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Abkürzungsverzeichnis 

AMD   Altersbedingte Makuladegeneration 

τm   amplitudengewichtetes Mittel TauMean 

CNV   chorioidale Neovaskularisation 

FAF   Fundusautofluoreszenz 

FAG   Fluoreszenzangiografie 

FLIO    Fluoreszenz Lifetime Imaging Ophthalmoscopy  

GA   geographische Atrophie 

HRF   hyperreflective foci (signalstarke Punkte im OCT) 

iRORA/ cRORA incomplete/complete RPE and outer retinal atrophy 

(inkomplette/komplette Atrophie des Pigmentepithels und der 

äußeren Retina) 

IVOM intravitreale operative Medikamentenapplikation 

LSC  long spectral channel (langwelliger Kanal) in ps (Picosekunde) 

MHz Mega-Hertz 

μm Mikrometer 

nm Nanometer 

NEM    Nahrungsergänzungsmittel 

OCT   optische Kohärenztomographie 

PEW  peak-emission-wavelength (Wellenlänge am Emissionsgipfel) in    

nm (Nanometer) 

ps Picosekunde 

mm2 Quadratmillimeter 

RPE   retinales Pigmentepithel 

SSC   short spectral channel (kurzwelliger Kanal) in ps (Picosekunde) 

TCSPC   time-correlated single-photon-counting (zeit-abhängige Zählung 

einzelner Photonen) 

VEGF   Vascular-Endothelial-Growth-Factor (Gefäßwachstumsfaktor) 
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1 Zusammenfassung  

Die altersabhängige Makuladegeneration (AMD) ist eine komplexe, multifaktorielle, 

degenerative Erkrankung im Bereich der äußeren Netzhautschichten und des retinalen 

Pigmentepithels. Sie ist die häufigste Ursache für eine erhebliche Minderung des 

zentralen Sehvermögens in den westlichen Industrienationen (Leitlinie Nr. 21 AMD, 

DOG und BVA 2015). Ein bekannter Risikofaktor für die Progression der AMD sind 

Drusen, Ablagerungen zwischen der Bruch´schen Membran und dem retinalen 

Pigmentepithel (RPE). Sie gehen mit nachteiligen Effekten für die Versorgung der 

Retina einher und können auch einer chorioidalen Neovaskularisationen (CNV) und 

einer inkompletten oder kompletten Atrophie des Pigmentepithels und der äußeren 

Retina (iRORA und cRORA) vorausgehen (Spaide et al. 2003). Die Zusammensetzung 

der Ablagerungen wurde bereits intensiv studiert, über den Anteil der Drusen an der 

Fundusautofluoreszenz (FAF) wird noch debattiert. Mit der Technik der Fluorescence 

Lifetime Imaging Ophthalmoscopy (FLIO) können die Lebensdauern der FAF und die 

Wellenlänge am Emissionsgipfel (= peak-emission-wavelength, PEW) bestimmt 

werden. Wir wissen heute, dass die FAF-Lebensdauern von Patienten mit AMD länger 

sind als in gesunden, altersgleichen Kontrollgruppen und mit RPE-

Hyperpigmentierungen assoziierte Drusen eine längere Lebensdauer haben, als 

solche mit noch intaktem RPE (Sauer et al. 2018, Dysli et al. 2016). Um den Einfluss 

der Drusen sowie den Status des darüber liegenden RPEs auf die Progression der 

AMD zu untersuchen, wurde eine Follow-up-Studie von AMD-Patienten bis zu 6 Jahre 

nach Erstuntersuchung durchgeführt. 40 Augen von 38 Patienten (Alter: 75,1 ± 7,1 

Jahre) mit intermediärer AMD konnten in die Studie eingeschlossen werden, davon 

hatten 26 Patienten eine Folgeuntersuchung nach 12 bis 36 Monaten und 10 Patienten 

nach 37 bis 72 Monaten. Die Lebensdauern der FAF und die PEW wurden durch FLIO 

gemessen. Durch die Auswertung von Farbfundusfotographien und optischen 
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Kohärenztomographien (OCT) wurde das Stadium der AMD erhoben und die Drusen 

wurden hinsichtlich der Veränderungen des darüberliegenden RPE in drei Gruppen 

eingeteilt: Drusen ohne RPE-Hyperpigmentierung, fragliche oder schwache RPE-

Hyperpigmentierung und deutliche RPE-Hyperpigmentierung. Unter den 210 

hyperautofluoreszenten Drusen in der Erstuntersuchung, hatten solche mit RPE-

Hyperpigmentierung längere Lebensdauern und kürzere PEW als Drusen ohne RPE-

Hyperpigmentierung. Drusen ohne RPE-Pigmentierung hatten bei Erstuntersuchung 

kürzere Lebensdauern und PEW als das benachbarte RPE (alle p<0.001), aber die 

Lebensdauern nahmen zu und die PEW verkürzte sich im Verlauf. Die Retina von 

Augen mit fortschreitender AMD hatte signifikant längere FAF-Lebensdauern bei 

Erstuntersuchung als solche mit stabiler AMD (282±102 ps vs. 245±98 ps, p<0.001 für 

den kurzwelligen FLIO-Kanal bzw. 365±44 ps vs. 336±48 ps, p=0.025 für den 

langwelligen FLIO-Kanal).  Sowohl die Lebensdauern und die PEW der Drusen, als 

auch die des angrenzenden RPEs ändern sich also mit Fortschreiten der AMD 

unterschiedlich. Dieser Unterschied könnte eher eine Veränderung des RPE 

widerspiegeln als die Autofluoreszenz des Druseninhalts abbilden. Dennoch können 

lange Lebensdauern zusammen mit kurzer PEW als Risikomarker für ein Fortschreiten 

der AMD berücksichtigt werden und mittels FLIO erkannt werden bevor es zu 

makroskopischen Veränderungen kommt. Eine solche Früherkennung wird zukünftig 

noch an Bedeutung gewinnen, wenn sich die Therapiemöglichkeiten der trockenen 

AMD erweitern. 
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2 Einleitung 

2.1 Altersbedingte Makuladegeneration 

Die altersbedingte Makuladegeneration ist eine degenerative Erkrankung der Makula 

lutea. In den westlichen Industrienationen ist es die häufigste Erblindungsursache bei 

über 65-Jährigen (Klein et al. 2010). Sowohl genetische Prädisposition als auch 

Umweltfaktoren, wie z.B. Rauchen, spielen eine Rolle in der Pathogenese (Gehrs et 

al. 2006, Houston et al. 2001). Auch kardiovaskuläre Erkrankungen wie arterielle 

Hypertonie oder Arteriosklerose sind Risikofaktoren für die Entwicklung einer AMD 

(Rastogi et al. 2016). Doch es gibt auch protektive Faktoren: In der Coimbra-Studie 

zeigte sich, dass bei Patienten, die mit hoher genetischer Wahrscheinlichkeit an einer 

AMD erkranken, dass Einhalten einer mediterranen Diät das Risiko um den Faktor 1,8 

reduzieren konnte (Barreto et al. 2022). Des Weiteren scheinen regelmäßige 

Bewegung und die erhöhte Zufuhr von Ballastoffen, Zeaxanthin, Lutein, Vitamin-C, -D 

und -E, Betacarotin, Zink sowie Koffein einen protektiven Effekt zu haben (Raimundo 

et al. 2018, Weikel et al. 2012). Auch das regelmäßige Verzehren von Fisch und 

anderen Omega-3-Fettsäure-haltigen Lebensmitteln hat einen schützenden Einfluss 

(Merle et al. 2014). Die Makula ist als Ort des schärfsten Sehens (Abb.1) essenziell für 

alle Tätigkeiten für die eine hohe Bildauflösung notwendig ist, wie z.B. beim Lesen 

oder beim Erkennen von Gesichtern. Sie erbringt im Lauf des Lebens ständige 

Höchstleistungen, die auch mit einem hohen Stoffwechsel in der Netzhautmitte 

einhergehen. Das darunterliegende RPE ist entscheidend für den Abbau von 

Substraten und Nebenprodukten des Sehzyklus, wie z.B. Lipofuscin und somit 

verantwortlich für den Erhalt der Fotorezeptorschicht. Kann das RPE seine Aufgabe 

mit zunehmendem Alter nicht mehr erfüllen, kommt es im Frühstadium der AMD zu 

Ablagerungen dieser Stoffe zwischen Bruch ´scher Membran und retinalem 

Pigmentepithel - sogenannten Drusen. 
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Abbildung 1: Aufbau der Makula lutea der Retina 

Die Makula mit der Fovea centralis ist als Ort des schärfsten Sehens prädisponiert 

dafür, da dort die höchste Fotorezeptordichte ist und besonders viele Abbauprodukte 

anfallen. Die Drusen gehen mit nachteiligen Effekten für die Versorgung der Retina 

einher, wie einer erhöhten Diffusionsbarriere für Sauerstoff und Nährstoffe, einer 

Ansammlung von Komplement-Faktoren und Einleitung einer Entzündungsreaktion, 

sowie Schäden durch reaktive Sauerstoffspezies und führen so zu einer irreversiblen 

Schädigung der äußeren Netzhautschichten und des retinalen Pigmentepithels 

(Cankova et al. 2011, Johnson et al. 2001, Nozaki et al. 2006).  

Die AMD kann klinisch in vier Stadien (Abb.2) eingeteilt werden (Davis et al. 2005), 

wovon das erste Stadium durch normale Alterserscheinungen und kleine Drusen (<63 

μm) gekennzeichnet ist. Im zweiten AMD-Stadium finden sich bereits mittelgroße 

Drusen (≥ 63 μm bis ≤124 μm) und im dritten kommen dann noch größere Drusen 

(≥125 μm) und Pigmentepithelveränderungen hinzu. Das vierte oder späte Stadium 

der AMD führt zu einem starken Verlust an Sehfähigkeit, entweder durch die 

Entwicklung einer geographischen Atrophie (GA) mit Untergang des RPE und der 

äußeren Netzhautschichten inklusive der Fotorezeptorschicht oder durch den 

Übergang in eine exsudative Form der AMD, bei der es durch Ausschüttung von 

Gefäßwachstumsfaktoren (vascular – endothelial – growth - factor = VEGF) zu 
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chorioidalen Neovaskularisationen kommt. Diese neuen Gefäße sollen die Versorgung 

der Netzhaut verbessern, sie sind aber sehr fragil und ihre Gefäßwände sehr 

permeabel, so dass es zu retinalen Blutungen, Abhebungen des RPE und zu einem 

Ödem kommen kann, wodurch weitere Schäden an der Netzhaut entstehen. Dadurch 

wird die retinale Versorgung noch schlechter und mehr VEGF werden ausgeschüttet. 

 

Abbildung 2: oben links: gesunde Netzhaut; oben rechts: 2. AMD-Stadium mit 

kleinen und mittelgroßen Drusen; unten links: 3. AMD-Stadium mit größeren 

Drusen und Pigmentepithelveränderungen; unten rechts: große geographische 

Atrophie zentral mit sichtbaren Gefäßen der Aderhaut 



10 
 

Die Spätform der AMD wird somit in zwei Verlaufsformen unterteilt – die trockene bzw. 

non-exsudative und die feuchte bzw. exsudative oder neovaskuläre AMD. Letztere 

geht mit einem schnellen und schweren Sehverlust einher. Für diese feuchte Form der 

AMD existiert bereits eine wirksame Therapie – die Injektion von VEGF-Hemmern 

mittels intravitrealer operative Medikamentenapplikation (IVOM) (Joussen et al. 2009), 

die den Teufelskreis der Neovaskularisation unterbrechen und die feuchte AMD wieder 

in eine trockene Form überführen sollen. Das Ziel dieser Therapie ist dabei nicht die 

Heilung der AMD, sondern ein möglichst langer Erhalt der Sehkraft. Die Therapie der 

trockenen AMD bestand bisher vor allem in der Gabe von Nahrungsergänzungsmitteln 

(NEM), welche z.B. Lutein und Zeaxanthin, sowie Omega-3 Fettsäuren und 

Antioxidantien wie Vitamin-C und -E enthalten. Deren positiver Effekt wirkt sich aber 

eher in frühen Stadien aus und kann die Progression verlangsamen (Csader et al. 

2022), auf bereits entstandene Schäden des RPE oder Atrophien und Narben haben 

sie jedoch keinen Einfluss. Viele Studien bezüglich der NEM bei AMD konnten 

allerdings nur einen kleinen bzw. gar keinen Effekt zeigen und negative Folgen einer 

zu hohen Zufuhr auch nicht ausschließen (Evans et al. 2017). Ein grundsätzlich 

gesunder Lebensstil mit viel Bewegung und einer mediterranen Ernährung konnte das 

Risiko der AMD jedoch nachweislich reduzieren (Goodman et al. 2012). Viele andere 

Therapieansätze werden aktuell erforscht (Cabral de Guimaraes et al. 2020), so 

könnte auch eine Gentherapie zukünftig sowohl in frühen Stadien ansetzen und die 

Inflammation an der Retina begrenzen, als auch bei der feuchten AMD die 

Neovaskularisation stoppen (Rakoczi et al. 2015, De Oliveira Dias et al. 2012). Die 

Inflammation über das Komplement-System kann auch durch Antikörper limitiert 

werden, verschiedene Wirkstoffe wurden bereits untersucht wie z.B. Eculizumab 

(Yehoshua et al. 2013) oder Sirolimus (Wong et al. 2013) und konnten die Progression 

verlangsamen, aber die Atrophie bei der trockenen AMD nicht verkleinern. Die IVOM 
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von Komplement-C3-Hemmer Pegcetacoplan (Liao et al. 2020) und Komplement-C5-

Hemmer Avacincaptad Pegol (Jaffe et al. 2020) konnten die Zunahme der GA deutlich 

verlangsamen. Eine Zulassung für Avacincaptad Pegol ist 2023 geplant und 

Pegcetacoplan wurde bereits in Amerika zur Behandlung der GA zugelassen (FDA, 

2023). In präklinischen Studien konnte auch ein positiver Effekt von neuroprotektiven 

Substanzen nachgewiesen werden, z.B. wird bei einem Brimonidin-Implantat ebenfalls 

das Wachstum der GA signifikant reduziert (Freeman et al. 2019). Andere invasivere 

Therapieansätze versuchen das geschädigte RPE zu ersetzen und zeigen gute 

Langzeitergebnisse bezüglich der Sehkraft, z.B. die operative Translokation der 

Makula (Chen et al. 2010), die autologe RPE-Transplantation inklusive der Choroidea 

(Oshima et al. 2017), oder die Injektion von gesunden RPE-Zellen bzw. Stammzellen 

(Schwartz et al. 2012, Mandai et al. 2017). All diese operativen und invasiven 

Verfahren konnten sich bisher, aufgrund der Risiken und Schwierigkeiten, die bei der 

Operation und Implantation, sowie bei der Gewinnung der Transplantate bzw. Zellen 

auftreten können, noch nicht in der klinischen Nutzung durchsetzen (Alexander et al. 

2015). Des Weiteren wird das Einsetzen von bionischen Netzhautchips unter der 

Makula in der laufenden PRIMAvera-Studie untersucht.  

Bei Fortschreiten der AMD entsteht im Endstadium bei der trockenen Form eine große 

geographische Atrophie und bei der exsudativen Form eine disziforme Narbe im 

Zentrum des Sehens. Dadurch kommt es zur dauerhaften Minderung des zentralen 

Sehvermögens mit erheblichen Einschränkungen im Alltag der Betroffenen. 50 % der 

schweren Sehbeeinträchtigungen und Erblindungen in Deutschland werden heute 

durch die AMD verursacht (Finger et al. 2011). Aktuelle Prognosen für Europa zeigen, 

dass durch das zunehmende Altern der Bevölkerung die Zahl der Erkrankten mit AMD 

bis 2050 noch um 15% steigen wird (Li QW et al. 2020).  
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2.2 Fluoreszenz und FLIO 

2.2.1 Grundlagen der Fluoreszenz 

Die Fluoreszenz ist definiert als die Eigenschaft fester, flüssiger oder gasförmiger 

Stoffe, bei Anregung durch Bestrahlung eine Strahlungsenergie zu absorbieren und in 

Form von elektromagnetischer Strahlung gleicher oder längerer Wellenlänge wieder 

abzugeben. Die physikalischen Grundlagen dafür sind im Perrin-Jablonski-Diagramm 

schematisch dargestellt (Abb.3). Es zeigt, dass sich die Elektronen auf verschiedenen 

Energieniveaus befinden können, wobei S0 der unangeregte Grundzustand ist. S1 und 

S2 sind Anregungsniveaus und haben zudem andere Vibrations- und 

Rotationseigenschaften als der Grundzustand.  

 

Abbildung 3: Perrin-Jablonski-Diagramm 

Damit überhaupt Fluoreszenz entsteht, braucht es eine anregende 

elektromagnetische Strahlung von außen. Für eine ausreichende Anregung muss die 

Energie dieser Strahlung mindestens so groß wie die Energiedifferenz zwischen 

Grundzustand und einem elektronisch angeregtem Zustand sein. Da diese 

Energieniveaus spezifisch für die Struktur der Moleküle sind, werden unterschiedliche 

Wellenlängen zur Anregung verschiedener Stoffe benötigt. Wenn nun ein Photon der 
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elektromagnetischen Strahlung mit der richtigen Energie auf ein Elektron der 

anzuregenden Substanz im Grundzustand trifft, absorbiert das Elektron die 

eingebrachte Energie und kann dadurch auf ein höheres Energieniveau gehoben 

werden. Dort wechselt es dann bei der inneren Umwandlung ohne Strahlung 

abzugeben in den niedrigsten angeregten Zustand dieses Energielevels. Da in der 

Natur der Zustand der niedrigen Energie bevorzugt wird, geht das Elektron nach einer 

gewissen Zeit wieder in den Grundzustand über, wobei Photonen mit einer 

Wellenlänge abgegeben werden können, die der Energiedifferenz zwischen den 

beiden Energieniveaus entspricht. Wenn dieser strahlende Übergang in ca. 10-8 

Sekunden stattfindet, so nennt man dies Fluoreszenz und die Zeit, die in diesem 

angeregten Zustand verbracht wurde nennt man Fluoreszenzlebensdauer. Die 

emittierte Strahlung hat meist eine längere Wellenläge als die Anregungsstrahlung und 

somit eine niedrigere Energie. Dabei handelt es sich um die sogenannte Stokes-

Verschiebung. Ein Grund dafür ist, dass das Elektron unabhängig von der Wellenlänge 

der anregenden Strahlung immer in den niedrigsten anregten Zustand eines 

Energielevels wechselt (Kasha-Dogma) und dadurch die Energiedifferenz bei der 

Rückkehr in den Grundzustand kleiner ist als bei der Anregung. Außerdem gehen die 

Elektronen bei der Rückkehr in den Grundzustand gerne in dessen höchsten 

Vibrationszustand über, wodurch die Energie der emittierten Strahlung weiter 

abnimmt. Die Fluoreszenzlebensdauer, also wie lange ein angeregtes Elektron in 

einem höheren Energieniveau bleibt bevor es wieder in den Grundzustand wechselt, 

ist abhängig von den Eigenschaften des angeregten Stoffes und nicht jeder hat die 

Eigenschaften zur Fluoreszenz. Substanzen die dies können, nennt man Fluorophore 

und sie haben eine eigene charakteristische Fluoreszenzlebensdauer. Diese 

Lebensdauer gilt als unabhängig von variablen Faktoren wie der 

Fluorophorkonzentration und damit der Fluoreszenzintensität. 
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2.2.2 Fundusautofluoreszenz  

Bei biologischen Geweben bezeichnet man die Lichtemission nach Anregung von 

außen als Autofluoreszenz. Auch in der menschlichen Retina sind verschiedene 

Fluorophore enthalten, von denen vor allem das Lipofuscin eine wichtige Rolle spielt, 

da es den größten Teil der retinalen Autofluoreszenz verursacht (Delori et al. 1995). 

Andere Fluorophore der Netzhaut sind z.B. retinale Carotinoide der Makula wie Lutein 

und Zeaxanthin (Ermakov et al. 2005) oder Reduktionsäquivalente wie NADH und 

FADH, abhängig vom Redoxzustand der Zellen (Chorvat et al. 2009, König et al. 1994). 

Während des Sehzyklus werden laufend Fotorezeptoraußensegmente vom RPE 

phagozytiert, abgebaut und die Metabolite über die Aderhaut in den Blutkreislauf 

abgeben. Erfolgt diese Entsorgung nicht mehr vollständig, z.B. durch das Hindernis 

einer verdickten Bruch´schen Membran, lagern sich diese Substanzen, u.a. Lipofuscin, 

mit der Zeit vermehrt im RPE ein (Greenberg et al. 2015), wodurch es dort zu toxischen 

Zellschäden kommen kann (Sparrow et al. 2012). Da einige dieser Metabolite 

Fluorophore sind, können Aufnahmen der Fundusautofluoreszenz wichtige  

  

Abb. 4: links FAF einer gesunde Netzhaut; rechts FAF bei trockener AMD          

(3. AMD-Stadium) 
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Rückschlüsse auf die Integrität der Netzhaut und des RPEs geben. Dabei wird mit 

einer Wellenlänge zwischen 480 bis 500 nm angeregt und dann mit einer Kamera 

mehrere Bilder aufgezeichnet. 

Da es sich um eine nicht-invasive Untersuchung handelt, eignen sich FAF-Aufnahmen 

sowohl als Früherkennungsmethode, als auch zur Verlaufskontrolle. Bei einer 

gesunden Netzhaut zeigt der gesamte hintere Pol eine homogene Autofluoreszenz 

außer im Bereich der Makula, wo es durch Absorption zu einem verminderten 

hypofluoreszenten Signal kommt (Abb.4). Hypofluoreszenz entsteht auch durch eine 

niedrigere anregende Strahlung oder durch Blockade einer normalen Fluoreszenz, wie 

z.B. bei retinalen Blutungen. Bei der AMD sehen wir zentral ein schwächeres Signal 

als bei der gesunden Netzhaut als Zeichen der beginnenden RPE-Atrophie, sowie 

hyperfluoreszente Punkte, an welchen es zu Ablagerungen von Fluorophoren 

gekommen ist (Abb.4). Das Lipofuscin überstrahlt mit seiner sehr hohen Intensität alles 

andere (Delori et al. 1995), so dass sich mit der FAF nicht feststellen lässt, welche 

anderen Substanzen in diesen Ablagerungen noch enthalten sein könnten. 

2.2.3 Fluoreszenz Lifetime Imaging Ophthalmoscopy (FLIO) 

Bei der FLIO werden nicht nur einfache FAF-Aufnahmen gemacht, sondern die 

Lebenszeiten der Fluorophore gemessen, welche wie bereits beschrieben, 

unabhängig von der Anregungsintensität, sowie auch spezifisch für jedes Fluorophor 

und die Einbettungsmatrix der fluoreszenten Moleküle sind. Da die Retina viele 

verschiedene Fluorophore enthält, können Änderungen dieser Lebenszeiten 

Informationen zu diesen Substanzen und deren Umgebung liefern (Schweizer et al. 

2007). Um die Fluoreszenzlebensdauern zu erfassen, wurde ein zeitauflösendes FAF-

System mit einem Laser-Scan-Ophthalmoskop kombiniert (Schweizer et al. 2002), 

wodurch die FLIO entstand. Die retinale Bestrahlungsstärke des FLIO entspricht 
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internationalen Sicherheitsstandards und schließt Schäden an der Netzhaut durch die 

Untersuchung aus (Sauer et al. 2015). Abbildung 5 zeigt eine schematische 

Darstellung des FLIO. Wie in Sauer et al. beschrieben, wird zur Anregung der retinalen 

Autofluoreszenz von einem 473nm Pulsdiodenlaser ein 89 ps langes Signal mit einer 

Wiederholfrequenz von 80 MHz abgegeben (Sauer et al. 2018). Ein Infrarot-Laser wird 

zum Eye-Tracking genutzt, um die Augenbewegungen und mögliche Unruhen in der 

Fixation auszugleichen. Auf der Netzhaut wird ein 30°x 30° großes Feld untersucht, 

was einer Größe von ca. 9 x 9 mm2 entspricht. Das dabei entstandene Bild besteht aus 

256 x 256 Pixeln was einer räumlichen Auflösung von 35 μm bei Emmetropie 

entspricht. 

 

Abb.5: Schematische Darstellung des FLIO 

Die nach der kurzen Anregung entstehenden Photonen werden von der Retina 

abgegeben und dann detektiert nach dem Prinzip des time-correlated single-photon-

counting (TCSPC). Das heißt der Detektor erfasst jedes Fluoreszenz-Photon einzeln, 

misst seinen zeitlichen Abstand zum Anregungsimpuls und ordnet es auch räumlich 

zu. Außerdem werden im FLIO zwei Detektoren genutzt, die die Photonen abhängig 
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von ihrer Wellenlänge erfassen. Der eine misst den kurzwelligen Kanal (short spectral 

channel – SSC) mit 498 – 560 nm, wo mehrere retinale Fluorophore Photonen 

emittieren. Der andere Detektor untersucht den langwelligen Kanal (long spectral 

channel – LSC) mit 560 – 720 nm, wo vor allem das Lipofuscin einen hohen Anteil an 

der Fluoreszenzemission hat (Schweitzer et al. 2007). Es entstehen über die 

Aufnahmezeit Histogramme, die den Zeitverlauf der Autofluoreszenz darstellen. Die 

weitere Verarbeitung der Daten kann mit verschieden Software-Produkten erfolgen, 

z.B. der SPCImage 6.0 Anwendung. Die Photonen-Histogramme werden durch 

Reihen von Exponentialfunktionen unter Bestimmung von Zerfallszeitkonstanten und 

Amplituden approximiert. Für weitere Analysen wird das amplitudengewichtete Mittel 

τm der einzelnen Zeitkonstanten herangezogen. Diese werde in einem farb-codierten 

Bild so dargestellt, dass kurze Lebensdauern rot und lange Lebensdauern blau 

erscheinen. Zusätzlich kann die Wellenlänge am Emissionsgipfel (= peak-emission-

wavelength, PEW) aus dem Verhältnis der gezählten Photonen im SSC und LSC 

bestimmt werden. 

3 Zielstellung  

Die AMD ist eine der häufigsten Ursachen für schwere Sehbeeinträchtigung und 

Erblindung. Während die exsudative Form durch die VEGF-Inhibitoren bereits gut 

behandelbar ist, sind Therapien für die trockene AMD noch nicht etabliert. In 

zahlreichen Studien wurden und werden verschiedene Ansätze von 

Nahrungsergänzungsmitteln (NEM), Immunmodulatoren, Gentherapie bis zu 

operativen Verfahren wie der RPE-Transplantation untersucht. Besser wäre es 

allerdings, wenn die Therapien für die Spätstadien der AMD nicht mehr nötig wären, 

weil die Netzhauterkrankung frühzeitig erkannt und behandelt werden kann, wodurch 

auch weniger Sehbeeinträchtigungen entstehen würden. In frühen und mittleren 
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Stadien scheinen NEM einen schützenden Effekt auf die Retina zu haben (Gorusupudi 

et al. 2017, Bernstein et al. 2016) und die Suche nach präventiven und kurativen 

Behandlungsoptionen wird weiter fortgeführt. Die Diagnose der AMD erfolgt klinisch 

durch den Nachweis von Drusen und Pigmentepithelveränderungen in der 

Funduskopie, in der OCT, in Autofluoreszenzaufnahmen oder der 

Fluoreszenzangiografie (FAG), aber bisher fehlen Früherkennungsuntersuchungen, 

mit welchen sich die Progressionswahrscheinlichkeit der AMD voraussagen lässt.  Hier 

könnte die FLIO als sehr sensitive Untersuchungsmethode die Möglichkeiten der 

Früherkennung ergänzen, da schon kleinste pathologische Veränderungen der 

Netzhaut erfasst werden und die AMD somit schon in einem sehr frühen Stadium 

nachweisbar machen. In wie weit sich die Prognose mittels FLIO voraussagen lässt 

wird aktuell diskutiert. Diese Arbeit soll dazu beitragen, die Ergebnisse der FLIO-

Messungen besser zu verstehen und einzuordnen, aber auch die Frage beantworten, 

ob sie einen Rückschluss auf die Progressionswahrscheinlichkeit erlauben. 

4 Publizierte Originalarbeit 

Schwanengel LS, Weber S, Simon R, Lehmann T, Augsten R, Meller D, Hammer M. 

2023. Changes in drusen-associated autofluorescence over time observed by 

fluorescence lifetime imaging ophthalmoscopy in age- related macular degeneration. 

Acta Ophthalmologica, 101, e154–e166 
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5 Diskussion 

Während beschrieben ist, dass die Größe der Drusen mit ihrer Hyperautofluoreszenz 

korreliert  (Landa et al. 2012), konnte in der aktuellen Studie kein Zusammenhang 

zwischen den FAF-Lebensdauern, der PEW und der Größe der 

hyperautofluoreszenten Drusen nachgewiesen werden. Die FAF von Drusen wurde 

erstmals von Delori et al. (Delori et al. 2000) beschrieben und sie fanden heraus, dass 

Drusen häufig einen hypoautofluoreszenten Kern haben und von einem 

hyperautofluoreszenten Ring umgeben sind. Vor kurzem wurden dann von Chen et al. 

(Chen et al. 2021) 4 Stadien der Drusen-FAF vorgeschlagen: Im Farbfundusfoto 

sichtbare Drusen beginnen mit einer Isoautofluoreszenz (Drusen-Stadium 1), die im 

Verlauf durch Rückgang oder Verlust der äußeren Fotorezeptorschicht oberhalb der 

Druse zu einer Hyperautofluoreszenz wird (Drusen-Stadium 2). In Drusen-Stadium 3 

erscheint dann der von Delori beschriebene hypoautofluoreszente Kern mit dem 

umgebenden hyperautofluoreszenten Ring als Zeichen der beginnenden Atrophie des 

RPEs, welche dann als iRORA oder cRORA fortschreitet. Drusen im Stadium 4 

erscheinen im Farbfundusfoto oft aufgebrochen und enthalten kalzifizierte Anteile aus 

Hydroxylapatit, welche sich im OCT als hyporeflektive Kerne in den Drusen darstellen 

(Tan et al. 2018, Thompson et al. 2015) und nach der Resorption der lipidhaltigen 

Anteile in der Bruch-Membran verbleiben (Chen et al. 2021).  Die isoautofluoreszenten 

Drusen im Stadium 1 wurden in dieser Follow-up-Studie ausgeschlossen, da weiche 

Drusen zu 35% als hyperautofluoreszent und nur 5% als hypoautofluoreszent 

beschrieben waren und häufiger mit einer Störung der Integrität der Membrana limitans 

externa, der Ellipsoiden Zone und des Komplexes von RPE und Bruch´scher Membran 

einher gingen, als die isoautofluoreszenten Drusen. Dies könnte ein Risiko für eine 

Progression der AMD anzeigen und war ein Grund sich auf die Drusen mit veränderter 

Autofluoreszenz zu konzentrieren. Die andere Intention war das Interesse daran, wie 
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sich die Fluoreszenz im Verlauf verändert und dies lässt sich am besten im Fall der 

hyperautofluoreszenten Drusen und ihrer Zunahme des Fluoreszenzsignals 

beobachten. Dieses Signal kann zusätzlich zum Lipofuscin im umgebenden RPE auch 

durch RPE-Formveränderungen, Verlust maskierender Photorezeptoraußensegmente 

(Rudolf et al. 2013, Chen et al. 2020, Chen et al. 2021), oder auch durch eine 

veränderte Zusammensetzung der Fluorophore gesteigert werden. Drusen-Stadium 3 

wurde nicht gefunden und der wahrscheinlichste Grund dafür ist die niedrige Auflösung 

des FLIO. Für eine ausreichende zeitliche Auflösung müssen die 

Fluoreszenzphotonen auf 1024 Zeitkanäle aufgeteilt werden, was angesichts des 

schwachen Autofluoreszenzsignals und der Beschränkung der Untersuchungszeit des 

Auges auf wenige Minuten eine niedrige räumliche Auflösung bedingt, die 

möglicherweise den hypoautofluoreszenten Kern nicht abbilden kann. Die meisten der 

untersuchten Drusen befanden sich im zweiten und nur wenige im vierten Drusen-

Stadium. Die Hypofluoreszenz ist vor allem auf RPE-Veränderungen zurückzuführen, 

die insbesondere bei schweren RPE-Schäden mit steigender Lebensdauer und 

sinkender PEWs einhergehen. Hypoautofluoreszente Drusen scheinen seltener zu 

sein, da das Drusenmaterial nach der RPE-Atrophie resorbiert wird.  

In der Literatur gibt es eine Debatte darüber, ob weiche Drusen bei AMD anhand ihrer 

Lebenszeit in der FLIO erkennbar sind. Während Dysli et al. keinen Unterschied 

feststellte (Dysli und Fink et al. 2017, Dysli und Wolf et al. 2017), fand Sauer längere 

Lebensdauern der weichen Drusen gegenüber dem umgebenden RPE (Sauer und 

Andersen et al. 2018, Sauer und Gensure et al. 2018). In einer anderen Studie wurde 

kein Unterschied der Lebensdauer im Durchschnitt aller Drusen festgestellt, aber es 

konnten längere Lebensdauern für deutlich hyperautofluoreszenten Drusen 

nachgewiesen werden (Hammer et al. 2020). Bei sorgfältiger Sortierung der Drusen in 
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ohne, mit und mit fraglicher Hyperpigmentation im Farbfundusfoto oder OCT, konnte 

gezeigt werden, dass Drusen ohne Veränderung des darüberliegenden RPEs 

signifikant kürzere Lebensdauern und PEWs haben als das umgebende RPE. Nur 

wenn das RPE über der Druse hyperpigmentiert im Farbfundusfoto ist oder im OCT 

mit hyperreflective foci (HRF) auftrat, stieg die Lebensdauer und dieser Unterschied 

war deutlicher und signifikant höher als für Drusen mit intaktem RPE.  

Die kurze Lebensdauer der Drusen in klinischen Untersuchungen steht im 

Widerspruch zu histologischen Befunden, wo wesentlich längere Lebensdauern für 

Drusen als für das umgebende RPE in beiden Spektralkanälen gefunden wurden. 

Während aber in der Histologie Querschnitte des Fundus untersucht werden, erhalten 

wir in der klinischen FLIO-Untersuchung ein en-face-Bild, in dem wir die Drusen nur 

durch das stark fluoreszente RPE hindurch betrachten können. Dadurch könnte die 

schwache Fluoreszenz der Drusen weniger gut sichtbar sein und Unterschiede der 

Lebensdauern und der PEW könnten eher auf Veränderungen des RPE hinweisen. In 

diesem Zusammenhang würden kürzere Lebensdauern der Drusen einen Sinn 

ergeben und durch Veränderungen des RPE erklärt werden. In einer anderen Studie 

konnte gezeigt werden, dass sich in frühen Stadien pathologischer RPE-

Veränderungen die Lebensdauern verkürzen, bevor sie durch Zelluntergang oder 

durch Ablösungen einzelner Zellen oder von Zellverbände von der Bruch-Membran 

und deren Wanderung in die Retina ansteigen (Hammer et al. 2021).  

Auch wenn noch nicht sicher gesagt werden kann, ob diese langen Lebenszeiten mit 

den Drusen oder den Veränderungen des RPEs zusammenhängen, können fokal 

verlängerte Lebensdauern der Drusen ein Risikoindikator für die folgende Progression 

der AMD sein. Der Anstieg der Lebensdauern und der Abfall der PEW an den 

Lokalisationen der Drusen geht einher mit im OCT zu beobachtenden RPE-Läsionen 
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(Verdickung, Verklumpung oder Migration der Zellen in die Retina). Diese können 

Veränderungen der zellulären Fluorophorzusammensetzung oder des intrazellulären 

Milieus im RPE bedingen, wie z.B. der Viskosität, der Polarität oder des pH-Werts, die 

der Änderung der Fluoreszenzeigenschaften zugrunde liegen könnten. Dies stimmt 

damit überein, dass bei frühen AMD-Stadien die Sichtbarkeit der Drusen in FAF-

Aufnahmen abhängig ist vom gleichzeitigen Vorliegen von RPE-Irregularitäten. (Chen 

et al. 2020). Daher werden die dargestellten Veränderungen der FAF-Lebensdauern 

und der PEW am ehesten den fortschreitenden Umbau des RPEs bzw. die 

Umverteilung oder den Verlust von Lipofuscin widerspiegeln (Gambril et al. 2019, 

Hammer et al. 2021, Ach et al. 2015, Tong et al. 2016) und könnten FLIO zu einem 

nützlichen Instrument für die Früherkennung von Augen mit hohem Risiko für eine 

AMD-Progression machen.  

Die Verkürzung oder komplette Abwesenheit der äußeren Fotorezeptorsegmente über 

Drusen könnte zur Hyperautofluoreszenz beitragen (Chen et al. 2021, Freund et al. 

2013). Dieses Konzept stimmt mit dem hypsochromen Effekt auf die PEW überein, bei 

dem Fotopigmente in den Stäbchen und Zapfen einen Filtereffekt auf das kurzwellige 

Licht der Fluoreszenzstrahlung haben und dieses absorbieren. Der hypsochromen 

Effekt wird auch Blauverschiebung genannt und bezeichnet die Verschiebung des 

Absorptionsspektrums eines Stoffs in den kurzwelligeren, energiereicheren Bereich 

des elektromagnetischen Spektrums. 

Dies erklärt aber nicht die Veränderungen der FAF-Lebenszeiten. Diese legen nah, 

dass es sich eher um eine Änderung der Fluorophorzusammensetzung oder des 

intrazellulären Milieus in umgebauten RPE-Zellen handelt. Weiterhin kann ein Beitrag 

der Fluorophore in Drusen zur Gesamtfluoreszenz nicht ausgeschlossen werden. Dies 

könnte, analog zu histologischen Befunden, die längeren Lebensdauern der Drusen 
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erklären (Schultz et al. 2020, Schultz et al. 2021, Schultz et al. 2021, Schultz et al. 

2021), aber nicht die kürzeren Lebenszeiten die hier bei Drusen mit noch intaktem 

RPE gefunden wurden. Den Druseninhalt als eigentliche Quelle der FAF zu 

hinterfragen, stimmt damit überein, dass es einen Mangel an Korrelation zwischen 

dem Drusenvolumen und der FAF-Intensität in quantitativen FAF-Bildgebungen bei 

Patienten mit früher oder intermediärer AMD gibt (Reiter et al. 2019).  

Drusen, die keine Hyperpigmentierung entwickeln, verringern ihre PEW und 

verlängern ihre Lebensdauer in beiden Spektralkanälen innerhalb der 3 Jahre des 

Follow-up (Follow-up Gruppe1). Keine signifikanten Änderungen wurden für Drusen 

mit zarter oder fraglicher Hyperpigmentation gefunden. Der Grund dafür könnte sein, 

dass bei ihnen bereits RPE-Veränderungen bei der Baseline-Untersuchung vorlagen, 

welche aber weder im Farbfundusfoto noch in der OCT sichtbar waren. Dies wird auch 

durch die längere Lebenszeit und kürzere PEW dieser Drusen untermauert, wenn man 

sie zur Baseline mit Drusen ohne Hyperpigmentierungsentwicklung vergleicht. Über 

eine längere Follow-up-Zeit nehmen sowohl für die Drusen ohne als auch für die mit 

zarter oder fraglicher Hyperpigmentierung, die Lebensdauer - im langwelligen Kanal 

sogar signifikant - zu und die PEW ab. Drusen die eine sichtbare Hyperpigmentierung 

entwickelt haben, zeigten eine beachtliche Zunahme der Lebenszeiten und eine 

Abnahme der PEW in beiden Follow-up-Gruppen, auch wenn dies leider nicht 

statistisch untersuchbar war durch die geringe Anzahl dieser Drusenart. 

Drusen können auch vollständig verschwinden, ohne das RPE zu beeinträchtigen, im 

Gegensatz zu dem beschriebenen Kollaps der Drusen nach der intraretinalen 

Migration, welche mit den HRF korrelieren (Balaratnasingam et al. 2016). Die 

Veränderung der FAF-Lebenszeiten und der PEW geht oft dem Fund von ektopischen 
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RPE in der Retina oder der Atrophie voraus (Cao et al. 2021). Die RPE-Irregularitäten 

können aber auch über Jahre stabil bleiben. 

Eine Stärke der aktuellen Arbeit ist die Nutzung von multimodaler Bildgebung, die 

Farbfundusfotos, Fundusautofluoreszenzaufnahmen, optische Kohärenztomographie 

und FLIO umfasst und in einer Kohorte von Patienten mit trockner AMD in einem 

Zeitraum von über 6 Jahren erhoben wurde. Eine generelle Begrenzung ist der Mangel 

an Tiefenauflösung im FLIO, welche eine Trennung der Fluoreszenz von RPE, Drusen, 

Retina, Bruch´scher Membran und der Choroidea nicht erlaubt. Daher musste der 

Anteil der individuellen Strukturen an den gemessenen Lebensdauern und PEWs mit 

ex-vivo-Daten verglichen und extrapoliert werden. Dies macht die Erklärung für die 

Daten bezüglich des Fluoreszenzanteils der Drusen und des RPEs plausibel, ist aber 

kein Beweis für den Ursprung der Fluoreszenz. Eine weitere Einschränkung ist die 

geringe Studienpopulation. Allein schon das hohe Alter der Probanden war ein 

beträchtlicher Grund für das Ausscheiden vieler Baseline-Teilnehmer. Des Weiteren 

konnten durch die geringe räumliche Auflösung des FLIO nur große weiche Drusen 

untersucht werden, auf der anderen Seite lag so der Focus auf diesen Drusen, welche 

mit einem hohen Risiko für das Fortschreiten der AMD assoziiert sind (Wange et al. 

2007). Da die Drusen ohne Hyperfluoreszenz ausgeschlossen wurden, kann hier 

nichts über deren Lebenszeiten, PEWs oder ihren möglichen Einfluss auf die 

Progredienz der AMD gesagt werden, aber eine frühere Studie zeigte keinen 

Unterschied der Lebenszeiten zwischen Drusen ohne Hyperfluoreszenz und der des 

RPEs (Hammer et al. 2018). Außerdem war es ein Problem, dass zur Baseline nur 

OCT-Aufnahmen mit 5 Rasterlinien (HD-5-Line-Scan) gemacht wurden und diese von 

geringer Qualität waren. Es wurden Daten von phaken und pseudophaken Augen 

gepoolt, da sich kein signifikanter Unterschied in den Lebensdauern und der PEW der 
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beiden Gruppen zeigte (Hammer et al. 2020). Augen mit fortgeschrittener Katarakt 

wurden ausgeschlossen, da die Aufnahmequalität zu schlecht war. 

6 Schlussfolgerungen 

Zusammenfassend zeigte sich, dass hyperautofluoreszente Drusen sich sowohl in den 

FAF – Lebenszeiten, als auch in den PEWs von dem umgebenden RPE unterscheiden 

und eine Zunahme der Lebensdauer sowie eine hypsochrome Verschiebung der FAF 

über den Beobachtungszeitraum stattfand. Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass dies 

eher Änderungen des hoch fluoreszenten RPE zeigt, als auf Fluorophore in den 

Drusen zurückzuführen ist. RPE-Irregularitäten über den Drusen könnten somit ein 

Indikator für die Progression der AMD sein und sie sind mittels Funduskopie, 

Farbfundusfotographie und OCT diagnostizierbar. Molekulare Veränderungen im RPE 

können aber die Fluoreszenz beeinflussen und morphologisch sichtbaren Befunden 

vorausgehen. Hier würden längere Lebenszeiten und kürzere PEWs im FLIO 

zusätzliche diagnostische Informationen zur Früherkennung von Patienten mit hohem 

Progressionsrisiko liefern, was zukünftig an Bedeutung gewinnen wird, wenn neue 

Therapieoptionen zur Verlangsamung der AMD-Progression verfügbar werden. Die 

FLIO mag für die breite klinische Nutzung noch nicht ausgelegt sein, aber sollte sich 

der prognostische Zusatznutzen als hilfreich erweisen, könnte sich dies ändern. 
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