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1 Einleitung

1.1  Chloroquin und Hydroxychloroquin

Chloroquin (CQ, Handelsname in Deutschland Resorchin) und
Hydroxychloroquin (HCQ, Handelsname in Deutschland Quensyl) gehdren zu
den 4-Aminoquinolinen und werden zur Therapie und Prophylaxe der Malaria

tropicana und Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis eingesetzt.

K
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Abb. 1.A Strukturformel von CQ 1.B Strukturformel von HCQ, mit zuséatzlicher Hydroxylgruppe an
einer N-Ethylgruppe

111 Entwicklung und Einsatz

CQ und HCQ sind Weiterentwicklungen des ersten Antimalariamittels
Chinin. Im Jahr 1935 stellte Hans Andersag CQ synthetisch her, was ein
entscheidender Durchbruch in der Therapie der Malaria war, weil nun ein
effektives Antiprotozoikum zur Prophylaxe und Therapie der Malaria zur
Verfligung stand (Krafts et al 2012). Durch den groBflachigen Einsatz
entwickelten die Erreger Plasmodium Vivax und Plasmodium falciparum
Resistenzen, weswegen CQ heutzutage nur noch bei der Malaria quartana zum

Einsatz kommt.



In der Bemihung um ein weniger toxisches, aber gleich wirksames
Medikament synthetisierten Alexander Surrey und Henry Hammer 1964 HCQ,
welches sich von CQ durch eine weitere Hydroxylgruppe unterscheidet
(McChesney 1983).

Schon Ende des neunzehnten Jahrhunderts war die antiinflammatorische
Wirkung des Chinins bekannt. Als durch die hohe Anwendungsrate von CQ und
HCQ im zweiten Weltkrieg auffiel, dass die Soldaten seltener an arthritischen
Schiben litten, untersuchten erste Studien die immunmodulatorischen Wirkung
der beiden Wirkstoffe im Rahmen der rheumatoides Arthritis (Cohen & Calkins
1958, Freedman 1956, Freedman & Steinberg 1960, Schrezenmeier & Doérner
2020). Seither spielen CQ und HCQ vor allem in der Kombinationstherapie
verschiedener rheumatologischer, dermatologischer und immunologischer
Erkrankungen eine entscheidende Rolle. Gegenstand derzeitiger Forschung sind
antithrombotische, antimikrobielle und antivirale Effekte, sowie der Einsatz in
Therapie der Osteoporose, Dyslipidamie und Hyperglykdmie (Al-Bari 2015).

Zu Beginn der COVID-19 Pandemie im Frihjahr 2020 wurde der Einsatz
von CQ und HCQ zur antiviralen Therapie der Lungenerkrankung kontrovers
diskutiert (Colson et al 2020, Gao et al 2020, Touret & de Lamballerie 2020). Vor
der Pandemie wurden CQ und HCQ in den USA durchschnittlich 400.000 mal
im Monat verschrieben. Im Frihjahr 2020 kam es, aufgrund der kurzzeitigen
Empfehlung die Medikamente zur Behandlung einer COVID Pneumonie
einzusetzen, zu einem deutlichen Anstieg der Verschreibungszahlen (Bull-
Otterson et al 2020).

Heutzutage kommt insbesondere HCQ wegen seines sichereren
Nebenwirkungsprofils bei gleicher Wirkstarke zum Einsatz, CQ wird nur noch

selten verschrieben.



1.1.2 Wirkung

HCQ und CQ besitzen verschiedene immunmodulatorische Effekte, die
bis heute noch nicht alle vollstédndig geklart sind. Sie erhéhen den lysosomalen
pH-Wert und haben so Einfluss auf Proteinabbau, posttranslationale
Modifikationen und  Antigenprasentation. Des  Weiteren werden
Zytokinproduktion, DNA-Stabilitdt und B-, und T-Zell-Rezeptoren beeinflusst.
(Ben-2vi et al 2012, Ding et al 2016, Schrezenmeier & Dérner 2020)

1.1.3 Metabolismus

Nach oraler Aufnahme verteilen sich die Medikamente vor allen in Muskel,
Haut- und Lebergewebe (Schrezenmeier & Doérner 2020). CQ besitzt eine
Affinitdt zu Melanin und reichert sich, stéarker als HCQ, in melaninhaltigem
Gewebe an. Im Auge konnten Anreicherungen in Choroidea und dem retinalen
Pigmentepithel (RPE) dargestellt werden (McChesney et al 1965, Rosenthal et al
1978, Schroeder & Gerber 2014). Bernstein beschreibt diese Anreicherung
bereits nach einmaliger, intravendser Gabe (Bernstein et al 1963). Die
Medikamente werden in der Leber metabolisiert und tber die Niere eliminiert.
Deswegen ist bei Einnahme von CQ/HCQ auf eine ausreichende Leberfunktion
und Komediaktion mit Medikamenten, die Einfluss auf die metabolisierenden

CYP-Enzyme haben, sowie Nierenfunktion zu achten (Furst 1996).

1.1.4 Nebenwirkungen

CQ und HCQ werden als sehr sichere Medikamente eingestuft. Haufigste
Ursache fir das Absetzen der Medikamente sind gastrointestinale
Nebenwirkungen wie Ubelkeit und Erbrechen. Neuromuskulére, kardiologische
und hamatologische Nebenwirkungen sind seltener (Rainsford et al 2015).

Okulare Nebenwirkungen beinhalten Veranderungen an Kornea und
Retina. Eine Keratopathie ist charakterisiert durch reversible Ablagerungen in der
Kornea, die allerdings nicht zu einer Visusverschlechterung fihrt. Eine

ernstzunehmende, irreversible okulare Nebenwirkung ist die CQ/HCQ-



Makulopathie, die Fotorezeptoren und retinales Pigmentepithel betreffen und bei

Beeintrachtigung der Fovea zu drastischer Visusminderung flihren kann.

1.2 HCAQ- und CQ-Makulopathie

1.2.1 Klinische Prasentation

1959 beschrieb Hobbs drei Falle einer irreversiblen Makulopathie, die er
mit der Einnahme von CQ in Verbindung brachte (Hobbs et al 1959). Alle drei
Patienten zeigten Visusverluste, parazentrale Gesichtsfeldausfalle und korneale
Ablagerungen. Funduskopisch lieBen sich Pigmentveranderungen um die Fovea
und verengte retinale GefaBe darstellen (Hobbs et al 1959). Auch nach
Einflhrung des weniger toxischen HCQs konnten retinale Schadigungen
beobachtet werden.

Die CQ/HCQ-Makulopathie betrifft meist beide Augen zugleich und
schreitet Uber Jahre voran. Mit fortschreitendem Stadium lasst sich
funduskopisch  eine ,Bull’s-Eye-Makulopathie“-Konfiguration  erkennen,
charakterisiert durch depigmentierte, zum Teil atrophe Areale um eine
weitestgehend intakte Fovea, welche dem Bild einer SchieBscheibe &hnelt.
Durch weitere Progression kann es zu diffusen Defekten der parafovealen Retina
kommen (de Sisternes et al 2015).

Zu den frihen Symptomen einer CQ/HCQ-Makulopathie gehéren
perizentrale Gesichtsfeldausfélle. Diese sind zu Beginn meist fokal, am
haufigsten inferotemporal, und kénnen aber bis zu zirkuldren zentralen Ausféllen
fortschreiten (Marmor et al 2016). Aufgrund des parazentralen Befundes ist zu
Beginn der Erkrankung der Visus oft nicht merklich beeintrachtigt. Fir Patienten
im fortgeschrittenen Stadium stehen dann allerdings irreversible und teilweise
auch erhebliche Visusverluste im Vordergrund.

Der frihe parafoveale Funktionsverlust lasst sich neben Verdnderungen
in der Perimetrie auch im multifokalen Elektroretinogramm (mfERG) als

parafoveale Amplitudenverminderung und Latenzzeitverldngerung nachweisen.



Zu Beginn einer CQ/HCQ-Makulopathie zeigt sich im mfERG der
Funktionsverlust meist in Ring 2 lokal begrenzt, welcher sich in etwa 5° um die
Fovea projiziert (Hood et al 2012). Im Verlauf kann es aber auch zum
Amplitudenverlust in allen Ringen fihren (Marmor 2012).

Diesen funktionellen Verdnderungen liegen Strukturverdnderungen
zugrunde, die wie oben beschrieben, funduskopisch oder in der multimodalen
retinalen Bildgebung erkannt werden kénnen.

Die spectral domain Optische Kohdrenztomographie (SD-OCT) (Nassif et
al 2004) hat mittlerweile groBe diagnostische Bedeutung im klinischen Alltag
erlangt. Sie ist eine Weiterentwicklung der erstmals 1991 von Huang
beschriebenen OCT, mit der Querschnittsprofile biologischen Gewebes, u.a.
auch der Retina, erstellt werden konnten (Huang et al 1991). Frihe strukturelle
Veranderungen der CQ/HCQ-Makulopathie lassen sich in der SD-OCT
nachweisen. Die &duBere Kornerschicht, in der die Perikaryen der
Photorezeptoren liegen, ist verdinnt und es zeigt sich ein parafovealer Verlust
des Ubergangs zwischen dem inneren und &uBeren Segment der
Photorezeptoren (Kellner et al 2009). Im weiteren Verlauf kommt es zu einem
Strukturverlust der gesamten duBeren Netzhaut. Tritt dies bei intakter Struktur
der Fovea auf, wird von einem ,,flying saucer” Zeichen gesprochen (Brown et al
2010). Der Strukturverlust fuhrt zu einer messbaren Reduktion der Dicke der
gesamten Netzhaut (Brandao & Palmowski-Wolfe 2016). Im weiteren
Krankheitsverlauf kann es zu Atrophien des RPEs kommen. Neben diesen
Veranderungen der duBeren Retina wird von einigen Autoren eine Affektion der
inneren Netzhautschichten, insbesondere der retinalen Nervenfaserschicht,
(RNFL) beschrieben (Pasadhika & Fishman 2010).

Frihe Veranderungen der CQ/HCQ-Makulopathie stellen sich in der
Fundusautofluoreszenz als ungleichmaBige, parafoveale
Autofluoreszenzverédnderungen dar (Marmor 2012). In der

Fundusautofluoreszenz lasst sich im Spatstadium das Bild einer SchieBscheibe



durch  Hyper- und Hypoautofluoreszenzen eindrlicklich  darstellen.
Fundusautofluoreszenz mit Anregung von 488 nm, die insbesondere das im RPE
befindliche Lipofuszin/Melanolipofuszin anregt, zeigt bei den Erkrankten eine
zirkulare, parafoveale Hyperautofluoreszenz. Um diesen Bereich ist wiederum
ein hypoautofluoreszenter Ring zu erkennen. In der Nahinfrarotautofluoreszenz,
die mit einer Anregung von 788 nm eine Darstellung von vermutlich Melanin
ermoglicht, zeigt sich im fortgeschrittenen Stadium eine parafoveale
Hypoautofluoreszenz (Kellner et al 2008, Kellner et al 2006).

Durch die Defekte der Photorezeptoren kann es zu Farbsehstérungen
kommen, die insbesondere die tritane Farbachse betreffen (Neubauer et al
2003).

Da die Veranderungen in individuell unterschiedlicher zeitlicher
Reihenfolge und klinischer Auspragung auftreten, gibt es keine offiziellen
Diagnosekriterien der CQ/HCQ-Makulopathie. Marmor teilt die Makulopathie in
3 Stadien nach Auswertung der funktionellen Diagnostik und SD-OCT ein. Im

frlihen Stadium finden sich ungleichméBige Veradnderungen der jeweiligen

Modalitaten innerhalb der Parafovea, im mittleren Stadium sind 50-100% des

parafovealen Rings betroffen, allerdings ohne sichtbare Beeintrédchtigung des
RPEs in der SD-OCT. Sobald das RPE betroffen ist, spricht er von einer

schweren Makulopathie, die auch funduskopisch sichtbar ist (Marmor 2012).

Besonders friihe Stadien sind schwer zu erkennen und mussen von
anderen retinalen Erkrankungen wie der altersbedingten Makuladegeneration
abgegrenzt werden. Sobald das Bild einer ,,Bull‘'s-Eye-Makulopathie® mit den
oben beschriebenen typischen Befunden bei Patienten unter CQ/HCQ
Einnahme auftritt, muss von einer CQ/HCQ induzierten Erkrankung
ausgegangen werden. Bei den friihen Veranderungen kénnen insbesondere die
fur die Erkrankung spezifischen Verdnderungen im multifokalen ERG in
Zusammenschau mit den weiteren Untersuchungsergebnissen aus Perimetrie,

SD-OCT und FAF fir eine friUhe Diagnosestellung herangezogen werden



(Bergholz et al 2010). In Konsequenz sollte bereits bei geringfligigen
Veranderungen das sofortige Absetzen des jeweiligen Medikaments angedacht

werden.

1.2.2 Management, Pravalenzen, Risikofaktoren und Screening

Die schweren retinalen Nebenwirkungen von CQ und HCQ kénnen zu
Visusminderung und so zur erheblichen Einschrdnkungen der Lebensqualitét,
beispielsweise durch den Entzug der Fahrerlaubnis und Verlust der
Lesefahigkeit, flihren. Um das Fortschreiten der Erkrankung in einem mdglichst
frlhen Stadium zu verhindern, ist ein rechtzeitiges Absetzen des Medikamentes
entscheidend. Selbst nach Abbruch der Therapie kann aber die Makulopathie
mit progredienter Visusminderung und Verlusten des RPEs weiter fortschreiten
(Easterbrook 1999, Rickmann et al 2019). Als weitere Komplikationen kénnen
zystische Makuladdeme und epiretinale Membranen auftreten (Kellner et al
2014).

Das Fortschreiten der Erkrankung nach Absetzten von CQ/HCQ ist
abhangig vom Ausgangsbefund und insbesondere bei progressiven Befunden
mit Einbeziehung des RPEs zu beobachten (Pham & Marmor 2019). Wenn die in
der SD-OCT sichtbare Verknlipfungszone der Innen- und AuBensegmente intakt
ist, kann von einem stabilen Befund nach Absetzen ausgegangen werden.
Ungewiss ist, wie lange sich der Befund nach Absetzen des Medikaments
verandern kann. Es wurden Verdnderungen bis zu sieben Jahren nach
Therapieende beschrieben (Marmor & Hu 2014).

Aufgrund der fehlenden Diagnosekriterien und unterschiedlicher
Einnahmedauer ist die Pravalenz der CQ/HCQ-Makulopathie schwer zu
beurteilen, hangt stark von der kumulativen Dosis ab und wird je nach
Einnahmedauer mit 0,5% (Mavrikakis et al 2003), 1,6 % bis 4,7 % (Marshall et
al 2021) und bis zu 7,5 % (Melles & Marmor 2014) angegeben. Melles und

Marmor haben an Uber 2300 Probanden gezeigt, dass das Risiko der



Entwicklung einer Makulopathie von der taglichen Dosis (Schwelle: 5 mg/kg
reales Kérpergewicht) und der Einnahmedauer (>5 Jahre) abhéngt. Die Inzidenz
steigt nach 20 Jahren Einnahmedauer auf etwa 20% an (Melles & Marmor 2014).
Neben diesen Hauptrisikofaktoren, ist aufgrund der renalen Elimination der
Medikamente eine intakte Nierenfunktion essentiell (Jorge et al 2018). Bei einem
Verlust der Nierenfunktion um 50% verdoppelt sich das Risiko einer
Makulopathie. Ebenso sind die gleichzeitige Einnahme von Tamoxifen und
vorbestehende retinale Erkrankungen mit einem erhdhten Risiko verbunden
(Marmor et al 2016). Als weitere Risikofaktor wird das gleichzeitige Vorliegen
einer ABCA4 Mutation diskutiert (Shroyer et al 2001). Bei einigen Patienten mit
CQ/HCQ-Makulopathie  konnten  gleichzeitig  verschiedene  missense
Polymorphismen im ABCR Gen nachgewiesen werden (Shroyer et al 2001).

Um CQ-/HCQ-Makulopathien friihzeitig zu erkennen, wird ein
regelmaBiges Screening empfohlen. Haufigkeit und AusmaB des Screenings
werden kontrovers diskutiert. Wahrend Levy bei Patienten ohne Risikofaktoren
kein Grund zu regelmaBigem Screening sieht (Levy et al 1997), wird von der
American Academy of Ophthalmology (AAO) ab dem flinften Therapiejahr ein
jahrliches Screening empfohlen (Marmor et al 2016). Zum Ausschluss
vorbestehender retinaler Erkrankungen und besserer Verlaufsbeurteilung sollte
vor Therapiebeginn eine Baseline Untersuchung durchgeflhrt werden.

Teil der von der AAO empfohlenen Screeninguntersuchungen ist die
Perimetrie, die detailliert die zentralen 10° des Gesichtsfeld darstellt. Daneben
wird die SD-OCT als zentrales Diagnostikum empfohlen (Jauregui et al 2020).
Vorteilhaft sind die bessere Objektivitdt und schnellere Durchflhrbarkeit im
Vergleich zur Perimetrie (Brown et al 2010).

Nach der Einfihrung des mfERGs in der Frilherkennung von CQ/HCQ-
Makulopathien durch Maturi (Maturi et al 1999) wurde das mfERG von einigen
Autoren als sensitiver Screeningtest beschrieben (Kellner et al 2006, Lai et al

2006, Missner & Kellner 2012, So et al 2003) und derzeit auch von der AAO als



objektive diagnostische Untersuchung der retinalen Funktion im Screening
empfohlen.

Die durch die Medikamente herbeigeflihrten Verdnderungen der duBeren
Netzhaut koénnen durch Hyper- und Hypoautofluoreszenzen in der
Fundusautofluoreszenz erkannt werden, welches ebenfalls als erweitertes
Screening von der AAO empfohlen wird (Marmor et al 2016).

Auffalligkeiten in diesen Modalitdten treten meist vor sichtbaren
Fundusveranderungen und Visusverlust auf und sind deswegen geeignete
Methoden zur Friherkennung. Trotzdem werden mit den vorgeschlagenen
Screening-Methoden nur retinale Verdnderungen erfasst, die bereits zu einer
Schadigung von Zellen der auBeren Netzhaut geflhrt haben, da gewisse
LasionsgréBen nétig sind, um mit den derzeit verfligbaren Methoden erkannt zu
werden. Um diese Verdnderungen rechtzeitig zu erkennen, ist die Einhaltung des
jahrlichen Screenings besonders mit steigender Therapiedauer notwendig.

Die Haufigkeit augenérztlicher Kontrollen bei CQ- oder HCQ-Einnahme
haben Nika und Kollegen in den USA untersucht. Sie konnten zeigen, dass 28%
der Patienten mit hohem Risiko eine Makulopathie zu entwickeln in dem
untersuchten Funf-dahres-Zeitraum keine regelmaBigen augenarztlichen
Kontrollen wahrnehmen. Einen diagnostischen Test zum Screening der
Makulopathie, vorranging eine Gesichtsfelduntersuchung, erhielten in diesem
Zeitraum nur 65% der CQ/HCQ-Patienten. SD-OCT wurden nur bei 16% dieser
Risikopatienten durchgefihrt. Patienten in rheumatologischer Behandlung,
Patienten in hoherem Alter und Frauen zeigten hingegen eine bessere Adharenz
(Nika et al 2014). Diese Erkenntnisse stammen aus dem US-amerikanischen
Gesundheitssystem und sind nicht direkt auf die Situation in Deutschland zu
Ubertragen.  Mdglicherweise  werden auch hierzulande  Screening-
untersuchungen nicht flachendeckend nach den gultigen Empfehlungen

wahrgenommen. Deshalb ist es wichtig, die behandelnden Rheumatologen und



Patienten auf die notwendigen, regelmaBigen augenarztlichen Kontrollen

hinzuweisen.

1.2.3 Pathogenese und tierexperimentelle Erkenntnisse

Die Pathogenese der CQ/HCQ-Makulopathie ist nach wie vor nicht
vollstandig geklart. Erste Erkenntnisse wurden durch zwei pathologische
Berichte postmortaler Aufarbeitung humaner erkrankter Augen gewonnen.
Bernstein beschreibt lymphatische Infiltrate in Sklera und Choroidea (Bernstein
& Ginsberg 1964). Daneben zeigen sich in beiden pathologischen
Untersuchungen besonders die Netzhautverdnderung auffallig. Die &uBere
nukledre Schicht mit Zellkérpern der Photorezeptoren sind in groBen Teilen der
Retina mit Ausnahme der Makula zerstdrt. Das retinale Pigmentepithel ist
ebenfalls betroffen und teilweise in die innere nukleédre Schicht migriert. Es sind
groBe pigmentierte Granulaansammlungen in &uBerer Koérnerschicht und
auBerer plexiformen Schicht zu erkennen, die ebenfalls fir Migration von RPE
sprechen (Bernstein & Ginsberg 1964, Wetterholm & Winter 1964).

Diesen frihen Erkenntnissen aus humanen Proben folgten Experimente
an Tieren und in Zellkulturen, die vor allen die Rolle des RPE und der Lysosomen
in der Pathogenese der Makulopathie untersuchten. In Tierexperimenten kommt
es neben der Degeneration von Photorezeptoren auch zur Degeneration von
anderen Zellen der Netzhaut. Meist geht dies mit einer Akkumulation von
~membranous cytoplasmatic bodies“ (MCBs) und insbesondere im RPE mit
einer Akkumulation von “lysosomal associated organelles” (LAO) einher (Mahon
et al 2004, Rosenthal et al 1978). Auf Ebene der Photorezeptoren wurden im
Mausexperiment MCBs eher in Zapfen als in Stabchen beobachtet. Dies kénnte
die Beeintrdchtigung des Farbsehens bei Ausbildung einer CQ/HCQ
Makulopathie erklaren.

Durch die Farbung von Oberflachenmarkern konnte gezeigt werden, dass

es sich bei den Vesikelansammlungen im RPE um Lysosomen handelt.
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Urséachlich fur diese Anreicherungen sind die lysomotropischen Eigenschaften
des CQs und HCQs. Als schwache Base diffundieren die Medikamente in die
sauren Lysosomen, werden hier protoniert und tber lonentrapping festgehalten,
was zu einem Anstieg des lysosomalen pH-Werts fihrt. Da HCQ durch die
zuséatzliche Hydroxylgruppe polarer und somit weniger lipophil ist, ist die
Diffusion durch biologische Membranen und so auch in die Lysosomen
erschwert. Somit kénnte eine geringere Anreicherung der Grund fir die
geringere Toxizitat von HCQ sein (Sundelin & Terman 2002).

Der lysosomale pH-Anstieg von ca. 4,0-4,5 auf 6,0 ist wahrscheinlich flr
den Funktionsverlust der Lysosomen und damit auch fur die Auswirkungen auf
die Funktion der RPE-Zelle verantwortlich. So wird der letzte Schritt der
Autophagie verhindert, der aus der Verschmelzung von Autophagosom und
Lysosom besteht. Durch die lysosomale Dysfunktion kommt es zudem zu einer
Akkumulation von ubiquinierten Proteinen, die zytotoxisch wirken kénnen (Yoon
et al 2010).

Als weiterer moglicher Pathomechanismus der CQ/HCQ Makulopathie
wird die Anderung der Membranpermeabilidt von lysosomalen und
mitochondrialen Membranen durch zellulare Mediatoren diskutiert (Boya et al
2003). Auch eine Erhéhung der Permeabilitdt des RPEs durch die Medikamente
wird als ursachlich diskutiert, wobei wiederum der Effekt von CQ starker ist, als
der von HCQ (Korthagen et al 2015).

Ein weiterer moéglicher Pathomechanismus ist der Einfluss von CQ und
HCQ auf Membrantransportproteine (SLC Transporter). Im speziellen hemmen
die Medikamente die Aktivitdt des SLC Transporters ,,organic anion transporting
polypeptid 1A2“ (OATP1A2), welcher im RPE exprimiert wird und an der
zellularen Aufnahme von all-trans-Retinol und so am Sehzyklus beteiligt ist.
Dieser Effekt kdnnte ebenfalls zu Ausbildung der visuellen Einschrankungen

beitragen (Xu et al 2016).
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Die unter experimentellen Bedingungen herbeigefiihrte Dysfunktion des
RPEs kann auch klinisch in der SD-OCT durch Strukturveranderung und in der
Fundusautofluoreszenz durch Hyperautofluoreszenz am ehesten durch
Anreicherung von bislang unbekannten Fluorophoren/Bisretinoiden beobachtet
werden und wird unter anderem als Ursache fur den Funktionsverlust der
Photorezeptoren gesehen.

Der komplette Pathomechanismus ist trotz dieser Erkenntnisse noch
nicht komplett verstanden. Das zirkulare Verteilungsmuster mit Aussparung der
Makula kann bisher nicht erklart werden, noch kann eine Aussage Uber das

individuelle Risiko getroffen werden.

1.3 Quantitative Autofluoreszenz

Zu den vielféltigen Aufgaben des RPEs gehdéren unter anderem die
Absorption von Licht, die Bildung der Blut-Retina Schranke, die Versorgung der
Photorezeptoren, die Sekretion von Wachstumsfaktoren, Teilhabe am Sehzyklus
und die Phagozytose der PhotorezeptorauBensegmente (Strauss 2005). Kommt
es zu Stoérungen beziehungsweise einem Untergang des RPEs, kdnnen diese
essentiellen, komplexen Funktionen nicht mehr ausgefiihrt werden, was zur
Degeneration der &uBeren Retina und dadurch zu einem irreversiblen
Visusverlust fihren kann.

Im RPE akkumulieren mit steigendem Alter autofluoreszierende Granula
wie Lipofuszin und Melanolipofuszin (Feeney 1978, Feeney-Burns et al 1984,
Wing et al 1978). Neben dieser altersbedingten Zunahme k&nnen
topographische Unterschiede in der Verteilung von Lipofuszin beobachtet
werden. Es zeigt sich eine erhéhte Konzentration von Lipofuszingranula in der
Perifovea und der nahen Peripherie (Bermond et al 2020, Wing et al 1978). Diese
topographische Verteilung kann mittels Fundusautofluoreszenz dargestellt

werden (Delori et al 2011).
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Fundusautofluoreszenzaufnahmen entstehen durch Anregung,
insbesondere des RPEs, mit Licht bestimmter Wellenlange. Dadurch kommt es
zu einer Emission von Photonen, welche durch Kameras aufgenommen werden.
So lassen sich bei einer Anregung von 488 nm Aussagen Uber die Verteilung des
Lipofuszins/Melanolipofuszin  treffen, welche hauptsachlich fir die
Autofluoreszenz bei Anregung durch diese Wellenlange verantwortlich sind.

Eine  Weiterentwicklung der  herkébmmlichen  Autofluoreszenz-
Aufnahmetechnik ist die quantitative Autofluoreszenz (QAF). Die QAF ermdglicht
als klinisch-experimentelle Methode erstmals Autofluoreszenz Intensitatssignale
zu quantifizieren und somit zu verglichen (Delori et al 2011, Greenberg et al
2013). Dadurch kénnen Aussagen Uber Veranderungen der Verteilung und
Intensitat der Autofluoreszenz im zeitlichen Verlauf oder im Vergleich zwischen
Patienten getroffen werden. Mittels QAF kénnte, bezogen auf die CQ/HCQ-
Makulopathien, friihzeitig eine Verdnderung im Stoffwechsel des RPEs durch
Anreicherung oder Verlust von autofluoreszierenden Bisretinoiden erkannt
werden. Durch objektive Auswertungsverfahren kdnnen so genauere Aussagen
getroffen  werden, als durch die qualitative Auswertung des
Fundusautofluoreszenzbildes.

Bisherige Studien zur QAF an gesunden Augen zeigen eine Zunahme der
QAF Intensitaten mit steigendem Alter, sowie eine Zunahme der QAF Intensitat
von zentral nach peripher mit einem Intensitdtsmaximum superotemporal
(Greenberg et al 2013, Kleefeldt et al 2020). Ab dem sechzigsten Lebensjahr wird
eine Abnahme der QAF beobachtet. Ob diese Abnahme der QAF Intensitét im
hohen Alter physiologisch ist, oder durch die Dichtezunahme der optischen
Medien bedingt ist, ist aktuell noch unklar. Delori berichtet Gber eine fast lineare
Zunahme der Fundusautofluoreszenz vom 20 bis zum 70 Lebensjahr und
folgender Abnahme ab dem 80 Lebensjahr (Delori et al 2011). Dies wirde dafir
sprechen, dass anderweitige Einflisse auf die QAF, wie zum Beispiel eine

altersbedingte Triibung der Linse, zur Abnahme der QAF ab dem 60 Lebensjahr
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fihren. Frauen zeigen im Vergleich zu Mannern héhere QAF Werte (Greenberg
et al 2013). Veranderungen der QAF konnten bisher an erkrankten Augen im
Rahmen der Altersbedingten Makuladegeneration (AMD) (Gliem et al 2016,
Orellana-Rios et al 2018, Reiter et al 2019), hereditdren Retinopathien (Burke et
al 2014, Duncker et al 2015, Gliem et al 2017) und entziindlichen Erkrankungen
(Boudreault et al 2017) gezeigt werden.

1.4 Ziel dieser Arbeit

CQ und HCQ nehmen eine bedeutende Rolle in der Behandlung von
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreis ein. Sie kdénnen allerdings zu
irreversiblen Veranderungen der duBeren Netzhaut mit Entwicklung einer Bull‘s-
Eye-Makulopathie fuhren. Zur frihzeitigen Erkennung der Makulopathie sind
zahlreiche Screeningmethoden empfohlen. Es fehlt aber weiterhin eine Methode,
welche die Verdnderungen erkennt, bevor es zu irreversiblen Schaden der
Netzhaut kommt und welche Patienten mit einem hohen Risiko, eine
Makulopathie zu entwickeln, zuverldssig und rechtzeitig entdeckt.

Ziel dieser Arbeit ist es, mittels QAF Veranderungen der Autofluoreszenz-
Verteilung quantitativ analysieren zu kdnnen und damit gegebenenfalls frihzeitig
Veranderungen im Sinne einer CQ/HCQ-Makulopathie aufdecken zu kdnnen.
Durch die oben beschriebenen, in tierexperimentelle Versuchen und
histopathologischen Auswertungen gezeigten Auswirkungen von CQ/HCQ auf
die duBere Netzhaut wére eine Anderung der Autofluoreszenz zu erwarten. Die
QAF koénnte so ein mdgliches Tool in der Friherkennung der CQ/HCQ-
Makulopathie sein. Deshalb flihrten wir, zuséatzlich zu den herkdmmlichen
Screening Untersuchungen, quantitative Autofluoreszenzaufnahmen durch und
verglichen diese mit den QAF Werten von altersentsprechenden gesunden
Probanden. Untersucht wurde, ob mittels QAF Auswirkungen einer CQ/HCQ
Therapie auf die Autofluoreszenz des Augenhintergrunds generell erkannt

werden kénnen und inwiefern sich Frihverdanderungen detektieren lassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Die Rekrutierung der Patienten, welche sich aktuell oder in der
Vergangenheit unter CQ/HCQ Therapie befanden, erfolgte von September 2017
bis April 2019 Uber die Augenklinik der Universitdt Wuarzburg. Alle
eingeschlossenen Patienten wurden vor Beginn der Studie Uber die Bedeutung
der Studie inklusive ihrer Vorteile und Risiken ausfihrlich aufgeklart und gaben
ihre schriftliche Zustimmung. Die Ethikkommission der Universitat Wirzburg
bewertete die Studie positiv und erhob keine ethischen Bedenken (#69/17). Alle
Studienverfahren wurden in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki
durchgefuhrt. Die Patientendaten wurden anonymisiert bzw. pseudonymisiert.

Einschlusskriterien waren die aktuelle oder vergangene Einnahme von
CQ/HCQ und das Vorliegen klarer optischer Medien (Hornhaut, Linse,
Glaskorper). Gleichzeitiges Vorliegen retinaler Erkrankungen (mit Ausnahme der
CQ/HCQ-Makulopathie), instabile Fixierung und ein spharisches Aquivalent >6

Dpt. fuhrten zum Ausschluss der Probanden.

2.2 Fragebogen

Die CQ/HCQ-Patienten beantworteten einen Fragebogen zu
Risikofaktoren, Medikamentenanamnese und ophthalmologischer Anamnese.

Allgemeine Anamnese:

o Alter, GréBe und Gewicht

e Bestehen Einschrankungen der Leber und/oder
Nierenfunktion?

e Leiden Sie an neurologischen Erkrankungen?

e Leiden Sie an Erkrankungen, die die
Medikamentenaufnahme behindern? (chronische Diarrhd,

Kurzdarmsyndrom etc.)
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e Weitere allgemeinmedizinische Vorerkrankungen? (z.B.

Diabetes mellitus, KHK, Stoffwechselerkrankungen)

e Nikotinkonsum.

Medikamenten Anamnese

e Aktuelle Medikation
e Einnahme von CQ oder HCQ

O

O

O

(@)

Indikation der Therapie
Beginn der Medikation von CQ/HCQ
Dosis

Gab es Einnahmepausen oder Dosisveranderungen?

Ophthalmologische Anamnese

e Voroperationen am Auge

e Verletzungen oder Traumata

e Ophthalmologische Vorerkrankungen

e Bendtigung einer Sehhilfe

e Familiare Augenerkrankungen

e RegelméBige Medikamenteneinnahme ins Auge.

Die kumulative Dosis wurde durch die Angaben zur taglichen Dosis und

der Einnahmedauer unter Berlcksichtigung von Einnahmepausen berechnet.

Falls CQ/HCQ eingenommen wurden, wurde die kumulative Dosis der beiden

Praparate addiert.

2.3 Untersuchungsmethoden

2.3.1 ETDRS Visus

Die Messung des bestkorrigierten Visus mittels ETDRS (Early Treatment

Diabetic Retinopathy Study) Tafeln erfolgte in vier Metern Abstand zur

standardisierten hintergrundbeleuchteten Tafel in einem verdunkelten Raum.

Begonnen wurde mit der Tafel R um die Refraktion zu ermitteln, gefolgt von Tafel
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1 zur Visusermittlung des rechten Auges und Tafel 2 flr das linke Auge (Told et
al 2013).

Pro Reihe befinden sich fiinf Buchstaben, die Reihe musste vollstédndig
gelesen werden, um die nachste Visusstufe zu erreichen, wahrend bei der letzten
gelesenen Visusstufe die Reihe mit mindestens drei erkannten Buchstaben den

bestkorrigierten Visus definierte.

2.3.2 Messung der Hornhautkriimmung mittels IOL Master

Mittels IOL-Master (IOL Master 500, Zeiss, Oberkochen, Germany)
wurden die Hornhautkrimmung (C-Kurven Werte) bestimmt, die fir die genaue
Skalierung der SD-OCT und Aufnahmen des hinteren Augenabschnitts

notwendig waren (Delori et al 2011).

2.3.3 Farbsehpriifung

Bei allen Patienten wurden Farbsehprifungen mittels HMC Anomaloskop,
Farnsworth D15 und Lanthony D 15 Test durchgefihrt.

Das HMC Anomalsoskop (OCULUS) testete Farbsehen im Rot/Grin-
Bereich mittels der Rayleigh Gleichung und Grin/Blau-Bereich mittels der
Moreland Gleichung. Zur Untersuchung blickte der Proband durch das Okular
des Anomaloskops. Im oberen Halbkreis wurden mittels additiver
Farbenmischung zwei spektrale Farbreize Uberlagert, sodass ein Mischlicht
entstand, welches mit einem spektralen Farbreiz im unteren Halbkreis verglichen
wurde. Durch Variierung des Mischverhéltnisses des oberen Priffeldes und
durch Helligkeitsverdanderungen des unteren Vergleichsfeldes konnte es zu
Ubereinstimmung des oberen und unteren Priiffeldes kommen. Ziel war es, dass
der Beobachter Farbe und Helligkeit der beiden Felder als gleich wahrnahm. Aus
den Einstellungen des Patienten konnte der Anomalquotient berechnet werden,
der zwischen 0,7-1,4 als normal beurteilt wurde.

Der Lanthony D-15 bestand aus den gleichen Farben wie der Farnsworth

D-15, unterschied sich aber in der Luminanz (Lanthony 1978). Jeder Test
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bestand aus 15 Farbtdépfchen und einem Referenztopf, die vom Beobachter
sortiert wurden. Die Farbtests wurden flr jedes Auge separat durchgeftihrt. Eine
Anfangsfarbe im Referenztopf war gegeben, die anderen Farbplatten wurden
gemischt auf einem schwarzen, von oben beleuchtetem Tisch ausgelegt. Die
Farben sollten so sortiert werden, dass die spektral nachstgelegene Farbe
immer neben die bereits sortierte Farbe gelegt werden sollte. Wenn alle
Farbtépfchen gesetzt waren, konnte der Test mittels Zahlen auf der Rickseite

der Topfchen ausgewertet werden (Linksz 1966).

2.3.4 Statische Perimetrie

Die Gesichtsfelduntersuchung erfolgte mittels OCTOPUS 900 (Haag-
Streit) im M-Makula Programm, welches zentrale und parazentrale
Gesichtsfeldausfélle durch eine hohe Prifpunktdichte in den zentralen 10° des
Gesichtsfelds detektieren kann.

Die Untersuchung wurde monokular im abgedunkelten Raum
durchgeflihrt. Dabei war auf die richtige Positionierung des Kopfes auf der
Kinnstltze vor der Kupola mit zentraler Einstellung des zu untersuchenden
Auges und die richtigen Korrekturglaser zu achten. Nach Erklarung der
Untersuchung erhielt der Patient einen Antwortknopf, den er bei jedem gesehen
Lichtpunkt betatigen sollte.

Wéhrend der Untersuchung wurde auf die konstante Fixation sowie die

falsch positiven und falsch negativen Antworten geachtet.

2.3.5 Elektrophysiologie — multifokale Elektroretinographie

Mit der von Sutter und Tran 1992 entwickelten multifokalen
Elektroretinographie (nfERG) lassen sich durch Anregung kleiner Areale lokale
Funktionsdefekte der Retina darstellen (Sutter & Tran 1992).

Die Untersuchungen wurde binokular gemaB des Uberarbeiteten ISVEC
(International Society for Clinical Electrophysiology of Vision) Leitlinie von 2011

durchgefiihrt (Hood et al 2012). Verarbeitung und Auswertung erfolgten durch
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das RetiScan Programm von Roland Consult (Brandenburg an der Havel,
Deutschland, RetiScan 6.16.3.8).

Mehrmaliges, beidseitiges Tropfen von 0.5% Tropicamid sowie 2.5%
Phenylephrin fUhrten zu Mydriasis (mindestens 6 mm). Um die optimale
Ableitung der Elektroden zu gewahrleisten, wurde die Haut mittels eines
Peelings gereinigt. Zur retinalen Ableitung wurde eine Fadenelektrode in das
Unterlid eingelegt. Die Untersuchung erfolgte nach korrektem Ausgleich der
Refraktion und unter konstanter Beobachtung der Fixierung des Patienten.
Durch zuféllig abwechselndem, schwarz-weiBen Muster aus 61 Hexagons
erfolgte die retinale Stimulation, die durch die angelegten Elektroden abgeleitet
wurde. Das Muster bestand aus Hexagons, welche nach auBen hin gréBer
werden und in den zentralen 60° des Gesichtsfelds liegen (Seeliger et al 2001).

Die Verarbeitung der Daten erfolgte durch das RetiScan System. Fir
jedes Feld kann eine Kurve mit negativer (N1) und positiver Zacke (Ps) und
Gipfelzeit erstellt werden. Die Ergebnisse wurden mit den im Geréat
beinhaltenden Normwerten verglichen. Die einzelnen Waben wurden in
konzentrischen Ringen (R 1-5) zusammengefasst. Die WabengréBe der Ringe
nahm zum Zentrum hin mit dem Faktor vier ab. Dies bedeutete, dass die mittlere
Wabe viermal kleiner war, als eine der Waben im duBeren Ring. Dies diente dem
Ausgleich der Zapfendichte. In der anatomischen Projektion der Ringe auf die
Retina stellt Ring 1 (zentrales Hexagon, 15,16 deg?, also knapp 4x4 Grad) die
Fovea dar, Ring 2 (Ringflache 129,33 deg?) die Parafovea, Ring 3 (Ringflache
377,86 deg?) die Perifovea, Ring 4 (Ringflache 789,48 deg?) die nahe Peripherie
und Ring 5 (Ringflache 1402,72 deg?) die mittlere Peripherie (Kellner et al 2006).

2.3.6 Spectral domain Optische Kohdarenztomographie

Mittels SD-OCT kénnen nicht invasive, in vivo Aufnahmen retinaler
Strukturen erstellt werden. Das Prinzip beruht auf Analyse der Amplitude und

des Gangunterschieds von zurtickgestreutem Infrarotlicht mit geringer Koharenz
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der Retina durch ein Interferometer (Drexler et al 2001). Geteiltes Licht wird in
einem Arm von einer internen Referenz reflektiert, der andere Arm lauft in die
Probe und wird dort von unterschiedlich Strukturen mit tiefenabhangiger,
zeitlicher Verzdgerung reflektiert. Reflektiertes Licht der Referenz und der Probe
interferieren miteinander, werden durch ein Spektrometer aufgeteilt und von
einem Detektor registriert. Die Analyse eines spektralen Lichts ergibt den A-
Scan, durch nebeneinander durchgefiihrte A-Scans ergibt sich der B-Scan, eine
Schnittbildgebung einer Ebene.

Die Untersuchungen wurden in Mydriasis an Spectralis Geraten der Firma
Heidelberg Engineering durchgefihrt (Einstellung: 6 mm horizontaler Makula
scan, ART 35 frames, 49 B-scans, 20° x 20°). Simultan zur SD-OCT Aufnahme
wurde eine Infrarotaufnahme (,,en face IR“) der Netzhaut aufgenommen. Dieses
diente der Lokalisation der B-Scans und dem im Gerat integrierten ,eye-
tracking®, welches Augenbewegungen folgen konnte und ausglich.

Hyper- und hyporeflektive Banden entstehen durch die unterschiedlichen
optischen Eigenschaften angrenzender Gewebe, wodurch sich verschiedene
retinale Schichten abbilden lassen. Bedeutend fiir viele Erkrankungen der
Netzhaut, wie auch der CQ/HCQ-Makulopathie, sind insbesondere die vier
auBeren hyperreflektiven Bénder. Es herrscht Einigkeit tUber die Zuordnung des
ersten Bandes zur externen limitierenden Membran, die Verbindungszone
zwischen Miullerzellen und Photorezeptoren und die Zuordnung des vierten
Bands zum retinalen Pigmentepithel (RPE). Spaide und Curcio gehen davon aus,
dass das zweite hyperreflektive Band durch die Mitochondrien in der Ellipsoiden
Zone entsteht. Das dritte hyperreflektive Band entspricht mit dem
Kontaktzylinder dem distalen Teil der ZapfenauBensegmente (Spaide & Curcio

2011).
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2.3.7 Multimodale Fundusaufnahmen am Heidelberg Engineering
Spectralis HRA

Multimodale (Infrarot-, Rotfrei-, FAF488-, FAF787 und QAF-Aufnahmen)
Fundusaufnahmen wurden in Mydriasis am Heidelberg Engineering Spectralis
HRA durchgefihrt. Fir die Aufnahmen wurde ein modifiziertes 30° Objektiv mit
einer internen Referenz zur Bestimmung der QAF verwendet. Zur genaueren
Skalierung wurden die im Vorhinein mittels IOL-Master bestimmten C-Kurven-
Werte angegeben. Beide Augen wurden nacheinander untersucht.

Der Proband legte seinen Kopf in die Kinn- und Stirnstitze. Die Héhe des
Gerdtes wurde angepasst, um eine mdéglichst bequeme Sitzposition zu
ermoglichen. Das Gerat wurde langsam auf den Patienten zugefahren und der
Augenhintergrund bestmdglich fokussiert. Bei allen Aufnahmen wurde auf eine
gute Ausleuchtung ohne Lid- oder Wimperninteraktion und stabile Fixierung
geachtet. Begonnen wurde mit der Infrarotaufnahme (815 nm), gefolgt von den
FAF-Aufnahmen. Hierbei wurde der Patient auf das kommende helle, blendende
Licht hingewiesen und die Méglichkeit gegeben, sich an das Licht zu gewdhnen.
Far die FAF mit blauem Licht nutzt das Gerét eine Anregung von 488 nm und ein
Emissionsspektrum von 500 bis etwa 750 nm.

Im Anschluss wurde eine Nahinfrarotaufnahme mit einem Licht der
Wellenlédnge 787nm und einer Emission von etwa 830 bis 1000 nm durchgefthrt.
Flr die optimale Fokussierung der Augenhintergrundes passten wir den Fokus

fur diese Aufnahme erneut an.

2.3.7.1 Quantitative Fundusautofluoreszenz (QAF)

Die Aufnahmen wurden mit einem modifizierten HRA Gerat (Heidelberg
Engineering, Anregung 488 nm, Emissionsspektrum von 500 nm bis 750 nm, 30°
x 30°, 768 x 768 Pixel) mit einer internen Referenz durchgefihrt (Hauptfluorophor
der internen Referenz: fester Texas Red Farbstoff). Wahrend der
Autofluoreszenzaufnahme wurde die interne Referenz angeregt und ebenfalls

aufgenommen. Die Signalintensitdten (Grey Levels, GL) der Pixel des
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Probandenfundus konnten folglich zur internen Referenz kalibriert werden.
Dabei wurden Verdnderungen der Laserstarke und Detektorempfindlichkeit mit
einbezogen. Die QAF Werte wurden nach der Aufnahme durch eine von Delori
beschriebene Formel berechnet, welche unter anderem die Grey Level der
internen Referenz (GLg), des aufgenommenen Pixels (GLf) und ein Nullsignal
(GLo, durch den Hersteller gestellt) inkludiert, sowie einen Skalierungsfaktor,
welcher die vorher berechnete C-Curve berlcksichtigt (Delori et al 2011).

Der Proband wurde dazu aufgefordert, das Fadenkreuz zu fixieren,
wéhrend das Gerét langsam auf den Patienten zugeschoben und die optimale
Bildeinstellung (zentrale Position der Fovea) justiert wurde. Fir die Aufnahme
war eine gute Ausleuchtung des Fundus essentiell, weswegen sorgfaltig auf eine
gute Ausleuchtung und Aufnahmequalitat geachtet wurde. Um die Absorption
von Makulapigment zu reduzieren, wurden vor der eigentlichen QAF-Aufnahme
die Photorezeptoren mit kurzwelligem Licht (488 nm) fir mindestens 20
Sekunden gebleicht. Es wurden dann 12 einzelne QAF Bilder aufgenommen. Bei
Ubersattigung des Bildes musste bei Bedarf die Sensitivitat des HRA Gerates
manuell nachjustiert werden. Bei jedem Probanden wurden mindestens zwei
QAF Aufnahmesets (jeweils 12 QAF-Einzelbilder) beider Augen aufgenommen,
wobei nach jeder Aufnahme die Kamera neu ausgerichtet wurde. Bei Bedarf
wurde das Oberlid eleviert, um Interferenzen des Lids im Bild zu vermeiden.

Nach der Aufnahme wurde jedes der 12 QAF Bilder eines Aufnahmesets
kontrolliert, um Bilder mit unscharfem Fokus, insuffizienter Ausleuchtung und
Wimper- oder LidUberlagerungen auszuschlieBen. Bis zu drei Bilder einer QAF-
Aufnahme konnten bei schlechter Qualitdt geléscht werden, sodass im
Anschluss mindestens neun Bilder durch die gerateeigene Software gemittelt
wurden (HEYEX; Heidelberg Engineering, Heidelberg). Aus den mindestens vier
Aufnahmen (min. 2 Aufnahmen pro Auge) wurde die beste Aufnahme
ausgesucht. Qualitatskriterien waren eine regelméaBige, gute Ausleuchtung des

Augenhintergrunds, Fehlen von Interferenzen und ein scharfer Fokus auf die
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Makula. Wenn fir beide Augen qualitativ gleichwertige Aufnahmen bestanden,
wurde das linke Auge fur die weitere Auswertung ausgesucht.

Alle Aufnahmen wurden mit demselben Gerét, welches regelmaBig durch
den Hersteller kalibriert und kontrolliert wurde, und durch dieselbe Person

aufgenommen.

2.3.8 Komplette ophthalmologische Untersuchung

Nach Abschluss der oben beschriebenen Untersuchungen wurden die
Patienten durch einen Facharzt der Augenklinik an der Spaltlampe und

funduskopisch untersucht.

2.4 Auswertung

2.4.1 Auswertung der QAF

Zur weiteren Auswertung wurden die noch nicht prozessierten QAF-
Rohdaten (inklusive Aufnahme der internen Referenz) und die weiteren Bilddaten
der am HRA durchgeflihrten Aufnahmemodalitdten des ausgewahlten Auges
exportiert und mittels eines speziell zur Auswertung erstellten FIJI Plug-Ins
(Codes erhaltlich unter: http://site.imagej.net/CreativeComputation) weiter

prozessiert und analysiert (Kleefeldt et al 2020, Schindelin et al 2012).

2.4.1.1 Erstellen des errechneten QAF Bildes

Hierzu wurde der Referenzkalibierungsfaktor und das Patientenalter zur
Berechnung der QAF durch das FIJI Plug-In (QAF XML Reader) angegeben.
Dadurch entstand ein QAF Bild ohne die Aufnahme der internen Referenz in
welchem jeder Pixel nach der Formel von Delori (Delori et al 2011) berechnet
wurde. Dieses QAF Bild wurde im weiteren Prozess zur anschaulicheren
Darstellung von QAF Werten zu einem 8bit QAF farbkodiert (Skala 0-511
arbitrary units (a.u.)), siehe Abbildung 2.
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511

QAF Intensitat [a.u.)

Abb. 2. Prozessieren des QAF Bildes 1. Exportiertes, durch HeyEX aus mindestens 9
Einzelbildern gemitteltes, QAF-Rohbild inklusive der internen Referenz (grauer Balken oben im Bild). 2. Das
durch das FIJI Plug-In (QAF XML Reader) erstellte (errechnete) QAF Bild, ohne die interne Referenz 3.
Farbcodiertes 8bit QAF Bild (0-511 a.u.= arbitrary units)

2.4.1.2 Erstellen eines multimodalen Bilderstapels

Jede aufgenommene Bildmodalitdt des HRA Gerates wurde mithilfe der
gleichzeitig zur OCT aufgenommenen Infrarotaufnahme Ubereinander gelegt,
sodass sich Lokalisationen in der SD-OCT auf die Aufnahmen aus dem HRA
Gerét Ubertragen lieBen. Dazu wurden jeweils in der Infrarotaufnahme und in
jeder weiteren Modalitdt (QAF, AF488 nm, AF787 nm, Infrarot und
Rotfreiaufnahme) manuell zwei identische markante Punkte, beispielsweise
GefaBbifurkationen, markiert und durch eine Linie verbunden. Gleichzeitig wurde
mittels OCT sowie in der dazugehdrigen en face IR Aufnahme die exakte Position
der Fovea und der Rand des Sehnervs bestimmt, welcher der Fovea am
nachsten lag. Dadurch wurden die Bilder exakt lUbereinandergelegt und so
Rotations- und Skalierungsunterschiede ausgeglichen. So konnte ein 2 D
Koordinatensystem erstellt werden, welches fur die spatere Berechnung der
QAF mittels verschiedener Analysemuster (Grids) essentiell war. Fir die
Auswertung mittels FIJI Plug-In wurden alle Aufnahmen als linkes Auge

dargestellt.
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1. Registrierung 2. Ausrichtung

Abb. 3. Registrierung und Ausrichtung der multimodalen Aufnahmen zur Erstellung eines

multimodalen Bildstapels. 1. Im ersten Schritt wurden zwei markante Punkte (z.B. GefaBaufzweigungen),
welche in jeder Bildmodalitat (hier: Infrarot links, Autofluoreszenz rechts) identisch und gut erkennbar
waren, ausgesucht. Diese zwei Punkte wurden dann in jeder Bildmodalitdt exakt durch eine Linie
verbunden. Jede Bildmodalitat wurde gegen das en face Nahinfrarot (IR)-Bild ausgerichtet (2), sodass die
Bilder exakt Ubereinander gelagert werden konnten. Dadurch entstand ein multimodaler Bilderstapel
(Stack), in welchem alle Bilder gleich skaliert und rotiert waren (3). Durch die parallele Aufnahme von IR en

face Bild und SD-OCT konnte schlieBlich im Stack die Position der Fovea bestimmt werden (4).

2.4.1.3 QAF Analyse

Die QAF Analyse erfolgte mittels verschiedener Analysemuster (,Grids®)
(Abb. 4). Fur das ETDRS-Analysemuster wurden Ringe in definiertem
Durchmesser (1, 3, 6 mm) um die markierte Fovea (Segment 0) projiziert. Die

beiden &uBeren Ringe wurden in jeweils 4 Segmente unterteilt, sodass
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insgesamt 9 Segmente entstanden (Segmente 0-8), in denen die QAF gemittelt
wurde.

Das von Greenberg und Kollegen eingefiihrte (Greenberg et al 2013)
Delori Analysemuster bestand aus 24 Segmenten (3 konzentrische Ringe um die
Fovea, jeweils unterteilt in 8 Segmente), welche sich von der Fovea bis zur
Grenze des Sehnervs erstreckten und folglich zwischen den Patienten in ihrer
absoluten GréBe leicht variierten. In bisherigen Studien wurde zur Auswertung
QAF8 berechnet (Burke et al 2014, Duncker et al 2015, Gliem et al 2017), welche
die gemittelten QAF Werte im mittleren dieser drei Ringe darstellt (7-9° um
Fovea), siehe Abb. 4.B. Das QAF97-Grid unterteilte alle Ringe des originalen
QAF Grids in kleinere Segmente (96 plus Fovea), wodurch eine genauere Analyse
moglich war (Kleefeldt et al 2020).

Das FIJI Plug-In (Grids OCT) berechnete durch Projektion der
Analysemuster QAF Maximum, Minimum, Mittelwerte, sowie
Standardabweichung und Pixelanzahl fir die jeweiligen Segmente und

exportierte dieses Daten in eine tabellarische Wertedatei.
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Abb. 4. ETDRS Grid (Grid=Analysemuster), Delori Grid und QAF97-Grid. Sn: Sehnerv, f: Fovea,
pf: Perifovea A. ETDRS Grid, welches in definitiven Abstdnden um die Fovea projiziert wurde; B. Delori Grid.
Das Delori Grid wurde zwischen manuell gesetzter Markierung der Fovea und der markierten Stelle des
Sehnervs positioniert. Beide Stellen wurden manuell markiert (die Fovea mit Hilfe des zentralen SD-OCT
Schnitt) und orientieren sich an rein optischen Merkmalen. Der mittlere, gelb markierte Ring wurde zur
Berechnung der QAF8 verwendet. C. QAF97-Grid mit Unterteilung der Segmente des Delori Grids in
kleinere Einheiten. Das QAF97-Grid projizierte sich ebenfalls zwischen Fovea-Markierung und Rand des

Sehnervs.
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2.4.1.4 Erstellen gemittelter QAF Standardretinae
Zur Erstellung der Standardretinae wurde mittels FIJI Plug-In (Add to

Standard Retina OCT) die errechneten QAF Bilder Ubereinandergelegt. Hierzu
waren die vorher durchgefihrte Markierung der Fovea und der Rand des
Sehnervs notwendig, um die Bilder zu skalieren und Rotationsunterschiede
auszugleichen. Durch das Ubereinanderlegen der QAF Bilder wurden die QAF
Werte gemittelt. Das neu entstandene Bild der Standardretina stellt den
Mittelwert fir jedes Pixel (berechnet aus allen Einzelwerten an der jeweiligen
Stelle) der zur Standardretina hinzugefiigten QAF Bilder dar.

Standardretinae wurden von allen Patienten unter CQ/HCQ Therapie
ohne Makulopathie sowie von den Patienten mit Makulopathie erstellt. Auf die
Standardretina konnten ebenfalls die verschiedenen Grids (FIJI Plug-In ,,Grids
Standard Retina“) angewendet und somit berechnet werden, wo sich die
Segmente mit héchster und niedrigster Intensitat fir die unterschiedlichen

Subgruppen befinden.

2.4.2 Struktur-Funktions-Korrelation

2.4.2.1 Auswertung der SD-OCT

Fir die Analyse wurde die Dicke der gesamten Retina (Interne
Limitierende Membran (ILM) zur Bruch Membran (BM)), der inneren Retina (ILM
zur externen limitierenden Membran (ELM)) und der auBeren Retina (ELM zur
BM) gemessen. Die Auswertung der SD-OCT zur Messung der retinalen Dicken
erfolgte Uber zwei unterschiedliche Methoden.

Zum einem wurden durch die gerdteeigene Software (Heyex, Heidelberg
Engineering) die oben genannten Schichten der 49 Scans automatisch
segmentiert, siehe Abbildung 5.A. Diese konnten, falls nétig, manuell
nachbearbeitet werden. Daraus errechnete die Software die Mittelwerte der
Dicken innerhalb des ETDRS-Analysemusters, welche mit den QAF Werten des

ETDRS-Analysemusters korreliert wurden.
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Abb. 5. Bestimmung unterschiedlicher Retina-Dicken mittels HEYEX innerhalb des ETDRS
Grids. In A ist ein fovealer SD-OCT Schnitt dargestellt. Hier wurden durch die interne Software die interne
limitierende Membran (ILM), externe limitierende Membran (ELM), das retinale Pigmentepithel (RPE) und
die Bruch Membran (BM) automatisch fiir jeden der 49 Scans erkannt (hier nur beispielhaft fir den fovealen
Schnitt). Bei Bedarf (fehlerhafter Zuordnung durch die Software, insbesondere nétig bei CQ/HCQ
Makulopathie) konnte manuell nachjustiert werden. B. Durch die Software wurde eine farbkodierte
Dickenkarte erstellt, welche auf das IR En-Face Bild und das ETDRS Grids projiziert wurde. Der griine Pfeil
markierte den aktuellen Schnitt in der SD-OCT. C. Die HEYEX-Software (Heidelberg Engineering) ermittelte
fur jedes Segment des ETDRS Grids die mittlere Dicke und das Volumen (hier beispielhaft fir die gesamte

Retina dargestellt, dies wird auch fiir innere und &uBere Retina ermittelt).

Zum anderen wurden an 11 Punkten des horizontal zentralen, fovealen 6
mm SD-OCT Schnitts die SD-OCT Dicken mittels FIJI Plug-In (Annotate LRP
XML) berechnet, siehe Abbildung 6. Dabei wurde manuell an 11 Punkten dieses
fovealen Schnittes (Fovea und jeweils in 0,5 mm Abstdnden horizontal nach
nasal und temporal) die interne limitierende Membran (ILM), externe limitierende
Membran (ELM) und das RPE in der OCT markiert (Abb. 6). Fir die exakte
Markierung der Schichten wurde das Reflektionsmuster des A-Scans zur Hilfe

genommen (Abb. 6.3). Das FIJI Plug-In (Grids OCT) ermdéglichte die zuséatzlich
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die Bestimmung der QAF Werte an diesen 11 Punkten (5x5 Pixel), siehe
Abbildung 6.1.

Abb. 6 Bestimmung der SD-OCT Dicken und QAF Werte mittels FIJI Plug-In. 1. An 11 Punkten
(rote Markierungen), in definiertem Abstand zur Fovea, wurden die QAF Werte sowie die Netzhautdicken
im zentralen (fovealen) SD-OCT Schnitt bestimmt. 2. Beispielhafter vertikaler Schnitt 0,5 mm nasal der

Fovea im horizontal zentralen, fovealen SD-OCT Schnitt. 3. Markierung der ELM mittels Hilfe des A-Scans.

2.4.3 Statistische Analyse
Die Daten wurden mittels Excel und SPSS (IBM SPSS 25.0; IBM

Corporation, Armonk, NY, USA) gesammelt und analysiert. Zahlenwerte wurden
als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Mittels Quantil-Quantil
Diagramm, Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-Wilk Test (Kontrollen p=0,939
und CQ/HCQ p=0,286) wurden die Daten auf Normalverteilung geprift. Nach
Anwendung des Levene-Tests konnten gleiche Varianzen angenommen werden
(p=0,806). T-Test fir unabhangige Stichproben wurde fir die jeweiligen
Mittelwerte verwendet. Ein P Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant
angesehen. Die Assoziation zwischen Alter und QAF wurde mittels
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (rs) berechnet. Die Korrelation
zwischen Netzhautdicke und QAF mittels Pearson-Produkt-Moment-

Korrelationskoeffizient (r).
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2.4.4 Normalgruppe der quantitativen Autofluoreszenz

Als vergleichende Normalgruppe wurden von 09.2016 bis 04.2019 an der
Augenklinik Wirzburg gesunde Patienten (ohne jegliche Pathologie oder
Medikamenteneinnahme mit Auswirkungen auf die Autofluoreszenz) mittels QAF
aufgenommen. ZweiunddreiBig dieser gesunden Probanden wurden
entsprechend nach Alter und Geschlecht ausgewahlt und als vergleichende
Normalgruppe verwendet. Da die Gruppe der Patienten mit BEM einen héheren
Altersdurchschnitt hat, wurden fir die Patienten mit BEM eine weitere
Normalgruppe mit entsprechenden Altersdurchschnitt bestimmt. Ebenfalls
wurden fir die Patienten bis 60 Jahre mit/ohne BEM weitere Normalgruppen mit
ahnlichem Altersdurchschnitt und Altersverteilung erstellt. Die Aufnahmen
wurden mit demselben Gerat durchgefihrt und identisch mittels FIJI Plug-In

ausgewertet.
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3 Ergebnisse
3.1 Patientenkohorte

3.1.1 Gesamte Kohorte
In der Zeit von September 2017 bis April 2019 wurden 44 Patienten

untersucht. Aufgrund schlechter Bildqualitdt mussten 6 Patienten
ausgeschlossen werden, sodass fir die folgenden Analysen der Daten 38
Patienten eingeschlossen wurden. Die demographischen Daten sind in Tabelle
1 zusammengefasst.

36 Patienten (94,7 %) waren Frauen, 2 Patienten waren Manner. 63% der
analysierten Augen waren linke Augen. Der haufigste Grund fir die Einnahme
war eine Erkrankung an systemischem Lupus erythematodes (SLE). Acht (21 %)
der Patienten wurden aufgrund einer Einnahme von CQ eingeschlossen, 33 (86
%) von HCQ. Drei (7,9 %) Patienten haben im Verlauf beide Medikamente
eingenommen (siehe Tabelle 1).

Das mittlere Alter aller 38 Patienten lag bei 48,4 + 13,9 Jahren
(Spannweite 22 bis 68 Jahre, Median 53 Jahre), die mittlere kumulative Dosis lag
bei 737,4 + 603,8 g (Spannweite 6,4 g bis 2171 g, Median 587 g). Die mittlere
Einnahmedauer betrug 7,8 + 6,4 Jahre (Spannweite 0,5 bis 28 Jahre; Median 6,8
Jahre; siehe Tabelle 2).

Keiner der Patienten gab an, an einem Kurzdarmsyndrom oder einer
manifesten Niereninsuffizienz zu leiden, welches die Medikamentenaufnahme

oder Ausscheidung beeinflussen kénnte.

3.1.2 CQ/HCQ induzierte Makulopathie

5 der 38 Patienten (13,2 %) zeigten Auffélligkeiten aufgrund einer
CQ/HCQ induzierten Makulopathie in allen Screeningmodalitaten (Perimetrie,
mfERG, SD-OCT, AF). Das mittlere Alter dieser Patienten lag bei 53,5 + 10,5

Jahren (Spannweite 35 bis 61 Jahre, Median 58 Jahre), die mittlere kumulative
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Dosis bei 1224,4 + 466,6 g (Spannweite 730 bis 1733 g, Median 1095 g). Alle
Patienten mit Makulopathie haben CQ eingenommen, eine Patientin nahm

zeitweise HCQ ein.

3.1.3 Patienten ohne Makulopathie

Die (Ubrigen 33 Patienten zeigten in den durchgefihrten
Screeningmethoden und in der ophthalmologischen Untersuchung keine
CQ/HCAQ induzierten retinalen Auffalligkeiten. Insbesondere ergaben sich in den
von der AAO empfohlen Screeninguntersuchungen wie Fundusautofluoreszenz,
mfERG, Gesichtsfeld- und Visusprifungen keine  pathologischen
Veranderungen. Das mittlere Alter dieser Patienten lag bei 47,6 + 14,3 Jahre
(Spannweite 22 bis 68 Jahre, Median 52 Jahre), die mittlere kumulative Dosis bei
663,7 + 593,1 g (Spannweite 6,4 bis 2171 g, Median 511 g). Der bestkorrigierte
Visus (BCVA) betrug bei allen gesunden Patienten ohne Makulopathie fir das
eingeschlossene Auge >20/25, mit einer Ausnahme eines Patienten aufgrund

einer Amblyopie.

3.1.4 Patienten bis 60 Jahre
Aufgrund des in der Einleitung beschrieben Abfalls der QAF Werte ab dem

60. Lebensjahr wurde eine Subgruppe geformt, die alle Patienten bis zum 60.
Lebensjahr einschloss. Diese Patientengruppe mit insgesamt 29 Patienten ist in
Tabelle 1 durch eine Linie getrennt. In dieser Gruppe waren 27 (93,1%) Frauen
und 2 Patienten mannlich. Es wurden 19 linke Augen und 10 rechte Augen
eingeschlossen. 86,2% nahmen HCQ ein, 24,1% CQ und 10,3% haben im
Verlauf beide Praparate eingenommen. 4 Patienten zeigten eine Makulopathie.
Tabelle 2 zeigt Alter und kumulative Dosis + SD und Spannweite flr die
jeweiligen Subgruppen (Alle/bis zu 60 Jahren mit jeweils BEM und ohne BEM)

und deren Kontrollgruppen.
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Alter Geschlecht Einnahmegrund CcQ HCQ  kumulative Dosis [g] Einnahmedauer [J] eingeschlossenes Auge BCVA
22 w Sjogren-Syndrom + 402 6,5 0S 20/13
24 w Kollagenose + 24 0,5 OS 20/13
24 w Kollagenose + 693 5,5 oD 20/20
27 w R.A. + 168 2,5 oD 20/16
31 w SLE + 18,6 0,5 oD 20/20
32 w R.A. + 176,7 1,5 (O] 20/16
33 w R.A. + 401 5,5 (OR] 20/13
34 w SLE + 754 9,5 oD 20/13
34 w SLE + 608 8,5 oD 20/16
35 w SLE + 912 9,0 (O] 20/16
35 w SLE + 867 9,0 (OR] 20/100 BEM
40 m SLE + 365 4,0 (OR] 20/16
40 w SLE + 511 7,0 oD 20/16
4 w SLE + 1045 10,0 (OR] 20/20
45 w kutaner Lupus + 219 2,0 OS 20/16
45 w R.A. + 36 0,5 oD 20/20
50 w R.A. + 2007 22,0 oD 20/20
52 w SLE + 511 4,0 (OR] 20/13
53 m R.A + 566 4,0 (OR] 20/16
53 w kutaner Lupus + 238 2,5 OS 20/16
54 w CREST Syndrom (+) + 635 8,5 OS 20/20
54 w L:‘z“?knu{;r?ser + 657 55 oS 20/16
56 w SLE + (+) 1697 10,0 oD 20/200 BEM
57 w kutaner Lupus + 1602,5 13,0 OS 20/16
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57 w Sjogren-Syndrom + 45 1,0 0S 20/16
58 w Kollagenose + 2171 10,5 OS 20/16
58 w R.A. + 1733 19,0 OS 20/20 BEM
58 w R.A. + 730 8,0 oD 20/20 BEM
39 w SLE + (+) 1244 28,0 OS 20/20
61 w R.A. + 1277 17,5 OS 20/40*
61 w R.A. + 1095 12,0 OS 20/40 BEM
63 w kutaner Lupus + 365 7,0 oD 20/20
63 w Kollagenose + 1652,5 19,0 oD 20/20
63 w SLE + 522,5 6,5 OS 20/20
64 w Dermatomyositis + 6,4 0,5 OS 20/20
67 w Kollagenose + 1533 11,0 oD 20/20
68 w kutaner Lupus + 147 2,0 OS 20/20
68 w Fé"%’:j‘arto"g{ N 425 4,0 oD 20/16

Tabelle 1. Demographische Daten aller Patienten. Die durchgezogene Linie trennt die Gruppe aller Patienten von der Patientengruppe unter 60 Jahren.
Erlauterungen: w: weiblich, m: ménnlich, R.A.: rheumatoide Arthritis; SLE: systemischer Lupus erythematodes, *:Visusreduktion aufgrund von Amblyopie; BEM: Bull‘s-
eye-Makulopathie, BCVA: bestkorrigierter Visus. Bei Einnahme von CQ und HCQ ist das Préparat, welches im geringeren MaBe zur kumulativen Gesamtdosis beigetragen

hat, in Klammern gesetzt (+).
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Alle Patienten (n) Mittleres Alter SD Spannweite Mittlere kum. Dosis SD Spannweite

[Jahre] [a]
Alle (38) 48,4 +13,9 22 - 68 737,5 + 603,9 6,4 - 2171
ohne BEM (33) 47,6 +14,3 22 - 68 663,7 + 593,1 6,4 - 2171
mit BEM (5) 53,6 +10,6 35 - 61 12244 + 466,6 730 - 1733
Kontrollen (32) 47 + 14,1 23-69
Kontrollen BEM (22) 53,8 +10,0 37 -69
Subgruppe unter Mittleres Alter SD Spannweite Mittlere kum. Dosis SD Spannweite
60 Jahren (n) [Jahre] [9]
Alle (29) 43,5 +12,2 22 -59 724,2 +610,4 18,6 - 2171
ohne BEM (25) 42,2 +12,0 22 -59 639,0 + 586,9 18,6 - 2172
mit BEM (4) 51,8 +11,2 35-58 1256,8 +532,3 730 - 1733
Kontrollen (25) 42,0 +11,7 23-60
Kontrollen BEM 51,8 +5,0 45 - 58
(10)

Tabelle 2. Alter und kumulative Dosis (Standardabweichung (SD) und Spannweite) fur die Gruppe aller eingeschlossenen Patienten, fir die Subgruppe bis 60
Jahre und fur die jeweiligen, altersadaptierten Kontrollgruppen (mit/ohne BEM und tber/bis 60 Jahre), sowie Unterteilung in Patienten mit und ohne BEM. Patienten mit

BEM hatten ein héheres Alter und eine héhere kumulative Dosis, als Patienten ohne Makulopathie. Aufgrund des hdheren Alters wurde fur die bis und Uber 60-Jéhrigen

mit BEM eine altersadaptierte Kontrollgruppe erstellt.
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3.2 Quantitative Fundusautofluoreszenz

3.2.1 Farbkodierte Quantitative Fundusautofluoreszenz und weitere
Modalitaten

Bei der Analyse der farbkodierten quantitativen Fundusautofluoreszenz
fielen hohere Werte bei Patienten unter CQ/HCQ Einnahme (Abb. 7, B)
verglichen mit einem circa gleichaltrigen Patientenkollektiv (Abb. 7, A) auf. Dies
konnte auch beobachtet werden, obwohl keine Veranderungen in den weiteren
Modalitédten, wie FAF 488, SD-OCT, Perimetrie und mfERG zu erkennen waren
(Abb. 7, B).

Bei Patienten mit BEM (Abb. 7, C-E) war in der AF 488 das bisher
beschriebene Muster aus hypoautofluoreszierender Atrophiezone (dunkelblau in
der farbkodierten QAF Aufnahme) und hyperautofluoreszierenden Ring (weiB in
der farbkodierten QAF Aufnahme) gut zu erkennen. Dies zeigte sich auch in der
farbkodierten QAF. Besonders bei Patient D und E (Abb. 7) fielen hohe QAF
Werte temporal und auch inferior der Atrophiezone auf. Entsprechend der
Veranderungen, welche in der farbkodierten QAF als BEM zu erkennen waren,
zeigten sich bei diesen Patienten eine Atrophie der duBeren Netzhautschichten
in der SD-OCT. In den funktionellen Untersuchungen der Perimetrie und des
mfERG ergaben sich ebenfalls Zeichen eines parafovealen Visus- und

Funktionsverlusts.
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Abb. 7. Farbkodierte QAF und weitere funktionelle/strukturelle Bildgebung. A. QAF, AF488
und SD-OCT einer gesunden Kontrolle, es zeigten sich normale QAF Werte mit hoher Intensitat supero-
temporal. B. Aufnahmen eines Patienten mit HCQ Einnahme und hoher QAF, jedoch keinen Auffalligkeiten
in den weiteren Modalitéten. C-E. Patienten mit Makulopathie zeigten ebenfalls hohe QAF Intensitaten und
Zeichen der Makulopathie in den weiteren strukturellen (SD-OCT und FAF) und funktionellen (Perimetrie

und mfERG) Screeningmodalitaten.

3.2.2 Analyse mittels Delori Grid; QAF8
Die QAF8 Werte (gemittelte QAF Werte der 8 Segmente des mittleren

Rings des Delori Grids; siehe Abb. 4B) aller untersuchten Patienten waren
signifikant héher als die der alters- und geschlechtsspezifischen Kontrollgruppe
(siehe Tabelle 3). Dies galt fir alle Patienten (305,7 + 68,7 [QAF a.u.], p=0,011),
wie auch fir die Subgruppe bis 60 Jahre (303,7 + 77,5 [QAF a.u.], p=0,013).
Vergleicht man nur die Patienten ohne BEM mit der Kontrollgruppe zeigte sich
ebenfalls fir beide Subgruppen (bis/Uber 60 Jahren) ein signifikanter

Unterschied (siehe Tabelle 3). Die Gruppe der Bull's eye Makulopathien wurde
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aufgrund der Altersdifferenz  zur Normalgruppe gegen eine andere,
altersadaptierte Kontrollgruppe verglichen. Hier ergab sich bei den flunf
Patienten mit BEM inklusive der Patientin Gber 60 Jahre ein signifikanter
Unterschied zur altersadaptierten Kontrollgruppe (361,0 + 55,2 [QAF a.u.],
p=0,033), wahrend sich bei den Patienten mit BEM bis 60 Jahre (n=4) kein

signifikanter Unterschied zur altersadaptierten Kontrollgruppe zeigte (359,0 +

66,1 [QAF a.u.], p=0,183).

Alle Patienten

Mittleres Alter Mittelwert , Signifikanz
Subgruppe [Jahre] QAF8 [a.u.] SD Spannweite [t-test]
161,30 - _
Alle 48,39 305,65 + 68,71 505,76 p=0,011
161,30 - _
ohne BEM 47,61 297,26 + 67,29 505,77 p=0,042
. 269,28 - _
mit BEM 53,60 360,98 + 55,20 419,20 p=0,033
99,71 -
Kontrollen 47,00 260,41 + 76,72 386,97
166,12 -
Kontrollen BEM 53,80 286,40 + 63,58 386,97
Unter 60 J.
Mittleres Alter Mittelwert , Signifikanz
Subgruppe [Jahre] QAF8 [a.u.] SD Spannweite [t-test]
161,30 - _
alle 43,48 303,71 + 77,47 505,76 p=0,013
161,30 - _
ohne BEM 42,16 294,87 + 76,86 505,77 p=0,043
. 269,28 - _
mit BEM 51,75 358,96 + 63,53 419,20 p=0,183
99,71 -
Kontrollen 41,96 249,50 + 77,49 386,97
191,53 -
Kontrollen BEM 51,8 386,97 + 66,09 386,97

Tabelle 3. QAF8 fiir unterschiedliche Subgruppen. Mittleres Alter und QAF8 (Mittelwert
(a.u.=arbitrary units), SD (=Standardabweichung) und Spannweite) sowie Signifikanz im Vergleich zur

Normalgruppe. Patienten mit BEM wurden mit einer separaten, altersadaptierten Normalgruppe verglichen.
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3.2.3 Analyse mittels modifiziertem Delori Grid (QAF97-Grid); QAF
97

Das bisher publizierte und fir Berechnungen der QAF herangezogene
Delori Grid mit Ermittlung der QAF8, deckte bei Anwendung auf
Fundusaufnahmen von Patienten mit Makulopathie diese nicht komplett ab. Zur
weiteren Unterteilung des Gitters und genaueren Berechnung von QAF Werten

in bestimmten Bereichen wendeten wir ein modifiziertes Delori Grid (QAF97-

Grid) an, welches aus 97 Segmenten bestand (96 Segmente der Ringe plus

Fovea; siehe Abb. 8).

Abb. 8. Delori Grid (QAF8) und QAF97-Grid bei Patienten mit BEM. Erste Reihe: Der mittlere
Ring des Delori Grids ist rot markiert. Aus den Mittelwerten dieser acht markierten Segmente berechnete
sich QAF8 (A,B,C). Dieser Bereich lag auBerhalb der Atrophiezone und deckte die Makulopathie nicht mit
ab. Zweite Reihe: Hier sind fir dieselben Aufnahmen die jeweiligen QAF97-Grids (D,E,F) dargestellt, aus
denen sich durch Mitteln aller 96 Segmente QAF97 berechnen lieB. Dieser Wert bildete die Atrophiezone
teilweise mit ab. Durch die niedrige Autofluoreszenz in der Atrophiezone war bei den Patienten mit BEM
der QAF97 Wert geringer als der QAF8 Wert.

QAF97 Werte aller Patienten (A) und der Patienten bis 60 Jahre (B) sind in
Abbildung 9 graphisch dargestellt. Der Abfall der QAF Werte ab dem sechzigsten
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Lebensjahr fiihrte zu einer stérkeren Steigung der Trendlinie der Subgruppe bis
60 Jahre fUr die CQ/HCQ Gruppe. Durch den Wegfall dieser Datenpunkte stieg
r* von 0,34 (alle CQ/HCQ Patienten) auf 0,57 (Ausschluss der tiber 60-Jahrigen),
wahrend es fiir die Kontrollen gleich blieb (*=0,31).
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Abb. 9. QAF97 der CQ/HCQ Patienten und Kontrollen. Es zeigte sich eine Zunahme der QAF97
Werte mit dem Alter bei allen Subgruppen. Patienten mit CQ/HCQ Einnahme (blaue Punkte) hatten hdhere
QAF97 Werte als die Kontrollgruppe (schwarze Punkte). Wie auch fir QAF8 war ein Abfall der QAF97 nach
dem sechzigsten Lebensjahr zu beobachten (A). In B sind Patienten iber 60 Jahre nicht dargestellt, die
Trendlinie der CQ/HCQ Patienten (blaue Linie) hat sich im Vergleich mit der in Abb. A eine héhere Steigung.
Durch Berechnung der linearen Regression fir die einzelnen Gruppen, ergab sich ein héheres r® fur die

Gruppe bis 60 Jahre (*=0,57) im Vergleich zur Gruppe aller Patienten (r*=0,34), welches durch Abstinken
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der QAF nach dem 60ten Lebensjahr erklart wurde. Fir die Kontrollgruppe (schwarze Linie) ergab sich fur

die unter und tber 60-Jéhrigen r?=0,31.

Die QAF97 Werte aller Patienten (QAF97: 286,2 + 63,3 [QAF a.u.];
p=0,014) waren signifikant hdher als die der Kontrollen (245,4 + 71,8). Dies galt
auch fur Patienten ohne BEM (279,8 + 63,4 [QAF a.u.]; p=0,044). SchlieBt man
Patienten Uber 60 Jahren aus, ergaben sich &hnliche Mittelwerte und
Signifikanzniveaus, siehe Tabelle 4. Fir Patienten mit BEM zeigten sich héhere
QAF97 Werte als bei den Patienten ohne BEM (QAF97: 328,3 + 49,0 [QAF a.u.)),
verglichen zur altersadaptierten Kontrollgruppe bestand allerdings keine

Signifikanz.

Alle Patienten

Mittleres Alter Mittelwert : Signifikanz
Subgruppe [Jahre] QAF97 [a.u.] SD Spannweite [t-test]
alle 48,4 286,2 + 63,3 150,0 - 478,6 p=0,014
ohne BEM 47,6 279,8 + 63,4 150,0 - 478,6 p=0,044
mit BEM 53,6 328,2 + 49,0 260,4 - 390,9 p=0,054
Kontrollen 47,0 2454 +71,8 92,1 - 368,1
Kontrollen BEM 53,8 269,7 + 59,6 157,5 - 368,1
Unter 60 J.
Mittleres Alter Mittelwert : Signifikanz
Subgruppe [Jahre] QAF97 [a.u.] SD Spannweite [t-test]
alle 43,5 285,2 +72,0 150,0 - 478,6 p=0,015
ohne BEM 42,2 278,1 +72,6 150,0 - 478,6 p=0,045
mit BEM 51,8 329,5 + 56,5 260,4 - 390,9 p=0,228
Kontrollen 42,0 235,4 +73,8 92,1 - 368,1
Kontrollen BEM 51,8 283,0 + 63,5 178,6 - 368,1

Tabelle 4. QAF97 fiir unterschiedliche Subgruppen. Mittleres Alter und QAF97 (Mittelwert
(a.u.=arbitrary units), SD (=Standardabweichung) und Spannweite) sowie Signifikanz im Vergleich zur
Normalgruppe flr alle Patienten und Patienten bis 60 Jahre. Patienten mit BEM wurden zu einer separaten,

altersadaptierten Normalgruppe verglichen.

Wie bereits in Abbildung 9 graphisch dargestellt, war eine Zunahme der

QAF97, ahnlich der QAF8, mit dem Alter zu beobachten. Fir die Gruppe aller
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Patienten war die Korrelation von QAF97 und Alter rs = 0,6 (p<0,0001), fir die
Patienten ohne BEM rs = 0,6 (p < 0,0001), fur die Patienten mit BEM r.= 0,6
(p=0,1), fir die Kontrollen rs = 0,5 (p=0,001). Fur die Gruppe bis 60 Jahre bestand
eine signifikante und durch den Ausschluss der Uber 60-Jahrigen, mit sinkenden
QAF Werten, starkere Korrelation (alle Patienten: rs= 0,8 (p<0,0001), ohne BEM
rs= 0,7 (p<0,0001), mit BEM rs= 0,9 (p=0,051), Kontrollen rs= 0,5 (p=0,009)).
Mittelwerte, Signifikanzen und Alterskorrelation von QAF8 und QAF97
unterschieden sich nur geringfiigig. Vergleicht man die QAF8 und QAF97 Werte
aller Patienten, zeigte sich eine signifikante Korrelation r.=0,9 (p<0,0001). Wie
oben bereits beschrieben deckte das QAF97-Grid mit Berechnung der QAF97
die Makulopathie besser ab, sodass im Bereich der strukturellen Verdnderungen
QAF Werte genauer bestimmt werden konnten. Bei Patienten mit Makulopathie
flhrte dies beim Vergleich von QAF8 und QAF97 zu geringeren QAF97 Werten
und einer geringeren und nicht signifikanten Korrelation r.=0,7 (p=0,188) von
QAF8 und QAF97. Der Vorteil des QAF97- Grids lag daher vor allem in der
Mdoglichkeit zu detaillierten Analysen durch die kleineren Segmente, wie

beispielsweise in Abbildung 10 und 12 dargestellt.
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Abb. 10. Anwendung des QAF97-Grid bei allen Patienten unter CQ/HCQ Therapie. Darstellung
aller QAF Segmente des QAF97-Grids. Einzelne Patienten sind jeweils durch eine Linie dargestellt. Beim
Betrachten eines einzelnen Patienten (eine Linie) oder auch die Gesamtheit, fiel ein wiederkehrendes Muster
der QAF Werte im Verlauf der Segmente mit hohen QAF Werten superotemporal und niedrigen QAF Werten
medial auf. Die QAF Werte waren fir jeden Ring im superotemporalen Bereich am héchsten, wodurch
innerhalb jedes Rings (farbliche Griinabstufungen) ein Maximum entstand. Ein eindeutiges Minimum war
im Bereich des Sehnervs erkennbar. Dieses Muster wurde durch die Patienten mit BEM (orange) durch die
Atrophiezone in den inneren beiden Ringen durchbrochen (C), in den &uBeren Ringen, entsprach der
Kurvenverlauf der Patienten mit BEM denen ohne strukturelle Verdnderungen durch CQ/HCQ. Fur diese
und weitere Analysen und Abbildungen wurde aufgrund des Abfalls der QAF Werte nach dem 60 Lebensjahr

nur die Patienten bis 60 Jahre eingeschlossen.

3.2.4 QAF der Fovea und Parafovea

Mittels Delori Grid war ebenfalls eine Messung der QAF der Fovea und
der Parafovea mdglich (siehe Methoden Abb. 4). QAF Werte der Fovea bei
CQ/HCQ Patienten (Mittelwert 133,2; Median: 124,5; SD: 48,3; Spannweite: 64,8
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- 276,5 QAF a.u.) zeigten keinen signifikanten Unterschied (p=0,08) zur
Kontrollgruppe (Mittelwert: 110,7; Median: 105,4; SD: 41,5; Spannweite: 31,5 —
206,2 QAF a.u.).

In der Parafovea zeigte sich ein starkerer Trend zu erhéhten QAF Werten
der CQ/HCQ Patienten (Mittelwert 206,6; Median: 191,1; SD: 59,4; Spannweite:
112,3 - 366,3 QAF a.u.) verglichen zur Normalgruppe (p=0,055) (Normalgruppe:
Mittelwert 176,0; Median: 176,5; SD: 55,3; Spannweite: 61,6 — 281,58 QAF a.u.).
Patienten mit BEM zeigten aufgrund der Atrophie geringere QAF Werte in der
Parafovea. Exkludierte man die Patienten mit BEM und verglich nun die Gruppe
der CQ/HCQ Patienten ohne BEM (Mittelwert 209,9; Median: 188,7; SD: 61,0;
Spannweite: 112,3 - 366,3 QAF a.u.) zur Kontrollgruppe, ergab sich ein
signifikanter Unterschied (p=0,04) zu héheren QAF Werten bei Patienten unter
CQ/HCQ Therapie ohne BEM.
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Abb. 11. QAF Werte der Fovea (A) und Perifovea (B). QAF Werte der Fovea waren aufgrund des
lichtblockierenden Makulapigments und der geringen Anzahl an Lipofuszingranula in RPE Zellen der Fovea
(Bermond et al 2020) deutlich niedriger als in der Peripherie und zeigten im Vergleich zu den Kontrollen
keinen signifikanten Unterschied. In der Perifovea ergaben sich héhere QAF Werte. QAF Werte der
Patienten mit BEM (orange Punkte) zeigten im Vergleich zu den QAF Werten der Perifovea geringere Werte

aufgrund der Atrophie in diesem Bereich.

3.2.5 Analyse der hochsten QAF Segmente
Das FIJI Plug-In ,Add to Standard Retina OCT“ ermdglicht ein

Ubereinanderlagern von QAF Bildern ausgerichtet an der fovealen Position und
der markierten Position des Sehnervs, welche sich am néchsten zur Fovea

befindet (siehe Methodik). Auf das neu entstandene gemittelte QAF Bild konnten
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ebenfalls Grids projiziert werden. Dadurch konnte analysiert werden, welche
Segmente im Mittel die hdchste QAF Intensitat zeigen (siehe Abb. 12). Diese
befanden sich bei allen Patienten unter CQ/HCQ Therapie (unabhéngig von Alter
und BEM) im superotemporalen Bereich. Es fielen jedoch kleine Unterschiede
auf. Bei Patienten mit BEM lagen die Segmente mit hdchster Intensitat
temporaler (weniger superior) als bei Patienten ohne BEM. Ebenfalls fiel auf,
dass Segmente mit hoher QAF Intensitat auBerhalb des fir die QAF8 in
Berechnung gezogenen Bereichs lagen (dieser ware (Analog zu Abb. 4 und 8) in
Abb. 12 der dritte und vierte Ring der sechs Ringe). Bei Patienten ohne
Pathologie waren hohe Intensitaten eher peripherer (Abb.12 B und C), bei
Patienten mit Pathologie eher zentraler (Abb. 12 D und E) des fir die Berechnung

der QAF8 genutzten Rings zu finden.
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Abb. 12. Analyse der hochsten QAF Segmente des QAF97-Grid. Durch Anwendung der Grids
auf die zur Standardretina gemittelten QAF Bilder (A) konnten die héchsten Segmente ermittelt werden
(farblich abgestuft). Ohne BEM lagen die Segmente mit den héchsten QAF Intensitdten superotemporal,
durch Ausschluss der Patienten Uber 60 Jahre waren minimale Verdnderungen mit geringfligiger
Verschiebung der Segmente mit hohen Intensitaten Richtung Fovea zu erkennen (B: alle Patienten ohne
BEM, C: Patienten bis 60 Jahre ohne BEM). Abbildung D und E stellten die héchsten Segmente der
Patienten mit BEM dar. Im Vergleich zur Gruppe ohne BEM zeigte sich eine Verschiebung der Segmente

mit hoher Intensitét Richtung Fovea und nach temporal.
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3.2.6 QAF und kumulative Dosis/Einnahmedauer

Patienten, welche eine kumulative Dosis von Uber 1000 g CQ/HCQ
eingenommen haben, zeigten signifikant héhere QAF Werte verglichen zu
Patienten mit einer Gesamtdosis von unter 1000 g (p=0,001). Allerdings bestand
zwischen den Gruppen (unter/Uber 1000 g kumulative Dosis) ein
Altersunterschied (Gruppe unter 1000 g: Mittleres Alter: 40 J. Median: 37,5 J.
Range: 22-58 J. SD: +11,6 ; Gruppe Uber 1000 g: Mittleres Alter: 54 J. Median:
57 J. Range: 41-59 J. SD: = 6,5), sodass die erhéhten QAF Werte ebenfalls auf
das héhere Alter zurtckzufiihren sein kdnnten.

Um die altersabhédngige Variable herauszurechnen, wurde flr jeden
CQ/HCQ Patienten ein Quotient aus seinem QAF96 Wert zu einem Mittelwert
von 3 Kontrollpatienten in &hnlichen Alter (Altersdifferenz der gemittelten
Kontrollen zu den CQ/HCQ Patienten im Mittel + 0,7 Jahre, Spannweite 0-5
Jahre) berechnet, siehe Abbildung 13.

Hierbei zeigte sich fir die meisten Patienten ein Quotient tber 1, das heiBt
héhere QAF Werte im Vergleich zu den jeweiligen drei, altersdhnlichen
Kontrollpatienten. Dieser Quotient stand allerdings in keinem positiven
Zusammenhang mit steigender kumulativer Dosis, siehe Abb. 13. Vielmehr kam
es bei Patienten mit hoher kumulativer Dosis verglichen mit Patienten mit

niedriger kumulativer Dosis zu geringeren Quotienten.
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Abb. 13. QAF und kumulative Dosis. Steigende kumulative Dosis flhrte nicht zu steigender QAF.
Der Graph zeigt die Relation des Quotienten der QAF97 Werte einzelner CQ/HCQ Patienten mit dem
gemittelten QAF97 Wert von 3 altersangeglichenen Kontrollpatienten zur kumulativen Dosis der CQ/HCQ
Patienten. Ein Quotient von 1 bedeutet, dass der QAF97 Wert des CQ/HCQ Patienten identisch mit dem
der Kontrollpatienten ist. Generell zeigte sich ein Quotient Uber 1, dieser war eher in einen negativen

Zusammenhang mit steigender kumulativer Dosis.

Betrachtet man die Einnahmedauer aller Patienten, welche Uber/unter 5
Jahre CQ/HCQ einnahmen ergab sich kein signifikanter Unterschied der QAF
Werte beider Gruppen (p= 0,15).

3.2.7 Multimodale Fundusaufnahmen und farbkodierte QAF bei
Patienten mit BEM

Beim Betrachten der Fundusaufnahmen der Patienten mit BEM zeigten
sich bei den Patienten mit fortgeschrittener, zirkuldrer Makulopathie (Abb. 14. A-
C) typische Verteilungsmuster. Um die hypoautofluoreszente, parafoveale
Atrophiezone (dunkelblau) war in den farbkodierten QAF Aufnahme ein weiterer
Ring zu erkennen (griin), darum wiederum ein hyperautofluoreszierender Ring
(rot bis weiB). In Abbildung 14 war bei Fall D und E die Makulopathie mit
Aussparung superior der Fovea noch nicht bis zur kompletten, zirkuldaren BEM
fortgeschritten. An den betroffenen Stellen lieB sich allerdings das typische,

oben beschriebene Atrophiemuster in den herkdmmlichen Fundusaufnahmen
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erkennen. In den AF788 nm Aufnahmen zeigte sich ebenfalls ein
hyperautofluoreszierender Ring um die Atrophiezone, welcher sich im Vergleich
zur AF488 nntm Aufnahme am Rande des dort sichtbaren
hyperautofluoreszierenden Rings befand. Das groBte AusmaB der Makulopathie
schien in der Rotfreiaufnahme erkennbar zu sein. Insbesondere bei der
kompletten Auspragung der BEM waren in dieser Modalitdt Verdnderungen bis

weit in die Perifovea erkennbar.

Farbkodierte QAF AF 488 nm

>
56 J, 1697gCQ

=~}
58, 1733gCQ

(o]
61, 1095gCQ

58 J, 730g CQ

35J,867g CQ

ORI 511
QAF Intensitat [a.u.]

Abb. 14. Farbkodierte QAF und multimodale Fundusaufnahmen (AF 488 nm, AF787 nm,

Infrarotaufnahme (IR) und Rotfreiaufnahme (Rotfrei)) der Patienten mit BEM. Patienten A-C zeigten in
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allen Modalitéten eine fortgeschrittene, komplette BEM mit typischem Atrophiemuster. Bei Patienten D und
E war noch keine zirkuldre BEM zu erkennen, die Atrophie spart den Bereich superior der Fovea in den

abgebildeten Modalitaten aus.

3.3 SD-OCT

3.3.1 SD-OCT bei Patienten mit BEM

Bei allen Patienten wurde vor der QAF Aufnahme eine SD-OCT
durchgefuhrt. Bei den Patienten mit BEM waren typische Verédnderungen mit
Untergang der &uBeren Netzhautschichten zu erkennen. Bei drei der flnf
Patienten (Abb. 15. B,D,E) zeigte sich im fovealen SD-OCT Schnitt das ,,flying
saucer” Zeichen (Brown et al 2010). Die Struktur der Netzhaut war foveal noch
erhalten, wahrend sich parafoveal ein Verlust der duBeren Netzhautschichten
zeigte. Bei zwei weiteren Patienten (Abb. 15. A,C) mit fortgeschrittener BEM war

eine komplette Atrophie &auBerer Netzhautschichten, inklusive Fovea, zu

erkennen.
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Abb. 15. Fovealer SD-OCT Schnitt der Patienten mit BEM. Die Bezeichnung der Patienten ist

analog zu Abbildung 14. Eine teilweise Atrophie der duBeren Netzhautschichten war bei allen Patienten zu

erkennen. Bei drei der finf Patienten (B,D,E) war die foveale Struktur teilweise erhalten, welches in der

Literatur als ,,flying saucer“ Zeichen (Brown et al 2010) beschrieben wird.

3.3.2 SD-OCT ETDRS Dicken und QAF ETDRS Grid

Mittels gerateeigener Software der Heidelberg Engineering SD-OCT
(HEYEX) lieBen sich die gemittelten Dicken einzelner Netzhautschichten
(gesamte Netzhautdicke, innere Netzhaut (ILM-ELM) und duBere Netzhaut (ELM-
BM) innerhalb des ETDRS Grid (Abb. 4, A) bestimmen. Das ETDRS Grid konnte
ebenso Uber das QAF Bild projiziert werden, wobei das FIJI Plug-In (Grids OCT)
die gemittelten QAF Werte flr die unterschiedlichen Segmente des Grids
berechnet. Durch Korrelation der Netzhautdicken der Patienten ohne BEM mit

den gemittelten QAF Werten zeigte sich in den Segmenten 4 (innerer Ring,
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inferior), 5 (duBerer Ring, temporal) und 7 (duBerer Ring, nasal; zur Lage der
Segmente, siehe Abb. 4 A) eine moderate und signifikante Korrelation zwischen
QAF Wert und gesamter Netzhautdicke. FUr die innere Netzhaut lieBen sich
ebenfalls signifikante Korrelationen der Netzhautdicken zwischen ILM und ELM
und der QAF in den Segmenten 4, 5 und 7 des ETDRS Grids nachweisen. Flr
die duBere Netzhaut (ELM-BM) ergaben sich keine signifikanten Korrelationen,
sodass die Korrelation auf die innere Netzhaut zurlickzufiihren war.

Vergleicht man die Netzhautdicken der Patienten mit BEM mit den
Patienten ohne BEM, zeigten sich aufgrund der Atrophie signifikant geringere

Netzhautdicken (siehe Tabelle 6).

Gesamte Netzhautdicke (ILM-BM)

EDTRS Seg. QAF [a.u] SD Netzhautdicke + Korrelationskoeffizient P Wert
SD [um]
0 147,1 + 53,3 279,7 +18,1 0,041 0,845
1 238,7 + 67,0 329,3 +16,3 -0,239 0,251
2 219,5 + 64,3 344,7 +18,4 -0,362 0,075
3 213,8 + 62,8 346,7 +19,0 -0,389 0,055
4 2241 + 64,1 340,3 +16,9 -0,445 0,026
5 308,4 + 84,9 283,8 + 16,1 -0,409 0,043
6 297,0 +82,0 301,6 +18,5 -0,362 0,075
7 274,2 +70,8 3155 +2272 -0,521 0,008
8 271,9 + 68,9 290,8 =+ 20,0 -0,324 0,114

AuBere Netzhaut (ELM-BM)

EDTRS Seg. QAF [a.u] SD Netzhautdicke + Korrelationskoeffizient P Wert
SD [um]

0 147,1 + 53,3 91,1 +4.2 -0,212 0,308
1 238,7 + 67,0 828 +35 -0,27 0,191
2 219,5 + 64,3 82,2 +3,1 -0,139 0,508
3 213,8 + 62,8 832 +3,6 -0,248 0,232
4 2241 + 64,1 806 +3 -0,357 0,08

5 308,4 + 84,9 790 =26 -0,123 0,559
6 297,0 +82,0 796 =29 -0,179 0,393
7 274,2 +70,8 790 +34 -0,293 0,155
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8 271,9 + 68,9 774 28 -0,168 0,421

Innere Netzhaut (ILM-ELM)

EDTRS Seg. QAF [a.u] SD Netzhautdicke + Korrelationskoeffizient P Wert
SD [um]

0 147,1 + 53,3 188,6 =+ 18,3 0,09 0,67
1 238,7 + 67,0 246,5 +12,8 -0,206 0,323
2 219,5 + 64,3 262,5 +16,9 -0,368 0,07
3 213,8 + 62,8 263,5 +17,4 -0,373 0,066
4 2241 + 64,1 259,8 +15,7 -0,411 0,041
5 308,4 + 84,9 204,8 +14,8 -0,423 0,035
6 297,0 +82,0 2219 +17,7 -0,349 0,087
7 274,2 +70,8 236,5 +20,7 -0,511 0,009
8 271,9 + 68,9 213,4 +18,7 -0,321 0,118

Tabelle 5. Korrelation zwischen Netzhautdicke und QAF im ETDRS Grid bei Patienten ohne
BEM. In Segmenten (Seg.) 4, 5, und 7 zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen QAF (a.u. = arbitrary

units) und Netzhautdicke der gesamten und der inneren Netzhaut.

Gesamte Netzhautdicke (ILM-BM) [pum]

ETDRS Segment ohne BEM SD mit BEM SD P Wert
0 279,7 +18,1 199,0 +31,5 < 0,001
1 329,3 +16,3 238,0 + 147 < 0,001
2 344,7 +184 266,8 +15,6 < 0,001
3 346,7 +19,0 265,5 +22,6 < 0,001
4 340,3 +16,9 254,5 +16,3 < 0,001
5 283,8 + 16,1 217,5 +27,3 < 0,001
6 301,6 +18,5 268,8 +13,5 = 0,002
7 315,5 +22,2 255,0 +15,8 < 0,001
8 290,8 +20,0 232,5 + 27,1 < 0,001

AuBere Netzhaut (ELM-BM) ) [um]

ETDRS Segment ohne BEM SD mit BEM SD P Wert
0 91,1 +4,.2 54,3 +225 < 0,001
1 82,8 +3,5 32,3 +8,8 < 0,001
2 82,2 + 3,1 53,3 +7,6 < 0,001
3 83,2 +3,6 39,8 +18,0 < 0,001
4 80,6 +3,0 33,8 +11,7 < 0,001
5 79,0 +2,6 49,8 +16,5 < 0,001
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79,6
7 79,0
77,4

Innere Netzhaut (ILM-ELM ) [um]
ETDRS Segment ohne BEM

188,6
246,5
262,5
263,5
259,8
204,8
221,9
236,5
213,4

0o N O OO0k~ WODN 2 O

Tabelle 6. Netzhautdicken in Segmenten des ETRDS Grids bei Patienten ohne und mit BEM.

Gesamte, innere und &uBere Netzhaut waren bei Patienten mit BEM signifikant diinner als bei Patienten

ohne BEM. (SD: Standardabweichung)

SD

+18,3
+12,8
+16,9
+17,4
+15,7
+14,8
+17,7
+ 20,7
+18,7

71,3
60,3
61,7

mit BEM

144,8
205,8
213,5
225,8
220,8
167,8
197,5
194,8
174,3

SD

+ 9,1
+14,9
+14,2
+15,7
+10,0
+ 15,2
+13,8
+15,0
+20,9

3.3.3 Netzhautdicken und QAF im fovealen Schnitt

Mittels FIJI Plug-In (Annotate LRP XML) konnten, wie in Abbildung 6
dargestellt, die Netzhautdicken im fovealen Schnitt an 11 Punkten mit definierten
Abstanden zur Fovea bestimmt werden. In Abbildung 16 sind die Dicken der
gesamten (ILM-RPE), duBeren (ELM-RPE) und inneren (ILM-ELM) Netzhaut,
sowie die QAF Werte dargestellt. Es zeigte sich eine deutliche Reduktion der

Netzhautdicke bei Patienten mit BEM (rot). Dies war insbesondere fir die duBere

Netzhaut zu beobachten.
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< 0,001
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P Wert

< 0,001
< 0,001
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< 0,001
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< 0,001
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Abb. 16. Netzhautdicken und QAF im fovealen, horizontalen Schnitt. Patienten ohne BEM sind
grau dargestellt, mit BEM rot, der Mittelwert der Kontrollgruppen gelb. Es zeigten sich geringere
Netzhautdicken der Patienten mit BEM, dies ist besonders auf den Strukturverlust der &uBeren Netzhaut
zurlickzuftihren. Der Dickenverlust der inneren Netzhaut zeigte sich vergleichsweise gering. QAF der
Patienten mit BEM war besonders in der Peripherie (-/+ 2,5) und foveal hoch. In zwei Fallen waren geringere
QAF Werte der Parafovea (+/- 1,5) zu beobachten.
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4 Diskussion

Diese Arbeit untersucht erstmals quantitative Fundusautofluoreszenz bei
Patienten unter CQ/HCQ Therapie und befasst sich mit der Frage, ob die QAF
ein mogliches Screening Tool in der Friiherkennung retinaler Veranderungen bei
Patienten unter systemischer CQ/HCQ Therapie darstellt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Patienten unter aktueller oder stattgehabter CQ/HCQ Therapie
héhere QAF Werte aufweisen, als gesunde, alters- und
geschlechterentsprechende Kontrollpatienten ohne Therapie. Diese héheren
QAF Werte Kkorrelierten maBig und nicht in allen Segmenten mit der
Netzhautdicke. Bereits nach kurzer Einnahmedauer zeigten sich erhéhte QAF
Werte verglichen zur Kontrollgruppe, sodass die aktuellen Daten noch keine
Aussage Uber die QAF als Screening Methode in der Entwicklung einer BEM
zulassen. Vielmehr kann sie als Biomarker der tatsachlichen CQ/HCQ Einnahme
genutzt werden. Fir die weitere Evaluation der Entwicklung der QAF bei
Patienten mit CQ/HCQ Therapie ist die Weiterflihrung der Studie mit

regelmaBigen Folgeuntersuchungen nétig.

4.1 Screening Untersuchungen und Methodik

Die Entwicklung einer Makulopathie durch die Einnahme von CQ/HCQ ist
eine bekannte Nebenwirkung, die mit steigender Einnahmedauer haufiger auftritt
und nach 20 Jahren Einnahmedauer bis zu 20% der Patienten betrifft (Melles &
Marmor 2014). Die Folgen einer fortgeschrittenen Makulopathie stellen fiir den
Patienten durch den irreversiblen Visusverlust eine gravierende Nebenwirkung
dar. In der Langzeittherapie werden diese Medikamente bei Erkrankungen des
rheumatologischen Formenkreises angewandt, es wird aber auch Uber die
Erweiterung des Einsatzgebiets von CQ/HCQ als antineoplastische Therapie, bei
Diabetes Mellitus, Herz-Kreislauf Erkrankungen und antivirale Effekte diskutiert
(Al-Bari 2015, Plantone & Koudriavtseva 2018, Shippey et al 2018). Ein weiterer

groBer Vorteil ist die unbedenkliche Anwendung auch in der Schwangerschaft
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(Plantone & Koudriavtseva 2018). Wahrend der ersten Phase der
Coronapandemie wurde kontrovers Gber CQ und HCQ als antivirale Substanz in
der Therapie von COVID-19 debattiert (Gao et al 2020, Touret & de Lamballerie
2020). Durch diese Entwicklungen kam es zu einer drastisch steigenden Zahl
von Patienten unter CQ- und HCQ-Therapie (Vaduganathan et al 2020), was bei
lang andauernder Einnahme zu mehr Patienten mit Risiko zur Entwicklung einer
CQ/HCQ induzierten Makulopathie fihrt (Ruamviboonsuk et al 2020).

RegelmaBige Screening Untersuchungen sind zur friihzeitigen
Entdeckung von Nebenwirkungen essentiell und sollten dem Patienten immer
angeboten werden. Dabei sollten die Empfehlungen der AAO mit Durchfiihrung
struktureller und funktioneller Tests eingehalten werden (Marmor et al 2016).

Zu diesen Screening Untersuchungen gehdrt unter anderem die
Durchfihrung der FAF. Diese wurde in den letzten Jahren zur QAF
weiterentwickelt, welche eine interne Referenz nutzt, um Autofluoreszenzsignale
zu quantifizieren (Delori et al 2011). Seitdem wurden multiple Studien an
gesunden und erkrankten Augen mittels QAF durchgefihrt (Duncker et al 2014,
Greenberg et al 2013, Sparrow et al 2020, Sparrow et al 2016).

4.2 QAF bei Patienten unter CQ/HCQ Therapie

4.2.1 Erhohter QAF Werte unter CQ/HCQ Therapie und madgliche
Ursachen
Diese Arbeit zeigt fir Patienten unter CQ/HCQ Therapie bis 67 Jahren

aber auch fir die Patientengruppe bis 60 Jahren signifikant hdherer QAF Werte
im Vergleich zur alters- und geschlechteradaptierten Normalgruppe.

Dies war unabhéngig von der Auswertungsmethode der angewendeten
Grids (QAF8 oder QAF97 Grid). Durch Korrelation der Patienten unter CQ/HCQ
Therapie mit altersdhnlichen Kontrollpatienten lieB sich eine erhdhte QAF bereits

nach kurzer Einnahmedauer von CQ/HCQ beobachten (siehe Abbildung 13). Fir
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erhdhte Autofluoreszenz bei Patienten unter CQ/HCQ Therapie lassen sich
verschiedene Ursachen diskutieren.

Die erhdhte Autofluoreszenz kdnnte auf Ablagerungen von CQ/HCQ oder
deren Metaboliten zurlickzuflihren sein, welche direkt selber fluoreszieren (Sauer
et al 2019). In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass sich CQ/HCQ in
pigmentierten Geweben des Auges ablagert. Betroffen sind insbesondere RPE,
Iris und Choroidea, wéhrend nicht pigmentierte Zellen weniger und Zellen von
Albino Ratten weniger bis keine Ablagerungen aufweisen (Bernstein et al 1963,
Gleiser et al 1969, McChesney 1983). Diese Ablagerungen konnten auch nach
Absetzten der Medikamente nachgewiesen werden (Bernstein et al 1963,
Rosenthal et al 1978). Ebenso kann CQ Jahre nach der letzten Einnahme bei
Patienten mit BEM in Blut und Urin nachgewiesen werden (RUBIN et al 1963).
Diese Ergebnisse sind vereinbar mit den weiterhin erhéhten QAF Werten nach
Absetzten von CQ/HCAQ. Ein weiteres unterstiitzendes Argument hierflr ist, dass
die QAF in dem gemessenen Bereich gleichméaBig erhéht ist und dabei das
typische Autofluoreszenzmuster mit niedriger Intensitat foveal sowie hoher
Intensitat parafoveal, insbesondere superotemporal erhalten bleibt. In
tierexperimentellen Studien an Hasen zeigten sich CQ Ablagerungen bereits
nach einmaliger intravendser Injektion und lieBen sich noch einen Monat spéter
nachweisen (Bernstein et al 1963). Auch beim Menschen war CQ/HCQ nach
einmaliger oraler oder intravendser Verabreichung tber Wochen in Urin und
Plasma nachweisbar (Gustafsson et al 1983). Diese Erkenntnisse liefern eine
mdgliche Erklarung fir die erhdhten QAF Werte nach kurzer Einnahmedauer, wie
sie bei unserer Patientengruppe zu finden sind (siehe Abbildung 13).

Erhdhte QAF Werte bei Patienten unter CQ/HCQ Therapie kdnnten
ebenfalls auf erhéhten Metabolismus in der duBeren Netzhaut zurtckzufiihren
sein. RPE Zellen sind physiologischerweise in engem Kontakt mit Zapfen und
Stébchen. Sie bauen unter anderem die Fotorezeptor AuBensegmente ab und

akkumulieren nicht abbaubares Lipofuszin (Katz & Robison Jr 2002, Kevany &
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Palczewski 2010). Lipofuszingranula beinhalten eine Reihe Fluorophore
(Sparrow et al 2012), welche sich mittels QAF durch ihre Mdoglichkeit zur
Emission darstellen lassen (Delori et al 2011). Die normale Verteilung der FAF
folgt eher dem Verteilungsmuster der Stabchen (Curcio et al 1993, Delori et al
2001), obwohl auch die Zapfen zum FAF Signal beitragen. Die erhdhten QAF
Werte Uber die gesamte gemessene Flache des hinteren Augenpols weist auf
eine Beteiligung sowohl der Stabchen als auch der Zapfen hin.

Auch in Tierexperimenten lieBen sich Verdnderungen der Stédbchen und
Zapfen durch die Einnahme von CQ nachweisen (Wetterholm & Winter 1964).
Diese kdnnen zu einer Verkirzung der Fotorezeptor-AuBensegmente flihren.
Durch die damit verbundene verminderte Absorption des Lichtes (durch einen
veranderten Photopigmentanteil in den Fotorezeptoren) kann dies schlieBlich in
erhdhter Autofluoreszenz enden (Freund et al 2013).

Bei Patienten mit Retinitis Pigmentosa wurden erhdhte QAF Werte
innerhalb der Ringe, welche sich durch eine sichtbar erhéhte Autofluoreszenz
abgrenzen, festgestellt. Dies konnte jedoch nicht bei allen Patienten mit Retinitis
Pigmentosa, trotz sichtbaren Veranderungen der duBeren Netzhaut, in der SD-
OCT festgestellt werden. Deswegen gehen die Autoren nicht davon aus, dass
Strukturverlust der duBeren Retina durch oben beschriebenen Mechanismus
von fehlender Absorption durch die Neuroretina zwingend zu erhéhter
Autofluoreszenz fihrt (Jorge et al 2018). Vielmehr vermuten Schuerch und
Kollegen, dass der Untergang der Photorezeptoren selbst zu vermehrter Bildung
von Lipofuszin und so zu erhéhter Autofluoreszenz fuhrt (Schuerch et al 2017).

In Studien zur akuten zonalen okkulten duBeren Retinopathie (AZOOR)
konnte gezeigt werden, dass QAF Werte an den Stellen erhéht sind, an denen in
der SD-OCT Lé&sionen der duBeren Netzhaut, insbesondere der ellipsoiden Zone
zu erkennen sind (Boudreault et al 2017).

Auch bei unseren Patienten mit BEM nach CQ/HCQ-Therapie ergab sich

bei voller Auspragung ein hyperautofluoreszenter Ring um die Makulopathie.
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Durch das exakte Ubereinanderlegen von SD-OCT und Fundusaufnahmen
mittels FIJI Plug-In zeigte sich, dass dieser hyperautofluoreszente Ring ebenfalls
mit dem RulUckgang der &duBeren retinalen Béander (,ellipsoide zone“ und
sinterdigitation zone“) zusammenfallt. Allerdings konnten wir keine signifikante
Reduktion der Dicke der duBeren Netzhaut in der SD-OCT bei den Patienten
unter CQ/HCQ Therapie mit erhdhter QAF, auBer bei Patienten mit BEM,
nachweisen oder diese mit zunehmender Autofluoreszenz korrelieren.

Eine weitere Erklarung fir die erhdhte Autofluoreszenz bei Patienten unter
CQ/HCQ Therapie ist die bereits beschriebene Eigenschaft der Medikamente,
den lysosomalen pH im RPE anzuheben und die Autophagie zu beeinflussen
(Yoon et al 2010). Dies kdnnte durch verminderten Abbau zu vermehrter
Akkumulation von Lipofuszin fihren (Jorge et al 2018) und so zu erhdhter
Autofluoreszenz Uber den gesamten posterioren Pol. Dies kénnte auch bei
Patienten ohne Makulopathie die erhéhten QAF Werte von der Parafovea bis in
die Perifovea erklaren.

Weiterhin kann nicht geklért werden, wieso Fotorezeptoren und RPE im
Rahmen der BEM so stark betroffen sind und welche Schicht initial fur die
Veranderungen verantwortlich ist. Das Muster der BEM mit Beginn der
strukturellen Veranderungen in der Parafovea kdnnte in Verbindung mit der
Verteilung der Photorezeptoren stehen - mit einer hohen Stédbchendichte 3 bis 5
mm um die Fovea (Curcio et al 1990), &hnlich dem zirkuldren BEM Ring. Dies
liefert allerdings keine Erklarung fur die erhéhten QAF Werte auch auBerhalb der
Atrophiezone der BEM Uber den gesamten posterioren Pol bei Patienten mit

BEM.

4.2.2 QAF bei Patienten mit Bull‘s-eye-Makulopathie
Sehr eindriicklich zeigt sich das Bild der BEM in den farbcodierten QAF

Aufnahmen (siehe Abbildung 14). Die zentralen hypoautofluoreszierenden Areale

um die Fovea entstehen durch den Strukturverlust der &uBeren
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Netzhautschichten, insbesondere des RPEs (Kellner et al 2008, Marmor 2012).
Diese Atrophie ist im fortgeschrittenen Stadium haufig bereits funduskopisch
sichtbar. In der QAF Aufnahme zeigten sich folglich bei Patienten mit BEM
parafoveal erniedrigte QAF Werte. Durch die QAF kann dies nun erstmals
quantifiziert werden, aufgrund der offensichtlichen Hypoautofluoreszenz in der
FAF488 Aufnahme war dieses Ergebnis zu erwarten.

Betrachtet man die fovealen QAF Werte der Patienten mit BEM,
unterschieden sich diese nicht signifikant mit den Kontrollen. Auch dies steht in
Einklang mit den Beobachtungen, dass die BEM die Fovea ausspart, sodass
zentrales Sehen vorerst nicht eingeschrankt ist.

Interessanter wird es bei Analyse der QAF bei Patienten mit BEM in der
Perifovea auBerhalb der Atrophiezone, welche sich in den konventionellen,
multimodalen Bildgebungen darstellt. Hier ergaben sich in der Arbeit, je nach
Patientenkollektiv, unterschiedliche Aussagen. Inkludiert man Patienten bis 67
Jahre waren die QAF8 Werte fir Patienten mit BEM signifikant héher verglichen
zur altersadaptierten Kontrollgruppe (p=0,033, siehe Tabelle 3), bei Patienten
unter dem sechzigsten Lebensjahr konnte diese Signifikanz nicht mehr
nachgewiesen werden. Ursdchlich dafir kénnte die zu geringe Anzahl der
Patienten mit BEM sein, ebenso wie die unterschiedliche Zusammensetzung der
Kontrollgruppen, welches in den Limitationen ausflhrlicher diskutiert wird. Die
QAF97 Werte waren bei Patienten mit BEM unabhéngig vom Alter nicht
signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe erhéht. Dies lasst sich durch die
unterschiedliche GréBe des Grids erklaren (siehe Abbildung 8). Das QAF97 Grid
bildet einen gréBeren Anteil der hypoautofluoreszierenden Makulopathie mit ab
und flhrt so im Mittel zu geringeren QAF97 Werten, verglichen zu QAF8
(geringere und nicht signifikante Korrelation r.=0,7 (p=0,188) von QAF8 und
QAF97 bei Patienten mit BEM).
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4.2.3 Entwicklung der QAF im Alter

Wie bereits in einigen Studien zur QAF berichtet (Greenberg et al 2013,
Kleefeldt et al 2020, Wang et al 2019), stieg auch bei den Patienten unter
CQ/HCQ Einnahme die QAF mit dem Alter (siehe Abbildung 9).

Dies lasst sich auf eine Akkumulation von Lipofuszin zurtckflihren, wie
sie auch bei Gesunden zu beobachten ist (Feeney 1978, Feeney-Burns et al
1984, Greenberg et al 2013, Kleefeldt et al 2020, Wing et al 1978). Mit dem Alter
steigende QAF Werte werden in unterschiedlichen Studien bis zu einer
bestimmten Altersgrenze beobachtet. Kleefeldt schlieBt Patienten bis zur achten
Dekade mit ein und berichtet fir gesunde Patienten eine Zunahme der QAF bis
zur vierten Dekade mit anschlieBenden Plateau fur die vierte und funfte Dekade
und darauf folgenden Anstieg der QAF ab der sechsten Dekade (Kleefeldt et al
2020). Diese Ergebnisse decken sich mit histologischen Untersuchungen, bei
denen eine Zunahme von Lipofuszin im RPE in den ersten Lebensdekaden und
ab der flinften Lebensdekade zu beobachten ist (Feeney-Burns et al 1984, Wing
et al 1978). In einer weiteren Studie zur Auswirkung von Tabakkonsum auf die
QAF werden ebenfalls Probanden bis 78 Jahre eingeschlossen. Hier ist ein
Abflachen der Trendlinie im Zusammenhang von steigender QAF und
steigenden Alter zu erkennen (Wang et al 2019). In der Arbeit von Greenberg
werden Patienten nur bis zum sechzigsten Lebensjahr eingeschlossen, um den
Effekt der altersbedingten Verdnderungen der Dichte der optischen Medien zu
verringern (Greenberg et al 2013), da eine erhdhte Dichte bei beginnender
Katarakt die QAF verringert. Delori  berichtet von  steigender
Lipofuszinautofluoreszenz bis zum siebzigsten Lebensjahr mit anschlieBender
Abnahme der Fluoreszenz (Delori et al 2001). Ebenfalls wird in histologischen
Studien eine Abnahme von Lipofuszin in den RPE Zellen bei alteren AMD
Patienten beschrieben (Ach et al 2015).

Es wird darlUber diskutiert, wie aussagekraftig die QAF bei Patienten Uber

60 Jahren ist und ob ein Abfall der QAF bei Patienten in diesem Alter eine
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physiologische Abnahme der Lipofuszinautofluoreszenz darstellt, oder durch
eine Dichtezunahme optischer Medien im Rahmen einer Katarakt bedingt ist. Die
in dieser Studie eingeschlossenen Probanden zeigten in der klinischen
Untersuchung keine Anzeichen einer Dichtezunahme der optischen Medien. Im
Gegensatz zur oben beschriebenen Beobachtung einer erneuten Zunahme der
QAF bei gesunden Patienten ab dem sechzigsten Lebensjahr (Kleefeldt et al
2020) zeigt sich bei den untersuchten Probanden ein minimaler Abfall der QAF
ab dem sechzigsten Lebensjahr. Ob dies allerdings nur auf das Alter
zurlckzufthren ist oder auch im Zusammenhang mit der bei hdherem Alter
gréBeren kumulativen Dosis von CQ/HCQ steht, lasst sich nicht differenzieren.

In unterschiedlichen Studien zu QAF wird die Ungewissheit der
Entwicklung der QAF im Alter thematisiert. In einer Studie zur Wiederholbarkeit
der QAF bei Patienten mit AMD wurden altere Patienten eingeschlossen (Reiter
et al 2019). Hier wurden die QAF Werte allerdings nicht mit gesunden Probanden
verglichen. Es zeigt sich lediglich, dass die Wiederholbarkeit unabhangig vom
Alter und Vorliegen einer Katarakt gut ist. In weiteren Studien wird die diskutierte
Altersgrenze von 60 Jahren teilweise Uberschritten und die QAF zu gesunden
Probanden verglichen. Gliem und Schuerch schlieBen in ihren Studien Patienten
bis zum 65ten beziehungsweise 64ten Lebensjahr mit ein (Gliem et al 2017,
Schuerch et al 2017). Andere Studien schlieBen Patienten Uber 60 Jahre aus
(Duncker et al 2015, Greenstein et al 2020).

Ab welchem Alter die Aussagekraft der QAF limitiert ist, I&sst sich
endgultig noch nicht sagen. Mdglicherweise kdnnte in Zukunft eine exakte
Messung der Dichte der optischen Medien in die Berechnung der QAF mit
einbezogen werden und so die Aussagekraft verbessert werden (Reiter et al

2019).
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4.2.4 Vorteile der Auswertung mittels QAF97 Grid

Fir die Auswertung und Berechnung der QAF ist ein genaues Wissen Uber
Auswertung und Analysemaoglichkeiten essentiell. Das herkdmmliche Delori Grid
mit Berechnung der QAF8 (Burke et al 2014, Gliem et al 2016) bildete die
Makulopathie nicht komplett ab (siehe Abbildung 8). Die Anwendung des
QAF97-Grids ermdglicht hingegen einerseits weitere Subanalysen auch kleinerer
Segmente (Kleefeldt et al 2020), andererseits das Berechnen der QAF97, welche
einen groBeren Bereich verglichen zur QAF8 abdeckt. In den hier untersuchten
Patienten waren sich jedoch QAF8 und QAF97 Werte sehr ahnlich (r=0,9;
p<0,0001). Dies galt allerdings nur fir die Patienten ohne strukturelle
Veranderungen. Da das QAF97 Grid die Makulopathie besser abbildet (siehe
Abbildung 8) wurde die QAF auch an Stellen der, durch die BEM bedingten,
hypoautofluoreszenten Atrophie berechnet. Dies flhrte bei Patienten mit BEM
zu geringeren QAF Werten der QAF97, verglichen zu QAF8. Im Gegensatz zu
den Patienten ohne BEM zeigt sich keine signifikante Korrelation zwischen QAF8
und QAF97 (r=0,7; p=0,188).

Ein weiterer Vorteil der Auswertung mittels QAF97 war die einfache
Berechnung der Segmente mit hdchster QAF flir einzelne Subgruppen. Bereits
bekannt war, dass die QAF superotemporal am héchsten ist (Delori et al 2011,
Greenberg et al 2013). Wahrscheinlich ist dies teilweise auf Verteilung der
Photorezeptoren zurlickzuflihren, welche eine héhere Dichte an Stabchen in der
Perifovea aufweist (Curcio et al 1990, Delori et al 2001). Hohe QAF Werte im
superotemporalen Bereich konnten in dieser Studie bei den Patienten ohne
Makulopathie bestatigt werden, welches unter anderem als Qualitatskriterium
der Aufnahmen inklusive guter Ausleuchtung des Fundus gesehen werden kann.

Bei den Patienten ohne Makulopathie fiel jedoch auf, dass die Segmente
mit hoher QAF teilweise weiter peripher des Bereichs liegen, welcher in der QAF8
abgebildet wird. Dies unterstreicht die Bedeutung des QAF97 Grids und wird

ebenfalls flur gesunde Patienten ohne CQ/HCQ Einnahme beschrieben (Kleefeldt
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et al 2020). Werden die Patienten Uber 60 Jahren in diese Auswertung
eingeschlossen, fielen Segmente mit hohen QAF Werten weiter peripher auf.
Dies stimmt mit den Beobachtungen von Kleefeldt et al. Giberein, bei denen die
Segmente hochster QAF Intensitat mit steigendem Alter nach peripher wandern.

Bei den Patienten mit Makulopathie ergab sich im Vergleich zu Patienten
ohne Makulopathie eine Verschiebung der Segmente mit hoher QAF Intensitat
nach zentral und temporal. Dies kénnte auf den hyperautofluoreszierenden Ring
um die Makulopathie zurlckzufihren sein. Dieser wurde bereits in
herkdmmlichen FAF Aufnahmen (Kellner et al 2008) beschrieben und ist ebenso

gut in den farbkodierten QAF Aufnahmen erkennbar.

4.3 Stellenwert der SD-OCT

Die SD-OCT wird als eine wichtige Screening-Methode in der Erkennung
CQ/HCQ-induzierter Veranderungen eingeschatzt (Cukras et al 2015) und aktuell
von Jauregui und Kollegen als wichtigstes, sowie der FAF und NIA Uberlegenes
diagnostisches Mittel beschrieben (Jauregui et al 2020). Als erste, sichtbare
Veranderungen werden insbesondere strukturelle Alterationen in der duBeren
Netzhaut beschrieben. Es werden Verlust der auBeren Kd&rnerschicht, der
inneren (,ellipsoide zone®) und &uBeren (,interdigitation zone“) Segmente der
Photorezeptoren sowie im fortgeschrittenen Stadium des RPEs berichtet
(Jauregui et al 2020, Kellner et al 2009, Rodriguez-Padilla et al 2007, Stepien et
al 2009), welche auch bei den hier untersuchten Patienten zu erkennen waren
(siehe Abbildung 15). Kontrovers diskutiert wird eine Beteiligung der inneren
Netzhautschichten, insbesondere eine messbare Dickenreduktion der
Nervenfaserschichtdicke (RNFL) (Bonanomi et al 2006, Pasadhika & Fishman
2010).

Bei den hier untersuchten Probanden ohne Makulopathie konnte weder
eine signifikant messbare Reduktion der Dicke der gesamten, inneren oder

auBeren Netzhaut an 11 Punkten in der horizontalen fovealen Ebenen gefunden

64



werden (Reichel et al 2020). Fir die Korrelation der Dicke der gesamten Netzhaut
in der SD-OCT mit den QAF Werten im ETDRS Grid fielen maBig signifikante
Korrelationen fiir einzelne Segmente auf. Diese Korrelation war auf die innere
Netzhaut zurlickzuflihren, fir die &uBere Netzhaut zeigten sich keine
signifikanten Korrelationen. Allerdings bezog sich diese Berechnung nur auf die
jeweiligen Netzhautdicken und die QAF. Entscheidende Faktoren, wie das
Patientenalter, welches die QAF Werte beeinflusst, waren hier nicht mit
einbezogen. Ebenfalls zeigte sich diese Korrelation nicht in allen Segmenten und
nur in maBiger Starke, sodass hier keine definitive Aussage getroffen werden
kann.

Bei den Patienten mit BEM hingegen waren die typischen Veranderungen
sichtbar. Drei der flnf Patienten zeigten ein ,flying saucer” Zeichen (Brown et al
2010), hier war die foveale Struktur noch erhalten, wahrend sich paravofeal der
Verlust der &duBeren Netzhautschichten erkennen lieB. Bei zwei weiteren
Patienten mit BEM war auch die foveale Struktur nicht mehr erhalten. Bei allen
funf Patienten war eine signifikante Reduktion der Netzhautdicke in allen
Segmenten des ETDRS Grids messbar.

Die Bildgebung mittels SD-OCT ist eine wichtige Screeninguntersuchung
in der Erkennung von CQ/HCQ induzierten Netzhautschaden. Bei den
Studienpatienten ohne BEM konnten wir keine Verdnderungen zur
Normalgruppe und keine Korrelation der Netzhautdicke zu erhdhten oder

verminderten QAF Werten nachweisen.

4.4 Zusammensetzung der Studienpopulation

Die Zusammensetzung der Studienpopulation ist vergleichbar mit
anderen Studien zu CQ/HCQ induzierten Makulopathien.

CQ/HCQ gehoéren zur Gruppe der DMARDs (disease modifying anti-
rheumatic drugs) in der Behandlung der rheumatoiden Arthritis. Epidemiologisch

sind Frauen von rheumatoider Arthritis deutlich haufiger betroffen als Manner
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(2:1 bis 3:1) (Alamanos & Drosos 2005). Ahnliche Geschlechterverteilungen
werden flr den systemischen Lupus erythematodes berichtet (Stojan & Petri
2018), auch hier spielen CQ und HCQ eine Rolle in der medikamentdsen
Therapie. Folglich werden CQ und HCQ vor allem Frauen verschrieben. Dies
spiegelt sich in der Geschlechterverteilung in der hier untersuchten
Patientenkohorte (93% Frauen) wider. Da von Frauen hdhere QAF Werte
berichtet werden (Greenberg et al 2013), wurde die Kontrollgruppe
geschlechterentsprechend angepasst. Mit einer Studienteilnehmerzahl von 38
eingeschlossenen Probandinnen und Probanden bewegt sich die Fallzahl der
Arbeit im Bereich vergleichbarer Studien (Cakir et al 2019, Garrity et al 2019,
Jauregui et al 2020).

Es fallt auf, dass die Patienten mit retinalen Verdnderungen durch die
Medikamenteneinnahme ausschlieBlich CQ eingenommen haben. Es wird davon
ausgegangen, dass CQ haufiger zur Entwicklung einer BEM flihrt, weshalb
heutzutage vor allem HCQ verschrieben wird (Finbloom et al 1985). In dieser
Arbeit wurden die Einnahmen von HCQ und CQ gleichgesetzt und bei Einnahme
beider Medikamente im Therapieverlauf die kumulativen Dosen addiert. Es ist
allerdings unklar, ob die Effekte von CQ und HCQ auf die QAF tats&chlich
identisch sind. Die Stichprobe von 5 Patienten, respektive 4 Patienten bei der
Gruppe bis 60 Jahre, ist klein und weicht stark von der GruppengréBe der
Patienten unter CQ/HCQ Therapie ohne Makulopathie ab. Eine groBerer
Patientenkohorte ware flr aussagekréftige Ergebnisse wichtig, welches

ausfuhrlicher im Abschnitt der Limitationen diskutiert wird.
4.5 Limitationen der Studie

4.5.1 Limitationen der Methodik

Die QAF ist weiterhin eine experimentelle Aufnahmetechnik und wird noch
nicht in der klinischen Routine angewendet. Die Aufnahmen sind stark abhangig

von klaren optischen Medien und guter Aufnahmequalitat. Fehler kénnen
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allerdings durch einen geschulten und geltbten Untersucher minimiert werden
(alle Aufnahmen dieser Studie wurden von einem erfahrenen Untersucher
angefertigt). Dazu kann die Wiederholbarkeit berechnet werden. Die Variabilitat
der QAF liegt in unterschiedlichen Studien zwischen 6-11 % (Delori et al 2011,
Duncker et al 2014, Reiter et al 2019). Fir die Kohorte, aus der die
Kontrollgruppe ausgewahlt wurde, lag sie bei 8% (Kleefeldt et al 2020). Fir die
CQ/HCQ Patientengruppe ergab sich fir eine kleine Untergruppe von 5 der 25
gesunden Patienten bis 60 Jahre eine Variabilitat von 7%.

Eine weitere Limitation der Methodik ist die Erfragung von kumulativer
Dosis/Einnahmedauer und Begleiterkrankungen durch den Patienten. Die
kumulative Dosis wurde durch die vom Patienten erfragte Einnahmedauer und
Dosierung berechnet. Insbesondere bei Patienten mit langer Einnahmedauer
und folglich schlechterer Erinnerung an den Beginn und mdgliche
Unterbrechung der Therapie kann so die berechnete kumulative Dosis von der
tatséchlichen kumulativen Dosis  abweichen. Ebenfalls  wurden
Begleiterkrankungen der Leber und Niere, welche den Metabolismus der
Medikamente betreffen, lediglich anamnestisch erfasst. Es erfolgte keine
Blutabnahme oder Erfassen é&ltere Blutwerte zur genauen Einschatzung der

Leber und Nierenfunktion.

4.5.2 Limitationen in der untersuchten Studienpopulation

Die Stichprobe von 5 Patienten mit BEM, respektive 4 Patienten bei der
Gruppe bis 60 Jahre, war klein und weicht stark von der GruppengroBe der
Patienten unter CQ/HCQ Therapie ohne Makulopathie ab.

Durch diese geringe Anzahl von Patienten mit BEM ergaben sich teilweise
widersprtchliche, nicht aussagekraftige Ergebnisse. Far die
Signifikanzberechnungen der QAF bei Patienten mit BEM wurde die
Kontrollgruppe altersentsprechend angepasst, sodass fir die QAF Werte der

Patienten mit BEM unter und Uber 60 Jahren mit unterschiedlichen
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Kontrollgruppen verglichen wurden. Hierfir ergaben sich bei den Uber 60-
Jahrigen mit BEM signifikant hdhere QAF Werte, bei den bis 60-Jahrigen war
dies nicht der Fall. Flr aussagekraftigere Ergebnisse wére fir die Patienten mit
BEM eine gréBere Fallgruppe und Kontrollgruppe notwendig.

Betrachtet man allerdings andere Studien zur CQ/HCQ Makulopathie, ist
der Anteil der Patienten mit BEM ahnlich niedrig, verglichen mit der Gesamtzahl
der Probanden (Greenstein et al 2020, Maturi et al 1999, Missner & Kellner 2012,
Pasadhika & Fishman 2010, Penrose et al 2003).

Eine weitere Limitation der Studie ist, dass die Patienten unter CQ/HCQ
Therapie aufgrund einer rheumatologischen Erkrankung lediglich gegen
gesunde Probanden ohne jegliche rheumatologische Vorerkrankung verglichen
wurden. So konnte ein moglicher Effekt der rheumatologischen
Grunderkrankung auf die Autofluoreszenz nicht weiter untersucht werden.

Bei den Patienten mit BEM ergaben sich keine Hinweise auf eine andere
Genese der Makulopathie. Allerdings wurden sie nicht auf genetische
Variationen des ABCA4 Gens untersucht. Das Vorhandensein solcher
Variationen wird je nach Auspragung mit erhdhten Risiko (Shroyer et al 2001)
oder geringerem Risiko (Grassmann et al 2015) zur Entwicklung einer CQ/HCQ
Makulopathie diskutiert. Aktuell wird dieser Zusammenhang in klinischen
Studien weiter untersucht und ist daher nicht abschlieBend geklart (Greenstein
et al 2020).

Des weiteren wurden Patienten eingeschlossen, die aktuell unter Therapie
mit CQ/HCQ sind, als auch Patienten, welche die Therapie mit CQ/HCQ
aufgrund der Entwicklung einer BEM oder Therapieumstellung der
rheumatologischen Erkrankung bereits beendet haben. Aufféllig ist, dass die
QAF bei diesen Patienten ebenfalls erhéht war, unabhangig dem Vorliegen einer
BEM. Fir Patienten mit BEM wird ein Fortschreiten der Makulopathie nach dem
Absetzten von CQ/HCQ berichtet (Kellner et al 2014, Marmor & Hu 2014,

Michaelides et al 2011). Um eine Aussage darlber zu treffen, wie sich die QAF
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bei Patienten mit und ohne BEM nach Absetzten der Medikamente entwickelt,

sind weitere Follow-Up Untersuchungen notwendig.

4.6 Ausblick

Aktuell werden neue, experimentelle Methoden untersucht, um
Veranderungen durch die Einnahme von CQ und HCQ friiher zu erkennen. Dazu
gehdrt die QAF, welche neben dieser Arbeit auch in einer weiteren Studie an
Patienten unter CQ/HCQ Therapie erprobt wurde (Greenstein et al 2020).
Greenstein beschreibt im Bezug zur Normalgruppe QAF Werte der Patienten
unter CQ/HQ Therapie sowohl mit als auch ohne BEM im 95% Konfidenzintervall
der Normalgruppe. Vielmehr féllt eine Umverteilung der Regionen mit héchster
Intensitat bei Patienten mit BEM nach inferior, nasal und temporal der Fovea auf.
Sie empfiehlt in Zukunft ein gréBeres Augenmerk auf Unterschiede zwischen
dem superioren und inferioren Bereich bei Entwicklung einer BEM zu legen.

Eine weitere neue Bildgebung der Fundusautofluoreszenz ist die
sFluorescence lifetime imaging ophthalmoscopy”“ (FLIO), welche in vivo
Intensitat und Metabolismus von Fluorophoren darstellt. Hier zeigen sich auch
bei einigen Patienten ohne strukturelle Verdanderungen in den herkémmlichen
Screening Untersuchungen verlangerte Lebenzeiten retinaler Fluorophore ,,FLIO
lifetimes® (Sauer et al 2019). Die Lebenszeit eines Fluorophors (zum Beispiel
Lipofuszin) ist die Zeit, in der sich das Fluorophor in einem angeregten Zustand
befindet, bevor es durch die Abgabe eines Photons in den Ausgangsstatus
zurlickkehrt (Dysli et al 2017). Solberg konnte diese Verlangerung der FLIO bei
Patienten unter CQ/HCQ Therapie ohne weitere strukturelle Verdnderung nicht
finden, berichtet aber von lokaler Veranderung der FLIO Lifetime bei nur
geringem Verlust der duBeren Kdrnerschicht in der SD-OCT und ohne Nachweis
von Anderungen in der FAF (Solberg et al 2019).

Zur frihzeitigen Erkennung werden aktuell aber nicht nur neue

Bildgebungsverfahren erprobt. Petri und Kollegen untersuchten an einer groBen
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Kohorte von Patienten mit systemischem Lupus erythematodes unter HCQ-
Therapie den Einfluss des Medikamentenspiegels im Blut als Risikofaktor zur
Entwicklung einer BEM. Sie postulieren, dass hohe Medikamentenspiegel im
Blut zu einer Entwicklung einer Makulopathie im spateren Verlauf flihren kénnen
und empfehlen regelméaBige Spiegelkontrollen, um bei Patienten mit hohem
Medikamentenspiegel im Blut gegebenenfalls die Dosis zu reduzieren oder
haufigere augenarztliche Kontrollen zu initiieren (Petri et al 2020).

Weiterhin gibt es Patienten unter CQ/HCQ Therapie, die trotz
regelmaBigen Screeninguntersuchungen irreversible Schaden durch die
Medikamente erleiden. Um diesen Patienten zu helfen, werden verschiedene
neuartige Screening Tools wie die QAF oder FLIO getestet, um die
Veranderungen frihzeitig erkennen und um Patienten mit hohem Risiko
detektieren zu kdnnen. Derzeit lasst sich leider noch keine Aussage darUber
treffen, wie sensitiv und valide neue Aufnahmetechniken in der Entdeckung
friher Veranderungen durch CQ/HCQ sind. Hierzu bedarf es weiterer Studien
und Verlaufsbeobachtungen. Fir die weitere Evaluation der QAF als
Screeningmethode bei Patienten unter CQ/HCQ Therapie ist die Weiterfilhrung

der Studie mit regelmaBigen Folgeuntersuchungen nétig.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von CQ- und HCQ-Einnahme auf
die quantitative Fundusautofluoreszenz (QAF) zu untersuchen. Untersucht
wurde, ob sich die QAF als Screening Methode in der Friherkennung von
CQ/HCQ induzierten retinalen Veranderungen eignet.

Dazu wurden erstmalig in einer prospektiven Querschnittsstudie 38
Patienten unter CQ/HCQ Therapie eingeschlossen und mittels multimodaler
Bildgebung (FAF, QAF, SD-OCT) sowie weiteren funktionellen Test (InMfERG und
Perimetrie) untersucht. QAF Aufnahmen wurden mittels FIJI Plug-Ins analysiert
und gegen eine alters- und geschlechtsadaptierte Kontrollgruppe verglichen. Bei
5 der 38 Patienten zeigten sich fir die CQ/HCQ Makulopathie typische
Veranderungen in allen Modalitdten. Aufgrund der kontrovers diskutierten
Aussagekraft der QAF im Alter Gber 60 Jahren formten wir eine Subpopulation
der Patienten bis 60 Jahre, bei denen in 4 von 29 Fallen CQ/HCQ induzierte
Veranderungen sichtbar waren. Unabhéngig vom Alter zeigt sich bei Patienten
ohne BEM, verglichen zur Kontrollgruppe, signifikant erhéhte QAF Werte. Diese
fallen bereits nach kurzer Einnahmedauer auf und bleiben Jahre nach Absetzen
der Therapie bestehen. Die erhéhten QAF Werte treten, mit Ausnahme der
Patientin mit ausgepragter BEM, in Abwesenheit von Pathologien in den anderen
Untersuchungsmethoden und Veradnderungen der duBeren Netzhaut in der SD-
OCT auf. Bei Patienten mit BEM sind in den QAF Aufnahmen das typische
parafoveale Autofluoreszenzmuster, sowie hohe QAF Werte auBerhalb der
Atrophiezone in der Perifovea zu erkennen.

Erhéhte QAF Werte, bereits nach kurzer Einnahme, kdnnten auf
Einlagerungen von CQ/HCQ oder deren Metaboliten zurlickzuflihren sein.
Inwieweit sich Intensitdten und Muster der QAF im Verlauf der
Medikamenteneinnahme verdndern und so Hinweise auf mdgliche frihe
Netzhautschaden durch die Medikamente geben kénnen, ist durch diese Arbeit

nicht geklart. Ob die QAF ein mdgliches Screening Instrument zur friihen
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Detektion einer BEM sein kann, muss in weiteren Verlaufsstudien untersucht

werden.
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