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Einleitung 1

1 Einleitung

Auch im 21. Jahrhundert ist die Erblindung von Patientinnen und Patienten noch eine mog-
liche Folge verschiedener Augenerkrankungen. In Deutschland zihlt hierbei neben der al-
tersbedingten Makuladegeneration und der diabetischen Retinopathie das Glaukom zu den
vorrangigen Ursachen (RKI 2017). Weltweit stellt diese auch als griiner Star bekannte Er-
krankung nach dem grauen Star (Katarakt) sogar den zweithdufigsten Grund fur Blindheit
dar (Pascolini und Mariotti 2012).

Da ein Glaukom hiufig mit einem erhchten Augeninnendruck assoziiert ist, hat dessen Sen-
kung durch die Hemmung der Kammerwasserproduktion oder die Verbesserung des Kam-
merwasserabflusses eine therapeutische Konsequenz (Leske et al. 2003). Dabei basiert die
Therapie neben der medikamentdsen Behandlung auch auf Laserverfahren und chirurgi-
schen Eingriffen wie der Trabekulektomie oder der Viskokanaloplastik (Cairns 1968; Lewis
et al. 2007). Bisher bergen diese operativen Interventionen zur Senkung des intraokularen
Drucks allerdings noch einige Herausforderungen. Dabei ist von Bedeutung, dass bislang
meist das Trabekelmaschenwerk als die entscheidende Struktur zur Regulation des Kammer-
wasserabflusses angesehen wurde (Tamm 2009; Tektas und Liitjen-Drecoll 2009). Allerdings
gewinnen die distal des Trabekelmaschenwerks liegenden Abflussstrukturen zunehmend an
Bedeutung (Fellman et al. 2015; Carreon et al. 2017; Wecker et al. 2017). Dies sind feine
Gefille, die ein komplex verzweigtes Netzwerk bilden, welches zum Teil weit intraskleral

liegt (Dvorak-Theobald 1934; Ashton 1951).

Um Niheres tber die Morphologie und Funktionsweise dieser intraskleralen Kammerwas-
servenen herausfinden zu kénnen, erscheint der Einsatz eines Bildgebungsverfahrens erstre-
benswert, das die dreidimensionale Darstellung des gesamten Drainagesystems ermoglicht.
Hierftr bietet sich die Optische Kohirenztomographie (engl.: optical coberence tomography
(OCT)) als nichtinvasives Verfahren an. Seit ihrer Erfindung 1991 hat sich diese zu einem
der wichtigsten bilderzeugenden Instrumente im klinischen Alltag der Augenheilkunde ent-
wickelt und sich dabei insbesondere bei der Untersuchung des hinteren Augenabschnitts
etabliert (Huang et al. 1991; Puliafito et al. 1995; Adhi und Duker 2013). Mittlerweile konnte
die OCT-Technik fur die Anwendung im vorderen Augenabschnitt weiterentwickelt werden
(Koop et al. 1997; Venkateswaran et al. 2018). Allerdings ist die Beurteilung der Kammer-
wasserabflusswege mithilfe der OCT, unter anderem aufgrund der schwierigen anatomischen

Gegebenheiten, bisher nicht zufriedenstellend méglich. Erschwerend kommt hinzu, dass das
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Kammerwasser ein klares Medium ist und daher schlecht zur direkten Bilderzeugung genutzt
werden kann. Analog zur Magnetresonanz- oder Computertomographie konnte daher die
Verwendung eines geeigneten Kontrastmittels hilfreich sein. Im Falle der OCT sollte ein
Kontrastmittel durch Licht stark reflektiert werden, um so einen Signalkontrast gegeniiber
der Umgebung zu erzeugen. Diese Voraussetzung erfillen Lipidemulsionen, da die Mole-

kilanordnung der enthaltenen Fetttrépfchen stark fluktuiert (Gottschalk et al. 2019).

Vor diesem Hintergrund soll im Rahmen dieses Promotionsprojektes exploriert werden, in-
wieweit Lipidemulsionen als OCT-Kontrastmittel zur Darstellung des Kammerwasserab-
flusssystems geeignet sind. Langfristig konnte damit eine Basis fiir neue Erkenntnisse in der
Grundlagenforschung geschaffen werden. Méglicherweise konnte ihre intraoperative An-
wendung die Effektivitit der Trabekelwerkschirurgie und folglich die Therapie des Glau-

koms nachhaltig verbessern.

Die nachfolgenden Kapitel 1.1 bis 1.3 tber den Kammerwasserabfluss im menschlichen
Auge und die Technik der Optischen Kohirenztomographie sollen auf die in Kapitel 1.4
konkretisierte Zielsetzung dieses Promotionsprojektes hinfithren. Sie dienen aulerdem als
theoretische Grundlage zum Verstindnis der in Kapitel 2 beschriebenen Experimente und
der in Kapitel 3 dargestellten Ergebnisse dieser Forschungsarbeit. Letztere werden in Kapitel

4 kritisch diskutiert. Einen zusammenfassenden Uberblick bietet Kapitel 5.

1.1 Kammerwasserabfluss im menschlichen Auge

1.1.1  Anatomie des Auges und des vorderen Augenabschnitts

Um einen Seheindruck gewinnen zu kénnen, muss ein Lichtsignal von aulen nach innen
verschiedene anatomische Strukturen durchdringen (vgl. Schunke et al. (2018)). Zunachst
trifft ein Lichtstrahl aus der Luft auf die transparente Hornhaut (anatomisch: Cornea). Sie ist
als Teil der optischen Achse lichtdurchlassig und geht am sog. Liwbus corneae in die weil3e,
lichtundurchlissige Lederhaut (anat.: Sklera) Gber. Der sichtbare Teil der Sklera ist bis zum
Limbus von einer schiitzenden Bindehaut (anat.: Konjunktiva) tiberzogen. Hinter der Cornea
gelangt das Licht in die mit Kammerwasser geftllte vordere Augenkammer. Diese wird an
der Riickseite durch die Regenbogenhaut (anat.: Iris) begrenzt. Als Offnung zwischen den
beidseitigen Irisanteilen befindet sich die Pupille, sodass die Iris die Funktion einer Blende
Ubernimmt. Direkt hinter der Pupille werden die Lichtstrahlen von der akkommodations-
fihigen Linse gebiindelt. Sie ist tber Zonulafasern (anat.: Fibrae zonulares) am kontraktions-

tahigen Ziliarkérper (anat.: Corpus ciliare) verankert. Hinter der Linse gelangt das Licht durch



Einleitung 3

den Glaskorper auf die Netzhaut (anat.: Retina), welche den Lichtreiz wahrnimmt und als

Sinnesinformation ans Gehirn weiterleitet.

Wihrend die weiter innen liegenden Strukturen wie die Netzhaut und der Glaskorper den
hinteren Augenabschnitt bilden, zdhlen Cornea, Sklera, Iris und Linse zum vorderen Augen-
abschnitt. Der Vorderabschnitt beinhaltet ebenfalls die von Ziliarkorper, Iris und Linse um-
gebene hintere Augenkammer sowie die zwischen Cornea und Iris liegende vordere Augen-
kammer (oder Vorderkammer). Letztere lduft nach auflen zum Kammerwinkel hin spitz zu
und miindet dort in den sog. Schlemm-Kanal'. Die Strukturen des Vorderabschnitts sind
wesentliche Elemente des Kammerwasserabflusses und damit von zentraler Bedeutung fir
diese Arbeit. Sie sind orientierend in einem nativen OCT-Bild in Abbildung 1 gekennzeich-
net. Eine tbersichtliche und detailreiche anatomische Darstellung des vorderen Augenab-

schnitts findet sich erginzend beispielsweise in Schiinke et al. (2018) auf Seite 160.

1.1.2 Physiologie des Kammerwassersystems

Das Kammerwasser ist eine klare Flissigkeit, die die vordere und hintere Augenkammer fiillt.
Seine Funktionen sind die Aufrechterhaltung eines relativ stabilen Augeninnendrucks (vgl.
Kapitel 1.1.3), der Abtransport zelluldrer Abfallprodukte sowie die Néihrstoffversorgung von
Cornea und Linse, welche selbst keine eigenen Blutgefil3e besitzen (Goel et al. 2010). Das
Kammerwasser wird an der basolateralen Membran des nichtpigmentierten Epithels des Zi-
liarkorpers gebildet. Folglich wird die Kammerwasserzusammensetzung durch die dort ab-
laufenden biochemischen Prozesse bestimmt, durch die organische und anorganische Sub-
stanzen per aktivem Transport gegen den Konzentrationsgradienten ins Kammerwasser be-
fordert werden (Levin 2011). So entsteht ein Medium bestehend aus einer Vielfalt von Elek-
trolyten, Proteinen und Stoffwechselprodukten. Dabei sind neben Glukose, Laktat, Citrat,
Harnstoff, Pyruvat, Transferrin und Hyaluronsidure auch Fibronektin, Immunglobuline,
Prostaglandine sowie viele Interleukine und andere Zytokine zu finden (Bergua 2017). Das
Kammerwasser unterscheidet sich vom Blutplasma vor allem in der héheren Askorbat- und
der deutlich geringeren Proteinkonzentration. Dadurch ist es mit einer Viskositit von ca.
0,75 mPa s deutlich flieBfdhiger als Blut (Bergua 2017). Die molekulare Zusammensetzung
ist letztlich entscheidend fur die optischen Eigenschaften. So gewihrleisten der geringe Li-
pid- und Proteingehalt die erforderliche Transparenz des Kammerwassers als Bestandteil des

optischen Apparates (Brechungsindex n = 1,3336) (Bergua 2017). Gleichzeitig erschwert

! Erstbeschreibung durch den Anatom und Arzt Friedrich Schlemm im Jahre 1830 (Schlemm 1830; Schlemm
1831).
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diese Eigenschaft dessen Detektion mittels optischer Instrumente. Denn anders als Blut, das
reich an Erythrozyten, Lymphozyten und anderen Leukozyten ist, beinhaltet das Kammer-

wasser keine Zellen oder Molekiile, welche ein Lichtsignal stark reflektieren kénnten.

Bis zum Anfang des 20. Jahrhunderts galt die Auffassung, dass das Kammerwasser eine ste-
hende Flissigkeit, also ein Medium ohne Fluss sei (Levin 2011). Heutzutage geht man jedoch
davon aus, dass zur Homoostase des Kammerwasservolumens ein stindiger Austausch des
Kammerwassers stattfindet, also Kammerwasser neu gebildet und ersetzt wird (Levin 2011).
Das Minutenvolumen in der Vorderkammer wurde bereits von Goldmann (1951) mit
2,2 1 0,4 ul/min angegeben. Produktion und Abfluss sind demnach physiologisch aufeinan-
der abgestimmte, kontinuierlich ablaufende Prozesse. Zur Veranschaulichung dient Abbil-

dung 1.

Vorderkammer

Kammer- IR
winkel

Skleralsporn

Ziliarkorper

Abbildung 1: Trabekulidrer Weg des Kammerwasserabflusses im OCT-Bild.

Die an der Kammerwasserhomdéostase beteiligten Strukturen liegen im vorderen Augenabschnitt. Hierzu
gehéren u. a. die transparente Hornhaut (anat.: Cornea) und die weile Lederhaut (anat.: Sklera), welche am
Limbus corneae (mit gestrichelter Linie angedeutet) ineinander iibergehen. Die Produktion des Kammerwas-
sers erfolgt in nichtpigmentierten Epithelzellen des ZiliarkSrpers (Lokalisation im Bild nicht sicher defi-
nierbar). Von dort strémt es in die hintere Augenkammer, um die Iris herum, durch die Pupille in die
vordere Augenkammer, welche im Kammerwinkel spitz zulduft. Beim trabekulidren Weg gelangt das Kam-
merwasser von hier in die Zwischenrdume des angrenzenden Trabekelmaschenwerks (mit * markiert), wel-
che in den Schlemm-Kanal drainieren. SchlieBlich flieBt das Kammerwasser tiber Kollektorkanile (nicht
gekennzeichnet) in intra- und episklerale Venen ab. Der Skleralsporn beschreibt einen kantigen Vorsprung
an der Innenseite der Sklera und dient als anatomische Landmarke. Der Weg des Kammerwassers bis zum
Trabekelmaschenwerk ist durch gelbe Pfeile skizziert. Zur Orientierung ist in einem Augensymbol am

rechten Bildrand die Position des OCT-Scanareals gekennzeichnet.

Die Bildung des Kammerwassers erfolgt durch das nichtpigmentierte Epithel am Processus
ctliares des Ziliarkorpers (Levin 2011). Dabei spielen nicht nur Diffusion sowie hydrostatische
und osmotische Druckgradienten, sondern auch Ultrafiltration und aktive Ionentransport-

prozesse eine wesentliche Rolle. Die Filtrationskomponente reagiert dabei auf Anderungen
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des Augeninnen- und Blutdrucks, d. h., bei Druckzunahme sinkt die Filtrationsrate. Zusitz-
lich kénnen bestimmte Vorginge in der Produktion adrenerg und cholinerg reguliert werden,

was als Ansatzpunkt in der medikamentésen Therapie genutzt wird (Levin 2011).

Nach Austritt aus dem Ziliarkorper in die hintere Augenkammer flie3t das Kammerwasser
zunichst zwischen Linse und Iris entlang und dann durch die Pupille in die vordere Augen-
kammer. Der diinne Spalt zwischen Linse und Iris im Bereich der Pupille wird auch erster
physiologischer Widerstand genannt und wird beeinflusst durch Faktoren wie die Bulbus-

linge, die Linsendicke, die Pupillenweite oder das Vorhandensein von Synechien?
Der Abfluss aus der vorderen Augenkammer geschieht iiber zwei verschiedene Wege:

Mit einem Anteil von ca. 85 % des Gesamtabflusses flie3t der Grofiteil des Kammerwassers
Uber den konventionellen trabekuliren Weg ab (Bergua 2017). Dabei stromt das Kammer-
wasser vom Kammerwinkel in das Trabekelmaschenwerk (TMW). Dies ist ein unregelmafi-
ges, in Trabekeln angeordnetes gitterartiges Netzwerk aus mehr als einer Million Zellen und
Fasern angrenzend an den Kammerwinkel (Gabelt und Kaufman 2005). Es stellt damit den
zweiten physiologischen Widerstand fiir das Kammerwasser dar. Alle Strukturen, die hinter
dem TMW liegen, werden als distale Abflusswege bezeichnet. Das TMW findet sich nahe
des Skleralsporns, einem kantigen Vorsprung an der Innenseite der Sklera, der als anatomi-
sche Landmarke dienen kann. Zwischen den Trabekeln weist das TMW zahlreiche Spalt-
raume auf, die auch als Fontana-Rdume? bezeichnet werden. Durch sie gelangt das Kammer-
wasser wie durch eine Art Filter in das Lumen des Schlemm-Kanals. Hierfiir muss es im
Bereich der juxtakanikuliren Zone* dessen innere Endothelzellschicht durchdringen, was
durch Poren oder Invaginationen in die endothelialen Schichten der inneren Kanalwand ge-
schieht (Bill et al. 1989). Der Schlemm-Kanal ist eine zirkulire, parallel zum Aquator des
Auges verlaufende Kammerwasservene, die mit einem Durchmesser von ca. 300 um den
breitesten Abschnitt der distalen Abflusswege darstellt (Moses 1979). Von hier miindet der
Kammerwasserfluss tiber Kollektorkanaloftnungen (engl.: collector channel entrances) in kleinere
Kollektor- oder Sammelkanile und schlief3lich in intra- und episklerale Venen. Die Venen,
in die das Kammerwasser aus den Kollektorkanilen stromt, vetlaufen beim Menschen in
verschiedenen Schichttiefen, d. h. in tiefen und oberflichlichen Plexuus (Dvorak-Theobald

1934; Carreon et al. 2017).

2 Als Synechien werden bindegewebige Verwachsungen von Gewebsschichten bezeichnet.
3 nach dem italienischen Naturwissenschaftler Felice Fontana.

4d. h. in dem Teil des Trabekelmaschenwerks nahe des Kanals; von lateinisch.: jux/a — nahe bei, in der Nihe.
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Der kleinere Anteil des Kammerwassers flie3t uveoskleral ab (Bill 1965). Das heif3t, die Flis-
sigkeit tritt vom Kammerwinkel an der Iriswurzel in das Uvea-Gewebe und den Ziliarmuskel
tber. Von dort gelangt das Kammerwasser zwischen den Muskelbiindeln in den suprachoroi-
dalen Raum und mindet schlief3lich in die Sklera (Bill und Phillips 1971). Dabei scheint der
uveoskleral abflieBende Anteil nachts vermindert, also das Verhaltnis von trabekulirem zu

uveoskleralem Abfluss einer Tag-Nacht-Verschiebung zu unterliegen (Liu et al. 2011).

Auch wenn dem trabekuliren Weg bisher meist die gré3te Bedeutung fiir den Abtransport
des Kammerwassers zugeschrieben wird, ist noch nicht abschlielend geklirt, wie hoch der
prozentuale Anteil der jeweiligen Abflussroute am Gesamtabfluss ist. Zudem ist die Rolle
eines alternativen uveolymphatischen Abflussweges zu diskutieren, der auf Basis der Entde-

ckung von Lymphgefi3en im Ziliarkérper beschrieben wurde (Yiicel et al. 2009).

Weitere aktuelle Fragestellungen und tiefergehende Erkenntnisse der Forschung im Bereich

der Kammerwasserabflusswege werden in Kapitel 1.3 erldutert.

1.1.3 Pathogenese und Therapie des Glaukoms

Die Homoéostase zwischen Produktion und Abfluss ist entscheidend fiir die Menge an vor-
handenem Kammerwasser in der hinteren und vorderen Augenkammer. Ein konstantes
Kammerwasservolumen ist wiederum essenziell fir den Erhalt eines stabilen Augeninnen-
drucks (auch: Intraokulardruck (IOD)) (Johnson 20006). Dieser betrigt physiologisch
10 — 21 mmHg und liegt damit deutlich iber dem Gewebedruck vieler anderer Organe
(Grehn 2008). Seine Funktionen sind die Wélbung und Faltenfreiheit der Cornea-Oberfla-
che, die homogene Anordnung der Photorezeptoren und des Pigmentepithels auf der Bruch-
Membran’ sowie die Aufrechterhaltung der optischen Abmessungen im Auge, genauer ge-
sagt der Abstinde zwischen Hornhaut, Linse und Netzhaut (Lang 2014). Ein konstanter
IOD ermoglicht also sowohl den Formerhalt des Augapfels als auch stabile Verhaltnisse im

optischen Apparat des Auges.

Ist der Abfluss des Kammerwassers durch einen erhéhten Abflusswiderstand gestort, so
kann ein Anstieg des intraokularen Drucks die Folge sein (Leber 1873). Eine Erhchung des
IOD hat nicht per se einen Krankheitswert, sollte jedoch kritisch hinterfragt werden. Insbe-
sondere eine Erhéhung um die zweifache Standardabweichung tber dem Mittelwert des
IOD in der Bevolkerung kann ein Hinweis auf eine Pathologie darstellen (BVA und DOG

2006a). Als Beispiel fur Erkrankungen, die mit einem erhéhten IOD assoziiert sein kénnen,

5> Die Bruch-Membran ist eine Grenzmembran zwischen dem retinalen Pigmentepithel, d. h. der untersten
Netzhautschicht, und der angrenzenden Choroidea.
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ist das Glaukom zu nennen (BVA und DOG 2006b). Definitionsgemal3 umfasst der Begriff
Glaukom (oder griiner Star) mehrere dtiologisch verschiedene Krankheitsformen, deren ge-
meinsames Merkmal eine Optikusneuropathie, also eine Schidigung des Sehnervs im Bereich
der Lamina cribosat ist (Quigley 1993; Quigley 2011). Diese Schidigung geht mit dem Verlust
retinaler Ganglienzellen sowie einem dafiir charakteristischen Papillenbefund und Gesichts-
feldausfall einher und kann im Endstadium zur Erblindung fihren. In Deutschland ist das
Glaukom heutzutage fir ca. 15 % aller Neuerblindungen verantwortlich und damit nach der
altersbedingten Makuladegeneration deren zweithaufigste Ursache (RKI 2017). Von den in
Deutschland erkrankten Patienten und Patientinnen missen ca. 10 % eine Erblindung be-
firchten, wenn ihre Erkrankung zu spit erkannt oder behandelt wird (Llang 2014). Dabei
leiden in der Bundesrepublik mehr als 950.000 Menschen an einem griinen Star, zehnmal so
viele sind erkrankungsgefihrdet. Zu den Risikofaktoren des Glaukoms zihlen neben einem
erhohten 10D vor allem eine afrikanische Abstammung und ein hohes Lebensalter. Der
Einfluss weiterer Risikofaktoren, wie eine geringe Hornhautdicke, eine korneale Hysterese’,
ein erhohter arterieller Brutdruck, eine Fehlregulation der Blutversorgung, ein Diabetes mel-

litus oder eine Myopie, wurde in einzelnen Studien nachgewiesen (Coleman und Miglior

2008; Schroeder et al. 2008).

Als dtiopathogenetisch inhomogenes Krankheitsbild existieren verschiedene Varianten des
Glaukoms. Neben der kongenitalen Form bei Kindern unterscheidet man bei Erwachsenen
unter anderem zwischen dem Winkelblockglaukom und dem Offenwinkelglaukom (EGS
2017). Beide treten hiufig primar, selten auch sekundir als Folge anderer Funktionsstérun-
gen auf. Die Abflussbehinderung befindet sich in beiden Fillen an einem der beiden physio-
logischen Widerstinde (vgl. Kapitel 1.1.2). So liegt beim Winkelblockglaukom meist eine
mechanische Blockade des Kammerwinkels vor. Dies stellt einen akuten augenirztlichen
Notfall dar, der mit starken Augenschmerzen, plotzlichem Visusverlust und vegetativer Be-
gleitsymptomatik assoziiert ist. Im Gegensatz dazu kommt das Offenwinkelglaukom in der
Regel durch eine Abflussstérung im konventionellen Abflussweg bei freiem Kammerwinkel
zustande. Das chronische Offenwinkelglaukom ist mit tber 90 % die haufigste Erschei-
nungsform aller Glaukome (Grehn 2008). Da in diesem Fall die Gesichtsfeldausfille peripher

beginnen und nur sehr langsam fortschreiten, bleibt die Erkrankung oft lange unerkannt.

® Die Lamina cribrosa (deutsch: Siebplatte) ist eine diinne, siebartige Gewebsschicht, an welcher der Sehnerv aus
der Augenhéhle austritt.

7 Der Begriff ,,korneale Hysterese® bezeichnet die Verinderung viskoelastischer Eigenschaften der Hornhaut.
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Neben einem erh6hten Lebensalter ist ein erhéhter IOD der wichtigste bekannte Risikofak-
tor fur ein Glaukom. Die Senkung des IOD ist der einzige validierte therapeutische Ansatz-
punkt (Leske et al. 2003)8. Dies ist einerseits tiber die Hemmung der Kammerwasserproduk-
tion und andererseits durch eine Verbesserung des Kammerwasserabflusses moglich. Zu-
satzlich zur medikament6sen Behandlung gibt es interventionelle Verfahren zur Senkung des
intraokularen Druckes. So hat die Zyklophotokoagulation oder die Zyklokryotherapie eine
Verminderung der Kammerwasserproduktion durch Laser- bzw. Kilte-induzierte Destruk-
tion des Ziliarkorpers zum Ziel (Augustin 2007). Zur Verbesserung des Kammerwasserab-
flusses sind je nach Pathogenese verschiedene Verfahren sinnvoll. Beim Winkelblockglau-
kom mit verlegtem Kammerwinkel infolge eines Pupillarblocks kommen vorrangig eine chi-
rurgische Iridektomie oder eine Laser-Iridotomie sowie ggf. eine Iridoplastik zum Einsatz.
Beim primiren Offenwinkelglaukom mit Abflussbehinderung im TMW kann versucht wer-
den, den Abflusswiderstand des TMW durch Einschnitte oder Shunts zu tiberwinden bzw.
einen alternativen Kammerwasserabfluss tiber die Bindehaut oder den Subarachnoidalraum
zu etablieren, z. B. mittels Trabekulektomie, tiefer Sklerektomie, trabekuliren Bypass-Stents
oder einer Viskokanaloplastik (Augustin 2007). Als Goldstandard in der Therapie des primir
chronischen Offenwinkelglaukoms ist die Trabekulektomie der hiufigste Eingriff in der
Glaukomchirurgie in Deutschland (Matlach und Klink 2015). Dabei wird durch Eréffnung
des TMW das Kammerwasser in ein sog. Filterkissen unter die Konjunktiva geleitet, von wo
es absorbiert wird. Mithilfe dieser Technik kann eine starke Senkung des IOD erreicht wer-
den. Allerdings weisen die postoperativen Ergebnisse individuelle Unterschiede auf; der Ein-
griff ist also nicht bei allen Patienten oder Patientinnen gleich effektiv (Fernandez-Barrientos

et al. 2010; Grieshaber et al. 2010; Jordan et al. 2013).

1.1.4 Vergleich mit dem Kammerwasserabfluss bei Schweinen

Die Anatomie des Kammerwasserabflusses verschiedener Wirbeltiere wurde ausfithtlich un-
tersucht und verglichen (Tripathi und Tripathi 1972; Tripathi 1974). So konnte gezeigt wer-
den, dass der Ort und die grundlegenden Mechanismen der Kammerwasserdrainage prinzi-
piell uniform sind. Allerdings gibt es hinsichtlich der strukturellen Organisation im Detail

interspezifische Unterschiede (Davson 1989). Zur Veranschaulichung dient Abbildung 2, in

8 Dies gilt sogar fiir Normaldruckglaukome. Ein Normaldruckglaukom ist eine Variante des griinen Stars, bei

der zwar eine Sehnervenschidigung vorliegt, diese aber nicht mit einem erhéhten IOD einhergeht.
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der von Tripathi (1974) die Kammerwinkelregion eines Primaten der eines niederen Sduge-

tieres gegeniibergestellt wurde.

A ISC > g

cpP

Abbildung 2: Kammerwinkelregion eines Primaten und eines niederen Plazentatieres.

A: Bei Primaten lauft der Kammerwinkel zwischen der Cornea (engl.: cornea) und der Iris (engl.: 7ris) stumpf
zu und ist gut abgrenzbar. Auflerdem ist die (analog zum Trabekelmaschenwerk beim Menschen) hier als
angular meshwork bezeichnete Struktur kompakt. Als Pendant zum Schlemm-Kanal findet sich der sog. an-

gular aqueons plexus.

B: Bei niederen Plazentatieren existiert durch Aufspaltung des ZiliarkGrpers (engl.: ciliary muscle) in zwei
Teile eine Lucke (engl.: ciliary clefi), in der sich das angular meshwork als grobmaschiges Faser-Zellen-Netz-
werk aufspannt. Der angular aqueons plexcus besteht hier aus mehreren Gefien. Der Processus ciliares des

ZiliarkOrpers (engl.: ciliary processes) ist verdichtet.

Im Bereich des Ubergangs von Cornea und Sklera (engl.: se/era) finden sich jeweils intrasklerale Kollektor-

kandle (engl.: intrascleral collector channels).

[AM: angular meshwork, AP: angular agueons plexus, C: cornea, CC: ciliary cleft, CM: ciliary muscle, CP: ciliary processes,

I: 4ris, ISC: intrascleral collector channels, S: sclera.]

(Die Abbildung ist wiederzufinden in: Davson (1989, Seite 15) und wurde urspringlich veroffentlicht
von: Tripathi (1974). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlags.)

Wihrend der Kammerwinkel und der Ziliarkorper bei Primaten kompakt sind, wird der Zi-
liark6rper bei anderen Plazentatieren® (und vor allem auch bei Schweinen) aus zwei Teilen
gebildet. Der duf3ere Part liegt der inneren Skleraschicht an, der innere Teil bildet die Basis
des Ziliarkorpers an der Iriswurzel. Die resultierende Liicke zwischen beiden Anteilen (engl.:
ctliary cleft (CC)) kann als Erweiterung der Vorderkammer angesehen werden. Durch sie zie-
hen wenig organisierte fibrozellulire Stringe, wodurch ein weitmaschiges Netzwerk (sog.
angular meshwork (AM)) geformt wird. Dies stellt einen Hauptunterschied zwischen Primaten-

und Schweineaugen dar. Zugleich impliziert die Liicke, dass das trabekuldre Drainagegewebe

? Sdugetiere stellen eine Klasse von Wirbeltieren dar und werden in die Unterklassen Plazentatiere, Beuteltiere
und Kloakentiere unterteilt.
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ein deutlich gréBeres Volumen als das menschliche TMW einnimmt und dass es, anders als
bei Primaten, keine klare anatomische Verbindung zwischen dem Ziliarmuskel und dem
Drainagegewebe gibt. Aullerdem ist der Ziliarmuskel deutlich weniger stark entwickelt (Da-

vson 1989; McMenamin und Steptoe 1991).

Dartber hinaus existiert im Gegensatz zu den Primaten bei anderen Plazentatieren kein sin-
guldrer, zirkulir verlaufender Schlemm-Kanal. Stattdessen findet sich als Schlemm-Kanal-
Aquivalent eine Gruppe von mehreren Gefilen, fiir die der Begriff angular agueons plexus (AP)

gepragt wurde (Tripathi und Tripathi 1972; Davson 1989).

Doch neben den genannten Unterschieden gibt es auch einige Ahnlichkeiten zwischen
menschlichen Augen und Schweineaugen. So konnte durch nihere Untersuchungen speziell
an Schweineaugen gezeigt werden, dass das Kammerwinkelgewebe einen weniger retikuliren
und stirker trabekuliren Charakter aufweist. Dadurch ist es sowohl in seiner Architektur als
auch in seiner Form und GroBe dem humanen TMW deutlicher dhnlicher. Weiterhin wurde
beschrieben, dass Augen von Schweinen und Menschen eine anndhrend gleiche Augapfel-
grof3e mit einem Durchmesser von ca. 23 mm sowie ein ungefihres Vorderkammervolumen

von 300 ul aufweisen (McMenamin und Steptoe 1991).

1.2 Optische Kohirenztomographie in der Augenheilkunde

Die Optische Kohirenztomographie (engl.: optical coberence tomography (OCT)) ist ein bildge-
bendes Verfahren, das auf der Reflexion von Licht an Grenzflichen basiert. Sie wurde von
Huang et al. (1991) autbauend auf den Arbeiten von (Fercher et al. 1988) entwickelt. Durch
Interferometrie und den Einsatz von kurzkohirentem Licht kann die Reflektivitit einzelner
Gewebeschichten ermittelt und so die Organstruktur in Form eines Schnittbildes visualisiert
werden. Durch eine Aneinanderreihung eindimensionaler Scans erzeugt die OCT zweidi-
mensionale Schichtaufnahmen analog zur Sonographie — und zwar ebenfalls nichtinvasiv, al-
lerdings kontaktfrei und mithilfe von elektromagnetischen Wellen anstelle von Ultraschall-
wellen. Dies sind Eigenschaften, die dazu beigetragen haben, dass sich die OCT seit ihrer
Erfindung schnell als diagnostisches Instrument etabliert hat. Die zugrundeliegende Technik
ist fiir die Ophthalmologie besonders geeignet, weil der optische Apparat des Auges ohnehin
lichtdurchlassig ist und daher optimale Voraussetzungen bietet. So ist beispielsweise die Dar-
stellung der retinalen Schichten in sehr hoher Auflésung moglich, was zur Diagnostik von
vitrealen Traktionen, Makulabdemen und -foramina oder anderen Retinopathien herangezo-
gen wird (Schaudig 2001). Im Bereich des vorderen Augenabschnitts dient die OCT der Be-

urteilung der Vorderkammertiefe, des Kammerwinkels, der Hornhaut und der Lage von
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kiinstlichen Linsen (Koop et al. 1997). Dartiber hinaus findet sie bereits Anwendung in wei-
teren Fachdisziplinen, wie beispielsweise der Dermatologie (Welzel 2001; Sattler et al. 2013),
Neurologie (Dziennis et al. 2015), Kardiologie (Bezerra et al. 2009), Gynikologie (Loning et
al. 2007) oder Urologie und Gastroenterologie (Zagaynova et al. 2008).

1.2.1 Funktionsprinzip der OCT

Die Funktionsweise der OCT wird in Abbildung 3 veranschaulicht. Sie basiert auf der
Interferometrie, also der Bestimmung von Messgréfien durch Erzeugung von Interferenzen
(Fercher et al. 1988). Dazu wird analog zum Michelson-Interferometer Licht von einem
Strahlteiler'® in zwei Teile geteilt (Michelson und Morley 1887). Wihrend ein Anteil ohne
Richtungsinderung hindurchgelassen wird und so auf ein Untersuchungsobjekt (wie
beispielsweise ein Auge) auftreffen kann, wird der andere Anteil abgelenkt und dient als
Referenzstrahl. Die elektromagnetische Welle des zur Probe gelangenden Lichtes wird nach
dem Brechungsgesetz der Physik an jeder neuen Grenzfliche, d. h. in diesem Fall an den
verschiedenen Gewebsschichten des Auges, einerseits transmittiert und andererseits
reflektiert (Meschede 2010). Das reflektierte Licht wird in Richtung Detektor gefithrt. Das
transmittierte Licht wird an der nidchsten Gewebeschicht im Auge ebenfalls teilweise
reflektiert und erreicht somit kurze Zeit spiter den Detektor. Analog wird das Licht des
Referenzstrahls von einem Spiegel zuriickgeworfen und so zum Detektor geleitet. Werden
das vom Auge reflektierte und das vom Spiegel zuriickgeworfene Licht tiberlagert, so konnen
die beiden Lichtwellen interferieren. Da beide urspriinglich aus derselben Lichtquelle
stammen, sind sie per definitionem zueinander kohirent!!, sodass ein zeitlich stabiles Inter-
ferenzmuster entsteht, welches detektiert werden kann (Meschede 2010). Die Besonderheit
bei der OCT ist, dass Licht mit einer groBlen optischen Bandbreite bzw. mit einer kurzen
Kohirenzlinge'” verwendet wird (Huang et al. 1991). Das bedeutet, dass die beiden Licht-
strahlen nur dann ein stabiles Interferenzmuster erzeugen, wenn ihre Weglingendifferenz
sehr kurz ist. Eine Interferenz entsteht namlich nur, wenn die Weglingendifferenz beider

Strahlen kleiner als die Kohirenzlinge des verwendeten Lichtes ist (Meschede 2010). Daher

10z, B. in Form eines halbdurchlissigen Spiegels.
11 d. h., sie haben eine feste zeitliche Phasenbeziehung zueinander.
12 Die Bandbreite A4 und Kohirenzlinge L, einer Lichtquelle der Wellenlinge A sind gegensitzlich verknupft

dber: Le = Z_A' Je gréBer die Bandbreite ist, desto kleiner ist demnach die Kohirenzlinge.
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muss zur Gewinnung eines starken Signals die vom Referenzstrahl zurtickgelegte Wegstrecke

der des Probenstrahls entsprechen.

Signalstarke

;- B C Position

Detektor -]

[==]

1
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Lichtquelle
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktionsweise der OCT.

Von einer Lichtquelle ausgesandte Strahlen treffen auf einen Strahlteiler (gelber Pfeil), welcher die Strahlen
teilweise durchlisst (blauer Pfeil) und teilweise ablenkt (roter Pfeil). Das hindurchgelassene Licht trifft auf
ein Untersuchungsobjekt wie beispielsweise ein Auge. An jeder der verschiedenen Gewebsschichten im
Auge wird ein Teil der elektromagnetischen Welle reflektiert und ein Teil in tiefere Schichten transmittiert.
Der reflektierte Anteil kann detektiert werden (blauer Pfeil). Der vom Strahlteiler abgelenkte Anteil dient
als Referenzstrahl. Nach Reflexion an einem beweglichen Spiegel erreicht dieser ebenfalls den Detektor
(roter Pfeil). Bei Uberlagerung des vom Auge reflektierten und des vom Spiegel zuriickgeworfenen Lichts
kommt es zur Interferenz beider Lichtwellen. Das gewonnene Interferenzsignal wird vom Detektor regis-
triert. Die Verwendung von kurzkohirentem Licht (hier als kurzer Wellenpuls veranschaulicht) und die
Anderung der Position des beweglichen Spiegels (A, B, C) ermdglichen die Zuordnung zu verschiedenen
Gewebstiefen (A, BY, C°). Durch Verarbeitung der Signalamplituden-Informationen kann ein A-Bild und
durch zusitzliches Scannen durch die gesamte Probe schlief3lich ein zweidimensionales B-Bild der Ge-

websschicht erzeugt werden.

(Hier ist die OCT-Funktionsweise als Variante im Zeitbereich (engl.: #me domain (ID)) in vereinfachter

Form veranschaulicht, basierend auf dem Prinzip nach Huang et al. (1991).)
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Der Vorteil ist, dass durch Anpassen der Spiegelposition die Weglinge eines Strahls aus einer
ganz bestimmten Gewebsschicht mit der zuriickgelegten Strecke des Referenzstrahls in
Ubereinstimmung gebracht werden kann. Durch Variieren der Position des beweglichen
Spiegels kénnen so Interferenzen mit Strahlen aus unterschiedlichen Probentiefen generiert
werden. Folglich ist die Zuordnung von Signalamplitude und Probentiefe méglich, was zur
Erzeugung eines Schnittbildes der durchdrungenen Gewebsstrukturen genutzt wird. Geeig-
nete Lichtquellen mit einer kurzen Kohirenzlinge sind beispielsweise Superlumineszenzdi-
oden. Sie weisen wie Leuchtdioden eine Kohirenzlinge von ca. 10 — 20 pm auf und haben
zugleich eine annihrend so starke Intensitit wie Laserlicht, sie emittieren in der Regel Licht

im naheren Infrarotbereich.

Analog zur Sonographie wird die Auftragung der Amplitude (engl.: amplitude (A)) gegentiber
der Eindringtiefe (an einer festen Position) A-Bild genannt. Wird dem Amplitudenwert ein
bestimmter Helligkeitswert (engl.: brightness (B)) zugeschrieben, so ist die Darstellung in Form
eines sog. B-Bildes mit unterschiedlichen Graustufen moglich. Durch punktweises Abscan-
nen der Probe an Nachbarpositionen kann ein zweidimensionales B-Bild gewonnen werden;
durch mehrfaches Scannen entlang der dritten Raumachse und die Aneinanderrethung der

zweidimensionalen Aufnahmen ist ein Volumen konstruierbat.

1.2.2 Technische Details und Varianten der OCT

Da die Lichtgeschwindigkeit eine Konstante ist, konnen Weglingendifferenzen auch als
Laufzeitdifferenzen beschrieben werden'* (Meschede 2010). Bildlich gesprochen, fithrt eine
Verlingerung der Wegstrecke des Strahls zu einer verspiteten Ankunft des Lichts am
Detektor. Daher wird beim oben beschriebenen OCT-Typ auch vom Signal im Zeitbereich
(engl.: #zme domain (TD)) gesprochen (Liu und Brezinski 2007). Das Signal kann aber auch im
Frequenzbereich (engl.: frequency domain oder Foutier domain (FD)) ausgelesen werden'
(Chinn et al. 1997; Leitgeb et al. 2003; Leitgeb et al. 2004). Zur Realisierung eines FD-OCT-
Gerites wird der Aufbau angepasst. Es wird dann nicht mehr die Positionsinderung des
Spiegels registriert, sondern bei festem Referenzarm das Interferenzsignal mittels eines
Spektrometers in seine spektralen Komponenten zetlegt, weshalb man in diesem Falle auch

von SD-OCT (engl.: spectral domain (SD)) spricht. Anders als bei der TD-OCT wird dafiir

13 Uber die Lichtgeschwindigkeit ¢ hingen die zuriickgelegte Wegstrecke As und die Laufzeit At sowie die
Wellenlinge A und die Frequenz f des Lichts zusammen: ¢ = % = A-f.

14 Prinzipiell geht das Frequenzspektrum (FD) aus der Fourier-Transformation der Autokorrelationsfunktion
des zeitlichen Signals (TD) hervor.
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polychromatisches's und nicht monochromatisches Licht benétigt. Eine neuere Variante der
FD-OCT ist die SS-OCT (engl.: swept source (SS)), bei der die Frequenz bzw. die Wellenlinge
des Lichts kontinuierlich durchgerastert wird (Choma et al. 2003; Liu und Brezinski 2007).
So werden die einzelnen spektralen Komponenten nicht gleichzeitig, sondern zeitlich
aufeinanderfolgend detektiert. Bei einem SS-OCT-System ist daher kein Spektrometer
erforderlich, allerdings muss eine Strahlungsquelle vorhanden sein, die die einzelnen
Wellenlingen durchlaufen kann. Vorteile der FD-OCT gegentiber der TD-OCT sind
einerseits, dass keine Elemente mehr mechanisch bewegt werden miissen und dass
andererseits die einzelnen Signalpeaks in einem Messvorgang zusammen ausgelesen werden
konnen. Das spart Verarbeitungszeit ein und ermoglicht so deutlich hohere Scanraten. So
konnen OCT-Gerite im TD-Modus in der Regel <2000 Scans pro Sekunde erzeugen,
wihrend manche kommerziellen FD-OCT-Gerite heutzutage bereits Scanraten bis 85 kHz

aufweisen (Cereda et al. 2019).

Die Qualitit eines OCT-Gerites kann anhand des Auflésungsvermdégens beurteilt werden
(Drexler 2004). Moderne FD-OCT-Gerite konnen eine transversale oder laterale Auflésung
von 15 — 20 um sowie eine axiale Tiefenauflosung von <3 — 10 um erreichen (Leitgeb et al.
2004; Heimann und Kellner 2010). Wihrend die transversale Auflésung!® von der
numerischen Apertur des Gerites und der Wellenlinge des Lichts abhingig ist, ist die axiale
Auflésung'” durch die Kohirenzlinge des Lichts festgelegt (Drexler 2004; Meschede 2010).
In Luft betrigt die axiale Auflésung in etwa der halben Kohirenzlinge. In Abhingigkeit von
der Wellenlidnge des Lichts weisen heutige FD-OCT-Systeme meist eine Eindringtiefe von

1,5 — 2 mm in Gewebe auf (Heimann und Kellner 2010).

1.2.3 OCT-Angiographie

Die Optische Kohirenztomographie hat sich als nichtinvasives Verfahren zur Erzeugung
von Schichtaufnahmen des Auges durchgesetzt. Limitationen bestehen allerdings darin, dass
Flusse nicht dargestellt werden kénnen bzw. Blutgefifle nicht vom umgebenden Gewebe zu

unterscheiden sind. Fur eine Blutgefa3darstellung bedurfte es bis zu Beginn der 2000er einem

15Wihrend polychromatisches Licht aus einem Spektrum mehrerer Wellenldngen zusammengesetzt ist, besitzt
monochromatisches Licht eine definierte Wellenldnge.

16 Die transversale Auflosung Ax, y ist wie bei einem Mikroskop bestimmt durch die numetische Apertur NA
A

2-NA

und die Wellenlinge des Lichts A, wobei gilt: Ax,y =

17 Die axiale Tiefenauflésung Az ist abhingig von der Kohirenzlinge L. des Lichts und dem Brechungsindex n

des umgebenden Mediums, wobei gilt Az = L—C.
2-n
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invasiven Eingriff, nimlich der Durchfiihrung einer Fluoreszenzangiographie mit intravens-
ser Injektion von Farbstoffen wie Indocyaningriin (ICG) oder Fluoreszein (Richard et al.
1998). Mit der Weiterentwicklung der OCT zur OCT-Angiographie (engl.: OCT angiography
(OCTA)) ist heutzutage auch die nichtinvasive Darstellung vaskulirer Strukturen am Auge,
insbesondere die Darstellung der Aderhaut und Netzhaut, méglich (Chow und de Oliveira
2018). Die der OCTA zugrundeliegende Methode wurde in ihren Anfingen von Wang et al.
(2007) vorgestellt und basiert auf der Detektion und Analyse von Bewegungskontrasten
(Fang et al. 2016). Dabei dient das Blut in den Gefia3en quasi als intrinsisches Kontrastmittel.
Konkret werden bei der OCTA mehrere B-Scans zeitlich kurz aufeinanderfolgend aufge-
nommen und deren Bildinformation an jeder Pixelposition miteinander verglichen. Da sich
die in den Gefil3en vorhandenen Erythrozyten und anderen Blutbestandteile mit dem Blut-
fluss fortbewegen, dndert sich im zeitlichen Verlauf das Reflexionsverhalten und damit das
vom OCT-Detektor erfasste Signal. Entscheidend ist, dass sich die Bildinformation in den
Gefilen also deutlich stirker dndert als in der statischen Umgebung um die BlutgefiQe.

Diese Unterschiede lassen sich durch softwarebasierte Bildverarbeitung hervorheben,
wodurch die Blutgefile von ihrer Umgebung abgegrenzt und bildlich dargestellt werden
koénnen. Dazu werden beispielsweise die Analyse des Doppler-Shifts oder die Berechnung
der Standardabweichung an jeder Pixelposition genutzt (Zhang et al. 2015). Das neu kon-
struierte Bild visualisiert das Gefial3netzwerk zweidimensional im Sinne einer Orthogonal-
projektion'® (oder Z-Projektion) als Aufsicht auf das gescannte Areal. Dies wird En-face-Dar-
stellung genannt (vgl. Kapitel 3.2). Da jeder Linie in der En-face-Darstellung ein B-Scan zu-

geordnet werden kann, bleibt die Tiefeninformation der klassischen OCT-Bilder erhalten.

Im vorderen Augenabschnitt hat sich die OCTA bisher nur wenig fiir eine klinische Anwen-

dung etabliert (Koop et al. 1997; Wirbelauer et al. 2001; Miiller et al. 2000).

1.3  Stand der Forschung im Bereich der Kammerwasserabflusswege

Wie in Kapitel 1.1.2 beschrieben, sind sie grundlegenden Mechanismen der Kammerwasser-
homoostase bekannt. Allerdings sind Details der Kammerwasserphysiologie, Einflussfakto-
ren zur Entstehung des Glaukoms oder die pathogenetische Relevanz von strukturellen Ver-

inderungen im Drainage-Netzwerk weiterhin Gegenstand aktueller Forschung. Zudem gibt

18 Eine Orthogonalprojektion beschreibt die geometrische Operation, bei der Punkte eines dreidimensionalen
Raumes (mit den drei Raumrichtungen X, y, Z,) entlang einer senkrechten Projektionsachse (z. B. der
z-Achse) auf eine zweidimensionale Fliche (z. B. die x-y-Ebene) abgebildet werden.
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es verschiedene wissenschaftliche Ansitze bei der Suche nach einem geeigneten Verfahren

zur Visualisierung des Kammerwasserabflusssystems.

1.3.1 Historische Forschungsergebnisse vor dem spiten 20. Jahrhundert

Historisch gab es schon frith wissenschaftliche Kontroversen tiber die noch wenig bekann-
ten, makroskopisch verborgenen Strukturen des vorderen Augenabschnitts und deren Funk-
tionen beim Menschen. Einen ausfiihrlichen Uberblick iiber erste wissenschaftliche Arbeiten
zu diesem Thema aus dem 18. und 19. Jahrhundert lieferte Dvorak-Theobald (1934). Zu den
entscheidenden Erkenntnissen aus dieser Zeit zihlt die Entdeckung des Schlemm-Kanals
durch Friedrich Schlemm im Jahre 1830 (Schlemm 1830). Dieser wurde spiter beschrieben
als: ,,zhe circular canal running equatorially at the border of the sclera and cornea™ (Dvorak-Theobald
1934, Seite 574).

Zunichst ging man davon aus, dass dieser Kanal ein einfaches, zirkulir durchgehendes Rohr
sei, bereits Ende der 1950er Jahre wurde jedoch eine irregulire Form der Schlemm-Kanal-

Wand mit Septen und Gewebebriicken erkannt (Unger und Rohen 1959).

Ein weiterer Meilenstein war die Entdeckung der Kammerwasservenen (engl.: agueous veins)
von Ascher (1942). Durch die Fluorescein-Injektionen von Goldmann (1946) konnte bewie-
sen werden, dass diese Venen nicht Blut, sondern ein rein intraokulares Medium, namlich
Kammerwasser (engl.: agueons humonr), enthalten. Mithilfe von detailreichen Neopren-Aus-
gusspraparaten lieferte schlieBlich Ashton (1951; 1952) zu Beginn der 1950er Jahre den

Nachweis, ,,daf3 die ophthalmoskopisch Kammerwasser fihrenden Gefil3e tatsichlich mit

> %

dem Schlemmschen Kanal verbunden sind* (Rohen und Rentsch 1968, S. 310).

Rohen und Rentsch (1968) steuerten neue Erkenntnisse tiber die Kollektorkanile bei, wobei
sie zwischen direkten und indirekten Abflusskanilen unterschieden. Wihrend die indirekten
Abflusskanile einen Durchmesser von nur ca. 50 pm aufweisen, ca. 15 — 20 Mal pro Auge
vorkommen und mit dem intraskleralem Kapillarnetzwerk verbunden sind, haben die spiral-
und bogenférmig verlaufenden direkten Abflusskanile einen grof3eren Durchmesser von
ca. 70 pm, finden sich 4 — 6 Mal pro Auge und hingen direkt mit dem episkleralen Netzwerk

zusammen.

Durch weitere Studien von Rohen und van der Zypen (1968) sowie Inomata et al. (1972)
konnte bestatigt werden, dass das Kammerwasser vom Trabekelmaschenwerk aus durch
Poren oder Invaginationen in das vom Endothel ausgekleidete Lumen des Schlemm-Kanals

gelangt, wobei ,,die Poren im Bereich der inneren Wand des Schlemmschen Kanals sehr
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ungleich verteilt sind“ (Bill et al. 1989, S. 278). Dabei werden einige Areale stirker perfundiert

als andere.

1.3.2 Neue Erkenntnisse und aktuelle Fragestellungen

Aktuelle wissenschaftliche Bestrebungen im Forschungsgebiet der Kammerwasserdrainage
beschiftigen sich unter anderem mit der Frage, wo unter physiologischen Bedingungen der
Hauptabflusswiderstand der Kammerwasserdrainage liegt und ob diese Bereiche auch gleich-
zeitig die entscheidenden Strukturen darstellen, die fir die Erh6hung des Abflusswiderstan-
des beim Glaukom relevant sind. Wie Bill et al. (1989) beschreiben, bestarkten zunichst Stu-
dien von Goldmann (1951), Grant (1963), Hamanaka und Bill (1988) die Annahme, dass der
Hauptabflusswiderstand zwischen der Vorderkammer und dem Schlemm-Kanal, also im Be-
reich des TMW liegt. Untersuchungen von Miepea und Bill (1992) ergaben, dass sich der
Hauptabflusswiderstand in der juxtakanalikuliren Zone des TMW nahe des Schlemm-Kanals
befindet. Weitere Ex-vivo-Untersuchungen an Post-mortem-Augen, bei denen eine Trabeku-
lektomie durchgefiihrt oder Teile der Sklera und des Schlemm-Kanals unter Einsatz eines
Laser entfernt wurden, wiesen jedoch darauf hin, dass ungefihr ein Drittel des Abflusswi-
derstands im menschlichen Augen distal der inneren Wand des Schlemm-Kanals, also in den
distalen Abflusswegen, liegt und dass die Abnahme des Abflusswiderstandes nicht linear mit
der Grofle der Trabekelwerkseroffnung korreliert (Rosenquist et al. 1989; Schuman et al.
1999). Johnson (20006) legte sich konkreter fest und gab an, dass der Grof3teil des Abflusswi-
derstandes vor allem nahe der inneren Endothelwand des Schlemm-Kanals lokalisiert ist und
am chesten in der extrazelluliren Matrix des juxtakanikuliren Bindegewebes oder der Basal-
membran des Schlemm-Kanals generiert wird. So schlussfolgert er, dass, auch wenn ein sig-
nifikanter Anteil des physiologischen Kammerwasserabflusswiderstandes moglicherweise
von den Kollektorkanilen oder Kammerwasservenen generiert werden kénnte, diese nicht
verantwortlich fir die Erhohung des Abflusswiderstandes beim Glaukom seien (Johnson
20006). Unabhingig davon ist bekannt, dass der Abflusswiderstand (beim konventionellen
trabekuldren Abflussweg) mit zunehmendem Alter und bei Vorliegen eines Glaukoms an-
steigt (Tamm 2009). In den letzten Jahren wird daher die Rolle der distalen Kammerwasser-
abflusswege, also die Bedeutung der Strukturen hinter dem TMW, neu in den Fokus geriickt
(Swaminathan et al. 2014). Die Vermutung basiert auch auf der Tatsache, dass chirurgische
Bypass-Eingriffe, die die Umgehung des TMW zum Ziel haben, nicht immer die gewiinsch-
ten Erfolge erzielten (vgl. Kapitel 1.1.3). Auch Wecker et al. (2017) zeigten, dass die Grol3e
einer im Rahmen einer Trabekulektomie er6ffnete Fliche des TMW nicht automatisch mit

der Senkung des IOD korreliert. Als mogliche Ursache werden neben der Ungleichverteilung
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der Kollektorkanile (s. u.) auch postoperative Verinderungen in distalen Bereichen (wie die

Obstruktion von Kollektorkanilen oder Kammerwasservenen) diskutiert.

Dartber hinaus besteht ein grof3es Interesse darin, morphologische Verinderungen unter
IOD-Anderung zu identifizieren. Hierzu ist bekannt, dass bei einem Anstieg des Augenin-
nendrucks das TMW expandiert und gleichzeitig der Schlemm-Kanal kollabiert (Grant 1963).
So fithrt vermutlich eine Vorwolbung der inneren Wand vor die Kollektorkanal6ffnungen
zu einer Kompression der Kammerwasservenen und geht mit einer Verringerung der még-
lichen Abflussfliche des Kammerwassers einher (Battista et al. 2008). Im Gegensatz dazu
vergrofiert sich das Schlemm-Kanal-Lumen durch Wirkstoffe wie Pilocarpin (Li et al. 2014)
oder Rho-Kinase-Inhibitoren (Li et al. 2016) sowie durch Laser-Trabekuloplastik (Skaat et
al. 2017). Weiterhin unterscheiden sich beim Vorliegen und Nichtvorliegen eines Glaukoms
sowohl das Ausmal} der Fillung der episkleralen Venen als auch die Durchlissigkeit des
TMW und der inneren Wand des Schlemm-Kanals, was mittels Channelography-Untersuchun-
gen” gezeigt wurde (Grieshaber et al. 2009). Zusitzlich kommt es beim primiren Offenwin-
kelglaukom zu einem signifikanten Anstieg von Plaques aufgrund von feinen Fibrillen und

extrazelluliren Bestandteilen (Tektas und Lutjen-Drecoll 2009).

Neben den pathophysiologischen Verinderungen konnten in den letzten Jahren auch neue
Erkenntnisse tiber die physiologische Anatomie der Kammerwasserwege gewonnen werden,
genauer gesagt iiber den komplexen und segmentalen Aufbau des Drainagesystems. So zeig-
ten neuere elektronenmikroskopische Untersuchungen aus dem 21. Jahrhundert, dass der
GroBteil der Kollektorkanile keine einfachen Offnungen, sondern anatomisch komplexe
Ostien mit Klappen oder Gewebebriicken aufweist, wodurch die Regulation des Kammer-
wasserabflusses beeinflusst werden kann (Bentley et al. 2016). AuBlerdem konnte, wie von
Swaminathan et al. (2014) zusammengefasst, vielfach gezeigt werden, dass der Kammerwas-
serabfluss iiber das TMW nicht tiberall gleich, sondern sektoriell unterschiedlich, strukturiert
ist. So veranschaulichen Mikro-Computertomographie-Rekonstruktionen des vorderen Au-
genabschnitts von Hann et al. (2011) (vgl. Kapitel 1.3.3), dass die Kollektorkanile nicht ho-
mogen tiber die Zitkumferenz des Auges verteilt sind. Auch beziiglich des intraskleralen ve-
nosen Plexus wurden dichtere und weniger dichtere Areale beschrieben (Kagemann et al.
2011). Ein segmentales Muster konnte ebenfalls bei der Bildgebung des Kammerwasserab-

flusses mittels Fluorescein (sog. agueous angiography) beobachtet werden (Huang et al. 2017).

19 Bei der Channelography wird ein flexibler Mikrokatheter in den Schlemm-Kanal eingebracht und dartiber Flu-
orescein injiziert, um den Weg im Kammerwasserabflussnetzwerk aufzuzeichnen (Grieshaber et al. 2009).
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In Ex-vivo-Untersuchungen an Post-mortem-Augen im Anschluss an diese Fluorescein-Dar-
stellung konnten dann trabekulire Stents in Regionen mit schlechtem Abfluss eingesetzt wer-
den, wodurch der Kammerwasserabfluss in diesem Areal verbessert wurde (Huang et al.
2016). Moglicherweise konnten so bislang ungenutzte Bereiche des Abflussnetzwerkes re-

krutiert werden.

Doch nicht nur strukturelle Verinderungen, sondern auch das dynamische Verhalten des
Kammerwassersabflusssystems werden untersucht. So werden beispielsweise bereits durch
Bill et al. (1989) kontinuierliche Vorginge mit Auftreten und Verschwinden von Poren an
der Wand des Schlemm-Kanals erwihnt. Neuere Untersuchungen lassen zusitzlich eine
pulsatile Natur des Kammerwasserabflusses vermuten. So zeigten sich an enukleierten Pri-
matenaugen pulsabhingige Bewegungen des TMW (Li et al. 2013). Durch Versuche mit hu-
manen Augen konnte diese Annahme bestitigt und aufgrund der Synchronitit zum periphe-
ren Pulsschlag eine kardiale Ursache vermutet werden (Hariri et al. 2014). So wird beschrie-
ben, dass es durch Anderungen im GefiBvolumen der Choroidea beim Wechsel zwischen
Systole und Diastole zu pulsatilen Druckschwankungen im Auge kommt (Carreon et al.
2017). Diese wird als okuldre Pulsamplitude bezeichnet. Dabei sei die Regulation des pulsa-
tilen Flusses vermutlich nicht auf eine Region begrenzt, sondern erfordere das koordinierte

Zusammenspiel eines miteinander vernetzten Organsystems.

1.3.3 Bisherige Bildgebungsmodalititen

Die Wabhl einer geeigneten Bildgebung zur Darstellung des Kammerwassersystems ist noch
Gegenstand aktueller Forschung. Derzeit werden verschiedene Techniken fiir verschiedene

Anwendungsgebiete genutzt.

Eine detailreiche strukturelle Darstellung der Kammerwinkelregion wurde mittels bigh resolu-
tion SD-OCT in dhnlicher Auflésung wie bei der Rasterelektronenmikroskopie an nichthu-
manen Primatenaugen bereits erzielt (Hariri et al. 2014; Carreon et al. 2017). Dabei wird
jedoch nur die Anatomie an einer einzelnen Position abgebildet. Eine umfassendere Visuali-
sierung der Abflusswege ist beispielsweise durch das Uberlappen von mehreren OCT-Bil-
dern méglich. So erstellten Kagemann et al. (2011) mehrere limbusnahe OCT-Scans von der
gesamten Zirkumferenz enukleierter menschlicher Augen und fligten diese nachtriglich zu
einer Gesamtiibersicht zusammen. Aullerdem sind Hann et al. (2011) die dreidimensionale
Rekonstruktion des Vorderabschnitts und Identifizierung des Schlemm-Kanals mit abgehen-
den Kollektorkanilen mittels Mikro-Computertomographie gelungen. Ein Nachteil der ge-

nannten Bildgebungsmodalititen ist, dass sie rein strukturell und nicht funktionell sind.
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Eine Option zur Darstellung des Kammerwasserflusses im Sinne einer funktionellen Bildge-
bung stellt derzeit die Time-of-flight-Magnetresonanzangiographie (TOF-MRA) dar (Wecker
et al. 2018b; Wecker et al. 2018a). Bei dieser Technik konnen Gefil3e mithilfe der Magnet-
resonanztechnik ohne Kontrastmittel abgebildet werden, wobei ausgenutzt wird, dass eine
stromende Fliissigkeit wie Blut eine hohere Magnetisierung als das umgebende stationire
Gewebe besitzt. Dies wurde fir die Kammerwassergefi3e bereits an Rinderaugen experi-
mentell gezeigt (Wecker et al. 2018a). Allerdings sind der Methode durch Bewegungsarte-
fakte, lange Sequenzzeiten und ein derzeit noch geringes Auflésungsvermégen Grenzen be-

zuglich der Nutzung bei Menschen gesetzt.

Unter Inkaufnahme von Invasivitit kann das Spektrum der bildgebenden Verfahren um jene
erweitert werden, bei denen ein Kontrastmittel zum Einsatz kommt. Eine Moglichkeit stellt
die Injektion von Farbstoffen wie Fluoreszein oder ICG im Rahmen der Fluoreszenz-Angi-
ographie dar, welche urspriinglich zur Erforschung der Netzhaut entwickelt wurde (Wessing
1968). Fluoreszein wurde von Grieshaber et al. (2009) zur sog. Channelography genutzt, bei
der zur Bewertung der Abflussleistung des distalen Kammerwassersystems der Farbstoff in-
traoperativ in den Schlemm-Kanal injiziert wird. Weiterhin kommt Fluoreszein bei der sog.
Agquneons angiography zom Einsatz (Saraswathy et al. 2016; Huang et al. 2017; Huang et al. 2018).
Dabei wurden Fluoreszein-Farbstoffe in das Auge gebracht und nachfolgend Fluoreszenz-
aufnahmen erstellt, die Teile des Kammerwasserabflusses zeigten. Hierbei wurden Schwei-
ne-, Primaten- oder humane Augen verwendet. Leider ist der Fluoreszenz-Farbstoff nur nahe
der Sklera-Oberfliche sichtbar und lediglich eine zweidimensionale Darstellung der Gefil3e

moglich.

1.3.4 Vorangegangene Forschung zu OCT-Kontrastmitteln

Mochte man als bildgebende Methode auf die Optische Kohirenztomographie (vgl. Kapitel
1.2) zuriickgreifen, so kann der Einsatz eines Kontrastmittels der nichste mégliche Schritt
sein. Die Darstellung des Kammerwassersystems mittels nativer OCT ist namlich aufgrund
des kleinen Durchmessers der Kammerwassergefifle und der umgebenden stark streuenden
Sklera limitiert (Kagemann et al. 2012). Zudem kann — anders als Blut bei der OCTA (vgl.
Kapitel 1.2.3) — das klare und einphasige Kammerwasser nicht selbst als intrinsisches Kon-
trastmittel fiir die OCT fungieren, weshalb es aktuell n6tig scheint, ein Kontrastmittel von
auflen zuzufihren. Ein geeignetes OCT-Kontrastmittel hat sich jedoch bislang nicht durch-

gesetzt.
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Als Option wurden Goldstibchen im Nanometerbereich evaluiert (Troutman et al. 2007; de
la Zerda et al. 2015). Diese sind stark reflektiv und kénnen zum Beispiel mittels Doppler-

Verfahren die Detektion eines Flusses erméglichen.

Dariiber hinaus wurden im Vorfeld dieser Promotionsarbeit von der Arbeitsgruppe Lipid-
emulsionen (LE) als mdégliche Substanzklasse untersucht®. Ihre optischen Eigenschaften
erschienen vielversprechend (van Oterendorp et al. 2016; van Oterendorp 2018). Denn
In-vitro-Versuche an Schlauchphantomen ergaben, dass fettige Losungen tatsdchlich ein
starkes OCT-Signal erzeugen. Es wurden diinne Polyethylen-Schliuche mit verschiedenen
LE und zum Vergleich mit der Pufferlésung BSS (von engl.: balanced salt solution) befillt und
anschlieBend vor verschiedenen OCT-Geriten vom SD- und SS-Typ positioniert (siche
Abbildung 4). Konkret wurde Milch unterschiedlichen Fettgehaltes (1,5 %, 3,8 %, 12 %) und
das als Narkotikum bekannte Priparat Propofol untersucht (Gottschalk et al. 2019). Dabei
ist zu betonen, dass fir die Verwendung der Propofol-Losung als Kontrastmittel nicht der
klare anisthetische Wirkstoff 2,6-Diisopropylphenol relevant ist, sondern die auf Sojadl

basierende Fettemulsion, in der der Arzneistoff handelstiblich gel6st ist.

1.5 % milk 3.8 % milk 12 % milk Propofol

Abbildung 4: OCT von verschiedenen Lipidemulsionen in Schlauchphantomen.

Bei steigendem Fettgehalt der Milch (1,5 %, 3,8 %, 12 % wmilk) nimmt die Signalintensitit in der OCT
qualitativ zu (von links nach rechts). Gleichzeitig nimmt die Eindringtiefe deutlich ab. Bei der verwendeten
Propofol-Emulsion auf Sojadl-Basis zeigt sich auch bei relativ hoher Signalintensitit noch eine gute Ein-
dringtiefe. In der Nullprobe mit der nichtlipiden Pufferlésung BSS (engl.: balanced salt solution) entsteht kein
intraluminales OCT-Signal.

(Abbildung veréffentlicht in: Gottschalk et al. (2019), Lizenz: CC BY-NC-ND 4.0.)

Es zeigte sich sowohl qualitativ als auch quantitativ, dass bei steigendem Fettgehalt, d. h. bei
groBerer Fetttrépfchen-Dichte, die Signalintensitit in der OCT zunimmt. Gleichzeitig nahm
aufgrund der vermehrten Absorption und Reflexion mit steigendem Fettgehalt die Eindring-
tiefe ab. Die Propofol-Emulsion lieferte insgesamt die aussichtsreichste Kombination fiir
den Einsatz als OCT-Kontrastmittel, da sie bei relativ starker Reflektivitit trotzdem eine gute

Eindringtiefe aufwies (Gottschalk et al. 2019). Als Ursache hierfiir ist zu diskutieren, ob die

20 In der Augenheilkunde sind Lipidemulsionen bisher bekannt durch die Verwendung als Augentropfen zur
besseren Darstellung des Trinenmeniskus mittels Vorderabschnitt-OCT (Napoli et al. 2014).
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Transmission von Licht bei Propofol-Losungen méglicherweise vorranging durch Streuung,
und nicht durch Absorption, determiniert ist. Denn spektrometrische Untersuchungen erga-
ben, dass Propofol-Losungen bei héheren Wellenlingen (950 — 1100 nm) Licht weniger
stark absorbieren, wihrend die verwendeten Milchprodukte in diesem Bereich ein zuneh-

mendes Absorptionsverhalten aufzeigten (Gottschalk et al. 2019).

Zusitzlich wurde das native OCT-Signal einer Propofol-Losung mit dem von Blut
verglichen. Wihrend das Blut in dem statischen Zustand im Schlauch nur ein schwaches
OCT-Signal lieferte, zeigte sich bei der Propofol-Losung auch ohne Fluss eine starke intra-
luminale Reflexion (Gottschalk et al. 2019). Blut kann also bisher nur durch die Bewegung
der Erythrozyten mit dem Blutfluss in der OCTA gut detektiert werden, wihrend LE auch

ohne gerichtete Strémung in der nativen OCT sichtbar sind.

Weiterhin wurde beobachtet, dass die Signale der LE iz vitro fluktuieren. So zeigte sich
innerhalb eines mit Milch oder Propofol befillten Lumens an einer Pixelposition eine deut-
lich hohere Standardabweichung der Signalintensitit im Vergleich zum Signal des statischen

Polyethylen-Schlauchs (Gottschalk et al. 2019).

1.4 Zielsetzung der Promotionsarbeit

Ankniipfend an die vorherigen Experimente der Arbeitsgruppe ist es das Ziel dieses Promo-
tionsprojektes, herauszufinden, inwiefern Lipidemulsionen (LE), genauer gesagt v. a. Propo-
fol-Losungen, als OCT-Kontrastmittel im Auge anwendbar sind (vgl. Kapitel 1.3.4). Konkret
sollen die bereits durchgefithrten In-vitro-Experimente durch Ex-vivo-Versuche an enukleier-
ten Schweineaugen vervollstindigt werden. Es soll untersucht werden, ob LE grundsitzlich
in okularem Gewebe detektiert werden konnen und ob ein LE-Signal extrahiert werden kann.
Dabei ist zu kldren, unter welchen Voraussetzungen dies moglich wird, welche Eigenschaften
der LE dabei genutzt werden konnen, welche Optimierungsmaoglichkeiten bestehen und wel-
che Vor- und Nachteile die verwendete Methode birgt. Zudem soll der Frage nachgegangen
werden, inwieweit sich durch den Einsatz solcher Kontrastmittel das Kammerwasserabfluss-
system des Auges visualisieren ldsst. Idealerweise lieBBe sich das gesamte Drainagenetzwerk
von der Vorderkammer bis in die episkleralen Venen abbilden. Hierbei ist zu explorieren, ob
moglicherweise Artefakte vorliegen, die ein verfilschtes Abbild erzeugen. Gleichzeitig sind
gof. strukturelle Unterschiede zwischen dem Modellauge und dem menschlichen Auge zu
berticksichtigen (vgl. Kapitel 1.1.4). Bestenfalls lieBen sich neue Erkenntnisse tiber die Ana-
tomie und Physiologie des Drainagenetzwerkes gewinnen und damit Fortschritte in der

Grundlagen- und Glaukomforschung erzielen.
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2 Material und Methoden

Um gemal3 der Projektidee experimentell zu untersuchen, inwieweit Lipidemulsionen (LE)
als OCT-Kontrastmittel zur Darstellung des Kammerwasserabflusses geeignet sind, wurden
im Wesentlichen dem menschlichen Auge méglichst dhnliche Modellaugen, eine potenziell
als Kontrastmittel taugliche LE sowie ein passendes OCT-System benoétigt. Die in diesem
Falle ausgewihlten Objekte werden nachfolgend einzeln vorgestellt. Zudem werden der Ver-
suchsaufbau und Ablauf der LLE-basierten Bildgebungsexperimente sowie das Verfahren zur
Erzeugung von histologischen und fluoreszenzangiographischen Vergleichsbildern erlautert.
Die Auswahl der Materialien sowie Einflussfaktoren des experimentellen Setups werden in

Kapitel 4 reflektiert und kommentiert.

2.1 Modellaugen

Als Modellaugen kamen in der frithen Projektphase Rinderaugen, spiter dann ausschlieBlich
Schweineaugen zum Einsatz. Alle Versuchstieraugen wurden im Vorfeld von einem lokalen
Schlachtbetrieb enukleiert, d. h. vollstindig im Ganzen aus der Augenhohle herausgetrennt.
Um die Augen vor moglichen hitzebedingten Schiden zu schiitzen, erfolgte dies zeitlich vor
einem im Schlachtprozess stattfindenden Brithvorgang zur Entfernung von Borsten. Nach
der Enukleation wurden die Augen einzeln in Aluminiumfolie verpackt, bei Raumtemperatur

transportiert, zur Lagerung bei -20 °C tiefgefroren und vor Versuchsbeginn wieder aufgetaut.

2.2  OCT-System

Fir frithe Ex-vivo-Experimente wurde zunichst auf das Spectralis-OCT-System (Heidelberg
Engineering GmbH, Heidelberg, Deutschland) zuriickgegriffen. Im Verlauf und bei dem im
Folgenden beschriebenen Versuchsaufbau kam das Cirrus HD-OCT-Geridt (Modell 5000)
(Catl Zeiss Meditec Inc., Dublin, USA) zum Einsatz?'. Bei beiden OCT-Varianten handelt es
sich um ein spectral domain-, also ein SD-OCT, basierend auf der Analyse im Frequenzbereich.
Die technischen Daten des verwendeten Spectralis- sowie Cirrus HD-OCT-Modells sind im
Anhang angefiigt. Die Firma Zeiss (Carl Zeiss Meditec Inc., Dublin, USA) stellte zudem eine
externe Linseneinheit als Prototyp eines Vorderabschnittmoduls zur Verfigung, wodurch
mithilfe der Zeiss AngioPlex-Einheit (vgl. Rosenfeld et al. (20106)) die Nutzung des OCT-
Angiographie-Modus im Vorderabschnitt des Auges und damit die Ausnutzung der OCTA-
Algorithmen zur Detektion der LE moglich wurde (vgl. Kapitel 1.2.3).

2 Die Abkiirzung HD steht hierbei fiir Hochauflosung (von engl.: igh definition).
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2.3 LE-basierte OCT des Kammerwasserabflusses

2.3.1 Lipidemulsionen

Als LE wurden Propofol-Priparate eingesetzt. Konkret wurden die Produkte Propofol-Lip-
uro (10 mg/ml) (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und Propofol 1 %
MCT Fresenius (10 mg/ml) (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutsch-
land) verwendet. Die Inhaltsstoffe umfassen jeweils Sojadl, mittelkettige Triglyceride, Glyce-
rol, Eilecithin, Natriumhydroxid und Olsiure bzw. Natriumoleat sowie Wasser fiir Injekti-
onszwecke. Die exakten Zusammensetzungen sind herstellerspezifisch und nicht bekannt.
Die Propofol-Priparate wurden meist unverdinnt, aber auch teils (zu 50 % oder 25 %) mit
Phosphat-gepufferter Salzlosung (engl.: phosphate-buffered saline (PBS)) verdiinnt. Zudem ist
eine indirekte, inkonstante Verdiinnung der Propofol-Lésungen mit dem Kammerwasser der

Vorderkammer zu berticksichtigen.

2.3.2 Versuchsaufbau

Eine Voraussetzung zur Durchfithrung der LE-basierten Bildgebungsexperimente ist, dass
die Schweineaugen stabil und in idealer Messposition vor dem OCT-Gerit platziert sowie
die als Kontrastmittel fungierenden LE in die Vorderkammer infundiert werden konnen.
Dies wurde durch den in Abbildung 5 gezeigten Versuchsaufbau gewihrleistet. Die Ausar-
beitung dieses festen Setups war ein langer Prozess, der einen wesentlichen Anteil dieses
Promotionsprojektes ausmacht und vielen Anderungen unterlag, bis sich der Aufbau in der

gezeigten Form als zielfihrend und praktikabel erwiesen hat.

Wie in Abbildung 5 gekennzeichnet, wurde ein Schweineauge (*) in der angefertigten
Haltevorrichtung (3) befestigt. Die Halterung wurde mithilfe der Open-Source-Software
Tinkercad digital selbst konstruiert (Autodesk.Inc 2020). AnschlieBend wurde diese mittels
3D-Druck aus speziellem Kunststoff” angefertigt und mit handelsiiblichem Klarlack
versiegelt. Das Auge wurde durch einen Unterdruck in der Halterung stabilisiert, welcher
mithilfe des aufgesetzten Pipettierballs (4) erzeugt wurde. Dazu besitzt die Haltevorrichtung
im Inneren ein Lumen, sodass der Unterdruck vom Ball bis zur trichterférmigen Offnung
aufrechterhalten werden kann. Uber ein Gewinde im Zwischenstiick der Haltevorrichtung

ist die Konstruktion mit einer Verbindungsplatte (5) und iiber diese mit dem Stativ (6) fest

22 Es handelte sich in diesem Falle um PLA-Plastik (von engl.: poylactic acid), einen biokompatiblen Kunststoff
aus Polymilchsduren, der durch Hitze verformbar ist und daher fiir die Verwendung in 3D-Drucksystemen
geeignet ist.
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vetbunden. Durch den stabilen Stativful und durch die Hohenverstellbarkeit der

Stativstangen, konnte das Auge in optimaler Entfernung und gewtinschter Héhe vor dem
hier verwendeten Cirrus HD-OCT-Gerit (1) positioniert werden. Die zum Gerit gehdren-
den Kinn- (1°) und Kopfstiitzen (1°7) kommen im klinischen Alltag zum Einsatz, wurden
aber fiir diesen Versuchsaufbau nicht benétigt. Durch die Nutzung der externen Linse als

Vorderabschnittsmodul (2) wurde eine Messung im Angiographie-Modus moglich.

Abbildung 5: Versuchsaufbau fiir LE-Detektion im Schweineauge.

Das untersuchte Schweineauge wurde in der Versuchshalterung befestigt und vor dem verwendeten OCT-
System positioniert. Durch den Pipettierball wurde ein Unterdruck erzeugt, welcher das Auge im Trichter

hilt. Uber ein Infusionssystem kann die LE aus einer Spritze in die Vorderkammer infundiert werden.

1: Zeiss  Cirrus HD-OCT-System (Modell 5000) mit [19 Kinnstitze und [1°] Kopfstitze,
2: Vorderabschnittslinse, ~ 3: Haltevorrichtung,  4: Pipettierball, ~ 5: Verbindungsplatte, ~ 6: Stativ,
7: Vorderkammerinfusion,  8: Dreiwegehahn,  9: Perfusorschlauch,  10: Spritze  mit  Propofol,

*: Schweineauge.

(Abbildung in dhnlicher Form veréffentlicht in: Gottschalk et al. (2019), Lizenz: CC BY-NC-ND 4.0.)
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Die LE wurde aus einer handelsiiblichen Spritze (ohne Stempel) (10) tiber den angeschlos-
senen Perfusorschlauch (9) in die Vorderkammer des Auges infundiert. Dabei wurde die
Infusionshohe so gewihlt, dass sich ein Infusionsdruck von ca. 13 — 15 cmHO, also ca.
10 mmHg ergeben hat. Bei Schweinen liegt der Augeninndruck 7z vivo bei ca. 15 mmHg
(Ruiz-Ederra et al. 2005). Damit wurde der Perfusionsdruck niedriger als der physiologische
IOD gewahlt, wobei berticksichtigt wurde, dass im experimentellen Setting aufgrund des
nicht vorhandenen Blutdrucks der episklerale Venendruck als Gegendruck wegfillt. Der
episklerale Venendruck wurde auf 5 mmHg abgeschitzt, sodass sich aus der Differenz vom
In-vivo-10D von 15 mmHg und dem episkleralen Venendruck von ca. 5 mmHg der gewihlte
Ex-vivo-Infusionsdruck von ca. 10 mmHg ergibt. Das Ziel ist es, auf diese Weise Druckarte-
fakte durch einen unphysiologisch hohen Perfusionsdruck zu vermeiden. Der Perfusor-
schlauch wurde tiber einen Dreiwegehahn (8) mit der Vorderkammerinfusionskaniile (7) ver-
bunden. Letztere musste zu Versuchsbeginn in die Vorderkammer eingebracht werden, wo-
bei zum Einschneiden der Cornea ein angewinkeltes Cornea-Messer zum Einsatz kam. Bevor
die LE infundiert wurde, konnte iiber den dritten Zugang des Dreiwegehahns das noch vor-
handene physiologische Kammerwasser aus der Vorderkammer abgezogen werden.
Dadurch wurde die Vermischung von Kammerwasser und Kontrastmittelflissigkeit verrin-

gert und so die Konzentration der LE im Augeninneren erhoht.

In Tabelle 1 sind verwendete Versuchsmaterialien, die im Textteil nicht niher beschrieben

sind, aufgelistet und die Herstellerangaben aufgefiihrt.

Tabelle 1: Zusitzliches Versuchsequipment.
Material Hersteller

3D-Drucker MakerBot Replicator+

(MakerBot Industties, LL.C, New York, USA)
Pipettierball Rotilabo-Sicherheits-Pipettierball (125 mm)

(Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
Vorderkammer-Kanile = CM Micro Etched (20 G)

(Beaver-Visitec International Ltd, Abingdon, Grof3britannien)

Perfusorschlauch Original Perfusor Line (50 cm)
(B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)
Cornea-Messer Ophthalmic Knife MVR-Angle (20 G)

(MANI, Inc., Tochigi, Japan)
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2.3.3 Versuchsdurchfiihrung

Zunichst mussten das OCT-Gerit eingeschaltet, die Vorderabschnittslinse aufgesetzt und
die einzelnen Komponenten der Versuchsapparatur (ohne Auge) wie in Abbildung 5 aufge-
baut werden. Dies schlief3t die Befiillung des Infusionsschlauches mit der LE und die Befes-
tigung des Systems am Stativ sowie das AnschlieBen des Perfusorschlauches an den Drei-
wegehahn ein. Die Gewinnung der LE-basierten OCTA-Bilder lief dann nach einem festen

Schema ab. Die einzelnen Schritte sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 chronologisch aufgefiihrt.

Tabelle 2: Vorbereitung einer Messung.

Nr.

ST AT Bl B I

Durchfiihrungsschritt bei der Vorbereitung einer Messung
Auftauen eines tiefgefrorenen enukleierten Schweineauges
Priparative Entfernung von iiberschiissigem Binde- und Muskelgewebe??
Einschneiden der Cornea mithilfe eines Cornea-Messers
Einfithren der Vorderkammer-Infusionskaniile in die Vordetkammer
Verbinden des Vorderkammer-Infusionsschlauches mit dem Dreiwegehahn
Befestigung des Augapfels im Trichter der Halterung
®  durch Erzeugung eines Unterdrucks mithilfe des Pipettierballs
= gof. Stabilisierung durch Einspritzen von Flissigkeit in die Vorderkammer?*

Einstellen der Hohe und der Entfernung zum OCT-Gerit mithilfe des Stativmaterials

Tabelle 3: Messvorgang am Cirrus HD-OCT-System.

Nr.

1.
2.

A

Durchfithrungsschritt beim Messvorgang

Offnen des Angiographie-Modus in der Cirrus-OCT-Software

Auswihlen der GréBe des Scanareals

Einstellen des gewiinschten darzustellenden Skleraabschnittes (limbusnah!)

(gef. durch Nachjustierung von Hohe und Entfernung zum OCT)

Abziehen des Kammerwassers tiber eine Spritze am freien Dreiwegehahnzugang
Infusion der LE durch passendes Offnen des Dreiwegehahns

Woarten bis zur vollstindigen Perfusion von Vorderkammer und Abflusswegen

Ausschalten der automatischen Eye-Tracking-Funktion?

2 Dies sollte unter Schonung von Bindehaut, Cornea und Sklera geschehen, um das Auge unbeschidigt in die

Halterung einzupassen.

2+ Infolge des einwirkenden Unterdrucks beim Ansaugen kann dem Auge Flissigkeit entzogen werden. Durch
Einspritzen von PBS-Lésung tiber den Dreiwegehahn in die Vorderkammer wird das Auge wieder praller

und formstabiler.

2 Die Eye-Tracking-Funktion dient im klinischen Alltag der Reduktion von Artefakten durch kleinste Augenbe-

wegungen des Patienten, ist aber bei statischen Versuchsbedingungen nicht sinnvoll einzusetzen.
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Nr.  Durchfiihrungsschritt beim Messvorgang
8. Starten eines Scanvorgangs iiber den Aufnahme-Button
(ggf. Wiederholung bei unzureichender Signalstirke (Zielwert: = 5/10))
9. Abspeichern der Messung in der Aufnahme-Domaine
10.  Offnen der Analyse-Domine
11. | Anpassen der Segmentierungsgrenzen auf den maximalen Bereich?
12. | Nutzung von Schnittbildnavigatoren zur Markierung der horizontalen Scanachse

13.  Abspeichern der Anderungen in der Analyse-Domiine

Das ausgewihlte Scanareal hat eine maximale Grof3e von 6x6 mm?® und umfasst dabei grob

einen Quadranten eines Auges. Eine Scanarealgréf3e von 3x3 mm? ist ebenfalls méglich.

Um mehrere Scans in einem Messvorgang zu erhalten, konnen Punkt 7 — 9 in der Aufnahme-
Domine in einer Schleife wiederholt werden, bevor die weitere Bearbeitung in der Analyse-
Domine stattfindet. Dabei benétigt ein einzelner Scanvorgang (vom Start eines Scans bis
zum nichstmoglichen Start) mindestens 18 Sekunden. In den Experimenten wurde in frithen
Perfusionsphasen mindestens ca. alle 30 Sekunden, in spiteren Phasen in Zeitabstinden von

bis zu drei Minuten eine Aufnahme erzeugt.

Im Anschluss an den Messvorgang wurden die Daten als Stapel (engl.: szack) von Bildern aus
der Analyse-Domine im Dateiformat audio video interleave (AVI) exportiert. Da eine OCTA-
Software genutzt wurde, die fiir Aufnahmen im hinteren Augenabschnitt konzipiert ist,
konnte in der Analyse-Domine vorab zwischen verschiedenen Einstellungen (z. B. ,,Retina®,
,»Choroidea® u. a.) gewahlt werden. Diese Einstellungen sind fiir die experimentelle Anwen-
dung im Vorderabschnitt nicht sinnvoll. Zur Vereinheitlichung wurde stets die Einstellung
»Retina “ausgewihlt. Entscheidend ist jedoch, dass die Anpassung der Segmentierungsgren-
zen ohnehin nachtriglich manuell erfolgte und wie in Punkt 11 (s. 0.) auf den maximalen
Bereich eingestellt wurde. Ein exportierter Rohdatensatz bestand schlussendlich aus der
Kombination von einem angiographischen En-face-Ubersichtsbild und einem Stack von ho-

rizontalen B-Bildern, was in Kapitel 3.2.1 weiterfithrend erldutert wird.

In ersten Experimenten in der frihen Phase des Promotionsprojektes wurde noch auf das
Spectralis-Gerit zurtickgegriffen, da ein OCT'A-Modus fir den Vorderabschnitt (wie spiter
beim Zeiss-Modell) zunichst noch nicht verfiighar war. Eine von der Firma Heidelberg En-

gineering zur Verfiigung gestellte Software hat jedoch den Export von unbearbeiteten OCT-

26 In der Retina-Diagnostik ist die Auswahl einer bestimmten Netzhautschicht wiinschenswert. Das Programm
erméglicht dafiir die manuelle Festlegung von Segmentierungslinien. Hier ist dies nicht sinnvoll einsetzbar,
weshalb die Grenzen auf maximale Werte gesetzt werden, sodass keine Schichtsegmentierung erfolgte.
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Scans ermoglicht, sodass eine Entwicklung von eigenen Angiographie-Algorithmen basie-
rend auf den OCT-Rohdaten angestrebt werden konnte. Der entwickelte Algorithmus zur
Extraktion des intravasalen Flissigkeitssignals, wird in Kapitel 3.1 separat beschrieben. Zum
Export der Roh-Video-Daten als zeitaufgeldste Scans wurde eine spezielle Version der Soft-
ware Heidelberg Eye Explorer (Heyex) verwendet. Uber den gekoppelten Computer erfolgte
der Datenexport ebenfalls als S7zzck im AVI-Format. Eine automatische Eye-Tracking-Funk-
tion sowie die oben beschriebene Analyse-Domine mit Segmentierungsgrenzen und Schnitt-
bildnavigatoren wie in der Zeiss-Software lagen nicht vor, sodass Punkt 7 und Punkt 10 — 13
(s. 0.) hier nicht durchzuftihren waren. Vor Messbeginn wurde das passende Objektiv fiir
Messungen im Vorderabschnitt ausgewihlt, allerdings bestand als grof3er Unterschied hier
nicht die Moglichkeit der Nutzung eines Angiographie-Modus fiir den Vorderabschnitt, wie

es durch den Einsatz der externen Linse beim Zeiss-OCT-Gerat der Fall wat.

2.3.4 Bildbearbeitung

Die Bearbeitung der gewonnenen Rohbilddaten erfolgte unter Verwendung der Software Fiji
Image ] (Schindelin et al. 2012). So wurden ausgewihlte Software-Befehle in selbst erstellte

Makros implementiert, um vor allem folgende Modifikationen umzusetzen (siche Tabelle 4).

Tabelle 4: Softwaregestiitzte Modifikationen bei der Bildbearbeitung.

Nr. | Durchgefiihrte Modifikation

—_

Auswahl eines bestimmten Einzelbildes aus einem Szack

Auswahl eines gewlinschten Bildausschnittes

Reduktion von Artefakten durch Registrierung mehrerer Bilder eines Szack
Optimierung von Helligkeits- oder Kontrasteinstellungen

Erzeugen ecines Mittelwerts-/Standardabweichungsbildes mittels Z-Projektion
Zusammenfigen mehrerer Bilder zu einem gemeinsamen Stack
Visualisierung von Scanachsen zur Orientierung im Bild

Rekonstruktion eines vertikalen B-Bildes aus Daten eines horizontalen B-Bildes

O ® X | G AN

Automatisierung von Bearbeitungsschritten fiir mehrere Bilder eines Ordners

Da der Prozess zur Erzeugung geeigneter Bilder aus den exportierten OCT-Rohdaten einen
elementaren Bestandteil der Projektarbeit darstellt, ist die Bildbearbeitung im Detail im
Ergebnisteil aufgefithrt. So wird die konkrete Abfolge der einzelnen Bildbearbeitungsschritte
als Arbeitsprozess (engl.: workflow) in Abbildung 7 und Abbildung 8 grafisch dargestellt und

in den Kapiteln 3.1 und 3.2.1 niher erldutert.
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2.4 Histologische Vergleichspriparate

Zusitzlich zu den beschriebenen Bildgebungsversuchen wurden histologische Vergleichs-
praparate erstellt. Dazu wurde in die Vorderkammer der enukleierten Schweineaugen
0,4-prozentige Trypanblau-Losung (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Missouri, USA) ge-
spritzt, sodass sich das Kammerwassersystem von der Vorderkammer bis in episklerale Ve-
nen mit der Flissigkeit geftllt und die AuBlenwinde angefirbt hat. Danach wurden aus dem
Gewebe am Ubergang zwischen Cornea und Sklera keilférmige Priparate ausgeschnitten.
Diese Stiicke wurden einzeln in auf Glycerin basierendem Tissue-Tek O.C.T. Compound
(Sakura Finetek, Alphen aan den Pijn, Niederlande) fixiert, schockgefroren und schlieflich
in Kryoschnitte mit einer Dicke von ca. 18 um geschnitten. Die entstandenen histologischen
Diunnschnitte wurden auf Objekttriger (Menzel-Gliaser SUPERFROST, ThermoFisher Sci-
entific, Braunschweig, Deutschland) aufgebracht und anschlieBend mithilfe eines Leica S6D-
Auflichtmikroskops (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) und einer ange-
schlossenen Leica DFC420 C-Kamera (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland)
auf weillem Hintergrund abgelichtet. Die Fotographie erfolgte sequenziell, also in anatomi-
scher Reihenfolge der Schnitte. Die Bildbearbeitung wurde unter Einsatz der Software Fiji
Image J (Schindelin et al. 2012) durchgefihrt. Das Trypanblau-Signal wurde extrahiert, in-
dem nach Aufsplittung in RGB-Farben das blaue Signal vom roten subtrahiert wurde. Nach
Helligkeitsnormierungen, Registrierung und Reduktion des Hintergrundrauschens mittels
3D-Median-Filter wurde zur 3D-Rekonstruktion des GefidB3systems fiir einen Sack aus 23

Dunnschnitt-Bildern desselben Ursprungsausschnitts das 1o/ume 1 iewer Plugin verwendet.

2.5 ICG-basierte Bildgebung des Kammerwasserabflusses

Dartber hinaus wurden Versuche mit dem fluoreszierenden Farbstoff Indocyanin-
griin (ICG) durchgefiihrt. Anders als bei der klassischen ICG-Angiographie®” wurde bei den
Vergleichsexperimenten der Farbstoff in die Vorderkammer injiziert. Dies erfolgte analog zu
dem in Kapitel 2.3.3 beschriebenen Ablauf, bei gleichem Setup und unter méglichst identi-
schen Versuchsbedingungen an einem Scanning-Laser-Ophthalmoskop (Heidelberg Engi-
neering GmbH, Heidelberg, Deutschland) mit einer 30°-Netzhaut-Optik. Es wurde die ICG-
Losung des Diagnostikums Verdye 5 mg/ml (Diagnostic Green GmbH, Aschheim-Dot-
nach, Deutschland) verwendet. Das Fluoreszenzsignal liegt im Nahinfrarotbereich und wird

vom Gerit registriert. Pro Region wurden neun Aufnahmen generiert und zeitlich gemittelt.

27 Die ICG-Angiographie ist ein bildgebendes Verfahren zur Visualisierung von retinalen und choroidalen Blut-
gefiBen. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff ICG als intravendses Kontrastmittel genutzt.
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3  Ergebnisse

Zur erfolgreichen Umsetzung des Projektvorhabens erfolgten Messungen mit dem Ziel,
OCT-Aufnahmen zu erzeugen, in denen die LE im Kontrast zur Umgebung dargestellt wer-
den koénnen. Dabei wurde in der frithen Versuchsphase in Ermangelung einer Vorderab-
schnitt-OCTA-Einheit auf das Spectralis-Gerit zurtickgegriffen. Mit einer vom Hersteller
Heidelberg Engineering zur Verfiigung gestellten Software wurden zeitaufgeloste OCT-Roh-
daten erfasst, aus denen mithilfe selbstentwickelter Algorithmen die Angiographie-Daten ex-
trahiert wurden, was im folgenden Kapitel 3.1 beschrieben wird. Im weiteren Verlauf wurde
unserer Arbeitsgruppe von der Firma Zeiss fir das Cirrus 5000-System ein Prototypen-Lin-
senset zur Verfiigung gestellt, mit dem die im Gerit vorhandene OCTA-Funktion auch fiir
Vorderabschnitt-Aufnahmen am Schweineauge nutzbar wurde. Diese technische Losung
war gegeniiber der selbstentwickelten Datenanalyse deutlich sensitiver und weniger artefakt-
anfillig. Daher erfolgte wihrend des laufenden Projekts ein Wechsel zur Zeiss-Technologie,
mit welcher alle maB3geblichen Daten dieser Arbeit erhoben wurden. Da aber die Entwick-
lung eines eigenen Angiographie-Algorithmus urspriinglich einen Hauptteil des Projekts aus-
machte und dieser fertiggestellt wurde, ist er im Kapitel 3.1 im Detail dargestellt, auch wenn

er im spateren Teil der Arbeit nicht mehr zur Datenerhebung verwendet wurde.

Mit der Moglichkeit, die externe Vorderabschnittslinse und somit den Angiographie-Modus
der Firma Zeiss zu nutzen, konnten die in Kapitel 3.2 beschriebenen LE-basierten OCTA-
Aufnahmen am Cirrus HD-Modell generiert werden. In den Kapiteln 3.3 und 3.4 werden
letztere mit Bildern aus der histologischen Priparation bzw. der ICG-Bildgebung verglichen.
Eine Maf3nahme zur Verbesserung der Bildqualitit der LE-basierten OCTA-Bilder wird er-

ginzend in Kapitel 3.5 vorgestellt.

Begleitend ergab sich als gro3e Herausforderung die Entwicklung eines geeigneten Versuchs-
aufbaus, mit dem die Modellaugen ex vivo vor einem OCT-System positioniert und die Lipid-
emulsionen infundiert werden konnten. Der Prozess unterlag, insbesondere in der Anfangs-
phase, vielen Uberlegungen und Verinderungen und reprisentiert in seiner endgiiltigen Ver-

sion bereits ein Ergebnis dieser Promotionsarbeit.

3.1 LE-Detektion im Schweineauge am Spectralis-OCT-System

Enukleierte Schweineaugen wurden in der Versuchshalterung vor einem Spectralis-Gerit

positioniert (vgl. Kapitel 2.2 und 2.3.2). Durch die Nutzung der speziellen Heyex-Software
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wurde die Erzeugung von zeitaufgeldsten Schnittbildern der limbusnahen Sklera ermdglicht.

Die Rohbilddaten wurden exportiert und anschlieBend softwaregestiitzt bearbeitet.

nativ

radiales B-Bild

paralleles B-Bild

mit Propofol-Losung als Kontrastmittel

paralleles B-Bild

paralleles Kontrastbild

Abbildung 6: Detektion von Kammerwassergefi3en mittels OCT an Schweineaugen.

In den nativen Aufnahmen ohne Kontrastmittel (A — B) sind innerhalb der signalreichen Sklera einige
GefiBe als kleine, signalarme Areale erkennbar (exemplarisch mit | markiert). Dabei sind im radialen B-
Scan (A) neben der Sklera auch Teile der Cornea, der Vorderkammer (mit x markiert) und der Iris am

rechten Bildrand zu sehen, wihrend im limbusparallelen B-Scan (B) nur Skleragewebe angeschnitten ist.

Nach Perfusion der Vorderkammer mit einer Propofol-Lésung fillen sich auch die intraskleralen Gefil3e
mit der LE (C). Diese sind in der statischen Kontrastmittel-Aufnahme deutlich schlechter zu identifizieren
als im Nativbild. Durch eine zeitliche Fluktuation der LE in den Gefilen ldsst sich das Propofol-Signal
jedoch aus einem S7ack von Aufnahmen tber die Zeit (C) durch Z-Projektion der Standardabweichung

extrahieren und als heller Kontrast gegeniiber dem Skleragewebe darstellen (D).

Die Aufnahmen A und B sowie C und D gehéren jeweils zu demselben Auge. Zur Orientierung sind in je

einem Augensymbol am Bildrand die ungefihren Scanpositionen durch rote Linien markiert.
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Im Ergebnis entstanden die nativen Aufnahmen ohne Kontrastmittel aus Abbildung 6, in
denen das Gewebe entweder radial mit Einbezug von Cornea und Iris (siche Abbildung 6A)

oder parallel zum Libus innerhalb der Sklera (siehe Abbildung 6B) angeschnitten wurde.

In diesen Bildern lassen sich intrasklerale Gefil3e als dunkle, d. h. signalarme Areale identifi-
zieren. Nach Perfusion der Vorderkammer mit der Propofol-Losung fillten sich auch die
distalen Kammerwasserabflusswege und damit die intraskleralen Venen. Dies zeigt sich in
den Aufnahmen daran, dass zuvor signalarme Areale nun signalreich erschienen und damit
kaum von der umgebenden Sklera abzugrenzen waren (siche Abbildung 6C, vgl. Abbildung
6B). Im zeitlichen Verlauf war erkennbar, dass die Signalintensitit der LE in den Gefidlen
stark fluktuierte. Sie besal3 also im Bereich der Gefil3e eine grof3e Standardabweichung, wih-
rend die Standardabweichung in der statischen Umgebung deutlich kleiner war (vgl. Kapitel
1.3.4).

Diese Eigenschaft wurde zur Erzeugung eines Kontrastbildes ausgenutzt (sieche Abbildung
6D). So wurde an jeder Pixelposition die Standardabweichung aus allen zeitlich aufeinander-
folgenden Bildern eines Stapels gebildet und grafisch dargestellt. In einem entstandenen
Kontrastbild werden Areale mit gro3er Standardabweichung hell, Bereiche mit kleiner Stan-

dardabweichung dunkel wiedergegeben.

Schlussfolgernd lisst sich durch die gewonnenen Bilder in Abbildung 6 nachweisen, dass
sich durch Verwendung von Propofol-Priparaten prinzipiell die intraskleralen Gefil3e als
Teil des Kammerwasserabflusssystems darstellen lassen. Es zeigt sich, dass LE auch inner-
halb eines Gewebes ein zeitlich stark fluktuierendes OCT-Signal erzeugen, welches identifi-
ziert und von der Umgebung abgegrenzt werden kann. Damit kénnen LE wie Propofol-
Losungen auch in Ex-vivo-Experimenten grundsitzlich als OCT-Kontrastmittel fungieren.
Im Nativbild sind die Gefdl3e leichter zu identifizieren. Durch den Kontrastmitteleinsatz und
die anschlieBende Bildanalyse lassen sich die Gefi3e jedoch extrahieren und deren Verlauf

prinzipiell verfolgen.

Um die in Abbildung 6 gezeigten Bilder zu erzeugen, bedurfte es der nachtriglichen Analyse
der vom OCT-System generierten Rohbilddaten, was mithilfe der Fiji Image J-Software
durchgefiihrt wurde. Die einzelnen Bearbeitungsschritte sind als Arbeitsprozess (engl.: work-
flow) in Abbildung 7 dargestellt. Als Ausgangspukt diente jeweils ein zeitaufgelster Szack im
AVI-Format (siche Abbildung 7A). Dass es sich um mehrere, zeitlich aufeinanderfolgende
Bilder handelt, ist an der Fortschrittsleiste am unteren Bildrand zu erkennen. Zur zusitzli-
chen Veranschaulichung sind die Bilder eines S7ack als Gruppe versetzt hintereinander ange-

ordnet.
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Abbildung 7: Workflow zur LE-Detektion am Spectralis-OCT-Ger(t.

Der exportierte Rohdatensatz (A) ist ein zeitaufgeloster Szack aus Kombinationsbildern. Jedes Einzelbild
zeigt die klassische OCT-Schichtaufnahme zu einem Zeitpunkt. Zusitzlich ist am linken Bildrand die Scan-
position am Auge zu sehen. (1.) Zur Vorbereitung gehért das Festlegen des Bildtyps auf Graustufen (8-bit),
die Auswahl des Bildausschnittes (durch magentafarbenes Rechteck angedeutet) und die Registrierung der
Bildfolge zur Reduktion von Bewegungsartefakten. Nach Durchfithrung dieser Schritte entsteht der zeit-
aufgelOste S7ack aus reinen B-Bildern (B1). (2.) Anschlieend erfolgt die Elimination von sehr hellen (bei-
spielhaft rétlich eingefdrbt) oder sehr dunklen Bildern (B2). (3.) Die Extraktion des LE-Signals ist mittels
Z-Projektion méglich. So wird die zeitliche Standardabweichung der B-Bilder als Kontrastbild grafisch
dargestellt (C1). Wiederholt man diesen Vorgang fiir Rohdatensitze an aufeinanderfolgenden Scanpositi-

onen, lisst sich durch Zusammenfiigen ein ortsaufgeloster Szack aus Kontrastaufnahmen erzeugen (C2).
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Ein Einzelbild eines Rohdaten-S7ack ist eine Kombination aus einem klassischen OCT-
Schnittbild und einem kreisrunden Foto am linken Bildrand, in dem ein Mal3stab und die
Scanposition am Auge gekennzeichnet sind. In der ersten Phase der Nachbearbeitung wurde
das Bild auf konstant gesetzte Malle zugeschnitten (siche rechteckige Markierung in
Abbildung 7A und Abbildung 7B1) und der Bildtyp auf 8-bit-Graustufen festgelegt.
AnschlieBend erfolgte durch Anwendung des Plug-ins S7zckReg die Registrierung des
Bildstapels zum Ausgleich von vorliegenden Bewegungsartefakten, welche beispielsweise
infolge raumlicher Schwingungen auftreten koénnen. Das Zwischenergebnis ist durch
Abbildung 7B1 reprisentiert. Aufgrund von starken Helligkeitsschwankungen innerhalb
eines S7ack erfolgte die Elimination einzelner sehr heller oder sehr dunkler Bilder. Hierzu
wurde ein Macro konzipiert, mithilfe dessen alle Bilder entfernt werden, deren
Gesamthelligkeit ein festgelegtes Minimum oder Maximum unter- bzw. tberschreitet.
AuBlerdem wurde durch das Macro automatisch die Bildhelligkeit aller Bilder normiert.
Beispielhaft ist die Elimination eines sehr hellen B-Bildes dargestellt (vgl. Abbildung 7B1 und
Abbildung 7B2).

Die eigentliche Darstellung des LE-Signals erfolgte durch die Bildung der Standardabwei-
chung tiber alle Bilder eines S7ack mittels Z-Projektion. Dadurch wird die LE als heller Be-
reich im Kontrast zur Umgebung und der Verlauf der Gefil3e innerhalb der Sklera sichtbar
(siche Abbildung 7C1).

Die Schritte A — C1 kénnen mit Durchrastern durch eine Probe fiir verschiedene Scanposi-
tionen wiederholt werden. Die so entstehende Abfolge von Kontrastaufnahmen kann zu
einem neuen Stapel von Bildern zusammengefiigt werden, welcher dann ortsaufgel6st ist
(siche Abbildung 7D). Im Anschluss ist dann erneut eine Registrierung des neuen Stack

durchzufiihren, um Bildbewegungen zu eliminieren.

Als Problem wihrend der Messungen zeigte sich eine Leckage der Propofol-Flussigkeit,
wodurch sich ein storender Film an der Skleraoberfliche bildete. AuBlerdem traten neben
zeitlichen Helligkeitsschwankungen innerhalb eines S7ack auch Unterschiede in der Gesamt-

helligkeit zwischen verschiedenen Rohbildsequenzen auf.

3.2 LE-basierte OCTA am Cirrus HD-OCT-System

Aus den vorangegangen Experimenten hat sich ergeben, dass LE wie Propofol-Mischungen
ex vivo ein in der Intensitit zeitlich variables Signal erzeugen, welches mittels Standardab-

weichung detektiert werden kann (vgl. Kapitel 1.3.4). Da ein dhnliches Grundprinzip auch in
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der OCTA zur Identifizierung von Blutgefillen zum Tragen kommt (vgl. Kapitel 1.2.3),
schien es sinnvoll, direkt auf die OCTA-Technik zuriickzugreifen. Diese ist bisher allerdings
nicht fir den vorderen Augenabschnitt etabliert, geschweige denn kommerziell verfiigbar.
Allerdings wurde von der Firma Zeiss ein Prototyp einer Linse zur Verfiigung gestellt, die
als Vorderabschnittsmodul fir die OCTA dienen konnte. Damit waren die geplanten
Ex-vivo-Versuche an enukleierten Schweineaugen unter FEinsatz eines Zeiss Cir-

rus 5000-OCT-Gerates realisierbar.

3.2.1 Bilderzeugung aus den OCTA-Rohbilddaten

Die mithilfe der Vorderabschnittslinse und der OCTA-Technik vom Gerit generierten Roh-
bilddaten wurden nachtriglich mit der Fiji Image J-Software bearbeitet. So konnten die in
den nachfolgenden Kapiteln gezeigten Bilder erzeugt werden, welche in ihrer Entstehung,
Aufbereitung und Prisentation neuartig sind. Der Arbeitsprozess zur Gewinnung dieser ge-
wiinschten Bilder ist in Abbildung 8 veranschaulicht™.

Ausgangspunkt hierfiir war stets eine Kombination aus einem angiographischen 2D-Uber-
sichtsbild und einem S7zck von 175 horizontalen B-Scans, welche durch Rasterung durch das
Scanareal entstanden (siche Abbildung 8A) (vgl. Kapitel 1.2.1). Durch Festlegung einer be-
stimmten Scanposition, das hei3t Auswahl einer der 175 Schichten, und durch nachtrigliches
Zuschneiden ergab sich sowohl aus dem zweidimensionalen Ubersichtsbild das sog. En-face-
Bild als auch aus dem S7ack das jeweilige horizontale B-Bild (siehe Abbildung 8B1 — D1 bzw.
Abbildung 8B2 — D2).

Zusatzlich konnte aus dem Rohdaten-S$7ack der 175 horizontalen B-Bilder durch Res/zcing ein
Stack aus 430 transversalen B-Bildern rekonstruiert werden (Abbildung 8B3 — C3). Durch
Auswahl einer Scanschicht, Skalierung und Zuschneiden ergibt sich ein einzelnes transversa-

les B-Bild (sieche Abbildung 8D3).

Die Schichtanzahl pro Sfack steht in direktem Zusammenhang mit der BildgroBe der
unskalierten Rohbilder. So hat ein En-face-Bild die Malle von 430x430 Pixel (175 Schichten),
ein horizontales B-Bild von 430x284 Pixel und ein transversales B-Bild von 175x284 Pixel.

28 Zur besseren Ubersichtlichkeit ist ein Szac hier nur noch an der Fortschrittsleiste unterhalb des Bildes zu
erkennen und nicht mehr zusitzlich durch eine Bildfolge visualisiert.
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Abbildung 8: Workflow zur Bilderzeugung am Cirrus HD-OCT-Gerit.

Aus einem Ausgangsdatensatz (A) bestehend aus einer Ubersichtsaufnahme und einem Szck von 175 ho-
rizontalen B-Bildern kann durch verschiedene Bearbeitungsschritte (wie B1, C1, B2, C2, B3, C3) zu jedem
Scanvorgang je ein En-face-Bild (D1), ein paralleles B-Bild (D2) und ein radiales B-Bild (D3) gewonnen

werden. Ein S7ack und dessen Position ist durch die Fortschrittsleiste am unteren Bildrand gekennzeichnet.
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Die En-face-Aufnahme visualisiert den Gefil3verlauf im Sinne einer Aufsicht auf das Scan-
areal in zwei Dimensionen. Dazu wird durch Orthogonalprojektion das LLE-Signal aus allen
drei Raumdimensionen in einer zweidimensionalen Ebene als heller Kontrast abgebildet. Je-
der Rasterungsposition im Ez-face-Bild kann ein horizontaler B-Scan zugeordnet werden, was
durch die turkisfarbene Linie gekennzeichnet ist. Die magentafarbene Linie wurde zur Mar-
kierung der korrespondieren Lage eines transversalen B-Scans nachtriglich eingezeichnet.
Zur Bestimmung dieser Position in der En-face-Darstellung ist die Kenntnis der o. g. Bild-

malle essenziell.

Die B-Bilder sind eine Uberlagerung vom klassischen B-Scan der OCT in Graustufen mit
dem LE-Signal, was in Analogie zu Abbildung 6 einer Kombination aus Abbildung 6C und
Abbildung 6D entspricht. Das Kontrastmittelsignal wird hierzu mithilfe der OCTA-Algo-
rithmen registriert und automatisch vom OCT-Gerit rot hervorgehoben. Somit liefern die
B-Bilder nicht nur Informationen tiber die Gewebearchitektur in der Tiefe, sondern auch
tber die Anordnung der kontrastmittelgefiillten Strukturen. Die zwei verschiedenen B-Scans
sind senkrecht zueinander orientiert. Das Bild entlang der horizontalen Achse entstand di-
rekt, das Bild entlang der transversalen Achse musste rekonstruiert werden. In Abhingigkeit
von der Lage des Scanareals am Auge liegt eine Achse annihrend limbusparallel, wihrend
die andere Achse eher radial (von der Pupille nach aullen weg) verlduft und somit Sklera und
Cornea in einer Ebene anschneidet. Im Folgenden wird deshalb stets die Bezeichnung paral-

leles oder radiales Bild verwendet.

3.2.2 Zeitaufgeloste LE-basierte OCTA

Fir die folgenden Ergebnisse wurden enukleierte Schweineaugen nach dem in den Kapiteln
2.3.2 und 2.3.3 beschriebenen Verfahren unter Einsatz eines Cirrus HD 5000-OCT-Modells
untersucht und die Bilddaten wie vorab beschrieben bearbeitet. Die neu gewonnenen OCT-
Aufnahmen aus Abbildung 9 bekriftigen die bereits in Kapitel 3.1 formulierte Annahme,
dass die Darstellung von Kammerwassergefilen durch den Einsatz von Propofol-Pripara-
ten als OCT-Kontrastmittel auch ex vzzo méglich ist. Es zeigt sich, dass der hierzu gewahlte

Versuchsaufbau geeignet ist. Zudem kann nachgewiesen werden, dass das fluktuierende Sig-



Ergebnisse 39

nal der LE unter Ausnutzung der OCTA-Technik extrahiert werden kann. Zu einem be-
stimmten Perfusionszeitpunkt # konnte ein Ezn-face-Bild mit je zwei zugehorigen B-Scans ge-

wonnen und so der Verlauf und die Tiefe der beteiligten Gefille beurteilt werden.

t,=0,5 min t;=1 min t;=3 min

En-face-Bild

parallele s B-Bild

radiales B-Bild

Abbildung 9: Zeitaufgeloste LE-basierte OCTA an Schweineaugen.

Der Einstrom der LE kann zu unterschiedlichen Zeitpunkten t; — t4 im Bereich des corneoskleralen Ubet-
gangs (als gestrichelte Linie markiert) bis in distale Regionen des Kammerwasserabflusses verfolgt werden.
Dabei ist in den En-face-Darstellungen (A — D) das LE-Signal als heller Kontrast gegeniiber der dunklen
Umgebung zu erkennen. Die klassischen OCT-B-Scans (E — L) stellen das Gewebe als Schnittbilder in
Graustufen dar und liefern die zugehérigen Tiefeninformationen. Die in den GefdBen fluktuierende LE
witd durch OCTA-Analyse detektiert (rot hervorgehoben). Die LE wurde vor Beginn der Aufnahmen in
die Vorderkammer (in A und I exemplarisch mit x markiert) perfundiert. Uber ein gréBeres Kammerwas-

sergefdl3 (mit * markiert) drainiert sie in einen oberfliachlichen intraskleralen Venenplexus.

Die Position der limbusparallelen B-Bilder (E — H) und radialen B-Bilder (I — L) wird als tiirkis- bzw.
magentafarbene Linie in den En-face-Aufnahmen gekennzeichnet. Zur zusitzlichen Orientierung ist in ei-

nem Augensymbol am Bildrand die ungefihre Scanposition durch die zwei Scanachsen markiert.

(Abbildung in dhnlicher Form ver6ffentlicht in: Gottschalk et al. (2019), Lizenz: CC BY-NC-ND 4.0.)

Neben den Machbarkeitsnachweisen lieferten die Aufnahmen auch bereits Informationen
tber das untersuchte Kammerwassersystem an sich. So zeigte sich in den zeitaufgel6sten
Aufnahmen von Abbildung 9, dass im Schweineauge anscheinend einige wenige groB3ere
Kammerwassergefille existieren, die aus der Tiefe kommen (in Abbildung 9E — H mit *

markiert) und dann weiter in Gefi3e innerhalb der Sklera drainieren. Da im Vorfeld nur die
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Vorderkammer (in Abbildung 9A und Abbildung 91 mit x markiert) mit dem LE-Kontrast-
mittel beftllt wurde, mussen diese vereinzelten grofleren Gefil3e in irgendeiner Weise dem

Kammerwinkel, also vermutlich dem angular agueons plexus (vgl. Kapitel 1.1.4), entspringen.

Trotz der Nihe zur Vorderkammer konnte jedoch bisher nicht beobachtet werden, dass ein
groBBeres Gefil3 direkt aus dieser entspringt. Es wird unsererseits davon ausgegangen, dass in
dieser Phase eine vollstindigen Fullung des gesamten Abflusssystems vorlag. Von den ein-
zelnen Gefillen aus spannt sich schlieB3lich ein feines juxtalimbales Gefilinetzwerk auf (Ab-
bildung 9H,L). An dieser Stelle ist anzumerken, dass die Sklera und damit die darin liegenden
Kammerwasserabflussstrukturen nicht vollstindig beurteilt werden konnten, da die maximal
erzielbare Scantiefe ungefahr eine halbe Skleradicke betrigt (sieche Abbildung 9, Abbildung
10, Abbildung 12 und Abbildung 13.)

3.2.3 LE-basierte OCTA in spiten Perfusionsphasen

In Abbildung 10 werden die Bilder von vier unterschiedlichen Schweineaugen jeweils in einer
spiten Perfusionsphase nach funf bis sechs Minuten bei einem Perfusionsdruck von
ca. 10 mmHg gegentibergestellt. Die gewonnenen Ergebnisse verdeutlichen, dass die Dar-
stellung des Kammerwassersystems mit dem gewihlten Versuchsverfahren reproduzierbar
an verschiedenen Schweineaugen méglich ist und sich bei allen ein dhnliches Drainagenetz-

werk identifizieren lasst.

Zum Kammerwasserabfluss beim Schwein ldsst sich erginzen, dass anscheinend alle Venen
des Netzwerkes in derselben Skleratiefe liegen, also dem gleichen oberflichlichen Plexus
angehoren (siche Abbildung 10E —L). Dies stellt einen anatomischen Unterschied zum
menschlichen Auge dar, bei dem es sowohl einen tiefen als auch einen oberflichlichen
venosen Plexus gibt (vgl. Kapitel 1.1.2). Zudem scheint das Netzwerk am corneoskleralen
Ubergang blind zu enden (siche Abbildung 10A — D und Abbildung 101 — L. bzw. Abbildung
9D und Abbildung 9L). Eine Verbindung zur Vorderkammer ist nicht erkennbar. Ob und
wenn wohin die Gefie des Netzwerkes noch weiter vordringen, bleibt unklar. Des Weiteren
prasentiert sich das Gefilinetzwerk teils dichter (siehe Abbildung 10C, G, K und Abbildung
10D, H, L) und teils weniger dicht verzweigt (siche Abbildung 10A, E, I und Abbildung 10B,
F, ]). Diese Verteilungsmuster kénnen entweder regional-segmental (vgl. Kapitel 1.3.2) oder

schlicht interindividuell anatomisch verschieden sein.
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Abbildung 10: LE-basierte OCTA in spiten Perfusionsphasen an Schweineaugen.

In den En-face-Darstellungen (A — D) lisst sich in vier verschiedenen Schweineaugen nach einer Perfusi-
onszeit von 5 — 6 Minuten ein dhnliches Kammerwassernetzwerk erkennen. Die limbusparallelen (E — H)
sowie radialen B-Bilder (I — L) zeigen, dass dessen Gefil3e in einer Ebene in gleicher Tiefe innerhalb der

Sklera liegen.

Die Position der limbusparallelen B-Bilder (E — H) und radialen B-Bilder (I — L)) wird als magenta- bzw.
turkisfarbene Linie in den En-face-Aufnahmen gekennzeichnet. Zur zusitzlichen Orientierung ist in einem

Augensymbol am Bildrand die ungefihre Scanposition durch die zwei Scanachsen markiert.

(Abbildung in dhnlicher Form veréffentlicht in: Gottschalk et al. (2019), Lizenz: CC BY-NC-ND 4.0.)

3.3 Vergleich mit einem histologischen Sklerapriparat

Um die Schlussfolgerungen aus Abbildung 9 und Abbildung 10 Gber die bis dato unbekann-
ten Details zur Anatomie der Kammerwassergefi3e im Schweineauge zu tuberpriifen, schien
es erstrebenswert, die Strukturen des Kammerwassersystems an histologischen Priparaten
zu untersuchen. Deshalb wurde die Vorderkammer eines enukleierten Schweineauges mit
Trypanblau gefiillt, um die Winde der kammerwasserfihrenden Strukturen blaulich anzufir-
ben. AnschlieBend wurde das Skleragewebe nahe des Linbus, wie in Kapitel 2.4 beschrieben,
bearbeitet und in diinne Kryoschnitte im Mikrometerbereich zerteilt. Durch eine anschlie-

Bende softwaregestiitzte Bildbearbeitung ergaben sich die Darstellungen in der folgenden
Abbildung 11.
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Abbildung 11: Darstellung des Kammerwassergefil3systems im Sklerapriparat.

Alle Abbildungen (A — C) zeigen parallel zum Linbus angeschnittenes Skleragewebe nahe des corneoskler-
alen Ubergangs nach Infusion von Trypanblau in die Vorderkammer eines enukleierten Schweineauges. In
der nativen lichtmikroskopischen Aufnahme (A) des Kryoschnittes sind die Wandstrukturen der perfun-
dierten Kammerwasserwege blau angefirbt sichtbar. Fir die bearbeitete Aufnahme (B) wurde das licht-
mikroskopische Blausignal extrahiert und hell abgebildet, wodurch sich die Gefil3e eines oberflichlichen
Venenplexus (mit roten V markiert) stirker abzeichnen. Durch Uberlagerung, d. h. genauer gesagt 3D-Ren-
dering, des Trypanblau-Signals von 23 aufeinanderfolgenden Kryoschnitten ergibt sich die rekonstruierte
Darstellung eines Volumens (C), analog zu einer Skleraschicht mit einer Dicke von ca. 400 pm. Die mit
Trypanblau gefiillten Strukturen des Kammerwassersystems treten deutlich hervor. Es zeigen sich Gefil3e
(mit grinem © markiert), die direkt aus der Vorderkammer bzw. dem Kammerwinkel entspringen und

zum oberflichlichen Venenplexus zichen.

Erginzend sind die dullere Begrenzung und die an die Vorderkammer angrenzende innere Wand der Sklera
gekennzeichnet (rote gepunktete Linie). Zur zusitzlichen Orientierung ist in einem Augensymbol am Bild-

rand die ungefidhre Schnittposition durch eine rote Linie markiert.

(Abbildung veréffentlicht in: Gottschalk et al. (2019), Lizenz: CC BY-NC-ND 4.0.)

Die angefertigten histologischen Sklerapriparate lassen ebenfalls den Riickschluss zu, dass
anscheinend lediglich ein oberflichlicher und nicht wie beim Menschen zusitzlich ein tiefer
Venenplexus existiert. AuBerdem finden sich wie auch in Abbildung 9 einzelne grélere Kam-
mervenen, die aus der Tiefe zum oberflichlichen Venengeflecht (in Abbildung 11 mit V mar-
kiert) fihren. Im Unterschied zu den vorherigen Aufnahmen lisst sich an den histologischen
Priparaten erginzend erkennen, dass diese einzelnen Gefil3e direkt aus dem Kammerwinkel
bzw. der Vorderkammer entspringen. So ist in dem durch 3D-Rendering rekonstruierten Vo-
lumen von Abbildung 11C deutlich eine durchgehende Gefil3verbindung (in Abbildung 11
mit & markiert) zwischen der inneren, an die Vorderkammer angrenzende Sklera und dem
Venenplexus zu erkennen. Dies lie3 sich in den LE-basierten OCTA-Aufnahmen, vermut-
lich aufgrund der begrenzten Eindringtiefe, nicht darstellen. Allerdings imponieren der Ve-
nenplexus und die innere Begrenzung der Sklera im rekonstruierten Bild unscharf verdickt,
was moglicherweise auf die Deformation des Gewebes bei der Herstellung der Kryoschnitte
zurickzufthren ist. Hierbei ist zu bertcksichtigen, dass das o. g. rekonstruierte Volumen

einer Gewebeschicht mit einer Dicke von insgesamt fast 400 um entspricht, da ein einzelner
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Kryoschnitt ca. 18 um dick ist und in das 3D-Rendering insgesamt 23 aufeinanderfolgende

Kryoschnitte einbezogen wurden.

3.4 Vergleich mit ICG-basierter Bildgebung

Die Tatsache, dass das Gefilinetzwerk blind zu enden scheint, lie3 die Frage autkommen,
ob moglicherweise durch die Lipide in den LE-Tr6pfchen zarte oder distale Anteile des
Kammerwassersystems verstopft werden kénnten, sodass sich ein nicht realitdtsgetreues Ab-
bild ergibt. Daher wurde die LE-basierte OCTA mit einer Bildgebungsmodalitit verglichen,
bei der anstelle eines fettigen Kontrastmittels, eine klare, monophasische Flissigkeit zum
Einsatz kommt. Dafir wurde eine Losung aus Wasser und ICG, wie in Kapitel 2.5 beschrie-
ben, in die Vorderkammer injiziert. Analog zur LE fillten sich die Kammerwasserabfluss-
wege auch mit dem ICG-Farbstoff, was mithilfe einer Kamera des Laser-Scanning-Ophthal-

moskops sichtbar gemacht werden konnte.

Die ICG-basierte Bildgebung des Kammerwasserabflusses wurde unter méglichst identi-
schen Versuchsbedingungen durchgefithrt. Allerdings kamen Gerite unterschiedlicher Her-
steller zum Einsatz (vgl. Kapitel 2.2 und 2.5) und die Experimente erfolgten an zwei ver-
schiedenen Schweineaugen, d. h. an je einem fir die ICG-basierte und einem fiir die LE-ba-
sierte Messung. Eine sequenzielle Darstellung desselben Auges wurde in Vorversuchen ge-
testet, war aber wegen der Ansammlung von Kontrastmittel unter der Bindehaut nicht zu-

friedenstellend durchfihrbar.

Die LE-basierten OCTA-Bilder sind den ICG-Bildern in Abbildung 12 gegeniibergestellt.
Bei beiden Bildgebungsvarianten zeigt sich in spiten Perfusionsphasen ein ahnliches Fil-
lungsmuster in Form eines feinen juxtalimbalen, blind endenden GefiBnetzwerkes (siche
Abbildung 12A1 und Abbildung 12B). Unter einem vergleichbaren Perfusionsdruck von ca.
10 mmHg lieBen sich mit der ICG-Bildgebung keine kleineren Gefile als mit der OCTA

detektieren, weshalb aktuell nicht von einer Verstopfung durch die LE auszugehen ist.

Dartber hinaus lassen sich beim Vergleich der Bilder einige Vor- und Nachteile der beiden
Verfahren identifizieren. Mittels ICG wurde beispielsweise ein Bild erzeugt, das vermeintlich
plastischer wirkt (vgl. Abbildung 12B). Jedoch entstanden hier Storsignale durch die ober-
flichliche Konjunktiva (vgl. Abbildung 12B am linken Bildrand). Beachtenswert ist insbe-
sondere, dass aus der fluoreszenzangiographischen Darstellung keinerlei Tiefeninformation
gewonnen werden kann, welche im Falle der OCTA fiir den gesamten Datensatz gegeben ist

(siche Abbildung 12A2 — A3). Eine komplette 3D-Darstellung der Daten wurde allerdings
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im Rahmen dieser Arbeit nicht realisiert. Die erreichbare Auflésung des OCTA-basierten

Systems ist mindestens so gut wie die der ICG-basierten Technik.

OCTA-Bild ICG-Bild _i

En-face-Bild

paralle le s B-Bild

radiale s B-Bild

Abbildung 12: Vergleich von LE-basierter OCT- und ICG-basierter Angiographie.

Die OCTA-E#n-face-Aufnahme (A1) und das ICG-Fluorenzangiographie-Bild (B) zeigen unter dem gleichen
Versuchsaufbau und den gleichen Versuchsbedingungen ein dhnliches Fillungsmuster an zwei verschie-
denen Schweineaugen. In beiden Fillen ist ein feines juxtalimbales, blind endendes GefiB3netzwerk zu er-
kennen. Durch das fluoreszenzangiographische Verfahren lassen sich keine kleineren Gefilen darstellen,
allerdings fehlt hier jegliche Tiefeninformation, die im Falle der OCTA durch die B-Scans geliefert
wird (A2 — A3).

Die Position des limbusparallelen B-Bildes (A2) und des radialen B-Bildes (A3) wird als magenta- bzw.
turkisfarbene Linie in der En-face-Aufnahme gekennzeichnet. Zur zusitzlichen Orientierung ist in einem

Augensymbol am Bildrand die ungefihre Scanposition durch die zwei Scanachsen markiert.

(Abbildung in dhnlicher Form veréffentlicht in: Gottschalk et al. (2019), Lizenz: CC BY-NC-ND 4.0.)
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3.5 Einfluss von Bildbearbeitung auf die Bildqualitit

Unabhingig von dem Vergleich mit anatomischen Praparaten oder anderen Bildgebungsme-
thoden erschien es sinnvoll, herauszufinden, wodurch und inwieweit sich die Qualitit der
LE-basierten OCTA-Aufnahmen verbessern ldsst. Als ein erster Ansatz hierzu wurde das
Oversampling untersucht. Das heil3t, es wurden aus vier nacheinander aufgenommenen Bild-
datensitzen sowohl fir die En-face-Aufnahme als auch fir die zugehdrigen B-Bilder Mittel-
wertbilder generiert. Hauptlimitation dieser Technik ist aktuell, dass die vom System beno-
tigte Zeit zur Erzeugung eines Finzelbildes (d. h. vom Start einer Aufnahme bis zu einem
moglichen neuen Start) ungefahr 18 Sekunden betrigt. Damit ist die minimale Zeitspanne
zur Akquirierung von insgesamt vier Bilddatensiatzen mindestens 72 Sekunden lang. Dies
beschrinkt die Anwendung auf einen stabilen Versuchsaufbau, der nur ex vivo zu erreichen
ist. Zudem muss die Fullung der Gefile einen statischen Zustand erreicht haben. Daher
wurden zur Mittelwertbildung stets Bilder spiter Perfusionsphasen ausgewihlt, da sich in

frihen Phasen des LE-Einstroms die Gefd3fillung zeitlich noch stark dndert.

Fir zwei verschiedene Schweineaugen wurde in Abbildung 13 jeweils eine der vier Einzel-
aufnahmen dem erzeugten Mittelwertbild gegentibergestellt. Im Vergleich zeigte sich eine
deutliche Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnisses. So erscheinen Sklera und Cornea
weniger gekornt und der gewebefreie Hintergrund homogener dunkel. Allerdings wirken die
roten LE-Signale insgesamt weichgezeichnet, also weniger scharf als in den Einzelaufnah-
men. Da in den Mittelwert-Aufnahmen die rote Granulierung, die die Einzelbilder ver-

rauscht, jedoch deutlich vermindert ist, treten die Gefal3signale trotzdem besser hervor.
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Schweineauge A
! Einzelbild Mittelwertbild 1 t

En-face-Bild

paralleles B-Bild

radiales B-Bild

Schweineauge B

En-face-Bild

paralleles B-Bild

radiales B-Bild

Abbildung 13: LE-basierte OCTA-Aufnahmen vor und nach Mittelwertbildung.

Bei zwei verschiedenen Schweineaugen A und B wurde aus je vier Einzelbildern in spiten Perfusionspha-

sen ein zugehoriges Mittelwertbild generiert. Beim Vergleich von einem Einzelbild (A, C, E bzw. G, I, K)

mit dem korrespondierenden Mittelwertbild (B, D, F bzw. H, J, K) wird eine Verbesserung des Signal-
Rausch-Verhiltnisses durch die Bildkorrektur deutlich.

(Abbildungen in dhnlicher Form veréffentlicht in: Gottschalk et al. (2019), Lizenz: CC BY-NC-ND 4.0.)
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4 Diskussion

4.1 Auswahl der Versuchsmaterialien

Fir die durchgefithrten Versuche wurden Schweineaugen als Modellaugen ausgewahlt. Wie
in Kapitel 1.1.4 bereits erldutert, unterscheiden sich humane und vom Schwein stammende
Augen hinsichtlich des Vorhandenseins eines Schlemm-Kanals, welcher bei Schweinen nicht
in analoger Weise zu existieren scheint, sondern vielmehr durch den agueons angular plesus
reprisentiert wird (McMenamin und Steptoe 1991). Zudem ist bei Schweinen keine klare
anatomische Verbindung zwischen dem Ziliarkérper und den Abflusswegen vorhanden,
sondern der Ziliarkérper wie bei anderen (nicht zu den Primaten zihlenden) Plazentatieren
in zwei Anteile gespalten, sodass eine Ziliarkérperliicke entsteht (McMenamin und Steptoe
1991). Doch auch unter Berticksichtigung der anatomischen Heterogenititen ist die Verwen-
dung von Schweineaugen als Modell fiir menschliche Augen sinnvoll (Ruiz-Ederra et al.
2005). Beide weisen eine ahnliche Augapfelgrof3e und vergleichbare Vorderkammermalle auf
(McMenamin und Steptoe 1991). AuBlerdem ist im Vergleich zu anderen Siugetieren die
Kammerwinkelarchitektur bei Schweinen stirker trabekulir statt retikuldr organisiert und da-
mit dem menschlichen Trabekelmaschenwerk deutlich dhnlicher (McMenamin und Steptoe
1991). Dartiber hinaus sind Schweineaugen preisgunstig, leicht erhiltlich und derzeit ethisch
wenig problematisch nutzbar. Unabhingig von der Wahl des Spenderlebewesens sind bei
allen Modellaugen mégliche post mortem entstandene Strukturverinderungen zu bedenken, die
beispielsweise durch die versiegte Blutversorgung, den fehlenden Augeninnendruck, den an-

schlieBenden Transport oder die Tiefkiihlung hervorgerufen worden sein kénnen.

Das Promotionsprojekt basiert auf dem Einsatz der Optischen Kohidrenztomographie. Von
klinischer Relevanz ist, dass OCT-Gerite weit verbreitet sind, weshalb ihre Handhabung ge-
ldufig ist und keine zusitzlichen Anschaffungskosten entstehen. Der grof3e Vorteil besteht
vor allem in der Moglichkeit der dreidimensionalen Darstellung durch den Erhalt der Tiefe-
ninformation. Zu beachten ist jedoch, dass mit der Verwendung eines Kontrastmittels die
Nichtinvasivitit verloren geht. Dartiber hinaus sind technische Limitationen des verwende-
ten OCT-Systems zu berticksichtigen. Das hauptsichlich genutzte Cirrus 5000-OCT-Modell
hat nativ im Vorderabschnitt eine axiale Tiefenauflésung von 5 um bei einer A-Scan-Tiefe
zwischen 2,0 mm und 5,8 mm (siche Tabelle A.1 im Anhang), wobei unter Verwendung des
zur Verfliigung gestellten Linsen-Prototyps zur Vorderabschnitt-OCTA keine Einbuflen in
der axialen Scantiefe beobachtet wurden. Die tatsichlich erzielbare Scantiefe wurde haupt-

siachlich durch die Eindringtiefe des Scanstrahls in die stark lichtstreuende Sklera bedingt.
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Diese betrug ca. eine halbe Skleradicke (siche Abbildung 9, Abbildung 10, Abbildung 12 und
Abbildung 13). Damit ist die Sklera nicht vollstindig beurteilbar und beteiligte tiefliegende
Kammerwasserabflussstrukturen wurden nicht abgebildet. Diesem Argument steht zumin-
dest entgegen, dass sich sowohl in den ICG- als auch in den Histologie-Vergleichsbildern
keine zusatzlichen Kammerwassergefifle gezeigt haben. Nachteilig ist zudem, dass die Da-
tenerfassung, vor allem bei den OCT-Geriten des SD-Typs (vgl. Kapitel 1.2.2), zeitaufwen-
dig und damit die zeitliche Auflosung vergleichsweise gering ist. Der Einsatz von schnelleren
OCT-Geriten, zum Beispiel als SS-Variante, und Fortschritte in der Computer- und Bildver-

arbeitungstechnologie konnten diesen Aspekt verbessern.

Als Kontrastmittel fir die OCT haben sich bereits seit einigen Jahren Goldnanostibchen
bewihrt (Troutman et al. 2007; Wang et al. 2014; de la Zerda et al. 2015). Sie sind durch
Kopplung an Proteine oder Antikérper als Target-Biomolekil nutzbar. Allerdings ist ihre
Anschaffung sehr teuer und die mechanische Verlegung kleiner Gefifllumina oder eine to-
xische Wirkung beim Ix-vivo-Einsatz sind zu berticksichtigen (Alkilany et al. 2012; Wan et al.
2015). Als guinstigere und einfacher nutzbare Variante wurden fur diese Versuche Lipidemul-
sionen, genauer gesagt Propofol-Praparate, eingesetzt. Prinzipiell wire auch der Einsatz an-
derer fettiger Emulsionen wie freiverkauflicher Milch denkbar. In vorangegangen Experi-
menten hat sich der Vorteil der Propofol-Losungen gegeniiber Milch darin gezeigt, dass
Propofol-Emulsionen die beste Kombination aus Signalstirke und Eindringtiefe aufwiesen
(Gottschalk et al. 2019). Des Weiteren untetliegen die Propofol-Produkte als Medizinpro-
dukt strengen Kontrollen, wodurch eine zeitlich konstante Zusammensetzung der Inhalts-
stoffe gewihrleistet ist, wihrend Milch als biologisches Produkt von Faktoren wie Umwelt-
einfliissen, Fiitterung, Haltung, Tiergesundheit o. A. abhingt und ein héheres allergisches
Potential besitzt. Eine mogliche Okklusion der Kammerwasserstrukturen durch die enthal-
tenen Lipidtropfchen hat sich in den durchgefithrten ICG-Vergleichsexperimenten nicht be-
statigt (vgl. Kapitel 3.4). Eine Verlegung scheint zudem unwahrscheinlich, wenn man be-
denkt, dass nach dynamischen Lichtstreuungsmessungen der Durchmesser der Propofol-
Tropfchen ca. 100 nm betrdgt (Gottschalk et al. 2019) und damit die Gefidl3e des agueons
angular plexns mit 20 um einen deutlich groBeren Durchmesser aufweisen (McMenamin und
Steptoe 1991). Allerdings sind bei der Anwendung am Auge eine Interaktion mit Wandstruk-
turen oder eine toxische Wirkung 77 vivo nicht auszuschlieBen. Dies betrifft vor allem das
Trabekelmaschenwerk. Diesbeztglich sind weitere Studien notig. Besonders zu berticksich-
tigen ist, dass die Propofol-Priparate als Narkotikum den Wirkstoff 2,6-Diisopropylphenol

enthalten. Auch wenn Propofol eine hohe Plasma-Clearance aufweist, nach Konjugation und
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Glucuronidierung renal ausgeschieden wird und in der geringen verwendeten Dosis von ca.
1 ml reiner Propofol-Lésung (10 mg/ml) nicht von einer andsthetischen Wirkung auszuge-
hen ist, so ist aktuell der lokale sowie systemische Einfluss des narkotisierenden Wirkstoffs
bei der Anwendung am Auge unklar. Diese Problematik liee sich durch den Einsatz einer
wirkstofffreien Trigersubstanz umgehen. Eine derartige Alternative konnte beispielsweise
das Produkt Intralipid sein, welches ebenfalls auf Sojabohnendl basiert und Triglyceride und
Phospholipide enthilt. Dieses wurde zur Kontrastverstirkung bei der Darstellung von Ka-
pillarnetzwerken mittels OCT in Miusegehirnen bereits angewendet (Pan et al. 2014). Au-
Berdem wurde Intralipid zur quantitativen Analyse der Eindringtiefe und der Konzentrati-
onsabhingigkeit des Streuungskoeffizienten in der OCT genutzt (Kodach et al. 2010). Dar-
Uber hinaus zeigen Propofol-Losungen auch in 25- oder 50-prozentiger Verdiinnung mit
PBS ein zwar schwicheres, aber immer noch detektierbares Signal. Prinzipiell wire also auch
die Verwendung von Propofol-Produkten in deutlich geringerer Konzentration denkbar,
wodurch eine anisthesierende Wirkung weiter vermindert werden wiirde. Hierzu fehlen bis-

lang konkrete Studien mit Verdiinnungsreihen.

4.2 Evaluation der Versuchsergebnisse

Zusammen betrachtet ldsst sich sagen, dass das primire Ziel dieser Promotionsarbeit erreicht
werden konnte. Denn es konnte nachgewiesen werden, dass Propofol-Priparate ex vivo als
OCT-Kontrastmittel fungieren kénnen. Dabei qualifizieren sich die Lipidlésungen als Kon-
trastmittel, weil sie erstens auch innerhalb von Gewebe eine starke Reflektivitit aufweisen
und zweitens ein zeitlich fluktuierendes Signal erzeugen, was sich bereits an frihen Experi-
menten am Spectralis-OCT-System zeigen lie3. Hierbei erwiesen sich neben einer Leckage
allerdings starke Helligkeitsschwankungen (sowohl innerhalb eines Szack als auch zwischen
verschiedenen Rohbildsequenzen) als problematisch. Die beobachtete zeitliche Fluktuation
des Signals er6ffnete jedoch die Option, das Kontrastmittel analog der OCT'A-Technologie
zu detektieren, was am Zeiss-OCT-Modell realisiert werden konnte. Diese als ILE-basierte
OCTA bezeichnete Bildgebungsmodalitit wurde wihrend dieser Promotion entwickelt und

von unserer Arbeitsgruppe erstmalig beschrieben.

Da die LE-basierte Darstellung auf Algorithmen der OCTA zuriickgreift, ist zu bedenken,
inwiefern das detektierte LE-Signal flussabhingig war. Grundsatzlich ist klar, dass bei Ex-
vivo-Versuchen kein Blutfluss oder zirkulierender Kammerwasserstrom wie 7 vivo votliegt.
Allerdings handelt es sich auch nicht um ein vollig statisches System, da es beispielsweise

aufgrund der Brownschen Molekularbewegung der Fetttropfchen eine Grunddynamik gibt.
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AuBlerdem zeigt sich besonders in den zeitaufgelosten LE-basierten OCTA-Aufnahmen,
dass sich die LE als Strom im Kammerwassersystem verteilt. Experimente, die gezielt die
Flussabhingigkeit der Signalextraktion untersuchen, wurden bisher nicht durchgefiihrt. Da-
bei ist zu beachten, dass zur Signaldetektion auf die geritinterne Software zuriickgegriffen
wird, dessen Technologie durch den Hersteller geschiitzt ist, und daher die zugrunde gelegten

Analysemechanismen nicht im Detail bekannt oder gar modifizierbar sind.

Es kann als begleitender Erfolg gewertet werden, dass ein zur Fragestellung passender Ver-
suchsaufbau entwickelt werden konnte, welcher reproduzierbare Messungen in praktikabler
Durchfthrung erméglichte. So konnten die Modellaugen weitestgehend unbeschidigt, un-
verformt sowie in idealer Ausrichtung positioniert und die LE beim gewtiinschten Druck und
zum gewihlten Zeitpunkt infundiert werden. Zielfiihrend war dabei insbesondere die Idee,
das Auge durch einen Unterdruck von hinten anzusaugen. Dies lie3 sich durch die Kombi-
nation aus der mittels 3D-Druck hergestellten Halterung und dem aufgesetzten Pipettierball
umsetzen. Allerdings wurde zur Vermeidung von unphysiologischen Druckartefakten ein
relativ geringer Perfusionsdruck von ca. 10 mmHg gewihlt und damit in Kauf genommen,
dass manche intraskleralen Kammerwasservenen ggf. nicht perfundiert wurden. Auflerdem
fehlt aktuell die Moglichkeit am Modellauge 360°-Scans durchzufithren. Zwar ist die Halte-
vorrichtung prinzipiell drehbar konstruiert, da das Auge im Trichter aber leicht abgekippt ist,
wirde eine reine Rotation um die Lingsachse der Halterung eine ungeeignete Messposition

hervorrufen.

Neben den technischen Machbarkeitsnachweisen ist es durch den Einsatz von Lipidlésungen
gelungen, einzelne Komponenten des Kammerwasserabflusssystems im Schweineauge dar-
zustellen. Damit wurde ein weiteres Projektziel erreicht. Durch die Kombination aus Ezn-face-
Aufnahmen und B-Bildern konnte ein dreidimensionaler Eindruck vom Verlauf der beteilig-
ten Abflussstrukturen gewonnen werden. Eine vollstindige 3D-Darstellung des gesamten
aufgenommenen Venennetzwerkes wurde technisch noch nicht realisiert, was bedeutet, dass
vom aufgenommenen Datensatz aktuell nur ein Teil genutzt wird. Die gewonnenen Bilder,
vor allem der frithen Einstromphase, ergaben signifikante Unterschiede gegeniiber dem
menschlichen Kammerwasserabflusssystem, insbesondere zeigte sich kein Schlemm-Kanal
und keine dquivalenten Kollektorkanile. Hingegen stellten sich einzelne gréBere Kammer-
wasservenen dar, welche das Kammerwasser primir ableiten, sowie ein dahinter liegendes

verzweigtes juxtalimbales Netzwerk.

Aufgrund der begrenzten Eindringtiefe war es bisher nicht méglich, den Weg des Kam-

merwassers nahtlos zu verfolgen und damit das komplette Drainagesystem abzubilden. So
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war in den LE-basierten OCTA-Bildern keine Verbindung zur Vorderkammer erkennbar.
Anhand der histologischen Vergleichspriparate lisst sich jedoch vermuten, dass grof3e
Kammerwasservenen im Bereich des Kammerwinkels entspringen und zum oberflichlichen

Venengeflecht ziehen.

Aullerdem bleibt unklar, wohin die Gefille des juxtalimbalen Plexus weiterfithren. In den
gewonnenen Aufnahmen schienen sie nahe des Liwbus blind zu enden. Es ist daher nicht
auszuschlieBen, dass sie in Wirklichkeit einen Blutgefi3-Plexus reprisentieren, welcher sich
retrograd mit Kontrastmittel gefiillt hat. Dies stiinde in Ubereinstimmung mit bisherigen
anatomischen Beschreibungen (McMenamin und Steptoe 1991). Da aber initial primar die
Vorderkammer mit der LE befiillt wurde, miisste dennoch eine Verbindung zwischen der

Vorderkammer und diesen Blutgefi3en bestehen.

Des Weiteren zeigte sich an den Modellaugen ein unterschiedlich dichtes Verteillungsmuster.
Diese Unterschiede konnten schlicht interindividuell bedingt sein oder aber eine regional-
segmentale Anordnung von Kammerwassergefillen widerspiegeln. Ein sektoriell unter-
schiedlicher Kammerwasserabfluss hat sich sowohl bei nicht humanen als auch menschli-
chen Augen experimentell gezeigt (vgl. Kapitel 1.3.2) (Hann et al. 2011; Swaminathan et al.
2014; Huang et al. 2017). AuBlerdem wurden auch in Bezug auf den intraskleralen Venenple-

xus verschieden dichte Areale beschrieben (Kagemann et al. 2011).

Die aus den histologischen Priparaten entstandenen Abbildungen lieferten wertvolle Ver-
gleichsinformationen. Wie bereits erwihnt, lieBen sie Rtickschliisse auf eine Verbindung zwi-
schen dem Kammerwinkel und den in der OCTA detektierten Venen zu. Jedoch muss be-
rucksichtigt werden, dass die sehr feinen Kryoschnitte anfillig fiir Praparationsartefakte sind
und dass post mortems entstandene Strukturverinderungen an den Schweineaugen nicht nur die
OCTA-Bilder, sondern in gleicher Weise auch die histologischen Schnitte betreffen. Insge-
samt sind die histologischen Bilder als eine erste Annaherung zu sehen, da fir sichere Aus-
sagen bislang reproduzierbare Ergebnisse fehlen. Dazu miussten die Kryoschichtungen er-
ginzend an anderen Augen und weiteren Abschnitten entlang der Zirkumferenz des Auges

durchgefithrt werden.

Die durchgefihrten ICG-Aufnahmen dienten unter anderem dazu, die neue Bildgebungs-
form mit bekannten Verfahren zu vergleichen. Auch wenn mittels ICG ein plastischer wir-
kendes Bild erzeugt wurde, so stellte sich neben den konjunktivalen Storsignalen als erhebli-
cher Nachteil der ICG-Angiographie heraus, dass keine B-Scan-Analoga existieren und damit
im Gegensatz zur OCT keine Tiefenzuordnung der Gefidle méglich war. Zum anderen sollte

durch den ICG-Vergleich eine mogliche Verstopfung der Kammerwasservenen durch die
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LE ausgeschlossen werden. Und in der Tat entstand auch bei der hydrophilen ICG-Losung
ein dhnliches Verteilungsmuster. Dennoch bleibt die Rolle des feinen intraskleralen Ge-
talnetzwerkes und die Frage nach der moglichen retrograden Fillung von Blutgefid3en nicht
geklirt. Unabhingig davon ist zu berticksichtigen, dass die beiden Verfahren an unterschied-
lichen Augen getestet wurden. Fin direkter Vergleich, bei dem beide Losungen aufeinander-
folgend am selben Auge injiziert wurden, konnte bisher u. a. aufgrund von intraluminalen
Flussigkeitsriickstinden, oberflichlichen Lecks oder Verinderungen durch das Aufquellen

des Gewebes nicht realisiert werden.

Durch das Oversampling bzw. die Mittelung korrespondierender Datenpunkte der LE-basier-
ten OCTA-Aufnahmen konnte eine erhebliche Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnis-
ses erzielt werden, was ein gewtinschter positiver Effekt der Mittelwertbildung war. Aller-
dings bringt dieser Vorgang nicht nur Vorteile mit sich. So resultiert aus der Mittelung von
Datenpunkten beispielsweise eine hohere Anfilligkeit fir Bewegungsartefakte. Auflerdem
verringert sich der Kontrastumfang, da sehr dunkle bzw. sehr helle Pixel des Ursprungsbildes
durch den Bearbeitungsprozess wegtallen. Hinzu kommt, dass fiir die Mittelung eine lingere
Akquisitionszeit notig ist. Daher konnte diese Methode auch nur in spiten Perfusionsphasen
genutzt werden, weil sich in der Frithphase das Verteilungsmuster zu stark andert. Grund-
satzlich ist anzumerken, dass im Rahmen dieses Projektes lediglich der Effekt der Mittelwert-
bildung untersucht wurde. Weitere Einflussfaktoren und Verbesserungsmoglichkeiten der

Bildqualitit bleiben zu analysieren.

4.3 Ausblick

In Zusammenschau der Ergebnisse und deren kritischer Begutachtung ergeben sich neue

Fragestellungen fiir mogliche zukiinftige Experimente.

Hinsichtlich der Lipidemulsionen kénnten Versuche mit Verdinnungsreihen folgen, um den
Einfluss der Propofol-Konzentration explizit zu untersuchen. Aulerdem fehlen bislang Stu-
dien unter Verwendung einer wirkstofffreien Alternative wie Intralipid. Gleichzeitig bleibt
zu klaren, inwieweit durch die Propofol-Produkte iiberhaupt eine Interaktion mit Wand-
strukturen oder eine toxische Wirkung des Wirkstoffs vorliegt. Auch In-vitro-Messungen zur
quantitativen Analyse von Flussgeschwindigkeiten oder anderen physikalischen Eigenschaf-
ten der LE koénnten eine umfassendere Charakterisierung der LE voranbringen. Hierzu ist
die Verwendung von Réhrchen aus Glas oder transparentem Kunststoff denkbar, deren

Maf3e denen der Kammerwassergefille entsprechen.
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Unter Beibehaltung des derzeitigen experimentellen Setups ist die Identifizierung weiterer
Einflussfaktoren auf die Bildqualitit wiinschenswert. Dabei bleibt zu untersuchen, was vor
und wihrend der Messung zu beachten ist und wodurch das Bild im Nachhinein optimiert
werden kann. Eine Anpassung des Versuchsaufbaus kénnte auf die Durchfithrbarkeit von
360°-Scans, also Scans vollstindig entlang der Zirkumferenz des Auges, abzielen. Zumindest
das Abscannen aller vier Quadranten desselben Versuchsauges wire wiinschenswert, bei-
spielsweise um die vorbeschriebenen segmentellen Unterschiede des Netzwerkes zu visuali-

sieren (Swaminathan et al. 2014; Loewen et al. 2016; Huang et al. 2017).

Ein weiterreichendes Ziel stellt sicherlich die Ausweitung der Ex-vivo-Experimente auf
andere Spezies dar. Fin nichster Schritt wire die Verwendung von Primatenaugen, welche
dem menschlichen Auge dul3erst dhnlich sind. Sie kénnten Klarheit dartiber bringen, ob sich
die bisher bekannten Kammerwasserabflussstrukturen auch mittels LE-basierter OCTA
identifizieren lassen. Als Ziel der ferneren Zukunft konnten Ex-vzvo-Studien an humanen
Augen angestrebt werden. Optimalerweise lieBen sich durch sie neue Erkenntnisse in der
Grundlagenforschung gewinnen oder mdglicherweise die Rolle des uveoskleralen und

uveolymphatischen Weges ergriinden (Bill 1965; Bill und Phillips 1971; Yticel et al. 2009).

Im Idealfall fithrt die LE-basierte OCTA-Technik langfristig zu einer In-vivo-Bildgebung.
Durch diese lie3e sich beispielsweise die Rolle des IOD untersuchen, post morten verursachte
Artefakte umgehen und ggf. kliren, ob eine retrograde Fullung der Blutgefil3e vorliegt. Noch
relevanter wire sicherlich die Méglichkeit der intraoperativen Anwendung. Da in vielen
Fachdisziplinen die intraoperative Bildgebung immer popularer wird, ist es naheliegend, dass
sich dieser Trend auch bei der OCTA durchsetzt. Dann wire mithilfe der Vorderabschnitts-
linse automatisch auch die Méglichkeit zur intraoperativen LE-basierten OCTA gegeben.
Eine In-vivo-Diagnostik konnte niitzlich sein, um individuelle Abflussstérungen des Kam-
merwassers zu erkennen und damit Regionen zu identifizieren, in denen eine Beseitigung des
Abflusshindernisses besonders vielversprechend ist. So konnte beispielsweise die gezielte
Platzierung von Stents ermdglicht und die Effektivitit der Trabekulotomie erhoht werden,
wie es schon mittels Agueons angiography gezeigt wurde (Huang et al. 2016). Folglich kénnten
die Glaukomchirurgie und damit therapeutische Maf3nahmen fir betroffene Patientinnen

und Patienten effektiver werden.
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5 Zusammenfassung

Das Glaukom zihlt derzeit zu den hiaufigsten Ursachen von Erblindung in Deutschland und
der Welt. Zugrunde liegt oft eine Verlegung des Kammerwinkels oder eine Abflussbehinde-
rung im Trabekelmaschenwerk. Die Therapie hat vorrangig die Senkung des intraokularen
Drucks zum Ziel. Dabei kommen verschiedene chirurgische Verfahren zum Einsatz, deren
Erfolg zurzeit noch interindividuell sehr verschieden ist. Um Aufschluss tiber anatomische
Details, pathophysiologische Einflussfaktoren und nicht zuletzt Hinweise auf die explizite
Lokalisation von Abflussstorungen zu erhalten, ist eine Bildgebung des Kammerwasserab-
flusssystems wiinschenswert. Mochte man dabei auf die Optische Kohirenztomographie
(engl.: optical coberence tomography (OCT)) zugreifen, so erscheint aufgrund des monophasischen
Charakters des Kammerwassers und der intraskleralen Lage der Gefille der Einsatz eines
Kontrastmittels zielfihrend. Diesbeziiglich haben sich Lipidemulsionen als mégliche Kan-
didaten herausgestellt. In In-vitro-Versuchen zeigten Propofol-Lésungen die beste Kombina-

tion aus Eindringtiefe und Reflektivitit sowie eine zeitliche Schwankung der Signalintensitit.

Daran ankniipfend wurde im Rahmen dieses Promotionsprojektes in Ex-vivo-Experimenten
analysiert, ob Propofol-Praparate als Kontrastmittel fiir die OCT taugen und inwieweit das
Kammerwassernetzwerk eines Auges damit abgebildet werden kann. Hierzu wurden enukle-
ierte Schweineaugen mit Propofol-Losungen perfundiert, vor einem handelsiiblichen OCT-
Gerit positioniert und dann Lipidemulsion-basierte OCT-Aufnahmen erzeugt. Nachtriglich
erfolgte eine softwaregestiitzte Bearbeitung der Rohdaten. Zusitzlich wurden nach Perfusion
mit Indocyaningrin fluoreszenzangiographische Vergleichsmessungen durchgefithrt und

histologische Priparate nach Firbung der Kammerwassergefi3e mit Trypanblau angefertigt.

In den Experimenten zeigte sich, dass die Lipidemulsionen auch ex »ivo ein starkes Signal
erzeugen, welches aufgrund der zeitlichen Fluktuation mittels Standardabweichungsberech-
nungen von der Umgebung abgrenzbar ist. Durch Verwendung einer speziellen Vorderab-
schnittslinse konnte diese Eigenschaft genutzt werden, um das Signal mithilfe der OCT-An-
giographie-Technik zu extrahieren. Es konnten zeitaufgel6st und reproduzierbar Aufnahmen
gewonnen und somit ein neuartiges Verfahren zur Bildgebung des Kammerwassersystems
vorgestellt werden. Aus jedem 3D-Datensatz lieBen sich ein En-face-Ubersichtsbild sowie
B-Scans an frei wihlbarer Lokalisation generieren. Folglich konnte eine dreidimensionale
Darstellung mit Tiefenzuordnung realisiert werden. Durch die anschlieBende Bildbearbei-
tung im Sinne einer Mittelwertbildung war es méglich, das Signal-Rauschverhiltnis und da-

mit die Gesamtqualitit eines Bildes erheblich zu verbessern.
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Ferner lieBen die Versuche Ruckschlisse tiber das Kammerwassersystem des Schweineauges
zu. Im Vergleich zum Menschen zeigten sich signifikante anatomische Unterschiede. Insbe-
sondere konnte beim Schweineauge kein tiefer, sondern nur ein oberflichlicher Venenplexus
identifiziert werden. Dessen Gefidlle schienen stets in derselben Skleratiefe zu liegen und
sowohl in den Lipidemulsion-basierten OCT-Angiographie- als auch den Indocyaningriin-
Messungen blind nahe des Lizbus zu enden. Eine direkte Verbindung zwischen Vorderkam-
mer und dem Venenplexus zeigte sich aufgrund der begrenzten Eindringtiefe nicht in den
Lipidemulsion-basierten OCT-Angiographie-Aufnahmen, jedoch in den histologischen Ver-
gleichspriparten. Letztere bestitigten die Existenz einzelner groflerer Kammerwasservenen,

die aus der Tiefe zum oberflichlichen Venengeflecht ziehen.

Im Hinblick auf die anatomischen Unterschiede bleibt zu diskutieren, ob dem menschlichen
Auge dhnlichere Modellaugen, beispielsweise von Primaten, geeigneter wiren. Post mortem
entstandene Strukturverinderungen sind ex vzvo grundsatzlich zu berticksichtigen. Weiterhin
wire, moglicherweise durch den Einsatz eines neueren OCT-Modells, eine Verbesserung der
Eindringtiefe und der zeitlichen Auflésung winschenswert. Aulerdem sind bei der Auswahl
der Versuchsmaterialien wirkstofffreie Lipidemulsionen anstelle der anasthetischen Propo-
fol-Losungen in Erwigung zu ziehen, um eine lokale oder systemische Interaktion sowie eine
toxische Wirkung unwahrscheinlicher zu machen. Eine Okklusion der Gefa3lumina durch
Bestandteile der Lipidemulsionen hat sich als nichtzutreffend herausgestellt, ist jedoch fiir
beide Produktarten nicht sicher auszuschlieBen. Dartuber hinaus ist zu kliren, ob das visuali-
sierte Venengeflecht nicht tatsiachlich einen retrograd mit Kontrastmittel gefiillten Blutgefal3-
Plexus reprisentiert und ob durch eine Verdnderung des Perfusionsdrucks weitere, bisher

nicht identifizierte Kammerwasserabflussstrukturen dargestellt werden kénnen.

Fir die Zukunft sind weiterfihrende In-vitro-Experimente zur Charakterisierung der Lipid-
emulsionen sowie Studien mit Verdunnungsreihen denkbar. Aulerdem sind weitere Metho-
den zur Verbesserung der Bildqualitit und zur Visualisierung der gesamten Zirkumferenz
eines Modellauges zu entwickeln. Auf lange Sicht wire die Etablierung der Lipidemulsion-
basierten OCT-Angiographie als Irz-vivo-Bildgebung, insbesondere im Rahmen einer intra-
operativen Anwendung, wiinschenswert. Idealerweise kénnten dadurch zukinftig sowohl
das pathophysiologische Verstindnis als auch durch gezielte chirurgische Interventionen die
Therapie des Glaukoms und die Prognose betroffener Patientinnen und Patienten grundle-

gend verbessert werden.
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6  Anhang

Tabelle A.1: Technische Daten des Spectralis-OCT- und Cirrus HD-OCT-Geriites.

BASISDATEN

Hersteller
Modell

Methodik
OCT-Lichtquelle
A-Scan-Frequenz
A-Scantiefe”
axiale Auflsung”
transversale

Auflésung”

Zusatzfunktionen

Spectralis-OCT

Heidelberg Engineering GmbH,
Heidelberg, Deutschland
HRA+OCT

spectral domain (SD)
Superlumineszenzdiode

(870 nm)

maximal 40.000 Hz

(im Standard-Modus)

1,9 mm

3,9 -7 um”

6—14 um"™

ICG-Angiographie
(Diodenlaser (790 nm)),
Fluoreszenz-Angiographie
(Festkorperlaser (488 nm)),
Infrarot Reflexion,
Blau-Reflexion,

Blue Laser Autofluoreszenz,

Multicolor

Cirrus HD-OCT

Catl Zeiss Meditec Inc.,
Dublin, USA

5000

spectral domain (SD)
Superlumineszenzdiode
(840 nm)

maximal 68.000 Hz

posterior: 2,0 mm

anterior; 2,0 — 5,8 mm’”

postetiot: 5 pm

anterior: 5 um

posterior: 15 pm

anterior: <20 — <45 um”
Fundusbilder (Linien-Scanning-
Ophthalmoskop (750 nm),
Irisbilder (CCD-Kamera),
OCT-Angiographie (mit der Zeiss
AngioPlex-Einheit (3x3-, 6x6-Scan))

“in Gewebe, ™ je nach Modus
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