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Zur Erfassung des Funktionsstoffwech-
sels der Netzhaut stellt die Messung von
Parametern der Mikrozirkulation eine
notwendige Komponente dar. Sie ist je-
doch nicht ausreichend, um den Stoff-
wechsel auf zelluldirem Niveau zu be-
schreiben. Im Zitratzyklus und in der At-
mungskette, die in den Mitochondrien ab-
laufen, sind die Redoxpaare der Koenzy-
me NAD-NADH+H™(oxidiertes und re-
duziertes Nicotinamid Adenin Dinucleo-
tid) und FAD-FADH, (oxidiertes und re-
duziertes Flavin Adenin Dinucleotid)
wirksam. Die Fluoreszenzeigenschaften
dieser Koenzyme sind zwischen reduzier-
ter und oxidierter Form unterschiedlich.
Zusétzlich ist dieses Verhalten noch entge-
gengesetzt zwischen beiden Koenzym-
paaren. Wihrend bei FAD die reduzierte
Form FADH, unter Umgebungsbedingun-
gen keine messbare Fluoreszenz aufweist,
fluoresziert die reduzierte Form NADH
starker als die oxidierte Form NAD [6].
Nach Chance [4] fiihrt bereits eine gerin-
gere Konzentrationsdnderung des Sauer-
stoffs zwischen 10 und 10¢ molar zu ei-
ner Anderung zwischen reduzierter und
oxidierter Form des NAD. Diese Ande-
rung der Sauerstoftkonzentration ist um
3 GroéB8enordnungen kleiner, als zur An-
derung zwischen reduziertem und oxy-
geniertem Hamoglobin erforderlich ist.
Wenn es gelingt, die Anderung der Au-
tofluoreszenz der Koenzyme als Folge ei-
nes unterschiedlichen Sauerstoffangebo-
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Veranderungen der
Autofluoreszenzlebens-
dauer am Fundus nach
Sauerstoffprovokation

tes oder -verbrauchs am Fundus zu be-
stimmen, stiinde eine wesentlich empfind-
lichere Methode zur Erfassung des Stoff-
wechselstatus zur Verfiigung, als es mit
Hilfe der Messung der Sauerstoffsittigung
des Blutes derzeit moglich ist. Die orts-
aufgeldste Messung der Fluoreszenzeigen-
schaften der Redoxpaare der Koenzyme
NADH-NAD und FADH,-FAD sowie von
Stoffwechselendprodukten (Lipofuszin)
erdffnet die Moglichkeit zu deren 2-di-
mensionaler Darstellung in Form eines
»metabolic mapping®. Damit konnte es
moglich sein, Krankheiten wie altersbe-
zogene Makuladegeneration oder diabe-
tische Retinopathie in einem Stadium zu
erkennen, in dem noch keine morpholo-
gischen Verdnderungen aufgetreten sind
und die Hoffnung besteht, die noch rever-
sible pathologische Entgleisung behan-
deln zu kénnen.

Es konnte jedoch bisher noch nicht ge-
zeigt werden, ob die extrem schwache Au-
tofluoreszenz dieser Koenzyme oder de-
ren Anderung durch Stoffwechselprovo-
kation am menschlichen Augenhinter-
grund ortsaufgelost nachweisbar ist.

Gegeniiberstellung von
Methoden zur Unterscheidung
von Fluorophoren

Zunichst erscheinen verschiedene Me-
thoden wie selektive Anregung, Auswer-
tung der Fluoreszenzspektren oder Aus-

wertung der zeitaufgelosten Autofluores-
zenz fiir diese Aufgabe geeignet.

In [11,12] wurde gezeigt, dass eine Un-
terscheidung und 2-dimensionale Dar-
stellung verschiedener Fluorophore am
Augenhintergrund wesentlichen Be-
schrankungen unterliegt.

Bedingt durch den spektralen Verlauf
der Okulartransmission [8] ist eine Un-
terscheidung der endogenen Fluoropho-
re durch selektive Anregung in den Exzi-
tationsspektren unterhalb von 400 nm
nicht moglich. Theoretisch denkbar ist
eine 2-Photonenanregung [7],bei der der
Augenhintergrund mit langwelligem Licht
von z. B. 640 nm bestrahlt wird, wobei
Licht dieser Wellenldnge nahezu ohne
Schwichung durch die Okularmedien
tritt,am Augenhintergrund jedoch eine
so hohe Strahldichte vorliegt, sodass 2
gleichzeitig auftreffende Photonen der
Energie h-v, der Wellenldnge 640 nm die
Energie h'v, der Wellenldnge 320 nm er-
zeugt, die fiir die optimale Anregung von
z.B.Flavin erforderlich ist. Dieses Prinzip
erfordert eine sehr grofie Apertur,um nur
am Ort des Fokus die geforderte Strahl-
dichte zu erreichen. Die Anwendbarkeit
dieses Prinzips fiir Untersuchungen am

Teile des Beitrags wurden auf der 100.Tagung
der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft
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Abb. 1 A Biexponentielle Approximation der Fluoreszenzphotonen nach Anregung eines
Fundusortes von 80x80 pm? mit 100 ps Anregungslaserpulsen bei \=446 nm, Detektion der

Fluoreszenz 475 nm<\+<700 nm
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Abb. 2a-c A Bild der Autofluoreszenzlebensdauer t; im Bereich der Makula bei Anregung durch
Laserpulse der Dauer 100 ps und einer Wellenlinge A=446 nm. Die Autofluoreszenz wurde im
Spektralbereich 475 nm<\¢<700 nm detektiert. a Ausgangsbild vor Sauerstoffatmung, b wahrend
Atmung von 100% Sauerstoff nach mindestens 6 min, c nach 30 min Wiederatmen von Luft

Augenhintergrund ist noch Gegenstand
der Vorlaufsforschung.

Eine Analyse der Komponenten, die zur
Bildung der Summenfluoreszenzspektren
beitragen, ist prinzipiell moglich [9]. Um
dieses Prinzip bei hoher 6rtlicher Auflosung
anwenden zu konnen, ist fiir jeden Objekt-
punkt eine grof3e Anzahl von Photonen zu
akkumulieren. Die maximal zuldssige Ex-
position stellt hierfiir eine praktische Be-
grenzung dar [2]. Eine weitere Schwierig-
keit besteht darin, dass Lichtabsorptionen
im Auge (z. B. Makulapigment Xanthophyll,
altersabhingige Okulartransmission) das
Emissionsspektrum beeinflussen.

Eine 3. Mdglichkeit zur ortlichen Un-
terscheidung von Fluorophoren besteht

in der Messung der substanzspezifischen
Abklingzeit t der Fluoreszenz nach An-
regung durch kurze Laserpulse. Diese Le-
bensdauer der Elektronen im angeregten
Zustand ist charakteristisch fiir jedes
Fluorophor und unabhingig von der
Fluoreszenzintensitét. Zu ihrer Berech-
nung wird der auf den Anfangswert nor-
mierte Abfall der Fluoreszenzintensitdt
im Bereich von ps bis ns durch eine Mo-
dellfunktion nach Gleichung 1 approxi-
miert,

I(t L
5):2%-.6 W+ by )
o i

wobei die 1; die Abklingzeiten und die o;
die Gewichte der einzelnen Fluorophore

sind. Die Untergrundfluoreszenz wird
durch einen zeitunabhingigen Parame-
ter bg berticksichtigt.

Mit der zeitaufgeldsten Autofluores-
zenz kann auch ein schwaches Fluorophor
erkannt werden, dessen Emissionsspek-
trum von einem Fluorophor mit starker
Fluoreszenz iiberdeckt ist, sofern die Ab-
klingzeiten der Fluoreszenz ausreichend
stark voneinander abweichen. Diese Ei-
genschaft konnte es somit ermoglichen,
die schwache Autofluoreszenz der Koen-
zyme von der starken Autofluoreszenz des
Lipofuszins oder des Bindegewebes zu un-
terscheiden.

Der relative Anteil g eines Fluorophors
an der Gesamtfluoreszenz wird durch den
Ausdruck (Gleichung 2)
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beschrieben.

In [10] wurde gezeigt, dass es moglich
ist, trotz der extrem schwachen Autofluo-
reszenz des Augenhintergrundes zeitauf-
geloste Fluoreszenzmessungen in vivo zu
realisieren. Hierzu wurde die Laser-Scan-
ning-Ophthalmoskopie unter Verwen-
dung eines Pulslasers als Strahlungsquel-
le mit dem Prinzip des zeitkorrelierten
Einzelphotonenzihlens kombiniert. Da
dieses Nachweisprinzip voraussetzt, dass
nur ca.jeder 10. Anregungspuls zu einem
detektierten Fluoreszenzphoton fiihrt,ist
es optimal zu Messungen am Fundus ge-
eignet, wobei die maximal zuléssige Ex-
position um Groflenordnungen unter-
schritten wird.

Methode

Messanordnung fiir 2-dimensional
zeitaufgeloste Autofluoreszenz

In einer Weiterentwicklung des in [10]
beschriebenen Aufbaus wird eine selek-
tierte Halbleiterdiode LDH 440 (Pico-
quant/Berlin) verwendet, die mit Pulsen
der Dauer 100 ps Halbwertsbreite
(FWHM - “full width at half maximum®)
bei A=446 nm mit einer Repetitionsrate
von 40 MHz den Fundus beleuchtet. Die
mittlere Leistung in der Hornhautebene
betrdgt 50 uW. Zum Ausgleich von Au-
genbewegungen wird aus dem vom Auge
zuriickgeworfenen Licht mittels eines di-
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Verdanderungen der Autofluoreszenzlebensdauer am Fundus

nach Sauerstoffprovokation

Zusammenfassung

Hintergrund. Anderungen in den Redoxpaaren
von Koenzymen geben Auskunft tiber den Stoff-
wechselstatus im Zitratzyklus und in der At-
mungskette. Die Fluoreszenzeigenschaften von
Koenzymen andern sich zwischen reduziertem
und oxidiertem Zustand. Eine Beeinflussung des
Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe lésst sich so
empfindlich nachweisen. Es war zu untersuchen,
ob eine Autofluoreszenz von Koenzymen am le-
benden Augenhintergrund messbar ist.
Methode. Eine Stoffwechselprovokation erfolgte
durch Atmung von 100% Sauerstoff. Die zeitauf-
geloste Autofluoreszenz wurde in zeitkorrelierter
Einzelphotonenzahltechnik detektiert. Das Ab-
klingverhalten der Autofluoreszenz wurden mit
einem biexponentiellen Modell angepasst. Zur
Auswertung wurden Histogramme der Abkling-

zeiten 11 und 1 in definierten Bereichen um Ma-
kula und Papille vor,wéhrend und nach Sauer-
stoffatmung berechnet.

Ergebnisse. In der Makula korrespondieren die
Abklingzeiten mit Literaturwerten von FAD und
NADH.In der Papille fluoresziert zusatzlich Binde-
gewebe.

Schlussfolgerung. Die Anderungen in den Histo-
grammen zeigen, dass Provokationen des Stoff-
wechsels mittels der zeitaufgelosten Autofluores-
zenz nachweishar sind. Diese Methode erdffnet
eine Beurteilung des Stoffwechsels auf zelluldrem
Niveau als neue diagnostische Maglichkeit.

Schliisselworter
Autofluoreszenz - Abklingzeit - Koenzym -
Auge - Sauerstoffatmung

Alterations in the autofluorescence decay time in the fundus

after oxygen provocation

Abstract

Background. Alterations in the equilibrium of
redox pairs of co-enzymes give information
about the metabolic state in the citric acid cycle
as well as in the respiratory chain. Fluorescence
properties are different between the reduced
and oxidised states of co-enzymes so that a
change of the oxygen partial pressure can be
sensitively detected in the tissue.Therefore, it
was investigated whether the autofluorescence
of co-enzymes is detectable in the living fundus.
Method. The provocation of metabolism was
realised by inspiration of 100% oxygen.The time-
resolved autofluorescence was detected by a sin-
gle photon counting technique.The decay beha-
viour of autofluorescence was approximated by a
bi-exponential model. For evaluation of the re-
sults, histograms of decay times ; and T, were
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calculated in defined ranges around the macula
and optic disc before, during,and after inhaling
oxygen.

Results. The calculated decay times correspond-
ed in the macula to the decay times of FAD and
NADH™ given in the literature. Connective tissue
in the optic disc also showed fluorescence.
Conclusions. Changes in the histograms of de-
cay rates demonstrate that provocation of meta-
bolism is detectable by measurement of time-re-
solved autofluorescence.This method reveals the
evaluation of metabolism at the cellular level as a
new diagnostic possibility.

Keywords
Autofluorescence - Decay rate - Co-enzyme -
Eye - Oxygen inspiration

chroitischen Spiegels (DT Blue, Linos,
Gottingen) das Reflexionslicht vom Fluo-
reszenzlicht getrennt. Ein zusitzlicher
Blockfilter GG 475 (Linos, Gottingen) ge-
wihrleistet eine gesamte Unterdriickung
des Reflexionslichtes im Fluoreszenz-
strahlengang um den Faktor 108. Das Re-
flexionslicht wird mit dem im CLSO ori-
ginal vorhandenen Photomultiplier und
das Fluoreszenzlicht mit einem schnel-
len Multikanalphotomultiplier (MCP-
PMT) (Hamamatsu-R3809U-50) detek-
tiert. Das vom CLSO nach Videonorm
CCIR gelieferte Reflexionsbild wird von
einem Frame Grabber (B506 Inspecta-
4A9, Mikrotron, Eching) aufgenommen.
Die Grof3e von 8 MB des internen Spei-
chers der verwendeten Karte SPC 730 fiir
das zeitkorrelierte Einzelphotonenzih-
len (Becker und Hickl/Berlin) beschrinkt
die 6rtliche Auflsung in Verbindung mit
der Anzahl der Zeitkanéle zwischen 2 An-
regungspulsen. Bisher hat sich eine ortli-
che Auflgsung von 80x80 pm? in einem
20° Fundusfeld bewihrt. Die Zeit von
25 ns zwischen 2 Anregungspulsen wird
gegenwirtig in 1.024 Zeitkanéle unter-
teilt, sodass eine Zeitauflosung von 25 ps
erreichbar ist. Die Messzeit kann ange-
passt werden. Bisher wurden 0,5 s oder
1s Messzeit gewdhlt. Die wihrend dieser
Zeit detektierten Einzelreflexionsbilder
werden nach Auswahl automatisch iiber-
lagert. Die dabei berechneten Verschie-
bevektoren werden auf die schwachen
Fluoreszenzbilder {ibertragen, sodass eine
ausreichende Zahl von Photonen akku-
muliert werden kann, die fiir eine biex-
ponentielle Approximation des Abkling-
verhaltens erforderlich ist.

Methode zur Auswertung der
zeitaufgelosten Autofluoreszenz

Zur Auswertung der gemessenen Bilder
der zeitaufgelosten Autofluoreszenz steht
nun das Programm SPCImage von Be-
cker und Hickl/Berlin zur Verfiigung. Wie
in [13] gezeigt, hat sich die Darstellung ei-
nes Histogramms der Fluoreszenzab-
klingzeiten fiir die einzelnen Bildpunkte
innerhalb interessierender Bereichen
(ROI) bewihrt. Dazu wird die nach Puls-
anregung gemessene zeitabhéngige Au-
tofluoreszenz fiir jeden einzelnen Bild-
punkt innerhalb des interessierenden Be-
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Abb. 3 A Histogramm der Lebensdauer t, in identischen Bereichen des makuldren Gebietes vor, wih-
rend und nach Sauerstoffatmung. Durch den Einfluss der Sauerstoffatmung tritt eine Verschiebung
der Verteilung von t, zu langeren Lebensdauern auf. Nach Wiederatmung von Luft ist die Verteilung
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Abb. 4 A Histogramm der Lebensdauer 1, in identischen Bereichen des makularen Gebietes vor, wih-
rend und nach Sauerstoffatmung. Das Haufigkeitsmaximum der Fluoreszenzabklingzeiten ist bei
Sauerstoffatmung von ca. 2,5 ns zu kiirzeren Werten bei ca. 2,1 ns verschoben. Nach Wiederatmung
von Luftist diese Verteilung mit einem Maximum bei ca. 2 ns und einem weiteren bei 2,4 ns

reiches entsprechend Gleichung (1) an-
gepasst. Fiir jeden Bildpunkt werden so
die Abklingzeiten 1, und 1, berechnet. Je
mehr Bildpunkte die gleiche Abklingzeit
besitzen, desto stirker tritt in dem Histo-
gramm der Abklingzeiten ein Maximum
hervor. Selbst, wenn in der ROI einzelne
extrem stark fluoreszierende Bildpunk-
te vorhanden sind, werden diese nur nach
der Hiufigkeit der berechneten Abkling-

zeit und nicht nach der Fluoreszenzin-
tensitdt im Histogramm bewertet. Fiir
hiufig vorkommende Fluorophore ent-
stehen Maxima bei deren charakteristi-
schen Abklingzeiten. Werden fiir die Aus-
gabe spezielle Zeitbereiche entsprechend
dieser Haufigkeitsverteilung ausgewdhlt,
so konnen Bilder der ortlichen Verteilung
der Fluoreszenzabklingzeiten farblich ko-
diert angegeben werden.

Stoffwechselprovokation durch
Sauerstoffatmung

Um nachzuweisen, dass Koenzyme am
Fundus mittels zeitaufgeloster Autofluo-
reszenz nachweisbar sind, wurde eine Pro-
vokation des Stoffwechsels durch Beat-
mung mit reinem Sauerstoff vorgenom-
men. Hierdurch sollte erreicht werden,
dass Anderungen in den Gleichgewich-
ten der Redoxpaare NAD-NADH+H™ so-
wie FAD-FADH, auftreten. Die Messun-
gen erfolgten an 2 Probanden, die 22 und
24 Jahre alt waren. Zur Bestimmung des
Einflusses der Sauerstoffprovokation wur-
de zunichst je eine Bezugsmessung in der
Makula und im Bereich der Papille vor-
genommen. Nach 6 min Sauerstoffatmung
begannen die Messungen der zeitaufge-
losten Autofluoreszenz nacheinander an
beiden Messorten. Wahrend der Messung
wurde die Sauerstoffbeatmung beibehal-
ten. Anschliefend wurde wieder norma-
le Luft geatmet. Nach 30 min erfolgten die
Kontrollmessungen. Es wurden so viele
Teilmessungen vorgenommen, bis etwa
1.000 Photonen/Bildpunkt im Maximum
erreicht werden konnten.

Fiir jeden Bildpunkt wurde eine biex-
ponentielle Anpassung der zeitabhéngig
detektierten Fluoreszenzphotonen mit ei-
ner Modellfunktion entsprechend Glei-
chung (1) vorgenommen. @ Abbildung 1
zeigt eine derartige Anpassung.

Die Anpassungsparameter konnen fiir
jeden Bildpunkt berechnet werden. Auf
diese Weise ist es mdglich, die Abklingzei-
ten 1; und die Amplituden o fiir jede loka-
le Verdnderung zu bestimmen. Ein guter
Uberblick iiber die in einem Bild auftre-
tenden Abklingzeiten wird durch deren
farbliche Kodierung erreicht. Als quantita-
tives Maf fiir die Bewertung der zeitaufge-
16sten Autofluoreszenz wurde die Hiufig-
keitsverteilung der Abklingzeiten in defi-
nierten Fundusbereichen gleicher Grofle
herangezogen. Bei dieser Berechnung ent-
stehen Maxima, die in Vergleichsmessun-
gen einzelnen Fluorophoren wie Koenzy-
men, Stoffwechselendprodukten (Lipofus-
zin) oder Bindegeweben zuzuordnen sind.

Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass Anderun-
gen der zeitaufgelosten Autofluoreszenz
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nach Provokation des Stoffwechsels durch
Atmung von 100% Sauerstoff nachweis-
bar sind.

Die @ Abb.2 zeigt Bilder der Abkling-
zeit 1, der Autofluoreszenz im Ausgangs-
zustand (s. @ Abb.2a), nach 6 min Sauer-
stoffatmung (s. @ Abb. 2b) und nach
30 min Luftatmung (s. @ Abb. 2¢) in farb-
licher Kodierung fiir den Bereich der Ma-
kula. Die kiirzesten Abklingzeiten (rot)
von 250 ps treten im Bereich der Fovea
auf. Zur Peripherie hin steigt die Abkling-
zeit T, bis 350 ps an. Wahrend Sauerstoffat-
mung schniirt sich der griine Bereich, der
Abklingzeiten um 300 ps entspricht, ein,
und der blaue Bereich von Abklingzeiten
um 350 ps dehnt sich aus. Nach Wiederat-
men von Luft dominieren um die Maku-
la wieder die gelben und griinen Farbbe-
reiche der kiirzeren Abklingzeiten. Der
Anteil der lingeren Abklingzeiten bis
350 ps ist dann wieder deutlich verringert.

Zur mehr quantitativen Auswertung
des Einflusses der Sauerstoffatmung wur-
de die Hiufigkeit der Fluoreszenzlebens-
dauer in identischen Bereichen um die
Fovea aus den Bildern der Fluoreszenzle-
bensdauer vor, wihrend und nach Sau-
erstoffbeatmung bestimmt. Die @ Abb.3
zeigt das Histogramm der Lebensdauer
1, aus dem Bereich der Makula. Durch
den Einfluss der Sauerstoffatmung tritt
eine Verschiebung der Haufigkeitsvertei-
lung von 1, zu lingeren Abklingzeiten auf.
Nach Wiederatmung von Luft ist die Ver-
teilung zu kiirzeren Lebensdauern ver-
schoben.

Wihrend die Lebensdauer t, innerhalb
eines kleinen Bereichs von 0,3%0,16 ns be-
rechnet wurde, lag die Lebensdauer t, in
einem 10fach grofleren Bereich zwischen
1,5 und 3 ns. @ Abbildung 4 zeigt das His-
togramm der Lebensdauer 1, vor, wéh-
rend und nach Sauerstoffatmung. Im Ge-
gensatz zu den Anderungen in der Hiu-
figkeitsverteilung von 1, verschob sich das
Maximum der 1,-Verteilung durch die
Sauerstoffatmung von 2,5 ns zu kiirzeren
Lebensdauern bei 2,1 ns. Nach Wiederat-
mung von Raumluft blieb das Maximum
der 1,-Verteilungwédhrend der Untersu-
chungszeit bei ca. 2,1 ns bestehen, die Ver-
teilung verbreiterte sich jedoch wieder zu
langeren Abklingzeiten hin.

Der Einfluss der Sauerstoffatmung auf
die Fluoreszenzabklingzeit t, in Bildern
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Abb. 5a-c A Bilder der Fluoreszenzlebensdauer 1 (0,330 ns<1,<0,8 ns) im papilldren Bereich. Anre-
gung mit Laserpulsen der Dauer 100 ps (FWHM) und der Wellenldnge A=446 nm. Die Fluoreszenz
wurde im Bereich 475 nm<)\:<700 nm detektiert. a Ausgangsbild vor Sauerstoffatmung, b wahrend
Atmung von 100% Sauerstoff nach mindestens 6 min, c nach 30 min Wiederatmen von Luft. Die
langsten Abklingzeiten von 0,8 ns treten in der Papille auf. Nach Wiederatmen von Luft sind auch
temporal der Papille Abklingzeiten der Autofluoreszenz bis 0,8 ns nachweisbar

aus dem Bereich der Papille vor, wahrend
und nach Sauerstoffatmung ist in @ Abb.5
dargestellt. Die Abklingzeit 1, lag hier im
Bereich zwischen 330 ps und 800 ps. Sie
war damit wesentlich ldnger als im ma-
kuldren Bereich. Vor Sauerstoffbeatmung
traten die lingsten Abklingzeiten von
800 ps im Bereich der Papille auf. Die
schwachen gelben Strukturen um die tem-
poralen Gefédf3e waren wihrend und nach
Sauerstoffatmung nicht mehr erkennbar.
Stattdessen traten bei Sauerstoffatmung
im papillomakuldren Biindel einzelne
kleine Bereiche mit einer Abklingzeit t,
von ca. 800 ps hervor, die sich nach Wie-
deratmung von Luft zu zusammenhéin-
genden Bereichen erweiterten.

Fiir die Darstellung des Histogramms
der Fluoreszenzlebensdauern wurde aus
diesen Bildern nur die Papille ausgewhlt.
@ Abbildung 6 zeigt die Haufigkeitsvertei-
lung der Lebensdauer t, vor, wahrend und
nach Atmung von Sauerstoff. Im Gegen-
satz zu dem Lebensdauerbereich fiir 1, im
makuldrem Gebiet (0,22 ns<1,<0,38 ns)
wurden in der Papille Lebensdauern 1,
zwischen ca. 0,33 ns und 0,8 ns berechnet.
Obwohl in der Papille in den Bildern der
O Abb.5 keine deutlichen Veranderungen
in der farblichen Kodierung der Abkling-
zeit 1, erkennbar waren, zeigte die Hau-
figkeitsverteilung der Abklingzeit eine Ver-
schiebung des Hiufigkeitsmaximums von
420 ps vor Sauerstoffprovokation zu 470
wihrend Sauerstoffatmung, die sich nach
Wiederatmung von Luft weiter zu ca.

500 ps verschob. Durch die Sauerstoffpro-
vokation verdnderte sich die Form der
Héufigkeitsverteilung von t,.

Der Einfluss der Sauerstoffatmung auf
die Haufigkeitsverteilung der Lebensdau-
er T, in der Papille ist in @ Abb.7 angege-
ben. Das Histogramm fiir 1, iiberstrich von
ca.2,5ns bis ca. 4,5 ns einen wesentlich gro-
Reren Wertebereich als fiir T, (ca. 0,35 ns
bis ca. 0,8 ns).Im Vergleich zum Wertebe-
reich des Histogramms fiir 1, in der Maku-
la (1,7 ns<t,<3 ns) wurden fiir 1, in der Pa-
pille lingere Abklingzeiten berechnet,und
der Wertebereich war auch deutlich aus-
gedehnter. Durch den Einfluss der Sauer-
stoffatmung trat eine Verschiebung des
Héufigkeitsmaximums von ca. 3,2 ns zu
3,6 ns auf. Nach Wiederatmung von Luft
verschob sich dieses Maximum wieder zu
kiirzeren Lebensdauern bei ca. 3,4 ns.

Diskussion

Durch die Provokation des Stoffwechsels
mittels Atmung von 100% Sauerstoff wa-
ren Verdnderungen der Abklingzeit der
Fundusautofluoreszenz nachweisbar. Da-
mit konnte gezeigt werden, dass mit hoher
Wahrscheinlichkeit Verdnderungen in den
Redoxpaaren von Koenzymen messtech-
nisch am lebenden Auge nachweisbar
sind. Die exakte Zuordnung der Abkling-
zeiten zu einzelnen Fluorophoren ist in
weiteren detaillierten Untersuchungen
vorzunehmen. Ein einfacher Vergleich mit
Literaturwerten ist begrenzt. Hierzu sind
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Abb. 6 A Histogramm der Fluoreszenzlebensdauer 1, in der Papille vor, wéahrend und nach Sauer-
stoffatmung. Die Kurven wurden durch gleitende Mittelwertbildung aus 2 Messwerten geglattet.
Das Maximum der héufigsten Lebensdauer t, verschiebt sich bei Sauerstoffatmung von ca.0,42 ns
zu ca. 0,47 ns. Nach Ende der Sauerstoffbeatmung wurden noch langere Abklingzeiten um ca. 0,5 ns

am héaufigsten berechnet
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Abb. 7 A Histogramm der Fluoreszenzlebensdauer t, in der Papille vor, wéahrend und nach Sauer-
stoffatmung. Die Kurven wurden durch gleitende Mittelwertbildung aus 5 Messwerten geglattet.
Das Maximum der héufigsten Lebensdauer 1, verschiebt sich bei Sauerstoffbeatmung von ca. 3,2 ns
zu ca. 3,5 ns. Nach Ende der Sauerstoffbeatmung ist das Haufigkeitsmaximum bei ca. 3,3 ns, jedoch
werden auch Lebensdauern bis zu 4,8 ns hédufiger berechnet

Daten erforderlich, die wie im vorliegen-
den Falle, in biexponentieller Approxima-
tion des Abklingverhaltens reiner Sub-
stanzen gewonnen wurden. Da weiterhin
die Abklingzeiten vom Losungsmittel,
vom pH-Wert und von der Viskositét der
Einbettungsmatrix abhdngen, sind diese
Parameter bei Vergleichsmessungen mog-

lichst gut an die natiirlichen Bedingun-
gen anzupassen. Andererseits besteht ge-
rade durch diese Abhéngigkeiten die Mog-
lichkeit, auch lokale Informationen z. B.
iiber den pH-Wert zu gewinnen.

Esist interessant, dass sich bei den vor-
gestellten Messungen an einer jungen au-
gengesunden Normalperson die Histo-

grammveranderungen der Abklingzeiten
zwischen Makula und Papille deutlich un-
terschieden. In der Makula wurden die
Abklingzeit 1, zwischen 0,22 ns und
0,38 ns, in der Papille jedoch zwischen
0,35 ns und 0,8 ns berechnet. Wihrend
sich die am hiufigsten berechnete Ab-
klingzeit t, sowohl in der Makula, als auch
in der Papille bei Sauerstoffatmung zu
grofleren Werten verschob, war sie nach
Wiederatmung von Luft in der Makula
deutlich kiirzer als vor Beginn der Sauer-
stoffprovokation. Im Gegensatz dazu ver-
schob sich die am hdufigsten berechnete
Abklingzeit 1, in der Papille auch nach
Wiederatmung von Luft noch zu linge-
ren Abklingzeiten.

Das Histogramm der Abklingzeit t,
wurde fiir Makula und Papille ebenfalls
unterschiedlich durch Sauerstoffatmung
beeinflusst. Im Bereich der Makula wur-
den Abklingzeiten 1, zwischen 1,7 ns und
3 ns bestimmt. In der Papille wurden eben-
so wie fiir 1, deutlich lingere Abklingzei-
ten ermittelt (2,5 ns<t1,<4,8 ns). Im Ge-
gensatz zu der Verdnderung des Histo-
gramms der Abklingzeit 1, durch Sauer-
stoffatmung, bei der die hdufigste Abkling-
zeit sowohl in der Makula als auch in der
Papille zu lingeren Zeiten verschoben war,
ergab sich fiir die Abklingzeit 1, eine un-
terschiedliche Beeinflussung in Makula
und in Papille. Wihrend in der Makula
die hiufigste Abklingzeit 1, von 2,5 ns zu
2,1 ns bei Sauerstoffatmung verschoben
war und nach Wiederatmung von Luft zu
einer bimodalen Verteilung mit einem ers-
ten Maximum bei 2,1 ns und einem 2. Ma-
ximum bei 2,4 ns tiberging, stieg die hiu-
figste Abklingzeit 1, in der Papille vom
Ausgangszustand bei 3,2 ns zu 3,5 ns wih-
rend Sauerstoffatmung an. Nach Wieder-
atmung von Luft verringerte sich die hdu-
figste Abklingzeit T, mit 3,4 ns wieder teil-
weise in Richtung zum Ausgangswert. Al-
lerdings wurden Abklingzeiten zwischen
4,2 ns und 4,8 ns héufiger als in der Aus-
gangsmessung sowie wihrend der Sauer-
stoffatmung berechnet.

Fiir die unterschiedliche Streuung der
Verteilungen von 1, und 1, kann unter
messtechnischem Aspekt folgende Erkla-
rung gegeben werden. Die Abklingzeit T,
wird aus einer wesentlich geringeren Pho-
tonenzahl bestimmt, als 1,. Je kleiner die
Zahl der Photonen ist, die zur Berechnung
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der Abklingzeit zur Verfiigung steht, desto
unsicherer ist der berechnete Wert der Ab-
klingzeit. Somit kann im Histogramm von
1, bei einer groflen Anzahl der untersuch-
ten Bildpunkte auch eine grofle Streuung
der Abklingzeit berechnet werden.

Fiir die Interpretation der Veranderung
in den Histogrammen nach Sauerstoff-
provokation sind folgende Aspekte zu be-
achten. Die Fluoreszenz der Koenzyme ist
primér an das Vorhandensein von Mito-
chondrien gebunden. Es ist anzuneh-
men, dass aufgrund der hohen Rezeptor-
dichte in der Makula ein hoherer Anteil
der gesamten Fluoreszenz durch die
Koenzyme bestimmt wird als in der Papil-
le. Weiterhin ist zu berticksichtigen, dass
der Organismus ein aktives System ist und
die von auflen einwirkende Stérung in
Form der Sauerstoffprovokation z. B.
durch Reduktion des Blutvolumendurch-
fluss ausregelt, um das Angebot an Sau-
erstoff konstant zu halten.

Aus diesem Grunde sind die detektier-
ten Verdnderungen die Regelabweichun-
gen, die zu bestimmten Zeitpunkten nach
Provokation noch vorhandenen sind. Das
bedeutet, die unterschiedlichen Reaktio-
nen von Makula und von Papille kénnen
auch durch die um mehrere Minuten aus-
einander liegenden Messzeitpunkte be-
dingt sein.

Trotz dieser Einfliisse ist festzustellen,
dass durch Sauerstoffatmung Verdnde-
rungen in der zeitaufgelsten Autofluo-
reszenz nachweisbar sind. In der Makula
ist die erste Zeitkonstante 1,,die nach Sau-
erstoffprovokation im Bereich um 0,3 ns
schwankt, mit grofSer Wahrscheinlichkeit
durch die kurze Komponente von FAD
[12] wahrscheinlich auch noch durch die
Abklingzeit von freiem NADH bei 0,4 ns
[14] bedingt. Auch die Abklingzeit T, um
2,4 ns spricht fiir den Nachweis von FAD.
Fiir die Verschiebung der Abklingzeit t,
in der Makula nach kiirzeren Werten wih-
rend Sauerstoffatmung ist der Ubergang
von proteingebundenem NADH (1=1,5 ns)
[14] zu NAD (1=1,27 ns) [1] nicht auszu-
schlieflen. In der Papille sind beide Ab-
klingzeiten langer als in der Makula. Dies
diirfte durch die Uberlagerung mit der
Fluoreszenz von Bindegewebe (Kollagen:
1,=0,78 ns, «;=24,8%, 1,=4,99 nS,
&,=45,5 1S, T,;=29,7 1S, ®;=29,7%) [1] be-
dingt sein, wobei die «; die relativen An-
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teile der Fluoreszenzlebensdauern am ge-
samten Verlauf der dynamischen Au-
tofluoreszenz sind. Auf die von verschie-
denen Autoren gemessene Abklingzeit von
Flavinmononucleotid (FMN) mit t=4,5 ns
[3] bzw.1=5,2 ns [4] weisen die derzeitigen
Ergebnisse nicht hin.

Zusammenfassend ist festzustellen,
dass die Atmung von 100% Sauerstoff zu
Anderungen in der zeitaufgelsten Au-
tofluoreszenz fiihrt. Es ist nicht bekannt,
dass sich die Fluoreszenzabklingzeit von
Lipofuszin oder dessen Komponenten so-
wie von Bindegewebe durch den Einfluss
von Sauerstoff dandern kann. Da aber an-
dererseits bekannt ist, dass sich die Fluo-
reszenzeigenschaften von Redoxpaaren
der Koenzyme (NADH+H*-NAD,
FADH,-FAD) zwischen reduziertem und
oxydiertem Zustand dndern, ist durch die
Messungen der Nachweis fiir die Mess-
barkeit der Koenzyme am lebenden
menschlichen Augenhintergrund er-
bracht. Damit ergibt sich die Moglichkeit,
den Stoffwechsel auf zelluldrem Niveau
zu erfassen und friiheste pathologische
Verdnderungen noch im reversiblen Sta-
dium zu korrigieren.

Fazit fiir die Praxis

Die Methode zur Messung der zeitaufgelds-
ten Autofluoreszenz erdffnet die Moglichkeit
zur Erfassung von Veranderungen im zellula-
ren Stoffwechsel, sodass die Hoffnung be-
steht, pathologische Entgleisungen z.B. bei
AMD oder diabetischer Retinopathie am Au-
genhintergrund zu erkennen, bevor sich mor-
phologische Verdnderungen manifestiert ha-
ben.
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