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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung einer Aufnahmesoft-
ware sowie der Optimierung einer Aufnahmeapparatur zur Messung von Autofluo-
reszenzlebensdauern und Autofluoreszenzintensititen im Bereich der Retina. Mithil-
fe eines blauen Lasers werden fluoreszierende Molekiile in der Retina, Fluorophore,
zum Abstrahlen von Licht, der so genannten Fluoreszenz, angeregt. Die Abklingzeit
der Fluoreszenzintensitidt bis zum Ende der Lichtemission eines Molekiils, wird als
Fluoreszenzlebensdauer bezeichnet. Die Software ermdglicht es, durch den Einsatz
eines speziellen Detektors und einer sehr genauen Stoppuhr diese Fluoreszenzle-
bensdauer im Pikosekundenbereich zu messen. Anhand der fiir jeden Stoff individu-
ellen Fluoreszenzlebensdauer konnen die Molekiile exakt bestimmt werden. Mit
einem Messgerdt, welches die im Auge vorkommenden Substanzen und deren
Verhiltnis zueinander messen kann, lassen sich bei Abweichungen von der Norm
Diagnosen erstellen und eine Behandlung einleiten. Soft- und Hardware sind in der
Lage, die Augenbewegung wihrend einer Messung auszugleichen, sodass selbst bei
Messungen im Bereich von einigen Minuten verldssliche Messdaten generiert wer-
den. Ziel dieser Arbeit ist die Fertigstellung eines fiir den Routineeinsatz geeigneten

Prototyps.
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1  Einleitung

Viele Krankheiten weisen die Eigenschaft auf, dass sich frithe Anzeichen der Er-
krankung in einer Verdnderung des zelluldren Stoffwechsels bemerkbar machen,

noch bevor sich irreversible Schiden bilden konnten. [1]

Der zelluldre Stoffwechselzustand im Bereich der Retina kann anhand des Verhilt-
nisses von Molekiilen charakterisiert werden, die im Verlauf des Glukoseabbaus zur
Energiegewinnung entstehen. Die entsprechenden Molekiile weisen unterschiedliche

Fluoreszenzeigenschaften auf (siche Kapitel 2) und werden Fluorophore genannt.

Verdnderungen in der Fluoreszenz der Retina kdnnen die Entwicklung von Krank-
heiten wie Katarakt, Glaukom und weiteren friihzeitig offenbaren. [2] Mit kurzen

Laserpulsen lassen sich Substanzen zur Fluoreszenz anregen.

Es ist zunédchst notwendig, die einzelnen fluoreszierenden Stoffe voneinander zu
unterscheiden. Ein Verfahren hierfiir ist die Messung der Fluoreszenzlebensdauer,

welche fiir jeden Stoff einzigartig ist und diesen charakterisiert.

Gelingt es, diese Lebensdauern zu messen und einer Substanz eindeutig zuzuweisen,
kann der akute Stoffwechselzustand und eine mogliche Verdnderung durch die

Abweichung im Vergleich zum Norm- bzw. Sollzustand ermittelt werden.

Aus diesem Grund bietet die Analyse der Fluoreszenz in der Medizin gro3e Chancen,
welche in der Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie (FLIM) bereits erfolgreich unter

Beweis gestellt wurden.

Aufgrund der Vielzahl der endogenen Fluorophore in der Retina werden bei dersel-
ben Wellenldnge, mit welcher der Anregungslaser emittiert, sehr viele Substanzen
zur Fluoreszenz angeregt. Durch die Fluoreszenzlebensdauermessung in der Retina
kann im Gegensatz zu den bislang bekannten Methoden nicht nur die Intensitét aller
angeregter Substanzen und deren Muster detektiert werden, sondern vielmehr auch
das dynamische Abklingverhalten der Fluoreszenzintensititen. Dieses spezifische
Abklingverhalten bzw. die Fluoreszenzlebensdauer ermdglichen Riickschliisse auf
die fluoreszierenden Substanzen. Die Substanzen und das Verhéltnis, in denen diese
vorkommen, liefern wichtige Informationen iiber Mangel- bzw. Uberschussvorkom-
men einzelner Stoffe, woraus unter Umstédnden bereits frithzeitig auf eine Erkran-

kung geschlossen und eine Therapie eingeleitet werden kann.
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1.1 Ausgangssituation

Um erstmalig Autofluoreszenzmessungen an der Retina eines lebenden Patienten
durchfithren zu konnen, entwickelte die Universitdt Jena zusammen mit der Firma
Heidelberg Engineering ein Testgerit. Es handelte sich dabei um einen modifizierten
Laser-Scanner-Angiograph (HRAII) der Firma Heidelberg Engineering, welcher um

einige Hardware-Komponenten fiir die Autofluoreszenzmessung erweitert wurde.

1.2 Problemstellung

Das neue Verfahren wurde an einigen wenigen Probanden getestet und lieferte
vielversprechende Ergebnisse. Die Messzeiten fiir Patienten lagen bei dem vorge-
stellten Testgerit typischerweise bei mehreren Minuten pro Auge, was eine Belas-

tung des Patienten darstellt und dessen intensive Kooperation erfordert.

Die eingesetzten Softwaresysteme erschwerten den Umgang mit dem Gerét fiir
Ungeiibte und waren fiir den Betrieb im klinischen Alltag nicht geeignet. Die zu-
grunde liegende Software-Architektur war zudem nicht in der Lage, die Leistung

moderner Computersysteme auszunutzen.

Die Hardwarearchitektur vereinfachte die softwareseitige Datenverarbeitung und
sparte Ressourcen ein. Gleichzeitig limitierte diese Architektur aber die Bandbreite
der Signale. Die vereinfachte Software- und Hardwarearchitektur drosselten die

Leistungsfahigkeit des Verfahrens.

1.3 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, eine Software zur Messung und Verarbeitung von Fluoreszenz-
lebensdauern im Bereich der Retina neu zu entwickeln, welche an moderne Hoch-

leistungssysteme angepasst ist und deren Potential voll ausschopft.

Zusammen mit der Software soll die Hardware des Messgerits (FLIO) optimiert und

erweitert werden.
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Die damit verbundenen Ziele sind die Reduzierung der Messzeiten fiir Patienten um
ein Vielfaches und die Entwicklung und Fertigstellung eines neuartigen Prototyps,

der reif fiir den Routineeinsatz in Kliniken und spéter evtl. auch in Praxen ist.

Desweiteren wird die Entwicklung eines Viewers forciert, der die Datenauswertung

und Verwaltung von Fluoreszenzmessungen erleichtert.

1.4 Aufbau und Methodik der Arbeit

Diese Arbeit dokumentiert den Entwicklungsprozess der Software {iber verschiedene
Phasen hinweg. Die Entwicklung findet unter Anwendung des Konzepts der objekt-

orientierten Softwareentwicklung statt. [3]

Kapitel 2 thematisiert zundchst medizinische Hintergriinde und Grundlagen, die die
Motivation und Chancen der Entwicklung eines solchen Systems darlegen und
dessen Anwendungsmoglichkeiten erdrtern. Ferner werden Krankheiten thematisiert,
fiir welche das Verfahren der retinalen Fluoreszenzlebensdauermessung von beson-

derem Interesse ist.

Das nachfolgende Kapitel 3 widmet sich den physikalischen und technischen Rah-
menbedingungen, Grundlagen und Voraussetzungen des zur Fluoreszenzlebensdau-
ermessung angewendeten TCSPC-Verfahrens sowie der dafiir notwendigen und

eingesetzten Hardwarekomponenten.

Das 4. Kapitel befasst sich mit Studien und ersten Ergebnissen auf Basis von Fluo-

reszenzlebensdauermessungen im Bereich der Retina.

Im Anschluss daran wird im 5. Kapitel eine objektorientierte Analyse (OOA) durch-
gefiihrt, welche fachliche Anforderungen der neuen FLIO-Software definiert. Es
werden dabei die benétigten Funktionalitidten und die zu beachtenden Rahmenbedin-
gungen untersucht. Neben der Erstellung eines objektorientierten Designs (OOAD)
werden die Gestaltung der grafischen Benutzeroberfliche, die Schnittstellen zwi-
schen Softwaremodulen und Hardwarekomponenten sowie der softwareseitigen
Hardwareintegration, Grundsatziiberlegungen und die Implementierung der gesamten

Software im Detail thematisiert. Neben einem Ausblick auf die Datenauswertung der
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Messdaten werden Ergebnisse und Diagnosen, die mit dem neuen System bereits

gewonnen werden konnten, prasentiert und erortert.

In Kapitel 6 werden diese Resultate diskutiert und ein Ausblick auf mogliche Wei-

terentwicklungen gegeben.

1.5 Hinweise

Um Schliisselworter von Informatik-Quelltexten von normalen Texten abzuheben,

werden diese in der Schriftart Consolas und farblich hervorgehoben dargestellt.
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2 Medizinische Grundlagen und Hintergriinde

,Der zelluldre Stoffwechselzustand kann durch das Verhiltnis der Redoxpaare der
Koenzyme NAD'-NADH [...] und FAD-FADH, [...] charakterisiert werden, die in
den grundlegenden Mechanismen der Energiegewinnung Glykolyse, Zitratzyklus
und Atmungskette als Elektronentransporter wirken, um die Umwandlung von ADP
zu ATP in der oxydativen Phosphorylierung zu ermdglichen. Diese Redoxpaare
weisen je nach Oxidationszustand unterschiedliche Fluoreszenzeigenschaften auf.*
[4]

Bereits die Messung der reinen Fluoreszenzintensitit, welche keine eindeutige
Unterscheidung der unterschiedlichen Stoffe zulésst, ist von klinischer Bedeutung
und wird in der Ophthalmologie angewendet. ,,Durch die Auswertung von ortlichen
Mustern der Fluoreszenzintensitét gelingt es, prognostische Aussagen zur Entwick-

lung der geographischen Atrophie abzuleiten.” [1]

Mit der Fluoreszenzlebensdauermessung ,,kann ein schwach emittierendes Fluoro-
phor auch dann erkannt werden, wenn dessen Intensitdt von einem stark emittieren-

den Fluorophor iiberdeckt wird.” [1]

2.1 Umwandlung der Glukose zur Energiegewinnung (Zellatmung)

Die meisten menschlichen Zellen gewinnen die bendtigte Energie bevorzugt aus
Glukose. Der Glukoseabbau teilt sich in vier Hauptabschnitte, in denen die fiir die

Fluoreszenz interessanten Molekiile NADH und FADH, entstehen:



2 Medizinische Grundlagen und Hintergriinde

Glukose
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@ d
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Quelle: Illustration des Autors, vgl. Huch, Renate; Bauer, Christian: Mensch Korper
Krankheit. Miinchen, 2003, S. 23, Abb. 2.22.

Abbildung 1: Die vier Phasen der Energiegewinnung aus Glukose

Abschnitt 1: Glykolyse

Unter dem Begriff der Glykolyse werden sehr viele enzymatische Reaktionen be-
schrieben, bei denen ein Molekiil Glukose in zwei Molekiile Pyruvat (Benztrauben-
sdure) aufgespalten wird. Gleichzeitig werden zwei Molekiille ATP regeneriert,
wobei es sich um eine vergleichsweise geringe Ausbeute handelt. Der gro3e Vorteil
der im Zytoplasma stattfindenden Glykolyse besteht darin, dass selbst unter Sauer-

stoffmangel weiterhin Energie erzeugt werden kann.



2 Medizinische Grundlagen und Hintergriinde

Abschnitt 2: Acetyl-Coenzym-A

Ist ausreichend Sauerstoff vorhanden, tritt das Pyruvat in das Mitochondrium ein und
verbindet sich mit Coenzym A (Acetyl-CoA), wobei zwar kein ATP anfillt, jedoch
das reduzierte NADH (NAD = Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid), welches zu einem
spateren Zeitpunkt in der Atmungskette (siche Teilschritt 4) energiebringend verwer-

tet wird.

Anmerkung: Es handelt sich bei Acetyl-CoA um ein zentrales Molekiil, das im
gesamten Energiestoffwechsel wiederkehrt. Neben dem oxidativen Abbau der
Glukose fiihrt auch der Fettsdureabbau einiger Aminosauren zur Bildung von Acetyl-

CoA.

Abschnitt 3: Der Zitratzyklus

Der Zitratzyklus findet innerhalb der Mitochondrien statt und ist ebenfalls eine
enzymatisch gesteuerte Reaktion. Pro Acetyl-CoA entsteht ein energiereiches Phos-
phat, das GTP (Guanosintriphosphat), welches ein ADP zu ATP iiberfiihren kann.
Ferner fallen dabei als reduzierte Co-Enzyme NADH und FADH, (FAD = Falvin-
Adenin-Dinucleotid) an, welche wiederum in der Atmungskette (Abschnitt 4) ener-

giereich verwertet werden.

Anmerkung: Die Aufgaben des Zitratzyklus sind vielféltig und reichen weit iiber
den Glukoseabbau hinaus. Etliche katabole Stoffwechselvorgéinge miinden direkt
oder indirekt in den Zitratzyklus, welcher wiederum viele Ausgangsstoffe flir einige
weitere anabole Stoffwechselreaktionen liefert. Der Zitratzyklus ist essentielles

Zentrum des Stoffwechsels.
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v C4
/N -

ADP ATP

Abbildung 2: Detaillierte Betrachtung des Zitratzyklus
Quelle: Illustration des Autors, vgl. Huch, Renate; Bauer, Christian: Mensch Korper
Krankheit. Miinchen, 2003, S. 23, Abb. 2.21.

Abschnitt 4: Die Atmungskette (Elektronentransportkette)

In den vorangegangenen Teilabschnitten werden durch Reduktionsreaktionen Elekt-
ronen an Coenzyme gebunden. In der Atmungskette oder Elektronentransportkette
werden diese Elektronen nun dem Sauerstoff zugefiihrt, wobei Wasser und Energie
frei werden und die Energie zur Regeneration von ATP verwertet wird, wahrend
ADP mit einem Phosphat phosphoryliert wird. Man spricht von der oxidativen
Phosphorylierung.
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Im Rahmen der Atmungskette werden die Elektronen von NADH und FADH, nicht
in einem Schritt als Ganzes an den Sauerstoff iibertragen, sondern vielmehr von den

Enzymen und Coenzymen schrittweise weitergereicht.

2.1.1 Bilanz der Zellatmung
Im Fall der Glukose ergibt sich die folgende Bilanz [5]:

Glukose + 36 ADP +36 P + 6 CO, + 6 H,0 + 36 ATP

Formel 1: Bilanz der Zellatmung

2.2 Das Auge und seine herausragende Bedeutung

Das Sehen nimmt beim Menschen  jgehaut  Glaskérper Pigment-

. . . (Chorioidea)
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\\
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visuellen System. Ferner dienen
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(ZNS) der Sehleitung. [6]
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sitzlich von groBem Interesse sind. Sehnerv

Quelle: Huch, Renate; Bauer, Christian: Mensch Kérper
Krankheit. Miinchen, 2003, S. 223, Abb. 12.12.
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2.2.1 Dieinnere Augenhaut

Die innere Augenhaut setzt sich aus Netzhaut
(Retina), in der die bildaufnehmenden Sinnes-
rezeptoren liegen, und dem Pigmentepithel,
das die Netzhaut umgibt und damit storende

Lichtstreuung verhindert, zusammen.

Die Pigmentepithelschicht ist fest mit der
Aderhaut verwachsen, mit der Netzhaut selbst
ist sie jedoch nur im Bereich der Papille
Der

(Sehnervenaustritt) fest verbunden.

Augeninnendruck stellt sicher, dass der

notwendige enge Kontakt zwischen den
beiden Schichten auch an den tibrigen Stellen

gewihrleistet ist.

Aderhaut Kammerwinkel

s Schlemm-
% Kanal

Ziliarmuskel
/ Mm. sphincter
und dilatator
pupillae
Aufhdnge-
apparat Iri
der Linse "
sy g -CU
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] P W R
f 3
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5
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N,

Lederhaut

hintere

(Sklera) Augenkammer

Abbildung 4: Ziliarkorper, Linse und
Aufhingeapparat

Quelle: Huch, Renate; Bauer, Christian:

Mensch Korper Krankheit. Miinchen, 2003, S.
223, Abb. 12.14.
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2.3 Wichtige Augenkrankheiten

Das neue Verfahren der Autofluoreszenzlebensdauermessung soll grundsitzlich an
allen wichtigen Krankheiten der Augenheilkunde getestet werden. Insbesondere geht
es dabei um die Fritherkennung und nach Méoglichkeit Verhinderung von irreversib-
len Krankheiten. Einige Erkrankungen, die im Fokus erster klinischer Studien mit

dem FLIO-Gerit stehen, werden im Folgenden dargelegt.

Gelber Fleck blinder Fleck

Abbildung 5: Physiologischer Augenhintergrund eines Augengesunden
Quelle: Illustration des Autors, vgl. Huch, Renate; Bauer, Christian: Mensch Korper
Krankheit. Miinchen, 2003, S. 224, Abb. 12.16.

2.3.1 Netzhautablosung

Die Netzhaut benétigt die Pigmentepithelschicht zur ,,Erndhrung®, da diese Schicht
sie mit wichtigen Néhrstoffen versorgt. Aufgrund degenerativer Prozesse oder
Verletzungen kann sich die Netzhaut von der Pigmentepithelschicht ablosen, man
spricht von der in Abbildung 5 dargestellten Netzhautablosung (Ablatio retinae),
wodurch die Retina nicht mehr erndhrt werden kann und Fliissigkeit zwischen
Netzhaut und Pigmentepithel eindringt. Es kommt zu schmerzlosen Sehstérungen,
Lichtblitzen, verschlechtertem Sehen und Gesichtsfeldausfillen beim Patienten. Ein
Voranschreiten der Netzhautablosung muss frithzeitig verhindert werden, indem man

die beiden Schichten durch Laserstrahlen miteinander verklebt.

11
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Abbildung 6: Augenhintergrund eines Patienten Netzhautablosung
Quelle: Illustration des Autors, vgl. Huch, Renate; Bauer, Christian: Mensch Korper
Krankheit. Miinchen, 2003, S. 224, Abb. 12.17.

2.3.2 Katarakt

Katarakt oder Grauer Star bezeichnen eine Triibung der Linse, die sich in der Regel
um das 60. Lebensjahr bemerkbar macht. Durch die Triibung der Linse wird das
Sehvermogen beeintrichtigt, was dazu flihrt, dass in einem spéteren Stadium nur
noch Helligkeitsunterschiede wahrzunehmen sind. In einer Operation (Staroperation)
wird die getriibte Linse durch eine implantierte Kunststoftlinse ersetzt, mit der der
Patient nicht mehr akkommodieren kann. Der Patient braucht daher eine Lesebrille,

um die fehlende Akkommodation in der Ndhe auszugleichen. [7]

Abbildung 7: Verschiedene Formen von Katarakt
Quelle 1-4: Illustration des Autors, vgl. http://www.dr-leber.de/gr star i.htm

12
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2.3.3 Makuladegeneration

Wird die Netzhaut in der Makularegion geschidigt, kommt es zum Verlust des
zentralen Sehens und Scharfsehens sowie des Lesevermogens. Die haufigste Form ist
die altersbedingte bzw. senile Makuladegeneration (AMD), die ca. 5 Prozent der
Bevolkerung iiber 60 Jahren betrifft. Die peripheren Netzhautabschnitte sind erst
spater befallen, sodass im Anfangsstadium ein gewisses unscharfes Sehvermdgen
erhalten bleibt, das jedoch nicht zum Lesen ausreicht. Im Endstadium fiihrt die

Erkrankung zur Erblindung. [7]

Abbildung 8: trockene (links) und feuchte exsudative Makuladegeneration
Quelle: Hllustration des Autors, vgl. http://www.dr-

goldammer.de/patienteninformationen/makuladegeneration. html

2.3.4 Drusen

Drusen sind Ablagerungen von extrazellulirem Material unterhalb der Netzhaut
(Abbildung 9), miissen jedoch keine Einschriankung der Sehkraft bedeuten. Dennoch
konnen sie zu Storungen in der Wahrnehmung von Farb- und Kontrastintensitdten
fiihren und gelten als eine friithe Form der altersbedingten Makuladegeneration. Die

Drusen finden sich in allen Altersklassen, mit steigendem Lebensalter nimmt die

GroBe und Anzahl in der Regel zu. [8]

13
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Abbildung 9: Zahlreiche Drusen im linken Auge
Quelle: Hllustration des Autors, vgl. http.://www.rvahouston.com/wp-

content/uploads/2011/03/macular-degeneration-5.jpg

2.3.5 Geographische Atrophie

Die geographische Atrophie ist ein Symptom der fortgeschrittenen trockenen alters-
bedingten Makuladegeneration (AMD). Sie wird anhand eines fleckig abgestorbenen
Bereichs der Retina erkannt. In den betroffenen Bereichen ist die Sehfdhigkeit
irreversibel zerstort. Das letzte Stadium der Erkrankung wird erreicht, wenn sich die
geographische Atrophie auf die Makula ausbreitet und die Sehfdhigkeit sehr stark
beeintrichtigt. Die Makula bildet den fiir scharfes Sehen zustdndigen Bereich der

Retina.

Bei der geographischen Atrophie lassen sich, wie in Abbildung 10 eingezeichnet, im
Randbereich héufig erhohte Autofluoreszenzintensititen erkennen, was ,,flir einen
erhohten Lipofuszeingehalt in den randstindigen RPE-Zellen® [9] spricht (siehe
Kapitel 4). Man vermutet, dass erhohte Lipofuszeinmengen die Funktion der RPE-
Zellen beeintrachtigen und zu deren Zelltod fiihren. [9]

14
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Abbildung 10: Geographische Atrophie
Quelle: lllustration des Autors, vgl. http://www.whklein.de/images/Abbl_de.gif

2.3.6 Die Netzhautgefifie und Zentralarterienverschluss

Die zentrale Netzhautarterie (Arteria centralis retinae) ist ein Ast der Arteria carotis
interna und tritt gemeinsam mit den Sehnerven in das Auge ein, um damit die Netz-
haut (Retina) mit den Sinneszellen zu versorgen. Die zentrale Netzhautvene (Vena
centralis retinae) dient der vendsen Ableitung. Die Arterien und Venen verlaufen in
vier Hauptésten iiber die gesamte optische Schicht, lediglich die Stelle des schérfsten
Sehens (Fovea centralis) im Zentrum des Gelben Flecks (Macula lutea) ist frei von

Arterien und Venen.

Die Uberlebenszeit der Netzhaut ohne Versorgung ist sehr kurz, weshalb bei einem
Zentralarterienverschluss, der zu einer sofortigen, schmerzfreien Erblindung fiihrt,

ein augenblickliches therapeutisches Eingreifen zwingend notwendig ist. [10]

Zu den Risikofaktoren zihlen hoher Blutdruck, Ubergewicht, Rauchen, hohe Choles-

terinwerte, Diabetes mellitus und Glaukom. [11]

In der folgenden Abbildung 11 ist ein Astarterienverschluss dargestellt, der anhand

der weiBlichen Authellung der gesamten Umgebung des Verschlusses erkennbar ist.
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Abbildung 11: Astarterienverschluss [
Quelle 1: http://www.zeitzfrankozeitz.de/tl_files/Bilder/Dictionary/aav%20foto%20t1.jpg

Quelle 2: http://www.zeitzfrankozeitz.de/tl_files/Bilder/Dictionary/aav%20foto%20t3.jpg
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3  Technischer Hintergrund und theoretische Grundlagen

3.1 Der Einsatz von Lasern in Medizin und Forschung

Es ist zunéchst sinnvoll, allgemein zu betrachten, wie sich Laserstrahlung in biologi-
schem Gewebe verhélt und was diese dort ausldst. Viele Parameter beeinflussen die
Wirkung des Lichts auf das biologische Gewebe. Dazu zdhlen die Wellenldnge des
Lichts, die Intensitdt der Strahlung, die Bestrahlungszeit und die Art und Zusammen-

setzung des bestrahlten Gewebes.

Einzelne Gewebebestandteile wie Blut, Wasser oder Pigmente kdnnen jeweils Licht

in unterschiedlichen Wellenléngen und in verschiedener Stirke absorbieren.

Aufgrund der verschiedenen Gewebearten und Absorptionseigenschaften dienen

jeweils angepasste Lasertypen der Intensitit in Watt pro Quadratzentimeter

gezielten Bestrahlung. [12] 12

photomechanisch

Die Wechselwirkungen von Licht und

Gewebe lassen sich in vier Kategorien

klassifizieren:

photoablativ 1000 J /cm?
/ 00 )/ecm®
e (12 [ ey b

e — 1) /em?

I=]oule

e Fotochemische Mechanismen
e Fotothermische Mechanismen
e Fotoablative Mechanismen

e Fotomechanische Mechanismen photothermisch

Die Intensitdt beschreibt eine auf eine

definierte Fliche gestrahlte Leistung. BhetocHsmIAeh

Die Energiedichte ist damit das Produkt 10

aus Intensitit und Wechselwirkungszeit.

. o Abbildung 12: Licht-Gewebe-Wechselwirkung in
Die diagonalen Linien der nebenstehen- Abhingigkeit der Lichtintensitit und Bestrah-
den Abbildung 12 geben Punkte gleicher lungsdauer

Energiedichte mit abnehmender Lichtin- Quelle:  Brockhaus-Redaktion:  Mensch, Natur,

Technik: Forschung wund Schliisseltechnologien.
Leipzig, Mannheim, 2000, S. 178.

tensitdt und steigender Bestrahlungsdau-

er an. [13]

Fiir die diagnostische Anwendung der Fluoreszenzdarstellung im Auge befindet man
sich im Bereich der in Abbildung 9 dargestellten ,,photochemischen Wechselwir-
kung®. [13] Hierbei 16st die Energie der absorbierten Photonen (Lichtteilchen) im

17
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sichtbaren Spektralbereich fotochemische Reaktionen im Gewebe aus, gleichzeitig

reicht die Energie fiir eine Erwdrmung des bestrahlten Gewebes nicht aus.

3.1.1 Gepulste optische Anregung
Um kurze Lichtimpulse zu erzeugen, konnen unterschiedliche Lichtquellen verwen-
det werden. Kiirzeste Pulse (Femtosekunden fs bis Nanosekunden ns) werden mit

Puls-Lasern erzeugt, die das Licht in zeitlich begrenzten Pulsen emittieren. [14]

Der blaue Laser, der im FLIO-Gerédt zum Einsatz kommt, emittiert 70 ps-Pulse mit
einer Wellenldnge von 473nm und einer Wiederholfrequenz (Repetitionsrate) von 80

MHz.

Becker & Hicki GmbH
Nahmitzer Damm 30, 12277 Bertin, Germary

BDL-473-SMC  mod. 0111

| Plcosecond Diode Laser  S/N: 953052 C E
) 472 am, 20/50/80 Mhz.

) Manufactured:  August 201

Abbildung 13: Pikosekundenlaser, der bei 473 nm emittiert mit einer Wiederholfre-
quenz von 80 MHz, und Shutter (rechts), der ausschliefllich wihrend einer Messung
geoffnet ist und sich beispielsweise im Falle einer Sicherheitsabschaltung unverziiglich
zum Schutz des Patienten und des Geriits schliefit [

Quelle: lllustration des Autors.

3.2 Eigenschaften des Lichts

3.2.1 Lichtquellen
Durch Ubergiinge von duBeren Elektronen in Atomen entsteht Licht. Ublicherweise

besitzen Elektronen in einem Atom den so genannten Grundzustand mit den nied-

18
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rigsten erlaubten Energieniveaus. Dabei gilt das 1925 von Wolfgang Pauli formulier-

te AusschlieBungsprinzip. Nach diesem Prinzip konnen sich zwei Elektronen niemals

in demselben Quantenzustand befinden.

Je niedriger die Energie der Elektronen,
desto ndher liegen sie am Atomkern und
sind somit besonders eng an diesen
gebunden. Es bildet sich dadurch eine
recht stabile innere Elektronenhiille. In
der &uBeren Schale befinden sich die

wenigen Elektronen mit den hochsten

PR " Energien, die damit weiter vom Atom-

Abbildung 14: Isaac Newton demonstriert das kern entfernt liegen.

Spektrum des Sonnenlichts mit einem Glasprisma. . .
Als Erster erkannte er Ende des 17. Jahrhunderts, Diese entfernten Elektronen lassen sich
dass weilles Licht eine Mischung aus Licht aller

) ! leicht anregen, wobei sie unbesetzte
Farben mit etwa derselben Intensitit darstellt

Das Menschliche Auge ist in der Lage, elektromagneti- Zustande mit hoherer Energie besetzen

sche Strahlung mit Wellenldngen zwischen etwa 400nm kdnnen.
und 700nm als Licht wahrzunehmen.

Quelle: Tipler, Paul A.; Mosca, Gene: Physik. Heidel- Damit sind diese dufleren Elektronen mit
berg, 2. Auflage 2006, S. 992, 31.1. den hochsten Energien unter Lichteinwir-

kung fiir die Energiednderungen im Atom

verantwortlich, die zu Emission oder Absorption des sichtbaren Lichts fiihren.

StoBt ein Atom mit einem freien Elektron oder einem anderen Atom zusammen oder
nimmt Energie aus elektromagnetischer Strahlung auf, konnen diese dufleren Elekt-
ronen in Zustdnde mit hoherer Energie iibergehen. In diesem Fall spricht man davon,

dass diese angeregt werden.

Ein angeregtes, duleres Elektron geht innerhalb von ca. 10 ns spontan wieder in
einen Zustand mit geringerer Energie iiber, gleichzeitig wird ein Photon emittiert.
Dieser Vorgang wird spontane Emission genannt. Aufgrund des physikalischen
Prinzips der Energieerhaltung ist die Energie eines emittierten Photons gleich dem
Betrag der Energiedifferenz zwischen Anfangs- und Endzustand des Elektrons beim

Ubergang in das tiefere Energieniveau. [15]
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Die Energieniveaus in Atomen konnen
keine beliebigen Zwischenwerte anneh-
men, weshalb sich die Energien der
emittierten Photonen auf bestimmte Werte
beschridnken und zu Spektrallinien fiihren.
Die Energieniveaus und damit die Spekt-
rallinien des emittierten Lichts sind

charakteristisch fur das chemische Ele-

ment, das diese aussendet. [16]

Abbildung 15: Im oberen Bereich ist ein
kontinuierliches Spektrum des sichtbaren
Bereichs zu sehen. Darunter befinden sich die
Linienspektren von Wasserstoff, Helium,
Barium und Quecksilber (von oben nach
unten)

Quelle: Tipler, Paul A.; Mosca, Gene: Physik.
Heidelberg, 2. Auflage 2006, S. 993.

3.2.2 Spontane Emission und Fluoreszenz

Die spontane Emission beschreibt den Vorgang, bei dem ein Atom oder Molekiil, das
sich in einem angeregten Zustand befindet, spontan in einen energetisch tieferen
Zustand iibergeht. Haufig gibt es einige dazwischenliegende Zustéinde, bis das

angeregte Atom oder Molekiil in den Grundzustand zuriickkehrt.

Wird ein Atom beispielsweise durch ultraviolettes Licht angeregt, strahlt es sichtba-
res Licht aus, bis es iiber verschiedene Ubergangszustinde wieder den Grundzustand

erreicht. [17] Man spricht von Fluoreszenz.

Fluoreszenz ist die Eigenschaft einiger Stoffe, Bruchteile von Sekunden nach der
Bestrahlung mit elektromagnetischen Wellen, beispielsweise Licht, wihrend des
Ubergangs eines elektronisch angeregten Systems in einen Zustand niedrigerer
Energie selbst zu leuchten. Das abgestrahlte Licht besteht aus einer fiir jeden Stoff
charakteristischen Mischung von Wellenldngen. Die abgestrahlte Wellenldnge ist

dabei immer mindestens so grofl wie die Wellenlidnge des eingestrahlten Lichts.

Fluoreszenz wurde erstmals an dem Fluor enthaltenden Mineral Fluorit (oder Fluss-
spat bzw. chemisch Calciumfluorid) beobachtet, woher sich der Name ableitet. [18]
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In der Medizin werden zwei Formen der Fluoreszenz unterschieden:

e Autofluoreszenz bzw. Primére oder intrinsische Fluoreszenz

Féhigkeit eines Stoffes nach Energieeinstrahlung selbst zu leuchten. Eine

Férbung ist nicht erforderlich.

e Sekundire Fluoreszenz

Das Leuchten eines Stoffes wird durch einen Fluoreszenzmarker oder Fér-

bung mit einem Fluorochrom erreicht. [20]

Abbildung 16: Violetter Fluorit aus Marokko
Quelle: http.//upload. wikimedia.org/wikipedia/commons/2/24/Fluorite-191782.jpg
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3.3 Fluoreszenzlebensdauer

Die Fluoreszenzlebensdauer gibt die mittlere Abklingzeit an, die ein Stoff in einem
angeregten Zustand verweilt, bevor er ein Photon emittiert und in den Grundzustand

zuriickkehrt. [21]

Die Lebensdauer kann dabei abhiingig von der Konzentration des jeweiligen Stoffes
sein. Anhand der Fluoreszenzlebensdauer lassen sich schwach vorkommende Fluo-
rophore von stirkeren mithilfe deren Abklingzeit unterscheiden. In einem reinen

Intensititsfluoreszenzbild ist dies nicht der Fall.

Ferner lassen sich durch die unterschiedlichen Abklingzeiten selbst Fluorophore
unterscheiden, die dasselbe spektrale Emissionsverhalten aufweisen, beispielsweise
Lipofuszin und FAD. Somit bietet die Fluoreszenzlebensdauer noch mehr essentielle

Informationen, als die fiir chemische Elemente charakteristischen Spektrallinien.

Der zeitabhingige Zerfall der Fluoreszenz folgt dem folgenden exponentiellen

Gesetz:

1(t) = Ipe( %)

Formel 2: Zeitabhiingiger Zerfall der Fluoreszenz

In dieser Formel stellt I, die Fluoreszenzintensitét unmittelbar nach dem Anregungs-
puls dar, wie er durch einen Laser erzeugt wird, t steht fiir die Zeit und 7 fiir die
Fluoreszenzlebensdauer. I(t) steht somit fiir die Fluoreszenzintensitit zum Zeitpunkt

t. [4]

Um Fluoreszenzlebensdauern messen zu konnen, ist die zeitaufgeloste Aufzeichnung
der Intensitdt emittierter Strahlung notwendig. Ein Verfahren, das dabei héufig
Anwendung findet und auch bei dem FLIO-Gerédt zum Einsatz kommt, ist die zeit-

korrelierte Einzelphotonenzdhlung (TCSPC).
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3.4 Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer mit Hilfe der zeitkorrelierten

Einzelphotonenzihlung (TCSPC)

Tatséchlicher Kurvenverlauf

(Wahrscheinlichkeitsverteil

g der Ph

Detektor- £l
Signal:

Durchlauf 1
Durchlauf 2 L
Durchlauf 3
Durchlauf 4 L

Durchlauf 5 ‘.
Durchlauf 6

Durchlauf 7

Durchlauf 8

Durchlauf 9 ‘

Durchlauf 10

Durchlauf N A

Kumuliertes
Ergebnis
nach

sehr

vielen
Photonen

Abbildung 17: Grundprinzip von TCSPC
Quelle: Illustration des Autors, vgl. Becker, Wolfgang: The bh
TCSPC Handbook. Heidelberg, 4th Edition 2010, S. 38, Fig. 75.

Time-correlated single photon
counting (TCSPC) oder
zeitkorrelierte Einzelphoto-
nenzdhlung basiert auf der
Detektion einzelner Photonen
eines periodischen Anregungs-
pulses (gepulste Lichtquelle)
im Pikosekundenbereich, der
Messung der Zeiten zwischen
Anregung und Detektion sowie
der Rekonstruktion des Kur-
venverlaufs anhand der einzel-

nen Messungen. [22]

Vereinfacht beschreibt es eine
Technik zur Messung von sich
zeitlich  schnell dndernden
Lichtintensitdten. Hauptan-
wendung dieser Technik ist die
Messung der Fluoreszenzle-

bensdauern.

Mittels einer gepulsten Licht-

quelle, beispielsweise eines gepulsten Lasers, werden die zu untersuchenden Fluoro-

phore angeregt. Gleichzeitig mit diesem Anregungspuls wird eine sehr genaue

Stoppuhr gestartet. Beim Ubergang vom angeregten Zustand in den Grundzustand

wird ein Photon emittiert. Dieses emittierte Photon wird durch einen Detektor regis-

triert und die Zeitmessung hierdurch gestoppt. Diese Messung wird in sehr vielen

Durchldufen wiederholt, man erhélt eine sehr groBe Anzahl an einzelnen zeitlich

korrelierten Photonen, welche entsprechend der gemessenen Zeit in Bezug zum

Anregungspuls in ein Histogramm einsortiert werden, ein so genanntes TCSPC-

Histogramm. [23]
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]
Ein TCSPC-Histogramm L_I.l besitzt -

typischerweise eine zeitliche Klassen-

breite bzw. Kanalauflosung [ von 1
L |

bis 50ps und stellt den exponentiellen

Abfall der Fluoreszenzintensitat nach

Abbildung 18: Kanile (Klassen) eines TCSPC-

dem Anregungspuls dar. Histogramms

Quelle: Illustration des Autors, vgl. Becker, Wolfgang:
The bh TCSPC Handbook. Heidelberg, 4th Edition 2010,
S. 38, Fig. 75.

3.5 Technische Veranschaulichung des TCSPC-Prinzips

Anregungspuls-Sequenz, Wiederholungsrate 80 MHz

a (LU

100ns

Zu erwartendes Fluoreszenzsignal

b NN ANANNNNAMANNAA AN AN AR ANV AR ANV ANV

Tatséichliches Detektor-Signal, Abtastung mit Oszilloskop

L [ EH e 4 |

—

Abbildung 19: Erwartetes und tatsiichliches Detektor-Signal einer
Fluoreszenzmessung bei einer Puls-Wiederholungsrate von 80 MHz

Quelle: Illustration des Autors, vgl. Becker, Wolfgang: The bh TCSPC Handbook. Heidel-
berg, 4th Edition 2010, S. 38, Fig. 74.
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Abbildung 19 zeigt die Anregungspuls-Sequenz eines Lasers mit einer Puls-
Wiederholungsfrequenz von 80 MHz (a). Der theoretisch zu erwartende Kurvenver-
lauf der gemessenen Fluoreszenz ist unter Punkt b aufgefiihrt. Ankommende Licht-
impulse duBern sich auf der Diode des Detektors in Spannungsénderungen und damit
in einem eigenen Detektor-Signal. Dieses Signal eines Detektors, wie er auch im
FLIO-Geriét verbaut ist, wird mit einem Oszilloskop, wie in Abbildung 19 (c) darge-
stellt, visualisiert. Tatsdchlich hat die gemessene Kurvenform der Detektoren mit der
zu erwartenden keinerlei Ahnlichkeit. Stattdessen liegen einige Pulse auf der Zeit-
achse verteilt. Die Pulse stehen reprisentativ fiir die Detektion einzelner Photonen
des Fluoreszenzsignals. Die Lichtintensitét ist so gering, dass die Wahrscheinlich-
keit, in einer Periode iiberhaupt ein Photon zu detektieren, sehr klein ist. [24] Die
Detektionsrate, welche in ¢ dargestellt ist, betrigt 107 s'l, was der tiblichen technisch

maximal moglichen Detektionsra-

1000 F

te der meisten Detektoren fiir . s
900 [ ¥y

Anregung

800 F

Photonenzdhlung entspricht. Aus B 1 Fluoreszenz
A * ——— Ausgleichsfunktion

diesem Grund muss die gemesse- -

ne Fluoreszenz-Kurve als Wahr- 600 |

scheinlichkeitsverteilung sehr 500

vieler Photonen und Perioden 400

registrierte Photonen

betrachtet und kumuliert werden. 300 ¢

200 ¢

Sehr deutlich wird in Abschnitt c,

. . 100 F
dass die Detektion von mehr als

einem Photon pro Messperiode

sehr unwahrscheinlich ist. [25]

Residuen

Wird aufgrund seltener Ereignisse 0 5 10 15 20
Zeit t/ns

dennoch mehr als ein Photon

25

Abbildung 20: Histogramm einer Fluoreszenzlebensdau-

gemessen, wird das Ergebnis ermessung

verworfen und nicht in die Vertei- Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenzlebensdauer

lung einberechnet, da pro Anregungspuls nur ein Detektorpuls zuldssig ist.

Die Abbildung 19 (c¢) macht sehr deutlich, dass das zu verarbeitende Detektorsignal
aus einer Reihe von einigen wenigen verteilten Pulsen besteht, wovon jeder Puls der

Detektion eines einzelnen Photons entspricht.
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Wurde ein Photon detektiert, wird die Ankunftszeit des entsprechenden Detektorpul-
ses innerhalb der Periode gemessen und im Speicher abgelegt, gleichzeitig wird der
Puls selbst gespeichert. Somit erhédlt man eine genaue Anzahl an gemessenen Photo-
nen sowie die genaue Messzeit nach Anregung fiir jedes einzelne dieser Photonen.
Nach einer sehr grolen Anzahl an Messdurchldufen (Perioden) ist eine ebenfalls sehr
grole Anzahl an Photonen gemessen. Es entsteht eine reprédsentative und aussage-
kraftige Verteilung der Photonen iiber die Zeitperiode. Das Ergebnis ist das TCSPC-

Histogramm.

3.5.1 Zwei Verfahren zur Fluoreszenzlebensdauermessung

Es existieren zwei Verfahren, welche zur Messung der Fluoreszenzlebendauer zum
Einsatz kommen. Neben der vorgestellten Methodik der Messtechnik im Zeitbereich
(time domain) kann die Fluoreszenzlebensdauer auch im Frequenzbereich (frequency
domain) bestimmt werden. Die Fluoreszenzlebensdauermessung im Frequenzbereich
arbeitet mit einer zeitlich modulierten Anregungsquelle und kann daher mit einem

Scanning Laser System (beispielsweise FLIO) nicht kombiniert werden.

Die zeitkorrellierte Einzelphotonenzdhlung ist die am weitesten verbreitete Metho-

dik, die auch beim FLIO-Gerit zum Einsatz kommt. [23]

3.6 Instrument Response Function (IRF)

Die Instrument Response Function (IRF), frei libersetzt instrumentelle Zeitauflosung
[14], wird durch alle Komponenten bestimmt, welche an der Messung beteiligt sind.
Es handelt sich dabei um exogene Daten bzw. GesetzmaBigkeiten, welche fiir die
Auswertung der Messdaten wichtig sind. Das Zustandekommen dieser Einfliisse

wird dabei nicht ndher untersucht.

Bei dem TCSPC-Verfahren ist eine sehr gute Zeitauflosung essentiell, da man
moglichst schnelle Prozesse messen mochte. Hierflir muss die Apparatur die grund-
sdtzlichen Voraussetzungen erfiillen, den fiir die jeweilige Anwendung interessanten

Wellenldngenbereich zu detektieren.
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Beim FLIO-Gerdt, wie auch bei den tiblichen Aufbauten fiir die Fluoreszenz-

Mikroskopie (FLIM), bestimmen die folgenden Komponenten die Instrument

Response Function maligeblich:

Gepulster Laser

Im Pikosekundenlaser (Diodenlaser), der in dem Gerdt zum Einsatz kommt,
sind Pulsldnge und Pulsform von der angelegten Leistung abhéngig. Aus die-
sem Grund liegt bei diesem Laser immer die volle Leistung an, da in diesem
Szenario die Pulsldnge minimal ist. Ist aufgrund zu hoher Leistung eine Re-
duzierung der Laserintensitit notwendig, werden geeignete Filter eingesetzt.
Die typischen mittleren Pulslingen liegen im Bereich von 70 ps [26]. Wird
ein Molekiil durch einen Laserpuls angeregt, so ist nicht exakt bekannt, wann
innerhalb dieses Pulses die Anregung tatsdchlich stattgefunden hat. Diese

Ungenauigkeit beeinflusst die Instrument Response Function.
Detektoren

Die Detektoren besitzen ebenfalls eine eigene, spezifische Zeitauflosung,
welche zudem von der Wellenldnge abhingig ist. Die beiden Detektoren,
welche in dem FLIO-Gerit eingesetzt werden, besitzen eine Instrument Res-

ponse Function von 120 ps [27].
Elektronik

Neben der allgemeinen Elektronik des umgebauten SPECTRALIS HRA-
Gerits (FLIO) tragen die verwendeten TCSPC-Steckkarten, welche an den
PCI-Bus im PC angeschlossen sind, zur IRF bei. Die Elektronik der verwen-
deten SPC-150-Karten arbeitet mit einer Instrument Response Function von

weniger als 3 ps [28].
Faseroptik

Laufzeitunterschiede in den verwendeten Faseroptiken konnen beispielsweise
aufgrund von Dispersion oder unterschiedlicher Einkoppelwinkel die IRF

verbreitern.
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Fiir das FLIO-Gerdt werden die einzelnen Beitrdge der Komponenten zur Gesamt-
zeitauflosung (IRF) nicht getrennt bestimmt, stattdessen wird fiir das gesamte Gerit
eine IRF gemessen. Diese gesamte IRF reicht flir die Auswertung der Daten aus, da
wie bereits beschrieben, das Zustandekommen der Einzeleinwirkungen nicht von

wesentlicher Bedeutung ist.

Wichtig ist die Instrument Response Function deswegen, weil es sich bei den Mess-
ergebnissen mathematisch betrachtet um eine Faltung der IRF-Beitrdge der einzelnen
Komponenten mit der beschriebenen Funktion fiir den zeitabhingigen Zerfall der

Fluoreszenz I(t) handelt [29]:

M(t) = IRF(t) Q I(t)

Formel 3: Faltung der IRF mit dem zeitabhiingigen Zerfall der Fluoreszenz

Das bedeutet: wurde mit dem FLIO-Gerit durch eine Messung eine Fluoreszenzzer-
fallskurve bestimmt, so sind die zuriickgelieferten Messdaten mit der Instrument
Response Function des Gerits gefaltet. Vereinfacht kann von einer Unschirfe ge-

sprochen werden.

Mit einem speziellen Spiegel als Target (kiinstlicher Augenersatz fiir Probemessun-
gen) kann die Instrument Response Function des FLIO-Geriéts gemessen und fiir die
Entfaltung der Messdaten verwendet werden, um so die geschilderten Beitrdge der
technischen Komponenten herauszurechnen. Aus diesem Grund werden die Messda-

ten immer mit der zuvor bestimmten IRF entfaltet.

In der Auswertungssoftware zur Verarbeitung der gemessenen Daten wird die IRF
fiir die Aufnahmeapparatur hinterlegt und bei jeder Auswertung neuer Messdaten

automatisch in die Berechnungen einbezogen.
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3.7 Hardwarekomponenten zur Fluoreszenz-Lebensdauer-Messung im Detail

Das optisch-mechanische Basissystem
fiir das Fluorescence Lifetime Imaging
Ophthalmoscope (FLIO) bildet ein
modifiziertes SPECTRALIS
HRA+OCT-System der Firma Heidel-

berg Engineering.

Abbildung 21: Becker & Hickl Pulslaser BDL-473-

SMC
Als Anregungsquelle dient der Pulsla-

Quelle: lllustration des Autors.

ser BDL-473-SMC mit einer Emissi-

onswellenldnge von 473 nm. Der Laser erzeugt Pulse von 70 ps Dauer mit einer

Repetitionsrate von 80 MHz. Die mittlere Leistung in der Hornhautebene betrigt

maximal 200 pW. Parallel zum Anregungslaser wird der Fundus (Augenhintergrund)

mit einem Infrarot-Laser (IR-Laser) beleuchtet, um kontrastreiche Fundusbilder fiir

das Eye Tracking-Verfahren aufzunehmen.

Die Exposition beider Laser ist dabei so gering, dass selbst bei einer Messzeit von

30.000 s der zuldssige Grenzwert nicht erreicht wird. [30] [31]

Die eigentliche Detektion findet nicht im Kamerakopf []
statt, wie dies beim Standard-SPECTRALIS-System der
Fall ist. Vielmehr wird das IR- und Fluoreszenzlicht iiber
eine Multimode-Faser zu den TCSPC-Detektoren ge-
fiihrt, welche sich wie auch der Pulslaser im Netzteil des
Gerdtes befinden. Durch einen Langpassfilter mit Kante
bei 490 nm wird das Anregungslicht vom
Fluoreszenzlicht getrennt. Ein dichroitischer Strahlleiter

trennt das Fluoreszenzlicht vom Infrarot-Licht des IR-

Lasers fiir die Fundusbilder. Uber einen dichroitischen
Spiegel wird das Fluoreszenzlicht schlie8lich in einen
kurzwelligen (498 nm bis 560 nm) und einen langwelli-
gen (560 nm bis 720 nm) Spektralbereich aufgeteilt,

bevor es auf die Detektoren trifft.

Abbildung 22: FLIO-
Kamerakopf mit Stativ

Quelle: lllustration des Autors.
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3 Technischer Hintergrund und theoretische Grundlagen

SLO image

Abbildung 23: Zwei TCSPC-Detektoren (Hybrid-Detektoren) und Pulslaser (unten)
Quelle: Heidelberg Engineering.

Die Detektion der zeitaufgelosten Fluoreszenz wird durch zwei TCSPC-Detektoren
(Hybrid-Detektoren zur Detektion einzelner Photonen) des Typs HPM-100-40 nach
dem Prinzip der zeitkorrelierten Einzelphotonenzdhlung (TCSPC) realisiert.

Als Stoppuhr, welche die Zeitspanne zwischen Anre-
gungspuls und in dessen Folge Eintreffen des Photons
auf einem Detektor misst, kommt das SPC-150-PCI-

Kartensystem zum Einsatz. Hierfiir wird pro Detektor
Abbildung 24: SPC-150-PCI-Karte

. . . o Quelle: http://mwww.becker-
gen PC-System installiert. Die Karten ermoglichen,
hickl.com/images/spc140b.gif
Zeitspannen ab 0,1 ps zu messen und Zeitkanédle mit

eine entsprechende PCI-Karte in einem leistungsfahi-

einer Kanalauflosung (Kanalbreite) ab 813 fs [32] bei maximal 4096 Zeitkanilen

insgesamt zu erreichen. [33]
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Die Konfiguration, Verwaltung, Uberwachung und
Spannungsversorgung der Detektoren und des

Pulslasers erfolgt iiber eine DCC-100-PCI-Karte, die

ebenfalls im PC-System installiert wird.

Abbildung 25: DCC-100-PCI-
Karte

Quelle: http://'www.becker-
hickl.com/images/dccl00.gif

3.8 FLIO auf Basis des SPECTRALIS HRA+OCT-Systems

Das FLIO-Gerét wird auf Basis des etablierten SPECTRALIS-HRA+OCT-Systems

aufgebaut und dessen Funktionen um die Fluores-
zenzlebensdauer mit den beschriebenen Hardware-
komponenten sowie weiteren notwendigen Sys-

temanpassungen erweitert.

,Auf einer erweiterbaren Plattform vereint das
SPECTRALIS die Vorteile der Spektral-Doménen
OCT mit denen der konfokalen Scanning Laser

Ophthalmoskopie (¢cSLO).* [34]

Eine der wichtigsten Technologien und Grundvo-
raussetzung fiir die Fluoreszenzlebensdauermes-
sung iiber einen ldngeren Zeitraum am Patienten
bildet das aktive Eye Tracking-Verfahren
TruTrack™ (siehe Kapitel 3.9). Erginzt wird das
System durch die Heidelberg Rauschunterdrii-
ckung, welche der bekannten Technologie der
Dolby Laboratories fiir Tonaufnahmen gleicht und
gestochen scharfe Bilder ermdglicht (siehe Abbil-
dung 27 und Abbildung 28).

Abbildung 26: Heidelberg Engineering
SPECTRALIS - Multimodale diagnosti-
sche Bildgebung

Quelle: Heidelberg Engineering.
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3 Technischer Hintergrund und theoretische Grundlagen

3.8.1 Beispiel einer SPECTRALIS HRA-OCT-Aufnahme

04.12 2009, 0§
IR&OCT 30° ART [HS] ART(100) O: 34

Abbildung 27: OCT-Aufnahme mit dem SPECTRALIS HRA+OCT
Quelle: Heidelberg Engineering.

intern limitierende Membran Blutgefilie

Choroid
extern limitierende Membran Nervenfaserschicht -
inneres Photorezeptorsegm. Ganglienzellschicht —
Schnittst.— innere plexif. Schicht—
Photorezeptorsegm. —— innere Kornerschicht ——
dufleres Photorezeptorsegm. ——— dullere plexif. Schicht
retinales Pigmentepithel ———— dulere Kornerschicht

Abbildung 28: In-Vivo Histologie einer SPECTRALIS HRA+OCT-Aufnahme
Quelle: lllustration des Autors, vgl. Heidelberg Engineering.
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3 Technischer Hintergrund und theoretische Grundlagen

3.9 TruTrack™ Aktives Eye Tracking und FLIO

Abbildung 29: Eye Tracking
Quelle: lllustration des Autors, Lizenzierung durch Fotolia LLC.

TruTrack™ bezeichnet einen Software-Algorithmus, der von der Firma Heidelberg
Engineering GmbH entwickelt wurde. Die Software besteht aus komplexen Muster-
erkennungsalgorithmen, die dazu dienen, anhand eines Infrarot-Reflektionsbildes,
das durch einen Infrarot-Laser erzeugt und durch Scanner detektiert wird, wichtige
Strukturen des Augenhintergrundes zu erfassen, insbesondere Blutgefifle und Bild-
verdnderungen. Es werden dabei mehr als 1000 Datenpunkte [35] aufgenommen und
verglichen. Mithilfe dieser Datenpunkte lassen sich die aufgenommenen Bilder

iberlagern und exakt ausrichten.

Durch die TruTrack-Technologie ist die Verfolgung und Kompensierung der Augen-
bewegungen wihrend einer Messung und die Wiederholung von Aufnahmen an
exakt derselben Stelle méglich. [36] Die Technologie befihigt das System, Anderun-

gen in Grofenordnungen von einem Mikrometer sicher zu messen. [37]
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3 Technischer Hintergrund und theoretische Grundlagen

Das FLIO-Aufnahmemodul iibertrdgt die durch die
TruTrack™ -Technologie gelieferten Augenbewegungen
auf die Fluoreszenzlebensdauerinformationen, um fiir
jeden einzelnen Pixel des aufgenommenen endgiiltigen
Bildes punktgenaue, zuverldssige und aussagekriftige
Messdaten am lebenden Subjekt zu ermoéglichen. Das
Aufnahmemodul verifiziert die Daten automatisiert und
entscheidet selbststindig dariiber, neue Messdaten in die
Gesamtaufnahme zuverldssig tibertragen und zuordnen
zu konnen oder ggfs. Messdaten zu verwerfen und aus

Griinden der Zuverldssigkeit eine mdglicherweise ver-

langerte Messdauer in Kauf zu nehmen. So wird erreicht,

dass die detektierten Photonen am richtigen Bildpunkt in

den richtigen Zeitkanal akkumuliert werden.

Die Uberlagerung vieler Fluoreszenzbilder unter Beriick-
sichtigung der Augenbewegung ist wichtig, um fiir jeden

Pixel des Bildes ausreichend viele Fluoreszenzinformati-

Dual Beam SPECTRALIS..

Cross
Section
Scan

Reference
Scan

Eye Movement

Abbildung 30: Anhand eines
Referenzbildes mit festgesetzten
Datenpunkten lassen sich nachfol-
gende Aufnahmen auf diesen
Referenz-Scan iibertragen

Quelle: Heidelberg Engineering

onen zu messen. Eine sehr groBe Anzahl an Informationen ist notwendig, um die

Messdaten mit einem Fitting-Algorithmus weiterverarbeiten und einzelne Fluores-

zenzlebensdauern (7;) mit einer Auswertungssoftware herausrechnen zu koénnen

(siche Kapitel 4.12).
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3.10 Heidelberg Eye Explorer (HEYEX)

Der Heidelberg Eye Explorer (HEYEX) ist die zentrale Softwarelosung fiir alle
diagnostischen Geridte der Firma Heidelberg Engineering, so auch des
SPECTRALIS-Systems, auf dem FLIO basiert. Es handelt sich um eine Patienten-
verwaltungssoftware, die es den Anwendern ermdéglicht, Aufnahmen auf allen
berechtigten Arbeitspldtzen in einem Praxis- oder Kliniknetzwerk betrachten und
bearbeiten zu konnen.

Das System ist modular aufgebaut und ldsst sich {iber Schnittstellen erweitern. Diese
Schnittstellen nutzen das FLIO-Aufnahmemodul und der FLIO-Viewer, um sich fest
in das System zu integrieren und unter anderem dessen Aufnahmefunktionen
(TruTrack™) und die Patientendatenbank verwenden zu konnen. [38]

ok B gP €

Eine Lésung fiir alle Instrumente Fernzugriff und -betrachtung

e H"j T
o A

Importvon externen Bildern L1 g anllE Tl s

Abbildung 31: Heidelberg Eye Explorer (HEYEX) als zentrale Softwarelésung fiir alle
Instrumente

Quelle: Heidelberg Engineering.
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4 Medizinische Studien auf Basis von Fluoreszenzlebensdauer-

messungen

Im Folgenden werden in den Kapitel 4.1 und 4.2 zwei Studien néher erldutert, die
sich dem Thema der Autofluoreszenz und bestimmten Erkrankungen im Bereich der
Retina widmen. Die Aufnahmen wurden an den Augen von Probanden und Patienten
mit einem ersten Prototyp auf Basis des Laser-Scanning-Angiograph (HRAII) der
Firma Heidelberg Engineering erstellt (siche Kapitel 1.1). Autoren der Studien sind

Wissenschaftler der Universitidten Jena und Ilmenau.

4.1 Vergleich von Parametern der zeitaufgelosten Autofluoreszenz bei Gesun-

den und Patienten mit frither AMD

In einer sehr bedeutenden Studie [39] konnten im Chloroformextrakt des retinalen
Pigmentepithels (RPE) erstmalig zehn verschiedene, fluoreszierende Komponenten
des Alterspigments Lipofuszein unterschieden und charakterisiert werden. Diese
Komponenten lagern sich bei altersbedingter Makuladegeneration in Zellen des RPE
an, wobei die Komponenten 8, 9 und 10 des Lipofuszeins fiir Untersuchungen am
lebenden Patienten von besonderem Interesse sind, da sie sich bei Wellenlédngen iiber
400 nm zur Fluoreszenz anregen lassen [1]. Die Absorptionskante der Augenlinse

gestattet keine Anregung der Fluoreszenz mit kiirzeren Wellenldngen als 400 nm. [1]

Bislang wurde lediglich die chemische Struktur der Komponente 8, wobei es sich um

A2E handelt, analysiert. [40]

»Ziel der vorliegenden Studie war [...] [die] Messung von Unterschieden der zeit-
aufgelosten Autofluoreszenz bei Gesunden und AMD-Patienten. Insbesondere war
zu untersuchen, ob Patienten [...] mittels der zeitaufgeldsten Autofluoreszenz objek-

tiv von Augengesunden differenzierbar sind.” [1]
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4.1.1 Methodik
Das zeitabhidngige Abklingen der Fluoreszenzintensitdit wurde mit einer
triexponentiellen Modellfunktion nach Kapitel 3.3 (Fluoreszenzlebensdauer) appro-

ximiert und nach drei Fluoreszenzlebensdauern aufgelost (7 bis 73):

1(t) =Zai-e(_%’) )

I

Formel 4: Fluoreszenzlebensdauer approximiert mit einer triexponentiellen Modell-
funktion

1(t) beschreibt dabei die Fluoreszenzintensitit zum Zeitpunkt t, I, die Fluoreszenzin-
tensitdt zum Zeitpunkt t=0, a; die Amplitude der Komponente i, t; die Fluoreszenz-
lebensdauer bzw. Abklingzeit der Fluoreszenz der Komponente i und b das Unter-

grundrauschen (Background).

Fiir die Bestimmung des Abklingverhaltens wurde die Software SPCImage in Versi-
on 2.9.1 eingesetzt. ,,Die statistische Auswertung von globalen Verdnderungen
erfolgte anhand von Histogrammen der Fluoreszenzlebensdauern 7, bis 5. [...] Fiir
die Studie wurden zur statistischen Auswertung globaler Verdnderungen Messungen
an 8 Augengesunden und 15 Patienten im Frithstadium der AMD [...] herangezogen.
Das Alter der Augengesunden umfasste den Bereich von 41 bis 85 Jahren, mit einem
mittleren Alter von 63,2 Jahren. Das mittlere Alter der AMD-Patienten betrug 74,7
Jahre und umfasste den Altersbereich von 65 bis 87 Jahren.* [1]

Patienten mit kiinstlicher Linse (IOL) oder Augengesunde mit systemischen Erkran-
kungen wie Diabetes mellitus, Hypertension und anderen wurden nicht in die Statis-
tik einbezogen, um eine ideale Vergleichsgruppe frei von Stdrsignalen zu gewihr-
leisten. Ferner wurden ausschlieBlich Messungen fiir die Statistik beriicksichtigt, bei

denen ein ausreichend starkes Fluoreszenzsignal detektiert werden konnte.

Durch einen dichroitischen Spiegel wurde das Fluoreszenzlicht in einen kurzwelligen
Kanal (K1) mit 490-560 nm und einen langwelligen Kanal (K2) mit 560-700 nm
spektral aufgeteilt.
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4.1.2 Ergebnisse
Die fiir jeden Patienten individuellen Hiufigkeitsverteilungen der Fluoreszenzle-

bensdauern wurden summiert und tabellarisch dargestellt.

Tabelle 1 stellt die Mittelwerte und Standardabweichungen von 7, bis 73 in beiden
spektralen Kanidlen (K1 und K2) dar. Die Lebensdauern, die fiir Patienten im Friih-
stadium der AMD gemessen und in Tabelle 2 dargestellt wurden, weisen im Mittel

erhohte Abklingzeiten auf.

Tabelle 1: Mittelwert und Standardabweichung der summierten Fluoreszenzlebens-
dauer-Verteilung bei Augengesunden

Lebensdauer  Kanal Mittelwert (ps) Standardabweichung Patientenanzahl
T K1 118 23 8
T K2 104 31 7
Ty K1 584 184 8
T, K2 477 82 7
T3 K1 2826 583 8
T3 K2 1623 242 7

Tabelle 2: Mittelwert und Standardabweichung der summierten Fluoreszenzlebens-
dauer-Verteilung bei Patienten im Friihstadium der AMD

Lebensdauer  Kanal Mittelwert (ps) Standardabweichung Patientenanzahl
T K1 166 51 15
T K2 137 55 14
Ty K1 986 408 14
T, K2 583 218 14
T3 K1 3309 989 15
T3 K2 1924 540 14
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Aufgrund einer asymmetrischen Verteilung der TCSPC-Histogramme wurden die
individuellen Medianwerte der Fluoreszenzlebensdauern 7; bis 73 fiir den kurzwelli-

gen (K1) und langwelligen Spektralkanal (K2) ausgewertet.

Es lieen sich Gesunde und Patienten im Friithstadium der AMD anhand der Fluores-
zenzlebensdauern 7; aus Kanal 1 und 2 sowie 7, des Kanals 1 statistische gesichert
voneinander trennen. Gleichzeitig stellte sich heraus, dass 7, des zweiten Kanals und
73 beider Kanéle nicht fiir eine Trennung von Gesunden und Patienten im Friihstadi-
um der AMD geeignet sind. Die folgenden Abbildungen 32 und 33 zeigen die
Boxplots der Medianwerte der Fluorezenzlebensdauern 7; und 7, in den Kanilen 1

und 2.

A0 [] 1, - Kanal 1

[] 1, - Kanal 2

180_]

160_|

140

120

Fluoreszenzlebensdauer 1, in ps

100

80_|

| \
Gesunde AMD

Abbildung 32: Vergleich der Fluoreszenzlebensdauern 1, von Gesunden und Patienten
im Friihstadium der AMD

Quelle: Illustration des Autors, Schweitzer, vgl. D.; Quick, S.; Schenke, S.; Klemm, M.;
Gehlert, S.; Hammer, M.; Jentsch, S.; Fischer, J.: Vergleich von Parametern der zeitaufge-
losten Autofluoreszenz bei Gesunden und Patienten mit friither AMD. Heidelberg, 2009, S.
718.
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Abbildung 33: Vergleich der Fluoreszenzlebensdauer t, von Gesunden und Patienten
im Friihstadium der AMD. Nur im kurzwelligen Spektralkanal (Kanal 1) sind Gesunde
und Patienten mit friiher AMD hochsignifikant unterscheidbar

Quelle: Illustration des Autors, Schweitzer, vgl. D.; Quick, S.; Schenke, S.; Klemm, M.;
Gehlert, S.; Hammer, M., Jentsch, S.; Fischer, J.: Vergleich von Parametern der zeitaufge-
losten Autofluoreszenz bei Gesunden und Patienten mit friiher AMD. Heidelberg, 2009, S.
718.

4.1.3 Diskussion

,»In der vorliegenden Studie werden erstmalig Werte fiir die Fluoreszenzlebensdauern
bei Augengesunden angegeben, die bei Messungen im 30-Grad-Feld gewonnen
worden waren. Dabei zeigte sich, dass entsprechend der Voruntersuchungen [...]
unterschiedliche Informationen aus den spektralen Kanélen 490-560 nm und 560-700
nm gewonnen werden konnten. Die Abklingzeiten im langwelligen Spektralkanal
waren grundsétzlich kiirzer als im kurzwelligen Spektralkanal. Interessant waren

insbesondere die unterschiedlichen Abklingzeiten 7, in beiden Spektralkanilen.* [1]

Es ,,zeigte sich, dass die Fluoreszenzlebensdauern bereits im Frithstadium der AMD

in beiden spektralen Kanédlen immer ldnger waren als bei Augengesunden.* [1]
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»Da die Messungen in einem 30-Grad-Fundusfeld vorgenommen wurden und nicht
nur auf die Makula beschrénkt waren, folgt, dass Verdnderungen im Friihstadium der
AMD, die mittels zeitaufgeloster Autofluoreszenz nachweisbar sind, den gesamten

Augenhintergrund betreffen.* [1]

Die Studie gibt einen interessanten Einblick in das Potential der Fluoreszenzlebens-
dauermessungen, um altersbedingte Makuladegeneration (AMD) friihzeitig erkennen
und behandeln zu kénnen. Auf dieser Grundlage lassen sich weitere Studien aufbau-
en, um die Aussagen zu quantifizieren. Die Anzahl der untersuchten Patienten reicht
meines Erachtens bisher nicht aus, um gesicherte und medizinisch fundierte Aussa-
gen treffen zu konnen. Der Einfluss von systemischen Krankheiten auf das Fluores-
zenzverhalten muss ndher untersucht werden, um Fehldiagnosen aufgrund einer
beispielsweise noch nicht diagnostizierten Krankheit ausschliefen zu kénnen. Die
tabellarische Darstellung der Mittelwerte verschiedener Patienten (siehe Tabelle 1
und 2) lésst eine differenzierte Betrachtung der individuellen Messergebnisse nicht

Zu.

4.1.4 Schlussfolgerung

,»Die Messungen im 30-Grad-Fundusfeld zeigen, dass bereits im Friihstadium der
AMD spezifische Anderungen auch auBerhalb der Makula vorliegen. [...] Verlinge-
rungen der Lifetime 7, im kurzwelligen Kanal konnen zumindest teilweise auf eine
Zunahme von an Protein gebundenem NADH zuriickgefiihrt werden, dessen Anteil

bei verringerter Zellatmung steigt.” [1]

4.2 Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen Gefiaflverschliissen

Durch Provokation des Stoffwechsels kann der Einfluss einzelner Fluorophore
deutlicher erfasst werden. Verschliisse im retinalen GefiaBBsystem verdndern den

retinalen Stoffwechsel.

,Ziel der Studie war es zu untersuchen, ob bei arteriellen retinalen Verschliissen

Verdnderungen in der zeitaufgelosten Autofluoreszenz [...] nachweisbar waren.* [4]
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4.2.1 Methodik
Wie bereits in Kapitel 4.1.1 beschrieben, wurde der zeitabhidngige Abfall der Fluo-

reszenzintensitit mit der triexponentiellen Modellfunktion approximiert:

Formel 5: Fluoreszenzlebensdauer approximiert mit einer triexponentiellen Modell-
funktion

Die Autofluoreszenzlebensdauern wurden an sechs Patienten mit Astarterienver-

schluss gemessen.

Um Stoffwechselunterschiede, die durch die Astarterienverschliisse verursacht
wurden, zu erkennen, ,,wurden die Héufigkeitsverteilungen der Fluoreszenzlebens-
dauern in gleich grofen Feldern des gesunden und des unversorgten Fundusbereichs

bestimmt.

Die typischen Verdanderungen der dynamischen Fluoreszenz werden an 2 Einzelbei-
spielen demonstriert” [4] und mit représentativen Ergebnissen eines Augengesunden

verglichen.
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4.2.2 Ergebnisse

4.2.2.1 Patientin A
Am Fundus (Augenhintergrund) einer 69-jdhrigen Patientin mit Astarterienver-
schluss (Abbildung 34) konnten metabolische Verdnderungen im temporal inferioren

Gebiet nachgewiesen werden.

Die Daten der Fluoreszenzle-
bensdauermessung wurden
einerseits fir den temporal
inferioren Bereich ausgewertet,
der vollstindig im nicht versorg-
ten Fundusgebiet liegt [1, und
andererseits zum Vergleich fiir

einen ebenso groflen Bereich im

gesunden Ifl temporal superioren
Fundusgebiet. Die Rechtecke

begrenzen die ausgewerteten

Bereiche, sind in der GroBe Apbildung 34: Fundus der 69-jihrigen Patientin mit

deckungsgleich  und  liegen

symmetrisch zur Fovea.

Die Fluoreszenzlebensdauern
wurden wie bereits in der voran-
gegangenen Studie in den Spekt-
ralkandlen 490-560 nm und 560-

retinalem Astarterienverschluss im temporal inferioren
Bereich (blau), unter anderem an der weilllichen Firbung
erkennbar

Quelle: lllustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.,; Quick, S.;
Klemm, M.; Hammer, M.; Jentsch, S.; Dawczynski, J.:
Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1146.

700 nm gemessen. Die Histogramme zu den ausgewerteten Bereichen zeigen die
Fluoreszenzlebensdauern T, und Ty, ,,da deren unterschiedliche
Histogrammverteilungen Riickschliisse auf Verdnderungen des Stoffwechsels gestat-

ten.” [4]

In den folgenden Histogrammen beschreiben die blauen Kurven jeweils die Fluores-
zenzlebensdauern des aufgrund eines Verschlusses nicht versorgten Fundusbereichs,

die roten Kurven die Lebensdauern des gesunden Fundusbereichs.
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Abbildung 35: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern 1, im Spektralkanal
1 mit 490-560 nm (links) und Fundus der untersuchten Patientin mit eingezeichneten
Auswertungsbereichen (rechts)
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Quelle: Illustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M., Hammer, M.;
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefifiverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1146.
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Abbildung 36: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern T, im Spektralkanal
2 mit 560-700 nm

Quelle: lllustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.;
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1146.
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Abbildung 37: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern 1, im Spektralkanal
1 mit 490-560 nm

Quelle: lllustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.;
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1146.
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Abbildung 38: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern 1, im Spektralkanal
2 mit 560-700 nm

Quelle: lllustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.;
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1146.

,»Die Fluoreszenzlebensdauer 7; war in beiden Spektralkandlen [...] im nicht ver-
sorgten Bereich gegeniiber dem gesunden Bereich verlingert. Im kurzwelligen
Spektralkanal [...] war der Modalwert von 7; = 127,5 ps im mangelversorgten

Fundusbereich gegeniiber t; = 92,5 ps im gesunden Fundusbereich erhdht [Abbil-
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dung 35]. Dabei ist der Modalwert im Histogramm der Fluoreszenzlebensdauer die

Lebensdauer, die im betrachteten Fundusgebiet am hiufigsten bestimmt wird.

Auch im langwelligen Spektralbereich [...] war der Modalwert von 7, = 167,5 ps
im mangelversorgten Bereich deutlich hoher als im gesunden Bereich (7; = 82,5 ps)

[Abbildung 36].% [4]

Die deutlichsten Verdnderungen konnten fiir die Fluoreszenzlebensdauer 7, im
kurzwelligen Spektralkanal nachgewiesen werden (Abbildung 37). Wihrend sich im
gesunden Fundusbereich eine sehr schmale Verteilung mit einem Modalwert
T, = 470 ps und einer Halbwertsbreite von 160 ps ergab, wurde im unterversorgten
Bereich eine sehr breite Verteilung gemessen, die von 7, = 500 ps bis 1, =
1500 ps reichte. Fiir den langwelligen Spektralkanal konnte zwischen gesundem und
unterversorgtem Bereich keine auffillige Verteilung detektiert werden, die Kurven
waren vielmehr deckungsgleich. Die Halbwertsbreite betrug ca. 150 ps (Abbildung
38).

4.2.2.2 Patient B

Weitere Messungen wurden an
einem 49-jdhrigen Patienten mit
Gefdflverschluss im  temporal
superioren Bereich durchgefiihrt.
Anhand der weillichen Féarbung
ist in Abbildung 39 der nicht

versorgte Bereich deutlich zu

erkennen. J

Ermeut wurde ein gesunder

Bereich derselben Grofle fiir den
Vergleich der Fluoreszenzlebens-
dauern 7; und 7, in den beiden

genannten Spektralkandlen

Abbildung 39: Retinaler Arterienverschluss im temporal
superioren Bereich eines 49-jihrigen Patientes

Quelle: Illustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick,
S.; Klemm, M.; Hammer, M.; Jentsch, S.; Dawczynski, J.:
Ophthalmologe:  Zeitaufgeloste  Autofluoreszenz — bei

ausgewahlt. [

retinalen Gefdfiverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1148.
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Abbildung 40: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern T, im Spektralkanal
1 mit 490-560 nm (links) und Fundus des untersuchten Patienten mit eingezeichneten
Auswertungsbereichen (rechts)

Quelle: lllustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.;
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1148.
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Abbildung 41: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern 1, im Spektralkanal
2 mit 560-700 nm

Quelle: lllustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.;
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefifverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1148.
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Abbildung 42: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern 1, im Spektralkanal
1 mit 490-560 nm

Quelle: lllustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.;
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1148.
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Abbildung 43: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern 1, im Spektralkanal
2 mit 560-700 nm

Quelle: Illustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.,
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1148.

,Unabhédngig von der Lage des Verschlusses war die Fluoreszenzlebensdauer 7, im
ersten Beispiel in beiden Spektralkanélen [...] im mangelversorgten Bereich immer

langer als im nicht betroffenen Bereich. [4]
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Verglichen mit den Ergebnissen der Patientin A war die Halbwertsbreite der Vertei-
lung von t; im kurzwelligen Kanal 1 des Patienten B im nicht versorgten
Fundusbereich mit 25 ps deutlich kleiner als die Werte der Patientin A, die bei 75 ps
lagen. Dennoch wird sofort deutlich, dass der Modalwert der Fluoreszenzlebensdauer
7, im kurzwelligen Spektralkanal wiederum im gesunden Bereich mit 92,5 ps deut-

lich unter dem verldngerten Wert von 127,5 ps des nicht versorgten Bereichs liegt

(Abbildung 40).

Im langwelligen Kanal 2 betrug der Modalwert von 7; im gesunden Bereich 97,5 ps
und besaB3 eine Halbwertsbreite von 15 ps. Der unterversorgte Bereich hatte eine
deutlich flachere Verteilung von 7; mit einem Modalwert von 112,5 ps und einer

Halbwertsbreite von 40 ps (Abbildung 41).

Erneut waren die Ergebnisse fiir 7, im langwelligen Kanal 2 anndhernd deckungs-
gleich fiir den gesunden und den unterversorgten Bereich (Abbildung 43). Im kurz-
welligen Spektralkanal unterschieden sich die Modalwerte der Verteilung von 7,
erheblich. Im gesunden Fundusbereich lag der Modalwert bei 517 ps bei einer
Halbwertsbreite von 280 ps, im nicht versorgten Bereich bei 280 ps und einer Vertei-

lung von 500 bis 1400 ps (Abbildung 42).

Es konnte gezeigt werden, dass die Verdnderungen der Fluoreszenzlebensdauern
unabhingig davon sind, ob sich der nicht versorgte Bereich im superioren oder

inferioren Fundusgebiet befindet.

49



4 Medizinische Studien auf Basis von Fluoreszenzlebensdauermessungen

4.2.2.3 Augengesunde

Um diese Aussage untermauern zu
konnen, ,,wurden zum Vergleich die
Verteilungen der Fluoreszenzlebens-
dauern in gleich grofen Bereichen
der temporalen superioren und
inferioren Gebiete einer 55-jdhrigen

Augengesunden herangezogen.* [4]

In der Abbildung 44 sind die be-

trachteten Fundusbereiche einge-

zeichnet. [

,Die berechneten Verteilungen der
Fluoreszenzlebensdauer 7; waren fiir
den superioren und den inferioren
Bereich in beiden Spektralkanilen
nahezu deckungsgleich [Abbildung
45 und Abbildung 46].“ [4] Die

Verteilungskurven von 7, sind bei

Abbildung 44: Fundusbild eines Augengesunden mit
temporal superiorem und inferiorem Vergleichsfeld

Quelle: Illustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick,
S.; Klemm, M.; Hammer, M.; Jentsch, S.; Dawczynski, J.:
Ophthalmologe:  Zeitaufgeloste  Autofluoreszenz — bei
retinalen Gefdifiverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1150.

diesem Probanden im Gegensatz zu den Vergleichen hinsichtlich 7, in gesundem

und mangelhaft versorgtem Fundusbereich der Patienten A und B in beiden Spekt-

ralkandlen anndhernd identisch (Abbildung 47 und Abbildung 48).
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Abbildung 45: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern 1, im Spektralkanal
1 mit 490-560 nm

Quelle: Illustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.,
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1150.
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Abbildung 46: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern 1, im Spektralkanal
2 mit 560-700 nm

Quelle: Illustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.,
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1150.
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Abbildung 47: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern 1, im Spektralkanal
1 mit 490-560 nm

Quelle: lllustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.;
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1150.
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Abbildung 48: TCSPC-Histogramm der Fluoreszenzlebensdauern 1, im Spektralkanal
2 mit 560-700 nm

Quelle: lllustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.;
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefafsverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1150.

Die Fluoreszenzlebensdauern unterscheiden sich bei Augengesunden zwar leicht im
Vergleich zwischen dem langwelligen und kurzwelligen Spektralkanal, es bestehen
jedoch keine Unterschiede zwischen den temporal superioren und inferioren Berei-

chen. Um diese Aussage zu bekriftigen, werden in der folgenden Tabelle 3 die
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Modalwerte der Lebensdauerverteilungen von drei weiteren Augengesunden (N, No,

N3) dargestellt.

Tabelle 3: Modalwerte der Lebensdauerverteilungen von drei Augengesunden (N, N,,
N3)

Proband Bereich 1, (ps) T, (ps) T3 (ps) 71 (ps) T2 (ps) T3 (ps)

N, Superior 88 498 2209 91 476 1446
N; Inferior 86 487 2164 88 477 1447
N, Superior 95 520 3819 93 452 2523
N, Inferior 91 545 4034 92 459 2710
N3 Superior 63 356 1639 41 312 1205
N3 Inferior 58 339 1635 40 312 1190
— —~— A —~— _/
Kanal 1 (490-560 nm) Kanal 2 (560-700 nm)
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4.2.2.4 Zusammenschau
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Abbildung 49: Fundusbilder und TCSPC-Histogramme der Studie in einer Zusam-
menschau, Patientin A (links), Patient B (Mitte), Augengesunde (rechts)

Quelle: lllustration des Autors, vgl. Schweitzer, D.; Quick, S.; Klemm, M.; Hammer, M.;
Jentsch, S.; Dawczynski, J.: Ophthalmologe: Zeitaufgeloste Autofluoreszenz bei retinalen
Gefifiverschliissen. Heidelberg, 2010, S. 1146, 1148, 1150.
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4.2.3 Diskussion

»Die Fluoreszenzlebensdauer ist bei Messungen am Auge vorwiegend durch FAD
und durch Lipofuszein geprigt. FAD fluoresziert stark mit einem Maximum bei 530
nm, wenn geniigend Sauerstoff fiir den zelluldren Metabolismus zur Verfiigung
steht.” [4] Lipofuszein fluoresziert maximal bei 600 nm. Der Einfluss von FAD ist
im kurzwelligen Kanal groBer als im langwelligen, wogegen Lipofuszein einen
grofferen Einfluss auf den langwelligen Kanal als auf den kurzwelligen hat. Im
unterversorgten Fundusbereich herrscht ein Mangel an Sauerstoff, wodurch sich der
Anteil von FAD an der Bildung der Fluoreszenzlebensdauer 7; verringert (siche
Kapitel 2.1). Gleichzeitig erhoht sich der Einfluss von Lipofuszein, insbesondere der
Komponente A2E, dessen Vorkommen unabhéngig von der Sauerstoffverfiigbarkeit
fluoresziert. Aus diesem Grund verlidngert sich die approximierte Fluoreszenzlebens-

dauer 7, im nicht versorgten Gewebe. [4]

Sehr interessant ist die Verteilung von 7, zwischen gesunden und unterversrogten
Fundusbereichen. Wéhrend 7, im kurzwelligen Spektralbereich im unterversorgten
Fundusbereich sehr stark in Richtung verldngerter Lebensdauern verschoben war,
konnten im langwelligen Spektralbereich fiir 7, keine Unterschiede zwischen

gesunden und unterversorgten Bereichen nachgewiesen werden.

,,Dieses unterschiedliche Verhalten ist durch den Einfluss von NADH auf die Fluo-
reszenzlebensdauer t,, speziell im kurzwelligen Spektralkanal [...], erkldrbar.* [4]
Im kurzwelligen Spektralkanal ist NADH nachweisbar, im langwelligen Spektralka-
nal jedoch nicht mehr, da das Maximum der Fluoreszenz von NADH bei 460 nm
liegt. ,,Die Verldngerung der Fluoreszenzabklingzeit 7, in den nicht versorgten
Beriechen bei Astarterienverschluss ausschlielich im kurzwelligen Spektralkanal
[...] ist als Zunahme des proteingebundenen NADH zu interpretieren, die bei
glykolytischer Energiegewinnung auftritt™ [4] (siche Kapitel 2.1). Proteingebundenes
NADH hat eine hohere Fluoreszenzlebensdauer, als freies NADH. Unter anaeroben

Bedingungen erhoht sich der Anteil an proteingebundenem NADH. [4]

4.2.4 Schlussfolgerung
»Die Verldngerung von 7; im unterversorgten Gewebe ist auf geringeren Beitrag von

proteingebundenem FAD zuriickzufiihren. Die Verldngerung von t, (ca. 500 ps) in
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gesundem Gewebe gegeniiber ca. 1,5 ns im unterversorgten ist wahrscheinlich durch

proteingebundenes NADH verursacht, das bei der Glykolyse entsteht.* [4]
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5 Resultate

Im Zentrum der Arbeit stand die Entwicklung des FLIO-Aufnahmemoduls zur
Messung von Fluoreszenzlebensdauern und Fluoreszenzintensititen. Daneben wurde
ein FLIO-Viewer umgesetzt, um die umfangreichen Daten, die wéhrend einer Mes-

sung anfallen, verwalten zu konnen.

In Kapitel 5.1 werden die in Kapitel 1 erwédhnten Anforderungen, Problemstellungen

und Zielsetzung sowie die Ausgangssituation prézisiert.

Kapitel 5.2 widmet sich der Entwicklung und Realisierung der Software sowie der

Moglichkeiten der Weiterverarbeitung der Messdaten.

Desweiteren konnte ein Prototyp fertiggestellt und in einem Klinikum an Patienten
mit unterschiedlichen Erkrankungen getestet werden. In besonderem Fokus standen
dabei die in Kapitel 2.3 beschriebenen Erkrankungen. Im Anschluss an die Prisenta-
tion der Software und deren Leistungsfdhigkeit werden in Kapitel 5.3 exemplarisch
einige wenige Auswertungsbogen zu Patientenmessungen dargestellt, welche mit der
neuen Software und dem neuen FLIO-Gerdt im Klinikeinsatz angefertigt wurden.
Die Aufnahmen bzw. Messungen wurden durch den Autor sowie Fotografen des

Inselspitals Bern durchgefiihrt und die Auswertungsbdgen durch den Autor erstellt.

In Anhang A finden sich weitere Auswertungsbdgen auf Basis von Patientenmessun-
gen im Klinikum, welche gemeinsam mit den Bogen aus Kapitel 5.3 unter anderem
die in Kapitel 4 aufgefiihrten Studien quantifizieren und weitere interessante Messer-

gebnisse dokumentieren.
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5.1 Anforderungsanalyse

5.1.1 Detaillierte Ausgangssituation

Die Universitit Jena entwickelte zusammen mit der Firma Heidelberg Engineering
ein Testgerit, um erstmalig Autofluoreszenzmessungen im Bereich der Retina eines
lebenden Patienten durchfiihren zu kdonnen. Dabei handelte es sich um einen modifi-
zierten Laser-Scanner-Angiograph (HRAII) der Firma Heidelberg Engineering,
welcher um einige Hardware-Komponenten fiir die Autofluoreszenzmessung erwei-
tert wurde. Die Anregungsquelle bildete ein blauer Pulslaser mit einer Emissionswel-
lenlédnge von 448 nm, der Pulse mit einer Dauer von 80 ps bei einer Repetitionsrate
von 80 MHz erzeugt. Uber Spiegel und Filter wurde das Fluoreszenzlicht in einen
kurzwelligen und einen langwelligen Teil aufgespalten. Die beiden entstehenden
Spektral-kanéle teilen das Licht in die Wellenldngenbereiche 490-560 nm und 560-
700 nm und ermdglichen eine differenziertere Betrachtungsweise der Fluoreszenz.
Um die Fluoreszenzlebensdauer messen zu konnen, wurde das Prinzip des zeitkorre-
lierten Einzelphotonenzéhlens (TCSPC) angewendet. Fiir dieses Verfahren sind ein
Detektor, der das Fluoreszenzlicht einer angeregten Substanz auffingt, und eine
Stoppuhr, welche die Zeit zwischen Anregung und Detektion der Fluoreszenz misst,
notwendig. Da das Fluoreszenzlicht in einen kurz- und langwelligen Teil gesplittet
wurde, war fiir jeden Spektralkanal ein Detektor notwendig. Um eine zweite Stopp-
uhr einsparen zu konnen, wurden die Signale der beiden Detektoren iiber einen
speziellen Router zusammengefiihrt und spdter softwareseitig wieder getrennt.
Augenbewegungen wihrend der Messung wurden iiber das Eye Tracking-Verfahren
des optisch-mechanischen Basisgerits (HRA II) ausgeglichen [4], wodurch erstmals

die Messung am lebenden Patienten ermoglicht wurde.

5.1.2 Detaillierte Problemstellung

Das neue Verfahren konnte lediglich an einigen wenigen Probanden getestet werden,
da die Messzeiten flir Patienten bei dem vorgestellten Testgerit typischerweise bei
mehreren Minuten pro Auge lagen und damit eine Belastung fiir die Patienten dar-

stellte.

Dennoch waren die Ergebnisse sehr vielversprechend.
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Fiir die Messungen kamen zum Teil Standardmesssoftware des Detektorenlieferanten
Becker & Hickl sowie Eigenentwicklungen zum Einsatz, die den Umgang mit dem
System fiir Ungeiibte erschwerten und einen Einsatz im klinischen Alltag kaum
ermdglichten. Innerhalb der Software kommt eine unflexible Speicherverwaltung
zum Einsatz, welche dem hohen Datenaufkommen wihrend einer Messung nicht
immer gerecht wird, weshalb es zu Problemen kommen kann. Die Thread-Struktur
sowie die zugrunde liegende Software-Architektur nutzt die Leistung moderner

Computersysteme mit Mehrkernprozessoren nicht aus.

Die Hardwarearchitektur setzt auf einen Router zum Zusammenfiihren der Signale
der beiden Detektoren. Dies bringt sowohl Vor- als auch erhebliche Nachteile mit
sich. Auf der Softwareseite lassen sich liber den Router die Signale deutlich einfa-
cher verarbeiten, da lediglich ein einziger Datenstrom des Routers bewaltigt werden
muss, statt die asynchronen Datenstrome beider Detektoren getrennt voneinander zu
betrachten. Ein bedeutender Vorteil ist die Einsparung einer weiteren Stoppubhr,
welche erhebliche Mehrkosten verursacht und ebenfalls liber die Software gesteuert,

konfiguriert und verwaltet werden muss.

Die Bandbreite der Signale, die der Router verarbeiten kann ist begrenzt und ent-
spricht der Kapazitit, die durch die verwendete Software weiterverarbeitet werden
kann. Router und Software bremsen damit gleichermaflen das Potential des Verfah-
rens und des Gerdtes aus und beanspruchen den Patienten sehr stark, indem die

Messzeit deutlich erhoht wird.

5.1.3 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, eine Software zur Messung und Verarbeitung von Fluoreszenz-
lebensdauern im Bereich der Retina neu zu entwickeln, welche an moderne Hoch-
leistungssysteme angepasst ist und deren Potential voll ausschopft. Wichtiger Be-
standteil dabei ist ein intelligentes Speichermanagement, welches selbststindig die
Speicherverwaltung an die Gegebenheiten der jeweiligen Messung und des Compu-

tersystems anpasst.

Durch eine optimale Architektur soll die Software in der Lage sein, sehr grofle

Datenmengen in Echtzeit zu verarbeiten und dem Anwender zu présentieren. Dies
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gelingt iiber eine intelligente Thread-Struktur, welche die Leistung moderner Multi-

core-Prozessoren und Grafikprozessoren ausnutzen kann.

Zusammen mit der Software soll die Hardware des Messgerits (FLIO) optimiert
werden. Der Router wird entfernt und eine weitere Stoppuhr in dem Computersystem
verbaut. Das gesamte Hardwaremanagement sowie die Konfiguration der einzelnen
Komponenten sollen direkt und selbststindig von der Messsoftware durchgefiihrt

werden.

Ferner soll die Applikation als integraler Bestandteil der Softwareinfrastruktur von
Heidelberg Engineering entwickelt werden, sodass diese in vorhandenen Kliniknetz-

werken eingesetzt werden kann.

Die damit verbundenen Ziele sind die Reduzierung der Messzeiten fiir Patienten um
ein Vielfaches und die Entwicklung und Fertigstellung eines Prototyps auf der Basis
der neuesten SPECTRALIS-Produktreihe der Firma Heidelberg Engineering, der reif
fiir den Routineeinsatz in Kliniken und spéter evtl. auch in Praxen ist. Die Software
muss den Qualitédtsstandards einer klinischen Applikation geniigen und dem klini-
schen Personal alle notwendigen Funktionen bereitstellen, dieses unterstiitzen und

nicht tiberfordern.

Desweiteren wird die Entwicklung eines Viewers forciert, der die Datenauswertung
und Verwaltung von Fluoreszenzmessungen erleichtert. Der Viewer soll die Soft-
wareinfrastruktur von Heidelberg Engineering mit Softwareprodukten zur Datenaus-
wertung und —analyse verkniipfen. Dariiber hinaus soll die Software in der Lage sein,
Messinformationen, Histogramme und Fluoreszenzintensitétsbilder einer Messung
anzuzeigen. Uber die Entwicklung eines speziellen Plug-Ins ist der Viewer in der

Lage mit der HEY EX-Infrastruktur zu kommunizieren.
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5.2 Software

5.2.1 Das Logo
,,Ein Projekt [Anderung d. Verf.] ohne Logo ist wie ein Mann ohne Gesicht*. [41]

o L | O

Fluorescence Lifetime Imaging Ophthalmoscope

"""'!YYY—'—YYY""""

Abbildung 50: FLIO-Logo
Quelle: lllustration des Autors.

Das Logo steht ganz im Zeichen des Themas Fluoreszenz, die durch Lichtstrahlen

verschiedener Frequenzspektren dargestellt wird.
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5.2.2 Use-Cases und Use-Case-Diagramme

,Ein Use-Case (use case) L—I'l beschreibt die Funktionalitit des Softwaresystems, die

ein Akteur ausfithren muss, um ein gewiinschtes Ergebnis zu erhalten oder um ein
Ziel zu erreichen. Use-Cases sollen es [...] ermdglichen, mit dem zukiinftigen
Benutzer {iber die Funktionalitit des Softwaresystems zu sprechen, ohne sich gleich

in Details zu verlieren.* [42]

Ein ,,Akteur* I_T_l beschreibt eine Rolle, die ein Benutzer innerhalb des Softwaresys-

tems einnimmt, es kann sich dabei um Menschen oder automatisierte Systeme

handeln. Akteure befinden sich stets aullerhalb des Systems.

Ein Use-Case-Diagramm L[] gibt auf hohem Abstraktionsniveau einen Uberblick iiber

das System und dessen Schnittstellen mit seiner Umgebung. [42]

Nachdem die Anforderungen ausgearbeitet wurden, werden einige der wichtigsten

Use-Cases grafisch dargestellt.

5.2.2.1 Grundvoraussetzungen einer Patientenmessung mit dem FLIO-

Aufnahmemodul

FLIC-Aufnahme

Auftrag zur Messung ereilen

S
et

Patient

Arzt

Messung durchfiihren

Fotograf

Abbildung 51: Use-Case-Diagramm der Grundvoraussetzungen einer neuen 'Flio-
Aufnahme"

Quelle: lllustration des Autors.

In Kliniken werden die Aufnahmen bzw. Messungen am Patienten in der Regel von

ausgebildeten Fotografen durchgefiihrt. Zunidchst muss der Patient dem Fotografen
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den Auftrag fiir eine Messung erteilen, bevor dieser schlielich die Messung durch-

fiihrt. Die Auswertung der Messdaten erfolgt im Anschluss durch den Arzt.

5.2.2.2 FEine neue Messung starten und Patienten verwalten

Anwender |
Fotagrafl

Abbildung 52: USe-Case-Diagramm der Arbeit mit "HEYEX"

Quelle: Illustration des Autors.

Eine neue Messung startet der Anwender aus der Patientenverwaltung des HEYEX
heraus. Der Anwender hat dabei die Wahl, einen Patienten neu anzulegen oder einen
bereits im System vorhandenen Patienten zu wihlen und dessen Daten ggfs. anzu-
passen. Ist der Patient angelegt bzw. gewéhlt, kann eine neue Messung veranlasst
werden, indem das FLIO-Aufnahmemodul gestartet wird. Diese Option steht aus-

schlieBlich dann zur Verfiigung, wenn ein Patient ausgewdhlt wurde.

Informationen zu Messungen werden automatisiert zu jedem Patienten gespeichert,

sodass der Anwender aus HEYEX heraus vorherige Messungen verwalten kann.
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5.2.2.3 Eine Patientenmessung mit dem FLIO-Aufnahmemodul ausfiihren

Entwickler

Abbildung 53: Use-Case-Diagramm der Arbeit mit dem "FLIO-Aufnahmemodul"

Quelle: lllustration des Autors.

Die FLIO-Software verwaltet zwei unterschiedliche Anwendergruppen und optimiert
die grafische Benutzeroberfliche entsprechend, sodass jeder Gruppe die Funktionali-
taiten zur Verfligung stehen, die sie bendtigt und jene ausgeblendet werden, die
gewissen Anwendergruppen bewusst vorenthalten werden, um Komplexitit aus der

Benutzerfiihrung zu nehmen und vergleichbare Messdaten sicherzustellen.

Sobald das FLIO-Aufnahmemodul fiir Standardanwender gestartet wurde, stehen
diesem Funktionen zur Verfiigung, um die Scanner zu starten und eine FLIO-
Messung zu beginnen. Wihrend einer Messung kann die Messung neu gestartet
werden, wobei die bisherigen Messdaten verworfen werden, falls der Patient bei-
spielsweise unruhig war bzw. sich zundchst an das Blenden des blauen Pulslasers
gewOhnen musste. Es stehen diverse Anzeigemodi zur Auswahl, wobei es sich um
Intensitdtsbilder und ein gemitteltes TCSPC-Histogramm fiir beide Detektoren
handelt, die in Echtzeit aktualisiert werden. Indem der Anwender eine Messung

stoppt, wird diese automatisch vom System gespeichert. Wird das gesamte Aufnah-
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mesystem gestoppt bzw. geschlossen, fiihrt die Software zundchst das Stoppen und

Speichern der Messung aus, bevor das System beendet wird.

Uber eine spezielle Einstellung in der Initialisierungsdatei ldsst sich das FLIO-
Aufnahmemodul mit einer Benutzeroberfliche fiir Entwickler bzw. Support-
Mitarbeiter starten. Es stehen dabei alle Funktionen und Ansichten eines Standard-

anwenders zur Verfligung, welche um weitere Features erweitert werden.

Entwickler haben zusétzliche Anzeigen mit allen wichtigen Messwerten, die die
TCSPC-Hardware zuriickliefert und die Software im Hintergrund verarbeitet. Diese

Anzeigen werden als Registerkarten zusédtzlich zur Standardansicht angezeigt.

Wiéhrend einer Messung kann der Entwickler diverse Hardwareparameter der
TCSPC-Hardware dndern und deren Auswirkungen zur Laufzeit im Histogramm

auswerten und ggfs. als neue Standardparameter speichern.

5.2.2.4 Interaktion zwischen HEYEX-AQM und dem FLIO-Aufnahmemodul

HEY EX-A0QM

FLIO-Aufnahmemaodul

Abbildung 54: Use-Case-Diagramm der '"Interaktion HEYEX-AQM und FLIO-
Aufnahmemodul"

Quelle: lllustration des Autors.
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Wihrend einer Messung laufen sehr viele parallele, asynchrone Prozesse ab, die zu
grolen Teilen voneinander abhéingig sind. Das Standard-SPECTRALIS-
Aufnahmemodul (HEYEX-AQM) kontrolliert wahrend einer Messung die Scanner,
welche ein Referenzbild erzeugen. Darauf aufbauend kann die Augenbewegung

nachvollzogen werden. Die Scanner bewegen sich dabei zeilenweise iiber das Auge.

Das FLIO-Aufnahmemodul nutzt die Daten iiber die aktuelle Scannerposition und
die Augenbewegung und {ibertrdgt diese auf die aufgenommenen Fluoreszenzdaten,
sodass jeder Messwert punktgenau auf eine Fluoreszenzkarte (TauMap, Tau (1) =
Fluoreszenzlebensdauer (siche Kapitel 3.3), Map (englisch) = Karte), des Auges

ibertragen werden kann.

Desweiteren verarbeitet das FLIO-Aufnahmemodul die Messdaten zur Laufzeit, um
Messinformationen in Form von Histogrammen, Intensititsbildern sowie weiteren
wichtigen Messparametern live zur Verfligung stellen zu konnen. Eine effiziente
Speicherverwaltung ist aufgrund der sehr hohen Anzahl der zu erwartenden Mess-

werte essentiell (mehrere Gigabyte an Daten pro Messung moglich).

Am Ende jeder Messung werden die Messdaten, Histogramme und generierten

Bilder in automatisch angelegte und verwaltete Verzeichnisse gespeichert.

5.2.2.5 Datenverwaltung und Datenauswertung der FLIO-Messdaten

Jatenverwaltung und Datenauswertung

Messdaten auswerten

|

HEYEX B&H SPClmage

Meta-Daten

==
A

FLIO-Viewer Internet-Browser

j

Abbildung 55: Use-Case-Diagramm der ""Datenverwaltung und Datenauswertung"

Quelle: lllustration des Autors.

Die gesamte Patientenverwaltung findet in HEYEX statt, sodass Messungen mit der

FLIO-Aufnahmesoftware gemeinsam mit Messungen anderer Gerdte von Heidelberg

66



5 Resultate

Engineering in einer Software hinterlegt werden und eine zentrale Patientendaten-
bank in der Klinik méglich wird sowie vorhandene Datenbanken auch fiir das neue

System genutzt werden konnen.

Uber den in HEYEX zu jeder FLIO-Messung gespeicherten Verweis lisst sich der
FLIO-Viewer starten, mit dem sich die Messungen und Metadaten zu jeder Messung

verwalten und anzeigen lassen.

Die im Viewer verwalteten Messdaten werden in einer speziellen Software ausge-
wertet, welche iiber Schnittstellen aus dem Viewer heraus teilweise gesteuert werden

kann.

Die Metadaten liegen neben der reinen Datenform auch in einer fiir Présentationen
optimierten HTML-Version vor, die sich in jedem Internetbrowser anzeigen ldsst.

Eine entsprechende Browser-Integration findet sich ebenfalls im Viewer.
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5.2.2.6 Datenverwaltung mit dem FLIO-Viewer

Abbildung 56: Use-Case-Diagramm der Datenverwaltung mit dem "FLIO-Viewer"

Quelle: lllustration des Autors.

In HEYEX sind Verweise fiir jede Messung eines Patienten hinterlegt, mit denen aus
HEYEX heraus der FLIO-Viewer gestartet werden kann, der die Datenverwaltung

ermoglicht.

Zu jeder Messung stehen dem Anwender direkt im Viewer Fluoreszenzintensititsbil-
der, TCSPC-Histogramm, Reflektionsbild der Scanner und wichtige Messdaten zur
direkten Anzeige mit Vorschaufunktionen zur Verfiigung. Um die Messdaten zu

analysieren bzw. bereits analysierte Daten auszuwerten, bestehen Schnittstellen zu
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einer Auswertungssoftware, in welche die jeweiligen Daten direkt exportiert bzw.

von dieser importiert werden.

Aus dem Viewer heraus hat der Benutzer die Moglichkeit, andere Messdaten dessel-

ben sowie anderer Patienten auszuwerten und zu verwalten.

5.2.3 Wahl der Programmiersprache
C++ ist verglichen mit anderen Programmiersprachen nicht auf dem neuesten Stand
der Technik, dennoch handelt es sich um eine Art ,,Industriestandard fiir Anwen-

dungen mit dem Fokus auf Hardware-Performance und ,,Arbeitstauglichkeit.

Die objektorientierte Sprache C++ enthilt einige komplexe Merkmale und stammt
von der nicht-objektorientierten Sprache C ab, zu welcher sie abwértskompatibel ist.

Diese Umstinde bieten nicht das komfortabelste Arbeitsumfeld.

Die grofle Akzeptanz in der Industrie und ihre gro3e Verbreitung machen die Spra-

che C++ dennoch sehr attraktiv flir den produktiven Einsatz. [43]

Die direkte Ansprache von Treibern, Speicher, Fremdbibliotheken sowie die Unab-
héngigkeit von Laufzeitumgebungen und hohe Performance machten C++ zur ersten

Wahl fiir die Entwicklung des FLIO-Aufnahmemoduls.

Ein weiterer Vorteil der Sprache und ihrer hohen Verbreitung wird in der Verfligbar-

keit sehr guter Entwicklungsumgebungen deutlich.

Das Projekt wurde mit Visual Studio 2010 und darin Visual C++ 2010 der Firma

Microsoft realisiert.

Auch der Viewer wurde mit Visual C++ 2010 entwickelt, um einen Bruch in der

Softwarearchitektur zu vermeiden.

5.2.4 Software-Design

Ziel der objektorientierten Analyse- und Designphase (OOAD fiir object-oriented
analysis and design) ist es, die zuvor geplante Anwendung innerhalb der technisch
gegebenen Rahmenbedingungen zu realisieren. Hierbei gilt es, das Modell unter den
Gesichtspunkten der Effizienz und Standardisierung innerhalb der vorhandenen

Hard- und Softwareplattformen noch detaillierter herauszuarbeiten.
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5.2.4.1 Wahl der Architektur
Um die Wiederverwendbarkeit und Wartungsfreundlichkeit der Anwendung zu
erhohen und sicherzustellen, wurde auf eine Drei-Schichten-Architektur gesetzt,

welche die GUI von der Fachlogik abtrennt.

Die Anwendung ist in eine GUI-Schicht (Présentation), eine Fachkonzeptschicht

(Anwendungslogik) und eine Datenhaltungsschicht untergliedert.

,»Die GUI-Schicht realisiert die Benutzungsoberfliche einer Anwendung. Dazu
gehoren die Dialogfithrung und die Priasentation aller Daten in Fenstern, Berichten
usw. Die Fachkonzeptschicht modelliert den funktionalen Kern der Anwendung.
AuBerdem enthélt sie die Zugriffe auf die Datenhaltungsschicht, in der die jeweilige

Form der Datenspeicherung realisiert wird [...].* [44]
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/ FLIO-Aufnahmemodul

\ | (GUI-Schicht)

Prasentationsschicht

OK

Implementierung in C++

(Visual C++2010)
Fachlogikschicht
T (Anwendungslogik-,
Fachkonzeptionsschicht)
Solid State Drive (SSD),
Hard Disk Drive (HDD), Datenhaltungsschicht
Microsoft DB

Abbildung 57: Drei-Schichten-Architektur

Quelle: Illustration des Autors.

Die GUI-Schicht enthélt keinerlei Programmlogik, sondern dient ausschlieBlich der
Darstellung der jeweiligen Information. Die dafiir notwendigen Daten werden von
der Fachkonzeptionsschicht bereitgestellt, welche diese wiederum aus der Datenhal-
tungsschicht lddt. Eine strenge Drei-Schichten-Architektur erlaubt Zugriffe nur

entlang dieser Hierarchie.
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Die GUI-Schicht erhilt nach diesen Konventionen keinen Zugriff auf die Datenhal-
tungsschicht, sondern delegiert entsprechende Anforderungen an die Fachkonzepti-

onsschicht.

Eine solche Aufgliederung bietet groBBe Vorteile, da sie erlaubt, die GUI-Schicht
jederzeit zu verindern oder auszutauschen, ohne dass dadurch Einfluss auf die

darunter liegenden Schichten genommen wird.

Wird das FLIO-Aufnahmemodul fester Bestandteil der Software-Produkte von
Heidelberg Engineering, kann die Benutzeroberfliche nahtlos an die bestehenden

Anforderungen angepasst werden, ohne die Programmlogik &ndern zu miissen.

5.2.5 Gestaltung der grafischen Benutzeroberfliche (GUI)

Bei der Gestaltung einer grafischen Benutzeroberfliche (Graphical User Interface,
GUI) ist die Mensch-Maschine-Interaktion von zentraler Bedeutung. Ein mangelhaf-
tes Design der Oberfliche verursacht neben einer schlechten und zeitraubenden
Bedienbarkeit auch eine Irritation des Anwenders, was zu Fehlern und fehlerhaften

Ergebnissen fiihren kann.

Fiir die Programmiersprache Java hat die Firma Sun Microsystems (mittlerweile
Oracle) Richtlinien zur Gestaltung einer GUI konzipiert (Java Look and Feel
Guidelines [45]), die sich auch auf andere Programmiersprachen iibertragen lassen.

Entsprechende Design-Richtlinien wurden auch von weiteren Autoren verfasst.

Diese Richtlinien sollen ein einheitliches Design von Benutzeroberflachen sicherstel-

len, sofern es sich um Anwendungen mit grafischer Benutzeroberflache handelt.

Zentrales Ziel ist es, durch sinnvolles Design von Schaltflichen (Buttons), Meniis
und Listen nach wiederkehrenden, gewohnten Mustern ein klar strukturiertes Design

und eine intuitive Bedienung zu ermoglichen.

5.2.5.1 Gestaltung der Benutzeroberfldche des FLIO-Aufnahmemoduls

Die Benutzeroberfliche wird unter den Gesichtspunkten der Softwareergonomie
sowie einer intuitiven Bedienbarkeit frei von betriebsinternen Vorgaben realisiert. Da
das FLIO-Aufnahmemodul als Plug-In in die bestehende Software-Infrastruktur von
Heidelberg Engineering, den Heidelberg Eye Explorer (HEYEX), integriert wird,
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wird die Software optisch weitgehend an andere Aufnahmemodule angendhert,
verfolgt dabei aber ein eigenes Bedienungskonzept, um den Anwender sinnvoll zu
unterstiitzen und zu leiten. Falsche Eingaben werden durch eine eigene, einge-
schrankte Benutzeroberflache fiir Fotografen weitgehend vermieden. In einer beson-
deren Entwickleransicht werden umfangreiche Konfigurationen ermdglicht. Eine
solche Konfiguration ist in der Regel nur einmalig bei der Installation und Kalibrie-

rung des Systems notwendig.

Auswabhlfelder, die eine differenziertere Anzeige der Live-Messdaten ermoglichen,
beeinflussen die Messdaten selbst nicht. Treten Fehler auf oder ist eine Benutzerin-

teraktion notwendig, wird der Anwender durch Assistenten eingewiesen.

5.2.5.2 Gestaltung der Benutzeroberfliche des FLIO-Viewers

Der FLIO-Viewer dient der Priasentation und Weiterverarbeitung der Messdaten. Der
Viewer ist ein weitgehend unabhéngiges Software-Tool, das aus HEYEX heraus mit
patienten- und messspezifischen Startparametern aufgerufen wird, aber auch unab-
héngig ausgefiihrt werden kann. Das Oberfldchendesign wird von Grund auf neu
konzipiert. Da diese Anwendung kein integraler Bestandteil einer Fremdanwendung
ist, sondern als Stand-Alone-Applikation realisiert wird, unterliegt sie keinerlei
gestalterischen Vorgaben. Um eine gute Softwareergonomie und leichte Bedienbar-
keit zu erreichen, wird das Design an gingige Bildbetrachter angelehnt und um

sinnvolle Funktionen fur die Messdaten erweitert.

Um eine fehlerhafte Bedienung zu erschweren, analysiert die Software stindig die
zur betrachteten Messung zur Verfligung stehenden Bild-, Informations- und Mess-
daten und ermoglicht dem Anwender ausschlieBlich die dazu passende Interaktion,
Anzeige der Daten oder Auswahl einer anderen Messung bzw. eines anderen Patien-

ten.

Anderungen an den Daten kann der Anwender aus dem Viewer heraus nicht vor-

nehmen.
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5.2.6 Datenhaltung

Die zum Starten des FLIO-Aufnahmemoduls von HEYEX iibermittelten Patienten-
daten werden in einer Microsoft Datenbank gehalten. Das FLIO-Aufnahmemodul
selbst legt die bei der Messung anfallenden Daten im Dateisystem auf der Festplatte

so ab, dass diese jedem Patienten eindeutig zugeordnet werden konnen.

Alle Daten werden so gespeichert, dass sie sowohl in visueller Form als auch in
einem Format zur weiteren Auswertung und Verarbeitung verwendet werden kon-
nen. Die visuellen Informationen ermdglichen Einblicke in wichtige Messdaten,
anhand derer eingeschitzt werden kann, ob sich eine zeitaufwédndige weitere Analy-

se, Auswertung und Verarbeitung der Daten lohnt.
Folgende Daten werden im Dateisystem gehalten:

e Die gemittelten Intensitétsbilder iiber die gesamte Messung fiir den kurz- und
langwelligen Kanal als Bitmaps (BMP).

e FEin iiber die gesamte Linge der Messung gemitteltes Histogrammbild sowie
eine ASCII-Datei mit den dazu entsprechenden Koordinaten fiir beide Wel-
lenlangenkanéle zur maschinellen Auswertung.

e Das Infrarot-Reflektionsbild, welches auch fiir das Eye Tracking
(TruTrack™) zur Anwendung kommt und fiir die Diagnose wichtige An-
haltspunkte liefern kann.

e FEine fiir die Auswertung aufbereitete HTML-Datei mit allen Messinformati-
onen, den Messumstidnden sowie den Patientendaten, welche im Viewer und
in jedem Internetbrowser angezeigt werden konnen. Ferner liegen diese In-
formationen auch als standardisierte XML-Datei vor, damit die Daten ma-
schinell weiterverarbeitet werden konnen.

e Die eigentlichen Messdaten im SDT-Dateiformat. Hierbei handelt es sich um
ein fiir Fluoreszenzlebensdauermessungen sehr weit verbreitetes Dateiformat,
wie es beispielsweise auch bei der Fluoreszenzlebensdauermikroskopie sehr

haufig zur Anwendung kommt.

Fiir die gesamte Datenhaltung wird auf Standards mit hoher Verbreitung gesetzt, um

Abhingigkeiten zu vermeiden und eine hohe Vergleichbarkeit der Daten zu erzielen.

Ferner bringt der Einsatz von Standards die Moglichkeiten fiir Anwender mit sich,

die Auswertung und weitere Verarbeitung der Daten mit Software eines fremden

74



5 Resultate

Anbieters oder einer Eigenentwicklung durchzufiihren und fordert die Fortentwick-

lung des gesamten Verfahrens.

Die Datenauswertung der SDT-Messdaten erfolgt {iber eine fiir das FLIO-Projekt
angepasste Version der Software SPCImage der Firma Becker & Hickl (auf Basis der
Version 3.8.9), welche an den FLIO-Viewer angebunden wird. Der FLIO-Viewer
kontrolliert Teile von SPCImage so, dass die verarbeiteten Messdaten ebenfalls
passend zu den tbrigen Daten der jeweiligen Messung und Patient abgelegt und
durch den Viewer verwaltet werden. Die verarbeiteten Daten liegen in einem pro-

prietiren IMG-Dateiformat vor.
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5.2.7 Schnittstellen
_Laser, DCC, SPC, Detektoren . _Solid State Drive, Hard Disk Drive

Microsoft DB . _FLIO-Aufnahmemodul

HEYEX - Heidelberg Eye Explorer

_FLIO-Viewer

A

’Auswenunqssoﬂware - SPCimage .

-
<

Abbildung 58: Anwendungsarchitektur mit Schnittstellen

Quelle: lllustration des Autors.
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5.2.8 Statische Modellierung

Die statische Modellierung beschreibt den Aufbau eines Softwaresystems und gibt

Aufschluss liber Beziehungen und Abhéngigkeiten einzelner Komponenten zueinan-

der.

Das FLIO-Aufnahmemodul wird nach dem Model-View-Controller (MVC) Pattern

entwickelt (Abbildung 59), welches eine Software-Applikation mit grafischer Benut-

zeroberflidche in drei Kernkomponenten unterteilt:

Datenmodell (Model)

Das Datenmodell beinhaltet die darzustellenden Daten und die Anwendungs-
logik. Das Modell ist dabei unabhéngig von der Priasentation und der Pro-
grammsteuerung.

Prisentation (View)

Die Présentation ist fiir die représentative Darstellung der im Datenmodell
gehaltenen Daten verantwortlich und nimmt Benutzereingaben entgegen.
Hierfiir kennt die Prédsentationsschicht die Programmsteuerung und das Da-
tenmodell, die Weiterverarbeitung der Benutzereingaben bzw. Anderungen
fallt nicht in deren Zustdndigkeitsbereich.

Programmsteuerung (Controller)

Die Programmsteuerung verwaltet die Présentationsschicht und verarbeitet
die Benutzereingaben. Die Programmsteuerung manipuliert anhand der Be-

nutzereingaben die im Datenmodell gehaltenen Daten.

Das MV C-Pattern bietet innerhalb groBerer Anwendungen einige Vorteile. Durch die

klare Strukturierung sind einzelne Module leichter zu warten und bei Bedarf aus-

tauschbar. Soll beispielsweise die Priasentation (GUI) verdndert werden, muss die

Programmlogik nicht erneut implementiert werden.
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-————D Controller

Model View

Abbildung 59: Konzept des Model-View-Controller Patterns [46]

Quelle: lllustration des Autors.

5.2.9 Dynamische Modellierung

Die dynamische Modellierung dient der Beschreibung von Funktionsabldufen einer
Software-Applikation. Die technischen Rahmenbedingungen fiir die Realisierung des
FLIO-Aufnahmemoduls wurden bereits betrachtet, im Folgenden werden mit Hilfe

von Sequenzdiagrammen wichtige Szenarien vorgestellt.

Sequenzdiagramme erfassen die Abldufe innerhalb eines Systems und die Interaktio-

nen zwischen einzelnen Objekten in einem zeitlichen Verlauf.

,»Die dynamische Modellierung mittels Sequenzdiagrammen ist eine der wichtigsten
Aufgaben im Entwurf, weil sie das dynamische Verhalten von Anfang bis zum Ende

transparent macht.* [47]
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5.2.9.1 Initialisierung und Starten des FLIO-Aufnahmemoduls

Indem der Anwender aus HEYEX heraus eine neue Aufnahme startet, wird wie in
Abbildung 60 dargestellt zundchst das HEYEX-AQM aufgerufen, welches das
HEYEX-Standardaufnahmemodul darstellt und Schnittstellen fiir weitere Aufnah-
memodule anbietet. Ferner findet innerhalb des HEYEX-AQM das Eye Tracking
statt.

Uber die Schnittstelle fiir weitere Aufnahmemodule wird die Funktion D11Main der
Klasse F1i0AQM aufgerufen. Uber diese Funktion wird ein Objekt der Klasse
SPCMeasurement angelegt und deren Konstruktor SPCMeasurement ausgefiihrt.
Im Konstruktor der Klasse SPCMeasurement werden einige fiir den Messprozess
bendtigte Variablen gesetzt, die zentrale Initialisierungsdatei (INI), in der alle wich-
tigen Konfigurationsparameter gespeichert sind, ausgelesen und in die entsprechen-
den Variablen tberfiihrt. Ein sehr wichtiger Schritt, der bereits in diesem Stadium
durchgefiihrt wird, ist die Reservierung von benétigtem Arbeits- und Auslagerungs-
speicher flir die wahrend der Messung anfallenden Datenmengen. Sollte bei diesem
Vorgang ein Fehler auftreten, wird der Benutzer dariiber informiert und der gesamte
Prozess abgebrochen, da keine ausreichenden Leistungsreserven des Computersys-
tems zur Verfiigung stehen. Desweiteren werden in diesem Konstruktor Objekte der
Klassen SPC150, die von der Klasse SPCDevice erbt, und DCC100 angelegt sowie
deren Konstruktoren ausgefiihrt. Auch in deren Konstruktoren werden einige Variab-
len und Hardwarekonfigurationen, die fiir die spétere Initialisierung bendtigt werden,

aus der Initialisierungsdatei ausgelesen und den jeweiligen Variablen zugewiesen.

Sobald die Objekte erstellt wurden, wird iiber die Funktion TauMappingInit die
Initialisierung von Hard- und Software gestartet. Mit der Funktion Init der Klasse
SPCMeasurement werden die Patientendaten aus HEYEX iibertragen, mit
beginthreadex der Prozess StartGUIThread zur Darstellung und Kontrolle der
grafischen Benutzeroberfliche (GUI) gestartet und iiber InitHardware jeweils die

SPC150-PCI- und DCC100-PCI-Karten initialisiert.

Der Prozess StartGUIThread initialisiert iiber die Funktion InitGUI die grafische
Benutzeroberfliche und verharrt dann in einer Schleife (loop), in der er auf Nach-
richten wartet, die der Benutzeroberfliche mitteilen, welche Informationen darge-

stellt werden sollen. Diese Nachrichten werden iiber GetMessage abgerufen und
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daraufhin grafisch dargestellt. Beim Beenden des FLIO-Aufnahmemoduls erhélt der
Thread eine entsprechende Nachricht, wodurch die Schleife beendet wird und mit
DeInitGUI die Deinitialisierung der grafischen Benutzeroberfliche und die Freiga-

be von belegtem Speicherplatz eingeleitet werden.

InitHardware der Klasse SPC150 iiberpriift zundchst, wie viele SPC150-PCI-
Karten an den PC angeschlossen sind, liberpriift deren individuelle Signaturen, mit
denen diese adressiert und eingesetzt werden kdnnen, und bereitet die Hardware fiir
die Messung vor. Mit SetLaserFrequency und SetHWParams werden die Konfi-
gurationsparameter der Initialisierungsdatei an die TCSPC-Hardware bzw. SPC150-
PCI-Karten tibermittelt. Ferner werden der FIFO-Speicher und einige weitere hard-
warespezifische Einstellungen zuriickgesetzt und neu belegt. Mithilfe der Klasse

SPC150 werden beide SCP150-PCI-Karten kontrolliert und verwaltet.

Mit InitHardware der Klasse DCC100 werden die DCC100-PCI-Karte und die
daran angeschlossenen Hardwarekomponenten konfiguriert und deren Betriebsspan-
nung geregelt. An die DCC100-PCI-Karte sind der blaue Laser und die beiden

Detektoren angeschlossen.

Wihrend der Initialisierung aller Hardwarekomponenten in allen Klassen wird das
System auf Probleme und Fehler iiberpriift. Aus Sicherheitsgriinden werden Laser
und Detektoren iiber die Software so gesteuert, dass diese nur dann mit Strom ver-
sorgt werden, wenn alle Tests erfolgreich abgeschlossen wurden und das System
einwandfrei einsatzbereit ist. Uber Fehler wird der Anwender auf der grafischen
Benutzeroberfliche informiert. Sind Fehler aufgetreten, kann eine Messung erst
erfolgen, nachdem die FLIO-Software aus HEYEX heraus neu gestartet und neu

initialisiert wurde. Voraussetzung ist, dass die Fehler behoben werden konnten.

Nachdem die Initialisierung von Hard- und Software abgeschlossen wurde, wird iiber
SetStatusInformation die Benutzeroberfliche angewiesen, einen entsprechen-
den Hinweis iiber den erfolgreichen oder unter Umstidnden fehlerhaften Systemstatus
auszugeben. Uber SetSelectedMode wird dem Benutzer dargestellt, welcher
Anzeigemodus ausgewdhlt ist. Als Anzeigemodi stehen Histogramm und Intensitéats-

bilder zur Auswabhl (siehe Kapitel 5.2.10.1).
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5.2.9.2 Vorbedingungen, um einen Messvorgang zu starten

Nach dem Einschalten des Gerédts und Starten des FLIO-Aufnahmemoduls aus
HEYEX heraus erscheint auf dem TouchPanel ein gelber Power-Button. Durch
Driicken des Buttons startet der Anwender zundchst die Scanner, die ein Infrarot-
Referenzbild fiir das Eye Tracking-Verfahren zur Verfiigung stellen. Der Button wird

daraufhin griin angezeigt.

Um eine Fluoreszenzlebensdauermessung
durchfiihren zu kénnen, muss der Anwender
zunéchst in den richtigen Modus wechseln.
Dies gelingt durch Driicken des ,,More*-
Buttons. [

In der folgenden Anzeige hat der Anwender
die Moglichkeit in den ,,TAU“-Modus zu

wechseln, welcher fir das FLIO-

Aufnahmemodul notwendig ist. Abbildung 61: TouchPanel-Anzeige nach
dem Starten der Scanner

Quelle: lllustration des Autors.

Resolution Mode

w-
R

Das Aufnhahmemodul assistiert dem An-
wender dabei und informiert tber fehler-
hafte Zustinde. Die Wahl der verschiede-

nen Modi ist notwendig, weil das Gerit die

urspriinglichen ~ Moglichkeiten eines
SPECTRALIS-HRA2  weiterhin  unter-
‘A‘})al;i}(y:sniﬁ%;iﬁ:&l(’::ﬂ;l—Anzeige T stiitzt. Sobald alle Einstellungen vorge-
Quelle: Illustration des Autors. nommen wurden, liefert das FLIO-

Aufnahmemodul eine Erfolgsmeldung und
signalisiert, dass die Software verwendet und Messungen durchgefiihrt werden

konnen.
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5.2.9.3 Einen Messvorgang starten

Indem der Anwender auf dem TouchPanel den
»Acquisition“-Button betétigt, wird eine Mes-
sung gestartet und die Funktion

TauMappingEnable aufgerufen.

Durch StartMeasLoop der Klasse
SPCMeasurement wird der Messvorgang

initiiert. Der Ablauf ist in Abbildung 64 doku-

mentiert. Abbildung 63: SPECTRALIS-
TouchPanel

Zunéchst i PC-150-PCI-Kart:
undchst  werden die  SPC-150-PCl-Karten, Quelle: lllustration des Autors.

welche iiber die Klasse SPCDevice bzw. der von

dieser erbenden Klasse SPC150 verwaltet werden, mit den entsprechenden Parame-
tern vorbereitet. SetLaserFrequency stellt die verwendete Laserfrequenz ein und
SetHWParams setzt spezielle Parameter des TCSPC-Verfahrens. Da fiir jeden
Detektor eine SPC-Karte zum Einsatz kommt, miissen zwei Karten verwaltet und
eingestellt werden, was iiber die Funktion SetHWParamsPerDetector geschieht.
Diese Funktion wird fiir jeden Detektor aufgerufen, ist zur vereinfachten Darstellung

im Diagramm jedoch nur einmal aufgefiihrt.

Die Berechnung des Histogramms zur Laufzeit der Messung erfolgt in der Klasse
Histogram. Vor jeder Messung wird iiber die Funktion SetHistoWidth die
Histogrammbreite bzw. Auflosung (siche Kapitel 3.4) tbermittelt und iiber

ResetHistograms alle bisherigen Messwerte zuriickgesetzt.

Uber die Funktion PowerOn werden die DCC-100-Karten, welche iiber die Klasse
DCC100 gesteuert werden, eingeschaltet und damit die beiden Detektoren und der
Laser gesteuert und mit Spannung versorgt. Die Funktion
setDCCParametersFromIni ladt aus der Initialisierungsdatei (INI) alle wichtigen
Konfigurationsparameter und bereitet diese vor. Danach werden sie iiber

setDCCParameter an die Hardware iibermittelt.

Darauthin werden die zwei weitgehend gleichen, aber fiir den jeweiligen Detektor
optimierten Threads StartMeasLoopThread und
StartMeasLoopThreadSecondDetector gestartet, welche die eigentlichen

Messdaten erfassen und verarbeiten. Es ist dabei ein Thread pro Detektor und SPC-
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150-Karte notwendig. Da die ablaufenden Prozesse innerhalb des Threads recht
komplex sind, werden diese in einem eigenen Sequenzdiagramm im Anschluss in

Kapitel 5.2.9.4 gesondert betrachtet.

Parallel dazu werden die Speicherorte zur Ablage der Messdaten {iber
GenerateMeasurementFolderForSaving vorbereitet, HEYEX iiber
RegisterHEYEXMessage mitgeteilt, dass die Messung startet und in der Patienten-
verwaltung fiir den jeweiligen Patienten ein Verweis fiir diese Messung angelegt
wird, durch welchen spiter die Messergebnisse iiber den FLIO-Viewer direkt zu-
géinglich sind. Ferner wird bereits jetzt das Referenzbild fiir das Tracking der Augen-

bewegung eingefroren und iiber SaveBitmap den Messdaten hinzugefiigt.
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5.2.9.4 Genauere Betrachtung der Threads StartMeasLoopThread

Die in Abbildung 65 illustrierten Threads StartMeaslLoopThread und
StartMeasLoopThreadSecondDetector sind funktional weitgehend identisch
und greifen auf dieselben Funktionen zu. Daher wird exemplarisch fiir beide Prozes-
se der Thread StartMeasLoopThread betrachtet, welcher die Daten des ersten
Detektors und der  dazugehorigen  Stoppuhr  (SPC150)  verarbeitet.
StartMeasLoopThreadSecondDetector kontrolliert hingegen die Daten des

zweiten Detektors und der zweiten Stoppuhr.

Uber die Funktion StartMeasurement der Klasse SPCDevice sowie der davon
erbenden Klasse SPC150 werden einige Variablen zur internen Verarbeitung der
Daten des FIFO-Speichers der SPC150-PCI-Karten zuriickgesetzt. Der FIFO-
Speicher ist ein besonders schneller Speicher, in welchem alle Messdaten zwischen-
gespeichert werden, bevor diese dann von der Software abgerufen werden. Die
Verarbeitung der im FIFO-Speicher vorgehaltenen Messinformationen erfolgt in den
Threads  StartSPC150LoopThread fiir den ersten Detektor sowie
StartSecondSPC150LoopThread fiir den zweiten Detektor. Anhand dieser
Struktur ist zu erkennen, dass StartMeasLoopThread der federfithrende Verarbei-
tungsprozess ist, wiahrend StartMeasLoopThreadSecondDetector lediglich als
Verarbeitungsinstanz fiir die im Folgenden beschriebene Schleife des zweiten Detek-

tors ist.

StartSPC150LoopThread und StartSecondSPC150LoopThread werden im
nachfolgenden Kapitel 5.2.9.5 genauer behandelt.

Die  Messdaten der  TCSPC-Hardware  werden in  den  Threads
StartSPC150LoopThread und StartSecondSPCl50LoopThread, welche
direkt mit der Hardware kommunizieren, zur Verfligung gestellt. Fiir jedes aufge-
nommene Bild (Frame) werden vom HEYEX-Aufnahmemodul (HEYEX-AQM)
Informationen iiber die Augenbewegung mit der Funktion NewFrameTrafo an das
FLIO-Aufnahmemodul (FlioAQM) und damit das SPCMeasurement-Objekt iiber-
mittelt. In der Klasse SPCMeasurement wird daraus ein Event erstellt, das dem
Thread mitteilt, dass die Daten zum Abrufen bereitstehen und via SetEvent an den
Prozess StartMeasLoopThread libermittelt. Der Thread StartMeasLoopThread

wartet in einer Schleife (loop) fortwdhrend iiber WaitForSingleObject auf
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dieses Event und beginnt erst im Anschluss mit der Weiterverarbeitung der Trans-

formations- und Messdaten.

Da es unter Umstdnden passieren kann, dass neue Messdaten bzw. Frames aufge-
nommen wurden, bereits zuvor aufgenommene Messdaten jedoch noch nicht verar-
beitet werden konnten und noch im Speicher vorgehalten werden, werden iiber die
Funktion GetMatchingPhotonFrame die zu den Transformationsdaten passenden

Messinformationen zuriickgeliefert bzw. ein Pointer auf diese Messergebnisse.

Sofern die zueinander passenden Daten vorliegen, werden diese iiber die Funktion
AccumulatePhotonFrame verarbeitet. Die Funktion AccumulatePhotonFrame
stellt die zentrale Funktion der Photonenverarbeitung dar. Innerhalb dieser Funktion
werden die Daten der Augenbewegung und die Messinformationen aufeinander
ibertragen und damit die Messinformationen an der richtigen Stelle im Auge gespei-
chert. Aus diesen Daten werden die Informationen fiir die Fluoreszenzlebensdauern,
die Fluoreszenzintensitétsbilder und die Histogramme generiert. Prinzipiell werden
die einzelnen Fluoreszenzlebensdauerinformationen in ein mehrdimensionales
Koordinatensystem eingeordnet. Uber die Funktion AddHistogram werden die
gemittelten Fluoreszenzlebensdauern eines Bildes (Frame) fiir den jeweiligen Kanal
an ein Objekt der Klasse Histogram {ibertragen, in welchem daraus die

Histogrammanzeige fiir beide Detektoren generiert wird.

Bereits wiahrend einer Messung konnen Informationen fiir einzelne Bildpixel in der
Registerkarte ,,Dataset Info* angezeigt werden (sieche Kapitel 5.2.10). Hierfiir muss
der Anwender lediglich mit dem Cursor {iber die Stelle, die von besonderem Interes-
se ist, fahren. Die Funktion ShowDatasetInfoAtCursor stellt diec Informationen
fiir die aktuelle Cursorposition im Fluoreszenzbild zur Verfiigung, welche dann

durch den GUI-Thread zur Anzeige gebracht werden (siehe Kapitel 5.2.9.1).

Sobald die Daten eines Frames verarbeitet und eindeutig im Fluoreszenzbild einge-
ordnet wurden, werden diese iiber die Funktion CleanupPhotonBuffer aus dem

Zwischenspeicher geloscht.

Die Messschleife wird solange durchlaufen, bis der Anwender die Messung manuell

beendet oder ein Systemfehler auftritt.

Im Anschluss daran werden die einzelnen Threads, die an der Messung beteiligt sind,

iiber die Funktion StopMeasurement beendet.
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5.2.9.5 Genauere Betrachtung der Threads StartSPC150LoopThread und
StartSecondSPC150LoopThread

Beispielhaft fiir beide Threads wird in Abbildung 66 der Thread

SPC150LoopThread betrachtet, der die Daten der ersten Stoppuhr (SPC150) und

des ersten Detektors verarbeitet.

Der Thread kommuniziert direkt mit der SPC150-PCI-Karte und verarbeitet die
Daten des FIFO-Speichers der Karte, in dem alle Messdaten der Karte zwischenge-

speichert werden.

Bevor der Thread in einer Schleife verweilt, um andauernd neue Messdaten der PCI-
Karte abzurufen, wird die Hardware fiir die neue Messung zuriickgesetzt und mit den

Einstellungen der zentralen Initialisierungsdatei (INI) neu konfiguriert.

Standardanwendern steht keine Moglichkeit zur Verfligung, diese Parameter wiéh-
rend einer Messung zu verdndern. In einer Entwickleransicht sind Konfigurationsein-

stellungen jedoch auch wihrend einer Messung moglich (siehe Kapitel 5.2.10).

Wihrend einer Messung wird in der Schleife (Loop) stindig iiberpriift, ob die Hard-
warekonfiguration durch den Anwender (Entwickleransicht) veréndert wurde. Ist
dies der Fall, werden die Anderungen mit der Funktion SetHWParams an das Objekt
der Klasse der Stoppuhr (SPCDevice und die davon erbende Klasse SPC150)
iibertragen und iiber die Funktion SetHWParamsPerDetector an die jeweilige

SPC150-PCI-Karte iibertragen.

Auf der grafischen Benutzeroberfliche (GUI) werden die Photonenzéhlraten darge-
stellt (siehe Kapitel 5.2.10). Uber die Funktion
DeliverCountRatesPerDetector werden diese Zahlraten der einzelnen

SPC150-Karten bzw. Detektoren zur Abholung durch den GUI-Thread hinterlegt.

Die gesamte Hardware, welche durch die beiden Threads
StartSPC150LoopThread und StartSecondSPCl50LoopThread gesteuert
wird, wird durch die Threads stindig auf Fehlerhinweise, Speicherprobleme (FIFO-
Speicher) und sonstige Probleme tiberpriift. Handelt es sich um Bedienungsfehler des
Anwenders, wird dieser dariiber informiert und kann entsprechend reagieren. Bei
Hardwareproblemen, die der Anwender nicht selbststindig oder wihrend einer
Messung beheben kann, werden die Messung abgebrochen und entsprechende

Hinweise ausgegeben.
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Die direkt von der Hardware abgerufenen Messdaten werden in der Funktion
ProcessFIFO verarbeitet. Es handelt sich dabei um eine sehr umfangreiche Funkti-
on, welche die Informationen fiir die weitere Verarbeitung aufbereitet und in das
jeweilige Bild (Frame) einsortiert. Neben der Position wird fiir jedes detektierte

Photon die Fluoreszenzlebensdauer abgespeichert.

Nachdem die Daten aus dem FIFO-Speicher verarbeitet wurden, werden diese sofort
aus dem FIFO-Speicher geldscht sowie in einen Zwischenspeicher des Computersys-
tems iiberfiihrt und aus diesem, wie in Kapitel 5.2.9.4 beschrieben, verarbeitet, damit

der FIFO-Speicher nicht volllauft.

Die Schleife endet, sobald ein entsprechendes Signal des Verarbeitungsthreads

StartMeasLoopThread (siehe Kapitel 5.2.9.4) gesendet wird.

SPC150LoopThread SPCDevice
I |
| |
! !
loop 1: SetHWPamms() i
>
1.1: SetHWPammsPerDetector(. ..)
] 1.2 SetHWPammsPerDetector]...)
2: SetHWParams() ~
{ __________________

I
3: DeliverCountRates PerDetector...) JI_

4. DeliverCountRates PerDetectorn...)

5: ProcessFIFO(...)

Y
-1

&: ProcessFIFO(..)

{ __________________

L
1
T

Abbildung 66: Sequenzdiagramm des Threads StartSPC150LoopThread

Quelle: lllustration des Autors.
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5.2.9.6 Einen Messvorgang stoppen

Nachdem eine Messung gestartet wurde, indem der Anwender auf dem TouchPanel
den ,,Acquisition“~-Button gedriickt hatte, kann der Anwender iiber erneutes Driicken
desselben Buttons die Messung beenden. Das Sequenzdiagramm in Abbildung 67

illustriert die zeitlichen Abléufe.

Uber die Funktion TauMappingEnable teilt das HEYEX-AQM das manuelle
Beenden der Messung dem FLIO-Aufnahmemodul (Flio-AQM) mit. Das Aufnah-
memodul leitet diese Information iiber die Funktion StopMeasLoop dem Objekt der
Klasse SPCMeasurement weiter, welches die zentrale Klasse darstellt, die alle

Messvorgénge kontrolliert.

Ausgehend von dieser Funktion erhalten alle in die Messung involvierten Threads
ein Stop-Signal, wodurch diese das Ende der Messung einleiten und die Hardware
auf das Ende der Messung vorbereiten. Mit der Funktion PowerOff der Klasse
DCC100, mit welcher die Stromversorgung des Lasers und der Detektoren kontrol-
liert wird (siehe Kapitel 5.2.9.1 und Kapitel 5.2.9.3), werden Laser und Detektoren
abgeschaltet, sobald die daflir notwendigen Vorbereitungen in den Threads abge-
schlossen wurden. Kommt es dabei in den Threads zu Problemen, erfolgt eine

Notabschaltung, wobei die Messdaten nicht verloren gehen.

Nach der Abschaltung wird der Thread StartSavingThread gestartet, welcher die
gesammelten Fluoreszenzlebensdauerdaten, Fluoreszenzintensititsbilder und das
gemittelte Histogramm iiber die gesamte Messung im Dateisystem abspeichert und
den reservierten Speicher freigibt. Die genauen Ablidufe der Speicherung werden im

folgenden Kapitel 5.2.9.7 dargestellt.

Uber die Funktion SetSelectedMode wird dem Benutzer erneut dargestellt, wel-
cher Anzeigemodus vor dem Beenden der Messung ausgewihlt war. Auch nach einer
Messung kann der Anwender sich die generierten Fluoreszenzintensitétsbilder und

Histogramme der beiden Detektoren ansehen.
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Amwender HEY EX-ACM
1: Messung stoppen

SPCMeasurement DCC100
I |
M I
|

2: TauMap pingEnablefalse )
2.1: StopMeasLoop(false)

2.1.1: PowerOff()

2.1.2: PowerCff() J
2.1.3 _beginthreadex|...) StartSavingThread

2.1.4: SetSelectedModef...)
| 2.1.5 SetSelectedModel...)

2.2 StopMeasLoop(false) <_J

4: Messung stoppen

Abbildung 67: Sequenzdiagramm zum Stoppen einer FLIO-Messung

Quelle: lllustration des Autors.

5.2.9.7 Genauere Betrachtung des Threads StartSavingThread

In dem in Abbildung 68 dargestellten Thread werden alle Daten gespeichert, die
wihrend des Messprozesses aufgenommen wurden. Der Anwender wird in der
grafischen Benutzeroberfldche iiber den Fortschritt der teilweise sehr umfangreichen

Speicherung stets informiert.

Uber die Funktion SaveData der Klasse STDIO werden die Fluoreszenzlebensdau-
ermessungen im standardisierten SDT-Format abgespeichert (sieche Kapitel 5.2.6).
Neben den Fluoreszenzlebensdauerinformationen der beiden Spektralkanédle werden
die Hardwarekonfigurationen, mit denen die Aufnahmen erstellt wurden, ebenfalls in
die Datei gespeichert. Eine SDT-Datei mit den empfohlenen 1000 Photonen im
Durchschnitt pro Pixel und Spektralkanal besitzt eine Dateigréf3e von ungefiahr 300
MB.

Mit der Funktion SetStatusInformation wird dem Benutzer angezeigt, unter
welchem Dateinamen und Dateipfad die Messdaten abgelegt wurden. Bei Fehlern

wird dies ebenfalls iiber diese Funktion angezeigt.

Der Basis-Speicherpfad kann in der zentralen Initialisierungsdatei (INI) festgelegt
werden. Dieser Basis-Pfad wird um einige patientenspezifische Merkmale erweitert.
So werden alle Messungen eines Patienten in ein Verzeichnis gespeichert, das sich
aus der Datenbank-ID des Patienten in der HEYEX-Datenbank sowie dem Vor- und

Nachnamen des Patienten zusammensetzt und hierdurch fiir jeden Patienten einmalig
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ist. Jede Messung wird innerhalb dieses Verzeichnisses in ein eigenes Verzeichnis
gespeichert, das tiber Datum und Uhrzeit der Messung eindeutig von anderen Mes-
sungen unterschieden werden kann. Die Verzeichnisstruktur wird bei jedem Start

einer Messung generiert (siche Kapitel 5.2.9.3).

Im Anschluss an die Messdaten wird mit der Funktion SaveBitmap das iiber die
gesamte Messung gemittelte TCSPC-Histogramm als Bilddatei gespeichert. Uber die
Funktion SaveHistograms werden zudem die einzelnen Punkte der beiden
Histogrammkurven als Textdatei so abgespeichert, dass diese durch eine Software

ausgewertet werden konnen.

Durch die Funktion SetAccumHistograms werden die gemittelten Histogramme
fiir die grafische Benutzeroberflache bereitgestellt. Nach Beenden und Speicherung
einer Messung kann sich der Anwender alle zur Verfligung stehenden Ergebnisse
und Ansichtsmodi (siehe Kapitel 5.2.10) erneut ansehen und eine erste Beurteilung
vornehmen. So ist es dem Benutzer moglich, sich direkt im FLIO-Aufnahmemodul
die Fluoreszenzintensititsbilder und TCSPC-Histogramme anzusehen und ggfs. mit

dem Patienten zu besprechen.

In der folgenden Schleife (loop) werden die Fluoreszenzintensititsbilder beider
Spektralkanile gespeichert. Uber die Funktion UpdateIntensityBitmap wird das
jeweilige Intensitétsbild erneut mit allen Messdaten aktualisiert, um auch die jlings-
ten Messinformationen in das Aufnahmebild einzubeziehen. Die Funktion
SaveBitmap speichert das Fluoreszenzintensititsbild in das Verzeichnis, das fiir
diese Messung angelegt wurde. Im zweiten Durchlauf wird derselbe Vorgang fiir den
zweiten Spektralkanal durchgefiihrt, weshalb die Prozedur in einer Schleife realisiert

wurde.

Im Anschluss daran werden alle wichtigen Statusinformationen einer Messung in
zwel Varianten abgespeichert. Zundchst wird eine HTML-Datei generiert, die die
Informationen iiber beispielsweise Messdauer, Anzahl der Photonen sowie einige
weitere wichtige Daten tiibersichtlich abbildet (sieche Kapitel 5.2.10.2). Diese Datei
kann im FLIO-Viewer und in jedem Internetbrowser angezeigt werden. Danach
werden dieselben Informationen als XML-Datei abgelegt, welche ggfs. mit einer

Software weiterverarbeitet werden konnen (siehe Kapitel 5.2.6).
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Sobald der Speicherungsvorgang beendet wurde, wird der Anwender iiber die Funk-
tion SetStatusInformation auf der grafischen Benutzeroberfliche dariiber

informiert.

StartSavingThread STDIO SPCMeasumement Histogram

I I
| 1: SaveDatal...) I I I
) | |
2: SaveDatal...) t|:| } }
. . | |
3 Sctsmtuslpforrr'ation[...] | I
4 SctStatusllpforrr'ationi...] I
R e |
5 SamEi'nrr'api...] I I
|
6: SaveBitmap(...) tﬂ |
_____________________________ |
P | . |
| 7. SaveHistograms(...) | bI
} } r
| B s ) |
i : SaveHistograms(...) i
E————————————— T ——————— e
| | o[
| - | |
| 8: SetAccumHistograms(...) | PJ-
| : |
| 10 SetAccumHistograms(...) |
€ ——— e S
! | "
Ioop) 11: Up-datelntdlnsih,'ﬂitrr'ap{...j i I
I .'_ |
12: Updatelnﬂnsiwﬂitrr'ap{...j I
T T " |
13: SaveBitmap(...) | |
} | a |
14: Saw‘i'rtrr'ap[...] I
e N ey |
| T |
I I |
| | |
15 SetStatu sfnforrr'ation{...] | I
16: SetStatu s}nforrr'ation{...] I
- N o e |
T | I

Abbildung 68: Sequenzdiagramm des Threads StartSavingThread

Quelle: lllustration des Autors.
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5.2.9.8 Einen Messvorgang neu starten
Es kommt vor, dass Patienten zum Beginn einer Messung sehr unruhig sind und die
Augenbewegung so stark ist, dass nur sehr wenige flir die Weiterverarbeitung

brauchbare Messdaten gesammelt werden kénnen.

Zu einem unruhigen Verhalten kann es beispielsweise kommen, wenn die Patienten
durch das Einschalten des Lasers mit dem Starten der Messung geblendet werden

und das Auge sich zunichst an das helle Licht gewdhnen muss.

Fiir diesen Fall hat der Anwender die Moglichkeit, einen Messvorgang iiber den

Button ,,Restart Measurement* (siche Kapitel 5.2.10.1) neu zu starten.

Der Vorteil gegeniiber der Moglichkeit, die Messung iiber das TouchPanel zu stop-
pen und neu zu beginnen, liegt darin, dass die laufende Messung fiir den Patienten
durchgehend fortgefiihrt wird sowie dieser von dem Neustart der Messung nichts
mitbekommt und sich hierdurch nicht erneut an das auftauchende Laserlicht gewo6h-
nen muss. Intern verwirft das FLIO-Aufnahmemodul alle bis zu diesem Zeitpunkt
aufgenommenen Messdaten und beginnt eine neue Messung. Der Laser und die
Detektoren werden dabei nicht ausgeschaltet. Durch den Neustart der Messung
werden die zu verwerfenden Messdaten nicht abgespeichert. Die neuen Messinfor-
mationen, die nach dem Neustart aufgenommen werden, werden in das Verzeichnis,

das fiir die erste Messung angelegt wurde (siehe Kapitel 5.2.9.3), gespeichert.

Die fiir einen Neustart der Messung notwendigen Abldufe zeigt das Sequenzdia-

gramm in Abbildung 69.

Durch das Klicken des Buttons ,,Restart Measurement® auf der grafischen Benutzer-
oberfliche wird im Objekt der Klasse SPCMeasurement die Funktion
RestartMeasurement aufgerufen. Es erfolgt zunéchst eine Abfrage, ob die Mes-
sung tatsdchlich neu gestartet werden soll. Durch das Bestétigen dieser Abfrage wird

der Thread RestartMeasurementThread gestartet.

Der gesamte Neustart einer Messung ist ein recht umfangreicher Vorgang, da zu-
nichst alle an der Messung beteiligten Threads gestoppt und auf der Hardwareseite
die Zwischenspeicher geleert werden miissen. Da dieser Vorgang einige wenige
Sekunden andauern kann und das Gesamtsystem dabei nicht stoppen soll, wird der

Vorgang in einem eigenen Thread ausgefiihrt. Uber Funktion StopMeasLoop wird
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die laufende Messung gestoppt. Diese Funktion wird in Kapitel 5.2.9.6 ndher erldu-
tert.

Die Funktion StartMeasLoop initiiert den Neustart der Messung. Die Abléaufe der
Funktion werden in Kapitel 5.2.9.3 detailliert erklért.

Wie dem Sequenzdiagramm zu entnehmen ist, wird bei beiden Funktionen der
boolesche Wert ,,true® iibermittelt. Dieser Wert signalisiert, dass die die gesamte
Messung neu initialisiert wird, die Hardware selbst jedoch nicht abgeschaltet bzw.
neu eingeschaltet wird. In den beschrieben Abldufen der Kapitel 5.2.9.3 und Kapitel
5.2.9.8 wird stattdessen ,,false* {ibergeben.

Der Benutzer wird iiber den Status des Neustarts stets informiert. Ein Neustart 1auft

iiblicherweise innerhalb von 0,5 bis 2 Sekunden ab.

SPCMeasurement

Anwender

1: Messung neu starten

1.1: RestartMeasurement( )
1.1.1: _beginthreadex|...} Restartheasurement Thread

ERE- RestartMeasurement()

I
|
) | |
2: Messung neu starten I {"T I
________________ | |
| |
T |
3: StopMeasLoop(true)
i |
| 4: StopMeaslLoop(false) |
- ——— =
T |
| |
| |
| |
loop
—-—) 5: StartMeasLoop(true) I
|
& StartM easLoop(true) |
——————————————————————— i
.'_
|
I
|

Abbildung 69: Sequenzdiagramm fiir den Neustart einer Messung

Quelle: lllustration des Autors.
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5.2.10 Implementierung der Software

Nachdem die Rahmenbedingungen ermittelt wurden, thematisiert dieses Kapitel die
Realisierung des FLIO-Aufnahmemoduls und des FLIO-Viewers mit Visual Studio
2010. Der FLIO-Viewer und seine Funktionalitit wird dabei lediglich vorgestellt,

dessen technische Realisierung jedoch nicht ausfiihrlich behandelt.

5.2.10.1 Grafische Benutzeroberflache (GUI) und Assistenten der Messsoftware

" Heidelberg Retina Angiograph 2 —— test — 16/07/2012 14:365" e
Save Images _Set it

e Imaging Ophthalmc¢

'vvvvvtyyvaYY‘!!!!v'!'

Setings Timers

Taumap Info v1.5 - SPC-150
Eyee [OD oOs] CEA: Aisogrom |
Angle: -

)

Itensity 1| Intensity 2 [ ntensty 1+2 | [Recent intensity 1] [ Recent intensity 2

Dataset Info | Measurement Info | Hardware Params |
Focus: -

Photons per Fixel (blue channel) Photons per Pixel (red channel)
minimal:

Sens.: Memory
Power:
Mode:

Rate:

Images: 0 - L
at cursor: 16 x 30: 0 at cursor: 16 x 30: 0

Free: 768 MB e ——
Restart Measurement

scan duration: Lasersync: ?MHz  Photons: 7/ sec
80 MHz 2 sec

Res.:
» ready. |
|| HI I l 2 Press button on touch panel to start the live image.

ENGINEErnNsEa

Max Photons: 1000

Abbildung 70: Das FLIO-Aufnahmemodul nach dem Start aus HEYEX heraus

Quelle: lllustration des Autors.

Das FLIO-Aufnahmemodul besteht aus den folgenden drei Kernkomponenten:

¢ Infrarot Reflektionsbild (Referenzbild fiir Eye Tracking) [!

e FLIO-Darstellungen (Intensititsbilder, Histogramm, etc.) [}

e Assistent mit Messinformationen, Benutzeranweisungen und Manipulations-

moglichkeiten (blauer Rahmen)
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Dabei liefert das FLIO-Aufnahmemodul die FLIO-Anzeige und den Assistenten. Der
Fensterrahmen und das Reflektionsbild werden durch das HEYEX-AQM erzeugt, in
das sich das FLIO-Aufnahmemodul integriert.

In der Version fiir Standardanwender (Fotografen) wird im Assistenten ausschliel3-

lich die Registerkarte ,,Dataset Info* angezeigt. I.I__|

Taumap Info v1.5 - @

| Histogram | | Intensityl || Intensityz | | Intensity1+2 | |RecentIntensity 1| |RecentIntensity 2 |
| DatasetInfo l Measurement Info ] Hardware Params ]
Photons per Pixel (blue channel) Photons per Pixel (red channel)
minimal: 0 minimal: 0
maximal: 3093 maximal: 3203
average: 793 average: 703
atcursor: 111 x 163: 159 atcursor: 111 x 163: 215
scan duration:  00:00:45 LaserSync: 80 MHz  Photons: 1.818.240 fsec | Restart Measurement
30 MHz 1.250.880 [ sec
Max Photons: 27

Abbildung 71: Darstellung des FLIO-Assistenten mit der Registerkarte '"Dataset Info"
Quelle: lllustration des Autors.

Auf dieser Registerkarte werden die fiir den ausfiihrenden Fotografen wichtigsten

Informationen beziiglich der laufenden oder angehaltenen Messung angezeigt.

Fiir die einzelnen Kanile (Detektoren), die Messungen auf verschiedenen Wellen-
langen durchfiihren, werden einige Daten der Photonenzdhlung zusammengestellt. Es
handelt sich dabei um Informationen iiber die minimale, maximale und durchschnitt-
liche Anzahl an Photonen pro Pixel sowie die genaue Anzahl an Photonen in einem
bestimmten Pixel, der iiber den Mauszeiger gewahlt

werden kann.

Die durchschnittliche Anzahl an Photonen pro Pixel ist
ein guter Anhaltspunkt dafiir, ob im Mittel geniigend
Informationen fiir eine aussagekréftige Datenauswer-

tung gesammelt wurden und die Messung gestoppt

werden kann. Klinische Studien haben ergeben, dass

im Mittel eine Anzahl von durchschnittlich 1000 Abbildung 72: Der Filterstab[Jist
direkt hinter dem Lasershutter an

Photonen pro Pixel sinnvoll ist. der Quelle integriert

Quelle: lllustration des Autors.
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Daneben werden die Laufzeit der Messung,
die aktuelle Laserfrequenz und die Photo-
nenzdhlrate in detektierten Photonen pro
Sekunde ausgewiesen. Die Photonenzéhlrate
ist ein wichtiges Indiz dafiir, wie stark die
Belastungsgrenzen der Detektoren ausgereizt
werden. Wird {iber einen gewissen Zeitraum
ein Limit {iberschritten, gibt die Software
Hinweise zum Einfiihren von Filtern aus,
damit es zu keinem ,,Overload* (Uberbelas-
tung) der Detektoren kommt und die Zih-

lungen verldsslich sind. Es handelt sich dabei

Abbildung 73: Gehiuse mit Filterstab, durch
das Ein- und Herausfithren des seitlich am
Gehiause angebrachten Filterstabs kann die
Laserintensitit reduziert werden

Quelle: Illustration des Autors.

um ND-Filter (Neutraldichtefilter), die der Anwender iiber eine Mechanik direkt vor

den Pulslaserstrahl einfiihren kann, um dessen Lichtintensitdt und damit die resultie-

rende Fluoreszenz stufenweise zu reduzieren. Sobald die Zihlraten wieder in einem

idealen Rahmen angelangt sind, gibt die Software ebenfalls eine entsprechende

Meldung aus.

Wird in den Detektoren doch ein ,,Overload erzeugt, indem zu viel Fluoreszenz in

den Detektoren ankommt, wird der gesamte Messprozess und die TCSPC-Hardware

abgeschaltet.

Fiir Hinweise, Fehlermeldungen und Warnungen sind zwei

Assistenzanzeigen vorgesehen. Ein Leitsystem [1 im Assis-
tentenfenster unterstiitzt den Nutzer bei der Bedienung.

average: 793
atcursor: 111 x 163: 159

scan duration:  00:00:45

Es existieren vier Dringlichkeits- bzw. Schweregrade, die

farblich entsprechend hervorgehoben werden. Ein Auszug

Abbildung 74: Nachrichten
im Assistentenfenster unter-
stiitzen den Anwender

der Meldungen, mit denen die Software den Benutzer fiihrt:

e Hinweise

Quelle: lllustration des Autors.

ready

Initializing SPCDevice...

Initializing DCC-100...

99



5 Resultate

ready - Scanning Angle set to XX*

* Scanning-Winkel in Grad.

Video format has changed or reference been reset, measurement will be

set ini settings

ready - measurement saved

e Positives Feedback als Reaktion auf die Benutzerinteraktion wihrend der

measurement running. 00

Restarting Measurement.

Measurement successfully restarted.

ND-filter adequate - measurement running.

Messung:

e Verarbeitung und Speicherung

saving measurement...

e Fehler

Couldn't open SPCDevice

Error initializing SPC/DCC Hardware

ERROR - Wrong Resolution Mode, please select High Speed

ERROR: DCC-Hardware not running (Overload). Please restart TauMap and

start New Examination.

ERROR: Detector 1 Missing Photon Statistics - Restart Measurement
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Ferner werden wichtige Warnungen und Fehler, die die Messung unmittelbar betref-
fen, im FLIO-Bild rot angezeigt. Dabei handelt es sich um grobe Fehler, Hardware-
probleme oder MafBnahmen, die der Anwender betreiben muss, damit es zu keinem

Fehler kommt. [

|# ' Heidelberg Retina Angiograph 2 — test, test — 16/07/2012 14:38:40 s

Save Images Setup E:

Red Fregand IRJ«aSERbothion]

e e Taumap nfo v15 - SPCTSON E

Eye: oD oOs| ICGA: Histogram | Tntensty 1| Intensity2 | | ntensity 1 +2 | [Recentintensity 1] [Recent Intensity 2 |

Angle: 30"

g FA: Dataset Info | Measurement Info | Hardware Params |
Focus: 2.00D
Photons per Pixel (blue channel) Phatons per Pixel (red channel)
Sens.: 65 Memory minimal: 0 minimal: 0
maxmal: 19 maximal: 18

| | Power: IR 100% .
| images: 1 ok W s

Mode:  Single at cursor: 160 x7: 2 at cursor: X

Free: 767 MB
Rate:  8.8/sec s scan duration: 00:00:07 LaserSync: ?MHz  Photons: 2/ sec | Restart Measurement
i B 80 MHz 7/ sec
Res.: High Speed
Mex Photons: 18
[+ ready - measurement saved I

| H r I I 2 Use touch panel to operate t

Abbildung 75: FLIO-Anzeigemodul mit schwerer Fehlermeldung innerhalb der FLIO-
Anzeige

he camera. EI'IEI_I-IEE-rlnl-E;

Quelle: lllustration des Autors.
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Wihrend des fehlerfreien Betriebs werden innerhalb des FLIO-Bildes Hinweise iiber
die eingestellte Auflosung des FLIO-Bildes, welche in der Initialisierungsdatei

eingestellt werden kann, sowie weitere wichtige Informationen angezeigt.

B Heidelberg Retina Angiograph 2 — test, test — 16/07/2012 16:23:01
Savelmages Setup Exit

[REtjFree and IR Laser both on )} | Resolution: 384x384 (resized)

Setings =
Eye: |OD Os ICGA
Angle:  30°

Focus: 2.50 D

Sens: 71
Power: IR 100%
Mode: Single

00ms  0.0ms
%

0 0
139,171 127.065
invaid photonsyfrm: 3.571  3.368
photonframe offset: 0

R: 8.8/ scan duration: 00:00:06
ate:  8.8/sec

Res: High Speed

|
Press button on touch panel to start the

Abbildung 76: FLIO-Anzeigemodul mit Hinweis innerhalb der FLIO-Anzeige
Quelle: lllustration des Autors.

Informationen und Fehlermeldungen, die fiir die Messung von besonderer Bedeutung

sind und daher in der FLIO-Anzeige dargestellt werden:

e Hinweise

Resolution: XXXxXXX (resized*)

*resized: Entspricht die in der Initialisierungsdatei eingestellte und
aufgenommene nicht der dargestellten Auflosung (Darstellung wird
skaliert), wird dies dem Anwender angezeigt, da durch die Skalierung
eines Bildes Aliasing-Effekte nicht immer verhindert werden konnen.
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No Output: IR Mode

No Output: Red Free Mode

e Schwere Fehlermeldungen

Mit Hilfe der obersten Navigationsleiste wéhlt der Anwender die Ansichtsmodi. L_I_|

Taumap Info v1.5 - SPC- =)

| Histogram | | Intensity1 || Intensity2z | | Intensity 1+2 | [RecentIntensity 1| |RecentIntensity 2 |
Dataset Info lMeasurement Info ] Hardware Params ]
Photons per Pixel (blue channel) Photons per Pixel {red channel)
minimal: 0 minimal: 0
maximal: 3093 maximal: 3203
average: 793 average: 763
ataursor: 111 x 163: 159 ataursor: 111 x 163: 215
scan duration: 00:00:45 LaserSync: 80 MHz ~ Photons: 1.818.240 / sec | Restart Measurement
80 MHz 1.250.880 [ zec
Max Photons: 27

1 measurement running ...

Abbildung 77: Navigationsleiste fiir die diversen Ansichtsmodi im oberen Bereich des
Assistenten

Quelle: lllustration des Autors.
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Es stehen dabei die folgenden Modi zur Verfiigung:
e Histogram (Histogramm)

Das gemittelte Live-TCSPC-Histogramm fiir beide Detektorkanile, das wéh-

rend der Messung fortlaufend aktualisiert wird.

10000

1000

100

10

Ons Ins 2ns Ins 4ns Sns 6ns ins ans Ins 10ns 11ns  12n:

Abbildung 78: TCSPC-Histogramm wihrend einer Messung an Patient X - die blaue
Kurve stellt die Fluoreszenzlebensdauern des langwelligen Kanals dar, die rote Kurve
die des kurzwelligen Kanals

Quelle: lllustration des Autors.
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e Intensity 1 (Intensitiit 1)

Darstellung des iiber den gesamten Messzeitraum gemittelten Fluoreszenzin-

tensitdtsbildes des kurzwelligen Kanals.

Abbildung 79: Uber Messzeitraum gemitteltes Fluoreszenzintensitiitsbild des
kurzwelligen Kanals der Messung an Patienten X

Quelle: lllustration des Autors.
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e Intensity 2 (Intensitiit 2)

Darstellung des iiber den gesamten Messzeitraum gemittelten Fluoreszenzin-

tensitdtsbildes des langwelligen Kanals.

Abbildung 80: Uber Messzeitraum gemitteltes Fluoreszenzintensititsbild des langwelli-
gen Kanals der Messung an Patienten X

Quelle: Illustration des Autors.

e Intensity 1 + 2 (Intensitit 1 + 2)

Kumulierte Darstellung der Intenstitéten beider Detektor-Kanéle.
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e Recent Intencity 1 (aktuell gemessene Intensitit 1)

Darstellung des Intensitétsbildes des kurzwelligen Kanals. Im Gegensatz zu
»Intensity 1 werden hierbei nicht die Messergebnisse der gesamten Messung
kumuliert, sondern lediglich das aktuelle Frame (das jiingste errechnete Bild)
ausgegeben. Aufgrund der Tatsache, dass weniger Messinformationen zur
Verfligung stehen als bei den kumulierten Intensitétsbildern iiber den gesam-
ten Messzeitraum, enthalten die ,,Live“-Bilder etwas weniger Kontrast und

Schiérfe.
e Recent Intensity 2 (aktuell gemessene Intensitiit 2)

Wie bei ,,Recent Intensity 1 handelt es sich hierbei um die Darstellung der
Live-Intensitéts-Bilder, das heilit der neuesten, zur Verfiigung stehenden In-

tensitdten des letzten Frames.

Sehr interessant ist dabei, dass bereits wihrend der Messung festgestellt werden
kann, auf welchem der beiden Kanéle mehr Informationen zur Verfligung stehen, das
hei3t mehr Fluoreszenz auf den Detektoren ankommt, was auf das erhohte Vorkom-

men gewisser Stoffe im Auge riickschlieen ldsst.

Die beiden gemittelten Fluoreszenzintensitétsbilder in Kombination mit dem Histog-

ramm des Patienten X im Vergleich:

Ny

T
lE

s s e W dew T e ew e s Wew (s W

Abbildung 81: Fluoreszenzintensititsbild des kurzwelligen (links) und langwelligen
(Mitte) Kanals, in Kombination mit dem Histogramm (rechts)

Quelle: lllustration des Autors.
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Die Registerkarte ,,Measurement Info* (Abbildung 82) ist ausschlieBlich in der
Entwickler- und Administratoransicht verfiigbar und zeigt einige aussagekréftige
Details, die wichtige Informationen iiber das Zusammenspiel der Hardwarekompo-
nenten liefern. Die Informationen sind in der Anwender-Ansicht nicht verfiigbar, um

den Fokus des Anwenders auf die fiir die Auswertung wesentlichen Daten zu lenken.

Taumap Info v1.5 - S @
| Histogram | | Intensity1 || Intensity2 | | Intensity1+2 Recent Intensity 1 | Recent Intensity 2
Dataset Info  Measurement Info ] Hardware Params I
Measurement Photon Counting
received/missed trafos: 59,0 FIFO usage: 1% 1%
dropped trafos: 0 transfer duration: 0.0ms 0.0ms
processed photfrms: 57 57 received photonframes: 59 59
max photonsfpixel; 461 432 dropped photonframes: 0 ]
valid photonsffrm:  142.764 138.592
scan duration: 00:00:07 invalid photonsffrm:  3.467 3.334
photonframe offset: 1 | Restart Measurement
Max Photons: 27
b measurement running...

Abbildung 82: Darstellung des FLIO-Assistenten mit Registerkarte '"Measurement
Info"

Quelle: lllustration des Autors.

Einzelbilder, welche die Informationen eines Scandurchlaufs anzeigen, werden als

Frames bezeichnet.

Im Detail werden folgende Informationen in dieser Registerkarte angezeigt:

¢ Received/missed trafos

Gibt die Anzahl der durch das HEYEX-Aufnahmemodul (HEYEX-
Acquisition-Module = HEYEX-AQM) und das integrierte Eye Tracking-
Verfahren detektierten Verdnderungen und Bewegungen des Auges an sowie
die Anzahl der nicht feststellbaren Verdnderungen. Verdnderungen, die nicht
feststell- und damit auf das Auge iibertragbar sind, entstehen, wenn das Eye
Tracking-Verfahren das Auge nicht registrieren kann. Zu diesem Problem
kann es vermehrt kommen, wenn eine Defokusierung des Auges vorliegt, da
beispielsweise eine vorhandene Fern- oder Nahsichtigkeit nicht beriicksich-
tigt, die Messung zu friih gestartet wurde oder der Patient das Auge aus dem

messbaren Bereich bewegt hat.
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Dropped trafos

Anzahl der durch das HEYEX-AQM festgestellten Verdnderungen, die nicht
in den internen trafo-Buffer gespeichert werden konnten, aufgrund einer tem-

pordren Hardware- bzw. Speicheriiberlastung.

Processed photon frames

Anzahl der Frames, die seit dem Start der Messung bereits erfolgreich verar-
beitet wurden. Im Gegensatz zu den bisherigen Messwerten, welche sich auf
beide Wellenldngen und Detektoren gleichermallen beziehen, erfolgt die An-
zeige dieses Wertes flir beide Detektoren separat. Der linke Wert entspricht
dem langwelligen Kanal (im Histogramm blau dargestellt), der rechte Wert

dem kurzwelligen Detektorkanal.

Max photons/pixel

Prisentiert die Maxima der in einem Pixel gemessenen Photonen fiir beide

Detektoren.

Scan duration

Représentiert die Zeitspanne seit dem Beginn der Messung. Die Zeitspanne
kann von Patient zu Patient sehr stark variieren in Abhéngigkeit davon, wie
viel fluoreszierendes Material in den Augen des Patienten vorhanden ist.
Durch massives Auftreten von fluoreszierenden Stoffen wird die empfohlene

durchschnittliche Anzahl an Photonen pro Pixel schneller erreicht.

Ferner werden Details iiber das Verfahren der Photonenzdhlung (Phton Counting)

an sich herausgestellt. Es handelt sich um Daten, die aus dem Zusammenspiel von

Hard- und Software entstehen. Die Werte sind zweifach aufgefiihrt, da das System

iiber zwei SPC-Karten verfiigt, mit denen jeweils die Messungen eines Detektors

verarbeitet werden:

FIFO usage

Gibt die prozentuale Auslastung des SPC-FIFO-Speichers an. Die Messin-
formationen werden vom Detektor abgegriffen und im FIFO-Speicher der je-

weiligen SPC-Karte zwischengelagert. Das Speichermanagement der FLIO-

109



5

Resultate

Software iibernimmt das Management der FIFO-Speicher auf beiden SPC-
Karten, liest diese aus, verarbeitet die Daten und leert den Speicher. Hier-
durch kann es im PC zu Speicherengpdssen kommen, weshalb ein flexibles
Speichermanagement notwendig ist, welches die Daten schnellstmoglich aus
dem FIFO-Speicher in den Arbeitsspeicher iibertrégt und ggfs. Messdaten auf
der Festplatte auslagert.

FIFO (First In — First Out) bezeichnet ein spezielles Speicherverfahren, bei
dem diejenigen Elemente, welche zuerst in dem Speicher abgelegt wurden,
auch die Elemente sind, die als erste wieder aus dem Speicher gelesen wer-

den. Héufig wird die Art der Datenstruktur auch als Schlange bezeichnet. [48]

Transfer duration

Gibt die Zeit in Millisekunden (ms) an, die das Auslesen und Ubertragen der
Photon-Informationen des SPC-Speichers in den Arbeitsspeicher des PCs be-

notigen.
Received photonframes

Zeigt die Anzahl der seit Beginn der Messung empfangenen Frames.

Dropped photonframes

Beschreibt die Anzahl der Frames, welche verworfen werden mussten. Dies
kann passieren, wenn der Photon-Speicher nicht mehr ausreicht, da er nicht

schnell genug geleert und die Daten verarbeitet werden konnten.

Valid photons/frame

Gibt die Anzahl zuléssiger Photonen pro Frame an. Es handelt sich dabei um
die Anzahl der Photonen, die eindeutig einem Pixel zugeordnet werden konn-
ten. Im Zweifelsfall werden die Photonen als nicht zuléssig eingestuft und die

Information nicht in die Messergebnisse iibernommen.

Invalid photons/frame

In Anlehnung an den Punkt ,,valid photons/frame* beschreiben die nicht zu-
lassigen Photonen eines Frames die Anzahl an Photonen, welche nicht ein-

deutig zugeordnet werden konnten.
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e Photon frame offset

Gibt die Anzahl an Frames an, bei denen sich das empfangene Photonframe
der SPC-Hardware und die empfangenen Transformationen (Verdanderungen)
des HEYEX-AQM so unterscheiden, dass sich die Information der Augen-

bewegung nicht auf die empfangenen Photoneninformationen lésst.

Ebenso wie die Registerkarte fiir die detaillierten Messinformationen (Measurement
Info) ist die Registerkarte ,,Hardware Params* (Abbildung 83) ausschlieBlich in der

Entwickler- und Administratoransicht verfiigbar.

Taumap Info v1.5 -

el

Dataset Info ] Measurement Info Hardware Params l

CFD LimitLow: | 39.22 :‘ TAC Range: | 50.03 :l TAC LimitLow: | 5.10 :l
CFD LimitHigh: [80.00 :‘ TAC Offset: [6.67 :l TAC LimitHigh: [95.29 :l
CFD ZeroCross: | 10,58 i‘ TAC Gain: | 4 il Latch Delay: |0 :l

[ Hstogram | [ intensityl || Intensity2 | | Intensity 142 | RecentIntensity 1

SyncHoldoff: [ 4.00 :‘ SyncThreshold: [ 80,39 :l SyncZeroCross | -19.65 :l

| Restart Measurement

Max Photons:

26

Abbildung 83: Darstellung des FLIO-Assistenten mit Registerkarte '"Hardware
Params"

Quelle: lllustration des Autors.

Es handelt sich um alle Systemparameter, welche die SPC-Hardware zur Verfiigung
stellt. Diese Einstellungen miissen sorgfiltig aufeinander abgestimmt werden und
konnen in Echtzeit wihrend einer Messung variiert werden, um eine optimale Ab-
stimmung zu erreichen. Sind die idealen Einstellungen gefunden, werden diese fest
in einer Initialisierungsdatei (INI) gespeichert, die bei jedem Start des Moduls
geladen wird. Da durch fehlerhaftes Abstimmen der Parameter Messergebnisse stark
verfilscht werden konnen, werden diese Einstellungsoptionen nur in der Entwickler-
ansicht zur Erstkonfiguration angeboten. Ist die optimale Konfiguration vorgenom-
men, ist ein nachtragliches Anpassen der Parameter auch nach vielen Messvorgingen

in der Regel nicht notwendig.
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5.2.10.2 Benutzeroberfldche (GUI) und Assistenten des Viewers

| Heidelberg Eye bxp
File View Record Image Setup Lightbox Windew Help

HRA T8/06/2012 | HRa 150602012 |

oD

o5

TauMap Viewer - Image Tool
Delete
Export

Add to lightbox

TauMap Viewer - Image Tool

Delete

b Blue 307 A

Export

Add to lightbox

Lightbox \ /

Press F1 for help.

Abbildung 84: Starten des FLIO-Viewers aus HEYEX heraus

Quelle: lllustration des Autors.

In HEYEX wird zu jeder Messung und jedem Patient ein Verweis gespeichert. Uber
diesen Verweis, der iiber eine Miniaturansicht des Reflektionsbildes der Messung zu
erkennen ist, ldsst sich der FLIO-Viewer (auch ,,TauMap-Viewer — Image Tool®)

starten.

Hierfiir ist in HEYEX ein Plug-In registriert, welches die Informationen des Verwei-
ses an den FLIO-Viewer iibermittelt. Der FLIO-Viewer ist eine eigenstdndige Soft-
ware und kein integraler Bestandteil von HEYEX, wird aber durch das Plug-In mit

speziellen Startparametern ausgefiihrt.

Da es sich bei dem FLIO-Viewer um eine selbstindig ausfiihrbare Software handelt,
kann diese auch ohne die HEYEX-Startparameter gestartet werden. In diesem Fall
startet die Anwendung jedoch ohne einen vorausgewdéhlten Patienten bzw. Messung

eines Patienten.
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Die grafische Benutzeroberfliche des Viewers orientiert sich an iiblichen Dateima-
nagern und soll einen schnellen Uberblick iiber die vorhandenen Daten der Mess-

software liefern.

TauMap Viewer - Image Too
TauMap View

Tl

_RD|@®

M T GG R ELL TN af_intensity_short-chann... histogram.bmp

ChTaumap's_Joerg i . D

Abbildung 85: Hauptfenster des FLIO-Viewers und die Bildervorschau

Quelle: lllustration des Autors.

Fiir die gespeicherten Intensitétsbilder, Reflektionsbild sowie Hostogramm bietet die
Software eine Miniaturansicht sowie eine vergroferte Darstellung, die sich in Grofe

und Zoom frei skalieren lasst LT.I Neben den Vorschaufunktionen bietet der Viewer

Schnittstellen zu einer Auswertungssoftware fiir die eigentlichen Lebensdauermess-
daten (SDT-Dateien). Fiir den Export kontrolliert der Viewer das Verzeichnis, in
dem alle Messdaten der jeweiligen Messung gespeichert sind, auf das Vorhandensein

entsprechender Dateien. Ist eine Messdatei vorhanden, wird der Export q in die
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Auswertungssoftware SPCImage der Firma Becker & Hickl angeboten, andernfalls

wird diese Option ausgeblendet.

Sofern die Messdaten bereits ausgewertet wurden, wird dies ebenfalls erkannt und
die Option, direkt mit diesen Auswertungen weiterzuarbeiten, ebenfalls angeboten.
Die Auswertungssoftware erhélt hierfiir vom Viewer alle notwendigen Informatio-
nen, um die Auswertungen entsprechend abzuspeichern, sodass alle Dateien und
Informationen zu einer Messung nach den Konventionen der FLIO-Software zu-
sammenhédngend abgelegt sind. Wurden mehrere verschiedene Auswertungen abge-
speichert, wird die ebenfalls registriert und dem Anwender in diesem Fall ein Aus-

wahldialog angezeigt.

Th ™ h O i

REICEIR

Abbildung 86: Toolbar des Viewers mit vorhandenen Mess- und Auswertungsdaten IJ_'I

Quelle: lllustration des Autors.

Zu jeder Messung wird zusdtzlich ein Infodokument generiert, das sich mit jedem
beliecbigen Browser betrachten ldsst, damit Werte sich unter Arzten sehr leicht

austauschen und kommunizieren lassen. Das Infodokument lasst sich direkt aus dem

Viewer heraus aufrufen. [}
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TauMap: Mesaurement Info

1. Patient Data

surname, firstname W, S.
sex male
Pat-ID (HEYEX) 2
2. Measurement Data

scan duration 00:01:29

Red Channel Blue Channel
minimal photons/pixel 124 0
maximal photons/pixel 2699 3002
@ photons/pixel 1397 1541
processed photonframes 709 410
@ valid photons/frame 156390 183934
@ invalid photons/fframe 2216 1931
@ Photonsls 1.315.267 2.435.486

Abbildung 87: Generiertes Infodokument zu einer Messung

Quelle: lllustration des Autors.

In der Informationsdatei (Abbildung 87) werden alle fiir den Arzt wichtigen Parame-

ter angezeigt, die den Messverlauf und Messbedingungen dokumentieren.

Neben dem Infodokument in der dargestellten, fiir die Betrachtung optimierten Form,

liegen die Informationen auch im maschinenlesbaren XML-Format vor.
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Um auch Messungen eines fremden Instituts betrachten zu konnen, die nicht in
HEYEX hinterlegt sind, lassen sich iiber einen Dateimanager (Abbildung 88) auch

andere Speicherorte, Patienten und Messungen laden.

Folders e |
| Blatz -
| code
----- , Documents and Settings
) hescript
B L HEYEXR i
|| PerflLogs 3
, Program Files
J ProgramData
----- , Recowverny
----- J Systern Volume Information
EI , Taumap
: ) 1 _test

2 Johannes
El ) 3_Joemg
- -l 0B152012_1818-23 Il
. NF1R2M 7 18.19.07
G ta path
C:ATaurnaph3_Joergh0B162012_16-00-01 Open Path Done ¢ Cloze
C:AT aumaph3_Joergh06162012_16-00-01

Abbildung 88: Dateimanager zum Offnen von Messungen

Quelle: Illustration des Autors.
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5.2.11 Prasentation der Software im Live-Einsatz an einem Probanden
Auf der folgenden DVD wird die Software im Einsatz an einem Patienten demons-
triert. Es handelt sich um einen Video-Film, der in jedem DVD-Spieler wiedergege-

ben werden kann.

Der Film demonstriert alle Funktionalitaten der Software und den Einsatz des FLIO-

Gerits unter realen Bedingungen.
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5.2.12 Softwaregestiitzte Datenauswertung

Aus dem FLIO-Viewer heraus wird die Software SPCImage (Abbildung 89) der
Firma Becker & Hickl mit den jeweiligen Messdaten im SDT-Dateiformat gedffnet.
Ebenso wie das FLIO-Aufnahmemodul generiert die Software zunidchst aus den
Messdaten ein Fluoreszenzintensititsbild und ein dazugehoriges TCSPC-

Histogramm fiir den kurzwelligen und langwelligen Kanal.

Die Fluoreszenzlebensdauer eines bestimmten Molekiils in einer definierten Umge-
bung entspricht einer physikalischen Konstante. [49] Zur Bestimmung der Lebens-
dauern und Gewichtungsfaktoren aus den Rohdaten wird SPCImage eingesetzt. Mit
der Software konnen Zeitkonstanten aus den Zerfallskurven ermittelt werden, wobei
die IRF der Messapparatur, die in den Basis-Einstellungen der Software hinterlegt
ist, beriicksichtigt wird. SPCImage ist ein fiir zeitaufgeloste Messungen konzipiertes
Fit(ting)-Programm. Die Applikation erlaubt eine Fixierung einzelner Fitparameter,
wodurch der Parameterraum bei Vorkenntnissen systematisch eingeschrankt werden
kann, um exaktere Ergebnisse zu erhalten. [50] Die eingesetzten Ausgleichsrechnun-

gen (Fitting) basieren auf dem Levenberg-Marquardt-Algorithmus. [51]

Das Ergebnis des Fittens ist ein Satz von Lebensdauern in einem TCSPC-

Histogramm fiir jeden einzelnen Pixel des Bildes. [49]

Aus diesen Informationen errechnet die Software eine Fluoreszenzlebensdauerkarte,
die eine schnellere Analyse ermoglicht als das hdndische Auswerten jedes einzelnen

Pixels.
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-
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Abbildung 89: SPCImage mit Fluoreszenzintensititsbild (links), Fluoreszenzlebensdau-
erkarte (rechts) und TCSPC-Histogramm des gewéhlten Pixels (unten, gewihlter Pixel

im Fadenkreuz)

Quelle: lllustration des Autors.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird die Auswertungssoftware nicht detaillierter
betrachtet. Die umfangreiche Einfiihrung des Herstellers befindet sich auf der dem
Anhang beiliegenden CD-Rom.
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5.3 Klinischer Einsatz und Messergebnisse des FLIO-Ger:its

Das FLIO-Gerit befindet sich in der beschriebenen
Bauweise und Softwareimplementierung mittlerweile als
Prototyp in der Augenklinik des Universititsspitals Bern
(Inselspital) im Einsatz, um dort bei tdglicher Anwen-
dung die Funktionsweise unter Beweis zu stellen und
eine grole Anzahl an Messdaten zu sammeln. Auf Basis
dieser Messdaten sollen fundierte medizinische Aussa-
gen getroffen und die verldssliche Anwendbarkeit
verifiziert werden. Taglich werden durch Fotografen bis

zu zehn Patienten untersucht, wodurch bereits eine

erhebliche Anzahl an Daten erfasst wurde. Abbildung 90: FLIO-

Arbeitsplatz in der Augenklinik
des Universititsspitals Bern

. . Quelle: Illustration des Autors.
5.3.1 Klinische Messergebnisse und Auswertungen

Alle Messdaten werden unter Leitung von Klinikdirektor und Chefarzt Professor Dr.
Sebastian Wolf mit Hilfe des FLIO-Aufnahmemoduls erzeugt und in HEYEX sowie
dem FLIO-Viewer verwaltet. Die Datenauswertung erfolgt durch die Auswertungs-

software SPCImage in der beschriebenen modifizierten Variante (sieche Kapitel 4.12).

Einige Messungen wurden zur weiteren Analyse zur Verfligung gestellt, sodass diese
in einem eigens angefertigten Auswertungsbogen verglichen werden konnen. Die
Auswertungsbdgen wurden mit Hilfe der Illustrationssoftware Corel Draw X5 der
Corel Corporation aus den Daten der FLIO- und SPClmage-Software erstellt, um
diese im Rahmen dieser Arbeit und zur Analyse prisentieren zu konnen. Die verflig-
baren Auswertungsbogen finden sich im Anhang sowie auf der beiliegenden CD-

Rom im PDF-Format.
Aus Datenschutzgriinden wurden die Patientendaten anonymisiert.

Jeder Auswertungsbogen besteht aus einer oder mehreren Din-A4-Seiten, wobei die
erste Seite jedes Bogens dieselben Informationen enthdlt. Diese Informationen
bestehen aus dem Infrarot-Reflektionsbild der Netzhaut sowie den Intensitatsbildern
des langwelligen und kurzwelligen Kanals, welche durch das FLIO-Aufnahmemodul

wihrend der Messung erstellt wurden. Ferner wurde aus den Messinformationen der
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beiden Kanile fiir jeden Bildpixel die mittlere Fluoreszenzlebensdauer t,, errechnet
und diese in Form einer Fluoreszenzlebensdauerkarte visualisiert. Dabei entspricht
T, dem arithmetischen Mittel (Mean), das aus den Fluoreszenzlebensdauern 7; bis

T3 hergeleitet wird.

Bei besonders interessanten Messergebnissen und Diagnosen sind weitere Details auf
den Folgeseiten in die Bogen eingearbeitet, darunter auch Einzelbetrachtungen der

Fluoreszenzlebensdauern 7; und 7.
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Patient Information - Page 1/2

Patient: K., Nn
HEYEX-ID: 11

Date of birth: 10/24/1990
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

IR Reflection

Patient Information - Page 2/2

Patient: K., N.
HEYEX-ID: 11

Date of birth: 10/24/1990
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Histogram

Intensity: Long Channel J ‘ Intensity: Short Channel Intensity: Long Channel Intensity: Short Channel

Abbildung 91: Zweiseitiger Auswertungsbogen einer FLIO-Untersuchung
Quelle: Illustration des Autors, Messdaten der Universitdtsklinik fiir Augenheilkunde Bern.

Auf diesem Bogen sind einige der wichtigsten Resultate einer Messung dargestellt.

Neben dem Infrarot-Reflektionsbild L1, den Intensititsbildern [J und dem Histog-

ramm L] finden sich nach verschiedenen Kriterien errechnete Fluoreszenzlebensdau-

erkarten [

Wichtig bei der Betrachtung der Bogen ist, dass in SPCImage durch einen automati-
sierten Mechanismus ein moglichst guter Kontrast in den Bildern dadurch erreicht
wird, dass die farbliche Kodierung der Fluoreszenzlebensdauern variabel ist. Die

verwendeten Ober- und Untergrenzen in Pikosekunden sind in den Bildern daher

eingetragen. O

Durch dieses Verfahren kann dieselbe Farbe bei verschiedenen Patientenaufnahmen
eine andere Fluoreszenzlebensdauer bedeuten. Diese Automatisierung ldsst sich
abschalten, sodass die oberen und unteren Grenzen fest eingetragen werden kdnnen.
Entfallen sehr viele Photonen der Aufnahme auf einen sehr dhnlichen Messdauerbe-
reich kann es hierdurch passieren, dass die minimalen zeitlichen Unterschiede

aufgrund des geringeren Kontrastes nur noch schwer zu unterscheiden sind. Die
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Aufnahmen sind daher sehr exakt zu betrachten, um deren Informationsgehalt nicht

falsch zu interpretieren.

Im Folgenden werden exemplarisch einige interessante Auswertungsbogen begutach-
tet. Eine medizinisch gesicherte Diagnose liegt dabei nicht vor. Es handelt sich um

die Berechnungen und Interpretationen des Autors.

Zum anschaulichen Vergleich werden zunichst die Auswertungsbogen des rechten
und linken Auges zweier Augengesunder priasentiert, deren Augengesundheit durch
Arzte festgestellt und bestitigt wurde. Im Anschluss daran folgen Auswertungsbdgen
mit Anomalien, die in Kapitel 2.3 medizinisch erkldrt werden. Anhand der Grundla-
gen von Augengesunden in Kapitel 5.3.2 und Patienten in Kapitel 5.3.3 lassen sich

die im Anhang A angefligten Auswertungsbdgen analysieren und vergleichen.

In den Auswertungsbogen der Patienten mit einer Erkrankung (Kapitel 5.3.3) sind
die jeweiligen Erkrankungen zur besseren Orientierung eingezeichnet. Besonders

interessante Félle werden differenzierter betrachtet und vorgestellt.

Die Betrachtung von 71, an beispielsweise Patienten mit altersbedingter
Makuladegeneration (z. B. Kapitel 5.3.3.1) zeigt erhohte Fluoreszenzlebensdauern
an, was mit den Ergebnissen und der Schlussfolgerung der Studie in Kapitel 4.1
weitgehend iibereinstimmt. Durch die Leistungsoptimierung und das erheblich
schnellere Messverfahren (sieche Details in Kapitel 6), die durch das FLIO-
Aufnahmemodul und Hardwareoptimierungen erreicht wurden, konnen in einer
vergleichsweise kurzen Messzeit wesentlich umfangreichere Messinformationen
gesammelt und hierdurch noch aussagekréftigere Messdaten gewonnen werden. Je
mehr Photonen und Intensitdten sowie deren Abklingzeiten gemessen werden kon-
nen, desto besser wird die Statistik der TCSPC-Histogramme, aus welchen die
einzelnen Fluoreszenzlebensdauern errechnet werden. Da es vielen Patienten nicht
moglich ist, {iber einen Zeitraum von mehreren Minuten in ein helles Laserlicht zu
blicken, bietet das fiir Patienten schonendere Verfahren zudem die Moglichkeit, eine

deutlich groere Anzahl an Patienten zu messen.

Es werden Augengesunde und Patienten mit auffalligen Anomalien verglichen. Diese
Anomalien sind bereits im Fundusbild eindeutig erkennbar und bediirfen prinzipiell
keiner Fluoreszenzlebensdauermessung. Anhand von medizinisch gesichert diagnos-

tizierten Erkrankungen wird versucht, eindeutige Muster in den Fluoreszenzlebens-
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dauerkarten zu erkennen und iiber die Fluoreszenzlebensdauern einzelne Stoffe zu
separieren. Mithilfe einer solchen differenzierten Betrachtung und der Identifizierung
von ungewohnlichen Stoffwechselkonzentrationen konnte es gelingen, Krankheiten
frithzeitig zu erkennen und eine Behandlung einzuleiten, noch bevor ein Patient unter

einer irreversiblen Erkrankung leidet.

Es liegen bereits Aufnahmen vor, die Anomalien in den Fluoreszenzlebensdauerkar-
ten erkennen lassen, welche in den IR-Reflektions- und Fluoreszenzintensititsbildern
nicht sichtbar sind. Es liegen noch keine medizinisch gesicherten Erkenntnisse und
Diagnosen vor, die diese Anomalien erkldren oder eine Frithdiagnose einer Erkran-
kung erméglichen. Es gilt, diese Patienten und den Verlauf der Stoffwechselénde-
rungen zu begleiten und daraus weitere Erkenntnisse abzuleiten. Die Auffilligkeiten
rechtfertigen es, auch augenscheinlich Gesunde routinemiflig mit dem FLIO-Gerit

zu untersuchen. Einige dieser Félle werden in Kapitel 5.3.4 niher erldutert.

Erkrankungen, die bisher mithilfe von Fluoreszenzintensititsbildern diagnostiziert
wurden (geographische Atrophie, siche Kapitel 2.3), lassen sich durch die Fluores-
zenzlebensdauerinformationen noch genauer untersuchen und unter Umstdnden

besser behandeln.
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5.3.2 Auswertungsbogen von Augengesunden

Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: Z., A.

HEYEX-ID: 3

Date of birth: 03/11/1985
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: Normalbefund

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 92: Auswertungsbogen des rechten Auges (OD) der Augengesunden Z., A.

Quelle: lllustration des Autors.
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: Z., A.

HEYEX-ID: 3

Date of birth: 03/11/1985
Sex: Female

Tracked Eye: OS
Diagnosis: Normalbefund

Long Wavelength Channel

Abbildung 93: Auswertungsbogen des linken Auges (OS) der Augengesunden Z., A.

Quelle: lllustration des Autors.
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Patient Information - Page 1/2

IR Reflection

Patient: F., V.
HEYEX-ID: 40

Date of birth: 06/08/1954
Sex: Male

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Abbildung 94: Auswertungsbogen des rechten Auges (OD) des Augengesunden F., V.

Quelle: lllustration des Autors.

127




5 Resultate

Patient Information - Page 2/2

Histogram

Patient: F., V.
HEYEX-ID: 40

Date of birth: 06/08/1954
Sex: Male

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

10000

\

Ins 2ns  3ns  4ns  Sns  6ns  7ns  Bns  9ns 10ns  1lns  12n:

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 95: Seite 2 des Auswertungsbogens des rechten Auges (OD) des Augenge-

sunden F., V.

Quelle: lllustration des Autors.
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Patient Information - Page 1/2

IR Reflection

Patient: F., V.
HEYEX-ID: 40

Date of birth: 06/08/1954
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Abbildung 96: Auswertungsbogen des linken Auges (OS) des Augengesunden F., V.

Quelle: lllustration des Autors.
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Patient Information - Page 2/2

Histogram

Patient: F., V.
HEYEX-ID: 40

Date of birth: 06/08/1954
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

10000

\

Ons  Ins

2ns  3ns 4ns S5ns 6ns 7ns Bns  9ns 10ns  1ins

12n:

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 97: Seite 2 des Auswertungsbogens des linken Auges (OS) des Augengesun-

den F., V.

Quelle: lllustration des Autors.
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5.3.3 Auswertungsbogen mit Anomalien durch diagnostizierte Erkrankungen

5.3.3.1 Erkrankung: Altersbedingte Makuladegeneration (trocken)

Patient Information - Page 1/2 IR Reflection

Patient: K.-S., K.
HEYEX-ID: 68

Date of birth: 08/24/1927
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Abbildung 98: Auswertungsbogens des rechten Auges (OD) der Patientin K.-S., K.

Quelle: lllustration des Autors.
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5 Resultate

Patient Information - Page 2/2

Histogram

Patient: K.-S., K.
HEYEX-ID: 68

Date of birth: 08/24/1927
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Ons

Ins 2ns 3ns 4ns  5ns 6ns 7ns Bns 9ns 10ns  1ins  12ne

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 99: Seite 2 des Auswertungsbogens des rechten Auges (OD) der Patientin

K.-S., K.

Quelle: lllustration des Autors.
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Patient Information - Page 1/2 IR Reflection

Patient: K.-S., K.
HEYEX-ID: 68

Date of birth: 08/24/1927
Sex: Female

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Abbildung 100: Seite 1 des Auswertungsbogens des linken Auges (OS) der Patientin K.-
S., K.

Quelle: lllustration des Autors.
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Patient Information - Page 2/2

Histogram

Patient: K.-S., K.
HEYEX-ID: 68

Date of birth: 08/24/1927
Sex: Female

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

10000 /K

Ons Ins  2ns  3ns  4ns 5ns 6ns 7ns Bns 9ns 10ns  1ins 120

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 101: Seite 2 des Auswertungsbogens des linken Auges (OS) der Patientin K.-

S, K.

Quelle: lllustration des Autors.
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Die Patientin leidet an einer schweren altersbedingten Makuladegeneration, die sich
in beiden spektralen Kanélen durch deutliche verldngerte Fluoreszenzlebensdauern
bemerkbar macht. Die Erkrankung ist in beiden Augen ausgepragt. T

Long Wavelength Channel Short Wavelength Channel

Abbildung 102: 1, des lang- und kurzwelligen Kanals des rechten Auges (OD)

Quelle: Illustration des Autors.

Long Wavelength Channel Short Wavelength Channel

Abbildung 103: 7, des lang- und kurzwelligen Kanals des linken Auges (OS)

Quelle: lllustration des Autors.
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5.3.3.2 Erkrankung: Altersbedingte Makuladegeneration (feucht)

Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: S., E.
HEYEX-ID: 17

Date of birth: 05/20/1937
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 104: Auswertungsbogen des rechten Auges (OD) der Patientin S., E.

Quelle: lllustration des Autors.
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5.3.3.3 Erkrankung: Drusen und Altersbedingte Makulageneration (trocken)

Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: Z., F.
HEYEX-ID: 54

Date of birth: 03/09/1947
Sex: Male

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 105: Auswertungsbogen des rechten Auges (OD) des Patienten Z., F.

Quelle: lllustration des Autors.
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Das IR-Reflektionsbild in Abbildung 105 ldsst eine Diagnose der trockenen altersbe-

dingten Makuladegeneration zu (blauer Rahmen). Erst das Fluoreszenzintensitétsbild

sowie die Fluoreszenzlebensdauerbilder offenbaren weitere fleckige Anomalien, die

wie in Abbildung 106 eingezeichnet auf Drusen schlieen lassen. I.‘_J

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 106: Fluoreszenzintensitits- und Fluoreszenzlebensdauerbilder des Patien-

ten

Quelle: lllustration des Autors.

Die Drusen werden in den Intensitédtsbildern durch Muster deutlich, wéihrend die

Fluoreszenzlebensdauerbilder einen noch differenzierten Blick erlauben. Es sind

deutlich erhohte Fluoreszenzlebensdauern zu erkennen.
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5.3.3.4 Erkrankung: Altersbedingte Makulageneration (trocken)

Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: G., A.
HEYEX-ID: 49

Date of birth: 03/28/1958
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 107: Auswertungsbogen des linken Auges (OS) des Patienten G., A.

Quelle: lllustration des Autors.
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5.3.3.5 Erkrankung: Altersbedingte Makulageneration (trocken)

Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: K., D.
HEYEX-ID: 62

Date of birth: 10/07/1986
Sex: Male

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 108: Auswertungsbogen des rechten Auges (OD) des Patienten K., D.

Quelle: lllustration des Autors.
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Die Erkrankung ist bei diesem Patienten im IR-Reflektionsbild nur sehr schwach zu

erkennen. In beiden Fluoreszenzintensitédtsbildern hingegen, sind deutliche Auspra-

gungen [ zu lokalisieren.

Das Fluoreszenzlebensdauerbild des kurzwelligen Kanals zeigt in der entsprechen-

den Region H_J bereits stark erhohte Fluoreszenzlebensdauern an, obwohl es sich um

sehr frithes Stadium der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) handelt.

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 109: Intensitéitsbild des langweligen und t,, kurzwelligen Kanals

Quelle: lllustration des Autors.
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5.3.4 Auswertungsbogen mit Anomalien in den Fluoreszenzbildern ohne exakte

medizinische Diagnose

Patient Information - Page 1/2 IR Reflection

Patient: W., S.
HEYEX-ID: 2

Date of birth: 01/12/2012
Sex: Male

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Abbildung 110: Auswertungsbogen des rechten Auges (OD) des Patienten W., S.

Quelle: lllustration des Autors.
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Resultate

Patient Information - Page 2/2

Patient: W., S.
HEYEX-ID: 2

Date of birth: 01/12/2012
Sex: Male

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Histogram
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Short Wavelength Channel

Abbildung 111: Seite 2 des Auswertungsbogens des rechten Auges (OD) des Patienten

Ww., S.

Quelle: lllustration des Autors.
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Bei diesem Patienten sind in Abbildung 111 sowohl im IR-Reflektions- bzw.
Fundusbild als auch in den Intensitétsbildern des langwelligen und kurzwelligen
Kanals keine Anomalien sichtbar, anhand derer eine medizinische Diagnose erstellt

werden kann.

Verglichen mit anderen Augengesunden weisen die Fluoreszenzlebensdauerbilder

Verianderungen der Makula und deren kreisformigen Umgebung auf.

Long Wavelength Channel Short Wavelength Channel

Abbildung 112: t,, des lang- und kurzwelligen Kanals

Quelle: Illustration des Autors.

In Abbildung 112 ist anhand der Farbgebung in beiden Kanédlen detektierbar, dass die

Fluoreszenzlebensdauern in der Makula IJ_'I sowie des umliegenden Bereichs I% in der

Retina gegeniiber anderer Augengesunder verlangert sind.

Dieses Phénomen tritt bei diesem Patienten in beiden Augen auf (siche linkes Auge

des Patienten in Anhang A).
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5.3.4.1 Patientin mit mdglicher Erkrankung: Drusen

Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: S., E.
HEYEX-ID: 17

Date of birth: 05/20/1937
Sex: Female

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 113: Auswertungsbogen des linken Auges (OS) der Patientin S., E.

Quelle: lllustration des Autors.
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Selbst bei einer wie in Abbildung 114 vergroferten und optimierten Darstellung des
IR-Reflektionsbildes lassen sich bei dieser Patientin nur schwer Anomalien erken-

nen.

Abbildung 114: IR-Reflektionsbild (Fundusbild) der Patientin S., E.

Quelle: lllustration des Autors.

Short Wavelength Channel

Eine genauere Betrachtung der Fluoreszenzintensitéts-
bilder beider Kanidle sowie des Fluoreszenzlebensdau-
erbildes des kurzwelligen Kanals lassen auf Drusen als
Erkrankung schlieBen, welche in Abbildung 115 mar-
kiert sind. [}

Abbildung 115: 1, des kurzwelligen
Kanals

Quelle: lllustration des Autors.

146



5 Resultate

5.3.4.2 Patient mit moglicher Erkrankung: Drusen

Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: Z., F.
HEYEX-ID: 54

Date of birth: 03/09/1947
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

Abbildung 116: Auswertungsbogen des linken Auges (OS) des Patienten Z., F.

Quelle: lllustration des Autors.
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Auch bei diesem Patienten kann selbst nach Optimierung und Vergorferung des IR-

Reflektionsbildes kaum eine Anomalie erkannt werden.

Abbildung 117: IR-Reflektionsbild (Fundusbild) des Patienten Z., F.

Quelle: lllustration des Autors.

Sehr interessant sind hingegen die Betrachtung des Fluoreszenzintensititsbildes des
langwelligen Kanals und das Fluoreszenzlebensdauerbild des kurzwelligen Kanals.
In Abbildung 118 kénnen im Intensitétsbild des langwelligen Spektralkanals eindeu-
tig Anomalien festgestellt werden. Das Fluoreszenzlebensdauerbild des kurzwelligen
Kanals weiit in denselben Regionen erhohte Fluoreszenzlebensdauern auf, die

anhand der Blaufirbung erkannt werden konnen (roter Rahmen).
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5 Resultate

Long Wavelength Channel Short Wavelength Channel

Abbildung 118: Intensitéitsbild und t,, des kurzwelligen Kanals
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6 Diskussion und Ausblick

6  Diskussion und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, eine Software zur Messung und Verarbeitung von Fluores-
zenzlebensdauern im Bereich der Retina neu zu entwickeln, die die Leistung moder-

ner Hochleistungssysteme verarbeiten und ausnutzen kann.

Neben einer Aufnahmesoftware war die Entwicklung eines Viewer zur Verwaltung

der Messdaten wiinschenswert.

Aufnahmesoftware und Viewer sollten als integraler Bestandteil der Verwaltungs-

und Aufnahmesoftware HEYEX von Heidelberg Engineering umgesetzt werden.

Parallel zur Software sollte die Hardware optimiert und an ihre Leistungsgrenzen

gebracht werden, um die Messzeiten fiir Patienten zu verringern.

Das zentrale Ziel war die Fertigstellung eines Prototyps zur Erprobung im klinischen

Alltag.

6.1 Diskussion

Die neue Software schopft in Kombination mit einigen Verbesserungen an der
Hardware das Potential des Verfahrens und der TCSPC-Hardware voll aus und

schont dabei Systemressourcen.

Durch die neue Architektur ist die Software in der Lage, grole Datenmengen von
weit iiber fiinf Millionen Photonen pro Sekunde in Echtzeit zu verarbeiten und dem
Anwender wihrend einer Messung in Form von errechneten Intensitédtsbildern und
Histogrammen zu priasentieren. Die Verzogerung, bis erste Fluoreszenzintensitétsbil-
der und TCSPC-Histogramme angezeigt werden, liegt bei dem neuen FLIO-
Aufnahmemodul bei unter 0,2 Sekunden, wogegen frithere Softwareldsungen weni-
ger als ein Bild pro Sekunde erzeugen konnten. Die physikalischen Grenzen der
neuesten TCSPC-Hardware liegen bei fiinf Millionen Photonen pro Sekunde. Die
Software bietet Moglichkeiten und geniigend Potential, um noch héhere Datenmen-
gen pro Sekunde zu verarbeiten, falls die Detektorenleistung weiterentwickelt und
gesteigert wird. Durch Kommunikation mit der Hardware erkennt die Software

selbststandig deren Leistungsgrenzen und passt sich entsprechend an. Die hierfiir
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6 Diskussion und Ausblick

bendtigte Rechenleistung wird auf alle vorhandenen Prozessorkerne des Computer-
systems verteilt. Um die groBen Datenmengen von teilweise einigen Gigabyte
aufnehmen, weiterverarbeiten und speichern zu kénnen, wurde eine diesen Anforde-
rungen entsprechende leistungsfahige Speicherverwaltung realisiert. Obwohl bei
einer Messung, abhingig von Messdauer und Umfang der vorhandenen fluoreszie-
renden Molekiile in der Retina, deutlich grofere Datenmengen anfallen kdnnen,
reicht durch dynamisches Auslagern auf die Festplatte (idealerweise SSD) eine
Hardwarekonfiguration mit einem Arbeitsspeicher von 4 GB-RAM aus, wodurch die
Soft- und Hardware bereits auf einem 32-Bit-System in vollem Umfang eingesetzt
werden kann. 32-Bit-Systeme, wie sie in Kliniken hdufig zum Einsatz kommen, sind

nicht in der Lage, einen grofleren Arbeitsspeicher als 4 GB-RAM zu adressieren.

Die ersten Entwicklungen lasteten einzelne Prozessorkerne zu 100 Prozent aus und
konnten die Rechenlast nicht gleichmafBig verteilen. Die neu entwickelten Algorith-
men verarbeiten einerseits deutlich mehr Daten und andererseits konnte erreicht
werden, dass das Gesamtsystem durch eine ideale Verteilung der Last nur zu zehn
Prozent ausgelastet wird. Zum Einsatz kommt ein Vierkernprozessor, die Software
ist jedoch in der Lage, die Last auf weitere Prozessorkerne zu verteilen, sofern diese

im Computersystem zur Verfiigung stehen.

Die Optimierung der Hardware und Neuentwicklung der Software iibertreffen im
Zusammenspiel die gesetzten Erwartungen. Die Leistung des Gesamtsystems konnte
im Durchschnitt um das Fiinf- bis Zehnfache gesteigert werden und reizt die TCSPC-
Hardware voll aus. In gleichem Mafle konnte die Messzeit um denselben Faktor
reduziert werden. Das Verfahren ist fiir den Patienten damit erheblich weniger

beanspruchend.

Das FLIO-Aufnahmemodul wurde als Plug-In fiir die bestehende Softwareinfrastruk-
tur (HEYEX) von Heidelberg Engineering realisiert und kann Patientendaten des
etablierten Softwaresystems verarbeiten sowie mit diesem kommunizieren. Neue
Messungen werden zu jedem Patienten individuell gespeichert, sodass sie in Form
einer elektronischen Patientenakte zu diesem Patienten vorliegen bzw. von dort iiber
den Viewer aufgerufen werden kénnen. Uber den FLIO-Viewer konnen Messdaten
und Ergebnisse betrachtet und verwaltet werden. Bei der Weiterverarbeitung der

Messdaten wird der Anwender stets unterstiitzt. Die Auswertungssoftware SPCImage
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6 Diskussion und Ausblick

wurde in einer angepassten Variante an den FLIO-Viewer angebunden und ermdg-

licht die Datenauswertung durch die Generierung von Fluoreszenzlebensdauerkarten.

Die Entwicklung eines Prototyps, der den Anspriichen im Klinikeinsatz gerecht wird,
konnte erfolgreich abgeschlossen und dieser in der Augenklinik des Inselspitals Bern

installiert werden.

Seitdem werden téglich ungefdhr zehn Patienten mit diesem Prototyp untersucht und
dabei eine Vielzahl von Messdaten und Erfahrungen gewonnen. Die jeweilige
Auswabhl geeigneter Patienten obliegt dem behandelnden Arzt. Grundsétzlich werden
mit dem Verfahren jedoch Patienten mit verschiedensten Krankheitsbildern unter-
sucht. Bis September 2012 wurden bereits tiber 250 Messungen an Patienten durch-

gefiihrt.

6.2 Ausblick und Anregung fiir die weitere Forschung

Die durch die neue Software und das neue Gerdt gewonnenen Messergebnisse sind
sehr vielversprechend. Wie in Kapitel 4 ,,Medizinische Studien auf Basis von Fluo-
reszenzlebensdauermessungen* dargelegt, wurden bereits erste Studien mit dem
Verfahren durchgefiihrt, in denen Erkrankungen durch die Verarbeitung der Fluores-
zenzlebensdauern eindeutig erkannt werden konnten. Die Studien suggerieren, dass
insbesondere die Fluoreszenzlebensdauern t; beider Spektralkanile (490-560 nm
und 560-700 nm) sowie T, des kurzwelligen Spektralkanals (490-560 nm) von
besonderem Interesse sind. Die wissenschaftliche Vorgehensweise und der Umfang
der Studien miissen dabei weiter verbessert werden, um in der Fachwelt eine grofere
Anerkennung zu erhalten. Das Inselspital Bern bereitet groere Studien mit dem
neuen FLIO-Gerét und dem beschrieben FLIO-Aufhahmemodul vor, welche bei den

offiziellen Behdrden und Einrichtungen angemeldet werden.

Auch Nichtmediziner erkennen auf den Auswertungsbogen (siehe Kapitel 5.3.2 und
Anhang A) sofort Unterschiede zwischen den Autofluoreszenzbildern von Augenge-

sunden und Patienten mit Netzhauterkrankungen.

Wihrend des Prototypeneinsatzes im Inselspital Bern konnten alle Komponenten

unter Beweis stellen, dass sie fiir den téglichen Einsatz geeignet sind. Die Messdauer
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6 Diskussion und Ausblick

konnte auf ein fiir die Patienten ertragliches Mal} von teilweise unter einer Minute

reduziert werden.

Der wichtigste Entwicklungsschritt in naher Zukunft wird die Entwicklung einer
geeigneten Auswertungssoftware sein. Die Verwendung von SPCImage (siche
Kapitel 5.2.12) ist fiir den Einsatz im Prototypenstadium ideal geeignet, wurde
jedoch fiir effizientes klinisches Arbeiten nicht konzipiert und ist aufgrund der sehr
wissenschaftlichen Oberflache sowie zahlreicher variabler Einstellungsmoglichkeiten

in der Klinik nicht optimal verwendbar.

Ferner bietet sich aufgrund der hohen Rechenzeit der Fluoreszenzlebensdauerkarten
eine Auftragsverwaltung an, die es ermoglicht, mehrere Patientenmessungen gleich-
zeitig zu berechnen und auf eine Softwarearchitektur zu setzen, welche die Leistung
von modernen 64-Bit-Betriebssystemen und mehreren Prozessorkernen ausnutzt. Es
handelt sich bei den Fluoreszenzlebensdauerberechnungen um sehr viele kleine
Einzelberechnungen jedes einzelnen Bildpixels. Es bietet sich daher an, die Leis-
tungsfahigkeit einer modernen GPU (Graphics Processing Unit) auszunutzen, um
den Rechenprozess zu parallelisieren und zu beschleunigen. Wiahrend sich der
Hauptprozessor des Computersystems durch sehr hohe Rechenleistung und ein
geringeres Mal3 an Parallelisierung mit bis zu acht Prozessorkernen auszeichnet, setzt
die GPU der Grafikkarte auf ein sehr hohes Mal} an Parallelisierung mit Hunderten
von Prozessorkernen. Es lassen sich dadurch sehr viele Operationen parallel ausfiih-

ren, wodurch die Bildgenerierung enorm gesteigert werden kann.

Die automatisierte Generierung von vergleichbaren Auswertungsbdgen ist ebenfalls
ein weiterer sinnvoller Schritt, um die Daten leichter fiir Vergleiche zur Verfiigung

zu stellen.

Die erfolgreiche Erprobung in der Klinik und das positive Feedback aus der Fach-
welt rechtfertigen die Weiterentwicklung sowie den Zeit- und Kostenaufwand dieses

Systems.

Weitere klinische Studien sind notwendig, um Diagnosen und Funktionalititen zu
verifizieren, Erfahrung in der Interpretation der Messergebnisse zu sammeln und fiir
die evidenzbasierte Medizin nutzbar zu machen. Mit groer Spannung und Unter-
stiitzung werden die Studien im Inselspital Bern begleitet, weil die Fluoreszenzle-

bensdauermessung aufgrund der bisherigen Ergebnisse das Potential hat, ein vielver-
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6 Diskussion und Ausblick

sprechendes Diagnoseverfahren in der Augenheilkunde zu werden, mit dem sich
frithzeitig Erkrankungen erkennen lassen. Forschungsprojekte mit weiteren Kliniken
sind notwendig und in Planung, um den Erfahrungspool stetig zu erweitern und die
Fachwelt fiir das Thema Autofluoreszenzlebensdauern im Bereich der Retina zu

sensibilisieren.
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Anhang A: Auswertungsbogen von Messungen an Patienten

Auswertungsbogen von Augengesunden

Patient Information - Page 1/2

Patient: D., A.
HEYEX-ID: 37

Date of birth: 09/13/1985
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

IR Reflection

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 2/2 Histogram

Patient: D., A.
HEYEX-ID: 37
Date of birth: 09/13/1985 oo
Sex: Female
Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A
|
Long Wavelength Channel Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: D., C.
HEYEX-ID: 50

Date of birth: 12/15/1953
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: D., C.
HEYEX-ID: 50

Date of birth: 12/15/1953
Sex: Female

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Red Free and IR Laser both on

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/2

IR Reflection

Patient: K., N.
HEYEX-ID: 11

Date of birth: 10/24/1990
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

165



Patient Information - Page 2/2

Histogram

Patient: K., N.
HEYEX-ID: 11

Date of birth: 10/24/1990
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: L., B.

HEYEX-ID: 9

Date of birth: 03/06/1970
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: Normalbefund

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: L., B.

HEYEX-ID: 9

Date of birth: 03/06/1970
Sex: Female

Tracked Eye: OS
Diagnosis: Normalbefund

Red Free and IR Laser bothion

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: N., M.

HEYEX-ID: 4

Date of birth: 06/15/1982
Sex: Male

Tracked Eye: OD
Diagnosis: Normalbefund

Red Free/and IR Laser:both on

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: N., M.

HEYEX-ID: 4

Date of birth: 06/15/1982
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: Normalbefund

Red Free and IR Laser both on

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/2

IR Reflection

Patient: W., S.
HEYEX-ID: 2

Date of birth: 01/12/2012
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 2/2

Histogram

Patient: W., S.
HEYEX-ID: 2

Date of birth: 01/12/2012
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A
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Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

172



Auswertungsbogen mit Anomalien

Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: G., A.
HEYEX-ID: 49

Date of birth: 03/28/1958
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: K., D.
HEYEX-ID: 25

Date of birth: 12/21/1923
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: K., D.
HEYEX-ID: 62

Date of birth: 10/07/1986
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: R., D.
HEYEX-ID: 33

Date of birth: 01/17/1926
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: R., D.
HEYEX-ID: 33

Date of birth: 01/17/1926
Sex: Female

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: R., M.
HEYEX-ID: 58

Date of birth: 02/14/1935
Sex: Female

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: S., E.
HEYEX-ID: 61

Date of birth: 01/15/1938
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

179



Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: S., M.
HEYEX-ID: 44

Date of birth: 02/08/1925
Sex: Male

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: S., M.
HEYEX-ID: 44

Date of birth: 02/08/1925
Sex: Male

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel

R E——
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: T., G.
HEYEX-ID: 31

Date of birth: 08/29/1931
Sex: Female

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: T., G.
HEYEX-ID: 31

Date of birth: 08/29/1931
Sex: Female

Tracked Eye: OS
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Patient Information - Page 1/1

IR Reflection

Patient: Z., F.
HEYEX-ID: 54

Date of birth: 03/09/1947
Sex: Male

Tracked Eye: OD
Diagnosis: N/A

Long Wavelength Channel

Short Wavelength Channel
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Anhang B: CD-ROM

Inhaltsverzeichnis der CD-ROM:

e Diplomarbeit im PDF-Format

e Kopien der Online-Ressourcen

e Klassendiagramme

e Sequenzdiagramme

e Aktivititsdiagramm

e SPCImage-Handbuch

e Auswertungsbogen von Messungen an Patienten (durchgefiihrt von Autor
und Inselspital Bern)

e Lasersicherheitsbestimmungen und -berechnungen
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