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I Zusammenfassung deutsch

Die Beurteilung von punktférmigen Hornhautepithelldsionen, Keratitis superficialis
punctata (KSP), durch Anfiarbung der Augenoberfliche mit fluoreszein-haltigen
Augentropfen gehdrt zu den hiufigsten Untersuchungsmethoden in der Augenheilkunde
- insbesondere bei der Diagnostik des trockenen Auges und hier insbesondere als primérer
Endpunkt vieler klinischer Studien. Durch Fluoreszein werden die kleinen punktférmigen
Epithelldsionen unter blauem Licht an der Spaltlampe erkennbar. Da es sich bei der
Beurteilung des Schweregrades der KSP um den subjektiven Eindruck des Untersuchers
handelt, wurden zwecks Standardisierung verschiedene Klassifikationen entwickelt.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, eine bildgestiitzte, software-assistierte Methode
zur Analyse der Fluoreszeinfiarbung von Epitheldefekten der Hornhaut zu entwickeln und
diese neue Methode mit menschlichen Untersuchern zu vergleichen. Dafiir wurden alle
roten und blauen Anteile des Bildes eliminiert und der griine Farbkanal extrahiert.
Séittigung und Kontrast wurden entsprechend geldufiger Methoden zur
wissenschaftlichen Bildbearbeitung angepasst. AnschlieBend wurden nur Bildpartikel mit
einer spezifischen Grofe und Rundheit analysiert und gezdhlt. Hierzu wurde die
Bildanalysesoftware ImagelJ eingesetzt und ein Algorithmus entwickelt, {iber den alle
Schritte der Bearbeitung und Analyse in Reihe geschaltet sind und automatisiert ablaufen.

Zundchst wurden von 50 Augen von 50 verschiedenen Patienten mit unterschiedlich
ausgepriagter KSP standardisierte Fotoaufnahmen angefertigt. Dazu wurden 2 pl
Fluoreszein 2% mittels Eppendorfpipette in den unteren Bindehautsack getropft und nach
einer Einwirkzeit von 30 Sekunden mit einer Fotospaltlampe unter Verwendung eines
Cobaltblaufilters und vorgeschaltetem Gelbsperrfilter Bilder in 10-facher Vergroferung
aufgenommen. Zwanzig Bilder dienten als Trainings-Set zur Erstellung des Algorithmus.
Die anderen 30 Bilder wurden als Test-Set durch den neu erstellten Algorithmus bewertet
und zum Vergleich mit menschlichen Untersuchern in einen Online-Fragebogen
eingepflegt. Die 30 Test-Bilder wurden von 22 Personen, davon 9 Fachirzte fiir
Augenheilkunde, 11 Assistenzirzte und zwei PJ-Studenten nach dem Oxford-Schema
(Grad 0-5) befundet. Nach 6-8 Wochen erfolgte ein zweiter Durchlauf, bei dem dieselben
Bilder einmal als Original und einmal horizontal gespiegelt bewertet werden mussten.

Die software-assistierte Analyse mittels des neu erstellten Algorithmus zeigte eine starke
signifikante (p < 0.01) lineare Korrelation der gezdhlten fluoreszeingefarbten
Epithelldsionen mit dem durch den menschlichen Untersucher am hiufigsten gewéhlten
Oxford-Grad (Sr=0,91). Die menschlichen Untersucher zeigten nur eine moderate
Intrarater-Reliabilitdt (K=0,426). Die hochste Interrater-Reliabilitdt erlangte mit 75,6%
der erfahrenste Untersucher mit 29 Jahren klinischer Erfahrung. Die grofte Differenz zu
den anderen Untersuchern erreichte ein Weiterbildungsassistent mit 2 Jahren klinischer
Erfahrung mit nur 25,6% Ubereinstimmung. Es konnte gezeigt werden, dass eine
software-assistierte automatisierte Quantifizierung der KSP mittels des neu erstellten
Algorithmus gute Ergebnisse liefert und fiir den klinischen Einsatz geeignet ist.



II Zusammenfassung englisch

Evaluation of superficial punctate Keratopathy (SPK) is one of the most common tests in
ophthalmology, especially in evaluation of dry eye disease, and a primary endpoint in
many clinical trials. Fluorescein eye drops are instilled into the lower fornix to stain the
ocular surface and make epithelial lesions visible under illumination with blue light. Since
evaluation of SPK is very subjective and can differ from examiner to examiner, numerous
classifications have been designed to make evaluation of SPK more consistent.

The aim of this study was to develop a software-assisted method with scientific image
processing and analyses for automated evaluation of SPK and compare this new method
with human graders of different levels of experience in ophthalmology. The images
underwent elimination of the red and blue channels to isolate the green channel.
Saturation and contrast were enhanced using common image processing techniques.
Then, all particles of certain size and circularity have been counted. Therefore, the
scientific image processing/analysis software ImageJ was used and an algorithm was
written to run all the steps automatically.

Corneal slit-lamp images of 50 eyes from 50 patients with different severity of SPK were
taken under standardized conditions. 2ul of fluorescein 2% were instilled into the lower
fornix with an Eppendorf pipette to stain the ocular surface. 30 seconds later corneal
images were taken in 10x magnification with a Haag-Streit photo-slitlamp using a yellow-
filter. The algorithm was designed using a training set of 20 images. The other 30 images
were used as test-set and were evaluated through both, the new software-assisted method
and 22 human graders, including 9 specialists in ophthalmology, 11 residents and two
students, using the Oxford-Scheme (grade 0-5). After 6-8 weeks the same images were
evaluated again by the same graders. All 30 images were mixed into the questionnaire as
original image and also horizontally mirrored, to evaluate intrarater-agreement.

The software-assisted analysis using the new algorithm showed strong significant (p <
0.01) linear correlation between the counted epithelial lesions to the Oxford-grade which
was most frequently chosen by the human graders for each image (Sr=0.91). Human
graders showed only moderate intrarater-agreement (K=0.426). The highest interrater-
agreement was seen with 75.6% in the most experienced grader with 29 years of clinical
experience. The lowest agreement with the other graders was seen in a resident with 2
years of clinical experience with only 25.6%. Our study showed that automated
quantification of SPK is possible and achieves good results. Furthermore, we found high
inconsistency in human evaluation of SPK not only regarding interrater-agreement but
also intrarater-agreement. Therefore, we think a software-assisted method would be
superior for evaluation of SPK, especially for follow-up examinations and in clinical
trials.



III Abkiirzungsverzeichnis

KSP
SPK
MDD
BUT
NIBUT
IPL
RGB

Keratitis superficialis punctata
Superficial punctate keratopathy
Meibomdriisendysfunktion
Break-Up-Time

Nicht-invasive Break-Up-Time
Intense pulsed light
Rot-Griin-Blau
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1 Einleitung

1.1 Anatomie und Grundlagen des Trianenfilms

Der grof3te Teil der Tranenfliissigkeit entstammt der Tréanendriise (Glandula lacrimalis),
welche sich in der superotemporalen Orbita in der Fossa lacrimalis des Stirnbeins (Os
frontale) befindet. Die Tridnendriise wird durch den M. levator palpebrae superioris in
eine Pars orbitalis und eine Pars palpebralis unterteilt. Das Sekret der Tranendriise findet
iiber die Ausfiihrungsginge im temporal oberen Fornix seinen Weg zur Augenoberfldche.
Durch den Lidschlag wird die Trénenfliissigkeit dann iiber die gesamte Augenoberfldche

verteilt.

Wihrend die wéssrige Trinenschicht den Mittelteil der Trianenfliissigkeit bildet, wird die
darunter liegende Muzinphase wesentlich von den Becherzellen der Bindehaut und den
Epithelzellen selbst gebildet. Die Becherzellen liegen verteilt iiber die gesamte Bindehaut
— sowohl in der bulbéren, als auch der palpebralen Bindehaut, vermehrt jedoch ihrem

medialen Anteil.

Den obersten Teil des Trianenfilms bildet die Lipidschicht. Diese entstammt den Meibom-
Driisen, welche sich im Ober- und Unterlid befinden. Ihre Ausfiihrungsgéinge miinden an
den Lidkanten und geben ein 6liges Sekret an die Augenoberfliche ab. Durch die
hydrophoben Lipide bildet sich eine Mikrometer-feine Lipidschicht als oberster Teil des
Tranenfilms und schiitzt so den wéssrigen Anteil vor Verdunstung.[1] Durch ihre
hydrophoben Eigenschaften konnen die Lipide die Oberflichenspannung reduzieren,
wodurch der Tranenfilm stabiler wird. Trotz des geringen Beitrags der Lipidschicht zum
Gesamtvolumen, ist diese doch von essentieller Bedeutung fiir die Funktion des

Tranenfilms.

Die Ableitung der Trénenfliissigkeit erfolgt iiber die beiden Tranenpiinktchen im nasalen
Lidwinkel. Wiahrend der GroBteil (ca. 80%) der Tranenfliissigkeit iiber das untere
Tranenpiinktchen drainiert wird, laufen {iber das obere nur etwa 20%. Die Canaliculi
lacrimales superior et inferior miinden dann in einen gemeinsamen Canaliculus lacrimalis
communis, welcher in den Saccus lacrimalis, den Tranensack, miindet. Von dort aus fiihrt

der Ductus nasolacrimalis bis in den unteren Nasengang, den Meatus nasi inferior.



1.2 Das trockene Auge

Der Formenkreis des ,trockenen Auges* zdhlt zu den haufigsten Problemen in der
Augenheilkunde und umfasst unterschiedliche Atiologien.[2, 3] Die Privalenz liegt
zwischen 5% - 50%, wobei Frauen héufiger betroffen sind als Ménner. [4] Definiert ist
das trockene Auge als eine multifaktorielle Erkrankung der Augenoberfldche, bei der es
zu einer Storung der Homoostase des Tranenfilms kommt, welche von okuldren
Symptomen begleitet wird. Dabei konnen Tranenfilminstabilitdt, Hyperosmolaritdt und
Inflammation, sowie eine gestdrte Neurotrophie eine Rolle spielen. Es wird ferner
zwischen einer hyposekretorischen und hyperevaporativen Form sowie Mischformen
unterschieden.[5, 6] Nicht selten sind die Betroffenen wesentlich in ihrer Lebensqualitét

eingeschréinkt. [7]

1.2.1 Hyposekretorisches Sicca-Syndrom

Beim hyposekretorischen Sicca-Syndrom besteht ein quantitativer Trainenmangel.[5] Es
wird also zu wenig Trénenfliissigkeit von der Tranendriise produziert. Griinde fiir einen
quantitativen Tranenmangel konnen zum Beispiel rheumatologische Erkrankungen wie
das Sjogren-Syndrom, chronisch entziindliche Darmerkrankungen, eine Graft-Versus-
Host Erkrankung im Rahmen einer Stammzelltransplantation oder eine
Schilddriisenfehlfunktion sein.[5, 8—10] Zudem gibt es Pathologien an der Tranendriise
selbst, welche degenerativ fibrotisch, traumatisch, iatrogen oder tumorbedingt sein
konnen. Eine angeborene Hypoplasie oder Aplasie der Trinendriise sind seltene

Differentialdiagnosen.[11]

1.2.2 Hyperevaporatives Trockenes Auge

Bei der hyperevaporativen Form des Sicca-Syndroms wird zwar eine ausreichende
Tranenmenge produziert, die Tranenfilmstabilitdit ist jedoch reduziert.[5] Die
Meibomdriisen in Ober- und Unterlid produzieren die Lipidschicht, welche die
Oberflichenspannung des Tranenfilms reduziert und diesen somit vor Verdunstung
schiitzt. ~ Eine  unzureichende  Lipidschicht  kann  haufig auf eine

Meibomdriisendysfunktion (MDD) zuriickgefiihrt werden.



1.2.3 Sonstige Ursachen

Andere Erkrankungen wie z. B. Allergien, neurodegenerative Verdnderungen oder
Lidstorung konnen ein dem trockenen Auge sehr dhnliches klinisches Bild auslosen. Dazu
zahlt z. B. die neurotrophe Keratopathie, bei der eine Storung der sensiblen Innervation
der Hornhaut zu einer Epithelstorung der Hornhaut fiihrt. Pathologien der Lider kdnnen
ebenfalls ursdchlich fiir ein trockenes Auge sein. Beispielsweise fiihrt eine horizontale
Liderschlaffung zu einer Verschlechterung der Benetzungssituation der
Augenoberfliche.[12] Konzentriertes Arbeiten am Bildschirm fiihrt zu einer reduzierten
Lidschlagfrequenz, was wiederum die Verteilung des Trinenfilm negativ beeinflusst.

[13]

Luftfeuchtigkeit und Temperatur wirken sich ebenfalls auf die Benetzung der
Augenoberfliche aus. Oft beschreiben Patienten stirkere Symptome in den
Wintermonaten. Der Mangel an frischer Luft sowie die trockene Heizungsluft verstdrken
die Symptome. Auch ein Zusammenhang des trockenen Auges mit Feinstaubbelastung

konnte in Tierversuchen nachgewiesen werden. [14]

1.3 Diagnostik des trockenen Auges
Die Diversitdit im Formenkreis des trockenen Auges spiegelt sich auch in den
Untersuchungsmethoden  wider. Im  Folgenden sind die  wesentlichen

Untersuchungsmethoden aufgefiihrt.

1.3.1 Schirmer-Test

Der Schirmer-Test quantifiziert die Tranensekretion und wurde erstmals 1903 von Otto
Schirmer beschrieben.[15] Dabei wird fiir flinf Minuten ein Streifen Filterpapier von fiinf
mm Breite und 35 mm Lénge in den Bindehautsack des Unterlides eingehédngt. Das
Filterpapier nimmt die Trinenfliissigkeit auf. Uber eine Millimeterskala kann der
Untersucher ablesen, welche Strecke die Tranenfliissigkeit auf dem Papierstreifen
zuriickgelegt hat, was wiederum mit der Menge der Tranensekretion korreliert. [16] Ein
einheitlicher Wert fiir die physiologische Tridnensekretion ist nicht festgelegt. In der
Literatur wird angegeben, dass eine reduzierte Tridnensekretion vorliegt, wenn die
Tranenfliissigkeit die 10 mm-Markierung nicht erreicht.[17] Eine reduzierte
Trénensekretion von < 5 mm zéhlt auBerdem zu den okuldren Diagnosekriterien fiir das

primire Sjogren-Syndrom. [6, 18] Neben dem Schirmer-Test ohne Lokalanésthesie,



welcher die Reizsekretion testet, kann die basale Tranensekretion mit dem Schirmer-Test
mit Lokalandsthesie durch vorherige Applikation eines betdubenden Augentropfens

getestet werden.[6, 19]

1.3.2 Untersuchungen der Meibomdriisen und der Lipidschicht

Bei der Meibomdriisenexpression iibt der Untersucher Druck auf die obere oder untere
Lidkante aus und beobachtet dabei die Anzahl an exprimierbaren Meibomdriisen sowie
die Menge und Qualitit des Meibomdriisensekrets. Physiologischerweise entleert sich
bereits auf leichten Druck das olige Sekret. Liegt eine MDD vor, so kann das Sekret

dickfliissig bis zahnpastaartig veréndert sein und zur Obstruktion der Driise fiihren.

Die Meibomdriisen konnen an den ektropionierten Ober- und Unterlidern mit einer
Infrarotkamera dargestellt werden.[20, 21] Hierdurch kann ein degenerativer Verlust der

Meibomdriisen erkannt und quantifiziert werden.[22]

Die Lipidinterferometric misst die Lipidschichtdicke des Tranenfilms {iber
intermittierende Lichtimpulse. [23, 24] Ist die Lipidschichtdicke reduziert, weist dies auf

eine mangelnde Meibomdriisensekretion hin.



1.3.3 Fiarbung der Augenoberflidche

Um Verdnderungen der Augenoberfliche fiir den Untersucher sichtbar zu machen,
konnen verschiedene Farbstoffe eingesetzt werden. Am hiufigsten und geldufigsten ist
die Farbung mittels Fluoreszein.[25] Dabei konnen Zellschiaden des kornealen Epithels
sichtbar gemacht werden.[26] Hierfiir farbt der Untersucher den Trinenfilm {iber

Augentropfen oder Farbestreifen an. Wéhrend intaktes, gesundes Hornhautepithel kein

GRADING OF CORNEAL AND CONJUNCTIVAL STAINING
OXFORD SCHEME
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Keratitis superficialis punctata

bezeichnet wird. Da es sich teils

um mehrere hunderte punktférmige Areale handelt, welche der Untersucher nicht einzeln
zdhlen kann, wurden verschiedene Bewertungssysteme entwickelt, um die Beurteilung
der KSP zu vereinfachen und zu vereinheitlichen. Insgesamt gibt es iiber 40
Bewertungssysteme oder ,,Scores* fiir die Beurteilung der Augenoberfliche, von denen
18 fiir die Beurteilung von kornealer und/oder konjunktivaler Stippung entwickelt
wurden. [28] Zu den Geldufigsten gehort das Oxford-Schema fiir korneale und
konjunktivale Stippung (Abb. 1).[29] Es basiert auf Piktogrammen, die dem Untersucher

im Vergleich mit dem klinischen Fluoreszein-Befund helfen sollen, die Auspragung der



Stippung einer Gradeinteilung von 0 bis 5 zuzuordnen. Das Schema wurde so entwickelt,
dass die Zahl der Stippung mit jedem Grad logarithmisch steigt. Da hierbei stets der
subjektive  Eindruck des Untersuchers festgehalten wird, sind derartige

Bewertungssysteme anfallig fiir Fehler.

Die Beurteilung von KSP ist nicht nur in der klinischen Routine ein wichtiger Parameter,
sondern wird auch regelméfig als Endpunkt in klinischen Studien, z. B. in
Zulassungsstudien fiir neue Medikamente eingesetzt.[30] Bei der Verordnung von
entziindungshemmenden Ciclosporin-A-Augentropfen ist die korneale
Fluoreszeinfarbung auflerdem entscheidend fiir die Indikationsstellung und

Befundkontrolle.

Neben Fluoreszein kann auch Lissamingriin und Bengalrosa zur Farbung der
Augenoberfldche eingesetzt werden. Lissamingriin stellt insbesondere unter Beleuchtung
mittels Rotsperrfilter Zellschdden an der Bindehaut dar und wird in der Regel von den
Patienten gut vertragen.[31] Bengalrosa féarbt nicht nur generell geschéddigte Zellen an,
sondern reichert sich insbesondere in den Nuclei der Zellen an, welche nicht durch
Komponenten des Trénenfilms wie Albumin oder Mucin geschiitzt sind.[32] Anders als
Fluoreszein und Lissamingriin fiihrt die Farbung mittels Bengalrosa bei vielen Patienten
zu voriibergehenden Schmerzen.[33] Diese Unvertrdglichkeit fiihrte dazu, dass
Bengalrosa im Vergleich zu den beiden anderen Farbstoffen heute deutlich seltener und

eher bei gezielten Fragestellungen zum Einsatz kommt.

1.3.4 Break-Up-Time

Die Break-Up-Time (BUT) bezeichnet die Zeit in Sekunden, bis der Tranenfilm aufreif3t.
Hieran kann die Stabilitdt des Tranenfilms beurteilt werden. Zur besseren Darstellung
wird der Trianenfilm in der Regel mit Fluoreszein angefédrbt. Der Untersucher misst dann
die Zeit, bis ein Aufriss des Trinenfilms an der Spaltlampe erkennbar wird. In dieser Zeit
darfkein Lidschlag erfolgen. Reif3t der Tranenfilm verfriiht auf, so besteht eine reduzierte
BUT, was fiir eine reduzierte Tranenfilmstabilitét spricht. Fiir gesunde Augen wurde eine
BUT von iiber 10 Sekunden beschrieben.[34] Bei Anfiarbung des Tranenfilms mittels
Fluoreszein wird dieser Test auch als ,,invasive* Break-Up-Time bezeichnet. Zusétzlich
zum Einfluss von Fluoreszein auf die Trinenfilmstabilitit ist die Konzentration von
Fluoreszein bei diesem Verfahren nicht standardisiert, was zu Messungenauigkeiten

fiihren kann. Im Gegensatz dazu wird bei der nicht-invasiven Break-Up-Time (NIBUT)

6



auf die Anfarbung mittels Fluoreszein verzichtet.[35] Mehrere Hersteller haben
Kamerasysteme  entwickelt, welche die NIBUT iiber Placido-basierte

Hornhauttopographie oder Interferometrie messen konnen.[36]

1.3.5 Sonstige diagnostische Methoden

Neben den bereits erwéhnten stehen eine Vielzahl weiterer diagnostischer Methoden zur
Verfligung wie beispielsweise die Messung des Tranenmeniskus, die Messung der
Trénenfilmosmolaritit oder die automatisierte Beurteilung des bulbédren
Rotungsgrades.[37-39] Zusédtzlich werden hidufig standardisierte Fragebdgen zur

besseren Beurteilung der Symptome eingesetzt.[40]

1.4 Behandlung des trockenen Auges

Ebenso komplex wie die Pathologie des trockenen Auges ist auch die Therapie. Im

folgenden Abschnitt ist deshalb nur ein Teil der Therapiemdoglichkeiten aufgefiihrt.

1.4.1 Trénenersatzmittel
Tranenersatzmittel bestehen in der Regel aus Wasser und z. B. Hyaluronséure. Sie sollen

die benetzende Funktion des Tranenfilms ersetzen.

Augensalben mit Dexpanthenol oder Vitamin-A-Zusidtzen werden zum Schutz der
Augenoberflache nur bei schwerem trockenem Auge oder zur Nacht eingesetzt und

benetzen diese lidnger, sind aber sichteinschriankend.

Neben den freiverkduflichen Trinenersatzmitteln kommen bei besonders schweren
Formen des trockenen Auges mit drohendem Verlust der Sehschérfe auch autologe
Serumaugentropfen zum Einsatz.[41] Die im Serum enthaltenen biologischen Faktoren
ersetzen die nutritive Funktion des Tranenfilms. Bestehen etwaige Kontraindikationen
wie beispielsweise Infektionserkrankungen, oder ist eine Blutabnahme bei reduziertem
Allgemeinzustand oder Andmie nicht zumutbar, so werden alternativ auch Human-

Albumin-Augentropfen verwendet.



1.4.2 Lidrandhygiene und Lidrandmassage

Durch Séduberung der Lidkanten und Massage der Meibomdriisen soll einer MDD
entgegengewirkt werden.[2] Dabei werden die Augenlider beispielsweise mit warmen
Kompressen erwédrmt, wodurch die Konsistenz des Meibomsekrets fliissiger wird.[42]
Durch mechanischen Druck in Richtung der Lidkanten kann das Sekret aus der Driise
heraus und auf die Augenoberfliche gelangen und somit zur Tranenfilmstabilitét

beitragen.

1.4.3 Okklusion der Tranenpiinktchen

Ziel der Okklusion der Trénenpiinktchen ist es, den Abfluss der Tranenfliissigkeit zu
verringern und somit das Volumen der Tranenfliissigkeit auf der Augenoberfliche zu
erhohen.[43] Dabei werden Kunststoffokklusive in das zu verschlieBende
Tranenpiinktchen eingesetzt. Je nach Schweregrad konnen ein oder auch beide
Tranenpiinktchen jeden Auges okkludiert werden. Neben Fremdkorpergefiihl durch
Reiben auf der Bindehaut kann es durch unzureichenden Abfluss der Trinenfliissigkeit
auch zu Epiphora kommen.[44] Nicht selten kommt es nach einer gewissen Zeit zum
Verlust der Okklusive. Bereits nach 3 Monaten sind 36% der eingesetzten Okklusive
verloren.[45] Zu den chirurgischen Verfahren gehort auch die dauerhafte Okklusion der
Trénenplinktchen durch Verddung.[46] Hiernach ist eine spitere Rekonstruktion
kompliziert, weswegen diese Therapieoption nur in bestimmten Féllen zum Einsatz

kommit.

1.4.4 Sonstige

Neben den hier abgehandelten gibt es eine Vielzahl weiterer Therapien. Dazu gehdren
die Meibomdriisensondierung, die technisch assistierte Lidkantenmassage (LipiFlow®-
System, Firma TearScience®, Morrisville, NC, USA), die technisch assistierte
Lidrandreinigung (Blephex™, Firma BlephEx® LLC., Franklin, TN, USA) und
Behandlungen mit ,,intense pulsed light“ (IPL, E-Eye®, Firma E-Swin, Houdan,
Frankreich).[47-50] Nicht bei allen diesen Therapieansitzen ist die Wirksamkeit
ausreichend wissenschaftlich belegt. In besonders schweren Fillen kann auch eine

systemische Immunsuppression notwendig sein.



1.4.5 Ziele der Therapie

Ziel der oben genannten Therapieansitze ist stets, eine verbesserte Benetzung und
Versorgung der Augenoberfliche zu gewihrleisten. Je nachdem welche Form des
trockenen Auges vorliegt, konnen reine Schmerzlinderung, eine Verbesserung der
Sehschérfe oder — in schweren Féllen — der Erhalt des Auges das Ziel der Therapie sein.
Da die zurzeit verfiigbaren diagnostischen Methoden teils von der subjektiven
Einschitzung des Untersuchers abhdngen und andere wiederum in der Messung stark
schwanken konnen, ist ein echter Therapieerfolg oft schwierig zu erkennen. Objektive
und mdglichst reproduzierbare diagnostische Methoden sind daher essentiell, um das

therapeutische Ergebnis beurteilen zu konnen.

1.5 Automatisierte Bildanalyse
1.5.1 Grundlagen digitale Bilder

Ein digitales Bild ist aus einzelnen Bildpunkten, sogenannten Pixeln, zusammengesetzt,
wobei jedes Pixel eine bestimmte Intensitit wiedergibt. Wahrend die Anzahl der Pixel fiir
die Auflésung eines Bildes entscheidend ist, so ist die Zahl der Intensitétsstufen fiir den
Kontrast ausschlaggebend. Mit zwei Intensititsstufen kann man dementsprechend nur
schwarze (0) und weille (1) Pixel darstellen. Jedes Pixel verfiigt demnach iiber eine
Informationstiefe von einem Bit. Ein Bit bezeichnet die kleinste mdgliche Recheneinheit.
Das Wort setzt sich aus dem Englischen ,,binary digit* zusammen. Solche schwarz-weil3-
Bilder werden als bindre Bilder oder 1-Bit Bilder bezeichnet. Kommen nun weitere
Intensitatsstufen hinzu, so erhoht sich der Informationsgehalt pro Pixel und
Zwischenstufen zwischen Schwarz und Weill (0 oder 1) werden mdglich. Dadurch
konnen auch Grautone dargestellt werden. Die Bit-Tiefe eines Bildes entscheidet dariiber,
wie viele Intensititsstufen darstellbar sind. Ein 2-Bit Bild kann dementsprechend (2° =) 4
verschiedene Intensitidten wiedergeben. Am geldufigsten ist heutzutage das 8-Bit Bild,

bei dem (2% =) 256 mogliche Intensititen zur Verfiigung stehen.

1.5.2 RGB-Bilder
Die gebrauchlichste Variante von digitalen Farbbildern sind sogenannte RGB-Bilder.
RGB steht hierbei fiir die drei Kanéle Rot, Griin und Blau, aus denen ein jedes RGB-Bild

zusammengesetzt ist. Jeder Kanal fiir sich besteht aus einem Raster einzelner Pixel, wobei



die Intensitit des Pixels die Intensitdt der entsprechenden Farbe an diesem definierten
Bildpunkt wiedergibt. Ein roter Pixel hat dementsprechend im Rot-Kanal eine hohe
Intensitdt, wahrend derselbe Bildpunkt im Griin-Kanal und im Blau-Kanal eine niedrige
Intensitdt hat. Geht man von dem geldufigen 8-Bit Format fiir jeden Kanal aus, so sind
pro Farbkanal (Rot, Griin, Blau) 256 verschiedene Intensitédtsstufen moglich. Ein RGB-
Bild mit 8 Bit pro Kanal hat dementsprechend eine Farbtiefe von (3 x 8 =) 24 Bit. Dadurch

sind (22*=) 16 Millionen Kombinationen pro Pixel mdglich.

1.5.3 Bildbearbeitung und Bilderkennung

Die Bildbearbeitung im wissenschaftlichen Sinne dient nicht etwa der Verschonerung von
Bildern zu Darstellungszwecken, sondern der Vorbereitung der Daten auf eine
wissenschaftliche Bildanalyse. Wird die Spanne der moglichen Intensitéiten in einem Bild
beispielsweise nicht voll ausgeschopft, so kdnnen die Intensititen weiter voneinander
verteilt werden, wodurch eine bessere Abgrenzung durch die Analyseverfahren moglich
wird. Ferner kann durch gezieltes Eliminieren von Bildrauschen das Bild von
unbedeutenden Artefakten gereinigt werden, welche sonst in der Bildanalyse storen

konnten.

Die Bilderkennung bezeichnet die Fahigkeit einer Software, bestimmte Objekte in einem
Bild zu identifizieren. Hierzu werden beispielsweise Grofle und Form der zu erkennenden

Objekte vorgegeben.

2 Ziele der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, eine automatisierte und objektive Quantifizierung der kornealen
Fluoreszeinfarbung zu entwickeln und die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der

Methode mit menschlichen Untersuchern zu vergleichen.
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Abstract

Background and purpose Corneal fluorescein staining is one of the most important diagnostic tests in dry eye disease (DED).
Nevertheless, the result of this examination is depending on the grader. So far, there is no method for an automated quanti-
fication of corneal staining commercially available. Aim of this study was to develop a software-assisted grading algorithm
and to compare it with a group of human graders with variable clinical experience in patients with DED.

Methods Fifty images of eyes stained with 2 ul of 2% fluorescein presenting different severity of superficial punctate keratopathy
in patients with DED were taken under standardized conditions. An algorithm for detecting and counting superficial punctate
keratitis was developed using ImageJ with a training dataset of 20 randomly picked images. Then, the test dataset of 30 images
was analyzed (1) by the ImageJ algorithm and (2) by 22 graders, all ophthalmologists with different levels of experience. All
graders evaluated the images using the Oxford grading scheme for corneal staining at baseline and after 6-8 weeks. Intrarater
agreement was also evaluated by adding a mirrored version of all original images into the set of images during the 2nd grading.
Results The count of particles detected by the algorithm correlated significantly (n=30; p <0.01) with the estimated true
Oxford grade (Sr=0,91). Overall human graders showed only moderate intrarater agreement (K= 0,426), while software-
assisted grading was always the same (K= 1,0). Little difference was found between specialists and non-specialists in terms
of intrarater agreement (K=0,436 specialists; K=0,417 non-specialists). The highest interrater agreement was seen with
75,6% in the most experienced grader, a cornea specialist with 29 years of experience, and the lowest was seen in a resident
with 25,6% who had only 2 years of experience.

Conclusion The variance in human grading of corneal staining - if only small - is likely to have only little impact on clinical man-
agement and thus seems to be acceptable. While human graders give results sufficient for clinical application, software-assisted
grading of corneal staining ensures higher consistency and thus is preferrable for re-evaluating patients, e.g., in clinical trials.

Keywords Cornea - Dry eye disease - Grading - Image analysis

Key messages
What is known
®  Corneal fluorescein-staining is one of the most important diagnostic tests in dry eye disease.

®  Human grading of medical images is known to be subjective.

®  So far, there is no method for an automated quantification of corneal staining commercially available.

What is new
e  We found only moderate intra- and interrater agreement in grading superficial punctate keratopathy.

Experience in ophthalmology seems to have only little impact on intrarater agreement.

®  Software-assisted evaluation of superficial punctate keratopathy is possible and works satisfyingly however it is
not yet commercially available.

Extended author information available on the last page of the article

Published online: 31 March 2022 4 Springer
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Introduction

Fluorescein staining is one of the most important diagnostic
tests for clinical and research purposes in dry eye disease
(DED) [1]. While more and more examinations are being
assisted by computers (optical coherence tomography, cor-
neal topography, wavefront analyses) in the last decades,
objective methods for an automated quantification of cor-
neal staining have been developed, but are not yet commer-
cially available [2-5]. The aim of our study was to examine
if software-assisted grading is superior to human grading in
accuracy and consistency. The problem of high intra- and
interrater error in human grading of medical images is a
known problem in ophthalmology and other fields of medi-
cine [6-9]. In particular human grading of corneal staining
with different scores is known to be subjective and lacks
reproducibility [10]. There are 41 different grading scales to
evaluate the ocular surface in humans, of which 18 are for
grading corneal and/or conjunctival staining [11]. The choice
of the grading scale has effect on both sensitivity and consist-
ency. While fewer steps within a grading system lead to good
repeatability, they mostly lack sensitivity [12—14]. For this
reason, a grading system with 0-100 steps was developed
[15]. Higher numbers of possible grades on the other hand
tend to produce inconsistent results and might be biased by
the well-known problem that human graders tend to choose
numbers that can be divided by five more often than others
what again reduces the amount of steps and therefore the sen-
sitivity [15, 16]. The Oxford scale consisting of grades from
0 to 5 is one of the most commonly used grading scales for
corneal staining. Considering the diverse nature of superficial
punctate keratitis, a 0-5 gradation seems relatively coarse.
Therefore, an automated grading system which is not limited
to a specific scale would be favorable.

Material and methods
Acquisition of corneal images

Images of 50 eyes with different grades of dry eye disease
were taken under standardized conditions. Two microliter
of 2% fluorescein were instilled into the lower fornix with a
2 ul Eppendorf Pipette. After 30 s, the images were acquired
with a Canon camera model DS126251 attached to a Haag-
Streit photo slit lamp model 900.8.2.0165 with diffuse light-
ning, yellow filter and 10 x enlargement in a completely dark
room, and saved in red—green—blue-format (RGB). Twenty
of these images were used as a training set to develop the
algorithm and 30 as training dataset for comparison with
the human graders.

@ Springer

Image) algorithm for automated quantification
of corneal staining

Imagel, the most common software for image analysis and
processing in biological research, was used for automated
quantification of corneal staining [17]. All functions used
for preprocessing and analyzing the images are commonly
used in scientific image analysis. “Auto-threshold” was used
to detect particles by separating the images into a foreground
and background depending on differences of intensity. The
background was eliminated, leaving the foreground with the
“objects of interest” for quantification. Many different auto-
threshold methods are available. Comparing the different
methods using the training dataset, we found best conformity
with “triangle-white” to isolate and count particles without
having a large number of false positives from artifacts [18].
Next, to exclude possible artifacts like tear film or mucus,
size and circularity of the “objects of interest”, i.e., positive
epithelial staining, had to be specified. Following repetitive
assessment using the training-dataset, particles bigger than
200 pixels or with circularity below 0,7 were eliminated.
After defining those prerequisites, a macro was developed,
that executed the following steps, when the cornea was
marked manually as region of interest (ROI).

Preprocessing: The green channel of the RGB image was
isolated and transformed into 8 bit format. With Imagel
embedded automatic contrast enhancement, the distribu-
tion of intensities became wider for better separation. Con-
voluted background subtraction with a radius of 14 pixels
and a Gaussian blur with a sigma of 2 pixels were used to
generate a so-called pseudo-background (Fig. 1) which was
then subtracted from the main image to remove artifacts and
background structures such as the iris, pupil, or tear film
artifacts.

Analysis: Auto-threshold triangle-white technique
was used to isolate particles from remaining noise. Then,
a binary mask was created, showing only two intensities
(1 =positive staining; 0=no staining) (Fig. 2). Finally, the
number of particles with the defined size and circularity was
counted. Execution of this macro takes approximately 3-5 s
per image on an average desktop computer. For the exact
script of the macro, see Supplements.

Human grading of corneal staining

A cohort of 22 graders, 9 board certified ophthalmolo-
gists, 11 residents, and 2 medical students with less than
1 year of experience of the Department of Ophthalmol-
ogy, University Hosptial Diisseldorf, were asked to grade
the full test set. Grading was performed according to the
Oxford classification for corneal staining under standard-
ized conditions with a tablet computer (Samsung® Galaxy

13
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Fig.1 A Original image and B
artificial pseudo-background

Fig.2 A Detected corneal
staining overlay and B particle
mask. Brightness was adjusted
for illustration

Tab S2) with a high-quality display and full brightness in
a completely dark room [19].

The Oxford scheme with sample graphics was displayed
to the graders throughout the entire grading process on
the same screen, below the image that was to be graded.
After 6-8 weeks, all participants graded the identical 30
images twice again, once as original and once mirrored
horizontally, without previously being informed about this
second grading and the fact that the identical images were
used and had been mirrored. Software results were then
compared to human grading. There was no time limit for
the graders to complete the grading, but the full test set
had to be graded in a single episode.

Statistics

SPSS version 27 (IBM, USA, NY, Armonk) was used for
statistical analysis. Cohens-Kappa and Fleiss-Kappa were
used to evaluate intra- and interrater reliability. For inter-
pretation of K-values, Landis and Koch Table were used.
The software-assisted evaluation (measured in number of
particles) was compared to the most frequent picked Oxford

grade (estimated true) using Spearman’s rank correlation. A
p-value below 0,05 was regarded as statistically significant.

Results
Interrater agreement

In the first grading episode, human interrater agreement
was K=0,462 and thus moderate between all graders. The
result was the same, when all human ratings were analyzed
together, i.e., all gradings from the first and second round
of gradings (K =0,426). Table 1 shows the deviation for
every grader from the estimated true Oxford grade. The
highest agreement with the estimated true Oxford grade
was seen in the most experienced grader in 75,56% of all
cases. Deviation by more than one Oxford grade from the
estimated true Oxford grade was seen in 18 of 22 graders.
While there was a maximal deviation of 4 Oxford grades in
one case of a non-specialist, deviation of 3 Oxford grades
was seen in three participants (7 cases). Resident number
8 showed a deviation of three Oxford grades in three cases

@ Springer
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Table 1 Distribution of deviation from the estimated true Oxford
grade for every grader in percentage

Grader Deviation of grading from estimated true Oxford scale
0 1 2 3 4
Specialist 1 75.56% 2222% 1L11% - -
Specialist 2 73.33% 26,67% - - -
Specialist 3 42.22% 48.89% 444% - -
Specialist 4 54.44% 3222% 4.44% - LIl%
Specialist 5 70,00% 30,00% - - -
Specialist 6 T1.11% 28,89% - - -
Specialist 7 50,00% 37.78% 4.44% 1.11% -
Specialist 8 67.78% 27.78% 222% . .
Specialist 9 72,22% 23,33% 222% - -
Resident 1 64.44% 26,67% 4.44% - -
Resident 2 62,22% 33.33% 222% - -
Resident 3 38,89% 34.44% 3.33% - -
Resident 4 71,11% 26,67% L11% - -
Resident 5 61,11% 34.44% 222% - -
Resident 6 67.78% 30,00% 1.11% - -
Resident 7 66,67 % 28,89% 222% - -
Resident 8 73.33% 26,67% - - -
Resident 9 25,56% 46,67% 8,89% 3.33% -
Resident 10 57.78% 35,56% 3.33% - -
Resident 11 45.,56% 40,00% 5.56% 1.11% -
Student 1 25,56% 54.44% 6.67% 222% -
Student 2 73.33% 24.44% 1.11% - -

and selected the estimated true Oxford grade only in 25,6%
of all cases, as one of the students.

Intrarater agreement

All K-values for every grader are listed in Table 2. Specialists
and non-specialists showed “moderate” intrarater agreement,
but specialists were slightly more consistent than non-
specialists (K=0,436 specialists; K=0,417 non-specialists).
The most experienced grader, a cornea specialist with circa
30 years of experience was most consistent in his grading
with an “almost perfect” agreement of K=0,831 for grading
the native and the mirrored images in the second grading episode.
The lowest intrarater agreement was found in a resident
with K=0,155 (“slight agreement”) for re-evaluation after
6-8 weeks. Figure 3 shows the total intrarater agreement in
relation to years of experience in ophthalmology.

Automated grading
Software-assisted grading was identical after 6 weeks and

not affected by mirroring the images. The count of particles
detected by the algorithm correlated significantly (n=30;
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p <0.01) with the estimated true Oxford grade (Sr=0,91)
(see Fig. 4).

Discussion

Experience is a well-known denominator of grading preci-
sion in ophthalmology [20]. Although only little difference
was found between specialists and non-specialists overall,
Fig. 1 shows that lower intrarater agreement is seen in the
less experienced graders. Nevertheless, our results show that
even highly experienced graders are not as consistent as a
software-assisted grading method. Highest inconsistency
(low intrarater agreement) was found when pictures were
regraded after 6-8 weeks (K=0,461). This temporal int-
rarater agreement is also known as temporal drift or grade-
regrade-agreement [21]. Ebenezer et al. have worked on
grading of retinopathy of prematurity and used a particular
temporal drift sample of 25 images that were regraded at
three different points of time and found strong variety in
intrarater agreement over time ranging from 0.57 to 0.94
[22]. This variation over time in human grading especially
might become a problem in study settings, where reliable
data needs to be gathered.

Nichols et al. investigated repeatability of several DED
parameters at two time points including only one grader and
found poor to moderate intrarater agreement for corneal flu-
orescein staining [23].

Rasmussen et al. investigated human grading of corneal
and conjunctival staining on the slit lamp in 11 physicians
with van Bijstervald score (vBS) and the ocular staining
score (OSS) and found moderate to good intrarater agree-
ment with intraclass correlation coefficient (ICC) of 0.77 for
the vBS and 0.74 for the OSS [10]. It should be mentioned
that the study mainly focused on the comparison between
vBS and OSS; thus, only a small number of individuals (20
out of total 994) were invited for a second examination, and
only nine were re-evaluated by the same physician.

Beyond the limited intrarater agreement, in a real-world
setting of a busy clinic with rising number of follow-up
visits, a patient is likely to be examined by different indi-
viduals adding interrater error. Unlike intrarater agreement,
interrater agreement is difficult to investigate because there
is no certainty about the true Oxford grade of an image.
Furthermore, Fleiss-Kappa measures whether the grading
is identical between the two time points but do not quantify
a possible deviation. While grading corneal staining refer-
ring to the Oxford scheme is a method of comparing a slit
lamp image with a graphic scheme, it can be assumed that
the true Oxford grade for a picture is the one that was most
frequently picked. Therefore, modus was chosen for the esti-
mated true Oxford grade in our study. Rasmussen et al. still
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Fig.4 Median count of par-
ticles detected by software in 1000
dependence to the estimated 900
true Oxford scale (modus) for
all images
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Median count of particles

was not calculated for our cohort, because it is more suitable
to assess agreement between two, but not multiple graders.
Amparo et al. tested interrater agreement in four clinicians
grading 61 images using the National Eye Institute/Industry
(NEI) grading scale and gathered ICC of only 0.65, what is
considered moderate interrater agreement [25]. For better
comparison, we calculated ICC from our cohort and gath-
ered 0.994 what is considered excellent reliability. We want
to put this value into perspective as we found only moderate
agreement with Fleiss-Kappa and high deviation of 3 or 4
Oxford grades could be found between graders for both, spe-
cialists, and non-specialists. This difference can be explained
by the fact that Fleiss-Kappa, as mentioned earlier, only
measures whether the same grade has been chosen and ICC
also respects the level of disagreement between two Oxford
grades. Therefore, we think neither ICC nor Fleiss-Kappa
solemnly can represent the true agreement between graders,
as it is necessary for clinical practice or study settings.

While time between two gradings can especially influence
the intrarater-results, there are some parameters that might
influence both intra- and interrater grading. First, conditions
in real live grading could vary depending on possible fluctu-
ation in light situations or use of different slit lamp settings.
Second, also the patient reported symptoms or conjunctival
hyperaemia might bias a human grader in his evaluation. In
addition, there may be differences in grading photographed
slit lamp images versus live grading [26].

In contrast to human grading, a computer-based evalua-
tion is not bound to a specific scale but simply counts pre-
defined affected areas. Our algorithm showed proper corre-
lation with the Oxford grades (Sr=0,91; n=30; p<0.01).
The previously mentioned groups have developed similar
algorithms for corneal staining and compared the results
to human grading. Rodriguez et al. used an algorithm

@ Springer
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Estimated true Oxford-Scale (Modus)

programmed with OpenCV®© (Open Source Computer
Vision Library) and focused on the inferior corneal stain-
ing as region of interest and used the Ora Calibra Staining
Scale®, a logarithmic scale for the number of counted par-
ticles [24]. The software-based grading was compared to
human grading results. In their study, the agreement between
human and software-assisted grading was high (R=0.89)
[24].

Amparo et al. analyzed the complete corneal area simi-
lar to us but used the National Eye Institute/Industry (NEI)
grading scale and compared the results of human grading
with those of an algorithm programmed in Image] [25].
They reported a significant correlation between their soft-
ware-assisted method and human grading (R=0.72) [25].

Chun et al. compared the grading of two independent cli-
nicians using the Oxford scheme and the National Eye Insti-
tute/Industry (NEI)-recommended guidelines to a software-
assisted method programmed in Microsoft Visual C+ +and
Open CV®©. They achieved high correlation between the
software-based grading and both human grading scores
(Oxford scheme: R =0.85; NEI: R=0.903) [27].

While the above-mentioned groups have achieved similar
results to our cohort, the main difference and novelty in our
study are the large number of human graders with different
levels of experience using the grade-regrade method that
allows the best possible comparison between them. Overall,
as shown in our work and the other studies mentioned above,
software-based grading achieves sufficient results with preci-
sion at least as accurate in comparison to human grading.
Comparison between the different groups in case of preci-
sion of the algorithm is difficult because there is difference
in the selected region of interest and the chosen grading
score. Although software-assisted grading might be chal-
lenged, e.g., by confluent staining, by refining the techniques
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Table 2 Intrarater agreement:

; Years of | Intrarater Agreement k | Intrarater Agreement k | Intrarater Agreement
kappa values for all graders Ciadex Experience Total After 6 Weeks Same Session Mirrored

Clinic Director 29 0,595 0,461 0,831
Specialist 1 23 0,614 0,544 0,812
Specialist 2 18 0,455 0,635 0,612
Specialist 3 12 0,592 0,667 0,617
Specialist 4 10 0,537 0,533 0,647
Specialist 5 8 0,555 0,506 0,560
Specialist 6 8 0,472 0,471 0,578
Specialist 7 7 0,570 0,466 0,670
Specialist 8 6 0,732 0,791 0,751
Resident | 5 0,626 0,620 0,690
Resident 2 4 0,532 0,632 0,462
Resident 4 4 0,595 0,576 0,578
Resident 5 3 0,541 0,487 0,540
Resident 6 3 0,595 0,633 0,627
Resident 7 3 0,703 0,689 0,686
Resident 8 3 0,523 0,747
Resident 9 2 0,630
Resident 10 1 0,634 0,637 0,598
Resident 11 1 0,416

Student 1 0 0,413

Student 2 0 0,508 0,460 0,613
Specialists Total 0,436

Non-specialist Total 0,417

Intrarater agreement Kappa values. Color-marked level of agreement from dark to bright (Landis and
Koch): slight™ 0,00-0,20 marked red, ,fair™ 0,21-0,40 marked brown, .moderate” 0,41-0,60 marked

vellow, , substantial™ 0,6 1-0.80 marked blue, ,almost perfect”™ 0.81-1,00 marked green

found significant variation between human graders, although
all participants had undergone a particular training before.
As every participant graded a different subject, the results

are difficult to compare to our cohort study.

Fig.3 Total intrarater agree-

: : : 0,80
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Rodriguez et al. found a mean concordance correlation
coefficient (CCC) of 0.882 between three human graders
grading 54 images in the Ora Calibra Fluorescein Staining
Scale, what can be considered good reliability [24]. CCC

R? Linear = 0,047
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and algorithms, and, e.g., by application of deep learning, we
think it will still be superior to a pictogram-based grading
system in the future. Besides precision, another advantage of
a computer-based evaluation is its consistency. Similar to the
results of the grading of corneal staining, software-assisted
grading of ocular redness or conjunctival lissamaine green
staining has been shown to be superior compared to human
evaluation [16, 28-30].

Also clinical studies would probably benefit from such a
technique, because corneal fluorescein staining often is con-
sidered an important endpoint, e.g., in the SANSIK study, a
multicenter phase III study for cyclosporine-A eye drops [31].
Especially in a multicenter setup with numerous graders, a
more objective method would be favorable. Furthermore such
a method could be used for a more exact (sub-)staging of
several corneal conditions, e.g., like neurotrophic keratopathy
[32]. While the benefit of a software-assisted grading system
in clinical studies is obvious, it should be noted that in a clini-
cal setting small deviation in the grading of corneal staining is
acceptable and does probably rarely lead to changes in treat-
ment. A deviation of 3—4 Oxford grades as we found in some
cases though cannot be considered as negligible.

Conclusion

High inter- and intrarater bias has been seen in human grad-
ing of corneal fluoresceine staining. While accuracy of
human grading may be considered sufficient, it lacks intra-
and interrater consistency. Although the measured inconsist-
ency is likely to have little impact on clinical management
and outcome, an objective method would be beneficial for
study settings and development of more precise staging
schemes of anterior eye diseases.
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4 Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass eine automatisierte Quantifizierung von kornealer
Fluoreszeinfarbung mittels etablierter Bildanalysetechniken mdglich ist und
zufriedenstellende Ergebnisse liefert. Statistisch zeigt sich nur eine moderate Intrarater-
und Interraterreliabilitit fiir korneale Fluoreszeinfarbung bei menschlichen Untersuchern.
Hierbei ist zu beachten, dass ein gewisses Mal} an Ungenauigkeit zu vernachléssigen ist,
da im klinischen Alltag kleinere Abweichungen selten zu einer Anderung der Therapie
oder des Procedere fiihren. Es konnten jedoch auch zwischen verschiedenen
Untersuchern Abweichungen von bis zu 4 Graden auf der Oxford-Skala festgestellt

werden, was den Bereich der vernachlissigbaren Variabilitdt {iberschreitet.

Beziiglich der Intraraterreliabilitit ist zu betonen, dass sich insbesondere beim erneuten
Bewerten eines Bildes nach 6-8 Wochen — also der Retest-Reliabilitdt - nur eine geringe
Ubereinstimmung fand (K=0,461). Diese Abweichung, bedingt durch zeitlichen Abstand
zwischen zwei Messungen wird auch als ,temporal drift“ bezeichnet.[S1] Dieses
Phinomen konnte auch bereits bei der Beurteilung von Fotoaufnahmen des hinteren
Augenabschnittes in der Diagnostik der Frithgeborenenretinopathie nachgewiesen
werden. Es fanden sich starke Unterschiede in der Intraraterreliabilitit von 0,57 bis 0,94.
[52] In der klinischen Routine ist bei ambulanten Patienten mit einem Sicca-Syndrom
eine Verlaufskontrolle nach 6-8 Wochen géngig, sodass diese geringe Retest-Reliabilitit
menschlicher Untersucher klinisch zum Tragen kommt. Dabei ist zu bedenken, dass es
sich in unserem Fragebogen lediglich um isolierte Fotoaufnahmen handelte. In der Praxis
ist die korneale Fluoreszeinfarbung nur ein Teilaspekt der Diagnostik. Symptome des
Patienten, bulbdre Rétung, vorherige Therapieintensivierung und viele andere Aspekte
konnen die Einschitzung des Untersuchers beeinflussen. Wenn also ein Patient {iber eine
deutliche Beschwerdelinderung berichtet, nachdem er die vom Augenarzt verordnete
Therapie konsequent eingehalten hat, konnte dies auch zu einer milderen Einschitzung

der kornealen Fluoreszeinfarbung durch den Untersucher fiihren.

Derartige kognitive Verzerrungen sind in der Kognitionspsychologie bekannt. Das
Phanomen, dass Menschen nach Informationen suchen, die die eigene Hypothese stiitzen,
wird als Bestdtigungsfehler (englisch confirmation bias) bezeichnet und kann auch bei
Arzten in der Diagnosefindung nachgewiesenermafen zu Fehleinschitzungen fiihren.
[53, 54] Insbesondere in der Beurteilung von medizinischen Bildern sind

Bestdtigungsfehler nachgewiesen. [55] Inwieweit dieser Effekt bei der Bewertung von
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KSP eine Rolle spielt, bedarf weiterer Untersuchungen. Eine automatisierte, software-

assistierte Methode ist hingegen génzlich frei von diesen Effekten.

Die nur moderate Interraterreliabilitit (K=0,426) zeigt erneut die Grenzen der
Beurteilung von KSP durch menschliche Untersucher. Eine &hnlich niedrige
Interraterreliabilitdt wurde bereits fiir die Beurteilung der konjunktivalen Epitheliopathie
mittels Lissamingriin-Farbung (K=0,3—0,36) beschrieben.[31] Die statistische Erfassung
der Interraterreliabilitdt ist schwierig. Bei der Interpretation von Fleiss-Kappa ist zu
beachten, dass nur erfasst wird, wie oft zwei Untersucher in ihrem Ergebnis
tibereinstimmen oder voneinander abweichen. Wie weit jedoch die Abweichung der
beiden Untersucher im Einzelnen ist, also wie viele Oxford-Grade die beiden Untersucher
voneinander abweichen, wird nicht erfasst. Wir haben deshalb fiir jedes Bild den am
hiufigsten gewéhlten Oxford-Grad als den geschétzten ,,wahren Oxford-Grad* errechnet
— also den statistischen Modus. Dabei zeigten sich teils Abweichungen von 3, bis sogar 4
Oxford Graden. In einer groBen Klinik ist es wahrscheinlich, dass ein Patient in der
Verlaufskontrolle von mehreren Personen untersucht wird. Daher sollte die nur moderate
Interraterreliabilitit der Fluoreszeinfarbung stets bedacht werden. Ein software-

assistiertes System wiére frei von den Fehlern dieser subjektiven Einschétzung.

Ein weiterer Vorteil einer software-basierten Quantifizierung der Fluoreszeinfarbung ist,
dass auch kleinere Unterschiede in der Intensitit von KSP erfasst werden konnen, welche
bei der Oxford-Skala noch innerhalb desselben Schweregrades liegen. Bei der
Entwicklung eines Scoring-Systems hat die Anzahl der im System enthaltenen Grade
direkten Einfluss auf Spezifitdt und Sensitivitit.[56—-58] Eine hohe Anzahl an Graden,
wie zum Beispiel ein 0 — 100-System, erfasst auch sehr kleine Unterschiede. Limitiert
sind diese Systeme jedoch dadurch, dass menschliche Grader sich nachgewiesenermallen
auf Grade festlegen, die ein Vielfaches von 5 sind. Damit werden von den prinzipiell 101
Graden effektiv deutlich weniger genutzt. Auch fiir die Beurteilung von KSP wurde ein
solches Scoring-System von Woods et al. entwickelt, wobei die Autoren eben diese
Problematik in ihrer Arbeit diskutieren.[59] Ein Scoring-System mit wenigen Graden
hingegen, wie zum Beispiel ein 0-3-System, ist weniger sensitiv fiir kleinere
Abweichungen, bleibt aber deutlich spezifischer. Der Vorteil einer software-assistierten
Methode ist, dass alle Partikel im Bild gezdhlt werden und nicht unbedingt einem Score
zugeteilt werden miissen, wodurch ein hohes Mall sowohl an Sensitivitidt als auch

Spezifitit erreicht werden kann. Selbstverstandlich miisste bei der Entwicklung eines
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solchen Systems die Messgenauigkeit reevaluiert werden, um den Bereich der natiirlichen

Messschwankungen zu definieren.

Das Problem der unzureichenden Intrarater- und Interraterreliabilitdt besteht auch bei der
Befundung radiologischer und histologischer Bilder, sodass in diesen Bereichen ebenfalls

beziiglich automatisierter Bildanalyse geforscht wird. [60—62]

In Notfallsituationen wie bei Polytraumata spielt der Zeitfaktor bei der Befundung
radiologischer Bilder eine wichtige Rolle. Der Arbeitsgruppe Kim et al. gelang es, mit
kiinstlicher Intelligenz einen Pneumothorax in Rontgenbildern zu erkennen.[63] Mit einer
Sensitivitdt von 69,2% und Spezifitit von 97,8% beim Erkennen des Pneumothorax war
der Algorithmus den erfahrenen Radiologen zwar unterlegen, jedoch wird hier die
schnelle Verfiigbarkeit in Notfallsituationen fiir eine eventuelle automatisierte
Auswertung betont. Die enorme Menge an standardisierten, weltweit verfligbaren
radiologischen Bildern macht das Feld der Radiologie besonders ansprechend fiir die

Entwicklung von kiinstlicher Intelligenz.[64]

Insbesondere bei der Frage nach Metastasen in exzidiertem Gewebe miissen die
histologischen Schnitte mit grofter Sorgfalt von den Pathologen einzeln untersucht
werden. Die Arbeitsgruppe um Yun Liu konnte ein kiinstliches neuronales Netzwerk so
anlernen, dass es bei Patienten mit Mammakarzinom 92,4% der Metastasen erkennt.[61]
Dabei wird fiir die Befundung iiber den Pathologen eine Sensitivitit von 73,2%
angegeben. Die Arbeitsgruppe betont allerdings auch, dass das kiinstliche neuronale
Netzwerk pro Bild 8 falsch-positive Befunde gestellt hat. Hieran zeigt sich, dass software-
assistierte Analysen — zum jetzigen Zeitpunkt — nur eine Hilfestellung in der Diagnostik

darstellen und nicht das Urteil eines menschlichen Untersuchers ersetzen konnen.

Wihrend das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Bildanalysesystem bereits sehr
spezifisch zwischen KSP und Artefakten unterscheiden kann, wére eine weitere
Verbesserung der Genauigkeit iiber die Verwendung von kiinstlicher Intelligenz bzw.
neuronalen Netzwerken moglich und fiir ein marktreifes System wiinschenswert. Fiir die
Beurteilung von Fotoaufnahmen des hinteren Augenabschnittes sind solche Systeme mit
kiinstlicher Intelligenz bereits in Entwicklung. Dabei sind jedoch oft sehr grofe
Datenmengen erforderlich, um die gewiinschte Sensitivitidt und Spezifitidt zu erreichen.
Fiir ein von Ling Dai et al. entwickeltes Deep-Learning System namens DeepDR zur
Diagnostik der diabetischen Retinopathie wurden mehr als 400.000 Bilder im Trainings-

Set verwendet.[65] In der Anwendung erkennt DeepDR Verdnderungen des
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Augenhintergrundes, die mit einer milden nicht-proliferativen diabetischen Retinopathie
einhergehen mit hoher Préizision und erzielt eine Sensitivitit von 88,8% und eine
Spezifitit von 83,9%. Beziiglich Fotoaufnahmen der Hornhaut zeigte sich in der hier
geschilderten Arbeit, dass die meisten Artefakte bei der Darstellung von KSP durch
Partikel im Tranenfilm entstehen. Hier wire die Akquise von mehreren Bildern jeweils
vor und nach einem Lidschlag eine Moglichkeit, um die Spezifitit zu verbessern.
Bewegliche Partikel wie Sekret, Schminkreste oder Zellschrott auf der Augenoberfliache,
welche sonst félschlicherweise als KSP gewertet werden, konnten so erfolgreich

herausgerechnet werden.

Verschiedene Gerdte mit Fotofunktion stehen in der Augenheilkunde bereits zur
Verfiigung und konnten fiir ein entsprechendes automatisiertes Verfahren nachgeriistet
werden. Da die Untersuchung an einem separaten Gerit jedoch zeitaufwéndiger und im
klinischen Alltag eventuell zu unpraktisch sein konnte, wire ein in die Spaltlampe
integriertes System zu favorisieren. Ein Kameramodul mit Verkniipfung zu einer
entsprechenden Software am Arbeitsplatz-PC und sofortiger Analyse wére nach

aktuellem Stand der Technik umsetzbar.

5 Schlussfolgerungen

Die menschliche Bewertung von kornealer Fluoreszeinfirbung ist nicht nur
untersucherabhingig, sondern variiert z. B. {iber die Zeit auch stark innerhalb des
einzelnen Untersuchers. Es konnte gezeigt werden, dass eine automatisierte,
softwaregestiitzte Quantifizierung der kornealen Fluoreszeinfarbung umsetzbar ist und
zufriedenstellende Ergebnisse erzielt. Insbesondere im Rahmen von klinischen Studien
bzw. fiir die verldssliche Beurteilung von klinischen Befunden im zeitlichen Verlauf wére
eine automatisierte und damit objektive Methode zur Beurteilung von Epitheldefekten

der Hornhaut daher sehr sinnvoll.
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7 Anhang

Macro zur Bearbeitung und Analyse der Bilder:
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