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»-.. the eyes of birds are supreme amongst all living creatures.”

- Duke-Elder,1958







Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS

I EINLEITUNG.......cco s 1
Il. LITERATURUBERSICHT .....ocoieiieierereeseeessessasssessessesnsssssssssssssssssssssnes 3
21 Das hintere Augensegment des Vogelauges.............ccceiviiiiiiiiiniiinenn 3
2.1.1 REtING ... e 3
21.2 PECLEN OCUII.....ee e et e e e e eaeaeens 8
2.1.3 NEIVUS OPLICUS ... .o e e e e e e 10
2.2 Die optische Kohdrenztomographie (OCT)....cccccccoviiiimrmrreeiiccnnseeeeeees 1
2.2.1 EiNfUNIUNG ..ot ee e 11
2.2.2 Technische Grundlagen..............eoiiiiiiiiieice e 11
2.2.3 Einsatzgebiete ... 14
224 Interpretation von aviaren retinalen Tomogrammen...........ccccccceeeeeeeeeee. 16
2.25 Darstellung pathologischer Veranderungen am Greifvogelfundus .......... 18
2.3 Die Konfokalmikroskopie (CLSM) ..........ccvieeciiii s cresess s eeee e e 20
2.3.1 EINfUNIUNG ... e 20
2.3.2 Prinzip der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie...........c..ccccceeeeee. 20
2.3.3 Vorteile gegenilber der konventionellen Mikroskopie..........ccccccceeeeeee 22
234 Grundlagen der Immunhistochemie ... 23
2.3.5 Einsatzgebiete ..o 25
2.4 Histologische Praparation des Auges ...........ccooevmmmmininninniceennnnncnnne 26
2.4.1 ENUKIEALION. ... e 26
242 FIXatioN ... e 27
ll. MATERIAL UND METHODEN ..........cciiiiiiiiiii s 30
3.1. Patientengut..........ccccoiiiiii i ———— 30
3.1.1 Klinische Allgemeinuntersuchung ...........ccccoi 32
3.1.2 Ophthalmologische Untersuchung.............c.ueeeiiiiiriiiiiiiiiiieee e 32
3.2 OCT-Untersuchung...........ocociimriiiieeer e s 34
3.21 Das Gerat........coooiiiiii 34
3.2.2 VOrbereitUNGeN ... ... 36
3.2.3 AUFNANMIE ... s 37
3.2.4 AUSWETTUNG . e e s 38
3.3 Histologische Untersuchung.............cccoiiiiiiiieeene 41

3.3.1 BUNANASIE ... e 41



Inhaltsverzeichnis

3.3.2 Entnahme der BUlbi ... 42
3.3.3 Fixation der Retina ...........coovuiiiiiiiiii e 42
3.3.4 Kalotlierung ..o 43
3.3.5 Vorbereitung der Probe ... 44
3.3.6 Markierung mit AntiKOrpern..........ooouviiii i e 46
3.3.7 Konfokalmikroskopische Aufnahme..........cccccocviieiiiiiiiice e, 48
3.3.8 AUSWEITUNG .. e e e e e et e e e e e e e ee e e e aeeeeeees 48
3.4 Fotografische Dokumentation............cccceiiiiiiiiiiieeeer e 50
V. ERGEBNISSE ..........cooo i 51
4.1 Fixationsmethode............co i e 51
4.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung...........cccccccneeennn. 53
4.3 Untersuchung mittels OCT ... 56
4.3.1 Reproduzierbarkeit ............coooo oo 56
4.3.2 Folgeuntersuchungen — Fallbeispiele .............cccoeeiiiiiiiiiiiicii e, 58
4.3.3 Weitere pathologische Befunde............oieiiiiiiiiiiiicii e, 66
44 [0 1028 B = 0 . | 69
441 Darstellung der physiologischen Retinaschichten................................... 69
442 ArEfaKEe ... 74
443 Vergleichende MESSUNGEN .......cooiiiiiiiiiiieee e 76
444 Darstellung von pathologischen Prozessen .............cccccviieiieieeieceeinne, 82
V. [ 1557 0 1S3 [0 91
5.1 Material- und Methodenteil ........ ... 91
5.1.1 Patientengut und OCT-Untersuchung.........ccccccoeeeiiiiiiiiiiicicie e, 91
51.2 Enukleation und Fixation der Retina ... 93
51.3 Anwendung der Immunhistochemie fir die avidre Retina ...................... 95
5.2 Ergebnisteil.........cccoviiiiiiiiiii 96
5.2.1 Differenzierung der Retinaschichten..........cccccooceeiiiiiiiciiii e, 96
5.2.2 Validierung der OCT mittels CLSM .........ccoooiiiiiiiiic e, 99
523 Pathologische Befunde und Folgeuntersuchungen in der OCT............. 101
524 Interpretation pathologischer Befunde in der CLSM.............ccovvvunn.n. 103
5.3 Schlussbeurteilung .........ooooieeccci 104
VI. ZUSAMMENFASSUNG ..o s 106

VIL. SUMMARY ...ttt s s s n e s aans 108



Inhaltsverzeichnis Xl

VIl LITERATURVERZEICHNIS ... e 110
IX. ANHANG.......c s 125
9.1. Befundbogen Augenuntersuchung.........cccceeeecceiiiiiimecrececscessneeeeneees 125
9.2 MESSWEILE......ceeeiiei i —————— 127
9.3 Abbildungsverzeichnis ... 130
9.4 Tabellenverzeichnis...........ccocciiiiinn 133

X. DANKSAGUNG ...t s s s 134



Inhaltsverzeichnis Xl




AbkUrzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABC ettt e ae e taeebe e beeete e etbeeteeaaeeerseeebeeareesreentaenreanns (Strepta-)Avidin-Biotin-Komplex
A ettt e e e et e e e e tb e e e b b—ee ettt e e e tbeeeabteeahtaeeatbbeeeateae e ntaeeeabee e abaeeeateaeeeaabeeenbaeeaanraaans Antikérper
Yo=Y TSR Amplituden-Scan
2R o T =SSR Brightness-Modulation
B-SCAN ittt bbbt r e et b s bbb e sane et Querschnitt-Scan
G ettt et bttt e bt ekt e b e eh e he e eh e et SR e ea b et e e Rt eRe et e ehee et eheehe e eh e e eeeh e et en s e enbe Rt ebenbeebeenbe et enbeens Choroid
CLSIM ettt e ettt e st et e et e s e et e s e e aae e nne e e te e enaeeaeennaeenreennreenne konfokale Laser Scanning Mikroskopie
S ettt et b e e —e e e e tte e e eabeeehb——eeatateeeatbeeeeabteeaaataeeetbbeeeeabeeeeantaeeeeabeeeabaeeeataaeaens Cartilaginous Sclera
(O] PRSP Choroid-Skleral-Interface
S Variationskoeffizient
] © L OSSP PRSPPSOt Dimethylsullfoxid
10 1RSSO normal Donkey Serum
L] S Disk Spinning Unit
E LV e e e e e e e e —e e e et et et beeeehtbeeaaateeaatbae e ebaeeeattaeeebeeeas External Limiting Membrane
B ettt ettt ettt h btk e e bt a e ea st e a e e e ea e e eh e b e e eh e e At e eEeeaeen bt eatene e enteebe et e nbe et ee bt et e nbeen Fovea centralis
S Fovea temporalis
D e e b e s e s s s s b s bt naee Fourier-Domain
L Ganglion Cell Layer
H ettt et h bbbt bt E e b b e ehe et e ehe e b e eh e e b et e he et sh e e R et e beehe e beeheeebeshe et e eneenes Salzsédure
HEY EX ooeiiiitie ettt e ettt ettt e et e et e e e e ab e e e bt e e e etaaee e aaeeeeabbeeeantbe e et abeeeebeeeeerteeeeeabaeenrtaeeartaeens Heidelberg Eye Explorer
LF ettt e ettt e e e e e e e e et —e e e e e —eeate e e —e e —e e e teaa—ee e te et et enteennee e teennteeteeaneeeteeeteeateeenteenteeeneenreeennen Immunfluoreszenz
N L ettt ettt e ettt e e e e r e e e e e e e et e et e e e e e neaeeeeeeeaabeheeeeeasaannraeeeeeeeanenneeeeaaeannraeaeeeaan Inner Nuclear Layer
=] USSR PSR PPRUPUPPRROt Inner Plexiform Layer
ISP PPUPUPTTRPPPRINY Inner Segment
[ T PP UPUP SO Kérpermasse
[ USSP RORPP Limits of Agreement
L S Optische Kohdrenztomographie
(0] 5 T TSP ST TP UPRRPOPROPPTORRTPONE Oculus dexter
(@ 11 OO STTPUPR PP Outer Nuclear Layer
[0 ] TS Outer Plexiform Layer
[0 1P URUPTTRRRY Oculus sinister, Outer Segment
P B S et e et e e e e st te e et bt e e baeeeateaeaabeeeeebeeeanteeennraes Phosphat-gepufferte-Salzlésung
]SS Peanut Agglutinin
2 SRR Retinal Nerve Fiber Layer
RPE ettt et et e e e te e e e bt e e b—eeeateteeeate e e s bbaeaatbeentabeeeeteaeeaaeeens Retinal Pigment Epithelium
L] SR Standardabweichung, Spectral Domain
1] 5 S SUR Spinning-Disk-konfokale-Mikroskopie
R D LSOO PSP UUPPRRPPUPPRN Superlumineszenzdiode
L1 PP PRPPPPPRY Time-Domain

VE-WVASSEI .itieeeeiiee ettt e ettt e e e ettt e e ettt e e ta e e eaabeeeeeaeeaeesaeeeeabesaasssaseesssaaeenteeaeasssaeansseeesaseeeansaeeannns Vollentsalztes Wasser

Y



I. Einleitung 1

I EINLEITUNG

Das Auge der Vogel weist einen hohen Spezialisierungsgrad auf und ist fur die
Klasse Aves von allen Sinnesorganen das Wichtigste. Ein uneingeschrankter
Visus ist in Abhangigkeit vom jeweiligen Lebensraum (Ziervdgel in menschlicher
Obhut und Wildvégel in freier Wildbahn) essenziell fir eine erfolgreiche
Nahrungssuche, die Fortpflanzungsaktivitdt und Reproduktion, die Ausilbung
sozialer Kontakte und schlussendlich fir die Fahigkeit zu Fliegen. Der Visus
entscheidet Uber das Uberleben in der freien Wildbahn (KORBEL, 1994; REESE
et al., 2009). Auch partielle Beeintrachtigungen der Sehkraft kbnnen von anderen
Sinnesleistungen nur in sehr beschranktem MalRe bis gar nicht kompensiert
werden (KORBEL, 1994; REESE et al., 2009). Ziervdgel kdnnen zwar durchaus
mit hochgradigen Einschrankungen des Visus in einer gewohnten Umgebung
zurechtkommen, bei Wildvogeln stellt jedoch bereits eine partielle
Visuseinschrankung oder gar vollstandige Blindheit eine infauste Prognose dar.
Gerade fir Greifvogel ist das rdumliche Sehen (Stereopsis) flr den Beutefang
von groRer Wichtigkeit (KORBEL, 1994; DAVIDSON, 1997). Der Sehsinn ist
eines der primaren Kriterien flr die Rehabilitation (SERUCA et al., 2012). Durch
die anatomischen Gegebenheiten, wie beispielsweise die verhaltnismalig
grolien Augen, die haufig straffe Fixierung der Bulbi in der Orbita und bei
Greifvogeln deren frontale Ausrichtung, ist das Vogelauge besonders exponiert
und anfallig fur Erkrankungen durch Traumata. 90 % aller Augenlasionen liegt
eine traumatische Ursache zugrunde und mehr als 30 % der Traumapatienten
weisen okulare Veranderungen auf (MURPHY et al.,, 1982; KORBEL, 1994;
DAVIDSON, 1997; KORBEL, 2002; REESE et al., 2009; SERUCA et al., 2012;
MOORE et al.,, 2017). Stumpfe Traumata flhren haufiger zu Lasionen bzw.
Blutungen am Augenhintergrund als im vorderen Augensegment (MURPHY et
al., 1982; REESE et al., 2009; MOORE et al.,, 2017). Lasionen der inneren
Strukturen sind auflerlich nicht sichtbar und typischerweise nicht schmerzhaft
(DAVIDSON, 1997; REESE et al., 2009). Sie sind oftmals gravierender als
Verletzungen im vorderen Abschnitt des Auges und dadurch entscheidend
(SERUCA et al.,, 2012). Eine genaue und grindliche ophthalmologische
Untersuchung, besonders des Augenhintergrunds, ist somit bei Traumapatienten
in jedem Fall obligatorisch (KORBEL, 1994). Eine in der Humanmedizin langst
eingesetzte Methode fir die Erkennung von Veranderungen am hinteren

Augensegment ist die optische Koharenztomographie — OCT. Sie gilt als



I. Einleitung 2

Goldstandard zur Erkennung von Retinopathien (AZMANIS et al., 2012; KORBEL
et al., 2012). Die Einsetzbarkeit fir die aviare Augenheilkunde wurde das erste
Mal 1998 in der Studie von HUANG et al. (1998) bei Hihnern erprobt und erwies
sich als nutzliches diagnostisches Werkzeug. Seitdem haufen sich Studien zu
Untersuchungen an Vogelaugen mittels OCT. Validierungen zur Anwendung des
fir den Menschen entwickelten bildgebenden Verfahrens an Tieren, lassen sich
jedoch kaum finden. Die meisten Studien ziehen lediglich qualitative Vergleiche
zwischen den Aufnahmen der OCT und der Histologie (Y. HUANG et al., 1998;
RAUSCHER et al., 2013; BERGER et al., 2014; GIANNAKAKI-ZIMMERMANN et
al., 2016).

Das Ziel der Dissertation ist es, eine quantitative Validierung der OCT fiir den
Einsatz bei Vogeln durchzufihren. Dabei findet ein Vergleich mit dem
Goldstandard der Histologie statt, der Konfokalmikroskopie. Durch die
Validierung soll der diagnostische Wert und die Aussagekraft der OCT in der
aviaren Augenheilkunde bestimmt werden. Sdmtliche Untersuchungen wurden im
Tierversuchsantrag 55.2-1-54-2532-46-2015 durch die Regierung von
Oberbayern genehmigt.
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Il. LITERATURUBERSICHT

2.1 Das hintere Augensegment des Vogelauges

211 Retina

DUKE-ELDER erkannte schon 1958, dass die Augen der Vdgel mit wenigen
Ausnahmen, wie die des Kiwis, abhangig vom Lebensraum einen hohen
Spezialisierungsgrad aufweisen. Zwar zeigt die Retina denselben Grundaufbau
wie alle Vertebraten, doch die Klarheit und Strukturierung einzelner Schichten ist
einzigartig (WALLS, 1942).

In ihrem histologischen Aufbau lasst sich die Netzhaut in einen vorderen blinden
und lichtunempfindlichen Abschnitt ohne Rezeptoren unterteilen — die Pars
caeca retinae — und einen hinteren lichtempfindlichen, rezeptorreichen Teil — die
Pars optica retinae. Beide Anteile werden durch eine Grenzlinie, die sogenannte
Ora serrata getrennt und sind an der Austrittsstelle des Sehnervs (Discus nervi
optici) miteinander verwachsen (HEES und SINOWATZ, 1992; KONIG und
LIEBICH, 2009; REESE et al., 2009). Die Pars optica retinae selbst wird in zwei
weitere Blatter unterteilt: Der aufleren Pigmentschicht (Stratum pigmentosum
retinae) und der inneren Nervenschicht (Stratum nervosum retinae) (REESE et
al., 2009).

Die Zellen des Stratum pigmentosum retinae enthalten lichtabsorbierende
Melaningranula, mit deren Hilfe storende Reflexe und Sehunscharfen im Auge
verhindert werden (KORBEL, 1994). Zahlreiche Melaningranula und damit
einhergehend eine starke Pigmentierung der Retina weisen tagaktive Voégel auf,
bei denen der Augenhintergrund (Fundus oculi) bei der ophthalmologischen
Untersuchung entsprechend dunkel erscheint. Der Fundus stellt sich in einer
typisch braunen, braun-rétlichen oder grauen Farbe dar. Ein sogenannter
tigroider Fundus findet sich bei ddammerungs- und nachtaktiven Végeln (REESE
et al., 2009). Durch die geringe Anzahl an Melaningranula und der schwachen
retinalen Pigmentierung, kommt es zum Durchscheinen der darunterliegenden
choroidalen Gefalke. Dem Fundus wird ein gestreiftes Aussehen verliehen, wie in
Abbildung 1, Seite 4 zu sehen ist und wird aus diesem Grund als tigroid
bezeichnet (DUKE-ELDER, 1976; REESE et al., 2009).
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Abbildung 1: Links: Tigroider Fundus (OS) eines nachaktiven Virginia-Uhus (Bubo
virginianus); Rechts: Fundus (OS) eines tagaktiven WeiBkopfseeadlers (Haliaeetus
leucocephalus)

mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Dr. R. Korbel

Die Intensitat der Pigmentierung variiert speziesspezifisch und individuell sehr
stark. Zudem korreliert sie mit der Gefiederpigmentierung (REESE et al., 2009).

Das Stratum nervosum besteht, wie bei allen Wirbeltieren, aus drei
hintereinander geschalteten Neuronennetzwerken (MEYER, 1986; HEES und
SINOWATZ, 1992; REESE et al.,, 2009). Dabei lassen sich unterschiedliche
Grundtypen unterscheiden: Fotorezeptoren, Bipolar-, Horizontal-, Amakrin- und
Ganglienzellen. Der einzig vorkommende Gliatyp der Retina ist die Millergliazelle
(MEYER, 1986; HEES und SINOWATZ, 1992). Bei der Organisation der
genannten Zellen ist histologisch eine deutliche Schichtung erkennbar, wie in
Abbildung 2 dargestellt:

Stratum limitans internum ~ =—— = ———  Stratum neurcfibrarum
Stratum gang[ionare vEr.e df

= 5 Stratum plexiforme
: internum

Stratum nucleare infernum .
Stratum plexiforme

externum
Stratum limitans

Stratum nucleare externum externum

Stratum neuroepitheliale
Stratum pigmentosum

2 Choroidea

Abbildung 2: Retinale Schichtung der Pars optica retinae eines Haushuhnes (Gallus gallus
domesticus)
aus Kénig et al. (2008)

Das Neuroepithel (Stratum neuroepitheliale) wird von den AuRensegmenten
der Fotorezeptoren gebildet, die dem Pigmentepithel zugewandt sind. Die
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aduBere Kernschicht (Stratum nucleare externum) beherbergt die Zellkerne der
Fotorezeptoren. Deren Fortsadtze und synaptische Verbindungen zu den
Horizontal- und Bipolarzellen stellen die auBere plexiforme Schicht (Stratum
plexiforme externum) dar (HEES und SINOWATZ, 1992). In der inneren
Kernschicht (Stratum nucleare internum) sind die Somata der Horizontal-,
Bipolar-, Amakrin- und Madllergliazellen vorzufinden. Die synaptischen
Verschaltungen mit den Fortsatzen der Ganglienzellen, finden sich in der
inneren plexiformen Schicht (Stratum plexiforme internum) wieder (WALLS,
1942; HEES und SINOWATZ, 1992; KONIG und LIEBICH, 2009). Die Kerne der
Ganglienzellen bilden die Ganglienzellschicht (Stratum ganglionare), deren
Axone in der Nervenfaserschicht (Stratum neurofibrarum) zusammenlaufen
und das Auge als Nervus opticus verlassen. Die umliegenden Grenzmembranen
(Stratum limitans internum & externum) werden von den Miillergliazellen
gebildet. Diese erstrecken sich mit ihren Fortsatzen Uber die gesamte Retina und
besitzen stitzende, sowie ndhrende Funktion (HEES und SINOWATZ, 1992;
KONIG und LIEBICH, 2009). Die Gesamtdicke der Retina ist bis zu zweimal
hoéher als bei anderen Vertebraten (SLONAKER, 1918; WALLS, 1942; DUKE-
ELDER, 1976). Die Stabchen- und Zapfenzellen des Stratum nervosum bilden
zusammen die fotosensible Schicht der Netzhaut. Die Stabchenzellen sind mit
ihrer langen, schmalen Erscheinung fur das Dammerungs- und Nachtsehen
(skotopisches Sehen) verantwortlich, wohingegen die konischen Zapfenzellen
das Tag- und Farbsehen (photopisches Sehen) ermdglichen (HEES und
SINOWATZ, 1992; KONIG und LIEBICH, 2009; REESE et al, 2009).
Dementsprechend dominieren bei den nachtaktiven Végeln die Stadbchenzellen
und die Zapfen bei den Tagaktiven (WALLS, 1942; KING und MCLELLAND,
1984; REESE et al., 2009). Die Zapfenzellen kommen als sogenannte Doppel-
oder Zwillingszapfen vor, wie bei fast allen Wirbeltieren. Dabei handelt es sich
um zwei unabhangige, aber eng miteinander verbundene Rezeptorzellen, deren
Bedeutung noch nicht eindeutig geklart ist (MEYER, 1986). Ein
charakteristisches avidres Merkmal sind eingelagerte Oltropfen in den Zapfen,
bei denen es sich um karotinoide Pigmente handelt. (DUKE-ELDER, 1976;
MEYER, 1986). Die karotinoiden Pigmente Uben durch unterschiedliche

Absorptionsmaxima eine chromatische Filterfunktion aus (REESE et al., 2009).

Verdickte Bereiche der Retina mit einer auffallend dichten Anordnung von
Zapfenzellen und einem hohen Auflésungsvermdgen werden als Areae retinae
bezeichnet (REESE et al., 2009). Diese kommen bei allen Vertebraten vor und

werden beim Menschen durch eine charakteristische Gelbfarbung auch als
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Macula oder gelber Fleck bezeichnet (WOOD, 1917; KONIG und LIEBICH,
2009). Die erhabene Area tragt zur Sehscharfe bei und kann ein Verhaltnis von
1:1 zwischen Rezeptor- und Nervenzelle erreichen (PUMPHREY, 1948; REESE
et al., 2009). Fir eine weitere Verstarkung der Sehscharfe werden peripher die
im Lichtweg liegenden Neuronen verdrangt und die Region zentral eingedellt. Es
entsteht eine fotorezeptorenreiche Grube, die sogenannte Fovea retinae
(REESE et al., 2009). Eine ahnliche, aber flachere Struktur findet sich bei den
Saugetieren nur unter den Primaten (WALLS, 1942; KING und MCLELLAND,
1984). Zentral der Sehgrube sind bis auf wenige Ausnahmen (Eulen)
ausschliel3lich Zapfen zu finden. Die Stabchen fehlen in diesem Bereich
(KAJIKAWA, 1923; PUMPHREY, 1948; DUKE-ELDER, 1976). Der
Mausebussard (Buteo buteo) kann so eine foveale Dichte von 1 000 000 Zapfen
pro mm? erreichen. Der Mensch hingegen weist schatzungsweise nur 200 000
pro mm? auf (DUKE-ELDER, 1958 zitiert nach ROCHON-DUVIGNEAUD, 1943).
Die foveale Sehschéarfe einiger Bussarde und Adler kann nach WALLS (1942)
sogar um ein achtfaches hoher sein als beim Menschen. Die grolRe Anzahl
visueller Zellen innerhalb der Fovea, verschafft ihr die Bezeichnung als ,Ort des
scharfsten Sehens” (HEES und SINOWATZ, 1992). Zur Sehgrube hin findet eine
Reduktion der Retinaschichten statt. Diese Reduzierung kann sehr
unterschiedlich ausgepragt sein. Meist werden die innere plexiforme Schicht,
sowie die innere und &uBere Kernschicht zum Zentrum hin schmaler
(SLONAKER, 1918; KAJIKAWA, 1923; OEHME, 1962). Die tiefe, konvexe Form
der Fovea wie sie bei Fischen, Reptilien und Vdégeln vorkommt, bezeichnet
WALLS (1942) als konvexiclivat. Nach ihm dient die Sehgrube der Eliminierung
von Streulicht und flhrt zu einer BildvergroRerung. Die Tiefe der Fovea kann
somit als Malstab fir die Sehscharfe angesehen werden (WOOD, 1917).
PUMPHREY (1948) erganzt, dass sie der besseren Lokalisierung sich
bewegender Objekte im Sichtfeld dient. Neben der konvexiclivaten nasal
liegenden Fovea centralis, existiert noch eine temporal liegende konkaviclivate

Fovea temporalis, wie in Abbildung 3, Seite 7 zu sehen.



Il. Literaturibersicht 7

Abbildung 3: Lokalisation der Foveae bei tagaktiven Greifvogeln
F.c. — Fovea centralis; F.t. — Fovea temporalis
aus REESE et al. (2009)

Erstgenannte dient dem monokularen Sehen (KORBEL, 1994). Die Lokalisation
der Fovea temporalis ist von der Augenposition abhangig. Bei nach vorne
gerichteten Bulbi kommt sie der Fovea centralis naher und ermdglicht ein
binokulares Sehen. Abbildung 4 veranschaulicht die verschiedenen Sichtfelder
(WOOD, 1917; DUKE-ELDER, 1976; REESE et al., 2009). Dabei ist die Weite
des binokularen Felds abhangig von der Kopfform und der Position der Augen.
Voégel mit schmalen Képfen und lateral angeordneten Augen weisen ein grof3es
Gesamtsichtfeld von 300° auf, das binokulare Sichtfeld weist allerdings nur
maximal 10° bis 30° auf. Greifvogel mit ihrer runden Kopfform und frontal
ausgerichteten Bulbi haben ein geringes Gesamtsichtfeld von 180°, erreichen
aber das grofte binokulare Feld von bis zu 80° (DUKE-ELDER, 1958 zitiert nach
ROCHON-DUVIGNEAUD, 1933).

blinder Bereich

manckulares monokulares
Sichtfeld T Sichtfeld

binokular

Abbildung 4: Sichtfeld eines Greifvogels

F.c.— Fovea centralis fur den Rundumblick bei der Suche nach Beute
F.t.— Fovea temporalis fur das stereoskopische Sehen beim Angriff
aus DUKE-ELDER (1976) nach ROCHON-DUVIGNEAUD (1933)
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Die Ausbildung, Anzahl und Lage der Areae und Foveae variieren
speziesspezifisch, sodass sie in unterschiedliche Klassen eingeteilt werden
kénnen. Domestizierte Arten, wie zum Beispiel das Haushuhn (Gallus gallus
domesticus), besitzen eine zentrale runde Area centralis rotunda ohne Fovea.
Die Area ist somit als afoveal zu bezeichnen. Die meisten Vogelarten besitzen
jedoch eine Area centralis rotunda mit zugehoriger Fovea centralis und sind
somit monofoveal (DUKE-ELDER, 1976; REESE et al.,, 2009). Zu der
monofovealen Klasse gehdren aulierdem Eulen, welche nur eine Area temporalis
besitzen, in der eine flache Grube ausgebildet sein kann. Eine streifenférmige,
ebenso monofoveale Area kommt bei vielen Wasser- und Ufervdgeln vor (Area
centralis horizontalis mit Fovea centralis). Als bifoveal werden die meisten
Taggreife bezeichnet, die sowohl eine Area und Fovea centralis besitzen als
auch eine Area und Fovea temporalis. Die temporale Fovea ist meist deutlich
flacher (auf’er bei Habichten und Adlern) und weniger gut sichtbar als die
Zentrale (DUKE-ELDER, 1976; INZUNZA et al., 1991). Die Klassifizierung zeigt
auf, dass eine Area ohne Fovea vorkommen kann, eine Fovea ohne Area jedoch
nicht existiert (WOOD, 1917). Die interspezifische topographische Variation der
Retina ist vom Lebensraum und dem Verhaltensmuster abhangig (LISNEY et al.,
2012).

Schlussendlich ist noch besonders hervorzuheben, dass die avidre Retina im
Gegensatz zu den Saugetieren, keine Gefalte besitzt. Sie ist avaskular. Die
Erndhrung der Netzhaut gelingt Uber das Kapillarnetz der Lamina
choroidocapillaris und tber den stark durchbluteten Pecten oculi (MEYER, 1986;
REESE et al., 2009).

2.1.2 Pecten oculi

Die herausragendste Struktur, die bei der ophthalmologischen Untersuchung
sichtbar wird, ist der Augenfacher des Vogels — Pecten oculi (BACSICH und
GELLERT, 1935; DUKE-ELDER, 1976). Der Pecten stellt ein trapezférmiges,
schwarz pigmentiertes, plattenartiges Gebilde dar, welches Uber die Eintrittsstelle
des Nervus opticus in den Glaskérper ragt (MANN, 1924; BAWA und YASHROY,
1974; KIAMA et al., 1998). Er besteht aus einem dichten Netz an Kapillaren und
aus Zellen bindegewebigen Ursprungs, sowie Melanozyten (BACSICH und
GELLERT, 1935; BRAEKEVELT, 1993; KORBEL et al., 1999). Dabei handelt es
sich um ein ,Derivat der Retina“, welches in dieser Auspragung nur bei den
Végeln vorkommt und Ahnlichkeit zum Conus papillaris der Reptilien aufweist
(REESE et al., 2009). Muskel- oder Nervenanteile sind nicht vorhanden (MEYER,
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1986). In der Regel ist der Augenfacher bei den tagaktiven Vertretern
differenzierter und gréRer aufgebaut als bei den Nachtaktiven. Bei tagaktiven
Arten, wie dem Haushuhn (Gallus gallus domesticus) wurden beispielsweise 16
bis 18, bei der Haustaube (Columba livia domestica) 18, beim Straul® (Struthio
camelus) 20 und beim Rotschwanzbussard (Buteo jamaicensis) 17 bis 18 Falten
gezahlt, wohingegen der Virginia-Uhu (Bubo virginianus) nur sieben bis acht
Falten aufweist (KAJIKAWA, 1923; KING und MCLELLAND, 1984;
BRAEKEVELT, 1991, 1993; KORBEL et al., 1999). Die Anzahl der Falten fallt
somit sehr unterschiedlich aus. Dennoch ist es mdglich systematische
Ruickschlisse zu ziehen, da Ubereinstimmungen und konstante Werte innerhalb
von Familien und Arten auftreten (BACSICH und GELLERT, 1935). Die variable
Form des Pectens lasst eine Unterteilung in 3 verschiedene Gruppen zu
(MEYER, 1986; REESE et al., 2009):

Faltentyp (Pecten plicatus oculi)
Flugel- oder Fahnentyp (Pecten vanellus oculi)
Konustyp (Pecten conicus oculi)

Zur ersten Gruppe gehdéren mit den Kielbrustvogeln (Carinata) die meisten
Vogelarten. Die vertikalen Falten laufen zur Spitze des Pectens zusammen und
sind zu einer Briicke zusammengewachsen. Zum Fligel- oder Fahnentyp zahlen
Straul® (Struthio camelus), Emu (Dromaius novaehollandiae) und Nandu (Rhea
americana) als Vertreter der Flachbrustvogel (Ratitae). Der Konustyp stellt eine
stark reduzierte Form des Augenfachers dar und wird nur vom Kiwi vertreten
(MEYER, 1986; REESE et al., 2009). Neben der Form variiert auch die
Krimmung und Lange des Pectens (KING und MCLELLAND, 1984). BACSICH
(1935) beobachtete, dass der Korneadurchmesser, aul’er bei den Eulen, sehr
genau der Grofde des Pectens entspricht. Zur Funktion des Augenfachers gibt es
seit seiner Entdeckung uber 30 verschiedene Theorien (BACSICH und
GELLERT, 1935; DUKE-ELDER, 1976). Beispielsweise soll er zum
Mechanismus der Akkommodation beitragen, als optisches Instrument dienen
und vor grellem Sonnenlicht schitzen, oder sogar als Sinnesorgan fungieren
(MANN, 1924; BARLOW und OSTWALD, 1972). Da MEYER (1986) jedoch keine
Nervenanteile feststellen konnte, wurde so die Theorie eines Sinnesorgans
widerlegt. Seine Untersuchungen bestatigten einen positiven Effekt auf den
intraokularen Druck, sowie zuvor KAJIKAWA (1923) und MANN (1924).
KAJIKAWA (1923) schloss auch eine Erwarmung des Auges Uber den Pecten

nicht aus. Bis heute ist die Funktion nicht sicher geklart. Worin sich aber alle
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Autoren einig sind, ist die nutritive Aufgabe des Pectens flr die Retina und das
Corpus vitreum (DUKE-ELDER, 1976; REESE et al., 2009). Der Ubertritt von
Stoffen aus den Kapillaren des Pectens konnte fluoreszenzangiographisch
nachgewiesen werden (PETTIGREW et al., 1990; KORBEL et al., 1999). Die
ernahrende Funktion gilt demnach als gesichert. Eine Rolle des Augenfachers
bei der Presso- und Thermoregulation wird heute ebenfalls als sicher
angenommen (REESE et al., 2009).

213 Nervus opticus

Der Sehnerv (Nervus opticus) ist bei den Falkenartigen am besten und bei den
Nachtaktiven am wenigsten entwickelt (OROSZ, 1996). Sein Verlauf vom
Schadelaustritt zum Augapfel ist bei den Vogeln sehr kurz. Er weist nur eine
geringe oder, wie bei den starren Bulbi der Eulen, gar keine Uberlange auf
(REESE et al., 2009). Die Austrittsstelle des Nervus opticus in das Augeninnere
(Discus nervus optici) wird groRtenteils vom Pecten verdeckt, sodass meist nur
eine schmale weil3-gelbliche Aufhellung um die Pectenbasis sichtbar ist. Da in
diesem Bereich weder Zapfen noch Stabchen vorhanden sind, wird dieser auch
als blinder Fleck bezeichnet (KING und MCLELLAND, 1984; REESE et al.,
2009). Als besonderes Merkmal kreuzen alle Fasern des Sehnervs im Chiasma
opticum  vollstandig  (SLONAKER, 1918). Eine  (Ubereinstimmende
Pupillenreaktion ist somit nicht gegeben (REESE et al., 2009).
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2.2 Die optische Koharenztomographie (OCT)

2.21 Einfihrung

Die optische Koharenztomographie (OCT) wurde in den spaten 1980ern bis
frihen 1990ern entwickelt. Es handelt sich um ein nicht invasives Verfahren,
welches Darstellungen mikroanatomischer Strukturen in vivo ermdglicht
(BOPPART, 2003; DREXLER und FUJIMOTO, 2008). Dies wird durch
Messungen von rlckreflektiertem Licht und dessen Echozeitverzdgerung erreicht
(D. HUANG et al., 1991; POPESCU et al., 2011). Die verschiedenen Kontraste
innerhalb der Aufnahme entstehen durch unterschiedliche Brechungsindizes und
Streuungen des Gewebes, ohne dass ein Kontaktmedium nétig ist (BOCCARA
und DUBOIS, 2013). Auf diese Weise entstandene Bilder erinnern sehr an
histologische Schnitte und kommen diesen auch hinsichtlich der Qualitéat sehr
nah (FERCHER et al., 2003; VAN VELTHOVEN et al., 2007; RUGGERI et al.,
2010). So Uberschreitet die raumliche Auflésung der optischen
Koharenztomographie mit eins bis 15 Mikrometern die des Ultraschalls, aber
auch die der Magnetresonanztomographie sowie der Rdntgentechnik. Lediglich
die optische Mikroskopie erreicht eine hohere Auflosung (DREXLER und
FUJIMOTO, 2008; BOCCARA und DUBOIS, 2013). Die maximale Bildtiefe der
OCT bei streuenden Geweben Ubertrifft jedoch mit ein bis zwei Millimetern die
Mikroskopie (L. V. WANG und WU, 2007; BOCCARA und DUBOIS, 2013).

222 Technische Grundlagen

Optisch stellt die OCT ein Analogon zum B-Mode des Ultraschalls dar
(POPESCU et al., 2011). Es gibt allerdings einen fundamentalen Unterschied
zwischen  diesen  beiden  bildgebenden Verfahren: Die  optische
Koharenztomographie nutzt Licht- statt Schallwellen (BOCCARA und DUBOIS,
2013). Die Verwendung dieser ermdglicht durch kirzere Wellenlangen zwar eine
héhere Auflésung, stellt aber auch ein Problem dar: Licht ist 150.000-mal
schneller als Schall und eine direkte Messung somit unmoglich (VAN
VELTHOVEN et al., 2007). Gel6st wird dieses Problem durch Anwendung der
niedrig koharenten Interferometrie (BOCCARA und DUBOIS, 2013). Das
signaltragende Licht, welches von einer zu untersuchenden Probe zuriickkehrt,
interferiert mit Licht, das eine bekannte Weglange zurlickgelegt hat. Ermdglicht
wird dies durch einen Interferometer vom sogenannten Michelson-Typ (VAN
VELTHOVEN et al., 2007). Der ausgesendete Lichtstrahl einer Lichtquelle wird
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mithilfe eines Strahlenteilers in zwei verschiedene Richtungen separiert. Der
erste Teil legt eine bekannte Weglange zu einem Referenzspiegel zurlick
(Referenzarm), wobei der zweite Teil auf die Probe trifft (Probenarm). Sowohl
Referenz- als auch Probenarm werden zurlckreflektiert und am Strahlenteiler
wiedervereint. Dieser leitet die zusammengeflihrten Lichtstrahlen zu einem
Photodetektor weiter, wie in Abbildung 5 dargestellt (BOPPART, 2003; VAN
VELTHOVEN et al., 2007).
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Abbildung 5: Aufbau einer Time Domain - OCT
S - Superlumineszenzdiode, B - Beamsplitter/Strahlenteiler, P - Probe, R - Referenzspiegel, D -
Photodetektor

Am Photodetektor kommt es, wenn die zurtickgelegten optischen Wege beider
Arme Ubereinstimmen, zur Interferenz. Das heil3t die Position des
Referenzspiegels bestimmt die Tiefe innerhalb der Probe, von der aus die
Reflexionen gemessen und detektiert werden. Eine Interferenz wird weiterhin nur
aufgezeichnet, solange die Differenz beider Weglangen kleiner ist als die
koharente Lange der Lichtquelle (VAN VELTHOVEN et al., 2007; PODOLEANU,
2012). Beim Scannen des Referenzarms werden Reflexionsdaten eines einzigen
axialen Tiefenscans erworben. Durch multiple Tiefenscans, sogenannte A-Scans,
entstehen durch Veranderung der Position des Referenzspiegels entlang einer
transversalen Koordinate, zwei bis dreidimensionale Daten (BOPPART, 2003;
PODOLEANU, 2012). Ein solches 3D-Bild ist in Abbildung 6, Seite 13

veranschaulicht.
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Abbildung 6: 3D-Fundusaufsicht des linken Auges eines Turmfalken (Falco tinnunculus)

N - nasal, T - temporal, S - superior, | - inferior

Der beschriebene Aufbau entspricht dem der sogenannten Time-Domain OCT
(TD OCT). Dieses System verwendet typischerweise Superlumineszenzdioden
(SLD) mit einer zentralen Wellenlange von rund 840 nm und einer axialen
Aufldsung von sechs ym (TOMLINS und WANG, 2005; L. V. WANG und WU,
2007; BRUNO und MARCO, 2010). Fir die Bildinformationen verandert sich nur
die Position des Referenzspiegels. Der Probenarm bleibt konstant (VAN
VELTHOVEN et al., 2007).

Zur zweiten Haupttechnik der optischen Koharenztomographie gehdrt die
Fourier-Domain (FD), auch Spectral-Domain (SD) genannt (POPESCU et al.,
2011). Im Unterschied zur Time-Domain wird eine Variation der
Referenzweglangen vermieden und der wiedervereinte Strahl trifft, statt auf einen
Photodetektor, auf ein Spektrometer (TOMLINS und WANG, 2005). Der
Spektrometer misst die Differenz der Wellenlangen zwischen dem Licht des fixen
Referenzarms und dem, welches von der Probe zurickkehrt (BRUNO und
MARCO, 2010). Dabei wird der vereinte Lichtstrahl in spektrale Komponenten
zerstreut. Ubereinstimmende Komponenten interferieren miteinander und bilden
ein spektrales Interferogramm (L. V. WANG und WU, 2007). Durch Fourier-
Transformation wird die FD in eine TD Uberfuhrt (TOMLINS und WANG, 2005).
Samtliche Ruckreflexionen kénnen mit dieser Methode gleichzeitig gemessen
werden, wohingegen die Time-Domain OCT nur einige wenige zur gleichen Zeit

messen kann. Dementsprechend erreicht die FD eine héhere Bildfrequenz und
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Sensitivitat (L. V. WANG und WU, 2007). So koénnen statt 400 A-Scans pro
Sekunde, wie bei der herkémmlichen TD OCT, bis zu 27 000 A-Scans erzielt
werden. Die Bilder sind detailreicher und liefern mehr Informationen mit
verbesserter Geschwindigkeit und Genauigkeit fur Tiefenanalysen (BRUNO und
MARCO, 2010).

Unabhangig vom verwendeten System bestimmt letztendlich die Lichtquelle die
allgemeine Leistung der OCT. Die optische Bandbreite bestimmt die axiale
Auflésung und die Wellenlange die Eindringtiefe (TOMLINS und WANG, 2005).
Eine niedrige zentrale Wellenléange ist zwar vorteilhaft flir eine hohe axiale
Auflésung, bei den meisten Geweben steigt jedoch mit abnehmender
Wellenlange auch die Streuung, sodass ein Optimum gefunden werden muss.
Viele Anwendungen nutzen daher fur Darstellungen der Netzhaut eine
Wellenldnge von circa 800 nm, als Kompromiss zwischen Streuung und
Absorption durch den Glaskoérper (FERCHER et al., 2003).

223 Einsatzgebiete

Durch die einfache Bedienung des OCT-Gerats, seiner simplen Instandhaltung
und der Erschwinglichkeit findet es in vielen Bereichen der Humanmedizin
Anwendung (BRUGGE, 2006). Die meisten Entwicklungen erlebt es in der
Ophthalmologie, Gastroenterologie und Kardiologie (DREXLER und FUJIMOTO,
2008). Im letztgenannten Bereich eréffnet die Optische Koharenz eine Reihe von
Madglichkeiten, unterliegt aber noch umfassenden Forschungen und Tests. In
Form von miniaturisierten Kathetern ist es damit beispielsweise invasiv mdglich
Koronararterien darzustellen und pathologische Prozesse, wie atherosklerotische
Plaques, zu erkennen. Zudem erweist es sich als hilfreiches Werkzeug bei der
Visualisierung von Gefalireaktionen nach Stentimplantationen (PRATI et al.,
2010; VIGNALI et al., 2014; SHARMA et al., 2019; YOSHIDA et al., 2019). Im
Bereich der Gastroenterologie kann es leicht mit einem Endoskop verbunden
werden und so unter anderem zur Erkennung des Barrett-Syndroms oder auch
von Dysplasien des Oesophagus beitragen (BRUGGE, 2006). In neueren
Studien wird auch ein Einsatz der OCT bei Brustkrebs untersucht (SINGLA et al.,
2019; YEMUL et al.,, 2019). Als klinischer Standard gilt die OCT in der
Ophthalmologie (MARSCHALL et al., 2011). Ersichtlich wird die Bedeutung fur
dieses Fachgebiet an der Tatsache, dass 50% aller OCT-Publikationen in
ophthalmologischen Journals veroffentlicht werden (DREXLER und FUJIMOTO,
2008). Durch die optischen Eigenschaften und die transpupillare Zuganglichkeit

des Auges ist es als Untersuchungsobjekt fir einen optischen
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Koharenztomographen hervorragend geeignet (BAUMAL, 1999). Die wichtigste
Anwendung stellt hierbei die Diagnostik und Therapieiberwachung der
diabetischen Retinopathie, sowie der altersbedingten Makuladegeneration dar
(SCHAUDIG et al., 2000; AL-MUJAINI et al., 2013; J. C. WANG et al., 2019).
Messungen der retinalen Nervenfaserschicht fungieren als Instrument bei der
Diagnostik von Glaukomerkrankungen (SATHYAN et al., 2012).

Ebenso neue Mdglichkeiten zur Diagnostik und Therapieliberwachung bietet die
OCT in der Veterindarmedizin. So kann es unter anderem bei der Bewertung von
equinen Gelenken und Gelenksknorpelschaden hilfreich sein (NIEMELA et al.,
2014). Sie liefert dabei mehr Details und quantitative Informationen als die
konventionelle Arthroskopie (TE MOLLER et al., 2013). MESA et al. (2017) und
SELMIC et al. (2019) erkannten auflerdem die intraoperative Nutzlichkeit zur
Differenzierung und Bestimmung der Rander von Weichgewebssarkomen. Das
Hauptfeld bleibt jedoch auch hier der Bereich der Augenheilkunde. Umfangreiche
Untersuchungen zur Bestimmung von Normwerten verschiedenster Tierarten
sind weiterhin notwendig, um kiinftig pathologische Prozesse besser beurteilen
und Therapien zuverlassiger lUberwachen zu kénnen. So gibt es schon einige
Studien zur Dickenmessungen der Cornea bei Katze, Hund, Pferd, Kaninchen,
Schaf, Ziege und Alpaka (REISER et al., 2005; ALARIO und PIRIE, 2013, 2014;
FAMOSE, 2014; PIRIE et al., 2014; LOPINTO et al., 2017). Retinale Messungen
sind ebenfalls Bestandteil vieler Analysen (GEKELER et al., 2007; PINTO und
GILGER, 2014; BEMIS et al., 2017). Fir zahlreiche Vogelarten wurden an der
Klinik flr Vogel, Kleinsauger, Reptilien und Zierfische in Oberschleiltheim
verschiedene Dissertationsprojekte zur Bestimmung von Normwerten
durchgefuhrt (VELASCO GALLEGO, 2015; SCHULZE, 2016; SIGG, 2016).
Durch die enorme Bedeutung des Visus fir die Klasse Aves hat sich die OCT
schnell als wichtiges Werkzeug zur Erkennung pathologischer Prozesse bewahrt
(RUGGERI et al., 2010; RAUSCHER et al., 2013). Kunftig ware es denkbar die
OCT zur Erkennung von erblichen Retinopathien und anderen hereditaren
okularen Erkrankungen einzusetzen und fiur die Zucht seltener, wertvoller und
vom Aussterben bedrohter Arten zu verwenden (MCKIBBIN et al., 2014;
AZMANIS et al., 2015). Im Reptilienbereich hat es sich die OCT ebenfalls als
ndtzlich erwiesen, um beispielsweise Untersuchungen des vorderen

Augensegments wahrend einer Hautung zu ermdglichen (TUSLER et al., 2015).
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224 Interpretation von aviaren retinalen Tomogrammen

Die retinalen Tomogramme kénnen in Graustufen (schwarz auf weil3 oder weil}
auf schwarz) sowie in Pseudofarben dargestellt werden. Die Wiedergabe in
Graustufen ist zu bevorzugen, da geringfligige Variationen der Farbe zur
Detailunterscheidung besser wahrgenommen werden kdénnen (BRUNO und
MARCO, 2010). Im weiteren Verlauf wird die Schichtung bei einer weil} auf
schwarz Wiedergabe beschrieben, wie in Abbildung 7 und Abbildung 8

dargestellt.
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Abbildung 7: Oculus sinister mit Fovea centralis eines Turmfalken (Falco tinnunculus)
Darstellung der retinalen Schichtung im OCT-Tomogramm: RNFL - Retinal Nerve Fiber Layer, GCL
- Ganglion Cell Layer, IPL - Inner Plexiform Layer, OPL - Outer Plexiform Layer, ONL - Outer
Nuclear Layer, ELM - External Limiting Membrane, IS - Inner Segment, OS - Outer Segment, RPE -
Retinal Pigment Epithelium (N - nasal, T - Temporal)
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Abbildung 8: Oculus dexter mit Fovea centralis eines Mausebussards (Buteo buteo)
Darstellung der Schichten posterior der Retina: C - Choroid, CSI - Choroid-Skleral-Interface, CS -

Cartilaginous Sclera
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Schichten wie die retinale Nervenfaserschicht (Retinal Nerve Fiber Layer —
RNFL) sind sehr stark streuend. Sie stellt sich folglich als sehr helle, hoch
reflektierende Schicht dar. Kernhaltige Schichten weisen stattdessen eine sehr
geringe Streuung auf und werden daher als dunkle Bereiche sichtbar. Abrupte
Veranderungen im Reflexionsprofil entstehen an Schnittstellen histologisch
definierbarer Schichten (Y. HUANG et al., 1998). So ist als oberste Schicht die
RNFL sichtbar, gefolgt von der etwas dunkleren Ganglienzellschicht (Ganglion
Cell Layer — GCL), welche bei Végeln nicht immer separat beobachtet werden
kann (RUGGERI et al.,, 2010; MCKIBBIN et al., 2014). Weiter tiefer liegende,
weniger stark streuende Schichten, stimmen mit der inneren plexiformen Schicht
(Inner Plexiform Layer — IPL), der inneren Kernschicht (Inner Nuclear Layer —
INL), der aufReren plexiformen Schicht (Outer Plexiform Layer - OPL) sowie der
aufleren Kernschicht (Outer Nuclear Layer — ONL) Uberein. Als diinne helle Linie
wird die dulRere Grenzmembran (External Limiting Membrane — ELM) sichtbar.
Darunter erscheint die Photorezeptorenschicht, in der sich meist die
Verbindungen zwischen innerem und auRerem Segment (Inner Segment — IS;
Outer Segment — OS) differenzieren lassen. Das OS zeigt dabei im Vergleich
zum IS eine starkere Streuung und ist bei Greifvogeln auffallig breiter. Auf3erhalb
der Rezeptorenschicht liegt eine weitere helle Ebene: Das retinale
Pigmentepithel (Retinal Pigment Epithelium — RPE) (RUGGERI et al., 2010).
Distal des RPEs wird das Choroid (C) als heterogen streuende Schicht
erkennbar, gefolgt von der Chorio-Skleralen Schnittstelle (Choroid-Skleral-
Interface — CSI) und dem knorpeligen Teil der Sklera (CS — Cartilaginous Sclera)
(MOAYED et al., 2011). Innerhalb der Fovea ist der beschriebene Aufbau
ebenfalls vorhanden. Die GCL wird hier meist in Form einer dunklen Linie
sichtbar. Die Dicke der RNFL nimmt mit zunehmenden Abstand vom Austritt des
Nervus opticus ab und erreicht innerhalb der Fovea ihr Minimum (MOAYED et
al., 2011). Mit dem Choroid verhalt es sich umgekehrt. Am dinnsten ist es im
Bereich des Discus nervus optici und am dicksten rund um die Fovea. Diese
starken topografischen Variationen kennzeichnen den Greifvogel im Unterschied
zum Menschen (RUGGERI et al., 2010). Bei der Darstellung in Pseudofarben
(siehe Abbildung 9, S.18) wird jedem Reflexionsgrad eine bestimmte Farbe
zugeordnet, dabei steht rot flr eine hohe, grin fir eine mittlere und schwarz fir
eine sehr niedrige Reflektivitat (CHEN und LEE, 2007; AL-MUJAINI et al., 2013).
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Abbildung 9: Oculus dexter mit Fovea centralis eines Mausebussards (Buteo buteo)
Darstellung in Pseudofarben: Rot fur hochreflektiv (RNFL, GCL & RPE), grin - niedrige

Reflektivitat, schwarz - sehr niedrige Reflektivitat (T - temporal, N - nasal)

225 Darstellung pathologischer Veranderungen am Greifvogelfundus

Pathologische Veranderungen im OCT-Bild sind bisher bei der Klasse Aves nur
bei Greifvogeln beschrieben. Solche bildlichen Aufnahmen lassen sich in Studien
von AZMANIS et al. (2015), RAUSCHER et al. (2013) und RUGGERI et al.
(2010) finden. Die haufigsten pathologischen Befunde sind Variationen in der

Pigmentierung des Fundus, wie in Abbildung 10 zu sehen.

Abbildung 10: Fundus eines Wespenbussards (Pernis apivorus)

Sichtbare dunkle Flecken in der Fundusaufsicht, der 2D-Scan zeigt keine Veranderungen

Da diese jedoch in den bisherigen Studien im 2D-Schnittbild keinerlei

Veranderungen der Retinaschichten aufwiesen und betroffene Tiere klinisch
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unauffallig waren, werden diese schlussendlich als nicht pathologisch eingestuft.
Weiterhin haufige Befunde sind drusenartige Veranderungen, Vakuolen,
Abhebungen des retinalen Pigmentepithels und Degenerationen der aufleren
Retinaschichten (RAUSCHER et al., 2013; AZMANIS et al., 2015). RUGGERI et
al. (2010) zeigt zudem Aufnahmen von Retinaablésungen mit subretinalen
Flissigkeitsansammlungen. Einblutungen, wie in Abbildung 11, flihren zu
hyperreflektierenden Scans mit einem Schattenwurf auf posterior liegende
Schichten (AL-MUJAINI et al., 2013).
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Abbildung 11: Oculus dexter eines Mausebussards (Buteo buteo)
Pathologischer Fundus mit hyperreflektierenden Einblutungen und Schattenwurf auf posterior

liegende Strukturen (T - temporal, N - nasal)

Mithilfe des OCTs lasst sich zum Teil auch der Glaskdrper darstellen.
Retraktionen des Glaskorpers und unregelmafige Grenzen treten regelmaiig bei
jungen und adulten Greifvogeln gleichermalfien auf. Diese scheinen jedoch eine
normale Besonderheit zu sein, da sie nicht zwangslaufig mit pathologischen
Veranderungen der Retina einhergehen (AZMANIS et al., 2015).

Die Interpretation der optischen Koharenztomographie sollte niemals unabhangig
erfolgen. Sie ist als einziges Kriterium flir eine Diagnose, Therapie oder der
Frage nach einer erfolgreichen  Wiederauswilderung  unzureichend.
Dementsprechend miissen stets weitere Informationen wie z.B. die klinische
Untersuchung, die Krankheitsgeschichte oder weitere diagnostische Methoden
herangezogen werden (AL-MUJAINI et al.,, 2013; KHAROUSI et al.,, 2013;
AZMANIS et al.,, 2015). Ein Zusammenhang zwischen den pathologischen
Befunden und die daraus resultierende Bedeutung flr den Visus des Vogels lasst
sich in Ansatzen bei der Studie von AZMANIS et al. (2015) finden.
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2.3 Die Konfokalmikroskopie (CLSM)

2.31 Einfihrung

Das Prinzip der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) wurde in den
50er Jahren vom amerikanischen Mathematiker Marvin Minsky entwickelt und
zum Patent angemeldet (MULISCH et al., 2015; RENSHAW, 2017). Die
urspringliche Intention war es, das menschliche Gehirn mittels gefarbter
Praparate genauer untersuchen zu kdnnen, was sich aufgrund der sehr dichten
Gewebestruktur bislang als schwierig gestaltet hatte. Minsky entwickelte ein
Mikroskop, welches mithilfe einer Lochblende nicht die gesamte Probe
beleuchtet, sondern das Praparat punktférmig scannt und so die Untersuchung
dicker und dichter Schnitte ermdglicht. 1958 entstand hierfir der erste Prototyp
(NAREDI-RAINER et al., 2017). Die ersten Bilder wurden allerdings erst 11 Jahre
spater von P. Davidovits und M.D. Egger verdffentlicht (BORLINGHAUS, 2016).
In den nachfolgenden Jahren fand das System keinen groen Anklang. Die
technischen Gegebenheiten und Entwicklungen waren stark limitiert. So fehlte es
beispielsweise an hochenergetischen Lichtquellen wie dem Laser, um eine
ausreichend gute Bildqualitat zu erreichen. Erst mehr als 20 Jahre spater wurde
die CLSM schlussendlich als Goldstandard fir die Mikroskopie anerkannt
(NAREDI-RAINER et al., 2017).

2.3.2 Prinzip der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie

Bei der CLSM wird ein Laserstrahl auf einen bestimmten Punkt der Probe
fokussiert. Dabei treffen Beleuchtungs- und Beobachtungsbrennpunkt
zusammen, was als ,konfokal“ bezeichnet wird. Besonders am Aufbau ist der
Einsatz von Lochblenden. Durch Einbringen einer Lochblende in die
Feldblendenebene des Mikroskops, wird im ersten Schritt ein Teil des
Anregungslichts auflerhalb der Fokusebene geblockt. Der passierende
Lichtstrahl regt die Fluoreszenz im bestrahlten Bereich der Probe an, allerdings
auch auflerhalb der Fokusebene. Hierfur kommt im zweiten Schritt eine weitere
Lochblende vor dem lichtempfindlichen Detektor zum Einsatz. Diese flhrt dazu,
dass nur Licht von der Probe detektiert wird, welches die Blende passiert und die
Fluoreszenz aus Nicht-Fokus-Ebenen somit geblockt wird. Stérende Signale und
Hintergrundinformationen werden durch diesen Aufbau zweifach minimiert. Fir
ein besseres Verstandnis des Aufbaus ist die Abbildung 12, Seite 21

angehangen. Um die Grélke des zu untersuchenden Bereichs bestimmen zu
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kénnen, ist der Durchmesser der Lochblende frei justierbar. Mit Anderung des
Durchmessers verandert sich auch der Grad der Konfokalitat. Eine VergréRerung
der Blende reduziert den konfokalen Effekt, sodass eine vollstandige Offnung
einer nicht konfokalen Abbildung und somit der Weitfeldmikroskopie entspricht
(ENGELHARDT und KNEBEL, 1993; WILHELM et al.,, 2003; JONKMAN und
BROWN, 2015; MULISCH et al., 2015; RENSHAW, 2017).

Objektiv

Lochblende

Lichtquelle

Dichroitischer
Teilerspiegel

Praparat

—|-— Lochblende

v Sensor

——  Fluoreszenzlicht innerhalb der Fokusebene

----- Fluoreszenzlicht auRerhalb der Fokusebene

Abbildung 12: Prinzip der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie

Durch die in der Bildebene konjugierten Lochblenden wird nur die Fluoreszenz in der Fokusebene
detektiert.

aus MULISCH et al. (2015)

Die Probe wird Punkt flr Punkt abgerastert. Das Mikroskop wird daher gern als
~Punktscanner* bezeichnet (WILHELM et al., 2003; BORLINGHAUS, 2016). Um
Informationen Uber die gesamte Probe zu erhalten muss der Laserstrahl bewegt
und die einzelnen Punktscans flir ein ganzheitliches Bild zusammengesetzt
werden. Auf diese Weise ist es moglich durch Abtasten in axialer Richtung
raumliche Informationen mithilfe von 3D-Datensatzen zu erhalten. Nach jeder
Aufnahme wird der Fokus um einen bestimmten Betrag geandert, welcher
idealerweise der Halfte der Schichtdicke entspricht. Wird der Abstand zwischen
zwei Aufnahmen zu grof3 gewahlt, kann kein zusammenhangendes Bild mehr
entstehen (WILHELM et al., 2003; BORLINGHAUS, 2016). Die CSLM erreicht
eine axiale Auflésung von 500 nm und eine laterale Auflésung von 200 nm
(MULISCH et al., 2015). Mithilfe dieser Technik kénnen bis zu 100 ym dicke
Proben in ,optische Schnitte“ zerlegt werden (WILHELM et al., 2003). Fur viele
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Anwendungen wird eine hohe zeitliche Auflésung sowie niedrige
Belichtungsintensitaten zur Vermeidung von phototoxischen Schaden bendtigt.
Das fihrte zur Entwicklung vieler verschiedener Formen und Abwandlungen der
CSLM. Einer der meist verwendeten stellt dabei die Spinning Disk konfokale
Mikroskopie (SDCM) dar (OREOPOULOS et al., 2014). Sie vereint die Vorteile
der konfokalen  Mikroskopie mit der Echtzeit-Datenerhebung der
Weitfeldmikroskopie. Das heildt die bendétigte Zeit fir den Scanvorgang wird
erheblich verkirzt, indem die Probe mithilfe mehrerer Lochblenden gleichzeitig
gescannt wird. Ermoglicht wird dies durch den Einsatz einer sich rotierenden
Scheibe mit zahlreichen Léchern — die sogenannte Nipkow-Disk, erfunden vom
deutschen Techniker Paul Nipkow. Durch Einbringen in eine Kkonjugierte
Bildebene, ist es damit moéglich jeden beliebigen Punkt der Probe gleichzeitig und
in ktrzester Zeit zu scannen (NAREDI-RAINER et al., 2017).

233 Vorteile gegeniiber der konventionellen Mikroskopie

Im Gegensatz zur konventionellen Mikroskopie bietet die CLSM die Méglichkeit
Strukturen raumlich in Form von 3D-Abbildungen darzustellen und quantitativ
auszumessen (ENGELHARDT und KNEBEL, 1993). Weitere Vorteile werden vor
allem bei fluoreszenzmarkierten Proben sichtbar (WILHELM et al., 2003). Bei
einem Fluoreszenzmikroskop wird nicht nur die Fluoreszenz in der Fokusebene
angeregt, sondern auch ober- und unterhalb dieser. Es kommt zu einer
Uberlagerung der Signalinformationen, die sich als Unscharfe darstellt.
Besonders bei dicken und streuenden Prdparaten ist dies ein Problem, da
einzelne Strukturen nicht mehr voneinander abgrenzbar sind, was die
Untersuchung erheblich erschwert. Die konfokale Mikroskopie reduziert jene
Hintergrundinformationen. Das Streulicht auferhalb der Brennebene wird
unterdriickt und nur Licht der fokussierten Ebene detektiert mit dem Ergebnis
einer besseren optischen Aufldsung und eines hoéheren Bildkontrastes (siehe
Abbildung 13, S. 23) (ENGELHARDT und KNEBEL, 1993; MULISCH et al., 2015;
BORLINGHAUS, 2016). In Verbindung mit der Fluoreszenz ermdglicht die CLSM
nicht nur Studien an fixierten Geweben sondern auch die Untersuchung
biologischer Vorgange in vivo (ENGELHARDT und KNEBEL, 1993; RENSHAW,
2017).
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Abbildung 13: Vergleich Fluoreszenzmikroskop mit und ohne Spinning Disk
Retina eines Mausebussards (Buteo buteo), 25 um dicker Schnitt, Rot dargestellt die
Miillergliazellen; Links: Konfokalmikroskopie mit Spinning Disk; Rechts: Fluoreszenzmikroskopie

ohne Spinning Disk

234 Grundlagen der Immunhistochemie

Um Proben mittels Fluoreszenz darzustellen und somit die Vorteile der CLSM
optimal nutzen zu koénnen, ist es notwendig die Grundlagen der
Immunhistochemie zu kennen. Die Immunhistochemie unterscheidet
grundsatzlich zwei Hauptmethoden: Die direkte und indirekte Immunfluoreszenz
(IF). Bei der direkten oder auch priméren IF handelt es sich um die Altere beider
Methoden. Der primare Antikérper (AK) ist dabei direkt mit einem
fluoreszierenden Farbstoff oder Enzym markiert und reagiert mit dem passenden
Antigen im Gewebe, der gesuchten Zielstruktur. Durch die Verwendung eines
einzigen AKs ist diese Methode schnell abgeschlossen und unspezifische
Bindungen werden limitiert. Allerdings wird hierdurch nur eine geringe
Signalverstarkung erreicht, was die Methode flir heutige Zwecke nicht sensitiv
genug gestaltet. Bei der indirekten, sekundaren IF erfolgt eine Inkubation in zwei
Schritten: Ein ungebundener primarer AK bindet zuerst an sein Antigen, um im
zweiten Schritt von einem markierten sekundaren AK selbst gebunden zu werden
(siehe Abbildung 14).

direkte indirekte
Immunmarkierung Immunmarkierung

@ l® Marker

Antikorper ® ] ®
[ / L ]
/ \ M — Primar-
markierter antikdrper
Sekundar-
Antigen antikdrper / \
a b Antigen

Abbildung 14: Direkte und indirekte Immunfluoreszenz

a) ein markierter primarer AK bindet direkt an das Antigen b) ein markierter Sekundarantikérper
bindet an den Primarantikdper

aus MULISCH et al. (2015)
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Eine spezifische Bindung des sekundaren AKs an den Primaren wird dadurch
erreicht, dass dieser gegen die Spezies gerichtet ist, von dem der primare AK
stammt. Das heil’t, wenn der primare AK zum Beispiel aus einer Maus gewonnen
worden ist, muss der sekundare AK gegen die Maus-Immunglobuline gerichtet
sein. Diese Methode ist durch die Kombination vieler verschiedener primarer AK
mit einem markierten sekundaren AK sehr vielseitig. Durch die multiplen
Bindungsmadglichkeiten sekundarer AK-Moleklile an die Epitope des Primaren tritt
eine beachtliche Signalverstarkung auf und die Sensitivitat steigt. Neben dieser
sogenannten Zwei - Schritt - Methode ist noch die Drei - Schritt - Methode
erwahnenswert, bei der ein zweiter markierter AK zu der bereits beschriebenen
indirekten Methode hinzukommt und das Signal sowie die Farbung weiter
verstarkt (BOENISCH, 2001; MULISCH et al., 2015; HOFF, 2015 ). Eine weit
verbreitete und verwendete Mdglichkeit das Signal des Zielantigens noch weiter
zu verstarken ist der (Strepta-)Avidin-Biotin-Komplex (ABC). Diese Technik nutzt
die hohe Affinitdt von Avidin, aus dem Huihnereiweill, und Streptavidin, ein
Protein aus Streptomyces avidini, zu Biotin. Sowohl Avidin als auch Streptavidin
bestehen aus vier Untereinheiten, die in der Theorie jeweils ein Biotinmolekul
binden kénnen. Aufgrund der raumlichen Anordnung kénnen tatsachlich aber nur
3 Biotinmolekule gebunden werden. Diese reichen jedoch flr eine erhebliche
Signalverstarkung im Vergleich zur herkdmmlichen Immunmarkierung aus. Die
(Strepta-)Avidin-Biotin-Bindung ist zudem die am starksten bekannte, nicht-
kovalente Interaktion zwischen Protein und Ligand. Die Bindung erfolgt sehr
schnell und einmal gebunden ist sie gegentiber duleren Einfliissen wie extremen
pH-Werten oder Temperaturen bestandig. Bei der ABC - Methode wird ein
primarer AK von einem biotinylierten sekundaren AK gebunden, gefolgt von
einem Avidin-Biotin-Enzym-Komplex, wobei als Enzym haufig die Meerrettich-

Peroxidase verwendet wird (siehe Abbildung 15, S. 25).
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(Strept-)Avidin-Biotin-

‘.‘ Enzymkomplex

3"‘ i

Sekundarantikorper
blotlnyllert

(Strept-)Avidin
Primar-
antikorper
Biotin

Antigen Enzym ®

Abbildung 15: Schema der (Strept-) Avidin-Biotin-Komplex Technik

Ein biotinylierter Sekundarantikorper bindet an den Primaren AK. Der sekundare AK selbst wird
durch einen (Strept-)Avidin-Biotin-Enzymkomplex gebunden.

aus MULISCH et al. (2015)

Avidin wird heute weitestgehend durch Streptavidin (Streptomyces avidinii)
ersetzt, da es sich als sensitiver erwiesen hat und eine geringere unspezifische
Hintergrundmarkierung verursacht (BOENISCH, 2001; MULISCH et al., 2015).

235 Einsatzgebiete

Die Anwendungsgebiete der CLSM sind Uberaus vielfaltig und kaum Grenzen
gesetzt. Mithilfe einiger Beispiele soll im Folgenden lediglich ein Eindruck der
zahlreichen Verwendungen vermittelt werden. Durch das Ermoglichen von in vivo
Untersuchungen findet die CLSM auf diese Weise haufig Anwendung. Aktuell
sind hierzu Studien der Kornea, wie beispielswiese die Wundheilung nach
Keratoplastik, Evaluierungen von Behandlungen gegen mykotisch bedingte
Keratitis oder Trockenheit und die Darstellung weiterer pathologischer Zustande
der Kornea bei z. B. Diabetes oder multiplem Myelom zu finden (ABDELKADER
et al.,, 2010; ALSHEHRI et al., 2016; DEHGHANI et al., 2016; D. WANG et al.,
2016; BUSCH et al., 2017; KUMAR, 2017). Kerngebiete im medizinischen
Bereich  stellen die Hirnforschung und die Anordnung seines
Neuronennetzwerkes, sowie die dreidimensionale Untersuchung von
Zellstrukturen und -vorgangen bei der Krebsforschung dar. In der Chirurgie
ermdglicht die CLSM quantitative Beschreibungen von Frakturoberflachen oder
Vermessungen und Untersuchungen von Implantatoberflachen, um die
Vertraglichkeit bestimmen zu kénnen (ENGELHARDT und KNEBEL, 1993;
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MERSON et al.,, 2016). In der Biologie hilft es bei der Darstellung von
Zellorganellen und Zytoskeletten (ENGELHARDT und KNEBEL, 1993; ROSERO
et al, 2014). Durch die mdglichen quantitativen Messungen und
Oberflachenanalysen erweist sich die CLSM auch fernab der Medizin als
gebrauchliches Werkzeug und kommt zum Beispiel in der Industrie sowie in der
Paladontologie zum Einsatz (ENGELHARDT und KNEBEL, 1993; GAVRILOVA et
al., 2018).

24 Histologische Praparation des Auges

241 Enukleation

Die Enukleation bei Vdgeln bringt anatomisch einige Herausforderungen mit sich.
Die straffe Verbindung des Bulbus zur Orbita bietet kaum Raum fur nétige
chirurgische Instrumente. Die Knochen der Orbita sind pneumatisiert und kénnen
somit leicht beschadigt werden und zu Verletzungen fiihren. Zudem werden
beide Augen nur durch ein sehr diinnes Septum interorbitale getrennt, welches
oftmals lediglich aus einem dinnen Hautchen besteht, sodass es leicht zu
Verletzungen des kontralateralen Auges kommen kann (KORBEL, 1991).
Techniken fir die Enukleation bei Saugetieren kdénnen somit nicht direkt
Ubernommen werden. Fir die Entnahme der Bulbi bei Voégeln beschreibt
MURPHY et al. (1983) zwei verschiedene operative Methoden. Die erste
Methode eignet sich nur flr Eulen und erfolgt Gber das Ohr. Der anasthesierte
Vogel wird in Seitenlage gebracht und die Augenlider mithilfe von je zwei Nahten
gehalten. Mit einem Skalpell erfolgt eine Inzision lateral des Augenwinkels zum
Ohr ziehend durch die Konjunktiva und die periorbitale Faszie. Mithilfe einer
Schere wird das periokuldare Gewebe vorsichtig entfernt bis sich der posteriore
Anteil des Bulbus vollstandig darstellt. AnschlieRend wird ein Finger auf den
Limbus des Auges gelegt und leichter Druck nach medial ausgelbt, um mit
einem Skalpell den Globus leicht von der Orbita zu I6sen. In die entstandene
Licke kann nun eine Tenotomie-Schere eingefihrt werden, extraokulare
Strukturen gel6st und der Sehnerv durchtrennt werden. Bei anderen Vogelarten
erfolgt eine Enukleation Uber einen Zusammenfall des Globus. Dabei wird das
Auge am Limbus eingeschnitten und ein Haltefaden in die eingeschnittene
Cornea eingebracht. Anschlieliend erfolgt der Kollaps des Globus durch einen
vorsichtigen Schnitt zwischen Uvea und Sklera. Uber diesen Einschnitt kann

dann der hintere Teil des Auges vom Sehnerv und extraokularem Gewebe
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getrennt werden. Diese zweite Methode ist durch die Zerstérung des Auges flr
eine histologische Untersuchung jedoch géanzlich ungeeignet und nur fir
operative Zwecke gebrduchlich. Fir postmortale Untersuchungen etablierten
SAUNDERS und JUBB (1961) mittels Hundeaugen eine Technik, die auf weitere
Tierarten Ubertragbar ist. Mittels einer gezahnten Pinzette werden die Augenlider
am lateralen Winkel zusammengehalten und mit einem Skalpell das Auge
kreisféormig umschnitten. AnschlieRend greift eine Pinzette die Konjunktiva
unterhalb des Bulbus und zieht diesen leicht nach ventral, um die Konjunktiva
oberhalb des Augapfels einschneiden zu kénnen. Die Inzision ermdglicht die
Einflhrung einer stumpfen, gebogenen Schere, welche den Bulbus von
anhaftenden Muskeln und dem Sehnerv trennt. Eine sachgemale Enukleation
muss in erster Linie Artefakte, welche mit Lasionen verwechselt werden konnen,
verhindern und echte Lasionen wiederum flr eine genaue Untersuchung
erhalten. Die sehr schnelle Stoffwechselaktivitat des Auges flhrt zu einer
raschen postmortalen Autolyse. In der Studie von SAUNDERS und JUBB (1961)
zeigten sich an den untersuchten Hundeaugen bereits nach 5 Minuten
autolytische Veranderungen. Ziel einer Enukleation sollte es folglich sein, beide
Augen in weniger als 5 Minuten zu entfernen und zu fixieren (PARRY, 1953;
SAUNDERS und JUBB, 1961). Das Auge muss wahrend der gesamten Prozedur
sehr vorsichtig gehandhabt werden. Ein lokaler Druck auf die Sklera reicht aus
flr die Entstehung von artifiziellen Netzhautablésungen, die eventuell nicht mehr
als post- oder antemortem differenziert werden kénnen und eine Untersuchung
erschweren. Es ist zudem zwingend erforderlich jegliches anhaftende Gewebe
sorgfaltig zu entfernen, damit eine ungleichmafiige Schrumpfung wahrend der
Dehydratation verhindert wird (SAUNDERS und JUBB, 1961; RAVELHOFER,
1996; WERTHER et al., 2011).

2.4.2 Fixation

In der Theorie soll eine Fixierung das Gewebe und seine Zellen in seiner
natlrlichen und physiologischen Form erhalten. Dabei sollten Gré3e und Form
unverandert bleiben und die Probe optimal fir weitere Untersuchungen
vorbereitet werden. Keine Art der Fixierung kann all diese Kriterien zu gleichen
Teilen erfullen (MULISCH et al., 2015). Eine Fixierung geht in der Regel mit einer
Schrumpfung einher (LANG, 2013; MULISCH et al., 2015). Da das Auge sich aus
verschiedensten Gewebearten zusammensetzt, die jeweils unterschiedliche
Diffusions- und Durchdringungseigenschaften besitzen, ist die Art der Fixation
abhangig von der zu untersuchenden Struktur (SAUNDERS und JUBB, 1961;
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MCKAY et al., 2009). Zur Fixationstechnik selbst lassen sich unterschiedliche
Methoden finden (YANOFF et al., 1965; KUNERT et al., 1999; BAUMANN et al.,
2015). Das Auge sollte fur eine histologische Untersuchung im Ganzen fixiert
werden (MCKAY et al., 2009). Aufgrund des starren Skleralrings kommt es im
Rahmen der Fixation mit Fllssigkeitsverlust im Auge zum Einsinken der Kornea.
Es treten Einziehungen des hinteren Augensegmentes auf, die wiederum
artefizielle Netzhautablésungen bedingen. Um diesen Effekt zu vermeiden, ist es
notwendig das Fixativ in die vordere Augenkammer zu verbringen und mittels
Parazentese (Injektion in die vordere Augenkammer durch den Limbus corneae)
aufzufillen. Ein Kollabieren aufgrund des Wasserentzugs wahrend des
Schrumpfungsprozesses im Rahmen der Fixation wird so verhindert. Durch eine
fixationsbedingte Verhartung des Gewebes ist eine Parazentese und Auffillen
der vorderen Augenkammer nur innerhalb eines engen Zeitraums nach der
Enukleation und Verbringen ins Fixativ mdglich (KORBEL, 1994).

Fur histologische Untersuchungen wird ein rasch eindringendes Fixiermittel
bendtigt. Hierfur ist nach SAUNDERS und JUBB (1961) Formalin ganzlich
ungeeignet. Die Fixierung durch Eintauchen in Formalin erfolgt zu langsam, als
dass sie autolytische Prozesse oder eine postmortale Netzhautabldsung
verhindern koénnte (SAUNDERS und JUBB, 1961). Dennoch wird Formalin
routinemalig eingesetzt. Seine Eigenschaften Farbe, Form und Strukturen sehr
gut zu konservieren, dicke Gewebestrukturen zu durchdringen und auch nach
langerer Fixierzeit die Anfarbbarkeit des zu untersuchenden Gewebes nicht zu
beeinflussen, machen Formalin zu einem der bekanntesten und am haufigsten
verwendeten Fixiermittel in der Histologie (MULISCH et al., 2015). Eine Studie
von WERTHER et al. (2011) beschreibt den Einfluss einer Formalinfixation bei
Vogelaugen. Dabei wurde, je nach Grofle des Auges, nach 48 Stunden eine
maximale Formalinkonzentration im Auge erreicht. Mehr als die Halfte der
untersuchten Augen zeigten nach der Fixierung eine Volumenabnahme, der Rest
sogar eine Zunahme des Volumens. Mit zunehmender Fixationszeit stieg das
Risiko einer Retinaablésung, welche nach sechs Monaten in 100 % der Falle
auftrat. SAUNDERS und JUBB (1961) praferieren aufgrund dieser negativen
Effekte Zenker Fixierldsung mit Essigsaure fur die Fixation. Eine andere Studie
von YANOFF et al. (1965) beschreibt die Fixierung von Augen mit Glutaraldehyd,
welche ebenfalls bessere Ergebnisse als eine Fixierung mit Formalin erzielt.
Mehr Studien lassen sich zu einer alternativen Fixierung mit Davidson finden.
Davidson zeigt sich als optimales Fixans flr die Retina. Es ist hinsichtlich des

Erhalts der Morphologie Formalin Uberlegen. Die Zellschichten sind besser und
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scharfer voneinander abgrenzbar und die Enden der sensorischen Zellen
(Stabchen und Zapfen) hervorragend darstellbar. Zudem zeigt sich nur in
Einzelfallen eine fixationsbedingte Netzhautablésung, welche regelmafig bei
Fixierungen mit Formalin auftreten (LATENDRESSE et al., 2002; MCKAY et al.,
2009). CHIDLOW et al. (2011) beschreibt neben den vielen Vorteilen der
Davidsonfixierung aber auch Nachteile. Durch den hohen Alkoholgehalt der
Lésung wird das Gewebe brichig, folglich schlechter schneidbar und haftet
weniger gut auf Objekttragern. In wie weit sich Davidson auch fur weiterfihrende
immunhistochemische Untersuchungen besser eignet als Formalin wird in sehr
wenigen Studien thematisiert. Flr die meisten bisher untersuchten Antikérper
zeigt sich Davidson jedoch ebenso kompatibel und Uberzeugt zugleich mit
besseren Ergebnissen (MCKAY et al., 2009; CHIDLOW et al., 2011).
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ll. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Patientengut

Bei den Probanden handelt es sich um Greif- und Eulenvégel aus freier
Wildbahn, welche verletzt oder flugunfahig aufgefunden worden sind und von
ihren Findern in die Klinik fur Vogel, Kleinsauger, Reptilien und Zierfische der
Ludwig-Maximilians-Universitadt (LMU) Muinchen eingeliefert wurden. Dabei
wurden 50 physiologische Augen von 27 Tieren aus funf Arten im Zeitraum von
November 2017 bis Dezember 2018 fir die vergleichenden Vermessungen in
Kooperation mit dem Lehrstuhl fir Neuroanatomie der LMU untersucht. Diese

sind zusammenfassend in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Art und Anzahl des Patientenguts

Systematik: . Geschlecht
Gesamt Mannlich Weiblich

LINNAEUS 1758 unbekannt

Accipitriformes 15

Habicht 2 2

(Accipiter gentilis)

M&ausebussard 8 1 7

(Buteo buteo)

Sperber 5 1 1 3

(Accipiter nisus)

Falconiformes 9

Turmfalke 9 1 4 4

(Falco tinnunculus)

Strigiformes 3

Waldohreule 3 3

(Asio otus)

Der Turmfalke (Falco tinnunculus) war mit 9 Individuen am haufigsten vertreten.
Bei 19 Tieren konnte keine sichere Zuordnung des Geschlechts aufgrund eines
nicht eindeutig feststellbarem Geschlechtsdimorphismus erfolgen. Diese wurden
als unbekannt kategorisiert. Bei dem Alter der Vogel konnte lediglich eine
Einteilung in adult, subadult (Ubergang juvenil zu adult, Adultgefieder noch nicht

ausgebildet) und juvenil erfolgen.
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Im Rahmen der klinischen Routineuntersuchung sollte neben einer grindlichen
Allgemeinuntersuchung des Patienten, insbesondere bei Greifvogeln mit
Verdacht auf Anflugtrauma, eine sorgfaltige ophthalmologische Untersuchung
erfolgen. Der erste Teil der verwendeten Probanden bestand aus
Traumapatienten bei denen der Verdacht auf okulare Veranderungen bestand.
Entsprechend medizinischer Indikation wurden diese Tiere mittels OCT
untersucht. In die histologische Auswertung mit einbezogen wurden nur jene
Patienten, bei denen aufgrund des Augenbefundes (einseitige Veranderungen)
oder erfolgloser Therapie keine Heilung und Wiederauswilderung moglich war
und sich somit die Euthanasie anschloss. Ein weiterer Teil der Probanden setzte
sich aus Patienten zusammen, bei denen schon wahrend der Kklinischen
Allgemeinuntersuchung, also noch vor jeglicher Beurteilung des Visus, eine
infauste  Prognose  feststand. Diese Tiere wurden gemall des
Tierversuchsantrags 55.2-1-54-2532-46-2015 unmittelbar vor der Euthanasie
mittels OCT untersucht. Die OCT-Untersuchung fand ausschlieRlich bei Tieren
mit stabilem Allgemeinbefinden statt. Bei schmerzhaften Zustdénden wie zum
Beispiel Frakturen erfolgte eine sedative Analgesie mit Butorphanol (4mg/kg KM).
Moribunde Tiere wurden nicht untersucht. Samtliche Patienten wurden aus
tierschutzrechtlichen und medizinischen Grinden euthanasiert und nicht fir den

Versuchszweck selbst.

Zusatzlich zu den vergleichenden Vermessungen, fanden mehrere
Folgeuntersuchungen am OCT-Gerat zur Dokumentation von Retinaalterationen
bei funf Waldkauzen (Strix aluco) und einem Mausebussard (Buteo buteo) statt.
Zwei dieser Falle mussten aufgrund der progressiven und pathologischen
Veranderungen am Fundus, der damit einhergehenden Visuseinschrankung und
der infausten Prognose euthanasiert werden. Hier fand ein Vergleich der

pathologischen Veranderungen am OCT mit der Konfokalmikroskopie statt.

AulRerdem wurde die Retina eines an Amaurosis (Schonblindheit, Erblindung bei
maximal geweiteter Pupille bei gleichzeitigem fehlen ophthalmologisch-
/ophthalmoskopisch-pathologischer Befunde) leidenden Weiltkopfseeadlers
(Haliaeetus leucocephalus) auf zellularer Ebene mittels Konfokalmikroskopie

weiterfihrend untersucht.
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3.11 Klinische Allgemeinuntersuchung

Alle Patienten der Klinik wurden einer grindlichen Allgemeinuntersuchung
unterzogen, bestehend aus einer Anamnese, einer Adspektion sowie einer
klinischen Untersuchung. Die Anamnese beschrankte sich bei Wildvégeln auf die
Speziesfeststellung, das ungefahre Alter (adult, subadult, juvenil) sowie, wenn
aulerlich erkennbar, die Zuordnung des Geschlechts (mannlich, weiblich). Die
Hintergrundinformationen reduzierten sich auf die Fundumstande des Tieres. Ein
ausfuhrlicher Vorbericht war somit meist nicht moglich. Bei der Adspektion

wurden folgende Punkte berlicksichtigt:

= Allgemeinbefinden

= Verhalten

= Korperhaltung

=  Sehfahigkeit und Orientierungsvermégen

= Gefiederzustand

Die klinische Untersuchung erfolgte unter fachgerechter Fixation des Patienten

und Beurteilung folgender Parameter:

= Adspektion der Augen und Ohrendéffnungen

= Adspektion der Kérperéffnungen (Schnabelhéhle, Kloake)
» Beurteilung des Ernahrungszustandes

»  Bestimmung des Korpergewichts

= Palpation des Abdomens

= Palpation der Extremitaten

= Greifreflex

= Adspektion des Locus minoris resistentiae

» Beurteilung des Gefiederzustandes

» Untersuchung der Korperoberflache auf Lasionen

3.1.2 Ophthalmologische Untersuchung

Im Anschluss an die klinische Untersuchung folgte der ophthalmologische
Untersuchungsgang in Anlehnung an KORBEL (1994). Die ophthalmologische
Anamnese bei einem Wildvogel beschrankt sich auf die Beobachtung in Ruhe
und die Beurteilung seines Verhaltens sowie seiner Orientierungsfahigkeit. Bei
Verdacht auf ein Anflugtrauma kommt der Untersuchung der Ohréffnungen eine
besondere Bedeutung zu, da hierliber Teile der Fundusperipherie, vor allem bei
Eulen, einsehbar sind (REESE et al., 2009). Erkennbare Hamatome im Bereich

der Ohroéffnungen bestarkten einen Verdacht auf Fundusldsionen. Nach einer
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grundlichen und vergleichenden Adspektion der Augen auf Symmetrie,
Verletzungen, GréRen- und Formveranderungen sowie Augenausfluss und
periorbitalen Federverlust, erfolgte die Beurteilung der Sehkraft mittels
Drohreaktion. Samtliche anschlieRenden Untersuchungen fanden in einem
abgedunkelten Raum statt, um durch die Ausschaltung stérender Augenreflexe
eine optimale Beurteilung zu erreichen (WALDE und SCHAFFER, 2008). Die
Patienten wurden durch die Abdunkelung weiterhin optisch ruhiggestellt, der
Stress minimiert und eine partielle Weitstellung der Pupille (Mydriasis) erzielt. Die
bei Eulen vorhandene Schreckmydriasis erleichterte zusatzlich die
Untersuchung. Auf eine medikamentdse Weitstellung konnte ganzlich verzichtet
werden. Die Patienten wurden durch eine fachkundige Person mittels einwickeln
in ein Handtuch und Kappengriff fixiert. Bei schlechtem Allgemeinbefinden

wurden die Untersuchungen fraktioniert durchgefuhrt.

Zur Beurteilung der vorderen Augenkammer kam eine Kowa SL-17 Spaltlampe
(Fa. Kowa, Tokio, Japan) zum Einsatz mit drei verschiedenen Lichtintensitaten,
integriertem Cobalt-Blaufilter, zwei verschiedenen Vergroerungen (10-fach, 16-
fach) und variierbaren Spaltbreiten (0,1, 0,2, 0,8 mm). Mit der runden Lichtquelle
wurde das Vorhandensein des Pupillarreflexes Uberpriift. Dieser galt als positiv,
wenn sich die Pupille auf den Lichtreiz hin zusammenzog. Zusatzlich wurde die
runde Lichtquelle zur Betrachtung der vorderen Augenkammer im seitlich
auffallenden und durchfallenden Licht genutzt. Dabei konnten eventuelle
Tribungen der Hornhaut, Fremdkoérper, Veranderungen der Iris oder
pathologische Inhalte der vorderen Augenkammer, wie Hypopyon oder
Hyphama, erkannt werden. Mit dem einstellbbaren Spalt wurde das
Vorhandensein der drei Purkinje Sanson'schen Spiegelbilder Uberprift. Dabei
stellen die Reflexionen die Hornhautoberflache, sowie die Linsenvorder- und -

hinterflache dar und geben Hinweise auf Linsenluxationen.

Die hintere Augenkammer wurde mittels indirekter Ophthalmoskopie evaluiert.
Hierfir wurde das Kopfbandophthalmoskop Omega® 100 (Heine, Herrsching,
Deutschland) verwendet. Das Gerat verfugt Uber drei verschiedene
Lichtkegelgrofien und drei verschiedene Lichtfarben (weil3, blau und griin). Nach
Aufsuchen des Fundusreflexes aus leicht dorsonasaler Blickrichtung wurde eine
Linse von Double Aspheric (Fa. Volk Optical Inc. Mentor, USA,) vor das Auge
positioniert. Mithilfe verschiedener Dioptrienzahlen der Linsen (30, 78 und 90
Dioptrien) war eine Anpassung an verschiedene Bulbusgréfien moglich. Je
kleiner der Bulbus desto gréRer die erforderliche Brechkraft der Linse, sodass

sich bei dem grolien Bulbus der Greifvogel in der Regel eine Zahl von 30
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Dioptrien bewahrt hat. Bei Betrachtung des Augenhintergrunds wurde auf
Unversehrtheit des Pecten oculis (z.B. Abrisse, Blutungen, Degeneration,
Atrophien), Veranderungen der Retina (z.B. Ablésungen, Risse, Entziindungen)
und auf unphysiologischen Inhalt des Glaskorpers (z.B. Fibrin, Einblutungen)

geachtet.

In Einzelfallen wurde bei begriindetem Verdacht auf Vorliegen eines Glaukoms
oder Uveitis eine Messung des Augeninnendrucks mit einem TonoVet® (Fa.
Acrivet, Heningsdorf, Deutschland) durchgeflihrt, sowie bei Verdacht auf
Hornhautlasionen ein Fluoreszein-Test. Hierfir wurde ein Tropfen Thilorbin®
(OmniVision GmbH, Puchheim, Deutschland) in jedes Auge appliziert und nach
30 Sekunden mit steriler Kochsalzldsung ausgespilt. Bei Verletzungen der
Kornea waren unter dem Blaulicht der Spaltlampe griin fluoreszierende Bereiche
sichtbar. Bei jeglichen pathologischen Abweichungen wie beispielsweise
abnormen Augeninnendruck, Linsentribungen oder Hornhautdefekten wurde das

Tier nicht mit in die Studie einbezogen.

3.2 OCT-Untersuchung

3.2.1 Das Gerit

Fur die weiterfiihrende Diagnostik mittels OCT wurde das Gerat SPECTRALIS®
HRA+OCT der Firma Heidelberg Engineering (Heidelberg, Deutschland), wie in
Abbildung 16 zu sehen, verwendet. Zur Einheit gehdrten aullerdem ein

Transformator, ein Netzgerat sowie ein Computer mit zugehdrigem Bildschirm.

Abbildung 16: Aufbau SPECTRALIS® HRA+OCT
1 - Transformator, 2 - Netzgerat, 3 - Rechner, 4 - Bildschirm, 5 - Touchpad, 6 - SPECTRALIS
Einheit
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Das Gerat arbeitet mit der Technologie der SD-/FD-OCT. Hierflr verwendet es
eine Superlumineszenzdiode mit einer zentralen Wellenlange von 870 nm.
SPECTRALIS® entsendet einen Doppelstrahl, wobei einer der beiden
Lichtstrahlen stets den Fundus aufnimmt und diesen bei Augenbewegungen
verfolgt. Dieses sogenannte TruTrack Active Eye Tracking fuhrt zu einer
Reduzierung von Bewegungsartefakten und ermoglicht genaue
Folgeuntersuchungen, da die Lokalisation der Erstaufnahme exakt
nachvollzierbar ist. Die Technologie ermdglicht zudem die Aufnahme mehrerer
Bilder einer Stelle zur gleichen Zeit und unterdriickt somit Rauschen. Die
Apparatur besteht aus einer Kinn- und Stirnstiitze. Die Stirnstitze wurde fir die
Verwendung beim Vogel abgebaut. Die Kamera lasst sich Gber einen Joystick
mandvrieren. Dabei wird automatisch durch die Position der Kamera das
untersuchte Auge erkannt (rechts, links). Bei einer mittigen Ausrichtung ertént ein
Warnsignal und das Auge muss manuell ausgewahlt werden. Das Auslosen des
Scans kann Uber die Bedienung eines Touchpanels oder mithilfe eines
Ful3schalters  erfolgen. Uber das  Touchpanel werden weitere
Einstellungsoptionen wie der Aufnahmemodus, die Laserintensitdt und der
Scanwinkel ausgewahlt. Im Aufnahmefenster, welches in Abbildung 17

dargestellt ist, ist auf der linken Seite die Fundusaufsicht zu sehen.

0CT Control

Follow-Up ﬂ Fgﬁ%

Seings Timers ART 100 frames =X 00°

Eye: oD oS CGA: NA I "7‘
Angle:  30° .
FA VA
Focus: 0.00D
Sens.: 50 — 4
Power: IR 100%
Images: 0
Mode: OCT Section 768 A-scans
Rate:  8.8/sec F’ee’ 100%
Res: High Speed R o iii - .
OCT EHEIDELBEIG
SPECTIALISS... Press button on touch panel to start the live image. ENGINEENNGE

Abbildung 17: Aufnahmefenster des OCT-Geréts
Links: Fundusaufsicht eines Mausebussards (Buteo buteo), als schwarze Struktur sichtbar in der
linken unteren Ecke der Pecten oculi; Rechts: B-Scan sowie in blau darunter der Qualitatsbalken

und verschiedene Einstellungsoptionen
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Auf der rechten Seite befindet sich das OCT-Bild, der sogenannte B-Scan. Im
oberen Drittel sind Markierungen fir die Kennzeichnung des ,Sweet Spots®
eingefugt. Die Retina sollte fur eine bestmdgliche Darstellung innerhalb dieses
Bereiches aufgenommen werden, sowie im blauen Bereich des Qualitatsbalken
unterhalb des Scans liegen. Im Aufnahmefenster lassen sich weiter verschiedene
Einstellungsoptionen finden, wie die Augengrélie (S-XL) und verschiedene
Voreinstellungen des Scans (Fast, Dense, P.Pole, Lines, ART1). Die
Durchfiihrung der Aufnahmen erfolgt Gber die Software Heidelberg Eye Explorer
(HEYEX).

3.2.2 Vorbereitungen

Vor der Untersuchung und der Handhabung des Patienten wurde das OCT-Gerat
bereits hochgefahren und wichtige Patientendaten vermerkt (Veteranummer,
Spezies, Geschlecht), sowie die Aufnahmeeinstellungen ausgewahit. Patienten
die Schmerzsymptome &aullerten oder bei denen von einem schmerzhaften
Zustand auszugehen war, erhielten vor der OCT-Untersuchung ein potentes
Schmerzmittel (Butorphanol 4mg/kg KM). In allen Fallen wurde die Untersuchung
wach durchgeflhrt. Eine Anasthesie hat nachweislich Einfluss auf den
Augeninnendruck und koénnte anschlielfende Vermessungen der Retina
verfalschen (HAHNENBERGER, 1976; HOLVE et al., 2013). Eine Untersuchung
am frischtoten Tier ist nicht mdglich, da das Auge innerhalb weniger Minuten
eintribt und Hornhaut und Linse flr die OCT undurchlassig werden (MCNABB et
al., 2017). Fir die Untersuchung war ein lockeres Einwickeln des Vogels in ein
Handtuch durch den Untersucher selbst als FixationsmalRnahme ausreichend.
Der Kopf musste in der Regel nicht fixiert werden und das Tier konnte frei
blinzeln. Somit war der natlrliche Tranenfiim gegeben und ein zusatzliches
Feuchthalten der Augen mittels steriler Kochsalzlosung nicht notwendig. Das
Allgemeinbefinden und die Atmung konnten jederzeit vom Untersucher selbst
registriert und Kkontrolliert werden. Die Aufnahmen erfolgten in einem
abgedunkelten, ruhigen Raum, indem nur der Untersucher selbst anwesend war,
um den Stress fir das Tier auf ein Minimum einzugrenzen. Durch die
Abdunkelung des Raums war eine weitere medikamentose Weitstellung der
Pupille nicht notwendig. Bei Eulen trug zusatzlich die Schreckmydriasis zu einer
guten Zuganglichkeit fur die OCT bei. Zeigte der Vogel jegliche Anzeichen von
hochgradigem Stress wie Schnabelatmung, Dyspnoe oder langanhaltende
Abwehrbewegungen wurde die Untersuchung abgebrochen und unverziiglich die

Euthanasie angeschlossen.
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3.2.3 Aufnahme

Der in ein Handtuch locker eingewickelte Patient wurde mit einer Hand an den
Stéandern gehalten und mit der zweiten Hand am Brustkorb gestitzt (siehe
Abbildung 18).

ErS ey
LRnGm  sracTr

Abbildung 18: Fixation eines Mausebussards (Buteo buteo) fiir die OCT-Untersuchung

Die Kinnstitze diente ebenfalls als leichte Stitze fur den Vogel. Das zu
untersuchende Auge wurde fokussiert und der Vogel so nah an die Kamera
herangefiihrt bis eine Fundusaufsicht in gewlnschter Qualitat sichtbar wurde.
Der Einfallswinkel zum Auge wurde entsprechend so angepasst, dass die
Zielstrukturen (Fovea centralis und Fovea temporalis) darstellbar waren. Die
AugengrofRe S wurde fiur Turmfalken (Falco tinnunculus) und Sperber (Accipiter
nisus) ausgewahlt. Bei groReren Vertretern wie Mausebussard (Buteo buteo) und
Habicht (Accipiter gentilis) die GroRe M. Eulen wurden mit der GréRe L
untersucht. Samtliche Aufnahmen sind im Fastscan Modus aufgenommen
worden, bei einer Laserintensitat von 100 %, einem Focus von 0 D und einer
Sensitivitat von 48 - 50. Das Sichtfeld entsprach bei allen Aufnahmen 30 %. Bei
jedem untersuchten Vogel wurde zunachst der Fundus grof¥flachig mit der
Echtzeitdarstellung abgefahren, ohne eine Aufnahme auszulésen, um mdgliche
pathologische =~ Abweichungen festzustellen. Fir die vergleichenden
Vermessungen der einzelnen Retinaschichten wurden nur unveranderte,
physiologische Augen mit einbezogen. War dies der Fall, wurde die Fovea
centralis (aufler bei Eulen) und die Fovea temporalis aufgenommen. Die

genannten Bereiche wurden, wenn mdglich, von jedem Auge zweimal gescannt.
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3.24 Auswertung

Fir die Auswertung wurde der Heidelberg Eye Explorer 1.10.2.0 verwendet, mit
dessen Hilfe die Tiefe der Fovea centralis und temporalis sowie die einzelnen
Schichtdicken bestimmt werden konnten. Jede Messung erfolgte zweimal an
zwei verschiedenen Aufnahmen. Abbildung 19 zeigt die Bestimmung der Tiefe
der Fovea auf, welche durch den Einzug einer Geraden durch die zwei héchsten
Punkte der Areae foveae und ein Lotfallen im rechten Winkel zum tiefsten Punkt

bestimmt wurde.

200 um—m |iEIEI pum

51689, Turmfalke, #51689
21.06.2018, OD

IR&OCT 30° ART [HS] ART(9) Q: 37 HEIDELEBEIS
ENGINEENNS

Abbildung 19: Bestimmung der Foveatiefe in der OCT

Einzug einer Geraden durch die zwei hochsten Punkte der Fovea und Lotfallen zum tiefsten Punkt

Da die Retinaschichten bekannterweise topografische Variationen aufweisen, ist
es wichtig die Messungen sowohl innerhalb der OCT-Aufnahme als auch in der
Konfokalmikroskopie zu vereinheitlichen. Es mussen somit Orientierungspunkte
gewahlt werden. Bei Saugetieren fungieren hierfur die GefalRe der Retina als
eine Art Landkarte. Da Vdgel jedoch keine retinalen GefalRe besitzen ist dies
nicht mdglich. Aus diesem Grund wurde als Orientierungspunkt die Fovea
centralis gewahlt. In der konfokalmikroskopischen Aufnahme wurden zwei
Messpunkte (jeweils nasal und temporal) festgelegt und der Abstand zur Fovea
bestimmt. Der gemessene Abstand konnte dann fir die OCT-Aufnahme
Ubertragen und so der Messpunkt wiedergefunden werden (siehe Abbildung 20,
S. 39).
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Abbildung 20: Bestimmung der Messpunkte in der OCT
Ubertragung des in der Konfokalmikroskopie gemessenen Abstands zum Zentrum der Fovea

centralis in nasaler und temporaler Richtung

Die einzelnen Schichtdicken wurden auf diesem Wege jeweils nasal und
temporal der Fovea centralis bestimmt. Dabei wurden die Messungen nur an
Schichten durchgefiihrt, an denen die Grenzen genau bestimmt werden konnten.
Die OCT-Aufnahme stellte hierbei den limitierenden Faktor dar, sodass einige
Schichten zusammen vermessen werden mussten (siehe Abbildung 21). In die
Gesamtdicke der Retina wurden das OS der Zapfenschicht und das RPE nicht

miteinbezogen.

L.ln um

Abbildung 21: Vermessung der Retinaschichten in der OCT
Retina eines Sperbers (Accipiter nisus);, Schicht 1: ILM+NFL+GCL, Schicht 2: IPL, Schicht 3:
INL+OPL+ONL+ELM, Schicht 4: IS der Zapfenschicht; Gesamtdicke (ohne OS und RPE)
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Zeigten die Schichten am Messpunkt bedingt durch die physiologische Form des
Bulbus eine starke Krummung auf, wurden Hilfslinien eingezeichnet um die
Schichtdicken einheitlich in einem 90° Winkel bestimmen zu kdnnen (siehe
Abbildung 22).

1171 pm

Abbildung 22: Bestimmung der Schichtdicken

Einzug von Hilfslinien (griin) zur einheitlichen Schichtdickenmessung im rechten Winkel

Langenmessungen innerhalb der OCT-Aufnahme beruhen auf der Annahme
eines Gullstrand-Auges (vereinfachtes menschliches Modellauge mit
durchschnittlichen und vereinheitlichten optischen Werten) sowie auf den
eingestellten Kornearadius und Fokus. Dabei veranderten sich bei Anpassung
dieser Parameter die horizontalen Messwerte (Abstandsmessungen zur Fovea).
Vertikale Messungen (Messung Schichtdicken) blieben unverandert. Bei jeder
Aufnahme wurde somit auf einen korrekt eingestellten Fokus geachtet und der
Kornearadius flr jedes Tier entsprechend angepasst. Um Messungenauigkeiten
zu vermeiden, wurden samtliche Messungen in der pm-Skalen-Ansicht
durchgefiihrt (siehe Abbildung 23 und Abbildung 24, S. 41).
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Abbildung 23: Darstellung der OCT-Aufnahme und Bestimmung der Foveatiefe in Pixel
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Abbildung 24: Darstellung der OCT-Aufnahme und Bestimmung der Foveatiefe in ym

3.3 Histologische Untersuchung

3.31 Euthanasie

Aufgrund der infausten Prognose aller Patienten und der damit fehlenden
Rehabilitierbarkeit in die freie Wildbahn, schloss sich in samtlichen Fallen flr die
vergleichenden Vermessungen der Retina nach der OCT-Untersuchung die
Euthanasie an. Die Euthanasie fand unter Allgemeinanasthesie mit 5 % Isofluran
(IsoFlo®, Albrecht, Aulendorf, Deutschland) statt. Sobald das chirurgische
Toleranzstadium erreicht worden ist, erfolgte in der Regel eine intravendse
Injektion mit T61 (MSD Animal Health, Deutschland). War eine intravendse

Injektion nicht moglich, wurde die intrakardiale Applikation gewahlt.
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3.3.2 Entnahme der Bulbi

Nach der Euthanasie erfolgte unverziglich die Entnahme der Bulbi um
Veranderungen aufgrund von Autolyse, Anoxie und Zusammenfall des
Augeninnendrucks zu verhindern. Mithilfe einer geraden Klemme wurde das
Auge an beiden Lidern fixiert. Mit einem Skalpell erfolgte im periokularen
lateralen Augenwinkel eine vorsichtige Inzision durch die Haut und Sklera, ohne
dabei den Augapfel zu verletzen. Die Inzisionsstelle diente zum Einfihren einer
stumpfen, gebogenen Metzenbaumschere, mit deren Hilfe das Auge
anschliel®end kreisrund umschnitten wurde. Zur Lésung des hinteren Teils des
Bulbus aus der Augenhohle, war die Schere durch ihre gebogene Form besser
an die Form des Augapfels angepasst und die Augenmuskulatur konnte
vorsichtig ab prapariert, sowie der Sehnerv final durchtrennt werden. Wahrend
des gesamten Vorgangs wurde Wert darauf gelegt, so wenig Druck und Zug wie
moglich auf das Auge auszuuben um artifiziellen Retinaablésungen entgegen zu
wirken. Anhaftendes Gewebe wie Reste des Sehnervs, Augenmuskeln und
Augenlider wurden moglichst vollstandig entfernt, um einen negativen Einfluss
auf die Fixierung zu vermeiden. Zur Bestimmung eines Schrumpfungsfaktors
wurde das Auge vor und nach der Fixierung mithilfe einer Prazisionswaage
gewogen und mit einem digitalen Messschieber der Korneadurchmesser

vermessen.

3.3.3 Fixation der Retina

Das Auge wurde im Ganzen und durch Einbringen der Fixierlésung Uber
Parazentese in das Augeninnere fixiert, um eine Faltenbildung der Retina zu
verhindern (RAVELHOFER, 1996). Gleichzeitig wurde hierdurch eine schnelle
und gleichmafige Verteilung der Fixierldsung in das Gewebe ermdglicht. Fr
einen optimalen Erhalt der Retinamorphologie wurde zur Fixierung
Davidsonlésung verwendet (LATENDRESSE et al., 2002). Die verwendete

Davidsonldsung bestand aus folgenden Komponenten:

Formalin 37 % 54 ml
Vollentsalztes (VE) Wasser 146 ml
Einstellung des pH-Wertes auf 7

Ethanol 96% 350 ml
VE-Wasser 350 ml
Eisessig 100 ml

Nach einer Fixationszeit von mind. 24 h wurde das Auge in das vordere und



Il. Material und Methoden 43

hintere Augensegment getrennt und fur weitere 24 h in frischer Davidsonlésung

fixiert.

3.34 Kalottierung

Fur die Trennung des hinteren Augensegments vom Vorderen wurde zuerst, wie
in Abbildung 25 zu sehen, die Kornea mit einer Skalpellklinge entfernt und mit
einer stumpfen Schere ein Schnitt in das hintere Augensegment ziehend gesetzt.
In diesen Einschnitt konnte eine stumpfe Schere eingefiihrt werden. Die vordere

Augenkammer wurde auf diesem Wege mithilfe der Schere vom hinteren Teil

samt Linse abgesetzt.

Abbildung 25: Kalottierung des Bulbus
Absetzen der Kornea mit einer Skalpellklinge und der vorderen Augenkammer mithilfe einer

stumpfen, gebogenen Schere
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Reste des Glaskdrpers wurden vorsichtig mit einer anatomischen Pinzette und
einem feinen Pinsel entfernt, ohne hierbei die Retina zu berlhren. Das hintere
Augensegment wurde so zurechtgeschnitten, dass beide Foveae erhalten
blieben (siehe Abbildung 26).

Abbildung 26: Zurechtschneiden der ProbengroRe
Makroskopisch sichtbar sind beide Foveae: F.c. - Fovea centralis, F.t. - Fovea temporalis. Der

schwarze Kreis zeigt den Zuschnitt an

3.35 Vorbereitung der Probe

Fir die Vorbereitung zur Immunhistochemischen Farbung wurden die hinteren
Augensegmente mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) zweimal 10 Minuten
und einmal eine Stunde lang ausgewaschen, um die Davidsonlésung zu

entfernen. Die PBS-Ldsung wurde dabei wie folgt angesetzt:

Natriumchlorid (NaCl) 200 ¢
Kaliumchlorid (KCI) 5¢
Dihydrat (Na;HPO4 - 2 H,0) 36 g
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 5¢

in 2,5 vollentsalztes Wasser

Einstellung auf pH 7,4 mit Natriumhydrogencarbonat (NaOH)

Fir die weitere Vorbereitung wurde die Kryoschnitttechnik angewandt. Das heift,
die Proben werden gefroren und anschlieBend an einem gekuhlten Mikrotom
(Kryostat) in der gewtiinschten GrofRe geschnitten. Auf diese Weise wird die
Antigenitat optimal und besser erhalten, als beispielsweise bei der

Paraffineinbettung. Beim Einfrieren von wasserhaltigem Gewebe kommt es
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unweigerlich zur Bildung von Eiskristallen, die die Morphologie negativ
beeinflussen. Ziel ist es demnach die Bildung dieser so klein wie mdglich zu
halten. Dies wird durch eine moglichst schnelle Abkuhlung erreicht oder durch
die Verwendung von Gefrierschutzmitteln (LANG, 2013; MULISCH et al., 2015).
In der Studie erfolgte das Einlegen in 30 % Sucrose in PBS uUber Nacht um
Gefrierartefakte durch die Kryo-Einbettung zu vermeiden. Innerhalb dieser Zeit
sind samtliche Proben, unabhangig der GroéRe, zum Boden des Gefalles
abgesunken. Fir die Einbettung wurden die Proben in Einbettformen mit Tissue-
Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek, Kalifornien, USA) als Einbettmedium
entsprechend ausgerichtet. Das Medium ist wasserl6slich und 16st sich wahrend
des Farbevorgangs. Im Anschluss wurden die Proben samt Form und Medium
bei < -60 °C in einem Isopentanbad umgeben von Trockeneis gefroren (siehe
Abbildung 27). Der Probenblock war je nach Probengréfie nach circa 5 Minuten
durchgefroren und konnte entnommen werden. Luftdicht verpackt waren diese
bei -20 °C bis zur weiteren Verarbeitung lagerfahig. Fur die histologische
Untersuchung wurden am Kryostat Leica CM1950 (Leica, Wetzlar, Deutschland),
nach einer Temperierung der Proben, 25 ym dicke Retinaschnitte angefertigt bei
einer Kammertemperatur von -19/20 °C und einer Messertemperatur von -21 °C.
Die Probenblécke wurden bis zum Ende der Pectenspitze getrimmt und
anschlieend jeder 3./4. Schnitt auf einen Objekttrager aufgefangen, um den

Beginn der Fovea zu lokalisieren.

Abbildung 27: Ausrichtung der Probe in der Einbettform
1 - mit Einbettmedium gefiillte Form; 2 - hinteres Augensegment mit der Pectenbasis zum Messer
des Kryostats ausgerichtet; 3 - Bereich der Trimmung bis zum Ende der Pectenspitze; Die roten

Linien stellen die Schnittrichtung am Kryostaten dar.
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Schnitte, die den Bereich der Fovea aufzeigten, wurden auf Poly-L-Lysin-
beschichtete (Poly-L-Lysin; PB890, Sigma-Aldrich/Merck KGAa, Darmstadt,
Deutschland) Objekttrager Ubertragen. Hierfur wurden die Objekitrager mit
Aceton gereinigt, getrocknet und fir finf Minuten in einer 1:10 verdinnten (mit
Aqua dest.) Polylysinlésung inkubiert. Nach einer Trocknung Uber Nacht konnten
diese dann verwendet werden. Die Kryoschnitte wurden nach dem Auffangen
mind. 30 min bei Raumtemperatur getrocknet und anschlielend ebenfalls bei

-20 °C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

3.3.6 Markierung mit Antikérpern

Die gefrorenen Schnitte wurden langsam temperiert und durch eine zweimalige
Waschung in PBS wieder in ein wassriges Medium Uberflhrt. Fir die
Immunhistochemische Farbung wurde sich an der Arbeit von RAUSCHER et al.
(2013) orientiert. Um unspezifische Bindungen zu verhindern wurde 5 % normal
Donkey Serum (DOS; D9663, Sigma-Aldrich/Merck KGAa, Darmstadt,
Deutschland) mit 1 % Dimethylsulfoxid (DMSO; 1.02952.1011, Merck KGAa,
Darmstadt, Deutschland) und 0,3 % Triton X-100 (T8787, Sigma-Aldrich / Merck
KGAa, Darmstadt, Deutschland) als Blockierlésung verwendet. Als primarer
Antikérper zur Darstellung der Miullergliazellen wurde ein monoklonaler Anti-
Glutamin-Synthetase-Antikorper aus der Maus (MAB302, Merck KGAa,
Darmstadt, Deutschland) genutzt. Zur Markierung der Zapfen kam das Lektin
PNA (Peanut Agglutinin; L6135, Merck KGAa, Darmstadt, Deutschland) zum
Einsatz. Fur alle tagaktiven Greifvdogel wurde eine Verdinnung des primaren
Antikorpers Anti-Glutamin-Synthetase von 1:600 etabliert, fir alle Nachtaktiven
eine Verdinnung von 1:800. Bei dem Lektin PNA zur Markierung der Zapfen,
welche bei den tagaktiven Voégeln zahlreicher vorhanden sind, ist eine
Verdunnung von 1:200 ausreichend. Bei den Nachtaktiven ist eine Verdunnung
von 1:100 notwendig. Anti-Glutamin-Synthetase und PNA wurden zusammen
mithilfe der Blockierldsung entsprechend verdinnt. Nach einer Inkubation mit
diesem Gemisch fir eine Stunde in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur
(26 °C), erfolgte eine weitere Inkubation bei +4 °C Uber Nacht. Uberschissige
Antikérper und Uberschissiges Lektin wurden anschlieRend durch eine
dreimalige Waschung in PBS abgespllt. Zur Visualisierung des primaren
Antikorpers wurde der 2. Antikérper Donkey anti-Mouse IgG (H+L), konjugiert mit
Alexa Fluor® 594 (2 mg/ml, 1:200, A21203, Thermofisher Scientific, Waltham,
USA) verwendet. Fir das Lektin kam ein mit Alexa Fluor 488 konjugiertes
Streptavidin (1 mg/ml, 1:100, S11223, Thermofisher Scientific, Waltham, USA)

zum Einsatz. Die Inkubation der 2. Antikérper erfolgte flr eine Stunde bei
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Raumtemperatur (26 °C), bevor sich eine erneute Spulung mit PBS anschloss.
Im letzten Schritt erfolgte die Zellkernfarbung mit Hoechst 33258 (bisBenzimide H
33258; 14530, Sigma-Aldrich / Merck KGAa, Darmstadt, Deutschland) und eine
finale Waschung mit destilliertem Wasser (Aqua dest.). In der Studie zeigte sich
eine starke Autofluoreszenz der Retina, sodass samtliche Schnitte vor der
gesamtem Prozedur fir mindestens 12h Stunden einer Aquariumlampe
ausgesetzt wurden, um die Autofluoreszenz zu unterdricken (NEUMANN und
GABEL, 2002). Damit es wahrenddessen nicht zur Austrocknung der Schnitte
kam, wurden sie in 0,1 M Tris-HCI-Puffer, pH 8,8 (12,114g Tris, 900 ml Aqua
dest., Einstellung auf pH 8,8 mit 1M HCI) Gberflhrt und wahrend des Vorgangs
gekuinhlt

Das Farbeprotokoll im Detail stellte sich zusammenfassend wie folgt dar:
1. Bestrahlung der Schnitte Gber Nacht in Tris-HCI-Puffer
2. 2 x 5 min spulen in PBS

3. Inkubation mit Blockierlésung: 5 % DOS + 1 % DMSO + 0,3 % Triton X-

100 fur 30 min in feuchter Kammer bei Raumtemperatur (26 °C)

4, Inkubation mit einem Gemisch aus Anti-Glutamin-Synthethase und PNA
angesetzt in der Blockierldsung (siehe Punkt 3) fir 1 h in feuchter

Kammer bei Raumtemperatur (26 °C), anschlie3end Uber Nacht bei +4 °C
5. 3 x 10 min spulen in PBS

6. Inkubation in einem Gemisch aus donkey-anti-mouse-Alexa Fluor 594 und
Streptavidin-Alexa Fluor 488 angesetzt in Blockierlésung (siehe Punkt 3),
1 h bei Raumtemperatur (26 °C)

7. 2 x 10 min spulen in PBS

8. Kernfarbung mit Hoechst 33258 fiir 10 min
9. 2 x 5 min spilen in Aqua dest.

10. Eindecken mit Shandon Immu-Mount

Nach der erfolgreichen immunhistochemischen Farbung wurden die Schnitte
mittels Shandon Immu-Mount (Thermo Scientific, Massachusetts, USA)

eingedeckt und anschlieRend lichtgeschitzt im Kuhlschrank gelagert.
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3.3.7 Konfokalmikroskopische Aufnahme

Die konfokalmikrokopischen Aufnahmen erfolgten innerhalb einer Woche nach
der abgeschlossenen Farbung und wurden schnellstmoéglich durchgefihrt, da
nach einiger Zeit die Autofluoreszenz der Retina wiedereinsetzte. Fur die
Aufnahmen wurde ein OLYMPUS BX51WI Mikroskop mit OLYMPUS BX-DSU
und SOLA LED Lampe (Olympus; Tokio, Japan) verwendet. Das Gerat arbeitet
mit einer sogenannten DSU - Disk Spinning Unit, und bedient somit die Methode
einer sich rotierenden Scheibe, erreicht Wellenlangen zwischen 350 bis 700 nm
und bendtigt pro Aufnahme weniger als 33 msec. Weiterhin wurde ein 20-fach
vergrofRerndes UPlanSApo Objektiv (Olympus; Tokio, Japan) verwendet und eine
Qlmaging RETIGA 2000R Farbkamera (Qlmaging, Scientific Imaging Made
Easy; Surrey, Canada). Stereoinvestigator 11.02.01 (MBF Bioscience, Wiliston,
USA) wurde als Software zur Durchfihrung der Aufnahmen eingesetzt. Von den
erfolgreich immunhistochemisch gefarbten Retinaschnitten wurde jeweils die
Fovea sowie ein ausreichend grofter Bereich nasal und temporal als 3D Scan
festgehalten. Der entsprechende Scan-Bereich wurde im Praparat markiert, das
obere und untere Ende der 25 ym dicken Schnitte festgelegt und ein Abstand
von einem Mikrometer zwischen den einzelnen Scan-Ebenen gewahit. Alle DSU-
Scans wurden mit jeweils drei FluoreszenZfiltern als einzelne schwarz-weil3-
Aufnahmen durchgefuhrt (Alexa 594, Alexa 488, Alexa 350) und anschlief3end

durch die Software automatisch zu einem dreifarbigen 3D-Datensatz kombiniert.

3.3.8 Auswertung

Die Aufnahmen wurden mittels der Stereo Investigator Software 11.02.01 (MBF
Science, Williston, USA) ausgewertet. Da die Aufnahmen mit derselben Software
stattgefunden haben, wurden die Mal3stédbe des Bildes automatisch erkannt und
Messwerte konnten direkt Ubernommen werden, ohne dass eine
Skalenanpassung notwendig war. Bei der Auswertung wurde Wert darauf gelegt,
dieselben Verfahrensweisen wie bei der Auswertung der OCT-Bilder
anzuwenden. Das heil’t die Tiefe der Fovea wurde ebenfalls durch den Einzug
einer Geraden durch die zwei héchsten Punkte und ein Lotfallen zum tiefsten
Punkt bestimmt (siehe Abbildung 28, S. 49).
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Abbildung 28: Bestimmung der Foveatiefe in der CLSM

Weiter wurden in der konfokalmikroskopischen Aufnahme die temporale und
nasale Richtung bestimmt sowie jeweils ein Messpunkt nasal und temporal
festgelegt (siehe Abbildung 29).
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Abbildung 29: Auswertung der CLSM-Aufnahmen mithilfe der Stereo Investigator Software

Bestimmung der Foveatiefe und jeweils eines Messpunktes in nasaler und temporaler Richtung
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Fir den nasalen und temporalen Messpunkt wurde eine Stelle gewahlt an denen
die Retinaschichten mdglichst parallel zueinander verlaufen, Hilfslinien verwendet
und die Messungen dann ebenfalls im rechten Winkel mithilfe der Measure Line
vorgenommen. Die Schichten wurden wie folgt vermessen: Die ILM zusammen
mit der NFL und GCL, die IPL, die INL mit der OPL, der ONL und der ELM, das
IS der Zapfenschicht und die Gesamtdicke aller Schichten (exklusive OS und
RPE) (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Vermessung der Retinaschichten in der CLSM
Schicht 1: ILM + NFL + GCL; Schicht 2: IPL; Schicht 3: INL + OPL + ONL + ELM; Schicht 4: IS

Um die einzelnen Schichtgrenzen exakt definieren zu kénnen und somit
moglichst genaue Messwerte zu generieren, konnten mithilfe der Software die
Farbkanale nachtraglich angepasst und die Schichten mithilfe des 3D-Scans in
der Tiefe nachverfolgt werden. Jeder Messwert wurde dreimal bestimmt und der

Mittelwert tabellarisch festgehalten.

3.4 Fotografische Dokumentation

Fur die Veranschaulichung der Untersuchungsgange wurde eine Nikon D90
Digitalkamera mit einem Nikon DX AF-S NIKKOR 18-105 mm Objektiv (Nikon
Corp., Japan) verwendet. Fir die Bildbearbeitung fanden die Programme GIMP
2.8.22 und Adobe® Photoshop CC 2019 Anwendung.
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IV. ERGEBNISSE

4.1 Fixationsmethode

Um die bestmdgliche Fixierung flr den Erhalt der Retina zu wahlen, wurden die
zwei gelaufigsten Fixative verglichen: Formalin und Davidson. Formalin fixierte
Proben zeigten haufiger Retinaablosungen. Die einzelnen Retinaschichten waren
teilweise degeneriert und die Morphologie somit nicht ausreichend erhalten.
Zudem hielten die Schnitte schlechter auf den Objekttragern. Die Fixierung eines
bereits in das vordere und hintere Augensegment kalottierten Auges, sowie ein
Einschnitt in den Limbus, um die Diffusion des Fixativs zu beschleunigen, flhrten
stets zu einer hochgradigen Faltenbildung und Ablésung der Retina. Ein blof3es
Eintauchen des Auges in die Fixierldésung ohne eine Diffusionserleichterung,
fihrte ebenfalls zu diesem Bild. Auf diese Weise fixierte Proben waren nicht
auswertbar. Ein zusatzliches Einbringen des Fixativs in das Augeninnere uber
eine Parazentese war somit zwingend notwendig. Dabei variierte das nétige
Parazentesevolumen zur Vermeidung einer Faltelung der Retina innerhalb
derselben Vogelart. Selbst die Verwendung des gleichen Volumens am rechten
und linken Auge desselben Tieres, fihrte oftmals zu abweichenden Ergebnissen.
Im Durchschnitt stellte sich gar keine bis geringgradige und vereinzelt
mittelgradige Faltelung der Retina dar. Die Tabelle 2 zeigt die applizierten
Parazentesevolumina auf, welche zu einem guten Erhalt der Retinamorphologie
fihrten.

Tabelle 2: Parazentesevolumina zur Fixation

Art Parazentesevolumen in ml
Turmfalke (Falco tinnunculus) 02-0,4

Sperber (Accipiter nisus) 0,2

Mausebussard (Buteo buteo) 0,6-0,7

Habicht (Accipiter gentilis) 0,5-0,7

Waldkauz (Strix aluco) 0,8

Waldohreule (Asio otus) 0,4
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Die Augen wurden fur mindestens 24 Stunden bis zur Kalottierung fixiert und
maximal 30 Tage lang. Dabei konnte kein Einfluss der Fixationszeit auf die

anschlielRende Verarbeitung und Farbung der Schnitte beobachtet werden.

Um den Einfluss der Fixation auf die Schrumpfung des Gewebes bestimmen zu
kénnen, wurden die Augen nach der Parazentese und dem Einlegen ins Fixativ,
sowie kurz vor der Entnahme zur Kalottierung, gewogen. Zusatzlich wurde der
Korneadurchmesser vor und nach der Fixierung bestimmt. Die erhaltenen Werte
wurden mit der MedCalc Statistical Software Version 18.11.6 (MedCalc Software
bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2019) ausgewertet. Die
Messwerte wurden in einem Bland-Altman-Diagramm dargestellt (siehe
Abbildung 31 und Abbildung 32, S. 52-53) (ALTMAN und BLAND, 1983).
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Abbildung 31: Gewicht der Augen vor (ante) und nach (post) der Fixation

Das Gewicht (gemessen in Gramm) vor der Fixation ist der tatsdchliche Wert, sodass die Differenz
beider Werte fir das Gewicht vor und nach der Fixierung (y-Achse) in Abhangigkeit zum Gewicht
vor der Fixation (x-Achse) in Prozent (%) dargestellt ist. Im Idealfall, wenn keine Veranderung des
Gewichts durch die Fixation eintritt, ist die Differenz gleich Null (Nulllinie: rot gestrichelte Linie). Die

blaue Linie zeigt den Mittelwert (Mean) an.
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Abbildung 32: Korneadurchmesser vor (ante) und nach (post) der Fixation
Die Differenz des Korneadurchmessers (gemessen in Millimeter) (vor und nach der Fixierung) ist in

Abhangigkeit vom Korneadurchmesser vor der Fixierung in Prozent (%) (x-Achse) aufgetragen.

Das Streudiagramm ergab fir das Gewicht der Proben einen positiven Mittelwert
von 3,3. Das bedeutet die Proben waren im Mittel 3,3 % leichter nach der
Fixation. Der Korneadurchmesser war durchschnittlich 1,6 % groRer vor der

Fixation.

4.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung

Von insgesamt 27 Tieren wurden 50 Augen funf verschiedener Arten aus drei
Ordnungen fixiert. Davon konnte bei 30 Augen mindestens eine Fovea
mikroskopisch aufgefunden werden. Insgesamt waren die Retinaschnitte sehr
fragil und lésten sich leicht von den Objekttragern. Die Verwendung von
Superfrost®Plus Adhasionsobjekttragern (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA), welche durch eine positive Ladung zu einer besseren
Gewebeadhasion fuhren, sowie mit 5 %iger Gelatine beschichtete Objekttrager,
fUhrten zu keiner ausreichenden Haftung. Eine Poly-L-Lysinbeschichtung erzielte
eine zufriedenstellende Adhasion. Bei den durchgefihrten Negativkontrollen
(Inkubation mit 5 % normal Donkey Serum) zeigten die Schnitte eine sehr stark

ausgepragte Autofluoreszenz. Eine Bestrahlung der Schnitte fir 30 Minuten,
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einer Stunde oder zwei Stunden brachte keine Besserung. Erst eine Bestrahlung
Uber Nacht unterdrickte die Autofluoreszenz fur ungefahr eine Woche. Dabei
blieb die Adhasion der Proben auf den Objekttragern besser erhalten, wenn
wahrend der Bestrahlung eine Kuhlung stattfand (NEUMANN und GABEL, 2002).
Eine UbermaRige Erwarmung fihrte zu einer leichteren Abldésung in den
folgenden Schritten. Eine Vorbehandlung der Schnitte zur Demaskierung der
Antigene fand nicht statt, da keine Notwendigkeit bestand und sich eine
Vorbehandlung als nicht praktikabel erwies. Der experimentelle Einsatz von Hitze
zur Antigendemaskierung flhrte zum Verlust der ohnehin fragilen Schnitte und

zur Zerstorung der Retinamorphologie.

Fir die Etablierung einer immunhistochemischen Farbung an der aviaren Retina
wurden Verdinnungsreihen des primaren Antikorpers Anti-Glutamin-Synthetase
und des Lektins PNA, sowohl bei einem Sperber als tagaktivem Vertreter und bei
einem Waldkauz als nachaktivem Vogel, durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 33, Abbildung 34, Abbildung 35 und Abbildung 36, Seite 54-55 zu

sehen.

Abbildung 33: Verdiinnungsreihe Anti-Glutamin-Synthetase, Sperberretina (Accipiter nisus)
Von links nach rechts in aufsteigender Verdinnung: Bild 1) 1:500; Bild 2) 1:800; Bild 3) 1:1000

Rot markiert sind die Mullergliazellen und deren Auslaufer durch die gesamten Retinaschichten in

der Verdiinnung 1:500 sehr gut nachverfolgbar. In einer Verdiinnung von 1:800 lassen sich die
Auslaufer weniger gut nachvollziehen, wohingegen eine Verdinnung von 1:1000 die

Miillergliazellen gedrungen wirken Iasst.
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Abbildung 34: Verdiinnungsreihe PNA, Sperberretina (Accipiter nisus)
Von links nach rechts in aufsteigender Verdinnung: Bild 1) 1:100; Bild 2) 1:200; Bild 3) 1:400
Die grin markierten Zapfen stellen sich am deutlichsten in einer Verdinnung zu 1:200 dar. Eine

héhere Verdliinnung fiihrt zu einer verstarkten Markierung in den oberen Retinaschichten (NFL und
IPL).

Abbildung 35: Verdiinnungsreihe Anti-Glutamin-Synthetase, Waldkauzretina (Strix aluco)
Von links nach rechts in aufsteigender Verdiinnung: Bild 1) 1:500; Bild 2) 1:800; Bild 3) 1:1000

Eine Verdiunnung von 1:800 des primaren Antikdrpers Anti-Glutamin-Synthetase ermoglicht eine
genaue Darstellung der Miillerglia innerhalb der Retinaschichten.
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Abbildung 36: Verdiinnungsreihe PNA, Waldkauzretina (Strix aluco)
Von links nach rechts in aufsteigender Verdiinnung: Bild 1) 1:100; Bild 2) 1:200; Bild 3) 1:400

Sowohl Verdinnung 1 als auch 2 fihren zu einer starken Markierung des IS und OS der
Zapfenschicht. In der Verdinnung 3 sind keine Zapfen sichtbar.
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Die Verwendung von Anti-Glutamin-Synthetase fihrte zu einer sehr guten
spezifischen Markierung der Mullergliazellen in einer Verdinnung von 1:600 fur
alle tagaktiven Greifvogel. Bei den nachtaktiven Eulenvdgeln ergab eine
Verdunnung von 1:800 die besten Ergebnisse. Das Lektin PNA zeigte eine starke
Bindung an das innere und auflere Segment der Zapfenschicht. Zudem ergab
sich in unterschiedlicher Intensitat eine Fluoreszenz im Bereich der IPL und eine
Bindung an die Axone der Ganglienzellen in der NFL. Teilweise war eine
Fluoreszenz innerhalb der OPL detektierbar. Fir eine bestmogliche Markierung
der Zapfen waren unterschiedliche Verdinnungen fir tag- und nachaktive
Vertreter nétig. Eine Verdinnung des Lektins von 1:200 fir alle tagaktiven
Greifvogel und eine Verdinnung von 1:100 fir alle Eulenvdgeln fihrte zu einer

sehr guten Darstellung der gewlinschten Strukturen.
4.3 Untersuchung mittels OCT

4.3.1 Reproduzierbarkeit

Fir die Validierung einer Messmethode ist es notwendig die Genauigkeit, das
heilkt die Ubereinstimmung von voneinander unabhéngigen Messwiederholungen
zu bestimmen. Die Bestimmung der Reproduzierbarkeit wurde mithilfe der
Berechnung eines Variationskoeffizienten (CV) durchgefihrt. Hierfir wurde die
Software MedCalc Statistical Software Version 18.11.6 (MedCalc Software bvba,
Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2019) verwendet. Eine
Messwiederholung anhand einer zweiten Aufnahme war nicht in jedem Fall
madglich, sodass fir die Fovea centralis 25 Messungen (entspricht 25 Augen) und
fur die Fovea temporalis 14 Messungen in die Berechnung des CV eingehen
konnten. Fur die einzelnen Schichten und die Gesamtdicke waren es insgesamt

51 Messungen.

Flr die Fovea centralis ergab die Berechnung einen Variationskoeffizienten von
22,2 %. Fir die Fovea temporalis betrug der CV 10,6 %.

Fur die Schichtdickenmessungen ergab sich fur die Schicht 1 (ILM + NFL + GCL)
ein CV von 7,8 %, fur Schicht 2 (IPL) 5,6 %, fur Schicht 3 (INL + OPL + ONL +
ELM) 1,9 % und fur Schicht 4 (IS der Zapfenschicht) 10,4 %. Die Gesamtdicke
wies einen CV von 1,3 % auf. Damit war die Streuung um den Mittelwert beider
Messungen bei den Foveae am groften mit einem CV von uber 10 %. Die
Schichtdickenmessungen wiesen mit einem CV von deutlich unter 10 % eine
geringe Streuung auf, welche sich von Schicht 1 bis 3 abnehmend darstellte.

Schicht 4 hingegen zeigte eine deutliche Streuung. Die Gesamtdicke der Retina
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ergab den niedrigsten CV-Wert und somit die geringste Streuung. Zur
Interpretation dieser Werte wurde sich an den in der Labordiagnostik geltenden
Werten orientiert, wobei Untersuchungsmethoden mit einem CV von unter 10 %
als sehr prazise eingestuft werden (CUI, 1989). In den Leitlinien der
Bundesarztekammer  zur  Qualitatssicherung  laboratoriumsmedizinischer
Untersuchungen werden Werte des CVs von bis zu 30 % toleriert.
Zusammenfassend kann somit ausgesagt werden, dass fir die
Schichtdickenmessungen eine sehr gute bis hervorragende (Schicht 3 und

Gesamtdicke) Reproduzierbarkeit vorlag.
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4.3.2 Folgeuntersuchungen — Fallbeispiele

Bei drei Waldkauzen (Strix aluco) und einem Mausebussard (Buteo buteo)
fanden mehrere  Folgeuntersuchungen aufgrund von pathologischen

Abweichungen in verschiedenen Abstanden statt.

Waldkauz (Strix aluco) 1 wurde in einem Ful3ballnetz verfangen aufgegriffen. Die
ophthalmologische Untersuchung mittels indirekter Ophthalmoskopie zeigte am
rechten (OD) und linken Auge (OS) eine Alteration der Retina im Bereich der
Pectenbasis, die mittels der OCT bestatigt werden konnte. Die Erstuntersuchung
am 02.03.2018 zeigte in der Fundusaufsicht einen scharf begrenzten, grofRen,
hellen Bereich um die Pectenbasis (siehe Abbildung 37, S. 59). Es waren zudem
diffus verteilt, kleine, dunklere Punkte sichtbar, welche im B-Scan jedoch keine
Auffalligkeiten zeigten. Die choroidalen GefalRe waren als dunkelgraue Streifung
erkennbar. Der Querschnitt des kraterféormig veranderten Bereichs zeigte
Veranderungen in den unteren Retinaschichten auf. Die OPL, ONL, IS/OS und
RPE waren wellenartig verzogen. Die Schichten wirkten besonders temporal
hyperreflektiv und waren kaum voneinander differenzierbar. Die Zapfenschicht
wirkte verbreitert und die obere Begrenzung in nasaler Richtung erschien
gezackt. 13 Tage spater wurde eine weitere Untersuchung durchgefihrt. Die
kraterférmige Veranderung wirkte in der Fundusaufsicht organisierter. Im zuvor
fast weil® aufgehellten inneren Bereich der Lasion waren wieder fundustypisch,
graue Bereiche sichtbar. Die Rander wirkten dunkler als in der Erstaufnahme.
Der B-Scan zeigte in temporaler Richtung eine starke Hyperreflektivitat der OPL
und der Zapfenschicht. Die Zapfenschicht stellte sich hochgradig gezackt dar und
bildete keine einheitlich intakte Schicht mehr. Es war eine Zellenmigration in
obere Schichten sichtbar, welche scheinbar von der Photorezeptorenschicht oder
dem RPE ausging. Eine Abgrenzung des RPEs war nicht moglich. 28 Tage
spater fand eine weitere und letzte Untersuchung statt. Der Defekt hatte sich
weiter  verdunkelt und organisiert. Im B-Scan waren  weiterhin
Unregelmaligkeiten in der Zapfenschicht erkennbar, die jedoch deutlich
abgenommen hatten. Die obere Grenzlinie der Zapfenschicht war stellenweise
nach wie vor nicht intakt und von hyperreflektiven Zellen durchbrochen.
Vereinzelt waren migrierte Zellen in weiter oben liegenden Schichten auffallig.
Die Folgeuntersuchungen ergaben einen nicht progressiven Prozess. Durch die
Begrenzung der Lasion auf den Bereich der Pectenbasis, konnte klinisch keine
Visuseinschrankung des Vogels beobachtet werden, sodass der Waldkauz einem

Wiederauswilderungsprogram zugefiihrt werden konnte.
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Abbildung 37: Oculus dexter des Waldkauzes (Strix aluco) 1

Waldkauz (Strix aluco) 2, mit einem unbekannten Vorbericht, zeigte am OD
grolRflachige Veranderungen, welche sich in der Folgeuntersuchung nur

geringgradig verandert darstellten (siehe Abbildung 38).
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Abbildung 38: Oculus dexter des Waldkauzes (Strix aluco) 2

Die Erstuntersuchung zeigte um die Spitze bis zur Halfte des Pecten oculis eine
abweichende Farbgebung des OCT-Bilds in nasaler Richtung. Im Langsschnitt
wurde sichtbar, dass hauptsachlich die OPL, die ELM und die Zapfenschicht
verandert waren. Es waren hyperreflektive migrierte Zellen in der OPL
vorzufinden. Das IS war in diesen Bereichen nicht abgrenzbar und die OPL
stellenweise nicht sichtbar. Eine Woche spater war die Fundusaufsicht
unverandert. In den aufleren Retinaschichten war jedoch ein ruhigeres Bild
ersichtlich, die Zahl der migrierten Zellen hatte deutlich abgenommen und die
Schichten waren wieder weitestgehend intakt. Die CSI zeigte sich in temporaler
Richtung erweitert. Am OS zeigte das OCT-Bild ebenfalls Veranderungen in
Form einer grof¥flachigen Aufhellung peripher der Pectenbasis, wie in Abbildung

39 zu sehen ist.
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Abbildung 39: Oculus sinister des Waldkauzes (Strix aluco) 2

Die Zapfenschicht erschien stellenweise hochgradig wellenférmig verbreitert und
fihrte zu einer Verzerrung der dartberliegenden Schichten. Das Choroid zeigte
deutliche Gefalerweiterungen. In der Folgeuntersuchung erschien die Aufhellung
in der Aufsicht nur geringgradig organisierter. Die wellenférmige Verbreiterung
der Zapfenschicht hatte abgenommen und im choroidalen Abschnitt erschienen
weniger geflillte GefalRe. Dieser Fall konnte ebenfalls nach einer positiven

Visuskontrolle wieder ausgewildert werden.

Ein weiterer Waldkauz (Strix aluco) 3 zeigte nach einem Autounfall hochgradige
Einblutungen am OD und Lasionen am OS um den Pecten oculi. Nach einer
vollstandigen Resorption der Einblutung rechts war eine OCT-Untersuchung
moglich und eine Lasion nasal auf gesamter Lange des Pecten oculis sichtbar,
sowie eine weitere kleinere Alteration rund um die Pectenspitze (siehe Abbildung
40).
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Abbildung 40: Oculus dexter des Waldkauzes (Strix aluco) 3

Die Lasion rund um die Spitze des Pecten oculis stellte sich in der
Folgeuntersuchung verkleinert dar. Die grof¥flachige Veranderung wirkte nur
geringgradig dunkler. Der Langsschnitt zeigte eine deutliche Abnahme der
zackenférmigen Veranderung der Zapfenschicht. In der Abbildung 41, S. 63
waren am OS grol3e kraterformige Alterationen in der Peripherie der Pectenbasis

auffallig.
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Abbildung 41: Oculus sinsiter des Waldkauzes (Strix aluco) 3

In der Folgeuntersuchung schienen diese Veranderungen sich ebenfalls zentral
verdunkelt zu haben, im B-Scan war jedoch kein abweichendes Bild feststellbar.
Der Visus des Vogels wurde als gut beurteilt und der Waldkauz (Strix aluco) der

Wiederauswilderung zugeflhrt.

Bei einem Mausebussard (Buteo buteo), welcher flugunfahig aufgefunden
worden ist, zeigte sich in der ophthalmologischen Untersuchung links ein
Hyphama. Eine Beurteilung der hinteren Augenkammer mittels indirekter
Ophthalmoskopie war somit initial nicht mdglich. Am OD zeigte sich ein Riss und
eine Ablosung der Retina, welche mithilfe der OCT bestatigt und im Verlauf
verfolgt werden konnte. Der Retinariss war in samtlichen Aufnahmen sehr gut
sichtbar. Aus einer anfanglichen Faltenbildung und einem Aufwurf der Retina an
der betroffenen Stelle, war in den nachfolgenden Untersuchungen eine deutliche
Degeneration der Retinaschichten zu erkennen, mit einer einhergehenden
Reduzierung der Retinadicke und einer Einkerbung in diesem Bereich (siehe
Abbildung 42, S. 64).
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Abbildung 42: Oculus sinsiter des Mausebussards (Buteo buteo)

Wahrend in der ersten Aufnahme der Aufwurf der Retina eine Schatten auf

posterior liegende Schichten produzierte, schienen die darunterliegenden
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Schichten noch intakt zu sein. In den folgenden Aufnahmen waren degenerative
Prozesse sichtbar: Zellen migrierten in obere Schichten, vor allem im Zentrum
des Risses. Im Zentrum der L&sion war eine Unterscheidung der einzelnen
Schichten nicht mehr mdglich. Das RPE und die Zapfenschicht I6sten sich auf,
OPL und ONL waren nicht mehr differenzierbar und die NFL, IPL und OPL
gingen in eine ,Narbe“ Giber (MULLER, 2010). Am OS war zwei Wochen spéater
ebenfalls eine Aufnahme mit der OCT mdglich (siehe Abbildung 43).
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Abbildung 43: Oculus sinister des Mausebussards (Buteo buteo)

In der Pectenperipherie war ein grof3flachiger Defekt sichtbar, welcher im
Langsschnitt eine Ablésung der Zapfenschicht vom RPE darstellte und
hyperreflektive Punkte im Bereich des Glaskorpers. In der zweiten Aufnahme war
sichtbar, dass sich die Zapfenschicht weitestgehend wieder angelegt hatte. Der
Visus des Tieres stellte sich als nicht ausreichend dar, sodass sich in diesem Fall

die Euthanasie anschloss.
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4.3.3 Weitere pathologische Befunde

Haufig anzutreffen und vor allem bei den Eulenvdgeln in dieser Studie zu
beobachten, waren punktuelle, blasenartige Veranderungen in unterschiedlicher
Auspragung und Anzanhl, die in Vorgangerstudien als Drusen bezeichnet werden
(RAUSCHER et al., 2013; AZMANIS et al., 2015). Solche Veranderungen sind in
Abbildung 44, Abbildung 45, Abbildung 46, Abbildung 47 und Abbildung 48 zu
sehen. In der Abbildung 44 war im Langsschnitt lediglich eine geringgradige
wellenformige Verzerrung der tiefen Retinaschichten zu finden. Die ELM war
stellenweise hyperreflektiv und im Choroid waren deutlich gefillte Gefalke

erkennbar.
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Abbildung 44: Oculus dexter eines Waldkauzes (Strix aluco)
Drusenartige Veranderungen mit Verzerrungen und hyperreflektiven Bereichen im Bereich der ELM

und Zapfenschicht

Die Abbildung 45, Seite 67 zeigt weniger stark ausgepragte Veranderungen in
der Fundusaufsicht. Hier waren ebenfalls hyperreflektive Bereiche in der ELM
erkennbar und rundliche Defekte, welche durch das RPE und die Zapfenschicht

zogen. Das Choroid schien unauffallig.
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Abbildung 45: Oculus dexter eines Waldkauzes (Strix aluco)
Multiple fokale Alterationen sichtbar, im B-Scan Veranderungen innerhalb des RPEs bis zur ELM

auffallig

Eine wellenférmige Verzerrung der Zapfenschicht und der ELM, wie sie in
Abbildung 44 auftrat, ist in Abbildung 46 ebenfalls sichtbar, sowie eine

Erweiterung des Choroids.
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Abbildung 46: Oculus sinister eines Waldkauzes (Strix aluco)

Drusenartige Veranderungen mit wellenformiger Verzerrung der Zapfenschicht und der ELM

Abbildung 47, Seite 68 zeigt eine andere Form der blasenartigen Veranderung im
Langsschnitt. Das Choroid war erweitert und es war eine zystoide Veranderung
mit einem Hohlraum im Bereich der Zapfenschicht zu sehen, an dessen Stelle die

ELM verdickt und hyperreflektiv erschien.
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Abbildung 47: Oculus dexter eines Waldkauzes (Strix aluco)

Weitere drusenartige Alteration mit zystoider Veranderung innerhalb des RPEs bis zur ELM

Bei einer Waldohreule (Asio otus) lieRen sich sehr ahnliche Veranderungen
finden. Der B-Scan zeigte lediglich eine Hyperreflektivitat der ELM (siehe
Abbildung 48).
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Abbildung 48: Oculus sinister einer Waldohreule (Asio otus)
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Punktuelle Veranderungen in der Fundusaufsicht, im B-Scan Hyperreflektivitat der ELM auffallig

In der Abbildung 49, Seite 69 ist eine hochgradige Netzhautablésung sichtbar mit
einer subretinalen Flussigkeitsansammlung, die zu einem Schattenwurf auf

weiter posterior liegende Schichten fiihrt.
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Abbildung 49: Oculus dexter Waldkauz (Strix aluco)

Hochgradige Netzhautablosung mit Flissigkeitsansammlung im subretinalen Raum

4.4 OCT vs. CLSM

4.4.1 Darstellung der physiologischen Retinaschichten

Innerhalb der OCT-Aufnahme war eine Differenzierung der meisten
anatomischen Retinaschichten moglich. Die ILM kann grundsatzlich nicht separat
von der NFL beobachtet werden (siehe unter 2.2.4 Interpretation von aviaren
retinalen Tomogrammen). Hin und wieder waren in der vorliegenden Studie
jedoch hellere Bereiche an der oberen Grenze der NFL sichtbar, welche
Hinweise auf die ILM geben koénnten. Das Verhalten der Retinaschichten
peripher und zentral der Fovea wurde bereits in den Studien von SCHULZE
(2016) und VELASCO GALLEGO (2015) beschrieben. Die folgenden
Beobachtungen der aktuellen Studie decken sich somit mit den
vorangegangenen Untersuchungen. So reduziert sich die NFL vollstandig bis
zum tiefsten Punkt der Fovea centralis. Auffallig war jedoch, dass die NFL in

temporaler Richtung der Fovea dicker erschien als nasal. Die kernhaltige GCL
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war als dunklere Ebene darunter in der Nahe der Fovea centralis ebenfalls gut
erkennbar, da sie in Richtung der Area foveae an Breite zunahm. In der
Peripherie konnte sie nicht immer separat beobachtet werden. Zum Zentrum der
Fovea centralis wurde die GCL schmaler und schien oftmals vollstandig zu
verschwinden. Die untere und obere Grenze der sehr breiten und hellen IPL
konnten in jeder Aufnahme sehr gut differenziert werden. Die IPL reduzierte sich
ebenfalls vollstandig bis zum tiefsten Punkt der Fovea centralis. Die INL stellte
sich zuverlassig als dunkle Schicht angrenzend dar und nahm erst an Dicke zu
bevor sie sich zur Fovea centralis hin reduzierte. Die OPL konnte meist als
hellere Linie erahnt werden und war auch im Zentrum der Fovea lokalisierbar.
Die darunterliegende weniger stark streuende ONL war ebenso auffindbar und
nahm an Dicke zur Fovea hin zu. Die Grenzen der OPL und ONL konnten jedoch
nicht immer genau definiert werden. Die ELM stellte sich als durchgehende feine,
helle Linie dar und war bis auf wenige Ausnahmen sehr gut sichtbar. Das IS der
Zapfenschicht war in den meisten Fallen als starker streuende Schicht vom OS
abgrenzbar. Das OS war meist nicht vom RPE differenzierbar (siehe Abbildung
50). Im Bereich der Fovea temporalis verhielten sich die Schichten meist analog
zur Fovea centralis. Im Unterschied zu den genannten Vorgangerstudien war bei

den Eulen eine Unterscheidung ab der OPL generell nicht mehr méglich.

200 pm

Abbildung 50: OCT-Darstellung der Retinaschichten

NFL - Nerve Fiber Layer, GCL - Ganglion Cell Layer, IPL - Inner Plexiform Layer, INL - Inner
Nuclear Layer, OPL - Outer Plexiform Layer, ONL - Outer Nuclear Layer, ELM - External Limiting
Membrane, IS - Inner Segment, OS - Outer Segment; ELM wird durch den Pfeil angezeigt
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In der CLSM-Aufnahme waren samtliche Grenzen der Retinaschichten genau
definierbar und der OCT somit Uberlegen (siehe Abbildung 51 und Abbildung 52).
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Abbildung 51: CLSM - Retinaschichten im Bereich der Fovea

NFL - Nerve Fiber Layer, GCL - Ganglion Cell Layer, IPL - Inner Plexiform Layer, INL - Inner
Nuclear Layer, OPL - Outer Plexiform Layer, ONL - Outer Nuclear Layer, IS - Inner Segment, OS -
Outer Segment, oberer Pfeil - ILM (Internal Limiting Membrane), unterer Pfeil - ELM (External

Limiting Membrane)
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Abbildung 52: CLSM — Retinaschichten in der Peripherie

ILM - Internal Limiting Membrane, NFL - Nerve Fiber Layer, GCL - Ganglion Cell
Layer, IPL - Inner Plexiform Layer, INL - Inner Nuclear Layer, OPL - Outer
Plexiform Layer, ONL - Outer Nuclear Layer, ELM - External Limiting Membrane,

IS - Inner Segment, OS - Outer Segment
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Die Fortsatze der Mdllergliazellen waren Uber samtliche Schichten hinweg
nachverfolgbar und die NFL deutlich erkennbar. Ebenso waren die stark rot
fluoreszierende ILM und ELM differenzierbar. Die ILM und die NFL waren analog
zum B-Scan des OCTs innerhalb der Fovea centralis nicht mehr vorhanden. Die
Kernschichten (GCL, INL, ONL) waren durch die Kernfarbung deutlich blau
fluoreszierend abgrenzbar, dabei stellte sich die GCL weniger stark
fluoreszierend dar. Alle kernhaltigen Schichten nahmen in Richtung der Area
fovea centralis an Dicke zu und verdiinnten sich abrupt zum tiefsten Punkt der
Fovea centralis, dabei war in der CLSM ebenfalls eine vollstdndige Reduzierung
der GCL zu erkennen. Insgesamt war eine sehr hohe Anzahl an Zellkernen
auffallig, die zu einer unscharfen und dicht gepackten Erscheinung flihrten. Die
Differenzierung einzelner Zellkerne war aus diesem Grund nicht mdglich. Grin
fluoreszierend lieR sich das IS vom OS der Zapfenschicht durch eine
abweichende Morphologie unterscheiden. Das Ende des OS war meist nicht
definierbar, da das RPE nicht fluoreszenzmarkiert wurde und das OS sich
oftmals vom RPE gel6st darstellte. Im tiefsten Punkt der Fovea verschwanden
die ILM, die NFL und die IPL. Erhalten blieben die INL, ONL, OPL, ELM und die
Zapfenschicht. Die Zapfenschicht erschien im Zentrum der Fovea centralis stark
reduziert. Im Bereich der temporalen Fovea reduzierte sich die NFL bereits weit
vor der Area temporalis (siehe Abbildung 53). Teilweise war die GCL im Bereich
der Fovea temporalis noch sichtbar, abhangig davon wie tief diese im Anschnitt
getroffen worden war. Die weitere Schichtung verhielt sich analog zur Fovea

centralis.

Abbildung 53: Retinale Schichtung im Bereich der Fovea temporalis
Samtliche Schichten verhalten sich analog zum Bereich der Fovea centralis. Der Pfeil markiert die
bereits friih endende NFL.
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Bei einer physiologischen Retina einer Waldohreule (Asio otus) wich die
Darstellung in der CLSM von den tagaktiven Greifvogeln ab und stimmte mit den
bekannten anatomischen Unterschieden Uberein. Die Retina wirkte deutlich
dinner. In der GCL waren weniger Zellkerne vorzufinden und die Schicht
insgesamt sehr viel dinner als im Vergleich zu einem Turmfalken (Falco
tinnunculus). Die INL war deutlich reduziert und eine weniger flachige Farbung

erkennbar, aufgrund einer geringeren Zellkernzahl. Dafir war die ONL breiter als

bei den tagaktiven Vertretern und eine sehr starke und flachige Anfarbung
sichtbar (siehe Abbildung 54).

100 pm

Abbildung 54: Zellkernschichten im Vergleich nacht- und tagaktiver Vogel

Links: Waldohreule (Asio otus); Rechts: Turmfalke (Falco tinnunculus)

Die Mullerglia wirkten bei dem nachaktiven Vogel gedrungener mit klirzeren
Auslaufern. Die ILM und ELM stellten sich breiter dar (siehe Abbildung 55).

Abbildung 55: Miillergliazellen im Vergleich tag- und nachaktiver Vogel

Links: Waldohreule (Asio otus); Rechts: Turmfalke (Falco tinnunculus)
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Die Markierung mit PNA fuhrte zu einer starken Bindung an die Axone der NFL
und der IPL. Es war zudem eine sehr deutliche Bindung im Bereich der OPL zu
sehen. Die Zapfen waren, wie zu erwarten, in einer geringeren Anzahl

vorzufinden und stellten sich morphologisch etwas anders dar als bei dem

Turmfalken (Falco tinnunculus) (siehe Abbildung 56).

100 pm
100 pm

Abbildung 56: PNA Markierung im Vergleich tag- und nachaktiv

Links: Waldohreule (Asio otus); Rechts: Turmfalke (Falco tinnunculus)

4.4.2 Artefakte

Bei der OCT-Aufnahme trat bei kleineren Augen wie bei Turmfalken (Falco
tinnunculus) und Sperbern (Accipiter nisus) eine Vignettierung, das heildt eine
Schwarzfarbung des Randes in der Fundusaufsicht auf (VELASCO GALLEGO,
2015; SCHULZE, 2016). Im Langsschnitt aul3erte sich das Artefakt jedoch nicht
und hatte somit keinen Einfluss auf Messungen (siehe Abbildung 57). Weitere

nennenswerte Artefakte traten bei dem in vivo Verfahren nicht auf.
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Abbildung 57: Vignettierung im OCT-Bild



IV. Ergebnisse 75

Bei der ex vivo Konfokalmikroskopie, verursachte die histologische Verarbeitung
der Proben eine Reihe von Artefakten. Dabei kam es haufig zu ZerreiBungen

innerhalb der Retinaschichten, wie in Abbildung 58 zu sehen.

Abbildung 58: Risse innerhalb Retinaschichten in der CLSM-Aufnahme

Ein Aufwurf mit einer Faltenbildung der Retina, sowie eine Ldsung vom
Objekttrager und ein Umschlagen des Schnittes waren ebenso haufige Artefakte
(siehe Abbildung 59 und Abbildung 60, S. 75-76).

Abbildung 59: Faltenbildung innerhalb der CLSM-Aufnahme
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Abbildung 60: Umschlagen des Schnittes innerhalb der CLSM-Aufnahme

Bei der Wahl des Vermessungspunktes stellte somit die CLSM den limitierenden
Faktor dar, sodass der Punkt folglich an einer Artefakt-freien Stelle in der CLSM

ausgewahlt und anschlielend in der OCT Ubertragen werden musste.

4.4.3 Vergleichende Messungen

Um die Ubereinstimmung der beiden quantitativen Messmethoden (OCT und
CLSM) zu Uberprifen, wurde mittels MedCalc Statistical Software Version
18.11.6 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org;
2019) die Bland-Altman-Plot-Methode (Bland-Altman-Diagramm) genutzt. Dabei
galt die Histologie (CLSM) als Goldstandard, das heil3t die Differenz beider
Methoden (y-Achse) wurde in Prozent gegen den in der CLSM gemessenen Wert
(x-Achse) aufgetragen. Die Ergebnisse fur die Fovea centralis und die Fovea
temporalis sind in Abbildung 61 und Abbildung 62, Seite 77-78 dargestellt.
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Abbildung 61: Bland-Altman-Plot: Tiefe der Fovea centralis

Rot gestrichelt: Nulllinie (liefern beide Messmethoden im Idealfall dasselbe Ergebnis, ergibt sich
eine Differenz von 0); blaue durchgangige Linie: Mittelwert der Differenzen (Mean, Bias); Braun
gestrichelt: Grenzen des Limits of Agreement (LoA). Die Grenzen werden mithilfe der
Mittelwertsdifferenz (Mean) +* 1,96 x die Standardabweichung (SD) (bei Annahme einer

Normalverteilung) berechnet. Innerhalb dieser Grenzen befindet sich ein Konfindenzintervall von
95%.

Die 26 ermittelten Werte fiir die Tiefe der Fovea centralis ergaben ein Bias von
-14,1 %. Liegt der Bias im negativen Bereich, bedeutet das, dass der mit der
zweiten Messmethode erhaltene Wert (CLSM) groRer ist, als bei der ersten
Methode (OCT). Die gemessenen Werte in der Histologie waren somit im
Durchschnitt um 14,1 % gréRer als in der OCT. Fir die Fovea temporalis zeigte
sich fur die 15 durchfihrbaren Messungen ebenfalls ein negatives Bias von
-6,7 % (siehe Abbildung 62, S. 78).
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Abbildung 62: Bland-Altman-Plot: Tiefe der Fovea temporalis

Die in der Histologie erhaltenen Messwerte fur die Tiefe der Fovea temporalis
waren somit im Schnitt 6,7 % groRer als in der OCT. Das Diagramm zeigt zudem
eine sehr starke Streuung der Werte, im Vergleich zu den Messungen der Fovea

centralis.

Bei der Durchfiihrung der Schichtdickenmessungen konnten fiir die Schicht 1
(ILM + NFL + GCL) 57 Messungen durchgefihrt und dargestellt werden. Es
ergab sich ein Bias von -13,2 %. Der in der Histologie gemessene Wert war
folglich um 13,2 % grof3er als in der OCT (siehe Abbildung 63, S. 79).
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Abbildung 63: Bland-Altman-Plot, Schicht 1 (ILM + NFL + GCL)

Es fallen 3 Ausrei3er auf, welche nicht mehr im Bereich des Limits of Agreement
(-48,4 % bis 22 %) liegen. 55 Messungen konnten fir die statistische Auswertung
der Schicht 2 (IPL) eingehen. Dabei ergab sich ein erstmalig positives Bias von
40,9 % (siehe Abbildung 64). Die IPL war in der Histologie im Durchschnitt

40,9 % kleiner.
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Abbildung 64: Bland-Altman-Plot: Schicht 2 (IPL)
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Fur die dritte Schicht (INL + OPL + ONL + ELM) konnten 57 Messungen
durchgefuhrt werden. Der Bland-Altman-Plot zeigt ein Bias von 13,7 % (siehe
Abbildung 65).
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Abbildung 65: Bland-Altman-Plot: Schicht 3 (INL + OPL + ONL + ELM)

Die Streuung der Werte ist deutlich geringer als bei den ersten beiden Schichten
und sie liegen nahe der Nulllinie (Idealfall), vor allem mit zunehmendem
Dickenwerten der Schicht 3. Aul3erhalb der LoA befinden sich zwei Werte. In der
Abbildung 66, Seite 81 ergab sich flr die letzte Schicht 4 (IS der Zapfenschicht)

ein Bias von 46,3 % (56 Messungen).
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Abbildung 66: Bland-Altman-Plot: Schicht 4 (IS)

Es fallt lediglich ein Ausrei3er auferhalb des LoA auf. Fir die Gesamtdicke (ILM

bis einschliellich 1S) ergab sich aus 53 Messungen ein Bias von 6,8 % (siehe

Abbildung 67).

Gesamtdicke__ CLSM

=
=
> 50
—
ol R
(0]
5 40| o
B=}
IS = o
2
e I - J NPT -1 -
% i 3 27,2
O
O 20
CI)| o o 5 o
X B o]
(@]
'?% 10 |- o o OO le)
£ © o o) Mean
2 - IS - 6,8
o] o s
O] oo~ ©
o 0 I » Tl S LLLLI T LLTREL R TI LR
|—| 8 o0
8 B <o) Q0
o 10} o
B | -1.96 SD
2 - 13,6
©
g 20 I I I I I
= 200 250 300 350 400 450

Abbildung 67: Bland-Altman-Plot: Gesamtdicke (exklusive OS/RPE)



IV. Ergebnisse 82

Zusammenfassend betrachtet, traf eine annahernde Ubereinstimmung der Werte
nur fir die Gesamtdicke und die Schicht 3 zu. Die in der Histologie gemessenen
Werte waren meist kleiner als in der OCT, aul3er fir die Tiefe der Foveae und die
Schicht 1. Grundsétzlich bestand keine gute Ubereinstimmung der Werte
zwischen der OCT und der CLSM. Dunne Schichten wurden in der OCT im

Allgemeinen Uberschatzt und dicke Schichten leicht unterschatzt.

444 Darstellung von pathologischen Prozessen

Bei zwei Waldkauzen (Strix aluco) wurden aufgrund des OCT-Augenbefundes
und der infausten Prognose, die Augen fir eine histologische und
immunhistochemische Untersuchung enukleiert. Die in der OCT detektierten

pathologischen Befunde konnten mit der Histologie abgeglichen werden.

Waldkauz (Strix aluco) Nummer 1 zeigte fast am gesamten Fundus eine

gro¥flachige Retinaalteration, wie in Abbildung 68 zu sehen.

LUJ um 00 um HEIDELBEIS
ENGINEENNS

Abbildung 68: Oculus dexter des Waldkauzes (Strix aluco) 1

In der Fundusaufsicht ist nasal der Pectenspitze eine harte Begrenzung zum
Retinadefekt sichtbar. Die Alteration stellt sich fleckig mit einem wolkigen
Aussehen dar. Die Abbildung 69, Seite 83 zeigt den B-Scan der OCT im

Vergleich zur CLSM an einer ahnlichen Lokalisation.
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Am OS desselben Tieres stellten sich in der OCT im Bereich der Pectenbasis
und temporal hiervon kleine, helle Herde dar und eine Auffaltelung der Retina.
Die auReren Retinaschichten zeigten hier ebenfalls einen wellenférmigen Verlauf.
Das IS scheint stellenweise vom OS gelést und die ELM an jenen Punkten
hyperreflektiv. Besonders auffallig ist im Langsschnitt der Bereich des
Glaskorpers: Hier befinden sich zahlreiche hyperreflektive Strukturen (siehe
Abbildung 70).

EZU opm L 0pm
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Abbildung 70: Oculus sinister des Waldkauzes (Strix aluco) 1

In der CLSM (siehe Abbildung 71, S. 85) ist die wellenférmige Verzerrung der
Retinaschichten ebenfalls sichtbar. Die ELM ist durchgangig differenzierbar, wird
aber in einigen Bereichen von morphologisch veranderten Mullergliazellen
Uberlagert. Die ILM st nicht vollstandig intakt und Teile hiervon
zusammenhangslos uber der RNFL sichtbar. Es ist eine deutliche Farbung der
Zapfen sichtbar, welche in den Bereichen der Abhebung deutlich verbreitert
erscheinen. Der Abstand zwischen dem IS und OS ist hier gréRer und die Zilien
des OS verlangert. Die Kernschichten sind unverandert. Auffallig ist in den
Bereichen der Abhebungen eine starke blaue Fluoreszenz innerhalb und

unterhalb der Zapfenschicht.
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Fir einen weiteren Waldkauz ergab sich wahrend der OCT-Untersuchung
ebenfalls eine infauste Prognose. Nach einem Autounfall waren beidseits
Einblutungen in die hintere Augenkammer detektierbar. Eine OCT-Untersuchung
war nach der Resorption der Blutung moglich. Dabei zeigten sich am gesamten

Fundus des rechten Auges grol¥flachige Veranderungen (siehe Abbildung 72).

IEDU {m L' 0
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Abbildung 72: Oculus dexter des Waldkauzes (Strix aluco) 2

Am Fundus ist ein grolRer Defekt sichtbar, welcher sehr unruhig erscheint.
Oberhalb der diffusen Veranderung, stellt sich eine scharf begrenzte,
kraterféormige Veranderung dar. Der Langsschnitt zeigt einen Wellenschlag
samtlicher Retinaschichten. Das IS ist nur noch in bestimmten Bereichen vom
OS abgrenzbar, sowie das OS vom RPE. Das IS scheint stellenweise aufgeldst.
Die GefalRe in der Chorioidea sind deutlich geflllt. In der CLSM (siehe
Abbildung 73, S. 87) ) ist die Ablésung der Zapfenschicht vom RPE und die damit
verbundene Faltenbildung der Retina wiederzufinden. Eine ILM ist nicht eindeutig
abgrenzbar. Die Zapfenfarbung ist nur sehr schwach ausgepragt und es sind
vereinzelt zapfenahnliche Gebilde in der IPL zu finden. Die ELM wird stelleweise
von veranderten Mullerglia Uberlagert, welche sich zwischen der ELM und der
Zapfenschicht befinden. An den Stellen der Ablésung sind erneut rot
fluoreszierende Bereiche sichtbar, die keine Verbindung zu den Mdllergliazellen

aufweisen. Im Choroid sind die stark geflillten Gefalle sichtbar.
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Am linken Auge waren ahnliche Veranderungen auffindbar, mit einem ahnlichen

Bild im Langsschnitt. Zusatzlich lieRen sich im Bereich der NFL hyperreflektive
Bereiche detektieren (siehe Abbildung 74).

T
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Abbildung 74: Oculus sinister des Waldkauzes (Strix aluco) 2

In der CLSM zeigen sich dieselben Veranderungen wie zuvor beim rechten Auge
beschrieben (siehe Abbildung 75). Die ILM ist nicht immer sichtbar und in ihrer
Dicke sehr irregular. Zapfen sind nur vereinzelt auffindbar und in den Bereichen
der Ablésung nicht aufzufinden. Die ONL ist stellenweise hochgradig reduziert

und nicht mehr vollstandig.

200 prn

Abbildung 75: CLSM des Waldkauzes (Strix aluco) 2, Oculus sinister

In einem weiteren Fall wurde ein klinisch blinder WeilRkopfseeadler weiterfiihrend
untersucht. Die ophthalmologische Untersuchung ergab einen hochgradigen

Nystagmus und eine Katarakt beidseits. Die indirekte Ophthalmoskopie brachte
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keine besonderen Befunde. Die Untersuchung mittels der OCT war durch den
Nystagmus und der Katarakt nahezu unmdglich. Die Aufnahme von
aussagekraftigen OCT-Bildern somit nicht umsetzbar. Fiir die CLSM der Retina
wurde ein Auge entsprechend prapariert. Die Histologie ergab mehrere
Auffalligkeiten. Als Vergleich wurde die physiologische Retina eines Habichts, als

ein weiterer Vertreter der Familie der Accipitridae, herangezogen.

100 pm

Abbildung 76: Pathologische Retina eines WeiRkopfseeadlers (Haliaeetus leucocephalus)
Links: Physiologische Retina eines Habichts; Rechts: Pathologisch veranderte Retina eines

WeilRkopfseeadlers (Haliaeetus leucocephalus)
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In der Abbildung 76, Seite 89 wird eine Veranderung der Kernschichten sichtbar.
Die GCL ist nicht mehr intakt, die Zellkerne sind herausgeldst und befinden sich
diffus verteilt in der Peripherie. Auch in der INL sind Unterbrechungen der
Kernschicht sichtbar. Es sind nur noch weniger Kerne in der ONL zu sehen,
welche diffus angeordnet sind. Im Vergleich zum Habicht fallt die INL sehr viel
dinner aus. Bei der Farbung der Miullergliazellen ist nur eine sehr schwache
Markierung im Bereich der NFL vorhanden. Es stellt sich lediglich eine leichte
und diffuse Rotfarbung dar, die Auslaufer der Miillergliazellen sind nicht
vollstandig nachvollziehbar. Unterhalb der ELM ist zusatzlich eine Rotfarbung zu
erkennen, die auf eine Hypertrophie und Proliferation der Millerzelle hindeutet.
Die Miullerzielen wirken elongiert. Eine ILM, sowie die NFL, fehlen vollstandig.
Zapfenzellen sind nur unvollstandig erkennbar. In der Dreifachfarbung ist die
Abweichung vom physiologischen Bild eines Habichts erneut sehr deutlich zu
sehen (siehe Abbildung 77).
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Abbildung 77: Multicolorfarbung pathologische Retina eines WeiRkopfseeadlers (Haliaeetus
leucocephalus)

Insgesamt zeigt die Retina des Weillkopfseeadlers (Haliaeetus leucocephalus)

degenerative Veranderungen.

Abnorme Augenbefunde wie eine Katarakt, Hyphdma oder Nystagmus
erschwerten die OCT-Untersuchung oder machten diese gar unmdglich. Fr
einige pathologische Zustande erwies sich die OCT somit als nicht praktikable

Methode zur Beurteilung der Netzhaut.
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V. DISKUSSION

Die OCT ist eine nicht invasive und kontaktfreie Technik zur Darstellung
mikroanatomischer Strukturen. Durch die Nutzung eines Lasers werden
Gewebestrukturen  mithilfe  ihrer  unterschiedlichen  Brechungs-  und
Streuungseigenschaften dargestellt. Die erhaltenden Aufnahmen erinnern dabei
an histologische Schnitte. Das Hauptgebiet der OCT ist die Ophthalmologie. In
der Humanmedizin gilt sie als Goldstandard zur Erkennung von Retinopathien. In
den letzten Jahren nahm auch das Interesse in der Tiermedizin am Einsatz der
OCT zu. Besonders bei (Wild-) Voégeln, fir die die Sehkraft eine
Uberlebenswichtige Rolle spielt, ist der Einsatz der OCT von besonderem
Interesse. Inwieweit die OCT-Bilder des fir die Humanmedizin entwickelten
Gerats mit denen der mikroskopischen Anatomie Ubereinstimmen muss evaluiert
werden, um die Aussagekraft bestimmen zu kdénnen. Die zahlreichen
Besonderheiten des Vogelauges, im Vergleich zum Sauger, machen eine solche
Validierung der OCT dringend notwendig. Einige Studien beschreiben bereits
einen qualitativen Vergleich mit der Histologie (Y. HUANG et al., 1998; MOAYED
et al, 2011; RAUSCHER et al., 2013). Kenntnisse zu einem quantitativen,
aussagekraftigen Punkt-zu-Punkt Vergleich zwischen der OCT und der Histologie
in der aviaren Augenheilkunde fehlen bislang in der Literatur. Mit der
vorliegenden Studie wurde erstmals ein derartiger quantitativer Vergleich
durchgefihrt. Dabei konnten 30 physiologische Augen erfolgreich histologisch
vermessen und der OCT gegenubergestellt werden. Es wurden erstmals
Folgeuntersuchungen an Greifvdogeln und Eulen dokumentiert und einige der

pathologischen Veranderungen mit der Histologie abgeglichen.

5.1 Material- und Methodenteil

51.1 Patientengut und OCT-Untersuchung

Fur die Fixation wahrend der OCT-Untersuchung wurde die Methode nach SIGG
(2016) angewandt, welche sich flr samtliche Patienten eignete. Alle Patienten
wurden wach und unter der Verwendung einer leichten manuellen Fixation
(Einwickeln in ein Handtuch und Fixation der Stander) untersucht. RAUSCHER et
al. (2013) fuhrte beispielsweise alle OCT-Untersuchung an Greifvogeln unter
Anasthesie und AZMANIS et al. (2015) wahlweise mit Sedation und
Fixationsvorrichtungen durch. Die verwendeten Untersuchungs-,

beziehungsweise Fixationstechniken der vorliegenden Studie und die hierbei
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gewonnenen, reproduzierbaren  OCT-Ergebnisse zeigen, dass eine
Untersuchung ohne Sedation und mit minimaler Fixation bei Végeln mdglich ist
und dabei qualitativ ausreichende Bildergebnisse erzielt werden konnen. Eine
induzierte Mydriasis mithilfe von Curarederivaten war fur die Aufnahme mittels
OCT in der vorliegenden Studie nicht notwendig. Die partielle Weitstellung der
Pupille durch die Abdunklung des Raums und die Schreckmydriasis der
Eulenvégel war hierfir ausreichend. Es ist davon auszugehen, dass auch flr
andere Vogelarten eine induzierte Mydriasis mittels Parazentese oder Anasthesie
fur eine OCT-Untersuchung nicht notwendig ist. Die Untersuchung wurde von
allen Tieren sehr gut toleriert. Lediglich bei einem Sperber mit einer
Wirbelsaulenfraktur traten, trotz Analgesie (Butorphanol 4mg/kg KM),
langanhaltende Abwehrbewegungen und eine zunehmend angestrengte Atmung
auf. In diesem einen Fall musste die Untersuchung abgebrochen werden. Die
OCT am Auge des Vogels kann insgesamt als stressarmes und damit auch
tierschutzrechtlich mit einem geringen Belastungsfaktor zu belegenden Verfahren
angesehen werden. Es ist jedoch wichtig anzumerken, dass Beutegreifer von
Natur aus weniger stressempfanglich sind als andere Arten, vor allem Beutetiere.
Aber auch innerhalb der Greifvogelarten zeigten sich individuelle Unterschiede.
So zeigten Sperber und Turmfalken beispielsweise ein erregteres Gemdut und
vermehrte Bewegungen des Kopfes, welche die Untersuchung erschwerten.
Insgesamt konnte jedoch am wachen Patienten kein signifikanter Unterschied in
Hinblick auf die Untersuchungsdauer am sedierten/anasthesierten Patienten im
Vergleich zu anderen Studien festgestellt werden (Minimum 2 Minuten pro Auge
bis maximal 7 Minuten). Die Entscheidung ob eine Sedierung oder gar
Anasthesie notwendig ist, muss individuell von den Ergebnissen der klinischen
Untersuchung und der Vogelart getroffen werden. Gleiches qilt fir die Wahl der
Fixationstechnik. Bei allen untersuchten Végeln war zwar eine leichte manuelle
Fixation durch eine Person ausreichend, bei der Untersuchung deutlich kleinerer
Végel wie von MOORE et al. (2018) bei Schwarzkinnkolibris (Archilochus
alexandri) oder grofierer Vertreter wie z. B. eines Seeadlers (Haliaaetus albicilla)
bei AZMANIS et al. (2015) sehen wir jedoch zusatzliche Fixationsmaflinahmen
wie Vorrichtungen oder weitere Hilfspersonen ebenfalls als notwendig an. Eine
Anpassung der Fixation aufgrund von artspezifischen Verhaltensweisen (z. B. die
Tendenz von Eulenvégeln bei der Handhabung die Augen geschlossen zu
halten) muss ebenfalls bertcksichtigt werden. Es obliegt zukinftigen Studien, in
wie weit und mit welcher Fixationstechnik die OCT-Untersuchung fir weitere

Vogelspezies, vor allem Psittaziden, umsetzbar ist.
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Bei der Darstellung des Augenhintergrundes musste fur die Aufnahme der
Foveae, vor allem der Fovea temporalis, ein sehr schrager Winkel des
Kamerakopfes zum Auge gewahlt werden. Im Idealfall sollte der Laserstrahl der
OCT immer im selben Winkel und idealerweise im 90°-Winkel auf das Auge
treffen. Es ist somit davon auszugehen, dass die okularen Schichten, durch den
schragen Auftreffwinkel, verzerrt erscheinen, was zu Ungenauigkeiten bei
Messungen fihrt. Die Auflésung des SPECTRALIS® HRA+OCT der Firma
Heidelberg Engineering (Heidelberg, Deutschland) wird in der Studie flr eine
Dickenmessung der einzelnen Retinaschichten als nicht ausreichend beurteilt.
Um die Grenzen der einzelnen Schichten besser bestimmen zu kbnnen, mussten
die Aufnahmen vergréfRert werden, damit ging jedoch auch eine zunehmende
Unschadrfe und Rauschen des Bildes einher, was ebenso zu
Messungenauigkeiten innerhalb des OCT-Bildes flihren kann. Es ist zu beachten,
dass die Berechnungsgrundlage flir Messungen innerhalb der Heidelberg Eye
Explorer 1.10.2.0 Software der OCT auf die Annahme eines Gullstrand-Auges
beruht, von dem sich das Vogelauge erheblich unterscheidet. Vor allem der
Kornearadius und die -krummung unterscheiden sich bei den Vdgeln erheblich.
Innerhalb der OCT wird ein menschlicher Hornhautradius von 7,7 mm
angenommen. Dieser Wert kann zwar angepasst werden, dabei fallt jedoch auf,
dass sich nur die horizontalen Messwerte (Abstandsmessungen zur Fovea)
verandern, vertikale Messungen (Messung Schichtdicken) aber unverandert
bleiben. Weiterhin unterscheiden sich die Brechungsindizes und die axiale Lange
des Bulbus von Mensch und Vogel gravierend. Welchen Einfluss diese
Parameter auf Messungen am Augenhintergrund haben, kann nicht beurteilt
werden. GIANI et al. (2010) merkt zudem an, dass die erhaltenen Werte stark
vom verwendeten OCT-Gerat abhangig sind und SEIBOLD und KAHOOK (2012)
stellten einen minimalen  Unterschied beim Einsatz verschiedener

Softwareversionen fest.

5.1.2 Enukleation und Fixation der Retina

Die empfohlene Enukleation von SAUNDERS und JUBB (1961) in weniger als 5
Minuten war mithilfe der abgewandelten Methode fiir die meisten Vogelaugen
umsetzbar. Die vorliegende Studie zeigt jedoch auf, dass die anatomischen
Besonderheiten der Vogelaugen eine Enukleation erheblich erschweren. Die
tubulare Augapfelform der Eulenvogel stellte fir die Enukleation ohne Verletzung
des Bulbus eine Herausforderung dar. Die empfohlene Enukleationszeit war fiir
diese Art nicht umsetzbar. Zudem war bei Vogelarten mit einem stark

ausgepragten Processus supraorbitalis (z.B. Habicht) die Enukleation innerhalb
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des Zeitrahmens ebenfalls erschwert. Trotz der verzdgerten Fixation bei den
genannten Spezies, konnten keine unerwunschten Effekte auf anschliefende
Auswertungen festgestellt werden. In der vorliegenden Studie wurden
verschiedene Fixationsmethoden fir die aviare Retina evaluiert. Dabei stellte sich
Davidson gegenlUber Formalin als bessere Wahl zur Fixation dar und die
Aussagen von MCKAY et al. (2009), LATENDRESSE et al. (2002) und
MOREIRA-NETO et al. (2019) konnten somit bestatigt werden. Entgegen der
Studie von CHIDLOW et al. (2011) hielten die Formalin-fixierten Schnitte
schlechter auf den Objekttragern bei weiteren Verarbeitungs- und Waschschritten
als bei der Fixation mit Davidson. Zudem konnten entgegen den Beschreibungen
keine Schwierigkeiten beim Schneiden der Davidson-fixierten Retinaproben
beobachtet werden. Ein Einbringen der Fixierldsung in das Augeninnere Uber
Parazentese erwies sich als zwingend erforderlich flr eine anschlieRende
histologische Untersuchung, da es sonst unweigerlich zu hochgradigen
Retinaalterationen kam (RAVELHOFER, 1996; DOROBEK, 2013; LIEPERT,
2013). Eine hierdurch bedingte Retinaatrophie und damit verbundene Einflusse
auf anschlieBende Schichtdickenmessungen wurde in der Studie hingenommen,
um einen bestmodglichen Erhalt der Retinamorphologie zu gewahrleisten. Die
vorliegende Arbeit lehnt einen Einschnitt in den Limbus, wie ihn KUNERT et al.
(1999) oder VELASCO GALLEGO (2015) zur Erleichterung der Diffusion des
Fixativs durchgefuihrt haben, ab, da die Retinamorphologie in den durchgeflihrten
Versuchen nicht ausreichend erhalten war. Mit der durchgeflhrten
Fixationsmethode (Parazentese des Auges mit Davidson) konnten dennoch
artifizielle Artefakte, wie eine Faltenbildung, Quellung oder Ablésung der Retina
nicht vollstandig vermieden werden. Dem koénnte durch ein wiederholtes
Einbringen der Fixierlésung in das Augeninnere, wie in der Studie von LIEPERT
(2013) beschrieben, entgegen gewirkt werden. Bei der Bestimmung der
Schrumpfung durch die histologischen Methoden ergaben sich sehr
unterschiedliche Werte. Das Volumen der Bulbi sank nach der Fixation um 3,3 %,
der Korneadurchmesser dagegen nahm um 1,6 % zu. Grund hierfir ist die nicht
einheitliche Schrumpfung des Auges, wie zuvor schon von WERTHER et al.
(2011) bei der Fixation von Vogelaugen beschrieben. Es ergeben sich
unterschiedliche Werte fir eine vertikale und horizontale Schrumpfung (XIE et al.,
2018). Die Zunahme des Korneadurchmessers in der vorliegenden Studie kann
auf eine Quellung bestimmter Strukturen zurlickgefuihrt werden. TRAN et al.
(2017) beschreibt ahnliche Vorgdnge bei einer Formalinfixation von
Schweineaugen. VELASCO GALLEGO (2015) stellte bei der Messung der
Gesamtdicke der Retina von Greifvdgeln (ILM bis RPE) eine Schrumpfung von
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bis zu 25 % fest. In der vorliegenden Arbeit haben die vertikalen Messungen der
Gesamtdicke einen deutlich kleineren Wert von 6,8 % fur die Schrumpfung
ergeben. Allerdings wurde das RPE nicht mit in die Berechnungen einbezogen.
Dieser Umstand kann durch die unterschiedliche histologische Verarbeitung der

Proben (Kryoschnitttechnik vs. Paraffineinbettung) erklart werden.

5.1.3 Anwendung der Immunhistochemie fiir die avidre Retina

Fir eine optimale Antigenerhaltung wurden Gefrierschnitte an einem Kryostaten
durchgeflhrt. Hierflr wurden verschiedene Schichtdicken fur eine anschlieRende
immunhistochemische Verarbeitung erprobt. Dabei erwies sich eine Schnittdicke
von 25 um als praktikabel und ausreichend stabil. Beim Auffangen der Schnitte
kam es dennoch unweigerlich zu leichten Verzerrungen des Schnittes auf dem
Objekttrager. Das Auffinden der Foveae gestaltete sich als schwierig, durch eine
vermehrte Instabilitdt und Faltenbildung in diesem Bereich. Eine orthograde
Schnittrichtung konnte nicht gewahrleistet werden. Aus den genannten Grinden
war es nicht moéglich sicherzustellen, die Fovea im tiefsten Punkt zu kalottieren.
Besonders die Fovea temporalis war schwer detektierbar, da sie in lhrer Breite
kleiner ist. Alle aufgezahlten Nachteile der histologischen Prozedur fiihren zu
unvermeidbaren Ungenauigkeiten bei anschliefenden Messungen. Insgesamt
konnten von 50 Augen nur bei 29 die Fovea centralis und bei 17 die Fovea
temporalis aufgefunden werden. Die restlichen Augen konnten fir die
vergleichenden Messungen nicht verwendet werden, da hier eine Orientierung fir
eine Punkt-zu-Punkt Vermessung und ein Vergleich mit der OCT nicht moglich
war. In der Studie wurde zum ersten Mal ein vollstandiges Protokoll zur
immunhistochemischen Farbung der Miullergliazellen und Zapfenzellen der
aviaren Retina flir tagaktive Greifvogel und nachtaktive Eulen dargestellt.
BLANKS und JOHNSON (1984) beschreiben die Farbung der Zapfen bereits bei
Hihnern (Gallus gallus) und RAUSCHER et al. (2013) eine
immunhistochemische Markierung der Millerglia, Zellkerne und Zapfen bei einem
Mausebussard (Buteo buteo). In der vorliegenden Arbeit konnte mithilfe dieser
Studien ein Protokoll etabliert und fur alle untersuchten Vogelarten erfolgreich
angewendet werden. Es bleibt zu Uberprifen, ob dies fir weitere Arten wie
beispielsweise Psittaziden tbernommen werden kann. Das aufgetretene Problem
der starken Autofluoreszenz der Retina wurde bisher in keiner weiteren Studie
erwahnt. Ursachen bei Saugern sind beispielsweise das in der Retina
vorkommende Pigment Lipofuszin, das Einbettungsmaterial oder
speziesabhangige Faktoren (NEUMANN und GABEL, 2002). Die vorliegende

Autofluoreszenz in der vorliegenden Studie ist wahrscheinlich auf die gewahlte
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Fixation zurlGckzufiihren. Die von NEUMANN und GABEL (2002) beschriebene
Methode zur Reduzierung der Autofluoreszenz war sehr gut umsetzbar. Auffallig
war jedoch, dass die Autofluoreszenz nach einer gewissen Zeit wieder einsetzte,
sodass die Aufnahmen mdglichst direkt nach der Immunmarkierung stattfinden
sollten. Die verwendeten Antikérper Anti-Glutamin-Synthetase und PNA fihrten
zu der gewtinschten spezifischen Markierung der gesuchten Strukturen. BLANKS
und JOHNSON (1984) beschreiben bei dem Einsatz von PNA neben einer
Zapfenfarbung eine zusatzliche Farbung der Axone in der NFL, sowie eine
Markierung der OPL. Dies konnte in der vorliegenden Studie ebenfalls
beobachtet werden. Die Markierung der Zapfen mit PNA ermdglichte eine gute
Differenzierung des IS vom OS. Das OS stellte sich haufig vom RPE gel6st dar,
sodass eine Bestimmung der unteren Grenze nicht immer moglich war. Bedingt
durch die Augenentwicklung und der Bildung der inneren und &ulleren
Retinaschicht ist die Sollbruchstelle zwischen der Zapfenschicht und dem RPE
ein bekanntes und unvermeidbares Problem bei der histologischen
Untersuchung der Netzhaut. Die Aufnahme mit einem konfokalen Laser Scanning
Mikroskop und die Aufnahme eines 3D-Stapels, brachte den Vorteil, dass
Schichten in der Tiefe verfolgt werden konnten. Dies war besonders bei

Artefakten sehr hilfreich, um Schichtgrenzen genauer definieren zu kénnen.
5.2 Ergebnisteil

5.21 Differenzierung der Retinaschichten

Samtliche histologisch bekannte Schichten der avidaren Retina sind, bis auf die
ILM, in der OCT differenzierbar. Es ist anzunehmen, dass sowohl die ILM als
auch die NFL sehr ahnliche optische Eigenschaften besitzen, da sie als eine
einheitliche Schicht rlckreflektieren. Die GCL kann nicht immer separat und nur
in Foveanahe beobachtet werden, wie bereits RUGGERI et al. (2010) feststellte.
Da die Axone der Miillergliazellen die Zellkerne der Ganglienzellen umschlieRen,
nimmt die vorliegende Studie an, dass sich aus diesem Grund die NFL und die
GCL in der OCT zusammen darstellen. Die starker streuende NFL reduziert sich
zur Fovea hin, sodass es nahe liegt, dass die GCL hierdurch in Foveanahe
besser differenzierbar erscheint, da sie weniger stark Uberlagert wird. Die
Grenzen der auleren Schichten (ONL, OPL, IS/OS, RPE) waren in der
vorliegenden Arbeit weniger gut differenzierbar als die Inneren. Auch dieser
Umstand ist bereits aus vorangegangen Studien bekannt (FERGUSON et al.,
2014; MCKIBBIN et al., 2014; SCHULZE, 2016). Grund hierflir koénnte die

maximale Scantiefe im Gewebe von 1.9 mm des verwendeten OCT-Geréts sein,
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welche flir eine genaue Differenzierung tieferer Schichten nicht auszureichen
scheint. Dagegen spricht jedoch, dass die Gesamtdicke der Retina in Foveanahe
sich zwischen den einzelnen Individuen und Arten kaum unterschied (£ 100 ym)
und relativ konstant war (durchschnittlich 300 ym). Die Grenzen der &uf3eren
Schichten stellten sich dennoch unterschiedlich gut dar. Die vorliegende Studie
lasst die Vermutung zu, dass der Hauptgrund hierfir darin besteht, dass die
tieferen Schichten, wie die ONL oder OPL, dlnner sind als die analogen inneren
Schichten (INL, IPL) und in Verbindung mit einer nicht ausreichenden
Auflésungsleistung des Gerats weniger gut differenzierbar sind. Dies wird ebenso
der Grund sein, warum bei Eulen eine Differenzierung ab der OPL in der
vorliegenden Arbeit nicht mdglich war. Die ONL bei den Eulen stellt sich jedoch
nicht dunner als die INL dar. Beide Schichten sollten somit im selben Malle
differenzierbar sein. Womdglich spielt, wie ebenso in der vorliegenden Studie
gezeigt, die abweichende Morphologie der Mullergliazellen bei den Eulen eine
Rolle. Die OCT ist von den optischen Eigenschaften der Zellstrukturen abhangig
und kleinste Veradnderungen beeinflussen die Darstellung erheblich. Die
Darstellung und Grenzen des IS/OS sowie des RPEs sind nicht eindeutig geklart
und werden in vielen Studien hinterfragt (ABBOTT et al., 2009; R. F. SPAIDE und
CURCIO, 2011; RICHARD F. SPAIDE, 2012). Die vorhanden Oltropfen in den
aviaren Zapfen und das Vorkommen von Zwillingszapfen konnten die
Reflexionseigenschaften der Zapfenschicht zusatzlich verandern (RAUSCHER et
al., 2013). Zudem wird die artspezifische Variation der Anzahl von Stabchen und
Zapfen eine grole Bedeutung haben (RUGGERI et al.,, 2010). In der
vorliegenden  Studie waren meist 2zwei Banden innerhalb  der
Photorezeptorenschicht sichtbar, seltener drei. Es wird davon ausgegangen,
dass es sich bei der weniger stark streuenden Bande unterhalb der ELM um das
Myoid der Zapfen handelt, gefolgt vom stark streuenden Ellipsoid, welches sich
nicht immer separat vom OS darstellte (Y. HUANG et al., 1998; R. F. SPAIDE
und CURCIO, 2011). Das OS liel3 sich, bis auf ein paar Ausnahmen, nicht vom
RPE unterscheiden, sodass in der vorliegenden Studie angenommen wird, dass
beide Schichten zu ahnliche optische Eigenschaften besitzen, um eine
Differenzierung zu ermdglichen. Mit seiner welligen Erscheinung war angrenzend
die Choroidea zu sehen. Die Schnittstelle zur Sklera (CSI) und der knorpelige
Teil der Sklera (CS) waren meist nicht sichtbar. Hierbei konnte die Anwendung
der ,enhanced depth imaging” - Option des OCTs bessere Ergebnisse erzielen
(WONG et al, 2011). BERGER et al. (2014) beschreibt eine deutlichere
Darstellung der genannten Strukturen bei Albinomausen. Auffallig war in der

vorliegenden Arbeit, dass bei Eulen der Studie die CSI und die CS in allen Fallen
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klar abgrenzbar waren, sodass der Pigmentierungsgrad der Retina darauf
Einfluss zu nehmen scheint. Dies sollte jedoch weiter untersucht werden, da nur
drei Waldkauze (Strix aluco) und eine Waldohreule (Asio otus) untersucht worden

sind.

In der CLSM waren durch den Einsatz des Antikdrpers Anti-Glutamin-Synthetase
(Markierung der Miullerglia), des Lektins PNA (Markierung der Zapfen) und
Hoechst 33258 (Darstellung der Zellkerne) samtliche histologische Schichten
differenzierbar. Das RPE wurde nicht markiert. RAUSCHER et al. (2013) setzte
die immunhistochemische Farbung mit den genannten Antikdrpern bereits bei
einem Mausebussard erfolgreich um. In der vorliegenden Studie wurde die
Markierung fir weitere tag- und nachaktive Vertreter angepasst und erfolgreich
an einer Vielzahl von Individuen verschiedener Arten durchgefuhrt. Insgesamt
waren jedoch nur sechs Vogelarten vertreten, sodass es zuklnftigen Studien
obliegt, ob das etablierte Protokoll auf weitere Arten, wie beispielsweise
Psittaziden, ibernommen werden kann. Aufgrund des sehr einheitlichen Aufbaus
der retinalen Schichten sollte eine Ubertragung auf andere Vogelordnungen
problemlos erfolgen kénnen und lediglich eine Anpassung des
Verdinnungsfaktors fiir die verwendeten Antikérper notwendig sein, aufgrund

von Abweichungen in der Anzahl und Verteilung von Zellstrukturen.

Die Mullergliazellen und deren Axone waren durch alle Schichten hinweg sehr
gut nachverfolgbar. Die Farbung der Zellkerne wirkte sehr dicht und flachig,
verursacht durch eine sehr hohe Anzahl in den Schichten. Genaue
Veranderungen in der Anzahl von Zellkernen festzustellen, ist auf diese Weise
somit nicht mdglich. Selbst das Scannen durch einen Schnitt mithilfe eines 3D-
Stapels lieR keine Differenzierung einzelner Zellkerne zu. BLANKS und
JOHNSON (1984) zeigten beim Einsatz von PNA bei Huhnerretinae (Gallus
gallus), dass PNA innerhalb der Photorezeptorenschicht nur spezifisch von
Zapfen gebunden wird und nicht von Stabchen. Dies konnte fur alle in der Studie
verwendeten Vogelspezies bestatigt werden. Die Markierung mit PNA flhrte
oftmals zu vier unterschiedlich stark fluoreszierenden Banden innerhalb der
Zapfenschicht: Eine sehr stark fluoreszierende Ebene direkt unterhalb der ELM,
gefolgt von einer weniger stark fluoreszierenden dickeren Bande und einer stark
fluoreszierenden Grenze, welche dann in leicht griin leuchtende Auslaufer (OS)
zum RPE Uberging. Dieses Bild ist auch aus der Studie von RAUSCHER et al.
(2013) bei einem Mausebussard (Buteo buteo) zu entnehmen. Es ist jedoch
wichtig zu erwahnen, dass sich die Darstellung der Zapfen in der vorliegenden

Studie sehr variabel darstellte. Es traten Unterschiede zwischen aber auch
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innerhalb derselben Art auf. Griinde hierfir kdnnte eine unterschiedliche Anzahl
von Zapfen und ein abweichendes Stabchen zu Zapfenverhaltnis sein.
Umwelteinflisse und das Alter der Tiere kdnnte eine Variation innerhalb einer Art
erklaren. Es konnte sich aber auch um Histologische Artefakte handeln. Es wird
deutlich, dass hierzu weitere Studien notwendig sind. Eine zusatzliche
Markierung der Stabchen ware hilfreich, die in der vorliegenden Studie nicht
durchgefiihrt worden ist, da eine Darstellung der Schichten und nicht die
Untersuchung einzelner Zellstrukturen im Vordergrund stand. PNA wurde neben
der Zapfenschicht stark innerhalb der IPL gebunden und war, entgegen den
Beschreibungen von BLANKS und JOHNSON (1984) beim Huhn (Gallus gallus),
bei den tagaktiven Greifvdogeln nur vereinzelt in der NFL und der OPL
vorzufinden. Eine sehr starke Bindung an die Axone der NFL und der OPL war
jedoch bei den Eulen auffallig. Leider wurden in der Studie nur pathologisch
veranderte Retinae von drei Waldkauzen (Strix aluco) und eine physiologische
Retina einer Waldohreule (Asio otus) immunhistochemisch untersucht. Mégliche
Ursachen fur die abweichende Bindung von PNA bei den nachtaktiven Vogeln
sind in weiteren Studien zu untersuchen. Das retinale Pigmentepithel war meist
von der Zapfenschicht gel6st, weshalb die Auslaufer des OS sich unterschiedlich
lang innerhalb eines Schnittes darstellten und keine Aussagen zum Verhaltnis IS
zu OS mdoglich waren. Aufgrund der histologischen Prozedur war ebenso eine

Ablésung der Choroidea haufig.

5.2.2 Validierung der OCT mittels CLSM

Die vorliegende Studie beschreibt zum ersten Mal einen quantitativen Punkt-zu-
Punkt Vergleich zwischen der OCT und einem Goldstandard (CLSM) bei der
Vogelretina. Verhaltnisse zwischen der Histologie und der OCT in der aviaren
Augenheilkunde finden sich vereinzelt in Studien von Y. HUANG et al. (1998),
RAUSCHER et al. (2013), MCKIBBIN et al. (2014), MOAYED et al. (2011) und
WISELY et al. (2017). RAUSCHER et al. (2013) untersuchte die Retina eines
Mausebussards (Buteo buteo), alle anderen die Retina bei Haushihnern (Gallus
gallus domesticus). In den Aufnahmen der Studien wird bereits ersichtlich, dass
die Dimensionen zwischen der OCT und der Histologie nicht exakt
Ubereinstimmen. Vergleichende Messungen lassen sich nur bei VELASCO
GALLEGO (2015) fir die Gesamtdicke der Retina (ILM bis RPE) bei zwei
Mausebussarden (Buteo buteo) und zwei Waldkauzen (Strix aluco) finden. In der
vorliegenden Arbeit konnten an 30 Augen von vier verschiedenen Vogelarten,
insgesamt 319 Messungen mittels der OCT und der CLSM durchgefihrt und

verglichen werden. Dabei ergaben die Werte fiir die Tiefe der Foveae die grofite
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Streuung und die geringste Ubereinstimmung. Dies kann dadurch erklart werden,
dass bei beiden Methoden nicht garantiert werden konnte, die Fovea im selben
Winkel und im tiefsten Punkt fir eine Vermessung zu treffen. Dies zeigt auch die
geringe Reproduzierbarkeit fur die Tiefe der Foveae innerhalb der OCT auf.
Werte flr die Tiefe der Foveae eignen sich somit nicht flr eine Validierung des
OCTs. Es sollte jedoch bei allen zukinftigen Untersuchungen der Tiefe der
Foveae mittels der OCT aus den genannten Griinden mit einer starken
Abweichung vom wahren Wert gerechnet werden. Wieso Schicht 1 (ILM + GCL +
NFL) im Gegensatz zu allen anderen Schichten in der CLSM deutlich gréRer als
in der OCT ist, kbnnte daran liegen, dass die ILM und die GCL in der OCT nicht
genau differenzierbar sind. Beide Schichten aber sehr deutlich in der CLSM zu
sehen sind und eine genauere Vermessung stattfinden kann. Mdglich ware auch,
dass wie bereits von ABBOTT et al. (2009) beschrieben, die Schichten weniger
stark von einer Schrumpfung betroffen sind. Grundsatzlich kann ausgesagt
werden, dass die Ubereinstimmung zwischen OCT und CLSM gréRer war, desto
héher die Werte fur die einzelnen Schichten lagen. Womaoglich flihren diinnere
Strukturen in Kombination mit einer nicht ausreichenden Auflésung des OCTs zu
diesem Ergebnis, was ebenso die Tatsache erklart, dass eine hohere
Ubereinstimmung vorlag, je mehr Schichten zusammen vermessen worden sind
(Schicht 3, Gesamtdicke). Es ist zu beachten, dass die OCT und die CLSM zwei
grundlegend verschiedene Techniken zur Visualisierung von Zellstrukturen
nutzen. Die optischen Eigenschaften, die in der OCT sichtbar werden, stimmen
nicht mit den zellularen Strukturen Uberein, die wir in der CLSM sehen. Die
Interpretation der OCT ist nach wie vor umstritten, da die optischen
Eigenschaften der Zellstrukturen weitestgehend unbekannt und weitere Studien
notwendig sind, um einen Zusammenhang zu beschreiben (TOTH et al., 1997;
RICHARD F. SPAIDE, 2012; RAUSCHER et al.,, 2013). Durch die nicht
einheitliche Definition der Zapfenschicht innerhalb der OCT und den zahlreichen
histologischen Artefakten, denen diese Schicht in der Histologie unterliegt
(Ablésungen vom RPE und dadurch Verzerrung des OS), war eine mangelnde
Ubereinstimmung insbesondere fiir diese Schicht zu erwarten. Die Ursachen fir
eine insgesamt mangelnde Ubereinstimmung der OCT mit der CLSM, sind
ebenso auf der Seite der Histologie zu suchen. Denn obwohl die Histologie als
Goldstandard gilt, ist sie mit einigen Nachteilen verbunden. Jeder Schritt fihrt
unweigerlich zu Artefakten, wie die Schrumpfung des Gewebes, Abldsungen,
Verzerrungen und ZerreiBungen, die die erhaltenen Werte verfalschen
(WERTHER et al., 2011). Dies begriindet auch die geringe Reproduzierbarkeit
der Histologie in der Studie von BERGER et al. (2014). Trotz der angewandten
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Punkt-zu-Punkt-Methode in der vorliegenden Studie und der Orientierung anhand
der Fovea kann es sich nur um eine ahnliche Lokalisation bei der Vermessung
handeln. Eine Schrumpfung in der Histologie, ungenaue Messungen in der OCT,
aufgrund der Annahme eines Gullstrand-Auges, sind Beispiele, die zu einer nicht
korrekten Relokalisation des Messpunktes in beiden Aufnahmen fihren. Die
Orientierung an der aviaren Retina ist aufgrund der fehlenden Gefalte schwierig
und liefert nur wenige nicht ausreichende Orientierungspunkte (VELASCO
GALLEGO, 2015). Diskrepanzen aufgrund einer geringgradigen Abweichung der
Lokalisation, kdénnen somit nicht ausgeschlossen werden. Besonders in
Foveandhe fiihren kleine Lokalisationsabweichungen zu  deutlichen
Dickenveranderungen. In einer aktuellen, vergleichbaren Studie von XIE et al.
(2018) bei Schweineaugen lag entgegen der vorliegenden Studie eine sehr gute
Ubereinstimmung der Messwerte des OCTs mit der Histologie vor. Die OCT-
Untersuchung fand allerdings an ex-vivo Augen statt und porcine Augen sind

dem menschlichen Auge weitaus ahnlicher als das der Végel.

5.2.3 Pathologische Befunde und Folgeuntersuchungen in der OCT

Eine Reihe von pathologischen Abweichungen der Greifvogelretina in der OCT
sind in den Studien von RAUSCHER et al. (2013) und AZMANIS et al. (2015)
dargestellt. Pigmentflecken, wie sie in den genannten Studien beschrieben
werden, waren ebenso in der vorliegenden Untersuchung prasent. Die
Beobachtungen, dass bei den betroffenen Patienten klinisch weder eine
Visuseinschrankung noch eine Veranderung der Retina im Langsschnitt vorlag,
konnten bestatigt werden. Mdgliche Ursachen, die zu diesem Erscheinungsbild
fihren, wie zum Beispiel das Alter, eine Ubermalfige Lichtexposition (bei Eulen),
oder parasitar und entziindungsbedingte Narbenbildungen, missen in weiteren
Studien untersucht werden. Mit der vorliegenden Studie kann hierzu ausgesagt
werden, dass dieses Phanomen nicht speziesabhdngig ist, da die
Pigmentflecken beim Mausebussard (Buteo buteo), Sperber (Accipiter nisus),
Habicht (Accipiter genitlis) und auch beim Turmfalken (Falco tinnunculus)
beobachtet werden konnten. Bei einem Patienten war das ungeféhre Alter
bekannt. Ein circa 20-jahriger Mausebussard (Buteo buteo) wies ebenso eine
Pigmentvariation auf, jedoch stellte sich diese diffus flachig dar und zeigte nicht
die beschriebenen rundlichen Flecken. So koénnte es sein, dass diese
Erscheinung nicht mit einem erhohten Alter korreliert. Dies kann aber nicht sicher
ausgesagt werden, da nur bei diesem einem Patienten das Alter bekannt war. Es
bestand keine Korrelation zum Pigmentstatus des Gefieders des Patienten.

Einflisse des Pigmentierungsgrades des Vogels auf den Fundus (z. B. bei der
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hyperpigmentierten Cemani Huhnerrasse) sind in weiteren Studien zu
untersuchen. Besonders auffallig war, dass sogenannte drusenartige
Veranderungen in der vorliegenden Studie vornehmlich bei Eulen vorkamen. Die
Darstellung in der Fundusaufsicht und im B-Scan des OCTs variierte und der
Visus war in unterschiedlichem Ausmall eingeschrankt. Die Veranderungen
wurden in der indirekten Ophthalmoskopie zum Teil als Chorioretinitis
diagnostiziert. Beim Menschen spielen sogenannte Drusen und Pseudodrusen
bei der altersbedingten Makuladegeneration eine Rolle (HOLZ et al., 2011;
YOSHIMURA und HANGAI, 2014). Mit zunehmendem Alter nimmt die Haufigkeit
der Drusen beim Menschen zu. Einen Einfluss auf die Sehkraft scheinen sie nicht
zu haben. Ob das Alter bei Vogeln fir diese Veranderungen ebenfalls von
Bedeutung ist, kann mit der vorliegenden Studie nicht ausgesagt werden.
Dagegen spricht jedoch, dass Vogel in Bezug auf andere Organsysteme nur sehr
wenige bis gar keine (z. B. Gefiederpigmentierung) Alterserscheinungen zeigen.
Welche Ursachen zugrunde liegen und der Einfluss auf den Visus mussen weiter

untersucht werden.

Weder RAUSCHER et al. (2013) noch AZMANIS et al. (2015) dokumentieren
Retinalasionen im zeitlichen Verlauf, sodass dies erstmalig mit der vorliegenden
Arbeit durchgefihrt wurde. Die OCT erwies sich als ideales Hilfsmittel, um
pathologische Prozesse Uber einen langeren Zeitraum hinweg zu Uberwachen
und bessere Aussagen fir eine Prognose treffen zu kénnen. Zukinftig ware es
denkbar auf diesem Weg Therapien und Krankheitsverlaufe zu iberwachen und
zu beobachten. Auch neue Therapieansatze lieken sich auf diese Weise
Uberprifen. Die OCT liefert keine detaillierten Informationen zu individuellen
Zellen (CEBULLA et al, 2010). So koénnen beispielsweise in den
Folgeuntersuchungen im Langsschnitt oftmals migrierte Zellen beobachtet
werden, eine Aussage um welche Zellen es sich handelt ist mit der OCT jedoch
nicht moglich. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um migrierte Zellen des
Pigmentepithels (CLEARY und RYAN, 1979; MULLER, 2010). Histologische
Studien sind zum Verstandnis verschiedener Lasionen weiterhin dringend
notwendig. Sie ermdglichen zudem eine bessere Beurteilung zur Bedeutung
einzelner Veradnderungen fir den Visus. Einerseits kann die OCT als
diagnostisches Werkzeug bei pathologischen Veranderungen sehr nitzlich sein
und detektiert Abweichungen sicherer als die direkte und indirekte
Ophthalmoskopie (RUGGERI et al., 2010; RAUSCHER et al., 2013; VELASCO
GALLEGO, 2015), andererseits sind dem Verfahren schnell Grenzen gesetzt.

Zustande wie ein Hyphama (Einblutung in die vordere Augenkammer),
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Einblutungen und Entzindungsprodukte in die hintere Augenkammer, Tribungen
der Linse oder ein Nystagmus (abnorme und unkontrollierbare Bewegungen des
Auges) fuhrten zur Unbrauchbarkeit der OCT. In solchen Fallen ist es notwendig
andere diagnostische Methoden, wie zum Beispiel die Sonographie (LIEPERT,
2013), zu verwenden, um Aussagen uber den Zustand der Retina treffen zu
kénnen. Die Studie unterstreicht die Aussage, dass die OCT als alleiniges
diagnostisches Mittel nicht ausreicht. Es sind stets weitere Untersuchungen
(Visuskontrolle, Ophthalmoskopie) durchzuflihren und fiir eine Prognose sowie

Therapie in Betracht zu ziehen.

5.24 Interpretation pathologischer Befunde in der CLSM

Erste Beschreibungen zum Verhalten der avidren Retinaschichten bei
pathologischen Vorgangen sind von MULLER (2010) bei Taubenaugen mittels
Hamatoxylin-Eosin-Farbung und Richardson gefarbten Schnitten zu finden.
MULLER (2010) geht vor allem auf Veranderungen des RPEs und der
Photorezeptorenschicht ein. In der vorliegenden Studie war es durch die
durchgefuhrte Immunhistochemie moglich das Verhalten der Mdllergliazellen zu
untersuchen. Hierfir ist es notwendig Kenntnisse Uber die Funktion der
Maullergliazelle zu verfiigen. Sie besitzt neben ihrer Halte- und Stitzfunktion der
Retina eine wichtige Rolle bei pathologischen Prozessen. Jeder pathologische
Stimulus fihrt zu einer Aktivierung der Mdllergliazellen (BRINGMANN und
WIEDEMANN, 2012). Uber die zelluldren Mechanismen ist allerdings nur wenig
bekannt. Man spricht bei pathologischen Vorgangen von einer sogenannten
,Dreifach-Gliareaktion“, welche aus einer Hypertrophie, Proliferation und
Migration besteht (TACKENBERG et al., 2009). Nach einer Ablésung der Retina
und Zerstérung der Photorezeptoren kommt es sehr schnell zu einer
Hypertrophie der Millgliazellen, welche die entstandenen Licken fillen (LEWIS
und FISHER, 2000; LIU et al., 2018) . FISHER et al. (1991) beschreibt, dass eine
Hypertrophie bereits nach einem Tag der Retinaablésung eintritt. Nach zwei
Tagen ist dieser Vorgang innerhalb der Retina und im subretinalen Raum
sichtbar (LEWIS et al., 1995). Die durchgefihrten immunhistochemischen
Untersuchungen in der vorliegenden Studie bestatigen, dass diese
pathologischen Prozesse auch bei Vdgeln sicher eintreten. Es ist in allen Fallen
eine Hypertrophie und Proliferation der Mullergliazellen zu sehen. Die Auslaufer
verlangern sich und gehen Uber die ELM hinaus. Zum Teil ist ebenso eine
Migration der Mullergliazellen in den subretinalen Raum sichtbar. Welche Stimuli
hierzu flhren ist unbekannt. LEWIS und FISHER (2000) gehen davon aus, dass

womoglich die Zapfenzellen bestimmte Faktoren produzieren, da die
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hypertrophierten Muillerglia im subretinalen Raum stets den Zapfen benachbart
liegen. Von einer Retinaablésung scheinen vor allem die Zapfen und nicht die
Stabchen betroffen zu sein, da jeglicher Versuch Uberlebende Zapfen
immunhistochemisch zu markieren nicht gelingt, die Stabchen jedoch weiterhin
markiert werden kénnen (ANDERSON et al., 1986; REX et al., 2002). In der
vorliegenden Studie war an den Stellen einer Ablésung ebenfalls nur vereinzelt
bis gar keine Markierung von Zapfenzellen mdglich. PNA markiert nur die Hille
der Zapfenzellen, sodass flr eine sichere Aussage weitere Marker verwendet
werden missen. Uber das Verhalten der Stabchen kann in der vorliegenden
Studie keine Beschreibung erfolgen, da keine Markierung durchgefihrt wurde.
Die Tatsache, dass die Zapfenzellen starker bei einer Retinaabldésung betroffen
sind, kénnte erklaren wieso die Eulen in der vorliegenden Studie, deren Retina
hauptsachlich Stabchen aufweist, trotz grofflachiger Retinaalterationen klinisch
eine gute Orientierung und Flugvermdgen zeigten. Die Kompensation des
eingeschrankten Visus durch den Gehdrsinn ist bei diesen Végeln jedoch ebenso
von Bedeutung. Da die Millergliazelle die einzige Gliazellart der aviaren Retina
darstellt, ware die Vogelretina ein ideales Modell um die pathophysiologischen
Prozesse in weiteren Studien genauer zu untersuchen. Die Glutamin-Synthetase,
wie sie in der vorliegenden Studie markiert wurde, stellt keinen Indikator fur die
Aktivierung der Zelle dar (TACKENBERG et al., 2009). Fiur ein besseres
Verstandnis der auftretenden Mechanismen und zellularen Antworten ist es somit
notwendig mehrere Marker zu verwenden. Im direkten Vergleich der
pathologischen Veranderungen im OCT mit der CLSM wird sichtbar, dass sich
die Alterationen in der Histologie ausgepragter darstellen. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass die histologische Verarbeitung dazu fihrt, dass leichte

Ablosungen weiter auseinanderweichen und hochgradiger erscheinen.

5.3 Schlussbeurteilung

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnte erstmals eine quantitative
Punkt-zu-Punkt Validierung der OCT durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse
zeigen, dass bei gréltmoglicher Schonung und vergleichsweise geringem
Einsatz von Fixationstechniken, reproduzierbare und qualitativ ausreichende
OCT-Ergebnisse erzielt werden koénnen. Die sichtbaren Veranderungen und
Trends innerhalb der OCT-Aufnahme stimmen mit der Histologie Uberein, sodass
die OCT ein sicheres diagnostisches Mittel zur Detektion und Uberwachung
pathologischer ~ Abweichungen, sowie deren Verlauf darstellt. Das
Untersuchungsverfahren bietet sich daher als schonende, mit geringer Belastung

verbundene Methode nicht nur fir die Diagnostik sondern auch fiur
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experimentelle Fragestelllungen an, wie z. B. zur Untersuchung von
Infektionserkrankungen und ihre okularen Manifestationen im zeitlichen Verlauf
(z. B. bei West Nile oder Borna - Virusinfektionen). Besonders die West-Nil-Virus
Infektion ist aktuell von groRen Interesse durch die sich haufenden Falle in
Europa und auch in Vergangenheit schon Bestandteil vieler Untersuchungen zur
okularen Manifestation (YAHIA und KHAIRALLAH, 2009; MALHOTRA et al.,
2014). Weitere Untersuchungsfelder kdnnten Auswirkungen von verschiedenen
(Low-light) Lichtprogrammen und deren tierschutzrechtlich relevanten Folgen im
Sinne eines LIAG (light-induced avian glaucoma mit lichtinduzierter
Degeneration/Atrophie verschiedener okularer Schichten) darstellen. Diese
Fragestellung ist aus tierschutz- und haltungstechnischer Sicht von sehr groem
Interesse und Aktualitdt (BLATCHFORD et al., 2009; NICKLA und TOTONELLY,
2016; RAULT et al., 2017)
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VL. ZUSAMMENFASSUNG

Die optische Koharenztomographie (OCT) erweist sich in der
Humanophthalmologie als unverzichtbares Werkzeug zur Diagnostik von
Augenerkrankungen und gilt hier als Goldstandard zur Erkennung von
Retinopathien. Der Einsatz der OCT erfahrt in den letzten Jahren auch immer
mehr Zuspruch in der Tiermedizin. Gerade bei Vogeln, bei denen das Auge das
wichtigste Sinnesorgan darstellt, ist der Einsatz dieser Technik von grof’em

diagnostischem und experimentellem Interesse.

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Validierung von OCT-Aufnahmen der
Retina in der aviaren Augenheilkunde. Hierfir wurde erstmals eine Punkt-zu-

Punkt-Vermessung und -Vergleich der OCT mit der Histologie durchgefiihrt.

Dabei gingen 50 Augen von 27 Greifvdgeln in die OCT-Untersuchung ein. Bei
den Patienten handelte es sich um wildlebende Greifvogel, welche von
November 2017 bis Dezember 2018 in eine Vogelklinik eingeliefert worden sind.
Die OCT-Aufnahmen wurden mit einem SPECTRALIS® HRA+OCT (Heidelberg
Engineering, Heidelberg, Germany) aufgenommen und mit der Software
Heidelberg Eye Explorer 1.10.2.0. vermessen. Die Tiere wurden aufgrund
infauster Prognose aus tierschutzrechtlichen Grinden anschlielend euthanasiert
und die Augen fiir eine histologische Untersuchung entnommen. Fir die
histologische Untersuchung wurde die Retina immunhistochemisch markiert und
mit einem OLYMPUS BX51WI Mikroskop mit einer OLYMPUS BX-DSU
(Olympus; Tokio, Japan) konfokalmikroskopisch dokumentiert. Die Aufnahmen
wurden mit der Stereo Investigator Software 11.02.01 (MBF Science, Williston,

USA) ausgewertet.

Sowohl in der OCT als auch in der konfokalmikroskopischen Aufnahme wurden
die Tiefe der Foveae vermessen und die Schichtdicken der Internal Limiting
Membrane + Nerve Fiber Layer + Ganglion Cell Layer, die Inner Plexiform Layer,
die Inner Nuclear Layer + Outer Plexiform Layer + Outer Nuclear Layer +
External Limiting Membrane, das Inner Segment der Zapfenschicht sowie die
Gesamtdicke der Retina (Internal Limiting Membrane bis Inner Segment). Dabei
fungierte die Fovea centralis als Orientierungspunkt in beiden Aufnahmen. Die
OCT-Untersuchung fand am wachen Patienten statt, ohne eine Sedierung. In
Einzelféllen wurde eine Schmerzmedikation mit Butorphanol (4mgkg KM)
durchgefiihrt. Um die Reproduzierbarkeit der OCT zu bestimmen, wurden zwei

Aufnahmen vermessen. Dabei ergab sich fir die OCT eine hervorragende
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Reproduzierbarkeit (Gesamtdicke der Retina 1,3 %). Fir den Vergleich der OCT
mit der Histologie konnten insgesamt 319 Messungen von 30 gesunden Augen
von vier verschiedenen Vogelspezies eingehen. Der Vergleich ergab eine
geringe Ubereinstimmung beider Methoden. Der Hauptgrund hierfir ist in der

grundlegend abweichenden Technik beider Verfahren zu suchen.

Die OCT stellt die optischen Eigenschaften zellularer Strukturen dar, wohingegen
die Immunhistochemie einzeln markierte Zellen visualisiert. Der Zusammenhang
zwischen individuellen zellularen Strukturen und ihren optischen Eigenschaften
ist weitestgehend unbekannt und weitere Studien hierzu notwendig. Das
Vogelauge weist zudem zahlreiche Besonderheiten im Vergleich zum
menschlichen Auge auf. Trotz der geringen Ubereinstimmung der Werte mit der
Histologie, stimmten die sichtbaren Veranderungen und Trends in der OCT mit
der Histologie Uberein. Die OCT ermdglicht eine sichere und verlassliche
Methode, um pathologische Abweichungen zu detektieren. In der vorliegenden
Studie wurden erstmals Lasionen im zeitlichen Verlauf bei drei Waldkauzen (Strix
aluco) und einem Mausebussard (Buteo buteo) dargestellt und der Nutzen der

OCT zur Uberwachung und Untersuchung von Retinaalterationen dargestellt.

Aufgrund der Ergebnisse ist die optische Koharenztomographie als ein wichtiges
diagnostisches Mittel in der aviaren Augenheilkunde anzusehen. Es ermdglicht
Abweichungen sicher zu detektieren und diese im zeitlichen Verlauf zu
dokumentieren, pathologische Prozesse zu verstehen und Prognosen besser zu
evaluieren. Es ist dringend notwendig in zuklnftigen Studien weitere
pathologische Abweichungen in der OCT zu beschreiben, vor allem im
Zusammenhang mit der Bedeutung fur den Visus. Zukunftig sollten weitere
Veranderungen mit der Histologie abgeglichen werden, um die zelluldren
Mechanismen besser zu verstehen und somit auch die Bedeutung fur die
Sehkraft. Die Studie liefert hierfir ein Basisprotokoll zur immunhistochemischen
Markierung der avidren Retina bei tag- und nachaktiven Végeln. In kinftigen
Studien solite die OCT ebenso Einsatz zur Untersuchung von
Infektionserkrankungen und ihre okularen Manifestationen im zeitlichen Verlauf
(z.B. West-Nile-Virus oder Bornavirus) finden und koénnte ebenso bei der

Fragestellung eines lichtinduziertes Glaukoms Anwendung finden.
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VII. SUMMARY

Optical coherence tomography (OCT) has proven to be an indispensable tool in
human ophthalmology for the diagnosis of eye diseases and is regarded as the
gold standard for the detection of retinopathies. In recent years, the use of OCT
gained increasing popularity in veterinary medicine. Especially in birds, where the
eye is the most important sensory organ, the use of this technique is of great

diagnostic and experimental interest.

The aim of the study was to validate OCT images of the retina in avian
ophthalmology. To achieve this, a point-to-point measurement and comparison of

OCT with histology was performed for the first time.

50 eyes of 27 birds of prey were included in the OCT examination. The patients
were wild birds of prey who were admitted to an avian clinic from November 2017
to December 2018. The OCT images were taken with a SPECTRALIS®
HRA+OCT (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany) and measured with
the Heidelberg Eye Explorer 1.10.2.0 software. The animals were euthanized due
to an infaust prognosis and for reasons of animal welfare. In those cases the
eyes were removed for histological examination. For histological examination, the
retina was immunohistochemically labelled and confocally imaged with an
OLYMPUS BX51WI microscope and an OLYMPUS BX-DSU (Olympus; Tokyo,
Japan) confocal microscope. The images were evaluated with the Stereo
Investigator Software 11.02.01 (MBF Science, Williston, USA).

In both OCT and confocal microscopy, the depth of the foveae and the layer
thicknesses of the Internal Limiting Membrane + Nerve Fiber Layer + Ganglion
Cell Layer, the Inner Plexiform Layer, the Inner Nuclear Layer + Outer Plexiform
Layer + Outer Nuclear Layer + External Limiting Membrane, the Inner Segment
of the cone layer as well as the total thickness of the retina (Internal Limiting
Membrane to Inner Segment) were measured. The fovea centralis served as an
orientation point in both images. The OCT examination was performed on the
awake patient without sedation. In individual cases, pain medication with
butorphanol (4mg/kg KM) was administered. To determine the reproducibility of
the OCT, two images were measured, resulting in excellent reproducibility for
OCT (total retinal thickness 1.3%). To compare OCT with histology, a total of 319
measurements from 30 healthy eyes of four different bird species were obtained.
The comparison showed a low agreement between the two methods. The main

reason causing this poor agreement is the fundamentally different technique of
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both methods.

OCT represents the optical properties of cellular structures, whereas
immunohistochemistry visualizes individually labelled cells. The relationship
between individual cellular structures and their optical properties is largely
unknown and further studies are necessary. The birds eye also has numerous
special features compared to the human eye. Despite the low agreement of the
values achieved by OCT and histology, the visible changes and trends in OCT
were reliable and corresponded with histological findings. OCT provides a safe
and reliable method to detect pathological abnormalities. This study was the first
to show a follow up examination in three forest owls (Strix aluco) and one
buzzard (Buteo buteo) that demonstrated the benefits of OCT for monitoring and

investigating retinal alterations.

Based on the results, optical coherence tomography is an important diagnostic
tool in avian ophthalmology. It enables the reliable detection of abnormalities, an
improved understanding of pathological processes and their trends over a period,
as well as a better evaluation of prognoses. It is necessary to describe further
pathological alterations visible in OCT in future studies, especially their impact
and importance for visual acuity. In the future, more abnormalities should be
compared with histology in order to understand ultrastructural mechanisms and
their relevance for vision. For this purpose, the study provides a basic protocol for
the immunohistochemical labelling of the avian retina in diurnal and nocturnal
birds. Future studies should also include OCT-investigations of infectious
diseases and their ocular manifestations (e.g. West-Nile-Virus or Bornavirus).
Cases of light-induced glaucoma as a relevant animal welfare subject could also

be investigated by OCT in further studies.
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IX. ANHANG

9.1. Befundbogen Augenuntersuchung

Patientendatenblatt

Befundbogen Augenuntersuchung Vogel

- Klinik fiir Vogel, Kleinsauger, Feptilien und Zierfische -
Elisabeth Hagen

Damm:............... Uhrzeit: . ..........
VeleraDUImImer: . . . .. ... .
Spemes: _.............. Alter . .._........

..... Geschlecht: .. .. __.. ... __.........

Vorbericht

Allgemeinuntersuchung

Verhaltel: ... ... i

oD Untersuchungsergebnisse 05

Adspektion: . ... ... ...
IoD.: ......... mmHg

Spaltlampe: . .. ... ... L oL L
Evtl. Floureszein: . ...................
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Indirekte Ophthalmoskopie
oD 05
N /
Sonstiges
Parameter Enukleation
oD 05

Post Bulbus ex /¥ post fixation Post Bulbus ex // post fixation
O Comes......... ... oo, | OComea...._.....0..........
Gewicht: . ... ... ... Mo Gewiche. . ... ... ...
Parazentesevolimen: ... .. ....... Parazentesevolumen: ... .. .... ...
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9.2 Messwerte

Erste Messung OCT (Messungen in um)

TH
Sete Messpunkt TiefeF.c.  [TiefeF.t. Schicht1  [Schicht2  |Schicht3  |Schicht4  |Gesamtdicke

Tiernr. Spezies rechts; 2-  |(1-temporal;
. 0CT1 0ocT1 0CT1 0oCT1 0ocT1 0CT1 0CT1
links) 2-nasal)

2 Sperber 2 1 198 47 79 171 34 331
2 Sperber 2 2 57 68 171 29 328
4 Sperber 2 2 158 56 76 167 27 328
4 Sperber 2 1 67 74 128 28 297
5 Turmfalke 2 2 294 132 59 91 229 27 407
5 Turmfalke 2 1 74 89 207 24 391
6 Mausebussard 2 2 174 61 85 202 25 373
6 Méausebussard 2 1 7 79 173 31 360
6 Mausebussard 1 1 163 43 9 200 26 365
6 Mausebussard 1 2 55 0 205 28 378
9 Turmfalke 2 1 259 85 69 87 188 27 369
9 Turmfalke 2 2 81 84 209 27 403
10 Turmfalke 1 1 280 106 57 88 190 37 374
10 Turmfalke 1 2 59 85 224 34 401
10 Turmfalke 2 1 265 69 85 203 25 383
10 Turmfalke 2 2 54 89 225 31 395
12 Turmfalke 2 1 244 7 59 98 208 23 387
12 Turmfalke 2 2 71 92 215 23 395
13 Turmfalke 1 1 295 131 79 97 177 25 378
13 Turmfalke 1 2 59 % 204 27 384
13 Turmfalke 2 1 275 70 93 194 28 384
13 Turmfalke 2 2 61 % 208 23 386
14 Méusebussard 2 1 308 128 84 85 189 28 383
14 Méusebussard 2 2 57 97 215 23 390
16 Turmfalke 1 1 233 71 84 193 23 374
16 Turmfalke 1 2 64 84 206 24 379
16 Turmfalke 2 1 250 102 70 84 129 31 311
16 Turmfalke 2 2 64 81 213 24 383
17 Méusebussard 1 1 237 118 57 97 184 35 369
17 Mausebussard 1 2 48 104 195 33 379
18 Turmfalke 1 1 268 112 67 84 197 25 369
18 Turmfalke 1 2 55 86 215 27 383
18 Turmfalke 2 1 261 112 57 9 195 27 375
18 Turmfalke 2 2 58 93 217 25 393
19 Méusebussard 1 2 239 25 111 215 28 380
19 Méusebussard 2 1 63 7 188 28 356
19 Mausebussard 2 2 58 85 194 29 369
20 Turmfalke 1 1 224 118 83 78 193 25 379
20 Turmfalke 1 2 64 7 211 27 381
20 Turmfalke 2 2 158 135 67 92 199 30 388
20 Turmfalke 2 1 75 79 194 25 374
21 Habicht 2 1 141 50 80 181 27 340
21 Habicht 2 2 64 69 181 28 345
22 Mausebussard 1 1 120 59 63 88 155 29 335
22 Mausebussard 1 2 45 91 190 31 353
22 Mausebussard 2 1 278 51 7 202 24 354
22 Mausebussard 2 2 55 86 191 27 356
23 Turmfalke 1 1 284 118 61 103 201 25 388
23 Turmfalke 1 2 64 88 219 30 404
23 Turmfalke 2 1 182 118 64 93 212 18 387
23 Turmfalke 2 2 67 97 209 28 401
24 Sperber 1 1 268 30 71 81 134 30 312
24 Sperber 1 2 47 78 176 32 331
26 Habicht 1 1 138 151 54 102 25 330
26 Habicht 1 2 61 82 195 29 359
26 Habicht 2 1 225 46 90 183 27 346
26 Habicht 2 2 55 87 198 28 364
27 Sperber 1 2 155 51 79 167 28 326
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Zweite Messung OCT (Messungen in um)
Tiemnr. Speries f:cl:ets(,lz xizs:l::'::I; TiefeF.c.  [TiefeF.t.  [Schicht1  [Schicht2  |Schicht3  |Schicht4  |Gesamtdicke
) 0CT2 0cT2 0CT2 0CT2 0CT2 0CT2 0CT2
links) 2-nasal)
2 Sperber 2 1 247 51 79 164 28 321
2 Sperber 2 2 56 75 167 26 324
4 Sperber 2 2 201 59 7 162 24 318
4 Sperber 2 1
5 Turmfalke 2 2 181 123 66 83 233 20 402
5 Turmfalke 2 1 74 82 210 25 391
6 Mausebussard 2 2 284 59 9% 197 31 378
6 Mausebussard 2 1 74 79 171 33 358
6 Mausebussard 1 1 225 39 97 204 35 376
6 Mausebussard 1 2 64 81 202 25 370
9 Turmfalke 2 1 215 93 66 95 177 24 361
9 Turmfalke 2 2 75 80 212 26 392
10 Turmfalke 1 1 186 118
10 Turmfalke 1 2 59 80 231 34 410
10 Turmfalke 2 1 138 81 82 203 31 394
10 Turmfalke 2 2 64 86 223 23 395
12 Turmfalke 2 1 232 67
12 Turmfalke 2 2 67 90 219 21 396
13 Turmfalke 1 1 301 98 78 90 180 21 373
13 Turmfalke 1 2 53 98 206 27 386
13 Turmfalke 2 1 291 70 85 199 28 380
13 Turmfalke 2 2 53 92 210 21 382
14 Mausebussard 2 1 171 9% 82 82 188 27 381
14 Mausebussard 2 2 66 87 216 28 395
16 Turmfalke 1 1 81 86 203 27 3%
16 Turmfalke 1 2 54 78 208 31 369
16 Turmfalke 2 1 118 76 81 128 28 311
16 Turmfalke 2 2 65 89 210 24 385
17 Mausebussard 1 1 172 124 55 93 189 27 367
17 Mausebussard 1 2 43 107 196 28 372
18 Turmfalke 1 1 191 69 82 196 25 374
18 Turmfalke 1 2 62 89 206 26 383
18 Turmfalke 2 1 242 97
18 Turmfalke 2 2 61 98 210 23 393
19 Méusebussard 1 2 43 89 220 27 377
19 Mausebussard 2 1 43 92 190 28 356
19 Méusebussard 2 2 64 7 195 31 367
20 Turmfalke 1 1 214 100 83 83 189 26 380
20 Turmfalke 1 2 67 88 203 30 386
20 Turmfalke 2 2 228 139
20 Turmfalke 2 1 70 82 195 25 370
21 Habicht 2 1 131 58 80 176 28 341
21 Habicht 2 2 57 75 187 26 340
22 Mausebussard 1 1 65 78 166 32 334
22 Mausebussard 1 2 45 88 192 28 353
22 Mausebussard 2 1 269 49 88 196 25 359
22 Mausebussard 2 2 57 81 188 27 354
23 Turmfalke 1 1 234 104
23 Turmfalke 1 2 62 9% 217 28 401
23 Turmfalke 2 1 168 105 62 9% 210 24 388
23 Turmfalke 2 2
24 Sperber 1 1 183 32 80 ) 136 28 315
24 Sperber 1 2 51 80 179 29 338
26 Habicht 1 1 117 138 58 9 36 328
26 Habicht 1 2 51 91 191 23 355
26 Habicht 2 1 170 43 86 181 29 339
26 Habicht 2 2 44 89 183 28 344
27 Sperber 1 2 252 47 82 164 26 320
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Messung Konfokalmikroskopie (Messungen in um)
, , Sefte(l- | Messpunkt | e be IriefeFs. [Schichtl [Schicht? [Schicht3 [Schichtd |Gesamtdicke
Tiernr. Spezies rechts;2-  |(1-temporal;
) CLSM CLSM CLSM
links) 2-nasal) CLSM CLSM CLSM CLSM
2 Sperber 2 1 79 60 30 76
2 Sperber 2 2 78 20 50
4 Sperber 2 2 271 70 39 97 18 233
4 Sperber 2 1 51 38 131 14 241
5 Turmfalke 2 2 363 128 9% 56 185 17 377
5 Turmfalke 2 1 73 66 208 17 381
6 Mausebussard 2 2 352 70 61 155 24 320
6 Méusebussard 2 1 62 60 157 20 306
6 Méusebussard 1 1 332 61 73 178 2 338
6 Mausebussard 1 2 67 63 150 13 294
9 Turmfalke 2 1 294 140 7 71 194 19 371
9 Turmfalke 2 2 80 65 199 17 370
10 Turmfalke 1 1 189 95 56 70 233 20 384
10 Turmfalke 1 2 81 62 206 20 376
10 Turmfalke 2 1 125 65 70 199 19 375
10 Turmfalke 2 2 78 59 186 17 356
12 Turmfalke 2 1 313 158 70 62 183 20 347
12 Turmfalke 2 2 71 73 188 20 360
13 Turmfalke 1 1 432 79 74 62 174 17 340
13 Turmfalke 1 2 68 69 197 21 364
13 Turmfalke 2 1 301 82 65 181 22 350
13 Turmfalke 2 2 69 73 200 20 358
14 Mausebussard 2 1 358 184 81 67 211 25 403
14 Mausebussard 2 2 63 79 21 23 398
16 Turmfalke 1 1 399 83 71 71 199 19 365
16 Turmfalke 1 2 82 64 189 17 354
16 Turmfalke 2 1 373 120 82 64 145 32 315
16 Turmfalke 2 2 80 71 217 19 392
17 Mausebussard 1 1 70 71 85 184 19 365
17 Méusebussard 1 2 76 71 165 20 332
18 Turmfalke 1 1 188 7 84 65 187 21 365
18 Turmfalke 1 2 85 75 192 16 367
18 Turmfalke 2 1 319 110 66 78 219 20 385
18 Turmfalke 2 2 63 71 180 30 336
19 Mausebussard 1 2 301 67 66 226 18 386
19 Mausebussard 2 1 314 61 71 183 17 340
19 Mausebussard 2 2 76 73 192 17 359
20 Turmfalke 1 1 371 149 95 65 216 20 420
20 Turmfalke 1 2 82 73 212 19 385
20 Turmfalke 2 2 333 166 71 71 226 20 409
20 Turmfalke 2 1 81 63 183 17 350
21 Habicht 2 1 284 76 60 155 18 306
21 Habicht 2 2 7 54 166 20 315
22 Mausebussard 1 1 306 128 75 63 193 28 373
22 Méusehussard 1 2 64 70 202 22 358
22 Méusehussard 2 1 321 64 74 217 17 374
22 Mausebussard 2 2 66 86 203 20 376
23 Turmfalke 1 1 420 316 73 73 211 18 378
23 Turmfalke 1 2 80 86 209 18 392
23 Turmfalke 2 1 380 124 67 229 21
23 Turmfalke 2 2 7 76 212 20 386
24 Sperber 1 1 250 120 34 76
24 Sperber 1 2 75 57 119 19 279
26 Habicht 1 1 29% 104 45 128
26 Habicht 1 2 55 67 195 25 341
26 Habicht 2 1 319 186 25
26 Habicht 2 2 59 24
27 Sperber 1 2 65 54 141 23 277
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