Aus der Augenklinik und Poliklinik
Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen

Direktor: Prof. Dr. med. S. Priglinger

Einfluss von Prostaglandin F2a Analoga auf die Biomechanik der Cornea und

die Transkription und Expression von Molekiilen der extrazellularen Matrix

Dissertation

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der
Ludwig-Maximilians-Universitdt zu Miinchen

vorgelegt von

Alexandra Katharina Marianne Biirger

aus Minchen

2019



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Mitbetreuung durch den
promovierten Mitarbeiter:

Dekan:

Tag der mundlichen Prifung:

der Universitat Mliinchen

Prof. (Univ. Oxford) Dr. med. Marcus Kernt

Prof. Dr. Daniel Kook
Prof. Dr. Chris P. Lohmann

Dr. med. Raffael Liegl

Prof. Dr. med. dent. Reinhard Hickel

05.12.2019



Inhaltsverzeichnis

L B N I UNE e ettteeeiee et e et e ettt e e e e e e s e bbabareeeeeeesesssbaasaaeeeesasasarbaaaeeeeesaeaarerares 1
00 ] - TU] o Y PSRN 1
00 000 I D 1< 3 f o o TP 1

1.1.2 Epidemiologie und sozioGkonomische BedeuUtung.........cccovvvveeeeeeeiieiinreeeeeeeeniennnnn. 1

00 0 3 10 (<11 (VT Y-S0 PP UPP PP 3

O N T d g T o1 01V (o] [ =4 =TT OO PP PPTTT 5

1.1.5 Messung des intraokularen DrUCKS........cvvveeeiieiiiiiiiieeeeee et 8

1.1.6 Medikament0se Therapie. ...t 10

1.2 OKUlare BiomMeECHANIK......eiieiiee et e e e e e e e e aaeeeaa e 12
1.2.1 Aufbau von Cornea UNnd SKIEra.........cuiiiiiiee ettt 12

1.2.2 Einfluss der Cornea auf die DruCKmMEeSSUNE.......ccccvvveiiriiiieeiiniiieeeeireeeeeeeeeeeeeeeeens 14

1.2.3 Biomechanische Eigenschaften........ccceeviviiieiiiiiiie e 14

1.2.4 Messung der biomechanischen Eigenschaften.......cccccccvviviiieiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiies 15

1.2.5 Beeinflussung der okuldaren Biomechanik durch Matrixmetalloproteinasen........ 17

1.3 Veranderungen und Beeinflussung der okuldren Biomechanik bei Glaukom............... 18

P A =] =1 40| o - O PRUPPRRNt 19
3 Material Und MethOdEN....... ...t e e e e e s e e 19
T 3 o o 11 USROS PPRPPRR 19
3.2 Humane Spenderhornhaute (HDC).......cooiiiieieciiiee ettt 20
3.3 Glaukommodell, ORA, BiOMECNANIK........uvurueeeriiiirieiitiir e e e e e e e eeaaeeeees 20
3.4 IMMUNNISTOCHEMIE. . .eiiiiiiiee e e e e e e re e e e e srt e e e e snae e e eeneaeees 23
RN alo] doTe (o] (U a g =T ] =1 d o o PSSP 25
3.6 RNA-Isolation und Realtime-PCR (RT-PCR)......cciieiiiirrirreeeeeieeitireree e eeeeeeinnrreeeeeee e e e 26
3.7 StatiStiSChE AUSWEITUNE.....uvveiiiiiiiiiiiiitriee ettt et e e e eeebrreereeeeeeeeabrareeeeesraaaeeeas 27

L <] oY £ Y =TT TR RN 27
4.1 URraschall-PaChymetriE.......ccoocerrreeiiee ettt ee e e eeeraree e e s eeesbb s e eeesaeenns 27
T @ 1 A AV 1T ¥ ==Y o 1S 28
4.3 IMMUNNISTOCEMIE......eiii e e etr e e s ae e e e eaaaae e e ennes 33
I = O RPNt 34

o3 11 0 1 [ o TSR 36
B ZUSAMIMENTASSUNE....cciitirtieiieieeeeiiirrreeee et esseistrrreeeeeeeeesssarrereeeeeesssssssasseeseesnesaatsrrreereeeeesenes 45
7 ADKUIZUNGSVEIZEICNIS. .eiiiiiiiiiie ittt ettt e e e st e e e e s be e e e ssabbeeeeennnnsnnnnnan 47
8 LIteraturVerzeIiChNIS. ....cccc e e e e e e e e e e e e e e a e 48
A o] o1 [o [0 g T4 g - 1ol 01V =T S PRROTSPRPTT 58
KO 1Y o o -1 =S PR S ORSRORRPRRRRRRRRRNt 60
10.2 VeroffentlichUNG.......coooiiiiece e 60
10.2 DANKSAGUNE.c.uieeiieieiiiieeeeiiiee e ettt e e st e e e sbtee e s s stte e e e s sbee e e esabteeessabbaaesessssnassasasssnnnenns 61

10.3 Eidesstattliche VersiCherung.......ouuui it 62



1 Einleitung

1.1 Glaukom

1.1.1 Definition

Unter dem Begriff Glaukom wird eine Reihe heterogener, multifaktorieller Erkrankungen
zusammengefasst [1, 2]. Die Hauptcharakteristika dieser chronischen, progressiven
Opticusneuropathie sind der Verlust von retinalen Ganglienzellen, die Exkavation des
Sehnervenkopfs, der Austrittsstelle des Sehnervs am Augenhintergrund (siehe Abb. 1), und
die damit einhergehenden Gesichtsfelddefekte [1, 3-5]. Als Hauptrisikofaktor fir Entwicklung
[6] und Progression [7] der glaukomatdsen Verdanderungen gilt ein individuell zu hoher

intraokularer Druck (IOD) [2, 7].

1.1.2 Epidemiologie und soziookonomische Bedeutung

Das Glaukom ist die zweithdufigste Erblindungsursache in Europa sowie weltweit und
zugleich einer der haufigsten Griinde fir eine irreversible Erblindung im Sinne des Gesetzes
[4, 8]. Die Pravalenz der Erkrankung steigt mit zunehmendem Alter und betragt bei > 65-
Jahrigen etwa 2-4 % [4, 5]. Es wird davon ausgegangen, dass die Zahl der an Glaukom
erkrankten Menschen im Jahr 2020 weltweit auf 76,0 Millionen und auf 111,8 Millionen im

Jahr 2040 angestiegen sein wird [9]. Besonders schwerwiegend beim Glaukom sind die von



den Patienten erst sehr spat wahrgenommenen Symptome, so dass eine Diagnosestellung
oft erst sehr spat erfolgt [5]. Die Zahl der nicht entdeckten, manifesten
Glaukomerkrankungen wird in den Industrienationen auf 50% geschatzt, in den
Entwicklungs- und Schwellenldandern betragt die Dunkelziffer Giber 90% [2, 5]. Das Glaukom
ist zudem auch eine haufige Ursache fiir eine Erblindung im erwerbsfihigen Alter. Die
jahrlichen Kosten, die in Westeuropa durch Blindengeld, Ausfall von Arbeitskraft und
Frihberentung infolge eines Glaukoms entstehen, sind hoher als jene, die durch die
Behandlung des Glaukoms entstehen. [2] Die Kosten der Glaukomtherapie steigen mit
zunehmender Schwere der Erkrankung, weshalb der Friherkennung und der Therapie des

Glaukoms eine besondere Bedeutung zukommt [2, 10].
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Abbildung 1: Aufbau des Auges



1.1.3 Einteilung

Man unterscheidet zwischen primdren und sekundaren Glaukomen. Primdre Glaukome
treten spontan auf, sekundare Glaukome sind Folge anderer Augenerkrankungen oder von
Allgemeinerkrankungen. [2] Beide Glaukomformen werden je nach Zustand des
Kammerwinkels (s. Abb. 2) weiter unterteilt: ist der Kammerwinkel offen, dann spricht man
von einem Offenwinkelglaukom, ist der Kammerwinkel durch die Irisbasis verlegt und der
Kammerwasserabfluss dadurch blockiert, spricht man von einem Winkelblockglaukom [2].
Als Kammerwinkel wird der Bereich zwischen Hornhautriickflaiche und lIrisvorderflache

bezeichnet (s. Abb. 1 und 2). [2]

Eine Sonderform des primaren Offenwinkelglaukoms ist das Normaldruckglaukom, bei dem
der glaukomatose Schaden bei statistisch normalem Augendruck, also £ 21 mmHg, entsteht.
Davon abzugrenzen ist die okuldre Hypertension, bei der noch kein Sehnervenschaden
vorliegt, also definitionsgemdlR noch kein Glaukom besteht. Von okuldrer Hypertension
spricht man, wenn der Augeninnendruck oberhalb der statistischen Norm, also lber 21
mmHg, liegt und weder eine Papillenschadigung, also eine Schadigung des Sehnervenkopfs,
noch eine Gesichtsfeldeinschrankung vorliegt. Aus einer okuldren Hypertension kann sich

jedoch ein Glaukom entwickeln. [2]
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Abbildung 2: Physiologie und Pathologie der
Kammerwasserzirkulation:

A: Anatomie des Kammerwinkels, normaler Abfluss (iber
das Trabekelmaschenwerk (dicker Pfeil) und tiber den
uveoskleralen Weg (diinner Pfeil); beide miinden in das
vendse Gefdifssystem;

B: verminderter trabekuldirer Abfluss bei primdrem
Offenwinkelglaukom;

C: Winkelblockglaukom mit unterbrochenem
Kammerwasserfluss in die Vorderkammer bedingt durch
die abnormale Lage der Iris



1.1.4 Pathophysiologie

Die meisten Glaukomarten sind mit einem statistisch gesehen erhéhten 10D assoziiert [11,
12]. Der Augeninnendruck ist das Resultat aus Zu- und Abfluss des erzeugten
Kammerwassers und wird durch beide Faktoren reguliert [2, 13]. Die Normwerte liegen
zwischen 10 und 21 mmHg [2, 14]. Die Umsatzrate des Kammerwassers betragt bei
Erwachsenen 2,4 + 0,6 pulL/min und wird vom Ziliarepithel durch aktive Sekretion und
Ultrafiltration gebildet und in die Hinterkammer abgegeben. Es flieRt um die Linse durch die
Pupille in die Vorderkammer. [2] Das Kammerwasser enthélt Elektrolyte, Proteine, Zytokine,
geloste organische Stoffe und Wachstumsfaktoren und dient der Erndhrung der avaskularen
Gewebe der Vorderkammer [13]. Der GroRteil des Kammerwassers verldsst das Auge durch
das schwammartige Trabekelmaschenwerk im Kammerwinkel. Das Kammerwasser gelangt so
in den Schlemm-Kanal und flieBt tber zahlreiche Kollektorkandlchen in die Venen der Sklera
oder der Bindehaut und somit in das BlutgefalRsystem ab (trabekuldrer Abfluss). [2, 13] Ein
kleiner Teil, etwa 15 %, flieRt Gber die Septen des Ziliarmuskels in das GefaRsystem der

Chorioidea (uveoskleraler Abfluss) (s. Abb. 2 und 3) [2, 13].
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Abbildung 3: Produktion und Zirkulation des Kammerwassers,
trabekuldre Struktur

Die Kammerwasserproduktion unterliegt einem Tag-Nacht-Rhythmus und ist nachts um ca.
40% vermindert, bleibt aber ansonsten konstant und ist vom tatsachlichen Augeninnendruck
weitgehend unabhédngig [2]. Der bedeutendste Risikofaktor fiir die Entstehung eines
Glaukoms ist ein individuell zu hoher 10D [6, 13]. Der erhohte 10D resultiert aus einem
Ungleichgewicht zwischen Kammerwasserproduktion und -abfluss, welches in den meisten
Fillen aus einem vermehrten Abflusswiderstand, verursacht durch morphologische

Veranderungen im Trabekelmaschenwerk, resultiert (s. Abb. 2 und 3) [7, 15, 16].

Durch den individuell zu hohen Augeninnendruck kommt es zu einer Minderdurchblutung
der Nervenfasern am Austrittsort des Sehnervs aus dem Auge und in der Folge zu einer
Exkavation der Papille mit Einklemmung der Sehnervenfasern [2, 17]. Durch den Schwund
von Fasern des Sehnervs, also von Axonen der retinalen Ganglienzellen, kommt es zu einem

fortschreitenden Verlust von retinalen Ganglienzellen durch Apoptose [18], einer Atrophie



des Sehnervs und zu den charakteristischen Gesichtsfelddefekten (s. Abb. 4, 5 und 6) [2, 17].

Abbildung 4: A: Normale Papille eines rechten Auges. B: Glaukomatése Papille eines linken
Auges mit Exkavation des Sehnervenkopfs und Atrophie der Nervenfasern und GefdfSe, die in
die Tiefe der Exkavation abbiegen. Die weifSe Begrenzung zeigt den Umfang des gesamten
Sehnervenkopfs (,,Disc”), die griine Linie zeigt die Begrenzung der Exkavation (,,Cup”) an.

Der GroRteil der Sehnervenfasern |lduft in einem Bogen auf die Papille zu. Nur die Fasern
zwischen der Fovea, dem Bereich des scharfsten Sehens, und der Papille verlaufen geradlinig.
Bei einem Glaukom werden charakteristischerweise zuerst die Fasern mit bogenférmigem
Verlauf geschadigt. [2] Symptome in Form von Gesichtsfelddefekten treten erst auf, wenn
mehr als 200.000 — 300.000 der 1,1 Millionen Axone geschadigt sind (s. Abb. 5 und 6). Die
Erkrankung kann also weit fortschreiten, ohne dass der Patient durch eine Storung der

Sehscharfe oder andere Symptome auf die Krankheit aufmerksam wird. [2, 5, 17]



Gesichtsfelddefekte

1.1.5 Messung des intraokularen Drucks

Die 1954 durch Goldmann eingefiihrte Applanationstonometrie ist auch heute noch der
Goldstandard zur Messung des IOD [19-21]. Das Gerat zahlt zu den Kontakttonometern und
ist an der Spaltlampe befestigt. Der Tonometerkopf, der zwei Prismen enthadlt, wird mit
blauem Licht beleuchtet (s. Abb. 7). Die anasthesierte Cornea, mit dem mit Fluorescein
angefarbten Tranenfilm, wird mit dem Tonometerkopf abgeflacht bis eine Flache von 3,06
mm Durchmesser abgeplattet ist (s. Abb. 8). Der Anpressdruck entspricht dann dem IOD. [2,
14] Die corneale Struktur und Biomechanik werden bei diesem Verfahren jedoch nicht
bericksichtigt, so dass zur genauen Bestimmung des Augeninnendrucks eine zusatzliche
Messung der Hornhautdicke (Pachymetrie) erfolgen sollte. Abhangig von der Hornhautdicke
wird der gemessene Augeninnendruck korrigiert, zum Beispiel nach der Dresdner
Korrekturtabelle. [22-24] Neben den Kontakttonometern werden vermehrt auch Non-

Contact-Tonometer verwendet, die einen LuftstoR nutzen, durch den die Hornhaut



abgeflacht wird. Das dadurch verdnderte Reflexbild wird zur Messung des 10D genutzt,
wodurch eine berihrungsfreie Druckmessung am Auge moglich ist, bei der keine

Lokalanasthesie erforderlich ist. [2, 14, 22]

Abbildung 7: Goldmann-Applanationstonometer
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Abbildung 8: Technik der Applanationstonometrie nach
Goldmann: Bei Kontakt des Tonometerprismas (links) mit
der Cornea kann man den angeférbten Trdnenmeniskus
durch das Prisma beobachten.

1.1.6 Medikamentose Therapie

Ziel der Glaukomtherapie ist die Erhaltung des Sehvermdgens und der damit verbundenen
Lebensqualitdt des Patienten [25].

Der derzeit einzige evidenzbasierte klinische Therapieansatz des Glaukoms ist die Senkung
des 10D. Es konnte gezeigt werden, dass sich dadurch die Progression der glaukomatosen
Neurodegeneration des Sehnervs stoppen oder verlangsamen lasst. [6, 7, 26] Eine gdngige
Therapie, den Druck zu senken, ist die Applikation von medizinischen Augentropfen, die den
IOD senken. Es kommen mehrere Substanzklassen zum Einsatz. [27] Im Folgenden wird auf

die am haufigsten verwendeten anti-glaukomatdsen Medikamente eingegangen.
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Prostaglandinanaloga (PGAs) wie Latanoprost, Tafluprost, Travoprost und Bimatoprost
gehoren zu den First-Line-Medikamenten [26, 27]. Sie senken den IOD um etwa 25-35% des
Ausgangswerts. Der zentrale Wirkmechanismus der PGAs ist die Erhéhung des uveoskleralen
Abflusses, wobei die Kammerwasserproduktion unbeeinflusst bleibt. PGAs miissen nur
einmal taglich angewendet werden, sind gut vertraglich und haben kaum systemische
Nebenwirkungen. Sie kdnnen die Irisfarbe sowie die Haut um die Augen verdunkeln und
fliihren zu einem verstarkten Wimpernwachstum, wenn sie iber Jahre angewendet werden.
[2, 13, 25, 28] PGAs gehoren zu den wirksamsten 10D-senkenden Substanzen [29] und sind
deshalb neben Betablockern wie Timolol oder Betaxolol Therapie der ersten Wahl [25, 27].
Betablocker senken den IOD um etwa 20-25% des Ausgangswerts, indem sie die
Kammerwasserproduktion verringern [13]. Bei Asthma bronchiale, chronisch-obstruktiver
Lungenerkrankung, Bradykardie, dekompensierter chronischer Herzinsuffizienz und bei
atrioventrikuliren Uberleitungsstérungen sind Betablocker absolut kontraindiziert [13, 25].
Daneben kommen in der Ersttherapie noch Carboanhydrasehemmer zum Einsatz, die die
Kammerwasserproduktion verringern. Sie kénnen topisch (Brinzolamid, Dorzolamid) oder
systemisch (Acetazolamid) eingesetzt werden. Topisch angewendet fihren sie zu einer 20%-
igen 10D-Senkung und systemisch zu einer 30-40%-igen 10D-Senkung. Die Nebenwirkungen
wie Metallgeschmack, Kribbeln an den Handen, Nierenkoliken oder selten Leukopenie
machen eine systemische Daueranwendung problematisch. [2, 25] Alpha-2-selektive
adrenerge Agonisten wie Apraclonidin, Brimonidin und Clonidin senken den
Augeninnendruck ebenfalls durch Drosselung der Kammerwasserproduktion [2].

Als Second-Line-Medikamente werden nichtselektive adrenerge Agonisten,

Parasympathomime-tika und Osmotika eingesetzt [25].
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Laut Empfehlung sollte die Behandlung mit einer Monotherapie begonnen werden. Wenn
die initiale Therapie nicht effektiv genug ist oder der Patient das Medikament nicht gut
vertragt, sollte man zundchst auf eine andere Monotherapie wechseln, bevor ein zweites
Medikament dazugegeben wird. Ein zweites Medikament ist nur sinnvoll, wenn die initiale
Monotherapie vertragen wird, der Druck effektiv gesenkt wird, der Zieldruck jedoch nicht
erreicht wird. [25]

Sollte durch eine topische Therapie keine ausreichende Druckkontrolle moglich sein, stehen

auch Laserbehandlungen und verschiedene operative Verfahren als Therapie zur Verfliigung

[2].

1.2 Okuldre Biomechanik

1.2.1 Aufbau von Cornea und Sklera

Die duBere Hulle des Auges besteht aus Hornhaut (Cornea) und Lederhaut (Sklera). Die
Cornea ist transparent und in die Sklera eingelassen wie ein Uhrglas in die Uhr. Der
Durchmesser betragt beim Erwachsenen 11,5 mm (10-13 mm). Die Hornhaut ist im Zentrum
im Mittel 550 um dick und in der Peripherie 700 um. [2] Ihre Brechkraft betragt 43 dpt [2].
Die duRere Begrenzung unter dem Tranenfilm, der aus Lipidschicht, wassriger Schicht und
Muzinschicht besteht (s. Abb. 9), bildet ein mehrschichtiges, nicht verhornendes
Plattenepithel, dessen basale Zellen fest in der Bowman-Membran verankert sind. Die
Bowman-Membran (Lamina limitans anterior) ist eine verdickte, feste Membran aus

kollagenem Bindegewebe. Daran schlieft sich das Hornhautstroma aus kollagenem

12



Bindegewebe (Typ | und Ill) an (s. Abb. 9). [2]
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wassrige Schicht

Abbildung 9: Aufbau des Trénenfilms und der Cornea

Das Kollagen bildet Fibrillen, die von einer geleeartigen Matrix umgeben werden [30]. Die
Hornhautfibrillen sind in Hornhautlamellen exakt parallel angeordnet, die benachbarten
Lamellen stehen senkrecht aufeinander [2] und verlaufen von Limbus zu Limbus [31]. Daraus
resultieren eine hohe Festigkeit und eine hohe Transparenz des Gewebes [2]. Das Stroma
besteht zu etwa 78% aus Wasser, zu 15% aus Kollagen und zu 7% aus Proteinen,
Proteoglykanen, Glycosaminoglykanen und Salzen [30, 31].

Die Keratozyten des zellarmen Hornhautstromas stehen Uber Fortsdtze miteinander in

13



Verbindung. An das Stroma grenzt die Descemet-Membran (Lamina limitans posterior), die
aus elastischen Fasern (Kollagen Typ VIII und Laminin) besteht. Der Descemet-Membran sitzt
das einschichtige Hornhautendothel auf (s. Abb. 9). [2]

Die Sklera ist ahnlich aufgebaut wie die Cornea. Durch den etwas héheren Wassergehalt und
durch die andere Anordnung der Kollagenfibrillen ist sie undurchsichtig. Am hinteren Pol des
Auges bildet die Sklera eine siebformige Platte, die Lamina cribrosa, durch die die Fasern des

Sehnervs vom Augeninneren in die Orbita gelangen. [2]

1.2.2 Einfluss der Cornea auf die Druckmessung

Die Messung des I0OD kann durch die biomechanischen Eigenschaften der Cornea wie
beispielsweise Hornhautdicke und Elastizitdt beeinflusst werden [2, 14]. Es konnte gezeigt
werden, dass die mit der Goldmann Applanationstonometrie gemessenen I0D-Werte mit der
zentralen Hornhautdicke (CCT) variieren. Bei Augen mit dickeren Hornhduten wird der 10D

tendenziell Gberschatzt und bei Augen mit diinneren Hornhduten eher unterschatzt. [23, 24]

1.2.3 Biomechanische Eigenschaften

Durch die Mikrostruktur des Hornhautstromas werden die biomechanischen Eigenschaften
der Hornhaut bestimmt [31, 32]. Die Hornhaut ist ein viskoelastisches Gewebe [30, 32, 33].
Sie ist aus elastischen Kollagenfasern und einer viskdsen Grundsubstanz aufgebaut, die
zusammen die extrazellulare Matrix (EZM) bilden [30, 32]. Aus biomechanischer Sicht kann

man die Hornhaut mit den aus der Technik bekannten Faserverbundwerkstoffen vergleichen,

14



da diese Materialien aus mindestens zwei unterschiedlichen Komponenten bestehen, wie
beispielsweise glasfaserverstarktes Gummi [32, 34]. Die Biomechanik der Cornea wird
bestimmt durch die Viskositat der Grundsubstanz und durch die Kollagen-Grundsubstanz-
Wechselwirkungen [25, 30, 32]. Als Viskositat bezeichnet man die Zahigkeit einer Flissigkeit
[35]. Viskose Flissigkeiten werden durch eine Kraft, die auf sie wirkt, deformiert und kehren
bei Wegfall dieser Kraft nicht in ihre Ursprungsform zurilick [33]. Bei einem elastischen
Material ist die Spannung, also die Kraft pro Flache, proportional zur Deformation. Wenn
eine Kraft auf ein elastisches Material einwirkt, wird die Energie bis zum Wegfall der Kraft
gespeichert und das Material kehrt, nach Wegfall der Kraft, auf demselben Weg in seine
Ursprungsform zuriick. [23] Ein viskoelastisches Material besitzt elastische und viskose
Eigenschaften. Viskoelastische Materialien kehren nach Deformation durch Krafteinwirkung
wieder in ihre Ursprungsform zurlick. Der Weg der Deformation unterscheidet sich aber von

dem der Relaxation. [33]

1.2.4 Messung der biomechanischen Eigenschaften

Es stehen mittlerweile mehrere Gerate zur Verfligung, mit denen man die biomechanischen
Eigenschaften der Cornea messen kann. Zu diesen Gerdten zdhlt der Ocular Response
Analyzer (ORA, Reichert Inc., Depew, NY, USA) (s. Abb. 10), mit dem eine Messung der
Biomechanik ohne Beriihrung der Hornhaut moglich ist. [34] Der ORA misst den 10D indem
er einen Luftstrom nutzt. Zusdtzlich lassen sich auch Informationen Uber corneale
Gewebeeigenschaften einschlieBlich der cornealen Hysterese (CH) und des cornealen

Resistenzfaktors (CRF) gewinnen (s. Abb. 11). [36]
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Abbildung 10: Ocular Response Analyzer Abbildung 11: Funktionsprinzip des ORA

(ORA)

Die CH quantifiziert die viskoelastischen Gewebeeigenschaften und dient so als Mafd fur die
viskdose Dampfung des Hornhautgewebes, die sowohl durch den Gehalt und die Viskositat
der Glykosaminoglykane und Proteoglykane als auch durch die Kollagen-Matrix-
Wechselwirkungen verursacht wird [34, 36]. Sie ist somit ein Mal} fur die Verzogerung, mit
der sich die Hornhaut nach Krafteinwirkung verformt. Dabei entspricht eine grofRe
Verzégerung einem hohen MalB an dampfenden mechanischen Eigenschaften und hohem
Hysteresewert und ein niedriger Hysteresewert kennzeichnet eine wenig gedampfte
Verformung. [34, 36] Die CH nimmt mit dem Alter ab [36]. Kirwan et al. ermittelten bei
Kindern und Jugendlichen im Alter von 4 bis 18 Jahren eine durchschnittliche CH von 12,5
mmHg [37]. In den Untersuchungen von Schroeder et al. wurde in einem durchschnittlich 66
Jahre alten Patientenkollektiv ohne Glaukomerkrankung ein durchschnittlicher CH-Wert von
10,6 mmHg gemessen [36]. Einen fiir alle Altersstufen einheitlichen Referenzbereich zu
definieren, ist daher nicht moglich.

Der Gesamtwiderstand der Hornhaut gegen Verformung wird durch den CRF charakterisiert
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und setzt sich aus der viskésen Dampfung und dem elastischen Widerstand zusammen [34].
Mit der Messung des corneal korrigierten Augeninnendrucks (corneal compensated
intraocular pressure (IOPcc)) ist eine Bestimmung des I0OD mit einer, im Gegensatz zu
anderen  Messmethoden, geringeren  Beeinflussung durch  die individuellen

Hornhauteigenschaften moglich [34, 38].

1.2.5 Beeinflussung der okuldaren Biomechanik durch
Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) sind eine Familie von mindestens 23 zink- und
calciumabhangigen Enzymen, die von Zellen sezerniert werden [39-41]. Sie bauen fast alle
Proteinbestandteile der EZM ab und sind an Remodelingprozessen der EZM beteiligt [42]. Es
konnte gezeigt werden, dass in der Familie der Metalloproteinasen MMP-1, MMP-2, MMP-3
und MMP-9 besonders am Abbau der EZM beteiligt sind [43]. Ihre natlrlichen Regulatoren,
sogenannte tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), bestehen aus vier Mitgliedern
und werden von vielen Zelltypen des Auges sezerniert. Unter diesen konnte gezeigt werden,
dass TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 in Zellen des Sehnervs, des Trabekelmaschenwerks und der
Cornea gebildet werden. [44-46] Das Gleichgewicht zwischen der Menge von MMPs und
TIMPs ist wichtig fir die Regulation der EZM. Deshalb fiihrt ein Ungleichgewicht zu Gunsten
der MMPs oder der TIMPs zu einem abnormalen Abbau oder zu einer Akkumulation von
unterschiedlichen Komponenten der EZM, was moglicherweise die Biomechanik des
Gewebes beeinflusst. [47, 48] In neueren Studien wird deshalb die Hypothese aufgestellt,
dass das Ungleichgewicht zwischen diesen Enzymen und ihren Inhibitoren bei der

Entwicklung des Glaukoms eine Rolle spielen kénnte [49, 50].
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1.3 Veranderungen und Beeinflussung der okuldaren Biomechanik
bei Glaukom

Neben den strukturellen Verdnderungen im Trabekelmaschenwerk besteht zudem die
Hypothese, dass verminderte Dampfungseigenschaften des Augapfels, verursacht durch
Verdanderungen der viskoelastischen Eigenschaften der Cornea und der Sklera, die
Empfindlichkeit der glaukomatdsen Augen fiir die Zerstérung des Sehnervenkopfs erhéhen
[51-53]. Interessanterweise gibt es Hinweise, dass es einen strukturellen Zusammenhang
zwischen der Cornea und dem Bindegewebe des Sehnervenkopfs sowie eine Verbindung
zwischen dem biomechanischen Verhalten der Cornea und dem funktionellen Verhalten der
Lamina cribrosa geben konnte [54]. Wegen verminderter Dampfungseigenschaften bei
glaukomatosen Augen ist das Risiko flir den Sehnerv erhoht, geschadigt zu werden, wenn der
IOD erhéht ist [55]. Ublicherweise findet sich in glaukomatdsen Augen eine Akkumulation
von EZM verursacht durch Remodeling des okularen Gewebes [56]. Es ist bekannt, dass
derartige Veranderungen assoziiert sind mit Desorganisation oder funktionellen
Veranderungen des Bindegewebes [45, 57]. Eine Vermehrung der EZM, die moglicherweise
durch eine verminderte Aktivitdit von MMPs verursacht wird, kann zu Verdanderungen in der
okuldaren Biomechanik fliihren und so eine Abnahme der dampfenden Eigenschaften des

Augapfels bewirken [39, 45, 51, 52, 57].

Es gibt Hinweise, dass PGAs wie Travoprost, Latanoprost, Tafluprost und Bimatoprost neben
ihren drucksenkenden Eigenschaften die MMP-Aktivitait erhohen. Deshalb scheint es

wahrscheinlich, dass diese Medikamente einen Einfluss auf das Remodeling der EZM haben.
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In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass daraus resultierende
Verdanderungen der biomechanischen Eigenschaften des okuldaren Gewebes nach der

Behandlung gemessen werden konnten. [58-61]

2 Zielsetzung

Ziel unserer Untersuchung war es, in einem ex-vivo Glaukommodell zu zeigen, dass eine
topische Therapie mit PGAs die Proteinexpression der EZM in humanen Hornhauten

beeinflusst und es so zu messbaren Verdanderungen in der cornealen Biomechanik kommt.

3 Material und Methoden

3.1 Ethik

Die Methoden zur Gewinnung menschlichen Gewebes entsprachen der Deklaration von
Helsinki und wurden von der zustdndigen Ethikkommission zugelassen [62]. Die schriftliche
Einwilligung wurde von den nachsten Angehorigen eingeholt. Alle Spenderhornhédute, die fir
diese Studie verwendet wurden, waren aus verschiedenen Griinden, wie beispielsweise einer
positiven Serologie flir Infektionskrankheiten oder wegen einer zu geringen

Endothelzelldichte, nicht fir eine Transplantation geeignet.
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3.2 Humane Spenderhornhaute (HDC)

Es wurden zwolf humane Spenderhornhautpaare (HDC) aus der Hornhautbank der Ludwig-
Maximilians-Universitdat Minchen verwendet. Die Hornhdute wurden von humanen
Spendern ohne Augenerkrankungen in der Vorgeschichte innerhalb der ersten 24 Stunden
post mortem entnommen und in Organkultur kultiviert. Von jedem Paar wurde eine
Hornhaut fiir 30 Tage mit einem Prostaglandin F2a Analogon (1ug/ml) behandelt, wobei die

andere Hornhaut als unbehandelte Kontrolle diente.

3.3 Glaukommodell, ORA, Biomechanik

Nach einer Inkubationszeit von 30 Tagen wurden in einem kinstlichen Vorderkammermodell
(Barron Artificial Anterior Chamber, Barron Precision Instruments, Grand Blanc, MI, USA)
unterschiedliche 10D-Werte (10-40 mmHg) simuliert. Die IOD-Werte wurden (ber die Hohe
einer Wassersaule in einem Infusionssystem, das mit dem kiinstlichen Vorderkammermodell
verbunden und mit steriler Kochsalzlosung gefiillt war, reguliert. Die eingespannten
Spenderhornhdute wurden in einer genau festgelegten Position vor dem ORA-Gerat platziert.
Es erfolgten die Messungen der biomechanischen Eigenschaften wie beispielsweise der CH

(s. Abb. 12).
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Abbildung 12: Versuchsaufbau: Entnahme der Spenderhornhaut, Positionierung der Hornhaut
im kiinstlichen Vorderkammermodell und Positionierung des Modells zur Messung mit dem
ORA; von 12 Hornhautpaaren wurde jeweils eine Hornhaut iiber 30 Tage mit einem
Prostaglandinanalogon (PGA) behandelt und die andere Hornhaut diente als unbehandelte
Kontrolle. Danach wurden die Hornhdute in ein kiinstliches Vorderkammermodell
eingespannt. Uber ein fliissigkeitsgefiilltes Infusionssystem wurden unterschiedliche Driicke
simuliert und die Messungen mit dem ORA durchgefiihrt.

Der ORA nutzt einen luftdruckgetriggerten,  dynamischen,  bidirektionalen
Applanationsprozess der Hornhaut, der durch ein elektrooptisches System detektiert wird.
Innerhalb von 20 ms verformt ein geregelter LuftstoR die Hornhaut. Sie wird dabei zunachst
einwarts applaniert, durchldauft danach eine kurze konkave Phase und, nach Abschalten des
LuftstoRes, kehrt sie in ihre Ausgangsform zuriick, wobei sie eine zweite Applanationsphase
durchlduft. Im Moment der Applanation kommt es jeweils zu einer maximalen Reflexion, die
sich in den beiden Peaks des Mess-Signals darstellt (s. Abb. 13). Mit einem elektrooptischen
Infrarotsensor werden jeweils im Moment der maximalen Reflexion zwei Applanationsdriicke
(P1 und P2) gemessen — einer bei Einwartsbewegung der Cornea und der zweite bei der

Riickkehr der Cornea in ihre urspriingliche Form. Durch die biomechanischen Eigenschaften
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der Cornea kommt es zu einer Verzogerung der Einwarts- und Auswadrtsapplanation und
dadurch zur Messung von zwei unterschiedlichen Dricken. Die Differenz dieser beiden
Druckwerte (P1 - P2) wird als CH bezeichnet und ist ein Mal} flr die viskdse Dampfung des
cornealen Gewebes (s. Abb. 13).

AuRerdem wurden mit dem ORA auch der Goldmann-korrelierte 10D (IOPs) und der CRF
gemessen, der ein Mal} fiir den Gesamtwiderstand der Hornhaut gegen Verformung ist und
sich aus der viskdsen Dampfung und dem elastischen Widerstand zusammensetzt. Zudem
wurde der IOP.c gemessen, der weniger durch die cornealen Eigenschaften beeinflusst wird.
Das Messprinzip des ORA wurde auch in Arbeiten von Sporl et al. und Schroeder et al.
beschrieben. [34, 36] Bei der Durchfiihrung der Messungen wurde besonders darauf
geachtet, die Hornhaut nicht zu quetschen, was mdoglicherweise zu Veranderungen der
biomechanischen Eigenschaften hatte flihren kdnnen. Die CCT wurde mit der Ultraschall-

Pachymetrie (Tomey SP-100 Pachymeter) gemessen.
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Abbildung 13: Messprinzip des ORA: ein geregelter Luftstofs verformt die Hornhaut.
Dabei kommt es zu zwei Applanationsphasen. Im Moment der Applanation kommt es
jeweils zu einer maximalen Reflexion, die sich in den beiden Peaks des Mess-Signals
darstellt. Mit einem elektrooptischen Infrarotsensor werden, jeweils im Moment der
maximalen Reflexion, zwei Applanationsdriicke (P1 und P2) gemessen. Durch die
biomechanischen Eigenschaften der Cornea kommt es zu einer Verzégerung der
Einwdrts- und Auswdrtsapplanation und dadurch zur Messung von zwei
unterschiedlichen Driicken. Die Differenz dieser beiden Druckwerte (P1 - P2) ist die
corneale Hysterese (CH).

3.4 Immunhistochemie

Nachdem die Messungen der biomechanischen Eigenschaften abgeschlossen waren, wurden
die Spenderhornhaute fiir mindestens 24 Stunden in 4 % Paraformaldehyd (Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland) und 0,1 % Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
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Taufkirchen, Deutschland) gepuffert in 0,1-molarer phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) mit
einem pH-Wert von 7,4 bei 8°C fixiert und bis zur Verwendung gelagert. Danach wurden die
Hornhdute routinemaBig fur die Paraffineinbettung verarbeitet, mit einem
Schlittenmikrotom (Reichert-Jung HN 40, Cambridge Instruments GmbH, NufBloch,
Deutschland) in diinne Schnitte (1-2 um) geschnitten und auf SuperFrost® Plus Objekttrager
(Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland) aufgebracht. Die Schnitte wurden mit Xylol
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) entparaffiniert, rehydriert durch eine absteigende
Alkoholreihe und zweimal mit 0,1-molarer PBS gewaschen. Um Antigene und Epitope zu
demaskieren wurden die in Paraformaldehyd fixierten Schnitte fir 60 Minuten mit 0,1 %
Pepsin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) in 0,1-molarer PBS inkubiert
und danach zweimal mit 0,1-molarer PBS gewaschen. Um unspezifische Bindungen von
Immunglobulin G zu unterdriicken wurden die Schnitte mit einer Blockierlésung (Normal
Donkey Serum, dianova GmbH, Hamburg, Deutschland), geldst in Inkubationspuffer mit einer
Verdlinnung von 1:20, fir drei Stunden inkubiert und danach dreimal mit Inkubationspuffer
gewaschen. Der Inkubationspuffer bestand aus 0,1-molarer PBS, 0,5 % Rinderserumalbumin
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), 0,1 % Triton-X (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) und 0,1 % Natriumazid (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) und wurde fiir alle folgenden Verdiinnungen, als Waschpuffer zwischen den
nachsten Schritten und als Negativkontrolle verwendet. Die Schnitte wurden Gber Nacht (18-
20 Stunden) mit den Primarantikorpern in einer Verdiinnung von 1:10 inkubiert, danach
dreimal gewaschen und fir eine Stunde mit fluorochromkonjugierten Sekundarantikorpern
in einer Verdiinnung von 1:100 in einer dunklen, feuchten Kammer inkubiert. Alle

chemischen Reaktionen fanden in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur statt.
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Als Primarantikorper wurden ein polyklonaler Kaninchenantikdrper gegen MMP-3 (sc-6839-
R; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland) und ein monoklonaler
Mausantikérper gegen MMP-9 (sc-21733; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland) verwendet. Die Sekundarantikorper waren ein polyklonaler Cy3-konjugierter
Esel-anti-Maus Antikorper (715-165-150; dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) und ein
polyklonaler Cy2-konjugierter Esel-anti-Kaninchen Antikorper (711-225-152; dianova GmbH,
Hamburg, Deutschland). Nach viermaligem Waschen mit Inkubationspuffer und dreimaligem
Waschen mit 0,1-molarer PBS wurden die Schnitte mit DAPI Eindeckmedium (dianova GmbH,
Hamburg, Deutschland) eingedeckt und im Dunkeln bei 8°C aufbewahrt. Als Negativkontrolle
wurde der jeweilige Primarantikorper bei der Farbung weggelassen. Die histologische
Morphologie der Proben wurde an Schnitten beurteilt, die mittels Hamatoxylin-Eosin-

Farbung und Periodsdure-Schiff-Rreaktion gefarbt waren.

3.5 Fotodokumentation

Die Bilder wurden mit einem ProgRes CF CapturePro 2,1 Optiksystem (Jenoptik Laser Optik
Systeme GmbH, Jena, Deutschland) gemacht, das mit einem Leica DM 2500 Mikroskop (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) verbunden war. Zusatzlich wurde die externe
Lichtquelle Leica EL6000 (Leica) zur Fluoreszenz-Bildgebung verwendet. Es wurden Bilder von
reprasentativen Bereichen der Cornea gemacht, insbesondere vom Kammerwinkel sowie
dem peripheren und zentralen Hornhautstroma, jeweils mit einer 10-, 20- und 40-fachen

VergrolRerung.
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3.6 RNA-Isolation und Realtime-PCR (RT-PCR)

Aus den Keratinozyten der humanen Spenderhornhdute wurde die Gesamt-RNA isoliert mit
der Guadinium-Thiocyanate-Phenol-Chloroform Extraktionsmethode (Stratagene,
Heidelberg, Deutschland) [63] und die Quantifizierung der MMP-3 und MMP-9 mRNA wurde
mit speziellen Primern durchgefiihrt unter Verwendung eines LightCycler Systems (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland). Die Primer und Proben wurden mittels der
PrimerBank der Harvard Medical School (https://pga.mgh.harvard.edu/cgi-bin/primerbank)
gefunden und mittels PrimerBlast auf ihre Spezifitat getestet. Folgende Tabelle zeigt die

Primer, die fir die RT-PCR verwendet wurden.

Verwendete Primer

Name Sequenz (5°->3")

F: CTGGACTCCGACACTCTGGA
MMP-3

R: CAGGAAAGGTTCTGAAGTGACC

F: AGACCTGGGCAGATTCCAAAC
MMP-9

R: CGGCAAGTCTTCCGAGTAGT

Die Hohe der MMP-3 und MMP-9 mRNA wurde im Verhaltnis zu einem Housekeeping Gen
durchgefiihrt. Hierfiir verwendeten wir 185 rRNA. Alle Experimente wurden in dreifacher

Ausfertigung vorgenommen und dreimal wiederholt.
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3.7 Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit Prism 5 fir Windows (Graphpad, La Jolla, CA, USA) ausgewertet. Fiir
alle statistischen Tests wurde p < 0.05 als signifikant angesehen. Die Ergebnisse der
guantitativen RT-PCR werden als mittleres Verhaltnis der untersuchten mRNA zu der 18S
rRNA einschlieRlich der Standardabweichung (SD) angegeben. Die Ubrigen Ergebnisse
werden als Mittelwert + Standardabweichung (M+SD) dargestellt, beziehungsweise im Fall
der CH als Mittelwert + Standardfehler (M*SEM). Der non-parametrische Mann-Whitney-U-

Test wurde fur die Analyse der Ergebnisse verwendet.

4 Ergebnisse

4.1 Ultraschall-Pachymetrie

Nach einer Inkubationszeit von 30 Tagen unterschied sich in unserem Versuchsaufbau die
CCT nicht signifikant zwischen den mit einem PGA behandelten Hornhduten und den
unbehandelten Hornhduten, die als Kontrolle dienten. Die CCT der unbehandelten Gruppe
betrug 551,2 + 24,49 um und bei den Hornhauten, die mit einem PGA behandelt worden

waren, betrug sie 536,5 + 27,08 um (p=0.1779; n pro Gruppe=12) (s. Abb. 14).
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Abbildung 14: Die zentrale Hornhautdicke (CCT) wurde bei allen
Hornhduten mit Ultraschall-Pachymetrie gemessen. Es zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den behandelten und den
unbehandelten Hornhdiuten. Die CCT der unbehandelten Gruppe
betrug 551,2 + 24,49 um und die der mit PGA behandelten 536,5 +
27,08 um (p=0.18; n pro Gruppe=12).

4.2 ORA-Messungen

Um unterschiedliche intraokulare Drucklevel zu erfassen, wurden in dem ex-vivo
Vorderkammermodell wie oben beschrieben Druckwerte zwischen 10, 20 und 40 mmHg
erzeugt. Nach der Behandlung mit einem PGA zeigten die Messungen der Biomechanik mit
dem ORA insgesamt im Druckbereich von 10 bis 40 mmHg eine signifikant erhéhte CH bei
den Hornhauten, die mit einem PGA behandelt worden waren. Die mittlere CH der
behandelten Hornhaute betrug 16,62 + 0,28 mmHg, verglichen mit 12,21 + 0,27 mmHg bei

den unbehandelten Kontrollen (p<0.0001; n pro Gruppe=12) (s. Abb. 15).
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Abbildung 15: Die Messungen der Biomechanik mit dem ORA zeigten
eine signifikant héhere CH bei den Hornhduten, die mit einem PGA
behandelt worden waren. Die mittlere CH bei Druckwerten zwischen
10 und 40 mmHg betrug 16,62 + 0,28 mmHg bei den behandelten

Hornhduten und 12,21 + 0,27 mmHg bei den unbehandelten
Kontrollen (p<0.0001; n pro Gruppe=12).

Corneal Hysteresis (mmHg)

Im Druckbereich zwischen 10 und 20 mmHg war kein signifikanter Unterschied (p=0.14; n pro
Gruppe=12) der CH zwischen den behandelten Hornhduten und den unbehandelten
Kontrollen zu erkennen. Dabei zeigte sich fiir die behandelte (PGA) Gruppe eine mittlere CH
von 13,12 + 0,63 mmHg und firr die unbehandelte Gruppe von 12,34 + 0,49 mmHg (s. Abb.

16).
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Abbildung 16: Im Druckbereich zwischen 10 und 20 mmHg zeigte sich
kein signifikanter Unterschied der mittleren CH zwischen den
behandelten Hornhduten (PGA) (CH=13,12 + 0,63 mmHg) und den

unbehandelten Kontrollen (CH=12,34 + 0,49 mmHg) (p=0.14; n pro
Gruppe=12).

Im Druckbereich zwischen 20 und 40 mmHg zeigte sich bei den Hornhduten nach
Behandlung mit einem PGA eine signifikant erhohte (p<0.0001) CH im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen (s. Abb. 17). Die mittlere CH der behandelten Hornh&dute betrug
17,62 £ 0,40 mmHg, verglichen mit 11,60 + 0,39 mmHg bei den unbehandelten Kontrollen

(p<0.0001; n pro Gruppe=12).
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Abbildung 17: Im Druckbereich zwischen 20 und 40 mmHg zeigte sich
ein signifikanter Unterschied der mittleren CH zwischen den
behandelten Hornhduten (PGA) (CH=17,62 + 0,40 mmHg) und den
unbehandelten Kontrollen (CH=11,60 + 0,39 mmHg). Die CH war nach
Behandlung signifikant erh6ht (p<0.0001; n pro Gruppe=12).

Es war keine signifikante Veranderung der CH nur aufgrund einer Drucksteigerung zu sehen
(s. Abb. 18). Die mittlere CH betrug bei Druckwerten zwischen 10 und 20 mmHg 11,95 + 0,62
mmHg und bei Druckwerten zwischen 20 und 40 mmHg 11,60 + 0,40 mmHg (p=0.72; n pro

Gruppe=12).
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Abbildung 18: Es zeigte sich keine signifikante Veréinderung der
mittleren CH aufgrund einer reinen Drucksteigerung. Die mittlere CH
betrug bei Druckwerten zwischen 10 und 20 mmHg 11,95 + 0,62
mmHg und bei Druckwerten zwischen 20 und 40 mmHg 11,60 * 0,40
mmHg (p=0.72; n pro Gruppe=12).
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4.3 Immunhistochemie

Die Expression von MMP-3 und MMP-9 war in den fiir 30 Tage mit einem PGA behandelten
Hornhduten immunhistochemisch starker zu beobachten als in den unbehandelten

Hornhauten, die als Kontrolle dienten. Hier zeigte sich nur eine schwache Farbung von MMP-

3 und MMP-9 (s. Abb. 19 und 20).

DAPI

Control PGA

MMP-3

Abbildung 19: In der immunhistochemischen Fidrbung zeigten die iiber 30 Tage mit
einem PGA behandelten Hornhdute eine deutlich erhéhte Expression von MMP-3 im

Vergleich zu den unbehandelten Hornhduten, die als Kontrolle dienten und nur eine
schwache Férbung zeigten.
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Abbildung 20: In der immunhistochemischen Firbung zeigten die iiber 30 Tage mit
einem PGA behandelten Hornhdute eine deutlich erhéhte Expression von MMP-9 im
Vergleich zu den unbehandelten Hornhdéuten, die als Kontrolle dienten und nur eine
schwache Féirbung zeigten.

4.4 RT-PCR

Es waren in den behandelten Hornhduten signifikante Unterschiede in der Expression der
Matrixmetalloproteinasen MMP-3 und MMP-9 zu beobachten im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe. Fiir MMP-3 war der Anstieg mehr als sechsfach, wahrend der
Anstieg von MMP-9 mit einer etwa filinffachen Zunahme etwas niedriger war. Beide
Ergebnisse waren signifikant hoher im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (p<0.0001) (s.

Abb. 21).
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Abbildung 21: Die Realtime-PCR wurde angewandt um Unterschiede in der Expression
von MMP-3 und MMP-9 zu messen. Es war eine signifikante Hochregulation von MMP-
3 und MMP-9 bei den mit einem PGA behandelten Hornhduten zu beobachten
(p<0.0001; n pro Gruppe=12).
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5 Diskussion

PGAs gehoren zu den First-Line-Medikamenten in der topischen Behandlung verschiedener
Glaukomformen [25]. Sie haben kaum systemische Nebenwirkungen und sind deshalb auch
fur Patienten mit Begleiterkrankungen geeignet. Die einmal tagliche Anwendung der PGAs
verbessert die Compliance der Patienten. [17, 25, 28] Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass
PGAs insbesondere beim primaren Offenwinkelglaukom das Potenzial haben, den IOD um bis
zu 25-35% des Ausgangswerts zu senken [25, 28, 64]. Man geht davon aus, dass dieser Effekt
hauptsachlich durch eine Erhohung des uveoskleralen Abflusses zustande kommt [65]. Dabei
binden die PGAs an die Prostaglandin F (FP)-Rezeptoren, was zu einer Erweiterung des
Ziliarmuskels und einer Dekompression des Gewebes flihrt, das die Zwischenrdume zwischen
den Fasern des Ziliarmuskels ausfillt [66]. Bahler et al. konnten zeigen, dass PGAs auch den
trabekuldren Abfluss erhéhen [67]. Zudem gibt es zunehmend Belege, die darauf hinweisen,
dass PGAs moglicherweise auch die biomechanischen Eigenschaften des okularen Gewebes
verdndern [59, 60, 68-70]. Der am besten untersuchte Parameter, der zu den
biomechanischen Eigenschaften zahlt, ist die CH, die ein MaR fir die viskdse Dampfung ist
und nach Sporl et al. vor allem durch den Gehalt und die Viskositat der Glykosaminoglykane
und Proteoglykane sowie durch die Kollagen-Matrix-Wechselwirkungen verursacht wird [34,
36]. Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass die CH vom IOD abhdngt und bei
Glaukom erniedrigt ist [34, 36, 53, 71-73]. AuRerdem gibt es Hinweise, dass ein niedriger CH-
Wert moglicherweise als ein unabhangiger Indikator fiir Glaukom und dessen Progression
gesehen werden kann und somit ein hoher CH-Wert einen protektiven Faktor fir das

Fortschreiten einer Glaukomerkrankung darstellen kénnte [34, 36, 53, 74].
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Einige Studien haben gezeigt, dass die Behandlung mit einem PGA zu einer Erhéhung der CH
flihren konnte [69, 70, 75]. Eine erhohte CH wiederum ist moglicherweise als zusatzlicher
therapeutisch wirksamer Faktor in der Glaukomtherapie, neben der Senkung des 10D an sich,
zu sehen [69, 70, 75].

Bolivar et al. untersuchten an 68 neu diagnostizierten Glaukompatienten den Effekt eines
PGA auf die CH und konnten einen signifikanten Anstieg der CH nach einer sechsmonatigen
PGA-Therapie feststellen [69]. Agarwal et al. zeigten in ihren Untersuchungen ebenfalls einen
signifikanten Anstieg der CH unter Therapie mit einem PGA [75]. Sie beobachteten zusétzlich
eine signifikant geringere Reduktion des 10D unter Therapie bei Patienten mit hoheren
basalen Hysteresewerten als bei denen mit niedrigeren basalen Hysteresewerten. Somit ist
die Hohe der basalen CH moglicherweise ein pradiktiver Faktor fiir das Ausmal der
Drucksenkung. [75] Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse einer Studie von Lazcano-
Gomez et al. Die Gruppe untersuchte an zehn Neuseeland Kaninchen die Wirkung eines PGA
auf den 10D und die biomechanischen Eigenschaften der Cornea. Die Messungen erfolgten
mit dem ORA unter Anasthesie mit Pentobarbital vor einer dreimonatigen Behandlung und
danach. Behandelt wurde jeweils nur das rechte Auge. Es zeigte sich eine signifikante
Senkung des I0P; nach Gabe des PGA, jedoch keine Verdanderungen der biomechanischen
Eigenschaften. [76] Mogliche Griinde fiir diese Ergebnisse, die im Widerspruch zu anderen
Untersuchungen stehen, sind die zu kurze Anwendungsdauer des PGA, die zu geringe
StichprobengréBe sowie die Tatsache, dass es sich nicht um eine Studie an Menschen,
sondern eine tierexperimentelle Studie handelt und korrelierende Daten zur Biomechanik
der Hornhdute von Neuseeland Kaninchen und Menschen nicht verfligbar sind. [76]

Meda et al. untersuchten in ihrer Studie an 35 Glaukompatienten den Einfluss einer
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Langzeittherapie mit PGAs auf die okuldre Biomechanik humanen Ursprungs. Sie
beobachteten, dass die Beendigung einer PGA-Therapie bei Patienten, die zuvor Uber
mindestens ein Jahr behandelt worden waren, zu einem Anstieg der CH fihrte. [77] Es
wurden 35 Patienten mit einem primdren Offenwinkelglaukom untersucht, die mit einer
Monotherapie mit einem PGA lber mindestens ein Jahr behandelt und gut eingestellt waren.
Alle Patienten beendeten an einem Auge fiir sechs Wochen die PGA-Therapie und setzten sie
am anderen Auge unverdndert fort. Nach sechs Wochen wurde die Therapie an dem
pausierten Auge wieder fortgesetzt. Am kontralateralen Kontrollauge wurde die Therapie
nicht unterbrochen. Die Messungen der CCT, des IOD und der biomechanischen
Eigenschaften erfolgten zu Beginn der Untersuchungen, sechs Wochen nach unilateralem
Absetzen der Therapie, sowie nach weiteren sechs Wochen mit beidseitiger Therapie. Es
zeigte sich nach sechswdchiger Therapiepause ein signifikanter Anstieg der CH, des CRF, der
CCT und des 10D, der mit dem Goldmann-Applanationstonometer gemessen wurde. Diese
Veranderungen waren nach Fortsetzung der Therapie komplett reversibel. Die Kontrollaugen
zeigten keine Veranderungen. [77] Die Studien, die einen Anstieg der CH nach Therapie mit
einem PGA beschreiben, wurden an Patienten durchgefiihrt, die zuvor nicht mit einem PGA
behandelt worden waren [69, 70, 75], im Gegensatz zu den Patienten der Studie von Meda
et al., die alle vor Beginn der Studie mindestens ein Jahr mit einem PGA vorbehandelt waren
[77]. In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass es allein durch eine Senkung des |OD,
beispielsweise durch eine medikamentdse Therapie oder durch eine operative MaRnahme,
zu einem Anstieg der CH kommen kann [75, 78, 79]. Daher nahmen Meda et al. an, dass
friihere Studien, die einen Anstieg der CH bei Patienten beobachteten, bei denen wegen

eines primadren Offenwinkelglaukoms eine Therapie mit einem PGA begonnen worden war,
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einen Effekt beobachteten, der hauptsachlich ein Resultat der Reduktion des IOD war [77].
Deshalb war es das Ziel unserer Studie, den Effekt von PGAs auf humane Hornhaute bei
unterschiedlichen intraokularen Driicken zu untersuchen. In der Studie verwendeten wir ein
ex-vivo Glaukommodell, das wir in unserer Arbeitsgruppe erarbeitet haben. Es wurden
humane Spenderhornhaute, die zuvor lber 30 Tage mit einem PGA behandelt worden
waren, in ein kiinstliches Vorderkammermodell eingespannt. Wir konnten zeigen, dass es
durch die Behandlung mit einem PGA zu einem signifikanten Anstieg der CH um fast 25%
kommt, im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen (s. Abb. 15). Wir konnten zudem
zeigen, dass diese Verdnderung der CH mit dem vorhandenen Augeninnendruck
zusammenhangt. So zeigte sich, dass bei Druckwerten zwischen 10 und 20 mmHg in der
kiinstlichen Vorderkammer kein signifikanter Unterschied in der CH zwischen beiden
Gruppen gemessen werden konnte (s. Abb. 16).

Wir sahen jedoch einen signifikanten Unterschied in Bezug auf die CH als wir den Druck in
der kiinstlichen Vorderkammer auf Werte zwischen 20 und 40 mmHg erhdhten. Dabei zeigte
sich, dass die CH unter diesen Bedingungen von 11,6 mmHg auf 17,6 mmHg anstieg (s. Abb.
17). Diese Ergebnisse passen zu den klinisch detektierten Unterschieden in der Studie durch
Meda et al. Auch hier konnte gezeigt werden, dass allein eine Drucksteigerung bereits eine
Veranderung der CH bewirkt, wenn zuvor eine Behandlung mittels eines PGA stattgefunden
hatte. [77]

Unsere Daten zeigen insgesamt, dass keine signifikante Veranderung der CH allein aufgrund
einer Drucksteigerung zu sehen war (s. Abb. 18), die Verdnderung der CH bei mit PGA
behandelten Hornhduten jedoch bei hoherem Augeninnendruck vermehrt zum Tragen kam

(s. Abb. 17).

39



Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass PGAs einen Effekt auf die strukturelle Integritat der
Cornea haben, der besonders bei hohen intraokularen Druckwerten eine Rolle spielt.

Unsere Ergebnisse stehen daher mit den klinischen Ergebnissen von Meda et al. in Einklang,
die zeigten, dass bei Patienten nach Beendigung einer PGA-Therapie ein Anstieg der CH zu
beobachten war, wahrend gleichzeitig auch der IOD anstieg [77]. Die hier vorgestellten Daten
stitzen die Hypothese, dass PGAs einen Einfluss auf den 10D und auf die CH haben. Der
Effekt auf die CH ist jedoch stark vom 10D abhédngig und nimmt bei den mit PGA behandelten
Hornhauten ab, sobald der 10D sinkt.

Es gibt Untersuchungen die zeigen, dass es bei gesunden Augen eine positive Korrelation
zwischen der CH und der CCT gibt [34, 36, 73]. Beziiglich der Auswirkung von PGAs auf die
CCT gibt es unterschiedliche Ansichten: Zhong et al. zeigten, dass eine topische Therapie mit
PGAs assoziiert ist mit einer Abnahme der CCT [80]. Tsikripis et al. beobachteten einen
Anstieg der CCT unter der Therapie mit einem PGA [70]. In unserer Studie gab es zwischen
den beiden Gruppen keinen statistisch signifikanten Unterschied der CCT, so dass es nicht
notig war, die Messungen des 10D an die CCT anzupassen (s. Abb. 14).

Um weiter zu untersuchen, ob es trotz der Tatsache, dass sich die CCT nicht unterscheidet,
nach einer Therapie mit einem PGA strukturelle Verdnderungen in der Cornea gibt,
untersuchten wir die Expression und Anwesenheit von Faktoren, die (iblicherweise mit
cornealer Biomechanik assoziiert sind.

Die Biomechanik des okuldren Gewebes, einschlieRlich der Cornea, wird bestimmt durch
Interaktionen von Gewebebestandteilen mit unterschiedlichen biomechanischen
Eigenschaften [30]. Die biomechanischen Eigenschaften der Cornea werden, ebenso wie die

der Sklera, hauptsachlich durch Kollagen-Matrix-Wechselwirkungen gepragt [30]. Die Cornea
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ist ein viskoelastisches Gewebe, das aus elastischen Kollagenfasern und viskoser
Grundsubstanz besteht, die zusammen die EZM bilden [30, 33]. Kollagen |, lll, V und VI sind
insbesondere im Stroma exprimiert. Kollagen IV und VII sind in der epithelialen
Basalmembran und Kollagen IV und VIII in der endothelialen Basalmembran reichlich
exprimiert. [81-89]

Es konnte gezeigt werden, dass eine strukturelle Beziehung zwischen der Cornea und dem
Bindegewebe des Sehnervenkopfs besteht [54, 90] und es wurde eine Verbindung zwischen
dem biomechanischen Verhalten der Cornea und dem funktionellen Verhalten der Lamina
cribrosa angenommen [54]. Wells et al. konnten nachweisen, dass bei zunehmendem Druck
die Lamina cribrosa bei Glaukompatienten eine geringere Compliance aufweist im Vergleich
zu gesunden Augen und sie korrelierten diesen Zusammenhang mit der CH. Wenn die CH
groB war, konnte bei Druckerhéhung eine starke Verformbarkeit des Sehnervenkopfs
gemessen werden. [55] Bei einem Glaukom ist die CH erniedrigt, der Sehnervenkopf weniger
verformbar und somit die Lamina cribrosa fester [55]. Bochman et al. konnten zeigen, dass
die CH bei Glaukompatienten mit einer erworbenen Grubenbildung im Bereich des
Sehnervenkopfs signifikant niedriger war als bei denen ohne Grubenbildung [74]. Eine
vermehrte viskose Dampfung des Gewebes konnte moglicherweise positive Auswirkungen
auf glaukomatose Augen haben, da die erhohten Dampfungseigenschaften die Spannung
reduzieren, die durch den erhéhten Druck im Auge auf den Sehnervenkopf wirkt. Wenn eine
verminderte CH nicht durch eine generelle Ausdiinnung der cornealen Struktur verursacht
wird, wie wir in der ultraschallgestitzten Dickenmessung im Rahmen unserer Studie zeigen
konnten (s. Abb. 14), ist anzunehmen, dass moglicherweise andere strukturelle

Umbauprozesse des cornealen Gewebes ursachlich dafir sind.
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MMPs sind Enzyme, die fast alle Proteine der EZM abbauen. Sie spielen deshalb eine
wichtige Rolle im Umsatz der EZM und somit fiir die corneale Biomechanik. [30, 33, 39, 47] In
glaukomatésen Augen findet sich eine Akkumulation von EZM [56]. Ronkko et al. konnten
zeigen, dass es bei einem Glaukom zu einer Dysbalance zwischen der Expression von MMPs
und ihren Inhibitoren (TIMPs) kommt [44]. AuBerdem gibt es Untersuchungen, die zeigen,
dass es bei einem Glaukom zu einer verminderten Expression von MMPs kommt [49].
Moglicherweise kommt es daher zu einer Akkumulation der EZM und in Folge dessen zu
einer vermehrten Rigiditat des okuldaren Gewebes und so zu einer erhohten Verletzlichkeit
der neuronalen Strukturen bei Druckerhéhung.

MMP-3, auch bekannt als Stromelysin-1, und MMP-9 sind zwei Mitglieder dieser Gruppe von
Enzymen [39, 47]. MMP-3 baut Kollagen Typ II, Ill, IV, IX und X ab sowie Proteoglykane,
Gelatin, Fibronectin, Laminin und Elastin [39, 40, 44, 47, 91]. MMP-9, auch bekannt als 92
kDa Typ IV Kollagenase, 92 kDa Gelatinase oder Gelatinase B (GELB) baut Kollagen Typ |, IlI,
IV, V, VII, X und XIV ab sowie Gelatin, Laminin, Fibronectin und Elastin [39, 41, 47, 92-98].

In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass es nach der Behandlung mit einem PGA
zu einer signifikanten Erhohung der Expression von MMP-3 und MMP-9 in den
Spenderhornhduten kam, verglichen mit den unbehandelten Kontrollen (s. Abb. 19, 20 und
21). Sowohl die qualitativen immunhistochemischen Experimente, die zeigten, dass die
Proteinexpression von MMP-3 (s. Abb. 19) und MMP-9 (s. Abb. 20) bei den mit einem PGA
vorbehandelten Hornhduten erhoht war, als auch die Ergebnisse der quantitativen mRNA-
Messungen, die wir nach Prdparation der Hornhdute und Durchfiihrung einer RT-PCR
erzielten, stiitzen diese Erkenntnisse. In diesen Messungen konnten wir eine starke Induktion

der Expression von MMP-3 und MMP-9 bei den mit PGA behandelten Hornhauten erfassen,
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verglichen mit den unbehandelten Kontrollen (s. Abb. 21). Die erhohte MMP-Expression,
verursacht durch die Behandlung mit einem PGA, kdnnte also einen starkeren Abbau der
EZM induzieren und somit einen Anstieg der CH bewirken. Diese Theorie wird auch durch die
Ergebnisse von Weinreb et al. gestiitzt, die zeigen konnten, dass eine Therapie mittels PGAs
auch zu einer Reduktion der EZM im Kammerwinkel fihrt [66]. Weinreb et al. konnten
dariiber hinaus nachweisen, dass die topische Anwendung eines PGA zu einer vermehrten
Expression von MMPs in den Muskelzellen des Ziliarkoérpers fihrt [59]. Diese Beobachtung
stitzt die Hypothese, dass eine vermehrte Expression von MMPs in den Muskelzellen des
Ziliarkorpers nach Anwendung eines PGA bei der Erhéhung des uveoskleralen Abflusses eine
Rolle spielt [59]. Es konnte auch gezeigt werden, dass PGAs die MMP-Gentranskription in der
Sklera erhohen [60]. Ito et al. fanden, dass PGAs das Gleichgewicht zwischen MMPs und
TIMPs beeinflussen und so den Abbau der EZM im okuldren Gewebe stimulieren [58].

Es konnte so mehrfach nachgewiesen werden, dass es nach Applikation eines PGA zu
Remodelingprozessen in der EZM und zu einem vermehrten Abbau der EZM kommt [58-60,
66]. Geht man von einem strukturellen und funktionellen Zusammenhang zwischen Cornea,
Sklera und Lamina cribrosa aus [54, 55, 90], kommt es in allen Teilen des okuldren Gewebes
zu diesen strukturellen Veranderungen. Moglicherweise kommt es durch den vermehrten
Abbau der EZM zu Veranderungen der okularen Biomechanik, die durch die Kollagen-Matrix-
Wechselwirkungen bestimmt wird. Somit ist anzunehmen, dass die Erhohung der CH, die
man nach der Anwendung eines PGA messen kann, ein Zeichen fir die Verbesserung der
viskdsen Dampfung des okuldren Gewebes ist. Durch eine Erhohung der dampfenden
Eigenschaften, auch im Bereich der Lamina cribrosa, werden maoglicherweise die

Nervenfasern des Sehnervs vor Druckschdaden geschitzt. Durch die klinischen Ergebnisse
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lasst sich letztlich nicht sagen, ob die veranderte CH durch die Langzeittherapie mit einem
PGA bei gleichen Druckwerten zu einer verlangsamten Progression von glaukomatdsen
Schaden flihren kann. Legt man die Ergebnisse unserer Studie zu Grunde, die zeigen, dass die
Erhéhung der viskdsen Dampfung unter PGA-Therapie bei hohen intraokularen Druckwerten
verstarkt zum Tragen kommt, konnte es sein, dass der Sehnerv unter PGA-Therapie durch die
verbesserte Dampfung, insbesondere bei intraokularen Druckspitzen, geschiitzt wird.

Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse besteht eine Reihe von Faktoren, die die
Ergebnisse dieser Studie limitieren. Diese beinhaltet, dass die prasentierten Daten von einem
experimentellen Ansatz abgeleitet wurden und die Zahl der untersuchten Hornhaute relativ
niedrig ist. Deshalb bedarf es weiterer experimenteller und klinischer Studien, um den Effekt
auf MMPs und weitere Faktoren, die stark mit den biomechanischen Eigenschaften der
Cornea assoziiert sind, zu beurteilen und um so unsere experimentellen Ergebnisse zu
belegen.

Unsere Ergebnisse sind, soweit wir wissen, die ersten, die zeigen, dass der Anstieg der CH bei
mit PGA behandelten Hornhduten abhdngig ist vom |IOD und nicht andersherum. Wir
konnten auch beobachten, dass mit PGA behandelte Hornhdute ex vivo eine direkte
Hochregulation der MMP-Expression, also von wichtigen Regulatoren der biomechanischen
Eigenschaften, zeigen. Diese Ergebnisse, zusammen mit der Tatsache, dass es fiir andere
Substanzklassen aus der antiglaukomatdosen Therapie nur wenige Daten beziglich einer
Beeinflussung der CH gibt, was wir erwarten wiirden, wenn die Reduktion des IOD selbst die
CH veradndern wiirde, ldsst uns vermuten, dass Augentropfen mit PGAs tatsachlich einen
direkten Effekt auf eine Erhohung der CH ausiben. Dieser Effekt, dem im Rahmen eines

Glaukoms positive Eigenschaften nachgesagt werden, wird bei erh6htem 10D noch verstarkt.
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6 Zusammenfassung

Das Glaukom ist eine der Hauptursachen fiir Erblindung und Sehminderung weltweit. Da
Inzidenz und Pravalenz durch die veranderte Demographie in den nachsten Jahren zunehmen
werden, gewinnen Diagnostik und Therapie der Erkrankung zunehmend an Bedeutung. Die
Erkrankung ist charakterisiert durch den Verlust von retinalen Ganglienzellen, eine
Exkavation des Sehnervenkopfs und die daraus resultierenden Gesichtsfelddefekte. Der
Hauptrisikofaktor fiir Entstehung und Progression dieser chronischen Neuropathie des
Sehnervs ist ein erhohter intraokularer Druck. Ursachlich ist ein verminderter
Kammerwasserabfluss bedingt durch strukturelle Verdnderungen im Trabekelmaschenwerk,
die den Kammerwasserabflusswiderstand erhéhen. Das Glaukom ist eine hdufige Ursache fiir
Erblindung im erwerbsfahigen Alter. Das Tickische an der Erkrankung ist, dass die
Verdanderungen von den Patienten erst sehr spat wahrgenommen werden. Die Therapie
stitzt sich auf medikamentdse und operative Ansdtze. Bei der medikamentdsen Therapie
zahlen neben Beta-Blockern auch Prostaglandinanaloga zu den First-Line-Medikamenten.
Letzteren wird neben der drucksenkenden Wirkung durch die Erh6hung des uveoskleralen
Abflusses, auch ein Effekt Gber die Erhohung der cornealen Hysterese zugesprochen. In der
vorliegenden Arbeit konnte in einem neuartigen ex-vivo-Modell unter Verwendung von
humanen Hornhaduten gezeigt werden, dass mit Prostaglandinanaloga ein positiver Effekt auf
die corneale Hysterese durch Regulation von Matrixmetalloproteinasen erreicht werden
kann. Jedoch zeigt sich dieser Effekt vornehmlich bei hohen intraokularen Druckwerten, so
dass weitere klinische Studien notig sein werden, um den tatsadchlichen Effekt der durch

Prostaglandinanaloga gesteigerten cornealen Hysterese bei statistisch normwertigen

45



intraokularen Druckwerten im Rahmen einer Glaukomerkrankung zu untersuchen.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

cCcT
CH
CRF
EZM
HDC
IoD
IOP

[0]:0%

I0P¢

MMP

ORA

PBS

PGA

RNA

mRNA

rRNA

RT-PCR

SD

SEM

TIMP

central corneal thickness (zentrale Hornhautdicke)
corneale Hysterese

cornealer Resistenzfaktor (Widerstandsfaktor)
extrazelluldare Matrix

humane Spenderhornhaut

intraokularer Druck

intraocular pressure

corneal compensated intraocular pressure (corneal korrigierter intraokularer
Druck)

Goldmann-korrelierter intraokularer Druck
Matrixmetalloproteinase

Ocular Response Analyzer

phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlésung)
Prostaglandinanalogon

Ribonukleinsdure

messenger RNA

ribosomale RNA

Realtime-PCR (Polymerase-Kettenreaktion in Echtzeit)
Standardabweichung

Standardfehler

tissue inhibitor of metalloproteinases
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10 Anhang

10.1 Veroffentlichung

Die Ergebnisse dieser Studie wurden bei dem 109. Kongress der Deutschen
Ophthalmologischen Gesellschaft (DOG) 2011 in Berlin im Rahmen einer Posterprasentation

vorgestellt.

Bei der Jahrestagung der Vereinigung Bayerischer Augenarzte (BayOG) 2012 in Regensburg

wurden die Ergebnisse in Form eines Vortrags prasentiert.
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