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1Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Gliederung der Gesamtstudie

Die Grundlage dieser Arbeit ist eine zweiteilige Studie, deren erster Teil im Rahmen eines
Erasmus-Austauschprogramms an der Augenklinik der NTNU in Trondheim, Norwegen,
unter der Betreuung von Frau Prof. A. Midefart, und deren zweiter Teil an der Augenklinik
der RWTH Aachen unter der Betreuung von Herrn PD Dr. med. N.F. Schrage entstand.

Die gemeinsamen Ansdtze beider Teile bestehen in dem Vergleich von Meflmethoden bei der
Betrachtung des vorderen Augenabschnitts. Ebenfalls im Fokus beider Studienabschnitte steht
die antimikrobielle Therapie bel Erkrankungen der Hornhaut und die Untersuchung der
Pharmakokinetik von antimikrobiell wirksamen Substanzen. Die Schwerpunkte der
jeweiligen Studienteile sind unterschiedlich gelagert. In Trondheim betrachten wir die NMR-
Spektroskopie as Analysemethode fiur fluorhaltige Medikamente am Beispiel von
Ciprofloxacin. In Aachen haben wir den Mikrotrepan mit der Frage nach seiner Eignung als
therapeutisches Instrumentarium in den Mittelpunkt der Untersuchungen gestellt. Hier dient
Polyvidon-Jod (PVP-Jod, 11%) als Marker- und Referenzsubstanz zum Ciprofloxacin.

1.2 Struktur der Studie

Es sind zwei Hauptachsen abzugrenzen. Zum einen betrachten wir die Methodik, die EDX
Analyse (EDXA = Energy Dispersive X-ray-Analysis) und die NMR-Spektroskopie (NMR =
Nuclear M agnetic Resonance) mit ihren jeweiligen Qualitéten bel der Untersuchung der
Hornhaut, bzw. der Hornhaut, des Kammerwassers und der Linse. Die zweite Achse
beschéftigt sich mit der Pharmakokinetik. Hier haben wir zunéachst Ciprofloxacin
untersucht. Dabei treffen wir wieder auf die methodische Achse mit der Frage, wie sich
Ciprofloxacin im Auge mit den erwahnten Mefdmethoden nachweisen a3t und wie weit
Ciprofloxacin in das Auge penetriert. Daran schliefdt sich die Frage nach dem Metabolismus
von Ciprofloxacin. Findet er schon im Auge statt, und lassen sich Metabolite nachweisen?
Schliefdich haben wir im Vergleich von Ciprofloxacin und PVP-Jod untersucht, wie sich die
Penetration in das Auge, besonders in die Hornhaut, optimieren |&3, und zwar unter
besonderer Fokussierung auf den Mikrotrepan (Schrage et a. 1996) und der Frage nach
seinem therapeutischen Nutzen.

1.3 DasAuge— Sonderstellung im Organismus

Bedingt durch seine Lage im Organismus und durch seine Funktion nimmt das Auge eine
Sonderstellung in der medizinischen Versorgung ein.
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2 1 Einleitung

Der Lidreflex und die epithelisierten Oberflachen von Hornhaut und Bindehaut schiitzen das
Auge vor aulReren Einflissen mechanischer, physikalischer und chemischer Art. Das
Kammerwasser, das aus dem Blutplasma filtriert wird, unterliegt in seiner Zusammensetzung
den Regeln der intakten Blut-Kammerwasser-Schranke. Das bedeutet fur intravents oder oral
verabreichte Medikamente, dass sie fur den Ubertritt in das Kammerwasser geeignet sein
mussen (Reim).

Esig fur die medikamentdse Behandlung am Auge von Vorteil, dass es moglich ist, lokal und
nah am Ort der Erkrankung Wirkstoffe zu applizieren, ohne den systemischen Kreislauf
wesentlich zu belasten. Um jedoch systemische Nebenwirkungen z.B. bei antibiotischen
Augentropfen vollstandig zu vermeiden, missen nicht resorbierbare Augentropfen appliziert
werden. Bei resorbierbaren Antibiotika kann es zu einer systemischen Sensibilisierung
kommen (Reim). Um das Innere des Auges zu erreichen, missen Wirkstoffe dann intraokular
appliziert werden, wenn weder die Akkumulation des topisch applizierten Wirkstoffs, noch
die des systemisch applizierten Medikaments intraokular ausreichend hoch wird.

1.3.1 Medikamenteam Auge

Zu den Medikamenten, die am haufigsten am Auge verwendet werden, zéhlen Kortikosteroide
und Antibiotika in Form von Augentropfen oder Augensaben, bedingt dadurch, dass héufig
eine Unterdrickung immunologisch-allergischer bzw. bakteriell bedingter Entziindungen
angezeigt ist (Reim).

Verschiedene Fertigungen antibiotischer Augentropfen und Augensalben kénnen je nach
Problemstellung ausgewéhlt werden. Bei Entziindungen des vorderen Augenabschnittes (z.B.
bakteriellen Keratitiden) und auch intraokular, erreichen absorbierbare Antibiotika bakterizide
Konzentrationen am Wirkort. Das Antibiotikum Ciprofloxacin, das in 0,3%-iger Ldsung als
Augentropfen verwendet wird, verbindet ein breites Wirkspektrum mit guter Resorbierbarkeit
(Celebi et a.; McDermott et al.; Leibowitz).

Fur oberflachliche Bindehautentziindungen stehen nicht resorbierbare Anitibiotika zu
Verfigung, die zwar eine lokale Reizung und Unvertréglichkeit an der Bindehaut, jedoch
keine systemische Sensbiliserung hervorrufen kénnen (Reim). Abhangig vom Ort der
Infektion kdnnen wassrige Lésungen der Wirkstoffe auch intraokular injiziert werden, z.B.
intravitreal bei Endophthalmitiden oder intracameral. Um eine Depotwirkung zu erzielen,
werden vor adlem bel der Behandlung mit Steroiden subkonjunktivale Injektionen vor-
genommen.
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1Einleitung 3

1.3.2 Penetration in das Auge

Die Penetration eines Wirkstoffs in das Auge wird von verschiedenen Faktoren begrenzt, die
zum einen durch die Anatomie und Physiologie der okularen Strukturen, und zum anderen
durch die chemische Struktur des Wirkstoffs und seiner Tragerstoffe bedingt sind.

Hornhaut und Bindehaut bieten eine grof3e Oberfléche, die zur Resorption zur Verfigung
steht. Wenn alein die Hornhaut Ziel der Behandlung sein soll, bedeutet es jedoch einen
Verlust von Wirkstoff, wenn sich der Wirkstoff auch Uber die Bindehaut verteilt. Gerade
Augentropfen verteilen sich aber unter normalen Applikationsbedingungen schnell und
gleichmaidig Uber die vordere Augenoberflache. Die Tropfen werden in den unteren Fornix
eingetropft und das Auge dann geschlossen, um die Losung zu verteillen. Mit jedem Lidschlag
bewirkt der Tranenfluf3, dass die applizierte Losung verdinnt und Uber die Tranenpunkte
abtransportiert wird. Unvertraglichkeiten in Form von Reizungen des Auges oder allergischen
Reaktionen gegen den Wirkstoff selbst oder ein Ldsungsmittel begrenzen die Therapie
(Mauriceet. a).

1.3.3 DieHornhaut alsBarriere

Das Epithel der Hornhaut ist 5-7schichtiges, nicht verhornendes Plattenepithel. Desmosomen
zwischen den Epithelzellen und Zonulae occludentes zwischen den Deckzellen sorgen fir
eine funktionierende Diffusionsbarriere. Diese besteht fir niedermolekulare Substanzen,
Wasser und Mikroorganismen, die das corneale Stroma und das Augeninnere schadigen
konnten (Reim). Genauso besteht diese Barriere aber auch fur einen Wirkstoff, der auf das
Auge aufgetragen wird. Bei intaktem Hornhautepithel ist die Penetration eines Wirkstoffs
deutlich geringer als bel beschadigtem Epithel (Ellerhorst et al.; Price et al.). Eine infektiose
Keratitis geht haufig mit einem Epitheldefekt einher. Es kdnnen sich bakterielle Prozesse aber
auch unter intaktem Hornhautepithel abspielen (Newton et al.; Lee et al.).

1.3.4 DieBlut-Kammerwasser-Schranke

Im Vergleich zum Blut hat das Kammerwasser einen 3-4fach erhdhten Laktat- und
Pyruvatspiegel, die Askorbinsdure liegt 75mal hoher. Dagegen ist der Gehalt an Protein im
Kammerwasser gering und steigt typischerweise erst dann signifikant an, wenn die Blut-
Kammerwasser-Schranke infolge penetrierender Verletzungen, Traumata oder Entziindungen,
zusammengebrochen ist (Reim).

1.3.5 Augentropfen

Die am Auge verwendeten Tropfen sind meist wassrige Losungen, die durch verschiedene
Zusédtze an die Bedingungen im Auge angepaldt werden kdnnen. Viskdsere Tropfen neigen
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4 1 Einleitung

weniger dazu, sofort nach der Applikation abzulaufen und kénnen, wie z.B. Ole, besser an der
Oberflache haften. Organische Loésungen dienen dazu, wasserunlésliche Substanzen zu
binden. Wichtig ist dabei, dass die Tropfen moglichst isoton und pH-neutral sind, weil damit
die lokale Reizung gering gehalten werden kann (Reim). Ellerhorst et al. fanden anhand von
Gentamicin (0,3%), dass die Effizienz einer antibiotischen Behandlung mit Augentropfen von
dem Ort der Infektion, der Behandlungsdauer und Applikationsfrequenz, dem Grad der
okuldren Entziindung und der Sensitivitdt und Resistenzlage des Mikroorganismus abhangt.

Es ist erforderlich, dass am Wirkort des Medikamentes, z.B. eines Antibiotikums, Uber eine
gentigend lange Zeit eine Wirkstoffkonzentration Uber der minimalen Hemmkonzentration
(MHK) des Erregers besteht, um die Infektion sicher zu behandeln. Dazu mul3 die
Applikationsfrequenz geniigend hoch sein.

Fur Ciprofloxacin wird die erforderliche Dauer eines cornealen Konzentrationslevels tiber der
MHK grampositiver Erreger auf 8-24 Stunden beziffert, um 99,9 % der Erreger zu eradizieren
(Kowalski et al.).

1.3.5.1 Abbau des Wirkstoffsim Auge

Die notige Applikationsfrequenz am Auge wird durch den beschleunigten Abtransport der
Wirkstoffe mit dem Kammerwasser beeinfluf®t. Die Halbwertzeit fur Ciprofloxacin betragt
dort nach einer Studie von O Brien nur 1-2 Stunden (O Brien et al.), im Blut betrégt sie 3-4
Stunden (Hooper et a.). Daher muld das Tropfschema fur eine Behandlung entsprechend
angepaldt, dass heifdt, das Tropfinterval verkirzt werden. Ein Ziel dieser Studie ist es, den
Metabolismus von Ciprofloxacin im Auge zu erfassen.

Fur PVP-Jod liegen noch keine solchen Untersuchungen vor.

1.4 Zidl der Arbeit

Wir mdchten mit dieser Arbeit die NMR-Spektroskopie als Methode zum Nachwels von
Ciprofloxacin im Auge etablieren. Der Nutzen der 1°F-NMR-Spektroskopie hat sich bereits in
der Untersuchung von Dexamethason und Dexamethason-Phosphat erwiesen (Midelfart et al.
1998). Aus der gleichen Arbeitsgruppe liegt auch die metabolische Analyse verschiedener
K ompartimente des Auges mit Hilfe der *H-NMR-Spektroskopie vor. Wir werden die Werte
dieser Studien als Kontrolle flr unsere Ergebnisse nutzen.

Das Fernziel dieser Studie ist die Entwicklung einer Methode, mit der die in vivo Detektion
von entzindlichen Prozessen in der Hornhaut und die intraindividuelle Kontrolle des
therapeutischen Fortschritts moglich ist.
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1Einleitung 5

Wir mochten am Beispiel von Ciprofloxacin und PVP-Jod, Aussagen zur Pharmakokinetik
von antimikrobiellen Substanzen an der Hornhaut treffen. Es stellt sich die Frage, wie sich
allgemeingultige pharmakokinetische Ablaufe von spezifischen Eigenschaften der jeweiligen
Substanzen abgrenzen |assen.

Der Mikrotrepan, der von PD Dr. med. N.F. Schrage entwickelt wurde, wird in der Diagnostik
von Hornhauterkrankungen bereits genutzt (Kompa et al. 1999). Wir untersuchen hier
tierexperimentell sein therapeutisches Potential. Durch die Eréffnung des cornealen Stromas
konnte sich ein zeitlicher und quantitativer Vortell und ein Vorsprung fir die topische
Therapie ergeben.
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6 2 Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Ciprofloxacin

Ciprofloxacin ist als Fluorochinolon in der Augenheilkunde als Single-Drug-Therapie bei der
Behandlung von Keratitiden und schweren Infektionen im Auge in klinischem Gebrauch. Es
eignet sich aufgrund seiner Fluorierung an Position 6 des Molekils zum Nachweis mit der
19F-NMR-Spektroskopie.

2.1.1 Medikamentengruppe

Ciprofloxacin ist ein Antibiotikum und gehort zu der Gruppe der Fluorochinolone, die aus
dem ersten Medikament dieser Art, Nalidixinsaure, entwickelt wurden. Als Gyrasehemm-
stoffe greifen sie in den Replikationsmechanismus von Bakterien ein. Nalidixinsdure wurde
erstmals 1962 synthetisiert, die sogenannten “Neuen Gyrasehemmer”, zu denen auch
Ciprofloxacin zahlt, kamen in den spaten 80er Jahren auf den Markt.

2.1.2 Chemie, Strukturformel
Abb. 2-1 zeigt die Strukturformel von Ciprofloxacin.

(1-Cyclopropyl-6-Fluoro-1,4-Dihydro-4-Oxo-7)-(1-Piperazinyl)-3-Chinolon

COOH

Ciprofloxacin

Abb. 2-1: Srukturformel Ciprofloxacin

Nalidixinsaure ist ein 1,8 Naphthyridin. Die neuen Chinolone bestehen aus einer bizyklischen
Ringstruktur, wobei an der Position N1 ein variabler Rest hangt. Von diesem ist die Aktivitat
gegen grampositive Erreger sowie Pseudomonas aeruginosa abhangig. Im Falle von
Ciprofloxacin ist dies eine Cyclopropylgruppe, die eine gute Aktivitat gegen P. aeruginosa
sowie Enterobacteriaceae, Staphyl okokken und Streptokokken bewirken soll.
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2 Material und Methoden 7

Ciprofloxacin hat in Position 7 eine Piperazingruppe. Ein Piperazinring, der eine 4-Methyl
oder eine 3-Methyl-Gruppe enthdt, wie z.B. bel Ofloxacin oder Perfloxacin, verbessert die
Absorption bei oraler Applikation (Neu H. 1989).

Das Fluoratom in Position 6 macht in seiner Atommasse 5,79% des Ciprofloxacin-Molekils
aus.

2.1.3 Wirkungsmechanismus/ Phar makodynamik

Der Wirkungsmechanismus der Fluorochinolone zielt auf die DNA-Gyrase der Bakterien, die
eine Topoisomerase Typ 2 ist. Sie besteht aus vier Untereinheiten - zwel A- und zwel B-
Einheiten. Die Fluorochinolone interagieren mit der A-Untereinheit der DNA-Gyrase. Eine
Interaktion mit der B-Einheit wird diskutiert (Yamagishi et a.). Die DNA-Gyrase greift bel
der DNA-Replikation, der genetischen Rekombination, sowie bel der DNA-Reparation ein. In
diesen Prozessen wandelt sie negative, superhelikale Strange in kovalente, geschlossene,
zirkuldre DNA um und schliefét die DNA-Ringe reversibel.

Bindet ein Chinolon an eine Untereinheit der DNA-Gyrase, wird das Zusammenfiigen der
DNA-Strange nach einem Bruch verhindert (Neu H 1989).

Einige Studien schlagen vor, dass die Hemmung der DNA-Synthese zu einem friheren
Zeitpunkt innerhalb der Protein-Biosynthese oder der DNA-Replikation stattfinden muss, um
die niedrigen minimaen Hemmkonzentrationen (MIC) und minimalen bakteriziden
Konzentrationen (MBC) bel Escherichia coli zu erkléaren. Auf diese Weise soll die bakterizide
Wirkung in Verbindung mit einem SOS-Reparationsmechanismus eintreten, der von der
Hemmung auf helikaler Ebene unabhangig ist (Smith et al.).

Andere Studien vermuten eine direkte Bindung der neueren Chinolone an die DNA, die mit
der bakteriziden Wirkung in Verbindung stehen kénnte (Neu H 1987).

Fir einen Wirkungsmechanismus, der unabhéngig von der Protein-Biosynthese ist, spricht die
Tatsache, dass die neuen Chinolone im Gegensatz zur Nalidixinsaure auch in Gegenwart von
Rifampicin  und Chloramphenicol, die ihrerseits die Biosynthese hemmen, sowohl
bakteriostatische als auch bakterizide Wirkung zeigen.

Hinsichtlich seiner antibakteriellen Aktivitét ist Ciprofloxacin unter den Fluorochinolonen
eines der aktivsten und effektivsten Medikamente (Chin et a.). Kowalski et al. sehen
Ciprofloxacin bei topischer Anwendung am Auge gleich auf mit Ofloxacin. Die
Konzentrationsbreite, in der Ciprofloxacin bakterizid wirkt, ist in den meisten Geweben des
Korpers grofd. Neben diesen Effekten besitzt Ciprofloxacin auch einen sogenannten
“postantibiotischen Effekt”, der bewirkt, dass Bakterienwachstum der nicht abgettteten
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Bakterien auch noch 2-6 Stunden nach dem Ciprofloxacin-Kontakt gehemmt wird (Neu H.
1987/1989). Cutarelli et al. bescheinigt Ciprofloxacin im Vergleich zu Gentamicin eine
bessere in vitro Aktivitét gegen gangige corneale Erreger und eine geringere Toxizitdt gegen
das Hornhautepithel.

2.1.4 Wirkungspektrum / antibakterielle Aktivitat

Im Gegensatz zu den frihen Gyrasehemmern haben die neuen Fluorochinolone eine gute
Wirkung gegentiber Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Klebsiella-Arten und anderen (Cokington et a., Hobden et a.). Ciprofloxacin hemmt in vitro
Uber 90% der Enterobacteriaceae schon in einer Konzentration von <0,25 ng/ml. In extrem
niedrigen Konzentrationen von <0,06 ng/ml hemmt Ciprofloxacin Haemophilus Neisseria
und Moraxella Spezies. Es hat keine Wirkung gegen Pilze und Viren (Neu H 1991).
Ciprofloxacin zeigt gute Wirkung bei der Therapie bakterieller Keratitiden (Wilhelmus et al.).

Die Konzentration, die die bakteriostatische von der bakteriziden Wirkung trennt,
unterscheidet sich nur um einen Faktor 2, das heild, wo eine Konzentration von 0,12 ng/ml
bakteriostatisch wirkt, tritt die bakterizide Wirkung bel 0,24 ng/ml ein.

Verschiedene Faktoren beeinflussen die Aktivité der Fluorochinolone. Die antibakterielle
Aktivitét ist bei einem sauren pH 5,5 wesentlich schwécher als bei leicht alkalischem pH 7,4.
In bakteriell infiziertem Gewebe liegt der pH im sauren Bereich und behindert damit die
Wirkung des Antibiotikums.

Fluorochinolone konnen in der Therapie mit anderen Antibiotika kombiniert werden, ohne
einen Wirkverlust zu erfahren. Es besteht bel der Behandlung einer Pseudomonas aer uginosa-
Infektion ein synergistischer Effekt mit Ureidopenicillinen, Azlocillin und Piperacillin.

2.15 Redstenzbildung

Bel der Anwendung von Ciprofloxacin und anderen neuen Gyrasehemmern hat die Frequenz
der “single-step” Resistenzbildung, im Vergleich zu den frihen Fluorochinolonen, zunéchst
stark abgenommen. Sie betrug nur noch 1*10' fir Enterobacteriaceae, sowie 1*10° fir
P. aeruginosa und Staph. aureus. Ein besonderes Problem stellten Methicillin-resistente
Stdmme dar, die auch gegen Fuorochinolone zu einer schnellen Resistenzentwicklung
neigten (hier vor allem Saph. aureus und P. aeruginosa). Insgesamt schien die Gefahr
entstehender Resistenzen bei den hier besprochenen Antibiotika, auch verglichen mit anderen
Antibiotika-Klassen, bisher sehr gering (Neu 1989).

Neuere Studien weisen nun auf eine verstérkte Resistenzbildung gegeniiber Ciprofloxacin hin
(Snyder et a.). Garg et al. berichtet Uber eine erhdhte Tendenz von P. aeruginosa-Stammen,
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Resistenzen auszubilden. Goldstein et a. hat eine steigende Resistenzbildung Uber einen
Zeitraum von 4 Jahren bei Staph. aureus festgestellt. Beide kommen zu dem Schlul3, dass eine
Monotherapie mit Ciprofloxacin bei bakterieller Keratitis kritisch Gberdacht werden miisse.
Alexandrakis et a. bestétigt eine Uber den Beobachtungszeitraum von 9 Jahren zunehmende
Tendenz von Staph. aureus Resistenzen gegen Fluorochinolone auszubilden. Auch in vitro
Versuche zeigen eine steigende Resistenz gegen Ciprofloxacin (Kunimoto et a.). Vor allem
grampositive Kokken (32,5% resistent) und Actinomyceten (35,1% resistent) zeigten sich
hiervon betroffen. Bel der Therapie cornedler Ulcera ist diese Entwicklung as besonders
kritisch zu sehen, weil Pseudomonas aeruginosa und Saph. aureus zu den héaufigsten
Erregern gehdren. Pseudomonas aeruginosa findet sich haufig in Losungen fur Kontaktlinsen,
Augentropfen und Augenkosmetika (Wang et a.).

2.1.6 Lodichkeit
Die Lodlichkeit von Ciprofloxacinhydrochlorid in 100 ml Losung bei 25° C betrégt:

L 6sungsmittel L 6dlichkeit (g/100ml
Wasser nola 3,5

Essigsaure 0,14

Ethanol 0,016

M ethanol 2 0,21

Acetonitril = [2*10°®

Ethylacetat 6*10°

Hexan = 3*10°
Dichlormethan = 2*10*

Aceton =: 1*10°

Abb. 2-2: Lodlichkeit von Ciprofloxacin in Abhangigkeit von der Polaritat des Solventen

Die Lodichkeit von Ciprofloxacinhydrochlorid steigt mit steigender Polaritat des
Solventen.
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Die Lodichkeit von Ciprofloxacinhydrochlorid in wassrigen Losungen bei variablen pH-
Werten betragt:

pH Puffer L 6dichkeit (mg/ml)
7,80 Tris-Puffer (0,05 %) 0,086
6,66 | Phosphat (0,05 M) 0,10
6,43 | Carbonat (0,05 M) 0,094
6,05 Carbonat (0,05 M) ; : 0,194
539  [Carbonat (0,05 M) 0,430
520 |Acetat (0,05 M) 1,17
500 [Acetat (0,05 M) 3,56
4,60 |Acetat (0,05 M) 15,0
442  [Acetat (0,05 M) 20,0
413 Succinat (0,05 M) 32,5
3,78 Succinat (0,05 M) > 20,0

Abb. 2-3: Lodlichkeit von Ciprofloxacin in Abhangigkeit von dem pH-Wert des Solventen

Die Lodichkeit von Ciprofloxacinhydrochlorid steigt mit sinkendem pH-Wert einer
wassrigen L dsung.

(Werte nach Alcon Norge)

2.1.7 Metaboliten des Ciprofloxacin

Nach einer Studie von Bacracheva et a., in der Ciprofloxacin als einzelne intravendse Dosis
appliziert wurde, wird der Wirkstoff zu 80% unverandert ausgeschieden, 10-20% werden aber
metabolisiert, wobei die Metaboliten pharmakologisch genauso aktiv sein sollen, wie die
Ausgangssubstanz. Darunter ist bel intravendser Applikation das Oxociprofloxacin mit 4,7%
am haufigsten, es folgen Sulfociprofloxacin (3,6%), Desethylenciprofloxacin (2,1%) und
Formylciprofloxacin (<0,1%) (Beerman et al.). Uber die Gewebepenetration der Metaboliten
liegen bis heute wenig Informationen vor. Die renale Elimination von Ciprofloxacin und
seinen Metaboliten betragt nach Beermann bel intraventser Applikation etwa 75%, bei oraler
Applikation etwa 55%. Entsprechend umgekehrt verhdt es sich mit der fakalen Elimination.

2.2 Polyvidon-Jod (PVP-Jod)

PVP-Jod dient in dieser Studie als Vergleichssubstanz zu Ciprofloxacin. Als 11%ige Ldsung
wird PVP-Jod as Breitband-Mikrobiozid zur Desinfektion der Haut und Schleimhéute, z.B.
vor Operationen, oder zur antiseptischen Wundbehandlung verwendet (Fleischer et al.).
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2.2.1 Chemieund Wirkmechanismus

PVP-Jod besteht aus wasserléslichem Polyvinylpyrrolidon (N-vinyl-2-pyrrolidone), einem
synthetischen Polymer mit hohem osmotischen und kolloidalen Druck, und Jod. Das Jod wird
in diesem Komplex zu 30% zu organischem Jod, 70% verbleiben als freies, elementares Jod,
das die antimikrobielle Aktivitét besitzt. PVP-Jod zeichnet sich durch mikrobiozide
Eigenschaften gegen Bakterien, Viren, Hefen, Pilze und Protozoen aus (Michalova et a., Pels
etal.).

Die mikrobiozide Wirkung des PVP-Jod erklart sich aus dem Zusammenspiel des Trager- und
Vermittlermoleklls Polyvinylpyrrolidon und der zytoziden Wirkung des elementaren Jod.
Polyvinylpyrrolidon selbst besitzt keine intrinsische antimikrobielle Aktivitét (Reverdy et a.).
Gleichzeitig kann Jod ohne Zugang zum bakteriellen Zytoplasma und zytoplasmatischen
Membranen nur gering antimikrobiell wirken. Durch die Affinitét des Polyvinylpyrrolidon zu
Zellmembranen wird freles Jod direkt zur Bakterienoberflache transportiert (Vratsanos,
DiGenis et a.). Hier erhdlt das frele Jod Verbindung zu Sulfhydrylgruppen, Peptiden,
Proteinen, Enzymen, Vitamin C, Lipiden und Zytosinen, die dadurch iodiniert und oxidiert
werden. Dies mundet in einer Inaktivierung biologischer Molekile, die fur die Funktions-
tlchtigkeit der Zelle essentiell sind (Alexander). Entscheidend fur die mikrobiozide Aktivitét
ist die Menge freien Jods, die mit Hilfe des Polyvinylpyrrolidon an die Zelloberfléche des
Bakteriums und die Zielstrukturen des bakteriellen Zytoplasmas sowie der zytoplasmatischen
Membranen beférdert wird (Rutherford). Daraus erklért sich der Umstand, dass Ldsungen mit
einem hoheren Gehalt an freiem Jod, z.B. Lugolsche Ldsung, geringer antimikrobiell aktiv
sind als PVP-Jod (Zamora).

Wenn Mikroorganismen mit dem frelen Jod in L&sung interagieren, verschiebt sich das
Gleichgewicht in Losung zu Ungunsten des frelen Jods, und es wird zum Ausgleich des
Gleichgewichts nachfolgend mehr davon freigesetzt, so dass es weiter mikrobiozid wirken
kann (Melki et a). Diesser Mechanismus folgt einer glockenférmigen Kurve mit ihrem
Maximum bei einer PVP-Jod-L6sung von 7 mg/ml (Zamora). PVP-Jod bufét bel Kontakt mit
organischen Verbindungen bakterizide Aktivitét ein (Pels et al.). Der Komplex aus PVP-Jod
wirkt bei einem pH-Wert zwischen 2 und 7.

2.2.2 Wirkungsspektrum und klinische Anwendung

In der operativen Ophthamologie hat PVP-Jod an Bedeutung gewonnen. Es wird nicht nur
zur pr& und postoperativen Antisepsis eingesetzt, sondern in Konzentrationen zwischen
1,25% und 2,5% auch postoperativ as Augentropfen appliziert. Es vermindert die
Koloniebildung von Bakterien betrachtlich und ebenso effektiv wie Breitbandantibiotika
(Isenberg et a.).
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Darlber hinaus berichten Reimer et a. Uber liposomale PVP-Jod Lésungen in ener
Konzentration von 2,5% bis 5%. Diese Lésungen sind mit dem Tranenfilm bel pH 6 isoton
und sollen die Penetration von PVP-Jod verbessern. Sie wurden zur Behandlung der
bakteriellen und viralen Keratitis herangezogen. Im Tierversuch wurden gute Ergebnisse bei
der Behandlung einer tiefen Staph. aureus Infektion erzielt. PVP-Jod ist schon in 0,5%iger
Losung virucid gegentiber Adenoviren und Herpes ssimplex-Viren (Janthur et al.).

Fleischer verweist auf die universelle antimikrobielle Wirkung von PVP-Jod, die sich auch
gegen Problemkeime wie methicillinresistente Saph. aureus und Enterococcus sp richtet. Er
beschreibt vor allem die Bedeutung in der Behandlung von Hautinfektionen, Operations-
wunden und Verbrennungen, einerseits als Prophylaxe, aber auch als Therapie.

Aus ophthalmologischer Sicht haben Michalova et a. in ihrer Studie an Kaninchenaugen
gefunden, dass 5% PVP-Jod als aleinige topische Therapie nicht ausreicht, um eine durch
Pseudomonas aeruginosa verursachte Keratitis zu behandeln. PVP-Jod erwies sich, trotz
ausreichender in vitro-Aktivitét gegen den Erreger in vivo als nicht effektiv, im Vergleich zur
mit 0,9% NaCl behandelten Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse von
Gopinathan et a., dass 5% PVP-Jod, im Vergleich zu 0,3% Ciprofloxacin und 0,3%
Gentamicin, bei der Dekontamination von menschlichen Spenderhornhduten Gberlegen ist,
und zwar auch bel der Elimination von Pseudomonas aeruginosa. Hagenah et al. empfehlen
die Verwendung von 3% PVP-Jod zur Dekontamination von humanen Spenderbulbi.

Die Ergebnisse von Meki et a. zeigen, dass PVP-Jod in einer Konzentration von 0,5%
wirkungsvoller bakterizid wirkt, als in einer Konzentration von 10%. Sie verglichen diese
Konzentrationen anhand einer experimentellen Staphylokokkenkeratitis bei  Kaninchen.
Weiterhin waren 0,9% NaCl und 0,3% Ofloxacin in die Studie mit einbezogen. Ofloxacin war
beiden PVP-Jod Konzentrationen statistisch signifikant tberlegen. 0,5% PVP-Jod war aber
ebenfalls statistisch singifikant effektiver as 10% PVP-Jod. Melki macht eher
Penetrationsprobleme als bakterizide Potenz fir den Unterschied zwischen Ofloxacin und
0,5% PV P-Jod verantwortlich.

Zusédtzlich zu der antibakteriellen Wirksamkeit glaubt Rieger Jod auch eine antioxidative
Wirkung zuschreiben zu kdnnen (Rieger et a.). Die Untersuchungen hierzu befinden sich im
in vitro bzw. ex vivo Stadium und zeigen eine verbesserte Jodaufnahme der okuléren Gewebe
bei lontophorese. Fernziel ist hierbei die Pravention oxidativer Prozesse in der Linse und der
Netzhaut, die Pathologien auslsen konnen.

2.2.3 Resistenzen
Bisher sind in Verbindung mit PV P-Jod keine Resistenzbildungen beobachtet worden.
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2.24 Penetration in die Hornhaut

Die Penetration von PVP-Jod in die Hornhaut ist abhangig von einer Vielzahl chemischer und
biologischer Faktoren. Es besteht zwischen dem applizierten PVP-Jodtropfen und der
Hornhaut ein Konzentrationsgradient fir Jod. Die Verteilung der applizierten Losung ist von
der Grofle der verfligbaren Oberflache abhangig. Einerseits steigert eine grof3e Oberfléche die
Menge, die penetriert. Andrerseits sorgt die Bindehaut fir eine Verteilung, die fur die
Hornhaut Verlust von Wirkstoff bedeutet, und zusétzliches organisches Gewebe senkt die
bakterizide Aktivitat des PVP-Jod. Dazu ist es vom Lodlichkeitskoeffizienten des Wirkstoffes
abhangig, wie gut die Stabilitat im Augenmilieu ist. Schliefdlich sorgen strukturelle Barrieren
in Epithel, Endothel, Bowman und Descemet fir Penetrationsverzogerung oder —verhinderung
(Pels et a.). In der Studie von Pels et al. wurde im Zusammenhang mit der Dekontamination
von Spenderaugen auch die Penetration von Jod in die Hornhaut untersucht. Es zeigt sich in
der EDX-Analyse der Hornhaute aus den mit PVP-Jod dekontaminierten Augen, dass bei
einer PVP-Jodkonzentration von 5 mg/ml und einer Einwirkzeit von 5 Minuten, bel intaktem
Epithel keine Penetration in das Hornhautstroma erfolgt. Hingegen stellt sich bel einer
verlangerten Einwirkzeit (30 min.) bzw. einer erhohten Konzentration (100 mg/ml), eine
Jodpenetration in das Stroma der Hornhaut ein.

2.25 Toxizitat

Alp et a. untersuchten die okulére Toxizitdt von 5% und 10% PVP-Jod im Vergleich zu 0,9%
NaCl. Die Losungen wurden direkt in die Vorderkammer ingtilliert und corneale
Veranderungen untersucht. Es fand sich bel beiden PVP-Jod Gruppen eine Schadigung des
Hornhautendothels, die bei 10% PVP-Jod starker ausgeprégt war. Sie auf3erte sich in einem
Zellédem, Vakuolenbildung im Endothel und einer Dickenzunahme der Hornhaut insgesamt.
Gleichzeitig wird aber darauf hingewiesen, dass PVP-Jod bei topischer Applikation auf die
intakte Hornhaut, also bei fehlendem Kontakt zum Endothel, keinen Hinweis auf eine okulére
Toxizitét geliefert hat (MacRae et a.). Die Toxizitdt fur Fibroblasten der humanen Hornhaut
wurde in Zelkultur anhand der mitochondrialen Aktivitét nach PVP-Jod-Exposition
untersucht (Pels et a.). Bei einer Konzentration von 0,25 mg/ml PVP-Jod und einer
Einwirkzeit von 2 Minuten entsteht eine signifikante Schadigung der Fibroblasten. Diese
Schadigung ist dosisabhangig und kommt bei >2,5 mg/ml (0,25%) PVP-Jod zu einer
vollsténdigen Schadigung der Fibroblasten mit Erldschen der mitochondrialen Aktivitat. Auf
die klinische Situation Ubertragen bedeutet das, dass bei einer Konzentration von >5 mg/ml
(0,5%) und einer Einwirkzeit von mehr as 2 Minuten, stromale Fibroblasten durch
penetriertes PV P-Jod geschadigt werden kénnen. Dies zeigt weiterhin, dass die Wirkung von
PVP-Jod nicht auf einer temporéren, reversiblen Hemmung der Zellenzyme beruht, sondern
dass es sich um eine ,,cytozide" Reaktion handelt.
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Tsunoda et a. berichtet im Zusammenhang mit kolorektalen Karzinomen von einem
zytotoxischen Effekt des PVP-Jod in Konzentrationen um 5%. Hierbel zeigt sich ene
deutliche Reduktion der lokalen Metastasierung im Nahtbereich im Tierversuch an der Ratte.
In vivo ist der zytotoxische Effekt nach dieser Studie geringer asin vitro.

2.3 Augentropfen

Als 0,3% Ciprofloxacin verwendeten wir Ciloxan Augentropfen der Firma Alcon. Zur
Herstellung von 1% Ciprofloxacinlésung verwendeten wir Ciloxan als Grundlage und fligten
Ciprofloxacin Trockenstoff (Firma Bayer) hinzu. Diese Augentropfen enthaten folgende
Losungsmittel und Zusatzstoffe: Benzalkoniumchlorid 0,006%, Dinatrium EDTA 0,05%,
Mannitol 4,6%, Acetylsdure 0,04% und Natriumacetat 0,03%. Benzakoniumchlorid
verbessert durch Verminderung der epithelialen Barrierefunktion die Penetration des
Antibiotikums. Somit wird bel der topischen Therapie bewufl3t eine Schadigung des Epithels
zur Verbesserung der Penetration in Kauf genommen. Polyvidon-Jod ist als 11% Losung in
Form von Betaisodona L6sung (Firma Mundipharma) erhdtlich. Wir verwendeten die Losung
als solche as Augentropfen. Sie enthdlt als Hilfsstoffe Glycerol, Nonoxinol 9, Kaliumiodat,
Natriummonohydrogenphosphat.

Es wurden mit einer Eppendorfpipette 50pl (= 1Tropfen) je Applikationsvorgang appliziert.

Ciprofloxacin PVP-Jod

= Benzakoniumchlorid 0,006% = Glycerol

= Dinatrium EDTA 0,05% = Nonoxinol 9

=  Mannitol 4,6% =  Kaliumiodat

= Acetylsdure 0,04% = Natriummonohydrogenphosphat
= Natriumacetat 0,03%

Tab. 2-1: Lésungsmittel und Zusatzstoffe von Ciprofloxacin und PVP-Jod

2.4 Mikrotrepan

Der Mikrotrepan wurde von Schrage et a. in Aachen, in Zusammenarbeit mit der Firma
Geuder GmbH (Heidelberg), entwickelt. Es handelt sich um einen Hohlbohrer mit einer
Schneidedffnung von 160 um und einer konisch geformten Spitze. Er wird von einer
Zahnarztbohrereinheit mit einer Rotationgeschwindigkeit von 30.000 U/min (RS2000
Eickmeyer) angetrieben. Mit diesem Geréat konnen der Hornhaut Mikrobiopsien entnommen
werden. Die Epitheldefekte an den Punktionsstellen sind nach drel Tagen im Spaltlampen-
mikroskop groftenteils nicht mehr nachweisbar (Schrage et a. 1994).
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Abb. 2-4: Mikrotrepanation der Kaninchenhornhaut

2.4.1 Indikation

In der Klinik hat sich der Mikrotrepan als diagnostisches Instrument zur sicheren und
komplikationsarmen Biopsienahme aus der Hornhaut bewéhrt. Seine Vorteile zeigen sich vor
allem dort, wo ein Abstrich, z.B. bei Keratitis, an seine diagnostischen Grenzen stofdt: bei
resistenten Keimen zeigt der Abstrich unter Antibiotikatherapie oft negative Ergebnisse. Hier
konnen mit dem Mikrotrepan Biopsien aus tieferen stromalen Schichten enthommen werden,
die dann fir Analysen wie Histopathologie (Farbungen: Gram, Hamatoxylin-Eosin,
Lactophenolblau), PCR (polymerase chain reaction) Elektronenmikroskopie oder EDXA zu
Verfigung stehen (Kompa et a. 1999). Die Schichten der Hornhaut bleiben in dem
bioptischen Prgparat erhalten. Die Indikation zur Mikrobiopsie wird dann gestellt, wenn ein
mit Breitspektrumantibiotika anbehandelter infektidoser Hornhautbefund nicht zur Besserung
kommt, wenn ein Ulkus einzuschmelzen droht, bei Verdacht auf eine Pilz- oder Akanth-
amobenkeratitis, bei unklar fortschreitenden Keratitiden, bel Verdacht auf Mischinfektionen
und vor einer Keratoplastik a chaud, zur Abklarung der Prognose.

Bei der Diagnostik von Pilzkeratitiden hat sich die bioptische Diagnostik gegentber dem
cornealen Abstrich as deutlich Uberlegen gezeigt (Ishibashi et a.). Bei experimentellen
Pilzkeratitiden am Kaninchen wurde gezeigt, dass bei allen biopsierten Augen (Erreger:
Fusarium solani, Aspergillus fumigatus und Candida albicans) ein positiver Nachwels mit
Hilfe einer Tinten-Kaliumhydroxid-Farbung unter dem Lichtmikroskop gefihrt werden
konnte. Im Gegensatz dazu brachte der Abstrich nur in 50% (Fusarium solani), 60%
(Aspergillus fumigatus) bzw. 30% (Candida albicans) ein positives Ergebnis.
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Bestimmte Erreger (Neisseria, Listeria, Haemophilus, Corynebacterium) sind in der Lage,
durch intaktes Hornhautepithel zu penetrieren und somit die antibiotische Therapie schwierig
zu gestalten. Abstriche fiihren in solchen Féllen zu negativen Ergebnissen (Lee et al. 1990).

Indikationen zur Mikrobiopsie bei lokaliserten stromalen Hornhautprozessen und
Keratitis

» Kene Besserung des HH-Befundes unter Breitbandantibiotika
» Negative Abstrichergebnisse bei Keratitis

» V.a Einschmelzung eines Ulcus

» Tiefes stromales Infiltrat

» V.a Pilz- oder Akanthamdbenkeratitis

» V.a Mischinfektionen

= Chronische Keratitis

= Unklar progrediente Keratitis

=  Abschétzung der Prognose vor KPL a chaud

Tab. 2-2: (nach Schrage 1999 und Lee et al.)

2.4.2 Anwendung

Die Biopsienahme mit dem Mikrotrepan kann am Spaltlampenmikroskop, idealerweise am
Operationsmikroskop, vorgenommen werden. Als Anasthesie reicht beim Patienten eine
lokale Tropfenanasthesie mit Proparakain bzw. Kokain aus. Im Tierversuch dieser Studie
wurde unter Vollnarkose trepaniert, es wurden 10 Mikrobiopsien pro Hornhaut entnommen.
Am Patienten sind bis zu 6 Mikrobiopsien aus einem lokalisierten Befund im cornealen
Stroma sinnvoll. Der Trepan wird zur Biopsie leicht schrag auf die Hornhaut aufgesetzt, der
Antrieb erfolgt mit einer Zahnarztbohrereinheit. Der Biopsiezylinder sollte gleich mit dem
Trepan aus dem trepanierten Areal entfernt und mit Hilfe des Mandrins in ein steriles Gefal3
gegeben werden. Sollte dies nicht gelingen, ist es moglich, den Stanzzylinder mit einer
Pinzette zu gewinnen. In der Klinik wird vor und nach der diagnostischen Trepanation
einmalig mit 11% PVP-Jod gespllt. Im Tierversuch folgten wir dem unten beschriebenen
Applikationsschema

2.4.3 Alternativmethoden

Eine andere Methode, die zur Biopsienahme aus tiefen stromalen Schichten existiert, ist die
Hornhautbiopsie Uber enen lameldren Lappen (Hwang et a.). Diese chirurgische
Intervention erfordert aber eine retrobulbére oder peribulbére Anasthesie und stellt einen
wesentlich grofReren Eingriff in die strukturelle Integritét der Hornhaut dar. Sie beinhaltet eine
Naht der Hornhaut, um die entstandene Eréffnung des Hornhautstromas zu verschlief3en und
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fihrt zu ener vaskularisierten Hornhautnarbe, die, wenn zentral lokalisiert, das Sehen
deutlich beeintrachtigen sowie einen Astigmatismus hervorrufen kann.

Die von Friedlander et al. vorgestellte Feinnadelbiopsie wird mit einer 3-5 mm durch-
messenden Nadel durchgefihrt und verursacht somit einen wesentlichen Hornhautdefekt. Die
klassische Methode der lamelléaren Keratektomie kann einen irreguldaren Astigmatismus
verursachen und ist ebenfalls mit einem erhdhten Operationsaufwand belegt. Aul3erdem wird
ein erheblicher Anteil des anterioren Stromas Uber dem tiefen stromalen Defekt entfernt, und
die Hornhaut erfahrt eine signifikante Ausdiinnung in diesem Bereich. Von Newton et al. wird
aber beschrieben, wie diese Methode die Diagnostik der chronischen Keratitis unterstiitzt.
Hierbei kann es bei intaktem Epithel zu stromalen Infiltraten kommen, weswegen Abstriche
negativ bleiben. Dartiber hinaus sind diese Patienten haufig intensiv mit Breitbandantibiotika
antherapiert worden. Vorteil der lamelldren Keratektomie ist die relativ grof3e Probe, die
gewonnen werden kann und fir verschiedene Untersuchungen ausreichend Material liefert
(Immunhistochemie, Licht-und Elektronenmikroskopie, Kultur). Zusétzlich wird aus dem
erdffneten Stroma ein Abstrich gewonnen, der auf Kulturmedien ausgestrichen wird und
anzuchtbar ist.

2.5 NMR-Spektroskopie (nuclear magnetic resonance)

Die Messungen zu der vorliegenden Arbeit wurden im MR-Zentrum der NTNU (Norwegische
Technische und Naturwissenschaftliche Universitdét Trondheim) Trondheim, Norwegen
durchgefiihrt (MR Center, Natural Science Section, Norwegian University of Science and
Technology).

2.5.1 Einleitung

Die NMR-Spektroskopie ermoglicht Untersuchungen des endogenen Metabolismus eines
Gewebes und die Charakteriserung von Medikamenten in Geweben und Flissigkeiten.
Hierzu ist die Isolierung der zu untersuchenden Substanzen nicht erforderlich. Es kann
gleichzeitig eine grof3e Anzahl von lipophilen und hydrophilen Metaboliten detektiert werden.

Anhand der *H-NMR-Spektroskopie kénnen sowohl der Metabolismus der verschiedenen
Kompartimente des Auges, als auch die intramolekularen Wechselwirkungen eines
Medikamentes beurteilt werden. Zusétzliche Informationen erh&lt man durch zweidimen-
sionale Techniken, z.B. durch Kombination der *H- mit der *3C-Spektroskopie in der COSY -
Technik (homonuclear chemical shift correlated technique). Hier werden Kopplungen
zwischen Atomen innerhalb des Spektrums identifiziert (Marion et a.).
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Fur die Analyse von Ciprofloxacin ist durch dasim Molekil vorhandene Fluoratom neben der
'H- und *3C-Spektroskopie besonders die *°F-Spektroskopie geeignet. Sie dient der Detektion
des fluorierten Medikamentes. Der Vorteil der Fluor-Detektion ist, dass endogene Metabolite
des Auges nicht in signifikanten Mengen Fuor enthaten, und damit die Signale des
Medikamentes und seiner Metabolite nicht durch Signale aus dem Gewebe gestort oder
Uberlagert werden. Die Sensitivitat der 1°F-NM R-Spektroskopie ist ghnlich hoch wie die der
'H-Spektroskopie (Midelfart).

2.5.2 Funktionsprinzip

Die NMR-Spektroskopie basiert auf der Interaktion von Atomkernen mit einem externen
magnetischen Feld, B. Einige Isotope haben die Eigenschaft, auf ein magnetisches Feld wie
ein kleiner Stabmagnet zu reagieren. Dazu gehdren z.B. *H-, 13C-, ®°N-, %-, 3IP-Atome. Die
intrinsische Bewegung des Atomkerns, die einem magnetischen Impuls folgt, nennt man Spin
oder Drehung.

Die Netzmagnetisierung (Mo) représentiert die Magnetisierung einer Probe in Anwesenheit
des magnetischen Feldes (Bp). Mo ist proportional zu B und stellt die Quelle des NMR-
Signals dar.

2.5.3 Resonanz-Absorption

Das Prinzip der NMR-Spektroskopie ist, dass elektromagnetische Schwingungsenergie in ein
System gegeben wird, eine Energieabsorption (,Resonanz) erfolgt, diese detektiert und
prozessiert wird, und kurze Zeit spater Energie durch Relaxation der Kerne wieder freigesetzt
wird.

Die magnetisch aktiven Kerne eines Isotops drehen als Reaktion auf die magnetisierende
Erregung (Puls) auf ein hoheres Energieniveau. Bei einer vorgegebenen magnetischen
Feldstarke werden die Kerne eines Isotops bei einer bestimmten Frequenz angeregt.
Magnetische Feldstérke und Sendefrequenz miissen also aufeinander abgestimmt sein, so dal3
die Energie der eingestrahlten Quanten der Energiedifferenz der beiden Niveaus entspricht. Es
wird umso mehr Energie absorbiert, je grofler die Differenz zwischen den beiden
Energieniveaus ist und je gréf3er die Differenz in der Besetzung der Niveaus ist. Besetzungs-
zahlen und Energie sind der Feldstarke proportional. Entsprechend resultiert die Erhdhung der
magnetischen Feldstérke in einem Anstieg des Absorptionssignals. Dies ist der Grund fir die
Nutzung grof3er Magnetfeldstérken in der NMR-Spektroskopie. Nach dem Puls setzt der Spin
des Kerns die Energie wieder frei und kehrt auf sein Ausgangsniveau zurtick. Diese Vorgéange
werden als Resonanzabsorption (auch kernmagnetische Resonanz, NMR) und Relaxation
bezeichnet. Die Frequenz der absorbierten Energie ist die Resonanzfrequenz fur die Kerne des
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jeweiligen Isotops. Jedes Isotop zeigt nach der magnetischen Anregung eine Reihe von
Resonanzfrequenzen, entsprechend der Anzahl der Kerne in der betroffenen Probe. Dies ist
durch die lokal unterschiedliche Wirkung des auf3eren Magnetfeldes auf die verschiedenen
Kerne eines Isotops innerhalb der Probe bedingt. Diese Frequenzen geben wichtige
Informationen zur Strukturaufkldrung in Molekulen (Suhr).

25.4 Rf-Puls, Relaxation, FID

Energie wird as Rf-Puls (radiofrequency pulse) in Form eines elektromagnetischen Feldes in
das System gegeben, mit einer Frequenz w; und einem magnetischen Feld By, das senkrecht
ZuU By steht.

Auf den Rf-Puls folgt die Absorption der Energie durch den Kern, der Spin dreht vom
niedrigeren Niveau zu einem hoheren Energieniveau (Energie wird absorbiert); dann erfolgt
die Emission von Energie, weil der Spin vom hoheren Energieniveau zum niedrigeren Niveau
zurtickkehrt (Energie wird freigesetzt, Relaxation).

Wenn der Rf-Puls lange genug appliziert wird und eine gentigend grof3e Amplitude hat, wird
die absorbierte Energie dazu fuhren, dass Mg komplett in eine transversale Ebene rotiert. Das
ist der 90° Puls. Unter dieser Bedingung ist die Spannung, die durch Mg bel der Relaxationan
einer Empféngerspule induziert wird, maximal. Die Spannung wird als FID (free induction
decay) bezeichnet und ist das MR-Signal.

Um das magnetische Umfeld, das der Spin erféhrt, beurteilen zu kdnnen, wird das FID mit
Hilfe der Fourier-Transformation von einer Funktion der Zeit in eine Funktion der Frequenz
umgewandelt.

255 NMR-Spektrum

Das NMR-Absorptionspektrums hat drei  Quantitdten, die der Identifizierung des
energieemittierenden Kerns dienen. Das integrierte Areal (die Peak-Flache), die Position im
Spektrum (Resonanzfrequenz) und die Breite des Peaks (die Peakform).

Die Flache des Peaks ist proportional zur Anzahl der Spins, die das Signal erzeugen. Die
Position des Peaks im Spektrum (Resonanzfrequenz des spezifischen Kerns) dient der
Identifikation des Kerns und seiner molekularen Umgebung. Die Form des Peaks &t
ebenfalls Rickschlisse auf die molekulare Umgebung des Kerns zu (z.B. Dupletts infolge

Spin-Spin-Kopplungen).

Die Einteillung des Spektrums erfolgt in s = ppm (Sigma = parts per million). Dies ist eine
relative, dimensionslose Grofl3e. Sie beschreibt die Differenz in Hertz zwischen einer Probe
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und einer Referenz, die ,chemische Verschiebung“. Die chemische Verschiebung ist
unabhangig von der magnetischen Feldstérke, das heifdt, dass Tabellen mit Werten der
chemischen Verschiebung immer vergleichbar sind, unabhdngig davon, bei welcher
magnetischen Feldstérke sie gemessen wurden.

25.6 Interaktionen

Das lokale Magnetfeld an einem Atom ist, infolge lokaler Wechselwirkungen mit anderen
Atomen, anders al's das von aul3en einwirkende Feld.

Die Resonanzfrequenzen der Atomkerne - auch wenn sie vom gleichen Element sind -
variieren mit ihrer Umgebung. Die Verteilung der Elektronen, samt der Elektronenbindungen,
ist bel einer O-H Bindung eine andere als bel einer C-H Bindung.

In einem Molekil muf? beachtet werden, dass sich die einzelnen Atome in einem Verbund
befinden, aus dem sich auch fur das NMR-Spektrum rel evante Wechselwirkungen ergeben.

Die sogenannte Spin-Spin-Kopplung andert die Resonanzfrequenz eines Spins, da die Kerne
eines Molekils miteinander interagieren und auf das lokale Magnetfeld des anderen wirken.
I nfolgedessen konnen sich die Peaks aufsplitten.

Es entstehen Dupletts und Multipletts, die einerseits die Deutung des Spektrums erschweren,
andrerseits aber auch zur Klérung der Molekulstruktur beitragen kénnen.

25.7 Elektromagnet

Fur die Aufnahmen verwendeten wir ein AVANCE DRX500 Spektrometer (11,74 T) mit
einer Resonanzfrequenz von 500,13 MHz fir *H, 125,77 MHz fir *3C und 470,53 MHz fir
19F. Die Breite des Spektrums betrégt bei der H-Spektroskopie 5,00 kHz, bei der 3C-
Spektroskopie 25,252 kHz und bei der 1°F-Spektroskopie 61,162 kHz.

25.8 Verarbeitungsmethoden
Wasser-Signal-Supression in dem *H NMR Spektrum:

Durch die hohe Wasserkonzentration in biologischen Geweben werden schwache Signale in
einem Protonen-Spektrum leicht durch das starke Wassersignal tibersehen. Aul3erdem kénnen
sogenannte Clipping-Artefakte entstehen. Hierbel handelt es sich um falsche Signae, die
durch eine Reiziberflutung des , analog-to-digital-converter (ADC) zustande kommen.
Wenn der quantitative Unterschied zwischen dem stérksten und dem schwéchsten Signal zu
grof3 ist, kann es dazu fuhren, dass das schwéchste Signal vom ADC nicht digitalisiert oder
detektiert wird.
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Deswegen wird in Erwartung schwacher Signale selektiv das Signa mit der groéften
Amplitude unterdriickt. In unserem Fal handelt es sich um das Wassersignal. Die
Suppression erfolgt Uber eine der Messung vorausgehende Aufséttigung der HO-Resonanz.
Das Signal mui3 nicht vollstandig supprimiert sein, denn das verbleibende Wassersignal wird
oft zur Frequenz- oder Phasenkorrektur verwendet.

2.5.9 Interpretation der Spektra und quantitative Analyse

2591 Peak-ldentifikation

Die vorhandenen Informationen aus der hoch auflosenden Spektroskopie werden mit den
neuen Daten verglichen, so dass Resonanzfrequenzen bestimmten Kernen zugeordnet werden
konnen. Dazu kommt die Verifizierung der Ergebnisse mit Hilfe von in vitro Messungen von
Losungen, die den gefragten Stoff unter mdglichst physiologischen Bedingungen enthalten.
Alternativ konnen hoch auflosende Spektra von Ausziigen des Gewebes herangezogen
werden. Charakteristische Merkmale der Peaks, z.B. Laktat-Dupletts, helfen bei der Identifi-
kation. Diese Art der Identifikation ist besonders bei qualitativer Fragestellung wichtig.

25.9.2 Peak-Flache

Die Berechnung der Peak-Flache dient der Quantifizierung eines Signals. Unter stabilen Mef3-
bedingungen ist die Flache unter dem Peak direkt proportional zur Anzahl der am Peak
beteiligten Spins.

Zur Berechnung der Peak-Flache stehen verschiedene Verfahren, von der Berechnung des
Integrals bis zur Abschétzung der Fléache durch Hohenbestimmung des Peaks, zur Verfligung.
Die Verfahren unterscheiden sich in ihrer Genauigkeit.

2.5.9.3 Absolute Quantifizierung

Die absolute Quantifizierung ist mit einem hoch auflésenden Laborspektrometer mit guten
Spektren gut durchzufiihren. Eine Peak-Flache kann mit einem Standardpeak von bekannter
Konzentration und Zusammensetzung verglichen werden. Beide missen jedoch unter den
gleichen Melbedingungen entstanden sein, Relaxationseffekte missen korrigiert oder
eliminiert werden. Dann 183t sich die unbekannte Konzentration berechnen.

Als interner Standard kann z.B. ein bekannter Metabolit dienen. Ein externer Standard ist
anféllig fur B- und B;-Inhomogenitéten, ermdglicht aber eine bessere Kontrolle Uber die
Zusammensetzung des Standards (Salibi et al; Zeeck; Faulkner).
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2.5.10 Mel3bedingungen

Als Losungsmittel diente bei allen Messungen Deuteriumoxid (D2O). Die Proben fir die
Proton-Spektroskopie wurden in 500 M D,O gelést, die fir die °F-Spektroskopie in 330 m
D,0. Eswurde eine 5 mm NMR-R6hre a's Probengefal? verwendet.

Die Resonanzfrequenz betragt fur Protonen 500,132 MHz, die Breite des Spektrums
5,00 kHz, die Aquisitionszeit 3,5 s. Es wird ein 90° Puls (11 nrs) verwendet. Die FID's werden
mit 17 K Datenpunkten gemessen und auf 34 K Datenpunkte mit Hilfe des ,zero-filling*
aufgefillt. Es erfolgt eine Suppression des Wassersignals. Die Mefstemperatur betrug 32° C
(Tabelle aler Mel3einstellungen der NM R-Spektroskopie s. Anhang).

Die Resonanz des bel der Protonenspektroskopie verwendeten internen Standards TSP
(Natrium-3-Trimethylsilylpropionat) wird im Spektrum gleich O ppm gesetzt, das L aktatsignal
erscheint relativ dazu bel 1,33 ppm. Alle anderen chemischen Verschiebungen der Spins im
Spektrum werden ebenfalls relativ zum Standard auf der ppm-Skala beurteilt.

Beim Kohlenstoff liegt die Resonanzfrequenz bel 125,77 MHz, die Breite des Spektrums bei
25,252 kHz, der Puls betrégt 6,58 s und die Aquisitionszeit 1,3 s, mit einer Wiederholungs-
verzoégerung von 3,0 s. Die Mefstemperatur lag bei 23,5° C.

Fur die COSY Technik liegt die Resonanzfrequenz bel 125,77 MHz, die Breite des Spektrums
bei 25,252 kHz, der Puls betrégt 5 ps, und die Aquisitionszeit 0,08s, mit einer Wieder-
holungsverztgerung von 2 s. Die Mef3temperatur lag bei 23° C.

Bei der °F-NMR-Spektroskopie betragt die Resonanzfrequenz fiir Fluor 470,59 MHz, die
Breite des Spektrums 61,162 kHz, die Aquisitionszeit 1,3s, mit einer Wiederholungs-
verzégerung (repetition delay) von 1,5 s. Es wird ebenfalls ein 90° Puls (8,75 ng) verwendet.
Die Mefdtemperatur betragt 19,0° C.

Die externen Standards werden im Spektrum festgelegt (TFA auf -72 ppm, Hexafluorbenzen
auf -162 ppm), die anderen Peaks im Spektrum relativ dazu beurteilt.

2.5.10.1 Standardsubstanzen

Bei unseren Messungen verwendeten wir fiir die *H-Spektroskopie als internen Standard TSP
(Natrium-3'-trimethylsilylpropionat-2,2,3,3-d4), sowie fir die °F-Spektroskopien TFA
(Trifluoressigsdure) oder Hexafluorbenzen (HF bzw. CsFs) as externen Standard. Der interne
Standard wurde der Probe direkt mit dem Deuteriumoxid zugesetzt. 100 pl des externen
Standards befanden sich in einer Kapillarréhre, die in die NMR-Ro6hre, die die Probe enthielt,
gesetzt wurde @Abb. 2-5). Es handelt sich dabei um eine NMR-Ro6hre der Firma Wilmad
Glass (Buena, NJ, USA).
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Externer Standard: 100ul TFA

Probe gel6st in 330ul D,O

Y

Abb. 2-5: ProbengefaR mit Kapillarréhre zur °F-NMR-Spektroskopie

Wir wéahlten die TFA-Konzentration von 66 pg/ml. Damit erhielten wir ein gutes Signal des
Standards, anhand dessen die Quantifizierung der anderen Signale moglich war.

2.5.11 Ophthalmologische Anwendung

In der Augenheilkunde wird die NMR-Spektroskopie verwendet, um metabolische
Veranderungen in einzelnen Kompartimenten des Auges zu analysieren und zu detektieren.
Dazu war zundchst die Aufklérung der gesunden metabolischen Profile notwendig, die im
Tierversuch und auch an humanem Material untersucht wurden (Brown et a., Greiner et al.,
Midelfart et al., Reddy et a.).

Besondere Aufmerksamkeit widmeten Greiner et a. in den 80er Jahren der Definition von
Normalwerten fr phosphatreiche Verbindungen in der humanen Hornhaut und Linse anhand
von 3'P-NMR-Spektroskopien (Greiner et a. 1983, 1981). Ein Ansatz war zum Beispie
herauszufinden, ob die Eignung humaner Spenderhornhaute anhand ihres metabolischen
Status mit Hilfe der 3'P-NMR-Spekroskopie abzuschétzen ist (Greiner et al. 1984, 1985).
Metabolische Stérungen im Phosphathaushalt und des pH-Wertes der Hornhaut treten zum
Beispid nach Schadigungen der Endothels auf, dessen Zustand mit entscheidend fur die
Eignung einer Hornhaut als Transplantat ist (Greiner 1989). Die 3'P-NMR-Spektroskopie
eignet sich daher besonders fir Studien mit dieser und dhnlicher Fragestellung, weil es mit ihr
maoglich ist, phosphatreiche Verbingungen, die eine metabolische Aktivitdt anzeigen, zu
detektieren und zu indentifizieren.

Auch die unterschiedliche metabolische Aktivitdt im Bereich der zentralen bzw. der
peripheren (limbalen) Hornhaut kann mit Hilfe der 3'P-NMR-Spektroskopie untersucht
werden (Hayashi et al.). In dieser Studie wurde die Hornhaut zentral trepaniert, und die zwel
Antelle der Hornhaut (zentral, peripher) wurden unabhéangig voneinander einer
Perchlorsaureextraktion (PCA) unterzogen und untersucht. Zusétzlich wurde die regenerative
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Aktivitdt der Hornhaut nach Deepitheliserung untersucht und gefunden, dass der
Phosphatspiegel unter regenerativen Bedingungen ansteigt.

Williams et al. griffen die *H- und 3P-NMR-Spektroskopie auf, um den Entstehungs-
mechanismus der Cataract und einen maoglichen Zusammenhang mit dem Glucosestoff-
wechsal im Alter zu untersuchen.

Midelfart et a. haben mit Hilfe der *H-NMR-Spektroskopie die Normwerte fiir Aminosauren
und andere Metabolite wie Glucose und Laktat in unterschiedlichen Kompartimenten des
Auges bel verschiedenen Spezies untersucht. Hierbei standen Kammerwasser und Hornhaut
im Vordergrund. In der weiteren Forschung steht nun die Detektion und Quantifizierung von
fluorierten Medikamenten im Auge mit der °F-NMR-Spektroskopie im Zentrum des
Interesses. Der Trondheimer Teil der vorliegenden Arbeit gehort als Teilprojekt zu dieser
Ubergeordneten Studie, in deren Rahmen bereits Dexamethason und Dexamethasonphosphat
mit Hilfe der *°F-NMR-Spektroskopie untersucht wurden.

Die F-NMR-Spektroskopie wird nun auch bei der Erforschung retinaler Pathologien
verwendet (Berkowitz et a. 1995). Hierbei wird der retinale Glucosestoffwechsel anhand
fluorierter Glucose untersucht, in vivo und ohne die Netzhaut invasiv angehen zu miissen.
Vorausgegangen sind Analysen des Glucosestoffwechsels des Glaskorpers und des
Metabolismus der fluorierten Glucose (Berkowitz et al. 1993, 1990).

2.6 EDXA (energy dispersive X-ray analysis)

2.6.1 Rasterelektronenmikroskop (REM)

Das REM-Bild diente in dieser Studie dem Auffinden der Meflorte im Querschnitt der
Kaninchenhornhaut, was in besonderem Mal3e fir die trepanierten Hornhéute von Bedeutung
war. Wir konnten auf diese Weise die Trepanationen gut darstellen und fir unsere Messungen
einstellen. Aufserdem konnten wir die Morphologie der Hornhaut beurteilen. Wir verwendeten
ein Zeiss DSM 962 (Digita Scanning Microscope) as Elektronenmikroskop. Die EDX-
Analyse wird im REM durchgeftihrt.
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2.6.2 EDXA

Die Messungen zu der vorliegenden Arbeit wurden im Gemenschaftsingtitut  for
Elektronenmikroskopie (GFE) der RWTH Aachen durchgefihrt.

EDXA ist eine im Elektronenmikroskop durchfihrbare Rontgenspektroskopie. Sie beruht auf
der Detektion der spezifischen Elektronenriickstrahlung eines Atoms. Das verwendete Gerét
ist ein Oxford HP (High-Purity) Germanium-Detektor zur EDX-Analyse.

Fir die EDXA werden Querschnitte der Hornhaut mit einer Dicke von 10 pm auf einen
Kohlenstofftrager aufgebracht, im Lyophilisator getrocknet und mit spektralem Kohlenstoff
bedampift.

Die Probe wird wahrend der Messung einem Elektronenbeschufl? ausgesetzt. Dadurch werden
die Elektronen auf den &ufleren Schalen eines Atoms in einen Zustand hoherer Energie
versetzt und steigen in der ,Schaenhierarchie® auf. Beim Zuriickkehren auf ihre
Ausgangsschale emittieren diese Elektronen eine fur ihr Element typische Rontgenstrahlung,
die von einem EDX-Detektor aufgefangen wird. In einem Rechner wird die Zahirate, die der
EDX-Detektor erfaldt, in einem Diagramm Uber der Energie aufgetragen. Es resultiert eine
Kurve in einem Diagramm, die bereits Rickschliisse auf das Vorkommen verschiedener
Elemente zul&dt. Jedes Element, das detektiert werden kann, erscheint in dem Spektrum an
der Stelle mit einem Peak (Y-Achse = Zahlrate), wo die X-Achse die spezifische Energie
(keV) der Elementrickstrahlung anzeigt.

Der ,Background” ist eine im Spektrum Uber der Nullinie verlaufende Linie, die die
unspezifische Bremsstrahlung der Probe reprasentiert. Sie wird emittiert wenn Atomhullen
der Elemente durchlaufen werden und fuhrt zu einem Hintergrundrauschen.

Die quantitative Bestimmung der Elemente erfolgt mit Hilfe eines Computerprogramms, das
nachfolgend vorgestellt werden soll.
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Abb. 2-6. EDXA-Spektrum einer Kaninchenhornhaut (Probennummer 466) ohne Jod-
applikation. Es befindet sich kein mef3bares Jod in der Hornhaut. Ordinate: cps (counts per
second). Abszisse: Energy (keV). Die Elemente sind mit gangigen Abkurzungen benannt.
Vergleiche Abb. 3-13.

2.6.2.1 Peak/Background-Quotient

Der Quotient zwischen Peak- und Background-Werten an einer Stelle des Diagramms stellt
die eigentliche positive Zahlrate des an dieser Stelle reprasentierten Elements dar. Da sich
Peak und Background an einer Stelle immer proportional entsprechen, 1&8f% sich durch die
Bildung des Quotienten der beiden ein lokaler Melfehler eliminieren (Boekestein et a.). Ein
solcher Fehler kénnte zum Beispiel durch eine Lageveranderung des Praparats oder eine
Absorptionsveranderung zustande kommen. Die resultierende Zahirate (P/B-Quotient) ist
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direkt proportional zu der in der Probe befindlichen Konzentration des dem Peak
zugeordneten Elementes.

Als Grundlage fir die weitere Quantifizierung wurde von Schrage ein Programm entwickelt,
das, basierend auf dem lokalen P/B-Quotienten, die quantitative Analyse der vorhandenen
Elemente ermdglicht (Schrage et al. 1994). Die endguiltigen Konzentrationsangaben liegen in
mol/kg TG (Trockengewicht) vor.

2.6.2.2 Standardisierung

Um die Quantifizierung erreichen zu koénnen, missen bel den Messungen bestimmte
Standardisierungen vorgenommen werden. Das gilt sowohl fur die Mef3bedingungen wie
Probenstrom, Beschleunigungsspannung und Mef3zeit, as auch fir die Elemente, die zundchst
in gestaffelt konzentrierten Standardreihen unter Standardbedingungen gemessen werden.

2.6.2.2.1 Probenstandards

Wir haben mit vier verschiedenen Standardldsungen gearbeitet, die verschiedene Elemente in
definierten Konzentrationen enthielten. In Gelatinepraparaten wurden Natrium, Kalium,
Schwefel, Phosphor, Calcium, Magnesium, Silizium, Chlor, Fluor und Jod in gestaffelter
Konzentration von 0% Uber 20%, 40%, 60%, 80% bis 100% gel6st, und wie die biologischen
Proben fir die Messungen prépariert (Schneiden am Kryotom bei —35° C in 10 nm dicke
Querschnitte, Auftragen auf Kohlenstofftrager, Lyophilisieren, Bedampfen mit Spektral-
kohle).

Die Probenstandards wurden dann der EDX-Analyse unterzogen. Die Ergebnisse wurden
nach dem Peak/Background-Prinzip ausgewertet. Sie dienten dann as Grundlage fur die
Quantifizierung der PB-Quotienten der biologischen Proben. Im Statistikprogramm Instat
wurden die PB-Quotienten auf ihre lineare Regression hin Uberprift. ES zeigte sich jeweils
eine lineare Regression zwischen der in Gelatine eingewogenen Menge der Elemente und den
Peak/Background-Werten aus den Messungen mit einem Korrelationskoeffizienten von
> = 0,84 bis = 0.95. In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass der Proteingehalt des
Probenstandards keinen Einflul? auf die Korrelation hat, das heif, dass der Proteingehalt des
zu untersuchenden Gewebes (z.B. der Hornhaut) nicht im Standard ssimuliert werden muf3, um
korrekte Ergebnisse zu erzielen (Pels et a.).
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0 0,041 0,082 0,123 0,164 0,205 0,246 0,287

Abb. 2-7: Lineare Regression am Beispiel des Phosphatstandards. ¥ = 0,8732. F ist hier
durch den Ausreilferwert des 100% Standards bedingt. Ordinate: P/B-Werte des Proben-
standards in Konzentrationen von 0-100%. Abszisse: Phosphat-Einwaage (mmol/g) in die
Sandardldsung (0-100%).

2.6.2.2.2 Mel3standards

Bei den Messungen zu diesem Versuchsaufbau und dieser Fragestellung kam dem Nachweis
von Jod und Fluor eine besondere Bedeutung zu. Um fir diese Elemente, die jeweils eine
Sorte der von uns verwendeten Augentropfen reprasentieren, ideale Mef3bedingungen zu
haben, muften wir die durch Schrage et al. bereits etablierten Mel3standards geringfligig
modifizieren. Daraus resultierte ein zufriedenstellender Nachweis von Jod. Leider war es
dennoch nicht moglich mit Hilfe der EDXA das Fluor der 1%igen Ciprofloxacinlésung
nachzuweisen. Die zu erwartenden Konzentrationen lagen offenbar unter der Nachweisgrenze
dieser Methode. Diese liegt bel 0,5% Fluor in der untersuchten Probe.

Die Nachweisgrenze fur Jod wird in der Literatur unterschiedlich angegeben. Sie liegt bei
Pelset a. bei 0,2 mg/ml Jod (2mg/ml PVP-Jod). Hall et a. geben die Nachweisgrenze fur Jod
bei 10 g an. Dieser Unterschied 143 sich moglicherweise dadurch erkldren, dass das
corneale Gewebe sich nicht ideal zur EDX-Analyse eignet, im Vergleich zu industriell
gefertigten glatten Oberflachen.
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Die Mef3bedingungen sahen wie folgt aus:

= Probendicke 10 mm

= Auftragen der Probe auf einen Glaskohlenstofftrager der Firma CTI-Technik
= Definierter Mef3abstand zur Probe im Elektronenmikroskop 25 mm

= Beschleunigungsspannung im Elektronenmikroskop 15 keV

*  Probenstrom 6 nA

= Lifetime Mef3zeit 50 Sekunden

2.6.2.3 MelRorte

Wir verwendeten ein Schema, das es ermdglichte, neben einem Uberblick tiber die normale
Elementvertellung in den verschiedenen Schichten der Hornhaut auch die besonders
interessanten Bereiche rund um die Mikrotrepanationen einzubeziehen.

Dazu fuhrten wir an zwel Orten der im Querschnitt vorliegenden Hornhaut vertikal
untereinander funf Messungen in folgenden Schichten und folgender Reihenfolge durch:
1. Descemet-Membran; 2. Vor-Descemet; 3. Stromamitte; 4. Subepithel; 5. Epithel. Bel
trepanierten Hornhduten wurden diese Messungen peripher von den Trepanationen
vorgenommen, um die Penetration des Jods in die Peripherie beurteilen zu konnen.

Bel trepanierten Hornhduten wurden zusétzlich drei Messungen in dem die Trepanationen
umgebenden stromalen Gewebe vorgenommen: 1la Trepan links, 2a Trepan rechts,
3a. Trepan unten (Abb. 2-8).

5 0
P . ;4\
o o«
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Abb. 2-8: Querschnitt der Hornhaut mit Mef3punkten der EDXA, schematisch
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2.6.2.4 Ophthalmologische Anwendung

Die EDXA wird in der Ophthamologie unter anderem zur Analyse des Tranenfilms bzw. des
Tranenfarns verwendet, das entsteht, wenn Tranen eintrocknen (Pearce et al.). Auch hierbel
wird die Moglichkeit genutzt, die Zusammensetzung des Tranenfilms an verschiedenen
Lokalisationen genau zu analysieren, dartber hinaus kann Schwefel nachgewiesen werden,
der auf Makromolekile wie Muzine und Proteine hinweisen wiirde.

In Verbindung mit Jod wird die EDXA verwendet, um im Zusammenhang mit der
Dekontamination von humanen Spenderaugen die Penetration von PVP-Jod in die Hornhaut
zu analysieren (Pels et a.). In der genannten Studie wurden Querschnitte der Hornhaut bel
15 kV und einer Mef¥feldgrofie von 200 nm gemessen. An vier Orten des Querschnitts wurde
jewells gemessen (Basalmembran des Epithels, Bowman, anteriores Stroma, zentrales
Stroma), und eine semiquantitiative Analyse erfolgt anhand der P/B-Quotienten.

2.6.3 Mapping

Mappings dienen der visuellen Darstellung der Verteilung ausgewahlter Elemente in einer
Probe. Das Mapping ist eine Art von Kartierung des Mef¥feldes im Elektronenmikroskop. In
einem ausgewdhiten Mel¥eld wird bei 150-facher Vergroferung Uber eine Zeit von
90 Minuten selektiv das Signal eines Elementes (z.B. Jod) gesammelt. Die Signale der
spezifischen Strahlung werden als Bildpunkte im Mef¥feld abgebildet und ergeben eine
visuelle Darstellung der Verteilung dieses Elementes im Mel¥feld. Abhangig davon, wie hoch
konzentriert das Element in den verschiedenen Schichten der Probe vorliegt, ist die
Elementverteilung an der Abstufung der Grauwerte auf dem Bildausschnitt sichtbar.

In der Abb. 2-9 ist oben links das Sekundéarelektronenbild (SE 255) dargestellt. Es werden alle
emittierten Signale detektiert, und somit erh@lt man einen Uberblick Uber das Mef¥eld. Die
Abklrzung Backgr. bezeichnet das Hintergrundsignal des Probenhalters. Die anderen Bilder
zeigen eine selektive Detektion der angegebenen Stoffe (Phosphat, Schwefel, Jod). Die
Zahlen hinter der Mef3bezeichnung geben die Counts an, die die Anzahl von Signalen des
gesuchten Elementes aus diesem Bereich bezeichnen.
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Abb. 2-9: Mapping der Probe 471. Das Epithel ist intakt, SE: Sekundarelektronenbild, PKa:
Phosphatdetektion, SKa: Schwefeldetektion, ILa: Joddetektion

2.7 Versuchsaufbau

Die folgende Tabelle zeigt den Versuchsaufbau in beiden Teilen der Studie.

Versuchsteil Trondheim (NMR)

Versuchsteil Aachen (EDXA)

50 ul ale 15 min. tber 2 h
Enukleation nach Versuchsende und Lagerung der Proben bei —80° C

12 Tiere 16 Tiere
1. n==8 2. n=4 l. n==8 . n==8
0,3% Ciprofloxacin | 1% Ciprofloxacin 11% PVP-Jod 1% Ciprofloxacin
1.1 12 2.1 .1 1.2 .1 .2
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
Epithel Hornhaut | Hornhaut intakt Hornhaut | Hornhaut | Hornhaut | Hornhaut
abradiert |intakt trepaniert | intakt trepaniert | intakt
Tropfschema:

Tab. 2-3: Versuchsaufbau des Tierversuchs an Kaninchen in beiden Teilen der Sudie.
n = 4. vier Kaninchenaugen / Gruppe

Wir haben im Trondheimer Versuchsteil auf die Untertellung der Gruppe 2 verzichtet, well
bereits bei der Applikation von 0,3% Ciprofloxacin und abradiertem Hornhautepithel die
Nachweisgrenze der NMR-Spektroskopie fur Fluor sicher Uberschritten wurde. Da die
therapeutische Dosierung der Augentropfen bei 0,3% liegt, erschien es uns nicht sinnvoll, bel
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bereits gesichertem Stoffnachweis in den Tierversuch eine Gruppe mit hoherer Dosierung
einzuschlief3en.

2.7.1 Versuchsdurchfiihrung

Der Tierversuch wurde in Ubereinstimmung mit der ARVO Resolution zum Gebrauch von
Tieren in der Forschung, mit dem deutschen Tierschutzgesetz (88-1 Tierschutzgesetz) bzw.
nach Zustimmung der zusténdigen Ethikkommission durchgefuhrt.

Die Kaninchen der Rasse Chinchilla bastard (2-3 kg) wurden mit einer Lésung aus Ketamin,
Rompun und NaCl (je 1 ml) narkotisiert. Sie erhielten initial 1,5 ml subcutan und wurden
dann nach Bedarf mit 0,2-0,3 ml intravents nachmediziert.

Bei den Gruppen I.1 und 11.1 des Aachener Versuchsteils wurden unter Narkose vor Beginn
der Tropfenapplikation Mikrotrepanationen in die Hornhaut gesetzt. Jede dieser Hornhaute
wurde 10mal trepaniert. Die Entfernung des Epithels im Trondheimer Versuchstell (Gruppe
1.1) erfolgte ebenfalls unter Narkose. Das Epithel wurde mit Hilfe einer Rasierklinge und
Baumwollstabchen entfernt.

Unmittelbar nach diesen vorbereitenden Mal3nahmen wurde mit der Tropfbehandiung
begonnen. Die Behandlung mit den Augentropfen stimmte in beiden Telen der Studie
Uberein. Die Tropfenapplikation erfolgte in alen Fallen Uber 2 Stunden. Es wurde ale
15 Minuten ein Tropfen (= 50 ul) der jewelligen Augentropfen mit einer Eppendorfpipette in
den unteren konjunktivalen Fornix appliziert. Dies entspricht einer Gesamtmenge von 400 pl
fUr jedes behandelte Auge.

Der Versuchsablauf war unproblematisch. Die Kaninchen waren gut narkotisiert und lief3en
sich problemlos behandeln. Wir achteten darauf achten, dass wahrend der zwel Stunden
dauernden Tropftherapie die Hornh&ute der Tiere nicht austrockneten, weil unter der Narkose
der Lidschlul® nicht immer vollstandig war.

Zehn Minuten nach der letzten Tropfenapplikation wurden die Kaninchen mit einer Uberdosis
Narcoren (5 ml) eingeschlé&fert.

2.7.1.1 Enukleation und Lagerung der Prdaparate

Die Enukleation des Auges erfolgte nach der Feststellung des Todes. Das Kammerwasser
wurde mit einer 27 Gauge Nadel aus dem Auge aspiriert und bel -80° C gelagert.

Bel den trepanierten Hornhéuten wurde die Ebene der Trepanierungen in der Hornhaut mit
einer Fadenmarkierung gekennzeichnet, um das Wiederauffinden der Trepanationen beim
Schneiden der Préparate zu erleichtern.
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Die Hornhaut wurde ca. 2 mm aul3erhalb des Limbus herausgeschnitten und in fllssigem
Stickstoff gestoppt. In der Aachener Klinik stehen hierzu zwel Stahlstempel zur Verfligung,
die in flissigem Stickstoff vorgekuhlt werden. Durch den hohen Wéarmeleitkoeffizienten von
Stahl erfolgt die Kihlung der Préparate sehr schnell. Dadurch werden Leichenfrostphanomene
am Préparat sicher verhindert, und dartber hinaus steht das Prdparat in nahezu
physiologischer Form zur morphologischen Beurteilung unter dem Elektronenmikroskop zur
Verflgung.

Alle Hornhautpraparate wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80° C gelagert.

Die Linsen wurden im Trondheimer Versuchsteil mit einer Linsenschlinge entfernt. Die
Zonulae wurden mit einer Schere vorsichtig gelost. Anschlief3end wurden die Proben
gewogen, in flissigem Stickstoff gestoppt und bei -80° C gelagert.

2.7.2 Vom Préaparat zur Probe
2.7.2.1 NMR-Spektroskopie

2.7.2.1.1 Kammerwasser

Kammerwasser wird vorbereitend fur die NMR Anayse gefriergetrocknet, in 0,3 ml
Deuteriumoxid (D,O) gelost und ein zweites Mal gefriergetrocknet. Dieses Vorgehen dient
der Minimierung des Wassersignals bei der H-NMR-Spektroskopie. Direkt vor den
Messungen wird die Probe in 0,5ml D,O gelést. Der Lésung wird fir die H-NMR-
Spektroskopie Natrium-3'-trimethylsilylpropionat-2,2,3,3-d4 (TSP; 0,05 mM) as interner
Standard zugesetzt. Fir die °F-NMR-Spektroskopie verwendeten wir als externen Standard
Trifluoressigsaure (TFA) oder Hexafluorbenzen (HF).

2.7.2.1.2 Hornhaut und Linse
Perchlorsaureextraktion (PCA-Extraktion):

Die Methode @nelt der von Greiner et al. Hornhaut und Linse besitzen einen hohen Protein-
anteil. Die Perchlorsdureextraktion bewirkt die Elimination dieser Proteine. Sie kbnnten sonst
ebenfalls, wie auch das Wasser, durch zu dominante Signale die Interpretation des H-
Spektrums erschweren. Im Kammerwasser ist der Proteinantell so gering, dass die
Protonspektroskopie nicht gestort wird, und somit eine vorherige PCA-Extraktion nicht
erforderlich ist.

Das Praparat wird in einem Morser, der zuvor mit flussigem Stickstoff abgekihlt wird,
zerkleinert und mit 0,5 ml 7%-iger Perchlorsdure (PCA) mit einem Teflonspatel vermischt,
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bis sich das Gemisch dem Schmelzpunkt ndhert. Es folgt eine erste Zentrifugation von zehn
Minuten bei 4000 U/min. Der Uberstand wird mit 100M (M =molar) und 1M Kalium-
hydroxid auf pH 6,9 neutralisiert. Nachdem die Probe ein weiteres Mal, sieben Minuten bei
4000 U/min, zentrifugiert worden ist, kann der Uberstand abgenommen werden. Zuriick bleibt
als Pulver Kaliumpermanganat (KCIO4). Der Uberstand wird gefriergetrocknet, in 0,3 ml D,O
gelost und wiederum gefriergetrocknet. Anschlief3end wird die Probe bei -80° C bis zur
Spektroskopie gelagert.

Unmittelbar vor der NMR-Spektroskopie wird die Probe in DO gel6st, der pH-Wert auf 6,9
reguliert und zentrifugiert. Entsprechend den Anforderungen der Messung wird der Standard
ausgewahit.

2.7.2.2 EDXA

Um Hornhautprdparate fir die EDXA mef3bereit zu machen, werden sie auf einem
Kryomikrotom der Firma Leitz (Leitz 1700 Digital Cryostat) geschnitten. Das Gerét arbeitet
bei einer Temperatur von -35° C. Die Hornhdute werden in zwel Hélften geteilt und eine
Halfte wird in einem Einbettmedium auf die Schneideoberflache aufgebracht. Dann werden
Querschnitte der Hornhaut angefertigt und auf einen Objekttrager aufgetragen.

Um Anschnitte der Trepanationen fur die Messungen zur Verfigung zu haben, werden
Kontrollschnitte von 20 nm Dicke auf Glasobjekttréager aufgebracht und mit HE-Farbung
(Hamatoxylin-Eosin-Farbung) geférbt. Sie werden unter dem Mikroskop nach Trepanationen
durchgesehen. Wir wahlten eine Schnittdicke von 10 mm fur die Glasobjekttréger, die fur die
histologische Auswertung vorgesehen waren, und ebenfalls 10 nm fir die Schnitte, die auf
Glaskohlenstofftrager zur EDX-Analyse aufgebracht wurden.

Anschlieffend werden die Proben auf den Glaskohlenstofftrégern Iyophilisiert, im Vakuum
aufbewahrt und unmittelbar vor der EDXA-Messung mit Spektralkohle bedampft.

2.7.3 Feuchtgewicht (FG), Trockengewicht (TG), Osmolaritét

Einige der Hornhauthdlften wurden zur Feststellung des Feucht- und Trockengewichts und
der Hydratation verwendet. Wir verwendeten eine Satorius Automatik Waage (S2000) mit
einer Prazison von 0,005 mg. Die Waage wurde mit Hilfe eines Schlauchsystems, das
gasformigen Stickstoff (-150° C) in die Waage einleitete, vorgekihlt. Der Stickstofflow
wurde so reguliert, dass der MefRaufbau stabile Mef3werte lieferte und nicht durch Bildung
von Eiskristallen irritiert wurde.
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2.7.3.1 Feuchtgewicht (FG), Trockengewicht (TG)

Zur Feststellung des Feuchtgewichtes werden bei -80° C gefrorene Hornhauthdften, die nicht
zur EDX-Analyse verwendet werden, gewogen. Anschliefiend werden die Proben Uber
48 Stunden lyophilisiert und mit der gleichen Mef3methode wie beim Feuchtgewicht wird das
Trockengewicht der Proben ermittelt.

2.7.3.2 Hydratation

Die Hydratation gibt Aufschluf3 tber den Wassergehalt der Proben und damit Uber eventuelle
Quellung oder Austrocknung der Préparate. Sie ergibt sich aus der Formel: (FG-TG)/FG.

2.7.3.3 Osmolaritat

Nachdem das Trockengewicht festgestellt worden ist, werden die Proben rehydriert, und zwar
exakt mit der Menge Wasser, die ihnen beim Gefriertrocknen entzogen worden ist. Mit einem
Osmometer der Firma Gonotec (Cryoscopic Osmometer, Osmomat 030) wird die Osmolaritat
der Proben ermittelt. Hiermit kann man Aufschlul® Gber den Quellungszustand der Proben
bekommen. Aul3erdem dient sie der Kontrolle der EDXA.

2.7.4 Makroskopische Beurtellung

Unter dem Versuch wurden die Kaninchenaugen nach ihrem makroskopischen Aspekt
beurteilt, zum einen, um Austrocknungen der Hornhaut vorzubeugen, zum anderen, um
Veranderungen, die durch die Augentropfen bedingt sein kénnten, zu erkennen.

2.75 Histologie

Da es sich in diesem Versuch um gesunde Kaninchenhornhdute handelte, bot sich die
Histologie vor allem zur Dokumentation der Trepanationen an. Es konnten mit Hilfe der HE-
Farbung Grof3e und Form der Bohrlocher beurteilt und vermessen werden. Aul3erdem konnten
wir prufen, ob sich mikroskopisch auffalige Veranderungen in der Morphologie der Hornhaut
(Dicke, Flussigkeitsgehat der Zellen) ergeben haben, etwa infolge des Einflusses der
Augentropfen.

Die Masson-Goldner-Farbung |83 eine besonders gute Differenzierung zwischen Epithel und
darunterliegendem Stroma zu, da sich das zellreiche Epithel rot anfarbt, wahrend die
kollagenen Fasern des Stromas griin imponieren.

Eine Anfarbung von Jod in den mit PV P-Jod betropften Hornhauten mit Hilfe der Umkehrung
der Jod-Stérke-Reaktion gelang nicht, da vermutlich die Jodkonzentrationen in den 10 nm
dinnen Schnitten zu gering fur eine deutliche Farbreaktion waren.
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3 Ergebnisse
3.1 NMR-Spektroskopie (nuclear magnetic resonance)

3.1.1 Ciprofloxacin-Spektren

Es wurden zunéchst ein *H-Spektrum, ein 13C-Spektrum und ein zweidimensionales H-3C-
Spektrum von reinem Ciprofloxacin, gelost in D,O, angefertigt.

Ziel war die Lokalisation von Ciprofloxacin in einem Spektrum neben dem Signal eines
Standards, so dass bei weiteren Analysen ein gezieltes Suchen nach Signalen des Molekilsim
Spektrum moglich war.

Die Zuordnung der einzelnen Peaks zu den entsprechenden H- und C-Atomen im Molekl
erfolgte nach dem IUPAC Schema (International Union of Pure and Applied Chemistry), in
Zusammenarbeit mit Prof. Norbert Mller, Ingtitut fir Chemie, Johannes Keppler Universitét
Linz.

3.1.1.1 Proton-Spektrum

Als interner Standard wurde TSP (Natrium-3-Trimethylsilylpropionat) verwendet. Das Signal
des TSPist auf s 0,0 ppm festgelegt. HOD (Wasser, Deuterium) gibt ein starkes Signal bei
4,78 ppm.

Im Spektrum zeigt sich eine Hochfrequenzregion im Bereich von 0-5ppm. Die grofen
Triplettsbei s 3,54 ppm und 3,64 ppm sind 2°,6 -CH, bzw. C3',5-CH, des Piperazinringes
zuzuordnen. Mit in diesem Komplex befindet sich auch das Signal des 1 -CH der
Cyclopropylgruppe. Es liegt bei s 3,69 ppm. Die anderen Protonen der Cyclopropylgruppe
geben zwei Duplettsignale. Es handelt sich dabei um das trans- bzw. cis-Signal von 2,3 -
CH bel s 1,45 ppm bzw. 1,19 ppm.

Die aromatische Region des Spektrums beginnt bei s 7,38 ppm mit einem Duplett von 5-CH
und einem von 8-CH bel s 7,48 ppm Bel s 8,58 ppm liegt ein Singlett, das dem 2-CH
zuzuschreiben ist. Die genauen Werte der chemischen Verschiebung finden sich in Tab. 3-1.
Zwischen den zwei Ubergeordneten Regionen (3,8 ppm-7,3 ppm) befindet sich ein
signalarmer Abschnitt, in dem wir nur das Wassersigna bel s 4,8 ppm finden.
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K ohlenstoff-Nummer | *H-Nummer 'H-Signal: s (ppm)
Cyclopropylgruppe H-1" 3,69

H-2-, H-3""- cis 1,19

H-2"-, H-3"- trans 1,45
C2 H-2 8,58
C5 H-5 7,38
C8 H-8 7,48
Piperazingruppe H2-2', H2-6 3,64

H2-3', H2-5 3,54

Tab. 3-1: *H-Sgnale von Ciprofloxacin (gel6st in D-O, s in ppmrelativ zu TSP bei 0,0 ppm)
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Abb. 3-1: Eindimensionales *H NMR-Spektrum von Ciprofloxacin, geldst in D20. Beschriftet
sind die chemischen Ver schiebungen. Eingefugt ist die Strukturformel von Ciprofloxacin.

3.1.1.2 Carbon-Spektrum

Das eindimensionale 13C-Spektrum stellt die Peaks der im Ciprofloxacinmolekiil vorhandenen

Kohlenstoffatome dar.

Ciprofloxacin zeigt

hier en Singlett

bei s 10,402ppm, das dem C2 ,C3 der

Cyclopropylgruppe zuzuordnen ist. Ein Singlett von C1™ findet sich bei s 39,005 ppm.
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Die Signale des Piperazinringes sind in ein Singlett von C3',C5" bel s 46,114 ppm und ein
doppeltes Signal von C2°,C6 bei s 49,207 ppm und 49,165 ppm einzuteilen. Es besteht eine
Vierbindungskopplungskonstante JFC =5 Hz zwischen dem F-Atom und den C-Atomen von
C2', C6'. Weitere Kopplungskonstanten sind auch zwischen dem Fluoratom und anderen
Kohlenstoffatomen zu finden.

Mit C4a (bei s 121,25 ppm und 121,31 ppm) besteht eine Dreibindungskopplungskonstante
von 7 Hz, mit C5 (bei s 113,25 ppm und 113,42 ppm) eine Zweibindungskopplungskonstante
von 23 Hz, mit C6 (bei s 155,06 ppm und 157,06 ppm) eine Einbindungskopplungskonstante
von 250Hz und mit C7 (be s 147,38 ppm und 147,46 ppm) eine Zweibindungs-
kopplungskonstante von 10 Hz.

Das Signa des C2-Atoms liegt bel s 150,86 ppm, wéhrend C3 und 3-COOH bei
s 108,50 ppm bzw. bei 171,45 ppm zu finden sind. C4 prasentiert sich bei s 178,33 ppm und
C8 bzw. CBa liegen bei s 109,27 ppm bzw. 141,64 ppm. Die genauen Werte der chemischen
V erschiebungen werden auch noch einmal in Tab. 3-2 wiedergegeben.

Kohlenstoff-Nummer [13C-Signal: s (ppm)
Cc1” 39,0
C27,C3" 10,40
C2 150,86
C3 108,50
3-COOH 171,45
C4 178,33
Cda 121,25

121,31 3 JFC=7Hz*
C5 113,25

11343 2 JFC=23 Hz*
C6 155,06

157,06 1 JFC=250 Hz*
C7 147,38

147,46 2 JFC=10 Hz*
C8 109,27
C8a 141,64
C2', C6 49,17

49,21 4 JFC=5 Hz*
C3,C5 46,1

Tab. 3-2: $3C-Signale von Ciprofloxacin (geldst in D;O, s in ppm)
*Die Schreibweise 2 JFC bedeutet: Zwei bindungskoppl ungskonstante zwischen F und C.
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Abb. 3-2: 13C-NMR-Spektrum von Ciprofloxacin in D,O. Die Zuordnungen der Peaks konnen
der Tab. 3-2 entnommen werden.

3.1.1.3 Zweidimensionales'H-3C-Spektrum

Wir verwendeten eine zweidimensionale Spektroskopie-Technik (2D), um welteren
Aufschluf3 tber Kopplungen zwischen Kernen und sich tiberlappende Singalen zu erhalten. Es
handelt sich dabei um die COSY -Technik (homonuclear chemical shift correlated technique)
(Aue et al.). Das zweidimensionale Spektrum gibt die oben beschriebenen Verhétnisse noch
einmal in nun kombinierter Form wieder Abb. 3-3). Es enthdt die Signale derjenigen
Protonen und Kohlenstoffatome, die gleichzeitig sowohl im *H- als auch im **C-Spektrum
reprasentiert sind. Dadurch kénnen Uberlappungen entzerrt werden.

Wir sehen dabel die cis- und trans- Signale von 2,3 -CH der Cyclopropylgruppe, das 1" -
CH der gleichen Gruppe, die Signale des Piperazinylringes 2°,6'-CH2 und 3',5-CH, sowie
die Signale von 2-CH, 5-CH und 8-CH (s. Tab. 3-1 und Tab. 3-2).
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Abb. 3-3; Zweidimensionales COSY-Spektrum von Ciprofloxacin. 1-9 ppm = *H-NMR; 10—
150 ppm = BC-NMR

3.1.1.4 'F-NMR-Spektroskopie von 1%-Ciprofloxacin

In einem Spektrum mit Spinkopplungen présentiert sich das Molekll als doppeltes Duplett,
infolge der Kopplungen des Fluoratoms mit C5 und C8 (Abb. 3-4, A). In einem entkoppelten
Spektrum zeigt sich ein einzelnes Signal von Ciprofloxacin bei -118,55 ppm, relativ zu TFA
bei -72 ppm (Abb. 3-4, B).
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Abb. 3-4: *°F-NMR-Spektroskopie vom Ciprofloxacin

3.1.2 NMR-Spektroskopie der Kaninchenaugen

3.1.2.1 'H-NMR-Spektroskopie

Wir fertigten zunachst *H-Spektra des Kammerwassers und der Hornhaut an. Die Proben
entstammen den mit 1% Ciprofloxacin behandelten Kaninchenaugen mit intaktem Hornhaut-
Epithel.

In beiden Spektren lassen sich ungeféhr 20 endogene Metabolite identifizieren. Wir richten
uns hierbei nach friiheren Vertffentlichungen (Midelfart et al. 1996a; Midelfart et al.1996b,
Gribbestad et al.). Esfalt auf, dassim *H-Spektrum der mit Ciprofloxacin behandelten Augen
nur ein geringes (Hornhaut) oder gar kein Signal (Kammerwasser) von Format zu erkennen
Ist, wahrend dieser Metabolit bei friheren Messungen unbehandelter Hornhdute deutlich
starker zu identifizieren war.

Die Detektion von Ciprofloxacin, wir kennen die Resonanzfrequenzen aus dem Proton-
Spektrum von reinem Ciprofloxacin in D,O, gelingt in diesen Spektren nicht oder nicht
sicher, da die erwarteten Resonanzen in sehr signalreichen Regionen liegen und somit infolge
zu starker Uberlappungen von endogenen Metaboliten verdeckt werden. AuRerdem ist die
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Konzentration der Substanz fir diesen Nachweis moglicherweise sehr gering. Wir verzichten
deshalb im weiteren Verlauf auf *H-Spektren.

3.1.2.2 Kammerwasser *H-NM R-Spektroskopie

M etaboliten Chemical shift, *H-Signal, s (ppm)
s=Singlett, d=Duplett, g=Quartett,
m=Multiplett, t=Triplet,

Alanin (AlQ) 1,47(d); 3,76 (q)

Glycin (Gly) 3,56(9)

Histidin (His) 7,11(s); 7,89(s); 4,00; 3,25; 3,15

Phenylalanin (Phe) 7,31(m); 7,44(m); 3,13; 3,24

Taurin (Tau) 3,26(t); 3,42(t)

Threonin (Thr) 1,34(d); 3,58(d); 4,25(m)

Tyrosin (Tyr) 6,88(d); 7,18(d); 3,05; 3,15; 3,93

Valin (Val) 0,98(d); 1,05(d); 2,26(m); 3,55(d)

L aktat (Lac) 1,33(d); 4,1(q)

Acetat (Ac) 1,92(9)

Pyruvat/Succinat (Pyr/Suc) 2,41(9)

Citrat (Cit) ca. 2,65

Phosphokreatin/Kreatin 3,05/3,04,394/ 3,93

(PCr/Cr)

Inositol (Ino) 4,05(t); 3,27; 3,53; 3,61

Glucose (Glc) a:4,64(d); b:5,22(d)

Tab. 3-3: Metaboliten im Kammerwasser des Kaninchens.
s=Snglett, d=Duplett, g=Quartett, m=Multiplett, t="Triplett

Die Tab. 3-3 zeigt die im Kammerwasser befindlichen Metabolite mit der zugehdrigen
chemischen Verschiebung, nach einer nach friheren Untersuchungen angefertigten Tabelle
(Midelfart et al.). Die fettgedruckten Zahlen bezeichnen die Pesks, die wir in unserem

Spektrum sicher identifizieren konnen.
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Abb. 3-5: 'H-NMR-Spektrum des Kammerwassers eines Kaninchenauges mit intaktem
Hornhautepithel, behandelt mit 1% Ciprofloxacin. A: ppm-Bereich 0- 5,0; B: ppm-Bereich

5,0-10,0

3.1.2.3 Hornhaut *H-NM R-Spektroskopie

Das TSP-Signad bei Oppm gilt als Bezugspunkt fir die chemische Verschiebung der
Protonen. Es wurde ene Wassersignasuppresson durchgefihrt. Das verbliebene
Wassersignal (HOD) ist bei 4,78 ppm zu finden. Das Spektrum zeigt Signale der Metaboliten,
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die sich in der Hornhaut des Kaninchens befinden. Ich orientiere mich auch hier an friheren
Messungen und méchte auf die entsprechende Literatur (Midelfart et al. 1996) verweisen.

Gut zuzuordnen sind Laktat bei 1,33 ppm, Alanin bei 1,47 ppm und Acetat bel 1,92 ppm. In
dieser Probe sient man auch ein deutlicheres, wenngleich vergleichsweise schwaches
Formatsignal bei 8,46 ppm, alsin der Kammerwasserprobe.

Eine hohe Signaldichte von Metaboliten findet sich zwischen 3,2 ppm und 4,11 ppm; en
weiteres Laktatsignal schliefdt diesen Abschnitt ab.

3.1.2.4 'F-NMR-Spektroskopie K aninchen - Hornhaut, Kammerwasser, Linse

Wir verwendeten als externen Standard 66 mg/ml TFA (Trifluoressigsdure) oder HF
(Hexafluorbenzen, CgFg). Neben dem Signal des Standards findet sich das Signal von
Ciprofloxacin bel -118,55 ppm (relativ zu TFA bei -72 ppm und CsFg bei -162 ppm). Das gilt
fur ale untersuchten Gewebe (Kammerwasser, Hornhaut, Linse). In der Hornhaut findet sich
neben dem bekannten und deutlichen Signa fir Ciprofloxacin, bei -121,5 ppm en zwar
guantitativ geringes, aber dennoch deutliches zusétzliches Fluorsignal. Das Signal ist auch im
Spektrum des Kammerwassers zu finden, wenn auch in deutlich schwécherer Auspragung.

In der Linse sind mit der °F-NMR-Spektroskopie Spuren von Ciprofloxacin nachzuweisen.
Nach Behandlung mit 0,3% Ciprofloxacin und bel abradiertem Epithel ist das Fluorsignal
nachweisbar.

Die Quantifizierung der Fluorsignale ergibt fir die Hornhaut eine Ciprofloxacinkonzentration
von 132 £ 18 ng/g (n=2). FUr die Kammerwasserprobe ist das Ergebnis 42 ng/ml. Die zur
Quantifizierung herangezogenen Proben entstammen den Augen mit intaktem Epithel, die mit
1% Ciprofloxacin behandelt wurden.
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Abb. 3-6: 1°F-NMR-Spektrum der Hornhaut eines Kaninchens mit intaktem Hor nhautepithel,

behandelt mit 1% Ciprofloxacin (C), TFA: externer Sandard, M= mbglicherweise Metabolit
des Ciprofloxacin.
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Abb. 3-7: 1*F-NMR-Spektrum einer Kammerwasser probe eines intakten Kaninchenauges,
behandelt mit 1% Ciprofloxacin (C); TFA: externer Standard.
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Abb. 3-8: 1)F-NMR-Spektrum der Linse eines Kaninchenauges mit abradiertem
Hornhautepithel, behandelt mit 0,3% Ciprofloxacin (C), C6F6 = Hexafluorbenzen.

3.2 EDXA

Bel der statistischen Auswertung der folgenden Ergebnisse stellt sich zum Tell das Problem
relativ kleiner Stlickzahlen der Werte, die in die statistischen Berechnungen eingehen. Dies
mufld man bedenken, wenn statistische Signifikanzen angegeben werden, denn bereits
moderate Schwankungen der Werte kénnen bei einem kleinen Kollektiv zu wiederum
signifikanten Anderungen der statistischen Ergebnisse filhren. Zur statistischen Auswertung
wurden aus dem Statistikprogramm Instat nonparametrische Tests verwendet. Zum Vergleich
der Verteilung eines Elementes in den verschiedenen Schichten der Hornhaut wurde ,,Dunn’s
multiple comparison test® herangezogen. Zum Vergleich eines Elementes innerhalb zweier
Schichten wurde ein ungepaarter T-Test mit Welch-Korrektur durchgeftihrt.

Wenn man die Konzentrationen der natirlich in der Hornhaut vorkommenden Elemente mit
Normalwerten vergleicht (Schrage et al. 1996, de Azavedo et a., Midelfart et al. 1996a),
entsprechen unsere in dieser Studie gemessenen Werte relativ, was das Konzentrations-
verhdtnis der Hornhautschichten zueinander angeht, den Normwerten. Ich habe hier zwei
Elemente (Phosphat und Chlor) exemplarisch ausgewertet, da es in dieser Studie nicht
schwerpunktméldig um die Normalverteilung der Elemente in der Hornhaut geht. Zudem sind
absolute Werte nicht sicher vergleichbar, da die Mef3standards angepald werden muf3ten.
Wichtig war uns, zu wissen, dass die vorherigen Ergebnisse reproduzierbar sind, und unsere
Werte im Bereich normaler, gesunder Kaninchenhornhdute liegen. Die Tabellen der
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Ergebnisse zu alen gemessenen Elementen befinden sich im Anhang. Ich méchte aulRerdem,
bei entsprechender Fragestellung, auf die oben genannten Quellen verweisen.

3.2.1 Phosphatkonzentrationen im Vergleich

Phosphatkonzentr ationen
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Abb. 3-9: Phosphatkonzentrationen in den Schichten der Hornhaut im Vergleich: Jod- bzw.
Ciprofloxacin-Behandlung

Mol/kg |Epithel Sub- Trepan Trepan Stroma= | Vor- Descemet
Epithel li/re unten mitte Descemet

Jod 0,1482 0,0164 |0,0274 0,0245 0,0111 |0,0151 0,0579

Cipro 0,2405 0,0241  [0,0219 0,0178 0,0135 |0,0144 0,0535

Tab. 3-4: Werte zur obigen Abbildung

Signifikanzen:
Jod/Jod Subepithel | Trepan Stromamitte | Vor-Desc. | Descemet
Epithel --- (e>d)
Subepithel n.s. n.s. n.s. - - - (d>se)
Trepan - n.s. - - (d>tr)
Stromami. n.s. --- (d>9)
Vor-Desc. - - - (d>vd)

Tab. 3-5. Satistischer Vergleich zwischen den Schichten der Hornhaut innerhalb der

Gruppen. Sgnifikanzen fur Phosphat. Fettgedruckt sind die konzentrationsstarksten
Schichten.
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Cipro/Cipro | Subepithel | Trepan Stromamitte | Vor-Desc. | Descemet
Epithel --- (ed)
Subepithel n.s. - - n.s.
Trepan n.s. n.s. n.s.
Stromami n.s. - (d>9)
Vor-Desc. - (dg>vd)
Tab. 3-6: Satistischer Vergleich zwischen den Schichten der Hornhaut innerhalb der
Gruppen. Sgnifikanzen fur Phosphat. Fettgedruckt sind die konzentrationsstérksten
Schichten.
--- = hochstsignifikant e=  Epithd
- - = hochsignifikant se=  Subepithel
- = signifikant tr=  Trepan
ns. = nicht signifikant s=  Srromamitte
vd = Vor-Descemet
d=  Descemet

Im Vergleich der Phosphatkonzentrationen innerhalb der Hornhautschichten ist Phosphat im
Epithel der Hornhaute am hochsten konzentriert.

Im Subepithel liegt im Vergleich zur Stromamitte eine erhdhte Phosphatkonzentration vor.
Dieser Unterschied ist bei den mit Ciprofloxacin (Gruppe I1) behandelten Tieren signifikant,
bei den mit PVP-Jod (Gruppe 1) behandelten Tieren nicht. Die Phosphatdifferenz zwischen
Stromamitte und Vor-Descemet ist jeweils nicht signifikant. In der Descemet” schen Membran
liegt der Phosphatgehalt hoher alsin den anderen stromalen Schichten.

Weiterhin liegen die Phosphatkonzentrationen rund um die Trepanationen leicht Uber denen
der Stromamitte. In der PVP-Jod-Gruppe ist dieser Unterschied signifikant, in der
Ciprofloxacin-Gruppe nicht. Zwischen Trepanationsrand und subepithelialer Schicht besteht
kein signifikanter Unterschied in der Phosphatkonzentration.

Die Differenz zwischen dem Phosphatgehalt des Epithels und der subepithelialen Schicht
ergibt bei der statistischen Auswertung fur PVP-Jod einen Epithel/Subepithel-Quotienten von
5,24, fur Ciprofloxacin von 11,01; dasist in beiden Féllen hdchst signifikant.

Zwischen den Kaninchenaugen, die mit PVP-Jod bzw. mit 1%iger Ciprofloxacinldsung
behandelt wurden, zeigt sich im Epithel ein héchst signifikanter Unterschied in der
Phosphatkonzentration. Bel den mit Ciprofloxacin behandelten Augen liegt die Phosphat-
konzentration im Mittelwert um 0,0923 mol/kg Uber der PV P-Jod-Gruppe.
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Die zellreichen Schichten der Hornhaut enthalten viel Phosphat, weil hier energiereiche
Phosphate, Phospholipide und Nucleinsduren zu finden sind. Es besteht eine hdhere Dichte an
Membranen, Kenen und Ribosomen. PVP-Jod enthélt
Natriummonohydrogenphosphat. Fraglich ist, warum die absolute Phosphatkonzentration im

Phosphat

Epithel in der Ciprofloxacingruppe Uber der PV P-Jodgruppe liegt.

3.2.2 Chlorkonzentrationen im Vergleich
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Abb. 3-10: Chlorkonzentrationen in den Schichten der Hornhaut im Vergleich: Jod- bzw.

Ciprofloxacin-Applikation.

in Form von

Mol/kg |Epithel |Sub- Trepan |Trepan |Stroma- |Vor-Desc. | Descemet
epithel | li/re unten mitte
Jod 0,1333 (0,0947 |0,1665 |0,1102 |0,1366 |0,2196 0,3067
Cipro 0,1584 |0,1109 |0,2139 10,2478 |0,1741 [0,2382 0,4283
Tab. 3-7: Werte zur Abbildung
Signifikanzen:
Jod/Jod Subepithel | Trepan Stromamitte | Vor-Desc. | Descemet
Epithel n.s. n.s. n.s. n.s. - - -
Subepithel n.s. n.s. - vi>se - - -
Trepan n.s. n.s. - - -
Stromamitte n.s. ---
Vor-Desc. n.s.

Tab. 3-8 Satistischer Vergleich zwischen den Schichten der Hornhaut innerhalb der
Gruppen, Sgnifikanzen fir Chlor. Fettgedruckt sind die konzentrationsstérksten Schichten.
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Cipro/Cipro | Subepithel | Trepan Stromamitte | Vor-Desc. | Descemet
Epithel n.s. n.s. n.s. n.s. ---
Subepithel n.s. n.s. n.s. ---
Trepan n.s. n.s. -
Stromamitte n.s. .-
Vor-Desc. --

Tab. 3-9: Satistischer Vergleich zwischen den Schichten der Hornhaut innerhalb der
Gruppen, Sgnifikanzen fir Chlor. Fettgedruckt sind die konzentrationsstérksten Schichten.

--- = hochstsignifikant e=  Epithd

- - = hochsignifikant se=  Subepithel

- = signifikant tr = Trepan

ns = nicht signifikant s=  Srromamitte
vd = Vor-Descemet
d=  Descemet

Die hochsten Chlorkonzentrationen finden sich innerhalb der Hornhaut in  der
Descemet schen Membran. Am wenigsten Chlor kommt in der subepithelialen Schicht vor.
Im Epithel ist die Chlorkonzentration demgegentiber wieder hoher.

Seitlich der Trepanationen liegt die Chlorkonzentration tUber den Werten des Epithels und der
Stromamitte. Unter der Trepanation liegen die Werte zwischen denen im Subepithel und
Epithel. Diese Angaben gelten fur Gruppe | und 1l gleichermal3en.

Im Vergleich der Augentropfen féllt auf, dass die Werte fir Chlor bei den mit Ciprofloxacin
behandelten Hornhauten durchweg hoher liegen, als bei den mit PVP-Jod behandelten. Die
Kurvenverlauf des Diagramms, das die Chlorverteilung in den Schichten darstellt, ist aber fur
beide Gruppen annghernd paralel. Die Unterschiede in der Hohe der Chlorkonzentrationen
zwischen den Gruppen sind statistisch nicht signifikant.

Im Vergleich der stromalen Schichten ergeben sich in beiden Gruppen signifikante
Unterschiede nur im Vergleich der anderen Schichten mit der Descemet’schen Membran.
Diese erhdt die hochsten Chlorkonzentrationen. Ansonsten ist einzig bel den mit PVP-Jod
behandelten Hornhauten die Differenz zwischen Stromamitte und Vor-Descemet statistisch
signifikant.
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3.2.3 Jodkonzentrationen

Diese Untersuchung betrifft nur die Gruppen | (Jod).

Jodkonzentrationen der HH
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Abb. 3-11: Jodverteilung in allen gemessenen Schichten der HH. Epithel, Subepithel, Trepan
li/re, Trepan unten, Stromamitte peripher, Vor-Descemet, Descemet.

Jod Epithel | Sub- Trepan Trepan | Stromamitte |Vor- Descemet
mol/kg Epithel links/rechts | unten peripher Descemet

HH 0,88984 (-0,01330 |0,70511 0,18570 |-0,01705 -0,00682 | 0,01364
trepaniert

HH intakt | 0,48356 |0,03598 | A& A -0,03709 -0,00334 [-0,03836
Tab. 3-10: Werte zur obigen Abbildung

Signifikanzen:

Jod Trepan | Subepithel Trepan Stromamitte | Vor-Descemet | Descemet
Epithel -
Subepithel - - - n.s. n.s. n.s.

Trepan --- --- ---
Stromami. n.s. n.s.
Vor-Desc. n.s.

Tab. 3-11: Satistischer Vergleich zawischen den HH-Schichten, Sgnifikanzen fur Jod, HH
trepaniert. Fettgedruckt sind die konzentrationsstarksten Schichten.
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Jod HH intakt Subepithel Stromamitte Vor-Descemet. Descemet
Epithel - -
Subepithel n.s. n.s. n.s.

Stromami. n.s. n.s.

Vor-Desc. n.s.

Tab. 3-12: Satistischer Vergleich zwischen den HH-Schichten, Sgnifikanzen fiur Jod, HH-
Epithel intakt. Fettgedruckt sind die konzentrationsstérksten Schichten.

--- = hdchstsignifikant e=  Epithe

- - = hochsignifikant se=  Subepithel

- = signifikant tr=  Trepan

ns. = nicht signifikant s=  Srromamitte
vd = Vor-Descemet
d=  Descemet

Die Jodverteilung ist Folge der PV P-Jod-Applikation im Versuch; physiologisch kommt Jod
in der Hornhaut in allenfalls nicht mef3baren Konzentrationen vor (s. Abb. 2-6, Abb. 3-13).

Im Epithel ist die Konzentration, wegen der topischen Applikation, am hdchsten und betrégt
bei intaktem Hornhautepithel 0,486 + 0,372 mol/kg, sowie bei trepanierten Hornhauten
0,889 * 0,437 mol/kg.

Schon im Subepithel ist bel intaktem Hornhautepithel kein Jod mehr mef3ar. Entlang der
Trepanationen zeigt sich jedoch im Vergleich dazu ein deutlicher Anstieg des Jodgehalts auf
beinahe epitheliale Werte (seitlich 0,705 £ 0,517 mol/kg, unten 0,186 + 0,448 mol/kg). In den
tieferen peripher-stromalen Schichten ist der Nachweis von Jod wiederum nicht mdglich.
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Jodkonzentr ationen des HH-Stromas

Stromamitte
peripher

Trepan unten

Trepan links/rechts
Stromamitte
gesamt

-01 0 01 02 03 04 05 06 07 08

O HH intakt
HH trepaniert

Jodkonzentrationen (mol/kg)

Abb. 3-12: Jodverteilung in der Stromamitte der Hornhaut. Diese wird unterteilt in die am
Rande der Trepanationen gemessenen Werte und die in der stromalen Peripherie gemessenen
Werte.

Jod (mol/kg) Stromamitte Trepan Trepan unten | Stromamitte
gesamt links/rechts peripher

HH trepaniert | 0,21511 0,70511 0,18570 -0,01518

HH intakt -0,01882 0 0 -0,01882

Tab. 3-13: Werte zur obigen Abbildung

Bei den trepanierten Hornhauten wurden im Bereich der Stromamitte zum einen Messungen
entlang der Trepanationen (Trepan li/re; Trepan unten), und zum anderen Messungen an von
den Trepanationen peripher gelegenen Mef3orten vorgenommen. Wenn das Gesamtergebnis
fur die Stromamitte angegeben wird, 18/% sich der lokal starke Einfluld der Trepanationen
herausrechnen, indem nur die peripheren Stromamessungen in die Rechnung mit einbezogen
werden (= Stromamitte peripher).
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Abb. 3-13: EDXA-Spektrum der Probennummer 468, Messung aus dem Epithel:
Kaninchenhornhaut mit Mikrotrepanationen, mit 11% PVP-Jod behandelt. Messung aus dem
Epithel. Die Elemente sind mit den gangigen Abkirzungen bezeichnet.

Das gilt genauso fur den Gesamtjodgehalt der Hornhaut. Er betrégt fur intakte Hornhadute
0,101 £ 0,20 mol/kg. Bei trepanierten Hornhauten betrégt er 0,253 + 0,46 mol/kg, wenn die
lokale Wirkung der Trepanationen berticksichtigt wird, und 0,183 + 0,42 mol/kg, wenn man
den lokalen Einflu3 herausrechnet und somit die Penetration des Jods in die Peripherie der
Hornhaut betrachtet. Es mul3 alerdings deshalb als kritisch angesehen werden, die
Gesamtjodkonzentration der Hornhaut anzugeben, weil sich diese in beiden Gruppen
vorwiegend aus lokalisiert sehr hohen Jodkonzentrationen und nicht aus einer tiefen
Jodpenetration zusammensetzt. Zum einen ist im Epithel Jod nachzuweisen, zum anderen in
dem die Trepanationen umgebenden Stroma. Daraus einen Gesamtgehalt der Hornhaut
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abzuleiten 183 aulBer acht, dass eine Penetration in die Peripherie der Hornhaut nicht
stattfindet, weder durch das intakte Epithel, noch von den Trepanationen ausgehend.

S [T

—— |

—

Stromamitte peripher

Stromamitte mit Trepanation

Abb. 3-14: EDXA-Mel3orte in der Sromamitte: links peripher, rechts unter Berticksichtigung
der Trepanation

Die Jodverteilung zeigt, dass die Trepanation der Hornhaut, wie sie fur diagnostische Zwecke
durchgefiihrt wird, eine deutliche Verbesserung der lokalen Penetration eines topisch
applizierten Medikamentes ermdglicht. In stromalen Schichten, in denen unter einem intakten

Epithel keine Penetration nachgewiesen werden kann, besteht durch die Trepanation eine
lokal hochsignifikant erhdhte Konzentration des applizierten Stoffes. Das Medikament kann

damit wesentlich schneller und

Hornhautstroma erreichen.

3.3 Mapping

Es liegen uns Jod-Mappings von folgenden Proben vor:

Gruppe I. (Jod):

in hoherer Wirkkonzentration seinen Wirkort

im

Gruppel.l. |[Nr. 468 Nr. 464b Nr. 465c Nr. 468b Nr. 469a
Probennr. (20 min)
Counts 15 19 15 23 22
Gruppel.2. | Nr. 470 Nr. 471 Nr. 471b Nr. 71
Probennr.
Counts 18 12 17 23

Tab. 3-14: Ergebnisse des Mappings. Probennummern und die detektierten Jod-Counts.
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Mappings liegen uns nicht aus der Gruppe Il vor, da sie fir die mit Ciprofloxacin behandelten
Hornhaute aufgrund des fehlenden Fluornachweises nicht in Frage kamen.

Anhand der Probe 468 suchten wir nach einem maoglichst maximalen Jodnachweis unter
verschiedenen Einstellungen. Das beste Ergebnis erzielten wir zundchst mit einem
Probenstrom von 6*10°°, einer Beschleunigungsspannung von 15 kV und einer Mefizeit von
10 Minuten. Es wurde mit dieser Einstellung eine Zahirate fir Jod von 15 Counts erreicht.
Auf der Abb. 3-15 erkennt man am Epithel deutlich eine Anreicherung von Jod, die sich auch
in das Trepanloch hinein verfolgen |&3%. Bei den anderen Proben haben wir bel sonst
unveranderten Mef3bedingungen die Mel3zeit auf 45 (90) Minuten erhdht und damit eine
erhohte Zahlrate fir Jod von maximal 23 Counts erreicht. Wiederum zeigen die Bilder eine
deutliche Jodanreicherung in Epithel und Subepithel, sowie im Stroma entlang der
Trepanationen.

SE, 255 ILal, 22

Abb. 3-15: Jodmapping

Das Mapping der epithelintakten Hornhaute zeigt die gute und intakte Barrierefunktion des
Epithels in Form einer scharf abgegrenzten Linie von Jodsignalen. Bei trepanierten
Hornhauten imponiert eine aufgeweichte Linie im Bereich des Stromas. In der Tiefe der
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Trepanationen erscheint die Linie verbreitert und zeigt damit eine Jodpenetration in das direkt
angrenzende tiefe Stroma an.

Zum Vergleich und zur Kontrolle haben wir bel einigen Mappings zusétzlich zu Jod auch
Schwefel und Phosphat detektiert. Fir Schwefel erhielten wir Zahlraten zwischen 20 und 56
Counts (Mittelwert 37 Counts), wobel sich bel hohen Zahlraten deutlich das Epithel als
zellreiche und somit verstérkt schwefelhaltige Schicht abhebt (Abb. 3-16). Bei der Detektion
von Phosphat ist diese deutliche Abgrenzung des Epithels gegenliber dem Stroma schon bel
einer Zahlrate von 20 Counts ausgepragt.

Abb. 3-16: Mapping. Links: Sekundarelektronenbild, rechts: Schwefel detektion
34 FG, TG, Osmolaritat

3.4.1 Feuchtgewicht, Trockengewicht, Hydratation, Osmolaritéat

Die folgende Tabelle gibt die Werte fir die gemessenen Hornhauthélften wider. Bei der Probe
Nummer 463 war die Messung der Osmolaritdt aufgrund wiederholter, spontaner
Kristallisation im Osmometer und dadurch bedingter Fehlmessungen nicht moglich.
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Probennummer |FG (g) TG (9) Differenz Hydratation [Osmolaritéat
FG-TG(g) |(FG-TG)/TG |[(Osmal/kg)

464 mT/B 0,0695 0,0104 0,0591 5,6827 0,3030

465 mT/B 0,0766 0,0116 0,0650 5,6034 0,2870

471 0T/B 0,0636 0,0092 0,0544 5,9130 0,3300

71 0T/B 0,0866 0,0125 0,0741 5,9280 0,3260

473 0T/C 0,0574 0,0074 0,0500 6,7568 0,2710
6140T/C 0,0502 0,0112 0,0390 3,4821 0,2370
463mT/C 0,0434 0,0086 0,0348 4,0465

Mittelwert Ges. 0,0538 5,3447 0,2923
Mittelwert Jod 0,0632 5,7818 0,3115
Mittelwert Cipro 0,0413 4,7618 0,2540

Tab. 3-15: Auflistung der Proben und der entsprechenden Werte fir Feuchtgewicht (FG),
Trockengewicht (TG), Hydratation und Osmolaritat

mT/B: mit Trepanation, PVP-Jod (Betaisodona) als Augentropfen
oT/B: ohne Trepanation, PVP-Jod (Betaisodona) als Augentropfen
mT/C: mit Trepanation, Ciprofloxacin als Augentropfen

oT/B: ohne Trepanation, Ciprofloxacin als Augentropfen

Die Osmolaritét der mit PVP-Jod behandelten Hornhaute liegt Uber der Osmolaritat der mit
Ciprofloxacin behandelten. Innerhalb der PV P-Jod-Gruppe besteht, im Vergleich der Proben
mit bzw. ohne Mikrotrepanationen, beztiglich der Osmolaritét kein signifikanter Unterschied.

Die Hydratation unterscheidet sich zwischen den mit PVP-Jod bzw. Ciprofloxacin
behandelten Hornhauten nicht signifikant, obwohl PVP Jod ein eher dehydrierender Effekt
auf die Hornhaut zugeschrieben wird (Pels et al.).

3.5 Makroskopische Beurtellung

3.5.1 Préazipitation von Ciprofloxacin

Die mit Ciprofloxacin behandelten Augen entwickelten im Verlauf des Versuchs weildlich-
kristalline Auflagerungen. Wir haben diese weildlichen Prézipitationen in Grade zwischen 0
und 3 eingestuft, wobel Grad 3 die stérkste Auspragung reprasentiert. Die Einteillung in die
Grade 0-3 ist eine subjektive, dimensionslose Gradierung, die sich nach den makroskopischen
Beobachtungen im Versuch richtet.
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Von den acht mit Ciprofloxacin behandelten Kaninchenaugen entwickelten alle diesen Belag,
von den mit PV P-Jod behandelten Tieren keines.

Die Tabelle zeigt wie stark ausgepragt die Prézipitationen jeweils waren. Zwischen den
trepanierten und den nicht trepanierten Augen besteht kein statistisch signifikanter
Unterschied, die Ausprégung ist jedoch bei mikrotrepanierten Augen klinisch stérker.

Probennr. 462 TC |463TC |466 TC |467TC [472C [473C |614C |615C
Prazipitation | 2 2 2 3 2 3 1 0,5

Tab. 3-16: Prazpitationen bei mit Ciprofloxacin behandelten Hornhauten wahrend des
Versuchs. Einteilung in relative Werte mit Sufen von 0 bis 3.

TC: Trepanierte Hornhaut, mit Ciprofloxacin behandelt.

C: Intakte Hornhaut, mit Ciprofloxacin behandelt.

3.6 Histologie

Bel der Auswertung der histologischen Schnitte haben wir die Grofe von Trepanationen und
die Dicke der Hornhaute vermessen. Die Trepanationen haben eine Breite zwischen 120 und
350 mm, sowie eine Tiefe zwischen 100 und 260 nm (Abb. 3-17, Tab. 3-17). Die
Schwankungen sind darauf zurtickzuftihren, dass die Trepanationen beim Schneiden auf dem
Kryotom nicht immer auf der gleichen Hohe angeschnitten werden konnten, so dass am
Rande angeschnittene und mittig angeschnittene Trepanationen fir die weite Streuung der
Werte sorgen. Es sind exemplarisch einige Trepanationen der entsprechenden Hornhaute
vermessen worden.

Wenn ein Wert eine extreme Breite des Trepanloches anzeigt, so ist es ebenso moglich, dass
dies auf eine erhdhte Abnutzung des Trepans zuriickzufUhren ist, so dass es in der Tiefe der
Trepanation oder im Epithelbereich zu Ausreif3ungen des Gewebes gekommen sein kann. Es
ist auch denkbar, dass ein unterschiedliches Aufsetzen des Mikrotrepans fur diese
Abweichungen sorgen kann.
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Probennr. Breite x Tiefe (um)
462 TC 150*130
463TC 220*200

466 TC 160* 260

467 TC 200*130

464 TB 200* 140

465 TB 200* 120

468 TB 160* 240

469 TB 170*200
Mittelwert 183,5 + 25,495
Breite (um)

Mittelwert 177,5+ 54,707
Tiefe (Lm)

Tab. 3-17: GrofRe der Mikrotrepanationen in der histologischen Auswertung. HE-Farbung

Grof3e der Mikrotrepanationen

Messungin pm
B
o u
o O

|

o 8

I

462 TC 463 TC 466 TC 467 TC 464 TB 465 TB 468 TB 469 TB Gesamt

O Breite (um)
Tiefe (um)

Abb. 3-17: Histologische Auswertung der Grof3e der Mikrotrepanationen.

Probennummern

TC: mit Trepanation und mit Ciprofloxacin behandelt
TB: mit Trepanation und mit PVP-Jod behandelt.
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Abb. 3-18: Probennummer 468: Mikrotrepanation im elektronenmikroskopischen Bild.
Links: 50x Vergrof3erung.
Rechts: 200x Vergrof3erung.
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4 Diskussion
4.1 NMR-Spektroskopie

411 Methodik

Die NMR-Spektroskopie bietet die Moglichkeit, die Vertellung von fluorierten Medi-
kamenten unter Berlicksichtigung der metabolischen Verdnderungen, sowohl endogener Art,
als auch in Bezug auf das Medikament selbst, zu messen (Malet-Martino et a.). Dazu nutzten
wir die *H-NMR-Spektroskopie in Kombination mit der 1°F-NMR-Spektroskopie. Der Vorteil
ist, dass diese Methode die gleichzeitige Detektion von mehreren Metaboliten ermdglicht,
ohne dabel die vorherige Isolierung des gesuchten Stoffes vorauszusetzen, wie es z.B. bel der
Chromatographie der Fal ist (Awni et a.). Durch solche Bedingungen koénnten
Informationen, z.B. Uber nicht erwartete Metabolite, verloren gehen. Dartiber hinaus stehen
die Proben nach der NMR-Spektroskopie unveréndert fir weitere Analysen zu Verfligung
(Midelfart et a.).

Allerdings besteht, verglichen mit anderen spektroskopischen und chromatographischen
Methoden, eine relativ geringe Senditivitdt, und deshalb ist die Methode fur die Anayse
besonders gering konzentrierter Metabolite nicht ideal geeignet (Midelfart et al.).

Bei der Betrachtung fluorierter Medikamente mit der °F-NMR-Spektroskopie wird das
Signal des Wirkstoffs und seiner Metabolite nicht durch endogene Metabolite des Auges
Uberdeckt, da Fluor dort nur in vernachl&ssigbaren Mengen vorhanden ist. Umgekehrt kann es
aber bei der H Spektroskopie eines Gewebes zur Uberlagerung der Wirkstoffsignale durch
hoher konzentrierte endogene Metabolite kommen. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit -
oder auch die Notwendigkeit, durch NMR-Spektroskopien mit verschiedenen Kernen, die
Informationen Uber den endogenen und medikamentdsen Metabolismus nacheinander,
sozusagen in Relthe und nicht smultan, ,abzurufen“. Dadurch wird das , Informations-
spektrum” nicht nur erweitert, sondern auch prézisiert.

4.1.2 Ciprofloxacin-NM R-Spektroskopie

Die Ergebnisse aus den Protonen- und Kohlenstoff-Spektren geben uns Aufschliisse Uber die
Struktur des Ciprofloxacin-Molekls.

4.1.2.1 'H-Spektrum

Aus dem Protonen-Spektrum von reinem Ciprofloxacin in D,O erhdt man Aufschlul3 tber die
Resonanzfrequenzen der im Molekil enthaltenen Wasserstoffatome. Man konnte anhand
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dessen in einem Proton-Spektrum einer Gewebeprobe gezielt nach Signalen des
M edikamentes suchen.

Im Molekil benachbart oder einander gegenlberliegende Atome erscheinen auch im
Spektrum in , energetischer Nahe"*. So verhdlt es sich mit den 2" -3 -CH-Gruppen, die als eng
beieinanderliegende Dupletts imponieren. Solche Formationen kommen zustande, weil die
Wasserstoffatome benachbart liegender Kohlenstoffatome miteinander Kopplungen eingehen

(Spin-Kopplung).

Hinzu kommt eine Aufspaltung in ein cis-Duplett und ein trans-Duplett. Diese entsteht durch
die Anregung der Kerne im Bereich der cis-trans-Umwandlung.

Die Piperazingruppe zeigt sich als Komplex von zwel Triplettsignalen bel 3,54 und 3,64 ppm.
Dabel befinden sich die jewells einander gegeniberliegenden CH,-Gruppen in einem Triplett
(2°-6"-CH; bzw. 3'-5-CH,). Die Erkléarung liegt in der Anzahl der H-Atome an jedem C-
Atom begrindet. Hier binden an jedes C-Atom zwel H-Atome, mit Kernen, die im ganzen 3
verschiedene Energiezusténde annehmen konnen: ,,2 Spins aufwarts®, ,,1 Spin auf und 1 Spin
ab“, ,2 Spins abwaérts® (nach aufsteigendem Energielevel geordnet). Der energetisch am
wenigsten aufwendige Zustand ist naturgemald am haufigsten zu erwarten; entsprechend ist
die unterschiedliche Hohe der Triplettspitzen zu deuten. Infolge von C-C-Kopplungen gibt es
im Spektrum in diesem Fall nur jeweils ein Triplett fir zwel Atome (Zeek).

5-CH und 8-CH tragen jewells ein H-Atom. Jedes H-Atom kann sich in einem magnetischen
Feld in zwel Varianten ausrichten: ,, Spin aufwérts* oder ,, Spin abwaérts*. Die ,, Spin abwaérts'*-
Variante ist die energetisch aufwendigere und wird deswegen etwas seltener vorkommen, als
die , Spin aufwarts‘-Variante.

Zwischen dem Signal der 1 -CH-Gruppe, das von den Signalen der Piperazin- und der
Cyclopropylgruppe die hdchste Resonanzfrequenz hat, und den Signalen der aromatischen,
bizyklischen Ringstruktur befindet sich eine signalfreie Liicke von 3,7 ppm Breite.

4.1.2.2 3C-Spektrum

Beim 13C-Spektrum sehen wir, zusétzlich zu den bereits besprochenen, die K ohlenstoffatome,
die keine Bindung zu einem Wasserstoffatom haben, well sie, bedingt durch eine aromatische
Ringstruktur, keine Bindungskapazitéten mehr haben. Sie liegen im Spektrum ebenfalls etwas
»abseits’ der Signale der Piperazin- bzw. der Cyclopropylgruppe, im aromatischen Bereich
zwischen 108,5 und 178,33 ppm. Die Signale der Piperazin- und Cyclopropylgruppe
erscheinen dagegen im Bereich zwischen 10 und 50 ppm.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die dreidimensionale Struktur des Ciprofloxacinmolekiils eine
raumlich Nahe der Piperazin- und der Cyclopropylgruppe bedingt. Die Wechselwirkungen
mit den Atomen der bizyklischen Ringstruktur (Naphthalin-Grundstruktur) scheinen durch die
jewells an der Verknipfung beteiligten Stickstoffatome behindert.

Zwischen dem Fluoratom in Position 6 und verschiedenen C-Atomen des Ciprofloxacin-
molekils kommt es ebenfalls zu Spin-K opplungen. Wir sehen dies an den oben beschriebenen
Ergebnissen. Es fallt auf, dass die betroffenen C-Atome im Spektrum als Dupletts vorliegen.
Die Frequenz der Kopplungskonstanten JFC (Hz) verhalt sich umgekehrt proportional zu der
Zahl der Bindungen, die das F-Atom von dem C-Atom trennen, d.h. die Einbindungs-
kopplungskonstante hat die hdchste Frequenz mit 250 Hz, die Vierbindungskopplungs-
konstante die niedrigste mit 5 Hz.

Spin-Spin-Kopplungen entstehen also sowohl zwischen den H-Atomen eines C-Atoms (z.B.
5-CH des Proton-Spektrums), als auch zwischen den H-Atomen verschiedener C-Atome (z.B.
3,5 -CH>) und zwischen dem F-Atom und verschiedenen C-Atomen.

In der Verteilung der Signale in den beiden Einzelspektraist eine deutliche Ubereinstimmung
erkennbar: ganz rechts die Cyclopropylgruppe, daneben die Piperazingruppe zusammen mit
dem C1 der erstgenannten, dann eine Liicke von fast 60 ppm Breite im **C-Spektrum, bzw.
3,7ppm Breite im 'H-Spektrum. Ganz links im Spektrum liegen dann die Atome der
bizyklischen aromatischen Naphthalin-Grundstruktur des Mol ekils.

4.1.2.3 2D-COSY-Spektrum

Bei der Analyse des zweidimensionalen COSY-Spektrums (*H-1°C) bestétigt sich dieser
Trend noch einmal in Form einer Diagonaen, die sich durch die ,, Resonanzpunkte legen
lalt. Hier kann man nun ablesen, welche Peaks aus den zwei verschiedenen Spektren
»Zusammengehoren® @Abb. 3-3). Es lassen sich zwel Rechtecke, die Resonanzfrequenzen
enthalten, einzeichnen, eines in der rechten oberen Ecke (mit den jeweils niedrigen ppm-
Werten der Cyclopropyl- und der Piperazingruppe), und eines in der linken unteren Ecke (mit
den jewells hohen ppm-Werten der Atome aus der bizyklischen Ringstruktur).

Hier kann man besonders gut erkennen, dass die Differenzierung der cis-trans-Isomerie bei
der 2,3 -CH-Gruppe nur Uber die Proton-Spektroskopie moglich ist. Im Carbonspektrum
gibt es dafir nur einen Peak.
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4.1.3 NMR-Spektroskopie der Kaninchenaugen

4.1.3.1 H-NMR-Spektroskopie des K aninchen-K ammerwassers

Wir finden in unseren Spektren eine gute Ubereinstimmung zu den bereits durch Midelfart et
al. gemessenen Metaboliten im Kammerwasser von Kaninchen. In diesem Teill der Studie
steht aber nicht die Quantifizierung der endogenen Metaboliten im Vordergrund, weswegen
wir darauf verzichtet haben.

4.1.3.2 H-NMR-Spektroskopie der Kaninchen-Hornhaut

Hier gilt gleiches wie fur die Kammerwasserproben. Die endogenen Metaboliten der
Hornhaut lief3en sich wie bei friiheren Messungen wiederfinden. Eine Quantifizierung erfolgte
jedoch nicht. Aufféllig ist die geringe Konzentration von Format in den Hornhauten, die mit
Ciprofloxacin behandelt wurden (abzulesen an der geringen Amplitude des Formatpeaks im
Spektrum). In der Kammerwasserprobe liegt der Formatgehalt sogar vollstandig unter der
Nachweisgrenze.

4.1.3.3 '°F-Spektroskopie ver schiedener K ompartimente des K aninchenauges

Das Fluoratom macht aufgrund seiner Atommasse 5,79% des Ciprofloxacinmolekiils aus. Bei
einer applizierten Gesamtmenge pro Auge von 400 m 1%iger Ciprofloxacinlésung werden
4m reines Ciprofloxacin appliziert. Verschiedene Faktoren spielen bei einer rechnerischen
Vorhersage cornealer Ciprofloxacinkonzentrationen eine einschrankende Rolle. Erstens
verteilen sich topisch applizierte Augentropfen Uber die gesamte vordere Oberflache des
Bulbus und nicht nur Uber die Hornhaut. Zweitens wird die Penetration der Augentropfen in
die Hornhaut durch das bei unserem Versuch in den Gruppen 1.2 und 2.1 intakte
Hornhautepithel behindert. Drittens penetriert ein Teil des Wirkstoffs durch die Hornhaut
hindurch in die Vorderkammer und ist dann im Kammerwasser nachzuweisen. Offensichtlich
spielt auch ein, wenn auch quantitativ geringer, Metabolismus des Ausgangswirkstoffs eine
Rolle.

Unsere Quantifizierung bezieht sich auf die Proben der Hornhaut und des Kammerwassers der
mit 1% Ciprofloxacin behandelten Kaninchenaugen mit intaktem Epithel.

Wir konnten mit der *°F-Spektroskopie sowohl in der Hornhaut als auch im Kammerwasser
und der Linse Ciprofloxacin nachweisen. Der Fluorpeak im Kammerwasser hat bei gleichen
Mef3bedingungen eine deutlich geringere Amplitude als der in der Hornhaut. Das zeigt, dass
die hochste Ciprofloxacinkonzentration nach einer intensivierten Tropfbehandlung Gber zwel
Stunden in der Hornhaut zu finden ist.
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Der Nachweis der Ciprofloxacinpenetration in die Linse wurde in der vorliegenden
Untersuchung erstmals gefuihrt. Das Signal in der Linse ist noch einmal deutlich schwécher
als das im Kammerwasser und nur bei der Behandlung mit abradiertem Epithel (0,3%
Ciprofloxacin) zu detektieren.

4.1.4 Metabolite des Ciprofloxacin unter topischer Therapie?

Bei der °F-NMR-Spektroskopie der Kaninchenhornhaut und des Kammerwassers gelang die
zusétzliche Detektion eines Fluorsignals bel 121,5 ppm. In der Hornhaut war dieses Signal
deutlich abzugrenzen, in den Kammerwasserproben war es vorhanden, jedoch bisweilen
schwierig vom Hintergrundrauschen der Probe zu unterscheiden. Wir nehmen an, dass es sich
hierbel um einen Metaboliten des Ciprofloxacins handelt. Die Tatsache, dass in diesen Proben
bei der *H-Spektroskopie das Fehlen oder geringe Vorhandensein von Format auffiel, legt die
Vermutung nahe, dass es sich bel dem Metaboliten um Formylciprofloxacin handeln kénnte.

Bisher sind keine Metabolite von Cirpofloxacin bel der Therapie am und im Auge
beschrieben worden. Wir kennen die Anteile der verschiedenen Metabolite von Ciprofloxacin
im Blut (Bacracheva et a., Beermann et a.). Auf die Sonderstellung des Auges im
Organismus und die dort herrschenden anderen metabolischen Bedingungen ist bereits
hingewiesen worden. Es ist denkbar, dass Ciprofloxacin bereits in der cornealen Phase der
Penetration durch das Auge metabolisiert wird, und das wir hier einen Grund fir das Fehlen
bzw. das gering konzentrierte Format finden kdnnen.

Zur Klérung dieser Zusammenhénge muften die Metabolite von Ciprofloxacin NMR-
spektroskopisch indentifiziert werden, und es sind longitudinale Messungen mit dem
Vergleich von Formatabnahme und Metabolitenzunahme in der H- bzw. °F-NMR-
Spektroskopie erforderlich. Waren die nicht-destruktiven NMR-Messungen, die von Greiner
et al. fur die *'P-NMR-Spektroskopie und Berkowitz et a. fur die °F-NMR-Spektroskopie
vorgestellt wurden, auf unsere Fragestellung anwendbar, konnte dies ein Ansatz fir
Verlaufsbeobachtungen sein. Es ist aber zu bedenken, dass Berkowitz zwar in vivo detektiert
hat, dass aber die markierte Glucose im Stoffwechsel der Netzhaut vermutlich in hoherer
Konzentration vorliegt, als es fir Metabolite des Ciprofloxacin nach topischer Applikation der
Fall sein wirde.

4.1.5 Tropfschemafir Ciprofloxacin — Auswirkungen auf die Ergebnisse

Aus der Literatur ergibt sich, dass das intensivierte Tropfschema mit einer Applikation alle 15
Minuten von 0,3% Ciprofloxacin eine gute Penetration von Ciprofloxacin in die Hornhaut
bewirkt (Price et al.), die jedoch signifikant verbessert wird, wenn das Epithel nicht intakt,
sondern abradiert ist. In dieser Studie von Price et al. zeigt sich ein Unterschied zwischen den
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Werten mit intaktem (166,2 £ 336,9 ng/ml) bzw. abradiertem (938,3 + 1081,51 ng/ml)
Epithel um den Faktor 5,6. Auffallig ist hier die sehr breite Streuung der Werte. Price
verwendete zwar eine geringer konzentrierte Tropflosung als wir, fuhrte die Behandlung aber
Uber 4 Stunden durch. Dadurch kénnten die dhnlichen Ergebnisse der Konzentrationen in der
Hornhaut erklart werden (zum Vergleich: 132 + 18ug/g in der vorliegenden Studie).

Inhaltlich dhnliche Ergebnisse erzielt auch O 'Brien et a., der die Konzentration von
0,3% Ciloxan im Kammerwasser nach topischer Applikation mit intaktem und abradiertem
Hornhautepithel beobachtet hat. Danach erzielt man mit einem dort verwendeten
Tropfschema von 24 x 50 m innerhalb von 12 Stunden im Kammerwasser Ciprofloxacin-
konzentrationen von 4,82 + 2,15 ng/ml. Bei abradiertem Epithel liegen die Konzentrationen
um den Faktor 3 Uber denen fir intaktes Epithel. Alle Werte befinden sich tber der MI1Cqq flr
die gangigen Erreger im Auge.

In beiden oben angefihrten Studien wurde HPLC (high pressure liquid chromatography) als
Mel3methode verwendet.

Diese Werte liegen deutlich unter den von uns detektierten fur das Kammerwasser.
Abgesehen von der geringeren Konzentration der Augentropfen, konnte das ein Hinweis
darauf sein, dass die von uns gewahlte intensivierte Tropftherapie, mit Applikationen alle 15
Minuten, fir eine stérkere Akkumulation des Wirkstoffs im Auge sorgt. O Brien nimmt fir
Ciprofloxacin im Kammerwasser eine Halbwertzeit von 1-2 Stunden an (gegenuber 3-4
Stunden im Serum). Er begriindet dies mit dem hohen Durchfluss des Kammerwassers in der
Vorderkammer. Dies konnte dafir verantwortlich sein, dass bel gréf3eren Zeitintervallen
zwischen den Tropfenapplikationen der Wirkstofflevel im Kammerwasser signifikant abfallt.

Bel Reidy et al. finden wir schliellich eine anndhernde Ubereinstimmung mit unseren
Ergebnissen. Dort wurde bei einer Tropfbehandlung mit 0,75% Ciprofloxacin und ener
Applikation ale 15 min fir 2 Stunden, sowie nachfolgend alle 30 min fir 3 Stunden, eine
Ciprofloxacinkonzentration im Kammerwasser von 30,5 ng/ml gefunden (zum Vergleich:
42 ng/ml in der vorliegenden Studie). Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe von Bioassays.

Die Diskrepanzen der unterschiedlichen Studien beziiglich der Ciprofloxacinkonzentrationen,
die mit verschiedenen Methoden ermittelt wurden, konnten durch Metabolite des
Ursprungsstoffes bedingt sein, die mehr oder weniger mikrobiologisch aktiv sein kénnten,
und somit in einem Bioassay anders ins Gewicht fallen wirden, as bei der HPLC (Joos et d.,
White).
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4.2 EDXA

4.2.1 EDXA in der Ophthalmologie

4.2.1.1 Ansitzeder Nutzung

Die EDX-Anayse ist inzwischen auch von anderen Arbeitsgruppen as wertvolle Methode fur
gezielte Analysen im Bereich der Ophthalmologie etabliert worden (Pearce et al., Pels et a.).
An diesen Beispielen werden die Vorteile der EDX-Analyse anschaulich. Grundsétzlich
bieten sich zwel unterschiedliche Ansétze an.

Zum einen erscheint es sinnvoll, bel krankhaften Prozessen im Auge Abweichungen von der
Norm beziglich der Zusammensetzung von Geweben zu untersuchen. Pearce interessierte die
genaue Zusammensetzung des Tranenfarns, und zwar auch unter dem Aspekt der Lokalisation
z.B. von Makromolekilen wie Proteinen und Muzinen, die sich durch ene erhthte
Schwefelkonzentration auszeichnen. In dem gleichen Labor der Aachener Klinik, in dem auch
die vorliegende Studie erarbeitet wurde, hat von Fischern et al. die Verdnderungen der
mineralischen Zusammensetzung der verétzten Hornhaut untersucht.

Zum anderen eignet sich die EDX-Anayse zum Nachweis nicht natlrlicherweise im Auge
vorkommender Elemente, wie z.B. Jod oder Fluor. Auf diese Weise &% sich die Penetration
von Medikamenten untersuchen. Pels ndhert sich unserem Ansatz, der schichten-
differenzierten Quantifizierung applizierter Stoffe bel der Dekontamination von
Spenderaugen. In der genannten Studie wird ebenfalls PVP-Jod verwendet, so dass naheliegt,
Vergleiche beziiglich der Handhabung der EDX-Analyse anzustellen.

Der néchste, beide Ansétze verbindende Schritt, wére dann die Untersuchung der elementaren
oder strukturellen Veranderungen, die durch Medikamente in okuldren Geweben bedingt
werden. Dies wirde moglicherweise Rickschlisse auf die Toxizitét von Medikamenten
zulassen.

4.2.1.2 Ist dieabsolute Quantifizierung sinnvoll?

Pels et a. verwendet in ihrer Studie den P/B-Quotienten als einzige quantitative Darstellung,
weil sie die Variabilitét der P/B-Quotienten innerhalb der Hornhaut als zu grof3 fur eine
absolute Quantifizierung ansieht.

Der Wert der absoluten Quantifizierung ist bel der genaueren Analyse einer Antibiotika
therapie zu sehen. Dann ndmlich sind genaue Wirkkonzentrationen wichtig, die Vergleiche
zwischen klinischem Bild und Gewebekonzentrationen zulassen. In Verbindung damit kann
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die in Zdlkultur untersuchte Toxizitdt auf z.B. corneale Zellen, mit Konzentrationen im
Gewebe in Beziehung gesetzt werden.

4.2.1.3 EDXA: Perspektiven

Die EDXA der Biopsiezylinder ist moglich und nitzlich, weil die Schichtung der Hornhaut
Im bioptischen Préparat erhalten ist. Um die Erweiterung der Anwendung der EDXA in der
Klinik zu erreichen, mussen diagnostische Standards definiert werden. Beispielsweise
konnten Stoffwechselstorungen, wie Speicherkrankheiten, charakteristische EDXA-
Ergebnisse liefern, die diagnostisch genutzt werden konnten. Am Beispiel der Verdtzungen ist
bereits gezeigt worden, dass ein Krankheitsprozel3 eine Verdnderung in der mineralischen
Zusammensetzung der Hornhaut bewirken kann. Unabhangig von der ophthalmologischen
Anwendung, erscheint die Einbeziehung von Umweltnoxen wie Nikotin, Blei oder Asbest
moglich. Proben aus der Hornhaut mit Hilfe einer Hornhautbiopsie sind jedoch immer
invasiv, deshalb erscheint diese Probennahme fir Routineuntersuchungen zunéchst nicht
sinnvoll. Hautproben, Urin- oder Blutproben sind géngiger und kdnnen eine Exposition
nachweisen. Die Indikation fir die Hornhautbiopsie bel entsprechender Fragestellung, etwa
einer expositionsbedingten Erkrankung des Auges, ist zu prufen.

4.2.1.4 Gegenuberstellung der Methoden: Vortelle/ Nachtelle

Wie erwdhnt bietet die EDXA die Moglichkeit, Gewebeschichten einzeln zu analysieren und
Elemente mit der P/B-Methode zu quantifizieren. Durch die Messung im Elektronen-
mikroskop ist zusédtzlich eine morphologische Beurteilung des Praparates moglich. Als
nitzlich hat sich dies bei der Beurteilung der Mikrotrepanationen erwiesen.

Demgegentiiber bietet die NMR-Spektroskopie die Moglichkeit der Betrachtung molekularer
Wechselwirkungen. Sie erfordert jedoch haufig die Homogenisierung des Préparates, das
dadurch seine strukturelle Integritét verliert. Die Senstivitdt der NMR-Spektroskopie fur
Fluor ist im Vergleich zur EDXA hoch, so dass eine Quantifizierung des Fluor und somit eine
Beurteilung der Penetration des Ciprofloxacin in die Hornhaut und das Kammerwasser
maoglich ist. Infolge des homogenisierten Praparates ist es jedoch nicht méglich zu eruieren,
ob sich die Fluorkonzentration vielleicht auch aus Uberwiegend epithelialer Akkumulation
erklart oder ob tatsachlich, auch durch intaktes Epithel hindurch, eine Penetration des
Ciprofloxacin in stromale Schichten erfolgt. Bei abradiertem Epithel handelt es sich dagegen
sicher um stromale Konzentrationen.

Beide Methoden bieten fir unsere Fragestellungen nicht die Méglichkeit der in vivo-
Untersuchung, wobei dies fir die NMR-Spektroskopie als langfristiges Ziel anzusehen ist.
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Die EDX-Analyse bietet den Vorteil, dass auch sehr kleine Proben, wie z.B. Biopsiezylinder
des Mikrotrepans, untersucht werden kénnen.

4.3 Mikrotrepan

4.3.1 Hornhautbiopsiein der ophthalmologischen Diagnostik

Es existieren unterschiedliche Methoden zur Hornhautbiopsie bzw. zur Gewinnung von
Hornhautgewebe (Hwang, Friedldnder et al., Lee et a., Newton et a.). Die Wahl der
geeigneten Methode richtet sich nach der Indikation und dem klinischen Befund. Die
Hornhautbiopsie durch den Mikrotrepan empfiehlt sich bel oberflachlichen bis tiefen
Hornhautprozessen, bel denen die Strukturerhaltung der Hornhautschichten im Biopsie-
zylinder angestrebt wird. Sowohl bel lokalisierten als auch bei diffusen Prozessen ist es
sinnvoll, mehrfach zu biopsieren. Hier kann nattirlich mit einem erhéhten Risiko infolge des
wiederholten Eingriffs fir eine Methode argumentiert werden, die in einem Arbeitsschritt eine
grolere Materia entnahme erméglicht (Newton, Hwang). Andrerseits ist die Mikrotrepanation
wenig komplikationsbehaftet (Kompa et al. 1999) und deswegen auch bei mehrfacher
Trepanation als sicherer als ein chirurgischer Eingriff mit nachfolgender Hornhautnaht
anzusehen. Abgesehen davon beeintréchtigt die Mikrotrepanation die optische Achse nur
wenig und ermoglicht auch be zentrder Trepanation enen, nach Abheilung
unbeeintréchtigten, Visus ohne irreguléren Astigmatismus (Kompa et al. 2000).

4.3.2 Der Mikrotrepan in der Therapie

4.3.2.1 Indikation

Die Biopsierung der Hornhaut ist bisher nicht as therapeutischer Ansatz beschrieben worden.
Ihre Indikation ist dann zu sehen, wenn sich konservative Mal3nahmen, etwa die topische
Therapie einer Keratitis mit Antibiotika oder Virustatika, als nicht effektiv erweisen. Als
Therapie der ersten Linie ist diese Maldnahme zunéchst zu invasiv. Weiter einschrankend ist
zu sehen, dass die ideale Indikation fUr einen lokalisierten stromalen Prozef3 besteht, nicht fur
eine diffuse Keratitis. Allerdings sind es oft gerade diese lokalisierten, abgekapselten
Infektionen, die sich als besonders therapieresistent erweisen und langfristig als infektioser
Fokus mit der Gefahr der Einschmelzung angesehen werden muissen. Sie kénnen sich im
tiefen Stroma unter intaktem Hornhautepithel befinden. In solchen Falen handelt es sich
héufig um Residuen einer Staphylokokkeninfektion oder einer Herpeskeratitis.

Ist die Indikation gestellt, steht mit der Hornhautbiopsie durch den Mikrotrepan eine sichere,
die strukturelle Integritdt der Hornhaut nur wenig beeintrachtigende und ambulant, unter
lokaler Tropfenanasthesie, durchfihrbare Methode zur Verfligung.

Antimikrobielle Therapie der Hornhaut — Die Pharmakokinetik und ihre Optimierung durch den Mikrotrepan



4 Diskussion 71

4.3.2.2 Zid der therapeutischen Mikrotrepanation

Neben der diagnostischen Abklarung, die immer in Verbindung mit der Trepanation eines
entztindlichen Prozesses erfolgen sollte, und die zum sinnvollen Einsatz der therapeutischen
Trepanation dazugehort, erfolgt durch die Entnahme der Biopsiezylinder unmittelbar eine
Reduktion des infektiosen Agens. Durch bis zu sechs Entnahmen im Bereich eines
lokalisierten Prozesses kann das infektidse Material klinisch signifikant reduziert werden.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass darUber hinaus eine Verbesserung der lokaen
Therapie erreicht werden kann, die sich aus der Eréffnung des Hornhautstromas mit dem
Zugang zum Zielort der Therapie erklart. Die unmittelbar und Stunden bis Tage nach der
Mikrotrepanation topisch applizierten Augentropfen kdnnen verstérkt in das die Trepanation
umgebende Hornhautstroma penetrieren, wie am Beispiel von PVP-Jod anhand der
quantitativen Ergebnisse der EDX-Anayse und der visuellen Darstellung in den Mappings
gezeigt wurde. Somit gelangt der Wirkstoff direkt an den Ort, der zuvor aufgrund der
Krankheltssituation nicht erreichbar war. Dies schafft eine Beschleunigung der Therapie in
zweierlei Hinsicht. Zum einen ist der Ausgangspunkt fur eine lokale medikamentse Therapie
wesentlich verbessert worden, indem der Prozef3 infolge der Mikrotrepanation nicht mehr
unter ,schitzendem®, intaktem Epithel liegt, das eine wirkungsvolle Therapie durch
Antibiotika vereitelt. Somit entfdlt die Penetrationszeit durch Epithel und anteriores Stroma
und ein Tell des Erregerreservoirs wird durch die Stanze entfernt. Zum anderen erreicht der
Wirkstoff in hoherer Konzentration den Wirkort, so dass schneller effektiv behandelt und
bakterizide Konzentrationen erreicht werden kénnen.

4.3.2.3 , Therapeutisches Fenster”

In dieser Studie wird ein therapeutischer Kurzzeiteffekt genutzt, namlich die Tatsache, dass
die Trepanation unmittelbar und flr begrenzte Zeit nach der Intervention mit dem
Mikrotrepan das tiefe, von der Infektion betroffene Stroma fir eine topische Therapie
zuganglich macht. Hierbel ist zu beachten, dass dieser Effekt mit fortschreitender Heillung der
Lasion schnell abnimmt, dass die Applikation also wéhrend der ersten Stunden bis Tage
erfolgen mul3. Danach richtet sich auch die Wahl der zu applizierenden Augentropfen. Bei der
Entscheidung, ob PVP-Jod oder ein Breitspektrumantibiotikum zu wahlen ist, sind
individuelle Faktoren des jeweiligen Falls abzuwdagen, denn oft sind die Patienten schon
intensiv antibiotisch vorbehandelt. Fir PVP-Jod spricht sein breites Wirkspektrum, seine gute
Wirkung gegen Staphylokokken (Melki et a.), seine viruzide Wirkung (Michalovaet al.), und
dass bisher keine Resistenzen bekannt sind (Pels et al.). Vor alem der letzte Punkt empfiehlt
eine zurtickhaltende Anwendung ,,blinder” Antibiotikatherapie. Es sind zum Beispiel gegen
Ciprofloxacin in den letzten Jahren zunehmend Resistenzen aufgefallen (Yamagishi et a.,
Garg et d., Goldstein et a., Kunimoto et a.). Dies wirde den therapeutischen Vorsprung, den
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man durch die Mikrobiopsie gewinnen kann, zunichte machen. Nur bei einer schnellen
Diagnose, z.B. anhand von Farbungen (grampositive / gramnegative Keime), kann es sich as
sinnvoll erweisen, gezielt Antibiotika einzusetzen (Steinert et al., Parks et al., O'Brien et .,
Melki et al., Limberg).

Das zeitlich begrenzte therapeutische Fenster bedeutet eine Chance fur die Therapie, die
Uberlegt, aber schnell genutzt werden mul3.

4.3.2.4 Welchen Wirkstoff als,, Akuttherapie”?

Wir haben in diessr Studie PVP-Jod und Ciprofloxacin as Akuttherapeutika nach
Mikrotrepanation gewahlt.

PVP-Jod hat sich as Antiseptikum und auch bel der Therapie bakterieller Keratitiden
bewahrt. Es mul3 alerdings seine Toxizitdt gegentiber cornealen Fibroblasten beriicksichtigt
werden, die es in der hier verwendeten Konzentration von 11% as nicht optimal erscheinen
lassen. Wenn man aber bedenkt, dass geringere Konzentrationen, etwa 0,5%, ohnehin as
effektiver eingestuft werden, konnte diese PVP-Jodkonzentration als Augentropfen nach
Mikrotrepanation erwogen werden. Wir haben uns bel der Wahl der PV P-Jodkonzentration
von der |dee leiten lassen, das Jod mit Hilfe der EDX-Analyse in der Hornhaut nachzuwel sen.
Diese Uberlegungen standen gegeniiber klinischen Erwagungen zur optimalen Wirkkonzen-
tration im Vordergrund.

Die topische Applikation von Augentropfen, speziell 11% PVP-Jod vor und nach der
Hornhautbiopsie, dient zunéchst der pré& und postoperativen Antisepsis, dem klassischen
Anwendungsfeld von PVP-Jod in dieser Konzentration.

44 PVP-Jod

441 Effektivitdt und Toxizitat

Bel der Frage, welche Konzentration von PVP-Jod bei der hier dargestellten Anwendung
sinnvoll ist, muB die Toxizitét neben der Effektivitat mit betrachtet werden. Ubereinstimmend
fanden Isenberg, Reimer, Melki und Pels Konzentrationen bis 5% PVP-Jod effektiv
mikrobiozid. Teilweise lagen die verwendeten Konzentrationen auch noch deutlich darunter.
So zeigt Melki, dass auch 0,5% PVP-Jod einen signifikanten bakteriziden Effekt bei der
Behandlung der experimentellen Staphylokokkenkeratitis hat. Es ist dabei aber 0,3%
Ofloxacin unterlegen. Da Melki aber Penetrationsprobleme des PVP-Jod eher als mangelnde
antimikrobielle Potenz fir den Unterschied verantwortlich macht, ware es moglich, dass PV P-
Jod bel der verbesserten Penetration, die durch die Mikrotrepanation erméglicht wird,
Ofloxacin gleichwertig wére.
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Die Verdinnung des PVP-Jod bedingt eine Schwachung der Jodbindung zum Tragermol ekl
und fuhrt Uber einen erhdhten Anteil freien Jods zu einer verbesserten antimikrobiellen
Wirkung (Berkelman et a.). So ist zu erkldren, dass niedrige Konzentrationen (0,5%, 2,5%)
von PVP-Jod bei der antimikrobiellen Therapie hohen Konzentrationen (11%) deutlich
Uberlegen sind.

Bei der bekanntermal3en breiten Verwendung von PVP-Jod als préoperatives Antiseptikum
und nun eben auch als antibakterielles Therapeutikum, muf3 die okulére Toxozitét Uberprift
werden. Eine Toxizitét des PVP-Jod gegen das Hornhautepithel ist bisher nicht beobachtet
worden (MacRae et a.). Somit ist eine Verwendung als aul3erliches Antiseptikum zunachst
unbedenklich. Nach Untersuchungen am cornealen Endothel (Alp et a.) und corneaen
Fibroblasten (Pels et al.) besteht aber eine erhebliche Toxizitét in Konzentrationen Uber 5%
(Endothelschaden mit Vakuolenbildung, Alp) bzw. 0,25% (Fibroblasten verlieren ihre
mitochondriale Aktivitét, Pels). Wille et al. fand hingegen bei der Verwendung von PVP-Jod
zur Desinfektion der Konjunktiva vor Cataractextraktion keine Endothelschadigung. Im
Unterschied zur Studie von Alp et a. erfolgte jedoch keine Ingtillation in die VVorderkammer,
sondern das Endothel wurde nach routinemal3igem Operationsablauf beurteilt.

Esist aso schwierig, die fir unsere Fragestellung ideale PV P-Jodkonzentration zu finden, da
bei mikrobioziden Konzentrationen Schédigungen der cornealen Fibroblasten in Kauf
genommen werden missen. Die klinische Relevanz der Fibroblastenschédigung bei einer
PV P-Jodkonzentration von 0,5% ware zu Uberprifen.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass fur die Klinisch-therapeutische Anwendung bel
eréffnetem Hornhautstroma nach Mikrotrepanation ein deutlich geringer konzentriertes als
das von uns verwendete 11% PV P-Jod sinnvoll erscheint.

4.4.2 Penetration und Nachweisgrenze

Wir konnen die Nachweisgrenze fir Jod in der EDXA nicht genau definieren, weil sich auch
in der am geringsten konzentrierten StandardlGsung, die wir verwendeten, Jod sicher
nachweisen liel3. Diese Menge liegt auch hoch Uber der von Pels angegebenen
Nachweisgrenze von 0,2 mg/ml Jod und erst recht tber der von Hall angegebenen 10 g
Pels macht maogliche, nicht optimale Mef3bedingungen in biologischen Proben fir diese
Diskrepanz verantwortlich. Es bleibt aber die Frage, warum in der vorliegenden Studie der
Nachweis von Jod im cornealen Stroma ausbleibt, obwohl Pels fir Konzentrationen von
100 mg/ml (10%) PVP-Jod und eine Einwirkzeit von 5 Minuten stromale Konzentrationen
mit der EDXA nachweisen konnte. Eine denkbare Erkldrung ist, dass Pels von einer
kontinuierlichen Einwirkung im UberfluR der Losung wahrend 5 Minuten ausging (Bad der
humanen Spenderaugen in PV P-Jodl6sung). Zudem ist die Barrierefunktion des Epithels post
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mortem reduziert. Wir haben in unserer Versuchsanordnung einzelne Tropfen appliziert, die
durch den Tranenfilm und die relativ grof3e Vertellungsfléche rasch verteilt worden sein
konnen. Beziglich der Toxizitét ist es aber bel unserer Zielsetzung as Vortell anzusehen,
wenn in das nicht betroffene Stroma kein Wirkstoff eintritt. ES ist somit eine gezieltere
Therapie unter Vermeidung unnétiger toxischer Einflisse auf das Hornhautstroma moglich.

Fur den ausgebliebenen Ciprofloxacinnachweis gilt: nach den Ergebnissen von Donnenfeld et
al. (1994, 1997) und den Ergebnissen der vorliegenden Studie, ist bei der angewendeten
Versuchsanordnung von einer Penetration von Ciprofloxacin in das Hornhautstroma
auszugehen. Es ist ebenso anzunehmen, dass die Penetration von Ciprofloxacin dem Schema,
das sich bel der Penetration von PVP-Jod an der Mikrotrepanantion der Hornhaut gezeigt hat,
ahnelt. Wir konnen also fir Medikamente, deren toxische Wirkung auf die Hornhaut erforscht
ist, und deren Wirksamkeit bei den in Frage kommenden Erregern gezeigt ist, ein neues
Modell zur Therapie bei den vorgestellten Indikationen vorlegen.

45 Mapping

Mappings dienen der visuellen Darstellung der Verteilung ausgewahlter Elemente in einer
Probe.

Die Bilder unserer Proben geben uns Aufschlul3 Gber die Verteilung von Jod im Bereich des
Epithels und der Trepanationen der Hornhaut, nach der topischen Applikation von 11% PV P-
Jod. Deutlich wird, dass sich Jod verstarkt im Epithel, sowie im stromalen Gewebe unter und
an den Seiten der Trepanationen anreichert. Aussagen Uber die Verteilung im peripheren und
tieferen Stroma sind aufgrund dieser Aufnahmen nicht moglich, da sich die Jodsignale dort
kaum vom Hintergrundrauschen abheben.

Der Ausgangspunkt fir eine Penetration des Wirkstoffs in das Stroma ist in den
TrepanlGchern ginstig, weil hier die Barriere, die das Epithel sonst darstellt, entféllt. Das
Epithel ist auf den Jod-Mappings als scharfe Linie zu erkennen, die deutlich die
Barrierefunktion dieser Zellschicht widerspiegelt. In den Trepanationen weicht diese Linie
auf, wird breiter und diffuser und deutet auf den erleichterten Ubertritt der applizierten
Substanz in das Hornhautstroma hin. Die Ergebnisse des Mappings unterstreichen die
Aussagen, die wir anhand der quantitativen EDX-Analyse getroffen haben.
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4.6 Makroskopie und Histologie

46.1 FG, TG, Hydratation, Osmolaritat

Der Wassergehalt der Proben liegt im Mittel bei 85,25% fir die mit PVP-Jod behandelten
Hornhaute und 81,98% fir die mit Ciprofloxacin behandelten Hornhaute. Er liegt somit
signifikant héher as der in der Literatur angegebene von 75% fir die menschliche Hornhaut
(de Azavedo et a.) und 76,2% fir die Hornhaut des Rindes (Midelfart et a.1987). Dieses
Ergebnis sehen wir, in Verbindung mit der, im Vergleich zu Normwerten, leicht erniedrigten
Osmolaritédt, as Folge einer Quellung der Hornhdute unter der Tropfentherapie. Dies kann
jedoch auch artefiziell entstanden sein, denn PVP-Jod wird eigentlich eine entquellende
Wirkung zugeschrieben (Pels et al.). Fur die dehydrierende Wirkung von PV P-Jod wiirde die
im Vergleich zur Ciproflaxacin-Gruppe erhdhte Osmolaritét sprechen. Mit dem Wassergehalt
der Hornhaut verhdlt es sich jedoch genau entgegengesetzt. Wegen der geringen Probenzahl,
die wir fir diese Messungen herangezogen haben, ist eine eindeutige Aussage in dieser Frage
nicht zu treffen.

4.6.2 Prazipitation von Ciprofloxacin

Die Prazipitation von Ciprofloxacin ist nach Essepian et a. auf die im Augenmilieu
veradnderte Loslichkeit des Medikamentes zurlickzufthren. Eine 0,3%ige Ciprofloxacinldsung
(Ciloxan der Firma Alcon) hat einen pH von 4,5. Die Léslichkeit von Ciprofloxacin sinkt bei
physiologischem Tranenfilm-pH, der bei 7,4 (7,3-7,7) liegt. Essepian beschreibt in einem in
vitro Versuch, wie ein Tropfen 0,3% Ciprofloxacin bei topischer Applikation zunachst den
pH-Wert des Tranenfilms auf 4,7 reduziert. Der Wert reguliert sich mit dem Turnover des
Tranenfilms, bleibt jedoch tendentiell saurer as im Ausgangspunkt. Ab einem Trénen-pH von
5,8 und dartiber, sinkt die Loslichkeit von Ciprofloxacin signifikant, die Losung wird tribe.
Essepian fand diese Beobachtungen im Tierversuch bestétigt, sowohl makroskopisch, als auch
mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie.

Bel dem Vergleich der Lodlichkeit von Ciprofloxacin in Flissigkeiten mit unterschiedlichem
pH zeigt sich, das sie mit steigendem pH absinkt. Am hdchsten ist sie in Succinat (0,05 M)
mit einem pH von 4,13. Hierbel betrégt die Lodichkeit von Ciprofloxacinhydrochlorid
32,5mg/ml. Zum Vergleich: in einer 0,05M Phosphatlosung mit pH6,66 betragt die
Lodichkeit nur noch 0,1 mg/ml.

Die beschriebenen weil3en Ablagerungen auf der Hornhaut traten in der vorliegenden Studie
bei alen mit Ciprofloxacin behandelten Augen auf, stérker jedoch in der Gruppe der
trepanierten Hornhaute. Dieses Phanomen wird bel Leibowitz fir ulzerierte Hornhaute mit
bakterieller Keratitis beschrieben. Hier werden bei Ulzerationen stérker ausgepragte, weil3-
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kristalline Belége beschrieben, as bei nicht ulzerierten Hornhduten. Analytisch zeigte sich,
dass es sich bei dem Prézipitat um Ciprofloxacin handelt.

Kanellopoulos et a. beschreiben den Fall einer 83jdhrigen Patientin mit Hornhautulkus, die
nach mehrtégiger topischer Applikation von Ciprofloxacin Augentropfen ein weil3diches, am
Ulkus adhérentes Prézipitat entwickelte.

4.7 Histologie

Es fiedl uns ene Verdickung der Hornhdute gegeniber den Normawerten auf
(Dissertationsschrift von Frau Tatjana von Fischern). Nach Stevens et al. kann Ciprofloxacin,
moglicherweise Uber eine Wechselwirkung mit den cornealen Endothelzellen, zu einem
Stromaddem fuhren. Er macht diese Beobachtung bei intravitreal bzw. intracameral
injiziertem Ciprofloxacin. Jod hingegen soll nach Pels einen dehydrierenden Effekt auf die
Hornhaut ausiiben. Es ist somit fraglich, warum es besonders in der Jodgruppe zu ener
Quellung der Préparate gekommen ist. Moglicherweise handelt es sich um Artefakte, die im
Verlauf der Préparation entstanden sind.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die NMR-Spektroskopie hat sich in dieser Studie al's sensible Nachweismethode fir fluorierte
Medikamente im Auge erwiesen. Die Frage nach Metaboliten von Ciprofloxacin im Auge
weist den Weg fir weitere Untersuchungen an der Struktur dieser Molekile, um eine
Identifizierung zu ermoglichen. Die weitere Erforschung der Aktivitét der Metabolite konnte
Aufschltsse zur Pharmakokinetik speziell im Auge ergeben. Die Sensitivtdt der Methode &t
einein vivo Detektion von fluorierten Medikamenten im Auge dennoch zunéchst nicht zu. Die
Modifizierung und Verbesserung der dies beeinflussenden Faktoren wird Gegenstand weiterer
Forschung sein.

Wir haben durch unsere Versuche die Barrierefunktion des Hornhautepithels zum einen mit
der schichtendifferenzierten Quantifizierung der EDX-Analyse und zum anderen mit der
Visualisierung der Jodverteilung in den Mappings zeigen konnen. Durch die Trepanation der
Hornhaut kann ein starker |okal-therapeutischer Effekt in der Hornhaut erzielt werden, der
sich darin auflert, dass die Jodkonzentrationen am Rande der Trepanationen im
Hornhautstroma sehr weit Gber den Jodkonzentrationen an gleicher Stelle unter intaktem
Hornhautepithel liegen.

Nach einer Mikrotrepanation befindet sich im Trepanationszylinder ein Gewebeblock, der bel
der diagnostischen Indikation fur die histologische Untersuchung zur Verfliigung steht. Im
Falle einer lokal-stromalen Infektion konnten mit der Mikrotrepanation aus dem infektitsen
Herd zwei Ziele verfolgt werden. Zunéchst wird mechanisch eine Keimreduktion erreicht, da
sich im biopsierten Gewebeblock Bakterienmassen befinden. Hier wére bereits der erste Tell
des therapeutischen Ansatzes zu sehen. Gleichzeitig steht das biopsierte Material aber auch
fur die genaue mikrobiologische Analyse der Keime zu Verfigung. Im folgenden Schritt
konnen nun PVP-Jod oder ein Antibiotikum topisch appliziert werden. Die Trepanation
gewdhrleistet eine gute und schnelle Penetration des Wirkstoffs an den Ort der Entziindung.
Die diagnostische Mikrotrepanation kann also einen quantitativen, qualitativen und zeitlichen
Fortschritt bei der Behandlung von stromalen Keratitiden bringen.

Wir haben in dieser Studie gesunde Kaninchenhornhaute untersucht. Fir die Zukunft wéare
denkbar, zur Optimierung der Therapie den Verlauf einer experimentellen Keratitis nach
Mikrotrepanation und lokaler Therapie zu untersuchen.
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7 Anhang

7.1 Feuchtgewicht, Trockengewicht, Osmolaritét

Kaninchen der Gruppe 2

1% Ciprofloxacin

Auge135A

Kammerwasser: 0,23812 ml

Cornea: 0,97001 g

Linse: 1,97646 g

Auge135B

Kammerwasser: 0,27362 ml

Cornea: 0,96770 g

Linse: 1,96731 g

Kaninchen der Gruppen | und 11

Feuchtgewicht, Trockengewicht, Osmolaritdt von Hornhauthéften einer Auswahl von Proben
der Gruppen | und I1:

Probennr. FG (g) TG (9 Diff. FG-TG |Hydratation |Osmo.
(9 (osmol/kg)
464 mT/B 0,0695 0,0104 0,0591 5,6827 0,303
465 mT/B 0,0766 0,0116 0,065 5,6034 0,287
471 0T/B 0,0636 0,0092 0,0544 5,9130 0,33
710T/B 0,0866 0,0125 0,0741 5,9280 0,326
473 oT/C 0,0574 0,0074 0,05 6,7568 0,271
6140T/C 0,0502 0,0112 0,039 3,4821 0,237
463mT/C 0,0434 0,0086 0,0348 4,0465
Mittelwert ges. |0,0639 0,053771 5,3447 0,292333
Mittelwert Jod |0,07408 0,06315 5,7818 0,3115
Mittelwert 0,05033 0,041267 4,7618 0,254
Cipro
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7 Anhang

7.2 Melenstellungen der NM R-Spektroskopie

Spektrum RF-Puls: FID Anzahl Groledes Aufnahmezeit |Wiederholungs- | Temperatur Observations-
Winkel, Dauer | Datenpunkte |Spektrums: = aquisition zeit = repetition | Kevin (K) frequenz
sweep width time time
Cipro. 1H 90°, 11,2 us 34998 5,00 kHz 3,49 sec 5sec 300K 500,13 MHz
Cipro. 13C 90°, 6,58s 65536 25,252 kHz 1,29 sec 3sec 297 K 125,77 MHz
COSY: 1H-13C | 90°, 5us 4096 25,252 kHz 0,081 sec 2 sec 297 K 125,77 MHz
Cipro. 19F 90°, 8,75 159014 61,162 kHz 1,29 sec 15sec 292 K 470,53 MHz
KW/HH: 1H 90°, 11,2 sec 34998 5,00 kHz 3,49 sec 5sec 305K 500,13 MHz
KW/HH/L: 19F |90°, 8,75us 159014 61,162 kHz 1,29 sec 15sec 292 K 470,53 MHz
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7.3 EDXA Standards und Ergebnisse

Aus Instat: Lineare Regression

Magnesium-Standard

Number of points= 21

Parameter Best-fit Vaue Standard Error 95% confidence interval

from to
Slope 2.077 0.09101 1.887 2.268
Y intercept 1.083 0.07751 0.9204 1.245
X intercept -0.5212

Correlation coefficient (r) = 0.9822.

r squared = 0.9648

Standard deviation of residuals from line (Sy.x) = 0.2084
Test: Isthe dope significantly different from zero?

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

This result was obtained from the following ANOVA table.

Source of variation Degrees of freedom | Sum of squares Mean sguare
Linear regression 1 22.631 22.631
(Modd)

Deviations from 19 0.8255 0.04345
linearity (Residual)

Total 20 23.457

F =520.88

Abb. 7-1: Magnesium Sandard zur EDXA. Lineare Regression: durchgezogene Linie; 95%
Konfidenzintervall: gepunktete Linie. Ordinate: P/B-Quotient des Mg-Standards. Abszisse:
Einwaage Mg in den jeweiligen Sandard (0-100%) in mmol/g
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Chlorid-Standard

Number of points = 21

Parameter Best-fit Value Standard Error | 95% confidence interval

from to
Slope 7.006 0.5165 5.925 8.087
Y intercept 3.285 1.426 0.3010 6.268
X intercept 0.4688

Correlation coefficient (r) = 0.9521.

r squared = 0.9064

Standard deviation of residuals from line (Sy.x) = 3.833
Test: Isthe slope significantly different from zero?

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

This result was obtained from the following ANOVA table.

Source of variation Degrees of freedom | Sum of squares Mean square
Linear regression 1 2704.0 2704.0
(Modéd)

Deviations from 19 279.20 14.694
linearity (Residua)

Totd 20 2983.2

F=184.02

Abb. 7-2: Chlorid Standard zur EDXA. Lineare Regression: durchgezogene Linie; 95%
Konfidenzintervall: gepunktete Linie.
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Kalium-Standard

Number of points= 18

Parameter Best-fit Vaue Standard Error | 95% confidence interval
from to

Slope 14.839 1.182 12.333 17.345

Y intercept 0.9563 0.1029 0.7381 1.175

X intercept -0.06445

Correlation coefficient (r) = 0.9528.

r squared = 0.9078

Standard deviation of residuals from line (Sy.x) = 0.2440

Test: Isthe dope significantly different from zero?

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

This result was obtained from the following ANOVA table.

Source of variation Degrees of freedom | Sum of squares Mean square

Linear regression 1 9.386 9.386

(Modd)

Deviations from 16 0.9529 0.05956

linearity (Residual)

Total 17 10.339

F=157.61

— Tt Tt
0,082 0,102 0,123 0,143

1t
0,061

e e e L m s
0 0,02 0,041

Abb. 7-3: Kalium Standard zur EDXA. Lineare Regression: durchgezogene Linie; 95%
Konfidenzintervall: gepunktete Linie. Ordinate: P/B-Quotient des Kalium-Standards.
Abszisse: Kalium-Einwaage zur Standardlidsung in mmol/g (0-100%).

Antimikrobielle Therapie der Hornhaut — Die Pharmakokinetik und ihre Optimierung durch den Mikrotrepan




\

Schwefel-Standard
Number of points= 18

Parameter Best-fit Value Standard Error | 95% confidence interval
from to

Slope 12.769 1.264 10.090 15.449

Y intercept 1.667 0.4400 0.7345 2.600

X intercept -0.1306

Correlation coefficient (r) = 0.9298.

r squared = 0.8645

Standard deviation of residuals from line (Sy.x) = 1.043

Test: Isthe dlope significantly different from zero?

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

This result was obtained from the following ANOVA table.

Source of variation Degrees of freedom | Sum of squares Mean square

Linear regression 1 111.09 111.09

(Modéd)

Deviations from 16 17.411 1.088

linearity (Residua)

Total 17 128.50

F =102.08

i
[N

i
o

kN W A OO N ®© ©

t L e
0 0,082

Tt
0,164 0,246

Tt Tt
0,328 0,41 0,492 0,573

Abb. 7-4. Schwefel-Sandard zur EDXA. Lineare Regression: durchgezogene Linie; 95%
Konfidenzintervall: gepunktete Linie. Ordinate: P/B-Quotient des Schwefel-Sandards.
Abszisse: Schwefel-Einwaage zur Standardlésung in mmol/g (0-100%).
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Phosphat-Standar d
Number of points= 18

Parameter Best-fit Vaue Standard Error | 95% confidence interval

from to
Slope 11.228 1.070 8.960 13.495
Y intercept 0.9117 0.1862 0.5168 1.307
X intercept -0.08120

Correlation coefficient (r) = 0.9345.

r squared = 0.8732

Standard deviation of residuals from line (Sy.x) = 0.4416
Test: Isthe dope significantly different from zero?

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

This result was obtained from the following ANOVA table.

Source of variation Degrees of freedom | Sum of squares Mean square
Linear regression 1 21.486 21.486
(Modd)

Deviations from 16 3.120 0.1950
linearity (Residual)

Total 17 24.606

F=110.20

Tttt Tttt
0 0,041 0,082 0,123 0,164 0,205 0,246 0,287

Abb. 7-5: Phosphat-Sandard zur EDXA. Lineare Regression: durchgezogene Linie; 95%
Konfidenzintervall: gepunktete Linie. Ordinate: P/B-Quotient des Phosphat-Standards.
Abszisse: Phosphat-Einwaage zur Standardl6sung in mmol/g (0-100%).
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Natrium-Standard
Number of points= 18

Parameter Best-fit Value Standard Error | 95% confidence interval

from to
Slope 3.860 0.4204 2.969 4,751
Y intercept 1.077 0.2564 0.5330 1.620
X intercept -0.2789

Correlation coefficient (r) = 0.9168.

r squared = 0.8405

Standard deviation of residuals from line (Sy.x) = 0.6078
Test: Isthe dlope significantly different from zero?

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

This result was obtained from the following ANOVA table.

Source of variation Degrees of freedom | Sum of squares Mean square
Linear regression 1 31.143 31.143
(Modd)
Deviations from 16 5.911 0.3694
linearity (Residua)
Total 17 37.054
F=84.303

°

Abb. 7-6: Natrium-Standard zur EDXA. Lineare Regression: durchgezogene Linie; 95%
Konfidenzintervall: gepunktete Linie. Ordinate: P/B-Quotient des Natrium-Standards.
Abszisse: Natrium-Einwaage zur Standardlésung in mmol/g (0-100%).
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Calcium-Standard
Number of points = 21

Parameter Best-fit Vaue Standard Error | 95% confidence interval

from to
Slope 9.319 0.5550 8.158 10.481
Y intercept 1.440 0.2933 0.8266 2.054
X intercept -0.1546

Correlation coefficient (r) = 0.9679.

r squared = 0.9369

Standard deviation of residuals from line (Sy.x) = 0.7886
Test: Isthe dope significantly different from zero?

The P value is < 0.0001, considered extremely significant.

This result was obtained from the following ANOVA table.

Source of variation Degrees of freedom | Sum of squares Mean square
Linear regression 1 175.33 175.33
(Modd)

Deviations from 19 11.817 0.6219
linearity (Residual)

Total 20 187.15

F=281.91

L B e B e e e e S e e e e e e e  m e e e
0 0,082 0,164 0,246 0,328 0,41 0,492 0,573 0,655 0,737 0,819 0,901

Abb. 7-7: Calcium-Standard zur EDXA. Lineare Regression: durchgezogene Linie; 95%
Konfidenzintervall: gepunktete Linie. Ordinate: P/B-Quotient des Calcium-Sandards.
Abszisse: Calcium-Einwaage in die Sandardl 6sung in mmol/g (0-100%)
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Jod-Standard

Number of points =6

Parameter Best-fit Value Standard Error | 95% confidence interval
from to

Slope 0.8599 0.1999 0.3051 1.415

Y intercept 1.129 0.07731 0.9139 1.343

X intercept -1.312

Correlation coefficient (r) = 0.9068.

r squared = 0.8223

Standard deviation of residuals from line (Sy.x) = 0.1064

Test: Isthe slope significantly different from zero?

The P value is 0.0126, considered significant.

This result was obtained from the following ANOVA table.

Source of variation Degrees of freedom | Sum of squares Mean square

Linear regression 1 0.2096 0.2096

(Modd)

Deviations from 4 0.04528 0.01132

linearity (Residua)

Total 5 0.2548

F=18.510

10D P/B

T ——T
0 0,082 0,164

——
0,246

———T T
0,328 0,41 0,492

10D mmol/g

—
0,573

Abb. 7-8: Jod-Sandard zur EDXA. Lineare Regression:
Konfidenzintervall: gepunktete Linie. Ordinate: P/B-Quotient des Jod-Standards. Abszisse:
Jod-Einwaage zur Standardlésung in mmol/g (0-100%).

durchgezogene Linie; 95%
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EDXA-Ergebnisse des Jod-Standar ds

Jod-Standard P/B Jod Konzentration mol/kg
BETAOI 1,04 -0,04297994
BETAOII 1,129 0,042024833
BETAOIII 0,988 -0,09264565
BETA20I 1,368 0,270296084
BETA20II 1,142 0,054441261
BETAA40I 1,465 0,362941738
BETA40lI 1,507 0,403056351
BETAGOI 1,262 0,169054441
BETAGOII 1,548 0,442215855
BETAG0 1,313 0,217765043
BETAS0II 1,43 0,329512894
BETASOII 1,67 0,558739255
BETAS80I 1,867 0,746895893
BETA100I 1,599 0,490926457

Gleichung zur Errechnung der Konzentration aus P/B-Werten:
Konz = (PB-Intercept) / dope

EDXA — Gruppeneintellung

Gruppe |: PVP-Jod Gruppe I1: 1% Ciprofloxacin
[.1. Mikrotrepanation: |1.2. HH intakt: [1.1. Mikrotrepanation | I1.2. HH intakt
464 470 462 472
465 471 463 473
468 613 466 614
469 71 467 615

EDXA-Ergebnisseder Gruppen | fur Jod

Kaninchenaugen mit PVP-Jod getropft.
EDXA-Ergebnisse fur Jod, HH intakt

Intakte HH HH-Schicht Jod mol/kg TG P/B Quotient
Probennummer

470A10 Epi 0,46991404 1,577
470A5 Epi 0,98471824 2,116
471A10 Epi 0,71251194 1,831
471A5 Epi 0,02578797 1,112
613A10 Epi 0,81375358 1,937
613A5 Epi 0,32378223 1,424
71A5 Epi 0,05444126 1,142
470A4 Subepi 0,02578797 1,112
470A9 Subepi -0,03438395 1,049
471A4 Subepi 0,09551098 1,185
471A9 Subepi -0,04775549 1,035
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Intakte HH HH-Schicht Jod mol/kg TG P/B Quotient
Probennummer

613A4 Subepi 0,10888252 1,199
613A9 Subepi 0,0678128 1,156
470A3 Stroma 0,01241643 1,098
470A8 Stroma 0,05730659 1,145
471A3 Stroma -0,11843362 0,961
471A8 Stroma -0,10219675 0,978
613A3 Stroma -0,08787011 0,993
613A8 Stroma 0,01623687 1,102
470A2 Vor-DesC. 0,02769819 1,114
470A7 Vor-Desc. -0,07258835 1,009
471A2 Vor-Desc. 0,10124164 1,191
471A7 Vor-DesC. -0,02578797 1,058
613A2 Vor-Desc. -0,0286533 1,055
613A7 Vor-DesC. -0,02196753 1,062
470A1 Desc. -0,0773639 1,004
470A6 Desc. -0,04680038 1,036
471A1 Desc. -0,02769819 1,056
471A6 Desc. -0,04106972 1,042
613A1 Desc. -0,03342884 1,05
613A6 Desc. -0,00382044 1,081
EDXA-Ergebnissefur Jod, HH trepaniert

Trepanierte HH HH-Schicht Jod mol/kg TG P/B Quotient
Probennummer

464B10 Epi 0,63228271 1,747
464B5 Epi 0,32378223 1,424
464C10 Epi 0,51289398 1,622
464C5 Epi 0,76504298 1,886
465B10 Epi 0,47277937 1,58
465B5 Epi 0,2139446 1,309
465C10 Epi 1,23209169 2,375
465C5 Epi 0,83285578 1,957
468B10 Epi 0,79178606 1,914
468B5 Epi 1,19102197 2,332
469A10 Epi 1,25310411 2,397
469A5 Epi 1,77936963 2,948
469B10 Epi 0,76313276 1,884
469B5 Epi 1,21298949 2,355
469B5 Epi 1,37058262 2,52
464B4 Subepi -0,03724928 1,046
464B9 Subepi -0,07640879 1,005
464C4 Subepi -0,06112703 1,021
464C9 Subepi -0,00191022 1,083
465B4 Subepi 0,01814709 1,104
465B9 Subepi 0,00191022 1,087
465C4 Subepi 0,03151862 1,118
465C9 Subepi 0,02387775 1,11
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X1

Trepanierte HH HH-Schicht Jod mol/kg TG P/B Quotient
Probennummer

468B4 Subepi 0,03056351 1,117
468B9 Subepi -0,0286533 1,055
469A4 Subepi -0,00859599 1,076
469A9 Subepi -0,03247373 1,051
469B4 Subepi -0,03342884 1,05
469B9 Subepi -0,01241643 1,072
464BBL Trep.li 1,09646609 2,233
464CBL Trep.li -0,00286533 1,082
465BBL Trep.li 0,52340019 1,633
465CBL Trep.li 0,23782235 1,334
468BBL Trep.li 0,0296084 1,116
469ABL Trep.li 0,62273161 1,737
469BBU Trep.li 1,53486151 2,692
464BBR Trep.re 0,48901624 1,597
464CBR Trep.re 1,3887297 2,539
465BBR Trep.re 1,13753582 2,276
465CBR Trep.re 1,00382044 2,136
468BBR Trep.re 0,40019102 1,504
464BBU Trep.unten. -0,03629417 1,047
464CBU Trep.unten. 0,03724928 1,124
465BBU Trep.unten. 1,19866285 2,34
465CBU Trep.unten. 0,05444126 1,142
468BBU Trep.unten. -0,0191022 1,065
469ABU Trep.unten. 0,00095511 1,086
469BBL Trep.unten. 0,06399236 1,152
464B3 Stroma 0,03342884 1,12
464B8 Stroma -0,03438395 1,049
464C3 Stroma 0,08213945 1,171
464C8 Stroma -0,08309456 0,998
465B3 Stroma -0,09169054 0,989
465B8 Stroma -0,04489016 1,038
465C3 Stroma -0,02101242 1,063
465C8 Stroma -0,04393505 1,039
468B3 Stroma -0,01719198 1,067
468B8 Stroma 0,01050621 1,096
469A3 Stroma -0,0296084 1,054
469A8 Stroma -0,0095511 1,075
469B3 Stroma -0,05062082 1,032
46988 Stroma 0,06112703 1,149
464B2 Vor-Desc. -0,07449857 1,007
464B7 Vor-Desc. 0,01146132 1,097
464C2 Vor-Desc. 0,0296084 1,116
464C7 Vor-Desc. -0,04489016 1,038
465B2 Vor-Desc. -0,04680038 1,036
465B7 Vor-Desc. 0,00191022 1,087
465C2 Vor-Desc. 0,03629417 1,123
465C7 Vor-Desc. -0,02101242 1,063
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Trepanierte HH HH-Schicht Jod mol/kg TG P/B Quotient
Probennummer

468B2 Vor-Desc. -0,03533906 1,048
468B7 Vor-Desc. 0,06972302 1,158
469A2 Vor-Desc. 0,0286533 1,115
460A7 Vor-Desc. -0,11174785 0,968
469B2 Vor-Desc. 0,086915 1,176
469B7 Vor-Desc. -0,02578797 1,058
464B1 Desc. 0,10315186 1,193
464B6 Desc. 0,00573066 1,091
464C1 Desc. -0,01623687 1,068
464C6 Desc. 0,03724928 1,124
465B1 Desc. 0,00573066 1,091
465B6 Desc. -0,04489016 1,038
465C1 Desc. 0,01050621 1,096
465C6 Desc. 0,01146132 1,097
468B1 Desc. -0,08787011 0,993
468B6 Desc. -0,00668577 1,078
460A1 Desc. 0,06017192 1,148
469A6 Desc. 0,01050621 1,096
469B1 Desc. -0,06494747 1,017
469B6 Desc. 0,16714422 1,26
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EDXA-Ergebnisse der Gruppel. (PVP-Jod)

Tabelle: PIB-Werte fir Na, Mg, Si, P, S, Cl, K, Ca. Gruppe | (PVP-Jod)

Dateiname L okalisation | Backgr. P/B Na P/B Mg P/B Si P/B P P/B S P/B Cl P/B K P/B Ca
464C5 Epithel 180997 3,85 1,111 1,139 3,225 3,395 3,162 1,159 1,423
464C10 Epithel 179415 4,302 1,131 1,044 4,612 4,215 3,849 1,235 1,706
464B5 Epithel 184462 3,301 1,074 0,963 2,65 3,951 3,477 1,32 1,293
464B10 Epithel 183619 3,696 1,088 1,248 3,703 4,355 3,649 1,302 1,411
465B5 Epithel 196106 4,564 1,052 1,046 191 2,961 5,639 1,385 1,26
465B10 Epithel 197064 4,484 1,053 1,077 2,658 3,843 5,825 1,386 1,549
465C5 Epithel 147943 4,414 1,158 1,072 2,429 2,883 5,247 1,556 1,785
465C10 Epithel 157203 4,406 1,048 0,945 1,888 2,589 5,595 1,616 1,049
468B5 Epithel 187808 3,728 1,067 1,171 2,235 3,355 4,605 1,9 1,773
468B10 Epithel 151089 3,162 1,000 1,313 3,308 4,078 4,213 1,855 1,331
469A5 Epithel 161651 4,544 1,077 1,025 3,035 3,824 6,87 2,035 1,539
469A10j Epithel 116282 3,435 1,053 0,99 1,702 3,294 4,334 1,624 1,223
469B5 Epithel 179207 4,059 1,096 1,08 4,343 3,606 4,812 1,571 2,711
469B10 Epithel 169998 3,501 1,048 1,005 3,375 4,065 3,66 1,245 1,27
470A5, Epithel 160311 4,46 1,139 1,525 2,474 3,404 5,113 1,725 1,438
470A10 Epithel 153805 4,205 1,056 1,004 4,055 4,304 4,263 1,365 1,506
471A5, Epithel 153041 3,331 1,003 0,987 2,811 3,658 3,634 1,496 1,287
471A10 Epithel 135946 3,509 1,037 1,168 2,627 3,358 3,443 1,423 1,226
613A5 Epithel 139724 3,874 1,013 0,988 3,336 3,659 3,326 1,233 1,358
613A10 Epithel 164053 4,213 1,074 1,021 3,678 4,21 4,677 1,202 1,409
71A5 Epithel 131209 4,245 1,079 1,096 1,771 3,804 5,281 1,327 1,461
71A10 Epithel 132630 3,343 1,068 1,056 2,198 3,56 2,467 1,097 1,267
464CBL Trepan li 170405 2,982 1,012 1,132 1,343 2,244 2,856 1,175 1,24
464BBL Trepan li 135071 3,721 1,031 1,06 1,9 3,366 5,705 1,124 1,8
465BBL Trepan li 196463 3,504 1,059 1,012 2,458 2,87 5114 1,45 1,486
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Dateiname L okalisation | Backgr. P/B Na P/B Mg P/B Si P/B P P/B S P/B Cl P/B K P/B Ca
465CBL Trepan li 60344 4,143 1,153 0,931 1,112 2,535 6,363 1,735 1,149
468BBL Trepan li 156002 3,621 0,991 1,037 1,067 2,673 3,929 1,725 1,14
469ABL Trepan li 131435 4,182 1,104 1,003 1,731 2,768 6,214 1,844 1,246
469BBL Trepan li 161454 3,463 1,014 1,037 1,186 2,893 3,946 1,4 1,149
464CBR Trepan re 184306 4,544 1,083 1,824 1,26 3,023 4,403 1,215 1,434
464BBR Trepan re 124696 3,661 1,074 1,022 1,467 3,069 5,03 1,211 1,338
465BBR Trepan re 193150 5,488 1,032 0,939 1,239 3,374 7,076 1,46 1,104
465CBR Trepan re 127644 3,77 0,996 1,015 1,148 2,985 6,897 2 1,201
468BBR Trepan re 151399 3,592 1,051 1,089 1,173 2,681 3,938 1,645 1,129
469ABR Trepan re 95812 4,103 1,022 1,054 1,176 2,947 6,035 1,804 1,118
469BBR Trepan re 169519 3,298 1,052 1,022 1,049 2,452 2,964 1,356 1,057
464CBU Trepan u. 177150 4,103 1,006 1,655 1,197 3,075 4,048 1,137 1,147
464BBU Trepan u. 126677 2,94 0,99 1,115 1,184 2,254 3,165 1,228 1,364
465BBU Trepan u. 187745 4,153 1,059 1,067 2,129 3,123 5,945 1,458 1,318
465CBU Trepan u. 57381 3,377 0,876 1,101 1,306 2,779 5,248 1,769 1,047
468BBU Trepan u. 150347 3,969 1,004 1,097 1,304 3,133 4,044 1,662 1,078
469ABU Trepan u. 102193 2,729 0,991 0,946 1,127 2,216 3,912 1,516 1,117
469BBU Trepan u. 173891 2,462 0,98 0,99 1,076 1,991 2,611 1,268 1,118
464C4 Subepithel 173845 2,404 0,997 1,032 1,076 1,848 2,242 1,183 1,147
464C9 Subepithel 174694 3,004 1,037 1,01 1,052 2,835 3,215 1,199 1,247
464B4 Subepithel 178520 3,364 1,06 0,998 1,313 3,73 3,806 1,239 1,241
464B9 Subepithel 182408 3,31 1,047 0,996 1,134 3,481 3,587 1,221 1,091
465B4 Subepithel 198740 2,677 1,008 1,053 1,072 2,002 2,806 1,221 1,016
465B9 Subepithel 199241 2,916 0,947 1,018 1,075 2,399 3,946 1,353 1,106
465C4 Subepithel 157866 4,617 1,054 0,978 1,406 2,82 6,271 1,732 1,223
465C9 Subepithel 151818 3,039 1,013 1,018 1,213 2,239 4,208 1,469 1,219
468B4 Subepithel 156025 3,854 1,039 1,09 1,26 3,364 4,569 1,99 1,353
468B9 Subepithel 146271 3,903 1,038 1,149 1,404 4,126 4,896 2,11 1,219
469A4 Subepithel 146396 4,392 1,007 0,986 1,314 3,47 6,265 2,133 1,211
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Dateiname L okalisation | Backgr. P/B Na P/B Mg P/B Si P/B P P/B S P/B Cl P/B K P/B Ca
469A9 Subepithel 112357 3,668 1,055 1,024 1,272 3,619 4,617 1,494 1,159
469B4 Subepithel 163975 3,087 1,007 1,001 1,194 2,42 3,296 1,373 1,138
469B9 Subepithel 162029 3,341 1,005 0,991 1,233 3,045 3,631 1,318 1,147
470A4 Subepithel 149334 4,204 1,036 0,968 1,261 3,298 5,325 1,572 1,279
470A9 Subepithel 147657 3,065 1,032 1,009 1,091 2,394 3,106 1,18 1,17
471A4 Subepithel 138368 4,142 1,017 1,142 1,457 4,037 4,778 1,485 1,246
471A9 Subepithel 144687 3,691 1,063 1,054 14 3,694 4,183 1,484 1,218
613A4 Subepithel 162479 3,94 1,046 0,962 1,257 3,849 4,497 1,348 1,23
613A9 Subepithel 149895 2,387 1,055 1,046 1,2 1,968 2,135 1,226 1,179
71A4, Subepithel 131124 2,354 1,035 1,004 1,027 1,877 2,24 1,065 1,143
71A9, Subepithel 128755 3,781 1,061 0,934 1,409 3,677 3,000 1,217 1,355
464C3 Stroma 195887 4,433 1,114 4,534 1,103 3,357 3,971 1,156 1,869
464C8 Stroma 181252 4,173 1,083 1,063 1,132 3,926 4,817 1,266 1,191
464B3 Stroma 184009 3,387 1,024 1,087 1,163 3,188 3,708 1,202 1,172
464B8 Stroma 180855 2,936 1,075 1,034 1,069 2,521 3,258 1,166 1,055
465B3 Stroma 201155 3,669 1,026 0,986 1,068 2,756 4,86 1,301 1,111
465B8 Stroma 203733 4,072 1,08 1,008 1,118 2,941 5,661 1,358 1,165
465C3 Stroma 154355 5,344 1,011 1,031 1,246 3,212 9,288 1,977 1,231
465C8 Stroma 158789 4,723 1,006 0,964 1,038 2,741 6,475 1,672 1,098
468B3 Stroma 155516 3,33 1,033 1,083 1,318 3,011 3,485 1,791 1,185
468B8 Stroma 147879 3,47 1,13 1,201 1,226 3,642 3,642 1,997 1,164
469A3 Stroma 148912 4,458 1,02 1,042 1,313 3,306 5,742 1,676 11
469A8 Stroma 118048 3,969 0,976 1,027 1,294 3,488 5,737 1,602 1,127
46983 Stroma 172076 3,671 1,014 0,957 1,139 2,429 4,145 1,441 1,118
469B8 Stroma 169834 3,614 1,061 0,96 1,227 2,439 4,263 1,328 1,141
470A3 Stroma 143771 4,262 0,993 0,991 1,123 2,563 5,501 1,477 1,129
470A8 Stroma 157064 4,003 0,977 1,01 1,272 3,605 5,568 1,435 1,251
471A3 Stroma 150411 4,259 1,034 0,961 1,16 3,498 5,428 1,405 1,065
471A8 Stroma 143769 4,348 1,029 1,015 1,275 3,611 5,356 1,323 1,187
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Dateiname L okalisation | Backgr. P/B Na P/B Mg P/B Si P/B P P/B S P/B Cl P/B K P/B Ca
613A3 Stroma 157934 2,227 1,01 0,986 0,987 1,911 2,453 1,181 1,001
613A8 Stroma 156564 3,228 1,046 1,008 0,999 2,423 3,519 1,213 1,114
71A3 Stroma 127792 2,94 1,001 1,04 1,278 2,559 3,17 1,294 1,15
71A8 Stroma 128511 2,98 0,988 1,000 1,064 2,458 2,945 1,185 1,099
464C2 Vor-Desc. 173730 4,085 0,988 1,202 1,191 3,338 4,183 1,19 1,161
464C7 Vor-Desc. 176099 2,428 1,045 1,027 1,036 1,934 2,151 1,074 0,952
46482 Vor-Desc. 186401 4,306 1,009 1,049 1,228 3,736 5,64 1,261 1,027
464B7 Vor-Desc. 184875 4,411 0,995 1,05 1,156 3,313 5,207 1,258 1,09
465B2 Vor-Desc. 204473 5,831 1,022 0,991 1,226 2,917 7,723 1,52 1,092
465B7 Vor-Desc. 194208 7,493 1,005 0,926 1,302 3,848 12,831 1,843 1,264
465C2 Vor-Desc. 153075 8,549 1,065 1,036 1,347 4,253 12,239 2,51 1,306
465C7 Vor-Desc. 154942 5,567 1,016 1,021 1,159 2,761 7,728 1,848 1,148
46882 Vor-Desc. 160874 4,366 1,034 1,168 1,17 3,08 4,512 2,044 1,34
468B7 Vor-Desc. 146813 4,039 1,104 1,128 1,396 4,006 4,461 2,112 1,251
469A2 Vor-Desc. 146105 3,334 1,029 0,979 1,278 2,243 3,748 1,47 1,198
469A7 Vor-Desc. 121433 3,277 1,063 1,035 1,232 2,633 3,935 1,387 1,071
469B2 Vor-Desc. 162995 3,193 1,045 0,959 1,078 2,464 3,513 1,312 1,217
469B7 Vor-Desc. 172114 4,798 1,04 0,953 1,451 3,264 5,806 1,409 1,139
470A2 Vor-Desc. 143566 5,391 1,115 1,016 1,23 3,194 6,36 1,343 1,221
470A7 Vor-Desc. 143861 4,893 1,054 1,016 1,092 3,897 5,589 1,313 1,055
471A2 Vor-Desc. 144150 3,771 1,064 0,999 1,151 2,564 4,335 1,288 1,239
471A7 Vor-Desc. 150718 4,692 1,044 0,927 1,066 3,139 5,954 1,426 1,171
613A2 Vor-Desc. 159571 5,564 1,052 1,039 1,359 4,271 6,888 1,4 1,249
613A7 Vor-Desc. 132280 5,547 0,994 1,058 1,547 4,246 7,66 1,353 1,136
71A2 Vor-Desc. 135494 5,181 1,034 0,92 1,169 3,455 6,007 1,313 1,182
71A7 Vor-Desc. 145815 4,353 1,096 1,487 0,93 3,016 3,84 1,31 1,609
464C1 Descemet 175731 4,417 1,036 1,109 1,111 3,992 4,724 1,2 1,252
464C6 Descemet 171977 4,401 1,05 1,038 1,448 4,561 6,074 1,329 1,372
464B1 Descemet 113045 4,369 1,023 1,086 1,368 4,723 6,326 1,387 1,347
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Dateiname L okalisation | Backgr. P/B Na P/B Mg P/B Si P/B P P/B S P/B Cl P/B K P/B Ca
464B6 Descemet 175183 5,134 1,007 1,047 1,477 514 7,635 1,424 1,313
465B1 Descemet 186779 8,026 1,058 1,016 2,318 4,095 12,648 1,757 1,254
465B6 Descemet 211977 8,041 1,055 1,032 1,997 3,946 14,871 1,888 1,22
465C1 Descemet 178214 8,313 1,081 0,981 2,061 4,4 12,537 2,525 1,449
465C6 Descemet 166020 6,974 1,103 0,968 1,529 4,235 10,504 2,356 1,365
468B1 Descemet 158195 4,649 0,999 1,022 2,251 3,943 5,712 2,446 1,46
468B6 Descemet 150816 3,968 1,093 1,000 1,653 4,174 4,273 2,265 1,405
469A1 Descemet 143954 4,267 0,994 0,954 1,575 3,378 5,485 1,713 1,215
469A6 Descemet 104931 4,698 1,059 0,956 3,000 4,056 6,127 1,69 1,201
469B1 Descemet 167751 4,311 1,029 0,946 1,277 4,312 6,219 1,481 1,148
469B6 Descemet 174295 5,619 1,042 0,927 1,337 4,491 7,901 1,621 1,411
470A1 Descemet 160994 5,175 1,046 0,986 1,477 3,900 7,707 1,462 1,225
470A6 Descemet 163297 3,463 1,022 0,926 1,275 3,408 4,455 1,304 1,151
471A1 Descemet 124773 4,925 1,139 1,03 1,747 3,347 5,544 1,39 1,224
471A6 Descemet 126177 4,418 1,003 1,084 2,169 3,533 5,426 1,28 1,161
613A1 Descemet 166151 4,265 1,109 0,997 1,606 3,036 4,564 1,22 1,206
613A6 Descemet 169608 4,982 1,039 0,988 1,54 4,433 6,679 1,421 1,198
71A1 Descemet 196767 5,612 1,087 1,028 1,45 4,583 7,761 1,376 1,338
71A6 Descemet 116893 4,39 1,012 0,957 1,338 4,504 5,005 1,519 1,274
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EDXA-Ergebnisse der Gruppen | (PVP-Jod).

Konzentrationen in mol/kg von Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca

Dateiname Lokalisation | Konz. Na Konz Mg Konz P Konz S Konz Cl Konz K Konz Ca
464C5 Epithel 0,683058766 [-0,00048031 |0,178359964 |0,115819624 |0,043083593 |0,014366255 |[-0,00334773
464C10 Epithel 0,794197197 [0,009125841 | 0,29085895 0,176042891 |0,089622002 |0,019528597 |0,027213823
464B5 Epithel 0,54806983 -0,01825168 |0,131721956 |0,156653937 |0,064422165 |0,025302269 |-0,01738661
464B10 Epithel 0,645193017 |[-0,01152738 |0,217130343 |0,186324912 |0,076073703 |0,024079609 |-0,00464363
465B5 Epithel 0,858618146 |[-0,02881844 |0,071700868 |0,083945358 |0,210879285 |0,02971743 |-0,02095032
465B10 Epithel 0,838947627 |-0,02833814 |0,132370833 |0,148722092 |0,223479203 |0,029785355 |0,010259179
465C5 Epithel 0,821735923 |0,02209414 0,113796739 |0,078216804 |0,184324617 |0,041332699 |0,03574514
465C10 Epithel 0,819768871 |[-0,03073967 |0,069916457 |0,056624559 |0,207898659 |0,045408233 |-0,0437365
468B5 Epithel 0,653061224 |-0,02161383 |0,098061481 |0,112881904 |0,140834575 |0,06469909 |0,034449244
468B10 Epithel 0,513892304 |-0,05379443 |0,185092059 |0,165981199 |0,114279908 |0,06164244 |-0,01328294
469A5 Epithel 0,853700516 |[-0,01681076 |0,162949144 |0,147326675 |0,294269069 |0,07386904 |0,009179266
469A10 Epithel 0,581017949 |[-0,02833814 |0,054830075 |0,10840188 |0,122476629 |0,045951637 |-0,024946
469B5 Epithel 0,734447996 |-0,00768492 |0,269040474 |0,131316099 |0,154857065 |0,042351583 |0,13574514
469B10 Epithel 0,597246127 |-0,03073967 |0,190526401 |0,165026439 |0,076818859 |0,020207852 |[-0,01987041
470A5 Epithel 0,833046472 |0,0129683 0,11744667 0,116480611 |0,175247256 |0,052812118 |-0,00172786
470A10 Epithel 0,770346693 [-0,02689721 |0,245680915 |0,182579318 |0,117666983 |0,028358919 |0,005615551
471A5 Epithel 0,555446275 [-0,05235351 [0,144780599 |0,135135135 |0,07505758 0,037257166 | -0,01803456
471A10 Epithel 0,599213179 |-0,03602305 |0,129856436 |0,113102233 |0,062118954 |0,032298601 |-0,02462203
613A5 Epithel 0,688959921 |[-0,04755043 |0,187363128 |0,135208578 |0,054193199 |0,019392746 |-0,01036717
613A10 Epithel 0,772313745 |-0,01825168 |0,215102604 |0,175675676 |0,145711963 |0,017287053 |-0,00485961
71A5 Epithel 0,780181952 |-0,01585014 |0,060426636 |0,145857814 |0,186627828 |0,025777748 |0,00075594
71A10 Epithel 0,558396853 [-0,02113353 |0,095060427 |0,12793772 -0,00399675 |0,01015487 |-0,02019438
464CBL Trepan li 0,469633637 |-0,04803074 |0,025711737 |0,031286722 |0,022354694 |0,015453063 |-0,02311015
464BBL Trepan li 0,651340054 |-0,0389049 0,070889772 |0,113689777 |0,215350224 |0,01198886 |0,037365011
465BBL Trepan li 0,597983772 |-0,02545629 |0,116148917 |0,077262045 |0,175314998 |0,034132591 |0,003455724
465CBL Trepan li 0,755102041 |0,019692603 |0,006975424 |0,052658637 |0,25992413 0,053491373 |-0,03293737
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Dateiname Lokalisation |Konz. Na Konz Mg Konz P Konz S Konz Cl Konz K Konz Ca
468BBL Trepan li 0,626751906 |-0,0581172 0,003325493 | 0,062793772 |0,095041322 |0,052812118 |-0,03390929
469ABL Trepan li 0,764691419 |-0,00384246 |0,057182253 |0,069770858 | 0,249830646 | 0,060895259 |-0,0224622
469BBL Trepan li 0,587902631 |-0,04707012 |0,012977533 |0,078951234 |0,096192928 |0,030736313 |-0,03293737
464CBR Trepan re 0,853700516 |-0,01392891 |0,018979641 |0,088498825 |0,127150793 |0,018170086 |-0,00215983
464BBR Trepan re 0,636587165 |[-0,01825168 |0,035769324 |0,091877203 |0,169624712 |0,017898383 |[-0,012527
465BBR Trepan re 1,085812638 |-0,03842459 |0,01727634 0,114277321 |0,308223818 |0,034811846 |-0,03779698
465CBR Trepan re 0,663388247 |-0,05571566 |0,009895369 |0,085707991 |0,29609809 0,071491645 |-0,02732181
468BBR Trepan re 0,619621343 |[-0,02929875 |0,011923108 |0,063381316 |0,095650996 |0,047378074 |-0,03509719
469ABR Trepan re 0,745266781 |-0,04322767 |0,012166437 |0,082917156 |0,237704918 |0,058178237 |-0,0362851
469BBR Trepan re 0,547332186 |-0,02881844 | 0,00186552 0,046562867 | 0,029670776 |0,027747589 |-0,04287257
464CBU Trepan u. 0,745266781 |-0,05091258 |0,013869738 |0,092317861 |0,103102561 |0,012871892 |-0,03315335
464BBU Trepan u. 0,459306614 |-0,0585975 0,012815313 |0,032021152 |0,043286818 |0,019053118 |-0,00971922
465BBU Trepan u. 0,757560856 |-0,02545629 | 0,089463866 | 0,095843126 |0,231608183 |0,034675995 |[-0,01468683
465CBU Trepan u. 0,566756823 |-0,11335255 |0,022710682 |0,070578731 |0,184392359 |0,055800842 |-0,04395248
468BBU Trepan u. 0,712318662 |-0,0518732 0,022548463 | 0,096577556 |0,102831595 |0,048532808 |-0,04060475
469ABU Trepan u. 0,407425621 |-0,0581172 0,008192067 | 0,029230317 |0,093889717 |0,038615677 |-0,03639309
469BBU Trepan u. 0,341775264 |-0,06340058 |0,004055479 ]0,01270564 | 0,005758027 |0,02177014 |-0,0362851
464C4 Subepithel 0,327514138 |-0,05523535 |0,004055479 | 0,00220329 -0,01923859 | 0,015996468 |-0,03315335
464C9 Subepithel 0,475043029 |-0,03602305 |0,002108849 |0,074691539 |0,046673892 |0,017083277 |-0,02235421
464B4 Subepithel 0,563560364 |-0,02497598 |0,023278449 |0,140423032 |0,086709118 |0,019800299 |-0,02300216
464B9 Subepithel 0,550282764 |[-0,03121998 |0,008759835 |0,122135723 |0,07187373 0,018577639 |-0,03920086
465B4 Subepithel 0,394639784 |-0,04995197 |0,003731041 |0,013513514 |0,01896762 0,018577639 |-0,04730022
465B9 Subepithel 0,453405459 |-0,07925072 |0,003974369 |0,042670388 |0,096192928 |0,027543812 |-0,03758099
465C4 Subepithel 0,871649865 |[-0,02785783 |0,03082164 0,073589894 |0,253691912 |0,053287597 |-0,024946
465C9 Subepithel 0,483648881 |-0,04755043 |0,015167491 |0,030919506 |0,1139412 0,035423176 |-0,02537797
468B4 Subepithel 0,684042292 |-0,03506244 |0,018979641 |0,113542891 |0,138395881 |0,07081239 -0,01090713
468B9 Subepithel 0,696090484 |-0,03554275 |0,030659421 |0,169506463 |0,160547351 |0,078963456 |-0,02537797
460A4 Subepithel 0,816326531 |-0,05043228 |0,023359559 |0,12132785 0,253285463 | 0,080525744 |-0,0262419
469A9 Subepithel 0,638308335 [-0,02737752 | 0,019952956 |0,132270858 |0,141647473 |0,037121315 |[-0,03185745
469B4 Subepithel 0,495451193 |-0,05043228 ]0,013626409 |0,044212691 |0,052160954 |0,028902323 |-0,03412527
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Dateiname Lokalisation |Konz. Na Konz Mg Konz P Konz S Konz Cl Konz K Konz Ca
469B9 Subepithel 0,55790509 -0,05139289 [ 0,016789683 |0,090114571 |0,074854356 |0,025166418 |-0,03315335
470A4 Subepithel 0,770100811 |-0,03650336 |0,019060751 |0,108695652 |0,189608454 |0,042419508 |-0,01889849
470A9 Subepithel 0,4900418 -0,03842459 | 0,005272123 |0,042303173 |0,039290069 |0,015792691 |-0,03066955
471A4 Subepithel 0,754856159 |-0,0456292 0,034958229 |0,162970035 |0,152553854 |0,036509985 |-0,0224622
471A9 Subepithel 0,64396361 -0,02353506 | 0,030334983 |0,137779083 |0,112247663 |0,03644206 -0,02548596
613A4 Subepithel 0,705188099 |-0,03170029 |0,018736313 |0,14916275 0,133518493 |0,027204184 |-0,02419006
613A9 Subepithel 0,323334153 |-0,02737752 |0,014113067 |0,011016451 |-0,02648693 |0,018917267 |-0,02969762
71A4 Subepithel 0,315220064 |-0,03698367 |8,11096E-05 |0,004333137 |-0,01937407 |0,007981253 |-0,03358531
71A9 Subepithel 0,666092943 |-0,02449568 |0,031064969 |0,136530552 |0,03210947 0,018305937 |-0,01069114
464C3 Stroma 0,826407672 |0,000960615 |0,006245438 |0,11302879 0,097886465 |0,014162478 |0,044816415
464C8 Stroma 0,762478485 |-0,01392891 |0,008597615 |0,154817861 |0,155195773 |0,021634289 |[-0,02840173
464B3 Stroma 0,569215638 |-0,04226705 |0,011112012 |0,100616921 |0,080070451 |0,017287053 |-0,03045356
464B8 Stroma 0,458323088 [-0,01777137 |0,003487712 |0,051630435 |0,049586777 |0,014841733 |[-0,04308855
465B3 Stroma 0,638554217 |-0,04130644 |0,003406602 |0,068889542 |0,158108657 |0,024011683 |-0,03704104
465B8 Stroma 0,737644455 |-0,01536984 |0,007462081 |0,082476498 |0,212369598 |0,02788344 |-0,0312095
465C3 Stroma 1,050405704 |-0,04851105 |0,017844107 |0,102379553 |0,458068012 |0,069929357 |-0,02408207
465C8 Stroma 0,897713302 |-0,05091258 |0,000973315 |0,067787897 |0,267511177 |0,049212064 |-0,03844492
468B3 Stroma 0,555200393 |[-0,03794428 | 0,023683997 |0,087617509 |0,064964097 |0,057295204 |-0,02904968
468B8 Stroma 0,589623801 |0,008645533 |0,016221916 |0,133960047 |0,075599512 |0,071287868 |-0,03131749
469A3 Stroma 0,832554709 |-0,04418828 |0,023278449 |0,109283196 |0,217856659 |0,049483766 |-0,03822894
469A8 Stroma 0,712318662 |-0,06532181 |0,021737367 |0,122649824 |0,217517951 |0,044457275 |-0,03531317
469B3 Stroma 0,63904598 -0,04707012 |0,009165382 |0,044873678 |0,109673486 |0,033521261 |-0,0362851
469B8 Stroma 0,625030735 |-0,02449568 |0,016303025 |0,045608108 |0,117666983 |0,025845673 |-0,0338013
470A3 Stroma 0,784361938 |[-0,05715658 |0,007867629 |0,054715041 |0,201530958 |0,035966581 |-0,03509719
470A8 Stroma 0,720678633 |-0,0648415 0,019952956 |0,131242656 |0,206069638 |0,033113707 |-0,02192225
471A3 Stroma 0,783624293 |-0,03746398 |0,010868684 |0,123384254 |0,196585828 |0,031075941 |-0,04200864
471A8 Stroma 0,805507745 |-0,03986551 |0,020196285 |0,131683314 |0,191708441 |0,025506045 |-0,02883369
613A3 Stroma 0,283993115 |-0,04899135 |-0,00316327 |0,0068302 -0,00494513 | 0,015860617 |-0,04892009
613A8 Stroma 0,530120482 [-0,03170029 |-0,00218996 | 0,04443302 0,067267308 |0,018034234 |-0,03671706
71A3 Stroma 0,459306614 |-0,05331412 ]0,020439614 |0,054421269 |0,043625525 |0,023536204 |-0,03282937
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7 Anhang XX
Dateiname Lokalisation |Konz. Na Konz Mg Konz P Konz S Konz Cl Konz K Konz Ca
71A8 Stroma 0,469141874 |-0,05955812 |0,003082164 |0,047003525 |0,028383688 |0,016132319 |-0,03833693
464C2 Vor-Desc. 0,740840915 |-0,05955812 ]0,013383081 |0,111633373 |0,112247663 |0,016471947 |-0,03164147
464C7 Vor-Desc. 0,333415294 |-0,0321806 0,000811096 |0,008519389 |-0,02540306 |0,008592583 |-0,05421166
464B2 Vor-Desc. 0,795180723 |-0,04947166 |0,016384135 |0,14086369 0,210947026 |0,021294661 |-0,04611231
464B7 Vor-Desc. 0,820998279 |[-0,05619597 |0,010544245 |0,109797297 |0,181614957 |0,021090884 |-0,03930886
465B2 Vor-Desc. 1,170149988 |-0,04322767 |0,016221916 |0,080713866 |0,352052567 |0,038887379 |-0,03909287
465B7 Vor-Desc. 1,578805016 |[-0,05139289 |0,022386244 |0,149089307 |0,698076141 |0,060827333 |-0,02051836
465C2 Vor-Desc. 1,838455864 |-0,02257445 |0,026036175 |0,178833725 |0,657973174 |0,106133677 |-0,01598272
465C7 Vor-Desc. 1,105237276 |-0,04610951 |0,010787574 |0,069256757 |0,352391275 |0,061166961 |-0,03304536
468B2 Vor-Desc. 0,809933612 |-0,03746398 |0,011679779 |0,092685076 |0,134534616 |0,07448037 -0,01231102
468B7 Vor-Desc. 0,729530366 |-0,00384246 |0,030010544 |0,160693302 |0,131079799 |0,079099307 |-0,02192225
460A2 Vor-Desc. 0,556183919 |-0,03986551 |0,020439614 |0,031213278 |0,082780111 |0,035491102 |-0,02764579
469A7 Vor-Desc. 0,542168675 |[-0,02353506 | 0,016708573 | 0,059856052 |0,095447771 |0,029853281 |[-0,04136069
469B2 Vor-Desc. 0,52151463 -0,0321806 0,004217698 |0,047444183 |0,066860859 |0,024758864 |-0,02559395
469B7 Vor-Desc. 0,916154414 |-0,03458213 |0,034471571 |0,10619859 0,222192115 |0,031347643 |-0,03401728
470A2 Vor-Desc. 1,061962134 |0,001440922 |0,016546354 |0,101057579 |0,259720905 |0,026864556 |-0,02516199
470A7 Vor-Desc. 0,939513155 |-0,02785783 |0,005353232 |0,152688014 |0,20749221 0,02482679 -0,04308855
471A2 Vor-Desc. 0,663634128 |-0,02305476 |0,010138697 |0,054788484 |0,122544371 |0,023128651 |-0,02321814
471A7 Vor-Desc. 0,890090976 |-0,0326609 0,003244383 |0,097018214 |0,232217857 |0,032502377 |-0,03056156
613A2 Vor-Desc. 1,104499631 |-0,02881844 |0,02700949 0,180155699 | 0,295488416 |0,030736313 |-0,02213823
613A7 Vor-Desc. 1,100319646 |-0,05667627 |0,042258091 |0,178319624 |0,347784853 |0,027543812 |-0,03434125
71A2 Vor-Desc. 1,010327022 |-0,03746398 | 0,01159867 0,120226204 | 0,235808156 | 0,02482679 -0,02937365
7T1A7 Vor-Desc. 0,806737153 |-0,00768492 |-0,00778652 |0,087984724 |0,089012329 |0,024623013 |0,016738661
464C1 Descemet 0,822473568 |-0,03650336 |0,006894314 |0,1596651 0,148895814 |0,017151202 |-0,02181425
464C6 Descemet 0,818539464 |-0,02977906 |0,034228242 |0,201454172 |0,240346836 |0,025913599 |-0,00885529
464B1 Descemet 0,810671256 |[-0,04274736 |0,027739476 |0,213351939 |0,257417694 |0,029853281 |-0,01155508
464B6 Descemet 0,998770593 |-0,05043228 | 0,03658042 0,243977673 |0,346091316 |0,032366526 |-0,01522678
465B1 Descemet 1,709859848 |-0,0259366 0,104793576 |0,16722973 0,685679447 |0,054985736 |-0,02159827
465B6 Descemet 1,71354807 -0,02737752 | 0,078757401 | 0,156286722 |0,836268798 | 0,063883983 |-0,02526998
465C1 Descemet 1,780427834 |-0,01488953 [0,083948414 |0,189629847 |0,678160141 |0,107152561 |-0,00053996
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XXV 7 Anhang
Dateiname Lokalisation |Konz. Na Konz Mg Konz P Konz S Konz Cl Konz K Konz Ca
465C6 Descemet 1,451192525 |-0,00432277 [0,040798118 |0,177511751 |0,540441675 |0,095673142 |-0,00961123
468B1 Descemet 0,879518072 |-0,05427474 ]0,099359234 |0,156066392 |0,215824414 |0,101786442 |0,000647948
468B6 Descemet 0,712072781 |-0,00912584 |0,050855706 |0,173031727 |0,118344398 |0,089491917 |-0,00529158
460A1 Descemet 0,785591345 |-0,05667627 |0,044529159 |0,114571093 |0,200447094 |0,051997011 |-0,02580994
469A6 Descemet 0,891566265 |[-0,02545629 |0,160110309 |0,164365452 |0,243937136 |0,050434724 |-0,02732181
469B1 Descemet 0,79641013 -0,03986551 |0,020358504 |0,183166863 |0,250169354 |0,036238283 |-0,03304536
469B6 Descemet 1,118023113 |[-0,03362152 |0,025225079 |0,196313161 |0,364110554 |0,04574786 -0,00464363
470A1 Descemet 1,008851733 |-0,03170029 | 0,03658042 0,152908343 |0,350968703 |0,034947697 |-0,02473002
470A6 Descemet 0,587902631 |-0,04322767 |0,020196285 |0,116774383 |0,13067335 0,02421546 -0,03272138
471A1 Descemet 0,947381362 |0,0129683 0,058480006 |0,11229436 0,204443842 | 0,030057057 |-0,02483801
471A6 Descemet 0,822719449 |-0,05235351 |0,092708249 |0,125954759 |0,196450345 |0,022585247 |-0,03164147
613A1 Descemet 0,785099582 |-0,00144092 |0,047043556 |0,089453584 |0,138057174 |0,018509713 |-0,02678186
613A6 Descemet 0,961396607 [-0,03506244 | 0,041690324 | 0,192053467 |0,281330443 |0,03216275 -0,02764579
71A1 Descemet 1,116301942 |-0,01200768 |0,034390462 |0,203069918 |0,354626744 |0,0291061 -0,012527
71A6 Descemet 0,815834768 |-0,04803074 |0,025306189 |0,19726792 0,167931175 |0,038819454 |-0,01943844
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7 Anhang

EDXA-Ergebnisse der Gruppen Il (Ciprofloxacin)

P/B-Werte von Na, Mg, Si, P, S, Cl, Ca, K (Ciprofloxacin)

Dateiname | Lokalisat. |Backgr. P/B Na P/B Mg P/B Si P/B P P/IB S P/B Cl P/B Ca P/B K
6140TC Epithel 67258 3,858 1,152 0,983 4,037 3,68 4,329 1,277 1,668
6140TC10 | Epithel 70029 3,429 1,049 1,459 3,393 3,751 4,231 1,217 1,508
6140TC15 | Epithel 65277 3,633 1,018 0,981 4,235 4,126 5,024 1,483 1,644
6140TC20 | Epithel 66996 3,858 1,131 0,92 4,096 4,395 3,927 1,222 1,76

4665 Epithel 145623 5,132 1,162 1,097 4,676 5,17 5,628 1,358 1,652
46610 Epithel 141456 3,684 1,039 1,101 3,57 3,099 3,353 1,223 1,485
466MTC5 | Epithel 59938 3,635 1,159 1,112 4,291 4,112 3,676 1,245 1,542
466MTC10 | Epithel 61707 3,986 1,198 0,974 3,628 4,001 4,062 1,273 1,515
466MTC15 | Epithel 62922 4,083 1,124 0,864 3,397 3,482 4,157 1,332 1,625
466MTC20 | Epithel 66427 4,922 1,215 1,04 3,688 3,914 5,213 1,581 1,792
466BL Trepan li 94241 3,83 1,022 0,903 1,257 2,982 5,311 1,181 1,856
466BR Trepanre | 176369 4,462 1,076 1,084 1,334 4,46 6,057 1,246 1,86

466BU Trepan u 146029 3,93 1,00 1,049 1,246 3,006 4,708 1,194 1,696
6140TC4 | Subepithel | 64507 4,278 1,04 1,053 1,424 4,05 5,367 1,151 1571
6140TC9 | Subepithel | 65031 3,747 1,068 1,041 1,508 3,87 4,782 1,107 1,753
6140TC14 | Subepithel | 68051 4,149 1,147 0,909 1,187 3,604 5,677 1,165 1,825
6140TC19 | Subepithel |67178 3,366 1,025 0,989 1,246 3,207 4,35 1,203 1,628
4664 Subepithel | 203745 3,388 1,07 1,023 1,22 2,55 3,943 1,213 1,46

4664 Subepithel | 203745 3,388 1,07 1,023 1,22 2,55 3,943 1,213 1,46

466MTC4 | Subepithel | 58824 3,375 1,077 0,988 1,527 3,14 3,368 1,152 1,459
466MTC9 | Subepithel | 60067 2,721 1,012 1,031 1,264 2,786 3,123 1,117 1,363
466MTC14 | Subepithel | 60759 2,804 1,054 1,132 1,308 2,468 2,59 1,181 1,439
466MTC19 | Subepithel | 60433 3,579 1,096 0,97 1,33 3,265 4,49 1,31 1,765
6140TC3 | Stroma 64919 4513 1,033 0,949 1,406 3,217 6,287 1,108 1,645
6140TC8 | Stroma 67733 4,568 1,126 0,957 1,231 3,279 6,018 1,213 1,438
6140TC18 | Stroma 71780 53 1,065 1,001 1,272 3,35 6,519 1,249 1,469
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XXVI 7 Anhang
Dateiname | Lokalisat. |Backgr. P/B Na P/B Mg P/B Si P/B P P/IB S P/B Cl P/B Ca P/B K
6140TC13 | Stroma 71053 5,173 1,052 0,976 1,155 3,354 6,542 1,434 1,839
4663 Stroma 113005 3,416 0,987 1,041 1,164 2,352 3,951 1,126 1,31
4668 Stroma 140843 4,557 1,008 1,04 1,189 2,932 5,327 1,138 1,342
466MTC3 | Stroma 58475 3,098 0,987 1,202 1,096 2,827 4,13 1,014 1,299
466MTC8 | Stroma 61334 3,187 0,992 1,073 1,157 2,469 3,935 1,133 1,254
466MTC13 | Stroma 61042 3,378 1,075 1,066 1,211 2,888 4471 1,168 1,477
466MTC18 | Stroma 59149 3,041 1,065 1,021 1,037 2,881 3,782 1,216 1,557
6140TC2 |Vor-Desc. |69347 6,165 1,022 0,954 1,327 4,019 7,627 1,231 1,657
6140TC7 |Vor-Desc. |70432 6,359 1,105 1,065 1,25 4,026 7,509 1,247 1,846
6140TC12 | Vor-Desc. |74518 6,56 1,118 1,007 1,459 4,046 8,016 1,573 1,814
6140TC17 |Vor-Desc. |69769 5,484 1,029 0,936 1,263 3,476 7,564 1,326 1,686
4662 Vor-Desc. | 105669 3,775 1,033 1,081 1,172 3,194 5,81 1,131 1,373
4667 Vor-Desc. |185819 3,154 0,993 1,059 1,117 2,04 2,928 1,091 1,174
466MTC2 |Vor-Desc. (60747 391 1,031 1,083 1,112 2,473 5,167 1,253 1,433
466MTC7 |Vor-Desc. |[60965 3,398 1,014 1,129 1,061 2,105 535 1,108 1,392
466MTC12 | Vor-Desc. |62458 3,747 1,005 0,896 1,221 2,62 4,984 1,184 1,437
466MTC17 | Vor-Desc.  |61504 4,365 1,038 1,021 1,055 2,944 5471 1,232 1,667
6140TC1 |Descemet |61274 6,045 1,041 1,024 1,395 47 9,16 1,392 2,178
6140TC6 |Descemet |70725 6,471 1,117 0,96 3,401 4,527 8,361 1,446 2,258
6140TC11 | Descemet | 71418 6,672 1,118 0,969 1,616 4,275 7,875 1,806 2,147
6140TC16 | Descemet | 72376 6,655 1,158 1,003 2,582 5,022 8 1,555 1,945
4661 Descemet |115198 6,933 0,99 1,023 1,325 4,42 10,093 1,471 2,019
4666 Descemet |187181 5,331 1,038 0,991 1,377 4,075 6,917 1,198 1,383
466MTC1 |Descemet |55894 7,831 1,06 1,068 1,279 4,762 10,623 1,363 1,798
466MTC6 | Descemet |73554 9,376 1,045 1,005 1,585 4,796 15,029 1,322 2,377
466MTC11 | Descemet | 68625 3,342 1,066 0,971 1,017 2,529 4,437 1,191 1,371
466MTC16 | Descemet | 63821 6,14 1,039 1,052 1,281 4,713 7,993 1,366 1,823
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7 Anhang XXVII
EDXA-Ergebnisse der Gruppen I1. (Ciprofloxacin)

Konzentrationen in mol/kg von Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca

Dateiname Lokalisation [Konz. Na Konz. Mg Konz. P Konz. S Konz. CI Konz. K Konz. Ca
6140TC Epithel 0,685025818 |0,019212296 |0,244220942 |0,136750881 |0,122137922 |0,048940361 |[-0,01911447
6140TC10 Epithel 0,57954266 -0,03025937 [0,191986374 |0,141965335 |0,115499255 |0,038072273 |-0,02559395
6140TC15 Epithel 0,629702483 | -0,0451489 0,260280639 | 0,169506463 |0,169218263 |0,047310148 |0,003131749
6140TC20 Epithel 0,685025818 |0,009125841 |0,249006408 |0,189262632 |0,094905839 |0,055189512 |-0,025054
4665 Epithel 0,99827883 0,02401537 |0,296049964 |0,246180964 |0,210134128 |0,047853553 |-0,01036717
46610 Epithel 0,642242439 |-0,03506244 |0,206342769 |0,094080494 |0,056022219 |0,036509985 |-0,024946
466M TC5 Epithel 0,630194246 |0,022574448 |0,264822776 |0,168478261 |0,077902723 |0,040381742 |-0,02257019
466MTC10 Epithel 0,757806 0,003467 0,284794 0,2977 0,445425 0,041737 -0,014609
466MTC15 Epithel 0,740349152 |0,005763689 |0,192310812 |0,122209166 |0,110486384 |0,046019563 |-0,01317495
466M TC20 Epithel 0,946643718 |0,049471662 |0,215913699 |0,153936545 |0,182021406 |0,05736313 0,013714903
466BL Trepan li 0,678141136 |-0,04322767 |0,018736313 |0,085487662 |0,188660073 |0,061710365 |-0,02948164
466BR Trepan re 0,833538235 |[-0,01729107 |0,02498175 0,194036428 |0,239195231 |0,061982068 | -0,0224622
466BU Trepan u 0,7027293 -0,053794 0,0178441 0,0872503 0,1478119 0,0508423 -0,028078
6140TC4 Subepithel 0,788296041 |-0,03458213 |0,032281612 |0,163924794 [0,192453597 |0,042351583 |-0,03272138
6140TC9 Subepithel 0,657732973 [-0,02113353 |0,039094817 |0,150705053 |0,15282482 0,054714033 |[-0,037473
6140TC14 Subepithel 0,75657733 0,016810759 |0,013058642 |0,131169213 ]0,213453462 |0,059604673 |-0,0312095
6140TC19 Subepithel 0,564052127 |-0,04178674 |0,017844107 |0,102012338 |0,123560493 |0,046223339 |[-0,02710583
4664 Subepithel 0,56946152 -0,02017291 |0,015735258 | 0,053760282 |0,095989703 |0,034811846 |-0,02602592
4664 Subepithel 0,56946152 -0,02017291 |0,015735258 |0,053760282 |0,095989703 |0,034811846 |-0,02602592
466MTC4 Subepithel 0,56626506 -0,01681076 |0,040635899 |0,097091657 |0,057038342 |0,034743921 |-0,03261339
466MTC9 Subepithel 0,405458569 |-0,04803074 |0,01930408 0,071092832 |0,040441675 |0,028223068 |-0,03639309
466MTC14 Subepithel 0,425866732 |-0,02785783 |0,022872901 |0,047737955 |0,004335456 |0,03338541 -0,02948164
466MTC19 Subepithel 0,616424883 |-0,00768492 |0,024657312 |0,106272033 |0,133044303 |0,05552914 -0,01555076
6140TC3 Stroma 0,84607819 -0,03794428 |0,03082164 0,102746769 |0,254775776 |0,047378074 |-0,03736501
6140TC8 Stroma 0,859601672 |0,006724304 |0,016627464 |0,107300235 |0,236553313 |0,033317484 |-0,02602592
6140TC18 Stroma 1,039586919 |-0,02257445 |0,019952956 |0,112514689 |0,270491803 |0,035423176 |-0,02213823
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Dateiname Lokalisation [Konz. Na Konz. Mg Konz. P Konz. S Konz. CI Konz. K Konz. Ca
6140TC13 Stroma 1,00835997 -0,02881844 |0,010463136 | 0,112808461 |0,272049858 |0,060555631 |-0,00215983
4663 Stroma 0,576346201 | -0,06003842 |0,011193122 |0,039218566 |0,096531635 |0,024623013 |[-0,03542117
4668 Stroma 0,856896976 |-0,04995197 |0,013220861 |0,081815511 |0,189743937 |0,026796631 |-0,03412527
466MTC3 Stroma 0,498155889 |-0,06003842 |0,005677671 |0,074103995 |0,108657364 |0,023875832 |-0,0475162
466MTC8 Stroma 0,520039341 |-0,05763689 |0,010625355 |0,047811398 |0,095447771 |0,020819182 |-0,03466523
466MTC13 Stroma 0,567002705 |-0,01777137 |0,015005272 |0,078584019 |0,131757214 |0,035966581 |-0,03088553
466MTC18 Stroma 0,484140644 |-0,02257445 |0,000892205 |0,078069918 |0,085083322 |0,041400625 |-0,02570194
6140TC2 Vor-Desc. 1,252274404 |-0,04322767 |0,024413983 |0,161648061 |0,345549384 |0,04819318 -0,02408207
6140TC7 Vor-Desc. 1,299975412 |-0,00336215 |0,018168546 |0,162162162 |0,337555887 |0,06103111 -0,02235421
6140TC12 Vor-Desc. 1,34939759 0,002881844 |0,035120448 |0,163631022 |0,371900826 |0,058857492 |0,012850972
6140TC17 Vor-Desc. 1,084829112 |-0,03986551 |0,01922297 0,121768508 |0,341281669 |0,050163021 |-0,01382289
4662 Vor-Desc. 0,664617654 |-0,03794428 |0,011841999 |0,101057579 |0,222463081 |0,028902323 |-0,03488121
4667 Vor-Desc. 0,511925252 | -0,05715658 |0,007380972 |0,016304348 |0,027232082 |0,015385138 | -0,03920086
466MTC2 Vor-Desc. 0,697811655 |-0,0389049 0,006975424 |0,04810517 | 0,178905297 |0,032977856 |-0,02170626
466MTC7 Vor-Desc. 0,571920334 [-0,04707012 |0,002838835 |0,021078143 [0,191301992 |0,030192909 | -0,03736501
466MTC12 Vor-Desc. 0,657732973 |-0,05139289 |0,015816368 | 0,058901293 |0,166508603 |0,033249558 |-0,02915767
466MTC17 Vor-Desc. 0,809687731 |-0,03554275 |0,002352178 |0,082696827 [0,199498713 |0,048872436 |-0,02397408
6140TC1 Descemet 1,222768626 |-0,03410183 |0,029929435 |0,21166275 |0,449397101 |0,083582394 | -0,00669546
6140TC6 Descemet 1,327514138 |0,002401537 |0,19263525 0,198957109 |0,395271643 |0,089016438 |-0,00086393
6140TC11 Descemet 1,376936317 |0,002881844 |0,047854652 |0,180449471 |0,362349275 |0,081476702 |0,038012959
6140TC16 Descemet 1,372756331 |0,02209414 |0,126206505 |0,235311398 |0,370816962 |0,06775574 0,010907127
4661 Descemet 1,441111384 |-0,0585975 0,024251764 |0,191098707 |0,512599919 |0,072782231 |0,001835853
4666 Descemet 1,047209245 |-0,03554275 |0,028469462 |0,16576087 |0,29745292 0,029581579 | -0,02764579
466MTC1 Descemet 1,661912958 |-0,02497598 |0,020520723 |0,216216216 |0,548502913 |0,057770683 |-0,00982721
466M TC6 Descemet 2,041799852 |-0,0321806 0,045340255 |0,218713278 |0,846971955 |0,097099579 |-0,01425486
466MTC11 Descemet 0,558150971 |-0,02209414 |-0,00072999 |0,052217979 |0,129454004 |0,028766472 |-0,02840173
466MTC16 Descemet 1,246127367 |-0,03506244 |0,020682943 |0,212617509 |0,370342772 |0,059468822 |-0,00950324
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