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Abkurzungsverzeichnis

BMO

CADASIL

Cl

CSVD

FLAIR

GCL

INL

IPL

LPA

MoCA

MRW

NOL

OCT

ONL

ONH

OPL

PMB

Bruchmembranoffnung (Bruch’s Membrane Opening)

Zerebrale autosomal-dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten
und Leukenzephalopathie (Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy With

Subcortical Infarcts And Leukoencephalopathy)
Konfidenzintervall (Confidence interval)

Zerebrale Mikroangiopathie (Cerebral Small Vessel Disease)
Fluid-Attenuated Inversion Recovery

Ganglienzellschicht (Ganglion Cell Layer)

Innere Kornerschicht (Inner Nuclear Layer)

Innere plexiforme Schicht (Inner Plexiform Layer)

Lesion Prediction Algorithm

Montreal Cognitive Assessment

Minimale Randsaumbreite der Bruchmembrandffnung (Bruch’s Membrane

Opening-Minimum Rim Width)

Anzahl der Lasionen der weil3en Substanz (Number Of White Matter

Lesions)

Optische Koharenztomographie

AuRere Kornerschicht (Outer Nuclear Layer)
Sehnervenkopf (Optic Nerve Head)

AuRere plexiforme Schicht (Outer Plexiform Layer)
parafoveal

Papillo-Makulares Bundel



pPRNFL Peripapillare retinale Nervenfaserschicht (Peripapillary Retinal Nerve Fiber
Layer)

RNFL Retinale Nervenfaserschicht (Retinal Nerve Fiber Layer)

ROC Receiver Operating Characteristic

RPE Retinales Pigmentepithel

TIV Intrakranielles Gesamtvolumen (Total Intracranial Volume)

WML Lasionen der weifRen Substanz (White Matter Lesions)

WMRI Volumenverhaltnis-Index der Lasionen der wei3en Substanz White Matter

Lesions Volume Ratio Index



1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Die zerebrale Mikroangiopathie (cerebral small vessel disease, CSVD) umfasst eine
heterogene Gruppe an Erkrankungen unterschiedlicher Atiologie und stellt eine der
haufigsten neuropathologischen Prozesse dar (Shi und Wardlaw, 2016). Die wichtigsten
Formen sind die amyloid- und die Hypertonie bedingten Angiopathien; auf3erdem kdnnen
sporadische von hereditaren Formen abgegrenzt werden, wobei erstere die deutliche
Mehrheit der CSVD-Félle ausmachen (Cannistraro et al., 2019).

Die CSVD ist charakterisiert durch eine Verengung des GefalR3lumens und eine Stérung
der Autoregulation mit konsekutiver Hypoperfusionen der nachfolgenden Hirnareale (Guo
et al., 2015; Pantoni, 2010). Diese Gefal3veranderungen sind selbst so klein, dass ein
direkter Nachweis mittels konventioneller Bildgebung nicht méglich ist. Vielmehr werden
die durch die Hypoperfusionen verursachten pathologischen Verdnderungen als
diagnostische Marker verwendet (Pantoni, 2010). Hierzu gehéren unter anderem
periventrikulare und subkortikale Lasionen der weiRen Substanz (white matter lesions,
WML), lakunéare Infarkte sowie Hamorrhagien, welche mittels Magnetresonanz-
Tomographie (MRT) diagnostiziert und quantifiziert werden kdonnen (Li et al., 2018;
Wardlaw et al., 2013). Weiterhin finden sich als diagnostische Moglichkeiten zur
Beurteilung der Zirkulation die Computertomographie-Bildgebung und der transkranielle
Doppler-Ultraschall (Kern et al., 2008; Li et al., 2018). Klinische Einschatzungen beziiglich
der Symptomatik bzw. des Ausmalies der kognitiven Funktionsstorungen werden mittels
standardisierten kognitiven Tests wie dem Montreal Cognitive Assessment (MoCA)

vorgenommen (Hachinski et al., 2006).

Die Symptomatik der CSVD ist sehr vielféltig. Es gibt klinisch véllig unauffallige Verlaufe,
aber gerade bei Fortschreiten der Erkrankung kdnnen kognitive Einschrankungen bis hin
zum Vollbild einer Demenz auftreten, welche mehr oder weniger starke
Alltagseinschrankungen mit sich bringen (Clancy et al., 2021; van der Flier et al., 2005;
Groot et al., 2000). Gleichzeitig stellt die zerebrale Mikroangiopathie einen bedeutenden
Risikofaktor flr Schlaganfalle und Depressionen dar und tragt so erheblich zur weltweiten
Sterblichkeit bei (Cannistraro et al., 2019; Fang et al., 2020; Rensma et al., 2018).



Wichtige Risikofaktoren fur die zerebrale Mikroangiopathie selbst sind das Alter,
Nikotinabusus, Diabetes mellitus und Ubergewicht sowie arterielle Hypertonie und
Hypercholesterinamie (Arnoldussen et al., 2019; van Dijk et al., 2008; Kratft et al., 2017,
Pantoni, 2010).

Die zunehmende Pravalenz der CSVD wird signifikant durch das steigende Lebensalter
sowie den Lebensstil der Bevolkerung beeinflusst. Laut der bevolkerungsbasierten
Rotterdam-Studie, zeigen sich bei Uber 90 % der 60-90-Jahrigen CSVD-typische
Veréanderungen (Leeuw et al., 2001). Parallel steigt auch das Risiko von stummen

Infarkten mit zunehmendem Alter (Thompson und Hakim, 2009).

Um ein Fortschreiten der CSVD zu verhindern oder wenigstens deren Verlauf zu
verlangsamen, besteht somit ein grol3es Interesse, die Erkrankung mdglichst im

Frihstadium und ohne aufwendige Methoden zu diagnostizieren.

Bisherige Studien unterstiitzen die Uberlegungen, dass neurodegenerative Erkrankungen
bzw. ihre pathophysiologischen Prozesse auch Auswirkungen auf das Auge und die
neuro-retinalen Strukturen haben kénnen (Colligris et al., 2018; Doustar et al., 2017;
Turski et al., 2017). Das neuronale Gewebe des Auges steht in engem Zusammenhang
zu dem des Gehirns. Es bestehen sowohl Gemeinsamkeiten in der embryonalen
Entwicklung, als auch in der vaskularen Versorgung Uber die Arteria carotis interna (Baker
et al., 2008; London et al., 2013). Die Parallelen zwischen Blut-Hirn-Schranke und Blut-
Retina-Schranke fuhren zu einer weiteren Vergleichbarkeit (Patton et al., 2005).

Es konnte gezeigt werden, dass bei Erkrankungen wie Morbus Parkinson und Morbus
Alzheimer eine Verdunnung bestimmter Netzhautschichten - der Ganglienzellschicht
(GCL) und der peripapillaren retinalen Nervenfaserschicht (pbRNFL) - besteht (Colligris et
al., 2018; Cabrera DeBuc et al., 2019; Yu et al.,, 2014) Auch bei der ,Zerebralen
autosomal-dominanten Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten und
Leukenzephalopathie“ (CADASIL), einer hereditaren Form der CSVD, konnte eine
Verdinnung der pRNFL festgestellt werden (Rufa et al., 2010; Parisi et al., 2007). Zudem
zeigte sich ein Zusammenhang zwischen fundusfotographisch sichtbaren Defekten der
retinalen Nervenfaserschicht (RNFL) und dem Auftreten von Léasionen der weil3en
Substanz (Kim et al., 2011).



Eine schnelle, nicht invasive Moglichkeit, neuronales Gewebe zu untersuchen, bietet die
optische Koharenztomographie (OCT) der Retina. Bedingt durch die hohe Auflésung und
die Mdglichkeit der dreidimensionalen Netzhautdarstellung kann sowohl eine qualitative,

als auch quantitative Analyse einzelner Netzhautschichten erfolgen.

Innerhalb dieser Arbeit sollte explorativ untersucht werden, ob ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von strukturellen OCT-Veranderungen im
Bereich der Makula sowie der Papille und MRT-Veranderungen in Form von WML bei
Betroffenen mit CSVD besteht, mit dem Ziel potentielle okulére Biomarker fir CSVD zu

detektieren.

1.2 Material und Methoden
1.2.1 Probanden

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte aus der Datenbank der Klinik fir Neurologie der
Universitat Bonn. Insgesamt wurden im Rahmen einer Querschnittsstudie 62 Probanden
untersucht. Alle Probanden hatten zuvor aufgrund einer klinischen Indikation
(Kopfschmerzen, Schwindel, Synkope, Parasthesien, Ausschluss von Metastasen und
Mikroembolien) eine Bildgebung des Gehirns mittels MRT erhalten. Hierbei wurde bei den
Patienten, meist nebenbefundlich, eine CSVD festgestellt. Als Kontrollen wurden
Probanden aus der Datenbank rekrutiert, bei denen keine Pathologien in der MRT

festgestellt werden konnten.

Fur die Studie infrage kommende Probanden wurden telefonisch oder postalisch
kontaktiert und Uber die Studie informiert. Bei Interesse wurde ein Termin in der
Universitats-Augenklinik Bonn vereinbart. Innerhalb dieses Termins haben alle
Probanden schriftlich der Teilnahme an der Studie zugestimmt. Zudem erfolgten eine
ausfuihrliche Anamnese, eine kognitive Testung sowie eine ophthalmologische

Untersuchung.

Folgende Kriterien fihrten zum Ausschluss aus der Studie: Akute okulare Entziindungen,

Brechfehler =5 Dioptrien, tribe Medien, ophthalmologische Operationen, die weniger als



drei Monate zurticklagen, jegliche ophthalmologischen Erkrankungen wie Glaukom oder
retinale Pathologien wie altersabhangige Mauladegeneration, ferner Schwangerschatft,
intrakranielle Hypertension, Apoplex, maligne und bekannte neurodegenerative
Erkrankungen sowie strukturelle Hirnanomalien oder grofRere intrakranielle Lasionen,

welche die MRT-Analyse beeintrachtigen.

Alle MRT-Untersuchungen wurden zwischen Januar 2017 und Mai 2019 durchgeflhrt.
Die letzte ophthalmologische Untersuchung fand im August 2019 statt. Der Abstand
zwischen MRT-Bildgebung und ophthalmologischer Untersuchung betrug 5 Wochen bis
18 Monate. Die Studie entspricht den Vorgaben der Deklaration von Helsinki und wurde
von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-
Universitat Bonn bewilligt (Referenz 281/17).

1.2.2 Anamnese, kognitive und ophthalmologische Untersuchung

Die Anamnese wurde mittels eines standardisierten Fragebogens erhoben und erfasste
Alter, Geschlecht, neurologische und ophthalmologische Vorerkrankungen und

Medikation sowie Risikofaktoren fur vaskulare Erkrankungen.

Zur Uberprufung der kognitiven Funktion wurde der MoCA eingesetzt. Dieser weist im
Vergleich zu dem im klinischen Alltag ebenfalls gebrauchlichen Mini-Mental-State-Exam
eine hohere Sensitivitat im Bereich milder kognitiver Einschrankungen auf (Pinto et al.,
2019). Der MoCA beurteilt die Kognition auf den Ebenen visuell-rdumliche Wahrnehmung,
Exekutivfunktion, Gedéachtnisleistung, Orientierung, Aufmerksamkeit,
Konzentrationsfahigkeit, Zusammenhangsdenken, Wortflissigkeit und Wortfindung
(Nasreddine et al., 2005). Neueren Untersuchungen zufolge ist ein Grenzwert von 23
Punkten am sensitivsten (Carson et al., 2018). Wir stuften daher ein Ergebnis von < 23

als ,kognitiv beeintrachtigt” ein.

Im Anschluss erfolgte eine ophthalmologische Basisdiagnostik mit Bestimmung der

Refraktion und Messung des intraokularen Drucks.
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1.2.3 OCT-Bildgebung

Im Anschluss an die genannten Untersuchungsschritte erfolgte die retinale Bildgebung
mittels OCT. Auf Grundlage der kurzkoh&renten Interferometrie mit infrarotem Licht
konnen bei der OCT Eindringtiefen im Gewebe von mehreren Millimetern bei einem

Auflosungsvermdgen von wenigen Mikrometern erreicht werden (Aumann et al.).

Verwendet wurde das Spectralis HRA + OCT des Herstellers Heidelberg Engineering
(Heidelberg, Deutschland, Software Version 6.5.4.0). Hierbei wird die OCT-Technologie
mit einem konfokalen Scanning-Laser-Ophthalmoskop kombiniert. Zudem ermdglicht die
Automatic Real-time Funktion (ART) einen Ausgleich der Augenbewegungen und damit

eine Erhdhung der Bildqualitat.

Alle Patienten wurden bei Raumlicht in Miosis von zwei Untersucherinnen (Clara F.
Geerling und S. Magdalena Langner) unter Verwendung desselben OCT-Gerates
untersucht. Als Studienauge wurde immer das rechte Auge ausgewahlt, in Fallen, in
denen aufgrund von Ausschlusskriterien das rechte Auge nicht verwendet werden konnte,

wurde das linke Auge eingeschlossen.

Im Rahmen der Bilderhebung wurden ein Volumenscan der Makula (121 B-Scans, 25
Frames, 20° x 25°), sowie ein Bruch’s Membrane Opening (BMO)-Scan der Papille
(Kreisscans mit 3,5 mm, 4,1 mm und 4,7 mm Durchmesser mit je 100 Frames und
automatischer Positionierung sowie 24 radiale B-Scans mit je 25 Frames) erstellt (Figure
2, siehe Seite 40).

1.2.4 OCT- Segmentierung und Analyse

Die OCT-Scans wurden im Anschluss mithilfe der im Gerat implementierten Software
Heidelberg Eye Explorer (HEYEX 2, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland)
automatisch segmentiert und von drei unabhangigen Untersuchern (Jan H. Terheyden

Christopher A. Turski und S. Magdalena Langner) kontrolliert und ggf. korrigiert.
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Der BMO-Scan bildete die Grundlage fur die Segmentierung der pRNFL und der

minimalen Randsaumbreite der Bruchmembranéffnung (MRW).

Die makulare Netzhaut wurde anhand des EDTRS-Grids (Early Treatment Diabetes
Retinopathy Study) in Sektoren unterteilt. Abbildung 1 zeigt schematisiert das fur die
Analyse verwendete zentrale Netzhautareal mit einem Durchmesser von 3 mm. Auf dieser
Basis wurde fir jede Netzhautschicht ein zentrales Gesamtvolumen, bestehend aus dem

fovealen sowie den parafovealen (pf.) Volumina, berechnet.

Die Dicke der pRNFL wurde im Bereich des 4,7 mm-Kreisscans, die MRW anhand von
24 radialen Scans durch den Sehnervenkopf ermittelt (Figure 2B und 2C, siehe Seite 40).
Die Berechnung der pRNFL-Dicke und der MRW erfolgte Sektor spezifisch. Hierbei
wurden folgende Sektoren unterschieden: Nasal, nasal superior, nasal inferior, temporal,
temporal superior und temporal inferior. Aul3erdem erfolgte eine Berechnung des
Verhéaltnisses zwischen nasaler und temporaler Dicke sowie des Papillo-Makuléren
Blindels (PMB).

Papille

<D
N

Abb. 1: Early Treatment Diabetic Retinopathy Study-grid zur Berechnung der
Makulavolumina, am Beispiel eines rechten Auges.

Der rot markierte Ring (3mm Kreis) umschliel3t das zentrale Netzhautareal, welches die
Grundlage der Volumenberechnungen darstellte.

Abklrzungen: F, foveal; S, superior; N, nasal; |, inferior; T, temporal; ONH, Sehnervenkopf
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1.2.5 MRT-Bildgebung und Auswertung

Die MRT-Bildgebung erfolgte in der Klinik fir Neurologie des Universitatsklinikums Bonn.
Aufgrund der Bildgebung im klinischen Kontext wurden verschiedene MRT-Gerate
verwendet (Philips Ingenia 1,5 T und Achieva TX 3T; Philips Healthcare, Best,
Niederlande). Fur die Analyse wurden axiale 2D Fluid-attenuated Inversion Recovery
(FLAIR) Datensatze verwendet. Alle Patienten erhielten Aufnahmen des gesamten
Gehirns mit einer Schichtdicke von 6mm, ohne Schichtliicke und mit einer Echozeit von
140 ms. Die FLAIR-Sequenz des 1,5-T-MRT-Scanners hatte eine Matrix von 352x352,
eine Wiederholungszeit von 11 s und eine Inversionszeit von 2800 ms. Bei der
entsprechenden Sequenz des 3-T-MRT-Scanners betrug die Matrix 512x512, mit einer

Wiederholungszeit von 12 s und eine Inversionszeit von 2850 ms.

Auf Grundlage dieser Aufnahmen wurde bei allen Patienten der Fazekas-Score fur
mikrovaskulare  Leukenzephlopathie von zwei unabhéngigen, zertifizierten
Neuroradiologen bestimmt (Fazekas et al., 1987). Hiermit werden hyperintense Lasionen
des Marklagers nach Grofl3e, Anzahl und Verteilung klassifiziert. So erhalt man einen
Indikator fur mikrovaskulare Veranderungen im Rahmen der CSVD und damit Hinweise
auf mogliche Folgekomplikationen wie kognitive Einschrankungen und Schlaganfalle. Ein
Score von 0 bedeutet die Abwesenheit jeglicher periventrikularer oder tiefer WML. Bei
einem Score von 1 liegen kleine Lasionen vor. Diese bilden bei einem Score von 2
periventrikulare "Halos" oder konfluieren. Bei einem Fazekas-Score von 3 sind die

Lasionen grof3, unregelmafig, und reichen bis in die tiefe weilRe Substanz.

Mithilfe der Lesion Segmentation Toolbox (LST; Version 2.0.15) fur das
Bildverarbeitungsprogramm Statistical Parametric Mapping 12 (SPM12) und mit dem
durch die LST zur Verfigung stehenden Lesion Prediction Algorithmus (LPA) wurden die
WML zusatzlich automatisch segmentiert sowie deren Anzahl und das Volumen in den
2D-FLAIR-Datensatzen berechnet (Schmidt, 2022; Friston, 1991). Der LPA wurde fir die
Segmentierung von Lasionen bei Multipler Sklerose entwickelt und trainiert und bereits in
Studien zu Amyotropher Lateralsklerose und Diabetes mellitus verwendet (Maldjian et al.,
2013; Schmidt, 2017; Schmidt et al., 2012; Wirth et al., 2019). Weitere Studien konnten
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zeigen, dass der LPA eine valide Messmethode zur Detektion und Analyse von WML ist
(Moeskops et al., 2018; Waymont et al., 2020).

Die binare Klassifikation in Form eines logistischen Regressionsmodells bewertet die
Veranderungen der Lasionswahrscheinlichkeit fir jedes einzelne Voxel. Auf der
Grundlage der vorherigen Parameter des Modells und bisheriger Ergebnisse fur die
Lasionssegmentierung  wird bei neuen Bildern die  Voxel-spezifische
Lasionswahrscheinlichkeit bewertet. Im Anschluss an die automatische Segmentierung

erfolgte eine Uberprifung der Genauigkeit.

Zusatzlich wurden aus den 2D-Flair-Sequenzen mithilfe des
Standardsegmentierungsalgorithmus von SPM12 Volumina der grauen und weil3en
Substanz sowie des Liquors segmentiert. Anschliel3end wurde das gesamte intrakranielle
Volumen (total intracrainal volume, TIV) als Summe der drei Gewebeklassen berechnet.
Das Volumen von WML wurde ins Verhaltnis zum TIV gesetzt und zur besseren Ubersicht
mit 100 multipliziert. Hieraus ergab sich als Parameter das Volumen der WML als

Prozentsatz des intrakraniellen Volumens (WMRI).

1.2.6 Statistische Auswertung

Die Daten wurden zunachst deskriptiv ausgewertet. Im Anschluss erfolgte eine die
Analyse der Daten mittels linearer Regression und Receiver Operating Characteristic
(ROC).

FUr die deskriptive Statistik wurden von allen Datensatzen die Mittelwerte berechnet. Die
Mittelwerte der einzelnen Gruppen (Gesamtkohorte und altersgepaarte Subkohorte)
wurden mittels Mann-Whitney-U Test miteinander verglichen. Zusatzlich wurden die
Kontrollprobanden und Patienten mit CSVD mithilfe von binér-logistischen
Regressionsmodellen  verglichen und die  CSVD-Kohorte mit linearen
Regressionsmodellen analysiert (siehe unten). Eine mogliche Verzerrung, durch den
Einflussfaktor Alter, wurde durch Bildung einer Subkohorte reduziert. Jeweils einem
Probanden mit CSVD (Fazekas-Score = 1) wurde eine gesunde Kontrolle (Fazekas = 0)

mit &hnlichem Alter (£ 5 Jahre) zugeordnet.
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Die nicht normalverteilten WMRI-Werte wurden logarithmisch transformiert. Alle
statistischen Analysen erfolgten mittels IBM SPSS (Version 26.0). Eine statistische
Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 angenommen.

1.2.6.1 Lineare Regression

In die lineare-Regressionsanalyse flossen die Daten aller Patienten mit CSVD unter
Berucksichtigung der oben genannten Ausschlusskriterien ein. Wir untersuchten
Zusammenhange zwischen retinalen Parametern und den MRT-Parametern NOL und
WMRI. Jeder OCT-Parameter wurde zunéchst einzeln, dann unter Bertcksichtigung des
Alters betrachtet. Im Anschluss erfolgte eine multivariable Regressionsanalyse, welche
alle signifikanten OCT-Parameter aus der altersangepassten linearen Regression
einschlossen. Um eine Multikollinearitat zu vermeiden, wurde bei einer Pearson-
Korrelation von > 0,8 nur der Parameter mit der starkeren Korrelation in die multiple
Regression eingeschlossen. Als Modell erfolgte eine multivariable Regression mit

Ruckwaértselimination.

1.2.6.2 ROC-Analyse

Zusatzlich wurde die diagnostische Vorhersagekraft der retinalen OCT-Parameter und
des MoCA-Scores in Bezug auf die Vorhersage einer CSVD in unserer Kohorte mithilfe
der Receiver Operating Characteristic Analyse vorgenommen. Grundlage fiur die

Unterscheidung zwischen Erkrankten und Gesunden war der Fazekas-Score.

Diese Analyse wurde unkorrigiert und alterskorrigiert durchgefuhrt. Signifikante
Parameter aus der altersunabhéngigen Analyse wurden im Anschluss als unabhéangige

Parameter in die altersangepasste Analyse eingeschlossen.

Um die einzelnen Parameter vergleichen zu kénnen, wurde zunachst die Korrelation nach
Pearson zwischen WMRI und allen retinalen Parametern sowie dem MoCA-Score

berechnet. Parameter mit positivem Korrelationskoeffizienten wurden nach Multiplikation
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mit -1 in die Analyse eingeschlossen. Dies traf auf die aufl3ere plexiforme Schicht (outer

plexiform layer, OPL) zu.

Mithilfe einer binar-logistischen Regressionsanalyse erfolgte im Anschluss die

Berechnung der Korrelationskoeffizienten und der Konstanten fir die Altersanpassung.

Eine Signifikanz bestand, wenn die untere Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls der

Flache unter der Kurve tber 0,5 lag.

1.3 Ergebnisse
1.3.1 Beschreibung der Gesamtkohorte

Insgesamt wurden 62 Probanden untersucht, 26 wurden von der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Grinde fur den Ausschluss waren bei 18 Probanden retinale
Pathologien und bei einer Probandin zerebrale Lasionen der weil3en Substanz, die nicht
im Zusammenhang mit einer CSVD standen, zudem wurden 7 Kontrollen aufgrund des
jungen Alters ausgeschlossen. Aufgrund von schlechter Bildqualitdt wurden 2 OCT-Scans

nicht in die Analyse eingeschlossen.

In die Analyse wurden 36 Augen von 36 Patienten eingeschlossen. Hiervon waren 27
Augen von Patienten mit CSVD, 9 Augen von gesunden Kontrollen. Anhand des MoCA-
Scores wurden 19 % der Probanden als kognitiv beeintrachtigt eingestuft (Table 1, siehe
Seite 35)

Ein Vergleich zwischen allen Patienten mit CSVD und den gesunden Kontrollen zeigte
wie erwartet bei den CSVD-Patienten signifikant mehr WML (p < 0,001) sowie einen
signifikant hdheren WMRI (p < 0,0001). Die Patienten-Gruppe war mit 65 + 11 Jahren im
Durchschnitt alter als die Kontrollen mit 57 = 5 Jahren, weswegen eine gesonderte
Analyse mit altersgleichen Patienten und Kontrollen durchgefiihrt wurde. Beim Vergleich
der retinalen Biomarker zwischen Patienten und Kontrollen zeigte sich ein signifikant
geringeres GCL-Volumen in der CSVD-Gruppe (0,31 + 0,04 versus 0,34 + 0,02, p =

0,032). Bei allen anderen untersuchten retinalen Parametern und dem MoCA-Score
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konnte kein signifikanter Unterschied im Vergleich zwischen CSVD- und Kontroll-

Probanden nachgewiesen werden.

1.3.2 ROC-Analyse

In der Analyse der ROC konnte zwischen dem GCL-Volumen und der Diagnosestellung
CSVD anhand des Fazekas-Scores ein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden
(AUC 0,743; 95 %-CI 0,578 — 0,908). Auch nach Bertcksichtigung des Alters ergab die
Analyse einen signifikanten Bezug des GCL-Volumens zur Diagnose CSVD (AUC 0,790;
95 %-CIl 0,641 — 0,939). Die ROC-Analyse des MoCA-Scores wies keine signifikante
Sensitivitat beztiglich der Diagnose CSVD auf (AUC 0,506; 95 %-CI 0,302 — 0,701).

1.3.3 Vergleich der Ergebnisse retinaler Parameter in einer altersgleichen Subkohorte

Insgesamt konnten von allen in die Analyse eingeschlossenen Probanden 9 Patienten mit
CSVD (Fazekas > 0) jeweils einer Kontrolle (Fazekas = 0) mit vergleichbarem Alter (= 5
Jahre) zugeordnet werden. Auch in dieser Subkohorte konnte wie erwartet eine signifikant
hohere Anzahl der WML (p = 0,031) und eine signifikant hoherer WMRI (p = 0,006)
festgestellt werden, wohingegen das Resultat im MoCA keinen signifikanten Unterschied
aufwies (p = 0,436). In der Vergleichsanalyse der retinalen Parameter zeigte sich erneut
das GCL-Volumen signifikant geringer in der CSVD-Gruppe (p = 0,008; Table 2, siehe
Seite 36). In der weiteren Analyse der GCL, unterteilt nach dem EDTRS-Gitter, ergab sich
ein signifikant geringeres Volumen der GCL im pf. nasalen (p = 0,014), inferioren (p =
0,019) und superioren (p = 0,011) Sektoren. Keiner der anderen untersuchten retinalen

Parameter unterschied sich signifikant zwischen Patienten und Kontrollen.

1.3.4 Zusammenhange zwischen OCT-Parametern und MRT-Biomarkern

In der Untersuchung der CSVD-Subkohorte mittels Regressionsanalyse zeigte sich ein

signifikanter Zusammenhang zwischen einem hoheren WMRI und der Reduktion des pf.
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nasalen (p = 0,033) und pf. inferioren (p = 0,026) IPL-Volumens, der MRW nasal (p =
0,044), nasal inferior (p = 0,030), temporal inferior (p= 0,017), im Bereich des PMB (p =
0,033) sowie nasal superior (p = 0,018) und der pRNFL temporal (p = 0,024) und im
Bereich des PMB (p = 0,042) (Table 3, siehe Seite 36; Supplementary Table 1, siehe
Seite 45 — 46). Eine Zunahme des fovealen OPL-Volumens war signifikant mit einem
hoheren WMRI assoziiert (p = 0,001). Unter Bericksichtigung des Alters in die
Regressionsanalyse hing ein vergrol3ertes foveales OPL-Volumen (p = 0,002), eine
Reduktion der MRW im nasal inferioren (p = 0,024) und temporal inferioren (p = 0,016)
Sektor sowie eine Reduktion der RNFL-Dicke temporal (p = 0,007) und im Bereich des
PMB (p = 0,005) mit einem hoéheren WMRI zusammen. In der multivariablen
Regressionsanalyse unter Einschluss des Alters verblieben mittels Rickwartselimination
das foveale OPL-Volumen (B = 81,799; 95 %-CI 21,927 — 141,671; p = 0.01), die
temporale pRNFL-Dicke ( = 0,021; 95 %-CI -0,039 — -0,002; p = 0,033) und das Alter (p
= 0,032; 95 %-Cl 0,017 — 0,047; p < 0,001) in einem signifikanten Modell mit
Zusammenhang zum WMRI.

Weite Bereiche der MRW (p < 0,035), die pPRNFL-Dicke temporal (p =0,016) und temporal
superior (p = 0,043), die pf. nasale (p = 0,014) und pf. inferiore (p = 0,020) IPL sowie die
foveale (p = 0,008) und pf. superiore (p =0,009) OPL standen in unserer Analyse in einem
signifikanten Zusammenhang zur NOL (Table 4, siehe Seite 37, Supplementary Table 2,
siehe Seite 46 — 47). In der alters-korrigierten Analyse konnte ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der NOL und den Volumina der gesamten (p = 0,049), fovealen
(p = 0,049) und pf. nasalen (p = 0,042) GCL, der pf. nasalen (p = 0,047) und pf. inferioren
(p = 0,048) IPL, der fovealen OPL (p = 0,031) und der NOL festgestellt werden. Zudem
waren grol3e Anteile der MRW (p < 0,039) und die pRNFL-Dicke im temporalen (p= 007),
temporal superioren (p = 0,041) Sektor, im Verhaltnis nasal zu temporal (p = 0,041) und
im Bereich des PMB (p = 0,021) signifikant mit der NOL assoziiert. Die
Ruckwartselimination  der  multivariablen  Regressionsanalyse  ergab  unter
Berlcksichtigung des Alters ein Modell, in welchem das foveale GCL-Volumen (8
=-1266,561; 95 %-CIl -1901,908 — -631,215; p < 0,001), die temporal-inferiore MRW (3 =
0,111; 95 %-CI-0,159 —-0,062; p < 0.001), die temporale MRW ( = 0,057; 95 %-CI 0,004
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— 0,109; p = 0.037) und das Alter (B = 0.547; 95 %-CIl 0,349 — 0,746; p < 0,001) in

signifikantem Zusammenhang zur NOL standen.
1.4 Diskussion

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich mithilfe der hochauflésende optischen
Koharenztomographie, als standardisierter und im klinischen Alltag etablierter
Bildgebungsmethode, eine nicht-invasive und schnelle Méglichkeit zur Detektion von

pathologischen Verdnderungen bei Patienten mit zerebraler Mikroangiopathie bietet.

Bisherige Studien zur retinalen Bildgebung bei nicht-hereditarer zerebralen
Mikroangiopathie beschrénkten sich auf die Untersuchung vaskularer Veranderungen
bzw. Veranderungen der retinalen Nervenfaserschicht mittels Fundusfotographie und

optischer Koharenztomographie (Kim et al., 2011; Lee et al., 2020).

In der vorliegenden Arbeit wurden bei Patienten mit zerebraler Mikroangiopathie alle
retinalen Schichten mittels optischer Koharenztomographie untersucht und ausgewertet.
Sowohl die strukturelle Analyse der Makula als auch der Papille zeigte signifikante
Zusammenhange zwischen dem Ausmald der L&sionen der weil3en Hirnsubstanz
einerseits und den retinalen OCT-Parametern andererseits. Insbesondere die
Bestimmung des Volumens der Ganglienzellschicht stellte dabei einen OCT-Parameter
dar, welcher sich signifikant zwischen Patienten und gesunden Kontrollen unterschied.
Interessanterweise stand ein vergrofRertes Volumen der auf3eren plexiformen Schicht im
Zusammenhang mit einer groReren Menge an L&sionen der weil3en Substanz, wahrend
bei anderen Netzhautschichten ein reduziertes Volumen mit einem vermehrten Auftreten

an Lasionen der weilRen Substanz assoziiert war.

Im Gegensatz zu den sonst beobachteten Verdinnungen oder Volumenabnahmen von
Netzhautschichten wie der GCL oder der pRNFL, zeigte sich bei der OPL in dieser Studie
ein signifikanter Zusammenhang zwischen einem gréf3eren Volumen der OPL und einer
hoheren NOL sowie einem groReren WMRI. Ahnliche Veranderungen konnten auch bei
Morbus Parkinson festgestellt werden (Chorostecki et al., 2015; Pilat et al., 2016). Andere
Studien zu OPL-Veranderungen bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Multiple

Sklerose und Alzheimer zeigten eine Verdinnung oder keine Veranderung bei Patienten
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im Vergleich zu Kontrollen (Petzold et al., 2010; Salobrar-Garcia et al., 2019). Hingegen
konnte gezeigt werden, dass sich bei Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen
die innere und aulRere Kdrnerschicht signifikant dicker darstellt als bei Kontrollen (Lambe
et al., 2018). Die Autoren fuhren als mdgliche Begrindung entzindliche Prozesse an
welche zur Schwellung dieser Schichten fuhren kdnnten. Weitere mogliche Erklarung
waren ischamische Vorgange, zellulare Bewegung und Proteinablagerung (Chorostecki
et al., 2015; Pilat et al., 2016; Salobrar-Garcia et al., 2019). So konnte unter anderem bei
diabetischer Retinopathie bedingt durch Isch&mien eine signifikante Verdickung der OPL

gezeigt werden (Reznicek et al., 2011).

Zwischen Patienten und Kontrollen konnte in unserer Studie kein Unterschied in der Dicke
der peripapillaren retinalen Nervenfaserschicht festgestellt werden. Dies stimmt mit den
Ergebnissen von Lee et al. Uberein, welche ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in
der pRNFL-Dicke zwischen Patienten mit CSVD und Kontrollen fanden (Lee et al., 2020).

Bei Patienten mit zerebraler autosomal dominanter Arteriopathie mit subkortikalen
Infarkten und Leukenzephalopathie (CADASIL), einer hereditaren Form konnte eine
Reduktion der RNFL-Dicke im Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen werden (Parisi
et al.,, 2007; Rufa et al., 2010). Eine mogliche Erklarung fir die unterschiedlichen
Ergebnisse wére, dass einige der eingeschlossenen CADASIL-Patienten
schwerwiegendere Symptome wie migraneartige Episoden mit Aphasie oder auch
Hemiparesen aufwiesen, welche mit deutlicheren pRNFL-Verdnderungen einhergehen
konnten. Die Probanden in unserer Studie waren hingegen weitgehend klinisch unauffallig

und kognitiv nicht beeintrachtigt waren.

Zusatzlich zum Vergleich zwischen Patienten und Kontrollen haben wir einen
Zusammenhang sowohl zwischen Lasionsanzahl, als auch Lasionsvolumen im Vergleich
zum Hirnvolumen mittels Regressionsanalyse untersucht. Bei dieser Analyse zeigte sich
ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Abnahme der pRNFL-Dicke und einer
Zunahme der WML. Kim et al. konnten Vergleichbares in einer grol3en koreanischen
Populationsstudie feststellen. Hierbei wurden RNFL-Defekte mittels Fundusfotographie
untersucht und ein signifikanter Zusammenhang zu L&sionen der weil3en Substanz
gefunden (Kim et al., 2011).
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Eine Besonderheit unserer Studie war die Untersuchung der minimalen Randsaumbreite
der Bruchmembranoéffnung. Diese im Gerét implementierte Analysemethode quantifiziert
objektiv den neuroretinalen Randsaum anhand des minimalsten Abstands zwischen dem
Ende der Bruch‘schen Membran und der Membrana limitans interna. Die Analyse erfolgt
unter Berlcksichtigung individueller anatomischer Gegebenheiten, indem ein
Positionierungssystem die Lokalisation der Fovea und der Mitte der
Bruchmembranéoffnung erfasst und die Scans in Relation zur Achse zwischen diesen
beiden Punkten setzt (Chen, 2009; Povazay et al., 2007). In der Glaukom-Diagnostik
kommt dieser Analysemethode des Sehnervenkopfs immer mehr Bedeutung zu, da sie
sich durch eine hohe Reproduzierbarkeit, gerade auch im Vergleich zur Bestimmung der
PRNFL-Dicke, auszeichnet (Enders et al., 2018).

In dieser Studie fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der MRW und
sowohl dem WMRI als auch der NOL. Da der Parameter der MRW in den bisherigen
Studien fir neurodegenerative Erkrankungen nicht etabliert ist, kann eine genauere
Beurteilung der Ergebnisse nur Uber einen Vergleich zur pRNFL gezogen werden. Hier
zeigte sich eine gute Vergleichbarkeit unserer Ergebnisse mit bisherigen Ergebnissen zu
pRNFL-Veranderungen bei Multiple Sklerose, Alzheimer und Parkinson (Petzold et al.,
2017; Thomson et al., 2015; Yu et al., 2014). Weitere Studien sind notig, um diesen

Parameter weiter zu prifen und zu etablieren.

Sowohl im direkten Vergleich zwischen Patienten und Kontrollen, als auch im
Zusammenhang mit dem Ausmall der MRT-Veranderungen konnte eine
Volumenreduktion der Ganglienzellschicht festgestellt werden. Diese steht im Einklang zu
Beobachtungen bei anderen Ischamie-assoziierten Erkrankungen. So beschreibt die
Arbeit von Aggarwal et al. eine signifikante Reduktion der Ganglienzellen bei Patienten
mit chronischer nicht-arterieller anteriorer ischamischer Optikusneuropathie (Aggarwal et
al., 2012). Ahnliche Ergebnisse zeigten Studien bei Diabetes mellitus und retinalem
Venenverschluss (Lange et al., 2018; Shin et al., 2019). Der Rolle vaskularer Faktoren in
der Pathogenese vieler neurodegenerativer Erkrankungen wie Multiple Sklerose,
Alzheimer und Parkinson konnte in den letzten Jahren immer mehr Bedeutung
beigemessen werden (Fernandez-Seara et al., 2012; Di Marco et al., 2015; Minagar und
Alexander, 2003; Nelson et al., 2016; Ortiz et al., 2014; Syrimi et al., 2017). Auch hier
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zeigten sich in Studien signifikante Unterschiede in der GCL zwischen Patienten und
Kontrollpersonen (Colligris et al., 2018; Doustar et al., 2017; Satue et al., 2018; Syc et al.,
2012; Walter et al., 2012).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten keine Unterschiede innerhalb des MoCA -Tests
zwischen kranken und gesunden. Auch zeigten Patienten mit CSVD keine signifikanten
kognitiven Beeintrachtigungen. Hier stellt sich die Frage, ob die von uns festgestellten
Verdnderungen in der optischen Koharenztomographie noch vor kognitiven
Veréanderungen auftreten und so die OCT eine Mdéglichkeit der Friherkennung bieten
konnte. Weitere Studien mit grofR3erer Stichprobe und prospektivem Design sind notig, um

diesen Punkt zu prufen.

Bislang ist diese Studie die erste, in der bei Patienten mit CSVD mittels OCT alle
Netzhautschichten auf Veradnderungen untersucht wurden. Weitere Besonderheiten
unserer Studie waren das interdisziplinare Setting mit grindlichem Screening auf
gleichzeitig neurologische und okulare Komorbiditaten, die Verwendung einer
hochauflosenden MRT, eine vollstandige ophthalmologische Beurteilung, die
Verwendung modernster hochauflésender SD-OCT-Technologie, einschlie3lich
neuartiger, fur die Augenanatomie korrigierter Messwerte wie MRW, und die Verwendung
einer standardisierten und verdffentlichten automatischen Bildanalyse sowohl fiir die MRT
als auch fur die OCT, welche eine hohe Reliabilitat ermdéglicht. Die Prasentation der
Methodik orientiert sich an den ,APOSTEL 2.0 Recommendations for Reporting
Quantitative Optical Coherence Tomography Studies’, um eine weitere Vergleichbarkeit

der Ergebnisse mit anderen Studien zu gewahrleisten (Aytulun et al., 2021).

Unsere Studie basiert auf einer relativ kleinen StichprobengréRe, ohne Korrektur fur
multiples Testen, was als Einschrankung zu sehen ist. Der bestehende, jedoch nicht
signifikante Altersunterschied zwischen Patienten und Kontrollen wurde mithilfe von
Bildung altersadjustierter Paare ausgeglichen. Bedingt durch das klinische Setting, in
welchem unsere MRT-Aufnahmen entstanden sind, wurden verschiedene MRT-Gerate
und Sequenzen zur Quantifizierung der MRT-L&sionen verwendet. Dies kdnnte einen
Einfluss auf die Vergleichbarkeit der einzelnen Volumina haben. Die Methode des Lesion

Segmentation Tools in Kombination mit dem Lesion Prediction Algorithmus zur
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Segmentierung von L&sionen der weillen Substanz zeigte in einer Studie mit
multizentrischem Datensatz jedoch flr genau solche Falle gute Ergebnisse (Heinen et al.,
2019).

Zwar konnten Ungenauigkeiten durch die Verwendung von 2D- statt 3D-Datensatzen flr
den LST-LPA entstanden sein, doch hat sich der LST-LPA bereits in 2D-Datensatzen als

gultig und zuverlassig erwiesen (Guo et al., 2019; Gwo et al., 2019).

Eine weitere Einschrankung ist die zeitliche Verzdgerung zwischen MR- und OCT-
Aufnahmen, die zu einer Unterschatzung der Effektgré3e geflihrt haben kdnnte, da die

zerebralen CVSD-Lasionen in der Zwischenzeit zugenommen haben kdnnten.

Nicht-neurologische und nicht-okulare Komorbiditaten, die unsere Ergebnisse beeinflusst
haben konnten, wurden nicht erfasst. Ein Patient hatte ein Meningeom, das keinen
Einfluss auf die Auswertung des Fazekas-Scores oder auf die Segmentierung der Lasion
hatte und vermutlich auch die OCT-Messungen aufgrund seiner Lokalisierung nicht
beeinflusste. Der explorative Charakter unserer Studie legt nahe, die Ergebnisse in
weiteren konfirmatorischen Studien mit grélBerer Probandenzahl und prospektivem

Design, zu erharten.

1.5 Zusammenfassung

In die Ergebnisse dieser Studie wurden 36 Augen von 27 Patienten mit zerebraler
Mikroangiopathie und 9 Kontrollen eingeschlossen. Bei allen Probanden erfolgte eine

Darstellung der Netzhautschichten mittels optischer Koharenztomographie.

Es konnte gezeigt werden, dass - unabhangig vom Alter - signifikante Zusammenhange
zwischen strukturellen Parametern der optischen Kohéarenztomograpie und
bildgebungstechnischen Korrelaten der Erkrankung in der Magnetresonanztomographie
bestehen. Diese Parameter kdonnten somit in Zukunft helfen, die Progression der

Erkrankung zu beurteilen.
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Patienten mit zerebraler Mikroangiopathie zeigten zudem insbesondere eine signifikante
Verdinnung der Ganglienzellschicht im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Der hier
erhobene Parameter der Ganglienzellschicht-Dicke bietet somit in Zukunft die
Maoglichkeit, als einfache, schnelle und nicht-invasive die Diagnostik und Verlaufskontrolle

der zerebralen Mikroangiopathie zu unterstitzen.
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Structural retinal changes
in cerebral small vessel disease

S. Magdalena Langner’, Jan H. Terheyden®’, Clara F. Geerling®, Christine Kindler*3,
Vera C. W. Keil%, Christopher A. Turski3, Gabrielle N. Turski'3, Charlotte Behning®,
Maximilian W. M. Wintergerst ®*, Gabor C. Petzold%*%# & Robert P. Finger'***

Cerebral small vessel disease (CSVD) is an important contributor to cognitive impairment and stroke.
Previous research has suggested associations with alterations in single retinal layers. We have
assessed changes of all individual retinal layers in CSVD using high-resolution optical coherence
tomography (OCT) for the first time. Subjects with recent magnetic resonance imaging (MRI)
underwent macular and peripapillary retinal imaging using OCT for this case—control study. Number
and volume ratio index (WMRI) of white matter lesions (WML) were determined on MRI. Data were
analyzed using multiple linear regression models. 27 CSVD patients and 9 control participants were
included. Ganglion cell layer (GCL) volume was significantly reduced in patients with CSVD compared
to age-matched controls (p=0.008). In patients with CSVD, larger foveal outer plexiform layer

(OPL) volume and decreased temporal peripapillary retinal nerve fiber layer (RNFL) thickness were
significantly associated with a higher WMRI in linear regression when controlling for age (p<0.033).
Decreased foveal GCL volume and temporal-inferior RNFL thickness at Bruch’s membrane opening
(MRW), and increased temporal MRW were associated with a higher WML burden (p<0.037). Thus, we
identified alterations in several OCT layers in individuals with CSVD (GCL, OPL, MRW and RNFL). Their
potential diagnostic value merits further study.

Abbreviations

BMO Bruch’s membrane opening

CADASIL  Cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy
CSVD Cerebral small vessel disease

FLAIR Fluid-attenuated inversion recovery
GCL Ganglion cell layer

INL Inner nuclear layer

IPL Inner plexiform layer

LPA Lesion prediction algorithm

MoCA Montreal cognitive assessment

MRW Bruch’s membrane opening-minimum rim width
NOL Number of white matter lesions

OCT Optical coherence tomography

ONL Outer nuclear layer

OPL Outer plexiform layer

PMB Papillo-macular bundle

PRNFL Peripapillary retinal nerve fiber layer
ROC Receiver operating characteristic

RPE Retinal pigment epithelium

TIV Total intracranial volume

WML White matter lesions

WMRI White matter lesions volume ratio index
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Total CSVD controls Age matched CSVD | P1* P2*

Gender (m/f) 15/21 12/15 3/6 4/5 0.641 0.730
MRI (1.5 T/3 T) 22/14 17/10 5/4 6/3 0.747 0.730
Fazekas (score 0/1/2/3) 9/14/10/3 0/14/10/3 9/0/0/0 0/5/4/0

Fazekas (median; IQR) 1;2 11 0;0 11 <0.001 | <0.001
Age (years) 63+10 65%11 575 57+4 0.073 1.000
MoCA 25+4 25+4 25+3 26+3 0.971 0.436
Cognitively impaired* 19% 22% 11% 11%

WMRI 0.408+£0.663 | 0.536+0.724 | 0.025+0.027 | 0.232+0.292 <0.001 0.006
NOL 14+9 17+9 66 13+9 <0.001 0.031
Total retina volume (mm?) 2.32£0.01 2.31£0.11 2.36+0.07 2.31+0.08 0.101 0.136

Table 1. Demographic variables and imaging parameters of patients and controls. Values are mean +SD and
the volume of the retina corresponds to the foveal and parafoveal volumes (3-mm-circle). *Mann-Whitney-U-
test was performed to compare the groups. P1, comparison between all patients and controls; P2, comparison
between age matched patients and control. Significant results (p <0.05) are displayed in bold. CSVD, patients
with cerebral small vessel disease; MRI, device used for MRI imaging; 1.5 T, Philips Ingenia 1.5 T; 3 T, Achieva
TX 3 T, m, male; f, female; Fazekas, Fazekas score; IQR, interquartile range; MoCA, Montreal Cognitive
Assessment; WMRI, white matter lesions volume ratio index; NOL, number of white matter lesions.

Cerebral small vessel disease (CSVD) is associated with hypertension, hypercholesterolemia and obesity
and a risk factor for stroke, vascular cognitive impairment and depression, thus contributing considerably to
global mortality' . It is characterized by narrowing of the vessel lumen and failure of vascular autoregulation®.
CSVD can be clinically silent, but is commonly associated with a decline in cognitive function with disease
progression*™°. The lifetime probability to develop CSVD is substantial. For example, only 8% of the elderly
general population in the Rotterdam study had no magnetic resonance imaging (MRI) changes suggestive of
CSVD?. Prevalence data from other sources are similarly high”.

Cerebral small vessels are difficult to assess using even high-resolution MRI. Thus, diagnostic markers used
are downstream cerebral changes caused by the resulting ischemia including periventricular and subcortical
white matter lesions (WML) which can be detected and quantified on MRI®’. Further diagnostic procedures
include neuropsychological and neurological tests, doppler-sonography and computer tomography which are
primarily used to evaluate the clinical impact of CSVD®*!°. In addition, several contraindications preclude MRI
in a considerable number of patients.

The retina is much easier accessible for imaging and allows for the non-invasive, high-resolution assessment
of neuronal tissue using e.g. optical coherence tomography (OCT)'"'?. Given the common embryological origin
and the common blood supply of both organs through the internal carotid artery, one might expect changes in the
retina in CSVD and in fact, peripapillary retinal nerve fiber layer (pPRNFL) thickness was found to be decreased
in patients with a hereditary form of CSVD'*!*. Furthermore, defects of the RNFL appeared to be associated
with WML on fundus photographs'®.

Therefore, we here assessed the association of WML on MRI with structural OCT parameters and provide
information on the extend and characteristics of macular and optic disc changes in all retinal layers in CSVD to
identify markers, which might help to detect this disease at an earlier stage.

Results
36 eyes of 36 participants (27 participants with CSVD and 9 controls) were included in the analysis (Table 1).
After screening of 62 individuals initially, 26 subjects were excluded due to retinal pathology (n=18 subjects),
age (n=7 controls could not be age-matched within 5 years to patients), cerebral WML other than CSVD (n=1)
and poor OCT image quality (n=2 scans). 19% of our participants were classified as cognitively impaired. 14
participants (39%) were imaged with a 1.5 T MRI device and 22 participants (61%) with 3 T MRI device (Table 1).
As expected, patients with CSVD had significantly more WML (p <0.001) and higher WML volume ratio
index (WMRI) (p <0.0001) compared to control participants. However, the patient group was noticeably older
than the control group which is why we performed an age-matched subgroup analysis (see below). The ganglion
cell layer (GCL) volume was significantly lower in patients with CSVD compared to controls (0.31 +0.04 versus
0.34+0.02, p=0.032). Neither the other OCT parameters nor the Montreal Cognitive Assessment (MoCA) score
were significantly different between patients and controls. In the receiver operating characteristic (ROC) analysis,
the GCL volume was significantly associated with CSVD disease status (AUC 0.743; 95%-CI 0.578, 0.908; after
adjusting for age: AUC 0.790; 95%-CI 0.641, 0.939). The MoCA-score was not associated with presence of CSVD
(AUC 0.506; 95%-CI, 0.302, 0.701).

Age-matched cases and controls. In a subgroup analysis of age-matched CSVD cases (Fazekas > 0) with
controls (Fazekas=0; see Table 1) we found that GCL volume was significantly reduced in patients with CSVD
compared to age-matched controls (Table 2). In the analysis of the individual retinal sectors, the parafoveal nasal,
inferior and superior volumes of the GCL were significantly reduced in CSVD compared to controls (Table 2).

Scientific Reports |

(2022) 12:9315 |

https://doi.org/10.1038/s41598-022-13312-z nature portfolio



36

www.nature.com/scientificreports/

Parameter Controls CSVD P*
GCL (mm?®) 0.34+0.02 0.30+0.02 0.008
Foveal 0.01+0.00 0.01+0.00 0.730
Pf. nasal 0.08+0.01 0.07+0.00 0.014
Pf. inferior 0.08+0.01 0.07+0.01 0.019
Pf. temporal 0.08+0.00 0.07+0.01 0.063
Pf. superior 0.08+0.00 0.07+0.01 0.011
IPL (mm?) 0.28+0.02 0.27+0.02 0.094
INL (mm?®) 0.27+0.02 0.27+0.02 1.00
OPL (mm?) 0.22+0.06 0.20+0.02 0.340
ONL (mm?) 0.51+0.06 0.55+0.03 0.094
RPE (mm?) 0.11+0.02 0.10£0.02 0.387
PRNEL (um) 75+6 7244 0.222
MRW (um) 34166 333465 0.796

Table 2. Comparison of structural retinal parameters between patients with cerebral small vessel disease and
age-matched controls. Values are mean + SD and the volumes of the macular layers correspond to the foveal
and parafoveal volumes (3-mm-circle). *Mann-Whitney-U-test was performed to compare the two groups.
Significant results (p <0.05) are displayed in bold. CSVD, patients with cerebral small vessel disease; GCL,
ganglion cell layer; pf., parafoveal; IPL, inner plexiform layer; INL, inner nuclear layer; OPL, outer plexiform
layer; ONL, outer nuclear layer; RPE, retinal pigment epithelium; pRNFL, peripapillary retinal nerve fiber
layer; MRW, Bruch’s membrane opening-minimum rim width.

‘WMRI association WMRI association, age adjusted
Structural retinal parameter | f [95%-CI] ‘ P B [95%-CI] P
IPL
Pf. nasal —45.261 [-86.436, -4.085] | 0.033 | —27.364 [-61.017, 6.289] 0.106
Pf. inferior —-31.918 [-59.769, —4.068] | 0.026 | —21.373 [-43.621, 0.874] 0.059
OPL
Foveal 137.950 [62.956, 212.944] ‘ 0.001 ‘ 101.841 [40.874, 162.808] | 0.002
pRNFL
Temporal —0.032 [-0.060, —0.005] 0.024 -0.029 [-0.049, -0.009] | 0.007
PMB -0.038 [-0.075, - 0.001] 0.042 -0.039 [-0.064, -0.013] | 0.005
MRW
Nasal —0.003 [-0.007, 0.000] 0.044 —0.002 [-0.005, 0.001] 0.234
Nasal inferior —0.004 [-0.007, 0.000] 0.030 —0.003 [-0.005, 0.000] 0.024
Temporal inferior —0.004 [-0.008, —0.001] 0.017 —0.003 [-0.006, -0.001] | 0.016
PMB —0.004 [-0.007, 0.000] 0.033 —0.002 [-0.005, 0.001] 0.209
Nasal superior —0.004 [-0.007, —0.001] 0.018 —0.002 [-0.005, 0.000] 0.087

Table 3. Results of linear regression of structural retinal parameters and white matter lesions volume ratio
index in patients with cerebral small vessel disease. Associations between retinal parameters and WMRI were
assessed using linear regression. Model 1: univariate regression, Model 2: multivariable regression adjusted for
age. Significant associations (p <0.05) are displayed in bold. In this table, only parameters are listed with a p
value <0.05 in at least one linear regression model. Further results are listed in the supplement. The volumes
of the macular layers correspond to the foveal and parafoveal volumes (3-mm-circle). WMRI, white matter
lesions volume ratio index; B, standardized coefficient; CI, confidence interval; IPL, inner plexiform layer; pf.,
parafoveal; OPL, outer plexiform layer; pRNFL, peripapillary retinal nerve fiber layer; PMB, papillo-macular
bundle; MRW, Bruch’s membrane opening-minimum rim width.

Associations of MRI biomarkers with OCT parameters. In a subgroup analysis of CSVD cases only,
the WMRI was associated with an increase in volume of the foveal outer plexiform layer (OPL). A decrease
of the inner plexiform layer (IPL), the pRNFL and Bruch’s membrane opening-minimum rim width (MRW)
were significantly associated with a higher WMRI (Table 3 and Supplementary Table 1). After adjusting for age,
an increase in the foveal OPL and a decrease in the peripapillary MRW and pRNFL were significantly associ-
ated with a higher WMRI (Table 3 and Supplementary Table 1). In age-adjusted multivariable linear regression
using backward elimination, foveal OPL volume (8 =81.799; 95%-CI 21.927, 141.671; p=0.01), temporal pRNFL
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NOL association NOL association, age adjusted
Structural retinal parameter |  [95%-CI] ‘ P B [95%-CI] ‘ P
Total retina
Pf. superior ‘ ~159.270 [- 316.458, — 2.082] ‘ 0.047 ‘ ~99.825 [-243.197, 43.547] ‘ 0.164
GCL
Total volume —72.052 [-159.997, 15.894] 0.104 —72.245 [- 144.055, - 0.435] 0.049
Foveal —591.667 [-1671.649, 488.315] 0.270 | —874.843 [-1743.724,-5.961] | 0.049
Pf. nasal —269.435 [-635.884, 97.014] 0.142 | —306.899 [-602.325, —11.473] | 0.042
IPL
Pf. nasal —693.590 [-1237.220, —149.959] | 0.014 | —500.646 [-993.331, —7.961] 0.047
Pf. inferior —452.976 [-827.535, - 78.417] 0.020 | —336.222 [-668.912, —3.533] 0.048
OPL
Foveal 1550.000 [442.428, 2657.572] 0.008 1129.675 [112.316, 2147.033] 0.031
Pf. superior 412.534[110.271, 714.797] 0.009 268.754 [-25.311, 562.819] 0.071
ONL
Pf. superior ~325.122 [-557.611, —92.634] ‘0.008 ‘ —173.958 [-433.211,85.294] | 0.179
PRNEL
N/T 15.701 [—2.940, 34.341] 0.095 15.711 [0.737, 30.685] 0.041
Temporal —-0.475 [-0.853, - 0.097] 0.016 —-0.432 [-0.736, - 0.128] 0.007
PMB —0.481 [-0.993, 0.030] 0.064 —0.487 [-0.893, —0.081] 0.021
Temporal superior —0.226 [-0.443, - 0.008] 0.043 —-0.189 [-0.371, - 0.008] 0.041
MRW
Total —0.074 [-0.128, —0.020] 0.009 —0.055 [-0.103, —0.007] 0.027
Nasal —0.068 [-0.110, - 0.026] 0.003 —0.050 [-0.089, —0.010] 0.016
Nasal inferior —0.067 [-0.108, —0.026] 0.002 —0.059 [-0.092, —0.026] 0.001
Temporal inferior —-0.076 [-0.120, - 0.031] 0.002 —0.065 [-0.101, - 0.028] 0.001
Temporal —0.067 [-0.116, —0.019] 0.009 —0.048 [-0.092, - 0.003] 0.039
PMB —0.063 [-0.107, —0.018] 0.008 —0.042 [-0.085, 0.000] 0.050
Temporal superior —0.054 [-0.105, - 0.004] 0.035 —0.039 [-0.083, 0.006] 0.085
Nasal superior —0.065 [-0.109, —0.020] 0.006 —0.046 [-0.087, —0.005] 0.029

Table 4. Results of linear regression of structural retinal parameters and number of white matter lesions in
patients with cerebral small vessel disease. Associations between retinal parameters and NOL were assessed
using linear regression. Model 1: univariate regression, Model 2: multivariable regression adjusted for age;
significant associations (p <0.05) are displayed in bold. In this table, only parameters are listed with a p

value <0.05 in at least one linear regression model. Further results are listed in the supplement. The volumes
of the macular layers correspond to the foveal and parafoveal volumes (3-mm-circle). NOL, number of white
matter lesions; B, standardized coefficient; CI, confidence interval; pf., parafoveal; GCL, ganglion cell layer;
IPL, inner plexiform layer; OPL, outer plexiform layer; ONL, outer nuclear layer; pRNFL, peripapillary retinal
nerve fiber layer; N/T, ratio nasal to temporal; PMB, papillo-macular bundle; MRW, Bruch’s membrane
opening-minimum rim width.

thickness (f=-0.021; 95%-CI —0.039, —0.002; p=0.033) and age (p=0.032; 95%-CI 0.017, 0.047; p<0.001)
remained associated with WMRIL.

Most of the peripapillary MRW-locations and both peripapillary (pRNFL) and macular layers (IPL, outer
nuclear layer, OPL) were significantly associated with the number of WML (NOL) (Table 4 and Supplementary
Table 2). After adjusting for age, GCL, IPL and OPL volumes as well as MRW and pRNFL thickness were signifi-
cantly associated with NOL (Table 4 and Supplementary Table 2). In stepwise multivariate linear regression foveal
GCL volume (f=-1266.561; 95%-CI —1901.908, —631.215; p <0.001), temporal inferior MRW (f=-0.111;
95%-CI -0.159, — 0.062; p <0.001), temporal MRW (=0.057; 95%-CI 0.004, 0.109; p=0.037) and age (p=0.547;
95%-CI 0.349, 0.746; p <0.001) remained associated with NOL.

Discussion
In this study we found that peripapillary and macular OCT parameters, most prominently the GCL, were associ-
ated with both the extent of CSVD lesions on MRI as well as reduced in comparison to controls without CSVD.
These results support a relationship of retinal structural parameters and cerebral changes in CSVD and may be
useful in the detection and staging of CSVD. Further studies are needed to better characterize this relationship.
Our findings are in agreement with published studies. Aggarwal et al. reported a significant reduction of
ganglion cells in patients with chronic non-arteritic anterior ischemic optic neuropathy®. This is consistent
with the observation of GCL reduction in other diseases associated with ischemia like diabetes and retinal vein
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occlusion'”!®, Vascular factors also play an important role in the pathogenesis of many neurodegenerative dis-
eases such as multiple sclerosis, Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease, in all of which a significant GCL
difference between cases and controls has been described'*~?. Nevertheless, the use of retinal GCL volume as a
biomarker in CSVD needs to be investigated in further studies.

Interestingly, we found an OPL volume increase in association with a higher WMRI and a higher NOL. OPL
thickening could be found as well in two studies which compared patients with Parkinson’s disease to controls**3!.
Other studies could not confirm this finding****. In multiple sclerosis and Alzheimer’s disease, the OPL has been
reported to be decreased or unchanged in patients compared to controls, whereas other layers like the inner and
outer nuclear layer have been reported to be significantly thicker in patients with neurodegenerative diseases®.
Explanations offered for increases in thickness or volume include local inflammation, ischemia and cellular
movements®. Ischemia has been demonstrated to lead to a significantly thickened OPL in diabetic retinopathy™’.

The absence of any difference in pRNFL thickness between patients and controls in our study is in contrast
to two studies which investigated patients with Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcorti-
cal Infarcts and Leukoencephalopathy (CADASIL) and reported RNFL thickness to be reduced compared to
controls’>!'. Some of the included CADASIL-patients showed more severe symptoms such as migraine-like
episodes with aphasia and hemiparesis'®. This may explain our different results as patients and controls were
largely clinically silent and not cognitively affected in our study. However our results on pRNFL measurements
are in agreement with a recent study of Lee et al. on vascular changes in CSVD patients who did not find any
differences between cases and controls®*®. In addition to Lee et al., we also investigated structural retinal param-
eters and found a significant association between the decrease of pRNFL thickness and an increase of WML.
Similar results were obtained in a Korean study, which could demonstrate associations between white matter
lesions and RNFL defects visible on fundus photographs in a large population'. Using MRW, which quantifies
PRNFL thickness whilst taking local anatomic conditions (i.e. Bruch’s Membrane Opening, BMO) into account,
we found significant associations with both WMRI and the NOL which were in keeping with expectations for
pRNFL thickness based on published literature®**>4°. MRW is not widely used yet, but promises to be a useful
parameter with theoretically better reproducibility compared to pRNFL thickness*'.

The strengths of this study include the thorough screening for concurrent neurological or ocular comor-
bidities, the use of high-resolution MRI, a complete ophthalmic assessment, the use of state-of-the-art high-
resolution SD-OCT imaging including novel read-outs corrected for ocular anatomy such as MRW and the use
of standardized and published automated image analysis for both MRI and OCT. To date, this study is the first to
investigate structural retinal changes considering all layers assessed by OCT in patients with CSVD after few stud-
ies assessed single-layer structural changes or structural and flow changes within the retinal vasculature®*-#,
The limitations of our study include foremost its relatively small sample size. As our study was designed as an
exploratory study, confirmatory studies with larger sample sizes are needed. Different MRI devices and sequences
were used in a clinical routine setting due to different medical indications for MRI imaging which could have an
influence on the comparability and applicability to a population-based setting. In order to ensure comparability
we used the LST- lesion prediction algorithm (LPA) segmentation method, which has proven good performances
within and across scanners for white matter hyperintensity segmentation in a multicenter dataset*. Inaccuracies
may have occurred due to the use of 2D instead of 3D data sets for the LST-LPA*®. Nevertheless, the LST-LPA
has already been demonstrated to be valid and reliable in 2D data sets*.

Non-neurological and non-ocular comorbidities were not assessed which might have affected our findings.
One patient had a meningioma which had no influence on the evaluation of the Fazekas score or on the lesion
segmentation and assumingly did not affect OCT measurements based on its localization. A further limitation
is the time lag between MR-and OCT-imaging which might have led to an underestimation of effect size as
cerebral CVSD lesions might have progressed in the meantime. We did not correct for multiple testing as this
was an exploratory study, which might lead to spurious associations. Thus, any findings need confirmation in
additional studies.

In conclusion, several retinal structural changes are present in CSVD patients, related to the extent of the
cerebral changes and independent of their age. Many of these changes are unspecific in isolation but future stud-
ies may succeed in identifying a specific profile of retinal changes able to aid in the detection and monitoring
of CSVD.

Methods

Participants. A total of 62 subjects (44 patients with CSVD and 18 control participants without CSVD or
ocular diseases) were recruited from a database of the Department of Neurology at the University Hospital Bonn
for this case—control study. All subjects had undergone cerebral MRI for clinical indications. The study followed
the tenets of the Declaration of Helsinki and was approved by the Ethics Committee of the University Hospital
Bonn (consecutive Number: 281/17). Written informed consent was obtained from all participants.

Potential participants were identified using an internal MRI database. The search algorithm included "MRI
obtained between 01/01/2017 and 05/31/2019", as well as the keywords "headache," "dizziness," "syncope,” "par-
esthesia," "exclusion of microembolization," and "exclusion of metastases".

Exclusion criteria were any eye diseases including glaucoma and retinal diseases, any opacity of the opti-
cal media interfering with retinal imaging, malignancy, major stroke, larger intracranial lesions or structural
anomalies affecting the MRI analysis.

All participants underwent cognitive testing using the MoCA*. A result of 23 or more points was classified
as cognitively normal®.
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Figure 1. T2 FLAIR images from a 75-year old participant with hyperintense lesions (Fazekas 3) due to cerebral
small vessel disease. (A) T2 FLAIR image showing multiple hyperintense white matter lesions. (B) Results of the
white matter lesions segmentation using the lesion prediction algorithm. The white matter lesions detected by
the algorithm are presented in red-yellow.

MRI imaging. For the clinically indicated 1.5 or 3 T MRI-Imaging (Philips Ingenia 1.5 T and Achieva TX
3 T; Philips Healthcare, Best/The Netherlands) an 8-channel head coil was used.

Axial whole-brain 2D fluid-attenuated inversion recovery (FLAIR) images with a slice thickness of 6 mm, no
gap and an echo time of 140 ms were evaluated for all patients. The FLAIR sequence of the 1.5 T MRI scanner
had a matrix of 352 x 352, a repetition time of 11 s and an inversion time of 2800 ms. The corresponding sequence
of the 3 T MRI scanner had a matrix of 512 x 512, a repetition time of 12 s and an inversion time of 2850 ms.

All patients and controls were independently evaluated and clinically diagnosed by two board certified neu-
roradiologists, based on the microvascular leukoencephalopathy score according to Fazekas et al.” The score
describes the quantity of white matter T2 hyperintense lesions. A score of 0 refers to the absence of periventricular
or deep WML, a score of 1 to punctate foci or pencil thin lesions. The lesions form a smooth periventricular
“halo” or become confluent at a score of 2. A Fazekas score of 3 describes large confluent and irregular lesion
areas, which extend periventricular into the deep white matter.

The lesions were automatically segmented with the LST Toolbox (version 2.0.15 for SPM12)*!. LPA was used
to calculate NOL and volume of the WML in the 2D data sets. The algorithm was developed for and trained on
the segmentation of lesions in multiple sclerosis®>**. Further studies have already used the LST for other diseases
like Amyotrophic Lateral Sclerosis and diabetes mellitus®***. The algorithm only needs FLAIR sequences for the
analysis. It consists of a binary classifier in the form of a logistic regression model and uses a lesion belief map and
a spatial covariate, which assesses the changes in lesion probability for each voxel. In new images, the algorithm
evaluates the voxel specific lesion probability, based on the previous parameters of the model, and uses the results
for the lesion segmentation (Fig. 1)*. The automated segmentation of volume and NOL was manually checked
for accuracy. Following this, the degree of lesions of each subject was related to the total intracranial volume
(TIV). The 2D FLAIR images were also used to calculate the TIV. First, the LST toolbox was used to annotate the
WML. The subsequent calculation of the TIV was performed with SPM12. We used the standard segmentation
algorithm for automatic segmentation of the white and grey matter and CSFE. The volumes of the three tissue
classes were added to the TIV. The volume ratio of WML was calculated from the ratio of lesion volume to TIV.
To get a better overview, the results were multiplied by 100, which gave the volume of WML as a percentage of
the intracranial volume (WMRI).

Ophthalmic assessment and OCT Imaging.  All participants underwent a complete ophthalmic assess-
ment including retinal and optic nerve head imaging using spectral domain OCT-imaging. The time inter-
val between MRI and ophthalmic assessment was 9,5 months at median (range: 6 weeks to 20 months). Par-
ticipants were imaged with non-dilated pupils, using the same OCT-device (Spectralis HRA + OCT, version
6.5.4.0, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany). Reporting of OCT imaging followed the APOSTEL 2.0
guidelines®. OCT-imaging was performed by two trained operators (SML, CFG).

A macular volume scan (121 horizontal B-Scans, 25 frames, 20° x 25°), and a BMO scan (3.5 mm, 4.1 mm,
and 4.7 mm diameter circular scans with 100 frames and automatic placement and 24 radial scans with 25 frames
each) of the optic nerve head were acquired (Fig. 2). The integrated automatic real-time function adjusts for eye
movement and offers a high resolution and reproducibility®”*. The BMO-scan combines the imaging of pRNFL
(Fig. 2B) and the MRW (Fig. 2C). The MRW describes the anatomy of the optic nerve head and quantifies the
minimum distance between the inner limiting membrane and the BMO (Fig. 2)*. It has been most widely used
to capture pathological changes of the optic nerve head in e.g. glaucoma*>.
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Figure 2. Optical coherence tomography-images of 75-year old participant. (A) Macular scan—different
macular layers are segmented; (B) RNFL-scan—the peripapillary retinal nerve fiber layer (pRNFL) is
segmented; (C) BMO-scan—the arrows show the Bruch’s membrane opening-minimum rim width (MRW).
RNFL retinal nerve fiber layer, GCL ganglion cell layer, IPL inner plexiform layer, INL inner nuclear layer, OPL
outer plexiform layer, ONL outer nuclear layer, RPE retinal pigment epithelium.

The right eye of each patient was chosen for analysis except cases in whom any of the exclusion criteria
applied for the right eye. In those cases, the left eye was chosen. OCT images with poor quality (i.e. <20 dB
single strength) or motion artifacts were excluded, as assessed by three graders (SML, JHT, CAT). Automated
segmentation was performed, using the Heidelberg Eye Explorer (HEYEX 2, Heidelberg Engineering, Heidelberg,
Germany). The automated segmentation boundaries of the individual layers (Fig. 2A), the pRNFL (Fig. 2B) and
the MRW (Fig. 2C) were manually verified for accuracy and corrected if needed. The volumes were measured
using the Early Treatment Diabetic Retinopathy Study grid®'. We added the foveal and parafoveal volumes and
used the 3 mm-circle-volumes as macular parameters. The outermost circle of the BMO scan (4.7 mm diameter)
was used for pRNFL-analysis.

Statistical analysis. Data analysis was performed with IBM SPSS Statistics (version 26.0). Descriptive sta-
tistics included mean scores which were compared using the Mann-Whitney-U-test for the overall cohort and
for the age-matched sub-cohort (+5 years).

Receiver operating characteristic (ROC) analysis with and without age adjustment was performed to deter-
mine the sensitivities of retinal parameters and MoCA score to detect CSVD (based on the Fazekas score) in our
cohort. Because of a positive Pearson correlation coefficient between the OPL and the WMRI, the ROC-analysis
for the OPL was performed with inversed OPL values. Binary logistic regression analysis was performed to
determine the regression coefficients and the constant for age adjustment. Age and other significant parameters
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of the non-age-adjusted ROC analysis were used as independent variables in age-adjusted ROC analysis. Because
of not normally-distributed WMRI residuals, WMRI values were logarithmically transformed for parametric
statistical analyses.

In a subgroup analysis of all participants with CSVD, to whom none of the exclusion criteria applied, we inves-
tigated associations between MRI (WMRI, NOL) and OCT parameters using linear regression analysis. Multivari-
able regression models included parameters which were significantly associated in age-adjusted linear regressions
and were calculated using backward elimination. If two dependent OCT-parameters correlated > 0.80 according
to Pearson, only the one with a stronger correlation was included in the model to avoid multicollinearity.

The global statistical significance level was 0.05. This study followed STROBE checklist for observational
research®.

Data availability
The data that support the findings of this study are included in the Supplement. Further data are available from
the corresponding author upon reasonable request.
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Results of linear regression of MoCA, structural retinal parameters and white matter lesions volume

ratio index in patients with cerebral small vessel disease with and without adjusting for age

WMRI association

WMRI association, age adjusted

B [95% CI] p B [95% CI] p
MoCA -0.037 [-0.093, 0.020] 0.192 0.002 [-0.046, 0.050] 0.940
Total Retina
total volume -1.178 [-3.609, 1.254] 0.328 -0.465 [-2.365, 1.435] 0.618
Foveal 1.049 [-9.481, 11.579] 0.839 -1.099 [-9.135, 6.936] 0.780
pf. nasal -6.334 [-17.468, 4.799] 0.252 -2.966 [-11.696, 5.765] 0.490
pf. inferior -5.468 [-14.702, 3.766] 0.234 -1.959[-9.320, 5.401] 0.588
pf. temporal -4.615[-16.010, 6.780] 0.412 -0.131 [-9.145, 8.884] 0.976
pf. superior -9.035 [-21.006, 2.936] 0.133 -3.453 [-13.263, 6.357] 0.475
GCL
total volume -2.300 [-9.065, 4.465] 0.490 -2.317 [-7.401, 2.767] 0.356
foveal -3.850[-85.319, 77.619] 0.923 -27.013 [-88.617, 34.590] 0.374
pf. nasal -2.336 [-30.499, 25.828] 0.866 -5.486 [-26.766, 15.793] 0.600
pf. inferior -10.201 [-30.225, 9.823] 0.304 -8.973 [-24.021, 6.075] 0.230
pf. temporal -8.748 [-36.888, 19.391] 0.528 -7.642 [-28.904, 13.620] 0.465
pf. superior -12.709 [-47.05, 21.640] 0.453 -9.592 [-35.651, 16.468] 0.455
IPL
total volume -7.740 [-18.521, 3.042] 0.152 -4.809 [-13.210, 3.592] 0.249
foveal 19.902 [-30.689, 70.494] 0.425 13.605 [-24.923, 52.133] 0.473
pf. temporal -12.151 [-60.064, 35.762] 0.606 -6.375 [-42.882, 30.133] 0.722
pf. superior -16.579 [-62.269, 29.111] 0.462 -12.150 [-46.845, 22.545] 0.477
INL
total volume -3.418 [-16.879, 10.042] 0.606 -1.520 [-11.795, 8.755] 0.763
foveal 15.882 [-34.951, 66.714] 0.526 12.612 [-25.892, 51.116] 0.505
pf. nasal -1.645 [-53.175, 49.886] 0.948 1.003 [-38.068, 40.074] 0.958
pf. inferior -17.049 [-57.472, 23.374] 0.393 2.855[-29.651, 35.360] 0.858
pf. temporal 4.247 [-47.259, 55.752] 0.867 -11.843 [-51.280, 27.595] 0.541
pf. superior -41.327 [-89.970, 7.315] 0.092 -28.994 [-66.592, 8.603] 0.125
OPL
total volume 5.550 [-2.830, 13.930] 0.185 0.286 [-6.812, 7.384] 0.934
pf. nasal 5.850 [-14.877, 26.576] 0.566 -5.563 [-22.081, 10.954] 0.494
pf. inferior -0.695 [-21.559, 20.169] 0.946 -4.731 [-20.527, 11.065] 0.542
pf. temporal 28.158 [-16.559, 72.876] 0.207 14.020 [-21.180, 49.220] 0.419
pf. superior 21.455[-2.487, 45.396] 0.077 6.562 [-14.170, 27.294] 0.520
ONL
total volume -3.075 [-8.247, 2.096] 0.232 1.218 [-3.309, 5.745] 0.584
foveal -15.908 [-51.350, 19.534] 0.364 -6.488 [-34.037, 21.062] 0.631
pf. nasal -8.656 [-23.050, 5.738] 0.227 2.763 [-9.761, 15.287] 0.653
pf. inferior 0.965 [-17.015, 18.946] 0.913 6.245 [-7.342, 19.832] 0.352
pf. temporal -11.451 [-36.783, 13.881] 0.361 5.626 [-15.413, 26.665] 0.586



pf. superior

RPE*

total volume
pf. nasal

pf. inferior
pf. temporal
pf. superior

pRNFL
total
nasal
N/T
nasal inferior
temporal inferior
temporal superior
nasal superior
MRW
total
N/T
temporal
temporal superior

-16.610 [-35.134, 1.913]

9.465 [-6.978, 25.908]
27.025 [-23.890, 77.940]
17.319 [-38.307, 72.944]
29.187 [-35.632, 94.006]
29.142 [-20.976, 79.260]

-0.027 [-0.058, 0.004]
-0.018 [-0.055, 0.018]
0.892 [-0.494, 2.277]
~0.011 [0.029, 0.006]
0.001 [-0.015, 0.018]
-0.013 [-0.030, 0.003]
-0.019 [-0.037, 0.000]

-0.004 [-0.008, 0.000]
0.205 [-0.636, 1.047]
-0.004 [-0.007, 0.000]
-0.003 [-0.007, 0.001]
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0.077

0.247
0.285
0.527
0.363
0.242

0.082
0.312
0.197
0.198
0.862
0.102
0.052

0.075
0.619
0.054
0.155

1.451 [-16.421, 19.322]

8.363 [-3.960, 20.686]
25.919 [-12.040, 63.878]
17.962 [-23.858, 59.783]
20.876 [-28.459, 70.210]
24.535[-13.189, 62.259]

-0.020 [-0.044, 0.004]
-0.008 [-0.037, 0.020]
0.893 [-0.136, 1.921]
-0.003 [-0.018, 0.011]
-0.002 [-0.015, 0.011]
-0.010 [-0.023, 0.002]
-0.013 [-0.028, 0.002]

-0.002 [-0.006, 0.001]
0.006 [-0.649, 0.660]
-0.002 [-0.005, 0.001]
-0.001 [-0.004, 0.002]

0.868

0.174
0.172
0.384
0.391
0.192

0.095
0.554
0.086
0.646
0.726
0.101
0.094

0.233
0.986
0.239
0.389

Associations between retinal parameters and WMRI were assessed using linear regression. Model 1: univariate

regression, Model 2: multivariable regression adjusted for age.
Note: The volumes of the macular layers correspond to the foveal and parafoveal volumes (3-mm-circle).

* The linear regression analysis of the foveal RPE volume is not listed, because the value contained a constant.

Abbreviations: MoCA, Montreal Cognitive Assessment; WMRI, white matter lesions volume ratio index; [,
standardized coefficient; CI, confidence interval; pf., parafoveal;, GCL, ganglion cell layer; IPL, inner plexiform
layer; INL, inner nuclear layer;, OPL, outer plexiform layer; ONL, outer nuclear layer, RPE, retinal pigment

epithelium; pRNFL, peripapillary retinal nerve fiber layer; N/T, ratio nasal to temporal; MRW, Bruch’s membrane

opening-minimum rim width.

Supplementary Table 2

Results of linear regression of MoCA, structural retinal parameters and number of white matter lesions

in patients with cerebral small vessel disease

NOL association

NOL association, age adjusted

B [95%-CI] p B [95%-CI] p

MoCA -0.568 [-1.322, 0.186] 0.133 -0.154 [-0.875, 0.567] 0.663
Total Retina

total volume -26.772 [-58.601, 5.057] 0.096 -18.997 [-46.636, 8.643] 0.169

Foveal -41.798 [-183.956, 100.359]  0.550 -67.421 [-185.310, 50.468] 0.249

pf. nasal -128.036 [-274.181, 18.108]  0.083 -91.154 [-218.363, 36.054] 0.152

pf. inferior -99.660 [-222.101, 22.781] 0.106 -61.301 [-169.864, 47.262] 0.255

pf. temporal -117.923 [-267.184, 31.338] 0.116 -70.104 [-202.668, 62.459] 0.286
GCL

pf. inferior -208.231 [-472.662, 56.200]  0.117 -194.188 [-413.160, 24.785]  0.080

pf. temporal -268.182 [-637.470, 101.106]  0.147 -255.520 [-561.100, 50.060]  0.097

pf. superior -343.939 [-794.266, 106.387] 0.128 -308.599 [-684.025, 66.826]  0.103

IPL
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total volume -135.669 [-277.840, 6.502]  0.061 -103.199 [-225.920, 19.521]  0.095
foveal -99.451 [-794.603, 595.702]  0.771 -174.010 [-756.264, 408.243]  0.543
pf. temporal -140.777 [-792.741, 511.188]  0.660 -74.153 [-624.777, 476.472]  0.783
pf. superior -336.607 [-948.791, 275.577]  0.268 -286.036 [-800.480, 228.408]  0.262
INL
total volume -49.425 [-232.181, 133.330]  0.582 -27.606 [-182.268, 127.055]  0.716
foveal 25.275 [-671.006, 721.555]  0.941 -12.679 [-598.248, 572.889]  0.965
pf. nasal -46.667 [-746.619, 653.286]  0.892 -16.154 [-604.788, 572.479]  0.955
pf. inferior -204.225 [-755.296, 346.845]  0.452 24.631 [-465.316, 514.578]  0.918
pf. temporal 108.333 [-590.460, 807.126]  0.752 -75.102 [-673.163, 522.959]  0.798
pf. superior -481.667 [-1153.18, 189.853]  0.152 -339.539 [-917.692, 238.614]  0.237
OPL
total volume 78.078 [-35.477,191.633]  0.169 19.658 [-86.976, 126.293]  0.707
pf. nasal 151.913 [-124.605, 428.430]  0.269 29.830 [-221.204, 280.863]  0.808
pf. inferior -95.355 [-376.130, 185.420]  0.491 -143.117 [-375.285, 89.050]  0.215
pf. temporal 205.804 [-416.134,827.742]  0.502 38.041 [-499.455, 575.538]  0.885
ONL
total volume -59.169 [-127.286, 8.949]  0.086 -16.159 [-84.460, 52.141]  0.630
foveal -214.674 [-696.341, 266.993]  0.367 -106.870 [-521.530, 307.789]  0.600
pf. nasal -179.439 [-366.875, 7.998]  0.060 -67.853 [-255.187, 119.481]  0.462
pf. inferior 20.636 [-223.577,264.849]  0.863 81.827 [-123.803, 287.457]  0.420
pf. temporal -222.917 [-560.770, 114.936]  0.186 -41.896 [-360.383, 276.591]  0.788
RPE
total volume 104.301 [-121.254, 329.856]  0.350 91.574[-97.630, 280.777]  0.328
pf. nasal 298.864 [-398.482,996.210]  0.386 286.103 [-296.642, 868.849]  0.321
pf. inferior 324.342 [-425.840, 1074.524]  0.382 331.774 [-293.084, 956.633]  0.284
pf. temporal  467.273 [-407.523, 1342.068]  0.282 372.219 [-366.307, 1110.745]  0.309
pf. superior 118.333 [-580.184, 816.851]  0.730 64.522 [-524.147, 653.192]  0.823
pRNFL*
total -0.386 [-0.805, 0.034] 0.070 -0.302 [-0.657, 0.052] 0.091
nasal -0.132 [-0.644, 0.379] 0.598 -0.010 [-0.443, 0.424] 0.964
nasal inferior -0.102 [-0.348, 0.145] 0.403 -0.002 [-0.219, 0.216] 0.989
temp. inferior -0.066 [-0.297, 0.166] 0.562 -0.112 [-0.301, 0.078] 0.234
nasal superior -0.258 [-0.516, 0.000] 0.050 -0.187 [-0.410, 0.036] 0.097
MRW
N/T 2.890 [-8.706, 14.486] 0.612 0.480 [-9.318, 10.277] 0.920

Associations between retinal parameters and NOL were assessed using linear regression. Model 1: univariate
regression, Model 2: multivariable regression adjusted for age.

Note: The volumes of the macular layers correspond to the foveal and parafoveal volumes (3-mm-circle).

* The linear regression analysis of the foveal RPE volume is not listed, because the value contained a constant.
Abbreviations: MoCA, Montreal Cognitive Assessment; NOL, number of white matter lesions, [, standardized
coefficient; CI, confidence interval;, GCL, ganglion cell layer; IPL, inner plexiform layer; INL, inner nuclear
layer; OPL, outer plexiform layer;, ONL, outer nuclear layer; RPE, retinal pigment epithelium; pRNFL,
peripapillary retinal nerve fiber layer;, MRW, Bruch’s membrane opening-minimum rim width; N/T, ratio nasal
to temporal.
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Supplementary Table 3
Results of structural retinal parameters in subjects with cerebral small vessel disease

Total retinal volume (mm?)

total 2.31+0.11
foveal 0.22+0.02
pf. nasal 0.53 £0.02
pf. inferior 0.52 £0.03
pf. temporal 0.51£0.02
pf. superior 0.53£0.02
GCL volume (mm?*)
total 0.31 +£0.04
foveal 0.01 +0.00
pf. nasal 0.08 +£0.01
pf. inferior 0.08 £0.01
pf. temporal 0.07 £0.01
pf. superior 0.08 £0.01
IPL volume (mm?)
total 0.27 £0.02
foveal 0.01 £0.01
pf. nasal 0.06 +0.01
pf. inferior 0.06 £0.01
pf. temporal 0.06 +0.01
pf. superior 0.06 £0.01
INL volume (mm?)
total 0.27 £0.02
foveal 0.02+£0.01
pf. nasal 0.06 £0.01
pf. inferior 0.07+0.01
pf. temporal 0.06 +£0.01
pf. superior 0.06 £0.01
OPL volume (mm?)
total 0.21 £0.03
foveal 0.02 +0.00
pf. nasal 0.05+0.01
pf. inferior 0.05+0.01
pf. temporal 0.04 £0.01
pf. superior 0.05+£0.01
ONL volume (mm?)
total 0.52+0.05
foveal 0.08 +£0.01
pf. nasal 0.12+0.02
pf. inferior 0.10+£0.01
pf. temporal 0.12+0.01
pf. superior 0.11+£0.01
RPE volume (mm?)
total 0.10 £ 0.02
foveal 0.01 £0.00
pf. nasal 0.02+0.01



pf. inferior
pf. temporal
pf. superior

pRNFL thickness (pum)

total

nasal

N/T

nasal inferior
temporal inferior
temporal

PMB

temporal superior
nasal superior

BMO-MRW (um)

total

nasal

N/T

nasal inferior
temporal inferior
Temporal

PMB

temporal superior
nasal superior
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0.02 +0.00
0.02 +0.00
0.02 £0.01

73.62 £ 8.21
58.69 £7.18
1.06 £0.19
71.88 +14.75
119.23 £15.84
56.69 + 8.62
41.15+6.71
110.58 £ 15.55
72.08 +13.19

323.04 + 59,37
361.92 +£72.29
1.61 £0.32

393.27 £74.21
334.81 £67.48
233.35+65.52
216.69 +71.20
289.12 + 66.75
339.08 =70.80

Values are mean + SD. The volumes of the macular layers correspond to the foveal and parafoveal volumes (3-
mm-circle)

Abbreviations: pf., parafoveal;, GCL, ganglion cell layer; IPL, inner plexiform layer; INL, inner nuclear layer;
OPL, outer plexiform layer; ONL, outer nuclear layer; RPE, retinal pigment epithelium; pRNFL, peripapillary
retinal nerve fiber layer; N/T, ratio nasal to temporal; PMB, papillo-macular bundle; BMO-MRW, Bruch’s
membrane opening-minimum rim width.
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