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Zusammenfassung

Das Zusammenwirken verschiedener Faktoren im Rahmen der Entstehung der glaukomatdsen
Optikusneuropathie wird diskutiert. Unter anderem scheint eine Verdnderung der okuldren
Durchblutung vorzuliegen. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Sauerstoffversorgung
der Netzhaut durch die Bestimmung der Gefddurchmesser und der Sauerstoffsittigung
retinaler Gefdlle sowie die Betrachtung ihrer Beziehung zu strukturellen und funktionellen
Parametern beim Glaukom. Mit Hilfe der zeitaufgelosten Untersuchung der Autofluoreszenz
des Augenhintergrundes sollte, basierend auf der Identifikation endogener Fluorophore, ein
Einblick in die metabolische Situation auf zelluldrer Ebene ermoglicht werden.

Dazu wurden die Durchmesser und die Sauerstoffsittigung peripapillirer GefaBle der Retina
bei 41 Patienten mit primdrem Offenwinkelglaukom und bei 40 gesunden Probanden erhoben.
Mittels einer modifizierten Funduskamera entstanden Aufnahmen des Augenhintergrundes.
Zur Bestimmung der Gefilldurchmesser wurden ein Zentralarterien- und ein
Zentralvenendquivalent aus den Durchmessern peripapilldrer Arterien und Venen bestimmt.
Die Ermittlung der Sauerstoffsattigung basierte auf einer Zwei-Wellenldngen-Methode, wobei
die Bestimmung der Sattigungswerte durch die unterschiedlichen Absorptionsspektren
oxygenierten und desoxygenierten Hadmoglobins moglich war. Nach der Erhebung der
Gefalldurchmesser und der Sauerstoffsittigung im  Ruhezustand wurde eine
Flickerlichtstimulation, in deren Folge bei Vorliegen einer suffizienten neurovaskuldren
Kopplung eine Steigerung des retinalen Blutflusses zu erwarten war, durchgefiihrt.

Gegeniiber der gesunden Gruppe lagen bei Glaukom eine Erhohung der vendsen
Sauerstoffsittigung sowie eine Abnahme der arteriovendsen Sattigungsdifferenz in Ruhe vor.
Die  GefiaBdurchmesser waren nicht signifikant verschieden. In Folge der
Flickerlichtstimulation zeigte sich in beiden Studiengruppen eine Erhdhung des arteriellen
und vendsen GefaBdurchmessers. Jedoch war die Durchmesserzunahme der Venen bei
Glaukompatienten geringer als bei Gesunden. Auch die vendse Sauerstoffsittigung und die
arteriovendse Sittigungsdifferenz zeigten eine Anderung unter Stimulation, deren Ausmaf bei
Erkrankten ebenfalls vermindert war.

Bei 54 Patienten und 51 Gesunden wurde eine optische Kohédrenztomographie zur
Untersuchung der peripapilliren Netzhaut und des Sehnervenkopfes durchgefiihrt. Bei
Glaukom zeigten sich die krankheitstypischen Befunde einer reduzierten Dicke der retinalen
Nervenfaserschicht und einer verminderten Fliache des neuroretinalen Randsaums. Die Cup/

Disc ratio und das Exkavationsvolumen der Papille waren erhoht. Infolge wurde die
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Beziehung der GefdBdurchmesser und Sauerstoffsittigungen zu diesen strukturellen
Parametern betrachtet. Eine Korrelation zwischen dem GefdBdurchmesser und der retinalen
Nervenfaserschichtdicke lag in beiden Studiengruppen vor. Die flickerlichtinduzierte
Anderung des Durchmessers zeigte nur bei Patienten eine Abhingigkeit von der Dicke der
Nervenfaserschicht. Auch die iibrigen genannten strukturellen Parameter korrelierten bei
Patienten mit dem GefdBdurchmesser in Ruhe. Hingegen zeigte die arterielle und vendse
Sauerstoffsittigung keine Beziehung zu kohédrenztomographisch bestimmten Parametern.

Die Schwere der Erkrankung wurde basierend auf den Ergebnissen der Perimetrie eingeteilt.
Bei primdrem Offenwinkelglaukom zeigte sich eine Abnahme des arteriellen
Gefafldurchmessers mit zunehmender Schiadigung.

Es stellte sich die Frage, ob ein verminderter Bedarf infolge des Unterganges neuronalen
Gewebes oder eine Fehlregulation der Durchblutung ursdchlich fiir die gefundenen
Unterschiede zwischen Patienten und Gesunden war.

Mit dem Ziel, Anderungen auf zellulirer Ebene, potentiell bedingt durch einen
Sauerstoffmangel im Rahmen der Erkrankung, zu erkennen, erfolgte erstmals das
Fluorescence Lifetime Imaging bei 43 Glaukompatienten. Die Ergebnisse wurden mit den
Werten 54 gesunder Probanden verglichen. Durch den Einsatz eines modifizierten Laser-
Scanning-Ophthalmoskopes konnte das zeitliche Abklingverhalten der Autofluoreszenz
detektiert werden. Signifikante Unterschiede zeigten sich zwischen den Studiengruppen bei
den Untersuchungen mit natiirlicher Linse. Da diese bei Probanden mit kiinstlicher
Intraokularlinse nicht bestanden, sind sie mutmaBlich der Linsenfluoreszenz zuzuschreiben.
Zeichen einer retinalen Mangelversorgung konnten bei Patienten nicht gefunden werden. Dies
sowie die Erhohung der vendsen Sauerstoffséttigung retinaler Gefda3e schlielen ein zeitweises
Auftreten einer Minderperfusion im Rahmen der Erkrankung jedoch nicht aus.

Die reduzierte vaskuldre Reaktion auf Flickerlichtstimulation ist potentiell durch eine Storung
der neurovaskuldren Kopplung bei Glaukom bedingt. Ursache der erhohten vendsen
Sauerstoffsittigung sowie der reduzierten arteriovendsen Differenz der Sattigung konnte eine
Reduktion des Sauerstoftbedarfes sein, moglicherweise bedingt durch den Untergang
retinalen Gewebes. Die Abnahme des arteriellen Durchmessers sowohl bei steigendem
glaukomatosen  Gesichtsfeldausfall als auch mit sinkender Dicke der retinalen
Nervenfaserschicht unterstiitzt diese Annahme.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Verdnderung der retinalen Blutversorgung bei
Glaukom gezeigt, die zukiinftig potentiell Bedeutung in Diagnostik und Therapie der

Erkrankung erlangen kann.
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1 Einleitung

1.1 Das Glaukom

Weltweit ist die Glaukomerkrankung eine der héufigsten Ursachen der irreversiblen
Erblindung und betrifft derzeit 1 — 2 % der deutschen Bevolkerung. Kennzeichnend ist ein
Untergang der Sehnervenfasern, der mit einem progressiven Verlust des Sehvermdgens
einhergeht (Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft 2012). Doch obwohl die grof3e
Bedeutung dieser Erkrankung auBler Frage steht, ist die Pathogenese der glaukomatdsen
Optikusneuropathie nicht vollig geklart. Das Zusammenwirken verschiedener Mechanismen
bei der Krankheitsentstehung wird diskutiert. In der vorliegenden Arbeit soll durch die
Betrachtung der Blutversorgung der Retina, aber auch durch eine zeitaufgeldste Untersuchung
der Autofluoreszenz des Fundus, ein Beitrag zum Verstindnis der Pathogenese des Glaukoms

geleistet werden.

1.1.1 Epidemiologie und Bedeutung

Die Privalenz des Glaukoms steigt mit zunehmendem Alter. Dabei tritt das primére
Offenwinkelglaukom (POWG) im europdischen Raum am héufigsten auf. In Deutschland ist
von mehr als 1.000 Erblindungen jédhrlich, verursacht durch diese Krankheit, auszugehen.
Etwa 2 — 4 % der Personen, ilter als 65 Jahre, sind vom Glaukom betroffen und etwa 10 %
der Erkrankten leiden an schwersten Sehstdrungen. Das Glaukom wird daher als
Volkskrankheit bezeichnet. Trotz guter medizinischer Versorgung ist zu vermuten, dass
hierzulande ca. 50 % der Fille unerkannt sind (Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft
2012).

Schitzungen zufolge sind derzeit von der glaukomatdsen Optikusneuropathie etwa 60
Millionen Menschen weltweit betroffen (Cook und Foster 2012). Es ist mit einem Anstieg der
Zahl der Erkrankten und der Erblindeten zu rechnen. Demnach werden bis zum Jahr 2020 ca.
80 Millionen Menschen an der Krankheit leiden (Quigley und Broman 2006, Cook und Foster
2012).



1.1.2 Klinische Kennzeichen

Das Glaukom ist eine Erkrankung mit fortschreitendem Untergang retinaler Ganglienzellen
und Schédigung des Sehnervs (Bouhenni et al. 2012,
Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft 2012). Kennzeichnend sind neben der Exkavation
der Papille die im Verlauf auftretenden Gesichtsfeldausfille bei Betroffenen. Die typische
Augeninnendrucksteigerung geht mit einem erhohten Erkrankungsrisiko einher, ist jedoch
nicht in der Definition des Krankheitsbildes enthalten (Cook und Foster 2012,
Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft 2012). Unter dem Begriff Glaukom werden sowohl
primidre und sekunddre als auch akute wund chronische Manifestationsformen
zusammengefasst (Bouhenni et al. 2012). Gemeinsam ist ihnen die Schiddigung der
Sehnervenfasern, die bis zur Erblindung fiihren kann (Bouhenni et al. 2012,
Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft 2012). Die dazu fithrenden Faktoren sind fiir die

verschiedenen Formen des Glaukoms jedoch unterschiedlich (Bouhenni et al. 2012).

Offenwinkelglaukom

Beim primidren Offenwinkelglaukom handelt es sich um eine idiopathische, chronische
Erkrankung. Diese fortschreitende Optikusneuropathie ist durch Gesichtsfeldausfille und
Verinderungen der retinalen Nervenfaserschicht und der Papille bei offenem Kammerwinkel
gekennzeichnet (European Glaucoma Society 2008). Das primdre Offenwinkelglaukom ist in
Europa die hiufigste Form aller Glaukome (Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft 2012).
Nach den vorliegenden Intraokulardruckwerten werden ein Hochdruck- und ein
Normaldruckglaukom (NDG) unterschieden. Die okuldre Hypertension stellt eine Sonderform
dar, bei der erhdhte Augeninnendruckwerte bei gleichzeitigem Fehlen der fiir das Glaukom
typischen Verdnderungen von Papille, Nervenfaserschicht und Gesichtsfeld festzustellen sind.
Das sekundire Offenwinkelglaukom kann durch okulédre oder extrabulbire Krankheiten sowie
iatrogene MafBnahmen hervorgerufen werden und geht mit einer Erhoéhung des
Augeninnendrucks einher. Gesichtsfelddefekte und eine progrediente Optikusneuropathie
liegen bei gedffnetem Kammerwinkel vor. Beim Exfoliationsglaukom kommt es zur Storung
durch Ablagerung fibrogranuldrer Proteine und Pigmentgranula im Bereich des
Trabekelmaschenwerkes, Melaningranula senken im Rahmen des Pigmentglaukoms den
Kammerwasserabfluss. Auch Erythrozyten bei intraokuldren Blutungen sowie Linsenproteine
und durch sie induzierte Entziindungszellen konnen Ursache eines sekundéren

Offenwinkelglaukoms sein. Weiterhin sind ein intraokuldrer Tumor, ein Trauma, eine



Netzhautablosung oder eine Uveitis sowie iatrogene Mallnahmen, wie beispielsweise eine

Steroidtherapie, mdglicher Grund der Erkrankung (European Glaucoma Society 2008).

Winkelblockglaukom

Beim Winkelblock handelt es sich um eine Verlegung des Kammerwinkels durch die Iris. Er
kann mit einer Erhohung des Augeninnendruckes durch Stérung des Kammerwasserabflusses
einhergehen. Das Winkelblockglaukom ist durch gleichzeitiges Vorhandensein der
glaukomatdsen Optikusneuropathie gekennzeichnet. Beim primédren Winkelblock ist der
iridotrabekuldre Kontakt in der Regel durch die Anatomie des Auges bei Fehlen
pathologischer Verdnderungen bedingt. Der sekundire Winkelblock kann beispielsweise
Folge krankhafter Verdnderungen des Auges, stattgehabter Augenoperationen oder von
Medikamentengabe sein. Bei dem chronischen sekundidren Winkelblock handelt es sich um
ein irreversibles Geschehen, hingegen ist der akute Verschluss umkehrbar

(European Glaucoma Society 2008).

Kongenitales Glaukom

Das primire kongenitale Glaukom wird rezessiv vererbt und durch eine Fehlentwicklung des
Kammerwinkels bedingt, die eine Beeintrichtigung des Kammerwasserabflusses hervorruft.
Haufig besteht es bilateral und fiihrt zu einer schweren Beeintrachtigung des Sehens. Daneben
ist das Auftreten eines Glaukoms im Rahmen angeborener Anomalien moglich

(European Glaucoma Society 2008).

Wegen der fehlenden Regenerationsfihigkeit des Nervus opticus ist die einmal bestehende
Schiadigung irreversibel. Umso wichtiger sind daher die frithe Diagnostik und Therapie

(Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft 2012).

1.1.3 Pathogenese

Bis heute ist die Pathogenese des Glaukoms unklar. Verschiedene Mechanismen, die im
Rahmen dieser Erkrankung zur Degeneration der Axone und zur Apoptose der retinalen
Ganglienzellen fiihren, werden diskutiert. Mdglich sind Folgen wiederholter Ischdmien bei
Storungen der Blutversorgung durch fehlerhafte vaskuldre Regulation und die Wirkung von,
bei der Reperfusion entstehenden, reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Auch Vasospasmus
sowie mechanische GefiaBkompression im Bereich der Lamina cribrosa sind denkbar.

Daneben konnten das Fehlen neurotropher Faktoren, Stérungen des axonalen Transportes, der
3



Verlust der elektrischen Aktivitdt und Exzitotoxizitdt Ursache des Zellunterganges sein
(Chang und Goldberg 2012).

Die grofle Bedeutung des Intraokulardruckes ist bekannt und wurde in Studien als wichtiger
Faktor der Progression des Glaukoms nachgewiesen. Durch Senkung des Augeninnendruckes
zeigte sich ein geringeres Risiko der Entwicklung eines Glaukoms bei okuldrer Hypertension
sowie eine Verlangsamung des Gesichtsfeldverlustes und der Papillenverdnderung bei
bestehender Erkrankung (Kass et al. 2002, Mozaffariech und Flammer 2007, Chang und
Goldberg 2012).

Die Risikofaktoren der Erhéhung des Intraokulardruckes entsprechen vermutlich denen der
Atherosklerosebildung, wobei der genaue Entstehungsmechanismus umstritten ist. Einerseits
ist laut Flammer und Mozaffarieh eine ischdmische Schidigung des Trabekelmaschenwerkes
denkbar. Die durch Unterversorgung hervorgerufene Gewebeverdnderung konnte die
Erhohung des Abflusswiderstandes erkldren. Andererseits sind molekulare Veranderungen
des Trabekelmaschenwerkes dhnlich denen der atherosklerotischen GefdBwand als Ursache
der Abflussbehinderung mit folgender Druckerhdhung denkbar (Flammer und Mozaffarieh
2007). Man beobachtete eine Erhohung des Wachstumsfaktors TGFB1 im Kammerwasser bei
primdrem Offenwinkelglaukom, der die Expression von a-SMA (Alpha Smooth Muscle
Actin) in Zellen des Trabekelmaschenwerkes induziert. Vermutet wird, dass diese Molekiile
die Kontraktilitdit des Gewebes steigern und so zur Augeninnendruckerhohung beitragen
(Gonzalez et al. 2012).

Trotz der breiten Akzeptanz des Intraokulardrucks als Surrogatparameter und therapeutischen
Angriffspunkt bei Glaukom kann durch ihn allein die Entwicklung der glaukomatdsen
Optikusneuropathie nicht erklidrt werden. Bei Patienten mit Normaldruckglaukom kommt es
beispielsweise trotz des normalen Augeninnendruckes zur Schidigung, andere Menschen
wiederum entwickeln bei erhohten Druckwerten keine Sehnervenverdanderungen. Daher
miissen weitere Faktoren an der Pathogenese der glaukomatdsen Optikusneuropathie beteiligt

sein (Mozaffarieh und Flammer 2007), die im Folgenden beschrieben werden.

Genetische Komponente

Nahezu 50 % der Patienten mit POWG weisen eine positive Familienanamnese auf
(Allingham et al. 2009). Sowohl chromosomale Loci als auch einzelne Gene, deren
Assoziation mit dem Glaukom angenommen wird, konnten identifiziert werden. Obwohl
unter anderem mit dem kongenitalen oder dem Pseudoexfoliativglaukom in Verbindung

stechende Gene bekannt sind, fand sich bisher fiir den GroBteil der Patienten mit primirem
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Offenwinkelglaukom keine derartige Assoziation (Allingham et al. 2009, Chang und
Goldberg 2012). Es wurden fiir das POWG ursdchliche Gene wie MYOC, OPTN und
WDR36 beschrieben, wobei die genannten drei jedoch weniger als ein Zehntel der

Erkrankungsfille bedingen (Fan et al. 2006, Allingham et al. 2009).

Verlust neuronalen Gewebes

Nicht nur ein Untergang retinaler Ganglienzellen und deren Axone scheinen bei Glaukom
vorzuliegen. In Untersuchungen bei Menschen und Affen fanden sich Zeichen -einer
Degeneration im Bereich des Corpus geniculatum laterale mit verkleinerten Neuronen der
magno- und parvozelluliren Schichten sowie lichtmikroskopische Verdnderungen des
visuellen Kortex (Gupta et al. 2006).

Ob die primdre Schiadigung dabei die Axone der Ganglienzellen, die Gliazellen oder die
Gefille betrifft, ist unklar (Chang und Goldberg 2012). Sie findet jedoch mdglicherweise im
Bereich der Papille statt (Flammer und Mozaffarieh 2007). Zudem zeigten Weber et al. bei
einer Untersuchung von Rhesusaffen eine Verminderung der dendritischen Komplexitéit der
Ganglienzellen bei Glaukom, was auch im Rahmen von Alterungsprozessen beobachtet
werden kann. Hinzu kamen eine Verkleinerung des Zellsomas und des Axondurchmessers

(Weber et al. 1998, Flammer und Mozaftarieh 2007).

Gliazellaktivierung

Eine typische Antwort auf Schidigung im zentralen Nervensystem ist die Aktivierung von
Gliazellen, wobei in der Retina vor allem Astrozyten und Miiller-Zellen bedeutend sind
(Grieshaber et al. 2007b). Endothelin, dessen Plasmaspiegel bei Glaukom erhoht ist, und die
Stimulation des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors bei mechanischem Stress fithren nach
Flammer und Mozaffariech zur Astrozytenaktivierung im Rahmen der Erkrankung.
Verdnderung der Genexpression und Erhoéhung verschiedener Enzymkonzentrationen,
Zellmigration, Morphologiednderung und Zellteilung der Gliazellen sind die Folge der
Aktivierung (Flammer und Mozaffarieh 2007).

Gewebeumbau

Die typische Papillenexkavation entsteht wahrscheinlich nicht allein durch Verlust neuronalen
Gewebes, sondern durch gleichzeitigen Gewebeumbau mit Verformung der Lamina cribrosa
(Flammer und Mozaffarieh 2007). Wichtige Enzyme hierbei sind nach Flammer und
Mozaffarieh die Matrixmetalloproteasen (MMP). Eine Zunahme der MMP-2 und -9 in



Astrozyten im Bereich der Papille sowie eine Erhohung der MMP-9 und MTI-MMP in
zirkulierenden Leukozyten wurde bei Glaukompatienten gefunden. Die experimentelle
Hemmung der MMP-9 fiihrte zudem zu einer verminderten Apoptose retinaler Ganglienzellen
(Flammer und Mozaffarieh 2007, Golubnitschaja und Flammer 2007).

Physiologisch wird die Retina durch tight junctions zwischen Endothelzellen der Blutgefilie
und zwischen Pigmentepithelzellen vor im Blut zirkulierenden Stoffen geschiitzt. Die
Mikrogefa3e im Bereich der prelamindren Region der Papille besitzen nicht den klassischen
Aufbau der Blut-Hirn-Schranke und unterscheiden sich in ihren Permeabilitdtseigenschaften
von den retinalen GefdBen (Hofman et al. 2001, Grieshaber und Flammer 2007). Nach
Grieshaber und Flammer wird diese Barriere bei Glaukom zusdtzlich geschwécht. Das im
Blut in erhohter Konzentration vorliegende Endothelin-1 (ET-1) diffundiert potentiell von den
fenestrierten Choroideakapillaren zur Papille und dem angrenzenden retinalen Gewebe. Uber
lokale Erhohung von Prostaglandin-E2 konnte ET-1 in der Lage sein, die Funktion der
endothelialen tight junctions zu stéren. Zudem vermuten die Autoren, dass auch die MMP-9
ins retinale Gewebe gelangt, wo sie durch Angriff der Basalmembran der GefdBwand
potentiell zur Offnung der Schranke beitrigt. Somit kénnten zirkulierende Molekiile aus dem
Blut tibertreten, mit den Perizyten interagieren und eine Vasokonstriktion bewirken. Daneben
iiberwinden auch Erythrozyten die gestorte Barriere und fiihren auf diese Weise zur klinisch
sichtbaren Papillenblutung. Zusitzlich ist ein Ubertritt toxisch wirkender Stoffe und deren

Beteiligung an der glaukomatdsen Schidigung denkbar (Grieshaber und Flammer 2007).

Veridnderungen des okuldren Blutflusses

Bei Glaukom konnte eine Blutflussreduktion im Auge sowie Zeichen einer Ischdmie wie der
Anstieg des Hypoxie-induzierten Faktors 1-a im Bereich von Retina und Papille gezeigt
werden (Flammer und Mozaffarieh 2007). Ursdchlich hierfiir konnten nach Flammer und
Mozaffarieh eine Degeneration der BlutgefiBe im Rahmen der Gewebeatrophie, ein
verminderter Perfusionsdruck oder eine gestorte Autoregulation sein. Moglicher Grund der
Optikusneuropathie beim Glaukom ist eine Blutflussinstabilitit mit wiederholt auftretenden
milden Schdden im Rahmen der Reperfusion. Diesem Ansatz von Flammer und Mozaffarieh
folgend, tritt die Instabilitdt bei starken Augendruckschwankungen und Blutdruckdnderungen
oder bei mafiger Verdnderung beider Parameter bei Storung der vaskuldren Autoregulation
auf (Flammer und Mozaffarieh 2007, Mozaffarieh et al. 2008). Auch eine Stérung der

neurovaskuldren Kopplung, die die Anpassung der Blutversorgung an den aktuellen Bedarf



des Gewebes beschreibt, ist ein moglicher Faktor der Pathogenese des Glaukoms (Gugleta et
al. 2013b).

Die physiologische Regulation der Durchblutung ist komplex und dient neben der Deckung
des metabolischen Bedarfes dazu, Schwankungen des Perfusionsdruckes auszugleichen und
die okuldre Temperatur konstant zu halten. Die Regulation des Blutflusses der Choroidea
erfolgt vermutlich vorrangig durch das autonome Nervensystem und zirkulierende Hormone
(Grieshaber et al. 2007a). Die Durchblutung im Bereich der Netzhaut wird mutmaBlich durch
Mediatoren, die von Endothelzellen und vom retinalen Gewebe freigesetzt werden, sowie
durch zirkulierende Hormone kontrolliert. Die genauen Mechanismen sind bisher unklar
(Grieshaber et al. 2007a, Nakahara et al. 2013). Die retinale Autoregulation dient dem
Ausgleich von Perfusionsdruckschwankungen (Grieshaber et al. 2007a). Zum Erhalt des
okuldren Perfusionsdruckes und damit einer addquaten Durchblutung ist eine komplexe
Regulation nétig, um das Gleichgewicht zwischen Blutdruck und Augeninnendruck zu
gewihrleisten. Ein zu geringer Perfusionsdruck stellt einen potentiellen Risikofaktor sowohl
fiir die Entwicklung als auch fiir die Progression eines bestehenden Offenwinkelglaukoms dar
(Leske 2009).

Mogliche Ursache der verdanderten Regulation der Durchblutung des Auges sind lokale oder
systemische Storungen. Die systemische Verdnderung der Blutflussregulation wird als
vaskuldres Dysregulationssyndrom (VDRS) bezeichnet, bei dem eine primdre von einer
sekunddren Form unterschieden wird (Flammer und Mozaffarieh 2007, Grieshaber et al.
2007a, Mozaffarieh et al. 2008). Beim sekunddren VDRS soll es infolge einer anderen
Erkrankung zur Fehlregulation kommen. Beispielsweise flihre eine Erhdhung der ET-1-
Konzentration, die unter anderem bei Rheumatoider Arthritis oder Multipler Sklerose
auftreten kann, zu einer Senkung der okuldren Durchblutung. Somit wird hier von einer
relativ konstanten Senkung des Blutflusses im Auge ausgegangen, nicht jedoch von
wesentlichen Storungen der Autoregulation im Bereich von Retina und Papille. Anders soll es
sich, den genannten Autoren zufolge, beim primdren VDRS verhalten, bei dem die basale
Durchblutung des Auges nur gering, die Blutflussregulation, insbesondere die vaskuldre
Autoregulation, jedoch stérker beeinflusst sei. Unter dem primdren VDRS versteht man eine
angeborene Neigung zur verdnderten Gefdllreaktion auf bestimmte Reize, wobei
beispielsweise eine stirkere Vasokonstriktion durch Kélte oder psychischen Stress auftrete.
Diese Regulationsstorung der Durchblutung konnte eine Instabilitdit der okuldren
Sauerstoffversorgung bedingen (Flammer und Mozaffarieh 2007, Grieshaber et al. 2007a,

Mozaftarieh et al. 2008). Es wurde eine unnormale Korrelation von peripherer Zirkulation



und Augendurchblutung bei Patienten mit primdrem VDRS gezeigt. Auch eine verminderte
Reaktion auf flickerndes Licht, was auf Storungen der neurovaskuldren Kopplung hindeutet,
und eine hohere Geschwindigkeit der Pulswellen als Hinweis auf eine gesteigerte Gefaf3steife
wurden fiir diese Patienten beschrieben (Flammer und Mozaffarieh 2007). Grieshaber et al.
konnten in einer Untersuchung von Patienten mit POWG eine Assoziation von
Gliazellaktivierung und Vorhandensein einer vaskulidren Dysregulation zeigen (Grieshaber et
al. 2007b). Die bestehende Tendenz zu niedrigen Blutdruckwerten wird nach Grieshaber et al.
durch eine verminderte Natrium-Resorption im proximalen Nierentubulus begriindet. Diese
ET-1-abhingige Verdnderung im Umgang mit Natrium wurde nicht nur bei Patienten mit
primdrem VDRS sondern auch bei Menschen mit Normaldruckglaukom gezeigt (Grieshaber
et al. 2007a).

Die Bedeutung des systemischen Blutdrucks beim Glaukom ist bislang jedoch unklar.
Einerseits ist ein positiver Zusammenhang zwischen Intraokulardruck und systolischem
Druck mit einer Erhohung des Augeninnendruckes um 0,21 bis 0,32 mmHg bei einer
Blutdrucksteigerung um 10 mmHg beschrieben worden, andererseits fehlt ein solcher
Zusammenhang zwischen Zunahme des Blutdruckes und Entwicklung oder Progression eines
Offenwinkelglaukoms. Hypotension bzw. antihypertensive Therapie werden, durch ihre den
okuldren Perfusionsdruck senkende Wirkung, als mogliche Risikofaktoren diskutiert (Leske

2009).

Reperfusionsschidigung und oxidativer Stress

Innerhalb bestimmter Grenzen kann eine konstante Durchblutungsreduktion vom
menschlichen Auge toleriert werden und diese allein fithrt nicht zur typischen
Optikusneuropathie beim Glaukom (Mozaffarieh et al. 2008). Ursdchlich hierfiir konnte eine
instabile Perfusion, bedingt durch eine gestorte vaskuldre Regulation, wie sie beim priméren
VDRS vorliegen soll, oder die Grenzen der Autoregulation iliberschreitende Schwankungen
von Blutdruck oder Augeninnendruck sein (Flammer und Mozaffarieh 2007, Mozaffarieh et
al. 2008). Dieser Theorie folgend, treten bei Glaukom wiederholt geringe
Durchblutungssenkungen auf, wobei durch das Fehlen von Néhrstoffen und Sauerstoff im
betroffenen Gebiet ein verdndertes Milieu entsteht. Steigt anschlieBend der Blutfluss wieder,
kidme es zur Entziindung und Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Diese konnten schadigend
auf Mitochondrien der Axone, die besonders dicht im Bereich der Papille vorhanden sind,
wirken (Flammer und Mozaffarieh 2007, Mozaffarieh et al. 2008). Mozaffarieh et al. wiesen

darauf hin, dass die ROS unter normalen Bedingungen durch Antioxidantien neutralisiert



werden. Ubersteigt die Bildungsrate jedoch die Moglichkeiten der Kompensation, sind
Molekiilschadigungen durch oxidativen Stress die Folge. Demnach entsteht bei ungeniigenden
Eliminations- und  Reparaturmechanismen zur  Behebung der resultierenden
Molekiilschiddigung ein klinisch sichtbarer Schaden (Mozaffarieh et al. 2008). Die Storung
durch Reperfusion soll beim Glaukom mild verlaufen, problematisch sei vielmehr das
wiederholte Auftreten (Flammer und Mozaffarieh 2007, Mozaffarieh et al. 2008).
Mechanische Beanspruchung, beispielsweise durch Augeninnendruckerh6hung, und eine
erhohte ET-1-Konzentration, unter anderem bedingt durch eine Schidigung durch
Reperfusion, kdnnten zur Astrozytenaktivierung fiihren (Flammer und Mozaffariech 2007).
Nach Flammer und Mozaffarieh wiirde diese wiederum eine weitere Steigerung der ET-1-
Konzentration mit moglichen Stérungen von Blutzirkulation und axonalem Transport sowie
einer vermehrten Freisetzung der Stickoxidsynthase-2 bedingen. Das Enzym erhoht die
Stickstoffmonoxid-Konzentration (Flammer und Mozaffarieh 2007). Durch seine geringe
GroBe und seine Lipophilie ist dieses Radikal vermutlich in der Lage, in die Nachbarzellen
und deren Axone zu diffundieren. Unter der Annahme, dass dort infolge der
Reperfusionsschddigung eine erhohte Menge an Superoxidradikalen vorldge, ist eine
Verbindung beider Molekiile zu Peroxynitrit moglich. Dieses wére hydrophil und kénnte das
Axon nicht mehr verlassen (Flammer und Mozaffarieh 2007, Mozaffarieh et al. 2008). Nach
Meinung der genannten Autoren wiirden Superoxid- und Peroxynitritmolekiile so innerhalb
der Axone nicht nur zur Retina, sondern auch zum Corpus geniculatum laterale, gelangen.
Dort verursachen sie moglicherweise den Zelltod der neuronalen Zellen (Flammer und
Mozaffarieh 2007, Mozaffarieh et al. 2008). Gleichzeitig ist, bedingt durch mechanischen
Stress und biologische Prozesse mit Aktivierung der MMP, Gewebeumbau denkbar. Auch
eine gesteigerte Vasokonstriktion und eine Schiddigung der Blut-Retina-Schranke,
hervorgerufen hauptsdchlich durch Endothelin und MMP-9, tragen eventuell zur Entstehung
der glaukomatdsen Optikusneuropathie bei (Flammer und Mozaffarieh 2007). Da ROS iiber
das Kammerwasser auch das Trabekelmaschenwerk erreichen konnten, 10sen sie eventuell
eine Degeneration dieses Abflussweges aus. Damit wére ein Beitrag des oxidativen Stresses

zur Erh6hung des Intraokulardruckes denkbar (Mozaffarieh et al. 2008).

Exzitotoxizitét
Eine weitere mogliche Ursache des Unterganges retinaler Ganglienzellen ist die
Exzitotoxizitét, die auftritt, wenn untergehende Zellen hohe Mengen an Neurotransmittern

freisetzen. In den angrenzenden Ganglienzellen konnte eine gesteigerte Aktivitdt der



N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) - Kanédle zur Erhohung der Kalziumkonzentration im
Intrazellularraum fithren. Durch eine resultierende metabolische Fehlregulation ist die
Apoptose der Zellen moglich. Fraglich bleibt dabei, ob die erhdhte Glutamatkonzentration
direkt auf die Ganglienzellen wirkt oder deren Tod sekundidr durch Schiadigung der

umgebenden Zellen verursacht (Chang und Goldberg 2012).

Storungen des axonalen Transportes und Fehlen neurotropher Faktoren

Storungen des physiologischen Transportes intrazelluldrer Substanzen entlang der Axone
infolge einer Augeninnendruckerhohung konnten unter anderem durch ischédmische
Schiadigung oder mechanische Verformung im Bereich der Papille erkldrt werden. Da das
Uberleben der retinalen Ganglienzellen von verschiedenen Signalmolekiilen abhingt, wire
der so resultierende Mangel neurotropher Faktoren als Ursache des Zellunterganges denkbar.
Andererseits ist infolge verschiedener Stérungen auch eine Apoptose durch eine verminderte

Sensitivitdt der Zellen auf diese Signale zu erwdgen (Chang und Goldberg 2012).

Autoimmunitit

Die Wirkung des Immunsystems gegen retinale Ganglienzellen konnte ein weiterer
Mechanismus der Pathogenese, speziell im Rahmen des Normaldruckglaukoms, sein. Im
Patientenserum wurden erhohte Konzentrationen der Hitzeschockproteine 27 und 60
gefunden, deren storende Wirkung auf retinale Ganglienzellen und ihre Axone im Tiermodell
gezeigt werden konnte (Bouhenni et al. 2012). Andererseits wird die erhohte Expression von
Hitzeschockproteinen als Folge des bei Glaukom potentiell auftretenden und oben néher

beschriebenen oxidativen Stresses diskutiert (Mozaffarieh et al. 2008).

Lange wurden zwei Thesen zur Pathogenese des Glaukoms fokussiert. Neben der
ischdmischen Theorie, nach der der Zelluntergang durch Mikrozirkulationsstérungen
begriindet sei, wurde bei der mechanischen Theorie ein Mangel neurotropher Faktoren durch
Storungen des axonalen Transportes als Ursache angesehen. Inzwischen wandelte sich das
Verstidndnis der Entstehung der glaukomatdsen Optikusneuropathie und eine multifaktorielle

Pathogenese der Erkrankung wird angenommen (Gaggl 2006).
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1.1.4 Diagnostik und Therapiemoglichkeiten

Im Folgenden sollen Grundlagen der Diagnostik und Behandlung der Erkrankung kurz
umrissen werden. Die Angaben entstammen den Leitlinien der FEuropéischen

Glaukomgesellschaft (European Glaucoma Society 2008).

Die Routinediagnostik des Glaukoms umfasst neben der Bestimmung des Intraokulardruckes
und der Beurteilung des Augenhintergrundes auch die Gonioskopie, die Perimetrie sowie
weitere bildgebende Verfahren. Der als normal geltende Bereich des Augeninnendruckes
(10 — 21 mmHg beim Erwachsenen) wird aus den Werten der gesunden Bevolkerung
bestimmt. Er wird mittels Tonometrie erhoben. Aktueller Goldstandard ist der Einsatz des
Goldmann-Applantations-Tonometers. Im Rahmen der Funduskopie werden die retinale
Nervenfaserschicht (RNFS) und die Papille beurteilt. Mittels der direkten und indirekten
Ophthalmoskopie konnen GroBe und Konturverdnderungen des Sehnervenkopfes,
peripapillire Atrophie und Papillenblutungen sowie Verdnderungen des neuroretinalen
Randsaums und Ausdiinnungen der Nervenfaserschicht betrachtet werden. Daneben existieren
Verfahren zur quantitativen Bildgebung. Hier seien die optische Kohdrenztomographie (OCT)
und der Heidelberg-Retina-Tomograph neben weiteren genannt. Die Betrachtung des
Kammerwinkels erfolgt durch die Gonioskopie. Bei dieser Untersuchung kann anhand von
Referenzstrukturen die Kammerwinkeltopographie beurteilt und eine Abflussbehinderung des
Kammerwassers  erkannt  werden. Zur  funktionellen  Beurteilung wird die
Gesichtsfelduntersuchung eingesetzt. Beim Glaukom wird dazu, mit Ausnahmen in
bestimmten Situationen, die ,standardisierte automatische Perimetrie* (statische
Schwellenperimetrie) verwendet. Das AusmaBl des Sehverlustes und der Verlauf der
Erkrankung werden durch Untersuchung des zentralen Gesichtsfeldes bestimmt

(European Glaucoma Society 2008).

Verschiedene Maflinahmen stehen zur individuellen Therapie zur Verfiigung, deren Ziel es ist,
eine Senkung der Lebensqualitit durch Verlust des Sehvermodgens zu verhindern. Derzeit
verfiigbare Behandlungen dienen zur Senkung des Intraokulardruckes. Medikamente der
ersten Wahl gehoren den Wirkstoffgruppen der Beta-Blocker und der Prostaglandine
beziehungsweise Prostamide an (European Glaucoma Society 2008). Daneben finden
Sympathikomimetika, Parasympathikomimetika, Osmotika und Karboanhydrasehemmer
Anwendung. Ist eine Monotherapie nicht ausreichend erfolgreich, kann eine Kombination

verschiedener Substanzen sinnvoll sein (Augustin 2007). In der Regel erfolgt beim

11



Offenwinkelglaukom zundchst der Versuch einer medikamentdsen Augeninnendrucksenkung.
Ist deren Wirkung nicht ausreichend oder ihre Anwendung durch Nebenwirkungen oder
fehlende Compliance fraglich, stehen laserchirurgische und bulbuser6ffnende Maflnahmen zur
Verfligung. Beim kongenitalen und beim Winkelblockglaukom hat die operative Therapie
neben der medikamentdsen Behandlung einen hohen Stellenwert. Bei sekundiren
Glaukomformen ist, wenn moglich, die Behandlung der Grunderkrankung wichtig

(European Glaucoma Society 2008).
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1.2  Untersuchungsmethoden

1.2.1 Untersuchung der Gefaldurchmesser

In der vorliegenden Arbeit soll die Untersuchung des GefaBdurchmessers mittels Bestimmung
des Zentralarterien- und Zentralvenendquivalentes erfolgen. Durch diese statische Methode
wird es moglich, GefaBdurchmesser verschiedener Augen zu vergleichen, ohne dabei
Einzeldurchmesser, Anzahl und Teilungspunkte der einzelnen Arterien und Venen zu
beriicksichtigen (Parr und Spears 1974).

Bei diesem von Parr et al. entwickelten Verfahren werden mittels einer Funduskamera Bilder
mit zentrierter Papille aufgenommen. Anhand der in einem definierten Bereich bestimmten
Durchmesser der arteriellen Aste wird auf den Durchmesser des jeweiligen UrsprungsgefiBes

geschlossen. Die Berechnung erfolgt nach folgender Formel:

W= (0,87 - wi* + 1,01 - ;' — 0,22 - W, - W, — 10,76)" M

W ist der Durchmesser des arteriellen Ursprungsgefdfies. Die jeweiligen Durchmesser der
abgehenden Arterien geben w; und w, an. Durch eine schrittweise Berechnung wird so auf
den Durchmesser des ZentralgefdBBes geschlossen und dieser als Zentralarteriendquivalent
ausgedriickt (Parr und Spears 1974). In Folge nutzten Hubbard et al. den Ansatz um ebenfalls
ein Zentralvenendquivalent zu bestimmen (Hubbard et al. 1999).

Knudtson et al. modifizierten diese Untersuchungsmethode. In einer 30°-Aufnahme des
Augenhintergrundes wird durch Projektion von Ringen um die Papille der Messbereich
definiert. Mit Hilfe einer Software markiert der Untersucher Arterien und Venen im
vorgegebenen Bereich, deren Durchmesser in Mikrometern bestimmt werden. Um den
moglichen Einfluss der Anzahl der Gefdl3gabelungen zu beriicksichtigen, wird ein

Verzweigungskoeffizient eingefiihrt, der das Verhiltnis von Asten und Stammgefifen zeigt.
Verzweigungskoeffizient = (w,* + w,’) / W* )
Dabei sind w; und w, die Durchmesser der Aste, W der ihres UrsprungsgefiBes. Durch

experimentelle Bestimmung dieses Koeffizienten und seines Einbezuges ergeben sich

folgende Formeln fiir die Berechnung der Durchmesser:
Arteriolen: W = 0,88 (w;* +w;)"** A3)

Venolen: W = 0,95 (w2 + w,)** @

Damit kann aus den peripheren GefdBen auf den Durchmesser der Zentralarterie und -vene

geschlossen werden (Knudtson et al. 2003).
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1.2.2 Untersuchung der Sauerstoffsittigung

Die Bestimmung der Sauerstoffséittigung am Augenhintergrund wird ermdéglicht durch die
verschiedenen Absorptionsspektren des oxygenierten und des desoxygenierten Himoglobins
(Beach et al. 1999, Hammer et al. 2008). Die Extinktion E der Strahlung bei Durchtritt durch

ein Medium wird durch das Lambert-Beer sche Gesetz beschrieben:
E=¢-c-d= logy (I. /1) )

Somit ist die Absorption abhingig vom molaren Extinktionskoeffizienten (g), der
Konzentration (c) und der Schichtdicke (d) des durchstrahlten Mediums. Sie kann aber auch
aus dem dekadischen logarithmischen Quotienten von einfallender (I.) und austretender (I,)
Lichtintensitdt bestimmt werden (Linnemann und Kiihl 2005).

Beach et al. entwickelten eine Methode der Oximetrie, bei der mittels einer modifizierten
Funduskamera zeitgleich zwei digitale Bilder unterschiedlicher Lichtwellenlinge
aufgenommen werden (Beach et al. 1999). Die Wellenlénge des ersten Bildes betrdgt 600 nm
und wird so gewéhlt, um Unterschiede des Anteiles oxygenierten Himoglobins gut abbilden
zu konnen. Das zweite Bild wird bei 569 nm aufgenommen, dies entspricht einer
isosbestischen Wellenldnge des Hdmoglobins. Mit Hilfe einer Software bestimmt man in
einigen Bildpunkten innerhalb eines GefdBabschnittes und in dessen Umgebung die
reflektierte Lichtintensitdt in beiden digitalen Bildern. Der dekadische logarithmische
Quotient der Intensitdten (I;,: Intensitdt auf dem Gefal, I,y Intensitdt im umgebenden Gebiet)

ergibt die optische Dichte (OD) des untersuchten Gefél3es.

OD =1logyy (Loue / Lin) 6)
Der Quotient der optischen Dichten (ODR) berechnet sich nun aus den Werten der Bilder
beider Wellenlidngen:

ODR = ODgg9 / ODsg )
Auf Grundlage des indirekt proportionalen Zusammenhanges zwischen dem Quotient der

optischen Dichten (ODR) und der Sauerstoffsittigung des Himoglobins ist die Bestimmung

der Sauerstoffsittigung nach folgender Formel méglich:

SO, = 100% - (ODR — ODR, ;49)/ OS 8

Neben dem Quotient der optischen Dichten (ODR) gehen experimentell bestimmte
Konstanten ein. ODR, o0 wird an einer Arteriole bei Inhalation von 100 % Sauerstoff

ermittelt, OS ist die Sauerstoffsensitivitit.

14



Entsprechend dem Ansatz von Beach et al. entwickelten Hammer et al. ein Oximeter, das am
Universititsklinikum Jena zur Verfiigung steht (Hammer et al. 2008). Es werden auch hier
mittels einer modifizierten Funduskamera zwei monochromatische Bilder des
Augenhintergrundes bei unterschiedlicher Wellenldnge zeitgleich aufgenommen. Dies wird
ermoglicht durch das Einbringen eines hierfiir entwickelten Doppelbandpassfilters in den
Strahlengang der Kamera. Eine Aufnahme erfolgt bei 548 + 10 nm, einem isosbestischen
Punkt des Hdmoglobins, und die zweite bei 610 + 10 nm. Die Bilder werden aufgenommen
durch eine angeschlossene Digitalkamera.

Die Transmissionsspektren oxygenierten und desoxygenierten Hémoglobins sowie des

Doppelbandpassfilters sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1 Darstellung der Transmissionsspektren (nach Hammer et al. 2008, modifiziert) Die
Transmissionsspektren des oxygenierten (HbO2, blau) und desoxygenierten
Hamoglobins (Hb, rosa) sind dargestellt. Schwarz ist die wellenldingenabhingige
Ubertragung des Doppelbandpassfilters sichtbar. Die spektrale Empfindlichkeit beider
Kanile der Funduskamera ist rot und griin gezeigt.

Die Berechnung der Sauerstoffsittigung erfolgt entsprechend dem Ansatz von Beach et al.,
der jedoch gering modifiziert wurde. Zundchst werden die optischen Dichten (OD) aus den
Intensititen des reflektierten Lichtes innerhalb des Gefdfes und in dessen Umgebung (ILin, Lout)
bei der jeweiligen Aufhahmewellenldnge bestimmt. 1 ist das Verhéltnis der an einem idealen
Weilreflektor gemessenen Intensititen bei den Wellenldngen 548 nm und 610 nm.

610
log lg—'l’o
ODR= 610 )
1 9 lout
08 548
Lin
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Die beschriebene Formel 8 wurde modifiziert, um die lineare Abhingigkeit des Wertes der
Sauerstoffséttigung von der Funduspigmentierung und von dem Gefdldurchmesser zu
beriicksichtigen. Es ergab sich folgende Berechnungsformel der Sauerstoffséttigung:

1610

$0,=100% - (ODR -~ ODR, ;) / OS — (a—VD ) - b+ (¢ - log £i5) - d (10)
out

Der im Bild gemessene GefaBBdurchmesser in Mikrometern ist VD. Durch den Ausdruck
log 1819 / 1548 wird die Funduspigmentierung abgebildet. Die von Beach et al. eingefiihrten
Konstanten OS und ODR, 190 wurden experimentell ermittelt. Die Parameter a, b, ¢ und d sind
weitere durch Hammer et al. bei gesunden Probanden bestimmte Konstanten (Beach et al.

1999, Hammer et al. 2008).

1.2.3 Optische Kohirenztomographie

Basierend auf dem Prinzip der Interferometrie erlaubt diese non-invasive
Untersuchungsmethode eine Beurteilung der okuldren Strukturen anhand zweidimensionaler
Schnittbilder. Aus der Laufzeitverzogerung eines Diodenlaserstrahles einer Wellenlédnge von
830 nm, der durch das untersuchte Gewebe reflektiert wird, kann anhand des Vergleiches mit
einem Referenzstrahl auf die Tiefe der reflektierenden Gewebeschicht geschlossen werden.
Unterschiede der Intensitit dieser reflektierten Strahlung sowie die Tiefeninformation geben
Hinweise auf die Gewebestruktur. Neben der Bestimmung der Dicke der peripapilldren
retinalen Nervenfaserschicht ist die Untersuchung des prédlamindren Bereiches des Nervus
opticus moglich (Augustin 2007, Xue und Hildebrand 2013). Die Papillen- und die
Randsaumfliche sowie das Exkavationsvolumen werden zur Beschreibung des
Sehnervenkopfes angegeben. Zudem wird die Cup/ Disc ratio (CDR) als Verhiltnis des
Durchmessers der Exkavation zu dem der gesamten Papille bestimmt (Augustin 2007). Als
das intrapapillidre Aquivalent der retinalen Nervenfaserschicht ist der neuroretinale Randsaum
anzusehen (Krieglstein 2008).

Durch den Einsatz der optischen Kohdrenztomographie beim Glaukom soll nicht nur eine
Verbesserung der Fritherkennung der Erkrankung angestrebt, sondern auch eine gute

Verlaufsbeobachtung ermdglicht werden (Augustin 2007).
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1.2.4 Fluorescence Lifetime Imaging

Die im Folgenden beschriebene Methode wurde durch die Arbeitsgruppe ,,Experimentelle

Ophthalmologie” der Augenklinik des Universitatsklinikums Jena entwickelt.

Grundlagen

Bei Anregung mit kurzwelligem Licht kommt es zur Fluoreszenz verschiedener Substanzen
des menschlichen Augenhintergrundes, sodass das gemessene Signal durch die Summe
verschiedener Fluorophore bedingt wird. Durch Bestimmung des Anregungs- und
Emissionsspektrums sowie des dynamischen Abklingverhaltens der Fluoreszenz wird jedoch
eine gewisse Trennung der einzelnen Fluorophore moglich (Schweitzer et al. 2004,
Schweitzer 2010).

Der Abfall der Fluoreszenzintensitit im Zeitverlauf wird durch eine triexponentielle

Modellfunktion ndherungsweise dargestellt.

3
t
@=§ o e % +b (1)
Io
1

Die Fluoreszenzintensititen zum Zeitpunkt t (I(t)) und zum Zeitpunkt der maximalen
Emission (Ip), die Amplitude (o) und die Fluoreszenzabklingzeit (Synonym:
Fluoreszenzlebensdauer) t; der Komponente i sowie das Untergrundsignal b gehen in die
Berechnung ein. Durch diese triexponentielle Approximation des Fluoreszenzabfalls fiir jeden
Bildpunkt wird es moglich, das gewonnene Summensignal einzelnen Komponenten
zuzuordnen, die durch die Parameter Fluoreszenzlebensdauer T und Amplitude o beschrieben
werden (Schweitzer 2010).

Die Fluoreszenzlebensdauer t gibt die Zeit an, nach der von n Molekiilen n/e aus dem ersten
angeregten Singulett-Zustand (S1) in den energetischen Grundzustand iibergegangen sind
(Lakowicz 2006). Dieser Wert ist unabhingig von der Konzentration der emittierenden
Substanz. Er wird fiir die einzelnen Komponenten grob den Strukturen des Fundus
zugeschrieben. 1; zeigt die Fluoreszenz des Pigmentepithels mit Dominanz des Lipofuszins.
Die neuronale Netzhaut ist durch t, charakterisiert. 13 wird vorrangig der Emission der
Augenlinse und des Bindegewebes zugeordnet (Schweitzer et al. 2007, Deutsch 2012).

Bei der hier verwendeten In-vivo-Untersuchung des Auges wird stets die Fluoreszenz eines
Stoffgemisches bestimmt. Der prozentuale Anteil der Fluoreszenzintensitét einer Komponente
an der gesamten gemessenen Intensitdt wird durch die Amplitude o ausgedriickt. Die von

einem Stoffgemisch emittierte Gesamtphotonenzahl kann durch den relativen Beitrag Q néher
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beschrieben werden. Der Parameter Q gibt an, welcher relative Anteil dieser Photonenzahl

von einer bestimmten Fluoreszenzspezies ausgesendet wird (Deutsch 2012).

Fluorescence Lifetime Imaging Ophthalmoskop (FLIO)

Durch  Modifikation eines Laser-Scanning-Ophthalmoskopes (HRA2, Heidelberg
Engineering, Heidelberg, Deutschland) wird die Untersuchung der zeitaufgeldsten
Autofluoreszenz des Fundus ermdglicht. Die Molekiile werden mit kurzen Laserpulsen der
Wellenldnge 448 nm angeregt und die Emission in zwei spektralen Kanilen registriert, zum
einen im kurzwelligen Bereich (Kanal 1, K1) von 490 bis 560 nm und zum anderen im
langwelligen Kanal (Kanal 2, K2) von 560 bis 700 nm. Abbildung 2 zeigt den schematischen
Autfbau des FLIOs.

Farbkodierte Bilder der
zeitaufgeldsten Autofluoreszenz
Infrarot- A
A Isl
fregungspuisiaset reflexionsbild TCSPC
7y A
490-560 nm
Laser-Scanning-
I > » 560-700 nm
Ophthalmoskop
/'Y DSI1 LPF DS2
Infrarotlaser

Abbildung 2 Schematische Darstellung des Aufbaues des Fluorescence Lifetime Imaging
Ophthalmoskopes (nach Schweitzer 2010, modifiziert) DS: dichroitischer Spiegel,
LPF: Langpassfilter, TCSPC: zeitkorrelierter Einzelphotonenzéhler

Die Anregung erfolgt mittels eines Lasers der Klasse 1 (HLD 440, Lasos, Jena, Deutschland).
Die Puls-Halbwertsbreite betrdgt 75 ps und die Repetitionsrate 80 MHz. Ein 30°-Feld zur
Abbildung von Makula und Papille wird untersucht. Die zeitgleiche Fundusbeleuchtung durch
einen Infrarotlaser mit einer Wellenlinge von 820 nm dient der Erzeugung eines
Vorschaubildes. Das reflektierte Infrarotlicht wird {iber einen dichroitischen Spiegel (DS1)
abgetrennt und gibt ein Abbild des Augenhintergrundes. Dieses wird genutzt, um per
Computer Augenbewegungen im Messverlauf auszugleichen. Ein Langpassfilter (LPF), der
nur fiir Wellenldngen iiber 488 nm transparent ist, dient dazu, Reflexionen des

Anregungslichtes auszuschalten. Durch einen weiteren dichroitischen Spiegel (DS2) wird das
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Fluoreszenzlicht wellenlangenabhingig auf zwei Kanéle (K1: 490 — 560 nm, K2: 560 — 700
nm) aufgeteilt. Fiir die Photonenregistrierung werden MCP-Photomultiplier (R3809U-50,
Hamamatsu, Herrsching, Deutschland) verwendet. Die Registrierung der zeitaufgelosten
Fluoreszenzintensitdt  erfolgt dabei nach dem  Prinzip des  zeitkorrelierten
Einzelphotonenzéhlers (TCSPC, Time Correlated Single Photon Counting) mit Hilfe einer
TCSPS-Karte SPC 150 (Becker und Hickl, Berlin, Deutschland). Die registrierten Photonen
werden jeweils einem Bildpunkt und einem von 1024 Zeitkanédlen zugeordnet. Die Auflosung

der erhaltenen Fluoreszenzbilder betragt 150 x 150 Pixel (Schweitzer 2010, Deutsch 2012).

Endogene Fluorophore
Die Molekiile Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD'/ NADH) und Flavin-Adenin-
Dinukleotid (FAD/ FADH,) sind wichtige Koenzyme im Rahmen der zelluldren

Energiebereitstellung. Durch die Untersuchung ihrer Fluoreszenz ist ein gewisser Riickschluss
auf die metabolische Situation der Zellen moglich (Heikal 2010, Schweitzer 2010). Bei
ausreichendem Sauerstoffangebot ist die Fluoreszenz der oxidierten Form FAD mit einer
maximalen Emission bei 524 nm bei 448-nm-Anregung detektierbar. Kommt es zum
Sauerstoffmangel, iiberwiegt die Fluoreszenz des NADHs, wobei das Emissionsmaximum
dieser reduzierten Form bei Anregung mit 448 nm bei etwa 514 nm liegt (Schweitzer et al.
2007, Schweitzer 2010). Die oxidierte Form NAD" fluoresziert nicht (Lakowicz 2006).
Anhand der spektralen Eigenschaften und der Fluoreszenzlebensdauer ist die Trennung der
phosphorylierten Form (NADPH) von NADH nicht moglich. Der Einfluss des NADPHs ist
jedoch durch seine geringere Konzentration gegeniiber NADH vermindert (Vishwasrao et al.
2005, Ghukasyan und Kao 2009). In wissriger Losung zeigt freies NADH eine mittlere
Fluoreszenzlebensdauer von ca. 0,4 ns (Lakowicz 2006, Ghukasyan und Kao 2009). Diese
andert sich bei Proteinbindung und erreicht, in Abhdngigkeit vom bindenden Protein, Werte
von bis zu 5 ns (Lakowicz 2006). Die Fluoreszenzlebensdauer freien FADs wurde mit 2,3 ns
angegeben. Auch die monomere Form Flavin-Mononukleotid (FMN) fluoresziert und zeigt
eine Fluoreszenzlebensdauer von 4,7 ns. Bei Proteinbindung fluoreszieren die oxidierten
Flavine schwicher und haben eine mittlere Abklingzeit von 0,3 bis 1 ns. Reduzierte Flavine
fluoreszieren nicht (Lakowicz 2006).

Das Fluoreszenzsignal des Lipofuszins, dem am stirksten emittierenden Fluorophor des
menschlichen Augenhintergrundes, setzt sich aus der Emission von 10 Komponenten
zusammen. Wird die Komponente 8, N-Retinyliden-N-Retinylethanolamin (A2E), mit einer

Wellenldnge von 448 nm angeregt, zeigt sich ein Fluoreszenzmaximum bei 600 nm. Die
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maximale Anregung des Lipofuszins bei 380 nm ist nicht mdglich, doch auch durch die hier
verwendete 448-nm-Anregung kann ein Signal generiert werden (Schweitzer et al. 2007).
Jentsch berichtete eine mittlere Fluoreszenzlebensdauer von 1,352 ns fiir Lipofuszin und
0,19 ns fiir A2E in geldster Form (Jentsch 2007).

Anders als Lipofuszin fluoresziert das unter anderem im retinalen Pigmentepithel
vorkommenden Melanin im genutzten Anregungsbereich nur schwach (Schweitzer et al.
2007). Die Abklingzeit seiner Fluoreszenz betrigt etwa 70 ps (Peters et al. 2011).

Im Rahmen von Stoffwechselstorungen und Alterung tritt unter anderem eine Akkumulation
von Advanced Glycation Endproducts (AGEs) auf, die durch nichtenzymatische Glykierung
verschiedener Molekiile bei der sogenannten Maillard-Reaktion entstehen (Stirban 2011). Es
handelt sich dabei um eine Mischung verschiedener Fluorophore, deren Emissionsmaximum
bei Anregung mit einer Wellenldnge von 448 nm bei 502 nm liegt. Mittels biexponentieller
Approximation wurden die Abklingzeiten der Komponenten bestimmt und mit t; = 0,865 ns
(o =62 %) und 1, = 4,17 ns (a; = 28 %) angegeben (Schweitzer et al. 2007).

Auch die Bindegewebskomponenten Kollagen und Elastin kénnen zur Fluoreszenz angeregt
werden. Obwohl die Anregungsmaxima der Kollagene Typ I bis IV und des Elastins im
Wellenldngenbereich unter 300 nm liegen, kann im hier verwendeten Bereich ein Signal
aufgezeichnet werden (Schweitzer et al. 2007). Bei der Anregung mit einer Wellenldnge von
448 nm haben die Kollagene sowie Elastin ein Maximum der Emission bei etwa 510 nm,
jedoch verschiedene Fluoreszenzlebensdauern (Jentsch 2007, Deutsch 2012). Die mittlere
Abklingzeit der Kollagene I bis IV reicht dabei von 1,106 ns bis 1,748 ns. Die des Elastins
betrdgt 1,275 ns (Jentsch 2007).

Neben den bisher genannten kommen am menschlichen Fundus weitere Fluorophore vor,

unter anderem die Aminosduren Tryptophan und Tyrosin (Schweitzer 2010).

Fluoreszenz der Augenlinse

Aufgrund des Aufbaues des Auges wird die detektierte Fluoreszenz des Augenhintergrundes
durch die Fluoreszenz weiterer Strukturen des Auges iiberlagert. So beeinflussen vorrangig
Glaskorper, Linse und Hornhaut das Messsignal. Die Fluoreszenz der Linse wird durch
verschiedene Fluorophore hervorgerufen. Dadurch unterscheiden sich die ermittelten
Parameter bei Augen mit natiirlicher Linse und kiinstlicher Intraokularlinse (IOL).
Entsprechend des Emissionsspektrums der natiirlichen Augenlinse wird die von ihr
ausgehende Fluoreszenz im Kanal 1 stirker abgebildet als im Kanal 2. Die

Fluoreszenzabklingzeit ist im Vergleich zur Messung bei Patienten mit IOL verldngert
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(Schweitzer 2010). Jentsch untersuchte die In-vitro-Fluoreszenz verschiedener Strukturen an
Augen junger Schweine (Jentsch 2007). Abbildung 3 stellt das Spektrum der
Linsenfluoreszenz im Anregungsmaximum von 350 nm sowie bei der verwendeten

Wellenldnge von 448 nm dar, die mit einer entsprechend verminderten Intensitit einhergeht.
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Abbildung 3 Darstellung des Fluoreszenzspektrums der Augenlinse des Schweines (nach
Jentsch 2007, modifiziert) K1 und K2 geben den Messbereich der spektralen Kanéle
des Fluorescence Lifetime Imaging Ophthalmoskopes an.

Somit ist eine Uberlagerung des Fluoreszenzsignals des Augenhintergrundes durch die
Linsenfluoreszenz bei der Betrachtung der Ergebnisse der Fluoreszenzlebensdauermessung zu

berticksichtigen.
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2 Ziele der Arbeit

Die Pathogenese der glaukomatdsen Optikusneuropathie ist bisher nicht abschlieBend geklart,
eine Verdnderung der okuldren Durchblutung scheint jedoch eine wichtige Rolle zu spielen.
Durch die Bestimmung der GefaBdurchmesser und der Sauerstoffséttigung retinaler Gefal3e
bei Glaukompatienten soll ein Einblick in die retinale Sauerstoffversorgung gewonnen
werden, um potentielle Verdnderungen gegeniiber gesunden Personen zu erkennen.

Mogliche Ursache eines verdnderten Blutflusses sind Storungen der vaskulédren
Autoregulation und der neurovaskuldren Kopplung. Eine Flickerlichtstimulation wird als Reiz
eingesetzt, in dessen Folge eine Steigerung des Metabolismus und damit der Blutversorgung
zu erwarten ist (Garhofer et al. 2004, Riva et al. 2005, Hammer et al. 2011). Durch
Untersuchung moglicher Unterschiede der stimulationsinduzierten ~Anderung der
Gefdfldurchmesser und der Sauerstoffséttigung zwischen Patienten und Gesunden soll eine
potentielle Beeintrdchtigung der neurovaskuldren Kopplung bei Glaukom erkannt werden.

Die Bestimmung der Krankheitsschwere erfolgt anhand des perimetrisch bestimmten
Gesichtsfeldausfalles. Im Rahmen der Erkrankung auftretende strukturelle Verdnderungen der
Retina und der Papille sollen mit Hilfe der optischen Kohérenztomographie untersucht und
die Ergebnisse von Patienten und Gesunden verglichen werden. Durch die Untersuchung
eines moglichen Zusammenhanges der funktionellen und strukturellen Verdnderungen bei
Glaukom mit den Ergebnissen der Durchmesser- und Sauerstoffsittigungsmessung retinaler
Gefille sollen weitere Hinweise auf die Versorgungssituation der Netzhaut gewonnen werden.
Aufgrund moglicher altersabhéngiger Verdnderungen der Blutflussregulation ist auch der
Einfluss des Lebensalters auf die Messungen der vaskuldren Parameter zu betrachten. Da der
Blutfluss unter anderem vom GefaBdurchmesser abhingt, soll auch die Beziehung der
vendsen Sauerstoffsdttigung und der arteriovendsen Differenz der Sittigung zum
Durchmesser der retinalen Arterien in beiden Studiengruppen untersucht werden.

Neben dem Untergang retinaler Ganglienzellen sind metabolische Verdnderungen und
Gewebeumbauvorginge im Rahmen des Glaukoms denkbar. Mit Hilfe der zeitaufgelosten
Untersuchung der Autofluoreszenz ergibt sich potentiell die Mdglichkeit der Identifikation
endogener Fluorophore, wodurch ein Einblick in die zelluldre Stoffwechselsituation
ermdglicht wiirde. Durch den erstmaligen Einsatz dieser Methode beim Glaukom soll
untersucht werden, ob Unterschiede des Fluoreszenzsignals gegeniiber Gesunden bestehen,
um potentiell weitere Erkenntnisse zu krankheitsbedingten Verdnderungen der Netzhaut zu

erlangen.
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3 Methodik

3.1 Probandenkollektiv

Die Datenerhebung fand in der Augenklinik des Universititsklinikums Jena statt. Die
Untersuchung der Probanden erfolgte nach vorheriger Aufklirung und Einwilligung
entsprechend der Kriterien der Deklaration von Helsinki. Die Zustimmung der &rtlichen

Ethikkommission lag vor (Bearbeitungsnummern 1058-03/03 und 1884-10/06).

Ein- und Ausschlusskriterien

Eingeschlossen wurden volljdhrige Personen ohne schwere systemische Erkrankungen,
Einnahme von Cumarinderivaten, Diabetes mellitus und andere Stoffwechselerkrankungen.
Personen mit okuldren Erkrankungen oder voroperierten Augen (mit Ausnahme
komplikationsloser Kataraktoperationen) wurden nicht untersucht. Grundlage fiir diese
Entscheidung bildete die Untersuchung durch die Augenirzte der Jenaer Augenklinik. Zudem
fiihrten ungeniigende Pupillenerweiterung, starke Linsen- oder Glaskdrpertrilbbungen sowie
schlechte Fixation oder Compliance zum Ausschluss infolge ungeniigender Verwertbarkeit
der Messergebnisse.

Der Patientengruppe zugeordnet wurden nur Personen mit diagnostiziertem primédrem
Offenwinkelglaukom. Die Diagnose wurde basierend auf Gesichtsfelddefekt und
Papillenverdnderung durch einen Augenarzt gestellt. Da die antiglaukomatose Therapie nicht
unterbrochen  wurde, war der Intraokulardruck bei allen Patienten zum
Untersuchungszeitpunkt kleiner als 22 mmHg. Nicht untersucht wurden Personen mit

okulédrer Hypertension, sekunddrem Offenwinkelglaukom oder Winkelblockglaukom.

Fallzahlplanung

Vor Studienbeginn wurde anhand der Messdaten von 14 Glaukompatienten und 20 Kontroll-
personen die ndtige GroBe beider Gruppen mit Hilfe des Programms PASS 2008 abgeschitzt.
Eine Power von 90 % und ein a-Fehler von 0,05 wurden festgelegt.

Die erste zentrale Fragestellung war, ob Unterschiede in der flickerlichtinduzierten
Verdnderung der GefiBdurchmesser von Arterien und Venen bei Patienten und Gesunden
bestanden. Hier ergab sich fiir die Betrachtung der Arterien eine Mindestfallzahl von 29 und
fiir die Venen von 13 Personen pro Gruppe. Fiir die Untersuchung vorhandener Unterschiede
der flickerlichtinduzierten =~ Anderung der vendsen Sauerstoffsittigung zwischen
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Glaukompatienten und Kontrollpersonen wurde eine Mindestgruppengréfle von 38 Probanden
berechnet. Somit konnte diese Anzahl als minimale Menge der notwendigen Messungen

angesehen werden.

Patienten und Normalpersonen

Bei 103 freiwilligen Probanden wurden die Durchmesser und die Sauerstoffséttigung der
retinalen Gefdfle untersucht. Diese teilten sich in 52 Glaukompatienten und 51
Kontrollpersonen auf. Die Anzahl war nétig, da die Daten von je 11 Erkrankten und
Gesunden wegen mangelnder Qualitit der Messergebnisse von der Auswertung
ausgeschlossen werden mussten. Einbezogen wurden insgesamt 36 rechte und 45 linke Augen
von 41 Glaukompatienten (27 Frauen, 14 Minner) und 40 Kontrollpersonen (14 Frauen, 26
Mainner), wobei nur ein Auge jedes Probanden untersucht wurde. Das Durchschnittsalter der
eingeschlossenen Patienten betrug 64,1 £ 12,9 Jahre (Median: 66 Jahre), das der Gesunden
63,6 = 14,1 Jahre (Median: 62,5 Jahre). Fiir 39 der in die Auswertung der GefaB3parameter
einbezogenen Glaukompatienten lagen die Ergebnisse einer aktuellen perimetrischen
Untersuchung vor. Sie wurden zur Einteilung der Schwere der Erkrankung genutzt.

Die optische Kohédrenztomographie wurde bei 54 Glaukompatienten (39 Frauen, 15 Ménner)
und 51 Kontrollpersonen (20 Frauen, 31 Ménner) durchgefiihrt. Es konnten 48 rechte sowie
57 linke Augen eingeschlossen werden. Das Durchschnittsalter betrug 65,6 = 12,1 Jahre
(Median: 67 Jahre) in der Patienten- und 63,8 + 13,9 Jahre (Median: 63 Jahre) in der
Kontrollgruppe. Alle der in die Auswertung der Gefdlparameter einbezogenen Probanden
erhielten diese Untersuchung.

Bei 43 Glaukompatienten (30 Frauen, 13 Ménner) und 54 Kontrollpersonen (22 Frauen, 32
Minner) erfolgte die =zeitaufgeloste Messung der Autofluoreszenzeigenschaften des
Augenhintergrundes mittels Fluorescence Lifetime Imaging Ophthalmoskop in guter Qualitit,
sodass diese in die Auswertung einbezogen werden konnten. Auch hier war wegen
ungeniigender Messqualitit ein Ausschluss von 4 Glaukompatienten und 4 Kontrollpersonen
notig. Das Durchschnittsalter der einbezogenen Glaukompatienten betrug 64,9 + 11,4 Jahre
(Median: 68 Jahre), das der Kontrollpersonen 65,3 = 11,8 Jahre (Median: 66 Jahre). In die
Auswertungen gingen die Daten von 52 rechten und 45 linken Augen ein, wobei auch hier nur
ein Auge jedes Probanden untersucht wurde.

Der Mittelwert des Alters unterschied sich in keinem Fall signifikant zwischen den Gruppen.
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Stadieneinteilung des Glaukoms

Zur Einteilung der Schwere der Glaukomfille wurde das ,,Glaucoma Staging System 2
(GSS2) verwendet. Bei dieser auf den Perimetrieergebnissen beruhenden Methode erfolgte
die Klassifikation des Ausmalles der Gesichtsfeldeinschrankung in sieben Stadien mit Hilfe

des in Abbildung 4 dargestellten Nomogramms (Brusini und Filacorda 2006).
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Abbildung 4 ,,Glaucoma Staging System 2¢“ (Brusini und Filacorda 2006) Zur Einteilung des
Glaukomstadiums anhand der Schwere des Gesichtsfeldausfalles wird der Wert der
Mean Deviation (MD, unterer Bildrand) und der Verlustvarianz (Loss Variance, LV,
rechter Bildrand) verwendet und eine Zuordnung zu einem von sieben Stadien (Stage
0 bis S5, oberer Bildrand) vorgenommen.

Dieses System wurde aus den Leitlinien der Européischen Glaukomgesellschaft ausgewahlt
(European Glaucoma Society 2008), da durch klare Zahlenwerte keine subjektiven
Entscheidungen nd6tig waren und alle erforderlichen Parameter vorlagen. Nachteil der
Klassifikation durch die Perimetrie sind die Beschrinkung auf wenige Gesichtsfeldindizes,
die Subjektivitit der Untersuchung und das mdgliche Auftreten von Defekten erst bei
fortgeschrittener Schiadigung (Gaggl 2006, Brusini und Johnson 2007).

Neben dem MD-Wert (Mittlerer Defekt) als Mal3 der Einschrinkung, der den Mittelwert der
einzelnen Abweichungen der Priifpunkte vom Normalen wiedergibt, ging die Verlustvarianz
(LV fiir Loss Variance) zur Beschreibung der Verteilung der Ausfélle im Gesichtsfeld in die

Auswertung ein (Lachenmayr und Vivell 1992). Da im verwendeten System Mean Deviation-
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Werte der Humphrey-Perimetrie angegeben werden, erfolgte die Umrechnung nach folgender

Formel:

Mean Deviation gumpnrey = -1,17 + Mittlerer Defekt ocopus — 0,874 (12)

(Zeyen et al. 1995)

Die Untersuchung des Gesichtsfeldes erfolgte mit dem Perimeter Octopus® (Modell 900
V.2.1.3, EyeSuiteTM Statische Perimetrie V2.0.4, Haag-Streit International, Koniz, Schweiz)
in der Jenaer Universitdtsaugenklinik bei 38 der in die Auswertung der GefaBBparameter
eingeschlossenen Glaukompatienten. Bei einem Patienten lagen aktuelle perimetrische
Untersuchungsergebnisse eines externen Augenarztes vor, die verwendet wurden. Somit
ergaben sich die in Tabelle 1 dargestellte Zuordnungen der Patienten zu den

Krankheitsstadien.

Tabelle1 Zuordnung der in die Untersuchung der Gefifldurchmesser wund der
Sauerstoffsittigung eingeschlossenen Glaukompatienten zu den Krankheitsstadien
nach ,,Glaucoma Staging System 2 Dargestellt ist die Anzahl der in die Auswertung
eingeschlossenen Patienten zu den Stadien 0 bis 5.

Glaukomstadium 0 border 1 2 3 4 5

Patientenanzahl 3 4 10 10 5 3

Durch eine Zusammenfassung der GSS2-Stadien in der Auswertung konnte eine hohere
Probandenzahl in den Gruppen erreicht werden. Die Stadien 0 und border wurden als milde
Form, die Stadien 1 und 2 als moderater Gesichtsfelddefekt und die Stadien 3, 4 und 5 als

schwere Schiadigung gruppiert.
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3.2 Ablauf der Messungen

Nach der vollstindigen Anamnese und Augenuntersuchung durch einen Augenarzt wurden
aus dem Patientengut der Augenklinik des Universititsklinikums Jena anhand der oben
genannten Kriterien Probanden ausgewdhlt. Nach einem Aufklarungsgesprach erfolgte eine
schriftliche Einwilligung in die Untersuchung. Im Rahmen der Routinediagnostik am
Klinikum erhobene Ergebnisse der Gesichtsfelduntersuchung konnten genutzt werden.

Die Pupillen aller untersuchten Augen wurden mittels Tropocamid (Mydriaticum Stulln®,
Pharma Stulln GmbH, Nabburg, Deutschland) dilatiert. Die Messungen fanden bei niedriger
Umgebungshelligkeit und angenehmer Raumtemperatur statt. Zur Bestimmung der
Gefidllparameter wurde eine vergleichbare Fundusbeleuchtung bei allen Probanden genutzt.
Zu Beginn jeder Untersuchung erfolgte eine optische Kohérenztomographie (Cirrus™ HD-
OCT Modell 4000, Carl Zeiss Meditec, Jena, Deutschland, Scantyp Optic Disc Cube
200 x 200) des zu betrachtenden Auges.

3.2.1 Untersuchung der Gefilldurchmesser

Die Untersuchung erfolgte mit Hilfe des Retinal Vessel Analyzers (Imedos Systems UG,
Jena, Deutschland), bestehend aus einer modifizierten Funduskamera der Firma Zeiss (FF450,
Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Deutschland) und einer angeschlossenen Digitalkamera (KY-
F75, JVC Inc., Yokohama, Japan). Zunichst wurde der Proband vor der Apparatur
positioniert und mittels einer Fixationshilfe die Papille im betrachteten 30°-Feld des
Augenhintergrundes zentriert. Nachdem fiinf Bilder des Fundus im Ruhezustand
aufgenommen wurden, erfolgte eine Flickerlichtstimulation (weiles Licht, Frequenz: 12,5 Hz,
Modulationstiefe: 1:20) fiir 90 Sekunden. Nach dieser Zeit wurden fiinf Bilder unter
fortdauernder Flickerbeleuchtung gewonnen.

Die Bestimmung der Zentralarterien- (ZAA) und Zentralveneniiquivalente (ZVA) erfolgte mit
Hilfe des Programmes VesselMap 2 Version 3.10 (Imedos Systems UG, Jena, Deutschland).
In jeder der zehn Aufnahmen wurden, wie in Abbildung 5 sichtbar, in einem zirkumpapilldren
Ring die Gefdlldurchmesser erhoben und das Zentralarterien- und das Zentralvenenédquivalent
berechnet. Im Anschluss konnte ein Mittelwert der Gefa8aquivalente aus den fiinf Bildern vor
und wihrend der Stimulation ermittelt werden. Es ergaben sich fiir jede Messung vier Werte:

das GefaBaquivalent jeweils fiir Arterien und fiir Venen sowohl vor als auch unter

27



Stimulation. Aus den Differenzen der Werte konnte die Anderung des Zentralarterien- und

Zentralvenendquivalentes unter Flickerlichtstimulation bestimmt werden.

Abbildung 5 Fundusaufnahme zur Bestimmung des Zentralarterien- und
Zentralvenendquivalentes Um die Papille projizierte Ringe legen den Messbereich
fest. Arterien (rosa) und Venen (violett) sind markiert.

3.2.2 Untersuchung der Sauerstoffsittigung

Wie in 3.2.1 beschrieben, wurden mit einer durch den Einsatz des in 1.2.2 beschriebenen
Doppelbandpassfilters in den Beleuchtungsstrahlengang modifizierten Funduskamera jeweils
fiinf 30°-Aufnahmen des Fundus mit zentrierter Papille im Ruhezustand und unter
Flickerlichtstimulation gewonnen. Die Bildaufnahme erfolgte mit Hilfe der Software Visualis
Version 2.61 (Imedos Systems UG, Jena, Deutschland), zur Auswertung wurde das
Programm VesselMap Version 3.10 (Imedos Systems UG, Jena, Deutschland) verwendet.
Abbildung 6 zeigt eine Fundusaufnahme zur Bestimmung der Sauerstoffsattigung.

Nach der Bildaufnahme konnten mittels der genannten Software die zu betrachtenden Gefil3e
vom Untersucher ausgewidhlt werden. Die GefdBwénde wurden dabei als photometrische
Kanten im 548-nm-Bild erkannt und so lieB sich der GefaBBverlauf verfolgen. Durch um die
Papille projizierte Ringe war es moglich, nur GefdBabschnitte innerhalb eines definierten
Bereiches zu analysieren und in nacheinander aufgenommenen Bildern des gleichen Auges
stets die gleichen Abschnitte zu untersuchen. Fiir jedes Gefdllsegment von drei bis zehn
Bildpunkten in der Lange wurden alle Punkte innerhalb sowie je sechs Pixel aullerhalb des
GefiBes erfasst. Bildpunkte, die der GefdBwand entsprachen, wurden ausgeschlossen. Die
Grauwerte der Pixel in den Bildern beider Wellenldnge konnten bestimmt und als Intensitdten

(Iin, Lout) zur Berechnung der Sauerstoffsittigung verwendet werden (Hammer et al. 2008).
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Es erfolgte die Ermittlung sowohl der arteriellen als auch der vendsen durchschnittlichen
Sauerstoffséttigung in allen Bildern. Im Anschluss konnten jeweils Mittelwerte aus den
Ergebnissen der fiinf Bilder vor und wéhrend Stimulation gebildet werden. Daneben war es
moglich, aus dem Unterschied zwischen Arterien und Venen die arteriovendse Differenz in
Ruhe und unter Flickerbeleuchtung anzugeben und die Anderung der Sauerstoffsittigungen

von Arterien und Venen durch Stimulation fiir jeden Probanden zu berechnen.

. 60 S02 (%) 80

Abbildung 6 Fundusaufnahme zur Bestimmung der Sauerstoffsittigung Der Messbereich wird
durch Ringe festgelegt und die ermittelte Sauerstoffsittigung der GefaB3e farbkodiert
angezeigt.

3.2.3 Fluorescence Lifetime Imaging

Der Aufbau des verwendeten Fluorescence Lifetime Imaging Ophthalmoskopes wurde bereits
in 1.2.4 beschrieben.

Nachdem die Probanden die vorgesehene Position am Untersuchungsgerit eingenommen
hatten, wurde die Blickrichtung mittels Fixationshilfe festgelegt. Zur Ausrichtung des FLIOs
zum Auge konnte das gewonnene Infrarotbild verwendet werden. Abhéngig von der Intensitét
des detektierten Signals betrug die Messdauer zwischen 10 und 20 Minuten. Die
Untersuchung wurde beendet, wenn im kurzwelligen Kanal im Bereich der Makula
mindestens 1000 Photonen pro Pixel aufgezeichnet waren. Zeigte sich wihrend der
Untersuchung ein vergleichsweise geringes Messsignal mit entsprechend langer
Untersuchungszeit, erfolgte der Abbruch der Messung auf Patientenwunsch und diese wurde
nicht in die Auswertung einbezogen.

Zur Verarbeitung der gewonnenen Daten konnte das Programm SPCImage Version 3.9.7

(Becker und Hickl, Berlin, Deutschland) genutzt werden. Eine triexponentielle
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Modellfunktion diente zur Beschreibung der Summenkurve der ermittelten
Fluoreszenzabklingzeit. Zur Signalverbesserung wurde eine geleitete Mittelwertbildung
(Binning) von 5 x 5 Bildpunkten verwendet. Die Approximation der Modellfunktion erfolgte
ab dem Maximum der Abklingkurve, um den Fluoreszenzeinfluss der Augenlinse zu
verringern. Abbildung 7 stellt die Programmoberfliche zur Approximation der

Modellfunktion dar.
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Abbildung 7 Programmoberfliiche der Software SPCImage Das Bild oben links zeigt die
Grauwertdarstellung der Intensitit der Fluoreszenz. Daneben befindet sich die
farbkodierte Darstellung der gemittelten Abklingzeit. In der unteren Bildhélfte sieht
man die gemessene Fluoreszenzabklingkurve eines Pixels (blau). Die Kurve der
Modellfunktion ist rot dargestellt. Der Wert X2 gibt, basierend auf dem Chi-Quadrat-
Test, die Genauigkeit der Approximation an. Eine Instrumental Response Function
(griin) wurde zur Fehlersenkung einbezogen.

Die weitere Datenverarbeitung erfolgte mit dem Matlab R2011a®-Programm (Matheworks®,
Natrick, USA) FLIMVis, welches durch die Arbeitsgruppe ,,Experimentelle Ophthalmologie”
der Augenklinik des Universititsklinikums Jena in Kooperation mit der Technischen
Universitdt [lmenau entwickelt wurde. Dieses ermoglichte die Erstellung und Auswertung

von Probandengruppen, statistische Berechnungen und Analyse bestimmter Bildausschnitte.
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Es wurden definierte Bereiche des Augenhintergrundes betrachtet, die in Abbildung 8
dargestellt sind. Zur Untersuchung der Fluoreszenz im Bereich der Makula und ihrer
Umgebung wurde ein Feld von 70 Pixel vertikal und 100 Bildpunkten horizontal um die
Makula ausgewdhlt. Die Analyse der Region des GefaBbogens erfolgte in einem Bereich von
50 x 140 Pixel und in einem Messfeld von 40 x 32 Pixel wurde die Autofluoreszenz der

Papille betrachtet.

Abbildung 8 Darstellung der Bildbereiche zur Auswertung der zeitaufgelosten Messung der
Autofluoreszenz des Augenhintergrundes A Makula und ihre Umgebung,
B Bereich des GefaBBbogens, C Papille

In die Auswertung wurden nur Messungen eingeschlossen, in denen der gewéhlte Ausschnitt
komplett abgebildet war. Zudem musste nach der Linse der Probanden unterschieden werden.
Es ergaben sich die in Tabelle 2 angegebenen Probandenzahlen. Es bestanden keine statistisch

signifikanten Altersunterschiede zwischen den Gruppen.

Tabelle2 Anzahl der in die Auswertung der zeitaufgelosten Untersuchung der
Autofluoreszenz eingeschlossenen Probanden Die Ergebnisse wurden in den drei
Gebieten des Fundus (Bereich der Makula und ihrer Umgebung, des Gefdflbogens und
der Papille) getrennt nach der Linse der Probanden ausgewertet. Die Personenzahlen in
den Gruppen sowie in Klammern der Mittelwert des Alters in Jahren und dessen
Standardabweichung sind angegeben.

Makula Gefifsbogen Papille
Glaukompatienten — gesamt 43 40 43
natiirliche Linse 25 (60,3 +10,6) 24 (59,8 £ 10,5) 25 (60,3 +10,6)
Intraokularlinse 18 (71,2 +9,4) 16 (71,6 £8,2) 18 (71,2+9.4)
Gesunde gesamt 54 53 39
natiirliche Linse 39(62+11,4) 39(62+11,4) 25 (59,6 £12,6)
Intraokularlinse 15 (74 £ 7,8) 14 (74,3 £ 8) 14 (74,2 £ 8)
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3.3 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Messwerte erfolgte mit dem Programm SPSS Version 21.0 fiir Windows
(IBM Corporation, USA). Es wurde untersucht, ob Unterschiede der Ergebnisse der
Messungen der GefdaBdurchmesser und der Sauerstoffsittigung sowie der optischen
Kohérenztomographie zwischen Glaukompatienten und Gesunden vorlagen. Dem zentralen
Grenzwertsatz folgend konnte wegen der vorliegenden GruppengroBe der T-Test fiir
unabhiingige Variablen genutzt werden (Kohler et al. 2007). Das Vorhandensein von
Unterschieden der zeitaufgelosten Messung der Autofluoreszenz zwischen Patienten und
Normalpersonen wurde, je nach Vorliegen oder Fehlen der Normalverteilung (Kolmogorov-
Smirnov-Test), mittels T- oder Mann-Withney-U-Test gepriift. An dieser Stelle war die
einheitliche Nutzung des T-Testes aufgrund der geringeren Probandenzahlen in den einzelnen
Gruppen nicht moglich.

Durch eine Korrelationsanalyse nach Spearman erfolgte die Untersuchung der Beziehung der
Werte der GefdBdurchmesser zum Stadium der Glaukomerkrankung. Das Vorhandensein von
Unterschieden zwischen den Schweregraden der Krankheit wurde, in Abhdngigkeit vom
Vorliegen der Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test), mittels T- bzw. Mann-
Withney-U-Test gepriift. Die Beziehung der Gefialdurchmesser zum Probandenalter und zu
den Ergebnissen der optischen Kohédrenztomographie sowie die Abhéngigkeit des Ausmales
der flickerlichtinduzierten Durchmesseranderung vom Ruhedurchmesser konnte mittels einer
Korrelationsanalyse nach Pearson untersucht werden.

Ebenso wurde durch die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman die
Beziehung der Sauerstoffsittigungsmessung zum Glaukomstadium und Unterschiede
zwischen den Schweregraden mittels T- oder Mann-Withney-U-Test gepriift. Durch eine
Korrelationsanalyse nach Pearson wurden die Abhédngigkeit der Sauerstoffsittigung vom
Lebensalter und die Korrelation mit den Ergebnissen der optischen Kohérenztomographie
betrachtet. Die Abhingigkeit der provokationsinduzierten Anderung der Sauerstoffsittigung
von threm Wert in Ruhe wurde auf gleiche Weise untersucht.

Zur Betrachtung der Beziehung der Untersuchungen der Gefddurchmesser und
Sauerstoffséttigung zueinander wurde ebenfalls die Korrelationsanalyse nach Pearson genutzt.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant und ein Wert < 0,01 als hochsignifikant eingeschatzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungsergebnisse bei Glaukompatienten und Gesunden

4.1.1 Ergebnisse der Untersuchung der Gefifldurchmesser

Es wurden die Ergebnisse von 41 Glaukompatienten und 40 gesunden Personen einbezogen
und die GefdBaquivalente beider Gruppen durch den T-Test verglichen. Die Ergebnisse der
GefiBdurchmesser in Ruhe sowie das AusmaB ihrer flickerlichtinduzierten Anderung sind in

Tabelle 3 sichtbar.

Tabelle 3  Statistischer Vergleich der Zentralarterien- (ZAA) und Zentralveneniiquivalente
(ZVA) von Glaukompatienten und Gesunden Die absoluten Werte in Ruhe (ZAA gyhe,
ZVA gue in pm) sind angegeben. Thre Anderungen durch Stimulation sind als relativer
Anteil der Durchmesser in Ruhe dargestellt (Anderung ZAA bzw. ZVA). Fiir beide
Gruppen sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen sowie der p-Wert und das
Konfidenzintervall aufgefiihrt. *signifikant

Parameter Glaukom- Gesunde p-Wert Konfidenz-
patienten intervall
ZAA rune 182,131 £21,809 | 185,03 19,051 0,526 -11,964 | 6,167
ZVA rune 220,811 +£26,242 | 225,366 + 24,2 0,419 | -15,727 | 6,617
Anderung ZAA 0,0208 +0,0447 | 0,0395 + 0,0409 0,053 -0,038 | 0,0002
Anderung ZVA 0,0372 +0,0329 | 0,0543 +0,0404 | 0,039* | -0,033 | -0,001

Einen signifikanten Unterschied zwischen Patienten und Gesunden zeigte die Anderung des
Zentralvenendquivalentes bei Stimulation. In Abbildung 9 sind die Anderungen des

Zentralarterien- und des Zentralvenendquivalentes in beiden Gruppen dargestellt.
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Abbildung 9 Darstellung der relativen Andgrung des Zentralarterien- (ZAA, Abb. A) und des
Zentralveneniquivalentes (ZVA, Abb. B) durch Flickerlichtstimulation
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Dabei war die Anderung des Zentralarterien- (Glaukom: p = 0,005; Gesunde: p = 0,000)
0,000; Gesunde: p = 0,000)

ebenso wie die des Zentralvenendquivalentes (Glaukom: p

signifikant verschieden von null.

4.1.2 Ergebnisse der Untersuchung der Sauerstoffsittigung

In dieser Analyse wurden die Werte von 41 Glaukompatienten mit denen 40 Gesunder
verglichen. Es erfolgte die Betrachtung der Sauerstoffséittigung im Ruhezustand, der Werte
unter Stimulation sowie des AusmaBes ihrer Anderung bei Flickerlichtstimulation in beiden

Gruppen durch den T-Test. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 4.

Tabelle 4 Statistischer Vergleich der Sauerstoffsittigung bei Glaukompatienten und
Gesunden Die arterielle (art. SO,) und vendse Sauerstoffséttigung (ven. SO,) sowie die
arteriovendse Differenz (av. Diff.) in Ruhe, unter Stimulation und ihre Anderungen
infolge der Stimulation sind in Prozent angegeben. Fiir beide Gruppen sind die

Mittelwerte und die Standardabweichungen dargestellt. *signifikant, **hochsignifikant

Parameter Glaukom- Gesunde p-Wert Konfidenz-
patienten intervall
art. SO ruhe 97,43 +4,43 97,31 £4,84 0,909 -1,933 2,17
ven. SO rune 64,36 + 7,11 59,78 £ 8,47 0,01* 1,125 8,034
av. Diff. rune 33,07+ 5,24 37,53 £ 6,95 0,002%* -7,18 -1,742
art. SO3 unter Stimulation 97,41 £4,47 97,05 £4,76 0,728 -1,683 2,4
ven. SO unter Stimulation 66,44 £79 63,95 £ 7,67 0,155 -0,961 5,931
av. Diff. unter simulation 30,97 £ 5,63 33,1 +6,49 0,119 -4,81 0,557
Anderung art. SO, -0,01 +1,33 -0,25 + 1,65 0,472 -0,422 | 0,903
Anderung ven. SO, 2,08 +£3,74 4,18 + 3,88 0,016* -3,78 -0,408
Anderung av. Diff. 2,1 +3,31 4,43 +3.6 0,003** | 0,806 | 3,863

Die vendse Sauerstoffsittigung und die arteriovendse Differenz waren im Ruhezustand
zwischen den Gruppen verschieden. Zudem zeigt das AusmaB ihrer Anderung einen
Unterschied zwischen den Patienten und den gesunden Probanden. Die signifikant

verschiedenen Ergebnisse werden in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10 Darstellung der venosen Sauerstoffsittigung und der arteriovendsen
Sattigungsdifferenz bei Glaukompatienten und Gesunden Die Ruhewerte der
vendsen Sauerstoffsittigung (ven.SO2 (Ruhe), Abb. A) und der arteriovendsen
Differenz (av. Diff. (Ruhe), Abb. B) sowie das Ausmal ihrer flickerlichtinduzierten
Anderungen (Abb. C und D) sind sichtbar.

Die Anderung der vendsen Sauerstoffsittigung (Glaukom: p = 0,001; Gesunde: p = 0,000)
und der arteriovendsen Differenz (Glaukom: p = 0,000; Gesunde: p = 0,000) durch
Flickerlichtstimulation war signifikant verschieden von null. Die Anderung der arteriellen

Sattigung zeigte keine Signifikanz (Glaukom: p = 0,947; Gesunde: p = 0,335).
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4.1.3 Ergebnisse der optischen Kohéirenztomographie

Die Ergebnisse der

optischen Kohérenztomographie von 54 Patienten und 51

Kontrollpersonen wurden eingeschlossen. Mittels T-Test erfolgte der Vergleich der mittleren

Dicke der RNFS, der Fliche des Randsaums, der Papillenfliche, der mittleren Cup/ Disc ratio

und des Exkavationsvolumens zwischen beiden Gruppen. Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse.

Tabelle S  Statistischer Vergleich der Ergebnisse der optischen Kohirenztomographie von
Glaukompatienten und Gesunden Die Mittelwerte und die Standardabweichungen

beider Gruppen

sind angegeben.

Untersucht wurde

die Dicke der retinalen

Nervenfaserschicht (RNFS, in um), die Randsaumfliche (in mm?), die Papillenfliche (in
mm?), die mittlere Cup/ Disc ratio (CDR) und das Exkavationsvolumen (in mm?).

*signifikant, **hochsignifikant

Parameter Glaukom- Gesunde p-Wert Konfidenz-
patienten intervall
Dicke RNF'S 79 £ 17 88+ 11 0,001** | 3,658 | 14,844
Randsaumfliche 1,04 £ 0,37 1,38 £ 0,33 0,000%* | 0,199 0,473
Papillenfliche 2,02 + 0,38 1,95 + 0,34 0,312 -0,213 | 0,069
mittlere CDR 0,64 +0,18 0,51 0,15 0,000** | -0,199 -0,07
Exkavationsvolumen 0,333 £0,289 0,13 +0,126 0,000%** -0,29 -0,118

Alle betrachteten Parameter, mit Ausnahme der Papillenfliche, zeigten einen signifikanten

Unterschied zwischen der Patienten- und der Vergleichsgruppe.
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4.1.4 Ergebnisse des Fluorescence Lifetime Imaging

Der Vergleich der Ergebnisse von 43 Glaukompatienten und 54 Kontrollpersonen erfolgte in

einzelnen Bereichen des Fundus. Bei Normalverteilung der Parameter wurde der T-Test

verwendet, andernfalls erfolgte die Untersuchung auf Unterschiede mittels Mann-Withney-U-

Test. Die Ergebnisse bei natiirlicher Linse sind in Tabelle 6 und die bei kiinstlicher

Intraokularlinse in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 6 Statistischer Vergleich der Ergebnisse der zeitaufgelosten Messung der
Autofluoreszenz zwischen Glaukompatienten und gesunden Probanden bei
natiirlicher Linse Mittelwerte und Standardabweichungen der Fluoreszenzlebensdauer
(113 in ps), der Amplitude (a3 in %) und der relativen Intensitit (Q;; in %) fiir die
Kanile (K1, K2) im Messbereich der Makula, des Gefdbogens und der Papille sind
angegeben. Untersuchungen mittels T-Test sind blau hinterlegt, andernfalls wurde der
Mann-Withney-U-Test (farblos) verwendet. *signifikant, **hochsignifikant

Makula Gefifsbogen Papille
o Glaukompatienten 83,52 £2,77 83,2 +2,98 72,31 £ 6,11
(K1) Gesunde 83,4+2,84 83,21 +2,72 70,97 + 7,54
p-Wert 0,935 0,883 0,494
14%) Glaukompatienten 13,48 + 1,88 13,83 +1,9 17,13+ 3
(K1) Gesunde 13,15+2,4 13,51 +£2,3 17,54 + 4,04
p-Wert 0,244 0,281 0,684
o3 Glaukompatienten 3,01 £1,12 2,92 +£1,29 10,06 + 2,36
(K1) Gesunde 3,49+ 0,97 3,23+ 0,88 10,75+ 3,4
p-Wert 0,023* 0,06 0,405
75 Glaukompatienten 70,58 +£ 12,78 72,69 £ 12,44 92 +£20,33
(K1) Gesunde 69,39 £ 9,92 71,88 +£10,04 98,17 £27,47
p-Wert 0,753 0,894 0,407
2, Glaukompatienten 439,7 + 57,14 436,88 £ 47,56 767,76 £ 181,8
(K1) Gesunde 451,81 £44,34 445,76 £ 40,41 887,82 + 285, 49
p-Wert 0,0