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Kapitel 1: Einleitung 1

1 Einleitung

Das Glaukom stellt neben der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) und der
diabetischen Retinopathie eine der haufigsten Erblindungsursachen in den Industriena-
tionen dar. In Deutschland ist das Glaukom neben der AMD der zweithaufigste Grund

fur den Bezug von Blindengeld ™.

Der Berufsverband der Augenéarzte Deutschlands (BVA) und die Deutsche Ophthalmo-
logische Gesellschaft (DOG) fiihren in ihrer gemeinsamen Leitlinie 15a eine gemein-
same Pravalenz von 4,84% fiir das Primare Offenwinkelglaukom (POWG) und die oku-

20, Legt man dem die letzten Bevolkerungswerte des

lare Hypertension (OHT) au
statistischen Bundesamtes aus dem Jahr 2006 zugrunde, so erhdlt man allein flr
Deutschland in der Bevolkerungsgruppe der Uber 45-Jdhrigen eine Gesamtpravalenz

von rund 1,8 Millionen Betroffenen.

Dabei kann durch eine Behandlung den fatalen Folgen durchaus entgegengewirkt wer-
den. So senkt eine korrekte Therapie im Falle einer okuldaren Hypertension die Konver-
sionsrate zum Glaukom um mebhr als die Hilfte®. Bei bereits aufgetretenem Glaukom
vergehen ohne Therapie bisweilen nur wenige Jahre bis zur Erblindung, unter Therapie
kann das Sehvermdgen jedoch noch Jahrzehnte- bis moglicherweise lebenslang erhal-

ten werden*?.

Leider kann trotz einer optimalen Therapie eine Erblindung nicht immer mit endgulti-
ger Konsequenz vermieden werden. Dem behandelnden Arzt steht heute jedoch ein
vielfdltiges Therapiespektrum, sowohl auf medikamentoser als auch operativer Seite
zur Verfligung. Insbesondere auf medikamentoser Seite konnten die Nebenwirkungen
durch den Einsatz neuer Wirkstoffe zurlickgedrangt und die Ausweichmoglichkeiten im

Falle von Unvertraglichkeiten erweitert werden.
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Es gibt jedoch Fdlle, in denen der medikamentdsen Therapie Grenzen gesetzt sind.
Diese konnen einerseits genereller Natur sein, wie beispielsweise die geringere Aus-
sicht auf Erfolg einer medikamentoésen Therapie beim Neovaskularisationsglaukom,
andererseits konnen auch individuelle Faktoren, wie die unzureichende Wirksamkeit
selbst einer Maximaltherapie oder aber eine fehlende Compliance des Patienten in der

medikamentésen Therapie vorliegen.

In beiden Fallen kann ein operatives Vorgehen zufriedenstellende Resultate erreichen.
Wichtig ist hierbei, wie generell bei allen operativen Methoden, eine normale postope-
rative Entwicklung. Insbesondere in der Glaukomchirurgie muss hierzu eine Gratwan-
derung zwischen dem gewiinschten regularen Heilungsverlauf und der unerwiinsch-

ten, da Erfolg limitierenden, Vernarbung beschritten werden.

Diesem Umstand wird bisher mit engmaschigen postoperativen Kontrollen und stan-
dardisierten Beurteilungssystemen Rechnung getragen. Dennoch kann eine lberschie-

Rende Vernarbung nicht immer rechtzeitig erkannt werden.

Die konfokale in-vivo Mikroskopie schien aufgrund ihrer raschen, reproduzierbaren
und nichtinvasiven Untersuchungsmethode bei dem zugleich hohen Informationsge-
halt ihrer Bilder gut geeignet, die bewadhrten Untersuchungstechniken zu erganzen und
zu erweitern. Daher sollte die Eignung der konfokalen in-vivo Mikroskopie fiir die Beur-
teilung der Funktion und Morphologie von Sickerkissen nach Trabekulektomie tber-

prift, und ein qualitativer Vergleich mit den etablierten Methoden gezogen werden.
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2 Grundlagen

2.1 Theorie und Entwicklung der konfokalen Mikroskopie

Das Grundkonzept der konfokalen Mikroskopie stammt urspriinglich von Marvin Mins-
ky, welcher seinen Prototypen um 1955 entwickelte und sich seine Idee 1957 patentie-
ren lieR. Minsky versuchte zu dieser Zeit als Student der Harvard University neuronale
Netzwerke in ungefarbtem Gehirngewebe abzubilden und suchte nach einer innovati-

ven Methode, um biologische Ereignisse in-vivo verfolgen zu kénnen.

Samtliche konfokale Mikroskope basieren bis heute auf den grundsatzlichen physikali-

schen Uberlegungen, die Minsky bereits damals in seinen Prototypen einflieRen lieR®.

2.1.1 Optische Grundlagen

Wird ein Lichtpunkt durch ein Linsensystem abgebildet, entsteht aufgrund des Wellen-

charakters des Lichts automatisch ein Beugungseffekt.

Das theoretisch beliebig scharf abgegrenzte Abbild eines Punktes wird somit in der
Realitdat zu einem sogenannten Airy-Scheibchen verbreitert und erhalt kreisférmige
Beugeartefakte, welche sich mit den restlichen Bildinformationen, insbesondere denen
benachbarter Punkte Uberlagern, die Qualitat des Bildes mindern und damit die Auflo-

sung begrenzen®>**,
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AV ¢

Abb. 1: Ein Lichtpunkt unter Beriicksichtigung der Beugung an der Apertur (oben links). Um in der

Praxis zwei Punkte sicher voneinander trennen zu kénnen (oben rechts), miissen diese daher mindes-
tens um Ax versetzt sein (unten).

So hat sich in der Praxis der Mikroskopie das sogenannte Rayleigh Kriterium etabliert.

Dieses beschreibt, dass zwei nebeneinander liegende Punkte erst dann als zwei separa-
te Signale erkannt werden kénnen, wenn beide mindestens soweit voneinander ent-
fernt sind, dass das Maximum des einen Signals auf das erste Minimum des Nachbar-

signals fallt (s. Abb. 1).



Kapitel 2: Grundlagen 5

Bei einer so definierten Auflésung gilt fir den zur Unterscheidung minimal nétigen

lateralen Versatz der beiden Punkte voneinander die Gleichung:

Wellenldnge
AXjateral = 0,61 x

Numerische Apertur

Die maximale Auflosung eines Mikroskops bestimmt sich somit aus der numerischen
Apertur des verwendeten Objektivs und der Wellenlange der verwendeten Beleuch-

tung.

Bei der Wahl eines Objektivs mit maximal verflgbarer (und sinnvoller) Apertur kann
eine weitere Steigerung der Auflésung daher nur iber die Verwendung von Licht einer

noch kirzeren Wellenlange erreicht werden.

Da physikalisch mit sinkender Wellenlange jedoch immer héhere Energien verbunden
sind, ist der Untersuchung lebenden Gewebes mit immer kurzwelligerem Licht durch
den hervorgerufenen phototoxischen Schaden eine natirliche Grenze gesetzt. Zudem
wird kurzwelligeres Licht starker gestreut, was die maximal mégliche Eindringtiefe ver-

kiirzt und somit die Beleuchtung in der Tiefe vermindert.

Eine moglichst hohe numerische Apertur bietet zwar eine maximale Auslosung, diese
wird allerdings durch ein kleineres Beobachtungsfeld und wiederum eine einge-

schrankte Arbeitsdistanz in die Tiefe erkauft.



Kapitel 2: Grundlagen 6

2.1.2 Der konfokale Ansatz

Da ihm die Qualitat der Objektive und die verfligbaren Lichtquellen seiner Zeit von
AuBen vorgegeben waren, stand Minsky vor dem Problem, dass er eine Moglichkeit
finden musste, eine grofRere Detailscharfe zu schaffen, ohne dass er die fiir die Auflo-
sung bestimmenden Faktoren primar hatte dndern konnen. Zudem sollte sich die Me-
thode fiir die angestrebten in-vivo Untersuchungen eignen, also ohne Gewebedinn-

schnitte und histologische Anfarbung durchfihrbar sein.

Die revolutiondre Idee Minskys war nun, Punktloch-Blenden in den Lichtweg seines
Mikroskops einzubringen. Wird die Offnung der Blenden dabei passend gewihlt, kann
ein GroRteil der unerwiinschten Storstrahlung aus angrenzenden Gebieten gefiltert

werden (s. Abb. 2).

A

Fokusebene

——
Blende Blende
Detektor Detektor

Abb. 2: Schema der Ausfilterung benachbarter Punkte (schwarz) durch das konfokale Blendensystem.
Links bei benachbarten Punkten der gleichen Ebene, rechts bei Strahlen aus tieferen Ebenen. Die Ebe-
ne des schwarzen Punktes ist hier die erste ausgefilterte Ebene.
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Der grolle Vorteil des konfokalen Mikroskops beruht also weniger auf einer viel hohe-
ren Auflosung, sondern vielmehr erreicht das konfokale Mikroskop bei ahnlicher Auflo-
sung eine hohere Detailscharfe des Bildes durch ein Ausfiltern unerwiinschter

,Schmierinformationen” benachbarter Punkte und Ebenen.
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2.1.3 Selektive Punktbeleuchtung

Eine weitere Steigerung erfahrt dieser Gewinn an Detailscharfe, wenn die Beleuchtung
nicht im Sinne einer klassischen Weitfeld-Beleuchtung erfolgt, sondern liber den Ein-
satz eines dichromatischen bzw. halbdurchlassigen Spiegels oder eines kompletten

zweiten Linsensystems selektiv der fokussierte Bereich beleuchtet wird (s. Abb. 3).

Abb. 3: Selektive Punktbeleuchtung der Fokusebene. Die typische Beugung tritt auch hier auf und li-
mitiert den Effekt. Dennoch sind benachbarte Punkte (hier grau) iiberwiegend geringer ausgeleuch-
tet, was dem Kontrast zugute kommt.
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Durch diese Punktbeleuchtung potenziert sich der anschliefende Filtereffekt der De-
tektorblende, da benachbarte Punkte schon initial geringer beleuchtet werden, was

zusatzlich den optischen Kontrast stark verbessert.

Kombiniert man beide Methoden, so fokussieren Beleuchtungs- wie auch Beobach-
tungsanordnung auf ein und denselben Punkt. Das Beleuchtungs- und das Detektorsys-

tem sind somit konfokal.

2.1.4 Virtuelle DUnnschichtschnitte

Wird die GroRe der Blenden variiert, kann hieriiber bestimmt werden, aus welchen
angrenzenden Ebenen, insbesondere auch in axialer Richtung, noch Lichtinformationen

verwertet werden®®,

So werden in Abb. 2 rechts lediglich Informationen aus Ebenen verwertet, welche zwi-
schen der grauen Fokusebene und der Ebene der schwarzen Markierung liegen. Alle
noch tieferen Ebenen, inklusive der schwarz markierten Ebene selbst, werden unab-
hangig von der tatsachlichen Dicke des untersuchten Objekts durch die Blende ausge-

filtert.

Das konfokale Mikroskop bietet damit die Moglichkeit, virtuelle Dinnschichtschnitte
des untersuchten Objekts anzufertigen. Bei einem klassischen Lichtmikroskop tberla-
gert sich hingegen immer reflektiertes Licht aus der eigentlichen Untersuchungsebene
mit gestreutem Licht aus darliber oder darunterliegenden Ebenen, was die effektive

Auflésung feiner Details unvermeidlich drastisch verschlechtert.
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2.1.5 Auflésung versus Lichtausbeute

Auch wenn durch den konfokalen Aufbau mit der Kombination aus Punktbeleuchtung
und anschlielender Punktdetektion die laterale Auflésung rechnerisch im Vergleich zu
einem konventionellen Lichtmikroskop lediglich um den wenig eindrucksvollen Faktor
V2 gesteigert werden kann, entsteht durch die Moglichkeit, virtuelle Schnitte variabler
Dicke entlang der optischen Achse anzufertigen effektiv eine enorme Verbesserung der

axialen Auflésung und somit der Detailscharfe.

Limitierend wirken dabei lediglich die parallel zur Diinne des Schnittes schrumpfende

Anzahl an detektierten Photonen, was zu fallenden Kontrastwerten fihrt.

Das konfokale Mikroskop nimmt somit eine Zwischenstellung zwischen dem klassi-
schen Lichtmikroskop und hoher auflédsenden Systemen wie dem Elektronenmikroskop
ein. Fur eine umfassendere Darstellung der physikalischen Grundlagen des konfokalen
Mikroskops sei an dieser Stelle auf die Werke von Wilson und Sheppard1°5, sowie Shot-

89,90

ton verwiesen.

2.1.6 Rekonstruktion eines Gesamtbildes aus konfokalen Einzel-
bildern

Das konfokale Mikroskop gibt also das klassische Ubersichtsbild zugunsten einzelner,

praziserer Punktaufnahmen auf.

Um dennoch ein Ubersichtsbild zu erhalten, muss der Untersuchungsstrahl deshalb in
horizontaler und vertikaler Richtung liber das gesamte Objekt gefiihrt werden, um an-

schlieBend kiinstlich ein Gesamtbild zu konstruieren.
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Auch an dieser Notwendigkeit einer nachtraglichen Bildkonstruktion aus den Einzelbil-
dern scheiterte der breite Erfolg Minskys Erfindung lange Zeit. Neben der ohnehin feh-
lenden Verfligbarkeit ausreichend intensiver Lichtquellen fiir seine Lochblenden-
Losung waren insbesondere keine entsprechend leistungsstarken Computer vorhan-

den, die die Fiille an Daten hatten bearbeiten konnen.

Somit hatte Minsky keine Mdglichkeit, die einzelnen Teilbilder aus dem Rastervorgang
zu speichern und anschlieBend zu verarbeiten, sondern musste sich mit Moment-
aufnahmen mithilfe eines militarischen Oszilloskops von schlechter Bildqualitat zufrie-
den geben, was die eigentlich erreichte qualitative Verbesserung der Einzelbilder im

dargestellten Gesamtbild aufhob.

2.1.7 Stage-Scanning vs. Beam-Scanning Systeme

Fiir dieses bei allen konfokalen Mikroskopen nétige, rasternde Uberstreichen des Ob-

jekts, bestehen dabei generell zwei Moglichkeiten:

Die Bewegung des Untersuchungsobjekts unter einem stationdren Lichtsystem hin-
durch, oder ein Fiihren des Untersuchungsstrahls Uiber das stationdre Objekt mittels

einer optischen Losung.

Da in der Medizin wie auch in anderen biologischen Disziplinen eine hochprazise Fiih-
rung des - im Zweifelsfall lebenden - Untersuchungsobjekts nicht praktikabel realisier-
bar ist, finden sich objektbewegende Losungen - sogenannte Stage-Scanning Mikros-
kope - bis heute nahezu ausschlieRlich in der Industrie zur Materialpriifung oder zur

Analyse von DNA Mikrochips in der Genforschung”>.
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2.1.8 Beam-Scanning Losungen

Die in der Medizin eingesetzten Mikroskope gehdren dagegen heutzutage liberwie-
gend in die Gruppe der Beam-Scanning Mikroskope mit optischen Rastersystemen und
einer meist monochromatischen Laserlichtquelle, den sogenannten Laser-Scanning

konfokalen Mikroskopen (LSCM).

Da hier ein einzelner Laserstrahl verwendet wird, heifen diese Systeme auch Single-
Beam-Scanning Systeme. Auch Minskys allererster Prototyp war in diesem Sinne ein

Single-Beam-System (s. Abb. 4).

Vor der Entwicklung von Lasern und leistungsstarken Computern waren Single-Beam-

Scanning Systeme wie Minskys Prototyp jedoch nicht konkurrenzfahig.

~

Spalt-Scanning
(Goldmann)

Punkt-Scanning
(Minsky)

Single-Beam Weiter-
— z.B. LSCM entwicklung
(Minsky) (Svishchev/Baer)
J

( )
Multi-Beam mit

— Nipkow-Disk

(Petran)

Abb. 4: Ubersicht iiber die verschiedenen konfokalen Ansdtze. In Klammern jeweils die Wegbereiter
der einzelnen Aste. Vor der Entwicklung der nétigen Computertechnologie spielten Single-Beam-
Systeme wie Minskys Prototyp keine Rolle. Heute stellen sie die gréfste Gruppe dar.
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2.1.9 Multi-Beam-Scanning mithilfe von Nipkow-Disks

Die auf Minskys grundsétzlichen Uberlegungen beruhende Methode, welche erstmals
breite wissenschaftliche Beachtung und Anwendung fand, war eine Multi-Beam-
Scanning Losung. Sie basiert auf einer (oder mehreren) rotierenden Lochscheibe(n),

der sogenannten Nipkow-Disk’?.

Bei diesem 1967 von Petran und Kollegen75 entwickelten konfokalen Mikroskop, wird
ein breites Blindel paralleler Lichtstrahlen auf eine rotierende Scheibe gerichtet, wobei

spiralférmig einzelne Offnungen auf der Scheibe angebracht sind.

Bei einer vollen Umdrehung der Disk wird dadurch jeder Bereich des Untersuchungs-
objekts einmal Uberstrichen, was effektiv einem System vergleichbar mit etlichen pa-

rallel arbeitenden konfokalen Einzelsystemen entspricht (vgl. Abb. 5).

Der Vorteil dieses Systems ist eine prinzipiell enorm schnelle Gesamtbilderfassung und
die Moglichkeit der Verwendung von weillem Licht mit der damit verbundenen Farb-

darstellung.

Es gelangt jedoch nur etwa 1% des beleuchtenden und wiederum nur etwa 1% des
vom Objekt reflektierten Lichts durch die Offnungen der Disk. Dies zwingt zum Einsatz
von Mikrolinsen und/oder verlangerten Beobachtungszeiten, um eine ausreichende
Lichtausbeute sicherzustellen. Zudem ist die Abstimmung der Teile aufeinander war-

tungsintensiv und relativ storanfallig.
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Lichtbiindel

Objektiv

Untersuchungsobjekt

* HDS: Halbdurchl3ssiger Spiegel

Abb. 5: Weiterentwickeltes System mit zwei kombinierten Nipkow-Disks. Mithilfe der eingesetzten
Mikrolinsen soll die Lichtausbeute verbessert werden. Abb. in Anlehnung an [ 74].
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2.1.10 Konfokale Mikroskopie in der Augenheilkunde. Das spalt-
basierte konfokale Mikroskop

Bis zur Erforschung der notigen Computer- und Lasertechnologien blieben Varianten
des Multi-Beam-Scannings auf Nipkow-Disk Basis dennoch die einzige praktikable Lo-

sung echter konfokaler Punkt-Scanning Systeme.

In der Augenheilkunde beschrieben Lemp und Kollegen 1986 ihre Untersuchungen an
ex-vivo Kornea mit einem Nipkow-Disk basiertem Gerat®™, ehe Lemp 4 Jahre spater
gemeinsam mit Jester und Cavanagh erfolgreich auch in-vivo Untersuchungen mit

solch einem Gerit durchfiihrte.

Nahezu parallel zu diesen Erfolgen des Multi-Beam-Scanning Mikroskops entwickelten
um 1969 Svishchev® in Russland und Baer® in Amerika unabhangig voneinander Mo-
delle eines Spalt-Scanning Mikroskops, welches in Grundziigen schon Goldmann 1940
eingesetzt hatte, um ex-vivo Bilder tierischer Kornea zu gewinnen31. Bisweilen wird
daher auch Goldmann als Erstbeschreiber eines konfokalen Mikroskops angesehen??,

wenngleich Minsky die erste rein konfokale Losung fand.

Spaltbasierte Modelle sind prinzipiell weniger hochauflosend als Punkt-Systeme, da sie
entlang des Spaltes keine Filterfunktion ausiiben. Die Spaltldsung bietet jedoch ent-
scheidende Vorteile in der Geschwindigkeit der Gesamtbildgewinnung, da mit einer
einzigen Bewegung das Untersuchungsgebiet sowohl horizontal wie vertikal erfasst

wird.

Durch eine weitere Feinabstimmung gelang es Maurice 1974 mit solch einem konfoka-
len Spalt-Mikroskop hochaufgel6ste Bilder der kornealen Einzelschichten bis zu einzel-

nen Keratozyten aufzunehmen®. Koester*’, sowie Thaer und Masters in-vivo Untersu-
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60,61

chungen stltzten sich ebenfalls auf Weiterentwicklungen solch eines spalt-

basierten Modells.

Eine hervorragende Ubersicht {iber die historische Entwicklung des konfokalen Spalt-
Mikroskops in der Augenheilkunde bietet beispielsweise die Arbeit von Masters™ zu

Ehren der Lebensleistung von David Maurice.

2.1.11 Das Laser-Scanning konfokale Mikroskop (LSCM)

Mit der Entwicklung von Lasern als hochgradig homogene und stabile Lichtquelle be-
stimmbarer Wellenlange, digitaler Bildverarbeitung und piezo-gesteuerten Rastersys-
temen mit schneller und dennoch praziser Strahlfiihrung endete die Vormachtstellung
der Nipkow-Disk und der Geschwindigkeitsvorteil der Spaltsysteme wurde bei hoherer

Bildqualitat aufgeholte.

Spatestens seit Amos und White 1987 in ihrer Vergleichsstudie103 mit einem konfoka-
len Lasermikroskop gegenuber klassischen Fluoreszenzbildern qualitativ hochiberle-
gene Bilder gewannen, begann die konfokale Lasermikroskopie in den biologischen

Disziplinen eine neue Vorreiterrolle unter den konfokalen Mikroskopen einzunehmen.

Den typischen Aufbau eines LSCM zeigt Abb. 6.
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Abb. 6: Schematischer Aufbau eines Laser-Scanning konfokalen Mikroskops. Die Pfeile signalisieren

Datenfluss und Steuerkreise. Abb. in Anlehnung an [ 73].

2.1.12 Strahlfihrung in modernen Laser-Scanning Systemen

Um die bei in-vivo Untersuchungen auftretenden Bewegungsartefakte zu minimieren,

muss die zum Rastern des Gesamtbildes notige Zeit auf das Mindestmal reduziert

werden.

Die hierzu obligatorisch hohen Scan-Geschwindigkeiten werden heutzutage durch

Scankopfe aus 2 Spiegelgalvanometern (s. Abb. 7, Bild a) oder einem Spiegelgalvano-

meter flr den langsameren Zeilensprung und einem akusto-optischen Deflektor (AOD)

fir die schnellen horizontalen Bewegungen (s. Abb. 7, Bild b) erreicht.
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Bei einem akusto-optischen Deflektor wird ein Piezo-Element an einen Quarz- oder
Tellurium-Dioxid-Kristall gekoppelt. Wird nun ein Signal an das Piezo-Element ge-
schickt, leitet dieses eine akustische Schockwelle in den Kristall, wodurch sich dessen
Brechungsindex lokal andert. Somit kann mit extrem hoher Geschwindigkeit die Ablen-

kung des Laserstrahls moduliert werden®.

a)
Bebektinr: Objektiv
system -
- Y a——c=
i -
Laser- -
strahl - i
Halbdurchlassiger —
Spiegel Ablenk-Spiegel-
Galvanometer
b
) i AOD
Detektor- j i
g _ -~ Objektiv
1
l [ <
Piezo-
L - i i
sitlrs:lzl " - Signalgeber
Halbdurchlgassiger —
Spiegel Ablenk-Spiegel-
Galvanometer

Abb. 7: Die beiden gebrduchlichsten Scansysteme heutiger LSCM. Wdéhrend in Bild a) jeweils ein Gal-
vanometer die horizontalen und vertikalen Bewegungen steuert, wird in Bild b) fiir die schnellen hori-
zontalen Léufe ein akusto-optischer Deflektor (AOD) verwendet.
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2.2 Grundlagen der Trabekulektomie

Bei der Trabekulektomie erfolgt die Anlage einer limbusnahen Fistel, Gber die Kam-
merwasser durch ein geschaffenes Sklerafenster in den subkonjunktivalen Raum ge-

langt, was zur Ausbildung des sogenannten Sickerkissens fihrt?* (vgl. Abb. 8).

Ziel ist es, Uber den geschaffenen zusatzlichen Abflussweg den intraokularen Druck auf
einen individuell zu ermittelnden Zieldruck zu senken, um die ansonsten zwangslaufige

weitere Progression eines glaukomatdsen Sehnerven zu vermeiden®***°.

Der entscheidende Vorteil dieser Technik gegeniiber penetrierenden Operationsver-
fahren wie der Sklerostomie ist die Moglichkeit der Steuerung des Abflussvolumens via

des geschaffenen Skleradeckelchens. So konnten auf Uberfiltration beruhende Kompli-

kationen in ihrer Rate entscheidend gesenkt werden®>®*.
Konjunktivaler i
Schnitt (ge-~ = .,,'i,..-"r':h'f_"r_:j_;}_ }_F}"‘}-}h konjunktivales
schlossen) ot Eammﬁ:::iser- " i kerkissen™
i Skleradeckel
eradeche
5"'*;33“51:“ (hier durchsich-
E‘;‘r’“n':er”h tig gezeichnet)
Iridektomie

Abb. 8: Schematische Darstellung eines Auges nach Trabekulektomie. Abb. in Anlehnung an I’
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Gerade in Kombination mit friihzeitigen postoperativen Interventionen wie einem Si-
ckerkissen-Needling und der Injektion von 5-Fluoruracil lassen sich oftmals erfreulich
stabile Ergebnisse erzielen. Zur Technik und generellen Erfolgsrate eines Needlings und
5-Fluoruracil-Injektion sei an dieser Stelle auf einschldgige Publikationen zu diesem

Thema verwiesen>223%3>,

Der invasive Charakter, die daraus resultierenden allgemeinen und speziellen Opera-
tionsrisiken, sowie der nicht sicher zu garantierende (Langzeit-)Erfolg selbst bei korrekt
und optimal vorgenommenem Eingriff, aber auch die Skepsis neu diagnostizierter Pa-
tienten vor einem initial chirurgischen Vorgehen begriinden jedoch weiterhin die tbli-
che Stellung der Trabekulektomie am Ende der therapeutischen Kette, von Sonderindi-

kationen wie beispielsweise bei fehlender Tropf-Compliance u.a. abgesehen36’37’4°.

Trotzdem stellt sie als popularste Form der Filtrationschirurgie gerade im Bereich des
primaren Offenwinkelglaukoms nach wie vor den Goldstandard der dauerhaften

Druckreduktion bei ansonsten unkontrollierbaren Fallen dar.
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2.2.1 Medikamentdse vs. chirurgische Therapie

Zeichnet sich jedoch bei einem anfanglich unproblematischen Offenwinkel-Glaukom
ein beginnendes Versagen der antiglaukomatésen Medikamente ab, oder kann der
Zieldruck - wenn Uberhaupt - nur mittels systemischen Carboanhydrasehemmern ein-
gestellt werden, sollte ein friihzeitiges chirurgisches Vorgehen in Erwagung gezogen

werden®’.

Sowohl iltere®®, wie auch aktuellere Studien wie die Collaborative Initial Glaucoma
Treatment Study (CIGTS)"* zeigen, dass ein frihes chirurgisches Vorgehen keineswegs

den Vergleich mit einer effektiven medikamentdsen Therapie scheuen muss.

In der aktuellen 9-Jahres Analyse der CIGTS™ bestatigte sich sogar, dass sich durch eine
friihe chirurgische Intervention konstant und auf Jahre hinweg niedrigere Driicke errei-

chen lassen, als mit primar medikamentdsen Mitteln.

Obwohl seinerzeit in der 5-Jahres Zwischenauswertung56 noch kein direkter Vorteil
dieser Differenz hinsichtlich der Progression des Gesichtsfelddefekts ableitbar war,
erscheint ein positiver Einfluss auf den Verlauf logisch und denkbar, weswegen von

den Verantwortlichen zusatzliche Langzeit-Auswertungen geplant sind”%.

Auch die Erkenntnis, dass eine vorangegangene medikament&dse Therapie oftmals als

Begleiteffekt eine Proliferation von Lymphozyten und Fibroblasten in der Konjunktiva

11,13,86

induziert , und somit den postoperativen Verlauf und die Erfolgsrate spaterer

chirurgischer Interventionen negativ beeinflusst'*>?, l4sst eine Entscheidung zu frithe-

rem operativem Eingreifen gerechtfertigt erscheinen.

Die filtrierende Chirurgie wird ihre Rolle in der Therapie des Glaukoms daher sicher
weiter behaupten, insbesondere falls sich Operationstechnik und Material weiter fort-

entwickeln. Schon die Einflihrung von 5-Floururacil und des seit den 90er Jahren ver-

6

figbaren Mitomycin C erweiterten die Interventionsméglichkeiten*®, wodurch sich

die Erfolgsraten der Trabekulektomie steigern lieRen®>?7101,
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Aktuell zeigen beispielsweise Antikorper gegen TGF-beta2 und die ihnen theoretisch
zugeschriebene Hemmung einer Vernarbungsreaktion79 klinisch zwar noch keine tber-
zeugenden Ergebnisse®, ihre gute Wirksamkeit im Tierversuch bei einer geringeren
Toxizitat als Mitomycin C'8, lassen jedoch ahnen, dass mit weiteren Verbesserungen in

Zukunft durchaus zu rechnen sein wird.

2.2.2 Bedeutung des postoperativen Monitorings

Eine optimal durchgefiihrte Operation allein stellt dabei nur einen Teil der Vorausset-
zungen fir eine letztendlich erfolgreiche Therapie dar. Zu zahlreich sind die Faktoren,
die den Erfolg der Intervention selbst bei optimaler Durchfiihrung entscheidend be-

einflussen konnen.

Zu den fiir den Gesamterfolg der Therapie ausschlaggebenden Faktoren gehoéren bei-
spielsweise nachweislich der Typ des Glaukoms, etwaige An- und Vorbehandlungen,

das Alter der Patienten, der Raucherstatus, eine bestehende Aphakie oder chronische

. 7,41 71
Entziindungen des Auges’**®%"1,

Da ein unkomplizierter postoperativer Verlauf ohne tberschieBende Wundheilung die

58'91, erscheint der Ubli-

Grundvoraussetzung fiir einen Erfolg der Therapie darstellt
cherweise hohe Aufwand und Stellenwert des friihen postoperativen Monitorings ge-

rechtfertigt.

Dabei kann einer beginnenden Entziindung und Vernarbungsgefahr insbesondere

durch den gezielten Einsatz von Steroiden friihzeitig begegnet werden®8392,
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Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass der Trabekulektomie als Hauptvertreter
der Glaukomchirurgie eine wichtige und oftmals fiir den Patienten entscheidende Rolle
zukommt. Der Langzeiterfolg des Eingriffs hangt dabei insbesondere auch von der
Entwicklung des Sickerkissens in der friihen postoperativen Phase und einer friihzeiti-

gen, sowie angemessenen Intervention bei Komplikationen ab.

2.2.3 Etablierte Bewertungssysteme flr Sickerkissen und ihre Li-
mitationen

Aus diesem Grund haben sich etliche Autoren der Aufgabe gewidmet, verlassliche Kri-
terien zur Beurteilung und Prognose der weiteren Entwicklung von Sickerkissen zu

16,49,77,88,99,102

entwickeln . Dies wird jedoch aufgrund der vielen méglichen Varianten in

der Morphologie funktionstiichtiger wie versagender Sickerkissen erschwert®®3199102,

So hangt das individuelle Aussehen des endgiiltigen Sickerkissens unter anderem von
Faktoren wie dem Einsatz von Antimetaboliten, dem Heilungsverlauf oder der Technik
des Operateurs ab. Aber auch primar vorgegebene Punkte wie friihere Operationen im
Operationsgebiet, der generelle Zustand der Konjunktiva u.ad. kdnnen das endgiiltige
Erscheinungsbild eines Sickerkissens unabhdngig von dessen Funktion beeinflus-

4,25,27,33,34,53,100,101
sen .

Trotzdem haben sich einige Beurteilungssysteme herauskristallisiert, welche versu-

chen, einen Standard zur Beurteilung und Prognose von Sickerkissen zu schaffen.

Das einfachste System wurde 1949 von Kronfeld entwickelt”. Es unterscheidet die
Formen zystisch (1), flacher, dicker oder diffus (Il), sowie versagend (lll). Vesti konnte

1993 die Korrelation von diffusem Erscheinungsbild und guter druckregulierender
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Funktion eindeutig belegen®. Neuere Systeme wie die Indiana Bleb Appearance Gra-

677 entwickelten Systeme

ding Scale’®, sowie die von Wells'®? bzw. Picht und Grehn
greifen daher die Bedeutung der morphologischen Beschreibung auf, und werden ihr
durch starker differenzierte Unterelemente wie zystisch, diffus, abgekapselt, flach,

hochprominent u.a. gerecht.

Wells versucht diese Einteilung zusatzlich durch die Erfassung des Anteils diffuser Aus-

pragung an der Gesamtgrofle des Sickerkissens zu verfeinern®®,

Picht und Grehn verknipfen dagegen verstarkt histologische und pathophysiologische

Erkenntnisse mit den klinischen Befunden’.

So findet sich beispielsweise auch in deren System das Kriterium der Vaskularisation,
aufgrund der Uberlegung, dass eine gesteigerte Vaskularisation, insbesondere in Form
von Korkenzieher-GefalRen, sowohl in der direkten postoperativen 2.Phase der Wund-
heilunggl, als auch im Anschluss daran, eine Uberschiefende Narbenentwicklung an-

zeigen kann’®?".

2.2.4 Das System von Picht und Grehn

Fiir eine gute Entwicklung und Prognose des Sickerkissens stehen nach den Erfahrun-
gen von Picht und Grehn eine - wenn Uberhaupt - geringe Injektion der Bindehaut mit
fehlender Darstellung von Korkenzieher-GefdaRen, eine hohe Anzahl an Mikrozysten,
sowie ein insgesamt eher mittelflacher, diffuser Aspekt ohne Zeichen einer Abkapse-

lung’®.

Demgegeniiber stehen stark abgeflachte und abgekapselte Sickerkissen mit hohem
intraokularem Druck unter dem Verdacht fortschreitender Vernarbung. Sickerkissen
mit kuppelférmigem, Gberhohtem Aspekt bei ebenso gesteigertem Augendruck legen

die Entwicklung einer Tenon-Zyste nahe’®%2,
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Beruhend auf diesen Erfahrungen entwickelten Picht und Grehn ein standardisiertes

Bewertungssystem mit 8 Kernelementen zur Beurteilung von Sickerkissen (vgl. Tab. 1).

Tab. 1: Standardisierte Sickerkissenbeurteilung nach Picht und Grehn”®

1. AusmalR der Vaskularisation

2. Auftreten von korkenzieherartig geschlangelten Gefallen
3. Abgrenzung des Sickerkissens

4. Vorwolbung des Sickerkissens

5. Auftreten von Mikrozysten

6. Transparenz des Sickerkissens

7. Verschieblichkeit der Bindehaut, beginnende Tenon-Zyste?

8. Dichtigkeit des Sickerkissens, Seidel-Test

2.2.5 Der Bedarf an objektiven diagnostischen Methoden

Trotz der Vielzahl an Bewertungsschemata stellt es dabei aufgrund der beschriebenen
Vielfalt des Erscheinungsbildes nach wie vor eine Herausforderung an die Fahigkeiten
des Untersuchers dar, verlassliche Prognosen abzugeben, zumal die Beurteilung routi-
nemalig nach wie vor an der Spaltlampe durchgefiihrt wird und in ihren Feinheiten

letztlich auch vom subjektiven Eindruck abhangt.
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Deshalb gab es bereits mehrere Versuche, weitere diagnostische Untersuchungen in
die Beurteilung mit einzubeziehen, so z.B. Ultraschalluntersuchungen oder die Opti-

sche Kohdrenztomographie (OCT) des Sickerkissens.

Dabei zeigte sich in der Ultraschalluntersuchung an Sickerkissen guter drucksenkender
Funktion verbreitet ein Reflexmuster vom L-Typ (low-reflective). Demgegeniiber lieRen
sich Sickerkissen moderater und schlechterer Funktion dem Typ H (high-reflective)

bzw. den Typen E (encapsulated) und F (flattened) zuordnen®.

In Untersuchungen funktionstiichtiger Sickerkissen mithilfe der OCT fanden sich eine
insgesamt niedrige Reflektivitat, sowie zahlreiche hyporeflektive Hohlraume, die als

Pendant zu den auch makroskopisch sichtbaren Mikrozysten interpretiert werden’®.

Obwohl beide Methoden die schon aus den Spaltlampen-Untersuchungen und der
Histologie gezogenen Schlisse zur Existenz von Mikrozysten und der Verdichtung bzw.
Vernarbung des Sickerkissens als Ursache beginnenden Versagens bekraftigen, liefert
keine der beiden Untersuchungen Erkenntnisse liber den Zustand des Sickerkissens,
die im Normalfall nicht auch von einem erfahrenen Augenarzt direkt an der Spaltlampe

erhoben werden kdnnen.

Beide Untersuchungen bieten insbesondere keine Méglichkeit, das zugrundeliegende

Geschehen auf zellularer Ebene darzustellen oder zu untersuchen.

2.2.6 Das konfokale Mikroskop flr in-vivo Diagnostik auf Zellebene

Gerade in dieser Hinsicht bietet die konfokale in-vivo Lasermikroskopie grolRe Vorteile,
da die hohe Auflésung neben einer direkten Beobachtung auf Zellebene auch eine gute

Vergleichbarkeit mit der klassischen Histologie erméglicht.
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Da die typischen konfokalen Bilder normaler, entziindeter bzw. tumords veranderter
Bindehaut bereits durch existierende Untersuchungen dokumentiert sind®*® |3sst sich
beispielsweise eine beginnende Fibrosierung oder auch eine prolongierte postoperati-
ve Entziindungsreaktion direkt an der Zahl und Morphologie der gefundenen Zelltypen

ablesen.

Somit kann im direkten Vergleich schon bei Verdacht und noch vor den ersten klini-

schen Anzeichen eine klarende Diagnostik betrieben werden.

Dariiberhinaus beschrieben Labbe und Kollegen®! in der franzésischen Literatur, dass
sich in ihren Untersuchungen an 17 Patienten epitheliale Mikrozysten haufiger bei
funktionsfahigen Sickerkissen fanden. Dagegen zeigte sich bei verdichteten, funktions-

losen Sickerkissen eher ein Fehlen eben dieser Mikrozysten.

2.2.7 Der verwendete Untersuchungsansatz

Es lag daher nahe, mithilfe der konfokalen Mikroskopie erhobene Befunde mit der
Entwicklung bzw. der drucksenkenden Funktion der zugehérigen Sickerkissen zu ver-

gleichen.

Auf der Seite der klassischen Sickerkissenbefundung kam dabei das standardisierte
Beurteilungssystems nach Picht und Grehn zum Einsatz. Dieses wurde mit dem jeweili-
gen intraokularen Druck und Rahmenbedingungen, wie beispielsweise der verwende-

ten Medikation in Beziehung gesetzt.

Durch eine zum Teil quantitative Analyse der konfokalen Bilder war es anschlieBend
moglich, das konfokale Erscheinungsbild zum einen mit dem jeweiligen klinischen Bild,
zum anderen mit der erreichten zugehoérigen Wirkung (Reduktion des intraokularen

Drucks) zu vergleichen.
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3 Material und Methoden

3.1 Eckdaten des konfokalen Mikroskops

Verwendet wurde das konfokale Mikroskop der Firma Heidelberg Engineering, Heidel-
berg, Deutschland. Dieses hat einen modularen Aufbau mit einem ,Heidelberg Retina

Ill

Tomograph 1I“ (HRT II) als Basis, kombiniert mit dem sogenannten , Rostock Cornea

Module” (RCM) (vgl. Abb. 9).

Das Mikroskop selbst arbeitet im Kontaktverfahren und wurde urspriinglich — wie
schon dem Namen zu entnehmen ist — zur in-vivo Untersuchung der Kornea entwi-

ckelt.

Optische Kernstiicke des HRT II/RCM Systems sind ein Klasse 1 Diodenlaser mit maxi-
mal 200uW Leistung bei einer Wellenlange von 670nm, sowie ein Objektiv der Firma
Zeiss (,Wasser Achroplan 63x W*“, NA 0,95, Arbeits-Abstand 2,2mm, Carl Zeiss,

Microlmaging GmbH, Gottingen, Deutschland).

Mithilfe dieses Objektivs und einer weiteren Feldlinse wird eine 800-fache Gesamtver-
groflerung eines 400x400um groRen Scanfensters bei einer optischen Auflésung von
rund 1 - 2um erreicht. Die maximale Scantiefe des Gerats liegt dabei unter Idealbedin-
gungen bei etwa 1500um an der Kornea, was eine Darstellung aller relevanten Struktu-

ren von Epithel- bis zu Endothelzellen ermdglicht.

Bei der Untersuchung von Sickerkissen bzw. normaler Bindehaut werden jedoch gene-
rell weit niedrigere Werte erreicht. So war es bei diffusen Sickerkissen lediglich bis auf
200um, bei zystischen Sickerkissen bis auf 800um Tiefe ab der Epitheloberfliche mog-

lich, verwertbare Bilder zu gewinnen.



Kapitel 3: Material und Methoden 29

Sterile PMMA Einmal-Kappe Drehbarer Schlitten zur
(Tomocap) mit rotationsfreiem Fokussierung
Kontakt zum Patientenauge /

Gelbriicke

Adapter zum HRT I
683X Mikroskopobjektiv

Austauschbare Linse
FeldgroRe 400pm

Abb. 9: Der Heidelberg Retina Tomograph HRT Il mit aufgestecktem Rostock Cornea Module (RCM).
Darunter der schematische Aufbau des RCM (modifiziert nach Heidelberg Engineering).
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Die erreichte digitale Bildauflosung entspricht 1um/Pixel transversal und 2um/Pixel
longitudinal mit einer BildgroRe von 384 x 384 Pixeln. Die bendétigte Zeit fiir die Regist-
rierung eines Einzelbildes liegt bei rund 24ms. Dies ermdoglicht die Aufnahme von Film-
sequenzen mit Frameraten von bis zu 30 Bildern pro Sekunde, um auch dynamische

Geschehen abbilden zu kénnen.

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit des Gerates bietet die Volume-Funktion. In die-
sem Modus werden durch einen automatischen transversalen Vorschub in 2um Schrit-
ten Querschnittsserien mit 30 bis 40 Bildern Uber eine Tiefe von entsprechend 60 bis

80 um angefertigt.

Als auslésendes Steuerelement der Aufnahme dient dabei immer ein FuBschalter,

welcher den Vorteil einer vibrationsarmen Bedienbarkeit bietet.

Unabhangig von der gewahlten Erfassungsmethode wird parallel tber eine CCD-
Kamera ein seitliches Livebild mit 640 x 480 Pixeln angeboten, welches eine Positions-

kontrolle auch ohne direkte Einsicht in das Untersuchungsgebiet erlaubt (s. Abb. 10).

Abb. 10: Rostock Cornea Module mit schwenkbarer CCD-Kamera.
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An Verbrauchsmaterial verwendet das RCM eine Acryl-Einmalkappe (Polymethylme-
thacrylat), die sogenannte ,TOMOCAP” der Firma Heidelberg Engineering zur Herstel-

lung eines rotationsfreien Kontakts mit dem Auge des Patienten.

Dabei fungiert eine kleine Menge hochviskdsen Gels als Briicke zwischen der Kappe

und dem Objektiv einerseits, und der Kappe und dem Patienten andererseits.

3.2 Untersuchungsablauf

Das untersuchte Patientenkollektiv bestand aus Patienten mit Kontrollterminen in der
Glaukomambulanz, sowie Patienten aus der direkten postoperativen Nachsorge in der

LMU Augenklinik Miinchen.

In der Zeit von April 2004 bis April 2005 konnten auf diese Weise insgesamt 46 Patien-
ten mit insgesamt 53 Sickerkissen fir die Untersuchung gewonnen werden. Durch Fol-
geuntersuchungen ergaben sich an diesen 53 Sickerkissen 62 verwertbare konfokale
Untersuchungen, wahrend derer im Mittel 135 konfokale Bilder (Min.: 44, Max.: 608)

pro Untersuchung gespeichert und in die Auswertung einbezogen wurden.

In der LMU Augenklinik werden vorhandene Sickerkissen bei allen Patienten routine-
maRig nach dem Beurteilungssystem von Picht und Grehn an der Spaltlampe beurteilt.
Somit wurden zu den jeweiligen konfokalen Bildern zugehoérige tagesaktuelle klinische
Untersuchungswerte fir alle Sickerkissen entweder direkt durch Frau PD Elisabeth

Messmer oder durch die Glaukomabteilung der LMU Augenklinik erhoben.

Die Patienten wurden wahrend ihrer Untersuchungen - aulRer der sicherheitsbegriin-

deten Aussparung direkt postoperativer Patienten - ohne weitere Vorauswahl auf ihre
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freiwillige Mitarbeit angesprochen. Vor Beginn der Untersuchung wurden sie anschlie-
Rend genau lber den exakten Untersuchungsablauf aufgeklart und ihr Einverstandnis

zur Untersuchung wurde eingeholt.

Lag dieses vor, so erhielten die Patienten ein bis zwei Tropfen Oxibuprocain (Conjucain
EDO®, Dr. Mann Pharma, Berlin) zur Anéasthesie in den unteren Bindehautsack einge-
tropft. Zusatzlich wurde ein hochviskdses Carbomer 980 Augengel (Vidisic®, Dr. Mann
Pharma) einerseits als Gleitmittel, andererseits zur Herstellung eines Kontaktfilms

appliziert.

AnschlieBend sollten die Patienten im Abblick mdglichst konstant einen Punkt zu fixie-
ren, an welchem das Sickerkissen eine fir die Untersuchung optimale Position ein-

nahm (vgl. Abb. 11).

Daraufhin wurde die Bindehaut im Bereich des Sickerkissens an mehreren Stellen bis
zum Limbus hin untersucht, wobei die genaue Position laufend (iber die eingebaute

CCD-Kamera kontrolliert wurde.

Wurde ein Patient mehrmals wahrend des Erfassungszeitraums vorstellig, wurden aus-
schlielRlich die Daten der neuesten Untersuchung verwertet, um Verfalschungen durch
die Auswertung von Zustdanden transient guter Funktion an letztendlich versagenden

Sickerkissen und umgekehrt, nach Méglichkeit zu vermeiden.
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Abb. 11: Sickerkissen im Abblick. Hier mit typisch diinnwandigem Erscheinungsbild nach einer Trabe-
kulektomie mit intraoperativem Einsatz von Mitomycin C.
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3.3 Erhobene Patientendaten und Zusammensetzung des
Patientenguts

Die Akten der teilnehmenden Patienten wurden, neben der direkten Befragung des
Patienten, auf die Kriterien Alter, Geschlecht, Rasse, Glaukomtyp, assoziierte ophthal-
mologische Grunderkrankung, korneale Dicke, sowie auf Voroperationen vor der Tra-

bekulektomie hin ausgewertet.

Bei 32 Patienten (35 Sickerkissen, 66% aller Sickerkissen) lagen detailierte Unterlagen
beziglich des intra- und postoperativen Verlaufs vor und erlaubten eine genaue Erfas-
sung von intra- und postoperativen Komplikationen. Die restlichen 18 Operationen

erfolgten auBer Haus und die OP-Berichte konnten nicht beschafft werden.

Ebenso wurden der intraoperative Einsatz von Mitomycin C, sowie postoperativ erfolg-
te Injektionen von 5-Fluorouracil oder ein postoperatives Needling als eigenstandige

Faktoren detailliert vermerkt.

An Glaukomtypen konnten dabei juveniles Glaukom (n=1; 2%), kongenitales Glaukom
(n=1; 2%), primares Offenwinkelglaukom (n=27; 51%), Engwinkel-Glaukom (n=2; 4%),
Normaldruckglaukom (n=4; 8%), Sekundarglaukom (n=5; 9%) und Pseudoexfoliations-

glaukom (n=13; 24%) unterschieden werden (vgl. Abb. 12).

Die festgestellten Voroperationen umfassten - teils kombiniert - Argon-Laser-Trabeku-
loplastiken, Laser-Iridotomien, vorherige Trabekulektomien, Viskokanalostomien, Zyk-

lophotokoagulation, sowie Katarakteingriffe (vgl. Abb. 13).
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Glaukomtypen und ihre Haufigkeiten

Normaldruck- Juveniles Glaukom Kongenitales
glaukom (4/8%) (1/2%) Glaukom (1/2%)

Engwinkelglaukom

Sekundarglaukom (2/4%)

(5/9%)

PEX-Glaukom

(13/24%)
Primares

Offenwinkel-
glaukom
(27/51%)

Abb. 12: Gefundene Glaukomtypen im Patientengut mit ihren Hdufigkeiten (Anzahl/Prozent der Pat.).

Voroperationen

1xTET+
Viskokanalostomie

2 x alleinige TET

Abkiirzungslegende:

1 x CE+Iridektomie
ALT: Argon-Laser-
3 x CE+TET+CPC Trabekuloplastik

CE: Kataraktextraktion
2 x CE+CPC+ALT

2 x CE+CPC CPC: Zyklophotokoagulation

1 x CE+ALT TET: Trabekulektomie

10 x alleinige CE 1 x Trabekulotomie

+ CPC

Abb. 13: Voroperationen im Patientengut mit ihren Hdufigkeiten. Bei 2 Sickerkissen lagen keine voll-
stdndigen Unterlagen zur Auswertung vor (Sektor k.A. in der Grafik).
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Zusatzlich wurden direkt am Tag der Untersuchung die Parameter Sehscharfe in log-
MAR, aktueller intraokularer Druck und individueller Zieldruck, vergangene Zeit seit
der letzten Operation und aktuell angewandte Glaukommedikation festgehalten. Eine
aktuelle Pachymetrie war bei allen Patienten bereits durch die Glaukomabteilung der

Augenklinik erfolgt und konnte ibernommen werden.

Die Sickerkissen wurden auRerdem anhand des von Picht und Grehn entwickelten Sys-
tems’” klinisch bewertet und nach ihrer druckregulierenden Funktion in 3 Untergrup-

pen eingeteilt.

Die Untergruppen bildeten hierbei:

- Gruppe 1 mit erreichtem Zieldruck ohne aktuelle Glaukommedikation
- Gruppe 2 mit erreichtem Zieldruck unter Glaukommedikation

- Gruppe 3 mit verfehltem Zieldruck oder erreichtem Zieldruck ausschlieB8lich unter

oraler Azetazolamid-Therapie

Desweiteren wurden von jedem Sickerkissen am Tag der Untersuchung Digitalfotos des

Spaltlampenbefundes erstellt.

3.4 Verwendete Analyse-Software und Methodik

Um eine moglichst geringe Fehlerquote bei der Eingabe der Daten zu erreichen, wur-
den die erhobenen Daten direkt in einer vom Autor geschriebenen Macromedia Flash®
Anwendung®’ erfasst (s. Abb. 14), welche die fertigen Datensitze automatisch zum

direkten Import in Microsoft Excel aufbereitete (s. Abb. 15).
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' Adobe Flash Player 9

Mustermann | JMax | |01.01.1955

Selundargiaukom |+ Calarad |-
Keine
Uveitis
Cataract
Sturge-Weber-Syndrom
ICE-Syndrom
Z.n. Trauma

Abb. 14: Flash-Programm zur Erfassung der Patientendaten, oben mit aufgeklapptem Feld zu
etwaigen Begleiterkrankungen.

¥ Adobe Flash Player 9

o L
01.01.2000
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% Adobe Flash Player 9 -0l x|

File Wew Control Help

Konfokale Mikroskopie der LMU Augenklinik

Analyseprogramm Glaukomstudie

Patient: Mustermann, Max (m), 01.01.1955, (53 1) Auge: R~

Ubersicht: |Glaukomtyp: Sekundarglaukom
Begleiterkrankung: Cataract

Therapie vor OF: Cosopt 2x, Lumigan 1x
Voroperationen: CEMHKL

Aktuelle Operation: TET ohne MMC am 01.01.2000
Intracperat. Verlauf: Unkompliziert.

Postoperat. Verlauf Hypotonie = 5Tage, Uberfiltration,
Postoperat. Therapie: Subkonj. 5 FU-Injelkdion (Anzahl: 2),

Zustand am confokalen Unters -Tag: Visus: 0.62(s.c) Tensio: 16 Pachymetrig: 505

Sickerkissen-Positivzeichen:
Diskrete oder fehlende Vaskularisation, Siki transparent, Mikrozysten (Grad:3),

Sickerkissen-hegativzeichen:
Abgrenzung d. Siki (Grad:2), Verschieblichkeit d. BH (beg. Tenonzyste),

I Print it... | |Intn Datal:lase...| .

Abb. 15: Zusammenfassung der erhobenen Daten mit der Mdglichkeit eines direkten Ausdrucks oder
der Ubernahme in Microsoft Excel.

Fir die statistische Auswertung wurden von einem unabhangigen, hinsichtlich der
Funktion des Sickerkissens verblindeten Untersucher (Frau PD Dr. Elisabeth Messmer)
aus den Gesamtbildern jeder Untersuchung jeweils 5 reprasentative Bilder epithelialer,
sowie tiefer stromaler Schichten fiir die Begutachtung der Zysten und der Gewebe-
beschaffenheit ausgewahlt. Weitere 5 reprasentative Bilder dienten der Beurteilung

lokaler Blutgefale.

Anschliefend wurden die gewahlten Bilder vom Autor mithilfe des frei erhaltlichen,

wissenschaftlichen Bildbearbeitungsprogramms ImageJ® unabhingig ausgewertet.
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3.5 Analyse der konfokalen Mikrozysten

Bei den epithelialen Bildern wurde aufgrund der guten Abgrenzbarkeit einzelner Zys-
ten voneinander neben der Zystenflache, und deren prozentualem Anteil an der Ge-

samtbild-Flache, als zusatzliches Kriterium die Zahl der Zysten erfasst (s. Abb. 16).

Dagegen wurde in den tieferen, stromalen Regionen aufgrund des flachigen Erschei-
nungsbildes der stromalen Zysten ausschlieRlich die Bildflaiche des zystischen Anteils

und dessen Verhaltnis zur Gesamtbildflache ausgewertet (s. Abb. 17).

Bei der Bearbeitung wurde dabei ein spezielles Javascript—PIugin81 (s. Anhang 1) far
Imagel verwendet, um die manuelle Zystenselektion insbesondere bei den epithelialen

Bildern zu vereinfachen.
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Abb. 16: Markierte epitheliale Mikrozysten.

Aufgrund des grofflachigen und zusammenhadngenden Verlaufs einzelner Areale war
bei der Auswertung der stromalen Bilder bei 24 Sickerkissen (45,3%) der Einsatz einer

Threshold-Funktion zur Flachenmarkierung zweckmaRig(vgl. Abb. 17).

Zusatzlich zu dieser flachenorientierten Markierung wurden alle Sickerkissen dabei

manuell nach- und gegebenenfalls lGberarbeitet.
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Abb. 17: Markierte Stroma-Areale. Oben in Handauswahl, unten vor und nach der Markierung mittels
der Threshold-Funktion.
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3.6 Analyse der konfokalen GefaBe

Die ausgewahlten Bilder zur Beurteilung der BlutgefaRe wurden in den Kategorien An-
zahl, Durchmesser und Totuositas von einem hinsichtlich der verbundenen klinischen
Funktion des Sickerkissens verblindeten Untersucher (PD Dr. E. Messmer) in drei bzw.

vier voneinander unterscheidbare Grade eingeteilt (vgl. Tab. 2).

Ill

In der Kategorie ,Anzahl” entsprach dabei Grad 0 einem avaskularen Sickerkissen,
Grad 1 dem Auftreten von einem Blutgefa® pro Bild, Grad 2 einer Anzahl von zwei bis

drei GefalRen, sowie Grad 3 drei oder mehr sichtbaren GefaRen.

Die Kategorie ,,Durchmesser” wurde in die Blocke kleiner als 20 um, 21 bis 50 um, so-

wie grofRer 50 um unterteilt.

Die Kategorie der ,Tortuositas” wurde mit den Graden Grad O (gestreckt) und den
Graden Grad 1 bis 3 (mild bis schwer) wiederum in vier Untergruppen aufgeteilt (s.

Abb. 18).

Tab. 2: Beurteilungskriterien fiir den Grad und die Art der Vaskularisation.

Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3
Anzahl 0 <1 2-3 >3
Durchmesser .. < 20um 21pm - 50pum > 50um

Tortuositas gestreckt mild moderat schwer
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Abb. 18: Beispiele der Gewundenheitsgrade O (links), 1 (zentral) und 3 (rechts).

Abb. 19: Spaltlampenphotographie eines Sickerkissens von schlechter Funktion mit hohem Vaskulari-

sationsgrad.
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4 Ergebnisse

4.1 Generelle Analyse des Patientenguts und der erhobe-
nen Daten

Die erhobenen Daten wurden anschlieBend in SPSS v.15, SPSS Inc. importiert und sta-

tistisch ausgewertet.

Hierbei kam fiir nominalskalierte Werte der )(Z—Test und fir ordinal skalierte Werte der

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman zum Einsatz.

Wie schon in Kapitel 3.3 erwahnt, wurden insgesamt 62 Untersuchungen an den 53
Sickerkissen der 46 Patienten durchgefiihrt. Dabei waren alle Patienten weiller Haut-
farbe, 27 Patienten (59%) waren weiblich und das mittlere Alter lag bei 67,02 Jahren

(Altersspanne 24-90 Jahre).

27 Sickerkissen (50,9%) lagen an rechten, 26 (49,1%) an linken Augen vor. Eine Zu-

sammenfassung der Gbrigen ermittelten Eckdaten des Patientenkollektivs zeigt Tab. 3.

Tab. 3: Alter, Visus und Hornhautdicke am Untersuchungstag.

Min. Max. Mittel Std. Abw.
Alter 24 ). 90 J. 67,02 J. 13,126
Visus (logMAR) 0,0 3,0 0,558 0,532

Hornhautdicke 470um 670um 549,92um 44,66pm
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Neben dem primadren Offenwinkelglaukom als haufigstem gefundenen Glaukomtyp
(27 Augen, 50,9%) fanden sich in der Reihenfolge ihres Auftretens: Pseudoexfoliations-
glaukom (8 Augen, 24,5%), Sekundarglaukom (5 Augen, 9,4%), Normaldruckglaukom (4
Augen, 7,5%) und Engwinkelglaukom (2 Augen, 3,8%), sowie je ein Fall eines kongeni-

talen und juvenilen Glaukoms (1,9%) (vgl. Tab. 4).

Tab. 4: Gefundene Glaukomtypen und ihre Hdufigkeiten im Patientengut.

Glaukomtyp Haufigkeiten Prozent
Primares Offenwinkelglaukom 27 Augen 50,9 %
Pseudoexfoliationsglaukom 8 Augen 24,5 %
Sekundarglaukom 5 Augen 9,4 %
Normaldruckglaukom 4 Augen 7,5 %
Engwinkelglaukom 2 Augen 3,8%
Kongenitales Glaukom 1 Auge 1,9%
Juveniles Glaukom 1 Auge 1,9%

Die Patientengruppe der Sekundarglaukome enthielt dabei zwei Falle von uveitischen
Glaukomen und einen Fall eines iridocorneoendothelialen Syndroms. Abgesehen von
diesen 3 Fallen teilten sich die Ubrigen Patienten in zwei Gruppen von 26 Fallen
(49,1%) ohne weitere ophthalmologische Begleiterkrankung und 24 Falle (45,3) mit
begleitender Katarakt auf (vgl. Abb. 20).
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Begleiterkrankungen

Abb. 20: Ophthalmologische Begleiterkrankungen mit ihren Héufigkeiten im Patientengut.

Die Untersuchung der Patienten erfolgte zwischen 6 Tagen und 30 Jahren nach der
jeweiligen Trabekulektomie. Noch kiirzere Abstiande zwischen der Operation und der
konfokalen Untersuchung wurden aufgrund von Nutzen-Risiko Uberlegungen fiir den

Patienten vermieden.

Tab. 5: Zeitintervall zwischen Operation und Untersuchung.

Minimum Maximum Mittel

6 Tage 30 Jahre 3,978 Jahre
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Bei insgesamt 11 Sickerkissen (20,8%) war nach der Entscheidung des Operateurs der

intraoperative Einsatz von Mitomycin C erfolgt.

Auch war bei 8 (18,2%) der 44 Sickerkissen mit verwertbaren kontinuierlichen Akten-
eintragen ein mehrfacher postoperativer Einsatz von 5-Fluorouracil nachweisbar.

Ebenfalls bei 8 (18,2%) Sickerkissen war ein teils mehrfaches Needling erfolgt.

Im Gegensatz zu den beschriebenen Voroperationen waren eine postoperative Zyklo-
photokoagulation (CPC) sowie eine direkte operative Sickerkissenrevision bis zum Un-

tersuchungstag nur bei einem Sickerkissen (2,3%) erfolgt.

Tab. 6: Postoperative Interventionen mit Hdufigkeiten und jeweiliger Anzahl.

Intervention Haufigkeit Prozent Min. Max. Mittel
5-FU Injektion 8 18,2% 2 7 4,25
Needling 8 18,2% 1 4 1,63
CPC 1 2,3%

TET-Revision 1 2,3%
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4.2 Analyse der drucksenkenden Funktion der untersuch-

ten Sickerkissen

Am Tag der Untersuchung war bei 30 Augen (57%) der individuellen Zieldruck ohne

glaukomwirksame Medikation erreicht (Gruppe 1, gute Funktion).

11 Augen (21%) hielten ihren Zieldruck unter Anwendung von bis zu vier antiglaukoma-

tosen Medikamenten, exklusive systemischer Azetazolamid-Gabe (Gruppe 2, moderate

Funktion).

Bei 12 Augen (22%) wurde der Zieldruck entweder vollkommen verfehlt oder er stellte

sich nur unter systemischer Azetazolamidtherapie ein. In beiden Fallen wurden den

Sickerkissen eine ungeniigende regulierende Funktion (Gruppe 3, schlechte Funktion)

bescheinigt und entsprechend weitere chirurgische Interventionen erwogen.

Tab. 7: Funktionsgruppen mit den Zeitintervallen seit OP.

Zeit seit OP
Gruppe Anzahl Spanne Mittel Median
Gruppe 1 30 (57%) 6T.-301J. 3,9 Jahre 4,5 Monate
Gruppe 2 11 (21%) 31T.-261. 5,3 Jahre 3,5 Jahre
Gruppe 3 12 (22%) 43T.-151. 3,0 Jahre 11,1 Monate




Kapitel 4: Ergebnisse 49

4.3 Statistische Korrelationen der Spaltlampen-Befunde

Wie erwartet zeigte sich dabei eine Korrelation zwischen der klinisch morphologischen
Beurteilung der Sickerkissen an der Spaltlampe durch einen erfahrenen Augenarzt und

der gemessenen Funktion der Sickerkissen.

Klinisch sichtbare Mikrozysten der Konjunktiva (P<0,001), moderate Erhabenheit des
eigentlichen Sickerkissens (P<0,001) und ein eher diffuses Aussehen des Sickerkissens

(P=0,01) korrelierten signifikant mit einer guten Funktion der Sickerkissen.

Im Gegenzug zeigte sich eine entsprechende Assoziation zwischen vernarbten
(P<0,001) oder hochprominenten (P=0,02) Sickerkissen einerseits, und verfehlten Ziel-

driicken andererseits (s. Tab. 8).

Tab. 8: Spaltlampenbefunde mit ihrer Korrelation zur ermittelten Sickerkissen-Funktion.

Positiv-Zeichen

Mikrozysten der Moderate Diffuses
Konjunktiva Erhabenheit Sickerkissen
Signifikanz P <0,001 P <0,001 P<0,01

Negativ-Zeichen

Hochprominentes Vernarbungs-
Sickerkissen zeichen

Signifikanz P=0,2 P < 0,001
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4.4 Epitheliale konfokale Befunde und statistische Korre-
lationen mit der Funktion des Sickerkissens

Die epitheliale Dicke lag bei allen Patienten zwischen 11 und 80 um und war weder mit
einer besseren oder schlechteren Funktion, noch mit einem intraoperativen Einsatz

von Mitomycin C oder dem postoperativen Einsatz von 5-Fluorouracil assoziiert.

In den konfokal-mikroskopischen Scans fanden sich im Epithel keine bis 34 Mikrozysten
(Mittel: 7 Mikrozysten), wobei diese gemeinsam eine entsprechende Flache von 0 bis
63 mm?” (Mittel: 9 mm?) einnahmen (vgl. Abb. 21). Dies entsprach einem prozentualen

Anteil an der Bildflache von 0 bis 39% (Mittel: 6%).

Abb. 21: Epitheliale Mikrozysten. Links in einer Tiefe von 7um, rechts direkt an der Epitheloberfldche

bei leichtem Schréganschnitt.

Die Zahl in der konfokalen in-vivo Mikroskopie gefundener epithelialer Zysten korre-
lierte dabei signifikant mit der Funktion des Sickerkissens (P=0,03). Dabei zeigte sich

aulRerdem, dass ausschlieBlich Sickerkissen, welche bei ihrer Beurteilung an der Spalt-
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lampe den hochsten Grad fir die Anzahl der Mikrozysten erhalten hatten, gut mit der

Anwesenheit von Mikrozysten in den konfokalen Bildern korrelierten (P=0,02).

Tab. 9: Epitheliale Mikrozysten und Dicke der Basalmembran in Korrelation mit der Funktion.

Korrelation
Min. Max. Mittel mit Funktion
Basalmembran .
. 2 um 100 pm 38 um Nein
(Dicke)
Mikrozysten - Zahl 0 34 7 P=0,03
- Flache 0 mm? 63 mm? 9 mm?
- Prozent v. Bild 0% 39% 6 %

Bei rund einem Drittel der Sickerkissen (Gruppe 1, gute Funktion, 37%; Gruppe 2, mo-
derate Funktion, 27%, Gruppe 3, schlechte Funktion, 42%) aller klinischen Funktions-

grade zeigten sich auch Mikrozysten mit gekapseltem Aspekt im Epithel (s. Abb. 22).

Abb. 22: Epitheliale Mikrozysten. Links mit gekapseltem Aspekt (Pfeile), rechts gefiillt mit amorphem
Material (Sterne), hier bei jeweils zugrundeliegendem Pseudoexfoliationsglaukom.
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In den Sickerkissen einiger Patienten lieen sich auBerdem mit amorphem Material
gefiillte Mikrozysten nachweisen (s. Abb. 22 rechts). Typischerweise fanden sich im

Epithel der Konjunktiva neben Mikrozysten auch einzelne Becherzellen (s. Abb. 23).

S0

Abb. 23: Mutmapfliche Becherzelle (Pfeile) direkt neben mehreren epithelialen Mikrozysten (Sterne),
alle in einer Tiefe von 2um.

Unterhalb des Epithels zeigte sich die hochreflektive Basalmembran mit einer Dicke
von 2 bis 100 um (Mittelwert 38um), wie sie auch in normaler Bindehaut beschrieben

worden ist®*.
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4.5 Stromale konfokale Befunde und statistische Korrela-
tionen mit der Funktion des Sickerkissens

Die stromalen Bilder der Sickerkissen wiesen dagegen 4 typische Formen auf, wobei

diese teilweise nebeneinander auftraten (vgl. Abb. 24):

ein lockeres, kollagen-formiges Netzgeflecht
- eine stark verdichtete, hyperreflektive Struktur ohne nennenswerte Hohlraume

- ein stark rarifiziertes Kollagennetz mit grofRen, bisweilen annahernd bildfiillenden

Hohlraumen

- ein verwaschenes, detailarmes Stroma

Die lockere, kollagen-formige Netzstruktur stellte hierbei mit 39 Sickerkissen (74%) den
Hauptteil in den untersuchten Augen, wohingegen sich die verdichtete Form bei 11

Sickerkissen (21%) nachweisen liels.

Diese dichte, hochreflektive Form war dabei signifikant mit einem Versagen des zuge-

horigen Sickerkissens assoziiert (P<0,001).

Bei einem Teil der Patienten mit hochreflektivem, verdichtetem Aspekt im oberflachli-
chen Stroma lieR sich allerdings ein gewisser vertikaler Schichtaufbau mit weiteren
Arealen auch lockererer Struktur in der Tiefe des Sickerkissens unterhalb der verdich-

teten Schicht nachweisen.
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Die extrem lockere, rarifizierte Form des Sickerkissenstromas (vgl. Abb. 25), welche bei
insgesamt 11 Sickerkissen (21%) nachgewiesen werden konnte, zeigte sich dabei signi-

fikant im Zusammenhang mit dem intraoperativen Einsatz von Mitomycin C (P=0,001).

Abb. 24: Die 4 typischen Stroma-Erscheinungsbilder: Lockere Netzstruktur (oben links). Rarifiziertes
Stroma nach Mitomycin C Anwendung (oben rechts). Dichtes, hyperreflektives Stroma (unten links).

Verwaschenes Stroma (unten rechts).
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Das Vorhandensein eines verwaschenen Stromas lie sich typischerweise fir eine kur-

ze Zeit von unter 2 Monaten postoperativ nachweisen und ging hauptsachlich mit ei-

nem ansonsten lockeren Bindegewebsgerist einher.

Tab. 10: Erscheinungsbild des Stromas in Korrelation mit der Funktion (Gruppe 1 mit guter, Gruppe 2

mit moderater und Gruppe 3 mit schlechter Sickerkissenfunktion hinsichtlich der Druckregulation).

Sickerkissenfunktion

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Stromaaspekt n =30 n=11 n=12 Korrelation
26 8 5
Lose Netzstruktur P=0,09
(87%) (73 %) (42%)
Rarifiziert mit Zys- 7 3 1
P=0,42
ten (23%) (27%) (1,89%)
Dicht, 0 0 11 Schlechte Funktion
hyperreflektiv (92%) P<0,001
5 3 1
Verwaschen P=0,79
(17%) (27%) (1,89%)
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Abb. 25: Typisches Bild stromaler Strukturen nach einer Trabekulektomie mit Mitomycin C.

Unabhangig von der Unterscheidung der Gesamtstruktur des Stromas hinsichtlich des-
sen Dichte konnte eine zusatzliche Unterscheidung zweier unterschiedlicher Wand-
strukturen der Hohlrdume, respektive Zysten im Stroma getroffen werden, namlich in

gekapselte und ungekapselte Kammern (vgl. Abb. 26).
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Abb. 26: Ungekapseltes Stroma-Areal (links) in einer Tiefe von 107um, rechts ein gekapseltes Stroma-

Areal in einer Tiefe von 71um.

Dabei zeigten 43 Sickerkissen (81%) ungekapselte stromale Einzelzysten, bei 19 Sicker-
kissen (36%) liel’ sich - z.T. parallel hierzu - eine Abkapselung einzelner bis aller Zysten
nachweisen, so dass sich bei 16 Sickerkissen (30%) ein Nebeneinander beider Formen

fand. Lediglich 7 Sickerkissen wiesen keinerlei stromale Zysten auf.

Das Fehlen abgekapselter Zysten zeigte sich dabei signifikant korrelierend mit einer

guten Funktion (P=0,002) des gesamten Sickerkissens.

Wie im epithelialen Areal korrelierte auch in den stromalen Anteilen die GroRe der
durch Zysten besetzten Flache signifikant mit einer guten Funktion des Sickerkissens

(P=0,009).

Hierbei variierte die Fliche im Einzelnen von 0,5 bis 108 mm? (Mittel 40 mm?), was

einem prozentualen Bildanteil von 0,3% bis 67% (Mittel 25%) gleichkam.
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Tab. 11: Stromale Zystentypen und die jeweilige Korrelation mit der Sickerkissen-Funktion (Gruppe 1
mit guter, Gruppe 2 mit moderater und Gruppe 3 mit schlechter Sickerkissenfunktion, vgl. S. 48).

Sickerkissenfunktion

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Stromale Zysten n=30 n=11 n=12 Korrelation

Gute Funktion
Gesamtfliche (Mittel) 46,1 mm? 37,0 mm? 25,6 mm?’

P =0,009
Stromale Zysten 11 3 5
. P=0,95
mit Kapsel (37%) (27%) (42%)
Stromale Zysten 28 9 6 Gute Funktion

ohne Kapsel (93%) (82%) (50%) P =0,002
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4.6 Gefundene konfokale GefaBBstrukturen und statisti-
sche Korrelationen mit der Funktion des Sickerkissens

Aufgrund der hohen Auflosung und der kurzen Erfassungszeit der Einzelbilder lieRen
sich perfundierte Gefalle in Echtzeit beobachten. Es konnten sowohl der Blutfluss, als

auch die verschiedenen Zelltypen beurteilt werden (vgl. Abb. 27).

Abb. 27: Durchstrémtes Blutgefdfs mit Erythrozyten (Sterne) und patrouillierender Rundzelle (Pfeil).
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Durchblutete GefaRe wurden flankiert von hyporeflektiven Arealen, die moglicherwei-
se begleitenden lymphatischen GefalRen, oder aber komprimierten Venen entsprachen

(s. Abb. 28).

Abb. 28: Lymphatische oder komprimierte venése Begleitstrukturen (Sterne) direkt neben gefiillten
Blutgefdfsen (Pfeile).

Bei 8 Augen (15%) fanden sich avaskuldre Sickerkissen (Grad 0), wohingegen sich bei

22 Sickerkissen (42%) eine Vaskularisation von Grad 1 fand.
Weitere 21 Sickerkissen (41%) hatten eine Vaskularisation von Grad 2.

Lediglich 2 Sickerkissen (4%) mussten mit Grad 3, dem hdchsten Grad der Vaskularisa-

tion, bewertet werden (vgl. Tab. 12).
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Tab. 12: Korrelation der GefdfSanzahl mit der Funktion des Sickerkissens (Gruppe 1 mit guter, Gruppe
2 mit moderater und Gruppe 3 mit schlechter klinischer Sickerkissenfunktion).

Sickerkissenfunktion

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Anzahl n=30 n=11 n=12 Korrelation

Grad 0 Gute Funktion
(kein GefaR3) P=0,05

Grad 1
(1 GefaR)

16 4 2

Grad 2

10 4 7
(2-3 Gefidle)

Grad 3
(> 3 Gefdle)

Dabei waren in 28 Sickerkissen (53%) die nachgewiesenen Gefalle von einem gestreck-

ten Typ ohne Tortuositas (Grad 0).

Die Ubrigen Sickerkissen wiesen entweder milde (Grad 1, 16 Sickerkissen, 30%), oder

moderate Tortuositas (Grad 2, 9 Sickerkissen, 17%) auf (s. Tab. 13).

Sowohl der Vaskularistionsgrad (P=0,05), als auch die Tortuositas (P=0,01) waren
unabhangig voneinander signifikant mit der Funktion des zugehorigen Sickerkissens

assoziiert (vgl. Tab. 12 und Tab. 13).
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Tab. 13: Korrelation der Tortuositas der Gefdfse mit der Funktion (Gruppe 1 mit guter, Gruppe 2 mit
moderater und Gruppe 3 mit schlechter Sickerkissenfunktion).

Sickerkissenfunktion

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Tortuositas n=30 n=11 n=12 Korrelation

Grad 0 19 8 1 Gute Funktion
(gestreckt) P=0,01
Grad 1

(mild)

Grad 2
(moderat)

4.7 Konfokale Befunde der postoperativen Entziindungs-

reaktion und zeitliche Auswertung

Uber die Unterscheidbarkeit einzelner Zellpopulationen konnte die postoperative Ent-

ziindungsreaktion direkt dargestellt werden®.

Es fanden sich zahlreiche runde, hyperreflektive Zellen durch das gesamte Epithel hin-
durch, als auch in den Mikrozysten selbst, welche nach ihrem morphologischen Er-
scheinungsbild und dem histologisch-pathologischen Wissensstand am ehesten Lym-

phozyten darstellen dirften.

Das epitheliale Bild mit Entziindungszellen gefiillter Mikrozysten hielt im Median fir

einen postoperativen Monat an (s. Abb. 29).
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Im Stroma hielten sich die Entziindungszellen hingegen im Median 3.5 Monate posto-

perativ auf (s. Abb. 30).

Dabei zeigten sie in den Bildern zum Teil eine Affinitat zu GefaBwanden (vgl. Abb. 27),

was moglicherweise auf den typischen Wanderbewegungen beruht.

Abb. 29: Epitheliale Mikrozysten in einer Tiefe von 37um, gefiillt mit Entziindungszellen, 6 Tage post-
operativ.
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Abb. 30: Entziindungszellen im Stroma in einer Tiefe von 79um, 7 Tage postoperativ.

Jedoch lieRBen sich bei zwei Patienten auch noch nach 7 bzw. 28 Jahren stromale und
epitheliale Entziindungsreaktionen nachweisen - trotz guter Funktion beider Sickerkis-
sen. Ein Patient hatte dabei 5 Tage vor der konfokalen Untersuchung eine subkonjunk-
tivale 5-Fluorouracil Injektion erhalten, der zweite Patient wies zum Untersuchungs-

zeitpunkt eine aktive bakterielle Konjunktivitis auf.

Eine Giberdurchschnittlich lange, postoperative Entziindung (10,8 bzw. 11,5 Mon.) zeig-

te sich aulRerdem bei zwei Patienten mit Sekundéarglaukomen bei begleitender Uveitis.
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5 Diskussion

Es bestatigte sich, dass der an der Spaltlampe erhobene klinische Eindruck der unter-
suchten Sickerkissen gut mit der gemessenen Funktion Ubereinstimmte, was im Ein-

klang mit den Untersuchungen in der Literatur zu diesem Thema steht.

Die klinische Anwesenheit von Mikrozysten, eine moderate Erhabenheit und ein eher
diffuses Aussehen des Sickerkissens fielen mit einer guten druckregulierenden Funkti-
on des Sickerkissens zusammen, welche als das Erreichen des individuellen Zieldrucks

definiert wurde.

Klinisch abgekapselte, vernarbte und hochprominente Sickerkissen waren typischer-

weise mit einer insuffizienten Druckregulation assoziiert.

Die erreichte Senkung des intraokularen Drucks durch die chirurgische Intervention im
Vergleich mit den praoperativen Werten ware eventuell ein noch sensibleres Kriterium

gewesen, als das Kriterium des erreichten Zieldrucks allein.

Hierfiir waren jedoch aufgrund der groBen Anzahl an anderen Hausern erfolgter Ope-

rationen (17 Operationen; 32%) zu wenige Daten fiir einen Vergleich verfligbar.

Die gewonnenen Ergebnisse lassen klar erkennen, welche Moglichkeiten die konfokale

Mikroskopie bei der Beurteilung von Sickerkissen bietet.

Die Anzahl epithelialer Mikrozysten, die Abwesenheit abgekapselter Zysten im Stroma
und die Gesamtflache stromaler Zystenflache korrelierten allesamt signifikant mit ei-

ner guten druckregulierenden Funktion des Sickerkissens.

Es fand sich auBerdem ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer geringeren
Vaskularisation und Tortuositas der darstellbaren Gefalle mit einer guten Funktion des

zugehorigen Sickerkissens.
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Umgekehrt war ein dichtes, kompaktes Stroma typisch fiir ein versagendes Sickerkis-

sen mit schlechter Druckregulation.

Die konfokalen Befunde eines locken bis rarifizierten, netzartigen Stromas mit den ent-
sprechenden zystischen Hohlrdumen in Sickerkissen von guter Funktion stimmen groR3-
tenteils mit Ultraschalluntersuchungen und histologischen Aufarbeitungen entnom-
mener Sickerkissen guter Funktion lberein. So wird in der Literatur beschrieben, dass
funktionierende Sickerkissen histologisch mit locker angeordnetem subepithelialem
Bindegewebe imponieren, welches wie in den konfokalen Bildern von Hohlraumen

durchzogen ist>’87%%,

Auch der friih-postoperative klinische Eindruck konjunktivaler und subkonjunktivaler
Strukturen mit 6dematdser Schwellung und Hyperémie4 decken sich gut mit den kon-

fokalen Befunden eines bis zu 2 Monate postoperativ verwaschenen Stromas.

Versagende vernarbte und abgekapselte Sickerkissen zeigen histologisch3 mit einem
dichten kollagendsen Bindegewebe in ihrer Wandstruktur ebenfalls ein mit der konfo-

kalen Mikroskopie vergleichbares Bild.

Es finden sich jedoch einige erwdhnenswerte Abweichungen, die weiterer Diskussion

bedurfen.

So imponierte diese Verdichtung in den konfokalen Bildern teilweise nicht nur als
randstandige Umscheidung des Sickerkissens, sondern zog sich vielmehr durch das
gesamte Stroma hin, sodass der Eindruck eines homogen verdichteten Stromas ent-
stand. In diesen Fallen kam es moglicherweise weniger zu einer narbigen ,Verkapse-
lung” des Sickerkissens, als vielmehr zu einer allgemeinen und generalisierteren Ver-

narbung, mit entsprechend schlechterer Aussicht méglicher Interventionen.

Die meisten Autoren beschreiben in der Region des Sickerkissens ein histologisch

unauffalliges Epithel, wobei die an der Spaltlampe beobachteten Mikrozysten haupt-
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sachlich den auch histologisch nachweisbaren stromalen Hohlrdumen zugeordnet

werden>°®,

Einige Autoren berichten auch von einer Trennung basaler Epithelzellen und intraepi-

898 \velche sich in variabler GréRe auch in den

thelialen schwammartigen Vesikeln
konfokalmikroskopischen Bildern nachweisen lassen. AuBerdem sieht man, dass sich
gerade in der friihen postoperativen Phase Entziindungszellen bevorzugt in diesen epi-

thelialen Vesikeln sammeln.

Die gefundenen epithelialen Zysten mit amorphem Material passen dabei gut zu den
elektronenmikroskopischen Beschreibungen proteinreichen Debris, welcher von

Shields®” in solchen Zysten beschrieben wurde.

In der Zusammenschau scheint es aufgrund der gewonnenen Bilder im Unterschied zu

obigen Verdéffentlichungen®’#%%

plausibel, dass die klinisch imponierenden Mikrozys-
ten auf die konfokalmikroskopisch nachweisbaren epithelialen, und nicht etwa auf die

stromalen Zysten zurtickzufiihren sind.

Daruberhinaus bestarken diese Bilder durch den Nachweis der Existenz solcher panepi-
thelialer Zysten die These einer transkonjunktivalen Filtration, wie sie schon friiher

postuliert wu rde?%488499%

Andere Autoren diskutieren wiederum Mechanismen der Absorption von Kammerwas-

ser Uber konjunktivale bzw. episklerale Blut- oder LymphgeféBe8’28'97.

Der Nachweis solcher konjunktivaler GefalRe und Strukturen, die moéglicherweise die-
sen LymphgefalRen entsprechen, war konfokal im Stroma moglich, jedoch reicht ihr
reiner Nachweis nicht aus, um ihnen sicher eine derartige Funktion zuordnen zu kén-

nen.

Bei einigen der untersuchten Sickerkissen, aber auch bei Untersuchungen an normaler

Konjunktiva®®, fand sich eine bisweilen ungewdhnlich dicke epitheliale Basalmembran.
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Diese Beobachtungen sind jedoch am ehesten auf technische Messfehler, die Inserta-
tion multipler hyperreflektiver Fasern in die Basalmembran®®, oder eine wiahrend der

Untersuchung unbemerkt leicht schrage Scanebene zuriickzufiihren.

Wie auch in den Abb. 24, 29 und 30 zu sehen ist, konnte eine postoperative Entziin-
dung mit den entsprechend auftretenden Zelltypen und 6dematdser Quellung direkt

an der Konjunktiva nachgewiesen werden.

Die gefundenen Rundzellinfiltrate persistierten dabei langer bei Patienten mit zugrun-
deliegender Uveitis. Zusatzlich traten sie sowohl nach Needling-Prozeduren, als auch

nach dem Einsatz von 5-Fluorouracil und bei einer akuten Konjunktivitis auf.

Mitomycin C reduziert nachweislich die postoperative subkonjunktivale Vernar-

4,25,27,101

bung . Dank einiger Fallstudien zu mit Mitomycin C behandelten Sickerkissen,

die aufgrund ihrer storender GrofRe entfernt wurden, sind der Aufbau und die induzier-

ten Veranderungen in der Struktur der Sickerkissen histologisch gut beschrieben®®?’:

Das Epithel zeigte sich in diesen Untersuchungen insgesamt aufgelockert mit Mikrozys-
ten und lokaler Keratinisierung. Direkt unterhalb der verdickten Basalmembran fand
sich ein zellfreies Kollagenband. Die Substantia propria war groStenteils ebenfalls zell-
frei und bestand aus lose verwobenem, zellarmen Bindegewebe von ausgesprochener

GefaRarmut und vereinzelten Lymphozyten®’.

Des Weiteren fand sich bei Sickerkissen, welche mit Mitomycin C behandelt worden
waren, stark aufgelockertes episklerales Kollagengewebe mit ausschlieRlich vereinzel-
ten Fibroblasten ohne nennenswerte Kontraktilitdt, sowie ein fehlender Nachweis von

saurer Mukoponsaccharid—Grundsubstanzes.

Im Einklang hierzu stellte sich auch in der konfokalen Mikroskopie Mitomycin C behan-
delter Sickerkissen ein hochgradig aufgelockertes bis rarifiziertes, gefdlSfreies Stroma

mit bisweilen bildfiillenden kapselfreien, zystischen Hohlraumen dar (vgl. Abb. 24, 25).
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Im Widerspruch zu den histologischen Funden von Francis et al.?® stellte sich konfokal
allerdings kein Unterschied im Sinne einer Ausdiinnung in der Dicke des Epithels beim

Vergleich von Mitomycin C behandelten und unbehandelten Sickerkissen dar.

Von besonderer Bedeutung ist die Aussicht, mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie in
vivo anhand der Zystenverteilung und der Vaskularisation eine eventuell beginnende

Abkapselung bereits auf zellularer Ebene und damit friihzeitig erkennen zu kénnen.

Die postoperative antientziindliche Therapie mit ihrer entscheidenden Bedeutung fir
den letztendlichen Erfolg der Trabekulektomie kann von einer feineren Beurteilungs-
moglichkeit des postoperativen Geschehens nur profitieren. Auch fiir weiterreichende
Gegenmalinahmen in klinisch ungilinstigen Funktionsverlaufen kann die konfokale Mik-

roskopie dabei wichtige Informationen liefern.

So konnten Feldman und Kollegen zeigen®, dass keineswegs jede sich entwickelnde
Tenon-Zyste mit auffalligen Druckveranderungen einhergehen muss, wodurch eine
frihzeitige Entdeckung erschwert wird. Zusatzlich kénnen prinzipiell funktionsfahige
Bereiche von einer Tenon-Zyste kaschiert werden, was eine differenziertere Herange-

hensweise erfordert, als ein Gesamtversagen.

Die Tatsache, dass sich bei einem Teil der Patienten mit vernarbten oder abgekapsel-
ten Sickerkissen auch Areale mit loser oder gar rarifizierter Stromastruktur nachweisen
lassen, ermoglicht es, gerade in diesen Fallen ein Needling mit 5-Fluorouracil sinnvoll in

Erwadgung zu ziehen.

Dagegen stellt ein homogen verdichtetes Stroma ohne funktionale Anteile eher ein

Argument fiir die Bevorzugung einer chirurgischen Revision dar.

Auf technischer Seite wird die konfokale in-vivo Mikroskopie in ihrer Klasse mittlerwei-
le insbesondere durch die Weiterentwicklung der Zweiphotonenmikroskopie herausge-
fordert. Der theoretische Vorteil der Zweiphotonenmikroskopie ist die durch die Dar-

stellung der Gewebeeigenfluoreszenz gewonnene, funktionelle Analysemoglichkeit
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einzelner Zellen und Zellzustande gegeniber den primar morphologischen Informatio-

nen der konfokalen Mikroskopie.

Dabei wird bei der Zweiphotonenmikroskopie ausschlieflich die gewiinschte Untersu-
chungsebene angeregt, was technisch noch feiner aufgel6ste Bilder erlaubt, als die

Blenden- und Filterlésung der konfokalen Mikroskopielg'zo.

Hierdurch entstehen jedoch auch bedeutende Nachteile, welche insbesondere bei der
Beurteilung von Sickerkissen schwer tragen. So ist die Zweiphotonenmikroskopie mit
einer Einzelbildgewinnungszeit von 1-60 Sekunden verglichen mit der konfokalen in-
vivo Mikroskopie relativ langsam. Fir die Beurteilung eines groReren Areals, wie dem
eines Sickerkissens, sind jedoch vergleichsweise viele Bilder fir eine aussagekraftige
Gesamtbeurteilung notig. Bei einer hoheren Anzahl bendétigter Einzelbilder sind die

erreichten Erfassungszeiten damit fiir einen klinischen Einsatz nicht geeignet.

Nimmt man beispielsweise das hier verwendete Mittel von 135 Bildern pro Untersu-
chung, sieht man, in welchen Dimensionen sich die Untersuchungszeiten bei einer ver-
gleichbaren Untersuchung mit der Zweiphotonenmikroskopie abspielen wirden. Zu-
satzlich ist das Beobachtungsfeld typischerweise nur etwa halb so grol}, wie bei der

konfokalen in-vivo Mikroskopie, was diesen Nachteil noch verstarkt.

Trotz Auflosungstechnischer Vorteile der Zweiphotonen-Methode muss sie daher in
der Beurteilung von Sickerkissen der konfokalen in-vivo Mikroskopie im klinischen Ein-

satz als unpraktikabel und unterlegen gesehen werden.

Somit bleibt abschlieBend festzuhalten, dass die konfokale in-vivo Mikroskopie eine
rasche, unkomplizierte und reproduzierbare Methode bietet, um die klassische Sicker-
kissenbeurteilung in ihrer Sicherheit und prognostischen Fahigkeit um zusatzliche ob-

jektive Kriterien zu erweitern.
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6 Zusammenfassung

Es zeigte sich, dass die Untersuchung von Sickerkissen nach Trabekulektomie mithilfe
der konfokalen in-vivo Mikroskopie eine sichere Beurteilung der druckregulierenden
Funktion zuldasst. Nach wie vor bleibt die Beurteilung an der Spaltlampe eine schnelle
und im Normalfall zugleich verlassliche Methode, eine drohende Vernarbung und ein
Versagen des Sickerkissens zu erkennen. Bewadhrte Kriterien zur Abschatzung von
Funktion und Prognose sind hierbei der Vaskularisierungsgrad mit besonderem Au-
genmerk auf ein Auftreten von KorkenziehergefaRen, die Erhabenheit und Abgrenzung

des Sickerkissens von der Umgebung und das AusmaB nachweisbarer Mikrozysten.

All diese fiir eine angepasste anti-inflammatorische Behandlung in der entscheidenden
frihen postoperativen Phase ausschlaggebenden Kriterien konnen mit der konfokalen
Mikroskopie neben der Analyse der generellen Struktur des Sickerkissens semiquanti-
tativ auf zellularer Ebene beurteilt werden, was eine differenziertere und moglicher-
weise friihzeitigere Herangehensweise an postoperative Interventionen bei Sickerkis-

sen schlechter Funktion erlaubt.

Generell kann trotz des liblicherweise hohen postoperativen Aufwandes noch immer
der optimale Zeitpunkt fir den eventuellen erforderlichen Einsatz von Antimetaboliten
wie 5-Fluorouracil verfehlt werden. Daher ist es ein besonderer Vorteil der konfokalen
Untersuchung, dass neben der insgesamt gesteigerten Informationsqualitat und Objek-
tivitat, sowie der guten Vergleichbarkeit mit der klassischen Histologie, es auch gelin-
gen sollte, strukturelle Veranderungen, insbesondere im Sinne einer liberschieBenden

Entziindungsreaktion, friiher als in der Spaltlampenuntersuchung aufzuzeigen.

Somit kann in Zukunft sowohl der einzelne Patient in der feineren Modulation seiner
Wundheilung, als auch das generelle Wissen um die Vorgange der Wundheilung und
bei eventueller Vernarbung in dieser kritischen Phase der Entwicklung von Sickerkissen

von der konfokalen in-vivo Mikroskopie profitieren.
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Conclusion

In-vivo confocal microscopy proved to be a valuable tool in the diagnostic imaging of
filtering blebs and the reliable differentiation between filtering blebs with good and

failing function.

Still regular slit-lamp biomicroscopy offers a fast and normally dependable assessment
and detection of filtering blebs failure. Standardized clinical signs of high predictive
value include the grade of vascularity, especially corkscrew vessels, bleb elevation and

encapsulation and the existence of epithelial microcysts.

These criteria have proven especially important for the correct modulation of the early
postoperative treatment with anti-inflammatory agents. In-vivo confocal microscopy
allows a semiquantitative evaluation of these essential factors on a cellular level, as
well as an evaluation of the structure of the filtering bleb in general. This allows a more

differentiated approach to the care of failing blebs.

Despite the usual high personal effort during the early postoperative monitoring the
appropriate timing of an intervention with antimetabolites, like 5-Fluorouracil, is easily
missed. Set aside the higher degree of information and objectivity alone, in-vivo con-
focal microscopy therefore holds the additional benefit of detecting inflammatory
changes in the structure of the bleb earlier than classic biomicroscopy and being di-

rectly comparable to classic histopathology.

Hence future confocal examinations might not only be beneficial to the individual pa-
tient in enabling a more differentiated modulation of wound healing, but also in im-
proving the general understanding of the complex events in the early wound healing

and possible scarring of filtering blebs.
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8 Anhang

Anhang |: Quellcode des Measure and label-Plugin.

import ij.*;

import ij.process.*;
import ij.gui.*;

import java.awt.*;
import ij.plugin.*;
import ij.plugin.filter.*;

public class Measure_And_Label implements Plugin {

public void run(String arg) {

lJ.run("Measure");

ImagePlus imp = l).getimage();

Roi roi = imp.getRoi();

if (roi'=null) {
IJ.setForegroundColor(255, 255, 255);
lJ.run("Line Width...", "line=1");
lJ.run("Draw");
drawLabel(imp, roi);

void drawLabel(ImagePlus imp, Roi roi) {
if (roi==null) return;
Rectangle r = roi.getBoundingRect();
ImageProcessor ip = imp.getProcessor();

String count = "" + Analyzer.getCounter();

int x = r.x + r.width/2 - ip.getStringWidth(count)/2;

inty =r.y + r.height/2 + 6;

ip.setFont(new Font("SansSerif", Font.PLAIN, 9));
ip.drawString(count, x, y);
imp.updateAndDraw();
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