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Abkilirzungsverzeichnis

AF Autofluoreszenz

AMD Altersbedingte Makuladegeneration

AS Aminoséaure(n)

BMI Body-Mass-Index

Bzw. Beziehungsweise

CNV choroidale Neovaskularisationen

cv kardiovaskular

CVE kardiovaskulare Erkrankung

d.h. das heif3t

DNS Desoxyribonukleinsaure
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LMU Ludwig-Maximilians-Universitat

MDA Malondialdehyd

OCT Optische Koharenz Tomographie

PDT Photodynamische Therapie

POS Photoreceptor Outer Segments (PhotorezeptorauBensegmente)

RF Risikofaktor(en)

ROS Reactive Oxygen Species (reaktive Sauerstoffverbindungen)

SD Standard Deviation (Standardabweichung)

SD-OCT Spectral Domain OCT

SLO Scanning-Laser-Ophthalmoscope

u.a. unter anderem

v.a. vor allem

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor (vaskularer endothelialer
Wachstumsfaktor)

Z.n. Zustand nach



1. Fragestellung

Die Spiegelung des Augenhintergrundes ist eine wichtige Untersuchung in der
Ophthalmologie. Sie erméglicht dem Augenarzt einen Uberblick (iber den Zustand
des Fundus zu erlangen und leistet einen wichtigen Beitrag flr die Diagnostik einer
Vielzahl von ophthalmologischen Erkrankungen. Dabei kdnnen elektronische
Ophthalmoskope nicht nur ein semirealistisches Farbbild von der Netzhaut erzeugen,
sondern auch deren Autofluoreszenz, nach Anregung mit einem Laser, bildlich
wiedergeben. Der Augenhintergrund besitzt durch die Einlagerung verschiedener
MolekUle, die als Fluorophore bezeichnet werden, Autofluoreszenzeigenschaften, die

sich im Laufe des Alterwerdens verandern kénnen.

Die Messung der Fundusautofluoreszenz (FAF) kann in der Augenheilkunde
erganzend genutzt werden, um die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) zu
diagnostizieren, denn diese geht in der Regel mit Veranderungen des FAF-Signals
einher?. Einige Studien liefern Hinweise dafilr, dass eine Erhdhung der FAF der
klinischen Manifestation einer AMD sogar vorausgehen kann®. Dies lasst die
Erfassung der Fundusautofluoreszenz (AF) als wertvolle Erganzung fir die
Beurteilung von Alterungsprozessen der Netzhaut erscheinen. Mdglicherweise
kénnte die Friherkennung degenerativer Erkrankungen wie der AMD hierdurch in
Zukunft noch verbessert werden. Dies wére ein wichtiger Beitrag fir den Erfolg neuer
Therapieansatze, wie etwa dem Einsatz von VEGF-Hemmern.

Jedoch gibt es bisher nur eine geringe Anzahl an Studien, in denen die FAF auch
quantitativ erfasst wurde und in denen versucht wurde ein Profil far die
physiologische Entwicklung der FAF mit dem Alter zu entwerfen. Dies ware jedoch
notwendig um Risikopatienten anhand von altersspezifischen Abweichungen zu
identifizieren. Auch haben sich Studien tber die FAF bei AMD-Patienten bisher meist
auf den zentralen Bereich Uber der Makula fokussiert, wohingegen es nur sehr
begrenztes Wissen Uber periphere FAF-Veranderungen gibt. Dies liegt auch daran,
dass herkdmmliche bildgebende Gerate nur einen eingeschrankten Einblick in
periphere Fundusbereiche gewahren kénnen. Durch das Weitwinkel Scanning Laser
Ophthalmoskop ,,Optomap 200Tx“ kénnen jedoch auch die peripheren Gebiete des
Fundus bis @iber den Aquator hinaus in einer einzigen Aufnahme dargestellt werden®.
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Dies macht das ,Optomap 200Tx“ geeignet, um Autofluoreszenzeigenschaften der

Netzhautperipherie zu erfassen und mit denen der Makula zu vergleichen.

Bisher ist weitgehend ungeklart, wie sehr Alterungsprozesse der Netzhaut nicht nur
den zentralen Bereich der Makula, sondern auch die Netzhautperipherie betreffen
und wie sich zentrale und periphere FAF zueinander verhalten. Es gibt jedoch erste
Hinweise dafiir, dass auch die periphere FAF bei AMD-Patienten erhdht sein kann®.
Dies kdnnte bedeuten, dass deren Erfassung fir die retinale Diagnostik von Nutzen

werden konnte.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, die Autofluoreszenz am Fundus Uber zentralen und
peripheren Gebieten zu erfassen und miteinander zu vergleichen. Dabei soll
insbesondere der Fragestellung nachgegangen werden, ob eine Alterung des
retinalen Pigmentepithels darstellbar ist und wie sich die Fundusautofluoreszenz im
Laufe des Alterns Uber peripheren und zentralen Netzhautabschnitten entwickelt.
Eine hypothesengenerierende Nebenfrage dieser Studie ist, ob Risikofaktoren fiir
Arteriosklerose einen Einfluss auf die Autofluoreszenz haben kénnen. Mit diesem Ziel
wurde die FAF alterer Probanden ohne AMD in einer Querschnittstudie erfasst, um
Hinweise auf die Normwerte einer alternden Bevdlkerung zu erlangen. Diese sind
notwendig um in Zukunft pathologische Abweichungen der FAF in Abhangigkeit vom

Alter genauer erkennen zu kénnen.



2. Grundlagen

2.1 Aufbau und Funktion des Augenhintergrundes

Das Auge ist mechanistisch gesehen am ehesten mit einem Fotoapparat oder einer
Kamera vergleichbar. Wahrend die vorderen Abschnitte (Kornea und Linse) der
Blndelung der Lichtstrahlen dienen, enthalt der hintere Augenabschnitt mit der
Netzhaut den eigentlichen Ort, wo Lichtreize aufgenommen, weiterverarbeitet und an
die Sehrinde des Gehirns Gibermittelt werden®. Somit kann die Netzhaut (Retina) in
einem gewissen Sinne mit dem Fotofilm einer Kamera verglichen werden.

Die Retina ist entwicklungsgeschichtlich ein vorgeschobener Teil des Gehirns und ist
komplex aus mehreren Schichten aufgebaut. Sie enthalt Ganglienzellen, bipolare
Zellen, amakrine Zellen und Horizontalzellen, die der Signalverarbeitung dienen;
Stabchen und Zapfen, die als Fotorezeptoren der Lichtaufnahme dienen;
Mullerzellen, die lichtleitende Funktion besitzen und als Gliazellen der Homdostase
dienen”® sowie Pigmentepithelzellen, die neben der Lichtabsorption vielfaltige
Aufgaben Gbernehmen, wie die Regenerierung von 11cis-Retinal (ein Aldehyd des
Vitamin A{) und die Entsorgung abgestoBener auBerer Scheibchen der
Photorezeptoren®'°. Die Axone der Ganglienzellen bilden den N. opticus.
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Abbildung 1: Schematischer Schnitt durch die Netzhaut. (Aus: Grehn F, ’Augenheilkunde’ 2012,
31. Auflage, Springer Medizin Verlag Heidelberg, Abbildung 14.1, S. 216)

Die inneren zwei Drittel der Retina werden von den Asten der A. centralis retinae mit
Blut versorgt, wahrend das &uBere Drittel, mit dem Pigmentepithel und den
Photorezeptoren, von den GefaBen der Aderhaut (Choroidea) erndhrt wird''. Als
Augenhintergrund wird dabei der in der Ophthalmoskopie sichtbare Teil der hinteren
Innenwand des Auges bezeichnet. Er enthalt die Netzhaut, den Sehnervenkopf
(Papille), GefaBe und den gefaBfreien gelben Fleck (Makula lutea) mit seiner
grubenférmigen  Einsenkung  (Fovea  zentralis). Die  Rotfarbung des
Augenhintergrundes entsteht dabei durch das Durchscheinen des Blutes in den
GefaBen der Aderhaut'®. Die Fovea zentralis enthalt ausschlieBlich Photorezeptoren
und ist der Ort des schéarfsten Sehens. In ihr findet sich die héchste Dichte an
Zapfen, jedoch keine Stabchen. Wé&hrend die Zapfen fur die Farbwahrnehmung
zustandig sind (photopisches Sehen, Tagsehen), kénnen mit den Stabchen nur
Helligkeitsunterschiede wahrgenommen werden (skotopisches Sehen, Nachtsehen).
Die héchste Dichte an Stabchen befindet sich im parafovealen Bereich um dann
4



Richtung Peripherie kontinuierlich abzunehmen. Die Netzhaut besitzt etwa 6
Millionen Zapfen und 120 Millionen Stabchen''.

2.2 Alterungsprozesse am Augenhintergrund

Mit dem Alterwerden lasst auch das Sehvermégen natiirlicherweise nach. Die Linse
wird triber und buBt an Elastizitat ein, so dass die meisten Menschen tber 50 Jahren
eine Altersweitsichtigkeit (Presbyopie) entwickeln'. Doch auch am Augenhintergrund
selbst finden charakteristische Altersveranderungen statt. So konnte gezeigt werden,
dass der N. opticus ca. 4000 bis 5400 Nervenfasern pro Jahr verliert."*'® und dass
die peripapillaren und perifovealen GeféaBe ab einem Alter von 40 — 55 Jahren in
ihrer Anzahl kontinuierlich abnehmen'®'”. Ein wesentlicher Alterungsprozess betrifft
das retinale Pigmentepithel (RPE). Dort Akkumulieren im Verlauf des Lebens
intrazelluldre Lipofuszingranula'®'®. Ansammlungen dieser Granula im RPE k&nnen

als ein Kennzeichen des Alterns betrachtet werden?®?'22

. Lipofuszin (LF) wird
deshalb auch als Alterspigment bezeichnet. Es wird in vielen Zellen des Kdérpers
gebildet, besonders aber in stoffwechselaktiven, postmitotischen Zellen, wie
Kardiomyozyten, bestimmten Neuronen und dem RPE. Es ist ein gelbbrauner
Komplex aus oxidierten Proteinen und Lipiden, die in der Zelle nicht mehr abgebaut
werden kdnnen. In vielen Zellen entsteht LF als Endprodukt der Autolyse
verbrauchter Zellorganellen. Fir das RPE hingegen ist die Phagozytose der
PhotorezeptorauBensegmente (POS) die Hauptquelle fir die intrazellulare

Ansammlung von Lipofuszin®®#,

Die lebenslange Licht-Exposition ist fir die permanente Peroxidation von mehrfach
ungeséattigten Fettsauren in den Membranen der Photorezeptoren verantwortlich. Die
oxidierten Fettsduren sind sehr reaktiv und flhren zu intrazellularen Protein-
Veranderungen®.  Durch  Peroxidationsreaktionsketten  entstehen  toxische
Endprodukte wie Malondialdehyd (MDA) und Hydroxynonenal (HNE). Diese sind
reaktive elektrophile Aldehyde und erzeugen wiederum oxidativen Stress fiir die
Zelle. Sie sind leicht dazu fahig, kovalente Verbindungen mit Proteinen einzugehen,
indem sie mit deren Cystein-, Lysin- und Histidinresten reagieren. Dadurch verandern
sie die Proteinstruktur und kénnen deren Funktion behindern®®#’. Deshalb ist die

Phagozytose der abgestoBenen POS, mit ihrem hohen Anteil an MDA und HNE, eine
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Hauptquelle fir Materialresistenz in den Lysosomen des RPE, die schlieBlich zur
Bildung von Lipofuszingranula fihrt?.

Es gibt Hinweise dafir, dass LF die normalen Zell-Funktionen im RPE hemmt und
selbst zu einer Quelle fiir oxidativen Stress im RPE wird®**%®'. So konnte von einer
Arbeitsgruppe um Florian Schutt im Jahr 2003 gezeigt werden, dass ein GroBteil der
Proteine in Lipofuszingranula des RPE durch kovalente Verbindungen mit MDA oder
HNA modifiziert war®. Weiterhin konnte auch gezeigt werden, dass in LF-
Ansammlungen durch Photoinduktion Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid
generiert werden. Diese sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und kdnnen
ungesattigte Fettsduren peroxidieren. Dadurch andert sich die Fluiditat biologischer
Membranen und die Aktivitat der membranstandigen Transportproteine. ROS kénnen
zudem die Peptidketten in Proteinen aufbrechen und mit den AS-Seitenketten
reagieren. Viele dieser Veranderungen kénnen in der Zelle nicht mehr riickgangig
gemacht werden und der Anteil der modifizierten Proteine steigt auf diese Weise mit
dem Alter an®***%®_ Die Generierung der ROS in LF ist auch von der Wellenlange
des einfallenden Lichtes abhangig. Besonders der Einfall von blauem Licht in einer
sauerstoffreichen Umgebung beglinstigt unter Anwesenheit von LF die Entstehung
von ROS und MDA®! Es wird vermutet, dass diese Prozesse eine wichtige Rolle bei
der Entwicklung der RPE-Dysfunktion spielen und letztlich zu DNS-Schaden und

3738 ipofuszin akkumuliert im RPE im Laufe des Lebens

dem Zelltod fihren
intrazellular und kann schlieBlich bis zu 19% des Zytoplasmavolumens bei Uber 80-

Jahrigen ausmachen®.

2.3 Autofluoreszenz

Als Autofluoreszenz bezeichnet man die nattrliche Emission von Licht durch
bestimmte Komplexe, nachdem sie durch eine &uBere Lichtquelle angeregt worden
sind. Die autofluoreszenten Strukturen enthalten verschiedene als Fluorophore
bezeichnete chemische Molekille, die nach ihrer Anregung Licht re-emittieren
kénnen. Fluorophore enthalten typischer Weise mehrere aromatische Gruppen.
Werden ihre Elektronen durch Licht in geeigneter Wellenlange angeregt, gelangen
die Elektronen in der auBeren Atomhiille auf ein héheres Energieniveau. Wenn sie

von diesem wieder auf den Ausgangszustand zurickfallen wird Energie frei, die
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wiederum als abgestrahltes Licht sichtbar wird. Dieses ist in der Regel langwelliger

als das Licht, durch welches die Fluorophore angeregt werden®.

Auch der Fundus des Auges verhalt sich autofluoreszent und re-emittiert Licht
zwischen 500 — 750 nm mit einem Maximum bei 590 — 630 nm*'. Firr die Induktion
der AF wurde von Delori et al zunachst Laserlicht einer Wellenlange von 510 nm
empfohlen, da kurzwelliges Licht in starkerem AusmafB vom Fundus absorbiert
wird*. Die Autofluoreszenz zeigt ein charakteristisches Verteilungsmuster am
Fundus. So ist sie innerhalb der Fovea minimal und 7° bis 15° entfernt von der Fovea
im paravofealen Bereich am starksten ausgepragt, um dann Richtung Peripherie
wieder abzunehmen. Somit entspricht die topografische Verteilung der Fundus-AF
der Verteilung der Stadbchen auf der Netzhaut. Die in vivo AF-Spekira des
Augenfundus sind in Ubereinstimmung mit denen, die ex vivo im RPE gemessen
werden konnten. Das Spektrum der FAF, seine Korrelation mit dem Alter und seine
topografische  Verteilung lasst den Rickschluss zu, dass Lipofuszin
hauptverantwortlich fir die FAF des Auges sein muss*“***° LF re-emittiert Licht im
Bereich von 500 — 640 nm (Gelb-Orange), wenn es mit UV-Licht oder blauem Licht

angeregt wird*>4647.

Ein Bestandteil des LF im RPE ist das Di-Retinoid A2E*®, welches als wichtigstes
Fluorophore in den LF-Aggregaten gilt. Der Name AZ2E leitet sich davon ab, dass
dieses Molekil aus 2 Vitamin-A-Aldehyden und 1 Ethanolamin synthetisiert werden
kann. A2E besitzt 2 Pyridin-Ringe und entsteht urspriinglich in den AuBensegmenten

der Photorezeptoren*®°,

Retinaldehyde

Amuno

compounds

Age pigment-Jike
fluorophore

Abbildung 2: Synthese und Struktur des Molekiils A2E (Aus: Dazhong Yin. Biochemical basis
of lipofuscin, ceroid and age pigment-like fluorophores. Free Radical Biology & Medicine,
1996;21(6):871-888)



Jedoch lassen sich in der Netzhaut auch andere Molekile mit Autofluoreszenz-
eigenschaften finden. Advanced Glycation End Products (AGE’s) kdnnen durch
Glykierung langlebiger Proteine wie Kollagen und Elastin entstehen. Sie besitzen
ebenfalls AF-Eigenschaften und finden sich mit zunehmendem Alter haufig

extrazellular®'®2,

Ein weiterer Komplex mit Autofluoreszenzeigenschaften ist
Melanofuszin. Dieses geht durch die Verbindung zwischen Melanin und Lipofuszin in
den Zellen des RPE hervor. Melanin ist Hauptbestandteil der Melanosomen und
verleiht dem RPE seine schwarze Farbe. Das LF befindet sich hingegen in den
Phagosomen. Werden die RPE-Zellen jedoch durch eine Uberladung mit POS
gestresst, so fusionieren die Melanosomen mit den Phagosomen und es entsteht
Melanofuszin. Dessen AF-Muster ist zwar nicht identisch mit dem von LF allein, da
jedoch Uberschneidungen auftreten, kann es auf FAF-Bildern schwierig voneinander

zu unterscheiden sein®*°*,

Spektrophotometrische Messungen haben gezeigt, dass die Autofluoreszenz im Alter
von 65 Jahren 2,8x gréBer ist, als im Alter von 25 Jahren®. Die Tatsache, dass die
FAF ab einem Alter von 70 Jahren tendenziell wieder abnimmt, kann den
progredienten Verlust an RPE durch Apoptosevorgange widerspiegeln®®. Denn mit
dem Verlust des RPE geht auch der Verlust des intrazellularen LF einher.

2.4 AMD: Entstehung, Diagnostik und Therapie

In der westlichen Welt ist die Altersbedingte Makuladegeneration die haufigste
Erblindungsursache bei Menschen (ber 65 Jahren. Sie ist definiert als eine
Degeneration der Retina im Bereich des Gelben Flecks bei Gber 50-Jahrigen. |hre
Inzidenz und Pravalenz steigt mit zunehmendem Alter an. Bei Gber 75-Jahrigen sind
AMD-typische Fundusveranderungen zu etwa 30% vorhanden, wobei beide Augen
unterschiedlich schwer betroffen sein kénnen. Die AMD ist eine chronische,
multifaktorielle Erkrankung, deren Entstehung und Voranschreiten neben dem
Alterungsprozess durch Rauchen, Bluthochdruck, falsche Ernadhrung und erhéhte
Sonnenlichtexposition geférdert wird. Auch genetische Faktoren spielen eine Rolle.
Es bestehen Unterschiede in der Pravalenz zwischen verschiedenen Ethnien sowie
zwischen Méannern und Frauen (Kaukasier sind haufiger betroffen als Schwarze,

Frauen sind haufiger betroffen als Manner). Durch die Alterung unserer Bevodlkerung
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muss in Zukunft mit einer zunehmenden gesamtgesellschaftlichen Bedeutung der

AMD gerechnet werden®"8>°

=2
=]

Early g\MD

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, R S——

Incidence (%)

o (] (%] o n
—] > > () > ]
] | | | |

43-54 55-64 65-74 75-86
Age at baseline (years)

Tabelle 1: Vergleich der altersbezogenen Inzidenz fiir Frithformen und Spatformen der AMD
(Aus: Ronald Klein, Barbara E K Klein, Michael D Knudtson et al. Fifteen-Year Cumulative
Incidence of Age-Related Macular Degeneration. Ophthalmology 2007;114:253-262)

Friihe klinische Symptome, die dem Erscheinen einer AMD vorangehen sind eine
herabgesetzte Farbkontrastwahrnehmung und eine verringerte Lichtempfindlichkeit
im zentralen Gesichtsfeld®"°'2,

Man geht heute davon aus, dass der Entwicklung einer AMD
Funktionseinschrankungen des RPE vorangehen, die mdglicherweise durch die
Akkumulierung von LF induziert werden®®. Friihformen der AMD sind gekennzeichnet
durch Pigmentverschiebungen und durch das Auftreten von Drusen. Drusen sind
hyaline Ansammlungen extrazellularen Materials, die viel LF enthalten und sich
zwischen RPE und Bruch-Membran bilden, sobald das RPE die POS nicht mehr
adaquat verarbeiten kann. Mit dem Fortschreiten der Krankheit treten haufig Gebiete
der RPE-Atrophie und nachfolgende Degeneration der Photorezeptoren auf®*. Bei
etwa 10% der Patienten kommt es durch Llcken in der Bruch-Membran und im RPE
erst zum Eindringen von Flissigkeit (Odembildung) und spéater zum Einwachsen
choroidaler GeféaBe, welche die Tendenz zu Einblutungen aufweisen (feuchte AMD).
Bei 90% der Patienten bleibt die trockene Form der Erkrankung ohne Odembildung
bestehen (trockene AMD) ®°. Wahrend die subjektive visuelle Wahrnehmung bei den

Frihformen der Erkrankung nicht beeintrachtigt sein muss, nehmen die Patienten
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spater einen grauen Schatten im zentralen Gesichtsfeld wahr. Dadurch féllt das
Erkennen von Gesichtern schwer. Die Sehscharfe ist deutlich reduziert, was u.a. das
Lesen stark beeintrachtigt. Bei der feuchten AMD kann das Sehvermdgen auch
plétzlich durch eine zentrale Einblutung absinken, die einen ophthalmologischen
Notfall darstellt®”.

Die Diagnose ,AMD* kann durch die Klinik und verschiedene Untersuchungen, wie
den Amsler-Gitter-Test, die Ophthalmoskopie, die Fluoreszenzangiographie und die
optische Koharenztomographie gestellt werden. Ziel der Therapie ist es,
Komplikationen zu vermeiden und das Fortschreiten der Erkrankung zu verhindern
oder zu verlangsamen. Fir die Behandlung der feuchten Makuladegeneration haben
sich die therapeutischen Madglichkeiten seit der Einfiihrung von VEGF-Inhibitoren
deutlich verbessert. VEGF ist ein Botenstoff, dessen Freisetzung hauptverantwortlich
fir das Wachstum der choroidalen Neovaskularisationen ist. Zudem férdert VEGF die
kapillare Membranpermeabiltdt und beglnstigt so die Entstehung subretinaler
Odeme®®. VEGF-Inhibitoren sind monoklonale Antikérper, die extrazelluldres VEGF
binden und dadurch die Odembildung und Neoangiogenese stoppen kénnen.
Allerdings missen sie in der akuten Phase der Neovaskularisation angewendet
werden und in der Regel 8x intravitreal im Abstand von jeweils 4-6 Wochen injiziert
werden. Dieses vorgehen kann fir den Patienten sehr unangenehm sein, ist jedoch
notwendig um eine hohe Konzentration an der Netzhaut zu erreichen und
systemische Nebenwirkungen zu vermeiden. Ein derzeit eingesetzter VEGF-Inhibitor
mit Zulassung fur die Therapie der feuchten AMD ist Ranibizumab (Lucentis®). In
einigen Fallen kann durch die Anti-VEGF-Therapie das Sehvermdgen erhalten oder
sogar verbessert werden. Andere Therapieoptionen wie die PDT, Laserkoagulation
oder subretinale Chirurgie dienen der Verédung/Entfernung der CNV und sind teils
speziellen Fragestellungen vorbehalten®>®"®® F(ir die Behandlung der trockenen
AMD sind bis heute keine effektiven TherapiemaBnahmen bekannt, da sich
Altersveranderungen nicht umkehren lassen. Es gibt lediglich Empfehlungen, die ein
Voranschreiten der trockenen AMD bremsen sollen. Dazu zahlt das Rauchen
aufzuhéren, ein guter Sonnenschutz in Form von hochwertigen Sonnenbrillen und

die Einnahme von Nahrungserganzungsmitteln.
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2.5 Neue Bemuhungen zur Frihdiagnostik

Die neuen Therapiemdglichkeiten tragen zu einer besseren Prognose flr die feuchte
Form der AMD bei. Dies bedeutet aber auch, dass erhéhte Anspriiche an eine gute
Diagnostik gestellt werden muissen, denn zum einen ist der Therapieerfolg
entscheidend davon abhangig, wie frih AMD-typische Veranderungen erkannt
werden und zum anderen werden regelmaBige Therapiekontrollen im Verlauf der
Behandlung notwendig’. Dieser Bedarf hat zur kontinuierlichen Verbesserung vieler
Diagnoseverfahren gefthrt. Ein neuer Ansatz in der Friherkennung der AMD kénnte
die Beurteilung der Fundusautofluoreszenz sein.

LF ist hauptverantwortlich fir die AF des Augenfundus und akkumuliert im Verlauf
des Alterwerdens innerhalb der Netzhaut (siehe Kapitel 2.3 ,Autofluoreszenz®). Es
konnte gezeigt werden, dass Patienten mit bekannter Makuladegeneration eine
signifikant starkere LF-Akkumulation zeigen, als gesunde Kontrollpersonen in der
gleichen Altersgruppe®. Von noch gréBerer Bedeutung kann jedoch sein, dass es
Hinweise darauf gibt, dass erhéhte LF-Anreicherungen auch der Manifestation einer
AMD vorangehen kénnen. Dies wirde bedeuten, dass die Messung der FAF nitzlich
sein kénnte, Risikopatienten fir die Entwicklung einer AMD zu identifizieren, noch
bevor morphologische Korrelate der AMD, wie Drusen oder Pigmentverschiebungen

auftreten>7%7172,

In bisherigen Studien wurde der Focus der FAF-Messungen auf den hinteren Pol
gelegt. Mit der Entwicklung des Weitwinkel-Scanning-Laser-Ophthalmoskop (SLO)
durch die Firma Optos ergibt sich jetzt auch die Mdglichkeit, die Autofluoreszenz der
Netzhautperipherie in die Messungen mit einzubeziehen, wie es z.B. durch Reznicek
et al geschehen ist’. Dies kénnte die Aussagekraft der FAF in Zukunft noch
verstarken, wenn man zeigen kann, dass sich degenerative Prozesse im Bereich der
Makula zu einem gewissen Grad auch in Veranderungen der Peripherie

widerspiegeln.
Zusatzlich koénnen bei Patienten mit bereits bestehender AMD verschiedene

Autofluoreszenzmuster identifiziert werden, die mit dem klinischen Stadium der AMD

in Verbindung stehen und somit von prognostischem Nutzen sein kénnen™"*. So
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sind Gebiete der geographischen Atrophie haufig von Gebieten mit erhéhter AF

umgeben, was wiederum deren bevorstehenden Zelltod ankiindigen kann”>7,

2.6 Augenhintergrund und kardiovaskuléare Risikofaktoren

GefaB- und Herzkreislauferkrankungen gehéren heute in Deutschland zu den
haufigsten Todesursachen und verursachen hohe Kosten im Gesundheitswesen.
Zugrunde liegende pathologische Prozesse sind die Ausbildung von
Mikroangiopathien und Makroangiopathien durch Atherosklerose. Fir die
Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen sind verschiedene Risikofaktoren

identifiziert worden, die in den folgenden beiden Tabellen gezeigt werden.

Major Independent Risk Factors

Cigarette smoking

Elevated blood pressure

Elevated serum total (and LDL) cholesterol
Low serum HDL cholesterol

Diabetes mellitus

Advancing age

Tabelle 2: Hauptrisikofaktoren fiir die Manifestation der Koronaren Herzkrankheit. (Aus:
Grundy, Scott. Assessment of Cardiovascular Risk by Use of Multiple-Risk-Factor Assessment
Equations. Circulation, Volume 100(13), 28 September 1999, pp 1481-1492)
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TABLE 2. Other Risk Factors

Predisposing risk factors
Obesity*t
Abdominal obesityt
Physical inactivity*
Family history of premature coronary heart disease
Ethnic characteristics
Psychosocial factors
Conditional risk factors
Elevated serum friglycerides
Small LDL particles
Elevated serum homocysteine
Elevated serum lipoprotein(a)
Prothrombotic factors (eg, fibrinogen)
Inflammatory markers (eg, C-reactive protein)

Tabelle 3: Weitere Risikofaktoren fiir die Manifestation der Koronaren Herzkrankheit. (Aus:
Grundy, Scott M. MD. Assessment of Cardiovascular Risk by Use of Multiple-Risk-Factor
Assessment Equations. Circulation, Volume 100(13), 28 September 1999, pp 1481-1492)

Bisher wurden verschiedene Risikoprofile entwickelt, die auf der Basis von Alter,
Geschlecht,  Blutdruck,  Blutwerten, Raucherstatus  und  internistischer
Grunderkrankungen, das persénliche Risiko fir das Erleiden eines kardiovaskularen
Ereignisses in den nachsten 10 Jahren errechnen. In Deutschland wird h&ufig der
ESC-SCORE, der Framingham-Score und der PROCAM-Score fir die
kardiovaskulare Risikoabschatzung angewandt. Mit diesen Systemen kann der Arzt
Schatzungen fir das individuelle Herzinfarkirisiko seiner Patienten in den
kommenden Jahren erhalten. Bisher flieBen nur internistische Grunddaten in diese
Prognosescores ein. Es ware jedoch denkbar, dass die Beurteilung des
Augenhintergrundes eine zusatzliche Ergédnzung flr die Kkardiovaskulare
Risikopradiktion sein kann und die Genauigkeit der Vorhersage fiir den Patienten
hierdurch noch verbessert werden kénnte. Kardiovaskulére Prozesse wie Diabetes
und Hypertonus spiegeln sich namlich ebenso an den retinalen GefaBen wieder wie
am Herzen. Der Augenhintergrund bietet hier jedoch den Vorteil, dass er durch die
Funduskopie direkt eingesehen werden kann und als eine Art ,optisches Fenster der
GefaBe“”” genutzt werden kann.
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In der Vergangenheit ist vor allem der Vorhersagewert der arterio-vendsen (a.-v.)
Ratio der retinalen GefaBe untersucht worden. So wurde durch Hubbard et al
gezeigt, dass eine gute Korrelation der a.-v. Ratio mit dem Blutdruck besteht’®. Auch
direkte mikrovaskulare Veranderungen werden am Fundus sichtbar und spiegeln den
Schaden  durch  Bluthochdruck und  Atherosklerose  wieder. Retinale
Mikroaneurysmata, Einblutungen, Cotton-Wool-Flecken und harte Exsudate treten
bei alteren Menschen mit Diabetes und Bluthochdruck auf und sind dann assoziiert
mit einem erhéhten Risiko fir die Folgeerkrankungen Schlaganfall, KHK,

Herzinsuffizenz  und  Nephropathie”®°.

Umgekehrt konnten neuere
populationsbasierte Studien zeigen, dass frilhe Zeichen der Retinopathie mit einem
erhdéhten Risiko fir die Entwicklung von Diabetes und Bluthochdruck einhergehen,
und zwar unabhangig von den klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren®'82:83,
Derzeit besteht die Herausforderung darin, dass klinische Zeichen der Retinopathie
zwar einen hohen Vorhersagewert haben, dafir aber selten zu finden sind, wahrend
die a.-v. Ratio fast immer durchfihrbar ist, aber nur wenig zur Verbesserung der
kardiovaskularen Risikopradiktion beitragt. In dieser Studie wurde deshalb als
Nebenfrage untersucht, ob kardiovaskulare Risikofaktoren ebenso mit

Veranderungen der Autofluoreszenz am Fundus einhergehen kénnen.
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3.Material und Methoden

3.1 Probanden

3.1.1 Einschlusskriterien

Ziel dieser Studie ist es gewesen, Probanden ab einem Alter von 50 Jahren zu
erfassen, die aus dem Normalkollektiv der Bevélkerung stammen und keine
bekannte AMD aufweisen. Eine Katarakt fihrte hingegen nicht zwangslaufig zum
Ausschluss aus der Studie, sofern sie nicht so stark ausgepragt war, dass sie die
Darstellbarkeit der Retina beeintrachtigte. Die Papille und die Makula mussten
hierbei noch deutlich am Augenhintergrund zu erkennen sein. Pigmentierte
Veranderungen, wie Aderhautnavi oder maligne Melanome, fihrten dann nicht zum
Ausschluss aus der Studie, wenn sie nicht das Auswertungsgebiet berihrten.

Die Folgende Grafik zeigt die Altersverteilung in unserem Probandenkollektiv:
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Abbildung 3: Anzahl und Altersverteilung der Probanden. Altersangabe in Jahren
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3.1.2 Ablauf

Nach der Erfassung internistischer Basisdaten, wurden beide Augen der Probanden
mit dem Optomap 200Tx untersucht. Von jedem Auge wurde zuerst eine
semirealistische Farbaufnahme des Augenhintergrundes durchgefiihrt. AnschlieBend
erfolgte die Messung der Fundusautofluoreszenz mit dem Optomap 200Tx. Durch die
Weitwinkelaufnahmetechnik war keine Pupillendilatation bei den Probanden nétig,
die Untersuchung erfolgte non-mydriatisch und ohne Kontakt. Von beiden Augen der
Probanden wurden in der Regel mehrere Bildaufnahmen angefertigt, von denen die
beste ausgewahlt wurde. Wenn das OCT zur Verfligung stand, wurde zusatzlich eine
optische Koharenztomografie mit Darstellung der einzelnen Netzhautschichten
durchgefihrt. Der OCT-Scann konnte dann als zusatzliches Kriterium dienen, um
eine beginnende AMD in Zweifelsfallen mit noch gréBerer Sicherheit auszuschlieBen.
Insgesamt dauerte die Befragung und Untersuchung eines Probanden etwa 15 -20
Minuten.

3.1.3 Fragebogen

Vor jeder ophthalmoskopischen Untersuchung wurden grundlegende Daten wie
Alter, Geschlecht und kardiovaskulare Risikofaktoren erfragt. Hierflir wurden die
Studienteilnehmer nach dem Vorhandensein eines bekannten Hypertonus, der
Einnahme von blutdrucksenkenden Medikamenten, Rauchen, GrdéBe, Gewicht,
Diabetes, erhéhtem Gesamtcholesterin, einem Z.n. kardiovaskularen Ereignissen
und dem Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen unter Blutsverwandten befragt.
Aus der angegebenen GréBe und dem Gewicht wurde der BMI errechnet. Es erfolgte
keinerlei klinische internistische Untersuchung, alle Angaben wurden ausschlief3lich

anamnestisch erhoben.

3.2 Optomap Imaging

In der Augenklinik der LMU wird ein Weitwinkel-Scanning-Laser-Ophthalmoskop der
Firma Optos fur die Aufnahme des Augenhintergrundes verwendet. Bei dem Modell
handelt es sich um das Optomap 200Tx, mit welchem Farbbilder und
Autofluoreszenzaufnahmen erstellt werden kénnen. Das Optomap bildet ein gréBeres

Gebiet der peripheren Netzhaut ab als andere Gerate fir die retinale Bildgebung und
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wird haufig fir Screening-Zwecke eingesetzt®. Durch die
Weitwinkelaufnahmetechnik ist dieses Gerat besonders geeignet, um einen Vergleich

der Peripherie mit dem Zentrum des Augenhintergrundes vorzunehmen.

3.2.1 Entwicklung und allgemeine Anwendung

Wahrend mit der Untersuchung des Augenhintergrunds durch einen gewdhnlichen
Augenspiegel nur ein Bereich von etwa 30° einsehbar ist, ist durch den Einsatz
spezieller Spiegeltechniken im Optomap 200Tx ein Bereich von 200° und damit ca.

82% des Augenhintergrundes einsehbar®,

N3a

Abbildung 4: Sichtbereich in der einfachen Augenspiegelung (Aus:
http://www.optos.com/en/Professionals/General-ophthalmology/Product-description; Stand:
24.07.14)
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Abbildung 5: Sichtbereich mit dem Optomap 200Tx (Aus:

http://www.optos.com/en/Professionals/General-ophthalmology/Product-description; Stand:
24.07.14)

3.2.2 Prinzipien der Laseruntersuchung

Das Optomap 200Tx besitzt einen griinen Niedrigenergielaser der Wellenlange

532 nm und einen roten Laser der Wellenlange 633 nm. Wahrend der griine Laser

an der Grenzflache zwischen Retina und RPE reflektiert wird und somit v.a. die

sensorische Retina darstellt, dringt der rote Laser tiefer in den Augenhintergrund ein
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und wird erst an der Grenzflache zwischen Choroidea und Sklera vollstandig
reflektiert. Er ist somit geeignet um RPE und Choroidea darzustellen®. Zusammen
kann durch die Kombination des Grin- und Rot-Lasers der Augenhintergrund

semirealistisch dargestellt werden (Zwei-Laser-Wellenlangen-Untersuchung).

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Eindringtiefe des roten, griinen und blauen Lasers
in die Netzhaut (Aus: hitp://www.optos.com/en/Professionals/General-ophthalmology/Product-

description; Stand: 24.07.14)

Das Optomap 200Tx bendtigt fir die Erstellung eines Bildes weniger als 1 Sekunde,
so dass die Bilder in der Regel verwackelungsfrei entstehen. Die Aufnahmen kénnen
in Myosis erfolgen, selbst durch enge Pupillen bis zu einem Durchmesser von 2mm
hindurch. Die optische Aufldsung liegt bei 14 um®*. Das Optomap 200Tx erzeugt
hochauflésende Bilder mit 3900X3072 Pixeln/Scann und 17-21 Pixeln/Grad. Mit einer
speziellen dazugehdrigen Software (Vantage V2) kann der Benutzer tief in das Bild

hineinzoomen um auch kleine Lasionen besser zu beurteilen®®.
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Abbildung 7: Bildgebung mit dem Optomap 200Tx, semirealistische Darstellung des
Augenhintergrundes, aus eigener Aufnahme

3.2.3 Prinzipien der Autofluoreszenzmessung

Werden Lipofuszinablagerungen in der Retina durch Laserlicht angeregt, so fangen
sie an zu fluoreszieren, d.h. sie emittieren ihrerseits wiederum Licht eines
bestimmten Spektrums. Lipofuszin akkumuliert mit dem Alter in der Retina und ist
u.a. mit der Entstehung der AMD assoziiert®?” . Es konnte gezeigt werden, dass die
AF in Gebieten mit RPE-Dysfunktion erhéht ist, wahrend sie in Gebieten mit bereits
stattgefundenem Verlust der Photorezeptoren deutlich erniedrigt ist®®.

LF akkumuliert vor dem Untergang der Zellen, hat jedoch kein sichtbares Korrelat in
der gewdhnlichen Fundusaufnahme. Durch die Messung der Autofluoreszenz gibt es
hingegen die Mdéglichkeit, diese metabolischen Veranderungen der Netzhaut sichtbar
zu machen. Wahrend FAF-Veranderungen bereits fur Frihformen der AMD gezeigt
wurden, konnten sie nicht notwendigerweise in Zusammenhang mit dem Auftreten
von Drusen gebracht werden®. Dennoch kann die FAF-Bildgebung detaillierte
Informationen Uber die Verteilung von Lipofuszin im RPE liefern und erlaubt die
Dokumentation von Bereichen mit RPE-Verlust bei Patienten die von degenerativen

Netzhauterkrankungen betroffen sind *#9%°",
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Fir das Optomap 200Tx wird zur Anregung der Fundusautofluoreszenz griines
Laserlicht der Wellenlange 532 nm verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass
dieses gegenuber dem in anderen Geraten verwendeten blauen Laserlicht (488 nm)
den Vorteil hat, dass es eine hdhere Spezifitdt fir Lipofuszin besitzt und somit
weniger Interferenz durch die Kollagen-induzierte-Autofluoreszenz entsteht®. Auch
wird der grine Laser im Bereich der Makula nicht wie der blaue Laser vom
Makulapigment absorbiert, was eine bessere Darstellung von zentralen L&sionen
erméglicht und vor einer Uberbewertung schiitzt®®. Durch den Breitband-Detektor des
Optomap 200Tx wird das emittierte FAF-Signal zwischen 570 und 780 nm
gemessen, was dem AF-Spektrum von Lipofuszin entspricht®” und seine Intensitét in
unterschiedlichen Graustufen dargestellt. Niedrige Grauwerte (dunkel) entsprechen
niedrigen FAF-Intensitaten, hohe Grauwerte (hell) entsprechen hohen FAF-
Intensitaten.

Abbildung 8: Bildgebung mit dem Optomap 200Tx, Autofluoreszenzaufnahme des gleichen
Auges wie in Abb. 7

3.3 OCT-Untersuchung

Die Durchfihrung einer optischen Koharenztomographie (OCT) ist flr die
Fragestellung nicht zwingend erforderlich gewesen. Dennoch wurde versucht bei

maglichst vielen Probanden im Anschluss an die Bildgebung durch das SLO eine
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zusatzliche OCT-Untersuchung beider Augen durchzuflihren. Hierdurch sollte die
Sicherheit erhéht werden, mit der Frihstadien von bereits bestehender AMD
ausgeschlossen werden kénnen. Trotz der hohen Auslastung des OCT-Scanners im
klinischen Routine-Betrieb war es mir mdéglich bei 45% der Probanden zusatzlich
eine OCT durchzufiihren und so Netzhautpathologien sicher auszuschlieBen.

3.3.1 Entwicklung und allgemeine Anwendung

Die optische Koharenztomografie ist ein Verfahren, mit dem die einzelnen Schichten
der Netzhaut (Nervenfaserschicht — Ganglienzellschicht - innere plexiforme Schicht —
innere Kérnerschicht — &uBere plexiforme Schicht — duBere Kdrnerschicht — RPE)
nicht invasiv dargestellt werden kdnnen. Da das Verfahren schnell durchzufihren ist
und viele Informationen Uber die morphologische Beschaffenheit der Netzhaut liefert,
wird es in der Klinik haufig angewandt, z.B. wenn es um die Beurteilung einer

t°*. Die ersten in vivo OCT-Aufnahmen der Retina

fraglichen Makuladegeneration geh
wurden 1993 verdffentlicht™®®. Im OCT-Scanner kénnen zusatzlich auch
Fluoreszenz-Angiographien fir die Darstellung von Neovaskularisationen oder
vaskularen Lecks durchgefihrt werden und die AF bestimmt werden (bei dem Modell

Spectralis der Firma Heidelberg wird hierflir ein blauer Laser verwendet).

In der Augenklinik der LMU wird ein OCT-Scanner der Firma Heidelberg verwendet.

Es handelt sich um das ,Spectralis“-Modell.

3.3.2 Prinzipien der OCT

Das Grundprinzip in der OCT beruht auf der so genannten ,Niedrigkohdrenz-
Interferenzmessung®. Durch extrem stark gepulste Laser im Femtosekunden-Bereich
kann Licht mit Interferenzeigenschaften im um-Bereich erzeugt werden, wahrend
Interferenz bei normalem Licht nur auf Strecken im Bereich von Metern auftritt. Das
Messprinzip der OCT beruht darauf, dass dieses gepulste Laserlicht an Strukturen
der Retina reflektiert wird und in Interferenz mit Licht tritt, dass an einem
Referenzarm durch einen Spiegel reflektiert wurde. Die Starke der Interferenz wird im
Scanner registriert. Gebiete der Netzhaut, die viel Licht reflektieren erzeugen gréBere
Interferenz als solche, die wenig Licht reflektieren. Auf diese Weise kann eine

Schichtaufnahme der Netzhaut erstellt werden®”®. Durch die OCT wird der
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Augenhintergrund am hinteren Pol durch einen Laser im Nah-Infrarot-Bereich
abgetastet, was eine Schadigung der Retina durch das geringe Energieniveau
verhindert.*® Die Aufldsung der OCT-Bilder ist héher, als die von Ultraschallbildern,
weil es auf Licht anstelle von Schallwellen basiert, und dieses durch deutlich
niedrigere Wellenlangen gekennzeichnet ist. Mit der OCT ist gewissermafBen eine Art

der ,optischen in vivo Histologie“'®!

moglich. Mit keiner anderen nicht-invasiven
Bildgebungstechnik kdnnen derzeit héhere Aufldsungen erzielt werden'®. Die
Technik kann biologisches Gewebe aber nur bis zu einer Eindringtiefe von 1-2 mm
unter der Oberflache darstellen, da in gréBeren Tiefen das reflektierte Licht auf

seinem Weg zurlick zu stark gestreut wird, um es noch verrechnen zu kdnnen.

Das in dieser Studie benutzte Spectralis-OCT der Firma Heidelberg verwendet die so
genannte Spektral-Doménen-Technik fir die Untersuchung. Hierfir werden die
verschiedenen Wellenlangen des reflektierten Lichtes durch lichtbrechende Elemente
auf einen Detektorstreifen verteilt, wodurch die Informationen des gesamten
vorhandenen Lichtspektrums genutzt werden kdnnen. Diese Technik macht die OCT-
Aufnahme schneller.
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Abbildung 9: schematischer Aufbau des Spektral-Doménen-OCT (Aus:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Fd-oct.PNG, Stand: 07/2014)

Im Spectralis wird die optische Koharenztomographie zusatzlich mit einer
Fundusbildgebung durch ein konfokales SLO kombiniert. In einem Modus der
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»Active-Eye-Tracking“ genannt wird, tastet ein 2. Laser kontinuierlich den Fundus ab
und erfasst kleinste Augenbewegungen. Er dient als Referenz um den 2. Strahl zur
Aufnahme der Schnittbilder an der gewlnschten Stelle zu halten und
Bewegungsartefakte zu vermeiden. Diese Technik dient auch dazu in
Folgeuntersuchungen exakt die gleiche Stelle am Fundus re-examinieren zu kénnen.
Wird ein bereits bekannter Patient wieder aufgerufen, so legt das Spectralis die
Schnitte automatisch durch die gleiche Ebene, wie bei der Voruntersuchung. Der
Fundus dient dabei als ,Landkarte” fiir die Orientierung™".

Abbildung 10: Optische Kohéarenztomographie. Schnittbildgebung durch die Makula.
(Spectralis-OCT, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland). Eigene Aufnahme

Die OCT erlaubt eine detaillierte Beurteilung der retinalen Binnenstruktur am hinteren
Pol, wahrend das Weitwinkel-SLO ,Optomap 200 Tx“ den gréBten Teil des Fundus
bis weit in die Peripherie hinein darstellen kann. Derzeit wird bei Visusstérungen
unklarer Genese der kombinierte Einsatz eines SLO und der OCT empfohlen’.

3.4 Auswertung

Insgesamt haben 203 Probanden an dieser Studie teilgenommen. Urspringlich
konnten 358 Augen mit dem Optomap 200Tx untersucht werden (die Aufnahme
beider Augen war nicht immer bei allen Probanden mdéglich). Von jedem Auge
wurden Aufnahmen im Farbmodus und im AF-Modus durchgefiihrt, von denen
jeweils die beste Aufnahme gespeichert wurde. Von insgesamt 161 Augen konnten
zusatzliche OCT-Aufnahmen angefertigt werden, was einem Anteil von 45%
entspricht. Nach dem Begutachten der Bilder wurden 33 Aufnahmen wegen
schlechter Bildqualitat verworfen, so dass noch 325 Fundusbilder (jeweils in Farb-

und AF-Aufnahme) Ubrig blieben. Diese wurden eingehend auf Kennzeichen fir eine
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bestehende AMD untersucht, wie Pigmentverschiebungen und Drusen am hinteren
Pol. Fir die Einstufung wurde die semirealistische Farbaufnahme und das AF-Bild
des Optomap 200Tx verwendet und sofern vorhanden zusatzlich die OCT-
Bildgebung. Bei einfach zu beurteilenden Bildern (Aufnahmen ohne jegliche
Pathologie oder mit ausgepragter AMD) wurde die Zuordnung durch den
Doktoranden Ubernommen, bei allen schwieriger zu beurteilenden Bildern erfolgte
die Zuordnung durch Dr. med. Lukas Reznicek. Auf diese Weise konnten von den
325 Fundusaufnahmen 44 Augen mit einer Frihform der AMD diagnostiziert werden,
so dass noch 281 Fundusbilder im AF-Modus Ubrig blieben, die der Auswertung

zugefihrt werden konnten.

3.4.1 Bildanalyse

Die weiteren Schritte bestanden darin, die AF-Aufnahmen mit einem standardisierten
Grid (erhaltlich unter http://www.aaojournal.orqg) zu tberlagern. Dies wurde realisiert,

indem die Bilder in Power Point 2010 geéffnet wurden und dann das Grid dartber
gelegt wurde. Danach wurde das auf diese Weise neu entstandene Bild mit dem Grid
als unkomprimierte Tiff-Datei gespeichert. Das Grid wurde dabei so Uber der
Fundusaufnahme ausgerichtet, dass die Makula im Zentrum des Grids zum Liegen
kam, wahrend die Sehnervenpapille bei einem linken Auge in den Feldern 14 oder 15
zum Liegen kam und bei einem rechten Auge in den Feldern 10 oder 11. Vor dieser
Studie haben bereits andere wissenschaftliche Autoren auf dieses Grid zur
standardisierten Auswertung von Fundusbildern zuriickgegriffen. So z.B. Reznicek et
al in seinem 2012 erschienen Paper°.
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Abbildung 11: Autofluoreszenz-Bildgebung am Augenhintergrund, Unterteilung in Felder durch
ein Gitternetz (Grid), gleiches Auge wie in Abb. 7 und 8

Die so entstandenen Bilder wurden mit ImageJ ausgewertet. Imaged ist ein
Bildbearbeitungsprogramm mit dem digitale Aufnahmen analysiert und editiert
werden kénnen (erhéltlich auf der Internetseite der ,National Institutes of Health*
unter http:/imagej.nih.gov/ij/). Imaged findet regelmaBig Anwendung bei

wissenschaftlichen Bildanalysen. Mit dem Programm kdénnen quantitative Angaben
Uber die Intensitat der Pixelwerte eines ausgewéhlten Bereichs gemacht werden. Die
Intensitédt kann dabei einen Wert von 0 (max. dunkel, schwarz) bis 255 (max.
Helligkeit, weil3) annehmen. Wie in Kapitel 3.2.3 dargestellt wurde, werden Felder mit
einer erhdéhten AF-Intensitdt durch das Optomap 200Tx entsprechend heller
dargestellt, wahrend Gebiete mit erniedrigter AF-Intensitdt entsprechend dunkler
dargestellt werden. Daher kann Imaged fir die relative Quantifizierung der FAF
anhand der Graustufen im Bild genutzt werden. Die jeweiligen Grauwerte wurden in
den 4 zentralsten Feldern im Grid (ohne Nummerierung) und in den peripheren
Feldern 47; 46; 42 und 43 mit bestimmt. Dabei wurden folgende quantitative Werte
fir die Helligkeit der Graustufen in jedem Feld erhoben: vermessene Flache,
Mittelwert der Helligkeit, Standardabweichung, Modus, Minimum, Maximum,
Intensitatsdichte und Median.
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Diese 8 Messwerte wurden in allen 8 ausgewerteten Feldern erhoben und fir jede
Fundusaufnahme in einer Exceltabelle gespeichert. Bei den Messungen ist darauf
geachtet worden, keine BlutgefaBe oder Pigmentstérungen von Imaged
auszumessen, sondern nur homogene Flachen in den jeweiligen Feldern des Grid zu
analysieren. Um einen denkbaren Linseneffekt auf die Detektion der AF abschatzen
zu kénnen erfolgte zudem die Auswertung der Papille mittels Image-dJ. Hierflr wurde
der gefaB3freie, temporale Bereich der Papille erfasst und der Auswertung zugefuhrt.

In einem weiteren Schritt wurde die mittlere AF eines einzigen groBBen ellipsoiden
Gebietes am Fundus bestimmt (im Folgenden ,Gesamtfeld” genannt). Das Gebiet
reichte in der Horizontalen von Feld 71/70 bis 66/67 und in der Vertikalen von Feld
24/17 bis 21/20.

Abbildung 12: Augenhintergrund, Autofluoreszenzaufnahme, Ausmessung eines groBen

ellipsoiden Feldes (Gesamtfeld)
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3.4.2 Auswertung Fragebogen

Aus der Befragung der Probanden konnten die folgende Basisinformationen
gewonnen werden: Alter, Geschlecht, Hypertonus, blutdrucksenkende Medikamente,
Rauchen, BMI, Diabetes, erhéhtes Gesamtcholesterin, Z.n. kardiovaskularen
Ereignissen und Verwandte mit Z.n. Myokardinfarkt oder Apoplex. Diese Daten
wurden fUr jeden Probanden in die Excel-Tabelle mit den Bildanalysewerten der FAF-
Messungen eingetragen. Wurde eine Frage verneint, so erfolgte der Eintrag ,0%
wurde sie bejaht, so erfolgte der Eintrag ,1“. Der BMI hingegen wurde aus der
angegebenen GréBe und dem Gewicht errechnet. Hierflr gilt die Formel:

BMI = Kérpergewicht [kg] : (GréBe[m])?

3.4.3 Statistische Auswertung

Fir die statistische Analyse der Rohdaten wurde das Programm SPSS 20.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) verwendet. Verglichen wurden die AF-Mittelwerte der
zentralen und peripheren Felder miteinander. Die AF-Werte wurden weiterhin in
Abhangigkeit von Alter und kardiovaskularen Risikofaktoren graphisch dargestellt
und einer Regressionsanalyse unterzogen. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als
statistisch signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1 Verteilung der AF am Fundus

4.1.1 Auswertung der Sektoren 1-8

Bei den Fundusaufnahmen wurden durch Verwendung des Grids jeweils 4 periphere
und 4 zentrale Sektoren ausgemessen. Sowohl von den 4 peripheren, als auch von
den 4 zentralen Sektoren waren jeweils 2 nasal gelegen und 2 temporal gelegen.
Somit kbnnen auch 4 nasale und 4 temporale Sektoren voneinander unterschieden
werden. Die Grenzlinie fir die Unterscheidung in einen nasalen und einen
temporalen Bereich wurde dabei durch die Mitte der Fovea zentralis gezogen (vgl.
Abbildung 11, Seite 25). Fir die graphische Auswertung wurden die Mittelwerte der
Graustufen in den Feldern als Korrelat der mittleren FAF in diesem Bereich
verwendet. Durch die Anwendung der Studienkriterien blieben von urspriinglich 358
Fundusbildern noch 281 Bilder von altersentsprechenden Normalprobanden Gbrig,
die dann ausgewertet werden konnten. Die durchschnittlichen Helligkeitsintensitaten
aus den Ergebnissen aller Probanden kann der Leser aus Tabelle 4 entnehmen:

. mittlere Standard-
Bereich Sektor Intensitat Abweichung
peripher, temporal, superior 1 136,4 26,1
peripher, temporal, inferior 2 139,8 20,3
peripher, nasal, superior 3 137,8 21,0
peripher, nasal, inferior 4 140,8 17,6
zentral, temporal, superior 5 161,3 16,6
zentral, temporal, inferior 6 161,3 21,3
zentral, nasal, superior 7 159,6 16,7
zentral, nasal, inferior 8 159,4 23,1
zentral 5-8 160,4 16,2
peripher 1-4 138,8 12,0
gemittelt 1-8 149,7 11,3

Tabelle 4: Mittlere Autofluoreszenzintensitat am Augenhintergrund in verschiedenen Bereichen
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Die Auswertung der Sektoren erfolgte in folgenden Feldern des Grid, je nachdem, ob
es sich um ein rechtes oder um ein linkes Auge gehandelt hat (vgl. Abbildung 11,
Seite 25):

Feld, rechtes Auge Sektor Feld, linkes Auge

47 1 42

46 2 43

42 3 47

43 4 46
zentral, temporal, superior 5 zentral, temporal, superior
zentral, temporal, inferior 6 zentral, temporal, inferior
zentral, nasal, superior 7 zentral, nasal, superior
zentral, nasal, inferior 8 zentral, nasal, inferior

Tabelle 5: Zuordnung der Sektoren zu den Feldern im Gitternetz (Grid), aufgetrennt nach
rechtem und linkem Auge

Die Sektoren 5-8 liegen zentral Uber der Makula lutea. Fir diese 4 Felder gibt es im
Grid keine Nummerierung. Sie wurden jedoch stets in der Reihenfolge
temporal/superior > temporal/inferior > nasal/superior > nasal/inferior ausgewertet.

Der Mittelwert aller 8 Sektoren (1-8) zusammen betragt im Probandenkollektiv 150
bei einer Standardabweichung (SD) von + 11.

Die zentralen Felder (5-8) zeigen eine mittlere FAF-Intensitat von 160 £ 16 mit einem
Intensitatsmaximum bei 195 und einem Minimum von 98. Die peripheren Felder (1-4)
zeigen eine mittlere FAF-Intensitat von 139 + 12 mit einem Maximalwert von 180 und
einem Minimalwert von 95.

Die folgende Graphik stellt den Vergleich zwischen der AF der zentralen und

peripheren Fundusabschnitte dar:
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Abbildung 13: Box-Plot-Darstellung, Vergleich zwischen zentraler und peripherer
Fundusautofluoreszenz (FAF)

Somit liegt die FAF-Intensitat der peripheren Felder durchschnittlich unter derjenigen

der zentralen Sektoren.

Die nasalen Felder (aus den Sektoren 3; 4; 7; 8) besitzen einen Mittelwert von 150
und eine SD = 14. Der Maximalwert in diesem Bereich betragt 189 bei einem
Minimalwert von 104. Die temporalen Felder (aus den Sektoren 1; 2; 5; 6) streuen
ebenfalls um einen Mittelwert von 150 bei einer SD von * 16, einem Maximalwert von

193 und einem Minimalwert von 105.

Die folgende Graphik stellt die AF der nasalen und temporalen Fundusabschnitte im
Vergleich miteinander dar:
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Abbildung 14: Boxplot-Darstellung, Vergleich  zwischen nasaler und temporaler
Fundusautofluoreszenz (FAF)

Die FAF-Intensitaten der nasalen und temporalen Felder unterscheiden sich nicht

signifikant voneinander.

4.1.2 Auswertung des Gesamtfeldes und der Papille

Fir die AF des ellipsoiden Gesamtfeldes der Probanden ergab sich ein Mittelwert
von 152 bei einer SD von +7. Der Maximalwert lag bei 169 und der Minimalwert bei
125. Die gemittelte FAF in dem Gesamtbereich streut demnach nicht so stark, wie
bei der Vermessung der einzelnen Sektoren 1-8. Die Werte liegen hier néher

beieinander.

Die Messung des gefaBfreien Bereichs der Papille ergab einen Mittelwert von 114 bei
einer Standardabweichung von 18,5. Der Maximalwert liegt hier bei 180 und der
Minimalwert bei 73. Die Autofluoreszenz der Papille ist demnach gréBeren

Schwankungen unterworfen.
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4.2 Korrelation der Autofluoreszenz mit dem Alter

Lineare und quadratische Korrelation zwischen AF und Alter

Es wurden vorwiegend altere Personen in diese Studie aufgenommen. Die Mehrheit
der Studienteilnehmer befand sich in der 6. und 7. Lebensdekade, der alteste
Proband, der in die Studie eingeschlossen wurde, war 87 Jahre alt (vgl. Abbildung 3,
Seite 15).

Die Auswertung zwischen FAF und Alter wurde fir die periphere FAF aus den
Sektoren 1-4, fir die zentrale FAF aus den Sektoren 5-8 und fir die gemittelte FAF
aus den Sektoren 1-8 bestimmt. AuBerdem wurde ein ellipsoides Gesamtfeld in den
Grenzen von Abbildung 12 (Seite 26) vermessen. Auf diesen 4 Gebieten liegt der
Schwerpunkt dieser Analyse, um das Verhalten der Autofluoreszenz von
Netzhautperipherie und Netzhautzentrum zu erforschen. Die folgenden Grafiken
zeigen jeweils eine lineare und eine quadratische Regression fir jeden der 4
Bereiche:

Gemittelte Fundusautofluoreszenz

Die lineare Korrelation der gemittelten FAF (= Mittelwert der Sektoren 1-8) mit dem
Alter zeigt Abbildung 15. Der Korrelationskoeffizient (r) wurde nach Pearson

bestimmt:
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Abbildung 15: gemittelte Fundusautofluoreszenz (FAF), lineare Korrelation mit dem Alter;
r =-0,29; p-Wert < 0,01 (hochsignifikant)

Durch die Punktwolke Iasst sich auch eine quadratische Funktion legen, die genauso
gut mit der gemittelten FAF korreliert:
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Abbildung 16: gemittelte Fundusautofluoreszenz (FAF), quadratische Korrelation mit dem
Alter; r = -0,29; p-Wert < 0,01 (hochsignifikant)

Zentrale Fundusautofluoreszenz

Die Korrelation der AF mit dem Alter fUr die zentralen Areale am hinteren Pol wird in
Abbildung 17 und 18 dargestellt:

34



200

1757

1307

Zentrale FAF

1257

1004

R? Linear = 0,124

T I T I T 1
40 a0 &0 7o g0 a0

Alter in Jahren

Abbildung 17: zentrale Fundusautofluoreszenz (FAF), lineare Korrelation mit dem Alter; r = -
0,35; p-Wert < 0,01 (hochsignifikant)

Die quadratische Funktion korreliert mit den zentralen FAF-Werten mit R2= 0,13
sogar noch etwas stérker. Sie wird im Folgenden gezeigt:
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Abbildung 18: zentrale Fundusautofluoreszenz (FAF), quadratische Korrelation mit dem Alter;
r = 0,36; p-Wert < 0,01 (hochsignifikant)

Periphere Fundusautofluoreszenz

Die peripheren Netzhautabschnitte lassen sich wie folgt darstellen:
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Abbildung 19: periphere Fundusautofluoreszenz (FAF), lineare Korrelation mit dem Alter;
r =-0,09; p-Wert = 0,125 (nicht signifikant)

Die lineare Funktion korreliert auf dem 5%-Niveau nicht signifikant mit den
Punktwerten, hier lasst sich nur ein Trend fir die Abnahme der FAF mit dem Alter
darstellen. Dafir korreliert die in Abbildung 20 dargestellte quadratische Funktion
hochsignifikant mit der AF Uber der Netzhautperipherie:
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Abbildung 20: periphere Fundusautofluoreszenz (FAF), quadratische Korrelation mit dem Alter;
r =-0,19; p-Wert < 0,01 (hochsignifikant)

Die Anndherung durch eine quadratische Kurve korreliert starker mit den Werten der
peripheren FAF als die Anndherung durch eine Gerade, die Anpassungsgtte liegt
hier bei R? = 0,035. Der Scheitelpunkt der Parabel liegt bei 66 Jahren.

Das ellipsoide Gesamtfeld

Die Korrelation zwischen FAF und Alter fir das Gesamtfeld zeigt Abbildung 21 und
22:
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Abbildung 21: Fundusautofluoreszenz (FAF) des Gesamtfeldes, lineare Korrelation mit dem
Alter, r= -0,14; p-Wert = 0,022 (signifikant)

Flr die quadratische Anndherung qilt hier:
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Abbildung 22: Fundusautofluoreszenz (FAF) des Gesamtfeldes, quadratische Korrelation mit
dem Alter, r=-0,18; p-Wert = 0,016 (signifikant)

Somit korreliert die Parabel im Gesamtfeld ebenso starker mit den Ergebnissen als
die Gerade. Es ist ein Anstieg der FAF bis 66 Jahre zu verzeichnen und ein
anschlieBender Abfall der FAF.

Generell ergeben sich in dieser Studie fir alle Darstellungen eine negative lineare
oder eine negative quadratische Funktion. Einzige Ausnahme ist die zentrale FAF,
die sich durch eine positive quadratische Funktion in diesem Altersbereich
beschreiben lasst. Die zentrale FAF korreliert in dieser Studie starker mit dem Alter,
als die periphere FAF. Letztere korreliert wenn sie als quadratische Funktion
beschrieben wird starker mit dem Alter, als wenn sie als lineare Funktion beschrieben
wird (vgl. Abbildung 19, Abbildung 20 auf Seite 37/38).
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Vergleich der FAF fiir die Gruppe unter und uber 66 Jahren

Die Abbildung 15 — Abbildung 22 zeigen die Korrelation der FAF Uber das gesamte
Altersspektrum der Studienteilnehmer. Wie man anhand der quadratischen Funktion

in Abbildung 20 und Abbildung 22 sehen kann, liegt fir die Peripherie jedoch der

Trend nahe, dass die FAF zuerst mit dem Alter ansteigt und anschlieBend wieder

abfallt. In seiner Arbeit aus dem Jahr 2001 beschreibt auch Delori et al einen linearen

Anstieg der FAF bis etwa 70 Jahren mit einem anschlieBenden Absinken der

Fundusautofluoreszenz®. In dieser Studie liegt der Scheitelpunkt der Parabeln bei 66

Jahren. Dies hat mich veranlasst, die Fundusautofluoreszenz der verschiedenen

Netzhautabschnitte noch einmal getrennt flir den Altersbereich unter 66 Jahre und ab

66 Jahre zu untersuchen:

Die gemittelte Autofluoreszenz (Mittelwerte der Sektoren 1-8)
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b) gemittelte Fundusautofluoreszenz

Gruppe > 65 Jahren; r = -0,15; p = 0,046

Es gibt einen Trend unter 66 Jahren fur eine schwach negative Korrelation zwischen

FAF und Alter und eine signifikante und etwas starker ausgepragte negative

Korrelation im Alter Uber 65 Jahre.
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Die zentrale Autofluoreszenz
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Abbildung 24: a) zentrale Fundusautofluoreszenz

Gruppe < 66 Jahren; r =-0,24; p = 0,014
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b) zentrale Fundusautofluoreszenz

Gruppe > 65 Jahren; r=-0,1; p = 0,217

Die FAF in den zentralen Feldern korreliert signifikant negativ mit dem Alter in der
Gruppe unter 66 Jahren. Fir die Uber 66-Jahrigen zeigt sich hierflr nur ein Trend.

Der negative Zusammenhang ist in der Gruppe unter 66 Jahren starker ausgepragt,

als in der Gruppe Uber 66 Jahren.

Die periphere Autofluoreszenz
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42

180

180

140

1207

1004

a0

(=]
o@m o
[s7e o]
@TO@e O
o O 0
@™o @O
(e el
o
o

o
(o)

o O 0
o @O
[+]

(o]

o

W0 00 0 O
[+]
o

a0 | o
[oXoReNo]
(33 s To's]

[+] Juslu: ]
O 00 @O @ O
0 00O
o |@
oo [e]
ogo (e )
o
o 0o 0o O
[+}
o]

[s]
oCc O
oo Co
o
(o]

0 O O Om
o
o
o]

@

[+]

[¢]

R? Linear = 0,037

T T T
73

T
80 B3 a0

Alter in Jahren
b) periphere Fundusautofluoreszenz

Gruppe > 65 Jahren; r =-0,19; p = 0,012



In den peripheren Netzhautabschnitten ist ein Trend fir einen Anstieg der FAF bis 65

Jahren und darUber hinaus ein signifikantes Absinken der FAF zu verzeichnen.

Die Autofluoreszenz des Gesamtfeldes
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Abbildung 26: a) Fundusautofluoreszenz Gesamtfeld b) Fundusautofluoreszenz Gesamtfeld

Gruppe < 66 Jahren; r = +0,1; p = 0,348 Gruppe > 65 Jahren; r =-0,13; p = 0,104

Far die AF des ellipsenférmigen Gesamtfeldes zeigt sich ebenfalls ein positiver Trend

in der Gruppe der unter 66-Jéhrigen und ein negativer Trend bei den Uber 65-
Jahrigen.

Die Differenz aus zentraler und peripherer FAF und Korrelation der
Papille

Die folgende Grafik zeigt die errechnete Differenz der FAF zwischen den zentralen
und peripheren Fundusabschnitten. Dies kann wiedergeben, wie sich

Netzhautzentrum und Peripherie im Laufe des Alterwerdens zueinander verhalten.
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Abbildung 27: Differenz der Fundusautofluoreszenz (FAF) aus Netzhautzentrum und
Peripherie, r=-0,26; p-Wert < 0,01 (hochsignifikant)

Auch die Differenz zwischen Zentrum und Periphere korreliert mit dem Alter negativ.
Unterschiede werden mit dem Alter tendenziell kleiner. Bei einigen wenigen
Probanden liegt die periphere FAF sogar Uber der zentralen FAF, was sich in einem
Wert unterhalb der 0 duBert.

Um einen mdglichen Einfluss der Linse auf die Detektion der Fundusautofluoreszenz
abschatzen zu kdénnen, wurde zusatzlich der gefadBfreie temporale Bereich der

Sehnervenpapille ausgemessen. Das Ergebnis zeigt Abbildung 28:
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Abbildung 28: Fundusautofluoreszenz (FAF) der Papille, Korrelation mit dem Alter; r= 0,19;
p-Wert = 0,013 (signifikant)

Hier zeigt sich eine positive Korrelation mit dem Alter. Dieses Ergebnis kénnen mit
den Altersveréanderungen Uber der Netzhaut verglichen werden.

4.3 Die Korrelation der FAF mit kardiovaskularen Risikofaktoren

Ich habe die Probanden nach dem Vorhandensein der Merkmale Bluthochdruck,
Rauchen, Blutdruckmedikation, GréBe, Gewicht, Diabetes, erhdhte Blutfette und
kardiovaskularer Ereignisse bei lhnen oder bei ihren Blutsverwandten befragt. Aus
der GréBe und dem Gewicht wurde anschlieBend der BMI berechnet und zwar nach
der Formel ,BMI = Gewicht [kg] : (GréBe [m])®“.

Durch statistische Analyse der Rohdaten mit SPSS wurden alle diese 10 Merkmale
dahingehend untersucht, ob sie mit den FAF-Werten der Sektoren 1-8 im Grid
korrelieren und wie sie sich auf die Autofluoreszenz in Netzhautzentrum und

Peripherie auswirken.
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Ab einem p-Wert < 0,05 wurde die Korrelation als statistisch signifikant betrachtet, ab
einem p-Wert < 0,01 als hochsignifikant.
Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die hier gefundenen Zusammenhange.

Dabei bedeutet n.s. = nicht signifikant fur p-Werte > 0,05.

Risikofaktor Korrelation mit FAF

zentral peripher gemittelt
Bluthochdruck n.s. n.s. n.s.
Rauchen n.s. n.s. n.s.
Blutdruckmedikation n.s. n.s. n.s.
GréBe n.s. n.s. n.s.
Gewicht p < 0,01 n.s. n.s.
BMI p < 0,01 n.s. n.s.
Diabetes n.s. p < 0,05 n.s.
erhdhte Blutfette n.s. n.s. n.s.
kardiovaskulares Ereignis (CVE) p < 0,01 n.s. p < 0,01
Verwandter mit CVE n.s. n.s. n.s.

Tabelle 6: Signifikante Korrelationen zwischen kardiovaskuldren Risikofaktoren und der

Fundusautofluoreszenz (FAF), Ubersicht mit Angabe der p-Werte, n.s. = nicht signifikant

Flr diese Studie ergibt sich somit eine hochsignifikante Korrelation der Merkmale
,<aewicht’, ,BMI“ und ,CVE" mit der Autofluoreszenz Uber dem zentralen Fundus.
Das Merkmal Diabetes korreliert als einziges mit der FAF der Peripherie (r = 0,15)
und das Merkmal ,CVE" korreliert als einziges zusatzlich mit den gemittelten FAF-
Werten aus Peripherie und Zentrum (r = - 0,176). Der Korrelationskoeffizient wird
dabei immer nach Pearson von mir angegeben. Die anderen erfassten Merkmale

korrelieren auf dem 5%-Niveau nicht signifikant mit der FAF der Probanden.

Die folgenden 2 Tabellen zeigen den Korrelationskoeffizienten (r) fir die Merkmale

,BMI“ und ,CVE" aufgeschlisselt firr die einzelnen zentralen Sektoren:
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BMI:FAF-

zentral gesamt

. Sektor 5 Sektor 6 Sektor 7 Sektor 8
Intensitat
r -0,168 <0,01 | -0,268 <0,01 | -0,146 -0,143 -0,217
p-Wert <0,05 <0,05 <0,01
Tabelle 7: Korrelation aus der Fundusautofluoreszenz (FAF) der zentralen Sektoren (5-8)

und dem Body-Mass-Index (BMI)

CVE:FAF- zentral
. Sektor 5 Sektor 6 Sektor 7 | Sektor 8
Intensitat gesamt
r -0,127 -0,218 nicht -0,134 -0,168
p-Wert <0,05 <0,01 signifikant | <0,05 <0,01
Tabelle 8: Korrelation aus der Fundusautofluoreszenz (FAF) der zentralen Sektoren (5-8)

und dem Merkmal ‘kardiovaskulare Vorerkrankung‘ (CVE)

Beide Merkmale wirken sich bei Auspradgung demnach negativ auf die zentrale

Autofluoreszenz aus.

Fir das Merkmal ,Gewicht” soll auf eine detaillierte Einzeldarstellung verzichtet

werden, da es bereits in die Berechnung des BMI’s einflief3t.
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5. Diskussion

Im Folgenden mdchte ich die Ergebnisse dieser Studie diskutieren, wobei
insbesondere auf den Aspekt der Korrelation der FAF mit dem Alter eingegangen
werden soll. Zunachst méchte ich jedoch, analog zu der Reihenfolge der Ergebnisse,
mit dem Verteilungsmuster der FAF am Augenhintergrund beginnen:

Verteilung der Autofluoreszenz-Intensitat am Fundus

Die zentralen Felder Uber der Makula lutea weisen im Mittel deutlich starkere
Autofluoreszenzintensitaten auf, als die peripheren Felder. So lag die mittlere
zentrale FAF-Intensitat bei 160 und somit um 21 Helligkeitsstufen héher, als in den
peripheren Sektoren, wo sie im Mittel bei 139 lag (siehe Abbildung 13, Seite 30).
Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer wissenschaftlicher Autoren, wie
Frangois C Delori*?, Reznicek et al® und Glenn L. Wing'®.

Der Grund fir dieses Verteilungsmuster der FAF-Intensitaten erschlieBt sich, wenn
man davon ausgeht, dass die Autofluoreszenz Alterungsprozesse der Retina durch
Lipofuszineinlagerungen widerspiegelt. Wie F. Schitt in seiner Arbeit zeigen konnte,
werden diese Alterungsprozesse wiederum durch die metabolische Aktivitat der
Retina beeinflusst®®. Da die Photorezeptoren durch ihre kontinuierliche POS-
AbstoBung eine Hauptquelle fir oxidativen Stress und die Entstehung von LF im
RPE darstellen?®, kann davon ausgegangen werden, dass das RPE in Gebieten mit
erhéhter Photorezeptordichte auch eine erhdhte Autofluoreszenz zeigt. Die Makula

3 und somit

lutea enthalt in ihrem Bereich die grdBte Dichte an Photorezeptoren'®
entsteht hier auch die gréBte Belastung fiir das RPE. Diese Uberladung des RPE mit
Lipofuszin wird heute als Grund daflir angesehen, dass sich hier héhere AF-Werte
finden und alterungsbedingte degenerative Veranderungen der Netzhaut sich haufig
zuerst im Bereich der Makula manifestieren'®. Die hier vorhandene hohe Dichte und
metabolische Aktivitdt der Photorezeptoren kann die héheren AF-Werte in den

zentralen Bereichen am hinteren Pol erklaren.

Im direkten Vergleich der nasalen Sektoren mit den temporalen Gebieten konnte
hingegen kein Unterschied der mittleren FAF-Werte bei den Probanden festgestellt
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werden (vgl. Abbildung 14, Seite 31). Daraus kann man schlieBen, dass sich die
Verteilung der Photorezeptoren auf beiden Seiten gleicht und der oxidative Stress fir
das RPE sich nasal und temporal dhnelt. Die Daten liefern keinen Hinweis darauf,
dass eine der beiden Seiten besonders geschltzt oder besonders gefahrdet fir

Alterungsprozesse sein konnte.

Eine mdgliche Einschrankung fur diesen Interpretationsansatz ist, dass es nicht
moglich ist andere Fluorophore mit &hnlichen AF-Eigenschaften wie Lipofuszin
auszuschlieBen. Melanofuszin kann z.B. in FAF-Bildern nur schwierig von Lipofuszin
zu unterscheiden sein. Allerdings wird das Melanofuszin ebenso durch Uberladung
der Zellen mit Lipofuszin gebildet und spiegelt damit auch den oxidativen Stress

innerhalb des RPE wieder®>°*.

Korrelation der Autofluoreszenz mit dem Alter

Das Hauptziel bei der Durchfihrung dieser Studie ist es gewesen, die Entwicklung
der FAF in héherem Alter bei Menschen ohne AMD darzustellen. Durch die
Einfihrung des Optomap 200Tx gibt es seit dem Jahr 2010 die Mdglichkeit weite
Gebiete der Netzhautperipherie bis tber den Aquator hinaus in einem Bild zu
erfassen. Da es Hinweise dafiir gibt, dass ein pathologischer Anstieg der FAF Ulber
zentralen Netzhautgebieten der Entwicklung einer AMD vorangehen kann’, sollte hier
untersucht werden, wie sich periphere und zentrale FAF zueinander verhalten. So
ware es in Zukunft denkbar, flr die Einschatzung des Risikoprofils eines Patienten
nicht nur die zentrale FAF, sondern auch die periphere FAF in Betracht zu ziehen.
Dies kdnnte die Aussagekraft der Autofluoreszenzmessung allgemein erhéhen, da
sich einzelne Gebiete nicht selten durch Pigmentverschiebungen oder

Linsentribungen der Auswertung entziehen.

Durch die Friherkennung von Patienten mit einem erhdéhten Risiko fir die
Entwicklung einer AMD kdnnten Therapieverfahren, wie der Einsatz von VEGF-
Hemmern, noch zeitiger eingesetzt werden und Komplikationen der feuchten AMD
noch haufiger verhindert werden. Auch durch die Entwicklung neuer Therapieansatze
wird die FrOherkennung in Zukunft voraussichtlich immer mehr an Bedeutung

gewinnen. Wie im Grundlagenteil dieser Arbeit dargestellt ist, lassen sich durch die
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Erfassung der FAF Alterungsprozesse der Retina darstellen, die sonst kein
morphologisches Korrelat in der gewdhnlichen Augenspiegelung finden.

In dieser Querschnittstudie, befand sich die Mehrheit der Probanden in einem
hdheren Alter zwischen 60 — 80 Jahren (siehe Abbildung 3, Seite 15). Hier fand sich
eine durchgehend negative lineare Korrelationen der FAF-Intensitat mit dem weiteren
Ansteigen des Alters. So korreliert die gemittelte Autofluoreszenz aus peripheren und
zentralen Feldern (,FAF gemittelt) um r = -0,29 mit dem Altersanstieg. Die FAF der
zentralen Felder (5-8), im Bereich der Makula, korreliert starker mit r = - 0,35 und die
der peripheren Sektoren (1-4) korreliert schwacher, jedoch ebenfalls negativ mit r = -
0,09 mit dem Alter (siehe Abbildung 15, Abbildung 17, Abbildung 19 / Seite 33, 35,
37). Da in letzterem Fall der p-Wert > 0,05 liegt, kann flr die Peripherie allerdings nur
von einem Trend gesprochen werden. Dieses Ergebnis scheint den Ergebnissen
anderer Studiengruppen auf den ersten Blick zu widersprechen, die eine positive
lineare Korrelation der FAF mit dem Alter ermitteln konnten>**. Die Ergebnisse dieser
Studie legen hingegen eher ein Absinken der Autofluoreszenz mit dem Alter nahe,

und zwar starker ausgepragt zentral als peripher.

Far die Interpretation dieses Sachverhaltes mdchte ich auf die Ergebnisse aus der
Arbeit von Delori et al und Del Priore et al zuriickgreifen. Wahrend Del Priore eine
Zunahme der Apoptoserate des RPE mit dem Alter feststellt, verzeichnet Delori in
seiner Studie erst einen Anstieg der FAF bis zum 70. Lebensjahr und dann wiederum
einen Abfall der FAF ab dem 70. Lebensjahr’>”®. Wie im Grundlagenteil dieser Arbeit
dargestellt ist, spiegeln sich vermehrte LF-Einlagerungen als Ausdruck des Alterns
zunachst in einem Anstieg der FAF wieder. Als Folge dieses Prozesses steigt mit
den Jahren jedoch die Belastung des RPE durch ROS und andere toxische
Produkte, so dass das Pigmentepithel zunehmend Schaden an seinen Membranen
und an seiner DNS erleidet. Kann die Reparaturfunktion in den postmitotischen
Zellen nicht mehr aufrechterhalten werden, so gehen diese in Apoptose Uber. Das
Pigmentepithel atrophiert. In der Augenspiegelung zeigen sich diese Bereiche der

geografischen Atrophie (GA) wiederum als Zonen mit erniedrigter Autofluoreszen®.

Waéhrend in vorhergehenden Untersuchungen, die eine positive lineare Korrelation
zwischen FAF und Alter feststellten, schwerpunktmaBig die FAF jiungerer Menschen

untersucht wurde (z.B. in einem Altersspektrum ab 20 Jahren), lag der Altersbereich
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in dieser Studie schwerpunktmaBig bei alteren Probanden zwischen 60 — 80 Jahren.
Dies kann méglicherweise die negative lineare Korrelation in dieser Studie erklaren.

FOr einen natlrlichen Prozess bei dem es zuerst zu einem Anstieg der FAF mit
einem Scheitel in héherem Alter und einem anschlieBenden Absinken der FAF
kommt, wére flr die Beschreibung eine quadratische Funktion denkbar. Tatsachlich
korreliert die quadratische Parabel flr die gemittelte, zentrale und periphere FAF und
das Gesamtfeld gleich gut oder starker mit den Punktiwerten als die lineare
Darstellung (vgl. Abbildung 15 — Abbildung 22, Seite 33 — 40). Fir die Peripherie
korreliert die quadratische Funktion sogar hochsignifikant mit den Punktwerten,
wahrend die lineare Funktion hier als nicht signifikant eingestuft wird. Da der Scheitel
der Parabel in dieser Studie bei 66 Jahren liegt, ist es mdglich, die Probanden in 2
Gruppen einzuteilen, und noch einmal die lineare Korrelation der FAF fir die
Altersgruppe unter 66 Jahren und fir die Altersgruppe Uber 65 Jahren getrennt zu
untersuchen (vgl. Abbildung 23 — Abbildung 26, Seite 41 — 43). Hierbei lasst sich
feststellen, dass die Autofluoreszenz in beiden Gruppen unterschiedlich mit dem
Alter korreliert ist. Je nach untersuchtem Netzhautabschnitt, kommt man nach den
hier gewonnen Daten zu folgenden Ergebnissen:

Fir die Peripherie und das ellipsenférmige Gesamtfeld ergeben sich ein positiver
Trend bei den unter 66 Jahrigen und ein negativer Trend bei den Probanden ab 66
Jahren und dariber (vgl. Abbildung 25 und Abbildung 26, Seite 42 und 43). Der
Anstieg und der Abfall der FAF sind nicht sehr steil ausgepragt, dennoch erscheint es
plausibel, dass dieses Verhalten durch die RPE-Atrophie im hdéheren Lebensalter

zum Tragen kommen kann.

Bei der Auswertung der gemittelten FAF hingegen liegt die Korrelation unter 66
Jahren bei r = -0,1 und ab 66 Jahren bei r=-0,15 (vgl. Abbildung 23, Seite 41). Hier
liegt also bereits unter 66 Jahren ein negativer Trend vor, wobei man einschrankend
hinzuflgen muss, dass das Altersspektrum hier (abgesehen von einem Probanden)
erst ab dber 50 Jahren beginnt. Immerhin ist die negative Korrelation im
Altersbereich ab 66 Jahren starker ausgepragt als unter 66 Jahren.
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Die FAF der zentralen Felder hingegen korreliert unter 66 Jahren sogar starker
negativ, als im Bereich Uber 65 Jahren (vgl. Abbildung 24, Seite 42). Dieser Trend
verhalt sich hier demnach anders, als in der Peripherie und im Gesamtfeld. Eine
maogliche Interpretation dieses Ergebnisses ware, dass Altersprozesse der zentralen
Gebiete (entsprechend der Makula lutea) frilher einsetzen als in der Peripherie.
Somit kann man einen starkeren FAF-Anstieg in jingeren Jahren erwarten, wahrend
aber auch die RPE-Atrophie und damit das Absinken der mittleren FAF hier friher
einsetzen sollte als in den peripheren Gebieten der Netzhaut. In der Altersgruppe der
50 — 66 Jahrigen kbénnte es moglich sein, dass die periphere FAF durch
Lipofuszineinlagerungen noch ansteigt, wahrend in zentralen Fundusgebieten bereits
Abbau- und Apoptoseprozesse Uberwiegen und die FAF hier bereits wieder am
Sinken ist. Interessanterweise nimmt die Steilheit der negativen Korrelation fir die
zentrale FAF in der Gruppe Uber 66 Jahren wieder ab, wahrend die Korrelation fiir
die Peripherie hier erstmalig beginnt negativ zu werden. Dies kdnnte eine gewisse
zeitliche Verschiebung der gleichen Prozesse zwischen Netzhautperipherie und

Netzhautzentrum anzeigen.

Um das Verhaltnis der zentralen zur peripheren Autofluoreszenz wiederzugeben ist
die Abbildung 27 auf Seite 44 erstellt worden. Hier ist die Differenz zwischen
zentralen und peripheren Autofluoreszenzwerten in Korrelation mit dem Alter
graphisch dargestellt. Aus diesem Diagramm geht hervor, dass die Differenz
zwischen zentraler und peripherer FAF mit hdherem Alter immer geringer wird. D.h.
die Unterschiede zwischen der AF im Zentrum und in der Peripherie werden im
hoheren Alter immer kleiner. Auch diese Beobachtung kénnte mit einem
,vorauseilen des Anstiegs und Abfalls der zentralen FAF im Einklang stehen.

Wenn in hohem Alter tatséchlich Apoptoseeffekte Uberwiegen, so kénnte das die
negative Korrelation der FAF in dieser Studie (siehe Abschnitt 4.2 ,Korrelation der
Autofluoreszenz mit dem Alter”, Seite 32 ff) erklaren. Da hier vorwiegend altere
Probanden untersucht wurden, von denen die Mehrheit zwischen 60 und 80 Jahre alt
gewesen ist, muss das Ergebnis nicht notwendigerweise im Wiederspruch zu den
Ergebnissen anderer Arbeiten mit jingeren Probanden und positiver Korrelation
zwischen FAF und Alter stehen. Mein Vorschlag geht deshalb dahin, den
Alterungsprozess des RPE als dynamischen Prozess zu verstehen, bei dem es
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zuerst durch die Einlagerung von LF zu einer Zunahme der Autofluoreszenz kommt,
wahrend sie im hohen Alter durch vermehrte RPE-Atrophie wiederum absinken kann.
Zu diesem Ergebnis ist auch F. C. Delori in einer seiner Studien gekommen, wo er
fir die Korrelation der FAF mit dem Alter zunachst eine positive lineare Regression
beschreibt, die ab 70 Jahren dann einen Wendepunkt erfahrt und dartber hinaus
negativ linear korreliert”>. Unsere Ergebnisse legen bei gleichem Trend keine lineare,

sondern eine quadratische Beschreibung dieses Sachverhaltes nahe.

Im folgenden Abschnitt mdchte ich auf eine mdgliche Einschrankung der eben
diskutierten Ergebnisse eingehen:

Linseneffekt und AF der Papille

Mit dem Alter wird die Linse zunehmend triber, was im Extremfall bis zum
Krankheitsbild des grauen Star fiihren kann'’. Nun kénnte man argumentieren, dass
der Effekt der negativen Korrelation zwischen FAF und Alter, der in dieser Studie
gezeigt werden konnte, auch durch eine zunehmende Tribung der Linse bedingt
sein kdnnte. Dies wére dann der Fall, wenn die progrediente Linsentriibung in einem
wesentlichen Ausmal die Detektion des FAF-Signals behindern wiirde. Um diesen
Effekt abzuschatzen, wurde zusatzlich der gefaB3freie temporale Bereich der Papille
einer AF-Analyse unterzogen (siehe Abbildung 28, Seite 45). Der Gedanke der
dahinter steht ist, dass sich hier kein RPE und damit keine Lipofuszineinlagerungen
befinden. Sollte die AF in diesem Bereich trotzdem negativ mit dem Alter korrelieren,
so kdénnte dies ein Hinweis fir einen vorhandenen Linseneffekt darstellen. Wie man
auf der Abbildung 28 (Seite 45) erkennen kann, korreliert die AF (iber der temporalen
Papille in unserer Gruppe aber schwach positiv (r= +0,19) mit dem Alter. Diese
positive Korrelation kdénnte mdglicherweise durch eigene Alterungsprozesse der
Sehnervenpapille erklarbar sein. Wie in dem Kapitel ,Grundlagen® unter 2.3 erwéhnt,
kénnen vor allem langlebige extrazelluldare Proteine wie Kollagen und Elastin glykiert

werden und somit selbst AF-Eigenschaften erhalten’>.

Die Auswertung der
temporalen Papille ist ein Indiz daflir, dass Linseneffekte keine wesentliche Rolle auf
die Detektion der FAF mit dem Optomap 200Tx spielen. Auch das Verhalten der
peripheren FAF mit einem Anstieg in der Gruppe unter 66 Jahren und einem Abfall in
der Gruppe ab 66 Jahren lasst sich durch eine progredient zunehmende

Linsentribung nicht plausibel erklaren. Ware die Detektion des AF-Signals hierdurch
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mafgeblich beeinflusst, so hatte man hier mit einem kontinuierlichen Abfall der FAF
Uber die gesamte Alterspanne rechnen mussen. Somit kann man zu dem Schluss
kommen, dass die negative Korrelation zwischen FAF und Alter nicht plausibel durch

den Linseneffekt bedingt sein kann.

Einfluss kardiovaskularer Risikofaktoren

Im Rahmen dieser Studie wurden die Probanden nach der Auspragung
kardiovaskularer Risikofaktoren befragt, um eine mdgliche Korrelation mit der
Autofluoreszenz zu eruieren (siehe Punkt 3.1.3 , Seite 16). Ein hochsignifikanter
Einfluss ergab sich fir die Merkmale ,Gewicht, ,BMI* und ,kardiovaskulare
Vorerkrankungen® auf die Autofluoreszenz des zentralen Fundus. Die Merkmale
zeigten eine negative Korrelation mit der zentralen FAF, d.h. bei ihrer Auspragung
neigten die Probanden dazu eine niedrigere Autofluoreszenz aufzuweisen als andere
sonst vergleichbare Probanden. Die Korrelation betragt fir den BMI: r = -0,22 und fur
das Merkmal CVE: r =-0,17. Dies kann bedeuten, dass ein erhéhter BMI und das
Vorhandensein einer kardiovaskuldren Vorerkrankung in Zusammenhang mit einer
starkeren Auspragung der RPE-Atrophie stehen kénnen und dadurch zu einem
Absinken der FAF fihren. Umgekehrt kann dies auch bedeuten, dass in hohem Alter
ein Absinken der FAF unter den entsprechenden Normbereich ein Indiz fir ein

erhohtes kardiovaskulares Risiko sein kdnnte.

In dieser Studie ergab sich eine signifikante Korrelation hierflr jedoch nur flr die
zentralen Felder. Uber den peripheren Gebieten ergab sich keine signifikante
Korrelation fur diese beiden Merkmale. Auch die anderen hier erfassten Merkmale
(Bluthochdruck, Rauchen, Blutdruckmedikation, Diabetes, erhdhte Blutfette, CVE bei
Blutsverwandten) korrelierten nicht signifikant mit der zentralen oder peripheren
Fundusautofluoreszenz.

Einzige Ausnahme stellt das Merkmal ,Diabetes“ dar. Dieses korreliert bei
Auspragung signifikant positiv mit r = 0,15 mit der FAF Uber der Netzhautperipherie.
Dies kdénnte vielleicht bedeuten, dass sich dort mehr LF-Einlagerungen gebildet

haben als bei Probanden ohne Diabetes.

Eine gewisse Einschrankung der Qualitat der internistischen Basisdaten muss jedoch

eingestanden werden, da die Daten durch muindliche Befragung der alteren
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Probanden gewonnen worden sind und nicht durch Kklinisch objektivierbare
Untersuchungen. So konnten viele Studienteilnehmer nur vage Aussagen zu ihrem
Blutdruck oder den Blutfettwerten treffen. Da beim Eruieren des Raucherstatus nur
erfragt wurde, ob der Proband aktuell raucht oder nicht, liegt der Nichtraucherstatus
in der Gruppe sehr hoch. Hier hatte wohl besser die Anzahl der Packungsjahre im
Laufe des Lebens erfragt werden kdnnen, da nicht wenige aktuelle Nichtraucher
friiher einmal geraucht haben. In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass im
Rahmen der Befragung gerade die ,harteren Daten* Gewicht bzw. BMI, CVE und
Diabetes eine Korrelation mit der FAF ergeben haben. Es erscheint mir plausibel,
dass sich der internistische Gesundheitszustand vor allem in den stoffwechselaktiven
zentralen Bereichen der Netzhaut niederschlagt und hier als eine Auswirkung die
Entwicklung der Autofluoreszenz beeinflusst. Hierfir kénnten diese Daten einen

Hinweis liefern.

Beitrag und Vorhersagewert der peripheren FAF

Eine weitere Frage ist, ob und wie man fir zuklnftige Screeningzwecke neben der
zentralen FAF auch die periphere FAF mit in Betracht ziehen kdnnte. Fir die zentrale
FAF konnte bereits gezeigt werden, dass erhéhte Werte hier der Manifestation einer

3,71,72

AMD vorausgehen kdénnen Unklar ist hingegen der Vorhersagewert der

Autofluoreszenz Uber peripheren Netzhautabschnitten.

Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass die periphere FAF im héheren
Alter nicht gleichsinnig mit der zentralen FAF Kkorreliert (vgl. Abbildung 17 —
Abbildung 20, Abbildung 24 und Abbildung 25 / Seiten 35 — 38; 42). Dennoch gibt es
eine Korrelation der peripheren FAF mit dem Alter, die am besten durch die
quadratische Funktion in Abbildung 20 dargestellt wird. Dies bedeutet, dass man
auch die periphere FAF als zusatzlichen Marker verwenden kénnte, um eine

Abweichung von dem generellen Altersdurchschnitt festzustellen.

Eine Herausforderung kdnnte es nach meiner Ansicht sein, dass die Normalwerte der
Probanden in einem gréBeren Bereich streuen (flr die Peripherie zw. 180 und 95; flr
Zentral zwischen 195 und 98; vgl. Boxplot in Abbildung 13 auf Seite 30) Auch wenn
man bei den Randwerten von ,Ausrei3ern” ausgehen muss, so gibt es doch fir jedes
Alter eine erhebliche Bandbreite der ,normalen® Autofluoreszenz. Diese Bandbreite

55



wird mit dem zunehmenden Alter tendenziell eher gréBer (siehe auch Abbildung 15 —
Abbildung 22 / Seite 33 — 40). Wie Aussagekraftig die FAF flar etwaige
Screeningprozesse sein kann wird auch davon abhangig sein, wie weit sich die
Bandbreite der FAF-Werte z.B. bei Frihformen der AMD von denen der
Normalbevélkerung unterscheidet. Sollte sich die Bandbreite der FAF in beiden
Gruppen groB3flachig Gberschneiden, so wird die Aussagekraft eines FAF-Screenings
niedriger sein, als wenn hier deutlichere Unterschiede bestehen sollten. Dennoch ist
es denkbar, dass die Kombination von peripherer und zentraler FAF eine solche
Aussagekraft (,Wann besteht eine Abweichung von der Norm?“) verbessern kénnte.
So kénnte die Analyse der peripheren FAF den Aussagewert der zentralen FAF
erganzen. Fiar sich alleine betrachtet scheint die Autofluoreszenz der zentralen
Netzhautgebiete aussagekraftiger zu sein, da hier eine hdéhere Stoffwechselaktivitat
und eine héhere Photorezeptordichte vorliegt als in der Netzhautperipherie'®'*. So
ergab sich in dem in dieser Studie durchgefihrten Interview fir vier Risikofaktoren
ein signifikanter Zusammenhang mit der FAF. Drei davon korrelieren hingegen mit
der zentralen FAF, wahrend nur ein einziger mit der peripheren FAF korreliert ist.
Dennoch zeigt Abbildung 20, dass sich ein guter Zusammenhang zwischen
Alterungsprozessen und peripherer Fundusautofluoreszenz darstellen lasst.

Ellipsoides Messfeld

In einer weiteren Analyse ist die FAF in einem ellipsoiden Gesamtfeldes (siehe
Abbildung 12, Seite 26) untersucht worden, welches zentrale und periphere
Netzhautabschnitte miteinander vereint. Der Vorteil einer Auswertung in diesem
Bereich wirde darin bestehen, dass nur ein einziges Feld analysiert werden muss
und nicht 8 einzelne Sektoren in einem Grid. Dies wirde in der Praxis wesentlich
schneller gehen. Auch wirden einzelne Pigmentstérungen in der Summe dieses
gréBeren Feldes nicht so stark ins Gewicht fallen. Jedoch sollte sich eine
generalisierte pathologische FAF-Erhéhung oder Erniedrigung hier genauso
signifikant zeigen, wie bei der Vermessung der einzelnen Sektoren.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass die Messwerte fur die mittlere FAF hier in
einem engeren Bereich liegen als bei der Analyse der Sektoren 1-8. So lagen der
Maximalwert fir das Gesamtfeld bei 169 und der Minimalwert bei 125. Die

Standardabweichung betrug sogar nur 7 und lag somit mehr als doppelt so niedrig,
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wie z.B. die Standardabweichung der zentralen FAF aus den Sektoren 1-4 (siehe 4.1
.verteilung der AF am Fundus®). Ansonsten verhélt sich die Autofluoreszenz im
Gesamtfeld tendenziell eher so, wie die periphere FAF aus den Sektoren 5-8 (vgl.
Abbildung 19 — Abbildung 22, Abbildung 25, Abbildung 26 / Seite 37 — 40; 42; 43).
Vielleicht kénnte die Auswertung eines ,Gesamtfeldes” fiir die Zukunft eine
praktikable Screeningoption darstellen. Jedoch fehlen dafir noch Studien Uber die
Vergleichswerte z.B. von Patienten mit Friihformen der AMD. Diese Studie kann bei
Uber 50-Jahrigen erstmals Anhaltspunkte fur die physiologische Entwicklung der FAF
in der Netzhautperipherie liefern.

Mogliche Perspektiven fir die Zukunft und Limitationen

Die Messung der Autofluoreszenz am Augenhintergrund erdffnet neue Moglichkeiten
fir die Zukunft. Die groBe Hoffnung besteht darin, hierdurch einmal retinale
Erkrankungen in einem Frihstadium erfassen zu kdnnen, wie dies durch die
gewohnliche Ophthalmoskopie allein nicht mdglich wére. Daflir misste jedoch die
Bedingung erflllt sein, dass diese Erkrankungen von Verdnderungen der
Autofluoreszenz begleitet werden, oder dass diese der Erkrankung sogar

vorausgehen. Bei der AMD gibt es Hinweise dafiir, dass dies der Fall ist*%72.

Wie weiter oben Besprochen, wird der Erfolg eines praktikablen FAF-Screenings
jedoch wesentlich davon abhangen, wie signifikant sich die FAF bei Frihformen der
AMD von der physiologischen FAF fiir das jeweilige Alter unterscheidet. Dies kdnnte
eine Fragestellung weiterer Studien sein.

Des Weiteren erscheint es mdglich, dass die Analyse der Fundusautofluoreszenz
zukinftig als ein weiterer Faktor in die kardiovaskulare Risikopradiktion eingehen
kénnte. Wie wir gesehen haben, korreliert die FAF fir die zentralen Bereiche
signifikant mit dem Merkmal CVE und BMI. Eine Korrelation mit weiteren
kardiovaskularen Risikofaktoren kénnte mdglich sein. Wie auf S.54/55 besprochen
hat der Fragebogen flr diese Merkmale jedoch keine ausgesprochen harten Daten
geliefert. Ein kardiovaskulédres Risiko allein auf Grund der FAF abzuschatzen wird
nach dieser Datenlage allerdings kaum mdéglich sein. Daflir scheint die Korrelation

nicht stark genug zu sein.
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Jedoch gibt es fir die Interpretation des retinalen Autofluoreszenzverhaltens auch
Einschrédnkungen, die in Betracht zu ziehen sind: So missen bei der Ausmessung
des Fundus sorgfaltig groBere GefaBe, Narben und Pigmentverschiebungen
umgangen werden, um das Ergebnis nicht zu verfalschen™¥.

Zudem muss bedacht werden, dass wie auf S. 55/56 diskutiert, die physiologische
Bandbreite der FAF recht hoch ist, was im Einzelfall zuverldassige Aussagen Uber den
pathologischen Wert einer Abweichung vom Mittelwert erschweren kann.

Ein weiterer Punkt ist, dass bis jetzt verlassliche Methoden fehlen, um die absolute
Quantifizierung von FAF-Intensitaten durchfiihren zu kénnen'®. Auch Einbock et al
weist in ihrer Arbeit darauf hin, dass bis heute mit dem Detektor keine absolute
Quantifizierung der FAF mdglich ist und fir das Erzielen korrekter Ergebnisse eine
strenge Standardisierung des Auswertungsprotokolls notwendig ist’®. Die geforderte
Standardisierung wurde in dieser Studie durch die Anwendung eines Grid umgesetzt.
Die Messwerte fir die Fundusautofluoreszenz basieren hingegen auf der Auswertung
von Graustufen im FAF-Bild durch das Programm Imaged. Sie stellen somit ebenfalls
keine direkte Quantifizierung der Autofluoreszenz dar (siehe Material und Methoden,
Punkt 3.4.1 ,Bildanalyse®). Fir den Vergleich der FAF-Werte aus verschiedenen
Studien ist es somit essentiell, dass die Aufnahmen mit dem gleichen SLO
durchgefiihrt werden, da verschiedene SLO’s verschiedene Filter verwenden und
somit unterschiedliche Graustufen erzeugen'®.

Eine weitere Einschrankung kann die Verwendung des Optomap 200Tx flr die
quantitative Erfassung der Autofluoreszenz betreffen. So kam es gelegentlich vor,
dass die ,Helligkeit“ des FAF-Bildes zwischen 2 Aufnahmen des gleichen Fundus
variierte (z.B. um 10 Graustufenwerte). Die gemessene Helligkeit im Optomap-Bild
kann also nicht nur von der Autofluoreszenzintensitat des Fundus allein abhangen.
Hier missen andere dynamische Prozesse flur die Aufnahme mit hineinspielen.
Welcher Faktor das sein kann, ist mir nicht ganz klar. Vielleicht hangt das Ergebnis
auch davon ab, wie gut der Patient wahrend der Aufnahme auf den Laser fokussiert.
Jedoch scheinen die Entwickler mit der FAF-Technik des Optomap eher die
qualitative Bildbegutachtung durch den Untersucher im Blick gehabt zu haben, als

eine quantitative Analyse der Pixelwerte am Computer.
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Nach den ermittelten Daten erdffnen sich far die Interpretation der gefundenen FAF-
Werte ebenso interessante Fragestellungen: ,Ist z.B. ein Mensch mit 80 Jahren und
erhéhter FAF in seiner Altersgruppe als besonders gesund zu betrachten, weil seine
Netzhaut in geringerem Maf3 Zonen der RPE-Atrophie aufweist als der Durchschnitt;
wahrend ein Mensch mit 50 Jahren und erhbéhter FAF in seiner Altersgruppe als
besonders geféhrdet einzustufen ist, weil dies auf vermehrte LF-Einlagerungen
schlieBen lasst? Diese und andere Fragen kénnten vielleicht am besten in einer
langer angelegten Longitudinalstudie untersucht werden. Die potentiellen
Méglichkeiten der FAF-Analyse erstrecken sich hingegen nicht nur auf die
Darstellbarkeit von Alterungsprozessen der Retina, sie kénnte in Zukunft einen
entscheidenden Beitrag fur die Friherkennung von kardiovaskular geféhrdeten
Patienten und fir die Frihdiagnose verschiedener Netzhauterkrankungen wie der
AMD leisten. Fur die Aussagekraft der FAF hat sich nach meiner Einschatzung durch
die Entwicklung des Weitwinkel-SLO ,Optomap 200Tx“ und die dadurch méglich
gewordene Integration weiter Teile der Fundusperipherie eine potentielle

Verbesserung ergeben.
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6. Zusammenfassung

Der Augenhintergrund des Menschen zeigt Autofluoreszenzverhalten, wenn er mit
Laserlicht im grinen oder blauen Bereich angeregt wird. Hauptverantwortlich daftr
kénnen Ablagerungen aus Lipofuszin gemacht werden, das auch als Alterspigment
bekannt ist und im Laufe des Lebens in postmitotischen Zellen akkumuliert. In der
Netzhaut sind vor allem die Zellen des retinalen Pigmentepithels von den LF-
Einlagerungen betroffen, welches hier als Folge der andauernden Degradierung von
AuBensegmenten der Photorezeptoren entsteht. In der Ophthalmoskopie spiegelt
sich dies zunédchst in einem Anstieg der Fundusautofluoreszenz mit dem Alter

wieder.

FUr die Augenheilkunde ist es bedeutsam herauszufinden, ob die Intensitat der FAF
als ein Korrelat fur Alterungsprozesse der Netzhaut betrachtet werden kann und wie
der physiologische FAF-Verlauf mit dem Alterwerden aussehen kdnnte. So konnten
verschiedene Gruppen zeigen, dass AMD-Patienten eine signifikant héhere FAF Gber
der Makula aufweisen, als altersentsprechende Probanden ohne AMD*®°. Es
konnte auch gezeigt werden, dass eine Erhéhung der zentralen FAF sogar der
Manifestation einer AMD vorausgehen kann und deren Entwicklung begiinstigt’"’*.
Es ware somit vorstellbar, Risikopatienten fur die Entwicklung einer AMD anhand
ihnrer FAF zu identifizieren, noch bevor die Krankheit auftritt. Die Herausforderung
besteht jedoch darin, dass die individuellen Unterschiede erheblich sind und bis
heute keine altersentsprechenden Normwerte flr die FAF existieren. AuBBerdem
haben wir derzeit nur ein sehr begrenztes Wissen Uber das Verhalten der peripheren
FAF. Dies liegt auch daran, dass weite Teile der Netzhautperipherie nicht mit
herkdbmmlichen Ophthalmoskopen einsehbar sind. Hingegen kénnen mit dem
Weitwinkel-SLO ,Optomap 200Tx“ bis zu 82% der gesamten Netzhaut eingesehen
werden und somit auch weite Teile der Peripherie dargestellt werden®*. Reznicek et al
konnte mit diesem Gerat zeigen, dass die periphere FAF von AMD-Patienten
ebenfalls signifikant héher liegt, als die von gesunden Vergleichsprobanden’. Somit
ist es denkbar auch die peripheren Netzhautareale flir die Messung
miteinzubeziehen, was die Aussagekraft der Autofluoreszenz in Zukunft noch

verbessern kdnnte.
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Ziel dieser Arbeit ist es gewesen, die Korrelation zwischen FAF und Alter bei
Probanden zu erfassen die Uber 50 Jahre alt sind und keine AMD aufweisen. Somit
sollten Hinweise auf einen altersentsprechenden Verlauf der FAF in der
Normalbevélkerung gefunden werden. Dabei wurde zum einen die FAF-Intensitat
Uber den zentralen Gebieten der Makula lutea untersucht und zum anderen die FAF-
Intensitat der Netzhautperipherie. Insbesondere die Analyse der Netzhautperipherie
stellt dabei wissenschaftliches Neulandgebiet dar. Ziel ist es gewesen zu zeigen, wie
sich zentrale und periphere Fundusabschnitte zueinander verhalten und ob eine
Alterung des retinalen Pigmentepithels zentral und peripher darstellbar ist. Zusatzlich
wurden kardiovaskulare Risikofaktoren der Probanden in einem Interview erfasst, um
einen moglichen Einfluss auf die FAF statistisch untersuchen. In dem Interview

wurden Alter, GroBe, Gewicht und die kardiovaskularen RF erfragt.

An dieser Studie haben 203 Probanden im Alter zwischen 50 und 91 Jahren
teilgenommen. Bei jedem Studienteilnehmer wurde eine Augenspiegelung mit dem
Optomap 200Tx durchgefihrt. Von jedem Auge wurde jeweils ein Bild in der
semirealistischen Zwei-Laser-Wellenlangen-Untersuchung und eines im AF-Modus
aufgenommen. Bei 45% der Patienten konnte zudem eine OCT-Untersuchung
durchgefihrt werden. Durch Begutachtung der Bilder und ggf. der OCT konnten von
den insgesamt 358 Aufnahmen 44 Augen mit Manifestation einer AMD
ausgeschlossen werden. Weitere 33 Aufnahmen mussten wegen schlechter
Bildqualitdt verworfen werden, so dass insgesamt 281 Fundusaufnahmen der
Bildanalyse zugefuhrt werden konnten. Hierfir wurde das Programm ,ImageJ*
verwendet, mit dem die erzeugten Graustufen in einem standardisierten Grid

quantifiziert werden kénnen.

Die Ergebnisse zeigen, dass sich eine Alterung des retinalen Pigmentepithels
anhand der FAF darstellen lasst. Generell liegen die Werte fir die zentrale FAF
hoher als flir die periphere FAF (vgl. Abbildung 13, Seite 30), was sich durch die
hdhere Dichte an Photorezeptoren und durch die hbéhere Stoffwechselaktivitat in
diesem Bereich erklart werden kann. Jedoch zeigen die Ergebnisse dieser Studie
nicht wie in anderen Studien, einen kontinuierlichen Anstieg der FAF mit dem Alter,
sondern einen dynamischen Verlauf. Die FAF der Netzhautperipherie hat nach
unserer Datenlage bis 66 Jahre positiv mit dem Alter korreliert und dartber hinaus
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negativ. mit dem Alter Kkorreliert, und kann am besten durch eine negative
quadratische Parabel mit ihrem Scheitelpunkt bei 66 Jahren beschrieben werden
(Abbildung 20, Seite 38). Die zentrale FAF hingegen zeigt in dieser Studie eine
negative Korrelation mit dem weiteren Altersanstieg Uber 50 Jahre, die
hochsignifikant durch eine positive quadratische Funktion beschrieben werden kann
(Abbildung 18, Seite 36). Dies kdnnte bedeuten, dass die Entwicklung der
Fundusautofluoreszenz einem dynamischen Prozess unterliegt, bei dem es zuerst in
jungen Jahren, durch Lipofuszineinlagerungen, zu einem Anstieg der FAF kommt,
wahrend es in hdherem Lebensalter durch das Uberwiegen retinaler
Apoptosevorgange hingegen wiederum zu einem Absinken der FAF kommt. Dies
bedeutet, dass unsere Studie nicht im Wiederspruch mit anderen Studien stehen
muss, da in diesen bereits deutlich jingere Patienten eingeschlossen wurden*.
Auch Delori et al konnte in seiner Arbeit von 2001 einen zweigeteilten Verlauf der
FAF mit einer positiven Korrelation zwischen FAF und Alter unter 70 Jahren und

einer negativen Korrelation (iber 70 Jahren beschreiben.

Des Weiteren lieBe sich die starker negative Korrelation der zentralen FAF, die in
dieser Studie zudem Uber den gesamten Altersbereich zwischen 50 und 88 Jahren
zu verzeichnen ist, mit einem ,Vorauseilen“ zentraler Alterungsprozesse im Vergleich
zur Netzhautperipherie deuten. Wahrend die Korrelation der Netzhautperipherie mit
66 Jahren ihren Wendepunkt erfahrt, ware es denkbar, dass dieser fir das
Netzhautzentrum bereits zu einem friheren Zeitpunkt auBerhalb unseres
Probandenkollektivs gelegen haben koénnte. Eine potente Erklarung fir ein
.vorauseilen“ der zentralen FAF kdénnte sein, dass die zentralen Netzhautgebiete
eine hbéhere Dichte an Photorezeptoren und damit einen starkeren Stoffwechsel als
die peripheren Gebiete aufweisen''. Somit sind die postmitotischen
Pigmentepithelzellen hier einem hdheren oxidativen Stress ausgesetzt und
Alterungs- und Abbauprozesse kdnnten hier friiher zum Tragen kommen als in der
Netzhautperipherie'®. Dafiir spricht auch, dass die Differenz zwischen zentraler und

peripherer FAF bei den Probanden mit ansteigendem Alter immer geringer wird.

Dieser dynamische Verlauf der FAF wiirde es trotzdem zulassen, jeder Altersgruppe
Normwerte fUr die zentrale und die periphere FAF zuzuordnen. Es wére damit
denkbar retinale Erkrankungen, die mit einer FAF-Verschiebung einhergehen, durch
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Abweichung von der physiologischen FAF zu erkennen. Hierfir kdnnte man
prinzipiell die peripheren Netzhautbereiche als Ergédnzung zu den zentralen

Bereichen verwenden.

Die Daten ergaben weiterhin eine negative Korrelation der zentralen FAF mit den
internistischen Risikomerkmalen ,BMI* und ,CVE®. Je niedriger die FAF in der
Altersgruppe lag, desto héher war die Wahrscheinlichkeit der Betroffenen von einem
erhéhten BMI oder einem kardiovaskularen Ereignis betroffen zu sein. Somit kénnte
es sein, dass kardiovaskuléare Prozesse auch einen Einfluss auf die Autofluoreszenz
der Netzhaut ausiiben oder gemeinsame Risikofaktoren besitzen.

Eine Einschrankung flr die Auswertung der FAF liegt in der gréBeren Streuung der
Messwerte in dieser Studie. Diese nimmt physiologischer Weise mit dem Alter noch
zu, wie es auch die Messungen in anderen Studien nahe legen***’. Eine gewisse
Unscharfe der Daten kdénnte jedoch auch durch das Optomap 200Tx bedingt sein, da
hier primar keine Messwerte fir die AF erzeugt werden, sondern nur Graustufen in
einem Bild, die dann wiederum in einem 2. Schritt durch ein Bildanalyseprogramm

quantifiziert werden massen.

Durch die Daten dieser Studie kann man schlussfolgern, dass sowohl die zentrale,
als auch die periphere FAF mit dem Alter korreliert sind. Die Korrelation wird am
besten durch eine quadratische Funktion anstelle einer Geraden wiedergegeben. Ich
glaube anhand der gefundenen Ergebnisse, dass die FAF erst im Laufe des Lebens
ansteigt, dann einen Scheitelpunkt erreicht und infolge von Apoptose- und
Abbauvorgangen im héheren Alter wieder absinkt. Die Ergebnisse in dieser Studie
legen nahe, dass der Scheitelpunkt fir die zentrale FAF friher erreicht wird, als fir
die periphere FAF.

Prinzipiell scheint die periphere Autofluoreszenz die Aussagekraft der zentralen
Autofluoreszenz ergédnzen zu kénnen, auch wenn letztere fir sich allein genommen
starker mit dem Alter korreliert ist. Daflir kann die periphere FAF in einem gréBeren
Gebiet am Fundus bestimmt werden und ist somit auch noch darstellbar, wenn
einzelne Pigmentverschiebungen oder Lasionen die Auswertung der zentralen FAF

erschweren.
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