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1 Zusammenfassung/Abstract

1 Zusammenfassung/Abstract

1.1 Dreidimensionale Vermessung von Hornhautspenden

Fragestellungen: Ziel der Arbeit war die Entwicklung einer Methode, mit der Horn-
hautspendergewebe in der Zellkulturflasche objektiv und kontaktfrei tomografisch ver-

messen werden kann. Zudem soll sie pathologische Spenderhornhiute erkennen.

Methoden: Nach der Priifung der Anwendbarkeit der optischen Kohérenztomografie
(OCT) fiir die optische Vermessung des Gewebes wurde ein Matlab-basierter Algo-
rithmus zur Bildverarbeitung der dreidimensionalen Rohdaten und Vorder- und Riick-
flichenerkennung der Hornhautspenden entwickelt. Durch die Anpassung eines ma-
thematischen Modells an diese Fléchen konnen die Kriimmungsradien der Vorder-
und Riickfliche sowie die Hornhautdicke bestimmt werden. Anhand simulierter FI&-
chendaten wurden verschiedene Fitmodelle getestet und verglichen. Ebenfalls erfolgte
eine Gegeniiberstellung zweier OCT-Systeme. Die Validierung des Algorithmus wurde
an einem Phantom durchgefiihrt. Einem Vergleich der tomografischen Ergebnisse des
OCT-Systems mit den Ergebnissen des Algorithmus an Patientenmessungen folgte die
Untersuchung der Eignung des Algorithmus zur Erkennung von pathologischen Horn-
h&uten an Messungen von erkrankten Patienten. Abschliefend wurden Messungen an
579 Spenderhornhéduten durchgefiihrt und mit dem Algorithmus ausgewertet. Die Re-
produzierbarkeit der Ergebnisse und der Vorteil der Durchfithrung eines Raytracings

im Algorithmus wurden anhand einiger Spendergewebe diskutiert.

Ergebnisse: Die Auswertung von 579 Spenderhornhduten ergab im Mittel einen
steilen und flachen Kriimmungsradius der Vorderfliche von (7.42+ 0.28) mm und
(7.67 £ 0.23) mm. Die entsprechenden Radien fiir die Riickflache betrugen

(6.52 +0.30) mm und (6.78 £ 0.27) mm. Die mittlere zentrale Hornhautdicke lag bei
(607.51 + 78.02) um. Abnormitédten (auberhalb von +£3 Standardabweichungen) wur-
den bei fiinf Hornhaduten (0.9%) fiir die Vorderflichenkriimmung, sieben Hornhauten
(1.2%) fur die Riickflachenkriimmung und finf Hornh&uten (0.9%) fiir die Hornhaut-
dicke gefunden. Insgesamt konnten zehn auffillige Spenderhornhiute mit dem Algo-

rithmus erkannt werden, wovon bei einer Hornhaut ein Keratokonus und bei einer
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anderen eine Narbe klinisch anamnestisch bestétigt wurden. Diese Spendergewebe wur-

den darauthin fiir die Verwendung als Transplantat verworfen.

Schlussfolgerung: Die optische Kohérenztomografie ermoglicht eine schnelle, dreidi-
mensionale und kontaktlose Vermessung von Spenderhornhautgewebe im Kulturmedi-
um unter sterilen Bedingungen. Dabei kann nahezu der gesamte fiir die Transplanta-
tion relevante Bereich von >7 mm untersucht werden. Anhand des entwickelten Algo-
rithmus konnten aus dem 3D-Datensatz topografische und pachymetrische Parameter
ermittelt werden, welche mit den physiologischen Literaturwerten der menschlichen
Hornhaut iibereinstimmen. Ebenfalls ist die Erkennung von pathologischen Spender-
geweben moglich. Die entwickelte Methode kénnte einen wichtigen Beitrag zur Routi-
neuntersuchung von Hornhautspendergewebe liefern. Es kdnnte als Entscheidungshilfe
dienen, welches Gewebe welchem Patienten und welcher Transplantationsart zugeord-
net wird und somit moglicherweise die Anzahl an zur Verfiigung stehenden Transplan-

taten fiir die Hornhauttransplantation erhéhen.

1.2 Three-dimensional measurement of donor corneas

Purpose: The aim of the work was to develop a method to measure corneal donor tis-
sue in the cell culture flask objectively and contact-free using tomography. In addition,

it should be able to detect pathological donor corneas.

Methods: After testing the applicability of optical coherence tomography (OCT) for
the optical measurement of tissue, a Matlab based algorithm was developed with image
processing of the three-dimensional raw data and front and back surface recognition
of donor corneas. By fitting a mathematical model to these surfaces, the radii of
curvature of the anterior and posterior surface as well as the corneal thickness could
be determined. Using simulated surface data, different fit models were tested and
compared. A comparison of two OCT systems was also performed. The validation of
the algorithm was performed on a phantom. A comparison of the tomographic results
of the OCT system and the algorithm on patient measurements was followed by proof
of suitability of the algorithm for detection of pathological corneas on measurements
of diseased patients. Finally, measurements of 579 donor corneas were performed and
evaluated with the algorithm. The reproducibility of the results and the benefit of

performing a ray tracing in the algorithm were discussed on some donor tissues.
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Results: The evaluation of 579 donor corneas showed an average steep/flat radius
of curvature of the anterior surface of (7.42 £0.28) mm/ (7.67 £ 0.23) mm. The cor-
responding radii for the rear surface were (6.52 £0.30)mm/ (6.78 & 0.27) mm. The
mean central corneal thickness was (607.51 & 78.02) um. Abnormalities (outside £3
standard deviations) were found for five corneas (0.9%) for anterior surface curvature,
seven corneas (1.2%) for posterior surface curvature and five corneas (0.9%) for corneal
thickness. A total of ten suspicous donor corneas could be identified with the algorithm.
One cornea showed a keratoconus configuration and another had a scar confirmed by

clinical anamnesis. These donor tissues were discarded for use as transplant.

Conclusion: Optical coherence tomography allows fast, three-dimensional and con-
tactless measurements of donor corneal tissue under sterile conditions in the culture
medium. The measurable range covers almost the entire optically relevant graft dia-
meter of >7mm. Using an algorithm, topographic and pachymetric parameters could
be calculated from the volume data, which are consistent with literature values of the
human cornea. It is also possible to identify pathological donor tissue. The developed
method is a fundamental step in the routine examination of corneal donor tissue. To-
wards quality control it could assist clinicans in decision assigning a donor tissue to
specific surgery types or clinical situations and thus possibly increase the number of

available transplants for corneal transplantation.
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OPTOPOL Technology Sp. z o.0.: Bereitstellung des Spectral Domain OCT Revo
Nx
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2.1 Hornhaut

Anatomie

Die Hornhaut ist ein gewolbtes, transparentes und uhrenglasférmiges Fenster, welches
in die weniger gew0lbte, nicht transparente Lederhaut (Sklera) eingelassen ist. Am
Ubergang von der Kornea zur Sklera (Limbus) wird die Kriimmung der Hornhaut fla-
cher und ihre Dicke nimmt zu. Sie besteht aus fiinf Schichten: dem Hornhautepithel,

der Bowman-Lamelle, dem Stroma, der Descemet-Membran und dem Hornhautendo-
thel (Abb. 2.1).
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Abbildung 2.1: Makroskopischer Aufbau des Auges mit mikroskopischer Nahaufnahme des Horn-
hautaufbaus (aus [50] mit freundlicher Genehmigung von (©) 2016 by MVZ Prof. Neuhann GmbH)

Das Hornhautepithel macht 10% [27] der Hornhautdicke aus. Es ist nicht verhornt
und besteht aus fiinf bis sieben Zellschichten. Die basalstdndige Schicht des Epithels be-
steht aus senkrecht angeordneten, hochprismatischen Zellen, deren Kerne durch Mitose
innerhalb von sieben Tagen das gesamte Epithel erneuern kénnen [69]. Die Intermedi-
drschicht enthélt rundliche, mit Dendriten versehene Stachelzellen. Die oberste Schicht
besteht aus etwa zwei Zelllagen mit langen, schmalen Deckzellen, welche am duferen
Rand der Hornhaut Mikrovilli (Zotten) besitzen. Zusammen mit dem benetzenden
Tranenfilm bildet das Epithel eine Diffusionsbarriere, um die Hornhaut vor dem Ein-

dringen von Fremdkérpern, Mikroorganismen, aber auch Wasser zu schiitzen |27, 61].
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Die Bowman-Lamelle schliefst sich an das Epithel an und besteht aus Fibrillen, kreu-
zenden Kollagenfasern und einer dichten Interzelluldrsubstanz. Sie bildet die Grenze
zum Stroma und ist mit verantwortlich fiir die Stabilitdt und Festigkeit der Kornea
[69].

Den grokten Teil der Hornhaut (90%) bildet das Stroma. Es besteht hauptsichlich aus
parallel angeordneten Kollagenfibrillen, deren Zwischenrdume von Keratozyten und
einer Interzelluldrsubstanz ausgefiillt werden. Durch die Regelméfigkeit der Fibrillen
und der Avaskularitdt des Stromas wirkt dieses transparent. Im gesunden Zustand
enthalt die Schicht ca. 75% Wasser. Variiert der Wassergehalt, wirkt sich dies auf den
Abstand der Fibrillen aus, wodurch sich auch die Dicke und Transparenz der Hornhaut
dndern kann [27].

Die néchste posteriore Membran wird als Descemet-Membran bezeichnet. Sie be-
steht ebenfalls aus einem Netzwerk von Kollagenfasern, welche in eine homogene
Grundsubstanz eingebettet sind [69]. Da sie die dickste und zugleich widerstands-
fahigste Membran des menschlichen Korpers ist, bietet sie einen effektiven Schutz der
tieferliegenden Zellen [51].

Die hinterste Schicht der Hornhaut bildet das Endothel. Es besteht aus einem ein-
schichtigen Plattenepithel mit hexagonalen Zellen, welches fiir die Regulation des Stoff-
wechsels und fiir die Versorgung héher liegender Hornhautschichten verantwortlich ist.
Gleichzeitig sorgen im Endothel enthaltenen Ionenpumpen fiir ein Gleichgewicht zwi-
schen Hydratation und Dehydrierung der Hornhaut. Ist durch den passiven Einstrom
von Wasser in die Hornhaut der Wassergehalt zu hoch, pumpen sie aktiv Wasser ent-
gegen dem intrazelluldren osmotischen Druck aus der Hornhaut in die Vorderkammer
[19].

Zur Untersuchung der Hornhaut stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Beson-
deres Augenmerk liegt dabei auf der Hornhautkriimmung (Topografie) und der -dicke
(Pachymetrie), um mogliche Erkrankungen zur erkennen. Neben einer Spaltlampenun-
tersuchung und einer auf dem Scheimpflug-Prinzip beruhenden Fotografie zur ersten
Betrachtung und Beurteilung der Hornhaut wird in vielen Féllen eine Untersuchung
mithilfe der optischen Kohéirenztomografie durchgefiihrt. Moderne Geréte erméglichen

eine Darstellung aller zuvor erlauterten Hornhautschichten in vivo [21].
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Pathologien

Hornhautdystrophien Zur Gruppe der Hornhautdystrophien zihlen genetisch be-
dingte, bilaterale und eher seltene Erkrankungen der Hornhaut, deren Verlauf i.d.R.
langsam fortschreitet und deren Entstehen bisher weder auf Umwelteinfliisse noch auf
systemische Faktor zuriickzufiihren ist. Meist zeigen sich die ersten Symptome in der 1.
oder 2. Lebensdekade. Durch die Eintriibung der Hornhaut, welche mit dem Fortschrei-
ten der Krankheit zunimmt, verschlechtert sich das Sehvermdgen. Zusétzlich kommt es
bei epithelialen und stromalen Dystrophien meist zu rezidivierden und schmerzhaften
Hornhauterosionen. Zur Therapie wird je nach Visus und Ort der Ablagerung eine
phototherapeutische Keratektomie (PTK) oder eine Hornhauttransplantation (Kera-
toplastik) durchgefiihrt [35].

Die Untersuchung einer gittrigen Dystrophie zeigt spinnennetzartige Amyloidablage-
rungen im Stroma [27]. Diese lichtbrechenden, diinnen Linien sowie die manchmal
damit einhergehende epitheliale Triibung befinden sich im zentralen Bereich der Horn-
haut und reichen nicht bis zum Limbus (Abb.2.2a). Um das Fortschreiten der Krank-
heit zu unterbinden, wird eine Keratoplastik durchgefiithrt [35]. Die granulire Horn-
hautdystrophie wird gekennzeichnet von mehreren, weiflichen Triibungen im Stroma
(Abb. 2.2b). Diese Ablagerungen bestehen aus hyalinen Strukturen, die zunéchst mit
einer PTK behandelt werden. Gegebenenfalls muss noch eine anteriore lamelldre oder
perforierende Keratoplastik (siehe Abschnitt 2.3) durchgefithrt werden [35].

(a) Gittrige Dystrophie (b) Granulire Dystrophie

Abbildung 2.2: Hornhautdystrophien

Bei der Schnyderschen Dystrophie zeigen sich kristalline, aus Cholesterin bestehende

Einlagerungen im vorderen, zentralen Stroma (Abb. 2.3). Durch die ebenfalls getriibte
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Umgebung der Einlagerungen ist ein relativ gutes Sehvermégen nur gegeben, wenn die

Einlagerungen weit genug auseinander liegen [61].

.

Abbildung 2.3: Schnydersche Dystrophie

Wdélbungsanomalien Als Keratokonus bezeichnet man eine kegelférmige, meist bila-
terale, asymmetrische Verformung im Zentrum der Hornhaut und eine Verdiinnung die-
ser im peripheren Bereich (Abb. 2.4a). Das diagnostische Bild zeichnet sich durch einen
irreguléren myopen Astigmatismus aus. Ohne Behandlung kann es in sehr seltenen Fél-
len zum Reifsen der Descemet-Membran und einem Anschwellen der Hornhaut kommen
(akuter Keratokonus), wodurch ein plétzlicher Visusverlust und mogliche Schmerzen
auftreten konnen. Zu Beginn des Krankheitsverlaufs kann der Verschlechterung des
Sehvermdgens noch durch eine Brille, spater aber nur noch durch harte Kontaktlinsen
entgegengewirkt werden. Ist ein stabiler Sitz der Kontaktlinsen durch das Fortschreiten
des Keratokonus nicht mehr gewdhrleistet, besteht die Méglichkeit, durch das Implan-
tieren stromaler kornealer Ringsegmente (INTACS) oder durch eine Keratoplastik die
Symptome der Krankheit zu lindern [35]. Eine andere Moglichkeit, das Fortschreiten
der Krankheit zu vermindern, besteht darin, ein Cross-Linking durchzufiihren. Dabei
wird durch ultraviolette Strahlung nach der Gabe von Riboflavin-Augentropfen eine
photooxidative Quervernetzung des Kollagens in der Hornhaut hervorgerufen, sodass
die Hornhautstabilitat erhoht wird [31].

Die dem Keratokonus dhnliche, sehr seltene Erkrankung des Keratoglobus bezeichnet
eine Verdiinnung bei gleichzeitger kugelférmiger Hornhaut-Vorwélbung (Abb. 2.4b)
[27].

Die pelluzide marginale Hornhautdegeneration (PMD) ist gekennzeichnet von einer

steileren, verdiinnten Hornhaut zwischen 4 und 8 Uhr und einer abgeflachten Hornhaut
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im oberen Bereich. Dazu kommt ein starker Astigmatismus, sodass die topografische
Auswertung eine schmetterlingsartige Aufsteilung der Hornhaut zeigt (sog. ,Kissing
birds“). Meist kommt es durch diese Aufsteilung zu stark voneinander abweichenden
Hornhautradien von mehr als 2mm. Die sehr komplexe Hornhauttopografie erlaubt
zur Therapie keine weichen, sondern nur speziell angepasste harte Kontaktlinsen als
Einzelanfertigung. Eine Verbesserung kann aber auch durch intrastromale Ringseg-
mente oder durch eine Hornhauttransplantation erreicht werden [30, 35]. Allerdings
miissen bei der Transplantation aufgrund der Lage der Hornhautverdiinnung nahe des
Limbus grofe exzentrische Transplantate genutzt werden, wodurch ein erhéhtes Ri-
siko fiir Abstofung, nahtinduzierte Komplikationen und Hornhautneovaskularisation
besteht [24].

(a) Keratokonus (b) Keratoglobus

Abbildung 2.4: Wélbungsanomalien

Narben Eine Hornhautnarbe kann nach einer Verletzung oder Infektion der Horn-
haut entstehen. Sie bestehen aus Fibrozyten, deren Kollagen aus sehr dicken Fibrillen
aufgebaut ist. Dadurch erscheinen sie meist undurchsichtig und grau-weifslich. Eine
Begrenzung der Narbe ist sowohl auf eine Flache als auch auf eine Schicht des Stro-
mas moglich. Je nach Lage, Grofe und Transparenz kann die Narbe unterschiedlich
starke Sehbeeintrichtigungen hervorrufen. Befinden sich Narben an der Oberfliche
des Stromas, konnen sie durch das Verkiirzen des Kollagens zu einer Verdnderung der
Kriimmung der Hornhaut fiithren und somit einen Narbenastigmatismus beglinstigen.
Allerdings kénnen solche oberfléchlichen Narben auch gut mit einer PTK therapiert
werden. Bei tieferen Narben kann jedoch nur eine Keratoplastik auftretende Sehver-

schlechterungen ausgleichen [61].
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Salzmann’sche noduldre Hornhautdegeneration Bei dieser Erkrankung kommt es
zu grau-weiken Kollagenknoten in der Bowman-Lamelle und subepithelial (Abb. 2.5).
Zusétzlich ist der Visus durch einen irreguldren Astigmatismus verschlechtert. Die
einzige Therapiemdglichkeit stellt das Abtragen der Knoten dar [35]. Da diese Triibung
aber meist im peripheren Bereich der Hornhaut auftritt, wird das Sehvermdégen oft

weniger stark beeintrichtigt [61].

Abbildung 2.5: Salzmann’sche Degeneration

Akanthamobenkeratitis Die Akanthamobenkeratitis ist eine durch Akanthamdben
hervorgerufene Hornhautentziindung, die zu Beginn der Erkrankung aufgrund der sehr
ghnlichen Symptome mit einer Herpeskeratitis oder auch einer bakteriellen oder myko-
tischen Keratitis verwechselt werden kann (Abb. 2.6). Ebenso wie diese anderen For-
men der Keratitis zeichnet sich die Akanthamdoébenkeratitis durch eine sehr langsam
entstehende Keratitis aus, die auf Antibiotika keine Reaktion zeigt. Nach einigen Wo-
chen klagen die Patienten aufgrund der vorliegenden Perineuritis iiber starke Schmer-
zen und eine Abnahme der Hornhautsensibilitdt. Hiufig zeigen sich im klinischen Bild
eine chamaileonartige Epithelverinderung (pseudodendritiforme Epitheliopathie), pe-
rineurale Infiltrate, Ringinfiltrate und stromale Infiltrate. Das grofste Risiko, an einer
Akanthamdbenkeratitis zu erkranken, besteht fiir Kontaktlinsentriger, die ihre weichen
Kontaktlinsen nur mit Leitungswasser reinigen oder sie beim Baden nicht herausneh-
men. Zur Therapie dieser Erkrankungen gibt es sowohl medikamentdse als auch chirur-
gische Ansétze, die aber bislang noch nicht durch randomisierte kontrollierte klinische
Studien bestétigt wurden. Bei friihzeitiger Erkennung kann mit einer dreifachen Medi-
kamententherapie (Diamidine, Biguanide, Antibiotika) gearbeitet werden. Andernfalls

konnte in Publikationen gezeigt werden, dass durch Kryotherapie, Amnionmembran-

10
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transplantation, Crosslinking-Therapie oder Keratoplastik eine Behandlung erfolgen
kann [35].

Abbildung 2.6: Akanthamd&benkeratitis

2.2 Optische Koharenztomografie

Die optische Kohdrentomografie (OCT) bezeichnet ein nichtinvasives, berithrungsloses
und hochauflésendes Bildgebungsverfahren, bei welchem die Interferenz von Licht-
strahlen zur tiefenaufgelosten Vermessung von Gewebe genutzt wird. Das Fundament
der heutigen OCT Technik bildet die urspriinglich in der Biotechnologie verwendete
Low-Coherence Interferometry (LCI), mit welcher eindimensionale Aufnahmen erzeugt
werden konnen. Am menschlichen Auge wurde dieses Verfahren erstmals 1988 von Fer-
cher et. al. angewandt [15]. Die ersten zweidimensionalen in vivo Schichtaufnahmen
des hinteren Augenabschnitts eines Rinderauges erfolgten 1991 durch D. Huang et al.
in Massachusetts. Pioniere im Bereich der faserbasierten OCT Technik waren J.G. Fu-
jimoto und G. Hiusler, wobei Hiusler mafsgeblich zur Entwicklung des auf der spektra-
len Interferometrie basierendem OCT beitrug [3, 16]. Heute gehért das OCT-Verfahren

zu den Standardanwendungen in der ophthalmologischen Diagnostik.

Funktionsweise der optischen Kohdrenztomografie

Der prinzipielle Aufbau eines OCT ist vergleichbar mit dem eines Michelson- Inter-
ferometers. Allerdings wird in der OCT-Technik eine breitbandige Lichtquelle (Weif-

lichtquelle, Superlumineszenzdiode) anstatt eines Laser verwendet. Das Licht wird
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2 Hintergrund

zunichst an einem Strahlteiler aufgespalten (Abb. 2.7). Ein Teil des Lichts dient als
Referenzstrahl und wird von einem Spiegel reflektiert, dessen Abstand zum Strahltei-
ler in axialer Richtung variiert werden kann. Der zweite Lichtpfad wird auf die Probe

geleitet.

Referenzspiegel

S
Lichtquelle

Detektor

Abbildung 2.7: Vereinfachter Aufbau eines OCT- Systems: Licht (E;) wird durch einen Strahlteiler
in zwei Anteile aufgespalten. Ein Teil des Lichtes gelangt iiber einen beweglichen Referenzspiegel zu-
riick zum Strahlteiler (Er), wihrend der andere Teil durch die Probe zuriickgeworfen wird (Es). Die
elektrischen Felder Fr und Es interferieren anschlieffend am Detektor. Die Auswertung des Interfe-
renzsignals zusammen mit der Position des Spiegels am Referenzarm liefert die Tiefeninformationen

der Probe (nach [10]).

Das an der Probe reflektierte oder zuriickgestreute Licht wird zuriick zum Strahltei-
ler geleitet und dort mit dem Referenzstrahl {iberlagert. Anschliefsend interferiert das
kombinierte Licht auf einem Detektor [10, 29]. Beim Vergleich der Intensitéten der
jeweils reflektierten Strahlen entstehen je nach Gewebeschicht und deren optische Ei-
genschaften unterschiedlich starke Interferenzen. Stellt man diese Tiefeninformation
am Fokuspunkt einer lateralen Position der Probe dar, bezeichnet man dies wie in
der Ultraschalltechnik als Amplitudenscan (A-Scan) (Abb. 2.8). Analog entsteht ein
Brightness Mode Scan (B-Scan) beim zweidimensionalen Abrastern der Probe mithilfe
einer Scan-Einheit. Dabei werden mehrere A-Scans prozessiert, die iiber den Compu-
ter zu einem zweidimensionalen Querschnittsbild der Probe verrechnet werden. Durch
mehrere hintereinander ausgefiihrte B-Scans ist eine dreidimensionale Erfassung des

Gewebes moglich.
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A-Scan (1D) B-Scan (2D) 3D
Axial (Z) Scan Axial (Z) Scan + Axialng) Scan +
Transversal (X) Scan (XY) Scan
Intensitat X(transvgl“sal)

AN \ A

z(axial)

NI J

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der verschiedenen Scan-Verfahren bei der OCT-Technik:
Der axiale Tiefenscan an einer lateralen Position der Probe wird als A-Scan bezeichnet. Fiir die Er-
zeugung von zweidimensionalen Schnittbildern werden mehrere A-Scans an verschiedenen Positionen
durchgefiihrt (B-Scan). Dreidimensionale Daten kénnen durch eine Serie hintereinander ausgefiihrter
B-Scans erzeugt werden (nach [10]).

Grundsétzlich lassen sich zwei verschiedene OCT-Verfahren unterscheiden (Abb. 2.9).
Die dlteste Technik wird als Time Domain OCT (TD-OCT) bezeichnet. Durch den
Einsatz einer spektral breitbandigen Lichtquelle entstehen bei der TD-OCT nur dann
Interferenzen, wenn der optischen Wegléngenunterschied zwischen dem Referenz- und
dem Probenarm kleiner als die Kohérenzlédnge ist. Da diese indirekt proportional zur
Breite des Spektrums ist, betrégt sie bei den verwendeten Lichtquellen nur wenige
Mikrometer. Zur Aufnahme der gesamten Probentiefe muss demnach der Spiegel des
Referenzarms sukzessive verschoben werden. Die Probenschicht, bei der die Lange des
Referenz- und Probenarms {ibereinstimmt, zeigt dabei das grofite Interferenzsignal.
Die Signale der iibrigen Probenschichten werden, da sie nicht im Bereich der Kohé-
renzlidnge liegen, unterdriickt. Um die gesamte Probe axial in der Tiefe zu vermessen,
wird zunéchst der Referenzarm auf eine bestimmte Probenschicht eingestellt und an-
schliefsend in dieser Tiefe jede transversale Position angefahren. Dieser Vorgang wird
fiir jede Tiefe wiederholt. Dieser mechanische Vorgang kann nur langsam erfolgen und
fiihrt zu relativ langen Messzeiten. Allerdings liegt bei der breitbandigen Lichtquel-
le der Vorteil in der hohen Auflésung, da diese direkt von der kurzen Koherenzldnge
des Lasers bestimmt wird. Zurzeit liegt die Bandbreite von handelsiiblichen OCT-
Systemen bei 20nm — 30nm mit einer daraus resultierenden axialen Auflésung von
10 pm — 15 pm [11].
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TD-OCT FD/SD-OCT SS-OCT

a(t) Schmal
Breitbandige Breitbandige ¢ m.a B
Lichtquelle Lichtquelle bandige
Lichtquelle
A(t)
w,
Photodiode Spektrometer Photodiode
I(z) I(k) I(k(t))

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung der Time Domain OCT, der Fourier Domain OCT und
der Swept Source OCT: Bei der Time Domain OCT (TD-OCT) sendet die Lichtquelle breitbandi-
ges, kurzkohdrentes Licht aus, welches von einem Strahlteiler in zwei Strahlen aufgespalten wird.
Der Referenzstrahl wird von einem Spiegel zuriick zum Strahlteiler gelenkt und anschlieffend mit
dem in der Probe reflektierten Strahl am Detektor iiberlagert. Bei gleicher Weglédnge von Referenz-
und Probenarm kommt es innerhalb der Kohérenzliange zur Interferenz. Die gesamte Gewebetiefe
wird bei TD-OCT durch Verschieben des Referenzspiegels detektiert. Bei der Fourier Domain OCT
(FD-OCT), welche auch Spectral Domain OCT (SD-OCT) genannt wird, wird das Interferenzsignal
spektral zerlegt, um die Tiefeninformation der Probe zu gewinnen. Es nutzt dazu ein Spektrome-
ter zur Detektion. Beim Swept Source OCT (SS-OCT) wird eine schmalbandige Lichtquelle in der
Wellenlénge durchgestimmt und das Interferenzsignal mit einem Detektor aufgenommen (nach [29]).

Eine neuere Methode ist die Fourier Domain OCT (FD-OCT), welche auch als
Spectral Domain OCT (SD-OCT) bezeichnet wird. Dabei wird mithilfe von spek-
traler Zerlegung des Interferenzsignals das Intereferenzspektrums detektiert, welches
die gesamte Tiefeninformation des Gewebes umfasst. Durch eine Fouriertransformation
kann aus dem Spektrum das Tiefenprofil ohne Variation des Referenzarmes bestimmt
werden. Bei der SD-OCT wird eine breitbandigere Lichtquelle als bei der TD-OCT
verwendet, wobei das Interferenzsignal hier mit einem Spektrometer anstelle einer
Photodiode detektiert wird. Neben dem Austausch des Detektors kann die spektrale
Information auch aus der Lichtquelle stammen. Die sogenannte Swept Source OCT
(SS-OCT) benutzt deshalb eine Lichtquelle mit schmaler, der TD-OCT &dhnlichen Li-
nienbreite, die schnell in der Wellenldnge durchgestimmt werden kann. Zur Detektion
wird hier eine Photodiode verwendet, die das Interferenzsignal als Funktion der Zeit
aufnimmt. Durch den Einsatz dieser neuen Verfahren kann die Schnelligkeit der Mes-
sung von ca. 400 A-Scans/s beim TD-OCT auf ca. 100000 A-Scans/s beim SS-OCT
gesteigert werden [10, 28, 29].
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Transversale und axiale Auflésung

Zur Bestimmung der transversalen Auflésung der OCT wird das Strahlenbiindel, wel-
ches auf die Probe fokussiert wird, ndher betrachtet. Da dieses Biindel meist aus dem
Ende einer Single-Mode Faser austritt und dieses wie eine Lochblende fiir das ausge-
strahlte Licht dient, wird es haufig mithilfe des Konzepts des Gaufs-Strahls beschrieben.
Fiir die Funktionsweise der OCT wird der Lichtstrahl auf die Probe fokussiert, sodass
die transversale Auflsung durch die minimale Spotgrofe bestimmt wird. Nach [10]
ist der minimale Durchmesser des Strahlenbiindels, der iiber die Halbwertsbreite der

maximalen Leistung berechnet wird:

Ax ~ A0

~ o (2.1)

Hierbei steht \g fiir die zentrale Wellenldnge und N A fiir die numerische Apertur der
fokussierenden Linse.

Ein wesentlicher Vorteil der OCT gegeniiber anderen optischen Messmethoden ergibt
sich durch die bei der interferometrischen Messmethode bedingte hohe axiale Auflésung
[10]. Die axiale Auflésung der OCT wird meist als die Halbwertsbreite der Kohérenz-
funktion v(z) der Lichtquelle angegeben und ist daher identisch mit der Kohérenzldnge
l. der Lichtquelle. Fiir ein gaufformig verteiltes Spektrum, welches ndherungsweise fiir

alle in der OCT verwendeten Lichtquellen vorliegt, gilt:

~ 2In(2) A3

l. —
T AN

(2.2)

Ao kennzeichnet hier die zentrale Wellenlinge und A\ die Halbwertshbreite des Spek-
trums. Die axiale Auflésung der OCT ist somit antiproportional zur Breite des Spek-

trums und proportional zum Quadrat der zentralen Wellenldnge.

2.3 Stand der Technik der Hornhauttransplantation

Die erstmals 1905 von Eduard Zirm durchgefithrte Hornhauttransplantation (Kerato-
plastik) ist die dlteste und am haufigsten durchgefiihrte Transplantationsart [76, 65].
Laut dem Leistungsbericht 2017 der Sektion Gewebetransplantation und Biotechno-
logie der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft wurden im Jahr 2017 insgesamt
9766 Spenderhornhiute fiir die Transplantation vorbereitet. Allerdings mussten 2139
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hiervon aufgrund von geringer Endothelzelldichte, Serologie oder Kontamination ver-
worfen werden. Zusdtzlich wurden bei 791 verworfenen Hornh&uten keine genaueren
Angaben zum Ausschlussgrund vermerkt. Somit konnten insgesamt nur ca. zwei Drittel
der eingebrachten Hornhdute transplantiert werden [62]. Ein weiteres Problem stellt
die trotz steigender Anzahl an Operationen stetig riicklaufige Spenderbereitschaft dar.
Die Anzahl der postmortalen Organspenden in Deutschland erreichte 2017 den nied-
rigsten Stand seit 20 Jahren [66]. Deshalb wurden 2017 zusétzlich iiber 1500 Hornhéute
aus dem Ausland importiert. Trotzdem kann die Nachfrage nach Transplantaten bei
Weitem nicht gedeckt werden. Ende 2017 befanden sich noch immer 2548 Patienten
auf der Warteliste fiir ein Hornhauttransplantat [62]. Durch eine gezielte Verwendung
der Hornhautspenden und eine Verbesserung der Spenderbereitschaft durch Informa-
tion der Biirger konnte in Zukunft der Bedarf an Transplantaten besser gedeckt werden.
Heutzutage werden neben der durchgreifenden, perforierenden Keratoplastik aller Horn-
hautschichten vor allem Transplantationen durchgefiihrt, bei denen nur spezielle Schich-
ten der Hornhaut verpflanzt werden. Diese lamelldren Hornhauttransplantationen wer-
den unterteilt in posteriore und anteriore Keratoplastiken. Bei den posterioren Metho-
den wird entweder nur das Endothel und die Descemet-Membran oder zusétzlich noch
ein geringer Teil des Stromas transplantiert. Ersteres wird als Descemet Membrane
Endothelial Keratoplasty (DMEK) und letzteres als Decement Stripping Automated
Endothelial Keratoplasty (DSAEK) bezeichnet |35]. Laut einer Umfrage von 2016 wur-
den bei 58% von 3659 erhobenen Keratoplastiken eine DMEK-Transplantation durch-
gefiihrt |73]. Pathologische Spendergewebe von Patienten mit stromalen Narben, Ke-
ratokonus oder operativen Modifikationen wie nach Laser in-situ Keratomileusis (LA-
STK), sofern diese mit der Spaltlampe erkannt wurden, meist verworfen. Da jedoch fiir
die DMEK nur die Descemet-Membran mit unbeschidigtem Endothel benétigt wird,
konnten diese pathologischen Hornhautspenden méglicherweise fiir die Herstellung von
DMEK- und DSAEK-Transplantaten verwendet werden [1, 39, 48]. Fiir perforierende
Keratoplastiken sind diese Hornhautspenden gréftenteils kontraindiziert. In der Li-
teratur wurde daher bisher auch nur von wenigen Fillen von Transplantationen mit
Hornhduten mit Zustand nach LASIK berichtet [13, 14, 45, 44]. Inwieweit eine krank-
hafte Hornhaut dennoch fiir eine perforierte Keratoplastik genutzt werden kann, muss
individuell, am besten objektiv, fiir jede Hornhaut gepriift werden.

Nach dem Tod eines Menschen muss zunichst ermittelt werden, ob eine Spendeein-
willigung vorliegt. Anschlieliend wird die Todesursache geklirt und {iberpriift, ob ein
absolutes Ausschlusskriterium (siehe [37]) beim Spender vorliegt. Trifft keines dieser

Kriterien zu, wird die Entnahme analog zu einem ophthalmologischen Eingriff durchge-
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fiihrt. Sie beginnt mit der Priifung und Dokumentation der Identitét des Verstorbenen.
Anschliefend erfolgt eine Blutentnahme und Spaltlampenuntersuchung beider Horn-
hiute am Spender. Nach dem Einsetzen eines Lidsperrers wird die Sklera mit einem
15 mm Trepan trepaniert und eine Korneoskleralscheibe mittels einer Hornhautschere
ausgeschnitten. Dem Abziehen der Skleralscheibe von der Uvea folgt das Einbringen
des Spenderscheibchens in ein Transportmedium. Abschliefend wird der Status der
Linse ermittelt und die Lider durch eine Lidnaht verschlossen. Dieses Vorgehen wird
am Partnerauge wiederholt [37].

In der Hornhautbank werden die Spenderhornhiute nach der Entnahme in der Regel
in einem Ndhrmedium kultiviert und subjektiv an der Spaltlampe auf stromale Narben
und Gewebsverinderungen untersucht. Nach einer Woche im Kulturmedium werden
die Endothelzellen am Phasenkontrastmikroskop gezéhlt und das Medium mikrobio-
logisch untersucht. Vor der Operation werden diese morphologischen und mikrobiolo-
gischen Untersuchungen noch einmal wiederholt. Falls anamnestisch keine Auffallig-
keiten festgestellt wurden, kénnten kleinste Verdnderungen wie ein &lterer, verblass-
ter Flap nach refraktiver Chirurgie, ein Zustand nach photorefraktiver Keratektomie
(PRK) oder eine klinisch unauffillige Form des Keratokonus hierbei iibersehen werden.
In der Literatur wird von unterschiedlichen falsch-negativ-Raten berichtet, die, je nach-
dem ob eine klinische Anamnese und Spaltlampenuntersuchung einzeln oder zusammen
zur Diagnose genutzt werden, zwischen 3,4% und 50% liegen |26, 46, 71]. Mithilfe der
Dunkelfeldmikroskopie konnten diese strukturellen Verdnderungen méglicherweise dar-
gestellt werden, allerdings ist diese Technik bisher nicht in die Routineuntersuchung
einer Hornhautbank integriert [42]. Es gibt bereits verschiedene Ansétze von mehre-
ren Autoren zum Spenderscreening mit klinisches Diagnostikgeraten [55, 56, 67, 68].
Allerdings kénnen Keratometrie und Scheimpflug-Technologie nur am Spender direkt
oder an ganzen Bulbi durchgefiihrt werden. Die optische Kohérenztomografie hinge-
gen scheint aufgrund der hohen Auflgsung eine geeignete Technologie fiir ein Screening
von Spendergewebe in der Zellkultur unter sterilen Bedingungen zu sein [8, 23, 59].
Die Relevanz der hier vorgestellten Forschungsarbeit zur Optimierung der Spenderge-
websuntersuchung wird besonders durch die klinische Entwicklung betont: Durch die
vermehrte Durchfithrung von refraktiv-chirurgischen Eingriffen variiert zunehmend die
Transplantatqualitit, wihrend die allgemeine Spendenbereitschaft abnimmt und so-
mit die Verfiigbarkeit von geeigneten Hornhautspenden beeinflusst. Damit soll diese

Arbeit dazu beitragen, einem méglichen Versorgungsengpass vorzubeugen.
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2.4 Fragestellungen

Das Ziel dieser Arbeit ist die Einfiihrung und Optimierung einer Methode, mit der
Spenderhornhdute objektiv, kontaktfrei und unter sterilen Bedingungen in der Kul-

turflasche tomographisch vermessen werden kénnen. Dabei soll untersucht werden:

e Mit welchem OCT-System miissen die Spenderhornh&ute vermessen werden, um
die bestmogliche Darstellung beziiglich Auflésung und Rauschen zu erhalten?

e Wie kénnen die Messdaten mithilfe von Bildverarbeitung aufbereitet werden, um
die Hornhaut deutlich vom Umgebungsmedium abzugrenzen?

e Wie konnen die Vorder- und Riickfliche der Hornhaut erkannt und mit welchen
tomografischen Parametern charakterisiert werden?

e Welche mathematischen Oberflaichenmodelle eignen sich zur Auswertung der F14-
chen?

e Wie kann der entwickelte Algorithmus kalibriert werden?

e Welche Auswirkungen hat die Verwendung eines Raytracing-Algorithmus auf die

Ergebnisse?

Des Weiteren soll es diese neue Methode ermdéglichen, pathologische Spenderhornhéute
zu erkennen und eine Entscheidungshilfe geben, ob dieses Gewebe trotz struktureller

Verénderung fiir eine spezielle Art von Keratoplastik verwendet werden kann.

e Wie kénnen pathologische Hornhdute vom Algorithmus erkannt werden?

e Welche Darstellungsméglichkeiten der Pathologien gibt es?

Zusatzlich soll die Methode den untersuchenden Arzt in verschiedenen Bereichen un-

terstiitzen und dabei beispielsweise die folgenden Fragen beantworten:

e Fiir welche Art der Keratoplastik ist die untersuchte Spenderhornhaut geeignet?
e Fiir welche anderen klinischen Situationen kann die untersuchte Spenderhorn-

haut genutzt werden?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Proben

Insgesamt wurden 579 Hornhautspendergewebe innerhalb der Zellkulturflasche (Pri-
maria 25 cm? Canted-Neck Cell Culture Flask, Corning Inc., New York, USA) vermes-
sen (Abb. 3.1a). Sie stammen aus dem Klaus Faber Zentrum fiir Hornhauterkrankun-
gen inkl. LIONS Hornhautbank Saar-Lor-Lux Trier/Westpfalz in Homburg/Saar und
wurden tomografisch mithilfe der optischen Kohdrenztomografie charakterisiert. Die
Messung erfolgte bei Raumtemperatur von 23 °C und wurde ca. 24 h nach dem Umset-

zen in ein zur Abschwellung mit Dextran angereichertes Kulturmedium durchgefiihrt.

Abbildung 3.1: (a) Spenderhornhaut in Zellkulturflasche mit Kulturmedium, (b) Halter, an wel-
chem die Hornhaut im Kulturmedium spannungsfrei befestigt ist

Des Weiteren wurden fiir Vergleiche auch Probandenmessungen durchgefiihrt oder
die bereits in Datenbanken vorliegenden Patientenmessungen verwendet. Die selbst

durchgefiihrten Messungen wurde an zwei gesunden Probanden vorgenommen, indem
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sie ihr Kinn wie bei einer standardméfigen ophthalmologischen Untersuchung auf der

Kinnstiitze des OCTs platzieren und in das Gerit schauen.

3.1.2 Messsysteme

Zur dreidimensionalen Vermessung wurden in der vorliegenden Arbeit zwei OCT-
Gerédte genutzt und die Ergebnisse verglichen: das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und
das Spectral Domain OCT Revo Nx. Sie erreichen aufgrund ihrer unterschiedlichen
zentralen Wellenlinge und Numerischen Apertur verschiedene Auflésungen und Ein-
dringtiefen. Zudem nutzen sie die zwei zuvor beschriebenen Techniken der Spectral
Domain OCT und Swept Source OCT. Die von den Herstellern angegebenen Spezifi-

kationen der Gerite sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Tabelle 3.1: Spezifikationen der Hersteller fiir die zwei verwendeten OCT-Gerédte Casia 2 und Revo
Nx [54, 70]

Casia 2 Revo Nx

Technologie SS-OCT  SD-OCT
Zentralwellenlédnge (nm) 1310 830
Axiale Auflésung (pm) 10 5

Transversale Auflosung (um) 30 18
Geschwindigkeit (A-Scans/s) 50000 110000
Scan-Tiefe (mm) 13 24

SS-OCT: Swept Source OCT, SD-OCT: Spectral Domain OCT

Vorderabschnitts-OCT Casia 2

Das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 (Tomey Corp., Nagoya, Japan) eignet sich auf-
grund seiner Zentralwellenldnge von 1310 nm speziell fiir die Vermessung des vorderen
Augenabschnitts. Die weniger starke Rayleigh-Streuung (1/x*) bei Licht hoherer Wel-
lenléngen ermdglicht grofere Eindringtiefen fiir diese Wellenléngen [10]. Das Casia 2
ermdglicht dadurch eine Vermessung der Vorder- und Hinterkammertiefe, des Kam-
merwinkels und der Vorder- und Riickflache der Linse. Des Weiteren kann die Horn-
hautdicke sowie die Topografie der Hornhaut direkt am Gerit ermittelt werden (Abb.
3.2). Durch diese vielfaltigen Messmodi ist das Vorderabschnitts-OCT fiir verschiedens-

te Anwendungen, z.B. Glaukomdiagnostik, Keratokonusdiagnostik und -darstellung,
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Kontaktlinsenanpassung, Beobachtung von Krankheitsverlaufen usw. geeignet. Auch
eine Bestimmung der Flapdicke nach refraktiver Chirurgie ist mit dieser Methode di-
rekt nach der Operation moglich 33, 36, 70].

Abbildung 3.2: Schnittbilder einer mit dem Vorderabschnitts-OCT Casia 2 aufgenommenen Pati-
entenhornhaut: Das Gerdt ermdglicht eine automatische Erkennung, Darstellung und topografische
Auswertung der Hornhautvorder- und riickfliche beruhend auf den unterschiedlichen Brechungsindi-
zes von Luft, Hornhaut und Kammerwasser (griin)

Spectral Domain OCT Revo Nx

Das zweite verwendete OCT-Gerdt ist das Spectral Domain OCT Revo Nx (Optopol
Technology Sp. z o0.0., Zawiercie, Polen). Anders als das Casia 2 wird dieses Gerit
primér fiir den hinteren Augenabschnitt verwendet und benétigt flir Vermessung des
vorderen Augenabschnitts eine spezielle Zusatzoptik. Es bietet neben der anterioren
Vermessung der Hornhaut (Abb. 3.3) Moglichkeiten zur Analyse der Retina und der
Sehnervschédigung bei Glaukomen, einer Biometrie des Auges sowie zur Angiographie,

bei der die Mikrovaskularisierung der Retina detailreich dargestellt werden kann [54].

Abbildung 3.3: Anteriores Schnittbild einer mit dem Spectral Domain OCT Revo Nx aufgenomme-
nen Patientenhornhaut (aus [54] mit freundlicher Genehmigung von (©) 2016 by OPTOPOL Techno-
logy Sp. z 0.0.)
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Durch den Einsatz einer Adapterlinse kann zusédtzlich der Untersuchungsbereich ver-
grofert, werden, sodass eine Vermessung der Patientenhornhiute von Kammerwinkel
zu Kammerwinkel moglich ist (Abb. 3.4).

Abbildung 3.4: Schnittbild einer mit dem Spectral Domain OCT Revo Nx von Kammerwinkel zu
Kammerwinkel aufgenommenen Patientenhornhaut (aus [54] mit freundlicher Genehmigung von (©)
2016 by OPTOPOL Technology Sp. z 0.0.)

Allerdings ist aufgrund der Adapterlinse keine telezentrische Abbildung méglich. Durch
die Abhingigkeit der Vergroferung bei diesen herkdmmlichen, entozentrischen Objek-
tiven vom Abstand des Objektes zum Objektiv, verdndert sich durch Verschieben des
Objektes die Groke der Abbildung (Abb. 3.5). Eine Vermessung der Grofe eines Ob-

jektes muss deshalb immer mit dem Abstand korrigiert werden [53].

1l

(a) Telezentrisches Objektiv: Objekte mit unterschiedlichen Absténden zum Ob-
jektiv werden mit derselben Grofe abgebildet.

(b) Entozentrisches Objektiv: Objekte werden abhingig vom Abstand zum Ob-
jektiv unterschiedlich grofs abgebildet.

Abbildung 3.5: Strahlverlauf verschiedener Objektivarten (aus [53] mit freundlicher Genehmigung
von (©) 2017 by Opto Engineering Srl)
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3.2 Methodik

3.2.1 Messprotokoll

Aufgrund der Eindringtiefen von 2 bis 13 mm fiir die verschiedenen OCT-Systeme
konnten die Spenderhornhéute innerhalb der Zellkulturflasche kontaktfrei vermessen
werden. Zur Befestigung der Kulturflasche wurde mithilfe eines 3D-Druckers (Ulti-
maker 2 Go, Ultimaker B.V., Geldermalsen, Niederlande) eine Halterung gefertigt.
Diese wurde dann auf die Kinnstiitze des jeweiligen OCTs geschraubt (Abb. 3.6) und
die Flasche fest zwischen Schaumgummiplatten in die Halterung fixiert. Anschliefend
wurden die OCT-Aufnahmen angefertigt. Je nach OCT-Gerit standen dabei verschie-
dene Scan-Methoden zur Verfiigung, wobei im Folgenden nur die genutzten Methoden
erlautert werden sollen.

Das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 bietet zum einen den dreidimensionalen, radialen
,Corneal Map“ Scan. Dieser ist bereits auf dem Gerdt vorprogrammiert und vermisst
innerhalb von 0.3s einen runden Bereich mit ei-
nem Durchmesser von 10mm. Dabei werden 16
Schnittbilder in Form von Meridianen mit je 800
Abtastpunkten pro Meridian sternférmig durch-
gefiihrt [70]. Der Winkel zwischen den Schnitt-
bildern betriagt 11,25°. Angewendet wurde die-
ser Radial-Scan fiir die Vermessung von Patienten
(Abb. 3.7a). Fiir die Spenderhornhéute wurde ein
selbst definierter, dreidimensionaler Rasterscan ge-
nutzt. Dabei wird ein rechteckiges Volumen mit ei-
ner Breite und Hohe von 12mm und einer Tiefe
von 10.5 mm vermessen. In axiale z-Richtung (Tie-
fe) werden 1865 Schnittbilder mit je 64 Zeilen in
transversale y-Richtung und 2000 Abtastpunkten

pro Zeile in transversale x-Richtung aufgenommen Abbildung 3.6: Befestigung der Zell-

(Abb. 3.7b (rot)). Da bei dieser Scan-Art die Auf- Kulturflasche mithilfe ciner Halterung
(orange) auf der Kinnstiitze vor dem

l6sung in x-Richtung wesentlich grofer ist als in  OCT (Beispiel Casia 2)

y-Richtung, wird es als Zeilenabtastverfahren be-

zeichnet. Das Casia 2 ermdglicht auch einen Scan mithilfe des Spaltenabtastverfah-

rens, bei dem die Auflésung der x- und y- Richtung vertauscht vorliegen. Dieses wird
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in dieser Arbeit jedoch nicht genutzt. Das Ergebnis ist sowohl beim Radial- als auch
beim Rasterscan ein Volumendatensatz.

Das Spectral Domain OCT Revo Nx ermdglicht mit dem vorinstallierten 3D
Weitwinkel-Scan“ eine dem Rasterscan des Casia 2 dhnliche Messkonfiguration fiir
die Spenderhornhiute. Laut Hersteller wird auch hier ein rechteckiges Volumen ver-
messen. Bei diesem Gerét soll dieses eine Breite und Hoéhe von 8 mm und eine Tiefe
von 2.4mm besitzen. Es wird jedoch vernachléssigt, dass durch die nicht telezentri-
sche Abbildung kein Quader sondern eher ein trapezformiges Prisma vermessen wird.
Der Gerétesoftware ist zu entnehmen, dass die Anzahl der Schnittbilder in z-Richtung
1864 betrigt, wobei in y-Richtung 256 Zeilen mit je 1024 Abtastpunkten pro Zeile in
x-Richtung definiert sind (Abb. 3.7b (griin)). Allerdings muss beachtet werden, dass
bei 1864 Schnittbildern in z-Richtung eine Uberabtastung erfolgt. Dieselben Informa-
tionen wiirden bei einer axialen Auflésung von 6 pm und einer Scan-Tiefe von 2.4 mm
417 Schnittbilder in z-Richtung liefern.

a) Radialscan b) Rasterscan
Zeilenabtastverfahren

=10 mm

y
12/8 mm
64/256 Zeilen

VA
10.5/2.5 mm
1865/1864 Frames

\
12/8 mm

2000/1024 Abtastpunkte
pro Zeile

X
800 Abtastpunkte
pro Meridian

1864 Frames

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der verwendeten Scan-Methoden: Casia 2-Messungen wur-
den entweder mit einem (a) Radialscan (Patientmessungen) oder mithilfe eines (b) Rasterscans (rot)
durchgefiihrt. Dreidimensionale Revo Nx-Daten wurden ebenfalls durch Abrastern der Probe gewon-
nen (griin).
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3.2.2 Datenanalyse

Zur Auswertung der aufgenommenen Rohdaten wurden diese in Matlab (The Ma-
thWorks Inc., Version 2019b, Natick, USA) importiert. Anschliefend wurden die Bild-
daten schichtweise vorverarbeitet, wobei Artefakte und Rauschen entfernt wurden und
eine Kantendetektion der Vorder- und Riickfliche durchgefiihrt wurde. An diese Ober-
flichen wurde dann jeweils ein sphiro-zylindrisches Flichenmodell angepasst, wobei
die Vorderfliche aus der Riickfliche mithilfe eines Raytracings berechnet wurde. Aus
den angepassten Oberflichen ergeben sich Kriimmungsradius und Dicke der Hornhaut
(Abb. 3.8).

N N
1l | Datenimport & .
start Qualifizierung Vorverarbeitung “
J

Fit & Parameter— Programm-
Raytracing berechnung ende

J

Abbildung 3.8: Schematische Abfolge der Datenanalye

3.2.2.1 Bildvorverarbeitung

Die Grundlagen der Bildvorverarbeitung wurden bereits von Damian et al. dargestellt
[8]. Sie erfolgt schichtweise fiir jeden B-Scan (Abb. 3.9b). Auf dem zentralen B-Scan
des Casia 2 erkennt man neben der Hornhaut auch die Wande der Zellkulturflasche
und den Hornhauthalter deutlich (Abb. 3.9a und 3.1b).

Im ersten Schritt der Vorverarbeitung wird deshalb eine Region of Interest (ROI) so
definiert, dass die Bilddatenmenge nur auf die fiir die Auswertung relevanten Horn-
hautdaten reduziert wird (Abb. 3.10a). Anschliefend wurde das Hintergrundrauschen
mithilfe eines (5x5) Medianfilters reduziert. Da der Helligkeitsumfang durch Reflexio-
nen an der Flaschenwand oder an der Hornhaut selbst im Bild stark variiert, wurden
durch eine Anpassung des Kontrastumfangs alle Grauwerte des Bildes in ein Intervall
zwischen [0,1] geschoben (Abb. 3.10b). Dieses Vorgehen wird als adaptiver Kontrast be-

zeichnet. Partikel des Hintergrundrauschens, die nicht durch den Medianfilter entfernt
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wurden, werden bereinigt, wenn ihre Grofe einen festgelegten Grenzwert iiberschrei-
tet (Abb. 3.10¢). Der Grenzwert fiir die Groke der Partikel wurde iterativ angepasst.

Es wurde darauf geachtet, dass mithilfe dieses Wertes zwar Partikel im Umgebungs-

medium entfernt werden, aber die Hornhaut selbst durch den Filter nicht verindert

wird.

Licht 1/4

Flaschenwand AuBen

Flaschenwand Innen

e

'HalterE> ‘

Halterartefakt

N/

(a) Zentraler B-Scan aus Volumendaten-

satz: Beschrdnkung der Bilddaten auf re-
levanten Hornhautbereich mithilfe der Re-
gion of Interest (ROI, griin) (nach [12]).

Datenimport

ROI extrahieren ]
I}

Hintergrundrauschen
entfernen

!
Kontrastanpassung ]
!
Entfernung von zu grofien J

—

hellen Partikeln durch
Grenzwerte
I}

Anpassung der Helligkeit
des Zentralreflexes

|

Tophat — Transformation J

l

Kantendetektion durch
Gradientenfilter

Bildvorverarbeitung
[

—

Fit &

Raytracing

(b) Flussdiagramm der Bildvorverarbeitung
in Matlab (ROIL: Region auf Interest)

Abbildung 3.9: Grafische Darstellungen der Rohdaten (B-Scans) und Programmierung der Bilder-

vorverarbeitung

Helligkeitsunterschiede, die nun noch zwischen der Peripherie und dem Zentrum der

Hornhaut bestehen, werden entsprechend ihres Abstands zum Zentrum angepasst. Die

Liicken im Hornhautschnittbild, die durch die vorangegangen Operationen entstanden

sind, werden nun mithilfe einer Tophat-Transformation digital wieder geschlossen:

T(b) =b—bz‘03 (31)
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Dabei bezeichnet b das unbearbeitete Grauwertbild (Abb. 3.10c), b; das invertierte
Grauwertbild und s das Strukturelement des Opening-Operators o. Kine Opening-
Operation bezeichnet eine Erosion mit anschliekender Dilation, die zu den morpho-
logischen Basisoperationen in der Bildverarbeitung gehoren. Das Strukturelement s,
welches im vorliegenden Fall aus einer Scheibe mit einem Radius von zehn Pixeln und
einsen als Elementeintrigen besteht, wird fiir beide Operationen an alle Bildpositionen
geschoben und die jeweilige Mengenoperation auf das Strukturelement und die dar-
unter liegenden Bildpixel angewandt. Im vorliegenden Fall ist das Zentrum des Struk-
turelements der Referenzpunkt, der beim Verschieben des Strukturelements auf die
Bildposition gesetzt wird. Bei der Erosion wird fiir jede Bildposition der Durchschnitt
zwischen dem Strukturelement und den darunter liegenden Bildpixeln bestimmt. Uber-
deckt das Strukturelement Bildpixel mit dem Wert null, so wird im Ergebnisbild der
Wert des betrachteten Bildpunktes ebenfalls null gesetzt. Bei der Dilation wird anstatt

des Durchschnitts die Vereinigung des Strukturelements und den darunter liegenden

Abbildung 3.10: Schritte der Bildvorvarbeitung: (a) Originalbild, (b) Bild nach Entfernung des
Hintergrundrauschens und Kontrastanpassung, (c) Bild nachdem restliche, kleine Partikel entfernt
wurden, (d) Tophat-Transformation des invertierten Bildes c), (e) Subtraktion von Bild ¢) von Bild
d), (f) Kantendetektion
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Bildpixeln berechnet. Befindet sich mindestens ein Bildpixel mit dem Wert eins unter-
halb des Strukturelements, wird der Wert des Bildpunkts im Ergebnispunkt eins ge-
setzt [47]. Beim Opening werden die Erosion und die Dilation nacheinander ausgefiihrt.
Die fehlenden Bereiche im unbearbeiteten Grauwertbild b (Abb. 3.10c) werden nach
dem Opening des invertierten Grauwertbildes b; in Abb. 3.10d hervorgehoben. Durch
die Subtraktion dieses Bildes vom unbearbeiteten Grauwertbild werden die Liicken
in diesem geschlossen (Abb. 3.10e). Abschliefend werden die Vorder- und Riickflache
durch einen Canny-Gradientenfilter, welcher im néchsten Abschnitt erldutert wird, de-
tektiert (Abb. 3.10f). Nachdem die Kanten fiir alle B-Scan detektiert wurden, werden
sie zusammengefiigt und als zwei Oberflachen ausgegeben.

Die Bildvorverarbeitung und Kantendetektion werden schichtweise durchgefiihrt, da
durch messungsbedingte oder pathologische Helligkeitsunterschiede in der Hornhaut
und Bewegungen des Auges bei Patientenmessungen nicht durch den Algorithmus de-
tektierbare Hornhautareale innerhalb eines Schnittbildes oder zur iibrigen Messung
verschobenen Schnittbilder entstehen kénnen. Eine dreidimensionale Verarbeitung der
Bilder wiirde dazu fithren, dass diese Artefakte eines Schnittbildes zunéchst in die Be-
rechnungen der benachbarten Schnittbilder und darauf aufbauend in alle Schnittbilder
der Messung einfliefsen. In der zweidimensionalen Bildverarbeitung deutlich erkenn-
bare Vorder- und Riickflichen der Hornhaut werden, bedingt durch die umgebenden,
mangelhaften Schnittbilder, in der dreidimensionalen Bildverarbeitung zu schwer de-
tektierbaren Flachen (Abb. 3.11).

Frame =15 Frame =15

200 400 600 800 1000 1200 1400 200 400 600 800 1000 1200 1400
(a) 2D-Methode (b) 3D-Methode

Abbildung 3.11: Gegeniiberstellung der 2D- und 3D- Bildvorverarbeitung und Kantendetektion der
Vorder- und Riickfliche der Hornhaut anhand eines Schnittbildes
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3.2.2.2 Canny-Gradientenfilter

Zur Kantendetektion wird in dieser Arbeit der von J. Canny entwickelte Canny-
Gradientenfilter genutzt. Einen Vorteil gegeniiber anderen Filtern begriindet Canny
damit, dass im Gegensatz zu anderen Gradientenfiltern, die als Ergebnis Grauwertbil-
der liefern, der Canny-Filter Binérbilder erzeugt. Somit kann ein Pixel direkt als Kante
(Wert=1) oder nicht (Wert=0) erkannt werden. Der Algorithmus des Canny-Filters ist
in vier Schritte unterteilt [72]:

1. Glattung: Zur Rauschunterdriickung wird das Bild zunéchst mithilfe eines Gauf-
Filters gegléttet. Dazu wird das Bild A mit dem Filterkern des Gauk-Filters G
gefaltet:

[Nl
[S]<}

Ag(r,y) = Aw+iy+i)-Gi+5+3) (3.2)

Ag ist dabei das gefilterte Bild, wobei x und y die Koordinaten des zu filternden
Pixels sind. p und ¢ definieren die Gréfse des Filterkerns. Je mehr Dimensionen
der Kern besitzt, desto mehr Pixel um den zu filternden Pixel werden mit in
die Berechnung einbezogen. Die Eintrige des Filterkerns werden mithilfe der
Gaufs-Funktion berechnet:

,l(m—u)Q
exp 2\ 2

Gy = (3.3)

oV 22w

u bezeichnet den Erwartungswert und somit das Maximum der Funktion, wih-
rend o die Standardabweichung angibt. Kleinere o-Werte fiihren zu schneller
abfallenden Funktionen. Elemente im Zentrum des Filterkerns werden demnach
stirker gewichtet als jene am Rand. In der vorliegenden Arbeit wurde o = 1

gewahlt.

2. Kantendetektion: Anschliefend wird der Sobel-Operator H, bzw. H, mit dem
geglitteten Bild Ag gefaltet, um den horizontalen und vertikalen Helligkeitsgra-
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dienten D, bzw. D, des Bildes Ag an jedem Bildpunkt zu bestimmen:

Dy = Ag * Hy baw. Dy = Ag + H, (3.4)
-1 0 1 -1 -2 -1

H,=1|-2 0 2| bzw. H,= [0 0 0 (3.5)
-1 0 1 1 2 1

Ebenso wie der Gauk-Filter wirkt der Sobel-Operator nur auf den zentralen Pixel
des Operators. Der Helligkeitsgradient dieses Pixels wird iiber die Faltung mit
den umgebenden Pixel bestimmt. Aus den Gradienten wird dann die Kanten-
starke sowie die Kantenrichtung in jedem Pixel ermittelt. Das erhaltene Kanten-
und Richtungsbild dient als Basis fiir den néchsten Schritt.

3. Entfernung von Nicht-Maxima: Zur Lokalisation der Kanten wird die Kanten-
breite auf einen Pixel reduziert. Dazu werden bei einer Kante, die mehr als einen
Pixel Breite aufweist, nur die Pixel als Kante beibehalten, die ein Maxima im

Betrag des Gradienten aufweisen. Die iibrigen Pixel werden auf 0 gesetzt.

4. Hysterese-Schwellwert Verfahren: Im letzten Schritt werden die Kantenpixel an-
hand ihrer Grauwerte bewertet. Dazu wird ein sogenanntens Hysterese-Verfahren
angewandt, bei welchem zwei Schwellenwerte S; und Sy (S; < S2) definiert wer-
den. Ist der Grauwert eines Pixel kleiner als S, wird er 0 gesetzt. Ein Pixel
mit einem Grauwert tiber S9 wird hingegen gleich 1 gesetzt und somit als Kante
definiert. Fiir Pixel, deren Grauwert zwischen den Schwellwerten liegt, gilt ei-
ne besondere Reglung: Pixel, bei denen in Gradientenrichtung mindestens ein
Nachbarpixel eine Kante aufweist, werden ebenfalls mit 1 markiert. Liegt in der
Nachbarschaft kein weiterer Kantenpixel vor, wird der betrachtete Pixel 0 ge-

setzt. Das Ergebnis ist somit ein bindres Kantenbild.

3.2.2.3 Spharo-zylindrischer Fit

Angesichts der nicht hinreichend bekannten optischen, mechanischen und geometri-
schen Eigenschaften des OCT-Systems und der Hornhautspendergewebe wurde zur
Kalibrierung des Fits eines sphéiro-zylindrischen Flichenmodells, welcher nach der
Bildvorverarbeitung jeweils fiir die Vorder- und Riickfliche durchgefithrt wird, zu-

néichst ein Polymethylmethacrylat (PMMA)- Phantom in Form einer Hornhaut mit
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definierter sphérischer Vorder- und Riickfliche vermessen (ausfiihrliche Beschreibung
in Abschnitt 3.3.1). Anschliefend wurde die Bildvorverarbeitung aus Abschnitt 3.2.2.1
und der im folgenden genauer erlduterte sphéro-zylindrische Fit fiir die Vorder- und
Riickfliche des Phantoms durchgefiihrt. Die darin enthaltenen Fitparameter (tol Fun,
Bedingungen zur Entfernung von Ausreiffern) wurden iterativ variiert, um die Fit-
ergebnisse den Herstellerangaben des Phantoms anzugleichen. Die somit optimierten
Fitparameter wurden im Anschluss fiir die Auswertung von Hornhautspendergewebe
genutzt.

Nach der Kalibrierung durch das PMMA-Phantom und der Bildvorverarbeitung wur-
den an die Vorder- und Riickfliche der Hornhautgewebe je ein sphéro-zylindrisches
Flachenmodell angenéhert. Dabei wurde zunéchst durch eine ROI der Fitbereich auf
den Innendurchmesser des Halters (& ~ 9mm) begrenzt. Alle Datenpunkte, die au-
ferhalb liegen, wurden aus dem Datensatz entfernt. Damit die anschlielsende Model-
lanpassung unabhéngig von der Position der Spenderhornhaut in der Zellkulturflasche
geschieht, miissen die Verschiebung des Apex der Spenderhornhaut vom Nullpunkt des
Koordinatensystems im Raum (x,y0,20) und die Verkippung der Hornhaut in allen
drei Drehwinkel im Raum («,3,7) beriicksichtigt werden. Deshalb werden die Daten
der beiden Flichen einzeln mit einer um eine Translation und Rotation versehenen

sphéro-zylindrischen Funktion der folgenden Form gefittet:

m/2 y/2
R, ' R,
z = L — 2 (3.6)
$/2 y/z

Darin bezeichnen R, und R, die Kriimmungsradien und z’,3 und z die um die Trans-
lation und Rotation korrigierten Ortskoordinaten. zp bezeichnet die z-Position des
Apex. Diese Koordinaten werden durch die Matrixmultiplikation der Translationsma-
trix, deren Eintrdge aus der Differenz der urspriinglichen Koordinanten « und y und
der Apexpositionen xg und yo bestehen, mit den Rotationsmatrizen fiir die Drehungen

um die z-Achse R, ., die y-Achse R4, und die x-Achse R, berechnet:

[:p’ y’} = [3: —x0 Yy —1yo| " Rrot (3.7)
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Dabei gilt:
Rrot = Ryotz - Rroty - Rrot,- (3.8)
cos(a) —sin(a) 0 cos(B) 0 sin(p) 1 0 0
= |sin(a) cos(a) Of - 0 1 0 10 cos(y) —sin(y)
0 0 1 —sin(B) 0 cos(B) 0 sin(y) cos(y)
(3.9)

Insgesamt gibt es bei dieser Funktion acht Parameter bzw. Freiheitsgrade, die bestimmt
werden miissen: R, Ry, a, 3, 7, To, Yo, z0. Um ein besseres Ergebnis zu erzielen, wird
der Fit iterativ in drei Schritten fiir einen gegebenen Satz von Anfangsparametern mit
der nichtlinearen Methode der kleinsten Quadrate nach dem Trust-Region Verfahren
durchgefiihrt. Die Anfangsparameter fiir einen der Fitparameter umfassen dabei den
oberen und unteren Grenzwert sowie den Startwert fiir die jeweilige Grofe. Bei der Me-
thode der kleinsten Quadrate werden die Fitkoeffizienten so gew#hlt, dass die Summe
der quadrierten Differenz zwischen der angepassten Fitfunktion und den Datenpunk-
ten minimal ist [6].

Zunichst wird der in Abbildung 3.12b dargestellte Ablauf fiir die Riickfliche der Spen-
derhornhaut durchgefiihrt. Im ersten Iterationsschritt werden die Kriimmungsradien
auf das Normalauge nach Liou & Brennan [38] gesetzt und der Freiheitsgrad fiir die
z-Translation zg freigegeben. Der Fit wird beendet, wenn die Funktionswerte der Mo-
delfunktion sich von einem Iterationsschritt zum nichsten nicht mehr als 10~ %mm
andern. Diese Bedingung wird als tol F'un bezeichnet. Nachdem der Fit durch die Kon-
vergenz der Modelparameter beendet wurde, werden alle Datenpunkte entfernt, deren
Residuum grofer als 1.5-RMSE des Fits sind. RM SE bezeichnet hier den Root-Mean-
Square Error. Im zweiten Schritt werden zuséitzlich die x- und y-Translation sowie die
Rotation um alle drei Raumachsen freigegeben. Ein Abbruch nach tolFun = 1076
fithrt wieder zum Entfernen weiterer Ausreifser (Residuum > 1.6 - RMSE des Fits). Im
letzten Iterationsschritt werden nun auch die Kriimmungsradien zum Fit freigegeben.
In einer while-Schleife wird der Fit so oft durchgefiihrt, bis er entweder konvergiert

oder die Anderung der Fitfunktion kleiner als tol Fun ist.
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Abbildung 3.12: Ablaufalgorithmen der Fits in Matlab

Die Startwerte fiir die Parameter ergeben sich jeweils aus dem vorherigen Iterations-
schritt. Zusétzlich wird der Datensatz nach jedem Schritt der while-Schleife um die
Datenpunkte reduziert, deren Residuum im oberen oder unteren 1.25% Bereich aller
Werte liegen. Nachdem die Anpassung an die Riickfliche beendet ist, wird im néchsten
Schritt derselbe Ablauf bei der Vorderfliche der Hornhaut angewandt (Abb. 3.12a).

Die im OCT-Bild dargestellte vordere Oberfliche der Hornhaut ist jedoch durch opti-
sche Effekte verzerrt. In Abbildung 3.13 ist der Strahlverlauf in einem Schnitt der Horn-
haut dargestellt. Der Lichtstrahl durchdringt im vorliegenden Fall zuerst die Wand der
Zellkulturflasche. Da die planparallelen Flaschenwinde durch die auf die Kinnstiitze
aufgeschraubte Halterung nahezu senkrecht vom Lichtstrahl getroffen werden, wird
die Brechung an dieser Stelle vernachlissigt. Die nachfolgende Betrachtung bezieht
sich somit nur auf den Strahlverlauf innerhalb der Flasche. Nach der Flaschenwand
passiert der Lichtstrahl die Riickfliche der Hornhaut und wird in Punkt A beim Uber-
gang vom Kulturmedium in die Hornhaut gebrochen. Im Objektpunkt O schneidet der
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Strahl die Vorderflache, sodass das Licht eine Distanz von AO in der Hornhaut zu-
riicklegt. Das OCT setzt den Bildpunkt I zwar in einen Abstand, welcher der Strecke
AO multipliziert mit dem Brechungsindex n der Hornhaut entspricht. Jedoch befindet
sich der Bildpunkt I des Objektpunktes O nicht auf dem gebrochenen Strahl AO,
sondern entlang des Strahls AI. Der Strahl Al verlduft so, als wiirde das Licht nicht
an der Hornhaut gebrochen werden und folgt demnach dem Strahlverlauf des Lich-
tes vor dem Eintritt in die Hornhaut. Der Strahl Al wird deshalb im Folgenden als
Eingangsstrahl bezeichnet. Das OCT bestimmt also einen Punkt der Vorderfliche O
mithilfe des gebrochenen Strahls, setzt diesen im Bild aber entlang des Eingangstrahls
[58]. Dies kann in der Bestimmung der Vorderfliche in der beschriebenen Fitmethode
durch ein Raytracing beriicksichtigt werden. Dabei wird zunéchst der Normalenvektor
an jedem Punkt der Riickfliche nach der in Meyer et. al. beschriebenen Vorgehens-
weise berechnet [43]. Anschliefend wird iiber diesen Normalenvektor an jedem Punkt
der Richtungsvektor des gebrochenen Strahls berechnet. Im néchsten Schritt wird der
Abstand zwischen der Riickfliche und der zuvor ohne Raytracing bestimmten Vorder-
flache entlang der z-Richtung, welcher der Richtung des Eingangsstrahls entspricht,
bestimmt. Um nun die korrigierte Vorderfliche zu erhalten, wird von jedem Punkt
der Riickfliche der jeweilige Abstand entlang des Richtungsvektors des gebrochenen
Strahls gegangen. Somit erhélt man aus der Riickfliche die um das Raytracing kor-
rigierte Vorderflache. Die erhaltenen Datenpunkte der neuen Vorderfliche werden im

Anschluss fiir den iterativen Fit des sphiro-zylindrischen Flichenmodells genutzt.

Hornhaut

Licht

Abbildung 3.13: Schematische Darstellung des Strahlverlaufs beim Raytracing: Punkte der Horn-
haut, die sich entlang der Linie AO befinden, werden im Bild vom OCT entlang der gestrichelten
Linie A dargestellt
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Die beiden Flachenmodellen fiir Vorder- und Riickfliche dienen als Grundlage fiir die
Bestimmung der Kriimmungsradien R, der Flachenbrechwerte F' sowie der Keratome-
terwerte K der Hornhaut. Der Flachenbrechwert ist fiir eine sphérische Fliache definiert

als ,
n —n

R 7
wobei n/ der Brechungsindex des Mediums hinter und n des Mediums vor der Fli-
che sind. R bezeichnet auch hier den Radius der Fliche [18]. Der Keratometerwert

K wird als der Brechwert der Hornhaut bezeichnet, der aufgrund des geringen Bei-

F:

(3.10)

trags der Hornhautriickflache zur Gesamtbrechkraft des Auges nur basierend auf den
Hornhautradien der Vorderfliche bestimmt wird. Unter der Annahme eines konstanten
Verhéltnisses der Vorder- und Rickflichenradien (82.2%) und der Vereinfachung, dass
die Hornhaut nur eine brechende Fliche darstellt, kann mithilfe eines fiktiven Bre-
chungsindex der Hornhaut, dem Keratometerindex ng, die Brechkraft der Hornhaut
iber den Kriimmungsradius der Vorderfliche R bestimmt werden [9]:

_ng—1

K=~ (3.11)

Sowohl fiir die Vorder- als auch die Riickfliche der Hornhaut wurden die flachen und
steilen Komponenten von R, F und K ausgegeben, wobei die flache und die steile
Komponente senkrecht zueinander angeordnet sind. Die entsprechenden Formeln sind
in Tabelle 3.2 zusammengetragen. Fiir die Berechnung werden die Brechungsindizes
nach dem Gullstand Augenmodell (ncormea = 1.376, MKammerwasser = 1.336) und der

Javal-Keratometerindex (njava; = 1.3375) verwendet.

Tabelle 3.2: Gleichungen zur Berechnung des Kriimmungsradius, Keratometer- und Flichen-
brechwert

Flache Flache Achse Steile Achse
Kriimmungsradius Beide R; = max(R;, Ry) Ry = min(R,, Ry)
(mm)
. _ (1.376—1)-1000 _ (1.376—1)-1000
Flachenbrechwert (dpt)\/orderﬂache Fy= Rf7 Es Rs7
Riickfliche  Fy = (1.336—;:; 6)-1000 F, — (1.336—11%3 6)-1000
Keratometerwert Vorderfliche K; = w K, = w

(dpt)

R,y Kriimmungsradius in x- und y-Richtung in mm; R, s: Steiler/flacher Kriimmungsradius in mm;
K, ¢: Steiler /flacher Keratometerwert in Dioptrien; F ;: Steiler/flacher Flichenbrechwert in Dioptrien
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Die zentrale Hornhautdicke ist der Abstand zwischen der Vorder- und Riickfliche der
Hornhaut senkrecht zur Vorderfliche an der Stelle ' = ¢y = 0. Zusitzlich wurde
ein Dickenprofil der gesamten Hornhaut erzeugt, indem der Abstand zwischen der
Vorder- und Riickfliche senkrecht zur Vorderfliche an bestimmten Rasterpunkten der

Hornhaut ausgewertet wurde.

3.2.2.4 Fit durch Zernike-Polynome

Neben dem sphéro-zylindrischen Flachenmodell kénnen die charakteristischen Grofen
einer Hornhaut auch durch Zernike-Polynome aus den Daten der Vorder- und Riickfla-
che bestimmt werden. Diese sind ein Satz orthogonaler Polynome, die normalerweise
zur mathematischen Beschreibung einer optischen Wellenfront und deren Aberrationen
auf einem Einheitskreis genutzt werden. Eine beliebige Oberfliche O(r,#) in Polarko-
ordinaten kann durch eine Reihe von Zernike-Polynomen Z auf einem FEinheitskreis

beschrieben werden:

Zcbzb r,0) (3.12)

Dabei bezeichnet r den normierten Radius (0 < r < 1), 6 den Azimutwinkel und C

die sogenannten Zernike-Koeffizienten. Fiir die Zernike-Polynome Z gilt:

sin(bd) b<0
Z3(r,0) = Ry o) (3.13)
cos(bf) b>0

Der Grad des Polynoms a durchléuft die nicht-negativen ganzen Zahlen und fiir b gilt:

—a,—a+2,...,a — 2,a. Die enthaltenen Radialpolynome R, sind definiert als:

(a—b)/2

(~1)!(a 1) .
oly, IZ: % a+b) — l]'[ (a— b) _l] r 21 (314)

Sie werden mithilfe der folgenden Normalisierungkonstante zu R=% (1) = 1 normiert:

poly,a

1
2(a+1)\2
_ 1
Npoly, < 1+ 6o ) (3 5)

Dabei ist 059 das Kronecker Delta (9 = 0 fiir b # 0) [34, 52].
Um die Oberfliche O durch Gleichung (3.12) darzustellen, werden zunéchst die Zernike-
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Polynome bis zu einem Grad a berechnet. Anschliefsend miissen die Zernike-Koeffizienten
C' so bestimmt werden, dass Gleichung (3.12) erfiillt ist. Dabei handelt es sich um ein li-
neares Gleichungssystem, welches mit Matlab sukzessive mit der Methode der kleinsten
Quadrate gelost werden kann. In dieser werden die Zernike-Koeffizienten so gewéhlt,
dass die Summe der quadrierten Differenz zwischen der angepassten Fitfunktion und
den Datenpunkten minimal ist [6]. Allerdings muss beachtet werden, dass nur fiir einen
kontinuierlichen Datensatz auf dem Einheitskreis die Orthornomalitidt der Polynome
gilt. Somit wére nur in diesem Fall die lineare Unabhéangigkeit der Zernike-Koeffizienten
gegeben. Navarro et. al. zeigten jedoch, dass bei einer hinreichend dichten Datenab-
tastung in guter Niherung die Zernike-Koeffizienten mithilfe der zuvor beschriebenen
Methode bestimmt werden konnen [49]. Aus den berechneten Koeffizienten kann fiir
eine konische Oberflache die Achse des Astigmatismus 6, laut Schwiederling et. al. [64]

mithilfe der folgenden Formel berechnet werden:

6, — Ao 02—2 sin(290) + 022 COS(QHO) <0 (3_16)
0o +90 Cy?sin(20p) + C3 cos(26p) > 0
Dabei gilt:
Oy = 1arctan<02_2> (3.17)
72 c3 '

Bei einem negativen 6, werden stets 180° addiert, damit liegt der Wert stets zwischen
0° und 180°. Die Kriimmungsradien entlang 6y und senkrecht dazu werden als steiler
und flacher Kriimmungsradius Ry und Ry bezeichnet. Sie berechnen sich aus den

Koeffizienten wie folgt:

r2

Re = mazx 3.18
2[2v/3C9 — 6/5CY + v/6(C2 cos(2600) + C5 2 sin(200)) — 3v/10(CF cos(260) + C; 2 sin(26)))] (3.18)

r2

Ry = maz 3.19
4 2[2v/3C9 — 6/5C9 — V/6(C2 cos(260) + C; %sin 260)) 4+ 3v10(C?2 cos(26p) + C72sin 2609 ( )
2 4 2 2 4 4

Dabei bezeichnet 7,4, den Radius, auf dem die Oberflaiche definiert ist. Dieser ist
durch die Normierung meist etwas kleiner als der Einheitskreis. Uber die Kriimmungs-
radien konnen mithilfe der Formeln in Tabelle 3.2 die Keratometerwerte K und Fli-
chenbrechwerte F fiir die steile und flache Achse bestimmt werden. Die Differenz der

Keratometerwerte der beiden Achse liefert den Zylinder bzw. den Astigmatimus Cyl
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der Fliche:
Cyl = Ky — K, (3.20)

Die Darstellung erfolgt in Minuszylinderschreibweise.

Die beschriebene Vorgehensweise wurde sowohl fiir die Vorderfliche als auch fir die
Riickfliche der Hornhaut angewandt. Das Raytracing zur Berechnung der Datenpunk-
te der Vorderfliche aus der Riickfliche wurde dabei wie beim sphéiro-zylindrischen
Flachenfit beriicksichtigt. Abschliefsend wurde auch hier die zentrale Hornhautdicke
aus dem Abstand der Vorder- und Riickfliche am Apex bestimmt.

3.3 Statistische und systematische Messunsicherheiten

3.3.1 Messungen an einem Phantom

Vor der Auswertung von Hornhautspendergewebe erfolgte eine Kalibrierung des Algo-
rithmus aus Abschnitt 3.2.2. Zu diesem Zweck kann kein Hornhautgewebe verwendet
werden, da die realen Parameter wie Kriimmungsradius und Dicke nicht bekannt sind.
Deshalb wurde ein Polymethylmethacrylat (PMMA)- Phantom in Form einer Horn-
haut mit sphérischer Vorder- und Riickfliche (Abb. 3.14a) hergestellt (Galifa Con-
tactlinsen AG, St. Gallen, Schweiz). Die Fertigung eines Phantoms mit unterschiedli-
chen Kriimmungsradien fiir senkrecht zueinander stehenden Achslagen war aufgrund
des spanenden Herstellungsverfahrens nicht mdéglich. Das Phantom wurde mit dem
Vorderabschnitts-OCT Casia 2, wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, vermessen. Es
wurde dazu wie die Spenderhornhdute auf dem Halter (Abb. 3.1b) platziert und in
ein Zellkulturflischen mit Kulturmedium eingebracht. Abbildung 3.14b zeigt das zen-
trale Schnittbild des Volumendatensatzes fiir das Phantom. Dieser Datensatz wurde
anschlieiend mit dem erstellten Datenanalyse-Verfahren aus Abschnitt 3.2.2 ausgewer-
tet. Der abweichende Brechungsindex des PMMA (npyvaya = 1.4820 [4]) wurde dabei
beriicksichtigt.
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Abbildung 3.14: (a) Technische Zeichnung des PMMA-Phantoms (b) Zentrales Schnittbild aus
dem Volumendatensatz des PMMA-Phantoms (nach [41])

3.3.2 Unterschiede zwischen den Ergebnissen verschiedener Fit-Modelle

Nachdem der Algorithmus validiert wurde, sollte mithilfe einer nach festen Vorgaben
simulierten Fliche liberpriift werden, ob der sphéro-zylindrische Flachenfit oder der
Fit mit Zernike-Polynomen die genaueren Ergebnisse liefert. Dazu wurden verschiedene

Fille betrachtet, die im folgenden vorgestellt werden sollen.

Simulation

Zernike-Flachen Zunichst wurde durch die umgekehrte Reihenfolge der Fitschritte
in Abschnitt 3.2.2.4 eine Fliche entsprechend den Zernike-Polynomen erzeugt. Der fla-
che und steile Kriimmungsradius Ry und R,, die Winkellage der steilen Achse a sowie
der Winkel der Verkippung 8 und dessen Lage v wurden der Fliche vorgegeben. Da der
Apex einer realen Spenderhornhaut durch die Lage in der Kulturflasche immer etwas
vom Koordinatenursprung abweicht, wurde der Apex der simulierten Flache zusétzlich
auf die Koordinaten (xg, yo, 20) vom Ursprung verschoben. Anschliefend wurde der in

Abschnitt 3.2.2.4 beschriebene Fit durch Zernike-Polynome auf diese Fliche angewen-
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det. Da die Dezentrierung der Fliche durch Zernike-Polynome nicht zu beschreiben
ist, wurde dieser Fit nur zur Vollstdndigkeit durchgefiihrt.

Um genauere Ergebnisse zu erhalten, musste die Flache vor dem Fit zentriert werden.
Eine Moglichkeit, die bereits von Jong et. al. beschrieben wurde, ist die Position des
Punktes mit minimalen Hohendaten P, als Zentrum zu nutzen [25]. Die Koordi-
naten von P,,;, konnen vor dem Fit iiber eine Minimumfunktion bestimmt werden.
Die korrigierte Flache ergibt sich aus der urspriinglich verschobenen Fliche, indem die
Position von Py, von jedem Datenpunkt subtrahiert wird.

Eine andere Methode zur Zentrierung der Fléche ist der Fit durch eine Kugel. Da-
bei wird zunéchst der Mittelpunkt der Kugel bestimmt, welche die Fliche am besten
beschreibt. Danach wird die Flache durch eine Ebene angenéhert und ein Lot vom
Kugelmittelpunkt mithilfe des Normalenvektors der Ebene auf die Kugel gefillt. Der
Schnittpunkt des Lots mit der Kugel bezeichnet das Zentrum bzw. den Apex der Fli-
che. Auch hier ergibt sich die korrigierte Flache durch Subtraktion des Schnittpunktes
von den urspriinglichen Datenpunkten. Beide Zentierungsmethoden sind in Abbildung
3.15 schematisch dargestellt.

Kreismittelpunkt

A\, Ebene

N -~ Kreis
Zernike- X

Pmin
Flache

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung der Zentrierung einer simulierten Zernike-Flache mithilfe
einer Kugel oder durch das Minimum von z (Ppin)

Sphiéro-zylindrische Flichen Nach der Simulation durch Zernike-Polynome wurde
eine sphéro-zylindrische Fliache nach dem Modell in Gleichung 3.6 erzeugt. Auch hier
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wurden die Kriimmungsradien Ry, R, die Winkel «,d und € und die Verschiebung
des Ursprungs (zo, yo, 20) vorgegeben. Dabei bezeichnet o die Winkellage der steilen
Achse und die Winkel § und € die Verkippung in x- bzw. y-Richtung.

Im ersten Schritt wurde auch bei diesem Flichenmodell der Zernike-Fit aus Abschnitt
3.2.2.4 durchgefiihrt. Zur Zentrierung wurde der zuvor beschriebene Fit durch eine
Kugel benutzt.

Anschliefsend wurde ein sphéro-zylindrischer Fit nach Abschnitt 3.2.2.3 an die simu-

lierte Fliche angepasst.

Verrauschte Flichen Im néchsten Schritt wurden die idealen Flachen durch ver-
rauschte Flichen ersetzt. Die Vorder- und Riickflichen der Hornhaut werden aus Grau-
wertschnittbilder gewonnen, deren Bildqualitdt durch Bildrauschen herabgesetzt ist.
Die Ursachen fiir dieses Bildrauschen sind verschieden: thermisches Rauschen, Pho-
tonenrauschen, Ausleserauschen, Quantisierungsrauschen, Inhomogenitiaten im CCD-
Chip [20]. Zwar sind meist mehrere Rauschquellen mit verschiedenen mathematischen
Wahrscheinlichkeitsverteilungen in komplexen Messsystem beteiligt, jedoch resultiert
die Kombination der Verteilungen aufgrund des zentralen Grenzwertsatzes der Sta-
tistik in einer Normalverteilung. Das Rauschen wurde deshalb durch das Generieren
von pseudo-Zufallszahlen aus einer Normalverteilung gewonnen. Zur Uberlagerung der
Fliache mit dem Rauschen wurde eine Matrix aus diesen Zufallszahlen erstellt, deren
Dimension mit jener der z Koordinaten der Flache tibereinstimmten und deren Eintra-
ge unkorreliert waren. Dabei wurden sowohl Flédchen mit Zernike-Polynomen als auch
mithilfe des sphiro-zylindrischen Flachenmodels vorgegeben. Anschliefend wurden an

die jeweiligen Flichen wieder ihre dazugehorigen Fitmodelle angepasst.

Hornhaut

Geméf den simulierten Flachen wurde 117 Hornhdute sowohl mit dem sphéro-
zylindrischen Fit als auch mit dem Fit durch Zernike-Polynome mit einer Kugel zur

Zentrierung ausgewertet.
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3.3.3 Unterschiede zwischen den Ergebnissen verschiedener
Messsysteme

Wie bereits im Abschnitt 3.1.2 beschrieben, wurden fiir die Vermessung der Horn-
hautspendergewebe verschiedene OCT-Systeme verwendet. Da diese Messsysteme un-
terschiedliche Spezifikationen besitzen (vgl. Tabelle 3.1) und somit méglicherweise ver-
schiedene Messergebnisse beziiglich der Genauigkeit der Darstellung der Hornhaut lie-
fern, sollen im folgenden die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Messsysteme

untersucht werden.

Vergleich Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und Spectral Domain OCT Revo Nx

Fiir den Vergleich der Messungen mit dem Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und dem
Spectral Domain OCT Revo Nx wurden drei Spenderhornhfute mit beiden Geréten
vermessen. Dazu wurden die in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Rasterscans durchge-
fiihrt. Das Revo Nx bietet aufferdem noch die Mdoglichkeit, den C-Gate Modus zwischen
dem oberen Bereich des Aufnahmebildes und dem unteren Teil zu wéihlen. Die Aus-
wahl zwischen dem C-Gate Modus ,,up” und ,down* kann verwendet werden, um bei
Patientenmessungen den Fokuspunkt des Lasers zu variieren. Damit kann beispiels-
weise der Kontrast in der Aderhaut oder im Glaskérper verbessern werden. Im Fall
der Vermessung von Hornhautspendergewebe kann bei feststehender Position der Kul-
turflasche der Fokus innerhalb der Flasche verdndert werden. Fiir den vorliegenden
Vergleich wurde die Hornhaut mit beiden Modi vermessen, sodass bei der Vermessung
mit dem Revo Nx von jeder Hornhaut zwei Aufnahmen gemacht wurden. Anschlie-
fend wurden die Rohdaten exportiert. Das Casia 2 ermoglicht das Exportieren der
gesamten Volumendaten als Stapel von Grauwertschnittbildern. Im Gegensatz dazu
bietet das Revo Nx fiir den 3D Weitwinkel-Scan nur einen Export der Bilddateien der
einzelnen Schnittbilder des Scans oder die vom Gerdt bestimmte Position der Vorder-
und Riickflache der Spenderhornhéute fiir jedes Schnittbild an. Zur Lagebestimmung
der Flachen werden im Geréat fiir jedes Schnittbild die Wendepunkte der Helligkeitsver-
teilung entlang der z-Richtung fiir eine Pixelspalte vom oberen zum unteren Bildrand
berechnet. Die Pixelzeile des ersten Wendepunkts entspricht der Position der Riick-
fliche, wihrend die Zeile des zweiten Wendepunkts der Vorderfliche zugeordnet wird.
Die Lagen der Vorder- und Riickfliche wurden dann als Rohdaten fiir die Auswertung

der Spendergewebe verwendet. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass der Strahl
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des Revo Nx aufgrund der entozentrischen Adapterlinse eine Divergenz aufweist (siehe
Abschnitt 3.1.2) und die zwei Messungen mit unterschiedlichem C-Gate Modus ent-
sprechend dem Abstand des Fokuspunktes zur Adapterlinse korrigiert werden miissen.
Anhand eines Priifkérpers definierter Grofe, bei dem es sich in diesem Fall um eine
runde Milchglasscheibe handelte, wurde versucht iiber je eine Messungen an beiden
Positionen jeweils ein Korrekturfaktor fiir die Grofse zu berechnen. Dazu wurde der
Durchmesser der Scheibe an beiden Positionen mit der Gerétesoftware vermessen und
anschlieffend mit dem zuvor mit einer Schiebelehre ermittelten Durchmesser vergli-
chen. Der Quotient ergibt den Korrekturfaktor. Nach dem Exportieren der Rohdaten
in Form der Lage der Vorder- und Riickfliche erfolgte die Korrektur dieser Daten
mithilfe des ermittelten Korrekturfaktors. Anschliefsend wurden die Rohdaten beider
Geréte beziiglich der steilen und flachen Kriimmungsradien der Vorder- und Riickfla-
che ausgewertet. Zusétzlich wurde der RMSE-Wert fiir den Vorder- und Riickflichenfit
angegeben, um die Anpassungsgiite des jeweiligen Fits zu bestimmen. Der RMSE-Wert

(Root-mean-squared error) berechnet sich als die Wurzel der mittleren Fehlerquadrate:

m AT
RJMSE:\/Z:i:l(Zl’Zz> (3.21)
m

Dabei bezeichnet z; den gemessen z-Wert und z, den vom Fit erwarteten z-Wert.
m spiegelt die Anzahl der Messpunkte wieder [63]. Der RMSE-Wert berechnet sich
somit nur iiber die Differenz der Funktionswerte in z-Richtung bei festen x- und y-

Komponenten.

Vergleich verschiedener Messtechniken am Revo Nx und Casia 2

Neben den Messungen fiir den Vergleich der Messgerdte wurden weitere Messung mit
dem Revo Nx und dem Casia 2 durchgefiihrt, um den Einfluss von Raumbeleuchtung
und Medium, in welchem sich die Probe befand, zu untersuchen. Dazu wurden eine
Spenderhornhaut mit dem anterioren 3D Weitwinkel-Scan beim Revo Nx und dem
Rasterscan beim Casia 2 bei verschiedenen Bedingungen vermessen und die Bilddatei-
en exportiert.

Zur objektiven Auswertung wurden je ein Schnittbild der Hornhautmessungen in Was-
ser, Luft und Kulturmedium in Matlab eingelesen und der mittlere Helligkeitswert und
dessen Standardabweichung in definierten Bereichen in der Hornhaut und im Wasser,
Luft bzw. Kulturmedium im Schnittbild bestimmt (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: Schnittbild einer Spenderhornhaut aufgenommen mit dem Spectral Domain OCT
Revo Nx im Kulturmedium mit farbig markierten Bereichen zur Auswertung der Helligkeit

Dies diente dazu, zunéchst den grundsitzlichen Helligkeitsunterschied zwischen der
Hornhaut und dem umgebenden Medium zu untersuchen. Da im Zentrum der Horn-
haut aufgrund des senkrechten Auftreffens des Lichtes starke Reflexionen im Gewebe
auftreten, wurde die Hornhaut in zwei Bereichen untersucht: ein peripheres und ein
zentrales Areal. Beide Bereiche wurden separat betrachtet und berechnet, wobei das im
Folgenden beschriebene Vorgehen fiir beide Areale identisch ist. Anschliefend wurden
aus den Standardabweichungen der Medien sp; und der jeweils enthaltenen Hornhaut

sp die gepoolten Standardabweichungen berechnet:

(mar — 1)s3; + (my — 1)sy
= 22
Spool \/ may +mp — 2 (3 )

Dabei bezeichnet m die Anzahl der Pixel innerhalb des untersuchten Bereichs. Mithilfe
der gepoolten Standardabweichungen kénnen die Effektstdrken aus den mittleren Hel-

ligkeitswerten der Medien pjs und der enthaltenen Hornhaut pg berechnet werden:

B T EM (3.23)
Spool

44



3 Material und Methoden

Die Effektstirken verdeutlichen die Stdrke des Helligkeitsunterschieds zwischen den
Medien und der jeweils darin enthaltenen Hornhaut.

Im néchsten Schritt wurde der Helligkeitsgradient an der Vorder- und Riickfliche der
Hornhaut in den verschiedenen Umgebungsmedien untersucht. Die Hornhautflichen
stellen in der durchgefiihrten Bildverarbeitung das Signal dar, wihrend das Umge-
bungsmedium das Rauschen charakterisiert. Um das Signal bzw. die Flidche im Rau-
schen zu detektieren, nutzen sowohl das Revo Nx als auch der Canny-Gradientenfilter
des entwickelten Algorithmus den Helligkeitsgradienten in z-Richtung. Je steiler der
Gradient, desto einfacher ist es die Fliche und deren Lage zu bestimmen. Zur Berech-
nung des Gradienten wurden die Helligkeitswerte entlang eines Pixels in z-Richtung
aus je einem Schnittbild fiir jedes Umgebungsmedium ermittelt und aufgrund des Rau-
schens dieser Rohdaten zunéchst mit einem Gauk-Filter (o = 8) gegléttet (Abb. 3.17

a)).

a) <104 Bestimmung des Gradienten in Luft
4
T T T T T
Rohdaten
351 Gefilterte Daten I
= 3+ Max. Gradient Vorderflache |
g X Max. Gradient Riickfléche
B 25+
3
o 2
215
] Medium Hornhaut
I
05 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600
b) z-Achse des Hornhautschnittbildes
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400 1.Ableitung der gefilterten Daten |

Max. Gradient Vorderflache
X Max. Gradient Ruckflache
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| | | | |
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z-Achse des Hornhautschnittbildes

1.Ableitung des Helligkeitsprofils

Abbildung 3.17: Bestimmung des Gradienten in Luft: (a) Rohdaten des Helligkeitsprofils in z-
Richtung entlang eines Pixels/Spalte eines Schnittbildes einer Hornhaut im Umgebungsmedium Luft
(blau); Durch einen Gauf-Filter geglattete Daten (rot); Markierungen an Koordinaten des maximalen
Gradienten fiir Vorder- und Riickfliche (gelblila); (b) 1. Ableitung der geglitteten Daten (blau);
Markierungen an Koordinaten des maximalen Gradienten fiir Vorder- und Riickfliche (gelb,lila)
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Die Filtergrofe wurde so gewihlt, dass durch die Filterung die Anteile des Hintergrund-
rauschens minimiert wurden. Gleichzeitig wurden die Helligkeitswerte des Bereichs der
Hornhaut méglichst wenig beeinflusst, sodass im Helligkeitsprofil auch die Uberhéhung
der Helligkeit durch den Brechungsindexunterschied zwischen Hornhaut und Umge-
bungsmedium beim Ein- und Austritt ins Hornhautgewebe beibehalten wird. Nach
der Filterung wurde ein Polynom 5. Ordnung an die Daten angepasst. Die Maxima
der ersten Ableitung des Polynoms liefern die Wendepunkte und somit den Helligkeits-
gradienten der Vorder- und Riickfliche der Hornhaut (Abb. 3.17 b)). In Abbildung 3.17
und 3.18 ist das Vorgehen fiir die Medien Luft und Wasser dargestellt.
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Abbildung 3.18: Bestimmung des Gradienten in Wasser: (a)Rohdaten des Helligkeitsprofils in
z-Richtung entlang eines Pixels/Spalte eines Schnittbildes einer Hornhaut im Umgebungsmedium
Wasser (blau); Durch einen Gaufk-Filter geglittete Daten (rot); Markierungen an Koordinaten des
maximalen Gradienten fiir Vorder- und Riickfliche (gelb,lila); (b) 1. Ableitung der geglédtteten Da-
ten (blau); Markierungen an Koordinaten des maximalen Gradienten fiir Vorder- und Riickfliche

(gelb,lila)
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Abbildung 3.19 zeigt exemplarisch den Verlauf des Gradienten entlang der Vorderfléche

fiir eine Hornhaut in den drei untersuchten Umgebungsmedien.
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Abbildung 3.19: Helligkeitsgradient entlang der Hornhautvorderflache innerhalb eines Schnittbildes
fiir verschiedenen Umgebungsmedien

Nachdem die Gradienten fiir die drei Umgebungsmedien in jedem Pixel/ jeder Spalte
des Schnittbildes bestimmt wurden, wurde die mittlere Groke des Gradienten und des-
sen Standardabweichung entlang der Vorder- und Riickflache der Hornhaut berechnet.
Im Anschluss wurden wieder die gepoolten Standardabweichungen und die Effektstér-
ken bestimmt. Allerdings geht es diesmal um den Vergleich der Grofe des Gradienten
(Gradientenstérke) in den verschiedenen Medien, sodass es je drei Kombinationen zwi-
schen den Medien fiir Vorder- und Riickfliche zu untersuchen gilt. Um eine mogliche
Verdnderung des Helligkeitsgradienten bei Mittelung iiber mehrere Schnittbilder zu
ermitteln, wurden die Effektstérken bei einer Mittelung iiber vier Schnittbilder in den
drei verschiedenen Medien am Casia 2 berechnet. Am Revo Nx konnte keine Mittelung
durchgefiihrt werden, da zur untersuchten Spenderhornhaut nur eine Messung am Ge-
rit vorlag.

Nach der Untersuchung des Einflusses verschiedener Umgebungsmedien wurden ver-
schiedene Beleuchtung wihrend der Messung an beiden Gerdten getestet. Dazu wurden
wie zuvor die gepoolten Standardabweichungen und Effektstérken fiir den Vergleich

der Helligkeitsgradientenstérken bei verschiedenen Beleuchtungen berechnet.
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3.4 Messungen an Patienten/Probanden

Neben der Charakterisierung von Spenderhornhiuten soll gepriift werden, ob der ent-
wickelte Algorithmus Erkrankungen und Strukturverénderungen, die beispielsweise
durch eine refraktive Chirurgie entstanden sind, darstellen und erkennen kann. Da sol-
che abnormen Spendergewebe aber meist gar nicht erst am Verstorbenen entnommen
werden, mussten zur Uberpriifung hauptsiichlich Patientenmessungen genutzt werden.
In den bisher vorgestellten Ergebnissen wurden Hornhautspenden untersucht, sodass
zundchst gepriift wurde, ob der Algorithmus auch fiir Patienten- bzw. Probanden-
messungen hinreichend genaue Resultate liefert. Anschliekend wurden Patientenmes-
sungen, bei denen eine Erkrankung diagnostiziert wurde, mithilfe des Algorithmus

ausgewertet.

3.4.1 Vergleich der Ergebnisse zweier Analyseverfahren

Fiir die Untersuchung der Unterschiede zwischen der vom Vorderabschnitts-OCT Casia
2 durchgefiihrten Parameterbestimmung der Flachenbrechwerte der Vorder- und Riick-
fliche sowie der zentralen Hornhautdicke und der Algorithmus-gestiitzten Berechnung
wurden drei Augen von zwei gesunde Probanden mit beiden Methoden charakterisiert.

Das Vorgehen ist im Folgenden fiir beide Auswertungen beschrieben.

Auswertung mit Casia 2

Das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 ermdglicht bei Patienten- bzw. Probandenmessun-
gen eine automatische Erkennung der Grenzflichen der Hornhaut beruhend auf den
unterschiedlichen Brechungsindizes von Luft, Hornhaut und Kammerwasser. Zudem
berechnet es direkt die wichtigsten Parameter der Hornhaut wie die Kriimmungsra-
dien und die Hornhautdicke. Dazu platziert der Patient/Proband sein Kinn auf der
Kinnstiitze des Gerétes und es wird der in Abschnitt 3.2.1 beschriebene radiale Corne-
al Map Scan durchgefiihrt. Die Auswertung der erhaltenen 3D-Daten {ibernimmt die
herstellereigene Software des Gerdtes. Abbildung 3.20 zeigt das Messergebnis. Dabei
sind in der linken Tabelle die vom Gerdt ermittelten Parameter der Patienten- bzw.

Probandenhornhaut aufgefiihrt.
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Keratometric
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Abbildung 3.20: Auswertung einer Probandenhornhaut mithilfe des Vorderabschnitts-OCTs Casia
2: Tabelle (links) zeigt vom Gerdt berechnete Parameter der Hornhaut. Keratometric: Keratome-
terwerte der steilen/flachen Achse der Hornhautvorderfliche. Posterior: Flachenbrechwerte der stei-
len/flachen Achse der Hornhautriickfliche. Pachymetry: Hornhautdicke am Apex bzw. der diinnsten
Stelle der Hornhaut

Ein besonderes Augenmerk soll auf den ermittelten Keratometer- und Flachenbrechwer-
ten sowie der Stédrke und Lage des Astigmatismus in den ersten beiden Abschnitten der
Tabellen und der Hornhautdicke im vierten Abschnitt liegen. Im ersten Abschnitt , Ke-
ratometic” zeigt das Gerat die fiir die Patienten- bzw. Probandenhornhaut ermittelten
Keratometerwerte der Vorderfliche und die Stédrke und Lage des Astigmatismus an. Im
zweiten Abschnitt , Posterior werden die Flachenbrechwerte der Riickfliche und eben-
falls der Astigmatimus aufgelistet. Die Keratometer- und Flachenbrechwerte stehen
iiber die in Tabelle 3.2 beschriebenen Gleichungen im Bezug zum Kriimmungsradi-
us R. Die fiir den Vergleich relevante Hornhautdicke findet sich im vierten Abschnitt
y,Pachymetry“ unter dem Stichpunkt ,Apex“. Als Hornhautdicke wird hierbei der Ab-
stand zwischen der Vorder- und Riickflache der Hornhaut senkrecht zur Vorderflache
bezeichnet. Des Weiteren zeigt Abbildung 3.20 das Dickenprofil der gesamten Horn-
haut als farbige Zonen, wobei auch hier der Abstand zwischen Vorder- und Riickfliche

senkrecht zur Vorderfliche bestimmt wurde.
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Auswertung mit dem Programm

Um eine Patienten- bzw. Probandenhornhaut mithilfe des entwickelten Algorithmus
auswerten zu konnen, wurde neben dem bereits fiir Abschnitt 3.4.1 durchgefiihrten
Corneal Map Scan ein Rasterscan entsprechend Abschnitt 3.2.1 durchgefiihrt. Anstatt
der Kulturflasche wurde das Kinn des Patienten/Probanden auf der Kinnstiitze plat-
ziert. Da der Rasterscan ca. 10.75s dauert, muss der Patient/Proband in dieser Zeit-
spanne sein Auge gedffnet und ruhig halten kénnen. Da dies nur gesunden Probanden
zugemutet werden kann, liegen fiir den Vergleich bei diesem Scan nur wenige Daten
vor. Nach der Messung wurden die Rohdaten der beiden Scans wie die einer Spender-
hornhaut vorverarbeitet und anschlieffend sowohl mit dem sphéiro-zylindrischen Mo-
dell als auch mit dem Fit durch Zernike-Polynome ausgewertet. Zum Vergleich wurde

zusitzlich eine Darstellung des Dickenprofils der Hornhaut erzeugt.

3.4.2 ldentifikation von Hornhautpathologien

Zur Uberpriifung, ob der Algorithmus Erkrankungen und Strukturverinderungen dar-
stellen und erkennen kann, wurden im ersten Schritt willkiirlich 29 Patientenakten
mit verschiedenen Erkrankungen aus der Datenbank der Homburger Klinik fiir Au-
genheilkunde herausgesucht, die eine Untersuchung am Vorderabschnitts-OCT Casia
2 erhalten haben. Ausgew#hlt wurden Patienten mit den in Abschnitt 2.1 beschrie-
benen Erkrankungen der Hornhaut. Zusétzlich wurden Patienten, die im Zuge einer
refraktiven Chirurgie eine LASIK zur Fehlsichtigkeitskorrektur erhalten haben, notiert.
In der folgenden Auflistung ist die Haufigkeit der einzelnen Pathologien dargestellt:

e Granuldre Dystrophie: 7

e Gittrige Dystrophie: 1

e Schnydersche Dystrophie: 1

e Keratokonus: 7

e Keratoglobus: 1

e Narben: 2

e Salzmann’sche noduldre Degeneration: 3
e Akanthamdobenkeratitis: 1

e Pelluzide marginale Degeneration: 5

e LASIK: 2
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Um sicher zu stellen, dass nur Pathologien durch den Algorithmus erkannt werden,
wurden die Messungen der drei gesunden Probanden aus Abschnitt 3.4.1 mit in die
Betrachtung einbezogen. Anschliefend wurden die Messungen dieser Patienten bzw.
Probanden pseudonymisiert und auf einen PC mit Zugriffsbeschrankung am Institut
fiir experimentelle Ophthalmologie Homburg/Saar exportiert. Anschliefend wurden
die Messungen in den bestehenden Algorithmus aus Abschnitt 3.2.2 eingelesen. Das
Studienprotokoll zur Auswahl der Patienten wurde durch die Ethikkommission der
Arztekammer des Saarlandes gepriift und genehmigt (Kenn-Nummer: 184/19). Zur
Darstellung und Auswertung wurden mehrere Verfahren genutzt. Zum einen wur-
den die Dickenprofile der Casia 2 Software in den Algorithmus eingelesen und mit
den Daten, die der Algorithmus berechnet hat, verglichen. Zum anderen wurden Pi-
xel, die einen erhohten Helligkeitswert im Vergleich zum umgebenden Helligkeitswert
aufweisen, durch ein Kreuz markiert. Dazu wurde der mittlere Helligkeitswert eines
Schnittbildes mean(s) berechnet. Anschliefend wurden alle peripheren Pixel, deren
Helligkeitswert > 1.48-mean(s) betrégt, mit einem Kreuz markiert. Dieser Grenzwert
wurde iterativ anhand der Auswertung eines gesunden Probanden, bei dem keine Pixel
markiert werden sollten, und eines schwer erkrankten Patienten mit Granuldrer Dys-
trophie, bei dem die in der Casia-Messungen deutlich erkennbaren Bereiche markiert

werden sollten, ermittelt.

3.5 Messungen an Hornhautspenden

Nach der Validierung des Algorithmus durch ein Phantom, der Uberpriifung der Ge-
nauigkeit der Fitmodelle anhand von simulierten und gemessene Daten, der Beurtei-
lung unterschiedlicher Messsysteme und dem Test des Vermdégens des Algorithmus zur
Identifikation von Hornhautpathologien anhand von Patientendaten wurden Messun-

gen nach der entwickelten Methode an Hornhautspenden durchgefiihrt.

3.5.1 Reproduzierbarkeit

Um die Reproduzierbarkeit der durch den Algorithmus bestimmten Parameter der
Hornhautspenden zu ermitteln, wurden zehn Spendergewebe jeweils vier mal mithil-

fe des Rasterscans gemessen. Vor jeder Messung wurde die Zellkulturflasche wieder
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aus dem Halter genommen und anschlieffend neu darin positioniert. Danach wurden
die Messungen sphéro-zylindrisch durch den Algorithmus ausgewertet. Mithilfe der
Software SPSS (International Business Machines Corporation, Version 19.0, Armonk,
USA) wurde dann eine Reliabilitdsstatistik fiir die Kriimmungsradien und die Horn-
hautdicke durchgefiihrt und Cronbachs « fiir jeden dieser Parameter errechnet. Das
Cronbachs « zeigt dabei iiber einen Wert zwischen 0 und 1 die interne Konsistenz zwi-
schen den einzelnen Messergebnissen eines Parameters fiir eine Hornhaut an. Je héher
das Cronbachs «, desto grofer ist die Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen [7].
Fiir klinische Studien muss das Cronbachs « mindestens einen Wert von 0.9 aufweisen,

damit die ermittelten Ergebnisse als zuverlissig und konsistent gelten [5].

3.5.2 Korrektur systematischer Messfehler durch Raytracing

Fiir die Algorithmus-gestiitzte Auswertung von Spenderhornhiuten wird wie in Ab-
schnitt 3.2.2.3 beschrieben ein Raytracing-Verfahren benutzt. Dabei wird der Strahl-
verlauf im Gewebe aufgrund der Brechung an der Riickfliche der Hornhaut korrigiert,
um die Hornhautvorderfliche und -dicke korrekt darstellen und auswerten zu konnen.
Zum Vergleich wurden sieben Spendergewebe sowohl mit als auch ohne Raytracing
ausgewertet. In Abbildung 3.12a wurden dazu das Raytracing und der nachfolgende
Fit der korrigierten Vorderfliche aus der Fitreihenfolge entfernt und direkt nach der
Auswertung der unkorrigierten Vorderflache die Parameter der Spenderhornhaut mit
dem Algorithmus bestimmt. Dabei wurden der flache und steile Kriimmungsradius der
Vorder- und Riickfliche und die Hornhautdicke wie in Abschnitt 3.2.2.3 beschrieben
ermittelt. Zusitzlich wurde zur Bestimmung der Fit-Giite der RMSE-Wert angegeben.

3.5.3 Anwendung der Methode

Mithilfe der entwickelten Methode wurden Messungen an nahezu allen Hornhautspen-
den, die im Klaus Faber Zentrum fiir Hornhauterkrankungen inkl. LIONS Hornhaut-
bank Saar-Lor-Lux Trier/Westpfalz in Homburg/Saar zur Transplantation entnommen
wurden, durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um 579 Spendergewebe, die zwischen dem
28.02.2017 und dem 25.02.2020 in der Hornhautbank lagerten. Die Messungen wur-
den am Vorderabschnitts-OCT Casia 2 mithilfe des Rasterscans durchgefiihrt und

anschlieffend mit dem entwickelten Algorithmus mithilfe des sphéro-zylindrischen Fits
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ausgewertet. Die ermittelten Kriimmungsradien der Vorder- und Riickfliche sowie die
zentrale Hornhautdicke wurden fiir jede Hornhaut mit Auswertedatum und Spender-
nummer in eine Microsoft Excel-Datei iibertragen (Abb. 3.21). Des Weiteren wurden
der aus der Differenz der flachen und steilen Kriimmungsradien berechnete Astigma-
tismus der Vorder- und Riickflache, die nach Tabelle 3.2 ermittelten Flachenbrechwerte
und Keratometerwerte in die Datei {ibernommen. Zuséitzlich finden sich die RMSE-
Werte des Vorder- und Riickflachenfits sowie das Verhéltnis der flachen und steilen
Kriitmmungsradien (V¢ = Bsv/Ryy,Vs = Bsv/R,py) in der exportierten Datei. Die letzte
Spalte zeigt durch das Aufleuchten des Eintrags ,Mdogliche Pathologie* an, dass bei der
untersuchten Hornhaut wie bei den in Abschnitt 3.4.2 untersuchten Erkrankungen eine
erhdhte Anzahl an Pixeln mit erh6htem Helligkeitswert vorliegen. Solche Hornhdute
wurden noch einmal an der Spaltlampe durch einen Ophthalmologen auf eine Pa-
thologie untersucht. Zudem kénnen unter Beriicksichtigung der Standardabweichung
die Spenderhornhiute bestimmt werden, die aukerhalb der Grenzen der zweifachen
bzw. dreifachen Standardabweichungen fiir die Kriimmungsradien und Hornhautdicke
liegen und dadurch pathologisch auffillig erscheinen. Unter der Annahme, dass die
ermittelten Grofken normalverteilt sind, befinden sich im Intervall £2 bzw. +3 Stan-
dardabweichungen um den Mittelwert der Grofe 95.45% bzw. 99.73% der Messwerte.
Das Auftreten von Messwerten auferhalb dieser Grenzen zeigt, dass es sich bei diesem
Messwert um ein Ereignis handelt, dass nur mit einer Wahrscheinlichkeit von 4.54%
bzw. 0.27% auftritt [2]. Eine Spenderhornhaut mit Ergebnissen in diesen Bereichen
erscheint dadurch auffillig, da ihre Ergebnisse stark vom Mittelwert der Verteilung
abweichen. Sie werden in der Excel-Datei farbig markiert und kénnen anschliefsend
durch einen Ophthalmologen auf mogliche Wolbungsanomalien (siehe Abschnitt 2.1)
untersucht werden. Neben der Ausgabe der Excel-Datei wurden ein Video der Schnitt-
bilder mit den eingezeichneten Kreuzen bei erhéhtem Kontrast und ein Dickenprofil

fiir jeden Hornhaut abgespeichert.
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Spender- o«
Datum nummer R_fH/mm R_sH/mm asti_H/mm R_fV/mm R_sV/mm asti_V/mm CCT/um RMSE_H ;c
28.03.2017 2710R 6,6726 6,5555 0,1170 7,6967 7,4647 0,2321 590,4540 10,4779 «
28.03.2017 2715L 6,3396 6,1510 0,1886  7,3036  7,0470 0,2566 542,4890  8,3905 &
05.04.2017 2713L 6,6512 6,6014 0,0498  7,5910  7,3559 0,2351 555,0217  7,6410 é
05.04.2017 2718R 6,7791 6,5509 0,2282 7,7378 7,4866 0,2512 583,5000 9,1100 <
07.04.2017 2714R 6,5486 6,1944 0,3542 7,6950 7,6888 0,0061 607,4124 8,1494 )
03.05.2017 2733R 6,7127 6,6242 0,0885  7,7043  7,6806 0,0237 596,0562  9,7930 {
03.05.2017 2740R 6,8453 6,7122 0,1331 7,5336 7,4899 0,0437 575,8843 11,5178 b1
03.05.2017 2744R 6,7822 6,7791 0,0031 7,5000 7,3518 0,1483 588,4746 21,9891 £
03.05.2017 2745L 6,7053  6,4640 0,2413  7,4933  7,2312 0,2621 586,906  6,5465 i
04.05.2017 2737L 6,3362 6,1130 0,2232 7,6517 7,6469 0,0047 614,9703 8,0273 4‘
09.05.2017 2746L 6,9029 6,4487 0,4542 7,9778 7,2510 0,7268 569,0740 8,6840 ’:
09.05.2017 2749L 6,7641 6,5887 0,1754 7,6993 7,6992 0,0001 610,3409 7,0736 <
09.05.2017 2750L 6,7827 6,7014 0,0812  7,6739  7,5451 0,1289 594,5779 10,4361 P’
09.05.2017 2750R 6,7892 6,6663 0,1229  7,6928  7,6924 0,0005 615,4784 10,9472 ¢
09.05.2017 2754L 6,7350 6,7142 0,0208 7,6311 7,5696 0,0615 556,2628 8,7882 f
23.05.2017 2759R 6,8054 6,6327 0,1727 7,5880 7,5754 0,0126 512,4465 8,2259 &

(a)

RMSE_V Ks/dpt Kf/dpt F_fH/dpt F_sH/dpt F_fVv/dpt F_sV/dpt V_f V_s Patho
0,0271 45,2130 43,8498 -5,9947 -6,1017 48,8519 50,3707 1,1535 1,1387
0,0110 47,8927 46,2100 -6,3095 -6,5030 51,4814 53,3560 1,1521 1,1457
0,0421 45,8815 44,4603 -6,0140 -6,0593 49,5320 51,1154 1,1413 1,1143
1,0191 45,0803 43,6171 -59005 -6,1061 48,5927 50,2228 1,1414 1,1428 Mdgliche Pathologie
11,8346 43,8948 43,8599 -6,1081 -6,4574 48,8631 48,9021 1,1750 1,2413
5,6265 43,9418 43,8069 -59588 -6,0385 48,8041 48,9544 1,1477 1,1595
0,0166 45,0606 44,7991 -58435 -59593 49,9096 50,2009 1,1006 1,1159
4,3931 45,9074 44,9998 -5,8978 -5,9005 50,1331 51,1443 1,1058 1,0845
0,0220 46,6725 45,0400 -5,9655 -6,1881 50,1779 51,9967 1,1175 1,1187
7,6566 44,1353 44,1081 -6,3130 -6,5434 49,1397 49,1699 1,2076 1,2509
0,0650 46,5452 42,3049 -5,7946 -6,2028 47,1308 51,8548 1,1557 1,1244
0,0619 43,8357 43,8354 -59136 -6,0710 48,8359 48,8363 1,1382 1,1685
5,1226 44,7311 43,9800 -5,8974 -5,9689 48,9969 49,8337 1,1314 1,1259
0,3929 43,8746 43,8720 -58917 -6,0003 48,8766 48,8795 1,1331 1,1539
0,3840 44,5862 44,2269 -5,9391 -5,9575 49,2720 49,6723 1,1331 1,1274
3,7205 44,5520 44,4783 -5,8777 -6,0307 49,5521 49,6342 1,1150 1,1421

(b)

Abbildung 3.21: Ausschnitt aus der Excel-Datei mit den Ergebnissen von 16 mit entwickeltem
Algorithmus ausgewerteten Hornhautspendergeweben. Ryp,Rsm: flacher/steiler Kriimmungsradius
der Riickfliche, astip Astigmatismus der Riickfliche, Ryv,Rsv: flacher/steiler Kriimmungsradius
der Vorderfliche, astiy Astigmatismus der Vorderfliche, CCT: zentrale Hornhautdicke, RM SFEy,
RM SEv: Root-Mean-Square Error fiir Riickfliche/Vorderfliche, K, Ky: steiler/flacher Keratometer-
wert, Fyu,Fsp: flacher /steiler Flichenbrechwert der Riickfliche, Fyy, Fsv: flacher/steiler Brechwert
der Vorderfliache, Vy/V;: flaches/steiles Verhiltnis der Kriimmungsradien, Patho: Eintrag zeigt mog-
liche Pathologie an
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4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Statistische und systematische Messunsicherheiten

4.1.1 Messungen an einem Phantom

Zur Validierung des Algorithmus wurde das in Abschnitt 3.3.1 beschriebene PMMA-
Phantom in einer mit Kulturmedium gefiillten Zellkulturflasche vermessen. Abbildung
3.14b) zeigt, dass mithilfe des Vorderabschnitts-OCTs Casia 2 das Phantom darge-
stellt werden kann. Durch das optisch homogene Material des Phantoms werden hier-
bei nur die Kanten scharf dargestellt, wobei das Phantominnere optisch leer erscheint.
Der aufgenommene Datensatz wurde anschliefend mit dem Algorithmus ausgewertet.
Der Fit erfolgte dabei sowohl mit dem sphéro-zylindrischen Flichenmodell als auch
durch Zernike-Polynome. Die Vorderfliche wurde dabei mithilfe des beschriebenen
Raytracings generiert. Aufgrund fehlender optischer, mechanischer und geometrischer
Informationen des Messsystems und der Proben wurde eine Raumtransformation der
Messdaten durch iterative Anpassung der Fitparameter (tol F'un, Bedingung zur Ent-
fernung von Ausreifsern) zur Annéherung der Fitergebnisse an die Herstellerangaben
durchgefiihrt. Die Herstellerangaben und Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 zusammenge-

fasst.

Tabelle 4.1: Herstellerangaben und Fitergebnisse der Vermessung des PMMA-Phantoms in einer
mit Kulturmedium gefiillten Zellkulturflasche

Riickfliche Vorderflache
7 le Dick
Rf R, Rf R, entrale Dicke

Phantom 7.5 8.49 490
Sphéro-zylindrisch 7.46 7.31 8.37 8.15 494
Zernike 747 739 8.44 8.08 496

R, s: Steiler /flacher Kriimmungsradius in mm; Zentrale Dicke in pgm
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4.1.2 Unterschiede zwischen den Ergebnissen verschiedener Fit-Modelle

Simulation

Nach der Validierung des Algorithmus wurden zur Uberpriifung der Fitqualitit Fli-
chen entsprechend dem sphiro-zylindrischen und Zernike-Flachenmodell simuliert und
mit den jeweiligen Fits ausgewertet. Die Tabellen 4.2 und 4.3 zeigen die Ergebnisse. In
diesen sind die absoluten Abweichungen zu den vorgegebenen Parametern der Fliche
fiir jede der durchgefiihrten Arten der Zentrierung aufgelistet. Kein Tabelleneintrag
bedeutet, dass fiir diesen Parameter mit dem Fit kein Ergebnis gewonnen werden
konnte. Es wurden verschiedene Varianten an Vorgaben fiir die Variablen getestet und
anschlieiend die Ergebnisse gemittelt.

Die Simulation und Auswertung von Flichen, die mit einem normalverteilten Rau-
schen iiberlagert wurden, liefern die in Tabelle 4.4 aufgelisteten Ergebnisse. Auch hier

sind die absoluten Abweichungen zur Vorgabe gezeigt.

Tabelle 4.2: Auswertung einer simulierten Zernike-Fléche mit verschiedenen Zentrierungsarten. Vor-
gaben: Ry, Rs: flacher, steiler Kriimmungsradius; a: Winkellage der steilen Achse; §: Winkel der
Verkippung; v: Lage der Verkippung; (o, yo, 20): Koordinaten des Ursprungs. Fehler: Absolute Ab-
weichung zur Vorgabe

Art der Absolute Fehler f

Zentrierung

fRy) f(Rs)  fle) f(B)  f(v)  Fflwo) [flyo) f(20)

[mm] [mm] [rad] [rad] [rad] [mm] |[mm] [mm]

Ohne Zentrierung 0.1 0.1 0 0.02 —-0.25 — — —
Minimum von z 0.1 0.1 0 -0.1 -0.15 -0.52 0.2 —-0.15
Kugel 0.1 0.1 0 0.06 0.1 0.07 0.15 —0.02

Tabelle 4.3: Auswertung einer simulierten sphéro-zylindrischen Fliche mit verschiedenen Fitarten.
Vorgaben: Ry, Rs: flacher, steiler Kriimmungsradius; «: Winkellage der steilen Achse; 6: Verkippung
in x-Richtung; e: Verkippung in y-Richtung; (zo, yo, 20): Koordinaten des Ursprungs. Fehler: Absolute
Abweichung zur Vorgabe

Art des Fits Fehler in %
f(Ry)  f(Rs)  fla)  f(0)  fle) flwo) [flyo) f(20)
[mm|] [mm] [rad] [rad] [rad] [mm] [mm] [mm]
Zernike -0.21 -0.67v 006 046 0.26 0.01 0.51 0.03
Sphéro- zylindrisch 0 0 0 0.03 0 0.03 -0.09 0.03
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4 Ergebnisse

Tabelle 4.4: Auswertung simulierter verrauschter Zernike- und sphéro-zylindrischer Flachen mit
dem dazugehorigen Fit. Vorgaben: Ry, R,: flache, steile Kriimmungsradius; a: Winkellage der steilen
Achse; 8: Winkel der Verkippung; : Lage der Verkippung; 0 Verkippung in x-Richtung; ¢ Verkippung
in y-Richtung; (xo, yo, 20): Koordinaten des Ursprungs; Rauschen: Normalverteilung. Fehler: Absolute
Abweichung zur Vorgabe

Rauschen Fehler in %
f(Ry)  f(Rs)  fle)  f(B) f(v)  [flzo) flyo)  f(20)
[mm| [mm] [rad] [rad] [rad] [mm] [mm] [mm]
Zernike 0.1 0.1 0 0.06 0.1 0.07 0.15 —0.02
f(Ry)  f(Rs)  fle)  f(6)  fle) flzo) [flwo) f(z20)
[mm| [mm] [rad] [rad] [rad] [mm] [mm] [mm]
Sphéro-zylindrisch 0 0 0 0 0 0 -0.1 0
Hornhaut

Im Anschluss an die Simulation wurden 117 Hornhautspendergewebe mit dem sphéro-
zylindrischen Fit und dem Zernike-Fit ausgewertet. Zunichst wurde die Abweichung
der mittleren, steilen Kriimmungsradien fiir die Vorder- und Riickfliche zwischen
den beiden Fitmodellen ermittelt. Sie betrigt sowohl fiir die Riick- und Vorderfla-
che 0.06 mm. Danach wurden mithilfe der Winkellage der steilen Achse o und den
steilen Kriimmungsradien der Vorder- und Riickfliche die Anteile des Radius in x-

und y-Richtung fiir jede Hornhaut und beide Fitmodelle bestimmt:

TR, = Rspg - cosa bzw. zp_,, = Ry - cosa (4.1)

YR,y = Rsm -sina bzw. yr_, = Rsy -sina (4.2)

Dadurch kénnen die Ergebnisse der Fitmodelle verglichen werden, auch wenn die Win-
kellagen der steilen Achsen voneinander abweichen. Anschliefsend wurde fiir jede Horn-
haut die absolute Differenz jeweils zwischen den x- und den y-Komponenten des steilen
Kriimmungsradius beider Fitmodelle bestimmt. Ebenso wurde die absolute Differenz
der zentralen Hornhautdicke der beiden Fitmodelle ermittelt. Die Mittelung iiber alle

Hornh&ute ergibt die in Tabelle 4.5 aufgezeigten Differenzen:
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4 Ergebnisse

Tabelle 4.5: Mittlere Differenz M und Standardabweichung SD der x- und y-Komponenten des
steilen Kriitmmungsradius der Vorder- und Riickfliche in mm und der zentralen Hornhautdicke CCT
in pm zwischen einem sphiro-zylindrischen Fit und einem Fit durch Zernike-Polynome fiir 117 Horn-
hautspendergewebe

Riickflache Vorderflache ccr
M SD M SD M SD

x-Komponente 3.43 4.10 4.01 4.13
y-Komponente 3.23 3.30 4.11 2.69

9.57 9.12

4.1.3 Unterschiede zwischen den Ergebnissen verschiedener
Messsysteme

Vergleich Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und Spectral Domain OCT Revo Nx

Fiir den Vergleich zwischen dem Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und dem Spectral
Domain OCT Revo Nx wurden drei Spenderhornhiute mit beiden Gerdten vermes-
sen. Da durch die Auswahl des C-Gate Modus beim Revo Nx zwischen dem oberen
Bereich des Aufnahmebildes und dem unteren Teil gewihlt werden kann, gibt es bei
diesem Gerit fiir jede Hornhaut zwei Messungen. Nach der Messung erfolgte die Aus-
wertung mit dem in Abschnitt 3.2.2 beschriebenen Algorithmus. In Tabelle 4.6 sind
die Ergebnisse der Kriimmungsradien im steilen und flachen Meridian der Vorder- und
Riickflache sowie der RMSE-Wert fiir den jeweiligen Fit angegeben. In Abbildung 4.1
sind die Rohdaten der Riickfliche (blau) fiir die jeweilige Messung mit den Fitdaten

(rot) exemplarisch fiir eine Spenderhornhaut gegeniibergestellt.
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Tabelle 4.6: Auswertung von drei Spenderhornhiuten nach der Messung mit den Gerédten Revo Nx
und Casia 2

Spender- Riickfliche Vorderfliche RMSE

nummer Ry R, Ry R, Riickfliche Vorderflache

3206R Unten 6.39 6.12 7.24 7.22 58.62 0.21

Oben 6.73 5.98 7.05 7.00 102.79 0.19

Casia 2 6.73 6.60 7.58 7.52 8.77 3.61

3203L Unten 6.95 6.49 7.31 7.28 96.83 0.31

Oben 7.46 6.44 7.46 7.42 149.75 0.18

Casia 2 6.49 6.13 7.30 6.89 13.64 0.24

3218R Unten 6.74 6.69 8.71 7.47 80.56 0.40

Oben 7.55 6.61 8.88 8.04 153.06 0.27

Casia 2 6.67 6.64 7.58 7.56 18.62 0.53

R, s: Steiler /flacher Kriimmungsradius in mm; Unten/Oben: C-Gate Modus der Revo Nx Messung;
RMSE in yum

yeAchse (mm) TR Y s Vel Tt e (mm)

(a) Revo Nx (C-Gate Modus: Unten) (b) Revo Nx (C-Gate Modus: Oben)

(c) Casia 2

Abbildung 4.1: Darstellung der Rohdaten der Riickfliche (blau) und der Fitdaten (rot) fiir das
Spectral Domain OCT Revo Nx ((a) C-Gate Modus: Unten, (b): C-Gate Modus: Oben) und das
Vorderabschnitts-OCT Casia 2 (c) fiir die Spenderhornhaute 3218R
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Vergleich verschiedener Messtechniken am Revo Nx und Casia 2

Nach dem Vergleich der Gerdte wurden Messungen am Revo Nx und Casia 2 durchge-
fiihrt, um die Unterschiede zwischen verschiedenen Messbedingungen zu untersuchen.
Zunichst wurde eine Spenderhornhaut in Wasser, im Kulturmedium und in einer mit
Luft gefiillten Zellkulturflasche vermessen. In den Abbildungen 4.2 und 4.3 sind je-
weils ein Schnittbild pro Messung gegeniibergestellt. Die zunéchst bestimmte mittlere
Grolse des Helligkeitsgradienten und dessen Standardabweichung an der Vorder- und
Riickfliche der Hornhaut in den verschiedenen Umgebungsmedien ist in Tabelle 4.7
dargestellt. Die Tabellen 4.8 und 4.9 zeigen die nach Formel 3.23 ermittelten Effektstar-
ken fiir den Vergleich der Helligkeitsunterschiede und -gradienten in den verschiedenen
Medien fiir ein Schnittbild. Die Ergebnisse der Mittelung iiber vier Schnittbilder sind
in den Tabellen 4.10 und 4.11 zu finden.

(a) Luft (b) Kulturmedium

(c) Wasser

Abbildung 4.2: Schnittbilder der Spenderhornhaut Messungen am Spectral Domain OCT Revo Nx
in unterschiedlichen Medien
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(a) Luft

(b) Kulturmedium

(c) Wasser

Abbildung 4.3: Schnittbilder der Spenderhornhaut Messungen am Vorderabschnitts-OCT Casia2

in unterschiedlichen Medien

Tabelle 4.7: Mittlere Grofe des Helligkeitsgradienten M und dessen Standardabweichung SD in
Grauwert pro Pixel an der Vorder- und Riickfliche der Hornhaut in den verschiedenen Umgebungs-
medien fiir das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und Spectral-Doamin OCT Revo Nx

Mittlere Grofe des Casia 2 Revo Nx
Gradienten fiir ... M SD M SD
. Vorderflache  314.52 66.59 1.74 1.16

Medium
Rickflache —-195.3 69.99 —-2.68 1.01
Vorderflache  325.58 92.26 233 1.72

Wasser
Rickflache —243.96 67.30 —-3.28 1.34
Luft Vorderflache 444.52 108.59 3.10 2.22
" Riickfliche  —303.23 86.81 —4.75 2.00
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Tabelle 4.8: Effektstérken fiir den Vergleich der Helligkeit zwischen verschiedenen Medien und der
enthaltenen Hornhaut fiir das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und Spectral-Doamin OCT Revo Nx

Effektstérke fir ... Casia 2 Revo Nx

Zentral 2,35 2,35

Medium-Hornhaut )
Peripher 1,21 1,21
Zentral 2,36 2,39

Wasser-Hornhaut )
Peripher 1,81 1,23
Zentral 3,36 2,77

Luft-Hornhaut .
Peripher 3,04 2,61

Tabelle 4.9: Effektstirken fiir den Vergleich der Helligkeitsgradienten verschiedenener Umgebungs-
medien fiir das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und Spectral-Domain OCT Revo Nx

Effektstirke Casia 2 Revo Nx
fir ... Vorderflache Riickfliche Vorderflache Riickflache
Wasser-Medium 0.15 0.71 0.50 0.40
Luft-Medium 1.44 1.18 1.20 0.76
Luft-Wasser 1.18 0.76 0.86 0.39

Tabelle 4.10: Effektstirken fiir den Tabelle 4.11: Effektstérken fiir den Vergleich der Hel-

Vergleich der Helligkeit zwischen ver- ligkeitsgradienten verschiedener Umgebungsmedien fiir
schiedenen Medien und der enthaltenen das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 bei einer Mittelung
Hornhaut fiir das Vorderabschnitts-OCT iber vier Schnittbilder vier verschiedener Messungen
Casia 2 bei einer Mittelung iiber vier an derselben Position im Volumenstapel (z-Position)

Schnittbilder vier verschiedener Messun-
gen an derselben Position im Volumen-

stapel (z-Position)

3 ) Effektstarke Casia 2
Effektstarke Casia 2 fir ... Vorderflache Riickflache
fiir...
_ Wasser-Medium 0.10 0.69
Medium- - Zentral - 3.89 Luft-Medium 1.33 1.16
Hornhaut  Peripher 2.19 Luft-Wasser 1.07 0.70

Wasser- Zentral 4.33
Hornhaut  Peripher 3.64
Luft- Zentral 5.71
Hornhaut  Peripher 5.70
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Anschliefsend wurde die Spenderhornhaut im Zellkulturmedium bei verschiedenen Be-
leuchtungen vermessen. Es erfolgten Messungen bei normalem Raumlicht und {iberge-
stiilptem Pappkarton iiber Gerdt und Probe. Zusdtzlich wurde eine Messung in einem
anndhernd dunklen Raum durchgefiihrt. Dabei wurden die Gerdtehaube und der Papp-
karton verwendet und zusétzlich noch das Aufsenrollo des Raumes heruntergefahren. In
den Abbildungen 4.4 und 4.5 sind die Schnittbilder der beschriebenen Messungen dar-
gestellt. In Tabelle 4.12 sind die mittlere Grofe des Helligkeitsgradienten und dessen
Standardabweichung an der Vorder- und Riickfliche der Hornhaut bei den verschiede-
nen Beleuchtungen dargestellt. Tabelle 4.13 zeigt die Effektstirken fiir den Vergleich

bei verschiedenen Beleuchtungen.

(a) Normales Raumlicht (b) Schwarzer Pappkarton iiber Gerét und Pro-
be

(c) Gerdteabdeckung, Schwarzer Pappkarton

und heruntergefahrenes Aufenrollo

Abbildung 4.4: Schnittbilder der Spenderhornhautmessungen am Spectral Domain OCT Revo Nx
bei verschiedenen Beleuchtungen
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(a) Normales Raumlicht (b) Schwarzer Pappkarton iiber Gerat und
Probe

(c) Geriteabdeckung, Schwarzer Pappkar-

ton und heruntergefahrenes Aufienrollo

Abbildung 4.5: Schnittbilder der Spenderhornhautmessungen am Vorderabschnitts-OCT Casia 2
bei verschiedenen Beleuchtungen

Tabelle 4.12: Mittlere Grofe des Helligkeitsgradienten M und dessen Standardabweichung SD in
Grauwert pro Pixel an der Vorder- und Riickfliche der Hornhaut bei verschiedenen Beleuchtungen
fiir das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und Spectral-Doamin OCT Revo Nx

Mittlere Grofie des Casia 2 Revo Nx
Gradienten fur ... M SD M SD
) Vorderflache 314.52 66.59 1.74 1.16
Raumlicht ] ]
Rickflache —195.30 69.99 -2.68 1.01
Vorderflache 308.70 69.60 1.95 0.95
Pappe e
Rickflache —192.68 65.01 —-3.34 0.67
Vorderflache 332.62 69.04 2.12 1.09
Abdeckung

Riickfliche  —207.22 64.98 —-3.71 0.91
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Tabelle 4.13: Effektstirken fiir den Vergleich der Helligkeitsgradienten verschiedenener Umgebungs-
medien fiir das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und Spectral-Domain OCT Revo Nx

Effektstirke Casia 2 Revo Nx
fir ... Vorderflache Rickfliche Vorderfliche Riickflache
Raumlicht-Pappe 0,09 0,04 -0,76 -0,19
Abdeckung-Raumlicht 0,27 0,18 1,07 0,33
Abdeckung-Pappe 0,35 0,22 0,47 0,17

4.2 Messungen an Patienten/Probanden

4.2.1 Vergleich der Ergebnisse zweier Analyseverfahren

Fiir den Vergleich der Parameterauswertung des Vorderabschnitts-OCTs Casia 2 und
der Algorithmus-gestiitzten Auswertung wurden insgesamt drei Probandenaugen so-
wohl mit einem Raster- als auch mit einem Cornal Map Scan vermessen. Das Gerit
berechnet fiir jedes Auge aus den Hohendaten des Corneal Map Scans die Keratome-
terwerte, die Flachenbrechwerte der Riickfliche, die zentrale Hornhautdicke sowie die
Starke und Lage des jeweiligen Astigmatismus. Zum Vergleich wurden die Keratome-

terwerte K mithilfe folgender Formel in Flachenbrechwerte Fs umgerechnet:

(1376 - 1)
* T (1.3375— 1) K (4.3)

Diese Formel ergibt sich durch das Umstellen der Formeln in Tabelle 3.2. Die Aus-
wertung durch den Algorithmus erfolgte sowohl fiir die Daten des Raster- als auch fiir
die des Corneal Map Scans mithilfe des sphéro-zylindrischen Fits und dem Fit durch
Zernike-Polynome. In Tabelle 4.14 sind die Fldchenbrechwerte, die zentrale Hornhaut-
dicke und der Astigmatismus als Ergebnisse der Casia 2 Software und des Algorithmus
fiir den Rasterscan gegeniibergestellt, wahrend Tabelle 4.15 die Ergebnisse der Aus-
wertung des Corneal Map Scans fiir beide Analyseverfahren zeigt. In Abbildung 4.6
sind die Hornhautdickenprofile des Casia 2 und des Algorithmus fiir den Rasterscan

und den Cornal Map Scan beispielhaft fiir einen Probanden gegeniibergestellt.
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Tabelle 4.14: Auswertung von gesunden Probandenhornhiuten mit Vorderabschnitts-OCT Casia 2
und Algorithmus bei durchgefithrtem Rasterscan

Auge Casia 2 Sphéro-zylindr. Zernike

Fs-Cyl/6; (ant.) 47.5 —0.9/84° 48.8 — 0.7/79° 44.0 — 0.7/63°

1 Fs-Cyl/0; (post.) —5.7—0.4/176° —6.0—-0.2/175° —5.0 —0.3/165°
CCT (Apex) 512 552 547
Fs-Cyl/0; (ant.) 49.8 — 1.3/95° 46.5 — 1.8/70° 57.7—2.9/87°

2 Fs-Cyl/0y (post.) —6.4—0.3/181° —6.0—0.2/150° —5.9—0.1/176°
CCT (Apex) 540 579 573
Fs-Cyl/0; (ant.) 49.6 — 1.2/84° 48.9 — 1.1/94° 51.0 — 1.9/80°

3 F,-Cyl/0; (post.) —6.1-—10.3/175° —5.8—0.3/158° —5.6—0.3/177°
CCT (Apex) 548 583 578

F: Flachenbrechwert fiir steile Achse der Vorder- und Riickfliche in Dioptrien, Cyl: Starke des Astig-
matismus in Dioptrien, 61: Achslage des Astigmatimus in Grad, CCT': Zentrale Hornhautdicke in pm,

ant./post.: anterior /posterior

Tabelle 4.15: Auswertung von gesunden Probandenhornhduten mit Vorderabschnitts-OCT Casia 2

und Algorithmus bei durchgefiihrtem Cornal Map Scan

Auge Casia 2 Sphéro-zylindr. Zernike

Fs-Cyl/0; (ant.) 47.5 —0.9/84° 49.1 —0.7/73° 51.8 —1.2/69°

1 Fy-Cyl/6; (post.) —5.7—0.4/176° —6.1—0.4/176°  —5.2—0.2/162°
CCT (Apex) 512 538 535
F-Cyl/6; (ant.))  49.8 —1.3/95°  49.2 —0.3/95° 53.4 —1.0/111°

2 F,-Cyl/0; (post.) —6.4—0.3/181° —6.0—0.2/172° —5.5—0.5/173°
CCT (Apex) 540 570 564
Fs-Cyl/0;(ant.) 49.6 — 1.2/84° 49.6 — 0.7/66° 53.6 — 1.0/67°

3 Fs-Cyl/0; (post.) —6.1—0.3/175° —6.2—1.2/175° —5.46 —0.02/147°
CCT (Apex) 548 583 576

F: Flachenbrechwert fiir steile Achse der Vorder- und Riickfliche in Dioptrien, Cyl: Starke des Astig-
matismus in Dioptrien, 0;: Achslage des Astigmatimus in Grad, CCT": Zentrale Hornhautdicke in pm,

ant./post.: anterior /posterior
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Abbildung 4.6: Hornhautdickenprofile von gesundem Probandenauge (2. Auge)

4.2.2 ldentifikation von Hornhautpathologien

Zur Uberpriifung, ob Hornhauterkrankungen und vorausgegangene refraktive Eingriffe
mithilfe des Algorithmus erkannt werden kénnen, wurden Patientenmessungen ausge-
wertet, bei denen diese Gegebenheiten vorliegen. Dabei wurden nur die in Abschnitt
2.1 beschriebenen Hornhauterkrankungen beriicksichtigt, da diese mit der vorliegenden
Auflésung des Casia 2 dargestellt werden kénnen. Zur Kontrolle, dass nur pathologische

Strukturen vom Algorithmus erkannt werden, wurden drei Messungen von gesunden
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Probanden mit einbezogen. In den Abbildungen 4.7 bis 4.9 sind die Schnittbilder aus
der Casia 2 Software mit denen des Algorithmus fiir Patienten mit einer Hornhaut-
dystrophie gegeniibergestellt. Die Pixel in der Hornhaut, bei denen der Helligkeitswert
stark von den umgebenden Helligkeitswerten abweicht, werden im Algorithmus mit
weifsen Kreuzen markiert. Die entsprechenden Schnittbilder fiir einen Patienten mit
Salzmann’scher noduldrer Hornhautdegeneration und einen an Akanthamobenkerati-
tis erkrankten Patienten sind in den Abbildungen 4.10 und 4.11 zu finden. Ebenfalls
mit diesen Kreuzen versehen wurde die Messung eines Patienten nach einer LASIK-
Operation (Abb. 4.12) und die Messungen der gesunden Probanden (Abb. 4.13 bis
4.15).

In den Abbildungen 4.16 bis 4.18 sind die Hornhautdickenprofile der Casia 2 Software
und des Algorithmus sowie die Differenz dieser beiden Profile fiir einen Patienten mit
Keratokonus, Keratoglobus und PMD dargestellt.

(a) Casia 2 (b) Algorithmus

Abbildung 4.7: Schnittbilder einer Messung eines Patienten mit gittriger Hornhautdystrophie

(a) Casia 2 (b) Algorithmus

Abbildung 4.8: Schnittbilder einer Messung eines Patienten mit granuldrer Hornhautdystrophie
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(a) Casia 2 (b) Algorithmus

Abbildung 4.9: Schnittbilder einer Messung eines Patienten mit schnyderscher Hornhautdystrophie

(a) Casia 2 (b) Algorithmus

Abbildung 4.10: Schnittbilder einer Messung eines Patienten mit Salzmann’scher nodulérer Horn-
hautdegeneration

(a) Casia 2 (b) Algorithmus

Abbildung 4.11: Schnittbilder einer Messung eines Patienten mit Akanthamdébenkeratitis
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(a) Casia 2 (b) Algorithmus

Abbildung 4.12: Schnittbilder einer Messung eines Patienten nach LASIK

(a) Casia 2 (b) Algorithmus

Abbildung 4.13: Schnittbilder einer Messung des gesunden Probanden 1

(a) Casia 2 (b) Algorithmus

Abbildung 4.14: Schnittbilder einer Messung des gesunden Probanden 2
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(a) Casia 2 (b) Algorithmus

Abbildung 4.15: Schnittbilder einer Messung des gesunden Probanden 3
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Abbildung 4.16: Hornhautdickenprofile eines Patienten mit Keratokonus
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Abbildung 4.17: Hornhautdickenprofile eines Patienten mit Keratoglobus
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Abbildung 4.18: Hornhautdickenprofile eines Patienten mit pelluzider marginaler Degeneration

4.3 Messungen an Hornhautspenden

4.3.1 Reproduzierbarkeit

Die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse des Algorithmus wurde fiir zehn Spender-
hornhdute bei je vier Messungen anhand des Cronbachs « ermittelt. In der nachfolgen-
den Tabelle sind die Cronbachs « fiir die Kriimmungsradien und die Hornhautdicke

aufgelistet:
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Tabelle 4.16: Statistische Auswertung von zehn Spenderhornhautmessungen: Cronbachs « fiir die
Kriimmungsradien und die zentrale Hornhautdicke bei vier Wiederholungsmessungen

Rickflache Vorderflache
Ry R, Ry R,

CcCT

Cronbachs o 0.945 0.935 0.931 0.973 0.998

R, s: Steiler/flacher Kriimmungsradius der Riick- bzw. Vorderfliche; CCT Zentrale Hornhautdicke

4.3.2 Korrektur systematischer Messfehler durch Raytracing

Zur Uberpriifung, wie sinnvoll die Durchfiihrung eines Raytracing-Verfahrens bei der
Algorithmus-gestiitzten Auswertung von Spenderhornhéuten ist, wurden die charak-
teristischen Parameter von sieben Hornh&uten sowohl mit als auch ohne Raytracing
bestimmt. Die Mittelwerte M und Standardabweichungen SD der Kriimmungsradien
und die RMSE-Werte des Vorder- und Riickflachenfits sowie die Hornhautdicke sind
in der Tabelle 4.17 fiir die Berechnung ohne und mit Raytracing angegeben.

Tabelle 4.17: Auswertung ohne/ mit Raytracing: Mittelwerte M und Standardabweichungen SD
der steilen/flachen Kriimmungsradien R,y in mm, der zentralen Hornhautdicke CCT in pm und der
RMSE-Werte der Vorder- und Riickfliche in pum fiir sieben Spendergewebe

Riickfliche Vorderflache COT RMSE
Ry R, Ry R Riickflache Vorderflache
Ohne M 669 646 7.66 7.53 586.3 9.99 8.00
Raytracing SD 0.15 0.14 0.20 0.22 86.73 6.39 2.17
Mit M 6.69 6.46 7.56 7.44 586.68 9.99 0.85
Raytracing SD 0.15 0.14 0.17 0.22 86.90 6.39 0.93

Zusitzlich wurde fiir jede der sieben Hornh&ute die Differenz d zwischen den Ergebnis-
sen der Kriimmungsradien und Hornhautdicke mit und ohne durchgefiihrtes Raytra-
cing berechnet und anschlieffend gemittelt. Die Mittelwerte der Differenzen und deren
Standabweichung sind in Tabelle 4.18 aufgefiihrt. Fiir die Differenz gilt:

d= VMitRaytracing - VOhneRaytracing (44)
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4 Ergebnisse

Dabei steht V fiir den entsprechenden Parameter (R, ¢ der Vorder- bzw. Riickfliche,
CCT), der betrachtet werden soll. Fiir die Auswertung ohne Raytracing bendtigt der

Algorithmus 2 Minuten, wihrend fiir eine Berechnung mit Raytracing 6 Minuten er-
forderlich sind.

Tabelle 4.18: Differenz zwischen Auswertung ohne/ mit Raytracing: Mittelwerte M und Standard-
abweichungen SD der Differenz der steilen/flachen Kriimmungsradien d(R, ¢) in mm, der zentralen
Hornhautdicke d(CCT') in pm fiir sieben Spendergewebe

Riickflache Vorderflache

d(CCT)
d(Ry) d(Rs) d(Ry) d(Rs)
M 0 0 —0.10 —0.08 0.37
SD 0 0 003 001 055

4.3.3 Anwendung der Methode

Mithilfe der entwickelten Methode wurden 579 Hornhautspendergewebe beziiglich ih-
rer tomografischen und pachymetrischen Parameter vermessen und ausgewertet. Es
erfolgte die Ausgabe der in Abschnitt 3.5.3 beschrieben Excel-Tabelle mit den Mar-
kierungen auffalliger Spenderhornhéute, der Videos der Schnittbilder mit den einge-
zeichneten Kreuzen bei erh6htem Kontrast und der Dickenprofile fiir jede untersuchte
Spenderhornhaut. Tabelle 4.19 zeigt die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir
die flachen und steilen Kriimmungsradien der Vorder- und Riickfliche sowie die zentra-
le Hornhautdicke. Der Astigmatismus, die Flachenbrechwerte und das Radienverhalt-
nis fiir die Vorder- und Riickfliche sowie der Keratometerwert kénnen aus den Radien

berechnet werden und werden deshalb nicht explizit in Tabelle 4.19 aufgefiihrt.

Tabelle 4.19: Mittelwerte und Standardabweichungen der steilen/flachen Kriimmungsradien R, ; in
mm, der zentralen Hornhautdicke CCT in pm und der RMSE-Werte der Vorder- und Riickfliche in
pm fiir 579 Spenderhornh&ute

Mittelung iiber 579 Hornhaute

RMSE
Ry R,
Vorderflache 7.67 £0.23 7.42 £ 0.28 1.48 +£2.76
Rickflache 6.78 &0.27 6.53 +0.30 12.84 +6.86
CCT 607.51 &+ 78.02
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5 Diskussion

5 Diskussion

5.1 Statistische und systematische Messunsicherheiten

5.1.1 Messungen an einem Phantom

Die Validierung des Algorithmus erfolgte durch die Vermessung eines PMMA-Phantoms.
Aufgrund mangelnder Informationen iiber den Brechungsindex des Kulturmediums
konnte die Tiefenauflésung des Systems nicht eindeutig bestimmt werden. Diese ergibt
sich aus dem Quotienten der Auflésung in Luft und des Brechungsindexes des Kultur-
mediums. Da sowohl die Zusammensetzung des Kulturmediums unbekannt ist als auch
keine Moglichkeit zur Messung des Brechungsindex bestand, wurde der Brechungsin-
dex anhand der Sellmeier-Koeffizient und -Gleichung nach [32] fiir Dextran 40, aus
welchem das Kulturmedium laut Hornhautbank hauptsichlich besteht, bei einer Wel-
lenlinge von 1310 nm, berechnet. Des Weiteren ist nicht bekannt, ob der Lichtstrahl
und die mechanischen FEinheiten, wie der Scanner des OCTs, exakt kollimiert bzw.
ausgerichtet sind. Aus diesen Griinden wurde eine Raumtransformation der Messda-
ten durch iterative Anpassung der Fitparameter zur Anndherung der Fitergebnisse an
die Herstellerangaben durchgefiihrt.

Der berechnete Kriimmungsradius der Phantomvorderfliche wich im Mittel fiir bei-
de Fitmodelle um 2.7% vom Sollwert ab. Fiir die Riickflache ergab sich eine mittle-
re Abweichung von 1.5% fiir den sphéro-zylindrischen Fit und 1% fiir den Zernike-
Fit. Die zentrale Dicke des Phantoms wich bei der Auswertung mithilfe des sphéro-
zylindirschen Fits nur um 1% von den Herstellerangaben ab, wobei die Abweichung
beim Zernike-Fit bei 1.2% lag.

Bei genauerer Betrachtung der Ergebnisse fillt auf, dass sowohl beim Zernike- als auch
beim sphéro-zylindrischen Fit der steile Kriimmungsradius der Riickflache stérker von
den Herstellerangaben abweicht als der flache. Ein méglicher Grund ist, dass der Scan-
ner des OCTs in der senkrechten und waagerechten Dimension nicht so justiert wurde,
dass das Raster beim Rasterscan dquidistante Abstinde aufweist. Die Auswertung
des Algorithmus basiert allerdings auf einem solchen Raster. Bei der gerdteinteren
topografischen Auswertung von Patientenmessungen wird vom Hersteller eine unbe-
kannte Kalibrierungsdatei genutzt, um die mogliche Fehljustage des Scanners in den

Dimensionen zu korrigieren. Da diese Datei nicht frei zugénglich ist und die Messungen
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an Phantom bzw. Spenderhornhaut nicht von der Software des Gerites ausgewertet
werden konnen, kann keine Korrektur durchgefiihrt werden. Auch die schon zuvor be-
schriebene méoglicherweise nicht ausreichende Kollimation des Lichtstrahls konnte die
Unterschiede zwischen der flachen und steilen Komponente begiinstigen. Ein Fehler
in der Fertigung des Phantoms kann ausgeschlossen werden, da durch das spanende
Fertigungsverfahren auf der Drehbank das Phantom auf jeden Fall eine sphirische
Oberfliche aufweist. Beide Komponenten des Radius miissten somit auf jeden Fall
denselben Wert aufweisen, auch wenn dieser von den Herstellerangaben abweichen
konnte. Ebenfalls kann die Ursache fiir die Unterschiede zwischen den Radiuskompo-
nenten nicht auf die Positionierung des Phantoms im Halter zuriickgefiihrt werden.
Da es sich um eine sphérische Oberfliche handelt, stellt jeder Ausschnitt einer Kugel
wieder eine Kugel dar.

Die Diskrepanz zwischen den Komponenten der Riickfliche setzt sich aufgrund des
durchgefiihrten Raytracings an der Vorderfliche fort, wobei die grofere Abweichung
zu den Herstellerangaben der Vorderfliche ebenfalls vermutlich aus eben diesem Ray-
tracing resultiert. Da die Differenz der Brechungsindizes zwischen umgebenden Kul-
turmedium und Phantom ins Raytracing einfliefst, fiihrt die zuvor beschriebene Unge-
nauigkeit eben dieser Indizes zu Fehlern im Raytracing. Die minimalen Abweichungen
in der zentralen Hornhautdicke zu den Herstellerangaben zeigen jedoch, dass das Ray-
tracing vom Grundprinzip her funktioniert. Im Zentrum des Phantoms ergeben sich
keine Unterschiede zwischen der Auswertung mit und ohne Raytracing (vgl. Abschnitt
5.3.2).

5.1.2 Unterschiede zwischen den Ergebnissen verschiedener Fit-Modelle

Simulation

Zur Bestimmung der Giite des Zernike- und sphéro-zylindrischen Fits wurden Zernike-
und sphéro-zylindrische Flachen simuliert und durch die beiden Fit-Modelle ausgewer-
tet.

Zernike-Flachen Da die Dezentrierung der Flidche durch Zernike-Polynome nicht be-
riicksichtigt werden kann, wurden in Tabelle 4.2 verschiedene Verfahren zur Zentrie-

rung der simulierten Zernike-Flache gegeniibergestellt. Zunéchst wurde als Referenz
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keine Zentrierung bei einer verschobenen Fliache durchgefiihrt, bei der es keine An-
gaben zum absoluten Fehler zg,yo und 2y gibt. Die Verschiebung des Apex wird bei
diesem Fit als Verkippung der Fliche interpretiert. Anschliefend wurde vor dem Fit
durch Zernike-Polynome eine Zentrierung der Fliche zum einen durch die Suche des
Minimums von z und zum anderen durch den Fit einer Kugel durchgefiihrt (Abschnitt
3.3.2). Wihrend die Fehler der Winkellage der steilen Achse « fiir beide Verfahren
bei Orad liegen, sind die Fehler des Winkels der Verkippung 8 und seiner Lage v bei
der Zentierungsmethode mithilfe der Kugel im Vergleich zur Zentrierung durch das
Minimum von z geringer. Der Grund dafiir liegt darin, dass bei der Bestimmung des
Lots die Verkippung der Fléche mit einbezogen wird. Ohne dieses Lot wiirde der Ku-
gelmittelpunkt mit dem Apex der Fliche bzw. dem Minimum von z zusammenfallen.
Diese Beriicksichtigung der Verkippung existiert bei der Suche des Minimums von z
nicht, sodass der Fehler der Verkippung fiir dieses Prinzip einen héheren Wert aufweist.
Der Fehler der Verschiebung des Apex entspricht beim der Suche des Minimums von
z der Abweichung der Koordinaten des Punktes P,;, von den vorgegebenen Apex-
koordinaten xg, Yo, 20 und bei der Methode mithilfe der Kugel der Abweichung der
Schnittpunktkoordinaten des Lots mit der Fliche von xq, yg, 20. Aufgrund dessen wei-
sen die Fehler der Apexkoordinaten fiir die Zentrierungsmethode mithilfe der Kugel
im Betrag geringere Werte auf als die Methode der Suche nach dem Minimum von z.
Die Fehler der Kriimmungsradien Ry, R stimmen fiir alle drei Fits tiberein. Es lasst
sich schlussfolgern, dass die Berechnung der Kriimmungsradien, der Verkippung und
Verschiebung bei einer nach Zernike-Polynomen erzeugten Fléche mit der Zentrierung

durch eine Kugel und dem anschlieffenden Fit durch Zernike-Polynome zuverlissig ist.

Sphiro-zylindrische Flichen 1In Tabelle 4.3 wird deutlich, dass die Fehler der Kriim-
mungsradien bei einem Fit einer sphiro-zylindrischen Flache mit Zernike-Polynomen
stérker von den Vorgaben abweichen als in den bisherigen Betrachtungen. Der Grund
hierfiir liegt darin, dass eine sphéro-zylindrische Fliche nicht mit einer Zernike-Fliche
iibereinstimmt. Unter Beriicksichtigung dieser Information erscheinen die Fehler doch
eher gering. Die Verschiebung und Verkippung zeigen auch hier zu grofte Fehler, als
dass sie verlédsslich angegeben werden kénnten. Anschliefsend wurde an die sphéro-
zylindrische Fliche ein sphéro-zylindrischer Fit angepasst. Die Abweichung der Kriim-
mungsradien liegt bei diesem Fitmodell bei 0 mm. Die Verkippung und Verschiebung
weisen fiir den sphéro-zylindrischen Fit &hnliche, geringe Wert wie beim Zernike-Fit

einer Zernike-Fliche mithilfe der Zentrierung durch eine Kugel auf. Es muss aller-
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dings beachtet werden, dass die Optimierung der Verkippung und Verschiebung beim
sphéro-zylindrischen Fit auf der Methode der kleinsten Quadrate (Abschnitt 3.2.2.3)
beruht. Diese Methode wird in Matlab mithilfe der Funktion Ilsqnonlin, welche einen
Solver nichtlinearer Gleichungssysteme beinhaltet, realisiert. Die Abfolge der Opti-
mierungsschritte ist aus dem Programmcode der Funktion nicht ersichtlich, sodass die
Verschiebung nicht gleichzeitig und unabhéngig von der Verkippung bestimmt werden
kann. Fiir eine Verbesserung der Ergebnisse miisste zuerst einzeln die Verschiebung
ohne Beachtung der Verkippung mithilfe des Fits berechnet werden. Nach einer Zen-
trierung der Daten konnte dann der Fit genutzt werden, um die Verkippung ohne

Berechnung der Verschiebung zu ermitteln.

Verrauschte Flichen Die Ergebnisse der Auswertung verrauschter Flidchen in Ta-
belle 4.4 zeigen im Vergleich zur Auswertung unverrauschter Flichen nur minimale

Abweichungen fiir beide Fitmodelle.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl bei idealen als auch bei verrausch-
ten, simulierten Flichendaten beide Fitmodelle fiir die Kriimmungsradien, Verschie-
bung und Verkippung hinreichend genaue Ergebnisse liefern. Zwar hat die Bestimmung
der Verkippung und Verschiebung fiir die Hornhautspendergewebe, die in dieser Ar-
beit hauptsédchlich untersucht werden, keine Bedeutung fiir die Charakterisierung der
Gewebe. Allerdings konnten diese Informationen moglicherweise fiir andere Einsatzge-

biete bendtigt werden.

Hornhaut

Nach der Auswertung von 117 Hornhautspendergeweben mit dem sphéro-zylindrischen
Fit und dem Zernike-Fit wurde die mittlere absolute Differenz jeweils zwischen den
x- und den y-Komponenten des steilen Kriimmungsradius beider Fitmodelle fiir die
Vorder- und Riickfliche bestimmt (Tabelle 4.5). Es zeigen sich sehr hohe Differenzen
zwischen den beiden Fitmodellen fiir beide Komponenten und Flachen. Betrachtet
man nur die Differenz der mittleren steilen Kriimmungsradien in Abschnitt 4.1.2; liegt
diese in der erwarteten Grofenordnung. Der Grund fiir die hohe Differenz zwischen
den einzelnen Komponenten muss somit mit der Winkellage der steilen Achse o zu-
sammenhéngen. Deshalb wurde die Differenz der Achslage der beiden Fitmodelle fiir

jede Hornhaut berechnet und gemittelt. Die mittlere Differenz der Achslagen fiir die
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Riickfliche ergibt 57.98°. Fiir die Vorderfliche liegt diese bei 53.39°. Werte in diesem
Bereich fithren eindeutig zu den hohen Abweichungen der x- und y-Komponenten des
steilen Kriimmungsradius der beiden Fitmodelle. Dies widerspricht im ersten Moment
den Ergebnissen der Simulation in Abschnitt 4.1.2, wo die Winkellage der steilen Achse
keine Abweichungen zu den Vorgaben fiir beide Fitmodelle zeigt. Allerdings betragt das
Minimum der Differenz der Achslagen bei der Riickfliche 0.13° und bei der Vorderfli-
che 0.05°. Das Maximum liegt bei der Riickfliche bei 189.47° und bei der Vorderfliche
bei 187.96°. Es ergibt sich demnach eine breite Verteilung der Differenz der Winkellage
der steilen Achse fiir die Flichen. Somit finden sich innerhalb dieser Verteilung sowohl
Hornhautspendegewebe, die dhnliche Ergebnisse liefern wie die Simulation, als auch
Gewebe, die Ergebnisse weit neben der Simulation ergeben. Ein méglicher Grund kénn-
te die starke Verkippung und Verschiebung der Hornhautspendergewebe innerhalb der
Zellkulturflasche sein, wodurch es zu Fehlern in der Anpassung der Fitmodelle kommen
kann. Simuliert wurden zuvor nur Flichen mit Werten im Kleinwinkelbereich, sodass
extreme Verkippungen und Verschiebungen dort nicht betrachtet wurden.

Die mittlere absolute Differenz zwischen den zentralen Hornhautdicken der beiden
Fitmodelle zeigt einen geringen Wert. Fiir beide Fitmodelle wurden dieselben Daten
verwendet. Die Daten im Zentrum der Hornhaut wurden bei den Fitmodellen durch
das Raytracing nicht verdndert, sodass es hier erwartungsgemaif nur zu geringen Un-
terschieden kommen kann.

Insgesamt wird bei der Auswertung der Hornhautspenden mit beiden Fit-Modellen
deutlich, dass, je nachdem welches Modell benutzt wird, sich unterschiedliche Kriim-
mungsradien und Hornhautdicken ergeben. Bisher ist nicht bekannt, welches Modell
die geometrischen Eigenschaften einer Hornhaut am geeignetsten widerspiegelt. In der
Literatur werden sowohl sphérische [23, 17| als auch Zernike-Fits [22| zur Charak-
terisierung von Hornhautoberflichen genutzt. Die Simulation zeigt, dass immer das
Fit-Modell die genausten Ergebnisse liefert, durch welches auch die Fliche simuliert
wurde. Da es sich bei der Hornhaut um reale Daten handelt, kann auf diese Tatsa-
che nicht zuriickgegriffen werden. Auch die Ergebnisse der Vermessung des Hornhaut-
Phantoms in 4.1.1 zeigen keine eindeutig Tendenz zu einem Fit-Modell. Es wurde
daher willkiirlich festgelegt, dass fiir die Auswertung der Hornhautspendergewebe das

sphéro-zylindrische Fit-Modell genutzt wird.
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5.1.3 Unterschiede zwischen den Ergebnissen verschiedener
Messsysteme

Vergleich Vorderabschnitts-OCT Casia 2 und Spectral Domain OCT Revo Nx

Beim Vergleich der Darstellungen der Rohdaten (Abb. 4.1) wird deutlich, dass die
Datenpunkte der Riickenflichenmessung am Vorderabschnitts-OCT Casia 2 weniger
streuen als die Oberflichenmessungen des Spectral Domain OCT Revo Nx. Die Da-
tenpunkte des Revo Nx werden aus der internen Kantenerkennung des Gerédtes gewon-
nen. Diese detektiert eine Kante anhand des Helligkeitsgradienten im aufgenommenen
Schnittbild. Bei nicht ausreichendem Gradienten wird eine kiinstliche, parabolische
Kante erzeugt, die nicht dem eigentlichen Verlauf der Hornhaut folgt (Abb. 5.1).

123/ 256

{go_a pm

Abbildung 5.1: Schnittbild einer Spenderhornhaut aufgenommen mit dem Spectral Domain OCT
Revo Nx im Kulturmedium: Farbige Darstellung der vom Gerét detektierten Vorder (blau)- und
Hinterkante (rot)

Dies zeigt sich auch in der Auswertungen der drei Spenderhornhiute in Tabelle 4.6. Die
RMSE-Werte, welche die Giite des jeweiligen Fits widerspiegeln, sind bei den Revo Nx
Riickflichenmessungen grofer als die der Casia 2-Messungen. Es ist zu unterscheiden,
ob die Messung am Revo Nx in der unteren oder der oberen Messposition durchgefiihrt
wurde. Die untere Messposition liefert fiir alle drei Hornh&ute einen kleineren RMSE-
Wert als die obere Position. Die stérkere Streuung der Datenpunkte am Revo Nx im
Vergleich zum Casia 2 bedingt also eine ungenauere Auswertung der Messung, wobei
fiir die untere Messposition eine genauere Berechnung moglich ist. Die Unterschiede

in der Fitgiite fithren zu stark unterschiedlichen Kriimmungsradien in der Riickfliche.
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Fiir die Vorderfliche ergeben sich vergleichbare Radien. Bestinde die Moglichkeit, die
Rohdaten der Revo Nx Messungen wie die des Casia 2 direkt als Stapel von Grauwert-
schnittbildern auszugeben, kénnten die Messungen mit demselben Algorithmus wie die
des Casia 2 ausgewertet werden.

Ein andere Ursache fiir die Abweichung der Kriimmungsradien in den beiden Geré-
ten und den beiden Messpositionen ist der divergente Strahl des Revo Nx aufgrund
der entozentrischen Adapterlinse (sieche Abschnitt 3.1.2). Moglicherweise muss fiir eine
genauere Auswertung die Ermittlung des Korrekturfaktors erneut mit einem anderen
Priifkorper durchgefiihrt werden (siehe Abschnitt 3.3.3). Auch die Angabe des Di-
vergenzwinkels und des axialen Abstandes der Fokuspunkte fiir beide Messpositionen

durch den Hersteller wiirde die Korrektur der Daten erleichtern und verbessern.

Vergleich verschiedener Messtechniken am Revo Nx und Casia 2

Nach dem Geratevergleich wurden aufgrund der in Abschnitt 5.1.3 beschriebenen un-
zureichenden Kantenerkennung, die vom Revo Nx anhand des Helligkeitsgradienten
durchgefiihrt wird, verschiedene Messtechniken am Spectral Domain OCT Revo Nx
und Vorderabschnitts-OCT Casia 2 durchgefithrt. Durch verschiedene Medien und
Beleuchtungen sollte anhand eines Schnittbildes getestet werden, ob unter anderen
Bedingungen ein hoherer Gradient erreicht werden kann. Dies wurde an einer Spen-
derhornhaut gepriift.

Zunéchst wurde der Einfluss verschiedener Medien auf den Helligkeitsunterschied zwi-
schen Hornhaut und Medium iiberpriift. Die Effektstiarken in Tabelle 4.8 zeigen, dass
die Helligkeitsunterschiede zwischen den zentralen Bereichen in Hornhaut und umge-
bendem Medium fiir Wasser und Kulturmedium fiir beide Geréte bei dhnlichen Werten
liegen. Die Effektstérke fiir Hornhaut in Luft liegt im zentralen Bereich beim Casia 2
bei einem um 43% und beim Revo NX bei einem um 18% erhohten Wert im Vergleich
zu Wasser oder Kulturmedium. Im peripheren Bereich der Hornhaut zeigen sich fiir
alle drei Umgebungsmedien geringere Effektstirken, da es aufgrund des fehlenden Zen-
tralreflexes zu geringeren Helligkeitswerten in der Hornhaut kommt. Allerdings liefert
der Vergleich der im peripheren Bereich bestimmten Effektstérken wiederum dhnliche
Werte fiir Wasser und Kulturmedium und einen héherer Wert fiir Luft. Der Grund
dafiir ist, dass die Lichtabsorption fiir Wasser und Kulturmedium hoéher ist als in Luft
und es dadurch zur einer Abschwéchung der Lichtintensitdt in Wasser und Kulturme-

dium kommt. Da Wassermolekiile wesentlich kleiner als die verwendeten Wellenldngen
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sind, gilt die Rayleigh-Streuung. Thre 1/x4-Abhéngigkeit sorgt dafiir, dass sie nur im
kurzwelligen Bereich von Bedeutung ist und im vorliegenden Fall einen verschwindend
kleinen Beitrag zur Abnahme der Lichtintensitét liefert.

Nachdem gezeigt wurde, dass die Helligkeitsunterschiede zwischen Hornhaut und Um-
gebungsmedium fiir Wasser, Luft und Kulturmedium hinreichend grofte Effektstérken
zur Unterscheidung liefern, wurde der Helligkeitsgradient an der Vorder- und Riick-
flache in einem Schnittbild der Hornhaut fiir verschiedene Medien untersucht. Die
Effektstérken in Tabelle 4.9 zeigen beim Vergleich von Wasser und Kulturmedium fiir
beide Gerite und Flichen geringe positive Werte. Dies bedeutet, dass der Gradient
zwischen Hornhaut und Umgebungsmedium in Wasser minimal stérker ausgepragt ist
als im Kulturmedium. Dies zeigt auch Tabelle 4.7. Somit kann sowohl die Vorder- als
auch die Riickfliche im Wasser minimal besser detektiert werden als im Kulturmedi-
um. Beim Vergleich von Luft und Kulturmedium bzw. Luft und Wasser ergeben sich
meist grofere positive Effektstirken fiir beide Gerédte und Flachen als beim Vergleich
von Wasser und Kulturmedium. Die Helligkeitsgradienten an den Flachen sind somit
fiir Luft am grofiten, sodass die Kanten in Luft am besten erkannt werden kdénnen.
Dies wird durch Tabelle 4.7 verdeutlicht.

Die Betrachtung der Effektstérken fiir die Vorder- und Riickflache weist fiir alle Medi-
en und beide Geréte einen héheren Gradienten fiir die Vorder- als fiir die Riickfliche
auf. Der Grund hierfiir liegt in der Anordnung der Gewebeschichten in der Hornhaut.
Wihrend die Vorderfliche der Hornhaut aus Ephithel mit einem Brechungsindex von
1.4 besteht, bildet das Endothel mit einem Brechungsindex von 1.373 die Riickfliche
der Hornhaut [57]. Der Reflexionsgrad Rgrqq zwischen zwei Medien mit zwei verschie-
denen Brechungsindizes n; und ng kann im Zentrum der Hornhaut bei senkrechtem

Lichteinfall mithilfe folgender Formel berechnet werden:

n2 _”1>2 (5.1)

Rgrad = (n2 Ty

Daraus ergeben sich die in Tabelle 5.1 aufgelisteten Reflexionsgrade zwischen den Ge-
webeschichten der Hornhaut und den Umgebungsmedien im Zentrum der Hornhaut.
Es zeigen sich deutlich hohere Grade fiir die Vorderfliche als fiir die Riickfliche bei
allen Umgebungsmedien. Die daraus resultierenden héheren Helligkeitswerte an der
Vorderflache fiihren zum hoheren Helligkeitsgradienten und somit zu hoheren Effekt-
stdrken an der Vorderfliche als an der Riickfliche. Auffillig ist, dass beim Vergleich
von Wasser und Kulturmedium beim Casia 2 die Riickflache eine hohere Effektstérke

aufweist als die Vorderfliche. Aufgrund des Reflexionsgrades in Tabelle 5.1 diirfte dies
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jedoch nicht der Fall sein. Méglicherweise ist hier ein Messfehler aufgetreten. Zusétzlich
verdeutlichen die Reflexionsgrade in Luft, die bei ca. 45-fach hoheren Werten liegen,
die hoheren Gradienten und Effektstirken in Luft.

Tabelle 5.1: Reflexionsgrad fiir das Hornhautephithel und Endothel in verschiedenen Umgebungs-
medien

Reflexionsgrad
Ephithel Endothel

Wasser 6.01-107% 2.19-10%
Kulturmedium 5.45-10~% 1.86-10%
Luft 0,028 0,025

Durch den erhéhten Helligkeitsgradienten bei Messungen der Hornhaut in Luft kann
am Revo Nx eine bessere Kantenerkennung durch das Gerdt durchgefiihrt werden
(Abb. 5.2). Moglicherweise konnten durch Messungen in Luft das Ergebnis aus Ab-
schnitt 5.1.3 fiir das Revo Nx verbessert werden. Da jedoch die Hornhautspendergewe-
be nicht in Luft gelagert werden kénnen und sie bei jedem Entnehmen einer méglichen
Kontamination ausgeliefert sind, kann dieses Vorgehen nicht in der Praxis durchgefiihrt
werden. Das gleiche Ausschlusskriterium fiir die Messungen in Luft gilt fiir das Ca-
sia 2, da auch hier durch den erhohten Gradienten in Luft moglicherweise verbesserte

Ergebnisse erzielt werden konnten.

’E{J pm

Abbildung 5.2: Schnittbild einer Spenderhornhaut aufgenommen mit dem Spectral Domain OCT
Revo Nx in Luft: Farbige Darstellung der vom Gerét detektierten Vorder- (blau) und Riickfliche (rot)
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Eine Erhohung des Helligkeitsgradienten durch die Mittlung iiber mehrere Schnittbil-
der konnte am Casia 2 gepriift und nicht bestétigt werden. Zwar erhoht sich durch
die Mittelung die Effektstirke des Helligkeitsunterschieds zwischen dem umgebenden
Medium und der Hornhaut sowohl fiir den peripheren als auch den zentralen Bereich
(Tab. 4.10), jedoch bleiben die Effektstirken des Gradienten in derselben Grofenord-
nung wie ohne Mittelung (Tab. 4.11). Eine Uberpriifung mit dem Revo Nx konnte
nicht durchgefithrt werden, da zur untersuchten Spenderhornhaut nur eine Messung
am Gerdt vorlag. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass das Revo Nx ein dhnliches
Verhalten wie das Casia 2 zeigt, sodass durch Wiederholungsmessungen die Kantener-
kennung am Revo Nx nicht verbessert werden kann.

Im Anschluss an die Betrachtung verschiedener Medien folgte die Untersuchung bei
verschiedenen Beleuchtungen. Da die spektrale Intensitdtsverteilung des Raumlich-
tes, welches sich aus der Sonneneinstrahlung durch die Fenster des Raumes und die
Beleuchtung durch Leuchtstoffréhren zusammensetzt, Anteile im Bereich der Zentral-
wellenldnge des Revo Nx (830 nm) aufweist, werden die Messungen bei diesem Gerit
durch das Raumlicht beeinflusst. Die Effektstirken beim Vergleich von Raumlicht und
eines iibergestiilpten Pappkartons zeigen daher beim Revo Nx zu erwartende negative
Werte fiir beide Flachen, wobei die Vorderflache einen negativeren Wert aufweist als
die Riickfliche. Dies zeigt, dass die Gradienten zum einen bei einer Abdeckung mit
einem Pappkarton stirker ausgeprigt sind als beim Raumlicht und somit die Kanten
leichter erkannt werden kénnen. Zum anderen wird durch den negativeren Wert der
Vorderflache erneut die zuvor beschriebene hohere Gradientenstéarke aufgrund verschie-
dener Brechungsindizes in den Gewebeschichten der Hornhaut deutlich. Die jeweiligen
Gradientenstérken sind in Tabelle 4.12 zu finden. Anders verhélt es sich beim Casia 2,
wo beide Flichen sehr kleine positive Werte ausweisen. Es zeigt sich keine klare Ten-
denz, ob eine Messung bei Raumlicht oder mit Abdeckung durch einen Pappkarton
sinnvoller ist. Die Messungen am Casia 2, dessen Zentralwellenlinge bei 1310 nm liegt,
werden weder durch das Raumlicht noch die Sonneneinstrahlung beeinflusst. Es gibt
nur minimale Uberschneidungen der Spektren.

Beim Vergleich einer kompletten Abdeckung des Gerétes mit Raumlicht bzw. Pappe
zeigen beide Geréite und Flichen positive Werte, sodass die komplette Abdeckung in
allen Fillen eine verbesserte Kantenerkennung ermdéglicht. Auch hier liegen die Werte
der Vorderfldche oberhalb der Werte der Riickkante. Aufféllig ist, dass die Effektstér-
ken am Revo Nx fiir den Vergleich von Abdeckung und Raumlicht grofer sind als
die beim Vergleich von Abdeckung und Pappe, wihrend die Effektstirken am Casia

2 den umgekehrten Effekt zeigen. Erwartungsgeméfs sollte der Unterschied zwischen

85



5 Diskussion

Raumlicht und Abdeckung grofer sein als zwischen Raumlicht und Pappe, so wie es
die Effektstdrken am Revo Nx zeigen. Sollte es bei der Messung mit Pappabdeckung
zu Messfehlern gekommen sein, so wiirden sich diese wohl auf den Vergleich mit Raum-
licht als auch mit Abdeckung auswirken.

Zusammenfassend wire es moglich durch Abdeckung der Gerite den Helligkeitsgradi-
enten zu erhéhen. In der Anwendung hat sich gezeigt, dass auch ohne Abdeckung des
Casia 2 der Gradient ausreicht, um mithilfe des entwickelten Algorithmus eine Kan-
tenerkennung durchzufiithren. Moglicherweise konnte die Kantenerkennung durch die
Abdeckung verbessert werden, jedoch steht dazu in Relation der vermehrte Zeitauf-
wand fiir die Messung in der Ambulanz der Klinik. Da das Gerét zeitgleich sowohl fiir
Forschungszwecke als auch fiir routineméfige Patientenmessungen genutzt wird, sollte

die Arbeitszeit am Gerédt moglichst gering gehalten werden.

5.2 Messungen an Patienten/Probanden

5.2.1 Vergleich der Ergebnisse zweier Analyseverfahren

Drei Probandenaugen wurden zur Uberpriifung der Genauigkeit des Algorithmus so-
wohl durch die Software des Vorderabschnitts-OCTs Casia 2 als auch mithilfe des
Algorithmus beziiglich der Flichenbrechwerte der Vorder- und Riickfliche der Horn-
haut sowie der Stirke und Lage des Astigmatismus ausgewertet. Ebenfalls erfolgte eine
Bestimmung der zentralen Hornhautdicke.

Die Software des Casia 2, die ausschlieflich die Daten des Corneal Map Scans aus-
werten kann, liefert fiir alle drei Augen physiologische Werte fiir die Brechwerte der
Flachen, den Astigmatismus und die zentrale Hornhautdicke. Fiir die Algorithmus-
gestiitzte Auswertung gibt es Unterschiede in den Ergebnisse je nachdem, ob der Cor-
neal Map Scan oder der Rasterscan ausgewertet und welches Fitmodell benutzt wurde.
Um die Ergebnisse der Tabellen 4.14 und 4.15 miteinander vergleichen zu kénnen, wur-

den fiir jedes Auge, jede Fliche und jedes Analyseverfahren (Casia-Software, Zernike-
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Fit, sphiro-zylindrischer Fit) fiir beide Scans nach der Humphrey Notation [60] der

mittlere Brechwert M B und Stérke des Astigmatismus C'yl berechnet:

F.+F

MP =2ty
2
CO:(FS_
045:(F5_

Fy) - cos
Fy) - sin

Cyl = /C3 + C%

Dabei bezeichnen Fj ; die steilen und flachen Flichenbrechwerte, o die Achslage des

(20)

(20)

Astigmatismus und Cp 45 die Komponente des Astigmatismus in 0° und 45°. An-

schliefend wurden die Differenzen zwischen den Werten der Casia-Software und dem

Zernike-Fit bzw. dem sphéro-zylindrischen Fit fiir beide Flichen und Scans berechnet

und iiber die Anzahl der untersuchten Augen gemittelt. Dies wurde ebenfalls fiir die

zentrale Hornhautdicke durchgefiithrt. Es ergaben sich die in Tabelle 5.2 aufgelisteten

Werte.

Tabelle 5.2: Differenzen der mittleren Brechwerte M F' in Dioptrien, der zentralen Hornhautdicke
CCT in pm und der Stirke des Astigmatismus C'yl in Dioptrien zu den Werten der Casia-Software als
Mittelung iiber drei Probandenaugen fiir den Corneal Map Scan bzw. Rasterscan bei durchgefiihrtem
Zernike-Fit bzw. sphéro-zylindrischen Fit

Zernike Sphéro-zylindrisch
Auge MF Cyl CCT MF Cyl CCT
. Vorderfliche 4.18 0.64 23.00 1.74 0.36 26.00
Riickflache 0.60 0.24 0.00 0.00
Vorderfliche 3.73 0.72 24.00 0.08 1.04 30.00
Corneal Map Scan 2 o
Riickfliche 0.98 0.20 0.35 0.13
5 Vorderfliche 4.12 0.69 28.00 0.29 0.78 35.00
Riickfliche 0.78 0.29 0.30 0.20
) Vorderfliche 3.12 0.74 35.00 1.44 0.24 75.00
Riickfliche 0.75 0.17 0.00 0.20
Vorderfliche 7.13 4.20 33.00 3.53 1.39 79.00
Rasterscan 2
Riickflache 0.3 0.20 0.35 0.27
Vorderfliche 1.11 0.70 30.00 0.61 0.42 54.00
Riickflache 0.50 0.02 0.60 0.18
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Obwohl die Kantendetektion und der Fit zur Bestimmung der Kriimmungsradien beim
Casia 2 aufgrund fehlender Informationen durch den Gerdtehersteller unbekannte Ar-
beitsschritte darstellen, werden fiir die nachfolgende Diskussion die Ergebnisse der
Casia-Software als korrekte Darstellung der untersuchten Probandenhornhaut betrach-
tet. Wie bereits in vorherigen Arbeiten [74, 75| gezeigt wurde, korrelieren die Topo-
grafieergebnisse der Casia-Software gut mit denen anderer Topografiegeridte wie der
Pentacam (OCULUS Optikgerdte GmbH, Wetzlar, Germany) und der Scheimpflug
Kamera Galilei G6 (Ziemer Ophthalmic Systems AG, Port, Schweiz). Die Betrachtung
der Ergebnisse der Casia-Software als Referenzwert ist somit sinnvoll. Ebenfalls ist zu
beachten, dass die Keratometerwerte der Casia-Software nur anhand von durch den
Corneal Map Scan ermittelten Héhendaten, die auf einem Kreis mit einem Durch-
messer von 2.5 mm — 3mm liegen, berechnet werden. Die Auswertung durch den Al-
gorithmus erfolgt auf einer Fldche mit einem Durchmesser von 8 mm. Allein diese
unterschiedlichen oder unbekannten Arbeitsschritte kénnen zu Differenzen zwischen
den Ergebnissen der Casia-Software und denen des Algorithmus fiihren.

Tabelle 5.2 zeigt, dass es keine klare Tendenz der Abweichungen der mittleren Brechwer-
te und der Stirke des Astigmatismus der Vorder- und Riickfliche zur Casia-Software
zu einem der beiden durchgefiihrten Scans gibt. Bei der Betrachtung von beispiels-
weise Auge 1 zeigt der mittlere Brechwert der Vorderfliche eine geringe Abweichung
zur Casia-Software beim Rasterscan, wihrend der mittlere Brechwert der Riickflache
dieses Auges eine geringere Abweichung beim Corneal Map Scan aufweist. Bei der
Starke des Astigmatimus dieses Auges verhélt es sich genau umgekehrt. Die anderen
untersuchten Probenaugen zeigen ein dhnliches, nicht eindeutiges Verhalten. Es wire
zu erwarten, dass die Abweichungen beim Corneal Map Scan geringer ausfallen, da die
Casia-Software wie bereits erwdhnt die Hohendaten des Corneal Map Scans auswer-
tet. Beide Analyseverfahren nutzen somit dieselben Daten. Das vorliegende Ergebnis
sollte durch die Vermessung anderer Probandenaugen erneut gepriift werden. Anders
verhdlt es sich bei der zentralen Hornhautdicke. Hier zeigt sich eindeutig die geringere
Abweichung zur Casia-Software beim Corneal Map Scan. Ein vom Gerét unabhingi-
ger Vorteil des Corneal Map Scans ist, dass aufgrund der sternférmigen Abrasterung
in jedem Schnittbild die Fixationsachse als ausgezeichneter Punkt vorliegt. Die starke
Lichtreflexion aufgrund des senkrechten Einfalls kann sehr gut zur Ausrichtung der
einzelnen Schnittbilder zueinander genutzt werden. Der Rasterscan zeigt die Fixati-
onsachse nur im mittleren Schnittbild, sodass eine Bewegung des Probandenauges zu
Spriingen zwischen den Hdhendaten in z-Richtung fiilhren kann. Die Durchfiihrung

eines zweiten Rasterscans, der um 90° gegeniiber dem ersten gedreht ist und anschlie-
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$end mit dem ersten Scan verrechnet wird, konnte eine Losung fiir dieses Problem
sein. Allerdings setzt dies eine sehr gute Gerétejustierung voraus. Der Rasterscan hat
jedoch nicht nur Nachteile gegeniiber dem Corneal Map Scan. Im Vergleich zu diesem
weist der Rasterscan eine hoherere Auflésung in der Peripherie auf, sodass dieser zu
genaueren Ergebnisse in diesem Bereich fiihrt. Da durch die Casia-Software aber nur
die Auswertung des Corneal Map Scans moglich ist, kann diese Hypothese nicht iiber-
priift werden.

Der Vergleich der Abweichungen fiir den mittleren Brechwert und die Stérke des Astig-
matismus zur Casia-Software zeigt fiir die beiden durchgefiihrten Fitmodelle in Tabel-
le 5.2 zumeist geringere Werte filir den sphéro-zylindrischen Fit. Einzig die zentrale
Hornhautdicke weist beim sphéro-zylindrischen Fit eine héhere Differenz auf als beim
Zernike-Fit. Allerdings liegt der Unterschied zwischen den Abweichungen fiir die zen-
trale Hornhautdicke beim Zernike- und sphiro-zylindrischen Fit fiir den Corneal Map
Scan bei ca. 5 pum. Ein Unterschied in dieser Gréfienordnung kann vernachléssigt wer-
den, sodass fiir die zentrale Hornhautdicke beide Fitmodelle beim Corneal Map Scan
gleich gute Ergebnisse im Vergleich zur Casia- Software liefern. Die Abweichung beim
Rasterscan liegt bei ca. 37 um. Wie zuvor beschrieben zeigt der Rasterscan die Fixa-
tionsachse nur im zentralen Schnittbild, sodass Bewegungen des Probandenauges zu
Spriingen in den Hohendaten fithren kénnen. Dies kénnte die gréfseren Abweichungen
der Hornhautdicke beim Rasterscan erkléren.

Die geringere Differenz zur Casia-Software beim sphéro-zylindrischen Fit bedeutet
zwar, dass durch diesen im Algorithmus die Flachenbrechwerte der Probandenhorn-
haut ndher am gew#hlten Referenzwert, welcher den Ergebnissen der Casia-Software
entspricht, liegen. Allerdings gilt dies nur, wenn sich die Fixationsachse sowohl in der
Casia-Software als auch im Algorithmus im Zentrum des jeweiligen Koordinatensys-
tems befindet. Bei vorliegender Dezentrierung und Verkippung der Probandenhornhaut
kann aufgrund der unbekannten Reihenfolge der Winkel- und Verschiebungsoptimie-
rung beim sphéro-zylindrischen Fit die Dezentrierung nicht gleichzeitig und unabhén-
gig von der Verkippung bestimmt werden. Es miisste zundchst einzeln die Dezentrie-
rung ohne Beachtung der Verkippung mithilfe des Fits berechnet werden. Nach einer
Zentrierung der Daten wiirde der Fit dann ohne Berechnung der Dezentrierung zur
Ermittlung der Verkippung genutzt werden. Fine Berechnung der Lage und Stirke des
Astigmatismus wére sonst mit dem sphéro-zylindrischen Fit nicht méglich. Auch beim
Zernike-Fit miisste die Dezentrierung vor dem eigentlichen Fit herausgerechnet werden,
wenn sich die Fixationsachse nicht zentral im Koordinatensystem befindet (vgl. Ab-

schnitt 5.1.2). Im Gegensatz zum sphéro-zylindrischen Fit wird die Winkeloptimierung
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beim Zernike-Fit jedoch gleichzeitig fiir alle Winkel durchgefiihrt. Ein Nachteil dieser
Fitmethode ist allerdings, dass der bestimmte Radius bzw. Flichenbrechwert von der
Anzahl der zur Optimierung benutzten Polynome abhingig ist. Je mehr Polynome in
Formel 3.19 genutzt werden, desto geringer ist der RMSE-Wert des Fits und desto
genauer ist das Ergebnis [64]. Beide Fitmodelle kénnten durch die Einfithrung soge-
nannter Penalty-Funktionen, bei denen bestimmte Parameter des Fits mehr gewichtet
werden, verbessert werden. Dadurch kénnte beispielsweise die doppelte Durchfiihrung
des Fits beim sphéro-zylindrischen Modell durch unterschiedliche Gewichtungen der
Verkippung und Dezentrierung umgangen werden.

Ein Vergleich der Hornhautdickenprofile in Abbildung 4.6 zeigt, dass sowohl der Raster-
als auch der Corneal Map Scan bei der Auswertung mit dem sphéro-zylindrischen
Fitmodell eine der Geritesoftware sehr dhnliche Verteilung der Dicken liefern. Beide
Profile verdeutlichen wie die Gerétesoftware, dass sich der diinnste Bereich der be-
trachteten Probandenhornhaut bei einer x/y-Position von (1,0) befindet. Die Profile
der beiden anderen Probanden zeigen gleiche Ergebnisse. Das Dickenprofil einer Horn-
haut, die mithilfe des Algorithmus ausgewertet wurde, zeigt also verldsslich fiir die
drei untersuchten Probanden die diinnsten und dicksten Bereich der Hornhaut an.
Fiir genauere Aussagen miisste eine grofere Anzahl an Probanden untersucht werden,
die sich trotz langer Messdauer fiir die Untersuchung bereit erkléren (sieche Abschnitt
3.4.1).

5.2.2 Identifikation von Hornhautpathologien

Das Vermogen des Algorithmus zur Darstellung und Erkennung von Hornhautpatholo-
gien wurde an Patienten bewertet, bei denen eine Hornhauterkrankung diagnostiziert
und ein Corneal Map Scan am Vorderabschnitts-OCT Casia 2 durchgefiihrt wurde.

Die Abbildungen 4.7 bis 4.11 zeigen Messungen, bei denen dem Patienten eine Horn-
hautdystrophie, eine Salzmann’sche noduldre Hornhautdegeneration oder eine Akant-
hamobenkeratitis diagnostiziert wurde. Anhand der Anordnung und Dichte der weilsen
Kreuze, durch die der Algorithmus Pixel mit einem erhéhten Helligkeitswert gegeniiber
den umgebenden Helligkeitswerten markiert hat, kénnen die Messungen den jeweiligen
Erkrankungen zugeordnet werden. Zudem zeigt die Dichte der Kreuze das Ausmaf der
Erkrankung an. Der erhohte Helligkeitswert dieser Pixel im Schnittbild der Hornhaut
entsteht durch die héhere optische Dichte der bei diesen Erkrankungen im Stroma vor-

liegenden, pathologischen Strukturen (vgl. Abschnitt 2.1). Anhand der vorliegenden
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Helligkeitswerte dieser Strukturen bei den Patientenmessungen konnte der Grenzwert,
ab dem die Kreuze aufgezeigt werden, evaluiert werden.

Die Darstellung eines Flaps nach einer LASTK war mithilfe der Kreuze leider nicht mog-
lich (Abb. 5.3). Die linienférmige Anordnung der Kreuze zeigt nicht wie gewiinscht den
Flap der LASIK Operation, sondern die Vorderflache bestehend aus Epithelzellen der
Hornhaut. Sie ist in allen Abbildungen 4.7 bis 4.12 zu finden und wird irrtiimlich vom
Algorithmus markiert. Die Kennzeichnung des tiefer im Stroma liegenden Flaps kann

aufgrund des zu geringen Helligkeitsunterschieds des Flapschnittes nicht erfolgen.

Epitheliale
Ablagerungen

LASIK Flap

Abbildung 5.3: Schnittbild einer Messung eines Patienten nach LASIK mit Kennzeichnung der vom
Algorithmus markierten Epithelzellen und des LASIK Flaps

Ein weiterer Nachteil dieser Methodik besteht im zentralen Bereich der Messungen.
Durch die Zentralreflexion des Lichtstrahls der Hornhaut entstehen vermehrt Pixel
erhdhter Helligkeit an der Riickfliche der Hornhaut. Diese werden vom Algorithmus
falschlicherweise auch als pathologische Strukturverinderungen erkannt (Abb. 4.7 bis
4.12).

Sowohl die Markierungen der Ephitelzellen als auch des Zentralreflexes finden sich
ebenfalls in den Abbildungen der gesunden Probanden (Abb. 4.13 bis 4.15). Neben
diesen Kennzeichnungen und Effekten am Rand der Bilder, wo die Hornhaut in die
Sklera iibergeht, finden sich bei den Probandenmessungen keine weiteren Auffillig-
keiten. Der Algorithmus ist demnach in der Lage fiir dezentrale Bereiche im Stroma
pathologische Strukturen darzustellen und dadurch die Zuordnung einer Hornhauter-
krankung zu unterstiitzen. Moglicherweise kann durch die Anpassung des Grenzwertes
fiir die Darstellung der Kreuze im Zentrum der Riickfliche und des Epithels der Horn-
haut die Begrenzung auf einen bestimmten Bereich aufgehoben werden. Das Zentrum

der Riickfliche der Hornhaut wird individuell fiir jede Hornhaut durch die aus dem
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Algorithmus bekannte Apexposititon xg, Yo, 20 bestimmt.

Die Abbildungen 4.16 bis 4.18 zeigen die Dickenprofile von Patientenhornhéuten mit
diagnostiziertem Keratokonus, Keratoglobus oder Pelluzide marginale Degeneration.
Durch die farbige Darstellung der verschiedenen Dicken mithilfe eines Konturplots
kann das Profil einer der genannten Erkrankungen zugeordnet werden. Beim Vergleich
der vom Algorithmus und der von der Casia-Software erzeugten Dickenprofile erschei-
nen Differenzen zwischen den Profilen, die fiir den Keratokonus zwischen —200 und
50 pm, fiir den Keratoglobus zwischen —200 und 200 pm und fiir die PMD zwischen
—150 und 150 pum liegen. Diese Differenzen entstehen, obwohl die Hornhautdicke so-
wohl im Algorithmus als auch in der Casia-Software senkrecht zur Vorderfliche nach
durchgefiihrtem Raytracing bestimmt wird. Dafiir gibt es verschiedene Ursachen. Das
Raytracing wird in der Casia-Software zweidimensional und im Algorithmus dreidi-
mensional durchgefiihrt. Dies fiihrt im Fall der Casia-Software zu Problemen bei Pa-
tienten, deren Hornhaut durch irregulire, nicht rotationssymmetrische Kriimmungen
zu Abbildungsfehlern wie Koma und Astigmatismus fiihrt. Die Lichtstrahlen treten
bei diesen Patienten bei der Brechung an der Vorderfliche aus der zweidimensionalen
Ebene, die durch den betrachteten Meridian aufgespannt wird, heraus. Ein zweidimen-
sionales Raytracing fiihrt demnach zu ungenauen Riickflachen und somit auch falschen
Hornhautdicken bei Hornhauten mit Keratokonus, Keratoglobus und PMD. Eine an-
dere Ursache fiir die Differenzen zwischen dem Algorithmus und der Casia-Software
liegt im unbekannten Vorgehen bei der Kantenerkennung und dem Fit der Kanten in
der Casia-Software (vgl. Abschnitt 5.2.1). Fiir den Fit der Kanten wurde in den einzel-
nen Meridianen im Algorithmus ein zweidimensionales Polynom 4. Ordnung genutzt.
Allerdings bewirken die Eigenschaften dieser Fitfunktion, dass es zu Oszillationen der
Funktion und somit zu Ungenauigkeit am Rand des Fits kommt. Diese Ungenauig-
keiten zeigen sich auf den Abbildungen 4.16 bis 4.18 in Form der gelben Bereiche in
den Dickenprofilen des Algorithmus. Zudem bewirken die Fitfehler im Algorithmus
die erhdhten Differenzen zur Casia-Software, die ebenfalls als gelbe Bereiche im Diffe-
renzdickenprofil des Algorithmus und der Casia-Software aufgezeigt werden. Trotzdem
stellt die Darstellung der Hornhautdicke als Konturplot ein sinnvolles Tool zur Erken-
nung von Pathologien dar, denn die Ungenauigkeiten durch den zweidimensionalen
Polynomfit zeigen sich nur in den Vergleichsergebnissen mit den Casia-Software. Der
zur Aufwertung von Hornhautspendergeweben genutzte Algorithmus verwendet hin-

gegen dreidimensionale Flichenfits ohne Randartefakte.
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5.3 Messungen an Hornhautspenden

5.3.1 Reproduzierbarkeit

Da die Cronbach « fiir die Kriimmungsradien und die zentrale Hornhautdicke in Ta-
belle 4.16, welche fiir zehn Spenderhornhdute mit je vier Messungen ermittelt wurden,
fiir jeden Parameter einen Wert grofer als 0.9 aufweisen, kénnen die Ergebnisse des
Algorithmus als konsistent angesehen werden. Eine mehrfache Messung einer Spender-
hornhaut zeigt somit bei der Auswertung durch den entwickelten Algorithmus dasselbe

Ergebnis.

5.3.2 Korrektur systematischer Messfehler durch Raytracing

Beim Vergleich der Ergebnisse der sieben Spenderhornhiute, die sowohl mit als auch
ohne Raytracing ausgewertet wurden, ergeben sich, wie zu erwarten, steilere Kriim-
mungsradien der Vorderfliche, keine Verdnderungen der Radien in der Riickfliche und
eine nahezu unverdnderte zentrale Hornhautdicke bei der Auswertung mit Raytracing
(Tab. 4.17). Die mittlere Differenz zwischen den Ergebnissen der Kriimmungsradien
mit und ohne Raytracing zeigt bei der Riickflache einen Wert von null. Fiir die Vorder-
fliche ergibt sich beim steilen Radius eine Differenz von —0.08 mm und beim flachen
Radius ein Wert von —0.1 mm. Da die Differenz nach Gleichung 4.4 berechnet wur-
de, zeigt das negative Vorzeichen der Differenzen der Vorderfliche ebenfalls, dass das
Raytracing zu steileren Kriimmungsradien dieser Fliche fiihrt. Die Differenz der zen-
tralen Hornhautdicke betragt 0.37 yum und ist somit im Vergleich zur Hornhautdicke
selbst vernachldssigbar. Da im Zentrum der Hornhaut der Eingangslichtstrahl senk-
recht auf die Hornhautriickflache trifft, wird der Strahl nach dem Brechungsgesetz
an dieser Stelle nicht gebrochen. Der Strahl folgt im Zentrum somit beim Raytracing
demselben Weg. Ebenfalls entspricht die Wegstrecke zwischen Riick- und Vorderfliche
mit Raytracing der ohne Raytracing, sodass die Hornhautdicke an dieser Stelle gleich
ist. Die geringe Abweichung der zentralen Hornhautdicke bestétigt dies. Der niedri-
gere RMSE-Wert des Vorderflichen-Fits mit Raytracing ist auf die Konstruktion der
Vorderfliche aus der Riickfliche zuriickzufiihren, da hierbei eine wesentlich genauere,

weniger verrauschte Fliache errechnet wird als zuvor in der Messung detektiert wurde.
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5.3.3 Anwendung der Methode

Die Auswertung der 579 vermessenen Spenderhornhiute ergibt im Mittel fiir die Kriim-
mungsradien und zentrale Hornhautdicke physiologische Ergebnisse (Tab. 4.19). Durch
die farbige Markierung der Spenderhornhéute, die aufserhalb der zwei- bzw. dreifachen
Standardabweichung fiir die Kriimmungsradien und Hornhautdicke liegen, kénnen ihre

Anzahlen in Tabelle 5.3 aufgelistet werden.

Tabelle 5.3: Anzahl der Spenderhornhiute, die von 579 vermessenen Geweben auferhalb der zwei-
bzw. dreifachen Standardabweichunge SD fiir die steilen Kriimmungsradien R, der Vorder- und Riick-
fliche sowie der zentralen Hornhautdicke CCT liegen

Nur Riickfliche Nur Vorderfliche Beide CCT
R,

Auferhalb £25D 13 17 10 27
Auferhalb £3SD 4 2 3 5

Bei zu steilen Kriimmungsradien der Vorder- und Riickfléche der Spendergewebe konn-
te moglicherweise ein Keratokonus vorliegen, sodass der Opthalmologe bei einer far-
bigen Markierung in der Datei das Gewebe nochmals untersuchen kann. Innerhalb
der 579 vermessenen Hornhautspendergewebe konnte auf diese Weise ein Keratokonus
fiir die Transplantation ausgeschlossen werden. Eine weitere Hornhaut, deren Kriim-
mungsradien zu steil war, wurde als ,auffillig“ vom Ophthalmologen markiert und nur
als Notfall-Hornhaut (& chaud) verwendet. Zwar werden zu flache Kriimmungsradien
ebenfalls markiert, jedoch gibt es bisher keine bekannte Erkrankung bei der diese Ver-
anderung der Radien auftritt. Hornhdute, deren zentralen Dicke auferhalb der zwei-
oder dreifachen Standardabweichung liegen, wurden méglicherweise zu frith nach dem
Umsetzen in Medium 2 gemessen. Der Vorgang des Entquellens war zu diesem Zeit-
punkt noch nicht abgeschlossen.

Bei Spendergeweben mit einer erhohten Anzahl von Pixeln mit erhéhtem Helligkeits-
wert werden in der letzte Spalte der Excel-Datei die Worte ,Mogliche Pathologie®
ausgegeben. Fiir die ausgewerteten Hornh&aute erfolgte dies in 216 Féllen, worauf jede
dieser Hornh#ute erneut durch einen Ophthalmologen begutachtet wurde. Insgesamt
wurden neun dieser Hornhiute darauthin als auffillig markiert. In der nachfolgenden
Tabelle 5.4 sind die Befunde und das weitere Verfahren mit diesen Geweben notiert.
Zudem zeigen die Abbildungen 5.4 bis 5.6 die OCT-Aufnahmen oder Spaltlampenauf-

nahmen gegeniiber den vom Algorithmus erzeugten Bildern mit markierten Pixeln fiir
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drei dieser erkrankten Hornhautspendergewebe.

Tabelle 5.4: Befund und Einstufung/OP von auffilligem Hornhautspendergewebe, das zunichst vom
Algorithmus und anschlieffend vom Ophthalmologen erkannt wurde

Hornhaut Befund Einstufung/OP
1 Narbe Verworfen
2 Epitheliale Ablagerungen, retrocorneale Beschldge & chaud/nicht benétigt
3 Epitheliale Ablagerungen a chaud/nicht benéotigt
4 Epitheliale Ablagerungen a chaud/nicht benéotigt
5 Epitheliale Ablagerungen a chaud/nicht ben&tigt
6 Retrocorneale Beschlége a chaud /KPL
7 Auffallig a chaud/nicht ben&tigt
8 Auffillig a chaud/nicht benétigt
8 Auffallig a chaud/nicht ben&tigt

(a) Casia Aufnahme (b) Algorithmus mit markierten Pixeln erhohter
Helligkeit

Abbildung 5.4: Schnittbilder einer Messung einer Hornhautpspende mit Narbe (Hornhaut 1 aus
Tabelle 5.4)

(a) Casia Aufnahme (b) Algorithmus mit markierten Pixeln erhohter
Helligkeit

Abbildung 5.5: Schnittbilder einer Messung einer Hornhautpspende mit retrocornealen Beschldgen
(Hornhaut 7 aus Tabelle 5.4)

95



5 Diskussion

(a) Spaltlampenaufnahme (b) Algorithmus mit markierten Pixeln erhéhter
Helligkeit

Abbildung 5.6: Schnittbilder einer Messung einer Hornhautspende mit epithelialen Ablagerungen
und retrocornealen Beschligen (Hornhaut 3 aus Tabelle 5.4)

Nach der Beurteilung durch den Algorithmus und den Ophthalmologen wurden die
Spendergewebe zwei bis neun aus Tabelle 5.4 als ,a chaud* Hornh&ute gekennzeich-
net. Handelt es sich beim Befund um eine Auffilligkeit am Epithel, ist diese jedoch
nicht der Grund fiir die Einstufung als & chaud“ Hornhaut. Epitheliale Abnormitéten
kénnen vor der Transplantation abgetragen werden (Abrasio) und stellen damit kein
Problem dar. Fiir eine Einordnung als ,,& chaud“ Hornhaut miissen bei den Hornh&uten
drei bis sechs demnach dem Ophthalmologen andere Griinde vorgelegen haben. Trotz
der bekannten und unbekannten Griinde fiir die Klassifizierung als ,& chaud“ Horn-
haut konnten die Hornh&dute zwei bis neun fiir eine Hornhauttransplantation genutzt
werden. Allerdings wurde im Endeffekt nur eine dieser sieben Hornh&ute bendtigt. Sie
wurde fiir eine perforierende Keratoplastik genutzt, wihrend die iibrigen .4 chaud®
Hornh#&ute nach Ablauf der Aufbewahrungszeit (4 Wochen) verworfen wurden. Die
Hornhaut eins wurden verworfen, obwohl sie méglicherweise fiir eine hintere lamelldre
Keratoplastiken hétten verwendet werden kénnen.

Von insgesamt 579 vermessenen Hornhéuten konnten nur 35 nicht ausgewertet werden.
Dabei waren 31 dieser Félle auf anwenderbedingte Fehler bei der Hornhautvermessung
zuriickzufiihren. Sie wurden entweder zu friith nach dem Umsetzen in Medium 2 ge-
messen oder die Zellkulturflasche wurde nicht richtig im Halter auf der Kinnstiitze
positioniert, sodass es zu starken Spiegelungen der Flaschenwand im Bild kam. Die
iibrigen vier Messungen konnten aufgrund der Programmierung des Algorithmus nicht
ausgewertet werden. Aufgrund nicht ausreichender Konvergenz der Kriimmungsradi-
en wurde der iterative Fit der Riickfliche in diesen vier Féllen vorzeitig beendet(vgl.
Abschnitt 3.2.2.3).
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6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur objektiven, kontaktfreien und to-
mografischen Vermessung und Beurteilung von Hornhautspendergeweben entwickelt.
Die optische Kohdrenztomografie wird aufgrund ihrer hohen axialen Auflésung als opti-
sches Messsystem fiir dieses Verfahren genutzt. Nach eingehender Recherche und Test-
messungen von Hornhautspendergewebe zur Beurteilung verschiedener OCT-Systeme
wurde das Vorderabschnitts-OCT Casia 2 (Tomey Corp., Nagoya, Japan) als zukiinf-
tiges Messsystem gewéhlt. Es besitzt aufgrund seiner hohen Eindringtiefe, dem kolli-
mierten Messstrahl und der Export-Funktion von dreidimensionalen Grauwertschnitt-
bildern viele Vorteil gegeniiber dem ebenfalls untersuchten Spectral Domain OCT Revo
Nx ((Optopol Technology Sp. z 0.0., Zawiercie, Polen).

Der Wahl des Messsystems folgte die Programmierung eines Algorithmus zur Auswer-
tung der Rohdaten in Matlab. Der Algorithmus berechnet aus den darin ermittelten
Vorder- und Riickflichendaten der Hornhautspendergewebe durch die Anpassung ei-
nes Flichenmodells die Kriimmgungsradien der Flichen und die Hornhautdicke. In
dieser Arbeit wurden zur Uberpriifung der Genauigkeit verschiedener Flichenmodelle
Oberflichen simuliert und anschliefsend mit einem Fit durch Zernike-Polynome und ei-
nem sphéro-zylindrischen Fliachenmodel analysiert. Beide Modelle lieferten hinreichend
genaue Ergebnisse fiir die Kriimmungsradien, die Verkippung und Verschiebung der
simulierten und realen Hornhautoberflichen. Zur Validierung des Algorithmus wurde
ein Hornhaut-Phantom aus PMMA vermessen und ausgewertet.

Es wurde gezeigt, dass der Algorithmus auch fiir die geometrischen Parameter der
Hornhaut von Probandenmessungen wie die Flachenbrechwerte der Vorder- und Riick-
fliche sowie die Hornhautdicke physiologische und mit der Casia-Software vergleich-
bare Ergebnisse liefert. Darauthin wurden Patientenmessungen in den Algorithmus
eingelesen, bei denen eine Hornhauterkrankung oder strukturelle Verdnderung an der
Hornhaut bekannt war. Anhand dieser Messungen wurde der Algorithmus auf die
Erkennung von Pathologien programmiert. Durch die Verteilung und Dichte von Mar-
kierungen, die der Algorithmus bei Pixeln mit erhthtem Helligkeitswerten gegeniiber
den umgebenden Werten setzt, und die Darstellung der Hornhautdicke in Form von
farbigen Kontourplots kénnen die Messungen bestimmten Erkrankungen zugeordnet
werden.

Abschliefsend wurden 579 Spenderhornhéute vermessen und analysiert. Dabei wurden

im Mittel fiir Vorder- und Riickflichenkrimmung sowie die zentrale Hornhautdicke
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Ergebnisse erzielt, die in der Grofenordnung der Literaturangaben der menschlichen
Hornhaut liegen. Zudem wurden mithilfe des Algorithmus Abnormitéten in den Spen-
derhornhduten erkannt, die zuvor vom Ophthalmologen an der Spaltlampe {ibersehen
wurden. Die entwickelte Methode ist somit in der Lage, Hornhautspendergewebe zu
charakterisieren und pathologische Strukturen zu erkennen. Sie konnte als Routineun-
tersuchung in der Hornhautbank angewendet werden und die Arzte bei der Auswahl
des richtiges Gewebes fiir die verschiedenen Transplantationsarten unterstiitzen. Finer
Verwerfung von moglicherweise brauchbarem Gewebe konnte dadurch entgegenwirkt

werden.

Ein anderes Einsatzgebiet der Methode kénnte die ,Harmonisierung* von Spender-
und Empféngertomografie bei der Hornhauttransplantation sei [40]. Als Harmonisie-
rung wird die gezielte Ausrichtung von Spender- und Empféngergewebe zueinander
bezeichnet, bei der die Hohendaten am Trepanationsrand bestmdglich miteinander
iibereinstimmen. Mdoglicherweise kann durch die Ausrichtung des Gewebes der Re-
stastigmatismus, der nach dem Entfernen der Naht entsteht, verringert werden. Mithil-
fe der entwickelten Methode wiren die Vermessung und Bestimmung der Hohendaten
am Trepanationsrand von Spender- und Empfangergewebe mdoglich. Durch eine simu-
lierte Rotation des Spendergewebes im Empfingerbett kénnte die optimale Position

gefunden werden.
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A-Scan Amplitudenscan

B-Scan Brightness Mode Scan

CCD Charge-coupled device
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DSAEK Decement Stripping Automated Endothelial Keratoplasty
FD-OCT Fourier Domain OCT

INTACS Intrakorneale Ringsegmente

LCI Low-Coherence Interferometry

LASIK Laser-in-situ-Keratomileusis

ocCT Optische Kohédrenztomografie

PMD Pelluzide marginale Hornhautdegeneration
PMMA Polymethylmethacrylat

PRK Phtorefraktive Keratektomie

PTK Phototherapeutische Keratektomie

RMSE Root-mean-squared error

ROI Region of Interest

SD-OCT Spectral Domain OCT

SS-OCT Swept Source OCT

TD-OCT Time Domain OCT
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A.3 Variablenverzeichnis

Symbol Bedeutung
A Schnitthild
Ag Mit Gauk-Filter geglattetes Schnittbild
a Grad des Zernike-Polynoms
« Winkellage der steilen Achse
b Unbearbeitetes Grauwertbild
b; Invertiertes Grauwertbild
I6; Verkippung in x-Richtung (sphéro-zylindrischer Fit)
C Zernike-Koeflizienten
Co, Cys Komponete des Astigmatismus in 0°/45°
cCcT Zentrale Hornhautdicke
Cyl Starke des Astigmatimus
D, D, Horizontaler/vertikaler Helligkeitsgradient
d Differenz zwischen den Ergebnissen mit und ohne Raytracing
AN Halbwertsbreite des Spektrums
Az Transversale Auflosung eines OCTs
0 Winkel der Verkippung (Zernike-Fit)
E Effektstérke
E; Elektrische Feldstarke des Eingangslichtstrahls
Egr, Eg Elektrische Feldstérke des am Referenzspiegel /
an der Probe reflektierten Lichtstrahls
€ Lage der Verkippung (Zernike-Fit)
f(.) Fehler von (...)
F Flachenbrechwert
F,, Fy Steiler /Flacher Flachenbrechwert
Fru, Fry Flacher Flachenbrechwert der Riick- bzw. Vorderflache
Fsp, Fsy Steiler Flachenbrechwert der Riick- bzw. Vorderfliche
Gy Gauk-Funktion
G Filterkern des Gaufs-Filters mit Dimension [p,q|
y Verkippung in y-Richtung (sphéro-zylindrischer Fit)
~v(2) Kohérenzfunktion
H, H, Horizontaler/vertikaler Sobel-Operator
1 Intensitét
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NKammerwasser
N Javal

NPMMA
NA

Nopoty
O(r,0)
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R
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Rrot,ac; Rrot,y; Rrot,z
S

51,52

Wellenzahl

Keratometerwert

Steiler /Flacher Keratometerwert

Kohérenzlinge/ Axiale Auflosung eines OCTs
Wellenlénge

Zentrale Wellenlange

Mittelwert

Anzahl der Messpunkte/Pixel

Mittlerer Brechwert

Mittlerer Helligkeitswert des Mediums/der Hornhaut
Erwartungswert der Gauf-Funktion

Brechungsindex

Keratometerindex

Brechungsindex der Hornhaut

Brechungsindex des Kammerwasser
Javal-Keratometerindex

Brechungsindex von Polymethylmethacrylat
Numerische Apertur

Normierte Radialpolynome

Beliebige Oberfliche in Polarkoordinanten

Punkt mit minimalen Héhendaten

Normierter Radius

Steiler /Flacher Kritmmungsradius

Kriimmungsradius in x-Richtung/y-Richtung

Flacher Kriimmungsradius der Riick- bzw. Vorderflache
Steiler Kriimmungsradius der Riick- bzw. Vorderfliche
Radialpolynome

Radius, auf dem Oberfliche fiir Zernike-Polynome definiert ist
Reflexionsgrad

Kriimmungsradius

Rotationsmatrix fiir aufeinanderfolgende Drehung um
z-,y- und x-Achse

Rotationsmatrix fiir Drehung um x-,y- und z-Achse
Strukturelement bei Tophat-Transformation
Schwellenwerte beim Hysterese-Schwellwert Verfahren

des Canny-Gradientfilters
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Standardabweichung

Gepoolte Standardabweichung
Standardabweichung des Mediums/der Hornhaut
Standardabweichung der Gauf-Funktion

Zeit,

Abbruch-Toleranz bei Funktionswert (sphéro-zylindrischer Fit)

Tophat-Transformation

Azimutwinkel

Achslage des Astigmatismus

Steiles/Flaches Verhéltnis der Kriimmungsradien
Platzhalter fiir genutzte Variable

Um Translation und Rotation korrigierten
Ortskoordinaten (sphéro-zylindrischer Fit)
Koordinaten des Apex

x- bzw. y-Komponente des steilen Kriimmungsradius fiir
Riick- bzw. Vorderfliche

Gemessene/vom Fit erwartete z-Werte

Position des Referenzspiegels

Zernike-Polynome

Opening-Operator
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