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1. EINLEITUNG

1.1. Cornea verticillata

Der Begriff ,,Cornea verticillata® stammt aus dem Lateinischen und bedeutet so viel wie
,2Hornhautwirbel“. An der Spaltlampe erscheint uns das Bild von grau-braunen Ablagerungen
im Hornhautepithel, die symmetrisch und beidseits auftreten und sich wirbelférmig von einem
zentralen Punkt unterhalb der Pupille nach auBlen drehen (Griiber 1946, Lang 2004).
Erstmalig beschrieben wurde sie von Fleischer (Fleischer 1910), der die Dystrophie bei 16
Frauen und 5 Minnern nachweisen konnte. Am Anfang zog man nur die Moglichkeit der
erworbenen Storung in Betracht, doch erstmals auffillig wurde ein Zusammenhang mit
Vererbung bei dem Fall einer Mutter und deren Tochter, die beide das Phédnomen des
Hornhautwirbels aufwiesen (Lutz 1930). 1953 wurden in weiteren Studien ausfiihrlichere
Stammbiume erstellt (Griiber 1953). 1966 beschrieb Denden 3 Moglichkeiten zur Entstehung
der Cornea verticillata: spontan (idiopathisch), als eigenstdndiges Krankheitsbild oder von
auBBen ausgelost (medikamentds) (Denden 1966). Der Theorie von Bron (Bron 1973) zufolge
entsteht die von auBlen ausgeldste Form aufgrund von Reepithelisierungsprozessen (z.B. nach
epithelialer Abrasio) als Abbild des Zellflusses von der Peripherie ins Zentrum (,,zentripetaler
Epitheldrift“ bei Reparatur von zugrunde gegangenen Epithelzellen). Francois brachte die
Cornea verticillata 1969 mit der X-chromosomal lokalisierten Stoffwechselerkrankung
Morbus Fabry in Verbindung (Francois 1969).

Heute spricht man vor allem von 2 Ursachen in Zusammenhang mit der Cornea verticillata
(Lang 2004): Sie ist typisch fiir die Einnahme von amphiphilen Medikamenten, vor allem
Amiodaron und Chloroquin. Im Weiteren tritt sie in Zusammenhang mit dem X-chromosomal
rezessiv vererbten Morbus Fabry auf. Die unterschiedlichen Ursachen einer Cornea
verticillata flihren klinisch zu dem gleichem nach aullen sichtbaren Phdnomen. Eine

Beeinflussung der Sehstirke in diesem Zusammenhang ist nicht bekannt (Heydenreich 1975).



1.2.  Ursachen einer Cornea verticillata

1.2.1. Morbus Fabry

Der Morbus Fabry (Synonym: Morbus Fabry-Anderson, Angiokeratoma corporis diffusum)
gehort in die Gruppe der lysosomalen Speicherkrankheiten und wird X-chromosomal rezessiv
(Xq22.1) vererbt (Wanner et al. 2005). Die Privalenz liegt bei rund 1 pro 100.000
Lebendgeborenen (Grau et al. 2003). Erstmals wurde er 1898 gleichzeitig von 2
Dermatologen beschrieben, die unabhédngig voneinander in Deutschland und England
arbeiteten (Fabry 2002): Johannes Fabry (1860-1930) und William Anderson (1842-1900).
Der X-chromosomal rezessive Erbgang bedingt die unterschiedliche Ausprigung der
Krankheit bei Méinnern und Frauen. Man spricht von ménnlichen hemizygoten und
weiblichen heterozygoten Merkmalstragern. Dennoch kann es zum Auftreten grenzwertig
reduzierter biochemischer Aktivitdt bei Frauen, bzw. spiterer oder milderer Manifestationen
kommen. Dies wird mit der Lyon-Hypothese (randomisierte X-Inaktivierung) begriindet,
derzufolge Frauen ein genetisches Mosaik darstellen (Lyon 1961, 1998). Das Chromosom
wird in einigen Korperzellen an- und in anderen ausgeschaltet. Haufig beobachtet bei Frauen
werden auch typische Fabry-Symptome bei nur geringfiigig eingeschrénkter bis normaler
Enzymaktivitdt (Gupta et al. 2005). Man spricht von ,,symptomatischen Carriern* (Lyon
1961, Lyon 1988).

Bei Morbus Fabry liegt eine Storung des Sphingolipidstoffwechsels vor. Sphingolipide sind
u.a. Hauptbestandteile von Zellmembranen. Aufgrund eines X-chromosomalen Gendefektes
wird das Enzym Alpha-Galactosidase A nur unvollstindig oder gar nicht synthetisiert. In der
Folge kommt es zur Akkumulation des Sphingolipidabbauprodukts Globotriasylceramid
(Gb3) im Plasma und in Zelllysosomen (Itoh et al. 1993, Ohshima et al. 1997) (Abb.1).
Insbesondere betroffen sind die Endothelzellen fast aller Organe, in der glatten
GefaBmuskulatur, den Kapillarperizyten, den Hautfibrozyten und den Lymphozyten (Font
und Fine 1972, Yanoff und Fine 1975). Einlagerungen von Gbs stellen sich auch als lamellare
Einschlusskorperchen oder ,,zebra bodies* in Kardiomyozyten dar (Strotmann et al. 2005). In
spateren Phasen finden sich sogar Glycosphingolipide im proximalen Tubulus, interstitiellen

Histiozyten und Fibrozyten der Niere wieder (Desnick et al. 2002).



Folge dieser Akkumulationen im gesamten Korper sind Ischdmien in Nieren, Herz und
Gehirn (Rolfs et al. 2005, Witschel und Meyer 1968). Daneben finden sich auch Symptome
wie gastrointestinale Beschwerden, vestibulocochledre Storungen, Hypo- bzw. Anhidrose,
Wirmeintoleranz, Thrombosen, Varizen und muskuloskelettale Beteiligung. Erste Symptome
sind aber meist periodische Schmerzattacken in den Extremititen, makulo-papuldse, blaurot
bis schwirzliche Haut- und Schleimhautverdnderungen, so genannte Angiokeratome und die
Cornea verticillata, welche bereits im Kindesalter auftreten kann (Grau et al. 2003, Mehta et

al. 2004, Ries et al. 2003, Senn et al. 1995).

Ceramide

Globotriaosylceramide

{a—Galactosidase A

Galactose Lactosylceramide

Abb. 1: Enyzmdefekt bei Morbus Fabry

Okuldre Manifestationen, die im Rahmen des Morbus Fabry auftreten, sind verschiedener Art,
aber nicht immer eindeutig. Hinweisendes diagnostisches Zeichen fiir eine Erkrankung ist das
Vorhandensein einer Cornea verticillata. In der Literatur finden sich zum Teil
widerspriichliche Angaben, was die Privalenz der Cornea verticillata bei Morbus Fabry
betrifft, wobei jeweils zwischen ménnlichen hemizygoten und weiblichen hetrozygoten
Merkmalstragern unterschieden wird. Nguyen et al. (Nguyen et al. 2005) kamen bei ihren
Untersuchungen zu einem Wert von 94,1% bei Mannern und 71,9% bei Frauen, Sher et al.
(Sher et al. 1979) hingegen erhielten einen Wert von 94,5% bei Ménnern und 88% bei Frauen.
Orssaud et al. (Orssaud et al. 2003) fanden die Erscheinung bei 43,7% der Méanner und Spaeth
et al. (Spaeth et al. 1965) bei 91,6% der Ménner.

Weniger spezifische okuldre Befunde sind die so genannte Fabry-Cataract (Cataracta
subcapsularis anterior und posterior) und vaskuldren Anomalien, wie konjunktivale und

retinale GefiaBBschldngelungen und Dilatationen (Andersen et al. 1994, Nguyen et al. 2005,



Ohkubo et al.1988, Orssaud et al. 2003, Sher et al. 1979, Sodi et al 2006, Spaeth et al.1965).
Abe et al. (Abe et al. 1992) beschrieben den Fall einer 21 Jahre alten weiblichen Patientin, die
aufgrund von ischimischen Odemen im Bereich der Ciliararterien rechtseitig komplett
erblindete. Solche Erscheinungen stellen allerdings wohl eher eine Ausnahme dar. Bisher sind
nur 3 weitere Fille von ischdmisch optischer Neuropathie in der Literatur beschrieben
worden: 1959 von Calmette et al., 1978 von Sher et al. und 1981 von Tuppurainen et al. .
Franceschetti stellt diese in sekunddren Zusammenhang mit den Gefidlldsionen
(Franceschetti1976).

Ein Zusammenhang zwischen spaltlampenmikroskopischen okuldren Manifestationen
(Cornea verticillata) und kardialen sowie renalen Manifestationen besteht nicht (Fumex-
Boizard et al. 2005).

Eine mogliche Therapieform wurde bereits 1973 diskutiert (Brady et al. 1973). Es erscheint
logisch und hocheffektiv die fehlende Alpha-Galactosidase zu ersetzen, was zu diesem
Zeitpunkt aufgrund unzureichender Mengen des Enzyms jedoch nicht méglich war. Im Jahr
2001 gelang die kiinstliche Herstellung des Enzyms aus kultivierten, genetisch verédnderten,
menschlichen Fibroblasten. Der Nutzen von Agalsidase alfa bzw. beta — Subsitutionen
(Replagal® Shire GmbH, Ko6ln, Deutschland; Fabrazym® Genzyme GmbH, Neu-Isenburg,
Deutschland) konnte in verschiedenen Studien u.a. anhand von EKG- und Kreatinin-
Clearance-Veridnderungen sowie Biopsien nachgewiesen werden (Eng et al 2001, Lee et al.
2003, Schiffmann et al. 2001). Eine solche Moglichkeit existiert in Bezug auf die
Augenverdnderungen beim Morbus Fabry bisher noch nicht.

Eine eher in Zukunft zu diskutierende Therapiemoglichkeit besteht in der sogenannten
Gentherapie. Man entwickelte eine Kopie des Alpha-Galactosidase A Gens und verwendete
einen mit diesem Gen versehenes Retrovirus zur Ubertragung auf humane Fibroblasten und
immortalisierte B-Zellen (Medin et al. 1996). Eine erfolgreiche Transduktion in
Knochenmarkszellen von Probanden mit Morbus Fabry konnte durch Takenaka et al.

(Takenaka et al. 1999) demonstriert werden.



1.2.2 Medikamentos induzierte Cornea verticillata

Fir die medikamentds induzierte Cornea verticillata sind vor allem 2 Substanzen
verantwortlich: Zum einen Amiodaron (= Antiarrhythmikum) und zum anderen Chloroquin
(= Malariamittel, Antirheumatikum) (Goldblum und Garweg 1998). Es gibt aber auch andere
Medikamente, die in Zusammenhang mit Lipideinschliissen genannt werden miissen. Sie alle
haben die physikalisch chemische Eigenschaft gemeinsam, dass sie kationisch und amphiphil
sind (Abb.2). Dazu gehdren Amiodaquin (bei Malaria, Systemische Lupus erythematodes,
Arthritis), Benoquin/Hydroquinon (zur Behandlung der Vitiligo), Tilorone (antineoplastisch)
und Gentamicin (Aminoglycosidantibiotikum) (D’Amico und Kenyon 1981).

Amphiphile Medikamente werden aus der Trianendriise sezerniert, gelangen so oder auch auf
dem Blutweg ins Epithel und kénnen frei in Lysosomen penetrieren (Pollak 1999, Russel et
al. 1984). Der Prozess, dem die Ablagerungserscheinungen in der Hornhaut zugrunde liegen,
ist auf die verdnderte Oberflachenladung der Phospholipidzellen zuriickzufiihren (Bangham
und Dawson 1959). Phospholipase A2 ist fiir die Hydrolyse von Phospholipiden
verantwortlich. Voraussetzung dafiir ist deren negative Oberflachenladung. Wird diese nun
durch Anlagerung von anorganischen Kationen z.B. Amiodaron neutralisiert oder protonisiert,
kann der Prozess nicht von statten gehen. Die Lipid-Medikament-Komplexe kénnen nicht
durch die Phospholipase A2 angegriffen werden. Folge ist die bereits genannte Akkumulation

dieser Phospholipide (Seiler et al. 1977, Liillmann et al. 1978).

C2H5
co 0-CH2-CH2-N
C2H5

|
C4H9

Abb. 2: Ultrastruktur von Amiodaron

Demzufolge ist durch Absetzen des Medikaments dieser Vorgang umzukehren. Die
medikamentenassoziierte Cornea verticillata ist somit potentiell reversibel innerhalb einer
Zeitspanne von 3 bis zu 20 Monaten (Dolan et al. 1985, Ingram et al. 1982). Bis zum
Erscheinen von ersten Anzeichen einer Cornea verticillata gibt es unterschiedliche Angaben.

In Bezug auf Amiodaron sprechen D’ Amico und Kenyon (D’Amico und Kenyon 1981) von



nur 2 Wochen, wihrend Francois (Francois 1969) von 4 bis 6 Monaten berichtet. Ebenfalls
wird ein Zusammenhang zwischen Auftreten der Cornea verticillata und Dosierung des
Medikamentes angenommen (D’ Amico und Kenyon 1981).

Amiodaron ist ein antiarrhythmisch wirksames Medikament, welches die Kaliumkanile in
den Myokardzellen blockiert und somit zu einer Verldngerung der Refraktérzeit fithrt. Die
hiufigsten Nebenwirkungen sind: Lungenfibrose, Schilddriisenfunktionsstérung, Leber-
zirrhose/Hepatitis, erhohte Lichtempfindlichkeit (UVA) und Medikamenteninteraktionen
(Green et al. 1983, Harris et al. 1983, Hyatt et al. 1988, Kerin et al. 1989, Reader et al. 1985,
Vrobel et al. 1989). Die Priavalenz der Cornea verticillata unter Amiodarontherapie liegt
zwischen 70% und 100% (Mantyjarvi et al. 1998). Gleichzeitig konnen diese cornealen
Verdnderungen Marker fiir eine préklinische Toxizitdt sein. Sie gehdren in den Formenkreis
der arzneimittelbedingten Lipidosen (Liillman et al. 1978). Flach et al. (Flach et al. 1983)
beschrieb des weiteren anteriore, subkapsuldre Linsentriibungen, die bei der Hélfte der von
thm untersuchen mit Amiodaron behandelten Patienten aufgetreten sind und nicht in der
Kontrollgruppe beobachtet werden konnten.

Auch die medikamenteninduzierte Form der Cornea verticillata hat keinen Einfluss auf das
visuelle Leistungsvermdgen, obwohl von manchen Patienten (10%) Verschwommenbheits-
erscheinungen, vermehrte Blendempfindlichkeit, Halos und Chromatopsie beschrieben

wurden (Pollak 1999, Wilson et al. 1980).



1.3.  Problemstellung

Inhalt dieser Arbeit ist der Vergleich der konfokalen In-vivo-Mikroskopie mit der
konventionellen Spaltlampenmikroskopie bei der Morbus Fabry- und medikamenten-
induzierten Cornea verticillata. Zusétzlich werden Hornhautbefunde von Normalprobanden
hinzugezogen und alle 3 Befundkonstellationen vergleichend diskutiert. Dabei werden auch
in der Literatur beschriebene histologische und elektronenmikroskopische Methodiken
berticksichtigt.

Die konfokalmikroskopischen Befunde sollen hinsichtlich ihrer Struktur, ihres Verteilungs-
musters und ihrer Héaufigkeit ausgewertet und diskutiert werden. Hierfiir wird auch die
Moglichkeit einer 3-dimensionalen Rekonstruktion der Hornhaut mit Darstellung der
Infiltration der einzelnen Hornhautabschnitte verwendet.

Zusitzlich werden Verdnderungen der bulbdren und tarsalen Konjunktiva in Bezug auf
Morbus Fabry und Therapie mit Amiodaron konfokalmikroskopisch untersucht.

Klinisch wird gepriift werden, ob fabrybedingte Hornhautverdnderungen konfokal-
mikroskopisch darstellbar sind, noch bevor man sie mit der Spaltlampenmikroskopie erfassen
kann. Somit wére eine Moglichkeit der, fiir die Patienten sehr wichtigen, Fritherkennung des
Morbus Fabry gegeben.

Um die Wirkung der Enzymersatztherapie bei Morbus Fabry zu belegen, stehen in den
verschiedenen betroffenen Fachgebieten unterschiedliche Methodiken zur Verfiigung. Eine
solche Methode, um die Augenverdnderungen bei Morbus Fabry unter Enzymersatztherapie
zu beobachten, existiert bisher noch nicht. Daher soll diskutiert werden, ob dies mit Hilfe der
konfokalen In-vivo-Mikroskopie moglich ist, d.h. kann sich die Cornea verticillata
zuriickbilden und wie gestaltet sich das entsprechende morphologische Korrelat. Somit soll
die Aussagefdhigkeit sowie klinische Anwendbarkeit der konfokalen Mikroskopie unter
Betrachtung der Morbus Fabry assoziierten und der Amiodaron bedingten Cornea verticillata

gepriift werden.



2. PATIENTEN UND METHODEN

2.1. Patienten

Die Studie wurde durch die Ethikkommission an der Medizinischen Fakultdt der Universitit
Rostock bewilligt. Die Untersuchungen entsprechen den Grundsitzen der Deklaration von
Helsinki. Insgesamt 52 Patienten nahmen an der Studie teil. Die Untersuchungen erfolgten
nach einer ausfiihrlichen Aufkldrung. Normalprobanden sowie Fabry- und Amiodaron-

patienten haben ein Aufklérungs- und Einwilligungsformular unterschrieben.

2.1.1. Normalprobanden

Zur Erhebung eines konfokalmikroskopischen Normalbefundes wurden 12 Augen von 10

Normalprobanden untersucht. Die Rekrutierung der Probanden erfolgte auf freiwilliger Basis.
Folgende Einschlusskriterien wurden festgelegt:

1. Innerhalb der letzten Jahre keinerlei Medikation, die Einfluss auf die Hornhaut

und somit auf die Untersuchung nehmen konnte (Mindestzeitspanne nach

Absetzen der Medikation wurde auf 2 Jahre (Dolan et al. 1985) festgelegt).

2. Keine Hornhauterkrankungen- bzw. Operationen im Bereich des betreffenden
Auges.
3. Variable Altersverteilung der Probanden (vergleichend zu den Fabrypatienten).

Insgesamt beinhaltete die Studie Personen im Alter von 21 bis 83 Jahren (Durchschnittsalter

50 Jahre +/- 21 Jahre) (Tab. 1).



Tab. 1: Angaben zu den Normalprobanden

Patienten | Geschlecht Alter [Jahren] Untersuchte Augen

N1 w 21 RA

N2 w 25 RA

N3 w 40 RA

N4 w 71 RA

N5 w 73 RA

N6 m 31 RA/LA

N7 m 41 RA

N8 m 43 RA

N9 m 72 LA
N10 m 83 RA/LA

w... weiblich m... ménnlich RA... rechtes Auge LA... linkes Auge



2.1.2 Patienten mit Morbus Fabry

In dieser Gruppe wurden insgesamt 36 Augen von 30 molekulargenetisch gesicherten
Fabrypatienten betrachtet (Tab. 2). Die Rekrutierung der Patienten erfolgte in Zusammen-
arbeit mit der Neurologischen Universitistklinik Rostock. Die dortige Fabry-Ambulanz
tiberwies die bei ihnen diagnostizierten oder in Behandlung stehenden Patienten im Rahmen
eines Screeningprogramms an die Universititsaugenklinik Rostock. 21 der 30 Fabrypatienten
waren weibliche heterozygote Merkmalstrager und 9 davon ménnlich hemizygot. Folgende
Einschlusskriterien waren Voraussetzung zur Teilnahme an der Studie:
1. Molekulargenetisch gesicherter Morbus Fabry.
2. Bis zu 2 Jahren vor der Untersuchung keine Einnahme von Hornhaut-
verdnderungen hervorrufenden Medikamenten.
3. Keine zusdtzlichen Hornhauterkrankungen oder die Hornhautstruktur
beeinflussende Zustédnde (Z.n. Operation etc.).
17 der 30 Patienten (56,7%) erhielten zum Zeitpunkt der Untersuchung eine Enzym-
substitutionstherapie. Dazu gehorten 12 Frauen und 5 Minner. Es trat ein Fall von
Unvertriglichkeitserscheinungen nach 7 Monaten Enzymersatztherapie auf. Diese duflerten
sich in Form von geschwollenen Extremitédten. Die Patientin wurde im gleichen Monat nach
Beendigung der Therapie untersucht. In 5 Féllen lag eine erstgradige Verwandtschaft
zwischen den untersuchen Personen vor (Mutter und Tochter bzw. Sohn). In einem Fall von

zweitgradiger Verwandtschaft handelte es sich um Onkel und Neffe.
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Tab. 2: Ubersicht der untersuchten Fabrypatienten

] Ge- Alter Untersuchte Enzym- Verwandtschafts-
Fatient schlecht | [Jahren] Augen substitution grad
F1 w 19 - + Tochter von F8
F2 w 28 LA/RA +
F3 w 34 RA -
F4 w 34 RA/LA +
F5 w 39 RA -
F6 w 43 - + Mutter von F21
F7 w 45 LA +
F8 w 45 LA + Mutter von F1
F9 w 45 LA -
F10 w 46 RA - Tochter von F18
F11 w 48 LA +
F12 w 49 LA/RA + Mutter von F22
F13 w 50 RA -
F14 w 50 LA/RA -
F15 w 50 LA +
F16 w 52 RA - Tochter von F20
F17 w 54 LA/RA Abgebrochen
F18 w 63 LA/RA +
F19 w 64 RA + Mutter von F9
F20 w 65 LA/RA +
F21 w 75 RA - Mutter von F15
F22 m 20 - + Sohn von F6
F23 m 22 RA - Sohn von F11
F24 m 26 LA + Neffe von F28
F25 m 40 LA/RA +
F26 m 42 RA -
F27 m 42 RA +

11




F28 m 50 LA/RA +
F29 m 51 LA - Onkel von F23
F30 m 62 RA -
w... weiblich m... ménnlich RA... rechtes Auge LA... linkes Auge

-... keine Enzymsubstitution zum Zeitpunkt der Untersuchung

+... Enzymsubstitution zum Zeitpunkt der Untersuchung

5 Patienten (F11, F12, F19, F20, F28) wurden mehrfach im Zeitraum von einem halben Jahr
bis zu 2 Jahren untersucht und im Verlauf beobachtet.

Die unterschiedlichen extraokuldren Manifestationen variierten von Patient zu Patient sehr
stark und werden in Abb. 3 zusammengefasst. Herzbeschwerden duBerten sich in Form von
Herzgerduschen, Herzinsuffizienz und Myokardinfarkt. Eine Nierenbeteiligung ging von
grenzwertigen Nierenwerten bis hin zu Niereninsuffizienz. Unspezifischere sonstige
Symptome die in den Kreis der neurologischen Beteiligung gerechnet wurden, waren:
cerebrale Durchblutungsstorung, Aphasie, Tremor, Amaurosis fugax, Gleichgewichtsstérung,
Schwindelattacken, Kopfschmerzen, Hemiparese, Ptosis, eingeschriankte Konzentrations- und
Leistungsfahigkeit, Starre des Beines. Symptome wie gestortes Kélte- oder Warmeempfinden
sowie Fieberschiilbe wurden unter dem Punkt Temperaturregulationsstorung zusammen-
gefasst. 4 Patienten (13,3%) erwiesen sich als beschwerdefrei. Bei allen 4 Patienten handelte
es sich um Frauen.

Die Altersverteilung lag zwischen 19 und 75 Jahren (Durchschnittsalter 45,1 Jahre +/- 14
Jahre).
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Abb.3: Haufigkeitsverteilung der extraokuldren
Fabrypatienten
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2.1.2. Patienten mit Amiodarontherapie

In dieser Gruppe wurden insgesamt 18 Augen von 12 Patienten, 6 Frauen und 6 Maénner,
untersucht (Tab. 3). Folgende Einschlusskriterien wurden festgelegt:
1. Einnahme eines Amiodaronpréparats.
2. Vorhandensein einer, unter der Amiodaroneinnahme entstandenen, Cornea
verticillata bei Ausschluss anderer Ursachen (Morbus Fabry).
3. Keine Hornhauterkrankungen bzw. Hornhautdestruktion hervorrufende
Zusténde.
Der Zeitraum der Amiodaroneinnahme zum Zeitpunkt der Untersuchung erstreckte sich von
einem Tag nach Beginn der Medikation bis zu 20 Jahren. 2 Patienten wurden nach
Beendigung der Einnahme untersucht. 2 Patienten wurden 2mal im zeitlichen Verlauf
untersucht: einmal wihrend sowie nach der Medikation und einmal einen Tag nach Beginn
der Einnahme sowie 4 Wochen spdter. Die Altersverteilung lag zwischen 50 und 76 Jahren

(Durchschnittsalter 65,7 Jahre +/- 8 Jahre).
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Tab. 3: Angaben zu den Patienten mit Amiodaron-Therapie

Unter- | Amiodaron- | Zeitraum
Patient G- Alter suchte einnahme der Zeltpunkt der
schlecht | [Jahren] Augen seit Einnahme Untersuchung
Al W 56 RA 08/2006 12 Monate 07/2007
A2 W 66 RA 06/2007 1 Monat 06/07 + 07/07
A3 w 67 RA 06/2005 11 Monate 04/2006
A4 W 68 LA 05/2004 27 Monate 08/2006
AS w 70 RA/LA 07/2005 10 Monate 04/2006
A6 w 74 RA/LA | 09/01-03/04 | 29 Monate 06/2006
A7 m 50 RA 11/2006 0,2 Monate 11/2006
A8 m 55 RA/LA | 11/05-03/06 5 Monate 04/2006
A9 m 66 RA/LA 12/2004 28 Monate 04/2006
Al0 m 70 RA 1986 20 Jahre 11/2006
All m 70 RA/LA | 04/04-04/05 13 Monate 11/04 + 04/06
Al2 m 76 RA/LA 08/2002 38 Monate 10/2005

w... weiblich

m... minnlich

RA... rechtes Auge
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2.2. Methodik

2.2.1. Augenirztliche Untersuchungen und Spaltlampenmikroskopie

Die Spaltlampe erzeugt senkrecht zur Hornhautoberflidche einen optischen Schnitt, der eine
bis zu 50fache VergroBerung des Augenvorderabschnittes ermdoglicht (Gullstrand 1911,
Kampik und Grehn 2003, Straub et al. 1995). Bei der Untersuchung von Normalprobanden,
Fabry- und Amiodaronpatienten wurde zu jedem Patienten eine Allgemein- und
Augenanamnese erhoben sowie eine Visuspriifung vorgenommen. Die spaltlampen-
mikroskopische Untersuchung der Normalprobanden diente der Absicherung des
Augenbefundes zur Vermeidung von Fehleinschitzungen. Die Fabrypatienten wurden
zunichst auf das Vorhandensein einer Cornea verticillata gepriift. Weiterhin wurde die
bulbdre Konjunktiva auf ampullenférmige GefdBektasien (,,conjunctival sludging® nach
Orssaud et al. 2003) untersucht. Bei positivem Hornhaut- bzw. Bindehautbefund erfolgte eine
Fotodokumentation. Der Augenhintergrund wurde vorwiegend zentral beurteilt bei Verzicht
auf medikamentdse Mydriasis. Schlieflich erfolgte die Zuordnung der Cornea verticillata von
Fabry- und Amiodaronpatienten in das von Orlando et al. 1984 erstellte Gradingsystem.
Orlando beschreibt 4 Stadien einer Cornea verticillata. Die frithesten Verdnderungen, die auf
das Vorliegen einer Cornea verticillata hinweisen, stellen sich demnach als linear
angeordneter, gold-brauner Nebel oder Schatten im unteren Bereich des Pupillarrandes dar
(Abb.4). Im Stadium 2 zeigen sich ausgehend von dieser Verdnderung streifige Auswiichse
oder auch sogenannte ,,cat’s whiskers“(Abb.5). Im Stadium 3 schlieBlich breiten sich diese
feinen Ausldufer bis in das Zentrum der Hornhaut aus und bilden die charakteristische
Wirbelform (Abb.8). Bei zusitzlichem Vorliegen von gold-braunen, irreguldr angeordneten
Sprenkeln entlang des Wirbels spricht man vom Stadium 4. Orlando setzte diese Stadien in
Zusammenhang mit dem Zeitraum der Einnahme. So steigt das Stadium der Cornea
verticillata mit zunehmender Einnahmedauer, wobei nicht jeder Proband das Stadium 3

erreicht und einige sich auch nach einem Jahr auf Stadium 2 festsetzen.
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Abb. 4: Stadium 1 nach Orlando bei

einer 63jdhrigen Patientin.

Abb. 5: Stadium 2 nach Orlando bei

einer 74jéhrigen Patientin.

Abb. 6: Stadium 3 nach Orlando bei
einem  70jdhrigen Patienten. Ein
Stadium 4 fand sich im Patientengut
dieser Studie nicht.



2.2.2. Konfokale Laser-scanning In-Vivo-Mikroskopie

Gegen Ende der 80er Jahre des 19. Jahrhunderts wurde mit der Entwicklung der ersten In-
vivo konfokalen Laser scanning Mikroskope eine hoch auflésende dreidimensionale
Darstellung des Augenhintergrundes auf mikrostruktureller Ebene moglich (Scheuerle und
Schmidt 2004; Webb 1999).

Das Prinzip der Laser Scanning Ophthalmoskopie basiert auf der Konfokalitit (Objekte mit
dem gleichen Brennpunkt) des untersuchten Objektes. Zwischen einer Lichtquelle und einer
Detektorfliche wird Laserlicht reflektiert und nur ein Objekt innerhalb der fokalen Ebene
kann wiedergegeben werden (Guthoff et al. 2006).

Spalt-Scanning Techniken erlaubten in einem non-contact Verfahren die Abbildung cornealer
Mikrostrukturen mit einer Schichtdicke von ca. 29um (Confo-Scan 3). Um die
ungleichméBige Bildausleuchtung und die damit verbundenen Streueffekte dieser Methodiken
zu umgehen, entstand in der Weiterentwicklung ein hochauflosendes Laser-Scanning-

Mikroskop, das RLSM (Rostocker Laser-Scanning-Mikroskop) (Stave et. al 2002) (Abb.7).

Abb. 7: A: Rostocker Laser-Scanning-Mikroskop (RLSM). B: Heidelberg-Retina-Tomograph
(HRT 1II), Rostocker Cornea Modul (RCM) und Videokontrollsystem. C: Einzelbild einer

Videosequenzaufnahme
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Grundgerit fir diese Weiterentwicklung war der Heidelberg Retino Tomograph (HRT).
Durch den Einsatz eines Objektivadapters (Rostocker Cornea Modul/RCM) mit externem Z-
Scan kann eine 400-800fache Gesamtvergroflerung der cornealen Zellstrukturen mit einer
gleichmiBigen Bildausleuchtung und einem Auflosungsvermégen von ca. 7-8um erreicht
werden. Mit Hilfe der Z-Scan-Vorrichtung wird der Laserfokus definiert durch die Cornea
verschoben und ermdoglicht somit eine genaue Tiefenanalyse. Entsprechend der Fragestellung
stehen verschiedene Immersionsobjektive zur Patientenuntersuchung zur Verfiigung. Eine
neben dem Objektivadapter angebrachte Kamera ermdoglicht die Wiedergabe des
Untersuchungsganges und damit verbunden die Kontrolle der korrekten Lokalisation des
Immersionsobjektives auf dem gewiinschten Augenabschnitt.

Die konfokalmikroskopische Untersuchung mit dem RLSM von Cornea, bulbérer und tarsaler
Konjunktiva erfolgte bei allen Normalprobanden, Fabry- und Amiodaronpatienten dieser
Studie nach dem folgenden Schema. Zur Untersuchung unseres Patientengutes verwendeten
wir das Wasserimmersionsobjektives von Zeiss (63x/0.95 W, 670 nm, «/0; Zeiss, Jena).
Zunidchst wurde das zu untersuchende Auge durch Tropfanisthesie mit Proparacain 0,5%
Augentropfen (Ursapharm, Saarbriicken, Deutschland) betdubt, da fiir dieses Verfahren ein
Kontakt zwischen Patientenhornhaut und Modul nétig ist. Um die Distanz zwischen Hornhaut
und Mikroskop zu iiberbriicken, wird eine PMMA-Kappe verwendet. Die Ankopplung
zwischen cornealer Oberfliche und Hornhautmesskappe gelingt mit einer diinnen Gleitschicht
aus Vidisic Gel (Bausch & Lomb/Dr. Mann Pharma, Berlin, Deutschland), das einen
dhnlichen Brechungsindex wie die Hornhaut aufweist und somit eine homogene Immersion
zwischen den Strukturen darstellt.

Das HRT II/RCM liefert Bildausschnitte mit einer Groe von 400 x 400 um. Die
Befunddokumentation erfolgte {iber die Speicherung ausgewihlter Videosequenzen. Dies
ermoglichte eine detaillierte Auswertung der Einzelbilder zu einem spéteren Zeitpunkt.
Analog zu dem spaltlampenmikroskopischen Gradingsystem der Cornea verticillata erfolgte
eine Zuordnung der konfokalmikroskopischen Befunde in eine Stadienteilung nach
Schweregraden. Jeder Fabry- und Amiodaronpatient wurde entsprechend dieser Einteilung
bewertet.

Die Aufnahmen erfolgten in der zentralen Cornea (inneres Hornhautdrittel), sowie aus
peripheren Hornhautbezirken (ein Sechstel der Hornhautoberfléche, etwa 1 mm vom Limbus).

In jedem Bereich wurde eine Videosequenz von 100 Bildern erstellt in den Arealen bei 12.00,
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3.00, 6.00 und 9.00 Uhr. Die Bilder mit einer maximalen Anzahl von Verdnderungen galten
dabei als reprisentativ. Fiir Verlaufsuntersuchungen wurden die Bilder wie folgt ausgewertet:
Wenn in 50,0% der Bilder eine Anderung der Gradeinteilung um 2 Grade vorlag, wurden
diese Befunde als reprisentativ fiir das gesamte Areal angesehen und von einer Anderung
ausgegangen. Wenn in 75,0% der cornealen Bezirke (zentral oder peripher) eine Anderung
zum Vorbefund aufgezeigt werden konnte, wurde von einer generellen Befundveridnderung
gesprochen.

Als Alternative fiir Verlaufsuntersuchungen wurde versucht, bei 8 der 30 Fabrypatienten das
Wirbelzentrum des subepithelialen Nervenplexus als individuellen Referenzpunkt fiir
Verlaufskontrollen zu nutzen (Patel und McGee 2005). Es wurden alle Hornhautschichten bis
zur Tiefe des Endothels erfasst und aus jeder Schicht reprédsentative Bilder ausgewdihlt
(Eckard et al. 2006). Zusétzlich erfolgte bei allen 3 Patientenkollektiven wenn moglich eine
konfokalmikroskopische Untersuchung der bulbdren und tarsalen Konjunktiva, wobei auch

hier charakteristische Bilder aus festgelegten Bezirken gewéhlt wurden (Abb.8).

~1/3 > < 1/6

Abb. 8: Il Aufnahmen der zentralen Hornhaut (3.00, 6.00, 9.00 und 12.00 Uhr)

B Aufnahmen der peripheren Hornhaut (3.00, 6.00, 9.00 und 12.00 Uhr)
Aufnahmen der bulbidren Konjunktiva (obere Bindehautregion 12.00 Uhr,
mittlere Bindehautregion 3.00 und 9.00 Uhr)

[] Aufnahmen der tarsalen Konjunktiva (nasal, medial, temporal)
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2.2.3. 3-dimensionale Rekonstruktion

Um ein Verstindnis {iber die Morphologie der cornealen Architektur zu erhalten und einen
Uberblick iiber die Lokalisation der pathologischen Verinderungen zu erstellen, wurde das
Mittel der 3-dimensionalen Rekonstruktion der konfokalmikroskopischen Bilder genutzt. Da
oft nur ein begrenzter Abschnitt der Hornhaut betrachtet werden kann, dient die 3-
dimensionale Rekonstruktion dazu, diesen FEinblick zu vergréBern und das rdumliche

Vorstellungsvermogen zu erweitern (Guthoff et al. 2005, Zhivov et al. 2008) (Abb.9).

Abb.9: A: 3-dimensionale Rekonstruktion der gesamten Cornea. B+C: 3-dimensionale

Rekonstrutkion der cornealen Epithelschicht.

Grundlage bildet der im vorherigen Kapitel erldauterte Untersuchungsgang mittels des RLSM.
Voraussetzung fiir die Erstellung eines 3-dimensionalen Hornhautmodells ist die
gerdtetypische Funktion eines Tiefenscans (sogenannten Z-Scans). Beim automatischen
Durchfahren eines Hornhautvolumens (bis zur individuellen maximalen Hornhauttiefe)

entlang der Z-Achse erfolgt die eingestellte Bildaquisation (z.B. bis zu 30 Bilder pro
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Sekunde). Eine solche gelingt aber auch durch das Zusammensetzen manuell tiefengesteuerter
Bildsequenzen. Das vorldufige Produkt sind 2-dimensionale Bildserien. Diese werden unter
Verwendung des Programms ImageJ (NIH, Bethesda/Maryland, USA) konvertiert und durch
das Programm Amira 3.1 (TGS, San Diego/Kalifornien, USA) zum 3-dimensionalen Modell
rekonstruiert (Zhivov et al. 2006). Mit Hilfe dieses Programms werden Artefakte,
Unschirfeerscheinungen oder Verwackelungen eliminiert und alle Bilder so modifiziert, dass
sie in einem 3-dimensionalen Block zusammengefasst werden konnen. Zusétzlich konnen
verschiedene Videos erstellt sowie Distanzen und Oberfldchenbeschaffenheiten angegeben

oder optische Schnitte gelegt werden.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Spaltlampenmikroskopische Ergebnisse

3.1.1. Spaltlampenmikroskopie bei Fabrypatienten und Privalenz der Cornea

verticillata

30 molekulargenetisch gesicherte Fabrypatienten konnten spaltlampenmikroskopisch
untersucht werden. Insgesamt zeigte sich das spaltlampenmikroskopische Bild einer Cornea
verticillata bei 16 der 30 Fabrypatienten (53,3%). Bei den 21 weiblichen Patienten trat das
Phinomen 10mal (47,6%) auf. Bei den 9 ménnlichen Patienten fand sich die Cornea
verticillata 6mal (66,7%) (Abb.10). In 4 Féllen von erstgradiger Verwandtschaft in unserem
Patientengut konnte das Vorliegen einer Cornea verticillata sowohl bei der erkrankten Mutter
als auch bei ihrem betroffenen Kind festgehalten werden. In einem weiteren Fall zeigten
weder Mutter noch Tochter okuldre Manifestationen. Bei Verwandtschaft zweiten Grades
(Onkel, Neffe) fand sich das Phdnomen wiederum bei beiden Betroffenen. Nur 2 Patienten
(6,7%) wiesen in der Konkunktiva bulbi GefdBBektasien (conjunctival sludging) auf. Bei
beiden Patienten handelte es sich um Raucher. Retinale Verédnderungen sowie eine Fabry-

Cataract konnten bei keinem Patienten beobachtet werden (Tab. 4).
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Tab. 4: Ophthalmologische Manifestationen bei 30 Fabrypatienten

Grad der Gefiflver-
Alter Cornea inderungen Gefibver- Fabry-
Patient Geschlecht inderungen
[Jahre] verticillata (bulbéire Cataract
(Orlando) Konjunktiva) (Refina)
F1 19 w I - - -
F2 28 w - - - -
F3 34 w - - - -
F4 34 w I - - -
F5 39 w - - - -
F6 43 w II - - -
F7 45 w - - - -
F8 45 w II - - -
F9 45 w I - - -
F10 46 w I - - -
F11 48 w - - - -
F12 49 w II - - -
F13 50 w - - - -
F14 50 w - - - -
F15 50 w - - - -
F16 52 w - - - -
F17 54 w - - - -
F18 63 w I - - -
F19 64 w I - - -
F20 65 w II - - -
F21 75 w - - - -
F22 20 m II - - -
F23 22 m 11 + - -
F24 26 m II - - -
F25 40 m I - - -
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F26 42 m - - - -
F27 42 m - - - -
F28 50 m 111 + - -
F29 51 m 11 - - -
F30 62 m - - - -
w... weiblich m... ménnlich
+... Symptom vorhanden  -... Symptom nicht vorhanden

Ein Zusammenhang zwischen den extraokuldren Symptomen des Morbus Fabry und der
Cornea verticillata lie} sich nicht feststellen. Symptomfreie Patienten hatten zum Teil eine
deutliche Cornea verticillata, wéhrend Patienten mit starken Beschwerden (Schlaganfille,
Niereninsuffizienz etc.) ophthalmologisch unauffillig waren.

Entsprechend der Stadien der Cornea verticillata nach Orlando et al. 1984 wurden die 10
weiblichen Fabrypatienten und die 6 ménnlichen Fabrypatienten mit Cornea verticillata den
verschiedenen Schweregraden zugeordnet. Diese Stadieneinteilung bezieht sich zwar blo3 auf
die Amiodaron induzierte Form der Cornea verticillata, konnte aber auch auf die
Fabrypatienten dieser Studie iibertragen werden, da keine &uBlerlichen Unterschiede
bestanden. Bei den 10 Frauen fand sich 2mal (20,0%) das Stadium 1, 4mal (40,0%) das
Stadium 2 und 4mal (40,0%) das Stadium 3. Bei den 6 Ménnern trat das Stadium 1 gar nicht
auf. Dafiir lag 4mal (66,7%) das Stadium 2 und 2mal (33,3%) das Stadium 3 vor. Diese Werte

werden noch einmal in Abb. 10 veranschaulicht.
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100,0% -
90,0% A
80,0% A
70,0% A
60,0% -
50,0% -
40,0% -
30,0% ~
20,0% -
10,0% -
0,0% .
Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3

B Manner

n=2 O Frauen

Haufigkeit

Stadien der Cornea verticillata

Abb. 10: Haufigkeitsverteilung der Stadien der Cornea verticillata nach Orlando et al. bei

weiblichen und ménnlichen Fabrypatienten
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3.1.2. Spaltlampenmikroskopie bei Amiodaronpatienten

11 von 12 Amiodaronpatienten (91,7%) hatten eine spaltlampenmikroskopisch nachweisbare
Cornea verticillata. Ein Patient wies eine Woche nach Beginn der Einnahme des Medikamentes
spaltlampenmikroskopisch keine Verdnderungen auf, wobei sich konfokalmikroskopisch
pathologische Befunde ergaben. Deshalb wird auf diesen Patienten hier nicht eingegangen
werden. Die genauen Zeitrdume der Bildung und Riickbildung cornealer Verédnderungen sollen
in einem folgenden Kapitel diskutiert werden.

Eine Unterscheidung in ménnliche und weibliche Patienten erfolgte nicht, da es sich nicht um
eine X-chromosomale Krankheit, sondern um einen medikamenteninduzierten Prozess handelt.
Dieser weist zwar interindividuelle, aber keine geschlechtsspezifischen Unterschiede auf.

Auch hier erfolgte eine Zuordnung der Spaltlampenbefunde in das Stadiensystem von Orlando.
2 von 11 Amiodaronpatienten (18,2%) zeigten das Stadium 1. 2 weitere Patienten (18,2%)
zeigten das Stadium 2. Bei 7 Patienten (63,6%) lag das Stadium 3 vor (Abb. 11).

100,0% -
90,0%
80,0% -
70,0% A
60,0% -
50,0% O Amiodaronpatienten
40,0% -
30,0% A 2
20,0% A
10,0% A

0,0% . . |

Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3

Haufigkeit

=
Il

=
Il

)

Stadien der Cornea verticillata

Abb. 11: Héaufigkeitsverteilung der Stadien der Cornea verticillata nach Orlando bei

Amiodaronpatienten
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3.2. Konfokalmikroskopischer Befund der Hornhaut eines Normalprobanden

Die Hornhaut wird typischerweise in Epithel, Stroma und Endothel gegliedert (Abb.12). Das
Epithel besteht aus mehrschichtig unverhorntem Plattenpithel und ist etwa 70um dick. Es
wird weiterhin unterteilt in Superficialschicht, Intermedidrschicht und Basalzellschicht. Die
Superficialzellen werden in kontinuierlichen Umbauprozessen abgestoen und durch die
Intermedidrzellen ersetzt. Die Grenze zwischen Epithel und Stroma bildet die Bowman-
Membran. Diese ist ca. 8-14um dick, zellfrei und besteht aus sehr diinnen kollagenen
Fibrillen und proteoglycanreicher Grundsubstanz. Das Stroma selbst bildet mit ungeféhr
500um nahezu 90% des gesamten Hornhautvolumens. In der Grundsubstanz aus lamellenartig
angeordneten Kollagenfibrillen und Glycosaminglycanen befinden sich die verzweigte
spezialisierte Fibroblasten mit ihren Ausldufern, die Keratozyten. Eine Unterteilung erfolgt in
anteriores, mittleres und posteriores Stroma. Daran schlieBt sich, getrennt durch die
Descement-Membran (ca. 5-10um dick), das Endothel, eine einlagige Zellschicht, mit 4-6pum
Dicke an. Es ist nicht regenerationsfihig und Defekte werden durch Zellvergroerung und

Migration gedeckt (Kiihnel 2002, Lang 2004).

Abb.12: Schematische Darstellung der oberen
Hornhautabschnitte. Von oben nach unten:
Superficialschicht mit Mikrovilli, Intermediér-
schicht, Basalschicht, Bowman-Membran und

anteriores Stroma (aus Guthoff et al. 1999)
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Mit dem RLSM ko6nnen nahezu alle Schichten detailliert wiedergegeben werden (Abb.13).
Von den Superficialzellen (Durchmesser ca. 50um) sieht man vor allem das Zytoplasma und
den Zellkern. Sie zeigen sich in teils unterschiedlicher Reflektivitdt, was durch die Zellab-
stoBungsprozesse bedingt ist.

Die Intermedidrzellen (Durchmesser ca. 20um) werden aufgrund ihrer polygonalen Form
auch als Fliigelzellen bezeichnet und sind eher regelmiBig angeordnet. Im Gegensatz zu den
Superficialzellen sind deutliche Zellgrenzen erkennbar, wihrend die Zellen selbst sich
aufgrund ihrer niedrigeren Reflektivitdt dunkel darstellen. Thr Kern ist meist nicht zu
erkennen.

Die Basalzellen (Durchmesser ca. 10um) werden durch ein heterotrophes, ,,buntes* Zellbild
gekennzeichnet. Die Zellen sind im Vergleich zu den Intermedidrzellen weniger scharf
begrenzt, man kann jedoch einen schmalen weiflen Randsaum erkennen. Die Zelldichte ist
sehr hoch. Das bunte Zellbild ist durch die unterschiedliche Reflektivitét der Zellen bedingt.
Da die Bowman-Membran zellfrei ist, erscheint sie als strukturlose schwarze Flidche. Zu
erkennen ist die Ebene der Grenzmembran an den, durch sie hindurchlaufenden, Nervenfasern
des basalen epithelialen sowie subepithelialen Nervenplexus, die zum Teil von
Langerhanszellen umgeben sind (Abb. 13). Die komplexen epithelialen und stromalen
Verzweigungen gehen aus dem Nervus ophthalmicus hervor und innervieren in Form von 30-
60 nicht myelinisierten Ziliarnerven die Hornhaut. Mit Hilfe des konfokalen Mikroskops
konnen sie in vivo untersucht werden. Sie verdndern sich in ihrem Verlauf vom Stroma bis ins
Epithel. Im tiefen Stroma konnten keine Nervenfasern nachgewiesen werden. Ab dem
mittleren Stroma lassen sich erste Fasern in der Dicke von 2-10um darstellen. Thr Aussehen
dhnelt dem von Haarschéften und sie weisen eine glatte Oberfldche auf. Sie erreichen die
Bowman-Membran auf unterschiedliche Weise: direkt, sie penetrierend oder sich vor ihr
verzweigend. Die Verzweigungen bilden dann die wirbelférmige Struktur des subepithelialen
Nervenplexus. Ein fester Punkt auf der Hornhaut, den man bei jedem Menschen wieder
finden kann und im Fall der Fabry-Diagnostik vielleicht sogar als Bezugspunkt dienen
konnte. Nach Penetrierung der Bowman-Membran knicken die stromalen Nerven
rechtwinklig ab und weisen einen Verlauf parallel zur Grenzmembran auf. Man spricht jetzt
von ihnen als basaler epithelialer Plexus und ihre Struktur, die zuvor glatt begrenzt war, wirkt
jetzt ,,perlschnurartig”, granuldar. Oft finden sich im Bereich der Nervenfasern Y-formige

Langerhanszellen. Thre Anzahl ist individuell sehr unterschiedlich.
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Im Stroma selbst bilden die irregulir geformten Kerne der Keratozyten neben den
Nervenfasern die einzigen hyperreflektierenden Strukturen. Sie stellen Streulichtquellen fiir
das konfokale Mikroskop dar. Die Keratozyten selbst, ihr Zytoplasma und ihre verzweigten
Ausléufer sind nicht zu erkennen. Thre Dichte variiert in den einzelnen Stromabschnitten und
nimmt von anterior nach posterior ab.

An das Stroma schlief3t sich das Endothel an. Die Descementmembran kann nicht dargestellt
werden. Die Endothelzellen (Durchmesser ca. 20um) sind hier deutlich zu erkennen. Ihre
polygonale Form lédsst sich aufgrund ihres hellen Zytoplasmas und der dunklen Zellgrenzen

gut darstellen. Sie sind regelméBig angeordnet, aber nicht immer sichtbar.
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Abb. 13: Schematische Darstellung der cornealen Zellschichten mit Hilfe des RLSM

Superficialzellen
(N9)

Intermediérzellen

Epithelium

Basalzellen
(NT)

530pm \

Bowmanmembran
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33 Konfokalmikroskopische Befunde der Hornhaut bei Morbus Fabry

3.3.1. Epithel

27 der Fabrypatienten wurden konfokalmikroskopisch untersucht. Bei den 3 verbleibenden
Patienten (F1, F6, F22) konnte die Untersuchung aus Griinden der Compliance nicht durch-
gefiihrt werden. Diese Patienten werden aus den konfokalmikroskopischen Betrachtungen
ausgeschlossen, gingen allerdings in die Prévalenzbetrachtungen und spaltlampenmikros-
kopischen Ergebnisse ein.

Ist die fiir den Morbus Fabry typische ophthalmologische Manifestation der Cornea
verticillata spaltlampenmikroskopisch nicht nachweisbar, zeigt sich konfokalmikroskopisch
die Epithelmorphologie eines Normalprobanden. Bei Vorliegen einer Cornea verticillata

treten im superficialen und intermedidren Hornhautepithel ebenfalls keine Unterschiede zum

Normalprobandengut auf.

Abb.14: Basalzellen eines 22jdhrigen
Fabrypatienten (F23).

Die Basalzellschicht ist Haupttrager der mikrostrukturellen Verdnderungen. Die
Einlagerungen des Stoffwechselabbauproduktes Gbs verursachen die enorme Reflektivitit der
Basalzellen, wodurch sie uns gleichmiBig hell oder weil erscheinen, wihrend die

umliegenden Strukturen dunkel wirken. Die Einlagerungen konnen in unterschiedlicher
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Intensitdt vorkommen. Sind die Einlagerungen flachig {iber den Bildausschnitt verteilt, kann

vergleichend das Bild eines Sternenhimmels herangezogen werden (Abb. 14).

Abb.15:  A: Inselformige, hyperreflektive Basalzelleinlagerungen mit durchscheinenden

Intermedidrzellen einer 46jdhrigen Fabrypatientin (F10). B: Durchscheinende Bowman-

Membran bei einem 26jidhrigem Fabrypatienten (F24).

Zum Teil treten Inseln von hyperreflektiven Zellen auf dunklem Hintergrund oder zwischen
Intermedidrzellen hervor. In diesem Hintergrund kénnen auch Teile der Bowman-Membran
bzw. Nervenfasern durchscheinen, wodurch sich ein unruhiges, verwaschenes Zellbild ergibt
(Abb. 15).

Eine Unterscheidung zwischen weiblichen heterozygoten und ménnlichen hemizygoten
Merkmalstragern fillt schwer. Zum Teil treten eine gut abgrenzbare und eine unscharf
begrenzte, eher verschwommene Einlagerungsform auf. Bei Méannern liegt vorwiegend eine
gut abgrenzbare Form vor (66,7%), bei Frauen hingegen die unscharf begrenzte Form (80%).
(Abb. 16) Mittels des Fisher’s exact test konnte keine Signifikanz dieser Ergebnisse

nachgewiesen werden (p=1,00).
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Abb. 16: A: Scharf begrenzte Einlagerungsform bei einem ménnlich hemizygoten

Merkmalstrager (F27). B: Unscharf, verwaschene Ablagerungsform bei einer weiblich

heterozygoten Merkmalstriagerin (F18).
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3.3.2. Stroma

Stromale Verdnderungen traten bei insgesamt 11 der 27 konfokalmikroskopisch untersuchten
Fabrypatienten (40,7%) auf, darunter bei 9 der 19 Frauen (47,4%) und bei 4 der 8 Ménner
(50,0%). Nur 3 dieser 9 betroffenen Frauen (33,3%) wiesen das spaltlampenmikroskopische
Bild einer Cornea verticillata auf und 2 der 4 (50,0%) Minner. Stromale Verinderungen
imponieren als um die Keratozytenkerne liegende, weille Punkte. Sie lassen sich keiner
bestimmten Struktur zuordnen und zeigen Schwankungen in ihrer Intensitit. Diese microdots
finden sich ebenfalls im Normalprobandengut (insgesamt 40% der Normalprobanden: Méanner
3/5, Frauen 1/5). Alle diese Patienten waren bis auf eine Ausnahme (43jdhriger, minnlicher
Proband) iiber 70 Jahre alt. Anamnestisch waren keine Augenerkrankungen bekannt. Im
vorderen Stroma (Abb.17), in welchem sich eine hohe Dichte an Keratozytenkernen zeigt,
erscheinen auch die microdots in ihrer stirksten Ausprigung. Es reicht bis in einer Tiefe von
ca. 150um. Das mittlere Stroma (Abb.18) nimmt den groBten Volumenanteil ein. Hier sind
vereinzelt noch microdots zu finden. Die Zahl der kleinen Akkumulationen verliert sich mit
zunehmender Tiefe. Im posterioren Stroma (Abb.19), das an die Descement-Membran grenzt,
kommen keine microdots mehr zur Darstellung. Es beginnt ab einer Tiefe von ca. 380 bis
400um. Die tieferen stromalen Abschnitte zeigen eine normale Zelldichte, Reflektivitit und

Morphologie.

35



Abb. 17: Hyperreflektive Keratoytenkerne im
anterioren Stroma einer 52jdhrigen Fabry-
patientin (F16). Zwischen den Kernen finden

sich Akkumulationen von microdots.

Abb. 18: Keratozytenkerne im mittleren
Stroma einer 54jdhrigen Fabrypatientin
(F17). Die Akkumulationen von microdots

verlieren sich zunehmend.

Abb. 19: Posteriores Stroma mit normaler
Zelldichte, Reflektivitdt und Morpholgie der
gleichen Patientin. Keine microdots mehr

vorhanden.
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3.3.3. Endothel

Im Endothel wurden keine pathognomonischen Verdnderungen gefunden (Abb.20). Sowohl
bei der Morbus Fabry assoziierten als auch bei der Amiodaron induzierten Form der Cornea
verticillata zeigte sich eine normale Reflektivitdt und Zellmorphologie. Generelle Ver-
anderungen, die abgesehen von der Cornea verticillata, auf einen Morbus Fabry hinweisen
konnten, existieren im Endothel nicht. Das Endothel, als am tiefsten lokalisierte Schicht der
Hornhaut ist nicht regenerationsfiahig und seine Bedeutung liegt vor allem in der Transparenz
der Hornhaut, die u.a. auf der Regulierung des Wassergehalts im Stroma beruht. Die
Endothelzelldichte nimmt mit zunehmendem Alter ab, wodurch dessen Funktion altersbedingt

eingeschriankt wird und Hornhautepithel- und Stroma 6dematds werden kdnnen.

Abb. 20: A: Endothelzellen eines 22jdhrigen Fabrypatientens (F23) mit altersentsprechender
Zelldichte- und Morphologie. B: Endothelzellen einer 52jdhrigen Fabrypatientin (F16).
Endothelzelldichte hat im Vergleich abgenommen. Dabei handelt es sich um einen physio-

logischen Vorgang.
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3.3.4. Konfokalmikroskopische Stadieneinteilung der basalepithelialen Verinderungen

Entsprechend der spaltlampenmikroskopischen Stadieneinteilung nach Orlando wurde in
dieser Studie eine Stadieneinteilung der konfokalmikroskopischen Schweregrade der
Verianderungen in der Basalzellschicht erstellt. Diese ist Haupttrager der Cornea verticillata
assoziierten Manifestationen auf mikrostruktureller Ebene und eignet sich daher am besten.
Die Bilder wurden nach dem unter 2.2.2 erlduterten Prinzip erstellt (siche auch Abb.8). Das
Stadium, welches in 50,0% der Bilder in 75,0% der untersuchten Areale auftrat, wurde als
reprisentativ angesehen.

Konfokalmikroskopisch ldsst sich ein Grad 0 bis 4 der Cornea verticillata unterscheiden
(Abb.21-25). Grad 0 beschreibt den physiologischen Zustand. Es finden sich normale
Basalzellen ohne hyperreftlektive Verdanderungen. Um die Stadien unterscheiden zu konnen,
wurden die einzelnen Befunde Prozentwerten zugeordnet. Grad 1: < 25% hyperreflektive
Zellen. Grad 2: 25-50% hyperreflektive Zellen. Grad 3: 50-75% hyperreflektive Zellen. Im
Grad 4 ist eine massive Einlagerungsintensitit erreicht und nahezu jede Zelle erscheint

hyperreflektiv (>75% hyperreflektive Zellen).

38



Abb. 21: Grad 0. Keine Cornea verticillata. Normale Basal-

zellen.

Abb. 22: Grad 1. Vereinzelte hyperreflektive Zellen in der
Basalzellschicht.
Anteil hyperreflektiver Zellen <25%

Abb. 23: Grad 2. Vermehrt hyperreflektive Zellen in der
Basalzellschicht.
Anteil hyperreflektiver Zellen 25-50%

Abb. 24: Grad 3. Starke Akkumulation von hyperreflektiven
Zellen in der Basalzellschicht.

Anteil hyperreflektiver Zellen 50-75%

Abb. 25: Grad 4. Massive Einlagerungsintensitit.
Anteil hyperreflektiver Zellen > 75%
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Auch hier erfolgte eine Zuordnung der weiblichen und ménnlichen Fabrypatienten in die
erstellte Stadieneinteilung. Grad 0 entspricht der Anzahl von Patienten ohne Cornea
verticillata, denn in diesem Fall fanden sich auch keine konfokalmikroskopischen
Verdnderungen. Bei den 8 konfokalmikroskopisch untersuchten Frauen mit Cornea
verticillata fand sich 2mal ein Grad 1 (25,0%), 2mal ein Grad 2 (25,0%) und 4mal ein Grad 3
(50,0%). Bei den 5 konfokalmikroskopisch untersuchten Mannern mit Cornea verticillata trat
der Grad 1 und 2 gar nicht auf. Es lag 4mal ein Grad 3 (80,0%) und einmal ein Grad 4
(20,0%) vor (Abb.26).

100,0% -
90,0% A n=4
80,0% ~
70,0% H
60,0% - n=4
50,0% -
40,0% -
30,0% ~ n=1

20,0% ~

10.0% | .

0,0% . T . .
Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4

Konfokalmikroskopische Schweregrade basalepithelialer
Einlagerungen

B Manner

O Frauen

Haufigkeit

Abb. 26: Haiufigkeitsverteilung der Schweregrade basalepithelialer Einlagerungen bei

méannlichen und weiblichen Fabrypatienten.
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3.3.5. 3-dimensionale Rekonstruktion der Hornhautverinderungen

Die 3-dimensionale Rekonstruktion der Hornhaut von Fabrypatienten erméglicht eine
Einschiatzung der Tiefenlokalisation von cornealen Verdnderungen und liefert eine
Zusammenfassung der Befunde. Wie aus Abb. 27 ersichtlich, sind die hyperreflektiven
Einlagerungen auf die Ebene der Basalzellschicht in einer Tiefe von ca. 40-70um begrenzt.
Das sich daran anschlieBende anteriore Stroma erstreckt sich bis in eine Tiefe von ungefihr
150um. Hier werden vereinzelte, zwischen dem Keratozytennetzwerk liegende microdots
sichtbar, die sich bis in posteriore Stroma hinein (Tiefe ca. 450um) verlieren. Diese sind nicht
immer vorhanden und treten zum Teil auch bei Abwesenheit von basalepithelialen
Hyperreflektivititen auf. Das Endothel, welches frei von fabryspezifischen Verdnderungen
ist, deutet sich als diinne Schicht hell reflektierender Zellen am Boden der 3-dimensionalen

Rekonstruktion an.

Abb. 27: A: 3-dimensionale Rekonstruktion der Hornhaut eines Fabrypatienten. B: 3-
dimensionale Rekonstruktion mit Schnittebene im Bereich der basalepithelialen

Einlagerungen. C: Schnittebene im Bereich des zentralen Stromas.
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3.4. Konfokalmikroskopische Befunde in der Bindehaut von Fabrypatienten

3.4.1. Bulbire Konjunktiva

Die bulbdre Konjunktiva ist eine gefiaBfiihrende, transparente Schleimhautschicht, die am
Limbus corneae haftet und die Sklera leicht verschieblich tiberzieht. Sie stellt unter anderem
eine Gleitschicht dar und dient dem Schutz und der Abwehr von Krankheitserregern. Sie
besteht aus mehrschichtigem Plattenepithel, in welchem einige sekretorische Zellen
(Becherzellen) zur Darstellung kommen. Im tiefer gelegenen Anteil der bulbdren Bindehaut
befindet sich die Lamina propria aus gitterartig angeordneten Bindegewebsfasern. Unter
Verwendung des RLSM sind keine Unterschiede zum Normalprobandengut in der bulbédren
Konjunktiva von Fabrypatienten zu finden. Die Untersuchungen erfolgten nach dem in Abb. 8
dargestellten Prinzip. Es sind dunkler erscheinende Zellkérper und helle Zellgrenzen zu
erkennen. Zum Teil kommen auch die Zellkerne als helle Punkte zur Darstellung (Abb.28).
Hierbei muss auf die Abgrenzung zu pathognomonisch hyperreflektiven Zellen geachtet
werden. Die Differenzierung von sekretorischen Zellen gelingt anhand deren Grofe und
ovaler Form. Sie sind deutlich groBer als Epithelzellen und weisen eine variable
Binnenstruktur mit Hell-dunkel-Muster auf. Sehr gut zu erkennen sind kleine Blutgefil3e, die
in Liangs- und auch Querrichtung abgebildet werden konnen. Zwischen den dunklen,
geschichteten Zellwédnden sieht man in der Videosequenzaufnahme kleine, helle Blutzellen
flieBen (Abb.29). Dabei kann es sich um Erythrozyten (Durchmesser 7um) oder
Leukozytenformen (Granulozyten <10um, Monozyten ca. 20um, Makrophagen 12-15um,
Lymphozyten 10-12um) handeln. Im tieferen Abschnitt der bulbidren Konjunktiva kommen
deutlich die hellen Bindegewebsfasern auf dunklem Untergrund der Lamina propria zur
Darstellung (Abb.30).

In der bulbdren Konjunktiva von Fabrypatienten fanden sich keine Unterschiede zum

Normalprobandengut. Es traten keine pathognomonischen Verdanderungen auf.
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Abb. 28: Konjunktivale Epithelzellen mit
zum Teil hyperreflektiven Zellkernen eines

51jahrigen Fabrypatientens (F29) (Pfeil).

Abb. 29: Bindehautgefill einer 63jihrigen
Fabrypatientin (F18). In dessen Lumen ist
vermutlich ein Monozyt (anhand des Zell-

durchmessers von ca. 20um) zu erkennen

(Pfeil).

Abb. 30: Bindegewebslamellen der Lamina
propria einer 64jdhrigen Fabrypatientin

(F19).
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3.4.2. Tarsale Konjunktiva

Die tarsale Konjunktiva bedeckt die Innenseite der Lider und ist fest mit ihnen verbunden. Sie
geht an der konjunktivalen Fornix in die bulbdre Konjunktiva iiber. Der Konjunktivalsack, der
sich aus beiden Schleimhautoberflichen ergibt, ist fiir den reibungslosen Ablauf des
Lidschlusses und der Augenbewegungen verantwortlich. Die Konjunktiven tragen somit
wesentlich zur Befeuchtung der Augenoberfliche und Stabilisierung des Trédnenfilms bei.
Dies dient der Aufrechterhaltung der Hornhautfunktionalitét.

Im Gegensatz zur bulbdren Konjunktiva besteht sie aus 2 bis 3 Schichten Zylinderepithel,
einer aus Papillen aufgebauten Lamina propria und einem dichten, subkonjunktivalen
Bindegewebe, welches fest mit dem Tarsus verbunden ist. Bei den konfokalmikroskopischen
Untersuchungen, die nach dem unter Abb. 8 dargestellten Prinzip erfolgten, fanden sich zum
Teil Unterschiede zwischen Normalprobanden und Fabrypatienten. Normalstrukturiertes
Epithel der tarsalen Konjunktiva stellt sich uneinheitlich dar. Klare Zellgrenzen sind nicht zu
erkennen und daher finden sich auch keine Zellkorper und Kerne. Oft ergibt sich daraus ein
unruhiges Bild aus hyperreflektiven Zellen (wahrscheinlich Becherzellen und Lymphozyten),
einer zum Teil durchscheinenden Lamina propria mit vielen kleinen Blut- und Lymphgefia3en

und Bindehautpapillen mit Lymphfollikeln (Abb.31).

Abb. 31: A: Normalstrukturiertes Epithel der tarsalen Konjunktiva einer 45jdhrigen
Fabrypatientin (F7) mit Lymphozyten. B: Normalstrukturiertes Epithel einer 34jdhrigen
Fabrypatientin (F3) mit Bindehautpapillen und Blutgefilen. C: Subkonjunktivales
Bindegewebe der gleichen Patientin mit Kapillarnetz. Ebenfalls ohne Auffalligkeiten.
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Der dunkle Hintergrund mit Akkumulationen von zahlreichen hyperreflektiven Zellen
erinnert an die morphologischen Veridnderungen im basalen Epithel von Fabrypatienten mit
Cornea verticillata. Auf eine Abgrenzung zwischen physiologischen und pathologischen
Befunden muss genau geachtet werden, aber sie ist nicht immer moglich.

Bei insgesamt 18 von 27 konfokalmikroskopisch untersuchten Fabrypatienten (66,7%)
erfolgte eine Mituntersuchung der tarsalen Konjunktiva (5 der 8 Ménner (62,5%) und 13 der
19 Frauen (68,4%)). Bei 3 der 5 Minner (60,0%) fanden sich auffillige konjunktivale
Befunde, aber bei nur 3 von 13 Frauen (23,1%). Alle 3 Ménner mit Verdnderungen in der
tarsalen Konjunktiva wiesen spaltlampenmikroskopisch eine Cornea verticillata auf und 2 der

3 Frauen.

Abb. 32: A: Auffillige Befunde in der tarsalen Konjunktiva eines 22jéhrigen Fabrypatienten
(F23). B: Ebenfalls Auffilligkeiten bei einer 46jéhrigen Fabrypatientin (F10).

Diese Verdanderungen duflerten sich insbesondere qualitativ. Da in der tarsalen Bindehaut
auch physiologischerweise hyperreflektive Zellen (Lymphozyten) auftreten, ist das Aussehen
dieser Zellen zur Unterscheidung zwischen interindividuellen Variabilititen und
pathologischen Verdnderungen ausschlaggebend. In der Konjuntiva von Fabrypatienten
scheinen die Streulichtquellen das Innere von Epithelzellen auszufiillen und liegen weniger
extrazelluldr und ungeordnet. Die zur Darstellung kommenden hellen Zellen ordnen sich eng

nebeneinander im Zellverband und treten an einer Stelle des Bildausschnittes gesondert
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hervor, wihrend das umliegende Gewebe eine normale Struktur aufweist. Durch diese dichte
Anordnung erscheint die Anzahl der sichtbaren Hyperreflektivitdten stark vermehrt (Abb.32).
Diese epithelzellartigen Anordnungen von Hyperreflektivititen fanden sich, in nicht ganz so
starker Auspragung, auch bei 2 von 10 Normalprobanden (20%). Je eine Frau (N1) und ein
Mann (N8) ohne bekannte Augen- oder Systemerkrankungen (Abb.33).

Abb. 33: A: Hyperreflektive Epithelzellnester (weiller Pfeil) neben physiologischerweise
vorkommenden Lymphozyten (roter Pfeil) in der tarsalen Konjunktiva eines 43jidhrigen
Normalprobanden (N9). B: Ahnliche Auffilligkeiten (Pfeil) bei einer 21jihrigen Normal-
probandin (N1).
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3.5. Verlaufsbeobachtung der Hornhautverinderungen unter Enzymsubstitutions-

therapie (Replagal)

Um die Wirkung der seit 2001 erhéltlichen Enzymersatztherapie (ERT) fiir Fabrypatienten auf
den Augenbefund zu untersuchen, wurden 5 Fabrypatienten, 4 Frauen und einen Mann, mit
Cornea verticillata im zeitlichen Verlauf betrachtet. Dazu kam einerseits die
Spaltlampenmikroskopie und andererseits das RLSM zur Anwendung. Die bis dahin
bestehende Behandlungsdauer wurde dokumentiert. Des Weiteren fand einer Befragung aller
Patienten nach ihrem subjektiven Wohlbefinden statt. Diese Aussagen stimmten nicht mit

dem Augenbefund tiberein (Tab. 5).

Tab. 5: Verlaufskontrolle von Fabrypatienten

P Beginn | 1. Unter- | 2. Unter- ERT- Subjektives KFM-
atient
ERT suchung | suchung Dauer Empfinden Befund
F8 Keine
2/07 11/06 6/07 5 Monate -
(w) Verbesserung
F12 18 Immer noch
12/05 4/05 5/07 +
(w) Monate Schmerzen
F19 Subj. Beschwerden-
2/07 11/06 6/07 5 Monate -
(W) besserung
F20 69 Subj. Beschwerden-
8/01 6/06 5/07 -
(W) Monate besserung
F28 69 Immer noch
8/01 6/06 5/07 -
(m) Monate Schmerzen
w... weiblich m... ménnlich

-... keine Verdanderung im KFM-Befund  +... Verdnderung im KFM-Befund
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Da auf der gesamten Hornhautoberfliche dieselbe Stelle konfokalmikroskopisch oft nicht
2mal aufzufinden ist, wurde die Festlegung eines individuellen Referenzpunktes fiir
Verlaufskontrollen nétig. Als solcher kam das Zentrum des subepithelialen Nervenplexus in
Frage. Durch seine charakteristische Wirbelform ist er bei jedem Patienten aufzufinden. Bei
10 Patienten (N6, F2, F3, F4, F13, F17, F18, A1, A3, A4) wurde die konfokalmikroskopische
Untersuchung unter diesem Schwerpunkt durchgefiihrt. Folgende Probleme ergaben sich
dabei: Das Wirbelzentrum zu finden, setzt eine hohe Patientencompliance voraus, da die
Blickrichtung wihrend der Untersuchung moglichst wenig verdndert werden sollte. Gerade
bei élteren Patienten ist das oft nicht moglich. Zusitzlich stellte sich heraus, dass an der Stelle
des Nervenwirbels in der Ebene der Basalzellschicht nicht immer aussagekriftige
Verdnderungen vorlagen und sich dieser Punkt daher nicht in jedem Fall fiir
Verlaufskontrollen eignete.

Als alternative Methode zur Auswertung von Langzeituntersuchungen kam die Entnahme von
Stichproben in Frage. Dieses Vorgehen wurde auf Seite 20 ausfiihrlich erldutert (siehe auch
Abb. 8).

Unter Verwendung dieser Methodik wurde der Hornhautbefund der 5 Fabrypatienten im
zeitlichen Verlauf beobachtet und dokumentiert. Zuvor erfolgte wieder eine
spaltlampenmikroskopische Untersuchung, um auch eine Verédnderung im makroskopischen
Erscheinungsbild der Cornea verticillata zu {iberpriifen. Hier wurde das System nach Orlando
verwendet. Bei den 2 Patienten (F8, F19), die vor Beginn der Enzymersatztherapie und 4
Monate danach untersucht wurden, zeigten sich keine Verdnderungen zum Vorbefund. Auch
bei den 2 Patienten (F20, F28) nach 69 Monaten Therapie konnte kein Regressionsprozess
festgehalten werden. Nur bei Patientin F12 deutete sich eine Verdnderung der
konfokalmikroskopischen Einschliisse nach eineinhalb Jahren Enzymersatztherapie an (Abb.
34, 35). Bei 3.00 und 9.00 Uhr im Bereich der zentralen Cornea zeigte sich eine
Regressionstendenz von einem Grad in etwa der Hilfte der Bilder. Eine Verdnderung von 2
Graden fand sich nur bei 6.00 Uhr im Bereich der zentralen Cornea in 40% der Bilder.

Spaltlampenmikroskopisch énderte das Bild der Cornea verticillata sich nicht.
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Abb. 34: Stichproben aus dem Vorbefund von Patientin F12. A: Grad II bei 3.00 Uhr zentrale
Cornea. B: Grad III bei 9.00 Uhr zentrale Cornea. C: Grad III bei 6.00 Uhr zentrale Cornea.

Abb. 35: Stichproben ca. 2 Jahre spéter nach 1 %2 Jahren ERT. A: Grad I bei 3.00 Uhr zentrale
Cornea. B: Grad II bei 9.00 Uhr zentrale Cornea. C: Grad I bei 6.00 Uhr zentrale Cornea.
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3.6. Konfokalmikroskopische Morphologie der Hornhaut- und Bindehaut-

verinderungen von Patienten unter Amiodarontherapie

3.6.1. Cornea

Konfokalmikroskopisch konnten bei allen 12 Amiodaronpatienten Einschliisse in der
Basalzellschicht gefunden werden. Die morphologischen Befunde entsprachen denen der
Fabrypatienten und auch die Infiltration der einzelnen Schichten war identisch. So stellte sich
die Basalzellschicht ebenfalls als Haupttrager struktureller Verdnderungen dar.

Bei den Amiodaronpatienten lag immer die flachige Einlagerungsform vor, aber auch hier
fanden sich unterschiedliche Intensititen, die sich der Schweregradeinteilung zuordnen
lassen. Nach der konfokalmikroskopischen Stadieneinteilung ergab sich 2mal ein Grad 1
(16,7%), einmal ein Grad 2 (8,3%), 8mal ein Grad 3 (66,7%) und einmal ein Grad 4 (8,3%)
(Abb.36).

100,0% -
90,0% -
@ 80,0% 1 n=8
2 70,0% A
% 60,0% -
E 50,0% - @ Amiodaronpatienten
€ 40,0% -
=)
5 30,0% A n=2
£ 20,0% - I I
10,0% A
0.0% _ _
Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4
Konfokalmikroskopische Schweregrade
basalepithelialer Einlagerungen

Abb. 36: Haufigkeitsverteilung der Schweregrade basalepithelialer Einlagerungen bei

Amiodaronpatienten.
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Abb. 37: A: Basalzellen einer 70jdhrigen Amiodaronpatientin (A5) nach 10 Monaten
Medikation (Grad III). B: Basalzellen eines 66jdhrigen Amiodaronpatienten (A9) nach 28
Monaten Medikation (Grad III).

Die hyperreflektiven Basalzelleinschliisse bei Amiodaronpatienten traten weder in einer
streifen- noch inselférmiger Anordnung auf. Insgesamt zeigte sich ein sehr gleichméBiges
Bild mit einheitlich {iber den Ausschnitt verteilten Hyperreflektivititen.

Eine Unterscheidung zwischen weiblichen und ménnlichen Patienten war nicht moglich.

(Abb.37)
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Abb. 38: A: Anteriores Stroma eines 70jdhrigen Amiodaronpatienten (A10) nach 20 Jahren
Medikation mit massiven Akkumulationen von microdots. B: Anteriores Stroma einer
68jdhrigen Amiodaronpatientin (A4) nach 27 Monaten Medikation. Auch hier auffallend

dicht microdots.

Im anterioren Stroma fanden sich im Vergleich zu Fabrypatienten auffallend gehéuft und sehr
dicht microdots (Abb.38). Insgesamt zeigte sich diese Verdnderung bei 9 von 12 Patienten
(75,0%), wobei 2 Patienten eine eher schwéchere Auspriagung aufwiesen, die als grenzwertig
eingestuft werden muss. Bei den anderen 7 Patienten waren die Verdnderungen eindeutig und
die Akkumulationen von microdots fielen durch ihre massive Auspriagung sofort auf. Die
tieferen Abschnitte des Stromas und des Endothels entsprachen auch bei Amiodaronpatienten

dem Normalbefund.
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3.6.2. 3-dimensionale Rekonstruktion

Die 3-dimensionale Rekonstruktion der Hornhaut eines Amiodaronpatienten erfolgte bis in
die Ebene des anterioren Stromas und umfasst somit die Schichten, welche fiir den Morbus
Fabry sprechende Verinderungen aufwiesen. Dadurch erhdlt man einen flacheren 3-
dimensionalen Block. Die wichtigsten Befunde zeigen sich zum Einen in der Basalzellschicht
in Form von Basalzellhyperreflektiviten und zum Anderen im anterioren Stroma in Form von
massiven Akkumulationen von microdots. Wird eine schrige Ebene durch den erstellten 3-
dimensionalen Quader gelegt, erhédlt man einen Querschnitt dieser Schichtstrukturen, in dem

beide Verdnderungen zu erkennen sind (Abb.39). Hierbei liegt die konfokale Ebene

demzufolge nicht oberfldchenparallel sondern gekippt.

Abb. 39: A: 3-dimensionale Rekonstruktion der Hornhaut eines Amiodaronpatienten mit
Darstellung der Basalzellschicht. B: Blick von unten auf das anteriore Stroma. C: Durch

Einfiigen einer schriigen Ebene erhilt man eine Ubersicht iiber beide Schichten.
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3.6.3. Konjunktiva

In der bulbdren Konjunktiva traten, so wie bei Fabrypatienten, keinerlei Verdnderungen auf
(Abb.40). In der tarsalen Konjunktiva fanden sich wiederum Hyperreflektivitidten. Diese
wiesen morphologisch groBere Ahnlichkeit zu den extrazelluliren, als Lymphozyten
klassifizierten Zellstrukturen von Normalprobanden auf (Abb.41). Massive Vermehrungen
von hyperreflektiven epithelzellartigen Akkumulationen, wie bei Fabrypatienten (Abb.32),

fanden sich nicht. Sowohl die bulbdre Konjunktiva als auch die tarsale Konjunktiva von

Amiodaronpatienten waren unauffillig.

Abb. 40: Epithelzellen in der bulbdren
Konjunktiva einer 56jdhrigen Amioda-

ronpatientin (A1).

Abb. 41: Epithel der tarsalen Konjunktiva
einer 66jdhrigen Amiodaronpatientin
(A2) mit hyperreflektiven Zellen (wahr-
scheinlich Lymphozyten).
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3.6.4. Verlaufsbeobachtung von Amiodaronpatienten

5 Amiodaronpatienten wurden nicht nur wéhrend, sondern zu unterschiedlichen Zeitpunkten
der Medikation untersucht, um die Verdnderungen des Augenbefundes als arzneimittel-
bedingte Nebenwirkung zu dokumentieren. Es ging um die Zeitrdume von einer Woche bis
einem Monat nach Beginn der Einnahme, sowie ein Monat, ein Jahr und 2 Jahre nach
Beendigung der Einnahme. Dabei kam es bei den unterschiedlichen Patienten auch zu
individuell unterschiedlichen Ergebnissen (Tab. 6).

Generell lasst sich sagen, dass mit steigender Einnahmedauer sowohl das Stadium der Cornea
verticillata als auch der konfokalmikroskopische Schweregrad zunimmt. 2 Patienten (A2,
A11) wurden im zeitlichen Verlauf beobachtet, um die Zeitspanne bis zum Erscheinen und

Verschwinden dieser Verdanderungen festzustellen.

Tab. 6: Verdnderungen des Augenbefundes zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Medikation

Orlando-
Patient | Einnahmezeitraum Status KFM-Grading
Staging
A2 2x untersucht, zu Beginn der 1.US 2 US 1. US 2 US
1 Monat Einnahme und 4 Wochen
(W) ) 0 I 0 I
spéter
A6 1x untersucht, 2 Jahre und 3
29 Monate Monate nach Beendigung | |
(W) der Einnahme
A7 1x untersucht, eine Woche
0,2 Monate 0 I
(m) nach Beginn der Einnahme
A8 1x untersucht, 1 Monat nach
5 Monate I 11
(m) Beendigung der Einnahme
2x unt ht, wih
All x untersucht, wabrend der |y ;g | 5 US| 1.US | 2.US
13 Monate Einnahme und 1 Jahr nach
(m) Beendigung der Einnahme 1 0 i 0
w... weiblich m... ménnlich US... Untersuchung
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Der Fall von Patient A7 stellt aufgrund des sehr frithen Auftretens von morphologischen
Verinderungen und insbesondere der fehlenden Ubereinstimmung mit dem spaltlampen-
mikroskopischen Befund eine Ausnahme dar und soll deshalb gesondert diskutiert werden
(Abb.42). Patient A7 nahm erst seit einer Woche ein Amiodaronpréparat ein und wies
spaltlampenmikroskopisch noch keine Cornea verticillata auf. Konfokalmikroskopisch fanden

sich jedoch bereits beginnende basalepitheliale Einschliisse.

Abb. 42: Basalepitheliale Befunde von Patient A7 eine Woche nach Einnahmebeginn.

Patientin A2 und Patient A11 wurden 2mal untersucht und im zeitlichen Verlauf beobachtet.
Patientin A2 wurde eine Woche und einen Monat nach Beginn der Einnahme spaltlampen-
und konfokalmikroskopisch untersucht. Wéhrend sich nach einer Woche keinerlei
Verdnderungen am Augenbefund zeigten, fand sich 4 Wochen spiter spaltlampen-
mikroskopisch eine Cornea verticillata Stadium 1 und es traten hyperreflektive Basalzell-
Einschliisse Grad 2 auf. Bei Patient A11 lag zur Erstuntersuchung wéhrend der Medikation
eine spaltlampen- und konfokalmikroskopisch gut ausgeprigte Cornea verticillata vor.
Eineinhalb Jahre nach Absetzen der Medikation lieB3 sich eine vollstindige Remission der
basalepithelialen Einschliisse sowie der spaltlampenmikroskopischen Cornea verticillata

nachweisen (Abb.43 A,B). Nur im Bereich des anterioren Stromas waren noch mircodots

vorhanden (Abb.43 C,D).
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Abb 43: A: Basalepithelialer Befund von Patient A1l wihrend Amiodaroneinnahme. B:
Befund 1 '2 Jahre nach Beendigung der Einnahme. C: Anteriores Stroma zum Zeitpunkt der
Einnahme. D: Eineinhalb Jahre nach Absetzen des Medikaments immer noch vereinzelte

microdots im Stroma.

Patient A8 wurde einen Monat und Patientin A6 ungefihr 2 Jahre nach Absetzen des
Medikaments untersucht. Beide Patienten hatten zu diesem Zeitpunkt noch spaltlampen- und
konfokalmikroskopische Verdnderungen. Wihrend bei Patient A8 noch eine voll ausgeprigte
Cornea verticillata Stadium 3 nach Orlando vorlag (auch basalepitheliale Einlagerungen Grad
3), wies Patientin A6 spaltlampenmikroskopisch nur eine schwach angedeutete Cornea
verticillata auf und im basalen Epithel vereinzelte Hyperreflektivititen. Beide Patienten

zeigten keine Stromaverdnderungen.
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4. DISKUSSION

4.1. Spaltlampenmikroskopie — Vergleich der Cornea verticillata bei Morbus Fabry mit

der Amiodaron induzierten Form

4.1.1. Friihdiagnostik

Die medikamentos induzierte Cornea verticillata entspricht sowohl makroskopisch als auch
auf mikrostruktureller Ebene den gefundenen Verdnderungen bei Morbus Fabry, es liegt
jedoch ein anderer Pathomechanismus zugrunde (Whitley et al. 1983). Dieser
Pathomechanismus, der vor allem auf intrazelluldren Vorgidngen beruht, fiihrt zu der
Fragestellung, ob Cornea verticillata assoziierte Verdnderungen zellmorphologisch bereits
frither zu erkennen sind als unter Verwendung der Spaltlampenmikroskopie.

Mastropasqua et al. (Mastropasqua et al. 2006) beschrieben den Fall einer 20jdhrigen
Fabrypatientin, bei welcher vor der spaltlampenmikroskopischen Ausbildung einer Cornea
verticillata bereits beginnende basalepitheliale Einlagerungen konfokalmikroskopisch sichtbar
waren. Der Zeitpunkt der Ausbildung einer Cornea verticillata ist schwer zu bestimmen.
Bisher ergab sich nur einmal die Mdoglichkeit, die Hornhaut eines 22 Wochen alten Fotus
einer Fabrypatientin mit Cornea verticillata biochemisch und histopathologisch zu
untersuchen (Tsutsumi et al. 1984). Es stellte sich heraus, dass dieser bereits eine, im
Vergleich zum Durchschnitt, niedrigere Alpha-Galactosidaseaktivitit aufwies und
intrazytoplasmatische ,,Jamellar bodies in den cornealen Epithelzellen vorlagen. Demzufolge
bestiinde die Moglichkeit einer sehr frithen Diagnostik bereits im Kindesalter unter
Verwendung des RLSM. Bei den Fabrypatienten dieser Studie konnte allerdings eine
deutliche Ubereinstimmung des spaltlampen- und konfokalmikroskopischen Befundes
nachgewiesen werden. Der jlingste spaltlampen- und konfokalmikroskopisch untersuchte
Fabrypatient war 22 Jahre alt. Eine Diskrepanz zwischen beiden Befunden fand sich bei ihm
und den anderen Fabrypatienten nicht. Die enge Verknlipfung zwischen
spaltlampenmikroskopischer Cornea verticillata und Basalzelleinschliissen konnte bis auf
einen Fall auch bei den Amiodaronpatienten nachgewiesen werden. In diesem Fall erfolgte
die Untersuchung nach einwochigem Therapiebeginn ohne sichtbare Cornea verticillata.

Konfokalmikroskopisch war allerdings ein Grad 1 der basalepithelialen Einschliisse
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nachweisbar. Erste Verdnderungen nach einer so kurzen Zeitspanne wurden zuvor noch nicht
beschrieben. In der Literatur wird von frithestens 2 Wochen nach Beginn der Einnahme bis
zum Erscheinen spaltlampenmikroskopischer Verdnderungen berichtet (D’Amico und
Kenyon 1981). Diese Befunde belegen die Moglichkeit, sehr frithe, auf Ebene der
Mikromorphologie stattfindende Vorgédnge mittels des RLSM festzuhalten. Demzufolge kann
bei Amiodaronpatienten der genaue Zeitpunkt der Entstehung von okuldren Verinderungen
bei konsequenten und regelméfBigen sowohl spaltlampenmikroskopischen als auch
konfokalmikroskopischen Untersuchungen bestimmt und eine Diskrepanz eindeutig
nachgewiesen werden. Anhand dieser Ergebnisse konnte man auch Riickschliisse auf die
Frithdiagnostik von Fabrypatienten mittels des RLSM ziehen. Bei dieser Zahl von Patienten
war es nicht moglich, praspaltlampenmikroskopische Befunde bei Fabrypatienten mittels des
RLSM festzuhalten. Hier ist die Indikation fiir weitere Untersuchungen sowohl von Fabry- als
auch von Amiodaronpatienten zu stellen, um mit hoheren Patientenzahlen eindeutigere
Aussagen zu erreichen.

Betrachtet man die gro3e Prévalenz und gute Sensitivitdt der Cornea verticillata bei Morbus
Fabry, kann der Augenarzt dennoch ein nicht zu unterschitzendes Bindeglied in der
Diagnostikkette sein (Hauser et al. 2004, Konrad et al. 1984). Insbesondere in der
Friihdiagnostik spielt die Cornea verticillata eine wichtige Rolle, da sie zu den ersten
auftretenden Manifestationen neben Angiokeratomen und Akropardsthesien gerechnet wird.
In dem Patientengut dieser Studie wurden 26,7% der Fabrypatienten erstmals anhand der
Cornea verticillata auffillig, u.a. bereits im Alter von 14 Jahren (Patientin F1) (Abb. 44). Nur
3,3% der Patienten wurden aufgrund von schlechten Nierenwerten diagnostiziert und 6,7%
fielen beim Kinderarzt wegen der Schmerzen in Hinden und Fiilen auf. Der Hauptanteil
wurde durch neurologische Fachirzte diagnostiziert (63,3%). Haufig werden Patienten erst
aufgrund der schwerwiegenden Krankheitsfolgen, wie des cerebralen Insults, auffillig. Eine
endgiiltige Sicherung ist allerdings nur auf dem Weg der Enzymaktivitdtsbestimmung im

Serum und mit Hilfe des Gentests zu erreichen (Ishii et al. 2007, Young et al. 2005).
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Abb. 44: Anteil der einzelnen Fachgebiete an der Erstdiagnostik des Morbus Fabry.

Die konfokale Mikroskopie kann ein wichtiges Bindeglied in der Diagnostikkette sein, um
den spaltlampenmikroskopischen Augenbefund zu sichern. Das anerkannte Mittel der ersten
Wahl ist nach wie vor die Spaltlampe. Bisher hat die Methodik der In-vivo-Mikroskopie noch
keine Anwendung in der Fritherkennung des Morbus Fabry gefunden. Dennoch lassen sich
mit ihrer Hilfe bereits frithe Verdnderungen sehr gut und genau nachweisen. Diese konnen als

sensitiv angesehen werden und besitzen daher eine hohe Aussagekraft.
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4.1.2. Spaltlampenmikroskopsiche Stadienteilung

Francois (Francois 1969) beschreibt in seinen Studien ein unterschiedliches spaltlampen-
mikroskopisches Erscheinungsbild zwischen der Fabry assoziierten und der Amiodaron
induzierten Cornea verticillata. Die Beobachtung konnte in dieser Studie nicht bestdtigt
werden. Daher lieBen sich die Schweregrade auf die untersuchten Fabrypatienten tibertragen.
Mit zunehmendem Einnahmezeitraum von Amiodaron steigt auch der Grad der Cornea
verticillata (Orlando et al 1984, Ucakhan et al. 2005). Zum Teil ergaben sich Préavalenzen von
100,0% fiir diese arzneimittelbedingte Nebenwirkung (Klingele et al. 1984, Rosenbaum et al.
1976). Auch in dieser Studie konnten hohere Schweregrade nach langer Einnahmedauer von
Amiodaron gefunden werden. Bei Fabrypatienten trat dagegen eine vollig unregelmifige
Verteilung der Stadien auf, die nicht mit der Krankheitsdauer bzw. mit dem Alter
iibereinstimmte. Die Ausprdgung der Cornea verticillata war sehr variabel und
interindividuell unterschiedlich. Bei den weiblichen Fabrypatienten fanden sich alle 3 Grade,
wihrend bei den ménnlichen Merkmalstragern der erste Grad nicht vorkam. Demzufolge
waren die Erscheinungsformen der Cornea verticillata bei Ménnern etwas stirker ausgepragt
als bei Frauen.

Die Privalenz der Cornea verticillata betrug in dieser Studie 47,6% bei weiblichen und 66,7%
bei ménnlichen Fabrypatienten bei einer Gesamtpatientenzahl von 30 Patienten. Orssaud et al.
(2003) bestimmten eine Prévalenz von 43,7% (ménnliche Fabrypatienten) und verfiigten {iber
32 Patienten. Diese Zahlen sind im Vergleich mit anderen Studien eher niedrig: Sher et al.
1979: 71,9% der Frauen und 94,1% der Méannern; Sodi et al. 2006: 76,9% der Frauen und
73,1% der Ménner. Beide Autorengruppen konnten sich auf eine grofle Anzahl von Patienten
beziehen (62 und 173). Somit kann in Abhidngigkeit von der Grofe des Patientenkollektivs

eine Priavalenz zwischen 40,0% und 90,0% bestimmt werden.
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4.2. Konfokale In-vivo-Mikroskopie bei Fabry- und Amiodaronpatienten

4.2.1. Diskussion der epithelialen Befunde

Mittels der konfokalen In-vivo-Mikroskopie stellt sich die Basalzellschicht des cornealen
Epithels als Haupttrager mikrostruktureller Verdnderungen dar. Bei den Fabrypatienten dieser
Studie wurden nur dann konfokalmikroskopisch sichtbare Verdnderungen gefunden, wenn
makroskopisch ebenso eine Cornea verticillata vorlag. Diese Aussage traf, bis auf eine
Ausnahme, auch auf alle Amiodaronpatienten zu. So kann vor allem die Zellmorphologie der
Basalschicht Aufschluss iiber die Prozesse zur Bildung und Riickbildung der Cornea
verticillata geben.

Auch bei Mastropasqua et al. (Mastropasqua et al. 2006) zeigten sich vergleichbare
Ergebnisse in Zusammenhang mit der konfokalen In-vivo-Mikroskopie von Fabrypatienten.
Die Autoren hoben aber insbesondere das unterschiedliche morphologische Erscheinungsbild
von weiblichen heterozygoten und ménnlichen hemizygoten Fabrypatienten hervor. Demnach
finde sich bei weiblichen Patienten eine sogenannte ,,fine diffusion reflektiver Substanz auf
Ebene der Superficialzellen, Basalzellen und Bowman-Membran, wéhrend die
Einlagerungsform der Ménner als klar abgegrenzte, intrazelluldre, hyperreflektive Substanz
beschrieben wurde. Zusétzlich traten Inhomogenititen und UnregelméBigkeiten in der
Basalmembranstruktur auf.

Ein geschlechtsspezifischer Unterschied fand sich teilweise auch in dieser Studie, wihrend
Basalmembrandefekte nicht gefunden werden konnten. BildunregelméBigkeiten mit
Basalmembranstrukturen zwischen hyperreflektiven Zellinseln wurden auf durchscheinende
epitheliale Strukturen bzw. auf sich iiberlagernde Schichten aufgrund der Aufnahmetechnik
zuriickgefiihrt.

Mit histologischen Methodiken und der Elektronenmikroskopie konnten solche
Verdanderungen in einzelnen Fillen in-vitro beschrieben werden. Weingeist und Blodi
(Weingeist und Blodi 1971) sowie Francois et al. (Francois et al. 1978) fanden
lichtmikroskopisch Basalmembranunterbrechungen und elektronenmikroskopisch intra-
zelluldre Einschlusskorperchen. Macrae et al. (Macrae et al. 1985) fiihrten ebenfalls Studien
zu den strukturellen Verdanderungen bei Morbus Fabry assoziierteter Cornea verticillata durch.

Lichtmikroskopisch fanden sie dunkle Ablagerungen iiber das gesamte Hornhautepithel
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verteilt. Auf Ebene der Bowman-Membran konnten sie keine pathologischen Befunde
nachweisen. Elektronenmikroskopisch wurden die gefundenen Ablagerungen genauer
klassifiziert. Sie waren im extranukledren Zytoplasma lokalisiert und bestanden aus
lamelldren myelindhnlichen Stapeln, die zum Teil von einer einschichtigen Membran
umgeben waren. Das erinnert stark an die Beschreibungen von lamelldren Myeloidkorpern in
den Nierenglomeruli von Fabrypatienten (Elleder 2003). Hirano et al. (Hirano et al. 2001)
fithrte Untersuchungen an der Hornhaut einer 67jdhrigen verstorbenen Fabrypatientin durch.
Mittels histologischer Techniken zeigten die Autoren eine verdickte Schicht im Bereich der
Bowman-Membran und subepithelial positiv angefirbte Ablagerungserscheinungen.
Elektronenmikroskopisch konnten sie Verdickungen und Verdopplungen im Bereich der
Bowmanmembran nachweisen.

Chew et al. (Chew et al. 1982) fiihrten elektronenmikroskopische Studien mit Patienten unter
Amiodarontherapie durch. 35 von 37 (94,6%) Patienten entwickelten dabei eine Cornea
verticillata. Im cornealen Epithel dieser Patienten fanden sich in allen Schichten
membranumgebene ,,lamellar bodies®, die im Cytoplasmas lokalisiert waren. Die Bowman-
Membran zeigte einen reguldren Befund ohne morphologische Verédnderungen.
Konfokalmikroskopische Untersuchungen zur Amiodaron induzierten Cornea verticillata
erbrachten folgende Ergebnisse (Ciancaglini et al. 2001): Hochreflektive, intrazelluldre
Einschliisse fanden sich insbesondere im Bereich der cornealen Basalzellen, gingen mit
steigendem Schweregrad der Cornea verticillata aber auch auf die Superficialzellen iiber. Der
subepitheliale Nervenplexus war bei allen Patienten der Studie ebenfalls von hyperreflektiven
Einschliissen umgeben, wihrend die Bowman-Membran nicht von Verdnderungen betroffen
war.

Auf Ebene des subepithelialen Nervenplexus konnten in dieser Studie weder bei Amiodaron-
noch bei Fabrypatienten morphologische Auffilligkeiten festgehalten werden. Hierbei muss
auf die Abgrenzung zu Langerhanszellen geachtet werden, welche ebenfalls hyperreflektiv
sind und physiologischer Weise bei ungefdhr 31,3% gesunder Probanden auf der Ebene des
subepithelialen Plexus gefunden werden koénnen (Zhivov et al. 2005). Die Anzahl dieser
Immunzellen ist meist bei Kontaktlinsentrédgern (sowohl weiche als auch harte Kontaktlinsen)
erhoht, steht aber nicht in Verbindung mit dem Morbus Fabry. Die hyperreflektiven
Einlagerungen der Basalzellschicht bei Morbus Fabry blieben in dieser Studie auf das Epithel

begrenzt.
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Im Vergleich zu in-vitro Techniken erlaubt die konfokale In-vivo-Mikroskopie mittels des
RLSM die Betrachtung einer groen Anzahl von unterschiedlichen Patienten in
hochauflosender Bildqualitédt. Lichtmikroskopische Verfahren koénnen die Lokalisation und
Struktur der Verdnderungen nicht ausreichend genau erfassen. Oft konnte nur ein einzelner
Fall betrachtet werden und die Hornhdute der bereits verstorbenen Probanden wiesen
Leichen- und Fixationsartefakte auf. Elektronenmikroskopie ist ein weiteres, sehr
aufwendiges in-vitro Verfahren, welches Ergebnisse in guter Bildqualitit und starker
VergroBerung liefert. Die elektronenmikroskopisch beschriebenen lamelldren Strukturen
konnen mittels konfokalmikroskopischer Techniken nicht erfasst werden. Das RLSM erlaubt
hingegen die Unterscheidung verschiedener Hornhautzelltypen sowie die Differenzierung von
Leukozytenformen (Granulozyten <10pum, Monozyten ca. 20um, Makrophagen 12-15um,
Lymphozyten 10-12um) (Zhivov et al. 2008). Bakterielle Erreger und ebenso die Struktur der
Lamellenkorperchen in  der Hornhaut von Fabrypatienten liegen unterhalb des
Auflosungsvermogens der RLSM. Der grofle Vorteil der konfokalen Mikroskopie mittels des
RLSM liegt allerdings in der Moglichkeit, Patienten in-vivo, somit in groer Zahl und
dennoch guter Bildqualitdt zu untersuchen. Somit ist sie eine unkomplizierte und schnelle

Alternative sowohl zu Licht- als auch in gewissen Grenzen zu Elektronenmikroskopie.

64



4.2.2. Diskussion der stromalen Befunde

Verianderungen im anterioren Stroma (microdots) traten bei 47,4% der weiblichen und 50%
der minnlichen Félle von molekulargenetisch gesichertem Morbus Fabry auf. Nur bei 3 der 9
Frauen (33,3%) und 2 der 4 Ménner (50,0%) mit microdots fand sich auch gleichzeitig eine
Cornea verticillata. Das heifit, die im Stroma gefundenen Verdnderungen sind keine
Manifestation der, fiir den Morbus Fabry typischen, Cornea verticillata. Sie konnen ein
weiteres Produkt der {iberall im Korper vorkommenden Lipideinschliisse sein, aber auch eine
andere Ursache haben.

Bei Amiodaronpatienten traten microdots sehr viel hdufiger und in stérkerer Intensitét als bei
Fabrypatienten auf (9 von 12 Amiodaronpatienten, 75,0%). Alle Probanden hatten eine
Cornea verticillata und wiesen basalepitheliale hyperreflektive Zelleinschliisse auf. Auch hier
kommt die Akkumulation von Lipidmaterial als Pathomechanismus in Frage.

Stromale Verdnderungen wurden bereits in fritheren Studien beschrieben, insbesondere im
Zusammenhang mit der chloroquininduzierten Cornea verticillata (Slowik et al. 1997). In der
elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Chew et al. (Chew et al. 1982) wurden
vorwiegend granuldre, zum Teil aber auch lamelldre, von einer Membran umgebene
Einschlusskorperchen in den stromalen Keratozyten von Amiodaronpatienten gefunden.
Diese entsprichen morphologisch den Verdnderungen bei Einnahme von Chloroquin und
Vorliegen eines Morbus Fabry. Libert et al. (Libert et al. 1976) fanden bei Fabrypatienten
Abnormalititen im anterioren Stroma und fiihrte diese ebenfalls auf die Einlagerung von
Lipidmaterial zuriick.

Konfokalmikroskopisch beschrieben Ciancaglini et al. (Ciancaglini et al. 2001) und
Mastropasqua et al. (Mastropasqua et al. 2006) das Auftreten von microdots sowohl unter
Amiodarontherapie als auch im Zusammenhang mit Morbus Fabry. Ciancaglini fand
microdots im anterioren Stroma von 5 aus 9 Amiodaronpatienten. Im posterioren Stroma
seien sie nicht mehr vorhanden. Zusitzlich war die Keratozytendichte im anterioren Stroma
vermindert. Mastropasqua konnte nur bei einem Fabrypatienten Verdnderungen im Stroma
feststellen. Diese wurden von den Autoren als diffuse Akkumulation von hyperreflektiver,
extrazelluldrer Substanz beschrieben. Bei dem gleichen Patienten sei auch eine niedrige

Keratozytendichte festzustellen.
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In dieser Studie fanden sich microdots nicht nur im Stroma von Fabry- und
Amiodaronpatienten, sondern auch bei 4 Normalprobanden (N4, N8, N9, N10). Dort
allerdings in deutlich geringerer Intensitdt als bei Amiodaronpatienten. Insbesondere das
Tragen von Kontaktlinsen (sowohl weiche [SCL] als auch harte [HCL] Kontaktlinsen) iiber
eine lange Zeit ruft die gleichen Veridnderungen hervor (Bastion und Mohamad 2006 [SCL],
Bohnke und Masters 1997 [SCL], Elfron 2007 [SCL], Trittibach et al. 2004 [HCL]). Hier
findet man microdots liber die gesamte Tiefe des Stromas, wobei weder deren Dichte
abnimmt noch deren Struktur sich dndert. Trittibach (Trittibach et al. 2004) fiihrt diese
Verdnderungen auf die Einlagerung von Lipofuscin dhnlichem Material durch das Tragen der
Kontaktlinsen zuriick. Ursache dafiir ist der chronische Sauerstoffmangel und die daraus
folgende Ansduerung sowie chronische Schiadigung des Gewebes (Kaufman et al. 1996
[SCL]). Die Keratozytendichte @ndert sich im Vergleich zu Normalprobanden unter dem
Sauerstoffmangel nicht (Patel et al. 2002). Allerdings kommt es zur Streulichtzunahme und
Zelldichtenabnahme im Endothel (Nagel et al. 1996). Es ist als ein immunstimulierender
Prozess anzusehen (Zhivov et al. 2007 [SCL, HCL]).

Eine weitere Ursache fiir eine chronische Gewebsschiddigung konnen inflammatorische
Prozesse am Auge sein, hervorgerufen durch das sogenannte ,trockene Auge® (Benitez del
Castillo et al. 2004, Jacobi et al. 2006). Hier nimmt die gesamte Dicke der Hornhaut ab,
insbesondere die des Epithels und auch hyperreflektive Muster sowie Verdnderungen im
Stroma werden gefunden (Erdelyi et al. 2007).

Das Auftreten von microdots ist demzufolge, im Gegensatz zu den Basalzelleinschliissen,
nicht als spezifisches Kriterium zur Diagnostik eines Morbus Fabry anzusehen. Vielleicht
konnte allerdings deren Intensitdt ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal sein, denn in so
starker Ausprdgung wie bei einigen Fabrypatienten und fast allen Amiodaronpatienten
wurden sie bei keinem der Normalprobanden unserer Studie gefunden. Fehlen basalepitheliale
Einlagerungen, miissen beim Auffinden von microdots im anterioren Stroma ergidnzende
Verfahren angewendet bzw. anamnestisch die Fabry typische Symptomatik ausgeschlossen

werden.
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4.2.3. Diskussion der konfokalmikroskopischen Schweregrade

Die konfokalmikroskopischen Schweregrade der basalepithelialen Einlagerungen lassen sich
gut auf die spaltlampenmikroskopischen Stadien iibertragen (Abb.45, 46). Sowohl bei Fabry-
als auch bei Amiodaronpatienten entsprechen hohe spaltlampenmikroskopische Werte auf der
einen Seite, auch hohen konfokalmikroskopischen Werten auf der anderen. Somit konnte ein
konfokalmikroskopisches Gradingssystem erstellt werden, das sowohl zur Einschédtzung von
frithen Diagnosen als auch zur Bestimmung von Verlaufsuntersuchungen verwendet werden
kann und mit dem Erscheinungsbild der spaltlampenmikroskopischen Cornea verticillata in
Verbindung steht.

(Fur die Abb. 44 und 45 wurden F1, F6, F22 [siche Seite 32] und A7 [Diskrepanz zwischen
spaltlampen- und konfokalmikroskopischem Befund]) aus Darstellungsgriinden nicht
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4.2.4. Auswertung der 3-dimensionalen Rekonstruktion

Die Moglichkeit der 3-dimensionalen Rekonstrutkion wurde insbesondere zur Darstellung der
Architektur und des rdumliches Verlaufs cornealer Nerven genutzt, aber auch zur Evalution
der Wundheilungsvorgidnge nach Eingriffen wie zum Beispiel Lasik (Stachs et al. 2006, Tervo
und Molainen 2003). Ebenso fand diese Methode Anwendung zur Auswertung von
Keratozytendichtemessungen (Hahnel et al. 2000). Im Fall des Morbus Fabry ldsst sich noch
einmal veranschaulichen, dass die typischen und regelhaft auffindbaren, pathognomonischen
Verdnderungen insbesondere in der oberflachlichen Schicht der Hornhaut, bzw. der
Basalzellschicht, lokalisiert sind. Die Akkumulationen von microdots finden sich vor allem
im Bereich des anterioren Stromas und verlieren sich mit zunehmender Tiefe. Durch Umbau-
und Erneuerungsvorgénge unter der Enzymersatztherapie fiir den Morbus Fabry bzw. durch
Absetzen der Medikation bei Amiodaroneinnahme konnte sich ein von anterior nach posterior
fortschreitender Regressionsprozess darstellen lassen. Aufgrund von Zelldichtemessungen
konnte man feststellen, dass das Epithel der Hornhaut als oberfldchlichste Schicht stindigen
Wachstumsprozessen sowohl in horizontaler als auch in axialer Ausdehnung ausgesetzt ist
(Eckard et al. 2006). Daher werden Verdanderungen zuerst in dieser Schicht auffillig werden.

Zusammenfassend dient die 3-dimensionale konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie der
Tiefenlokalisation cornealer Strukturen und kann dazu beitragen, die Umbauvorgidnge in den

einzelnen Schichten zu visualisieren.
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4.2.5. Diskussion der konjunktivalen Befunde

A) Bulbdire Konjunktiva

In der bulbdren Konjunktiva beschrieben sowohl Mastropasqua et al. (Mastropasqua et al.
2006) als auch Macrae et al. (Macrae et al. 1985) und McCulloch et al. (McCulloch et al.
1984) bei Fabrypatienten deutliche Hyperreflektivititen, die denen in der Cornea entsprechen.
Solche Verdnderungen traten in dieser Studie nicht auf. Becherzellen und Zellkerne kénnen
Streulichtquellen darstellen und als hyperreflektive Bildpunkte imponieren (Rath et al. 2006).
Es kommen zum Teil Unterschiede im Hell-Dunkel-Erkennungsmuster identischer Strukturen
vor. Besonders gro3e Variationen von hypo- und hyperreflektiven Elementen finden sich in
der Binnenstruktur von Becherzellen, aber auch das Zytoplasma kleinere Epithelzellen kann

hoher reflektiv erscheinen.

B) Tarsale Konjunktiva

Die von Mastropasqua (Mastropasqua et al. 2006) in der tarsalen Konjunktiva beschriebenen
hyperreflektiven, punktformigen Einschliisse konnten gefunden werden. Sie unterscheiden
sich jedoch nicht eindeutig von Hyperreflektivitidten, die in der tarsalen Konjunktiva von
Normalprobanden nachgewiesen werden konnten. N. Knop und E. Knop (N. Knop und E.
Knop 2000, 2005) bringen diese Hyperreflektivitdten mit Immunzellen in Verbindung, die
sich sowohl in den Trianendriisen, in der Trinenfliissigkeit als auch in der Konjunktiva
befinden und als ,.eye-assoziated lymphoid tissue* (EALT) zusammengefasst werden. Sie
sind Teil des Immunsystems und verteilen sich beim Lidschluss {iber das Auge zum Schutz
vor pathologischen Keimen. In der palpebralen und tarsalen Konjunktiva konnten die, mittels
des RLSM gefundenen, Zellen als Lymphozyten (Durchmesser 10-12pm) klassifiziert werden
(Zhivov et al. 2008).

Messmer et al. (Messmer et al. 2006) fiihrten konfokalmikroskopische Untersuchungen zu
Entziindungszustinden der Konjunktiven durch. Die Autoren bestdtigten die Infiltration der
tarsalen Konjunktiva mit hyperreflektiven Zellen auch im physiologischen Zustand. Das
gesamte Stroma war von runden hyperreflektiven Zellen, die von ihnen ebenfalls als
Lymphozyten klassifiziert wurden, {iibersdt. Bei Vorliegen einer Konjunktivitis sei ein

signifikanter Anstieg dieser inflammatorischen Infiltrate zu beobachten.
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Kobayashi et al. (Kobayashi et al. 2005) konnten in ihren Studien zum
konfokalmikroskopischen Aufbau der Konjunktiven bei 4 Normalprobanden sowohl in der
bulbiren Konjunktiva als auch in der tarsalen Konjunktiva hyperreflektive Zellen nachweisen.
Die von ihm in der tarsalen Bindehaut gefundenen hellen Zellen, traten auch in unserem
Normalprobandengut auf (Abb.33). Demzufolge handelt es sich bei diesen Strukturen um
normale Plattenepithelzellen, die im Vergleich zur bulbdren Konjunktiva kleiner und
kompakter angeordnet sind. Diese Ergebnisse stimmen mit unseren iiberein.

Welche Zellstrukturen mit Hilfe des RLSM in der tarsalen Konjunktiva von Fabrypatienten
nachgewiesen werden konnten, ist also nicht eindeutig geklért. Eine konfokalmikroskopische
Abgrenzung zwischen pathologischen Einschliissen bei Morbus Fabry und diesen
Immunzellen ist nicht immer mdéglich. Bei den 3 weiblichen und 3 ménnlichen Fabrypatienten
mit auffilligem tarsal konjunktivalen Befund kann dennoch eine Verbindung zu den
pathologischen Lipideinschliissen beim Morbus Fabry nicht ausgeschlossen werden. Als
spezifisches Merkmal zur Diagnosestellung geniigen diese Verdnderungen alleine allerdings
nicht. Ahnlich wie bei den microdots im anterioren Stroma muss die Diagnose durch das

Auffinden weiterer Symptome gesichert werden.
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4.3. Fabry- und Amiodaronpatienten im zeitlichen Verlauf

Die Verlaufsbeobachtung von Fabry- und Amiodaronpatienten soll Aufschluss dariiber geben,
ob eine Riickbildung der Cornea verticillata sowie der konfokalmikroskopischen Befunde
moglich ist und wie sich diese gestaltet. Von besonderem Interesse ist diese Fragestellung
aufgrund der seit 2001 erhéltlichen Enzymersatztherapie fiir Fabrypatienten. Entsprechend der
vielfiltigen Symptomatik des Morbus Fabry wendeten die involvierten Fachgebiete
verschiedene Methodiken an, um die Wirkung der Therapie zu belegen. Anhand der
Werteskala im Schmerzfragebogen BPI (Brief Pain Inventory) wurde eine Verbesserung der
neuropathischen Schmerzsymptomatik nachgewiesen (Guffon und Fouilhoux 2004, Hilz et al.
2004, Hoffmann et al. 2005). Es zeigte sich ebenso eine Verbesserung der Hirndurchblutung
(Moore et al. 2001, 2002). Schiffmann et al. (Schiffmann et al. 2001) wiesen dies bei der
Niere anhand der Kreatinin- Clearance nach. Am Herzen konnte eine verringerte Masse des
linken Ventrikels sowie reduzierte Dicke des Kammerseptums beobachtet werden (Bdhner et
al. 2003, Beck et al. 2004, Kampmann et al. 2008, Komamura et al. 2004, Spinelli et al. 2004,
Weidemann et al. 2003). Anhand von Hautbiopsien zeigte sich eine Verringerung der
Akkumulation von Gbs (Eng et al. 2001, Eto et al. 2005, Thurberg et al. 2004).

Eine Veridnderung des Augenbefundes konnte nur bei einem von 5 im Verlauf beobachteten
Fabrypatienten festgehalten werden. Diese Patientin (F12) erhielt seit eineinhalb Jahren die
Enzymsubstitutionstherapie. Mit Hilfe des RLSM zeigte sich, dass die Einlagerungsintensitét
im direkten Vergleich zum Vorbefund abgenommen hatte. Das spaltlampenmikroskopische
Erscheinungsbild gab hingegen keinen Anhalt {iber stattgefundene Verdnderungen.
Allerdings sind Unterschiede von einem Grad im Bereich der konfokalmikroskopischen
Schweregradeinteilung im Vergleich zum Vorbefund nicht aussagekriftig genug. Nur bei
einer deutlichen Reduktion von mindestens 2 Schweregraden in 75% der cornealen Bezirke
(zentral oder peripher) oder einer kompletten Riickbildung kann eine Verdnderung im
Vergleich zum Vorbefund belegt werden. Dies war bei Patientin F12 nicht méglich.

Das vollige Verschwinden der Cornea verticillata wurde bisher nur bei Amiodaronpatienten
beobachtet (D’Amico und Kenyon 1981, Francois 1969, Klingele et al. 1984, Russel et al.
1984, Seiler et al. 1977). Es wird von einer Zeitspanne von einigen Monaten nach
Therapieende bis zum Verschwinden einer Cornea verticillata ausgegangen. Bei einem

Patienten dieser Studie betrug der Zeitraum eineinhalb Jahre nach Absetzen der
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Amiodarontherapie. Es bildeten sich sowohl die spaltlampenmikroskopische Cornea
verticillata als auch die konfokalmikroskopischen Basalzelleinschliisse zurtick. Die microdots
im anterioren Stroma konnen anhand unserer bisherigen Ergebnisse nicht zur Entscheidung
iber einen Riickbildungsprozess herangezogen werden.

Bangham und Dawson wiesen 1959 erstmals nach, dass der Pathomechanismus der Cornea
verticillata durch amphiphile Medikamente wie Amiodaron getriggert wird (Bangham und
Dawson 1959). Ein Absetzen des Medikaments kehrt diesen Vorgang um. Bei der Entstehung
der Cornea verticillata bei Morbus Fabry kommt es aufgrund der Inaktivitdt der Alpha-
Galactosidase, einem weiteren wichtigen Enzym des Phospholipidstoffwechsels, zur
Anreicherung von Gbs3 in den Lysosomen von Zellen. Ob auch dieser Vorgang durch Ersatz
des defekten Enzyms (Enzymsubstitutionstherapie) reversibel ist, konnte bisher noch nicht
endgiiltig bewiesen werden (Morris et al. 2003). Dennoch ist mit Hilfe des RLSM eine

Moglichkeit entstanden, diesen Prozess auf mikrostruktureller Ebene weiter zu verfolgen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

1910 beschrieb B. Fleischer zum ersten Mal die in Wirbelform auftretende
Hornhautdystrophie Cornea verticillata. 1969 wurde sie von Francois mit der erblichen
Stoffwechselerkrankung Morbus Fabry in Verbindung gebracht. Der Morbus Fabry ist eine
multifaktorielle Erkrankung, die oft erst zu spit diagnostiziert wird und todliche Folgen haben
kann. Zusitzlich leiden diese Patienten unter starken Schmerzen in den Extremititen, welche
durch die Schidigung peripherer Nerven entstchen und oft eine langwierige
Schmerzanamnese mit Konsultation unterschiedlicher Arzte nach sich ziehen. Aber eben
diese oft verkannten anderen Symptome konnen dazu beitragen, den Morbus Fabry rechzeitig
zu erkennen und ihn, der seit 2001 erhiltlichen, Enzymersatztherapie zuzufithren. Neben
gastrointestinalen Beschwerden, Hypo- oder Anhidrose und Angiokeratomen ist die Cornea
verticillata eine der sensitivsten Friihmanifestationen. Hierbei muss allerdings die
Differentialdiagnostik beriicksichtigt werden. Sehr oft findet man die Cornea verticillata
nidmlich bei Einnahme amphiphiler Medikamente. Ein Hauptvertreter: das Antiarrhythmikum
Amiodaron.

Mit Hilfe des RLSM wurde die Mikrostruktur der Cornea verticillata unterschiedlicher
Genese in einem hochauflosenden Verfahren, in-vivo und nicht invasiv untersucht.

Die Basalzellschicht des cornealen Epithels stellte sich sowohl bei der Morbus Fabry
assoziierten als auch bei der Amiodaron induzierten Cornea verticillata als Haupttriger der
mikrostrukturellen Verédnderungen heraus. Bedingt durch die Einlagerung von Lipidmaterial
nimmt die Streulichtintensitdt der Basalzellen enorm zu und es zeigt sich das Bild von
hyperreflektiven Zellen auf dunklem Grund — der sogenannte Sternenhimmel. Diese
Verdnderungen lieBen sich entsprechend der Einlagerungsintensitit einem Gradingsystem
zuordnen. Das System konnte auch auf die spaltlampenmikroskopische Stadieneinteilung
iibertragen werden. Es fand Anwendung in den folgenden Verlaufsbeobachtungen und gab
Aufschluss tiber die Bildung und Riickbildung cornealer Verdanderungen.

Im Bereich des anterioren Stromas traten nadelstichartige, kleine weille Hyperreflektivititen
auf, sogenannte microdots. Besonders dicht und in hoher Intensitit kamen sie im
Zusammenhang mit der Einnahme von Amiodaron zur Darstellung. Sie zeigten keine

Assoziation mit der spaltlampenmikroskopischen Cornea verticillata und den
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Basalzelleinschliissen, fanden sich zum Teil aber auch bei Normalprobanden und stellen
daher kein spezifisches Diagnosekriterium dar.

Eine anschlieBende 3-dimensionale Rekonstruktion der konfokalmikroskopischen Hornhaut-
befunde erlaubte die Tiefenlokalisation und Ubersichtsdarstellung der Ergebnisse.

Wihrend bei allen untersuchten Fabry- und Amiodaronpatienten die bulbidre Konjunktiva
unauffillig blieb, zeigte sich in der tarsalen Konjunktiva eine starke Zunahme der
Epithelzellhyperreflektivitit. Neben einer groen Anzahl von hyperreflektiven Lymphozyten
und auch physiologischerweise zum Teil vermehrt reflektierenden Epithelzellen, fiel eine
Abgrenzung zum Normalprobandengut schwer und der Befund kann nicht als diagnostisches
Kriterium gewertet werden.

Unter Verwendung der gewonnen Ergebnisse wurden Fabry- und Amiodaronpatienten im
zeitlichen Verlauf betrachtet. Von grof8em Interesse waren diese Untersuchungen zum Einen,
um eine Diagnose des Morbus Fabry anhand cornealer Zellbefunde bei entsprechenden
Symptomen zu objektivieren und zum Anderen um eine bisher noch nicht nachweisbare
Wirkung der Enzymersatztherapie des Morbus Fabry auf das Auge zu belegen. Mit Hilfe des
RLSM entsteht die Moglichkeit, Vorgédnge auf Ebene der Mikromorpholgie festzuhalten und
es erscheint logisch, dass damit sehr frithe Verdnderungen erfasst werden konnen.

Bei dieser Anzahl an Fabrypatienten trat keine Diskrepanz zwischen spaltlampen-
mikroskopischen- und konfokalmikroskopischen Befunden auf. Hinweise auf eine mogliche
Frithdiagnostik fanden sich bei einem Amiodaronpatienten. In diesem Fall traten préspalt-
lampenmikroskopische Befunde auf, die mittels des RLSM nachgewiesen werden konnten.
Bei der zeitlichen Untersuchung von Fabrypatienten unter Enzymersatztherapie zeigte einer
von 5 im Verlauf beobachteten Patienten eine Anderung im Augenbefund. Diese konnte nur
mittels des RLSM erfasst werden und war zu gering, um einen generellen Regressionsprozess
zu belegen.

Bei Amiodaronpatienten fand eine vollstindige Riickbildung der spaltlampenmikros-
kopischen Cornea verticillata und auch der Basalzelleinschliisse eineinhalb Jahre nach
Absetzen der Medikation statt.

Anhand dieser Studie konnten Ergebnisse gewonnen werden, die sowohl auf eine erweiterte
bzw. frithere Diagnostik des Morbus Fabry als auch auf eine mogliche Verlaufsbeobachtung

unter Enzymersatztherapie mittels des RLSM hinweisen. Es ist daher unbedingt erforderlich,
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weitere Untersuchungen an einer grofleren Anzahl von Patienten {iber einen lidngeren
Zeitraum zur endgiiltigen Kldarung der Problematik durchzufiihren.

Die konfokale Laser-Scanning In-vivo-Mikroskopie ist eine hervorragende Methode, um
Verianderungen auf Ebene der Zellmorpholgie zu untersuchen. Sie bietet die Moglichkeit
mikrostrukturelle Vorgédnge genau aufzuschliisseln sowie deren Verlauf zu beobachten und zu
dokumentieren. Die Manifestationen insbesondere auf Ebene der Basalzellschicht, aber
vielleicht auch des Stromas und der Konjunktiven konnten eventuell Aufschluss dariiber
geben, ob eine Frithdiagnostik von Fabrypatienten anhand des Augenbefundes moglich ist
und die neu entwickelte Enzymersatztherapie Wirkung zeigt, ohne dafiir aufwendige Biopsien

entnehmen zu miissen.
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7. THESEN

1. In dieser Studie trat die Cornea verticillata bei 10 von 21 weiblichen (47,6%) und bei 6 von
9 ménnlichen (66,7%) Fabrypatienten auf und ist somit nicht nur eine der frithesten, sondern
auch eine der haufigsten Symptome des Morbus Fabry. Seit 2001 existiert eine Therapie fiir
diese X-chromosomale Erkrankung, an der Patienten bereits im Alter von 30 Jahren aufgrund
von Schlaganfillen oder Herzinfarkten versterben konnen. Die Frage der Frithdiagnostik und

auch der Wirkung der Enzymersatztherapie ist daher von gro3er Bedeutung.

2. Mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning In-vivo-Mikroskopie konnte die Cornea
verticillata unterschiedlicher Genese im Vergleich mit der konventionellen Spaltlampen-
mikroskopie sehr gut dargestellt werden. Das Rostocker Laser Scanning Mikroskop (RLSM)
liefert eine 400-800fache GesamtvergroBBerung und ermdoglicht somit die nicht invasive

Beurteilung der cornealen Zellmorphologie.

3. Es wurden alle mit dem RLSM erfassbaren Schichten der Hornhaut sowie zusétzlich die
bulbiare und tarsale Konjunktiva beurteilt. Aus den gewonnenen Ergebnissen konnte im
weiteren Verlauf mit Hilfe eines gerétetypischen Z-Scans eine 3-dimensionale Rekonstruktion

der Hornhaut erfolgen.

4. Ingesamt nahmen 52 Patienten an dieser Studie teil: 30 Fabrypatienten, 12 Probanden, die
unter Amiodarontherapie eine Cornea verticillata entwickelten sowie 10 Normalprobanden.

Jeweils 5 Fabry- und Amiodaronpatienten wurden im zeitlichen Verlauf untersucht.

5. 26,7 % der Fabrypatienten dieser Studie wurden erstmals anhand der Cornea verticillata
durch die spaltlampenmikroskopische Untersuchung beim Augenarzt auffillig. Es ergibt sich
die Frage, ob eine noch breitere Erfassung von Fabrypatienten auch ohne Cornea verticillata

anhand mikrostruktureller Verdnderungen durch das RLSM erfolgen kann
6. Sowohl bei Fabry- als auch Amiodaronpatienten stellte die Basalzellschicht den Haupt-

trager mikrostruktureller Verdnderungen bei Vorliegen einer Cornea verticillata dar. Dort

fanden sich typischerweise hyperreflektive Zellen auf dunklem Grund. Die Superficialzell-
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schicht, die Intermediédrzellschicht, die Nervenfasern, die tiefen Anteile des Stromas, das
Endothel sowie die bulbdre Konjunktiva zeigten keine Verdnderungen im Vergleich zum

Normalprobandengut.

7. Erstmals erfolgte eine Zuordnung der basalepithelialen Einlagerungen in ein Grading-
system nach Schweregraden, das sich gut auf die vorhandene spaltlampenmikroskopische

Stadieneinteilung der Cornea verticillata iibertragen lieB3.

8. Verédnderungen im Stroma und in der tarsalen Konjunktiva von Fabrypatienten sowie
ausgepragte Ansammlungen von microdots im Stroma bei Amiodaronpatienten zeigten keine
hundertprozentige Ubereinstimmung mit dem Auftreten einer Cornea verticillata und fanden

sich zum Teil auch bei Normalprobanden. Sie sind kein spezifisches Diagnosekriterium.

9. Bei den Fabrypatienten dieser Studie wurden nur dann basalepitheliale Einlagerungen
gefunden, wenn auch spaltlampenmikroskopisch eine Cornea verticillata vorlag. Hinweise fiir
eine Frithdiagnostik fanden sich bei Amiodaronpatienten eine Woche nach Beginn der
Medikamenteneinnahme: Mittels der RLSM wurden mikrostrukturelle Verdnderungen festge-

halten, bevor sich spaltlampenmikroskopisch ein auffilliger Befund zeigte.

10. Anhand der Verlaufsuntersuchungen von Fabrypatienten konnte nur mittels des RLSM
eine dezente Riickbildung von Augenverdnderungen unter Enzymersatztherapie erfasst

werden, wobei eine generelle Regressionstendenz nicht nachgewiesen wurde.

11. Bei Amiodaronpatienten wurde eineinhalb Jahre nach Absetzen der Medikation eine
vollstindige Remission der basalepithelialen Einlagerungen und der spaltlampen-
mikroskopischen Cornea verticillata beobachtet. Hierbei handelt es sich also um einen

potentiell reversiblen Prozess.

12. Anhand dieser Studie konnten Ergebnisse gewonnen werden, die sowohl auf eine
Frithdiagnostik als auch auf eine Verlaufsbeobachtung des Morbus Fabry mittels des RLSM
hinweisen. Es ist daher unbedingt erforderlich, weitere Untersuchungen an einer groBeren

Anzahl von Patienten tiber einen langeren Zeitraum durchzufiihren.
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