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~Wir sehen die Objecte der Aussenwelt durch Vermittlung des Lichts, welches von ihnen her
in unser Auge fallt. Dies Licht trifft die Netzhaut, einen empfindungsféhigen Theil unseres
Nervensystems, und regt in ihr Empfindung an. Die Empfindungen, durch den Sehnerven
dem Gehirne zugeleitet, werden die Veranlassung, dass unser Bewusstsein die Vorstellung
von gewissen im Raum vertheilten Gegenstéanden fasst.”

(Hermann von Helmholtz, Handbuch der physiologischen Optik, 1867)



Vorwort

In dieser Arbeit werden die Mdglichkeiten zur Bestimmung von biomechanischen
Eigenschaften der Hornhaut erdrtert. Das Thema ergab sich aus einem Gemeinschaftsprojekt
mit dem akademischen Kooperationspartner ,Narayana Nethralaya Foundation* aus
Bangalore, Indien und dem Industriepartner ,Oculus” aus Wetzlar, Deutschland. Geflihrt wurde
das Projekt unter der Schirmherrschaft des ,Deutsch-Indischen Wissenschafts- und
Technologiezentrums® deren Projekttrager das Deutsche Zentrum fir Luft- und Raumfahrt e.V.
(DLR), Bonn, Deutschland ist. Die Firma Oculus hat ein neuartiges Tonometrie-Gerét (Corvis
ST) entwickelt, mit dem es mdglich ist, den Deformationsprozess der Hornhaut, der durch
einen Luftimpuls induziert wird, mittels einer Ultra-High-Speed Kamera aufzunehmen. Aus
diesen Aufnahmen lassen sich verschiedene Parameter ableiten, um die Biomechanik der

Hornhaut zu beschreiben.

Seit Ende der 90er Jahre ist die Augenklinik des Universitatsklinikums Carl Gustav Carus
Dresden ein international renommierter Forschungsstandort im Bereich der kornealen
Biomechanik. Dies ist besonders auf die Entwicklung der Hornhautvernetzung bei
progressiven Keratokonus durch Herrn Prof. Dr. Theo Seiler und Prof. Dr. Eberhard Sporl
zuruickzufuhren. Damals waren die Entwicklungsphasen vor allem durch ex vivo Spannungs-
Dehnungsmessungen anhand von Hornhautproben gepragt. (Spoerl, Huhle & Seiler, 1998;
Spoerl & Seiler, 1999) Es konnte gezeigt werden, dass die Hornhautvernetzung eine Zunahme
der Hornhautsteifigkeit erzeugt und in der Folge zu einer Stabilisierung des Befundes fuhrt.
Jedoch blieb der in vivo Nachweis bisher aus. Im Rahmen dieser Arbeit wird dieser Aspekt

ebenfalls aufgegriffen und mittels experimentellen und klinischen Daten untermauert.

Seit Beginn des Projektes bin ich als wissenschaftlicher Mitarbeiter in der Augenklinik tatig und
befasse mich seitdem intensiv mit der kornealen Biomechanik. Die Erkenntnisse aus der
Forschung lieRen sich unmittelbar in der klinischen Praxis anwenden, besonders in unserer
Spezialsprechstunde fir Keratokonus-Patienten unter Leitung von Herrn Prof. Dr. Frederik
Raiskup. Parallel dazu ergaben sich weitere Aspekte der Bestimmung der Biomechanik
anderer Augenerkrankungen, wie z. B. das Glaukom, die in dieser Arbeit theoretisch erértert
werden, jedoch nicht mit klinischen Daten belegt werden. Ein Verweis auf eine gemeinsame
Publikation mit Frau PD Dr. Karin R. Pillunat und Klinikdirektor Herrn Prof. Dr. Lutz E. Pillunat
erfolgt in Anlage 4. Dariiber hinaus wurden bereits einige Teile dieser Arbeit in internationalen
und nationalen Fachzeitschriften vergdffentlicht. Diese sind ebenfalls in Anlage 4 aufgelistet und

nach der Eigenstandigkeit bewertet wurden.
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Einleitung

1 Einleitung

Die Biomechanik ist die Beschreibung von mechanischen Eigenschaften biologischer
Gewebe. Dabei wird die Interaktion von Festkopern oder Flissigkeiten mit internen sowie
externen Kraften beschrieben. Kenntnisse tber die Biomechanik spielen beispielsweise bei
Herz- oder orthopadischen Implantaten eine wesentliche Rolle. Auch in der Augenheilkunde
gewinnen Kenntnisse Uber biomechanische Eigenschaften einzelner Komponenten immer

mehr an Bedeutung, um Erkrankungsverlaufe oder Therapien bewerten zu kénnen.

Die biomechanischen Eigenschaften der Hornhaut lassen sich besonders gut ermitteln, da sie
Jirei zuganglich” ist. Aus diesem Grund existieren bereits zwei kommerzielle Gerate der Firma
Reichert (Ocular Response Analyzer, Reichert Technologie, Buffalo, NY, USA) sowie der
Firma Oculus (Corvis ST, Oculus, Wetzlar, Deutschland) mit denen diese Eigenschaften
messbar sind. Nach aktuellem Stand werden diese Informationen zu diagnostischen Zwecken

bei Glaukom, Keratokonus und in der refraktiven Chirurgie eingesetzt.

Insbesondere in der refraktiven Chirurgie ist die friihzeitige Erkennung von pathologischen
Veranderungen der Hornhaut besonders wichtig, denn Fallberichte und Studien haben
gezeigt, dass laserchirurgische Eingriffe an der Hornhaut zu postoperativen Ektasien flihren
konnen, die das Sehen maligeblich verschlechtern. Aus diesem Grund ist eine genaue
Diagnostik im Vorfeld eines solchen Eingriffes enorm wichtig. Viele der diagnostischen
Messgerate spiegeln jedoch nur den geometrischen, statischen Zustand der Hornhaut wider.
Deshalb kénnen Kenntnisse tUber das dynamische Verhalten der Hornhaut gegenuber einer

einwirkenden Kraft (Luftimpuls) zusatzliche Informationen zur Diagnostik liefern.

Es ist davon auszugehen, dass pathologische Verdnderungen der Hornhaut zuerst in den
Mikrostrukturen (Kollagenlamellen) der Hornhaut stattfinden, spater makroskopische
Verédnderungen (Biomechanik) erzeugen und erst danach in statischen Messerverfahren
sichtbar werden. Die Kenntnisse Uber die Biomechanik lassen demnach Ruckschlisse auf die

mikroskopischen Verdnderungen zu.

Im Folgenden werden Grundlagen tber die Hornhaut des Auges, der Biomechanik und deren
Zusammenhang erortert. Aus diesen theoretischen Aspekten erfolgten anschlie3end
experimentelle und klinische Untersuchungen, die den praktischen Einsatz der Quantifizierung

der kornealen Biomechanik beschreibt.
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2 Wissenschaftlicher Hintergrund

2.1 Das Auge

.D0as Auge macht das Bild, nicht die Kamera“ ist ein bekanntes Zitat der Fotografin Giséle
Freund (1908 - 2000). Dennoch lasst sich die Funktionsweise des Auges vereinfacht mit der
einer Kamera vergleichen. Damit die AuRenwelt als solche wahrgenommen und im Gehirn
weiterverarbeitet werden kann, missen Lichtreize an optischen Elementen, wie der Hornhaut
(Kornea) und der Augenlinse, auf die Netzhaut (Retina) abgebildet werden. AnschlielRend
wandelt die Netzhaut Lichtimpulse in sensorische Reize um, die dann Gber den Nervus opticus
in den visuellen Kortex weitergeleitet werden. (Schwartz, 2009) Die Abbildung 1 zeigt die
morphologische  Struktur des Auges, aufgenommen mit moderner optischer
Koharenztomografie (OCT). Zum Vorderabschnitt des Auges gehoren: Hornhaut (1), Linse (2),
Iris (3), Vorderkammer (4). Die Hornhaut geht in die Sklera (5) uber (Ubergangsbereich als
Limbus bezeichnet), die dann bis zum hinteren Augenpol reicht. Beide bestimmen malf3geblich
die Kugelform des Auges. Hinter der Vorderkammer und der Augenlinse ist das Auge im
Inneren mit einer gelartigen Masse geflllt (Glaskorper, 6). In der Innenwand der Sklera liegen
Aderhaut (7) und Netzhaut (8). Die Nervenfasern der Netzhaut verlassen das Auge durch den
Sehnervenkopf (9) und werden tber Sehbahnen hin zum Chiasma opticum und letztlich zum

Corpus geniculatum laterale im Gehirn geleitet.

Abbildung 1 Das Auge. (1) Hornhaut, (2) Linse, (3) Iris, (4) Vorderkammer, (5) Sklera, (6) Glaskérper,
(7) Aderhaut, (8) Netzhaut, (9) Sehnervenkopf. Aufgenommen mit ANTERION und Spectralis
(Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland). Eigene Aufnahme des Autors.
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2.2 Kornea — die Hornhaut des menschlichen Auges

Die optische Brechkraft des Auges betrdgt bei einem Normalsichtigen ca. 60 dpt im nicht
akkommodierten Zustand. Davon Ubernimmt die Hornhaut etwa zwei Drittel der gesamten
Brechkraft, rund 45 dpt. (Ruberti, Sinha Roy & Roberts, 2011) Die besondere Struktur und das
avaskulare Gewebe sorgen fur die Transparenz und refraktive Fahigkeit der Hornhaut.
Weiterhin fungiert die Hornhaut als strukturelle und infektiose Schutzbarriere fur das Auge. Im
Mittel hat die Hornhaut einen Durchmesser von 11,5 mm bis 12 mm und eine Dicke von
ungefahr 550 pm im Zentrum, die zur Peripherie zunimmt. (DelMonte & Kim, 2011) Der mittlere
Radius der Vorder- und Riuckflache betragt 7,7 mm und 6,8 mm (Haigis, 2010), was einem
Keratometriewert (K-Wert) von 43,8 dpt und -5,9 dpt entspricht. Folgende Formeln dienen zur

Umrechnung von Radien in K-Werte:

Kvorderfiache [dpt] = (n‘ - 1)/RVorderfIache

Krickfiache [dpt] = (1,336 — 1,376)/Rruckiiache
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Die Hornhaut selbst setzt sich aus funf verschiedenen Schichten zusammen, dem Epithel, der
Bowman Membran, dem Stroma, der Descemet Membran sowie dem Endothel (Abbildung 3).
(Werkmeister, Sapeta, Schmidl et al., 2017)

Abbildung 2 Morphologische Aufnahme des Hornhautquerschnitts mittels optischer Koharenztomografie
(OCT, Spectralis, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland). TF, Tranenfilm; EP, Epithel; BM,

Bowman Membran; ST, Stroma; DM, Descemet Membran, ED, Endothel. Eigene Aufnahme des Autors.
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a) Epithel und Tréanenfilm

Das Epithel (Abbildung 2, Abbildung 3), die &ulRerste Schicht der Hornhaut, stellt eine Barriere
gegen externe Faktoren dar und ist ein wichtiges Verbindungselement zur Muzinschicht des
Tranenfilms. (DelMonte & Kim, 2011) Die Oberflache des Epithels ist uneben und wird vom
dariber liegenden Tranenfilm geglattet, sodass eine optisch wirksame Flache entsteht. (Adler
& Hart, 1992; DelMonte & Kim, 2011) Das Epithels setzt sich aus oberflachlichen Zellen,
Flugel- und Baselzellen zusammen (vier bis sechs Schichten), deren Dicke insgesamt ca. 50
pm betrégt. (Adler & Hart, 1992; DelMonte & Kim, 2011) Die Zellregeneration beginnt in den
Stammzellen des Limbus im Bereich der Vogt'schen Palisaden. Als Basalzellen
(Basalmembran, einlagige Schicht) migrieren diese in das Zentrum des Epithels und stellen
die Grundlage fur die Bildung der Fligel- sowie Oberflachenzellen dar. (DelMonte & Kim, 2011)
Der Regenerationsprozess kommt nach etwa sieben bis zehn Tagen zu seinem Abschluss.
(DelMonte & Kim, 2011)

b) Bowman Membran

Die Bowman Membran wird als nicht zellulare Membran beschrieben und als oberflachliche
Schicht des Hornhautstromas angesehen. (Adler & Hart, 1992) Wird die Schicht zerstort, kann
sie sich nicht mehr regenerieren, wodurch es zu Tribungen kommen kann. (DelMonte & Kim,
2011)

C) Stroma

Siehe Abschnitt 2.2.1

d) Descemet Membran

Die Descemet Membran ist ein Absonderungsprodukt des Endothels und hat bereits im

embryonalen Status eine Dicke von 3 pm. Im Verlauf des Lebens verdickt sie sich zunehmend
auf ca. 10 um. (Adler & Hart, 1992; DelMonte & Kim, 2011)
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e) Endothel

Das Endothel (Abbildung 3) ist eine einlagige Zellschicht, die aus regelmaRig angeordneten
polygonalen Zellen besteht und die Hornhaut zur Vorderkammer des Auges abgrenzt. (Adler
& Hart, 1992) Junge Menschen weisen eine Zelldichte von 3000 bis 4000 Zellen/mm? auf, die
sich mit zunehmenden Alter um 2 % pro Jahr reduziert. (Adler & Hart, 1992; DelMonte & Kim,
2011) Das Endothel ist fir den Metabolismus der Hornhaut verantwortlich, in dem es
Flussigkeit aus dem Stroma heraus (hypoosmotisch) und wieder hinein (hypertonisch)
transportiert. Solange die Endothelzellen intakt sind, kann von einem konstanten

Flussigkeitsgehalt der Hornhaut von 78 % ausgegangen werden. (DelMonte & Kim, 2011)
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Abbildung 3 Zellstrukturen einer gesunden Hornhaut. Aufgenommen mittels Konfokal-Mikroskopie (HRT
l1l, Rostock Cornea Modul, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland): Fligelzellen des Epithels
(oben links), Nervus plexus (oben rechts), posteriores Stroma mit hoch reflektierenden Keratozyten
(unten links), Endothel (unten rechts). Eigene Aufnahme des Autors.
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2.2.1 Struktur und Eigenschaften des Hornhautstromas

Das Stroma stellt mit 90 % den Hauptteil des Hornhautgewebes dar und tbernimmt damit auch
die Haupttragekraft. (Ambrosio, 2016) Sie ist das einzige Gewebe, das sowohl eine
aufergewohnliche Form besitzt, zugleich einer gewissen Stabilitat unterliegt und ein hohes
Mal3 an optischer Transparenz aufweist. (Meek & Knupp, 2015; Roberts, Dupps & Downs,
2018) Die gesamte Hornhaut unterliegt einer inneren Spannung durch den Augeninnendruck
(IOD) und externen Spannungen durch die Augenlider, extra-okulare Muskeln und

Einwirkungen durch Augenreiben.

Mechanische Stabilitdt gegenuber den genannten &uf3eren Einflissen und die optische
Transparenz werden malf3geblich durch die Fibrillen des Hornhautgewebes erreicht. In
Abbildung 4 ist die Struktur schematisch darstellt. Der obere Teil der Abbildung zeigt das
spiralférmige Triple-Helix Molekdl, dessen GroRe 285 nm x 1,5 nm betragt. Funf dieser
geradlinig angeordneten Molekile ergeben eine Gibergeordnete Micro-Fibrille mit einer GroRRe
von ca. 4 nm. Zwischen den Molekilen existieren vereinzelte enzymatische Querverbindungen
(Abbildung 4, schwarze, vertikale Striche). Die nachst Ubergeordnete Struktur stellt die Fibrille
mit einer GroRe von 31 - 34 nm dar, in der sich die Micro-Fibrillen wie ein Seil ineinander
verwickeln. Dadurch wird eine hohe mechanische Stéarke der Struktur erzielt. Der Durchmesser
der einzelnen Fibrillen und deren Abstande zueinander sind im zentralen Bereich der Hornhaut
sowie in der Tiefe des Stromas konstant. Zum Limbus hin nehmen Durchmesser und Abstand
zwischen den Fibrillen zu, die mit einer erhbhten Hornhautdicke im limbalen Bereich und
unterschiedlichen biomechanischen Eigenschaften zwischen zentraler und peripherer

Hornhaut gekoppelt sind. (Roberts et al., 2018)
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Abbildung 4 Struktureller Aufbau der Hornhautlamellen, bestehend aus Fibrillen, deren Mikro-Fibrillen

sich aus Molekulen zusammensetzen. (Roberts et al., 2018). Mit freundlicher Genehmigung von Kugler
Publications.

Die ubergeordnete Struktur der Kollagen-Fibrillen bilden die Lamellen. Diese verlaufen parallel
zur Oberflache und liegen gestapelt aufeinander. Die Kollagen-Fibrillen sind dabei in eine
viskdse Matrix eingebettet, die vorrangig aus Proteoglykanen (PG), Glykosaminoglykanen
(GAG) sowie Keratozyten besteht. (Ambrosio, 2016) Im anterioren Stroma ist die horizontale
und vertikale Verflechtung des Kollagens dichter angesiedelt als im posterioren Bereich. Damit
ist auch die Steifigkeit im anterioren Stroma hoher als posterior In Abbildung 5 ist die
Orientierung des Kollagens schematisch dargestellt.

Abbildung 5 Die Orientierung des Kollagens tber den gesamten Hornhautbereich (Roberts et al., 2018).
Mit freundlicher Genehmigung von Kugler Publications.
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Basierend auf Messungen mit Réntgenstrahlenbeugung konnte die Verteilung des Kollagens
der Hornhaut bis zur Sklera Giber den Limbus aufgeldst werden. Die Untersuchungen haben
gezeigt, dass im Bereich der Pupille die Lamellen hauptséchlich in vertikaler (inferior —
superior) und horizontaler (nasal — temporal) Richtung orientiert sind. Des Weiteren verlaufen
Lamellen aus der Peripherie zum néchst liegendem Meridian, z. B. inferior nach nasal
(Abbildung 6). (Aghamohammadzadeh, Newton & Meek, 2004) Dadurch kommt es zur
Verstarkung in der Peripherie. Die Kollagen-Fibrillen vereinen sich dann mit den zentralen

Fibrillen und verschmelzen mit der Sklera im Limbus. (Ambrosio, 2016)

Abbildung 6 Vereinfachte Darstellung der angenommenen Orientierung der Lamellen des posterioren

Stromas (Aghamohammadzadeh et al., 2004). Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Meek.

Zwischen den Kollagen-Lamellen sind stromale Zellen in die Struktur eingebettet, die
sogenannten Keratozyten. Unter normalen Bedingungen befinden sich die Zellen in einem
ruhigen Zustand und sondern Komponenten fiir die extrazellulare Matrix (EZM) sowie fir das
Kollagen ab. (Torricelli & Wilson, 2014) Aktive Keratozyten lassen sich mittels konfokaler
Mikroskopie in vivo als hoch reflektierende Zellen darstellen (Abbildung 3, unten links).
(Kymionis, Diakonis, Shehadeh et al., 2015) Die EZM ist als Grundsubstanz zwischen den
Lamellen anzusehen, deren Hauptbestandteile PGs, GAGs, Wasser und anorganische Salze
sind. (Torricelli & Wilson, 2014) Sie wird bendtigt, um die korneale Struktur zu entwickeln und
aufrecht zu erhalten. (Roberts et al., 2018) Die Interaktion zwischen Zellen und Matrix
innerhalb des Stromas hat einen entscheidenden Faktor u. a. bei Wundheilungsprozessen der
Hornhaut oder refraktiv-chirurgischen Eingriffen, z. B. LASIK, PRK. (Roberts et al., 2018)
Infolgedessen werden die Keratozyten im Stroma durch Wachstumsfaktoren und Zytokine
aktiviert und transformieren sich zu einem fibroblastischen Zelltyp. Diese migrieren dann zur

Wunde und stellen die Zusammensetzung der EZM wieder her. (Roberts et al., 2018)
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Aufgrund dieser komplexen Struktur hat das Stroma den starksten Einfluss auf das
biomechanische Verhalten der Hornhaut, wahrend das Epithel und Endothel nur einen
untergeordneten Einfluss auf das biomechanische Verhalten haben. (Ma, Wang, Wei et al.,
2018) Jedoch ist das Stroma wiederum stark abh&ngig von den anderen Schichten, wie z. B.
der Pumpfunktion des Endothels zur Aufrechterhaltung des Hydratationszustandes und damit
der Klarheit des Gewebes. (Ambrosio, 2016) Die osmotischen Druckzustédnde zwischen
Stroma und Vorderkammer des Auges sind wichtige Einflussfaktoren fur die Viskoelastizitéat
der Hornhaut. Die Zusammensetzung der Kollagenfibrillen, die Organisation und Interaktion
zwischen den Fibrillen sowie die viskdse Matrix der PG und GAG bestimmen die heterogene,
nicht lineare elastische, anisotrope und viskoelastische mechanische Eigenschaften der
Hornhaut. (Ambrosio, 2016)

2.2.2 Zelluldre Abnormitaten der Hornhaut bei Keratektasien

Als korneale Ektasie bezeichnet man eine pathologische Vorwdlbung der Hornhaut, die dem
Verlust von biomechanischen und strukturellen Zusammenhalt des Gewebes geschuldet ist.
(Alio, 2017; Ma et al., 2018) Die haufigste Ektasie ist der Keratokonus, der in Abschnitt 2.3
naher beschrieben wird. Im Folgenden sollen die Verdnderungen auf zellularer Ebene bei

Ektasien erlautert werden.

Das Epithel und die Bowman Membran haben zwar keinen wesentlichen Anteil an der
Biomechanik der Hornhaut, jedoch zeigen diese charakteristische Eigenschaften bei Vorliegen
eines Keratokonus. Die Zellstruktur des Epithels ist in der Peripherie normal. (Alié, 2017) Im
Bereich des Apex weisen die Zellen eine vergréRerte Flache sowie eine irregulére Anordnung
auf, wodurch eine Abnahme der Zelldichte festzustellen ist. (Khaled, Helwa, Drewry et al.,
2017)

Durch den Einsatz neuster Techniken, z. B. hochauflésendes OCT, konnte gezeigt werden,
dass beim Keratokonus die Epitheldicke zum Apex hin geringer wird. (Rocha, Perez-Straziota,
Stulting et al., 2013) Weiterhin beobachteten Rocha et al., dass bei ektatischen Hornhauten in
den Bereichen eine Epithelverdickung vorlag, in denen das Stroma verdiinnt war. Die Autoren
beschreiben, dass das Epithel raumfillend agiert und Irregularitdten des Stromas mit
Epithelzellen ausflillt. In Bereichen, in denen die stromale Krimmung steil ist, weist das Epithel
eine verringerte Dicke auf, wahrend das Epithel in flacheren Bereichen des Stromas dicker zu
sein scheint. Damit ist die Dickenverteilung des Epithels funktionell bedingt und fur die
klinische Anwendung unvorhersehbar. Aufgrund dessen sollte die Epitheldicke direkt

gemessen werden, sofern es Klinisch relevant ist. (Rocha et al., 2013)
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Untersuchungen der Bowman Membran beim Keratokonus haben gezeigt, dass die Membran
Defekte aufweist und es zum Kontakt zwischen Stroma und Epithel kommt. (Alio, 2017) Diese
Risse werden von den Epithelzellen aufgefiillt und es entsteht eine geglattete Oberflache, die

mit einer hoheren Epitheldicke assoziiert ist. (Sykakis, Carley, Irion et al., 2012)

Dem Stroma, das bekanntermalen den Hauptteil der Hornhaut ausmacht, kommt eine
wichtige Rolle fur die Stabilitdt und Formerhaltung des Gewebes zu. Bisher ist nicht zweifelsfrei
geklart, welche strukturellen Verénderungen im Stroma vor sich gehen, die dann zu einer
klinischen Ektasie fihren. Es wird davon ausgegangen, dass die Ausdinnung des Stromas im
Bereich des Konus mit der Reduktion der Lamellen assoziiert ist und nicht mit dessen
Kompression. Der Abbau wird durch unspezifische Enzyme initiiert, die vom defekten Epithel
freigegeben werden. (Roberts et al., 2018) Hayes und Mitarbeiter zeigten anhand von
Untersuchungen mittels Rontgenstrahlbeugung, dass ein Verlust von Gewebe und
Anderungen in der Orientierung bzw. Verteilung der Kollagen-Fibrillen beim Keratokonus
vorlagen, entsprechend der dazugehdrigen Hornhauttopografie und -dicke. Diese
Mechanismen unterstiitzen die klinischen Beobachtungen der Gewebeausdiinnung, die
ebenfalls mit einem Gleiten der Lamellen und Fibrillen, einer irreguldren Anordnung der PGs
sowie einer geringeren Verflechtung der Lamellen einhergehen. (Hayes, Boote, Tuft et al.,
2007)

Des Weiteren sind beim Keratokonus die Keratozyten morphologisch ver&ndert und deren
Anzahl durch Apoptose reduziert. Dabei zeigt sich eine starkere Reduktion im anterioren
Stroma im Vergleich zum posterioren Stroma. Daraus lasst sich die Annahme ableiten, dass
der Keratokonus einer Erkrankung des vorderen Stromas ist. In histo-chemischen Analysen
konnte gezeigt werden, dass statt der Keratozyten andere Zellen im Stroma vorliegen, die
wiederum Zellprozesse durch die Bowman Membran hinweg zum Epithel senden, wodurch ein

Zusammenbruch des kornealen Gewebes verursacht wird. (Alié, 2017)

Auch die Descemet Membran unterliegt den pathologischen Anderungen, da ein Auftreten von
Briichen und Falten in der Membran beim Keratokonus beschrieben ist. Dessen Ursprung liegt
entweder in Verdnderungen der Matrix oder kann durch externe Faktoren wie Augenreiben
und UV-Strahlung hervorgerufen werden. (Alio, 2017) Das Endothel hingegen scheint keine
pathologischen Verdnderungen aufzuweisen, jedoch kénnen Briiche in der dartiber liegenden

Descemet Membran zu einem Zellverlust fihren. (Ali6, 2017)
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2.2.3 Strukturelle Veranderungen der Hornhaut bei okularen und systemischen
Erkrankungen

a) Glaukom

Das Glaukom ist eine multifaktorielle chronische Erkrankung, bei der es zu fortschreitendem
Verlust von retinalen Axonen im Bereich des Sehnervenkopfes und deren Ganglienzellen im
Bereich der Netzhaut kommt. In der Folge entstehen Gesichtsfeldausfalle, die im Endstadium
zur Blindheit fuhren konnen. Diese Defekte sind fiur den Patienten zunéchst nicht
wahrnehmbar, wodurch es haufig zu einer spéten Diagnose bzw. Behandlung kommt. Einige
Risikofaktoren fiir die Erkrankung sind Ethnizitat, hoheres Alter, ein erhdhter 10D und
verschiedene vaskuldre Parameter. Die Kenntnis der kornealen Biomechanik spielt eine
wichtige Rolle bei der korrekten Bestimmung des 10D bei Glaukom-Patienten. Dartiber hinaus
haben sich in den letzten Jahren durch die Charakterisierung der kornealen Biomechanik
mittels Luftimplus Tonometrie einige weitere Risikofaktoren fir die Entstehung bzw.

Progression des Glaukoms herauskristallisiert. (Ambrosio, 2016)

Es wird angenommen, dass sich die Biomechanik des hinteren Augenpols (Sehnervenkopf
und Lamina cribrosa) in den biomechanischen Eigenschaften der Hornhaut widerspiegelt.
(Ambrosio, 2016) Der Sehnervenkopf (ONH) umfasst den Sehnerv an der Austrittstelle der
retinalen Nervenfasern aus dem Augapfel, das Gewebe innerhalb des Skleralkanals (Lamina
cribrosa) und das unmittelbar benachbarte Gewebe, bestehend aus peripapillarer Sklera und
Ubergang zur Dura mater (Abbildung 7). Die Schadigung der retinalen Nervenfasern findet
beim Glaukom im Bereich des ONH statt, wobei diese durch vaskulare, aber auch
mechanische Komponenten verursacht werden kénnen. (Ambrosio, 2016) In Bezug auf die
gesamte Augenhille ist der ONH die schwachste Stelle in einer sonst biomechanisch starken
Umgebung von Sklera und Hornhaut. (Downs, 2015) Die Lamina cribrosa (LC) ist eine
einzigartige Gewebestruktur (Abbildung 7 und Abbildung 8), die die Axone der retinalen
Ganglienzellen an ihrem Austritt aus dem Auge unterstitzt. Aufgrund des hohen
Druckunterschiedes innerhalb des Auges und des relativ niedrigeren Drucks im retrobulbaren
Raum ist die LC starken mechanischen Kraften ausgesetzt. (Downs, 2015) Auch die
biomechanischen Eigenschaften der benachbarten Sklera beeinflussen die Stabilitat der LC.
Der ONH wird durch die kurzen vorderen und hinteren Ziliararterien versorgt, die Blut in das

Kapillarnetzwerk der LC einspeisen. (Downs, 2015)
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Choroidea

Abbildung 7 Darstellung der Struktur des hinteren Augenpols. RNFS, retinale Nervenfaserschicht; LC,
Lamina cribrosa. Aufgenommen mit Spectralis (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland).
Eigene Aufnahme des Autors.

Zudem unterliegt der ONH biomechanischen Belastungen, die durch den IOD erzeugt werden.
Daruber hinaus ist eine signifikante Versteifung der Strukturen, wie Hornhaut, Sklera und LC,
mit zunehmenden Alter beschrieben. Diese Veranderungen konnten einerseits Schadigungen
der Axone vorbeugen, da die Gewebe resistenter gegentiber mechanischer Deformation sind.
Andererseits ist davon auszugehen, dass grofBere 10D Schwankungen, nicht durch das
geringere elastisch verformbare Auge absorbiert werden kénnen. Dadurch ist der ONH in
hoherem Alter und bei Glaukom verwundbar gegeniber groReren 10D Schwankungen und
hoéherem I0D. (Downs, 2015)

Auf Grundlage mathematischer Modelle ist der Zusammenhang zwischen Biomechanik der
Sklera und des ONH herstellbar. Dabei spielen die Eigenschaften des peripapillaren Gewebes
der Sklera eine entscheidende Rolle, da es die Kréafte und Deformationen auf den ONH
Ubertragt und damit die Deformation der LC beeinflusst. Ein vereinfachtes Schema zeigt
Abbildung 8, in denen zwei Szenarien dargestellt sind: In der linken Darstellung wird von einer
nachgebenden Sklera ausgegangen, die sich aufgrund der 10D Erh6hung in Richtung
posterior ausdehnt, wodurch die gestraffte LC dem direkten Krafteinfluss standhdlt. Im
anderen Fall ist die Sklera steifer und dehnt sich in Folge der IOD Erhdhung nicht weiter aus.
Dadurch bt der IOD die gesamte Kraft auf die LC aus, woraus eine starkere posteriore

Deformation resultiert. (Downs, 2015)
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Effects of Scleral Biomechanics on the ONH

Compliant Sclera Stiff Sclera

‘Sclera

*Lamina Cribrosa

Abbildung 8 Einfluss der Biomechanik der Sklera auf die des ONH (Roberts et al., 2018). Mit freundlicher

Genehmigung von Kugler Publications.

b) Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist eine chronische Erkrankung, die eine Storung des Kohlenhydrat-, Fett-
und Eiweil3stoffwechsels mit sich bringt. Es liegt eine Erhdhung des Blutzuckerwertes vor, die
hauptsachlich durch eine verminderte Produktion von Insulin hervorgerufen wird. (North, 1998)
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) definiert Diabetes mellitus als ,eine chronische
Erkrankung, die auftritt, wenn die Bauchspeicheldriise zu wenig Insulin produziert, oder der
Korper das produzierte Insulin nicht nutzen kann®* (Markoulli, Flanagan, Tummanapalli et al.,
2018). Die Erkrankung wird dabei in zwei Kategorien unterteilt. Typ 1 ist charakterisiert ist
durch den Verlust der Sekretionsfunktion der B-Zellen in der Bauchspeicheldriise und tritt vor
allem bis zum 30. Lebensjahr auf. (Markoulli et al., 2018; North, 1998) Der Diabetes Typ 2
kommt haufiger vor und beginnt definitionsgemafll ab dem 50. Lebensjahr. (North, 1998)
Urséachlich ist die unzureichende Produktion und Nutzung des Insulins im Korper. (Markoulli et
al., 2018) Infolge der Erkrankung kommt es zu kardio- und mikrovaskularen Komplikationen,
wodurch auch die Netzhaut des Auges in Form einer diabetischen Retinopathie betroffen sein
kann. (Markoulli et al., 2018; North, 1998) Dieses Krankheitsbild ist charakterisiert durch den
Verschluss von mikrovaskularen Blutgefa3en, wodurch Bereiche der Netzhaut unterversorgt
sind. Infolgedessen wird das Wachstum neuer, instabiler Blutgefal3e stimuliert, die zu einem
ungewollten Austritt von Flissigkeiten oder Blutungen neigen, wodurch ein Visusverlust
entsteht. (Markoulli et al., 2018) Weitere Komplikationen am Auge sind die frihzeitige Katarakt
und Veranderungen des Refraktionszustandes. (Markoulli et al., 2018; North, 1998)
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Auch in der Hornhaut finden Diabetes induzierte Verdnderungen statt. Grund dafir ist die
erhohte Glukosekonzentration, einhergehend mit einer Ansammlung von ,advanced glycation
end (AGE)" Produkten, die aus einer nicht enzymatischen Glykosylierung und Oxidation von
Proteinen und Lipiden entstehen. (Del Buey, Casas, Caramello et al., 2019; Ma et al., 2018)
Des Weiteren wird eine Zellapoptose sowie eine Erhéhung der Produktion von intrazellularen
Sauerstoffspezies erzeugt. (Del Buey et al., 2019) Dies hat Auswirkungen auf die korneale
Biomechanik sowie auf einzelne Schichten der Hornhaut, wie Epithel, Stroma und Endothel.
(Ma et al., 2018) Es ist davon auszugehen, dass AGE Produkte Quervernetzungen im Kollagen
erzeugen und daraus eine hohere Hornhautdicke und -steifigkeit entsteht. (Ma et al., 2018;
Spoerl & Seiler, 1999) Bao und Mitarbeiter untersuchten in einer Studie den diabetischen
Effekt auf die Hornhauteigenschaften bei Kaninchen und konnte nachweisen, dass der E-
Modul (Tangent Modulus, siehe Abschnitt 2.4.1) und Hornhautdicke in der Gruppe des
induzierten Diabetes signifikant hoher waren als in der Kontrollgruppe. (Bao, Deng, Zheng et
al., 2017)

2.3 Keratokonus

Der Keratokonus ist bekannt als eine beidseitige Erkrankung der Hornhaut, bei der sich diese
irregulér nach vorn wolbt. Infolgedessen kommt es zu einer Myopisierung, einem irregularen
Astigmatismus, die letztlich zu einer reduzierten Sehschéarfe (Visus) fuhren. In der Topografie
und Tomografie, die heute zur Standarddiagnostik gehoren, ist eine Versteilung des Apex und
eine Ausdunnung der Hornhautdicke messbar. Diese Verdnderungen werden als Folge von
biomechanischer Instabilitdét des Hornhautstromas angesehen (siehe Abschnitt 2.2.2 sowie
Abschnitt 2.4.5).

2.3.1 Inzidenz und Pravalenz

Die Angaben Uber Inzidenz und Pravalenz des Keratokonus weisen eine grof3e Spannweite
auf. Dabei zeigen vor allem &ltere Studien nur geringe Inzidenzen von 2 pro 100.000
Einwohner (Kennedy, Bourne & Dyer, 1986) bzw. 75 pro 260.000 (Ihalainen, 1986) sowie
Pravalenzen von 54,5 pro 100.000 Einwohner im Jahr 1982 in den USA (Kennedy et al., 1986)
bzw. 75 pro 260.000 Einwohner pro 20 Jahre (=0,015%) in Finnland (lhalainen, 1986). Die
Diagnose des Keratokonus basierte bei Kennedy et al. vor allem auf der Beschreibung der
Untersucher von irreguldren Reflexen, die bei der Ophthalmoskopie, Retinoskopie oder
Keratometrie auftraten. Des Weiteren war das Vorliegen klinischer Zeichen wie stromale
Ausdinnung, Vorwdlbung der Hornhaut, Vogt'schen Linien und Fleischer Ring
ausschlaggebend. (Kennedy et al., 1986)
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Eine neuere Studie aus den Niederlanden, basierend auf Daten von Krankenversicherungen,
berichtete von einer hoheren Inzidenz und Pravalenz von 13,3 pro 100.000 sowie 265 pro
100.000 Einwohner bei Kaukasiern. (Godefrooij, de Wit, Uiterwaal et al., 2017) Grinde fir die
hoheren Werte sind unter anderem darin zu sehen, dass mit modernen
Diagnostikmadglichkeiten die Diagnose des Keratokonus frither und sicherer gestellt werden
kann. Dartber hinaus kénnen bereits subklinische Falle detegiert werden. Weitere Faktoren
beziglich unterschiedlicher Angaben Uber die Haufigkeit der Erkrankung sind die Art der
Datenerhebung, z. B. Krankenhaus-basierende oder Populations-basierende Studien, und
regionale bzw. ethnische Unterschiede. (Barbara, 2019) Demnach ist davon auszugehen,
dass die Erkrankung des Keratokonus nicht mehr als seltene Erkrankung per Definition

gewertet werden kann. (Hafezi & Hafezi, 2017)

2.3.2 Risikofaktoren

Der Keratokonus kann zwischen der Pubertat und der dritten Lebensdekade auftreten und sich
bis zur vierten Dekade progressiv verhalten. (Rabinowitz, 1998) Sind die Patienten 18 Jahre
oder junger, ist davon auszugehen, dass sich im Laufe des Lebens ein fortgeschrittener
Keratokonus entwickeln wird. Des Weiteren ist ein progressiver Krankheitsverlauf sehr
wahrscheinlich, sodass die Patienten engmaschig nachkontrolliert werden missen und im
Falle einer Progression des Befundes eine sofortige Behandlung erfolgen sollte (siehe
Abschnitt 2.3.4.b).

Die Risikofaktoren fiir die Erkrankung sind vielseitig. Genetische Faktoren, wie eine positive
Familienanamnese treten lediglich in 10 — 20 % der Falle auf. (Barbara, 2019) Der Keratokonus
kommt vermehrt in geografischen Regionen vor, in denen eine hohe UV-Licht Intensitat
vorliegt. Es wird beschrieben, dass das UV-Licht oxidativen Stress in der Hornhaut auslést und
es damit zu einer Verdinnung dieser kommt. Aul3erdem spielen in der Entwicklung eines
Keratokonus atopische und allergische Faktoren eine Rolle, wie z. B. Asthma oder
Neurodermitis. Ein haufigeres Augenreiben aufgrund dieser genannten Faktoren ist der
Hauptpréadiktor fur die Beschleunigung der Progression eines Keratokonus. (Barbara, 2019)
Der zugrundeliegende Pathomechanismus Ilasst sich als Prozess folgendermallen
zusammenfassen: Starkes und wiederkehrendes bzw. chronisches Augenreiben fihrt zu
Schédigungen des Epithels, wodurch vermehrt Matrix-Metalloproteasen (MMPs) durch die
Epithel- und Stromazellen abgesondert werden sowie Entziindungsmediatoren auftreten.
(Gordon-Shaag, Millodot, Shneor et al., 2015) Diese Prozesse fuihren letztlich zum Zelltod von

Keratozyten sowie dem Verlust von stromalem Gewebe. (Gordon-Shaag et al., 2015)
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Dariber hinaus besteht eine deutliche Assoziation zwischen Down-Syndrom und
Keratokonus. (Rabinowitz, 1998)

2.3.3 Diagnose und klinische Zeichen

Als klinische Zeichen fir das Vorliegen eines Keratokonus gelten die konische Vorwdlbung
sowie eine stromale Ausdiinnung der Hornhaut. Weiterhin sind als Spaltlampenbefunde
Vogt'schen Linien, Fleischer Ring und Munson Zeichen beschrieben. Diese Befunde sind vom
Schweregrad der Erkrankung abh&ngig und meist in moderaten oder fortgeschrittenen Stadien
sichtbar. (Rabinowitz, 1998)

Zur Friiherkennung des Keratokonus bzw. einer Ektasie, besonders im Vorfeld eines refraktiv-
chirurgischen Lasereingriffes, stehen heutzutage moderne Diagnostikgerate zur Verfligung.
Seit Einfuhrung der Videokeratografie war es moglich, mithilfe von Placido Ringen eine
Topografie der Hornhaut zu visualisieren und zu dokumentieren. Besondere Merkmale des
Keratokonus hierbei sind hohe K-Werte in der Zone des Apex sowie eine Asymmetrie der K-
Werte im inferioren-superioren Vergleich. (Rabinowitz, 1998) Ein weiterer technologischer
Fortschritt stellt die Scheimpflug-basierte Topografie und Tomografie dar, die eine 3D
Modellierung der Hornhaut erlaubt. Hierdurch ist es mdglich, die Topografie der
Hornhautvorderflache und der Hornhautriickflache sowie die Verteilung der Hornhautdicke im
gesamten Messbereich darzustellen. Nach Durchfihrung der Messung werden die
Schnittbilder analysiert und eine Oberflachenkarte daraus erstellt. Die Farbkodierung ist wie
folgt definiert: Steile Hornhautradien werden mit warmen Farben und flache Radien durch kalte
Farben dargestellt. Weiterhin werden diinne Bereiche mit warmen Farben und dickere

Bereiche durch kalte Farben kodiert.
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In Abbildung 9 ist die Topografie (linkes Bild) eines Keratokonus-Auges dargestellt. Im
Zentrum der Topografiekarte zeigt sich eine Versteilung der Hornhautradien, die mit héheren
K-Werten assoziiert sind. Das rechte Bild zeigt die dazugehérige Hornhautdickenkarte. Die
zentrale Ausdinnung liegt in dem Bereich, wo sich der Apex der konischen Vorwélbung
befindet. Dahingegen zeigt Abbildung 10 die Topografie (links) und Hornhautdicke (rechts)
eines gesunden Auges.

Axiale / Sagittale Krimmung [Yorderfliche) Hornhautdicke

10 pm
Krummung Pachy,
Abszolut 4 9 0 42 +4 Abzolut -5 -4 -2 1] +2 +4 +E

Abbildung 9 Topografie (links) und Hornhautdickenverteilung (Pachymetrie, rechts) eines Keratokonus

Auges (Aufnahme mit der Pentacam, Oculus, Wetzlar).

dpt T T T T T T T T T 1y T T T T T T T T T
Krirmung 3 4 0 Fl a FPachy. g 4 0 4 2
Abzolut Absolut

Abbildung 10 Topografie (links) und Hornhautdickenverteilung (Pachymetrie, rechts) eines gesunden
Auges (Aufnahme mit der Pentacam, Oculus, Wetzlar).
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In Tabelle 1 sind die topografischen und tomografischen Merkmale eines gesunden Auges in

Abgrenzung zum Keratokonus aufgelistet.

Tabelle 1 Topografische (axiale Darstellung) und tomografische Eigenschaften einer gesunden

Hornhaut und einer Keratokonus verdachtigen Hornhaut nach Sinjab et al. (Sinjab, 2012)

Axiale Vorderflache Gesund Keratokonus
Kmax < 47,2 dpt > 48 dpt
Srax <22° >22°
Inferior — superior <1,5dpt > 1,5 dpt
Hornhautastigmatismus <ldpt* > 6 dpt

Hornhautdicken-Karte

superior — inferior <30 um > 30 um

Dunnste Stelle =470 pm <470 pm

Koordinate der diinnsten

<-0,5 mm > -1 mm
Stelle

Kmax, maximaler Keratometrie-Wert; Srax, Verkippung der Achsen ober- und unterhalb des

Topografiezentrums; * Differenz zwischen manifestem und topografischem Astigmatismus.

Als weiterfihrende Diagnostik konnen aus den Scheimpflug-Aufnahmen sogenannte
Hohenkarten erstellt werden, was sich vor allem bei friihen Formen des Keratokonus oder bei
subklinischen Fallen anbietet. Eine Referenzflache, die sich aus den Mittelwerten aller
erhobenen Krimmungsradien ergibt, stellt die Grundlage einer solcher Hohenkarte dar. Im
Vergleich zur Referenzflache (Abbildung 11, oben links, schwarze Linie) sind die flachen
Meridiane (blaue Linie) erhéht und werden als warme Farben dargestellt. Steile Meridiane (rote
Linie) hingegen liegen tiefer als die Referenzflache und werden mit kalten Farben kodiert.
Dieses Prinzip ist in Abbildung 11 (oben rechts) schematisch dargestellt. Oberhalb der
Referenzflache liegt die konische Vorwdlbung, wodurch sich positive Héhendaten ergeben
(warme Farben). Die umliegenden Bereiche des Konus liegen im Vergleich zur Referenzlinie
tiefer und werden somit durch kalte Farben kodiert. Die korneale Peripherie liegt wiederum
Uber der Referenzflache. Die Beispiele zeigen (Abbildung 11, unten) die Hohenkarte der
Vorder- und Ruickflache des in Abbildung 9 abgebildeten Keratokonus. Aus dem eben
beschriebenen Prinzip ergibt sich damit ein zentral steiler Bereich, der von einem flachen
Bereich umgeben ist. (Belin & Khachikian, 2009; Khachikian & Belin, 2009)
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f/(j?\_
/

Hihendaten [Vorderflache]
BFS=B.42 Float, Dia=8.00
a0°

Hihendaten (Riickilache)
BFS=6 82 Float, Dia=8.00
El

5 . o 50um 6 : ! T |
T T | I R P P T Elevation — T Elevation
£ -4 =2 0 +2 +4 +5 Hihend. £ -4 -2 0 +2 +4 +B Hihend

Abbildung 11 Darstellung der Hohenkarten abgeleitet aus den Hornhautkrimmungsdaten.
Schematische Darstellung des Prinzips (oben, links), schwarze Line: best-fit sphere, blaue Linie:
positive Hohendaten, rote Linie: negative Hohendaten. Prinzip der Hohenkarte beim Keratokonus (oben
rechts). Beispiel einer Hohenkarte der Vorderflache (links unten) und Ruckflache (unten rechts) einer
vom Keratokonus betroffenen Hornhaut. (Belin & Khachikian, 2009; Khachikian & Belin, 2009)

Das Belin/Ambrésio Enhanced Ectasia Display ist ein Modul der Pentacam (Oculus, Wetzlar,
Deutschland), welches sich zur Detektion friiher Keratokonus Stadien eignet. Hierbei werden
die HOhenkarten dahingehend genauer analysiert, dass der Bereich (4 mm Zone) um die
diinnste Stelle der Hornhaut aus der Berechnung der Referenzflache nicht bertcksichtigt wird.
Dieser Bereich ist wiederum stark mit dem maximalen K-Wert assoziiert ist, wodurch sich eine
starkere Herausbildung des Konus ergibt. Weiterhin wird das gemessene Hornhautdickenprofil
vom Zentrum bis hin zur Peripherie mit der einer Normalpopulation verglichen. Daraus
resultiert ein Gesamtindex (BAD D), mit dem Gesunde von Keratokonus-Patienten mit hoher
Sensitivitét und Spezifitdt unterschieden werden kdnnen. (Belin, Khachikian, Ambrosio et al.,
2007)

Es existieren verschiedene Klassifizierungsschemata fur den Keratokonus. Das alteste und
bekannteste geht auf Amsler zurick (Amsler, 1946), dass spater von Dr. Krumeich
weiterentwickelt wurde (Amsler-Krumeich Klassifikation). Die Kriterien fur die Klassifikation
waren: Refraktion, zentrale K-Werte, Auftreten von Trilbungen und Hornhautdicke. (Belin &
Duncan, 2016)
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Aufgrund moderner Topografen und Tomografen lassen sich mehr Daten generieren, wie z. B.
die Hornhautriickflache oder das Hornhautdickenprofil. Diese und weitere Parameter wurden
bisher in solchen Klassifizierungssystemen nicht berticksichtigt. Das von Belin vorgestellte
Klassifizierungssystem ,ABCD Grading System* ermdglicht die Einteilung des Schweregrades
fur die Vorder- und Ruckflache sowie fiir die Dicke auf Basis der dinnsten Stelle der Hornhaut.
Das ,ABCD Grading System* ist an die Klassifizierung von Amsler-Krumeich angelehnt und
bietet eine unabhdngige Klassifizierung der Kriterien A (Beurteilung anteriore
Hornhautkrimmung), B (Beurteilung posteriore Hornhautkrimmung), C (Beurteilung der
Hornhautdicke) und D (Visus des Patienten) (Tabelle 2). (Belin & Duncan, 2016)
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2.3.4 Behandlungsoptionen

a) optische Korrektur

Die Korrektur des Refraktionsfehlers kann beim Keratokonus zuné&chst mit Brille erfolgen. Mit
zunehmendem Schweregrad wird dies jedoch problematisch, da neben der Myopisierung und
des steigenden (irregularen) Astigmatismus auch eine Zunahme der Abbildungsfehler héherer
Ordnung, wie sphérische Aberration und Koma, stattfindet. (Colak, Kantarci, Yildirim et al.,
2016) Diese koénnen mit einem Brillenglas nicht korrigiert werden, haben jedoch einen
massiven Einfluss auf die Abbildungsqualitat des Netzhautbildes. Infolgedessen kann die
Anpassung formstabiler Kontaktlinsen das Sehen verbessern, da der Tranenfilm, der sich
zwischen Kontaktlinsenrickflache und Hornhautvorderflache befindet, eine Kompensation der
Irregularitat erzeugt. (Raiskup, Lenk, Herber et al., 2018) H&aufig erreichen die Patienten
dadurch einen deutlich besseren Visus als mit einer Brillenkorrektur. Nachteilig ist die
Vertraglichkeit der Kontaktlinsen, wodurch auch eine Anpassung anderer Systeme, z. B.

Hybrid-Linsen oder Sklerallinsen, erforderlich sein kann. (Raiskup et al., 2018)

b) Hornhautvernetzung — Indikation, Verfahren und Protokolle

Die Hornhautvernetzung (nachfolgend auch Cross-Linking genannt) ist nach heutigem Stand
eine der haufigsten angewendeten Therapieoption zur Behandlung des Keratokonus. Dabei
ist entscheidend, dass eine Progression des Hornhautbefundes vorliegt, um eine Vernetzung
indizieren zu konnen. Die Erkennung des Fortschritts der Erkrankung stellt eine hohe
Herausforderung dar, da eine Verschlechterung der Sehleistung und der Irregularitéat der
Hornhaut vermieden werden soll. Ein Monitoring der Hornhautbiomechanik ist anhand
aktueller Daten noch nicht mdglich, weshalb die Progression nach topografischen und
tomografischen Aspekten beurteilt wird. (Barbara, 2019) Bevor es zu einer Vereinheitlichung
der Progressionsparameter durch das ,Global Delphi Panel of Keratokonus und Ectatic
Disease” kam, wurde die Progression anhand folgender Parameter festgelegt. (Mazzotta,
Traversi, Paradiso et al., 2014; O'Brart, Chan, Samaras et al., 2011; Raiskup-Wolf, Hoyer,
Spoerl et al., 2008; P. Vinciguerra, Albe, Trazza et al., 2009; Wittig-Silva, Whiting, Lamoureux
et al., 2008)
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- Indikationsstellung einer Hornhautvernetzung bei Anderungen der folgenden Parameter
innerhalb eines Nachkontrollzeitraums von sechs bis zwolf Monaten:
o0 Erhdhung des maximalen K-Wertes der Vorderflache (Kmax) um > 1 dpt
0 Verringerung der Hornhautdicke um > 5 % oder > 10 pm
o0 Verlust der subjektiven Sehleistung
o

Erh6hung des Astigmatismus (angegeben als Zylinder) > 1 — 3 dpt

Das Panel legte 2015 fest, dass zur Beurteilung der Progression eine Verschlechterung der
Krimmungsradien von Vorder- und Rickflache sowie eine Ausdiinnung der Hornhautdicke
vorliegen muss. (Gomes, Tan, Rapuano et al., 2015) Dies wurde kirzlich in einer Erweiterung
des ,ABCD Grading Systems" umgesetzt, wodurch eine separate Beurteilung der Progression
fur die Hornhautvorderflache, -riickflache und -dicke méglich ist. Die einzelnen Kriterien
werden dabei mittels eines einseitigen 95 % Konfidenzintervalls beurteilt. Liegt eine
Uberschreitung dieses Intervalls vor, ist von einer Progression auszugehen. (Imbornoni,
McGhee & Belin, 2018)

Im Folgenden soll nun das Verfahren des kornealen Cross-Linking (CXL) erldutert werden. Die
Entwicklung des CXL reicht in das Jahr 1998 zurlick. Dort beschrieben Sporl und Seiler
erstmals eine Erhéhung der mechanischen Steifigkeit des Hornhautgewebes, um spéter
progressiv verlaufende Keratokonus Augen zu behandeln. (Spoerl et al., 1998) Infolgedessen
wurden verschiedene Methoden untersucht, die sich zur klinischen Anwendung eigneten.
(Spoerl & Seiler, 1999) Es zeigte sich, dass die Hornhautvernetzung mit einer photosensitiven
Substanz (Riboflavin) die beste Option darstellte. (Spoerl et al., 1998; Spoerl & Seiler, 1999)
In einer ersten Klinischen Studie setzen Wollensak et al. die Hornhautvernetzung bei
Keratokonus-Patienten unter Verwendung von Riboflavin und einer UV-Lichtquelle ein. Die
Studie zeigte, dass die Behandlung die Progression des Keratokonus verlangsamte bzw.
aufhielt. (Wollensak, Spoerl & Seiler, 2003) Auch nach 10 Jahren blieben die Befunde stabil.
(Raiskup, Theuring, Pillunat et al., 2015) Dies war der Ursprung des sogenannten Dresdner
Protokolls, auch als Standard Protokoll bekannt. Die Hornh&ute wurden hierfir de-
epithelialisiert, mit 0,1 % haltiger Riboflavinlésung getropft und anschlielRend mit UV-Licht (A =
370 nm) fiur 30 min bestrahlt. Die Intensitat betragt dabei 3 mW/cm?, was einer Gesamtenergie
von 5,4 J/ cm? entspricht. (Wollensak et al., 2003) Diese Energie gewahrleistet eine
Sicherheitszone vor dem Endothel, wenn die Hornhautdicke mindestens 400 pm betragt.
(Spoerl, Hoyer, Pillunat et al., 2011)
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Basierend auf dem Bunsen-Roscoe Gesetz lasst sich das Protokoll dahingehend modifizieren,
dass eine hohere Intensitdt, eine geringe Behandlungszeit zur Folge hat. (Wernli,
Schumacher, Spoerl et al., 2013) Auf diesen Annahmen wurden die beschleunigten Protokolle
entwickelt, um den Patientenkomfort und klinische Ablaufe zu optimieren. (Wernli et al., 2013)
Es existieren viele Studien, die das Standard Protokoll mit dem beschleunigten Protokoll
basierend auf topografischen und tomografischen Daten sowie Ver&nderungen der
Sehleistung analysiert haben. Liu et al. konnte in einer Metaanalyse zeigen, dass das Standard
Protokoll gegentiber den beschleunigten Verfahren basierend auf topografischen Daten leicht
favorisiert war. (Liu, Liu, Zhang et al., 2017) Die Veradnderung der Sehleistung war bei beiden
Verfahren vergleichbar. (Liu et al., 2017) Lang et al. verglichen ebenfalls verschiedene
Protokolle und konnte anhand einer eigenen Studienkohorte fir alle Protokolle eine
Verbesserung und Stabilitat der topografischen Daten zeigen. (Lang, Hafezi, Khandelwal et
al., 2019)

Der Prozess des CXL kann allgemein als die Erzeugung von chemischen Verbindungen
zwischen grofRen Molekiilen, z. B. Proteinen, beschrieben werden. Bei Diabetikern entstehen
vermehrt nicht enzymatische Querverbindungen in der Hornhaut aufgrund der Ausbildung
sogenannter AGE Produkte (siehe 2.2.3.b). (Hafezi, Randleman & Khandelwal, 2017) Zur
Behandlung des Keratokonus eignet sich das photo-oxidative Verfahren des CXL. Dabei wird
Riboflavin, ein kleines, wasserlsliches Molekiil, in einer Kochsalzl6sung aufgeldst und auf die

Hornhaut appliziert. (Hafezi et al., 2017)

Nach Applikation von lokalem Andasthetikum auf die Hornhaut wird das Epithel mechanisch
entfernt, sodass das Riboflavin in das Stroma penetrieren kann. Daflr gelten folgende

Grundsatze:

- Je tiefer die stromale Schicht, desto geringer die Menge des penetrierten Riboflavins.
(Hafezi et al., 2017)

- Je hoher die Konzentration des Riboflavins in der Lésung, desto héher die Absorption von
UV-A Licht, einhergehend mit geringerer Effektivitat in tieferen Bereichen des Stromas.
(Franke, Landes, Seiler et al., 2019; Hafezi et al., 2017)

26



Wissenschatftlicher Hintergrund

Sobald das Hornhautstroma mit Riboflavin getrankt ist, wird eine UVA-Lichtquelle (A =370 nm)
Uber dem Auge platziert. Die photo-sensible Wirkung des Riboflavins sorgt dafiir, dass das
UV-A Licht absorbiert wird und dessen Energie der chemischen Reaktion zwischen den
Molekilen zugefuhrt wird. Aus dem Riboflavin Molekil entsteht durch Anregung des UV-A
Lichtes ein Triplett-Molekiil, das mit den Proteinen des Kollagens selbst reagiert (anaerob).
Das Sauerstoffmolekil geht wiederum weitere Reaktionen mit den Kollagenmolekilen ein
(aerob). Diese chemischen Bindungen zwischen den Kollagenmolekilen und den
Proteoglykanen stellen die Quervernetzungen dar, die sich wie eine Leiter aufbauen. (Hafezi
et al., 2017)

Die Behandlung verursacht unmittelbar eine Apoptose der Keratozyten (Tiefe von 320 bis 350
um), des Nervus plexus sowie ein stromales Odem. Die Regenerationsprozesse finden wie
folgt statt (Hafezi et al., 2017):

- 3 -5 Tage: Re-Epithelialisierung
- 1 Monat: Neubildung des Nervus plexus

- 3 Monate: Neubildung der Keratozyten und Riickgang des stromalen Odems

Aufgrund des CXL ist im anterioren Stroma eine deutliche Vergrof3erung und Verdichtung der
Kollagenfasern festzustellen, wohingegen in der posterioren Region der Effekt geringer ist.
Diese Veranderungen gehen mit Beobachtungen an der Spaltlampe oder anderen
bildgebenden Verfahren zur Begutachtung des vorderen Augenabschnitts einher. Dort werden
nach der Behandlung im anterioren Stroma leichte Tribungen sichtbar sowie die Ausbildung
einer Demarkationslinie, die das vernetzte Gewebe vom nicht vernetzten Gewebe
unterscheidet. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass UV-A Licht und Riboflavin in
einer Tiefe bis ca. 300 um bis 350 um wirksam sind. Somit liegt eine gewisse Sicherheitszone
vor, in der das Endothel nicht durch das UV-A Licht geschadigt werden kann. (Hafezi et al.,
2017)

27



Wissenschatftlicher Hintergrund

C) Weitere Optionen der Behandlung des Keratokonus

Im Folgenden sollen weitere Optionen der Vollstandigkeit halber Erwéhnung finden. Dazu
zéhlen zum einen die Implantation von intrakornealen Ringen oder Ringsegmenten. Dabei ist
einerseits die Stabilisierung der Hornhaut beabsichtigt. Gleichzeitig soll die Abflachung der
Hornhaut eine Minderung des Astigmatismus sowie der Myopie erzielen und damit die
Sehschéarfe verbessern. (Burris, 1998; Colin, Cochener, Savary et al., 2000) Die Ringe bzw.
Ringsegmente werden parazentral eingesetzt und kénnen, je nach vorliegendem Befund, in
Form und GréR3e variieren. Das Verfahren bedingt jedoch eine Hornhautdicke von mindestens
350 pum und darf einen maximalen K-Wert von 60 dpt nicht Gberschreiten. (Raiskup et al.,
2018)

Wenn die Sehleistung durch Narben und Tribungen reduziert ist und durch oben genannte
Verfahren nicht mehr verbessert werden kann, dann bieten sich Optionen der
Hornhauttransplantation, entweder in Form einer tiefen anterioren lamellaren Keratoplastik
(DALK), bei der nur Stroma und Epithel (Descemet Membran und Endothel des Patienten
bleiben bestehen) transplantiert werden (Raiskup et al., 2018), oder in Form einer
perforierende Keratoplastik. (Sinjab, 2012) Neuere Studien haben auch die Transplantation
der Bowman Membran in den Fokus genommen, als intra-stromale Einlage. (Dapena, Parker
& Melles, 2020)

2.4  Methoden zur Bestimmung von (bio-)mechanischer Eigenschaften

Fur das bessere Verstandnis verschiedener Krankheitshilder und deren Therapiebarkeit
gewinnt die Quantifizierung der biomechanischen Eigenschaften der okularen Augenhille,
u.a. der Hornhaut, immer mehr an Bedeutung. Dies ist insbesondere bei der Planung von
refraktiven Eingriffen, der friihzeitigen Erkennung und Behandlung von Ektasien von grofRem
Interesse. Weiterhin sind diese Kenntnisse zur Bestimmung des IOD essentiell. Im Folgenden
sollen Grundbegriffe und Methoden zur Quantifizierung mechanischer Eigenschaften und

deren Uberfiihrung auf Biomaterialien naher erlautert werden. (Ambrosio, 2016)
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2.4.1 Ubertragung mechanischer KenngréRen auf Biomaterialien

Die Hornhaut unterliegt in vivo verschiedenen physikalischen Kréaften. Der 10D wirkt senkrecht
auf die Hornhautrickflache und erzeugt damit eine multidirektionale Spannung im
Hornhautgewebe. Diese setzt sich aus radialer (nicht eingezeichnet in Abbildung 12) und
tangentialer Spannung (Abbildung 12) zusammen. Letztere lasst sich mittels Formel 2 (Tabelle
3) berechnen. Diese spiegelt jedoch nicht die anisotropen, nicht linear elastischen sowie
viskoelastischen Eigenschaften der Hornhaut wider. Eine weitere Kenngrof3e zur
Beschreibung von Eigenschaften eines Gewebes, im Folgenden Material genannt, ist die
Dehnbarkeit, die durch darauf applizierte Spannung erzeugt wird (Formel 3, Tabelle 3). Je
fester ein Material ist, desto geringer kann dieses durch aul3ere Krafte verformt oder deformiert
werden. (Ambrosio, 2016)

Tangentiale Tangentiale
Spannung Spannung

Abbildung 12 Schematische Darstellungen der Spannung an der Hornhaut

Ferner werden Konstanten fiir verschiedene Materialien angegeben, die unabhangig von den
geometrischen Eigenschaften des Werkstoffes sind. (Roberts et al., 2018) Die bekannteste
Materialkonstante ist der Elastizitdtsmodul, auch als E-Modul oder Young Modulus bezeichnet,
welcher die linear elastische Verformbarkeit des Materials beschreibt (Formel 4, Tabelle 3).
(Ambrosio, 2016) Eine weitere Eigenschaft stellt die Steifigkeit eines Materials dar, die
geometrische Eigenschaften des Materials bericksichtigt. Ausgehend von Formel 5 (Tabelle
3) liegt etwa eine hohe Steifigkeit vor, wenn eine hohe Kraft bendtigt wird, um das Material zu

deformieren. (Ambrosio, 2016)
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Die Prufung der eben genannten Eigenschaften kann wu.a. durch uniaxialen
Zugfestigkeitsmessungen erfolgen, deren Resultat ein Spannungs-Dehnungsdiagramm
(Abbildung 13) ist. Dabei wird das Material in ein Spannungs-Dehnungs-Messgeréat
eingespannt und anschlieRend durch Krafteinwirkung verformt. Aus dem resultierenden
Zusammenhang zwischen Spannung und Dehnung lasst sich die entsprechenden

Eigenschaften des Materials ableiten (Tabelle 3). (Ambrosio, 2016)

Tabelle 3 Ubersicht mechanischer Formeln zur Anwendung in der Biomechanik. (Ambrosio, 2016)

(1) Spannung d (engl. stress) 5= Kraft (F)
" Querschnittsflache (4)
(2) Tangentiale Spannung d (engl. stress) 5= 10D x Radius d. Kriummung (R)
B 2% Dicke (t)
(3) Dehnung ¢ (engl. strain) .= Deformation des Materials (L — L)
"~ OriginalgroRe des Materials (Ly)
(4) Elastizitatsmodul E (E-Modul /Young F= Aé
Modulus) Ae
(5a) Steifigkeit K Kraft(F)

- Deformation des Materials (L — Ly)

(5b) Steifigkeit Modul Flache (4) + E
=

= Dicke (t) * E

An biologischen Geweben lassen sich die oben erwéhnten Berechnungen fir die
Materialeigenschaften nicht uneingeschrankt anwenden. Der Grund hierfir ist, dass sie von
physikalischen als auch chemischen Eigenschaften bestimmt werden. Zudem sind die
Gewebe haufig anisotrop, weshalb eine Abhéngigkeit der mechanischen Eigenschaften von

der Lage und Orientierung der Mikrostrukturen des Gewebes vorliegt. (Roberts et al., 2018)

Die Elastizitat eines Materials ist durch dessen Spannung und Dehnung bestimmt. Durch eine
von aul3en wirkende Kraft verformt sich das Material bis dessen innere Gegenkraft der
auRReren entspricht. Ist die Deformation proportional zur einwirkenden Kraft, liegt eine linear
elastische Verformung nach Hookschem Gesetz vor. (Roberts et al., 2018) Es ist davon
auszugehen, dass nach Entlastung der externen Kraft das Material in den Ausgangszustand
zurtckkehrt. (Ambrosio, 2016) Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften, etwa der Lage der
Lamellen, Fibrillen sowie der Einbettung in eine viskdse Substanz, ist davon auszugehen, dass
die Hornhaut ein nicht linear elastisches Material ist. (Kling & Hafezi, 2017b; Roberts et al.,
2018) Demnach lasst sich fur das Hornhautgewebe kein einheitlicher E-Modul angeben,

stattdessen ist es eine Funktion der Dehnung. (Kling & Hafezi, 2017b)
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Abbildung 13 Grafische Darstellung der Spannungs-Dehnungskurve bei verschiedenen Szenarien.
Linke Darstellung: Je hoher der Anstieg der Spannungs-Dehnungskurve, desto héher der E-Modul
(Formel 4). Rechte Darstellung: Spannungs-Dehnungskurve fir linear elastische Verformung eines
Werkstoffes entsprechend dem Hookschem Gesetz, nicht lineare elastische Verformung fir biologische
Materialien und nicht linear viskoelastische Verformung der Hornhaut. Mit freundlicher Genehmigung
von Herrn Prof. Sporl.

Materialen, die viskds sind oder viskdse Elemente besitzen, nehmen die durch &uflere
Krafteinwirkung entstandene Energie vollstandig auf. Sie verformen sich konstant und
irreversibel. Die Viskositat eines Materials wird dabei durch die Reibung auf molekularer
Ebene bestimmt. (Ambrosio, 2016) Neben den elastischen Eigenschaften besitzt die Hornhaut
auch viskdse Komponenten, weshalb ihr ein viskoelastisches Verhalten attestiert wird.
(Ambrosio, 2016) Das elastische Verhalten wird durch die Kollagenfibrillen gepréagt. Die
viskdse Matrix, in der die Fibrillen mit den Proteoglykanen eingebettet sind, bestimmt die
viskdse Komponente der Hornhaut. (Ambrosio, 2016; Kling & Hafezi, 2017b) Als
Viskoelastizitat 1&sst sich ein dynamisches Deformationsverhalten beschreiben, bei der das
Material eine zeitabhéngig Antwort auf die einwirkende Kraft liefert. Die Deformation des
Materials ist zudem reversibel, weshalb es sich zeitversetzt in den Ursprungszustand
zurtckverformt. (Kling & Hafezi, 2017b) Eine messbare Grol3e, die sich daraus ableiten I&sst,
ist die Hysterese. Diese beschreibt das viskoelastische Verhalten der Hornhaut, bei der ein
Unterschied zwischen der Belastungs- und Entlastungsphase detegiert wird. Die Differenz
beider Kurven im Spannungs-Dehnungsdiagramm koénnen als Energieverlust interpretiert
werden. Fir die Belastung des Gewebes muss demnach mehr Energie aufgewandt werden,
als fur dessen Entlastung und Ruckfihrung in den Ausgangszustand. Im Gegensatz dazu
weist ein ideal elastisches Material eine Hysterese von null auf, da es nach der Deformation
ohne Energieverlust in die urspriingliche Form zuriickkehrt. Es charakterisiert aber nicht die
Steifigkeit oder das Elastizitatsmodul des Gewebes. (Ambrosio, 2016; Kling & Hafezi, 2017Db)
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2.4.2 Zusammenhang zwischen den chemischen, strukturellen Eigenschaften
und der Biomechanik der Hornhaut

Die Kollagenfibrillen sind in eine extrazellulare Matrix, bestehend aus den Proteoglykanen
(PG) und Glykosaminoglykanen (GS), eingebettet (siehe Abschnitt 3.2.1). Die PG sind
Makromolekile, die einen Proteinkern besitzen, an dem sich GS anheften. Diese seitlich
angelagerten  Molekilketten  werden  hauptséchlich  durch  Keratansulfat- und
Dermatansulfatketten gebildet. (Michelacci, 2003) Fur bestimmte Erkrankungen der Hornhaut,
z. B. Keratokonus oder pelluzidale marginale Hornhautdegeneration, konnte gezeigt werden,
dass eine reduzierte Menge an Keratansulfat-PG, Chondroitinsulfat-PG sowie Dermatansulfat-
PG vorlag. (Kling & Hafezi, 2017b) Diese sind hauptséachlich fur die Stabilisierung der
Kollagen-Fibrillen  (Keratan-PG), Fibrillen und Lamellen (Chondroitinsulfat-PG,
Dermatansulfat-PG) verantwortlich. Durch eine reduzierte Anzahl dieser Strukturen kann die
Hornhaut geschwacht werden und sich das Risiko der Entwicklung einer Ektasie erhthen.
(Kling & Hafezi, 2017b)

Auch die Anordnung der Kollagenlamellen im Stroma bestimmt die Biomechanik. So liegt im
anterioren Segment starkere Verflechtung der Fasern vor, die mit einer ho6heren

Scherspannung assoziiert sind als im posterioren Segment. (Kling & Hafezi, 2017b)

2.4.3 Bestimmung der Biomechanik der Hornhaut ex vivo

a) Spannungs-Dehnungsmessung

Das bekannteste Verfahren zur Quantifizierung biomechanischer Eigenschaften von Stoffen
und biologischen Geweben stellt die Spannungs-Dehnungsmessung dar. Der Nachteil des
Verfahrens ist, dass hierfir eine Materialprobe prapariert und anschlieRend in ein
entsprechendes Messgerat (Extensometer) eingespannt werden muss. Fur die Anwendung
am Auge bedeutet das, die zu untersuchende Struktur aus dem Gesamtkonstrukt Auge
herauszutrennen. Zur Untersuchung kornealer Eigenschaften missen daher langliche Proben
aus der Hornhaut herausgeschnitten werden, weshalb sich dieses destruktive Verfahren nicht

fur den Einsatz am lebenden Auge eignet.

32



Wissenschatftlicher Hintergrund

‘ ;m-;p.m;w;mquangqq.wm%mmwm i

{4 LA 8 R L R L

WH H:hN‘“hm‘m“““\:\‘;\:\f\\‘-\\“\\\\\\

rrrereerereee

Abbildung 14 Eingespannte Probe eines Hornhautstreifens eines Schweineauges im Extensometer

Die korneale Probe wird zu Beginn der Messung so prapariert, dass ein Stiick der Sklera am
Ende des ,Hornhautstreifens” belassen wird. Dies dient spater zur Befestigung im
Extensometer (Abbildung 14). (Elsheikh & Anderson, 2005) Danach wird die Probe
vorgespannt und die Messung durchgefuihrt. Auf die Probe wirkt eine Kraft ein, die eine
Deformation (Dehnung) zur Folge hat. (Roberts et al., 2018) Dabei werden Kraft und
Langenanderung der Probe vom Extensometer detegiert und anschlie@end in einem
Spannungs-Dehnungsdiagramm dargestellt. Zuvor missen Dicke, Breite und Anfangslange
der Probe gemessen und im Gerat eingestellt werden. (Ambrosio, 2016; Roberts et al., 2018)
AnschlieRend werden die Eigenschaften mittels der Formeln aus Tabelle 3 berechnet.
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Abbildung 15 Darstellung der verschiedenen Phasen der Spannungs-Dehnungskurve. Links: nicht
vorgespannte Probe; Phase (1) Bereich der ungespannten Probe, Faser sind gequetscht; Phase (2)
elastische Deformation; Phase (3) plastische Deformation. Rechts: Spannungs-Dehnungskurve mit
vorgespannter Probe am Beispiel einer Schweinehornhaut.
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Mit diesem Verfahren wird vor allem die Biomechanik der Kollagenfibrillen der Hornhaut
gemessen. In Abbildung 15 ist die dabei zu erwartende Spannungs-Dehnungs-Kurve
dargestellt. Im Falle einer nicht vorgespannten Probe missen sich die Kollagenfasern
zunachst aus ihrem gewellten Zustand entfalten, wodurch keine oder nur eine geringe
Dehnung der Probe resultiert (Phase 1). Sind die Fasern anschliel3end gestreckt und es wird
weiter Kraft auf die Probe ausgeiibt, tritt die elastische Verformung der Probe ein. Je langer
Kraft auf die Probe einwirkt, desto mehr dehnt sich diese, was letztlich in einer plastischen
irreversiblen Verformung endet und auch zu einem Riss oder Bruch fuhren kann. Es wird
davon ausgegangen, dass der physiologische Status der Hornhaut in vivo zwischen dem Ende
der Fibrillenstreckung und dem Beginn der elastischen Deformation liegt. (Kling & Hafezi,
2017b)

Aufgrund der Annahme, dass die Hornhaut sich nicht linear elastisch verhalt, lasst sich kein
bestimmter Wert flr den Elastizitatsmodul angeben. Dennoch kann ein lineares Verhalten des
Gewebes in einem kleinen Bereich der Deformation angenommen werden. Fir diesen exakten
Bereich ist hierdurch eine spezifische Bestimmung des E-Moduls méglich. In der Literatur
finden sich dazu Werte zwischen 1,3 — 6 MPa fir die menschliche Hornhaut. (Kling & Hafezi,
2017b) Diese Werte sind stark von der Methodik der durchgefihrten Messung abhéngig. Als
EinflussgrofRen sind die Mal3e der Probe, Hydratationslevel, Vorspannung und Krafteinwirkung
auf die Probe zu nennen. Auch die Dehnung, bei welcher der E-Modul abgelesen wird, hat

einen Einfluss auf die Werte. (Ambrosio, 2016)

Wie bereits erwéhnt, stellt das Stroma den Hauptteil der Hornhaut dar und bestimmt
malf3geblich die biomechanischen Eigenschaften. Dennoch ist der Einfluss weiterer
Hornhautschichten hinsichtlich der Biomechanik untersucht worden. Jedoch zeigen sich bei
den zahlreichen Untersuchungen kontroverse Angaben, die oft von der Messmethode
abhangig sind. Das Epithel hat einen deutlich geringeren E-Modul als das Stroma, sodass der
biomechanische Effekt auf die gesamte korneale Biomechanik vernachlassigt werden kann.
(Kling & Hafezi, 2017b; Ma et al., 2018) Trotz der geringen Dicke weist die Bowman Membran
ein grolRes E-Modul auf, da die Kollegenfibrillen hier sehr dicht gepackt sind. Aufgrund dessen
ist die Bowman Membran auch fir die Aufrechterhaltung der Hornhautkrimmung
verantwortlich. (Kling & Hafezi, 2017b; Ma et al., 2018) Wie bereits zuvor beschrieben, wird
die Biomechanik der Hornhaut maf3geblich vom Stroma beeinflusst. Die Descemet Membran
hat keinen wesentlichen Anteil an der Biomechanik. Epithel und Endothel haben einen
indirekten Einfluss auf die Biomechanik, da sie fir den Hydratationszustand der Hornhaut
verantwortlich sind. Dabei gilt: Je starker die Hornhaut hydriert ist, desto geringer ist der E-
Modul. (Kling & Hafezi, 2017b; Ma et al., 2018)
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Die viskoelastischen Eigenschaften lassen sich dagegen nur prifen, in dem auch eine
Reaktion auf die zuvor ausgeiibte Deformation in die Gesamtmessung aufgenommen wird.
Dies geschient nur, wenn der Messprozess bis zur Rickkehr der Zellen in den
Ausgangszustand andauert. Dieser Vorgang priift dann die zeitabh&ngigen Eigenschaften des
Materials. (Kling & Hafezi, 2017b)

Da die Hornhaut sich in gekrimmter Form befindet, kann eine Probe nicht in ihrem
physiologischen Zustand untersucht werden. Hierin ist ein Nachteil von Spannungs-
Dehnungsmessungen zu sehen. Auch der multidirektionale Einfluss des 10D wird nicht
bericksichtigt. (Ambrosio, 2016; Elsheikh & Anderson, 2005)

b) Inflation-Test

Eine weitere Option der ex vivo Bestimmung biomechanischer Eigenschaften der Hornhaut
sind sogenannte ,Inflation-Tests”, bei denen das Auge und/oder die Hornhaut in ihrem
physiologischen Zustand verbleibt. Hierbei ist auch eine Ubertragung in vitro méglich. (Roberts
et al., 2018) Durch Erhéhung des IOD wird eine Deformation der Hornhaut verursacht, die
dann durch einen Sensor detegiert wird, um daraus Riickschlisse auf die Biomechanik ziehen
zu kdénnen. (Ambrosio, 2016) Die Prifung erfolgt in zwei Richtungen: Zuerst wird der 10D stark
erhoht und die Deformation in den verschiedenen Zwischenschritten gemessen. Ist der
maximale 10D erreicht, wird dieser auf ein niedrigeres Level gesenkt und dabei die ,Rick"-

Deformierung in Abhangigkeit der Zeit gemessen. (Ambrosio, 2016)

Die Vorteile des Verfahrens liegen darin, dass die Hornhaut im physiologischen Zustand bleibt
und auch eine Vorspannung des Gewebes nahe den physiologischen Bedingungen moglich
ist. Der E-Modul kann jedoch nur durch computerbasierte Modelle berechnet werden, was die
Bestimmung deutlich schwieriger gestaltet und den Verfahren als Nachteil angelastet werden
kann. (Ambrosio, 2016)
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2.4.4 Bestimmung der Biomechanik der Hornhaut in vivo

Bei der Behandlung verschiedener Erkrankungen des Auges spielt die Bestimmung
biomechanischer Eigenschaften in vivo eine wichtige Rolle. Die zuvor beschriebenen
Methoden, bei der eine Hornhautprobe deformiert werden muss, um daraus mechanische
Eigenschaften abzuleiten, eignen sich nicht fir den Einsatz am lebenden Objekt. Des Weiteren
sind fur den klinischen Einsatz folgende Anforderungen an das Messverfahren oder Messgerat

wichtig:

- schnelle und unkomplizierte Messung
- Messung sollte delegiert werden kdnnen
- keine Schmerzen oder unangenehmes Gefiihl beim Patienten

- maoglichst kein Einsatz von Hilfsmittel, wie z. B. ¢rtliche Anadsthesie

Diesen Anforderungen entsprechen Non-Kontakt Tonometer (NCT), die durch einen
Luftimpuls die Hornhaut deformieren und das dynamische Verhalten beurteilen kénnen. In
erster Linie wurden solche Gerate zur ,einfacheren” Bestimmung des Augeninnendrucks
entwickelt und entsprechen den oben genannten Anforderungen im Vergleich zur
herkdbmmlichen Goldmann Applanations-Tonometrie (GAT). Als kommerzielle Geréte, die
neben anderen, den Prinzipien eines NCTs entsprechen, sind der Ocular Response Analyzer
(ORA, Reichert Technologie, Buffalo, NY, USA) und das Corneal Visualization Scheimpflug
Technology Gerat (Corvis ST, OCULUS Optikgerate GmbH, Wetzlar) erhéltlich. Beide Gerate
verfolgen die Absicht, neben dem Augeninnendruck auch die biomechanischen Eigenschaften
zu messen, unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihres Messverfahrens und der Parameter.
(Herber, Terai, Pillunat et al., 2018; Roberts et al., 2018) Die Herausforderung besteht dabei,
dass die mechanischen Eigenschaften der Hornhaut nicht ohne weiteres unabhangig vom 10D

bestimmt werden kdnnen. (Ambrosio, 2016)
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a) Ocular Response Analyzer (ORA)

Das ORA (Reichert Technologie, Buffalo, NY, USA) ist als NCT entwickelt worden (Abbildung
16). Die Hornhaut soll dabei mithilfe eines Luftimpulses so deformiert werden, dass ein
Goldmann korrelierter IOD (IOPg) bestimmbar wird. Das Auge muss hierfir nicht mit 6rtlicher
Anésthesie vorbehandelt werden, wodurch sich die Messung an nicht &rztliches Personal

delegieren lasst, ein wesentlicher Vorteil des Verfahrens. (Ambrosio, 2016)

Abbildung 16 Ocular Response Analyzer im Glaukom-Labor der Augenklinik des Universitatsklinikums
Carl Gustav Carus Dresden (links). Positionierung des Patienten vor dem Gerét (rechts).

Die Deformation der Hornhaut wird mittels infraroten Licht und einem Sensor detegiert.
(Ambrosio, 2016) Eine genaue Erlauterung des Messverfahrens findet sich in Abschnitt 3.1.1.
Abgeleitet von der mechanischen Spannungs-Dehnungsmessung wird die Hornhaut am
lebenden Objekt durch den Luftimpuls so stark verformt, dass sie einen Moment lang
applaniert wird und anschlieBend in einen konkaven Zustand Ubergeht. Lasst die
Krafteinwirkung des Luftimpulses nach, verformt sich die Hornhaut aus dem konkaven in ihren
Ausgangszustand zurlick und passiert dabei die zweite Applanation.
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Die von der Hornhaut aufgenommene Energie wird aufgrund des viskoelastischen Verhaltens
aufgebraucht, was als Dampfung angesehen werden kann. In diesem Fall ist die Hysterese
weniger die Eigenschaft des Materials, sondern vielmehr das Ergebnis der
Antwortverzégerung bei Kraftdnderung. Die korneale Hysterese (CH), die das ORA ermittelt,
ist die Funktion der kornealen viskoelastischen Dampfung, die sich aus Einwarts- und
Auswartsbewegung der Hornhaut ergibt. CH beschreibt damit den Energieverlust, der
entsteht, wenn die Kornea die einwirkende Kraft in Energie umwandelt, absorbiert und
verbraucht. Aufgrund dessen spiegelt CH nicht den E-Modul der Hornhaut wider, sondern die

korneale viskdse Dampfung. (Ambrosio, 2016)

In einem theoretischen Modell aus Federn und Dampfern, mit denen die viskoelastischen
Eigenschaften der Hornhaut nachempfunden werden, konnte gezeigt werden, dass CH in
Abhangigkeit von der Viskositat entweder mit einer hohen oder niedrigeren Elastizitat
assoziiert ist. (Glass, Roberts, Litsky et al., 2008) Diese Ergebnisse decken sich mit den
klinischen Beobachtungen und lassen keinen direkten Zusammenhang zwischen CH und E-
Modul zu. Ein weiterer Faktor des ORA ist der korneale Resistenzfaktor (CRF). Dieser spiegelt
ebenfalls die viskoelastischen Eigenschaften der Hornhaut wider, verweist jedoch starker auf

deren elastische Komponente. (Ambrosio, 2016)
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b) Corneal Visualization Scheimpflug Technology (Corvis ST)

Das Corvis ST (Corneal Visualization Scheimpflug Technology, OCULUS Optikgerate GmbH,
Wetzlar) ist ebenfalls ein NCT, der mithilfe eines Luftimpulses die Hornhaut in einen
Deformationszustand versetzt. Die Detektion der Deformationsphasen wird hier mittels einer
Ultra-High-Speed Kamera nach Scheimpflug-Prinzip aufgenommen (Abbildung 17). (Hon &
Lam, 2013) Die Aufnahme erfolgt ausschliellich vom zentralen Hornhautquerschnitt in
horizontaler Richtung.

Abbildung 17 Corvis ST im Glaukom-Labor der Augenklinik des Universitatsklinikums Carl Gustav Carus
Dresden (links). Positionierung des Patienten vor dem Gerat (rechts).

Ahnlich wie beim ORA erreicht die Hornhaut nach Auftreffen des Luftimpulses verschiedene
Deformationszusténde: erste Applanation - Zustand der hochsten Konkavitat (Highest
concavity, HC) — zweite Applanation - initialer Zustand. (Hon & Lam, 2013) Aus diesen Phasen
koénnen verschiedene Parameter abgeleitet werden, sogenannte ,dynamic corneal response*
(DCR) Parameter. Die erste Applanation ist definiert als der Ubergang zwischen initialer
konvexer Krimmung und durch den Krafteinfluss eintretende konkave Krimmung der Kornea
in einem zentralen Bereich (Apex) von 0,5 mm. Gleichzeitig wird der Druck des Luftimpulses
in der Druse des Corvis ST gemessen. Mittels eines Umrechnungsfaktors wird der 10D aus
der Zeit bestimmt, die bendtigt wird, um die erste Applanation zu erreichen. Der Vorteil besteht
darin, dass die Messung des I0OD unabhangig von der Tranenfilmqualitdt sowie der Fixation
des Patienten ist. (Ambrosio, 2016)
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Zu den Basis DCR Parametern gehoren (Roberts et al., 2018):

- A1/ A2 Time (A1T/ A2T), Zeit bis zur ersten/zweiten Applanation

- Al/ A2 Velocity (A1V / A2V), Geschwindigkeit bis zur ersten/zweiten Applanation

- A1/ A2 Length (ALL / A2L), Lange der applanierten Kornea

- HC Time (HCT), Zeit bis zur héchsten Konkavitét

- HC Curvature (HC-R), zentraler Radius der konkaven Kornea zum Zeitpunkt HC

- Peak Distance (PD), Abstand der 2 ,Berge* zum Zeitpunkt HC

- Radius, zentraler, kornealer Krimmungsradius

- Deformation Amplitude (DA), Distanz der kornealen Deformation bei HC im Vergleich
zum initialen Zustand

- Whole Eye Movement (WEM), Bewegung des gesamten Augapfels wahrend der
Deformation

- Deflektionsamplitude (DefA), reine korneale Deformation zum Zeitpunkt HC im

Vergleich zum initialen Zustand ohne WEM

Neben den DCR Parametern lasst sich auch die Hornhautdicke durch die Scheimpflug-
Aufnahme bestimmen. Zu den neueren DCR Parametern gehdrt DA Ratio (DAR), ein
Parameter, der das Verhéaltnis aus zentraler und peripherer (1 und 2 mm vom Apex)
Deformation zum Zeitpunkt HC bestimmt. Hohere Werte fir DAR bedeuten, dass die Kornea
weniger stark resistent gegeniiber der Krafteinwirkung ist. Des Weiteren lassen sich zwei
Parameter aus HC-R ableiten, zum einem der inverse Radius (1/HC-R = 1/R) und zum
anderen die integrierte Summe des 1/R Uber die Zeit zwischen erster und zweiter Applanation.
Diese Parameter zeigen sich besonders sensitiv zur Detektion des Keratokonus. Der CBI
(Corvis Biomechanical Index) ist eine Kombination bestimmter DCR Parameter, der mit hoher
Sensitivitat und Spezifitdt zwischen gesunden und Keratokonus Augen unterscheiden kann.
(R. Vinciguerra, Ambrosio, Elsheikh et al., 2016)

Roberts et al. vertffentlichte zwei weitere Parameter, die die Gesamtsteifigkeit der Hornhaut
bei A1 und HC nachempfinden sollen. Diese Parameter (SP Al, Steifigkeitsparameter bei A1,
SP HC, Steifigkeitsparameter bei HC) zeigen niedrigere Werte bei Keratokonus Augen im
Vergleich zu gesunden, wodurch eine geringere Resistenz der Kornea gegenuber der
Deformation beim Keratokonus erkennbar ist. Jedoch sind die Parameter SP Al und SP HC
nicht mit dem E-Modul der Kornea gleichzusetzen. Vielmehr stellt es ein vereinfachtes Modell

der Gesamitsteifigkeit der Hornhaut dar. (Roberts, Mahmoud, Bons et al., 2017)
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C) Brillouin Spektroskopie

Die Brillouin Spektroskopie ermdglicht die Quantifizierung der kornealen Biomechanik in vivo
ohne jegliche Deformation der Struktur. Die Ableitung dieser Informationen erfolgt tber die
Interaktion zwischen einfallenden optischen Wellen und spontanen akustischen Wellen
innerhalb des Materials, die in der Folge zu einer Frequenzverschiebung fihren und eine
Ableitung des E-Moduls ermoglichen. Nachteil des Verfahrens ist die lange Messdauer, die
zwischen zehn und 60 min liegen kann. (Alio, 2017)

Untersuchungen bei Keratokonus Augen haben gezeigt, dass die Brillouin Verschiebung
insgesamt niedriger war als bei gesunden, woraus letztlich ein geringerer E-Modul abgeleitet
wurde. Die Verteilung der Brillouin Verschiebung zeigte sich bei gesunden Augen iber den
gesamten Hornhautdurchmesser homogen. Im Gegensatz dazu wurden regionale Variationen
in der Frequenzverschiebung bei Vorliegen eines Keratokonus beobachtet. Die Verschiebung
war im Bereich des Apex niedriger als in der Peripherie. Zudem unterschieden sich die
peripheren Werte kaum von denen von gesunden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass beim
Keratokonus womoglich eine fokale bzw. lokale Schwéachung des Gewebes und damit eine
asymmetrische Verteilung des E-Moduls in der Hornhaut vorliegt. (Ali, 2017)

H*® | LidaNIa N i

@IROC, Zurich

Abbildung 18 Aufbau eines Brillouin Spektroskops im Labor (links) und Anwendung am Auge (rechts).
Aus Publikation Spatially-resolved Brillouin spectroscopy reveals biomechanical abnormalities in mild
to advanced keratoconus in vivo. Open Access Lizenz (Creative Commons CC BY).(Shao, Eltony,
Seiler et al., 2019)
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2.4.5 Computer gestutzte Modellierung von biomechanischen Modellen und
Ektasien

Die Finite Element Methode (FEM) ist ein numerisches Verfahren, bei dem durch vereinfachte
Ldsungsansatze, komplizierte Gleichungen zur Beschreibung komplexer
Materialeigenschaften und unregelmafiger Geometrien geltst werden kdnnen. Dabei wird ein
Korper oder ein System in viele kleine Einheiten gegliedert, sogenannte Elemente, die durch
Knotenpunkte miteinander verbunden sind und damit eine Art Gittergewebe entstehen lassen
(Abbildung 19). Jedem Element werden Material- und Struktureigenschaften zugeordnet, die
dann durch beliebige &ufere Faktoren, wie z. B. Kraft, Deformation oder Temperatur
beeinflusst werden kénnen. Jedes Element gibt eine spezifische Antwort zurtick, die dann mit
den restlichen Antworten der Elemente zusammengesetzt wird, um daraus die Gesamtantwort
des Kdrpers oder des Systems auf den einwirkenden Faktor zu beschreiben. (Nejad, Foster &
Gongal, 2014)

Comea !

Abbildung 19 Beispiel eines FE Modells zur Beschreibung eines ganzeinheitlichen Augenmodells

(Roberts et al., 2018). Mit freundlicher Genehmigung von Kugler Publications.

Auch fur die komplexe Struktur der Hornhaut bieten sich FE Modelle an, um die
geometrischen, biomechanischen und biologischen Eigenschaften des Gewebes zu
analysieren. (Sinha Roy & Dupps, 2009) Zum Beispiel kénnen damit Vorhersagen fir
verschiedene Behandlungsmethoden der refraktiven Chirurgie oder des Keratokonus
getroffen werden. (Nejad et al., 2014)
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Sinha Roy und Dupps zeigten in einer FE Simulation, wie mittels &uf3erer Faktoren eine
Progression der Hornhauttopografie induziert werden konnte, die letztlich in diesem Modell ein
typisches Erscheinungsbild eines Keratokonus zeigte (Abbildung 20). (Sinha Roy & Dupps,
2011) Dabei wurden tomografische Daten eines Patienten mit asymmetrischen Keratokonus
verwendet. An dem Auge, an dem die normale Topografie vorlag, wurde an der steilsten Stelle
der Hornhaut die hyperelastischen Eigenschaften schrittweise reduziert, wodurch ein nicht
linearer Anstieg der Hornhautkrimmung sowie eine fokale Reduzierung der
Materialeigenschaften entstand. (Hafezi et al., 2017) Durch zuséatzliche Reduzierung der
Hornhautdicke wurde die Progression des Konus gesteigert. Jedoch zeigte sich die fokale
Schwéachung im Modell als ein unabhangiger Faktor fir die Entwicklung des Keratokonus und
seiner charakteristischen topografischen Struktur. (Hafezi et al., 2017)
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Abbildung 20 FE Modellierung einer Ektasie eines Auges mit normaler Topografie, wobei das
Partnerauge ein Keratokonus zeigte. A) 10% B) 30 % C) 45 % Reduzierung des E-Moduls (Roberts et
al., 2018). Mit freundlicher Genehmigung von Kugler Publications.

Diese Modellierung lasst folgende Schlussfolgerung fir die Entwicklung einer Ektasie aus
mechanischer Sicht zu: Eine biomechanisch schwéchere Region (niedrigerer E-Modul) der
Hornhaut, die gleichzeitig von biomechanisch starkerem Gewebe umgeben ist, wird an dieser
schwachen Stelle starker durch den IOD deformiert als das umgebende Gewebe. Dadurch
verdinnt sich das Material an dieser Stelle und die elastische Stérke reduziert sich. Je mehr
sich die Hornhaut verdinnt, desto ungleicher ist die Spannungsverteilung an der Hornhaut.
Nachfolgend entsteht eine Versteilung nach aul3en, da diese Stelle der von innen wirkenden
Kraft nachgibt (Abbildung 21) und eine Progression des Keratokonus entsteht. Bisher konnte
die Ursache der fokalen Schwéchung des Gewebes noch nicht ermittelt werden. Es wird
angenommen, dass eine Ursache beispielweise das Augenreiben sein kdnnte. Diese Theorie
wird durch experimentellen Untersuchungen gestutzt, bei denen Hornhaute mit einer Ektasie
ex vivo mittels optischer Koharenzelastografie untersucht worden sind. Dabei zeigte sich, dass
ein reduzierter E-Modul im Meridian des Konus vorlag, der mit der praoperativ gemessenen

Topografie korrelierte. (Roberts & Dupps, 2014)
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Biomechanical Cycle of
Decompensation in Ectasia

Increased Curvature
/ (Focal Deformation)
Redistribute LS
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Abbildung 21 Darstellung der fokalen Schwachung des Gewebes und Zyklus der Entwicklung einer
Ektasie. (Roberts & Dupps, 2014) Mit freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health, Inc.,

Alphen aan den Rijn, Niederlande.

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Applikation von Kollagenasen auf
menschliche Spenderhornhauten (C. W. Hong, Sinha Roy, Schoenfield et al., 2012) oder auf
Hornhaute von Kaninchen (Qiao, Li, Tang et al., 2018) zu einer induzierten Hornhautektasie
fuhrten. Kollagenasen sind Enzyme und gehoren zu den Matrix-Metalloproteasen, die eine
Degeneration des Kollagen I, ein Hauptbestandteil der Hornhaut, hervorrufen. (Qiao et al.,
2018) Durch die Expression der Kollagenasen konnte eine Versteilung der Hornhautradien
beobachtet werden. (C. W. Hong et al., 2012; Qiao et al., 2018) Im Tiermodell zeigte sich

zudem eine Reduktion der Hornhautdicke sowie dem E-Modul. (Qiao et al., 2018)
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2.5 Aktueller Stand der Forschung

2.5.1 Ocular Response Analyzer

In zahlreichen Studien sind verschiedene Krankheitsbilder mittels ORA untersucht worden.
Der aktuelle Stand der Forschung kann wie folgt zusammengefasst werden. Gesunde Augen
weisen einen CH/CRF-Wert von ca. 10 mmHg auf (Abbildung 22). (Luce, 2005) Vom
Keratokonus betroffene Augen zeigen signifikant niedrigere Werte fir CH und CRF, wobei die
Differenz aus beiden Parametern (CH-CRF) positiv ist (Abbildung 23). (Luce, 2005; Touboul,
Roberts, Kerautret et al., 2008) Dennoch liegt eine eher schlechte bis moderate Sensitivitét
und Spezifitat fir CH/CRF zur Detektion eines Keratokonus vor. (Fontes, Ambrosio, Jardim et
al., 2010; Fontes, Ambrosio, Velarde et al., 2011; Schweitzer, Roberts, Mahmoud et al., 2010)
Nach CXL ist keine Anderung den Parametern feststellbar. (Goldich, Barkana, Morad et al.,
2009; M. Sedaghat, Naderi & Zarei-Ghanavati, 2010; P. Vinciguerra, Albe, Mahmoud et al.,
2010) Beim Glaukom ist CH ebenfalls reduziert und stellt mit einem erhdhten IOD einen
nachweislichen Risikofaktor fiir eine Progression der Gesichtsfelddefekte dar (Abbildung 24).
(Anand, De Moraes, Teng et al.,, 2010; Ang, Bochmann, Townend et al., 2008; Congdon,
Broman, Bandeen-Roche et al., 2006; Medeiros, Meira-Freitas, Lisboa et al., 2013; Shah,
Laiquzzaman, Mantry et al., 2008) Bei den Diabetikern sind die Angaben kontrovers und ein
klinischer Nutzen lasst sich momentan nicht ableiten (Abbildung 25). Alle relevanten Studien

sind zusammenfassend in Anhang 1 aufgefuhrt.
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Abbildung 22 Zusammenfassung der Parameter CH und CRF anhand gesunder Probanden, basierend
auf Literaturrecherche in Anhang 1. (Laiquzzaman, Bhojwani, Cunliffe et al., 2006; Luce, 2005; Shah,
Laiquzzaman, Cunliffe et al., 2006)
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Abbildung 23 Zusammenfassung der Parameter CH und CRF anhand Keratokonus-Patienten,
basierend auf Literaturrecherche in Anhang 1. (Luce, 2005; Touboul et al., 2008)
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Abbildung 24 Zusammenfassung der Parameter CH und CRF anhand Glaukom-Patienten, basierend
auf Literaturrecherche in Anhang 1. (Anand et al., 2010; Ang et al., 2008; Congdon et al., 2006; Medeiros
et al., 2013; Shah et al., 2008). GF, Gesichtsfeld.
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Abbildung 25 Zusammenfassung der Parameter CH und CRF anhand Diabetes-Patienten, basierend
auf Literaturrecherche in Anhang 1. (Goldich, Barkana, Gerber et al., 2009; Hager, Wegscheider &
Wiegand, 2009; Sahin, Bayer, Ozge et al., 2009)

2.5.2 Corvis ST

Die Einzelparameter des Corvis ST zeigen in bisherigen Studien einen Zusammenhang zur
Hornhautdicke und dem IOD. (Tian, Huang, Wang et al., 2014) Mit groRerer Hornhautdicke
und 10D weisen die DCR Parameter einen grofReren Widerstand gegenuber dem Luftimpuls
auf (Abbildung 26). (Hon & Lam, 2013) Mit htherem Alter reduzieren sich die Werte fir DA
Ratio und inversem Radius, was ebenfalls mit einer hdheren Steifigkeit mit zunehmendem
Alter assoziiert ist. (R. Vinciguerra, Elsheikh, Roberts et al., 2016) Fur den Keratokonus zeigen
sich geringere Werte fur A1T, ALlL, HC-R und SP Al sowie hohere Werte fir A2T, DAR1/2,
1/R und int. 1/R gegenliber gesunden. (Roberts et al., 2017) Der Corvis Biomechanical Index
(CBI) bietet die hochste Sensitivitat und Spezifitdt zur Detektion des Keratokonus.(R.
Vinciguerra, Ambrosio, et al., 2016) Alle relevanten Studien sind zusammenfassend in
Anhang 2 aufgefuhrt.
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Abbildung 26 Zusammenhang der DCR Parameter mit Einflussfaktoren bei Gesunden. Basierend auf
Literaturrecherche in Anhang 2. (Ali, Patel & McGhee, 2014; Hon & Lam, 2013; Joda, Shervin, Kook et
al., 2016; Tian et al., 2014; R. Vinciguerra, Elsheikh, et al., 2016)
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Abbildung 27 Zusammenhang der DCR Parameter zum Krankheitsbild des Keratokonus. Basierend auf
der Literaturrecherche in Anhang 2. (Ali et al., 2014; Roberts et al., 2017; Tian et al., 2014; R.
Vinciguerra, Ambrosio, et al., 2016)
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2.6  Fragestellungen und Hypothesen

In dieser Arbeit soll das Corvis ST und dessen Messparameter (DCR) hinsichtlich
experimenteller und klinischer Fragestellungen untersucht werden. Dabei gilt es vor allem
Einflussfaktoren wie Alter, Hornhautdicke und IOD auf die DCR Parameter zu prifen. Des
Weiteren werden diagnostischen Mdoglichkeiten zwischen Gesunden und Keratokonus-
Patienten evaluiert sowie eine Analyse des Schweregrades der Erkrankung. Zusatzlich wird
geprift, ob biomechanische Verédnderungen nach Hornhautvernetzung anhand von
experimentellen Untersuchungen am Schweineauge sowie klinischen Beobachtungen
festgestellt werden koénnen, basierend auf Erkenntnissen zur Wiederholbarkeit und

Reproduzierbarkeit der DCR Parameter.

a) Experimentelle Untersuchungen

(1) Der Augeninnendruck hat einen signifikanten Einfluss auf die Werte der DCR
Parameter.

(2) Die Erhohung der skleralen Steifigkeit hat Auswirkung auf das Deformationsverhalten
der Hornhaut gegeniber dem induzierten Luftimpuls.

(3) Das korneale Cross-Linking erhdoht die Hornhautsteifigkeit, unabh&ngig vom

durchgefiihrten Behandlungsprotokoll.

b) Klinische Untersuchungen

(1) Die kornealen Deformationsparameter werden am starksten von der Hornhautdicke
und dem Augeninnendruck beeinflusst sowie von Alter und Vorderkammertiefe.

(2) Die dynamische Scheimpflug-Tonometrie liefert eine héhere Sensitivitat und Spezifitat
in ihren Parametern als die korneale Hysterese und der korneale Resistenzfaktor.

(3) Die  Deformationsparameter haben eine hohe  Wiederholbarkeit und
Reproduzierbarkeit.

(4) Die Deformationsparameter korrelieren mit dem Schweregrad des Keratokonus.

(5) Eine Klassifizierung nach Grad des Keratokonus st mithilfe der
Deformationsparameter maoglich.

(6) Beurteilung der biomechanischen Anderungen nach Hornhautvernetzung in vivo lasst

sich mit den Deformationsparametern nachweisen.
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3 Material und Methoden

3.1 Messgerite

3.1.1 Ocular Response Analyzer

Der Ocular Response Analyzer (ORA) ist ein Non-Kontakt Tonometer der Firma Reichert
(Reichert Ophthalmic Instruments, Depew, New York, USA), welches mittels einen Luftimpuls
die Hornhaut in einen Deformationszustand bringt und durch Reflexionen an der applanierten
Hornhaut einen Infrarotstrahl zu einem entsprechenden Detektor leitet. Ein Luftimpuls wird
vom Messkopf abgeben, der sich automatisch vor das Patientenauge platziert. (Ambrosio,
2016) Die Dauer und Intensitat des Luftimpulses hangt vom Erreichen der ersten Applanation
ab. Demzufolge ist der Impuls fur jede Messung variabel. (Roberts et al., 2018) Als Ergebnis
dieser Messung wird die Signalstarke des detegierten Infrarotstrahls tber die Zeit dargestellt
(Abbildung 28). Die beiden Spitzen des Signals spiegeln die Applanationszustande der
Einwarts- und Auswartsbewegung wider. Des Weiteren wird der Augeninnendruck als
Goldmann korrelierter 10D (IOPg) angegeben sowie der kornealen kompensierten IOD
(IOPcc), der vor allem die 10D Unterschiede vor und nach LASIK aufgrund der reduzierten

Hornhautdicke kompensieren soll. (Ambrosio, 2016)
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Abbildung 28 Infrarot- und Luftdrucksignal bei einer ORA Messung. P1 und P2 entsprechen den
Druckzustanden wahrend erster und zweiter Applanation. IOPg, Goldmann korrelierter 1I0D; IOP,
Hornhaut kompensierter I0D; CH, korneale Hysterese; CRF, kornealer Resistenzfaktor; WS,

Waveform Score (Qualitdt der Messung).
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Zusatzlich wird die korneale Hysterese angegeben, die das viskdse Verhalten der Hornhaut
beschreibt und definiert ist durch die Differenz aus P1 — P2. (Ambrosio, 2016) Der korneale
Resistenzfaktor reprasentiert ebenfalls die viskdse Komponente der Hornhaut, jedoch mit
einer starkeren Wichtung der ersten Applanation. (Ambrosio, 2016) Beide Parameter und
deren klinische Bedeutung sind in Abschnitt 3.4.4.a) naher beschrieben. Ein weiterer Index
zum Screening des Keratokonus ist der Keratokonus Score bzw. Keratokonus Match Index,
der die Messwerte und die Signalform mit einer Normdatenbank abgleicht und das Vorliegen
eines Keratokonus und dessen Stadium vorhersagt. (Labiris, Gatzioufas, Sideroudi et al.,
2013; Labiris, Giarmoukakis, Sideroudi et al., 2014)

Berechnung der Parameter (Roberts, 2014):
CH = a[P1 - P2]
CRF =a[P1-0,7*P2] +d
IOPg = a[(P1 + P2)/2] + c

IOPcc = b[P2 — 0,43*P1] + e

Die Koeffizienten a, b, c, d, e stellen Kalibrierungs- und Regressionskonstanten dar.
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3.1.2 Corvis ST - Corneal Visualization Scheimpflug Technology

Das Scheimpflug-basierte Tonometer (Corvis ST, Oculus, Wetzlar, Deutschland) stellt ein
Messverfahren der Non-Kontakt Tonometrie dar, bei dem durch einen Luftimpuls, ebenfalls
wie beim ORA, eine Verformung der Hornhaut erzeugt wird. Der Deformationsprozess dauert
in etwa 30 ms bis die initiale korneale Form wieder erreicht wird. Mithilfe einer ultra-high speed
Kamera wird der Deformationsprozess nach Scheimpflug-Prinzip aufgenommen. (Hon & Lam,
2013) Es folgt dem Abbildungsprinzip des Kartographen Theodor Scheimpflug, der 1904 die
nach ihm benannte Scheimpflug-Fotografie entwickelt hatte (Rufer, Schroder, Arvani et al.,
2005). Dabei wird durch die gezielte Anordnung von Objekt, Linse und Bildebene eine hohe
Schéarfentiefe des aufgenommenen Objektes erreicht. (Kaschke, Donnerhacke & Rill, 2014) In
Abbildung 29 ist das Scheimpflug-Prinzip schematisch dargestellt, bei dem sich Objekt-,
Linsen- und Bildebene in einem Punkt treffen. (Kaschke et al., 2014) Dieses Verfahren kommt
bereits in verschiedenen Topografie- und Tomografiesystem zum Einsatz, z. B. Pentacam

oder Galilei (Ziemer, Port, Schweiz).

Abbildung 29 Prinzip nach Scheimpflug aus Kaschke et al., 2014
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Der Luftimpuls hat einen fixen maximal erzeugten Druck von 25 kPa. Kurz bevor der Luftimpuls
ausgelost wird, startet die Aufnahme der ultra-high-speed Kamera (4330 Bilder/s) und die
Hornhaut wird von einem horizontalen blauen (455 nm) Lichtspalt (9 mm) beleuchtet. Vor der
Deformation wird die Hornhautdicke im initialen Zustand gemessen. Insgesamt werden 140
Bilder des Deformationsvorgangs aufgenommen, aus denen dann jeweils 576 Datenpunkt pro
Bild ermittelt werden, um die Hornhautdeformation zu beschreiben. In Abbildung 30 sind die
zwei-dimensionalen Scheimpflug-Bilder der verschiedenen Deformationszustéande dargestellt.
Fiar die unterschiedlichen Zusténde (erste Applanation, hochste Konkavitat und zweite
Applanation) werden verschiedene dynamische Hornhautdeformationsparameter (DCR)
ausgegeben. Womaoglich konnen auf diese Art viskdse und elastische Eigenschaften der

Hornhaut wiedergegeben werden. (Ambrosio, 2016)

0.8

0.6

korneale Verschiebung in [mm]
Druck des Luftimpulses [mmHg]

0 5 10 15 20 25 30
Zeit in [ms]

Abbildung 30 Zustande der kornealen Deformation: initialer Zustand — erste Applanation - HOchste
Konkavitat — zweite Applanation (links). Diagramm einer Corvis ST Messung fur die Deformations- und
Deflektionsamplitde sowie der Gesamtaugenbewegung (Whole Eye Movement) und des Luftdrucks

(rechts).
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Zusatzlich ist in Abbildung 30 ein Diagramm dargestellt, welches die Deformations-
/Deflektionsamplitude sowie die Gesamtbewegung des Auges gegenuber des induzierten
Luftimpulses in Abhéngigkeit der Zeit zeigt. Das Deformationsverhalten der Hornhaut I&sst sich

wie folgt beschreiben (Roberts et al., 2017):

Bevor die Deformation stattfindet, befindet sich die Hornhaut in einem normalen konvexen
Zustand. Deren Kollagenfaser unterliegen einer gewissen Spannung, hervorgerufen durch den
IOD. Nach Auslésen der Messung trifft der Luftimpuls nach ca. 5 ms auf die Hornhaut und
erzeugt eine Einwartsbewegung, die eine Abnahme der Spannung in den Kollagenfasern zur
Folge hat. Gleichzeitig wird auch eine Bewegung des gesamten Augapfels initiiert, der als
~Whole Eye Movement" bezeichnet wird (Abbildung 30, grau Linie). Der &ul3ere Druck steigt
infolgedessen weiter an und erzeugt bei ca. 7 ms die erste Applanation, bei der die
Kollagenfasern die geringste Spannung aufweisen. Kurz nach der ersten Applanation weisen
die Kollagenfasern einen gequetschten bzw. gewellten Zustand auf. In der konkaven Phase
befindet sich die eigentliche anteriore Schicht im konkaven Zustand, wodurch es zu einer
Kompression und Quetschung der Faser kommt, wohingegen die Fasern der posterioren
Hornhautschicht unter Spannung stehen. Wahrenddessen entsteht eine Verdrangung des
Vorderkammerwassers, wodurch der IOD in Abhéngigkeit der skleralen Eigenschaften
ansteigt. Bei rund 15 ms nach der Messausldsung tritt die Oszillationsphase ein, in welcher
der Widerstand der Hornhaut gegeniiber der Deformation bzw. des Luftimpulses am hdchsten
ist. Diese Phase wird vor allem durch Eigenschaften der Sklera bestimmt. Parallel dazu nimmt
auch die Gesamtbewegung des Auges zu. Zum Zeitpunkt des maximalen Druckes des
Luftimpulses reduziert sich die Einwartsbewegung der Hornhaut und sie erreicht ihre hdchste
Konkavitat. In diesem Moment wird die maximale Deformations-/Deflektionsamplitude sowie
weitere Parameter der hochsten Konkavitat (HC) bestimmt. Nach Reduktion des Luftimpulses
beginnt die Hornhaut mit der Rickwarts- bzw. der Auswartsbewegung. Die Kollagenfasern
strecken sich langsam wieder und geraten nach Erreichen der zweiten Applanation erneut
unter Spannung. Zu diesem Zeitpunkt geht der 10D auf Ausganglevel zuriick und

Gesamtbewegung des Auges ist ricklaufig (Abbildung 31).
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Nane_. ., DARatio= central Eye: Right (0D) Exam: Date: 04/ 1417:26:32
1D: ASTIGMATISM deformation divided

- Inverse Radius =
Corneal 1/radius of
Deformation Concave Curvature

by average of yellow

Eye: Right (OD) Exam Date: 04/(

HCdarclength = length of

Undeformed arclength blue line minus length of

Peak Distance (Width or Bending Distance)

17.08 ms

Name: DefA Ratio = Central Eye: Right (OD)
ID: AST deflection divided by average

Radius of
Concave

- "~
C . Curvature

of yellow lines

Deflection

Z0CULUS 17.09 m2
Z O0CULUS 0.00 ms

Abbildung 31 Grafische Darstellung der DCR Parameter (DA, DefA, DAR2, 1/R) abgeleitet aus den
Scheimpflug-Aufnahmen (Roberts et al., 2017). Mit freundlicher Genehmigung durch SLACK

Incorporated zur Verfigung gestellt
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Tabelle 4 Ubersicht der untersuchten DCR Parameter.

Beschreibung

CVS-10D nicht korrigierter IOD

[mmHg] *

Pachymetry Hornhautdicke zum initialen Zustand

[um] *

DA [mm] * Deformationsamplitude, Distanz der kornealen Deformation bei héchster
Konkavitat im Vergleich zum initialen Zustand
Deflektionsamplitude, Distanz der kornealen Deformation bei hdchster Konkavitat

DefA [mm] * im Vergleich zum initialen Zustand, mit Berlicksichtigung der Gesamtbewegung

des Auges

Al DefA [mm]

Deflektionsamplitude bis zum Erreichen der ersten Applanation (Roberts et al.,
2017)

AlT [ms] * Al Time, Zeit bis zur ersten Applanation
ALV [mis] * Al VeIoc-ity, Geschwindigkeit der Einwartsbewegung zum Zeitpunkt der ersten
Applanation
A2T [ms] * A2 Time, Zeit bis zur zweiten Applanation
A2V [mis] * A2 VeIoc_ity, Geschwindigkeit der Auswartsbewegung zum Zeitpunkt der zweiten
Applanation
PD [mm] .Peak Distance”, Abstand der 2 ,Berge” zum Zeitpunkt HC (Roberts et al., 2017)
HCT [ms] * Zeit bis zum Erreichen der hdchsten Konkavitét
DAR2 /DAR1 DA Ratio bei 2 bzw. 1 mm, Amplitudenverhaltnis der zentralen und peripheren
[mm] Deformation (R. Vinciguerra, Ambrosio, et al., 2016)
ARTh Ambroésio’s Relational Thickness, Verhaltnis aus Hornhautdicke und
pachymetrischer Progresssion (R. Vinciguerra, Ambrosio, et al., 2016)
bIOP [mmHg] Biomechanisch korrigierte IOD nach Alter, Hornhautdicke und weiteren DCR
9 Parametern (Joda et al., 2016; R. Vinciguerra, Elsheikh, et al., 2016)
4 Kehrwert des zentralen, inversen Radius (HC-R) der konkaven Hornhaut zum
1/R [mm]

Zeitpunkt der héchsten Konkavitat (R. Vinciguerra, Ambrosio, et al., 2016)

Int. 1/R [mm™]

Integrierter (inverser) Radius, Summe des inversen Radius zwischen erster und
zweiter Applanation (R. Vinciguerra, Ambrosio, et al., 2016)

SP Al Steifigkeitsparameter bei A1, berechnet aus (Luftdruck bei A1 — bIOP)/A1 DefA
[mmHg/mm)] (Roberts et al., 2017)
SP HC Steifigkeitsparameter der hdchsten Konkavitét berechnet aus (Luftdruck bei A1 —
[mmHg/mm] blOP)/(DefA — Al DefA) (Roberts et al., 2017)
CBI Corvis Biomechanical Index, Index zur Trennung zwischen normalen und
Keratokonus Hornhéuten (R. Vinciguerra, Ambrosio, et al., 2016)
Tomographical and Biomechanical Index, Index zur Trennung zwischen
TBI Gesunden, Keratokonus und subklinischen Ektasien (Ambrosio, Lopes, Faria-

Correia et al., 2017)

* zuerst beschrieben durch (Hon & Lam, 2013) und (J. Hong, Xu, Wei et al., 2013)
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Die Messergebnisse der Corvis ST Messung sind in verschiedenen Ausgabefenstern aufrufbar

(Abbildung 32).
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Abbildung 32 Corvis ST Auswertmdglichkeiten: Dynamic Corneal Response Analyse (oben),

Vinciguerra Screening Report (unten).
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3.1.3 Scheimpflug-basierte Topografie und Tomografie

Zur Bestimmung der topografischen und tomografischen Daten der Hornhaut wurde die
Pentacam (Oculus, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Wie zuvor beschrieben beruht das
Messverfahren auf der Scheimpflug-Technologie. Im Gegensatz zum Corvis ST rotiert die
Kamera und der Lichtspalt gleichermal3en, so dass eine umfangreiche Aufnahme der
Hornhaut moglich ist und eine dreidimensionale Darstellung der Hornhaut erlaubt. Die
angehangte Software bietet verschiede Module, die je nach gewinschter Diagnostik

ausgewahlt werden kdnnen. Die wesentlichen Parameter fir diese Arbeit waren:

Tabelle 5 Ubersicht der Pentacam Parameter.

Beschreibung

Kmax [dpt] maximale Keratometriewert der Vorderflache
minimale HH-dicke [um] * | diinnste Stelle der Hornhaut im Messareal

TKC Topografische Keratokonus Klassifikation

BAD D Gesamtindex des Belin/Ambrosio Ectasia Display
ABCD ABCD Klassifikationsschema nach Belin

ARC anteriorer Krimmungsradius nach ABCD Schema
PRC posteriorer Krummungsradius nach ABCD Schema

3.2  Experimentelle Untersuchungen

Die Schweineaugen wurden unter kiihlen Bedingungen vom Schlachthof in das Labor der
Augenklinik des Universitatsklinikums der Technischen Universitat Dresden transportiert.
Nach Erhalt der Augen wurden diese fur die experimentellen Versuche vorbereitet, indem das
umliegende Gewebe des Auges, wie Lider und Bindegewebe, entfernt wurde. Zur Bearbeitung
der Augen bzw. der Proben wurden verschiedene Hilfsmittel verwendet, u. a. Skalpell, Schere,
Pinzette sowie ein Pachymeter (Abbildung 33). Fir bestimmte Aufgaben wurde die Helligkeit
im Labor angepasst. Beispielsweise erfolgte eine Abdunkelung des Raums, wenn die Corvis
ST Messung durchgefihrt wurde. (Bahar & Pekel, 2020) Auch die Benetzung der
Hornhautoberflache mit einem feuchten Stieltupfer erfolgte vor den jeweiligen Messungen mit

dem Corvis ST, um eine automatische Messauslosung zu gewabhrleisten.
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SR\

Abbildung 33 Uberblick der verwendeten Instrumente fiir die experimentellen Versuche

mit den Schweineaugen

3.2.1 Beurteilung von Einflussfaktoren auf die DCR Parameter am
Schweineauge

In diesem Teilabschnitt soll der Einfluss verschiedener Faktoren auf die Corvis ST Messung
an Hand des Tiermodells Schweineauge untersucht werden. Dazu wurden folgende

Einflussfaktoren und deren Auswirkung auf die DCR Parameter des Corvis ST untersucht:

Wiederholbarkeit der Messergebnisse

- Erh6hung des 10D im Augapfel von 20 mmHg auf 40 mmHg, in 5 mmHg Schritten

- Erh6hung der skleralen Steifigkeit
Vernetzung des hinteren Augenpols bis zum Augenaquator mittels 1 %iger
Glutaraldehyd-L6sung fur 15 min. Corvis ST Messung erfolgte vor und nach der
Vernetzung

- Austausch des Vorderkammerwassers durch Viskomaterial

Zwischen Limbus und Sklera wurde mithilfe einer Kanille zuerst das

Kammerwasser entfernt und anschlieRend Methocel® 2% (OmniVision GmbH,

Puchheim, Deutschland)

- Messung im horizontalen und vertikalen Hornhautmeridian

62



Material und Methoden

Voraussetzung fur die Messung am Corvis ST war die Kalibrierung eines Manometers bzw.
einer Wassersaule, die eine akkurate IOD Einstellung im Auge ermdglichte. Dazu wurde mit
Hilfe eines piezo-elektrischen Drucksensors (Keller AG, Winterthur, Schweiz) eine Messskala
ermittelt, die an ein hohenverstellbares Stativ montiert wurde, sodass im Folgenden eine

Einstellung des 10D anhand der Justierung der Wassersaule mdglich war (Abbildung 34).

Hohe der Wassersaule:

Corvis ST Wasser —— o
Silikonhalterung ]
mit Auge
______________________________ Grundlinie /
Nullniveau
Schlauch

Abbildung 34 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus.

Die Verbindung zum Augapfel des Schweineauges erfolgte durch den Sehnervenkopf mittels
einer Kanlule, die wiederum durch einen Schlauch mit einer Wasserséaule verbunden war. Zur
besseren Positionierung vor dem Corvis ST, wurden die Augen in eine speziell angefertigte
Silikonhlle eingelegt und in eine Haltung eingespannt. Die Justierung erfolgte, in dem das
zweidimensionale Schnittbild des Corvis ST in Einklang mit der superior-inferioren Richtung
des Schweineauges gebracht worden ist. Bei der Untersuchung der horizontalen und
vertikalen Hornhautmeridiane wurde zusatzlich die nasal-temporale Ebene vermessen
(Abbildung 35).

63



Material und Methoden

Abbildung 35 Schweineauge in Silikonhiille (oben). Positionierung des Schweineauges vor dem Corvis

ST (unten links). Justierung des Corvis ST vor automatischer Messauslosung (unten rechts).

3.2.2 Beurteilung biomechanischer Anderungen nach kornealem Cross-Linking

anhand von Schweineaugen

Im zweiten Teil des Experiments wurden die induzierten biomechanischen Anderungen nach
kornealem Cross-Linking anhand der Corvis ST Messung und der Spannungs-
Dehnungsmessung untersucht. Dabei wurde das Standard Dresden Protokoll mit einer
Intensitat von 3 mW/cm? und einer Bestrahlungsdauer von 30 min (S-CXL (3*30)) sowie die
beschleunigten Protokolle mit einer Intensitat von 9 mwW/cm? bzw. 18 mW/cm? mit einer
Bestrahlungszeit von 10 min (A-CXL (9*10)) bzw. 5 min (A-CXL (18*5)) verwendet. Die Augen
der Kontrollgruppe erhielten die gleiche Vorbehandlung wie die CXL Gruppen, wurden aber
nicht mit UV-A Licht bestrahlt. Stattdessen wurden diese lediglich als Kontrollgruppe zur
Beurteilung der Spannungs-Dehnungsmessung herangezogen. Die KenngroRen der
Protokolle sind in Tabelle 6 dargestellt. Ein Schema des Arbeitsablaufes zeigt Abbildung 36.
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Abbildung 36 Zusammenfassung des Arbeitsablaufes der experimentellen Untersuchungen am

Schweineauge und CXL Prozedur.
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Tabelle 6 KenngrofRen der verwendeten CXL Protokolle

Parameter Kontrollgruppe S-CXL (3*30) A-CXL (9*10) A-CXL
(18*5)
Energiestarke (J/cm?) - 5,4 5,4 5,4
Intensitat (mW) - 3 9 18
Bestrahlungszeit (min) - 30 10 5
Epithelentfernung Ja Ja Ja Ja
Chromophor Riboflavin Riboflavin Riboflavin Riboflavin
Chromophor 0,1 % 0,1 % 0,1 % 0,1 %
Konzentration
Chromophor Dextran Dextran Dextran Dextran
Trager (10%) (10%) (10%) (10%)
Chromophor 10 10 10 10
Einwirkzeit (min)
UV-Lichtquelle - Peschke Peschke Peschke
CCL Vario CCL Vario CCL Vario
Durchmesser (mm) - 11 11 11
Intervall UV-Licht - durchgehend durchgehend @ durchgehend

A, Accelerated (beschleunigt); CXL, corneal Cross-Linking (Hornhautvernetzung); S, Standard.

Insgesamt wurden 72 Schweineaugen zu je 18 Augen den vier Gruppen zugeordnet. Die

Hornhaute aller Augen wurden mit Hilfe eines Hockeymessers de-epithelialisiert und in eine

0,1 %-ige Riboflavin-Losung, inklusive 10 % Dextran, fur 10 min eingelegt. AnschlieRend

wurden die Augen der CXL Gruppen an das Manometer angeschlossen, der einen IOD von

20 mmHg induzierte (Abbildung 34). Die Augen wurden vor dem Messgerat justiert, sodass im

superior-inferioren Meridian gemessen wurde. Im Anschluss daran wurden die Augen jeweils

zwei Mal vermessen, um die Messergebnisse der ersten Messung zu bestatigen.

66



Material und Methoden

Nachdem die Corvis ST Messung durchgefihrt wurde, folgte die Hornhautvernetzung durch
UV-A Licht Bestrahlung gemaf der jeweiligen CXL Protokolle. Dazu wurde das UV-A Licht
Gerat CCL Vario der Firma Peschke (Peschke Trade GmbH, Hiinenberg, Schweiz) eingesetzt.
Nach der UV-Bestrahlung erfolgte die erneute Messung mit dem Corvis ST. Anschlie3end
wurden die Augen fur die Spannungs-Dehnungsmessung vorbereitet. Mithilfe eines
Doppelskalpells wurde ein Streifen (5x14 mm) des superior-inferioren Meridians aus der
Hornhaut herausgeschnitten (Abbildung 37). Fir diese Messung kam der Materialtester
Minimat der Firma Rheometric Scientific GmbH (Bensheim, Deutschland) zur Anwendung. Die
Einspannvorrichtung wurde auf eine vordefinierte L&nge von 7 mm eingestellt. Es wurde eine
lineare Dehnung mit einer Vorspannung von 0,02 N/m? und einer Geschwindigkeit von 2
mm/min auf die Probe induziert, mit der eine Krafterhéhung von 0,02 auf 3 N erreicht wurde
(Abbildung 37). Die Ergebnisse der Messung wurden mit einem Computer aufgenommen und
eine entsprechende Spannungs-Dehnungskurve kalkuliert.

Abbildung 37 Ubersicht der Praparation der Schweineaugen fiir die biomechanische Untersuchung
nach CXL. Entfernung des Epithels (oben links). UV Bestrahlung nach Riboflavin Einwirkung (oben
rechts). Spannungs-Dehnungsmessung einer Hornhautprobe (links unten) im Extensometer (unten
rechts).
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3.2.3 Statistische Auswertung der experimentellen Untersuchungen

Die Erfassung der Daten erfolgte mit der Datenverarbeitungssoftware Excel 2016 (Microsoft
Corp., Redmond, Washington, USA). Zur statistischen Auswertung wurde die Software SPSS
(Version 25, IBM Corp.), R (The R Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich) und
R Studio (RStudio, Inc., Boston, USA) herangezogen.

Die Normalverteilung der untersuchten Parameter wurde mittels Shapiro-Wilk Test und Q-Q
Plots analysiert. Fir Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurde bei Vorliegen einer
Normalverteilung der Student t-Test (ungepaarter t-Test) oder bei mehreren Gruppen die
einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni post-hoc Korrektur angewendet. Fur die
Untersuchung von longitudinalen Daten bzw. Daten, die vor und nach einer Behandlung
erfasst wurden, z. B. CXL, Skleravernetzung oder IOD Erhdhung, erfolgte die Auswertung
mittels linear gemischten Modells. Diese Auswertung ermoglicht auch die Analyse
sogenannter Kovariaten, z. B. die Hornhautdicke, die sich im Verlauf des
Beobachtungszeitraums verédnderten und Einfluss auf die Messvariable hatten. Diese
adjustieren Werte der DCR Parameter sind in Anhang 4 zusatzlich dargestellt. Ein p-Wert <

0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen.
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3.3 Klinische Untersuchung

3.3.1 Normwerte von gesunden Probanden wund Einflussfaktoren auf
Messparameter des Corvis ST und ORA

a) Selektion der Studienpopulation

Fur die Beurteilung des Einflussfaktors Alter sowie augenspezifische Parameter wie
Achslange, Vorderkammertiefe, K-Werte, Hornhautdicke sowie IOD auf die biomechanischen
Parameter des ORA und Corvis ST wurden gesunde Probanden vermessen. Diese waren zum
Teil Mitarbeiter der Klinik und Poliklinik fir Augenheilkunde des Universitatsklinikums Carl

Gustav Carus oder Begleitpersonen von Patienten.

Diese Untersuchung wurde von der Ethikkommission der Technischen Universitat Dresden
unter Bertcksichtigung der Deklaration von Helsinki genehmigt (EK 91032013). Die
Probanden unterschrieben eine Einwilligungserklarung und mussten mindestens 18 Jahre alt
sein. Ausschlusskriterien waren Erkrankungen des Auges oder der Hornhaut sowie das
Vorliegen von Diabetes mellitus. Des Weiteren durfte keine Augenoperation stattgefunden
haben. Eine weitreichende Anamnese und ophthalmologische Untersuchung sicherten die
Einhaltung der Ein- und Ausschlusskriterien. Im Anschluss an die Untersuchung sind den
Probanden die Ergebnisse der studienspezifischen Untersuchungen der Hornhauttopografie
und -tomografie (Pentacam, Oculus, Wetzlar, Deutschland), der axialen Augenlange (IOL
Master, Carl Zeiss Meditec, Jena, Deutschland) sowie der biomechanischen Charakterisierung

der Hornhaut durch das ORA und Corvis ST ausgehandigt worden.

b) Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden die in 3.2.3 genannten Programme verwendet wurden.
Aufgrund des Einschlusses beider Augen der Probanden wurden folgende Tests zur
statistischen Analyse verwendet, um die Korrelation beider Augen zur bericksichtigen.
(Herber, Kaiser, Grahlert et al., 2020):
- Linear gemischtes Modell fir den Vergleich zwischen zwei oder mehr Gruppen
- Lineare Regressionsanalyse nach ANOVA Prinzip (Satterthwaite's method) zur
Bestimmung des quantitativen Zusammenhangs der untersuchten Faktoren und
Parameter

- Korrelationsanalyse separat fur linke und rechte Augen.

Auch hierbei wurde ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angenommen.
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3.3.2 Evaluierung biomechanischer Parameter anhand von gesunden
Probanden und Keratokonus-Patienten — Eine Fall-Kontroll-Untersuchung

a) Selektion der Studienpopulation

Die Evaluierung der biomechanischen Parameter zwischen gesunden Probanden und
Keratokonus-Patienten erfolgte im Rahmen einer Fall-Kontroll-Untersuchung. Dabei wurden
gesunde Probanden aus der vorherigen Untersuchung den Keratokonus-Patienten

entsprechend des Alters, Geschlechts und 10D zugeordnet.

Die Keratokonus-Patienten wurden im Rahmen der Keratokonus Sprechstunde der Klinik und
Poliklinik fir Augenheilkunde des Universitatsklinikums Carl Gustav Carus hinsichtlich ihrer
Eignung zur Teilnahme an den Untersuchungen beurteilt. Die Studie unterliegt dem positiven
Votum der Ethikkommission der Technischen Universitdt Dresden unter Berlicksichtigung der
Deklaration von Helsinki (EK 91032013). Alle Studienteilnehmer mussten einen

Einwilligungsbogen unterschreiben, um an den Untersuchungen teilnehmen zu kénnen.

Die Einschlusskriterien fir die gesunde Kontrollgruppe wurden gegenuiber der vorherigen

Analyse spezifiziert:

- Alter zwischen 18 und 50 Jahre
- Topografie: Kmax < 47 dpt
- Hornhautdicke > 500 pm

- Differenz K-Werte (inferior-superior) < 1,5 dpt

Die Keratokonus-Patienten mussten ein Alter zwischen 18 und 50 Jahren aufweisen und die

Diagnose des Keratokonus sichergestellt sein. Ausschlusskriterien fur beide Gruppen waren:

- Okulare und korneale chirurgische Eingriffe

- Diabetes mellitus

- andere Hornhautpathologien

- Kontaktlinsentragen innerhalb der letzten zehn Tage

- Anzeichen einer anormalen Topografie
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Analog zu der vorherigen Beschreibung erhielten auch die Keratokonus-Patienten eine
vollstandige Augenuntersuchung an der Spaltlampe durch einen Augenarzt sowie

weiterfiihrende Diagnostik:

- Messung Topografie und Tomografie mittels Scheimpflug-Tomographiesystem
(Pentacam, Oculus, Wetzlar, Deutschland)

- Messungen der axialen Lange und Vorderkammertiefe des Auges mittels optischer
Interferometrie (IOL Master, Carl Zeiss Meditec, Jena, Deutschland)

- Messung der kornealen Hysterese und des kornealen Resistenzfaktors mittels Ocular
Response Analyzer (Reichert Ophthalmic Instruments, Depew, New York, USA)

- Messung der DCR Parameter mittels dynamischen Scheimpflug Analyzer (Corvis ST,
CVS, Oculus, Wetzlar, Deutschland)

b) Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte mithilfe der erwahnten Softwareprogramme (siehe Abschnitt
3.2.3). Fir diese Auswertung wurden die Patienten bzw. Probanden aus beiden Gruppen nach
Alter, 10D (ORA: IOPcc; Corvis ST: bIOP) und Geschlecht einander zugeordnet (Fall-Kontroll-
Untersuchung). (Niven, Berthiaume, Fick et al., 2012) Die Parameter des ORA und Corvis ST
waren nach Prufung mittels Shapiro-Wilk-Test normalverteilt. Daraufhin wurde mit dem
gepaarten t-Test fur den Vergleich zwischen zwei Gruppen oder mittels einfaktorieller
Varianzanalyse bei drei oder mehr Gruppen getestet. Zusatzlich erfolgte eine Subgruppen-
Analyse, die die Keratokonus Gruppe hinsichtlich des topografischen Schweregrades der
Erkrankung untersuchte. Die Einteilung geschah unter Zuhilfenahme des Topografischen
Keratokonus Klassifizierungssystems (TKC) der Pentacam. Ein p-Wert < 0,05 wurde erneut

als statistisch signifikant angenommen.

Die Prifung des Zusammenhangs der Einflussfaktoren bzw. Baselinefaktoren und der
entsprechenden ORA und Corvis ST Parameter fur die Keratokonus-Patienten erfolgte mithilfe
multipler linearer Regressionsanalyse. Als Ergebnis wurden die Regressionskoeffizienten (13)

und die jeweiligen p-Werte angegeben.
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Zur Prifung der Sensitivitat und Spezifitst der getesteten Parameter wurde eine
Grenzwertoptimierungskurve (ROC) mithilfe der Software Medcalc (Version 17.6, Ostend,
Belgien) erstellt. Der optimale Trennwert zur Differenzierung zwischen den beiden Gruppen
ergab sich aus der kirzesten Entfernung der ROC zum Koordinatenpunkt 100 %/100 %
(Sensitivitat/Spezifitat). AuRerdem wurde die Flache unter der ROC bestimmt (AUC), wobei
ein Wert von 100 % eine perfekte Trennung zwischen gesund und Keratokonus entsprechen
wurde. Der Vergleich der AUC zwischen den Parametern erfolgte mittels DeLong Test
(Medcalc).

3.3.3 Klassifizierung der DCR Parameter anhand des Keratokonus-
Schweregrades

a) Selektion der Studienpopulation

Basierend auf der Analyse der Corvis ST Parameter zwischen gesunden und Keratokonus
Augen wurde eine Folgeuntersuchung vorgenommen, die sich mit der Klassifizierung der
Corvis ST Parameter hinsichtlich des Schweregrades des Keratokonus beschéftigte. Dazu
wurden weitere Keratokonus-Patienten unter den vorher beschriebenen Bedingungen (siehe
Abschnitt 3.2.2) eingeschlossen. Die Messungen mittels Corvis ST und Pentacam sowie eine
allgemeine ophthalmologische Untersuchung fanden im Rahmen der Keratokonus-
Sprechstunde der Klinik und Poliklinik fur Augenheilkunde des Universitatsklinikums Carl
Gustav Carus statt. Die Patientendaten wurden aus dem Register der ,Dresden Corneal
Disease and Treatment Study: Analyse zur Qualitatssicherung der Verlaufskontrollen und der
Therapie von Hornhauterkrankungen, insbesondere Patienten mit Hornhautektasien, der
Universitatsaugenklinik Dresden* entnommen (EK 104032018).

Die Einschlusskriterien waren:
- ein Auge pro Patient
- Kontrollgruppe: normale Topografie, keine klinischen Zeichen eines Keratokonus, Alter
zwischen 18 und 50 Jahren
- Keratokonus-Kohorte: klare Zuordnung des Schweregrades des Keratokonus nach
TKC der Pentacam
- mindestens eine Folgeuntersuchung, bei der eine topografische Stabilitat

nachgewiesen wurde

Die Ausschlusskriterien fir beide Gruppen waren zuvor stattgefundene Augenoperationen,

Diabetes mellitus und weit fortgeschrittener Keratokonus (TKC = 4).
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Statistische Auswertung

Zur Klassifizierung wurden zunachst zwei Modelle des maschinellen Lernens auf ihre

Performance gepriift (R, The R Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich; R

Studio, RStudio, Inc., Boston, USA). Dazu wurde der gesamte Datensatz genutzt und eine

zehnfache Kreuzvalidierung angewendet. Das bessere Modell wurde anschlieBend fur die

Klassifizierung verwendet. Folgende Algorithmen wurden auf ihre Tauglichkeit hin untersucht:

a)

b)

Random Forest (RF):

Das Random Forest Modell ist ein Algorithmus des maschinellen Lernens, bei dem
mittels einer  Vielzahl an  Entscheidungsbdumen Klassifizierungs- und
Regressionsfragen gelost werden kénnen. Die zugrundeliegenden
Entscheidungsbdaume werden verwendet, um anhand von Parametern oder Variablen
Entscheidungen Uber den weiteren Verlauf des Algorithmus herbeizufiihren. Das
Random Forest Modell schliel3t viele dieser Entscheidungsbdume ein, um die
Vorhersagewahrscheinlichkeit gegeniiber einem einzelnen Entscheidungsbaum zu
verbessern. Dabei erhalt jeder Entscheidungsbaum eine Stimme und im Falle der
Klassifikation, wird die mit den meisten Stimmen ausgewdahlt. Der Vorteil des
Algorithmus ist, dass die eingeschlossenen Variablen dargestellt und nach ihrer
Bedeutsamkeit bewertet werden. (Lopes, Eliasy & Ambrosio, 2019; Rebala, Ravi &
Churiwala, 2019)

Lineare Diskriminanzanalyse (LDA):

Die lineare Diskriminanzanalyse ist ein Klassifizierungsverfahren, bei dem mithilfe
sogenannter Diskriminanzfunktionen eine lineare Kombination aus gegebenen
Variablen bestimmt wird, mit dem Ziel der Trennung zwischen zwei oder mehr
Gruppen. Die jeweiligen Subgruppen (Kontrollgruppe, TKC 1, TKC 2 und TKC 3) sind
hier als ZielgroRRe festgelegt. Die lineare Diskriminanzfunktion beschreibt dann die
jeweilige Eigenschaft der Subgruppe, deren Mittelwert das Zentroid ergibt. (Timm,
2002)
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Zu Beginn der Analyse wurden die Variablen (DCR Parameter) ausgeschlossen, die eine hohe
Multikollinearitdt zueinander aufgewiesen haben. AnschlieRend wurden die Variablen mit
einem Verfahren des riickwertigen Ausschlusses zur Vereinfachung der Modelle ausgewahlt
(RF: ,recursive feature selection® (RFE) in R; LDA: nach Wilks-Lambda-Methode in SPSS).
Beide Algorithmen wurden hinsichtlich ihrer Tauglichkeit untersucht. Der Algorithmus mit der
besten Performance wurde dann in einem separaten Verfahren gepruft, bei dem der gesamte
Datensatz in einen Trainings- (70 % der Félle) und Testdatensatz (30 % der Félle) aufgesplittet
wurde. Die Performance wurde anhand der Sensitivitit und Spezifitat der Testgruppe

bewertet.

3.3.4 Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit der DCR Parameter anhand von
Keratokonus-Patienten

a) Selektion der Studienpopulation

Die Bewertung der Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit der Corvis ST Parameter wurde
anhand von Keratokonus Patienten durchgefiihrt, die im Rahmen der Keratokonus
Spezialsprechstunde der Klinik und Poliklinik fir Augenheilkunde des Universitatsklinikums
Carl Gustav Carus vorstellig wurden. Erfullten die Patienten die Ein- (mindestens 18 Jahre,
klare Diagnose eines Keratokonus) und Ausschlusskriterien (pelluzide marginale
Hornhautdegeneration (PMD), undefinierbare  korneale Ektasie sowie andere
Hornhautpathologien und zuvor stattgefundene okulédre oder korneale Operationen (z. B.
CXL)) und erklarten sich einverstanden die zuséatzlichen Untersuchungen durchfiihren zu
lassen, dann wurden sie fur die Auswertung eingeschlossen. Das bereits erwahnt positive
Ethikvotum (EK 91032013) umfasste auch diese Untersuchung.

b) Statistische Auswertung

Als ein Mal} fur die Genauigkeit von Messgerdten bzw. Messparametern gilt die
Wiederholbarkeit. Sie beschreibt die Verteilung der Messergebnisse, die durch wiederholte
Messungen an einem Patienten ohne Anderungen AuRerer Faktoren erhoben worden sind.
Dafur wurden jeweils drei Messungen an einem Patienten von einem Untersucher
durchgefuhrt, was als ,Intra-Observer” Wiederholbarkeit bezeichnet wird. Zwischen den

Messungen wurde eine Pause von mindestens 2 min eingehalten.

74



Material und Methoden

Im Gegensatz dazu werden bei der Bestimmung der Reproduzierbarkeit ein oder mehrere
externe Faktoren verandert, z: B. Untersucher (Observer) oder Messgerat (Device). In der
vorliegenden Arbeit wurde in einer Subgruppen-Analyse die Reproduzierbarkeit zwischen zwei

Untersuchern sowie zwischen zwei identischen Messgeréten des Corvis ST untersucht.

Beide Kriterien wurden basierend auf der Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet. Die Analyse
der Reproduzierbarkeit erfolgte nach dem Gage-R&R Prinzip, welches die Faktoren
Device/Observer, Subjekt (untersuchter Patient) sowie die Interaktion von beiden
bericksichtigt. Zur Beschreibung der Genauigkeit wurden letztlich folgende Koeffizienten

berechnet:

1. Wiederholbarkeitskoeffizient (CR)

(6) CR =2 x 1.96 X Sy = 2.77 X Sw

sw = “within-subject” Standardabweichung und ergibt sich aus der ANOVA. Das Ergebnis

von CR ist in der gleichen Einheit wie der Parameter. (Everitt & Skrondal, 2011)

2. Variationskoeffizient (CV)

(7) CV [%] = 100 x Standardabweichung/Mittelwert

Die Angabe des Parameters ist in Prozent und erlaubt einen Vergleich zwischen
verschiedenen Einheiten. Je kleiner der Wert fur CV ist, desto praziser ist die Messung.
Fur gewohnlich wird bei einem CV-Wert kleiner als 5 % von einer hohen Wiederholbarkeit
ausgegangen (Campbell, D. & J., 2007), aber genauso sind Werte bis 20 % in der
Augenheilkunde als akzeptabel einzustufen (Ali et al., 2014; Everitt & Skrondal, 2011).

3. Intraklassen-Korrelation Koeffizient (ICC)

Bewertet die Variabilitat eines Messparameters zwischen Subjekten und prift die
Ubereinstimmung zwischen Messungen. ICC < 0,4 entspricht einer schlechten
Ubereinstimmung, 0,41 < ICC < 0,6 entspricht einer moderaten Ubereinstimmung, 0,61 <
ICC < 0,8 entspricht einer guten Ubereinstimmung, ICC > 0,8 entspricht einer exzellenten

Ubereinstimmung. (Fleiss, 1999)

75



Material und Methoden

3.3.5 Beurteilung biomechanischer Anderungen nach kornealem Cross-Linking
(in vivo)

a) Selektion der Studienpopulation

Eine weitere klinische Untersuchung beschéftigt sich mit der Anderung von biomechanischen
Parametern vor und nach CXL bei Keratokonus-Patienten. Die Therapiefestlegung des CXL
erfolgte in der Keratokonus Sprechstunde, wenn eine Progression des Befundes nach den
Kriterien in Abschnitt 3.3.4.b) und dem Belin ABCD Progression Display der Pentacam vorlag.
Ausschlusskriterien waren ein Alter unter 18 Jahre, andere Hornhautpathologien oder das

Vorliegen einer PMD sowie eine zuvor stattgefundene Augenoperation.

Die Hornhautvernetzung wurde nach dem Dresdner Protokoll (Wollensak et al., 2003)
durchgefihrt. Im Vergleich zum Dresdner Protokoll wurde sowohl eine kirzere Applikationszeit
der 0,1 % Riboflavin-Augentropfen von 15 min als auch eine kiirzere Bestrahlungszeit von 10
min gewahlt. (Herber, Kunert, Velika et al., 2018) Fur die UV-Bestrahlung wurde das UV-X
2000 (Avedro, Inc., Waltham, Massachusetts, USA) verwendet, dessen Intensitat 9 mw/cm?
betragt. Die Messungen der Hornhauttomografie und der kornealen Biomechanik wurden mit
der Pentacam und dem Corvis ST vor der Behandlung (am Tag der Behandlung) und nach
einem, drei, sechs und zwolf Monaten durchgefuhrt. Zur Auswertung wurden ausschlief3lich
Messungen mit guter Qualitat (Quality Score (QS) = ,,0K*) herangezogen, die einzeln bewertet

worden sind.
b) Statistische Auswertung

Zur Auswertung der Daten wurde das linear gemischte Modell herangezogen, um den
postoperativen Verlauf der jeweiligen topografischen, tomografischen und biomechanischen
Parameter zu untersuchen. Dieses statistische Modell erlaubt auch die Berticksichtigung der
postoperativen Anderung der Hornhautdicke als Kovariate. (Herber, Kaiser, et al., 2020) Die

entsprechenden Hornhautdicken korrigierten DCR Parameter sind in Anhang 5 dargestellt.

76



Ergebnisse

4 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der experimentellen und klinischen Untersuchung
getrennt voneinander dargestellt. Im ersten Teil der Experimente wurden bestimmte
Einflussfaktoren auf das Verhalten der DCR Parameter untersucht. AnschlieRend erfolgte die
Durchfiihrung einer Hornhautvernetznung nach bekannten Protokollen. Die ermittelten
Messergebnisse mit dem Corvis ST wurden mithilfe von Spannungs-Dehnungsmessungen

evaluiert.

4.1 Experimentelle Untersuchungen

4.1.1 Beurteilung von Einflussfaktoren auf die DCR Parameter am Schweine-

auge

Die untersuchten Schweineaugen hatten im initialen Zustand eine mittlere Hornhautdicke von
866,7 £ 14,5 um und einen Vorderflachenradius von 5,5 + 0,2 mm. Die Normwerte fir 15
untersuchte Schweineaugen fir einen applizierten 10D von 20 mmHg sind in Anhang 1
dargestellt. Daraus ist abzuleiten, dass der gemessene CVS-10D 10,8 = 1,9 mmHg betrug. In
Anhang 3 ist die Wiederholbarkeit der DCR Parameter anhand des
Wiederholbarkeitskoeffizienten (CR), Variationskoeffizienten (CV) sowie des
Intraklassenkorrelationskoeffizienten (ICC) angegeben. Daraus geht hervor, dass alle DCR
Parameter bis auf SP HC einen CV-Wert von unter 10 % aufwiesen. CV von SP HC betrug
23,44 %. Dariiber hinaus zeigte sich eine gute Ubereinstimmung der Messungen fiir die DCR
Parameter IOP, A1T, A2T, SP Al und SP HC (ICC > 0,61) sowie eine exzellente
Ubereinstimmung fur die Parameter A1V, A2V, DefA, DAR2 und int. 1/R (ICC > 0,8). HCT wies

ein ICC Wert von 0,127 auf und war damit deutlich geringer als die anderen Parameter.

Als einen wesentlichen Einflussfaktor auf die DCR Parameter wurde der 10D untersucht. Um
eine spezifische 10D Erh6hung im Auge zu erreichen, wurde die zuvor kalibrierte Wasserséaule
des Manometers so in der Hohe verstellt, dass ein gezielter IOD Anstieg von 20 mmHg auf 40
mmHg (in 5 mmHg Schritt) hervorgerufen wurde. Infolgedessen stieg auch der gemessene
CVS-IOD an (Tabelle 7, oben links). In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der 10 untersuchten
Schweineaugen als Box-plots fir die jeweiligen DCR Parameter dargestellt. Die gemessenen
Werte der DCR Parameter waren allesamt statistisch signifikant unterschiedlich zwischen den

jeweiligen IOD-Zustanden (p < 0,05, Tabelle 7).
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Tabelle 7 Ubersicht der DCR Parameter in Abh&ngigkeit vom induzierten IOD
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Je hoher der induzierte 10D war, desto mehr Zeit (A1T, nicht dargestellt) wurde benétigt, um
die erste Applanation zu erreichen. Analog dazu reduzierte sich die Geschwindigkeit der
Einwartsbewegung (AlV, Tabelle 7). Der hohere induzierte 10D im Auge bedingte eine
grol3ere von innen wirkende Kraft, wodurch sich die Geschwindigkeit der Riickwartsbewegung
(A2V, Tabelle 7) erhdhte, sodass sich die Zeit zur zweiten Applanation verkirzte (A2T, nicht
dargestellt). Die maximale Deformationsamplitude (DefA), DA Ratio (2mm) (DAR2) und der
integrierte Radius (int. 1/R) reduzierten sich ebenfalls, wohingegen héhere Werte fir die
Steifigkeitsparameter der ersten Applanation (SP Al) und der hochsten Konkavitéat (SP HC)

gemessen worden sind.

Fir die Vernetzung der Sklera wurden letztlich acht von zehn Augen in die Auswertung
eingeschlossen (Tabelle 8). Zwei Augen mussten aufgrund der fehlerhaften Erkennung der
korrekten Hornhautdicke ausgeschlossen werden. In den untersuchten Parametern zeigte sich
ausschlieBlich fur SP HC eine statistisch signifikante Erh6hung nach der Skleravernetzung (p
= 0,039).

Tabelle 8 Ergebnisse der DCR Parameter vor und nach Skleravernetzung (n = 8).

vor Behandlung nach Skleravernetzung p-Wert
CVS-I0D [mmHg] 10,94 £ 1,02 10,69 + 0,65 0,470
AlT [mg] 6,7+0,1 6,67 £ 0,07 0,483
A1V [m/s] 0,14 +0 0,14 + 0,01 0,931
A2T [ms] 21,62 £ 0,09 21,61 £ 0,07 0,832
A2V [m/s] -0,33+0,01 -0,33 £ 0,02 0,166
HCT [ms] 16,97 + 0,18 16,73 £ 0,35 0,125
DefA [mm] 1,07 £ 0,05 1,05 £ 0,05 0,608
DAR2 [mm] 3,96 + 0,38 3,88 +£0,13 0,502
int. 1/R [mm™] 9,99 + 0,86 10,19 + 0,46 0,588
SPA1 [mmHg/mm] 83,23 + 10,89 88,15+ 5,14 0,328
SP HC [mmHg/mm] 4,52 +0,61 5,00 + 0,56 0,039
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Auch der Einfluss der Flissigkeit in der Vorderkammer wurde anhand der Schweineaugen

untersucht (Tabelle 9). Dabei zeigte sich, dass vor allem die DCR Parameter der

Rickwartsbewegung (A2T, A2V) statistisch signifikante Anderungen durch die Injektion des

Methocel® 2%-Gel aufwiesen (p < 0,05). Des Weiteren war die Deflektionsamplitude und SP

HC statistisch signifikant geringer bzw. erhéht (p < 0,05).

Tabelle 9 Ergebnisse der DCR Parameter vor und nach Injektion von Methocel® 2% (OmniVision

GmbH, Puchheim, Deutschland) in die Vorderkammer der Schweineaugen.

Vorderkammer normal  Vorderkammer mit Gel p-Wert
CVS-10D [mmHg] 9,6 +1,47 10,4 £ 0,65 0,227
AlT [ms] 6,59 £ 0,13 6,66 = 0,08 0,26
AlV [m/s] 0,140 0,13+0,01 0,124
A2T [ms] 21,54 +0,14 22,52 £ 0,55 0,027
A2V [m/s] -0,38 + 0,05 -0,26 £ 0,1 0,036
HCT [ms] 16,52 + 0,49 17,05 + 0,22 0,087
DefA [mm] 1,17+£0,1 1,11 £ 0,09 0,005
DAR2 [mm] 3,88 £0,31 3,65 0,27 0,084
int. 1/R [mm™] 10,54 + 0,53 10,53+ 0,48 0,971
SPA1 [mmHg/mm] 81,69 + 6,6 82,02 £ 4,78 0,846
SP HC [mmHg/mm] 2,99 + 0,87 3,85+0,58 0,012
Scheimpflug- Methocel® in
Aufnahme ohne | | der
Viskomaterial Vorderkammer

des Auges

Bei der Untersuchung des Einflusses der Messrichtung der Hornhaut konnten fur die meisten

DCR Parameter kein Unterschied fir die Messung im superioren-inferioren und nasal-

temporalen Meridian festgestellt werden. Lediglich fur A2V, DAR2 und integrierter 1/R ergaben

sich statistisch signifikante Anderungen (p < 0,05, Tabelle 10).
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Tabelle 10 Ergebnisse der DCR Parameter in vertikaler und horizontaler Richtung.

Vertikale Ausrichtung Horizontale Ausrichtung p-Wert
CVS-10D [mmHg] 11,38 + 0,63 11,88 + 0,48 0,252
AlT [mg] 6,76 £ 0,07 6,82 £ 0,07 0,298
A1V [m/s] 0,15+ 0,01 0,15 + 0,01 0,390
A2T [ms] 21,49 + 0,15 21,52 + 0,06 0,621
A2V [m/s] -0,41 + 0,03 -0,37 £ 0,04 0,033
HCT [ms] 16,89 + 0,22 16,77 £ 0,33 0,691
DefA [mm] 1,17 + 0,09 1,18 £ 0,07 0,809
DAR2 [mm] 3,85 +0,17 3,29 £ 0,09 0,006
int. /R [mm] 9,91 +0,41 8,2+ 0,26 0,004
SPA1 [mmHg/mm] 87,2+9,54 75,13+ 7,17 0,187
SP HC [mmHg/mm] 4,38+0,5 5,84 +0,7 0,054

Links: vertikale Ausrichtung des Schweineauges; Rechts:

Horizontale Ausrichtung des Schweineauges.
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4.1.2 Beurteilung biomechanischer Anderungen nach kornealem Cross-Linking
anhand von Schweineaugen

a) Spannungs-Dehnungsmessung

Die Spannungs-Dehnungsmessung erfolgte nach CXL Behandlung und Praparation der
entsprechenden Hornhautproben. Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen beziiglich der vordefinierten Lange und Dicke der Hornhautproben (alle
P > 0,05), aulBer zwischen der Kontrollgruppe und der A-CXL (18*5) Gruppe (p = 0,026,
Tabelle 11).

Tabelle 11 Deskriptive Analyse der Hornhautproben beziiglich der Spannungs-Dehnungsmessung.

Kontroll- S-CXL A-CXL A-CXL p- p- p-
gruppe (3*30) (9*10) (18*5) Wert?  Wert?  Wert®
Mittelwert + Standardabweichung
Lange der
Probe [mm]
7,18+0,2 7,02+0,19 | 7,18+0,35  7,28+0,41 | 0,720 1,0 1,0
vorgespannt
mit 0,02 N/m?
HH-dicke
[mmi 0,74+0,09 | 0,69+0,09 0,69+0,07 0,67+0,06 0,265 0,253 0,026
mm

A-CXL, accelerated (beschleunigt) CXL; S-CXL, Standard CXL; * p-Wert zwischen Kontrollen und S-
CXL (3*30); 2 p-Wert zwischen Kontrollen and A-CXL (9*10); 2 p-Wert zwischen Kontrollen and A-CXL
(18*5). Statistische Signifikanz ist in fett gedruckter Schrift markiert.

Das Spannungs-Dehnungsdiagramm in Abbildung 38 zeigt, dass die Spannung fir die
S-CXL(3*30) Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe statistisch signifikant héher war (p <
0,05). Es bestand kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen S-CXL (3*30) und A-CXL
(9*10) in den Dehnungsbereichen 2 %, 4 %, 8 % und 10 % (p > 0,05). S-CXL (3*30) wies eine
statistisch signifikant hdhere Spannung bei einer Dehnung von 4 %, 6 % und 8 % im Vergleich
zu A-CXL (18*5) auf (p < 0,05). Das A-CXL (9*10) Protokoll zeigte fir 4 %, 6 %, 8 % und 10
% Dehnung, statistisch signifikant hohere Werte fur die Spannung im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p < 0,05), wobei kein statistisch signifikanter Unterschied zur A-CXL (18*5)
bestand (p > 0,05). Jedoch war das A-CXL (18*5) Protokoll allenfalls in 8 % und 10 % Dehnung
statistisch signifikant h6her gegentiber der Kontrollgruppe (p < 0,05).
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Spannungs-Dehnungsdiagramm
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Abbildung 38 Spannungs-Dehnungsdiagramm fiir Kontrollgruppe, S-CXL(3*30), A-CXL(9*10) und A-
CXL(18*5). * P < 0,05 zwischen S-CXL (3*30) und Kontrollen. * P < 0,05 zwischen A-CXL (9*10) und
Kontrollen. # P < 0,05 zwischen S-CXL (3*30) und A-CXL (18*5). “P < 0,05 zwischen S-CXL (3*30) und
A-CXL (9*10), ° P < 0,05 zwischen A-CXL (18*5) und Kontrollen.

Eine weitere Ableitung aus der Spannungs-Dehnungsmessung ist die Steifigkeit, die aus dem
Kraft-Deformationsdiagramm entsprechend Formel 5 berechnet worden ist. Dabei wurde die
Steifigkeit fir eine korrespondierende Dehnung von 2 %, 4 %, 6 %, 8 % und 10 % ermittelt. In
Tabelle 12 sind die Ergebnisse aufgelistet. Entsprechend der vorherigen Auswertung war die
Steifigkeit fur S-CXL (3*30) statistisch signifikant hoher im Vergleich zu den Kontrollen
(p <0,05) zu allen Deformationszustéanden. Fur die A-CXL Protokolle wurden hohere
Steifigkeiten im Vergleich zu den Kontrollen gemessen, die vor allem bei langeren
Deformationen statistisch signifikant waren. Zu Beginn der Deformation war die Steifigkeit
statistisch signifikant hoher in S-CXL (3*30) als in den A-CXL Protokollen, wohingegen bei
0,58 und 0,72 mm kein Unterschied mehr bestand. Zwischen A-CXL (9*10) und A-CXL (18*5)

war kein statistisch signifikanter Unterschied in der Steifigkeit festzustellen.
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b) Corvis ST Messungen

In dieser Auswertung sollen die biomechanischen Effekte durch das CXL auf die DCR
Parameter analysiert werden. Dazu wurden lediglich die drei Gruppen S-CXL (3*30),
A-CXL (9*10), A-CXL (18*5) herangezogen und auf Anderungen vor und nach der CXL
Behandlung gepriift. Vor dem CXL bestanden keine Unterschiede zwischen den drei Gruppen
hinsichtlich charakteristischer Eigenschaften wie Hornhautdicke, 10D und SP Al (p > 0,05;
Tabelle 13).

Tabelle 13 Deskriptive Analyse der Schweineaugen vor der CXL Prozedur. Angabe als Mittelwert £
Standardabweichung.

S-CXL (330) A-CXL (9°10) A-CXL (18'5) = P P
Wertt  Wert? Wert®

Anzahl der Proben 18 18 18 - - -

CVS-I0OD [mmH(g] 9,89+ 0,95 10,42 + 0,93 10,11+ 0,9 0,385 1,0 1,0

CVS-HH-dicke [um] | 699,7 + 74,5 692,4 + 58,8 697,7+62,7 0,756 0,930 0,807

SP Al [mmHg/mm)] 75,46 £ 9,4 80,21 + 9,08 76,61 +10,46 0,714 1,0 1,0
A-CXL, accelerated (beschleunigt) CXL; S-CXL, Standard CXL, * p-Wert zwischen S-CXL (3*30) und
A-CXL (9*10); 2 p-Wert zwischen S-CXL (3*30) und A-CXL (18*5),  p-Wert zwischen A-CXL (9*10) und
A-CXL (18*5).

In Anhang 4 sind die Werte fir die DCR Parameter vor und nach der Behandlung fir die
jeweiligen Gruppen aufgelistet. Eine statistisch signifikante Zunahme des CVS-10D, DAR2 und
SP A1l konnte fur die S-CXL (3*30) Gruppe gemessen werden (alle p < 0,05). A1V, DefA und
int. /R nahmen nach der Behandlung ab (alle p < 0,05). Fur die Gruppen A-CXL (9*10) und
A-CXL (18*5) konnten ahnliche Resultate erreicht werden (alle p < 0,05), wobei DAR2 keine
statistisch signifikante Anderung fiir die A-CXL (9*10) Gruppe zeigte (p = 0,062). Da die
Hornhautdicke wéhrend der CXL Prozedur in allen Gruppen statistisch signifikant abnahm (p
< 0,05), wurde diese als Kovariate dem linear gemischten Modell hinzugefiigt. Dies hatte

jedoch keine Auswirkung auf die eben beschriebenen Ergebnisse.
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Im direkten Vergleich zwischen den Gruppen ergab sich fir die S-CXL (3*30) Gruppe eine
statistisch signifikant héhere Zunahme der CVS-IOD im Vergleich zu den beiden A-CXL
Gruppen sowie fir die A-CXL (9*10) Gruppe im Vergleich zu A-CXL (18*5) (Tabelle 14,
alle p < 0,05). Die Parameter DAR2 und SP Al zeigten eine starkere Erht6hung in der
S-CXL (3*30) Gruppe, die sich statistisch signifikant im Vergleich zu A-CXL (9*10) oder
A-CXL (18*5) zeigte (alle p < 0,05). Die Reduktion von DefA unterschied sich nicht zwischen
S-CXL (3*30) und A-CXL (9*10) (p = 0,575), jedoch aber zwischen A-CXL (18*5) und den
beiden anderen Gruppen (alle p < 0,05). Kein statistisch signifikanter Unterschied bestand

zwischen den verschiedenen Protokollen fur den Parameter int. 1/R (p > 0,05).

Tabelle 14 Mittlere Differenz vor und nach Behandlung fiir die DCR Parameter und Vergleich zwischen
den CXL Gruppen. Angabe als Mittelwert + Standardabweichung.

Parameter S-CXL (3*30) A-CXL (9*10) A-CXL (18*5) W:tl W:tz W:ts
CVS-IOD [mmHg]  +2,97+0,76 +2,03+0,79 +1,14+1,04 0,006 0,000 0,011
ALV [m/s] 0,02+001  -001+001 | -0,01+001 0,973 07258 1,000
DefA [mm] 0,17+0,04 -014+005  -0,00£009 0575 0001 0,042
DAR2 [mm] +0,31+0,16 = +0,09+0,23 | +0,19+0,23 0,009 0,287 0,496
int. 1/R [mm] 0,83£0,36 -074+036  -0,59+055 1,000 0,344 0,912
SP AL [mmHg/mm] = +247+93  +17,8+101  +81+88 0,100 0,000 0,009

A-CXL, accelerated (beschleunigt) CXL; S-CXL, Standard CXL, ' p-Wert zwischen S-CXL (3*30) und
A-CXL (9*10); 2 p-Wert zwischen S-CXL (3*30) und A-CXL (18*5),  p-Wert zwischen A-CXL (9*10) und
A-CXL (18*5).
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4.2 Klinische Untersuchungen

In den nachfolgenden Abschnitten sollen die klinischen Ergebnisse prasentiert werden. Dabei
erfolgte zunéchst eine Prifung bestimmter Einflussfaktoren des gesunden menschlichen
Auges auf die DCR Parameter sowie auf die des ORA. Darauf aufbauend wird das
Krankheitsbild des Keratokonus néaher betrachtet. Des Weiteren werden Effekte der

Hornhautvernetznung bei progressivem Keratokonus auf die DCR Parameter geprift.

4.2.1 Normwerte von gesunden Probanden und Einflussfaktoren auf
Messparameter des Corvis ST und ORA

Der erste Schritt der klinischen Evaluierung des Corvis ST erfolgte anhand einer gesunden
Probandenkohorte. Dabei sollen vor allem die Einflussfaktoren (nachfolgend auch Baseline
Faktoren genannt) auf die jeweiligen Parameter geprift werden. Dazu gehdrte Alter,
Geschlecht, axiale Augenlange (AXL), Hornhautdurchmesser (WZW), Vorderkammertiefe,
maximaler K-Wert (Kmax) und Hornhautdicke. Zusatzlich erfolgte eine Untersuchung mit dem
Ocular Response Analyzer (ORA). Es wurden beide Augen der Probanden in die Auswertung
eingeschlossen (158 Augen von 79 Probanden). Die demografischen Daten sind in Tabelle 15
aufgefuhrt. Das mittlere Alter betrug 45,6 + 16,8 Jahre und war homogen verteilt. Die mittleren
Werte fur die korneale Hysterese (CH) und den kornealen Resistenzfaktor (CRF) lagen bei
10,29 = 1,54 mmHg bzw. 10,05 + 1,66 mmHg. Der Goldmann korrelierte IOD (IOPg) und der
Hornhaut-kompensierte 10D (IOPcc) des ORA betrugen 12,8 + 2,1 mmHg sowie
15,8 £ 3,5 mmHg. Der Keratokonus Scor (KC Score) lag bei 0,99 + 0,32.
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Tabelle 15 Demografische Daten der gesunden Probanden.

Mittelwert + Standardabweichung

Alter [Jahre] 45,6 + 16,8
Geschlecht (m./w.) 45 (57 %) /34 (43 %)

RA 12,7+2,1
GAT-IOD [mmHg]

LA 129+23

RA 23,60 = 0,82
Axiale Augenlange [mm)]

LA 23,59 + 0,83

RA 12,0+ 0,4
WZW [mm]

LA 12,0+0,4

RA 2,79+0,40
Vorderkammertiefe [mm]

LA 2,77+ 0,39

RA 444+ 17
Kmax [dpt]

LA 445+1,6

RA 553,8 + 32,6
Minimale HH-Dicke [um]

LA 548,6 + 32,8

GAT-IOD, Augeninnendruck nach Goldmann; HH, Hornhaut; LA, linkes Auge; m, ménnlich; RA, rechtes

Auge; w, weiblich; WZW, weil3-zu-weild (Hornhautdurchmesser)

Die Regressionsanalyse (Anhang 6) untersuchte den Einfluss der Baseline Faktoren (Alter,
AXL, WZW, VKT, Kmax, Hornhautdicke und IOPcc) auf die Parameter CH, CRF und KC Score.
Die statistisch signifikanten Einflussfaktoren auf CH waren Alter, Hornhautdicke und IOPcc (p
< 0,05). Das Bestimmungsmal} (R?) betrug 0,618, wodurch dieses Regressionsmodell 62 %
der Falle erklaren kann. Bei einem Wert von R2 = 1,0 wirde der untersuchte Parameter mit
hoher Wahrscheinlichkeit durch die Baseline Faktoren vorhergesagt werden kénnen, was
einer guten Anpassungsgute entspricht. Betragt der Wert jedoch 0,0, dann ist der Parameter
nicht durch die Baseline Faktoren zu beschreiben. Des Weiteren zeigten sich statistisch
signifikante Korrelationen, wobei ein hohes Alter sowie ein hoher IOPcc mit einer niedrigen

CH und eine hohe Hornhautdicke mit einer hdheren CH assoziiert waren (Tabelle 16).
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CRF hingegen wurde hauptsachlich vom Alter und der Hornhautdicke beeinflusst (p < 0,05).
Das Bestimmungsmal war mit R2 = 0,463 geringer. Aus der Korrelationsanalyse ergab sich
eine negative Korrelation mit dem Alter (nur fur rechte Augen signifikant, p = 0,011) sowie eine
statistisch signifikante positive Korrelation mit der Hornhautdicke (p < 0,05). Der KC Score
wies ausschlie3lich einen statistisch signifikanten Zusammenhang zur Hornhautdicke auf und

hatte insgesamt ein geringes Bestimmungsmalf (R? = 0,328).
Beim Vergleich von CH und CRF zwischen dem linken und rechten Auge zeigten sich keine

statistisch signifikanten Unterschiede (p > 0,05, ohne Darstellung). Des Weiteren bestand kein

Unterschied zwischen den Geschlechtern (p > 0,05, ohne Darstellung).
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Tabelle 16 Ubersicht der Korrelationen zwischen CH, CRF und Alter, min. HH-dicke und IOPcc

Streudiagramm Korrelation

RA: r=0,645;
p < 0,001

LA: r=0,503;
p < 0,001
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