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Mit Hilfe der Scanning-Laser-Ophthal-
moskopie (SLO) gelang von Riickmann
et al. 1995 erstmals die bildliche Darstel-
lung der Autofluoreszenz des Augenhin-
tergrunds [11]. Seither ist diese Technik
zur Untersuchung einer Reihe von dege-
nerativen Netzhauterkrankungen einge-
setzt worden [6, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 18]. Ei-
nen guten Uberblick gab Holz [7]. Die Be-
deutung der Untersuchungsmethode fiir
die altersabhidngige Makuladegenerati-
on (AMD) wird derzeit in der multizen-
trischen FAM-Studie untersucht. Gegen-
stand der Untersuchungen dieser Studie
ist vornehmlich die Topographie der Fluo-
reszenz [8]. Daneben diirfte jedoch auch
ihr chemisches Substrat sowohl fiir die Auf-
klarung der Atiologie als auch fiir die Diag-
nostik der AMD von Belang sein. Delori
[2] fand eine gute Ubereinstimmung des
in vivo gemessenen Emissionsspektrums
der Fluoreszenz mit dem von Eldred und
Katz [3] in vitro gemessenen Spektrum ei-
ner Komponente des aus Spenderaugen ex-
trahierten Lipofuszins. Diese wurde spater
als N-Retinyliden-N-Retinylethanolamin
(A2-E) identifiziert [4, 10]. Der Befund leg-
te eine Identifikation der Fundusautofluo-
reszenz mit dem Lipofuszin nahe, die sich
in der einschlédgigen Literatur weitgehend
durchgesetzt hat.

Allerdings sind auch Beobachtungen
publiziert worden, die mit der Fluores-
zenz des Lipofuszins allein nicht zu er-
kliren sind. So ist bereits 1985 von Teich
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die Modifikation eines SLO zur Beobach-
tung der Fluoreszenz von Flavinadenindi-
nucleotid (FAD) am Augenhintergrund
beschrieben worden [20]. Arend et al. [1]
beobachteten neben dem Lipofuszin mit
einem Emissionsmaximum bei der Wel-
lenldnge 620 nm eine weitere, mit Drusen
assoziierte Fluoreszenz bei 560 nm. In
atrophischen Arealen fanden sie nach An-
regung bei 470 nm weiterhin eine Fluores-
zenz mit einem Emissionsmaximum bei
520 nm, welches sie dem Kollagen zuord-
neten. Auch Solbach et al. [18] und Staudt
et al. [19] diskutieren eine nicht mit dem
Lipofuszin in Zusammenhang zu bringen-
de Fluoreszenz von Drusen und anderen
intra- und extrazelluliren Kompartimen-
ten. Von Riickmann et al. [15] werten eine
erhohte Autofluoreszenz auch als Zeichen
eines aktiven Stoffwechsels im retinalen
Pigmentepithel (RPE), wobei als chemi-
sches Substrat der Fluoreszenz wiederum
das Lipofuszin angenommen wird. Es ak-
kumuliert bei erhohter Phagozytoserate
der Rezeptoraufiensegmente vermehrt in
den Lysosomen des RPE. Dem Ansatz von
Teich [20] folgend wire aber auch eine An-
derung der Fluoreszenz der im Zitratzy-
klus und in der Atmungskette als Coen-
zyme wirkenden Flavine in Abhéngigkeit
von ihrem Redoxzustand als Indikator fiir
die metabolische Aktivitit der Zellen zu
diskutieren. Schweitzer et al. [17] stellten
eine Anderung der Fluoreszenzlebensdau-
er am Fundus von Probanden ohne oku-

ldre Pathologien bei Atmung von reinem
Sauerstoff fest. Dieser Befund wurde von
den Autoren als moglicher Hinweis auf
FAD als Fluorophor gewertet. Dariiber hi-
naus wire die Moglichkeit der Beobach-
tung der Fluoreszenz von ,,Advanced Gly-
cation End Products“ (AGEs) zu diskutie-
ren, welche bei der AMD ebenfalls in RPE-
Zellen und Drusen akkumulieren [9, 16].

In der vorliegenden Arbeit werden wir
zeigen, dass mit einfachen Mitteln zu ge-
winnende spektral selektive Autofluores-
zenzaufnahmen Hinweise auf das Vorlie-
gen verschiedener Fluorophore liefern
kénnen. Des Weiteren werden Messun-
gen der Fluoreszenzspektren der potenzi-
ellen Fundusfluorophore Lipofuszin, A2-
E, FAD, NADH, und AGEs prisentiert
und diskutiert.

Material und Methoden

Die Autofluoreszenz des Augenhinter-
grunds in vivo ist mit der Funduskame-
ra FF450 (Carl Zeiss Jena GmbH) aufge-
zeichnet worden. Die Anregung der Flu-
oreszenz erfolgte im Spektralbereich von
475 nm bis 515 nm. Zur Blockung des
Anregungslichts diente ein Filter mit ei-
nem Transmissionsbereich von 530 nm
bis 675 nm. Wichtig war dabei eine aus-
reichend hohe Kantensteilheit der Filter,

In Teilen vorgetragen auf der 101. Jahrestagung
der DOG.
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die gewidhrleistete, dass das beobachtete
Fluoreszenzlicht nicht von Reflexionslicht
iiberlagert war. Dies wurde durch Aufnah-
men eines weiflen, nichtfluoreszenten Re-
flexionstargets (Spectralon, Labsphere
Inc.) in der Fokalebene eines Modellauges
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gepriift. Zur Bildaufnahme wurde eine 3-
CCD-Farbkamera (HV-C20A, Hitachi)
verwendet. Diese Technik erlaubt nicht
nur die bildliche Darstellung der Fundus-
autofluoreszenz per se, sondern auch ijhre
spektrale Separation in einen griinen und

Abb. 1a-h < Fotografien
und Autofluoreszenzauf-
nahmen des Fundus

a Farbaufnahme 78-
jahrige Patientin mit
nichtexsudativer AMD.

b Autofluoreszenzaufnah-
me zu Abb. 1a. c Verhilt-
nis griine zu roter Fluores-
zenz aus Abb. 1b. d Farb-
aufnahme 80-jahrige Pati-
entin mit geographischer
Atrophie. e Autofluo-
reszenzaufnahme zu
Abb. 1d. f Verhéltnis grii-
ne zu roter Fluoreszenz
aus Abb. 1e. g Autofluo-
reszenzaufnahme junger,
gesunder Proband. h Ver-
hiltnis griine zu roter
Fluoreszenz aus Abb. 1g

einen roten Anteil, wobei die Grenze bei
etwa 570 nm liegt.

Demonstriert wird das Potenzial dieser
Methode anhand der Aufnahmen eines 28-
jahrigen augengesunden Probanden, einer
78-jdhrigen pseudophaken Patientin mit



Zusammenfassung - Abstract

nichtexsudativer AMD, perimakuldr kon-
fluierenden Drusen und einem Visus von
0,4 sowie einer 8o-jihrigen pseudophaken
Patientin mit AMD im Stadium der geogra-
phischen Atrophie (Visus o,1). Diese sind
als typische Beispiele aus dem Patientenma-
terial einer derzeit laufenden Pilotstudie aus-
gewihlt worden. Die Untersuchungen wur-
den mit Zustimmung der Ethikkommissi-
on der medizinischen Fakultit der Universi-
tdt Jena nach Aufklarung und unter Einwil-
ligung der Patienten durchgefiihrt.

Die Fluoreszenzspektren von Lipofuszin,
A2-E, NADH, FAD und AGEs wurden mit
dem Jenaer Ophthalmospektrometer [5] auf-
gezeichnet. Die Proben wurden in Kiivetten
mit einer Schichtdicke von 0,2 mm in die
Fokalebene eines Modellauges gestellt und
durch die Ophthalmoskopoptik des Spek-
trometers beobachtet. Die Fluoreszenz wur-
de mit Lasern (LDH-P-C-400 bzw. LDH-P-
C-440, Picoquant) angeregt, die bei 400 nm
bzw 446 nm emittierten und die Probe un-
ter 45° beleuchteten. Zur Blockung des
Anregungslichts war vor dem Spektrogra-
phen ein Langpassfilter mit einer Kante bei
425 nm bzw. 500 nm angebracht worden.

Das Lipofuszin wurde aus Spenderau-
gen extrahiert [16]. Die Synthese des A2-
E ist bei Parish et al. [10] beschrieben.
NADH und FAD (Sigma-Aldrich) sind
in PBS (pH 74) gelost worden. Die AGEs
(Pentosidine, N&-(Carboxymethyl)-Lysine
(CML) und Imidazolone) wurden durch
Inkubation von Albumin (BSA) mit Gluko-
se-6-Phosphat iiber 50 Tage synthetisiert.

Ergebnisse

Das Fundusfoto der Patientin mit nichtex-
sudativer AMD findet sich in @ Abb. 1a.
In der mit tiberh6htem Kontrast darge-
stellten makulidren Region sind die kon-
fluierenden Drusen deutlich zu erkennen.
Das zugehorige Autofluoreszenzbild zeigt
O Abb. 1b. Deutlich sind einzelne Hyper-
fluoreszenzen im Bereich der Drusen zu
erkennen. Das Verhiltnis der Fluoreszenz
im griinen zu der im roten Farbkanal wird
in @ Abb. 1c gezeigt. Hier erscheinen die
Strukturen heller, deren Fluoreszenz ge-
geniiber ihrer Umgebung zu kiirzeren Wel-
lenléngen hin verschoben ist. Dies ist so-
wobhl fiir die Drusen als auch fiir die Pa-
pille der Fall. Das Fundusfoto des Patien-
ten mit geographischer Atrophie wird in
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Spektrale Differenzierung in Eigenfluoreszenzbildern
des Augenhintergrunds von Patienten mit altersabhdngiger

Makuladegeneration

Zusammenfassung

Hintergrund. Eine veranderte Eigenfluores-
zenz des Augenhintergrunds wird gegenwar-
tig insbesondere im Zusammenhang mit der
altersabh@ngigen Makuladegeneration dis-
kutiert. Zu ihrer richtigen Bewertung sind
jedoch weitere Kenntnisse tiber das chemi-
sche Substrat der Fluoreszenz erforderlich.
Methode. Die Autofluoreszenz des Augen-
hintergrunds wurde mit einer Funduskame-
ra beobachtet. Die Anregung erfolgte im
blauen Spektralbereich. Zur Aufzeichnung
der Fluoreszenz wurde eine 3-Chip-CCD-
Farbkamera benutzt. Zum Vergleich wur-
den die Fluoreszenzspektren von Lipofuszin,
A2-E, FAD, NADH, und AGE mit dem Jenaer
Ophthalmospektrometer aufgenommen.
Ergebnisse. Im Gegensatz zu einem gesun-
den Fundus zeigen die Autofluoreszenzauf-

nahmen an Patienten mit AMD deutlich lo-
kalisierbare Areale spektral unterschiedli-
cher Fluoreszenzemission. Die jeweils ge-
fundenen Emissionsspektren zeigen star-
ke Uberlappungen.

Schlussfolgerungen. Die vorgestellte Tech-
nik ermoglicht es, spektrale Unterscheidun-
gen in Bildern der Autofluoreszenz des Au-
genhintergrunds vorzunehmen. Neben der
des Lipofuszins wurde bei Patienten mit
nichtexsudativer AMD eine kurzwelligere
Fluoreszenz beobachtet.

Schliisselworter

Fundus - Autofluoreszenz - Lipofuszin -
A2-E - FAD - NADH; - Advanced Glycation
End Products

Spectral separation in ocular fundus autofluorescence images
in patients suffering from age-related macular degeneration

Abstract

Introduction. Alterations in the intrinsic oc-
ular fundus fluorescence are under discus-
sion particularly in connection with age-re-
lated macular degeneration. However, fur-
ther knowledge of the chemical substrate
of fluorescence is necessary.

Method. Ocular fundus autofluorescence
was observed using a fundus camera. The
fluorescence emission was recorded using
a 3-chip CCD camera. For comparison, the
fluorescence spectra of lipofuscin, A2-E,
FAD, NADH; and AGE's were recorded by
the Jena ophthalmo-spectrometer.
Results. In contrast to the homogeneous
intrinsic fluorescence of a normal fundus,

the fluorescence images of patients suffer-
ing from AMD showed remarkable local dif-
ferences. The detected fluorescence spec-
tra showed remarkable overlaps.
Discussion. We introduced a new tech-
nique enabling the detection of spectral
differences in images of ocular fundus auto-
fluorescence. Besides the fluorescence of li-
pofuscin, we found a green one in patients
suffering from nonexudative AMD.

Keywords

Ocular fundus - Autofluorescence -
Lipofuscin - A2-E - FAD - NADH, -
Advanced glycation end products
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Abb.2 A Fluoreszenzspektren von Lipofuszin, A2-E, FAD, NADH sowie AGEs nach Anregung bei

2400 nm und b 446 nm

O Abb. 1d gezeigt. Das zugehorige Au-
tofluoreszenzbild ist in @ Abb. Te darge-
stellt und das Verhéltnis der griinen zur ro-
ten Fluoreszenz in @ Abb. 1f. Neben der
atrophischen Narbe imponieren auf ei-
nen Venenastverschluss hindeutende strei-
fenformige Blutungen unterhalb des tem-
poral oberen Geféfibogens sowie die Atro-
phie umgebende Drusen. Zum Vergleich
zeigt @ Abb. 1g die Autofluoreszenz des
Fundus eines jungen, gesunden Proban-
den und B Abb. 1h wiederum den Quo-
tienten zwischen roter und griiner Fluo-
reszenz. In @ Abb. 1c und @ Abb. 1h ist
zusitzlich ein Profil der Helligkeiten, die
das Verhdltnis der griinen zur roten Flu-
oreszenz darstellen, lings eines Schnitts
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durch die Papille und die Makula einge-
zeichnet.

Die Fluoreszenzspektren von NADH,
FAD, AGEs, A2-E und Lipofuszin bei An-
regung mit 400 nm sind in @ Abb. 2a ge-
zeigt und @ Abb. 2b stellt diese bei Anre-
gung mit 446 nm dar. Wahrend bei einer
Anregung der Fluoreszenz mit Licht der
Wellenlidnge 400 nm die einzelnen Fluo-
rophore durchaus unterschiedliche Fluo-
reszenzspektren zeigen, sind bei der Anre-
gungswellenlinge 446 nm die Fluoreszen-
zen der AGEs und von FAD nicht zu un-
terscheiden. Lediglich das A2-E weist ein
Emissionsmaximum bei deutlich linge-
ren Wellenldngen auf, wihrend die Fluo-
reszenz des NADH, kaum noch nachweis-
bar ist.

Diskussion

Die hier erstmals beschriebene Technik
der Aufnahme von Autofluoreszenzbil-
dern des Augenhintergrunds unter Ver-
wendung einer Funduskamera, geeigne-
ter Filter und einer Farb-CCD-Kamera er-
laubt die Trennung der Fluoreszenz in ei-
nen griinen (<570 nm) und in einen roten

Spektralbereich (>570 nm). Die Autofluo-
reszenzaufnahme an einem gesunden Pro-
banden (B Abb. 1g) zeigt eine gleichma-
Rig iiber den hinteren Pol verteilte Fluo-
reszenz. Lediglich die Makula erscheint in-
folge der Absorption des Anregungslichts

durch das Xanthophyll in den inneren

Netzhautschichten etwas dunkler. Dass

auch hier eine homogene Verteilung der
Fluorophore vorliegt, zeigt das Bild der
Quotienten von griiner und roter Fluores-
zenz (B Abb. 1h). Etwas zum Griinen hin

verschoben ist dagegen die Fluoreszenz

der Papille. Im Gegensatz zu Aufnahmen

mit dem SLO, in denen die Papille dunkel

erscheint, weil sie bei Fokussierung auf die

Netzhaut oder das RPE auf3erhalb des von
der konfokalen Optik erfassten Tiefenbe-
reichs liegt, ist ihre Fluoreszenz in Aufnah-
men mit der Funduskamera sichtbar. Wih-
rend die gleichmiflige Fundusfluoreszenz

die des Lipofuszins sein diirfte [12], fluores-
zieren in der Papille wahrscheinlich Kolla-
gen und Elastin im Bindegewebe.

© Es ist moglich, dass die griine
Hyperfluoreszenz der Drusen
ein Hinweis auf AGEs ist

Im Vergleich mit dem Fluoreszenzbild ei-
nes jungen Probanden beobachten wir bei
der Patientin mit nichtexsudativer AMD
(8 Abb. 1a, 1b und 1c) perimakuldr eine
diffus erh6hte Autofluoreszenz. Diese emit-
tiert tendenziell stirker im griinen Spektral-
bereich. Wihrend, wie die in die @ Abb. 1c
und 1h eingezeichneten Helligkeitsprofile
zeigen, die Fluoreszenz auf der Papille und
in der Makula der Patientin der des gesun-
den Probanden entsprechen, kommt peri-
makulir eine vornehmlich im Griinen emit-
tierende Fluoreszenz hinzu. In diesem Spek-
tralbereich fanden wir bei den In-vitro-Un-
tersuchungen sowohl die Fluoreszenz von
FAD als auch von AGEs. Beide Fluoropho-
re kénnten zu diesem Befund beitragen [9,



16, 20], sind aber spektral am Fundus nicht
voneinander zu trennen.

Des Weiteren sind in @ Abb. 1b und
1c zwei hyperfluoreszente Drusen erkenn-
bar, deren Fluoreszenz ebenfalls zu kiirze-
ren Wellenldngen hin verschoben ist. Die-
se Beobachtung bestitigt die von Arend
et al. [1] und Solbach et al. [18] publizier-
ten Ergebnisse. Ishibashi et al. [9] fanden
bei immunhistochemischen Untersuchun-
gen AGEs in weichen Drusen und in Abla-
gerungen auf der Bruch’'schen Membran.
Es ist also moglich, dass die griine Hyper-
fluoreszenz der Drusen ein Hinweis auf
AGE:s ist.

© Die in dieser Arbeit beschrie-
bene Quotientenbildung
zwischen griiner und roter
Fluoreszenz ermoglicht es,
die Atrophiezone auch bei
Auftreten von Blutungen durch
die Fluoreszenz des Kollagens
und Elastins in der Sklera
abzugrenzen

Holz et al. [7, 8] beschrieben die Hypo-
fluoreszenz atrophischer Areale, die da-
durch erklirt wird, dass mit der Atro-
phie des RPE die Lipofuszinfluoreszenz
verschwindet. Dies bestitigen unsere
Aufnahmen (8 Abb. 1d, 1e und 1f). Die
von diesen Autoren beschriebene auto-
matische Vermessung der Grofie atro-
phischer Areale konnte allerdings, wie
unser Beispiel zeigt, durch eine die Flu-
oreszenz blockende Blutung verfilscht
werden. Mit der hier vorgestellten Me-
thode der Quotientenbildung zwischen
der griinen und der roten Fluoreszenz
ist dagegen die Atrophiezone auch bei
Auftreten von Blutungen deutlich durch
ihre griine Fluoreszenz des Kollagens
und Elastins in der Sklera abgrenzbar
(8 Abb. 1f). Daneben zeigt der vorge-
stellte Fall am Rande der Atrophiezone
einzelne hyperfluoreszente Drusen (Pfei-
le in @ Abb. 1f). Auch dieses Phinomen
ist bereits von Holz et al. beschrieben
worden (7, 8]. Wir konnten hier erstmals
zeigen, dass deren Fluoreszenz spektral
von der Lipofuszinfluoreszenz der Um-
gebung verschieden ist. Mikroperime-
trische Untersuchungen sowie Verlaufs-
beobachtungen des Fortschreitens der
Atrophie sollten Auskunft iiber die funk-

tionelle und prognostische Bedeutung
dieses Befunds geben.

Fazit fiir die Praxis

Die spektrale Selektion der griinen von
der roten Fluoreszenz ist als ein weiterer
Schritt zur Aufklarung des chemischen
Substrats der Autofluoreszenz des Au-
genhintergrunds anzusehen. Allerdings
ist eine eindeutige Zuordnung als ver-
schieden erkannter Fluoreszenzen zu
den moglichen Fluorophoren wegen der
Uberlappung der Emissionsbander nicht
maglich. Ein hoffnungsvoller Ansatz, die-
se Frage zu kldren, besteht in der von
Schweitzer et al. [17] beschriebenen Mes-
sung der Fluoreszenzlebensdauern. Die
Kombination dieses Verfahrens mit der
hier vorgestellten Technik scheint geeig-
net zu sein, einen substanziellen Beitrag
zur Aufklarung des Substrats der Fluores-
zenz zu leisten.
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