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S Sekunde

SA Standardabweichung

SAT Selective Adaptation Technique

SNR Signal-to-Noise-Ratio = Signal-Rausch-Verhaltnis
skot skotopische Einheiten

S.0. siehe oben

SST Silent Substitution Technique

z.B. zum Beispiel



0Die Nutzung el ektroretinographischer Minimal signal e
fortgeschrittener erblicher Netzhautdegeneratio n 0

[25.01.2011]

2. Einleitung

2.1. ERG

Durch die Prasentation eines Lichtreizes reagieren die Photorezeptoren und die
damit in Kontakt stehenden Zellen in der Retina mit einer Spannungsénderung.
Das ERG zeichnet durch eine Hornhautelektrode die Summe der
Spannungsénderungen in der Retina auf [Granit 1947]. Durch die Veranderung
der einzelnen Parameter des ERGs, wie zum Beispiel unterschiedliche
Lichthelligkeiten, verschiedenen Farben oder die Anwendung einer
Hintergrundbeleuchtung, kdnnen die Photorezeptoren differenziert untersucht
werden [Marmor and Zrenner 1999]. Durch eine Variation der
Stimulationsparameter erfahrt das ERG typische Veranderungen, nach denen
die Aktivitat der Photorezeptoren, die an der ERG Antwort beteiligt sind,
gemessen werden kann. Die ersten elektrischen Reaktionen der menschlichen
Retina auf einen Lichtreiz wurden bereits 1873 beschrieben [Dewar and
McKendrick 1873]. Seither wurden die Elektroden, die Stimulations- und
Aufzeichnungstechniken weiter entwickelt und finden in der klinischen
Diagnostik weiten Einsatz. Vor allem in der Diagnostik der Retinitis Pigmentosa,
der Kkongenitalen stationdren Nachtblindheit und den Stadbchen- und
Zapfendystrophien ist das ERG von grofRer Bedeutung [Heckenlively and Arden
2006].

2.2. Protokolle

Durch die ISCEV (International Society for Clinical Electrophysiology of Vision)
wurde der erste Standard fur die klinische Anwendung des ERG beschrieben,

um die Messungen weltweit vergleichbar zu machen [Marmor, Arden et al.
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1989]. Eine Uberarbeitung des Standards erfolgte im Jahre 1999 [Marmor and
Zrenner 1999], 2004 [Marmor, Holder et al. 2004] und 2009 [Marmor, Fulton et
al. 2009]. Das Standardprotokoll beinhaltet neben einigen Empfehlungen zur
technischen Umsetzung der ERG Untersuchung, eine Definition des Standard-
Blitzes (von 1,5 bis 3,0 phot cd*s/m? und einer Pulszeit von 4ms) und der

klinischen Stimulationsprotokolle.

Es werden vor allem 5 Protokolle detailliert beschrieben [Abbildung 2.1]:
1.) Die Stabchenstimulation (im dunkeladaptierten Zustand)
2.) Die Maximalstimulation des dunkeladaptierten Auges
3.) Oszillatorische Potentiale
4.) Die Zapfenstimulation (im lichtadaptierten Zustand)
5.) Die Antwort auf einen schnelle Flickerstimulation

"ROD RESPONSE" MAXIMAL COMRINED RESPONSE OSCILLATORY POTENTIALS
(dark adapted)
DARK
y
ADAPTED

SINGLE FLASH APPROXIMATE CALIBRATIONS

'CONE RESPONSE® 30 HZ FLICKER RESPONSES rod/cone  sscillatory
responses potenilals

4]
—— Vx,.Y Y \4 Y _J 100 o pv
. 2 10 msec
ADAPTED v

Abbildung 2.1: ERG-Kurven der Standard-Protokolle, Auszug aus [Marmor, Fulton et al. 2009]. A a f

und Abfi bezeichnet die Wellen im ERG. Das Atfi deutet a
(Gipfelzeit). Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der Lichtstimulation an. Adar k adaptedn=
dunkeladaptiert, A ht adaptedfii=lichtadaptiert, Ar odAcmeesponsefi=

[esponseﬁ:Zapf\emaintmetre)r[tyi aABHAl ORerfi= Flickerantwort
Acombi necdonreod e s pon s erfiesStalkchemtundnzapéenantwort.

2.3. Differenzierung der Photorezeptoren im ERG

2.3.1. Skotopisches ERG
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Bei einer Stimulation mit sehr schwachen Lichtintensitaten und einer
vorhergehenden Dunkeladaptation von 20 bis 30 Minuten kann die
Stabchenfunktion im ERG gemessen werden. Durch eine lange
Dunkeladaptationszeit und sehr schwachen Intensitdten kann zunachst die
skotopische Schwellenantwort (STR) ausgel6st werden. Die STR (Skotopic
Threshold Response) entsteht unter anderem durch eine post-Photorezeptor-
Aktivitat in der proximalen Retina [Wakabayashi, Gieser et al. 1988]. Die
langsam ansteigende sehr hohe b-Welle, die unter dunkeladaptierten
Bedingungen und das Stdbchensystem aktivierenden Intensitaten ausgelost
wird, findet Ihren Ursprung in den Bipolarzellen und indirekt in den Mullerzellen
[Newman and Frishman 1991]. Die a-Welle wird durch die Hyperpolarisation der
Stabchen-AulRensegmente hervorgerufen [Frishman, Sieving et al. 1988] und
wird bei ansteigenden Intensitdten separat von der b-Welle im ERG sichtbar
[Abbildung 2.2].

ro J/K\\x\“
1. Nf\m
R ;\\\«\

’
40 \\
S G W\M\—\J

Abbildung 2.2: Skotopische ERG-Kurven ausgeldst durch ansteigende Intensitaten [Webvision].
Auswirkungen einer Intensitatserhéhung des Lichtstimulus im dunkeladaptierten Auge werden an
der Kurvenform verdeutlicht. Zeitliche Aufldsung der X-Achse ca. 50ms, der Y-Achse ca. 100uV.
Von unten nach oben nimmt die Intensitét stetig zu. Auf der linken Seite stehen unmittelbar neben
den Kurven die Stimulationsintensitdten in Log Einheiten. Mit einem Pfeil ist der Beginn der
Lichtstimulation markiert. Abr i ghterfi= heller werdender Lichts

Durch die Uberlagerung der b-Welle ist die a-Welle unter Anwendung von sehr
schwachen Lichtintensitaten im skotopischen ERG nicht sichtbar. Des Weiteren
erreichen die Stabchen ihre maximale Sensitivitat im kurzwelligen Bereich im
Vergleich zu den Zapfen [Adrian E.D. 1945]. Die Stdbchen sind nicht in der
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Lage schnelle Flickerstimulationen aufzulésen. Die CFF, die maximale
auflosbare Frequenz, liegt bei Stabchen um 15Hz [Dodt 1951]. Spezielle
Untersuchungsmethoden zeigten, dass Stabchen in der Lage sind Frequenzen
von bis zu 28Hz aufzuldsen [Stockman, Sharpe et al. 1991]. Das liegt an den 2
Erregungswegen, durch die das Stabchensystem auf Lichtstimulation antwortet.
Der erste, langsame Weg kann Frequenzen bis 15Hz auflosen und unterliegt
den Stébchen Bipolarzellen. Der zweite, schnelle Weg, wird durch die
Stabchen-Zapfen Gap-Junction Verbindung realisiert. Dadurch wird das
Stabchensignal durch die Zapfen Bipolarzelle weitergeleitet und ermdglicht eine

Frequenzauflésung bis 28Hz [Scholl, Langrova et al. 2001b].

2.3.2. Kombinierte Stabchen- und Zapfenantwort

Die Maximalantwort ist eine kombinierte Stdbchen- und Zapfenantwort und wird
durch eine Erhdhung der Lichtintensitat im dunkeladaptierten Auge ausgelost
[Abbildung 2.2 Ableitung mit der Intensitat von log (-1)]. Charakteristisch fur die
Maximalantwort ist eine tiefe a-Welle, die sich separat von der b-Welle in der
ERG-Kurve darstellt. Die Gipfelzeit der b-Welle wird durch die hoéhere
Lichtintensitat im Vergleich zur isolierten skotopischen Antwort verkirzt [Cone
and Platt 1964]. Dies sind beides Hinweise auf die Zapfenbeteiligung an der
Maximalantwort. Die oszillatorischen Potentiale (OPs) werden im aufsteigenden
Schenkel der b-Welle in der Maximalantwort sichtbar. Der Ursprung der
oszillatorischen Potentiale ist noch nicht eindeutig geklart, dennoch existieren
Vermutungen, dass es mdglicherweise Interaktionen zwischen Bipolarzellen,
Amakrinzellen und Ganglienzellen sind [Wachtmeister 1998]. Durch eine
Filterung der schnellen Frequenzen ab ca. 100Hz kdnnen oszillatorische
Potentiale differenziert dargestellt werden. Durch bestimmte zusatzliche
Filtereinstellungen lassen sich sowohl stabchen- als auch zapfengenerierte OPs

untersuchen [Lei, Yao et al. 2006].

2.3.3. Photopisches ERG
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Durch eine Helladaptation der Retina mit Hilfe einer Hintergrundbeleuchtung
und der Anwendung von sehr intensiven Lichtstimuli kann die Zapfenantwort im
ERG aufgezeigt werden. Durch die Hintergrundbeleuchtung werden die
Stabchen gesattigt und somit aus dem ERG-Potential weitgehend entfernt. Es
wird im photopischen ERG zwischen dem Einzelblitz-ERG und dem Flicker-
ERG unterschieden, je nachdem ob ein einzelner Stimulus oder eine
Stimulusfolge mit einer festen Frequenz prasentiert wird. Das photopische
Einzelblitz-ERG wird durch eine schnelle a-Welle und eine sehr stell
ansteigende und spitze b-Welle beschrieben. Die photopische a-Welle entsteht
zum grofdten Teil durch Aktivitaten im post-Photorezeptoranteil der Retina,
jedoch auch zum Teil durch die Hyperpolarisation der Photorezeptoren [Bush
and Sieving 1993, Friedburg, Allen et al. 2004]. Durch hyperpolarisierende
Zellen und depolarisierende [Nelson, Lynn et al. 1985] Bipolarzellen wird die b-
Welle ausgel6st [Knapp and Schiller 1984, Sieving, Murayama et al. 1994]. Die
isolierte photopische b-Welle ist in der Amplitude kleiner als die skotopische b-
Welle. Das liegt am Zahlenverhaltnis der Stdbchen (120 Millionen) zu den
Zapfen (6 Millionen). Die photopische Flicker-Stimulation erfolgt zumeist mit
einem 30Hz-Flicker und gleichzeitiger Prasentation einer
Hintergrundbeleuchtung. Die Zapfen sind im Gegensatz zu den Stabchen in der
Lage Frequenzen von bis zu 60Hz aufzulésen [Dodt 1951]. Die Stabchen sind
bei einer Frequenz von 30Hz an der ERG-Antwort nicht beteiligt. Somit wird
durch die Flickerfrequenz und die Hintergrundbeleuchtung ein isoliertes Zapfen-
ERG erreicht.

2.3.4. ERG der Blauzapfen

Die Blauzapfenableitung ist eine zusatzliche Untersuchung, die zur Erweiterung
des klinischen ERG Protokolls herangezogen wird. Es bestehen einige
Unterschiede des Blauzapfens zu den mittel- und langwelligen Zapfen, die in
der ERG Untersuchung ausgenuitzt werden kodnnen. Zahlenmalig ist der
Blauzapfen nur zu ca. 9% aller Zapfen in der Retina vorhanden [Ahnelt, Kolb et

al. 1987]. Das erklart die niedrige Amplitude von ca. 20uV der Blauzapfen im
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ERG. Die Blauzapfen sind im Zentrum der Stelle des scharfsten Sehens (Fovea
centralis) nur gering vorhanden und haben die dichtesten Anteile in dem
aufsteigenden Teil der Fovea centralis [Curcio, Allen et al. 1991, Williams,
MacLeod et al. 1981]. Das Maximum der Blauzapfen b-Welle wird bei einer
Gipfelzeit von ca. 50ms erreicht. Die b-Welle tritt damit im Vergleich zu den
mittel- und langwelligen Zapfen um ca. 20ms verzogert auf. Bei der
standardisierten Einzelblitz-Messung der Zapfenfunktion wird die Antwort der
Blauzapfen durch die Antwort der mittel- und langwelligen Zapfen Uberlagert.
Daruber hinaus zeigt die Blauzapfenableitung keine Off-Antwort im ERG im
Vergleich zu den Rot- und Grinzapfen [Dacey 1996]. Die von mittel- und
langwelligen Zapfen generierte Off-Antwort erscheint im photopischen ERG
durch Anwendung von zeitlich sehr langen Lichtstimulationen. Unter
Anwendung von lange andauernden Lichtstimuli (gré3er als 50ms) lasst sich
somit die Blauzapfenantwort im ERG von den mittel- und langwelligen Zapfen
differenzieren. Die spektrale Sensitivitat erreicht beim Blauzapfen ihr Maximum
bei 430nm. Dadurch besteht eine gewisse spektrale Distanz des Blauzapfens
zu den Grin- und Rotzapfen, deren maximale spektralen Sensitivitaten sich
beinahe Uberlagern (535nm und 570nm) [Calkins 2001]. Diese spektrale
Distanz wird unter anderem in den Untersuchungsmethoden zur
Blauzapfenstimulation ausgenutzt. Der Blauzapfen hat eine CFF von ca. 28Hz
(adaptationsabhangig) [Stockman, MacLeod et al. 1991]. Da die
Blauzapfenamplitude auf Grund der ZahlenméaRigen Unterlegenheit sehr gering
ist und eine Erhdéhung der Stimulationsfrequenz Uber ein gewisses Mal3 mit
einer Amplitudenreduktion einhergeht, wird im ERG versucht eine adaquate
Antwort der Blauzapfen durch niedrige Stimulationsfrequenzen zu erhalten.
Grundsatzlich lassen sich die Techniken der Blauzapfenstimulation auf zwei
Ableitungsmethoden reduzieren. Eine reine Blauzapfenantwort kann durch die
Anwendung der SST (Silent Substitution Technique) erreicht werden [Estévez
and Spekreijse 1982, Sawusch, Pokorny et al. 1987, Swanson, Birch et al.
1993]. Hierbei werden zwei Schritte durchgefuhrt. Zunachst werden durch eine
sehr helle Hintergrundbeleuchtung mit einer Wellenlange im Rotbereich (z.B.

650nm) die Rotzapfen supprimiert. Zusatzlich werden im selben Schritt durch
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die hohe Intensitat der Hintergrundbeleuchtung die Stabchen helladaptiert und
sind somit an der ERG-Antwort nicht beteiligt. Nun wird durch eine 33Hz
Stimulation mit zwei abwechselnden Stimuli im grinen und blauen
Spektralbereich (z.B. 450 und 535nm) der Griinzapfen A a batanciertfi
Wahrend der 33Hz Stimulation enthalt die ERG-Antwort wenige
Blauzapfenanteile, da die CFF von Blauzapfen bei ca. 28Hz
(adaptationsabhangig) liegt. Das heil3t, beim ersten Schritt der SST werden die
Stabchen durch die Intensitdt der Hintergrundbeleuchtung helladaptiert, die
Rotzapfen durch die spektrale Eigenschaft der Hintergrundbeleuchtung
supprimiert, und durch eine 33Hz Stimulation nur der Griinzapfen stimuliert. Mit
dieser Methode, der heterochromatischen Flicker Photometrie (HFP), lasst sich
der Griinzapfen psychophysisch Ausbalancierenfi Im zweiten Schritt wird die
Stimulationsfrequenz bei gleicher Hintergrundbeleuchtung nun herabgesetzt auf
2 bis 4Hz, um mit dem Blaustimulus eine Blauzapfenstimulation zu
ermoglichen, die moglichst weitgehend frei von Grin- und Rotzapfenanteilen ist
[Drasdo, Aldebasi et al. 2001]. Wenn dennoch Griinzapfenanteile in der ERG
Antwort enthalten sind, muss die HFP fir den jeweiligen Patienten wiederholt
werden. Die SST benotigt einen hohen technischen und zeitlichen Aufwand und
ist in der Durchfuhrung sehr kompliziert [Chiti, North et al. 2003]. In klinischen
Untersuchungen ist die SST deshalb nicht zu realisieren. Die zweite Methode
ist die SAT (Selective Adaptation Technique). Die SAT profitiert vor allem von
den spektralen Eigenschaften der Blauzapfen. Durch eine helle
Hintergrundbeleuchtung mit Intensitaten Gber 2000 td werden die Stabchen
weitgehend vollstandig adaptiert [Aguilar and Stiles 1954]. Dabei ermdglicht ein
Licht mit einem Spektrum im gelben oder orangen Bereich gleichzeitig die
Adaptation der mittel- und langwelligen Zapfen [Miyake, Yagasaki et al. 1985].
Die Stimulation der Blauzapfen erfolgt durch einen schwachen blauen
Lichtimpuls moglichst nahe am Maximum der spektralen Empfindlichkeit der
Blauzapfen bei 430nm. Da die Blauzapfen sich nicht nur im ERG, sondern auch
im Stoffwechsel und in der Morphologie von den Grin- und Rotzapfen stark
unterscheiden, ist eine Differenzierung der Blauzapfen im ERG bei speziellen

Fragestellungen sehr wichtig. Die Blauzapfen sind vor allem bei systemischen
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Erkrankungen (z.B. Diabetes Mellitus) und bei toxischen Einflissen im

Krankheitsverlauf friiher betroffen als die Grun- und Rotzapfen.

2.4. Spezielle Potentiale des ERG

Im Standardprotokoll werden vor allem die a-Welle, die b-Welle und die
Gipfelzeit im ERG beschrieben. Fir spezielle Untersuchungen im ERG kann
unter anderem die d-Welle beschrieben werden. Die d-Welle erscheint im ERG
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von Licht Aus) [Abbildung 2.3]. Bei kurzen Lichtstimuli erscheint die d-Welle
zeitlich zusammen mit der b-Welle und kann deshalb im ERG nicht isoliert
dargestellt werden. Welchen Einfluss die d-Welle auf die b-Welle nimmt, ist
noch ungeklart. Sicher ist jedoch, dass die d-Welle durch lange andauernde
Lichtstimuli von der b-Welle getrennt im ERG dargestellt werden kann. Die d-
Welle wird vor allem durch hyperpolarisierende Bipolarzellen generiert

[Spekreijse, van der Tweel et al. 1973].

HUMAN ERG

Short-flash Long-flash

Dark-Adapted
(scotopic, rod-driven)

a

%07 —_—
t flash (10 ps) 200 msec flash

Light-Adapted
(photopic, cone-driven)

150 msec llash

tllash (10 ps)

Abbildung 2.3: ERG-Kurven mit Andeutung der Off-Ant wort en des s kotAdmipd ehddn

und phot opi s efdeanp t(eAdLfi)§ie@ERYAS93]. Die Blitzdauer wird von 10us bis 200ms
im skotopischen ERG verandert (obere Kurven), und von 10us bis 150ms im photopischen ERG
(untere Kurven). Die Zahlen hinter den Kurven (200, 307, 512) kennzeichnen die Dauer der ERG

Aufzeichnung. a, b, d, i und off stehen fiir die Wellenim ERG.Ahumagfier menschl i ches
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Einen weiteren Off-Effekt stellt die i-Welle dar. Die i-Welle kann sogar durch die
Stimulation mit sehr kurzen Pulszeiten im photopischen ERG sichtbar gemacht
werden [Nagata 1963, Peachey, Alexander et al. 1989]. Es ist eine kleine
positive Welle, die unmittelbar auf die photopische b-Welle folgt. Unter
Anwendung von langeren Stimuli, erscheint die i-Welle nach der d-Welle im
ERG [Abbildung 2.3]. Die i-Welle ist wahrscheinlich abhéngig von der On-
Antwort und keine reine Off-Komponente [Murayama and Sieving 1992]. Eine
Untersuchung der i-Welle ist in den klinischen ERG Protokollen noch nicht weit
verbreitet. Das liegt an dem umstrittenen Ursprung der i-Welle und deren
diagnostischen Stellenwert.

Zwischen der photopischen b-Welle und der i-Welle kann die Aphot o
negati ve PANR) gemessei wefden. Genauer definiert ist die PhNR
das Potential zwischen der Basislinie (O-Linie) und dem Tief, das auf die b-
Welle folgt [Abbildung 2.4]. Am gréf3ten sind die Amplituden fir die PhNR durch
die Stimulation mit kurzen Pulszeiten und roten Lichtstimuli bei blauer
Hintergrundbeleuchtung [Rangaswamy, Shirato et al. 2007]. Interessant bei der
PhNR ist der Ursprung des Potentials. Es wird vermutet, dass es die Aktivitat
der Ganglienzellen im ERG wiederspiegelt. Die sensitivste
elektrophysiologische Untersuchung zu Optikus-Neuropathien stellt zum
gegenwartigen Zeitpunkt die N95 Welle des PERG dar [Graham, Drance et al.
1996, Holder 1987, Holder 2000]. Durch Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die PhNNR moglicherweise mit der N95 Welle des PERG korreliert
[Viswanathan, Frishman et al. 2001]. Es konnte gezeigt werden, dass die PhNR
bei Glaukom im Tiermodell und am Patienten im Vergleich zum Gesunden
reduziert war [Ueno, Kondo et al. 2006, Viswanathan, Frishman et al. 1999,

Viswanathan, Frishman et al. 2001].
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Abbildung 2.4: Photopisches Einzelblitz-ERG mit Kennzeichnung der Potentiale (Auszug aus
[Ueno, Kondo et al. 2006]). Die zeitliche Abfolge der Potentiale wird verdeutlicht.

2.5. Ziele der aktuellen Arbeit
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Untersuchung dar. Um spezielle Fragestellungen zu untersuchen ist eine
Ausweitung des Standardprotokolls unumganglich. Es wurden bisher zahlreiche
zusatzliche  Stimulationsverfahren, vor allem zur Off-Antwort, zur
Differenzierung der Zapfen und zur Beurteilung der Dunkeladaptation
beschrieben [Simonsen and Rosenberg 1995, Walters, Smith et al. 1981].

Bei Patienten mit fortgeschrittener Netzhautdegeneration zeigen die
Standardprotokolle héufig keine messbare Antwort im ERG, obwohl
Restpotentiale, die durch eine subjektive Untersuchung Uberprift werden
kénnen, teilweise noch vorhanden sind (Lichtschein, Fingerzeig). Ziel der
aktuellen Arbeit ist die Erstellung neuer ERG-Untersuchungsmethoden, und
Optimierung dieser, um die ERG Ableitung von Restfunktionen bei Patienten
mit degenerierten Netzhauterkrankungen zu realisieren und zu quantifizieren.
Dabei werden die einzelnen Variablen der ERG Ableitungstechnik fur eine
optimale Amplitude und die bestmdgliche klinische Messung abgestimmt. Da
die Photorezeptoren bei degenerativen Netzhauterkrankungen
unterschiedlicher Genese mit variablen Anteilen betroffen sein kénnen (z.B.
Stabchen-Zapfendystrophie, kongenitale stationare Nachtblindheit), sollen die
spezifischen Einstellungen der ERG Protokolle eine Differenzierung der
gestdrten Photorezeptorensysteme zulassen. Im Einzelnen soll das isolierte

Stdbchen- und Zapfensystem, die kombinierte Maximalantwort und eine
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Differenzierung der Zapfen (zwischen Grin-/Rotzapfen und Blauzapfen)
bertcksichtigt werden. Letzteres vor allem aus Grunden der unterschiedlichen
Vulnerabilitdt der Zapfenarten bei systemischen Erkrankungen oder toxischen
Einflissen. Die Beurteilung der Restfunktion hinsichtlich der Signifikanz und der
Quantifizierung der ERG-Antworten erfolgt mittels spezieller statistischer

Methoden auf die nur erwdhnend eingegangen wird.

3. Methoden

3.1. Probanden- und Patientenmessung

Die Probanden- und Patientenmessung erfolgte nach einer Zustimmung der
Ethik- Kommission der medizinischen Fakultdt der Universitat Tubingen, die
nach den GCP-/ICH-Richtlinien der Deklaration von Helsinki verfahrt.

Fur die Entwicklung des optimierten ERG Protokolls wurden auf Grund der

multiplen Variablen der ERG Technik 30 gesunde Probanden gemessen.

Jedem Probanden wurde je 1 Tropfen d My d r i at i k (Tnopic&tidulPe) im E o

beide Augen getropft, um eine Dilatation der Pupille zu erreichen. Dieser
Vorgang wurde nach 20 Minuten wiederholt. Die Dunkeladaptation erfolgte
durch einen 30-minttigen Aufenthalt in einem lichtdichten Raum [Cameron,
Mahroo et al. 2006, Cameron, Miao et al. 2008]. Das Anlegen der Elektroden
wurde fur die skotopischen Untersuchungen unter Rotlicht durchgefuhrt. Im
Einzelnen wurden zwei Schlafenelektroden und eine Stirnelektrode mit Hilfe
eines Kontaktgels zur Widerstandsverringerung nach Entfettung der Hautstellen
mit einer Peeling-Paste angelegt. Eine Entfernung der Haare war nicht
notwendig. Die Bindehautelektroden (DTL-Elektroden [Dawson, Trick et al.
1979, Hebert, Vaegan et al. 1999]) wurden nach vorhergehender Gabe von je 1
Tropfen 0 No v e s(Oxybaidfocai®HCA %®) zur oberflachlichen

Andasthesie der Bindehaut angelegt. Bei den Bindehautelektroden handelt es
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sich um feine, leitende, silberplattierte Nylon-F&den, die in die Bindehautsacke
gelegt wurden [Abbildung 3.1].

Die Pupillenweite wurde vor der ERG Messung dokumentiert. Die
Untersuchung wurde bei einer Pupillenweite von mindestens 7mm
durchgefuihrt. Die Messung der Impedanzen erfolgte nach dem Anlegen der

Elektroden und vor der ERG Untersuchung. Wéahrend der ERG Untersuchung

wurden die Impedanzen mehrmals kontroll i er t . Ein Grenmevert

eingehalten. Vor der photopischen ERG Untersuchung wurde eine
Helladaptation fir 10 Minuten durchgefuhrt [Gouras and MacKay 1989, Miyake,
Horiguchi et al. 1988, Peachey, Alexander et al. 1991]. Eine
Hintergrundbeleuchtung mit der Mischfarbe Weil3 (6500K) und einer Intensitéat
von 34 phot cd/m2 wurde fur eine optimale Helladaptation dargeboten [Marmor,
Fulton et al. 2009]. Die Bindehaut wurde bei Bedarf wahrend der Untersuchung

mit Befeuchtungstropfen (Tranenersatzmittel) feucht gehalten.

*

Augenwinkelbefestigung

Bindehautelektrode

E\gs}hluss zum Espion

i

Abbildung 3.1: DTL Elektrode in der aktuellen Studie mit dem feinen Bindehautfaden (links). Rechts
ist die Position der Elektrode am Probanden dargestellt. Der Bindehautfaden stellt den Kontakt
zum Auge her.

3.2. Apparatur

Die ERG Untersuchung wurde mit Hilfe des Espion E2® Systems durchgefuhrt.

Das Espion E2® wurde von der ECMDD als ein Klasse lla medizinisches Gerat
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klassifiziert. Der Verstarker des Espions bietet eine Auflésung bis 24 bit, das mit
100nV in der ERG Ableitung gleichzusetzen ist. Die Stimulation wurde durch
den ColorDome® LED-Ganzfeld-Stimulator von Diagnosys UK durchgefihrt.
Der ColorDome® LED-Stimulator enthélt neben einer herkémmlichen Xenon
Blitzstimulation 4 L Efdrade Generierung der Lichtstimulation. Die spektrale
Wi r ks amk e i tunddesrXenbnBlizéssst in Abbildung 3.2 dargestellt.
Durch Mischung der 4 LEDOGs wird ein
Hautelektroden wurden Goldkappenelektroden eingesetzt. Die Bindehaut-
elektroden (DTL-Elektroden [Dawson, Trick et al. 1979, Hebert, Vaegan et al.
1999]) wurden im ERG-Labor der Augenklinik Tubingen hergestellt. Die
Verschaltung der einzelnen Komponenten des Espion E2 verdeutlicht ein

vereinfachtes Schema in Abbildung 3.3.
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Espion PowerBloc PowerBox

Felekt

GOPI,

=
o
(=3

s
N0 S UOKEIIUNWLIOD

Patient montage Goiarberie % i
==
B
Nin = Stromanschluss eingehend
Nout = Stromanschluss ausgehend
Sin = Signal eingehend
Sout = Signal ausgehend
Lout = Lichtstimulus ausgehend
Felekt = Stirnelektrode (Referenz)
Telekt = Schiafenelektrode (-)
Celekt = Bindehautelektrode (+)
Abbildung 3.3: Schema uber die Verschaltung der Espion Komponenten. AEspi onfi = Espi on
Computer, APower Bl ocf ,= Afeorwsetr?® rBkoexrii AP a\teit e¢reti ntherittaged =
Vorverstarker, AColorDomefi = Ganzfeld Lichtstimulator

Die technischen Einstellungen der ERG Aufzeichnung wurden nach dem
jeweiligen Photorezeptorensystem, das abgeleitet werden sollte, variiert.

Fur die Vor- und Hauptstudie wurden ERG Untersuchungen mit einem
Bandpassfilter von O0Hz-1000Hz durchgefuhrt. Dies entspricht einer
deaktivierten Filterfunktion des Bandpassfilters. Der 50Hz-Sperrfilter (Notch-
Filter) wurde bei allen ERG Messungen deaktiviert. Durch das breite
Frequenzfenster sollten moglichst alle beteiligten Frequenzen, das heil3t aul3er
der Stimulationsantwort der Netzhaut alle Artefakte im ERG aufgezeichnet
werden. Eine Entfernung der Glei chstr om St°r kooffsetnent e
removalf) wurde fur die Aufzeichnung der ERG Messungen aktiviert. Durch die
Espion Software wurde eine digitale Mittelung der Einzelantworten
durchgefiihrt. Die Abtastfrequenz (&Sample frequencyf), die Frequenz mit der
Datenpunkte wahrend der ERG Untersuchung aufgezeichnet wurden, betrug in
der Vorstudie 1000Hz und 2000Hz. In der Hauptstudie wurde eine
Aufzeichnungsfrequenz von 2000Hz festgesetzt. Der Gleichstrom Drift wurde

nur bei den Aufzeichnungen der Blauzapfen digital entfernt.
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3.3. Optimierung der ERG Methoden

Die Optimierung der ERG Methoden erfolgte in 3 Schritten:

1. Beiintakter Netzhaut, wie es bei einem gesunden Probanden der Fall ist,

wird die Antwort der Netzhaut auf einen adéaquaten Stimulus deutlich
hoher aufgezeichnet als die an der ERG Ableitung beteiligten Artefakte,
solange keine Stérungen durch Augen- und Lidschlussbewegungen
involviert sind. Somit dominiert die retinale Stimulationsantwort im ERG
des gesunden Probanden. Bei Patienten mit fortgeschrittener
Netzhautdegeneration kann die Antwort der Netzhaut auf einen Stimulus
sehr gering sein und von Artefakten (z.B. Netzrauschen) verfalscht oder
uberlagert werden. Dabei kann die Netzhautantwort ihre Dominanz an
der ERG Ableitung verlieren. Um den Effekt der Stimulationsantwort bei
Patienten mit fortgeschrittener Netzhautdegeneration an gesunden
Probanden zu simulieren, wurden sehr schwache Lichtintensitaten
verwendet. Diese l6sen bei gesunden Probanden nur kleine Amplituden
aus, die durch Artefakte verfalscht werden.
Im ersten Schritt der Optimierung wurden, durch die Stimulation mit sehr
schwachen Lichtintensitaten, Minimalsignale von gesunden Probanden
aufgezeichnet, die durch die beteiligten Artefakte verfalscht und
Uberlagert wurden. Aus den Erkenntnissen der ERG Untersuchungen mit
sehr schwachen Lichtintensitaten erfolgte die Exploration der
Moglichkeiten fur die Erstellung einer optimalen Stimulation fir das
jeweilige Photorezeptorensystem. Die technischen Mdéglichkeiten wurden
an die physiologischen Eigenschaften der Photorezeptoren angepasst,
um neue ERG Protokolle zu entwickeln.

2. In der Vorstudie, dem zweiten Schritt der Optimierung der ERG
Methoden, wurden die Erkenntnisse aus der Exploration an einzelnen
Probandenmessungen genauer untersucht. Hierbei wurden die
explorierten Techniken in der ERG Messung eingesetzt. Darauf erfolgte
die Auswahl von Einstellungen, die eine mdglichst optimale elektrische

Aktivitat der Photorezeptoren auf eine Stimulation der Netzhaut boten.
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Es wurden erste Erkenntnisse fur die Auswertung der ERG Ergebnisse
gewonnen und in dem Prozess der Optimierung umgesetzt. Die
Vorstudie beinhaltet beispielhafte Untersuchungen, die Richtwerte fur die
Hauptstudie lieferten. Die Exploration und die Vorstudie wurden in der
Protokollentwicklung zusammengefasst.

3. Die \Verifizierung der entwickelten Protokolle erfolgte an
Probandenmessungen in der Hauptstudie. An 16 Probanden wurden im
3. Schritt der Optimierung die Richtwerte aus der Vorstudie untersucht.
Dabei wurden Kennlinien mit unterschiedlichen Intensitaten und
Pulszeiten, zu denen aus der Vorstudie Hinweise gewonnen wurden, fur
die neuen Protokolle untersucht. Es erfolgte eine statistische Auswertung
der Ergebnisse. Die Resultate der Hauptstudie wurden als Empfehlung
fur die ERG Messung von Minimalsignalen zu Stimulationsprotokollen

zusammengefasst.

3.4. Statistik und Auswertung des ERG

Die Auswertung des ERG beinhaltete vor allem die Messung der b-
Wellenamplitude und die Gipfelzeit [Abbildung 3.4 links]. Zusatzlich wurden die
Amplituden der Stimulationsfrequenz und deren Harmonische in den
Ableitungen mit Flickerstimulation mit Hilfe der Fast Fourier Transformation
(FFT) softwaregesteuert kalkuliert. Auf die Methodik der FFT wird hier nicht
naher eingegangen. Die Anwendung der FFT ergibt sich aus den diskreten
Daten, die bei der ERG Messung erhoben werden. Die FT (Fourier
Transformation) ist fir analoge Datensatze gedacht. Eine Abwandlung davon,
die DFT (Discrete Fourier Transformation), lasst sich auf diskrete Datensatze,
wie im Fall der ERG-Messung, anwenden. Das bedeutet, dass durch die DFT
ein zeitabhéngiges Signal untersucht werden kann. Die FFT stellt eine
vereinfachte Kalkulation der DFT dar. Die Anwendung der FFT auf
elektrophysiologisch erhobene Daten wurde bereits beschrieben [Bach and
Meigen 1999]. Durch die vorgegebene Stimulationsfrequenz bietet sich die FFT

fur die Analyse der Signalantwort an [Bach and Meigen 1999]. Das ist vor allem

23

z

u

r

qguant |



0Die Nutzung el ektroretinographischer Minimalsignale zur
fortgeschrittener erblicher Netzhautdegeneratio n 0

[25.01.2011]

bei Untersuchungen von Restfunktionen sehr hilfreich. Dabei kann der Anteil
der Antwort einer festgesetzten Stimulationsfrequenz aus der Gesamtantwort,
das heil3t aus der Gesamtheit aller Frequenzen, extrahiert werden. Viel
wichtiger ist jedoch die Betrachtung des Anteils der Stimulationsfrequenz im
Vergleich zu allen anderen Frequenzen, die an der ERG Antwort beteiligt sind.
Bei sehr geringen b-Wellenamplituden und durch Artefakte verfalschte ERG
Ableitungen konnen die an der Antwort dominierenden Frequenzen leicht
abgelesen, und mit der Stimulationsfrequenz verglichen werden. Um die
Signifikanz der Antwort bei sehr geringen b-Wellenamplituden zu bestimmen,
kann mit Hilfe dte-Noise-FFart i(Sajfial-Ralissh-\emmatmhis)
berechnet werden [Bach and Meigen 1999, Meigen and Bach 2000]. In der
aktuellen Studie wurde die FFT jedoch nur zur relativen Beurteilung

herangezogen. Es vwmuNodeeRak e iom A®ieghutdin et .

der Frequenzen wurden nur vergleichend betrachtet, und die an der Antwort
dominierenden Frequenzen ermittelt.

In  der kombinierten Stabchen- und Zapfenstimulation und in der
Blauzapfenstimulation wurde aul3erdem die a-Welle mit der zugehdrigen
Gipfelzeit ausgewertet. Die Oszillatorischen Potentiale wurden im skotopischen

ERG mit einer Filtereinstellung von 100-300Hz, Tief- und Hochpassfilter, aus

der ERG-Ant wor t extrahiert. Di e Filterung
Stabchen- und Zapfenantwort erfolgte in einem Bereich von 75-300Hz
[Abbildung 3.4 rechts].

9Hz/stim:white6500K/i:0,2 phot cd*s/m2/d:8ms

OP Filter: 100-300Hz low- and high cut off
Abbildung 3.4:

LINKS: Skotopisches Einzelblitz-ERG mit Kennzeichnung der Potentiale [Webvision]. L&
Gipfelzeit. Die a-Welle wird von der Grundlinie zum ersten Minimum der Kurve gemessen. Vom
ersten Minimum bis zum Maximum der Kurve wird die b-Welle gemessen. Die Gipfelzeiten der
beiden Wellen werden vom Einsatzzeitpunkt des Blitzes bis zum H6hepunkt bzw. Tiefpunkt der
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Wellen angegeben.

RECHTS: Skotopisches Flicker-ERG mit Darstellung der oszillatorischen Potentiale. Die OPs (blaue
Kurve) wurden durch die Filtereinstellung von 100-300Hz (Tief- und Hochpassfilter) dargestellt. Die
ERG Aufzeichnung erfolgte wéhrend einer 9Hz Flickerstimulation mit dem Mischlicht WeiR6500K
und einer Intensitat von 0,2 photopischen cd*s/m?, Pulszeit von 8ms.

Die Blauzapfenableitung erforderte eine erweiterte Analyse der einzelnen ERG-
Komponenten. Zunachst erfolgte in der Blauzapfenableitung der Vorstudie eine
Beurteilung der b-Wellenamplitude. Nach der Entwicklung eines neuen
Stimulationsparadigma fur die Blauzapfen wurden weitere ERG-Wellen
[Abbildung 3.5] in die Auswertung der Hauptstudie eingeschlossen. Es erfolgte
eine Bestimmung der a- und b-Wellen der jeweiligen Sattigungsblitze. Die ERG
Kurve der Blauzapfenstimulation unterlag Nachschwingungen der Stimulation
und unterschiedlich grofiem Gleichstromdrift, so dass die Basislinie nicht
einheitliche Werte annahm und die PhNR deshalb falsch angegeben wurde.

z

u

r

qguant |

Auch unter softwaregest ¢(iRz2tmorv alDii i fi-tme nE & ir

System) konnte die PhNR nicht korrekt im Bezug zur Basislinie (0-Linie)
bestimmt werden. Aus diesem Grund wurde ein neues Potential, die n-Welle,
definiert und bestimmt. Die n-Welle ist keine offizielle Bezeichnung eines
Potentials, sondern eine Umwandlung des PhNR und dient nur als Platzhalter.
Im Gegensatz zum PhNR wird die n-Welle nicht im Bezug zur Basislinie (0-
Linie) gemessen [Abbildung 2.4], sondern zum hdchsten Punkt der
vorhergehenden b-Welle [Abbildung 3.5]. Dadurch wurde eine konstante
Bestimmung des negativen Potentials, das zeitlich auf die b-Welle folgt,
moglich. Da die Sattigungsblitze mit gleichen Stimulationseinstellungen und in
einem bestimmten zeitlichen Zusammenhang (80ms) abgeleitet wurden, wurde
eine Beurteilung der Abhangigkeit beider Komponenten und deren Wellen
voneinander durchgefiihrt. Es wurden dazu Quotienten zwischen den a- und b-

Wellen und der n-Wellen beider Sattigungsblitze berechnet.
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Blauzapfenanalyse

150 150
1004 Quotient: A1/ A2 -100
Bi1/Bz
| PhNR1/ PhNRz
\ ‘ \ )
>
= |
o
=50
-100 -100
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

time [s]

Abbildung 3.5: Blauzapfen-ERG des neuen Stimulationsparadigmas, Kennzeichnung der einzelnen
Potentiale (A, B, N entsprechend a-, b-, n-Wellen). Die Bildung eines Quotienten zwischen den
Wellen der beiden Sattigungsblitze ermdéglicht die Beschreibung einer Abhéngigkeit der beiden
Potentiale.

Unter Berucksichtigung von spezifischen Eigenschaften des dominierenden
Photorezeptorensystems im ERG erfolgte die Beurteilung der Kurvenform.
Durch die FFT konnten die Frequenzen, die an der ERG Antwort beteiligt
waren, berechnet und deren Anteile dargestellt werden. Die FFT wurde nur
deskriptiv angewandt. Das bedeutet, dass mit der FFT eine Identifikation der an
der ERG Antwort beteiligten Frequenzkomponenten erfolgte, und der relative
Vergleich der Anteile der einzelnen Komponenten durchgefuhrt wurde. Die FFT
wurde in der aktuellen Arbeit jedoch nicht zur Amplitudenbestimmung oder zur
Berechnung e-TorNeise-RA $ ii (BMRF angewandt. Vor allem aber
die Veranderungen der einzelnen FFT-Komponenten und deren Anteile an der
ERG Antwort wahrend einer Intensitatsvariation wurde untersucht. Durch den
Vergleich der Untersuchungsergebnisse mit der Exploration der einzelnen
Stimulationsmethoden und den daran beteiligten Photorezeptorensysteme

erfolgte die Auswahl der Untersuchungsparamter fur die Hauptstudie.

Die Amplituden der b-Wellen wurden in der Vorstudie durch ein Microsoft Excel-
Programm halb automatisiert ausgewertet. Das Programm wurde flir diese
Studie entwickelt und erstmalig eingesetzt [Abbildung 3.6]. Es ermdglichte unter
Festlegung bestimmter zeitlicher Abstande die Auslesung der b-Welle und den

Export der Ergebnisse in einem Diagramm.
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Abbildung 3.6: 9Hz-Flicker ERG und die Darstellung der a- und b-Wellen im programmierten Excel-

z

Programm. In der oberen Tabelle ist der zeitliche Rahmen der a- und b-Wellen definiert (A Ti me

wi ndowif) . Die zugeh©°rigen Ampl ietbuednefral td er
entspricht der b-Welle, AMi niemspnidht der a-Welle). AChanlfi bezeichnet das linke Auge,
AChan2fi das rechte Auge. Die Darstellung der ERG-Kurve (unten) dient der Kontrolle. Hier lasst
sich an den Minima und Maxima sofort ersehen, ob eine Amplitude falsch errechnet wurde.

In Abbildung 3.6 ist der Export der Analyseergebnisse einer Einzeluntersuchung
dargestellt. Aus der Tabelle wird die H6he und die Zeit der Minima und Maxima
aus der ERG Untersuchung ersichtlich. Beide Augen (Chanl und Chan2)
konnten somit gleichzeitig analysiert werden. Mit Hilfe des Excel-Programms
konnten die b-Wellenamplituden aus einer Einzelmessung ausgerechnet und in
einer Graphik im Zusammenhang mit der Intensitdt dargestellt werden. Die
Abbildung 3.7 zeigt Kennlinien aus einer Probandenuntersuchung.

Durch die exportierten Kennlinien wird selbst bei sehr grof3en Untersuchungen,
wie in Abbildung 3.7 dargestellt mit 36 Einzelmessungen und 2 untersuchten
Augen, die Auswertung der b-Wellenamplituden enorm erleichtert. Das Excel-
Programm  wurde allem Dbei mit  zahlreichen

vor Untersuchungen

Einzelmessungen fir die Berechnung der b-Wellenamplituden angewandt.
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Abbildung 3.7: Kennlinie der b-Wellenamplituden gegen die Intensitat aufgetragen. Export aus dem
Excel Programm. Die Punkte der Kennlinie kennzeichnen die b-Wellenamplituden. Die
verschiedenen Farben der Kennlinien verdeutlichen die Stimulationsfarbe (blaue LED, griine LED)
und die Augen (Channell= linkes Auge, Channel2= rechtes Auge) der Probandenmessung. Die
Intensitat wird logarithmisch (hier im Bsp. Skot td*s bei 7mm Pupillendurchmesser) exportiert.

Fur die Berechnung der a-Welle und der FFT wurde das Programm
AutoSignal® (Ver. 1.71 Seasolve Software Inc.) verwendet. Die Filterung der

OPs erfolgte ebenfalls durch AutoSignal®.

Die graphische Darstellung und Berechnung von Medianen, Mittelwerten,
Standardabweichungen und Konfidenzintervallen der Vorstudie wurde mit Hilfe
von SigmaPlot® (Ver. 8.02 SPSS Inc.) durchgefuhrt.

In der Hauptstudie wurden 16 Probandenmessungen in Zusammenarbeit mit

dem Institut fur Statistik und Biometrie der Universitat Tlbingen analysiert. Die

Auswertung der ERG Messungen erfolgte mit Hilfe von JIMP® (SAS Institute).

Zur Kontrolle der errechneten Amplituden diente das Programm Al mpor t i, das
ebenfalls in der Augenklinik Tabingen entwickelt wurde [Messias, Jaegle et al.

2008]. Al mport fi arbeitet ahnlich wi e- das zu
Programm mit Zeitspannen, die jedoch graphisch kontrolliert, manuell

verschoben werden kdnnen. Der Vorteil dabei ist eine Speicherfunktion, die die
Auswertungseinstellungen fir eine komplette Untersuchung eines Probanden

oder Patienten speichert und diese auf alle darauf folgenden Probanden oder
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Patienten anwenden kann. Somit ist nur eine einmalige Einstellung der
Zeitspannen notwendig, um Studien mit einer Mehrzahl von Probanden oder
Patienten zu untersuchen. Das garantiert konstante Auswertungseinstellungen
fur die ERG-Potentiale des gesamten Probandenkollektivs. Weiterhin wird der
Export der a- und b-Wellenamplitude in kurzer Zeit erméglicht. Eine grafische
Darstellung und Funktionsanalyse (Naka-Rushton-Funktion [Naka and Rushton
1966]) ist fur besondere Fragestellungen in die Software integriert [Abbildung
3.8]. Dabei ist das Programm auf die Exporttabelle des verwendeten Espion
Systems abgestimmt.

A Espion Import = = ==
Eile Edit Miew Evaluation
wave limits bam a ks Blma almp aShpe
EbertsDdaTest | 9Hz 14ms 65 (Plcdim? White-6500K O (Plod/m® Peak Min [ M= - s | | | |
”I d“ OF Ik | 0P Max | OF Max Time |
a [0 187 -
VlLog Function
b7 e sas
I 45 .
140 o -
’?‘l o135
=130 P
— || &1
Chanel 1 8120 L3

=1 15
Chanel 2 < 110

=
— & o5l
20
Chanel 4 25
-1
| [edd.sime]
Camve Fitting
Maka-Rushton Linear
(| [LINE 1 170.70E050295511 245 645390512863
Inchede All LINE 2 264.811961327143 301 543964361326

3
1 J12 J13 J14 Ji5 16 7

w 19 Ja& o Jz2 Jz | 4

[Fie [en Tstw [v [res_[anmo [aimp_[pamp [Bmp_[astope or OPMa| =
W Ebertslrdal et 2 18 0.3 1 R0 O1:S 12807 1535 11207A%EER31469 124.408
|| EbestsDdaTest 1 18 [EI aas 1M 12356 1535 12B4197R4SII6ES 152732
|| EbertsDideT est 2 024 1 TNt 14323 1535 0520073664135059 [ENE

Abbildung 3.8: ERG-Kurve bei 9Hz-Flicker-Stimulation unter Anwendung einer hohen Intensitat (65

phot cd/m?) in einer Programmfenster-Abbi | dung von Al mportf. I'm linken sc
Abbild sind die Kurven der ERG Messung zu sehen. Die weiRen Balken zeigen visuell die

Zeitspanne an, die analysiert wird. Auf der rechten Seite ist ein Teil der V log-l Funktion (Naka-
Rushton-Funktion) zu erkennen. Ganz unten im Bild werden die Daten der einzelnen Wellen in einer

exportierbaren Tabelle zusammengefasst.
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4. Ergebnisse

4.1. Skotopisches ERG
4.1.1. Protokollentwicklung (Exploration und Vorstudie)

4.1.1.a. Exploration Frequenz

Essentiell ist eine Berucksichtigung der Dunkeladaptation von 30 Minuten fur
eine Stimulation des Stabchensystems, die mdglichst isoliert vom
Zapfensystem abgeleitet werden soll. Die Untersuchung von gesunden
Probanden mit sehr niedrigen Lichtintensitaten erméglichte die Auswahl von
erweiterten Techniken zur Stimulation des skotopischen ERGs.

Unter Anwendung von sehr schwachen Lichtstimuli erscheint die
Netzhautantwort durch die an der Antwort beteiligten Artefakte deformiert
[Abbildung 4.1]. Aus diesem Grund ist eine genaue Trennung von Artefakten
und realer Netzhautantwort nicht immer mdglich. Die Stimulationen mit
Einzelblitzen zeigten hierbei nur suboptimale Ergebnisse. Die Netzhautantwort
auf einen Einzelblitz konnte bei niedrigen Amplituden in der ERG Antwort nicht
eindeutig identifiziert werden, da die Amplitude durch Artefakte (z.B.
Netzrauschen) Uberlagert wurde. Auch wenn eine deformierte b-Welle sichtbar
wird, kann nicht mit eindeutiger Sicherheit belegt werden, dass die b-Welle kein
Artefakt ist [Abbildung 4.1]. Zuséatzlich machten die Mittelungen von zahlreichen
Einzelmessungen einen Beweis daftr unmdoglich, da ein Artefakt in nur einer
Einzelmessung, zum Beispiel durch Zwinkern oder durch Augenbewegungen,
durch Mittelung mit Netzrauschen oder einem erloschenen ERG eine
deformierte b-Welle und damit eine Restantwort vortdauschen kann. Diese
Tatsache erschwerte die Auswertung von Restfunktionen im ERG. Die Lésung
fur dieses Problem wurde in der repetitiven Stimulation gefunden [Abbildung
4.1].

Messung Proband 1 (15.12.2005 und 20.12.2005)
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Single Flash VS 10Hz Flicker

Step1,5:xenan, 00001 scoted"simz. chz, .)5:peaks F: 10Hz S | 5*10-6 scotcd"sim2) Du: 10ms/
filter 1,25-30Hz low-high cutedl, 151205 single filter 1,25-30Hz low-high cutaff  Ch:2

S M R i - / /\

o‘/ f : b w " N V\av\\f oL \ /\ \ |

Single Flash 10Hz Ficker
Fotitier Spacin Fusrms Szmetum
a5 T

s

0 Laa =
L] 1 I la %
4 | | | loatl
i E
<gz faz < =
0z . . . toz
0 | I IR I SN I SN S SR by ol | Ll | L I TR I I T I in
0 2 4 L) 3 E £ &0 o
C—

100 [ E3
Freqency

Abbildung 4.1: Einzelblitz-ERG (links) mit zugehdriger FFT Analyse (links unten) und die 10Hz-
Flicker Methode (rechts) mit zugehériger FFT (rechts unten) bei Stimulation mit sehr geringen
Lichtintensitaten. In beiden Messungen wurde das RA untersucht. Die FFT verdeutlicht die
erleichterte Beurteilung bei einer Flickerstimulation im rechten Bild. Bei 10Hz ist eine hohe,
dominante Komponente in der FFT erkennbar.

Links: Stimulation mit Xenon-Blitz, Intensitat von 0,0001 skot cd*s/m2, Filter von 1,25-30Hz.

Rechts: 10Hz Flickerstimulation mit weissem Lichtblitz, Intensitat von 0,000005 skot cd*s/m2, Filter
1,25-30Hz.

Dabei wurde die Frequenz der repetitiven Stimulation so gewahlt werden, dass
pro Einzelmessung gleich mehrere b-Wellen in der ERG Ableitung sichtbar
wurden. Die Ableitung erhielt dadurch ein charakteristisches Erscheinungsbild
mit mehreren b-Wellen. Diese Strategie erleichterte die Auswertung von
Restfunktionen im ERG. Die Vortauschung von Reizantworten einer

festgesetzten Stimulationsfrequenz durch Artefakte ist sehr unwahrscheinlich.

Fur das isolierte Stabchensystem besteht ein Frequenzlimit bis ca. 15Hz [Dodt
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1951]. Der schnelle Erregungswe g der St2bchen-Judatcbhbnidi e

Verbindung mit den Zapfen, der Frequenzen Uber 15Hz aufzulésen vermag,
sollte bewusst aus der Untersuchung ausgeschlossen werden, da jede
Zapfenbeteiligung minimiert werden sollte. Die skotopische Flickerantwort bei
15Hz wurde bereits beschrieben [Scholl, Langrova et al. 200la, Scholl,
Langrova et al. 2001b]. Die maximale b-Wellenamplitude betrug hierbei ca. 12-
15uV. Je hoher die Frequenz des Flickers, desto geringer ist die b-

Wellenamplitude. Die ersten Untersuchungen wurden in der aktuellen Studie
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mit einem 10Hz Flicker ERG durchgefiihrt. Der 10Hz Flicker gewahrleistet
zun2chst ei ne gewi sse el ektrophysiol ogi sc
Stdbchen bei ca. 15Hz. Durch die Stimulation mit 10Hz sind b-
Wellenamplituden von bis zu 150uV mdoglich. Weiterhin kdnnen durch den 10Hz
Flicker in einer kurzen Zeit von 300ms pro Einzelmessung insgesamt 3 b-
Wellenamplituden gemessen werden. Durch die 3 b-Wellenamplituden erfahrt
die ERG-Messung eine charakteristische Kurvenform, die bei der Beurteilung
von Restfunktionen sehr hilfreich ist. Die gesamte Untersuchungszeit kann bei
einer 10Hz-Flickerstimulation sehr kurz gehalten werden. Bei einer Mittelung
von 50 Einzelmessungen ist eine gesamte Untersuchungszeit von nur 15s
aufzubringen. Theoretisch ware daraus eine Mittelung von 150 b-
Wellenamplituden der Netzhaut in nur 15s Untersuchungszeit zu realisieren.
Die ersten Probandenuntersuchungen wurden mit einer 10Hz Flickerstimulation
durchgefuhrt.

Nach Aufklarung der durch die Mittelung und entsprechenden Frequenzwahl
entstehenden Vorteile in Kapitel 7.1 wurde eine 9Hz-Flickerfrequenz der 10Hz
Flickerstimulation vorgezogen. Das bedeutet, dass die Stimulationsfrequenz
des skotopischen Protokolls im Laufe der Vorstudie von 10Hz auf 9Hz
wechselte. Die Verifizierung des entwickelten Protokolls erfolgte ausschlief3lich

mit einer 9Hz Flickerstimulation.

4.1.1.b. Exploration spektrale Sensitivitat

Die spektrale Sensitivitat ist definiert als die Empfindlichkeit der
Photorezeptoren auf Licht mit variabler Wellenlange. Gemessen werden kann
die spektrale Sensitivitdt der Photorezeptoren an der Absorption von Licht mit
verschiedenen Wellenlangen durch die Sehpigmente der Stadbchen und Zapfen
[Brown and Wald 1964]. Die Unterschiede zwischen den spektralen
Empfindlichkeitskurven der Stabchen bzw. Zapfen lasst sich durch den
Unterschied zwischen ihren Absorptionsspektren erklaren. Die
Absorptionsspektren sind bestimmt durch die Lichtmenge, die durch das

Sehpigment der jeweiligen Zapfenart oder der Stabchen absorbiert wird,
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aufgetragen gegen die Wellenlange. Das Stabchensystem zeigt eine maximale
spektrale Sensitivitat bei einer Wellenlange von ca. 500nm. Die blaue LED im
ColorDome® bietet eine maximale spektrale Wirksamkeit bei 470nm. Eine
Einstellung des Lichtstimulus auf 500nm ware technisch durchaus mdglich. Die
Vermischung von LEDs mit verschiedenen Wellenlangen ware dafir
unumganglich, was ein breiteres spektrales Wirksamkeitsfeld nach sich ziehen
wirde. Das ware wiederum mit Nachteilen verbunden. Das breite spektrale
Wirksamkeitsfeld ware fur eine isolierte Stimulation der Stabchen nicht
geeignet, da durch die breite spektrale Wirksamkeit eine hohe
Zapfenbeteiligung nicht auszuschlieBen ware. Bei einer Wellenlange von
470nm ist die spekirale Sensitivitat der mittel- und langwelligen Zapfen geringer
als bei einer Wellenlange von 500nm [Abbildung 4.2]. Somit resultiert bei
470nm das beste Verhaltnis aus einer optimalen Stabchenstimulation und einer
kleinstmdglichen Zapfenbeteiligung in der ERG-Antwort. Aus diesen Griinden
wurde fir das isolierte skotopische ERG die blaue LED mit einer Wellenlange
von 470nm angewandt. Eine Hintergrundbeleuchtung wurde auf Grund der

notwendigen Dunkeladaptation deaktiviert.
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Abbildung 4.2: Antwortfunktion der Photorezeptoren auf verschiedene Wellenlangen. Modifizierter
Auszug aus der Darstellung zur Antwort der Zapfen und Stadbchen auf unterschiedliche
Wellenlangen der Universitat von New Mexico [UniversityOfNewMexico Homepage]. Schwarze

Linien im Diagramm stellen die Wellenldngen der verwendete n L EDs ( z . B)darAFarbigee L ED A

Kurven (Blau, Griin, Rot) kennzeichnen die Antwort der Photorezeptoren auf unterschiedliche
Wellenlangen ( ABIl ue Cones, Green C dSohavarze Kireed ken@zzinheet idje
spektrale Wirksamkeit auf die Stabchen ( ARo d €4 yurde die spektrale Wirksamkeit der
Wellenlangen (nm) gegen die relative Antwort (normiert auf 100% des jeweiligen Rezeptors)
aufgetragen. Di e St 2 b athpeichk nichv déer kadliBrond sufid) dieet nur dem
spektralen Vergleich zwischen Stabchen und Zapfen.
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4.1.1.c. Exploration Stimulationseinstellungen

Fur die Vorstudie erfolgte die Definition der Rahmenbedingungen einer
Optimierung der Stimulationsparameter. Dabei kommt es bei den skotopischen
Messungen zu Beginn einer Intensitatssteigerung zu einem stetigen Wachstum
der b-Wellenamplitude. Nach einem Ho6hepunkt der b-Wellenamplitude wird
eine Abnahme durch die Interaktion zwischen Stabchen und Zapfen erwartet.
Wenn die Schwellenintensitat der Stabchenantwort Gberschritten wird, steigen
die b-Wellenamplituden sehr steil an. Das ist ein Zeichen fur die steigende
Zapfendominanz am ERG. Fur die mdglichst isolierte skotopische ERG Antwort
ist der erste HOhepunkt der Kennlinien von Bedeutung [Abbildung 4.3]. Hieraus

wird die optimale Einstellung fir eine maximale b-Wellenamplitude extrahiert.

—8— A-SE
g4 | —O— NB
L scotopic B-Wave maximum

> g
5 6
Q
o
ol
=
o ]
S 4

2 scotopic minimum

0

-4 3 -2 1 0

Intensity [log scotopic trolands s]

Abbildung 4.3: Kennlinie der b-Wellenamplituden einer 15Hz Flicker Messung mit steigender

Intensitat in Anlehnung an Scholl [Scholl, Langrova et al. 2001b]. Der erste Gipfel (blau umrandet)

wird als maximale skotopische b-Wellenamplitude ( $kotopicb-Wav e maxi mumfi) angestrebt.
Diesem Maxi mum fol gt das skdopiomimicrhiemwmm)i .muBrei( AAnwendung
héheren Intensitaten erfahrt die Kennlinie der b-Wellen nach dem skotopischen Minimum einen

steilen Anstieg. Die Darstellung beinhaltet zwei Probandenmessungen (a-SE [ 0] und NB [ 3]) .

Eine optimale Pulszeit wird ebenfalls durch Kennlinien, in denen die b-

Wellenamplitude gegen die Pulszeit aufgetragen wird, untersucht.
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Bei der Optimierung des isolierten skotopischen ERGs wurde besonderer Wert
auf ein Flicker-ERG ohne a-Welle gelegt. Die a-Welle représentiert schnelle
Potentiale im ERG, die bei der Einzelblitz Ableitung erst bei mesoptischen
Intensitaten sichtbar werden, und ein Zeichen fir eine Zapfenbeteiligung sind.
Somit sollte das mdglichst isolierte Stabchen ERG keine a-Welle enthalten.

In der Vorstudie wurden Versuchsserien mit unterschiedlichen Intensitaten und
Pulszeiten mit dem explorierten Protokoll durchgefuihrt, um ein Optimum fur
eine maximale b-Wellenamplitude im skotopischen ERG extrahieren zu kdnnen.
Eine hohe Zapfenbeteiligung wurde durch verschiedene Techniken
ausgeschlossen (z.B. FFT-Analyse). Die Hauptstudie untersucht die aus der

Vorstudie resultierenden Intensitats- und Pulszeit-Bereiche genauer.

4.1.1.d Vorstudie: Hinweise auf die Stimulationsintensitat

Die ersten Ergebnisse aus den Probandenmessungen zeigten eine optimale
skotopische 10Hz Antwort im Intensitatsbereich zwischen 0,001 und 0,1 skot.
cd*s/m2. Die folgenden Messungen zeigen jeweils kleine Intensitatsserien mit
dem 10Hz Blauflicker unter gleichbleibender Pulszeit und konstanten

Einstellungen fur jede Einzelmessung.

Messung Proband 1 (08.12.2005 und 20.12.2005)

10hz/ s:blue / d: 1ms / da/ (i=0,001/0,01/0,1/0,15/1 scot cd’s/m2)

120
100 //‘\\
80
"\-o
3z 60 /
40
‘/
20
|
0
0.001 0.01 0.1 1

cdxs/m2

Abbildung 4.4: B-Wellenamplitude unter 10Hz Stimulation und Anwendung verschiedener
Intensitaten im dunkeladaptierten Zustand. Intensitét in skot cd*s/m2, blaue Stimulations-LED, feste
Pulszeit von 1ms. {Abtastfrequenz: 1000Hz; Filter:aus; Mittelungen von 44-106 Einzelantworte

Die Messung mit einer Pulszeit von 1ms ergibt ein Maximum bei 0,1 skot
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cd*s/m? [Abbildung 4.4]. Da es zunachst keine Hinweise auf eine optimale
Pulszeit unter einer 9Hz-Blauflicker Stimulation gab, wurden kleine
Intensitatsserien mit unterschiedlichen Pulszeiten durchgefuhrt. Die Anwendung
einer Pulszeit von 4ms erbrachte vergleichbare Ergebnisse (maximale b-
Wellenamplitude bei 0,1 skot cd*s/m?) wie die Pulszeit von 1ms. Eine
Verlangerung der Pulszeit auf 15ms und 30ms zeigte im ERG eine maximale
Antwort bei 0,01 skot cd*s/m?. Die maximale b-Wellenamplitude war hierbei
jedoch um ca. 30V geringer als unter Anwendung von kurzen Pulszeiten (1ms
und 4ms).

4.1.1.e. Vorstudie: Hinweise auf die Pulszeit;

In der néachsten Versuchsreihe sollte die optimale Stimulationsdauer bei
verschiedenen Intensitdten untersucht werden. Es wurde bei gleichbleibenden
Intensitdten jeweils die Pulszeit variiert und das Maximum der b-
Wellenamplitude ermittelt [Abbildung 4.5]. Die Lichtstimulation erfolgte mit einer
Frequenz von 10Hz unter Anwendung einer blauen LED im dunkeladaptieren
Zustand. Diese Untersuchungen zeigten eine maximale b-Wellenamplitude bei
10ms.

Messung Proband 1 (08.12.2005 und 10.01.2006)

10hz/ s:blue / i:0,1 scot cdxs/m2 / d:1,4,10,15,30,40ms / da

140
120

100 \v
80 N\
60
40
20

ny

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
ms

Abbildung 4.5: B-Wellenamplitude unter 10Hz Stimulation und Anwendung verschiedener
Pulszeiten im dunkeladaptierten Zustand. Pulszeit in ms, blaue Stimulations-LED, konstante
Intensitat von 0,1 skot cd*s/m2. {Abtastfrequenz: 1000Hz; Filter:aus; Mittelungen von 29-96
Einzelantworten}
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4.1.1.f. Vorstudie: Erweiterte Auswahl der Pulszeit:

Die Pulszeit wurde anhand einer Serie von Messungen, bei denen die
Reizdauer von 1ms bis 20ms variierte, untersucht. Die udbrigen ERG-
Einstellungen, vor allem die Intensitat, blieben konstant. Die Intensitat wurde
auf Grund der Hinweise aus den Voruntersuchungen auf 0,01 skot cd*s/m?
justiert. Die b-Wellenamplitude wurde aus den Einzelmessungen ausgewertet.
Danach wurden die 9Hz- bzw. 18Hz-Anteile jeder Einzelmessung in der FFT
kalkuliert. Bei dieser Untersuchung wurden die Abstdnde zwischen den
einzelnen Pulszeiten klein gehalten und die Messung auf 10 Messwerte
erweitert [Abbildung 4.6].

Messung Proband 5 (17.09.2006)

9Hz / stim: blue /i: 0,01 skot cd*s/m2 / d: 1,3,5,7,10,12,14,15,18,20
180

160

140

120 ~

—-

Q

o
1

SHz-Kampo

23
o

Amplitude B-Wave f Frequenz-Komponent
B 24
=) o
1 1
in]
!
|
1
i)

18Hz-Kompo

N
o
1

o
L

Duration (ms)
LA= lined , Paints black
RA= short dashed , Points white

Abbildung 4.6: B-Wellenamplituden beider Augen (obere Kennlinien A BWa v ¢ fbei 9Hz-
Flickerstimulation mit blauer LED und fester Intensitat von 0,01 skot cd*s/m2 (LA = schwarze
Punkte, RA = weilRe Punkte). Die Pulszeit (ms) wurde variiert (1-20ms). Frequenzanteile aus der
ERG-Antwort gegen die angewandte Pulszeit aufgetragen (mittleren Kennlinien 9Hz-Komponente=
A9Hompod und untere -Kempbnehneen iKSoHzp a §Abtastirequenz:
2000Hz; Filter:aus; Mittelungen von 30 Einzelantworten}

Die Auswertung ergibt bei beiden Augen ein Maximum der b-Wellenamplitude
in der ERG Antwort bei einer Pulszeit von 10ms. Die 18Hz-Anteile sind minimal

im Vergleich zu den 9Hz-Anteilen. Die 9Hz-Anteile weisen unterschiedliche
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Maxima auf [Abbildung 4.6]. Das linke Auge liefert eine maximale 9Hz-
Komponente bei einer Pulszeit von 10ms und das rechte Auge bei 7ms. Ein
Maximum lasst sich fur die 18-Hz-Komponente in der FFT nicht eindeutig
bestimmen. Der Verlauf der 18-Hz-Komponente ist eher gleichbleibend minimal
im Vergleich zur 9Hz-Komponente. Eine a-Welle lie3 sich in keiner Ableitung
identifizieren, was fur ein weitgehend isoliertes skotopisches ERG spricht.

Da die b-Wellenamplitude in beiden Augen ein Maximum bei 10ms zeigt, wurde
fur die folgenden Messungen zur Auswahl der Intensitat eine Pulszeit von 10ms
adjustiert. Es erfolgte jedoch in der Hauptstudie eine genaue Definition der
Reizdarbietungsdauer durch ERG-Messungen an 16 Probanden mit konstanter

Intensitat und variierenden Pulszeiten.

4.1.1.g. Vorstudie: Intensitatsserien und FFT-Analyse des Blauflickers.

Die Auswahl einer geeigneten Intensitatsbreite fir die Hauptstudie erfolgte an
einer 10Hz-Flickerserie mit konstanter Pulszeit von 10ms und variierenden
Intensitaten von log (-4,9 skot cd*s/m?) bis log (0,09 skot cd*s/m?) in log 0,2-
Schritten. Aul3er der Intensitatsénderung blieben die Einstellungen fir den 10Hz
Blauflicker konstant. Die einzelnen ERG Ableitungen wurden fiir das rechte und
linke Auge in einem Diagramm zusammenfassend abgebildet [Abbildung 4.7].
Da durch die ansteigenden Intensitaiten das ERG eine charakteristische
Veranderung erfuhr, erfolgte zunachst die Kurvenformdiskussion an der
gesamten Stimulationsserie. Durch die Anwendung von sehr geringen
Intensitaten ist nur eine geringe b-Wellenamplitude zu erkennen. Diese nimmt
jedoch mit ansteigenden Intensitaten stetig bis zum Erreichen eines
Schwellenwertes, ab dem eine a-Welle sichtbar wird, zu. Dieser Schwellenwert
ist fUr die Beurteilung einer mdglichst reinen Stabchenantwort sehr wichtig, da
die a-Wellenamplitude auf eine deutliche Zapfenbeteiligung hinweist.

Die a-Welle wurde in der Stimulationsserie ab Messung (Untersuchungsschritt)
19-20 (0,0307-0,0486 skot cd*s/m?) identifiziert [Abbildung 4.7].

38

z

u

r

qguant |



0Die Nutzung el ektroretinographischer
fortgeschrittener erblicher Netzhautdegeneratio n 0

[25.01.2011]

Mi ni mal signale zur quant i

Messung Proband 1 (17.05.2006)

10Hz / stim:blue / d:10ms / i: log (4,9 bis 0,09 skot cd*s/m2)

OoP
A-Wave
Intensity
Log(0,9)
I O O R e et e Py Log(-4,9)
. 3 il o scot cd*s/m2
50 100 150 200 250 300
S50pV
50ms

Abbildung 4.7: ERG Kurven beider Augen bei 10Hz-Flickerstimulation mit blauer LED und
konstanter Pulszeit von 10ms. Intensitat von unten nach oben zunehmend. Im Verlauf der

Intensitatserhéhung werden eine a-Welle (&&Wave i) ufid OGRS i d.dAbtastifequenze r t
1000Hz; Filter:aus; Mittelung von 50-83 Einzelantworten}

AnschlieRend wurden die Einzelschritte mittels FFT analysiert [Abbildung 4.8].
Messung 1 enthielt eine reine Rausch-Aufzeichnung und wird deshalb hier nicht
aufgefuhrt. Bis Messung 3 (0,0000194 skot cd*s/m?) wurde der 50Hz-Anteil
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mittels digitaler Offlinefilterung entfernt. Ab Messung 3 (0,0000194 skot
cd*s/m?) war eine 50Hz-Filterung nicht mehr notwendig, da der Anteil der 50Hz-
Komponente im Vergleich zum Signal minimal war. Die genauen

Frequenzanteile der Ableitungen in der FFT wurden gesondert aufgetragen:

40

30 4

10Hz-Kompo

20Hz-Kompo

20 4

Amplitude

30Hz-Kompo

10 A

50Hz-Kompo

-5 -4 -3 -2 -1 0
Log (Intensitat skot cd*s/m?)
Abbildung 4.8: Die Anteile (Amplituden (uV)) einzelner Frequenzen, die an der ERG-Antwort
beteiligt waren, wurden mit Hilfe der FFT zusammengefasst. Zur Stimulation s.o.. (x-
Achse=Intesitéat in log skot cd*s/m?; y-Achse=Amplitude in pV; 10Hz-Anteil=rot; 20Hz-Anteil=blau;
30Hz-Anteil=dunkelturkis; 40Hz-Anteil=tlirkis; 50Hz-Anteil=dunkelgelb)

Daraus lasst sich der Anteil der Frequenzen an den einzelnen Messungen
ersehen [Abbildung 4.8]. Den héchsten Anteil an der abgeleiteten ERG-Antwort
hat die 10Hz-Komponente in Messung 19 (0,0307 skot cd*s/m?). Dabei ist zu
beachten, dass die 20Hz-Komponente (2. Harmonische) in Messung 19 ein
A wischenhochfiaufweist. Bei héheren Intensitéten verhalten sich die 10Hz- und
20Hz-Anteile annéhernd reziprok zueinander. Das wird durch die stetig

ansteigende a-Welle bedingt. Der 10Hz-Anteil fallt bis unter die 20Hz- und
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30Hz-Anteile ab. Die 20Hz- und 30Hz-Anteile steigen dabei stetig an. Erst ab
Messung 24 (0,307 skot cd*s/m?) erfahrt die 10Hz-Komponente einen Anstieg.
Einzelauflistung der Messungen 18 bis 23 und der zugehorigen FFT:
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Abbildung 4.9: ERG Kurven der 10Hz-Flickerstimulation von Messung 18 bis 24 ( 0,0194 bis 0,307
skot cd*s/m?) (links). Die dunkelblaue Kurve stellt die gefilterten OPs aus der Kurve dar (AUC). Die
a-Welle und das Auftreten der OPs wurde durch eine Markierung verdeutlicht. (x-Achse = s, y-
Achse = pV). Analyse der FFT der jeweiligen ERG Kurven rechts (x-Achse = Frequenzen, y-Achse =
Amplitude pV). Die 20Hz und 30Hz Komponente wurde markiert. Hellblau sind die ausgefilterten
Frequenzen fiir die OP-Darstellung aufgefiihrt (100-300Hz).

41

z

u

r

qguant |



0Die Nutzung el ektroretinographischer Minimal signal e
fortgeschrittener erblicher Netzhautdegeneratio n 0

[25.01.2011]

Um den Effekt der ansteigenden a-Welle und den Veranderungen in der FFT zu
visualisieren wurden einzelne Messungen (Messung 18-23) mit der ERG-Kurve
und der zugehorigen FFT-Analyse dargestellt. Zuséatzlich zur Kurvendarstellung
der Messungen 18 bis 23 wurde eine OP-Filterung im Bereich von 100 bis
300Hz durchgefihrt, um den Anteil der Zapfenbeteiligung an der abgeleiteten
Antwort abzuschatzen [Abbildung 4.8]. Die Analyse der FFT ergab, dass erst ab
Messung 22-23 (0,122-0,1945 skot cd*s/m?) OPs nachzuweisen sind
[Abbildung 4.9]. Zusatzlich steigen die 20Hz- und 30Hz-Anteile in der FFT ab
Messung 20 (0,04865 skot cd*s/m?) deutlich an. Zwischen Messung 23 und
Messung 24 (zwischen 0,1945 und 0,307 skot cd*s/m?) besteht ein
Umschlagpunkt, bei dem der 20Hz-Anteil in der FFT den 10Hz-Anteil Gbersteigt.
Der 10Hz-Anteil sinkt in den folgenden Messungen, also mit steigender
Intensitat, und es entsteht eine 20Hz- und 30Hz-Dominante in der FFT. Aus
dieser Analyse resultiert, dass bei Erscheinen oder Zunahme einer a-Welle in
der ERG-Ableitung eine Zunahme der oszillatorischen Potentiale und eine
Abnahme des Anteils der Stimulationsfrequenz (10Hz-Komponente in der FFT)
bei gleichzeitiger Zunahme der héheren Harmonischen registriert werden kann.
Das sind Hinweise auf eine zunehmende Zapfenbeteiligung an der ERG-
Antwort bei ansteigender a-Welle.

Die Messung der b-Wellenamplitude und der zugehérigen Gipfelzeiten erlauben
eine weitere Beurteilung. Es wurden die Amplituden und die Gipfelzeiten der b-
und a-Wellen in einem Diagramm aufgetragen [Abbildung 4.10]. Diese
Darstellung erlaubt eine Beurteilung der maximalen b-Wellenamplitude und das
Einsetzen einer a-Welle in der ERG Ableitung. Dies erfolgt jedoch nur an der
Amplitudenauswertungen der ERG Kurve, nicht in der FFT-Analyse.

Die b-Welle hat ein Zwischenmaximum in Messung 20 (0,04865 skot cd*s/m?),
fallt in der Amplitude bis Messung 23 (0,194 skot cd*s/m2) ab und steigt mit
héheren Intensitaten erneut an. Der zweite Anstieg der b-Wellenamplitude ist
viel schneller als der erste und geht mit héheren Amplituden einher. Die
Gipfelzeit der b-Welle verkirzt sich erwartungsgemall mit dem Anstieg der
Stimulationsintensitaten. Auch hier ist eine rapidere Verkirzung der b-Wellen

Gipfelzeit ab Messung 20 (0,04865 skot cd*s/m2) zu registrieren als bei
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niedrigeren Intensitaten.

10Hz / stim: blue / d: 10ms / i: log (-4,9 bis 0,09 skot cd*s/m2)
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Abbildung 4.10: B- und a-Wellenamplituden mit den zugehérigen Gipfelzeiten aus den ERG-Kurven
der 10Hz Blauflickerstimulation gegen die Intensitat aufgetragen. Zur Stimulation s.o. (X-Achse=
log skot cd*s/m?, y-Achse= Amplitude in pV, Gipfelzeiten in ms)

Die Gipfelzeit der a-Welle nimmt ebenfalls mit steigenden Intensitaten ab. Die
a-Wellen Amplitude erfahrt ab Messung 20 (0,04865 skot cd*s/m?) einen
plétzlichen Anstieg. Zusammenfassend lasst sich somit ab Messung 20
(0,04865 skot cd*s/m?) eine Interaktion zwischen Stabchen und Zapfen
erkennen, die ab Messung 23 (0,194 skot cd*s/m2) in eine Dominanz der
Zapfenantwort oder zumindest in eine Stdbchen- und Zapfeninteraktion
Ubergeht. Das skotopische Maximum kann in Messung 20 und einer Intensitét
von 0,04865 skot cd*s/m? identifiziert werden. Bei Stimulationen mit héheren
Intensitaten (als 0,04865 skot cd*s/m?) steigt der Zapfenanteil stetig an und
fuhrt zunachst zu einer Abnahme der b-Wellenamplitude, was ein Hinweis auf

die Stabchen- und Zapfeninteraktion ist.
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4.1.1.h. Vorstudie: Anwendung verschiedener Stimulationsfarben fiir den 9Hz-
Flicker

Durch eine weitere Versuchskonstellation sollte der Ubergang von ERG
Antworten, die stdbchendominiert sind, auf zapfendominierte Ableitungen
deutlicher gezeigt werden.

Der Beginn der Dominanz der Zapfen im ERG bei den bereits durchgefiihrten
Intensitatsserien sollte durch eine weitere Stimulationsfarbe (Grin) deutlich
gemacht werden. Es wurde eine Intensitatsserie von log (-5 bis -0,8 skot
cd*s/m?) bei einer Pulszeit von 10ms aufgezeichnet [Abbildung 4.11], wobei
jede Intensitat mit der blauen und anschlie3end mit der grinen LED dargeboten
wurde [Abbildung 4.11].

Die Vorstellung ist, dass bei einer rein stdbchengenerierten Antwort die
Amplitude fur blauen und grinen Stimulus identisch sein sollte, da eine
skotopische Skalierung der Intensitaten verwendet wurde. Bei Beteiligungen der
Zapfen an der ERG-Antwort sollte die Amplitude bei grinem Stimulus rasch
ansteigen, da die entsprechende spektrale Empfindlichkeit nach der
photopischen Kurve der Zapfen fir griines Licht wesentlich hoher ist als fur
blaues Licht. Die Stimulationsfrequenz wurde auf 9Hz geadndert. Weitere
Einstellungen blieben fur jede Einzelmessung konstant. Die Amplituden
niedriger Intensitdten von log (-5 und -4,6 skot cd*s/m2?) zeigten keine
eindeutige retinale Antwort im ERG und sind deshalb im Diagramm nicht
aufgelistet [Abbildung 4.11].

Die Gipfelzeiten der b-Wellen sowohl mit dem blauen 9Hz Flickerlicht, als auch
mit dem grinen 9Hz Flickerlicht, wurde jeweils durch die Stimulation mit
ansteigenden Intensitaten verkirzt [Abbildung 4.11]. Die HoOhe der b-
Wellenamplituden von blauem Flickerlicht und griinem Flickerlicht erreichen ein
Maximum bei unterschiedlichen Intensitaten [Abbildung 4.11]. Das Maximum fur
blaues Flickerlicht unter 9Hz Stimulation wird im Messung 18 (0,0159 skot
cd*s/m?), fur grines Flickerlicht erst bei der nachst hdheren Intensitat (0,0398
skot cd*s/m?) erreicht. Das Amplitudenmaximum unterscheidet sich hierbei um

18uV zu Gunsten des griinen Stimulationslichts.
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Messung Proband 1 (28.06.2006)

OHz / stim: blue & green / d: 10ms /i log (-5 bis -0,8 skot cd*sim2)
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Abbildung 4.11: B-Wellenamplituden (durchgezogene Linie) der 9Hz-Stimulation mit den
zugehorigen Gipfelzeiten (unterbrochene Linie). Die Stimulation erfolgte abwechselnd durch einen
9Hz Blauflicker (blaue Kurven) und Grunflicker (griine Kurven) mit einer festen Pulszeit von 10ms
und ansteigenden Intensitaten von Log(-5) bis Log(-0,8) skot cd*s/m2. (x-Achse= log skot cd*s/m?2,
y-Achse= Amplitude in pV, Gipfelzeiten in ms). {Abtastfrequenz: 2000Hz; Filter: aus; Mittelung von
50 Einzelantworten}

Um die Frequenzanteile der ERG-Ableitungen mit blauer und griner LED
gegentber zu stellen erfolgte eine Auswertung der Frequenzen mit Hilfe der
FFT. Die Frequenzanalyse ergab, dass die 9Hz-Komponente in der FFT bei
blauer Stimulation gréRer ist als die des grinen Lichts [Abbildung 4.12].
Weiterhin haben beide Stimulationsfarben das 9Hz-Frequenzmaximum in

Messung 18 (0,0159 skot cd*s/m?).
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60

—8— 4 5Hz Kompo Blue
—O— 9Hz Kompo Blue
== 18Hz Kompo Blue
50 —p— 36Hz Kompo Blue
O 4,5Hz Kompo Green
@ 9Hz Kompo Green
€— 18Hz Kompo Green
¥— 36Hz Kompo Green

40 1

30 1

Amplitude[uv]

20 A

-5 -4 -3 -2 -1 0
logl nt[cd*s/m2]scotopic

Abbildung 4.12: FFT Analyse der ERG Kurven durch 9Hz Stimulation und Anwendung von griner
LED (grine Kurven) und blauer LED (blaue Kurve). Die Amplituden einzelner Frequenzen, die an
der ERG-Antwort beteiligt waren, wurden mit Hilfe der FFT in einem Diagramm zusammengefasst.
(x-Achse=Intesitét in log skot cd*s/m?; y-Achse=Amplitude in pV aus der FFT)

Die Auswertung der 18Hz und 36Hz-Anteile im Verhdaltnis zu den jeweiligen
9Hz-Anteile an der ERG-Antwort lassen einige Rickschlisse zu. Zunachst ist
die Intensitatsserie der Messung zu kurz, das heil3t die hheren Harmonischen
von 18Hz und 36Hz weisen bei den héchsten Intensitaten der Messung keinen
Anstieg auf wie in der vorhergehenden Messung von Proband 1 [Abbildung
4.8], aulBer bei der Stimulation mit dem griinen 9Hz-Flicker und der hdchsten
Intensitat. Der Umschlagpunkt, an dem die 9Hz Komponente kleiner wird als die
18Hz und 36Hz Komponente ist in dieser Messung ebenfalls nicht erreicht
worden.

Deshalb wurde eine Verschiebung der Intensitatsserie zu héheren Intensitaten

notwendig. An 2 Probanden (eine Probandenmessung auf Grund &hnlicher
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Ergebnisse nicht aufgelistet) wurde eine Intensitatsserie von log (-4,1 bis 0,8
skot cd*s/m?) durchgefiihrt, um die Dominanz der 18Hz- und 36Hz-Komponente
bei hoéheren Intensitaten zu zeigen, und um den Unterschied zwischen der
blauen und griinen LED bei 9Hz Stimulation deutlicher darzustellen [Abbildung
4.13]. Die Stimulationsparameter waren bis auf die Intensitat konstant. Die

Intensitat wurde unter Anwendung der blauen und griinen LED variiert.

Messung Proband 5 (06.10.2006)

9Hz / stim: blue & green fd: 10ms /i; log(-4,1 bis 0.8 skot cd*sfm2)
160

140 -

120 4

100 -

Amplituds [pv]

20 | I 1 I I I
1e-5 le-4 1e-3 1e-2 1e-1 1e+0 1e+1 1e+2
Logint(cd*s/m2)

Abbildung 4.13: B-Wellenamplituden (uV) der 9Hz-Stimulation mit einem Blauflicker (blaue Kurven)
und im Wechsel mit einem Grinflicker (griine Kurven) mit einer festen Pulszeit von 10ms und
ansteigenden Intensitaten von Log(-4,1) bis Log(0,8) skot cd*s/m2 {Abtastfrequenz: 2000Hz;
Filter:aus; Mittelung von 20-50 Einzelantworten}

Die Analyse der Stimulationsserie erfolgte erneut durch Beurteilung der b-
Wellenamplituden, und durch eine Kalkulation der an der ERG Antwort
beteiligten Frequenzanteile. Die maximalen b-Wellenamplituden und die
maximalen 9Hz-Komponenten wurden flr beide Stimulationsfarben in Messung
13 und 14 erreicht (0,008 skot cd*s/m=2). Nach dem ersten Maximum erfahrt die

b-Wellenamplitude fir den blauen und den griinen Stimulus ein Tief bis zur
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Messung 21 und 22 (0,08 skot cd*s/m?). Nach dem Minimum steigt die b-Welle
rasch bis zum Erreichen eines zweiten Maximums an.

Es wurde zusatzlich eine Analyse der an der ERG-Antwort beteiligten
Frequenzen durchgefuhrt [Abbildung 4.14].

OHz / stim: blue & green/d: 10ms / i: log {-4,1 bis 0,8 skot cd*s/m2) Frequenzanalyse

80

&
/‘g\o

60 -

40 -

Amplitude [pV]

20 A

1e-5 le-4 1e-3 le-2 1e-1 1e+0 1e+1
loglnt[cd*s/m2]

Abbildung 4.14: Ergebnisse der Amplituden aus der Frequenzanalyse bei 9Hz-Stimulation mit
unterschiedlichen Intensitaten. Anteil einzelner Frequenzen (9Hz, 18Hz, 27Hz) am ERG durch die
Stimulation mit der grinen und blauen LED. 9Hz-Komponente des grinen Stimulationslichts
(grine Vierecke) und des blauen Stimulationslichts (blaue Kreise) erreichen bei gleicher Intensitat
ein Maximum. Bei starkeren Intensitaten sinkt die Amplitude und die 18Hz- (griine und blaue
Dreiecke) bzw. 27Hz-Anteile (tirkise Hexagone fur griine LED und rosa Vierecke fur blaue LED)
dominieren die ERG-Antwort.

Die 9Hz-Komponente in der FFT sinkt nach dem ersten Maximum bis zur
Messung 25 und 26 (0,32 skot cd*s/m2). Die Anteile der 18Hz und 27Hz-
Komponenten steigen ab Messung 20 und 21 (0,04 und 0,08 skot cd*s/m?2) an.
Im Bereich der maximalen b-Wellenamplitude und der 9Hz-Komponente bleiben
die 18Hz und 27Hz-Anteile der ERG Antwort fur beide Farben minimal, jedoch

sind sie fur die grine Stimulationsfarbe im Verhaltnis zur 9Hz-Komponente
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groRer als fur die blaue Stimulationsfarbe.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich zwei Amplitudenmaxima der b-Welle, die
durch ein relatives Minimum klar getrennt sind. Das Erste der beiden Maxima ist
dem Stéabchensystem zuzuordnen, das Zweite der Kombination der Interaktion
zwischen Stabchen und Zapfen. Es ist klar zu erkennen, dass erst nach dem
ersten Maximum eine erhOhte spektrale Sensitivitat fur grines Licht besteht.
Dies wird an der Linksverschiebung der ansteigenden Flanke des zweiten
Maximums, sowie des friheren Erreichens des zweiten Maximums der griinen
Stimulation im Vergleich zum blauen Stimulus deutlich [Abbildung 4.13]. Da
Stabchen auf blaues Licht viel sensibler reagieren als Zapfen, und diese
ihrerseits sensibler auf griines Licht reagieren, ist dies ein klarer Hinweis, dass
im Bereich des ersten Maximums eine Uberwiegende Stabchenantwort
gemessen wird, und erst bei hoheren Intensitdten eine Zapfenantwort
aufgezeichnet wird. Auch die FFT bestatigt diese Annahme: Das Maximum der
9Hz Komponente féallt mit dem ersten Maximum der b-Wellenamplitude
zusammen. Bei ansteigender Intensitat fallt die 9Hz Komponente in der FFT
stetig zu Gunsten héherer Harmonischer (18Hz und 27Hz) ab. Dies deutet
darauf hin, dass das erste Maximum durch das langsame Stabchensystem
generiert wurde, und bei hoheren Intensitaten schnellere Komponenten des

Zapfensystems zu Ungunsten des Stabchensystems hinzukommen.

4.1.1.i.Vorstudie: Festlegung der Intensitatsbreite fir den 9Hz-Blauflicker

Im néchsten Schritt konnte aus diesen Untersuchungen eine Intensitatsbreite
fur den stabchengenerierten 9Hz-Blauflicker extrahiert werden, um die genaue
Intensitat far die optimale b-Wellenamplitude an weiteren
Probandenmessungen in der Hauptstudie definieren zu kdénnen [Tabelle 4.1].
Das Maximum der b-Wellenamplitude der Intensitatsserien ( log [-6,65 bis -0,5
skot cd*s/m?] bei einer 9Hz-Blauflickerstimulation wurde an 3 weiteren
gesunden Probanden untersucht und mit den bisherigen Ergebnissen
verglichen, um daraus einen Richtwert flr die Hauptstudie zu gewinnen [Tabelle
4.1].
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Proband: Max. b-Welle bei Intensitat Max. 9Hz-Komponente aus der
(skot cd*s/m?) FFT bei Intensitat (skot cd*s/m?)

1 (28.06.06 LA) 0,0159 0,0159

3(04.07.06 LA) | 0,02 0,02

5 (06.10.06 LA) | 0,008 0,008

+(15.07.06 LA) 0,008 0,008

15 (12.07.06 LA) | 0,012 0,012

6 (06.10.06 LA) 0,00538 0,008

Median 0,012 0,012

Konfidenzintervall | +0,0052 +0,0046

95%

Tabelle 4.1: Intensitdten eines 9Hz-Blauflickers (mittlere Spalte), die eine maximale b-
Wellenamplitude ausldsten. Zusatzlich wurden die Intensitaten mit der maximalsten 9Hz-
Komponente aus der FFT aufgelistet (rechte Spalte). Das Ergebnis der zweiten Untersuchung von
Proband 5 wurde in der Berechnung des Medians und des Konfidenzintervalls nicht beriicksichtigt.

AuBerdem konnte das b-Wellenmaximum bei zwei zu verschiedenen Zeiten
gemessenen Untersuchungen von Proband 5 verglichen werden, um
Abweichungen und die Validitat der Untersuchungen festzustellen.

Die Intensitat der maximalen b-Welle lag bei beiden Messungen (06.10.06 und
15.07.06) bei 0,008 skot cd*s/m2. Der Median der 5 Probandenmessungen von
0,012 skot cd*s/m? fur die Intensitat, bei der die b-Wellenamplitude bei einer
9Hz-Blauflicker Messung maximal war, stellt den Richtwert fir die Hauptstudie
dar. Dieser Wert wurde nur orientierend bestimmt und wird Anhand von

weiteren Probandenmessungen in der Hauptstudie validiert.

4.1.1.J. Vorstudie: Einfluss auf die Dunkeladaptation durch den 9Hz-Blauflicker

Die Dunkeladaptation sollte durch die Untersuchung mit den optimierten
skotopischen ERG Einstellungen nicht beeintrachtigt werden. Eine spezielle
Untersuchung mit den entwickelten Einstellungen ermdglichte die Beurteilung
des Einflusses des 9Hz-Flickers auf die Dunkeladaptation. Das ERG wurde mit
einem automatisierten Stimulationsprotokoll abgeleitet [Kramer, Messias et al.
2008]. Die 9Hz Einzelmessung wurde 20 Mal wiederholt und gemittelt. Durch

das automatisierte Programm erfolgte die Umschaltung zwischen den einzelnen
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Messungen in einer festen Zeit, dadurch konnte das voreingestellten Inter-
Stimulus-Intervall [Bui, Weisinger et al. 1998] konstant gehalten werden. Ein
gesunder Proband wurde nach einer Dunkeladaptationszeit von 30min durch
Stimulation mit einer Intensitat von 0,012 skot cd*s/m? und einer Pulszeit von
10ms mit einem 9Hz-Blauflicker stimuliert. Diese Messung stellte den
Ausgangswert fur die b-Wellenamplitude der Stdbchenantwort dar [Abbildung
4.15 (rote Kurve)]. Danach erfolgte das Bleichen der Stabchen durch einen sehr
hellen Hintergrund von 500 phot cd/m? fur 5 Minuten. Im Anschluss wurde der
Proband im Dunkeln erneut durch Anwendung des 9Hz-Blauflickers mit 0,012
skot cd*s/m? und 10ms Pulszeit stimuliert. Diese Stimulation wurde im
1Minuten-Takt 30 Mal wiederholt, bis die Dunkeladaptation wieder hergestellt
wurde [Abbildung 4.15 (blaue Kurven)].
Messung Proband 4 (16.06.2007):
9Hz / stim:blue / d:10ms /i:0,012 skot cd*s/m2 / DA Prog
500 - \/\/\
o w
%200 _ \M
E W
100 1 S5min DA
m
0 | M
o0 W
(I) 5I0 1(I)0 1;0 2(IJO
Time [ms]
Abbildung 4.15: ERG Kurven der 9Hz-Blauflickerstimulation nach 30 Minuten Dunkeladaptation
(rote Kurve APrebleachingfi = vor der Bleichung) und
cd/m2 (blaue Kurven). Sofort nach dem Bleichenwur de di e Messung bei AOmin

in einem 1mindtigen Zyklus fir 30 Minuten in Dunkeladaptation wiederholt. Ergebnisse wurden in 5
Minuten Schritten dargestellt. Konstante Einstellungen mit einer Pulszeit von 10ms und einer
Intensitat von 0,012 skot cd*s/m2. { Abtastfrequenz: 1000Hz; Filter:0,15-300Hz; Mittelung von 20
Einzelantworten}
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Der Vergleich des ERG vor dem Bleichen mit der ERG Ableitung bei 20 bis 30
Minuten nach dem Bleichen erlaubt eine Beurteilung des Einflusses der
Stimulation auf die Dunkeladaptation. Die Kinetik der b-Wellenamplituden
[Abbildung 4.16] ermoglicht den Ruickschluss, dass vorwiegend das
Stabchensystem durch die 9Hz-Blauflicker Stimulation gereizt wurde [Schwarz
1943].

Die b-Wellenamplituden der ERG-Messungen wurden gegen die Zeit nach dem
Bleichen der Stdbchen aufgetragen [Abbildung 4.16]. Es ist klar zu erkennen,
dass die 9Hz Antwort nach dem Bleichen nahezu vollstéandig verschwindet (O-
Minuten Wert in der Abbildung 4.16). Am Ende der Wiederherstellung der
Dunkeladaptation (30min) wird wieder ein stabiles Plateau erreicht, mit
Amplituden, die der Antwort vor dem Bleichen (grof3er Blauer Punkt in
Abbildung 4.16) entsprechen. Die Kinetik der b-Wellenamplitude bei 9Hz l&sst
eine zeitabhangige Wiederherstellung der Dunkeladaptation erkennen. Daraus
resultiert, dass der 9Hz-Blauflicker mit der verwendeten Intensitat von 0,012
skot cd*s/m? selbst bei einer Mittelung von 20 Einzelmessungen pro Messung
und einer 1minttigen Wiederholung keinen Einfluss auf die Dunkeladaptation
hat.

60+

Amplitude [uV]
\

20+

0 T T T T v T
5 0 5 10 15 20 25 30
Time [min]

Abbildung 4.16: Die Punkte im Diagramm entsprechen den b-Wellenamplituden des 9Hz-Flickers.
Der blaue Kreis stellt die Messung nach einer Dunkeladaptation von 30 Minuten dar, wobei die
Messung vor der Bleichung erfolgte. Die schwarzen Rechtecke sind ERG Messungen nach dem
Bleichen. Es wurden jeweils 20 Einzelantworten gemittelt. Zur Stimulation s.o.. Die rote Linie stellt
einen Fit durch alle Messwerte nach dem Bleichen dar.

52

z

u

r

qguant |



oDi e

Nut zung

el ektroretinographischer
fortgeschrittener erblicher Netzhautdegeneratio n 0

[25.01.2011]

4.1.2. Verifizierung der Protokolleinstellungen (Hauptstudie skotopisches

ERG)

Mi ni mal signale zur

In einer anfanglichen Untersuchung konnte gezeigt werden, dass das linke

Auge in den Hauptstudien stets bei allen Messungen eine hohere Amplitude

erzielte als das rechte Auge. Der Unterschied zwischen beiden Augen war je

nach Stimulation unterschiedlich gro3. Ein Modell wurde zum Zweck der

Darstellung der Abhangigkeit des linken und des rechten Auges erstellt. Das

folgende Diagramm der rein skotopischen Pulszeitserie soll beispielhaft die

Abhéangigkeiten aufzeigen [Abbildung 4.17].

Diagramm der KQ-Mittelwerte

1803
1503
1203
903
603

Bwelle KQ-
Mittelwerte

3043

6 +
8 X
10 &
12 €
14 4

yazsing

T
Augerechts? rechtes Auge

linkes Auge
Diagramm der KQ-Mittelwerte
0=
1% -
P S
R T —— X

Bwelle KQ-

Abbildung 4.17: KQ-Mittelwerte (Mittelwerte der kleinsten Quadrate) des Vergleichs zwischen
beiden Augen. Die untere Abbildung zeigt,

12 14

Dauer (Pulszeit)

dass

die Amplituden

fer

rechten Auge (blau) niedriger sind als im linken Auge (rot). Der Unterschied zwischen dem rechten
und dem linken Auge ist fur die jeweilige Pulszeit unterschiedlich (Abbildung oben).

Um den Effekt der unterschiedlichen Augenergebnisse in der Auswertung der
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Hauptstudie auszuschlieBen, wurden in der Auswertung der Daten die
Mittelwerte aus beiden Augenergebnissen fiur alle ERG-Messungen gebildet.
Dadurch wurde ein Einfluss auf die Analyse der optimalen ERG-Antwort durch
unterschiedliche Augenergebnisse umgangen. Weiterhin ermdglicht die Bildung
von Mittelwerten die Auswertung von einer Kennlinie fur jeden Probanden.

Die Einstellungen der Stimulationsprotokolle in der Hauptstudie
beriicksichtigten wesentliche Erkenntnisse aus der Vorstudie. Dadurch konnten
die Einstellungen der einzelnen vorhergehenden ERG Untersuchungen
optimiert werden. Fur die Optimierung des skotopischen ERGs wurde eine 9Hz-
Blauflicker Stimulation angewendet. Die genaue Definition der Pulszeit und der
Stimulationsintensitat erfolgte an 16 Probandenmessungen (32 Augen), deren

Ergebnisse statistisch aufgearbeitet wurden.

4.1.2.a. Hauptstudie Pulszeit:

Es wird zunachst das Vorgehen bei der Auswahl einer optimalen b-
Wellenamplitude in der Hauptstudie am Beispiel der skotopischen
Pulszeitenuntersuchung erlautert. Die Pulszeit wurde durch Serien mit
gleichbleibender Intensitat von 0,012 skot cd*s/m? und variierenden Pulszeiten
von 6 bis 14ms definiert. Die Einstellungen der ERG Ableitung blieben fir alle
Einzelableitungen (Messungen) konstant und werden im Appendix aufgefuhrt
[Tabelle 7.6].

Es wurden beide Augen jedes Probanden gemessen. Bei 16 Probanden sind es
dementsprechend 32 b-Wellenamplituden fur jede Stimulationseinstellung
[Abbildung 4.18]. In der Tabelle sind die jeweiligen Mittelwerte,
Standardabweichungen und Quantilen dargestellt. Zu beachten ist, dass diese
Zahlen fur alle Probandenergebnisse gelten. Aus der Darstellung resultiert,
dass der hochste Mittelwert der b-Wellenamplitude (99,94uV) aus allen
Probandenergebnissen bei 10ms liegt.

Daraus ist jedoch nicht ersichtlich, ob nur ein Proband eine ausgesprochen
hohe b-Wellenamplitude bei dieser Pulszeit hatte, oder mehrere Probanden hier

eine deutlich héhere b-Wellenamplitude im intraindividuellen Verlauf aufwiesen.
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Abbildung 4.18: Im Schaubild sind die b-Wellenamplituden aller Probandenmessungen dargestelit.
Die Pulszeit ist gegen die b-Wellenamplitude (uV) aufgetragen. Die griinen Diamanten dienen der
Darstellung der Mittelwerte. Die blauen Balken kennzeichnen die Standardabweichung. {y-
Achse=b-Wellenamplitude in pV; x-Achse=Pulszeit in ms; Abtastfrequenz=2000Hz; Filter=Aus;
Mittelung von jeweils 30 Einzelantworten}
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Abbildung 4.19: Kennlinien der gemittelten b-Wellenamplituden fir jeden Probanden dargestellt.
Gemittelt wurden die Ergebnisse beider Augenmessungen fir die jeweilige Pulszeit (ms). Die
Nummerierung der farbigen Kodierung in der Legende des Schaubilds entspricht den
Probandennummern (1 bis 16). {y-Achse=Mittelwerte der b-Wellenamplitude beider Augen in pV; x-
Achse=Pulszeit in ms}
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Die Auswertung der optimalen Stimulationseinstellung sollte fur jeden
Probanden einzeln erfolgen, da jeder Proband seine individuelle Kennlinie
aufweist. Aus diesem Grund wurden zunadchst Mittelwerte beider
Augenergebnisse eines Probanden gebildet, und deren Kennlinien dargestellt
[Abbildung 4.19]. Die Kennlinien verdeutlichen den Verlauf der b-
Wellenamplituden eines Probanden und ermdglichen dadurch eine bessere
Beurteilung der optimalen Stimulationseinstellungen. Im nachsten Schritt wurde
fur den jeweiligen Probanden der maximale Mittelwert in der Kennlinie
abgelesen und die zugehdrige Pulszeit, bei der dieser maximale Mittelwert aus
beiden  Augen abgeleitet wurde, in einem Verteilungsdiagramm
zusammengefasst dargestellt [Abbildung 4.20].

Nun ist deutlich zu identifizieren, wie oft eine bestimmte Pulszeit den maximalen
Mittelwert bei der Messung von 16 Probanden erreichte. Die Prozentzahlen
verdeutlichen die Wabhrscheinlichkeit, dass die jeweilige Pulszeit bei einer
weiteren Untersuchung den maximalen Mittelwert aufweist. Die Pulszeit von
10ms erreicht in 62,5 Prozent der Messungen, was 10 Probandenmessungen
von insgesamt 16 Probanden entspricht, eine maximale b-Wellenamplitude und

wird deshalb als optimal betrachtet.

- Haufigkeiten
—0,70 Pulszeit Hiufigkeiten Wahrsch.
625
0,60 = 6 1 0,06250
% 8 1 0,06250
0,50 & 10 10 0,62500
L0408 | 12 2 0,12500
o b3 14 2 0,12500
A § Summe 16 1,00000
~0,20 Anzahl fehlender Werte 0
- - -0.10 5 Klassen
6 10 . 14
Pulszeit (ms)

Abbildung 4.20: Aus den Kennlinien von Abbildung 38 wurde fur jeden Probanden die maximalste
mittlere  b-Wellenamplitude abgelesen und der zugehdrigen Pulszeit zugeordnet. Die
Haufigkeitsverteilung der maximalen Amplituden bei verschiedenen Pulszeiten ist hier aufgezeigt.
Das linke Diagramm dient als Veranschaulichung der Ergebnisse. Die Zahlen unter der Spalte
APulszeiti ent sprechen den PiAthseeWadhtsehainlichkeitemsler Veftgilung; x-
Achse=Pulszeiten in ms}
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4.1.2.b. Hauptstudie Stimulationsintensitat:

Durch variierende Intensitaten von 0,002512 (log -2,6) bis 0,0398 (log -1,4) skot
cd*s/m? soll die optimale Intensitat, die eine maximale b-Wellenamplitude
auslost, ausgewahlt werden. Es wird eine Pulszeit von 10ms verwendet. Die
Einstellungen der ERG Ableitungen blieben fir alle Messungen konstant und
werden in Tabelle 7.6 erlautert. Der maximale Mittelwert [Abbildung 7.1] von
97,56uV aus allen Probandenmessungen liegt bei 0,012 skot cd*s/m2. Der
zweithochste Mittelwert von 85,92uV weist eine um ca. 12uV Kkleinere b-
Wellenamplitude bei 0,02 skot cd*s/m? auf.

Die Kennlinien der Mittelwerte aus beiden Augen zeigen, dass bei vielen
Probandenmessungen ein Hoéhepunkt bei 0,012 skot cd*s/m? erreicht wird
[Abbildung 7.2]. Es werden jedoch auch Probandenmessungen registriert, die
einen anndhernd linearen Anstieg der Mittelwerte zeigen (Proband 7). Das
heil3t,
ausreichend war, um ein deutliches Maximum abgrenzen zu konnen. Als
Mittelwert wird deshalb bei

dass fur diese Probanden die aktuelle Intensitatsspanne nicht

hdchster diesen Probandenmessungen der
maximalste Wert aus der Kennlinie bei der héchsten angewandten Intensitat

(0,04 skot cd*s/m2) fur die Auswertung herangezogen.

Haufigkeiten

Klasse  Haufigkeiten Wahrsch.
0,00232 0 0,00000
0,00538 1 0,06250
0,008 0 0,00000
0,012 13 0,81250
0,02 0 0,00000
0,04 2 0,12500
Summe 16 1,00000

§ g & 2 Anzahl fehlender Werte 0

& = 6 Klassen

Intensitét (scot cd*s/m?)

Abbildung 4.21: Haufigkeitsverteilung der maximalen Amplituden bei verschiedenen Intensitaten.
Das linke Diagramm dient als Veranschaulichung der Ergebnisse. Rechts sind in der Tabelle die
Ergebnisse mit der prozentualen Wahrscheinlichkeit abgebildet. Die Zahlen unter der Spalte
Alassei ent sprechen den |cd*s/minbRidHadfigkeiten demtensakf die Anzahl der
Probanden hin, bei denen die entsprechende Intensitéat eine maximale b-Wellenamplitude ergab. {y-
Achse=Wahrscheinlichkeiten der Verteilung; x-Achse=Intensitéat in skot cd*s/m2}

Aus der Verteilung der maximalen Mittelwerte resultieren immerhin zwei
Probandenmessungen, die bei der Intensitat von 0,04 skot cd*s/m? die
hochsten b-Wellenamplituden hatten [Abbildung 4.21]. Bei 81,3 Prozent der
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Probandenmessungen, entspricht 13 Probanden, wird jedoch eine maximale b-
Wellenamplitude bei 0,012 skot cd*s/m? erreicht. Mit einer Wahrscheinlichkeit
von 81,3 Prozent wird jede weitere Probandenmessung ein Maximum der b-
Wellenamplitude bei einer Intensitat von 0,012 skot cd*s/m? haben. Aus diesem

Grund wird die Intensitat von 0,012 skot cd*s/m? als optimal betrachtet.
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4.2. Kombiniertes Stadbchen- und Zapfen-ERG
4.2.1. Protokollentwicklung (Exploration und Vorstudie)

4.2.1.a. Exploration Frequenz

Das kombinierte Stabchen- und Zapfen-ERG soll ebenfalls unter Konditionen
gemessen werden, die die Dunkeladaptation gewahrleisten. Da hierbei der
Einfluss der Zapfen erwiinscht ist und die Messung am Ende der skotopischen
Untersuchung erfolgt, ist eine vollstdandige Dunkeladaptation nach der ERG
Untersuchung nicht erforderlich.

Die Vorteile der repetitiven Stimulation sollten in der ERG Messung der
kombinierten Stdbchen- und Zapfenantwort ebenfalls ausgenitzt werden. Die
Frequenz sollte fur eine optimale Stimulation der St&bchen nicht groRer als
15Hz sein [Dodt 1951]. Ein méglichst hoher Anteil an Zapfenantwort sollte
dennoch ermdglicht werden. Zuséatzlich sollte als dritte Bedingung eine
moglichst hohe a- und b-Welle messbar sein. Die ersten Untersuchungen mit
einem 9Hz Flicker zeigten sehr gute Ergebnisse. Die Eigenschaften des
kombinierten ERG konnen durch die 9Hz Flickerstimulation realisiert werden.
Durch eine schnellere Flickerfrequenz, wie 15Hz zum Beispiel, kann die a-Welle
nicht mehr separat von der b-Welle dargestellt werden [Scholl, Langrova et al.
2001a, Scholl, Langrova et al. 2001b]. Die charakteristische a-Welle wird bei
einer 9Hz Flickerstimulation separat von der b-Welle aufgezeichnet. Die Vorteile
der repetitiven Stimulation und der Mittelungen werden durch den 9Hz Flicker in
der kombinierten Stéabchen- und Zapfenmessung wie in der rein skotopischen

ERG Untersuchung erfullt.

4.2.1.b. Exploration spektrale Sensitivitat

Die Stimulation der Stabchen in Kombination mit den Zapfen erfordert eine
besondere chromatische Einstellung des Stimulus. Eine einzelne LED besitzt
einen spektralen Wirksamkeitsbereich in einem relativ eingeschrankten

Farbbereich. Die blaue LED hat eine maximale spektrale Wirksamkeit von
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470nm, die grine LED von 511nm, die orange LED von 596nm und die rote
LED von 635nm [Abbildung 4.22]. Zwar kann eine einzelne LED dazu
verwendet werden die Stdbchen und die Zapfen zu stimulieren, jedoch ist der
Anteil der beteiligten Photorezeptorensysteme nicht identisch. Bei Anwendung
der blauen LED, zum Beispiel, werden die Stdbchen durch lhre spektrale
Sensitivitat in einem viel groReren Mal3 stimuliert als die Zapfen. Die grine LED
mit 511nm liegt zwischen der maximalen spektralen Sensitivitat der Stabchen
mit 500nm und der Zapfen mit 550nm [Abbildung 4.22].

Uy | Violet | Bl
[ [

pen | | Ofange | Red Dark Red | IR
[ [ [ [

100

———Ehe Cones
———Green Cones
———Fed Cones
—— Fads

80 |

60 |

Relative Response

40 t
20

o L NDNDL

BluelLE Glree:nLiED IArl"nherLlED RedLED
350 400 450 a00 3450 &00 640 ] Fan

Wavelength {nm)

/N

Abbildung 4.22: Modifizierter Auszug aus der Darstellung zur Antwort der Zapfen und Stabchen auf
unterschiedliche Wellenlangen der Universitdt von New Mexico [UniversityOfNewMexico
Homepage]. Die schwarzen Linien im Diagramm stellen die Wellenlangen der verwendeten LEDs

z

u

r quanti

(z. B. ABl ueLEDA) dar . Die farbigen Kur ven (Bl au, Gr ¢ n,
Photorezeptoren auf unterschiedliche Wellenl2angen (ABlue
schwarze Kurve kennzei chnet die spektrale Wi rksamkeit auf die St?2
spektrale Wirksamkeit der Wellenlangen (nm) gegen die relative Antwort (normiert auf 100% des

jeweiligen Rezeptors) aufgetragen. Die Staperargnkurve (AF

Stabchen reagieren mit einer sehr viel héheren Antwort auf Licht als Zapfen. Die Stabchen-Kurve
dient nur dem spektralen Vergleich zwischen Stabchen und Zapfen.

Aus diesem Grund wurde die grine LED fur die Stimulationen in der Vorstudie
verwendet. Es wurde ein Vergleich mit der Mischfarbe Weiss 6500K
durchgefiihrt. Sie wird durch die Mischung aller LEDs (Grin, Blau, Rot)
generiert und ist durch die Koordinaten X=0,2633 und Y=0,2649 in dem CIE
Koordinatensystem definiert. Die Farbe Weiss 6500K hat somit einen breiten
spektralen Wirksamkeitsbereich. Fur die Messung der kombinierten Stabchen-
und Zapfenantwort ist ein breites spektrales Wirksamkeitsfeld optimal, da
hierbei die Stabchen und Zapfen zu beinahe identischen Anteilen stimuliert

werden  kdnnen. Eine  Hintergrundbeleuchtung  wirde  bei  der
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Kombinationsantwort im ERG die Stabchen séttigen, was fur die Messung nicht

sinnvoll wéare. Aus diesem Grund wird die Hintergrundbeleuchtung deaktiviert.

4.2.1.c. Exploration Stimulationseinstellungen

Bei der Auswahl der optimalen kombinierten Stéabchen- und Zapfenantwort
sollte nicht nur die Einstellung mit der maximalen b-Wellenamplitude
ausgewahlt werden, sondern auch ein ausgewogenes b/a-Wellenverhaltnis
sichergestellt werden. Das heil3t ein b/a-Verhaltnis von 2/1 wird als
winschenswert definiert. GemalR der Definition wird die b-Welle durch den
Abstand vom Tiefpunkt der a-Welle bis zum HO6hepunkt der b-Welle
beschrieben. Durch eine sehr tiefe a-Welle kann demnach eine grol3e
Amplitude erreicht werden, obwohl die b-Welle von der Nulllinie gemessen nur
minimal ist [Abbildung 4.23].

In der aktuellen Studie wird die Ableitung der gré3eren b-Welle, gemessen von
der O-Linie, bevorzugt. In speziellen Fragestellungen bei der Untersuchung von
Patienten mit degenerativ verénderter Netzhaut ist eine deutliche Identifizierung
der b-Welle sehr wichtig (z.B. bei Patienten mit kongenitaler stationarer
Nachtblindheit), da hierbei eine Reduktion der b-Welle bei normwertiger a-Welle
vorliegt. Diese Identifizierung wird in der Ableitung mit der von der O-Linie

gemessenen, gréReren b-Welle, einfacher.
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Abbildung 4.23: 9Hz Stimulation mit unterschiedlichen Intensitaten (links 10 x héher als rechts)
und Darstellung der unterschiedlichen a/b-Verhaltnisse bei gleicher b-Wellenamplitude. Vergleich
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Die Pulszeit und die Stimulationsintensitat werden anhand von Messungen in
der Vorstudie und der Hauptstudie genauer untersucht. Zunachst wird in der
Vorstudie ein im Hinblick auf eine maximale b-Wellenamplitude geeigneter
Intensitats- und Pulszeit-Bereich ausgewahlt, der in der Hauptstudie genauer
definiert wird. Dabei werden die explorierten Rahmenbedingungen befolgt.

4.2.1.d. Vorstudie: Hinweise auf die Stimulationsintensitat:

Die Auswahl einer geeigneten Stimulationsintensitat basierte auf den
vorhergehenden Messungen der skotopischen 9Hz Flicker Intensitatsserien.
Der Einfluss der Zapfen auf skotopische ERG-Messungen wurde in hoheren
Intensitatsbereichen wahrend der Optimierung des Stabchen-ERGs bereits
nachgewiesen [Abbildung 4.24+Abbildung 4.25]. Aus den Ergebnissen der 9Hz
Blau- und Grinflicker Messungen lasst sich eine Intensitatsspanne fur die

kombinierte Stabchen- und Zapfenantwort abschatzen.

Messung Proband 5 (06.10.2006)

9Hz / stim: blue & green /d: 10ms /i log(-4,1 bis 0,8 skot cd*s/m2)
160

140 -

120 -

100 -

Amplitude [pVv]

80 ~

60 A

40 -

20 T T T T T T
1e-5 1e-4 1e-3 1e-2 e-1 1e+0 1et1 1et+2
Loglnt{cd*s/m2)

Abbildung 4.24: B-Wellenamplitude der 9Hz Blau- (blaue Kurve) und Grunflickerstimulation (griine
Kurve) gegen die Intensitdt aufgetragen. Stimulation mit fester Pulszeit von 10ms und
ansteigenden Intensitaten von Log(-4,1) bis Log(0,8) skot cd*s/m2. Die Intensitatsspanne der
kombinierten Stabchen- und Zapfenantworten wurde rosa markiert. (x-Achse= log skot cd*s/mz?, y-
Achse= Amplitude in pV). {Abtastfrequenz: 2000Hz; Filter:aus; Mittelung von 20-50
Einzelantworten}
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Messung Proband 6 (06.10.2006)

9Hz / stim: blue & green / d: 10ms / i: log(-4,1 bis 0,8 skot cd*s/m2)
220

200 -

180 -

160 -

140 -

120 -

Amplitude [uV]

100 A

20 1 T 1 T T 1
1e-5 1e-4 1e-3 1e-2 1e-1 1e+0 1e+1 1e+2
Logint [cd*s/im2]

Abbildung 4.25: Stimulation und Definition s.o. (Abbildung ). Messung eines weiteren Probanden.
{Abtastfrequenz: 2000Hz; Filter:aus; Mittelung von 25-50 Einzelantworten}

Die Intensitatsbereiche, die fur die kombinierte Stabchen- und Zapfenantwort
von Bedeutung sind, wurden durch die Markierungen in den
Probandenmessungen hervorgehoben. Die Frequenzanalyse der beiden
Probandenmessungen zeigt in dem ausgewahlten Intensitatsbereich einen
hohen Anteil an 18Hz- und 27Hz-Komponenten unter einer 9Hz-Stimulation,
was fir den vorhandenen Zapfenanteil an der ERG-Antwort spricht [Abbildung
4.26].

Zu beachten ist jedoch, dass bei den vorliegenden Messungen mit der blauen
und grinen LED stimuliert wurde, und fir eine kombinierte Maximalantwort eine
Stimulation mit der Mischung aller LEDs (Grin, Blau, Rot) erfolgen soll.
Zusatzlich wurden die Messungen mit skotopischen cd*s/m? durchgefihrt. Far
die kombinierte Stabchen und Zapfenantwort wird die Anwendung von
photopischen Einheiten bevorzugt, da die photopische Adjustierung der
Intensitaten bendtigt wird. Durch diese Tatsachen wird eine Verschiebung der

Intensitatsspanne erwartet.
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Frequenzanalyse Proband 6 (06.10.2006)

9Hz / stim: blue & green / d: 10ms / i: log(-4,1 bis 0,8 skot cd*s/m2) Frequenzanalyse

=0

o
I

18Hz-Kompgnente

30 - /
E / 27Hz-Kompgnente
2 5 2
2 20 4
g .
< éHz-KDmp bnente
/
!
10 A

1e-5 1e-4 1e-3 1e-2 1e-1 1e+0 1e+1 1e+2
loglntlcd*s/m2]

Abbildung 4.26: Ergebnisse der Amplituden aus der Frequenzanalyse bei 9Hz-Stimulation mit
unterschiedlichen Intensitaten. Anteil einzelner Frequenzen (9Hz, 18Hz, 27Hz) am ERG durch die
Stimulation mit der grinen und blauen LED. 9Hz-Komponente des grinen Stimulationslichts
(grune Dreiecke) und des blauen Stimulationslichts (blaue Kreise) werden ab dem ersten Maximum
stetig kleiner. Bei starkeren Intensitdten steigen die 18Hz- (grine Quadrate und dunkelblaue
Kreise) bzw. 27Hz-Anteile (tirkise Quadrate fur griine LED und rosa Dreiecke fur blaue LED) bis zur
Dominanz, was ein deutlicher Hinweis auf eine Zapfenbeteiligung ist.

4.2.1.e. Vorstudie: Hinweise auf die Pulszeit:

Einen ersten Hinweis auf die optimale Pulszeit lieferten zwei Messungen an
einem Probanden, die durch die Stimulation mit 0,16 skot cd*s/m? mit einem
9Hz-Grunflicker und in einer weiteren Messung mit 0,24 skot cd*s/m2 mit einem
9Hz-Weildflicker mit verschiedenen Pulszeiten abgeleitet wurden [Abbildung
4.27].

Messung Proband 4 (03.02.2007)
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9Hz / stim: green or white / i: 0,16 [green] or 0,24 [white] scot cd*s/m?* / d: vary
1607 T

150

="

S

o
1

130

120

b-Wellenamplitude (uV)

SUUM

110

100+

90

80

70- —

Pulszeit (ms)

Abbildung 4.27: B-Wellenamplituden einer 9Hz-Flickerstimulation mit weiRem (schwarze Kurve)
und grinem (grine Kurve) Stimulationslicht bei Anwendung von verschiedenen (x-Achse= Pulszeit
in ms; y-Achse= Amplitude in pV). Zu beachten ist die unterschiedliche Intensitat von 0,16 fur den
Grunflicker und 0,24 skotopischen cd*s/m? fur den Weilflicker. {Abtastfrequenz: 1000Hz;
Filter:aus; Mittelungen von 20-30 Einzelantworten}

Es zeigte sich eine maximale b-Welle bei einer Pulszeit von 16ms bei
Anwendung des grinen Flickerlichts. Die zweite Messung mit dem weil3en
Flickerlicht und einer hoheren Intensitat (0,24 skot cd*s/m?) ergab eine
maximale b-Wellenamplitude bei einer Pulszeit von 14ms [Abbildung 4.27].
Durch beide Probandenmessungen wurde ein erster Hinweis auf eine optimale
Pulszeit zwischen 14ms und 16ms gewonnen. Zu beachten ist jedoch, dass
beide Messungen bei unterschiedlichen Intensitdten abgeleitet wurden und

deshalb die Amplitudenh6he stark variiert.

4.2.1.f. Vorstudie: Erweiterte Auswahl der Pulszeit:

Die optimale Pulszeit bei der Ableitung des kombinierten Stabchen- und
Zapfen-ERGs wurde anhand von Messungen mit konstanter Intensitat von 0,2
phot cd*s/m2 und variierenden Pulszeiten von 1ms bis 20ms durchgefihrt.

Weitere Einstellungen blieben fir alle ERG Ableitungen konstant. Ein weil3es
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Mischlicht (Weiss6500K) wurde als Lichtstimulation gewahlt. Es wurde zu jeder
Pulszeit die zugehorige b-Wellenamplitude aufgezeichnet [Abbildung 4.28]. Die
b-Wellenamplituden aus den Ergebnissen beider Augen wurden registriert und

verglichen.

Messung Proband 14 (11.05.2007)

9Hz / stim: white6500K /i: 0,2 phot cd*s/m2 /d: 1,4,6,8,10,12,14,16,18,20

140

o-"""Q\

120

100 +

Amplitude B-Wave [uV]
o
o
L

60 -

40 | | | |
0 b 10 15 20 25

Duration (ms)

Abbildung 4.28: B-Wellenamplituden beider Augen (rechts Linie, links gestrichelt) unter 9Hz
WeilRstimulation bei Anwendung von verschiedenen Pulszeiten und fester Intensitat von 0,2 skot
cd*s/m2 (x-Achse= Pulszeit in ms; y-Achse= Amplitude in pV). {Abtastfrequenz: 2000Hz; Filter:aus;
Mittelungen von 22-42 Einzelantworten}

Die maximalen b-Wellenamplituden von 128uV fur das RA, 99uV fir das LA,
wurden bei der kombinierte Stabchen- und Zapfenantwort bei einer Pulszeit von
14ms erreicht. Die Anwesenheit einer a-Welle von 42uV (RA), bzw. 34uV (LA),
und der OPs zeigt die erwinschte Zapfenbeteiligung an der ERG Antwort. In
der FFT wird die Zapfenbeteiligung durch das Ansteigen der Komponenten der
héheren Harmonischen (18Hz, 27Hz und 36Hz) deutlich. Das Ergebnis einer
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optimalen Pulszeit von 14ms fur die kombinierte Stéabchen und Zapfenantwort
konnte an einem weiteren Probanden bei gleichen Einstellungen wie in der

vorhergehenden Untersuchung gemessen werden [Abbildung 4.29].

Messung Proband 5 (05.09.2007)

9Hz / stim: white6500K / i: 0,2 phot cd*s/m2 /d: 1,4,6,8,10,12,14,16,18,20
160

140 -

Amplitude B-Wave [pV]

80 A

60 T T I T
0 5 10 15 20 25

Duration {ms)

Abbildung 4.29: B-Wellenamplituden beider Augen (rechts Linie, links gestrichelt) unter 9Hz
WeilRstimulation bei Anwendung von verschiedenen Pulszeiten und fester Intensitat von 0,2 skot
cd*s/m2 (x-Achse= Pulszeit in ms; y-Achse= Amplitude in pV). {Abtastfrequenz: 2000Hz; Filter: aus;
Mittelungen von 22-42 Einzelantworten}

4.2.1.9. Vorstudie: Erweiterte Auswahl der Stimulationsintensitat:

Durch die Ergebnisse zur Auswahl der optimalen Pulszeit lieBen sich nur
minimale Unterschiede zwischen der grinen LED und dem weil3en Mischlicht
(6500K) in der Amplitude und der Kurvenform feststellen. Deshalb sollte in der
Auswahl der optimalen Stimulationsintensitat fir die kombinierte Stabchen- und
Zapfenantwort nochmals ein Vergleich zwischen den beiden Farben erfolgen.

Es wurden Messungen mit Intensitaten von log -1,4 (0,04 phot cd*s/m?) bis log -
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0,42 (0,38 phot cd*s/m?) in log 0,02 Schritten bei konstanter Pulszeit von 10ms
und sonst gleichbleibenden ERG Einstellungen abgeleitet. Jede Intensitat
wurde zunédchst mit der grinen LED und in der nachsten Messung mit der
Farbe Weil3 (6500K) untersucht. Somit erlaubt die Messung zusatzlich zur
Auswahl der optimalen Intensitat auch einen direkten Vergleich zwischen den
beiden Stimulationsfarben fur die kombinierte Stdbchen- und Zapfenantwort
[Abbildung 4.30].

Messung Proband 5 (03.04.2007):

9Hz / stim: white6500K, green / d: 10ms / i: log(-1,4 bis -0,42 phot cd*s/m2)
200

180 -

160 -

ey
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o
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Amplitude B-Wave [pV]
o ~
o) o

80

60

40 T T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 035 0,4C

Int[phot cd*s/m2]

Abbildung 4.30: B-Wellenamplituden unter 9Hz Flickerstimulation mit konstanter Pulszeit von 10ms
und variierenden Intensitdten von Log(-1,4) bis Log(-0,42) phot cd*s/m2 im dunkeladaptierten
Zustand und der Anwendung von griner LED (grine Linie) und weiBem Mischlicht (schwarze
Linie). {Abtastfrequenz: 1000Hz; Filter:aus; Mittelungen von 30 Einzelantworten}

In der Darstellung der Amplitudenauswertung ist die maximale b-Welle bei 0,2
phot cd*s/m2 sowohl bei der Anwendung von grinem Licht, als auch mit der
Mischfarbe Weil3 (6500K). Die Stimulation mit grinem Licht bei Intensitaten

unterhalb des Maximums weist eine kleinere b-Wellenamplitude auf als die
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Mi ni mal signal e

Stimulation mit Weil3 6500K. Im Bereich der maximalen b-Wellenamplitude
kann jedoch mit dem weif3en Mischlicht eine Amplitude von 188uV und mit der
grinen LED von 180uV erlangt werden. Bei Intensitaten oberhalb dieses
Maximums sind die Amplituden fir beide Farben ann&hernd gleich. Die
Auflistung der Einzelmessungen macht die Ahnlichkeit der Ableitungen deutlich
[Abbildung 4.31].

9Hz / stim: white6500K, green / d:10ms/ i: log (-1,4 bis -0,42 phot cd*s/m2)

Intensitat
cd’sim2

log (-0,42)

log (-1,4)

Abbildung 4.31: 9Hz-Stimulation mit griner LED (grine Linie) und weiRem Mischlicht (schwarze
Linie). Die Intensitat steigt von unten nach oben schrittweise. {Definition s.0.}

Die Stimulation mit der grinen LED unterscheidet sich nur minimal in der
Amplitude von den Ableitungen mit dem Mischlicht (6500K). In den Messungen
mit geringer Intensitat von 0,04 phot cd*s/m? zeigt sich nur eine sehr geringe
und flache b-Welle. Die Auswertung dieser Kurve mit der FFT zeigt eine

dominante 9Hz-Komponente, anders als die Auswertung der Kurve mit der
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maximalen b-Wellenamplitude bei einer Intensitat von 0,2 phot cd*s/m2. Hierbei
ist eine dominante 18Hz-Komponente in der FFT zu erkennen. Es wird eine
groBere 27Hz-Komponente unter Anwendung von 0,2 phot cd*s/m? im
Vergleich zu 0,04 phot cd*s/m? aufgezeichnet [Abbildung 4.32+Abbildung 4.33].

Messungl und 2 Messung Proband 5 (03.04.2007)

Step1/ 9Hz / stim: green / d:10ms /i 0,04 phot cd*s/m2 / OP filter 75-300Hz Step2 / 9Hz / stim: white6500K / d:10ms / i: 0,04 phot cd*s/m2 / OP filter 75-300Hz
~
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Step1/ 9Hz / stim: green / d: 10ms / i: 0,04 phot cd*s/m2 / OP filter 75-300Hz Step2 / 9Hz / stim; white6500K / d:10ms / i; 0,04 phot cd*s/m2 / OP filter 75-300Hz
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Abbildung 4.32: 9Hz Stimulation mit gruner LED (links) und weif3em Mischlicht (rechts) unter
Anwendung gleicher Pulszeit (10ms) und Intensitét (0,04 phot cd*s/m?) mit offline Filterung der OPs
(75-300Hz rote Kurve als AUC dargestellt). Unten sind die Auswertungen mit der FFT bis zu riner
Frequenz von 90Hz dargestellt. (x-Achse oben= Zeit in s; y-Achse oben= Spannung in pV; x-Achse
unten= Frequenzen; y-Achse unten= Amplitude in pV).

Messung17 und 18 Messung Proband 5 (03.04.2007)

Step17 / 9Hz / stim: green / d: 10ms / i: 0,2 phot cd*s/m2 / OP filter 75-300Hz

150 150 150 150
100 100 100 + 100
3% 0 50 50
) iy = Pyl - = o o gl 0
50 0 -804 50
100 - 100 -100 100
o 0.05 01 0.15 02 025 [ 0.05 0.1 0.15 02 025
. (3) time (5)
Step17 / 9Hz / stim: green / d: 10ms / i 0.2 phot cd*s/m2 / OP filter 75-300Hz Step18 / 9Hz / stim:whiteB500K / d: 10ms / i 0,2 phot cd*s/m2 / OP filter 75
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Abbildung 4.33: Zur Definition der Darstellung s.o.. Die Stimulationsintensitat betragt nun jedoch
0,2 phot cd*s/m2.

In beiden Intensitatsstufen ist ein Unterschied zwischen dem grinen Stimulus
und dem Stimulus mit dem Mischlicht zu ermitteln. In den Ableitungen mit einer
Intensitat von 0,04 phot cd*s/m2 hat die Stimulation mit dem weil3en Licht eine
groRBere 9Hz-Komponente in der FFT (etwa 30% mehr) als die Stimulation mit
der grinen LED zu verzeichnen. Die Ableitungen mit einer Intensitat von 0,2

phot cd*s/m? zeigen ebenfalls in der 18Hz-Komponente mit weil3em Stimulus
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einen geringfugig grofReren Anteil an der Antwort (etwa 10% mehr) als mit dem
grinen Stimulus. Aus diesen Grunden, und aus Grinden der grol3eren b-
Wellenamplitude, wurde fur die Hauptstudie das Mischlicht Weil3 (6500K)

verwendet.

Es wurde zusatzlich eine Serie mit hoheren Intensitaten durchgefuhrt, um den
Einfluss der dadurch steigenden Zapfenantwort auf die kombinierte ERG
Ableitung zu verfolgen. Die Aufzeichnung der b-Wellen- und a-Wellenamplitude
erfolgte fUr jede Stimulationsintensitat. Die Pulszeit von 4ms blieb wie die
Ubrigen Einstellungen der ERG Messung konstant. Die Intensitdt wurde
schrittweise von 0,22 bis 2 phot cd*s/m? erhéht [Abbildung 4.34].

Messung Proband 5 (29.06.2007):

9Hz / stim:white6500K / i:0,22 - 2 phot cd*s/m2 d:4ms / Ch1+2
120 Red Sign = 9Hz/stim:white/i:0,2 ph cd*s/m2 d:14ms/ Ch1+2
1m04 Y
100 +
s a0
=
[
E 80 -
=
£
< 70 4
-« A-\Wave Ch1
60 ,’ —O- B-Wave Ch1
—p— A-\Wave Ch2
L] 4 - B-Wave Ch2
50 - v @ A-Wave Ch1
O  B-Wave Ch2
¥ A-Wave Chi
o —===== 4 N BWave Oh2
40 T T T T
0,0 05 1,0 15 2,0
Int: 0,22-2 phot cd*s/m2

Abbildung 4.34: B-Wellen- und a-Wellenamplituden der 9Hz-Weil3stimulation beider Augen
(gestrichelt links, durchgezogen rechts) bei fester Pulszeit von 4ms und einer Intensitatsspanne
von 0,22 bis 2 phot cd*s/m2 (schwarze Linien). Die Messungen werden mit einer vorhergehenden
Messung mit 0,2 phot cd*s/m2 und einer Pulszeit von 14ms verglichen (rot). {Abtastfrequenz:
2000Hz; Filter:aus; Mittelungen von 30 Einzelantworten}

Zum Vergleich wurde eine Einzelmessung mit den zuvor definierten

Einstellungen fir die maximale b-Wellenamplitude in der kombinierten
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Stabchen- und Zapfenantwort angefugt. Die Intensitat war hierbei 0,2 cd*s/m?
mit einer Pulszeit von 14ms. Zur besseren Veranschaulichung ist das Ergebnis
dieser Einzelmessung in dem Schaubild [Abbildung 4.34] rot gekennzeichnet.
Die maximale b-Welle (106uV) wurde in dieser Intensitatsserie bei 2 phot
cd*s/m? festgestellt. Die a-Welle betragt dabei 86uV. Das entspricht einem
Verhéltnis (b/a) von 1,23. Bei der Vergleichsmessung mit 0,2 phot cd*s/m?
[Abbildung 4.34 rote Punkte] konnte eine b-Welle mit 112uV und eine a-Welle
von 54uV gemessen werden, was einem Verhéltnis (b/a) von 2,07 entspricht.
Im Vergleich zu der zuvor optimierten Intensitat von 0,2 phot cd*s/m? erfahrt die
a-Welle in den hdheren Intensitdten bei nahezu konstanter b-Wellenamplitude
einen grol3en Anstieg.

Messung Proband 5 (29.06.2007)

9Hz/ stim:white 6500K/ int:0,2 phot cd*s/m2/ d:14ms/ blue:filter 75-300Hz

50 N 50
30 / \ / 30
3 10 10
YA | e - A LT .
A e BN Aaa p—
30 ) 30

0 0.05 0.1 0.15 02 0.25
S

9Hz/ stim:white 6500K/ int:2 phot cd*s/m2/ d:4ms/ blue:filter 75-300Hz
40 40

20 \ 20

| -——KM. —s—v\‘v‘ 0
20 \ / v 20

uv
f
>
4
‘i
3
<
‘b

|
-40 / [ -40

0 0.05 0.1 0.15 02 0.25

Abbildung 4.35: 9Hz Weilflicker mit einer Intensitat von 0,2 phot cd*s/m2 (oben) und einer 10-fach
héheren Intensitat von 2 phot cd*s/m2. Zu beachten sind die Unterschiede der ERG Kurvenform
und der OPs (blau als AUC durch 75-300Hz Filterung).

Aus der Darstellung der ERG-Ableitung bei 0,2 phot cd*s/m2 und der hochsten
b-Wellenamplitude bei einer Intensitat von 2 phot cd*s/m?2 [Abbildung 4.35] wird
deutlich, dass die a-Welle bei der héheren Intensitat zu Ungunsten des b/a-
Verhaltnisses ansteigt. Da aber die b-Welle ¢ ber ddmi &G bei

Intensitat von 2 phot cd*s/m2 viel geringer ist (ca. 12uV) als bei der
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schwécheren Intensitat von 0,2 phot cd*s/m? wird eine Differenzierung der a-
und b-Welle in der Messung mit 2 phot cd*s/m? deutlich schwieriger. Die OPs
lieRen sich bei beiden Ableitungen zeigen. Bei der Stimulation mit einer
Intensitat von 2 phot cd*s/m? werden die Gipfelzeiten der OPs im Vergleich zu
der Stimulation mit einer Intensitat von 0,2 phot cd*s/m? kirzer.

Im Hinblick auf pathologisch verénderte ERGs, deren Identifizierung am
deutlichsten durch die Beurteilung der kombinierten Stabchen- und

Zapfenantwort moglich ist, wi e zum Bei spi el das Ael

ein  hoherer b/a-Quotient als gilnstig erachtet. Dies trifft auf den
Intensitatsbereich um 0,2 phot cd*s/m? zu. Aus diesem Grund erfolgt in der
Hauptstudie der kombinierten Stdbchen- und Zapfenantwort eine Optimierung
der Intensitat im Bereich von 0,2 phot cd*s/mz.

4.2.2. Verifizierung der Protokolleinstellungen (Hauptstudie kombiniertes
Stabchen- und Zapfen-ERG)

In der Hauptstudie der kombinierten Stabchen- und Zapfenantwort wurde mit
einem 9Hz-Flicker und der Stimulationsfarbe Weiss 6500K die Optimierung der
Pulszeit und der Stimulationsintensitat durchgefihrt. Die  Ubrigen
Reizbedingungen, wie Filtereinstellungen und Abtastfrequenzen blieben
konstant und werden im Appendix [Tabelle 7.6] beschrieben. Die Ableitungen

der 16 Probanden wurden gesondert nach a- und b-Wellen ausgewertet.

4.2.2.a. Hauptstudie Pulszeit:

Durch Serien mit gleichbleibender Intensitdt von 0,2 phot cd*s/m2 und
variierenden Pulszeiten von 8 bis 16ms wurden die optimalen ERG Parameter
definiert. Die Einstellungen der ERG Ableitung blieben fir alle Messungen
konstant.

Die b-Wellenamplitude wurde separat zur a-Wellenamplitude ausgewertet. Die
Mittelwerte aus allen 16 Probandenmessungen, bei denen die b-

Wellenamplituden beider Augen untersucht wurden, zeigen keine grol3en
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Differenzen [Abbildung 7.3]. Der maximale Mittelwert mit 129,11uV wird bei
14ms erreicht. Im Vergleich zu den restlichen Pulszeiten besteht eine Differenz
von ca. 15pV. Im Schaubild ist zu erkennen, dass auch Amplituden von uber
200pV erreicht wurden. Die Auswertung der a-Welle soll eine Auswahl der
optimalen Pulszeit erleichtern [Abbildung 7.4].

Die a-Wellen Amplitude aller 16 Probandenmessungen erreicht im Mittelwert
ein Maximum bei ebenfalls 14ms mit 47,74uV. Das ist zusammen mit der b-
Wellen Auswertung ein Hinweis auf eine optimale Pulszeit bei 14ms. Das
Schaubild [Abbildung 7.4] soll aber auch die Streuung und den Mittelwert aus
allen Probandenmessungen zeigen.

Die Mittelwerte beider Augen der jeweiligen Probandenmessungen wurden
gegen die Pulszeit aufgetragen [Abbildung 7.5]. Somit kann die Auswertung an
einer Kennlinie fir jeden Probanden erfolgen.

Aus den Kennlinien wurden die maximalen Werte abgelesen und der
zugehorigen Pulszeit zugeordnet. Die Verteilung der Maxima erlaubt eine

Aussage Uber die optimale Pulszeit der Untersuchung.

Haufigkeiten

B-Welle -
Klasse Hiufigkeiten Wahrsch.
8 3 0,18750
10 0 0,00000
12 1 0,06250
14 1 0,68750
18.8 16 1 006250
63 Summe 16 1,00000
0.0 Anzahl fehlender Werte 0
8 10 12 14 16 5 Klassen
Pulszeit (ms)
A-Welle Lo Haufigkeiten
- Klasse  Hiufigkeiten Wahrsch.
sy 2| 8 1 0,06250
% 10 1 0,06250
2 12 0  0,00000
| 14 8  0,50000
F0205 [ 16 6  0,37500
6.3 = Summe 16 1,00000
0.0 Anzahl fehlender Werte 0
8 16 5 Klassen

12, 14
Pulszeit (ms)

Abbildung 4.36: Haufigkeitsverteilung der maximalen b- und a-Wellenamplituden bei variierenden
Pulszeiten. Aus den Kennlinien [Abbildung 7.5] wurden die Pulszeiten, die einen maximalen
Mittelwert fir jeden Probanden ausldsten, in einer Verteilungsanalyse zusammengefasst. Das
obere Schaubild bezieht sich auf die b-Wellenamplituden. Die a-Wellenamplituden wurden im
unteren Schaubild ausgewertet. In der rechten Tabelle befinden sich die Haufigkeiten der
Verteilung. Den Schaubildern ist zu entnehmen bei welcher Pulszeit die meisten Maxima der b-
Wellenamplituden erreicht wurden.
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Die Verteilung der maximalen Mittelwerte aus den b-Wellenamplituden beider
Augen ergibt bei 11 Probanden ein Maximum bei 14ms [Abbildung 4.36 oben].
Mit einer Wahrscheinlichkeit von 68,75 Prozent wird eine weitere Messung ein
Maximum bei 14ms erreichen. Es ist jedoch zu beachten, dass sogar 3
Probanden ein Maximum bei 8ms aufwiesen. Die maximalen Mittelwerte aus
den a-Wellenamplituden (unten) zeigen eine weniger eindeutige Verteilung. Zu
50 Prozent, was 8 Probanden entspricht, wird ein Maximum bei einer Pulszeit
von 14ms erreicht. Bei immerhin 6 Probanden wurde aber ein Maximum bei
16ms festgestellt. Wenn nun beide Ergebnisse, die der b-Wellenamplituden und
der a-Wellenamplitude, kombiniert betrachtet werden, lasst sich eine Pulszeit
von 14ms als optimal festlegen. Das Ergebnis der Hauptstudie bestatigt somit

die Hinweise aus der Vorstudie.

4.2.2.b. Hauptstudie Stimulationsintensitat:

Die optimale Intensitdt des Stimulationsblitzes wurde anhand von Serien mit
gleichbleibender Pulszeit von 14ms und Intensitaten von 0,16 (log -0,8) bis
0,26(log -0,6) phot cd*s/m? ermittelt. AufRer der Intensitat blieben die
Einstellungen fur die ERG Ableitung konstant [Abbildung 7.6].

Die Mittelwerte der b-Wellenamplituden schwanken bei allen verwendeten
Intensitaten zwischen 110 und 128uV, was eine eindeutige Definition der
optimalen Intensitat erschwert. Der maximale Mittelwert (128,62uV) der b-
Wellenamplitude wird bei einer Intensitat von 0,2 phot cd*s/m? verzeichnet. Im
Vergleich dazu erreicht der Mittelwert bei einer Intensitat von 0,22 phot cd*s/m?2
127,9uV. Die Differenz der beiden Mittelwerte betragt somit weniger als 1uV!
Eine ahnlich kleine Differenz verdeutlicht auch die Auswertung der a-
Wellenamplituden. Hier betragt die Differenz zwischen dem maximalen
Mittelwert von 45,74uV und dem zweith6chsten Mittelwert von 45,22uV sogar
nur 0,5V.

Bereits die Kennlinien deuten auf eine breite Streuung der Maxima [Abbildung
7.7]. Einzelne Probanden, wie Proband 7 oder Proband 10, weisen einen

nahezu konstanten Verlauf der Amplituden auf. Die Darstellung enthéalt jedoch
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auch Messungen, die ein eindeutiges Maximum in der Kennlinie zeigen (z.B.
Proband 15).

B-Welle e Haufigkeiten
L Klasse Hiufigkeiten Wahrsch.
L0402 | 016 0  0,00000
r 2| o018 1 0,06250
(A3 o2 7 043750
0,20 g 0,22 6  0,37500
- 2 0,24 1 0,06250
6.3 6.3 6,3 0,10 > 0,26 1 0.06250
— [ Summe 16 1,00000
0,16 0,18 0,2 0,22 0,24 0,26 Anzahl fehlender Werte 0
Intensitat (phot cd*s/m?) 6 Klassen

Abbildung 4.37: Haufigkeitsverteilung der maximalen b-Wellenamplituden bei variierenden
Intensitaten. Die Haufigkeiten der jeweiligen Intensitdten sind in der Tabelle aufgelistet. Die
Intensitat von 0,2 phot cd*s/m2 erreichte bei 7 Probanden einen maximalen Mittelwert. Die Intensitét
von 0,22 phot cd*s/m2 bot jedoch bei 6 Probanden ebenfalls einen maximalen Mittelwert.

Aus der Untersuchung der Verteilung der einzelnen Maxima sind vor allem zwei
dominante  Intensitdten  aufgefallen  [Abbildung 4.37]. Mit einer
Wahrscheinlichkeit von 43,75 Prozent ist eine Intensitat von 0,2 phot cd*s/m?
als optimal zu betrachten. Die Intensitdt von 0,22 phot cd*s/m? wird jedoch

ebenfalls bei 6 Probanden (37,5%) als optimale Intensitét registriert.

Haufigkeiten

A-Welle -0.60
L 050 & Klasse Hidufigkeiten Wahrsch.
e 0,16 1 0,06250
0,40 £ 0,18 0 0,00000
lc o 0.2 4 0,25000
i a| 022 8  0,50000
~020 5 | 0,24 2 0,12500
6.3 0,10 = 0,26 1 0,06250
0.0 | Summe 16 1,00000
0,16 0,18 0,2 0,22 0,24 0,26 Anzahl fehlender Werte 0

6 Klassen

Intensitédt (phot cd*s/m?)

Abbildung 4.38: Haufigkeitsverteilung der maximalen a-Wellenamplituden bei verschiedenen
Intensitaten. Hier erreicht die Intensitdt von 0,22 phot cd*s/m2 mit 50%, also bei 8
Probandenmessungen, eine maximale a-Wellenamplitude. Die Intensitat von 0,2 phot cd*s/m?2
jedoch nur bei 4 Probanden, was 25% entspricht.

Die Verteilung der maximalen Mittelwerte der a-Wellenamplituden bietet ein
deutlicheres Ergebnis als die Analyse der b-Wellenamplituden [Abbildung 4.38].
Hier wurde durch die Intensitat von 0,22 phot cd*s/m? bei 8 Probanden eine
maximale a-Wellenamplitude ausgelost. Nur bei 4 Probanden wurde ein

Maximum bei 0,2 phot cd*s/m?2 verzeichnet.
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Beide Intensitaten, sowohl 0,2 als auch 0,22 phot cd*s/m?, kdnnen als optimal
betrachtet werden. Bei 0,22 phot cd*s/m? wird eine htéhere a-Wellenamplitude
erreicht, wobei bei 0,2 phot cd*s/m? eine hohere b-Wellenamplitude registriert
wird. Der Quotient zwischen b-Welle und a-Welle (b-Welle/a-Welle) betragt bei
der Intensitat von 0,2 phot cd*s/m? und einer Pulszeit von 14ms im Mittel 2,68

(x 0,74 Standardabweichung) aus 16 Probandenmessungen.
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4.3. Photopisches ERG
4.3.1. Protokollentwicklung (Exploration und Vorstudie)

4.3.1.a. Exploration Frequenz

Fur die Messung des photopischen ERG wurde eine Helladaptation von 10
Minuten durch eine Hintergrundbeleuchtung mit mindestens 34 phot cd/m?
durchgefihrt. Die Stdbchen wurden zuséatzlich wahrend der photopischen
Messungen durch eine Hintergrundbeleuchtung gebleicht.

In der isolierten photopischen Stimulation besteht bereits nach dem ISCEV
Standard eine Flickerstimulation mit 30Hz [Marmor, Holder et al. 2004]. Die mit
speziellen Methoden maximal messbare CFF fur Stabchen bei 28Hz
[Stockman, Sharpe et al. 1991] liegt 2Hz unter der Stimulation mit 30Hz. Aus
diesem Grund wird bereits durch die vom ISCEV Standard beschriebene 30Hz
Flickerstimulation [Marmor, Holder et al. 2004] eine weitgehend isolierte
Zapfenantwort ermaoglicht. Dennoch zeigt die Anwendung der durch den
ISCEV-Standard beschriebenen 30Hz Flickerstimulation vor allem bei Patienten
mit Netzhautdegeneration (z.B. Retinitis Pigmentosa) eine artefaktreiche ERG-
Ableitung, die auf Lidschlussartefakte, zurtckgefiihrt werden kann. Dabei
entstehen die Lidschlussartefakte durch die , subjektiv als stérend empfundene,
intensive Lichtstimulation mit einer hohen Frequenz von 30Hz. Patienten mit
Netzhautdegenerationen zeigen eine sehr hohe Lichtempfindlichkeit, die auch
als Photoaversion bezeichnet wird [Gawande, Donovan et al. 1989]. Um
Artefakte durch Muskelanspannung und Lidschluss, die durch helle Lichtstimuli
bei Patienten ausgelost werden, zu verhindern, wird in der aktuellen Studie ein
neuer Stimulus fur die weitgehend isolierte photopische ERG-Ableitung unter
Anwendung von geringen Lichtintensitaten entwickelt.

Die Erh6hung der Flickerfrequenz fihrt zu geringeren b-Wellenamplituden in
der ERG Untersuchung. Eine maximale b-Wellenamplitude bei der
photopischen Stimulation wird jedoch unter der Erwartung von niedrigen
Potentialen bei Patienten mit degenerierten Netzhauterkrankungen angestrebt.

Deshalb erscheint eine Veranderung der Frequenz von 30Hz zunachst sinnlos.
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Die Exploration der Mittelungen und der Artefaktreduktion [Kapitel 7.1], die bei
Patientenmessungen mit sehr geringen ERG Potentialen eine entscheidende
Rolle spielt, legte jedoch den Sinn und die Relevanz einer Frequenzanderung
dar. Im Anbetracht der unter Kapitel 7.1 genannten Tatsachen wurde die
Frequenz des photopischen ERG Protokolls auf 33Hz justiert.

4.3.1.b. Exploration spektrale Sensitivitat

Das spektrale Wirksamkeitsfeld der Stimulationsfarbe des isolierten
photopischen ERG sollte moglichst nahe an der maximalen spektralen
Zapfensensitivitat bei 550nm liegen. Zusatzlich ist eine Stabchenbeteiligung in
der Antwort zu vermeiden. Diese Anforderungen werden von der orangen
(596nm) und von der roten (635nm) LED erfullt. Die mittel- und langwelligen
Zapfen werden bei einer Wellenlange von 596nm zu einem grol3eren Malfl3
stimuliert als bei 635nm. Jedoch ist die Stdbchenbeteiligung bei 635nm viel
geringer als bei 596nm [Abbildung 4.2]. Aus diesem Grund wird in der
photopischen Ableitung die rote LED mit einer Wellenlange von 635nm als
Stimulations-LED angewandt. Die Hintergrundbeleuchtung sollte die Stabchen
helladaptieren und die Zapfen nicht sattigen. Dazu st eine
Hintergrundbeleuchtung mit der blauen LED mit einer Wellenlange von 470nm
optimal. Die blaue LED besitzt den minimalsten Effekt auf die mittel- und
langwelligen Zapfen, bei gleichzeitig hoher adaptiver Wirksamkeit auf die
Stabchen. Dadurch wird der Effekt einer geringen Stabchenbeteiligung bei

gleichzeitig optimierter Zapfenableitung verstarkt.

4.3.1.c. Exploration Stimulationseinstellungen

Eine besondere Anpassung der Stimulationsintensitat erfolgte in den isolierten
photopischen ERG Ableitungen. Dabei musste die Blendungsempfindlichkeit
von Patienten mit Netzhauterkrankungen (z.B. Stabchendystrophien)
bericksichtigt werden [Gawande, Donovan et al. 1989]. Die spektralen
Einstellungen der isolierten photopischen Ableitung mit der blauen

Hintergrundbeleuchtung und dem roten Stimulus schienen selbst bei gesunden
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Probanden bei moderaten Intensitdten haufig zu Lidschlussartefakten zu
fuhren. Diese Lidschlussartefakte wurden subjektiv durch die besonderen
Blendungseigenschaften des blauen Hintergrundes in Kombination mit dem
roten Stimulus ausgel6st. Eine Verringerung der Stimulationsintensitat und eine
gleichzeitige, verhaltnisgetreue Reduktion der Hintergrundbeleuchtung fihrte zu
einer Verbesserung der ERG Ableitung. Die isolierte Zapfenableitung wird trotz
der geringen Intensitaten durch die Stimulationsfrequenz, der spektralen
Eigenschaften des Stimulus und der Hintergrundbeleuchtung, sowie durch die
vorhergehende Helladaptation garantiert. In der Vorstudie erfolgte die Auswabhl
einer maximalen b-Wellenamplitude unter Beriicksichtigung der explorierten
Bedingungen. Fur diesen Zweck wurden Serien mit variierenden Intensitaten
und Pulszeiten durchgefuhrt. Eine genaue Untersuchung der Intensitdten und

der Pulszeiten erfolgte in der Hauptstudie.

4.3.1.d. Vorstudie: Hinweise auf die Pulszeit:

Messung Proband 5 (08.11.2006)

33Hz flicker / stim:red /i:0,02 phot cd*s/m2 / back:blue 0,34 cd/m2 / d:1-20ms

30

25 A

[~
o
L

Amplitude B-Wave [pV]
-
w
)

10 A

5 T T T T T T T T T T
1ms 2ms 4ms 8ms 10ms 12ms 14ms 16ms 18ms 20ms

Duration [ms]

Abbildung 4.39: B-Wellenamplitude beider Augen (durchgezogene Linie = links, gestrichelt =
rechts) der 33Hz-Rotflickerstimulation mit kontanter Intensitdét von 0,02 phot cd*s/m2 und
variierenden Pulszeiten von 1ms-20ms. Ableitung unter konstanter Hintergrundbeleuchtung von
0,34 cd/m2 mit blauer LED. {Abtastfrequenz: 2000Hz; Filter:aus; Mittelungen von 50
Einzelantworten}
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Die Stimulationsintensitaten von 0,02 phot cd*s/m? fur den roten Blitz und 0,34
cd/m? fur die blaue Hintergrundbeleuchtung (470nm) blieben konstant. Bei
gleichbleibenden ERG Einstellungen wurden die ERG Messungen jeweils mit
Pulszeiten von 1ms bis 20ms durchgefiuhrt [Abbildung 4.39]. Eine maximale b-
Wellenamplitude wurde bei Pulszeiten von 14ms (linkes Auge) und 16ms
(rechtes Auge) erreicht.

Die darauf folgende Messung mit einer hoheren Intensitat von 0,16 phot
cd*s/m? und einer intensiveren Hintergrundbeleuchtung von 1 phot cd/m? zeigte
eine maximale b-Welle bei einer Pulszeit von 10ms (linkes und rechtes Auge)
[Abbildung 4.40].

Messung Proband 4 (17.02.2007)

33Hz flicker / stim:red / i:0,16 phot cd*s/m2 / back:blue 1cd/m2 / d:1-18ms

100 ~

80 -

60 -

Amplitude B-Wave [uV]

40 -

2 0 T T T T T T T T T

Duration [ms]

Abbildung 4.40: B-Wellenamplitude beider Augen (durchgezogene Linie = links, gestrichelt =
rechts) der 33Hz-Rotflickerstimulation mit konstanter Intensitat von 0,16 phot cd*s/m2 und einer
blauer Hintergrundbeleuchtung von 1 cd/m2 unter Anwendung variierender Pulszeiten von 1-18ms.
{Abtastfrequenz: 5000Hz; Filter:aus; Mittelungen von 20 Einzelantworten}.

In der Einzelauflistung der Untersuchung ist die stabile Kurvenform der ERG-
Ableitungen bei unterschiedlichen Pulszeiten zu erkennen [Abbildung 4.41]. Ab
einer Pulszeit von 8ms kann eine annahernde Linearitat der b-Wellenamplitude
mit einer Amplitudenhéhe von 75-90uV festgestellt werden. Die Darstellung

enthalt ERG Kurven einer 33Hz Rotflickerstimulation mit ansteigenden
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Pulszeiten (von unten nach oben) und konstanter Stimulationsintensitat (1 phot
cd*s/m?). Es sind die Ergebnisse beider Augenmessungen dargestellt.
Messung Proband 4 (17.02.2007)

33Hz/ stim:red/ i:0,16 phot cd*s/m2/ back:blue/ i:1 phot cd/m2/ d:1-18ms/ Red=LA, Blue=RA

swigL-| uoneing

0 50 100 150 200 250 300

Time [ms]

Abbildung 4.41: ERG Kurven der 33Hz Rotflickerstimulation mit konstanter Intensitat von 0,16 phot
cd*s/m2 und einer blauen Hintergrundbeleuchtung von 1 phot cd/m2 unter Anwendung von
variierenden Pulszeiten von 1-18ms (von unten nach oben zunehmend). Das linke Auge ist rot, das
rechte Auge blau dargestellt.

4.3.1.e. Vorstudie: Erweiterte Auswahl der Pulszeit:

Um weitere Hinweise auf die optimale Pulszeit fir die photopische ERG
Messung mit Hilfe des 33Hz Rotflickers zu erhalten, wurden 2 Messserien an 2
Probanden durchgefihrt. Die Intensitat wurde fur beide Messungen auf 0,12
phot cd*s/m2 fur den Rotstimulus und auf 0,6 cd/m2 fir den blauen Hintergrund
eingestellt. Die Spanne fir die Pulszeit betrug 4 bis 20ms. Die Ubrigen ERG
Einstellungen blieben fur jede Einzelmessung konstant. Es wurde fur jede
Einzelmessung die b-Wellenamplitude und die Hohe der 33Hz Komponente aus
der FFT Analyse aufgetragen [Abbildung 4.42]. Sowohl die b-Wellenamplitude
als auch die 33Hz Komponente in der FFT sind bei einer Stimulation mit 14ms

Pulszeit am grof3ten.
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Messung Proband 10 (11.05.2007)

33Hz flicker / stim:red / i:0,12 phot cd*s/m2 / back:blue 0,6 cd/m2 / d:4-20ms

80

Amplitude [uV]
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Duration [ms]

Abbildung 4.42: B-Wellenamplituden (schwarze Punkte) und 33Hz-Komponente aus der FFT-
Analyse (weiRBe Punkte) unter Veranderung der Pulszeit (4 bis 20ms= A Du r aHei einarB3Hz
Flickerstimulation unter sonst konstanten Stimulationseinstellungen (Intensitat des Rotflickers
0,12 phot cd*s/m2 und 0,6 cd/m2 der blauen Hintergrundbeleuchtung). Untersucht wurden beide
Augen (durchgezogene Linie = rechtes Auge, gestrichelt = linkes Auge). {Abtastfrequenz: 2000Hz;
Filter:aus; Mittelungen von 13-30 Einzelantworten}

Messung Proband 13 (25.05.2007):

33Hz flicker / stim:red / i:0,12 phot cd*s/m2 / back:blue 0,6 cd/m2 / d:4-20ms
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Duration [ms]

Abbildung 4.43: Gleiche Darstellungs- und Stimulations-Konstellation wie in Abbildung 4.42 bei
einem weiteren Probanden. {Abtastfrequenz: 2000Hz; Filter:aus; Mittelungen von 27-50
Einzelantworten}
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In der ERG Messung vom Proband 13 erscheint eine maximale b-
Wellenamplitude fir eine Pulsdauer von 14ms fur das RA und 16ms fur das LA
[Abbildung 4.43]. Die entsprechenden Frequenzanalysen in der FFT zeigen das
gleiche Ergebnis.

Aus den gewonnenen Daten lasst sich eine optimale Pulsdauer von 14-16ms
fur den photopischen 33Hz-Rotflicker auf blauer Hintergrundbeleuchtung
abschatzen. Eine genaue Auswahl der Pulsdauer fur die isolierte Zapfenantwort
erfolgt in der Hauptstudie.

4.3.1.f. Vorstudie: Hinweise auf die Stimulationsintensitat:

Zunachst erfolgte die 33Hz-Flicker Stimulation am helladaptierten Auge mit sehr
hohen Intensitaten. Die Intensitdtsspanne betrug 1 bis 5 phot cd*s/m?2 fur den
Rotblitz auf einer blauen Hintergrundbeleuchtung von 17 cd/m2. Die Pulszeit
wurde auf 4ms justiert [Abbildung 4.44].

Messung Proband 8 und Proband 9 (01.09.2006):

33Hz / stim:red / d: 4ms /i:1-5 phot cd*s/fm2 / back:blue 17¢d/m2 / Channel 1+2
140

120 ~

100 +

80 -
Prebandg

B-Wave Amplitude [uV]

60 -

40 -

20 T T T T T

Intensity: phot od*sfm2

Abbildung 4.44: B-Wellenamplituden mit einer 33Hz-Flickerstimulation und Anwendung von
ansteigenden Intensitaten (1-5 phot cd*s/m?2) und einer konstanten Hintergrundbeleuchtung (17
phot cd/m?) bei einer Pulszeit von 4ms. Untersucht wurden beide Augen (durchgezogene Linie =
rechts, gestrichelt = links) von 2 Probanden mit der gleichen Stimulationskonstellation.
{Abtastfrequenz: 2000Hz; Filter:aus; Mittelungen von 42-64 Einzelantworten bei Proband 8 und 50
Einzelantworten bei Proband 9}
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Diese Messungen zeigten einen nahezu linearen Zusammenhang zwischen der
Stimulationsintensitat und der zugehorigen b-Wellenamplitude [Abbildung 4.44].
Es konnte keine Stimulationsintensitat als optimal betrachtet werden, da die
Amplitude beinahe linear mit der Intensitdt zunahm und sich kein eindeutiges
Maximum abzeichnete. Jedoch kam es bei der Stimulation im Bereich von 1 bis
5 phot cd*s/m? mit einem 33Hz Rotflicker auf einem blauen Hintergrund haufig
zu Lidschlussartefakten. Bedingt durch die hohe Intensitat, durch die Farbwahl
von rotem Stimulus und blauer Hintergrundbeleuchtung und der Frequenz von
33Hz, war es bei gesunden Probanden nicht moglich eine adaquate
Aufnahmezeit ohne Lidschlussartefakte zu gewahrleisten, die fur die
Mittelungen von mdglichst zahlreichen Einzelantworten notwendig waren. Aus

diesem Grund war eine Verringerung der Stimulationsintensitat unumganglich.

4.3.1.g. Vorstudie: Erweiterte Auswahl der Stimulationsintensitét:

Die Verwendung einer roten LED (635nm) als Stimulus, einer blauen
Hintergrundbeleuchtung (470nm), einer Stimulationsfrequenz von 33Hz und
eine vollstdandige Helladaptation machte die Auswahl von niedrigeren
Intensitaten fir die isolierte Zapfenantwort méglich. Durch die Anwendung von
geringeren Intensitaten konnte die gesamte Aufnahmezeit des ERG verlangert
werden, ohne dass das ERG durch Blick- oder Lidschlussbewegungen gestort
wurde. Dies ermdglichte eine hohe Anzahl an Mittelungen, die fir eine
adaquate ERG-Antwort bei Patienten mit eingeschrankter Zapfenfunktion
bendtigt wird.

Durch die Berucksichtigung der Ergebnisse der zuvor abgeleiteten
Probandenmessungen, wurde in der folgenden Untersuchung die Pulszeit auf
14ms festgesetzt. Die Intensitatsspanne betrug 0,08 bis 0,16 phot cd*s/m2 bei
einer blauen Hintergrundbeleuchtung von 0,6 cd/m2 [Abbildung 4.45].

Aus dieser Messung ging hervor, dass die b-Wellenamplitude bei 0,11 phot
cd*s/m?2 die maximalen Werte bei beiden Augen verzeichnete. Die
Frequenzanalyse mit Hilfe der FFT ergab eine maximale 33Hz-Komponente bei

einer Intensitat von 0,12 phot cd*s/mz2.
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Messung Proband 14 (11.05.2007)

33Hz / stim:red / d:14ms /i:0,08-0,16 phot cd*s/m2 / back:blue 0,6 cd/m2

50
40 4
30 B-Wave
>
a
20 1
. 33HzKompo
10 4 __ﬁﬁw
BTV
O T T T T T
0,08 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18

1

Intensity: phot cd*s/im2

Abbildung 4.45: B-Wellenamplituden (durchgezogene Linien) und zugehérige Frequenzanalyse der
33Hz-Komponente (gestrichelt) in der FFT bei ansteigenden Intensitaten (0,08 bis 0,16 phot
cd*s/m2) und konstanter Hintergrundbeleuchtung (0,6 phot cd/m?2). Die rote Kurve entspricht dem
linken Auge, die rosa Kurve dem rechten Auge. (Pulszeit=14ms; Stimulation durch die rote LED bei
blauer Hintergrundbeleuchtung). Die schwarze Linie kennzeichnet die Regression, die die b-Welle
ab einer Intensitat von 0,11 phot cd*s/m2 erfahrt. {Abtastfrequenz: 2000Hz; Filter:aus; Mittelungen
von 25-50 Einzelantworten}

Die Aufzeichnung der b-Wellenamplituden bei Intensitaten dber 0,11 phot
cd*s/m? lassen eine abfallende Linearitit erkennen. Bei gleichzeitiger
Beachtung der Frequenzanalyse ergibt sich jedoch eine weniger deutliche
Abnahme der 33Hz-Komponente in der FFT, wobei sich ein beinahe konstanter
Wert fir die 33Hz-Komponente mit Zunahme der Stimulationsintensitat einstellt.
Da in dieser Messung ein deutliches Maximum (bei 0,11 phot cd*s/m?)
identifiziert werden konnte, soll in der Hauptstudie die gleiche Intensitatsspanne

(0,08-0,16 phot cd*s/m?2) fiir die Optimierung der Stimulationsintensitat dienen.

4.3.2. Verifizierung der Protokolleinstellungen (Hauptstudie photopisches
ERG)

Die Hauptstudie des photopischen ERG erfolgte durch eine 33Hz-
Flickerstimulation mit der roten LED (635nm) unter einer blauen (470nm)
Hintergrundbeleuchtung. Die Intensitat der Hintergrundbeleuchtung war mit 2

phot cd/m? bei jeder Einzelmessung konstant. Weitere Reizbedingungen
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werden im Appendix erlautert [Tabelle 7.6] Durch die Erkenntnisse aus der
Vorstudie wurden einzelne Einstellungen in der Hauptstudie angepasst. Die
genaue Definition der Parameter fur die Pulszeit und die Stimulationsintensitat
erfolgte an 16 Probandenmessungen.

4.3.2.a. Hauptstudie Pulszeit:

Durch die Stimulation mit einer konstanten Intensitat von 0,12 phot cd*s/m2 und
variierenden Pulszeiten konnte die Einstellung fir die maximale b-
Wellenamplitude ermittelt werden. Zunachst wurden die Pulszeiten von 10-
18ms untersucht [Abbildung 7.8]. Beobachtet wurde bei den ersten 8
Probandenmessungen, dass die Pulszeit von 10ms haufig die groldte b-
Wellenamplitude lieferte. Mit 73,88uV stellt der Mittelwert aller b-
Wellenamplituden der 8 gemessenen Probanden bei 10ms Pulszeit den

hochsten Mittelwert dar.

Haufigkeiten
1-0,80 Klasse Hiufigkeiten Wahrsch.
- 2| 10 6 075000
0,60 £ 12 1 0,12500
0,50 B 14 1 0,12500
040 3 | 16 0  0,00000
B & 18 0  0,00000
125 :o'fg =| s 8  1,00000
0.0 I0,0 o Anzahl fehlender Werte 0
10 14. 16 18 5 Klassen
Pulszeit (ms)

Abbildung 4.46: Haufigkeitsverteilung der maximalen b-Wellenamplitude bei variierender Pulszeit.
In der Tabelle befinden sich die jeweiligen prozentualen Angaben Uber die Haufigkeit der
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maximalen b-Wellenamplituden in Abhangigkeit von der angewandten Pulszeit. Unt er AKl assef
stehen die untersuchten Pul szeiten. Unter AH2ligei gkeitenh

Pulszeit eine maximale b-Wellenamplitude ausléste.

Die Kennlinien der Mittelwerte der beiden Augen bestédtigen die Annahme
[Abbildung 7.9]. Ein Grof3teil der Probandenmessungen weist bei 10ms die
hochsten Mittelwerte der b-Wellenamplituden beider Augen auf. Die Verteilung
der maximalen Mittelwerte zeigt bei 5 von 8 Probanden ein Hohepunkt der
Kennlinien bei 10ms [Abbildung 4.46]. Nur bei 2 Probanden besteht ein

Maximum bei 14ms. Aus diesem Grund wurde die Stimulation im nachsten
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Schritt bei weiteren 8 Probanden auf 4 1 16ms erweitert.

An der Darstellung der b-Wellenamplituden der 8 Probandenmessungen
[Abbildung 7.10] lasst sich die Vermutung, dass 10ms eine optimale Pulszeit
darstellen, bestatigen. Der Mittelwert aus allen b-Wellenamplituden der 8
Probanden ist bei 10ms mit 75,6V am hochsten. Die Distanz zum
nachsthéchsten Mittelwert betragt ca. 20uV.

Auch an den Kennlinien der einzelnen Probanden wird bei den meisten
Messungen ein Maximum bei 10ms deutlich [Abbildung 7.11]. Die Verteilung
der Mittelwerte bestétigt die Ergebnisse der Kennlinien [Abbildung 4.47].

Haufigkeiten
75.0 0,80 « Klasse Hidufigkeiten Wahrsch.
S 0  0,00000
0602 [ 6 0  0,00000
0502 | 8 0  0,00000
040 3| 10 6  0,75000
-S| 12 1 0,12500
125 125 F020= | 4, 1 0,12500
00 00 00 0.0 [0 16 0  0,00000
& " % " B 10. 1 14 16 Summe 8  1,00000
Pulszeit (ms2) Anzahl fehlender Werte 0
7 Klassen

Abbildung 4.47: Haufigkeitsverteilung der maximalen b-Wellenamplituden bei variierenden
Pulszeiten der zweiten Untersuchungsserie. Die Pulszeiten (10,12 und 14ms), die ein Maximum in
den Kennlinien der Probanden auslésten wurden hier nach der Haufigkeit dargestellt. Die Pulszeit
von 10ms konnte mit einer Haufigkeit von 75% eine maximale b-Wellenamplitude auslésen. Die
restlichen Pulszeiten (4,6,8 und 16ms) losten in keiner Probandenmessung eine maximale b-
Wellenamplitude aus.

Mit einer Haufigkeit von 75% wurde bei 10ms ein Hohepunkt in der Kennlinie
der  Probandenmessungen erreicht. Das entspricht 6 von 8
Probandenmessungen. Andere Pulszeiten, wie 12 oder 14ms, erreichten nur in
12,5% der Messungen einen maximalen Wert in den Kennlinien. Somit resultiert

aus der Optimierung des photopischen ERG eine Pulszeit von 10ms.

4.3.2.b. Hauptstudie Stimulationsintensitat:

Die optimale Stimulationsintensitat wurde bei einer konstanten Pulszeit von
14ms aus einer Intensitatsbreite von 0,08-0,16 phot cd*s/m? definiert. Dabei
wurde die b-Wellenamplitude bei 16 Probandenmessungen aufgezeichnet
[Abbildung 7.12]. Bei 0,12 phot cd*s/m? wird in der Darstellung der b-
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Wellenamplituden aller Probandenmessungen ein deutliches Maximum
suggeriert. Der Mittelwert der b-Wellenamplituden betrug bei 0,12 phot cd*s/m?
70,57uV [Abbildung 7.12]. Die Kennlinien jedes Probanden zeigen jedoch
schon, dass die Ergebnisse der Probandenmessungen nicht immer ein
deutliches Maximum aufweisen. Bei einigen Probandenmessungen werden
auch annéhernd lineare Verlaufe registriert [Abbildung 7.13].

Die Auswertung der Verteilung der maximalen Werte in den Kennlinien bestatigt
die Annahme aus der Darstellung der Kennlinien [Abbildung 4.48]. Bei 50% der
Probandenmessungen, was 8 Probanden entspricht, wird eine maximale b-

Wellenamplitude bei 0,12 phot cd*s/m? ausgelst.

= Haufigkeiten
—0,50§ Klasse Haufigkeiten Wahrsch.
L0408 | 008 0  0,00000
630 »g 0,1 0 0,00000
. § 0,12 8 0,50000
‘0,205 0,14 4 0,25000
-010= | 0,16 4 0,25000
0% 0% | Summe 16 1,00000
0,08 0,1 012 0,14 . 0,16 Anzahl fehlender Werte 0
Intensitat (phot cd*s/m°?) 5 Klassen

Abbildung 4.48: Haufigkeitsverteilung der maximalen b-Wellenamplitude bei verschiedenen
Intensitaten. In der Tabelle werden unt er AKIl asseh di e untersuchten I nt e

zugeh°rigen AH2ufigkeitenfi angegeben, die besc-hreibt wi
Wellenamplitude ausléste.

Die Intensitaten von 0,14 phot cd*s/m?2 und 0,16 phot cd*s/m? l6sen jedoch
jeweils bei 4 Probanden (25%) eine maximale b-Wellenamplitude aus. Beide
Intensitaten bilden somit 50% der maximal ausgelosten b-Wellenamplituden.

Eine optimale Intensitat ist daher mit Vorbehalt bei 0,12 phot cd*s/m2 zu sehen.
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4.4. Blauzapfen-ERG
4.4.1. Protokollentwicklung (Exploration und Vorstudie)

4.4.1.a. Exploration Frequenz

Bei der Blauzapfenuntersuchung besteht die Schwierigkeit darin nicht nur das
Stabchensystem durch eine helle Hintergrundbeleuchtung zu bleichen, sondern
zusatzlich die lang- und mittelwelligen Zapfen zu séttigen. Das kann durch eine
intensive Hintergrundbeleuchtung mit einer bestimmten spektralen Eigenschatft,
die vor allem die Rot- und Grinzapfen séttigt, erreicht werden.

Die b-Welle der Blauzapfen erreicht nur geringe Hohen von ca. 20uV beim
gesunden Probanden und die CFF liegt adaptationsabhangig bei 28Hz
[Stockman, Langendorfer et al. 2007]. Ab einer Frequenz von 5-8Hz sinkt die
Netzhautantwort der Blauzapfen rapide [Green 1969, Wisowaty and Boynton
1980, Zrenner 1982]. Aus diesem Grund werden in der aktuellen Studie
Frequenzen Uber 4Hz in der Blauzapfenableitung nicht angewandt. Es wird
dadurch versucht die maximale Amplitudenhdéhe der Blauzapfen von ca. 20uV
durch eine repetitive Stimulation zu gewéabhrleisten. Der Blauzapfen reagiert von
allen Photorezeptoren héaufig am sensibelsten auf Noxen, Ischamien,
stoffwechselbedingte Schadigungen und Krankheiten der Retina [Greenstein,
Hood et al. 1989, Mortlock, Chiti et al. 2005, Yamamoto, Kamiyama et al. 1996,
Zrenner 1982]. Erbliche Netzhauterkrankungen haben ebenfalls Einfluss auf die
Blauzapfenantwort im ERG [Kamiyama, Yamamoto et al. 1996, Zrenner,
Nowicki et al. 1986]. Auf Grund der geringen HOhe muss eine hohe
Stimulationsfrequenz speziell beim Blauzapfen der maximal auslésbaren b-

Wellenamplitude weichen.

4.4.1.b. Exploration spektrale Sensitivitat

Das Blauzapfen ERG wird in der aktuellen Studie mit Hilfe der SAT abgeleitet.
Der Blauzapfenstimulus wird durch die Blaue LED mit einer Wellenlange von

470nm generiert. Eine Einstellung der LEDs auf die maximale spektrale
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Sensitivitat der Blauzapfen bei 430nm [Stockman, Sharpe et al. 1999] bringt
durch die Mischung unterschiedlicher LEDs erhebliche Nachteile mit sich. Fur
die isolierte skotopische Ableitung wurden diese Nachteile bereits dargestellt
und gelten auch fur die Blauzapfenstimulation. Die Blauzapfen besitzen
elektrophysiologisch Ahnlichkeiten zu den Stabchen [Zrenner and Gouras
1979]. Die Gipfelzeit und die spektralen Eigenschaften beider Photorezeptoren
unterscheiden sich nur gering. Die Form der b-Wellen der Stdbchen und der
Blauzapfen weisen bei gesunden Probanden deutliche Unterschiede auf. Die
Messung von pathologischen Stabchenantworten kann der Blauzapfenableitung
jedoch sehr &hnlich sein. Deshalb sollte die Stabchenaktivitat im Blauzapfen-
ERG streng unterdrickt werden. Dieses Ziel wird durch die Helladaptation der
Stabchen mit Intensitaten tber 2000 Td erreicht [Aguilar and Stiles 1954]. Unter
Anwendung der blauen LED mit einer Wellenlange von 470nm fir die
Stimulation der Blauzapfen unter photopischen Bedingungen zeigt sich jedoch
auch eine hohe Empfindlichkeit der mittel- und langwelligen Zapfen [Abbildung
4.49].

Wave number (em™)
25,000 20,000 15,000
T

Blue LED
470nm

|

-
T
o

Log relative quantum sensitivity
|
~
1
o

|
w
T

—4

Wave-length (nm)

Abbildung 4.49: Darstellung der spektralen Sensitivitditen der Zapfensysteme [Cavonius and
Estévez 1975]. Die isolierten Blauz apfen (1), Gr¢nzapfen (3) und
untersucht und mit Stiles ~ -Mechanismen [Wyszecki and Stiles 1980] (Linien) verglichen. Die
Wellenlange der blauen LED des ColorDome® wurde mit der blauen Linie eingezeichnet. Die
Wellenlangen wurden gegen die logarithmische Sensitivitat der Zapfen aufgetragen. Das Verhdltnis
der spektralen Eigenschaften der Griin- und Rot-Zapfen zu den Blauzapfen ist zu beachten.

Zu beachten ist zusatzlich, dass die Empfindlichkeit der Grin- und Rotzapfen
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etwa 9 fach hoher ist als die der Blauzapfen. Damit erhalt die
Hintergrundbeleuchtung neben der Helladaptation der Stabchen eine weitere
Aufgabe, und zwar die Sattigung der mittel- und langwelligen Zapfen. Durch die
Wahl der orangen LED mit einer Wellenlange von 594nm als
Hintergrundbeleuchtung werden die mittel- und langwelligen Zapfen gesattigt
und die Stdbchen helladaptiert. Gleichzeitig hat die orange LED nur einen
minimalen Einfluss auf die spektrale Empfindlichkeit der Blauzapfen [Abbildung
12].

4.4.1.c. Exploration Stimulationseinstellungen

Zunachst wurden die notwendigen Einstellungen und Rahmenbedingungen fir
eine Blauzapfenantwort in der Vorstudie untersucht. Hierzu wurden einzelne
Messungen mit unterschiedlichen  Techniken unter Variation der
Protokolleinstellungen durchgefihrt.

Eine Adaptationszeit von 10 Minuten sollte vor der Blauzapfenmessung durch
eine helle (200 phot cd/m?) orange oder gelbe Hintergrundbeleuchtung
durchgefiihrt werden, um die mittel- und langwelligen Zapfen zu sattigen
[Kuniyoshi, Uno et al. 2003]. Diese Helladaptation fuhrte zu einer Verlangerung
der klinischen ERG-Untersuchung und zu einer subjektiven Belastung des
Probanden. Durch die Entwicklung eines neuen Paradigmas zur Stimulation der
Blauzapfen sollte eine Erleichterung bei der klinischen Messung erreicht
werden. Hierzu wurde ein neues Stimulationsprogramm fir das Espion System
Programmiert [Tabelle 7.1]. Das neue Stimulationsparadigma fir die
Blauzapfenableitung [Kapitel 7.2] wurde schlie8lich untersucht und in der
Hauptstudie verifiziert. Fur die Blauzapfenstimulation sollte zunachst eine
geeignete Hintergrundbeleuchtung gewahlt werden. Dazu wurden einzelne
Untersuchungen mit unterschiedlicher Hintergrundbeleuchtung orientierend
durchgefiihrt. Die Pulszeit der Blauzapfenstimulation wurde danach variiert und
die Effekte auf das ERG untersucht. Es wurden die allgemeinen Eigenschaften
der Blauzapfen-Antwort anschaulich zusammengefasst. Verschiedene

Intensitaten wurden fiur die Blauzapfenstimulation angewandt. Die Ergebnisse
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der Vorstudie wurden als Erkenntnisse zur Blauzapfenstimulation kumuliert. In
der Hauptstudie erfolgte die genaue Untersuchung eines neuen

Stimulationsparadigmas.

4.4.1.d. Vorstudie des Blauzapfens ERG:

1. Fur die Stimulation der Blauzapfen wurde die blaue LED (470nm)
ausgewahlt. Die ERG Messungen zur Vorstudie der Blauzapfenantwort
liefern nur Hinweise. Dementsprechend finden sich in einigen
Messungen der Vorstudie gleich mehrere Parameter, die verandert
wurden. Zum Einen wird dadurch die Reproduktion der Ergebnisse
eingeschrankt, zum Anderen jedoch eine nur richtungsweisende
Aussage ermoglicht. Aus diesem Grund sind die Ergebnisse der
Vorstudie nur als Hinweise fur die daraus entstandenen Erkenntnisse zu
sehen.

Es wurde nach der Definition der Stimulationsfarbe versucht eine
optimale Hintergrundbeleuchtung zu deklarieren. Zu den vorgegebenen
Kriterien, die mittel- und langwelligen Zapfen méglichst gut zu sattigen,
standen zwei Farben als Hintergrundbeleuchtung zur Wahl. Es wurden
einzelne Versuche mit der Farbe Gelb und Orange durchgefuhrt. Gelb
wurde als eine Mischfarbe durch die rote (635nm) und griine (513nm)
LED produziert. Fur die Farbe Orange stand eine separate orange LED
mit der Wellenlange 594nm zur Verfligung.

Die Hintergrundbeleuchtung musste zunadchst eine gewisse Intensitat
aufweisen, um die mittel- und langwelligen Zapfen adaptieren zu kénnen
[Abbildung 4.50+Abbildung 4.51].
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Messung Proband 1 (10.01.06) und Proband 2 (17.01.06):

3Hz /stim:blue /i:0,1 phot cd*s/m2 /d:150ms /back:amber 17 cd/m2

55
35
= 152
e

-25

0

Abbildu

-25

0.05 0.1
s

S i P T 15
-5
.\-.
. 0.15 0

2

ng 4.50: Eine ERG-Kurve der 3Hz Stimulation mit blauer LED bei 0,1 phot cd*s/m2 und einer

Pulszeit von 150ms auf einer permanenten Hintergrundbeleuchtung von 17 phot cd/m2, generiert

von der

orangen LED. {Abtastfrequenz:1000Hz; Filter:aus; Mittelung von 40 Einzelantworten}

4Hz /stim:blue /i:0,1 phot cd*s/m2/ d:140ms/ back:yellow 200cd/m2

r-30

-50

0.05 0.1 0.15 0.2
S

Abbildung 4.51: 4Hz Stimulation mit blauer LED bei 0,1 phot cd*s/m2 auf einer gelben
Hintergrundbeleuchtung mit 200 phot cd/m2. Die Pulszeit betrug 140ms. {Abtastfrequenz:1000Hz;
Filter:aus; Mittelung von 67 Einzelantworten}

Im Vergleich zur Messung von Proband 1 erreicht die b-Welle von
Proband 2 einen spateren und kleineren Héhepunkt (46ms) mit ca. 26V
als die b-Welle von Proband 1 (34ms) mit ca. 65uV. Das Auftreten einer
a-Welle bei der Anwendung von niedrigen Intensitdten fur die
Hintergrundbeleuchtung (Proband 1) ist ein Indiz flr ein schnelles
Potential, das von den mittel- und langwelligen Zapfen generiert wird.
Diese a-Welle verschwindet bei der Messung mit einer helleren
Hintergrundbeleuchtung (Proband 2). Als weiteres Merkmal féllt die
deutliche Off-Antwort nach der Pulszeit von 150ms bei der Messung mit
weniger intensiver Hintergrundbeleuchtung auf [Abbildung 4.50]. Eine
Off-Antwort ist dagegen bei der Messung von Proband 2 nicht zu sehen.
Es tritt jedoch ein spates negatives Potential nach der Pulszeit von
140ms bei Proband 2 auf [Abbildung 4.51]. Diese Aufféalligkeiten bei
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Proband 2 sind wichtige Charakteristika fur die Blauzapfen ERG Antwort
und werden in der folgenden Abbildung zusammengefasst [Abbildung
4.52]. Da bei dieser Gegenuberstellung mehrere Parameter verandert
wurden, kdnnen Ruickschlisse nur mit Vorbehalt gezogen werden. Die
Versuchskonstellation diente der Veranschaulichung der
charakteristischen Eigenschaften der Blauzapfenantwort im Vergleich zu
einer Antwort, die hauptséachlich von den Griun- und Rotzapfen dominiert
wird. Die Zusammenfassung beider Ableitungen verdeutlicht die
Unterschiede zwischen beiden Messungen.

Scone Proband 2 versus L/M-Cone Proband 1 both Blue Stimulus

80

b-Wave: latency = 3dms vs 46ms
60 ! amplitude = 65V vs 26pV

Off-Response

40 -

20 A

i ) w Proband 1
20 -

s Proband 2

late negative potential

HV

-40

-60 T T T T T
0 50 100 150 200 250

ms

Abbildung 4.52: Zusammenfassung der Kurven aus Abbildung 4.50 (rot) und Abbildung 4.51(blau).
Kennzeichnung der a- und b-Wellenamplitude und Gipfelzeit. Die Off-Antwort (Off-Response) und
das spate negative Potential (late negative potential) wurden in beiden Kurven gekennzeichnet. Die
blaue Kurve stellt eine typische Blauzapfenableitung dar, und soll der Grin- und Rotzapfen-
dominierten Antwort (rot) gegentber gestellt werden.

2. Durch die Anwendung der orangen Hintergrundbeleuchtung waren
geringere Intensitat notwendig, um einen héheren Grad an Adaptation
der mittel- und kurzwelligen Zapfen zu ermdéglichen [Abbildung 4.53]. Die
Hintergrundbeleuchtung mit der orangen LED zeigte bei einer Intensitat
von 50 phot. cd/m2 einen spateren Hohepunkt der b-Wellenamplitude als
die Messung mit der gelben Hintergrundbeleuchtung bei einer Intensitéat

von 100 phot. cd/m2. Weiterhin ist das geringe Potential unter
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Anwendung der gelben Hintergrundbeleuchtung im Gegensatz zur
orangen Hintergrundbeleuchtung zu beachten. Dennoch zeigt dieses
geringe aber auch sehr viel schnelleres Potential eine deutliche Off-
Antwort. Wichtig ist hierbei, dass bei konstanter Intensitat des blauen
Stimulus die Pulszeit bei der Messung mit dem orangen Hintergrund
150ms  betrug,  wobei der  Stimulus bei  der gelben
Hintergrundbeleuchtung nur 100ms dauerte. Das heildt, dass bei der
Messung mit der orangen Hintergrundbeleuchtung sogar eine grof3ere
Lichtenergie auf die Zapfen wahrend der Stimulation wirkte, als bei der

Messung mit der gelben Hintergrundbeleuchtung.

Messung Proband 2 (22.03.06):

2Hz /stim:blue /i:0,05 phot cd*s/m2/ d:150ms /back:amber 50 cd/m2

1551 155
25 :2.5
3-10.51 F-10.5
235 i-zs.s
_36.5: \/\/.,:-36.5
0 0.05 0.1 0.15 0.2

S

4Hz /stim:blue /i:0,05 phot cd*s/m2 /d:100ms /back:yellow 100cd/m2

285 285
15,51 F15.5
2 2.5-%—25
105+ F-10.5
2351 F-235
0 0.05 01 0.15 02

s

Abbildung 4.53: Blauzapfenstimulation mit unterschiedlichen Hintergrundbeleuchtungen, oben
generiert durch die orange LED (50 phot cd/m?) und unten von der gelben LED (100 phot cd/m?).
Die Stimulationsintensitat war bei beiden Messungen gleich (0,05 phot cd*s/m2) und die Pulszeit
variierte von 100ms (unten) auf 150ms (oben).

Bei hoherer Lichtenergie waren demnach auch mehr mittel- und
langwellige Zapfenanteile in der ERG Antwort zu erwarten. Jedoch
scheint die orange Hintergrundbeleuchtung durch die Sattigung der
Grin- und Rotzapfen der supprimierende Faktor fur die unerwinschten

mittel- und langwelligen Zapfenanteile zu sein. Zusatzlich lasst sich aus
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den Messungen ableiten, dass eine 2Hz Stimulation fur die ERG
Ableitung des Blauzapfens mdglicherweise besser geeignet ist, als eine

4Hz Stimulation.

3. Die Pulszeit wurde nur exemplarisch untersucht. Es lie3 sich zeigen,
dass eine Verlangerung der Pulszeit von 100ms auf 130ms keine
wesentlichen Anderungen am Blauzapfen ERG bewirkte [Abbildung
4.54).

Messung Proband 1 (15.03.06)

3Hz /stim:blue /i:0,1 phot cd*s/m2 /d:100ms /back:yellow 200 cd/m2

8 r8
=
-6 -6

(N
N
o
1
LR A . L
N
o
y

0 0.05 0.1 0.15 0.2
s

3Hz /stim:blue /i:0,1 phot cd*s/m2 /d:130ms /back:yellow 200 cd/m2

23 r23
o "
= -5: :_5 2
. W"w,
=191 /f/\ r-19
-334 ’”~33
0 0.05 0.1 0.15 0.2

S

Abbildung 4.54: Blauzapfenstimulation mit konstanter Einstellungen (Stimulationsintensitat 0,1
phot cd*s/m?, gelbe Hintergrundbeleuchtung 200 cd/m?, 3Hz Blaustimulation) und variierenden
Pulszeiten von 100ms auf 130ms. {Abtastfrequenz:1000Hz; Filter:aus; Mittelung von oben 56 und
unten 65 Einzelantworten}

Die Ableitung mit einer Pulszeit von 130ms l6st ein etwas schnelleres
Potential aus, das zuvor eine kleine negative Welle aufweist. Dieses
negative Potential kann als a-Welle interpretiert werden [Abbildung 4.54
unten]. Die Hohe der b-Welle ist jedoch bei beiden Ableitungen
annahernd gleich. Die ERG-Messung mit 100ms zeigt eine langere
Gipfelzeit der b-Welle und ebenfalls eine kleine a-Welle. Die Anwendung
kurzer Pulszeiten von wenigen Millisekunden macht eine Unterscheidung

zwischen Grin- und Rotzapfenantworten und den ERG Antworten der
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Blauzapfen schwierig. Eine Off-Antwort kann unter Anwendung von
kurzen Pulszeiten bei den Grin- und Rotzapfen im ERG nicht identifiziert
werden. Die Anwendung von lang andauernden Pulszeiten (z.B. 100ms)
ermoglicht eine einfache ldentifizierung von Off-Antworten im ERG. Aus
diesem Grund wird die Stimulation mit langen Pulszeiten von ca. 100ms
bevorzugt. Ein Unterschied zwischen einer Pulszeit von 100ms und
130ms kann nicht identifiziert werden.

4. Durch die folgenden Messungen wurde die Intensitat variiert, um
exemplarisch die Effekte der Intensitdtserhdhung auf das Blauzapfen
ERG zu untersuchen [Abbildung 4.55+Abbildung 4.56].

Messung Proband 1 (15.03.06)

3Hz /stim:blue /i:0,02 und 0,06 phot cd*s/m2 /d:150ms /back: yellow 200 cd/m2
20

e —— bWave

10

0 - 0,02 cd*s/m2

v

-10 A aWave

-20 A1

0,06 cd*s/m2
-30 -

Off-Responsa

'40 T T T T T
50 100 150 200 250

ms

o

Abbildung 4.55: Blauzapfenstimulation bei 3Hz mit einer Intensitat von 0,02 (blau) und 0,06 (rot)
phot cd*s/m?, konstanten Pulszeiten von 150ms und einer gelben Hintergrundbeleuchtung mit 200
phot cd/m2. Gekennzeichnet sind die a-Wellen (a-Wave) und die b-Wellen (b-Wave), sowie die Off-
Antwort (Off-Response). Wahrscheinlich |6st eine Intensitat von 0,06 cd*s/m2 bereits eine Grin-
und Rotzapfen dominierte ERG-Antwort aus (rot) im Vergleich zur Intensitat von 0,02 cd*s/m?
(wahrscheinlich Blauzapfenantwort). {Abtastfrequenz:1000Hz; Filter:1,25-300Hz; Mittelung von 68
(blau) und 44 (rot) Einzelantworten}
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Messung Proband 2 (22.03.06)

2Hz /stim:blue /i:0,05 und 0,1 phot cd*s/m2 /d:150ms /back:amber 50 cd/m2

40
b-Wave
op
20 - \
0 -
20
:;_ Off-Response
-40 - #ime 0,05 cd*s/m2
-60 A
Off-Response
-80 - 0,1 cd*s/m2
-100 T T T T T
0 50 100 150 200 250
ms

Abbildung 4.56: Blauzapfenstimulation bei 2Hz mit Intensitaten von 0,05 (blau) und 0,1 (rot) phot
cd*s/m2, Pulszeit 150ms und einer orangen Hintergrundbeleuchtung mit 50 phot cd/m2. Die blaue
Kurve zeigt zwar eine spate b-Welle, so wie es fir die Blauzapfenantwort definiert ist, jedoch weist
die ERG-Antwort auch eine a-Welle und eine kleine Off-Antwort aus. Die OPs beider Kurven treten
zeitlich identisch. Zusammengefasst lasst sich in beiden Kurven eine Beteiligung der Grin- und
Rotzapfen zeigen. In der blauen Kurve ist jedoch durch die langsame b-Welle eine
Blauzapfenkomponente erkennbar. {Abtastfrequenz:1000Hz; Filter:1,25-300Hz; Mittelung von 44
(blau) und 38 (rot) Einzelantworten}

Zusammenfassend lasst sich far eine Erhéhung der
Stimulationsintensitat von 0,04 oder 0,05 phot cd*s/m? eine klare
Verdnderung im Blauzapfen ERG erkennen. Bei den ho6heren
Intensitaten zeigen sich bei beiden Probandenmessungen eine kirzere
b-Wellen Gipfelzeit in Kombination mit einer tieferen a-Welle und
groRBeren Off-Antworten als bei Anwendung von geringen Intensitaten.
Durch einen Vergleich der beiden Probandenmessungen wird der
interindividuelle Unterschied der zwei Blauzapfenableitungen deutlich.
Proband 2 erreicht eine Amplitude von 27uV bei 55ms Gipfelzeit und
Proband 1 von 16uV bei 52ms Gipfelzeit.
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4.4.1.e. Erkenntnisse aus der Vorstudie:

Aus der Vorstudie resultierten Erkenntnisse, die fur die optimale Stimulation der
kurzwelligen Zapfen in der Hauptstudie beachtet werden mussen.

1.) Vor einer Stimulation der Blauzapfen sollte eine intensive orange
Hintergrundbeleuchtung (mindestens 40 phot cd/m? [entspricht ca. 2000
phot td bei 8mm Pupillendurchmesser]) fur mindestens 10 Minuten
dargeboten werden, um eine Sattigung der Stabchen und der mittel- und
langwelligen Zapfen zu gewahrleisten.

2.) Die Frequenz der Stimulation sollte so niedrig wie moglich sein, um den
Einfluss der mittel- und langwelligen Zapfen zu minimieren und ein
moglichst hohes Blauzapfenpotential auszulésen.

3.) Um die Anteile von Griin- und Rotzapfenantworten in der ERG Antwort
maoglichst einfach zu identifizieren, werden fur die Pulszeit in der
Hauptstudie mindestens 100ms festgelegt. Unter Anwendung einer lang
andauernden Pulszeit (100ms) kann eine Off-Antwort, als ERG-Anteil der
mittel- und langwelligen Zapfen, einfach erkannt werden. Somit wird eine
Differenzierung zwischen einer weitgehend von den Blauzapfen
generierten Antwort und Einflissen der mittel- und langwelligen Zapfen
auf einfachem Wege mdoglich.

4.) Wahrend der Stimulation des Blauzapfens wird die
Hintergrundbeleuchtung durch die orange LED mit der Wellenlange
594nm permanent dargeboten um den Adaptationszustand der Stabchen
und der Zapfen zu gewabhrleisten.

5.) Die Intensitat und der Vergleich verschiedener Stimulationsfarben soll in

der Hauptstudie ndher untersucht werden.

4.4.2. Neues Paradigma fur das Blauzapfen-ERG:

Unter Beachtung der aus der Vorstudie resultierenden Faktoren wurde ein
neues Stimulationsparadigma fir den Blauzapfen erstellt [Tabelle 7.1]. Dieses

Paradigma beinhaltet zunédchst eine Umgehung der 10 minltigen
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Adaptationszeiten vor der Stimulation der Blauzapfen. Durch ein

Stimulationsprogramm, das zwei intensive Sattigungsblitze vor dem

Blauzapfenblitz generiert, wurde eine Sattigung der Grin- und Rotzapfen und
damit eine Umgehung der 10 mindtigen spektralen Adaptationsphase erreicht.
Die zwei Sattigungsblitze wurden auf einer orangen Hintergrundbeleuchtung
90-100 cd/m? Wahrend

Stimulationsprogramms  wurde Hintergrundbeleuchtung permanent

dargeboten. des
die

generiert. Die Intensitdt der Sattigungsblitze wurde auf 1000 phot cd/m?, die

von phot gesamten

maximale Intensitat der roten LED, adjustiert. Die Pulszeit der Sattigungsblitze
Bei
Hintergrundbeleuchtung von 90-100 cd/m?,
Stabchen Die

verdeutlicht das neu entwickelte Paradigma [Abbildung 4.57].

wurde variiert. einer Intensitat von 1000 phot cd/m? und einer

konnte eine Beteiligung der
werden. Probandenmessung

ausgeschlossen folgende

Messung Proband 5 (03.04.2007)
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[Background Amber 100 phat cdim2]  [2x Red Flash 1000 phot cdim2 Duration 7ms [Blue Flash 4 phot cd/m2 Duration 100ms|

Abbildung 4.57:Neues Blauzapfenparadigma mit der zeitlichen Abfolge der einzelnen Blitze (unten
rote und blaue Balken) und der Hintergrundbeleuchtung (oranger Balken) mit der resultierenden
ERG-Kurve (oben rote Kurve). Die Stimulation erfolgte auf einer orangen Hintergrundbeleuchtung
mit 100 phot cd/m2. Zun&achst wurden 2 rote Sattigungsblitze (rote Balken) mit 1000 phot cd/m2 mit
einer Pulszeit von 7ms generiert, um die Griin- und Rotzapfen zuséatzlich zum Hintergrund zu
sattigen. Daraufhin wurde eine Blaustimulation mit 4 phot cd/m2 und einer Pulszeit von 100ms
generiert. Die resultierende ERG Kurve zeigt zwei schnelle, hochamplitudige Potentiale, die durch
die roten Blitze hervorgerufen wurden, und ein langsames, fir die Blauzapfenableitung typisches
Potential. {Abtastfrequenz:1000Hz; Filter:off; Mittelung von 20 Einzelantworten; x-Achse=Zeitliche
Auflésung in s; y-Achse= pV}

Durch die Wahl der roten LED fir die Sattigungsblitze wurde die spektrale

Empfindlichkeit der kurzwelligen Zapfen nur minimal betroffen. Gleichzeitig
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konnte bei 635nm eine selektive Sattigung der mittel- und langwelligen Zapfen
ermoglicht werden. Die beiden Sattigungsblitze wurden in einem festen
zeitlichen Abstand dargeboten. Nach den Adaptationsblitzen folgte in einem
zeitlichen Abstand von 80-120ms der Blaublitz fur die Stimulation der
Blauzapfen. Diese zeitliche Distanz musste eingehalten werden, um die i-Welle
und die PhNR des zweiten Sattigungsblitzes aufzuzeichnen. Weiterhin sollten
Nachschwingungen durch die intensive Sattigungsstimulation in der
Blauzapfenantwort dadurch vermieden werden. Die kurzwelligen Zapfen
wurden durch einen Blaublitz gereizt. Die Einstellungen der Intensitat und der
Pulszeit wurden untersucht.

Die zwei Adaptationsblitze 16sen jeweils eine hohe (ca. 177 und 159uV) und
schnelle (33 und 24ms) b-Welle aus. Eine tiefe a-Welle von ca. 51 und 38uVv
geht der b-Welle voraus. Das kennzeichnet eine eindeutige mittel- und
langwellige Antwort im ERG aus. Der nachfolgende Blaublitz 16st dagegen eine
langsame (60ms) und niedrige (22,5uV) b-Welle aus. Ein Fehlen der Off-
Antwort und die Wellenkonstellation des langsamen Potentials lasst eine
Blauzapfenantwort vermuten [Abbildung 4.57].

Durch die zeitliche Extraktion der Blauzapfen-Stimulation und 1 Antwort (304 bis

500ms) wird die Beurteilung der Blauzapfenantwort einfacher [Abbildung 4.58].

SconeSelfProg4.2/ Prob.5 (03.04.07)/ Step5/ Ch/ Extract (304-500ms)

10 10
0 0

10 F-10

220 +-20

-30- F-30

40 +-40

o3 0.35 0.4 0.45 05"

s

Abbildung 4.58: Extraktion der Blauzapfenstimulation (304-500ms) aus der ERG-Kurve des neu
entwickelten Blauzapfenparadigmas aus Abbildung 4.57. In dieser Zeit erfolgte die
Blauzapfenstimulation mit der blauen LED bei 4 phot cd/m2 und einer Pulszeit von 100ms auf einem
orangen Hintergrund mit 100 phot cd/m2. Der Stimulus setzte bei 304ms ein und dauerte bis 404ms
an. Es ist eine langsame b-Welle mit einem Hohepunkt bei 364ms (entspricht 60ms nach
Stimulationsbeginn) zu erkennen. Die H6he der b-Wellenamplitude entspricht 22,5uV. Es ist keine
a-Welle und keine Off-Antwort zu erkennen. Zusammengefasst lasst sich eine Blauzapfenantwort
identifizieren.

Die b-Welle erreicht ein Maximum mit ca. 22,5uV bei 364ms. Eine a-Welle oder

eine Off-Antwort kdnnen nicht identifiziert werden. Nach den Kriterien der
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Blauzapfenantwort handelt es sich bei dieser Ableitung wahrscheinlich um ein
Blauzapfenpotential.

4.4.3. Optimierung des neuen Blauzapfenparadigmas

4.4.3.a. Untersuchungen zu den Adaptationsblitzen

Das entwickelte Paradigma wurde genauer untersucht. Die Einstellungen der
Adaptationsblitze, die Intensitdt und die Pulszeit der Blauzapfenstimulation
standen dabei im Vordergrund. Die Stimulationsintensitat der Adaptationsblitze
wurde nicht verandert. Fur die Stimulation des Blauzapfens sollen moglichst
wenig mittel- und langwellige Zapfenanteile in der ERG Antwort enthalten sein.
Um die mittel- und langwelligen Zapfen weitgehend zu adaptieren wird die

maximale Intensitat fir den Rotblitz mit 2000 phot cd/m? verwendet.

Messung Proband 4(19.08.07), Proband 5(19.05.07) wund Proband
13(25.05.07):

2*stimired/ i:1000cd/m2/ d:8ms, 10ms, 20ms/ back.amber 890-100cd/m2

120

100 4 * = jswave

80

60 A

40 -

nY

20

-20 4

40 -

-60 T T T T

0 100 200 300 400 50¢
ms

Abbildung 4.59: Blauzapfenparadigma an 3 Probanden bei konstanter Intensitat der
Adaptationsblitze (1000 phot cd/m? und variierender Pulszeite von 6ms (Proband 13 = griine
Kurve), 10ms (Proband 4 = rote Kurve) und 20ms (Proband 5 = schwarze Kurve) und einer orangen
Hintergrundbeleuchtung mit90-1 00 phot c¢d/ m|] . i gungs b\Wealléender jewelligen
Ableitungen gekennzeichnet. Die i-Welle kann bei 20ms nicht identifiziert werden.
{Abtastfrequenz:1000Hz Proband 4, 2000Hz Proband 5 und 13; Filter:aus; Mittelung von 10
(Proband 4), 14 (Proband 5) und 19 (Proband 13) Einzelantworten}

Die optimale Pulszeit der Adaptationsblitze wurde nur orientierend anhand von
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3 Probandenmessungen untersucht. Es wurden die Pulszeiten 6ms, 10ms und
20ms bei 3 verschiedenen Probanden untersucht [Abbildung 4.59]. Die
Intensitat der Rotblitze war bei allen Untersuchungen mit 1000 phot cd/m?
konstant. Es ist zu erkennen, dass bei der Anwendung einer Pulszeit von 20ms
die Rotstimuli keine i-Welle aufweisen [Abbildung 4.59 A* fi]

Probandenmessung mit 10ms Pulszeit ist zwar eine deutliche i-Welle zu
verzeichnen, jedoch befindet sich diese in einem relativ grof3en Tief der b-
Welle. Zusatzlich wird die i-Welle durch den darauf folgenden aufsteigenden
Schenkel deformiert. Im Vergleich dazu ist die i-Welle unter Verwendung einer
kurzen Pulszeit von 6ms deutlicher zu differenzieren. Aus diesen Grinden wird
in der Hauptstudie eine kurze Pulszeit von 4ms fir die Stimulation der mittel-

und langwelligen Zapfen verwendet.

4.4.3.b. Untersuchungen zum Blauzapfenstimulus

Durch Serien von ERG-Messungen wurde versucht eine optimale Intensitat fur
die Blauzapfenstimulation zu extrahieren.

Die Untersuchung beinhaltete insgesamt 14 Einzelmessungen, in denen die
Intensitat des blauen Blitzes von 0,5 bis 14 phot. cd/m? variiert wurde. Die
Pulszeit des blauen Blitzes betrug 100ms. Die Intensitéat der beiden
Adaptationsblitze wurde auf 1000 phot. cd/m? bei einer Pulszeit von 20ms
adjustiert. Zu beachten ist, dass der Blaublitz nach 330ms einsetzte. In der
Messung mit der niedrigsten Intensitat (0,5 phot cd/m2) des Blaublitzes ist die
Einsatzzeit der b-Welle [Abbildung 4.60 A b fi ] mit 80ms am |
kleinsten (ca. 12,4uV) im Vergleich zu den anderen Stimuli der Serie. Die
Einsatzzeiten der restlichen Stimuli betragen zwischen 64,5ms (2 phot cd/m?)
und 46,5ms (10 phot cd/m?2). Bei einer Stimulationsintensitéat von 10 phot cd/m?
wurde die hdchste b-Wellenamplitude mit ca. 28,6uV erreicht. Eine deutliche

Off-Antwort im Blauzapfen ERG wurde ab einer Intensitat von 11 phot cd/m?

regestriert [Abbildung 460 Ao f f A ] . Ab einer |l nt ensi

wird eine flache a-Welle sichtbar [Abbildung 4.60 Aa fi | .
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Messung Proband 5 (19.05.2007)
2xStim: red 20ms int.:1000cd/m2/ 1xblue 0,5-14 cd/m2 dur.: 100ms/ back:amber 100cd/m2
250 A
200 - i
A ‘: ! £
] A fi7Y L
150 \ AN VY 2
> AR Wﬁ% &
3 BN E
100 \ i W 2
\" ! M/NM E
z W =
50 - N iR £
0 1 V w
'50 T T T T
0 100 00 ms 300 400 500
2 X red Stim. [blue Stim.
Abbildung 4.60: Intensititsserie ( Abl ue Sti mhf von unt en nd4 photoben I nte
cd/m2zunehmend) des neuen Blauzapfenparadigmas. Stimulation umfasste zwei rote
Sattigungsblitze mit einer Intensitat von 1000 phot cd/m2, einer Pulszeit von 20ms (rote Balken
stellen den zeitlichen Zusammenhang im ERG dar = A2 x r e § un& einemiblauen Stimulus
(blauer Balken) mit 100ms Pulszeit. Hintergrundbeleuchtung mit 100 phot cd/m2.Mi t AbA i nd di e
Wellen des Blauzapfenst i mul us ei ngezei chnet. Das wei Ce Rechteck zu

Auftreten einer minimalen a-Welle ab einer Intensitat von 12 phot cd/m2. Off-Antworten sind mit
einem blauen Rechteck ab einer Intensitat von 11 phot cd/m2 dargestellt. {Abtastfrequenz:2000Hz;
Filter:off; Mittelung von 11 bis 20 Einzelantworten; rechtes Auge}

Zusammenfassend lasst sich folgern, dass eine Stimulation der Blauzapfen mit
Intensitaten tber 11 phot cd/m2 und unter 2 phot cd/m2 nicht sinnvoll ist. Uber
11 phot cd/m2 erscheint eine deutliche Off-Antwort. In Kombination mit einer
flachen a-Welle bei 11 phot cd/m? ist dies ein Zeichen fur eine hohe Beteiligung
der mittel- und langwelligen Zapfen an der ERG Antwort. Unter 2 phot cd/mz
wird nur eine minimale b-Welle erwartet, womit eine Messung unter dieser

Intensitat fur die Hauptstudie nicht geeignet ist.

Die Pulszeit der Blauzapfenstimulation wurde im nachsten Schritt auf 150ms
verlangert und mit den besherigen Probandenmessungen (100ms Blaustimulus)
verglichen. Es wurden Intensitaten von 3 und 4 phot cd/m?2 fir den Blaustimulus
untersucht [Abbildung 4.61]. Die Einsatzzeiten der Blaublitze waren
unterschiedlich. Durch die verlangerte Pulszeit des Blaublitzes mussten die

zeitlichen Abstande zwischen allen Stimuli verdndert werden, um eine
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Verlangerung der Gesamtmessung zu vermeiden. Die Intensitat und Pulszeit
der Sattigungsblitze war bei beiden Messungen identisch. Die
Hintergrundbeleuchtung wurde bei der Messung von Proband 5 auf 100 cd/m?
und bei Proband 4 auf 90 cd/m? justiert. Es kann jedoch angenommen werden,
dass die Intensitdtsanderung der Hintergrundbeleuchtung in diesem Rahmen
keine Einflisse auf das ERG hatte.

Messung Proband 4 (19.08.2007) und Proband 5 (19.05.2007):

Prob.4/ stim:blue/ i:3 phot cd/m2/ d:150ms /back-amber 90 cd/m2 Prob.4/ Stim:blue/ i:4 phot cd/m2/ d:150ms/ back:amber 90cd/m2

Prob.5/ stimblue/ i:4 phot cd/m2/ d:100ms/ back:amber 100cd/m2

M-'N#‘W"N“W.

e

W

My

5 [F) 035 04 047

Abbildung 4.61: Blauzapfenstimulation mit dem neuen Paradigma bei 2 Probanden (oben Proand 4,
unten Proband 5) mit verlangerter Pulszeit (150ms) bei 2 Intensitaten (links 3, rechts 4 phot
cd*s/m2). ERG Kurve von Proband 4 (oben) zeigt bei beiden Messungen deutlich gréRere
Rauschartefakte als die Messung von Proband 5 (unten). {Abtastfrequenz:1000Hz (oben) und
2000Hz (unten); Filter: aus; Mittelung von 10 (oben) und 19 (unten) Einzelantworten}

Da vor allem die Untersuchung von Proband 4 eine sehr verrauschte ERG
Antwort erbrachte und die Wahl eines geeigneten Hohepunkts der b-Welle
schwierig war, wurden bei beiden Probanden nur die gefilterten Ableitungen
untersucht. Die Filterung erfolgte mit einer Einstellung von 0-30Hz
(Bandpassfilter). Die Ergebnisse der Auswertung wurden in der Tabelle

zusammengefasst [Tabelle 4.2].

Messung Intensitét 3 phot cd/m2 Intensitét 4 phot cd/m?

100ms (Prob.5) | 23,57uV 60ms 17,23uVv 54ms

150ms (Prob.4) | 20,34uVv 57ms 17,42uVv 52ms
Amplitude Gipfelzeit Amplitude Gipfelzeit

Tabelle 4.2: Ergebnisse aus der obigen Blauzapfenmessung. Untersucht wurde die b-
Wellenamplitude und Gipfelzeit der Blauzapfenstimulation bei beiden Probandenmessungen. Die
Messwerte gingen aus der gefilterten Antwort (0-30Hz) hervor. Ein deutlicher Unterschied zwischen
beiden Probandenmessungen l&asst sich nicht ausfindig machen.
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Es lasst sich zwischen den einzelnen Stimulationsverfahren kein auffalliger
Unterschied ermitteln [Tabelle 4.2]. Bei beiden Messungen liegen die
Gipfelzeiten tUber 50ms. Die b-Wellenamplituden bleiben beinahe identisch,
wobei zu beachten ist, dass beide Messungen bei unterschiedlichen Probanden
durchgefiihrt wurden. Bei der Messung mit 150ms (Proband 4) ist jedoch
aufgefallen, dass diese Messung viele Artefakte aufwies, die durch
Augenbewegungen oder Lidschlussbewegungen entstanden sind. Die Messung
mit 150ms wurde subjektiv von den Probanden als anstrengender empfunden
als die Messung mit 100ms Pulszeit. Daher kann zusammenfassend eine
Stimulation mit 150ms im Hinblick auf eine mdglichst artefaktarme ERG
Aufzeichnung nicht beflrwortet werden. Zusatzlich bleibt ein Effekt in der b-
Welle des Blauzapfen ERGs durch die Verlangerung der Pulszeit um den
Faktor 1,5 aus. Somit wird in der Hauptstudie fir die Blauzapfenstimulation eine

Pulszeit von 100ms gewabhilt.

4.4.4. Verifizierung der Protokolleinstellungen (Hauptstudie des
Blauzapfen-ERG)

In der Hauptstudie wurde das neue Paradigma mit definierten Einstellungen, die
aus der Vorstudie resultierten, untersucht. Die Sattigungsblitze wurden fur 4ms
mit einer Intensitat von 1000 phot cd/m2 generiert. Vor dem ersten
Sattigungsblitz wurde fur 80ms die Hintergrundbeleuchtung ohne Stimulus
dargeboten. Zwischen den beiden Sattigungsblitzen wurde ein zeitlicher
Abstand von 92ms festgesetzt. Der Blaublitz folgte 120ms nach dem zweiten
Sattigungsblitz mit einer Pulszeit von 100ms. Die detailierte Definition der ERG
Einstellungen fur die Hauptstudie des Blauzapfe-ERG werden im Appendix
erlautert [Tabelle 7.6]. Die Intensitat des Blaublitzes wurde an einer Serie von
Messungen mit variierenden Intensitaten untersucht. Wahrend der gesamten

Stimulation war die Hintergrundbeleuchtung mit 90 phot cd/m? konstant aktiv.
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4.4.4.a. Verifizierung der Blauzapfenstimulation

An acht Probandenmessungen erfolgte die Messung einer Intensitatsserie fur
die Blauzapfenstimulation. Die Intensitdten wurden fir den blauen Stimulus
zwischen 0,01 und 20 phot cd/m? variiert. Das Stimulationsparadigma blieb, wie
beschrieben, bei allen Einzelmessungen konstant [Abbildung 4.62].

Messung Proband 16 (15.09.2007)

2*Red/ i:1000 phot cd/m2/ d:4ms/ 1*Blue/ i:vary/ d:100ms/
back:amber 90 cd/m2

500

400 ~

Blue Flash

4 — 20 cdim2

uv

200 + __12cdim2

__10 cdim2
__ 8 cdm2
— 6 cdfm2
__4 cd/m2

__2cdm2

— 1 cdm2

=20,1and
0,01 cdim2

100 4

-100

t T T T T 1
0 100 200 ms 300 400 500

Background 90 cd/m2] [ 2*Red Flash i:1000 cd/m2 d:4ms|  [1*Blue Flash i:0-20 cd/m2 d:100ms]

Abbildung 4.62: Intensitatsserie der Blauzapfenstimulation beider Augen mit variierenden
Intensitaten der Blaustimulation (0,01-20 phot cd/m?). Aul3er der Intensitatsénderung waren alle
ERG Parameter konstant. Sattigungsblitze jeweils mit 1000 phot cd/m2 und 4ms Pulszeit (zwei rote
Blaken unten). Hintergrundbeleuchtung von 90 phot cd/m? (oranger Balken unten). Aus dieser
Untersuchung erfolgte der Ausschluss von Intensitdten mit deutlichen a-Wellen oder Off-
Antworten aus der Statistik, da diese auf keine reine Blauzapfenantworten deuten. Die Ubrigen ERG
Ableitungen wurden auf die maximale b-Welle untersucht. {Abtastfrequenz:1000Hz; Filter:aus;
Mittelung von 10 Einzelantworten}

Aus der gezeigten Probandenmessung lasst sich zunachst der Unterschied
zwischen der a- und b-Welle des ersten und des zweiten Rotblitzes erkennen.
Deshalb wurde in der Hauptstudie nicht nur die GréRe der a- und b-Wellen
angegeben, sondern auch das Verhdaltnis der Wellen des ersten und des

zweiten Rotblitzes kalkuliert. Die Entwicklung der b-Welle der Blauzapfen mit
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steigenden Stimulationsintensitaten wurde beobachtet. In der gefilterten (Filter
= 0-30Hz Nieder- und Hochpassfilter) Antwort lassen sich die einzelnen
Komponenten der Blauzapfenantwort, zum Beispiel die Off-Anteile, besser
beurteilen [Abbildung 4.63]. Das Auftreten einer a-Welle und die Gro3e der Off-
Antwort wurde in der Extraktion der Blauzapfenantwort (Zeitraum 300-500ms)

aus der gesamten ERG Antwort beurteilt.

1*Blue extract/ i: vary/ d:100ms/ back:amber 90 cd/m2 / right side filter: 0-30Hz
500

400 - -

Blue Flash

300 _M _M —_20 cd/m2
200 - _;j\W’_ __12cdim2
A——_—-———’— __10cdim2

—_8cdm2

N~ —
100 m —,_A@_/_e cdm2

__4cd/m2

A’ _ 2cdm2

M —1cdm2

0 - — — =0,1and
/ 0,01 cdfm2

-100 T T T T T T
300 350 400 450 500 300 350 400 450 500

uv

ms ms

Abbildung 4.63: Extraktion der Blauzapfenantwort aus Abbildung 4.62 (300 bis 500ms). Die
ungefilterte ERG Antwort (links) wurde der gefilterten Antwort (rechts 0-30Hz) gegenuber gestellt.
Die Off-Antworten und die a-Wellen sind aus der gefilterten Antwort einfacher zu identifizieren, da
die Rauschartefakte aus der ungefilterten Antwort exkludiert werden.

In der Probandenmessung ist bei den ERG-Ableitungen mit den Intensitaten
von 20, 12 und 8 phot cd/m2 eine deutliche Off-Antwort zu erkennen [Abbildung
4.63]. Eine dezente a-Welle tritt erst ab einer Stimulationsintensitéat von 10 phot
cd/m? auf. Das bedeutet, dass eine deutliche Griin- und Rotzapfen Antwort ab

einer Intensitat von 10 phot cd/m?2 erkennbar ist.

4.4.4.b. Nachweis der tatséachlichen Blauzapfenantwort

In einer zuséatzlichen Untersuchung sollte das Potential, das durch die

109

z

u

r

qguant |



0Die Nutzung el ektroretinographischer Minimal signal e
fortgeschrittener erblicher Netzhautdegeneratio n 0

[25.01.2011]

Blaustimulation hervorgerufen wird, als tatsachliches Blauzapfenpotential
nachgewiesen werden. Hierzu wurden verschiedene Stimulationsfarben anstatt
der blauen LED eingesetzt, um die Effekte einer spektralen Differenz am ERG
zu untersuchen [Abbildung 4.64].

2*Red/ i:1000cd/m2/ d:4ms/ 1*Blue,Green,Red or White(6500K)/
ivary/ d:100ms/ back:amber 90cd/m?2

500 -

400 -

White 6500K
70 phot cd/im2

anl Red
50 phot cd/im2

Green
50 phot cd/m2

100 ~

Blue
4 phot cd/m2

0 100 200 ms 300 400 500

Abbildung 4.64: Auswirkungen spektral unterschiedlicher Stimulationen auf das Blauzapfen-ERG.
Untersucht wurde die Anwendung verschiedener Stimulationsfarben (weilles Mischlicht =
schwarze Kurve, rote LED = rote Kurve, griine LED = griine Kurve) im Vergleich zur blauen LED
(blaue Kurve) als Blauzapfenstimulation. Die Sattigungsblitze aller hier dargestellten ERG Kurven
wurden mit konstanten Einstellungen generiert. Eine typische Blauzapfenantwort mit langsamer b-
Welle, ohne a-Welle und ohne Off-Antwort wird in der blauen ERG-Kurve unter Anwendung der
blauen LED mit einer Intensitat von 4 phot cd/m2 deutlich. Im Gegensatz dazu ist bei allen anderen
Ableitungen eine deutliche Off-Antwort und eine a-Welle zu erkennen, was fir eine hohe Griin- und
Rotzapfenaktivitat spricht. Zu beachten ist, dass durch das Mischlicht und die griine LED neben
der schnellen aufsteigenden b-Welle (vermutlich Griin- und Rotzapfenpotential) eine langsame b-
Wellenkomponente generiert wird, die zeitlich beinahe identisch zur langsamen b-Welle der
Blauzapfenstimulation ist. Solch eine Komponente fehlt der ERG-Kurve, die durch die rote LED
ausgeldst wurde. Diese weist nur eine schnelle b-Welle mit einer deutlichen a-Welle und einer Off-
Antwort auf.

Dabei kamen das weil3e Mischlicht (6500K), die grine LED (513nm) und die
rote LED (635nm) anstatt der blauen LED (470nm) wahrend der
Blauzapfenstimulation zum Einsatz. Die Ergebnisse wurden der ERG Antwort
mit der blauen LED gegenlber gestellt [Abbildung 4.64]. Im Vergleich zu der

Stimulation mit der blauen LED entsteht bei der Anwendung der griinen, der
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roten und weil3en Stimulationsfarbe eine deutliche Off-Antwort, die durch den
positiven Ausschlag nach dem Ende der gesamten Stimulationsdauer (ab
400ms) zu sehen ist. Weiterhin wird bei allen verwendeten Stimulationsfarben,
aul3er der blauen, eine a-Welle verzeichnet. Aus dieser Untersuchung kann der
Ursprung der langsamen und allmahlich ansteigenden b-Wellen unter
Anwendung eines schwachen blauen Lichtstimulus am wahrscheinlichsten auf
den Blauzapfen zuriickgefiuihrt werden. Im Vergleich dazu weisen die
Lichtstimuli der Farbe Grin, Rot und dem Mischlicht Weil3 6500K eine schnell
ansteigende und spitze b-Welle auf, was auf die mittel- und langwelligen Zapfen
zuruckzufihren ist. Die Stimulation mit der grinen LED und dem weil3en
Mischlicht zeigen jedoch neben der a-Welle und dem schnellen, steil
ansteigenden, initialen Potential eine langsame darauf folgende Komponente
[Abbildung 4.65]. Diese Komponente hat, wie die Blauzapfen b-Welle, eine
langsame Gipfelzeit und stellt wahrscheinlich eine Blauzapfenbeteiligung dar,
da die spektralen Bereiche der griinen LED und des weif3en Mischlichtes sich
mit der spektralen Empfindlichkeit der Blauzapfen tberschneiden. Die rote LED
I6st im Gegensatz dazu keine Blauzapfenantworten aus, da die spektrale
Empfindlichkeit der Blauzapfen bei 635nm (rote LED) sehr minimal ist und von
Rot- und Grinzapfen tberlagert wird. Eine bessere Beurteilung wird durch die
Extraktion des Bereiches von 300-500ms aus der ERG Antwort moglich
[Abbildung 4.65]. Die gefilterten (0-30Hz) ERG Antworten des weifl3en und des
grinen Stimulus weisen keine schnelle und steile b-Welle auf. Die a-Welle und
die Off-Antwort sind jedoch enthalten. Das zeigt, dass bei der Filterung der
ERG Antworten von 0-30Hz Anteile der mittel- und langwelligen Zapfen
teilweise ausgefiltert wurden. Der wahrscheinliche Blauzapfenanteil ist jedoch
durch die Filterung nicht beeinflusst worden, was ein weiteres Indiz fur die
tatsachliche Blauzapfenantwort ist.

Die Gipfelzeit der b-Welle betragt fur die blaue LED 65,5ms fir das LA und
63ms fur das RA. Unter einer Stimulation mit der grinen LED betragt die
Gipfelzeit 53,5ms fur das LA und 52,5 fir das RA. Mit 49ms flir das LA und
47ms fur das RA ist die Stimulation mit der weil3en Mischfarbe &ahnlich zur

grunen LED.
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1*Blue,Green,Red or White(6500K) Extract/ i:vary/ d:100ms/
back:amber 90cd/m2/ right side: filter 0-30Hz

500

400 - L- und M-Zapfen |

} off-Antwort
_~Blauzapfen /

300 M"« = XA

L-Zapfen
2 200 -
100 -
_~Blauzapfen
0 M\/ ,_’—/A
-100 T T T T T T

300 350 400 450 500 300 350 400 450 500

ms ms

Abbildung 4.65: Extraktion der Blauzapfenstimulation mit unterschiedlichen Stimulationsfarben im
Bereich von 300ms bis 500ms aus den ERG-Kurven der Abbildung 4.64. Die ungefilterten Kurven
(links) wurden den gefilterten gegenlbergestellt (rechts). Zur genauen Definition der
Stimulationsparameter siehe Abbildung 4.64. Deutlich ist, dass die steile b-Wellenkomponente der
ERG-Kurven, die mit der griinen LED und dem Mischlicht ausgelést wurden, ausgefiltert werden
konnte. Die a-Wellen und die Off-Antwort sind noch vorhanden. Die langsame b-Wellenkomponente
der beiden Ableitungen ist jedoch in der gefilterten Kurve noch enthalten und mit der ERG-Kurve,
die durch die blaue LED ausgeldst wurde, vergleichbar. Die rote LED weist keine langsame b-
Wellenkomponente auf, da sie spektral beinahe keinen Einfluss auf den Blauzapfen hat. Dagegen
zeigt die ERG-Kurve der blauen LED nur eine langsame b-Wellenkomponenten ohne schnelle
Potentiale. Somit ist die langsame b-Wellenkomponente wahrscheinlich eine Blauzapfenantwort
und die schnelle, rapide ansteigende Komponente eine Griin- und Rotzapfenantwort.

Die Stimulation mit der roten LED unterscheidet sich wiederum mit einer
Gipfelzeit von 38ms fur das LA und 39ms fur das RA im Vergleich zu den
anderen Stimuli. Das ist ein weiterer Hinweis auf den grof3en Anteil an mittel-

und langwelligen Zapfen in der Ableitung mit der roten LED.

4.4.5. Auswertung:

Zunachst erfolgt eine Beschreibung der a- und b-Wellen der Sattigungsblitze.

Zusatzlich wurden die n-Wellen der Sattigungsblitze analysiert. Wichtig ist
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hierbei, dass die n-Welle von dem Hohepunkt der b-Welle bis zum nachfolgen
negativen Potential gemessen wurde. Ausgewertet wurden die Amplituden der
jeweiligen Wellen. Da die Sattigungsblitze in der gesamten Intensitatsserie, also
bei insgesamt 10 Messungen pro Proband, mit konstanten Einstellungen
generiert wurden, erfolgte die Mittelung der beiden Augen und der 10
Messungen fur jeden Probanden. Die Mittelwerte fur jeden Probanden wurden
getrennt aufgelistet [Tabelle 7.2 und Tabelle 7.3]. Es wurden fur jeden
Probanden die zugehotrigen Standardabweichungen berechnet. An den
Tabellen ist die Spannweite der Mittelwerte ersichtlich. Bei der b-
Wellenamplitude erstrecken sich diese zum Beispiel [Tabelle 7.2] von im Mittel
109,294V (Proband 9) bis 253,322uV (Proband 12), was einer Spannweite
von ca. 144pV entspricht. Bei den n-Wellen wird eine ahnlich groRe Spannweite
von ca. 131uV verzeichnet. In der Tabelle [Tabelle 7.2] sind die Ergebnisse des
ersten Sattigungsblitzes dargestellt. Nachfolgend erfolgte die tabellarische
Auflistung der Ergebnisse des zweiten Sattigungsblitzes [Tabelle 7.3] fir jeden
Probanden. Aus den Daten der beiden Tabellen lasst sich bereits ersehen, dass
die Amplituden des ersten Sattigungsblitzes hdher sind, als die Amplituden des
zweiten Sattigungsblitzes. Aus diesem Grund wurde ein Quotient fir jeden
Probanden errechnet, in dem das Verhaltnis zwischen dem ersten und dem
zweiten Sattigungsblitz zum Ausdruck gebracht wird. FiUr die Kkorrekte
Berechnung des Quotienten wurden die Augen zunéchst getrennt ausgewertet.
Es wurden jeweils die Amplituden des ersten Sattigungsblitzes durch die
Amplituden des zweiten Sattigungsblitzes dividiert [Tabelle 7.4]. Dann erfolgte
die Mittelung aller Quotienten. Die Verteilung der Quotienten Uber alle 8
Probanden soll einen Uberblick Uber die Spannweite der Quotienten geben
[Tabelle 7.5]. Die Mittelung aller Quotienten zeigt einen a-Wellen-Quotient
(A1/A2) von im Mittel 0,973. Das bedeutet, dass die a-Welle des ersten
Sattigungsblitzes im Mittel eine geringere Amplitude aufweist als die a-
Wellenamplitude des zweiten Sattigungsblitzes. Die b-Wellen und n-Wellen des
zweiten Sattigungsblitzes sind im Mittel kleiner als die Wellen des ersten
Sattigungsblitzes. Bei den n-Wellen wird im Mittel in keiner Probandenmessung

ein Wert von <1 erreicht. Dementsprechend wird der Effekt der kleineren
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Amplituden im zweiten Sattigungsblitz am besten bei den n-Wellen sichtbar.

Im zweiten Schritt der Auswertung des Blauzapfens erfolgte die Beschreibung
der b-Wellenamplitude der Blauzapfenstimulation. Diese Auswertung betrifft
den Bereich von 300 bis 500ms im abgeleiteten ERG. Bevor eine reine
Amplitudenauswertung erfolgte, wurden ERG-Ergebnisse mit Anzeichen von
Rot- oder Grinzapfenantworten (a-Welle und Off-Antwort) von der Auswertung
ausgeschlossen. Aus diesem Grund fehlen einigen Kennlinien (z.B. Proband
12) die Werte ab einer bestimmten Intensitat [Abbildung 7.14]. Ausgewertet
wurde die b-Wellenamplitude der Blauzapfen nach der Amplitudenhdhe. Die
Kennlinien der Mittelwerte aus beiden Augen verdeutlichen den Verlauf der b-
Wellenamplituden der Blauzapfenantwort. Die maximale Amplitudenhdhe aus
der individuellen Kennlinie wurde identifiziert und der jeweiligen Intensitéat
zugeordnet. Danach erfolgte die Darstellung der Verteilung aller Intensitaten,
bei denen eine maximale b-Wellenamplitude des Blauzapfens ausgelost wurde
[Abbildung 4.66].

Haufigkeiten

Klasse Haufigkeiten Wahrsch.
0,01 0,00000
0,1 0,00000
1 0,00000
2 0,00000
4 0,12500
6 0,37500
8 0,25000
10 0,25000
12 0,00000
0% 0% 0% 0% 20 0.00000
= = ~ =3 © © o N Summe 8 1,00000

o‘ -,
Intensitit (phot cd/mz) Anzahl fehlender Werte 0
10 Klassen

O ONNW-= OO OO

o
R

0,01

Abbildung 4.66: Haufigkeitsverteilung der maximalen b-Wellenamplitude bei variierenden
Intensitaten in phot cd/m2. Die Angaben unt eKlasséfi ntsprechen den Intensitaten. Das
Blockdiagramm links dient der Veranschaulichung. Di e AH2ufi gkeitenf wie
maximale b-Wellenamplitude ausldste ist in der mittleren Spalte der Tabelle angegeben.

Aus der Verteilung der maximalen Amplituden ist ersichtlich, dass eine
Intensitat von 6 phot cd/m? flir den Blaublitz am haufigsten (37,5%) eine
maximale Blauzapfenantwort auslost. Jedoch erreichen die Intensitdten von 8

und 10 phot cd/m? jeweils zu 25 Prozent aller Probandenmessungen ebenfalls

114

zur

of t

qguant |

eine



0Die Nutzung el ektroretinographischer Minimal signal e
fortgeschrittener erblicher Netzhautdegeneratio n 0

[25.01.2011]

eine maximale Blauzapfenantwort. Das Schaubild der Kennlinien [Abbildung
7.14] verdeutlicht jedoch, dass Probandenmessungen bestehen, bei denen eine
Intensitat von grofRer als 6 phot cd/m? bereits eine a-Welle oder eine Off-
Antwort auslosen. Dies sind jeweils Zeichen fir eine Rot- und
Grunzapfenbeteiligung. Deshalb wird eine Intensitat von 6 phot cd/m? als

optimale Stimulationsintensitat fur die Blauzapfenstimulation definiert.
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5. Diskussion:

Durch die Prasentation eines Lichtreizes reagieren die Photorezeptoren und die
damit in Kontakt stehenden Zellen in der Retina mit einer Spannungsénderung.
Das ERG zeichnet durch eine Hornhautelektrode die Summe der
Spannungséanderungen in der Retina auf. Durch die charakteristischen Wellen
im ERG lassen sich die Photorezeptorensysteme differenziert darstellen. Damit
stellt die ERG Untersuchung eine wichtige objektive Beurteilungsmoglichkeit
der Netzhautfunktion in der klinischen Diagnostik dar. Der ISCEV-Standard
definiert einzelne Stimulationsprotokolle, mit deren Hilfe ein ERG der
Photorezeptoren abgeleitet werden kann [Marmor, Holder et al. 2004]. Bei
gesunden Menschen ist die Identifizierung der ERG-Potentiale nach dem
Standardprotokoll relativ einfach, und kann durch eine quantitative Angabe der
Amplitudenhdhen (z.B. a- und b-Welle) angegeben werden. Die Amplituden
erfahren jedoch eine rasche Reduktion, wenn Prozesse degenerativer Art an
der Netzhaut vorhanden sind (z.B. Stabchen- und Zapfendystrophien) [Granse,
Ponjavic et al. 2004, Marmor 1979]. Dabei kann der Patient mit einer
Netzhautdegeneration noch einen Restvisus (Fingerzeig oder Lichtschein)
haben, wenn gleichzeitig die ERG-Antwort bereits unter ein Niveau abgefallen
ist, das nicht mehr registriert werden kann, und somit nicht mehr als retinales
Potential erkennbar wird. In der aktuellen Studie wurden Stimulationsprotokolle
definiert, die eine quantitative Erfassung von Restfunktionen erlauben. Die
Stimulationsprotokolle wurden fur die jeweiligen Photorezeptorensysteme
optimiert. Die Exploration stellte eine Grundlage fur die Studie an Probanden
dar., Es wurden in der Exploration die Auswahlkriterien und
Rahmenbedingungen fur die ERG-Parameter deklariert. In der Vor- und
Hauptstudie erfolgte der Einsatz der explorierten Techniken an Probanden und

die Optimierung der ERG-Parameter.

5.1. Skotopisches ERG:

Die skotopische ERG Antwort ist elementar fur eine elektrophysiologische
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Funktionsdiagnostik. Das skotopische ERG erfasst die retinalen Potentiale des
Stabchensystems. Neben der Funktion der Photorezeptoren werden die
Potentiale der nachgeschalteten Zellen, wie zum Beispiel der Bipolarzellen,
aufgezeichnet. Da die Stabchen mit einer Anzahl von 120 Millionen den
Grol3teil der retinalen Zellen darstellen, ist eine Funktionsprifung der Stabchen
essentiell fur das ERG. Bei vielen retinalen Degenerationen (kongenitale
stationare Nachtblindheit, Retinitis Pigmentosa etc.) sind die Stabchen am
starksten betroffen. Aus diesem Grund ist ein skotopisches Protokoll zur
Untersuchung von Patienten mit Netzhautdegenerationen unerlasslich.

Fur die skotopische ERG Untersuchung ist eine vorhergehende, mindestens 30
Minuten andauernde, Dunkeladaptation unumganglich. Da bei vollstandiger
Dunkeladaptation die Stabchen um ein 1000-faches sensitiver sind fur Licht als
die Zapfen [Fu and Yau 2007]. Somit ist die Dunkeladaptation der erste Schritt
zur Isolierung einer reinen skotopischen ERG Antwort.

Die Definition der Stimulationsparameter erfolgte auf mehreren Ebenen.
Zunachst wurde in der Exploration eine optimale Stimulationsfarbe definiert
[Abbildung 5.1]. Die blaue LED mit 470nm Wellenlange weist eine hohe
spektrale Wirksamkeit fur das Stéabchensystem auf. Im Gegensatz dazu werden
die Zapfen bei einer Wellenlange von 470nm nur in einem geringen Ausmalf3
stimuliert. Es wurden in der Vorstudie der skotopischen Antwort einige
Versuche mit der grinen LED (511nm) als Vergleich zur blauen LED
durchgefihrt. Diese dienten der besseren Abschatzung einer Zapfenbeteiligung
in der Untersuchung eines geeigneten Intensitatsbereichs fir das skotopische
ERG.

5.1.1. Auswahl der Stimulationsfarbe

Als Stimulus wurde fur die rein skotopische ERG-Antwort die blaue LED
gewahlt, da die griine LED die Zapfen zu einem hoéheren Anteil stimuliert als die
blaue LED. Die maximale spektrale Wirksamkeit auf die Stabchen bei 500nm
wurde nicht gewahlt. Zu Einem wird aus technischen Griinden eine Mischung

von mehreren LEDs notwendig, um ein Licht mir einer Wellenlange von 500nm

117

z

u

r

qguant |



0Die Nutzung el ektroretinographischer Minimal signal e
fortgeschrittener erblicher Netzhautdegeneratio n 0

[25.01.2011]

zZu  generieren. Das bedingt jedoch ein breites  spektrales
Wirksamkeitsspektrum. Ein breites spektrales Wirksamkeitsspektrum stimuliert
wiederrum eine Vielzahl verschiedener Photorezeptoren, was vermieden
werden sollte. Es sollen im skotopischen ERG nur die Stabchen moglichst
isoliert stimuliert werden. Wenn durch das breite spektrale Wirksamkeitsfeld
Wellenlangen von > 540nm erreicht werden, kann eine uberwiegende
Stabchenantwort schon bei sehr geringen Intensitaten nicht mehr garantiert
werden. Zum Anderen wird bei der maximalen spektralen Wirksamkeit der
Stabchen auch ein grof3er Anteil an Zapfen stimuliert [Abbildung 5.1].

oy | Violet | Ely
[ [

pen | [ Oange | Red Dark Red | IR
[ [ [ [
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—— Green Cones
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40 t
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Wavelength {nm)
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Abbildung 5.1: Antwortfunktion der Photorezeptoren auf verschiedene Wellenlangen. Modifizierter
Auszug aus der Darstellung zur Antwort der Zapfen und Stédbchen auf unterschiedliche
Wellenlangen der Universitat von New Mexico [UniversityOfNewMexico Homepage]. Schwarze
Linien im Diagramm stellen die Wellenl2ngen der
Kurven (Blau, Griin, Rot) kennzeichnen die Antwort der Photorezeptoren auf unterschiedliche

zur quant |

ver wende

Wel l enl 2ngen (ABl ue Cones, Green Cones, Red Conesif) . S
spektrale Wi rksamkeit auf di e Sta@bchen ( ARoderi) . Es W U

Wellenlangen (nm) gegen die relative Antwort (normiert auf 100% des jeweiligen Rezeptors)

aufgetragen. Die St2bchenkurve (ARodsh) entspricht ni ch

spektralen Vergleich zwischen Stédbchen und Zapfen. Mit dem Stern (*) wurde die
Sensitivitatsdistanz bei einer Wellenldnge von 470nm (entspricht der blauen LED) zwischen
Stabchen und Zapfen angedeutet.

Bei einer Wellenlange von 470nm besteht ein groRer Unterschied zwischen der
skotopischen und der photopischen spektralen Sensitivitatskurve. Dieser
Unterschied soll fir das skotopische Protokoll genutzt werden [Abbildung 5.1
A% fiZu beachten ist jedoch, dass die Skalierung der skotopischen
Sensitivitatskurve in  der Abbildung 5.1 nicht mit den Zapfenkurven
Ubereinstimmt, da die Stdbchen eine hohere Antwort auf Licht aufweisen. Die
Abbildung 5.1 soll jedoch eine bestehende Distanz zwischen der Stabchen-

Sensitivitat und der Zapfen-Sensitivitat andeuten.
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5.1.2. Auswahl der Stimulationsfrequenz

Um eine einfache Identifizierung der Restantworten zu ermdglichen, wurde eine
repetitive Stimulation gewahlt. Bei festgesetzter Stimulationsfrequenz lasst sich
anhand der FFT eine quantitative Angabe iber die Restfunktion machen.
Weiterhin kann ein Signal-Rausch-Verhaltnis kalkuliert werden und das ERG
Potential einfacher gegen das Rauschen abgegrenzt werden [Bach and Meigen
1999, Meigen and Bach 2000]. Die Festlegung von 9Hz als
Stimulationsfrequenz bietet eine optimale Ausschopfung aller explorierten
Faktoren fur das Stabchensystem. Zunéchst werden die 50Hz Netzrauschen
durch die hoheren Harmonischen der 9Hz Stimulationsfrequenz nicht
beeinflusst. Weiterhin bietet die 9Hz Stimulation in einer kurzen
Untersuchungszeit von 333ms insgesamt 3 Amplituden! Das ist ein
entscheidender Vorteil gegentber einer kleineren Stimulationsfrequenz von
beispielsweise 6Hz, die auf Grund der htheren Amplituden in Betracht gezogen
werden muss. Denn je héher die Stimulationsfrequenz, desto geringer wird die
ERG Amplitude [Burns, Elsner et al. 1992, Odom, Reits et al. 1992]. Das
Zahlenbeispiel [Tabelle 5.1] erlautert die Zunahme der gesamten
Untersuchungszeit bei einem 6Hz Flicker und 50 Mittelungen auf 25s im

Vergleich zum 9Hz Flicker mit 16,6s.

Zahlenbeispiel zum 9Hz und 6Hz Flicker:

Attribute: 6Hz Flicker 9Hz Flicker
Eine Amplitude 166,6ms 111,1ms
Einzelmessung 3*166,6ms = ca. 500ms 3*111,1ms = ca. 333ms

mit 3 Amplituden

Mittelung von 50 | 50*500ms = 25s

Einzelmessungen

50*333ms = 16,6s

Mittelung von 100 | 100*500ms = 50s

Einzelantworten

100*333ms = 32,2s

Tabelle 5.1: Zahlenbeispiel fir die Dauer einer Untersuchung mit Anwendung von 50 bzw. 100
Mittelungen. Die 9Hz Stimulation wird der 6Hz Stimulation gegeniiber gestellt. Zu beachten ist die
zeitliche Differenz der beiden Stimulationsfrequenzen.

Die gesamte Untersuchungszeit wird durch die Lidschlussartefakte limitiert. Um

119

z

u

r

qguant |



0Die Nutzung el ektroretinographischer Minimal signal e
fortgeschrittener erblicher Netzhautdegeneratio n 0

[25.01.2011]

diese zu vermeiden, sollte die Untersuchungszeit so gering wie mdglich
gehalten werden.

Die Frequenz von 9Hz bietet eine gewisse Distanz zu der maximalen Frequenz
von 15Hz fir das isolierte Stdbchensystem. Im Anbetracht aller genannten
Bedingungen bildet eine Stimulationsfrequenz von 9Hz einen Kompromiss
zwischen Amplitudenhéhe, kurzer Aufnahmezeit, moglichst vielen Mittelungen
und isolierter Stabchenantwort.

5.1.3. Optimierung der skotopischen ERG Parameter

Durch die Anwendung von schwachen Lichtblitzen lasst sich das
Stabchensystem, zusatzlich zu den genannten Techniken, vom Zapfensystem
differenziert ableiten. Es wurde an zahlreichen Probandenmessungen zunachst
die Intensitatsspanne einer maximalen b-Wellenamplitude der rein skotopischen
Antwort in der Vorstudie eingegrenzt. Als Auswahlkriterium dienten die
Kennlinien der b-Wellen. Die b-Wellenamplituden wurden gegen die
Stimulationsintensitat aufgetragen. Aus den Kennlinien lie3 sich eine
Intensitatsspanne abschatzen. Die skotopische b-Wellenamplitude steigt
zunachst bei stetiger Erhéhung der Intensitat an. Nach einem Héhepunkt des b-

Wellenpotentials folgt eine Reduktion der Amplitude [Abbildung 5.2

z

AZwi schentiefid]. Wor auf ei n erneuter

Intensitatssteigerung zu verzeichnen ist. Das beruht auf zwei verschiedenen
Signalwegen des Stabchensystems. Der erste Signalweg hat einen Ursprung in
der ON-Bipolarzelle und den All-Amakrinzellen. Der zweite und schnelle
Signalweg erfolgt Uber die Gap-Junction Verbindung zwischen den Stabchen
und Zapfen. Die Signalwege konnten bereits elektrophysiologisch und
physiologisch nachgewiesen werden [Stockman, Sharpe et al. 1995, Stockman,
Sharpe et al. 1991]. Da im zweiten schnellen Signalweg die Zapfenverbindung
mit den Stabchen (Gap-Junction) verwendet wird, kann hier keine reine
skotopische Antwort mehr garantiert werden. Aus diesem Grund erfolgte die
Auswahl der Amplituden fur die moglichst isolierte skotopische ERG-Antwort im

Bereich des ersten Hohepunktes der Kennlinien [Abbildung 5.2].
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zweiter Hohepunkt der B-Wellenamplitude
(Gap-Junction zwischen Stabchen und Zapfen)
erster Hohepunkt der B-Wellenamplitude
(ON-Bipolarzelle und All-Amakrinzelle)
9Hz / stim: blue &g\fﬂ /d: 10ms /i: log(-4,1 bis 0,8 g$kot\cd*s/m2)
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Abbildung 5.2: b-Wellenamplitude der 9Hz-Flickerstimulation mit Anwendung der blauen (blaue
Kurve) und der griinen LED (griine Kurve). Gekennzeichnet ist der erste Hohepunkt der Kennlinie,
der auf die Stabchen zuriickzufihren ist. Unter einer weiteren Intensitatssteigerung erfahrt die
Kennlinie ein Zwischentief, das die Stédbchen- und Zapfeninteraktion wiederspiegelt. Nach dem
Zwischentief steigt die b-Wellenamplitude steil an und erreicht ein zweites Maximum als Ausdruck
der maximalen Antwort der Stabchen- und Zapfeninteraktion. Unter Anwendung der grinen LED
werden nach dem Zwischentief héhere Amplituden verzeichnet. Da die Zapfen sensibler auf griines
Licht als auf blaues Licht reagieren, ist dies ein weiterer Hinweis auf die Zapfenbeteilung.

Ein Nachweis der Zapfenbeteiligung erfolgte neben der Auswertung der
Kennlinien mittels verschiedener Techniken. Zum einen wurde ERG-Welle auf
das Erscheinen einer a-Welle und OPs als Zeichen der Zapfenbeteiligung
analysiert. Zum anderen erfolgte eine Analyse der ERG-Antwort mittels FFT.
Als Zeichen einer Zapfenbeteiligung wurde hierbei eine Erh6hung der héheren
Harmonischen der Stimulationsfrequenz festgestellt. Aus diesen Ergebnissen
wurden Bereiche fur die Intensitat und die Pulszeit eingegrenzt. Die Intensitat
und die Pulszeit der Stimulation wurden darauf in der Hauptstudie an 16
Probandenmessungen untersucht und definiert. Aus der Hauptstudie resultierte
eine optimale Intensitat von 0,012 skot cd*s/m2 und eine Pulszeit von 10ms
[Abbildung 4.20 und Abbildung 4.21].
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Die Variablen wurden durch die Verteilung der maximalen b-Wellenamplituden
in 16 Probandenmessungen definiert. In 62,5% der Probandenmessungen wird
eine maximale b-Wellenamplitude bei 10ms erreicht. Fur die Intensitat von
0,012 skot cd*s/m?, die eine maximale b-Wellenamplitude auslost, gab es
bereits Hinweise in der Vorstudie. Die Hauptstudie bestatigte den Hinweis. Bei
81,3% der Probanden wird eine maximale b-Welle bei 0,012 skot cd*s/m?
identifiziert.

5.1.4. Einfluss des 9Hz-Blauflickers auf die Dunkeladaptation

Die Dunkeladaptation wird unter einer 9Hz Stimulation mit den definierten
Parametern nicht beeinflusst. Durch ein automatisiertes Stimulationsprotokoll
konnte die Dunkeladaptation nach dem Bleichen der Stdbchen durch eine helle
Hintergrundbeleuchtung (500 phot cd/m2 fir 5min) nach 30min
wiederhergestellt werden. In diesen 30min wurde in einem festen Abstand von
Imin mit dem 9Hz Flickerprotokoll stimuliert. Das Wachstum der b-Welle
wahrend der gesamten Stimulationszeit in Dunkelheit, direkt nach dem
Bleichen, ist mit der Kinetik der Dunkeladaptation zu vergleichen [Cameron,
Miao et al. 2008]. Die Endamplitude nach 30min ist identisch zur Amplitude vor
dem Bleichen der Stabchen [Abbildung 4.16]. Damit konnte gezeigt werden,
dass das neu entwickelte 9Hz-Blauflickerprotokoll keine Einflisse auf die
Dunkeladaptation hat.

Die 9Hz Stimulation ist fur eine schnelle klinische Anwendung mit méglichst
vielen Mittelungen optimal. Durch die Auswertung mittels FFT wird eine genaue
guantitative Angabe der retinalen Antwort ermdglicht. Das ist vor allem bei
Patienten mit fortgeschrittener Netzhautdegeneration sehr wichtig, da eine
Verlaufsbeobachtung von kleinen Potentialen sehr schwierig ist. Durch die
Anwendung der FFT kann somit, vor allem im Hinblick auf neue
Therapiemethoden (z.B. Stammzellen, Elektrostimulation), eine prazise
Verlaufsbeobachtung realisiert werden. Ein Nachteil der skotopischen 9Hz
Flickerstimulation ist die niedrige Amplitude im Vergleich  zur

Einzelblitzableitung. Fir die Identifizierung von Restantworten bzw. von
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krankhaft veranderten ERG-Potentialen ist die Amplitude der 9Hz Stimulation
jedoch ausreichend, da durch die FFT eine genaue quantitative Angabe der
Antwort ermdglicht wird.

5.2. Kombiniertes Stabchen- und Zapfen-ERG

5.2.1. Bedingungen fur die Optimierung des kombinierten ERG

Das kombinierte Stabchen- und Zapfenprotokoll wird unter Dunkeladaptation
mittels sehr hoher Intensitdten abgeleitet. Das Resultat ist eine sehr tiefe a-
Welle und eine b-Welle, die durch die Kombination der Stabchen und der
Zapfen entsteht und sich deshalb von der rein skotopischen Antwort
unterscheidet. Die oszillatorischen Potentiale sind in der kombinierten ERG-
Antwort am besten zu evaluieren [Rousseau and Lachapelle 1999]. Neben der
tiefen a-Welle ist diese Tatsache fir eine vollstandige ERG-Untersuchung sehr
wichtig. Aus diesem Grund wird die kombinierte Stabchen- und Zapfenantwort
in der aktuellen Studie auf die Anwendung bei Patienten mit Restpotentialen
optimiert.

Die Stimulation der Stédbchen und der Zapfen erfordert héhere Intensitaten als
das rein skotopische ERG. Bei bestimmten retinalen Erkrankungen
(Stabchendystrophie, Retinitis Pigmentosa, CSNB, Zentralarterienverschluss)
ist die a-Welle oder die b-Welle nur sehr reduziert ableitbar [Heckenlively and
Arden 2006]. Je nach Erkrankung fehlt dem ERG die a-Welle oder die b-Welle
und das ERG verliert seine charakteristische Kurvenform (z.B. das
Ael ekt r o BRGY Bdi forigesihrittenen Erkrankungen werden die ERG-
Potentiale zusatzlich so gering, dass eine Identifikation der kombinierten
Stabchen- und Zapfenantwort unmoglich wird. Aus diesem Grund wurde ein
neues Stimulationsprotokoll fir die kombinierte Stabchen und Zapfenableitung
entwickelt. Es ermoglicht durch Zuhilfenahme einer Flicker-Stimulation die
Anwendung der FFT und den Vorteil des besseren Signal-Rausch-
Verhéltnisses durch eine hohe Anzahl an Mittelungen. Dadurch kénnen in einer

ERG Antwort alle an der Ableitung beteiligten Frequenzen quantitativ
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angegeben werden. Um die FFT-Auswertung jedoch auch auf die Physiologie
reproduzieren zu kdénnen, muss eine Beurteilung der ERG-Kurve erfolgen. Bei
einer festen Stimulationsfrequenz und einer annéhernd sinusoidalen
Kurvenform wird in der FFT eine dominante Frequenz erwartet, die der
Stimulationsfrequenz entspricht [Formel 5.1].

Qv caaszsn = Qvaswsi |
Formel 5.1: Formel fur die dominierende Frequenz der FFT (fErroominante)) bei einfacher und

rauscharmer sinusoidaler Kurvenform (nur b-Welle, keine a-Welle vorhanden). Die
Stimulationsfrequenz (fsimuius)) €ntspricht in diesem Fall der dominierenden Frequenz aus der FFT.

Das ist bei einer Flickerableitung mit einer festen Frequenz und einer b-Welle,
wie in der rein skotopischen Antwort, der Fall. Wenn nun zusatzlich zur b-Welle
eine a-Welle hinzukommt, die eine Abweichung der ERG-Kurve von der
sinusoidalen Form bewirkt, erfolgt ein Wechsel der dominanten Frequenz in der
FFT zur doppelten Stimulationsfrequenz [Formel 5.2].
[Qoov ceaeczen = 26Qpaowmi |

Formel 5.2: Formel fur die dominierende Frequenz der FFT (f(rrr-pominante)) WeNn nun neben einer
Stimulationsfrequenz (b-Welle) eine weitere Frequenz (a-Welle) an der Kurvenform beteiligt ist. Die

dominierende Frequenz in der FFT stimmt in diesem Fall mit der doppelten Stimulationsfrequenz
tberein.

Diese Konstellation wird bei der kombinierten Stabchen- und Zapfenantwort
verzeichnet. Bei einer 9Hz-Dominante in der FFT ist die Beurteilung der ERG
Kurve der kombinierten Antwort unabdingbar. Es besteht die Mdglichkeit, dass
die Dominante 9Hz-Frequenz in der FFT von der b-Welle oder von der a-Welle
generiert wird. Diese Beurteilung hat fur die Diagnostik eine entscheidende
Relevanz, da die Wellen einen unterschiedlichen Ursprung in der Netzhaut
aufweisen.

In der aktuellen Studie wurde als Stimulationsfrequenz der 9Hz-Flicker gewahlt.
Die Frequenz von 9Hz erlaubt bei der kombinierten ERG Antwort eine
ausreichende Stimulation der Stabchen, da die Fusionsfrequenz fur eine
isolierte Stabchenantwort bei 15Hz [Dodt 1951] weit unterschritten wird.
Zusatzlich erlaubt die Stimulationsfrequenz eine Ableitung der a- und b-Welle.
Bei Anwendung von hdheren Frequenzen, wie 15Hz, kdnnen die a-Welle und
die b-Welle nicht getrennt voneinander abgeleitet werden [Scholl, Langrova et
al. 2001a, Scholl, Langrova et al. 2001b]. Die Frequenz ist dabei bereits zu

hoch, um eine separate a-Welle von der b-Welle im ERG darzustellen. Das
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Resultat ist ein Summenpotential in das die a- und die b-Welle eingeht. Bei
einer Frequenz von 9Hz ist eine getrennte Darstellung beider Wellen
realisierbar. Die Vorteile der repetitiven Stimulation werden durch die 9Hz
Flickerstimulation auch fir die kombinierte Stadbchen- und Zapfenantwort

verwirklicht.

9Hz / stim: blue & green / d: 10ms / i: log (-4,1 bis 0,8 skot cd*s/m2) Frequenzanalyse

80

60 -

Umschlagpunkt der
Frequenzdominanten

Amplitude [pV]
I
o
1

20 A

Q
o
0 T T T T T T
1e-5 1e-4 1e-3 1e-2 1e-1 1e+0 Te+1

logintfcd™s/im2)]
Abbildung 5.3: Ergebnisse der Amplituden aus der Frequenzanalyse bei 9Hz-Stimulation mit
unterschiedlichen Intensitaten. Die Analyse bezieht sich auf die oben dargestellten [Abbildung 5.2]
Intensitatskennlinie. Dargestellt ist der Anteil einzelner Frequenzen (9Hz, 18Hz, 27Hz) am ERG
durch die Stimulation mit der grinen und blauen LED. Der Umschlagpunkt der dominanten
Frequenz in der FFT wurde gekennzeichnet. Ab einer Intesitat von 0,08 skotopischen cd*s/m2 sinkt
die 9Hz-Komponente des grunen Stimulationslichts (grine Vierecke) und des blauen
Stimulationslichts (blaue Kreise) auf ein Minimum ab und die 18Hz- (grine und blaue Dreiecke)

bzw. 27Hz-Anteile (tirkise Hexagone flr griine LED und rosa Vierecke fur blaue LED) dominieren
die ERG-Antwort. Eine detaillierte Beschreibung ist in Kapitel 4.1.1. zu finden.

Aus der Vorstudie der rein skotopischen Messungen wurden bereits
Erkenntnisse zu einer mdglichen Intensitatsspanne gewonnen. Es wurde das
Verhalten der Wellenform des ERGs unter Erh6hung der Intensitat beobachtet.
Die Auswahl einer optimalen Intensitatsspanne wurde durch die Erkenntnisse
aus der Vorstudie des isolierten skotopischen ERG gestitzt. Die b-
Wellenamplitude und die Beurteilung der Wellenform wurden fiir die Auswahl
als Beurteilungskriterien genuitzt. Die b-Welle erfuhr im skotopischen ERG

zunachst eine Amplitudenerhéhung bei ansteigenden Intensitaten. Nach einem
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Hohepunkt sank die b-Wellenamplitude in den Kennlinien auf ein Zwischentief.
Bei weiteren Intensitatssteigerungen stieg die b-Wellenamplitude erneut bis zu
einem zweiten Maximum an [Abbildung 5.2]. Die Intensitatssteigerung bewirkt
jedoch nicht nur eine Anderung der b-Wellenamplitude, sondern auch eine
Anderung der dominanten FFT-Frequenz. Von der 9Hz Komponente, die
zunéchst die FFT als einzige Frequenz dominiert, wird ein Wechsel zur 18Hz
Komponente in der FFT verzeichnet [Abbildung 5.3].

Das lasst sich wie bereits oben beschrieben auf die a-Welle zuriickfuhren, die
bei steigenden Intensitaten mit einer Verkirzung der Gipfelzeit einhergeht, und
somit separat von der b-Welle aufgezeichnet werden kann. Es wurden in der
Hauptstudie die Intensitdten um den Bereich des zweiten HOhepunkts der
Kennlinien aus der Analyse der rein skotopischen Ableitung untersucht
[Abbildung 5.2]. Der zweite Hohepunkt wird durch eine Interaktion der Stabchen
mit den Zapfen (Gap-Junction Verbindung) generiert [Scholl, Langrova et al.
2001b].

5.2.2. Einfluss hoher Intensitaten auf das kombinierte ERG

Eine Steigerung der Intensitaten Uber die Intensitdtsspanne aus den
skotopischen Ergebnissen wurde in der Vorstudie untersucht [Abbildung 4.34].
Dabei wurde deutlich, dass die b-Wellenamplitude beinahe konstant blieb und
die a-Wellenamplitude stetig zunahm. Da die a-Wellenamplitude jedoch
definitionsgemal die Hohe der b-Wellenamplitude bewirkt, erfolgte eine genaue
Wellenanalyse der ERG-Kurven. Das Resultat [Abbildung 5.4] beschreibt die
tiefe a-Wellenamplitude, die bei Anwendung von hohen Stimulationsintensitaten
(2 phot cd*s/m?) auf Kosten des b-Wel | e (vohi nderi A0 messen
verzeichnet werden konnte. Dagegen waren die b-Wellenamplituden bei
geringeren Intensit2ten (wie O0,-2i npiheoft zcud* s
erkennen. Die Differenzierung zwischen a-Welle und b-Welle wurde dadurch
erleichtert. Weiterhin wird im Anbetracht von verschiedenen degenerativen
Erkrankungen (wie CSNB) die Beurteilung der kombinierten Antwort durch ein

Ael ektronegativesi ERG erschwert. H-i er bei
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Mi ni mal signal e

Welle bei unbeeintrachtigter a-Wellenamplitude. Die ERG-Kurve der Ableitung
Ae

ERG vortauschen und erschwert somit die Diagnose einer degenerativen

mit einer Intensitat von 2 cd*s/m? [Abbildung 5.4] kann ein

Erkrankung.
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Abbildung 5.4: 9Hz-Stimulation mit weiRem Mischlicht mit unterschiedlichen Intensitaten (oben 0,2
unten 2 phot cd*s/m?) und Extraktion der OPs durch offline Filterung (75-300Hz). Die OPs werden
als Flache unter der Kurve (AUC) blau dargestellt. Die b-Welle Uber der O-Linie wurde in beiden
Ableitungen zum Vergleich markiert. Zu erkennen ist eine deutlich gréRere Amplitude Uber der O-
Linie unter Anwendung ei ne+swavadverd4 i goenfnn
dass die AUC bei der hoheren Intensitat zunimmt. Das Fourier Spektrum wurde jeweils unter den
ERG-Kurven dargestellt (schwarze Balken entsprechen gefilterten OPs und rote Balken den
ausgefilterten Frequenzen).

Daher ist besonders in diesen Fallen eine eindeutige Differenzierung zwischen
a- und b-Welle notwendig. Die Intensitaten um 0,2 phot cd*s/m? lésen eine
deutlich differenzierbare a- und b-Welle (gemessen von der 0-Linie) aus. Damit
wird der einer

Zur

Beschreibung des Verhaltnisses zwischen a- und b-Welle wurde der Quotient

Ruckschluss auf die betroffenen Photorezeptoren bei

degenerativen Erkrankung in der ERG Untersuchung erleichtert.
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der beiden Wellen in der Hauptstudie berechnet. Fur die resultierenden
Stimulationsparameter mit der Intensitat von 0,2 phot cd*s/m? und der Pulszeit
von 14ms ergibt sich ein Quotient (b-Welle/a-Welle) von im Mittel 2,68 (= 0,74
Standardabweichung) aus 16 Probandenmessungen.

5.2.3. Evaluation der oszillatorischen Potentiale

Die Rolle der oszillatorischen Potentiale (OPs) ist fur die frihe Diagnose vieler
Netzhauterkrankungen bereits beschrieben worden [Wachtmeister 1998]. In der
aktuellen Arbeit wurde die eigentliche Messung der OPs nicht optimiert. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass eine Registrierung der OPs durch Filterung
eines Frequenzbereiches von 75-300Hz in der kombinierten Stdbchen- und

Zapfenantwort mittels 9Hz-Flickerstimulation madglich ist [Abbildung 5.4].Die
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beteiligten Frequenzen wurden ebenfalls dargestellt Abbildung 5.4 AFour i er

Sp e ct rHs kamr] ein Maximum fir die beteiligten Frequenzen der OPs bei
ca. 115-130Hz identifiziert werden. Wie die OPs durch die Anwendung von
einer Vielzahl an Mittelungen und durch die repetitive Stimulation beeinflusst
werden, kdnnte weiter untersucht werden. Zusétzlich kénnte die Thematik der
Optimierung einer objektiven Untersuchungsmethode fir die oszillatorischen

Potentiale den Grundstein von weiteren Arbeiten bilden.

5.2.4. Definition des optimierten Stabchen- und Zapfen-ERG

Die Stimulationsfarbe wurde in der Exploration im Hinblick auf eine optimale
Ableitung der kombinierten Stabchen- und Zapfenantwort eruiert. Die maximale
spektrale Sensitivitat betragt fur Stabchen 500nm und fur Zapfen 550nm. Die
grine LED liegt mit 511nm genau zwischen der maximalen spektralen
Sensitivitat der Stadbchen und der Zapfen [Abbildung 5.1]. Aus diesem Grund
wurde die grine LED in der Vorstudie untersucht. Ein mdglichst breites
Wirkspektrum, das nicht nur Stdbchen sondern auch Zapfen zu stimulieren
vermag, konnte durch das Mischlicht (WeiR 6500K) ermdglicht werden. Es

wurde in der Vorstudie der kombinierten Antwort ein Vergleich zwischen beiden
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Stimulationsfarben durchgefihrt. In der Kurvenform werden keine Unterschiede
zwischen beiden Stimulationsfarben erkennbar. Die FFT Auswertung ergibt
einen hoheren Anteil der 9Hz Komponente unter Anwendung des Mischlichts im
Vergleich zur grinen LED [Abbildung 4.32 und Abbildung 4.33]. Auch die 18Hz
Komponente konnte durch das Mischlicht einen grof3eren Anteil in der FFT
Analyse verzeichnen. Dabei konnte eine geringfligig grof3ere b-Wellenamplitude
mit dem Mischlicht abgeleitet werden. Zusammenfassend wurde das Mischlicht
(Weil3 6500K) als optimale Stimulationsfarbe fur die kombinierte Antwort
deklariert.

Die optimale Intensitdt und Pulszeit wurde in der Hauptstudie unter den
beschriebenen Bedingungen definiert. Die Pulszeit von 14ms |6ste bei 68,75%
der Probanden eine maximale b-Wellenamplitude aus. Bei 50% der Probanden
konnte bei 14ms die hochste a-Welle identifiziert werden. Daher kann die
Pulszeit von 14ms fur die kombinierte ERG-Ableitung als optimal betrachtet
werden. Im Vergleich dazu konnte die optimale Intensitdt nicht eindeutig
bestimmt werden. 43,75% der Probanden erreichten eine maximale b-
Wellenamplitude bei 0,2 phot cd*s/m2. Jedoch konnte bei 37,5% aller
Probanden bei einer Intensitat von 0,22 phot cd*s/m? ebenfalls eine maximale
b-Welle hervorgerufen werden. Die a-Welle war bei 50% der Probanden bei
0,22 phot cd*s/m?2 maximal. Nur bei 25% der Probandenmessungen war die a-
Welle bei einer Intensitat von 0,2 phot cd*s/m2 optimal. Daher wird die Intensitét
fur die Stimulation der kombinierten Stabchen- und Zapfenantwort auf 0,22 phot
cd*s/m? festgelegt [Abbildung 4.37 und Abbildung 4.38]. Eine eindeutige
Intensitat resultierte jedoch nicht. Es konnte nur eine Intensitat durch die
kombinierte Betrachtung der b- und a-Wellenamplitude definiert werden. Dies
liegt moglicherweise an den kleinen Intensitatsschritten in der Optimierung der
Protokolleinstellungen. Zwischen einer Intensitat von 0,2 und 0,22 phot cd*s/m?
ist eine sehr geringe Differenz, die unter Einzelblitzableitungen hdchst
wahrscheinlich, sowohl subjektiv als auch objektiv, nicht auffallen wiirde. Durch
die Anwendung der 9Hz-Flickerstimulation sind jedoch auch geringe
Intensitatsspriinge, wie in unserem Beispiel 0,02 phot cd*s/m2, sichtbar.

AuCerdem erfolgte eine Agrobef und
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fur die Hauptstudie bereits in der Vorstudie. Aus diesem Grund wurden kleine
Intensitatsdnderungen in dem eingegrenzten Bereich untersucht. Diese
Intensitatsschritte liefern jedoch keine signifikanten Amplitudenunterschiede
und muissen deshalb deskriptiv ausgewertet werden.

5.3. Photopisches ERG:

5.3.1. Grundlage der photopischen Optimierung

Das photopische ERG erfasst die Zapfenfunktion. Die Zapfen sind vor allem in
der Fovea centralis, dem Fleck des scharfsten Sehens, verteilt. Die Fovea
centralis ist sehr wichtig zur Erfassung der Sehkraft und des maximalen
raumlichen Auflésungsvermégens der Netzhaut. Da hierfur vor allem die Zapfen
ganz eng an einander gegliedert vorliegen [Williams 1988], ist die photopische
ERG-Untersuchung eine objektive Methode fur die Messung der zentralen
Netzhautfunktion.

Die isolierte photopische ERG Untersuchung erfordert ein Protokoll, das auf die
Eigenschaften der Zapfen abgestimmt ist. Vor der photopischen Untersuchung
muss eine HelladaptationsGipfelzeiten von 10 Minuten unter einer
Hintergrundbeleuchtung (30 phot cd/m?2) erfolgen, um die Stabchen dadurch zu
bleichen und somit aus der ERG-Antwort zu extrahieren [Gouras and MacKay
1989, Miyake, Horiguchi et al. 1988, Peachey, Alexander et al. 1991]. Die
Zapfen vermdgen Uber eine Frequenzauflésung von mehr als 50Hz [Dodt
1951]. Die maximale CFF der Stabchen in Kombination mit den Zapfen betragt
28Hz [Stockman, Sharpe et al. 1991]. Nach dem ISCEV-Standard wird bereits
eine photopische Untersuchung mit einem 30Hz Flicker fur die Zapfen
beschrieben [Marmor, Holder et al. 2004]. Eine Verringerung der Frequenz
ware im Anbetracht der CFF der Stabchen nicht sinnvoll. Die Erhéhung der
Frequenz geht stets mit einer Reduktion der Amplitude einher [Burns, Elsner et
al. 1992, Odom, Reits et al. 1992]. Die Anwendung eines 33Hz Flickers weist
jedoch gegentiber dem 30Hz Flicker entscheidende Vorteile bei der Analyse

mittels FFT auf. Die hoheren Harmonischen des 33Hz Flickers haben keinen
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Einfluss auf die 50Hz-Netzrauschen. Somit ist die 33Hz Stimulation fur die
guantitative Bestimmung einer moglichst rauscharmen Ableitung von

Restantworten besser geeignet als die 30Hz Flickerstimulation.

5.3.2. Auswahl der Stimulationsfarbe

Die spektrale Sensitivitat ist fir Zapfen bei 550nm am héchsten [Abbildung 5.1].
Da jedoch bei 550nm auch die Stédbchen zu einem grof3en Anteil stimuliert
werden, wurde eine langere Wellenlange im roten Farbbereich als Stimulus
gewahlt. Die rote LED mit 635nm garantiert durch die spektralen Eigenschaften
eine weitgehend rein photopische Ableitung. Wenn die Frequenz und die
chromatische Einstellungen aul3er Betracht gezogen werden, ist eine minimale
Stabchenstimulation durchaus mdglich. Wobei die Zapfen (v.a. die langwelligen
Zapfen) bei 635nm eine viel hbéhere spektrale Sensitivitdt aufweisen. Die
weiteren Protokolleinstellungen (z.B. Frequenz und Farbe) verhindern jedoch
eine Stabchenbeteiligung an der ERG Antwort. Durch eine Darbietung einer
permanenten Hintergrundbeleuchtung werden die Stabchen zuséatzlich zu den
spektralen Faktoren supprimiert. Die blaue LED mit einer Wellenlange von
470nm stellt das Optimum fur die spektrale Adaptation des Stabchensystems
dar. Die photopischen Rezeptoren werden bei 470nm nur minimal Beeinflusst.
Die Stabchen werden bei einer Hintergrundbeleuchtung mit einer Wellenlange

von 470nm permanent gebleicht.

5.3.3. Rolle der photopischen Stimulationsintensitat

In der Vorstudie ist durch wenige Untersuchungen mit den deklarierten
Stimulationsparametern und durch Anwendung von hohen Intensitaten das
Blendungspotential der roten Stimulation auf einer blauen
Hintergrundbeleuchtung aufgefallen. Die Probanden empfanden die Messung
als sehr unangenehm, sobald die Intensitdt gesteigert wurde. Das rote
Stimulationslicht besitzt gegentber der blauen Hintergrundbeleuchtung einen

als sehr unangenehm empfundenen Kontrast. Deshalb gingen die photopischen
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ERG Messungen mit Lidschlussartefakten einher. Die Anwendung von hdheren
Intensitaten (1-5 phot cd*s/m?) erbrachten aufRerdem keine eindeutigen
Ergebnisse. Es konnte ein beinahe linearer Verlauf der b-Wellenamplituden mit
ansteigender Intensitat gezeigt werden [Abbildung 4.44].

Im Hinblick auf kiinftige Patientenmessungen konnten keine hohen Intensitaten,
die sogar bei gesunden Probanden zu LidschluRartefakten fiihren, angewandt
werden. Die gesteigerte Photosensibilitat von Patienten mit degenerativen
Netzhauterkrankungen (z.B. Retinitis Pigmentosa) gegenuber gesunden
Probanden wurde bereits ausfuhrlich beschrieben [Gawande, Donovan et al.
1989]. Um eine Beeintrdchtigung der ERG Untersuchung durch
Lidschlussartefakte zu vermeiden, werden daher in der Hauptstudie Intensitaten
aus der Vorstudie (0,08-0,16 phot cd*s/m?), die keine Blendung und

Lidschlussartefakte ausldsten, untersucht.

5.3.4. Optimierung der photopischen Stimulationsparameter

Eine a-Wellenamplitude kann unter einer 30Hz Flickerstimulation nicht
abgeleitet werden. Daher wird in der Hauptstudie des isolierten photopischen
ERG nur die b-Wellenamplitude als Richtwert herangezogen. Die Hauptstudie
bot bei 50% der Probanden-Kennlinien ein Maximum der b-Wellenamplitude bei
0,12 phot cd*s/m2 [Abbildung 4.48]

Die Intensitaten von 0,14 und 0,16 phot cd*s/m? |I6sten bei 25% der Probanden
eine maximale b-Wellenamplitude aus. Die Definition einer optimalen Pulszeit
ging mit der Schwierigkeit einher, dass nach der Messung von 8 Probanden
eine optimale Pulszeit resultierte (10ms), die durch eine breitere Pulszeit-
Spanne bestatigt werden musste. Die Pulszeit von 10ms war bei den ersten 8
Probandenmessungen der kleinste untersuchte Wert fur die Pulszeit. Es konnte
daher in dem untersuchten Bereich von 10-18ms nicht ausgeschlossen werden,
dass eine Pulszeit von kleiner als 10ms haufiger eine maximale b-
Wellenamplitude auslésen kénnte. Aus diesem Grund wurde der Bereich der zu
untersuchenden Pulszeit bei den restlichen 8 Probandenmessungen auf 4-

16ms erweitert. Es zeigte sich jedoch auch bei der erweiterten Untersuchung
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der Pulzeit eine maximale b-Wellenamplitude in 75% der Probanden bei 10ms.
Aus diesem Grund wird die optimale Pulszeit von 10ms fir die photopische
33Hz-Flickeruntersuchung bestimmt.

Die Hintergrundbeleuchtung wurde an die Stimulationsintensitat angeglichen.
Durch die geringen Stimulationsintensitaten von 0,08 bis 0,16 phot cd*s/m?
erfolgte eine Darbietung der Hintergrundbeleuchtung mit 2 phot cd/mz2.

Es wurden sehr geringe Intensitaten ausgewahlt, jedoch garantiert die
vorhergehende 10 minltige Helladaptation und die Protokolleinstellungen eine
photopische ERG Ableitung. Neben der Intensitat werden die chromatischen
Eigenschaften der Zapfen ausgeschopft, die Frequenz an das photopische
System angeglichen und eine Hintergrundbeleuchtung eingesetzt. Die
Gesamtheit der Stimulationsparameter erlaubt eine weitgehend isolierte
photopische ERG-Ableitung. Die geringen Intensitdten, die in der aktuellen
Studie beschrieben wurde bieten jedoch viele Vorteile. Fir die Untersuchung
des photopischen Systems werden meist hohe Intensitdten eingesetzt, da die
Gefahr der Stabchenbeteiligung an der ERG Antwort dadurch limitiert werden
soll. Gleichzeitig besteht jedoch die Gefahr, dass die ERG Ableitungen unter
hohen Intensitéaten durch Muskel- und Lidschlussartefaktie beeinflusst werden.
Weiterhin wird durch die Blendungseigenschaften intensiver Lichtreize und die
dadurch resultierenden Lidschlussartefakte die gesamte Untersuchungszeit
eingeschrankt. Die Untersuchungszeit garantiert wiederrum eine hohe
Mittelungszahl, die fur die Beurteilung von Restantworten elementar ist. Bei
Patienten mit degenerativen Netzhauterkrankungen (z.B. Retinitis Pigmentosa)
ist die Blendungsneigung gréRRer als bei gesunden Probanden. Deshalb ist die
Anwendung von niedrigen Intensitdten vor allem bei diesen Patienten fur die
ERG-Untersuchung essentiell. In der aktuellen Studie wird die isolierte
photopische ERG-Messung mit geringen Intensitaten durch Anwendung
anderer Techniken, wie Frequenz und spektrale Adjustierung des Stimulus und
die spektrale Adaptation realisiert. Grundlegend fur die photopische ERG-
Untersuchung ist jedoch eine vorhergehende 10 mindtige Helladaptation bei

mindestens 30 phot cd/m2.
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5.4. Blauzapfen-ERG:

5.4.1. Rahmenbedingung fir die Blauzapfenstimulation

Der Blauzapfenanteil der menschlichen Retina ist im Vergleich zu den Griun-
und Rotzapfen geringer vorhanden. Die meisten Blauzapfen sind parafoveal
lokalisiert [Curcio, Allen et al. 1991, Williams, MacLeod et al. 1981]. Sie
unterscheiden sich auch morphologisch von den anderen Zapfen. Die
Blauzapfen besitzen ein langeres inneres Segment. Die Fortsatze reichen tiefer
in die aulRere plexiforme Schicht [Ahnelt, Keri et al. 1990]. Das Blauzapfen-ERG
reagiert sehr sensibel auf Beeintrachtigungen der Netzhaut, wie bei Glaukom,
Diabetes mellitus, toxischen Einfliissen und hereditéaren
Netzhautdegenerationen [Greenstein, Hood et al. 1989, Mortlock, Chiti et al.
2005, Yamamoto, Kamiyama et al. 1996]. Haufig ist das Blauzapfen-ERG vor
dem ERG der mittel- und langwelligen Zapfen betroffen. Somit ist die
Blauzapfenfunktion als Frihparameter von Netzhauterkrankungen zu sehen.
Die quantitative Unterlegenheit der Blauzapfen im Vergleich zu den mittel- und
langewelligen Zapfen erfordert eine spezielle elektroretinographische
Untersuchungsmethode. In der aktuellen Studie wurde die SAT (Selective
Adaptation Technique) angewandt. In der klinischen Anwendung ist die SAT
besser zu realisieren als die SST(Silent Substitution Technique) [Marmor,
Cabael et al. 2004]. Der Blauzapfen hat eine maximale spektrale Sensitivitat bei
430nm [Nagata 1963]. Im Gegensatz dazu ist der Griunzapfen bei 534nm und
der Rotzapfen bei 564nm am sensibelsten [Abbildung 5.1]. Diese Tatsache wird
bei der SAT zu Nutze gemacht, um eine moglichst isolierte Blauzapfenableitung
zu erhalten. In der Vorstudie der aktuellen Arbeit wurde der Aufwand fir eine
Blauzapfenableitung in der klinischen Anwendung schnell deutlich. Die
elektroretinographische  Blauzapfenableitung  bendtigt  zunéchst  eine
vorhergehende spektrale Adaptation der mittel- und langwelligen Zapfen. Diese
sollte mindestens fur 10 Minuten dargeboten werden. Das ist in der klinischen
Routineuntersuchung mit einer enormen Belastung der Patienten verbunden.
Die gesamte ERG Untersuchung verlangert sich dadurch um weitere 15

Minuten. Weiterhin wurde beobachtet, dass selbst unter Einhaltung der
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vorgesehenen Adaptationszeit von 10 Minuten sehr grof3e interindividuelle
Unterschiede zwischen den Probanden bestehen. Dabei kann der Anteil an den
Rot- und Griinzapfen bei jedem Probanden sehr unterschiedlich sein, obwohl
eine identische Hintergrundbeleuchtung eingesetzt wurde. So konnte nach der
Darbietung der Hintergrundbeleuchtung fur 10 Minuten dennoch eine a-Welle
und eine Off-Antwort beobachtet werden, obwohl die Stimulationsintensitat sehr
gering war. Aus diesem Anlass und unter Beachtung der Erkenntnisse aus der
Vorstudie wurde ein neues Stimulationsparadigma fur die Blauzapfenableitung
programmiert [Kapitel 7.2].

5.4.2. Neues Stimulationsparadigma fur die Blauzapfen

Das neue Paradigma soll die spektrale Adaptation in Form einer 10 mindtigen
Hintergrundbeleuchtung durch zwei helle Sattigungsblitze ersetzen. Die zwei
Sattigungsblitze werden vor den Blauzapfenstimulus vorgeschalten [Abbildung
5.5 (2*Red Flash)]. Durch die zeitlich schnelle Abfolge von Sattigungsblitzen
und Blauzapfenstimulus (120ms) soll der Anteil der Griin- und Rotzapfen in der
ERG-Antwort minimiert werden. Dadurch kann die 10 minitige spektrale
Adaptation der mittel- und langwelligen Zapfen umgangen werden. Die
Sattigungsblitze sind jedoch nicht nur als spektrale Adaptation vorgesehen,
sondern auch als maximale Antwort der Grin- und Rotzapfen. Durch die rote
Stimulations-LED (635nm) kénnen die mittel- und vor allem langwelligen Zapfen
optimal stimuliert werden. Die hohe Intensitat der Sattigungsblitze (1000 phot
cd/m?2) und die schnelle zeitliche Abfolge ermdéglichen eine Sattigung der Grin-
und Rotzapfen. Die Blauzapfen werden bei einer Wellenlange von 635nm nicht
beeinflusst. Der zweite Sattigungsblitz folgt in einem festen zeitlichen Abstand
(92ms) auf den ersten. Die Sattigungsblitze sind von kurzer Dauer, damit eine
deutliche Registrierung der PhNR und der i-Welle mdglich wird. Durch die
zeitliche Abfolge der beiden Sattigungsblitze kann eine Abhangigkeit der
Potentiale beschrieben werden. Die Quotienten der Wellen (statt PhNR, n-
Welle) des ersten und des zweiten Blitzes (Potential erster Blitz / Potential

zweiter Blitz) helfen eine Funktionsstérung des Zapfensystems aufzudecken.
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Abbildung 5.5: Intensitatsserie in der Hauptstudie des Blauzapfen-ERG mit dem neuen Paradigma.
Die beiden Rotblitze (2*Red Flash) werden vor dem Blauzapfenstimulus (1*Blue Flash) generiert.
Die orange Hintergrundbeleuchtung wird permanent dargeboten (Background 90 cd/m?2). Die
Intensitat wurde fur den Blaustimulus variiert (0,01-20 cd/m?).

Fur Normalprobanden wurden die Quotienten samt Standardabweichung
kalkuliert [Tabelle 7.4]. Quotienten von 0,6 und kleiner sollten auf die
Korrektheit Uberprift werden. Unter Umstanden sollte eine Messung mit
Quotienten von kleiner als 0,6 wiederholt werden. Quotienten von gré3er als 1,3
lassen auf eine Funktionsstérung der Zapfen schlieen (bei Vitamin A Mangel
zum Beispiel). Die permanente Hintergrundbeleuchtung mit 90 phot cd/m? bietet
eine Verstarkung der Helladaptation. 90 phot cd/m2 entsprechen 4500 phot
td/m2 bei einem Pupillendurchmesser von 8mm. Damit wird eine
Stabchenbeteiligung, die unter 2000 td/m2 noch vorhanden sein koénnte,
ausgeschlossen [Aguilar and Stiles 1954]. Die Hintergrundbeleuchtung wird mit

der orangen LED mit einer Wellenlange von 596nm generiert. Diese
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Wellenlange ist fur die Sattigung der Grin- und der Rotzapfen geeignet, da sie
die beiden Zapfenarten am besten zu sattigen vermag ohne einen Einfluss auf
die Blauzapfen aus zu Uben [Abbildung 5.1]. Das neue Paradigma erlaubt eine
bessere Analyse von Restantworten, die nur eine minimale b-Wellenamplitude
aufweisen. Durch die Darbietung von drei Blitzen werden 3 charakteristische b-
Wellenamplituden im ERG erkennbar [Abbildung 5.5]. Bei einer minimalen b-
Wellenamplitude ist diese von Artefakten besser zu unterscheiden als bei einer
Einzelblitzableitung. Die Einzelblitzableitung kann durch ein einziges Artefakt in
den zahlreichen Mittelungen verfalscht werden, so dass eine geringe aber
unechte b-Wellenamplitude entsteht. Bei einer Ableitung von 3 b-
Wellenamplituden wird ein Artefakt an allen Amplituden erkennbar. Auch wenn
die Blauzapfenfunktion nur minimal ist, kann anhand der Begutachtung der
beiden Sattigungsblitze abgeschétzt werden, ob ein Artefakt urséachlich fur die
deformierte b-Wellenamplitude ist. Das bietet enorme Vorteile bei der Ableitung

und Beurteilung von Restfunktionen in der Zapfenantwort.

5.4.3. Optimierung des Blauzapfenstimulus

Die blaue LED mit 470nm wurde fur die Blauzapfenableitung benitzt, da dies
die niedrigste Wellenlange aller verbauten LEDs im Espion® System ist. Die
Anwendung von niedrigeren Wellenldangen, die der maximalen spektralen
Sensitivitat der Blauzapfen bei 420nm entsprechen wirden, ware auf jeden Fall
sinnvoll. In der aktuellen Studie ware dies jedoch unter Garantie eines engen
spektralen Wirksamkeitsfeldes nicht zu erreichen. Aus diesem Grund wurde die
blaue LED mit einem engen spektralen Wirksamkeitsfeld bei 470nm
angewandt. Die Stimulationseinstellungen des Blaublitzes resultierten zum Teil
aus der Exploration und der Vorstudie und zum Teil aus der Hauptstudie. Eine
Festlegung der Pulszeit auf 100ms wurde bereits in der Vorstudie deklariert, da
hierdurch eine Beurteilung der Off-Antwort erméglicht wird, die ein Indiz fir eine
hohe Grin- und Rotzapfenantwort darstellt. Die genaue Untersuchung der
Stimulationsintensitat wurde in der Hauptstudie an 8 Probandenmessungen

durchgefiihrt. Dabei erfolgte vor der Auswertung der b-Wellenamplitude
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zunachst die Kurvenanalyse. Die Intensitaten, die eine a-Welle oder eine Off-
Antwort auslosten wurden aus der Auswertung ausgeschlossen. Hierbei werden
bereits die mittel- und langwelligen Zapfen stimuliert. Aus diesem Grund
erfolgte die Auswahl der maximalen b-Wellenamplitude nur an Intensitaten, die
keine a-Welle oder Off-Antwort auslésten. Als optimale Stimulationsintensitat
resultierten 6 phot cd/m? fir den Blaustimulus. Es muss angemerkt werden,
dass die Blauzapfenantwort nur bei 8 von 16 Probanden untersucht wurde. Bei
8 Probanden waren die ERG Messungen zum Blauzapfen nicht auswertbar, da
viele Artefakte (Blinzel-, Muskel- und Augenbewegungen) die ERG-Messungen
verfalschten. Das konnte zum einen daran liegen, dass die
Stimulationseinstellungen sehr hohe Lichtintensitaten enthielten und die
Probanden deshalb einer hohen Blendung ausgesetzt wurden und somit durch
Lidschluss auf diese Blendung reagierten. Zum anderen kann es jedoch daran
liegen, dass die Blauzapfenableitung in der Studie am Ende einer sehr langen
Untersuchungsserie durchgefihrt wurde und die Probanden durch die
vorhergehenden Messungen bereits ausgelastet waren. Vorteilhaft erwies sich
bei den Probandenuntersuchungen eine Eingewdhnungsphase, bei der den
Probanden vor der ERG-Messung der Blauzapfen die Stimulation aus der
Distanz prasentiert wurde. Damit einhergehend konnte eine Erklarung des
folgenden Stimulationsprotokolls erfolgen. Weiterhin wird auch aus diesem
Grund eine Durchfiihrung von nur 10 Mittelungen pro Einzelmessung mit einem
Interstimulusintervall [Bui, Weisinger et al.] von 1000-1500ms empfohlen. Das
neu entwickelte Programm bendtigt eine lange Aufzeichnungszeit von 500ms je
Einzelmessung. Durch das Interstimulusintervall verringert sich die
Wahrscheinlichkeit von Lidschlussartefakten. Die Blendungseigenschaft der
beiden Sattigungsblitze ist zu hoch um ein Interstimulusintervall zu umgehen.
Dadurch kann das Potential an Lidschluss- oder Muskelartefakten vermindert

werden.

5.4.4. Nachweis der tatsachlichen Blauzapfenantwort

Der Beweis der tatsachlichen Blauzapfenstimulation durch das entwickelte

Stimulationsparadigma  erfolgte durch einen Vergleich verschiedener

138

z

u

r

qguant |



0Die Nutzung el ektroretinographischer Minimal signal e
fortgeschrittener erblicher Netzhautdegeneratio n 0

[25.01.2011]

Stimulationsfarben fir den Blauzapfenstimulus. Anstatt der blauen LED mit
470nm wurde die grine LED (511nm), die rote LED (635nm) und das weil3e
Mischlicht (6500K) generiert. Aus den resultierten ERG-Ableitungen wird eine
deutliche a-Welle, eine Off-Antwort und eine schnelle Komponente in der b-
Welle ersichtlich [Abbildung 4.65]. Weiterhin wird bei der roten LED die
langsame b-Wellenkomponente, die unter Anwendung der grinen LED und des
weiflRen Mischlichts zu identifizieren war, nicht registriert. Die rote LED mit
635nm hat auf Grund der spektralen Eigenschaften keinen Einfluss auf die
Blauzapfen. Die griine LED und das weil3e Mischlicht kbnnen die Blauzapfen
jedoch stimulieren. Deshalb wird bei diesen beiden Stimulationsfarben nach
einem schnellen Potential (wahrscheinlich Grin- und Rotzapfenantwort) eine
langsam ansteigende b-Welle (wahrscheinlich Blauzapfenantwort) verzeichnet.
Die langsame Komponente der b-Welle der grinen LED und des weil3en
Mischlichts weist dabei eine ahnliche Gipfelzeit (grine LED im LA 53,5ms und
RA 52,5ms, weilles Mischlicht im LA 49ms und RA 47ms) wie die
Blauzapfenableitung mit der blauen LED (65,5ms im LA und 63ms im RA) auf.
An der Verkirzung der Gipfelzeit von der blauen LED zur griinen LED und zum
weilden Mischlicht, wird der Nachweis der von den Blauzapfen generierten b-
Welle erbracht. Die blaue LED stimuliert die Blauzapfen am besten, weshalb die
b-Welle die langste Gipfelzeit aufweist. Die griine LED besitzt spektral das
nachst Hochste Stimulationspotential auf die Blauzapfen, das jedoch kleiner ist
als das der blauen LED. Das weisse Mischlicht weist ein breites spektrales
Wirksamkeitsfeld auf, weshalb die b-Wellengipfelzeit noch kirzer als bei der
grinen LED verzeichnet wird. Die rote LED hat kein Stimulationspotential auf
die Blauzapfen, was an der fehlenden langsamen b-Wellenkomponente gezeigt
werden kann [Abbildung 4.65]. Mit der blauen LED wird kein schnelles Potential
in der b-Welle registriert, wie mit der grinen LED und mit dem weil3en
Mischlicht, da sie die Grin- und Rotzapfen nur minimal stimuliert. Durch die
Sattigungsblitze wird das minimale Potential der blauen LED die Rot-
beziehungsweise die Grinzapfen zu stimulieren, aus der ERG Antwort
extrahiert. Das sind eindeutige Hinweise auf die wahrscheinliche

Blauzapfenantwort unter Bentitzung der blauen LED mit 470nm.
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5.5. Résumé:

In der aktuellen Studie wurden vier ERG-Protokolle definiert [Tabelle 7.6]. Diese
beinhalten eine Stimulation der isolierten Stabchenantwort, der kombinierten
Stabchen- und Zapfenantwort, der photopischen Antwort und des Blauzapfen-
ERG. Die Definition der Protokolle erfolgte in theoretischen und praktischen
Schritten. Nach der Exploration der optimalen Einstellungen fur das jeweilige
Photorezeptorensystem erfolgte die Optimierung der ERG Einstellungen. Aus
der Vorstudie wurden erste Erkenntnisse zu den Stimulationsprotokollen
gewonnen. In der Hauptstudie erfolgte eine genaue Untersuchung der
Stimulationsparameter unter Beachtung der Erkenntnisse aus der Vorstudie.
Die Protokolle dienen der Untersuchung von Restpotentialen bei Patienten mit
fortgeschrittener Netzhautdegeneration. Aus diesem Grund wurden die
Protokolle auf die Anwendung am Patienten abgestimmt. Obwohl die
Optimierung der ERG-Protokolle in der aktuellen Arbeit an gesunden
Probanden erfolgte, wurde durch die Exploration die Situation bei Patienten mit
Netzhauterkrankungen bei der Optimierung der Protokolle in Betracht gezogen.
Das erfolgte vor allem durch die Beobachtung der Kklinischen ERG
Untersuchung an Patienten mit dem standardisierten Protokoll (ISCEV
Standard) aber auch an Einzelmessungen mit sehr schwachen
Lichtintensitaten, um die Amplitudenhdhe bei Patienten mit
Netzhauterkrankungen zu simulieren. Die Resultate der Hauptstudie kénnen
jedoch nicht nur bei Netzhauterkrankungen, sondern auch anderen, von den
Normen abweichenden Faktoren, in der Amplitude und Gipfelzeit von gesunden
Probanden abweichen. Es wird erwartet, dass zum Beispiel Faktoren, die die
optischen Medien beeintrachtigen, einen Einfluss auf das ERG haben werden
(z.B. Linsentribung, Katarakt oder Myopie). Selbst die unterschiedlichen
Altersgruppen weisen variable ERG-Antworten auf. Wobei bei einer
Linsentribung durch die Zunahme der Lichtstreuung der Linse eine
Amplitudenzunahme mdglich ist. Eine weit fortgeschrittene Katarakt, hohe

Myopie oder auch das zunehmende Alter haben hingegen eine supprimierende
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Wirkung auf die ERG-Amplitude. Die ERG-Messung am gesunden Probanden
konnte diese Einflisse nicht simulieren. Dennoch ist eine Optimierung der
ERG-Protokolle am erkrankten Auge oder an Augen mit den zuvor
beschriebenen Einflussfaktoren schwierig, da die ERG-Messung multiplen und
gleichzeitig variablen Einflissen ausgesetzt ware und eine Optimierung
dahingehend unmoéglich erscheint. Aus diesem Grund wurde eine Optimierung
der Stimulationsprotokolle an gesunden Probanden durchgefiihrt.

Das Resultat sind vier Stimulationsprotokolle, die als Erganzung zum ISCEV-
Standard angewandt werden konnen. Die Mediane und Mittelwerte der
Probandenmessungen werden als Referenzwerte tabellarisch
zusammengefasst. Fiur die Auswertung der Flickerprotokolle ist die Anwendung
der FFT, vor allem im Verlauf, zur quantitativen Analyse der Restantworten
empfehlenswert. Die Stimulationsparameter wurden unter Beriicksichtigung der
Auswertung mittels FFT justiert. Bei sehr geringen Restantworten bei Patienten
mit fortgeschrittener Netzhautdegeneration wird durch die FFT eine exakte
Angabe der Stimulationsantwort ermoglicht. Dadurch kann eine genaue
klinische Verlaufsbeobachtung realisiert werden und die Progredienz einer

Netzhauterkrankung eng beobachtet werden.

Condition Dark-adapted Light-adapted

Global Skotopic Combined Photopic Scone

Description 9Hz 9Hz Tripple-Flash
Blueflicker Whiteflicker Paradigma

Mean * 97,56 + 25,54 127,9 £ 34,9 30,07 + 9,11

Standard Deviation (uV)

Median (uV) 101,51 131,12 64,1 27,88

Tabelle 5.2: Ubersicht der Mittelwerte, Standardabweichungen und der Mediane aus den
Probandenmessungen zu den differenzierten Protokollen, die als Normwerte herangezogen werden
kénnen. Das skotopische, kombinierte und photopische ERG-Protokoll wurde an 16
Probandenmessungen untersucht. Daraus ergeben sich die aufgelisteten Werte. Das
Blauzapfenprotokoll wurde nur an 8 Probanden untersucht.
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6. Zusammenfassung:

Der internationale Standard fur klinische Elektrophysiologie (ISCEV-Standard)
bildet eine wichtige Grundlage fur die klinische Anwendung des ERG. Bei
Patienten mit degenerativen Netzhauterkrankungen (z.B. Retinitis Pigmentosa,
Stabchen- und Zapfendystrophien) sind die ERG-Amplituden im Grol3teil der
Falle bereits erloschen, obwohl ein Restvisus (Fingerzeig, Handbewegung)
noch zu evaluieren ist. Ziel der aktuellen Studie war eine Optimierung der ERG-
Einstellungen, damit eine Ableitung von Restpotentialen und deren quantitative
Erfassung ermdglicht werden. Die verschiedenen Photorezeptorensysteme
sollten hierbei in der ERG-Untersuchung differenziert werden, um eine
moglichst vollstandige klinisch-diagnostische Beurteilung realisieren zu kdnnen.
Durch eine Exploration der zur Verfigung stehenden Techniken und der
physiologischen Eigenschaften der Photorezeptoren wurde eine Auswahl der
chromatischen Einstellungen, der Frequenzen und weiterer
Stimulationseinstellungen  durchgefihrt. In der Vorstudie konnten an
Einzelmessungen die ersten Erkenntnisse Uber eine optimale Intensitat und
Pulszeit gewonnen werden. Die Hauptstudie diente der genauen Definition der
Intensitat und der Pulszeit.

Das resultierende Protokoll [Tabelle 7.6] prasentiert die Stimulationsparameter
und fasst die Ergebnisse der aktuellen Studie zusammen. Die Anwendung der
neuen Stimulationsprotokolle wird als Erweiterung des ISCEV-Standards fir
ERG Untersuchungen empfohlen. Die Analyse von Restantworten mittels FFT
ermoglicht eine genaue guantitative Aussage Zu den
Untersuchungsergebnissen. Die Stimulationsprotokolle wurden auf die
Anwendung der FFT optimiert. Im Hinblick auf neue Therapiestrategien, wie
Stammzellentherapie und die  Neuroprotektion durch  verschiedene
Behandlungen, wird durch die entwickelten ERG-Protokolle eine optimale

Verlaufsbeobachtung der Patienten gewabhrleistet.
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7. Appendix

7.1. Rolle der Mittelungen und der Stimulationsfrequenz

In der ERG Untersuchung entstehen neben den retinalen Signalantworten auf
einen Reiz auch Artefakte, die durch das Zwinkern des Patienten oder das
Netz-Rausch-Signal generiert werden. Bei sehr geringen retinalen
Signalantworten auf einen Lichtreiz ist eine mdglichst grof3e Artefaktreduktion
notwendig, um Verfalschungen oder Uberlagerungen der retinalen Antwort zu
vermeiden. Durch das Mitteln von periodischen Signalen ist eine Reduktion der
Artefakte mdoglich. Die Artefaktreduktion (R) ist hierbei von der Anzahl der
Mittelungen (N) abhangig. Die Beziehung zwischen der Artefaktreduktion (R)
und der Anzahl der Mittelungen (N) setzt sich wie folgt zusammen:

=W

Formel 7.1: Berechnung der Artefaktreduktion (R) in Abhangigkeit von der Anzahl der Mittelungen
(N).

Dies qilt, wenn die Phase der Artefakte in zufélliger Beziehung zum
dargebotenen Stimulus ist. Die Stimulation wird in unserer Studie so schnell
wiederholt, dass ein synchrones Zwinkern nicht méglich ist. Das 50Hz
Netzrauschen hat eine fixe Phase. Die Harmonische der Flickerfrequenz darf
dem 50Hz Netzrauschen nicht entsprechen. Das ist aber in den ersten
Untersuchungen der aktuellen Studie mit 10Hz- und 30Hz-Flickerstimulation der
Fall gewesen. Auf Grund dieser Tatsache wurde in den weiteren
Untersuchungen die Flickerstimulation auf 9Hz, beziehungsweise 33Hz,
geandert.

Die Anwendung einer kontinuierlichen Flickerstimulation als sogenanntes

ASteady State Signalid erleichtert di

Dabei erfolgt flr einen bestimmten Zeitabschnitt, im Beispiel des 9Hz Flickers
far 16,6s, eine kontinuierliche Flickerdarbietung. Aus dieser

Gesamtuntersuchung werden kurze Einzelmessungen, im Beispiel 333ms,
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wir dadurch bei einer Messung von 333ms, das beim 9Hz-Flicker 3 b-
Wellenamplituden entspricht, 50 Mittelungen. Die limitierenden Faktoren der
Anzahl von Mittelungen sind die Lidschlussartefakte der Patienten und speziell
fur die skotopische ERG Untersuchung die Auflésung der Dunkeladaptation

nach einer gewissen Messzeit.

7.2. Programmierung der Blauzapfenstimulation

Das neue Paradigma wird durch ein programmiertes Stimulationsprotokoll
generiert [Tabelle 7.1]. Dabei werden die Parameter fur das
Stimulationsprotokoll extern (nicht mit der Espion® Software) durch ein ASCII-
Editor programmiert. Das programmierte Protokoll kann in die Espion®
Software integriert werden. Einzelne Parameter, wie die Intensitat der
Sattigungsblitze und des Blauzapfenstimulus, sowie die Pulzeiten, lassen sich
bequem durch die Espion® Software steuern.

Die Hintergrundbeleuchtung wird in der Espion® Software eingestellt und kann
Ubernommen werden. Die Hintergrundbeleuchtung wird permanent dargeboten.
Es wird zunachst nach einer 80ms andauernden Stimulationspause (nur
Hintergrundbeleuchtung) der erste Sattigungsblitz generiert. Dieser hat im
aktuellen Beispiel eine Intensitdt von 1000 cd/m? und eine Pulszeit von 4ms.
Danach erfolgt in einem festen Abstand von 92ms der zweite Sattigungsblitz mit
der roten LED und den gleichen Einstellungen. Nach weiteren 120ms wird die
Blauzapfenstimulation fir 100ms dargeboten. Am Schluss der Stimulation setzt
erneut eine Stimulationspause (nur Hintergrundbeleuchtung) von 100ms Dauer
ein. Somit hat das Protokoll eine Gesamtdauer von 500ms. Die zeitliche
Abfolge des Protokolls kann nur durch Anderung der programmierten
Stimulation erfolgen. Das bedeutet, dass die einzelnen Parameter fir die
zeitlichen Abstande und Stimulationsdarbietungen in der Tabelle 7.1 geandert

werden missen. Das betrifft auch die Intensitatsanderung.
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GLOBAI title$ SconeSelfProg first 2 Red on Red Back then Blue
GLOBAI| Viname$ Color 1 Int. |V1Default$| 1000
GLOBA| V2name$| Color 2 Int. | V2Default$| 6
GLOBAI| V3name$| Duration ms|V3Default$| 4
GLOBA| V4name$| Space ms | V4Default$| 100

BLOCK|1 ms$ &4-21 FLAGS] 16384
BLOCK |2 color$ RED lum$ |&1 ms$| &3 | FLAGS| 16384
BLOCK|3 ms$ &4-9 FLAGS] 16384
BLOCK (4 color$ RED lum$ |&1 ms$| &3 | FLAGS| 16384
BLOCK|5 ms$ &4+19 FLAGS{ 16384
BLOCK |6 color$ BLUE lum$ | &2 ms$| &4 | FLAGS| 16384
BLOCK |7 ms$ &4-1 FLAGS{ 16384

Tabelle 7.1: Programm fur den Blauzapfenstimulus. Je Block bendtigt das Programm eine
Verarbeitungszeit von 1ms. Um diese zeitliche Abstande zu berucksichtigen, wurde jeweils 1ms
von den eingestellten zeitlichen Perioden abgezogen (ms$ &4-1). Dadurch wird eine korrekte
zeitliche Verarbeitung moglich.

7.3. Ergebnisse der Hauptstudien

Die Ergebnisse der Hauptstudien werden in diesem Kapitel detailliert
beschrieben. Es erfolgt eine Auflistung der Auswertungen und die Darstellung

der Kennlinien der Probandenmessungen.

7.3.1. Skotopische Hauptstudie

An der Untersuchung der Pulszeit fir das neu entwickelte skotopische ERG-
Protokoll wurde die Vorgehensweise bei der Auswahl der optimalen Parameter
in der Hauptstudie beispielhaft erlautert. Folgend werden die Ergebnisse der
Auswabhl einer optimalen Intensitat fur das 9Hz Blauflicker Protokoll dargestellt.

Die Ergebnisse der b-Wellenamplituden aus 16 Probandenmessungen (jeweils

2 Augen) wurden gegen die angewandte Intensitat aufgetragen [Abbildung 7.1]
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Abbildung 7.1: Die b-Wellenamplituden aller Probandenmessungen. Die griinen Diamanten dienen
der Darstellung der Mittelwerte. Die blauen Balken kennzeichnen die Standardabweichung. {y-
Achse=b-Wellenamplitude in pV;x-Achse=Intensitat in skot cd*s/m2; Abtastfrequenz=2000Hz;
Filter=Aus; Mittelung von jeweils 30 Einzelantworten}
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Abbildung 7.2: Kennlinien der gemittelten b-Wellenamplituden fur jeden Probanden. Gemittelt
wurden die Ergebnisse beider Augenmessungen fir die jeweilige Stimulationsintensitat. Die
Nummerierung der farbigen Kodierung in der Legende des Schaubilds entspricht den
Probandennummern. {y-Achse=Mittelwerte der b-Wellenamplitude beider Augen in pV; x-
Achse=Intensitéat in skot cd*s/m2}

Eine Mittelung der Ergebnisse beider Augen ermdglicht die Erstellung einer

Kennlinie fUr jeden Probanden, die gegen die Intensitat aufgetragen werden
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kann [Abbildung 7.2]. Daraus wurden die maximalen b-Wellenamplituden fur

jeden Probanden in der Hauptstudie zusammenfassend analysiert.

7.3.2. Hauptstudie kombinierte Stabchen- und Zapfenantwort

Die Untersuchung der optimalen kombinierten Stabchen- und Zapfenantwort
erfolgte anhand der b- und a-Wellen. Zun&chst wurde eine optimale Pulszeit
untersucht. Die Intensitat blieb fur alle Messungen konstant. Eine Variation der
Pulszeit wurde an 16 Probanden untersucht. Die b-Wellenamplituden aus den

Probandenmessungen werden gegen die Pulszeit aufgetragen [Abbildung 7.3].
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Abbildung 7.3: B-Wellenamplituden (y-Achse in pV) aller Probandenergebnisse, das heif3t von 16
Probanden und jeweils 2 gemessenen Augen, fir die jeweilige Pulszeit (x-Achse in ms). Die griinen
Diamanten dienen der Darstellung der Mittelwerte. Die blauen Balken kennzeichnen die
Standardabweichung. {Abtastfrequenz=2000Hz; Filter=Aus; Mittelung von jeweils 30
Einzelantworten}

Eine Auswertung der a-Wellenamplitude wurde im kombinierten Stabchen- und
Zapfen-ERG angeschlossen [Abbildung 7.4]
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Abbildung 7.4: Die a-Wellenamplituden aller 16 Probandenmessungen (y-Achse in uV) wurden
gegen die Pulszeit (x-Achse in ms) aufgetragen. Die griinen Diamanten dienen der Darstellung der
Mittelwerte. Die blauen Balken kennzeichnen die Standardabweichung. {Abtastfrequenz=2000Hz;
Filter=Aus; Mittelung von jeweils 30 Einzelantworten}

Durch die Bildung der Mittelwerte beider Augenergebnisse eines Probanden
kénnen Kennlinien fir jeden Probanden erstellt werden [Abbildung 7.5].

Hierbei wurden die b-Wellenamplituden und die a-Wellenamplituden
ausgewertet. Aus den Verlaufen wurde die maximale b- bzw. a-
Wellenamplitude fir jeden Probanden extrahiert und in einem

Verteilungsdiagramm in der Hauptstudie erortert.
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Abbildung 7.5: Die Kennlinien der Mittelwerte (y-Achse in pV) aus beiden Augen wurden fir jeden

Probanden mit der zugehdrigen Pulszeit (x-Achse in ms) dargestellt. Oben wurden die b-
Wellenamplituden und im unteren Schaubild die a-Wellenamplituden eingezeichnet.

Die Intensitat der kombinierten Stabchen- und Zapfenantwort wurde anhand
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Mi ni mal signal e

von ERG Messungen unter Anwendung einer konstanten Pulszeit und
variierenden Intensitaten untersucht [Abbildung 7.6].
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Abbildung 7.6: B-Wellenamplituden (oben) und a-Wellenamplituden (unten) aller 16

Probandenmessungen und beider Augen. Die griinen Diamanten dienen der Darstellung der
Mittelwerte. Die blauen Balken kennzeichnen die Standardabweichung. {y-Achse=Amplitude in pV;
x-Achse=Intensitat in phot cd*s/m?; Abtastfrequenz=2000Hz; Filter=Aus; Mittelung von jeweils 30
Einzelantworten}

Aus diesen Ergebnissen wurden Mittelwerte zwischen beiden Augen jedes

Probanden kalkuliert und als Kennlinien aufgetragen [Abbildung 7.7].
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Abbildung 7.7: Kennlinien der Mittelwerte aus den beiden Augenergebnissen der Probanden. Die
untere Legende (1-16) jedes Bildes beschreibt die Probandennummerierung. Oben wurden die
Mittelwerte der b-Wellenamplituden (y-Achse), unten der a-Wellenamplituden (y-Achse) mit den
jeweiligen Intensitaten (x-Achse) in phot cd*s/m2 dargestellt.

Daraus wurde in der Hauptstudie eine Verteilung der maximalen b- bzw. a-
Wellenamplitude kalkuliert [Abbildung 4.37 und Abbildung 4.38].

7.3.3. Photopische Hauptstudie
Fur die Untersuchung einer optimalen Pulszeit des photopischen ERG wurde
zunachst eine Spanne von 10-18ms an 8 Probanden untersucht [Abbildung

7.8].
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Abbildung 7.8: Im Diagramm wurden die b-Wellenamplituden (y-Achse in pV) der ersten 8
Probandenergebnisse fir die jeweilige Pulszeit (x-Achse in ms) dargestellt. Die griinen Diamanten
dienen der Darstellung der Mittelwerte. Die blauen Balken kennzeichnen die Standardabweichung.
{Abtastfrequenz=2000Hz; Filter=Aus; Mittelung von jeweils 30 Einzelantworten}

Daraus erfolgte die Mittelung der Ergebnisse beider Augen fir jeden Probanden

und die Erstellung von Kennlinien [Abbildung 7.9].
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Abbildung 7.9: Kennlinien nach Proband geordnet. Die Punkte entsprechen den Mittelwerten aus
den b-Wellenamplituden beider Augen. Die angewandte Pulszeit ist in der x-Achse in ms
angegeben. Die Mittelwerte in pV. Probandennummer wird in der unteren Legende angegeben.

Nach der Auswertung der Verteilung der maximalen Mittelwerte [Kapitel 4.3.2]
wurde deutlich, dass eine Erweiterung der Zeitspanne fur die Untersuchung der

optimalen Pulszeit notwendig ist. Es wurden Untersuchungen mit Pulszeiten
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von 4-16ms an weiteren 8 Probanden durchgefuhrt [Abbildung 7.10].

Abbildung 7.10: Die b-Wellenamplituden beider Augen von weiteren 8 Probanden. Nun mit der
Spannweite fiir die Pulszeit von 4 bis 16ms. Die grinen Diamanten dienen der Darstellung der
Mittelwerte. Die blauen Balken kennzeichnen die Standardabweichung. {y-Achse=Amplitude in pV;
x-Achse=Pulszeit in ms; Abtastfrequenz=2000Hz; Filter=Aus; Mittelung von jeweils 30
Einzelantworten}

Die Kennlinien der Mittelwerte aus beiden Augen zeigen bereits, dass die
maximale b-Wellenamplitude am haufigsten unter Anwendung von 10ms
Pulszeit zu finden ist [Abbildung 7.11].

Abbildung 7.11: Die Mittelwerte (y-Achse in pV) aus beiden Augen wurden fiir jeden Probanden mit
der zugehoérigen Pulszeit (x-Achse in ms) dargestellt. Untenstehend werden die
Probandennummern nach der zugehdrigen Farbe erlautert.

Die Definition einer optimalen Pulszeit erfolgte durch die Analyse der Verteilung
der maximalen Mittelwerte der b-Wellenamplitude aus den

Probandenkennlinien [Kapitel 4.3.2].
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