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1 Einleitung

1.1  Aufbau und Funktion der Hornhaut

Die Hornhaut (Kornea) ist die klare Scheibe an der Vorderseite des Auges, welche aus flinf
Schichten besteht.(1) Die dulRerste Schicht der Hornhaut ist das Epithel, darunter liegen die
Basalmembran (Bowman-Membran) und das derbe, kollagenhaltige Stroma.(1) Zum
Augeninneren trennt die Descemet-Membran das Endothel vom Stroma.(1) Der horizontale
Durchmesser der Hornhaut ist mit durchschnittlich 11,81 mm groRRer als der vertikale
Durchmesser mit durchschnittlich 11,26 mm.(2) Die Hornhautdicke betrdagt zentral
durchschnittlich 550 um(3) und steigt Richtung Peripherie teils Gber 700 um(4) an. Die
Transparenz der Hornhaut ermoglicht das Durchtreten von Lichtstrahlen in das Auge zur
Netzhaut.(5) Zuséatzlich bietet sie als oberflachliche Schicht Schutz vor schadlichen Einfliissen
und Fremdkorpern.(6) Sie ist das am starksten sensibel innervierte Organ des menschlichen
Korpers, dessen Nervengeflecht einen reflexartigen Lidschlag und Tranenproduktion auslésen
kann.(7) Wenn durch Erkrankungen die Intaktheit, Durchsichtigkeit oder Brechung verandert
ist, kann dies mit teils erheblichen Einschrankungen der Sehfahigkeit, Storungen der
Schutzfunktion und Schmerzen einher gehen.(8, 9) Aus diesem Grund ist eine Erhaltung der
kornealen Gegebenheiten von hoher Prioritdt, welche durch angemessene und zielfiihrende

Diagnostik und Therapie mitbestimmt wird.

1.2 Untersuchungsmethoden der Hornhaut

Klinisch kann die Untersuchung der Hornhaut mittels Spaltlampe durchgefiihrt werden.(10)
Erganzend stehen bildgebende Verfahren zur Verfligung: Eine Tomographie kann mittels
Scheimpflug-Prinzip durchgefiihrt werden.(11) Fiir eine genaue quantitative Untersuchung
des Endothels kann die Spekularmikroskopie herangezogen werden.(12) Eine detaillierte,
mikroskopische Ansicht der Hornhaut kann mittels in-vivo Konfokalmikroskopie (in-vivo
confocal microscopy, IVCM) ermoglicht werden.(13, 14) Aufgrund ihrer hohen lateralen

Auflésung knapp unter 1 um kénnen mit ihrer Hilfe feinste Strukturen der Hornhaut, wie
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einzelne Zellen oder korneale Nerven, dargestellt werden, welche nicht mittels Spaltlampe
beurteilt werden kdénnen.(14, 15) Die Durchfiihrung der IVCM ist jedoch durch technische
Gegebenheiten limitiert: Die gangige IVCM hat einen begrenzten Bildausschnitt(16), sodass
ein Zusammensetzen dieser einzelnen Ausschnitte notig wird, wodurch sich der Zeitaufwand
zur Aufnahme des finalen Bildes erhdht.(17) Darliber hinaus bendtigt die IVCM fiir Aufnahmen

einen Kontakt des Gerates zur Augenoberfldache, welcher mittels Gels hergestellt wird.(18)

Als alternative bildgebende Methode steht die Optische Koharenztomographie (optical
coherence tomography, OCT) zur Verfigung(19), mit welcher die Hornhaut im
Schnittbildverfahren dargestellt werden kann.(20) Die OCT beruht auf der Messung von
Lichtreflektionen an Gewebe abhéngig von dessen optischen Eigenschaften.(21) Aufgrund der
sehr hohen Lichtgeschwindigkeit sind die Laufzeitunterschiede des vom Gewebe
zuriickgestreuten Lichts so gering, dass sie nicht direkt von Photodetektoren gemessen
werden konnen; daher verwendet die OCT zur Messung der Unterschiede die WeiBlicht-
Interferometrie.(22, 23) Hierbei wird niedrig-kohdrentes Breitbandlicht durch einen
halbtransparenten Spiegel in zwei Teile aufgeteilt und in die beiden Arme eines Michelson-
Interferometers gelenkt.(19) Im Probenarm wird der Lichtstrahl von Gewebe (zum Beispiel
einer Hornhaut) zuriickgestreut, im Referenzarm wird er von einem Spiegel reflektiert.(24)
Durch den Breitbandlaser gibt es nur eine positive Interferenz, wenn die Weglange des Lichts
zur Probe identisch zu der des Referenzarms ist.(25) Die Lange des Referenzarms gibt eine
Auskunft Giber die Tiefe der Reflektion im Gewebe.(25) Die vom Gewebe zuriickgestreuten
Lichtstrahlen interferieren durch den halbtransparenten Spiegel mit den urspriinglichen
Lichtstrahlen aus dem Referenzarm.(25) Ein Detektor misst die Intensitat des
Interferenzsignals, mittels welcher Riickschliisse auf reflektierende Schichten im Gewebe
geschlossen werden kénnen.(26) Damit kann jedoch nur ein Punkt im Gewebe aufgenommen
werden.(23) Durch folgende verschiedene Methoden kann eine Tiefenaufnahme entlang der
z-Achse erreicht werden. Durch mechanische Verlangerung oder Verkiirzung des
Referenzarms durch Bewegung des Spiegels im Referenzarm wird die Gewebeprobe im
Tiefenprofil auf konstruktive Interferenz untersucht (Time-Domain OCT).(19) Diese Methode
birgt jedoch auch Nachteile, da nur von gewissen Tiefenpunkten pro Spiegelposition und Zeit
Daten gewonnen werden kénnen und die technische Umsetzung der mechanischen
Verschiebung des Spiegels in Hinblick auf die Anforderung einer schnellen Bildgebung sehr
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zeitaufwendig ist und zu langeren Aufnahmezeiten fiihrt.(23) Infolge der Erkenntnis, dass die
Information Uber die Reflektivitdit des Tiefenprofils ebenfalls im Spektrum des
Interferenzsignals zu finden ist, konnte auf die mechanische Verschiebung des Spiegels
verzichtet werden und stattdessen das Spektrum des reflektierten Lichts analysiert werden
(Fourier-Domain-OCT).(23) Im Gegensatz zum Time-Domain OCT kann mit Hilfe eines
Spektrometers (Spectral Domain OCT) oder einer schnell durchstimmbaren, schmalbandigen
Lichtquelle (Swept-Source OCT) durch Fourier-Transformation mittels Analyse der
Interferenzsignale ein Tiefenprofil der Reflektivitat erstellt werden.(25) Hierbei kénnen von
mehreren Tiefenpunkten zur gleichen Zeit Messungen gemacht werden, sodass eine
vollstdndige Tiefeninformation zeitgleich generiert werden kann.(25) Diese Methode der
Spectral domain OCT beziehungsweise Swept-Source OCT ist ein gangiges Verfahren fir
klinische Gerate.(27, 28) Entlang der Scan-Achse werden A-Scans aufgenommen; durch
Scannen des Probenstrahls (iber die Probe, kdnnen mehrere A-Scans zu einem zwei-
dimensionalem B-Scan(19) oder einem drei-dimensionalem C-Scan(28) vereint werden.(23)
Die OCT uberzeugt mit einem nicht-invasivem Verfahren ohne Kontakt zum Auge, einer
Verwendung nicht-ionisierender Strahlung und einer kurzen Aufnahmedauer von
Sekunden.(29) Kommerziell verfiigbare OCT-Gerdte haben nur eine Auflésung von mehreren
Mikrometern und reichen somit beispielsweise nicht an die hohe Auflésung der IVCM
heran.(24) Es wird jedoch intensiv an der Verbesserung der Auflosung der OCT-Geréte
geforscht, wobei bereits Gerate wie die hochauflésende Fourier-domain OCT(30), die full-field
(FF-) OCT(31), die ultra-high resolution (UHR-) OCT(32) und die micro- (u-) OCT(33) entwickelt

wurden.

Die Optische Kohdrenztomographie (OCT) hat sich bereits als bildgebendes Instrument in der
Ophthalmologie etabliert.(24, 34) Insbesondere die schnelle und kontaktlose Aufnahme von
Bildern ermdoglicht eine praktikable Schnittbildgebung verschiedener Strukturen des Auges
einschlielRlich der Hornhaut.(24) Die generierten Bilder der aktuell kommerziell erwerbbare
Gerdte konnen zur weiteren Analyse der Hornhaut verwendet werden, wie wir in unserer
Studie ,Corneal optical density in Fuchs endothelial dystrophy determined by anterior
segment optical coherence tomography” zeigen konnten.(35) Fir diverse spezifische
Fragestellungen wird eine sehr hohe Auflésung im geringen Mikrometerbereich bendtigt,
welche derzeit mit den meisten klinisch verfligbaren OCT-Geraten nicht erreicht wird.(24)
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Hierfir missen Gerdte verwendet werden, die diesen Anforderungen genligen, wie
beispielsweise das micro-OCT in unserer Studie ,,Stromal nerve imaging and tracking using

micro optical coherence tomography“.(36)

1.3 Hintergrund und Darstellung der Forschungsprojekte

Die eingereichte kumulative Doktorarbeit beinhaltet zwei publizierte Originalartikel, die eine
morphologische, bildgebende Darstellung der Hornhaut mit speziellen, auf die
Fragestellungen und Erkrankungen angepassten Analysemaoglichkeiten untersuchen.(35, 36)
Die Arbeit “Corneal optical density in Fuchs endothelial dystrophy determined by anterior
segment optical coherence tomography” beschreibt die Entwicklung eines digitalen
Bildverarbeitungsalgorithmus  kornealer =~ OCT-Bilder von Patienten mit Fuchs-
Endotheldystrophie mittels kommerziell verfiigbarem OCT. Dieser dient der Evaluierung und
Bewertung der Krankheitsschwere anhand objektiver Kriterien. Die Studie ,,Stromal nerve
imaging and tracking using micro optical coherence tomography” préasentiert die
Untersuchung kornealer Nerven mittels des hochauflésenden pOCT und die Entwicklung einer
Moglichkeit zur dreidimensionalen Verfolgung und Abbildung dieser Nerven, sowie die

Verifizierung der Nerven mittels Immunhistochemie.

Bei dem ersten beschriebenen Projekt handelt es sich um eine Forschungskooperation der
Augenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdat Minchen mit dem Wellman Center for
Photomedicine des Massachusetts General Hospital (Harvard Medical School) in Boston. Das
zweite Projekt ist eine Forschungskooperation der Augenklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen, des Wellman Center for Photomedicine des Massachusetts General

Hospital und des Instituts fir Biomedizinische Optik an der Universitat zu Libeck.



1.3.1 “Corneal optical density in Fuchs endothelial dystrophy determined by anterior
segment optical coherence tomography”

Die Arbeit “Corneal optical density in Fuchs endothelial dystrophy determined by anterior
segment optical coherence tomography” befasst sich mit der OCT-Bildgebung der Fuchs-
Endotheldystrophie.(35) Diese wird zu der Gruppe der 22 beschriebenen
Hornhautdystrophien gezihlt.(8) Um die Namensverwendung zu vereinheitlichen, wurde
2008 eine Klassifikation der Hornhautdystrophien anhand einer Zuordnung nach dem
betroffenen Anteil der Hornhaut veréffentlicht(37), welche 2015 in ihrer zweiten Fassung

erschien(8).

Die Fuchs-Endotheldystrophie gehort zu der Gruppe der endothelialen Hornhautdystrophien
und zeichnet sich durch einen progredienten Endothelzellverlust aus.(38) Die Endothelzellen
bilden mit ihrer hexagonalen Form die innerste Schicht der Hornhaut.(39) Sie sind zum
GrofRteil fur die Aufrechterhaltung der kornealen Transparenz verantwortlich, welche eines
genau regulierten, verhédltnismaRig dehydrierten Stadiums bedarf.(40) Zum einen bilden sie
durch Tight-Junctions eine Barriere zum Kammerwasser, sodass der Wasserfluss in die
Hornhaut zum GroRteil verhindert wird.(41, 42) Zum anderen bauen sie mit Hilfe von Na*-K*-
ATPasen und Carboanhydrasen einen osmotischen Gradienten auf, sodass Wasser aus der
Hornhaut in das Kammerwasser flieBt und auf diese Weise die Hornhaut entwassert wird.(43)
Folglich beruht die Transparenz der Hornhaut auf einer Balance aus der Permeabilitat des
Endothels und der Dehydratation der Hornhaut durch endotheliale Pumpfunktion.(40) Ein
Verlust der bei der Geburt bestehenden ~4000 Zellen/mm?(44) auf ~2300 Zellen/mm? im
neunten Lebensjahrzent(45) ist ein natirlicher Alterungsprozess durch das Wachstum der
Hornhaut(46) und durch die Apoptose beziehungsweise Nekrose der Zellen(47). Bei der Fuchs-
Endotheldystrophie findet jedoch ein ibermaRiger Endothelzellverlust mit Funktionsverlust
des Endothels und kompensatorischer Ausbreitung der verbleibenden Zellen durch
VergroRerung (Polymegatismus) und Verformung (Pleomorphismus) statt.(48, 49) Des
Weiteren zeigen sich sogenannte Guttae, welche unregelmaRige, unterschiedlich grolle, von
Endothelzellen sezernierte Ablagerungen an der verdickten Descemet-Membran
darstellen.(38, 49) Bei Voranschreiten der Erkrankung dekompensiert das Endothel, sodass

die Zellen ihrer Funktion der Hornhaut-Entwédsserung nicht mehr ausreichend nachkommen
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kénnen.(8) Hierdurch kann ein intraepitheliales und interepitheliales Odem mit Mikrozysten
und Blasen im Epithel entstehen,(38) welches als Bullése Keratopathie bezeichnet wird.(8) Bei
langjahrigem Bestehen kénnen sich aufgrund des Odems sowohl eine subepitheliale Fibrose
als auch eine Narbenbildung sowie eine periphere oberflachliche Neovaskularisation
zeigen.(8) Im Vergleich zu teils symptomlosen Friihstadien mit Guttae oder leichtem Odem,
kann ein Voranschreiten mit verstarktem stromalen oder epithelialen Hornhautédem in
einem reduzierten Visus resultieren.(8) Falls epitheliale Flissigkeitsblasen aufbrechen, kann
durch freiliegende Nervenendigungen(38) Schmerz verursacht werden und Photophobie

sowie Epiphora bestehen.(8)

Die kornealen Veranderungen der Fuchs-Endotheldystrophie kdnnen  mittels
Spaltlampenuntersuchung erkannt werden.(48) Um die Krankheitsschwere zu objektivieren,
kénnen auch eine Pachymetrie, eine zentrale Hornhautdickenmessung und eine
Endothelzellzahlmessung genutzt werden.(50) Die Endothelzellzahlmessung erweist sich
jedoch selbst bei leichtem Hornhautédem als schwierig und inakkurat.(51) Kleinste
morphologische Details der Erkrankung wie Guttae konnen dagegen beispielsweise mit Hilfe
der IVCM aufgrund der guten Auflésung der Gerate bildlich sichtbar gemacht werden.(52) Die
OCT kann als Messinstrument fir die Hornhautdicke, zur Darstellung von Descemet-
Membran- und Endothelverdnderung oder als postoperative Bildgebung verwendet
werden.(53-56) In unserer Studie haben wir eine Quantifizierungsmethode des Stromaddems
anhand von OCT-Bildern von Patienten mit Fuchs-Endotheldystrophie entwickelt. Hierbei wird
die optische Dichte des Stromas durch eine Analyse der Grauwerte des OCT-Bildes bestimmt.
Grau-skalierte OCT-Bilder werden durch 256 verschiedene Graustufen dargestellt, wobei 0
den dunkelsten Ton und 255 den hellsten Ton abbildet. Da sich hierbei stark streuende
Strukturen als hellere Grauwerte und weniger streuende Strukturen als dunklere Grauwerte
darstellen, sollten sich triibere Strukturen, wie ein stromales Odem, in helleren Grautdnen
prasentieren. Diese Hypothese haben wir in unserer Studie experimentell untersucht und an

OCT-Bildern von Patienten mit Fuchs-Endotheldystrophie in einer Bildanalyse angewandt.
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1.3.2 “Stromal nerve imaging and tracking using micro optical coherence
tomography”

Die Arbeit ,Stromal nerve imaging and tracking using micro optical coherence tomography*
beschaftigt sich mit der Darstellung kornealer Nerven mittels OCT.(36) Die Hornhaut-Nerven
entspringen dem Nervus trigeminus und betreten als 20 um dicke Nervenblindel die Hornhaut
in der Peripherie am korneo-skleralen Limbus ungefahr 300 pm unterhalb der
Hornhautoberflache.(57) Innerhalb des ersten Millimeters nach dem Eintritt verlieren sie ihr
Perineurium und ihre Myelinscheide, wodurch die Hornhauttransparenz erhalten bleibt.(58)
Sie formen dort den mittleren stromalen Plexus, welcher sich in der Peripherie in der
anterioren Halfte und im Zentrum im anterioren Drittel der Hornhaut befindet.(57) Die
Nerven zeigen eine hohe Verzweigungs- und Anastomosierungs-Rate; die meisten laufen zu
einem weiteren sogenannten subepithelialen Plexus direkt unterhalb der Bowman-Membran
zusammen.(57) Hier befinden sich zwei unterschiedlich geformte Nerven: Zum einen finden
sich gerade oder leicht gekrimmte Nerven mit einem durchschnittlichen Durchmesser von
4,09 um, von denen die meisten durch die Bowman-Membran hindurchstofRen und den
subbasalen Nervenplexus zwischen Bowman-Membran und Epithel formen.(57) Zum anderen
gibt es geschlangelte Nerven mit einem Durchmesser von 0,24 — 3,28 um, die hauptsachlich
innerhalb des subepithelialen Plexus verbleiben und durch viele Anastomosen ein
Maschenwerk bilden.(57) Der subbasale Plexus beinhaltet zahlreiche Nervenendigungen.(57)
Mithilfe ihrer vielfdltigen Rezeptoren koénnen die kornealen Nerven auf thermische,
chemische und mechanische Stimuli reagieren.(59, 60) Bei externer Bedrohung oder
Stimulation l6sen sie einen reflexartigen Lidschlag(61) und Tranenproduktion(62) aus.
Zusatzlich sind sie flr epitheliale Zellproliferation(63) und korneale Wundheilung(61, 64)

verantwortlich.

Fiir die Darstellung von feinen kornealen Nerven bedarf es aufgrund ihrer geringen GrofRe(57)
einer Bildgebungsmethode mit hoher Auflésung im einstelligen Mikrometerbereich. Mittels
Konfokalmikroskopie-Bildgebung konnen beispielsweise die Nervenfaserdichte des
subbasalen Plexus bestimmt und die Form, Anordnung und Verzweigungen der Nerven
beschrieben werden.(65) Eine praktikablere Bildgebungsmethode stellt die kontaktlose OCT

dar.(24) Seit einiger Zeit existieren hochauflésende OCT-Gerate, welche in Untersuchungen
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korneale Nerven Vvisualisieren konnten.(32, 66) Unsere Studie untersucht die
Nervendarstellung mittels des hochaufldsenden micro-OCTs. Diese ist ein neu entwickeltes,
hochauflosendes Laborgerat auf Grundlage eines Spektral-domain OCTs, dessen Aufbau und
hohe Auflésung bereits in anderen Studien prasentiert wurde.(67-69) Das micro-OCT
verwendet eine Superkontinuum-Lichtquelle (NKT Photonics, Inc., Birkergd, Danemark) mit
einer gefilterten Wellenlange von 650-950 nm. Es nimmt Volumendatensatze von 512 x 512 x
4096 Pixeln (entsprechend einem transversalen field of view von 1 x 1 mm) mittels einer
eindimensionalen Linienkamera (Basler, Ahrensburg, Deutschland; 20 kHz; 8192 Pixel)
innerhalb von 13 Sekunden auf. Bei einer Leistung von 20 mW an der Probe betragt die
Empfindlichkeit des Gerates ~94 dB. Die axiale und transversale Auflésung betragt im Gewebe

~1 um beziehungsweise ~4um.
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4 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zwei interessante neue Methoden zur Bildgebung der Hornhaut
dargestellt, welche die klinische Anwendung der OCT erweitern und vielfdltiger gestalten
konnten. Da es sich um praklinische Studien und experimentelle Ergebnisse handelt, stehen
noch zahlreiche Untersuchungen vor der Anwendung in der Klinik aus. Die Versuche hierfiir
sind geplant und werden teils schon durchgefiihrt. Sie zielen zumeist auf offene Fragen zu den
Methoden, die préaklinische und translationale Optimierung und die Vorbereitung auf
klinische Erfahrungen ab. Die entwickelten Verfahren wurden von anderen
Forschungsgruppen aufgegriffen und bereits weiterentwickelt.(70, 71) Dies deutet auf die

hohe Relevanz des Themas hin.

In unserer Studie “Corneal optical density in Fuchs endothelial dystrophy determined by
anterior segment optical coherence tomography” prasentieren wir zusatzlich zu aktuell
moglichen OCT-Messungen einer Hornhaut- und Descemet-Membran-Verdickung(53, 54) bei
Hornhduten mit Fuchs-Endotheldystrophie eine objektive Quantifizierung des stromalen
Hornhautédems. Unsere Hypothese, dass sich tribe Strukturen, wie beispielsweise ein
stromales Odem, als hellere Grautdéne darstellen, konnten wir experimentell bestirken.
Hierzu wurde kinstlich an enukleierten Hasenaugen mittels destillierten Wassers ein
Hornhaut-Odem induziert und die Augen mittels des Telesto-ll Spectral-domain OCT im
Zeitverlauf aufgenommen. Es zeigte sich eine positive Korrelation zwischen der Dicke der
Hornhaut und der optischen Dichte anhand der gemessenen Grauwerte im OCT-Bild im
Zeitverlauf (siehe Abbildung 6 der Veroffentlichung ). Dies bekraftigte die Vermutung einer
verstarkten optischen Dichte bei Schwellung der Hornhaut durch vermehrte

Wasseraufnahme.

Um die Hornhaut-Verdnderungen bei Patienten mit Fuchs-Endotheldystrophie zu
untersuchen, wurden OCT-Bilder der Hornhdute von Patienten analysiert. Eingeschlossen
wurden 48 Augen von 32 Patienten mit Fuchs-Endotheldystrophie und 33 Augen von 21
Patienten einer Kontrollgruppe ohne Hornhauterkrankung. Es wurden die Dicken der
einzelnen Hornhautschichten gemessen. Weiterhin wurden optische Dichtemessungen

vorgenommen, indem in einer definierten zentralen Stromaregion die Anzahl der Pixel
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oberhalb eines bestimmten Grauwert-Schwellenwertes unter Berlicksichtigung der

unterschiedlichen Dicken gemessen wurden.

Die Messungen demonstrierten mehrere erkrankungstypische Merkmale bei den Patienten
mit Hornhautdystrophie wie eine Verdickung der gesamten Hornhaut(53) und der Descemet-
Membran(54). In fortgeschrittenem Stadium zeigten sich Mikrozysten und Bullae im Epithel
und korneale Falten. Die Ergebnisse der optischen Dichtemessung zeigten korneale
Verdanderungen insbesondere im anterioren Stroma. Sowohl die groflten mittleren
Differenzen der optischen Dichten zwischen erkrankten Patienten und der Kontrollgruppe
(siehe Abbildung 3 der Veroéffentlichung 1) als auch die hochsten Korrelationen zu anderen
Erkrankungsmerkmalen (siehe Abbildung 4 der Veroéffentlichung 1) wurden bei hohen
Schwellenwerten (220, 240) gefunden, sodass diese Schwellenwerte zur weiteren Analyse
verwendet wurden. Wir konnten eine gute Korrelation zwischen den optischen
Dichtemessungen und dem Visus zeigen (siehe Abbildung 4a und 5a der Veroffentlichung |):

je héher die optische Dichte der Hornhaut desto schlechter war der Visus (r? = 0,17).

Bemerkenswert war auch, dass in der Gruppe der Fuchs-Endotheldystrophie Patienten kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem Visus von Patienten mit Katarakt und
solchen mit klarer Linse gefunden werden konnte (p = 0,98). Im Vergleich hierzu zeigte sich
ein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit Katarakt und solchen mit klarer Linse in

der Kontrollgruppe (p = 0,002).

In unserer Studie wurden korneale Verdanderungen gefunden, welche besonders im
anterioren Stroma lokalisiert sind. Dies ist der Bereich der Hornhaut, in dem sich bei
Voranschreiten der Erkrankung Narbenbildung finden lasst.(48) Wie in IVCM Studien gezeigt
wurde, kénnen auch in frilhen Stadien der Fuchs-Endotheldystrophie Verdnderungen des
anterioren Stromas wie beispielsweise Triibungen und erhéhte Aberrationen auftreten, selbst
wenn noch keine Veranderungen in der Spaltlampenmikroskopie sichtbar sind.(72, 73) Mittels
Schleimpflug-Bildgebung konnte eine vermehrte Riickstreuung sowohl der anterioren als
auch der posterioren Cornea beobachtet werden.(74) Untersuchungen der Intensitdaten der
kornealen Schichten von IVCM-Bildern zeigten eine erhohte Helligkeit im anterioren
Stroma.(75) Wie in diesen Studien konnten auch wir eine Veranderung der anterioren

Hornhaut feststellen, jedoch zeigte sich in unserer Studie keine Verdnderung der posterioren
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Hornhaut. Bei unseren Patienten zeigte sich der Einfluss einer Katarakt auf den Visus geringer

als der Einfluss der Hornhauttriibung.

Man kann schlussfolgern, dass die Messergebnisse der optischen Dichte, welche wir mittels
dieser Methode erhalten haben, gut mit anderen Erkrankungsparametern korrelieren.
Demnach wdre sie geeignet, andere diagnostische Moglichkeiten bei Fuchs-
Endotheldystrophie zu erganzen, um eine genaue Diagnostik und einen geeigneten
therapeutischen Ansatz festzulegen. Des Weiteren kdnnte sie als weiterer Parameter bei der
Entscheidungsfindung flir oder gegen eine operative Malnahme, wie die
Transplantationstechnik der ,Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty” (DMEK),
angewendet werden. Durch ihre schnelle, kontaktlose Aufnahmemethodik ware die OCT fir
diese Zwecke eine praktikable Bildgebungsmethode. Dariiber hinaus wiirde eine Aufnahme
der optischen Dichtemessung in die Gerdtesoftware eine unkomplizierte Anwendung der

Methode gewahrleisten.

In unserer Studie ,Stromal nerve imaging and tracking using micro optical coherence
tomography“ prasentieren wir eine korneale Nervendarstellung mittels des hochauflésenden
micro-OCT. Weiterhin entwickelten wir eine Moglichkeit zur dreidimensionalen Verfolgung
und Abbildung dieser Nerven als Nervenskelett und verifizierten die Nerven mittels

Immunhistochemie.

In experimenteller Arbeit haben wir mittels micro-OCT Bilder von Hornhduten von Hasen
aufgenommen und mit besonderem Augenmerk auf die kornealen Nerven ausgewertet. Die
Bildgebung erfolgte mittels des oben beschriebenen hochauflésenden micro-OCT. Es gelang
uns, Strukturen der Hornhaut in drei-dimensionalen Bildausschnitten auf einer
Querschnittsflache von 1 mm? ex-vivo darzustellen (siehe Abbildung 1 der Veréffentlichung
I1). Hierbei wurden insbesondere Nerven und Keratozyten identifiziert. Um mit Sicherheit
Nerven von ebenfalls strangformigen, in der Hornhaut vorhandenen Kollagenfasern
abgrenzen zu konnen, haben wir uns zum einen auf die Einzigartigkeit der nervalen
Verzweigungen(57) und zum anderen auf den Vergleich mit der BllI-Tubulin Antikérper
Nervenfarbung(76) berufen. Wir haben diese Nervenfarbung mittels PBllI-Tubulin
Antikorper(76) an denselben Hornhduten durchgefiihrt, welche wir zuvor mit der micro-OCT

aufgenommen haben. Die Darstellung der gefarbten Hornhautnerven wurde mit einem
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Konfokal-Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt. Der Vergleich der Daten der micro-OCT mit der
Fluoreszenzmikroskopie erbrachte eine eins-zu-eins Ubereinstimmung der Strukturen,
welche wir im micro-OCT firr korneale Nerven hielten, mit den Strukturen, welche mittels
Nervenfarbung identifiziert wurden (siehe Abbildung 2 der Verdéffentlichung 1l). Demnach
konnten wir mit hoher Sicherheit zeigen, dass das micro-OCT korneale Nerven darstellen

kann.

Nach erfolgreicher Darstellung und Identifizierung der Nerven gelang es uns, diese in den
dreidimensionalen OCT-Daten zu markieren. Dies wurde mit dem Bildbearbeitungsprogramm
Imagel(77) mittels des halb-automatischen Tracking-Systems ,Simple Neurite Tracer“(78)
durchgefiihrt und flhrte zu der Entstehung eines dreidimensionalen Nerven-Skeletts (siehe

Begleitmaterial der Veroffentlichung I1).

Unser generiertes Nervenskelett ist im Einklang mit dem in der Literatur mittels anderer
Bildgebungsmethoden ermittelten Aufbau der kornealen Nervenstrukturen(57, 65).
Quantitative Auswertungen kornealer Nerven in IVCM-Bildern wurden in anderen Studien
sowohl hadndisch als auch mittels entwickelter automatisierter Tools durchgefiihrt.(79-81) In
unserer Studie wurde die Nerven aufgrund des Mangels an Kontrast der Nerven handisch
verfolgt. Der Vergleich zwischen veroffentlichten Studien ist schwierig, da es bisher keine
allgemein akzeptierte, einheitliche oder standardisierte Auswertung fiir die Quantifizierung
und Beschreibung von Hornhautnerven gibt.(82) Abhangig von der Orientierung
beziehungsweise der daraus resultierenden Sichtbarkeit der stromalen Nerven in den
einzelnen Bildern(82) und der Auflosung der verwendeten bildgebenden Gerate kdnnen sich
gemessene Nervenldangen unterscheiden, sodass die gemessenen Ldangen variieren und nicht
sicher mit der wahren in-vivo Nervenlange lGbereinstimmen.(83) Um einen aussagekraftigen
Vergleich von Messungen kornealer Nerven zu ermdéglichen, ware die Verwendung von
einheitlichen Methoden anzustreben.(83) Zudem ware eine zeitsparende Integration einer
automatischen Analyse-Software in klinisch verfliigbaren Gerdten sinnvoll, um eine

Anwendung dieser Methode in der Klinik zu vereinfachen.

Wie zuvor erwdhnt, konnten bereits in anderen Studien vereinzelt Nerven mittels
hochauflésenden OCTs dargestellt werden.(32, 66, 84) Shin et al. prasentierten eine

Abbildung von Nerven eines 10 x 10 mm? groRen kornealen Bereiches in-vivo mittels Fourier
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domain OCT mit Kompensation von Bewegungsartefakten, konnten jedoch aufgrund ihrer
langsamen Datenakquirierung und unzureichenden Auflésung nur kleine Nervenbereiche
darstellen.(30) Auch Mazlin et al. gelang eine Darstellung kornealer Nerven in-vivo, wobei
diese aufgrund ihrer limitierten axialen Auflésung und starken Oberflachen-Reflektionen
eingeschrankt war.(85) Hosseinaee et al. pradsentierten kirzlich eine Darstellung des
subbasalen Nervenplexus mittels UHR SD-OCT und eine automatische Segmentierung der
Nerven.(86) Der entwickelte Algorithmus konnte erfolgreich angewandt werden mit
Ausnahme von Bereichen mit starken Bewegungsartefakten oder niedrigem Kontrast.(86) Bis
heute wurde unseres Wissens nach jedoch noch keine Untersuchung publiziert, welche die
Nervenverteilung, ein dreidimensionales Tracking und einen Vergleich mit einer
Nervenfarbung durch Immunhistochemie anhand eines micro-OCTs wie in unserer Studie

beschreibt.

Die Darstellung von kornealen Nerven ist von Interesse fir verschiedene Fragestellungen.
Sowohl erkrankungsbedingte als auch postoperative Zustande der Hornhautnerven kénnen
hiermit untersucht werden.(87-89) Vor allem fiir die periphere Neuropathie (PN) spielt dies
eine groBe Rolle, bei der periphere Nerven nicht-traumatisch geschadigt werden.(90)
Ursachen finden sich insbesondere im Diabetes mellitus und in hereditdren, autoimmunen,
infektiosen und entzindlichen Erkrankungen.(90) Beispielsweise beeintrachtigt die
diabetische Neuropathie Patienten mit Diabetes mit einer Pravalenz von durchschnittlich
30%.(91) Die zahlreichen Ursachen und ihre Pravalenzen deuten auf die Relevanz einer
praktikablen Nervenuntersuchung und Friiherkennungsmethoden von nervaler Schadigung
hin. Zusatzlich zu Nerven-Funktionstests kann eine Bildgebung aufschlussreiche
Informationen (iber den Zustand der kornealen Nerven geben: Es zeigten sich in den
Nervenuntersuchungen mittels IVCM bei Patienten mit Diabetes mellitus sowohl eine
reduzierte Nervenfaserlange(89, 92), -dichte(93), -breite(94) und Verzweigungsdichte(94) als
auch eine verstarkte Schlangelung der Nerven(95). Die reduzierte Nervenfaserldnge stellte
sich in Untersuchungen als iberlegene Friiherkennungsmethode im Vergleich zu weiteren
sechs neuropathischen Tests(96) und als gute Methode, die Entwicklung der diabetischen PN
vorauszusagen(97), heraus. Eine frithe Erkennung von Strukturverdnderungen der Nerven
kann durch eine friihzeitige Therapieanpassung die Prognose der Erkrankung verbessern.(98)
Zusatzlich kann auch eine Verbesserung der glykdmischen Kontrolle bei diabetischer PN
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anhand einer strukturellen Erholung der Nerven erkannt werden.(99) Eine schnelle, nicht-
invasive und leicht zugdngliche Bildgebung, wie die Verwendung eines hochauflésenden
micro-OCTs, konnte die Grundlage fiir ein regelméaRiges Monitoring der diabetischen
Neuropathie am Auge werden. Auch bei anderen Erkrankungen spielt die Beschaffenheit der
kornealen Nerven eine Rolle: Bei Patienten mit Zoster ophthalmicus konnte trotz einseitigem
klinischem Befall mittels Bildgebung eine Verminderung der subbasalen Nerven an beiden
Augen festgestellt werden.(100, 101) Auch postoperative Zustdnde beispielsweise nach
refraktiven Eingriffen kdnnen zu Veranderungen der Hornhautnerven fiihren.(87, 102, 103)
Des Weiteren kann auch die neurotrophe Keratopathie durch eine korneale Bildgebung
genauer untersucht werden.(104) Sie ist gekennzeichnet durch
Hornhautoberflachenveranderungen, persistierende Epitheldefekte oder
Hornhautulzerationen im Rahmen einer Hornhautsensibilitatsstorung, verursacht durch eine
gestorte Innervation durch den Nervus trigeminus.(88) Griinde hierfiir finden sich in
verschiedenen Ursachen wie Infektionen, Veratzungen, Verletzungen oder Operationen an
der Hornhaut.(105) Es ist bekannt, dass die kornealen Nerven eine wichtige Rolle fiir die
Empfindung(59, 60) der Hornhaut und die Tranenfilmproduktion(62) spielen. Diese spielen
womoglich bei dem Syndrom des trockenen Auges eine Rolle, welches eine weit verbreitete
Erkrankung darstellt.(83, 106) Es wurde in Studien sowohl eine Verdnderung der nervalen
Dichte plus vermehrte Schlangelung der Nerven bei diesen Patienten(107) als auch eine
Veranderung der nervalen Schlangelung ohne Veranderung der Nervendichte(108)

beschrieben.

Mittels Darstellung der Hornhautnerven kénnen einzelne Erkrankungsdetails, Komplikationen
und Nebenwirkungen abgebildet werden, die Auswirkungen auf das Hornhautnervengeflecht
und die daraus resultierenden neuronalen Veranderungen gezeigt sowie der Verlauf eines
Heilungsprozesses Giberwacht werden.(103) Eine einfach anzuwendende Routine-Bildgebung
konnte sowohl fiir diagnostische und therapeutische Entscheidungen hilfreich sein als auch
als Monitoring-Instrument und Untersuchungstool fiir die Nachsorge bei verschiedensten

Erkrankungen angewendet werden.

Eine in-vivo Bildgebung von Hornhautnerven bringt mehrere Herausforderungen mit sich wie
bereits in anderen Studien festgestellt wurde(30): Aufgrund des geringen Durchmessers der

Nerven(57) muss ein hochauflésendes Verfahren verwendet werden. Weiterhin ist die
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Bildauswertung auf eine scharfe Abbildung angewiesen, welche durch Bewegungsartefakte
erschwert werden kann: Neben unwillkiirlichen Bewegungen, Atmung und Herzschlag des
Patienten(30) kann auch die okuldre Pulsamplitude, welche kleine Deformationen des Auges
und des Korneoskleral-Komplexes verursacht,(109) eine Rolle spielen. Auch das AufreiRen des
Tranenfilms und ein dadurch hervorgerufener Blinzelreflex des Patienten(110) kann die
Bildqualitat beeintrachtigen. Das micro-OCT erfiillt mit seinem kontaktlosen, nicht-invasiven,
schnellen und hochauflésenden Verfahren viele Kriterien flr eine in der Klinik regelmaRig
anwendbare Untersuchung. Um eine in-vivo Bildgebung zu ermdglichen, miissten prazise
Bewegungskorrekturen wie beziehungsweise Bildbearbeitungsalgorithmen angewandt
werden(30) und die Aufnahmedauer auf eine Zeit herabgesetzt werden, welche unter der
normalen Tranenfilmaufrisszeit von iber 9 Sekunden(111) liegt. Falls ein gréRBerer Bereich fir
eine aussagekraftige Einschatzung der kornealen Nerven notwendig ist, muisste der
Aufnahmebereich erweitert werden, beispielsweise durch nacheinander folgende Messungen
mit anschlieBendem Zusammenfiigen der Bilder oder Mittelung der gemessenen Daten

mehrerer Bereiche.

In beiden vorgelegten Studien dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedene
Analysen von OCT-Daten einen groBen Mehrwert fir Diagnostik und gegebenenfalls
Therapieentscheidungen fir verschiedenste Erkrankungen liefern konnen.(35, 36) Die
Untersuchung der Hornhaut in ihren Details mit Hilfe von OCT-Daten kann nicht nur fiir die
Augenheilkunde, sondern aufgrund ihrer Aussagekraft Gber systemische Erkrankungen auch
fir weitere medizinische Facher von Mehrwert sein.(96, 97) Weitere Forschung im Bereich
der Hornhaut-Bildgebung mittels OCT ist notwendig, um deren Maoglichkeiten verstarkt
auszuschopfen. Vermehrte software-integrierte Analysetools zur praktikablen Anwendung
sowie die standardmaRige Einflihrung hochauflésender OCTs in der Klinik kdnnten eine

Verbesserung der Behandlung von Patienten in Zukunft in Aussicht stellen.
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4.1 Summary

In this work, two interesting new methods for corneal imaging were presented, which could
expand and diversify the clinical application of OCT. Since these are preclinical studies and
experimental results, many investigations are still pending before clinical application. Trials
for this are planned and already partially performed. They mostly target open questions on
methods, preclinical and translational optimization, and preparation for clinical experience.
The developed methods have been taken up by other research groups and have already been

further developed.(70, 71) This indicates the high relevance of the topic.

In our study "Corneal optical density in Fuchs endothelial dystrophy determined by anterior
segment optical coherence tomography" we present in addition to currently possible OCT
measurements of corneal and Descemet's membrane thickening an objective quantification
of corneal stromal edema in corneas with Fuchs endothelial dystrophy. We were able to
experimentally confirm our hypothesis that opaque structures, such as stromal edema,
appear as lighter shades of gray. For this purpose, corneal edema was artificially induced in
enucleated rabbit eyes with distilled water and the eyes were imaged over time using Telesto-
Il spectral-domain OCT. A positive correlation between corneal thickness and optical density
based on the measured gray levels in the OCT image over time was found (see Figure 6 of
Publication 1). This supported the assumption of increased optical density in the presence of

corneal swelling due to increased water uptake.

To investigate corneal changes in patients with Fuchs endothelial dystrophy, OCT images of
patients’ corneas were analyzed. 48 eyes of 32 patients with mild to moderate Fuchs
endothelial dystrophy and 33 eyes from a control group of 21 patients with no corneal disease
were included. The thicknesses of the individual corneal layers were measured. Furthermore,
optical density measurements were performed by measuring the number of pixels above a
certain gray threshold in a defined central stromal region taking into account the different

thicknesses.

The measurements demonstrated several disease-typical features in the patients with corneal
dystrophy such as thickening of the entire cornea or Descemet’s membrane.(53, 54) Advanced

stages showed microcysts and bullae in the epithelium and corneal folds. The results of the
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optical density measurement showed corneal changes, especially in the anterior stroma. Both
the largest mean differences in optical densities between diseased patients and the control
group (see Figure 3 of publication 1) and the highest correlations with other disease
characteristics (see Figure 4 of publication I) were found at high thresholds (220, 240), so that
these were used for further analysis. We could show a good correlation between optical
density measurements and visual acuity (see Figure 4a and 5a of publication I): the higher the

corneal optical density the worse the visual acuity (r? = 0.17).

It was also notable that in the group of Fuchs endothelial dystrophy patients no statistically
significant difference could be found between the visual acuity of patients with cataract and
those with clear lens (p = 0.98). In contrast, there was a significant difference between

patients with cataract and those with clear lens in the control group (p = 0.002).

In our study, corneal changes were found which were localized in the anterior stroma. This is
the area of the cornea where scarring can be found as the disease progresses.(48) As has been
shown in IVCM studies, changes in the anterior stroma such as opacities and increased
aberrations can also occur in early stages of Fuchs endothelial dystrophy, even when changes
are not yet visible on slit lamp microscopy.(72, 73) Employing Schleimpflug imaging, increased
backscattering of both the anterior and posterior corneas was observed.(74) Studies of the
intensities of the corneal layers in IVCM images showed increased brightness in the anterior
stroma.(75) Similarly to these studies, we were also able to detect a change in the anterior
cornea, although we observed no change in the posterior cornea. In our patients, the effect

of cataract on visual acuity was less than the effect of corneal opacity.

It can be concluded that the measurements of optical density that we obtained using this
method correlate well with other disease parameters. Therefore, this method could
complement other diagnostic options used for Fuchs endothelial dystrophy to ensure
accurate diagnosis and to establish the appropriate therapeutic approach. Additionally, it
could be used as another parameter in deciding for or against a surgical intervention, such as
the transplantation technique "Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty" (DMEK). Due
to its fast, contactless imaging methodology, OCT would be a viable imaging modality for this
purpose. Furthermore, including optical density measurements in the instrument’s software

would ensure an uncomplicated application of the method.
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In our study ,,Stromal nerve imaging and tracking using micro optical coherence tomography*,
we present corneal nerve imaging employing the high resolution micro-OCT. Furthermore, we
developed a method for three-dimensional tracking and depiction of these nerves as a nerve

skeleton and verified these nerves using immunohistochemistry.

In experimental work, we acquired images of corneas from rabbits using micro-OCT and
evaluated them with special attention to the corneal nerves. Imaging was performed using
the high-resolution micro-OCT described above. We succeeded in visualizing structures of the
cornea in three-dimensional image sections on a cross sectional area of 1 mm? ex-vivo (see
Figure 1 of publication Il). In particular, nerves and keratocytes were identified. In order to
clearly differentiate between nerves and collagen fibers which are also present in the cornea
as strand-like structures, we relied on the uniqueness of neural branching(57) and on
comparison with the Blll-tubulin antibody nerve staining(76). We performed this staining of
the nerves using BllI-tubulin antibody(76) on the same corneas that we had previously imaged
with micro-OCT. Imaging of the stained corneal nerves was performed utilizing a confocal
fluorescence microscope. Comparison of the micro-OCT data with fluorescence microscopy
yielded a one-to-one conformity of the structures we considered to be corneal nerves in the
micro-OCT images with the structures identified using neural staining (see Figure 2 of
publication Il). Therefore, we were able to demonstrate with a high degree of certainty that

the micro-OCT can visualize corneal nerves.

After successful imaging and identification of the nerves, we were able to mark them in the
three-dimensional OCT data. This was performed with the image processing program
Imagel(77) using the semi-automatic tracking system "Simple Neurite Tracer"(78) and
resulted in the development of a three-dimensional nerve skeleton (see supplementary

material of publication II).

Our generated nerve skeleton is in accordance with the structure of corneal nerves
determined in the literature using other imaging methods(57, 65). Quantitative evaluations
of corneal nerves in IVCM images in other studies have been performed both manually and
using developed automated tools.(79-81) In our study, nerves were tracked manually due to
the lack of contrast of the nerves. Comparison between published studies is difficult as there

is as yet no widely accepted consistent or standardized evaluation for the quantification and
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description of corneal nerves.(82) Depending on the orientation or resulting visibility of
stromal nerves in the individual images(82) and the resolution of the imaging devices used,
measured nerve lengths may differ, so that measured lengths vary and do not reliably
correspond to the true in-vivo nerve length.(83) To establish a meaningful comparison of
corneal nerve measurements, the use of a consistent methodology would be desirable.(83) In
addition, time-saving integration of automated analysis software in clinically available devices

would be useful to simplify the application of this methodology in the clinical setting.

As mentioned before, in other studies nerves could occasionally be visualized using high-
resolution OCT.(32, 66, 84) Shin et al. presented the depiction of nerves of a 10 x 10 mm?
corneal area in vivo using Fourier domain OCT with a compensation of motion artifacts, but
were only able to visualize small nerve areas due to their slow data acquisition and insufficient
resolution.(30) Mazlin et al. also succeeded in visualizing corneal nerves in-vivo, although this
was limited due to their restricted axial resolution and strong surface reflections.(85)
Hosseinaee et al. recently presented visualization of the subbasal nerve plexus using UHR SD-
OCT and an automatic segmentation of the nerves.(86) The developed algorithm was
successfully applied except for areas with strong motion artifacts or low contrast.(86)
However, to our knowledge, no study has been published describing nerve distribution, three-
dimensional tracking and comparison with nerve staining by immunohistochemistry using

micro-OCT as in our study.

The visualization of corneal nerves is of interest for various reasons. Both disease-related and
postoperative conditions of the corneal nerves can be studied with this technique.(87-89) This
is especially important in peripheral neuropathy (PN), in which peripheral nerves are damaged
non-traumatically.(90) Metabolic disorders such as diabetes mellitus are an important cause
but also hereditary, autoimmune, infectious, and inflammatory diseases can be implicated.
Diabetic neuropathy, for example, affects patients with diabetes with an average prevalence
of 30%.(91) The numerous causes and their prevalence underline the relevance of a viable
nerve examination and early detection methods of neuronal damage. In addition to nerve
function tests, imaging can provide revealing information about the condition of corneal
nerves: There was evidence of reduced nerve fiber length(89, 92), density(93), width(94), and
branching density(94) as well as increased tortuosity of the nerves(95) in nerve examinations

of patients with diabetes mellitus using IVCM. In studies, reduced nerve fiber length was
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demonstrated to be a superior early detection method compared with other six neuropathic
tests(96) and a good method to predict the development of diabetic PN(97). Early detection
of structural changes in the nerves may improve the prognosis of the disease by early
adjustment of therapy.(98) In addition, improvement in glycemic control in diabetic PN can
also be detected in the structural recovery of the nerves.(99) Rapid, noninvasive, and easily
accessible imaging, such as the use of a high-resolution micro-OCT, could become the basis
for regular monitoring of diabetic neuropathy in the eye. The state of the corneal nerves also
plays arole in other diseases: In patients with zoster ophthalmicus, a reduction of the subbasal
nerves in both eyes could be detected by imaging despite only unilateral clinical
involvement.(100, 101) Postoperative conditions, for example after refractive surgery, can
also lead to changes in the corneal nerves.(87, 102, 103) Furthermore, neurotrophic
keratopathy can also be investigated in more detail by corneal imaging.(104) It is
characterized by changes in the corneal surface, persistent epithelial defects, or corneal
ulcerations as part of a corneal sensitivity disorder caused by impaired innervation by the
trigeminal nerve.(88) Reasons for it can be found in various causes such as infections, chemical
burns, injuries, or corneal surgery.(105) It is known that the corneal nerves play an important
role in corneal sensation(59, 60) and tear film production(62). They may play a role in dry eye
syndrome, which is a common disease.(83, 106) Some studies of these patients have
described both a change in nerve density and increased nerve tortuosity(107) while others

have shown no change in nerve density and only a change in nerve tortuosity(108).

Corneal nerve imaging can map detailed disease processes, complications and side effects,
showing the effects on the corneal nerve plexus and resulting neuronal changes, as well as
monitoring the progression of healing.(103) Routine imaging that is easy to use could be
helpful for making diagnostic and therapeutic decisions, as well as being used as a monitoring

and examination tool for follow-up in various diseases.

In vivo imaging of corneal nerves brings along several challenges as has been noted in other
studies(30): Due to the small diameter of the nerves(57) a high-resolution technique must be
used. Furthermore, image analysis relies on sharp imaging, which can be complicated by
motion artefacts: In addition to involuntary movements, respiration, and heartbeat of the
patient(30), the ocular pulse amplitude, which produces small deformations of the eye and

corneoscleral complex,(109) may also play a role. Tearing of the tear film and resulting
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blinking reflex (110) may also impair the image quality. With its noncontact, noninvasive,
rapid, and high-resolution technique, the micro-OCT meets many criteria for an examination-
tool suitable for regular use in the clinic. To enable in vivo imaging, precise motion correction
or image processing algorithms would have to be applied(30) and the acquisition time would
have to be reduced to a time that is below the normal tear film breakup time of more than 9
seconds(111). If a larger area is necessary for a meaningful assessment of the corneal nerves,
the acquisition area would have to be extended, for example by successive measurements

with subsequent stitching of the images or averaging of the measured data of several areas.

In both studies presented in this work, it was shown that various analyses of OCT data can
provide great added value for diagnostics and, as the circumstances require, therapy decisions
for a wide variety of diseases.(35, 36) The detailed examination of the cornea using OCT data
can be of added value not only for the field of ophthalmology, but also for other medical
disciplines due to its informative value about systemic diseases.(96, 97) Further research in
the field of corneal imaging using OCT is necessary in order to increasingly exploit its
possibilities. Increased software-integrated analysis tools for practical use, as well as the
standard implementation of high-resolution OCT in the clinic, could hold out the prospect of

improved patient care in the future.
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5 Darlegung des Eigenanteils an den Autorenschaften

Veroffentlichung |

Meine Ko-Autorenschaft bei der Studie ,Corneal optical density in Fuchs endothelial
dystrophy determined by anterior segment optical coherence tomography” begriindet sich
folgendermalien. Die Studie wurde teils an der Augenklinik der Universitat Mlnchen, teils am
Wellman Center for Photomedicine in Boston (USA) durchgefiihrt. Aufbauend auf die
Studienidee von meinem Doktorvater Prof. Dr. Wolfgang J. Mayer, eine OCT-Analyse der
Hornhdute von Patienten mit Fuchs-Endotheldystrophie durchzufiihren, wurde das
Studiendesign von mir gemeinsam mit meinem Doktorarbeitsbetreuer PD Dr. Christian M.
Wertheimer entworfen. Bei der Zusammentragung der OCT-Bilder der Patienten mit Fuchs-
Endotheldystrophie und der Kontrollgruppe wurde ich von den anderen Ko-Autoren
unterstitzt. Die ergdnzende Datensammlung, die Auswertung der OCT-Bilder, die statistische
Auswertung sowie die Versuche des experimentellen Anteils des Papers wurden von mir
durchgefiihrt. In Konsultation mit PD Dr. Wertheimer habe ich die gewonnen Daten
ausgewertet. Sowohl die Gestaltung des Manuskriptes als auch die Fertigung der Abbildungen

wurden von PD Dr. Wertheimer und mir vorgenommen.

Veroffentlichung Il

Meine Erstautorenschaft in der Studie “Stromal nerve imaging and tracking using micro
optical coherence tomography” begriindet sich folgendermalRen. Das Projekt wurde am
Wellman Center for Photomedicine in Boston (USA) durchgefiihrt und stellte ein
Kooperationsprojekt zweier Laborteams dar. Von deren Leitern und Letztautoren des Papers
Prof. PhD Guillermo Tearney und Prof. Dr. phil. Nat. Dr. med habil. Reginald Birngruber
stammte die Projektidee, korneale Nerven mittels micro-OCT zu untersuchen. Prof. Tearney
stellte freundlicherweise das verwendete micro-OCT zur Verfiigung. Das Studienkonzept
wurde von mir in Konsultation mit PD Dr. Christian M. Wertheimer, PhD Andreas Wartak und
den Letztautoren entworfen. Die Versuche mittels OCT wurden von mir durchgefiihrt mit
Unterstiitzung von den Postdoktoranden Andreas Wartak, Hui Min Leung und Biwei Yin bei
der Bildgebung. Die Datenauswertung der OCT-Bilder und das anschlieBende Nerventracking
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wurden auf meiner Idee beruhend von mir umgesetzt. Die immunhistochemischen
Untersuchungen wurden von mir unter Beratung der Leiterin der Pathologie PhD Jie Zhao
durchgefiihrt, gegen Ende des Projektes unterstiitzt von Dr. Stefan A. Kassumeh. Von mir
wurden sowohl die gewonnenen Daten in Ricksprache mit den Ko-Autoren ausgewertet als
auch das Manuskript geschrieben und die konstruktiven Anmerkungen aller Ko-Autoren

eingearbeitet.
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6 Abkirzungsverzeichnis

AS-OCT

BCVA
DMEK

FCM

FECD
FF-OCT
FoV
IVCM

micro-OCT, nOCT

OCT
PBS
PN
ROI

um

Vorderer-Augenabschnitts-OCT, anterior segment optical
coherence tomography

bestkorrigierte Sehscharfe, best corrected visual acuity
Descemet’s membrane endothelial keratoplasty

Fluoreszenz-Konfokalmikroskop, fluorescence confocal
microscope

Fuchs-Endotheldystrophie, Fuchs endothelial corneal dystrophy
Full-field OCT

Sichtfeld, field of view

In-vivo Konfokalmikroskopie, in-vivo confocal microscopy

micro Optische Kohdarenztomographie, micro optical coherence
tomography

Millimeter

Optische Kohdrenztomographie, optical coherence tomography
Phosphat-gepufferte Salzlésung, Phosphate-buffered saline
Periphere Neuropathie, peripheral neuropathy
Interessierender Bereich, region of interest

Mikrometer
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