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Zusammenfassung

Wissenschaftlicher Hintergrund: Die Netzhautlasertherapie ist eine der etabliertesten
Laserbehandlungen in der Medizin: Seit fast 60 Jahren zielt diese auf die Koagulation der
duBeren Netzhautschichten ab. In den letzten Jahren entwickelte sich jedoch eine neue
Behandlungsstrategie: die minimalinvasive Lasertherapie. Diese zerstort - im Gegensatz zur
Laserkoagulation - nicht die Photorezeptorzellen der Netzhaut, sondern stimuliert die RPE-
Zellen und umliegende Gewebe. Durch diese Stimulation wird versucht, die
Stoffwechselfunktion der Netzhaut zu verbessern und, sofern moglich, fortschreitende
degenerative Erkrankungen wie die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) zu
verhindern oder in der Progression zu verlangsamen. Bei dieser Art der Behandlung ist der
bestrahlte Bereich funduskopisch nicht sichtbar. Darliber hinaus gibt es bisher keine
Methoden, um die Wirksamkeit der Behandlung (z. B. Verbesserung des Stoffwechsels) zu
bewerten. Die Fluoreszenzlebensdauer-Ophthalmometrie (FLIO) kann die Fluoreszenz-
lebensdauer (FLD) des Augenhintergrunds messen und hat aufgrund ihrer physikalischen
Eigenschaften das Potenzial, sowohl morphologische als auch zellulare
Stoffwechselveranderungen im Netzhautgewebe zu erkennen. Ziel dieser Arbeit ist die FLD
der Kaninchen-Netzhaut nach einer stimulierenden Laserbestrahlung in vivo mittels FLIO
zu untersuchen und mit den bereits klinisch etablierten Bildgebungs-modalitdaten zu
verglichen, um potenziell eine Therapiekontrolle und Wirkungsbewertung der
minimalinvasiven Laserbehandlung zu finden.

Methoden: Die Kaninchennetzhaut wurde mit einem Diodenlaser mit einer Wellenlange
von 514 nm mit vier verschiedenen Pulsdauern (5 ys, 2 us, 12 ps, 20 ps und 50 ps) und eine
SpotgroRe von 200 um bestrahlt. Die Laserleistung wurde beginnend von einem nicht
zellschadigenden Wert und mittels Spaltlampe (SL) funduskopisch nicht sichtbaren Spot
schrittweise hin zu sichtbaren Spots erhoht. Die bestrahlte Region bestand aus einer Flache
von 4x10 Spots und wurde direkt (30 Minuten) sowie eine und drei Wochen nach der
Behandlung mittels Fundusfoto (FC), optischer Kohadrenztomografie (OCT), Fundus-
Autofluoreszenz (AF), FLIO und Fluoreszeinangiografie (FA) untersucht. Die Sichtbarkeit der
Laserspots direkt nach Bestrahlung wurde durch zwei unabhangige Untersucher bewertet.
Die effektive Dosis (Laserpulsenergie) fir eine 50-prozentige Wahrscheinlichkeit des
Eintretens eines beobachtbaren Effekts (ED 50) wurde fir die genannten
Bildgebungsmodalitaten bestimmt. Des Weiteren erfolgte die Enukleation sowie
histologische Aufarbeitung von zwei Augenpaaren, um mogliche morphologische
Veranderungen in einem Detailgrad erkennen zu koénnen, welcher durch die oben
genannten Bildgebungsmodalitdten nicht erreicht werden kann.

Ergebnisse: Die FLD an den Laserspots (50 ps sowie 800 wJ) war 30 Minuten nach der
Bestrahlung statistisch signifikant verlangert, zeigte jedoch eine statistisch signifikante
Verkiirzung der FLD nach 9-11 Tagen.

Veranderungen der FLD nach Laserbestrahlung wurden nicht nur im bestrahlten Bereich,
sondern auch in der Umgebung beobachtet: Die FLD auBerhalb des Spots korrelierte mit
der Laserpulsenergie wahrend der Bestrahlung. An Stelle einer verldngerten FLD aulRerhalb
des Spots war in den OCT-B-Scans die Ellipsoid-Zone (EZ) nicht sichtbar. Ferner war eine
Woche nach der Bestrahlung im OCT-B-Scan an der Stelle auRerhalb des Spots die EZ
wieder sichtbar. Ausgehend von der erhdéhten FLD direkt nach Bestrahlung, nahm die FLD
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Uber den Beobachtungszeitraum kontinuierlich ab Wurde eine niedrige Pulsenergie
verwendet, wobei keine Diskontinuitat der EZ, also keine Verlangerung der FLD um den
Laserspot beobachtet wurde, kam es unmittelbar nach Bestrahlung zu einer Verkiirzung
der FLD um den applizierten Laserspot.

Im Vergleich mit den unterschiedlichen Bildgebungsmodalititen zeigte die FA den
niedrigsten Mittelwert des EDS50-Energiewerts, die SL dagegen den hoéchsten. Dies
bedeutet, dass die FA die hochste, SL die niedrigste Sensitivitat fur die Erkennung von RPE-
selektiven Laserspots aufwiesen. Durch die FLIO konnte bei den Laserpulsdauern 5,2 s,
20 us und 50 ps die Laserspots signifikant empfindlicher als durch die SL erkannt werden.
Die ED50 Werte von FLIO und FA waren statistisch nicht signifikant unterschiedlich. AF war
bei 5,2 us und 50 us signifikant sensitiver als SL. Der Unterschied war jedoch mit 0,001 (p-
Wert AF) vs. <0,001 ( p-Wert FLIO) bei 5,2 us sowie 0,003 (p-Wert AF) vs. <0,0001 (p-Wert
FLIO) weniger statistisch signifikant als bei FLIO.

Diskussion: Die Ergebnisse der Untersuchung der FLD deuten darauf hin, dass der zeitliche
Zerfall von Photorezeptoren direkt nach der Bestrahlung um den Laserspot herum
auftreten kann, was von der Energie des Laserpulses abhdangen kann, und dass dieser Zerfall
mit der zeitlichen FLD-Verlangerung um den Laserspot herum verbunden ist. Es ist bekannt,
dass die fiir die Wundheilung notwendige Zellproliferation und -migration energieintensiv
ist. Des Weiteren ist bekannt, dass eine verkiirzte FLD unter anderem auf ein erhohtes
Vorkommen des fiir die biochemische Energiebereitstellung notwendigen [NAD+/NADH]
zurlickgefiuhrt werden kann. Die Ergebnisse haben eine verkirzte FLD an den Randern der
Spots gezeigt. Daher schlieBen wir aus dieser Verkiirzung der FLD auf eine metabolische
Aktivierung.

Bezliglich der Auswertung der unterschiedlichen Bildgebungsmodalitaten interpretierten
wir die statistisch nicht unterscheidbaren Grenzwerte zwischen FA und FLIO als eine
vergleichbare Empfindlichkeit zur Erkennung unterschwelliger Laserspots.

Schlussfolgerung: In Anbetracht ihrer Moglichkeit in der Detektion von unterschwelligen
Laserspots sowie ihres nachgewiesenen Potenzials, lokale Wundheilung sowie
metabolische Verdanderungen um die Laserspots zu detektieren, konnte die FLIO als ein
nicht-invasives Uberwachungsinstrument sowohl wiahrend als auch nach einer
minimalinvasiven Netzhautlaserbehandlung verwendet werden.



Abstract

Scientific Background: Retinal laser therapy is one of the most established laser treatments
in medicine: for almost 60 years, it has been used to coagulate the outer layers of the
retina. In recent years, however, a new treatment strategy has emerged: minimally invasive
laser therapy. Unlike laser coagulation, it does not destroy the photoreceptor cells of the
retina, but instead stimulates the RPE cells and surrounding tissue. This stimulation is used
to try to improve the metabolic function of the retina and, if possible, prevent or slow the
progression of progressive degenerative diseases such as age-related macular
degeneration (AMD). With this type of treatment, the irradiated area is not visible on
funduscopy. In addition, there are currently no methods to evaluate the effectiveness of
the treatment (e.g., improvement in metabolism). Fluorescence Lifetime Ophthalmometry
(FLIO) can measure the fluorescence lifetime (FLD) of the ocular fundus and, due to its
physical properties, has the potential to detect both morphological and cellular metabolic
changes in retinal tissue. The aim of this work is to investigate the fluorescence lifetime of
the rabbit retina after stimulating laser irradiation in vivo using FLIO and to compare it with
already clinically established imaging modalities in order to potentially find a therapy
control and effect evaluation of minimally invasive laser treatment.

Methods: The rabbit retina was irradiated with a diode laser at a wavelength of 514 nm
with four different pulse durations (5.2 us, 12 us, 20 ps and 50 us) and a spot size of
200 um. The laser power was gradually increased from a non-damaging level until a visible
spot was seen with slit lamp (SL) funduscopy. The irradiated region consisted of an area of
4x10 spots and was evaluated immediately (30 minutes) and 1 and 3 weeks after treatment
by fundus photography (FC), optical coherence tomography (OCT), fundus
autofluorescence (AF), FLIO, and fluorescein angiography (FA). The visibility of the laser
spots immediately after irradiation was assessed by two independent examiners. The
effective dose (laser pulse energy) for a 50% probability of an observable effect (ED 50) was
determined for the mentioned imaging modalities. In addition, enucleation and histologic
processing of two pairs of eyes were performed to detect possible morphologic changes at
a level of detail not achievable with the above imaging modalities.

Results: FLD at the laser spots (50 us and 800 wJ) was statistically significantly prolonged
30 minutes after irradiation, but showed a statistically significant shortening of FLD at 9-11
days.

Changes in FLD after laser irradiation were observed not only in the irradiated area but also
in the surrounding area: FLD outside the spot correlated with laser pulse energy during
irradiation. Instead of prolonged FLD outside the spot, the ellipsoid zone (EZ) was not visible
in the OCT-B scans. Furthermore, one week after irradiation, the EZ was again visible at the
location of the outer spot on the OCT-B scan. Starting from the increased FLD immediately
after irradiation, the FLD decreased continuously during the observation period. When a
low pulse energy was used and no EZ discontinuity, i.e. no extension of the FLD around the
laser spot, was observed, there was a shortening of the FLD around the applied laser spot
immediately after irradiation.



Compared to the different imaging modalities, FA showed the lowest mean ED50 energy
value, while SL showed the highest. This means that FA had the highest and SL the lowest
sensitivity for detecting RPE-selective laser spots. FLIO was significantly more sensitive than
SL for laser pulse durations of 5.2 us, 20 us, and 50 ps. The ED50 values of FLIO and FA were
not statistically significantly different. AF was significantly more sensitive than SL for 5.2 us
and 50 ps. However, the difference was less statistically significant with FLIO than with FA.

Discussion: The results of the FLD study indicate that photoreceptor decay around the
laser spot can occur immediately after irradiation, which may depend on the energy of the
laser pulse, and that this decay is associated with the temporal FLD expansion around the
laser spot. It is known that the cell proliferation and migration required for wound healing
is energy intensive. It is also known that a shortened FLD is due in part to increased levels
of [NAD+/NADH], which is required for biochemical energy supply. The results showed a
shortened FLD at the edges of the spots. Therefore, we conclude that this shortening of the
FLD indicates metabolic activation.

Regarding the evaluation of the different imaging modalities, we interpreted the
statistically indistinguishable thresholds between FA and FLIO as a comparable sensitivity
for the detection of subthreshold laser spots.

Conclusions: Given its ability to detect subthreshold laser spots, as well as its demonstrated
potential to detect local wound healing and metabolic changes around laser spots, FLIO
could be used as a non-invasive monitoring tool during and after minimally invasive retinal
laser treatment.
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1 Einleitung und Ziele dieser Arbeit

Die Netzhautlasertherapie ist eine der etabliertesten Laserbehandlungen in der Medizin.
Wiéahrend eine erfolgreiche Behandlung mancher Netzhauterkrankungen eine
Beeinflussung der Photorezeptoren, zum Beispiel durch Destruktion, erfordert, scheint
wiederum die Therapie anderer Erkrankungen, wie der zentralen serésen Retinopathie
(CSCR) und des diabetischen Makuladdems (DMO), von der heilenden Wirkung der
wichtigsten lichtabsorbierenden Zellschicht, des retinalen Pigmentepithels (RPE),
abzuhangen, welches direkt hinter den Photorezeptoren ist.[1-5] Daher entwickelte sich in
den letzten etwa 20 Jahren eine neue Behandlungsstrategie: die minimalinvasive
Lasertherapie, die das Therapiespektrum erweitert hat.[6] Hierbei handelt es sich zum
einen um die milde RPE-Thermotherapie und zum anderen um die selektive Retinatherapie
(SRT), bei der Pulse im unteren Mikrosekundenbereich (typisch 1,7 us) zur selektiven und
mechanischen Zerstérung des RPE eingesetzt werden.[7] Beide Verfahren zeichnen sich
dadurch aus, dass die behandelte Stelle funduskopisch nicht sichtbar ist und keine Narben
hinterlasst.[7] Ziel beider Behandlungen ist es, den Stoffwechsel und die Funktion der
bestrahlten Netzhaut zu fordern, um die Krankheit zu heilen, deren Fortschreiten zu
verhindern oder sogar ihrer Entstehung vorzubeugen.[8-10] Diese Art der
Laserbehandlung findet bereits ihren Einsatz in der Therapie der CSCR sowie des DMOs
finden.[9,11,12]

Die SRT kann das RPE selektiv zerstoren, ohne das umliegende Gewebe, wie z. B. die
Photorezeptorzellen, zu schadigen.[13] Wie bereits erwahnt, ist dies mit einem Fundoskop
nicht zu erkennen. Um die Destruktion des RPEs nachweisen zu kdnnen, ist in der
derzeitigen klinischen Praxis eine Autofluoreszenz-Messung oder Fluoreszenzangiographie
(FAG) notwendig.[13] Insbesondere die FAG ist derzeit die empfindlichste Methode zum
Nachweis applizierter Laserspots in der SRT. Dem ist so, da das RPE eine zentrale Rolle in
der Blut-Retina-Schranke spielt. Das Fluorescein kann diese Barriere normalerweise nicht
durchdringen. An beschddigten Stellen der RPE-Zellen oder ihrer Membranen kann
Fluorescein jedoch in den Bereich vor dem Melanin eindringen. Die FAG zielt also darauf
ab, speziell die Zellschicht zu detektieren, die durch die thermische Wirkung des Lasers
zuerst geschadigt wird. Da die FAG jedoch ein hochinvasiver Test, bei dem der Farbstoff
Fluorescein intravends injiziert wird, ist eine nicht-invasive und empfindlichere Methode
zum Nachweis von RPE-Veranderungen wiinschenswert.

Die Fluoreszenzlebensdauer-Ophthalmoskopie (FLIO) ist eine neue diagnostische Methode,
die die Messung und Darstellung der Fluoreszenzlebensdauer (FLD) von
autofluoreszierenden Substanzen im  Augenhintergrundes ermoglicht.[14] Die
Fluorophoren im Augenhintergrund werden durch einen sehr kurzen blauen Pulslaser
(473 nm, 80 ps, 80 MHz) angeregt und von zwei Detektionskanale (490-560 nm, 560-
720 nm) erfasst.[14] Zur Messung der FLD wird die TCSPC (Time-Correlated Single Photon
Counting) verwendet, und die Daten der FLD flir 256x256 Pixel innerhalb des Messbereichs
(30x30°) werden in Falschfarben dargestellt.[14,15]

Die FLD ist ein fluorophorspezifisch und ist unabhangig von der

Fluoreszenzintensitat.[14,16] Es gibt viele autofluoreszierende Substanzen in
Augengeweben und -zellen, von denen einige sehr stark mit ihrem Energiestoffwechsel
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verbunden sind.[16] FLIO hat daher das Potenzial, sowohl morphologische als auch
zelluldre Stoffwechselveranderungen im Netzhautgewebe zu erkennen.[17-20]

Das Ziel dieser Doktorarbeit ist es, durch FLIO morphologische und metabolische
Veranderungen an laserbehandelten Stellen sowie ihrer Umgebung, insbesondere an
selektiv zerstorten RPE-Stellen, zu untersuchen. Die Studie ist Teil eines vom BMBF
geforderten Verbundprojekts zur Entwicklung einer neuen selektiven Lasertherapie und
wurde in Form einer Tierstudie mit Kaninchen durchgefihrt.
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2 Grundlagen

2.1 Biologische Grundlagen

2.1.1 Die Anatomie des Auges

Das Auge ist ein paarig angelegtes Sinnesorgan. Die Aufgabe des Auges besteht darin,
Objekte aus der Umgebung auf die Netzhaut abzubilden und das Licht in Nervenimpulse
umzuwandeln. In den Gehirnarealen bleibt die von der Retina bestimmte Topologie
erhalten (,retinotope Abbildung”). Das Auge liegt geschiitzt in der kndchernen Orbita und
wird von der Lederhaut (Sklera) sowie Bindehaut (Konjunktiva) umgeben. Sechs direkt an
den Bulbus oculi ansetzende Muskeln ermoglichen dessen Bewegung in alle
Blickrichtungen.

Vereinfacht besteht das Auge aus einem lichtleitenden sowie einem lichtverarbeitenden
Abschnitt. Das Licht gelangt hierbei liber die Hornhaut (Cornea), die etwa zwei Drittel der
Brechkraft es Auges libernimmt, durch die die Pupille formende Regenbogenhaut (lris) und
die am Ziliarkorper (Corpus ciliare) aufgehangte Linse (Lens), die zusatzlich zur
Brechkraftregulierung fir die Akkommodation verantwortlich ist, Giber den gallertartigen
Glaskorper (Corpus vitreum) auf die Netzhaut. Diese verarbeitet die Lichtsignale Gber ihre
spezialisierten Nervenzellen, einschliellich der Photorezeptoren Zapfen und Stdbchen, in
elektrische Impulse, welche tGber den Sehnerv (Nervus opticus) an die Sehrinde des Gehirns
weitergeleitet werden und dort den Sehprozess erméglichen.[21] Durch die Biindelung der
Nervenfasern aller Lichtrezeptoren im Sehnerv, genauer an der Papille (Papilla nervi optici),
fehlen in diesem Bereich Sehsinneszellen, wodurch dort kein Sehen maoglich ist. Daher wird
dies als blinder Fleck bezeichnet. Da beide Augen ein leicht unterschiedliches Bild
wahrnehmen, Uberlappen die jeweiligen Gesichtsfelder beider Augen. Somit wird der
blinde Fleck eines Auges durch das Bild des anderen Auges ausgeglichen. Der Punkt des
scharfsten Sehens hingegen befindet sich im Bereich des gelben Flecks (Macula lutea), der
sogenannten Fovea centralis (Abbildung 1). In jener befindet sich die hochste Dichte an
Zapfen, wahrend Stabchen dort fast vollstandig fehlen. Die Fovea ist daher speziell fiir die
Farb- und Detailwahrnehmung unter photopischen Lichtverhaltnissen optimiert.[22]

Abbildung 1. Schematische Darstellung des menschlichen Auges (A) sowie ein hierzu
korrespondierendes Fundusfoto des linken Auges (B). Der gelbe Pfeil symbolisiert den Einfall des
Lichts durch die verschiedenen anatomischen Strukturen auf die Retina. a = Umbo, b = Fovealoa, ¢
= Fovea centralis, c-d = parafoveal, d-e = perifoveal, e = Makula. Entnommen und modifziert nach
[23-25].
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2.1.2. Die Retina

Die Retina besteht aus dem auBen liegenden, einschichtigen retinalen Pigmentepithel (RPE,
Stratum pigmentosum) sowie der inneren, laminar aufgebauten neuralen Netzhaut
(Stratum nervosum) (Abbildung 2). Das Licht durchdringt erst alle signalleitenden Schichten
der Netzhaut bevor es die Aullensegmente der Photorezeptorzellen erreicht. Wenn das
Licht von den Photopigmenten (Rhodopsin und Opsin) im &duReren Segment des
Photorezeptors absorbiert wird, wird die Lichtenergie durch Phototransduktion als
elektrisches Signal durch die Netzhaut tGbertragen. Phototransduktion ist der Prozess, bei
dem die Lichtenergie in chemische und elektrische Signale umgewandelt wird, indem ein
G-Protein-gekoppeltes System (Transducin) in den Photorezeptoren aktiviert wird.[26] Die
Stabchen und Zapfen leiten ihre Signale an das zweite Neuron der Sehbahn weiter, die
Bipolarzellen der Netzhaut. Horizontalzellen regulieren die laterale Hemmung zwischen
den Photorezeptoren, um Kontraste zu verstarken, wahrend Amakrinzellen zeitliche und
raumliche Anpassungen der Signale vornehmen und die Detektion von Bewegungen
ermoglichen. Diese komplexe Interaktion leitet die Signale der Photorezeptoren an das
dritte Neuron der Sehbahn weiter, die in der inneren Retina liegenden, multipolaren
Ganglienzellen. Diese verlassen geblindelt als Nervus opticus das Auge, ziehen durch das
Chiasma opticum, wo etwa 50 % der Axone die Seite wechseln, und werden im Corpus
geniculatum laterale, dem vierten und letzten Neuron der Sehbahn, umgeschaltet. Von
dort ziehen sie zur primaren Sehrinde, der Area striata, im okzipitalen Kortex und werden
dort zu einem bewussten Seheindruck verarbeitet. Neben den Neuronen spielen
Miillerzellen, die als radiale Gliazellen die gesamte Dicke der Netzhaut durchspannen, eine
zentrale Rolle. Sie sorgen fiir die strukturelle Stabilitat der Netzhaut, regulieren den
lonenaustausch und beseitigen Stoffwechselprodukte. Darlber hinaus leiten sie Licht
effizient durch die Netzhaut bis zu den Photorezeptoren, wodurch die Lichtstreuung
minimiert und die Sehscharfe optimiert wird.[27] In Untersuchungen konnte in
Miillerzellen NAD+/NADH nachgewiesen werden.[28] Die Netzhaut wird zu etwa 65 %
durch die 300 pm dicke Aderhaut (Choroidea) und zu etwa 35 % durch das
Netzhautgefaflsystem, das Gber der Netzhaut liegt, mit Blut versorgt. Dabei erhalten die
duBeren Schichten der Netzhaut, einschliefllich der RPE und Photorezeptoren, ihre
Blutversorgung ausschlieBlich von der Choroidea, wahrend die inneren Schichten durch das
auf der Netzhaut liegende retinale Gefal3system ernahrt werden. [29,30]
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der menschlichen Netzhaut und histologischee Schnitt mit
Hamotoxylin-Eosin (HE)-Farbung. Die schematische Darstellung auf der linken Seite wurde mittels
BioLender erstellt, und das Bild an der rechten Seite wurde entnommen und modifiziert nach [31].
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2.1.2 Das retinale Pigmentepithel (RPE)

Das RPE ist eine stark pigmentierte, hexagonale Einzelzellschicht von 10 um Dicke.[7,32]
Diese einzelnen RPE-Zellen sind lateral durch Tight-Junctions (Zonulae occludentes)
miteinander verbunden und bilden somit die duRere Blut-Hirn-Schranke zwischen
Aderhaut und neuraler Netzhaut.[33] Apikal steht es iber Mikrovilli im direkten Kontakt
mit den dulleren Segmenten der Photorezeptoren.[33] Dies erklart, warum innerhalb des
RPEs viel endoplasmatisches Retikulum, viele Mitochondrien sowie Lysosomen vorhanden
sind.[34] An der basalen Seite obliegt es der Bruch-Membran, welche das RPE von der
Choriocapillaris trennt.[35,36] Im Bereich der Makula sind die RPE-Zellen héher (14 um) mit
kleinerem Durchmesser und dichter als in der Peripherie.[37,38] Das Zytoplasma der RPE-
Zellen enthalt mehrere Melanosomen, welche Licht aufgrund ihres hohen Melaningehalts
absorbieren.[33] Neben dem Melanin sind jedoch zwei weitere Pigmente in die RPE-Zellen
eingelagert: das Lipofuszin, das durch die unvollstindige Phagozytose von
Photorezeptoraussensegmenten (POS) entsteht, sowie das Melanolipofuszin, welches eine
Verschmelzung der Melanosomen mit den Lipofuszinen darstellt.[39]

Das RPE spielt eine entscheidende Rolle an der Lichtabsorption aufgrund seines hohen
Melaningehaltes, an der Phagozytose abgestoRener Photorezeptor-Aullensegmente, die
bei der Phototransduktion entstehen, am visuellen Zyklus, dem Na&hr- sowie
Sauerstofftransport von der Aderhaut in die auReren, nicht perfundierten
Netzhautschichten sowie als Bestandteil der Blut-Retina-Schranke zum Aufrechterhalt der
Homoostase und des Schutzes der Netzhaut (Abbildung 3).[40,41]

Lichtabsorption Protonengradient == Visuellerzyklus IPhagozytosel ISekretion

Glukose

3 I g
Bruchmembran VitaminA: e VEGF

Abbildung 3. Schematische Darstellung des retinalen Pigmentepithels (RPE) mit seinen Funktionen:
Lichtabsorption (gelb), epithelialer Transport (rot), Aufbau eines Protonengradienten (griin),
Bestandteil des visuellen Zyklus (orange), Phagozytose der Fotorezeptor Auensegmente (blau)
sowie Sekretion verschiedener Faktoren (oliv). Man beachte die Zellinterdigitationen des RPE mit
den dulleren Segmenten der duReren Photorezptoren (Stdbchen und Zapfen) durch seine
zottenférmigen Auslaufer. Abkiirzungen: MV = Mikrovilli; OS = Fotorezeptor AulRensegmente, PEDF
= pigment epithelium-derived factor, VEGF = vascular endothelial growth factor. Enthommen und
modifiziert nach [36].
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2.1.3 Die Melanosomen des RPE

In einer RPE-Zelle kénnen sich bis zu 100 Melanosomen mit einer Grofle von 0,5 — 1,5 um
befinden.[42] Diese befinden sich vorwiegend am apikalen Pol der RPE-Zelle in direkter
Ndhe zu den PhotorezeptoreauBensegementen (Abbildung 4). Das Melanin schiitzt die
Netzhaut vor oxidativem Stress, indem es reaktive Sauerstoffspezies (ROS) eliminiert und
somit eine antioxidative Wirkung entfaltet.[43]

Im Kontext von Lasertherapien sind die Absorptionseigenschaften von Melanin mit einem
Absorptionskoeffizienten von 1 pm™ besonders bedeutsam.[42] Im griinen Spektralbereich
(490 — 575 nm) absorbieren die Melanosmen etwa 50% des einfallenden Lichts.[44]

Abbildung 4. Aufnahme der RPE-Zellen mittels Transmissionselektronenmikroskop. Abkirzungen:
P = AuRensegmente der Photorezeptoren, M = Melanosomen, ZK = Zellkern einer RPE-Zelle, B =
Bruch-Membran, C = Chorioidea. Entnommen aus [45].
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2.2 Lasertherapie in der Augenheilkunde

2.2.1 Allgemein

Die Therapie mit Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) in der
Augenheilkunde ist aus der klinischen Routine nicht mehr wegzudenken. Zu den okularen
Zielgeweben gehoren Augenlider, Hornhaut, Sklera, Iris, Kammerwinkel, Linse, Glaskorper,
Ziliarkorper, Netzhaut und Aderhaut. Zu den verwendeten Lasertypen gehéren Excimer-
Laser (193 nm), Farblaser (sichtbarer Bereich), Diodenlasern bis hin zu Nd.YAG-Lasern
(1064 nm), die eine groRe Bandbreite an Wellenlangen aufweisen.[46] Die
Wechselwirkungen zwischen Laserlicht und Gewebe kdnnen wie folgt klassifiziert werden:
photothermische, thermomechanische, oder photochemische Reaktionen, Photoablation
sowie Plasma induzierte Disruption.[47] Auch die Absorber (Ziele) des Laserlichts variieren,
wobei die Hornhaut, die Linsenkapsel, Melanin (Iris, Eckwinkel, RPE, Aderhaut) die
wichtigsten Ziele sind. Je nach Pulsdauer, Repetitionsrate (Duty Cylce, Hz), Pulsenergie (J)
sowie Bestrahlungsstarke (W/cm?) (J) kommt es zu unterschiedlichen Gewebereaktionen.

Die Laserbehandlung der Netzhaut war die erste medizinisch genutzte Laserbehandlung.
Das Konzept der Photokoagulation der Netzhaut wurde 1949 von Gerhard Meyer-
Schwickerath entwickelt, der zunachst Sonnenlicht zur Koagulation der Netzhaut
einsetzte.[48,49] In den 1950er Jahren folgten die ersten Behandlungen mit Xenon-Lampen,
die als Vorlaufer der retinalen Photokoagulation gelten.[50] 1960 wurde der erste Laser
(Rubinlaser) erfunden und seine Verwendung in der Augenheilkunde erforscht.[51] Mit der
Erfindung des ersten Lasers (Rubinlaser) im Jahr 1960 begann die Erforschung seiner
Anwendung in der Augenheilkunde. Ein entscheidender Fortschritt gelang 1968 mit der
Entwicklung des Argonlasers, der die Prazision und Wirksamkeit der
Netzhautbehandlungen erheblich steigerte.[52] Seitdem konzentriert sich die
Netzhautlasertherapie hauptsachlich auf die Koagulation des dufReren Netzhautgewebes;
aber seit etwa 2000 werden sogenannte minimalinvasive retinale Lasertherapien
entwickelt und angewendet (die einzelnen Themen werden in den folgenden Kapiteln
behandelt).

Bei retinalen Laserbehandlungen ist das Melanin in RPE und Choroidea der Hauptabsorber.
Im Folgenden werden zwei retinale Lasertherapien, die photothermische und die
photomechanische, naher beschrieben, die sich dieselbe Melaninabsorption zunutze
machen, aber sehr unterschiedliche Wirkungsmechanismen haben. Die erste, die
photothermische Therapie, beschreibt auch ein neues Behandlungskonzept fiir die
Hyperthermie, die bisher nur zur Gewebekoagulation eingesetzt wurde.
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Abbildung 5. Absorptionskoeffizienten verschiedener Chromophore der Netzhaut in Abhdngigkeit
der Wellenldange. Man beachte, dass das Melanin im RPE den hochsten Absorptionskoeffizienten
hat, insbesondere im Wellenlangenbereich zwischen 400 — 700 nm. Hb = Hamoglobin, HbO. =
Oxyhdamoglobin. Entnommen und modifiziert nach [53,54]

2.2.2 Photothermische Lasertherapie der Netzhaut (Photokoagulation, thermische
Stimulation)

Bei der Photokoagulation wird in der Regel Laserlicht im sichtbaren Wellenlangenbereich
(grin, gelb, rot) verwendet, verwendet, welches primar durch Melanin im RPE und
teilweise auch der Aderhaut absorbiert wird.[44,45] Durch diese Absorption wird Licht in
Warme umgewandelt und diffundiert. Je nach Ausmal} dieser Temperaturerhohung und
Diffusion werden intrazelluldre Proteine denaturiert (Koagulation), was zum Zelltod fiihrt.
Das AusmaB der Ausbreitung des Temperaturanstiegs bestimmt das Ausmall der
Schadigung.

Im Allgemeinen zeigt sich die Denatulierung der Photorezeptoren ophthalmoskopisch als
sichtbare graulich-weiBe Lasion. Die Koagulation ist eine irreversible thermische
Schadigung und das geschadigte Volumen nimmt mit der Laserpulsenergie zu. Die
Photokoagulation der Netzhaut wird beispielsweise zur Therapie der diabetischen
Retinopathie oder von Netzhautldchern verwendet.[13] Normalerweise wird der Laserspot
mit einem Durchmesser von 100-400 um und einer Dauer von 50-200 ms eingesetzt. In der
Regel wird ein Dauerstrich-Laserpuls verwendet. Die Leistung des Laserpulses zur
Erzeugung des Koagulationsspots liegt in der Regel im Bereich von 50 bis 300 mW, abhangig
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von Bestrahlungsbedingungen wie der SpotgréBe und der Bestrahlungszeit sowie von
patientenspezifischen Faktoren wie Lichtabsorption und -streuung.

In den letzten Jahren wurden bei dieser Warmetherapie auch sogenannte unterschwelligen
Lasertherapien eingesetzt, bei denen die Energie des eingestrahlten Laserpulses gesenkt
wird und keine Vernarbung auftritt.[6,10,55] Diese Therapie fihrt einer subletalen
Erwarmung des RPE, wodurch sichtbare Narben vermieden werden. Ein typisches Beispiel
hierfir ist die Verwendung von Mikropuls-Lasertherapie. In der klinischen Praxis werden
Ublicherweise 500-Hz-Pulse verwendet, haufig in Kombination mit einem Duty Cylce von 5
bis 15 %. Die Bestrahlung erfolgt durch wiederholte Pulse mit einer Dauer von 100 bis 300
ps. Die SpotgrofRe und Bestrahlungsdauer dahneln der konventionellen Photokoagulation
und liegen typischerweise zwischen 100 und 200 um sowie 100 bis 200 ms. Hauptindikation
dieser Therapie ist Chorioretinopathia Centralis Serosa (CCS). Zudem gibt es Berichte tber
eine verringerte Injektionsfrequenz bei Makuladdemen wie diabetsichem Makulaédem
(DMO) in Kombination mit Anti-VEGF-Injektionen.[9,56]

Als moglicher therapeutischen Mechanismus gilt die Aktivierung des Zellstoffwechsels von
RPE-Zellen durch Hyperthermie, was zu einer Verbesserung verschiedener Funktionen
flhrt. Unterstiitzung hierfir liefern Daten aus der Grundlagenforschung, die zum Beispiel
eine Erhohung von Hitzeschockproteinen (HSP), eine verbesserte antioxidative Kapazitat
sowie eine gesteigerte Autophagie-Funktion zeigen.[57-61]

Grundsatzlich folgt die Reaktion von molekularen Prozessen bei einem Temperaturanstieg
dem Arrhenius-Gesetz.[62] Dieses Gesetz, das vom schwedischen Chemiker Svante
Arrhenius im Jahr 1884 formuliert wurde, beschreibt den Zusammenhang zwischen der
Reaktionsgeschwindigkeit einer chemischen Reaktion und der Temperatur. Gemald der
Formel

k =A- eta/RT)

hangt die Reaktionsgeschwindigkeit k exponentiell von der Temperatur T ab, wobei Ea die
Aktivierungsenergie, R die universelle Gaskonstante und A der praexponentielle Faktor ist.
In der Hyperthermie-Therapie bedeutet dies, dass selbst kleine Temperaturerhhungen
eine erhebliche Beschleunigung biochemischer Prozesse im RPE bewirken konnen.
Allerdings ist die Einwirkungsdauer entscheidend: Zu lange oder zu hohe Temperaturen
kénnen subletale Schwellen (berschreiten und zu einem irreversiblen Zelltod fiihren.
Daher missen Temperatur und Dauer genau kontrolliert werden, um eine gezielte
subletale Hyperthermie zu gewahrleisten.

Da der Melaningehalt in RPE-Zellen, der Grad der Streuung und Absorption des Laserlichts
durch die Augenmedien interindividuell variieren, wird Ublicherweise vor der Behandlung
eine individuelle Titration der Laserleistung aullerhalb der Makula durchgefiihrt. Die
Behandlung der pathologischen Lasion erfolgt dann mit der auf dieser Grundlage
berechneten Laserleistung. Haufig wird dabei eine Leistung verwendet, die 30-50 % der
Funduskopie-Sichtbarkeitsschwelle bei der Titration entspricht. Es ist jedoch durchaus
moglich, dass Pigmentierungsunterschiede sowie Variationen im Grad der Lichtstreuung
zwischen Titrations- und Behandlungsbereichen zu Abweichungen fiihren kénnen. Daher
ware es ideal, individuelle Bestrahlungen mit strenger Temperaturmessung und -kontrolle
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durchzufiihren. In diesem Bereich wird weiter intensiv geforscht und es bleibt zu hoffen,
dass in Zukunft prazisere und optimierte Hyperthermiebehandlungen verfiigbar sein
werden.[63]
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2.2.3 Photodisruption (thermomechanische Disruption)

Friihere Forschungen haben gezeigt, dass Laserpulsdauern von weniger als 5 ps zum
Absterben von RPE-Zellen infolge der Bildung von Mikroblasen durch den schnellen
Temperaturanstieg der Melanosomen fiihren, d.h. zu einer thermomechanischen
Zerstorung.[64] In der klinischen Praxis kamen hierflir bisher Frequenzverdoppelter
gepulster Nd:YLF-Laser oder 532 nm Q-switched-Laser zum Einsatz. Die Pulsdauer betragt
hierbei von 1,7 us (selektive Retinatherapie: SRT) [7] bzw. 3 ns (2RT) [65]. Bei SRT, zum
Beispiel, betragt die Laserpulsdauer 1,7 ps, die Wiederholrate 100Hz und die
Bestrahlungszeit etwa 300 ms.[4,7,66,67]. Diese selektive Zerstérung der RPE-Zellen ist
funduskopisch nicht sichtbar. Der laserinduzierter Zelluntergang fihrt zu einer
Wundheilung durch das umgebende RPE, d.h. zu einer Migration und ggf. Proliferation der
RPE-Zellen. Die daraus resultierende morphologische und funktionelle Regeneration des
RPE wird als erfolgreicher Reaktionsmechanismus der Behandlung angesehen.[7,68] Die
Wirksamkeit der SRT wurde bei CCS [11,69,70], dem diabetischen Makuladdem|[4,71,72]
sowie dem Makulaédem nach Netzhautastverschluss[73] gezeigt.
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Abbildung 6. Schematische Darstellung der retinalen Schichten (A) sowie der SRT am histologischen
Schnittbild durch eine RPE-Zelle (B). Die rote Markierung (links) kennzeichnet das RPE. Die griinen
Pfeile markieren die Bestrahlung der blauumkreisten Melanosomen (M) innerhalb der RPE-Zellen.
Abkirzungen: P = AulRensegmente der Photorezeptoren, M = Melanosomen, ZK = Zellkern einer
RPE-Zelle, B = Bruch-Membran, C = Chorioidea. Entnommen und modifiziert nach [45]
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2.2.4 Detektion selektiver Retinaschdden mittels Fluoreszenzangiographie

Wie bereits erwahnt ist die auf das RPE begrenzte Zerstorung funduskopisch nicht sichtbar
(Abbildung 7A). Das FAG kann jedoch die RPE-Schaden feststellen. Aufgrund des Schadens
des RPEs, welches als Blut-Retina-Schranke fungieren soll, kommt es zum Durchtritt von
Fluoreszein aus der Choriokapillaris in den subretinalen Raum. Diese Leckage von
Fluoreszein ist detektierbar (Abbildung 7B).

Abbildung 7. Fundusfoto (A, FC), Fluoreszenz- (B, FAG) nach einer SRT bei Chorioretinopathia
centralis serosa. Die SRT-Lasionen sind in der FAG (B) deutlich zu erkennen (roter Pfeil), jedoch
funduskopisch nicht sichtbar. Die blauen Pfeile zeigen Testldasionen mit ansteigender Energie zur
Dosisfindung am unteren Gefallbogen. Funduskopisch leicht sichtbar sind lediglich Spots mit hoher
(blaue Pfeile). Entnommen und modifiziert nach [7]

Jegliche Angiographie ist jedoch ein invasiver Eingriff mit potenziellen Risiken, wie z.B. einer
Anaphylaxie.[74] Da diese aufwandige Untersuchungsmethode in den meisten
augenarztlichen Praxen nicht durchgefiihrt wird, erfolgt die Untersuchung primar in
Kliniken. Jingste Entwicklungen ermdéglichen die Echtzeitdetektion von Mikroblasen sowie
ein automatisches Feedback-Kontrollsystem, sodass die Zerstérung des RPE so friih wie
moglich erkannt und eine Uberbehandlung vermieden werden kann.[75] Um diese neuen
Technologien zu (berprifen, ist eine weniger invasive und ebenso empfindliche
Bildgebungsmodalitdt wie die FAG erwiinscht. Die Fundus-Autofluoreszenz (AF) sowie
Infrarotreflektion (IR) sind einige der nicht-invasiven Bildgebungsmodalitdaten, deren
Empfindlichkeit im Vergleich zur FAG bei der Erkennung von SRT-Spots bisher nicht
grindlich untersucht wurde.
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2.3 Fluoreszenzslebensdauer (FLD)

Fluoreszenz ist die spontane Emission von Licht, wenn ein Molekiil von einem elektronisch
angeregten Zustand in einen Zustand niedrigerer Energie lGibergeht. Dieser Prozess gehort
zur Kategorie der strahlenden Relaxation. Die Fluoreszenzlebensdauer (FLD, 1) wird
definiert als die Zeit, in der die Fluoreszenzintensitat auf 1/e (etwa 37 %) ihres
Ausgangswerts abfallt (Abbildung 8). Die FLD ist fluorophorspezifisch und unabhangig von
der Fluoreszenzintensitat. Sie ist ein direkter Indikator fir die Energielibertragungsrate
eines angeregten Molekils auf seine Umgebung.[15,76] Die Emission nimmt mit der Zeit
exponentiell ab. Die Zeitskala liegt typischerweise im Bereich von Pico- (ps) bis
Nanosekunden (ns). Gleichung (1) beschreibt die Fluoreszenzintensitat (I) als Funktion der
Zeit (t), der FLD () und der jeweiligen Amplituden (a), wobei a die relative Gewichtung
einer Abfallkomponenten angibt. Uber einen Sensor kénnen Signale von verschiedenen
Molekilen registriert werden, die fluoreszieren und dabei Licht mit unterschiedlichen
Abklingzeiten emittieren. Entscheidend fiir die Messung ist, dass vor dem Sensor ein Filter
platziert wird, der bestimmt, welche Wellenlangen detektiert werden. Allerdings gibt
dieser Filter keine Auskunft darliber, von welchem Molekiil oder welcher spezifischen
Struktur das Signal stammt. Wenn innerhalb des erfassten Wellenldngenbereichs zwei oder
mehr Molekiile Fluoreszenzsignale emittieren und diese Molekiile unterschiedliche
Fluoreszenzabklingzeiten aufweisen, entsteht eine komplexere Signalstruktur. In solchen
Fallen ist die Abklingkurve des Signals nicht mehr einfach negativ exponentiell. Stattdessen
ergibt sich das Gesamtfluoreszenzsignal aus der Summe mehrerer Abklingkurven, die
jeweils die Charakteristika der beteiligten Molekiile reprasentieren. Fiir die quantitative
Analyse solcher gemischten Signale ist es erforderlich, mathematische Modelle zu
verwenden, die diese Summe aus mehreren exponentiellen Funktionen beschreiben
konnen. [14]

I(t)=1(0)+ g]laie_ﬁ' (1

I: Fluoreszenzintensitat, t: Zeit, t: FLD, i: Komponent, n: Anzahl der Komponenten
o: Amplitude

I(t): Fluoreszenzintensitat zum Zeitpunkt t.

1(0): Anfangliche Fluoreszenzintensitat bei t=0.

Ti: die Fluoreszenzlebensdauer der jeweiligen Zerfallskomponente |.

ai: die Amplitude oder der relative Beitrag jeder Zerfallskomponente i zur gesamten
Fluoreszenzintensitat
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Abbildung 8. Zeitabhangige Entwicklung des Fluoreszenzsignals eines Fluorophors nach Erregung
auf ein hoheres Energieniveau und Abfall auf seinen Ausgangswert: Die FLD (1) kann fir jedes

Fluorophor als exponentielle Zerfallsfunktion der Fluoreszenz (iber die Zeit (hier in ps) beschrieben
werden. Entnommen und modifiziert nach [21]
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2.4 Fluorescence Lifetime Imaging Ophthalmoscopy (FLIO)

Die FLIO ist ein neues bildgebendes Verfahren zur In-vivo-Messung der Lebensdauer
endogener Fluorophore des Augenhintergrundes, das ca. 2001 von Dr. Dietrich Schweitzer
an der Friedrich-Schiller-Universitat in Jena entworfen und 2010 durch die Firma
Heidelberg Engineering weiterentwickelt wurde.[77] Ein auf dem Spectralis-Scanner von
Heidelberg Engineering basierender, industriell entwickelter FLIO-Prototyp kam erstmalig
unter Dysli et al. zum Einsatz.[16]

2.4.1 Technische Grundlagen der FLIO

Das FLIO-System setzt sich aus einer gepulsten Laserquelle, einem Eye-Tracking-System,
zwei Photonendetektionskandlen sowie einem TCSPC (Time-Correlated single photon
counting) -Modul zusammen (Abbildung 9).

Die FLIO hat einen Pikosekunden-gepulsten Anregungsdiodenlaser mit einer
Lichtsignalleistung von 200 uW, einer Repetitionsrate von 80MHz und einer Wellenlange
von 473 nm (Becker & Hickl, Berlin, Deutschland), wobei ein Neutralfilter die Lichtstarke
des Lasers vor dem Auftreffen auf das Gewebe reduziert.[78] Durch eine Infrarotkamera ist
eine aktive Augenverfolgung moglich, Durch diese Augenverfolgung kann ein erfasstes
Signal nach einer Augenbewegung immer noch dem korrekten Ursprung im bisher
erfassten Bild zugeordnet werden. Dadurch kann jedes ankommende Photon innerhalb
eines 256x256 Pixel groRen Areals registriert werden. Ein konfokaler Laserstrahl rastert mit
einer Bildfrequenz von 9 Hz und einer Laserwiederholrate von 80 MHz die zentralen 30°
des Fundus und flhrt in diesem Bereich zur Anregung der Autofluoreszenz.

Zwei spektral getrennte Einzelphotonenzdhl-Detektoren (HPM-100-40, Becker & Hickl,
Berlin, Deutschland), die mit zwei zeitkorrelierten Einzelphotonenzadhlkarten (TCSPC,
Becker & Hickl, Berlin, Deutschland) verbunden sind, detektieren jedes einzelne emittierte
Photon. Die Photonen werden entsprechend ihrer Wellenlange dem jeweiligen Kanal
zugeordnet. Der kurze Spektralkanal (SSC) deckt eine Wellenlange von 498 bis 560 nm ab,
der lange Spektralkanal (LSC) dagegen einen Bereich von 560 bis 720 nm. AnschlieBend
erfolgt die Berechnung der Fluoreszenzabklingkurve. Hierbei wird von einer doppelten
Abklingkurve ausgegangen. Ein Optimierungsalgorithmus aktualisiert die variablen dieser
Kurve(n) so lang bis die Summe beider Abklingzeiten mit einem geringst moglichen Fahler
an die vom TCSPC bereitgestellten Daten passen.[79]

Aufgrund unterschiedlichster Storphanomene und der Totzeit der Photonendetektoren ist
es unwahrscheinlich, jedes einzelne dieser Photonen erfassen zu kénnen. Daher wird jede
Messung so lange wiederholt, bis mindestens 1000 Photonen pro Pixel erfasst werden.

FLIO erfiillt gemalk ANSI Z136.1-2007 sowie der International Electrotechnical Commission
jegliche Anforderungen der Laserschutzklasse 1.[80,81] Das Gerat wird mit einer
modifizierten Version der Heidelberg Eye Explorer (HEYEX) Software (Heidelberg
Engineering, Heidelberg, Deutschland) bedient. Die Berechnung der Fluoreszenzlebens-
dauer erfolgt mit der integrierten Version SPCImage (Becker & Hickl, Berlin, Deutschland).
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Abbildung 9. (Oben) Technischer Aufbau der FLIO. Ein Laser (blau) mit einer Wellenldnge von 473
nm fahrt im Rasterverfahren zeilenartig (iber den Augenhintergrund und provoziert dort
Fluoreszenzsignale, die mit Hilfe von zwei Photonendetektoren (SSC 498-560 nm (hellgriin), LSC
560-720 nm (dunkelgriin) erfasst werden. Durch ein mit Infrarotlaser (rot) gestiitztes Eyetracking
kénnen ungewollte Augenbewegungen korrigiert und die Informationen einem spezifischen Punkt
auf der Netzhaut zugeordnet werden. Das TCSPC-Modul (gelb) berechnet anschlieRend die
Fluoreszenzzerfallskurve sowie die mittlere FLD. Entnommen und modifiziert nach [21,79]
(Unten) FLIO-Bild eines gesunden Auges (links: Autofluoreszenzintensitatsbild, durchschnittliche
FLD (tm) mit Pseudofarbe.
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2.4.2 Fluorophore im Auge

Im Auge gibt es verschiedene Arten von fluoreszierenden Molekiilen. In den
Intensitatsbildern der Fundusautofluoreszenz (FAF) werden Summensignale von
Fluorophoren wiedergegeben. Daher werden Molekiile mit geringer Fluoreszenzintensitat
und niedriger Gewebekonzentration moglicherweise nicht erkannt oder durch die
Fluoreszenz konzentrierterer und intensiverer Fluorophore tberdeckt. Die FLIO kann durch
die Unterteilung von SSC und LSC Signalunterscheidungen treffen, was durch die FAF nicht
moglich ist. Ferner ist die FLIO weniger empfindlich gegenilber der Fluoreszenzintensitat
und der Fluoreszenz-Quantenausbeute von Fluorophoren und hat somit das Potenzial,
schwache Fluorophore zu erkennen. Was bisher Gber Fluorochrome im Auge, insbesondere
im Augenhintergrund, und ihre Fluoreszenzeigenschaften bekannt ist, wird im Folgenden
beschrieben. Zu den bisher identifizierten autofluoreszierenden Substanzen in der
Aderhaut und der Netzhaut, die durch das von FLIO verwendete 473-nm-Licht angeregt
werden koénnen, gehoren Makulapigment, Lipofuszin, Coenzyme (Flavin-Adenin-
Dinukleotid: FAD, Flavin-Mononukleotid: FMN), Melanin, Kollagen, Elastin, Blut, Advanced
Glycation Endproduct (AGE). Im Folgenden werden diese fluoreszierenden Molekiile
ausfuhrlicher erldutert. Molekiile mit einem Fluoreszenzspektrum, das von FLIO nicht
erfasst werden kann, sind nicht aufgefihrt.

2.4.2.1 Makulapigment (Lutein, Zeaxanthin)

Von den oben genannten fluoreszierenden Substanzen haben Makulapigmente wie Lutein
und Zeaxanthin die kiirzesten FLD. In-vitro-Messungen zeigen ihre Fluoreszenzspitze bei
500-550 nm, wenn sie mit einer Wellenlange von 420-490 nm (blaues Licht) angeregt
werden, wobei ihre FLD im Femtosekundenbereich (200-250 fs) liegt, weit unterhalb der
Nachweisgrenze von FLIO (einige zehn ps).[82] In vivo zeigt der zentrale Bereich des ETDRS-
Gitters tm Werte zwischen 50 und 200 ps in der SSC und 100-240 ps in der LSC.[16,83] Der
Grund fur den Unterschied zwischen In-vitro- und In-vivo-Messungen ist noch unklar,
konnte aber durch andere fluoreszierende Substanzen beeinflusst werden, die im selben
Bereich der Netzhaut vorhanden sind. In jedem Fall ist die FLD der zentralen Fovea im
gesunden Augenhintergrund am kirzesten und unterscheidet sich erheblich von der
umgebenden Netzhaut. Anomalien in der Menge oder Verteilung des Makulapigments
werden daher eindeutig als Verdanderungen der FLD der zentralen Fovea erkannt
(Abbildung 9).[14,84]

2.4.2.2 Lipofuscin (Bisretinoid)

Lipofuscin ist eine fluoreszierende Substanz mit einem Fluoreszenzspektrum von 400 bis
700 nm und einem Emissionsmaximum bei 578 nm bei einer Anregungswellenlange von
365 nm (vgl. Abbildung 10). Lipofuscin wird vor allem in der Messung der FAF (Intensitat)
als Hauptfluorophor nachgewiesen wird.

Die FLD von Lipofuszin wird mit 1,4 — 3 ns als lang angesehen, aber die spezifischen Werte
variieren zwischen den Berichten, die Spenderaugen verwenden; Schweitzer et al.
berichteten Uber eine T von etwa 1,4 ns und Yakovleva et al. Gber 3 ns.[85,86] In-vitro-
Messungen zeigten, dass die FLD von Bisretinoid und die von all-trans-Retinal 0,1 ns betrug.
Die FLD von A2E, einem der Bis-Retinoide, betragt etwa 0,2 ns, wahrend die von all-trans-
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Retinal weniger als 0,1 ns betragt und damit kirzer ist als die FLD von Lipofuscin selbst.
Lipofuscin wird hauptsachlich im langwelligen Bereich (LSC) nachgewiesen und es wird
angenommen, dass die Zunahme der FLD auf der LSC-Seite mit dem Alter hauptsachlich auf
die Akkumulation von Lipofuszin zurickzufiihren ist.[78] Andererseits wurde berichtet,
dass lipidreiche Drusen in FLIO weniger gut erkannt werden.[17] Dies ist
hochstwahrscheinlich auf ihr Vorhandensein unter dem RPE mit Melanin zurlickzufiihren,
das Licht absorbiert, was auf ihr Vorhandensein in FLIO durch Veranderung der FLD der
RPE-Zellen an dieser Stelle hindeutet.
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Abbildung 10. Fluoreszenzemissionsspektren von Lipofuscin (LF) und Melanolipofuscin (MLF) bei
einer Anregungswellenlange von 365 nm. Obwohl beide Granula dhnliche Anregungsspektren
aufweisen (nicht dargestellt), unterscheiden sie sich deutlich in ihren Emissionsmaxima. Das
Emissionsmaximum von MLF ist 554 nm, jenes von LF 578 nm. Entnommen aus[87]

2.4.2.3 Redox Coenzyme (FAD, FMN)

Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und Flavin-Mononukleotid (FMN) sind Coenzyme auf der
Basis von Flavin und spielen eine wichtige Rolle im zellularen Energiestoffwechsel und bei
Redoxreaktionen. Beide Molekiile haben deutliche Anregungspeaks bei 360 nm (UV-
Bereich, schwéacherer Peak) und 450 nm (blaues Licht, dominanter Peak), die hauptséachlich
auf den Flavinring zurickzufiihren sind. Die Fluoreszenzmaxima liegen bei 520-530 nm
(griines Licht). Diese Wellenlidngen sind charakteristisch fiir den Ubergang vom angeregten
Zustand zuriick in den Grundzustand des Flavinmolekiils.

FMN ist ein Molekiil, das aus einer Phosphatgruppe besteht, die an Riboflavin (Vitamin B2)
gebunden ist, und strukturell aus einem Flavinring und Ribosephosphat aufgebaut ist. Es
fungiert als Cofaktor im Komplex | (NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase) des
Elektronentransfersystems (ETC), vermittelt Redoxreaktionen und lbertragt Elektronen in
enzymatischen Reaktionen. FMN weist photochemische und fluoreszierende
Eigenschaften auf, wobei sich die Fluoreszenzeigenschaften je nach Oxidationsstufe andern.
An Proteine gebundenes FMN weist eine langere FLDr (ca. 4,7 ns) auf als freies FMN (ca.
1,5 ns). Die Fluoreszenz von FMN hangt auch von seiner lokalen molekularen Umgebung
ab, einschlieBlich des pH-Werts und des Konformationszustands, wie z. B. gestapelte oder
offene Konformationen.[88]
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FAD ist ein Molekiil, das aus einem Adenin-Nukleotid besteht, das an FMN gebunden ist
und strukturell Riboflavin, Phosphatgruppen, Ribose und Adenin enthalt. Es fungiert als
Cofaktor flir Enzyme und dient als Elektronenibertrager bei Redoxreaktionen, wobei es
eine zentrale Rolle in zahlreichen Stoffwechselwegen spielt, wie etwa bei der Succinat-
Dehydrogenase im Zitronensdurezyklus (TCA-Zyklus) und der Beta-Oxidation von
Fettsauren. In Flavoenzymen reguliert es Stoffwechselreaktionen durch den Transfer von
zwei oder einem Elektron. Die FLD von FAD variiert je nach Zustand: Proteingebundene
FADs haben eine kurze Lebensdauer (~0,5-2 ns), wahrend freie FADs eine ldangere
Lebensdauer (~2,5-3,5 ns) aufweisen. Sowohl die Fluoreszenzintensitat als auch die
Lebensdauer hdangen stark von der Umgebung und dem Redoxzustand ab, in dem FAD
gebunden ist.[88]

Diese Eigenschaften machen FAD und FMN zu vielseitigen Biomarkern flr oxidativen Stress,
Stoffwechselaktivitat und Redoxzustanden in biologischen Systemen.

In der folgenden Tabelle 1 sind die Eigenschaften von der FLD in verschiedenen
Proteinbindungszustdanden von FAD und FMN zusammengefasst.

Trree (Protein-ungebunden) Thound (Protein-gebunden)
FAD 2,3ns 0,3 ns
FMN 1,5ns 5ns

Tabelle 1. Eigenschaften von der FLD in verschiedenen Proteinbindungszustanden von FAD und FMN.
2.4.2.4 Melanin

Melanin hat die hochste Absorption im UV-Bereich um 335 nm, die mit der Wellenlange
abnimmt und die Absorption wird bei Wellenlangen (ber 700 nm fast vollstandig
abgeschwacht.[89] Diese aulergewohnliche Absorptionseigenschaft macht es zu einem
effektiven Lichtabsorber in biologischen Geweben. Trotz der breiten Absorption zeigt
Melanin ein nahezu konstantes Fluoreszenzspektrum mit einem Peak um 550 nm,
unabhadngig von der Anregungswellenlange. Allerdings ist die Fluoreszenz-
Quantenausbeute extrem niedrig (0,1-0,2 %), was bedeutet, dass die Fluoreszenzintensitat
sehr gering ist und schwer nachzuweisen ist; insbesondere in Gegenwart anderer
fluoreszierender Substanzen.[90] Die FLD von Melanin, gemessen in RPE-Zellen
(Melanosomen), ist sehr kurz und betrdgt im Durchschnitt 0,1-0,2 ns.[91]

2.4.2.5 Collagen/Elastin

Kollagen und Elastin sind hauptsachlich durch Fluoreszenz im UV-Bereich unter 400 um
charakterisiert aber wenn sie im sichtbaren Wellenlangenbereich von 450-480 nm angeregt
werden, wird auch Fluoreszenzemission um 470-520 nm beobachtet, wenn auch mit
geringerer Intensitat.[92] Kollagen ist ein wichtiges Strukturprotein, das im extrazellularen
Lumen verschiedener Bindegewebe vorkommt und in der GefaBwand, der Bruch'schen
Membran und der Aderhaut des menschlichen Augenhintergrunds zu finden ist; die
durchschnittliche FLD von Kollagen Typ I, II, lll und IV betrug 1,75 ns, 1,44 ns, 1,11 ns und
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1,62 ns.[85] Elastin ist in der vaskuldren Tunica media und damit in der dicken Arterienwand
haufiger anzutreffen und seine FLD wurde mit 1,38 ns angegeben.[85] In normalen Augen
ist die FLD von Blutgefal3en viel langer als die des umgebenden Netzhautgewebes und kann
daher mit FLIO deutlich beobachtet werden (Abbildung 9).[14,84]

2.4.2.6 Blutzellen

Obwohl die FLD von Blut noch nicht ausfuhrlich erortert wurde, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass sie zum FLD-Wert des GefaRteils beitragt. Die FLD von Erythrozyten
(Hamoglobin) ist sehr kurz und liegt zwischen 0,1 und weniger als 0,2 ns, wahrend sie fiir
andere Blutzellen (0,7 bis 1,25 ns) und Plasma (1,1 ns) langer ist, was der des Cholangiogens
nahe kommt.[93]

2.4.2.9 AGEs (Advanced Glycation End Products)

AGEs, die Endprodukte nicht-enzymatischer Glykierungsreaktionen, besitzen spezifische
Fluoreszenzeigenschaften. Die typischen Anregungs- und Emissionswellenldangen (Aex/Aem)
liegen bei etwa 370 nm/440 nm.[94] Zudem wurde in einigen Studien berichtet, dass AGEs
bei einer Anregung bei 468 nm eine Emission bei etwa 490 nm zeigen. Die FLD von AGEs
betragt typischerweise etwa 1,7 ns.[85] Dieser Wert spiegelt die spezifischen
Fluoreszenzeigenschaften der in Geweben oder Zellen angesammelten AGEs wider. Die
Akkumulation von AGEs in der Netzhaut von Patient:innen mit Diabetes wird als eine der
Hauptursachen fiir die Verlangerung der FLD in der FLIO-Bildgebung angesehen.[95] Diese
Anhaufung steht in Zusammenhang mit der Progression der diabetischen Retinopathie. Die
spezifischen Fluoreszenzeigenschaften von AGEs kdnnten somit als wichtiger Biomarker
dienen, um das Fortschreiten der Erkrankung zu bewerten und die Wirksamkeit
therapeutischer MalRnahmen zu Giberwachen.[84]

Die nachstehende Tabelle 2 fasst die obigen Erlduterungen zusammen.

dominanter Kanal N
Fluorophor (SSC or LSC) FLD Lokalisation
Makulapigment
200-250 f: F
(Lutein, Zeaxanthin) 5S¢ 00-250 fs ovea
Lipofusin LsC 1,4-3 ns In RPE-Zellen
Redox Coenzyme FAD: 0,3 ns
SsC ’ Alle Zell
(FAD, FMN) -gebunden FMN: 5 ns € cefien
Redox Coenzyme (FAD, FAD: 2,3 ns
FMN) -frei >3¢ FMN: 1,5 ns Alle Zellen
Melanin SSC=LSC 0,1-0,2 ns RPE, Choroid
. N BlutgefiBe, Papille,
Collagen, Elastin SSC=LSC 1-2 ns Bruch-Membran, Choroid
Elythrozyten: 0,1-0,2 ns
Blutzellen unklar Andere Blutzellen: 0,7- BlutgefiRe, Kapillaren
1,25 ns
AGE SsC 1,7ns Alle Zellen

Tabelle 2. Zusammenfassung der in Kapitel 2.4.2 aufgefiihrten Fluorophore mit ihrer FLD sowie
Lokalisation im Gewebe.
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2.4.3 Bisherige Forschungsarbeiten tiber die FLD der Netzhaut und FLIO

Das derzeitige Wissen lber die FLD und FLIO basiert auf Grundlagenforschung, die sowohl
ex vivo als auch in vivo durchgefiihrt wurde. Diese Studien tragen wesentlich zum
Verstandnis der FLD am Augenhintergrund und der FLIO bei. Eine ex vivo Studie an
Schweinegewebe zeigte eine kurze FLD des gesunden RPEs an, die wahrscheinlich durch
die kurze FLD des Fluorophors Melanin verursacht wird. Zellularer Stress flhrte zu einer
signifikant verlangerten FLD bei RPE-Zellen, was zumindest teilweise mit Veranderungen
im Proteinbindungszustand der fluoreszierenden Cofaktormolekiile zusammenhangen
konnte.[91]

Die Hemmung der Autophagie-Funktion durch Bafilomycin A1 im RPE fiihrte zu einer
signifikanten Verlangerung der mittleren FLD (tm) im SSC. Es wurde vermutet, dass dies mit
einer reduzierten mitochondrialen Aktivitat und einer damit einhergehenden erhéhten
Konzentration von freiem FAD assoziiert ist.[21] Eine weitere Studie untersuchte ex vivo
die FLD in hyperaktiven Mitochondrien und fand eine signifikant kiirzere mittlere FLD (tm)
im SSC entsprechender RPE-Zellen nach der Entkopplung der mitochondrialen Aktivitat.
Diese Verkiirzung der FLD koénnte auch ein Hinweis auf Verdanderungen im
Proteinbindungszustand des Cofaktors sein.[96] Im Gegensatz hierzu zeigten sich bei einer
ex vivo Studie mit AMD-adhnlichen Verdnderungen an RPE-Zellen, die 14-tagigen
Serumentzug ausgesetzt waren, signifikant verlangerte FLDs im Vergleich zu normalen
Serumbedingungen. Es wird diskutiert, dass dies auf eine Verringerung der
mitochondrialen Aktivitdt und einen anschlieBenden Anstieg von freiem FAD und
proteingebundenem FMN zurlickzufiihren ist.[91,96,97] In vivo Studien an AMD-
Mausmodellen deuteten auf eine voriibergehende, friihzeitige, signifikant kiirzere FLD am
Augenhintergrund hin, die vermutlich auf stressbedingte kurzzeitige Stoffwechsel-
aktivierung zurtickgefiihrt wurde.[98] Dies deutet darauf hin, dass FLIO friih Stoffwechsel-
und Redox-Verdanderungen detektieren kann, bevor die Netzhauterkrankung auftritt.[98]
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2.4.4 Klinische Anwendung der FLIO

Im gesunden Auge verkirzt sich die mittlere FLD (tm) von peripher nach zentral. Im Zentrum
der Makula ist aufgrund des hohen Gehalts an Makulapigment die kiirzeste FLD messbar,
wohingegen die langste FLD im Bereich der retinalen Gefidlle sowie des Sehnervenkopfes
detektierbar ist.[19] Dies wird durch ein vermehrtes Aufkommen von Elastin sowie
Kollagen begriindet.[19] Mit zunehmendem Alter verlangert sich die FLD sowohl im SSC als
auch im LSC. Dies wird am ehesten auf die altersbedingt zunehmende Konzentration von
Lipofuszin sowie einer verdanderten Zusammensetzung retinaler Fluorophore
zurlickgefuhrt.[14] Nicht unbeachtet darf hierbei eine sukzessive AMD (z.B. Katarakt)
bleiben, die ebenfalls zu einer Verlangerung der FLD fiihren kann.

Es wurde gezeigt, dass die mittlere FLD bei Patienten mit einer AMD im Vergleich zur
Kontrollgruppe verlangert gewesen ist (Abbildung 11).[14,99] Als Ursache hierfiir wurde
eine Akkumulation von Bisretinoiden in den RPE-Zellen angenommen. Morphologisch stellt
sich diese FLD-Verlangerung ringférmig um die Makula dar und zeigt ihre starkste
Auspragung im LSC.[16] Bemerkenswerterweise konnte dieses spezifische Muster einer
verlangerten FLD bereits vor der funduskopischen Sichtbarkeit von Drusen mittels FLIO
erfasst werden.[100]
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Abbildung 11. AF- und FLIO-Bilder einer gesunden Netzhaut (a-d, links) sowie einer an AMD

erkrankten Netzhaut (a-d, rechts) mit den Kanalen SSC (b) und LSC (d). Entnommen und modifiziert
nach [78]

Rauchen

Nicht nur bestimmte Krankheiten, wie die AMD, sondern auch Lebensgewohnheiten
konnen die FLD des Augenhintergrundes nachweislich beeinflussen. Eine Studie der
Forschungsgruppe der Augenklinik des UKSH Campus Liibeck hat gezeigt, dass Raucher bei
gesunden jungen Erwachsenen (20-37 Jahre) einen signifikanten Unterschied in der FLD der
Netzhaut im Vergleich zu Nichtrauchern aufweisen. Hierbei wurde angenommen, dass die
beobachteten FLD-Anderungen wahrscheinlich auf rauchbedingte Stoffwechsel-
veranderungen zurlickzufiihren sind.[18]

33



2.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die FLIO das Potenzial hat, durch ihre nicht-
invasive Messmethode neben strukturellen Veranderungen auch Informationen Gber den
metabolischen Zustand der Netzhaut zu liefern. Die Laserbehandlung der Netzhaut ist eines
der therapeutischen Verfahren, die den Stoffwechselzustand der Netzhaut beeinflussen
konnen. Insbesondere minimal-invasive Laserbehandlungen wie die SRT wurden
eingefiihrt, um den Stoffwechselzustand der Netzhaut und schlieflich ihre Funktion zu
verbessern. Die Wirkung dieser Verfahren auf die FLD wurde jedoch bisher noch nie in vivo
untersucht. In dieser Doktorarbeit wurde daher an Kaninchen in vivo untersucht, inwiefern
sich eine selektive Laserbehandlung an der Netzhaut auf die FLD auswirkt und wie diese
mittels FLIO detektiert werden kann. Dies wurde im Rahmen eines Verbundprojektes
(BMBF-Projekt ,MetaNetz“: FKZ 13N14443, 13N14444, 13N14445) in Zusammenarbeit mit
dem Medizinischen Laserzentrum Libeck GmbH, dem Institut flr Biomedizinische Optik
der Universitat zu Libeck, Heidelberg Engineering, Becker & Hickl GmbH und A.R.C. Laser
GmbH durchgefihrt, bei dem ein neuer selektiver Netzhautlaser und neue
Diagnosemoglichkeiten entwickelt werden sollten.
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3 Material und Methoden

3.1 Das Lasersystem und die Laserbestrahlung

Es wurde ein 15-W-Diodenlaser (A.R.C. Laser GmbH, Nirnberg, Deutschland) mit einer
Wellenldange von 514 nm und einstellbarer Pulsdauer von 2 us bis 50 us bei einer SpotgréRe
von 85 um verwendet (Abbildung 12A). Hiermit wurden zwei unterschiedliche Pattern
gelasert (Abbildung 12B). Im ersten Experiment wurden die Pattern mit unterschiedlichen
Laserpulsdauern sowie -energien gelasert, sodass ein Muster mit funduskopisch
unsichtbaren bis hin zu deutlich sichtbaren, starken Photokoagulationsstellen entstand
(Markerspots 80 wJ, 50 ps, 11 W). Die energie- sowie pulsdauerstarken Markerspots
bildeten die Rahmen. Innerhalb dieser Rahmen wurden analog der vier Pulsdauern 5,2, 12,
20 sowie 20 ps vier Reihen a zehn Laserspots mit geringer Pulsenergie (15 pJ bis 680 )
gesetzt. Zur Evaluation einer zeitabhangigen Veranderung wurde das zweite Pattern nach
etwa sieben bis elf Tagen nach selbem Schema direkt neben jenes aus der ersten
Behandlung gelasert. (Abbildung 12B, Pattern 1 links, Pattern 2 rechts). Die Laserung
innerhalb des Patterns hatte als Ziel, jene Energieschwelle des RPE-Zelltodes fiir jede
Pulsdauer zu untersuchen, welche bereits bei Seifert et al. beschrieben wurde.[64]

Das zweite Experiment zielte darauf ab, bestrahltes Gewebe minimalinvasiv zu zerstoren,
indem das RPE nahezu selektiv geschadigt wurde, und Veranderungen an und um die Stelle
zu beobachten. Um die Schwellenenergie des Laserpulses zu bestimmen, wurde ein
Testspot in der Ndhe des Sehnervenkopfes platziert und die von den Mikroblaschen
erzeugten photoakustischen Signale wurden mit einem in ein Kontaktglas eingebetteten
Ultraschallwandler aufgezeichnet. Da die Erzeugung von Mikrobldschen eine mechanische
Zerstorung der RPE-Zellen bedeutet, kann die niedrigste fir die Blaschenerzeugung
erforderliche Laserpulsenergie verwendet werden, um das RPE auf die am wenigsten
invasive und nahezu selektive Weise zu zerstoren. Die Laserbestrahlung hierbei erfolgte mit
einer Pulsldnge von 5 ps und mit zwei Laserpulsenergien, 15 w und 40 W, welche um den
Schwellenwert fiir die Mikroblasenbildung lagen. Fir diese Fragestellung wurden zwei
Kaninchen (vier Augen) mit zwei Pattern bestrahlt. Das erste Pattern hatte eine GroRe von
3x2 Spots, das zweite Pattern eine GréRe von 10x2 Spots.
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A Kontaktglas mit Laser (514 nm, max. 15W)

Transducer

Optoakustisches
Signal

PC

Abbildung 12. Versuchsaufbau sowie schematische Darstellung der Lasermethoden auf der
Kaninchennetzhaut. (A) Versuchsaufbau fir die Laserung mit optoakustischer
Mikroblasendetektion. (B) Schematische Darstellung der Laserung des ersten sowie zweiten
Patterns: Vier Reihen mit unterschiedlichen Pulsdauern a zehn Laserspots (blau) mit zunehmender
Pulsenergie sowie 14 Markerspots (rot), welche als orientierender Rahmen fiir die Laserung
dienten. (C) Schematische Darstellung der RPE-selektiven Laserung um den Schwellenwert der
Mikroblaschenbildung: zweireihig applizierte Laserspots (blau) mit entweder drei oder zehn Spots.
Aufzeichnung der Mikroblaschenbildung mittels Optoakustik. Entnommen und modifiziert nach
[101]
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3.2 Die Versuchstiere und der Versuchsaufbau

In den Versuchen (wurden adulte Kaninchen der Rasse Chinchilla Bastard mit dhnlichem
Alter (9 Monate) und dhnlichem Gewicht (3 kg) verwendet. Die Experimente wurden in
Ubereinstimmung mit den ARVO-Richtlinien und nach Genehmigung durch das
Ethikkomitee des Ministeriums fir Umwelt und Landwirtschaft des Landes Schleswig-
Holstein durchgefiihrt (Genehmigungsreferenznummer: V242-12638/2018 (31-4/18)). Die
Tiere stammten aus der Zucht der Firma Charles River Laboratories, Research Models and
Services, Germany GmbH (Sandhofer Weg 7, 97633 Sulzfeld) sowie eigenen Nachzuchten
der gemeinsamen Tierhaltung der Universitat zu Libeck. Aufgrund seiner Pigmentierung
des Augenhintergrundes ist die gewahlte Kaninchenrasse Chinchilla Bastard sehr gut fir
Laserexperimente an der Netzhaut geeignet ist. Die Achsenldnge der Kaninchenaugen
betragt ca. 16 mm (durchschnittlich 24 mm beim Menschen), sodass eine Verwendung von
Patientenkontaktgldasern am Kaninchenauge moglich ist.

Die Kaninchen wurden mit Ketamin (30 mg/kg) und Medetomidin (0,25 mg/kg) tber eine
intramuskulare Injektion anasthesiert. Eine medizinische Mydriasis der Pupillen erfolgte
durch die lokale Applikation der Augentropfen Phenylephrin und Tropicamid. Die
Augenoberflache wurde mittels Oxybuprocainhydrochlorid (Conjuncain®) lokal betdubt.

AnschlieBend wurde das Kaninchen mit Hilfe einer Haltevorrichtung vor die Laser-
Spaltlampe gesetzt (Abbildung 13). Auf die Hornhaut des Behandlungsauges wurde eine
Kontaktlinse mit integriertem optoakustischen Sensor mit einem indexangepassten Gel
(Methocel® 2%) aufgesetzt. Das unbehandelte Auge wurde zum Schutz vor einer
Austrocknung der Augenoberflaiche mit einem Klebeband (Leukofix®) verschlossen. Die
anatomischen und optischen Eigenschaften des Auges filihren bei dem auch in der
klinischen Praxis verwendeten Mainster-Kontaktglas zu einer reduzierten SpotgréRe von
85 um (66 % der SpotgroRe in der Zwischenbildebene).[70]

Zudem wurden vor Beginn der eigentlichen Experimente zwei bis vier Kaninchenaugen fiir
Kalibrierungs- und Positionierungszwecke genutzt, um nachfolgend die bestmoglichen
Ergebnisse zu erzielen.
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Abbildung 13. Versuchsaufbau fir die Laserbestrahlung der Netzhaut von Kaninchen mittels eigens
erbauter Haltevorrichtung. Die Abbildung zeigt den Aufbau der Laserung des linken Auges eines
anasthesierten Kaninchens. Das rechte Auge wurde zum Schutz vor einer Austrocknung der
Augenoberflache mittels Klebestreifen abgeklebt. Quelle: Private Aufnahme.
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3.3 Multimodale Bildgebung

Die Laserspots wurden direkt nach der Laserbehandlung (im Schnitt etwa nach 30 Minuten)
mittels Fundus-Colorfotographie (FC), Spectra-Domain optischer Kohdrenztomographie
(SD-OCT), Fluorescence-Lifetime-Imaging-Ophthalmoscopy (FLIO), Fundusautofluoreszenz
(AF), Infrarot Reflektionsbild (IR)und Fluoreszenzangiographie (FAG) analysiert (Gerate
siehe in der Tabelle xx).

Die FC ist eine Methode zur Aufnahme eines Bildes des Augenhintergrunds mit Hilfe eines
Blitzlichts. SD-OCT ist eine Methode zur Gewinnung von Querschnittsbildern der Netzhaut
mit Hilfe einer Scanning-Lasertechnik. Fiir die Bildgebung wird eine Wellenlange von etwa
870 nm verwendet. Die Scangeschwindigkeit fiir das verwendete System betragt 85 KHz fiir
A-Scan. Die axiale und laterale Auflésung betragt 7 um bzw. 14 um. Ein typisches OCT-Bild
der menschlichen Netzhaut ist in Abbildung 14 dargestellt. Bei der AF wurde das blaue Licht
(um 480 nm) verwendet, um natirliche fluoreszierende Molekile in der Netzhaut
anzuregen. Die emittierte Fluoreszenz wurde mit einer Kamera und einem Filter erfasst. Da
die RPE-Zellen viel fluoreszierendes Lipofuszin enthalten, kdnnen Verdanderungen in den
RPE-Zellen oft als Abnahme der Fluoreszenzintensitat in der AF erkannt werden. AuBerdem
konnen einige strukturelle Veranderungen die Fluoreszenzintensitat verandern und als
Hyper- oder Hypofluoreszenz sichtbar werden. Diese nicht invasive Methode, die
heutzutage meist mit einem Laser-Scanning-System durchgefiihrt wird, ist auch eine der
Routineuntersuchungen in der klinischen Praxis. Die IR-Bildgebung wird haufig zusammen
mit der OCT-Bildgebung durchgefiihrt, da die Fundusbeobachtung wahrend der OCT-
Bildgebung in der Regel mit IR durchgefiihrt wird. IR ist aufgrund seiner langen Wellenldange
besonders niitzlich fir die Beobachtung tieferer Schichten, wie des RPE oder der Aderhaut.
FAG ist eine Methode zur Untersuchung des Blutflusses des Augenhintergrunds mit Hilfe
einer Fluoreszenz, die typischerweise Uber die Armvene injiziert wird. Wenn es durch
Laserbestrahlung zu einem Leck in der dulReren Blut-Retina-Schranke, d.h. der RPE Tight-
Junction, kommt, kann das Fluorescein in der Choriocapillaris in den subretinalen Raum
zwischen RPE und Photorezeptoren flieRen und als Leckage der Fluoreszenz erkennbar
sein. FLIO wird im nachsten Unterkapitel ausfiihrlicher erklart.
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Abbildung 14. OCT Aufnahme eines gesunden menschlichen Auges. (A) das IR-Bild der Makula, (B)
der hierzu korrespondierende Querschnitt. ILM = Membrana limitans interna, RNFL =
Nervenfaserschicht, GCL = Ganglienzellschicht, IPL = Innere plexiforme Schicht, INL = innere
Kornerschicht, OPL = dulRere plexiforme Schicht, ONL = duRere Kérnerschicht, ELM = Membrana
limitans externa, EZ = ellipsoide Zone, RPE = retinales Pigmentepithel. Quelle: Private Aufnahme.

3.4 Standardprotokoll des Versuchablaufs

Verfahren Gerat/Substanz

Narkose (i.m.) Ketamin (30 mg/kg)
Medetomidin (0,25 mg/kg)

Medizinische Mydriasis Phenylephrin und Tropicamid

Betaubung der Augenoberflache Oxybuprocainhydrochlorid (Conjucain®)

Laserung 15-W-Diodenlaser A.R.C. Germany,
Nirnberg

Fundusfotographie Zeiss VISUCAM®: Carl Zeiss Meditec AG,
Jena

oCT Spectralis OCT, Heidelberg Engineering

FLIO Prototyp, Heidelberg Engineering,
Heidelberg

FAG 0,3 mL 10% Fluorescein-Natrium;
Zeiss VISUCAM®: Carl Zeiss Meditec AG,
Jena

Tabelle 3. Standardprotokoll des Tierversuchs in zeitlich korrekter Reihenfolge (von oben nach
unten). i.m. = intramuskular, OCT: Optische Koh&drenztomographie, FLIO: Fluoreszenzlebensdauer-
Ophthalmoskopie, FAG: Fluoreszenzangiographie
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3.5 FLIO

Hierfir wurde ein FLIO-Prototyp verwendet, der von der Firma Heidelberg Engineering
GmbH (Heidelberg, Deutschland) zur Verfligung gestellt wurde. Abbildung 15 zeigt eine
schematische Darstellung der fiir die Kaninchen-FLIO bei dieser Studie.

3.5.1 Durchfiihrung der FLD-Messung

Um die FLD des Kaninchenfundus zu messen, wurde das sedierte Kaninchen vor den FLIO-
Prototypen gelegt. Die Messung wurde im abgedunkelten Raum durchgefiihrt, um die
Detektion der Photonen aus der Umgebung zu vermeiden. Die FLD wurde so lange
gemessen, bis an den beiden Spektralkandlen (SSC und LSC) mindestens 1000 Photonen
pro Pixel erfasst wurden. Dieser Mindestwert von 1000 Photonen pro Pixel wird derzeit als
klinischer Standard verwendet, da dies der Wert ist, der erforderlich ist, um eine
ausreichende Genauigkeit fiir die Anpassung der Abklingkurve zu erreichen.

3.5.2 Auswertung der FLD-Messung

Nach dieser Messung wurde der durch die FLIO erfasste 256x256 Pixel groRe Datensatz mit
der Software SPCimage 8.0 (Becker und Hickl GmbH, Berlin, Deutschland) ausgewertet. Zur
Auswertung wurde der Fluoreszenzabfalls jedes Pixels an eine bi-exponentielle Kurve mit
einem Pixel-Binning von 1 angepasst. Die Gesamtfunktion der FLD summiert sich somit aus
den jeweils einzelnen Exponentialkomponenten, wobei t1 und 11 fir die FLD der kurzen
bzw. langen Exponentialkomponenten stehen und al und a2 fir die jeweiligen
Amplituden:

f(t)=a; xe /™1 +q, x et/
Die mittlere Fluoreszenzlebensdauer (tm) wird dabei durch folgende Gleichung definiert:

a; X 74+ a; X 1,

T =
m a, + a,
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Das Programm SPCimage erstellt durch eine Berechnung der Zerfallsmatrix ein
Pseudofarbbild gemaR der rdumlichen Verteilung aus dem gewonnenen Datensatz der FLD.

30°- 473 nm Laser
Feld 70 ps, 80 MHz SYNC
SSC-Detektor
__498-560 nm TCspe k
L LSC-Detektor
560-720 nm

Abbildung 15. Schematische Darstellung der FLIO. Die Netzhaut des Kaninchens wird mittels
gepulstem Picosekunden-Laser (473 nm, 70 ps, 80 MHz) in einem 30°-Feld abgetastet. Die hierbei
emittierten Photonen werden von zwei Photonenzdhldetektoren erfasst und in einen kurzen
Spektralkanal (SSC) sowie einen langen Spektralkanal (LSC) aufgeteilt. TCSPC: time-correlated
single-photon counting (=zeitkorrelierte Einzelphotonenzdhlung). Entnommen und modifiziert
nach [101]

3.6 Analyse der Laserspots

Fiir jede Modalitat wurde jeder Laserspot nach seiner Sichtbarkeit klassifiziert, wobei jeder
Spot von zwei unabhdngigen Untersuchern als sichtbar, nicht sichtbar oder nicht
bewertbar, z.B. aufgrund der schlechten Bildqualitat, eingestuft wurde. In der FLIO wurde
die Sichtbarkeit der Spots anhand des errechneten Pseudofarbbildes lberprift. Ein Spot in
der AF wurde als sichtbar bewertet, wenn dieser mindestens in einem
Fluoreszenzintensitatsbild entweder im SSC oder LSC erkannt wurde. Da manche Spots
jedoch schwierig zu klassifizieren waren, wurde zur endgiiltigen Bestadtigung ein dritter
Untersucher hinzugezogen. Zusatzlich zu den bildgebenden Verfahren wurde auch die
Sichtbarkeit direkt nach der Bestrahlung fir jede bestrahlte Stelle entsprechend der
subjektiven Wahrnehmung der operierenden Person (Augenarztin) erfasst (hier definiert
als "Spaltlampe (SL)") und mit den Sichtbarkeitsergebnissen der bildgebenden Verfahren
verglichen.

3.7 Berechnung der ED50-Werte

Es wurden 11 Kaninchen bzw. 21 Augen ausgewertet. Ein Auge konnte aufgrund fehlender
Daten nicht ausgewertet werden. 15.558 Laserspots wurden demnach auf ihre Sichtbarkeit
hin analysiert. 6938 Laserspots wurden als sichtbar klassifiziert. 360 Spots wurden aufgrund
der schlechten Aufnahmequalitat ausgeschlossen.

Die ED50-Pulsenergie, bei der der Laserspot in der jeweiligen Untersuchungsmodalitat mit
einer Wahrscheinlichkeit von 50% erkannt wird, wurde in das Statistikprogramm
OriginLab® (OriginPro 2019, 64-bit, 9.6.5.169, Northhampton, USA) bestimmt. Zuerst
wurde die ED50-Werte der einzelnen Augen und Pulsdauern mittels der Formel
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(max/2)*(1+erf(sqrt(2)*((x-L)/w))) (Abramowitz and Stegun: Handbook of Mathematical
Function, 1972) fiir jede Pulsdauer berechnet.

Die ED50-Werte wurden dann fiir jede Modalitat in Bezug auf die Sichtbarkeitsschwelle bei
der SL berechnet, d.h. der ED50-Wert, der auf der subjektiven Beurteilung eines Arztes
basiert, der direkt nach der Laserbestrahlung mit einer Spaltlampe untersucht hat. Die
ED50-Werte bei der Spaltlampenuntersuchung wurden auf 100% normiert. Einer der
Grinde fir diese Standardisierung ist die groBe Variation der Schwellenwerte zwischen den
Augen. Als eine mogliche Ursache fir die hohe Varianz der absoluten ED50-Werte wurde
die interindividuelle Melanosomendichte des RPEs in Betracht gezogen. [102]

Die darauffolgende statistische Analyse der relativen ED50-Werte wurde mit GraphPad®
Prism 7.04 (GraphPad Software, inc. San Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Die
Normalverteilung der Daten wurde mit dem Normalitdtstest nach D'Agostino und Pearson
nachgewiesen, wahrend die Homogenitidt der Varianz mit dem Brown-Forsythe-Test
gepriift wurde. Die ED50-Werte innerhalb der unterschiedlichen Kategorien wurden
mittels Varianzanalyse und anschlieRendem Tukey-Mehrfachvergleichstest verglichen, da
die Normalitat fir alle Gruppen gegeben war. a war 0,05 und p < 0,05 wurde als signifikant
bezeichnet.
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3.8 Histologie

Fir die histologische Auswertung wurden sechs Augen von drei Tieren verwendet, welche
mit der eingangs erwdhnten Pattern-Laserung behandelt wurden. Im Unterschied zu den
vorherigen Versuchen wurden drei Pattern zu verschiedenen Zeitpunkten gelasert. Aus
diesem Grund befinden sich auf den enukleierten Augen drei Pattern, die eine Stunde, eine
Woche sowie zwei Wochen nach der initialen Laserbehandlung untersucht wurden.

Vor der Enukleation wurden die Tiere nach § 4a des Tierschutzgesetzes in eine tiefe
Narkose versetzt und anschlieBend mit Pentobarbital (200mg/kg Korpergewicht) tber
einen intravendésen Zugang am Ohr euthanasiert. Die Enukleation erfolgte nach
Sicherstellung des Todes innerhalb von zwei Minuten nach der Euthanasie. Die
enukleierten Augen wurden von extraokularem Gewebe getrennt und sofort in einer
Margo-Fixierlosung (1% Formaldehyd / 1,25% Glutaraldehyd) fir 24 Stunden bei 4 °C fixiert.
Nach 24 Stunden wurde der vordere Augenabschnitt, einschlieSlich Hornhaut, Iris und
Linse, sowie der Glaskorper durch einen Kreisschnitt an der Pars plana reseziert und somit
vom hinteren Augenabschnitt getrennt. Im hinteren Augenabschnitt wurde unter dem
Mikroskop der mit dem Laser behandelte Netzhautbereich sicher anhand der Markerspots
identifiziert. Das Uberschiissige Gewebe um die gelaserten Pattern wurde mit einer
Rasierklinge (Wilkinson) entfernt, sodass ein 5x5 mm groRes Praparat fiir die HE-Farbung
Ubrig blieb (Abbbildung 16 1-4). Dieses Explantat wurde in einen beschrifteten Metallkorb
gelegt und in Paraffin eingebettet. Nach Entparaffinierung und Rehydrierung wurden 5 um-
Langsschnitte durch die Laserspots in 30 um-Schritten mit einem Mikrotom (Leica RM 2165,
Wetzlar, Deutschland) angefertigt und mit Hdmatoxylin und Eosin gefarbt. Die Farbung
erfolgte nach einem Routineprotokoll. Die Objekttrager wurden mit einem Mikroskop
(Eclipse Ti-E; Nikon, Tokyo, Japan) untersucht. Um die Spots innerhalb der Pradparate
zuordnen zu konnen, wurden die Markerlasionen, der Sehnerv und di= Lagebeziehung
zwischen den gelaserten Spots verwendet.

Abbildung 16. Praparation eines Kaninchenauges etwa 30 Minuten nach der Enukleation.
(1) Eroffnung der limbusnahen Sklera. (2) Blick auf den posterioren Pol der Kaninchenretina; der
rote Pfeil in (2) markiert die Papille am Kanichenfundus. (3) Freischneiden des identifizierten
Patterns mittels Rasierklinge. (4) Fir die Histologie fertiges Prdaparat. Quelle: eigene Aufnahmen.
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3.9 Substanzen und Gerdte

Die histologischen Verfahren sind in den Laboren des Instituts fiir Biomedizinische Optik
(BMO) sowie der Klinik fir Augenheilkunde der Universitat zu Libeck etabliert und wurden
nach einem Routineprotokoll durchgefiihrt.

Formaldehyd

Glutaraldehyd
Deutschland)

Xylol
Ethanol — 100, 90, 80, 70, 50%
A. dest.

Hamalaun

Lauwarmes Leitungswasser

Erythrosin

Entellan

Paraplast
Mikrotom
Mikrotom Klingen

Objekttrager

Mikroskop

Rasierklingen

Bildverarbeitungsprogramme

NIS-Elements

Fiji

(Formaldehydlosung  37%,
Deutschland)

CP10.1, Carl Roth,

(Glutaraldehyd 25%, 1.04239.0250, Merck,

(9713.3, Carl Roth, Deutschland)
(Ethanol Rotipuran®, 9065.2, Carl Roth, Deutschland)
(3478.3, Carl Roth, Deutschland)

(Hamalaunlosung sauer n. Mayer, T865.2, Carl Roth,
Deutschland)

(Wasserleitungssystem, UKSH Libeck, Deutschland)

(Certistain® Erythrosin B, 1.15936.0025, Merck,
Deutschland)

(Entellan® Neu, 1.07961.0500, Merck, Deutschland)
(Paraplast® Plus, 39602004, Leica, Deutschland)
(Leica RM 2165, Leica, Deutschland)

(Microtom Blades A35 Type, Feather, Japan)

(Menzel-Glaser Superfrost® Plus, Gerhard Menzel,
Deutschland)

(Eclipse Ti-E, Nikon, Japan)

(Wilkinson Sword Classic, Vereinigtes Konigreich)

(Nikon, Japan)

(https://imagej.nih.gov/ij/download.html, USA)
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4 Ergebnisse

4.1 Teil l. Nachweis laserinduzierter Netzhautldsionen durch FLIO - ein
Vergleich mit etablierten bildgebenden Diagnostika

Ein Teilziel dieser Studie ist es gewesen, die Sensitivitat der Laserspoterkennung mittels
Fluorescence Lifetime Imaging Ophthalmoscopy (FLIO) mit bereits etablierten Methoden
zu vergleichen. Als etablierte Methoden galten: die funduskopische Laserspoterkennung
mittels Ophthalmoskop an der Spaltlampe (SL) wahrend bzw. direkt nach der Laserung
sowie die Funduskamera (FC), die optische Kohadrenztomographie (OCT), die
Fluoreszenzangiographie (FA) und die Autofluoreszenz (AF) innerhalb von 30 Minuten nach
Laserung.

Umgeben von einem U-férmigen Pattern von Markerldasionen wurden vier Reihen von
Laserherden mit verschiedenen Pulsdauern und Strahlungsenergien appliziert (Abbildung
17).
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Abbildung 17. Klassisches Muster eines gelaserten Patterns. Die Markerldasionen wurden mit einer
Pulsenergie von 800 W und 50 pS U-formig gesetzt. Innerhalb des Patterns erfolgte die
Laserungbestrahlung mit einer aufsteigenden Pulsdauer von 5,2, 12, 20 sowie 50 ps von links nach
rechts. Die Pulsenergie nahm von superior (,,offener Bereich®) nach inferior (,Laserriegel”) ab.
Entnommen und modifiziert nach [103]

Im Folgenden wurde die Laserspot-Erkennung 30 Minuten nach der Laserbestrahlung
durch die bereits erwdahnten unterschiedlichen bildgebenden Untersuchungsmethoden
evaluiert. Exemplarisch sind die Pulsdauern 5,2 (gelbe Markierung) ps sowie 20 us (rote
Markierung) in den Untersuchungsmethoden dargestellt (Abbbildung 18).
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Abbildung 18. Multimodale Bildgebung der gelaserten Pattern eines rechten Kaninchenauges
aufgenommen innerhalb von 30 Minuten nach der Laserbestrahlung. Die blauen Pfeile weisen auf
die U-formig applizierten Markerlasionen (800 pJ, 50 uS) hin. Die gestrichelte gelbe Linie
reprasentiert eine Pulsdauer von 5,2 us, die gestrichelte rote Linie eine Pulsdauer von 20 ps mit
absteigender Energie [pJ] von superior (,,offener Bereich®) nach inferior (,Laserriegel”). Im IR-Bild
erscheinen die Markerlasionen als hyperreflektiver Bereich (blauer Pfeil) und zeigen in der OCT-
Untersuchung eine lokalisierte Ausdiinnung der duReren retinalen Schichten. Im Pseudofarbbild
der FLIO (FLD) werden Marklasionen blau abgebildet (blauer Pfeil). Deutlich erkennbar ist die
unterschiedliche Detektion selektiver Laserspots im niedrigen Energiebereich (11-50 W) der
Untersuchungsmodalitdten. Am besten konnten diese durch die Fluoreszenzangiographie (FA)
dargestellt werden. Exemplarisch hierflr ein Laserspot mit 5,2 us und einer Pulsenergie von 18,58
W (orangener Kreis), welcher nur in der Fluoreszenzangiographie sowie der FLIO von den anderen
differenziert und als Spot erkannt werden konnte. Oben rechts in der Ecke die VergroRerung des
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jeweiligen orange markierten Spots. Quelle: Eigene Aufnahmen. FC = Funduskamera, FA
Fluoreszenzangiographie, IR = Infrarotreflektionsbild, OCT = optische Kohdrenztomographie, AF
Autofluoreszenz, FLIO = Fluorescence Lifetime Imaging Ophthalmoscopy, FLD =
Fluoreszenzlebensdauer. Quelle: eigene Aufnahmen sowie enthnommen und modifiziert nach [103]

4.1.1 Vergleich der Sichtbarkeitsschwellen (ED50) zwischen den Modalitidten

Um die Sichtbarkeit des Laserspots bei jeder Bildgebungsmodalitat zu vergleichen, wurde
die ED50 der Pulsenergie fiir jede Modalitat verglichen. Wie in der Methodik erwahnt,
wurde der ED50-Wert fiir SL fir jedes Auge auf 100 % gesetzt, um den Einfluss der
absoluten Wertschwankungen zwischen den Augen zu minimieren und die
Vergleichsergebnisse zwischen den Modalitaten aussagekraftiger zu machen. Im Folgenden
sind die Ergebnisse fir jede Laserpulsdauer aufgefiihrt. Zusatzlich zu den relativen Werten
sind in der Tabelle zu jeder Abbildung auch die absoluten Basiswerte als Hinweis
angegeben.
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4.1.1.1 EDS5O bei der Laserpulsdauer von 5,2 us

Bei der klirzesten Laserpulsdauer von 5,2 ps, zeigten alle Untersuchungsmodalitaten aulSer
der OCT signifikant niedrigere ED50-Werte als SL. Dies bedeutet, dass jene Bildgebungen
die Laserspots empfindlicher als SL detektierten. In der Spoterkennung ergab sich ein
signifikanter Unterschied zwischen FA und OCT (p = 0.003) sowie zwischen FA und AF (p =
0.001). Der niedrigste absolute Mittelwert unter den ED50-Werten aller
Untersuchungsmetoden ist bei FA (63.64+ 47.70) gewesen, direkt gefolgt von der FLIO (SSC:
80.84+ 72.46 sowie LSC: 82.96+ 71.87) (Abbildung 19, Tab. 4).
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Abbildung 19. Vergleich relativer ED50-Werte bei 5,2 ps: Vergleich der unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden an beiden Augen (OS + OD vereint) anhand der ermittelten ED-50-
Schwellenwerte 30 Minuten nach der Laserbestrahlung. Die Spaltlampe (SL) wurde als Baseline
(100%) rot gestrichelt dargestellt. Entnommen und modifiziert nach [103]

ED50 Werte [MW % SD] FC oCT FA AF FLIO FLIO

absolut [u] relativ [%] SSC LSC
SL 156,41+ 154,75 | 100+ 0 <0,001 | 0,518 | <0,001 | 0,001 | <0,001 | <0,001
FC 81,36 £67,70 64,80 + 21,47 0,259 | 0,121 | 0,753 0,989 0,999
ocCT 122,43+ 119,28 | 84,90 + 35,90 0,003 | 0,550 0,033 0,057
FA 63,64+ 47,70 51,13 + 18,96 0,001 0,639 0,208
AF 85,56+ 78,96 70,61 + 23,97 0,279 0,334
FLIO (SSC) | 80,84+ 72,46 58,17 + 20,34 0,983
FLIO (LSC) | 82,96+ 71,87 60,41 + 21,49

Tabelle 4. p-Werte sowie absoluter und relativer Mittelwert + Standardabweichung der
unterschiedlichen Untersuchungsmodalitdten beider Augen bei einer Pulsdauer von 5,2 ps
innerhalb von 30 Minuten nach Bestrahlung. Die signifikanten Unterschiede wurden zur
Veranschaulichung fett gedruckt. Entnommen und modifiziert nach [103]
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4.1.1.2 EDS5O bei der Laserpulsdauer von 12 us

Bei der Laserpulsdauer von 12 ps konnte nur die FA eine signifikant héhere Empfindlichkeit
im Vergleich zur SL aufweisen (Abbildung 20). Die ED50-Werte von FC (p = 0.013), OCT (p =
0.001) und AF (p = 0.001) waren signifikant hoher als jene der FA. Die ED50-Werte von FLIO
unterschieden sich weder im SSC noch im LSC signifikant von den anderen Modalitaten.
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Abbildung 20. Vergleich relativer ED50-Werte bei 12 us: Vergleich der unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden anhand der ermittelten ED-50-Schwellenwerte 30 Minuten nach
Laserbestrahlung. Die Spaltlampe (SL) wurde als Baseline (100%) rot gestrichelt dargestellt.
Entnommen und modifiziert nach [103]

ED50 Werte [MW £ SD] FC OCT FA AF FLIO FLIO
absolut [u] relativ [%] SSC LSC
SL 98,41 + 25,20 100+ 0 0,106 |0,972 |<0,0001 |0,243 0,167 0,297
FC 78,53 £ 34,05 80,20 £ 28,74 0,323 (0,013 >0,999 | 0,999 >0,999
OoCT 90,20 + 37,37 92,58 + 36,06 0,001 0,942 |0,613 0,877
FA 50,91 £ 22,06 52,53 £20,15 0,001 |0,246 0,121
AF 82,40 + 40,00 82,70 £ 29,02 0,82 0,999
FLIO (SSC) | 77,58 +47,52 75,68 £ 37,96 0,958
FLIO (LSC) |82,42 +41,91 80,02 £ 36,17
Tabelle 5. p-Werte sowie absoluter und relativer Mittelwert + Standardabweichung der

unterschiedlichen Untersuchungsmodalitdten bei einer Pulsdauer von 12 ps. Die signifikanten
Unterschiede wurden zur Veranschaulichung fett gedruckt. Entnommen und modifiziert nach [103]
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4.1.1.3 EDS5O bei der Laserpulsdauer von 20 us

Bei einer Laserpulsdauer von 20 us (Abbildung 21) waren die ED50-Werte fiir FC (p = 0.030),
FA (p < 0.0001) und FLIO (SSC sowie LSC: p < 0.0001) deutlich niedriger als fir SL. Im
Vergleich zu den anderen Modalitdten war die ED50 fiir OCT (p < 0.001) signifikant hoher
als die fir FA und FLIO (beide Kandle) (Abbildung 20). Es gab keinen signifikanten

Unterschied zwischen FA und FLIO (SSC: p = 0.607, LSC: 0.533) (Tab. 6).

£
150 _
=, _kx
9 k %k k
o I .
g 100 T --- SL
8 k %k k k %k k
o |
~ 50
>
<
[
0 1 ] ]
L P

Abbildung 21. Vergleich relativer ED50-Werte bei 20 us: Vergleich der unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden anhand der ermittelten ED-50-Schwellenwerte 30 Minuten nach der
Laserbestrahlung. Die Spaltlampe (SL) wurde als Baseline (100%) rot gestrichelt dargestellt.
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Entnommen und modifiziert nach [103]

ED50 Werte [Werte + SD] FC OCT |FA AF FLIO FLIO
absolut [p] relativ [%] SSC LSC
SL 129,87 +58,09 [ 100+ 0 0,03 0,072 | <0,0001 | 0,203 <0,0001 | <0,0001
FC 106,50 + 59,63 | 82,04 £ 21,94 0,909 | 0,003 0,993 0,059 0,227
oCT 116,82 £59,95 | 86,60+ 17,99 <0,001 (0,865 0,003 0,0472
FA 66,04 £ 29,68 |54,54+18,96 0,481 0,607 0,533
AF 86,48 +39,04 |79,83+37,49 0,845 0,89
FLIO (SSC) |85,74 +43,66 |62,99+12,19 0,999
FLIO (LSC) |[83,01+39,53 |64,71+21,27
Tabelle 6. p-Werte sowie absoluter und relativer Mittelwert + Standardabweichung der

unterschiedlichen Untersuchungsmodalitaten bei einer Pulsdauer von 20 us. Die signifikanten
Unterschiede wurden zur Veranschaulichung fett gedruckt. Entnommen und modifiziert nach [103]
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4.1.1.4 ED5O0 bei der Laserpulsdauer von 50 ps
Bei der in diesem Experiment langsten verwendeten Laserpulsdauer von 50 us (Abbildung
22) zeigten wiederum alle Untersuchungsmodalitaten bis auf die OCT eine signifikant
bessere Detektionsempfindlichkeit der Laserspots als SL. Die FA und die FLIO (SSC sowie
LSC) wiesen hierbei mit einem p-Wert < 0.0001 das hochste Signifikanzniveau (Tabelle 7)
auf. Signifikante Unterschiede bestanden zwischen FA und FC (p = 0.001) sowie zwischen
FA und OCT (p = 0.048).
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Abbildung 22. Vergleich relativer ED50-Werte bei 50 us: Vergleich der unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden anhand der ermittelten ED-50-Schwellenwerte 30 Minuten nach der
Laserbestrahlung. Die Spaltlampe (SL) wurde als Baseline (100%) rot gestrichelt dargestellt.
Entnommen und modifiziert nach [103]

ED50 Werte [MW % SD] FC oCT FA AF FLIO FLIO

absolut ] relativ [%] SSC LSC
SL 204,08 + 125,22 | 100+ 0 0,001 0,298 <0,0001 (0,003 <0,0001 | <0,0001
FC 129,86 + 54,41 | 76,96 17,60 0,999 0,001 0,759 0,246 0,44
oCT 157,45+ 107,89 | 81,33 + 36,31 0,048 0,756 0,611 0,681
FA 98,72 +35,50 |53,46+17,23 0,396 0,217 0,052
AF 120,63 £ 68,95 |72,92+27,14 >0,9999 |>0,9999
FLIO (SSC) | 120,69 + 68,95 | 66,30 £ 24,92 >0,9999
FLIO (LSC) | 126,53 + 73,88 | 67,00 +22,50

Tabelle 7. p-Werte sowie absoluter und relativer Mittelwert
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Standardabweichung der
unterschiedlichen Untersuchungsmodalitdten bei einer Pulsdauer von 50 ps. Die signifikanten
Unterschiede wurden zur Veranschaulichung fett gedruckt. Entnommen und modifiziert nach [103]




4.1.2 Zusammenfassung der Ergebnisse von Teil |

Von den untersuchten Bildgebungsmodalitaten zeigte die FA den niedrigsten, die SL den
hochsten ED50-Wert. Dies bedeutet, dass die FA die hochste, die SL die niedrigste
Empfindlichkeit bei der Detektion RPE-selektiver Laserspots aufwies. FLIO erkannte die
Spots bei den meisten Laserpulsdauern ebenfalls signifikant empfindlicher als die SL und
war im Vergleich zur FA nicht signifikant schlechter. Die AF war oft empfindlicher als die SL.
Jedoch war der Unterschied im Gegensatz zur FLIO etwas weniger signifikant.
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4.2 Teil ll: Detaillierte Evaluation der Fluoreszenzlebensdauer der
Kaninchennetzhaut nach der Laserbestrahlung mittels FLIO

4.2.1 Der Sehstreifen des Kaninchens

Im Rahmen des Forschungsprojektes wurde zufillig bei den Untersuchungen mit FLIO und
AF am posterioren Pol des Kaninchenfundus unterhalb des Sehnervenkopfes ein
bandformiger Bereich entdeckt. Dieser imponierte mit einer erhohten
Fluoreszenzintensitat (Hyperfluoreszenz) sowie einer verkiirzten FLD sowohl in AF als auch
in der FLIO (Abbildung 23). Funduskopisch ist diese Struktur nicht sichtbar gewesen. Somit
wurde vermutet, dass dieser Bereich dem bei Kaninchen anatomisch veranlagten visuellen
Streifen entsprechen muss, der nachweislich langere duRere Photorezeptorsegmente
aufweist.[104] Bisher gab es in der Literatur keine Berichte tiber die AF oder FLD fiir diesen
Bereich.

Papille

Jtm = 300 - 10Q0 (8],

Lsc [

Abbildung 23. Sehstreifen des Kaninchenauges: (A) In der FLIO gibt es einen hyperfluoreszierenden,
schmalbandigen Bereich (Pfeil) mit kurzer FLD inferior des Sehnervs. (B) Fundusbild des posterioren
Pols: Der Sehstreifen ist funduskopisch nicht zu erkennen. Der Bereich zwischen den beiden
gestrichelten Linien ist der aus friiheren Berichten geschatzte Ort des Sehstreifens, der nahezu mit
dem in FLD und AF beobachteten gebdnderten Bereich Ubereinstimmt. FLD: Fluoreszenz-
Lebensdauer. AF: Fundus-Autofluoreszenz. Entnommen und modifiziert nach [101]
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4.2.2 Einfluss starker Laserenergie auf die Fluoreszenzlebensdauer am Beispiel der
Markerspots

Die Markerspots waren direkt nach der Bestrahlung in AF, FC und OCT deutlich sichtbar und
zeigten eine deutlich langere FLD als ihre Umgebung in der FLIO (Abbildung 24). In der OCT
wurde eine Veranderung der Gewebereflektivitdt in nahezu allen Schichten der Netzhaut
beobachtet (Abbildung 24A - OCT). Nach etwa einer Woche waren die Spots in AF und FC
weniger sichtbar. In der OCT war die Reflektivitdt der inneren Netzhautschichten wieder
physiologisch. Es zeigte sich jedoch eine lokale Ausdinnung der duReren
Netzhautschichten mit einer Hypertransmission der Aderhaut einhergehend (Abbildung
24B- OCT). Die FLD erwies sich zu diesem Zeitpunkt als deutlich verkirzt (Abbildung 24B-
FLIO, Pattern 1).

Die Fluoreszenzintensitat in der AF sowie die Sichtbarkeit der Spots in der FC nahmen nach
20 Tagen weiter ab. Dem hingegen blieben die strukturellen Veranderungen in der OCT und
die kurze FLD in der FLIO bestehen (Abbildung 24C). Die neun Tage spater durchgefiihrte
Laserbestrahlung (Abbildung 24B/C, Pattern 2) zeigte einen ahnlichen Verlauf wie das erste
applizierte Pattern. Die FLD der mit niedrigeren Energiepulsen bestrahlten Laserspots
innerhalb des Patterns blieb nach 20 Tagen verlangert. Im Bereich dieser wurde keine
Ausdinnung der dulReren Netzhautschicht in der OCT beobachtet.

FLD AF FC OCT

SSC SSC LSC

Abbildung 24. Multimodale Bildgebung gelaserter Pattern zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Laserbestrahlung. Es wurden zwei Pattern nebeneinander an Tag 0 (Pattern 1) und Tag 9 (Pattern
2) appliziert. (A) 30 Minuten nach Laserbestrahlung von Pattern 1, (B) 9 Tage nach der
Laserbestrahlung von Pattern 1, 30 Minuten nach Laserbestrahlung von Pattern 2, (C) 20 Tage nach
Laserbestrahlung von Pattern 1, 11 Tage nach Laserbestrahlung von Pattern 2. Die Pfeile zeigen die
entsprechenden Punkte im Infrarotbild und der OCT. Die Pfeilspitze markiert eine lokale
Ausdinnung  der  dulBeren  Netzhautschicht nach  der  Laserkoagulation.  FLD:
Fluoreszenzlebensdauer, SSC: kurzer Spektralkanal, LSC: langer Spektralkanal, AF:
Fundusautofluoreszenz, FC: Fundusfotographie, OCT: optische Kohdrenztomografie, IR: Infrarot-
Reflexionsbild, RPE: retinales Pigmentepithel, EZ: ellipsoide Zone. Entnommen und modifiziert nach
[101]
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In der Auswertung der Laserspots konnte eine weitere charakteristische Anderung der FLD
entdeckt werden. Diese Veranderung zeigte sich in einem nicht direkt an die Markerspots
angrenzenden Areal. Dieses Areal stellte sich als eine Verkiirzung der FLD dar (Abbildung
25A, orangefarbener Bereich aulRerhalb des Patterns). Aufgrund dieser FLD-Veranderung
wurde eine quantitative Analyse durchgefiihrt. Um die unterschiedlichen FLD-Profile des
Markerspots sowie der betroffenen Peripherie statistisch reprdsentativ auswerten zu
kénnen, wurden vom Markerspot in einem bestimmten Pixelabstand ausgehend drei
Zonen definiert: Zone 1 15 Pixel (direkt an den Markerspot angrenzend), Zone 2 35 Pixel
(distal Zone 1), Zone 3 55 Pixel (distal Zone 2) (Abbildung 25A und B). Die Messung des
Pixelabstands durch FLIO auf dem Kaninchenfundus betrug in etwa 30 um/Pixel. Bezogen
auf die durchschnittliche FLD tm [ps] wurde anhand des Markerspots sowie der drei ihm
folgenden Zonen mit den definierten Pixelabstanden ein graphisches Profil (Abbildung 25B)
dargestellt. Hierbei ist deutlich eine in Zone 2 (Pixelabstand 35 Pixel) singuldre Verkiirzung
der FLD zu erkennen (Abbildung 25B, Pfeil). Diese FLD-Verkiirzung deckte sich mit der
orangefarbenen Darstellung des errechneten Pseudofarbbildes (Abbildung 25A).
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Abbildung 25. FLD an und um die Markerspots: (A) Pseudofarbbild von Tm im SSC bei einem
gelaserten Pattern etwa 30 Minuten nach der Laserbestrahlung. (B) Die FLD-Profile beider Kanéle
an den in (A) markierten Zonen wurden mittels FlJI-Software analysiert. Es ist zu erkennen, dass ein
Bereich innerhalb der Zone 2 eine kiirzere FLD als die Umgebung aufweist (Pfeil). Entnommen und
modifiziert nach [101]

In einem weiteren Schritt wurde tm, [ps] fur die einzelnen Zonen zu den Zeitpunkten 0 (30
Minuten), Tag 9-11 sowie Tag 20 nach der Laserbehandlung in Form von Tukey-Boxplots
fir jeden der Kandle SSC und LSC berechnet (Abbildungen 24-26). Die hierzu gehorigen
Mittelwerte und die Standardabweichungen sind in Tabelle 8 angegeben. Die Ergebnisse
der multifaktoriellen Varianzanalyse von tn (p-Wert) aller Zeitpunkten und Zonen der
beiden Kanale sind in Tabelle 9 dargestellt.
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SSC LSC
MW + SAW [ps] MW + SAW [ps]
Spot | Zonel | Zone2 | Zone3 Spot | Zonel | Zone?2 | Zone3

Tag0 897,8 + | 681,2+|609,1+|633,1+|TagO 476,1 + | 320,2 + | 280,4 + | 284,6 £
(30 Min) 101,0 49,4 58,0 67,2 (30 Min) 58,4 35,3 34,8 35,2
Tag9-11 | 520,7 + | 6441+ | 6424+ | 6299 +| Tag9-11 | 310,1 + | 337,3 £+ | 330,2 + | 325,2

43.7 48,8 51,9 51,8 34,0 42,6 49.2 49,0
Tag 20 534,7 + | 636,8+ | 631,4 + | 6355+ | Tag 20 309,8 +|329,1 +|318,7 + | 3119 +

31,3 46,6 58,5 77,1 16,7 40,9 64,8 70,0

Tabelle 8. Mittelwert

+ Standardabweichung der FLD [ps] in den verschiedenen Zonen
verschiedenen Zeitpunkten nach SSC und LSC eingeteilt. Entnommen und modifiziert nach [101]
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Tag 0 (30 Min) Tag 9-11 Tag 20
SSC

Spot Zonel | Zone?2 | Zone3 Spot Zonel | Zone2 | Zone3 Spot Zonel | Zone?2 | Zone3
Spot <0,001 | <0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001

Tag0 | zone1 | < 0,001 0,014 |0,173 |[<0,001 (0,958 |0,944 |0,721 |0,021 |0,994 |[0,985 |0,992
rﬁﬁg) Zone 2 | < 0,001 | 0,014 0,729 |0,046 (0,973 |0,9811 |0,999 |0,789 |>0,999 |>0,999 |>0,999
Zone 3 | <0,001 | 0,173 | 0,7292 0,002 |>0,999 |>0,999 |>0,999 |0,387 |>0,999 |>0,999 |>0,999

Spot |<0,001 |<0,001 |0,046 |0,002 <0,001 |<0,001 |<0,001 |>0,999 |0,247 |0,316 |0,264
Tag | Zonel|<0,001|0,958 0,973 |>0,999 |<0,001 0,999 0,927 |>0,999 |>0,999 |0,334 |>0,999
9-11 | zone2 | <0,001 | 0,944 |0,981 [>0,999 |<0,001 |0,999 0,948 0,356 |>0,999 |>0,999 |>0,999
Zone 3 | <0,001 | 0,721 |0,999 |>0,999 |<0,001 |0,927 |0,948 0,553 [>0,999 |>0,999 |>0,999

Spot |<0,001 |0,021 [0,789 0,387 [>0,999 |>0,999 |0,356 |0,553 0,193 [0,226 |0,201
Zonel | <0,001 | 0,994 [>0,999 |>0,999 |0,247 |>0,999 |>0,999 |>0,999 | 0,193 0,999 |>0,999

Te8 20 Zone2 | <0,001 [ 0,985 (>0,999 |>0,999 |0,316 |0,334 |>0,999 |>0,999 |0,226 |0,999 0,999

Zone3 | <0,001 | 0,992 ([>0,999 |>0,999 |0,264 |>0,999 |>0,999 |>0,999 |0,201 |>0,999 | 0,999
Tag 0 (30 Min) Tag 9-11 Tag 20

s Spot Zonel |Zone?2 |Zone3 | Spot Zonel |Zone?2 |Zone3 | Spot Zonel |Zone?2 |Zone3
Spot <0,001 | <0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001
Tag0 | zone1 | <0,001 0,024 |0,053 |>0,999 | 0,998 |>0,999 |>0,999 |>0,999 |>0,999 |>0,999 |>0,999

,S:g) Zone 2 | < 0,001 | 0,024 0,99 0,871 |0,068 |0,183 |0,324 |0,995 |0,995 |0,958 |0,991

Zone 3 | <0,001 | 0,053 | 0,99 0,951 |0,125 |0,298 |0,478 |0,999 |0,999 |0,982 |0,997
Spot |<0,001 | >0,999 | 0,871 |0,951 0,077 |0,254 |0,475 |>0,999 |>0,999 |>0,999 |>0,999

Tag9- | Zonel|<0,001 0,998 |0,068 |0,125 |0,077 0,34 0,255 |>0,999 |>0,999 |>0,999 | 0,999
1 Zone 2 | <0,001 | >0,999 | 0,183 |0,298 [0,254 (0,34 0,66 >0,999 |>0,999 |>0,999 |>0,999
Zone3 | <0,001 | >0,999 |0,324 |[0,478 |[0,475 |0,255 |0,66 >0,999 |>0,999 |>0,999 |>0,999
Spot |<0,001 | >0,999 | 0,995 |0,999 |[>0,999 |>0,999 |>0,999 |>0,999 0,968 |0,997 |[>0,999

Zonel | <0,001 | >0,999 |0,814 |[0,887 |>0,999 |>0,999 |>0,999 |>0,999 | 0,968 0,995 |[0,977

Te8 20 Zone 2 | <0,001 | >0,999 | 0,958 [0,982 |[>0,999 |>0,999 |>0,999 |>0,999 |0,997 |0,995 0,998

Zone 3 | <0,001 | >0,999 | 0991 |0,997 |[>0,999 [0,999 |>0,999 |>0,999 |>0,999 |0,997 |0,998

Tabelle 9. p-Werte der multifaktoriellen Varianzanalyse der FLD
unterschiedlichen Zeitabstanden zur Laserung der Kanale SSC und LSC. Die p-Werte unter 0,05 sind
zur Veranschaulichung fett gedruckt. Entnommen und modifiziert nach [101]
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4.2.2.1 Tag 0 (30 Min.) nach der Laserbestrahlung

Durch die zonenspezifische Analyse wurde die im Pseudofarbbild beobachtete FLD-
Veranderung bestdtigt. Der Unterschied zwischen den einzelnen Zonen ist innerhalb der
ersten 30 Minuten nach Laserbestrahlung im SSC-Kanal am groRten gewesen (Abbildung 26 —
SSC-Kanal). Es konnte gezeigt werden, dass die FLD der Zone 1 (15 Pixel) — der Bereich, der
direkt an den Markerspot angrenzt — signifikant langer (p < 0.001) gewesen ist als die der
Zonen 2 (35 Pixel) und 3 (55 Pixel), welche weiter peripher der Laserung lagen. Eine signifikant
kiirzere FLD als in den umliegenden Zonen konnte nur in der Zone 2 (35 Pixel) entdeckt
werden. Im LSC spiegelte sich eine dhnliche Tendenz wider. Im Unterschied zum SSC konnte
jedoch ein signifikanter Unterschied (p < 0.001) nur zwischen der FLD am Markerspot und den
einzelnen Zonen nachgewiesen werden (Abbildung 26— LSC-Kanal).
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Abbildung 26. Tukey-Box-Plots fiir T der vier verschiedenen Zonen (Markerspot, Zone 1, Zone 2, Zone
3) etwa 30 Minuten nach der Bestrahlung im SSC- und LSC-Kanal der FLIO. Anzahl der analysierten
Muster: n =19, *** = p < 0.001. Entnommen und modifiziert nach [101]

4.2.2.2 Tag9-11 nach der Laserbestrahlung

Neun bis elf Tage nach der Laserbehandlung verkiirzte sich die FLD an den Markerspots
signifikant (p < 0.001) von 897,9 + 101,0 ps auf 520,7 + 43,7 ps sowohl im SSC (Abbildung 27 -
SSC-Kanal) als auch von 476,1 + 58,4 ps auf 310,1 + 34,0 ps (Abbildung 27 — LSC-Kanal). Die
FLD der Markerspots im SSC zeigte sich passend zum FLD-Pseudofarbbild (Abbildung 25)
signifikant kirzer verglichen mit den drei definierten Zonen (p < 0,001). Im LSC konnte nach
neun bis elf Tagen kein signifikanter Unterschied der FLD innerhalb der Zonen gezeigt werden
(Abbildung 27 — LSC-Kanal).
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Abbildung 27. Tukey-Box-Plots fiir T, den vier verschiedenen Zonen (Laserspot, Zone 1, Zone 2, Zone
3) etwa 9-11 Tage nach der Bestrahlung im SSC- und LSC-Kanal. (Anzahl der analysierten Muster: n =
9), *** = p < 0.001. Entnommen und modifiziert nach [101]

4.2.2.3 Tag 20 nach der Laserbestrahlung

20 Tage nach der Laserapplikation konnte weder im SSC noch im LSC ein statistisch
signifikanter Unterschied der FLD innerhalb der definierten Zonen nachgewiesen werden
(Abbildung 28 — SSC-/LSC-Kanal).
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Abbildung 28. Tukey-Box-Plots fiir T den vier verschiedenen Zonen (Laserspot, Zone 1, Zone 2, Zone
3) etwa 20 Tage nach der Bestrahlung im SSC- und LSC-Kanal. (Anzahl der analysierten Muster: n = 4).
Entnommen und modifiziert nach [101]
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4.2.3 Histologische Beobachtungen im Bereich Laserspots mit hoher Energie

4.2.3.1 30 Minuten nach der Laserbestrahlung

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit wurden vier aller durch Laser behandelten Augen
zweier Kaninchen enukleiert. Im Anschluss wurden die enukleierten Augen histologisch
mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung angefarbt und schlussendlich mikroskopisch
untersucht. Hierbei zeigten die frisch applizierten (Tag 0, 30 Minuten) Markerspots mit
einer Pulsdauer von 50 ps sowie 800 W morphologische Verdanderungen im dulReren sowie
inneren Photorezeptorsegment. Die inneren Photorezeptorsegmente wiesen eine
verstarkte Eosinfarbung sowie eine gering veranderte dulRere Kérnerschicht auf. Deutlich
erkennbar ist das Melanin in der RPE-Schicht gewesen. Starke photokoagulationsbedingte
Veranderungen der Kaninchenretina blieben jedoch aus. In der unmittelbar nach
Laserbestrahlung (Tag 0, 30 Minuten) durchgefiihrten Fundusfotographie stellten sich die
Markerspots als intensive, weilRe, kreisrunde Spots dar (Abbildungen 29B und 30B). Das
hierzu korrespondierenden Pseudofarbbild der FLIO im SSC-Kanal berechnete fiir diese
Markerspots eine Blaufarbung (Abbildungen 29C und 30C). Diese Blaufarbung entspricht
einer Verlangerung der FLD.

Abbildung 29. Histologischer Schnitt (A, Hamatoxylin-Eosin-Farbung) sowie die hierzu
korrespondierenden Bildgebungen mittels Funduskamera (B) sowie FLIO-Pseudofarbbild im SSC-
Kanal (C) eines Markerspots mit starker Photokoagulation (50 ps, 800 ) etwa 30 Minuten nach
Laserbestrahlung kurz vor Euthanasie und Enukleation des Auges. In der HE-Farbung kam es im
Bereich der Laserung (*) zu einer verstarkten Eosinfarbung sowie einer gering veranderten duBeren
Kornerschicht (schwarzer Pfeilkopf). Entnommen und modifiziert nach [101]

61



4.2.3.2 9-11 Tage nach Laserbestrahlung

Der Markerspot mit hohem Photokoagulationseffekt (50 us, 800 wJ, Abbildung 30A) sowie
ein energetisch etwas niedriger dosierter Laserspot (50 ps, 550 W, Abbildung 30A) stellten
sich histologisch kuppelformig dar. Diese kuppelartige Struktur der Netzhaut nach
Laserbestrahlung unterscheidet sich deutlich von der in vivo Aufnahme durch die optische
Kohadrenztomographie und ist ein bekanntes Artefakt.[104] Morphologisch zeigte sich im
subretinalen Raum typischerweise eine eosinophile, strukturlose Substanz sowie grol3e
Verklumpungen von Melaninpigmenten (Pfeilkopfe Abbildungen 30A sowie 31A). Im hierzu
durchgefiihrten Fundusfoto sind beide Spots als rundlich weiBe, vernarbte Areale
erkennbar (Abbildungen 29-31A). Die FLD beider Spots zeigte im errechneten
Pseudofarbbild eine Verlangerung in Form einer Blaufarbung (Abbildungen 29-31C).

A B

-

Abbildung 30. Histolog
Funduskamera (B) sowie FLIO-Pseudofarbbild im SSC-Kanal (C) eines Markerspots (50 ps, 800 pJ)
etwa 9 Tage nach Laserbestrahlung. Die in (A) gezeigte kuppelférmige Morphologie der Netzhaut
(*) in der Histologie ist ein typisches Artefakt, das an mittelstarken bis starken Koagulationsstellen
auftritt. Der schwarze Pfeilkopf weist auf eine eosinophile strukturlose Substanz sowie
Pigmentverklumpungen hin. In der FLIO konnte eine Verlangerung der FLD verzeichnet werden,
welche im Pseudofarbbild mit einer Blaufarbung dargestellt wird. Entnommen und modifiziert nach
[101]
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Abbildung 31. Histologischer Schnitt (A) sowie die hierzu korrespondierenden Bildgebungen mittels
Funduskamera (B) sowie FLIO-Pseudofarbbild im SSC-Kanal (C) eines niedriger dosierten Laserspots
(50 ps, 550 W) etwa 9 Tage nach der Laserbestrahlung (*). Der schwarze Pfeilkopf weist auf eine
eosinophile strukturlose Substanz sowie Pigmentverklumpungen hin. In der FLIO konnte eine
Verlangerung der FLD verzeichnet werden, welche im Pseudofarbbild mit einer Blaufarbung
dargestellt wird. Entnommen und modifiziert nach [101]
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4.2.4 Stimulierende Laserspots

Um den Einfluss starker Bestrahlungsstellen wie Marker-Spots auszuschliefen und die
Wirkung einer Laserbestrahlung, die schwach genug ist, um das RPE nahezu selektiv zu
zerstoren, auf die FLD der Retina zu beurteilen, wurde die Bestrahlung mit einer kurzen
Pulsdauer von 5 ps durchgefiihrt. Hierbei wurden Laserenergien verwendet, die an der
Schwelle zur Mikroblasenbildung lagen. Diese Schwelle zur Bildung von Mikroblasen wurde
mittels Photoakustik ermittelt. Hierbei impliziert die Mikroblasenbildung eine Zerstérung
des RPE. Demnach kann eine Bestrahlung mit einer Laserpulsenergie nahe liber dem
Schwellenwert mit hoher Wahrscheinlichkeit eine selektive Zerstorung des RPE mit
minimaler Schadigung angrenzender Strukturen erreicht werden. Die mittlere
Schwellenenergie fiir die Bildung von Mikroblasen wurde bei etwa 33 pJ bestimmt. Lokale
Schwellenwerte lagen innerhalb eines Spektrums von 13 W bis 66 pJ. Beispielhaft wurden
hierbei zwei unterschiedliche Energien, 40 ) (Abbildung 32A) und 18 u (Abbildung 32B)
gewadhlt.

FLD AF FC OCT

A SSC LSC SSC LSC Laserspot Umgebung

Abbildung 32. Multimodale Bildgebung zweier Pattern, die mit kurzer Pulsdauer [5 us] bestrahlt
wurden und deren Energieniveaus knapp tUber der Mikroblasenbildung liegen; (A) Pattern, das mit
einer Laserpulsenergie von 40 l bestrahlt wurde, (B) Pattern, das mit einer Laserpulsenergie von
18 W bestrahlt wurde. FLD und FAF in FLIO mit den Kanalen SSC und LSC, Fundusfotographie (FC)
sowie OCT-Bilder der Laserspots als auch der Umgebung an Tag 0 (etwa 30 Minuten nach der
Bestrahlung, TO) und Tag 7 (T7). Die Pfeile zeigen die Stellen der Laserspots an. Die Pfeilspitzen
zeigen die ellipsoide Zone. FLD: Fluoreszenzlebensdauer, AF: Fundusautofluoreszenz, SSC: kurzer
Spektralkanal, LSC: langer Spektralkanal, OCT: optische Koharenztomographie. Entnommen und
modifiziert nach [101]
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4.2.4.1 Tag 0 (30 Min) nach der Laserbestrahlung

Direkt nach der Bestrahlung kam es sowohl in beiden Pattern als auch in den durch die FLIO
gemessenen beiden Kanadlen zur Verlangerung der FLD. Die Umgebungsreaktionen
erwiesen sich jedoch dagegen unterschiedlich. Wahrend es in der Umgebung der Spots, die
mit einer Laserpulsenergie von 40 W appliziert wurden, zu einer Verlangerung der FLD
(Abbildung 30A) kam, verkiirzte sich diese bei einer Laserpulsenergie von 18 w (Abbildung
30B — FLIO TO0). In der AF korrespondierte die Verlangerung der FLD um die Laserspots mit
einer Hypoautofluoreszenz in der Fundusautofluoreszenz (Abbildung 30A — AF TO). In der
Fundusfotographie stellten sich die Spots als runde, weiRe Koagulationsherde dar
(Abbildung 30A — FC T0). In der OCT-Untersuchung konnten keine mit den applizierten
Laserspots korrelierende morphologischen Veranderungen erkannt werden (Abbildung
30A — OCT TO0). Bei genauerer Betrachtung der OCT-Bilder zeigte sich jedoch das Signal in
der ellipsoiden Zone (EZ) im und um den Bereich der Laserspots reduziert sowie
diskontinuierlich (Abbildung 30A — OCT TO, weiRe Pfeilkdpfe im vergrofRerten Bild).

Das mit einer niedrigeren Energie von 18 ) gelaserte Pattern war in der AF sowie in der
Fundusfotographie kaum sichtbar (Abbildung 30B — AF sowie FC). Ebenso zeigten sich
keinerlei morphologische Veranderungen im Bereich der Laserspots in der OCT-
Untersuchung (Abbildung 30B — OCT TO0). Interessanterweise und im Unterschied zu den
mit 40 ) gelaserten Spots blieb die ellipsoide Zone im Bereich sowie in der Umgebung
jener Spots morphologisch unverandert (Abbildung 30B — OCT TO, weilRe Pfeilkdpfe im
vergrofRerten Bild).

4.2.4.2 Tag 7 nach der Laserbestrahlung

Sieben Tage nach der Laserung mit einer Pulsenergie von 40 ) waren die Laserspots in der
AF fast nicht mehr zu erkennen. Sie stellten sich nahezu isoautofluoreszent dar (Abbildung
30A — AF T7). In der Fundusfotographie spiegelten sich an den Orten der applizierten
Laserspots dunkle, kreisrunde Spots wider (Abbildung 30A — FC T7). In der OCT-
Untersuchung zeigten sich im Bereich der Spots betont in den duBeren Netzhautschichten
abgrenzbare, hyperreflektive Bereiche (Abbildung 30A- OCT T7, Laserspot). Die EZ erwies
sich am sowie um den jeweils applizierten Laserspot als deutlich sichtbar (Abbildung 30A —
OCT T7, Laserspot und Umgebung, weille Pfeile in vergréBertem Bild). Die FLD verkirzte
sich sieben Tage nach der Laserapplikation nicht nur um die Laserspots, sondern auch im
angrenzenden, umliegenden Gewebe jener. Dem entgegen blieb die FLD der Laserspots
selbst verlangert (Abbildung 30A — FLIO SSC und LSC TO).

Das Pattern, welches mit einer Pulsenergie von 18 W gelasert wurde, war nach sieben
Tagen in der Fundusfotographie nahezu nicht mehr zu erkennen (Abbildung 30B — FC T7).
In der AF waren im Bereich der Laserspots kleine punktuelle Hypoautofluoreszenzen — im
LSC besser als im SSC — erkennbar (Abbildung 30B — AF T7). In der OCT-Untersuchung
stellten sich die Laserspots sieben Tage nach der Bestrahlung als feine Hyperreflexionen
innerhalb der dulReren Netzhautschichten dar (Abbildung 30B — OCT T7, Laserspots). Die
ellipsoide Zone blieb sowohl am als auch um die Laserspots stets gut abgrenzbar (Abbildung
30B — OCT T7, Laserspots und Umgebung, Pfeilkopfe in den vergréRerten Bildern). Die FLD
der Laserspots blieb verlangert, wohingegen die verkiirzte FLD in der Umgebung sich kaum
merklich von der Umgebung mehr unterschied (Abbildung 30B — FLIO SSC und LSC T7).
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4.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse von Teil Il

Nach starker Laserkoagulation war die FLD an den Laserspots unmittelbar nach der
Bestrahlung deutlich verlangert, wohingegen sie sich nach mehr als einer Woche als
verkilirzt darstellte. Die histologische Untersuchung =zeigte im Bereich der
Koagulationsstellen, die alter als eine Woche waren, eosinophile Substanz sowie
Melaninverklumpungen im subretinalen Raum. Die FLD war auRerdem direkt um die
Koagulationsstellen herum verlangert. Dies entsprach in der OCT einer diskontinuierlichen
ellipsoiden Zone (EZ). Diese EZ-Veranderung regenerierte sich nach einer Woche. Ebenso
zeigte sich die FLD bezliglich ihrer Morphologie ihrer Umgebung gleichwertig. Es gab einen
Bereich um den Laserspot, in dem die FLD voriibergehend kiirzer war als in der Umgebung.
Wenn schwache Pulsenergie angewendet wurde, um selektiv nur das RPE zu zerstéren,
wurde eine Verklrzung der FLD unmittelbar um den Laserpunkt herum innerhalb einer
Woche nach der Bestrahlung beobachtet.
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5 Diskussion

Die Diskussion ist wie der Ergebnisteil in zwei Teile gegliedert. Im ersten Teil wird auf die
Detektion der Laserherde mittels FLIO im Vergleich zu den klinisch etablierten Verfahren
eingegangen. Im zweiten Teil erfolgt eine Diskussion {iber die Anderung der FLD in Folge in
der Laserbestrahlung auf der Netzhaut. Des Weiteren wird auf allgemein diskutable Punkte
wie das Laborsetting sowie das gewahlte Tiermodell eingegangen.

5.1 Teil I: Sichtbarkeit der Laserspot
In dieser Studie wurde erstmals die Sensitivitdt der Laserspotdetektion zwischen FLIO und
den bereits im klinischen Alltag etablierten Methoden FA, OCT, AF und FC direkt verglichen.

Die Bestrahlung, welche fir die Netzhautlasertherapie verwendet wird, wird wie bereits
erwahnt vom Melanin in den RPE-Zellen absorbiert. Diese absorbierte Energie wird
anschlieRend in Warme umgewandelt, was einen Temperaturanstieg im Gewebe zur Folge
hat. Die Dauer sowie das AusmaR dieses Temperaturanstieges bestimmen, ob es zu einer
rein subletalen Erwdarmung der RPE-Zellen kommt oder gar eine Koagulation der
umliegenden Zellen entsteht.

5.1.1 Spaltlampe

Die Fundusuntersuchung mit der Spaltlampe ist ein typisches Verfahren in der
Routinepraxis und bei der Netzhautlaser-Behandlung. Dabei wird die Netzhaut mit einer
Weillichtbeleuchtung und einer beriihrungslosen Linse oder Kontaktlinse betrachtet.
Wahrend einer Netzhaut-Lasertherapie verwendet der behandelnde Arzt typischerweise
ein Kontaktglas. Bei der herkdmmlichen Laserkoagulation, z.B bei der panretinalen
Netzhautkoagulation zur Behandlung der diabetischen Retinopathie, ist eine grau-weille
Farbveranderung der Netzhaut der einzige Indikator filir eine Netzhautkoagulation
(zumindest der duBeren Netzhautschicht). Es hat sich gezeigt, dass eine selektive RPE-
Schadigung keine Farbveranderungen der Netzhaut verursacht.[105] Es wird deshalb
weithin angenommen, dass diese Farbverdanderung der Netzhaut zumindest ein Hinweis
auf eine Photorezeptorschadigung ist, die direkt Gber dem RPE liegt.

5.1.2 Funduskamera

Bei diesem Verfahren gilt jedoch zu beachten, dass sich die Sichtbarkeit koagulierter
Laserherde mit der Zeit andern kann, insbesondere zwischen dem Zeitpunkt unmittelbar
nach der Bestrahlung und einigen Minuten spater. Oft ist die Lasion nicht sofort nach der
Bestrahlung sichtbar. Eine sichtbare morphologische Verdanderung kann sich durchaus erst
nach einigen Sekunden einstellen. In der vorliegenden Studie bewertete die behandelnde
Person die Sichtbarkeit der Laserspots nach einigen Sekunden auf Grundlage ihrer
subjektiven Empfindungen. Dies kdnnte ein Grund dafiir sein, dass sich die Schwellenwerte
leicht von denen der Untersuchung mittels Funduskamera (Fundusfotografie)
unterscheiden. Diese wurde ebenfalls mit Weilllicht durchgefiihrt und fand in einem
Zeitrahmen von 10-30 Minuten nach der Bestrahlung statt.

5.1.3 Optische Kohdarenztomographie

Die optische Koharenztomographie (OCT) des Fundus, zumindest die aktuelle OCT, hat die

beste axiale bzw. laterale Auflosung bei 3-7 um sowie 14 um.[106] Die OCT-Bilder
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entstehen durch reflektiertes Licht, das durch Unterschiede im Brechungsindex erkannt
wird. Veranderungen, die sich auf das RPE beschranken, sind bei der oben genannten
Auflésung schwer zu erkennen, es sei denn, die Zellen verkiimmern oder I6sen sich von der
Bruchschen Membran ab. Eine Ablésung des RPE von der Bruchschen Membran kann bei
einer Schrumpfung aufgrund einer starken Photokoagulation zu sehen sein, andernfalls
waren die Veranderungen nicht nachweisbar.

Wenn die Warme vom RPE auf die apikal gelegenen Photorezeptorzellen Ubergreift,
verursacht sie dort eine thermische Degeneration der Photorezeptoren, die durch die OCT
aufgrund einer Veranderung des Brechungsindex Uber einen weiten Bereich nachweisbar
ist. Im Falle einer starken Photokoagulation bildet sich unmittelbar danach auf der apikalen
Seite des betroffenen RPE eine stark reflektierende Zone quer Uber die Netzhaut.[107]
Diese Veranderung ist am Tag nach der Bestrahlung nicht mehr zu sehen und kénnte ein
Befund sein, der auf vorlbergehende intrazelluldre o6demartige Veranderungen
zurickzufiihren ist.[107]

5.1.4 Fluoreszenzangiographie

Die Fluoreszenzangiographie (FAG) ist ein Verfahren, bei dem der fluoreszierende Farbstoff
Fluorescein intravends injiziert wird. Die Fluoreszenz dieses Farbstoffs wird durch Anregung
mit blauem Licht sichtbar gemacht, sobald dieser in die retinalen Gefdlle gelangt. Diese
Untersuchungsmethode ermoglicht nicht nur die Darstellung der NetzhautgefaRe, sondern
auch die Erkennung von Leckagen aus krankhaften GefaRen. Normalerweise gelangt der in
die Aderhaut eingedrungene Farbstoff aufgrund der Barrierefunktion der Tight Junctions
im retinalen Pigmentepithel (RPE), auch bekannt als dulRere Blut-Retina-Schranke, nicht in
die Netzhaut. Bei einer Dysfunktion der Tight Junctions kann das Fluorescein jedoch aus
den Aderhautkapillaren in den subretinalen Raum austreten und als Leckage identifiziert
werden. Eine Zerstérung der RPE-Zellen durch Laserbestrahlung fihrt zu einer
Unterbrechung der Tight Junctions zwischen den Zellen, was bei der FAG zu einer Leckage
fihrt. Dies kann sogar dann auftreten, wenn die Schadigung auf das RPE beschrankt ist.
Daher kann eine Schadigung des RPE mittels FAG friiher erkannt werden als mit der
Spaltlampe oder einer Fundusfotografie.

5.1.5 Fundusautofluoreszenz

Die Fundus-Autofluoreszenz (AF) ist eine nicht-invasive Bildgebungsmodalitat, die
Fluorophore am Augenhintergrund abbildet. Im Gegensatz zur Fluoreszenzangiographie ist
die AF nicht invasiv und bendtigt keine intravendse Injektion von Fluoreszein zur
Darstellung der Netzhaut und ihrer Gefile. Die AF nutzt die fluoreszierenden
Eigenschaften des im retinalen Pigmentepithel (RPE) vorkommenden Lipofuszin. Lipofuszin
ist ein Abbauprodukt von Photorezeptoraussensegmenten und akkumuliert im RPE als
Alterspigment. Eine Vielzahl von Netzhauterkrankungen fuhrt zur Schadigung des RPEs, die
als hypo- oder hyperfluoreszente Anderung darstellbar ist. Diese Anderung der
Autofluoreszenz kann jedoch auch iatrogen durch eine Laserbestrahlung eintreten und
somit als Marker bei der Lasertherapie dienen. So ist nach konventioneller milder
Laserbestrahlung bei einer diabetischen Makulopathie ein Abfall der Autofluoreszenz im
behandelten Areal nachweisbar.[108] Insbesondere bei der selektiven Retinatherapie wird
angenommen, dass die Hypoautofluoreszenz durch die ophthalmoskopisch nicht sichtbare
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Destruktion des RPEs und der damit einhergehenden Fluorophore verursacht wird. Im
Verlauf stellen sich die hypofluoreszenten Laserbereiche hyperfluoreszent dar. Ursachlich
hierfir sind womoglich Reparaturmechanismen auf RPE-Ebene.[109] In dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass die AF selektive Laserspots im Bereich oberhalb der Schwelle
zur Mikroblasenbildung hypoautofluoreszent darstellte. Im Verlauf zeigten sich diese
isoautofluoreszent. Im Bereich unterhalb der Schwellenenergie zur Mikroblasenbildung
konnte die AF jedoch keine Verdanderungen detektieren, weshalb sie sich zur Steuerung
einer Laserbestrahlung in diesem Energieniveau als unzuverldssig erweisen kdnnte.

5.1.6 FLIO

In dieser Studie konnte erstmalig das Potential der FLIO in der Detektion unterschwelliger,
RPE selektiver Laserspots im Vergleich zu den bisher etablierten Methoden untersucht
werden. Hierbei konnte die nicht invasive FLIO selektive RPE-Schaden dhnlich sensitiv wie
die FAG detektieren, was sie zu einem potentiellen Diagnostikum in der klinischen Routine
zur Uberwachung und Therapiesteuerung nach unterschwelliger Laserbehandlung macht.
Es ist jedoch zu beachten, dass weitere Untersuchungen — insbesondere an der
menschlichen Netzhaut — notwendig sind, um die verdnderte FLD, die durch die
stimulierende Laserbestrahlung verursacht wurde, korrekt mit der FLIO zu interpretieren.
Derzeit ist unklar, welche Auswirkungen die Verkiirzung bzw. Verlangerung der FLD auf den
behandelten Netzhautbereich und gegebenenfalls die retinale Erkrankung hat,
insbesondere (iber einen langeren Zeitraum betrachtet.

FLIO nutzt auch die Fluoreszenzeigenschaften der Autofluoreszenzmolekiile in der
Netzhaut. Anders als die Fluoreszenzintensitat, die bei der Fundus-AF erfasst wird, ist die
FLD fluorophorspezifisch und auch unabhangig von der Fluoreszenzintensitat. Sie kann
deshalb den Nachweis verschiedener Fluorophore ermdoglichen, nicht nur von Lipofuszin.
Dazu gehoren intrazellulare Molekiile, die mit dem Energiestoffwechsel zusammenhangen,
und auch fluoreszierende Vitamin A-assoziierte Molekile. AuRerdem wird die
unterschiedliche FLD durch die unterschiedliche Pseudofarbe angezeigt. Man geht davon
aus, dass dies der Grund dafir sind, dass FLIO den Laserspot, auch wenn er sehr schwach
ist, empfindlicher als die Fundus-AF (Intensitatsbild) erkennen bzw. darstellen kann.

Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass sich die FLD innerhalb von einer bis zwei
Wochen nach der Laserbehandlung kontinuierlich verandert. Es ist daher von grofer
Bedeutung, auf Grundlage dieser beobachtbaren Veranderung die notwendigen
Einstellungen der Laserparameter fiir weitere Laserbehandlungen zu etablieren.

Weiterhin ist auch bekannt, dass die Autofluoreszenz der Linse den tm-Wert der FLIO
beeinflusst, insbesondere im SSC.[110,111] Klinisch gesehen hatte jedoch keines der
Kaninchen eine Linsentriibung. Es ist jedoch ein moglicher Einfluss der Linse im Sinne einer
Verlangerung der tm im SSC nicht vollstandig ausschlieBbar.
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5.1.7 Laserpulsdauer

Bezliglich der Spotdetektionsempfindlichkeit der bildgebenden Verfahren wurden keine
signifikanten charakteristischen Unterschiede in der Spotdetektionsempfindlichkeit
zwischen den in dieser Studie untersuchten Pulslangen von 5,2 s bis 50 us gefunden. Es
ist bekannt, dass die RPE-Selektivitdt mit abnehmender Pulslange zunimmt, da sich der
Mechanismus des RPE-Zelltods mit abnehmender Laserpulslange von thermisch zu
thermomechanisch verschiebt.[64,112-116] Eine thermomechanische Schadigung tritt
auf, wenn hohe Temperaturen zu einer Verdampfung der Melanosomen in einem sehr
kurzen Zeitintervall fiihren, bevor eine thermische Diffusion in die Umgebung stattfindet
und die Mikroblasenbildung die Zellmembran durch ihre schnelle Ausdehnung mechanisch
zerstort.[114,115] Unsere friihere Studie[64] zeigte, dass bei Pulsdauern von mehr als 50
ps thermische Schaden fir den Zelltod verantwortlich sind, was mit Schiile et al.
Ubereinstimmt.[117] Unterhalb  dieser Pulsdauer konnen jedoch  sowohl
thermomechanische als auch thermische Schdaden zum Absterben von RPE-Zellen
beitragen, und unterhalb von etwa 2 pus ist die Schadigung rein thermomechanisch.[64]
Eine thermische Schadigung des RPE kann zwangslaufig auch die dulRere Netzhaut, z.B. das
duBere Photorezeptorsegment, betreffen und zu Refraktionsanderungen in der Netzhaut
fihren. Burri et al. fanden auch eine spatere Sichtbarkeit von Spots in der OCT nach
Bestrahlung mit niedrigeren Pulsdauern und eine friihere Sichtbarkeit bei langeren
Pulsdauern, was auf eine erhéhte Netzhautreflexion zuriickzufihren ist.[118] Der grofite
Unterschied in der ED50 zwischen SL und den anderen Modalitaten bei der kirzesten
Pulsdauer von 5,2 ps ist zwar gering, kann aber auf diese Tatsache zurtickgefiihrt werden.

Zusammenfassend konnte in diesem Teil der Arbeit gezeigt werden, dass die FLIO bei den
meisten Pulslangen von 5,2 ps bis 50 ps empfindlicher als die Funduskopie ist, wenn es
darum geht, frilhe Spots von Laserschaden am RPE zu erkennen. Hierbei gab es keinen
signifikanten Unterschied zur FA, jedoch eine potenzielle, leichte Uberlegenheit gegeniiber
der AF. Angesichts des zusatzlichen Potentials von FLIO, Wundheilung und metabolische
Veranderungen am und um den Laserspot anzuzeigen, wie in unseren friheren
Studien[101,119] gezeigt, erscheint es plausibel, FLIO in das Monitoring minimal-invasiver
Lasertherapien zu integrieren und weitere klinische Studien diesbeziiglich durchzufiihren.

70



5.2 Teil ll: Veranderungen der FLD nach Laserbestrahlung

Der zweite Teil dieser Studie beschiftigte sich mit der Anderung der FLD nach
Laserbestrahlung, um etwaige Riickschliisse auf den Menchanismus der FLD-Anderung
schlieflen zu kénnen.

5.2.1 Potentielle Ursachen der FLD-Anderung

Als eine potentielle Ursache der Verlangerung der FLD direkt an den Laserspots wird
angenommen, dass es zur Auflésung der Ausrichtung der dichten Melanosomen in den
RPE-Zellen mit kurzer FLD und der darunter liegenden freigelegten Aderhautstruktur mit
langer FLD kommt. Dies stimmt mit Ergebnissen von RPE-Aderhaut-Sklera-
Explantaten[119] und dem klinischen Befund einer geographischen Atrophie (iberein.[120]
Diese Erklarung kann jedoch nicht auf die verlangerte FLD um die Laserspots kurz nach der
Bestrahlung Ubertragen werden. Beziglich der Verlangerung der FLD um die Laserspots
ziehen wir folgende zwei Moglichkeiten in Betracht: (1) Die FLD-Verlangerung kdnnte auf
transienten hypoxischen Stress in den umliegenden Zellen zurlickzufiihren sein, der durch
eine akute Entziindungsreaktion infolge des nekrotischen Zelltods von RPE-Zellen
hervorgerufen wird. Das Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), einer der Kofaktoren vieler
enzymatischer Aktivitaten im Energiestoffwechsel der Zellen in den Mitochondrien, konnte
seine FLD unter zelluldarem Stress verandern. Die FLD des freien FAD ist lang und betragt
etwa 2300 + 700 ps, wahrend das proteingebundene FAD eine kurze FLD aufweist
(monomere Form: 130 + 20 ps, dimere Form: 40 + 10 ps).[121] Bei relativer Hypoxie kann
sich der zellulare Energiestoffwechsel von der aeroben Zellatmung auf die anaerobe
Glykolyse verlagern, wodurch sich die relative Menge an freiem FAD erhéhen kann, was zu
einer Verlangerung der FLD fihrt.[122-125] Eine andere Erklarung ist, dass die
Verldangerung der FLD um die Laserspots durch Streuungsartefakt verursacht werden
konnte. Die laserinduzierte Stérung benachbarter RPE-Zellen kann zu einer
voriibergehenden Veranderung der zellularen Mikrostruktur in den Photorezeptoren
fihren. Die Streuung kann durch UnregelmaRigkeiten im Brechungsindex verursacht
werden, die durch Strukturen wie Zellkerne und Organellen, Zelldicke und Kollagengehalt
hervorgerufen werden. Eine erhohte Streuung kann die Durchdringung des
Anregungslichts verringern und zu einem reduzierten Fluoreszenzsignal fiihren. Dieses
Streuungsartefakt, das innerhalb des RPE auftritt, kann dessen Autofluoreszenz blockieren
und kénnte den Beitrag der kiirzeren FLD des RPE reduzieren, was zu einer insgesamt
langeren FLD fihrt. In der vorliegenden Studie stimmte die Verlangerung der FLD um den
stark bestrahlten Bereich genau mit dem hypofluoreszenten Bereich in der AF und dem
Bereich der unscharfen ellipsoiden Zone im OCT Uberein. Alle Laserspots zeigten eine lange
FLD unmittelbar nach der Bestrahlung. Es gab jedoch einen signifikanten Unterschied in
den nachfolgenden Veranderungen in Abhangigkeit von der applizierten Laserpulsenergie.
Die FLD der Markerspots und einiger starker Koagulationsspots verkiirzte sich nach einer
Woche. Zu diesem Zeitpunkt zeigte das OCT eine Ausdiinnung der Photorezeptorschicht.
Die histologische Beurteilung zeigte eosinophile, strukturlose Zell- und
Pigmentverklumpungen im bestrahlten Bereich. Obwohl die genaue Ursache fiir diese FLD-
Verkirzung an den starken Laserspots noch unklar ist, vermuten wir, dass fibrotische
Vernarbung und RPE-Proliferation damit in Zusammenhang stehen kdnnten.
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Ein wichtiges Ergebnis dieser Studie ist die Region mit kurzer FLD in einem bestimmten
Bereich um den Spot zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der Bestrahlung. Ort und
Zeitpunkt dieser Veranderungen scheinen von der Intensitat der Bestrahlung abzuhangen.
Je schwéacher die Bestrahlung war, desto friiher wurde die Verkirzung der FLD in der
Umgebung beobachtet. Diese Veranderung wurde in einer Entfernung von mehreren
hundert Mikrometern oder mehr vom Laserspot beobachtet. Mit den anderen
Bildgebungsverfahren wie AF oder OCT wurden keine offensichtlichen Veranderungen
festgestellt. Dies konnte auf Stoffwechselveranderungen in den umgebenden Zellen als
Reaktion auf die Laserbestrahlung hindeuten. Der Mechanismus dieser FLD-Veranderung
ist bis heute nicht geklart, aber der Einfluss durch den Kofaktor FAD kann als eine der
Moglichkeiten angesehen werden. Erhohte mitochondriale Aktivitat konnte die Menge an
proteingebundenem FAD erhdhen, was die FLD der aktivierten Zellen verkiirzen konnte.
Obwohl eine direkte Beurteilung des Zellstoffwechsels in vivo nicht moglich ist, erscheint
diese Theorie plausibel, wenn man die Gewebe- und Zellreaktionen wahrend der
Wundheilung nach Laserbestrahlung betrachtet.

5.2.2 Der Sehstreifen des Kaninchens

Bei der Durchfiihrung dieser Studie fanden wir einen bandenférmigen Bereich mit hoher
Fluoreszenzintensitat und kurzer FLD in der Nahe des Sehnervs. Diese Region stimmt
hochstwahrscheinlich mit der friiher berichteten visuellen Bande in Kaninchenaugen
Uberein, die im OCT verdickte duBere Photorezeptorsegmente aufweist.[126] Die friihere
klinische Studie von Dysli et al. zeigte eine positive Korrelation zwischen der Verlangerung
der dulReren Photorezeptorsegmente und der Verkiirzung der FLD bei Patienten mit
zentraler seroser Chorioretinopathie.[127] All-trans-Retinal, eines der Bisretinoide, die mit
dem visuellen Zyklus in den duBeren Photorezeptorsegmenten assoziiert sind, zeigte eine
sehr kurze FLD (rein in Losung: ca. 40 und 50 ps, mit RPE-Zellen 120 und 63 ps, in SSC bzw.
LSC.[127]

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass FLIO nicht nur auf strukturelle Veranderungen an
der behandelten Stelle, sondern auch auf Stoffwechselveranderungen des umliegenden
Gewebes nach einer Laserbehandlung hinweisen kann.
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5.3 Kaninchenmodell

In dieser Studie wurde aus praktischen Griinden auf das Kaninchen als Tiermodell
zuriickgegriffen, aufgrund seiner GréRe, Handhabung und der anatomischen Ahnlichkeit
zum menschlichen Auge. Dabei gilt es zu bedenken, dass es sich hierbei um ein Tiermodell
handelt und die durch die durchgefiihrten Experimente gewonnenen Erkenntnisse nicht
ohne Weiteres direkt auf das menschliche Auge Ubertragen lassen. So muss bedacht
werden, dass im Vergleich zum Menschen stets eine Sedierung zur Durchfiihrung der
Laserintervention mit folgender Bildgebung notwendig gewesen ist. Bei nicht
ausreichender Sedierung bestand die Gefahr, dass das Kaninchen allmahlich wach und
unruhig wurde, worunter die Qualitdt der Aufnahmen litt. Ferner konnte beobachtet
werden, dass — trotz ausreichender Benetzung der Augenoberfliche - die
Hornhautoberflache im Laufe des Experiments trockener sowie durch Manipulation triiber
wurde, wodurch es wiederum zu EinbuRen bei der Aufnahmequalitat kommen konnte.
Aufgrund der durch die rdumlichen Gegebenheiten des Labors bedingten notwendigen
Ortswechsel fiir die unterschiedlichen Untersuchungen - Laser sowie die
Fluoreszenzangiographie als erste Untersuchungsmethode fanden in einem anderen Raum
als FLIO sowie OCT statt — war ein zusatzlicher Transport der Kaninchen notwendig. Dieser
konnte Stress bei den Tieren ausgeldést und zu einem stressbedingten erhdhten
Stoffwechsel gefiihrt haben. Dieser erhohte Stoffwechsel kdénnte eine schnellere
Elimination der Sedativa sowie eine Anderung des gesamten Metabolismus im Kérper,
einschlieRlich der Retina, bewirkt haben. Da durch die FLIO Rohdaten liber den retinalen
Metabolismus aufgenommen werden, konnten eine Verdanderung des eigentlichen
Ruhemetabolismus und somit verfalschte Werte durchaus denkbar sein.

Ebenso miissen anatomische Besonderheiten in Betracht gezogen werden, welche sich auf
das Experiment — insbesondere auf den Verlauf der Laserstrahlung durch die optischen
Medien —ausgewirkt haben kénnen.[128] Im Vergleich zur menschlichen Hornhaut, welche
eine Dicke von etwa 0,55 mm hat, ist jene des Kaninchens mit etwa 0,4 mm merklich
dinner.[129] Ein weiterer gravierender Unterschied beziiglich der optischen Medien
besteht hinsichtlich der menschlichen Linse, welche etwa 4,00 mm dick ist, und der Linse
des Kaninchens, die nahezu das Doppelte mit etwa 7,9 mm misst. Des Weiteren
unterscheiden sich die Bulbi von Mensch und Kaninchen deutlich hinsichtlich der Lange. So
betragt die durchschnittliche Achsenlange des menschlichen Bulbus ca. 23,5 — 24 mm, die
des Kaninchens ca. 18 mm. Ein weiteres wichtiges Unterscheidungsmerkmal ist der
unterschiedliche Gehalt an Melanin im Vergleich Mensch und Kaninchen.[130] So konnte
nachgewiesen werden, dass bei gleicher Melaninverteilung innerhalb des Kaninchen- sowie
Menschenauges eine unterschiedliche Menge an Melanin [ug/mg Gewebe] besteht.
Sowohl in der zentralen als auch in der peripheren Choroidea und Retina zeigte sich der
Melaningehalt des Kaninchenauges signifikant héher als im menschlichen Auge. Dies ist ein
entscheidender Aspekt hinsichtlich der Lichtabsorption (siehe Einleitung) und kdnnte somit
zu einer Verzerrung der Ergebnisse fliihren, wenn dieses Experiment am menschlichen Auge
wiederholt wird. Daher ist es von grolBer Bedeutung, diese Messwerte zu kennen und zu
berlicksichtigen, da sich die gemessenen Ergebnisse nach der Laserbestrahlung aufgrund
der unterschiedlichen Brechungen sowie des Melaningehalts nicht direkt auf das
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menschliche Auge Ubertragen lassen und eine Anpassung der Laserenergie vor der
Intervention am Menschen vorgenommen werden muss.

5.4 Histologie

Fiir die histologische Aufarbeitung des bestrahlten Areals wurde eine Ubersichtsfarbung
mit Hadmatoxylin-Eosin gewahlt. Diese Routinefarbung ist eine der etabliertesten
Farbungen, die eine Unterscheidung samtlicher retinaler Strukturen ermdoglicht. Um ein
bestmogliches Ergebnis zu erzielen, mussten die Kaninchenaugen nach der Euthanasie
schnellstmoglich enukleiert und in Formalin eingelegt werden. Aufgrund der Lernkurve
gestaltete sich das Entfernen des ersten Augenpaars schwieriger und somit
zeitaufwandiger als das Entfernen der anderen Augen. Dadurch kénnte eine etwaige
Qualitatsminderung im weiteren Farbeprozess entstanden sein. Eine schlechtere Qualitat
des histologischen Schnitts, im Sinne einer verminderten Farbstoffaufnahme oder geldster
Zellverbande, konnte sich negativ auf die Auswertung — speziell der unterschwelligen
Laserherde — ausgewirkt haben. Aus ethischen Grinden wurde jedoch erstens auf
Enukleationsprobeldufe sowie auf die Euthanasie weiterer Kaninchen verzichtet.

Die histologische Untersuchung mit HE-Farbung direkt nach der Behandlung zeigte eine
starkere Eosin-Farbung in der Photorezeptorschicht. Eosin farbt eosinophile Organellen wie
Lysosomen oder Mitochondrien.[131] Die starkere Farbung kénnte daher auch auf eine
Veranderung des Stoffwechsels hinweisen und mit der Zunahme von FLD aufgrund von
Stoffwechselveranderungen einhergehen. Neben der Verlangerung der FLD an den
Laserpunkten war besonders die Verkiirzung der FLD nach einer Woche an den
Markerspots im SSC interessant. Um die unterschiedlichen FLIO-Ergebnisse im SSC- sowie
LSC-Kanal zu verstehen, muss man wissen, dass der SSC eher Verdanderungen bei
Fluorophoren mit einem Emissionsspektrum zwischen 498 und 560 nm und der LSC-Kanal
zwischen 560 und 720 nm detektiert. Hierzu gehoren Fluorophore wie Melanin, AGE, FAD
oder Kollagen.[84] Da die HE-Farbung nach einer Woche eine Hyperpigmentierung auf RPE-
Ebene zeigt, konnte die Verkiirzung der FLD im SSC auf eine Ansammlung von Melanin
zurickzufiihren sein.

Ein Blick auf friihere Studien[104,132] zeigt, dass die HE-Farbung von frisch behandeltem
Fundusgewebe ebenfalls eine stirkere Eosin-Farbung in den verschiedenen Schichten in
Abhangigkeit von der Laserleistung ergab. Bei hoher Laserleistung mit Photokoagulation
vergroBerte sich der Spotdurchmesser, und nicht nur die Photorezeptor- und RPE-Schicht,
sondern auch die Ganglienzellschicht und die inneren Schichten wurden geschadigt. Dies
kénnte auch ein Hinweis darauf sein, dass die dauerhafte Schadigung der von uns
definierten RPE-selektiven Spots, wenn Uberhaupt, nur gering sein konnte. Die Ergebnisse
nach einer Woche waren identisch mit denen unserer Spots mit hoher Leistung. Sie zeigten
ebenfalls eine Hyperpigmentierung auf RPE-Ebene. Aullerdem waren unsere als selektiv
definierten Spots im OCT direkt nach der Behandlung nicht detektierbar. Diese Lasionen
waren in den IR-Bildern nach sechs Monaten nur selten sichtbar und kénnten daher
tatsachlich RPE-selektiv sein.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem tierexperimentellen Forschungsprojekt konnten wesentliche Punkte zum
besseren Verstandnis der Funktionsweise der FLIO als Diagnostikum anhand von
Laserbestrahlung erarbeitet werden: Zum einen ist die FLIO ein Diagnostikum, das zur
Therapiesteuerung und -lberwachung den derzeit klinisch etablierten Methoden
ebenbiirtig, wenn nicht sogar Giberlegen sein kann. Zum anderen liefert die FLIO eine grofRe
Menge an Informationen Uber die Stoffwechsellage der Retina, welche fiir eine optimale
Therapie von Bedeutung sein kdnnen. Wir konnten zeigen, dass die FLIO in der Lage ist,
eine Veranderung der FLD nicht nur am Laserspot, sondern auch in der Umgebung zu
zeigen, selbst bei niedrigen, unterschwelligen Laserbestrahlungs-Energieniveaus, wie bei
der selektiven RPE-Laserbehandlung. Diese Tatsache deutet stark darauf hin, dass
unterschwellige Laserbestrahlung an der Retina einen Effekt auf den dortigen
Metabolismus hat und somit — friih genug eingesetzt — ein moégliches Therapeutikum fir
Netzhauterkrankungen sein kann, welche sich noch im Anfangsstadium befinden. Um diese
Daten jedoch richtig einzuordnen und zu interpretieren sowie den groBtmaoglichen Nutzen
fur Patientinnen und Patienten zu erzielen, sind weitere Studien an Patientlnnen zur
Evaluation des Einflusses der lber- oder unterschwelligen Laserbestrahlung notwendig. Die
FLIO wird aufgrund einer zunehmenden Menge an durch Untersuchungen generierter
Daten und deren Analyse das Potenzial haben, ihr Anwendungsspektrum stetig erweitern
zu kénnen. Ebenso ist der breitere Einsatz einer unterschwelligen Netzhautlasertherapie
zur Behandlung von Netzhauterkrankungen durchaus zu begriiRen.
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8 Abkiirzungsverzeichnis
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Retinales Pigmentepithel

Short Spectrum Channel
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9 Auswertung der FLIO-Ergebnisse mittels SPCImage (Version 8.5)

1. Einzelne Bilder importieren (File = Import)

2. Fir jeden Channel Einstellungsparameter manuell auswahlen oder lGber conditions =
equalize channels angleichen:

a) Intensity—Parameter (Options => Intensity):

e Lifetime Image: Brightness and Contrast auf 100%
b) Preferences-Parameter (Options = Preferences):

e Deaktiveren von Individual channel settings for binning and position
c) Model-Parameter (Option = Model):

e Incomplete Multiexponentials (Repetition Time Laser: 12,5 ns)

3. Weitere Parameter:
e Components: 2
e Offset: default
e Pixel Pos. Zentral im Bereich einer Probe:
e Bin:1
e automatic threshold

b. Alle Bilder inkl. beider Channel sowie Model tiberpriifen
c. Berechnung (Calculate = Decay Matrix (all channels))

4. Anpassung der Intervallskalierung des Histogramms (Options -> Color -> Min und Max)

5. Rahmen so ziehen, dass alle Zellproben im Bild sind

6. Bilder berechnen lassen (calculate = decay matrix(all channels))
7. Img. Datei erstellen (File->Save)

8. Daten exportieren:

(File = Export > Parameter* auswahlen -> Export all channels in eigenen Ordner
“Export”
*Benotigte Parameter:

e Color coded value

o t1,al[%],t2, a2 [%]

e Shift, Chi

e |RF, Distribution, ROI

e Color Coded Image + Legend (Format TIF), Gray-Sacle-Image

9. Import der ASC-Datei “color coded value” mit Fiji (Imagel 1.52n)

10. Auswahl eines Explantats mittels eines kreisféormigen Auswahlwerkzeugs

87



11. Bestimmung des Mittelwerts in dem ausgewadhlten Bereich (analyze > meassure)
Wert ,mean” zeigt mittlere FLD an

12. Wiederholung dieses Vorgangs fiir beide Spektralkanale aller Messungen. Durch den
Import der ASC-Dateien t1, t2, al[%] und a2[%] konnen die Mittelwerte der ein- zelnen
Komponenten t1, t2, al und a2 bestimmt werden.

Options for Measurement.sdt

Measurement Info

DENTIFICATION
ID : _SPC Setup & Data File_ SizeX: osc
Title - startup 5
Version - 001 et 25
Revision : 1 Time channels [o2a
Date : 02.07.2019
Time : 08:57:45 Routing channels: 1
[Author - FLID-AQM e
Company : Heidelberg WG
Enginesnng GmbH Count Increment:
Contents - FLIO dataset
ENDyywy Columns 1
Import a5 Time scale
@ Scanlmage [ bide Shit [0 = =
o
P
o
Select
Modules FM FwM2 r
T e
Routing channels I | [} |
= =g ez e
Page Number [_:I- "_:I
[~ Combine al
[~ Addto / substact from currert datasst  Factor [T -
[ Cancel |
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Lifetime Window Distribution Window

I~ Grayscale Image Overlay

Histogram: " Picel Intensity

I~ Zoom only in Lifetime Wind:
e & Pivel Frequency

Trim margne =J010 % [lef)
43930 % [ight)

[™ Analyse within color 1ange

¥ Center ROI to selected pixel

Instrumental Respanse
¥ Display in Decay Window
¥ Abways calculate at brightest pixel

Layout

¥ Show Intensity Image = syie [0 =]
Image Size: c r

Toolbar (o (o

When receiving data from SPCM

[~ Start automalic calculation of first moment
W Start new instance (active after restart)

Other settings

W Show Wamings

¥ Individual channel settings for binning and posiion
I~ Automatic export when calculation has finished

=

Co ]

Cancel |
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Abbildung 33. Startoptionen sowie die Einstellungen von preferences und model. Quelle:

Screenshot BMO Lubeck
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