweichung Nachmessung zu Leermessung Quotient -0,02 -0,07 023 0,23 -0,44
i 2u Leermessung Absolut (mmHg) 0,39 1,21 1,88 5,17 -14,21
2
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Stundenmittelwerte 16.1 Stundenmittelwerte 16.3 Stundenmittelwerte 17.3 stundenmittelwerte 18.1 Stundenmittelwerte 18.3
Stunde Leermessung STABW ~ Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  |Leermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  [Leermessung STABW  Intervention STABW  Nachmessun STABW  JLeermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  |Leermessun¢ STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW
1 27,35 533 21,32 6,57 25,20 4,51 17,05 372 8,88 3,57264539 7,73 4,92 4,44 1,48 3,81 2,17 2,40 131 12,69 3,00 21,02 2,88 20,47 6,95 6,41 0,86 11,65 533 7,54 4,21
2 29,84 1,01 28,53 2,28 17,38 2,88 6,61 0,90) 4,73 0,94 3,11 0,95 13,03 3,14 12,82 3,15 7,01 1,07 6,27 0,77
3 28,75 2,20 29,15 1,73 14,48 2,36 7,49 1,18 6,10 5,05 4,57 1,26 12,67 3,11 11,81 273 7,06 1,12 6,97 0,90
4 28,20 2,65 29,60 1,23 13,08 2,55 8,71 1,39 4,32 1,05 4,85 1,43 12,67 2,78 11,43 271 7,19 1,08 7,39 1,06
5 30,03 0,54 9,62 1,58 525 1,43 11,31 2,83 7,68 1,21
6| 30,16 0,25 10,54 1,70 5,56 1,45 11,33 2,50) 7,98 1,15
7 30,19 0,13 11,95 1,84 5,55 1,49 11,23 2,78] 816 132
8| 30,22 0,00| 12,19 2,06 6,25 1,39 11,51 2,74 8,47 136
9 30,22 0,00| 12,33 2,16 573 155 11,23 2,58] 8,64 138
10) 30,22 0,00| 12,24 2,15 6,06 1,44 11,77 2,60) 9,01 1,43
11] 30,22 0,00| 12,19 1,94 5,45 1,61 11,66 2,69 9,17 1,54
12| 30,22 0,00| 11,17 2,06 5,57 134 11,54 2,52 9,33 1,55
13| 30,22 0,00| 11,15 1,75 544 137 11,62 2,59 9,58 1,60
14 3017 0,20] 10,11 1,79 4,74 1,42 11,63 2,49 9,94 1,62
15| 30,03 0,50) 9,96 1,73 4,95 1,28 11,23 2,10| 9,96 1,48
16| 29,75 1,04 9,82 1,62 473 1,12 11,54 2,36 10,39 1,67
17] 29,45 1,46 9,48 1,38 4,15 1,27 11,40 2,28 10,50 1,69
18] 29,09 1,86 9,31 1,44 4,37 1,13 11,46 2,25 10,60 1,69
19) 28,70 2,18] 9,03 1,41 4,02 1,18 11,39 2,27 10,77 1,75
20) 28,16 2,42 885 1,41 4,24 1,08 11,08 2,10| 10,56 1,74
21 28,39 2,39 9,04 1,38 4,16 1,02 11,10 2,13 10,72 1,74
22| 27,92 2,69 9,12 1,42 3,84 1,09 11,42 2,04 10,83 1,68
23] 27,20 2,89 9,11 1,40 3,94 1,09 10,89 185 10,40 1,60
24| 24,30 2,94 7,20 0,99) 4,19 1,06 10,92 2,01 10,37 1,70
25| 2,71 2,37 7,28 0,78] 4,02 1,08 10,94 1,79 10,30 1,53
26| 22,13 2,39 7,71 0,90) 3,84 1,10 11,07 1,89 1032 1,53
27 21,92 2,77] 8,00 1,03 3,93 1,10 10,83 1,80 10,07 1,50
28] 21,55 2,57 818 1,13 4,06 1,07 10,64 1,90 10,08 1,61
29) 20,71 2,80) 8,20 1,26 4,18 1,08 1051 1,91 9,99 1,64
30 20,08 2,55 831 1,17 3,90 1,07 10,87 1,85 10,25 1,61
31 20,43 2,78| 8,89 1,28 4,25 0,96 10,79 1,92 10,24 1,71
32 19,82 2,27| 8,97 1,15 3,94 1,07 10,42 1,88 10,10 1,66
33 19,23 2,30) 9,18 1,28 4,25 0,95 10,63 2,18] 9,99 1,79
34 17,99 2,27 9,07 1,27 4,34 0,98 10,54 1,72 9,95 1,54
35| 17,41 2,39 9,13 133 4,07 1,14 10,75 1,98 10,19 1,70
36 18,62 2,38] 9,63 1,19 4,17 1,01 10,84 1,88 10,54 1,63
37) 17,77 2,25 9,40 131 4,27 1,02 10,61 1,81 10,23 1,62
3g] 17,96 2,28 9,59 132 4,30 1,10 10,82 1,64 10,25 1,50
39 18,00 2,37 9,51 1,42 421 1,17 10,91 131 10,20 1,25
40 17,76 2,23 9,59 135 4,40 1,15 11,51 1,38 10,16 1,40
41 18,70 2,46| 9,60 135 4,42 1,19 9,47 1,23 9,62 1,25
42 20,55 2,09 9,73 1,12 4,07 1,04 9,41 2,12 10,00 1,51
43 2318 1,29 9,69 0,65| 435 0,91 11,04 1,33 10,17 1,23
44 24,84 133 10,15 0,69) 435 0,98 10,17 0,68| 9,73 0,63
45 25,85 1,23 10,22 0,66/ 4,33 1,04 10,27 0,48| 9,56 0,63
46 26,66 1,22 10,57 0,63 4,36 0,96
47 26,27 2,08] 10,71 1,27 4,555 1,04
48 25,95 2,07 10,59 1,24 4,20 1,07
GMW/STAB| 28,54 1,05 25,07 4,68 15,49 2,07 9,52 1,36 4,90 0,82 4,46 0,71] 12,76 0,17 11,26 1,52 6,92 035 9,63 1,10
Quot Nachmessung/Leermessung 0,84 0,61 0,91 0,88 1,39
i 2u Leermessung Quotient 0,12 0,38 0,08 0,12 0,39
2u Leermessung Absolut (mmHg) 3,47 5,97 0,44 -1,50
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Stundenmittelwerte 19.1 Stundenmittelwerte 19.3 Stundenmittelwerte 110.1 stundenmittelwerte 110.3 Stundenmittelwerte 111.1
Stunde Leermessung STABW ~ Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  |Leermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  [Leermessung STABW  Intervention STABW  Nachmessun STABW  JLeermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  |Leermessun¢ STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW

1 12,07 235 5,05 1,92 3,66 0,57, 28,27 11,32 20,00 7,70 24,33 4,38] 12,38 1,15 3,00 0,97 2,16 0,74 15,77 071 12,65 7,07 876 3,97 4,70 1,03 2,86 2,29 2,44 0,27
2 14,10 0,37 4,31 0,37 36,96 0,00 2519 2,19 12,96 1,24 2,79 031 15,50 0,38 7,95 0,54] 4,88 024 2,87 0,22
3 13,93 0,40 4,76 0,32 36,96 0,00 29,99 1,95 13,21 1,19 3,25 023 14,36 0,45 8,30 0,45 4,80 0,22 3,24 0,17
4 13,11 0,83 517 0,36| 33,17 2,08 32,58 1,57 12,54 1,57 334 0,30 13,24 038 8,47 0,47 4,64 0,20 3,83 0,52
5 5,45 0,36| 33,40 1,66 3,52 024 8,86 0,41 5,65 0,54
6| 6,01 0,42 33,97 1,59 3,46 025 8,59 0,25 4,26 0,37
7 4,86 1,49 35,16 1,40 3,57 033 875 0,46| 6,25 1,01
8| 4,09 1,21 35,85 1,00 3,59 0,43 9,22 0,56| 6,19 0,61
9 4,98 1,08 36,25 0,87, 335 033 9,13 0,61 6,46 0,32
10) 5,91 131 36,36 0,90] 337 035 9,35 0,58] 634 0,28
11] 6,94 1,22 36,48 0,71] 332 0,30 10,02 0,70| 5,98 0,64
12| 7,63 1,30 36,65 0,49) 3,49 0,39 10,09 0,75 711 0,63
13| 838 1,23 36,09 0,99) 3,60 0,40 10,67 0,77 7,47 0,86
14 8,63 1,17 35,60 133 3,76 045 11,26 0,84] 7,83 0,55
15| 8,69 1,30 35,14 1,46 3,51 0,43 11,65 0,84] 7,09 0,56
16| 9,03 1,17 34,81 1,45 3,30 038 12,22 1,00 6,05 051
17] 9,28 1,25 34,01 1,36 2,98 0,43 12,36 1,03 5,07 0,54
18] 9,15 1,20 33,64 1,40 3,07 0,41 11,89 1,02 4,45 0,47
19) 9,63 1,22 32,59 134 3,20 0,40 12,11 0,98] 4,05 032
20| 9,33 135 31,97 1,38 3,16 0,41 11,96 0,90 3,79 031
21 9,05 1,70 27,20 5,77 3,32 0,41 12,44 0,87 3,52 033
22| 9,10 137 31,36 2,02 2,93 2,64 12,13 1,81 3,46 0,40
23] 9,25 1,43 32,55 2,14 2,82 034 11,66 0,26 3,62 0,61
24| 8,84 1,25 31,48 1,98 2,99 0,28 12,22 0,19 3,49 035
25| 877 1,23 31,01 1,83 2,90 026 12,45 0,18] 4,08 0,43
26| 877 137 30,71 1,98 2,85 025 12,49 0,24 4,45 0,29
27 8,99 1,30 31,04 1,83 3,07 0,22 12,69 0,20] 4,86 0,37
28] 8,66 1,20 31,22 1,86 3,18 025 12,98 0,18] 5,46 034
29| 8,94 1,20 31,57 2,09 3,29 0,26 13,12 024 6,21 0,30
30 870 1,14 32,10 2,15 354 029 13,29 0,24] 6,74 0,25
31 9,21 135 31,89 231 3,19 0,22 13,47 0,16| 6,72 0,28
32 8,84 1,26 32,08 2,07 3,29 0,22 13,39 0,18| 6,32 0,27
33 9,31 1,28 33,07 2,11 344 023 13,39 0,19 5,83 0,32
34 9,48 1,26 33,46 2,03 3,59 0,29 13,51 0,18] 5,36 0,23
35| 9,58 1,15 3339 1,78 3,80 027 13,51 0,23 5,64 0,33
36 9,73 1,16 33,98 2,05 3,85 0,29 13,83 021 535 0,28
37) 9,69 0,96| 34,10 1,85 3,74 031 13,94 0,26 5,29 035
3g] 9,89 0,85 34,27 1,84 3,67 031 13,81 0,20| 5,27 0,28
39 9,88 0,66/ 33,87 1,78 3,83 028 13,89 0,24] 531 031
40 9,99 0,66| 34,20 1,78 3,79 032 13,90 0,20] 5,15 0,42
41 10,33 0,54] 35,45 1,23 3,89 0,30 13,73 0,18] 4,31 0,62
42 10,01 0,60| 34,26 2,06 4,13 0,29 13,86 0,18] 5,43 0,28
43 10,31 0,58] 34,07 1,92 4,03 034 13,97 0,15 534 0,22
44 10,45 0,57, 33,95 1,70 411 031 13,95 0,24] 533 0,26
45 10,73 073 34,00 1,88 4,28 028 13,96 0,25 5,45 0,22
46 10,72 073 33,73 1,87 4,24 0,28 14,09 0,26 5,55 0,26
47 10,96 071 33,57 2,15 4,49 0,28 13,93 0,21 5,42 0,27
48 11,01 0,61 33,77 1,95 435 026 13,83 0,27 5,59 024
GMW/STAB| 13,30 0,93 8,44 2,01 33,84 4,12 33,07 2,58] 12,77 0,38 3,47 0,46 14,72 1,16 11,98 1,9 4,76 0,10 523 1,23

Quot Nachmessung/Leermessung 0,63 0,97 0,26 0,81 1,10

i 2u Leermessung Quotient 0,36 0,03 0,73 0,18 0,10

2u Leermessung Absolut (mmHg) -4,86 0,77 9,30 2,74 0,47
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Stundenmittelwerte 111.3 Stundenmittelwerte 112.3 Stundenmittelwerte 113.1 Stundenmittelwerte 114.1 Stundenmittelwerte 114.3
Stunde Leermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  [Leermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  [Leermessung STABW  Intervention STABW  Nachmessun STABW  JLeermessung STABW Intervention  STABW Nachmessung STABW Leermessung STABW ~ Intervention STABW ~ Nachmessun STABW
1 11,45 5,36 8,24 2,63 6,65 5,21 10,42 3,25 8,54 2,53 25,32 6,94 5,05 0,70 4,05 1,10 5,00 0,62 14,47 3,97 4,18 1,64 16,50 2,88 22,30 4,76 10,95 5,80 34,73 2,11
2 17,77 1,27 7,50 2,16| 12,97 037 16,15 0,65| 641 0,32 5,22 035 15,67 053 14,06 0,63/ 22,85 0,48 25,68 1,23
3 15,32 0,41 13,28 1,28 12,03 0,79 16,32 0,46| 639 0,39 5,37 0,29 14,37 037 15,77 0,50 23,34 033 26,39 0,72
4 14,85 0,44 15,63 0,79 12,99 035 17,31 0,23] 579 0,29 537 031 13,69 040 16,00 031 23,35 0,62 27,42 0,53
5 16,42 1,18 17,24 0,25 5,58 034 1534 0,33 27,51 037
6| 19,83 1,41 17,46 0,33] 5,67 0,29 15,22 0,34 27,85 0,48
7 20,69 0,77 17,47 0,31] 5,87 028 15,12 0,28 28,25 034
8| 20,81 1,03 17,97 0,31] 5,87 035 13,56 1,04 2836 0,41
9 21,93 0,84] 18,38 0,29) 621 0,30 11,59 0,39) 27,78 0,87
10) 22,75 0,80| 18,79 0,39) 6,47 034 10,94 0,30| 25,54 0,57
11] 22,76 0,90| 19,00 0,24 6,56 033 10,65 0,30] 24,60 035
12| 23,05 0,59 19,25 0,39) 6,55 037 10,28 0,29 24,98 0,29
13| 23,47 0,92 19,28 0,29) 7,25 0,64 10,06 0,26 2562 0,45
14 2351 0,70| 19,36 0,29) 8,14 037 10,00 0,24] 26,30 0,39
15| 23,71 0,64] 19,04 0,26 8,12 034 9,87 0,20| 26,66 0,41
16| 24,25 0,66/ 18,97 0,23] 8,42 038 9,76 0,20| 27,03 0,39
17] 24,45 0,62 18,76 0,32] 8,79 037 9,62 0,20] 26,41 0,39
18] 24,52 0,56| 18,57 0,31 8,78 039 9,66 0,16| 26,04 0,37
19) 25,00 0,39 18,53 0,25 9,33 039 9,59 0,18] 25,78 035
20) 23,93 0,58 18,38 0,62 9,57 035 9,54 0,19 26,00 037
21 24,16 035 17,89 0,64 9,88 0,41 9,62 0,18| 26,49 0,37
22| 24,52 0,56/ 17,60 0,40) 9,77 131 9,79 0,17 26,87 033
23] 24,64 1,01 17,90 0,61 9,59 051 9,92 0,18 27,11 032
24| 24,06 0,64 18,28 0,49) 9,69 0,45 10,09 0,19 27,83 034
25| 23,50 0,81 19,08 0,62] 9,44 0,55 10,23 0,25 2817 0,40
26| 23,28 0,50 19,47 0,67 9,65 0,44 10,08 025 28,48 0,46
27 23,10 0,52 19,29 0,56| 9,22 0,60 10,23 0,21 28,23 031
28] 2351 0,51 19,74 0,61] 9,57 0,48 10,36 021 28,27 031
29| 24,08 0,62 19,88 0,66 9,39 0,46 10,53 0,25 26,49 0,88
30 24,09 0,53 19,91 0,64 9,44 0,49 10,56 021 26,48 038
31 24,25 0,57 2037 0,66| 9,61 0,50 10,79 021 27,21 0,33
32 24,20 0,60| 20,91 0,79) 9,76 0,45 10,82 0,21 27,44 0,33
33 23,85 0,51 21,24 0,67, 9,56 038 10,83 0,18] 27,41 0,47
34 24,18 0,61 21,46 0,74 10,35 0,57 11,01 0,23 27,38 0,63
35| 25,21 0,72 22,15 0,72] 10,32 0,50 10,96 0,23 27,07 0,41
36 24,84 0,50] 22,62 0,89) 10,20 038 11,07 025 26,72 0,39
37) 25,23 0,59 2387 0,77, 10,44 0,41 11,28 0,20] 26,75 0,42
3g] 25,54 071 23,80 0,75| 10,40 038 11,17 0,26| 27,00 035
39 25,88 0,52 23,75 0,85 10,22 0,50 10,95 0,25 27,26 0,40
40 25,76 0,58] 2381 0,81] 9,92 0,47 11,04 0,24] 27,05 0,42
41 25,04 0,64 24,06 0,72 10,10 0,51 10,89 0,24] 26,30 0,45
42 25,81 0,72 24,50 0,74 10,43 043 11,05 0,22 26,01 0,40
43 26,32 0,54 24,90 0,75) 10,39 0,43 11,18 0,27 26,22 0,39
44 27,32 0,63 24,62 0,67, 10,72 0,43 11,00 0,27 25,74 0,32
45 27,97 0,54 24,29 0,75| 10,71 038 10,79 0,18] 26,08 0,28
46 28,84 0,67 24,46 0,66 1035 037 1082 027 26,10 033
47 28,56 0,59 24,40 0,67, 10,28 0,41 10,64 0,24] 25,86 0,24
48 29,98 1,02 23,64 0,68| 10,42 038 10,32 0,25 25,46 0,26
GMW/STAB| 14,85 2,61 23,16 4,53 12,10 1,21 20,40 2,7 5,91 0,64 871 1,84 14,55 0,82 11,27 1,88 22,96 0,50 26,93 1,48
Quot Nachmessung/Leermessung 1,56 1,68 1,47 0,77 1,17
i 2u Leermessung Quotient 0,56 0,68 0,47 0,22 0,17
2u Leermessung Absolut (mmHg) 831 8,30 2,80 3,28 3,97
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Stundenmittelwerte K1.1
Leermessung STABW
12,89
12,91
12,89
12,99

Stunde
0,21
0,24
0,26
0,26

GMW/STAB| 12,92
Quot Nachmessung/Leermessung

0,05

Intervention STABW

12,82 0,27

zu Leerm

ung Quotient

zu Leerm

ung Absolut (mmHeg)

Nachmessun STABW

13,11
13,07
13,26
13,40
13,37
13,50
13,55
13,49
13,68
13,80
13,76
13,83
14,04
13,94
14,00
14,07
14,00
14,03
14,16
14,22
14,17
14,25
14,25
14,29
14,31
14,40
14,40
14,43
1437
14,32
14,41
14,49
14,41
14,65
14,55
14,44
14,68
14,64
14,58
14,55
14,55
14,58
14,70
14,65
14,73
14,70
14,71

14,16
1,09
0,09
1,24

0,22
0,24
0,26|
0,19
0,27
0,22
0,24]
0,24
0,25
0,27
0,25
0,23
0,24]
0,28]
0,22
0,27
0,20]
0,26|
0,30]
0,26
0,22
021
021
0,29
0,25
025
0,25
0,22
0,22
0,22
0,25
0,24]
0,27
0,19
0,23
0,17
0,24
0,24]
0,25
0,18|
0,23
0,29
0,18|
0,21
0,22
0,115
0,23

Stundenmittelwerte K2.1
Leermessung STABW

9,06 054
9,82 0,72
8,97 0,64
9,25 0,79
9,28 038

Intervention STABW
8,13

1,07

Nachmessun STABW
9,57
9,50
9,19
9,24
9,43
9,19

10,28
10,09
10,63
10,78
10,10
10,61
9,82
9,71
9,46
8,78
9,09
8,67
843
8,56
8,00
8,48
811
8,17
843
8,03
8,53
826
835
8,64
8,29
8,93
9,00
9,71
9,98
8,38
7,32
7,23
8,32
8,61
8,52
8,99
8,43
9,12
10,06
8,32
8,57
857
8,97
0,96
0,03
0,31

0,61]
0,38]
0,61]
0,59)
0,67,
0,49)
0,39)
0,64
0,64
0,77,
0,52]
0,59)
0,67,
0,59)
0,58]
0,46|
0,34
0,48|
0,63]
0,40
0,38]
0,39)
0,39)
0,39)
0,56|
0,38]
0,36|
0,52]
0,35
0,53]
0,34
0,39)
0,29)
0,39)
0,34
0,58]
0,66|
0,91]
0,49)
0,67,
0,37,
0,33]
0,49|
0,49)
0,88]
0,41]
0,34
0,26/
0,83

Stundenmittelwerte K2.3
Leermessung STABW
12,12
10,73
8,67
7,63

Intervention STABW
6,76

Nachmessun STABW
12,44
10,06

9,53
8,46
8,76
9,32
10,03
10,00
10,97
10,77
10,58
10,10
9,75
9,30
8,59
834
8,61
8,48
7,43
7,59
6,91
6,91
6,67
7,04
6,59
6,56
6,63
6,84
634
6,79
6,38
6,40
6,57
6,60
6,39
6,48
6,81
6,49
634
6,58
6,66
6,63
6,58
6,47
6,87
6,57
6,65
7,09
7,81
0,79
0,20
-1,98

1,97
1,55
1,54
1,80

3,46

2,38
1,77
1,28
1,47
1,30
1,16
1,24
1,93
132
1,16
1,51
1,47
1,10
0,97
1,17
1,18
0,96
0,92
1,24
0,84
0,95
0,74
091
0,86
0,84
0,82
0,85
0,69
0,83
0,72
0,85
0,84
0,76
0,74
0,75
0,86
0,70
0,68
0,86
0,78
0,66
0,84
1,05
1,27
1,36
1,27
1,21
0,67
1,61

Stundenmittelwerte K3.1
Leermessung STABW

5,05 0,62
7,28 139
7,73 031
7,29 0,42
6,84 1,21

Intervention STABW
16,56

511

Nachmessun STABW
691
6,49
311
2,34
6,39
7,91
870
8,66
8,26
8,05
8,19
8,45
826
877
8,43
828
8,01
8,42
8,48
8,42
8,01
7,82
7,99
7,24
7,46
8,07

10,69
9,54
643
6,42
6,64
6,85
6,97
6,91
7,12
6,95
7,01
6,88
7,02
7,05
7,08
6,87
7,09
717
6,85
694
6,83
674
7,40
1,08
0,08
0,56

0,59
0,96|
045
0,27
2,33
1,18
0,83
0,74
0,36|
0,79
0,68|
0,78]
073
0,81
0,68]
0,67
0,57
0,68]
0,66|
0,64
0,60)
0,82
0,58]
0,59
0,60|
1,06
0,85
3,20|
0,41
0,53
0,46/
0,54]
0,57
0,67
0,27
0,57
0,59
0,71
0,48|
0,50]
0,51
0,58]
0,55
0,49
0,46|
0,47
0,56|
0,56|
133

Stundenmittelwerte K3.3
Leermessung STABW

11,27 1,54
11,11 1,66
7,15 053
9,33 0,81
9,71 1,92

Intervention STABW
9,37

2,27

Nachmessun STABW

9,76
8,47
8,10
9,26
9,73
9,50

12,19

11,47

12,54

12,25

11,07

10,85
8,94
884
815
7,51
7,73
7,07
7,28
7,24
6,76
7,09
6,68
6,74
7,04
6,49
7,30
6,98
7,19
7,48
6,99
7,93
7,70
7,72
8,55
7,71
9,25
8,43
8,92
9,37
8,67

10,27
9,53
9,91

10,31
9,62

10,80

10,38
875
0,90

-0,10
-0,96

1,41
0,83
1,03
0,88
1,41
0,70
076
1,29
1,08
1,19
1,12
0,59
0,58
0,92
0,51
0,48
0,47
0,39
0,59
0,49
0,52
0,62
0,59
0,58
0,59
034
0,53
0,60
051
075
0,53
0,56
0,85
0,66
0,65
0,64
0,56
1,20
131
1,26
0,81
1,29
1,12
1,01
0,79
0,67
0,96
1,03
1,62
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Stundenmittelwerte K4.1 Stundenmittelwerte K4.3 Stundenmittelwerte K5.1 stundenmittelwerte K5.3 Stundenmittelwerte K6.1
Stunde Leermessung STABW ~ Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  |Leermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  [Leermessung STABW  Intervention STABW  Nachmessun STABW  JLeermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  |Leermessun¢ STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW

1 15,51 0,96 24,27 3,69 27,87 2,14 20,03 4,30 23,63 513 5,20 4,44 27,58 2,54 27,52 2,54 25,67 1,75 21,15 4,55 21,31 4,42 26,68 3,32 14,92 2,11 23,96 4,82 26,64 3,54
2 15,28 0,60 18,48 2,56) 22,69 2,96 6,39 2,69 24,60 1,48 18,41 2,75 15,81 2,46 22,33 3,10| 14,77 2,16 16,11 3,56
3 16,23 0,82 15,46 1,03 23,00 3,30 16,22 3,48 26,78 1,83 19,20 2,48 17,84 137 20,19 2,94] 14,01 2,59 14,66 2,41
4 16,32 133 16,11 1,01 23,65 3,50 24,18 1,69 26,12 2,28 19,65 182 18,03 1,68 19,05 3,05 13,20 2,08 14,63 2,62
5 15,58 0,74 23,88 2,38 22,70 0,98 18,98 2,89 13,66 2,71
6| 14,49 0,58] 24,99 2,22 21,82 2,11 17,97 2,88] 14,52 237
7 13,28 0,54] 25,63 2,12 25,42 1,41 18,11 2,88] 15,33 2,60
8| 12,56 0,47 24,67 2,14 26,37 2,54 18,34 2,82 15,69 2,71
9 13,16 0,61 26,03 2,39 25,35 188 18,36 2,80| 16,05 2,59
10) 12,71 0,77 25,91 2,54 25,70 1,15 18,67 2,95 14,23 2,79
11] 12,46 0,44 25,95 2,36 21,53 2,11 18,73 2,98] 12,91 2,64
12| 12,85 0,96| 22,23 1,27 20,38 2,61 18,63 311 12,29 2,56
13| 13,69 1,00 23,37 2,86 18,64 1,64 19,27 2,87 10,75 3,16
14 13,32 0,58] 22,20 232 15,97 1,84 19,39 2,90| 9,34 2,08
15| 13,45 0,72 21,84 0,62 16,45 1,51 18,49 2,66 8,41 2,18
16| 13,83 0,67 18,62 1,60 14,36 1,09 19,05 2,76| 837 2,48
17] 13,29 0,62 17,38 1,75 13,93 133 19,06 2,87 6,92 1,9
18] 12,87 0,74 17,79 0,53] 14,11 0,88 19,41 2,42 6,38 1,66
19) 12,28 1,38 23,95 10,81] 12,87 0,91 19,31 2,63 6,01 1,75
20) 9,77 0,54 2017 6,64 14,43 1,20 19,04 2,49 543 1,79
21 9,66 0,42 14,32 1,27 11,86 0,85 17,07 2,45 4,42 1,58
22| 9,47 0,32 14,90 0,41] 12,23 073 17,87 2,55 4,09 135
23 9,45 036 14,49 1,49 12,45 0,57 18,16 2,33 4,02 1,23
24| 9,37 0,40| 14,71 1,47 11,55 0,71 18,49 2,48] 3,83 1,30
25| 9,26 0,44 14,69 1,59 12,13 0,61 18,40 2,42 3,58 1,26
26| 9,73 038 15,14 1,64 11,63 0,76 18,98 2,48 3,53 1,14
27 9,48 0,32 14,48 1,43 11,96 0,75 18,83 2,62 4,04 1,40
28] 9,49 0,48| 15,15 1,74 12,30 0,83 18,83 2,50] 3,52 136
29) 9,77 029 15,44 0,52 11,59 0,68 19,14 2,58 3,51 1,41
30 9,42 0,33 14,63 2,12 12,14 0,61 18,50 2,48] 3,40 1,59
31 9,92 031 15,56 1,13 11,80 0,87 19,02 2,43 3,51 1,48
32 9,52 0,52 14,93 1,86 11,57 0,74 18,52 2,50) 3,21 138
33 9,73 0,45 15,11 1,71 12,19 0553 18,58 2,72 3,25 1,40
34 9,46 0,53 14,59 1,58 11,76 0,68 18,59 2,40| 3,48 1,30
35| 9,27 0,56| 15,23 1,86 12,62 0,58 18,36 2,54] 3,51 153
36 9,99 0,51 15,31 0,56| 12,06 0,91 17,63 2,63 3,09 1,47
37) 9,33 0,45 14,87 1,59 12,25 0,82 18,10 2,62 2,79 1,70
3g] 9,83 0,69 14,16 1,75 13,00 0,90 18,22 2,57 3,42 1,60
39 9,82 0,36| 15,12 1,79 12,31 0,82 18,67 2,55 3,71 1,76
40 9,31 0,43 14,53 2,01 13,23 0,90 18,13 2,56) 333 1,67
41 9,59 0,46| 14,58 1,75 12,99 0,91 19,02 2,59 3,14 1,66
42 9,28 0,68] 15,33 1,69 12,93 0,70 18,88 2,81 3,53 1,57
43 9,85 0,59 14,56 1,62 13,83 0,73 18,45 2,47 3,69 131
44 9,72 0,42 14,12 1,96 12,65 0,94 18,24 2,38] 3,62 1,21
45 9,53 0,42 14,90 1,72 14,31 0,74 18,93 2,46| 3,72 1,51
46 9,67 039 15,00 1,70 14,33 0,86 18,50 2,19 4,48 1,46
47 9,34 0,45 14,06 2,04 13,47 1,10 19,53 2,62 4,20 1,24
48 9,53 0,41 14,88 1,82 14,79 073 19,52 2,56) 3,43 1,13
GMW/STAB| 15,84 0,52 11,57 3,33] 22,34 1,60 17,32 4,84 26,27 1,26 15,52 4,61 18,21 2,20 18,92 137 14,23 0,79 7,28 5,42

Quot Nachmessung/Leermessung 073 0,77 0,59 1,04 0,51

i 2u Leermessung Quotient 0,26 0,22 0,41 0,04 -0,49

2u Leermessung Absolut (mmHg) -4,27 -5,02 10,75 071 6,95
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Stundenmittelwerte K6.3 Stundenmittelwerte K7.1 Stundenmittelwerte K7.3 stundenmittelwerte K8.3 Stundenmittelwerte K9.3
Stunde Leermessung STABW  Intervention STABW  Nachmessun STABW ~ |Leermessung STABW ~ Intervention STABW  Nachmessun STABW  [Leermessung STABW  Intervention STABW ~ Nachmessun STABW  JLeermessung STABW fon STABW staBw L STABW  Intervention STABW STABW

1 9,41 138 10,62 2,42 13,89 1,90 23,89 4,58 27,60 1,91 27,80 1,81 19,17 331 19,03 2,90 20,19 2,78 10,98 1,94 11,81 2,28 11,87 675 7,82 1,01 17,84 2,00 20,07 1,91
2 9,92 1,50 13,17 2,14 26,29 3,09 22,90 4,46| 20,32 2,86 18,82 2,89 11,44 1,59 8,81 0,93 8,86 094 20,62 1,97
3 10,35 1,61 13,27 1,91 24,55 3,82 21,68 4,50 20,30 2,86 21,05 3,18 11,41 1,45 9,03 1,06 10,46 1,43 22,10 2,00
4 10,58 1,87 14,20 2,27] 2317 4,29 19,38 4,42] 21,04 2,94 22,09 3,19 11,58 1,48 9,68 1,05 13,57 1,94 21,93 2,20
5 13,37 2,20 18,46 4,27, 23,80 3,19 10,15 1,11 21,86 2,42
6| 13,36 1,84 17,54 4,22 25,48 3,57 10,48 1,28 21,57 2,23
7 13,20 2,15 17,35 4,48] 25,86 3,87 11,01 1,21 20,68 231
8| 12,79 1,98 17,30 4,07, 25,32 3,50 11,33 1,36 20,84 2,05
9 13,04 1,92 18,54 4,29) 26,39 3,66 11,33 134 20,28 2,23
10) 12,22 2,04 17,48 4,24 25,52 371 11,62 1,42 20,31 2,21
11] 12,23 2,02 17,94 4,14 24,69 3,58 11,61 1,48 19,45 2,29
12| 12,68 1,97 17,24 3,97 23,04 3,60 11,83 1,51 19,37 2,20
13| 8,94 1,87 18,24 4,03] 23,39 3,46 12,04 1,47 19,30 2,13
14 617 1,01 17,75 4,16| 23,52 3,61 11,87 1,53 18,68 1,97
15| 5,04 0,48| 16,69 3,83 21,99 3,23 11,73 139 18,73 2,04
16] 4,39 0,41 15,77 3,44 21,01 3,12 11,84 1,28 17,95 1,53
17] 4,12 0,47] 15,41 3,47 20,06 2,89 11,83 1,25 17,87 152
18] 3,62 0,33 15,62 3,43 20,73 2,90 11,98 1,08 17,84 1,52
19) 3,32 0,34 14,86 3,18 20,69 2,85 11,94 1,23 18,82 1,46
20) 3,03 031 13,99 3,19 19,85 2,85 11,86 1,18 14,17 6,15
21 1,73 0,44 14,27 3,20 20,70 2,69 11,90 1,00 0,52
22| 1,99 0,25 14,05 2,81 20,63 2,46 11,56 1,05 0,19
23] 1,86 0,22 15,21 4,00 20,57 2,80 11,40 1,14 0,15
24| 2,01 0,26 14,53 2,75 21,28 2,39 11,65 1,21 1,65
25| 1,63 0,26 13,18 2,53 20,85 2,16 11,85 1,03 0,00
26| 1,52 0,21 12,30 2,48 19,44 2,23 11,48 0,99 0,00
27] 1,49 0,22 12,32 2,51 20,12 232 11,68 1,06 0,00
28] 136 0,22 11,83 2,64 19,33 2,53 11,55 1,10 0,00
29) 136 0,23 12,49 2,45 19,76 2,20 11,75 1,12 0,00
30 1,17 0,21 12,26 2,76 19,85 2,77 11,96 1,14 0,00
31 1,20 0,20| 11,81 2,72 19,82 2,69 12,02 139 0,00
32| 1,27 0,23 11,23 2,48 19,11 235 11,95 131 0,00
33| 1,04 0,20| 11,17 2,64 19,15 2,75 12,16 1,40 0,00
34 1,05 0,29 11,09 2,53 19,64 2,51 12,13 1,44 0,00
35 1,04 0,22 10,51 2,65 19,63 2,81 12,25 1,44 0,00
E 1,07 0,19 10,57 2,57 19,86 2,85 12,42 151 0,00
37 0,95 0,19 9,93 2,43 19,60 2,54 12,40 1,57 0,00
38 1,03 0,22 9,84 2,32 18,99 2,57 12,47 1,57 0,00
39 0,86 0,18] 9,06 2,24 18,72 2,58 12,20 1,71 0,00
40 0,89 0,19 9,15 232 18,68 2,55 12,49 1,62 0,00
41 0,75 0,18] 9,74 2,25 18,77 2,39 12,47 1,40 0,00
42 0,56 0,18] 9,73 135 17,75 1,41 12,33 137 0,00
43 0,56 0,18] 9,19 1,81 19,11 2,13 12,29 1,52 0,00
44 0,59 0,19 8,48 1,93 17,48 1,96 12,48 1,39 0,00
45 0,58 0,16| 8,30 1,91 17,47 1,90 12,39 1,47 0,00
46 0,56 0,16| 8,68 1,98 17,74 2,01 13,16 1,54 0,00
47 0,62 0,18] 7,88 1,73 17,65 1,79 13,09 1,58 0,00
48 055 0,17 8,07 1,67 17,43 1,65 12,77 1,51 0,00
GMW/STAB| 10,06 0,51 474 5,15| 24,47 1,34 13,93 4,36 20,21 0,77 20,68 2,41 11,35 0,26 11,75 0,87, 10,18 2,51 19,62 1,87

Quot Nachmessung/Leermessung 0,47 0,57 1,02 1,03 1,92

2u Leermessung Quotient 0,53 0,43 0,02 0,03 0,92

2u Leermessung Absolut (mmHeg) 5,32 -10,54 0,47 0,40 9,44
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