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BENLEITUNG

1. BENLEITUNG

1.1 GESCHICHTE UND AKIMBEEFORTSCHRITTE BERINALEN
PHOTOKOAGULATION

Die retinale Photokoagulation ermdglicht eine Behandlung der Netzhadugeninneren
von aul3en ohne Er6ffnung des menschlichen Korgrd.aserstrahlird in das Zielgebiet
gerichtet und aufgrund derlokalen Hitzeentwicklung werden diegewinschten
Netzhautgebiete gezielt zerstort und eine Narbenbildung induziert.

Historisch lasst sich das Behandlungsprinzip auf Platons Beobachtungen etwa 400 v.Chr.
zuruckfuhren. Er warnte vor Verbrennungen des Augenhintergrurfossintensiver
Betrachting einer SonnenfinsternisErste Versuche zur therapeutischen Anwendung
machten Czerny und Deutschmann bereits 1867 und 1882. Sie leiteten geblndeltes
Sonnenlicht durch diglilatierte Pupillen von Hasenaugen und erzeugten lichtinduzierte
Narben an deReina(Ip & Puliafito, 2009)Durch Gerhard MeyerSchwickeratterhielt es
Einzug in die HumanmediziGr entwickelte 19449 den Sonnenlichtkoagulato(Meyer
Schwickerath, 1967)Auf dem Dach der Hamburger Augenklinkurde Sonnenlicht
gebiundelt, Uber Spiegel in den Operationssaal geleitet Netzhauteinrisse behandelt

Um unabhéangig voriVetter zu sein, entwickelte @an Zusammenarbeit mit den Carl Zeiss
Werken die Xenon Hochdrucklampen Laufe der Zeit entstanden mehrere Festkorper
und GaslaseDerEntwickler de®rsten Feststofflasar Rubidaser(rot: 694nm), war 1960
Theodore Maiman. Es folgte die Argonlasertechnol@eu: 488 nm, griin514 nm) damit
bestandeine breiteklinische AnwendbarkeiEin grofRefFortschrittwar die Koppelung des
Lasesan die Spaltlame (Little et al., 1970yer Beginn kontrolliertePhotokoagulation.

Die panretinale Photokoagulation erhielt ab 1976 vermehrt Aufmerksamkeit, als in der
Diabetic Retinopathy Study der Nachweis erbracht wurde, dass mit Anwendung dieses
Verfahrens das Fortschreiten der Erkrankwignifikant verhindert wird und das Risiko

eines schweren Sehverlustes infolge einer proliferativen diabetischen Rethepit

einem 2 Jahres Zeitraumum 50% oder mehr gesenkt wi@he Diabetic Retinopathy

Study Research Groufi976;The second report ofliabetic retinopathy study findings

1978) Die panretinale Photokoagulation gilt nach wie vor als Hiiisie Therapie bei der
proliferativen Z S]v} %o SZ]EXrly TreatmentDiabetic Retinopathy*Su C[ A dzn
(ETDRS report number, 9991)belegte die Wirksamkeit der frihen Lasertherapie bei
diabetischer Makulopathie mit Makuladdem. Den Nachweis fir die $&irkeit bei
VenenastA (Ee Zo%e v E E Z3 ] b E v Z s Jv=BVAsuBMES Sy C
1984) und flur Zentralvenenverschlisse folgten die Ergebniss@&dds vSE o0 s Jv K oue]
ASu C E} U % CVOSIORE) Fur ischamischedinge Netzhauerkrankungen ist die
Lasertherapie unverzichtbgBhah et al.2011)

Seit UbervierzigJahren ist die Photokoagulation der Netzhaut unter Zuhilfenahme von
Laserlicht ein fester Bestandteil d@ugenarztlichen Heilkunsind gilt seitca. 30 Jahren als
Goldstandard bei der Behandlung diverser Netzhauterkrankungen und ist hesteer
klinischenRoutinenicht mehrwegzudenken.
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BENLEITUNG

1.2 RETINALE PHOTOKOAGTION
1.2.1 Indikationen

Die retinale Photokoagulatiohat ein breites Behandlungsspektrurimdikatioren sind
ischamische Netzhauterkrankungen, z. B. diabetische Retinopathie, sowohl bei der
proliferativen als auch bei derichtproliferativen Form, und als Seccehahe Therapie beim
klinisch signifikanten Makabdem. Des Weiterewird es angewendebei ischdmischen
Gefallverschlissen, also bestimmten Venena@VOS, 1986) oder Zentralvenen
thrombosen(CVOS1997)und zur Verédung von exfovealen GefalRneubildungewie

bei deraltersbedingt®n Makuladegeneration (AMD). Auch bei selteneren Erkrankungen
wie der Frihgeborenen Retinopathie (ROP) und M. C@atsmmeet al, 2008 findet es
Anwendung. Darlber hinaus hat es Nutzen bei der Behandlung von Netzhautforamina und
-ablosungen, ach retinale HaAmangiome und Aneurysmata lassen selgllieren.

1.2.2  Klinische Durchfiihrung

Die retinale Photokoagulation kann ambulant durchgefiihrt werden. Der Patient sitzt dem
Arzt gegenuber, sein Kopf findetalt an einerKinn und Stirrstiitze. DieAugen werden
medikamentds irMydriasis Uberfuhrt und deren Oberflache durch eine Tropfanasthesi
betdubt, so dass ein Kontaktglas irritationslos aufgesetzt werden kann. Der behandelnde
Arzt stellt im Voraus die vermutlich benétigte Ldsestung {e nach Gerat meiston 50

mW bis zu 1 W hin variabel vorwéahlbaign Bestrahlungsdurchmess@yewohnlich 50

500 pum) und die Bestrahlungsdauer (UblicherweiseS2® ms) ein. Nach Applikation eines
jeden Hereéswird die Laserleistung fur die Folgeherde entsprechend nachjustierfir

wird die laserinduzierte bt 17( & pvPZ « ' A« Sieuskelt Js3akute
Steuerungskriterium dar.

Je nach Indikation werden verschiedeKoagulationsmuster angewendet radriiererder
Anzahl und Durchmesser der einzubringenden Herde. So gilateagyer dichte dild

S §S§-ED ilil , E <« pv ull] <353 e@hvtokoagulationer(> 1200 Herde)
panretinaleodersektorielle Behanldingen und fokaleieilweiseangiographiscigesteuerte
Raster /Grid- Formen bei der zentralen Behandlun@ei speziellen Lasern kann
automatisch mit jedem Auslésezin Muster von bis zu 25 Lasionemkurzen Intervan

(20- 30 msje Lasion, insgesamt ca. 500 )mmsacheinander applizienverden Bei der
panretinalen Behandlung werden mehrere hundert Herde, deren Durchmesser meist 200
500 um betréagt, appliziert, die sich umtAussparung der Makula tber die gesamte Retina
erstreckenlm Bereichder Makulaist dabeiauf3erste Vorsicht gebote®esonders ter gilt

es den strukturellen und funktionellen Schaden so gering wie méglich zu halten und die
Foveacentralisal® WpvIs ¢ o Z E({SIpy ¢ Z°FP vX

1.2.3  Wirkungen und Nebenwirkungen

Eskoénnen mehrerelicht- Gewebe Wechselirkungen unterschieden werderes gibt
unter anderemthermomechanischethermische und photochemische Lasereffekiie
hier verwendete Methode nutzt aufgrund ihrer Bestrahlungsdauer im
Millisekundenbereichden thermischen Effekt also &hotokoagulatiorff wobei die

-2-



BENLEITUNG

wirksame  physikaliseh biologische Interaktion auf einer laserinduzierten
Temperaturenbhung innerhalb des Gewebes beruht. Grundlagiir den
Temperaturanstieg ist die Absorption des Lichtes an pigmdetieStrukturen wie dem
retinalen Pigmentepithel (RPE) und den AderhautmelanozytBlas RPE stellt den
Hauptabsorber der eingestrahlten Energie dar und wirktwijv b, & %.0 d&deU ° &
retinalenZellshichten thermisch denaturierehm zeitlichen Verlauf folgt eine biologische
Wundheilungsreaktion und es kann, je nak&sionsintensitgteine Koagulationsnarbe
entstehen(Roider, 2001; Frameet al., 2008)

Untersuchungen zeigten, welche Auswirkungen Wellenlange, Expositionszeit,
Bestrahlungsdurchmesseund die Laserleistung auf den Effekt habebetaillierte
Messungen von Absorptionsspektren einzelner Pigmente am Augenhintergrund ergaben
fur jede Wellenlangeein typisches RaumTemperatur Profil. Mit Ausnahme des IR
(Infrarot} Diodenlasers, mit einer Wellenlange >700 nm dessen raumliches
Absorptionsprofil relevante Schaden auf Aderhautniveau erwarten lasst, dirfte die
Abhangigkeit von der Wellenlanga sichtbaren Bereichhne konkrete klinische Relevanz
sein.Zur Anwendung kommen utberwiegehdser nti514 nm oder 532 nm Wellenlange

Die Expositionszeit beeinflusdie Warmedleitung und damit die raumliche Ausdehnung

der L&sionbezeichnet wird dieses Phanomenchals cS§Z &u o }v(]v u vs”® (°CE Ip
bzw. ¢c§Z Eu o o } Jir] va@d@e Expositionszeite (Palanker 2016) Kirzere
Bestrahlungszeiten von bis zu 50 ms bleibelmer auf das RPE und angrenzende
Photorezeptorsegmente beschrankt, wahrend mit zunehmender Bestrahlungszeit der
Schaden in die inneren Netzhautschichten aufsteigt. Ein gro3&estrahlungs
durchmessefuhrt nicht nur zu groRerendsionsdurchmessern, sonderarstarkt auch das
Schadensausmalfler inneren Netzhautschichtenaufgrund des vermehrten axialen
WarmeflussegFrammeet al, 2008)

Weiterhin ist der Koagulationseffekt abhangig von der Laserleistung, diese bestimmt die
Intensitat einer Lasion. Die individuelle Leistungsanpassung einer jeden Exposition ist
erforderlich, denn es bestehen stets interindividuelle als auch intraindividuelle
anatomische Unterschiedd®ie unterschiedliche Pigmentierung des Augenhintergrundes
kann zu Absorptionsschwankungen filhren und die brechenden Medien Hornhaut, Linse
und Glaskdrpekdnnendie Transmissiobeeinflussen

Nach einer Theorie von Wolbarsht wirdedpositive Wirkungder Photokoagulations
behandlung auf die retinale Ischamiber die Zerstérung der Photorezeptorzellen erklart.
Mit deren Destruktion kommt es za Anstieg des Sauerstgffartialdruckesin der Retina
(Stefansson, 2006)tabchen und Zapfen sind metabolisch hoch aktiv und haben den
groRtenSauerstoffbedarinnerhalb degetinalen Gewebes. DurcHie gezelte Zerstérung
eines Teils dies Rezeptorellen verbessert sichelativ die Sauerstoffversorgung der
Ubrigen, verbleibenden Zellen. Eine andere Theorie zum Wirkmechanisnkusietisdie
Zyokinexpressiormphotokoagulierter Netzhaut. Das verédnderte Zusammenspiel von VEGF,
TGFt ~dE ve(}Eu]vP 'E}A3Z & (Epahnlike3Grawthy 'Ractor 1) fuhrt
demnachzur Reduktion der Angioneogene@gataet al., 201; Joussen, 2012)

-3-



BENLEITUNG

Die retinale Photokoagulation ist ein gewebedegrendes Behandlungsverfahren und
geht mit Nebenwirkungen einher. Wahreddssenund im Anschluskdnnen Schmerzen
ausgelost werdenBei Uberdosierungen kommt es schlimmstenfalls zu Netzhautrupturen
und Aderhautblutungen (Velez Montoya et al, 2010) Folge der Zet8rung von
Photorezeptoren ist die Entstehung kleiner Gesichtsfelddefekte (Skotome), sowie
Einschrankungen beim Dammerungsd KontrastsehenKommt esbei ausgedehnter
Koagulation zu einer Zerstérung der inneren Netzhaut und damit der Nervenfaserschicht,
sosollder daraus resultierende Visusdefedleém neuronal versorgten Arealentsprechen,
welches deutlich Gber die konkret koagulierte Stelle hinausgBhihkmann & Birngruber,
2007) Die Netzhautempfindlichkeit wird insga®st vermindert(Fonget al, 2007)

Aufgrund dieser Nebenwirkungen ist es erstrebenswert, die Intensitéat des Lasers auf das
notwendige Minimum zu reduzieren. Es gilt jedoch, die Effektivitat seiner biologischen
Wirksamkeit zu gewahrleisten. Es gibt eine Vielzahl kleiner Studien, die bebbmgen,
bereits klinische schwache und/ oder funduskopisch nicht sichtbare Lasionen eine
therapeutische Wirksamkeit habgiBandelloet al, 2001; Lavinskgt al., 2013; Roideet

al., 2010; Brinkmann &irngruber, 200y. Auch auf technischer Seite wird versuotien
laserinduzierten Netzhautschaden zu minimierei. durclgepulste Laser ilMlanc oder
MikrosekundenbereichTatsachlich lasst sidhei Anwendung eines gepulsten Lasers mit
entsprechenderEnergievoreinstellung ein€chadensreduktion herbeiflihreis hin zur
selektiven Destruktion des RPE unter Schonung der Photorezeptveter et al, 1999;
Brinkmann & Birngrubef007)

1.3 DAS PROBLEM DER BBPSIDUNG

Die verschiedenernindikationen verlangen unterschiedlicioagulatnsstarken.Esgibt
EmpfehlungemeziiglickKoagulationsmuster, Durchmess@pplikationszeisowie fir den
Lasionsabstand zueinander und der Anzahl der zu applizierenden HerdeeiBien dieser
Parameterwerdenvorabam Geréateingestellt bzwder Arzt bestimmt die Lasionsaahl.

Die Lasionsinteritsit jedoch wirdmanuelltber die Einstellung der Laserleistung justiert.
Dazu wird der Lasereffekt anhand der auftretenden Weil3farbung der Ratinsorherigen
Herd beurteilt und die Laserleistung intensiviert oder reduziert. Die geforderte
Lasionsintensit wird in diesem Fall nach untersucherabhangigeecht subjektiven
Kriterien beschrieben und z.B. unterteilt mben sichtbar} ceicht, cu ] RAd &raftig
sichtbar’(Palankeet al, 2011; Kandullat al., 2006)

Die Beurteilung der Wei3farbunigt abhdngig von dem Zeitpunkt der BeobachtuRgnf

bis zehn Minuten nach der Applikation bildet sich unter bestimmten Bedingungen eine
grauweil3eRandzoneaus was auf Sekundareffekte hinweist, die wiederum abhangig sind

von der Expositionsintensitat undlauer (Weinberg ¢ al., 1981) Diese Arbeitsgruppe

*% E Z *}P & A}v ]Jv & cJuu E Ip } Z&v v « ]3A EI,P E|
(Birngruberet al.,1977a). Die klinischeBeurteilung desntensitatgradesunterliegt also

zum eineneiner zeitlichenkomponente,zum anderender subjektiven Einschatzung des

Arztes und fuhrdamit zu deutlichen Schwankung@émder Beurteilung de Schadens

-4-



BENLEITUNG

Diese Uberlegungen waren Gegenstand einer klinischen Studie zu der Dosiergenauigkeit in
klinischen Photokoagulationsbehandlungen mit konventioneller Intersgiastellung

Eine systematische Uberpriifung ergab stark schwankemtt@mllungsergebnisse: nicht
nurinnerhalb einer Behandlung, sondern auch zwischen zwei Probanden eines Behandlers
und zwischen unterschiedlichen Behandldfskam zu einer Streubreite bis um den Faktor

2,6 der behandelten Netzhautflaiche (Saeger et al, 2016. Damit ist die
Vorhersagesicherheit beziglich des entstehenden Effekisageschrankt der
therapeutsche Gesamfiéekt wird urkalkulierbar

DarUber hinaus haben Studien gezeigt, dass mit Eintreten einer wenn auch schwachen
Netzhautverfarbung bereits ein Schaden vorliegen kann, der histologisch nachweisbar alle
Netzhautschichten erfas¢Koinzeret al., 2012) Demzufolgegestaltet sich einechonende
Leistungsanpassungchwierig, inbesonderewenn sanfte, netzhautschonende Lasionen
appliziet werden sollenist die Prazision dieser manuellen Dosierung nach subjektiver
Beurteilung anzuzweifelrDenn die sanften Lasionen sifithduskopisclyrof3tenteilsnicht
sichtbar, esfehlt die sichere Kontrolle bezlglides erzielten Effektes.

1.4 DIEABHANGIGKEIT DESSERSCHADENSMARES
VON DER NETZHAUTTHRRTUR

Die Lasionsintensitat korreliert mit der laserinduzierten Temperaturentwicklung an der
Netzhaut. Dieerhitzende Wirkung des Lasers ist jedoch bei gleichen Behandiungs
parametern variabel, da sie abhangig ist von den indivldoeanatomischen und lokalen
Gegebenheiten, wie z.B.ichtdurchlassigkeit der brechenden Medieder variierenden
Pigmentierungsgrad des RPE. Es ist deshalb ein Verfahren wiinschenswert, welches ein
ortsadaptiertes prospektives Effektmonitoring ermdglicht.

Ein Verfahren, welches in ddrage ist, die Temperaturentwicklung an der Netzhaut
wahrend der Behandlung zu messen und Biestrahlungdauer in Echtzeit fur jeden Herd
anzupassenwird hier vorgestellt und kommt in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung.
Die theoretsche Grundlagder Effektvorhersagbildet die ArrheniustheorieDiese Theorie
wurde als Ausgangshypothese verwendet uimdumfangreichen Vorarbeiteempirisch
adaptiert,um die hier vorgestellte Methodeu entwickeln.

1.4.1 Zusammenlang zwischa Temperatur, Zeit und Netzhasthaden:
Das ArrheniusSchadensintegral

Die Arrheniuskurveist benannt nach Svante August Arrheniwsnem schwedische
Physiker und Chemiker (*1859¢i610X ] EEZ v]ueszZz }E] e ZE ] S
eines modellhaft als homogen angenommenen Stoffgemisches, in diesem Fall des
Netzhautgewebes, von einem chemischen Zustand (unkoaguliert) in einen veranderten
Zustand (koaguliert) als Ratenprozessear®©rdnung. Wir nehmen an, dass die Koagulation

der Netzhaut bei Eintreten einer Weildfarbung erreicht ist und dass danmeddleanten
Molekile in den koagulierten Zustand Ubergegangen sind. Fur diesewifhtefinien,
dassOmega des (E (E Z Sdhaedé&nsintegrals den Wert 1 annim{@trngruber et al. 1985
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] EEZ v]u*Po ] ZuvP v38Z 03 W E u 8 EU A o Z v] 23 A}E:
Diese wurden in Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe bestimmt. Die Auswertung von ca.
1000 uber und unterschwelligen Lasien erfolgte hinsichtlich des Schwellenkriteriums
c™r] Zz§S &I ]S Ju &upv pe(}8} v Z i "§pDurchmiessgr Kiombigkation] S
wurde mittels Probianalysedie optoakustische Schwelle bestimmt, bei der mit B2w.
95-prozeniger Wahrscheinlichkeit eine funduskopisch sichtbare Lasion ent$téhjeden
Bestrahlungsdurchmesser wurden fiir mehrere Bestrahlungszeiten zdigehérigen
Temperaturwerte bestimmt. Rianerischerfolgte anschlieRend die Herleitung deu
diesen Daten passendeéArrheniuskure, wobei sich g IS]A] EuvPe wui®@MB] P
kJ/molbelief. Damit lasst sichid Temperaturschwelle fir jede beliebige Bestrahlungszeit
berechnen (Schlott et al, 2012, worauf der Algorithmus zur automatischen
Bestrahlungszeitregelung des Lasers beruht.

1.4.2 Grundlage der automatischen Dosiskontrolle:
Die adaptierte Arrheniuskurve

Unter diesen Annahmen modelliert dies&eichung deiZzusammenhang von Teraratur,
Expositionszeit und denentstehenden Schaden Anhand dieser Gleichung istie
Berechnung des entstehenden Gewebeschadens als Ferperaturfunktionmoglich
(Birngruber et al. 1985)

Die inAbb. 2 dargestellte Kurve reprasentiert eine beliebige Z€gmperaturfunktion, die

zu einem konstanten und fur diese Kurve spezifischen GewebeschaderSighriodelliert

die intuitiv verstandliche Tatsache, dass zum Erreichen eines gleichen Schadersrier

Zeit einehdhere Temperatur notwendig ist als bei langeren Expositionsze@bendtigen
Bereiche der Retina, die aufgrund ihrer stark@igmentierung und somit hoherer
Absorptiorsfahigkeiteiner starkeren Temperaturerhbhung ausgesetzt sinde éitirzere
Bestrahlungszeit als schwécher pigmentierte Regionen. Und schwacher absorbierende
Areale bendtigen eine langere Bestrahlungsdauer bei gleichserausgangsleistungis

der gewiinschte Effekt erreicht ist.

Eine vertikale Verschiebung der Kufidart zu einer Modifizierung delcasionsintensitat.
So ergibt eine hoher verlaufende ke kraftigere Lasionen, eineefer verlaufende Kurve
ergibtschwaclere Lasionen. Soll eine santtésion produziert werden, so bedarf esesn
insgesamt niedrigere Temperaturniveas, welches nach einem steilen Anstieg bereits in
kirzerer Zeit ereicht werden kann(IV)
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Bei Steuerung des Laseashand dieser Zeit Temperaturkurvenerfolgt die Regulation

der Bestrahlungszeitautomatisiert mit Erreichen der jeweiligen Smiénsitat des
gewlnschten Schaden¥oinzeret al, 2012) Damit verfiigt man Uber ein Verfahren,
welches in der Lage ist, gleichméaRige und vorhersagbare Koagulationsherde zu
produzieren. Die zitierte Studie unserer Arbeitsgruppe hat gezeigt, dass die automatische
Dosiskontrolle moglich ist. Es gelang, eine sanfte Lasionsstarke reproduzierbar zu erzeugen,
welche unabhéngig war von den jeweils vorherrschenden individuellen anatomischen
Gegebenheiten.

1.5 FRAGESTELLURDIESER ARBEIT

Liefert die automatische, temperaturkontrollierte Photokoagulation gleichmaRige
Lasionen in unterschiedlichen, vorwahlbaren Intensitaten?

Nachdem & unserer Arbeitsgryge gelang unter Anwendung des beschriebenen
Laserverfahrengine einzigesanfte Lasionsstarke zu erzeugen, gollRahmen @r hier
prasentierten tierexperimentellen Arbeit untersucht werden, abch eine verlassliche
Reproduktion unterschiedlichstarker, prospektiv gewdahlte L&ionsintensitaten mit
diesem Verfahremoglich ist.
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Die Spannweite der Lasionsintensitaten soll von funduskopisch unsichtbar bis eindeutig
Uberschwellig reichen, um sowohl dem unterschwelligen Bereich als auch dem ublichen
therapeutischen Bereich zu entsprechen.

Anhand welcher Merkmle lassen sich Lasiameunterschiedlicher Intensitdan der
Kanincheretinain der OCT objektigren?

Eswird eine detaillierte OGTmorphologische Klasdiation der Lasioneranhand ihrer
spezifischen retinalen Veranderungerarbeitet Im Anschluss erfolgine Differenzierag
bezuglich ihre Schadensintensitat

Hiermit soll diese Arbeit einen Beitrag leisterzur Optimierung des
Photokoagulationsprozessesund zur Validierung einer temperaturbasierten
automatisclen Dosiskontrolle Ziel der wissenschitithen Bemuhungen sokein, die
prinzipiell destruktive und schmerzausldsende Behandlung fir den Patienten vertraglicher
zu gestalten, bei gleichzeitig erhaltener maximaler therapeutischer Effektivitat unter
Schonung wichtiger umgebender funktioneller Strukturen.




MATERIAL UNMAETHODEN

2. MATERIALNDMETHODEN

2.1 DER BEHANDLUNGSLASER

Die Photokoagulation der Retirvaurde mit einem Lasergerat d&irma Carl Zeiss Meditec
AG auslena durchgefihrt. Es handelt sich um einen modifizierten VISULAS VITE 532s.

Das handelsibliche Geraerfugt tber eineContinuous WaveLichtquelle(CW, CW =
Dauerstrich), das heil3t, es emittiert kontinuierlich Laserstrahlung mit einer Wellenlange
von 52 nm. Damit befindet es sich im griinen Farbspektrum, womit es Uber gute
Absorbtionseigenschaften am Augenhintergrund verflgtie bei der gewdhnlichen
Behandlungwerden LasionsgroReund Laserleistung vorab eingestellilblicherweise
bestimmtnun der behaneInde Arztiiberdie Dauer des Bestrahlungszeitraumes. Bei dem
modifizierten, um eine optoakustisciieemperaturness und Rickkoppelungseinrichtung
erganzten Geratjst dies nicht der FallDas Temperaturmessverfahren ermdglicht
Echtzeitdie Erfassung defemperaturverhéltnisse zentral in der entstehenden L&sion
Anhand des selbst entwickelten Steuerungsalgorithmus erfolgt die Regelung der
Bestrahlungszeit. Die Abschaltung erfolgbmit automatisch und unabhangig vom
Behandletbei Erreichen einer bestimmiteSoHlIntensitat.

laser slit lamp ultrasonic transducer

/ \ contact{ens / ;ye

laser (combined system)
probe laser treatment laser
Touise™ 79 NS T = 4-800 ms

fiber

\

Epuse=2-41J  Ry=10 - 400 mW (@ =50 pm, NA =0.11) A pressure
A =523 nm A=532nm laser beam waves
control wire
/ (RS-232)
computer
-DAQ amplifier

- LabVIEW
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2.1.1 OptoakustischeNetzhauttemperaturmessung

Das Verfahren zur Temperaturermittiung basieif dem physikalischen Prinzip der
Optoakustik(Kandullaet al., 2006) Der Begriff @ptoakustikbeschreibt die Induktion von
Schallwellen durch Lichijie in Abb 4 dargestellt.

Koaxialmit dem Behandlungslaser wirdin gepulster Messlaser appliziektielcher die
Optoakustik anregt, ohne Einfluss auf den Behandlungslaser zu nelidreeMessfrequenz
betragt 1 kHzJeder Messpuls ista. 75 ns lang und hat die gleiche Wellenlange wie der
Behandlungslaserst jedochaufgrund der geringen Energie vorl2 uJje Pulsbiologisch
unschadlich und fuhrallein nicht zu einerelevanten Netzhautschadigungr induziert die
optoakustischen Wellenindem er duch die kurze Erwarmungnd Ausdehnung der
Netzhauteine bpolare Welleaudost. Diese istzon aul3enan der Hornhaumessbar Die
Frequenz der optoakustischen Wagllliegt im Ultraschallbereich, fir der&rfassungine

Art Ultraschallmikrophon notwendigst. Dieser ringformige Transducer ist im Kontaktglas,
einem Mainster Focal GH@las, integriert.

Behandlungslaser
& Messlaser

Kontaktglas mit
Ultraschallempfanger

Die Temperaturverteilung im Zielgebiet ist raumlich inhomaod@ie Spitzentemperatur
befindet sichzentral in der Mtte des bestrahlten Arealeauf Hohe des RPEvo die
eingestrahlte Energie absorbiertwird. Lateral davon ist ein Temperaturabfall zu
verzeichnenDie Spitzentemperatuwird am Ende des Bestrahlungsvorgangeggicht Mit
Einwirken deBBehandlungslasers kommt es Uber den Temperaturanstieg an der Netzhaut
zur Verandenng des optoakustischen Signabdy die Warmeleitungsgleichung lasst sich
die Tempeatur fir jede beliebige Stelleni Zielvolumerermitteln (Kandullaet al,, 200§.

Diese Methode macht es moglich, die Temperatureicklung an der Netzhaukzentralin
der entstehenden Lasigmndirekt zu bestimmerund zwar zeitlicthochauflésend nicht
invasiv und in EchtzeiDa Messund Behandlungslaser mitegther Wellenlange koaxial
auf dieselbe Netzhautstelle fallen, findet die Temperaturmessung ghaichen
Gewebevolumen statt, in dem auch die Behandlungsstrahlung absorbiert wird.

-10-
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2.1.2 Automatische Effektsteuerungurch
Echtzeit Temperatur Ruckkoppelung

Vor jeder Einzelkoagulation findet eine Kalibrierung des @jietiksignals auf die
ortspezifischen Gegebenheiten statt. Es werden zunachst 20 Messlaserpulse ohne
Behandlungsstrahlung in das Zielgebiet geleitet. Dabéidurch den Transducerfasste
optoakustische Signal dient als Referenzsignal. Es korrespondiert zur Ausgangstemperatur
an der Netzhaut, welche der Kdrpertemperatur annahernd entspricht.

Die Amplitude der optoakustischen Wellen ist von der Netzhauperatur abhangig
(vergl Abb.5links). Erfolgt die Absorption des Laserimpulses im kalten Gewebe, entsteht
ein schwaches optoakustisches Signal; erfolgt die Absorption im warmen Gewebe, nimmt
die Amplitude der optoakustischen Welle Bei einer Erwarmundes Zielgebietes durch
Laserstrahlung korreliert ab optoakustische Signahit dem Temperatuanstieg des
bestrahlten NetzhautarealdJm die Amplitudenanderungen der optoakustischen Signale
in einen Temperaturanstieg umzurechnen, ist es notig déewebeexpansions
koeffizienten zu kennen. Dieser wurde experimentell in Vorversuchen bestimmit.

P=429mW,T_ =56 °C, OCT class 1
= Fit
——P=432mW,T_=56°C, OCT class 2
e

P=532mW,T_=68°C, OCT class 5
— Fit
——P=57.9mW,T_ =96 "°C, OCT class 6

—— Fit

v 1 - 1 - 1 r
0 100 200 300 400

eratur

Aus den erfassten Optoakustikdaten lasst sich derpegaturverlauf berechnen und in
einen durch unsere Arbeitsgruppe entwickelten Steumysalgothmus fiar dn
Photokoagulatioslaser tberfiihrenHierauferfolgt die Abschaltung des Lasarsd damit
die Beendigung des Bestrahlungsvorganges.

-11-
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Erwartet wirddie Entstehungemperaturkontrollierte L&sioren, bei welcherie Regelung
der Expositionszeit herdindividuell auf die gewtnschte Effektstarke erfddig so
entstehenden Lasiorn verfigen Uber eine flr sie charakteristische Kombination aus
Temperaturendpunkt und Applikationszeitsprechend ihreArrheniuskurve.

2.2 DER VERSUCHSAUFBAU
2.2.1 Der Tierversuch

Die Photokoagulation wurde im Rahmen diesBtudie an sechs Augen von drei
erwachsenen weiblichen ainchen der Rasse Chinchilla Bastadiirchgefiihrt. Die

E uveP pvP E(}JoP3 ]Jv:]AllY o@E&E X6 e o A pvC .- palieX
Versuche und bildgebenden Untersuchungimden in Narkose stattAls Narkotika
verabreichten wirintramuskularKetamin 10% (0,5 0,7 ml/kg KG) und Xylazin%2 (0,2
0,25 ml/kg KG)Zur Narkoseverlangerung wurde bedarfsweise eia¢bé Dosis dieser
Medikamente intraperitoneal nachinjizierls Mydriatikawurden Phenylephrin 3% und
Tropicamid 3% haltige Augentropferverwendet.Bei ausreichender Narkosetiedefolgte

die Lagerung de&aninches auf einem speziell angefertigten, in allen Raumachsen
stufenlos verstellbaren Versuchstisdbieser botzusatzlicheine Befestigungsmdglichkeit
fur dasKontaktglas. Mit zweiprozentyem Methylzellulosegelvurde diesesaufgebracht
und mechanisch fixieres verhindert den Lidschluss, dampft die Augenbewegungen und
ermoglicht optimalen Einblick und VergrofRerumgn Anschlussin die Phot&oagulation
erfolgten die fotographischen Aufnahmenelcheweiter unten beschrieben werden.

NachVersuchsendevurde das erwacte Kaninchen in eine Isolationsbox gesetzt, verweilte
dort Uber Nacht, undvurde am nachsten Morgenach orientierender veterinararztlicher
Untersuchung zu den anderen Tieren in den Laufstall entlassen. Hdaalex der Versuche
erfolgte die Haltung in demierstallen der Universitatsklinik Schleswiglsteins, Campi Kiel

und LibeckSowohl dieUnterbringung und Pflege, als auch der Versuchsaufbaudiend
Umsetzung entsprechen den aktuellen Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes.
Genehmigende Zustimmung erhielt das Vorhaben durch das Ministerium far
Energiewende, Landwirtschaft, Umwelt und landliche R&ume der Landesnegier
SchleswigHolsteins, Kiel; Antragsnummer: V31234.12111 Sehe Anhang)

-12-
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2.2.2 Die Photokoagulation Kontrolllasionen versus TFCasionen
TTC > «]}v A fdriperatureCharacteristie> ¢]}vZ
= Temperaturkontrollierte, automatisch gesteuerte Lasionen
In den sechs Augen wurden insgesamt 1028erherde applizierDiese wurden jeweils in
Spaltenauf der Kaninchenretinangeordnet,so dass mehrere Lasionahh. 6 19 Herde,
je nach Lage im runden Einblickfetdit gleichen Parametern untereinander zu liegen
kamen. Vier bis sechsSpalten bildeten jeweils eine Abteilung welche mit gleicher
Ausgangsglistung appliziert wurde, z.B.: Spalte5lmit 57 mW, siehe Abb. 7 (II).

= —
Laninchen Lola LA - 20111208

Lasionsdurchmesser 133 um

57 mW

Der Bestrahlungturchmesser betrug 200 um in déwft und aufgrund der optischen
Eigenschaften 133 um auf deldaninchenfundusDie Laserleistung variiertvon 20 65,7
mW. Die Expositionszeiten betrugen entweder fest 200 ms @d&00 msbei variabler

Expositionszeit.

Lasionen mit einer festen Expositionszeit von 200 ms stellen Kontrolllasionen dar. Sie
entspretien den Standardlasionen, wie sie in der klinischen Routine verwendet werden.

Lasionen, welche unter Anwendung der automatischen Abschaltung appliziert wurden,
werden als TTC> «]J}v v 1] Zv §X dd «3-T2dpéadEreithfacteristic
> ]} v zeXAbschaltung dieser Lasionen erfolgte temperaturkontrolliert, so dass die

-13-
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Expositionszeit herdindividuell auf die jeweilige Sollstarke geregelt wurde. Mit Zunahme
ihres Zahlenwertes (TTG ITC 5) sollen diese Lasionsgruppen von ansteigender Intensitét
sein, entsprechend einer vertikalen Verschiebung der Arrheniuskyergl. Abb. 2)lhre
Intensitat soll von funduskopisch unsichtbar bis eindeutig tberschwellig reichresowonhl

dem ublichen therapeutischen Bereich abzudecken, sosém funduskopisch unsichtbaren
Bereich zu entsprechen.

2.3 BILDLICHE DOKUMENTAN

Die bildliche Dokumentation erfolgte mit Fundusfarbfotographien und optischer
Koharenztomographie (OCT). Am Behandlungstag (Tag 1) wurden die Aufnahmen binnen
2- 3 Stunden nach deBehandlung gemacht. Die nachsten Aufnahmen erfolgten am Tag 7,
dann einen Monat und abschliel3end drei Monate nach Versrothes(l1, V).

2.3.1 Fundusfarbfotographie

Fur dieFundusfarbfotographiemvurde eine VISUCAM®O00 von Carl Zeiss Meditec AG,
Jena, verwenet. Die einzelnen Fundiabfotographienwurden unter Zuhilfenahme der
freien Software HUGIN zu eindfanoramaaufnahme zusammengefligt. In ndeso
gewonnenen Bnoramaaufnahme wurden fir jedes Kaninchenauge digésionspalten
entsprechend der Behandlungspamater beschriftet und die Lasien kartographiertyie

in Abb. 7 dargestellt. So entstanden die notwendigen Funduskarten, um die Einzelherde im
weiteren Verlauf der Datenerhebung aufzufimdend identifizieren zu kénnen.

Vermessunaler Laserherde am Fundosnorama

Als Grundlagegum Vermessen der Lasioneente das Panoramabild vom Tag Drei
voneinander unabhangige Untersucher markiertdle fir sie sichtbara Lasionen, indem

sie den AuRenrand unter Verwendung des Bildbearbeitungsprogrammes GIMP
(www.gimp.org) mit einer Linie umfuhren und ausschnitten. Es galt, nur die
Koagulationszonenunter Einschluss des denaturierten Areals wieh gegebenenfalls
sichtbaren Nekrosekern zu erfasseanter Ausschluss von 6demattsen Hofeargl. Abb.

8), die sich als Sekundarerscheinung entwickeln kénnen.

-14-
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Die Sichtbarkeit einer Lasion galt als bestatigt, wemmdestens zwei der drei Untersucher
den Laserherd erkannten. Ansonsten wurde der Herd als funduskopisch unsichtbar
eingestuft. Die PixelgroRe aller so markierten Lasionen wurden halbautomatisch mit der
Software IMAGE J vermessemwv.rsbweb.nih.gov/i.

In Vorversuchen wurde der fir di@mrechnung von Pixel in pmotwendige
Umrechnungsiktor bestimmt. Eswurden je fiinf kreuzférmig angeordnetéaserherde in
mehrerenKaninchenaugen appliziert ungggmessen(vergl. Abb. 9)In die Berechnung der
Lasiongrof3e flossen die optischen Eigenschaften des Kontaktglases mit ein, also in die
Annahme, dass ein 500 um graf3Bestrahlungsareauf dem Kaninchenfundus 333 pm
grol3 abgebildet wird. Die Herde wurden Rand an Rand positionarfyldtenabstand der
beiden aul3eren Herde betrug 666 um und diente als Referenzmalf zur Bildskalierung. Der
Umrechnungsfaktor betragt 9,5 -H),7 um pro Pixélur die VISUCAM von Zeiss mittem
Mainster calGrid- Kontaktglas aniKanincher(lll).

2.3.2 Optische Koharenztomographie (OCT)

Zum Einsatz kam eiRIRA + OCT SPECTRALIS® der Firma Heidelberg Engibeering
optische Koharenztomographie OC) erzeugt ein@ hochaufosenden optischen
Querschnitt der retinalen Schichten. Dazu wird ein Laserstyatidchgeteilt und auf einen
Referenzarm im Gerat sowie einen Analysearm transpupillar auf die Retina projiziert. Das
reflektierte Licht beider Armewird interferometrisch analysiert und gibt als- AScan
Auskunft Uber die Tiefenbeschaffenheit der Retinaeimer Reihe gewonnene-Acans
werden zu einem zweidimensionalen Bildneinandergesetzt (B Scan). Mhrere
nebeneinan@rliegende B Scans ergben ein dreidimensimales Modell der Netzhaut.
Zusatzlich zur tomographischen Schnittaufnahme erzeugte dast @atéamatisch ein
Infrarot (IR) Aufsichtsbild, in das die Lage der Schnittebene eingezeichnet wurde. Das
"'E § A E(°PS° E v p3}Z - \bie®dpnRa&fplanWintessuchung wird
automatisch durch das Gerat in den Folgeuntersuchungen wiedergefunden und tber eine
Serienfunktion der Geratesoftware natlen Serienbilderaler Reiheverknupft.

-15-
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Identifikation einer_&sion

Das gewinschte Untersuchungsal wurde in 30 um breiten Schichten gescannt. Um eine
hohe Bildscharfe zu erhalten, wurde in jeder Scanebene 20 Wiederholungen eines
Einzelscans gemittelt. Esvar notwendig fir die bestmdgliche Aleckung des
Bestrahlungsfeldesmehrere Areale an einenAuge Uberlappend zu scannen.Diese
erfassten Arealavurden in die Funduskarten eingezeichnetuN war bei der Durchsicht

der einzelnen Ebenenscarenes Arealseine eindeutige ldentifikationedes Herdes
madglich Das genaue Vorgehen ist in Abbildung 10 dlegierlautert.

Caninchen Jasmin Jr RA =
vom 29.11.2011
alle Lasionen 133 ym

P a0 mw 300 mW l 340 mW. W )
W™ o 02 azf " gis & o T T
4 o 0 N
7 i g a0
It

Export und Uberfithrung der Lasionen in die Verlaufsdokumentation

Nach sicherer Identifikation einer jeden Lasionerfolgten digital der Bildexport unddie
Uberfiihrungdes OCTSchnittbildesin die Verlaufsdokumentation. Der Export eines B
Scan Bildes fanl als Pixelgrafik stattmit Hilfe der Software GIMP wurde der Herd
ausgeschnitten unarchiviert.In einer PowerPoint®rasentation wurden alle in d&CT
erfassten Herde, mit ihren morphologischen Verdnderungen im zeitlichen Verlauf, als
Bildtafeln dargstellt.

-16-
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Jasmin Jr. - RA - Spalte 10 - Herd 146

-
{ ) - —— R
o - - .
aod ‘
AL '
’..jﬁﬂl e .
- * " |
X - ‘ . K g
Tag 1 Tag 7 Tag 29 Tag 91
Durchmesser: Tag 1: 456 pm
Tag 7: 435 pm
Tag 29: 343 pm
Tag 91: 269 pym

Es gab zwei Formen der Verlaufsdokumentation. Zum einen eine Dokumentation bezogen
auf jeden Einzelherd und seine jeweiligen Verlaufsbildeu den vier
Beobachtungszeitpunktemit Angabe dejeweilserfassten Durchmessévergl. Abb. 11a)

Hd: 145 146 147 148 149 150
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Parallel hierzu wurde einbellarische Gesamtubersicktstellt, in welcherdie Lasionen
mit gleicher Bestrahlungsleistung umtgn gleichenAbschaltparameter nebeneinander
zur Darstellungkamen (vergl. Abb. 11b) Diese Tabelle und i€l dort sichtbaren
Veranderungen sind die Grundlage fiur ditassifikation der Lasionenhandder dort
sichtbaren morphologische Merkmale wurden dieLaserherdein Gruppen &ahnlicher
Schadensintensitat sortiertind eingeteilt. Im weiteren Verlauf entstankieraus die
Kategorisierung und die detailliertedsionskschreibung, wie in den Ergebnissen
ausfuhrlich dargestellt.

Vermessunder Laserherde in déDCT

Nach sicherer Identifizierung einer Lasion wurde der grof3te lineare Durchmesser (GLD =
greatest linar diameter) gemessemlle B Scan Ebenen, die einen Herd zeigten, wurden
gesichtet und die Ebene zur Messung verwendet, in welcher der Herd den grof3ten
Durchmesser hatte. Die Messung fand stets in der gleichen Netzhautschicht statt: der Inner
segment (&) Outer segment (OSJunctionLine, also der Trennlinie zwischen den inneren
und aufl3eren PhotorezeptorauRensegmentbiachder aktuellen Nomenklatur wird didS

/OS Junction LinelsHlipsoide Zone bezeichnet (Staurenghi et al., 20¥é)gl bitte die
Histiosynopse der RetinApbildung 13.

Die axiale Auflosung der OCBilder ist viermal hoher als die laterale, so dassién

AN v E ]Jve$ oopvP E ' E § *}(SA E ~ciWi ObeBhiound | E 31
I[HE Ee*5 oopuvP | u ~/*X o0+ 03 Ev SDarstallng adsvizhldw, inciWi R
welcher die Schnittbilder in den anatomisch korrekten Proportionen angezeigt wurden. In
Abbildung 2 wird dies nochmal im direkten Vergleich zur Hisgio verdeutlicht. Die
Vermessungler einzelnen Lasiondand ausschliel3lich in der gro3enrichtigen Darstellung

Statt.

Histiosynopse der Retina

DiefolgendeDarstellung zeigtlie Anatomie der Retina im histologischen Schnittpraparat
im Vergleich zur iglgebung in der OCT und als schematische Darstelldagiber hinaus
sind die Abkirzungen der einzelnen Schichten aufgefiguotyie die ausgeschriebene
Nomenklatur.
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2.4 STATISTIK

Samtliche Parameter und Durchmesser sind standardisiert in einer tabellaristieesicht
zusammengetragerworden, genutzt wurde die Software Microsoft Excel®. Figie
analytischen undstatistische Berechnungen wurden die Daten in die Software SPSS®
(Version 20, IBM GmbH, Ehningen) exportiert.

Furden Vergleich zweier kategokea Merkmale, zm Beispiel OGTSchadendksse und
funduskopische Sichtbarkeit, wurdesherZ Exact Testverwendet. Die pWerte wurden
auf Basis einer MonteCarle Simulation mit 10.00@&ichprobenerrechnet.

Der Zusammenhang von kategdeia Variablen, B. OCTSchadensklasseind stetigen
GroRRen, z.B. Lasionsduroksser in der Funduskopie und in de€T sowie Temperatur,
wurde fur jede Variable einzeln niehparametrisch getestet unter Verwendung eines
Kruskal Wallis Testes mit anschlieRender Pestoc Analyse(Wilcoxon Rangsummen
Test)

In der Gruppe der Standardlasionen (Expositionsdauer 2Q@vonsle der Zusammenhang

von OCT Schadendlsse und Temperatur der Retina mit einer univariaten ANOVA
getestet. Hierbei wurde als zusétzlicher Einflussfaktor das individuelle Kaninchenauge
getestet mit einer Scheffé Pedioc Analyse.

Alle Testungen wulen zweiseitig durchgefiihrt.-RNVerte aus multiplen Tests wurden
mittels der Bonferoni- Methode adjustiert. Als statistisch signifikant wurden\Werte
unterhalb von 0,05 angenommen.
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3. ERGEBNISSE

Insgesamt wurden 1022Laserherde n sechs Kaninchenaugerappliziert: 225
Kontrolllasionen in konventioneller Techmkit einer festen Expositionszeit von 200 ms
und 797 Lasionen unter Anwendung der automatischen, temperaturabhangig gesteuerten
Abschaltung. In drei Fallen kam es zu Kalibrierungsfehlern, so @sssdilei Lasionen aus
der Studie ausgeschlossen wurden. Fir 626 Lasionen konnteB{d€mTgeneriert werden,

von 464 Lasionen wurde ein vollstandiger Datensatz gewonnen, mit bildlicher
Dokumentation zu jedem der vier Evaluationszeitpunkte.

Aus Griinden debesseren Ubersichtlichkeit werdein der gesamten Arbeitlie OCT
Schadensklassaund TTC Lasionsgruppemn farblich anderer Gestaltung angegeben.

3.1 KLASSIFIKATION DEERBINTENSITENANHAND DER OCT
MORPHOLOGIE: METSCHADENSKLASSEN

Alle Lasionenwurden im Hinblick auf ihr morphologisches Erscheinungsbild und dessen
Verdanderungen im zeitlichen Verlauf hin untersucht. Die Kategorisiewumd; die
Entwicklung der Klassifikatidanden retrospektiv, im Anschluss an die Photokoagulation
statt und wurdeausschliel3lich drandder lasionsspezifischenn der OCT beobachtbaren,
retinalen Veranderungemorgenommen.

Die Lasionen lieRBen sich in sieben Klasd€lasseO- 6) einteilen Die Lasionsstarken
reichten von nichtsichtbar Gber minima sichtbare Veranderuren innerhalb einzelner
retinaler Schichten bis hin zu starksten Verdnderungen inklusive Netzhautabhetung
Jede néachsthohere Klasse beinhaltet die bereits beschriebenen Schaden der
vorangegangeischadensklasq#).

OCT Schadendksse O: DieseSchadesKasseumfasst alle Lasionen, diécht in der
OCT nachweisbar wareim. der Abbildung wurde auf die Darstellung verzichtet.

OCT Schadendhsse 1: Lasionen mit den sanftesten sichtbaren Veranderungen. Hier
findet sich eine Reflektivitatszunahme in der &uReren Kornerschicht, sowie kerdan

bzw. Vorwolbungen im Bereich der Ellipsoiden Zone (EZ). Nach drei Monaten sind noch
minimale Verénderungen sichtbar.

OCT Schadensklassz Bei diesen L&sionen sind die Verdnderungen deutlicher. Im
Bereich der auf3eren und inneren Segmente (OS ymdetFPhotorezeptoren kommt esizu
herdbreiten Reflektivitdtszunahme, welche sictiurch die auRere Kérnerschicht (ONL)
fortsetzt. Die EZ ist intakt, fortlaufend und erkennbar. Im Heilungsveiilaeif drei Monate
sieht man leichte Veranderungen der retinal8chichten.

OCT Schadensklasst: Zu den Veranderungen der OS, IS und ONL kommt eine
partielle Abdunkelung der inneren plexiformen Schicht (IPL) in Herdbreite faamechmit
Aussparung der dufReren plexiformen Schicht (OPL). EZ und Membrana limitans externa
(ELM) wolben sich vor, ihrenignfuhrung iserhalten undkontinuierlich. Das RPE erscheint
ausgedunnt. Nach drei Monaten siddutlicheVeranderungen der Retina erkennbar.
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OCT Schadensklasske Es kommt zu einer kraftigen lasionsbreiten Reflektivitats
zunahmeder aulRererKornerscheht und die partielle Verfarbung der inneren plexiformen

nz]l 28 P Alvws v ,,Z X « ZW ]¢8 VP Z} v puv ] Epu Z[
erkennbar. EZ und ELM sind unterbrochen und an den der Lasion angrenzenden Bereichen
angehoben. Ein Zusammentreffen def Bnd des RPE ist am Lasionsrand zu erkennen.

Auch diese Lasionsklasse ist nach drei Monaten leicht auffindbar.

OCT Schadensklasds Die Veranderungen entsprechen den 8thadendiksse 4
bereits beschriebenen Phanomenen. Begleitet werden die L&asionen von einem
O0dematdsen Halo. Durch die Abhebung wdlben sich die neurosensorischen Schichten der
Retina aufwarts in Richtung Glaskorper. Zusatzlich findet sich meist eine herdbreite
Reflektivitatszunahme in der Ganglienzellschicht (GL). Im Heilungsverlauf zeigerchich na
drei Monaten kraftige Gewebereaktionen.

OCT class 1 2 3
illustration —
A
A | ==
oCT ) A
examples | romsnarase _—t z
treatment
day
7 days
post
treatment
30 days
post
treatment
90 days | Pmewme e | NEENARIT | womameme
treatment w m
power 43 mW 40 mW 83 mw 40 mw 53 mW 58 mW
duration 23 ms 22 ms 200 ms 200 ms 200 ms 200 ms
temperature 55 °C 57 °C 64 °C 66 °C 68 °C 96 °C
diameter 0 0 167 pm 186 um 204 pm 238 um
GLD: day 1 124 pm 136 pm 234 pm 320 pm 397 uym 554 pm
day 7 100 um 127 pm 229 pm 303 um 376 pm 394 pm
day 30 82 um 118 pm 213 pm 269 pm 297 pm 320 um
day 90 65 um 96 pum 175 pm 218 pm 247 pm 279 um
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OCT Schadensklassg Dies ist die Schadendksse mit den starksten
Gewebereaktiorn, sowohl in der Erstreaktion als auch im Heilungsverlauf. Das Lasionsbild
entspricht dem in Klasse 5 detailliert beschrieberigberdies kommt es zu einer horizontal
verlaufenden, ovalen Reflektivitdtsabnahme zwischen den retinaleni$ehjin Hohe der
Photorezeptosegmente. Dies sind die Minimalverdnderungen dieser Lasionsstarke,
fakultativ waren in dieser Klasse noch starkBoladen als die hier beschriebenen sichtbar,
wie z.B. Lasionen mit durchgreifenden Veréanderungen aller Schichten.

Mit folgenden Anteilen sind die Lasionen in de@’t Schadensklassevertreten: Klasse 0
beinhaltet 22 Lasionen, Klasse 1:l4ikionen, Klasse 2: B@sionen, Klasse 3: 1Basionen,
Klasse 4: 16Basionen, Klasse 5: 109 Lasionen und Klasse 6 umfasst 57 Lasionen.

3.2 VALIDITAT DEREFUNDEENOCT SCHADENSKLASSEN

Die Kriterien, welche zur Validierung det T Schadendlsserherangezogen wurden, sind
folgende: der Lasionsdurchmesser im Fundusfoto agn I, der Schadensdurchmesser in
der OCT zu allen vier Evaluationszeitpunkten, dieademusgang®istung und die
Herdspitzentemperatuwéahrend der Photokoagulationhand dieser Parameter wurde
die Validitat unddie Reihenfolge der postulierten OJasierten Lasionsklassen statistisch
Uberpraft. Daruber hinauswurde der Einfluss des behandelten Augstatistisch
untersucht

3.2.1 Lasionsdurchmesser im Fundusfarbfoto und in der OCT

Lasionsdurchmesser im Fundusfarbfoto

Fur dese Auswertung wurden allderde mit einbezogenyelche in der Funduskopigm

Tag letwa 2 Studen nach der Applikatiom den Aufnahmen detektiert wurden. DieCF

Schadendssel (7 Lasionen) wareim Fundusfotanicht sichtba. OCT Schadensklas2
(49 Lasionenyar zuknappuber 50 % detektierbatn OCTSchadensklass3befanden sich
118 Lasionen in OCT Schadensklass4: 167 Lasionen, inOCT Schadensklassb: 106

Lasionerund OCT Schadensklass®umfassteb4 Lasionen.

Der mediare funduskopische Durchmess#gr OCT Schadendrssel betrug0 um(IQR 0
pm), damit warenLasionen diesr Klasseiberwiegenadnicht mit der Fundugopiesichtbar.
FUrOCT Schadenshisse2 betrugder Median 86um (IQRO- 112um), OCT Schadensklasse
3:120 um(IQR 102151 um) und im Verlauf weiterhirstetig grof3er werdend UbeDCF
Schadensklase mit 16 um (IQR 138194 pm)und OCT Schadensklass:178 um (IQR
155 210 pm)bis hin zuOCT Schadensklass® mit einem Median von 19am (IQR 163
241 um)

Der Einfluss derOCT Schadensklassauf den Lasionsdurchmesser ifundugoto war
signifkant (p < 0,001). In der Post Hoc Analyse wurden die Unterschiedder OCT
Schadendksser 4 gegen 5 und 5 gegen 6 als nicht signifikant befunden, alle anderen
Kombinationender Schadensklassestellten sich als signifikant zueinander hergps<

0,05 nach Adjustierung fur multiples Tesden
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Lasionsdurchmesser in der OCT nach zwei Stundér@GIT 2h)

In dieAuswertungeingeschlossen wurde®06 Lasioneyfur die eine OGTAufnahmezwel
Stunden nach der Applikatiororlag. Digkategorientraten mit folgenden Haufigkeiten auf
OCT Schadendisse 0: 22 Lasionen,OCT Schadensklassd: 41 Lasionen,OCT
Schadensklas: 87 LasionerDCT Schadensklass3: 132LasionenOCT Schadensklasse
4 umfasseé 168Herdeund waram haufigsten vertretenOCT Schadensklas$s umfasste
109Lasionerund OCT Schadensklas®: 57 Lasionen.

In Beaug auf die Lasionsdurchmesser in @&CT stelk sich das Ergebnis wie folgt darCF
Schadendrsse O vereinige Lasionen, @ nicht in der OCT nachweisbar wargmhr
Durchmesser betrug O urtin der Abbildung nicht aufgefihrtBei L&ionen derOCF
Schadendrsse 1 betrug der mediane Durchmesserl48 ym (IQR 129 189 um)und
entsprach damitanndhernd dem Besthlungsdurchmesser des Lasers von 133 pie
medianenDurchnesser stiegn kontinuierlich an tbeOCT Schadensklass2zmit 18 pum
(IQR 164219 pm) OCTF Schadensklas3:239 pm(IQR 20273 um) OCT Schadensklasse
4: 2@ um (IQR 249316 um) OCT Schadensklasss: 320 um (IQR 264413 pm)und
Lasionen deDCT Schadensklas®:erreictien im Median426 um(IQR 273486 um)

Es konnte ein signifikanter Einfluss dect Schadensklassauf den OCT GLD festgestellt
werden (p < 0,001). In der Pesloc Analyse wurden die Unterschiede von dexct
Schadenskissen0 gegen 1, 1 gegen 2, 4 gegen 5 und 5 gegen 6 als nicht signifikant
befunden, alle andereKlassekombinationen stellten sichlssignifikant zueinander dar
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3.2.2 Realkistungen und Spitzenendtemperatugn

Die Graphikin Abb. B bezieht sich nur aut&sioren mit einer gleichen undesten
Expositionszeit von 200snDie Festsetzung einer Variable (hier:Bstrahlungszejtwar
notwendig um einendirekten Vergleich der Leistungen bzw. Spitzenendtemperaturen
vornehmen zu kdnnen

Unter Arwendung dieser 20@hs- Expositionszeit entstanden keine sanfteren Lasionen als
OCT Schadensklass2, Lasionen deDCT Schadensklas€® und 1wurden im gewahlten
Leistungsbereicimit dieser Einstellung nicht erzeuginsteigerde OCT Schadensklasse
korrelierten mit einemAnstieg der Spitzenendtemperatur und der Leistung.

M Spitzenenctemperatur [°C]
100 [H Realleistung [mivy]

Leistungen der OCBchadenklassen

Die Variablen konnten paranetrisch ausgewertet werden, die Angabe erfolgt in
Mittelwerten. Aus Griinden der Ubersidhthkeitist auch furOCT Scladensklass@ ein-
mathematisch nicht korrekter Fehlerbalken gezeigida nur zwei giltige Herdezur
Wertung vorlagenDiemittlere Leistung vorOCT Schadensklass2 betrug 30,9 mWyon
OCTFSchadensklas3:32,1 mW, weiter ansteigend Ub&rCF Schadensklas<: 38,3 mW,
OCT Schadensklasds: 46,6 mWzu OCT Schadensklas®:mit 55,2 mW.
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DerEinfluss deLeistungauf dieOCT Schadesklasseerwies sich als signifikant §0,007).
In der PostHoc Analyse stellten sicter Unterschied de©CT Schadendikssen3 gegen
5 und 6,0CT Schadensklas4 gegen 5 und 6, sowieCT Schadensklass® gegen 6 als
signifikant heraus.

Temperaturen der OCGBchadensklassen

Mit dem Anstieg delOCT Schadensklassist én Ansteigen der Herdspitzentemperatur
ersichtlich. Mittelwerte der Spitzenendtemperaturen waren folgendedCT
Schadensklass® 61 °COCT Schadensklass® 62 °COCT Schadensklasst 65 °COCT
Schadensklasd: 71 °C undCT Schadensklass: 80 °C.

Der Einfluss delOCT Schadensklassauf die Spitenendtemperaturwar signifikant (p<
0,00)). In der PostHoc Analyse stellten sichur die OCT Schadensklasse6 gegen 3, 4
und 5 als signifikarunterschiedlich heraus.

3.2.3 Heilungsverlaf Gber drei Monate

Die Beurteilung des$leilungsverlawds fand Uber drei Monatestatt und ist in Abb. ¥
dargestellt Mit Ansteigen der OCT Schadensklassewar eine Zunahme des
Lasionsdurchmessers verbunden. Wahrend des Heilungsverlaufes kam es zu jedem

B OCT GLD 2 hours
600 O OCT GLD 1 week
(] OCT GLD 1 months
1 OCT GLD 3 months

500+ O %
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Evaluationszeitpunkt zu einer Verkleinerung der L&sionsdurchmesser, wobei die
GrolRenzunahme Uber die Klassen erhalten blieb.

Die Lasionen der einzelnen zeigten dem nach dreimonatigem
Heilungsverlauf folgende Durchmesséi! & im Medianbetrug der
Durchmessel02 um (IQR 916 pm), 22 127 um (IQR 16243 pm),

& 157 um (IQR 131182 um), 4: 190 um (IQR
164- 214 pm), sowie 5: 214 pm (IQR 197278 pm) und

6 mit einem Median von 278 QR 209314 um).

3.2.4 Einfluss desndividuellen Auges

Alle sechs Kaninchenaugeresktr Studie wurden mit unterschiedlicheragerkistungen
behandelt, welche sich an der individuellen Schwelle fiir die Lasionssichtbarkeit
orientierten. FUr die beobachteten Parameter Leistung, Spitzenendtemperatur,
Lasionsdurchmesser im Fundusbild und Lasiorsanesser in der OCT fanden wir in einer
globalen Analyse die bisher gezeigteMferte. Die dargestellten Zusammenhange wurden
nochmals fir jedes Auge separat berechnet. Die Signifikanzen waren schwacher, doch gut
vereinbar mit den Ergebnissen der globalkuswertung.

3.2.5 GegeniberstellungValiditatskriterien OCT Schadensklassen

Diese Tabelle ist eine zusammenfassende Gegentuberstellung der beschriebenen
Validitatskriterien. Sie zeigt fur jede den Anteilder funduskopsch
sichtbarenLasionen, di¢.asionsdrchmesser im Fundusfoto nach 2 Stunden und den OCT
GLD nah 2 Stunden und nach 3 Monaten, sowie kiserleistung und @mperaturen.

%]

Median, [ um] MW, [mwW] MW, [°C]

0 - E g -
1 17 0 148 102

2 56 86 EE 127 31 61
3 89 120 239 157 32 62
4 98 163 279 190 38 65
5 97 178 320 214 a7 71
6 95 196 426 278 55 80
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3.3 TIMETEMPERATUREHARACTERISTIESION(TTC)

Bei denTTC Lasioner= b d |{TemperatureCharacteristicL <]} wairde dietemperatur-
kontrollierte automatische Abschaltundes Lasersgenutzt so dass die Expositionszeit
herdindividuell auf die jeweilige Sollstarke geregelt wufde Intensitatsauswahl erfolgte
vor der Photokoagulation, also prospektitnsgesamt gab es funf verschiedem
Lasionsstarken, di&pannweite derintensitat sollte von funduskopisch unsichtbar bis
eindeutig Uberschwelligreichen (V). Die schwachsten Lasionesollten in TTC
Lasionsguppe 1 erzeugtwerden, von ansteigendemtensitatbiszu TTC Lasionsguppe 5,
entsprechend einer vertikalen Verschiebung der Arrheniuskurve (siehe Abb. 2).

Es galy97TTC Lasionensieverteilten sich wie folgt auf die Gruppdébaserleistung TTC
Lasionsgrupp& mit 119L&sionen (2050,1 mW),TTC Lasionsgrupp@: 141 Lasionef20-
58,1 mW),TTC Lasionsgrupp8: 223 Lasioneri20- 65,2 mW),TTC Lasionsgruppd: 190
Lasionen25- 56,5 mW) undl24 L&sionen inf TG Lasionsgrupp® (27,5 66,4 mW).

3.3.1 Funduskopische Sich#rkeit und Nachweise in der OCT

Es besteht eine Berenz zwischen funduskopischéichtbarkeit undDetektierbarkeit in
der OCT balensanften Lasionsgruppei TG Lasionsgrupp& und 2 warereu 17 bzw38
% funduskopisch sichtban der OCTJedochzu 68 bzw. 90 % nachweisk{gergl. Abb. 19
AbTTC Lasionsguppe 3 waren die Lasionen zu 997% im Fundusfarbfoto und der OCT
mit 98- 100 % nachweisbar.

qundus
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Der Einfluss defl TG Lasionsgrupperwar fur beide Parametesignifikant, sowohl im
Hinblick auf die Ergebnisse aus der funduskopischen Messunggchlsaf die Messung in
der OCTHisherZ €xact Test p < 0,00}

3.3.2 Lasionsdurchmesser im Fundusfarbfoto und in der OCT

In diese Bewertungwurden insgesmt 479 LasionereingeschlossenDie in der @T
erfassten Durchmessevaren firalle Lasionegrof3erals die funduskopisch ssten. Mit
Ansteigen deff TC Lasionsgrupp&am es sowohl funduskopisch als auctder OCT zur
Zunahme des Lasionsdurchmessdrs. Heilungsverlauf kam es zu einer Reduktion der
Lasionsdurchmesser, Uber di@ C Lasionsgruppeiblieb de Zunahme der Durchmesser
erhalten. Zum Endzeitpunkt unserer Beobachtungen waren weiterhin LasionenTder
Lasionsguppe4 und 5 die Schaden mit degro3ten Durchmessern, wahrend Lasionen der
TTC Lasionsgruppdl und 2 die Schaden mit dem geringsten Durchmesser darstellten.
Lasionen derTTC Lasionsgruppe3 zeigten im Fundusfoto zwei Stunden nach der
Applikation und in der OCT drei Monate nach depliation einen Durchmesser, welcher
anndhernd denBestrahlungsdurchmessentsprach(vergl. Abb. 2@ind Abb. 24).
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Zwei Stunden nach ApplikatiomurdenfolgendemedianeDurchmesser ider Funduskopie
erfasst: Die Mediane derTC Lasionsgruppd und 2betrugenO um (TTC 1IQR Q0 um,
TTC 2IQR 093 um). TTEG Lasionsgrupp8: 114um (IQR 99140 um) TTC Lasionsgruppe
4:170um (IQR 149195 pm)und TTCE Lasionsgrupp® betrugl63um (IQR 137202 pum)

Die Mediane de©CT GLD2h stellten sichwie folgt dar TTC Lasionsgrupp& maf3129um
(IQR 0144 um) TTCG Lasionsgrupp@: 171um (IQR 147188 um) TTC Lasionsgrupp8:
228 um (IQR 212241 pm) TTC Lasionsgruppé: 282 um (IQR 261302 pm)und der
Median der TTC Lasionsgrupped betrug 282 pm (IQR 260 309 pum) ZwischenTTC
Lasionsgruppd und 5war keinesignifikante Gro3enzunahnmaehr zu verzeichnen

Im Heilungsverlauf Uber drei Monatevurden folgende medianedsionsdurchmesser
erfasst TTC Lasionsgruppd mafR81 um(IQR 098 pum) TTC Lasionsgrupp: 108 pum
(IQR 97118 um) TTC Lasionsgrupp8: 143 um(IQR 134158 um) TTCLasionsgruppd:
194 um(IQR 178211 pum)und TTE Lasionsgrupp® betrug204 um(IQR 186214 pum)

Eswurdensignifikante Differenzen in Bezug auf den Durchmesser im Fundusfarbfoto, dem
GLD OCT nach zwei Stunden und GLDCT nach drei Monaten in den funfrC
Lasionsgruppe festgestellt (KruskalWallis Test, p < 0,001). Bei einem Postoc
Vergleich der paareisen Differenzen stellten sichlle Paarefur alle drei Parameteals
sigrifikant verschieden heraus (Wdxon RangsummenTest, p < 0,001), Ausnahme
bildete der Vergleich von TTCasionsgruppen 4 und 5 (p = 1).

3.3.3 GegenuberstellungValiditatskriterien TTELasionsgruppen

Diese Tabelle in AbB1 ist eine zusammenfassende Gegenuberstellung der beschriebenen
Validitatskriterien. Sie zeigt fur jed& CLasionsgruppédie numerische Verteilung tber die
Gruppen, die Durchmesser im Fundatsf nach 2 Stunden und degrof3ten linearen
Durchmesser in de®CThach 2 Stunden unitn Heilungsverlaufach 3 Monaten.

0 129 81
(0-0) (0-144) (0-98)

114 228 2vs. 3 143
(99-140) (212-241) <0,001 (134-158)

163 282 204
(137-202) (260-309) (186-214)
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3.4 BBNERTUNG DERGLASIONSGRUPPEN
ANHAND DER ERZEUGTEN SCHADENSKLASSEN

Temperatur Zeit kontrollierte Lasionen zeigten innerhalb der jeweiligen Gruppe
homogene Ergebnisse bezlglich ihres Auspragungsgrades. Bi@s®genitat war
unabhangig der angewandtehaseausgangeistungenzu beobachten siehe Abb. 7.
Anhand des funduskopischen Eindruckes konbégeits eine qualitative Einschéatzung
vorgenommen werderbeziglich der Effektstarkd.asionen defTTC Lasiorsgruppe 2
erschienen sanfter alsasionen defl TG Lasiorsgruppe 5.

Zur Bewertung derHerdintensitaten der einzelnenTTC Lasionsgrupperwurde das
eigenstandig entwickelte und in Kapitel 3.1 und 3ausfuhrlich vorgestellte
Klassifikationssystem angewandDie OCTF Schadensklasse wurden auf die TTC
Lasionsgruppenubertragen, die Darstellung ihrer relativen Verteilung erfolgt als
Balkendiagramm. iBse Bewertungermdglicht zeitgleich eine Aussage bezuglich der
Lasionsintensitat undinenRickschlss auf dasnorphologischeéerscheinungsbildV).

(o (n=22)
11 (n=41)
12 (n=86)
M3 (n=119)
B4 (n=122)
M5 (n=57)
40 M6 (n=28)

607

207
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Mit TTC Lasionsgruppd wurden etwa gleichhéufig Lasionater OCT Schadensklas<@,

1 und 2 erzeugt im geringeren Umfangnoch OCT Schadensklass@. Diese TTG

Lasionsguppe 1 zeigteeinen relativ grof3en Anteil vobasionen deCT Schadendksse
0 und 1, welche uberwiegend funduskopisch unsichtbar sinBie funduskopische
Sichtbarkeitder OCT Schadensklasse 2 betrug 56 % (ohne Abbildung}.Lasionsguppe

2 umfasse uberwiegendOCT Schadendksse2 und zu geringeren AnteileDCF Klasse3

und 1. TTC Lasionsgrupe 3 bestand gréf3tenteils ausOCT Schadensklass@, mit

geringeren Anteilen vonOCT Schadensklass2 und 4.Ebensoverhélt es sich miiTC

Lasionsgruppet, siebestandzum Groldteilaus OCT Schadensklass4, mit geringgren

Anteilen vonOCT Schadensklassd und 3 Die hochste Variabilitatvar in der TTC

Lasionsgrupped zu vermerken hier traten zu annaherndgleichen Anteilen die OCTF

Schadensklasses, 4, 5 und auf.

Die statistische Uberprufung eifjd u]$ u &}EXadH pst. Die Verteilung deénCF
Schadensklassaunterschied sich signifikant zwischen dEnC Lasionsgruppen
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4. DISKUSSION

Diese Studie beinhaltet eine vergleichende Analyse von 1022 Photokoagulationslasionen.
Zur Anwendung kamie Photokoagulationslaser im grinen Farbspektrum (532 nm), der
Bestrahlungsdurchmesséetrug 133 um. Die Bestrahlungsleistungen udduer waren
variabel (2066,4 mW, 7max. 800 ms). Appliziert wurden 225 Kontrolllasionenemier

festen Bestrahlungsdauer von 200 ms uid@7 Lasionen -3: Kalibrierungsfehlerynter
Anwendung der automatischen temperakamtrollierten Abschaltung.

Zur Beurteilung der Lasionen wurdendie Parameter funduskopische Sichtbarkeit,
funduskopischer Durchmesser, Durchmesser in der OCT (OCT GLD) und Temperatur zum
Bestrahlungsendzeitpunkt auf Hohe des Rifgutzt. Zu vier festen Bsbachtungs
zeitpunkten (2 Std.1 Woche, 1 und 3 Monat@mach Applikation) erfolgten erneute
Bildgebungen undie Evaluation deBleilungsverlawds. Anhand der Morphologie im OCT

Bild nach 2 Stunden entstand eine fein gradweesiebenstufige Klassifikatiaier Lasionen

(OCT Schadenskkse 0- 6). Die Schadensklassen stellten sich beziiglich der genannten
Parameter von ansteigender Intensitdt dar. Eine Uberwiegende funduskopische
Sichtbarkeit bestand abOCT Schadensklass®2, in der OCT jedoch ware@CT
Schadensklasseéhund 1 zu hohereAnteilen detektierbar.

Ziel dieser Studie war es, funf verschieden stafkene TemperatureCharacteristie
Lasionsgruppemit der automatischen Abschaltung zu erzeugen. Die Spannweite der
Lasionsintensitaten sollte von funduskopisch unsichtbar bis eindéiilbgrschwellig
reichen, um sowohl den unterschwelligen als auch dem ublichen therapeutischen Bereich
zu entsprechen. Dieses Zielkriterium wurde anhand des selbst entwickelten OCT
morphologischen Klassifikationssystems bewertet, zur weiteren Uberpriifunglenu
zusatzlich die Parameter funduskopische Sichtbarkeit, funduskopischer Durchmesser und
Durchmesser in der OCT herangezogen.

JedeTTC Lasionsgruppeeigte ein homogenes Erscheinungsbild und war reproduzigrbar
auch im subvisible Bereichasionen dell TG Lasionsgruppd und 2 waren in der OCT zu

68 bzw. 90 % detektierbar, bei einer funduskopischen Sichtbarkeit von nur 17 bzw. 38 %.
Bei Anwendung deDCT Schadensklassezur Bewertung dell TG Lasionsgruppeergab

dies eine Verteilung der sanftenCTt Schadensklassdn niedrigae TTC Lasionsgruppen

und der kraftigererDCT Schadensklasseaufhéhere TTC Lasionsgruppen

4.1 BESCHREIBEN VON PEIKDAGULATIONSLASIGNE

Gebrauchlich ist einBestimmung der Lasionstensitat anhand deretinalenWeil3farbung

in der Funduskopidirekt im Anschlussachder Applikation Es wirdn drei bis vier Klassen

unterteilt, etwa in d¢eichte*U ¢ psSo] Z » pv c*S ElI , oo( & pvP™ ~&E u
Andere Begrifflichéiten sind # @& oC Alghtdundl cu} E FPalankeret al,

2011).
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Diese gebrauchlichen Beschreibungesind von der subjektiven Esthatzung ds
Behandlers und vomd®bachtungzeitpunktabhéngig Se unterliegeneinem gewissa
Mangel an Objektivitat unéReliabilitat.Bei Interpretation der Fundusfarbfotographien ist

zu bedenken, dass der AufnahmezeitpumktiieserStudiezwei Stunden nachApplikation

der Herde liegt. Es darf davon ausgegangen werden, dass die Sichtbarkeit bzw. Weil3
farbung der Lasioen unmittelbar im Anschlusder Applikation, welche dem Behandler
unter klinischenBedingungen(Standard: Auswertung 3 Sekunden nach Applikgtads
direktes Kriterium zur Dosierung der Laserleistung digaringer ausféllt als die im
Fundusfarbfotanach 2 StundeabgebildeteWeil3farboungWeinkerget al,, 1981)

Limitiert wird die Beschreibung durch die Grenze der Wahrnehmung des menschlichen
Auges.Im Falleunterschwellige Lasionen, im Sinne von funduskopisch unsiaheh
Lasionen, ist es mit dieseBinschatzungsverfahren nicht moglich zu bestimmen, ob diese
Lasion einen iblogischen Effekt erzielt hat und falls ijmwelchem Ausmaoinzer ¢al.,

2012) Es bedarfder Unterstitzung andererMessverfahren, um den entstandenen
Schaden einschatzeau kdnnen

In dieser Studie wurde eine siebenstufige ©@drphologische Klassifikation (Klass&p
vorgestellt (1), welche im Anschluss anhandieagulationsergebnisse erstellt wurde. Mit
diesen bildmorphologichen Definitionen derOCT Schadensklasseist es mdglich, die
Intensitat von L&sionen objektiv zu graduieren, z.B. auch zur BeschreibungTder
Lasionsgruppenund dabei auch sanfte Lasemobjektiv zu erfassen, welche mindestens
teilweise funduskopisch unsichtbar bleibeie vorgestellte OCTmorphologische
Lasionsklassifikation dient also einerseits der Objektivierung der Intensitatsbeschreibung
von Photokoagulationslasionen, anderetseiverbessert sie die Sensitivitat der
Schadenserfassung insbesondere im Bereich funduskopisch unterschwelliger Lasionen (l1).

42 ECHTZEHDOSIMETRNMON PHOTOKOAGULANELASERN

Die optimale Laserdosierung solltenabhéngig von dem Behandler und von den
anatomischen Eigenschaftendes zu behandelden Auges, gleichférmige L&sionen
erzeugen. Siesollte reproduzierbae, konstante Ergebnisséiefern und sicher in der
Anwendung sein Damit konnten Uber und Unterdosiermgen vermieden und
Nebenwirkungerverhindert werdenldeal ware ein Verfahrenwelches ein ortsadaptiertes
prospektives Effektmonitoringvdhrend des Koagulationsvorgangesmoglicht - eine
Echtzeit Dosimetrie ist gewiinscht. Die Notwendigkeit hierfur wubseits in den 1980er
Jahren erkannt, konnte aber nicht effektiv umgesetzt werden erdelt bis datokeinen
Einzugn den klinischen Alltag

4.2.1 Ansatze zur Loésung des Dosisproblems

Die Erfassung des Schadensausmalles wahrend der Bestrahlung seitdEngen
angestrebt. Dieses zu erreichen, wurde Uber das Prinzip der Reflektometrie versucht, bei
der die Lichtreflektion im bestrahlteNetzhautareal gemessen wurddan nahm an, dass

am koaguliertenAugenhintegrund mehr Licht reflektiert wird als am unkoagulierten
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Fundus aufgrund der im Rahmen der Koagulation einsetzenden weii3lichen Verfarbung
bzw. Eintriibung deim Ursprungszustand transparem@letzhaut In Abhangigkeit dieses
Signalanstieges sollte die Abattung erfolgen.

Das Prinzip entwickelte die Arbeitsgruppen Birngruber (Birngruber et al., 1977,
Weinberg et al., 1982)nitial kam zur Messung ein Photometer zum Einddtm erkannte,

dass die Reflektion und konsekutiv die Absorption nicht nurdem/ellenlange und dem
bestrahlten Areal abhangig sind, sondexachder Einstrahlwinkel entscheidend iddie
Messung der Absorptioarfolgtam optimalsterausder Position des koagulierenden Lasers
(Pomerantzeffet al, 1983) Alternativ wurde von dieser Arbeitsgrupp&ersucht vor
Applikatiorsbeginn durch Erfassen des mRgntierungsgrades, die zu erwartende
Energieabsorbtio zu ermitteln. Eine Weiterentwicklung bedeutete der Einsatz eines
videogestutzte Systens, um den Koagulatigsfortschritt zu tberwachen und e
kontrollierte Koagulation durch ein Rickkopplungssystem zu ermdglichen (Jerath et al.,
1993).Die Forschungen begannamKanincherund wurden im Verlauuf denPatienten
Ubertragen (Inderfurth et a., 1995) Die Methode scheiterte, da sie sehr bewegungs
empfindlichwar, zuséatzlich wirkten sicheldamals relativangen Expositionszeiteregativ
aus.Daruber hinaugzeigten bereits damalige Untersuchungen, dass die Weil3farbung mit
einer gewissen fegdgerung nach der Bestrahlung einsetzen (Weinberg et al., 1981), was
unsere Arbeitsgruppe in spateren Experimenteit Echtzeit OCT Messungen bestatigen
konnte (nicht publiziert). Morphologische Gewebeveranderungen scheinen grundséatzlich
zum Effektmonitoring der Photokoagulation in Echtzeit eher ungeeignet zu sein.

Da sich die Lichtreflexion als Parametearr Zffeksteuerung des fortschreitenden
Koagulationsdtadens als ungeeignet erwies, lags nahe, den laserinduzierten
Temperaturanstieg im Gewebe zum Monitoring zu nutZgie. Grundlage der biologischen
Interaktion von Laserlicht und Gewebe ist im betrachteten f&edter mit
Bestrahlungsdauern von unter 1 Sekunde der lichtinduzierte Temperaturanstieg im
Gewebe. Es liegt auf der Hand, dassi fortgesetzter Einwirkungdes Lasersder
Gewebeschademit Zunahmeder Bestrahlungsdauer wie auder Temperatur ansteigt.

Seit langerer Zeit konntelurch Einbringen von Thermmonden Temperaturmessungem

der Netzhautdurchgefihrt werden Dieses invasives Verfahremvar nur im Tierversuch
oder am Explantatdurchfthrbar. Das Einbringen war trotz Mikromanipulatoglativ

ungenay aufgrund der geringen GrofRe der relevanten Zellstrukturand des
Bestrahlungsareat. Fehlerquellenwaren neben der Dislokatioriveranderungen des
Zielgewebeslurch die Sondselber (Birngruber, 1991; Parver et al., 1982).

Die Arbeitsgruppe Denton et arbeitete mit Zellkulturepn analysierte videogestitzt an
Infrarotbildern Temperaturentwicklung undverlauf wahrend der Lichtexpositiomnd
setzte sie in Verbindung zum ergsienden Schaden. Damiwnde die Temperaturschwelle
zur Schadigungles RPEauf etwa 3 °C bestimmt und esvurde die Position der
Spitzentemperatur in der Lasionsmitbestatigt(Dentonet al, 2011) Eine Anwendung in
vivo ist augechnischen Griundebedingt durch den Versuchsaufbaicht mdglich.
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Die Arbeitsgruppe um Sramek haedlremperaturgrenze zur Ruptuumaner Retina auf
ca.180°C berechnen konngisrameket al, 2009) Es handelt sich um eine ¢bretische
thermische Modellierung nach Arrhenius und der Warkagunggleichung mit
experimenteller Uberprifunginiger GrundlagenparametemaGewebeexplantatenDies
ermdglicht fir eine Kohorteuverlassige Angaberst abernicht tauglichzum Monitoring

von Einzellasionemspekte wie der ortliche Pigmentierungsgrad des Zielareales wurden
aulBer Acht gelassenwenngleich Pigmentierungsschwankungen am Fundus im
Allgemeinen nicht nur bericksichtigtordern auch experimentell quaniziert wurden.

Maswadi et al. arbeiteten mit einem @gnetresonanztomograpsch gestitzten
Mess\erfahren an einem Augennodell mit bovinen RPE Melanosomen. Temperatur
anderungen fuhren zu Veranderungen der Kernspinresodan®Protonen, diedurch das
MRT erfasst werderieDetekion von Temperatuiinderungenvon G.°Cwar moglichdie
erfassten Werteentspracten anndhernd den Prognosen der klaskien Warmeleitungs
gleichung. Es wurde eine zweir und dreidimensiona Kartographieung der
Temperaturverteilung erstellEntscheidendeNachteilist der hohe zeitliche Aufwand zur
Berechnungeine Schichtdarstellungendtigt 22,9 Sekunden Rechenz@éilaswadi ¢ al.,
2004) was im Vergleich zur e@n zig Milisekunden dauernden
Photokoagulationsbestrahlung zu lange . iEerner wéare die Anwendung eines
Netzhautlasers innerhalb einer MRIpule wenig praktikabel.

Nachdemdie vorgestellten Methoden sicim vivo als nicht anwendbarerwiesen stellte
sichdie Frage nach einer alternativen Methqd#ie Temperatur an der Netzhaut unter
Laserbestrahlung zu verfolgenEine zukunftstrachtige Moglichkeit zur retinalen
Temperaturerfassung wahrend der Photokoagulation nutzt die Modulation
optoakustische Signalebedingt durch die laserinduzierte Gewebeerwarmung. iBses
optoakustische Messverfahrast nicht invasiv und in Echtzeit durchfihrbar.

Die optoakustische Temperaturmessungn der Retinawurde zunachst fur die
Transpupillare Thermotherapie (TERfwickelt In der TTT wird mittels eines Infralagers
(810nm) die N&zhaut grol3flachig mit 2 mm Bestrahlumggchmesser erwéarmt, mit
vergleichsweiselangen Expositionszeiten vobis zu 60 Sekunden Dauer. In diesem
Zeitfenster ist von photochemischen und wenigemvphotothermischen Gewebeinter
aktionen auszugehenAnwendung findetlie Therapidbei Gewebedestruktion in grol3erer
Tiefe, etwabei malignen Melanomen der Aderhaut, welche durch eine Brachytherapie von
der Skleraseite aus nicht vollstandig errdiahsind Hiererfolgte erstmalig der Einsatz der
Optoakustik zur Temperaturmessungihrend der CWLaserbestrahlungKandullaet al.,
2006) Diese Arbeitsgruppe legte diechnerischen und physikalischen Grundlagen

Die angewendeteoptoakustische Temperaturessfrequenzdei der TTTbetrug f = 5 Hz,
womit nur alle 200 ms eine Messung erfagDer entscheidende Entwicklungsschritt zur
Anwendung des optoakustischen Messverfahrens im Rahmen der Photokoagulation war
die Steigerung der Messfrequenz. Das hier vorgestellte Verfahren verfugt lber e
Messfrequenz von 1 kHz, also 1 $4ang pro Millisekundevomit eine ausreichend hohe
Datendichte geschaffen wird, zur Darstellung des Temperaturverlaufes wahrend des
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kurzen Koagulationsvorgange®ie Messungerfolgt im jeweiligenBehandlungarealund
bertcksichtigt somit die ortsabhangigen individuellen anatomischen Bedingungen
Optoakustische Messueg und Therapiebestrahlung finden durdie konfokale, koaxiale
Einkoppéung des Messlasemim Behandlungslaser @xakt demselbeielvolumen statt

Die Kombination deshochfrequenten optoakustischen Messverfahrenmit einer
automatischen Ruckkopplung zum Photokoagulationsgezéndglicht die Echtzeit
Dosimetrie(Brinkmann et al., 2012; Schlott et al., 2012).

4.2.2 Automatische Dosiskontrolle mittels tempaturabhéngig
gesteuertem Photokoagulationslaser

Unsere Arbeitsgruppe befasst sich mit dem Thema der Photokoagulation unter Anwendung
eines Lasergerdates der Uber eine automatische Dosiskontrolle verfugDer
Temperaturverlauf wird nichtinvasiv und in Echtzeit wahrend des Koagulationsvorganges
fur das erfasste Gewebevolumen optoakustisch gemessen und mittels der
Warmeleitungsgleichungn Zentrum der erdtehenden L&sioaus den Daten errechnet.

Mit Erreichen einer bestimmten St@mperatur erfolgt die automatische Abschaltung des
Lasers und der Koagulationsvorgavigd beendet. Die Steuerung des Lasers erfolgt anhand
modifizierter Arrhenuskurven, welche den Zusammenhangzwischen Temperatur,
Expositionszeit und entstehenden Gewebeschaden stélen L&siongrofle und
Laserleistung werden vorab eingestellt, die Exjpmsszeit wird durch die automatische
Dosiskontrolle gesteuertWir konnten zeigen, dassre prospektive Intensitatsauswabhl
zuverlassig zur gewtinschten Lasionsintensitat filirteNachpstierung der Laserleistung
anhandder entstandenen Weil3farbung istit diesem Verfahremicht notwendig.

Die Temperaturmessungnter Nutzung der Optoakustiwurde am Schweineauge ex vivo
und am Kaninchenauge in vivo erfolgreich duralmsere Arbeitsgruppe gtestet
(Brinkmanret al, 2012)

Der Steuerungsalgorithmus beruht aeiner Modifikationder Arrheniustheorie wie in
Kapitel 2 ausfihrlich erlauter{Birngruber et al., 1985Der Schritt zur automatischen
Abschaltung fuhrte Ubeeine weitere Studiainserer Arbeitsgruppe, in welcher ca. 1000
Uber pv upuvs Ee ZA 00]P v > ¢]}v v VvZ v « N ZA oo0imlE]S E]}
Fundusfoto nach 1 St¢@ upeP A E3$ § Au@E p@X Z |} v \AktiviBrungsenergie
(siehe Abbl) auf273kJ/molbestimmt werden. Es folgte die Bestimmung optoakustischer
Schwellen zu verschiedenen Bestrahluegsaind Lasionsdiwhmesser Kombinationen,

bei der mit 50 bzw. 95%iger Wahrscheinlichkeit eine funduskopisch sichtbare L&sion
entsteht Anhand deser Schwellen konnte dann eine Arrheniuskunaaptiert werden
Hiermit lasst sich fir diesen bestimmten Bestrahlungsdurchmesser die
Temperaturschwelle fir jede beliebige Bestrahlungszeit berechnen, worauf der
Abschaltalgorithmus fur das Photokoagulationsgdxdsiert (Schlotet al,, 2012).

Die Funktimalitdt des Steuerungsalgahmusses,der die Schaffung einer gewlnschten
Lasionsintensitat erméglicht, konnte am Kaninchen in vivo erfolgreizbiggverden. Die
so erzeugtelL asionsstarke zeigte ein sanftes homogenes Erscheinungsbild gleicher Grolde
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und war reproduzierbaDasEmgebnis wamweitestgehend unabhéngig zur voreexiellten
Laseleistung und den anatomischene@ebenheiten. Schlussendlichwurde hier die
Hypothese aufgestelldass mit Awendung anderer Feedbackalgdniben die Mdglichkeit
bestiinde unterschiedliche Lasionsintensitaten generieren(Koinzeret al., 2012)

Die vorliegende Studie belegte déssindem sie anstrebtéinf TTCLAasionsintensitateau
generierenund erfdgreich den Nachweis fulet dass diese funf Lasionsgrupperstens

in sich Gber ein homogenes Erscheinungsbild verfigten und zveeftari unterschiedliche
Intensitatsstufen vorwesen (V). Die Intensitatsklassen entsprechen dem Spektrum der
klinischen Anwendungsmadglichkeiten: von sehr sanften, funduskopisch unsichtbaren
Lasionen, welche fur die zentrale Behandlung einsetzbar waren, bis hin zu kraftigen
Lasionen fur die panretinale Anwendung. Durch die im Vorfeld erstellte
bildmorphologische Klassifikation ider Intensitatsgrad objektivierbaMit Vorauswahl
einer bestimmten TT@ &sionsstarke am Lasergeisttdamit die Moglichkeit gegeben, eine
klare prospektiveAussage Uber dagi erwartende Schadensausma machen.

4.2.3 Limitationen des optoakustischen Temperaturmessverfahramsl
technische Grenzeder temperaturgestitzten Echtzeit Dosimetrie

Das Verfahren der optoakustischen Temperaturmessung hat gewisse tech@Gissfzen.
Bis zu einer Temperatur vora. 110 °Classen sich optoakustische Druckmesswerte in
Temperaturen umrechnen. Die geramaximal umzurechnende Temperatur schwankt
geringfugig als Folgger Konversionsfunktionn Abhéngigkeit zuBestrahlungsdauer.

Hohe Temperaturen kdnnen an d&felanosomerin RPEZellen Verdampfungen auslésen
und zur Entstehung @n Kavitationsblasen fiihrerDie Blasenbildungsschwellgurde
experimentell bestimmt undiegt etwa bei 140°C (Brinkmann &Birngruber, 2007)
Waéhrend die Blasenbildung bei der Selektiven Retinatherapie (SRT, sidli® &en
eigentlichen therapeutischen Effekt darstelerzeugt sie jedoch fir die optoakustische
Temperaturmessung ein massives Storsigridie Pulsenergie des optoakustischen
Messlasers liegtm Mittel zwardeutlich unterhalb déeser Schwelle, jedoch kommt es durch
Interferenzphanomene innerhalb der Lasedagur Specklebildung. Das bedeutet, es kann
zueinerungleichmafigen Verteilung der Lichtleistung (Lasergranulation) auf die bestrahlte
Flache kommen, so dass punktuell die Kavitationsschwelle Uberschritten Sotdhe
Blasen bilden starke Druckwellen, elehe ds optoakustische Sigha zur
Temperaturmessungberlagern/ Gbertdnerund die Temperaturberechnungerhindern

Das Zeitfenster der automatischen Laserdosiedaggoei den Studienlasionemvischen 7
800 ms.Auch wenn Abschaltzeiten bis 4 ms im RBipntechnisch mogih sind, wird die
Dosierung besehr kurze Zeiten technisch bedingt ungenau. Bei einer Terafurmess
frequenz von 1 kHz wird 1 Messungpro Millisekunde vorgenommen. Je kirzer die
Abschaltzeiten desto weniger Mssungenbilden die Grundlage zur Berechnung der
Abschaltung(vergl. Kap. 21). Insbesondere bei starkem Temperaturanstieg kasmm
Signalrauscheniiberproportionale Fehler hervorrufer{(vergl. Abb. 5) Aufgrund der
Verzégerung durchie Rechenzeit undie Tragheit @sabschaltenderSystemswird noch
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eine gewisse Zeit nach dem Erreichen des Zielkriteriums weiterbehasdetassiir sehr
kurzen Zeiterhier die Tendenz zur Uberbehandlubgsteht.

Die maximale Behandlungsdauer von 800 leggen wirunter anderemzur Vermeidung
Ubermafiger Bewegungsartefakte festierin verbergensichmehrere FehlerquellenBei
unkontrollierter Bewegung des Bestrahlungsare&tsmmt es aufgrund des Ortwechsel
keinerberechenbarenTemperaturentwicklung. 2 urspringliche Kalibrierung des Signals
fandauf einem anderen Netzhautaresthtt, mit seiner ortsspezifischen Pigmentieruats,
auf dertatsachlichbestrahlten Region.Um die Bewegungsartefakteén axialer Richtung
rechnerisch zu reduzierenakenzusatzich Hochpassfiltezum Einsatz.

Aucherfolgte die Festlegung deoberenGrenzwertes zuBestrahlungsdauerdadie von

der Arrheniuskurveabgeleitete Abschaltfunktiosich als umgekehetExponentialfunktion
darstellt. Dies frt bei langen Bestrahlungszert zu einem sehr flachen Verlauf, wasg

Folge hat dass nur geringe Temperaturdnderungesder -messfehler zu einer
unverhaltnismafiigen Vanderungder Exposibnszeit fihren (vergl. Abb.)2Fur solche

Falle des negativen Signaloffsets durch starke Koagulation stellte die Obergrenze der
Bestrahlungszeit eine Sicherheit gegen unkontrollierte, unbegrenzte Uberbehandlung dar.
Das ideale Zeitfenster definieren wir zwischer8@0 ms bzw. 20B00ms. Wir versuchten

die Laseleistungen so zu wahlen, dage automatisch gesteuerten Lasiongndf3tenteils
innerhalb dieser Zeit den gewlehten Effekterzielten. Durch umghtige Auswahl
geeigneter Leistungseinstellungamrde der therapeutische Bereiokingehalten.

Wir verwendeten in unseren Versuchen Laserleistung zwischen 20 und 66 mW, um im
vorgegebenem Zeitfenster die angestrebten Effektstarken zu erziden. niedrigen
Laserleistungen < 31 mW sank der Anteil sichtbarer Lasiegsekamtrotz maxinaler
Bestrahlungsdauer von 800 ms keine ausreichende Koagulation mehr zustande. Bei zu
hohen Leistungen entsteht der angestrebte Effekt schnallsrdas System reagieren kann
und es besteht die Gefahr derUberbehandlung. Fiir éne klinisch relevante
Uberbehandlungmiissteder Laser stark iberdosiert sein, wenn bei einer Bestrahlungszeit
von 26 300 ms gezielt und damit innerhalb des kirzest moglichen Abschaltintervalls von 4
ms, eine gravierende Uberbehandlung erzeugt werden sdlifteses Szenario diirfien
klinischen Alltag nur als grober Behandlungsfehler auftrelieanseren Versuchdmam es

in keinem Faltuschweren unerwiinschte Nebeneffekta, wie z.B. Ruptur oder Blutung.

Des Weiterernist zu erwéhnendass die Theorie Gber d@lusammenhang von Temperatur
und Optoakustikamplitude nur Gultigkeit hat, wenn der Absorber tiber konstante Gewebe
eigenschaften verfugtWahrend derPhotoloagulationist diesnicht der Fall, deeine
Umwandlung von unkoagulieme zu koaguliertem Gewebe stattfindet, mit
Veranderungen auf biochemischer und molekularer EbeB#ée Kalibrierung des
optoakustischen Signals verliegeine Gultigkeit und die Temperaturmessung wird,
insbesondere bei hohefemperaturen, ungenau.

Wir fanden empirisch, dasdie Signalstarke der Optoakustiei starken Koagulationen
abnimmt, so dasein scheinbarer Temperaturabfall verzeichneird, obwohl reell die
Temperatur zuehmen durfte.Die automatische Abschaltung désserskommt somit
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nicht oder zu spéat zum Tragen, da der Sollwert falschlicherwadd bzw. verzdgert
erreicht wird. Insbesondere die héheren TG Lasionsgruppersind beeintrachtigt und
biRenan Homogenitatein (IV). Lasionen defl TC Lasionsgruppés snd stérker, aber
insgesamt inhomogener als Lasionen deélc Lasionsgruppd (vergleiche Abb. 7 und 15).
Diese Variabilitat ist ebenfalls erkennbar an den -Btnts in Abb. 20, sowie in der
Spannbreite deOCT Schadensklassepro TTC Lasionsgruppevergl. Abb. 22. Die obere
Intensitatsgrenze, die sicher mit diesem Verfahren produziert werden kann, scheint somit
etwa bei TTC Lasionsgruppe5 zu liegen.Dies entspricht einer malfsigkraftigen
Lasionsgitensitat fur die panretinale Anwendgn Es gibt Indikationen der
Laserphotokoagulation, die kraftigere Lasionen erfordern, wie etwa die Retinogekie
diese Indikationen warelas hier vorgestellte Dosimetrieverfahren in der vorliegenden
Form, ohne weitere Adaption des Regelalgorithmus, treahsetzbar

Schlussendlich muss bedacht werden, dessinenatirliche und damitinbeeinflussbare,
biologische Variander Reaktioen auf einen identischen Regibt. Dies ist ein weiterer
Faktor, der die Prazision der erzeugten Lasionen beeintrachkigen.Zum ameren sind
Messungenauigkeiten, sowohl Fehlertoleranzen der L&asionsbewertung als auch der Mess
und Steuerungstechniku diskutieren. DieseFehlerquell@ sind wir durchbestmdgliche
KalibrierungEinfuhrung vorstandardisierterAuswertepotokollenund Auswertung durch
mehrere Untersuchebegegnet.Dennoch bleibtauchtrotz optimiertem Vorgehen eine
gewisse Restgenauigkeit bestehen.

4.2.4 AnwendungsmoglichkeitemmptoakustischerEchtzeitDosimetrie

Ein innovativer Fortschritt ware die Anwendung der EchiZedsimetrie beiPattern/
Musterasern. Anstelle einer einzelnen Lasion wird hier mit jedem Ausldsen ein Muster von
bis zu 25 Herden in kurzer Folge appliziert, die Expositionszeiten belaufeausi2zt 30

msje EinzelherdDie Laserleistung kann bis dato nur fur das gesamte Muster voreingestellt
werden. Hier wirde eine optoakustische Messung und automatische Anpassung der
Laserleistung zwischen den Einzellasionen, entsprechend der vorliegendemaschen
Begebenheiten, eine deutliche Verbesserung darstellen, zumal sich die therapeutische
Breite der Photokoagulationmit Abnahme der Bestrahlungsdauer reduziert, so dass
Raserlaser ein erhdhtes Risiko firehldosierungn haben.

Ein weiteer technische Fortschritt stellt die navigierte Photokoagulation ddg.B.
NAVILA®. Hierbei wird das Bestrahlungsareatht mehr manuell vom Behandler tGber

das Kontaktglas platziert, sondern anhand eines Fundusfoto oder Fluoreszenzangiogramm
am Bildschirm per Blusklick gewéahi{Kozalet al., 2011)und durch das Gerat automatisch

an die gewiinschte Stelle applizierEine funduskopische Effektkontrolle eines jeden
Herdes und die manuelle Laserleistungsanpassung sind jedoch noch notwendig. In
Kombination mit der automatischen Dosiskontrolle ware disdrkoagulation in Zukunft
vorstellbar als vollautomatische Behdlung nach arztlicher Vorgabe, ahnlich der
radioonkologischen Bestrahlungsplanung uddrchfiihrung.
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4.3 KLINISCHE BEDEUTUMNER LASIONSKLASSEN

Aus klinischer Sicht sind drei Lasionsinigiten von besonderem Interesse

(1) Themisch stimulierende Lasionen:clie unterschwellige L&sionen, die keine
Nekrosen oder Apoptosen induzieren, aber einen biologisch wirksamen
Temperaturstimulus in das Gewebe einbringen.

(2) SubvisibleLesions: Bnduskopischunsichtbare Lasionen, die nur einen sehr sanften
thermischen Schaden induzieren und z.B. fir eine Behandlung des zentralen Fundus
nahe der Fovea centralis geeignet sein kdnnten.

(3) Modulationen der klassischen, sichtbaren Photokoagulationslasionen fur kentra
und panretinale Anwendungen.

4.3.1 Thermisch stimulierende Lasionen

Lasionen deDCT Schadensklas€@®sind nach den O€Validitatskriterien unterschwellig,
denn sie waren weder funduskopisch sichtbar noch in der OCT nachweisbar.

Die Temperaturschwelle fir Schaden am RPE hat die Arbeitsgruppe von Denton auf 54°C
bestimmt (Dentonet al, 2011) Ausgehend von dieser Temperaturschwelle ist bei einer
Spitzenendtemperatur > 54 °C die RPE&Echadensschwelle Uberschritten und ein
thermischer Schaden ist zu erwarten. Bei einer Spitzenendtemperatur < 54 °€, OCT
morphologischer Unversehrtheit und intaktem RPE wére von einer reinen thermischen
Stimulation ohne thermischen Netzhautschaden auszugehen. Es wirde keine Nekrosen
und Narbenbildung induziesverdenund eine Wiederholung dieser Behandlungen ware
grundsatach  moglich. Typische Nebenwirkungen ganzer Photokoagulations
behandlungszyklen, wie Einschrankungen beim NAEEmmerungssehen, Kontrastsehen

oder Gesichtsfeldausfalle (Skotome) wirdemit vermieden werden.

Eine thermische Stimulation ohne Zellunteng flhrt zur Stimulation des Gewebes und
damit zur Expression von Hitzeschockproteinen (HSgt@jnelet al, 2011) Eine Studie

mit einem modifizierten Pattern Scanning Laser (PASCAL) wies die Sicherheit und
Wirksamkeit der photothermischen Stimulationstherapie im Rahmen der Behandlung von
Retinopathia centralis serosa (RCS) nach. Es kam zum Ruokganglissigkeits
ansammlungen und zum Anstieg der Sehsch@fevinsky & Palanker, 2015)Dieser

PASCAL> « & APE u]d u *}PX c VvV %}]vd D v P uv3”® P vpusisX

einige funduskopisch sichtbare Htionslasionen appliziert, anhand der hierfur
notwendigen Leistung wird die Expositionszeit und Laserleistung fur die grof3ere Anzahl
folgender Lasionen auf ein unschadliches Niveau hin berechnet. Im Gegensatz zu der hier
vorgestellten Methode werden ortsétdingige Pigmentvationen nicht beriicksichtigt.

Durch die hier angewandte Methode der Temperaturmessumgihrend des
Koagulationsvorgangebel3 sich fir jede Einzellasion nachweisen, ob die thermische
Schadensschwelle des RPE Uberschritten wuirdeHinbick auf das Uberschreiten der
Temperaturschwelle spielt die Expositionsdauer eine untergeordnete Rolle, so dass die
Auswertung der Temperaturdaten in diesem Fall gestattet isisionen derTTC
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Lasionsgruppel zeigten im Median eine Temperatur von 54,6 f&gen somit knapp
oberhalb der durch Denton bestimmten Temperaturschwelle.

Die Erzeugungplche thermisch stimulierenden Lasionéeizeitgleicher Berlcksichtigung
individuelle Pigmentierungs und Transmissionsschwankungeist mit der hier
vorgestelltenMethode méglich.Bei Auswahl einer entsprechenden Arrheniuskurve, deren
Funktion so gewahlt sein muss, dass die Abschaltung des haseEsreichender RPE
Schadensschwelattfindet, ware es moglich solche Lasionen sicher zu generieren.

4.3.2 Subvisible Lesions
Subvisible der Begriff bezieht sich auf die funduskopische Unsichtbarkeit.

Lasionen defl TG Lasionsgrupped und 2 OCT Schadensklassk 3) verblieben zu 83 %

bzw. 44% der Lasionen funduskopisch unsichtbar, waren jedoch in der OCT zu 68 % bzw.
zu 90 % detektierbar und im Verlauf beobachtbar.Muechnesser dieseBubvisiblelLesion
betrugen 129 umTTC Lasionsgruppé&) bzw. 148 um@CF SchadensklassB), was etwa

dem Bestrahlungsdurchmesser von 133 pm entspricht. Bei Lasionen, die in der OCT
detektierbar waren, ist nicht ausschlief3lich von einer thermischen Stimulation auszugehen,
da ein laserinduzierter Schaden nachweisbar iae. erfassten Spitzenendtemperaturen
bestatigen das Uberschreiten der RB&hadensschwelle. Lasionen d@iC Lasionsgruppe

1 und 2 zeigten im Median eine Temperatur von 54,6 bzw. 57,1 °C.

In Pilotstudien wurden selektive RBEsionen, eine Sonderform d&ubvisibleLesions,
erfolgreich eingesetzt bei diabetischer Makulopathie, RCS, zur Drusenreduktion bei
trockener AMD und bei chronischer subretinaler Flissigkeit nach Amotiochi(irgiger,

et al. 2000; Roidest al., 201Q Koinzeret al,, 2008) In der Selektiven Retinatherapie, dar
Lasionen alsubvisible bezeichnet werden kdnnen, kommt ein abgewandeltes Lasergerat
zum Einsatz. Hier finden nanogepulste Grinlaser Verwendung. In fester Abfolge werden
100 Pulse mit einer Lange von 1,7 us abgegeben. Diese Mikropulslasertechnik atzeugt
therapeutischen Effekt eine Mikroblasenbildung an den Melanosomen des RPE, deren
Druckwellen sich  optoakustisch genau wie in der hier beschriebenen
Temperaturmesstechnik gut erfassen lassen, aber dann nicht zur Temperaturmessung
verwendet werden. Sialienten bei den funduskopisch nicht sichtbaren L&sionen mit
anderem Auswertealgorithmus zur Effektkontrdliéoinzeet al., 2008 Rader et al., 1999)

Die Mikroblasenbildung sorgt fur eine kurzfristige Vergrof3erung des Zellvolumens im RPE
Dies kann aufgrund thermomechanischie Laser Gewebe Wechselwirkung zur
Zelldisruption fuhrepwenn sie in ausreichendem Ausmal} auftritt. Deestérung von RPE
Zellen initiilert eine Wundheilungsreaktion, dia einer Steigerung dédetabolismus und

zu einer Regeneration des RPE fuhren soll (Brinkmann et al., 2006). Dieses Verfahren kann
selektivZellen defRPE zerstoren unter Schonung der géni retinalen Schichten.

Viele Studien haben in der Zwischenzeit aufzeigen kdnnen, SildsssibleLesions beim
diabetischen Makuladdem mittels eines gepulsten Lasers genaugbigueireet al,, 2009)
oder bei Anpassung der Behandlungsparameter sogar besdesam sindLavinsket al.,,
2011) als die StandardETDRSBehandlung. Die Arbeitsgruppe um Lutrull wies die
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Wirksamkeit eines Mikropulslasers bei diabetischerakiMaddem nach und stellte die
Notwendigkeit typischer Photokoagulationsschaden in Frégetrull et al., 2008) In
kleineren Studien konnte auch im Rahmen panretinaler Behandlungen nachgewiesen
werden, dassubvisibleLesions(Luttrull et al., 2008pder milde Behandlunge(Bandello

et al, 2001)vergleichbar gut zu wirken scheinen, wie eine klassische Behandlung mit
deutlicher Weil3farbung der applizierten Lasionen. Jedoch war die FeifpWauer gering,

so dass im beobachteten Zeitfenster keine erh6hten Komplikationsraten serftra

4.3.3 Modulationen der klassischen Photokoagulationslasionen

Die TTC Lasionsgrupper2- 5 (OCT Schadensklasse3 6) entsprechen den klassischen,
funduskopisch sichtbaren Photokoagulationsléasionen unterschiedlicher Wirkungsstarke.
Grundsatzlich muss imei Bereiche untergliedert werden: Sanfte Lasionen mit minimaler
Graufarbung des Gewebes, wie sie nach der ETDRS fir eine zentrale Behandlung empfohlen
werden, und kraftigere Lasionen, welche panretinal gemeinhin zur Anwendung kommen.

Photokoagulationsldenen fir die zentrale Anwendung

Bis heute findet die Effektsteuerung der etablierten -Cithotokoagulation anhand der
funduskopischen WeilRfarbung statt. Das bedeutet, es wird versucht, eine Lasionsstarke
visuell zu titrieren, die fir das menschliche Auge gerade noch schwach wahrnehmbar am
Fundus erscheint. Diese Lasionsstarke entsprache jedoch bereits einer Lasion mindestens
der OCT Schadensklass®, wie sie z. B. auch durch Einstellung d&£ Lasionsgrupp@
automatisch erzeugt werden kann.

Selbst bei vorsichtiger, konventioneller dbkoagulation werden diese sanften
Lasionsklassen kaum erreicht und die thermische Zerstérung der Photorezeptoren mit
konsekutivem Laserskotom kann nicht verhindert werdémammeet al, 2008) Auch
unsere eigenen Studiendaten belegen, dass selbst die sanftesten Leistungen, welche auf
klinisch knapp oder nicht ditbare L&sionen zielten bei einer standardmé&Rigen
Bestrahlungsdauer von 200 ms keinee T Schadensklass@ und t L&sionen und nur 3
Lasionen deDCT Schadensklas2erzeugten.

Im Rahmen der modernen Photokoagulation sind insbesondere diese schwer zu
kontrollierenden OCT Schadensklasse@, 1 und 2 von klinischem Interesse, da diese
sanften Lasionsstarken eine Restitutio ad integrum und damit maoglicherweise
wiederholbare Behandlungen des gleichen Netzhautareals, z.B. auch unter der Fovea
centralis selbts erlauben kdénnten (Paulus et al., 2008). Sie entsprechen Lasiond&i der
Lasionsgruppeft und 2, welche bei Anwendung der automatischen Abschaltung sicher und
reproduzierbar erzeugt werden kénnen.

Photokoaqulationslasionen fir die panretinale Anwamgu

Die hoherenTTC Lasionsgrupped- 5 (OCT Schadensklasse3+ 6) erzeugen intensivere
Photokoagulationslasionen. Sie siadhand ihrer Weil3farbungunduskopisch direkt im
Anschluss der Photokoagulation sichtbar, atn@rbegrenzt objektiv beurteilbale zeigen

eine zunehmende Grél3e und sind von ansteigender Intensitat.
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Vorhersagbareund verlassliche L&sionseigenschaften, wie der L&asionsdurchmesser,
konnten den Photokoagulationsprozess optimieren, wenn sie sich reproduzierbar mit
geringer Schwankungstite applizieren lassen. Behandlungsrichtlinien und Rasterdichten
bei Grid, Mild oder Full Scatter, konnten tUberarbeitet werden, wie bsispielsweisalie
klinischen Ergebnisse einer Studie um Lavinsky nahelegen (Lavinsky et a).,[3r11
Durchmesser @r tatsachlich induzierten Lasion, nicht der Bestrahlungsdurchmesser, ist
hier der entscheidende Faktor, der die Anzahl der zu applizierenden Lasionen beeinflusst.
Dieser ist fur die routinemé&Rige klinische Anwendung sehr schwankend, im Einzelfall
weitgehend unbekannt (Saeger et al., 2016Ppurch die Verwendung vonTTC
Lasionsgruppenkdnnte dies e@utlich vetasslicher definiert werden undvare ein
Ansatzpunkt zur Optimierung der konventionellen Behandlungsmethoden.

Ein weiteres Risikapplizierter undevtl. unnétig intensiver Lasionen ist déasngfristige
Wachstum der Photokoagulationsnarben. Es ist nicht geklart, unter welchen Umstéanden
die Narben wachsen, aber eine Zunahme des Ausbreitungsrisikos mit der Herdintensitat ist
wahrscheinlich. Dadurch besteht nachtréaglich eine Bedrohung urspctingikoagulierter,
funktionell intakter BereicheEine Reduktion des Photokoagulationseffektes auf das
notwendige therapeutische Mal3 wichtig, insbesondere bei Behandlungen nahe der Fovea
centralis(Frammeet al,, 2008)

44 REFLAIONDER VERFAHREN

4.4.1 Lasionsdokumentationin Fundusfarbfotographie, OCTHistologie
und Fluoreszenzangiographie

Eine kritische Beachtung dérer verwendeten underwéhntenbildgebendenVerfahren
sdl die spezifischen Unterschiede herausarbeiten und vergleidbeFunduskopie resp.
Fundusfarbfotographiekann einen strukturellen Uberblickgeben, der in Mydriasis
jederzeitdurchfuhrbar ist. Das Fundusfoteigt eine farbliche Aufsictduf die Retina,
wéhrend dieOCTeinen Querschnitt der retinalen Schichtenverschiedenen Graustufen
zeigt, entsprechend desstrukturellen optischen Eigenschafteddemgegeniber steht die
Mehrfarbigkeit der Histologie, aufgrund der chemischen Affindét Molekile zu den
Farbunga. Die gebrauchlidte istdie Hamatoxylin Eosin-Farbung(HE),darliber hinaus
gibteszahlreicheSpezal- und immunhistochemische Farbungen.

Die OCT ist ein nichhvasives Verfahren, welches im Gegensatz zur Histologie,laicht

destruktiv und in groRBerer Stickzahl erhdltlich ist. Longitudinalstudsnd durch
technische Einrichtungen am Gerétkompliziert durchfiihrbarz B. einen Eyetrackemit
automatischem Retina Tracking (ART) und depS}Z ¢ -v Funktion ist das
Wiederauffinden identischer Bereiche gewahrleistet. In Bezug zur zellularen Auflésung ist

die OCT der Histologie eindeutig unterlegen (vergl. Abb-. 28)]+3 | JVA]JAV,]*8}0}P] ZX
Die systematische Korrelation von G8&funden und Histolgienaus Kanincherst fur die
Bewertung von humaen Befunden relevant, denn hier sind keine bzw. nur wenige
Histologien erhaltlickl).
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Ein weiteres wichtiges und aussagekréftiges Verfahren ist-digreszenzangiographie
(FLA) Sie stelltelange Zeitdie Kklinische Referenzmethode fir die Untersuchung
funduskopisch unsichtbarer Lasionen damrde allméhlich durchdie OCT erganzt und
zunehmend von dieser abgel&stierbeiwird ein Kontrastmitte| bspw. Fluoresceiroder
Indocyaningrinintravends injizierund das Anfluten sowie der Veudbzeitlich beobachtet
und bildlichdokumentiert. RetinaleGefalanomalien und Schadean der Blut Retina
SchrankéBRSkommen ® kontrastreich zum VorscheiBei Nabweis einer Leckage in der
FLASst von einer laserinduzierteBeschadigung der aul3erederinnerenBR&uszugehen,
die Tight Junctions des RR&URere BRS) bzw. des GefaRendothels (innere SIR®)
beschadigtDie FLA gilt als hoch sensitiv zur Darstellung von B&Haden.

Im Vergleichmit der FLA scheint die OCT ebenfalls Uber eine hohe Sensitivitat fur
laserinduzierte retinale Schaden zu verfugBarauf weisen Daten einer Probitanalyse von
Dr. Claus von der Burchahneh. Es wurdenfemperaturschwellen ermittelfir die eine 56
prozentige Walkrscheinlichkeit besteht, nachweidare Laserlasion zu rlealten. Die
Temperaturschwelldiir die Nachveisbarkeiteiner lasionbelief sichin der FLAauf 64,8 °C

und war damitannahernd gleich mit der O€3Schwellel Std.nach der Applikation, welche
65,0 °C letrug. Dartber hinaus wurden folgende -BBSchwellen erfasst: fur sofortige
Sichtbarkeithach Applikation 68,9 °C und fir funduskopische Sichtbarkeit 1 Stunde nach
Applikation 67,4 °CDr. Claus von der Burchagkrsonliche Kommunikatign

Eine FLA hatt die Ergebnisse dieser Studie um interessante Aspekte und Erkenntnisse
erweitern kdnnenDies gilt nsbesondere im Hinblick auf die 22 Lasionen, welche nicht in
der OCTdetektierbar waren, obwohl sie sich sicher innerhalb dabbildungseeales
befanden. Es war unigider nicht mdglich eine FLA durchzufiuhren, dach einem ca.
vierstiindigen Zeitfensterder VersuchsdurchfihrungLaserapplikation, Fundusfarb
fotographien und umfassende OGT Bildgebung die brechenden Medien der
Kaninchenauge insbesondere die Hornhautzu undurchsichtig waren, uneine
interpretationsfahige FLA zu ermdglichen. Wir vermuten, dassSaibtbarkeitsschwelle

der FLAetwa beiOCT Schadensklas<keliegt was mit den zitierten Daten der Probitanalyse
am Kaninchewon Dr. Claus von der Burchagdt in Uberklang zu bringen ware

4.4.2 Tierexperimentelle Studien

Das Kaninchen als Photokoagulationsmodell

Das Kaninchen ist das am meisten verwendete Versuchstilar Forschung zur retinalen
PhotokoagulationEs istfur in vive Versucheein ideales VersuchstierEs ist kein und
einfach in der Handhabung, insbesondere in Hinblick auf das Handling innerhalb von
Versuchslaboren undiel Unterbringung wéhrend des Studienzeitraumése Augépfel
haben annahernd die glghe Grol3e wiedie des Menschen, so ist es wahrend der
Versuchsdurchfuhrung moglich, dieselben Kontaktglaser zu verwenden. Die Wahl der
Rasse fiel in dieser Studie aGhinchilla Bastardsie zeigen einen &uf3erst homogen
pigmentierten Augenhintergrund. Eldnterschied zur humanen Retina ist das Fehlen der
Makula. Stattdessen verfligen Kaninchen Uber einen Markstrahl, a#&dntal zur Papille
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verlauft,vergl. Abb. 7. Unter diesen myelinisierten Nervenfasern liegt der Sehstreifen, dies
ist ein verdickter Netzautstreifen, welcher vermutlich Uber die hochste Sehfunktion
verfugt. Im strukturellen Aufbau unterschieden sich die Retinae nicht, die Folge der
retinalen Schichten sind gleich, jedochdi vaskulare Versorgung unterschiedliEbenso

ist die Hoheverschieden: Kaninchenretina misst etwa 15080 pm unterhalb des
Markstrahls, die humane Netzhaut belduft sich zentral auf etwa 250 pm.

Bei Fragestellungen beziglich der zellularen Geschehnisse, z.B. der Zytokinexpression
sollte dem Forschenden die Grenzen des Tiermodells bewusst beimeweit die
biologischen Reaktionened doch unterschiedlichen Gewebgerschiedener Spezies
vergleichbar sindhleibt offen. Dennoch sindierversuche mit bildgebenden Verfahremdu
histologischenAufarbeitungeneine unumgangliche Voraussetzung fur die Sicherheits
prufung einer neu entwickelten Techni&ieermoglicken eine Einschatzungorzunehmen

Uber den zu erwartenden Effektnahumane Netzhaut Anhand der gewonnenen
Ergebnisse erfolgh der Regetlie Entscheidung Ubedie Zulassung in deHumanmedizin.

Vergleich der Koagulationsverhaltbnmaner Retina zu Kaninchenretina

In einer Studie mit Anwendung des optoakustischen Temperaturmessverfahrens wahrend
der Photokoagulatiomn humaner pathologisch veranderter Retinaurde eine ebenfalls
sieben $#ufen umfassende Klassifikatiomprasentiert (Koinzer et al, 2012) Als
Gemeinsamke#én der OCTMorphologiefinden sich bei den sanfteren Lasionsklassen die
typischen zarten Veranderungen in der auf3eren Kornerschicht und bei der starksten
Lasionsklasse die ovale Aufhellungg Ho6he der Photorezeptorsegmente An
Kaninchenretina lasst sich bei starkeren Lasiomegelm&Rigeine Abhebung der
neurosensorischen Schichten mit exsudatiFiissigkeitsansammlurigpobachten dieses
Pha&nomenzeigt sich beim Menschen nuselten Dafir finden sickan humaner Retina
haufig ringférmige RPEAbhebungen am Lasiosrand was ben Kaninchen nicht
vorkommt. Ein aisschli®lich beim Menschen beobachtbarEseignis ist das Vorkommen
von Lasionen, dieach einer Woche sichtbar wurden, jedotiStundepost applicéionem

nicht in der OCT detektierbar waren
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Eine Analyseder unterschiedlichen Koagulationsverhalteon humaner Retinaaind
Kaninchenretinagvurde ineiner weiteren Studie (lll) unserer Arbeitsgrupgrstellt. Etwa

600 Lasionen vom Kaninchéd 133 um, 4 800 ms)wurden histologisch untersuchiind
verglichenmit den OCBildern der hier vorgestellterSudie. Der Bezug zum Menschen
erfolgte anhand 153 &sionen(@ 100 pum, 50 200 ms)mit Auswertung in der OCDas
Ergebnis war die Entwicklung v@¥erfahrensnweisungen und Kalibrierungssystemem

der histologischen Verzerrung, dem Problem der axialen/ lateralen Auflosung der OCT und
den unterschiedlichen Dimensionen gerecht zu werden

Mensch und Kaninchescheiren einerseits gemeinsamiypischeKoagulationsschaderu
zeigen undandererseitsiber eine speziesspezifische Vulnerabilitdt verfligenDiese zu
kennenist Voraussetzung zum Ubeatyen der Ergebnisse aus Tensuchen in die humane
Forschung. Eine direkte Analogien Methoden und Techi hilft vordessenAnwendung
am Menscheneine Vorhersage tber den zu erwartenden Effekt zu trefienl verbessert
die Verstandlichkeit der laserinduzierten Veranderungen in menschlichem Gewebe.

4.5 ALTERNATIVE VERFANERER PHOTOKOAGUIAN |

Wenngleich die Alternativtherapien keinen direkten Zusammenhang zur vorliegenden
Studie haben, soll aufgrund ihrer groRen Bedeutung in der heutigen Augenheilkunde
zusammenfassend insbesondere auf die intravitreale Medikamentengabe eingegangen
werden, um de Stellenwert des Lasers im Zeitalter der intravitrealen Injektionstherapie zu

definieren.

Mit Einflhrung der intravitreal gespritzten VE®Ickenden Angiogenesehemm@rEGF
= Vascular Endothelial Growth Factorhiett ein neues Therapieprinzip Einzug die
Ophthalmologie DieMedikamente, Bevacizumab (Avastin®) Ranibizumab (Lucentis®)
beides VEGHRntikdrper oder AfliberceptEylea®)ein l6slicher VEGRezeptor, werden in
den Glaskorperraum appliziert und hemmen das Einwachsen neuer Gefalie.

Zu einem grundlegenden Erfolg habelie Angiogenesehemmer bei der feuchten AMD
gefuihrt. Patienten haben deutlich von der Anwendung profitieren kdnnen. In der MARINA
Studie konnte 2006 gezeigt werden, dass bei 95 % der Patienten, die monatlich Gber zwei
Jahe an der Therapie teilnahmen, sich der Visus stabilisierte bzw. bei einem Drittel der
Patienten sich um mindestens 3 Reihen verbesserte (Rosenfeld et al., 2006; Brown et al.,
2006). Bei diesem Erkrankungsbild ist der primare Einsatz von Photokoagulatonsls
Therapeutikum obsolet und wird nur alternativ bei extrafovealer choroidaler
Neovaskularisation (CNV) angewendet.

Bei diabetischen und anderen Makulatédemen, z.B. bei Uveitis, ist neben deVEG@F
Therapie die intravitreale Gabe von Steroideffektiv, um den Visus positiv zu
beeinflussen. Im Rahmen des diabetischen Makulabdems war die Photokoagulation ca. 20
Jahre der Goldstandard, bis intravitreale Steroidinjektionen zur Anwendung kamen.
AngewandteWirkstoffe sind Triamcinolon, Dexamethasomd FluocinolonDer positive

Effekt beruht auf der Kontrolle der Entzinodgsreaktion und dievVerbesserung der
Integritat der Blut Netzhaut Schranke ~ §]}Rb@l, 2007) Im Vergleich zu
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Angiogenesehemmern sind wenig@jektionennétig, daje nach Darreichungsformine
langere Wirkdauer als bei d®fEGFMedikation vorliegt.Triamcinolon in kristalliner Form
(Kenalo® hat eine Wirksamkeitsdauer von ca. 3 Monaten, in @mdgerstabchen
eingebrachtes Dexamethasonpraparat (Ozu@esoll bis zu 6 Monaten wirken, und ein
Fluocinolon Implantat (lluvie® soll seine Wirksamkeit Uber 36 Monate lang entfalten
konnen. Die Applikation von Steroidemirgt jedoch die Gefahrder Katarakt- und
Glaukomentstehung.lnitial schien eine hohe Effektivitat vorzuliegen, wahrend der
Langzeiteffekt bis heute kontrovers diskutiert wird, insbesondere aufgrund des
Confounders der KataraktentstehuiiBiabetic Retinopathy Clinical Research Network et
al., 2008). Steroidimplantate stellen eine gute Behandlungsalternative fur Patienten mit
diabetischem Makulab6dem dar, wenn schon ein Kunstlinsenstatus vorliegt.

Innerhalb einergrof3erenStudiean 854 Augemit diabetischen Makuladdemwurde der
Nachweiserbracht, dass eine schnellere Netzhautabschwellumg) damit einAnstieg der
Sehleistung erreicht werden konnte durch die intravitreale Injektion des VEGF
Hemmstoffes Ranibizumab (Lucentis®) alleine oder in Kombination mit einer
Photokoagulationstherapi Die Verbesserung der Sehleistung fiel starker aus als bei
alleiniger Lasertherapi€Diabetic Retinopathy Clinical Research Network et allOR0
Aktuell ist bei diab#schen Makilabdem die Photokoagulation Therapie der zweiten Wahl.
Im Rahmen der prdirativen diabetischen Retinopathie ist die panretinale
Photokoagulation jedoch weiterhin Therapie der Wahl zur Vermeidung bzw. Behandlung
der Neovaskularisationen, ebenso bei ischamischen Netzhautverschlissen (Shah et al.,
2011), nicht aber bei verschlus=dingten Makulatdemen.

Eine effektive AMVEGH herapie benttigt wiederholte Anwendungen, die dicllersog.
Upload Phase in den ersten Monaten haufenund kann eie dauerhafte Therapie
erfordern. Eine hohe Compliance auf Seiten des Patienten ist notwendig. Dartiber hinaus
steigt direkt proportionakur Applikationsanzahl das Endophthalmitisrisitso das Risiko

fur schwere, visusbedrohende Wundinfektionen. Weiterhin wird Uber mogliche
systemisck Nebenwirkungendebattiert, bedingt durch dieSuppression des VEGF
Serumspiegelsdurch die intraokularen Applikationen. Di€herapiestrategie mittels
Angiogenesehemmer hat einelnohen Untersuchungsund Behandlungsaufwand und
verursacht extrem hohe Medinentenkosten. So behéttie Photokoagulation, auch im
Zeitalter der Angiogenesehemmer, weiterhin einen hohen Stellenwert als effektives,
langwirksames, gunstiges und einfach durchzufuhrendes Therapieverfahren
Moglicherweise wird in diesem Zusammenhang #ukunft die automatische,
temperaturkontrollierte Photokoagulation eine Rolle spielen.
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Die retinale Photokoagulation ist ein unverzichtbarer Bestandteil der augenarztlichen
Heilkunst. Die panretinale Anwendungt im Rahmen ischamisché®etinopathiender
therapeutische Goldstandardderen wichtigsten Beispiele die diabetische Retinopathie
und venose Verschlusse im retinalen Stromgebiet sind. Diese Erkrankungsbilder gehoren
zu den haufigsteiirblindungstsachen in den Industriestaaten umeeltweit.

Im Rahmen dieser tierexperimentellen Studie wurden 1022 Lasionen in 6 Kaninchenaugen
appliziert und Uber 3 Monate zu festen Evaluationszeitpunkteahbachtet. Von 625 der
Lasionenkonnten wir OCT Bilder aufnehmen, Ur 464 L&sionergelanges uns einen
vollstandigen Datensatz zu erzeug@@.Lasionen waren so sanft, dassrsghtin der OCT
detektierbar waren.Es folgte die systematische Sichtung dider, um gemeinsame
morphologische Merkmale der laserinduzierten Veranderungemndentifizieren Anhand

der morphologischen Beschreibung entstand ein siebenstufiges Klassifikationssystem mit
fein graduierter SchadensdefinitionJede dabei gefundene Schadendksse wurde
bezuglich ihrer funduskopischen Sichtbarkeit, d@archmesseim Fundusfarbfoto undh

der OCT, der Spitzenendtemperatur, der Laserleistung und dem Heilungsverlauf tGber drei
Monate validiert. DieOCT Schadensklassesind von ansteigender Intensitat, wie die
zunehmenden Lasionsdurchmesser im Fusidto und in der OCEBowiedie Spitzenend
temperaturen belegen.OCT Schadensklass@, 1 und 2 waren nur zu 0, 17 bzw. 56 %
funduskopisch sichtbar, lieRen sigdochzu héheren Anteilen in der OCT detektieren. Im
Heilungsverlaufes kam es uber alle Klassen zu einer Abnahmieddmnsdurchmesser.
Insgesamt stellten sich die Lasionsdurchmesser in der OCT groR3er dar als im Fundusfoto.

Laserlasionemwerdenin derklinischen Routindn drei bis vier Lasionsstarkenterteilt mit
Z @ APV pv pvipE ] Z v v -« Zitwathe wRaRigeAdderbkstige
t]"( & pvPZX ]+ essSKeine Klassifikation, diprazise das morphologische
Schadensausmald definiert. Die hier vorgdseDCT morphologische lassifikationvon
Photokoagulationslasionedient der Optimierung der retinalen Photokoagulatiangdem
einerseits die Schadengnd somit Intensitatseschreibung vohasionen objektiviert wird,
andererseits die Sensitivitat der Schaderfassung im Bereichder funduskopisch

unsichtbarenLasionen grbessert wird.

Die konventione# retinale Photokoagulation erzeugt ungleichméfiige LasioriRie.
Intensitatsseuerung findet Uber die manuelle Dosierung démserleistung durch den
Behandler statt. Hierfir stellt die Weil3farbung des zuletzt bestrahlterald dasakute
Steuerungskriterium dar, jedoch istiede abh&ngig vom Beurteilungszeitpunkdie
Leistungsanpassunggestalet sich schwierig, insbesondere dann,wenn sanfte
funduskopisch unsichtbare Lasionsstarken appliziert werden sdllenPrézisiordieser
manuellen Dosierung nach visueller Einschatzung und subjektiv gepréagter Beurteilung ist
daher als suboptimalanzusehenGewiinscht ist eine kontrollierte Photokoagulation mit
reproduzierbaren, gleichférmigen Ergebnissen und Mglichkeit zur Vorausahl der
Lasionsintensitat Die Photokoagulatiorsollte unabhéangig vom Behandler und den
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individuellen anatomiscken Begebenheiten deszu behandelndenAuges sein. Ein
ortsadaptiertes BHfektmonitoring wahrend des Koagulationsvorgangaeg prospektiver
Intengtatsauswahhwird angestrebt.

In dieser Studie kommtin Photokoagulationslasemit einer temperaturabhangig
gesteuerten automatischerAbschaltung zur Anwendungufgrund der Abhangigkeit des
Schadensausmal3es von der Netzhauttemperatur nutzten wiptigsikalischen Effekt der
Optoakustik, um wéahrend dd?hotoloagulation den Temperaturverlaah derReting im
Zentrum der etstehenden L&sionzu erfassenHierfur leiteten wir loaxial mit dem
Behandlungslaser e&m gepulsta, biologisch unschadliche Messlaser in das
Bestrallungsarealzur Anregung der OptoakustilDieses Signal ist von aul3en an der
Hornhaut messbar und dessen Amplitude korreliert mit der aktuell vorliegenden Netzhaut
temperatur.Mit diesem Verfahren ist di€emperaturmesing nicht invasiv und in Echtzeit
maoglich. Bei Erreichen einer bestimmten Soémperatur wird der Koagulationsvorgang
automatistr beendet. Die Abschaltung erfolganhand empirisch adaptierter
ArrheniuskurvenSie beruhen auf derrfheniusgleichungwelthe den Zusammenhang von
Temperatur, Expositionszeit und demtstehenden Schademodelliert. Damit isteine
Berechnung des Gewebeschadens als- Zemperatur Funktion moglich.

Es wurden funf verschiede Arrheniuskurven flidie aubmatische Abschaltungediniert,

um unterschiedlich starke Lasionsgruppen zu generieren. Die Spannweifscdadens
intensitat dieserT TC Lasionsgruppereichte von funduskopisch unsichtbar bisideutlich
sichtbaren Weil3farbungn und entspricht somit dem unterschwelligen als auch dem
ublichen therapeutischen BereicHJber einen weiten Leistungsbereich konnten wir
homogene Lasionen sicher und zuverlassig reproduzierbar erzediernsteigen der
TTC Lasionsgrupp&kam eszu einerlntengtatssteigerung, sichtbar an der Zunahme der
Lasionsdurchmessaowohl funduskopisch als auch in der OE&benso verhielt es sich im
Heilungsverlauf, Gber drei Monate kam es zu einer Redulditar Durchmesser, wobei
Uber die TTC Lasionsgruppenie Zunahme delLasionsdrchmesser erhalten blielDer
Lasionsdurchmesser dérTC Lasionsgruppe3 entsprach annahernd dem Bestrahlungs
durchmesserDie sanftenT TC Lasionsgrupped und 2 waren mit einer funduskopischen
Sichtbarkeit von 17 bzw. 38 % Uberwged nicht sichtbar, lieBen sich jedoch zu 68vbz
94% in der OCT nachweis@&ie Applikation sehr sanfter Lasionen, die funduskopisch nicht
sichtbar sind, kann mitidsem Verfahren entscheidend verbessert werden.

Die automatisch temperaturkontrollierte Plukoagulation erlaubt die zuverlassig
Applikation ophthalmoskopisch unsichtbare milder und moderate L&sionen. Das
Koagulationsergebnis wird hiermiinabhangig vom Behandler und den individuellen
anatomischen Begebenheiten des zu behandelnden Augesst das Ziel, die prinzipiell
destruktive und fast immer schmerzauslosende Photokoagulation flir den Patienten milder
und vertraglicher zu machen. Gleichzeitig gilt es bei maximaler therapeutischer Effektivitat
funktionell wichtige Strukturen zu schonebies ist weiterhin die Motivation fur die
klinische Etablierung einer temperaturbasiertekpntrollierten und automatischen
Laserdosierung in Echtzeit.
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Correlation with OCT and
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ABSTRACT. o , Introduction

Purpose:To examine spectral domain optical coherence tomographic (OCT)

and histological images from comparable retinal photocoagulation lesions iffPtical coherence tomography (OCT)

rabbits, and to correlate these images with comparable OCT images frorfj@S bécome one of the highest resolu-
patients tion in vivoimaging tools since its clini-

Methods: 508 rabbit lesions were examined by HE-stained paraf‘n histol-Cal introduction in_ the early 1990s
- . . . . uang etal. 1991) and is indis-
ogy. 1019 rabbit lesions versus 236 patient lesions were examined by OC
I he i . h K and ks aft h \ati énsable to modern ophthalmology.
all at the tlme-p0|nt§ 1 r,_l week and 4 weeks a er p otqcoagu gtlon. Weg spatial resolution in the order of
analysed 100 m lesions (in hu_mans) and 133n_|e3|on_s (in rabbits) of o microns (Kiernan et al. 2010) has
200 ms exposures at powers titrated from the histological threshold up tRqg some authors to equalize it with
intense damage. Lesions were matched according to morphological criteria«n vivo microscopys (Kang et al.
Results:Dome-shaped layer alterations, retinal in“ltration by round, pig- 2010). However, there are principal dif-
mented cells, outer nuclear layer interruption, and eventually full thickness retferences between images from OCT
inal coagulation are detectable in histology and OCT. Horizontal damageand histology, apart from spatial
extensions are found 1% times larger in OCT. More intense irradiation wasresolution.
necessary to induce comparable layer affection in rabbit OCT as in histology. Op_tica| _COhereﬂce _ tomograp_hic
Restoration of the inner retinal layers is only shown in the OCT images. Comimaging relies on optical scattering
parable primary lesions caused more pronounced OCT changes in patieritéoperties of a tissue, detecting strong
than in rabbits during healing. signals from light-scattering layers and

Conclusions:Optical coherence tomographic images indicate different tissu&® ective interfaces, which are com-
changes than histologic images. After photocoagulation, they show wider ho'ri'@only displayed by mcreasmg_shgdes
zontal damage diameters, but underestimate axial damage particularly durin fgrey.. OCT can pe perfgrmeqln vivo

. . . . n patients and is noninvasive and
Pealmg. Conclu3|o_ns on retinal restoration shoulq _n_ot be_drawn from OC nondamaging, facilitating repeated
ndings alone. Retinal recovery after comparable initial lesions appears to b@xaminations of identical structures.

more complete in rabbit than in patient OCTSs. Its availability is nearly unlimited for

physiological and pathological condi-
Key words:histology ... laser ... optical coherence tomography ... photocoagulation ... retina ... réisns as well, and it rules out any “xa-

nal healing tion  artefacts. In  histological
specimens, in contrast, visualization

Acta Ophthalmol. relies on chemical af‘nities of tissue

a 2013 Acta Ophthalmologica Scandinavica Foundation. Published by John Wiley & Sons Ltd. molecules to stains, most prominenﬂy

haematoxylin and eosin. Staining
allows to localize a vast variety of
proteins and nucleic acids.

doi: 10.1111/a0s.12188




— Acta Ophthalmologica 2013

— 2

While the OCT to histologic corre-
lation with healthy tissue, particularly
retina, is well described (Srinivasan
et al. 2008; Spaide & Curcio 2011),
direct correlation with pathologic con-
ditions as displayed in OCT and his-
tology is scarce (such as Kim et al.
2012). Photocoagulation allows to
apply fairly de“ned and reproducible
wounds to the retina and is therefore
particularly suitable for such a corre-
lation. Since an early contribution in
1995 (Toth et al. 1995), OCT resolu-
tion has increased signi“cantly, and
photocoagulation has aimed at lower
intensities (Dorin  2004). Thus, we
conducted this study to compare up-
to-date spectral domain OCT images
from rabbits to rabbit histological
images and to human OCT images.
The study was primarily designed as a
systematic qualitative image compari-
son, but evaluates some numerical
data on lesion diameters as well, test-
ing the hypothesis that photocoagula-
tion lesions appear different in
histology and OCT.

Materials and Methods

This study contained three arms that
were conducted independently, and
their results were afterwards compared.
The “rst arm included four eyes of two
rabbits that were each treated by three
consecutive photocoagulation sessions
1 hr, 1 week and 4 weeks prior to his-
tological workup. The second arm
included six eyes of three rabbits that
were treated by photocoagulation and
imaged by OCT 1hr, 1week and
4 weeks after treatment. The third arm
included 20 eyes of 20 patients that
were examined by OCT, again 1 hr,
1 week and 4 weeks after photocoagu-
lation. In all study arms, lesion powers
were titrated to produce ophthalmo-
scopically invisible lesions and then
increased stepwise until they produced
intense lesions with a necrotic core, but
no bleedings or ruptures. In the after-
wards comparison, lesions of all three
arms were matched by their appear-
ance in histology or OCT, respectively.

Animal photocoagulation experiments

We performed photocoagulation on
chinchilla grey rabbits. The race was

under general and local anaesthesia,
with dilated pupils. A modi“ed Main-
ster focal grid laser contact lens was “t-
ted onto the eye with methylcellulose
gel (2%) and mechanically “xed in its
position. We performed photocoagula-
tion with a modi“ed 532 nm continu-
ous wave (CW) laser system (based on
a VISULAS VITE, Carl Zeiss Meditec
AG, Jena, Germany) and measured the
laser power output externally. The
irradiation diameter was 200l m in air
and 1331 m on the fundus due to a
33% optical demagni“cation. We
intended to get as close as possible to
1001 m diameter with the preset diam-
eter selections of the laser device.
Exposure times were 200 ms or, for
threshold and weak lesions, variable
(Koinzer et al. 2012b; Schlott et al.
2012).

The rabbits were maintained in ani-
mal units at the University Medical
Centre of Schleswig-Holstein, and all
animal experiments were performed
according to the German law for pro-
tection of animals and approved by the
Ministry of Agriculture, the Environ-
ment and Rural Areas of Schleswig-
Holstein, Kiel, Germany (application
no. V312-7234.121-11).

Histological workup

We analysed photocoagulation lesions
histologically from four eyes of two
rabbits that had received three consec-
utive photocoagulation treatments
4 weeks, 1 week and 1 hr prior to
their death. After enucleation, we “x-
ated the eyes overnight in Margoes
solution (1% buffered formaldehyde
and 1.25% glutaraldehyde). The area
of interest was cut out of a retina-cho-
roid-sclera preparation, marked with
colour, dehydrated in increasing iso-
propanol concentrations, embedded in
paraf‘n, cut it in 5 | m slices at 500 m
distance and stained with haematoxy-
lin and eosin. Intense photocoagula-
tion lesions, colour marks, the optic
nerve and the spatial relation of
lesions were used to identify laser
lesions within the specimens. We
localized 145 lesions after 1 hr, 184
lesions after 1 week and 179 lesions
after 4 weeks. One hundred and
thirty-seven of 645 lesions could not
be detected because they were either

chosen because of its large size and its sub-threshold, had completely healed

particularly homogenous fundus pig-
mentation. The animals were treated

or due to tissue destruction after
workup.

Patient study

236 laser lesions were examined by
fundus photography and OCT in 20
eyes from 20 patients. The study was
reviewed and approved by the institu-
tional ethics committee at Kiel Uni-
versity (application no. A 105110) and
was carried out in accordance with
the contents of the declaration of Hel-
sinki. All data were recorded during
routine treatment. Treatments (1620
diabetic retinopathy, 4320 diabetic
maculopathy, 3120 vein occlusion,
1320 occlusive vasculitis) followed the
treatment guidelines of the German
ophthalmological society that were
valid at the time of treatment (Hoe-
rauf et al. 2010; Ziemssen et al. 2010).
We treated with a 532 nm CW pho-
tocoagulator (VISULAS VITE, Carl
Zeiss Meditec AG). The irradiation
diameter was 100 m, exposure times
were 20, 50, 100 or 200 ms. Study
lesions were placed in a suitable area
outside the temporal vessel arcades or
nasally to the optic disc. Further
details on the study design have been
published in Koinzer et al. (2012a).

Lesion imaging

We obtained fundus colour photogra-
phies of all lesions 1 hr, 1 week (day 5...
8 in patients) and 4 weeks (day 22...30
in patients) after the treatment session.
For patients, we used a Zeiss FF450
plus fundus camera, and for rabbits a
Zeiss VISUCAM (both Carl Zeiss
Meditec AG). All study lesions were
individualized by mapping them on
fundus images, and technical parame-
ters were recorded for each lesion.
Optical coherence tomography ser-
ies were acquired at the same time-
points as fundus colour images. We
scanned the treated area in 30m
steps using a spectral domain OCT

(HRA + OCT Spectralis , Heidel-
berg Engineering, Heidelberg, Ger-
many). Every sectional image was

obtained by averaging of 20 sweeps to
optimize image quality. If a lesion
could be identi“ed, we traced it
through the consecutive series of OCT
images using the AutoRescan func-
tion.

Qualitative lesion matching

To assess general differences in rabbit
and patient OCT and histological
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images of the retina, we compared
images from healthy retinal sections
(Fig. 1). The specimen of human ret-
ina from the posterior pole in Fig. 1
was obtained from our histological
archive, and the human OCT from
one investigator (SK).

To examine  photocoagulation
lesions, the following digital process-
ing was undertaken with the corre-
lated images: OCT images were
horizontally stretched fourfold (Fig. 2)
and upscaled 1.5-fold. The resulting
images were comparable to the
e1:11 me display mode in theoct soft-
ware but had a higher resolution than
digitally exported <1:11 me images.
Histological photographs displayed
were taken with 200-fold magni“ca-
tion. If the RPE was not dissected
horizontally, we cropped images to
align it.

In order to judge lesion intensities
qualitatively, we considered the imag-
ing results of “ve groups of lesions
separately: Rabbit histological speci-
ments after 1 hr (group, n = 145),
after 1 week (group 2, n=184) or

4 weeks (group 3, n=179), OCT
images of rabbit lesions (group 4,
n = 1019), or OCT images of patient
lesions (group 5,n = 236). Only his-
tological or OCT images, respectively,
were used for the consideration, while
the ophthalmoscopical lesion appear-
ance was not regarded for qualitative
analysis, but in the statistical evalua-
tion. Within all “ve groups, we
arranged lesions according to their
intensity, picked representative exam-
ples and put them together in compos-
ites for the following intensities:

We compared the softest (Fig. 3B,
sthreshold lesionse) and the strongest
(Fig. 3G, estrongest lesionse) morpho-
logical damages that we found in all
image modalities. Additionally, we
took lesion intensities slightly above
threshold (Fig. 3C, eweak lesionse) or
slightly below the strongest intensity
(Fig. 3F, strong lesionse) for compari-
son, and we compared a medium
intensity  lesion type (Fig. 3E).
Another category where a localized
RPE detachment occurred was also
compared (Fig. 3D, <RPE blebe

Fig. 1. From left to right: direct comparison of paraf‘n histology (HE-staining, x200) and
OCT from human retina, OCT and histology from rabbit retina. The retinal pigment epithelium

is aligned in all images, and all images were streched for comparable axial scales. The layer legyyg

end indicates the choroid (CHO), retinal pigment epithelium (RPE), photoreceptor segments
(PS), outer nuclear layer (ONL), outer plexiform layer (OPL), the inner nuclear layer (INL),
the inner plexiform layer (IPL) and the ganglion cell and nerve “bre layer (GL).

lesions). The increasing intensity of
the lesion groups was evaluated by
comparison of the 1 week- and
4 week-changes as well.

Lesion size measurements

Lesion diameters were assessed on
images or specimens, respectively, that
had been obtained after 1 hr. Only
lesions that were detectable in the
according imaging method were
included in the evaluation.

In  colour fundus photographs,
oedematous halos were excluded from
the spot size measurements. The size
of study lesions was assessed manually
by three independent observers. They
outlined every lesion, measured the
pixel size of the lesion and calculated
the pixel and real diameters. Out-of-
range values were excluded and the
mean value was considered to be the
spot size (as described in Koinzer
et al. 2012b).

For OCT lesion diameter measure-
ments, we used the e<1:lme and
800% OCT image display mode to
measure the greatest linear diameter
(GLD) of a lesion at the inner seg-
ment (IS)...outer segment (OS) junc-
tion line, or, in threshold OCT
lesions, at the external limiting mem-
brane (ELM) to outer nuclear layer
(ONL) transition.

On histology slides, we measured
GLDes on digital slide images. In
order to quantify horizontal tissue dis-
tortion through the histological
workup procedure, we compared 51
distances of equal lesion pairs on fun-
images and histological slides
from all four rabbit eyes.

Statistical analyses

The statistical analyses of lesion diam-
eters were carried out by simple linear
regression. We calculated linear
regression coef‘cients, linear equa-
tions and statistical signi“‘cances in
spss software, version 20. p-values
below 0.05 were considered signi“-
cant.

Fig. 2. OCT axial resolution is 4 times greater than its lateral resolution, leading to axially ReSUItS
stretched OCT images (1:1 pixels mode in thect software, which is most commonly used, left
image). To facilitate direct visual analogy to histological specimens (image on the right), image Comparison of healthy retina in human
scaling is advisable. As indicated by the arrows, we stretched all OCT images in this paper and rabbit OCT and histology

(except Fig. 1) horizontally and adapted them to histological images (equal x and y scales). The

built-in +1:1 | me depiction of the OCT device creates such images as well, but reduces imageFigure 1 compares paraf‘n histology

resolution in the “le export.

and OCT from human retina with

3_
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Fig. 3. Composites presenting six classes of lesion intensities, directly comparing “ndings from rabbit histology (top row) to rabbit OCT (middle
row) and human OCT (lower row) at three different time-points: 1 hr post-treatment (left column), 1 week post-treatment (middle column) and

1 month post-treatment (right column), as shown in (A). (B...G) show composites of increasing lesion intensities that we labelled as follows: (B)
threshold lesion, (C) weak lesion, (D) lesion with sub-RPE bleb, (E) medium intensity lesion, (F) strong lesion and (G) strongest lesion. For a
detailed comparative lesion description, please refer to the main text. Black scale bars in (B) are representative for all composites and indicae th
laser irradiation diameter, which was 133 m in rabbits and 100l m in patients. The demagnifying optics of rabbit eyes did not allow to use
exactly the same irradiation diameter in rabbits and patients. Different scales in histological and OCT displays are due to the larger lesion diame-
ters in OCT images (see also Fig. 4). The parameters power and exposure time are shown for each lesion. Only one set of values is given for
OCT lesions, because all images show the same lesion at different time-points. Rabbit fundi were treated below and in symmetrical arrays nasally
and temporally of the papilla. Human fundi were treated outside the temporal arcades. We preferably used 200 ms exposures. Because in weak
and threshold lesions, the according intensities were not reliably achievable by 200 ms lesions, we used different, partly variable exposure tines.
is obvious from the data that there is no reliable correlation with the power used to the morphological damage, which is due to pigment and
transmission variations.

OCT and histology from rabbit retina. Human retinal layers are depicted men from the posterior pole.
The retinal pigment epithelium is in the histological picture. A multi- The adjacent parafoveal horizontal
aligned in all images, and all images layered ganglion cell layer (GL) indi- human OCT section is 300 m (left)
are streched to the same axial scale. cates the origin of the human speci- to 2501 m (right) thick. It shows

— 4
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essentially identical layers, but addi-
tional dark bands within the photore-
ceptor segment (PS) layer. The dark
separation line of PS and ONL is the
ELM. A dark band within the PS
visualizes the 1S...0S junction line
(Srinivasan et al. 2008; Spaide & Cur-
cio 2011). The outermost photorecep-
tor segment parts, retinal pigment
epithelium (RPE) and Bruches mem-
brane (BM) underneath represent one
dark complex in OCT.

The OCT and histological sections
of rabbit retina were taken at the
visual streak, where the retina is thick-
est, but free of myelin (1900 m in
OCT, 1301 m in histology). The layer-
ing is identical to human retina, with
thickness proportions shifted towards
thinner layers above the ONL.

Detailed qualitative lesion correlation
with different intensity lesions

Figure 3 displays a legend (Fig. 3A)
and composites of six different lesion
intensities (Fig. 3B...G). Scale bars in
Fig. 3B depict the irradiation diame-
ters and are representative for all com-
posites. They also indicate the lesion
location in threshold rabbit OCTs.
Lesions in each composite were
matched by their morphology, not by
treatment laser power. There is no
reliable correlation with the power
used to the morphological damage,
which is due to pigment and transmis-
sion variations. While in OCT com-
posites, we show the same lesion in all
three images, histological images nec-
essarily display three lesions of com-

parable intensity but different
anatomical location.
The threshold histological lesions

(Fig. 3B) show coagulation of the out-
ermost OS and discrete ONL pyknosis
and condensation, and after 1 week
RPE cell swelling and ONL nuclei
reduction, while after 1 month, there
is a slight “brotic reaction in the
OPL. GL nuclei are intact. In rabbit
OCT images, changes of the 1S-OS
junction line and the ELM are
denoted “rst, while the “rst changes in
human OCT are located in the ONL.
In rabbit OCTs, the changes remain
con‘ned to subtle 1S-OS-re”ectivity
changes subsequently, while in patient
OCTs, there is a clear RPE reaction
and thinning of the ONL. The inner
retinal layers, INL and above, appear
invariably intact. These threshold

lesions are mostly funduscopically
invisible in patients (Bhatnagar et al.
2010; Koinzer et al. 2012a).

In weak lesions(Fig. 3C), the axial
damage reaches the OPL in all
images. RPE cells are absent in the
histological wound after 1 hr, but
enlarged pigmented cells have closed
the layer after 1 week. In OCT
images, the RPE appears irregular
during the healing stage, which is
more pronounced in patients. After a
month, histological alterations reach
the INL, while the rabbit OCT shows
ELM interruption, but no damage
above that. In this case, “ne altera-
tions of the inner retinal layers are
underestimated and wound healing is
overestimated in OCT images. In the
patient OCT, the damage appears to
be con“ned to the POS at the “rst
glance, but interruption of the OPL
and darkening of the inner ONL are
also visible.

In the lesion type with an RPE bleb
(Fig. 3D), 1 hr lesions reach the IPL,
leaving the GL largely intact. Histo-
logical lesions are invaded by large,
round pigmented cells later on. Rabbit
histology and OCT indicate full thick-
ness retinal affection after 1 week,
while the patient OCT shows only
IPL invagination after 1 week with
questionable alteration of the inner
layers. After 1 month, the specimen
shows a “brotic reaction up to the
INL, while the damage does not
exceed the ONL in rabbit and patient
OCTs. Again, wound healing is over-
estimated in OCT images.

In the medium intensity lesions
(Fig. 3E), similar changes appear
more pronounced. The ONL is persis-
tently interrupted even in OCT
images, and the innermost retinal lay-
ers are affected throughout the com-
posite. However, late changes of the
inner retinal layers are subtle and may
be easily missed in commonly scaled
OCT images (*1:1 pixels). In the speci-
men, in contrast, thinning of the GL
and focal absence of GL nuclei are
unequivocally detectable.

In strong lesions (Fig. 3F), the
entire retina is alterated in all 1 hr
images and throughout the histologi-
cal series. In contrast, persistent dam-
age beyond the ELM is doubtful in
the late rabbit OCT images. The true
damage may be easily underestimated
in OCT images. In patient OCTSs, the
ONL remains interrupted, but damage

above the OPL cannot be detected.
Notably, on 1 hr OCT images, the

bright INL seems to be continuous,

although the adjacent IPL and GL

appear darkened as a sign of coagula-
tive damage.

The strongest lesior(Fig. 3G) shows
surprisingly well-preserved retina in
histology after 1 hr. A third nuclear
layer appears underneath the ONL.
The follow-up histologies show full
thickness retinal scarring across
Bruches membrane. The 1hr and
1 week OCT images show full thick-
ness coagulation as well, and in con-
trast to the estronge lesion, even the
INL is darkened. Layering appears
intact above the ELM in rabbit OCTs
after 1 month, which is obviously an
overestimation of retinal wound heal-
ing. In the patient OCT, the ONL
remains interrupted, but inner layer
damage is questionable. The early rab-
bit OCT shows shallow exudative reti-
nal detachment, which we have also
observed in rabbit histology (not
shown), but not in patient OCT. Here,
overtreatment would rather cause cho-
roidal effusion (Tinley & Gray 2009).

Statistical analysis of lesion diameters

Figure 4 shows linear regression anal-
yses of ophthalmoscopical lesion
diameters and OCT or histological
GLDes, respectively. Black circles
indicate correlated values of human
lesion ophthalmoscopical diameters
and OCT GLDes (n=134, linear
R? = 0.613, correlation best described
by the linear equation y =42 +
1.508 * x, wherey is the OCT GLD
and x is the ophthalmoscopical diame-
ter). Light grey squares indicate corre-
lated values of rabbit lesion
ophthalmoscopical lesion diameters
and OCT GLDes (n=274, R®=
0.587,y =70 + 1.415 * x), and dark
grey triangles indicate correlated val-
ues of rabbit lesion ophthalmoscopical
diameters and histological GLDes
(h=46, R?=0.726, y= )20+
1.12 * x, where y is the histological
diameter). The R? values indicate
close linear correlation, which was sta-
tistically signi“cant for all three corre-
lations shown (p < 0.001).

A very light grey line marks equalx
and y values. The ophthalmoscopical-
to-histological lesion diameter regres-
sion line runs close to this very light grey
line, indicating that ophthalmoscopical

5_



— Acta Ophthalmologica 2013

Fig. 4. Linear regression analyses of ophthalmoscopical lesion diameters and human OCT

GLDes (black circles,n = 134, linear R? = 0.613, correlation best described by the linear equa-

tion y =42 + 1.508 *

X, wherey is the OCT GLD and x is the ophthalmoscopical diameter),

ophthalmoscopical lesion diameters and rabbit OCT GLDes (light grey squaresn = 274,
R?=0.587, y=70+ 1.415 * x) or of ophthalmoscopical lesion diameters and histological

GLDes (dark grey triangles, n = 46, R?= 0.726,

y= )20+ 1.12 * x, wherey is the histologi-

cal diameter). All three correlations were statistically highly signi“cant (p < 0.001). A very light
grey line indicates equalx and y values. The irradiation diameter was 100 m in patients and
1331 m in rabbits. All data were recorded 1 hr after the end of photocoagulation treatment,

and only lesions that were detectable in the according imaging method were included in the

evaluation.

and histological diameters are very
similar. The complete set of linear
regression lines of OCT GLDes or histo-
logical lesion diameters, respectively,
at all timepoints (1 hr, 1 week and 4
weeks) over ophthalmoscopical lesion
diameters is shown in the supplementary
“gure S1. We show the corresponding
linear equations and R values in the

supplementary table S1 as well. These
data are consistent with our statements,
but weaker than those presented in
Fig. 4. Comparison of the linear con-
stants and slopes of OCT GLDes over
ophthalmoscopical diameter (421.508
and 70#1.415) to those of histological
GLDes over ophthalmoscopical diame-
ter () 2011.12) allows an estimation that

Table 1. Summarizing of key “ndings in OCT compared to histology.

OCT Histology
General issues
Differing axial and horizontal scale + )
Workup artefacts distortion ) +
Follow up of identical lesions + )
Staining for function Jgenetics ) +
Availability of patient images + )
Lesion appearance
Dome-shaped changes above RPE + +
Lesion become ‘“rst apparent in ONL PS
Last layer to show changes INL GL
Prominence of lesions ) +
Lesion diameter 1% times fundus Like fundus
Sensitivity to layer alterations
general + ++
pigmented cell invasion + +
RPE irregularity during healing + +
ONL thinning dinterruption during healing + +
full thickness damage of fresh lesions + +
full thickness damage of healing lesions ) +
inner layer healing + )

OCT GLDes are about 1% times larger

than histological GLDes. The regression
lines of human and rabbit OCTs are
almost equal and indicate good mea-
surement reliability.

Lesion distances 1§ =51) were
longer on histological slides than in
funduscopic images by a factor of
(1.17 £ 0.16), with good consistency
among four rabbit eyes, which indi-
cates 17% horizontal retinal streching
through the histological workup.

The most important results of our
study are summarized in Table 1.

Discussion

This study presents a comparative
analysis of photocoagulation lesions
at time-points 1 hr, 1week and
1 month after the treatment. 508
rabbit lesions were examined histo-
logically, and 1019 rabbit lesions
versus 236 patient lesions by OCT.
We used the best clinically available
OCT image quality (Kiernan et al.
2010). Major structural alterations are
visible on both histological and OCT
images, but weak layer alterations
were underestimated and wound heal-
ing was overestimated in OCT. More-
over, the lateral extension of a lesion
is displayed signi“cantly wider in
OCT.

In  order induce comparable
lesions, we kept exposure times
(mostly 200 ms) and diameters
(approximately 100l m)  between
groups as similar as possible. Power
was titrated to induce any possible
lesion intensity from invisible up to
very intense, but we avoided retinal
ruptures or choroidal bleedings. Rup-
tured retinal lesions, which induced
choroidal neovascularization, have
been investigated in mice by Hoerster
et al. (2012). They discuss the topic
with an emphasis on OCT versus "uo-
rescein angiography, but they do show
OCT and histology. Others have
investigated retinal degenerations in
mice and rats by OCT and histology,
including light-induced degeneration
(Ruggeri etal. 2007; Fischer et al.
2009; Huber etal. 2009). In those
studies, major retinal changes like
strong oedema, layer degeneration or
rosette formation were detected in his-
tology and OCT. In the present study,
we looked for more subtle changes
and correlated the “ndings with
patient images.

to




Study design

As histological specimens from
humans are scarce, rabbits are com-
monly used for histological investiga-
tion of photocoagulation lesions
(Birngruber et al. 1983; Roider et al.
1993; Jain et al. 2008; Paulus et al.
2008). Differences of rabbit and
human retina include the absence of a
macula (svisual streake in rabbits), a
horizontal line of myelinated nerve
“bres (emedullary raye in rabbits),
reduced retinal vasculature and others
(Prince 1964). These will in"uence the
biological response to an insult, such
as photocoagulation. We compared

species-dependent biological responses

by OCT from rabbits and patients,
and differences of OCT and histologi-
cal imaging from rabbits. This design
is comprehensive but allows limited
conclusions about patient histology as
well. We compared rabbit OCT
images to histological slides from dif-
ferent animals, which did not allow us
to image identical lesions in both
OCT and histology, and which is a
limitation of our study design.

Global similarities of imaging methods

Optical coherence tomography and
histology both detected dome-shaped
layer changes above the irradiated
RPE, as expected by the heat diffu-
sion theory (Birngruber et al. 1985).
In healing lesions, thickening and
irregularity of the RPE BM complex
and thinning of the ONL are common
to all images. Big round pigmented
cells in“ltrate the lesions in histology,
possibly melanophages or RPE cells.
Round, dark structures are also pres-
ent in OCT images, so-called small
dense particles (Framme et al. 2010).
These occur in different retinal pathol-
ogies and have been discussed to rep-
resent migrating RPE cells or
leucocytes.

Global differences of imaging methods

Retinal lesions appear prominent only
in histology. This should not be mis-

taken for photoreceptor outer segment
elongation due to decreased RPE
phagocytotic activity, because it is
obviously an artefact and does not
occur in OCT. In histology, the “rst

laser-induced changes appear in the
outermost PS. As expected, this is just

above the RPE, which is the heat
source in photocoagulation. In OCT,

the “rst alterations are located in the

ELM and IS 10S-junction (rabbit) or

the ONL (patient), respectively. This
must be related to an affection of
entire photoreceptor cells, possibly an
organelle shift, after injury to PS. Spa-
ide & Curcio (2011) have previously
shown that OCT re”ectivity may be

changed by organelles other than mel-
anosomes, such as mitochondria.

Our “nding that OCT GLDes are
almost 1% times larger than histologi-
cal GLDes, supports the idea that
OCT imaging detects different tissue
conditions than histological imaging.

Qualitative analysis of axial lesion exten-
sion

Axial damage extensions vary accord-
ing to species and imaging.

Affection of the GL after 1 hr is
“rst visible in:

(1) rabbit histology of medium inten-
sity lesions

(2) rabbit OCT of strong lesions

(3) patient OCT of medium intensity
lesions.

Affection of the GL during the heal-
ing stage becomes apparent in all rab-
bit images of medium intensity
lesions, but not in OCT images of
patient medium intensity lesions. Pos-
sibly, the greater retinal thickness pro-
vides some protection to the GL in
patients, or OCT fails to detect GL
damage.

During healing,
ONL is found in:

(1) rabbit histology of threshold fweak
lesions

(2) rabbit OCTs of RPE blebimedium
intensity lesions

(3) patient OCT of threshold lesions

thinning of the

Complete interruption of the ONL is
visible in:

(1) rabbit histology of RPE bleb
lesions

(2) never in rabbit OCTs

(3) patient OCT of medium intensity
lesions after 1 month.

Obviously, rabbit OCT shows less
layer damage than histology in com-
parable lesion intensities. On the other
hand, OCT in patients shows the same
changes than rabbit histology at a

comparable intensity level, leading to
the assumption that human retina is
more susceptible to photocoagulation
damage than rabbit retina.

Comparison of full thickness lesions

In early histology of the strongest
lesions, the retina seems to be struc-
turally well preserved due to immedi-
ate “xation by heat (Lorenz 1988).
The intense, full thickness nature of
the retinal damage becomes more
obvious during wound healing
(Fig. 3G). In OCT, retinal layer dark-
ening does not proceed continuously
from the outer to the inner retina, but
the last layer to darken is the INL
(strongest lesions), after the IPL and
GL (strong lesions).

A third nuclear layer is a striking
artefact of strong and strongest
lesions in histology. It results from a
lateral retinal shift of healthy over
heat “xated tissue, as has been beauti-
fully worked out by Lorenz (1988). It
is also implicated by Sramekes analysis
of theoretically expected versus histo-
logically detected damage diameters in
the RPE and ONL (Sramek et al.
2009). A third nuclear layer may be
suspected behind a third bright band
outside the ONL in the rabbit OCT
of the strongest lesion, but does not
occur in patient OCTs.

Conclusion from qualitative analysis

In summary, lesion intensity is under-
estimated in rabbit OCT as compared
to rabbit histology. Equal layer dam-
age appears in OCT images of more
intense lesions than in histology, and
it disappears sooner. The damage
during the healing period of equal
primary intensities appears more pro-
nounced in patient OCTs than in rab-
bit OCTs. Consequently, histology of
patient lesions may reveal more exten-
sive damage than rabbit histology of a
given lesion intensity. Histologically,
the axial damage becomes more obvi-
ous as the lesions heal, while it
declines implausibly in OCT images of
comparable lesions. It is therefore
guestionable if intact inner layers in
OCT are a clue to structural or func-
tional retinal recovery, as has been
postulated (Mugit et al. 2011).

Our results pinpoint the necessity to
look at the inner retinal changes very
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carefully on OCT images, possibly in
highly upscaled <1:1 me-mode, in
order not to miss histologically rele-
vant changes.

Outlook, modern OCT systems

Because signi“cantly improved OCT
systems have continuously been devel-
oped (Baumann etal. 2012; Jonnal
et al. 2012; Mdler et al. 2012), more
detailed in vivo retinal imaging will be
at hand. The improvements will still
be subject to the principal differences
between optical and chemical estain-
inge. Because histology has been the
gold standard to observe and explain
pathophysiology in decades, its corre-
lation will remain the benchmark for
the interpretation of high tech images.
We present such a correlation at the
example of histology and up-to-date
OCT images obtained from rabbit
eyes.

Conclusions

Optical coherence tomography images
indicate different tissue changes than
histologic images. After photocoagula-
tion, they show wider horizontal dam-
age diameters, but underestimate axial
damage particularly during healing.
Conclusions on retinal restoration
should not be drawn from OCT “nd-
ings alone. Retinal recovery after
comparable initial lesions appears to
be more complete in rabbit than in
patient OCTs.
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Figure S1.Displays linear regression analyses

of rabbit OCT GLD s (black) and histologi-

cal diameters (grey) at timepoints 1 hr, (solid
lines), 1 week (dotted lines) and 4 weeks after

treatment (interrupted lines) over ophthal-
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moscopical diameter after 1 hour. All linear
correlations are statistically signi“cant (p <
0.001) as indicated in the supplementary
Table. A very light grey line indicates equal x
and y values. Lesion diameters shrink over
time, and histological diameters are invari-
ably smaller than OCT GLDes.

Table S1.Table S1 lists the parameter sets of
all linear regressions shown in Figure S1.
The linear correlation of OCT GLDes Fhis-
tological diameters to ophthalmoscopic
diameters gives high B values for 1 hour
images, but the correlations of the initial
ophthalmoscopic appearance with the later
imaging GLDes become looser, which results
in lower R-values. The data show a plausible
trend which is consistent with our statements.
Only lesions that allowed unequivocal
diameter assessment were included in the
analysis.
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Photocoagulation in Rabbits: Optical Coherence
Tomographic Lesion Classi“cation, Wound Healing
Reaction, and Retinal Temperatures
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Background and Objective: The rabbit is the most
common animal model to study retinal photocoagulation
lesions. We present a classi“cation of retinal lesions from
rabbits, that is based on optical coherence tomographic
(OCT) “ndings, temperature data, and OCT-follow-up data
over 3 months.
Materials and Methods: Four hundred eighty-six
photocoagulation lesions (modi“ed Zeiss Visulas
532nm CW laser, lesion diameter 133 mm, exposure
duration 200 milliseconds or variable, power variable)
were analyzed from six eyes of three chinchilla gray
rabbits. During the irradiation of each lesion, we used an
optoacoustics-based method to measure the retinal tem-
perature pro“le. Two hours, 1 week, 1 month, and 3 months
after the treatment, we obtained fundus color and OCT
(Spectralis* ) images of each lesion. We classi‘ed the
lesions according to their OCT morphology and correlated
the “ndings to ophthalmoscopic and OCT lesion diameters,
and temperatures.
Results: Besides an undetectable lesion class 0, we
discerned subthreshold lesions that were invisible on the
fundus but detectable in OCT (classes 1 and 2), very mild
lesions that were partly visible on the fundus (class 3), and
3 classes of suprathreshold lesions. OCT greatest linear
diameters (GLDs) were larger than ophthalmoscopic lesion
diameters, both increased for increasing classes, and GLDs
decreased over 3 months within each class. Mean peak end
temperatures for 200 milliseconds lesions ranged from
618C in class 2 to 808C in class 6.
Conclusion: The seven step rabbit lesion classi“er is
distinct from a previously p ublished human lesion
classi“er. Threshold lesions are generated at compara-
ble temperatures in rabbits and humans, while more
intense lesions are created at lower temperatures in
rabbits. The OCT lesion clas si“er could replace routine
histology in some studies, and the presented data may be
used to estimate lesion end temperatures from OCT
images. Lasers Surg. Med. 45:427...436, 2013.
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Key words: spectral domain; OCT; laser; laser photo-
coagulation; optoacoustics; real-time temperature mea-
surement; animal model; subthreshold

INTRODUCTION

Retinal laser photocoagulation was introduced in the
late 1940s [1] and has been modi“ed over time [2], but
remains the gold standard for the treatment of peripheral
retinal ischemic diseases, most prominently diabetic
retinopathy and ischemic retinal vein occlusion, and is
an adjunctive or second line therapy for diabetic macular
edema [3...5]. Much scienti“c effort has been undertaken in
the past 10...20 years to improve the treatment, and more
recent technical achievements include micropulse
treatment [6], even selective retinal pigment epithelial
(RPE) treatment [7], pattern application [8], fundus-image
correlated automatic laser navigation [9], and tempera-
ture-feedback automatic laser irradiation time control
[10,11].
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For many of these innovations, preclinical animal
studies have used the rabbit model. Rabbit eyes are of
comparable size as human eyes which facilitates the use of
patient laser contact lenses. Thirty to 40 years ago, several
experimental studies were conducted on primate eyes and
histologic studies on human enucleated eyes [12...18], but
more recent histologic analyses of laser photocoagulation
effects have mostly been conducted on rabbit materi-
al [7,10,12,16,19...22]. Rodents, in contrast, are frequently
used in the context of laser-induced choroidal neovascula-
rization, but seldom in the context of photocoagulation
treatment [23,24].

In spite of its commonness, the rabbit model has
important anatomical differences to human retina which
include the absence of a macula and the presence of a visual
streak in rabbits, a medullary ray (MR) that extends
horizontally from the optic disk, different retinal thick-
nesses, and reduced retinal vasculature [25]. The retinal
thickness in the commonly used area below the MR is 150...
180mm (1...6mm below the MR) (Koinzer et al., under
publication). Hence, researchers need to be aware of the
speci“c limitations of the rabbit model. In a previous
publication, we have demonstrated how human and rabbit
retina react differently to soft and moderate laser
photocoagulation [26]. At comparable lesion intensity, we
detected more pronounced retinal layer affection in patient
optical coherence tomographic (OCT) images compared to
rabbit OCT images in the acute phase. Moreover, we found
limited restoration of the inner retinal layers in patient
OCT images after 1 month, while these layers appeared to
recover very well in rabbit OCT images even in stronger
lesions. In the present study, we present a systematic
analysis of different intensity rabbit retinal photocoagula-
tion lesions that we observed in high-resolution OCT
images over 3 months. Furthermore, we give mean peak
end temperatures that occurred at the RPE level during
laser irradiation, and that allow to derive speci‘c
temperature endpoints for subthreshold and suprathres-
hold photocoagulation on rabbit retina.

In spite of the biological limitations of the rabbit model,
which we have recently investigated, there are good
reasons for its use. Porcine eyes, in contrast, are easy to
access for ex vivo investigations, but they differ from
human eyes as well, as by absence of a macula. For in vivo
experiments, rabbits are easy to handle, particularly in the
setting of physics laboratories. Their use is appropriate for
technical in vivo experiments, such as testing of device
functionality or safety. For these experiments, an OCT-
based photocoagulation lesion classi“er would be useful. If
biological questions are addressed, however, such as
wound healing or cytokine expression, researchers need
to be aware of the speci“c limitations of the rabbit model
(healthy retina) compared to (diseased) human eyes.

MATERIALS AND METHODS

Animal Photocoagulation Study

We performed photocoagulation on 6 eyes of 3 chinchilla
gray rabbits and applied 1,022 lesions. The breed was

chosen because of its large (eye) size and its particularly
homogenous fundus pigmentation. The animals were
treated under general and local anesthesia, with dilated
pupils. A modi“ed Mainster focal grid laser contact lens
was “tted onto the eye with methylcellulose gel (2%) and
mechanically “xed in its position. We performed photoco-
agulation with a modi“ed 532 nm continuous wave (CW)
laser system (VISULAS VITE, Carl Zeiss Meditec AG,
Jena, Germany). The irradiation diameter was 200 mm in
air and 133 mm on the fundus. Exposure times were
200 milliseconds or variable, automatically controlled as
described elsewhere [10,11]. For the automatically con-
trolled exposures, we used noninvasive real-time temper-
ature feedback to adjust irradiation times individually for
each lesion in order to achieve homogenous lesions,
independently of power, local optical transmission, and
local pigmentation.

The rabbits were maintained in animal units at the
University Medical Center of Schleswig-Holstein, and all
animal experiments were performed according to the
German law for protection of animals and approved by
the Ministry of Energy Transition, Agriculture, Environ-
ment and Rural Areas of Schleswig-Holstein, Kiel,
Germany (application no. V312-7234.121-11). All experi-
ments adhered to the ARVO Statement for the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Research.

Color Fundus Imaging and Retinal Lesion
Diameter Assessment

We obtained fundus color photographies of the rabbit
fundi 2hours after the treatment session, using a Zeiss
VISUCAM (Carl Zeiss Meditec AG). All study lesions were
individualized by mapping them on fundus images, and the
technical parameters power, exposure time, irradiation
diameter, and retinal peak end temperature recorded.
Figure 1 shows a representative panoramic fundus image
taken 2hours after the treatment. The “gure has been
digitally assembled from several single images using
Hugin software Version 2010.2.0 (www.hugin.source-
forge.net).

We assessed the area of each photocoagulation lesion
that we identi“ed on the 2-hour color fundus images and
calculated the corresponding circle diameter. Edematous
halos were excluded from the area measurements, because
such halos occur only in a small subset of lesions, are
strongly time dependent and do not have a clear histologi-
cal correlate. Ophthalmoscopic lesion diameters without
the halo have been found to be equal to histological lesion
diameter and are considered the most valid
measure [19,26].

The area of a study lesion was assessed manually by
three independent observers. They outlined every lesion,
measured the pixel size of the lesion, and calculated the
pixel and real diameters. The pixel-to-micrometer ratio
had been determined in preliminary experiments and was
9.5 0.7mm/pixel. If only one observer recognized a
particular lesion, it was evaluated as invisible (diameter
0), otherwise the mean diameter was considered to be the
real spot size. Comparing the three measurements, we
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Fig. 1. One representative rabbit fundus panorama, which was
digitally assembled from several photographies. Five columns on
the left were applied with 55 mW, the following “ve columns were
applied with 49mW, and the four columns on the right were
applied with 33 mW. Exposure times were 200 milliseconds in the
1st, 6th, and 11th columns and variable, automatically controlled
in the rest. The 13th and 14th columns were mostly subthreshold
treatments and are therefore barely visible or invisible in the
fundus image.

excluded out-of-range values, if the standard deviation was

>40mm and the median differed more than 15% from the

mean. We chose that method in order to rule out any

observer-dependency and bias in the assessment of faint
and/or poorly outlined fundus lesions.

OCT Analysis

Horizontal OCT image series were acquired 2 hours,
1 week, 1 and 3 months after the treatment. We scanned
the treated area in 30 nm steps using a spectral domain
OCT (HRA p OCT Spectralis * , Heidelberg Engineering,
Heidelberg, Germany). Every sectional image was ob-
tained by averaging of 20 B-scans to optimize image
quality. If a lesion could be identi“ed, as exemplarily
shown in Figure 2, we traced it through the consecutive
series of OCT images using the AutoRescan ™ function.
The time required for good quality imaging (fundus color
images and OCT) depended on the clarity of the media. It
could take as much as 2...3 hours in cases where dellen or
methylcellulose remnants blurred the image.

The greatest linear diameter (GLD) of a lesion was
measured the proprietary OCT software. Measurements
were carried out in the 1:1 mm depiction and the highest
magni“cation ( 8). We measured the GLD at the
photoreceptor inner segment-to-outer segment junction
line (IS...0S) or, if this measurement was not unequivocal,
at the retinal pigment epithelium (RPE) level. In order to

Fig. 2. Animage as generated by our spectral domain OCT device. The left shows an infrared image
(IR) of the fundus, with the medullary ray at the upper border. The right part of the “gure shows one
individual cross-sectional OCT image. Note that the scale of the cross-sectional image is four times
greater in vertical than in horizontal direction due to differential resolutions of the device (¢1:1
pixelZ mode), giving the image a distorted appearance compared to histology slides. A light gray box
in the left image shows the area which was covered by the OCT scans. It contains three columns of
photocoagulation lesions. The light gray horizontal arrow demarcates the position and direction of
the actual scan shown on the right, and three white arrows highlight three photocoagulation lesions
which are also visible in the cross-sectional image on the right and are highlighted by black arrows.
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measure the GLD of a lesion, each horizontal section of the
lesion was thoroughly scanned, and the widest diameter
passing through the lesion was measured as GLD.

All lesions that could be identi“ed in OCT images were
digitally cut out and assembled in composites of four
consecutive images (2 hours, 1 w eek, 1 month, and 3 months
post-treatment, see Fig. 3). If the RPE was not dissected
horizontally, we cropped images to align it. In the composites,
we looked for common att ributes of the lesions and arranged
them in subgroups with apparently increasing intensity.
This led to seven consecutive classes of OCT morphologies as
displayed in Figure 3. All lesion classi“cations were made
according to their appearance in the 2-hour OCT images.

Retinal Temperature Measurement

We measured the retinal temperature pro“le during
treatment laser irradiation in real-time and noninvasively
on the basis of optoacoustics. In short, we superimposed a
pulsed 523 nm laser (sprobe laser,Z 75-nanosecond pulses,
3...8MJ) collinearly and coaxially to the treatment irradia-
tion (treatment laser). The pulses were emitted at a
repetition rate of 1kHz and caused short, innocuous
temperature increments within the irradiated tissue
that induced short, reversible thermoelastic tissue ex-
pansions. The extent of these expansions depends on the
tissue temperature. Expansions cause pressure waves that
propagate through the eye, and these were detected by an
embedded transducer in the mainster contact lens. lIts
signals were digitally processed and allowed, under certain
preconditions, calculation of the spatial and temporal
retinal temperature pro“le during treatment irradiation.

Based on the heat diffusion theory, we adapted functions of
the expected temperature course to the optoacoustic raw data
in order to calculate temperatures. These functions compen-
sate for noise and artifacts (such as low frequency sinusoid
motion artifacts like on the gree n plotin Fig. 4). Furthermore,
they allow prospective calcu lation of end temperatures, if
interfering signals like microevaporation bubbles or values
outside the de“ned temp erature conversion range prevent
temperature calculation during the entire irradiation (as in
the blue plot from time point 101 milliseconds). All tempera-
ture values given in this study were calculated from “t
functions for the end of the irradiation time (temporal peak) in
the lesion center at the RPE le vel (spatial peak). Optoacoustic
measurements start 20 milliseconds prior to the treatment
irradiation in order to calibrate the signals to the actual
treatment site and to body temperatu re. The method has been
thoroughly described elsewhere [11,26,27].

Statistics

We used Fisheres exact test for the analysis of the two
categorical variables OCT lesion class and visibility. We
calculated corresponding P values on the basis of a Monte-
Carlo simulation for 10,000 samples. The in"uence of the
OCT class on lesion diameters in fundus images and OCT
GLDs was tested nonparametrically for each variable
separately in a Kruskal...Wallis test with a  post hoc
analysis.
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For the analysis of retinal temperatures on the subset of
200 milliseconds lesions, the in"uence of the OCT class was
tested by an ANOVA analysis with individual eye as an
additional random factor followed by a Scheff e post hoc
analysis.

All tests displayed were two sided. P values below 0.05
were considered statistically signi“cant. All statistical
analyses were carried out with SPSS software, Version 20.

RESULTS

OCT Morphological Lesion Classes

Of 1,022 study lesions applied, 625 were covered by the
OCT images, including 22 lesions that were invisible, class
0. Of the remaining 603 visible lesions, 464 “nished the
study with a complete dataset including color fundus
images after 2hours and OCT images at all four time
points. Their consecutive arrangement led to the identi“-
cation of six classes of detectable lesions with distinct
morphological properties. Each increasing class includes
the characteristics of the previous. A complete data and
image set for a representative lesion of each class is shown
in Figure 3a, and a layer and abbreviation legend is
displayed in Figure 3b. The retina consists, from inner to
outer retina, of the following layers as displayed by OCT:
Ganglion cell and nerve “ber layer (GL), inner plexiform
layer (IPL), inner nuclear layer (INL), outer plexiform
layer (OPL), outer nuclear layer (ONL), then photorecep-
tor segments, and “nally as one line the outermost
photoreceptor outer segment tips, RPE and Bruches
membrane (BM). Beyond this line follows the choroid.
Photoreceptor segments are delineated from the ONL by
the external limiting membrane (ELM) and divided by the
photoreceptor IS...OS junction line into photoreceptor inner
segments (IS) and photoreceptor outer segments (OS).

The OCT-based morphological lesion classes showed the
following characteristics:

Class 0: Lesion never became detectable in OCT images
(not shown).

Class 1: Thickening of the IS...OS junction line, and
slight darkening of the ONL. These lesions may be
easily missed in OCT images.

Class 2: Dark column throughout the OS, IS, and ONL
layers, wider than in a class 1 lesion. The ELM
remains "at.

Class 3: Thinning of the RPE. Upward protrusion of IS...
OS junction line and ELM, but preserved layer
continuity. Darkening includes partial thickness of
the IPL but is discontinuous and spares the OPL and
the INL.

Class 4: RPE is detached from BM and protrudes
upward, while the space in between remains dark.
Dark PS...OS tips, IS...0S junction line and ELM are
interrupted and bent upward at the lesion border.
PS...OS tips and IS...OS junction lines merge at the
lesion border. IPL darkening increases compared to
class 3.
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Fig. 3. a: Characteristic lesion appearance of each lesion class as determined in this study for
rabbits. All lesions were irradiated with a diameter of 133 mm on the fundus. Lesions displayed for
classes 3...6 were irradiated for 200 milliseconds. As lesion classes 1 and 2 were not reliably achieved
at 200 milliseconds, lesions with shorter irradiation times are shown instead. lllustrations of the
typical appearance of each class in the 2-hour OCT images are shown on top of the columns, and
below representative OCT images taken 2hours, 1 week, 1 month, and 3 months after the
treatment. All images in a column show the same fundus lesion during follow-up. Below the OCT
images, the parameters power, exposure time, peak temperature, and the diameter as measured on
the 2-hour fundus color image are given (0 value indicates that the lesion was invisible in the fundus
image). In the very bottom line, the GLDs that were measured in the above OCT images at all four
timepoints are given. The retinal layer legend and layer abbreviations are explained in (b) below.
b: Retinal layer legend, showing aligned retinal images from rabbits in histology (left), spectral
domain OCT (middle), and a schematic drawing as used in (a) (right). GL, ganglion cell and nerve
“ber layer; IPL, inner plexiform layer; INL, inner nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; ONL,
outer nuclear layer (photoreceptor nuclei); ELM, external limiting membrane; PS, photoreceptor
segments; RPE/BM, retinal pigment epithelium and Bruches membrane; CHO, choroid. The PS form
awide gray band in between the ELM and the RPE in OCT images that is divided by a dark line, the
inner segment...outer segment junction line (IS...0OS). Histologically, the IS are denser than the OS
and are rich in mitochondria, while the OS contain the membrane disks. The IS...OSjunctionlineis a
speci“c phenomenon in OCT without a clear histological correlate. The outermost OS, RPE, and BM
form one dark band in OCT and may not be distinguished unless they are detached.
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Fig. 4. Optoacoustic temperature data of lesions that are
displayed in Figure 3a. Thin lines represent optoacoustic raw
data and thick lines best-adapted functions of the expected
temperature rise according to the heat diffusion theory. Temper-
atures are calculated from these functions for the spatial peak,
that is, the lesion center at the RPE level, and for the temporal
peak, thatis, atthe end of theirradiation (  Tgng). P, treatment laser
power. The raw data in the blue plot reach optoacoustic values that
are outside the de“ned range of the temperature conversion
function after 101 milliseconds. Therefore, the “t function is based
on the measurements over 100 milliseconds.

Class 5: Perilesional neurosensory detachment which
protrudes the entire retina upward. Facultative
discoloration of the GL.

Class 6: Additional bright spot in the dark central
column at the level of the PS. Facultative full
thickness darkening including OPL and INL.

Notably, the class 1 and 2 lesion examples were achieved
at similar end temperatures, but were irradiated for
different durations, which accounts for different intensi-
ties. These lesions were ophthalmoscopically invisible
(subthreshold), but yet effective as proven by the OCT
images. Increasing lesion classes have increasing fundus
diameters and are produced by increasing peak retinal
temperatures but not by increasing powers (due to
transmission and pigmentation variation). GLDs are
greater than ophthalmoscopic diameters. GLDs decrease
over time, but GLDs at any particular timepoint are
greater for greater lesion classes. These “ndings will be
statistically substantiated below.

Evaluation of Morphological Lesion Properties

Figure 5 displays the percentage of lesions in each class
that were visible on the color fundus images. Visibility
rateswere 17%inclass 1, 56% in class 2, 89% in class 3, and
from class 4 and higher, virtually all lesions (95...98%) were
visible. The differences were statistically signi“cant
(P < 0.001). Visibility rates con“rm the consecutive order
of the lower morphological classes. As visibility increases
over the “rst hours after the treatment, immediate
visibility must be expected to have been lower than the
percentages depicted. Consequently, lesion classes 1 and 2

Fig. 5. Proportion of lesions in each OCT class that were visible in
the fundus image taken 2 hours after the treatment.

are probably ophthalmoscopically invisible during the
treatment (subthreshold), class 3 is uncertain and classes
4...6 are most likely visible. By de“nition, all lesions
classi“ed class 1 or higher were visible in OCT images.
The ophthalmoscopic lesion diameters and the OCT
GLDs for all lesion classes are displayed in Figure 6, and
the corresponding numerical data set (median and
interquartile ranges [IQR]) is given in Table 1. Median

Fig. 6. Box...whisker plots of ophthalmoscopical lesion diameters
(light gray) and OCT GLDs (dark gray) 2hours after the
treatment. A horizontal line depicts the irradiated fundus
diameter of 133 mm. Only lesions with a complete data set (2-
hour color fundus images and all four consecutive OCT images)
were included in the evaluations of Figures 6 and 7. The
corresponding numerical data are displayed in Table 1.
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Fig. 7. Box...whisker plots of OCT GLDs over 3 months according
to morphological classes. A horizontal line depicts the irradiated
fundus diameter of 133 mm. The corresponding numerical data are
displayed in Table 1.

ophthalmoscopic diameters were 0 nm in classes 0 and 1,
and increased for every lesion class from 86 mmiinclass 2to
196 mm in class 6. Median OCT GLDs were larger than
median funduscopic diameters, beginning from 0 by
de“nition in class 0, and increasing from 148 mm in class
1 up to 426 mm in class 6. The increasing diameter values
con“rm the order of the OCT classes. The in"uence of the
OCT class on both the ophthalmoscopical diameter and the
OCT GLD was signi“‘cant ( P< 0.001). The post hoc
analysis for both showed no signi“cant difference between
subgroups 0 versus 1, 0 versus 2, 1 versus 2, 4 versus 5, and
5 versus 6, while all other subgroup pairs differed
signi“cantly.

The median ophthalmoscopical diameter of class 1
lesions was Onm, which indicates ophthalmoscopical

invisibility, while the median OCT GLD was 148  nmm and
nearly equals the irradiated diameter, which proves that
these lesions have a reliable biological effect (truly
«subthresholdZ lesions). An ophthalmoscopic lesion diame-
ter in the order of the irradiated diameter, as measured for
class 3 lesions, corresponds to lesions slightly above the
ophthalmoscopic visibility threshold [10,28].

The development of OCT GLDs over 3 months is given
numerically in Table 1 and shown graphically in Figure 7
for each lesion class. At every time point, OCT GLDs
increase with the class. Within every class, OCT GLDs
shrink over time.

Temperature Evaluation

The biological effect of a laser lesion depends on the
extent of a temperature increase and on the duration of
tissue exposure to this temperature increase. This correla-
tion is described by the Arrhenius theory [29]. Conse-
quently, direct temperature comparison is only feasible for
lesions that have been equally long exposed. We performed
a temperature analysis on the subset of 200 milliseconds
lesions (n ¥150), where class 1 was not achieved and class
2 only in two cases. As displayed in Figure 8, mean peak
end temperatures were 61 8C in class 2, 628C in class 3,
658C in class 4, 718C in class 5, and 80 8C in class 6 lesions.
An ANOVA analysis with temperature as dependent
variable and OCT class and individual rabbit eye as
factors showed that both, eye and OCT class, have a
signi“cant impact on the temperature value (both
P < 0.001), and that there is no signi“cant interaction
between eye and OCT class (P ¥40.49).

DISCUSSION

This study suggests a sevenfold morphological classi“er
for photocoagulation lesions in rabbit eyes. The classi‘er is
based on OCT “ndings from 6 eyes of 3 rabbits that were
treated with 1,022 photocoagulation lesions of 133 mm
irradiation diameter and variable power and exposure
time. For 464 visible and 22 invisible lesions (486 total), we
obtained a compete dataset including 2-hour fundus color

TABLE 1. Wound Healing of Different Intensity Photocoagulation Lesion in OCT

143)
182)
214)

.278)

GLD
Ophthal diam
OCT class n 2hours (mm) 2hours (mm) 1week (nm) 1 month ( mm) 3 months (mm)
1 27 0 (0) 148 (129...189) 131 (116...168) 118 (101...134) 102 (90...116)
2 64 86 (0...112) 193 (164...219) 174 (144...204) 151 (121...180) 127 (102...
3 110 120 (102...151) 239 (203...273) 218 (191...243) 183 (159...207) 157 (131...
4 145 163 (138...194) 279 (249...316) 251 (228...289) 224 (198...256) 190 (164...
5 77 178 (155...210) 320 (264...413) 302 (244...376) 262 (218...322) 214 (197..
6 41 196 (163...241) 426 (273...486) 366 (252...431) 314 (227...359) 278 (209..

Ophthalmoscopical diameters after 2 hours and OCT GLDs at all four timepoints for all OCT classes. The same data are displayed
graphically in Figures 6 and 7. The table shows median and interquartile range (IQR) values. Only lesions with a complete data set (2-
hour color fundus images and all four consecutive OCT images) were included in the evaluation. Consequently, class O lesions were
excluded from this evaluation (median fundus image diameter ~ %0, median GLD %40 at all examinations). GLDs remain larger than the

initial ophthalmoscopical defect throughout the observed period.

.314)
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Fig. 8. Mean temperatures for each lesion class, only 200 milli-
seconds lesion...subgroup  ¥2150). Class 1 was not achieved with
200 milliseconds exposures, and class 2 only in two cases. For the
other classes, mean peak end temperatures and 95% con“dence
intervals for the mean are shown graphically and mean temper-
atures also numerically ( 8C).

images and 4 OCT images after 2 hours, 1 week, 1 month,
and 3 months. Quantitative analyses of ophthalmoscopic
lesion diameters and OCT GLDs con“rmed the order and
validity of the morphological lesion classes. For the
subgroup of 200 milliseconds exposures that were visible
in OCT images (n%150), we present mean peak end
temperatures, that occurred at the end of the irradiation at
the RPE level and ranged from 61 8C for class 2 to 808C for
class 6.

Retinal laser photocoagulation has recently aimed at
decreasing lesion intensities [2], which may be ophthal-
moscopically invisible [30,31] and where the physician
lacks an adequate feedback to properly adjust laser power.
For this reason, an objective OCT-based classi“cation
particularly of soft photocoagulation lesions would be
helpful, since it allows an objective description of such
lesions [32,33]. Itis, however, limited to a lesion judgment
after treatment and would require a slit-lamp adapted
OCT for laser power control during treatment. The
presented OCT lesion classi“er is very sensitive and can
detect lesions that do not even become visible on the fundus
after 2hours (class 1), but also differentiates very “ne
grades beyond these completely subthreshold lesions
(classes 2 and 3). Classes 4...6 are more intense lesions
like they might be used in routine photocoagulation. The
OCT classi“er allows to identify subgroups among these
suprathreshold lesions that are not distinguishable from
ophthalmoscopy alone.

We have previously developed a human OCT lesion
classi“er, which also discerns seven classes [33]. It shares a
few characteristics with the rabbit classi“er we present
here, such as a bright spot in the lesion center in class 6 or
initial signs of damage in the ONL in rabbit class 1 or
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human class 2, respectively. The latter “nding differs from
histological “ndings, where the “rst layer to be coagulated

is the PS layer, as has been analyzed in detail
elsewhere [26]. Exsudative neurosensory detachment,
which occurs frequently around intense retinal lesions in
rabbits (classes 5 and 6), is not or very rarely observed in
patient OCT images. In contrast, patients, but not rabbits,
showed narrow annular RPE detachments at the lesion
border. Lesions that were only visible in OCT images after
1 week, but not shortly after the treatment, occurred
exclusively in patients. Hence, rabbit lesion classes 0...6
may be related to patient classes 0...6, but do have different
OCT appearances. Itis uncertain, if the classes correspond
biologically.

The mean peak temperature of OCT class 2 rabbit
lesions (d %133 mm, irradiated for t %200 milliseconds at
| ¥4532nm) was 618C in this study, which agrees to a
previously published value of 61 8C for human class 2
lesions (d %100 mm, irradiated for t %2100 milliseconds at
| %4532 nm) [28]. As expected, these values are slightly
higher than RPE viability thresholds that have been
determined by others, such as 53 8 in cell cultures
(irradiated for  t%100...1,000 milliseconds at | %514
nm) [33], and 53 8C for rabbit lesions ( d %50 nm, irradiated
for t¥200milliseconds at | %532nm) [34]. Sramek
et al. [34] have also determined the retinal rupture
threshold temperature to be 180 8C. It is speci“c to our
study that we measured temperature values for retinal
lesion gradations in between the extreme values of RPE
viability and retinal rupture thresholds. Obviously, the
most relevant temperature window where photocoagula-
tion lesions are generated is between 53 8C and 90...10@C.
In our previous patient study, temperatures of intense
lesion classes 5 and 6 were beyond 958C [28]. The mean
peak temperature measured for rabbit class 6 lesions was
818C, which is decidedly lower than the human value. This
is plausible, as rabbit retina, which is 150...180 mm thick in
the treated area, is thinner than patient retina, which
measures 250...300mm in the macula. Thinner rabbit
retina should be fully coagulated at lower RPE temper-
atures, which is con‘rmed by our measurements and
agrees with the clinical experience, that rabbit retina is
coagulated at lower laser power settings than human
retina.

In the past, histology has been the benchmark to
evaluate tissue effects, such as photocoagulative damage.
When comparing OCT images to histology, speci‘c
artifacts of both must be considered. Histological process-
ing induces considerable tissue distortion of 17% lateral
elongation (and/or stretching) and 33% axial shrinkage
(and/or compression) according to our workup protocol
(Koinzer et al., under publication). OCT displays lesion
diameters almost 50% wider than calibrated histological
measurements [26]. Consequently, the pathological condi-
tion of interest requires characterization for each analysis
method separately, as we present here for rabbit photoco-
agulation lesions in OCT. OCT is in many ways advanta-
geous, as it allows longitudinal studies of the same lesion,
is nondestructive and easily available in great numbers. It
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may help to spare animal lives. OCT images are available
from patients as well, but animal experiments remain a
precondition for patient use of novel photocoagulators, and
an OCT-based lesion classi“er may be useful in such
studies.

The "uorescein angiography (FLA) threshold has been
considered the most sensitive clinical measure for photo-
coagulative RPE damage. In the present study, we did not
perform FLA. After the extended OCT sessions following
photocoagulation treatment (4 hours total), the media
were too opaque to record useful FLA images. We assume
that the FLA threshold might be close to the threshold of
our class 1 lesions.

In summary, we present a simple classi“er of mild and
moderate photocoagulation lesions in rabbit retina, that is
based on readily available OCT images acquired shortly
after the treatment, and that has been validated by
increasing ophthalmoscopical diameters, increasing OCT
GLDs and consistent OCT-development during wound
healing. Moreover, we provide temperature values ac-
cording to the OCT classes of 200 milliseconds lesions,
which would allow other scientists to estimate temper-
atures based on their own OCT images. Hence, the
presented OCT lesion classi“er may be useful to evaluate
subthreshold rabbit photocoagulation lesions, to calibrate
temperature-based laser dose control and to spare animal
lives.
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Abstract surements were performed at 15 anatomically defined sites in
BackgroundThe extent of retinal tissue deformation by his-these eyes, and related to anatomically matched OCT thick-
tological processing needs to be separately measured for evagss measurements of six different rabbit eyes.

workup protocol. This work presents a simple approach for itResultsWe found that the ratio of histological over photo-
quantitative assessment, and shows lateral and axial scalg@phic lesion distances was 1.17 (95 % CI 11122), indi-
factors for a common protocol. We calibrated histologicatating 17 % lateral retinal stretching or expansion by the
measurements by in-vivo photographic and optical coherenpeocessing. Thickness measurements in histology were
tomographic (OCT) measurements, using retinal photocoa§5.6 % of the in-vivo thickness as measured in OCT, indicat-
ulation lesions as calibration markers. ing 1/3 axial tissue compression or shrinkage.

MethodsWe evaluated four rabbit eyes that were examine@onclusionsWe provide an analysis of retinal tissue defor-
histologically after fixation in Marge solution (1 % parafor- mation after fixation in Marge solution and paraffin embed-
maldehyde:1.25 % glutaraldehyde), isopropanol dehydratioding. In spite of protocol optimization for reduced tissue
paraffin embedding and hematoxylin and eosin staining. Digteformation, the workup caused 1/3 axial compression/
tances between 51 pairs of laser lesions were comparedshrinkage and 17 % lateral elongation, which was unexpected.
photographs and on histological slides. Retinal thickness me@/e show a simple way how to calibrate retina specimens by
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fundus photography and OCT, two methods that are readilyistological processing, the other one including six eyes of
available to most ophthalmologists. Our findings underlinghree rabbits that were examined by OCT. Fundus photogra-
the necessity to calibrate specimens prior to morphometry. phies and histological images originated from identical ani-

mals, while thickness calibration was done by statistical cor-

Keywords Morphometry- Histology - Deformation: relation of anatomically matched OCT and histological mea-
Artifact - OCT - Optical coherence tomographiRetina- surements from different animals.
Rabbit

Animal treatment
Introduction We placed grids of 15B00 moderate laser burns on the

] _ o ) retinas of chinchilla grey rabbits by conventional retinal pho-
Tissue samples are subject to significant deformation throug@coagulation, producing grey to white funduscopic lesions

histological processing, which may introduce measuremefitig. 1). The animals were treated under general and local
errors of up to 300 % if the specimens are not properlynesthesia, with dilated pupils. Laser irradiation was delivered
calibrated ]. In the case of larger specimens, calibration isthrough a modified Mainster focal grid laser contact lens
feasible to macroscopic measurements before processifhich had been fitted onto the eye with methylcellulose gel
Very thin and fragile tissues such as retina, however, are N@ 9). We performed photocoagulation with a slightly modi-
eligible for macroscopic measurements. The globe shape @f4 532 nm continuous wave laser system (VISULAS VITE,
the eye enhances the difficulties in such measurements. Cesy| zeiss Meditec AG, Jena, Germany). The irradiation di-
sequently, calibration by in-situ measurements would be agdineter was 133m on the fundus. Powersand the resulting
vantageous. We used fundus color photography for lateral afgkion intensities were variable, and exposure times were
optical coherence tomography (OCT) for axial calibration 0boo ms, or automatically controlled as published elsewhere
histological sections. [4, 5.

The retina is approximately 200m thick, depending on  The rapbits were maintained in animal units at the Univer-
the species and the anatomical origin (Koinzer et al., in Presfty Medical Center of Schleswigolstein, and all animal
in Acta Ophthalmologica). It contains primarily neuronalgyperiments have been carried out according to the German
tissue. Under in-vivo conditions, three forcessmotic pres- |ayy for protection of animals and approved by the Ministry of
sure, active fluid shift through the underlying retinal pigmen‘;rlergy Transition, Agriculture, the Environment, and Rural

epithelium (RPE), and hydrostatic pressukeep it attached - areas of SchleswigHolstein, Kiel, Germany (application no.
[2]. Post mortem, the bulk of these forces, which depend on

active metabolic processes, breaks down, which puts the retina
at a high risk of detachment and destruction during the histo-
logical processing. Margo and Lee have systematically exam-
ined corneal clarity, tissue deformation, retinal attachment,
and tissue preservation after whole-eye fixation through dif-
ferent fixatives, and suggested a mixture of 1 % of phosphate-
buffered formaldehyde and 1.25 % glutaraldehyde (Margo
solution) B]. To date, this fixative is widely used in ophthal-
mic pathology in cases where tissue samples are too large for
plastic embedding.

In this rabbit study, we applied in-vivo color fundus pho-
tography for length calibration and optical coherence tomog-

. : . . ig. 1 Panoramic view of a rabbit fundus. Single photographs were
raphy (OCT) for thickness calibration of our specimens aft Jigitally assembled by Hugin-software, ver. Z%lOPM\Q?hL?gin.

they had been fixated in Margosolution and processed for goyrceforge.nptAt the upper edge, the optic papilla (middle), the big
histology. Moderately intense laser lesions served as langktinal vessels, and the medullary ray are displayed. The visual streak is

marks on the retina that could be localized in-vivo and irfocated underneath the papilla and medullary ray. The natural appearance

specimens as well, but did not attach the retina. of a rabbit fundus is reddish to brown, depending on the pigment density
in the underlying retinal pigment epithelium and choroid. Grey to white

round spots with variable diameters are photocoagulation burns of
variable intensitiesyellow linesshow the rectangular pattern that we
Material and methods used for standardization of thickness measurement location. The
horizontal linesrun parallel to the medullary ray, and 1 mm, 3 mm, and
. . . 6 mm below it, and theertical linesrun through the optic papilla, the
Our study had two independent arms, one including four €y$ds of the medullary ray and halfway in between. We measured the
of two rabbits that underwé fundus photography and retinal thickness at the intersections of these lime4.) in each eye
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V312-7234.121-11). The experiments followed ¢Reinci-

ples of laboratory animal catéNIH publication No. 8523,
revised 1985), the OPRR Public Health Service Policy on the
Humane Care and Use of Laboratory Animals (revised 1986),
and the U.S. Animal Welfare Act, as amended.

Histological processing

Six hundred and forty-five photocoagulation lesions were

applied to four eyes of two rabbits that underwent histological

examination. Fundus photographies were recorded 1 h after

each photocoagulation treatment with a Zeiss VISUCAM

(Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Germany). After enucleation,

we fixated the eyes in Marepsolution for 2 h, removed the

anterior segments, and continued fixation in Meggolution

for 1. 2 days at room temperature. The area of interest was dug- 2 lllustration of photographic image calibration. Schematic drawing

out of a retinachoroid sclera preparation, marked with color, on the left, photographic image on the right. We applied five laser lesions

dehvd dini L. | . in a cross-pattern, with each lesion having a diameter of 888n the
ehydrated In increasing isopropanol concentrations at roofihqys. we used center-to-center distances for length measurements,

temperature (3% 70 % for 24 h, 1x80 % for 8 h, 1x90 % ovebecause the outline of a lesion is not sharply displayigtt], and

night, 3x100 % for 8 h), infiltrated and embedded in paraffirbecause the size of the retinal whitening depends on the burn intensity.
at its melting temperature of 56 °C (1 : 1 isopropanol:paraffili Z%Erg:S(;E?:gsrfpo?é'eistg”ji;?::'é:t‘;? g&g'ﬁigi‘ﬁg’ighom calibration by
mixture for 90 min, 3x100 % paraffin for 24 h, then blocked

n parafﬂn and COOI?d)' Then we C.Ut the cooled blo@<°(C) measured center-to-center distances. These were correlated to
slowly into 5 m slices at 50 m distances and stained the . ) . .

: . . ) the distances of the same lesion pairs on photographic fundus
sections with hematoxylin and eosin. Stronger photocoaguli';\ma es
tion lesions, color marks, the optic nerve, and the spatial ges. . . . . .

. ) . . . .. Atotal of 51 lesion pairs were identified and measured in
relation of lesions were used to identify laser lesions within . . : )

: _histological sections and on fundus images as well. They were
the specimens and correlate them to fundus photographl%‘(,g,l.(en from all four rabbit eyes (see Tabje
We localized 508 of 645 lesions in histological sections. y
One hundred and thirty-seven lesions could not be localized
because the irradiation power had been too low, becau&etinal thickness calibration

lesions had healed or because of tissue destruction during the

processing. The retinal thickness varies according to its anatomical loca-
tion. In the rabbit eye, the optic nerve enters the eye above the
Fundus image calibration optical center. To the left and right of the optic papilla, a

horizontally extended area of myelinated nerve fibres called
In order to assess the scale of digital fundus photographies, waedullary ray appears white in the fundus image (Fijy.
had applied calibration lesions with an irradiated fundus diHere, the nerve fibre layer of the inner retina is particularly
ameter of 333 m in preliminary experiments on nine rabbits. thick. Below the medullary ray lies an area of maximal retinal
The lesions had been applied adjacent to each other, prodsensitivity which is calleevisual streak and where the retina
ing center-to-center distances that lay 1 lesion diameter apart.

Five lesions were applied in a cross-pattern as shown i,Fig.T ble 1 Dist io of identical | esi s in histoloical lid
. . . . . aple IStance ratio of iaentical laser lesion pairs In nistological slides
allowing to measure the distance of 2 lesion diametexs in and fundus photographies (mean * standard deviation). Data are

andy-direction each. We found a pixel-to-micrometer ratio ofjisplayed for each of the four study eyes separately. Below, the values
9.5+0.7 m/pixel, equally on horizontal and vertical scalesfor all four eyes and the 95 % confidence interval (Cl) are given
and comparable scalings, independently of the animal used.

Rabbit no. Eye Ratio histology/photo (mean+SD) N
Retinal length calibration 1 1 1.18+0.07 13
2 1.16+0.19 16
Lesion diameters could not be used for measurement calibra- 1 1.17+0.16 14
tion, because lesions are not sharply displayed. To calibrate 2 1.17+0.22 8

retinal length deformation, we identified pairs of photocoag- All 1.17+0.16 (95 % CI : 1.131.22) 51
ulation lesions that were visible in one histological section and
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is thickened. Aside from the visual streak, retinal thicknessf the rectangular pattern as indicated in BigThe retinal
decreases with increasing eccentricity, i.e., increasing distarntbéckness was measured with the proprietary software of the
from the optic papillag]. OCT machine. We used sectional images that were displayed

As laser-treated retina deforms differently than healthinthe 1:1 m mode and magnified 8-fold for the measurement.
retina (Koinzer at al., in press in Acta Ophthalmologica), we In histological specimens, the optic papilla/optic nerve and
chose spots of healthy retina for thickness measurements.dnd of the medullary ray were used to find the horizontal
order to compensate for anatomical thickness variations, vpesitions for thickness measurements, i.e., the correct slides
measured thicknesses at the corners of a standardized rectam consecutive series. The distances of 1, 3, and 6 mm below
gular pattern on the fundus as shown in Figand3. The the medullary ray were measured in the specimens, and the
rectangles were separated by vertical lines through the optietinal thickness determined from the innermost ganglion
papilla, the left and right end of the medullary ray, and halfwajayer to the outermost retinal pigment epithelium (RPE) layer.
between these lines. Horizontal borders of the rectangles ran
parallel to the medullary ray at 1 mm, 3 mm, and 6 mm distancstatistical analyses
below it.

Figure3 shows a representative OCT image that we used/e calculated means, standard deviations, and the 95 % con-
for in-vivo thickness measurements. We applied a spectrédidence interval of the mean of the histological/photographic
domain OCT (HRA + OCT Spectralis®, Heidelberg Engineerdistance ratios. The influence of the individual eye on this
ing, Heidelberg, Germany) and scanned the area of interestatio was analysed by a one-way ANOVA.

30- m steps. Every sectional image was obtained by averag- For the analysis of retinal thickness, the influence of loca-
ing of 20 sweeps to optimize image quality. Along with thetion (lateral and vertical eccentricity) was tested by an ANOVA
OCT sectional images, the OCT machine records a calibratadalysis with eye as an additional random factor, followed by a
infrared (IR) image of the ocular fundus that serves as 8cheffé post-hoc analysis. An ANOVA for repeated measure-
locator. We used the IR image to find and mark the cornersients was applied to test for the measurement method (OCT

Fig. 3 Animage generated by our spectral-domain OCT devicdefthe lesions. The lower right lesion in the IR image is the same as that
shows an infrared image (IR) of the fundus, with the optic papilla in thelisplayed in the sectiolVhite annotationndicate how retina thickness
upper right cornerand the right part of the medullary ray and the largemeasurements were performed. In the IR image, two horizontal positions
vessels at thapper left border Theright part of the figureshows one  of measurement are visible (optic papilla and halfway of papilla to right
individual sectional OCT image. Note that the scale of the sectional imagad of medullary ray)White linesshow how the locations for retinal

is 4 times greater in vertical than in horizontal direction due to differentigthickness measurements were found below these two horizontal positions
resolutions of the device:1 pixeZmode), giving the image a distorted at 1, 3, and 6 mm distances from the medullary ray. In the sectional image,
appearance compared to histology slidedight gray boxin the left  the choroid, retina, and retinal pigment epithelium (RPE) are labelled.
image shows the area which was covered by the OCT scandigiithe The RPE is the outermost cellular layer of the retingerical white line

gray arrow at the lower border demarcates the position and direction ashows the distance we assessed as retinal thickness, including the gangli-
the actual scan shown on the right, andsimall number in the very left on cell and nerve fibre layers as inner limit and the RPE as outer limit.
upper cornerindicates that this is section no. 3 in a series of 241. WeEven though the IR image appears a little blurred, distances in OCT
scanned the area at 3th stepsBlack circlesindicate some of the laser sections are clearly recognizable
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vs histology; between subjects factor) as well as location (twoomprising three eyes with histological measurements
within subjects factors) with and without interaction. (Fig. 4), the other one all six eyes with OCT measurements.
P-values below 0.05 were considered statistically signifiThe remaining eye Histo12) was not statistically attributable
cant. All statistical analyses were carried out with SPSS sotis either group.
ware, version 20. The influence of lateral eccentricity on retinal thickness
measurements (optic papilla, halfway to end of medullary ray,
and end of medullary ray) was significant neither in OCT
(p=0.38) nor in histology=0.94), nor in the overall evalu-
ation =0.86, Fig.58). The influence of vertical eccentricity
was significant in OCTH<0.001), in histological measure-
ments p=0.01), and in the overall evaluatiop<0.001,
The ratio of histological lesion pair distances over photo'—:'g' 5b). The Scheffé post-hoc analysis showed that the sub-
roups 1 and 3 mm below the medullary ray were homoge-

graphical lesion pair distances of identical pairs is given i

Table1 for each rabbit eye separately and for all eyes. Thaous: but the measurements 6 mm below the medullary ray

. were significantly different from the other groups0.001).
length ratios showed good accordance between the eyes, anc{n the multiple analysis with both lateral and vertical

were not significantly differenpE0.99). The overall mean . . . . o
eccentricity as influence variables, only vertical eccentricity

ratio was 1.17 (range 0.81.55), with a 95 % confidence o . )
interval of 1.131.22. Obviously, the retina was stretched or(p<0'001) showed a significant effect on the retinal thickness.

expanded laterally by about 17 % on histological slides.

Results

Length deformation in histological slides (Tah)e

Comparison of retinal thickness in OCT images
Influence of individual eye and anatomical location on retinaand histological slides
thickness (Figs4 and5)

An ANOVA analysis with repeated measurements showed
The influence of the eye side (right vs left) on the retinathat the retinal thicknesses differed highly significantly in
thickness was neither significant in OCF=0.56) nor in OCT images (mean=SD, 160.7+13.8) and in histology
histology ©=0.27). The retinal thickness was significantly(105.4+17.3 m, p<0.001). The ratio of mean values was
different in different eye(0.001). Two homogenous sub- 105.4 / 160.7=65.6 %, indicating retinal shrinkage by 1/3 by
groups were differentiated by the Scheffé analysis, onthe histological processing. No significant interaction between

Fig. 4 Box plots of retinal
thickness measurements in all ten
rabbit eyes of the study
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Fig. 5 aandb: Influence of
anatomical location on the retinal
thickness measurement in OCT
imagesa Mean values of retinal
thickness measurements at
different lateral eccentricities
(optic papilla plack], end of
medullary rayljght grey], middle
in between bothifitermediate
grey]). b Mean values of retinal
thickness measurements at
different vertical eccentricities
(2 mm plack], 3 mm
[intermediate grelyor 6 mm

[light grey] below the medullary
ray).ON: optic nerve

vertical eccentricity and the method of measurement wd3iscussion

found.
A digital photographic simulation of the retinal tissue dedn this study, we investigated retinal tissue deformation after a
formation is shown in Figs. common histological workup protocol that uses Masgo
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If thin, layered structures are to be calibrated, OCT is a useful
tool, which is also applicable and commercially available for
ex-vivo microscopyl6, 17], and which is increasingly applied

in other medical specializations than ophthalmology such as
dermatology 18], cardiology [L9], and others.

Retinal OCT-to-histological layer analyses have been done
on plastic embedded sections by Knott et2(],[where the
retinal thickness was merely the same in OCT and histology.
In that study on murine eyes, the optic nerve width was used to
calibrate OCT images according to histological measure-

Fig. 6 Dimensions of a piece of retina prior to and after histologicalments, which might be an explanation for the high agreement
processing are digitally simulated, with original dimensions being simuyf hoth measurements. Another study compared retinal thick-

lated in thetop left imageand histological dimensions in thever right . . . .
image By histological processing according to the protocol we used,thgeSses in primate eyes after plastic embedding, and found

retina shrinks or is compressed axially by about 1/3 and expands or@&out 1/3 axial shrinkage, which agrees with our findings
stretched laterally by about 17 % from paraffin histologyZ1]. A recent study by Curcio et al.

compared retinal OCT and histology of the human macula
[22]. They used a modified workup protocol for electron

solution as fixative for paraffin embedding. In-vivo OCT microscopy, which led to a retinal thickness reduction as well.
images served as retinal thickness reference. Thickness calire authors calculated a median tissue volume decrease of
bration was performed on 15 measurements each from fous.5 % overall, and of 29 % in the fovea, through the pro-
eyes for histology (60 measurements), and from six eyes foessing. Others found volume changes by as much .as 40
OCT (90 measurements). For retinal length correction, wWe0 % through the processingl] 23).
used top view photographs of the tissue that we calibrated In contrast to the cited studies, we calibrated specimens for
in relation to laser lesions of defined center-to-center-disateral deformation as well. It has been shown before that axial
tances. We measured and correlated 51 distances of lased lateral deformation do not necessarily correl2dg |
lesion pairs in photographies and on histological slides. Ouwjsing photocoagulation lesions, we found 17 % lateral elon-
analysis revealed about 17 % lateral expansion or stretchinggption of the retina. It is unlikely that the laser lesions them-
the retina and about 1/3 vertical shrinkage or compressioselves influenced this value significantly. Strong lesions may
respectively. induce fibrous scars that span Brscmembrane. In these

The retina is dominated by neuronal tissue, and containgses, photocoagulation attaches the retina to the underlying
about 84 % water7] and little collagen. Due to its high tissue {retinopexy). In lesions where Brueti membrane
protein content, it is better fixated with glutaraldehyde thamemains intact, such as those applied in our study, however,
formalin. The underlying choroid is dominated by vasculathe retina will rather split or detach completely and move
tissue, while the sclera is dominated by collagen fibres.(50sideways, as may be observed in many histological images
75 %) and contains about 68 % watg}: [t is reasonable to from photocoagulation lesiong, [1L0)].
assume that the underlying tissues react to processingTissue deformation occurs during fixatign collagen
chemicals differently than retina. This implicates that a retindibres swell in low formaldehyde concentratignsand de-
pathology may be located alongside the corresponding chpends on the fixation agent and its osmolality. Higher fixation
roidal location in a histological specimen, and in fact a lateradgent osmolality causes increasing tissue shrinkage. To min-
shift of slightly detached retina or lateral traction of attacheiiize these effects, we used the fixative suggested by Margo
retina may be frequently observed at photocoagulation lesioasid Lee, which minimized ocular tissue deformatigh [
[9, 10. Histological analyses of chorio-retinal interactionsFurthermore, dehydration tends to cause tissue shrinkage,
should consider that. and embedding and cutting cause further deformation. Cutting

Tissue deformation through histological processing hasiay indeed cause compression in the cutting direction, and
been thoroughly examined over decades in numerous tisstiés effect increases with decreasing section thickrigs [
types such as liverl[], kidney [L2]; lung [13], and others. The correction factor for this compression was in the order of
Recently, differential tissue shrinkage in #haxis has been 0.9 to 0.952 in lung tissue, and is neglected by some authors
discovered in the context of 3-dimensional particle countinfll]. In our processing protocol, the blade ran from the retinal
by the optical dissector, and two extensive studies have prside toward the sclera in order to prevent artificial retinal
posed feasible methods for differentigdxis calibration]4,  detachment, and the shrinkage (or compression) factor was
15]. The method relies on particle count percentiles in differer@.656. The study design does not make it possible to differ-
tissue layers, and is applicable to thick sections of homogenoeatiate compression by the blade from shrinkage by process-
tissue, but not on thin tissue layers of variable differentiationsng chemicals. In order to minimize mechanical compression,
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we cooled the paraffin block to 0 °C during cutting. Plastic¢Jniversity hospital of Schleswig-Holstein, Campus Kiel), #01E20732

; ; : edical Laser Center Libeck), #01EZ0733 (Institute of Biomedical
embedding is thought to prevent compression even mo ptics Lubeck) and #01EZ0735 (Carl Zeiss Meditec AG).

effectively, but has allowed the same amount of compression technical assistance by Monika Marquardt, Serap Luick, and Barbara
or shrinkage that we foun@7]. Fluke is also gratefully acknowledged.
The magnification factor that we applied to calculate the
laser beam diameter in rabbit eyes (0.66) represents a possible
source of error. The rabbit eye has a total refractive power of
100 D, vs 60 D in humans, and the axial length in femalgyeferences
pigmented adult rabbits is 15.5 mm, vs 24.5 mm in humans

[.27’ 28. The faCt(.)r of 0.66 was based on our own calcula- 1. Oberholzer M (1983) Morphometrie in der klinischen Pathologie.
tions, and is Conf'rme_d _by Ot_her authors as e pe). It _ Allgemeine Grundlagen. Springer, Berlin Heidelberg New York
includes laser beam diminuation by the optics of the rabbit eye. Quintyn JC, Brasseur G (2004) Subretinal fluid in primary
and magpnification by the contact lens (x1.05). A selected laser rhegmatogenous retinal detachment: physiopathology and composi-
beam diameter of 200m resulted in an irradiated retina _ ton- Surv Ophthalmol 49:9608

. . 3. Margo CE, Lee A (1995) Fixation of whole eyes: the role of fixative
diamter of 133 m, and a selected 50(m beam resulted in osmolarity in the production of tissue artifact. Graefes Arch Clin Exp

an irradiated diameter of 333m. Alternatively, instead of Ophthalmol 233:36670
calibrating photographic in-vivo images, direct (photographic)4. Koinzer S, Schiott K, Ptaszynski L, Bever M, Kleemann S, Saeger

measurements could have been conducted on rabbit eyes aftef- Baade A, Caliebe A, Miura Y, Birngruber R, Brinkmann R,
Roider J (2012) Temperature-controlled retinal photocoagulation

enucleation and removal of the anterior segments. This ap- a step toward automated laser treatment. Invest Ophthalmol Vis Sci

proach would have introduced different sources of error such 53:36053614
as fixation, which we began prior to opening the globes, ancb. Schiott K, Koinzer S, Ptaszynski L, Bever M, Baade A, Roider J,
measurement on a flat photographic image of a spherical Birngruber R, Brinkmann R (2012) Automatic temperature-

Wi hat the in-vi h controlled retinal photocoagulation. J Biomed Opt 17:061223
structure. We assume that the in-vivo measurements that W prince j (1964) The rabbit in eye research. Charles Thomas,

performed on calibrated images come closer to reality. Springfield
It is a limitation of our study design that we assessed OCT/. Stefansson E, Wilson CA, Lightman SL, Kuwabara T, Palestine AG,

and histological retinal thicknesses in different animals. Al- Wagner HG (1987) Quantitative measurements of retinal edema by
specific gravity determinations. Invest Ophthalmol Vis Sci 28:1281

though measurement of both in the same animal may be ;5gq

advantageous, our statistical post-hoc analysis revealed thatwatson PG, Young RD (2004) Scleral structure, organisation and
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vertical eccentricity (significantly thinner 6 mm below the 9- Yu AK, Merrill KD, Truong SN, Forward KM, Morse LS, Telander
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hich M uti fixati | ite of it ti induced choroidal neovascularization variability in mice. Graefes
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d fact d tbet f dt .12, Davies DJ, Brewer DB, Hardwicke J (1978) Urinary proteins and
pend on many factors and cannot be transierred to SpeCImenSglomerular morphometry in protein overload proteinuria. Lab Invest
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Temperature-Controlled Retinal Photocoagulation Reliably
Generates Uniform Subvisible, Mild, or Moderate Lesions
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Correspondence:Stefan Koinzer, Purpose: Conventional retinal photocoagulation produces irregular lesions and does
Department of Ophthalmology, not allow reliable control of ophthalmoscopically invisible lesions. We applied
University hospital of Schleswig- automatically controlled retinal photocoagulation, which allows to apply uniform
Holstein, Campus Kiel, House 25, lesions without titration, and aimed at five different predictable lesion intensities in a
Arnold-Heller-Str. 3, 24105 Kiel, study on rabbit eyes.
Sgﬁ:{m}e mail: koinzer@auge. M_ethods: A conventional 532-nm ph_o_tocoagulati(_)n laser was used in combination

) ) with a pulsed probe laser. They facilitated real-time fundus temperature measure-
Received:10 April 2014 ments and automatic exposure time control for different predefined time/
Accepted: 21 July 2015 temperature dependent characteristics (TTC). We applied 225 control lesions
Published: 6 October 2015 (exposure time 200 ms) and 794 TTC lesions (5 intensities, exposure times 7...800
Keywords: spectral domain; OCT;  ms) in six rabbit eyes with variable laser power (20...66.4 mW). Starting after 2 hours,
laser photocoagulation; optoa- we examined fundus color and optical coherence tomographic (OCT) images over 3
coustics; real-time temperature months and classified lesion morphologies according to a seven-stage OCT classifier.

measurement; animal model; sub-

visible Results: Visibility rates in funduscopy (OCT) after 2 hours were 17% (68%) for TTC

o . intensity group 1, 38% (90%) for TTC group 2 and greater than 94%98%) for all
Citation: Koinzer S, Baade A, Schlott consecutive groups. TTC groups 1 through 4 correlated to increasing morphological
K, et al. Temperature-controlled ret-  |esjon intensities and increasing median funduscopic and OCT diameters. Group 5

inal photocoagulation reliably gen-  |esions were as large as, but more intense than group 4 lesions.
erates uniform subvisible, mild, or ) ) )
moderate lesions. 2015;4(5):9, doi: ~ Conclusions: Automatic, temperature controlled photocoagulation allows to apply

10.1167/tvst.4.5.9 predictable subvisible, mild, or moderate lesions without manual power titration.

Translational Relevance: The technique will facilitate standardized, automatically
controlled low and early treatment of diabetic retinopathy study (ETDRS) intensity
photocoagulation independently of the treating physician, the treated eye and lesion
location.

; and others through softer lesions’. One approach uses
Introduction selective retina therapy (SRT), which aims at thermo-
mechanical selective disruption of retinal pigment

Retinal laser photocoagulation can preserve or . X ' .
b g P epithelial (RPE) cells. SRT induces a wound healing

even improve vision in spite of its tissue-destructive C _ .
nature.2 Even today, in the era of vascular endothe- reaction in the RPE, thus improves metabolism at the

- . - - . 7
lial growth factor blocking intravitreal injections, —Cchorioretinal junction and «rejuvenatesss the RPE:

laser photocoagulation remains the standard treat- Various other innovaf[ions like micropulse lasers or
ment of peripheral ischemic retinal conditions, such as Short exposure continuous wave (CW) lasefsare
severe diabetic retinopathy, retinal vein occlusion and capable to induce arbitrary mild damage in the retinal
others, and a second-line or adjunctive treatment of tissue or merely stimulate it thermally at a cell-
diabetic macular edema preserving intensity level. Pilot studies have collected
Much effort has been undertaken recently to evidence that subvisible treatment and SRT are
minimize side effects like pain, scotoma formation, clinically effective®'%*® The term subvisible is
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Figure 1. The linear correlations of treatment laser power with ophthalmoscopic diameter review the advantage of automatically
controlled TTC photocoagulatiort®*° In standard, 200 ms lesions, the lesion diameters grows linearly with powg¥:0.5,left), while this
correlation is lost in TTC lesions®%0.0,right, here for TTC subgroup two lesions of the present study). As TTC lesions are independent
of power, they will not require power titration in a clinical setting and be uniform throughout patients and fundus locations, largely
irrespective of local pigmentation and transmission. Thiglack linesshow the linear regressionsngiddle) and 95% Cles for prediction.

commonly applied for lesions that are at least resulting lesions of the previous study were barely
ophthalmoscopically invisible during the treatment. visible with a diameter equal to the irradiation
Due to inter- and intraindividual variation of light —beam?®®
transmission, light absorption, and tissue sensitivity, In the current study, we investigated modifications
the biological effect of a laser irradiation cannot be of the TTC criterion, in order to reliably generate
predicted from laser parameters alone, such as power photocoagulation lesions of different clinically de-
irradiation time, and irradiation diameter. Effective sired, predictable intendies. Five different TTC
control of the biological tissue effect has remained a intensities were evaluated in order to define adequate
key challenge in modern photocoagulatior’.** TTC criteria for subvisible and early treatment of
We have recently introduced fundus temperature diabetic retinopathy study (ETDRS)**?* intensity
measurement during photocoagulation:>"’ Based on treatments.
temperature measurements, we implemented auto-

matic exposure time control that produces homoge- RV Y=Y [z 1als MV, (21121010 [

nous lesions widely independently of laser power or

local absorption, respectively'®*° The treatment apimal Photocoagulation Study
device measures fundus temperature increments non-
invasively in real-time with 1-kHz sampling rate and We applied 1022 lesions in six eyes of three
stops the treatment laser, when a predefined time-chinchilla gray rabbits. The animals were treated
temperature characteristic (TTC) criterion is under general and local anesthesia, with dilated
achieved. While in standard lesions with fixed pupils. A modified Mainster focal grid laser contact
exposure time, the ophthalmoscopic lesion diameter lens was fitted onto the eye with methylcellulose gel
grows linearly with laser power, automatically TTC (2%) and mechanically fixed in its position. We
controlled lesions lose the correlation of power and performed photocoagulation with a 532-nm continu-
lesion diameter Fig. 1). They do not require titration ous wave (CW) laser system (VISULAS 532s; Carl
and will be uniform throughout fundus locations, Zeiss Meditec AG, Jena, Germany).

irrespective of fundus pigmentation, and patients. The  The irradiation diameter was 133 m on the rabbit
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Fundus Temperature Measurement

We measured the fundus temperature profile
during treatment laser irradiation in real-time and
noninvasively on the basis of optoacoustics as
published before’®*"?? |n short, we superimposed a
pulsed 523-nm laser (75 ns pulses, 318); QG-523-
1000; Crysta-Laser LC, Reno, NY), collinearly and
coaxially to the treatment irradiation. The pulses were
emitted at a repetition rate of 1 kHz and caused short,
innocuous temperature increments within the irradi-
ated tissue that induced short, reversible thermoelastic
tissue expansions. The amplitude of these expansions

F.ig.ure 2. One representative rabbit fundus panorama, which was depends on the tissue temperature. Tissue expansions
et o o e vy CAUSE liasonic. press'e waves that propagte
the following five columnswere applied with 48 mWw, and the‘our’ through the eye, and_ these were detected bY_ an
columns on the rightwere applied with 33 mW. Exposure times €Mbedded transducer in the custom made, modified
were 200 ms in the 2!, 6", and 11" columns, and automatically contact lens (Mod. Mainster OMRA-S, Ocular
controlled for different TTC intensities (1...5) in the rest. Thirty-threénstruments, Bellevue, WA, modified by Medical
milliwatt power was not sufficient to achieve group 4 or 5 lesions | gser Centre Lilbeck GmbH). Its signals were
within the maximum exposure time, while 48 and 55 mW powers jgita|ly processed and recorded via a digital/analog
were too high to a_chleve group 1 lesions even in the shorte;t ransducer card in a personal computer. The signal
possible exposure time. Therefore, not all TTC groups were applie ) . )
with every power setting. profile reflects relative changes of the average tissue
temperature within the probed tissue volume. eeTissue
fundus. Exposure times were 200 ms or variable, Volumess refers to all tissue layers that are traversed by
automatically controlled for five different TTC the light beam with a given diameter and that absorb
intensities. For 200 ms standard irradiations, we irradiation, such as RPE, pigmented choroid, and to a
adjusted laser power in order to achieve ophthalmo- lesser extent retina, choriocapillaris, and others. By

scopically visible lesions of various intensities, but no Solving the heat diffusion equation, we calculated
ruptures or bleedings. Next to a column of 200 ms peak temperature in the lesion center at the RPE level.
Ies!ons, we applied columns ofdlfferent intensity TTC Automatic Exposure Time Control
lesions using the same power setting. TTC exposure
time control is limited to a certain ideal exposure time Based on fundus temperature monitoring and
window™? that we defined to be 10 to 800 ms in the processing in real time, the irradiation could be
present study. Only those TTC groups were applied stopped as soon as the desired TTC criterion was
that were likely to achieve the intended intensity met. Figure 3 shows schematically the strategy of the
within 10 to 800 ms. Figure 2 shows a fundus image automatic switch-off algorithm for three differently
after one of the experiments. The figure has beenpigmented fundus locations, in order to achieve
digitally assembled from several single images usinguniform lesions.
Hugin software version 2010.2.0 \¢ww.hugin. The shutoff mechanism for subvisible or barely
sourceforge.ne}. visible lesions is based on a characteristic curve that
The rabbits were maintained in animal units at the correlates the induced temperature over time with a
University Medical Centre of Schleswig-Holstein, and certain lesion size. The characteristic curve for a 95
all animal experiments were performed according to probability to create visible lesions of the desired size
the German law for protection of animals and (expected dose 95/ED95) was determined previous-
approved by the Ministry of Energy Transition, ly.*®'° The characteristic curve was fitted using the
Agriculture, Environment and Rural Areas of Schles- damage integral from the Arrhenius theory, which
wig-Holstein, Kiel, Germany (application no. V312- describes the relationship between thermal denatur-
7234.121-11). All experiments adhered to the ARVO ation of proteins over time and the temperature
Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and course!®?® by stepwise time integration over the
Vision Research. expected denaturation or damage, respectively. The

3 TVST 2015] Vol. 4j No. 5] Article 9



translational vision science & technology

Koinzer et al.

manually in image editing software (GIMP Ver. 2.8.,
www.gimp.org), its pixel size measured in ImageJ
software (www.rsbweb.nih.gov/ij/) and the pixel and
real circle diameters calculated. The pixel-to-micro-
meter scale was 9.% 0.7 | m/pixel.?” If only one
observer recognized a particular lesion, it was
classified invisible (diameter 0), otherwise the mean
diameter was used as an estimate of the real spot size.
Comparing the three measurements, we excluded out-
of-range values as defined previousl§/ We chose that
method in order to rule out any observer-dependency
and bias in the assessment of faint and/or poorly
outlined fundus lesions.

OCT Analysis

Figure 3. Schematic diagram of an arbitrary TTC curve. The
Arrhenius theory supplies a mathematical model of the time- OCT images were acquired after 2 hours, 1 week, 1
dependent tissue effect of a temperature increase, and served as 33nd 3 months. We scanned the treated area in 30m
source for our empirically dapted TTC curves. All time- steps using a spectral-domain OCT (HRAp OCT

temperature combinations that meet one particular TTC curve - . . . .
will induce equal lesions. Shd exposures require higher Spectralis; Heidelberg Engineering, Heidelberg, Ger-

temperatures than long exposures in order to achieve an equal Many). We averaged _20 B-scans per SeCtiO_nal image
effect (if T, . T» thent,, t,). Vertical transposition of the TTC and traced every lesion through consecutive OCT

plot allows modifying lesion intensities. series using the AutoRescan function.

The greatest linear diameter (GLD) of a lesion was
fit enabled us to calculate the ED95 temperature measured in the proprietary software of the OCT
thresholds for arbitrary exposure times. machine. We measured the GLD at the photoreceptor

For stronger, suprathresiold lesions, accurate inner segment-to-outer segment junction line or, if
temperature measurement is impossible with thisthis measurement was not unequivocal, at the RPE
device. The tissue begins to coagulate during treat-level. Each sectional image that showed a lesion was
ment, which compromises the initial pressure-to- thoroughly reviewed, and the widest diameter passing
temperature calibration. In order to estimate tissue through the lesion was measured as GLD.
coagulation, we formulated a particular damage In order to assess the burn intensity of each lesion,
function that evaluated both calibrated and uncali- we graded lesions on 2 hour OCT images according to
brated optoacoustic transients. After empirical ad- a seven-stage classifier that we had validated and
justments, this formula provided the characteristic published separately’* Characteristics of these inten-
curves used in this study. sity classes are reviewed iRigure 4. Lesion intensity

Five different characteristic curves for different will be referred to by the term «OCT class.ee
uniform lesion strengths were found. Besides a o
previously published TTC criterion® (which corre- Statistics
sponds to the TTC group 3 in this study), two lower

; > . X o We used Fisheres exact test for the analysis of the
intensities (groups 1, 2) and two higher intensities

association of two categorical variables, such as TTC

(groups 4, 5) were introduced in the present study.

Color Fundus Imaging and Retinal Lesion
Diameter Assessment

We obtained fundus color photographs 2 hours
after the treatment, using a Zeiss VISUCAM (Carl

group and OCT class, or visibility. We calculated
correspondingP values on the basis of Monte-Carlo
simulations (n %2 10,000 samples). The influence of a
categorical variable, like TTC group, on a continu-
ous variable, like diameter, was tested nonparametri-
cally in a Kruskal-Wallis test. These tests were

Zeiss Meditec AG). Three observers measured theperformed for the entire sample and for each of the
lesion areas in these images. Edematous halos wersix rabbit eyes separately. The tests were adjusted for
excluded from the measurements, because theymultiple testing by the Bonferroni-method. The
represent surrounding subretinal edema, but not correlation of laser powe and ophthalmoscopic

retinal denaturation.”*#® Every lesion was outlined

lesion diameter was evaluated by simple linear
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power range 20...65.7 mW, and power variation
32%%). Automatically controlled lesions were applied
in five TTC groups, where TTC group 1 indicates the
softest lesions and TTC group 5 the most intense
lesions. One hundred nineteen lesions were TTC
group 1 (20...50.1 mw, 2854), 141 TTC group 2
Figure 4. Summary of OCT-based lesion intensity classes thal 20...58.1 mW, 234), 223 TTC group 3 (20...65.2 mW,

were used in this study. Theipper rowshows a schematic drawing 26%), 190 TTC grO.Up 4 (25...56.5 mW, 296, and
of characteristic OCT changes for each class. Tower rowshows 1_24 TTC group 5 lesions (27.5...66.4 m_Wv 24). The
an OCT example taken 2 hours after exposure. Seven lesion class€istribution of treatment laser powers in each TTC
were defined as follows: Class 0: Lesion never became detectablgroup is shown in histogram plots in Supplementary
in OCT images (not shown). Class 1: Thickening of the inneFigure S1

segme_nt (IS) ... outer segment (OS) junction Iine_, and slight A complete dataset including a 2 hour fundus color
casiy miased in OCT images, Clasdark colummoughout the ™20 8nd 2 hour, 1 week, 1 and 3 months OCT images
OS, IS and ONL layers, wider than in a class 1 lesion. The extern%? well could be obtained of 486 I.eSIOnS’ .22 of which
limiting membrane (ELM) remains flat. Class 3: Thinning of the Rpgivere covered by but undetectable !n OoCT |m§ges. We
Upward protrusion of IS...OS junction line and ELM, but preserve§Onducted several analyses that did not require all of
layer continuity. Darkening includes partial thickness of the inner these data, such as presented kgure 5, where only 2
plexiform layer (IPL) but is discontinuous and spares the outerhour images were used, which allowed us to use a
plexiform layer (OPL). Class 4: RPE is detached from Bruchygeater number of lesions for evaluation. Likewise,
membrane (BM) and protrudes upward, while the space In gample sizes differ in other analyses as weffif. 5.7,

between remains darkDark OS tipslS...OS junction line and EL L . .
are interrupted and bent upward at the lesion border. OS tips andMTable 1) and are indicated in each Figure separately.

IS...0S junction lines merge at the lesion border. IPL darkenin g : : :
increases compared to class 3. Class 5: Perilesional neurosenso@l"lalItatlve Lesion Evaluation Flg' 2)

dgtachme.nt, which protrugiesthe entire retina upwar_q. Facult.ative Figure 2 shows a fundus image 2 hours after
dlscqloratlon of the ganglion layer (GL). Class A&dditional brlght photocoagulation. The diameters of 200 ms exposure
spotin the dark central columrat the level of the PS. Facultative . N .
full thickness darkening including OPL and inner nuclear layer (INLleSIOnS vary S|gn|f|pant[y with power. TTC groups
Figure and description modified from Koinzer et al. 20%3. that were created with different power settings appear
Courtesy of Wiley-Blackwell publishers). more homogenous than standard lesions. TTC group
2 lesions are close to the threshold of ophthalmo-
regression. All tests performed were two sidedP scopical visibility and may, or may not, be visible,
values below 0.05 were considered statisticallywhile group 1 lesions are mostly invisible (right).
significant. All statistical analyses were carried out

with SPSS software, version 20 (IBM Corp., Ar- Correlation of Laser Power and
monk, NY). Ophthalmoscopical Diameter

The diameter of ophthalmoscopically visible le-
sions correlates linearly to laser power for fixed
exposure time Fig. 1, left)."?® In our study, the
We applied 1022 photocoagulation lesions in six linear R? value was 0.473 for standard 200 ms lesions.
eyes of three rabbits. The irradiation diameter on the The corresponding R? values for TTC groups 1
fundus was 133 m. Power was varied from 20 to 66.4 through 5 were less than 0.001, 0.00#(. 1, right),
mW, and exposure times that the automatic algorithm 0.049, 0.066, and 0.051. Thus, TTC lesions show no
adjusted ranged from 7 to 1384 ms. In three lesions, (linear) correlation of fundus diameter and laser
automatic TTC control failed, and exposures were Power. This confirms staistically the qualitative
continued beyond the preselected maximum interval findings from Figure 2.
of 800 ms, up to 1384 ms. Failure was due to . .
calibration errors or false parameter settings. TheseThreShOICI Evaluation €ig. 5)
three lesions were excluded from the analysis. Four  Figure 5 shows the percentages of lesions that were
lesions were exposed less than 10 ms, but at least 7 mgjsible in fundus color images (red) and OCT images
and were included in the analysis. (gray) after 2 hours in each TTC group. The influence of
Of 1022 lesions, 225 were control lesions (200 msthe TTC group was significant for both (Fisherss exact
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Figure 6. Box plots of the parameters ophthalmoscopical
Figure 5. Percentages of lesions in each TTC group that becamediameter after 2 hours ed), OCT GLD after 2 hoursldrk gray)
detectable in fundus color imagesred barg and OCT imagesgfay and OCT GLD after 3 monthdight grey) for each TTC group. A
barg after 2 hours. The impact of the TTC group on both dotted horizontal lineindicates the irradiated diameter of 133 m.
parameters was significantR , 0.001). Sample sizes for TTCThe same data andP values are given numerically infable 1
groups are indicated at the x-axis. Seven hundred ninety-four Sample sizes for TTC groups are indicated at theaxis. Four
lesions qualified for evaluation. hundred seventy-nine lesions qualified for evaluation.

test, P, 0.001). In TTC group 1, only 1% of lesions | esjion Diameters Fig_ 6, Table 1)
became visible on the fundus image after 2 hours, but )
68% could be detected in OCT images. InTTC group2, ~ Figure 6 and Table 1 show box plots and

38% of lesions were detected on fundus images, but @0 numerical data of_Iesion Qiameters in fundus images
in OCT. As visibility on the fundus increases over time &fter 2 hours and in OCT images after 2 hours and 3

after lesion application, and immediate ophthalmo- m_onths. All three parameters cor_relate significantly
scopic judgement is less sensitive than triple evaluationWith the TTC group, which applies to the global
of highly upscaled digital images as performed in this analySIS and to separate analyses of each_ of the six
study, TTC groups 1 and 2 were invisible during the rabbit eyes as well (each of 21 Kruskal-Wallis test$?
treatment and would qualify clinically as subvisible ~ 0-001). Automatic laser exposure control worked
lesions. OCT proves that the majority of TTC group 1 Properly in each rabbit eye. Imaging data acquired
and 2 lesions had a biomorphological effect. For higher &fter 1 and 4 weeks are consistent with and redundant
TTC groups 3 to 5, visibility was greater than 946 in 10 these findings a_nd are _therefore not shown.
both imaging modalities. Ophthalmoscopical lesion diameters were smaller
With regard to threshold evaluations, one has to than GLD values after 2 hours, but GLDes shrunk over
keep in mind the proper definition of a threshold. 3 months. All three parameters, ophthalmoscopical
Calculation of threshold powers or temperatures in diameter, OCT GLD after 2 hours and OCT GLD after
photocoagulation is usually done by probit analyses, 3 months, increased significantly with TTC groups 1 to
where the threshold indicates power or temperature 4, but remained constant between groups 4 and 5, as is
values with a 5@% chance to achieve a visible lesion confirmed by pairwise comparison able 1). TTC
(ED50). As the biological effect of identical stimuli group 3 produces lesions equally large in fundus color
varies, even if the temperature is controlled, we images as the irradiation beam. OCT GLDes of these
cannot expect to determine TTC groups that are group 3 lesions have not been measured befote.
completely invisible on the fundus, or completely Groups 4 and 5 have equal diameters that are larger
detectable in OCT. than the corresponding values for group 3.
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Table 1. Lesion Diameters of Different TTC Groups, Shown Numerically for Ophthalmoscopical Diameters after
2 Hours and OCT GLDes after 2 Hours and 3 Months

Ophthalmoscope Diamater GLD GLD
2h,1Im 2h,Im 3 mo,Im
TTC P Value P Value P Value
Group n [Pairwise] [Pairwise] [Pairwise]
1 59 0 129 81
(0...0) (0...144) (0...98)
2 72 0 1vs. 2 171 1vs. 2 108 lvs.2
(0...93) , 0.001 (147...188) , 0.001 (97...118) , 0.001
3 148 114 2vs. 3 228 2vs. 3 143 2vs. 3
(99...140) , 0.001 (212...241) , 0.001 (134...158) , 0.001
4 124 170 3vs. 4 282 3vs. 4 194 3vs. 4
(149...195) , 0.001 (261...302) , 0.001 (178...211) , 0.001
5 76 163 4vs. 5 282 4vs. 5 204 4vs. 5
(137...202) 1 (260...309) 1 (186...214) 1
P , 0.001 , 0.001 , 0.001

The same data are displayed graphically iFigure & The table shows median and interquartile range (IQR) values. Below
each column,P values for the indicated parameter are given, and in each lineyvalues of pairwise comparisons (Kruskal-
Wallis test). Only lesions with a complete data set (2 hour color fundus images and two consecutive OCT images) were
included in the evaluation. All values increase for TTC groups 1 through 4 and remain stable between groups 4 and 5.

Lesion Intensities Eig. 7)

Control lesions achieved OCT classes 2 to 6, but
never class 1 (data not shown, for class definitions see
Fig. 4).

Figure 7 shows how OCT classes were distributed
in each TTC group. OCT classes reflect the intensity
of a lesion, or the axial extent, respectively” The
correlation of TTC groups and OCT classes was
statistically significant (Fisheres exact text,P
0.001). TTC group 1 achieved predominantly class 1
lesions, but also a significant proportion of class 0
lesions, which were invisible in OCT images (see also
Fig. 5). TTC group 2 achieved predominantly class 2
lesions and only very few class 0 lesions. The
predominating OCT classes were 3 in TTC group 3,
and 4 in TTC group 4. In TTC group 5, classes 3 to 6
occurred almost equally, but classes 5 and 6 occurred
more often than in TTC group 4. TTC group 5
showed the most severe photocoagulation damage,

Figure 7. The distribution of OCT lesion classes for all TTC groupUt more lesion variability than other TTC groups.

in absolute numbers. OCT classes reflect lesion intensity, or axi
extension, respectively. The classes are displayeddifferent color
bars as indicated in the legend, with increasing intensity from

white viaredto blue Sample sizes are given for OCT classes in the .
legend and for TTC groups at the-axis. Four hundred seventy-five 1N this study, we evaluated a novel photocoagula-
lesions qualified for evaluation. Lesion intensity increasestion exposure time control, which is intended to

significantly with the TTC group®, 0.001). automatically create reproducible photocoagulation
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lesions independently of lesion location, individual eye  Optoacoustics enable accurate temperature mea-
and treating physician. The treatment device measuressurements only in native tissue conditions. In cases of
fundus temperature increments noninvasively in real- significant tissue coagulation during treatment irradi-
time with 1-kHz sampling rate'® and stops the ation, the thermomechanical characteristics of the
treatment laser, when a predefined TTC criterion is tissue will change. Consequently, temperature moni-
achieved'® Five different TTC intensities were evalu- toring becomes less accurate, und the uniformity of the
ated clinically in order to define adequate TTC criteria resulting automatically controlled lesions is impaired in
for subvisible and ETDRS intensity treatments. high TTC groups. This study was partly designed to
We applied 1022 photocoagulation lesions. Lesion find the upper intensity limit that TTC control can
visibility after 2 hours allowed identifying of subvis- safely produce, and it seems to be TTC group 5. Group
ible lesions, and lesion diameters and GLDes after 2 5 lesions were stronger, but less homogenous than TTC
hours and 3 months allowed to evaluate lesion group 4 lesions. TTC group 5 lesions have gentle
homogeneity. In order to assess lesion intensity, or necrotic cores Fig. 2) and correspond to the intensity
axial extension, respectively, we applied a recentlycommonly applied in panretinal ETDRS lesions, which
published OCT-based grading systef that differen- ~ are sought to induce ssmoderates whitening. Hence, the
tiates one undetectable and six detectable lesionintroduced exposure time control would allow to create
classes in 2 hour OCT images. We consider this tointensities up to ETDRS panretinal lesions, but most
be the most important measure, as axial lesion likely not for retinopexy at this stage. Improved
extension correlates with functional damage to the temperature-based shutoff strategies may solve this
retinal nerve fibre layer, which is thought to cause problem, such as predictive exposure time calculation
extended scotoma and should therefore be avoided. based on temperature data measured during the initial
Conventional judgement of photocoagulation le- milliseconds of a treatment. Failure of TTC in 3 of 797
sions evaluates retinal whitening in three or four lesions had other reasons and did not occur in group 5
categories>”*' which is observer-dependent and lesions.
requires evaluation by several investigators in clinical ~ TTC dosage addresses primarily softer lesions. The
trials.>? The judgement depends on the latency from temperature range of subvisible lesions is less than
application to evaluation as well?® The lack of 108C, as the RPE viability threshold has been found
prospective lesion control carries the risk of signifi- to be about 538C,**** and visible lesions in rabbits
cant misdoseage if fundus susceptibility to laserand patients are created at temperatures of little
irradiation varies strongly from one lesion to the above 6@C (OCT class 2 and 3 at 200 ms)"?* The
next. These disadvantages have already been realizetemperature increments from one OCT class to the
more than 30 years agd:° but none of the earlier nextin 200 ms lesions are in the order of& for OCT
approaches solved the probleni®=° classes 3 to 5 and about 1T for classes 5 to 6 (in
The therapeutic window of retinal photocoagula- rabbits). The corresponding temperatures for 100 ms
tion is defined to be the ratio of laser power that lesions have never been determined, but patient data
induces retinal rupture by the power that induces imply that these values should be very similar
retinal blanching. The therapeutic window is wide (difference to 200 ms thresholds is estimated at8T
enough for treatment according to ETDRS require- to 28C)."" It is obvious that standard laser dosage on
ments ( 50 ms)>’ It narrows for shorter exposure the basis of ophthalmoscopical visibility must fail in
times and closes at approximately 1 ms, where retinalthese small temperature ranges, particularly for
whitening and rupture occur at similar power lesions that are not even visible on the fundus. Even
settings>® Nonetheless, lesion complications like in TTC lesions, there is some variability, which
choroidal bleeding remain an exception even in 20- becomes obvious through the width of whiskers in
ms exposures>“® We have previously shown that the Figure 6 and through the range of OCT classes
temperature range of ETDRS 20 to 200 ms lesions is achieved for each TTC intensity classKig. 7).
large. These lesions are created in patients at peak There are essentially three sources of lesion
temperatures of approximately 98C up to 1808C,"’ variability in this study. The first is variability of the
the latter being the calculated threshold for retinal biological response to identical thermal stimuli, which
rupture.®® For this reason, panretinal ETDRS lesions is inevitable. The second is inaccuracy of experimental
can be safely created with conventional laser powerlesion assessment. We used an elaborate diameter
control in spite of its shortcomings, but they do show assessment protocol and established an OCT classifier
significant variability. ** to retrieve information on axial lesion extension, but
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even these optimized methods do not have perfectpanretinal treatment (TTC groups 4...5). Thermally
objectivity and reliability. The third source of stimulating lesions that remain undetectable even in
variability is inaccuracy of the laser dosage device. OCT could most likely be created as well by
Our setup does not allow to determine the particular appropriate adaptation of the TTC curve.

impact of either of the three contributing factors.

Nevertheless, each TTC group limited the range of Conclusions

OCT classes sufficiently to allow reliable creation of

sub- or suprathreshold lesions or to avoid damage 0 the presented technique facilitates automatic

theCretlngI nert:/e_ f|t|)|;_e I_aye:c. . standardized fundus lesions that are independent of
ertain technical limits of optoacoustic temperature treating physician, individual eye, and treatment

determination, which postulates homogenous tissue ,cation. The method would, for the first time, allow

pigmentation in its computational model and becomes objective dosage of laser photocoagulation lesions.

invalid oncbe t'OSCS#eb COZQUIat'On sets ('jn’ CO[.JId _be This is a prerequisite for controlled clinical trials that
overcome by -based temperature determination investigate the minimal clinically effective lesion

as we have shown in a previous publlcauoﬁ.z OCT- intensity of retinal photocoagulation. The transfer
based automat_ed photocoa_gulatlon FIosage IS, h_owev—of optoacoustic real-time fundus temperature detec-
er, not yet available due to its j[echnlcal complexity. tion to patients has already been successftil, and
In our study, the TTC algorithm compensated for -, ;,matic exposure control shall be at hand for
natural pigmentation variations of 200% to 300% on  qjinica) pilot studies shortly. In a patient application,

the fundus® and was still capable to level power : L
L e ) the accuracy of lesion reproducibility should be
variations of 226% to 326% within the desired clinically confirmed, and TTC criteria might need

exposure _time frame, giving a goqd therap_eutlc some adaptation from rabbit to human conditions,
w!ndpw. Even OUtSf'de this wmd_ow, like in lesions but those issues appear fairly easy to handle.

with inadequately high power setting or unexpectedly
high light transmission to a densely pigmented area of

retina, severe overtreatment can be reliably prevented Acknowledgments

by exposure time reduction down to 4 ms? On the

other hand, undertreatment would occur in lesions Supported by grants from the German Ministry of
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macular treatment (TTC groups 3...4) or for ETDRS Group. Preliminary report on effects of photo-

A German translation of the abstract is available in
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