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Zusammenfassung

Hintergrund. Eine ausreichende Benetzung
der Kornea ist eine Grundvoraussetzung fiir
eine gute visuelle Funktion des Auges.Ver-
schiedene Ursachen fiihren zur Alteration
der Stabilitdt des labilen Tranenfilmsystems.
Klinisch hat sich als Mal3 fiir die Tranenfilm-
stabilitdt die Bestimmung der Tranenfilm-
aufreiBzeit bewdhrt. Wir entwickelten ein
neuartiges Abbildungssystem zur hochauf-
|6senden Darstellung des Tranenfilms, das
einen Beitrag zur In-vivo-Darstellung der
Dynamik der Tranenfilmstrukturen und der
verschiedenen AufreiBphdnomene leistet.
Technik und Methoden. Wir verwendeten
ein modifiziertes Laser-Rastermikroskop. Ein
Objektivadapter ermdglicht die hochauflo-
sende Abbildung des Tranenfilms in einem
groBen Arbeitsabstand. Es wurden augenge-
sunde Probanden und Patienten mit ,trocke-
nen Augen” untersucht.

Ergebnisse. Mit Hilfe des Laser-Rastermi-
kroskops wurde die Dynamik der Entstehung
und die Struktur der Tranenfilmaufrisse ana-
lysiert und dokumentiert. Wir erarbeiteten
eine Theorie zur Entstehung von AufreiBpha-
nomenen des Tranenfilms iiber Epithelun-
ebenheiten. Weitere Beobachtungen mittels
simultaner Abbildung des Tranenfilms im
Reflexions- und Fluoreszenzmodus des
Mikroskops zeigten, dass bei Beobachtungen
von Arealen ohne Epithelunebenheiten zu-
nachst lokale Verdiinnungen des Tranenfilms
in der wassrigen Phase auftreten, ohne dass
es zu einem Einreifen der dariiber liegenden
Lipidschicht kommt.

Schlussfolgerungen. Erstmalig sind hoch-
auflésende Darstellungen der Mikroarchitek-
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tur und Dynamik der AufreiBphanomene des
Tranenfilms gelungen, die zum besseren Ver-
standnis des komplexen Schichtsystems des
prakornealen Tranenfilms beitragen kdnnen.
Die Kenntnis der verschiedenen Alterationen
des Tranenfilms und ihrer bildmorphologi-
schen Darstellung mit dem Laser-Raster-
mikroskop steht damit weiteren Untersu-
chungen, z.B.klinischen Korrelationen der
Auspragung der Erkrankung, oder der Beur-
teilung der Wirksamkeit und Verweildauer
von Tranenersatzmitteln zur Behandlung
von Benetzungsstdrungen der Kornea zur
Verfiigung.

Schliisselworter

Tranenfilm - AufreiBphanomene - Konfokale
Mikroskopie - ,Dry spot” - BUT

Ein stabiler Tranenfilm und eine ge-
sunde Augenoberfliche sind wesentliche
Voraussetzungen fiir ein einwandfreies
Sehvermdégen. Hierbei gleicht der Tré-
nenfilm Unebenheiten der irreguldren
Hornhautoberfliche aus.

Pathologische Verdnderungen des
komplexen chemophysikalischen 3-
Schicht-System des Trénenfilms fithren
zu Benetzungsstorungen, die nach dem
heutigen Stand der Erkenntnisse ur-
sdchlich an einer Vielzahl von Erkran-
kungen der Augenoberfliche beteiligt
sind.

Irritationen des Trénenfilms in
Form von Benetzungsstdrungen treten

aber auch bei zahlreichen Allgemeinlei-
den, als Nebenwirkung systemischer
Medikation und bei postinfektidsen, to-
xischen und umweltbedingten Augener-
krankungen auf [2, 4, 8, 20]. Sie werden
unter dem Symptomenkomplex des
»Irockenen Auges“ zusammengefasst.

Die Stabilitét des Tranenfilms wird
wesentlich durch die Muzine beeinflusst,
Makromolekiile, die die Oberfliche der
hydrophoben Kornea benetzbar ma-
chen, sodass die wéssrige Phase des Tra-
nenfilms nicht abperlt. Jede Anderung
der qualitativen oder quantitativen Zu-
sammensetzung des Tranenfilms, z. B.
der Viskositit oder der Osmolaritit der
Trénen [7] kann eine Herabsetzung der
Tranenfilmstabilitdt bewirken.

Klinisch hat sich als Maf3 der Tri-
nenfilmstabilitdt die Bestimmung der
Tranenfilmaufreifizeit (,,Break-up-time
BUT) mittels Na-Fluoreszein bewihrt
[18]. Das Verfahren ist jedoch storanfal-
lig und mit einer groflen Streubreite be-
haftet. Zum einen lduft der Vorgang des
Aufreiflens relativ langsam ab und der
Startpunkt kann nur unsicher erfasst
und leicht iibersehen werden, zum an-
deren beeinflusst jeder Zusatz von Fluo-
reszein die BUT in nicht qantifizierba-
rem Maf [1, 15, 17]. Wird dieses Verfah-
ren mit einer Zeit- und Bilddokumenta-
tion verbunden, besitzt es einen gewis-
sen objektiven Charakter, da eine Einzel-
bildauswertung den Startpunkt erfassen
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Abstract

Background. Sufficient and regular wetting
of the cornea with a normal preocular tear
film is an essential requirement for the accu-
rate visual functioning of the eye. Multiple
factors may cause tear film instability. Mea-
suring the break-up time of the preocular
tear film is a necessary, clinically reliable
means for evaluating tear film stability. We
designed a new instrument to observe the
preocular tear film at high magnification
which can contribute to the in vivo imaging
of the physiological and pathophysiological
dynamics of the tear film and its break-up
phenomena.

Materials and methods. To image the tear
film phenomena at sufficient magnification
(x200) we used a confocal laser scanning
microscope. Modification of an additional
adaptor allows the tear film to be imaged at
high magpnification. This study evaluated the
dynamics and microarchitecture of the
break-up phenomena in the preocular tear
film of normal patients and patients with
“dry eye”.

Results. Laser scanning microscopy allows
high magpnification imaging of the preocular
tear film and evaluation of a number of
break-up mechanisms.The dynamics and
structure of the tear film was analyzed and
documented. Based on our observations we
formulate a new hypothesis on the break-up
mechanism of the preocular tear film caused
by alterations in the epithelial surface, for
example, an elevation or tear film micropar-
ticle. By evaluating video sequences in the
fluorescence and reflection modus of the
laser scanning ophthalmoscope we also
found early thinning of the aqueous layer
simultaneously with an intact lipid layer
covering the aqueous layer.

Conclusion. Additional criteria result from
using high-magnification microscopy, for
example, laser scanning microscopy. This
method reveals more microstructures of the
corneal surface and the preocular tear film.
The morphological representation of break-
up phenomena leads to a better under-
standing of the underlying mechanisms and
can be used for further investigations. Con-
focal laser scanning microscopy supple-
ments the examination facilities and can be
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used in addition to slit lamp microscopy and
to diagnose “dry eye”.
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lasst,insgesamt hat die Bestimmung der
BUT an der Spaltlampe jedoch zusitz-
lich mehrere andere Nachteile, wie z. B.
Penetration des Fluoreszein in das Au-
geninnere [14], das schlechte Aufls-
sungsvermdgen ohne Darstellung von
Einzelheiten des Trinenfilms [5, 6] und
die Untersuchungsmdoglichkeit aus-
schliefllich im dunklen Raum.

Ideal wire daher ein Verfahren zur
Bestimmung der BUT ohne den verfil-
schenden Einfluss des Fluoreszeins.

Der Mechanismus der Entstehung
von Trinenfilmaufbriichen (,break-
ups®) ist bis heute nicht in allen Einzel-
heiten gekldrt. Erste, heute noch hiufig
vertretene Hypothesen gehen auf Arbei-
ten von Holly u. Lemp [7] zurtick.

Im Folgenden soll diese Vorstellung
kurz erldutert werden:

Nach einem Lidschlag wird der Tra-
nenfilm durch Verdunstung der wissri-
gen Phase diinner und seine Oberfli-
chenspannung dndert sich derart, dass
die Lipidmolekiile des Lipidfilms in
Kontakt mit der basalen Muzinschicht
kommen. Diese wird dadurch kontami-
niert und verliert ihre hydrophilen Ei-
genschaften. Der Trinenfilm bricht an
dieser Stelle auf und bildet einen unbe-
netzten Fleck (,,dry-spot®). Durch den
néchsten Lidschlag wird der Trinenfilm
wieder erneuert und so fort.

Andere Hypothesen stammen u. a.
von Ruckenstein und Sharma, die glau-

Abb.1 P> Ansicht des
modifizierten Laser-Raster-
mikroskops

ben, dass der wichtigste Punkt fiir ein
Aufreiflen des Tranenfilms die Instabili-
tdt und ein eventuelles Aufreiflen der
mukosen Schicht ist. Dabei vermuten
sie, dass es zum Aufreifien kommt, wenn
die widssrige Phase mit dem hydropho-
ben Epithel in Kontakt gelangt. Lin und
Brenner sehen das Aufreiffen des Tré-
nenfilms verursacht durch anhaltende
intermolekulare Krifte. Diese Krifte
sind bekannt als Dispersionskrifte in
Verbindung mit kohédrenten Dipol-Di-
pol-Wechselwirkungen zwischen neu-
tralen Molekiilen [13].

Lemp wies 1973 darauf hin, dass
»dry-spots“ nur dann als Mafd fiir die
Trénenfilmstabilitdt gelten konnen,
wenn sie einer zufilligen Verteilung un-
terliegen. Unebenheiten der Epithel-
oberfldche, wie z. B. eine Prominenz, be-
wirken bekannterweise ein Aufreiflen
des Trinenfilms iiber der verdnderten
Stelle. Der Mechanismus dieser an Ni-
veauunterschiede gekoppelten Aufreif3-
phdnomene des Tranenfilms ist bis heu-
te nicht niher untersucht.

Um durch eine hochauflésende
Darstellung ein besseres Verstandnis der
Aufreiflphdnomene zu ermdglichen,
entwickelten wir ein neuartiges opti-
sches Abbildungssystem, das zur Beur-
teilung der Phanomene beitragen kann
und neue Aspekte zur Aufreifldynamik
des Tranenfilms liefert. Insbesondere
liefern unsere Darstellungen einige Bei-
trdge zum besseren Verstindnis von
Aufreiimechanismen iiber Epithelun-
ebenheiten.

Zur hochauflésenden Beurteilung
des prakornealen Trédnenfilms modifi-
zierten wir ein konfokales Laser-Raster-
mikroskop. Mithilfe eines speziellen, von
uns entwickelten Vorsatzsystems, ist es
moglich, das physiologische und patho-
physiologische Verhalten des Tridnen-
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Abb.2 A Schemadarstellung des modifizierten Laser-Rastermikroskops

films bei geringer Lichtbelastung und
ausreichendem Arbeitsabstand zu beur-
teilen.

Das Confocal Laser Scanning Oph-
thalmoscope (CLSO) der Fa. C. Zeiss
(Oberkochen) wurde durch einen spezi-
ellen Objektivadapter, bestehend aus ei-
ner Minioptik zur Variation der Raster-
feldgrofle (Vergrof3erung), sowie einem
Objektiv mit einem Arbeitsabstand von
20,5 mm (NIKON 10%/0,4, SLWD) zu ei-
nem konfokalen Laser-Rastermikroskop
fiir die vorderen Augenabschnitte um-
gebaut (Abb.1,Abb.2). Damit gelingt die
Abbildung des prikornealen Tridnen-
films mit einem Auflésungsvermogen
von ca. 1 um bei einer bis zu 200fachen
Vergroflerung. Die Tiefenauflgsung liegt
in Abhéngigkeit von der verwendeten
Laserstrahlung (Argon-Ionen-Laser:
Wellenldnge 488 nm) etwa in dem glei-
chen Bereich. Das blaue Argon-Laser-
licht erméglicht zusammen mit einem
im Gerdt integrierten Sperrfilter die
Herstellung von Mikrofluoreszenzauf-
nahmen; ein fiir die Fritherfassung und
Analyse von Break-up-Phdnomenen
wichtiges technisches Detail.

Auswahl der Probanden

Wir untersuchten je 5 augengesunde
Probanden verschiedenen Alters und
Patienten mit der Diagnose ,,Keratocon-
junctivitis sicca“. Die Unterscheidung
dieser Gruppen erfolgte mit Hilfe des
Schirmer-Testes und der Bewertung der
»Break-up-time“ (BUT) nach der Me-
thode nach Norn [18]. War die BUT klei-
ner als 10 s und der Schirmer-Test gerin-

ger als 10 mm nach 5 min, lag eine Sicca-
Symptomatik vor [2,11,19].

Physikalisch optische Probleme
der Untersuchungstechnik

Infolge der wechselnden Brechungsindi-
zes der obersten Schicht des Tranenfilms
und seiner wechselnden Neigung zur
Belichtungsrichtung, kommen folgende
physikalische Wirkmechanismen bei
der Kontrastentstehung zum Tragen:
Zum einen werden bei senkrechter Ein-
strahlung und wechselndem Brechungs-
index unterschiedliche Anteile des La-
serlichtes reflektiert; zum anderen be-
wirken Hornhautunebenheiten einen

1a) 1)

Griln — Lipidschicht
Blau — wiissrige Schicht

Quellpunkt

wechselnden Einstrahlwinkel mit redu-
ziertem Lichteinfall in das Mikroskop.
Eine bildmorphologische Unter-
scheidung beziiglich der Ursache fiir ei-
nen entstehenden Kontrast ist bei dem
unterschiedlichen Tridnenfilmaufbau
und der wechselnden Oberflachenstruk-
tur der Hornhaut und der Trénenfilm-
dynamik nur schwer méglich [10, 16].
Folgende Aussagen sind jedoch moglich:
Bei senkrechtem Einstrahlwinkel
stellt sich aufgrund der verschiedenen
optischen Dichte die Lipidschicht hell
und die wiéssrige Schicht dunkler dar,
sodass die Kontraste Aussagen iiber die
jeweilige Oberflichenschicht zulassen.

AufreiBphanomene
des Tranenfilms

Die hochauflosenden Untersuchungen
am Trédnenfilm mit der Laser-Rastermi-
kroskopie bestitigen, dass es individuell
typische Aufreiformen gibt, die sich oft
am gleichen Ort nach einem Lidschlag
wiederholen. Dabei entstehen neben
grof3flachigen Aufreififormen, die auch
an der Spaltlampe gesehen werden, klei-
ne Aufreifpunkte mit einer typischen
Eigendynamik und unterschiedlichen
Initialmechanismen wie Epitheluneben-
heiten oder schwimmenden Partikeln
(Meibom-Sekret, Luftblasen, Mikro-
fremdkorper und Ahnliches). Diese Auf-
reiflphdnomene sind nicht zu verwech-
seln mit den in zufélliger Verteilung auf-
tretenden ,,dry-spots®, die physiologi-

“Aufrill des Triinenfilms"”

1¢)

Rot - Mucinschicht
Gelb - Mikrofremdkérper

Aufreiidynamik des Triinenfilms an ciner Epithelunebenheit der Kornea

Abb.3 A Skizze: AufreiBdynamik des Tranenfilms an einem Mikrofremdkorper auf der Kornea. a Bil-
dung eines diinnen Tranenfilmmeniskus iiber der Mikrostruktur. b AufreiBen der Tranenfilms und
Hervorquellen der wissrigen Phase. c Offnung des Tranenfilms zu einem groBeren ,dry spot” sowie
Verdunstung der wassrigen Phase (das Epithel wird langsam sichtbar)
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scherweise auch im gesunden Trénen-
film auftreten und deren verfriihtes Auf-
treten als Maf fiir die Tranenfilminsta-
bilitdt gelten kann [12].

Die folgenden Skizzen und die ih-
nen zugeordneten mikroskopische Ab-
bildungen zeigen einen Interpretations-
versuch der von uns beobachteten Initi-
aldynamik des AufreifSens des Trinen-
films an einer prominenten Mikrostruk-
tur auf der Kornea (Abb. 3).

Bei dem in den Skizzen gezeigten
Aufreiflen des Trinenfilms an einer Un-
ebenheit (Mikrofremdkorper) spielen
ursédchlich hydromechanische Prozesse
eine entscheidende Rolle. Durch die er-
habene Struktur auf der Kornea kommt
es iiber dieser zur Ausbildung eines diin-
nen Filmmeniskus im Spitzenbereich,
was das AufreifSen erleichtert. Die Ober-
flaichenspannung und der hydrostati-
sche Uberdruck der Wasserphase unter
der gewdlbten Lipidschicht verursachen
ein explosionsartiges Hervorquellen der
Wasserphase aus der sich 6ffnenden Li-
pidschicht. Die Wasserphase stellt sich
zunéchst kugelfé6rmig mit steilem Kon-
taktwinkel dar. Im weiteren Verlauf
flacht sich dieser Bereich ab und vergré-
Bert sich unter Verschiebung der Lipid-
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schicht. Durch Verdunstung kommt es
zur langsamen Austrocknung dieser
Stelle und das Epithel wird sichtbar. Die
Muzinschicht ist dabei optisch nicht
identifizierbar (Abb. 4).

Im Gegensatz zu den Beobachtun-
gen der Aufreiflphdnomene tiber Mikro-
fremdkorpern zeigen die Aufnahmen
von Bezirken ohne Epithelunregelma-
Bigkeiten unserer Meinung nach, dass
zunéchst lokale Verdiinnungen des Tré-
nenfilms auftreten, ohne dass es zu ei-
nem Einreiflen kommt. Diese Beobach-
tung konnte durch annihernd simultane
Abbildung des Trdnenfilms mittels
CLSO im Fluoreszenzmodus und im Re-
flexionsmodus gewonnen werden. Die
dunkleren Stellen im Fluoreszenzmodus
koénnen der wissrigen Phase des Tri-
nenfilms zugeordnet werden, da Fluo-
reszein-Natrium hydrophil ist und sich
ausschliefllich in dieser Phase des Tri-
nenfilms I6sen kann.

Die in Abb. 5 und Abb. 6 dargestell-
te Tranenfilmoberfliche eines Sicca-Pa-
tienten zeigt den identischen Bereich
der Kornea in Reflexions- und Fluores-
zenzdarstellung mit eindeutig punktu-
ell ausgediinnten Arealen (dunkle Berei-
che) in der wissrigen Phase im Fluores-

zenzmodus unter dem im Reflexions-
modus zu sehenden, noch geschlosse-
nen Lipidfilm.

Diskussion

Die bisher von uns am Laser-Rastermi-
kroskop beobachteten Phdnomene er-
weitern unsere Vorstellungen tiber den
préikornealen Tranenfilm, insbesondere
iiber den Mechanismus der Entstehung
von Aufreilphdnomenen iiber Epithel-
unebenheiten.

Sie konnten sowohl bei augenge-
sunden, als auch bei Sicca-Patienten ge-
funden werden.

Die Darstellung von zufillig auftre-
tenden Aufreifimechanismen ist bisher
nicht gelungen, da, bedingt durch die
hohe Vergroflerung des Laser-Rastermi-
kroskops, der betrachtete Bildausschnitt
zu klein ist,und ein Abrastern nach dem
Vorbild der Methode der BUT-Bestim-
mung nach Norn und Lemp bedingt
durch die schwierige Handhabung des
Gerites nicht moglich ist.

Die beobachtete Ausdiinnung der
wissrigen Phase in den simultanen Fluo-
reszenz- und Reflexionstechniken kann
unserer Meinung nach als Beginn des



Abb.4-6 < Bildmorphologische Darstellung eines Tranenfilmaufrisses an einem Mikrofremdkérper

auf der Kornea

Tranenfilmzerfalls gewertet werden und
unterstiitzt die Theorie von Holly u. Lemp
[6,12], die eine Verdiinnung der wissri-
gen Phase als Ausgangspunkt der nach-
folgenden AufreiSimechanismen sehen.

Der Trénenfilm blieb bei den von
uns betrachteten Arealen iiber die Zeit
stabil, die die Patienten die Augen ge6ff-
net halten konnten. Es ist jedoch mog-
lich, dass an anderer, gerade nicht fokus-
sierter Stelle, ein Trinenfilmaufriss statt-
gefunden hat, der den Lidschlagreflex
ausgeldst hat. Unsere Beobachtungen
deuten darauf hin, dass die Lipidschicht
des Tranenfilms in vivo auch bei begin-
nender Ausdiinnung der wissrigen Pha-
se iiber ldngere Zeit stabil bleibt. Ahnli-
che Ergebnisse wurden in biophysikali-
schen Untersuchungen der Lipidschicht
des Trdnenfilms unter In-vitro-Bedin-
gungen gefunden, in denen die Lipid-
schicht auffallend stabile Oberfldchen-
eigenschaften zeigte [9].

Ein Zusammenhang zu dem klini-
schen Beschwerdebild und der Auspri-
gung der Sicca-Symptomatik wurde von
uns noch nicht berticksichtigt und be-
darf weiterer Untersuchungen, um die
Ergebnisse evtl. korrelieren zu konnen.

Insgesamt stellt die Laser-Rastermi-
kroskopie eine gute Ergdnzung zu den
Spaltlampenuntersuchungen dar und
kann zum besseren Verstindnis des

komplexen Dreischichtsystems des Tra-
nenfilms beitragen.

Die Kenntnis der verschiedenen Al-
terationen des Trdnenfilms und ihrer
bildmorphologischen Darstellung mit
dem Laser-Rastermikroskop steht damit
weiteren Untersuchungen, z. B. klini-
schen Korrelationen der Ausprigung
der Erkrankung, oder der Beurteilung
der Wirksamkeit und Verweildauer von
Trénenersatzmitteln zur Behandlung
von Benetzungsstorungen der Kornea
zur Verfiigung.
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