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Neue diagnostische Verfahren liefern
immer genauere Daten iiber Krank-
heitsentstehung und pathophysio-
logische Dysfunktionen, die bis auf
die zelluldren und biochemische Ebe-
ne hinabreichen. Die sog.,,moleku-
lare Bildgebung” zielt auf die In-vi-
vo-ldentifikation von organischen
und zelluldren Fehlfunktion schon
vor dem Auftreten der ersten anato-
mischen Veranderungen [17, 18, 36,
37]. Hiermit erhofft man sich neben
neuen Erkenntnissen iiber patholo-
gische Zusammenhidnge auch die Op-
timierung von therapeutischen Stra-
tegien und die frithe Beurteilung
iiber Erfolg bzw. Versagen von Thera-
pien. Gerade das Auge mit seinen ein-
zigartigen optischen Eigenschaften
und einfachem Zugang zu tief ge-
legenen anatomischen Strukturen
stellt ein vielversprechendes Organ
zur In-vivo-Visualisierung von mo-
lekularen Prozessen im Inneren des
Korpers dar.

Apoptose steht fiir ,,programmierten Zell-
tod“ und beschreibt ein streng reguliertes
zelluldres Suizidprogramm, dass einen le-
benswichtigen Mechanismus fiir die Ent-
wicklung und Aufrechterhaltung eines
vielzelligen Organismus darstellt. Ein weit
verbreiterter Apoptosemarker ist das Pro-
tein Annexin 5 [4]. In Gegenwart von Ca**
weist dieses Molekiil eine hohe Affinitit
gegeniiber Phosphatidylserin auf. Phos-
phatidylserin, ein anionisches Phospho-
lipoid, befindet sich normalerweise auf
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der Innenseite der Zellmembran einer le-
benden Zelle. Bereits in frithen Apopto-
sestadien und noch vor DNA-Fragmen-
tation und Zellkernkondensierung wird
Phosphatidylserin auf die Auflernseite
der Zellmembran transloziert und kann
so von Annexin 5 gebunden werden. In
mehreren Studien wurde Annexin 5 mit-
tels radiologischer Markierung oder Flu-
oreszenztechniken bereits zur Darstellung
von Apoptose sowohl in vivo als auch in
vitro angewendet [39, 40].

Die konfokale Scanning-Laser-Oph-
thalmoskopie (cSLO) erlaubt die In-vivo-
Visualisierung von groflen Netzhautare-
alen bei gleichzeitig hoher Sensitivitat und
hohem Bildkontrast und so verbesserter
Signalauflésung [35]. Somit gelingt mit
dieser Technik u. a. auch die Darstellung
der Fundusautofluoreszenz, deren Signal-
intensitdt im Vergleich zu Fundusreflekti-
on oder Fluoreszeinangiographie um eini-
ge Groflenordnungen geringer ist und de-
ren Darstellung dartiber hinaus auch be-
sonders durch die Eigenfluoreszenz von
nichtretinalen Strukturen wie der Lin-
se erschwert wird [3, 34, 16]. In vorange-
gangen Arbeiten konnten wir in verschie-
denen Tiermodellen die Vorteile der cS-
LO-Technik in Kombination mit der in-
travitrealen Gabe von fluoreszierenden
Sonden zur molekularen Bildgebung von
retinaler Zellapoptose demonstrieren [9,
13, 14]. Diese Technik, die mit dem Akro-
nym DARC (Detection of Apoptosing
Retinal Cells) bezeichnet wird, ermdgli-
chte die Identifikation von individuellen
apoptotischen Zellen in der Ganglienzell-

schicht im Glaukommodell. Vor kurzem
konnten wir zusétzlich auch die Entste-
hung von programmiertem Zelltod in der
inneren Koérnerschicht nach Laseranwen-
dung im Rattenmodell nachweisen [31].
Dagegen steht ein Nachweis der In-vivo-
Darstellung von apoptotischen Prozessen
in der dufleren Netzhaut bisher aus.

Die Entstehung von retinaler Apoptose
wird bei vielen retinalen Pathologien dis-
kutiert und ist nicht nur auf innere Netz-
hautschichten limitiert. Histopathologisch
konnte u. a. bei Nagern der programmier-
te Zelltod von Photorezeptorzellen nach
akuter Lichtexposition oder in Gegenwart
von Mutationen im ,,retinal degeneration
(rd) gene®, ,retinal degeneration slow/pe-
riphern (rds) gene“ oder im Rhodopsin-
gen nachgewiesen werden [6, 15, 24, 25,
29, 30]. Beim Menschen wurde Apop-
tose bei Erblindung verursachenden Er-
krankungen wie der Retinitis pigmento-
sa, der altersabhidngigen Makluadegene-
ration, der pathologischen Myopie, der
diabetischen Retinopathie und der Netz-
hautablosung demonstriert [1, 2, 8, 10, 21].
Bei diesen Erkrankungen treten apopto-
tische Prozesse in mehreren Nezthaut-
schichten auf, einschliellich der Gangli-
enzellschicht, der inneren und duferen
Kornerzellschicht, im retinalen Pigmen-
tepithel und in der inneren Choroidea [11,
32,33].

Die akute Exposition bei Nagern mit
kurzwelligem Licht stellt ein relativ ein-
fach zugingliches und fest etabliertes Mo-
dell zur Untersuchung von Zellapoptose
in der dufleren Netzhaut dar [12, 38]. Hier-
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Abb. 1 A In-vivo-Bildgebung mit konfokaler Scanning-Laser-Ophthalmoskopie im Nahinfrarotreflek-
tionsmodus vor (a) und direkt nach (b) 2 h Lichtexposition zeigte keine Netzhautveranderungen

mit konnten einzelne biochemische Stoff-
wechselwege der Photorezeptorapoptose
entschliisselt sowie die Modulation von
apoptotischen Prozessen mit verschie-
denen Substanzen demonstriert werden
[5, 28]. Weitere Studien weisen darauthin,
dass die Apoptose von Photorezeptoren
nach akuter Lichtexposition von der Wel-
lenldnge abhéngig ist und durch Rhodop-
sin vermittelt wird [12]. Diese Untersu-
chungen basieren alle auf Post-mortem-
Analysen und erlauben daher kein Mo-
nitoring von apoptotischen Effekten in
vivo. Dariiber hinaus bleibt unbekannt,
wie weit moglicherweise Verdnderungen
durch intrinsische Aktivitit nach Gewe-
befixierung und Verarbeitung auftreten.
Die Visualisierung von Apoptose in vivo
und in Echtzeit in der duferen Netzhaut
oder eine detaillierte Untersuchung von
apoptotischen Prozessen am lebendigen
Auge nach akuter Lichtexposition ist bis-
her nicht méglich.

Unter Verwendung der DARC-Tech-
nik mit fluoreszenzmarkiertem Annexin
5 wird in dieser Studie die Entstehung von
retinaler Apoptose am Rattenauge in vi-
vo untersucht.

Methoden
Tiere

Die Tierversuche erfolgten unter Einhal-
tung von entsprechenden nationalen (UK
Home Office) und internationalen Richt-
linien (ARVO Statement for the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Re-
search). Vier adulte mannliche, dunkle
Agouti-Ratten (Gewicht 200-250 g) wur-
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den durch intraperitoneale Injektion mit
Ketamin/Domitor-Losung (37,5%/25%,
Pfizer Animal Health, Exton, PA, USA)
nach Dunkeladaptation iiber Nacht an-
asthesiert (0,2 ml/100 g KG). Die Pupil-
len wurden mit 2,5% Phenylephrinehy-
drochlorid und 1,0% Tropicamide (Chau-
vin Pharmaceuticals Ltd. Surrey, UK) di-
latiert. Zur In-vivo-Apoptosedarstellung
wurde 5 pul Alexa-Fluor-488-markiertes
Annexin 5 nach der kiirzlich beschrie-
benen DARC Technik mittels Mikropum-
pensystem in den Glaskorperraum appli-
ziert [9, 19].

Lichtexposition

Die akute Lichtexposition erfolgte in An-
lehnung an den von Grimm et al. publi-
zierten Versuchsaufbau [12]. Nach Fixie-
rung iiber eine Bissklemme und Befeuch-
tung der Kornea mit Augengel (Viscote-
ars, Novartis Pharma Schweiz AG, Bern)
wurde das rechte Auge mit blauem Licht
iiber 120 min bestrahlt. Die Lichtexpositi-
on erfolgte unter Narkose und unter Auf-
rechterhalten einer Korpertemperatur
von 37 °C, die mit Heizmatte und gleich-
zeitig rektaler Sonde sichergestellt wur-
de. Als Lichtquelle diente eine Xenon Bo-
genreflektor Lampe (175 W; Spektrum
300-700 nm). Zur Erzeugung der blau-
en Lichtbande wurde ein Bandbreitenfil-
ter (405 nm+5 nm) in den Strahlengang
eingesetzt. Die Unterdriickung von ul-
traviolettem Licht und Infrarotlicht wur-
de zusétzlich mit einem vorgeschalteten
Interferenzfilter sichergestellt. Mittels Fi-
beroptik (Durchmesser 8 mm) wurde die
Lichtstrahlung auf das Rattenauge ausge-

richtet. Die Lichtintensitét, gemessen auf
Hornhautlevel, betrug 3,2 mW/cm? Nach
Lichtexposition und Unterbrechung der
Narkose mit Atipamezol-Losung (20%,
Pfizer Animal Health, Exton, PA; 0,1 ml/
100 g KG) wurden die Tiere 24 h in Dun-
kelheit gehalten.

In-vivo-Imaging

Die In-vivo-Bildgebung wurde mit einem
modifizierten konfokalen Laser-Scan-
ning-System durchgefiihrt (cSLO, Hei-
delberg Retina Angiograph 2, Heidelberg
Engineering, Dossenheim, Germany).
Als Lichtquelle dient eine Festkorperlaser
(A=488 nm) und zur Erzeugung von Flu-
oreszenzaufnahmen ein Sperrfilter (soo-
700 nm). Zusitzlich wurden Nahinfra-
rotreflektionsaufnahmen (A=830 nm) an-
gefertigt. Zur Verbesserung des Bildsig-
nals und der Unterdriickung des Hinter-
grundrauschens wurden jeweils 100 Ein-
zelbilder gemittelt. Aufnahmen (ohne An-
nexin-s-Injektion) wurden direkt vor und
direkt nach Lichtexposition sowie am 1.
Tag nach Lichtexposition und unmittel-
bar nach 24-h-Dunkeladaption angefer-
tigt. Nach der letzten dieser Aufnahme-
serie erfolgte direkt anschlieflend die in-
travitreale Gabe von Annexin 5 mittels
DARC-Technik. Zwei Stunden nach die-
ser Injektion wurde im Fluoreszenzmodus
die Entwicklung von retinaler Zellapopto-
se in vivo evaluiert.

Bildanalyse

Mittels Bildverarbeitungssoftware wurde
die Verteilung der Pixelwerte innerhalb
eines Bildes durch Verdnderung der Hel-
ligkeit und des Kontrasts optimiert (Ad-
obe Photoshop 7.0, Adobe Systems, Inc,
San Jose, CA, USA). Dank der konfokalen
Optik ist es moglich, sektionelle Schnitte
durch die lebendige Rattennetzhaut zu le-
gen, wobei nvach Schitzung eine Verdn-
derung von 1 Diopter der konfokalen Op-
tiken des cSLO eine Verdnderung der Fo-
kusebene von etwa 20 pm entsprechen
[31]. Auch wenn die Tiefenauflosung des
detektierten Signals eingeschrankt ist, er-
laubt dieses Vorgehen die Unterscheidung
von Nervenfaserschicht, innerer und au-
Berer Netzhaut im Reflektionsmodus.
Bei Vergleich von Reflektionsaufnahmen
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und korrespondierenden Fluoreszenzauf-
nahmen ist so auch die Lokalisation von
hyperfluoreszierenden, apoptotischen
Zellen innerhalb der Netzhaut mittels
DARC-Technik moéglich[31]. Die Op-
tiken des hier verwendeten cSLO sind fiir
Nahinfrarotreflektionsaufnahmen opti-
miert. Im Gegensatz dazu ist die Bildqua-
litat von blauen Reflektionsbildern deut-
lich durch Spiegelungen, den Tranenfilm
und ungleichmafige Signalausbeute ein-
geschrinkt. Daher werden in dieser Stu-
die Nahinfrarotbilder den blauen Fluores-
zenzbildern zur Tiefenlokalisation des Si-
gnals gegeniibergestellt. Hierbei ist es zu
beachten, dass bei gleicher Fokuseinstel-
lung der Geriteoptiken — bedingt durch
die stirkere Brechung von kurzwelligem
im Vergleich zu langwelligem Licht - die
Fokusebene von Nahinfrarotscans tiefer
als die Fokusebene von Fluoreszenzauf-
nahmen mit blauer Anregungswellenlédn-
ge liegt. Bei jedem Versuchstier wurde so-
wohl zundchst im Nahinfrarotreflektions-
modus als auch im blauen Reflektionsmo-
dus auf die Nervenfaserschicht fokussiert.
Der direkte Vergleich der jeweiligen Ge-
ratefokuseinstellungen fiir die Nerven-
faserschicht in beiden Modi erlaubte so
die Berechnung eines groben Korrektur-
faktors, der anschlieflend fiir die Gegen-
tiberstellung von Nahinfrarotreflektions-
aufnahmen zu korrespondierenden Fluo-
reszenzaufnahmen mit blauem Licht her-
angezogen wurde.

Histologische Untersuchungen

Nach der In-vivo-Bildgebung retinaler
Zellapoptose am ersten Tag nach Lichtbe-
strahlung wurden alle Tiere direkt geto-
tet und die Augen sofort enukleiert. Die
Bulbi wurden iiber Nacht in 4% Paraform-
aldehyd fixiert und anschlieflend histolo-
gische Schnitte durch die Netzhaut (Di-
cke 20 um) mittels Kryostattechnik ange-
fertigt (ausfithrliche Beschreibungs. [31]).
Darauthin erfolgte bei einigen Préaparaten
die Anfirbung mit 4,6-diamidino-2-phe-
nylindole (DAPI, Sigma-Aldrich, 1:2,500)
zur Darstellung von Zellkernen und der
besseren Identifikation der einzelnen
Netzhautschichten. Alle Schnitte wur-
den mit einem konfokalen Scanning-La-
ser-Mikroskop (LSM 510 UV, Zeiss) mit
LSM-Software untersucht.
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Zusammenfassung

Hintergrund. Bisher war der Nachweis von
retinaler Apoptose in der &u3eren Kérner-
schicht nach akuter Lichtexposition auf histo-
logische Untersuchungen [12] beschrankt. In
dieser Studie untersuchen wir, ob program-
mierter Zelltod mittels der DARC-Technik
(Detection-of-Apoptosing-Retinal-Cells-Tech-
nik) in vivo dargestellt werden kann.
Methoden. Die Augen von schwarzen
Agouti-Ratten wurden mit blauem Licht
(A=405 nm; 3,2 mW/cm?) iiber 2 h bestrahlt.
In-vivo-lmaging mittels konfokaler Scanning-
Laser-Ophthalmoskopie wurde vor und direkt
nach Lichtexposition sowie 24 h nach Dun-
keladaptation durchgefiihrt. AnschlieBend
wurde die Entwicklung von retinaler Zella-
poptose unter Einsatz der DARC-Technik nach
intravitrealer Gabe von fluoreszenzmarkier-
tem Annexin 5 untersucht.

Ergebnisse. Direkt nach Lichtexposition wa-
ren keine pathologischen Veranderungen
durch In-vivo-Imaging zu erkennen. Hinge-
gen wurde eine Netzhautverdiinnung und

die Entwicklung von retinaler Zellapoptose
nach Dunkeladaptation einen Tag spater im
Bereich des vorher bestrahlten Areals nach-
gewiesen. Mittels konfokalem Live-Scanning
durch die bestrahlte Netzhaut wurden die hy-
perfluoreszenten apoptotischen Zellen in der
duBeren Netzhaut lokalisiert. Histologische
Untersuchungen bestatigten die Entwicklung
von Photorezeptorapoptose und Zellschaden
im Bereich der duReren Netzhaut.
Diskussion. Die DARC-Technik erlaubt die In-
vivo-Darstellung von Photorezeptorzellapop-
tose in der dueren Netzhaut. Hiermit eroff-
nen sich neue, vielsprechende Moglichkeiten
zur Untersuchung des programmierten Pho-
torezeptorzelltods, welcher bisher nur post
mortem nachgewiesen werden konnte.

Schliisselworter

Akuter Lichtschaden - Retinale Zellapoptose -
Annexin 5 - Scanning-Laser-Opththalmos-
kopie - Molekulare Bildgebung

In vivo imaging of retinal cell apoptosis following acute

light exposure

Abstract

Purpose. Outer nuclear apoptosis following
acute light exposure has previously only been
shown histologically. This study investigated
whether in vivo detection with DARC (detec-
tion of apoptosing retinal cells) technology
could identify cells undergoing apoptosis.
Methods. Acute blue light damage

(A=405 nm; 3.2 mW/cm?) was applied to eyes
of dark Agouti rats over 2 h. In vivo retinal im-
aging using confocal scanning laser ophthal-
moscopy was performed before and direct-
ly after light exposure as well as after 24 h of
dark adaptation. Development of retinal cell
apoptosis was then assessed using intravitre-
al fluorescent-labeled annexin-5 with DARC
technology in vivo.

Results. Directly after light exposure, no
pathological retinal changes were observed
by in vivo imaging. However, retinal flatten-
ing and the development of apoptosis within

the irradiated retina occurred 1 day later and
following dark adaptation. Confocal live scan-
ning through the exposed retina revealed hy-
perfluorescent apoptotic cells at the level of
the outer retina. Histological analysis con-
firmed the occurrence of photoreceptor cell
death and the development of cellular dam-
age at the outer retina.

Discussion. This study confirms acute light-
induced outer nuclear apoptosis using in vi-
vo DARC technology. This may open new and
promising ways to assess programmed cell
death of the photoreceptor cells, which — un-
til now — was possible only with postmor-
tem analysis.

Keywords

Acute light damage - Retinal cell apoptosis -
Annexin-5 - Scanning laser ophthalmoscope
Molecular imaging
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Abb. 2 A Die In-vivo-Bildgebung mit konfokaler Scanning-Laser-Ophthalmoskopie nach 2 h Lichtexposition und nachfol-
gend 24 h Dunkeladaptation gibt Hinweise auf eine Verdiinnung der Netzhaut und Apoptoseentwicklung. Im Nahinfrarotre-
flektionsmodus (a) ist der Bereich der bestrahlten, zentralen Netzhaut von der peripheren nichtbehandelten Retina deutlich
durch das unterschiedliche Reflektionssignal abzugrenzen. Im Bereich der zentralen Netzhaut sind deutlich radidr verlaufen-
de Nervenfasern zu sehen (Fokusebene Nervenfaserschicht). Dagegen zeigt das Signal im Bereich der peripheren Netzhaut
das charakteristische Signal der duBBerer Netzhautschichten. Die Grenze zur nichtbehandelten Netzhaut ist nochmals im
Schema (b) verdeutlicht. Nach intravitrealer Gabe von fluoreszenzmarkiertem Annexin 5 und 2 h spater erkennt man im Flu-
oreszenzmodus, dass die Entwicklung von hyperfluoreszenzten apoptotischen Zellen (c) topographisch mit den Verdnde-

rungen im Nahinfrarotreflektionsmodus korreliert

Abb. 3 A Die In-vivo-Bildgebung mit konfokaler Scanning-Laser-Ophthalmoskopie eines Kontrollau-
ges ohne Lichtexposition, aber nach 24 h Dunkeladaptation ergibt keine Hinweise auf Netzhautver-
diinnung im Nahinfrarotreflektionsmodus (). Nach intravitrealer Gabe von fluoreszenzmarkiertem
Annexin 5 und 2 h spéter ist ein diffuses Signal im Fluoreszenzmodus (b) zu erkennen, was durch
ungebundes, fluorezenzmarkiertes Annexin 5 im Glaskdrperraum bedingt ist. Hingegen kann bis auf
vereinzelt hyerpfluoreszente Punkte keine Entwicklung von retinaler Apotpose beobachtet werden

Ergebnisse

In-vivo Bildgebung vor und
direkt nach Lichtexposition

Direkt vor und unmittelbar nach akuter
Lichtexposition konnten bei allen un-
tersuchten Augen keine Netzhautver-
anderungen mit In-vivo-cSLO-Imaging
festgestellt werden (8 Abb. 1). Zu bei-
den Untersuchungszeitpunkten, konn-
ten zwischen den lichtexponierten Au-
gen im Vergleich zu den Kontrollaugen
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keine wesentlichen Unterschiede darge-
stellt werden.

In-vivo-Bildgebung 24 h
nach Dunkeladaptation

Nach 24 h Dunkeladaptation und erneu-
ter Narkose konnte eine Netzhautverdiin-
nung bei den behandelnden Augen im Be-
reich der Lichtexposition festgestellt wer-
den. Zirkular um den Sehnervenkopf war
die Fokusebene der inneren Netzhaut-
schicht nach posterior verlagert. Bei Fo-

kussierung auf die Nervenfaserschicht im
Bereich der zentralen Netzhaut lag daher
die Bildebene der peripheren Netzhaut in
der dufleren Retina, wahrend dagegen bei
Fokussierung der peripheren Netzhaut
auf die Nervenfaserschicht die Fokuse-
bene der zentralen Netzhaut im Glaskor-
perraum war. Die leicht unscharfe, ring-
féormige Grenze zwischen zentraler ex-
ponierter und peripher nichtbehandelter
Netzhaut war am besten im Nahinfrarotre-
flektionsmodus zu erkennen (8 Abb. 2).
Bedingt durch dezente Abweichung in
der Ausrichtung der Fiberoptik und des
Hornhautabstands zwischen den einzel-
nen Augen konnten leichte Unterschiede
in Bezug auf Grofle und Zentrierung die-
ser ringformigen Grenze festgestellt wer-
den. In den Kontrollaugen wurden hinge-
gen keine Verdnderungen oder Hinweise
auf eine zentrale Netzhautverdiinnung be-
obachtet (B8 Abb. 3).

In-vivo-Bildgebung
retinaler Zellapoptose

Nach intravitrealer Gabe von Annexin 5
und weiteren 2 h erfolgte die In-vivo-Bild-
gebung von retinaler Zellapoptose. Im Be-
reich der zentralen Netzhaut und inner-
halb der im Reflektionsmodus festgestell-
ten Netzhautverdiinnung waren hyperflu-
oreszente, apoptotische Zellen zu erken-
nen (B Abb. 2). Dagegen wurden aufler-
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Abb. 4 A Die In-vivo-Tomographie mit konfokaler Scanning-Laser-Ophthalmoskopie nach Lichtexposition, Dunkeladaption
und Annexin-5-Gabe erlaubt die genauere Tiefenauflosung retinaler Zellapoptose. Die Fokusierung auf einzelne Netzhaut-
schichten und die Grenze zur nichtbehandelnden Netzhaut (s. auch @ Abb. 2) sind im Nahinfraroteflektionsmodus (obere
Reihe) zu erkennen. Die jeweils korrespondierenden Fluoreszenzaufnahmen (untere Reihe) demonstrieren, dass das maxima-
le Signal fiir hyperfluoreszente apoptotische Zellen in der &uf3eren Netzhaut lokalisiert ist. Bei der Anordnung der Bildpaare
von Reflektions- und Fluoreszenzbildern wurde die Brechung der unterschiedlichen Anregungswellenlangen beriicksichtigt.
Der Abstand zur Fokalebene des Nachbarbildpaars ist etwa jeweils gleich

halb der lichtexponierten Netzhaut und
bei den Kontrolleaugen keine oder verein-
zelt (<5 pro Bildausschnitt) hyerpfluores-
zente Punkte beobachtet (8 Abb. 3).

Das konfokale Live-Scanning durch
die bestrahlte Netzhaut bei den behan-
delten Augen erlaubte eine genauere Tie-
fenauflosung der retinalen Zellapopto-
se (B Abb.4). Im anterioren Bereich —
auf der Ebene der Nervenfaserschicht -
wurden keine hyperfluoreszenten Punkte
nachgewiesen. Hinweise fiir apoptotische
Zellen zeigten sich erst in den tieferen
Netzhautschichten. Diese deutlich ab-
grenzbaren hyperfluoreszente Punkte wa-
ren mit maximaler Intensitit in der dufle-
ren Netzhaut darstellbar.

Histologische Untersuchungen

Die histologischen Untersuchungen konn-
ten keine Verdnderungen in der Zellmor-
phologie der inneren Netzhautschichten
feststellen. Dagegen waren - vereinbar mit
den In-vivo-Ergebnisse - bereits deutliche
Schdden in der dufleren Netzhaut im Be-
reich der bestrahlten Retina zu beobach-
ten. In der duferen Koérnerschicht war ei-
ne Auflockerung mit teilweise Zellkern-
verlust der Photorezeptoren, aber keine
wesentliche Dickenabnahme im Vergleich
zu Kontrollaugen zu sehen. Im Bereich
der urspriinglichen Photorezeptorinnen-

Unbehandelt + 1 d

2 h blaues Licht+1d

Abb. 5 A Die histologische Querschnittsuntersuchung 1 Tag nach Lichtexposition zeigt Verdnde-
rungen der duferen neurosensorischen Netzhaut der lichtexponierten Augen (links) im Vergleich zu
den nichtbehandelnden Partneraugen (rechts). Im Bereich der duBeren Kérnerschicht (ONL) ist ein
Zellkernverlust aber ohne wesentliche Abnahme der Schichtdicke zu erkennen. Die normale Morpho-
logie der Innensegmente (RIS) der Photorezeptoren ist aufgehoben. Weiterhin zeigt sich ein fast kom-
pletter Verlust der AuBensegmente (POS) mit Abhebung der neurosensorischen Netzhaut (Mal3stab
10 pm)

segmente zeigte sich amorphes Material,
Substanzverlust und eine fast vollstandige
Zerstorung der Zellstrukturen. Weiterhin
zeigte sich ein fast kompletter Verlust der

Auflensegmente (POS) mit Abhebung der
neurosensorischen Netzhaut.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie konn-
te anhand der histologischen Querschnitte
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2 h blaues Licht + 1 d

Abb. 6 A Die histopathologische Querschnittsuntersuchung 1 Tag nach Lichtexposition mittels Fluo-
reszenzmikroskopie demonstriert die Anreicherung von fluoreszenzmarkiertem Annexin 5 (griin) in
der duBeren Kérnerschicht. Im Kontrollauge ist dagegen keine Anreicherung von Annexin 5 zu erken-
nen (MaBstab 10 um). Zur Verdeutlichung der einzelnen Netzhautschichten (RGC Ganglienzellen, INL
innere Kornerschicht, ONL duBere Kornerschicht) wurden Zellkerne mit DAPI-Farbung (blau) markiert.
Hier erkennt man bei hoher VergréBerung im Bereich der duBeren Kdrnerschicht die Kolokalisation

von Annexin-5-positivem Material um Zellkerne

auch die Verteilung Annexin-5-positiver
Zellen untersucht werden. Hier konnten
im Bereich der dufleren Koérnerschicht
vereinzelt hyperfluoreszente Punkte mit
Kolokalisation zu Zellkernen nachgewie-
sen werden (B Abb. 6). Hingegen war
keine Bindung von Annexin 5 in den in-
neren Netzhautschichten zu erkennen.

Diskussion

In dieser Studie gelingt erstmalig die In-
vivo-Visualisierung von individueller Zel-
lapotpose in der dufleren Netzhaut. Bis-
her wurde die DARC-Technik zur Un-
tersuchung von programmiertem Zell-
tod in der Ganglienzellschicht und inne-
ren Kornerzellschicht im Glaukommo-
dell und nach Laseranwendung verwen-
det [9, 31].

Weiterhin wird gezeigt, dass mittels
cSLO eine Tiefenauflosung der Apop-
toseentstehung innerhalb der Netzhaut
moglich ist.

Schidliche Effekte durch retinale Licht-
exposition und resultierende toxische Me-
chanismen wurden in der Vergangenheit
in zahlreichen Studien untersucht [23, 38].
Die akute Lichtexposition im blauen Wel-
lenbereich fithrt durch photochemische
Prozesse im Rhodopsinstoffwechsel zur
Schidigung der dufleren Netzhaut [12].
Unter Verwendung eines etablierten Mo-
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dells werden in der vorliegenden Studie
diese Post-mortem-Analysen bestitigt,
indem apoptotische Prozesse in der du-
Beren Kornerschicht mit ahnlichen Para-
meter (Wellenldnge, Lichtintensitat) her-
vorgerufen werden [12]. Weiterhin stim-
men die Ergebnisse mit anderen Studi-
en hinsichtlich der Darstellung von Netz-
hautschiden erst 24 h nach Lichtexposi-
tion und gleichzeitiger Dunkeladaptation
tiberein [22, 23, 29]. Die charakterischen
beobachteten Verdnderungen in der au-
Beren Retina sind auch im Einklang mit
Ex-vivo-Studien zu Netzhautschidden
nach akuter Lichtexposition, einschlief3-
lich Auflockerung und teilweise Zellkern-
verlust der Photorezeptoren und das Vor-
kommen von amorphem Material und
Substanzverlust bei Aufien- und Innen-
segmenten. Im Gegensatz zu der Mehr-
zahl der vorangegangen Untersuchungen
wurden allerdings keine Albinotiere ver-
wendet, fiir die niedrigere Lichtintensi-
titen zur Erzeugung von toxischen Ef-
fekten gezeigt worden sind [26, 27]. Der
In-vivo-Nachweis von beginnender re-
tinaler Zellapoptose auch bei pigmen-
tierten Tieren mit vergleichbaren Para-
metern unterstreicht die kiirzlich disku-
tierten Bedenken hinsichtlich etablierter
Sicherheitsstandards. So konnten Cide-
ciyan et al. akute Netzhautschidden nach
Anwendung von moderaten Lichtintensi-

titen in einem Hundemodel zur Retini-
tis pigmentosa demonstrieren [7]. Wei-
terhin konnten kiirzlich Morgan et al. to-
xische Effekte auf der Ebene des retinalen
Pigmentepithels nach hochauflésenden
Netzhautaufnahmen mit einem ,,adaptive
optics cSLO® am Affen zeigen [20]. Hier-
bei lagen die verwendeten Lichtintensi-
titen unter bzw. in der Nahe von etab-
lierten Sicherheitslevels. Im Hinblick der
anhaltenden Diskussionen hinsichtlich
eines moglichen Einflusses von erhchter
Lichtexposition auf die Entstehung und
das Fortschreiten von bekannten reti-
nalen Erkrankungen wie Netzhautdystro-
phien oder der altersabhiangigen Maku-
ladegeneration erscheinen genauere Un-
tersuchungsmethoden zur Identifikation
von Frithschdden erforderlich. Auch sind
bessere Kenntnisse iiber Grenzwerte zur
Erzeugung von Netzhautschédden fiir au-
gendrztliche Untersuchungsmethoden
und intraokulére Eingriffe essenziell, um
mogliche Risiken zu minimieren. Hier
konnte die In-vivo-Detektion von zellu-
larer Apoptose mittels DARC-Technik ei-
nen wichtigen Beitrag leisten.

Die Moglichkeit einer zusitzlichen
geringen Markierung von Annexin 5 an
nekrotische Zellen wurde in der Ver-
gangenheit mehrfach diskutiert, beson-
ders im Hinblick auf eine daraus resul-
tierende limitierte Aussagekraft hinsicht-
lich der Apoptosedetektion von Annexin
5 [4]. Eine teilweise Bindung an nekro-
tische Netzhautzellen kann auch in dieser
Arbeit nicht vollstindig ausgeschlossen
werden. Dagegen sprechen aber der zeit-
liche Verlauf der Entstehung von hyper-
fluoreszenten Punkten und die Verwen-
dung eines etablierten Modells zur Induk-
tion von Photorezeptorapoptose.

Neben der In-vivo-Darstellung von
apoptotischen Prozessen kann in dieser
Studie auch erstmals eine Netzhautver-
diinnung durch akute Lichtexposition be-
reits direkt am lebendigen Auge im Re-
flektionsmodus demonstriert werden. Di-
es unterstreicht zusitzlich die potenziellen
Moglichkeiten von hochauflésender In-
vivo-Diagnostik und kénnte fiir zukiinf-
tige Untersuchungen von Netzhautschi-
den und Therapieeffekten hilfreich sind.
Im Gegensatz zu Post-mortem-Analysen
ist hier die Untersuchung von struktu-
rellen Verdnderungen und zelluléren Pro-



zessen am lebendigen Organismus nicht
nur direkt in Echtzeit moglich, sondern
kann auch am gleichen Tier iiber Stun-
den oder Tage beobachtet werden. Hier-
mit konnte auch die erforderliche Anzahl
von Tieren reduziert werden.

Fazit fiir die Praxis

In dieser Studie gelingt erstmalig die In-
vivo-Visualisierung von individueller Zel-
lapoptose in der duBBeren Netzhaut und
eine Netzhautverdiinnung nach akuter
Lichtexposition. Bisher wurde die DARC-
Technik zur Untersuchung von program-
miertem Zelltod in der Ganglienzell-
schicht und inneren Kérnerzellschicht im
Glaukommodell sowie nach Laseranwen-
dung verwendet. Die Moglichkeit der
In-vivo-Darstellung von einzelnen, apo-
ptotischen Zellen in der duB3eren Netz-
haut er6ffnet neue, vielsprechende Mog-
lichkeiten zu einem besseren Verstand-
nis der dynamischen apoptotischen Pro-
zesse von Photorezeptoren und kénnte
auch zur Evaluierung von Therapieeffek-
ten von Bedeutung sein.
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