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1 Einleitung

Die Netzhaut (Retina) spielt eine entscheidende Rolle fiir das menschliche Sehen. Sie besteht
aus zehn Schichten und ist Teil des zentralen Nervensystems. Die enthaltenen
Photorezeptoren ermoglichen die Sinneswahrnehmung von Lichtreizen und die Fovea,
mittig der Makula, ist wesentlich flr das scharfe Sehen verantwortlich. Verédnderungen in
ihren Strukturen kénnen zu erheblicher Beeintrachtigung des Sehvermdgens fiihren. Ebenso
wichtig ist die unter der Netzhaut liegende Aderhaut (Choroidea). Sie dient der
Nahrstoffversorgung der &uBeren Netzhaut und hat zudem thermoregulatorische
Eigenschaften. Fur ihre Funktion ist eine regulére Perfusion der Choroidea essenziell. Es ist
also von erheblicher physiologischer und pathophysiologischer Relevanz, eine maglichst
detailreiche und prazise Ubersicht der genannten Strukturen zu erhalten, um friinzeitig
Verénderungen und Erkrankungen zu diagnostizieren und damit langfristig ein intaktes,
gesundes Sehen zu ermdglichen.

In einer alternden Bevolkerung ist es mit zunehmender Pravalenz von Augenerkrankungen
von groBer Wichtigkeit, schnellere und nichtinvasive Verfahren zur Diagnostik von
Augenerkrankungen zu entwickeln. Die Basis dieser Arbeit stellt daher die klinische
Diagnostik des hinteren Augenpols mittels Optischer Koharenztomographie Angiographie
(OCTA) dar. Dieses neue Verfahren ermdglicht eine nichtinvasive, in vivo Darstellung der
retinalen sowie choroidalen Perfusion und ergénzt damit die zurzeit noch weit verbreitete,
teils risikobehaftete, invasive Fluoreszenz-Angiographie (FA).

Die OCTA nutzt dazu die Interferenz, die bei der Uberlagerung von Referenzlicht und
rickgestreutem Licht in einem Interferometer entsteht, um das axiale Tiefenprofil der
Netzhaut zu erhalten. Das Blut dient dabei als intrinsisches Kontrastmittel und ermdglicht
das Reflexverhalten von Bewegungen in einer statischen Umgebung zu detektieren und zu
analysieren, um anschlieBend ein dreidimensionales Modell der Gefél3e zu rekonstruieren.
Die Segmentierung der erfassten VVolumenscans ermdglicht so eine exakte Lokalisation
vaskularer Veranderungen. Aus diesem Grund ist eine korrekte Segmentierung der
Gefallplexus der Netzhaut und der einzelnen GefaRschichten der Aderhaut bei der
Interpretation von OCTA-Untersuchungen von grolRer Bedeutung. Ebenso wichtig scheint
die Tageszeit der Untersuchung zu sein. Nur durch eine einheitliche und korrekte
Datenerhebung lassen sich Ergebnisse der OCTA-Analysen vergleichen und diese als

Biomarker heranziehen.



In den drei vorliegenden Arbeiten wurde der Einfluss verschiedener Parameter auf
Ergebnisse der OCTA untersucht. Es erfolgte zum einen die Evaluierung der Segmentierung
und zum anderen wurde die Chronobiologie der Perfusion bei gesunden sowie an Patienten
mit epiretinaler Gliose (ERM) untersucht.

Die foveoldre avaskuldre Zone (FAZ) stellt bereits jetzt einen Biomarker dar.
Grolkenveranderung der FAZ konnten in vorhergehenden Studien mit mikrovaskuldren
Veranderungen in Verbindung gebracht werden. So kann bei Diabetikern dieser Marker zur
Beurteilung der Sehprognose herangezogen werden.

Nachweislich beeinflussen verschiedene Faktoren die Durchblutung der Aderhaut. Ein
Zusammenhang  beziglich der  Aderhautdicke sowie deren  Perfusion  bei
Augenerkrankungen, wie zum Beispiel der diabetischen Retinopathie oder der
altersabhéngigen Makuladegeneration, wurde bereits von diversen Arbeitsgruppen belegt.
Die subfoveale Aderhautdicke (SFCT) kann sogar als Pradiktor fur den Therapieerfolg bei
unterschiedlichen Augenerkrankungen herangezogen werden, weshalb sie immer mehr in
den Fokus aktueller Forschungen gelangt. Die choroidalen Unterschichten (Choriokapillaris,

Sattler- und Haller-Schicht) sind bislang noch wenig erforscht.



2 Methoden

Die Rekrutierung von Probanden fir die Studie erfolgte an der Klinik fur Augenheilkunde
der Universitat zu Libeck, auf Grundlage des Ethikvotums 17-008. Alle Probanden wurden
im Rahmen eines stationdren Aufenthaltes in unserer Klinik untersucht. Fir den Einschluss
in die Studie durfte die Sphare max. £ 3 Dioptrien und der Zylinder max. £ 1 Dioptrien
betragen. Des Weiteren wurde bei den Probanden mit gesunden Augen ein Visus von
mindestens 80% vorausgesetzt. In der Gliose-Gruppe wurden nur Augen mit idiopathischer
symptomatischer Gliose eingeschlossen, welche bereits im Vorfeld klinisch sowie durch SD-
OCT diagnostiziert waren. Jegliche andere Augen-, Herz- und GeféalRerkrankungen,
insbesondere Diabetes mellitus flhrten zum Ausschluss aus der Studie um mdogliche
Confounder zu minimieren.

Bei allen Probanden wurde im Rahmen der Basisuntersuchung der Blutdruck, die
Refraktion, der Visus (BCVA) und der intraokulédre Druck (IOP) erhoben. Der Visus wurde
in logMAR umgerechnet und aus den erhobenen Blutdruckwerten der mittlere arterielle
Blutdruck (MAP) ermittelt (2/3 diastolischer Druck plus 1/3 systolischer Druck). Zudem
wurde jedes Auge spaltlampenmikroskopisch und funduskopisch untersucht um
Rickschlisse auf etwaige andere Augenerkrankungen zu erhalten. Die SFCT wurde mit der
EDI-OCT und die retinale sowie choroidale Perfusion mit der OCTA gemessen. Hierzu
erfolgten vier Uber den Tag verteilte Untersuchungen am HS 100 (Canon, Tokyo, Japan)
OCT/OCTA-Gerét, um ein Tagesprofil erstellen zu kénnen. Die erste Untersuchung erfolgte
am Tag der stationaren Aufnahme um 12 Uhr, die zweite Messung um 16 Uhr, die dritte um
20 Uhr und die vierte am Folgetag um 7 Uhr morgens. Alle Aufnahmen wurden ohne
vorherige medikamenttse Pupillenweitstellung durchgefiihrt.

Vom hinteren Augenpol wurden EDI-OCT Aufnahmen (10x10 mm?) und OCTA
Aufnahmen (3x3 mm2 und 5x5 mm?2) gemacht. Nur Bilder mit guter Bildqualitat (> 7/10)
und ohne Bewegungsartefakte wurden zur Auswertung herangezogen, um eine
standardisierte Analyse zu gewahrleisten. Fir die Vermessungen der FAZ wurden OCTA-
Aufnahmen entweder automatisch vom integrierten Segmentierungsalgorithmus (AS) oder
manuell (MS) nach den anatomischen Empfehlungen von Spaide und Curcio segmentiert
(Abbildung 1).



Reference Vascular  Slab Anatomic Offset”

plexus boundary basis (pm)
Automatically Angio eXpert Superficial Top ILM
segmented (AS) V2.0 Bottom  GCL +50
Deep Bottom IPL
Bottom  OPL
Manually Spaide and  Superficial Top ILM
segmented (MS) Curcio Middle IPL
Deep Bottom IPL —10
Top OPL +10

Abbildung 1: Automatische und manuelle Segmentierungsgrenzen: Offset gibt die Anzahl an Mikrometern
unter (+) oder Gber (-) der anatomischen Struktur an.

Die im Programm hinterlegte Segmentierung des oberflachlichen Netzhautplexus (SCP)
liegt zwischen der inneren Grenzmembran (ILM) und der Ganglienzellschicht (GCL)
+ 50 um in der Tiefe. Die manuelle Segmentierung liegt zwischen der ILM und der inneren
plexiformen Schicht (IPL). Die im Programm hinterlegte Begrenzung des tiefen
Netzhautplexus (DCP) liegt zwischen der IPL und der &uf3eren plexiformen Schicht (OPL),
die manuelle Begrenzung liegt zwischen der IPL -10 um und der OPL +10 um. Die Flache
der FAZ wurde ebenfalls manuell von zwei verblindeten Untersuchern mit Hilfe des im
Programm integrierten Kalipars ausgemessen. Nachdem die gefalfreie Flache vollstandig
umrandet wurde, errechnete das Programm automatisch die Fldche in Quadratmillimetern
(Abbildung 2).
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Abbildung 2: OCTA-Bilder vom jeweiligen Netzhautplexus basierend auf beschriebener Schichtsegmentierung



Die SFCT wurde auf Grundlage von EDI-OCT Bildern ebenfalls manuell vermessen, indem
direkt unterhalb der Fovea die Strecke zwischen der Bruch-Membran (BM) und dem
Skleralsporn gemessen wurde. Diese Auswertung erfolgte durch zwei verblindete Arzte und
der Mittelwert beider Ergebnisse wurde verwendet. Im Anschluss wurden die OCTA-Bilder
der Netzhaut sowie der einzelnen Aderhautgewebe (Choriokapillaris, Sattler- und Haller-
Schicht) in das Programm ImageJ (NIH, Version 1.48b, Bethesda, USA) exportiert und nach
der Otsu Methode binarisiert, um den prozentualen Anteil von weil3en und schwarzen Pixeln
im jeweiligen Bild zu ermitteln. Die choriokapillare Perfusion (CCP) wird durch weil3e
Pixel, die Perfusion der Sattler-Schicht (SLP) und der Haller-Schicht (HLP) durch schwarze
Pixel dargestellt. Das binarisierte Bild gibt somit indirekt die Geféal3dichte wieder.

Die statistische Auswertung erfolgte mit IBM SPSS (Version 24.0, Chicago, IL, USA) und
Prism GraphPad (Version 8.0, La Jolla, CA, USA). Wir untersuchten den Einfluss der
Segmentierungen auf die Ausdehnung der FAZ in den beiden GefaRplexus der Netzhaut,
sowie dessen Abhangigkeit von Alter und Geschlecht in gesunden Probanden. Zudem wurde
die Abhangigkeit der Aderhautperfusion von der Tageszeit in gesunden sowie an Gliose

erkrankten Augen untersucht. Fir alle Testverfahren galt das Signifikanzniveau von 5%.
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3.1 Publikation 1: Einfluss der Segmentierung auf die FAZ bei gesunden

Probanden

Rommel F, Siegfried F, Kurz M, Brinkmann MP, Rothe M, Rudolf M, Grisanti S, Ranjbar
M: “Impact of correct anatomical slab segmentation on foveal avascular zone

measurements by optical coherence tomography angiography in healthy adults.” J Curr
Ophthalmol. 2018 Jun;30(2): 156-60.

GroRenveranderungen der FAZ kdnnen auf Mikrozirkulationsstérungen in der Fovea
hinweisen und so als Biomarker fur ischdmische Augenerkrankungen wie der diabetischen
Retinopathie dienen. In dieser Publikation wurde der Einfluss unterschiedlicher

Segmentierungen der einzelnen Netzhautschichten auf die Ausdehnung der FAZ untersucht.



3.1.1 Ergebnisse

Die FAZ des automatisch segmentierten DCP war signifikant groRer als die des SCP
(p = 0,027). Manuell segmentiert war die FAZ des SCP signifikant groRer als die des DCP
(p <0,001).

Die Ergebnisse der FAZ zeigten unter Beriucksichtigung zweier, unabhangiger
Vermessungen, dass die groRte Ubereinstimmung in dem automatisch segmentierten SCP
und die niedrigste Ubereinstimmung in dem manuell segmentierten SCP vorlag. Des
Weiteren ergab die Analyse eine positive Korrelation der FAZ zwischen dem automatisch
segmentierten DCP und SCP (R =0,88; p < 0,01) sowie eine positive Korrelation zwischen
dem manuell segmentierten DCP und SCP (R = 0,61; p < 0,01) des gleichen Auges.
Ebenfalls war eine positive Korrelation der FAZ zwischen den jeweiligen automatisch und
manuell segmentierten SCP (R = 0,63; p < 0,01) und auch jeweils zwischen den automatisch
und manuell segmentierten DCP (R =0,80; p <0,01) vorhanden. Im Hinblick auf die
zentrale Netzhautdicke zeigten alle FAZ-Vermessungen eine signifikante negative
Korrelation (p < 0,01).

Die lineare Regressionsanalyse zeigte eine Zunahme der FAZ im manuell segmentierten
(R=0,69; p=0,04) und im automatisch segmentierten (R=0,74; p=0,03) DCP mit
steigendem Lebensalter. Geschlechtsdifferenzierend konnte bei Frauen unabhéngig von der
Segmentierung (p < 0,01) eine signifikant grolRere FAZ im oberflachlichen und im tiefen

Plexus festgestellt werden.

3.1.2  Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die korrekte anatomische Schichtsegmentation
eine bedeutende Auswirkung auf die FAZ-Vermessung hat. Da kein einheitlicher, etablierter
Bewertungsmafstab existiert, ist ein Vergleich zwischen verschiedenen Studien und Geraten
nur begrenzt moéglich. Um die Dimensionen der FAZ studieniibergreifend zu vergleichen,

ist zukiinftig auf eine einheitliche Segmentierung zu achten.



3.2 Publikation 2: Einfluss der Tageszeit auf die Aderhautperfusion bei

gesunden Probanden

Siegfried F, Rommel F, Rothe M, Brinkmann MP, Sochurek JAM, Freitag J, Grisanti S,

Ranjbar M.: “Evaluating diurnal changes in choroidal sublayer perfusion using optical
coherence tomography angiography.” ACTA Ophthalmol. (2019) 97(8), e1062-e1068

Diese Arbeit untersuchte den Einfluss der Tageszeit auf die physiologische Perfusion der
einzelnen Aderhautschichten. Die nichtinvasive OCTA ermdglicht erstmals repetitive
Perfusionsanalysen ohne Gefahr von Nebenwirkungen, sodass Patienten mit gesunden
Augen wiederholt, zu unterschiedlichen Tageszeiten untersucht werden konnten, um

signifikante Perfusionsschwankungen der Aderhaut zu detektieren.

3.2.1 Ergebnisse

Die Analyse zeigt signifikante tageszeitliche Veranderungen (Abbildung 3). Univariate
Tests demonstrierten signifikante tageszeitabhangige Schwankungen im MAP (p < 0,001),
der SFCT (p <0,001) sowie der SLP (p =0,009) und HLP (p = 0,003). Der héchste MAP
wurde nachmittags gemessen (99,91 + 7,44 mmHg) und erreichte zur abendlichen Messung
den niedrigsten Wert (93,27 +7,94 mmHg). Die SFCT war morgens am dicksten
(348,18 £ 78,71 um) und wurde gen Abend stetig diinner (310,05 + 74,33 um). Die SLP und
die HLP hatten jeweils den niedrigsten Wert morgens (64,23 + 5,43 %; 75,55 + 6,97 %) und
den hdchsten Wert nachmittags (66,08 £ 5,64 %; 77.35 £ 6,06 %). Die CCP und der IOP
hingegen wiesen keine signifikanten Schwankungen tber den Tag auf. Verdnderungen des
MAP fiihrten zu signifikanten Veranderungen der HLP (p = 0,047). Es konnte jedoch kein
Zusammenhang zwischen dem MAP und der SFCT sowie der CCP und der SLP

nachgewiesen werden.

Betrachtet man beide Geschlechter getrennt, zeigte die Analyse sowohl fur Manner als auch
fir Frauen tageszeitabhdngige Schwankungen in dem MAP (p =0,001), der SFCT
(p =0,001), der SLP (p = 0,012) und HLP (p =0,004), aber nicht fur die CCP und den 10P
(Abbildung 4). Die durchschnittliche SFCT bei Frauen und Maénnern war &hnlich
(329,4 £ 17,48 um vs. 3251+ 1547 um; p=0,894) und unterschied sich in ihrer
tageszeitlichen Amplitude (40 pum vs. 37 um; p = 0,252) nicht signifikant voneinander. Es
gab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen dem MAP bei Frauen und Mannern



(95,81 + 2,76 mmHg vs. 97,50 £ 4,28 mmHg; p = 0,510). Beide Gruppen zeigten ahnliche
Schwankungen und keinen signifikanten Unterschied (6,2 mmHg vs. 7,6 mmHg; p = 0,463).

110 - 20 - 500 -
* *
2 4004 D 16- T 400
E E 2
E E 5
o
< 90- S 124 & 300 -
E —
80 1 1 1 1 8 1 1 1 1 200 1 1 1 1
ROR SR ROR IR ROR SR
A% 0% W QY A a% WY QY A% 0% x Y
58 - 76 - 86 —
* *
54 72 - 82 -
< < 68 < 78 -
o 50 I o lr/’"/"\"
3 @ 64 T 74-
ol 60 - 70 -
421111 56 —— | I p— 66 —T—T— T
6‘ &S 6‘ & & 6‘ & & &

Abbildung 3: Tageszeitabhangige Schwankungen im mittleren arteriellen Druck (MAP), im intraokuléren
Druck (IOP), der Aderhautdicke (SFCT), der choriokapillaren Perfusion (CCP) sowie der Perfusion von
Sattler-Schicht (SLP) und Haller-Schicht (HLP). Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung.

Signifikante Schwankungen sind mit einem * markiert.

Die SLP zeigte ebenfalls keinen geschlechtsspezifischen signifikanten Unterschied
(64,67 £ 0,09 % vs. 64,95 £ 0,07 %; p =0,908). Die tageszeitabhédngigen Schwankungen
waren vergleichbar und nicht signifikant verschieden (2,2 % vs. 1,5 %; p = 0,495). Die HLP
bei Frauen und Méannern verhielt sich ahnlich zu der SLP (75,50 £ 0,9 % vs. 77,28 £ 0,6 %;
p =0,534), sowie auch deren tageszeitabhdngigen Schwankungen (2,2% vs. 1,4 %;
p = 0,658). Beide wiesen keinen signifikanten Unterschied auf.

Teilt man die Probanden anhand ihres Alters in zwei Gruppen (< 60 Jahre und > 60 Jahre)
ein, konnte ein signifikanter Einfluss des Alters auf die Tagesschwankungen festgestellt
werden (Abbildung 5). Die Patientengruppe > 60 Jahre verzeichnete geringere
Schwankungen tber den Tag als die jlingere Patientengruppe (p = 0,001).
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Abbildung 4: Geschlechtsspezifische tageszeitliche Schwankungen im mittleren arteriellen Druck (MAP), im
intraokuléren Druck (IOP), der Aderhautdicke (SFCT), der choriokapillaren Perfusion (CCP), sowie der
Perfusion von Sattler-Schicht (SLP) und Haller-Schicht (HLP). Dargestellt sind Mittelwert und
Standardabweichung. Es gab keine signifikanten geschlechtsbezogenen Unterschiede.
Univariate Tests zeigten, dass die jlngere Gruppe signifikante tageszeitabhangige
Veranderungen im MAP (p =0,030), der SFCT (p =0,006), SLP (p =0,025) und HLP
(p = 0,034) hatte. Die Patientengruppe > 60 Jahre zeigte jedoch nur in dem MAP (p = 0,001)
und der SFCT (p = 0,003) signifikante Schwankungen. Die durchschnittliche SFCT war bei
den  jungeren  Teilnehmern  deutlich  dicker (380,00 um = 16,89 um  vs.
275,00 um % 15,45 um; p < 0,001), wéhrend die tageszeitabhangigen Schwankungen beider
Altersgruppen ahnlich waren (40 pum vs. 36 um; p = 0,754). Der durchschnittliche MAP war
in  beiden Gruppen vergleichbar und unterschied sich nicht signifikant
(95,36 mmHg + 2,84 mmHg vs. 97,80 £ 4,67 mmHg; p = 0,338). Jedoch zeigte die Gruppe
der alteren Probanden eine signifikant gréfRere Schwankung (7 mmHg vs. 11 mmHg;
p = 0,026). Die jungere Patientengruppe zeigte einen signifikant groReren Durchschnittswert
in der HLP (79,75+1,1 % vs. 72,86 + 0,6 %; p =0,009). In der SLP (66,55 1,1 % vs.
63,05 £ 0,5 %; p = 0,140) und der CCP (49,11 £ 0,9 % vs. 47,45 + 0.4 %; p = 0,112) waren
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Altersgruppen nachweisbar.
Teilnehmer, die jinger als 60 Jahre alt waren, zeigten in der SLP und HLP signifikante
tageszeitabhéngige Schwankungen mit durchschnittlichen Amplituden von 2,5 % und
2,2 %.
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Abbildung 5: Altersabhangige tageszeitliche Schwankungen im mittleren arteriellen Druck (MAP), im
intraokularen Druck (IOP), der Aderhautdicke (SFCT), der choriokapillaren Perfusion (CCP), sowie der
Perfusion von Sattler-Schicht (SLP) und Haller-Schicht (HLP). Dargestellt sind Mittelwert und
Standardabweichung. Signifikante Schwankungen sind mit einem * markiert.

3.2.2  Schlussfolgerung

Die Studie bestatigt und erweitert vorhergehende Untersuchungen der choroidalen
tageszeitabhangigen Verdnderungen. Es konnten hier bedeutsame unterschiedliche
tageszeitabhangige Veranderungen in der SFCT, der SLP und der HLP belegt werden. Ein
geschlechtsspezifischer Unterschied zwischen Ménnern und Frauen konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. Allerdings hat das Lebensalter einen signifikanten Einfluss auf die
tageszeitabhangigen Schwankungen. Beim Vergleich von longitudinalen OCTA-Daten ist

die Beriicksichtigung der Tageszeit bei der Messung somit von grof3er Bedeutung.
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3.3 Publikation 3: Einfluss der Tageszeit auf die Aderhautperfusion bei

Probanden mit epiretinaler Gliose

Rommel F, Siegfried F, Sochurek JAM, Rothe M, Brinkmann MP, Kurz M, Prasuhn M, Grisanti S,
Ranjbar M.: “Mapping diurnal variations in choroidal sublayer perfusion in patients with idiopathic

epiretinal membrane: an optical coherence tomography angiography study.” Int J Retina Vitreous
(2019) 5:12.

Nachdem wir bereits in gesunden Probanden signifikante physiologische Schwankungen der
Aderhautdurchblutung im Tagesverlauf nachweisen konnten, fokussierte sich diese Arbeit

auf Patienten mit einer Netzhauterkrankung, der epiretinalen Gliose.

3.3.1 Ergebnisse

Die Gesamtanalyse dieser Arbeit zeigte statistisch signifikante tageszeitabhangige
Veranderungen  (Abbildung 6). Die Einzelmesswertanalyse zeigte aufféllige
tageszeitabhangige Unterschiede in der SFCT (p =0,008) und der HLP (p =0,001). Die
SFCT war morgens am dicksten (269,76 £ 86,73 um) und fiel dann nachmittags ab
(252,17 £ 81,57 um), um zum Abend hin wieder leicht anzusteigen (262,76 + 80,45 um).
Die HLP zeigte eine ahnliche tageszeitliche Variation mit dem héchsten Wert am Morgen
(73,6 £ 11,07 %), abfallend zum Nachmittag (70,53 £12,29 %) und dann marginal
ansteigend am Abend (71,17 + 12,59 %). MAP (p = 0,416), I0OP (p =0,574) sowie CCP
(p =0,104) und SLP (p = 0,264) zeigten keine signifikanten Schwankungen tber den Tag.
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Abbildung 6: Tageszeitliche Schwankungen bei Patienten mit epiretinaler Gliose im mittleren arteriellen
Druck (MAP), im intraokularen Druck (IOP), der Aderhautdicke (SFCT), der choriokapillaren Perfusion
(CCP), sowie der Perfusion von Sattler-Schicht (SLP) und Haller-Schicht (HLP). Dargestellt sind Mittelwert
und Standardabweichung. Signifikante Schwankungen sind mit einem * markiert.

3.3.2 Schlussfolgerung

Die OCTA entwickelt sich zunehmend zu einem wichtigen nichtinvasiven Messinstrument
fur die Beurteilung des choroidalen Perfusionsstatus. Diese Studie konnte eine Verdnderung
der gewohnlichen Tagesschwankungen in der SFCT und der choroidalen Perfusion
feststellen, die unter Umstanden pathophysiologischen Einfluss auf die Entwicklung einer

epiretinalen Gliose haben.
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4 Diskussion

In den drei vorliegenden Arbeiten wurden Untersuchungen des hinteren Augenabschnitts
mittels OCTA prasentiert, deren Ergebnisse von signifikanter Bedeutung fur die
nichtinvasive Diagnostik sind.

In der Studie ,, Impact of correct anatomical slab segmentation on foveal avascular zone
measurements by optical coherence tomography angiography in healthy adults “ wurde die
Segmentierung der Netzhautplexus und deren Auswirkung auf die FAZ bei gesunden
Probanden untersucht. Viele der bereits publizierten OCTA-Studien Uber die FAZ,
verwenden die herstellereigenen Standardeinstellungen fir die Schichtsegmentierung im
SCP und DCP. Diese entsprechen jedoch nicht unbedingt der korrekten anatomischen
Lokalisierung der Gefal3plexus. Deshalb bestimmten wir die Groe der FAZ im SCP und
DCP auf anatomisch-histologischer Basis.

Interessanterweise zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, dass die OCTA-vermessene FAZ
im SCP Kleiner als im DCP ist. Histologische Studien von Snodderly et al. zeigten jedoch,
dass die Veréstelungen des DCP weiter in die Mitte reichen als die des SCP. Demzufolge
musste die FAZ im SCP groRer als im DCP sein. In unserer Studie konnte diese Beobachtung
nach manueller Segmentierung bestétigt werden. Die mittlere GroRe der FAZ nach Angaben
unserer Grader reichte im SCP von 0,639 + 0,276 mm? (Grader 1) bis 0,697 + 0,277 mm?
(Grader 2) und im DCP von 0,264 + 0,110 mm? (Grader 1) bis 0,306 + 0,117 mm?
(Grader 2). Im SCP wichen die Ergebnisse der Grader weiter voneinander ab. Dieses kdnnte
durch die Struktur und Form der inneren Netzhautschichten begriindet sein, welche eine
unscharfe Begrenzung der FAZ im SCP zur Folge hat und eine VVermessung erschwert. In
naher Zukunft ist eine Grader-unabhangige automatische Beurteilung der FAZ notwendig,
um die Vergleichbarkeit zwischen den Studien zu verbessern.

Wie bereits von Linderman et al. beschrieben, konnten auch wir eine grofiere Flache der
FAZ bei Frauen nachweisen. Dieses Ergebnis steht jedoch im Widerspruch zu den
Ergebnissen von Shahlaee et al., was jedoch durch Altersunterschiede in den Kollektiven
erklart werden konnte. Diesbeziliglich beobachteten wir eine VergroRerung der FAZ
innerhalb des DCP mit steigendem Alter. Die altersbedingte VergroRerung der FAZ kénnte
auf atrophische und okklusive Veranderungen der Kapillaren zurlickzufiihren sein, was

bereits von Lafe et al. und Tan et al. diskutiert wurde. Tick et al. fanden aulRerdem eine
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bedeutsame inverse Korrelation zwischen der Grof3e der FAZ und der zentralen retinalen
Dicke (CRT), in dem sie die FA und die OCT benutzten.

Es bleibt zu diskutieren, ob die gegenwartige Aufteilung in zwei Plexus und deren derzeitige
Nomenklatur reformiert werden sollte, da Campbell et al. und Garrity et al. sogar bis zu 4
GefaBplexus in der Retina nachweisen konnten. Es wird aber auch, statt der Auftrennung in
mehrere Plexus, die Evaluation der Gesamtnetzhaut, ahnlich der FA-Aufnahmen, diskutiert.
Solange jedoch noch keine Leitlinie existiert, die eine einheitliche Untersuchung regelt,

sollte nach der korrekten anatomischen Segmentierung vermessen werden.

In den beiden Studien ,,Evaluating diurnal changes in choroidal sublayer perfusion using
optical coherence tomography angiography “ und ,, Mapping diurnal variations in choroidal
sublayer perfusion in patients with idiopathic epiretinal membrane: an optical coherence
tomography angiography study“ zeigten sich signifikante tageszeitabhdngige
Verénderungen der choroidalen Perfusion und der SFCT bei gesunden sowie bei an
epiretinaler Gliose erkrankten Probanden. Die Ergebnisse &hnelten denen vorheriger
Studien, sodass Parallelen gezogen werden konnten. Jedoch muss die Altersstruktur - junge
Probanden mit gesunden Augen und alte Probanden mit kranken Augen - in der weiteren
Interpretation berucksichtigt werden.

Vorherige Studien anderer Arbeitsgruppen zeigten tageszeitabhangige Unterschiede der
choroidalen Perfusion und der SFCT bei Probanden ohne Augenkrankheiten. So konnten wir
tageszeitabhangige Variationen in der SFCT, der SLP und der HLP belegen. Danach war die
HLP und die SLP morgens niedriger und stieg wahrend des Tages mit Spitzenwerten am
Nachmittag an, um zum Abend hin wieder abzufallen. Die SFCT war morgens am dicksten
und zeigte zum Abend hin einen kontinuierlichen Abfall.

Tan et al. fanden bereits bei Gesunden auffallige zirkadiane Unterschiede der SFCT mit der
groliten Dicke morgens und einem linearen Abfall zum Abend. Die mittlere
tageszeitabhéngige Schwankung der SFCT lag bei ihnen bei 30 um. Unsere mittlere
tageszeitabhéngige Schwankung bei gesunden Probanden lag bei 40 um. Da in beiden
Studien die Probanden eine dhnliche Achsenlédnge hatten (23,9 + 1,33 mm), konnte die
Differenz der SFCT-Schwankung darauf zuriickzufiihren sein, dass die Probanden bei Tan
et al. deutlich jinger waren (30 + 4,6 Jahre). Ein &hnliches Muster wurde auch von Usui et
al. beobachtet. Frih am Morgen verzeichneten sie die dickste SFCT mit kontinuierlicher

Abnahme zum Abend hin. Ihre mittlere tageszeitabhéngige Schwankung lag bei 20 um. Die
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Forschungsgruppe um Usui et al. konnte, wie auch unsere Gruppe, keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem MAP und der SFCT feststellen.

Einige der oben genannten Studien versuchten Rickschlisse auf den Status der choroidalen
Perfusion zu ziehen. Sie vermuteten, dass die tageszeitabhangige Anderung der choroidalen
Dicke mit den tageszeitbedingten Durchblutungsschwankungen korrelieren. Sie
berticksichtigten dabei jedoch nicht den anatomischen Aufbau der Choroidea, die aus
luminalem und stromalem Gewebe besteht. Kinoshita et al. unterstrichen, dass diese
tageszeitabhéngigen Verdnderungen in der SFCT den signifikanten Verdnderungen des
luminalen Gewebes im Verlauf des Tages zuzuschreiben sind, wéhrend die stromalen
Gewebsparameter sich nicht auffallend veranderten. Weiterhin zeigte die Studie eine
signifikante positive Korrelation zwischen dem MAP und dem luminalen choroidalen
Gewebe.

Es existieren nur wenige Studien, die die choroidale Blutflussanderung im Tagesverlauf
beschreiben. Wéhrend Polska et al. mittels ,,Laser Doppler Flowmetrie® (LDF) keinerlei
tagezeitabhingige Anderungen des choroidalen Blutflusses fanden, konnten Iwase et al. eine
bedeutsame Schwankung mittels ,,Laser Speckle Flowgraphie* (LSFG) verzeichnen. Die
sich widersprechenden Ergebnisse kénnten dadurch erkléart werden, dass unterschiedliche
technische Methoden zur Anwendung kamen. LSFG ist fiir das Verfolgen des Blutflusses
Uber einen bestimmten Zeitraum besser geeignet als LDF. Bis jetzt sind Gabriel et al. die
einzigen, die tageszeitabhdngige Veranderungen in den choroidalen Unterschichten
untersucht haben. Sie stellten morphologische Schwankungen der SL fest, jedoch nicht der
HL. Die Dicke der CC wurde von ihnen allerdings nicht untersucht. Fir ihre Auswertung
verwendeten sie statische OCT-Bilder.

Sarwar et al. entdeckten in einer OCTA-Studie an gesunden Probanden tageszeitabhéngige
Veranderungen der CCP. Die Veranderungen der CCP korrelierten mit den Veranderungen
der SFCT. Sie fanden eine bedeutende Abnahme der SFCT im Tagesverlauf und stellten
einen dhnlichen signifikanten Abfall in der CCP fest. Allerdings zogen die Autoren ihre
Schlussfolgerung nur aus zwei Messungen ber den Tag - eine morgens und eine abends.
Dadurch entgingen ihnen wesentliche Veranderungen zwischen den Messzeiten. Zudem
untersuchten sie nicht die SLP und HLP. Unsere Teilnehmer hingegen zeigten im Gegensatz
zu Sarwar et al. keine statistischen tageszeitabhangigen Schwankungen in der CCP Uber vier
Messungen, trotz einer ahnlichen Amplitude von 1,2 %.

Wahrend der MAP keinen Einfluss auf die SFCT hat, konnten wir eine signifikante

Korrelation zwischen MAP und HLP bei Gesunden nachweisen. Dies wirde die Annahme

16



stiitzen, dass die choroidalen GeféRe zumindest in der HL nicht komplett autoreguliert sind.
Ein moglicher Grund fur das Fehlen signifikanter Ergebnisse in der CCP und SLP konnten
die im Vergleich zur HL kleineren Blutgefalie sein. Verdnderungen des Widerstands in
diesen kleinen Gefalen konnte die Angleichung des Perfusionsdrucks beschrédnken und
somit eine Art autoregulierenden Prozess darstellen, der den Blutfluss konstant halt. In
diesem Zusammenhang erwéhnten Polska et al. eine myogene und neuronale Beteiligung

bei der Autoregulation des choroidalen Blutflusses.

In unserer Studie ,, Mapping diurnal variations in choroidal sublayer perfusion in patients
with idiopathic epiretinal membrane “ konnten ebenfalls tageszeitabhéngige Veréanderungen
der SFCT festgestellt werden. Der Einfluss der epiretinalen Gliose auf die choroidale Dicke
wurde von Michalewska et al. beschrieben. Diese konnten einen Abfall der SFCT drei
Monate nach Vitrektomie mit Entfernung der Membran feststellen. Sie stellten auch die
Hypothese auf, dass allgemeine vaskuldre Verédnderungen und eine vergroRerte SFCT zur
Bildung der Gliose beitragen kdnnten.

Unsere Studie unterstitzt die These, dass die Gliose einen Einfluss auf die Schwankungen
der SFCT hat, da die Ergebnisse von denen bei gesunden Probanden abwichen. Es scheint,
als haben die durch die Membran erzeugten Zugkrafte nicht nur Einfluss auf die Retina,
sondern auch auf die Choroidea. Die zuvor beschriebenen Schwankungen der CCP von
Sarwar et al. wurden in unserer Studie mit vier Messungen Uber den Tag nicht bestatigt.
Zusammenfassend kann aber von einem signifikanten Einfluss der Gliose auf den Blutfluss
der CC ausgegangen werden.

Yu et al. unterstiitzen diese Behauptung, indem sie von einer reduzierten CCP bei an Gliose
erkrankten Augen im Vergleich zu den nicht betroffenen Augen berichteten. Dies war jedoch
nach der operativen Entfernung der Membran nicht reversibel. Von einer &hnlich
verminderten CCP in Augen mit Gliose berichteten auch Chen et al., jedoch konnten auch
sie keine bedeutende Veranderung nach der Operation verzeichnen. Die Autoren vermuteten
unterschiedliche Gefalverzerrungen in der Retina und der Aderhaut durch die von der Gliose
hervorgerufenen Zugkrafte. Da sich die Gefalle im oberen und tiefen kapillaren Plexus
gemal der zentripetalen Kraft der Membran auszudehnen scheinen, kdnnte das die
Mikroperfusion in der CC beeinflussen. Dieses wére eine mogliche Erklarung fur die nicht
vorhandenen tageszeitlichen Schwankungen der CCP. Es bleibt allerdings unklar, in
welchem Ausmal? der von der Gliose ausgehende Zug die Mikroperfusion in der SL und der
HL beeinflusst, da sich die Grole der Gefalle von CC nach HL erweitert.
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Dies ist die erste Studie, die bedeutende tageszeitabhangige Veranderungen der HLP bei
Menschen mit epiretinaler Gliose aufzeigt. In der CCP und der SLP sind diese jedoch nicht
nachweisbar. Da choroidale GefaRe nur zum Teil eine gewisse Autoregulierungskapazitat
zu haben scheinen, muss der Einfluss vom MAP berticksichtigt werden. Obgleich Straubhaar
et al. keinen besonderen Einfluss des MAP auf den choroidalen Blutfluss mittels Doppler
feststellen konnten, zeigten einige Untersuchungen die Abhdngigkeit des choroidalen
Blutflusses vom MAP und vom IOP. In unserer Studie konnten jedoch auch keine
signifikanten tageszeitabhangigen Veranderungen des MAP und IOP beobachtet werden.
Lee et al. zeigten geschlechtsspezifische Veranderungen in der SFCT wahrend des Tages,
die moglicherweise auf die vorhandenen Androgen- und Ostrogenrezeptoren in der Aderhaut
zurlickzufuhren sind. In unseren Studien, sowohl bei gesunden als auch bei an Gliose
erkrankten Probanden, konnte kein geschlechtsspezifischer Unterschied festgestellt werden.
Da sich mit zunehmendem Alter der Hormonstatus &ndert und unsere Probanden hdheren
Alters waren, konnte das eine Erklarung fir unser Ergebnis sein. Auflerdem unterliegen
Kapillaren altersabh&ngigen morphologischen und funktionellen Veranderungen, die sich
unter anderem in verminderter Gefaldichte, kleinerem Durchmesser, GeféaRrigiditat und
eingeschrankter Autoregulation dufern. Dies kann zu geringeren tageszeitlichen
Schwankungen des choroidalen Blutflusses mit zunehmendem Alter fuhren.

Diesen Erkenntnissen folgend konnte bei unseren gesunden Probanden eine altersabhangige
Auswirkung auf die choroidale Durchblutung festgestellt werden, da die tageszeitlichen
Abweichungen bei Teilnehmern > 60 Jahre weniger ausgepragt waren und die SFCT
deutlich dinner war als bei den unter 60-Jahrigen. Hirata et al. berichteten ebenfalls von
einem Zusammenhang zwischen dem Alter und der Abnahme der SFCT. Sie postulierten
atrophische Verénderungen bei zunehmendem Lebensalter. Wéhrend beide Altersgruppen
deutliche tageszeitabhangige Schwankungen in der SFCT und dem MAP zeigten, hatten aber
nur die < 60 Jahre alten Probanden deutliche Schwankungen in der SLP und der HLP. Diese
Erkenntnis kann als negative Korrelation zwischen der Variabilitdt des choroidalen
Blutflusses und dem Alter interpretiert werden. Mehr noch zeigte sich, dass die HLP bei
jingeren Teilnehmern deutlich groRer war. Dieses steht in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Dallinger et al., die nachwiesen, dass der okuldre Widerstand mit dem Alter
zunimmt.

Eine andere Erklarung unserer altersabhéngigen Beobachtungen kénnte die Verdnderung der
aulleren Blut-Retina-Schranke sein, da Curcio et al. einen vermehrten Lipidgehalt in der

Bruch-Membran (BM) bei dlteren Menschen nachgewiesen haben. Die Verdickung der BM
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behindert moglicherweise die Bewegung des Wassers und der wasserldslichen Substanzen
zwischen der Choroidea und der Retina. Weiter wird angenommen, dass durch zunehmendes
Alter sowie Sauerstoffunterversorgung die trophischen Effekte des vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF), welches durch das retinale Pigment Epithel (RPE) freigesetzt
wird, gestort werden. Demzufolge zeigten histologische Studien eine Reduktion des CC-
Durchmessers und der choroidalen Dicke von der ersten bis zur zehnten Lebensdekade,
wéhrend die Dicke der BM mit dem Alter zunahm. Letztlich konnte aber auch der
systemische Wasserstatus Auswirkungen auf die choroidale Beschaffenheit haben, weil die
Gesamtmenge des Korperwassers mit dem Alter abnimmt. Mdglicherweise tréagt dieses zu
dem beobachteten Abfall der SFCT und der Aderhautdurchblutung im Alter bei.

In unserer Studie an Probanden mit ERM konnten jedoch keine auffalligen Unterschiede in
der choroidalen Beschaffenheit zwischen Probanden unter 75 Jahren und darlber hinaus
festgestellt werden, da sie beide signifikante tageszeitabhangige Schwankungen in der SFCT
und der HLP zeigten. Grundlage dieser These konnte sein, dass die Gliose maglicherweise
den naturlichen Alterungsprozess der Choroidea beeinflusst bzw. das Kollektiv mit Gliose

generell alter war.

Betrachtet man alle drei Studien, mussen einige Untersuchungsmethoden kritisch hinterfragt
werden. Die Untersuchung der Probanden erfolgte nur tber den Tag und potentielle
physiologische Veranderungen wahrend der Nacht wurden nicht erfasst. Zudem wurden nur
kleine Ausschnitte der Choroidea vermessen und Ruckschlisse auf die gesamte Flache
gezogen. Fur die Bildanalyse wurde das Otsu-Verfahren verwendet. Es zeigte sich jedoch,
dass je nach Verfahren und Algorithmus andere Ergebnisse moglich sind. Bei Probanden
mit epiretinaler Gliose kommt es zudem haufig zu Segmentierungsfehlern durch die OCTA,
da die Gliose falschlicherweise als ILM interpretiert wird. Die OCTA-Daten sollten daher
immer auf Plausibilitat Gberprift und gegebenenfalls manuell korrigiert werden, um Fehlern
vorzubeugen. Die FAZ-Vermessung, insbesondere des SCP, war auf Grund der schwer
erkennbaren Begrenzungen sehr subjektiv und konnte unter Bertcksichtigung axialer
Langsschnittdaten und Korrektur der Bilddaten optimiert werden. Zudem hat eine korrekte
anatomische Schichtsegmentierung einen signifikanten Einfluss auf die GroRe der FAZ.
Segmentierungsgrenzen beinhalten demzufolge ein grofles Fehlerpotential in der FAZ-
Messung. Obgleich dieses fir Langsschnittstudien einzelner Personen am selben Gerét
wenig problematisch erscheint, konnen diese Fehler einen studientibergreifenden Vergleich

behindern.
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Unser Patientenkollektiv war zudem eher klein und feinselektiert. Besonders die alters- und
geschlechtsspezifischen Ergebnisse missen Kritisch betrachtet werden, da ihre Fallzahlen
gering sind.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die nichtinvasive OCTA ist bereits jetzt ein etabliertes Mittel der Kklinischen
ophthalmologischen Diagnostik. Alle drei Arbeiten belegen die Wichtigkeit der OCTA als
nichtinvasives diagnostisches Werkzeug, um den choroidalen und retinalen Perfusionsstatus
darzustellen und zu quantifizieren.

Die korrekte anatomische Schichtsegmentierung hat einen signifikanten Einfluss auf die
GroRe der FAZ. Ein Nichteinhalten der Segmentierungsgrenzen kann Fehler der FAZ-
Messungen zur Folge haben und einen studienubergreifenden Vergleich behindern.

Zudem muss aufgrund von signifikanten tageszeitlichen Schwankungen im choroidalen
Blutfluss die Tageszeit bei den Untersuchungen vermerkt und beim Vergleich von Daten
bertcksichtigt werden.

Die epiretinale Gliose beeinflusst nicht nur die Funktion der Netzhaut sondern fiihrt auch zu
verénderten tageszeitlichen Schwankungen der Aderhautdurchblutung. In weiterfihrenden
Studien sollte diese Beobachtung berticksichtigt werden, um den Einfluss der ERM und
pathophysiologische Zusammenhange zu untermauern. Um das volle Potential der OCTA
ausschopfen zu konnen und mit Hilfe von Biomarkern wie der FAZ, der SFCT und des
Perfusionsstatus der Aderhaut Riickschllsse auf Pathologien ziehen zu kdnnen, muss der
Fokus auf internationaler Einheitlichkeit der Untersuchungsmethoden und Erhéhung der
Datenlage liegen. Dieses wird nur durch eine Standardisierung der Anforderungen an die

Hard- und Software gelingen, um zukinftig Daten global vergleichbar zu machen.
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ABSTRACT.

Purpose: To investigate diurnal changes of choroidal sublayer perfusion in
normal eyes and to identify influencing factors using optical coherence
tomography angiography (OCTA).

Methods: A prospective study was conducted on healthy volunteers, each of
whom underwent repeated ts of subfoveal choroidal thickness
(SFCT) via enhanced depth imaging (EDI) optical coherence tomography
(OCT) as well as perfusion of choroidal vascular sublayers using OCTA at 7
a.m., 12 p.m., 4 p.m. and 8 p.m. Possible interactions between diurnal variations
and other factors, such as mean arterial pressure (M AP), gender and age, were
evaluated.

Results: A total of 22 eyes from 22 participants were analysed. Mean age of
participants was 56 years. A significant pattern of diurnal variation was observed
for SFCT (p < 0.001) as well as perfusion of Sattler’s layer (SLP; p = 0.009)
and Haller’s layer (HLP; p = 0.003). SFCT demonstrated a linear decrease,
being thicker in the morning (348 um) and thinner in the evening (310 um). Both,
SLP and HLP showed a quadratic relation to time of day, increasing from
morning (64% and 76%) to afternoon (66% and 77%), before decreasing again
in the evening (64% and 76%). HLP changes were significantly associated with
fluctuations of MAP (B = 0.0007; CI 0.0001-0.0014; p = 0.047). No significant
differences with regard to gender were detectable. However, older participants
(>60 years) had fewer diurnal changes (p = 0.042).

Conclusion: Optical coherence tomography angiography-based analysis of
choroidal sublayer perfusion demonstrated significant diurnal variations. There-
fore, it is important to account for time of day, when comparing longitudinal
OCTA data.

Key words: choriocapillaris — choroidal perfusion — diurnal variation — Haller’s layer — optical
coherence tomography angiography — Sattler’s layer
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pathogenesis of various ocular diseases
(Kur et al. 2012). As a primarily vas-
cular and cavernous structure, certain
characteristics of the choroid, in

Introduction

The choroid plays a significant role in
the physiology of the eye and in the

particular its thickness, have been chal-
lenging to study histologically (Camp-
bell et al. 2014). The introduction of
spectral-domain (SD) optical coher-
ence tomography (OCT) and advances
in OCT technology such as enhanced
depth imaging (EDI) have allowed a
more detailed evaluation of the choroid
in vivo (Spaide et al. 2008). Imaging of
the choroid has added significantly to
our understanding of retinal patho-
physiology, suggesting that metrics like
subfoveal choroidal thickness (SFCT)
could be important biomarkers
(Laviers & Zambarakji 2014). The
choroid was found to be thickened in
diseases, such as central serous chori-
oretinopathy (CSC) or polypoidal
choroidal vasculopathy (PCV), and
thinned in both diabetic retinopathy
(DR) and age-related macular degen-
cration (AMD) (Imamura et al. 2009;
Chung et al. 2011; Esmaeelpour et al.
2012). Furthermore, SFCT has been
shown to be an indicator for treatment
outcome in the above-mentioned dis-
cases (Rayess et al. 2015, 2016; Shah
et al. 2016; Ranjbar et al. 2018).

To explore the significance of the
choroid and to utilize its characteristics
as a reliable biomarker, normative
values are needed. It has been sug-
gested that choroidal metrics vary with
age, refractive status, axial length (AL)
and gender (Barteselli etal. 2012).
Moreover, diurnal fluctuations have
been discussed. In this regard, most
studies reported the SFCT to be thicker
in the morning and thinner in the in the
evening, which supposedly correlated
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with choroidal blood volume changes
as a consequence of variation in blood
pressure (BP) throughout the day (Tan
et al. 2012; Usui et al. 2012; Lee et al.
2014). Gabriel et al. (2017) even anal-
ysed choroidal substructures and
demonstrated that Sattler’s layer (SL)
alone is subject to diurnal fluctuation
in thickness, but not Haller's layer
(HL).

The recent development of OCT
angiography (OCTA) ecnables the
assessment of the choroid from a rather
functional point of view. OCTA gen-
crates slab-segmented, high-quality,
angiographic images, based on motion
contrast of erythrocytes across a sta-
tionary background (Rommel et al.
2018). By now, various OCTA-based
studies exist, which evaluate the micro-
circulation of the choriocapillaris (CC)
in healthy and diseased subjects (Qu
et al. 2017; de Carlo et al. 2018; Lauer-
mann ct al. 2018a).

While SFCT and CC perfusion
(CCP) have become important foci in
research, little is currently known
about the characteristics of SL perfu-
sion (SLP) and HL perfusion (HLP).
Therefore, in this study we sought to
investigate diurnal variation of choroi-
dal sublayer perfusion by OCTA.

Methods

Study population

This prospective study was conducted
in accordance with the Declaration of
Helsinki. Approval by the institutional
review board (IRB) was given, and
written informed consent was obtained
from each subject before enrolment in
the study. All participants underwent
basic examination, which included BP,
refraction, best-corrected visual acuity
(BCVA) in Snellen, intraocular pres-
sure (IOP), AL, slit-lamp biomi-
croscopy and macular EDI-OCT as
well as OCTA. Only individuals with a
BCVA of at least 20/25 and age-
appropriate, normal ocular findings,
without prior ophthalmic surgery, any
history of ophthalmic or systemic dis-
case were recruited. Furthermore, the
maximum permissible spherical aber-
ration was +3 dioptres.

Imaging protocol

All images were captured without prior
pupil dilatation in ecach participant,
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using the HSI00 (Canon, Tokyo,
Japan) OCT/OCTA device at 7 a.m.,
12 p.m., 4 p.m. and 8 p.m. The HS100
uses a modified full-spectrum ampli-
tude decorrelation algorithm (FSADA)
to generate angiograms. At each time-
point, multiple EDI-OCT (10 x
10 mm?) and OCTA (3 x 3 mm?) vol-
umetric scans of the posterior pole
were obtained. Only OCTA scans with
a signal strength >7, centred on the
fovea, and the absence of motion as
well as projection artefacts were con-
sidered (Lauermann et al. 2018b;
Spaide et al. 2018).

Subfoveal choroidal thickness was
manually measured in EDI-OCT scans
at a single point below the fovea,
extending from the bottom of the
hyperreflective layer corresponding to
Bruch’s membrane, to the hyperreflec-
tive layer at the sclera—choroidal junc-
tion, by at least two experienced
examiners (FR, MRo and MPB), who
were blinded to clinical information
about the eyes. Care was taken and
special attention was paid, to ensure
that SFCT was measured at almost
exactly the same location between time-
points.

Optical  coherence  tomography
angiography data were manually seg-
mented according to previous proto-
cols, to get 20 yum slabs of each
choroidal sublayer (Esmaeelpour et al.
2014; Gabriel et al. 2017; Nicolo et al.
2017) (Fig. 1). Each angiogram was
then exported as an image into Imagel
(NIH, version 1.48b, Bethesda, USA)
and binarized using the command path
Image > Adjust > Threshold > Auto in
order to calculate the percentage of
black and white pixels. Binarization
was done by the Otsu method, which is

Choriocapillaris

Sattler’s Layer

an automatic threshold selection from
grey-level histograms. It has been sug-
gested that the percentage of white
(CC) or black pixels (SL and HL) is an
indirect measure of the choroidal vas-
cular flow area (Nicolo et al. 2017).
Therefore the white or black pixel
value of the respective layer was calcu-
lated and divided by the whole scan
area to determine CCP, SLP and HLP.

Statistical analysis

The data were analysed using IBM spss
(version 24.0, Chicago, IL, USA) and
Prism GraphPad (version 8.0, La Jolla,
CA, USA). Snellen BCVA was con-
verted to logarithm of the minimum
angle of resolution (logMAR). Mean
arterial pressure (MAP) was calculated
based on systolic and diastolic BP. The
data were tested for normality using
the Shapiro-Wilk test. Diurnal changes
in MAP, IOP, SFCT, CCP, SLP and
HLP were evaluated using repeated
measures multivariate analysis of vari-
ance (mMaNova). Subsequently, linear
mixed effects modelling fit by restricted
maximum likelihood was used to assess
the significance of MAP fluctuations, in
explaining diurnal variations in SFCT,
CCP, SLP and HLP. Finally, a two-
way mixed-model maNova was done to
evaluate age-dependent as well as gen-
der-dependent interactions. For both
MANOvAs a Bonferroni correction was
applied. A p value of <0.05 was con-
sidered statistically significant.

Results

A total of 22 healthy participants were
recruited. Demographic and clinical
data are reported in Table 1. Ten male

Haller’s Layer

Fig. 1. Optical coherence tomography angiography (OCTA) generated en face angiograms of the
choriocapillaris (CC), Sattler’s layer (SL) and Haller’s layer (HL) were acquired with the Canon

HS100 device.
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Table 1. Demographic and clinical data.

Parameters

Mean =+ Standard deviation (range)

Age (years)
Axial length (mm)
Best-corrected visual acuity (logMAR)

55.91 + 14.84 (28-76)
23.83 £ 1.38 (21.83-26.63)
0.04 % 0.05 (0.00-0.10)

and 12 female subjects were included.
Laterality was assigned by chance,
resulting in 10 of the studied eyes being
right and 12 being left.

Analysis showed statistically signifi-
cant diurnal changes [F(18, 164.53) =
597, p < 0.001, partial > = 0.377]. Uni-
variate tests with Greenhouse—Geisser
correction indicated significant diurnal
variations for MAP [F(2.28, 47.94) =
9.69, p< 0001, partial 5*>=0.316],
SFCT [F(1.80, 37.86) = 1835, p<
0.001, partial i* = 0.466], SLP [F(2.27,
47.69) = 4.89, p = 0.009, partial 5> =
0.189] and HLP [F(2.32, 48.70) = 6.12,
p = 0.003, partial > = 0.226]. MAP was
the highest in the afternoon (99.91 +
744 mmHg) and the lowest in the
evening (93.27 £+ 7.94 mmHg). SFCT
was found to be the thickest in the

morning  (348.18 & 78.71 ym) and
declined  gradually until  evening
(310.05 + 74.33 ym). SLP as well as
HLP were the lowest in the morning
(64.23 + 5.43%; 75.55 + 6.97%) and
the highest in the afternoon (66.08 +
5.64%; 77.35 + 6.06%). CCP [F(2.05,
43.02) = 143, p = 0.249, partial 5° =
0.064] and IOP [F(2.64, 55.49) = 0.851,
p = 0.460, partial 1> = 0.039] did not
show significant diurnal fluctuations
(Fig. 2).

Results of the mixed effect model
with random effects (MAP and partic-
ipants) in combination with interacting
fixed effects (MAP), are reported in
Table 2. This model demonstrated that
changes in MAP were positively asso-
ciated with changes in HLP
(p = 0.047). However, SFCT, CCP as
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Fig. 2. Diurnal changes in mean arterial pressure (MAP), intraocular pressure (IOP), subfoveal
choroidal thickness (SFCT), choriocapillaris perfusion (CCP), Sattler’s layer perfusion (SLP) and
Haller’s layer perfusion (HLP). Data (n = 22) are illustrated as the mean =+ standard deviation at
four time-points during one day. Variables showing statistically significant diurnal changes are

indicated with *.

well as SLP were not significantly
associated with MAP in terms of diur-
nal variation.

Further analysis did not reveal any
significant interaction between gender
and time of day [F(18, 156.05) = 0.63,
p = 0.869, partial 5° = 0.064], as both
men and women, showed significant
diurnal changes [F(18, 156.05) = 5.88,
p < 0.001, partial #° = 0.386]. Univari-
ate analyses with Greenhouse-Geisser
correction  demonstrated  significant
diurnal fluctuations in both genders
for MAP [F(2.22, 44.43)=9095,
p <0.001, partial »*=0.332), SFCT
[F(1.68, 33.68) = 18.31, p < 0.001, par-
tial n* = 0.478), SLP [F(2.23, 44.55) =
4.65, p = 0.012, partial 5> = 0.189] and
HLP [F(2.31, 46.24) = 5.66, p = 0.004,
partial > = 0.221], but not for CCP [F
(2.01, 40.27) = 1.39, p = 0.260, partial
7* = 0.065] and IOP [F(2.63, 52.74) =
0.87, p=0451, partial 5> =0.042]
(Fig. 3). Mean SFCT in female and
male participants were comparable
(3294 £ 1748 ym  versus  325.1 +
1547 ym, p = 0.894) and the ampli-
tudes of diurnal changes did not differ
significantly either (40 versus 37 um,
p = 0.252). There was no significant
difference in mean MAP between
females  and males  (95.81 +
2.76 mmHg versus 97.50 + 428 mmHg,
p = 0.510), with both groups showing
similar mean  diurnal  amplitudes
(6.2 mmHg versus 7.6 mmHg, p=
0.463). In addition, mean SLP did not
demonstrate any significant gender-
specific  differences  (64.67 + 0.09%
versus 6495 + 0.07%, p =0908), as
diurnal amplitudes were comparable
between groups (2.2% versus 1.5%,
p = 0.495). Correspondingly, HLP was
similar in female and male participants
(75.50 £ 0.9% versus 7728 + 0.6%,
p =0.534), with diurnal amplitudes
not being significantly different (2.2%
versus 1.4%, p = 0.658).

Interestingly, a significant interac-
tion between age (<60 years versus
>60 years) and time of day was detect-
able [F(18, 156.05) = 3.52, p = 0.042,
partial 77 = 0.206]. The older group
had a smaller effect size [F(18,
71.19) = 2.89, p = 0.001, partial
n*> = 0.404] than the younger one [F
(18, 71.19) = 4.03, p < 0.001, partial
7°=0.485), indicating less diurnal vari-
ations. Univariate tests with Green-
house—Geisser correction revealed that
while the younger group showed sig-
nificant diurnal changes for MAP [F
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Table 2. Estimated coefficients of the mixed effect model with regard to interaction of mean
arterial pressure and various choroidal parameters.

Parameters Estimate Confidence interval (95%) p value
Subfoveal choroidal thickness —0.4245 —1.6295 to 0.7805 0419
Choriocapillaris perfusion 0.0001 —0.0006 to 0.0007 0.800
Sattler’s layer perfusion 0.0005 —0.0005 to 0.0014 0.290
Haller’s layer perfusion 0.0007 0.0001 to 0.0014 0.047

(2.22, 22.20) = 3.97, p = 0.030, partial
7°=0.284], SFCT [F(1.39, 13.88) =
8.85, p = 0.006, partial 5°=0.469], SLP
[F(1.87, 18.68) = 4.62, p = 0.025, par-
tial #*=0316] and HLP [F(1.57,
15.72) = 4.59, p = 0.034, partial
n* = 0.314], the older group only dis-
played significant diurnal fluctuations
for MAP [F(2.29, 22.91) = 9.84, p =
0.001, partial * = 0.496] and SFCT [F
(1.64, 16.39) = 9.44, p = 0.003, partial
7 = 0.486] (Fig. 4). Mean SFCT was
significantly higher in younger partici-
pants (380.0 + 16.89 um versus
275.0 £ 1545 ym; p < 0.001), how-
ever the amplitudes of diurnal changes
were similar (40 versus 36 ym, p =
0.754). Mean MAP was comparable in
both groups (95.36 + 2.84 mmHg ver-
sus 97.80 + 4.67 mmHg, p = 0.338).
Still, the older participants demon-
strated a significantly bigger mean
diurnal amplitude (7 versus 11 mmHg,
p = 0.026). The younger group had a
significantly ~ higher mean  HLP
(79.75 + 1.1% versus 72.86 + 0.6%,
p = 0.009), but SLP (66.55 + 1.1%
versus 63.05 £+ 0.5%, p = 0.140) and
CCP (49.11 £ 0.9% versus 47.45 +
0.4%, p = 0.112) were not significantly
different. In participants <60 years of
age SLP and HLP showed statistically
significant diurnal variations, with
mean diurnal amplitudes of 2.5% and
2.2%, respectively.

Discussion

This study confirms and expands pre-
vious research investigating the diurnal
rhythms of choroidal metrics, as we
have shown significant diurnal varia-
tions in SFCT, SLP and HLP. SLP and
HLP were lower in the morning,
increased during the day with peak
values around the afternoon and then
decreased in the evening. SFCT
demonstrated a continuous decline,
being the thickest in the morning and
the thinnest in the evening.

Other investigators have previously
described diurnal SFCT  variation

(Chakraborty et al. 2011; Tan et al.
2012; Usui et al. 2012; Lee et al. 2014).
Tan et al. (2012) reported a progressive
decrease in SFCT from morning to
evening, through different points of
time with a mean diurnal amplitude
of around 30 ym. In our investigation,
mean diurnal SFCT amplitude was
around 40 um. Since mean AL in their
participants (23.9 + 1.33 mm) is com-
parable to ours, differences in SFCT
amplitude could be due to the differ-
ence in age between the groups, as their
subjects were considerably younger
(30.0 £ 4.6 years) than ours. Usui
et al. (2012) reported SFCT being the
thickest in the early morning and
continuously decreasing by early eve-
ning with a mean diurnal amplitude of
around 20 pm. Therefore, results of
both studies are consistent with our
findings regarding diurnal changes in
SFCT. Moreover, similar to us, Usui
et al. did not find any significant asso-
ciation between diurnal fluctuations of
MAP and SFCT, which was also
reported in several other studies (Li
et al. 2011; Lee et al. 2014; Kinoshita
et al. 2017).

To date, Gabriel et al. (2017) are
the only ones who, in addition to
total choroidal thickness, made the
cffort to evaluate diurnal changes in
choroidal ~ sublayer thickness and
reported a significant fluctuation for
SL, but not for HL, while diurnal
variation of CC thickness was not
examined. They used an automated
blood vessel segmentation algorithm
for segmentation and 3-dimensional
visualization of choroidal vessels in
OCT images. Since manual segmenta-
tion of the choroid is quite laborious
and error-prone, we decided against
it.

A lot of the above-mentioned studies
tried to draw conclusions on the state
of choroidal perfusion, based on mor-
phological changes as they suggested
that the diurnal variation in choroidal
thickness could be related to diurnal
circulatory fluctuations. However, this

does not take specific anatomical char-
acteristics of the choroid into account,
as it consists of luminal and stromal
tissue. Kinoshita et al. (2017)high-
lighted that these diurnal changes in
SFCT were attributed to significant
variation of luminal tissue metrics
during the day, while stromal
tissue metrics did not change signifi-
cantly. Furthermore, the same study
reported a significant positive correla-
tion between MAP and luminal tissue
area.

At present, there are only few reports
thatdirectly evaluated diurnal choroidal
blood flow variation. While Polska
et al. (2004) did not find any significant
diurnal changes in choroidal blood flow
using laser Doppler flowmetry (LDF),
Iwase et al. (2015) found significant
fluctuation via laser speckle flowgraphy
(LSFG). The contradictory results
could be explained by the different
technical methods, as LSFG is superior
to LDF in following the blood flow at
the same location over time (Sugiyama
et al. 2010). However, the reported
LSFG-measured diurnal pattern of
choroidal blood flow differs slightly
from our results, as it increased later in
the day compared to OCTA-measured
choroidal sublayer perfusion. This
could be attributed to the significant
age gap between both groups, with our
participants being almost twice as old as
theirs.

Interestingly, a recent study evalu-
ated diurnal changes in CCP by OCTA
and reported a significant correlation
with changes in SFCT (Sarwar et al.
2018). The authors found a significant
thinning of SFCT from morning to
evening, and a similar significant
decrease in CCP, concluding that
SFCT is a strong determinant of
choroidal blood flow. The mean diur-
nal amplitude of CCP was around
1.2%. However, the authors drew their
conclusion based on the evaluation of
only two measurements (morning ver-
sus evening) throughout the day. By
doing so, they missed out on the blood
flow’s tend to increase between these
time-points. Moreover, they did not
evaluate SLP and HLP, while this
study is the first to report on diurnal
variations in all choroidal vascular
sublayers simultaneously, using
OCTA. Nevertheless, in contrast to
Sarwar et al., our participants did not
show any significant diurnal fluctua-
tion in CCP over four time-points,
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Fig. 3. Gender-dependent diurnal changes in mean arterial pressure (MAP), intraocular pressure (10P), subfoveal choroidal thickness (SFCT),
choriocapillaris perfusion (CCP), Sattler’s layer perfusion (SLP) and Haller’s layer perfusion (HLP) in male (n = 10) and female (n = 12)
participants. Data are illustrated as the mean + standard deviation at four time-points during one day. No gender-specific statistically significant

differences in diurnal changes were detectable.

despite having almost an identical
mean diurnal amplitude of 1.2%.

While MAP was not associated with
SFCT, we found a significant associa-
tion between MAP and HLP. This
would support the assumption that
choroidal vessels, at least in HL, are
poorly autoregulated (Usui et al. 2012).
However, our data do not back a
generalization for the whole choroid
(Nickla & Wallman 2010; Zouache
et al. 2016). The different diurnal pat-
terns of CCP and SLP compared to
MAP, could be due to the size of the
vessels in both layers, as they are much
smaller than in HL (Esmaeclpour et al.
2014). Therefore, changes in resistance
of these smaller vessels could restrict
the reconciliation of perfusion pressure
and represent some type of autoregula-
tory process to keep blood flow con-
stant (Riva etal. 1997a). In this
context, myogenic and/or a neuronal
contribution to choroidal blood flow
autoregulation have been proposed
(Polska et al. 2007).

Changes in IOP could also influence
choroidal metrics, but the data are still
very ambiguous (Chakraborty et al.
2011; Usui etal 2012; Lee et al
2014). While these studies, in contrast
to our data, revealed significant fluctu-
ation in IOP over 24 hr, the variation
during daytime might be much smaller
compared to differences between day
and night.

Previous studies also reported gen-
der-dependent differences in SFCT and
associated these differences with hor-
monal status, since androgen as well as
estrogen receptors have been found in
the choroid (Grieshaber et al. 2007; Li
et al. 2011; Lee et al. 2014). In our
study, we did not determine any sig-
nificant differences between male and
female participants with regard to
absolute values, as well as mean diur-
nal amplitudes. Once again, this could
be explained by the fact that our
participants were much older, since
the hormonal state, especially with
regard to sex hormones, changes

significantly during ageing (Kwon
et al. 2017; Gurvich et al. 2018).
Interestingly, our data suggest an
effect of age on choroidal perfusion,
since diurnal variations were less pro-
nounced in participants =60 years.
Hirata et al. (2011) reported a decrease
in SFCT with age and associated this
finding with atrophic changes. Match-
ing these results, we found SFCT to be
significantly thinner in older partici-
pants. While both age groups demon-
strated significant diurnal variations in
SFCT and MAP, only subjects
<60 years had significant fluctuations
in SLP and HLP. This finding could be
interpreted as a negative correlation
between variability in choroidal blood
flow and age. Capillaries are subject to
age-dependent  morphological — and
functional changes such as vascular
stiffening, thickening of vessel walls,
fibrosis as well as restricted autoregu-
lation (Strait & Lakatta 2012). Espe-
cially the latter one might cause fewer
diurnal fluctuation of choroidal blood
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Fig. 4. Diurnal changes in mean arterial pressure (MAP), intraocular pressure (IOP), subfoveal choroidal thickness (SFCT), choriocapillaris
perfusion (CCP), Sattler’s layer perfusion (SLP) and Haller's layer perfusion (HLP) in participants <60 years (n = 11)and =60 years (n = 11). Data
are illustrated as the mean £ standard deviation at four time-points during one day. Variables showing age-specific statistically significant differences

in diurnal changes are indicated with *.

flow. Moreover, HLP proved to be
significantly higher in younger partici-
pants, which is consistent with the
findings of others, who argued in
favour of an increase in ocular vascular
resistance with age (Dallinger et al.
1998). Another line of argumentation
in explaining our age-dependent find-
ings could involve changes in the outer
blood-retinal barrier. An increased
lipid content has been documented in
Bruch’s membrane (BM), especially in
the macula, with ageing (Curcio et al.
2011; Han et al. 2007). This thickening
of BM has been postulated to specifi-
cally impede the movement of water
and water-soluble agents between the
choroidal and retinal compartments
(Moore et al. 1995). Moreover, it has
been suggested that in hypoxic states
and with ageing, the trophic effects of
vascular endothelial growth factor
(VEGF) A, which is secreted by the
retinal pigment epithelium (RPE), on
the choroid and CC in particular are
disturbed by a thickened BM (Rudolf

et al. 2019). Accordingly, histological
studies demonstrated a decrease in CC
diameter and choroidal thickness from
the first to the tenth decade of life while
the thickness of BM increases with age
(Ramrattan et al. 1994). Finally, the
systemic water status might impact
choroidal metrics as the total amount
of water in the body decreases with age,
possibly contributing to the observed
decreases in SFCT and sublayer perfu-
sion with ageing (Mansouri et al. 2013;
Hooper et al. 2014).

This study does have some limita-
tions. First, we did not examine partic-
ipants during night-time, while the
choroidal perfusion state during mid-
night might provide some new infor-
mation. Second, the scanned area of
3 x 3 mm® was not enough to suggest
global diurnal variation of the choroid.
A wider range of the examination area
may be more conclusive. Third, only
healthy individuals were imaged and
systemic factors such as state of hydra-
tion, as mentioned above, were not

recorded. Fourth, by using a single
OCTA device our methodical approach
is restricted, as perfusion values differ
from device to device, depending on
hardware, segmentation, as well as
software algorithm and it remains to
be tested whether our finding of diurnal
changes in choroidal sublayer perfu-
sion can be validated using various
commercially available OCTA devices.
Fifth, it should be noted that we only
used the Otsu image processing algo-
rithm and another algorithm might
have led to a divergent outcome, as it
has been shown that algorithms do
have different discriminatory abilities
(Rabiolo et al. 2018). Sixth and final,
our study population was quite small
and data analysis was mainly explora-
tory. Especially the results of the sub-
group analyses on gender-specific and
age-dependent differences should be
considered with caution because they
are based on an even smaller sample
size. Nevertheless, strong significant
diurnal variations were found. Further
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studies with confirmatory analysis on a
large number of subjects will be neces-
sary to corroborate our findings.

In conclusion, OCTA is becoming a
prominent non-invasive tool for imag-
ing and quantifying the choroidal per-
fusion state. However, it is important to
account for time of day, since there are
significant diurnal changes in blood flow
in some vascular sublayers of the chor-
oid, which could be partially associated
with diurnal fluctuations in MAP.
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Abstract

Purpose: To evaluate the impact of correct anatomical slab segmentation on foveal avascular zone (FAZ) dimensions in the superficial capillary
plexus (SCP) and deep capillary plexus (DCP) using optical coherence tomography angiography (OCTA).

Methods: Participants with healthy retinas were recruited, and 5 x 5 mm OCTA images were acquired using the Canon HS-100 Angio eXpert
module. FAZ size was measured in automatically (AS, manufacturer-based) and manually (MS, anatomical-based) segmented OCTA slabs by
two experienced graders. FAZ dimensions, inter-rater agreement, and correlation to demographic and retinal parameters were evaluated.
Results: A total of 38 eyes from 20 healthy adult subjects were included in this cross-sectional study. While in AS slabs, the FAZ in the SCP was
smaller than in the DCP, in MS images, it was the opposite. MS had a relevant impact on inter-rater agr of FAZ in the SCP.
The FAZ area in both plexus correlated inversely with the central retinal thickness (CRT), irrespective of the segmentation applied. Furthermore,
an enlargement of FAZ size in the DCP with increasing age was found. Finally, the FAZ in female participants was significantly larger than in
their male counterparts, regardless of the evaluated plexus and chosen segmentation.

Conclusions: Correct anatomical slab segmentation has a significant impact on FAZ size measurements. Not adjusting the segmentation
boundaries represents a significant source of error for measuring FAZ area and confounds comparisons across studies as well as OCTA devices.
Copyright © 2018, Iranian Society of Ophthalmology. Production and hosting by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-
NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Keywonrds: Foveal avascular zone; Optical coherence tomography; Optical coherence tomography angiography; Slab segmentation

Introduction even have prognostic significance as enlargement of the FAZ,

which can be seen in ischemic diseases such as diabetic reti-

The foveal avascular zone (FAZ), the capillary-free area  nopathy or retinal vein occlusion, and has been shown to be

within the macula, plays an important role for central vision.' associated with poor visual outcome.” ~ Therefore, the

Changes in the FAZ size can indicate alterations of the adequate and precise measurement of FAZ dimensions is of
microcirculation state of the fovea.” This biomarker might clinical interest.

During the last 50 years, fundus fluorescein angiography

(FA) has been the most popular method to evaluate the retinal

— 5 . 2 ¢
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examinations to monitor and compare FAZ over time are
difficult to obtain.

The introduction of optical coherence tomography (OCT)
after the turn of the millennium has revolutionized retinal im-
aging.” OCT has become an established non-invasive technique
for providing rapidly performed, high-resolution, cross-
sectional images of the posterior pole. As OCT devices became
faster over time, it is now possible to create flow maps of the
retinal microvasculature non-invasively by discrimination of
static and non-static (erythrocyte motion) signals. This tech-
nological extension is known as OCT angiography (OCTA)."

By now, several devices are commercially available and
have been evaluated for image quality, speed, and reproduc-
ibility, which are all important characteristics. Moreover, these
devices have been assessed with regard to correct segmenta-
tion of the different capillary plexus within the retina.” Herein,
we investigated the impact of correct anatomical slab seg-
mentation on FAZ dimensions in the superficial capillary
plexus (SCP) as well as deep capillary plexus (DCP) in eyes of
healthy adults.

Methods

A cross-sectional study was conducted during the period
from March 2017 until May 2017 to measure the FAZ area in
healthy adults. The setup of our study was in accordance with the
Declaration of Helsinki. Approval by the Institutional Review
Board (IRB) at the University of Liibeck (vote reference number
17-008) was given. Informed consent was obtained individually
by each participant. Ethnically, all participants were Caucasian
and underwent a thorough ophthalmologic examination
including best corrected visual acuity (BCVA) in Snellen, slit-
lamp biomicroscopy, and OCTA.

Only healthy participants with a BCVA of at least 20/25
and age-appropriate, normal ocular findings without prior
ophthalmic surgery were included in our study. Furthermore,
the maximal permissible spherical and cylindrical aberration
was £2 and +1 diopters (D), respectively.

OCTA was performed using the Canon HS-100 (Angio
eXpert, OCTA Version 2.0, Tokyo, Japan) without prior pupil
dilatation, and 5 x 5 mm macular scans of both eyes were
acquired. The device functions at a rate of 70.000 A-scans per
second and offers an axial optical resolution of 3 pm. The
scanning laser ophthalmoscopy (SLO)-assisted tracking allows
better image quality with reduced motion artifacts.

After acquisition, all images were automatically segmented
(AS) according to the manufacturer's default settings as well as
manually segmented (MS) according to the anatomical-based
recommendations published by Spaide and Curcio in all B-
scans (Table 1 and Fig. 1).”

The FAZ area was manually measured in mm® by two
experienced graders (F.R. and M.K.) in every OCTA image
(MS and AS) using the built-in measurement tool of the de-
vice. The outline of the innermost macular arcades was
manually marked, and the integrated software automatically
calculated the enclosed area. The graders were allowed to

Table 1
Automated and manual segmentation strategies including segmentation values.

Reference Vascular ~ Slab Anatomic Offset
plexus boundary basis (um)
Automatically Angio eXpert Superficial Top ILM
segmented (AS) V2.0 Bottom  GCL +50
Deep Bottom  IPL
Botiom  OPL
Manually Spaide and  Superficial Top ILM
segmented (MS) Curcio Middle IPL
Deep Bottom  IPL =10
Top OPL +10

GCL: Ganglion cell layer; ILM: Internal limiting membrane; IPL: Inner
plexiform layer; OPL: Outer plexiform layer.

“ Offset is the number of pm below (+) or above (—) stated anatomic
structure.

adjust the brightness and contrast of the images to optimize the
measurements.

Data were analyzed using IBM SPSS (Version 24.0, Chi-
cago, IL, USA). The Shapiro-Wilk test was used to check for
normality of all obtained data. Inter-rater agreement between
OCTA graders was evaluated using concordance correlation
coefficient (CCC). Finally, we correlated the various FAZ
measurements among each other as well as the foveal thick-
ness by Spearman's correlation analysis. Age- and gender-
specific differences were analyzed by linear regression and
Mann-Whitney U test. Results with P < 0.05 were considered
statistically significant.

Results

A total of 38 eyes from 20 healthy adult subjects were
included in this cross-sectional study. These eyes had no
relevant artefacts for measurement of FAZ. However, two eyes
had to be excluded due to motion artefacts which did not allow
adequate measurement of the FAZ. Demographics as well as
central retinal thickness (CRT) measurements are reported in
Table 2.

FAZ measurements for the respective plexus and segmen-
tation are listed in Table 3. Based on the Shapiro-Wilk test, our
data did not show a normal distribution. Therefore, non-
parametric analyses were performed.

In AS measurements, the FAZ in the deep plexus was
significantly larger than in the superficial one (P = 0.027),
whereas in MS measurements, it was the reverse (P < 0.001).
While the FAZ in the superficial plexus was quantified
significantly larger in MS measurements than in the AS ones
(P < 0.001), the FAZ in the deep plexus was measured
significantly smaller (P = 0.010).

Evaluating FAZ measurements of both graders with regard
to inter-rater reliability by CCC analysis showed that the
agreement was the highest for the AS measurements of the
FAZ in the superficial plexus and the lowest for the MS
measurements of the FAZ in the superficial plexus (Table 4).

Correlating the FAZ measurements among each other, we
noted a very strong positive correlation between FAZ AS-
Superficial and AS-Deep (r = 0.88; P < 0.01) as well as a
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Automatically Segmented

Deep Capillaray Plexus

Manually Segmented

300 pm

§ Deep Capillaray Plexus

Fig. 1. Optical coherence tomography angiography (OCTA) images of the respective plexus based on the particular slab segmentation.

Table 2

Demographics and optical coherence tomography (OCT) measurements.
Mean + SD  Median (Min: Max)
30.66 £7.92  28.5(23:55)

12 (60%)/8 (40%)

277 (246: 347)

Parameter

Age (years)
Sex (F/M)
Central Retinal Thickness (CRT) (um) 278 + 26

F: Female: M: Male: SD: Standard deviation.

strong positive correlation between FAZ MS-Superficial and
MS-Deep (r = 0.61; P < 0.01) in the same eye (Table 5).

Comparing values based on the slab segmentation, a strong
positive correlation between FAZ AS-Superficial and MS-
Superficial (r = 0.63; P < 0.01) as well as a very strong
positive correlation between FAZ AS-Deep and MS-Deep
(r = 0.8; P < 0.01) was found.

With regard to foveal thickness, all FAZ measurements
showed a significant negative correlation (Table 6).

Age-dependent linear regression analysis revealed that the
older the individual, the bigger the FAZ area (Table 7).
However, only measurements of the deep retinal plexus
showed a statistically significant correlation.

Table 3

Gender-specific analysis showed that female individuals
had a significantly greater FAZ than male individuals for both
retinal plexus independent of the applied segmentation pro-
tocol (Table 8).

Discussion

Various studies have characterized the FAZ size and shape
in healthy people using OCTA.'""'* All of these studies used
the manufacturer's default settings for slab segmentation into
SCP and DCP. However, Spaide and Curcio recently pointed
out that the default settings of the commonly used OCTA
manufacturers incorrectly segment the central macula of
normal eyes.” As a consequence, images of the SCP and DCP
within the central macula are not accurately characterized.
Furthermore, Ghasemi Falavarjani et al. also highlighted the
relevance of slab segmentation on OCTA measurements.'”
Therefore, we aimed at evaluating the impact of correct
anatomical segmentation on findings of previous OCTA
studies with regard to FAZ dimensions.

Interestingly, previous studies reported the FAZ in the SCP
to be smaller than in the DCP. Yet, histological sections of

Optical coherence tomography angiography (OCTA) foveal avascular zone (FAZ) dimensions.

FAZ superficial plexus (mm?) AS
Mean + SD 0.294 + 0.099
Median (Min; Max) 0.275 (0.13; 0.53)

FAZ deep plexus (mm?) AS
Mean + SD 0.317 £ 0.119
Median (Min: Max) 0.313 (0.10: 0.53)

Wilcoxon signed rank test P =0.027

MS Wilcoxon signed rank test
0.668 + 0.239 P < 0.001

0.650 (0.25: 1.19)

MS Wilcoxon signed rank test
0.285 + 0.108 P =0.010

0.273 (0.08: 0.49)

P < 0.001

FAZ: Foveal avascular zone; AS: Automatically segmented: MS: Manually segmented.
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Table 4
Inter-rater agreement as concordance correlation coefficient (CCC), Grader 1 vs. Grader 2.
FAZ Grader 1 Grader 2 cce 95% CI
AS Superficial plexus (mm?) 0314 £ 0.110 0.274 £ 0.095 0.811 0.686 to 0.889
0.310 (0.08; 0.61) 0.255 (0.12: 0.49)
Deep plexus (mm?) 0.354 £0.141 0.281 £ 0.113 0.630 0.439 to 0.767

0.340 (0.06; 0.68)
0.639 + 0.276
0.615 (0.15; 1.35)
0.264 £ 0.110
0.245 (0.06: 0.46)

MS Superficial plexus (mm?)

Deep plexus (mm?)

0.295 (0.08; 0.50)

0.697 £ 0277 0.483 0.204 10 0.689
0.660 (0.20; 1.37)
0.306 £ 0.117 0.732 0.557 1o 0.844

0.300 (0.07: 0.55)

FAZ: Foveal avascular zone: AS: Automatically segmented: MS: Manually segmented: CCC: Concordance correlation coefficient; CI: Confidence interval.

Table 5
Spearman correlation analysis of foveal avascular zone (FAZ) measurements
in the same eye.

FAZ area FAZ area Correlation
measurements measurements coefficient (P-value)
AS-Superficial AS-Deep 0.88 (P < 00D
MS-Superficial MS-Deep 0.61 (P < 0.01)
AS-Superficial MS-Superficial 0.63 (P < 0.01)
AS-Deep MS-Deep 0.80 (P < 0.01)

FAZ: Foveal avascular zone: AS: Automatically segmented: MS: Manually
segmented.

Table 6
Spearman correlation analysis of foveal thickness and foveal avascular zone
(FAZ) measurements in the same eye.

Foveal thickness correlated to

FAZ AS-Superficial
FAZ MS-Superficial
FAZ AS-Deep
FAZ MS-Deep

Correlation coefficient (P-value)

—0.822 (P < 0.01)
—0.585 (P < 0.01)
=0.718 (P < 0.01)
=0.791 (P < 0.01)

FAZ: Foveal avascular zone: AS: Automatically segmented: MS: Manually
segmented.

Table 7
Age-dependent linear regression analysis.

FAZ area measurements Regression coefficient (P-

value)

AS-Superficial 0.297 (0.49)
MS-Superficial 0.207 (0.60)
AS-Deep 0.735 (0.03)
MS-Deep 0.693 (0.04)

FAZ: Foveal avascular zone: AS: Automatically segmented: MS: Manually
segmented.

human and macaque eyes clearly indicate that the terminations
of the DCP reach further into the center than those of the
SCP.”'" Therefore, the FAZ in the SCP should be larger than
in the DCP as seen in our study after manual segmentation.
Our data suggests that the mean FAZ area ranges from
0.639 + 0.276 mm? (Grader 1) to 0.697 + 0.277 mm? (Grader
2) in the SCP and from 0.264 + 0.110 mm? (Grader 1) to
0.306 + 0.117 mm? (Grader 2) in the DCP. The CCC revealed
that adjusting the slab segmentation according to correct
anatomical boundaries resulted in more disagreement
(0.811—0.483) between the two graders with regard to the

FAZ in the SCF. Based on the morphology and shape of inner
retinal layers the borders of the FAZ in the SCP are not well
defined. As the thickness of retinal layers containing the DCP
is not as much affected by the existence of the foveal pit, the
FAZ in the DCP can be measured more easily. Since the
automated slab segmentation according to manufacturer's
default settings considers varying amounts of the DCP to be
within the SCP, the inter-rater agreement was much higher. In
the future, a grader-independent, automatic deep learning
based approach for quantification of the FAZ in anatomically
segmented slabs might improve reliability.

As it has been reported previously by Linderman et al., we
found larger FAZ dimensions in females, although this is in
contrast to data from Shahlaee et al.'"'"®

Similarly, our observation of an enlargement of the FAZ in
the DCP with increasing age is in agreement with that of lafe
et al., but conflicts with the study of Tan et al 1218 Age-related
increase of the FAZ could be due to atrophic and occlusive
changes in the macular capillaries. These differences could be
due to different sex, age, and ethnical distribution.

Other studies have investigated the relationship of FAZ
dimensions and foveal morphology. Tick et al. found a sig-
nificant inverse correlation between FAZ dimensions and CRT
using FA as well as OCT." A similar correlation was found by
Shahlaee et al. by OCTA.'" The explanation is given through
foveal development and the findings of Springer and Hen-
drickson, who suggested that the organization of foveal layers
is influenced by FAZ size and intraocular pressure.'”"

Still, it remains debatable whether the current OCTA
nomenclature and grouping into two plexus should be
reformed, as some recent studies revealed the presence of 2—4
distinct vascular plexuses in the retina, depending on location
relative to the optic disc and fovea.”'*® Yet, others would
recommend reporting a single FAZ using a full-thickness
retinal slab, which will also be consistent with the original
description of the FAZ on fluorescein angiogram, instead of
separating individual capillary plexuses. However, until these
considerations are incorporated into guidelines and taken into
account by manufacturers, correct anatomical segmentation
should be performed.

There are several important limitations to this study. The
small number of patients and the narrow range of age are
important limiting factors. Furthermore, manual measurement
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Table 8

Gender-specific analysis.

FAZ (mmz) Female (23 eyes) Male (15 eyes) Mann-Whitney
Mean + SD Median (Min; Max) Mean + SD Median (Min; Max) U Test

AS-Superficial 0.34 £ 0.09 0.33 (0.16: 0.53) 0.23 + 0.06 0.23 (0.13: 0.33) P <001

MS-Superficial 0.75 £ 0.21 0.76 (0.38: 1.19) 0.54 £ 022 0.53 (0.25: 1.14) P <001

AS-Deep 037 £0.10 0.37 (0.20; 0.53) 024 £ 0.11 0.22 (0.10; 0.47) P <001

MS-Deep 033 £0.11 0.32 (0.08; 0.49) 0.22 + 0.06 0.20 (0.14; 0.38) P <001

FAZ: Foveal avascular zone: As: Automatically segmented: MS: Manually segmented.

of the FAZ area might be subject to inter-grader variability,
especially in the SCP because of poorly defined borders.
Although not within the scope of the present study, accuracy
of the FAZ measurements could have been optimized by
taking axial length values into account and correcting image
sizes.”

In conclusion, we demonstrate that correct anatomical slab
segmentation has a significant impact on FAZ size measure-
ments. Not adjusting the segmentation boundaries represents a
significant source of error for measuring FAZ area. While this
may not be critical for longitudinal studies comparing multiple
scans from one person, these errors limit the ability to
compare or combine FAZ area measurements across studies
and OCTA devices used.
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Abstract

membrane

Background: Optical coherence tomography angiography (OCTA) is a non-invasive tool for imaging and quantifying
the choroidal vasculature and perfusion state. In this index study, OCTA was used to investigate diurnal changes in
choroidal sublayer perfusion in eyes with idiopathic epiretinal membrane (ERM) and to identify impacting factors.
Methods: A prospective study was conducted on volunteers with symptomatic ERM, each of whom underwent
repeated measurements of subfoveal choroidal thickness (SFCT) using enhanced-depth imaging optical coherence
tomography and perfusion of choroidal vascular sublayers using OCTA at 7 am., 12 p.m., 4 p.m., and 8 p.m. Possible
interactions between diurnal variations and other factors, such as gender and age, were evaluated.

Results: A total of 21 eyes of 21 participants (mean age 7243 £ 7.06 years) were analysed. A significant pattern of
diurnal variation was observed for SFCT (p=0.008) as well as perfusion of Haller's layer (HLP, p =0.001). SFCT and HLP
both demonstrated a quadratic relation to time of the day, decreasing from morning to afternoon, before increasing
again in the evening. No significant differences with regard to gender or age were detectable.

Conclusion: OCTA-based analysis of choroidal sublayer perfusion demonstrated significant diurnal variations in
patients with symptomatic ERM, which are quite different from changes reported in healthy eyes. Therefore, it is
important to account for time of day, when comparing longitudinal OCTA data.

Keywords: OCTA, Choroidal perfusion, Choriocapillaris, Sattler's layer, Haller's layer, Diurnal variation, Epiretinal

Introduction

The choroid plays an important role in the pathogenesis
of various diseases in the eye. Changes in choroidal thick-
ness and its amount of vascularization have been found
in diseases like age-related macular degeneration, central
serous chorioretinopathy or diabetic retinopathy [1, 2].
With the recent development of OCTA the vascular net-
work of the choroid can be assessed in vivo and in real
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time by creating slab-segmented angiograms [3]. Several
OCTA-based studies already reported differences in cho-
riocapillaris perfusion (CCP) in ocular diseases [4—7].
Diurnal variations have previously been shown for
intraocular pressure (IOP), axial length (AL) and subfo-
veal choroidal thickness (SFCT). These studies reported
a significantly thicker SFCT in the morning than in the
evening [8, 9]. In choroidal substructure analyzation,
Gabriel et al. [10] demonstrated that Sattler’s layer (SL),
but not Haller’s layer (HL) thickness is subject to diurnal
changes. Recently the first OCTA-based study showed
diurnal variation of CCP similar to subfoveal choroidal
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(http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
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thickness, being higher in the morning and lower in the
evening [11].

ERM is a common disease in elderly people leading to
structural changes of the macular architecture causing
variable loss of visual acuity and metamorphopsia [12].
The ERM forms along the surface of the internal limiting
membrane (ILM), causing vertical traction with thicken-
ing of the macula, as well as tangential forces dragging
the retina from its original position and displacing the
vessels [13, 14]. Yu et al. [15] demonstrated reduced CCP
in patients suffering from ERM using OCTA. Further-
more several OCT- and OCTA-based studies revealed
significant changes in choroidal thickness as well as per-
fusion following vitrectomy with ERM-ILM peeling [7,
15-17].

While SFCT in general, and CCP have become impor-
tant focus in research, little is known about character-
istics of SL perfusion (SLP) and HL perfusion (HLP).
In this study we aimed to evaluate diurnal variations of
SFCT and choroidal sublayer perfusion in patients with
ERM.

Methods

Participants for this prospective observational study
were recruited from the Department of Ophthalmol-
ogy at the University of Liibeck. The study was approved
by the institutional review board and was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki. All subjects
received detailed information about the study and writ-
ten informed consent was obtained individually by each
participant before enrolment. Only eyes with idiopathic,
symptomatic ERM affecting the fovea as validated via
SD-OCT and presence of metamorphopsia, which were
scheduled for surgery on the next day were included. The
contralateral eye was unaffected or did also present with
ERM or was subject to ERM surgery in the past and did
not undergo further investigation. Any other history of
ocular or cardiovascular disease, antihypertensive drug
use, as well as diabetes mellitus was defined as exclusion
criteria. Ethnically all participants were Caucasian and
they underwent a thorough examination including blood
pressure (BP), refraction, best-corrected visual acuity
(BCVA) in Snellen, IOP, AL, slit-lamp biomicroscopy,
macular EDI-OCT as well as OCTA. The maximum per-
missible spherical and cylindrical aberration was + 3 and
=+ 1 diopters respectively.

Imaging was performed on all subjects without prior
pupil dilatation using the HS-100 (Canon, Tokyo, Japan)
OCT/OCTA device at 7 am., 12 p.m, 4 p.m. and 8
p.m. by a single, trained operator. Each imaging session
included EDI-OCT scans (10 x 10 mm?) and OCTA (3
x 3 mm?) volumetric scans of the posterior pole. The
HS-100 device works with a modified full-spectrum
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amplitude decorrelation algorithm to generate flow
maps. Only images of high quality without motion arti-
facts were accepted to guarantee standardized analysis.

SFCT was measured manually in EDI-OCT scans just
below the fovea, extending perpendicularly from the
hyperreflective Bruch’s membrane layer to the inner scle-
ral border. Manual measurements were performed by at
least two experienced graders (FR, MRo and MPB) who
were blinded to the clinical information of the examined
eyes.

After acquisition, OCTA data were manually seg-
mented in all B-scans to get 20 um slabs of CC (Fig. 1a),
SL (Fig. 1b) and HL (Fig. 1c) according to previous pub-
lished protocols [10, 18, 19]. Each en face image was
exported into Image] (NIH, Version 1.48b, Bethesda,
USA) and binarized by the Otsu method, which is an
automatic threshold selection from grey-level histo-
grams, to determine the percentage of white and black
pixels [20]. As suggested by Nicolo et al., CCP was cal-
culated by scoring the percentage of white pixels, while
for SLP and HLP the percentage of black pixels was taken
into account [19].

Statistical analyses were performed using IBM SPSS
(Version 24.0, Chicago, IL, USA) and Prism GraphPad
(Version 8.0, La Jolla, CA, USA). BCVA measurements in
decimal Snellen were converted to logarithm of the mini-
mum angle of resolution (logMAR). Mean arterial pres-
sure (MAP) was calculated based on systolic and diastolic
BP (2/3 diastolic BP +1/3 systolic BP). The Shapiro—Wilk
test was used to check for normality of all obtained data.
Diurnal changes in MAP, IOP, SECT, CCP, SLP and HLP
were evaluated using a repeated measures multivari-
ate analysis of variance (MANOVA). A two-way mixed-
model MANOVA was performed to investigate age- as
well as gender-dependent interactions. For all tests values
of p <0.05 were considered statistically significant.

Results

A total of 21 eyes of 21 patients with ERM were included
in the analysis. Demographic and clinical data are
reported in Table 1.

Overall analysis showed statistically significant diur-
nal changes [F(18, 156.05)=2.56, p=0.001, partial
n?>=0.216]. Univariate analysis with Greenhouse—
Geisser correction indicated significant diurnal varia-
tions for SECT [F(2.45, 48.91) =4.79, p=0.008, partial
72=0.193] and HLP [F(1.98, 39.64)=8.33, p=0.001,
partial n>=0.294]. SECT was found to be the thickest in
the morning (269.76 £+ 86.73 um), declining until after-
noon (252.17 £81.57 pm) before increasing slightly in
the evening again (262.76+80.45 pm) (Fig. 2c). HLP
showed similar diurnal variation with the highest per-
fusion state in the morning (73.6 +11.07%), decreasing
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and Hallers layer (c)

Fig.1 OCTA-Imaging of the posterior pole with ERM. Angiogram and corresponding B-scan at the level of the choriocapillaris (a), Sattler's layer (b),

Table 1 Demographic and clinical data

Parameter Mean £SD Median (min; max)
Age (years) 7243+7.06 74 (56; 86)

Sex (F/M) 13 (61.9%)/8 (38.1%)

Axial length (mm) 2375+£1.01 23.75(21.9;2554)
BCVA (logMAR) 033+021 03(0.1;1.0)

F female, M male, 5D standard deviation, BCVA best-corrected visual acuity

until afternoon (70.53 £12.29%) and increasing mar-
ginally in the evening (71.17 +£12.59%) (Fig. 2f). MAP
[F(2.49, 49.80)=0.94, p=0.416, partial n>=0.045],
0P [F(2.60, 52)=0.64, p=0.574, partial n>=0.031]
as well as CCP [F(2.38, 47.49) =2.29, p=10.104, partial
2=0.103]) and SLP [F(2.46, 49.21)=137, p=0.264,
partial n”>=0.064] did not show significant diurnal fluc-
tuations (Fig. 1a, b, d, e).

Mixed-model MANOVA did not reveal any signifi-
cant interaction between gender and time of day as both
genders showed significant diurnal changes in choroidal
characteristics [F(18, 147.56)=2.58, p=0.001, partial
n? =0.227]. Univariate analyses with Greenhouse—Geis-
ser correction demonstrated significant diurnal fluctua-
tions for SFCT [F(2.47, 46.89) =3.85, p=0.021, partial
12=0.169] and HLP [F(2.03, 38.62)=9.22, p=0.001,
partial n>=0.327] for both genders, but not for CCP
[F(2.32, 44.11) = 2.26, p=0.109, partial q2:0.106] and
SLP [F(2.39, 45.38) = 1.71, p=0.188, partial n?=0.082].

Further analysis did not reveal any significant inter-
action between age (<75 years vs.>75 years) and time
of the day as both age groups showed significant diur-
nal changes [F(18, 147.56)=3.11, p<0.001, partial
n°=0.262]. Univariate analyses with Greenhouse-Geis-
ser correction demonstrated significant diurnal fluctua-
tions for SFCT [F(2.58, 47.11)=4.79, p=0.008, partial
n2=0.201] and HLP [F(2.02, 38.34)=8.79, p=0.001,
partial n*=0.316] for both age groups, but not for CCP
[F(2.52, 47.95)=2.62, p=0.071, partial q2=0.121] and
SLP [E(2.44, 46.34) = 1.13, p=0.341, partial n?=0.056].

Discussion

This OCTA-based study demonstrated significant diur-
nal variations in SFCT and HLP in subjects with ERM.
SFCT and HLP both showed a quadratic relation to time
of the day, decreasing from morning to afternoon, before
slightly increasing again in the evening. Previous investi-
gations have shown diurnal variations in SFCT and cho-
roidal perfusion in subjects without any ocular disease,
but to our knowledge this is the first study demonstrating
diurnal changes in choroidal metrics in eyes with ERM
8,9, 21].

In healthy subjects a progressive decrease in SFCT dur-
ing the day is reported. Tan et al. found significant cir-
cadian changes in SFCT with the highest thickness at 9
a.m., linear decreasing to the latest time point (5 p.m.)
[9]. A similar pattern was observed by Usui et al. dem-
onstrating a thinning of the SFCT during the day and a
thickening in the night [21]. Our study also demonstrated
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Fig.2 Diurnal changes in a mean arterial pressure (MAP), b intraocular pressure (IOP), € subfoveal choroidal thickness (SFCT), d choriocapillaris
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deviation at 4 time points during the day. Variables showing statistically significant diurnal changes are indicated with an asterix

significant diurnal changes of SFCT in subjects with
ERM with thinning during the day, but thickness increase
from afternoon to evening.

The influence of ERM on choroidal thickness has been
described by Michalewska et al., who demonstrated a
decrease of SFCT 3 month after vitrectomy with ERM
removal and ILM peeling [16]. They even hypothesized
that generalized vascular changes and increased SFCT
may contribute to the formation of ERMs. However the
present study emphasized the influence of ERM on SECT
by changes on the usual diurnal pattern of SEFCT. It seems
likely that the anteroposterior and tangential forces due
to ERM create retinal traction and distortion with cho-
roidal involvement as well.

Recently Sarwar et al. [11] published the first study
evaluating diurnal changes in CCP by using OCTA. They
reported a significant decrease of vessel flow density in
CC from 9 a.m. to 6 p.m. The change in CCP also cor-
related positively with change in SFCT. However, the
authors drew their conclusion based on the evaluation
of only two time points during the day. Thereby they

might have missed out on other changes of CC blood
flow during the day. Furthermore they did not evaluate
SLP and HLP, as, to the best of our knowledge, so far
diurnal changes in choroidal sublayer perfusion have not
been evaluated using OCTA. Nevertheless we did not
observe diurnal variation in CCP over four time points.
From this we conclude that ERM seems to have signifi-
cant influence on the blood flow at least in CC. Yu et al.
support these findings as they reported a reduced CCP
in ERM eyes compared to the unaffected fellow eyes,
which was reversible by surgery [15]. Likewise, Chen
et al. [7] reported reduced CCP in ERM eyes, but without
a significant increase after surgery. The authors assumed
different vessel distortion in retina and choroid by ERM-
associated traction. Vessels in the superficial and deep
capillary plexus seem to expand due to the centripetal
force of ERM, which may subsequently influence the
microvasculature in CC. This would be a possible expla-
nation for the suspended diurnal variation of CCP in
ERM eyes. It remains unclear to what extent ERM-asso-
ciated traction influences the microvasculature in SL and
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HL, since the vessel size increases from CC to HL [18].
To the best of our knowledge this is the first study report-
ing significant diurnal changes of HLP in subjects with
ERM, but not for CCP and SLP.

Since choroidal vessels seem to have some autoregula-
tory capacity, the influence of MAP must be taken into
account [21]. While Straubhaar et al. did not report sig-
nificant influence of MAP on the choroidal laser doppler
flowmetry parameters, several reports demonstrated the
dependence of choroidal blood flow on MAP and even
10P [22-24]. However, in the current study we did not
observe significant diurnal changes neither in MAP, nor
in IOP.

Previous studies also demonstrated gender-depend-
ent differences in SFCT. This could be explained by the
finding of androgen as well as estrogen receptors in the
choroid [25, 26]. In our study we did not find any signifi-
cant differences in choroidal metrics between female and
male, as both genders equally showed significant diur-
nal changes in SFCT and HLP. This could be due to our
older subjects (mean age: 72.43), as the hormonal status,
especially with regards to sex hormones, changes during
aging [27].

Capillaries are subject to age-related morphological
and functional changes, such as decreasing vessel density
and diameter as well as vascular stiffening and restricted
autoregulation [28, 29]. All of these findings may lead to
fewer diurnal fluctuation of choroidal blood flow with
increasing age. However, in our study we couldn't dem-
onstrate any significant differences in choroidal metrics
between subjects <75 years and subjects above, as they
both showed significant diurnal variation in SFCT and
HLP. From this one could draw conclusion that ERM
could possibly influence the natural aging process of the
choroid. Though, because of the narrow range of age and
the nature of this elderly population, differences between
age groups were not to be expected.

The present study has some limitations. As we only
examined participants during daytime from 7 a.m. to 8
p-m., we may have missed out on important information
of the choroidal perfusion during the night. Further-
more, the manual measurement of SFCT may represent
a potential bias. To reduce this possible confounding fac-
tor, all measurements were performed in a masked fash-
ion by two experienced graders and the average values
were used for statistical analysis. In addition, subjects
with ERM are prone to segmentation errors in OCTA, as
ERM is erroneously interpreted as [LM, which are typi-
cally more prevalent in cases with a distinct and hyper
reflective. ERM [30]. Prior to quantitative analysis of
retinal vessels in subjects with ERM, the corresponding
B-scans should be checked for plausibility and segmenta-
tion errors must be manually corrected to avoid incorrect
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measurements. However, the high contrast of the retinal
pigment epithelium (RPE) allows a robust segmentation,
thus segmentation errors don't play a significant role in
analyses of the choroid. By using a single OCTA device
our methodical approach is restricted as perfusion values
differ from device to device, depending on hardware, seg-
mentation, as well as software algorithm and it remains
to be tested whether our finding of diurnal changes in
choroidal sublayer perfusion in patients with ERM can
be validated using various commercially available OCTA
devices. In addition it should be noted that we only used
the Otsu image processing algorithm and another algo-
rithm might have led to a divergent outcome as it has
been shown that algorithms do have different discrimina-
tory abilities [31]. Finally, the sample size may represent a
potential limiting factor leading to a mainly exploratory
data analysis. Nevertheless, strong significant diurnal
variations were found. To corroborate our findings, fur-
ther studies with a larger number of participants will be
necessary.

Conclusion

In conclusion, OCTA is becoming an important non-
invasive tool for imaging and quantifying the choroi-
dal vasculature and perfusion state. It is important to
account for time of the day, when comparing longitudi-
nal OCTA data of patients with ERM. The present study
indicates an influence of ERM on the choroid in terms of
changes in the usual diurnal pattern of SFCT and cho-
roidal perfusion. Further studies are needed to assess,
whether this finding might prove any significance in the
pathophysiology of ERMs.
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Antragsteller: Herr Dr. Ranjbar
Titel: Darstellung von GeféRen des Auges mittels optisch Kohdrenztomographie-gestiitzter Angiographie

Sehr geehrter Herr Dr. Ranjbar,

der Antrag wurde unter berufsethischen, medizinisch-wissenschaftlichen und berufsrechtlichen Gesichtspunkten
geprift.

Die Kommission hat keine Bedenken.

Bei Anderung des Studiendesigns solite der Antrag erneut vorgelegt werden.

Uber alle schwerwiegenden oder unerwarteten und unerwiinschten Ereignisse, die wéhrend der Studie auftreten, ist die Kommission
umgehend zu benachrichtigen.

Die Deklaration von Helsinki in der aktuellen Fassung fordert in § 35 dazu auf, jedes medizinische Forschungsvorhaben mit Menschen zu
registrieren. Daher empfiehit die Kommission grundstzlich die Studienregistrierung in einem offentlichen Register (z.B. unter www.drks.de).
Die #rztliche und juristische Verantwortung des Studienleiters und der an der Studie teilnehmenden Arzte bleibt entsprechend der
Beratungsfunktion der Ethikkommission durch unsere Stellungnahme unberiihrt.

Mit freundlichem GruB bin ich
r

Prof/Ded. Alexander Katalinic
Vorsitzender
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& Hr. PD Dr. Bausch (Chirurgie) [ Hr. Prof. Dr. Raasch (Pharmakologie)

& Hr. Prof. Dr. Borck (Medizingeschichte u. Wissenschaftsforschung) Hr. Prof. Dr. Rehmann-Sutter (WGWF)

& Fr. Farries (Amtsgericht Eutin)

Fr. PD Dr. Jauch-Chara (Psychiatrie) & Fr. Prof. em. Dr. Schrader (Plastische Chirurgie)
[ Hr. PD Dr. Lauten (Kinder- u. Jugendmedizin) B Hr. Dr. Vonthein (Med. Biometrie u. Statistik)
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Liebe Ko-Autoren,
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Mahdy

M Ranjbar MD
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Ce: Fynn Siegfried@gmx.net
Betreff: Acta Artikel 2019 Promotionsverfahren

Liebe Ko-Autoren,

Fiir das anstehende Promotionsverfahren meines Doktoranden Fynn Siegfried miissten wir einmal bestatigen, dass er mafgeblich an der Durchfiihrung der Studie, der Datensammlung und Auswertung
sowie an der Verfassung des Artikels (Evaluating diurnal changes in choroidal sublayer perfusion using optical coherence tomography angiography) beteiligt war. Seinem Beitrag hierfir
entsprenchend wurde er als Erstautor unseres gemeinsamen Artikels gelistet. Dazu wiirde ich Euch bitten auf diese E-Mail mit einem kurzen ,ich bestatige“ zu antworten.

Fir das anstehende Promotionsverfahren meines Doktoranden Fynn Siegfried missten wir einmal bestatigen, dass er maBgeblich an der Durchfiihrung der Studie, der Datensammlung und Auswertung

sowie an der Verfassung des Artikels (Evaluating diurnal changes in choroidal sublayer perfusion using optical coherence tomography angiography) beteiligt war. Seinem Beitrag hierfir
entsprenchend wurde er als Erstautor unseres gemeinsamen Artikels gelistet. Dazu wirde ich Euch bitten auf diese E-Mail mit einem kurzen ,ich bestdtige” zu antworten.

Mit Dank im Voraus

Mahdy

M Ranjbar MD

Deputy Director

Department of Ophthalmology
University of Libeck
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An: Ranjbar, Mahdy
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Von: Ranjbar, Mahdy
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Liebe Ko-Autoren,

.Freitag@stud

h-hannover.de; Grisanti, Salvatore

Fiir das anstehende Promotionsverfahren meines Doktoranden Fynn Siegfried missten wir einmal bestdtigen, dass er maBgeblich an der Durchfilhrung der Studie, der Datensammlung und Auswertung
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Liebe Ko-Autoren,

Fiir das anstehende Promotionsverfahren meines Doktoranden Fynn Siegfried miissten wir einmal bestitigen, dass er maBgeblich an der Durchfiihrung der Studie, der Datensammlung und Auswertung
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Max Brinkmann

Am 28.05.2019 um 11:19 schrieb ‘Mahdy.Ranjbar@iuksh.de” <Mahdy.Ranjbarfiuksh.des:

Liebe Ko-Auteren,
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