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1 Einleitung

1.1 Die Frihgeburt

Die Geburt eines Kindes vor der abgeschlossenen 37. Schwangerschaftswoche (SSW)
wird definitionsgemal als Frihgeburt bezeichnet [17]. Subklassifiziert wird zwischen
moderater Friihgeburt (32 - <37 SSW), sehr friih geborenen (28 - <32) und extrem frih
geborenen Kindern (<28) [17]. Die Anzahl frihgeborener Kinder ist in den Jahren 1990
bis 2010 weltweit gestiegen, im Jahre 2010 waren es geschatzte 14,9 Mio., dies
entspricht mehr als jedem zehnten Neugeborenen weltweit [16]. 2008 beliefen sich die
Frihgeburten in Europa auf 5,5 - 11,1%, in Deutschland lag die Quote bei 9,0% und ist
im europaischen Vergleich relativ hoch [156].

Fortschritte in der perinatalen Intensivmedizin reduzieren zudem die Mortalitat und
Morbiditat extremfriihgeborener Kinder [17, 75]. Fellman et al. berichteten von einer 1-
Jahres-Uberlebensrate Extremfriihgeborener (€ 26 SSW) von durchschnittlich 70%,
wobei mit héherem Gestationsalter (GA) die Uberlebenswahrscheinlichkeit stieg [40].
Stensvold et al. berichteten von einer 1-Jahres-Uberlebensrate zwischen 18% (22.
SSW) bis 90% (26. SSW). Die Morbiditat der Kinder, die ein Jahr Uberlebten, lag
jedoch uber 50% [139].

Frihgeborene Kinder haben ein vermehrtes Risiko fir akute postpartale
Komplikationen und chronische Erkrankungen [17]. Die Komplikationen nach
Frihgeburt sind die haufigste Todesursache Neugeborener (35%) und die

zweithaufigste Todesursache bei Kindern unter 5 Jahren nach der Pneumonie [17].

Verlasst der Fetus das intrauterine Milieu zu frih, stért dies den weiteren
Entwicklungsprozess, strukturelle und funktionelle Defizite sind die Folge [41]. Mehrere
Arbeitsgruppen dokumentierten bei Frihgeborenen eine reduzierte axiale Lange des
Auges, eine flachere vordere Augenkammer, eine starker gekrimmte Hornhaut und
eine dickere Linse [29, 41, 42]. Diese Abweichungen verstarkten sich bei Kindern die
zusatzlich an einer Frihgeborenenretinopathie (retinopathy of prematurity, ROP)

erkrankt sind und erhéhen das Risiko flir Ametropien [29].
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Tab. 1 Haufige Komplikationen friihgeborener Kinder

Organsystem Erkrankung
Kardiovaskulares System  PDA, Asphyxie, Bradykardie, Hypertonie
Respiratorisches System  IRDS, BPD, Apnoe, Asphyxie, reduzierte Lungenfunktion,

erhohte Pravalenz fir Asthma

Gastrointestinaltrakt Erschwerte Futterung postpartal, NEK

Visuelles System ROP, Myopie, Hypermetropie, Amblyopie, Strabismus,
kortikale Sehstérungen

Auditorisches System Reduziertes Horvermogen

Immunologie Erhdhtes Risiko fur Infektionen

Neurologie Gestorte zerebrale Durchblutung, PVLM, Hirnblutungen,

Zerebralparese, Kognitive und motorische Defizite
Hamatologie Frihgeborenen-Anamie, reduzierte Hamatopoese

persistierender Ductus Arteriosus (PDA), Infant respiratory distress syndrome (/IRDS)
bronchopulmonale Dysplasie (BPD), nekrotisierende Enterokolitis (NEK)
Frihgeborenenretinopathie (ROP), periventrikulare Leukomalazie (PVLM) [17, 73, 76, 117, 136]

1.2 Fruhgeborenenretinopathie

In den 1940er Jahren wurde erstmals das Bild der retrolentalen Fibroplasie bei
Frihgeborenen beschrieben [67]. Die Erkrankung bezeichnete die vollstandige
Ablosung der Netzhaut hinter der Linse und resultierte aus einer Hyperoxygenierung
Frihgeborener bei Lungenunreife [67, 134]. Trotz verbesserter intensivmedizinischer
MaRnahmen ist die ROP aufgrund der erhéhten Uberlebenswahrscheinlichkeit sehr
frihgeborener Kinder mit geringem Geburtsgewicht (GG) auch heutzutage ein
prasentes Krankheitsbild [67, 98].

1.2.1 Atiologie und Pathophysiologie

Ab der 4. Woche der Embryonalperiode sind erstmals grobe Anlagen der Augen als
Furchen des noch nicht verschlossenen Vorderhirns erkennbar [129]. In der 7. Woche
beginnt die Differenzierung der Netzhaut aus dem Augenbecher, einer Ausbuchtung
des Vorderhirns [129]. Die Netzhaut selbst ist im ersten Trimester noch nicht
vaskularisiert, ihre Oxygenierung wird durch die choroidalen und hyaloiden Gefale
sichergestellt [130]. Die retinale Angiogenese wird erst durch einen erhdhten
Metabolismus in der Netzhaut und damit einhergehender Hypoxie induziert [27, 130].
Dieser Zustand physiologischer Hypoxie fuhrt zu einer vermehrten Expression von

vaskularen Wachstumsfaktoren (vascular endothelial growth factor, VEGF) und bedingt
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somit die retinale Gefallentwicklung [141]. Unter Einfluss von VEGF wachsen zu
Beginn des 4. Monats GefalRe von der Papille ausgehend in Richtung Peripherie. Ab
dem 8. Monat ist die nasale Peripherie bereits vollstandig vaskularisiert, die temporale
Peripherie hingegen erst einen Monat nach termingerechter Entbindung [79]. Der
beschriebene Mechanismus ist ein vereinfachtes Modell, die retinale Vaskularisation ist
ein komplexer Prozess, dessen Regulation auf eine Vielzahl an Mediator-Zell-

Interaktionen zurickgeht [63].

Die physiologische Netzhautvaskularisation und andere Reifungsprozesse kdnnen
durch eine verfriihte Geburt des Kindes gestort werden [67]. Intrauterin herrscht ein
Sauerstoffpartialdruck (,02) von ca. 30 mmHg. Bei Geburt wird die unreife Netzhaut
einem Uberangebot an Sauerstoff (,0, 60-100 mmHg) ausgesetzt. Die relative
Hyperoxie kann zu einer sauerstoffinduzierten Retinopathie fiihren [120, 135]. Ein
verstarkender  Faktor zur Entwicklung einer ROP st die iatrogene
Sauerstoffsupplementation. Haufig entwickeln vor allem Extremfriihgeborene durch die
mangelnde Sekretion von Surfactant zum Zeitpunkt der verfrihten Geburt ein
Atemnotsyndrom mit begleitender Hypoxie. Therapiert wird mit verschiedenen
Beatmungsverfahren und der Substitution von Surfactant [94]. Die Beatmung des
Neugeborenen flihrt zu einer Hyperoxygenierung der Retina und verhindert durch
Suppression von VEGF das weitere GefaBwachstum, sodass die schlecht
vaskularisierten Netzhautareale nach Einstellung der Beatmung ischamisch werden.
Der resultierende O,-Mangel in der Netzhaut fiihrt zu einer Uberexpression von VEGF
und schlieBlich zu einer pathologischen Hypervaskularisation [53, 130]. Dieser
Pathomechanismus bedingt die Entwicklung einer ROP [67]. VEGF kommt bei der
GefalRentwicklung eine hohe Bedeutung zu und ist ein wichtiger Ansatzpunkt in der
aktuellen Therapie der ROP [102].

Ein haufig beschriebener Risikofaktor fur die Entwicklung einer ROP ist ein geringes
Gestationsalter (GA). Die Inzidenzen schwanken jedoch in Bezug auf Region und
medizinische Versorgung. In einer schwedischen Studie [10] belief sich bei Kindern mit
einem GA unter 27 Wochen die Inzidenz auf 73% (368/506), in einer norwegischen
Studie [108] bei Kindern mit einem GA unter 28 Wochen auf 33% (95/290). Eine
brasilianischen Studie (GA <32, GG <1500g) errechnete in einer Stichprobe von 467
Kindern eine Inzidenz von 23,8% fir eine ROP. In einer iranischen Studie erkrankten
20,6% (64/310) der Kinder (GA: 30,18 + 2,28 SSW, GG: 1422,8 + 420,8g) an einer
ROP [6] und in einer agyptischen Studie 69,4% (75/108) der Kinder (GA<37,
GG<2500g9) [5].
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Die Mortalitdt betrug 2015 in Schweden und Norwegen 2/1000 Neugeborenen, in
Brasilien 9, Agypten 13 und im lIran 10 [144]. Die Wahrscheinlichkeit von
Fruhgeborenen an einer schweren ROP zu erkranken beliefen sich auf 5-35% bei
vergleichbarem GA [10, 43, 142]. Neben dem GA wurden ebenfalls ein geringes GG,
die unzureichende postnatale Gewichtszunahme des Kindes sowie erniedrigte Spiegel
des Wachstumsfaktors IGF-1 (insulin like growth factor 1) als Risikofaktoren ermittelt
[67], [66]. IGF-1 steuert die Vaskularisation der Netzhaut, ein Mangel kann
mindervaskularisierte Netzhautareale bedingen und somit potentiell zu einer
Retinopathie flihren [64].

Neben den bekannten Risikofaktoren wurden in aktuellen Studien auch systemische
Entziindungen perinatal als potentielle Ursache einer ROP erkannt [91]. Eine
retrospektive Studie wertete die Daten von 1389 Uberlebenden Neugeborenen (GA <
32 SSW) zwischen 1994 und 2008 aus. 217 (15,6%) der Kinder erkrankten an einer
ROP. Neben GG wurden Sepsis und nekrotisierende Enterokolitis als unabhangige
Risikofaktoren fir die Entwicklung einer ROP statistisch nachgewiesen [112]. Hohe
Konzentrationen an Zytokinen im Plasma innerhalb der ersten Lebenstage werden als
Ursache diskutiert [133].

Zusammenfassend erhdhen eine verfrihte Exposition des Neugeborenen gegeniber
Raumluft [120], starke Sauerstoffschwankungen [121], Hyperoxygenierung [67],
Hypoxie [34], und ein sehr geringes GA und GG [67] sowie eine verzdgerte
Gewichtszunahme postpartal [66], geringe IGF-1 Spiegel [65], systemische
Entziindungen [91] sowie Sepsis und eine nekrotisierende Enterokolitis [112] das

Risiko bei Neugeborenen an einer ROP zu erkranken.

1.2.2 Screening

GemalR den deutschen Leitlinien sollte die erste ophthalmologische Untersuchung bei
Frihgeborenen mit einem Gestationsalter unter 32 Wochen bzw. einem
Geburtsgewicht unter 1500g sechs Wochen postpartal erfolgen sowie bei allen
Fruhgeborenen, die eine O,-Gabe von mindestens drei Tagen bendtigt haben. Bei
Extremfrihgeborenen ist ein Screening erst nach der 31. postmenstruellen Woche
indiziert. Die Verlaufskontrollen richten sich nach dem Schweregrad der ROP [77]. In
Tab. 2 sind die jeweiligen Stadien und Zonen der ROP beschrieben. Die Untersuchung
ist vorzugsweise mit zwei Personen durchzufiihren. Nach ausreichender Mydriasis wird
das Auge mittels anasthetischer Tropfen betdubt und ein Lidsperrer eingesetzt.
Wahrend der Untersuchung sollte eine Krankenpflegekraft den Kopf des Kindes

stitzen und die Vitalparameter im Blick behalten [98]. Der Vorderabschnitt wird auf
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Pupillenrigiditat, Irishyperamie und Tunica vasculosa lentis beurteilt und anschief3end
der Augenhintergrund Uber die indirekte Ophthalmoskopie eingesehen [77, 98]. Alle
Kinder der vorliegenden Studie wurden mittels Fundusweitwinkelkamera (RetCam)
untersucht. Diese Untersuchungstechnik erlaubt eine weitflachige Netzhautevaluierung
durch den geschulten Ophthalmologen und eine digitale Dokumentation der Befunde.

Empfohlen ist dabei die Dokumentation des hinteren Pols sowie von acht Bildern der

Netzhautperipherie [99].

Tab. 2 Stadien und Zoneneinteilung gemaR internationaler Klassifikation

Literatur: Leitlinie zur augenarztlichen Untersuchung von Frihgeborenen und der
internationalen Klassifikation der ROP [52, 77]

Stadieneinteilung Funduskopischer Befund

Stadium 1
Stadium 2

Stadium 3

Stadium 4

Stadium 5

Plus Disease

Aggressive

posteriore ROP

Zone

Zone |
Zone |
Zone |l zentral

Zone Il peripher

Zone Il

Demarkationslinie zwischen vaskularer und avaskularer Netzhaut
Demarkationslinie wird prominent und dehnt sich Uber die Ebene
der Netzhaut in Richtung Glaskérper aus

Prominente Leiste und extraretinale fibrovaskulare Proliferationen
oder Neovaskularisationen in den Glaskorper

Partielle Netzhautabldsung extrafoveal (4a) oder foveal (4b)

Vor allem traktiv aufgrund der fibrovaskularen Veranderungen
Vollstandige Netzhautablosung

Vermehrte Gefallerweiterung und Fulllung sowie Tortuositas in
mindestens zwei Quadranten am hinteren Funduspol

Rasch progrediente, aggressive ROP am hinteren Augenpol mit

plus disease und schwer definierbarem ROP Stadium

Definition

Kreis um die Papille mit einem Radius von zweifacher
Makula-Papillen-Distanz

Kreis um die Papille, der nasal an die Ora Serrata reicht.

Kreis mit einem Radius von dreifacher Makula-Papillen-Distanz
Verbleibender retinaler Bereich bis zur Ora serrata nasal und
Zone lll temporal

Temporale Sichel auRerhalb von Zone I



EINLEITUNG

oD 6 Ora serrata 6 0os

Abb. 1 Schematische Darstellung der ROP-Zonen

Aus der Leitlinie zur augenarztlichen Screening-Untersuchung von Friihgeborenen [77].
Erganzung der Abbildung um posteriore Zone Il (llp) und anteriore Zone Il (lla); rechtes
Auge, oculus dexter (OD); linkes Auge, oculus sinister (OS). Mit freundlicher
Genehmigung von der Zeitschrift ,Der Ophthalmologe®.

1.2.3 Therapie

Vorrangiges Ziel des augenarztlichen Screenings Frihgeborener ist es eine
rechtzeitige Therapie bei progredienter Retinopathie einzuleiten [77]. Bei ca. 90% der
Kinder in Stadium 1 oder 2 remittiert die ROP spontan, sodass keine Intervention
notwendig ist [77]. Das hochste Risiko an einer behandlungsbedurftigen ROP zu
erkranken haben Kinder mit einem GA von < 25 SSW. Meist muss eine Therapie um
die 37. Woche post menstruationem eingeleitet werden [113]. Therapeutisches Ziel ist
die intraokulare Suppression von VEGF. Dies kann erreicht werden Uuber die
transpupillare Laserkoagulation der hypoxischen avaskularen VEGF- sezernierenden
Netzhautareale oder Uber eine direkte VEGF-Hemmung durch Injektion von

Bevacizumab oder vergleichbarer Substanzen [87].

Die ETROP Studie (early treatment for retinopathy of prematurity) verglich bei 317
Kindern mit ROP die anatomischen und funktionellen Unterschiede nach
Laserkoagulation bzw. Kryotherapie zwischen frih (pre-threshold) und konventionell
(threshold disease) behandelten Augen. Ihren Ergebnissen zufolge sollten folgende
funduskopisch gesicherte Befunde abladiert (ROP Typ I) bzw. engmaschig kontrolliert
(ROP Typ Il) werden [54].
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Tab. 3 Empfehlungen der ETROP Studie zur Behandlung der ROP [54]

ROP Typ | ROP Typ Il
Zone |, alle ROP Stadien mit +disease Zone 1, Stadium 1 oder 2 ohne +disease
Zone |, Stadium 3 ohne +disease Zone 2, Stadium 3 ohne +disease

Zone ll, Stadium 2 oder 3 mit + disease

Die deutschen Leitlinien empfehlen eine Koagulationstherapie bei akuter ROP in Zone
| bei Vorliegen von plus disease unabhangig vom ROP Stadium bzw. bei Stadium 3
unabhangig von plus disease sowie in Zone Il, Stadium 3 mit plus disease und
extraretinalen Vasoproliferationen Uber mindestens 5 zusammenhangende oder 8
unzusammenhangende Uhrzeiten. Eine Frihere Therapie wird nur im Einzelfall z.B. bei
rascher Progression der Erkrankung empfohlen. Eine genaue Definition der
Therapieindikation findet sich in der Leitlinie der augenarztlichen Screening-
Untersuchung von Frihgeborenen Eine Koagulationstherapie in Zone Il ist meist nicht
erforderlich [77].

Die BEAT-ROP Studie verglich die Effektivitat der Anti-VEGF-Monotherapie mit der
konventionellen Laserkoagulation. 150 Kinder mit ROP entsprechend 300 Augen
(Stadium 3+, Zone | oder Il) wurden intravitreal mit 0,625mg Bevacizumab pro
erkranktem Auge behandelt. Dies entspricht 50% der ublichen Dosis von
Erwachsenen. Laut Studie profitierten Zone | Patienten signifikant von der Therapie,
die erneute Rezidivrate betrug bei einem Beobachtungszeitraum bis zur 54.
postmenstruellen Woche lediglich 6% (2/31 Kindern) im Gegensatz zur
Laserbehandlung mit 42% (14/33 Kindern). Flr posteriore Zone |l Patienten traf dieser
Erfolg nicht zu (lediglich 12% bzw. 5/40 Kindern vs. 5% bzw. 2/39 Kindern), dennoch
wurden die Kinder von der irreversiblen Schadigung der peripheren Netzhaut durch die
Laserbehandlung verschont, was moglicherweise fur die Grofe des Gesichtsfeldes
relevant ist. Insgesamt betrug bei einem Beobachtungszeitraum bis zur 54.
postmenstruellen Woche die Rezidivrate in der Bevacizumab-Gruppe lediglich 4% (6
von 140 Augen) im Gegensatz zur Laser-Gruppe mit 22% (32 von 146 Augen) [111].
Trotz der geringeren Dosis von Bevacizumab in der BEAT-ROP Studie sind die jungen
Patienten im Verhaltnis zu ihrem Korpergewicht im Vergleich zu Erwachsenen
wesentlich héheren Konzentrationen ausgesetzt [102]. Aktuelle Studien versuchen
daher eine angemessene Dosis-Wirkung-Beziehung zu ermitteln. Lorenz et al.
beschrieben eine gute Wirksamkeit von Injektionen mit lediglich 0,312mg. In 19 von
insgesamt 27 Augen (70%) remittierte die ROP. Bei aggressiver posteriorer ROP
betrug der Therapieerfolg nach einer Injektion 25% [103]. Eine retrospektive Studie (29

7
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Augen) berichtete Uber eine hohe Effektivitdt der Bevacizumab-Therapie mit lediglich
0,16mg bei schwerer und posteriorer ROP [72].

Die Frage nach mdglichen Nebenwirkungen der Anti-VEGF Therapie ist bisher noch
nicht ausreichend geklart und die Kontrolle des VEGF-Spiegels zurzeit noch schwierig.
Von daher ist vor allem bei milder behandlungsbediirftiger ROP die Laserkoagulation

zu empfehlen [102].

1.3 Netzhaut

1.3.1 Anatomie

Die Netzhaut kleidet die Innenseite des Auges aus, ihr lichtempfindlicher Anteil zieht
bis zur Ora serrata, schlagt dort in den weitaus kleineren ,blinden Anteil um und geht
als Pars ciliaris retinae in den Ziliarkdrper tber. Der lichtempfindliche Abschnitt |asst
sich weiterhin in ein Stratum nervosum und ein Stratum pigmentosum (retinal pigment
epithelium, RPE) unterteilen. [9] Das RPE ist nach innen Uber Mikrovilli mit den
Aulensegmenten der Photorezeptoren verbunden und nach auen hin mit der
Bruchmembran, welche die Netzhaut mit der Aderhaut verbindet [9]. Das Stratum
nervosum ist dem Glaskoérper zugewandt. Es ist in mehrere hierarchisch geordnete
Schichten untergliedert, die jeweils andere Zelllagen enthalten. Die Photorezeptoren
liegen in der dufleren Schicht, sodass das Licht die gesamte Netzhaut durchdringen
muss, um als Reiz von den Stdbchen und Zapfen wahrgenommen zu werden [62]. In
den folgenden Schichten werden die Signale auf Bipolarzellen (BZ), Horizontalzellen
(HZ), Amakrinzellen (AZ) und Ganglienzellen (GZ) weitergeleitet [9]. Mdullerzellen
regulieren  Metabolismus und Homobostase der Netzhaut, indem sie
Stoffwechselendprodukte entfernen und Nervenzellen vor der Exposition zu hoher
Neurotransmitterkonzentrationen schutzen [86]. Sie sind mit Astrozyten maRRgeblich an
der Sezernierung von VEGF beteiligt [63]. Die Axone der GZ vereinigen sich zum
Sehnerv, der am hinteren Pol das Auge verlasst. Seine Austrittsstelle (Papille) bildet
ein physiologisches Skotom (blinder Fleck), da sich hier keine Photorezeptoren
befinden [90].
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Abb. 2 Netzhautschichten

Von innen nach auflen: innere limitierende Membran (inner limiting membrane, ILM),
Nervenfaserschicht (nerve fiber layer, NFL), Ganglienzellschicht (ganglion cell layer,
GCL) mit ipRGCs (intrinsically photosensitive retinal ganglion cells), innere plexiforme
Schicht (inner plexiform layer, IPL), innere nukleare Schicht (inner nuclear layer, INL),
aulere plexiforme Schicht (outer plexiform layer, OPL), innere nukleare Schicht (inner
nuclear layer, INL), dufere limitierende Membran (outer limiting membrane, ONL),
Stabchen & Zapfen, Pigmentepithel (retinal pigment epithelium, RPE) Modifiziert aus
folgender Abbildung aus freier Quelle. Webvision: Simple Anatomy of the Retina by
Helga Kolb http://webvision.med.utah.edu/book/part-i-foundations/simple-anatomy-of-
the-retina/

1.3.2 Topographie

Etwa 15° temporal der Papille liegt die Makula lutea, ein gelb erscheinender Fleck am
Augenhintergrund mit einem Durchmesser von ca. 5mm, dessen Zentrum eine kleine
Vertiefung, die Fovea centralis, bildet. Die stédbchenfreie Fovea ist aufgrund ihrer
hohen Zapfendichte mit 160.000/mm?von insgesamt 3,2-6,5 Mio. Zapfen der Bereich
héchster Bildauflésung [53], [9]. Insgesamt nimmt die Anzahl und Dichte der Zapfen mit
zunehmender Exzentrizitat hin ab [30]. In der an die Fovea angrenzenden Zone, dem
,Stabchenring”, existiert die héchste Stibchendichte mit 177.000/mm? von insgesamt
60-125 Mio., auch sie nimmt in der Peripherie hin ab [30], [9].
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Abb. 3 Topographische Verteilung der Photorezeptoren

Ubernommen und modifiziert aus Webvision: Photoreceptors by Helga Kolb.
http://webvision.med.utah.edu/book/part-ii-anatomy-and-physiology-of-the-retina/
photoreceptors/ Original publiziert von Osterberg 1935. Mit freundlicher Genehmigung
von Webvision.

1.3.3 Morphologie der unreifen Netzhaut

Die Entwicklung der Fovea beginnt ab der 22. SSW und ist erst 15 Monate nach
Geburt abgeschlossen. Die foveale Einsenkung entsteht durch die Migration der
inneren retinalen Zellen Richtung Peripherie, gleichzeitig wandern die Zapfen
zentralwarts [154]. Eine verfriuhte Geburt des Kindes kann diesen Reifungsprozess
stéren und in einigen Fallen zu morphologischen Anomalien wie einer flachen Fovea
mit Persistenz der inneren Netzhautschichten fihren, sowie mit einer insgesamt
dinneren Photorezeptorschicht und visuellen Defiziten einhergehen [2, 107, 146, 152].
Bowl und Mitarbeiter untersuchten 150 Frihgeborene (100 no-ROP und 50 sr-ROP)
sowie 30 Termingeborene im Alter von 6 bis 13 Jahren (gleiche Kohorte wie in der
vorliegenden Arbeit) mittels SD-OCT. Sie entdeckten ein Missverhaltnis von aulierer
nuklearer Schicht (outer nuclear layer, ONL) und &auRerer limitierender Membran
(external limiting membrane, ELM) zur inneren Netzhaut (inner retinal layers, IRL)
bestehend aus innerer nuklearer Schicht (inner nuclear layer, INL), aul3erer plexiformer
Schicht (outer plexiform layer, OPL), Ganglienzellschicht (ganglion cell layer, GCL),
innerer plexiformer Schicht (inner plexiform layer, IPL) und Nervenfaserschicht (nerve
fiber layer, NFL). Dieses Missverhaltnis beschrieben sie als makulare Reifungsstérung
(macular developmental arrest, MDA) im Vergleich zu Kindern mit einer reguléren
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Fovea (RF). Als Ursache der vergleichsweise dinnen ONL+ELM Schicht wurde eine
moglicherweise reduzierte Zapfendichte genannt. Zur Bestimmung des Grenzwertes
zwischen RF und MDA wurde sich an den Termingeborenen orientiert, bei ihnen betrug
der relative Anteil der ONL+ELM an der Gesamtretina 49,9%, bei der MDA-no-ROP
und der MDA-sr-ROP Gruppe war dieser unter 45% [20].

350 1B no-ROP sr-ROP

z 300 l || NFL
2 250 | i .I|‘ i = GCL+IPL
o ! .n'|l'll|'|”"|||"I (e mllll|"' | * INL+OPL
% 200 i I | ' + ONL+ELM
2 150 IS
L * Ellipsoid
é ! g I |I|I|||,'|I'||||*\I"||||||INII|'I|I‘\'||I|||\\.I||l||\‘II‘N\Iq\IlH"|.|II1|"||.II'.‘\|\,|.s|‘I i P P gyt 0S

I

RF RF MDA RF MDA

Abb. 4 Einteilung der Kinder nach ONL+ELM

Grafik aus Bowl et al [20]. Die Beschriftung wurde Uuberarbeitet. Mit freundlicher
Genehmigung von ARVO Journals.

1.4 Photorezeptoren

Photorezeptoren sind spezialisierte Sinneszellen in der Netzhaut zur Wahrnehmung
von Lichtreizen. Im konventionellen Modell wird Ilediglich zwischen zwei
Rezeptorstrukturen unterschieden, den Stadbchen und den Zapfen. Sie transduzieren
Photonen in elektrische Signale und projizieren diese uUber die mehrere
Verschaltungswege ins Gehirn fir eine weitere Verarbeitung in den visuellen Kortizes
[53].

Forschungsergebnisse der letzten Jahrzehnte haben zur Entdeckung eines zweiten
lichtempfindlichen Systems gefihrt, welches die Bestrahlungsstarke detektiert und
hauptsachlich lichtabhangige Steuermechanismen (non-image-forming, NIF) und auch
das Formensehen reguliert [132, 138]. MaRgebend beteiligt an der Regulation dieser
Funktionen sind neben Stabchen und Zapfen eine kleine Subpopulation innerhalb der

Ganglienzellen, welche die dritte Photorezeptorgruppe ausmacht [132].

11
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Abb. 5 Absorptionsmaxima der Photorezeptoren

Modifiziert nach Zaidi et al. 2007 [155]. Die Beschriftung wurde tberarbeitet. Abbildung
aus freier Quelle: http://www.cell.com/current-biology/abstract/S0960-9822(07)02273-7

1.4.1 Stabchen

Stabchen ermoglichen das Dammerungssehen und die Wahrnehmung von Hell-
Dunkel-Kontrasten. Sie bestehen aus einem Kern, einem Aulien- (outer segment, OS)
und einem Innensegment (inner segment, 1S). Das IS enthalt wichtige Zellorganellen,
wie Ribosomen und Mitochondrien [85].

Das OS der Stédbchen besteht aus Membranscheiben, den so genannten Disks. Sie
enthalten das Sehpigment Rhodopsin in ihren Membranen [62]. Rhodopsin besteht aus
einer chromophoren Gruppe, dem 11-cis-Retinal und einem Glykoprotein (Opsin). Das
Absorptionsmaximum des Rhodopsins liegt bei 498nm [23, 155] und stimmt mit der
spektralen Empfindlichkeit des dunkeladaptierten menschlichen Auges anndhernd
Uberein [131].

Die Absorption von Licht fiihrt zu einer Isomerisierung des Retinals, induziert eine
Konformationsanderung des Opsins und aktiviert es. Das aktivierte Opsin aktiviert
wiederum das G-Protein Transducin, welches eine Phosphodiesterase in Gang setzt,
die Uber eine Hydrolyse des cGMP die cGMP-abhangigen lonenkandle schlieft.
Daraus resultiert eine Hyperpolarisation der Zellmembran, welche sich als
Aktionspotential auf die BZ fortpflanzt [62]. Die Potentialanderungen kdnnen entweder
Uber direkte Bahnen auf die BZ weitergeleitet werden oder indirekt Uber
zwischengeschaltete HZ. BZ lassen sich in OFF-Bipolarzellen (OFF-BZ) und ON-
Bipolarzellen (ON-BZ) einteilen. Die Bezeichnung OFF und ON bezieht sich darauf, ob
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die BZ bei Lichteinstrahlung depolarisiert [12]. Diese neuronale Verschaltung fuhrt zur
Bildung von rezeptiven Feldern (RF) mit konzentrischem Aufbau. Direkte Verbindungen
finden sich im Zentrum, indirekte Verbindungen im Umfeld des RF. Das RF ergibt sich
aus dem Netzhautbezirk, Uber den ein bestimmtes Neuron erregt oder gehemmt
werden kann. Lichteinstrahlung im Zentrum des RF flhrt zu einer Depolarisation der
ON-BZ, Lichteinstrahlung im Umfeld des RF dagegen zu einer Hyperpolarisation [12].
Da die Hemmung sozusagen von ,seitwarts“ ausgeht, spricht man von lateraler
Hemmung [131]. Die Zentrum-Umfeld-Struktur des RF wird von den BZ tGber Synapsen

in der inneren plexiformen Schicht an die GZ weitergegeben [33].

1.4.2 Zapfen

Helles Sonnenlicht fihrt zu einer vollstdndigen Sattigung der Stabchen, sodass
zusatzliches Licht keine weitere Hyperpolarisation hervorrufen kann. Das
Sehvermégen wahrend des Tages hangt vollstdndig von den Zapfen ab, deren
Photopigmente mehr Energie bendtigen, um gesattigt zu werden [12].

Zapfen bestehen ebenfalls aus einem Kern sowie einem OS und IS. Das OS setzt sich
aus Membraneinfaltungen zusammen, in denen das Zapfenpigment, bestehend aus
11-cis-Retinal und einem Opsin, eigelagert ist. Es gibt drei Isoformen des Opsins mit
jeweils unterschiedlichen spektralen Empfindlichkeitsmaxima. Demnach lassen sich
Zapfen in blau-, grin-und rotempfindliche Subtypen unterteilen. Bezeichnet werden sie
als S-, M- und L-Zapfen (short, middle, long) entsprechend ihrer Absorptionsmaxima
[148]. Die maximale spektrale Empfindlichkeit fir S-Zapfen betragt ~420nm, fir M-
Zapfen ~534nm und L-Zapfen ~563nm [23, 155].

Farbensehen ist auf der Ebene der Photorezeptoren trichromatisch, durch die relative
Beteiligung der S-, M- und L-Zapfen am Netzhautsignal wird die Farbigkeit bestimmt.
Die Erregung aller Zapfentypen filhrt zum Seheindruck weiR [33]. Uber die
Verschaltungskette der Netzhaut werden die Zapfensignale von den BZ tber Synapsen
in der inneren plexiformen Schicht an die GZ und schlief3lich iber den Sehnerv an das
Gehirn weitergegeben. [33]. In der primaren Sehrinde (V1) werden Informationen zur
Objektfarbe, Objektbewegung und Objektform verarbeitet [12, 60]. In hoheren
extrastriaren Arealen (V2, V3, V4) treten farbspezifische Neurone auf [82]. Besonders
V4 scheint fir die Wahrnehmung von Farbe eine wichtige Rolle zu spielen [12].
Farbselektive Zellen sind auch immer selektiv fir andere Eigenschaften. Sehen
beinhaltet die Wahrnehmung zahlreicher verschiedener Objekteigenschaften wie

Farbe, Form und Bewegung, diese Eigenschaften werden parallel von verschiedenen
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Zellen des visuellen Systems verarbeitet. Auf bislang ungeklarte Weise flihrt diese
ausgedehnte Kkortikale Aktivitat zu einer einzelnen koharenten Wahrnehmung der
Umwelt [12].

1.4.3 Photosensitive Ganglienzellen

1998 wurde erstmals ein neuartiges opsin-ahnliches Pigment entdeckt. Es wurde nach
den dermalen photosensitiven Melanophoren des afrikanischen Krallenfrosches
(Xenopus laevis) Melanopsin benannt [125]. Im Jahre 2000 wurde Melanopsin erstmals
in einer kleinen Subpopulation retinaler Ganglienzellen beschrieben [126] und bereits
2002 seine Rolle als Signaltransduktor erkannt [14, 84]. Diese Zellen wurden nach
ihrem Pigmentgehalt und ihrer intrinsischen Aktivitdt als photosensitive
melanopsinhaltige Ganglienzellen (intrinsic photosensitive retinal ganglion cells,
ipRGCs) beschrieben. Ihr Absorptionsmaximum liegt bei 482nm + 2nm [11, 14, 31].
IPRGCs machen lediglich 0,2% der Ganglienzellen aus, dies entspricht etwa 3000
Zellen pro Auge [31] und sind vorwiegend in der Ganglienzellschicht lokalisiert, ein
geringer Prozentsatz findet sich ebenfalls in der inneren Kérnerschicht [84]. IpDRGCs
sind Teil des sogenannten zweiten lichtsensitiven Systems, welches die
Bestrahlungsstarke detektiert und lichtabhdngige NIF Mechanismen (non-image-
forming functions) steuert. Dabei sind nicht die ipRGCs allein, sondern die Summation
aller Photorezeptorsignale an NIF-Funktionen beteiligt [114, 132]. Neuere Erkenntnisse
gehen mittlerweile davon aus, dass den ipRGCs auch eine Rolle in der Verarbeitung
von Seheindricken wie der Mustererkennung zukommt [138]. Im Gegensatz zu
Stabchen und Zapfen, welche bei Bestrahlung hyperpolarisieren, reagieren ipRGCs mit
einer Depolarisation auf Licht. IpDRGCs sind im Vergleich zu Stabchen und Zapfen
signifikant weniger sensitiv auf Lichtreize und reagieren mit einer verzdgerten
Depolarisation, die auch nach Stimulusende eine lange Latenz aufweist (verlangerte
Repolarisation) [31, 44]. Klinisch ist dies an der verlangerten Pupillenkonstriktion
erkennbar (post illumination pupil response, PIPR) [51]. Die geringere
Lichtempfindlichkeit lasst sich auf den im Vergleich zu Stabchen und Zapfen 10.000-
fach geringeren Pigmentgehalt in ihren Membranen zurlckfuhren. IpPRGCs haben
daher zwar eine statistisch geringere Chance ein Photon zu absorbieren, reagieren
aber mit einer starken und langanhaltenden Depolarisation. Bereits ein einziges Photon
ist ausreichend, um eine Reizweiterleitung bis ins Gehirn zu triggern [35, 36]. Hohe
Bestrahlungsintensitaten hingegen fihren zu einer frequenten Photonenbestrahlung,
die eine Summenantwort induziert und somit eine schneller einsetzende Feuerrate und

hohere Depolarisationspeaks generiert [36]. Die isolierte intrinsische Reaktionskinetik
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scheint demnach die akkumulierte Netzhautbestrahlung Uber einen langeren Zeitraum
zu reflektieren. Diese Fahigkeit kdnnte als neuronales ,Licht-Gedachtnis“ verstanden
werden, welches der Regulierung der zirkadianen Rhythmik dient [31].

Wenngleich ipRGCs bei Lichteinstrahlung direkt depolarisieren kdnnen, erhalten sie
transsynaptischen Input von Stdbchen und Zapfen. Diese extrinsischen Signale
erweitern das Reaktionsvermdgen der ipRGCs auf eine grofle Bandbreite an
Lichtstimuli. Bereits schwachere Lichtreize fliihren so zu schnelleren und starkeren
Antworten als es mit der melanopsinmediierten Antwort je mdglich ware [114]. Eine
Hyperpolarisation der Stadbchen und Zapfen fiihrt demnach zu einer schnelleren
Depolarisation der GZ mit sofortiger Entladung und ebenso schnellem Abklingen der
Feuerrate. Uber die synaptischen Verbindungen sind Stabchen und Zapfen ebenfalls

an der Steuerung von NIF-Funktionen beteiligt [80].

1.5 Pupillenlichtreflex

Die Pupille bildet die zentrale Offnung der Iris, (ber ihre Kontraktion bzw. Dilatation
wird der Lichteinfall auf die Netzhaut reguliert. Ein funktionierender Pupillenlichtreflex
(PLR) ist daher entscheidend um mdglichst optimale Sehverhaltnisse bei sich stédndig
andernden Lichtverhaltnissen zu garantieren [53]. Sowohl in der Klinik als auch in der
klinischen Forschung wird der PLR als objektive Messmethode zur Beurteilung der

Funktion von Netzhaut und Sehnerv herangezogen [118].

1.5.1 Reflexkette

Der PLR gliedert sich in einen afferenten, sensorischen Schenkel und einen efferenten
motorischen Schenkel. Der afferente Schenkel folgt der Sehbahn. Die
Potentialanderungen der Photorezeptoren werden Uber einige Zwischenneuronen
schlieBlich auf die GZ dUbertragen, deren Axone den Sehnerv formen. Die
Sehnervenfasern der nasalen Netzhauthélfte kreuzen am Chiasma opticum zur
Gegenseite und ziehen mit den temporalen kontralateralen Fasern als Tractus opticus
zum beidseitig angelegten lateralen Kniehdcker (corpus geniculatum laterale, CGL).
Von hieraus ziehen die Fasern des vierten Neurons, als Sehstrahlung bezeichnet, zur
Sehrinde [9].

Ein Teil der Fasern des dritten Neurons zieht vor dem CGL Uber die Schaltneurone der
Area praetectalis des Mittelhirns zu den Edinger-Westphal Kernen. Da sowohl die
ipsilateralen als auch die kontralateralen Kerne erreicht werden, fuhrt ein einseitiger

Stimulus zu einem bilateralen symmetrischen PLR [79]. Weiterhin werden
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Naheinstellungszentren fur Akkommodation, Konvergenz und Miosis sowie
Hypothalamus und Kortex erreicht [128].

Die Edinger-Westphal Kerne sind Ausgang der efferenten motorischen Pupillenbahn
[79]. Von dort ziehen praganglionare parasympathische Fasern im N. oculomotorius
zum Ganglion ciliare, welches im orbitalen Fettgewebe liegt, werden dort umgeschaltet
und innervieren als Nn. ciliares breves den M. sphincter pupillae [53], [128]. Der
efferente sympathische Schenkel nimmt seinen Ausgang im Hypothalamus. Die Fasern
verlaufen Uber das Centrum ciliospinale im Halsmark (C8 und Th1) und den Truncus
sympathicus, wo sie auf postgangliondre Fasern umgeschaltet werden. Sie ziehen
entlang der A. carotis interna Uber die A. ophthalmica zum Ganglion ciliare und
innervieren den M. dilatator pupillae. Dieser Muskel sorgt fir die Pupillenweitstellung
[53].

Sehrinde CGL E.W. Kern N.oculomotorius Ganglion ciliare

M. sphincter pupillae

Chiasma opticum

Sehstrahlung AP T. opticus N. opticus

Abb. 6 Pupillenlichtreflex

Area Praetectalis (AP), Tractus opticus (T. opticus), Nervus opticus (N. opticus),
Corpus geniculatum laterale (CGL), Edinger Westphal Kern (E.W. Kern). Die Abbildung
wurde selbst erstellt, Literatur aus [53].

1.5.2 Einfluss der Photorezeptoren auf den PLR

Die Pupillenkonstriktion einer dunkeladaptierten Pupille kann bei starker
Lichteinstrahlung bis zu 95% betragen. Bei niedriger Beleuchtung betragt die
Kontraktion lediglich 50% und wird vorwiegend Uber Stdbchen und Zapfen vermittelt.
Eine maximale Kontraktion wird jedoch nur Uber ein Zusammenspiel beider

Signaltransduktionsprozesse erreicht [106]. Versuche mit transgenen Mausen zeigen:
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Weder die isolierte Abwesenheit der extrinsischen noch der intrinsischen
Signaltransduktion vermdégen den PLR komplett auszuldéschen. Daraus folgernd
mediieren sowohl stdbchen- und zapfenvermittelte als auch melanopsinvermittelte
Signale den PLR. Die Auswirkungen der Blockade eines Systems sind abhangig von
der Beleuchtungsintensitat [114]. Studien zeigen, dass bei geringer Bestrahlungsstarke
der PLR hauptsachlich von Stadbchen und Zapfen mediiert zu sein scheint, indessen
hohe Intensitaten eher zu einem melanopsinvermittelten PLR flihren. Dennoch sind die
ipRGCs, auch in Melanopsin-Knockout Mausen, von Uberragender Bedeutung fiur die
Signalvermittlung von Stabchen und Zapfen und spielen daher auch bei geringen
Intensitaten eine zentrale Rolle [56, 132]. Die Beteiligung der ipRGCs konnte Uber eine
Quantifizierung des PLR beurteilt werden. Melanopsin-Knockout Mause mit
regelrechten ipRGCs wiesen eine Pupillenkonstriktion von bis zu 80% auf [36]. Im
Tierversuch zeigten Guler und Kollegen, dass Mause mit genetisch abladierten
ipPRGCs weiterhin ihre Umwelt wahrnehmen konnten, aber einen weitaus
unzureichenderen PLR und zirkadianen Rhythmus aufwiesen als Melanopsin-Knockout
Mause, deren ipRGCs in Zahl, Morphologie und Projektionen unverandert blieben.
Selbst der vorwiegend stédbchen-zapfenmediierte PLR bei niedriger Bestrahlungsstarke
erlosch bei diesen Mausen. Folglich werden ipRGCs, selbst ohne Melanopsin, als
Verschaltungsebenen der Stabchen- und Zapfensignale fur NIF-Funktionen bendtigt
[56].

1.6 Pupillometrie

Die Pupillometrie ist eine Methode zur Erfassung des Pupillendurchmessers. Sie stellt
ein nicht-invasives, flir die Patienten meist wenig belastendes Verfahren ohne
aufwandige Vorbereitung dar. Uber die Veradnderungen des Pupillendurchmessers
lassen sich physiologische und pathologische vegetative Veranderungen des

Nervensystems erkennen [28, 45].

1.6.1 Geschichte

Der folgende Abschnitt basiert auf den Publikationen von I. Léwenfeld und O.
Lowenstein und ihrem Buch The Pupil: Anatomy, Physiology and Clinical Applications,
welches 1993 verodffentlicht wurde.

Die ersten Aufzeichnungen der Pupille gehen bis ins spate 19. Jahrhundert zurlck.
Erste Versuche erfolgten mit teils lebensgefahrlichen Magnesiumblitzen. 1905

kombinierte Weiler seine Pupillenmessapparatur mit einem Kinematographen und
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konnte nun bewegte Bilder der Pupille aufnehmen [97]. Derzeit konnte die Pupille nur
bei hoher Umgebungshelligkeit fotografiert werden, um eine ausreichende Bildqualitat
zu gewahrleisten. Lowenstein bediente sich daher eines dunkelblauen Filters aus Glas
und tangential angeordneten Lichtquellen [104]. Mitte der 1930er Jahre ermoglichte die
Infrarotfotographie  die  Aufzeichnungen der Pupille auch bei niedrigen
Beleuchtungsverhaltnissen. Die einzelnen Fotos mussten jedoch manuell ausgewertet
werden. Léwenfeld berichtete zwischen 1925 und 1947 12. Mio. Bilder in ihrem Labor
ausgewertet zu haben [97]. Diese enormen Datenmengen zeitsparend bearbeiten zu
kénnen ermoglichte erst die Entwicklung eines automatisierten Messinstruments 1947,
welches mit Hilfe eines rotierenden Spiegels, einer Fotozelle und eines Oszillographen
die Pupillenbewegungen mal und bis zu 7200 Pupillen pro Stunde aufzeichnete [96].
1958 etablierte sich die elektronische Infrarot-Pupillographie, diese Methodik erlaubte
die Aufzeichnung der Pupille auch bei Dunkelheit. Das Patientenauge wurde
beleuchtet und reflektiertes Licht photoelektrisch erfasst, wobei eine Pupillendilatation
zu einem groéleren Ausschlag des Messinstruments fiihrte als eine enge Pupille [104].
In den Folgejahren wurden verschiedene Messmethoden entwickelt und optimiert,
einige Gerate maflen den horizontalen, andere wiederum den vertikalen Durchmesser
oder die Pupillenflaiche. In den 1980er Jahren ermdglichte die computerbasierte
Aufzeichnung der Pupille die digitale Bearbeitung der Messprotokolle [97]. Heutzutage
wird mit Hilfe digitaler Infrarotkameras die Pupille aufgezeichnet und die Daten des
Pupillendurchmessers am Computer mittels spezifischer Analysesoftware in einer

Graphik als Funktion der Zeit aufgetragen.

1.6.2 Anwendungsgebiete

Die Pupillometrie ist vielseitig einsetzbar und gibt je nach Abwandlung des
Untersuchungskonzepts Aufschluss Uber verschiedene Parameter. Die klinische
Diagnostik interessiert sich v.a. fur den Einfluss pharmakologischer und toxikologischer
Substanzen sowie bestimmter Erkrankungen auf den PLR. So wurde beispielsweise
eine Abweichung der Pupillenreaktion bei Alkoholkonsum, Depression, Alzheimer-
Patienten und vegetativ wirksamen Substanzen erkannt [45, 46, 95, 151]. Im
Schlaflabor dient der pupillographische Schiafrigkeitstest durch Analyse der
Pupillenoszillation (Pupillenbewegung bei konstanter Leuchtdichte) zur Erfassung von
Mudigkeit und Vigilanz [150]. Diese ,Schlafrigkeitswellen® korrelieren mit dem Ausmal}
des Schlafentzugs [105]. In der psychologischen Forschung etablierte sich die
Pupillometrie bereits in den 60er Jahren. Die Pupillenreaktion wurde auf emotional

wirkende visuelle Stimuli und wahrend der Bewaltigung kognitiver Leistungen getestet
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[69, 70, 78]. Die Studien indizieren einen Zusammenhang zwischen mentaler Aktivitat
und Pupillenreaktion [89]. Angst, Wut und Stress fiihren zu einer Pupillendilatation,
dieser Effekt wird psychosensorische Pupillenantwort genannt, kann aber von
gewdhnlichen spontanen Oszillationen Uberlagert werden [151]. Die zitierte Literatur
bietet lediglich einen kleinen Einblick in die Verschiedenartigkeit der

Anwendungsmaoglichkeiten der Pupillometrie.

1.6.3 Chromatische Pupillometrie

Die chromatische Pupillometrie basiert auf den unterschiedlichen Sensibilitidten der
jeweiligen Photorezeptoren fir bestimmte Lichtfrequenzen. Die Testung der Zapfen
erfolgt Uber die Applikation von rotem Licht vor blauem Hintergrund, um die
Stabchenfunktion sicher auszuschlieflen. Blaues Licht niedriger Leuchtdichte vermittelt
unter skotopischen Bedingungen eine stdbchenvermittelte Antwort, wohingegen blaues
Licht hoher Leuchtdichte eine eher ipRGC-vermittelte Antwort generiert [80].

Generell findet man bei Lichtreizen hoéherer Leuchtdichte auch gréRere
Konstriktionsamplituden, unabhangig ob rote oder blaue Stimuli verwendet werden.
Blaues Licht fuhrt im Vergleich zu rotem Licht identischer Leuchtdichte zu einer
starkeren Pupillenantwort. Zurlckzuflihren lasst sich diese Erscheinung auf das
ungleiche Verhaltnis von Stabchen (60-125 Mio.) zu Zapfen (3,2-6,5 Mio.) und die
zusatzliche spektrale Empfindlichkeit der ipRGCs auf blaues Licht [80].

Der PLR bei Applikation von blauem Licht ist stdbchenmediiert, die PIPR vorwiegend
ipRGC-vermittelt. Bei Rotlicht findet sich keine PIPR aufgrund der Insensitivitat der
ipRGCs auf den orange-roten Spektralbereich [31, 51, 80]. Die ipRGC-vermittelte PIPR
verzogert die Dilatation der Pupille zur Ausgangslinie (Baseline) bei ausreichend
starkem Stimuli ( 470nm bei 300cd/m?fiir 20s) auf bis zu 30s oder langer [68].
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2 Ziele der Arbeit

Die Fruhgeburt ist ein Risikofaktor fur eine Reihe ophthalmologischer Erkrankungen
[32]. So neigen ehemals frihgeborene Patienten haufiger zu Auffalligkeiten wie einer
reduzierten Sehscharfe, Ametropien und Strabismus. Gesichtsfelddefekte und eine
verringerte Kontrastsensitivitdt sind ebenfalls mdglich [32, 73]. Ein geringes
Geburtsgewicht bei verfrihter Geburt sowie die Ausbildung einer ROP sind zusétzliche
Risikofaktoren fur besagte Erkrankungen [73, 116, 149].

Das Vorhaben der vorliegenden Arbeit war daher die Auswirkungen von Risikofaktoren
auf die kindliche Netzhaut mittels chromatischer Pupillometrie genauer zu untersuchen.

Konkret wurden folgende Hypothesen formuliert:

* Die retinale Reizverarbeitung auf Ebene der Stabchen und Zapfen wird durch
die Frihgeborenenretinopathie negativ beeinflusst und kann mittels
chromatischer Pupillometrie erfasst werden. Zusatzlich soll die intrinsische

Lichtreaktion charakterisiert werden.

* Neben der Frihgeborenenretinopathie beeinflussen weitere Faktoren die
retinale Entwicklung und Funktion. Reduzierte Antworten in der chromatischen
Pupillometrie korrelieren negativ mit Geburtsgewicht, Gestationsalter und

makularer Reifung.

* Reduzierte Antworten in der chromatischen Pupillometrie korrelieren mit
pathologischen Werten in der Perimetrie und der Elektroretinographie. In
diesem Fall kéonnte die chromatische Pupillometrie als kinderfreundliche
objektive Untersuchungsmethodik die belastende Elektroretinographie und die
bei Kindern nur begrenzt zuverldssige Perimetrie zumindest als Screening-

Untersuchung ersetzen.
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3 Material und Methodik

3.1 Studienteilnehmer

Alle Probanden bzw. deren Eltern wurden unter Berlcksichtigung der aktuellen
Deklaration von Helsinki entsprechend aufgeklart und stimmten den Untersuchungen
zu. Ein positives Votum der Ethik-Kommission der Justus-Liebig-Universitat lag vor
(bewilligt am 12.10.2012; Az.: 150/09).

Die vorliegende Dissertation ist Teil einer prospektiven Kohortenstudie zur
Langzeitnachverfolgung morphologischer und funktioneller Auswirkungen der ROP im
Rahmen des DFG-Projektes Lo 457/10-1. Erste Ergebnisse wurden bereits von Bowl
und Kollegen publiziert [19, 20]. In Kapitel 4.1 werden ihre Ergebnisse und die
vorliegenden Daten im Zusammenhang diskutiert. Bei den Patienten handelt es sich
um ehemalige Teilnehmer einer multizentrischen prospektiven Studie von 2001-2007.
Alle Frihgeborenen wurden postpartal mittels digital wide-field retinal imaging (RetCam
I, Massie Lab California, USA) untersucht [99].

An der aktuellen Studie nahmen insgesamt 191 Kinder (161 Frihgeborene und 30
Termingeborene) im Alter zwischen 6 und 13 Jahren teil von denen 169 pupillometrisch
untersucht werden konnten und brauchbare Daten lieferten (siehe Tab 6). Nur diese
Kinder wurden in die Datenauswertung einbezogen. Die Studienteilnehmer wurden
anhand der Ergebnisse des ROP Screenings in folgende Gruppen eingeteilt. Als
Kontrollgruppe wurden termingeborene Kinder gewahilt.

mit Laser behandelte ROP (/aser freated ROP, t-ROP; n=8/11)

spontan rickgebildete ROP (spontaneously resolved ROP, sr-ROP; n=47/50)
Frihgeborene ohne ROP  (no ROP, no-ROP; n=89/100)

Termingeborene (term born, TB; n=25/30)

In die Gruppen no-ROP und sr-ROP wurden nur Kinder ohne erkennbare
psychologische oder neurologische Defizite und ohne Hinweise auf neonatale
Hypoglykamie, interventrikulare Hamorrhagie oder hypoxische Enzephalopathie
eingeschlossen. Die Kinder besuchten Regelschulen [20]. Eine Ausnahme bildete die
Gruppe der Kinder mit behandlungsbedurftiger ROP (t-ROP). Alle Kinder der t-ROP
Gruppe wurden in die Studie aufgenommen, unabhangig ihrer Vorerkrankungen. Als
Kontrollgruppe, wurden gleichaltrige gesunde termingeborene Kinder gewahlt. Sie

wurden  ebenfalls  voruntersucht und hatten keine  ophthalmologischen
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Vorerkrankungen. Ausschlusskriterien waren Strabismus, Amblyopie oder hdhere
Refraktionsfehler [20].

Tab. 4 Tabellarische Darstellung der probandenbezogenen Daten

J=Jahre, w=weiblich, m=mannlich, W=Wochen, g=Gramm

Gruppe Alter (J.) w/m Gestationsalter (W) Geburtsgewicht (g)
t-ROP 9,75 + 0,59 6/ 2 26,52+1,52 786,25 + 128,02
sr-ROP 9,36 +0,52 19/28 28,11 = 0,59 1070,10 = 90,35
no-ROP 9,20 £ 0,31 42/47 30,95 =+0,43 1472,40 = 77,21
Termingeborene 8,24 + 0,89 16/9 40,03 = 0,44 3518,20 + 187,83

3.2 Pupillometer und Ganzfeld-Stimulator

Die Untersuchung aller Studienteilnehmer erfolgte mittels chromatischer Pupillometrie.
Die beiden dazugehoérigen Komponenten waren die Brille (Pupillometer, BINO-I,
AMTech, Dossenheim, Deutschland) und der Color Dome Ganzfeld-Stimulator
(Diagnosys LLC, Espion E, Lowell, MA, USA). In die Brille sind zwei Videokameras mit
Infrarotbeleuchtung integriert, die beide Augen des Probanden durch zwei
halbdurchlassige Spiegel mit einer Bildrate von 25 Hz filmen. Rechtes und linkes Auge
waren durch eine Wand lichtdicht voneinander getrennt und konnten so unabhangig
voneinander stimuliert werden [101]. Zusatzlich wurde die Brille mit einer
mechanischen Klappe aufgerustet, welche die Beleuchtung von nur einem Auge
ermoglichte.

Die Bilder wurden Uber eine USB-Schnittstelle in das mitgelieferte Programm Eyelab
eingelesen, Uber welches die Pupille detektiert und alle 40ms der Durchmesser
bestimmt wurde. Artefakte durch stérende Wimpern und Lidschluss wurden
automatisch erkannt. Selbst bei einer vom Lid bis zu 50% bedeckten Pupille konnten
Position und Durchmesser noch korrekt erkannt werden. Die Detektion der Pupille
erfolgte nicht automatisch, sie musste vorher gut eingestellt werden. Dazu wurden die
Kameras uber die Bedienkndpfe an den Seiten der Videobrille so eingestellt, dass die
Pupille méglichst in der Mitte des Kontrollbildes erschien und scharf abgebildet wurde.
Fur eine optimale Fixierung der Pupille wurde der Proband gebeten die rote
Punktbeleuchtung, welche beim Aufsetzen der Brille erkennbar ist, zu visieren. Ist die
Pupille gefunden, werden im Kontrollbild vier Punkte um die Pupille angezeigt und die
Suche konnte gestartet werden [8]. Die Punktbeleuchtung als Fixationspunkt ist

notwendig. Fehlt ein Bezugspunkt, fuhrt dies zu erhéhten Pupillenfluktuationen und
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instabiler Akkommodation [24]. Unterschiedliche Abstande von Auge und Lichtquelle
beeinflussen ebenfalls die Messungen. Eine nahere Lichtquelle beleuchtet eine
groRere Netzhautflache und fihrt zu einer starkeren Miosis. Daher wurde in der

vorliegenden Arbeit ein Abstand von 50 cm gewahlt.

e T

Abb. 7 Schematische Darstellung der Pupillendetektion

Die Abbildung wurde selbst erstellt.

Die Lichtblitze zur Reizung der Netzhaut wurden mittels Ganzfeld-Stimulator generiert.
Der Ganzfeld-Stimulator enthalt neben einer Xenonréhre vier farbige LED-Leuchten.
Die Xenonrdhre ermdglicht Lichtblitze einer Helligkeit von bis zu 3000cd/m?, (iber die
LED-Leuchten (Blau, Grin, Orange, Rot) wird Farbigkeit erzeugt, die Mischung aller
Spektralfarben ergibt weiBes Licht. Helligkeit (10° - 3000cd/m?), Dauer und
Wellenlange der applizierten Lichtblitze waren frei einstellbar und konnten mit farbiger
Hintergrundbeleuchtung (10 - 500cd/m?) kombiniert werden. Dies ermdglichte die

Erstellung von individuellen Stimulusabfolgen zur objektiven und quantifizierbaren

Funktionstestung der Photorezeptoren [101].

Abb. 8 Pupillometer und Ganzfeld-Stimulator

Das Bild links zeigt den Untersuchungsaufbau. Die Probandin tragt die Brille zur
Detektion und Messung ihrer Pupillenbewegung. Das Gerat auf dem Tisch ist der
Ganzfeld- Stimulator zur Applikation von Lichtblitzen auf die Netzhaut. Das Bild rechts
zeigt eine Nahaufnahme der Brille. Bild rechts Gbernommen aus Lorenz et al. 2013
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[101]. Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Wadim Bowl (links) und Dr. Reinhard
Kaden Verlag GmbH (rechts).

3.3 Messprotokoll

Der Kurvenverlauf des Pupillendurchmessers wurde als Funktion der Zeit aufgetragen
und lasst sich in einzelne Abschnitte differenzieren. Am Anfang steht die Grundlinie,
die den regelrechten Pupillendurchmesser bei konstanter Beleuchtung reprasentiert
(baseline pupil size=baseline). Die Applikation eines Lichtreizes (Stimulus Onset) flhrt
nach angehender Latenzzeit zur Pupillenkonstriktion, die sich im Verlauf der
Kontraktionsamplitude widerspiegelt und im Minimaldurchmesser mindet. Von diesem
Punkt ausgehend beginnt die Dilatation, sie reprasentiert den Verlauf zur Baseline. Die
Dilatationsamplitude definiert den Anstieg der Kurve vom Minimaldurchmesser bis zur
maximal moglichen Dilatation der Pupille, die sich auch unterhalb der Baseline
befinden kann [13, 25]. Amplitude, Geschwindigkeit und Latenzzeit sind abhangig von
der Netzhautaktivitét, der Reizvermittiung Uber den Sehnerv und den Eigenschaften
des pupillomotorischen Systems [55].

Diagnostisch relevant ist die transiente Pupillenkonstriktion (fransient pupil response,
TPR), sie beschreibt die maximale Kontraktion nach Applikation des Lichtreizes. Seit
der Erforschung der ipRGCs und deren Einfluss auf den PLR ist ebenfalls die
Dilatationsphase nach vorangegangener Konstriktion der Pupille (post illumination pupil
respone, PIPR auch bezeichnet als sustained pupil response, SPR) von Interesse
[92]. Da interindividuelle Variablen wie die Ausgangspupillenweite keine
Vergleichbarkeit zwischen den Probanden zulassen [151], wurde die prozentuale
Abweichung der Kontraktionsamplitude zur Baseline mathematisch berechnet. Die
prozentuale Differenz ist auch interindividuell vergleichbar.

Um die Aussagefahigkeit bzw. Messgenauigkeit des Pupillographen zu ermitteln
wurden  Wiederholungsmessungen (test-retest variability) von zehn Augen
entsprechend funf Probanden durchgefiihrt. Die Probanden wurden entweder noch am
gleichen Tag oder aber an verschiedenen Tagen der Messwiederholung unterzogen.
Dabei fanden sich in beiden Fallen keine signifikanten Abweichungen zwischen den
Untersuchungen [100]. Diese Beobachtungen korrelieren mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen [68, 93].
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Abb. 9 Schematische Darstellung der Messparameter

Die dargestellten Parameter charakterisieren den Verlauf des PLRs. Zur Evaluierung
der Photorezeptorfunktion wurden in dieser Arbeit die TPR (Stadbchen, Zapfen) und die
PIPR (ipRGCs) herangezogen. Abbildung wurde selbst erstellt.

3.4 Stabchen- und Zapfenprotokoll

Die chromatische Pupillometrie kann durch Wahl des richtigen Stimulusprotokolls als
diagnostisches Verfahren zur Uberpriifung der retinalen Funktion herangezogen
werden und erlaubt eine Beurteilung des stadbchen- und zapfenvermittelten Sehens
sowie des Farbensehens [80, 118]. Ziel der Untersuchung war es, durch eine genau
determinierte Abfolge von roten und blauen Stimuli mit definierten Helligkeiten eine
isolierte stabchen-, zapfen- und ipRGC-vermittelte Antwort zu erhalten. Die Erstellung
der Protokolle wurde angelehnt an die von Park [118] und Kardon [80] publizierten
Arbeiten. Entsprechend dem Protokoll von Park wurde eine Stimulusdauer von einer

Sekunde fiir alle Protokolle festgelegt (eine genaue Ubersicht findet sich in Tab. 5).

Stabchen sind besonders sensitiv auf Licht und ermdglichen skotopisches Sehen. Eine
stdbchengenerierte Antwort ist bereits bei Absorption eines einzigen Photons moglich
[83]. Um eine mdglichst selektive Stabchenantwort zu erhalten wurden daher nach
zwanzigminitiger Dunkeladaptation Lichtblitze geringer Intensitét (0,01cd/m?) und einer
Wellenlange von 467 + 17nm gewahlt. Dieser Spektralbereich entspricht anndhernd
dem Absorptionsmaximum des Rhodopsins (496nm) [85]. Zapfen werden bei

Dunkelheit von schwachen (0,01cd/m?) blauen Stimuli nur in geringem Umfang aktiviert
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(Absorptionsmaximum fir S-Zapfen: ~420nm [155]). Zusatzlich wurden blaue
Lichtblitze der gleichen Wellenlidnge mit einer Intensitat von 100cd/m? auf die Netzhaut

appliziert zur Messung der ipRGC-Aktivitat.

Um mdoglichst nur das Stébchensystem anzusprechen, ist eine mindestens
zehnminlUtige Dunkeladaptation notwendig, da dies die Sensitivitdt der Stébchen
gegenlber den Zapfen auf das 1000-fache steigert [47]. Park et al. zeigten [118] in
ihren Versuchen ebenfalls, dass bereits eine zehnminitige Dunkeladaptation eine
stdbchendominierte retinale Antwort begunstigt. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Adaptationszeit auf zwanzig Minuten verlangert, um eine mdglichst selektive
Stabchenantwort bei Messung zu generieren. Um die Kinder nicht kompletter
Dunkelheit auszusetzten und die Untersuchung etwas angenehmer zu gestalten,
wurde der Raum mit einer schwachen Rotlichtquelle erhellt. Eine weitere Lichtquelle
bildete der mit roter Folie abgedeckte Bildschirm des Laptops. Eine etwaige
Beeinflussung dieser Lichtquellen und der Infrarotbeleuchtung des Pupillometers auf
den Adaptationszustand der Probanden ist nicht auszuschlieBen. Zudem ist die

Infrarotbelichtung notwendig zur Detektion der Pupille.

Im Gegensatz zum Stabchenprotokoll wurde fiir die Aktivierung des Zapfensystems ein
Lichtblitz der Helligkeit von 100cd/m? gewahlt. Zapfen sind weniger sensitiv auf
Lichtreize und kénnen Helligkeiten unterscheiden, bei denen Stabchen bereits gesattigt
sind. Sie ermoéglichen das Tagessehen [71] und reagieren dementsprechend erst bei
hoheren Lichtintensitaten adaquat auf Lichtreize. Die spektrale Sensitivitat der Zapfen
ergibt sich aus der Summe der Absorptionsmaxima aller Zapfentypen und liegt mit
etwa 560nm im orangen Bereich [123]. Da jedoch Stédbchen bis zu einer Wellenlange
von 620nm sensitiver reagieren als Zapfen, wurde Rotlicht einer Wellenlange von 640
+ 10nm als Reiz gewahlt [123]. Drei Minuten vor sowie wahrend des gesamten
Zapfenprotokolls wurde die Halbkugel mit blauem Hintergrundlicht von 0,78cd/m?
beleuchtet [100], um eine Stabchen- bzw. ipRGC vermittelte Signaltransduktion
weitgehend zu unterdricken.

Der Pupillometer zeichnete den Pupillendurchmesser finf Sekunden vor dem ersten

Stimulus bis 60 Sekunden nach dem letzten Stimulus auf.
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Abb. 10 Stabchenprotokoll

Dargestellt ist das Messprotokoll des rechten Auges eines gesunden Normalprobanden.
Vor Pupillenaufzeichnung wird der Proband 20 Minuten an die Dunkelheit adaptiert.
Nach einer Anlaufzeit von 5s setzt der erste Stimulus ein. Jeder Stimulus dauert 1s.
Zwischen den ersten 3 Stimuli liegen Dunkelphasen von jeweils 15s. Nach den ersten 3
Stimuli wird jeweils eine Pause von 30s eingehalten. 1000ms=1s

100 cd/m®

100 cd/m*

100 cd/m* 100 cd/m*

100 cd/m*

100 cd/m*

0 cd/m? 0 cd/m® 0 cd/m® 0 cd/m® 0 cd/m?® 0 cd/m®
Sek.2 Sek.4 Sek6 Sek.8 Sek.10 Sek.12

% 12000
I
£
E fi ik
35 100.004, / | A /
&Y A S , / o i A oM,
R ' s pva V] WiVATAYS fIn Y A VA A

n | AV AYR'A J n \ | f Vo (WY,
2 f\“'f v | | A g A ,‘M‘J‘ (WY, A ; \ ISYAYA
S g0.00 v Vo A% I VUYL AV Y v
: ‘ ‘ u |~ A v If RYARTAY VA
s v \a f U / \/
2 ! f \J ]
g cooo .‘ | J‘\ / W 640 + 10nm; 100 cd/m?

! ! | | | |

/ W 467 + 17nm; 100 ca/m?
40.004
20000 40000 60000 80@00 100000 120000 140000 160000
Zeit[ms]

Abb. 11 Zapfenprotokoll

Es handelt sich um den gleichen Probanden wie in Abb. 10. Zur Sattigung von
Stabchen und ipRGCs wird die Halbkugel mit blauem Licht von 0,78cd/m? erfiillt. Auch
hier wird nach einer Anlaufzeit von 5s der erste Stimulus appliziert. Jeder Stimulus
dauert 1s. Zwischen den ersten 3 Stimuli liegen Dunkelphasen von jeweils 15s. Nach
den ersten 3 Stimuli wird jeweils eine Pause von 30s eingehalten. 1000ms=1s

Tab. 5 Tabellarische Darstellung des Stiabchen- und Zapfenprotokolls

Zeit in

S

Stabchenprotokoll

20 min Dunkeladaptation

Anlaufzeit bis zum ersten Stimulus

Blaulichtstimulus 0,01cd/m?

Zapfenprotokoll

Blaues Hintergrundlicht (0,78cd/m?)

Anlaufzeit bis zum ersten Stimulus

Rotlichtstimulus 100cd/m?
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15 Dunkelphase Dunkelphase

1 Blaulichtstimulus 0,01cd/m? Rotlichtstimulus 100cd/m?
15 Dunkelphase Dunkelphase

1 Blaulichtstimulus 0,01cd/m? Rotlichtstimulus 100cd/m?
15 Dunkelphase Dunkelphase

1 Blaulichtstimulus 100cd/m? Blaulichtstimulus 100cd/m?
30 Dunkelphase Dunkelphase

1 Blaulichtstimulus 100cd/m? Blaulichtstimulus 100cd/m?
30 Dunkelphase Dunkelphase

1 Blaulichtstimulus 100cd/m? Blaulichtstimulus 100cd/m?
60 Fortfihrung der Messung Fortfihrung der Messung

3.5 Datenerhebung und —analyse

Die Probanden durchliefen beide Stimulusprotokolle jeweils fir beide Augen,
entsprechend vier Durchlaufen pro Proband. Begonnen wurde mit dem
Stabchenprotokoll. Im ersten Durchlauf wurde das rechte Auge beleuchtet wobei der
direkte PLR des rechten Auges sowie der konsensuelle PLR des linken Auges erfasst
und aufgezeichnet wurden. Im zweiten Durchlauf wurde das linke Auge gemessen und
anschlieRend zum Zapfenprotokoll gewechselt. In Anlehnung an Park [118] und die in
Studien beschriebene Kontraktionsanisokorie [26, 137] wurde nach Datenerfassung
nur die direkte Lichtreaktion in die Auswertung einbezogen.

Die gemessenen Rohdaten (Pupillendurchmesser in mm + Zeit in ms) wurden als
Textdatei gespeichert und in ein Computerprogramm (Disease Advisory System, DAS)
der Klinik und Poliklinik flr Augenheilkunde, Gieflen exportiert und analysiert.
Entwickelt wurde das DAS von Herrn Steffen Zahn, die Urheberrechte besitzt die
Justus-Liebig-Universitat GieRen. Eine Studie von Lorenz et al., welche pupillometrisch
erhobene Daten mittels DAS auswertete wurde bereits verdffentlicht [100]. Die

Software dient der Erstellung der Messprotokolle und ermittelt die TPR und die SPR.
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Abb. 12 Darstellung des DAS mit VergroRerung der Meniileiste

Von links nach rechts: VergréRern, Verkleinern, Schwenken, Daten Cursor, neues
Messprotokoll erstellen, Messdateienmanager 6ffnen, Graph als Bild speichern,
Konfiguriere die Informationsextraktion aus den Messdateien, Auswahl absoluter
Pupillendurchmesser bzw. relative Pupillenkontraktion, zeige Sektionen des
Messprotokolls, zeige Normdaten, zeige transient und sustained Messpunkte, zeige
Sektionsnummern

Die TPR wurde im Boxplot dargestellt und konnte manuell ausgelesen werden. Der
Boxplot ergab sich aus dem Normkollektiv, welches fur die Erstellung eines
Referenzbereiches rekrutiert wurde. In der hier vorgestellten Studie wurde jedoch ein
auf das Patientenkollektiv zugeschnittenes Normkollektiv gesunder Kinder im Alter von
6 bis 13 Jahre hinzugezogen, sodass der im DAS integrierte Normbereich
vernachlassigt wurde. Studien beschreiben eine grélRere Ausgangspupillenweite bei
Kindern [15, 124]. Um vergleichbare Daten 2zu erheben, wurden daher
Normalprobanden im gleichen Alter rekrutiert. Die TPR wurde anschlieend

tabellarisch erfasst und statistisch ausgewertet.
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Abb. 13 Fenster zum Einlesen der Rohdaten in das DAS

Links: Einlesen der Rohdaten, Rechts: Erstellen des Messprotokolls nach Einlesen der
Rohdaten.
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Abb. 14 Screenshot DAS: Messprotokoll

Es handelt sich um den gleichen Probanden wie in Abb. 10. Zu sehen sind die vier
erhobenen Messprotokolle eines Probanden: Rot: Direkter PLR des rechten Auges,
Blau: Konsensueller PLR des rechten Auges. Grin: Direkter PLR des linken Auges,
Orange: Konsensueller PLR des linken Auges
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Abb. 15 Screenshot DAS Boxplot mit TPR

Es handelt sich um den gleichen Probanden wie in Abb. 10. Abgebildet sind die TPRs
der jeweiligen Messprotokolle in Abb. 14. Das DAS errechnet aus den ersten 3
Pupillenreaktionen des Messprotokolls die TPR, welche im Boxplot-Fenster ausgelesen
werden kann. Die Boxplots ergeben sich aus den Daten der gesunden Probanden, die
wahrend der Programmierung des DAS erhoben und in das DAS eingepflegt wurden.
Sie sind flir die aktuelle Studie irrelevant, da in der vorliegenden Arbeit auf ein
Normkollektiv gesunder Kinder im Alter von 6 bis 13 Jahren zuriickgegriffen wurde.
Dieses Fenster dient lediglich dem Auslesen der TPRs.

Das DAS entfernt invalide bzw. physiologisch unmégliche Messpunkte und glattet die
Kurve mittels Savitzky-Golay Filter vierter Ordnung [100]. Die Fensterbreite konnte frei
eingestellt werden, hier wurde eine Fensterbreite von 100 Tupel gewahlt. Die
aufbereiteten Daten wurden mit dem Lichtstimulus synchronisiert und in Hell- und
Dunkelintervalle (Ocd/m?) unterteilt. Fiir jede unbelichtete Sektion (Dunkelintervall)
wurde die Baseline (Kontraktion=0%) aus den letzten 20% der Tupel vor Stimulus
Onset neu berechnet aufgrund der Tatsache, dass eine vollstdndige Redilatation nach
Stimulus Offset nicht zwangslaufig stattfand und die initiale Baseline vor dem ersten
Stimulus keine geeignete ReferenzgroRe mehr darstellte. Der Verlauf des
Messprotokolls wurde als prozentuale Abweichung vom Ausgangsdurchmesser der
Pupille errechnet. Die Berechnung der relativen Werte ermdglichte die Vergleichbarkeit
der Datensatze untereinander trotz physiologisch abweichender Pupillengrofie. Die

Formel zur Berechnung wurde von Kardon und Kollegen erstellt [80].
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base — g(x) f(x) = relativer Pupillendurchmesser zum Zeitpunkt x
_— %

100
base

f&) =

g(x) = absoluter Pupillendurchmesser zum Zeitpunkt x

base = absolute baseline pupil size

3.6 Ermittlung der ipRGC-Aktivitat iiber die Redilatationszeit

Die Reaktion der Stabchen und Zapfen auf Licht I6st nach kurzer Latenzphase von
wenigen Millisekunden eine Pupillenkonstriktion aus, deren Maximum als definierbarer
Punkt im Messprotokoll beschrieben und daher quantitativ erfasst werden kann. Uber
die Stimulusprotokolle konnte ein stabchen- (0,01cd/m? /467 + 17nm) bzw.
zapfenvermittelter (100cd/m?/ 640 + 10nm) PLR provoziert werden.

Die Reaktion der ipRGCs ist eine verlangerte Redilatation nach erfolgtem Lichtreiz [31],
im Messprotokoll erkennbar an der verlangerten Pupillenkonstriktion nach bereits
erloschenem Lichtreiz [1]. Mehreren Studien [31, 118, 153] zufolge ist ihre Aktivitat v.a.
auf Lichtreize vergleichsweise hoher Intensitdt und niedriger Wellenlange messbar,
daher wurden dem Stabchenprotokoll drei weitere Stimuli einer Intensitédt von 100cd/m?
und einer Wellenlédnge von 467 + 17nm angeschlossen (siehe Abb. 10).

Verschiedene Studien versuchten Uber objektive Parameter wie 6s-PIPR [118], die
Redilatationsgeschwindigkeit [39], die Ermittlung der Flache unterhalb der Baseline
[68] oder die Ermittlung des durchschnittlichen Pupillendurchmessers nach Stimulus
Offset innerhalb eines definierten Intervalls die PIPR zu erfassen.

Das DAS ermdglicht die Quantifizierung der PIPR uUber einen definierten Punkt sechs
Sekunden nach Stimulus Offset, welcher auf dem Messprotokoll abgelesen werden
kann und im Boxplot dargestellt wird. Diese Herangehensweise ist jedoch nur begrenzt
aussagefahig, da ein einzelner Punkt zwar einen flacheren Kurvenanstieg zu einem
bestimmten Zeitpunkt erfassen kann, aber die gesamte Steigung bis zum néachsten
Stimulus nicht reprasentiert und somit kein hinreichendes MalR Uber die
Reaktionskinetik der ipRGCs darstellt. Daher soll in der vorliegenden Arbeit Gber die
Erfassung des gesamten Kurvenanstiegs nach vorangegangener Pupillenkonstriktion
die PIPR vollends quantifiziert werden. Die Berechnung der PIPR ist z.Z.
Forschungsprojekt der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. B. Lorenz und Dr. W. Bowl. lhren
Berechnungen zufolge lasst sich die PIPR Uber eine exponentielle Anndherung an das
Messprotokoll mittels optimierter Kurve beschreiben (Abb. 16). Sie wird durch folgende

Formel beschrieben: y = a x(1 — e 2> ®=%0)) 4 y,
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Abb. 16 Grafische Darstellung der Parameter

Annaherung der Funktion (durchgehende Linie) an die Rohdaten (gepunktete Linie).
Parameter b kann Uber die gegebenen Parameter x, y und a errechnet werden, welcher
die Geschwindigkeit der exponentiell inversen Zerfallsfunktion beschreibt.

Xo und Y, reprasentieren den Abstand von der Y- bzw. X Achse und werden manuell
durch Bestimmung des Startpunktes der Redilatationsphase festgelegt. Der Punkt
(Xmax, Ymax) beschreibt die maximale Redilatation. a ist ein dynamischer Parameter
innerhalb des Intervalls zwischen Y, und Y .. Der wichtigste Faktor ist Parameter b,
welcher die Geschwindigkeit der Annaherungsfunktion beschreibt und als MaR fir die
ipRGC Aktivitdt angenommen wird. Ein kleineres b verweist auf einen flacheren
Kurvenanstieg und dementsprechend auf eine verlangerte Redilatationszeit. Bowl und
Kollegen entwickelten ein VBA (visual basic for applications) Skript zur automatisierten
Berechnung der Parameter a und b mittels der Methode der kleinsten Quadrate bzw.

die Anpassung der Annaherungsfunktion an die gemessenen Rohdaten.

Die Rohdaten wurden in ein Datenbankmanagementsystem (DBMS) eingelesen und
jedem Studienteilnehmer eine Identifikationsnummer (ID) zugeordnet. Die ID wurde in
ein Tabellenkalkulationsprogramm eingegeben und die Rohdaten aus dem DBMS
importiert und anschlieBend analysiert. Zur Erfassung der korrekten Redilatationszeit
wurde fur jedes der sechs Intervalle die Start- und Endzeit eingetragen und im roten
Feld das zu ermittelnde Intervall angegeben. Die ersten drei Intervalle im Messprotokoll
reprasentieren die Stabchenantwort (0,01cd/m? /467 + 17nm), die folgenden drei
Intervalle die ipRGC Antwort (100cd/m? /467 + 17nm). Nach den ersten drei Stimuli
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schlieflen sich Dunkelphasen von jeweils 15s an, ab dem vierten Stimulus von jeweils
30s. Der Variationskoeffizient (CV) und Summe der kleinsten Quadrate (XR?) sind
Evaluierung der Qualitdt der Anndherung der Kurve an das
YR? ist der mittlere

Parameter zur
Messprotokoll. Der CV reprasentiert die Messgenauigkeit,
quadratische Fehler zwischen dem tatsachlichen Messpunkt zu einem bestimmten
Zeitpunkt und der angenommenen logarithmischen Funktion. Da alle 40 ms der

kleinste Fehler gesucht wird, ist eine hohe Rechenleistung erforderlich.

R

94 6|Step Stimuli Start time(-x{End time yo h— a B-Factor Duration n Sum Korr
Examination 1 0.01 6440 21440 4.83 U 217 0.739| 24.592658 15 375( 9.0011992| 2.4003198
2 0.01 22520 37399 4.58 7 2.42 0.744| 15.269691 14.879 370| 8.8996824| 2.4053196
Calculate B+Ymax 3 0.01 38427 53079 4.56 7 2.44 0.613| 7.4022325 14.652 364 5.5255635| 1.518012
4 100 54920 84240 3.4 7 3.6 0.054| 474.84495 29.32 686| 97.540685| 14.218759
5 100 86119 115279 3.31 U 3.69 0.088| 102.11793 29.16 706( 39.766925| 5.632709
6 100 116919 181240 3.19 7 3.81 0.102| 84.617057 64.321 1587 45.22947| 2.8499981
Diagrammtitel
MM T o] e ,uf.FW’T‘ al)
7 | AV 11 # r]
‘ £ / ‘ "vl ‘ H
f / { | [M
6 ] { 4 4
I ‘ ‘ ﬁ A1
[ /

»/m{

U |
A l'ﬂ

!

Abb. 17 Ermittlung des b-Faktors

PIPR eines Normalprobanden. Die Rohdaten sind in blau, die errechnete Annaherung
in orange dargestellt. Die Intensﬂat der ersten 3 Lichtblitze betragt 0, 01cd/m® und der
folgenden 3 Lichtblitze 100cd/m Der Geschwindigkeitsparameter b (rote Spalte) sowie
die Fehlerparameter $R? und CV (in der Abb. Als “Korr” bezeichnet) sind fir jede
Messung angezeigt.

3.7 Grafische Darstellung und Statistik

3.7.1 Boxplot

Boxplots veranschaulichen die Verteilung ordinalskalierter und metrischer Daten und
sind geeignet zum Vergleich mehrerer Stichproben. Die Box wird vom unteren bzw.
25% Quartil und vom oberen bzw. 75% Quartil begrenzt. Ihre Lange entspricht dem
Interquartilsabstand (IQR= Q.75 - Qo.25) und erfasst 50% der Daten. Der Median teilt die
Box und unterteilt die gesamte Grafik in zwei Bereiche mit jeweils 50% der Daten.
Anhand seiner Lage im Diagramm l|asst sich erkennen ob die Variable schief oder

symmetrisch ist [88]. Das arithmetische Mittel ist durch ein Kreuz gekennzeichnet. Die
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beiden Whisker (= Schnurrhaare) erstrecken sich bis zum Minimum bzw. Maximum. Im
erweitertem Fall (wie in dieser Arbeit) werden die Whisker auf das 1,5 fache des IQR
bzw. beschrankt und Daten jenseits dieses Bereichs isoliert als Ausreil3er dargestellt.
Der Whisker kann auch kirzer ausfallen, wenn der kleinste bzw. gréfite Wert der Daten
kleiner ausfallt als 1,5 x IQR [140].

AusreiBer +

Maximum

oberes Quartil
- Mittelwert

Median

unteres Quartil
Minimum

Abb. 18 Boxplot mit Kennwerten

Das Minimum entspricht einem Wert unterhalb des 1,5 x IQR. Der obere Whisker
erstreckt sich bis zum 1,5 x IQR. Der Ausreil3er liegt oberhalb dieses Bereichs.

3.7.2 Regressionsanalyse

Die Regressionsanalyse dient der Vorhersage eines Sachverhalts. Die lineare
Regression prift welchen Einfluss eine unabhangige Variable (X) auf eine abhangige
Variable (Y) hat bzw. ob es eine Beziehung zwischen diesen Variablen gibt [88]. X und
Y sind metrische Merkmale [140]. Das BestimmtheitsmaR R? hat einen
Referenzbereich zwischen 0 (nicht aussagefahig) und 1 (gutes Modell). R? gilt als
Gltemall des Regressionsmodells. Es gibt an welchen Anteil der Varianz in der

abhangigen Variablen Y durch die unabhangigen Variablen erklart wird [88].

3.7.3 Netzhautmorphologie

Von allen Kindern wurden Rekonstruktionen der zentralen Netzhaut mittels optischer
Koharenztomographie (spectral domain optical coherence tomography, SD-OCT)
angefertigt. Die Bilder wurden in das an der Augenklinik GielRen von der Arbeitsgruppe
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um Frau Prof. Lorenz entwickelte Programm DiOCTA eigelesen und analysiert. Mit
Hilfe dieser Software kdnnen Netzhautschichten automatisiert segmentiert und die
Schichtdicken ermittelt werden [38]. Die Ergebnisse wurden bereits veroffentlicht [20]
(siehe Einleitung, Kapitel Netzhaut). Die no-ROP und die sr-ROP Kinder wurden
entsprechend ihrer duBeren nuklearen Schicht + externen limitierenden Membran
(ONL+ELM) sortiert und in regulare Fovea (RF) und macular developmental arrest
(MDA) unterteilt (siehe Abb. 4).
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4 Ergebnisse

4.1 Anzahl der Messdaten

Die Anzahl der Daten ergibt sich aus den untersuchten Augen, dementsprechend zwei
Augen pro Patient. Bei einigen Kindern konnte nur ein oder gar kein Auge gemessen
werden. Die Ergebnisse beziehen sich auf den direkten PLR. Genauere Angaben zum
Probandenkollektiv kdnnen Tab. 4 entnommen werden.

Insgesamt war die Compliance der jungen Studienteilnehmer gut. Eine Ubersicht der
Messdaten findet sich in Tab. 6. Vor der Untersuchung wurde auf eine entspannte
Haltung der Kinder geachtet und bei Wunsch die Eltern hinzugezogen. Dennoch
empfanden einige der Kinder die Messungen als belastend, einigen waren die
Lichtblitze zu grell, andere storten sich an der Pupillometer-Brille. Waren die Kinder zu
angespannt bzw. die Compliance gering, wurde die Untersuchung abgebrochen.
Artefakte entstanden meistens durch Blinzeln und Pupillenfluktuationen, weitere
Storfaktoren waren Lidschluss und Kopfbewegungen. Wurden die Augen von den
Probanden aufgrund der Lichteinstrahlung nicht ausreichend gedffnet, konnte der

Pupillometer die Pupille nicht detektieren und der Durchmesser nicht bestimmt werden.

Tab. 6 Anzahl der erhobenen Messdaten

Gesamtheit der erhobenen Messdaten. Die prozentualen Angaben beziehen sich auf
die rekrutierten Probanden pro Gruppe, die pupillometrisch untersucht werden konnten
und brauchbare Daten lieferten (169 von 191). Oculus dexter (OD), Oculus sinister (OS)

Stabchen OD  Stibchen OS Zapfen OD Zapfen OS

Gesamt (n=169) 145 85,80% 144 85,21% 102 60,36% 114 67,46%
TB (n=25) 23 92,00% 20 80,00% 18 72,00% 21 84,00%
no-ROP (n=89) 76 85,39% 77 86,52% 48 53,93% 58 65,17%
sr-ROP (n=47) 39 82,98% 40 85,10% 32 68,08% 30 63,83%
t-ROP (n=8) 7 87,50% 7 87,50% 4 50,00% 5 62,50%
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Getestet wurde inwieweit die relative Stdbchen- bzw. Zapfenantwort sich zwischen den

Gruppen TB, no-ROP und sr-ROP voneinander unterscheidet. In den Boxplots sind die

Daten aus rechtem und linkem Auge zusammengefasst.

N w &~ (&
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Pupillenkonstriktion (%)
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o

o

Abb. 19 Relative stibchen- (blau) und zapfengewichtete (rot) Pupillenantwort

B no-ROP

n=43 n=153

sr-ROP

n=79

B

no-ROP

sr-ROP

n=39

n=106

n=62

Relative Pupillenkonstriktion nach Stabchen- (blau) und Zapfenprotokoll (rot). Die
durchgezogene Linie verdeutlicht die Signifikanz. Termingeborene (term born, TB),
Frihgeborene ohne ROP (no-ROP), Friihgeborene mit spontan remittierter ROP (sr-
ROP), n=Anzahl der Augen

Tab. 7 Kennwerte der Boxplots und Standardabweichung (o)

Zu beachten ist v.a. der Median, welcher bei den Normalprobanden im Zapfenprotokoll
weit hoher liegt als im Stabchenprotokoll.

Maximum
O. Whisker
O. Quartil
Median

U. Quartil
U. Whisker
Minimum
Mittelwert

o)

B

43,23
43,23
35,60
31,73
29,45
22,14
22,14
32,29
+4,93

Stabchen
no-ROP
48,00
48,00
36,69
32,30
27,62
14,33
12,32
31,88
17,43

sr-ROP
46,79
46,79
37,35
32,19
27,73
16,47
11,99
32,20
17,92

B

50,28
49,52
39,45
35,45
32,45
24,80
24,80
35,94
+5,46

Zapfen
no-ROP
48,73
48,73
37,45
33,58
28,10
16,96
16,96
33,18
16,28

sr-ROP
48,68
48,68
36,92
31,89
25,70
11,05
11,05
31,63
17,43
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Die statistische Auswertung erfolgte in Matlab Version R2014a. Mit dem Levene Test
und Brown-Forsythe Test wurde auf Varianzhomogenitat Uberpruft. Beide
Signifikanztests konnten diese fir die Grundgesamtheit der Stadbchendaten (p<0,05)
nicht bestatigen. Bei den Zapfendaten ermittelte nur der Levene Test eine
Varianzhomogenitdt. Der  Shapiro-Wilk Test zeigte eine  durchgehende
Normalverteilung in allen Gruppierungen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die
Gruppensignifikanzen mit dem Kruskal Wallis Test berechnet. Als multiple Testung
wurde die Bonferroni Korrektur verwendet, um eine Kumulierung des Alphafehlers zu
neutralisieren.

Die Stabchen- und Zapfenreaktion wurde fir die Kontrollgruppe und die beiden
Probandengruppen no-ROP und sr-ROP in Boxplots dargestellt. Der Datensatz der
Stabchen verzeichnete keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen (p>0,05). Beim zapfenvermittelten PLR zeigte sich eine Gruppensignifikanz
(p=0,0137) (siehe Abb. 19). Die Bonferroni Korrektur ergab zwischen
Termingeborenen und Frihgeborenen ohne ROP einen tendenziell verringerten PLR
(p=0,074). Kinder mit ROP in der Anamnese wiesen einen statistisch signifikant
reduzierten PLR im Vergleich zu Termingeborenen auf (p=0,004). Zwischen

Frihgeborenen ohne und mit ROP gab es keine relevante Differenz (p=0,413).

4.3 ROP Stadium

Zur Evaluierung der stabchen- und zapfenmediierten Pupillenantwort in Bezug auf das
ROP Stadium (Sf) der Probanden wurde die sr-ROP Gruppe in zwei Untergruppen
entsprechend ihres ROP Stadiums aufgeteilt. Die Termingeborenen wurden als
Referenz den Untergruppen gegenuibergestellt. Die no-ROP Gruppe wurden aus der
Statistik genommen, da diese Probanden nicht an einer ROP erkrankt waren. Alle
Gruppen waren normalverteilt. Die Stichprobe der Stabchen wies keine
Varianzhomogenitat auf, daraufhin wurden die Gruppensignifikanzen mittels Kruskal
Wallis Test Uberprift und bestatigten sich nur fur den Datensatz der Zapfen. Nur
zwischen den Termingeborenen und der Gruppe St 2, St 2-3, St 3 konnte ein

signifikanter Unterschied verzeichnet werden (p=0,001).
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Abb. 20 Relative stibchen- (blau) und zapfengewichtete (rot) Pupillenantwort in Bezug
auf das ROP Stadium

Einteilung der Kinder mit remittierter ROP in zwei Untergruppen und Vergleich dieser
beiden Einteilungen mit den Termingeborenen.

Eine genauere Einteilung der Probanden in Termingeborene, Frihgeborene mit ROP
St 1, St 1-2, St 2, St 2-3 und St 3 ergab einen differenzierten Uberblick. Lediglich
Probanden der Gruppe St 2 wiesen einen signifikant reduzierten PLR im
Zapfenprotokoll im Vergleich zu Termingeborenen auf (p=0,018).

B St1 St 1-2 St2 St2-3 S( 3

s |

Pupillenkonstriktion (%)

——
=l

n=39 n=17 n=16 n=23 n=2 n=4

Abb. 21 Zapfenprotokoll: Weitere Differenzierung in alle ROP Stadien
Der graue Boxplot zeigt die Verteilung der Termingeborenen und die roten Boxplots das

jeweilige ROP Stadium. Zu beachten ist, dass es nur wenige Messungen von Kindern
im Stadium 2-3 und 3 gibt.
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4.4 Gestationsalter und Geburtsgewicht

Unabhangig von der Gruppierung der Studienteilnehmer wurde auf eine Korrelation
des PLR mit GA und GG gepruft. Als Referenz wurden wieder alle Normalprobanden
zusammengefasst. Die Gruppen no-ROP und sr-ROP wurden nach ihrem GA und
ihrem GG in die Gruppen 232 SSW, >28<32 SSW, <28 SSW bzw. >1500g, 1000-
1500g und <1000g eingeteilt. Alle Gruppen waren normalverteilt. Eine Gleichheit der

Varianzen konnte nur bei den Zapfen ermittelt werden.

B 232 GA <32>28 GA =28 GA B 232 GA <32>28 GA <28 GA
50
:\; 40
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Abb. 22 Stabchen- und Zapfen-PLR in Korrelation zum Gestationsalter

Stabchenantwort (blau) und Zapfenantwort (rot). Der graue Boxplot reprasentiert die
Termingeborenen, no-ROP und sr-ROP sind nach Gestationsalter in 3 Gruppen

eingeteilt.
B >1500g 1500-1000g <1000g B >1500g 1500-1000g <1000g
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Abb. 23 Stabchen- und Zapfen-PLR in Korrelation zum Geburtsgewicht
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Stabchenantwort (blau) und Zapfenantwort (rot). Der graue Boxplot reprasentiert die

Termingeborenen, no-ROP und sr-ROP sind nach Geburtsgewicht in 3 Gruppen

eingeteilt.
Die Gruppensignifikanzen wurden jeweils fir die Stabchen (p=0,3942) und Zapfen
(p=0,0336) mit dem Kruskall Wallis Test ermittelt. Als Post-Hoc Tests wurden der
Tukey Kramer Test und die Bonferroni Korrektur verwendet. Die Einteilung der Kinder
nach postpartalem Gewicht und Korrelation der Gewichtsklassen zum Stabchen- und
Zapfen-PLR ergab fur alle Gruppen nur geringfugige Abweichungen (siehe Abb. 23).
Der Zapfen-PLR bei Kindern mit einem GA von 232 SSW (p=0,0391) bzw. >28<32
SSW (p=0,0304) war vermindert, interessanterweise konnte dieser Unterschied
zwischen Termingeborenen und Frihgeborenen <28 SSW nicht nachgewiesen werden
(siehe Abb. 22). Die Bonferroni Korrektur errechnete nur eine Signifikanz zwischen der
Gruppe >28<32 SSW und den Termingeborenen (p=0,0391).

Neben der Einteilung in Boxplots und Uberpriifung auf Signifikanzen wurde ebenfalls
mittels linearer Regression Uberprift, ob eine Korrelation zwischen Stabchen- und
Zapfenfunktion und GG bzw. GA besteht. Eine solche signifikante Korrelation konnte
zwischen Zapfenfunktion und GG (p=0,024) bzw. GA (p=0,049) ermittelt werden.
Allerdings gilt es zu bedenken, dass die unabhangigen Variablen nur einen geringen
Anteil der Varianz in Y erkldren, da R? relativ klein ist (siehe Abb. 24 und Abb. 25).

50 Regressionsanalyse: Stabchen/ Zapfen - Gestationsalter
~ 40
X
c
S
= 30
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=
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§ 20 g Stabchen : R? = 0,000 p=0714
§ Zapfen *R2=0,019 p = 0,049

10

0 .
10 20 30 40 50 (in SSW)

Abb. 24 Korrelation von Stabchen- und Zapfen-PLR zum Gestationsalter

Die Daten aller Kinder unabhangig ihrer Gruppierung (auer t-ROP) wurden in die
Berechnung der Regression aufgenommen.
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50 Regressionsanalyse: Stabchen/ Zapfen - Geburtsgewicht
—= 40
o
c
2
% 30
2
S
520 g Stibchen - R2 = 0,000 p = 0,684
) Zapfen - R2 = 0,024 p=0,024

10

0 L
1000 2000 3000 4000 (ing)

Abb. 25 Korrelation von Stibchen- und Zapfen-PLR zum Geburtsgewicht

Die Daten aller Kinder unabhangig ihrer Gruppierung (auer t-ROP) wurden in die
Berechnung der Regression aufgenommen.

4.5 Macular developmental arrest

Unabhangig von ROP Stadium, GG und GA der Studienteilnehmer wurde getestet
inwieweit der OCT Befund Rickschlisse auf die Stabchen- und Zapfenantwort zulasst.
Verglichen wurden die Kinder mit unauffalliger Foveamorphologie (RF) und Kinder mit
einem ONL+ELM Missverhaltnis im Vergleich zur inneren Netzhaut (MDA).

Kontrollgruppe waren wieder die Termingeborenen.

B MDA RF MDA RF
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Abb. 26 Stiabchen-PLR in Abhéngigkeit von ROP und MDA
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Differenzierung der Studienteilnehmer in Frihgeborene mit regelrecht entwickelter
Makula ( RF-no-ROP), Friihgeborene mit morphologischer Varianz der Makula (MDA-
no-ROP, Frihgeborene mit remittierter ROP und regelrecht entwickelter Makula (RF-sr-
ROP) und Frihgeborene mit remittierter ROP und morphologischer Varianz der Makula
(MDA-sr-ROP) sowie Termingeborene (TB).

B MDA RF MDA RF
no-ROP  no-ROP sr-ROP sr-ROP
50
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\ ‘ \
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Abb. 27 Zapfen-PLR in Abhangigkeit von ROP und MDA

Differenzierung der Studienteilnehmer in Frihgeborene mit regelrecht entwickelter
Makula (RF-no-ROP), Frihgeborene mit morphologischer Varianz der Makula (MDA-
no-ROP, Frihgeborene mit remittierter ROP und regelrecht entwickelter Makula (RF-sr-
ROP) und Frihgeborene mit remittierter ROP und morphologischer Varianz der Makula
(MDA-sr-ROP) sowie Termingeborene (TB).

Die Daten wiesen eine weitgehende Normalverteilung und Varianzhomogenitat in
beiden Datensatzen auf (Brown-Forsythe Test + Shapiro-Wilk Test > 0,05). Lediglich
eine Gruppe im Stabchenprotokoll (RF-no-ROP: p=0,01) wies keine Normalverteilung
auf. Der Levene Test konnte bei den Stabchen keine Varianzhomogenitat ermitteln
(p=0,041). Infolge dessen wurde der Datensatz der Stabchen mittels Kruskal Wallis
Test auf Gruppensignifikanz Uberpruft, der Datensatz der Zapfen mittels
Varianzanalyse (Analysis of variance, ANOVA). Die ANOVA ermittelte eine
Gruppensignifikanz (p=0,044). Als multiple Vergleichstests wurden die Bonferroni
Korrektur und Tukey Kramer angewandt. Dabei ergab die Prufung mit dem Tukey
Kramer Test eine knapp signifikant reduzierte zapfenmediierte TPR der MDA-sr-ROP
Gruppe im Vergleich zu den Termingeborenen (p=0,05) (siehe Abb. 27). Mittels

Bonferroni Korrektur, einem konservativeren Test, wurde das Signifikanzniveau nicht
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erreicht. Bei der stdbchenvermittelten Antwort wurde das Signifikanzniveau

unabhangig vom Post Hoc Test nicht erreicht (Abb. 26).

4.6 Betrachtung der behandelten Patienten

Insgesamt wurden 11 Probanden mit behandelter ROP rekrutiert von denen wiederum
8 pupillometrisch untersucht werden konnten. Die Kinder konnten meistens nur
eingeschrankt an den Untersuchungen teilnehmen und lieferten gehauft verzerrte
Messprotokolle, da einige dieser Patienten teils schwerwiegendere Erkrankungen
aufwiesen (siehe Tab. 9). Aus diesem Grund wurde jeder Patient einzeln in den
folgenden Tab. 8 und Tab. 9 sowie den Abb. 28 und Abb. 29 dargestellt um mégliche
Korrelationen zwischen GA, GG, ROP Stadium und weiteren Erkrankungen mit den

Untersuchungsergebnissen festzustellen.

Tab. 8 Patientendaten der behandelten Kinder

Nr Alter Geschlecht GA GG Auge ROP-Stadium Zone +Disease

1 10 m 30+0 990 R/L 3 2

2 10 w 25+3 775 R/L 3 +
3 1 w 25+0 615 2-3

4 1 w 25+0 570 3 2 +
5 10 w 28+3 910 R<L 3 2 +
6 10 w 26+0 920 R/L 3 +
7 10 m 25+3 830 R/L 2-3 2 +
8 12 w 25+6 680 R/L 3 2 +

Tab. 9 Vorerkrankungen der behandelten Kinder

*Erkrankungen zusatzlich zur ROP. Alle Kinder litten bei Geburt an einem IRDS.
Intrazerebrale Hamorrhagie (ICH), intraventrikulare Hamorrhagie (/VC), Lasertherapie
(LT), rechtes Auge (RA), linkes Auge (LA), rechts (re), links (/i), Rechts/Links (R/L),
beidseits (bds), Entlassung (E), temporal (temp.)

o Neurologische Ophthalmologische Lasertherapie/
Erkrankungen Erkrankungen* Fundus-Befunde
ICH, bds. II-11l + LA: Ambyopie + Esotropie RA: Zentrale Laserherde
1 beginnende Hirnatrophie Kopfzwangshaltung nach LT
Idiopathischer Nystagmus
5 ICH | li, Bei E Leichte Linsentribung bds RA: Ablatio retinae nach
neurologischer Status LT, darauffolgend
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Abb. 28 Stabchenprotokoll: Einzelwerte jedes Probanden der Gruppe t-ROP

Die Nummer steht fir den jeweiligen Patienten (Tabelle s.0.) und RA bzw. LA fir das
rechte bzw. linke Auge. Nicht aufgefihrte Daten konnten nicht erhoben werden. Der

graue Boxplot
Referenzbereich.

reprasentiert den

durch die

Termingeborenen

ermittelten
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2RA 2LA 3RA 4RA 5RA 6RA 6LA 7LA

Abb. 29 Zapfenprotokoll: Einzelwerte jedes Probanden der Gruppe t-ROP

Die Nummer steht fir den jeweiligen Patienten (Tabelle s.0.) und RA bzw. LA fir das
rechte bzw. linke Auge. Nicht aufgefihrte Daten konnten nicht erhoben werden. Der

graue

Boxplot reprasentiert den durch die Termingeborenen ermittelten

Referenzbereich.

Tab. 10 Zusammenfassende Ubersicht iiber die behandelten Patienten

Stabchen (S), Zapfen (2). Eine Beurteilung folgt in der Diskussion.

Nr. S/z
1 S:R/L
Z: LA
2 S: LA
Z:R/L
3 S:R/L
Z:RA
4 S:R/L
Z:RA
5 S:R/L
Z:RA
6 S: R/L
Z:R/L
S:R/L
Z: LA
8 S:RA

Zusammenfassung

Starke zerebrale Schaden wund zentrale Laserherde ->
vergleichsweise niedriger Z-PLR bei gutem S-PLR

Guter PLR (S/Z). Neurologischer Status unauffallig. Z.n.
Netzhautabldsung und Re-Laserkoagulation

Relativ niedriger PLR (S/Z). Starke neurologische Defizite. In der
Anamnese. 3 und 4 sind Zwillinge.

Stabchen: LA>RA. Keine Korrelation zwischen Ergebnissen von
Proband 3 und 4. Neurologische Defizite wie Proband 3.
Regularer PLR (S/Z2).

Keine neurologischen Defizite.

Stabchen: LA>RA

Zapfen: RA>LA

Stabchen: LA>RA

Z-PLR links regelrecht.

Extrem unreifes Gehirn in der Anamnese. Pupillometrie war nur

eingeschrankt durchflhrbar. Lediglich S-PLR rechts messbar.
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4.7 Analyse der Redilatationszeit

Neben dem Stabchen- und Zapfensystem wurde zudem die Aktivitat der ipRGCs
quantifiziert mit der Intention ein moglichst komplettes Bild der retinalen
Reizverarbeitung zu erstellen. lhre Potentiale kbnnen im ERG nicht erfasst werden und
sind einzig mit der Pupillometrie zu detektieren [84]. Ihre verzdgerte und verlangerte
Feuerrate spiegelt sich in der Redilatationszeit wider, diese wurde bei 0,01cd/m? und
100cd/m? gemessen und in Abb. 30 dargestellt. Zwischen den einzelnen Gruppen
konnten keine signifikanten Abweichungen sowohl bei 0,01cd/m?als auch bei 100cd/m?

festgestellt werden.

Tab. 11 Anzahl der erhobenen Messwerte

Gesamtheit der erhobenen Messdaten. Die prozentualen Angaben beziehen sich auf
die rekrutierten Probanden pro Gruppe, die pupillometrisch untersucht werden konnten
und brauchbare Daten lieferten (169 von 191). Oculus dexter (OD), Oculus sinister (OS)

TPR OD TPR OS PIPR OD PIPR OS
Gesamt (n=169) 145 85,80% 144 85,21% 144 85,21% 144 85,21%
TB (n=25) 23 92,00% 20 80,00% 23 92,00% 20 80,00%

no-ROP (n=89) 76 85,40% 77 86,52% 76 85,40% 77 86,52%
sr-ROP (n=47) 39 82,98% 40 85,11% 38 80,85% 40 85,11%
t-ROP (n=8) 7 87,50% 7 87,50% 7 87,50% 7 87,50%

Tab. 12 Kennwerte der Boxplots und Standardabweichung (o)

Parameter b 0,01cd/m? Parameter b 100cd/m?

TB no-ROP sr-ROP t-ROP TB no-ROP sr-ROP t-ROP
Maximum 1,09 0,36 0,23 0.82 0,52 0,50 0,39 0.37
O. Whisker 0,86 0,37 0,31 0.82 0,33 0,35 0,32 0.37

O. Quartil 0,72 0,56 0,53 0.69 0,23 0,22 0,20 0.30
Median 0,66 0,61 0,61 0.63 0,17 0,16 0,16 0.18
U. Quartil 0,57 0,68 0,72 0.51 0,13 0,12 0,12 0.13
U. Whisker 0,48 0,88 0,90 0.44 0,10 0,08 0,08 0.11
Minimum 0,48 1,00 0,90 0.44 0,10 0,08 0,08 0.1
Mittelwert 0,66 0,62 0,61 0,62 0,19 0,19 0,17 0,21
o +0,13 0,11 0,14 0,12 +0,08 +0,08 +0,07 0,09

48



ERGEBNISSE

B no-ROP sr-ROP t-ROP B no-ROP sr-ROP t-ROP
: . . : . - , , ,
] ) |05 X
+ T {
20,8 : : T | 0,4 . )
§ 7 | | l o + i :
S0 ’ B ‘ F‘ | X ) 03 i L
o [ ’ |
|
|

+ Fgggﬂ
};

|

T

o
N

| 0,1 | 1

43 153 79 14 43 153 79 14

Abb. 30 Redilatationszeit der einzelnen Gruppen

Darstellung der Redilatationszeit nach retinaler Belichtung mit einer Intensitdt von
0,01cd/m? (links) und 100cd/m? (rechts).
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5 Diskussion

5.1 ROP Stadium und MDA beeinflussen die zentrale Netzhautfunktion

In der vorliegenden Studie wurde erstmals die Photorezeptoraktivitat von 144
ehemaligen Fruhgeborenen im Vergleich zu 25 termingeborenen Kindern
pupillometrisch quantifiziert und auf Abhangigkeitsfaktoren statistisch untersucht.
Getestet wurde Uber Applikation chromatischer Lichtreize die Stabchen-, Zapfen- und
ipPRGC-Funktion von Termingeborenen und Frihgeborenen ohne ROP und mit ROP in
der Anamnese im Alter von 6 bis 13 Jahren unter Bericksichtigung von GG, GA, ROP
Stadium und OCT Befund.

Hierbei ergab die Datenanalyse einen insgesamt reduzierten zapfenvermittelten PLR
innerhalb der Gruppe Friihgeborener mit spontan zuriickgebildeter ROP St 2, St 2-3
und St 3 (siehe Abb. 20). Bei Aufteilung der Kinder in alle ROP Stadien konnte eine
statistische Signifikanz zwischen Termingeborenen und ROP St 2 Probanden
errechnet werden (siehe Abb. 21). Unabhangig vom ROP Stadium ergab sich fur
Kinder mit MDA im Vergleich zur Kontrollgruppe eine leicht reduzierte (p=0,05)
zapfenvermittelte Pupillenreaktion.

Geburtsgewicht und vor allem das Gestationsalter beeinflussen den Daten zufolge
zumindest tendenziell die Zapfenfunktion (siehe Abb. 22 und Abb. 23). Die Gruppe der
Kinder mit einem GA von >28<32 wies im Vergleich zu den Termingeborenen einen
reduzierten Zapfen-PLR auf. Die Regressionsanalysen waren ebenfalls fir beide
Variablen (GA und GGA) signifikant, der Wert des R? jedoch relativ gering (siche Abb.
24 und Abb. 25).

Zur genaueren Evaluation der Ergebnisse wurden ebenfalls die Daten aus den
elektrophysiologischen Untersuchungen der Kinder herangezogen, da es sich hierbei
um eine bereits im klinischen Alltag etablierte und weit verbreitete objektive Methode
zur Analyse der Netzhautfunktion handelt. Das Elektroretinogramm (ERG) stellt eine
lichtevozierte Summenantwort neuronaler Zellen dar, hierbei werden die
Potentialanderungen wahrend der Signaltransduktion abgeleitet. Das ERG gliedert sich
in verschiedene Komponenten, welche die Ebenen der retinalen Reizverarbeitung
differenziert darstellen. Die negative a-Welle reflektiert die Hyperpolarisation der
Photorezeptor-OS. Im Dunklen werden vornehmlich die Stabchen, im Hellen
vornehmlich die Zapfen angesprochen. Die positive b-Welle resultiert aus der

Depolarisation der BZ und uberlagert zum Teil die a-Welle [9].
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Die Aussagekraft des ERGs misst sich anhand der Amplitudenhdhe und der Gipfelzeit,
Zeitspanne zwischen Stimulusbeginn und Amplitudenmaximum. Eine Reduktion der
Amplitude sowie eine verlangerte Gipfelzeit deuten auf normabweichende, eventuell
degenerative Prozesse hin [9]. Im Gegensatz zum Ganzfeld-ERG (ff-ERG, full-field),
welches die Summenantwort der Netzhaut reprasentiert und zur Diagnostik
generalisierter Dystrophien geeignet ist, beschrankt sich das multifokale-ERG (mf-
ERG) auf kleine Netzhautareale wie z.B. die Makula und deckt somit lokale
Funktionsbeeintrachtigungen auf [9].

Photopische ff-ERG Untersuchungen bei Frihgeborenen mit und ohne ROP zeigten
nur minimale Abweichungen im Vergleich zu Termingeborenen. Allein bei schwerer
ROP wurden reduzierte Potentiale gemessen [50]. Fulton und Kollegen postulierten
aufgrund ihrer Ergebnisse eine durch die vorgezogene Geburt wenig beeintrachtigte
Zapfenfunktion. Tatsachlich haben Zapfen mehr Mitochondrien und eine gréfliere
aerobe ATP-Produktion [122] und scheinen dementsprechend robuster gegenuber
Sauerstoffschwankungen im Vergleich zu Stabchen [50].

Elektrophysiologische Untersuchungen der zentralen Netzhaut bei Frihgeborenen mit
milder ROP deuteten jedoch auf eine subtile makulare Dysfunktion [49]. Fulton deutete
ihre Ergebnisse als Folge einer reduzierten zapfeninitiierten BZ-Aktivitat [50] stitzend
auf die Publikation von Hood et al. die mf-ERG Antwort beziehe sich mal3geblich auf
die BZ-Aktivitat [74]. Dieser Beobachtung aus dem Jahre 2005 folge eine Reihe an
Studien zur Evaluierung der photopischen Netzhautfunktion.

Bowl und Mitarbeiter untersuchten Friihgeborene mit und ohne ROP und ermittelten im
photopischen ff-ERG eine regulare a-Welle und nur eine tendenziell reduzierte b-Welle
in allen Gruppen. Im mf-ERG ergaben sich niedrigere Antworten der Kinder mit MDA
im Vergleich zu Termingeborenen und Frihgeborenen mit morphologisch unauffalliger
Fovea [21]. Mdgliche Erklarungsansatze waren eine veranderte Zapfenmorphologie
[127] bzw. eine reduzierte BZ-Dichte [58].

Akerblom et al. berichteten von einer kombinierten Stadbchen-Zapfen Dysfunktion im ff-
ERG, wobei die Stabchen starker betroffen schienen als die Zapfen [3]. Altschweiger et
al. unterteilten ihre Probanden in no-ROP, sr-ROP, t-ROP und termingeborene Kinder.
Sie kamen zu dem Ergebnis, dass bereits Frihgeborene signifikant reduzierte mf-ERG
Antworten aufwiesen und ihre Potentiale denen der sr-ROP Gruppe vergleichbar sind.
Die mf-ERG Potentiale der t-ROP Gruppe waren signifikant niedriger als die der
anderen Gruppen. Eine Erklarung konnte nicht gefunden werden. Der Autor geht von
einem kombinierten Einfluss von Fruhgeburtlichkeit, schwerer ROP und Lasertherapie
aus [7]. Die vorliegenden Daten stutzen Altschwagers Vermutung, die schwere des

ROP Stadiums beeinflusse die retinale Funktion insoweit, da bereits Kinder mit nicht
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behandlungsbediirftiger ROP einen signifikant reduzierten PLR im Zapfenprotokoll
aufwiesen (siehe Abb. 20).

In der Perimetrie wurde eine signifikant reduzierte zentrale (0° und 2,8°) photopische,
d.h. zapfenvermittelte, Lichtunterschiedsempfindlichkeit (LUE), bei Frihgeboren
unabhangig von ROP ermittelt [19]. Die LUE beschreibt die Differenzierung zwischen
Beleuchtungsstarken bzw. den geringsten bendtigten Intensitatsunterschied zwischen
Lichtpunkt und Hintergrundbeleuchtung, der eine Abgrenzung beider Lichtquellen
ermoglicht [18]. In einer weiteren Publikation der gleichen Arbeitsgruppe wurde auf
eine Korrelation von MDA und LIS hingewiesen. Bowl und Mitarbeiter nennen eine
moglicherweise reduzierte Zapfendichte in der Fovea als Erklarung. In der Studie

zeigte sich jedoch keine statistische Korrelation zwischen Visus und MDA [20].

In der 22. SSW sind die Zapfen noch kurz und dick. Ihre AuRensegmente wachsen von
3um bei Geburt auf bis zu 40-50um [154]. Mit zunehmendem Alter wird ihre Struktur
langer und schmaler und ihre Dichte/mm? nimmt zu. Die Sehscharfe des
Heranwachsenden wird besser [59]. ROP Patienten leiden gehauft unter einer
reduzierten Sehscharfe und weiteren ophthalmologischen Defiziten [41, 152]. In OCT-
Studien wurde daher versucht die Entwicklung der Netzhaut dieser Kinder zu
verfolgen, um mdogliche Erklarungen fur ihre Erkrankungen zu finden.

Mehrere Studien beschrieben verdickte Netzhautschichten und eine abgeflachte Fovea
im OCT-Befund bei einigen Frihgeborenen [2, 146, 152]. Die Befunde deuten auf eine
gestorte makuldre Entwicklung als Folge einer unvollstandigen zentrifugalen
Zellmigration der den Photorezeptoren nachgeschalteten Zellen (post-receptor
structures) [59]. Ramamirtham et al. berichteten Uber eine veranderte Zapfenstruktur
bei t-ROP Patienten [127]. Villegas et al. wiesen allerdings darauf hin, dass eine
Ausreifung der Photorezeptoren trotz flacher Fovea mdglich ist [146]. Bowl et al.
beschrieben in ihrer Publikation 2016 eine starke Abhangigkeit von Foveadicke,
ONL+ELM und GCL zum GA, jedoch einen geringeren Zusammenhang zum GG [20].
Die Arbeitsgruppe um Menghini untersuchte den Zusammenhang zwischen ONL und
Zapfendichte. Sie konnten eine positive Korrelation der beiden GréRen zueinander
nachweisen, v.a. zwischen 0,5° und 1,5° Exzentrizitat, jedoch seien die interindividuelle
Variabilitat der Zapfendichte und ONL Dicke zu hoch, sodass die ONL Dicke keine
Ruckschlisse auf die tatsachliche Zapfendichte schlielRen lasst [110].

ROP beeinflusst das retinale Gefalksystem und kann zu Netzhautischamien fihren [4].
OCT-Studien bei Frihgeborenen mit ROP zeigten, dass einige der Kinder in der

Neonatalperiode Makulazysten, -6deme und subretinale Flissigkeit aufwiesen [4].
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Diese Pathologien begriinden sich vermutlich aufgrund erhéhter VEGF Spiegel [37]
[147]. Selbst bei vollstindiger Regression dieser Erkrankungen sind bleibende
funktionelle Defizite nicht auszuschlief3en [4].

Die Zusammenschau der Befunde verdeutlicht, dass eine verfrihte Geburt des Kindes
auch ohne Ausbildung einer ROP einen Einfluss auf die makuldre Entwicklung und die
Netzhautfunktion haben kann. Eine ROP kann jedoch einen zusatzlichen negativen
Effekt auf das Sehsystem der Kinder haben [3, 19, 20]. Diese Hypothese wird durch
die pupillometrisch erhobenen Daten gestiitzt, wobei in der vorliegenden Studie eher

das ROP Stadium als die makulare Reifungsstérung zu einem reduzierten PLR flhrte.

Tab. 13 Auswahl wichtiger Studienergebnisse

Jahr (J), Monat (M), Wochen (W), Minuten (min.), Dunkeladaptation (DA), Stimulus (S),
Sekunden (s)

Studie Probanden Methodik Ergebnisse
Fulton et al. 11 Probanden Mf-ERG Im Vergleich zur Kontrollgruppe
2005 [49] mit milder ROP Stimulus: wiesen die ROP Patienten
(11-23 J.)+ 9 100cd/m? abgeflachte Amplituden auf. Mit
Erwachsene zunehmender Exzentrizitat
(23-51 J.) nahm dieser Unterschied ab.
Fulton et al. 42 Frihgeborene Photopisches ff-  Nur minimal abgeschwachtes
2008 [50] mit (n=34) und ERG, 3-5 min ERG bei Kindern mit milder
ohne ROP (8) Adaptation an ROP und etwas schwachere
Alter: Helligkeit. Potentiale bei Kindern mit
10 W.- 3 J. S: 610-630nm schwerer ROP.
Villegas et al. 44 Kinder mit Retrospektive Vermehrt flache Fovea und
2014 ROP, 2-18 J. Studie Makulaédem bei ROP Patienten
Akerblom et 35 ehemals ff-ERG Signifikant reduzierte
al. 2014 [3] Frihgeborene unterschiedlicher kombinierte Stabchen-Zapfen
(GA<32 SSW) Stimuli Antwort.
Bowl et al. 100 no-ROP, 50 Datenanalyse Geringes GA, GG und ROP
2016 [19] sr-ROP, 30 TB Perimetrie, korrelieren mit reduzierter
6-13 J. Visusprufung zentraler Netzhautfunktion
Bowl et al. 100 no-ROP, 50 SD-OCT Reduzierte photopische LUE (0°
2016 [20] sr-ROP, 30 TB & 2,8°) bei Kindern mit MDA
6-13 J.
Altschwager 40 Frihgeborene mf-ERG Frahgeburtlichkeit reduziert die
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et al. 2017 (mittleres Alter Frequenz: 0,3- zentrale Zapfenantwort und wird

[7] 15J. (keine/milde  100Hz zusatzlich vom Schweregrad
/schwere ROP)  S: 100cd/m? der ROP beeinflusst.

Bowl et al. 45 sr-ROP ff-ERG: S: 0,01, Reduzierte skotopische ff-ERG

2017 [21] 15 no-ROP 3, 10cd/m? Antworten und P1 Komponente
10 Termin- mf-ERG: Frame- im mf-ERG deuten auf
geborene Rate 75Hz Beteiligung von BZ bei MDA hin

5.2 Stabchenfunktion bei Frihgeborenen

Den Studienergebnissen zufolge scheint die Gesamtheit der Friihgeborenen mit und
ohne ROP eine regulare Stabchenfunktion im Vergleich zu Termingeborenen
aufzuweisen. Ein Zusammenhang zwischen Photorezeptoraktivitat der Stabchen und
GG bzw. GA, ROP Stadium oder Netzhautschichtdicken konnte ebenfalls nicht
aufgezeichnet werden.

Die Publikation von Bowl und Kollegen 2017 bezieht sich auf die gleiche Kohorte wie in
der vorliegenden Studie, es wurden jedoch nur 70 Kinder elektrophysiologisch
untersucht (TB=10, no-ROP=45, sr-ROP=15 [21]. In der skotopischen a- und b-Wellen-
Analyse konnten zwischen den einzelnen Gruppen TB, no-ROP und sr-ROP keine
signifikanten Unterschiede gemessen werden und decken sich daher mit den
Ergebnissen der Pupillometrie. Lediglich bei Kindern mit MDA wurden im skotopischen
ERG bei Lichtblitzen einer Stédrke von 10cd/m? signifikant reduzierte Potentiale der b-
Welle gemessen. Hierbei handelt es sich jedoch um eine Mischantwort aus Stdbchen
und Zapfen sowie deren dazugehérige BZ. Pupillometrisch konnte unter skotopischen
Bedingungen keine Korrelation zwischen Stabchenantwort und MDA nachgewiesen
werden. Eine morphologische Reifungsstérung der kindlichen Netzhaut scheint
demnach mit einer attenuierten BZ-Aktivitat einherzugehen. Da die BZ pupillometrisch
nicht erfasst werden, sind in der vorliegenden Arbeit keine relevanten Abweichungen in
der Stabchenfunktion erkennbar.

Die Arbeitsgruppe um A. B. Fulton zeichnete bei Kindern mit zunehmend schwerer
ausgepragter ROP schwachere Potentiale im skotopischen ERG auf, Fruhgeborene
ohne ROP hingegen wiesen ein unauffalliges ERG auf [48]. Als Ursache fur die ERG
Veranderungen vermutete die Autorin eine fortwdhrende abnorme Synthese des
Zytoskeletts und der OS [48]. Harris et al. zufolge scheint sich die reduzierte
Netzhautantwort jedoch im Verlauf des Heranwachsens bei Frihgeborenen mit milder
ROP zu bessern. Es wird eine Reorganisation der den Photorezeptoren

nachgeschalteten Neurone angenommen. Harris et al. untersuchten 35 Sauglinge im
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Alter von 7,4 bis 36,3 Wochen (Median 10,3) und 50 Kinder im Alter von 3,1 bis 23
Jahren (Median 10,5) [61].

In der Pupillometrie konnten weder bei Fruhgeborenen ohne ROP noch mit ROP
Defizite in der skotopischen Pupillenreaktion beobachtet werden. Zu beachten ist
jedoch, dass der PLR auch die intrinsiche Reaktion integriert [56], die im ERG nicht
messbar ist. Das ERG hingegen testet in der b-Welle die BZ Funktion, welche in der
Pupillometrie nicht erfasst werden kann. Zudem sind die Teilnehmer der vorliegenden
Studie im Gegensatz zu Fultons Studie (13 von 25 Kinder waren ein Jahr oder junger)
sechs Jahre oder alter und da zumindest bei milder ROP mit zunehmendem Alter die

retinale Funktion teil-regeneriert kann kein direkter Vergleich gezogen werden [61].

5.3 Zerfallsfunktion und ipRGC-Aktivitat

Ziel der mathematischen Anndherung war das gesamte Intervall nach Stimulus Offset
zu beschreiben. Uber die mathematische Funktion wird eine negativ logarithmische
Kurve errechnet, welche sich den Rohdaten anndhert. Die Geschwindigkeit ihres
Verlaufs wird Uber den Parameter b quantifiziert. Der Algorithmus errechnet einen
Parameter zur Bestimmung der Redilatationsgeschwindigkeit direkt aus den Rohdaten.
In der aktuellen Studie wurde lediglich die PIPR beschrieben. In folgenden Arbeiten
kénnte ebenfalls die TPR errechnet werden, sodass die Glattung der Rohdaten oder
Errechnung der Baseline mittels diverser Formeln wegfallen wurde. Die mathematische
Funktion entfernt durch Zwinkern oder unterbrochene Detektion der Pupille
entstandene Artefakte. Die Qualitdt der Annadherung kann ulber die Summe der
kleinsten Quadrate bzw. den Variationskoeffizient ermittelt werden, sodass es nicht
mehr notwendig ist nach visuell subjektiven Kriterien bei der Akzeptanz oder
Verwerfung des Messprotokolls vorzugehen. Zusatzlich wirden beliebige Parameter
wie der 6s-PIPR, die Flache unterhalb der Baseline oder der durchschnittliche
Pupillendurchmesser innerhalb eines bestimmten Intervalls entfallen. Die Reaktion der
ipRGCs auf Lichtreize betragt mehrere hundert Millisekunden bis Sekunden [14] und
korreliert reziprok mit der Stimulusintensitat [56], sodass die 6s-PIPR vor allem bei
Reizen geringerer Leuchtdichte in Einzelfallen kein hinreichender Marker zur ipRGC-
Aktivitat darstellen kdnnte. Die PIPR 10s bis 30s nach Stimulus Offset ware daher ein
validerer Parameter zur Charakterisierung der melanopsininduzierten Pupillenantwort

nach vorangegangener Pupillenkonstriktion [92].

Mittels beschriebener Methodik wurde die PIPR nach Reizapplikation auf die kindliche

Retina mit zwei Beleuchtungsintensitaten (0,01cd/m? und 100cd/m?) errechnet. Die
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Bestrahlung mit Blaulicht einer Leuchtdichte von 0,01cd/m? fiihrt eher zu einer
stdbchengewichteten Lichtreaktion [118], sodass wie in den vorliegenden Ergebnissen
keine signifikanten Abweichungen der Redilatationsphase zu erwarten waren (Abb.
30). Stimuli hoher Intensitat fihrten zu einer verlangerten Pupillenkonstriktion in der
Dunkelphase (siehe exemplarisch Abb. 10). Zwischen den einzelnen Gruppen konnten
hier ebenfalls keine signifikanten Abweichungen ermittelt werden. Die ipRGC-
vermittelte Lichtreaktion bei Frihgeborenen mit und ohne ROP war im gleichen Male
ausgepragt wie bei termingeborenen Kindern. In der optischen Koharenztomographie
der Kinder zeigten sich bei Friihgeborenen sowohl mit einer ROP in der Anamnese als
auch ohne signifikant dickere GCL+IPL bei 0° im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei 2,8°
war dieser Unterschied nur noch bei Termingeborenen und der sr-ROP Gruppe
erkennbar und bei 8° vollstandig aufgelést [20]. Eine ausgedinnte GCL Schicht,
welche eine attenuierte intrinsische Lichtreaktion vermuten lassen konnte, war nicht
nachweisbar und korreliert mit den pupillometisch erhobenen Daten dieser Arbeit. Die
Autoren bestatigten zudem, dass die dickere GCL zu keinen funktionellen Defiziten
fihrte, sondern die relativ zu dinnen ONL+ELM Schichten im Vergleich zu den inneren
Netzhautschichten (MDA) [20]. Weitere Studien sind notwendig zur Erforschung der
Auswirkungen neuroophthalmologischer Erkrankungen auf die PIRP und daraus
folgend auf die ipRGCs.

5.4 Diagnostisches Potential der chromatischen Pupillometrie

Kawasaki und Kardon untersuchten einen Patienten mit x-chromosomal vererbter
Retinitis pigmentosa (RP) auf nur einem Auge mittels chromatischer Pupillometrie. In
beiden Augen wurden jeweils rote und blaue Lichtreize mit einer Dauer von jeweils 10
Sekunden und steigender Leuchtdichte (1, 10, 100cd/m?) appliziert. Im gesunden Auge
fuhrten blaue Stimuli zu einer gréReren Pupillenkonstriktion als rote Stimuli gleicher
Helligkeit und Dauer. Im erkrankten Auge war bei roten Stimuli und blauen Stimuli
geringer Helligkeit kein messbarer PLR erkennbar. Nur Blaulicht mit einer Leuchtdichte
von 100cd/m? konnte einen messbaren PLR erzeugen. Die Pupillenkonstriktion auf
Blaulicht hoher Intensitat wurde auf die ipRGCs zurlickgefihrt [84]. In einer weiteren
Studie zur RP verglichen Kardon et al. die Ergebnisse der chromatischen Pupillometrie
mit denen des Elektroretinogramms. Ein Grof3teil der Probanden zeigte eine reduzierte
Pupillenantwort auf blaue (467 * 17nm; 1cd/m?) und rote Stimuli (640 + 10nm;
100cd/m?). RP-Patienten mit einem unauffalligen ERG zeigten einen suffizienten PLR
und RP-Patienten mit einem nicht erfassbaren Elektroretinogramm (ERG) wiesen

einen unzureichenden PLR auf. Bemerkenswert war, dass die Studie mehrere
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Patienten mit einem nicht erfassbaren ERG, aber nur einen Patienten mit einem nicht
messbaren PLR verzeichnete [81]. Beide Studien sind ein gutes Beispiel fur die

Erganzung von ERG und Pupillometrie in der klinischen Diagnostik.

Das Glaukom definiert eine Anzahl atiologisch unterschiedlicher Krankheitsbilder, die
mit einer Schadigung der Papille und einem progredienten Verlust der
Sehnervenfasern einhergehen. Als wichtigster Risikofaktor wird ein zu hoher
intraokuldrer Druck angesehen. Langfristig kommt es zu charakteristischen
Gesichtsfelddefekten und zur Sehverschlechterung [53] [9]. In einer 2014
veroffentlichten Studie wurden Glaukompatienten entsprechend des Schweregrades
ihrer Erkrankung in funf Stadien eingeteilt und pupillometrisch mit weiRem Licht
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Kontraktionsamplitude mit zunehmender
Progredienz der Erkrankung abnimmt [109]. In einer weiteren Studie wurden rote und
blaue Reize auf die Netzhaut appliziert. Es bestatigte sich eine reduzierte
Pupillenantwort bei Rot- und Blaulicht und eine verringerte PIPR unter Blaulicht. Die
Datenlage indiziert sowohl eine gestdrte synaptische Reizweiterleitung der GZ als auch

eine beeintrachtigte intrinsische Aktivitat der ipRGCs [115].

Die anteriore ischamische Optikusneuropathie (A/ON) ist meist vaskularer Genese
durch Verschluss einer posterioren Ziliararterie bedingt, in seltenen Fallen
entzindlicher Genese bei Riesenzellarteritis [53]. Tsika et al. [143] wiesen eine
reduzierte photopische und skotopische Pupillenantwort sowie eine reduzierte PIPR
bei Patienten mit AION nach. Als Ursache wurde ein Verlust an Ganglionzellen und
die damit einhergehende axonale Ausdinnung als Folge der Ischamie diskutiert. Zu
ahnlichen Ergebnissen kam die Arbeitsgruppe um J. C. Park bei Patienten mit
intrakranieller Hypertension und Papillenédem bzw. ehemals beschriebenem
Papillen6dem. Sie wiesen eine signifikant reduzierte PIPR und Stabchenaktivitat in der
chromatischen Pupillometrie nach sowie eine tendenziell attenuierte Zapfenfunktion
[119].

Die Studie von Bowl et al. 2019 untersuchte, inwieweit die Morphologie der Makula
ehemals Frihgeborener Rickschlisse auf die zentrale Photorezeptoraktivitat
schlielen lasst [22]. Hierzu wurden die Daten der chromatischen Pupillometrie (aus der
vorliegenden Studie), der chromatischen funduskontrollierten Perimetrie und der SD-
OCT Untersuchung herangezogen. Analysiert wurden die Daten von 59
Frihgeborenen ohne ROP, 34 Frihgeborenen mit spontan zurtickgebildeter ROP und

14 Termingeborenen. Untersuchungsablauf wie Datenerhebung mittels chromatischer
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Pupillometrie entsprachen der in dieser Arbeit beschriebenen Methodik [22]. Die
Methodik der chromatischen funduskontrollierten Perimetrie wurde bereits veréffentlicht
[18]. Unter skotopischen und photopischen Bedingungen wurden jeweils 27 rote und
blaue Lichtblitze in einem Gesichtsfeld von bis zu 8° appliziert wahrend die Probanden
ein zentrales Fadenkreuz anvisierten. Unter skotopischen Bedingungen und
Applikation blauer Stimuli konnten keine Differenzen zwischen TB, no-ROP und sr-
ROP gemessen werden. Auch durch Umverteilung der Gruppen in MDA und RF
konnte keine Signifikanz errechnet werden. Bowl et al. wiesen bei Kindern mit MDA
eine signifikant reduzierte Pupillenantwort und zentrale LIS unter photopischen
Bedingungen bei Applikation roter Stimuli nach [22]. Die Ergebnisse der Pupillometrie,
einer objektiven Messmethode, und die Ergebnisse der Perimetrie, einer subjektiven
Messmethode, welche bereits im klinischen Alltag etabliert ist und bei der eine gute
Compliance notwendig ist, zeigten beide bei Kindern mit makularer Reifungsstérung
eine reduzierte Sensitivitdt im Zapfenprotokoll. Den Daten zufolge scheint die
abweichende Morphologie der zentralen Netzhaut Einfluss auf das Zapfensystem zu
haben. Die Arbeitsgruppe vermutet eine fehlende bzw. unvollstdndige zentrifugale
Migration der inneren Netzhautschichten sowie eine gestorte zentripetale Migration der
Zapfen bei Friihgeborenen [57, 145, 146].

Tab. 14 Ausgewahlte Publikationen zur diagnostischen Wertigkeit der Pupillometrie

Leuchtdichte (LD), transient pupil response (TPR), roter Stimulus (RS), blauer Stimulus
(BS), Stimulusdauer (SD), Retinitis Pigmentosa (RP), anteriore ischamische
Optikusneuropathie (A/ON), nicht proliferative diabetische Retinopathie (NPDR),
chromatische Pupillometrie (CP), Zwei Farben funduskontrollierte Perimetrie (2C-FCP)

Studie Probanden Methodik Ergebnisse
Kawasaki  Patient mit RS + BS, SD: 10s  PLR nur bei Blaulicht mit 100cd/m?
& Kardon einseitiger LD: 1,10,100cd/m?  auslésbar, ERG Potentiale nicht

2007 [84] RP messbar

Kardonet 32RP RS + BS Reduzierter PLR bei RS und BS.
al 2011 Patienten SD: 13sLD: 1,10, Kein PLR bzw. keine ERG

[81] 100cd/m? Potentiale auslosbar bei einem

bzw. 13 Patienten

Nissenet 11 Glaukom- RS + BS Reduzierter PLR auf Blaulicht im
al. 2014 patienten LD: 300cd/m? erkrankten Auge indiziert eine
[115] SD: 20s ipRGCs Dysfunktion bei Glaukom.
Martucci 44 Glaukom-  Weiles Licht Abgeschwachter PLR bei

et al. Patienten LD: 100cd/m? Glaukompatienten. Keine
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2014
[109]

Tsika et
al. 2015
[143]

Park et al.
2016
[119]

Bowl et al.
2019 [22]

diverser
Schwere-
grade

18 Patienten
mit AION

10 unilateral
8 bilateral

13 Patienten
mit idiopath.
intra-
kranieller
Hypertonie
No-ROP: 59
Sr-ROP: 34
TB: 14

SD: 0,2s

Stabchen: BS, -4
bis -1log cd/m?
Zapfen: RS, 1 bis
2,5log cd/m?
ipRGCs: RS + BS
1 bis 2,5log cd/m?
SD je 1s
Stabchen: BS,
0,001cd/m?
ipRGCs: BS, 450
cd/m?, Zapfen: RS,
10cd/m?, SD je 1s
Korrelation OCT,
2C —FCP und CP:
Stabchen: BS, 0,01
cd/m?, Zapfen: RS,
10cd/m?, SD je 1s

DISKUSSION

Differenzierung maéglich zwischen
ipRGC Dysfunktion oder genereller
Ganglienzellschadigung.
Reduzierter photopischer und
skotopischer PLR sowie reduzierte
PIPR. Daraus folgern die Autoren
ein funktionelles Defizit der
ipRGCs.

Signifikant reduzierte Melanopsin-
(p=0,001) und Stabchenantwort
(p=0,04). Abgeschwachte
Zapfenfunktion (p=0,08) im
Vergleich zur Kontrollgruppe.
Kinder mit MDA zeigen im
Vergleich zu Kindern mit RF eine
signifikant reduzierte
zapfenvermittelte Pupillenantwort

und zentral reduzierte LIS
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6 Zusammenfassung

Die Entwicklung der Netzhaut beginnt im 1. Monat der Schwangerschaft und persistiert
bis zu einigen Jahren nach der Geburt. Eine verfrhte Entbindung stort diesen
Reifungsprozess und kann zu postpartalen retinalen Schaden und einem erhéhten
Risiko fir Ametropien und Amblyopien im Kindesalter fiihren. Besonders Frihgeborene
vor der 32. Gestationswoche sind von einer Friihgeborenenretinopathie (ROP) bedroht
und bedirfen regelmaBiger ophthalmologischer Kontrollen und einer Therapie bei
Progredienz der Erkrankung. Die Auswirkungen von Frihgeburt und ROP auf die
Netzhaut sind bisher noch nicht vollstandig geklart und werden bisweilen in zahlreichen
Studien erforscht. Ziel der vorliegenden Arbeit war es die kindliche Netzhaut durch
Applikation rezeptorspezifischer Lichtstimuli und Messung ihrer Aktivitat Gber den
Pupillenlichtreflex ndher zu beschreiben (Pupillometrie).

Die in dieser Studie durchgefiihrte Pupillometrie ist Teil einer prospektiven
Langzeitnachverfolgungsstudie ehemals frihgeborener Kinder, die nach ihrer Geburt
im Rahmen einer multizentrischen Studie in den Jahren 2001-2007 mittels digitaler
Weitwinkelkamera (RetCam) untersucht wurden. Der Status der Netzhaut bezuglich
akuter ROP sowie Geburtsgewicht, Gestationsalter und Komorbiditdten der Kinder
wurde in einer digitalen Datenbank festgehalten. Diese diente als Grundlage der
aktuellen Studie, welche 2011 initiiert wurde. Hierfur wurden 191 Kinder im Alter von 6
bis 13 Jahre rekrutiert und in vier Gruppen eingeteilt: Gesunde Frihgeborene ohne
ROP, Frihgeborene mit spontan zuriickgebildeter ROP, Frihgeborene mit
behandlungsbediirftiger ROP und termingeborene Kinder.

Durch Reizung der Netzhaut mittels kurzwelliger Strahlung geringer Leuchtdichte bei
dunkler Umgebung wurde vornehmlich das Stabchensystem angesprochen, durch
Applikation langwelliger Strahlung hoher Leuchtdichte bei Raumhelligkeit vornehmlich
das Zapfensystem. Die Auswertung der Daten ergab eine signifikant geminderte
Aktivitat der Zapfen bei Frihgeborenen mit spontan zurliickgebildeter ROP in der
Anamnese. Eine makuladre Reifungsstérung im Rahmen der Fruhgeburt scheint
ebenfalls die Photorezeptoren langerfristig negativ zu beeinflussen. Zahlreiche Studien
unterstitzen unsere Ergebnisse.

Die chromatische Pupillometrie ermdglicht als schnelles und nicht invasives Verfahren
ohne Weittropfen des Patientenauges die isolierte Messung der Aktivitat von Stabchen,
und Zapfen Uber den Pupillenlichtreflex. Hierbei kénnten in Zukunft nach Etablierung
von Standards das Ausmal retinaler Erkrankungen und deren Therapieverfahren

objektiviert werden.
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7 Summary

Retinal development begins 4 weeks post conception and lasts until early childhood.
Preterm birth disrupts ocular development and may cause postpartal retinal
dysfunction, ametropia and amblyopia. Especially preterm infants born before the 32nd
week of gestation are at risk of developing retinopathy of prematurity (ROP) and thus
need frequent ophthalmological eye examinations and, in cases where ROP persists,
further treatment. The effect of ROP on the human retina is still not completely
understood and is being evaluated in several clinical trials. We aimed to assess retinal
function in young children who were born premature to blue and red light stimuli in
order to measure rod and cone mediated pupillary responses (pupillometry).

Our pupillometric examinations are part of a long-term follow up study of former
preterm children that had previously been screened for ROP employing digital wide-
field retinal imaging (RetCam) between 2001 and 2007 and were part of a mulicenter
study. Status of acute ROP, birth weight, gestational age and comorbidities were
compiled in a database used for our study launched in 2011. We examined 191
children between the age of 6 to 13 years and categorised them into four groups:
healthy preterms without ROP, preterms with spontaneously regressed ROP, preterms
with severe laser treated ROP and term born children.

We applied short wavelength low intensity flash light in the dark to assess rod function
and long wavelength high intensity flash light at day light to assess cone function.

Our data suggest a significantly attenuated cone driven light response in former
preterms with spontaneously regressed ROP. In addition, macular developmental
arrest in children with and without ROP was associated with decreased cone function
in comparison to term borns. Our findings are supported by several other studies.
Chromatic pupillometry provides an easy and non-invasive way to examine the eyes
without dilating patients’ pupils. Different light conditions and stimuli enable the
examiner to assess rod and cone mediated retinal activity through measurement of the
pupillary light reflex. Further research is needed to standardize chromatic pupillometry
for clinical use and could contribute to assess the extent of retinal diseases and the

effect of treatments.
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