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Vorwort

Mit einem Verweis auf den methodischen Abschnitt teile ich mit, dass die
Laserversuchsdurchfiihrung (2.2) im Laser Zentrum Liibeck durch Herrn Amar Avdakovic
durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse der Bestimmung der Unterlidspannung, der
Unterlidverkiirzung und des makroskopischen Koagulationsdurchmessers wurden in einer

Bachelorarbeit verschriftlicht.

Aus der gesamten Arbeit ist eine Publikation entstanden ist, bei der ich Ko-Autorin war [7].



I. Zusammenfassung

Die Erkrankung des Trockenen Auges (Keratokonjunktivitis sicca) ist eine der hdufigsten
Diagnosen in der Augenheilkunde. Klinische Daten haben bereits einen Zusammenhang
zwischen reduzierter Unterlidspannung und der Entstehung einer Meibomdriisendysfunktion
nachgewiesen. In diesem Projekt werden Parameter fiir eine minimal-invasive
Laserbestrahlung zur Erhohung der Lidspannung als Alternative zur Operation (laterale

Ziugelplastik, Keilexzision) entwickelt.

Die Einstellungen eines Lasersystems wurden ex vivo auf porzinen Unterlidern (n=6) in drei
verschiedenen Behandlungsgruppen (Gruppe 1 1940 nm/2,5 W/2 s/5 J; Gruppe 2 1940 nm/ 1
W/5 s/ 5 J; Gruppe 3 1470 nm/2,5 W/ 2 s/5 J) verglichen. Die Verkiirzung des Unterlides und
die Unterlidspannung zu definierten Zeitpunkten wurden mithilfe eines Kraftsensors
untersucht. Die Koagulationsherde wurden histologisch (Himatoxylin- und Pikrosirius-Rot-
Farbung) anhand ihrer Grofenausdehnung und Koagulationszonen beurteilt und mit dem
Programm ImageJ ausgewertet. Die Schidigung des Epithels sowie die Destruktion des

konjunktivalen Gewebes wurde mit einem Grading-System (Grade 0 bis 3) bewertet.

Nach der Bestrahlung resultierte die stirkste longitudinale Verkiirzung in der Gruppe mit 1470
nm (15,1 £ 3,7 % £ 2,5 + 0,6 mm; p < 0,0001). Die groBte signifikante Erhéhung der
Unterlidspannung stellte sich nach der 3. Koagulation (1: p=0,01; 2: p=0,04; 3: p=0,004) dar.
Fiir die Gruppe 3 zeigte sich in der Hamatoxylin-Eosin-Féarbung (HE) mit 1071,8 = 70,8um
eine signifikant tiefere Koagulation als fiir Gruppe 1 und 2 (p < 0,0001). Mit einer Lange von
2910,8 + 220,6um epithelseitig waren die Laserherde der Gruppe 3 in der HE-Féarbung den
anderen beiden Gruppen iiberlegen (2 vs. 3 p=0,007). Der prozentual groB3te signifikante Anteil
der Koagulation am Gesamtdurchmesser bzw. Tarsus des Unterlids lag in der Gruppe 3 bei 25,6
+ 3,8 % bzw. 59,1 £ 8,3 %. Im Grading des Laserschadens wies die Gruppe 3 weniger
Destruktion auf (Grad 0,8 & 1,2). In der Pikrosirius-Rot-Farbung (PS) wurden zwei thermisch
verinderte Zonen differenziert: eine Koagulations- und eine Ubergangszone (,,Halo*). Das
koagulierte Gewebe der Gruppe mit 1470 nm war signifikant groBer als das der anderen beiden

Koagulationszonen (4.86 £ 0.99 mm?).

Die Laserkoagulation der hinteren Lamelle fiihrt zu einer Unterlidverkiirzung und Erh6éhung
der Unterlidspannung. Das stérkste und schonendste Ergebnis wiesen die Laserparameter 1470
nm/2,5 W/2 s auf. Ein lingerfristiger Effekt der Erhohung der Unterlidspannung sowie

potentielle unerwiinschte Effekte miissen in vivo gepriift werden.



II. Summary

Preliminary clinical work in patients with eyelid laxity indicates that increasing eyelid tension
with a surgical procedure does improve the function of the Meibomian glands and symptoms
of dry eye disease. The aim of this study was to develop a minimally invasive laser irradiation

to increase eyelid tension of the lateral tarsal plate and canthus.

Ex vivo experiments were performed on a total of 24 porcine lower eyelids post mortem. Groups
were irradiated with different laser settings (group 1 1940 nm/2.5 W/2 s/5 J; group 2 1940 nm/
1 W/5 s/ 5 J; group 3 1470 nm/2.5 W/ 2 s/5 J) using an infrared B radiation laser. Three laser
coagulation spots were applied to the conjunctival side of each eyelid. Laser-induced lower
eyelid shortening was measured and the increase in eyelid tension was quantified with a force
sensor. Histology @ was  performed  to assess  the coagulation size.
Damage to the epithelium and destruction of the conjunctival tissue was assessed using a
grading system (grades 0 to 3). Picro-Sirius Red Stain (PS) was used to distinguish the irradiated

area in different birefringent zones and to calculate the volume of the zones.

After irradiation, the strongest longitudinal shortening resulted in group 3 (-15.1 £3.7 % £ -
2.5+ 0.6 mm; p <0.0001). The largest significant increase in eyelid tension was seen after the
3rd coagulation in all groups (1: p = 0.01; 2: p = 0.04; 3: p = 0.004). Group 3 showed
significantly the deepest (1071.8 = 70.8 um) and largest coagulation (2910.8 + 220.6 um). The
grading of laser damage showed least destruction in group 3 (grade 0.8 £ 1.2, group 1 vs. 3 p=
0.03) with minor to minimal epithelial detachment. In PS-staining two different zones were
distinguished: a coagulation and a transition zone (“halo”). The approximated coagulated tissue
volume of group 1470 nm was significantly larger compared to other coagulation zones (4.86

+0.99 mm>, p < 0.0001).

Laser coagulation of the posterior lamella leads to eyelid shortening and increase of lower
eyelid tension. The laser parameters with 1470 nm showed the strongest and least destructive

effect. A longer-term effect of laser tarso-canthoplasty must be tested in vivo.



III. Abkiirzungsverzeichnis

DEWS = Dry Eye Workshop

EDE = evaporative dry eye

FES = Floppy-Eyelid-Syndrom

Gl. = Glandula

Gll. = Glandulae

DED = Dry Eye Disease

KM = Konservierungsmittel

M. = Musculus

MDD = Meibomdriisendysfunktion

N. = Nervus

SS = Sjorgen-Syndrom

TFOS = Tear Film and Ocular Surface Society
HE = Hamatoxylin-Eosin-Féarbung

PS = Pikro-Siriusrot-Farbung

LTK = Laserkanthoplastik

NIBUT = nicht-invasive Trinenfilmaufrisszeit
cw = continous wave Laserbestrahlung

pw = gepulste Laserbestrahlung

UV-Strahlung = ultraviolette Strahlung
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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion des Trinenfilms

Der Tranenfilm wird wéhrend des Lidschlages in eine diinne Schicht iiber der Augenoberfldche
verteilt. Beim Menschen reif3t der Tranenfilm nach ca. einer halben Minute auf und kann durch
Blinzeln wieder hergestellt werden. Die Dicke des Tranenfilms wird im Bereich von 2 bis 5,5
um angegeben [9-11]. Er ist eine komplexe Struktur aus vielen Substanzen, darunter Lipide,

Proteine, Muzine und Elektrolyte[12].

Wesentliche Funktionen sind der Schutz und die Befeuchtung der Hornhaut. Als primire
Brechungsfldche fiir das in das visuelle System einfallende Licht, sorgt er flir die Transparenz
der Hornhaut, gléttet die Oberfliche und sorgt so fiir eine optimale Sehleistung. Ein stabiler

praokularer Trénenfilm ist essentiell fiir die Integritdt der Augenoberflache [12].

Ein vereinfachtes Drei-Schichten-Modell des priokularen Trédnenfilms wurde von Wolff [13,
14] ausgefiihrt: Eine Lipidschicht, die eine entscheidende Rolle fiir die Stabilisierung der
Grenzschicht zwischen Luft- und Tranenoberfliche der Augenoberfliche einnimmt, eine
wissrige Schicht, um das exponierte Augenepithel zu schiitzen, indem sie Gleitfahigkeit,
Néhrstoffe, antimikrobielle Proteine und eine geeignete Osmolaritdt bereitstellt und eine
Muzinschicht, die die Hydrophobie der Epithelzellen verringert, die Viskositdt des
Tranenfilms erhoht (z.B. Muc5Ac) und so eine bessere Adhédsion der wéssrigen Schicht auf der

Epitheloberfldche bewirkt.

Heute werden die Anteile des Tranenfilms jedoch als zwei- statt dreischichtig beschrieben: Es
gibt  zunehmende  Evidenz, dass die = Muzinschicht einen  abnehmenden
Konzentrationsgradienten vom Epithel der Hornhaut zur wéssrigen Schicht (auch muzinds-

wiassrige Schicht) neben der Lipidschicht aufweist [15, 16].

Die Lipidschicht des Trénenfilms wird aus dem Meibumsekret der Meibomdriisen in der
Tarsalplatte des Ober- und Unterlides gebildet und ist etwa 42 nm dick [17, 18]. Die
Lipidschicht beeinflusst die Evaporationsrate der muzinds-wéssrigen Phase des prédokularen
Tranenfilms[19, 20]. Die polaren Meibom-Lipide interagieren mit lipidbindenden Proteinen der
wissrigen Phase des Tranenfilms wie z.B. Tranenlipocalin [21] und fiigen der Oberfliche des
Tranenfilms eine hydrophobe Schicht hinzu. Die freie Oberflachenspannung wird herabgesetzt
und der Tranenfilm stabilisiert [19, 21-23]. Das Sekret der Meibomdriisen spielt eine
unverzichtbare Schliisselrolle fiir die Bestdndigkeit und Rheologie des Tranenfilms [24, 25].



Die Produktion der wissrigen Schicht erfolgt durch die Sekretion von azindsen und tubuldren
Zellen der Tranendriise. Die Haupt-Trénendriise ist neben den akzessorischen Tranendriisen ein
unverzichtbares Element des Trinensystems [26]. Die mukos-wiéssrige Schicht macht mit

einem Anteil von 2-6 pm den groften Anteil des priakornealen Trénenfilms aus.

Die Augenoberfliche, der Trénenfilm, die Trénendriisen und die Augenlider wirken als
funktionelle Einheit, um die Qualitdt der refraktiven Oberfliche des Auges zu bewahren,
Verletzungen zu widerstethen und das Auge vor sich é#ndernden Korper- und
Umweltbedingungen zu schiitzen. Beim Verlust der Tranenfilm-Homdostase entwickelt sich

das Krankheitsbild des Trockenen Auges [19, 27].

Tranendruse
Meibomdrise

T Lidkante

Lipidschicht

wassrig-muzindse
Schicht

Abbildung 1: Zusammensetzung des prikornealen Trénenfilms.

1.2 Anatomie und Funktion der Augenlider

Die angemessene Form, Kontur, Héhe und Mobilitit der Augenlider sind essenziell fiir den
adidquaten Schutz und die Funktion der Augen sowie fiir das Gesamterscheinungsbild. Das
Ober- und das Unterlid (Palpebra superior und Palpebra inferior) stellen die vordere
Begrenzung der Augenhdhle (Orbita) dar. Zwischen den beiden Lidern befindet sich die
Lidspalte. Physiologischerweise wird beim Lidschluss der komplette Augapfel bedeckt. Durch
20 bis 30 Lidschlidge pro Minute wird das Auge vor Austrocknung geschiitzt. Weiterhin hat der

Lidschlag eine mechanische Komponente, um Fremdkdrper aus dem Auge zu entfernen.



Die funktionelle Anatomie der Augenlider unterscheidet eine vordere Lamelle, die aus Haut
und Orbicularis-Muskel besteht von einer hinteren Lamelle, die aus der Tarsalplatte und der

Bindehaut gebildet wird.
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Abbildung 2: Schematischer Querschnitt durch die vorderen Augenabschnitte. [5]

Die Lidhaut ist weniger als 1 mm dick: Die Epidermis besteht aus mehrschichtigem, verhorntem
Plattenepithel und die sich darunter anschlieBende Dermis enthélt Kollagene, Blut- sowie
Lymphgefde und Nerven. Im subkutanen Areolargewebe sind die Haarfollikel gelegen.
Assoziiert zu den Wimpern (Cilia) befinden sich Moll-Driisen (Gl ciliares, apokrine,
modifizierte Schweidriisen) und Zeis-Driisen (Gll. sebaceae, Talgdriisen), die mit ihren
Ausfithrungsgidngen an den Haarfollikeln der Wimpern miinden. Die Moll-Driisen stehen vor
allem im Dienste der Abwehr und bilden antimikrobielle Peptide [28]. Ekkrine Schweilldriisen
befinden sich iiberall verstreut. Die Pars palpebralis des quergestreiften ringféormigen M.
orbicularis oculi ermdglicht den aktiven Lidschluss. Der oberfldchlichste Teil des Muskels
wird Riolan-Muskel genannt. Die aktive Lidhebung wird durch den quergestreiften
Lidhebermuskel (M. levator palpebrae) durchgefiihrt. Von seinem Ursprung an der Unterseite
des kleinen Keilbeinfliigels kommend, teilt sich der Muskel am Whitnall‘schen Ligament in

eine vordere Aponeurose und hintere tarsale Muskelschicht, auch Miiller‘scher-Muskel (M.
3



tarsalis superior) genannt. Der M. tarsalis Miiller besteht aus glatter Muskulatur und reguliert
die Weite der Lidspalte durch Anheben des Lides. Die Lidfalte befindet sich am oberen Rand

des Tarsus.

Die Bindehaut des Auges (Conjunctiva bulbi) ist eine Schleimhaut, die Augenlid und
Augenbulbus, unter Aussparung der Hornhaut, zu einer beweglichen Einheit verbindet.
Gegliedert werden kann die Bindehaut in drei Abschnitte: Die Bindehaut der Lider
(Conjunctiva palpebralis) bedeckt das Augenlid von innen und ist fest mit dem Tarsus
verwachsen. Sie besteht aus einer lockeren Bindegewebsschicht und einem unverhorntem
mehrschichtigem Plattenepithel, welches Becherzellen enthélt [28]. Sobald sich die Bindehaut
nach hinten iiber die Ubergangsfalten (Conjunctiva fornicis) erstreckt hat, liegt sie der Sklera

auf und wird zur bulbdren Bindehaut (Conjunctiva bulbi).

Die architektonische Form der Augenlider wird durch steife Bindegewebsplatten, die Tarsi,
bestimmt. Thre Form ermoglicht es den Lidern, bei schnellen Blickbewegungen engen Kontakt
zum Bulbus zu halten. Die Tarsalplatten sind ein spezialisiertes Bindegewebe, welches weder
rein faserig noch knorpelig ist: Es besteht tiberwiegend aus Kollagenen vom Typ I, III und VI,
aber weiterhin auch aus Glykoproteinen z.B. aus hyalinem Knorpel wie Aggrecan und Versican
und aus einer Vielzahl von Glycosaminoglycanen insbesondere Chdroitin-6-Sulfat [29].
Eingebettet in die Tarsalplatten sind die Meibom-Driisen (GII. tarsales) (Abbildung 3). Diese
holokrinen Talgdriisen produzieren ein lipidreiches Sekret, genannt Meibum, welches bei
Kérpertemperatur fliissig ist und ein Ol bildet [30]. Die Abgabe von Meibum ist hauptsichlich
das Ergebnis einer kontinuierlichen Sekretion unter neuraler und hormoneller Kontrolle,

erginzt durch Lidwirkung.

Orbita

Tarsus superior

Tarsus inferior

Abbildung 3: Struktur der Augenlider mit Lidbandchen (orange), Tarsi (grau) und Meibomdriisen (gelb). Die mediale und
laterale Kanthalsehne verbinden den oberen und unteren Tarsus nasal und temporal an der Wand der Augenhdhle (Orbita). Sie
spannen die Tarsalplatten in der Mitte der Orbitaloffnung auf.



Die Tarsalplatten sind {iber das mediale und laterale Lidbdndchen an den orbitalen
Knochenwénden befestigt (Abbildung 3). Der Tarsus und die Lidbdndchen sind fiir die passive
Zugfestigkeit der Tarsalplatten und ihre stabile Form verantwortlich. Dies ist eine
Voraussetzung fiir die gleichmiBige Ubertragung der mechanischen Kraft des M. orbicularis
wiéhrend des Blinzelns auf die Meibomdriisen und eine damit einhergehende Expression des
Ols. Dieses Ol wird auf den hinteren Lidrand durch Muskelkontraktion wihrend des
Lidschlages sezerniert, verteilt sich als Tensid iiber die Augenoberfliche [21]. Eine wichtige
Funktion der Augenlider ist auch die Verteilung der Fliissigkeit aus dem Tranenmeniskus auf
den Tranenfilm wéhrend der Aufwértsphase des Blinzelns und der anschlieBende Transport in

das Trénendrainagesystem.

1.3 Das ,, Trockene Auge“ (Keratokonjunctivitis sicca)
1.3.1 Definition und Epidemiologie

Das Trockene Auge (engl. Dry Eye Disease, DED, Sicca-Syndrom, Keratokonjunctivitis sicca)
ist eine der héaufigsten Erkrankungen in der Ophthalmologie, die die Lebensqualitit,
Arbeitsproduktivitit und das Sehvermogen betroffener Patienten erheblich beeintridchtigen
kann. Die Symptome betreffen hiufig Aktivititen des téglichen Lebens wie Lesen, Schreiben

oder Monitorarbeit [31].

Im Jahre 2017 erschien die neue Definition der Tear Film and Ocular Surface Society (TFOS)
Dry Eye Workshop (DEWS) der Keratokonjunktivitis sicca: ,,DED eine multifaktorielle
Erkrankung der Augenoberfliche, gekennzeichnet durch einen Verlust der Homdostase des
Tranenfilms und begleitet von Augensymptomen, bei denen Tréanenfilminstabilitdt und
Hyperosmolaritdt, Augenoberflichenentziindung und -schidigung sowie neurosensorische

Anomalien atiologische Rollen spielen* [32].

Das Trockene Auge ist eine Volkskrankheit und nach dem Katarakt in Deutschland die zweit
héufigste Erkrankung mit 15-17% in der Gesamtbevolkerung [33]. Die Privalenz von DED in
Europa und in den USA liegt zwischen 5 und 15 %, je nach Alter, Geschlecht und Schweregrad
der Erkrankung. In asiatischen Landern kann die Pravalenz der DED sogar noch hoher sein [34-
36]. Bei Frauen ist DED héaufiger [36]. Aufgrund der zusitzlich hohen Kosten der
medizinischen Behandlung pro Jahr stellt das trockene Auge eine enorme soziodkonomische

Belastung dar [37, 38].



1.3.2 Subtypen

Das National Eye Institute teilte das Erkrankungsbildung in zwei Untergruppen ein: die durch
Tranenmangel-bedingte Keratokonjunktivitis sicca (aqueous tear-deficient dry eye, ADDE)
und die evaporativ-bedingte Keratokonjunktivis sicca (evaporative dry eye, EDE) [39]. Das
klinische Erscheinungsbild kann jedoch auch eine Mischung der beiden Pathologien sein [40].
Zehn Prozent der Patienten sind an dem Subtyp der ADDE mit Fliissigkeitsmangel erkrankt,
wohingegen mehr als 80 % entweder den evaporativ-bedingten Typ im Zusammenhang mit der

Meibomdriisen-Dysfunktion oder eine Kombination aus beiden vorweisen [2, 35, 41, 42].

Die Haupt- und Unterklassen des trockenen Auges werden in der Abbildung 4 gezeigt.

Trockenes Auge
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bedingt bedingt
| 1
[ | 1
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Tranendriisen- der Arzneimitteln
- defekt Lid6ffnung 11
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Obstruktion des Nnt:zdnge |
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Reflexblock mittel- 2.B. Allergien
wirkung

system.
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Abbildung 4: Klassifikation des trockenen Auges nach dem 2007 DEWS Report [40]. KM = Konservierungsmittel.

ADDE ist auf eine verringerte Tranensekretion dysfunktionaler Tranendriisenazini und einer
damit geringeren wéssrigen Tranenmenge auf der Augenoberfldche zuriickzufiihren [43, 44].
Die wissrige Phase des Trinenfilms verdunstet zwar in normaler Menge und Rate, stammt
jedoch aus einem reduzierten wéssrigen Tridnenpool und verursacht so eine Hyperosmolaritit
und Inflammation [45, 46]. Entziindungsmediatoren konnen auch durch die entziindliche
Infiltration der Trénendriise durch das Tranensekret auf die Augenoberfldche gelangen. Zwei
grofle Formen werden unterschieden (Abbildung 4): Das Sjogren-Syndrom assoziierte und das

Nicht-Sjogren-Syndrom assoziierte Trockene Auge. Das Sjogren-Syndrom (SS) ist eine
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Autoimmunerkrankung. Durch lymphozytire Infiltration der Tridnen- und Speicheldriise
entsteht ein azindser und duktulédrer Zelltod mit dem Resultat einer Hyposekretion [46]. Von
der American-European Consensus Group wird eine primire und eine sekundidre Form
beschrieben [47]: Die primdre Form beschreibt das Vorhandensein der Symptome des
Trockenen Auges in Kombination mit Symptomen von Mundtrockenheit, Nachweis einer
verringerten Speichelsekretion, einer positiven Histopathologie sowie dem Vorliegen von
Autoantikorpern [48]. Das sekundére SS besteht aus den Kennzeichen des priméren SS und
einer zusdtzlichen SS-assoziierten Bindegewebserkrankung, wie z.B. der rheumatoiden
Arthritis. Die genauen Ursachen fiir die Entwicklung einer solchen Autoimmunerkrankung sind
noch nicht vollstindig bekannt: Faktoren wie Genetik, das Umfeld, virale Infektionen und ein
Erndhrungsmangel scheinen eine Rolle zu spielen [45, 49, 50]. Die Charakteristik des nicht-
SS-assoziierten trockenen Auges ist das Vorhandensein einer Trénendriisenfunktionsstérung,
bei der systemische Autoimmunmerkmale eines SS ausgeschlossen wurden. Es tritt hdufig

altersbedingt durch eine Trianendriiseninsuffizienz auf.

Das evaporativ Trockene Auge ist auf einen exzessiven Wasserverlust der exponierten
Augenoberfliche bei einer normalen Funktion der Tranensekretion zurlickzufiihren. Die
Ursachen konnen sowohl intrinsisch im Rahmen einer Beeintrachtigung der Lidstrukturen oder
-dynamik bestehen oder extrinsisch durch bestimmte Expositionen auftreten [3]. Eine Ubersicht
der intrinsischen und extrinsischen Faktoren gibt Abbildung 4. Die hiufigste Ursache des
evaporativ trockenen Auges wurde von der internationalen Forschungsgemeinschaft als die
obstruktive Meibomdriisendysfunktion (MDD) oder posteriore Blepharitis klassifiziert [S1-53].
Der Internationale Workshop fiir MDD der Tear Film and Ocular Surface Society (TFOS)
verdffentlichte erstmals eine Definition dieser Stérung: ,,Die MDD ist eine chronische, diffuse
Anomalie der Meibom-Driisen, die hdufig durch eine Obstruktion des terminalen
Ausfiihrungsganges und/oder qualitative/quantitative Verdnderungen des Driisensekrets
gekennzeichnet ist. Dies kann zu Alterationen im Trdnenfilm, Symptomen okuldrer Reizung,
klinisch sichtbarer Inflammation und Erkrankungen der Augenoberfldche fiihren.” [3]. Die
Obstruktion der Ausfiihrungsgédnge wird durch eine Hyperkeratinizierung des duktalen Epithels
und eine erhohte Viskositdt des Meibums verursacht. Einfluss auf diesen Prozess haben
endogene Faktoren wie das Alter, das Geschlecht, hormonelle Storungen und exogene Faktoren
wie topische Medikamente [3]. Folgen sind intraglandulédre Dilatationen, Atrophie und Ausfall
der Driisen und erniedrigte Sekretionsraten. Eine hiufige Assoziation der MDD besteht auch

zu seborrhoischer Dermatitis und Akne Rosazea. Die Konsequenz der insuffizienten



Lipidschicht ist eine erhohte Evaporation [54], Hyperosmolaritit und Instabilitit des
Trénenfilms, erhohtes bakterielles Wachstum auf der Lidkante, evaporativ trockenes Auge
sowie eine Kaskade von Inflammationsprozessen mit entziindlichen Signalwegen [55-57] und
resultierendem Schaden an der Augenoberflidche [53, 58-60]. Bis dato gibt es keine ursidchliche

Therapie fiir die MDD.

1.3.3 Klinik und Diagnostik

Die Leitsymptome des Sicca-Syndroms sind ,,Augenbrennen®, Fremdkorpergefiihl und eine
Bindehautrétung [32, 39]. Weiterhin kdnnen Sehstérungen wie verschwommenes Sehen sowie

Juckreiz, Fotophobie und das Gefiihl von ,,miiden Augen* auftreten.

Diagnostische Tests sind notwendig, um dem Trockenen Auge klinisch dhnlich imponierenden
Erkrankungen wie Infektionen oder Allergien abzugrenzen. Leitlinien fiir ein evidenzbasiertes
diagnostisches Vorgehen lieferte der 2007 veroffentlichte Dry Eye Workshop [40] sowie der
2017 verdffentlichte TFOS DEWS II Diagnostic Methology Report [61]. Die Symptome und
klinische Anzeichen der DED kdnnen stark variieren[62-64]. Es ist deshalb empfohlen, einen
validierten Symptomfragebogen zu Beginn jeder Patienteninteraktion durchzufiihren (z.B.
Ocular Surface Disease Index, OSDI) [65]. Bei der Spaltlampenuntersuchung sollte auf
folgende klinische Zeichen geachtet werden: konjunktivale Rétung, punktférmige durch
Fluoreszein oder Lissamingriin anfarbbare Epithelerosionen (Keratitis superficialis punctata,
lidkantenparallele konjunktivale Falten (LIPCOF-Falten) und vermehrte Schleimfiaden [66].
Eine Bestimmung der Tranenfilmaufrisszeit mit Fluoreszein und ein Schirmer-I-Test zur
Funktionspriifung der Sekretion der Tridnendriise ist erforderlich. Eine ausfiihrliche
Untersuchung des Lidrandes und der Ausfiihrungsgénge der Meibomdriisen mit Expression des
Meibumsekrets sollte erfolgen: Bei MDD ist der Lidrand verdickt und Teleangiektasien sind
erkennbar. Die Ausfiihrungsginge der Meibomdriisen sind mit einem triiben, kérnigen oder
festen Sekret verstopft. Bei zusitzlich vorhandener Inflammation, besteht eine Blepharitis
(Entzlindung des Lidrandes) oder eine Meibomitis (Entziindung der Meibomdriisen) [67]. Eine
beriihrungslose Infrarot-Meibographie ermoglicht die direkte Visualisierung der

Meibomdriisen [68].



In spiten Stadien oder bei schweren Formen koénnen Bindehautvernarbungen oder
Hornhautkomplikationen wie Ulzerationen und Hornhautperforationen auftreten. Schwere
Komplikationen des DED sind eher selten und werden z.B. im Rahmen des Sjorgen-Syndroms

beobachtet [69-71].

1.3.4 Gegenwirtige Therapieansitze

Aufgrund der multifaktoriellen Atiologie des DED ist das Management komplex. Die

Bestimmung der priméren ursdchlichen Faktoren der Erkrankung sind von essenzieller

Wichtigkeit.
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Abbildung 5: Stufenschema der Behandlung des Trockenen Auges nach dem DEWS II Report (TFOS) [1, 2] (obere Reihe).
Die untere Reihe bildet die mgliche zusitzliche Therapie bei Meibomdriisendysfunktion nach dem Internationalen Workshop
fiir MDD (TFOS) [3, 4] ab.

Das Ziel einer addquaten Therapie besteht darin, die Homoostase der Augenoberfldche und des
Tranenfilms wiederherzustellen, indem der Teufelskreis der Tranenfilminstabilitdt und
inflammatorischer Stimulationen durchbrochen wird. In der Regel wird eine kontinuierliche
Behandlung  zur  Therapie  chronischer  Folgeerscheinungen  angestrebt.  Der
Therapiealgorithmus [63] wird nicht als Richtlinie angesehen, die starr sequentiell befolgt
werden muss. Vielmehr ist es ein dynamisches Instrument, das dabei helfen soll die Einleitung
der Behandlung mit konkreten Interventionen zu beginnen, die dem DED-Patienten am
wahrscheinlichsten Linderung verschafft und den Ubergang zu fortgeschrittenen spezifischeren
Behandlungsoptionen ermdglicht. Die TFOS verdffentlichte nach dem Dry Eye Workshop 11
2015 [1, 2] und dem Internationalen Workshop fiir Meibomdriisendysfunktion 2010 [3, 4]

Empfehlungen fiir das abgestufte Management und die Behandlung von DED. Das
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Stufenschema in Abbildung 5 gibt eine Ubersicht iiber die Reihe von Therapiemdglichkeiten,

die alle evidenzbasiert zu einer Regression des DED fiihren kdnnen.

Spricht ein Patient auf eine Ebene nicht an oder stellt sich mit schwererer Auspragung vor, wird
die bestehende Therapie modifiziert oder durch die nédchste Behandlungsstufe erginzt.

Insgesamt bleibt die Behandlung der DED individuell auf den Patienten zugeschnitten [2].

Fiir die Therapie der Meibomdriisendysfunktion gibt es bis jetzt keinen Goldstandard. Die
Behandlungsoptionen sind limitiert und bei vielen Patienten kann kein zufriedenstellendes
Ergebnis erzielt werden. Es bestehen starke Variationen zwischen Augenérzten auf

verschiedenen Kontinenten und die Dunkelzahlen scheinen hoch zu sein [3].

1.4 Korrelation Lidlaxizitit und Keratokonjunctivitis sicca
1.4.1 Aktueller Wissensstand

Ein Verlust der Trinenfilmhomoostase kann aus einer Vielzahl von Faktoren resultieren,
welche auch Anomalien des Augenlides umfassen [12, 24]. Es ist bekannt, dass eine erhohte
Lidlaxizitét zu einer Fehlstellung der Lidkante, einem En- oder Ektropium fiihrt. Dieser Zustand
kann zu Trichiasis und erhdhter Tranenverdunstungsrate und symptomatisch zu erheblichen
Beschwerden des Patienten fiihren. In schweren Féllen kann ein Lagophthalmus oder eine

Expositionskeratopathie in einer Erblindung resultieren.

Augenlidlaxizitdit kann aus einer Reihe von involutiven, lokalen und systemischen
Erkrankungen resultieren. Hiufig ist sie jedoch von unbekannter Atiologie. Involutive
Veranderungen der Lidstrukturen fiihren oft zu einer horizontalen Lidschlaftheit. Verschiedene
Studien beziiglich der Struktur der Tarsalplatte bei Augenlidschwiche, bestitigen, dass mit
zunechmendem Alter eine Elastose, eine Abnahme der elastischen Fasern, eintritt [72, 73]. Diese
Veranderungen werden in den Tarsalplatten von Patienten mit Ektropium und Entropium
ebenfalls beobachtet [74]. Es gibt bisher wenig Literatur, die Meibom-Driisen-,
Trénenfilmparameter und Symptome des trockenen Auges mit der Lidspannung in Verbindung

bringt.

Mildere Formen der Augenlidschlaftheit sind vermutlich durch eine altersentsprechende
Riickbildung der Canthalsehnen bedingt und viel hdufiger anzutreffen. Bei Patienten mit
erhohter Lidlaxizitidt werden vermehrt Symptome des DED festgestellt: Chhadva et al. konnten
eine Korrelation zwischen erhohter Lidlaxizitdt, Meibomdriisenatrophie (drop-out) und

reduzierter Meibumsekretion nachweisen [75]. Die Befunde umfassten ein Spektrum aus
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okuldren Schmerzen, einem instabilen Trinenfilm, erhohten Verdnderungen des
Hornhautepithels, einem Ausfall von Meibomdriisen, erhdhter Vaskularitdt des Lidrandes und
abnormaler Lipidqualitidt. Bei Patienten mit Ek- oder Entropium und damit reduzierter

Unterlidspannung konnten ebenfalls Symptome des DED festgestellt werden [74, 76].

Wenn die Lidlaxizitdt konsequent mit papillirer Konjunktivitis und dem trockenen Auge
auftritt, wird sie als Lax-Eyelid-Syndrom ezeichnet [77]. Es konnen eine Reihe von
Untergruppen von Lax-Eyelid-Syndrom identifiziert werden. Eine Untergruppe ist das Floppy-
Eyelid-Syndrom (FES), welches hauptsidchlich bei Méannern im hdéheren Alter auftritt, mit
Adipositas oder Bindegewebserkrankung wie dem Marfan Syndrom assoziiert ist [78]. Die
klinischen Zeichen und Symptome des FES sind sehr dhnlich zu denen des trockenen Auges.
Untersuchungen an Patienten mit FES weisen darauf hin, dass die erhohte Evaporation der
Augenoberfliache auf einen Mangel an Lipidkomponenten im Trénenfilm zuriickzufiihren ist

[79, 80].

Horizontale Liderschlaffung wird iiberwiegend chirurgisch durch eine Verkiirzung des
Augenlids behandelt. Ein mogliches operatives Prozedere ist die Keilexzision, bei der ein Teil
des erschlafften Lides entfernt und das restliche Augenlid wieder adaptiert wird (Abbildung 6
A). StandardmaBig wird bei involutiven Verdnderungen, wie einem En- oder Ektropium, die
laterale Ziigelplastik angewendet. Die laterale Ziigelplastik ist ein Verfahren bei der das
Unterlid horizontal verkiirzt und der Tarsus an das Periost der Innenseite der lateralen Orbita

refixiert wird (Abbildung 6 B).

A Orbita B

Orbita

oberes Lid

oberer Tarsus

laterale
4y Kanthalsehne

Abbildung 6: Moglichkeiten der operativen Unterlidstraffung. rot: Schnittfiihrung, blaue Pfeile: Richtung der Adaption. (A)
Bei der Keilexzision wird das ein Teil des erschlafften Lides entfernt und die Schnittrinder wieder zusammengenéht. (B) Bei
der laterale Ziigelplastik wird das Unterlid horizontal verkiirzt, der seitliche Rand des Lidknorpels (Tarsus) wird prépariert und
an der Knochenhaut (Periost) der Innenseite der lateralen Augenhéhle (Orbita) wieder fixiert.

Die chirurgische Verkiirzung der Augenlider zur Erh6hung der Zugfestigkeit des Lides und der
Tarsalplatten ist bis jetzt keine etablierte Technik zur Behandlung des trockenen Auges oder

der Meibomdriisendysfunktion.
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1.4.2 Eigene Vorarbeiten

Bis jetzt haben nur wenige Verdffentlichungen Meibomdriisen, Tranenfilmparameter und
Symptome des Trockenen Auges in Verbindung mit der Unterlidspannung gebracht. Im Zuge
einer prospektiven klinischen Studie der Universititsaugenklinik Diisseldorf konnte bereits
nachgewiesen werden, dass eine operativ gesteigerte Unterlidspannung die Funktion der
Meibomdriisen verbessert [81]: Bei vierzehn Patienten mit MDD wurde die Unterlidlaxizitit
mittels einer laterale Ziigelplastik korrigiert. Vor und 3 Monate nach der laterale Ziigelplastik
wurden die Patienten auf Symptome des Trockenen Auges (OSDI) und auf MDD-Parameter
wie unter anderem die nicht-invasive Tranenfilmaufrisszeit (NIBUT), die Lipidschichtdicke
(LipiView® Interferometer), die Anzahl exprimierender Meibomdriisen (gemessen mit dem
Meibomian gland evaluator®) und die Qualitit des Meibum-Sekrets untersucht. Als
Kontrollauge diente das nicht operierte Partnerauge. Die Abbildung 7 gibt eine Ubersicht iiber
die Ergebnisse der Studie.
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Abbildung 7: Klinische Parameter vor und 3 Monate nach laterale Ziigelplastik bei Patienten. Angepasst aus [81]. (A) Der
OSDI wies eine signifikante Reduktion der Symptomatik auf (praoperativ 42,9 + 24,7; postoperativ 23,8 £+ 21,6; p = 0,002).
(B) Postoperativ zeigte sich ein tendenziell erhdhter NIBUT (5,5 +2,6 s auf 9,9 + 6,8 s; p = 0,08). (C) Der Schirmer-Test war
signifikant reduziert (15,3 = 4,7 mm auf 11,9 + 2,9 mm; p= 0,03). (D) Die Lipidschichtdicke des Tranenfilms war signifikant
gesteigert (64,3 + 30,4 auf 74,1 £27,8; p = 0,025). (E) Die Trianenmeniskushdhe war postoperativ signifikant reduziert (0,8 +
0,3 bis 0,6 £ 0,2; p = 0,05). (F) Der Verlust der Meibom-Driisen nahm postoperativ tendenziell leicht zu (1,2 + 0,9 bis 1,4 £
0,9; p=0,18). (G) Die Bindehautfalten waren verringert (p = 0,02). (H) Die Anzahl an funktionellen Meibomdriisen verbesserte
sich signifikant nach der Operation (4,4 + 2,6 auf 6,8 £ 2,1; p=0,002). (I) Die Meibumqualitit zeigte sich signifikant verbessert
(0,9 + 1,0 auf 0,5 £ 0,8; p=0,04) [81].

Die Behandlung der Unterlidschlaffheit mittels LCS-Verfahren verbesserte die Stabilitdt des

Tranenfilms und die Symptome des trockenen Auges. Mallgeblich fiir diese Verdnderungen ist
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vermutlich die erhohte Unterlidspannung und der damit einhergehende erhdhte exkretorische
Druck auf die in der Tarsalplatte liegenden Meibomdriisen. Die klinischen Vorversuche weisen
somit darauf hin, dass die Erhoéhung der Unterlidspannung sich als Therapie der
Meibomdriisendysfunktion anbietet. Diese Ergebnisse sollten allerdings in einer weiteren
Studie mit einem groBeren Patientenkollektiv iiber einen ldngeren Zeitraum nachverfolgt

werden, um eine Regression der erzielten Verbesserungen auszuschlie3en.

1.5 Einfiihrung in die Laserphysik
1.5.1 Etablierte Laserbehandlungen in der Ophthalmologie

In der Augenheilkunde sind Laser ein essenzieller Bestandteil der Diagnostik und Therapie.
Diagnostisch werden sie vor allem dann eingesetzt, wenn die iiblichen inkohérenten
Lichtquellen nicht ausreichend sind. Die konfokale Lasermikroskopie ist ein wichtiges
diagnostisches Werkzeug, um frithe Stadien von Netzhautverdnderungen zu detektieren. Eine
Netzhautablosung und der Griine Star (Glaukom) kénnen mit dieser Methode rechtzeitig
erkannt und erfolgreich behandelt werden [82, 83]. Die therapeutischen Laseranwendungen
konnen nach der Anwendung im hinteren und vorderen Augenabschnitt eingeteilt werden. Die
drei wichtigsten Indikationen fiir eine Laserbehandlung an der Netzhaut sind Foramina, -
Netzhautablosungen und die diabetische Retinopathie. Der dazu verwendete Argonlaser ruft
eine thermische Interaktion mit dem Gewebe hervor und ist heute immer noch das am
héufigsten verwendete System in der Augenheilkunde. Er wird auch beim primérchronischen
Glaukom fiir eine Lasertrabekuloplastik angewendet. Der Nd:YAG-Laser emittiert bei einer
Wellenldnge von 1064 nm und wird z.B. zur posterioren Kapsulotomie oder Iridotomie beim
akuten Glaukomanfall genutzt. An der Hornhaut werden Laserapplikationen fiir die refraktive
Hornhautchirurgie mit dem Excimerlaser verwendet und zur Therapie deformierter Hornhaute

(z.B. Crosslinking beim Keratokonus), bei Hornhauttransplantationen oder -verletzungen.

Die chirurgischen Laseranwendungen lassen sich in das Gebiet der ,,minimal-invasiven
Chirurgie* einordnen. Das Ziel dieses Konzeptes ist eine geeignete Therapie mit moglichst
wenig Eingriffen und geringen Komplikationen durchzufiihren. Der Laserstrahl beinhaltet mit

seinen physikalischen Moglichkeiten hierbei ein grof3es Potenzial.
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1.5.2 Lasereigenschaften

Mit einem Laser (Akronym fiir light amplification by stimulated emission of radiation) werden

Laserstrahlen erzeugt, die mit dem Wellen-Teilchen-Dualismus dargestellt werden kénnen: Das

Wellenmodell beschreibt die Lichtausbreitung und Interferenzerscheinung, das Teilchenmodell

die Absorption und Emission der Teilchen (Photonen) [84, 85]. Die Strahlen kénnen in Form

von einer kontinuierlichen (continous wave, cw) oder einer gepulsten (pulsed wave, pw)

Betriebsart abgegeben werden. [84]. Ein Laserstrahl breitet sich nahezu parallel aus und kann

durch Linsen auf sehr kleine Durchmesser fokussiert werden. Diese Fokussierbarkeit ist ein

Vorteil fiir die Anwendung in der Medizin [86].

Die Leistung bei kontinuierlich strahlenden Lasern wird als Strahlungsleistung P bezeichnet

und wird in Watt (W) angegeben. Die Emission der Strahlungsleistung iiber ein Zeitintervall t

(s) definiert die Strahlungsenergie Q und wird in Joule (J) angegeben [84-86].
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Abbildung 8: A Elektromagnetisches Spektrum und sichtbares Licht nach [1, 2]. B Ubersicht der Laser-Gewebe-
Wechselwirkung aus [6]. C Reversible und irreversible Gewebeverdnderungen entsprechend der Einwirkung von Temperatur

und Zeitdauer aus [8].
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Ein Laser erzeugt Strahlung, die durch eine definierte Wellenldnge hervorgerufen wird. Es
konnen Strahlungen in verschiedenen Bereichen des elektromagnetischen Spektrums emittiert
werden (Abbildung 8 A). Licht kleinerer Wellenldange weist eine groBere Energie auf als Licht
grofBerer Wellenlidnge [84]. Fiir ultraviolette Strahlung (UV-Strahlung) sind vielféltige negative
Auswirkungen auf den menschlichen Organismus beschrieben [87, 88]. Infrarot-Strahlung (IR-
Strahlung) wird je nach Wellenldnge in drei Bereiche unterteilt: IR-A, IR-B und IR-C-
Strahlung. Diese konnen unterschiedlich stark in biologisches Gewebe eindringen [23,25].
Wegen ihrer hohen Wellenlinge und der gleichzeitig geringen Energie kann IR-Strahlung
Gewebe lediglich erwédrmen, nicht aber chemisch modifizieren [89]. Sie ist also nicht mutagen

bzw. kanzerogen. Diese Eigenschaften sind fiir klinische Anwendungen essentiell [86].

1.5.3 Einfluss von Lasereigenschaften auf Gewebe

Im Wesentlichen werden drei Wechselwirkungsarten von Lasern mit Gewebe genutzt [90]. Die
Art der Wechselwirkung wird durch die Zeitdauer und die Laserpulsdauer bestimmt (Abbildung
8 B). Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick der Wechselwirkungsarten von Laserlicht mit Gewebe

und ihren klinischen Einsatzmdoglichkeiten.

Tabelle 1: Wechselwirkungsarten von Laserlicht mit Gewebe. Nd:YAG entspricht Neodym-dotierter Y ttrium-Aluminium-
Granat-Laser, Nd:YLF entspricht Neodym-dotiertes Yttrium-Lithium-Fluorid. Nach [8].

Wechselwirkungsart Pulsdauer Lasertyp Effekt (Beispiel)
Thermisch cw oder us | Ar, CO2, Krypton Koagulation (Netzhaut)
Photoablativ nsec Excimer Gewebeabtragung (Hornhaut)
. . Nd:YAG, Gewebezertriimmerung (Linse),
plasmainduziert psec Nd:YLF Gewebeabtragung (Hornhaut)

In der klinischen Praxis ist die Wirkung von Wirme auf Gewebe die am weitesten verbreitete
Kategorie der Laser-Gewebe-Wechselwirkung [91]. Fiir dieses Forschungsprojekt ist die
thermische Wechselwirkungsart ebenfalls von besonderer Bedeutung. Vorwiegend
koagulierend wirkend, beschrdankt sie sich auf die Denaturierung von Proteinen und
Inaktivierung von Enzymen. Hierbei sollten allerdings nur Temperaturen bis 65° C erreicht
werden, da hohere Temperaturen zu einer Karbonisation und Verdampfung des Gewebes fiithren
[8]. Die Temperatur ist der bestimmende Parameter aller thermischen Laser-
Gewebeinteraktionen. Die Tabelle 2 zeigt die thermischen Effekte in Abhéngigkeit von der

Temperatur auf.
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Tabelle 2: Thermische Effekte der Laserstrahlung. Nach [8].

Temperatur (°C) Effekt

37 Normal
45 Hyperthermie
50 Abnahme der Enzymaktivitét
60 Denaturierung von Proteinen und Kollagen, Koagulation
80 Permeabilisierung von Membranen
100 Verdampfung

>100 Karbonisation

>300 Zerschmelzen

Es wurde beobachtet, dass nicht nur die erreichte Temperatur, sondern auch die
Bestrahlungsdauer eine bedeutende Rolle fiir die Induktion von Gewebeverdnderungen spielt
[8]. In Abbildung 8 C wird dargestellt, wie sich die kritische Temperatur und die entsprechende

Zeitdauer hinsichtlich reversibler und irreversibler Gewebeeffekte zueinander verhalten.

Die Schwelle zur irreversiblen Schidigung des Gewebes kann dementsprechend entweder
durch hohe Laserleistung (hohe Temperatur) in kurzer Zeit oder mit geringerer Laserleistung

und dafiir langerer Einwirkungsdauer (Bestrahlungszeit) erreicht werden.

Auf mikroskopischer Ebene haben thermische Effekte ihren Ursprung in Massenabsorption.
Die Energie der einfallenden Laserstrahlung wird durch Absorption der Photonen in Warme
umgewandelt. Die Photonen des Lichts werden von Atomen des Gewebes absorbiert. Der
Absorptionskoeffizient p. bestimmt die thermische Wirkung des Lasers und gibt die
Schwichung der Laserstrahlung durch Absorption pro mm an. Das Inverse des Koeffizienten
o' definiert die Eindringtiefe in das biologische Gewebe [84, 85]. Diese gibt an, wie tief die
Strahlung in das Gewebe reicht. Der Absorptionskoeffizient hingt stark von der Wellenldnge
der einfallenden Laserstrahlung und der Art des Gewebes ab: Niedrige Wellenlédngen dringen

tiefer in das Gewebe als hohe Wellenldangen [8] (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Eindringtiefe der Wellenlédnge von Laserstrahlung in mm in Gewebe. Aus [92].

Die Eindringtiefe zeigt fiir verschiedene Gewebearten erhebliche Unterschiede. Wesentliche
Komponenten fiir die Absorption der Laserstrahlung im biologischen Gewebe sind organische
Molekiile, Melanin und Wasser [8]. Im IR-Bereich sind Wassermolekiile die dominierenden
Absorber [8]. Wasser ist ein wichtiger Bestandteil der meisten Gewebe (wie auch hier des

Unterlids).

1.6 Ziele der Arbeit

Eine minimal-invasive Laserbehandlung konnte eine alternative Methode zur operativen
Erhohung der Unterlidspannung darstellen. Eine solche Laser-induzierte Unterlidstraffung
(Laserkanthoplastik) soll zur praventiven Behandlung einer Funktionsbeeintrachtigung der

Meibom-Driisen fiir Patienten im friithen Stadium der Unterlidschwiche eingesetzt werden.

Das Ziel dieses Forschungsprojekt ist die Entwicklung einer optimalen Laserbestrahlung durch
den Vergleich verschiedener Laserparameter. Experimente zur Dosimetrie wurden an ex vivo
gesunden porzinen Unterlidern durchgefiihrt. Um die Auswirkung der Koagulation auf die
Extrazellularmatrix der Tarsalplatte zu evaluieren und mogliche schiadigende Effekte auf das
Oberflachengewebe zu detektieren, wurden die Auswirkungen der Laserparameter auf die
Unterlidspannung wiahrend und nach der Laserapplikation als auch makroskopische und

histologische Untersuchungen vorgenommen.

Fiir eine klinische Etablierung ist kurzfristig eine ex vivo Studie an Kaninchengewebe und
mittelfristig eine in vivo Studie am Kaninchenmodell geplant. Eine klinische Studie ist

langfristig intendiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial
Der Versuch erfolgte an porzinen Unterlidern, die post mortem von der Hans Schacht

Versandschlachterei GmbH aus Bad Oldesloe zur Verfiigung gestellt wurden.

Tagesfrisch erfolgte eine Lagerung der Gewebeproben bis zum Gebrauch auf Eis. Das Unterlid

wurde im Ganzen vom restlichen Gewebe préipariert.

2.2 Laserversuchsdurchfithrung

Die Laserbestrahlung und die Durchfiilhrung der Messungen der Spannung, der
Unterlidverkiirzung und des makroskopischen Koagulationsdurchmessers wurden durch Herrn
Amar Avdakovic im Medizinischen Laserzentrum in Liibeck durchgefiihrt. Die statistischen

Analysen dieser Untersuchugen wurden durch mich durchgefiihrt.

Tabelle 3: Ubersicht der Materialien fiir die Laserversuchsdurchfiihrung.

Material Firma/Entwickler Sitz der Firma Land
Lasersystem MultiPulse | Asclepion Laser Jena Deutschland
Tm+1470 Technologie GmbH
Kraftsensors S 524060 LD Didactic GmbH Hiirth Deutschland
Sensor-CASSY 2 524013 | LD Didactic GmbH Hiirth Deutschland
Nikon D90 Nikon AG Tokio Japan
Excel Microsoft Corporation Washington USA
ImageJ [93] Wayne Rasband, vom Maryland USA
National Institutes of
Health
Graph Pad Prism 9 Graphpad Software, Inc. Kalifornien USA

2.2.1 Laser und Laserparameter

Das Lasersystem wurde vom Medizinischen Laserzentrum Liibeck unter der Leitung von Dr.

Ralf Brinkmann zur Verfligung gestellt (Abbildung 10). Als Laserquelle diente der Laser

MultiPulse Tm+1470, welcher Infrarot-B-Strahlung mit den Wellenldngen von 1470 und 1940
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nm emittieren kann. Eine einfiihrende Faser leitete die Strahlung durch zwei plankonvexe
Linsen und eine Blende. Mit einem Kollimator wurde die emittierte Strahlung gebiindelt und

ein anndhernd paralleler Strahlengang erzeugt. Somit konnte mit der ausfithrenden Faser eine

punktuelle Laserapplikation auf die porzine Konjunktiva erreicht werden.

plankonvexe
Linsen

Lasersystem

porzines Multipluse Tm+1470

Unterlidgewebe

Faserg,
mit Kollimator Blende Faser;,

Lasershutter-System

Abbildung 10: Schemazeichnung des Applikationssystems.

Der kollimierte Laserstrahl hatte einen Durchmesser von ca. 3 mm. Die Bestrahlung erfolgte in
einem senkrechten Abstand von 2 cm auf die Gewebeproben. Mit einem Lasershutter-System
wurde die Bestrahlungszeit bestimmt. Alle Proben wurden in einem cw-Modus (continous

wave, dt.: kontinuierlich strahlend) bestrahlt.

Auf Grundlage der Eigenschaften des Lasers wurden fiir die Bestrahlung an porzinen
Unterlidern verschiedene Laserparameterkombinationen festgelegt (Tabelle 4). Es wurden zwei
verschiedene Wellenldngen der Infrarot-B-Strahlung eingesetzt, die sich hinsichtlich ihrer
Eindringtiefe in Gewebe unterscheiden (siche Kapitel 1.5.3). Laserleistung und
Bestrahlungszeit variierten ebenfalls (siehe Kapitel 1.5.4). Die Strahlungsenergie blieb mit 5J
konstant, da hohere Energien in Vorversuchen im Medizinischen Laserzentrum Liibeck eine
Karbonisation des Gewebes bewirkten (siehe Kapitel 1.5.5). Die Versuche erfolgten insgesamt
an 24 porzinen Unterlidern, wobei jede Behandlungsgruppe sechs priparierte Unterlider (n =

6) einschloss.

Tabelle 4: Ubersicht der Behandlungsgruppen mit den verschiedenen Laserparameterkombinationen.

Wellenléinge Leistung Bestrahlungszeit Strahlungsenergie n
1940 nm 25W 2s 57 6
1940 nm W 5s 5] 6
1470 nm 25W 2s 57 6
Unbehandelte porzine Unterlider 6

19



2.2.2 Laserbestrahlung

Zur physiologischen Hydrierung des Gewebes wurde die Konjunktiva des porzinen Unterlides
jeweils mit 2 ml 0,9%igem Natriumchlorid befeuchtet. Fiir die Laserapplikation wurden die
Unterlider in eine Halterung mit einer Grundspannung von 120 mN eingespannt. Diese
Halterung bestand aus zwei Metallplatten und war verbunden mit dem Kraftsensor (Abbildung
11 C), der kontinuierlich die Zugspannung und ihre Anderungen am Unterlid wiihrend und nach
den Applikationen gemessen hat. Vor der Laserbestrahlung wurden die zu behandelnden
Bereiche des porzinen Unterlids mit einem Hautmarkierungsstift markiert (Abbildung 11 D).
Bei der Behandlung eines Unterlides wurden drei Laserkoagulationsherde gesetzt (Abbildung

11 D).

Abbildung 11: Darstellung des porzinen Unterlidgewebes in der Laserversuchsdurchfiihrung. (A) Porzines Schweineauge
vom Schlachthof vor der Praparation und Abtrennung des Unterlidgewebes. (B) Konjunktivale Seite des porzinen
Unterlidgewebes vor der Laserbestrahlung. (C) Porzines Unterlidgewebe eingespannt in zwei Metallplatten, die mit einem
Kraftsensor verbunden sind. Eine Grundspannung von 120 mN wurde aufgebaut und die Verédnderung der Unterlidspannung
wihrend der Laserapplikation aufgezeichnet. (D) Konjunktivale Seite des porzinen Unterlides vor (oben) und nach (unten)
der Laserappliaktion. Die Stellen fiir die Laserkoagulation sind mit einem Hautmarkierungsstift im zu behandelnden Bereich
(schwarzer Balken) eingezeichnet (oben). Die drei Laserkoagulationen im behandelten Bereich nach der Laserapplikation
sind hervorgehoben (schwarze Kreise). Die Koagulationsherde sind makroskopisch nahezu kreisrund. MafBstab: 5 mm, Fotos
durch A. Avdakovic.
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2.2.3 Bestimmung der laserinduzierten Unterlidverkiirzung

Die makroskopisch sichtbare longitudinale Gesamtverkiirzung des Unterlides ergab sich aus
der Differenz der Liange des behandelten Bereichs vor und nach der Laserbestrahlung

(Abbildung 11 D):
Vekiirzung = behandelter Bereichy e — behandelter Bereichy;chner

Zur Liangenbestimmung wurden makroskopische Aufnahmen der porzinen Unterlider mit der
Kamera Nikon D90 vor und 15 min nach der Laserkoagulation angefertigt. Als Malstab wurde

ein Lineal mit der Gewebeprobe fotografiert.

2.2.4 Messung der Unterlidspannung

Fir die Quantifizierung der laserinduzierten Unterlidstraffung wurde der Kraftsensor S in
Verbindung mit dem computerunterstiitzenden Messsystem Sensor-CASSY 2 eingesetzt. Er
ermdglicht die Messung von Kriften von bis zu £ 50 N. Der Kraftsensor besteht aus zwei
Biegeelementen, die sich bei Belastung S-formig verbiegen. Beide Apparaturen waren an die

Halterung, in der die Unterlidprobe eingespannt war, gekoppelt.

Mithilfe des Sensors und des Messsystems wird die Unterlidspannung der Proben wéhrend der
Laserapplikation aufgezeichnet. Fiir die Auswertung der laserinduzierten Straffung wird die
Spannung am Unterlid zum Beginn der Laserbestrahlung, nach dem Setzen des 1., 2. und 3.
Koagulation sowie 5 Minuten nach der 3. Koagulation als auch 10 Minuten nach der 3.
Koagulation und 15 Minuten nach der 3. Koagulation gemessen. Die unbehandelten Proben
wurden wegen der fehlenden Laserapplikation fiir 20 Minuten in der Halterung der
Kraftmessung eingespannt. Zu Beginn jeder Bestrahlung wurde anndhernd eine

Grundspannung von 120 mN eingestellt.

2.2.5 Detektion des makroskopischen Koagulationsdurchmessers

Die entstandenen makroskopischen Durchmesser jeder einzelnen Koagulation wurden
quantifiziert. Wie bei der Auswertung der Gesamtverkiirzung wurden makroskopische
Aufnahmen der porzinen Unterlider mit der Kamera Nikon D90 nach der Laserkoagulation

angefertigt (Abbildung 11 D). Als Malistab diente ein Lineal.

2.2.6 Statistische Auswertungen

Fiir die Erhebung der Messdaten wurde die Software Imagel benutzt. Die Datenanalyse filir den

Mittelwert und die Standardabweichung (STABW.S) erfolgte mit der Software Excel. Die
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statistischen Auswertungen wurden durch mich mit der Software GraphPad Prism 9

durchgefiihrt. Entsprechend der Datensdtze wurde eine One-Way ANOVA oder Two-Way

ANOVA mit post-hoc-Test (Tukey, Sidak oder Dunnett) generiert.

2.3 Histologische Untersuchungen des porzinen Unterlides

Die Auswirkungen der unterschiedlichen Laserparameter auf das Gewebe hinsichtlich

Koagulationstiefe und -linge sowie Morphologie des Kollagens und der Tarsalplatte wurden

im Labor fiir experimentelle Ophthalmologie an der Klinik fiir Augenheilkunde histologisch

evaluiert. Weitere Untersuchungsparameter waren die Beurteilung der prozentualen

Epithelabldsung und die Ausdehnung einer doppelbrechenden Ubergangszone.

Tabelle 5: Ubersicht des Materials fiir die histologischen Arbeiten.

& Co. KG

Material Firma Sitz der Firma Land

Roti Histofix 4% sédurefrei (pH 7) — | Carl Roth GmbH + | Karlsruhe Deutschland
phosphatgepufferte Co.KG

Formaldehydlésung 4%

Xylol VWR Chemicals Pennsylvania USA

70%; 90%; 99,9% Ethanol VWR Chemicals Pennsylvania USA
Roti-Histokit II, synthet. Carl Roth GmbH + | Karlsruhe Deutschland
Einschlussmittel, fiir die Histologie Co.KG

Hiimalaunlésung sauer nach Mayer fiir | Carl Roth GmbH + | Karlsruhe Deutschland
die Mikroskopie Co. KG

Eosin G-Losung 0,5 % wissrig fiir die | Carl Roth GmbH + | Karlsruhe Deutschland
Mikroskopie Co. KG

WEIGERT Stammlésung A/B Morphisto GmbH Offenbach am Main Deutschland
Essigsiure 10% Morphisto GmbH Offenbach am Main Deutschland
Pikro-Siriusrot Morphisto GmbH Offenbach am Main Deutschland
Isopropanol (2-Propanol) VWR Chemicals Pennsylvania USA

Aqua destillata Otto Fischar GmbH | Saarbriicken Deutschland

22



Paraffin Surgipath Paraplast Plus Leica Biosystems | Nuflloch Deutschland
Nussloch GmbH
Einbettkassetten Carl Roth Karlsruhe Deutschland
GmbH+Co. KG
STARFROST Objekttriger ca. 76 x 26 | Engelbrecht Edermiinde Deutschland
mm geputzt/gebrauchsfertig Medizin- &
Labortechnik
Deckgléser 24 x 50 mm und 24 x 60 Engelbrecht Edermiinde Deutschland
mm Stiirke 1 Medizin- &
Labortechnik
Skalpelle (Feather disposable Scalpel FEATHER Safety Osaka Japan
No. 22, steril) Razor Co. Ltd.
Trockenschrank / Armlagerschrank Jouan GmbH Unterhaching Deutschland
Entwisserungsautomat  SHANDON | Thermo  Electron | Massachusetts USA
CITADEL 1000 Corporation
Einbettautomat TPS — 1 EVO II Pathisto GmbH Garbsen Deutschland
Mikrotom Leica RM2255 Leica Microsystems | Wetzlar Deutschland
CMS GmbH
Tissue Flotation Bath TFB 55 MEDITE Medical | Burgdorf Deutschland
GmbH
Mikrotomklingen (Feather Microtome | FEATHER Safety | Osaka Japan
Blade Stainless Steel, A35 und R35) Razor Co., Ltd.
Lichtmikroskop TYPE DM4000B | Leica Microsystems | Wetzlar Deutschland
11888804 CMS GmbH
Polarisationsmikroskop LEICA TYPE | Leica Microsystems | Wetzlar Deutschland

020-519. DMLB 100S

Wetzlar GmbH
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2.3.1 Fixierung und Farbungen

Das Gewebe wurde 20 min nach der Laserbestrahlung in 4% Paraformaldehyd 24 bis 48
Stunden fixiert und danach in 70% Ethanol zwischengelagert. AnschlieBend wurden die
Priparate entwidssert und in Paraffin eingebettet. Mit dem Mikrotom wurden sagittale

Serienschnitte der Koagulationsherde mit einer Schichtdicke von 4,5 - 5 um angefertigt.

Von jedem 10. Schnitt ist eine Hadmatoxylin-Eosin-Farbung (HE) nach Farbeprotokoll
durchgefiihrt worden:

Tabelle 6: Farbeprotokoll fiir die HE-Férbung.

Verfahren Dauer Chemikalien
Entparaffinieren 3x 5 min Xylol
5 min 95 % Ethanol
5 min 90% Ethanol
Rehydrieren 5 min 80% Ethanol
4 min 70% Ethanol
3 min Aqua dest
Farben 5 min Héamatoxylin
Spiilen 5 min Leitungswasser
Férben 3 min Eosin (1 : 10)
kurz 70% Ethanol
3 min 96% Ethanol
Entwéssern
4 min 99% Ethanol
5 min 99% Ethanol
Kléren 3x 5 min Xylol
Eindecken Roti Histokit

Eine Pikro-Siriusrot-Farbung (PS) wurde fiir einen Objekttrager jeder Koagulation mit der

maximalsten Koagulationsgréf3e nach Farbeprotokoll durchgefiihrt:

Tabelle 7: Farbeprotokoll fiir die PS-Farbung.

Verfahren Dauer Chemikalien
Entparaffinieren 2x 10 min Xylol

Wiissern 4 min 96% Ethanol

4 min 80% Ethanol

4 min 70% Ethanol

4 min 60% Ethanol
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4 min Leitungswasser

Farben 8 min Weigerts Eisenhdmatoxylin
5 min 95 % Ethanol
5 min 90% Ethanol
Rehydrieren 5 min 80% Ethanol
4 min 70% Ethanol
3 min Aqua dest
Farben 5 min Héamatoxylin
Spiilen S min Leitungswasser
Aqua destillata
Bléauen 10 min Leitungswasser
Spiilen 1 min Aqua destillata
Férben 3 min Eosin (1:10)
Pikro-Siriusrot
Spiilen 2x 1 min Essigsédure 30% ig
2x 4 min 96% Ethanol
4 min Isopropanol (2-Propanol)
Entwissern 3 min 96% Ethanol
4 min 99% Ethanol
5 min 99% Ethanol
Klaren 2x 10 min Xylol
Eindecken Roti Histokit

Die gefarbten Schnitte wurden wie folgt unter den Mikroskopen analysiert und ausgewertet.

2.3.2 Mikroskopische Aufnahmen, Auswertung und Statistik
Die HE-Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop in 100-facher und 25-facher VergroBBerung
aufgenommen. Aufnahmen der PS-gefarbten Schnitte erfolgten am Polarisationsmikroskop in

100-facher und 50-facher Vergréferung.

Pro Unterlid wurden drei Schnitte, fiir jede Koagulation ein repriasentativer Schnitt an der
maximalsten Koagulationstiefe, ausgewéhlt. Insgesamt wurden so 54 Schnitte evaluiert. Alle

HE- und PS-Schnitte wurden mit der Software ImageJ ausgewertet.

Zur Datenerhebung wurden die Messergebnisse in einer Excel-Tabelle hinsichtlich des
Mittelwertes und der Standardabweichung (STABW.S) analysiert. Mit dem Programm
GraphPad Prism 9 wurden diese Ergebnisse mit einer One-way ANOVA und Tukey’s post-hoc
Test untereinander verglichen und grafisch veranschaulicht.
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2.3.3 Vermessung der Koagulationsgrof3e

Es wurden 4,5 — 5 um dicke HE- und PS-geférbte Schnitte von jeder Koagulation untersucht,
um die maximale KoagulationsgroBe zu ermitteln. Die folgenden Parameter des thermisch

verdnderten Unterlidgewebes wurden gemessen (Abbildung 12):

e Koagulationstiefe

e Koagulationslinge epithelseitig

e Koagulationslédnge stromaseitig

S L SR TG ot T i D A e g I g SEIANE S L AR

Abbildung 12: Beispielmessungen der Koagulationsgrofe in der HE-Féarbung. Pfeile: Tiefe der Koagulation, Linie:
epithelseitige Lange der Koagulation, gestrichelte Linie: stromaseitige Lange der Koagulation. Mafistab 500 pm.

Fiir die Quantifizierung der Koagulationstiefe wurde die maximal tiefste Stelle der Koagulation
gemessen, orientierend an der unterschiedlich ausgeprigten Darstellung des koagulierten
Gewebes in der HE-Firbung zum Ubrigen, nicht-koagulierten Gewebe (siche Abbildung 12).
Die Messung der Koagulationsldngen erfolgte sowohl entlang der epithelseitigen als auch der

stromaseitigen Ausdehnung der Koagulation (Abbildung 12).

Weiterhin erfolgte die Auswertung des prozentualen Anteiles der Laserkoagulation am

Gesamtunterlid (Abbildung 13 A) und am Tarsus (Abbildung 13 B).
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Abbildung 13: Beispielmessungen der Anteile fiir die Bestimmung der Relation der Koagulation in der HE-Farbung. Schwarzer
Kasten: Tarsus. (A) Messung der Koagulationstiefe und der Dicke des Gesamt-Unterlides. (B) Messung der Koagulationstiefe
und der Tiefe des Tarsus (ohne Epithel). Mafistab 500 pm.

Fiir den Anteil der Laserkoagulation am Tarsus wurde die Koagulation ohne Epithel beurteilt,

da dieses definitionsgemal nicht zum Tarsus gehort.

2.3.4 Evaluation der Epithel- und Gewebeverdanderungen

Fir die Bewertung eventueller durch die Laserbestrahlung entstandener Epithel- und
Gewebedefekte wurde ein Grading-System erstellt (Tabelle 8). Die Einteilung in die
verschiedenen Schweregrade erfolgte anhand der Begutachtung der Epithel- und

Gewebeveridnderungen.
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Tabelle 8: Schweregrade der morphologischen Verdnderungen der porzinen Konjunktiva des Unterlids nach
Laserbestrahlung.

minimal keine

fortgeschritten keine

maximal vorhanden

Grad 0 wurde definiert als keine oder nur geringfligige Epithelablosung (0 bis 15% der
bestrahlten Flache) ohne sichtbare Zerstérung des darunterliegenden Gewebes. Eine minimale
bis miBige Epithelablosung (15-40% der bestrahlten Fliche) ohne Zerstdrung des darunter
liegenden Gewebes wurde als Grad 1 eingestuft. Fortgeschrittene Epithelablosung (40 bis 70%
der bestrahlten Fldche) ohne sichtbare Schddigung des darunterliegenden Gewebes, wurde als
Grad 2 evaluiert und eine schwere oder vollstindige Epithelablosung (70-100% der bestrahlten

Flache) mit sichtbarer Zerstorung des darunter liegenden Gewebes als Grad 3.
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2.3.5 Beurteilung thermisch verdnderter Zonen in der PS-Féarbung

In der Literatur wurde bereits das Vorhandensein thermisch verdnderter Areale bei
Laserkoagulationen im Gewebe in der Polarisationsmikroskopie beschrieben [94-96]. Diese
Beobachtung unterschiedlich abzugrenzender doppelbrechender Zonen (Abbildung 14 A) mit
einer koagulierten Zone und einer Ubergangszone (,,Halo “‘) wurde auf die Laserkoagulationen

mit dem Lasersystem MultiPulse Tm+1470 angewendet und ihr Vorhandensein untersucht.

Epithel

Abbildung 14: Bestimmung der zwei unterschiedlichen Zonen der Koagulation und Darstellung der Volumenbestimmung
ebendieser. (A) Schematische Darstellungen der beiden unterschiedlich thermisch verédnderten Laserzonen: # koagulierte Zone
(orange), * Ubergangszone (gelb). (B) Exemplarische Ausmessung der Koagulation fiir die Volumenbestimmung. a beschreibt
den Radius des Aquatorkreises der halben Rotationsellipse und ¢ den Abstand der Pole vom Mittelpunkt. (C) Schematische
Darstellung eines abgeplatteten Rotationsellipsoids mit Koordinatenachsen und den Variablen zur Volumenbestimmung. a
ist auch hier der Radius des Aquatorkreises und ¢ der Abstand der Pole vom Mittelpunkt. (D) Ausfiihrung der Messung zur
Volumenbestimmung an der Koagulation im histologischen Langsschnitt in der Pikro-Siriusrot-Farbung. Maf3stab 500pum.

2.3.6 Bestimmung des Volumens der Koagulation

Der laserthermisch induzierte Koagulationsherd nimmt im Gewebe nahezu die Gestalt einer
halben abgeplatteten Rotationsellipse an (Abbildung 14 C). Daher erscheint es sinnvoll dieses
Volumen im Vergleich zwischen den verschiedenen Laserparameterkombinationen zu

quantifizieren. Die Formel zur Berechnung eines Rotationsellipsoids lautet wie folgt:
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Fiir die Volumenbestimmung werden drei Volumina der Laserkoagulationen mithilfe der PS-

Farbung berechnet:

e Koagulierte Zone (Vk)

2 2
Vy = (E X maj c2>

e Ubergangszone (Halo) (Vn)

2 2
VH = <§ ><7Ta1 Cl) - VK

Die folgenden Parameter der Laserkoagulation wurden in die Formel inkludiert (Abbildung 14
B + D): der Radius der koagulierten Zone und der Ubergangszone (ai), der Radius der
koagulierten Zone (a2), die axiale Tiefe des Pols der Koagulations- und Ubergangszone (c1) und

die axiale Tiefe des Pols der Koagulationszone (c2).

Das Volumen der Koagulationszone (Vk) wurde direkt durch die gemessenen Werten mit der
Formel kalkuliert. Das Volumen der Ubergangszone (Halo) wurde durch die Differenz des
gesamten thermisch verinderten Gewebes (Koagulations- und Ubergangszone) und der

Koagulationszone quantifiziert.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Laserversuchsdurchfiihrung
An je sechs porzinen Unterlidern wurden die folgenden Effekte unter Variation von
Wellenldnge, Laserleistung und Bestrahlungszeit (1940 nm/2,5 W/2 s; 1940 nm/1 W/ 5 s; 1470

nm/2,5 W/2 s) durch Herrn Amar Avdakovic und mich ausgewertet.

3.1.1 Langenidnderung der Unterlider

In allen drei Gruppen der Laserparameterkombinationen wurde eine signifikante
Langenanderung der Unterlider nach der Bestrahlung im Vergleich zur Kontrollgruppe
festgestellt (p < 0,0001) (Abbildung 15 A und B). Fiir die Gruppen mit der Wellenldnge von
1940 nm war die longitudinale Verkiirzung nahezu identisch (1940 nm/2,5 W/2's: 12,9 +£2,7%
2 2,4+ 0,7mm; 1940 nm/1 W/5 s: 12,3 +£0,6% £ 2,4 £ 0,3mm). Die stirkste Langsverkiirzung
zeigte sich in der Gruppe 1470 nm/2,5 W/2 s mit 15,1 + 3,7 % bzw. 2,5 £ 0,6 mm.

3.1.2 Ausdehnung des makroskopischen Koagulationsdurchmessers

Die Laserapplikation fiihrte zur makroskopisch sichtbaren Koagulation des Gewebes auf der
Konjunktiva. Wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben, wurde der makroskopisch erkennbare

Durchmesser pro Koagulation quantifiziert.

Die Koagulationsdurchmesser unterschieden sich nicht signifikant zwischen den drei
Behandlungsgruppen (alle p-Werte > 0,29). Bei Gruppe 1940 nm/2,5 W/2 s und 1940 nm/1 W/
5 s stellten sich die Durchmesser sehr dhnlich dar (1940 nm/2,5 W/2 s: 2,51 + 0,34 mm; 1940
nm/1 W/ 5 s: 2,55 £ 0,29 mm). Der grofte Durchmesser konnte tendenziell bei Gruppe 1470
nm/2,5 W/ 2 s festgestellt werden (2,79 £ 0,18 mm). Die Kontrollgruppe wies aufgrund

fehlender Laserapplikationen erwartungsgemél keine Koagulationen auf.

Schwere thermische Schaden oder eine Karbonisation waren makroskopisch nicht erkennbar.
Weitergehende durch die Laserbehandlung verursachte Gewebedefekte der Konjunktiva

wurden histologisch untersucht.

3.1.3  Verdnderungen der Unterlidspannung

Die Verdnderungen der Unterlidspannung wurden fiir jede Gruppe im Vergleich zur
eingespannten, unbehandelten Probe vor und nach der Bestrahlung verglichen (Abbildung 15
D). Nach Applikation der ersten Koagulation wurde keine signifikante Erhéhung der
Lidspannung im Vergleich zu den unbehandelten Proben detektiert (1940 nm/2,5 W/2 s: 256,1

+ 128,0 mN; p = 0,28; 1940 nm/1 W/5 s: 249,0 + 109,2 mN; p = 0,22; 1470 nm/2,5 W/2 s:
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302,3 £ 153,9 mN; p = 0,21). Die erste signifikante Erhohung wurde nach Platzierung des
zweiten Laserherdes in Gruppe 1940 nm/2,5 W/2 s (347,3 = 167,0 mN; p = 0,05) und Gruppe
1470 nm/2,5 W/ 2 s (435,6 £ 188,9 mN; p = 0,03) beobachtet. Der groBte signifikante
Unterschied zur Lidspannung vor der Bestrahlung wurde nach dem Setzen der 3. Koagulation
gesehen: 1940 nm/2,5 W/2 s: 417,4 = 134,9 mN; p = 0,01; 1940 nm/1 W/ 5 s: 381,8 = 179,2
mN; p = 0,04; 1470 nm/2,5 W/ 2 s: 499,3 + 150,5 mN; p = 0,004. Fiinf Minuten nach der
Laserapplikation zeigte sich in allen drei Gruppen ein starker Abfall der Gewebespannung im
Vergleich zur Spannung unmittelbar nach der Applikation der 3. Koagulation (1940 nm/2,5
W/2 s: p =0,04; 1940 nm/1 W/ 5 s: p=0,01; 1470 nm/2,5 W/ 2 s: p = 0,07). Im weiteren
Verlauf sank die Spannung noch leicht weiter (15 min nach Applikation: 1940 nm/2,5 W/2 s:
175,7 £ 50,2 mN, p=0,02; 1940 nm/1 W/ 5s: 177,6 = 32,0 mN, p=0,002; 1470 nm/2,5 W/ 2 s:
167, 3 £ 63,1 mN, p = 0,09). 15 Minuten nach Applikation war die Spannung in Gruppe 1940
nm/2,5 W/2 s und 1940 nm/1 W/ 5 s immer noch hoher als vor der Bestrahlung (p = 0,02; p =
0,002). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Behandlungsgruppen
unmittelbar nach der Bestrahlung, sowie nach 5, 10 oder 15 min. Eine leichte Abnahme der
Lidspannung bei nicht gelaserten Unterlidern in der unbehandelten Kontrollgruppe wurde
beobachtet. Es war eine signifikante Abnahme der Lidspannung von Minute 10 bis 15 nach der
Bestrahlung der dritten Koagulation (p = 0,046) sichtbar. Der Unterschied zur Spannung vor

der Bestrahlung war allerdings nicht signifikant.
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Abbildung 15: Diagramme der Ergebnisse der Laserversuchsdurchfiihrung. * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,001; **** p <
0,0001. # p<0,05; ## p <0,01 verglichen mit vor der Koagulation. § p<0,05; §§ p<0,01 verglichen mit der Kontrollgruppe. (A)
Makroskopische Unterlidverkiirzung in Prozent angegeben. In allen Behandlungsgruppen gab es eine signifikante
Léngendnderung nach der Laserapplikation. Die stérkste Verkiirzung resultierte bei 1470 nm/2,5 W/2 s mit 15,1 bzw. 3,7 %.
(B) Makroskopische Unterlidverkiirzung in mm angegeben. In der Gruppe mit 1470 nm/2,5 W/2 s zeigte sich die grofite
longitudinale Verkiirzung mit 2,5 + 0,6 mm. Fiir die Gruppen mit der Wellenldnge 1940 nm war die Verkiirzung nahezu
identisch. (C) Makroskopischer Durchmesser der Koagulationen. Es gab keine Signifikanzen zwischen den Gruppen und betrug
zwischen 2,51 £ 0,34 mm und 2,79 + 0,18 mm. (D) Messung der Unterlidspannung nach den Koagulationen sowie 5, 10 und
15min nach Laserapplikation. Die erste signifikante Erhdhung der Unterlidspannung gab es nach der 2. Koagulation in den
Gruppen 1940 nm/2,5 W/2 s und Gruppe 1470 nm/2,5 W/ 2 s im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die grofite signifikante
Erhohung der Unterlidspannung zeigte sich nach dem Setzen der 3. Koagulation in der Gruppe 1470 nm/2,5 W/ 2 s mit 499,3
+150,5 mN (p = 0,004). 5 bis 15 min nach der 3. Koagulation sank die Spannung ab. Eine Grundspannung von 120 mN wurde
zu Beginn fiir jede Probe eingestellt.
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3.2 Ergebnisse der Histologie

Zur weiteren Beurteilung der Auswirkungen der verschiedenen Laserparameter auf das porzine
Unterlidgewebe wurden histologische Untersuchungen vorgenommen. Die Variationen von
Wellenldnge, Laserleistung und Bestrahlungszeit zeigten signifikant unterschiedliche

Auspragungen der Laserkoagulation an der Konjunktiva (Abbildung 16).

1940 nm/
2,5W/2s

1940 nm/
1,0 W/5s

1470 nm/
2,5W/2s

unbehandelt

Abbildung 16: Ubersicht histologischer Aufnahmen der Laserherde, appliziert durch die unterschiedlichen
Laserbehandlungsgruppen, am porzinen konjunktivalen Unterlidgewebe. Mafistab: 500 pm.
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3.2.1 Koagulationsgroflen
Im Vergleich zum unbehandelten Unterlid zeigte sich im HE-gefdarbten Schnitt eine erhdhte
Farbstoffaufnahme des Eosins in das Kollagen in der thermisch behandelten Schadenszone,

sodass sich die Koagulation hell rosa darstellt (Abbildung 17).

e N—
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'Kgnjunktlvsl

Dermis

Haarfollikel Zeiss-Driisen . Jlaris o I

Abbildung 17: Ubersichtsaufnahme eines behandelten und eines
unbehandelten porzinen Unterlids in der HE-Firbung unter dem
Lichtmikroskop im Querschnitt. Wichtige Strukturen sind beschriftet. (A)
Porzines Unterlidgewebe mit Laserkoagulation (gelber Kreis) an der
konjunktivalen Seite. (B) Porzines unbehandeltes Unterlidgewebe ohne
Koagulation. Maf3stab Imm.

Eine Abgrenzung vom laserthermisch verdndertem zum normalen Stroma war eindeutig
vorhanden. Zur Evaluation der KoagulationsgroBen wurden die in Kapitel 2.3.2 erwéhnten

Kriterien wie beschrieben in der HE-Farbung ausgewertet.
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Fiir die Koagulationstiefe (Abbildung 18 A) zeigte sich in der Gruppe 1470 nm/2,5 W/ 2 s eine
signifikant tiefere Koagulation mit 1071,8 + 70,8 um als in Gruppe 1940 nm/2,5 W/2 s mit
389,9 + 63,2 um (p < 0,0001) oder 1940 nm/1 W/ 5 s mit 571,2 + 98,2 pm (p < 0,0001). Der
Unterschied der Koagulationstiefe von Gruppe 1940 nm/2,5 W/2 s und 1940 nm/1 W/ 5 s war
ebenfalls signifikant (p = 0,017).

Bei der Auswertung der Koagulationslinge am Epithel (Abbildung 18 B) zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe 1940 nm/1 W/ 5 s und 1470 nm/2,5 W/ 2 s (p
=0,007). Die Lange des Laserpunktes in Gruppe 1940 nm/2,5 W/2 s bemaB sich bei 2592,1 +
352,8 um, in der Gruppe 1940 nm/1 W/ 5 s bei 2380,1 £ 146,9 um und in der Gruppe 1470
nm/2,5 W/ 2 s bei 2910,8 + 220,6 um. Stromaseitig zeigte die Koagulationslédnge (Abbildung
18 C) keine Signifikanz zwischen den Gruppen 1940 nm/2,5 W/2 s und 1940 nm/1 W/ 5s (p =
0,78). Mit der Lange von 3731,26 + 239,7 um war die Koagulation der Gruppe 1470 nm/2,5
W/ 2 s signifikant groBer als die der anderen beiden Gruppen (1940 nm/2,5 W/2 s: 2700,0 £
2424 pm, p = 0,0002; 1940 nm/1 W/ 5 s: 2572,2 + 452,77 um, 1940 nm/1 W/ 5 s vs. 1470
nm/2,5 W/ 2 s p <0,0001).

Der Laserherd der Gruppe 1470 nm/2,5 W/ 2 s maB, korrelierend zu den vorher beschriebenen
Groflenmessungen, den groflten Anteil am Gesamt-Unterlid (Abbildung 18 D) mit 25,6 + 3,8
% (1940 nm/2,5 W/2 s: 12,1 = 4,1 %, 1940 nm/2,5 W/2 s vs. 1470 nm/2,5 W/ 2 s p = 0,002;
1940 nm/1 W/ 5 s: 17,3 + 3,9 %, p = 0,14). Zwischen den beiden Gruppen mit derselben
Wellenldinge von 1940 nm ergab sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,08). Die

Gesamtdicke des Unterlides bemal sich bei 3,7 mm + 0,5 mm.

Bei der Auswertung des Anteils der Koagulation am Tarsus des Unterlides (Abbildung 18 E)
ergaben sich folgende Ergebnisse: 1940 nm/2,5 W/2 s 35,3 £ 6,4 %; 1940 nm/1 W/ 5 s 44,6 £
5,3 %; Gruppe 1470 nm/2,5 W/ 2 s 59,1 £ 8,3 %. Damit zeigte sich die Gruppe mit 1470nm/2,5
W/ 2 s mit einem signifikant groBBeren Anteil am Tarsus als Gruppe 1940 nm/2,5 W/2 s (1940
nm/2,5 W/2 s vs. 1470 nm/2,5 W/ 2 s p = 0,0004) und 1940 nm/1 W/ 5 s (1940 nm/1 W/ 5 s vs.
1470 nm/2,5 W/ 2 s p=0,05).
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Abbildung 18: Histologische Ergebnisse der Laserkoagulationen porziner Unterlider im histologischen Querschnitt.
p*<0,04 p**<0,007 p***<0,002; p***<0,0004; p****<0,0001 (A) Fiir die Koagulationstiefe maf} die Gruppe 1470
nm/2,5 W/ 2 s die signifikant tiefste Koagulation mit 1071,8 + 70,8 pm. (B) Die epithelseitigen Koagulationslangen
der Gruppen 1940 nm/1 W/ 5 s und 1940 nm/2,5 W/2 s waren sehr dhnlich. Die Gruppe mit 1470 nm/2,5 W/ 2 s war
mit 2910,8 + 220,6 pm signifikant lianger als die Gruppe 1940 nm/l W/ 5 s. (C) Fir die stromaseitige
Koagulationsldnge zeigte die Gruppe 1470 nm/2,5 W/ 2 s eine signifikant grolere Lange mit 3731,26 + 239,7 um als
die anderen beiden Gruppen. (D) Die Gruppe 1470 nm/2,5 W/2 s hatte mit 25,6 + 3,8 % den grofiten Anteil am Gesamt-
Unterlid und war signifikant zur Gruppe 1940 nm/2,5 W/2 s. (E) Die Gruppe 1470 nm/2,5 W/2 s mall mit 59,1 + 8,3
% den groBten Anteil am Tarsus des Gesamt-Unterlid und war signifikant zu den anderen beiden Gruppen. (F) Die
Behandlungsgruppe 1470 nm/2,5 W/2 s zeigte tendenziell am wenigsten Epithel- und Gewebeverdnderungen. (G) Fiir
die Koagulationstiefe zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Farbungen. (H) In der
Koagulationsldnge (epithelseitig) war kein signifikanter Unterschied in den Messungen der HE- und PS-Férbung zu
vermerken. (I) Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Féarbungen fiir die Koagulationslange

(stromaseitig).
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Weiterhin wurde ein Vergleich der verschiedenen Farbungen hinsichtlich der Koagulationstiefe
und -ldngen vorgenommen (Abbildung 18 G + H + I). Zwischen den Messergebnissen der HE-
und PS-Firbung stellten sich keine signifikanten Unterschiede fiir die GroB3e der thermisch
verdnderten Zone dar. Es zeigte sich keine stirkere Demaskierung der Koagulation in der PS-
Farbung. Das Laserareal ldsst sich fiir die GrdéBenbestimmung in der Lichtmikroskopie

demnach genauso gut abgrenzen, wie unter polarisierendem Licht.

3.2.2 Epithel- und Gewebeverdnderungen

Der Schweregrad der Epithel- und Stromaschiddigung innerhalb der Koagulationszone wurde

in den HE-gefédrbten Objekttragern bewertet (Abbildung 18 F).

Hauptaugenmerk lag bei dieser Auswertung auf den Epithelverdnderungen {iiber der
Koagulationszone und der Struktur des Laserherdgewebes. Abbildung 19 zeigt exemplarisch
die morphologische Modifikation der konjunktivalen Becherzellen (Abbildung 19 B) und des
mehrschichtigen unverhorntes Epithels (Abbildung 19 C) nach Laserapplikation im Vergleich
zur unbehandelten Konjunktiva (Abbildung 19 A): Im Bereich der Laserapplikation stellten
sich die Becherzellen amorph dar. Vor allem im zentralen Bereich der Laserkoagulation war
das Epithel abgelost und deformiert. AuBlerhalb der behandelten Zone erschien das Epithel
physiologisch.

Zwischen den Behandlungsgruppen 1940 nm/2,5 W/2 s und 1470 nm/2,5 W/ 2 s gab es einen
signifikanten Unterschied (p = 0,03): Gruppe 1940 nm/2,5 W/2 s wurde bei dem Grading in die
Grade 2-3 (Mittelwert 2,33 £+ 0,5) eingeteilt, die durch fortgeschrittene oder vollstindige
Epithelablosung und -zerstdrung sowie zusétzlich durch Destruktion des Stromas innerhalb der
Laserzone gekennzeichnet war. Im Gegensatz dazu wurden in der Gruppe 1470 nm/2,5 W/ 2 s
weniger laserinduzierte Epithel- und Stromaschédden beobachtet, wo die Einstufung zwischen
Grad 0 und 2 lag (Mittelwert 0,8 & 1,2). In dieser Gruppe wurde keine Zerstorung des Stromas
beobachtet.
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Abbildung 19: Verdeutlichung der Epithelverdnderungen der Konjunktiva des porzinen Unterlids mit und ohne
Laserapplikation. (A) unbehandelte Konjunktiva (mehrschichtiges, nicht-verhorntes Plattenepithel). Pfeile: Becherzellen.
(B) Die gestrichelte Linie markiert den Ubergang von unbehandeltem (links) in mit Laserapplikation behandeltes (rechts)
Gewebe. Die Becherzellen im behandelten Epithel sind amorph. (C) Konjunktivales Epithel im Bereich der
Laserkoagulation. Peripher liegt das Epithel der Koagulation an, wohingegen sich das Epithel zentral durch die
Schidigung der Laserapplikation abgeldst hat (schwarzer Kreis). Maf3stab: 100pum.

3.2.3 Beurteilung thermisch verdnderter Zonen in der PS-Féarbung

Sowohl in der HE- als auch in der PS-Firbung konnte zwischen koaguliertem und normalem
Gewebe unterschieden werden. In den mit Pikro-Siriusrot-gefdrbten Schnitten, wurde eine
Koagulationszone und eine Ubergangszone unterschieden, die unter polarisiertem Licht

analysiert wurden (Abbildung 20).

Die koagulierte Zone (markiert mit #) beginnt direkt unter dem konjunktivalen Epithel. Sie war
durch einen vollstdndigen Verlust der Doppelbrechungen und einer zufélligen Neuanordnung
der parallelen Kollagenfibrillen durch Laseranwendung gekennzeichnet. Das koagulierte und

somit ungeordnete Kollagen erschien dunkler [94] unter dem Polarisationsmikroskop.

39



Daran schloss sich unter dem Polarisationsmikroskop eine Ubergangszone (markiert mit *) mit
stiarkerer Doppelbrechung als das normale, unkoagulierte Gewebe an. Dieser Effekt wird in der
Literatur auch als ,, Halo “ beschrieben: Es zeigt einen Anstieg in der parallelen Anordnung der
Kollagenfibrillen im Vergleich zum normalen Gewebe [96]. Dieses ,,Halo “ war in den HE-
gefarbten Schnitten nicht zu erkennen, es gab also keine gesteigerte oder verminderte
Anreicherung von Eosin in dieser Zone der Koagulation. Diese zwei Zonen konnten in allen
drei Behandlungsgruppen mit unterschiedlicher ~Wellenldnge, Laserleistung und

Bestrahlungszeit nachgewiesen werden.

A Epithel

1940 nm/ 1940 nm/
1,0 W/5s 2,5W/2s

1470 nm/
2,5W/2s

Abbildung 20: Zwei thermisch verdnderte Zonen
konjunktivaler =~ Laserschddigung von  porzinen
Unterlidern im histologischen Querschnitt. Koagulierte
Zone (orange, #) und eine Ubergangszone (griin, *). Die
koagulierte Zone weist keine Doppelbrechungen auf. In
der Ubergangszone sieht man eine stirkere
Doppelbrechung im Vergleich zum unkoagulierten,
normalem Gewebe. Mafistab 500 pm.

40



3.2.4 Volumenbestimmung

Die Ergebnisse der Messungen fiir die Volumina der Koagulations- und Ubergangszone sind in
der Abbildung 21 aufgezeigt. Das errechnete Volumen des koagulierten Gewebes der Gruppe
1470 nm/2,5 W/ 2 s war signifikant gréBer (p < 0,0001) als das der anderen beiden Gruppen
(1940 nm/2,5 W/2 s: 1,37 £ 0,91 mm?; 1940 nm/1 W/ 5 s: 1,58 £+ 0,50 mm?>; 1470 nm/2,5 W/ 2
s: 4,86 £ 0,99 mm?®). Die Ubergangszone stellte sich allerdings in der Gruppe 1470 nm/2,5 W/
2 s vergleichbar mit den Gruppe 1940 nm/2,5 W/2 s und 1940 nm/1 W/ 5 s dar (1940 nm/2,5
W/2 s: 3,01 + 0,73mm?®; 1940 nm/1 W/ 5 s: 2,37 + 2,03 mm?; 1470 nm/2,5 W/ 2 s: 3,05 +
0,82mm?; alle p > 0,65).

=3 Koagulationszone

@m Ubergangszone
8- ok kK
— —
© Abbildung 21: Auswertung der verschiedenen Volumina fiir
E 6 die Koagulations- und Ubergangszone (,,Halo*) von porzinen
.§. Unterlidern im histologischen Querschnitt. p****<0,0001. Die
g Koagulationszone der Gruppe mit 1470 nm zeigte einen
£ signifikanten ~ Unterschied zu den anderen beiden
= 4- Laserparametergruppen.
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Nach diesen Ergebnissen scheint eine signifikante positive Korrelation zwischen der

niedrigeren Wellenlédnge von 1470 nm und einem groferen Laservolumen zu bestehen.
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4 Diskussion

Das Trockene Auge oder ,,.Dry Eye Disease™ (DED) ist eine der hdufigsten Erkrankungen,
denen man in der Ophthalmologie begegnet. Sie verringert bekanntermallen die Lebensqualitit
und Arbeitsproduktivitit des Patienten. Die meisten DED-Fille resultieren aus einer

Verdunstungskomponente, die von einer MDD verursacht wird.

Zum aktuellen Zeitpunkt beschrinkt sich die Therapie der MDD auf die Applikation von
Tranenersatzmitteln, topischen entziindungshemmenden Mittel oder Antibiotika, die
physikalischer Therapie mit Warmekompressen und die Lidkantenmassage [4, 97]. Diese
Behandlungen sind allerdings oft nicht in der Lage, die Meibomdriisendysfunktion,
vergesellschaftet mit einer horizontalen Liderschlaffung, langfristig zu behandeln. Der Ansatz

dieses Forschungsprojektes ist daher die Entwicklung einer kausalen Therapie der MDD.

Wir untersuchten in diesem Forschungsprojekt die verschiedenen
Laserbehandlungsmodalititen, um  die  Augenlidspannung  durch  kontrollierte
Kollagenkoagulation zu erh6hen. Die kontrollierte Koagulation der extrazelluldren Matrix der
porzinen Unterlider zeigte eine Langsverkiirzung nach Bestrahlung, sowie eine laserinduzierte
Gewebeschiadigung. Nach der Laserbehandlung zeigte die Gruppe mit den Laserparametern
1470nm/2,5W/2s  im  Vergleich signifikant die groffte Léngsverkiirzung und
Spannungserhdhung nach der 3. Koagulation. Diese Gruppe zeigte auch den hdchsten
Prozentsatz an signifikanter Koagulation innerhalb des Gesamtdurchmessers des Lides und des
Tarsus mit den geringsten epithelialen Verdnderungen und thermischen Gewebedestruktionen

durch die Laserbestrahlung.

4.1 Effekte nach lidstraffenden Techniken

Eine bestehende Unterlidlaxizitidt wird gegenwartig chirurgisch durch eine Straffung mittels
Keilexzision oder lateraler Ziigelplastik korrigiert. Bis jetzt sind diese beiden operativen
Methoden keine etablierte Technik zur Unterlidstraffung zur Therapie der MDD. Beide
Eingriffe sind weit verbreitete erfolgreiche Operationen und relativ betrachtet nur geringfligig
invasiv. Die operative Verkiirzung des Lidbidndchens ist eine invasive Methode und aufgrund
der komplexen Struktur und Funktion der Augenlider besteht wie bei jeder Operation die
Moglichkeit von Komplikationen. Selbst nach einem scheinbar erfolgreichen Eingriff konnen
postoperativ  Komplikationen wie Ekchymosen und Hidmatome, Chemosis [98],
Wundheilungsstorungen, -infektionen und -dehiszenzen [99], Uberkorrekturen oder

Retraktionen [100], Epiphora und okuldrer Dyskomfort oder Blutungen resultieren [101].
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Letztere sind ein vorherrschendes Problem, v.a. bei élteren Patienten, welche das
Hauptkollektiv fiir Augenlidschlaftheit und/oder trockene Augen sind. Narben mit
Dyspigmentierung oder Hypertrophie kdnnen weiterhin ein stérendes kosmetisches Problem

darstellen [102].

Augenverletzungen nach Laser- oder lichtbasierten Verfahren sind selten [103]. Fallberichte
schildern die Entwicklung einer Irisatrophie und die Forderung der Kataraktogenese bei
kosmetischen Prozeduren wie der Laser-Epilation an der Augenbraue oder am Augenlid mit
einem Diodenlaser [104, 105]. In einer Studie konnte nachgewiesen werden, dass in den
meisten Fillen von dermatologisch aufgetretenen Laser-assoziierten Augenverletzungen ein
unsachgeméBer Augenschutz verwendet wurde [106]. Eine falsche Positionierung des Lasers
kann zu einer schlechten Fokussierung und damit zu unerwiinschten Schdden an angrenzenden
Strukturen fiihren. Es sollte bei jeder Laseranwendung auf die korrekte Benutzung und die
Sicherheitshinweise geachtet werden. Die meisten laserassoziierten Augenverletzungen sind

potenziell vermeidbar.

In der Gewichtung postoperativer Komplikationen einer chirurgischen oder laserinduzierten
Therapiemethode der Lidlaxizitét bietet das Konzept der hier entwickelten Laser-Kanthoplastik

eine potentielle minimal-invasive Alternative zur lateralen Ziigelplastik.

4.2 Wahl der Laserparameter

Bei der Auswahl der Laserparameter wurden zwei verschiedene Wellenlidngen der Infrarot-B-
Strahlung determiniert: 1470 nm und 1940 nm. Diese Wellenldnge unterscheiden sich
hinsichtlich ihres Absorptionskoeffizienten pa (1470 nm 2 10cm™, 1940 nm 2 52 cm’!) und
ihrer Eindringtiefe p,' (1470 nm 2 Imm, 1940 nm 2 0,2 mm) in Wasser [107]. Die IR-
Strahlung wird charakterisiert durch eine hohe Absorption durch Wassermolekiile,
Hauptbestandteil menschlichen Gewebes. Beide Wellenldngen wurden zum Vergleich

ausgewdhlt, um zu eruieren, welche Koagulationszone den gewliinschten Effekt verursachen.

Fiir die Induktion von Gewebeverdnderungen spielen ebenfalls die Parameter Laserleistung
(Temperatur) und die Bestrahlungszeit eine Rolle. Die Schwelle zur irreversiblen Schiadigung
des Gewebes kann entweder durch hohe Laserleistung (hohe Temperatur) in kurzer Zeit oder
mit geringerer Laserleistung und dafiir lingerer Einwirkungsdauer (Bestrahlungszeit) erreicht
werden. In dieser Forschungsarbeit wurden beide Effekte untersucht. Die Laserleistung betrug
1 und 2,5 W fiir die Wellenldnge von 1940 nm. Die Bestrahlungszeit variierte zwischen 2 und

5 s. Fiir die Gruppe mit der Wellenldnge 1470 nm, wurde eine Bestrahlungszeit von 2 s und
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eine Laserleistung von 2,5 W festgelegt. Die Bestrahlungsenergie war mit 5 J konstant in allen
Gruppen. In Vorversuchen im Medizinischen Laserzentrum Liibeck, wurde diese
Bestrahlungsenergie fiir den cw-Modus festgelegt. Hohere Bestrahlungsenergien fiihrten zu
einer Karbonisation des Gewebes des porzinen Unterlides. Hohere Bestrahlungszeiten (10 s)
mit geringerer Bestrahlungsenergie (0,5 W) zeigten keine messbaren Verdnderungen in der

Unterlidspannung.

4.3 Thermische Effekte von Laser auf Kollagen
4.3.1 Korneale biomechanische Steifheit durch Crosslinking

Die Koagulation von Kollagen wird klinisch bereits regelméfig angewendet, um langfristig
wirkende Zugkriéfte in okulirem Gewebe hervorzurufen z.B. wie oben erwihnt, in kornealem
Gewebe. Mit Riboflavin als Photosensibilisierer und UV-A Licht wird eine korneale
biomechanische Steifheit hervorgerufen (Crosslinking), um das Fortschreiten des Keratokonus
zu verhindern [108, 109]. Da sowohl die Tarsalplatten als auch die Lidbédndchen hauptsédchlich
aus Kollagen bestehen und nur von einer diinnen Bindegewebsschicht bedeckt werden, scheint

es sinnvoll eine Spannungserhhung durch eben diese Methode zu erzielen.

4.3.2 Crosslinkingverfahren an der Tarsalplatte

Das Verfahren des Crosslinkings wird in der Literatur an einigen Stellen zur Versteifung der
Tarsalplatte bei Augenliderschlaffung angewendet: Ein experimenteller Versuch untersuchte
die Effekte von Crosslinking auf die Unterlidspannung in einem ex vivo Schaf-Modell [110,
111]. Die exenterierten Tarsalplatten wurden mit Riboflavin als Photosensibilisator benetzt und
mit UV-A-Licht (365 nm) bestrahlt, gleich dem Verfahren der Kollagenvernetzung an der
Hornhaut bei Keratokonus [109]. In einem mechanischen Testgerét konnte die Erh6hung der
Zugfestigkeit und des Young’s Moduls (Steifigkeit) der Tarsalplatten, ohne Destruktion der
Meibomdriisen- oder Kollagenstrukturen nachgewiesen werden. Dieser Effekt zeigte sich
sowohl bei niedrigen (3 oder 6 mW/cm?) als auch bei hoheren Bestrahlungsstirken (30 oder 4
mW/cm?), wobei der Effekt bei hoheren Bestrahlungsstirken zunahm [110, 111]. Dieselbe
Forschungsgruppe kam zu dem Schluss, dass eine Gewebeversteifung durch Bestrahlung von
Tarsalkollagen bei Fluenzniveaus zwischen 10 und 15 J/cm durchgefiihrt werden sollte, wobei
die Belichtungszeit variieren kann [111]. Die Ergebnisse einer Studie von Ugradar et al. von
2019 legen ebenfalls nahe, dass eine Kollagenvernetzung der Kollagenfasern mit Riboflavin
und UV-A Licht zu einer Versteifung der humanen Tarsalplatte fiihrt und bei Erkrankungen
eingesetzt werden kann, die eine Augenliderschlaffung verursachen [112]. Im

Elektronenmikroskop erschienen die Kollagenfasern der Tarsalplatten dichter gepackt nach
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dem Crosslinking. Die Studie zeigt, dass eine Kollagenvernetzung auch eine praktikable und
wirksame Methode zur Erhohung der Steifheit humaner Tarsalplatten ist. Eine weitere Studie
von De Paris et al. untersuchte das Kollagen-Crosslinking an humanen (nach Keilexzision) und
porzinen Tarsalplatten [113]: Eine OCT-Bildgebung zeigte hier eine charakteristische
Veranderung in den behandelten Schweine- und Humanproben. Die Gewebesteifigkeit war
stark erhoht, die Anderungen der Zugeigenschaften allerdings nicht signifikant. Weitere
Studien sind hier angedacht, um die Relevanz des Kollagen-Crosslinking als potenzielle
Behandlung des Floppy-Eyelid-Syndrom zu rechtfertigen. Fiir UV-Strahlen sind allerdings
aufgrund ihrer hohen Eindringtiefe vielfaltige kurzfristige und langfristige Nebenwirkungen auf
den  menschlichen  Organismus  wie  Augenschdden  (Katarakt, degenerative
Netzhauterkrankungen wie altersabhéngige Makuladegeneration), vorzeitige Hautalterung oder

Hautkrebs beschrieben [86].

4.3.3 Thermische Effekt der Laserbestrahlung

Der thermische Effekt der Laserenergie aus dem Wellenldngenbereich der Infrarotstrahlung-B-
Strahlung wird ebenfalls in klinischen Studien bei der Laserthermokeratoplastik zur
Hyperopiekorrektur mit gepulsten Holmium-Lasern verwendet (Wellenldnge von 2120 nm)
[114-117]. Es findet auch hier eine starke Absorption der Laserstrahlen vom wasserhaltigen
Hornhautstroma (Absorptionskoeffizient 1,9 mm ') statt. Durch die Laserapplikation kommt
es zu einer Erhohung der Temperatur des Zielgewebes, welche durch Verdnderung der
Quartérstruktur zur Schrumpfung der kornealen Kollagenfibrillen fiihrt. Diese Verkiirzung der
Kollagenfibrillen kann zur biomechanischen Formung der Hornhautkurvatur und damit zur

Korrektur von Ametropien genutzt werden [118].

4.3.4 Biomorphometrische Analyse der Koagulationen

In unserem Modell zeigten sich Gruppe 1940 nm /2,5 W / 2s und Gruppe 1940 nm /1 W /5s
mit Variation in Laserleistung und Bestrahlungszeit (Gruppe 1940 nm /1 W /5 s mit 2,5-fach
weniger Laserleistung und 2,5-fach langerer Bestrahlungszeit) von den Koagulationsausmafien
wenig signifikant unterschiedlich (p < 0,04). Die Gruppe 1470 nm / 2,5 W / 2 s zeigte eine
signifikant grofere Koagulationsausdehnung mit einer Bestrahlungszeit von 2 s. Geméal der
Relation zwischen Absorption und Eindringtiefe folgt, dass die Eindringtiefe in Wasser fiir die
Wellenldnge 1470 nm anndhrend flinffach grofer ist als die von 1940 nm. Die Koagulation mit
der Wellenldnge 1470 nm sollte demnach in einer groBeren Koagulationszone als 1970 nm
resultieren. In einem Modell mit anorektalem Gewebe wurde ein dhnlicher Ansatz verfolgt und

ein 1470 nm Diodenlasers verwendet, um die Ausprigung der Koagulationsgrofe in
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Abhédngigkeit von der Bestrahlungszeit und der Laserenergie fiir eine Laser-
Hiamorrhoidoplastik zu evaluieren. Danys et al. zeigten, dass der grofite Gewebeeffekt durch
die langste Bestrahlungsdauer, ohne signifikanten Unterschied in den genutzten Laserenergien,
verursacht wurde [119]. Eine ldngere Laserbestrahlungszeit war urséchlich fiir einen groferen

Gewebeschaden.

Methodisch bietet nach Asiyo-Vogel et al. Siriusrot eine verbesserte und einfache histologische
Methode zur Analyse thermischer Kollagenverdnderungen. Die Firbung kann zu einem
besseren Verstdndnis der Wirkmechanismen von Laserthermokeratoplastiken beitragen und die
Analyse thermischer Effekte bei der Hornhautablation verbessern [94]. In Siriusrot-gefarbten
Schnitten unter dem Polarisationsmikroskop war es moglich, das thermisch verédnderte Stroma
in einen dunklen Kernbereich und einem Ubergangsbereich (,halo*) mit einer erhohten
Doppelbrechung zu trennen. Das Volumen der Zonen in der PS-Farbung hing von der Wahl der
Laserparameter ab. In den HE-gefarbten Schnitten imponierten die Koagulationen mit einer
erhdhten Intensitit an Eosinrot, verglichen mit dem iibrigen Gewebe. Eine Ubergangszone
(,,halo*) war schwierig zu beurteilen in HE-gefdrbten Schnitten. In einer Studie von Geerling
et al. zeigten sich identische biomorphometrische Beobachtungen, bei Koagulationen, die mit
dem Holmium-YAG Laser (Wellenldnge 2120nm) an enukleierten Schweineaugen induziert

worden sind [96].

4.3.5 Laser-induzierte Gewebeschiaden

Die Laser-induzierten Koagulationen wiesen zum Teil starke Gewebeschdden durch die
Laserbestrahlung auf: Im Bereich der Koagulation zeigte sich eine unterschiedlich starke
Epithelablosung und Stromadestruktion v.a. im zentralen Bereich der Koagulation. Mit der
Wellenlinge von 1940 nm wurden stirkere Gewebeschidden hervorgerufen, wobei die
Wellenldnge von 1470 nm mit einem signifikant niedrigerem Gewebeschaden imponierte.
Amorphe Becherzellen waren ebenfalls ein Charakteristikum, welches im Hinblick auf Laser-
induzierten Schaden an der porzinen Konjunktiva beobachtet wurde. Bei Asiyo-Vogel et al.
zeigten sich dhnliche Ergebnisse: Das Epithel oberhalb der Laserldsion an der Kornea war
kondensiert und abgehoben von der darunterliegenden Bowman-Membran [94]. In den
Ergebnissen von Tran et al. zeigten sich durch die Laserapplikation ebenfalls Laser-induzierte
Gewebeschdden an der Trachea, wie die Abtragung der Zilienschichten und Becherzellen,
Erosion der Epithelschicht, extrazelluldre Vakuolenrisse und grofle Locher im Gewebe [120].
Friithere Arbeiten von Mitgliedern unserer Gruppen zeigten, dass Gewebeschdden in der

menschlichen Hornhaut von der Laserleistung, dem Absorptionskoeffizienten und der
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Hornhautdicke abhidngen. Mit zunehmender Laserleistung nahm die Eindringtiefe der
Koagulation und gleichzeitig auch die Endothelzellschdadigung zu [121, 122]. In einer Studie
an blinden Augen wurden zwei Wellenldngen der IR-B-Strahlung verglichen (Gruppe I 1854
nm und 1870 nm) [123, 124]: Der Endothelschaden war bei der Gruppe mit der geringeren
Eindringtiefe (Gruppe 1940 nm / 1 W / 5 s) deutlich kleiner. Giglio et al. nutzten einen 1470
nm Dioden-Laser zur Verodung und Zerteilung von Blutgefden und untersuchten optische und
thermische, sowie Gewebeschdden [125]. Mit steigender Laserleistung (24 W bis 200 W) nahm
erwartungsgemal die thermische Ausbreitung zu. In unserem Projekt wurden mit 1 W bzw. 2,5
W deutlich geringere Laserleistungen angesetzt. Die Gewebedestruktion war damit generell
sehr limitiert. Allerdings zeigte sich im Vergleich bei Gruppe 1 mit 2,5 W der grofite
Gewebeschaden. Truong et al. untersuchten den Effekt von radialer und zylindrischer
Lichtverteilung auf Gewebe von Gefal3en, durch eine Bestrahlung mit 1470nm in einem ex vivo
Modell [126]. Die zylindrisch streuende Bestrahlung mit geringer Bestrahlungsenergie (5,3
W/cm?®) fiihrte zu minimalen thermischen Verletzungen des umliegenden Gewebes und
gleichmidfBigen thermischen Koagulationen in Leporinadern im Vergleich zu radialer
Bestrahlung. Obwohl die in unseren Experimenten verwendete Laserleistung reduzierter war,
zeigte diese niedrige Bestrahlungsstéirke eine bessere kontrollierte Koagulation mit begrenzter

Gewebeschadigung.

4.3.6 Regressionsneigung der Unterlidspannung

Bei der Laserkanthoplastik des Unterlides wird ein mdglichst langanhaltender Effekt in der
Unterlidspannung angestrebt. In der Messung der Unterlidspannung war allerdings eine
Regressionsneigung messbar: In allen drei Gruppen nahm die Unterlidspannung 5 min nach
der 3. Koagulation ab, ohne signifikante Verdnderungen zwischen diesen Gruppen. Bei der
menschlichen Hornhaut war die Geweberegression ein Riickschritt fiir die Langzeitwirkung des
Verfahrens [124]. Bei der Korrektur von Ametropien ist diese Regressionsneigung bei der
Anwendung des Holmium-Lasers beschrieben [115, 127]: Der Grund wurde hier in der Abgabe
einer Pulsfolge gesehen, die Temperaturspitzen und damit unerwiinschte Schidden an der
Sekundir- und Tertidrstruktur der Kollagenfibrillen hervorruft. Dies konnte zu einer
mangelnden Stabilitdt des Behandlungseffektes beitragen [128]. In diesem Projekt wurde der
Laser im cw-Modus eingesetzt, vergleichbar mit dem Effekt der kornealen
Laserthermokeratoplastik des Dioden-Laser [129, 130]: Die Anwendung mit dem Diodenlaser
scheint geeigneter fiir die Laserthermokeratoplastik, da mit einer kontinuierlichen

Lichtemission eine gleichmédfigere Temperaturerhdhung im Zielgewebe erreicht werden

47



konnte. Dadurch kommt es zu einer definierten Anderung der Quartirstruktur, die
moglicherweise in einer hoheren und stabileren Refraktionsdnderung resultiert [131]. Der
Spannungsabfall in diesem Projekt ldsst sich in Abgrenzung dazu womoglich auch auf das
Gewebe selbst zurlickfiihren: Totes Gewebe ist nicht vergleichbar mit in vivo Priparaten.
Vermutlich dehnt sich totes Gewebe im Laufe der Zeit bis zu einem gewissen Grad aus, wenn
es eingespannt ist. Auch bei der unbehandelten Kontrollgruppe wurde eine leichte
Spannungsabnahme im Laufe der Zeit (5, 10, 15 min) beobachtet, was diese Theorie unterstiitzt.

Im lebenden Gewebe wire dies moglicherweise anders.

4.3.7 Gewebeschrumpfung

Bei der photothermischen Koagulation auf Trachealgewebe ex vivo mit 1470 nm-Laserlicht
war eine signifikante Gewebeschrumpfung von 16,5% mit den Parametern 7 W/10s/70J
nachweisbar [120]. Dieser Effekt wurde auf den Dehydratisierungseffekt des
Luftrohrengewebes nach photothermischer Behandlung zuriickgefiihrt. Die Schrumpfung
koagulierter Zellen resultierte aus thermischer Denaturierung, Kontraktion intrazelluldrer
Proteine und einem moglichen Kollaps des Zytoskeletts [ 132]. Der in dieser Studie von Tran et
al. angesprochene Verkiirzungseffekt des Gewebes durch photothermische Behandlung kann
sich ebenfalls auf die Messwerte der durch die Laser-Behandlung induzierten

Unterlidverkiirzung auswirken.

Bei morphometrischen Studien muss weiterhin die Schrumpfung des Gewebes bei
Gewebeaufbereitung fiir die Histologie bedacht werden [133]. Dies ist ein bekannter Effekt bei
der histologischen Aufarbeitung von Proben. Eine Gewebeschrumpfung ist durch
Formalinfixiation, Austrocknung, Kldrung und Paraffinwachseinbettung moglich. Die
Veranderung der Abmessungen durch das Schneiden der Paraffinblocke ist eine Verformung,
die durch Druck verursacht wird. Insgesamt muss nach Boonstra et al. bei morphometrischen
Untersuchungen mit einer Gesamtschrumpfung von etwa 15% der urspriinglichen

Abmessungen gerechnet werden [134].

4.3.8 Weitere Lasertherapien bei MDD

Fiir die Behandlung der Meibomdriisendysfunktion wurden bereits auch Verfahren mit
Intensiver Lichtpulstherapie (IPL, intense pulsed light therapy) mit einer Wellenlédnge von 500
nm bis 1200 nm Wellenldnge beschrieben. Im Bereich der Dermatologie wird diese Methodik
hdufig zur Behandlung verschiedener Hauterkrankungen wie Hautpigmentierungen,

Sonnenschiden oder Akne eingesetzt [135]. Kiirzlich wurde diese Methode auch in der
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ophthalmologischen Praxis zur Behandlung von DED als Ursache der MGD eingefiihrt [1].
Eine neuere retrospektive, doppelblinde, placebokontrollierte Studie verglich die Behandlung
eines Auges mit der IPL mit dem anderen Auge unter Placebo-Behandlung. Die Behandlung
bewirkte eine Verbesserung der Trénenfilmqualitit und der Symptome [136]. Eine
retrospektive Analyse hat eine Verbesserung der Meibomdriisen-Funktion in mindestens einem
Auge um 77% und eine Verbesserung der Symptome des trockenen Auges um 89% gezeigt,
wenn die Behandlung mit IPL und manueller Meibomdriisenexpression durchgefiihrt wurde
[137]. Yan et al. zeigten eine signifikant erhohte Effektivitit der Therapie der
Meibomdriisendysfunktion (Meibomdriisenexpression) in Kombination mit IPL im Vergleich
zu der Therapie mit warmen Kompressen und Meibomdriisenexpression [138]. Der
Meibomdriisen-Sekretionsscore, die korneale Fluoreszein-Anfarbbarkeit und
Lidabnormalititen verbesserten sich stirker unter IPL-Therapie. Vigo et al. zeigten ebenfalls
eine Verbesserung der Tranenfilmparameter und Symptome des Trockenen Auges nach IPL-
Therapie [139]. Eine weitere retrospektive Patientenkohorte mit MGD, die mit IPL behandelt
wurden, zeigten dhnliche klinische Verbesserungen und schlussfolgerte, dass die IPL-Therapie

eine sichere und wirksame Behandlung fiir EDE ist [140].

Vielversprechende Ergebnisse fiir die Linderung der Symptome des trockenen Auges lieferte
auch eine Applikation von Laserpunkten auf der tarsalen Bindehaut mit einem Er:YAG Laser
in Kombination mit Meibomdriisenexpressions-Behandlung [141] (Abbildung 22). Ein
Er:Y AG Laser wurde urspriinglich fiir die plastische Chirurgie entwickelt. Sie werden aufgrund
des verringerten Risikos von Komplikationen und der langanhaltenden Wirkung immer
beliebter. Mit einer Wellenldnge von 2940 nm kann der Laser direkt auf Schleimhaut appliziert
werden. Die Laserenergie wird von Wasser vollstindig absorbiert und es wird Wérme erzeugt.
Diese Warme dringt ohne Destruktion tiefer in das Zielgewebe ein und das Meibum wird
dadurch verfliissigt. Die Laserenergiedichte des Er-YAG Lasers betrug 3,0 bis 4,0 J/cm?. Die
Studiengruppe mit der FEr:YAG Laserbehandlung in Kombination mit der
Meibomdriisenexpression zeigte eine signifikant hohere Verbesserung des SPEED-Scores, der
Anzahl an totalen Meibomdriisen und der Anzahl an Meibomdriisen, die klares Sekret

produzieren. Weitere Studien sollen zur Bestétigung dieser Ergebnisse folgen.
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Abbildung 22: Demonstration des Er:YAG L;dSCI"S mit SMOOTH Mode Behandlung mit einem Fotona Handstiick PS03 (A)
und der Laserareale auf dem oberen und unteren tarsalen Augenlid (B und C). Aus [141].

4.4 Vor-und Nachteile der Laserkanthoplastik

Insgesamt hitte ein minimal-invasives Laserkanthoplastik-Verfahren Vorteile gegeniiber einem
herkommlichen chirurgischen Verfahren zur Lidstraffung. Klassische postoperative
Komplikationen wie Wundheilungsstérungen, Infektionen der Wunden, Nachblutungen,
Fadenlockerung, etc. sind hier weniger wahrscheinlich. Der Aufwand zur Durchfiihrung dieses
Eingriffs gestaltet sich idealerweise minimal: Mit einem modifizierten Handstiick konnte dieser
Eingriff auch am Krankenbett unter unsterilen Bedingungen, ggf. nur mit drtlicher Betdubung
durchgefiihrt werden. Das Verfahren kann wiederholt werden, wenn nach einer einzigen
Sitzung keine ausreichende Lidspannung erreicht wird. Eine Variation der Laserparameter und
Anzahl der Laserkoagulationen je nach Auspriagung des Schweregrades der Lidschlaffheit und

Meibomdriisendysfunktion wére vergleichbar mit anderen Laserverfahren denkbar.

Ein Faktor, den es allerdings in weiteren folgenden Studien zu untersuchen gilt und zum
jetzigen Zeitpunkt noch nicht quantifiziert werden kann, ist der Langzeiteffekt in vivo. Falls
eine Regression des Effektes eintreten sollte, konnten multiple Folgeanwendungen gepriift

werden, um die gewiinschte Lidspannung zu erreichen.

Potenzielle durch die Laserbestrahlung entstandene Gewebedefekte miissen weiterhin
quantifiziert werden. Eine zusitzliche Destruktion der Driisenareale sollte durch eine
Laserbestrahlung vermieden werden. Daher ist geplant die Laserapplikation am temporalen

Rand des Lidbandchen durchzufiihren, wo keine Meibomdriisen-Areale zu finden sind.
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4.5 Limitationen

Das Forschungsprojekt wird durch mehrere Faktoren begrenzt. Die Experimente zur Bewertung
des Einflusses verschiedener Laserparameter (Wellenldnge, Laserleistung, Bestrahlungszeit
und Strahlungsenergie) ex vivo auf Schweineunterlidern wurden auf drei Behandlungsgruppen

beschriankt. Weitere Behandlungsmodalitidten wurden nicht untersucht.

Weiterhin war die Anzahl der getesteten Proben in jeder Gruppe auf sechs limitiert. Ein

groBeres Probenkollektiv hitte verldsslichere Werte leisten konnen.

Die Augenlider wurden mit einem blauen Hautmarkierungsstift zur Platzierung der Laserspots
vor der Laserapplikation markiert. Obwohl die eigesetzten Wellenldngen nicht im blauen
Wellenldngenbereich lagen, kann eine nicht gewebeabhéngige Energieabsorption durch diese

Farbmarkierungen nicht vollstindig ausgeschlossen werden.

Zur genaueren Quantifizierung der Regressionsneigung der Unterlidspannung, wire ein
langerer Messung der Unterlidspannung — idealerweise in vivo - interessant gewesen. In diesem

Projekt waren die Messpunkte bis 15 min nach der 3. Koagulation beschrankt.

Der Unterschied zwischen porzinem und humanem Gewebe ldsst nur eine eingeschrinkte
Ubertragbarkeit der Ergebnisse zu, dient allerdings der Anniherung an den Zustand der
Realitdt. Porzine Augenlider sind humanem Material in Anatomie und Histologie dhnlich [142].
Daher eigenen sie sich gut fiir Studien {iber die Physiologie und Pathophysiologie der
Augenoberfliche. Die Nutzung von humanem Korperspender-Gewebe ist aufgrund der

geringen Verfligbarkeit problematisch.

4.6  Schlussfolgerung

1.) Eine minimal-invasive Laserbehandlung stellt eine alternative Methode zur operativen
Erhohung der Unterlidspannung dar.

2.) Die Laserkoagulation der hinteren Lamelle fiihrt zu einer Unterlidverkiirzung und
Erh6éhung der Unterlidspannung.

3.) Der Effekt der Unterlidverkiirzung und Unterlidspannungserh6hung wird vermutlich
durch die Koagulationszone verursacht.

4.) Durch die Wahl verschiedener Laserparameter z.B. der Wellenldnge bzw. Eindringtiefe
des Lichtes konnten in diesem Projekt geeignete Parameter flir eine optimale

Bestrahlung festgelegt werden.
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5.) Das stéirkste und schonendste Ergebnis wiesen die Laserparameter 1470nm/2,5W/2s
auf.

6.) Die makroskopische und histologische Analyse der Koagulationsherde war zielfithrend
fiir die Auswahl der optimalen Laserparameter.

7.) Eine solche Laser-induzierte Unterlidstraffung (Laserkanthoplastik) kann damit
wahrscheinlich zur Behandlung einer horizontalen Lidereschlaffung und einer
Funktionsbeeintrachtigung der Meibom-Driisen eingesetzt werden.

8.) Ein langerfristiger Effekt der Erhéhung der Unterlidspannung sowie potentielle
unerwiinschte Effekte miissen gepriift werden.

9.) Fiir eine klinische Etablierung ist mittelfristig eine ex sowie in vivo Studie am

Kaninchenmodell und langfristig eine klinische Studie am Patienten intendiert.

4.7 Ausblick

Diese Ergebnisse bilden die Grundlage fiir weitere Studien zur Laserkanthoplastik zur Therapie
der Meibomdriisendysfunktion. Erste experimentelle Erfahrungen mit einem Infrarot-B-Laser
im Bereich der Wellenlange 1470 und 1940 nm wurden gesammelt und geeignete Parameter
fiir eine Unterlidstraffung konnten identifiziert werden. Im Anschluss zu diesen Ergebnissen
wird bereits die Entwicklung eines Applikators vorbereitet, mit dem eine Laserapplikation auf
humanem Tarsusgewebe zukiinftig durchgefiihrt werden konnte. Dieser Applikator wird erst
an ex vivo Kaninchengewebe vom Schlachthof und folgend an in vivo Kaninchengewebe
evaluiert. Ein Drittmittel- und der entsprechende Tierversuchsantrag fiir dieses Projekt werden
bereits bearbeitet. Bei weiterhin erfolgreichem Projektverlauf wird die klinische Erprobung an

Patienten angestrebt.
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