Originalien

Ophthalmologe
DOI 10.1007/500347-016-0309-6
© Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2016

@ CrossMark

Hintergrund

Innovative Weiterentwicklungen im Be-
reich der retinalen Bildgebung ermogli-
chen die Visualisierung des posterioren
Pols des Auges in vivo mit einer zu-
nehmend verbesserten Auflésung und
hoherem Kontrast. Mittels konfoka-
ler Scanning Laser Ophthalmoskopie
(cSLO) und der optischen Kohirenz-
tomographie (OCT) koénnen retinale
Strukturen nichtinvasiv und in vivo
in Echtzeit dargestellt werden. Dabei
nutzt die OCT, dhnlich dem Prinzip
der Ultraschalldiagnostik, die Interfe-
renz, die bei der Uberlagerung von
Referenzlicht und riickgestreutem Licht
in einem Interferometer entsteht. Es
werden nichtinvasive Schnittbilder und
dreidimensionale Volumenaufnahmen
der Retina und der Chorioidea erzeugt
[7]. Fur die Visualisierung der retinalen
und chorioidalen Perfusion bedurfte es
bislang der invasiven Fluoreszenzan-
giographie. Diese ermdglicht durch
den intravends applizierten Farbstoff
die Gefiaf3darstellung sowie Detektion
weiterer gefdfassoziierter Phinomene,
einschliefSlich Leckage aus hyperper-
meablen Gefiflen sowie Staining- und
Poolingphinomene. Technische Inno-
vationen im Bereich der OCT-Systeme
und die zunehmende Leistungsfahigkeit
sowie Geschwindigkeit der Prozessoren
erlauben seit Kurzem eine kontrastmit-
telfreie und OCT-basierte Darstellung
der retinalen und chorioidalen Gefifle
tiber das Verfahren der sogenannten
OCT-Angiographie (OCT-A). Das Un-
tersuchungsverfahren der OCT-A er-
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moglicht die OCT-basierte in vivo Dar-
stellung der retinalen und chorioidalen
Gefif3e durch den Vergleich von 2 oder
mehrerer hintereinander aufgenom-
mener B-Scans der gleichen Position.
Uber das unterschiedliche Reflexions-
verhalten sich bewegender Partikel (wie
etwa Blut) in einer statischen Umge-
bung kann mithilfe softwarebasierter
Bildverarbeitungsprogramme der Bewe-
gungskontrast in den unterschiedlichen
Aufnahmen ermittelt und dargestellt
werden [7]. Es konnen so dreidimen-
sionale und tiefenselektive Aufnahme
der Gefif3e erstellt werden. Derzeit sind
erste OCT-A Gerdte kommerziell fiir
die Anwendung am menschlichen Auge
erhiltlich oder befinden sich kurz vor
der Zulassung.

Die OCT-A, wie auch die konventio-
nelle OCT und die cSLO, sind zwar (in
der Regel) fiir den Menschen entwickelt
worden, fanden in den letzten Jahren fiir
spezielle wissenschaftliche Fragestellun-
gen aber auch z. T. Anwendung bei der
in vivo Bildgebung an Tieren, einschlief3-
lich Miusen, Ratten und Kaninchen [3,
11, 14, 15, 18]. Im Fokus der in vivo
Bildgebung bei Tieren stehen u. a. trans-
gene Tierlinien oder induzierte Krank-
heitsmodelle [6, 9]. So konnte die re-
tinale Zellapoptose in Echtzeit [17] sowie
die laserinduzierte chorioidale Neovas-
kularisation (CNV) im Tiermodell un-
tersucht werden [10]. Das Modell der
laserinduzierten CNV bei Tieren wur-
de bereits zur Untersuchung von neuen
Farbstoffformulierungen oder zum mo-
lekularen in vivo Imaging eingesetzt [12,
13]. Weitere Untersuchungen mit Tier-
modellen im Bereich der in vivo Bildge-
bung durch innovative Kamerasysteme
konnten zum grundlegenden Verstind-

nis der Krankheitsmechanismen von re-
tinalen und chorioidalen Erkrankungen
beitragen und der Evaluation neuer Be-
handlungsverfahren dienen. Gerade das
Auge mit seinen einzigartigen optischen
Eigenschaften und einfachem Zugang zu
anatomischen Strukturen stellt ein viel-
versprechendes Organ zur in vivo Visua-
lisierung von zelluldren und molekula-
ren Prozessen im Inneren des Korpers
dar [16]. Kiirzlich haben verschiedene
Autoren anhand der nichtinvasiven Un-
tersuchung der OCT-A das Gefaf3netz-
werk bei unbehandelten Meerschwein-
chen und Ratten sowie Miusen mit la-
serinduzierter chorioidaler Neovaskula-
risation beschrieben [2, 3, 11, 19].

Ziel der vorliegenden Untersuchung
war die Erprobung eines fiir das mensch-
liche Auge entwickelten Prototypen zur
OCT-A Bildgebung an Ratten und der
direkte Vergleich zur konventionellen cS-
LO Fluoreszein-Angiographie (FAG).

Methoden

Tiere

Alle Versuche wurden an pigmentier-
ten, minnlichen Dark Agouti Ratten
(ab ca. 200 g, von Janvier Labs, Rennes,
Frankreich, n = 3) durchgefiihrt. Alle
Handlungen wurden nach den Richt-
linien der ,Association for Research
in Vision and Ophthalmology (AR-
VO) Statement for the Use of Animals
in Ophthalmic and Vision Research*
durchgefiihrt, sodass zu jeder Zeit ein
sorgfiltiger und tiergerechter Umgang
gewihrleistet war.

Die Versuchstiere wurden zu Be-
ginn jeder Untersuchung durch eine
dem Korpergewicht entsprechende Do-
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Abb. 1 A Querschnitt (a) und OCT-Scan (b) durch die Rattenretina. In dem Hamalaun & Eosin geférbten Querschnitt sind die
einzelnen morphologischen Schichten des hinteren Augenabschnittes sowie die eingezeichneten retinalen Kapillarplexus
zu erkennen. Die retinalen BlutgefdRe in der Nervenfaserschicht bis zur inneren plexiformen Schicht formen den oberfléch-
lichen vaskularen Plexus. Der intermedidre vaskuldre Plexus beschreibt die Blutgefde der inneren plexiformen Schicht bis
zurinneren Kornerschicht. Der tiefe vaskulare Plexus reicht von der inneren Kornerschicht zur duleren plexiformen Schicht;
NFL Nervenfaserschicht, GCL Ganglienzellschicht, IPL innere plexiforme Schicht, INL innere Kornerschicht, OPL du3ere plexi-
forme Schicht, ONL duBere Kornerschicht, PR Fotorezeptoren, RPE retinales Pigmentepithelium

sis einer Anésthetikumstammldsung
narkotisiert. Die Stammlosung aus Ke-
tamin (60 mg/kg Korpergewicht) und
Medetomidinhydrochlorid (0,5 mg/kg
Korpergewicht) wurde intraperitone-
al injiziert (Ketamin: Ketamin 10 %,
WDT, Garbsen, Deutschland; Mede-
tomidinhydrochlorid: Orion Pharma,
Elanco Animal Health, Bad Homburg,
Deutschland) [12]. Unmittelbar nach
der Injektionsnarkose wurden die Pupil-
len beider Augen der Versuchstiere mit
0,5% Tropicamid (Mydriaticum Stulln,
Pharma Stulln, Stulln, Deutschland)
Augentropfen dilatiert. Diese topische
Anwendung wurde zu Beginn jedes
Versuchs appliziert.

Die Narkose wurde nach Versuchsen-
de mit einem Gemisch aus 20 % Atipa-
mezolhydrochlorid (1 ml/kg, Antisedan,
Orion Pharma, Elanco Animal Health,
Bad Homburg, Deutschland) und de-
stilliertem Wasser (Ampuwa, Fresenius
Kabi, Bad Homburg, Deutschland) be-
endet. Bei Versuchsende wurde den Ver-
suchstieren topisch Corneregel aufgetra-
gen (Corneregel, Bausch & Lomb, Berlin,
Deutschland).
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In vivo Imaging

Die in vivo Imaging Versuche wur-
den jeweils an einem OCT-A Prototyp
(Spectralis Prototyp mit OCT-2 Mo-
dul, derzeit noch nicht kommerziell
erhiltlich) und einem ¢SLO (Heidelberg
Retina Angiograph 2: HRA2) durch-
gefithrt (beide: Heidelberg Engineering
GmbH, Heidelberg, Deutschland). In
einzelnen Fillen wurde probeweise die
Reihenfolge der Untersuchungsmetho-
de gedndert. Die bildgebenden Systeme
ermoglichen die genaue Aufnahme der
verschiedenen Netzhautareale in Echt-
zeit. Wahrend der in vivo Bildgebung
wurden die narkotisierten Versuchstiere
auf einer Plattform vor der Apertur der
bildgebenden Gerite positioniert. Eine
Heizmatte wurde zur Temperaturregu-
lation eingesetzt (Fine Science Tools
GmbH, Heidelberg, Deutschland) und
der Kopf der Tiere mithilfe einer speziel-
len Bissklemme ausgerichtet [5, 12]. Die
in vivo Aufnahmen wurden mit einer 55°
Linse (Heidelberg Engineering GmbH)
angefertigt, mit der ein groflerer Bereich
der Netzhaut erfasst werden kann. Die
Adjustierung des Referenzarmes erfolg-
te im OCT-Priffenster (OCT-debug
window). Anhand einer Schiebeskala
wurde der Referenzarm entsprechend

der Linge des jeweiligen Rattenauges im
Bereich zwischen 29.000 und 31.000 um
eingestellt.

Fluoreszein-Angiographie

Fir die ¢SLO Aufnahmen wurden die
Augen sukzessive im Nahinfrarotreflexi-
onsmodus in einer standardisierten Mes-
sung im High-Resolution Modus unter-
sucht. Fir die blauen Autofluoreszenz-
aufnahmen (Anregung: 488 nm, Emissi-
on 500-700 nm) wurde die Laserintensi-
tat auf 100 % (ca. 2,7 mW) und die Detek-
torsensitivitdt auf 94 % gestellt, um an-
schlieend aus einer Bildserie von 30 Ein-
zelbildern ein gemitteltes Bild zu erfassen.

Nach der Leeruntersuchung der Au-
gen mit dem cSLO erfolgte die Fluores-
zenzangiographie mit Fluoreszein (Fluo-
rescein Alcon, Alcon Pharma GmbH,
Freiburg, Deutschland) [1]. Die 10 %ige
Fluoreszeinlosung wurde zur Applikati-
on 1:1 mit NaCl verdiinnt (Dosierung:
50 mg/kgKG) und intravends (0,2 ml)
injiziert. Unmittelbar nach der Fluo-
reszeingabe wurde die topografische
Verteilung in der Netzhaut mittels cSLO
Bildgebung dokumentiert. Ein gemittel-
tes Bild aus 15 Einzelaufnahmen wurde
automatisch durch die Software Hei-
delberg Eye Explorer (Version 1.9.10.0,
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Zusammenfassung

Hintergrund. Die optische Kohdrenztomogra-
phie-Angiographie (OCT-A) ermdglicht die
nichtinvasive dreidimensionale Darstellung
von vaskuldren Strukturen der Netzhaut und
Aderhaut. In der vorliegenden Studie wurde
die Anwendung der neuen bildgebenden
Untersuchungsmethode an einem Tiermodell
evaluiert.

Methoden. Pigmentierte Agouti Ratten
wurden in vivo mittels konfokaler Scanning
Laser Ophthalmoskopie (cSLO) und OCT-A
(Spectralis Prototyp, Heidelberg Engineering)
- nach Anpassung des Referenzarmes —
untersucht. Die OCT-A en-face Aufnahmen
wurden mit konventionellen Fluoreszein-
Angiographie (FAG) ¢SLO Aufnahmen
verglichen. Die Augen wurden anschlieBend
histologisch aufgearbeitet und die einzelnen
GefdBplexus zugeordnet.

DOI10.1007/500347-016-0309-6
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Ergebnisse. Mit dem urspriinglich fiir

das menschliche Auge entwickelten
Imagingsystem gelingt nach geringfiigigen
Modifikationen die OCT-A Bildgebung

auch an Nagetieren. Hochauflésende und
kontrastreiche Aufnahmen ermdglichen bei
Ratten mittels OCT-A die Unterscheidung der
3 retinalen Gefalplexus sowie der inneren
und der duBeren Chorioideaschichten. Im
Vergleich zur FAG zeichnete sich die GefaR-
darstellung in der OCT-A durch eine hohere
Auflésung sowie eine dreidimensionale,
tiefenselektive Visualisierung v. a. von tieferen
Schichten aus. Der Bildausschnitt der OCT-A
ist allerdings momentan noch limitiert.
Diskussion. Mit der neuen bildgebenden
OCT-A Untersuchungsmethode kénnen
vaskuldre retinale und chorioidale Verande-
rungen in vivo tiefenselektiv und nichtinvasiv,

ohne vorherige Farbstoffinjektion auch am
Nagetier in hoher Auflésung visualisiert
werden. Die OCT-A stellt damit eine Alter-
native zur invasiven FAG bei der Darstellung
angiogenetischer Prozesse der Netzhaut dar
und hat das Potenzial, die FAG in Zukunft in
Teilen zu ersetzen. Speziell im Tiermodell
ermdglicht die OCT-A die Untersuchung von
retinalen und chorioidalen angiogenetischen
Prozessen im natiirlichen Verlauf und unter
pharmakologischen Interventionen.

Schliisselworter
OCT-Angiographie - OCT-A - In vivo
Bildgebung - Ratte - Fluoreszein-Angiographie

Abstract

Purpose. Optical coherence tomography
angiography (OCT-A) allows for the non-
invasive, three-dimensional visualization of
retinal and chorioidal vascular structures. In
this study, this new imaging modality was
evaluated in rats.

Methods. In vivo imaging in Dark Agouti rats
was performed using confocal scanning laser
ophthalmoscopy (cSLO) and OCT-A (Spectralis
prototype, Heidelberg Engineering) after
adjusting the length of the reference arm.
The OCT-A en-face images were compared to
conventional fluorescein angiography ¢SLO
images. The histological examination allowed
for correlation of retinal and chorioidal plexus.

Optical coherence tomography angiography (OCT-A) in rats

Results. While the diagnostic device was
developed for use in humans, OCT-A and
¢SLO imaging can be applied in rodents after
only minor hardware modifications. High-
resolution and contrast-enhanced images
enable a depth-selective visualization of the
three retinal plexus and the inner and outer
chorioidal vascular networks. In comparison
to fluorescein angiography (FA), OCT-A is
characterized by higher resolution and more
accurate three-dimensional localization of
vascular structures, particularly in deep layers.
A current limitation includes the relatively
small areaimaged by OCT-A.

Discussion. The recently developed OCT-A
imaging technology also allows for three-
dimensional detection of retinal and
chorioidal vascular changes in vivo without
dye injection in rodents. OCT may potentially
replace invasive FA for specific questions and
will be useful in animal models for research of
retinal and chorioidal angiogenic processes
physiologically and during pharmacological
interventions.

Keywords
OCT-angiography - OCT-A - In vivo imaging -
Rat - Fluorescein angiography

2014) generiert und als Angiogramm
gespeichert. Die Laserintensitit betrug
wihrend der FAG 20 % und die Detek-
torsensitivitat 51 %. Zu jedem Zeitpunkt
wurden Angiogramme mit unterschied-
licher Fokusebene (+10, +8, +6, +2, -6
und -8 dpt) aufgenommen, um die un-
terschiedliche topografische Verteilung
des Farbstoffes im Fundus zu dokumen-
tieren. Um einer moglichen Katarakt-
bildung wihrend der ¢cSLO Aufnahmen
vorzubeugen und die Bildqualitat der
Aufnahmen zu verbessern, wurde ca.

alle 1-2 min befeuchtende Augentrop-
fen (Oculotect fluid 50 mg/ml, Novartis
Pharma, Nirnberg, Deutschland) appli-
ziert.

OCT-A

Fiir das in vivo Imaging mit dem OCT-A
Prototyp wurden Kontaktlinsen fiir Rat-
ten (Cantor & Nissel Ltd., Brackley, Eng-
land) verwendet, um eine Kataraktbil-
dung zu vermeiden sowie die Aufnah-
mequalitit zu verbessern. Diese Kon-

taktlinsen wurden mit einem Tropfen
Oculotect auf das Auge der Versuchs-
tiere gebracht. Anschlieflend wurden un-
terschiedlich grofle Untersuchungsfelder
(20° x 20°, 25° x 25° bzw. 25° X 55°) ge-
wihlt (je nach Grofle: 350 bis 651 hori-
zontale OCT-A Scans). Fiir jeden B-Scan
wurden 25 Einzelbilder gemittelt. Alle
Aufnahmen erfolgten im High-Resoluti-
on Modus. Zu jedem Zeitpunkt wurden
OCT-A Aufnahmen mit der Fokusebene
+17,25 dpt erstellt.

Der Ophthalmologe
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Bildverarbeitung

Mittels Bildverarbeitungssoftware wurde
die Verteilung der Pixelwerte innerhalb
eines Bildes durch Veridnderung der Hel-
ligkeit und des Kontrastes optimiert (Ad-
obe Photoshop CS5, 64 Bit, Adobe Sys-
tems, Inc., San Jose, CA, USA). Dank der
konfokalen Optik ist es moglich, sektio-
nelle Schnitte durch die Rattennetzhaut
zulegen, wobei nach Abschitzung der ty-
pischen Refraktion des Rattenauges eine
Verinderung von 1 dpt der konfokalen
Optiken des cSLO einer Veranderung der
Fokusebene von etwa 20 pum entspricht.
Auch wenn die Tiefenaufldsung des de-
tektierten Signals eingeschrénkt blieb, er-
laubte dieses Vorgehen die Unterschei-
dung von Nervenfaserschicht sowie in-
nerer und duflerer Netzhaut der Ratte im
Reflektionsmodus [16].

Bei dem Verfahren der OCT-A wurde
mittels integrierter Segmentierungssoft-
ware im Anschluss an die Generierung
der Aufnahmen sowohl die automati-
sche als auch die manuelle Segmentie-
rung verwendet. Fiir die Darstellung der
Retina und Chorioidea der Ratte wurde
die Segmentierung semimanuell durch-
gefithrt. Obwohl fiir das humane Au-
ge entwickelt, ermdglichen die automa-
tischen Segmentierungsebenen (der Hei-
delberg Engineering Software, Version
6.0.204.5) auch die Anpassungan dieana-
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tomische Kurvatur der Retina der Ratte.
Zudem erfolgte die manuelle Verschie-
bung dieser Segmentierungsebene und
des Segmentierungsbereiches zur selek-
tiven Darstellung der einzelnen retina-
len und chorioidalen Schichten. Fiir die
Aufnahmen der retinalen Plexus sowie
der inneren Chorioidea wurde ein Seg-
mentierungsbereich von 30 um und fiir
die duflere Chorioidea von 80 pm ver-
wendet. Die @ Abb. 1 zeigt die nach der
Literatur beschriebene Lokalisation der
einzelnen retinalen Gefifiplexus in ei-
nem histologischen Querschnitt sowie in
einem OCT-Scan des Rattenauges.

Histologische Untersuchungen

Nach der in vivo Bildgebung wurden
die Ratten mit 100 % CO; euthanasiert,
die Augen entnommen und iiber Nacht
in 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert.
Die Priparate wurden anschlieflend in
70 % Ethanol tiberfiihrt, in einer abstei-
genden Alkoholreihe entwissert und in
Xylol (100 %) gereinigt. Nach der Paraf-
fineinbettung wurden 5 pum dicke, seri-
elle Querschnitte des Auges mit einem
Rotationsmikrotom (Thermo Scientific
Shandon Finesse 325 Mikrotom, Thermo
Fisher Scientific Germany BV & Co KG,
Braunschweig, Deutschland) angefertigt.
Die Querschnitte wurden mit Himalaun

-
p 2" o b ~
m

g ——1
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Abb. 2 « Darstellung des
oberflachlichen (a), desin-
termediaren (b) und des
tiefen (c) Kapillarplexus so-
wie derinneren (d) und der
auBeren (e) Chorioidea der
Ratte mittels transversaler
OCT-A Analyse. Die OCT-A
Segmentierung (f) visuali-
siert die semimanuell ana-
lysierten Ebenen. Der ober-
flachliche, intermediare
und tiefe Plexus sowie die
innere Chorioidea wurden
jeweils mit einer Schichtdi-
cke von 30 um segmentiert,
die duBBere Chorioidea mit
80 um

und Eosin (H&E) gefarbt und mit dem
Lichtmikroskop untersucht (@ Abb. 1a).

Ergebnisse

In vivo Bildgebung mittels OCT-A

Mit dem urspriinglich fiir das mensch-
liche Auge entwickelte Imagingsystem
der OCT-A konnten hochauflésende und
kontrastreiche Aufnahmen der zentralen
und mittelperipheren Netzhaut generiert
werden (@ Abb. 2). Unter Variation des
vertikalen Segmentierungsbereiches wa-
ren oberflichlicher, intermedidrer und
tiefer retinaler Kapillarplexus sowie die
innere und duflere Chorioidea darstellbar
(B Abb. 2).

In den Aufnahmen wurden deutli-
che Unterschiede in der Morphologie
zwischen diesen einzelnen Gefif3schich-
ten ersichtlich. Im Bereich der radidr
zur bzw. von der Papille verlaufenden
Stammgefifle waren deutlich einzelne
Kapillaren des oberflachlichen Plexus ab-
zugrenzen (@ Abb. 2). Bei Verschiebung
der Segmentierung nach posterior waren
Kapillaren des intermedidren Plexus zu
erkennen. Diese zeichneten sich durch
ein dichteres Netz mit horizontalen und
vertikalen Kapillaren aus, die aufgrund
von Artefakten des oberflichlichen Ple-
xus weniger deutlich zu differenzieren
waren (B Abb. 2). Im Bereich des tie-



Abb. 3 A Fluoreszein-Angiographie der Ratte (Aufnahmen anhand des konfokalen Scanning Laser
Ophthalmoskops) vor (a) und nach (b—f) der intravendsen Farbstoffapplikation. Die Aufnahmen wur-
den mittels unterschiedlicher Fokusebenen erstellt (a +8 Dioptrien, b +8 Dioptrien, c +6 Dioptrien,
d +2 Dioptrien, e —6 Dioptrien, f -8 Dioptrien)

fen Plexus konnte ein noch dichteres
Kapillarnetz detektiert werden. Auch
hier erwiesen sich die einzelnen Ka-
pillaren des tiefen Plexus als deutlich
abgrenzbar, wihrend die Kapillaren des
oberen Plexus - bis auf die Projekti-
onsartefakte der groflen Stammgefifle
- nicht mehr zu identifizieren waren
(B Abb. 2). Weiter nach posterior im
Bereich der inneren Chorioidea zeigten

sich Aderhautgefifle schemenhaft. Tief
in der Aderhaut - bei zunehmendem
Verschwinden von Projektionsartefak-
ten der retinalen Gefifle - konnten
grole Aderhautgefifle visualisiert wer-
den. Diese zeigten sich als kaliberstarke,
grofitenteils parallel verlaufende Ge-
fafle. Charakteristisch stellten sich die
Aderhautgefile durch ein verstirktes
Signal im Vergleich zum Hintergrund

(»hell“) dar, wihrend grofle Aderhaut-
gefile beim gesunden, humanen Auge
in diesen Schichten tblicherweise ein
verringertes Signal (,,dunkel®) zeigen [7].
Die mittlere Gesamtdauer einer Aufnah-
me mit einem Untersuchungsfeld von
25° x 25° (651 B-Scans, inklusive Spei-
cherzeit) lag bei diesem Prototypen Geridt
bei ca. 9 min (ca. 5-6 min Aufnahmezeit
und ca. 3 min Speicherung).

Fluoreszein-Angiographie mittels
cSLO

Die cSLO-Bildgebung im Modus der
FAG zeigte vor Farbstoffapplikation
(Leer) das typische Autofluoreszenzbild
mit leicht erhéhtem Hintergrundsignal
im Bereich der Chorioidea, wihrend
das Signal im Bereich retinaler Ge-
fifle und des Sehnervs stark verringert
war (8 Abb. 3a). Nach der Farbstoffgabe
konnte ein deutliches Fluoreszenzsignal
im Bereich der retinalen Gefifle und des
Sehnervenkopfes sowie ein schwiche-
res Hintergrundsignal im Sinne einer
Anfirbung der Aderhaut (B Abb. 3b-f)
beobachtet werden. Die Fluoreszenzin-
tensitdt nahm iiber den Beobachtungs-
zeitraum von 10 min kontinuierlich ab.
Durch die Wahl von unterschiedlichen
Fokusebenen mittels der konfokalen Op-
tiken (,Tomographie®) wurden selektiv
unterschiedliche Bereiche der Netzhaut
und Chorioidea aufgenommen. Hierbei
konnten verschiedene Ebenen von Ka-
pillaren dargestellt werden und es gelang
eine Zuordnung von kleineren GefifSen
in der Fokusebene der Stammgefifle. In
tieferen Fokusebenen wurde eine Zunah-
me des Kapillarnetzes beobachtet, wobei
die Abgrenzung von einzelnen Kapilla-
ren zunehmend schwieriger wurde. Eine
Unterscheidung zwischen innerer und
duflerer Chorioidea war nur sehr grob
moglich. Einzelne Aderhautgefifle wa-
ren nicht sicher darstellbar (@ Abb. 3). In
allen Ebenen konnte das gesamte Scan-
feld der 55° Linse mit einer Aufnahme
erfasst werden.

Gegeniiberstellung

Die OCT-A Aufnahmen zeigten im Ver-
gleich zu den identischen Ausschnitten
der FAG bei hoher Vergroflerung im Be-
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reich der 3 retinalen Plexus eine besse-
re Abgrenzbarkeit der einzelnen Kapil-
laren (@ Abb. 4). Bei der FAG kam es
zu Uberbelichtungseffekten bei deutli-
chem Farbstoffaustritt vor allem im Be-
reich des Sehnervs. Insgesamt war die
Darstellung von retinalen Kapillaren ins-
besondere im Bereich des tiefen Plexus
in der OCT-A deutlich differenzierter

| Der Ophthalmologe

Abb. 4 < Gegen-
Uiberstellung der
Aufnahmen des
hinteren Augenab-
schnittes zwischen
OCT-A und Fluo-
reszein-Angiogra-
phie bei der Ratte.
Generell sind einzel-
ne Gefal3e anhand
der OCT-A besser
abgrenzbar, insbe-
sondere in dem tie-
fen Kapillarplexus,
derinneren und du-
Beren Chorioidea.
In den Aufnahmen
der FAG sind Pro-
jektionsartefakte
oberer oder tieferer
GefaBe sowie Uber-
strahlungseffekte
sichtbar

(B Abb. 4). Die FAG Aufnahmen waren
hier durch Projektionsartefakte gekenn-
zeichnet. Zudem zeigten sich auch Unter-
schiede im Bereich der Aderhaut: Insbe-
sondere in der tiefen Aderhaut konnten
mittels der OCT-A einzelne sowie gro-
Bere Aderhautgefifle im Gegensatz zur
FAG abgrenzt werden.

Diskussion

In dieser Studie konnte das neue, nichtin-
vasive Bildgebungsverfahren der OCT-A
an Ratten untersucht und in vivo die re-
tinalen und chorioidalen Strukturen vi-
sualisiert werden. Es zeigten sich meh-
rere Vorteile im Vergleich zur invasiven
FAG, welche bislang den Goldstandard
bei vaskuldren retinalen und chorioida-
len Erkrankungen darstellt.

Die in der Literatur beschriebenen
3 retinalen, vaskuldren Plexus der Ratte —
oberflichlicher, intermedidrer und tiefer
Plexus - konnten sowohl in der OCT-A
als auch in der FAG dargestellt werden.
Die beiden Untersuchungsmodaliti-
ten unterschieden sich am deutlichsten
in der Tiefenauflosung. Dies spiegelte
sich insbesondere in der detailreicheren
Darstellung des tiefen retinalen Kapillar-
plexus sowie der Darstellung der inneren
und dufleren Chorioidea wider. Eine Vi-
sualisierung der Aderhaut zeigte sich
in der konventionellen FAG erschwert,
v. a. bedingt durch Leckage aus fene-
strierten Gefafle der Choriokapillaris
[4]. In den en-face OCT-A Aufnahmen
konnten die 3 retinalen Kapillarplexus
deutlich anhand des zugehoérigen OCT
B-Scans zugeordnet werden. Die innere
Chorioidea stellte sich als die OCT-
angiographisch wohl am wenigsten dif-
ferenzierbare Gefdf3schicht des hinteren
Augenabschnitts dar. Insbesondere war
hier auch keine klare Darstellung von
einzelnen Gefidlen der Choriokapillaris
moglich.

Die Zuordnung der 3 vaskuldren Ple-
xus in der FAG erwies sich - im Gegen-
satzzur OCT'- A Bildgebung - als deutlich
schwieriger, zumal der direkte Vergleich
zu den OCT-B-Scans fehlte und die Be-
stimmung subjektiv anhand der Fokus-
ebenen erfolgte. Insgesamt zeigten sich
die Aufnahmen des Augenhintergrundes
der Ratte mit der OCT-A nicht nur detail-
reicher, sondern ermdglichten auch eine
prizisere Zuordnung der Plexus. Derzeit
ist aber noch zu beachten, dass durch
technische Limitierungen nur eine zen-
trale bis mittelperiphere Darstellbarkeit
umschriebener Netzhautareale durch die
OCT-A moglich ist.

Es konnte kein Unterschied in der
Aufnahmequalitdt je nach Reihenfolge



der Untersuchungsverfahren festgestellt
werden: Die intravendse Farbstoffinjek-
tion kann ohne Qualitits- oder Kon-
trastverlust vor oder nach der OCT-A
Bildgebung durchgefithrt werden. Ge-
nerell benétigt das Untersuchungsver-
fahren der OCT-A zur Visualisierung
der Gefif3strukturen im Auge keine vor-
herige Applikation von Farbstoffen wie
Indocyaningriin oder Fluoreszein, was
einen erheblichen Vorteil darstellt. Spe-
ziell im Tiermodell bedeutet der Verzicht
auf die intravenose Farbstoffapplikation
eine projektionsartefaktdrmere Aufnah-
metechnik. Weiterhin ist eine klare Ab-
grenzung der groflen Stammgefifle und
des Sehnervs moglich, da diese Struktu-
reninder FAG typischerweise tiberstrahlt
sind. Auch bleiben bei der Verwendung
der OCT-A beide Fluoreszenzkanile des
cSLO-Systems unbenutzt, so dass - spe-
ziell im Tiermodell - theoretisch 2 weite-
re Marker zusitzlich zur selektiven Dar-
stellung von Geféflen mittels gleichzeiti-
ger Anwendung der OCT-A Bildgebung
moglich erscheinen. Dies konnte bei der
Verwendung von Knock-in-/Knock-out-
Tiermodellen und gleichzeitiger Appli-
kation von exogenen Sonden vorteilhaft
angewendet werden. Diese Form der mo-
lekularen Bildgebung konnte die Unter-
suchung von fluoreszenzmarkierten Bio-
markern unabhingig von bestehenden
retinalen und chorioidalen Geféflen er-
moglichen.

Ein Nachteil der OCT-A - auch im
Tiermodell - ist die fehlende Moglich-
keit der Darstellung des Einstromverhal-
tens sowie von Pooling-, Staining- oder
Leckagephdanomenen, bedingt durch die
nichtinvasive Methodik.

Insgesamt konnte in der Studie ein
deutlicher Zeitunterschied fiir die vorge-
stellten Untersuchungsmethoden beob-
achtet werden. Fiir einen représentativen
Versuchsdurchlauf wurde fiir die OCT-A
eine mittlere Versuchsdauer fiir eine Auf-
nahme von ca. 9 min ermittelt, wahrend
fur die FAG bei der Ratte nach der in-
travendsen Farbstoffapplikation pro Auf-
nahme in einer Ebene ca. 15 s (bei al-
len 5 Ebenen wiirde die Aufnahme unter
2 min liegen) benotigt wurden. Weiter-
hin miissen OCT-A Aufnahmen zur Vi-
sualisierung noch relativ zeitaufwendig
prozessiert werden. Letztendlich ist auch

die wesentliche groflere Datenmenge von
OCT-A Aufnahmen zu beachten. Es ist
damit zu rechnen, dass weitere Software-
entwicklungen und hohere Prozessorge-
schwindigkeiten diese Teilschritte erheb-
lich verkiirzen werden.

Die vorliegende Untersuchung wurde
an einem Prototyp-OCT-A Gerit durch-
gefithrt. Inwieweit dhnliche Aufnahmen
mit Geriten anderer Hersteller am Tier-
auge moglich und vergleichbar sind,
muss in zukiinftigen Studien untersucht
werden. Fiir die Vergleichbarkeit zwi-
schen einzelnen Geritetypen scheint u. a.
auch die Verrechnung von Projektions-
artefakten in tieferen Netzhautschichten
relevant, die hier zu unterschiedlichen
Signalstarken fithren kénnen. Die derzei-
tige Untersuchungsmethode ermoglicht
die nichtinvasive in vivo Darstellung
der retinalen und chorioidalen Gefifle
anhand der detektierten Bewegungskon-
traste, nicht aber die direkte Quantifizie-
rung des Blutflusses. Die Beobachtungen
der vorliegenden Studie, insbesondere
mit der tiefenselektiven Darstellung der
unterschiedlichen Kapillarplexus und
dichterem Netz von horizontalen und
vertikalen Kapillaren in tieferen Schich-
ten, ist mit der kiirzlich verdffentlichen
Arbeit von Leahy et al. vereinbar [11].
Im Gegensatz zu anderen Arbeiten zur
OCT-A Bildgebung bei Nagetieren [3,
11, 19], erfolgte in der vorliegenden
Studie ein direkter Vergleich zur FAG.

Mittels der dreidimensionalen, hoch-
auflésenden Darstellung des Augenhin-
tergrundes anhand der OCT-A Bildge-
bung kann potenziell eine prizise Zu-
ordnung von verschiedenen Pathologi-
en - insbesondere auch in den tiefen
Netzhautschichten und der Aderhaut -
erfolgen. Dies eroffnet fiir die Zukunft
neue diagnostische Moglichkeiten [8],
auch im Rahmen eines engmaschigen
Monitorings und kénnte somit direk-
ten Einfluss auf zukiinftige Therapiere-
gime haben. Auch ist es denkbar, dass die
Progression retinaler Krankheiten bes-
ser nachvollzogen und so moglicherwei-
se die Diagnostik verfeinert oder indivi-
dualisiert werden konnte. Die verfeinerte
Darstellung der retinalen und chorioida-
len Gefale im Tiermodell anhand der
OCT-A konnte neue Wege zur Unter-
suchung von grundlagenwissenschaftli-

chen Fragestellungen (bspw. anhand von
Knock-out-/Knock-in-Modellen) sowie
der Identifizierung von elementaren phy-
siologischen und pathologischen Prozes-
sen im Auge eroffnen.

Fazit fiir die Praxis

In der vorgestellten Studie konnte die

inin vivo Visualisierung der vaskula-

ren Strukturen der Netz- und Aderhaut

mittels der OCT-A an Ratten untersucht

werden.

Die OCT-A ermdglicht:

== die einfache Anwendung,

== eine Angiographie ohne intravenose
Fluoreszenzfarbstoffinjektion,

== eine exakte, tiefensensitive Lokalisa-
tion von vaskuldren Veranderungen,

== eine bessere Darstellbarkeit, insbe-
sondere der tiefen retinalen Kapilla-
ren sowie der Aderhaut,

== parallele Aufnahmen mittels Fluo-
reszenzkanadlen der ¢SLO (wie der
Autofluoreszenz- oder Nahinfrarot-
autofluoreszenzmodus) fiir weitere
Marker.

Gegenwartig ist der Bildausschnitt der
OCT-A noch limitiert und Phanomene
wie Einstromverhalten, Pooling, Stai-
ning oder Leckage kdnnen nicht erfasst
werden.
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