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IV. Anmerkung

In der Sprachentwicklung ist die Gleichstellung der Geschlechter ein wichtiger Prozess.
So auch in wissenschaftlichen Arbeiten. Teilweise wird jedoch durch die Modifizierung
jedes geschlechtlichen Wortes der Lesefluss unterbrochen.

Ich verwende in meiner Dissertationsarbeit nach Moglichkeit Begriffe, die fir beide
Geschlechter giltig sind. Falls mir dies nicht moglich ist ohne ,, _Innen” oder haufige
Wiederholungen zu verwenden, werde ich das geldufige, in der Regel maskuline Wort
verwenden. Ich mochte darauf aufmerksam machen, dass ich auch in diesen Fallen

immer beide Geschlechter anspreche.



1. Einleitung

Der Typ 1 Diabetes mellitus (TLDM) und die chronische Niereninsuffizienz (CKD) sind
weitverbreitete und flir die Padiatrie relevante Erkrankungen, die trotz
unterschiedlicher Ursachen durchaus zu &hnlichen, wenn nicht identischen
Folgeerkrankungen fiihren kénnen. In dieser Arbeit steht die Polyneuropathie als Folge
vaskuldarer und metabolischer Veranderungen bei TIDM und CKD im Mittelpunkt.
Folgeerkrankungen werden klinisch meist erst viele Jahre nach Manifestation der
Grunderkrankung bzw. im Falle der CKD bei massiver Einschrankung der
Nierenfunktion relevant. Daher ist die Pravention derselben eine groRe
Herausforderung und erfordert sensitive und reproduzierbare Verfahren zum
Monitoring.

Der subbasale Nervenplexus der Kornea (SNP) wird von diinn- und unmyelinisierten
sensiblen Nervenfasern gebildet. Genau diese Nervenfasern werden bei diabetischer
und urdamischer Polyneuropahie (DPN und UPN) frih geschadigt. Weiterhin ist der
korneale Nervenplexus fiir das in Rostock entwickelte und optimierte nicht-invasive

Verfahren der Konfokalen-Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) gut zuganglich.

1.1 Diabetes mellitus

Eine der haufigsten und fiir die Padiatrie relevanten Diabetesformen ist der Typ 1
Diabetes mellitus (TIDM). Die Erkrankung erfordert eine lebenslange Insulintherapie.
Daraus resultiert eine hohe glykdmische Variabilitdt, die wiederum zu haufigen
Hyperglykdmien und daraus entstehenden Folgeerkrankungen fiihrt.

Bei Gesunden wird Glukose insulinabhdngig liber den membranstiandigen GLUT 4
Transporter in Skelettmuskel-, Herzmuskel- und Fettzellen aufgenommen. Im
Nichternzustand werden Uber diesen Transporter 20% und bei erhohtem
Insulinspiegel 75-95% der Blutglukose in den Skelettmuskelzellen verstoffwechselt. Zu
insulinunabhangiger Glukoseaufnahme kommt es in Neuronen, Endothelzellen,
Hepatozyten, intestinaler Mukosa und epithelialen Nierenzellen (1).

Beim T1DM fiihrt die Zerstorung der insulinproduzierenden Beta-Zellen in den
Langerhansschen Inseln des Pankreas zu einem letztlich vollstandigen Insulinmangel
und durch die fehlende zelluldre Glukoseaufnahme in Fett-, Skelettmuskel- und
Herzmuskelzellen zur Hyperglykamie. Typische Symptome bei Krankheitsmanifestation
sind Polyurie und Polydipsie. Der intrazelluldre Glukosemangel in Fettzellen und die

fehlende Hemmung der Lipolyse durch Insulin fihren zu vermehrter Freisetzung von



Fettsauren. Diese werden in der Leber Uber Acetyl-CoA in Ketonkérper umgebaut,
dienen den Muskelzellen zwar als Energielieferant, flihren aber gleichzeitig zur
Ubersiduerung des Kérpers und im Extremfall zu einem ketoazidotischen Koma (2,3).
Der TIDM manifestiert sich in der Regel innerhalb von Tagen bis Wochen. Haufig
besteht eine autoimmune oder genetische Genese. In der Regel sind Kinder und
Jugendliche betroffen (4).

In Deutschland sind derzeit schatzungsweise 30.000 — 32.000 Kinder und Jugendliche
an T1DM erkrankt, was ca. 0,2% der unter 20-jahrigen ausmacht. Die Pravalenz steigt
jahrlich um 3,9% (5).

Die  Gefahren einer  T1DM-Erkrankung liegen neben den akuten
Stoffwechselentgleisungen in den starken Schwankungen der Glukosekonzentration
und chronischen Hyperglykdmien mit den daraus resultierenden makro- und
mikrovaskularen Komplikationen.

Die chronische extrazellulare Hyperglykamie fiihrt in insulinunabhangigen Zellen, wie
Endothel- und Nervenzellen oder Makrophagen, zu einer intrazellularen
Hyperglykdmie (6). In den Zellen kommt es zur Glykolyse und durch die
unterschiedlichen Abbauprodukte zur Aktivierung mehrerer Stoffwechselwege (7)
(Abb. 1).

NADPH NADP* NAD* NADH
T Glukose . e > 1 Sorbitol - * 1 Fruktose

' Polyol-Stoffwechselweg
1 Glukose-6-P

¥
T Fruktose-6-P » T Glukosamin-6-P » T UDP-GIcNAc

Hexosamin-Stoffwechselweg
NADH NAD’
__» TDHAP ——» ta-GlyzerolP > 1DAG » 1 PKC

¥ inki 5 § i
! Glyzeraldehyd-3:P — Proteinkinase CStoffwechselweg

T t Methylglyoxal » T AGEs

AGE-Stoffwechselweg
NAD'

LEAPDH T PARD ROS 0 2 Hyperglykamie

NADH <~ \YLVAV LY

¥
1,3-Diphosphoglyzerat
Mitochondrien

Abb. 1: Aktivierte Stoffwechselwege durch vermehrtes Angebot der Abbauprodukte der
Glykolyse bei intrazellulérer Hyperglykdmie (7)



Aktivierung des Polyol-Stoffwechselweges

Im Polyol-Stoffwechselweg wird Glukose durch die Aldose-Reduktase unter Oxidation
von Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) zu Sorbitol und durch
die Sorbitol-Dehydrogenase weiter zu Fruktose umgewandelt. Dadurch sinkt der
Glukose-Spiegel in der Zelle. Gleichzeitig nimmt aber auch die Konzentration des
NADPH ab. Da NADPH fir die Regeneration des Radikalfangers Glutathion benétigt
wird, wird die Zelle anfalliger fiir oxidativen Stress.

Intrazelluldare Fruktose und Glukose sind osmotische Substanzen und ein
Konzentrationsanstieg bedeutet osmolaren Stress fiir die Zelle. Dieser fihrt zur
Autophosphorylierung von Zelloberflachenproteinen, die eine Signalkaskade zur

Aktivierung von mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) in Gang setzt (8,9).

Aktivierung des Hexosamin-Stoffwechselweges

Vermehrt anfallendes Fruktose-6-Phosphat wird durch eine Amidotransferase in
Glukosamin-6-Phosphat und schlielich in Uridine-Diphosphat-N-Acetyl-Glukosamin
(UDP-GIcNAc) umgewandelt. Dies fiihrt Gber Aktivierung von Transkriptionsfaktoren

zur vermehrten Bildung von endothelschadigenden Faktoren (7).

Aktivierung der Proteinkinase C (PKC)

Die Aktivierung der PKC wird einerseits durch oxidativen Stress, andererseits durch
steigende Konzentration von Diacylglycerol (DAG) bei Hyperglykdmie ausgelost. Die
PKC bedingt unter anderem eine Aktivierung von MAPK, eine Ausschiittung von
Vascular endothelial growth factor (VEGF) und durch Hemmung der endothelialen
Stickstoffmonoxyd  Synthetase (eNOS) eine reduzierte Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO) (8,9).

Vermehrte Bildung von advanced glycation endproducts (AGEs) und AGE-Rezeptoren

(RAGEs)

AGEs und RAGEs entstehen sowohl intra- als auch extrazelluldr durch eine nicht-

enzymatische Glykierung von Proteinen. Diese Glykierung hat Auswirkungen auf die
Struktur von Proteinen und beeinflusst Zellverknipfungen und/oder die
Zellkommunikation. Die nicht-enzymatische Glykierung von zirkulierenden Proteinen
und deren Bindung an RAGEs kann zur Aktivierung von MAPK und zur Ausschittung

von proinflammatorischen Cytokinen fihren (6,8,9).
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MAPK sind eine Gruppe von Serin/Threonin spezifischen Kinasen, die durch Aktivierung
von Signalkaskaden die Zellproliferation, -differenzierung oder —apoptose direkt oder
durch Freisetzung von proinflammatorischen Cytokinen und Wachstumsfaktoren
indirekt beeinflussen (8,9). (Abb. 2).

High glucose
+ Oxidative stress
Post-translational :
Hyperosmolal
glycosylation sl ‘

e Activation
of MAPKs

Proliferation

"Accelerators” and/or
hypertrophy

Altered Functional
phenotype failure

Abb. 2: Aktivierungswege der MAPK bei Hyperglykémie (modifiziert nach (8))

Makro- und Mikrovaskulare Komplikationen:

Makrovaskulare Komplikationen manifestieren sich in der Regel als kardiovaskuladre
Ereignisse (2,10). Dem Gegeniber sind Diabetische Retinopathie, Nephropathie
und/oder Neuropathie (DPN) typische mikrovaskulare Komplikationen (11,12).

Neben chronischer Hyperglykdamie, Inflammation und endothelialer Dysfunktion tragen
weitere Risikofaktoren wie Hypertonie, Nikotinabusus, Hypercholesterindmie,
Dyslipiddmie, und Ubergewicht zur Entstehung von vaskuliren Komplikationen bei
(10).

Das Endothel reguliert den GefaBtonus, die GefaBpermeabilitdt, die Balance zwischen
Koagulation und Fibrinolyse und das Ausmall von Entziindungsreaktionen. Dazu
interagieren die Endothelzellen mit glatten Muskelzellen der GefaBwand,
Thrombozyten, Leukozyten, Makrophagen, retinalen Zellen und mesangialen Zellen
der Niere (10).

Wichtig fir die Endothelfunktion ist unter anderem die Freisetzung von NO durch die
eNOS. NO wirkt vasodilatatorisch, antiinflammatorisch, antiproliferativ, senkt die

11



GefalRpermeabilitat und die Adhdsion von Leukozyten an der GefaBwand und hemmt
indirekt die Transkription von NF-KB (10).

Die vaskuldaren Komplikationen sind Folge der metabolischen Veranderungen mit
sekunddren Funktionseinschrankungen und strukturellen Veranderungen wie
Membranverdickungen, Zellhypertrophie und —hyperplasie und daraus resultierender
Lumenverkleinerung der GefaRe. Es resultieren Funktionsverluste und Ischamien (9—
12).

Das Risiko fiir Folgeerkrankungen steigt mit der Erkrankungsdauer und der Hohe des
HbAlc-Wertes (3,4,13).

Bei padiatrischen T1DM-Patienten liegen zum Zeitpunkt der Diagnose in der Regel
keine Begleiterkrankungen oder Folgeschdaden vor (14). Wenn sich Folgeerkrankungen
bereits im Jugend- oder jungen Erwachsenalter manifestieren, sind diese primar auf
die Grunderkrankung und weniger auf Assoziationen mit Lebensstil oder Alter
zurickzufihren (4). Damit tragen Untersuchungen an einer padiatrischen
Patientengruppe dazu bei die pathophysiologischen Mechanismen und die Atiologie
der Folgeerkrankungen zu verstehen. Gleichzeitig ist die Friiherkennung von
Pathologien in den unterschiedlichen Altersgruppen relevant, um die Patienten

bestmoglich zu betreuen.

1.2 Chronische Niereninsuffizienz

Eine chronische Niereninsuffizienz (CKD) liegt vor, wenn die Gesundheit betreffende
Veranderungen der Nierenfunktion und/oder —struktur fiir mindestens drei Monate
bestehen. Die Funktionseinschrankungen konnen sich durch eine verminderte
Glomerulére Filtrationsrate (GFR) < 60ml/min/1,72m?, Albuminurie, Verdnderungen
des Urinsediments oder der Elektrolytausscheidung manifestieren. Die
Strukturveranderungen lassen sich durch Bildgebung oder histologische

Untersuchungen nachweisen (15).

Die Ursachen fiir eine CKD sind sehr heterogen. Bei padiatrischen Patienten stehen
hereditdare Ursachen im Vordergrund, wohingegen die CKD bei Erwachsenen meist
Folge von systemischen, teils Lebensstil-assoziierten Erkrankungen ist.

Abb. 3 gibt eine Ubersicht tber die Ursachen der CKD bei allen (A) und padiatrischen
(B) Dialysepatienten in Deutschland.
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A Vaskuldre Nephropathie 17% Verschiedene 4%
T Zystennieren 7%

Unbekannte Genese
10%

T2DM 24%

| | T1IDM4%

Systemerkrankungen
3%

Hereditar/Kongenital
1%

Interstitielle Nephritis
12%

Glomerulonepbhritis 19%

n=48.535 Dialysepatienten

Unbekannte Genese 2,6%

B Verschiedene 7,5%
Interstitielle Nephritis +

Refluxnephropathie 3,6%
Systemerkrankungen 2,9% £

Uropathie 8,9%

HUS 7,5%

Glomerulonephritis 7,4%
Fokal Segmentale
Glomerulosklerose 9,4%
Zystinose/Oxalose 3,3% N

ephronophthise 7,2%
Fam. Nephritis 4,8%  Zystennieren 3,1%

Nierenhypoplasie +
Dysplasie 31,8%

n=584 Kinder und
Jugendliche

Abb. 3: Ursachen der CKD bei Dialysepatienten insgesamt (>99% erwachsene
Patienten) (A) und pddiatrischen Dialysepatienten (B) (60)

Die CKD geht damit einher, dass
e der Flussigkeits- und Elektrolythaushalt,
e das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS),
e durch Erythropoetinmangel die Blutbildung und
e durch reduzierte renale Synthese des 1,25-Dihydroxycholecalciferol
Knochen- und Mineralstoffwechsel
gestort sind.

der

Durch Retention harnpflichtiger Substanzen und metabolische Veranderungen kommt

es

e zu einem deutlich erhohten Risiko fir kardiovaskuldre-Ereignisse (Akutes

Koronarsyndrom, Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz, Pl6tzlicher Herztod) und

e zu Schadigungen des Nervensystems mit Ausbildung von urdmischer

Enzephalopathie und uramischer Polyneuropathie (UPN) (2,16).
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CKD-Patienten haben ein hoheres Risiko an kardiovaskuldren Ereignissen zu sterben als
die terminale Niereninsuffizienz zu erreichen (17). Abb. 4 gibt eine Ubersicht iiber die
metabolischen Mechanismen, die bei CKD-Patienten zu einer gesteigerten
kardiovaskuldren Letalitat fihren (18).

Oxidativer RAAS/ Dyslipoproteinamie, Serumhamoglobin .
Stress /CRPI Sympathikus T Parathormonsekretion T,
Fetuin-A
Inflammation ™ Hypertonie Gefallverkalkung

Kardiovaskulare Letalitat T

Abb. 4: Ubersicht iiber Mechanismen, die bei CKD-Patienten die kardiovaskulédre
Letalitét erhéhen (CRP - C-reaktives Protein, RAAS — Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System)

Die CKD wird nach GFR und Albuminurie klassifiziert, wodurch das Risiko fiir ein
Auftreten von Komplikationen und ein Krankheitsprogress abgeschatzt werden kénnen
(Abb. 5).

Im Verlauf der CKD kann eine Nierenersatztherapie notwendig werden. Die Indikation
ist individuell abzuschatzen.
Als Richtlinien gelten (19):

e ein Absinken der GFR<15ml/min/1,73m?

e klinische Zeichen einer Uramie

e therapieresistente Hyperkalidamie, metabolische Azidose, Hypertonie

e Mangelernahrung, Katabolismus

e Auftreten einer schweren Neuropathie

e Auftreten eines kardiorenalen Syndroms mit therapieresistenter

Uberwésserung

Die Pravalenz der CKD liegt in Deutschland bei etwa 11%, was 6,7 Millionen Menschen
entspricht.
Ca. 61.000 der CKD-Patienten sind dialysepflichtig und ca. 21.000 befinden sich in der

Nachsorgebehandlung nach einer Nierentransplantation (18).
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Albuminurie
Beschreibung und Range
Nolrma;]ltbls Moderat Stark
erllc"ht erhoht erhoht
Klassifikation der CKD nach GFR und Albuminurie erho
30-300
<30mg/g >300 mg/g
mg/g
<3 >30
mg/mmoal 3-30 mg/mmol
g mg/mmol &

Normal oder

herabgesetzt

G4 | Stark herabgesetzt 15-29

Gl =90 1

= erhoht
E
M g .
™~ & G2 | Mild herabgesetzt 60-89
<5
£ 5 ild bis moderat
EZ g M 45-59
€2 herabgesetzt

[=T]
- c
= .
g _g G3b Moderat bis stark 30-44
o @
&5
s g
o
[N
(G}

Terminal
G5 ' erminales <15
Nierenversagen

Abb. 5: Klassifizierung der CKD nach GFR (G1-5) und Albuminurie (A1-3) zur
Risikoabschdtzung  einer  Krankheitsverschlechterung/ dem  Auftreten  von
Komplikationen und Angabe jéhrlich empfohlener Kontrollen: griin — geringes Risiko,
jéihrliche Kontrollen; gelb — moderates Risiko, mindestens jéhrliche Kontrollen; orange —
hohes Risiko, Kontrollen halbjéhrlich; hellrot — sehr hohes Risiko, Kontrollen 3x jéhrlich;
dunkelrot — sehr hohes Risiko, Kontrollen mindestens 4x jéhrlich (61)

Sowohl ein Diabetes mellitus als auch eine chronische Nierenerkrankung fiihren zu
Schadigungen des Nervensystems mit Ausbildung von Polyneuropathien. Bei
erwachsenen Patienten sind die Ursachen der Folgeerkrankungen nicht eindeutig zu
identifizieren, da auch Alters- und/oder Lebensstil-assoziierte Faktoren eine Rolle bei
der Krankheitsentwicklung spielen. Letzteres ist bei Kindern und Jugendlichen in der
Regel nicht relevant. Untersuchungen dieser Patientengruppe kénnen dazu beitragen
Pathomechanismen von Folgeerkrankungen zu verstehen. Gleichzeitig ist gerade bei
dieser jungen Patientengruppe eine Sekundarprdvention besonders wichtig, um

moglichst lange eine gute Lebensqualitat zu erhalten.
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1.3 Polyneuropathie als Folgeerkrankung von T1DM und CKD

Sowohl die periphere diabetische Polyneuropathie (DNP) als auch die urdmische
Polyneuropathie (UPN) sind symmetrische, distal betonte Polyneuropathien mit
Schadigung von sensiblen und motorischen Nervenfasern. Nach Erlanger und Gasser
werden die Nervenfasern nach ihrer Dicke klassifiziert (Tab. 1). Die dinn- und
unmyelinisierten Ad- und c-Fasern werden bei DPN und UPN als erstes geschadigt. Im
Verlauf treten auch Schaden an den dicken, myelinisierten Aa-y Fasern auf (13,20). Bei
beiden Polyneuropathien kommt es zu einem Axonverlust nach dem ,dying back”
Muster (die Schadigung beginnt distal und setzt sich proximal fort) (13,21,22).

Tab. 1: Klassifizierung der Nervenfasern nach Erlanger und Gasser (23)

Nervenfaser-  Nervenleitge-
Einteilung durchmesser  schwindigkeit Vorkommen
[um] [m/s]

Efferenzen zur Skelettmuskulatur

Aa 10-20 60-120
Afferenzen aus Muskelspindeln
Afferenzen aus der Haut fir Berlhrung

AB 6-12 30-70
und Druck

Ay 4-8 15-30 Efferenzen zu Muskelspindeln
Afferenzen aus der Haut fiir Temperatur

Ab 3-5 12-30
und Schmerz
Pragangliondare sympathische

B 1-3 3-15 sane yme
Nervenfasern
Postganglionare sympathische

C 0,3-1 0,5-2 Nervenfasern
Afferenzen aus der Haut fiir Schmerz
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Der Pathomechanismus der Nervenschadigung ist multifaktoriell und nicht endgiiltig

geklart.

Die DPN wird durch ein Zusammenspiel von metabolischen Prozessen bei chronischer
Hyperglykdmie und Ischdmie durch endotheliale Dysfunktion ausgelést. Eine Ubersicht

Uber die neuronalen Schadigungsmechanismen bei Diabetes mellitus gibt Abb. 6.

Diabetische Polyneuropathie

Chronische Hyperglykdmie

/ \J Y

AGE/RAGE UDP-GlcNACc PKC Polyol-Stoffwechselweg
A\ 4 Y l
Endotheliale < MAPK < Oxidativer Stress
Dysfunktion
/'y
h 4
Ischdmie
\ 4
Axonale Atrophie und Progressive
Neuronale Apoptose i Demyelinisierung

Abb. 6: Ubersicht iiber die Mechanismen neuronaler Schéddigungen bei chronischer
Hyperglykdmie, AGE/RAGE - advanced glycation endproducts und receptor of advanced
glycation endproducts; UDP-GIcNAc - Uridine-Diphosphat-N-Acetyl-Glukosamin; PKC -

Proteinkinase C; MAPK - mitogen aktivierte Proteinkinase

Bei der DPN treten Missempfindungen in Form von Taubheitsgefiihl, sensiblen
Reizerscheinungen, Krampfen und/oder dauerhaften Schmerzen auf. Die Symptome
beginnen in der Regel distal und breiten sich an den unteren Extremitdaten strumpf-

bzw. an der oberen Extremitat handschuhférmig nach proximal aus.

17



Das Risiko fir FuRulzerationen ist groR und dadurch bedingte Amputationen sind
haufig. Das Auftreten einer DPN ist bei TIDM-Patieten stark mit der Erkrankungsdauer
und dem HbA1c assoziiert (11,24).

Das Auftreten von Diabetischer Nephropathie, Diabetischer Retinopathie und
vaskularen Folgeerscheinungen ist bei Diabetikern mit DPN signifikant erhoht
(13,24,25).

Die Therapie der DPN besteht aus optimierter Diabeteseinstellung, Reduzierung der
Risikofaktoren (essentielle Hypertonie, Hyperlipidamie, Adipositas, Nikotin- und
Alkoholabusus) und medikamentdser Schmerzlinderung (13).

Der Progress der DPN ist schwer aufzuhalten. Daher ist eine Friiherkennung besonders
wichtig.

Im Schnitt entwickeln 30% der Diabetiker eine DPN (13). Diese Werte schwanken je
nach untersuchter Patientengruppe und untersuchendem Zentrum (8-54%) (13,24,25).

Im Gegensatz zur DPN sind die Mechanismen, die der UPN zugrunde liegen, weniger
geklart.

Als Ursachen werden ein Vitamin B1-Mangel, eine Hemmung von Natrium-Kalium-
ATPasen und/oder eine dauerhafte Hyperkaliamie diskutiert.

Die mit CKD hdaufig einhergehende und schon in frihen Stadien auftretende
Malnutrition kann zu einem Vitamin B1-Mangel fiihren. Da Vitamin B1 ein wichtiges
Coenzym des Glukosestoffwechsels ist, sind im Besonderen Zellen und Organe mit
hohem Glukoseumsatz, wie z.B. Nerven, das kardiovaskuldaren System und der
Gastrointestinaltrakt, betroffen (1,21,26).

Des Weiteren fihrt die Akkumulation dialysepflichtiger Substanzen zur Hemmung von
Natrium-Kalium-ATPasen in neuronalen Zellmembranen. Dadurch verdanderte
Ruhemembranpotentiale kdnnen Nervenschadigungen und durch eine reduzierte
Fortleitung von Aktionspotentialen eine Abnahme der Nervenleitgeschwindigkeit
verursachen. Als akkumulierende Substanz wird Parathormon diskutiert (21,26).

Eine dauerhafte Hyperkalidmie (vor allem zwischen den Dialysesitzungen) kann durch
dauerhafte Depolarisation der Zellen kalziumgetriggerte Signalkaskaden in Gang
setzen, welche zu Nervenschadigungen fiihren (21,26).

Sicherlich spielen wie bei der DPN, auch vaskuldare Veranderungen und oxidativer

Stress durch metabolische Veranderungen eine Rolle in der Pathogenese.
Bei der UPN sind die meisten Patienten von milden bis moderaten Missempfindungen,

einem  Restlesslegs- oder Burning-Feet-Syndrom  betroffen. Eine  starke

Schmerzhaftigkeit tritt eher selten auf. Muskelkrampfe und —atrophien sind haufig.
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Die Ursache dafiir kann neben der UPN auch eine Uramie sein (21). Bei CKD-Patienten
tritt eine UPN haufig im CKD-Stadium V auf (20,21).

Die Angaben Uber die Pravalenz gehen in der Literatur mit 10-100% stark auseinander
(20,21). Dies kann an unterschiedlichen Diagnostikkriterien und Patientengruppen
liegen. So liegt bei fast allen Patienten im CKD-Stadium V eine Abnahme der
Nervenleitgeschwindigkeit vor, aber nur bei ca. 10% eine symptomatische UPN (21).
Laaksonen et al. konnten dagegen bei (iber 80 % der Patienten im CKD-Stadium V eine
symptomatische Polyneuropathie nachweisen (27).

Bei Verbesserung der Nierenfunktion oder nach Nierentransplantation kénnen die
Nerven regenerieren, sodass nach einiger Zeit (Monate bis Jahre) eine normwertige

Nervenleitgeschwindigkeit messbar sein kann (21,27).

1.3.1 Diagnostik der Polyneuropathie

Die Diagnostik von DPN und UPN umfasst folgende Untersuchungen:
e Anamnese und Inspektion
e kurze Fragebogen wie den Neuropathie Symptom Score (NSS) und den
Neuropathie Defizit Score (NDS) (Abb. 7)
e Quantitative Sensitivitatstestung (QST) mit Tests fir Temperatur-, Vibrations-,
Schmerz- und Beriihrungsempfinden
e Elektroneurographie (ENG), aktueller Goldstandard (Abb. 8)

Durch diese Untersuchungen kann eine DNP und UPN im symptomatischen Stadium
gut diagnostiziert werden. Haufig liegen allerdings schon Nervenschaden vor dem
Auftreten von Symptomen vor.

Toopchizadeh et al. konnten zeigen, dass bei Kindern und Jugendlichen mit einem
T1DM bei einer Erkrankungsdauer von mindestens 5 Jahren bereits bei Gber 50% eine

subklinische Polyneuropathie vorlag (28).

Bei Kindern und Jugendlichen mit einer terminalen Niereninsuffizienz ist fast immer
eine Reduktion der Nervenleitgeschwindigkeit, aber selten eine symptomatische UPN
nachweisbar (29,30). Der Verlust der Nervenleitgeschwindigkeit ist sowohl in den

oberen als auch den unteren Extremitaten proximal und distal nachweisbar (21,27)
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Taubheitsgefiihl
Parasthesien
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Punkte: 0-1
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leichte neuropathische Defizite
maRige neuropathische Defizite
schwere neuropathische Defizite

Abb. 7: NSS (A) und NDS (B) zur Diagnostik von DPN und UPN (modifiziert nach (13))
Die frihen Schaden an A&- und c-Fasern konnen mit der QST festgestellt werden. Die

QST ist aber, wie die Fragebogen, ein subjektives Messverfahren und somit stark von
der Mitarbeit der Patienten abhangig.
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Die ENG ist ein objektives Messverfahren und aktueller Goldstandard in der
Polyneuropathie-Diagnostik. Mit der ENG werden myelinisierte motorische Aa- und
sensible AB-Fasern untersucht (13). Uber die H6he der Amplitude kann ein Axonverlust
und Uber die Latenzzeit eine Demyelinisierung diagnostiziert werden. Diese Grenzen
kénnen verschwimmen, da ein Ausfall dicker, myelinisierter Fasern auch zu einem
deutlichen Verlust der Nervenleitgeschwindigkeit flhren kann (22). Frihe

Nervenschaden werden durch die ENG nicht erfasst (25).

—/\/; normale Reizantwort
Verzogerte Latenzzeit bei
Demyelinisierung

Verringerte Amplitude bei
Axonschadigung

Reizelektrode

Ableitelektrode

Abb. 8: Schematische Darstellung der ENG Messung von sensiblen Nervenfasern und

der Reizantworten von gesunden oder geschddigten Nerven

Mit einer Hautbiopsie kann histologisch eine Nervenschadigung im frihen Stadium
diagnostiziert werden. Aufgrund der Invasivitdt und den dadurch entstehenden Risiken

wird diese Diagnostikmethode nicht empfohlen (13).

Sowohl fir DPN als auch fir UPN gibt es der Zeit kein etabliertes nichtinvasives
Messverfahren, mit dem friihe Schaden an diinn- und unmyelinisierten Nervenfasern
erfasst werden kdnnen.

Die Darstellung des Subbasalen Nervenplexus der Kornea (SNP) mit Konfokaler-Laser-

Scanning-Mikroskopie (CLSM) kénnte dafiir eine LOsung sein.
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1.4 Der subbasale Nervenplexus der Kornea

Der SNP ist Teil des sensiblen peripheren Nervensystems. Seine Nervenfasern
entspringen dem ersten Trigeminusast und bestehen aus myelinisierten Ad-Fasern (3-5
pum Durchmesser) und unmyelinisierten C-Fasern (0,3-1um Durchmesser), also den
Nervenfasern, die bei der DPN und UPN als erstes geschadigt werden (13).

Die Nervenfasern, die die Kornea innervieren, verlaufen mit dem N. ophthalmicus,
dann dem N. nasociliaris und treten lber die Nn. ciliares longi tGber die Sklera in die
Kornea ein (31). Dort ziehen sie durch das korneale Stroma, durchbrechen die
Bowman-Membran und bilden parallel zu dieser und unter den basalen Epithelzellen
den subbasalen Nervenplexus. Von dort zweigen sich die Nerven weiter auf und enden
zwischen den Epithelzellen (Abb. 9) (32,33).

Bowman- A

lVIen|'1bran
D -
escemen i

Membran Epithel
Endothel

Stroma

Bowman-Membran

Abb. 9: Schematische Darstellung der Kornea (A) und des SNP (B) mit unmyelinisierten
Nervenfaserbiindeln, die aus dem Stroma kommend die Bowman-Membran durchbrechen
(blau), daraus entspringen Fasern, die im SNP verbleiben (rot) und Fasern, die zwischen
die Epithelzellen ziehen (griin) (modifiziert nach Miiller et al. (33))
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1.5 Konfokale-Laser-Scanning-Mikroskopie

Die CLSM im Allgemeinen ist ein nicht-invasives laseroptisches Verfahren, bei dem ein
fokussierter Laserstrahl ein Praparat sequentiell abrastert. In der Medizin und der
Biotechnologie werden in der Regel fluoreszierende Farbstoffe zur Markierung der zu
untersuchenden Gewebetypen oder zellularen Strukturen verwendet.

Auch zur Darstellung von morphologischen Strukturen der Kornea kann die konfokale
Mikroskopie genutzt werden. Da die Untersuchung in vivo erfolgt und die Kornea
durchsichtig ist, konnen Zellstrukturen jedoch nicht durch Farbstoffe markiert werden.

Statt dessen wird die Autofluoreszenz oder Streulicht fir die Darstellung genutzt.

1.5.1 Funktionsweise und Entwicklung der Konfokalen-Laser-Scanning-
Mikroskopie

Durch das konfokale Prinzip koénnen dezidierte Gewebeschichten ohne
Uberlagerungen durch darunter und dariiber liegende Schichten abgebildet werden.
Ein Laserstrahl wird durch ein Objektiv auf einen Objektpunkt in einer bestimmten
Scharfeebene projiziert. Das reflektierte Licht fallt durch das Objektiv auf eine
Zwischenbildebene. In dieser Zwischenbildebene ist eine Lochblende angeordnet,
durch die nur die reflektierten Strahlen der konfokalen Schicht auf einen Detektor
fallen. Reflektierte Strahlen mit anderen Fokusebenen werden in der

Zwischenbildebene ausgeschlossen (34).

Das erste konfokale Mikroskop wurde 1955 von Marvin Minsky entwickelt, der damit
Hirngewebe untersuchte (34). Dieses Mikroskop konnte Bildpunkte in einem Objekt
mit einem Abstand von unter 1 um darstellen. Der gewlinschte Bildausschnitt musste
manuell durch Bewegung des Objektes Punkt fir Punkt abgefahren werden und das
Bild lieR sich nicht aufzeichnen.

In den folgenden Jahren wurde dieses Prinzip immer wieder aufgegriffen. So
entwickelte die Arbeitsgruppe um Petran und Egger in den 1960er Jahren ein
konfokales Mikroskop, das durch eine runde Scheibe (Nipkow-Scheibe) mit mehreren
Strahlengdngen gleichzeitig arbeitete und zur gleichen Zeit mehrere Punkte eines
Bildausschnitts abbildete. Durch Rotation der Scheibe konnte der gesamte
Bildausschnitt schneller abgebildet werden (35). In den spaten 1960 Jahren wurde das
erste Punkt-Scanner-Mikroskop mit einem Laser als Lichtquelle und einem

Photomultiplier zur Bildaufzeichnung verwendet (36). In den friihen 1980er Jahren
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koppelte die Arbeitsgruppe um Sheppard ein konfokales Mikroskop an einen
Mikrocomputer und verbesserte damit die Bildaufnahme und Bildbearbeitung (37).
1986 entwickelten Amos und White eine Mdglichkeit den Fokus in der Z-Ebene zu
bewegen, indem sie in einem Konfokalen Mikroskop bewegliche Scan-Spiegel
installierten (38).

Masters et al. gelang 1994 die erste in vivo Untersuchung der Kornea mit einem
konfokalen Spalt-Scanning-Mikroskop (39).

2002 wurde an der Universitat Rostock der Heidelberg-Retina-Tomograph (HRT), der
zur Vermessung der Retina und des Sehnervenkopfes in der Glaukomdiagnostik
entwickelt wurde (40), erstmals mit dem Rostock Kornea Module (RCM) gekoppelt.
Dadurch konnten mit dem HRT auch Strukturen des vorderen Augenabschnittes
sichtbar gemacht werden. Durch die Technik im RCM war eine schnelle Bewegung des
Fokuspunktes sowohl in der X-Y-Ebene als auch in der Z-Ebene mdglich. Die
Untersuchungsdauer konnte durch eine dezidierte Computersteuerung des RCM
wesentlich verkiirzt werden (41).

Abb. 10 zeigt das in dieser Studie verwendete HRT II/RCM und Aufnahmen der

unterschiedlichen kornealen Schichten.

2 : 3 s |
Abb. 10: Abbildung des in dieser Studie verwendeten HRT Il / RCM in Seitenansicht (A)
und Frontalansicht (B) und die damit aufgenommenen Bilder der kornealen Schichten (C)

(a) Superfizialzellen, (b) Obere Fliigelzellen, (c) untere Fliigelzellen, (d) Basalzellen, (e)
SNP, (f) Bowman-Membran, (g) anteriores Stroma, (h) posteriores Stroma, (i) Endothel,

(modifiziert nach(62))
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2. Ziel der Arbeit

T1DM und CKD sind haufige Erkrankungen, die Auswirkungen auf den gesamten
Organismus haben.

Bei beiden Erkrankungen ist die Polyneuropathie eine haufige und schwer
therapierbare Folgeerkrankung.

Der SNP ist Teil des peripheren Nervensystems und wird aus A&- und C-Fasern
gebildet. Diese Fasern werden bei DPN und UPN als erstes geschadigt.

Mit dem in der Universitatsmedizin Rostock entwickelten Kornea Modul, gekoppelt mit
einem Heidelberg-Retina-Tomograph, kénnen die Nerven des SNP mit CLSM
untersucht werden.

Bei erwachsenen Patienten liegen in der Regel viele Begleit- und Folgeerkrankungen
vor, die zum Teil Alters- und Lebensstil-assoziiert sind. Dadurch ist eine direkte
Zuordnung der Grunderkrankung als Ursache einer Polyneuropathie schwierig.

Bei Kindern und Jugendlichen liegen meist geringe bis keine Begleiterkrankungen vor,
sodass Nervenschadigungen sehr viel wahrscheinlicher nur durch den T1DM/die CKD

verursacht sind.

In einer klinisch experimentellen Querschnittstudie sollte geprift werden, ob

o die Methode der CLSM gut bei Kindern und Jugendlichen anwendbar ist,

e es Abhadngigkeiten der morphologischen KenngroRen der Nerven von Alter,
Geschlecht oder KoérpergroRe gibt,

e bei Kindern und Jugendlichen mit einem T1DM oder einer CKD im Vergleich zu
einer gesunden Kontrollgruppe bereits Veranderungen des SNP nachweisbar
sind, auch wenn keine polyneuropathischen Symptome vorhanden sind,

e diese Veranderungen mit krankheitsspezifischen Werten assoziiert sind und

e sich die CLSM als Methode zur Friihdiagnostik eignet.
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3. Material und Methoden

Das Protokoll der klinisch experimentellen Querschnittstudie wurde der
Ethikkommission der Universitat Rostock vorgelegt und mit deren Zustimmung
(Votumnummer A-2012-0103) nach den Kriterien der Deklaration von Helsinki in der
Version von 2000 durchgefihrt.

Folgende Ein- und Ausschlusskriterien wurden festgelegt:

Einschlusskriterien:
e Alter unter 18 Jahren
e Patienten (Diabetes mellitus Typ | oder Chronische Nierenerkrankung) und

gesunde Kontrollen

Ausschlusskriterien fir alle Teilnehmenden:
e Tumorerkrankungen in den letzten funf Jahren
e Akute oder chronische Infektionen
e Epilepsien oder andere neurologische Erkrankungen
e ophthalmologische Erkrankungen und/oder ophthalmologische Operationen

innerhalb der letzten funf Jahre

Es wurden T1DM-Patienten der endokrinologischen Ambulanz der Kinder- und
Jugendklinik und CKD-Patienten des KfH-Nierenzentrums der Universitatsmedizin
Rostock (UMR) und Schiiler der Jahrgdange 5 bis 12 des Christopherus Gymnasiums
Rostock informiert und zur freiwilligen Teilnahme an der Studie eingeladen.

Von allen Teilnehmenden liegt eine schriftliche Einverstandniserklarung vor.

Von allen Teilnehmenden wurden

o Alter,

o KorpergroRe (mit einem Stadiometer), Gewicht und BMI und

e Blutdruck (nach Riva Rocci)
bestimmt. Ausgehend von den absoluten Werten wurden nach Kromeyer-Hauschild et
al. (42) die Z-Scores fir KorpergroRe, Gewicht und BMI und nach der NHLBI
Arbeitsgruppe (43) die Z-Scores fiir den Blutdruck ermittelt.
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Von den Patienten wurde zusatzlich
e die Erkrankungsdauer,
e der zur Untersuchung aktuelle Kreatinin-Wert in umol/I,
e die zur Untersuchung aktuelle GFR nach Schwartz in [ml/min/1,73m?],
e die Therapieform,
e das Vorliegen polyneuropathischer Symptome,
e bei TIDM-Patienten
o der zur Untersuchung aktuelle HbAlc-Wert und
o der durchschnittliche HbAlc-Wert der 12 Monate vor der Untersuchung
erfasst.

3.1 Datenerhebung und -verarbeitung

Die Datenerhebung und Datenverarbeitung erfolgte in enger Zusammenarbeit der
Kinder- und Jugendklinik und der Klinik und Poliklinik fir Augenheilkunde der UMR,
dem Institut fir angewandte Informatik in Karlsruhe und dem Translationszentrum fir
Regenerative Medizin Leipzig (Abb. 11).

UMR
Rekrutierung und klinische Untersuchung der Probanden
{n=90)
A 4 A4
CLSM Klinische Untersuchungen
Bildbearbeitung und Analyse
quantitativer morphologischer
KenngrofRen des SNP *

Y Y

UMR

Deskriptive und schlieRende Statistik

Abb. 11: Schematische Darstellung der Datenerhebung und —verarbeitung

* Die Bildbearbeitung erfolgte durch Dr. B. Kéhler, Institiut fiir Angewandte Informatik,
Karlsruhe und die Bildanalyse durch Dr. K. Winter, Translationszentrum fiir Regenerative
Medizin, Leipzig
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3.2 Studienspezifische ophthalmologische Untersuchungen

3.2.1 Erhebung des ophthalmologischen Status

Bei TIDM- und CKD-Patienten wurde ein ophthalmologischer Status erhoben. Dieser
beinhaltete die ophthalmologische Anamnese, die Visusbestimmung mit Schrifttafeln,
die Messung des Augeninnendrucks mit der Non-Contact-Tonometrie, die
Spaltlampenuntersuchung des vorderen Augenabschnittes und nach medikamentoser
Mydriasis des Fundus.

Bei der Kontrollgruppe erfolgte aus Zeitgriinden neben den studienspezifischen
Untersuchungen ausschlief8lich die ophthalmologische Anamnese.

3.2.2 Messung der Kornealen Sensitivitat

Bei allen Teilnehmenden wurde die korneale Sensitivitdit mit dem Cochet-Bonnet-
Asthesiometer bestimmt. Dabei wird mit der Spitze eines 60mm langen Nylonfilaments
mit einem Durchmesser von 0,12mm die Kornea in allen vier Quadranten (superior,
temporal, inferior, nasal) getestet (Abb. 12). Erfolgt keine Reaktion auf die Beriihrung,
wird das Filament um 5mm verkiirzt und damit steifer. Diese Abfolge wird solange
wiederholt, bis eine Reaktion zu verzeichnen ist. Die Lange, bei der eine Reaktion
erfolgt, wird dokumentiert.

Abb. 12: Abbildung des in dieser Studie verwendeten Cochet-Bonnet-Asthesiometers

(A), Messung der kornealen Sensitivitdt bei einer Probandin mit dem Cochet-Bonnet-
Asthesiometer (B), schematische Darstellung der kornealen Quadranten (C)
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3.2.3 Abbildung des subbasalen Nervenplexus mit Konfokaler-Laser-
Scanning-Mikroskopie

3.2.3.1 Bildaufnahme

In dieser Studie wurde ein Heidelberg-Retina-Tomograph Il mit einem Rostock Cornea
Module (HRT II/RCM) verwendet. Beides wurde von der Firma Heidelberg Engineering
GmbH, Heidelberg, hergestellt. Als Lichtquelle diente ein Diodenlaser mit einer
Wellenlange von 670 nm und als Objektiv ein wasserbestandiges Kontaktobjektiv von
Zeiss, (63x/0.95W, 670 nm; Zeiss, Jena/ Deutschland).

Die Aufnahmen mit CLSM erfolgten unilateral, vorzugsweise rechts. Vor der
Untersuchung wurden beide Augen mit einem Lokalanasthetikum (Proparakain-POS®
0,5%; Ursapharm Arzneimittel GmbH, Saarbriicken) betdubt und ein Tranenersatzgel
(Vidisc®; Bausch + Lomb, Berlin) in die Augen gegeben, um ein unwillkirliches Blinzeln
zu vermeiden.

Auf das Objektiv des HRT II/RCM wurde vor jeder Untersuchung eine sterile und
unmittelbar vor der Verwendung mit dem als Kontaktmittel zwischen Kornea und
Objektiv dienenden sterilen Tranenersatzgel gefillte Einwegkunststoffkappe gesetzt
(TomoCap®; Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg).

Danach konnte die Untersuchung unter Kontakt des Mikroskops mit der Kornea
durchgefiihrt werden. Um Augenbewegungen wahrend der Untersuchung moglichst zu
vermeiden, sollte der Proband wahrend der Untersuchung mit dem linken Auge auf

einen Lichtpunkt schauen bzw. einen Punkt im Raum fixieren.

Die Bildaufnahme erfolgte mit einem Oszillationsverfahren (OVS-Modus - oscillating
volume scan), bei dem nacheinander mehrere Fokusserien aufgenommen wurden.
Eine Fokusserie umfasste in der Regel 96 Einzelaufnahmen, die alternierend vom
basalen Epithel durch den SNP und die Bowman-Membran bis in das anteriore
korneale Stroma und wieder zurlick aufgenommen wurden. Der Abstand der einzelnen
Bilder betrug dabei ca. 0,5um. Bei Bedarf wurden mit diesem System in einer
Fokusserie bis zu 120 Einzelbilder aufgenommen und so die Gesamthohe des
abgebildeten Volumens von ca. 48um auf ca. 60um gesteigert. Ein Einzelbild umfasste
384 x 384 Pixel und hatte eine GesamtgréRe von 400 x 400 um.

Es wurden in der Regel dreimal drei Fokusserien in direkt aneinander angrenzenden
kornealen Arealen aufgenommen. Eine Untersuchung dauerte insgesamt ca. 15
Minuten.
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: V. _ 8
Abb. 13: CLSM Untersuchung des SNP bei zwei Studienprobanden

3.2.3.2 Bildzusammensetzung und -optimierung

Die Bildzusammensetzung und —optimierung wurde aufgrund ihrer Komplexitat
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Dr. B. Kohler des Instituts fir
Angewandte Informatik, Karlsruher Institut fiir Technologie, lbernommen.

Die Einzelbilder einer Fokusserie sind aufgrund von Augenbewegungen wahrend der
Untersuchung sowohl zueinander verschoben als auch ineinander verzerrt. Diese
Augenbewegungen treten vermehrt bei schlechter Compliance, aber auch durch
unwillkirliche Mikrosakkaden auf (Geschwindigkeit maximal 120°/s, maximale
Auslenkung 2° (44)).

Ein Einzelbild wird aus vielen Bildpunkten zusammengesetzt. Das HRT II/RCM fahrt den
Bildausschnitt Bildzeile fur Bildzeile ab und zeichnet so das Gesamtbild auf. Um einen
Bildpunkt aufzuzeichnen, benotigt das HRT II/RCM <0,2 ps, fiir eine Bildzeile ca. 65 us
und fir ein Einzelbild ca. 25 ms (45).

Wahrend der Aufnahme eines Bildes kann durch unwillkiirliche Augenbewegungen
eine Verschiebung von ca. 400um auftreten. Dabei kommt es bei nasal-temporalen
Augenbewegungen zu einer horizontalen Scherung und bei inferior-superioren
Augenbewegungen zu vertikalen Stauchungen bzw. Dehnungen.

Um die Bewegungsartefakte zu minimieren, wurden die Einzelaufnahmen einer
Fokusserie in ein dreidimensionales Koordinatensystem transformiert. Auf definierter
Hohe wurden die Einzelbilder in Teilbilder unterteilt und mit den korrespondierenden
Teilbildern des vorherigen und nachfolgenden Einzelbildes abgeglichen. Durch die so
detektierbaren Verzerrungen konnte der Bewegungsverlauf des Auges wahrend der
Bildaufnahme rekonstruiert und Korrekturvektoren fiir die einzelnen Bildzeilen direkt
abgeleitet werden (45).
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In dem rekonstruierten dreidimensionalen Bildstapel einer Fokusserie ist die Grenze
zwischen dem kornealen Epithel und der Bowman-Membran, an der der SNP liegt, gut
identifizierbar (Abb. 14).

m—
100 pm

Abb. 14: Bildstapel einer Foukusserie von SNP-Aufnahmen mit CLSM, (entnommen aus (45))

Aus der 3D-Darstellung wurde eine 2D-Abbildung des SNP errechnet.

Da fiir jeden Probanden mehrere Fokusserien vorlagen, konnten die einzelnen 2D-
Bilder durch (iberlappende Areale zu einem groBeren Mosaikbild zusammengesetzt
werden (Abb. 15). Dadurch wurde ein deutlich groRerer Bereich des SNPs abgebildet,

als der 400 um x 400 um messende Bildausschnitt des HRT II.

Abb. 15: Mosaikbild des SNP eines Probanden (A), Ausschnitt des Mosaikbildes mit
Markierung der daraus errechneten kornealen Parameter (B) CNCP - nervale
Beriihrungspunkte, CNFTo - nervale Tortuositidt, CNFB - Nervenfaserverzweigungen, CNFL -
Nervenfaserldnge, CNFTh - Nervenfaserdicke
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3.2.3.3 Berechnung der morphologischen Daten

Aus den zusammengesetzten Mosaikbildern wurden die morphologischen Daten des
SNP freundlicher Weise von Dr. K. Winter, Translationszentrum flr Regenerative
Medizin in Leipzig, berechnet (Abb. 15).
Zur weiteren Auswertung wurden folgende Parameter betrachtet:
e Nervenfaserldnge pro mm? (CNFL)
o addierte Nervenfaserlange in um pro mm?
e Nervenfaserdichte pro mm? (CNFD)
o Anzahl der Nervenfasern pro mm?
e Nervenfaserverzweigungen pro mm? (CNFB)
o Anzahl der Verzweigungen der Nervenfasern pro mm?
e nervale Beriihrungspunkte pro mm? (CNCP)
o Anzahl der Punkte, an denen Nerven die Grenze eines mm? kreuzen
e Nervenfaserdicke in um (CNFTh)
o Dicke der Nervenfasern in um
e Tortuositat (CNFTo)
o Marker fur die Gewundenheit der Nervenfasern

3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS, Version 21 (IBM SPSS Statistics, SPSS
GmbH, Munich, Germany). Alle Daten wurden auf Normalverteilung getestet und sind
mit Mittelwert £ SD bzw. Median und Range angegeben. Fiir Gruppenvergleiche wurde
der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Bivariate Korrelationsanalysen erfolgten mit
dem Spearman-Rho-Test. Werte p<0,05 wurden als signifikant definiert. Die
graphischen Darstellungen wurden mit Sigmaplot, Version 10.0 (Systat Software
GmbH) erstellt.
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4. Ergebnisse
4.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Die Teilnehmenden wurden entsprechend ihrer Grunderkrankung in drei
Studiengruppen kategorisiert (Abb. 16).

T1DM CKD CON
: n=113 n=50 n=250
Eingeladen n=413 43f/ 70m 19f/ 31m 134f / 116m
n=37 n=19 n=49
Zugesagt n=105 15f/ 22m 10f / 9m 29f / 20m
Teilgenommen n=90 n=29 12f / 17m n=15 8f/ 7m n=46 28f / 18m
(Drop-outs) n=15 (n=8 3f/ 5m) (n=4 2f / 2m) (n=3 1f/ 2m)

Abb. 16: Ubersicht iiber die Studienpopulation, TIDM — T1DM-Patienten, CKD — CKD-
Patienten, CON - Kontrollgruppe

Grinde fir einen Abbruch der Studie trotz Zusage waren in 13 Fallen spontane
Terminabsagen oder Verweigerung der Untersuchung und in zwei Fallen zu starke
Augenbewegungen wahrend der Untersuchung.

Die Grunderkrankungen der CKD-Patienten waren heterogen (Tab. 2).

Tab. 2: Ursachen der Niereninsuffizienz der CKD-Patienten

Alter Erkrankungsdauer
Grunderkrankung
[Jahre] [Monate]
Z.n. HUS bei EHEC-Infektion (n = 7) 14,5 80
Glomerulonephritis/IgA-Nephropathie (n = 5/1) 13,7 43
Nierendysplasie (n = 2) 14,2 130

Angabe des gemittelten Alters und der Erkrankungsdauer, HUS — Hédmolytisch
Urémisches Syndrom, EHEC — Enterohdmorrhagische Escherichia coli
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Die anthropometrischen und klinischen Daten der Studiengruppen sind in Tab. 3

zusammengefasst.

Tab. 3: Anthropometrische und klinische Daten der Studiengruppen

TiDM CKD CON
n=29 n=15 n=46
Alter [Jahre] 14,3+2,5 14,1+2,3 14,8+1,9
GroRe [Z-Score] -0,05 +0,79* -0,17 +1,11* 0,61+1,18*
Gewicht [Z-Score] 0,17 +0,93 0,33+1,07 0,44 +1,01
BMI [Z-Score] 0,25+0,91 0,44+1,18 0,25 +0,86
RR syst. [Z-Score] 1,78 +1,24 1,35+0,86 1,14+1,12
RR diast. [Z-Score] 0,77 £0,71 0,86 + 0,80 0,27 £0,85
Erkrankungsdauer [Monate] 64,2 +49,9 71,7 £ 53,5
Mean-HbAlc-Wert [%] " 8,6+1,5
HbAlc-Wert [%] 8,7+2,0
GFR nach Schwartz [ml/min/1,73m?] 1152+32,6° 91,5+46,6°

Angabe von Mittelwert + SD der anthropometrischen und klinischen Daten
"Durchschnitt der HbAlc-Werte der letzten 12 Monate vor Studienteilnahme

*# 9 p<0,05 bezogen auf den Vergleich zwischen Gruppen mit dem gleichen Symbol

Nach Aktenlage wies keiner der Probanden zum Zeitpunkt der Studie

polyneuropathische Symptome auf.

34



4.2 Studienspezifische ophthalmologische Untersuchungen der
Patienten und Kontrollen

4.2.1 Ophthalmologischer Status und Test der kornealen Sensitivitat

Alle Teilnehmenden hatten auf dem mit CLSM untersuchten Auge mit Korrektur einen
Visus von mindestens 1,0. Der Augeninnendruck war bei allen Teilnehmenden normal
und die Hornhaut regelrecht. Die Reaktion auf das Nylonfilament des Cochet-Bonnet-
Asthesiometers erfolgte bei allen in voller Linge.

Bei den Kontrollen lagen anamnestisch keine ophthalmologischen Auffalligkeiten vor.
Bei der Spaltlampenuntersuchung zeigten sich bei TIDM-Patienten weder im vorderen
noch im hinteren Augenabschnitt diabetische Veranderungen.

Bei CKD-Patienten zeigte sich bei 10 Probanden ein altersentsprechender Befund ohne
Hinweise auf Schaden. Bei zwei Probanden zeigte sich ein Fundus Hypertonikus Grad 1
bzw. eine Tortuositas der Gefae an beiden Augen. Drei der CKD-Patienten lehnten die
Untersuchung an der Spaltlampe ab.
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4.2.2 Morphologie des subbasalen Nervenplexus

Der subbasale Nervenplexus konnte bei 90 Teilnehmenden mit der CLSM abgebildet

werden. Typische Bilder fur Vertreter der drei Gruppen sind in Abb. 17 dargestellt. Eine

Ubersicht (iber die morphologischen Parameter des SNP gibt Tab. 4.

Abb. 17: Exemplarische SNP-Bilder der Studiengruppen: TIDM (A), CKD (B) und CON (C)

Tab. 4: Ubersicht iiber die kornealen Parameter der Studiengruppen T1DM, CKD, CON

Korneale Parameter T1DM CKD CON
18,70 21,78 22,34
CNFL [um]
(8,83 -30,45) (11,12 -38,46) (9,87 —34,03)
250,09 285,85 252,08

CNFD pro 1mm?

CNFB pro 1mm?

CNCP pro 1mm?

CNFTh [um]

CNFTo

(83,97 — 503,30)

134,87
(27,93 - 302,29)

73,50
(10,57 — 159,01)

2,19
(2,14 - 2,30)

0,084
(0,076 — 0,094)

Werte in Median und Range angegeben
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(139,62 — 903,72)

160,21
(63,69 — 570,69

63,14
(35,51 — 136,27)

2,21
(2,16 — 2,44)

0,084
(0,075 - 0,091)

(125,51 — 640,98)

123,44
(52,45 — 396,77)

77,31
(22,63 — 152,78)

2,21
(2,15 - 2,33)

0,081
(0,071 - 0,090)



4.2.2.1 Morphologie der Nerven bei gesunden Kontrollen

Bei gesunden Kontrollen waren die kornealen Parameter weder geschlechts- noch
altersabhangig (Abb. 18).
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Abb. 18: Darstellung der betrachteten kornealen Parameter in Abhéngigkeit von Alter
und Geschlecht (A-F), ® Mddchen; o Jungen
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4.2.2.2 Vergleich des subbasalen Nervenplexus zwischen T1DM-Patienten, CKD-

Patienten und gesunden Kontrollen

Die SNP-Befunde bei T1DM-, CKD-Patienten und Kontrollen sind in Abb. 19

dargestellt.
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Abb. 19: Vergleich der SNP-Befunde bei T1DM-Patienten, CKD-Patienten und
Kontrollen, signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den Gruppen sind durch *
markiert, die Werte sind mit Mittelwert und SD dargestellt
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Anders als bei gesunden Kontrollen und CKD-Patienten unterschieden sich CNCP und
CNFTo bei Madchen und Jungen mit T1DM signifikant (Abb. 20). Da diese Unterschiede
weder bei anderen kornealen Parametern noch in den beiden anderen Studiengruppen

auftraten, wurde auf eine geschlechtsspezifische Unterscheidung verzichtet.

JdA p=0,024 °* B |

150 S e e 5=0012 » 0,095
125 I -
£ . -+ ~- 0,090 o
g 100 -|- T 2
o 79 - 0,085 Z
&) == O
Z 50 +
@ s - 0,080

25 - l
0 T T T T 0,075
Madchen  Jungen Madchen  Jungen

Abb. 20: Signifikante Assoziation des Geschlechts mit CNCP (A) und CNFTo (B) bei
T1DM-Patienten

Bei TIDM-Patienten waren CNFL und CNFTh im Vergleich zu Kontrollen signifikant
verringert und die CNFTo signifikant erhéht (Abb. 21).
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Abb. 21: Signifikante Unterschiede des SNP zwischen T1DM-Patienten und Kontrollen
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CNFTo

Die Unterschiede zwischen T1DM-Patienten und gesunden Kontrollen waren
unabhangig davon, ob der T1DM bereits Uber 5 Jahre bestand oder im Jahr vor der
Untersuchung im Durchschnitt ein erhéhter HbAlc (27,5%) bzw. stark erhohter HbA1lc
(210,0%) vorlag.

Die CNFL nahm von Kontrollen Uber CKD-Patienten hin zu den T1DM-Patienten ab.
Auch CNFD, CNFB und CNCP waren bei den TIDM-Patienten tendenziell, wenn auch

nicht signifikant niedriger als bei den CKD-Patienten.

Bei CKD-Patienten war die CNFTo im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhoht
(Abb. 22A). Wenn nur CKD-Patienten mit einer Erkrankungsdauer von mindestens flinf
Jahren in die Analyse eingeschlossen wurden, trat der Unterschied in der CNFTo
deutlicher hervor (Abb. 22B). Eine Korrelation zwischen der Erkrankungsdauer und

CNFTo konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.
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.
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0,080 ~ ‘ - 0,080
. l l - 0,075
T

0,090

CNFTo

0,075 H

T T T 0,070
CKD CON CKD CON

0,070

Abb. 22: Signifikanter Unterschied der CNFTo zwischen allen CKD-Patienten und
Kontrollen (A) und zwischen CKD-Patienten mit einer Erkrankungsdauer >60 Monaten
und Kontrollen (B)

Die Korrelationsanalyse der kornealen Parameter zeigte, dass bei T1DM-, CKD-
Patienten und Kontrollen zwischen CNFL, CNFD, CNFB, CNCP und CNFTo signifikante
Assoziationen bestehen (Abb. 23). Bei den T1DM-Patienten gab es zusatzlich
signifikante Korrelationen zwischen CNFTo, CNFL und CNCP (Abb. 24).
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Abb. 24: Signifikante Korrelationen kornealer Parameter bei T1DM-Patienten, die bei

den Kontrollen nicht nachweisbar waren

Zwischen den anthropometrischen und den kornealen Parametern gab es keine

signifikanten Korrelationen.

Erkrankungsdauer, Therapieform, HbAlc-Wert (bei TIDM-Patienten) und CKD-Stadium
und Retentionswerte (bei CKD-Patienten) hatten keinen signifikanten Einfluss auf
korneale Parameter.

Zwischen CNFTo und der Insulin-Tagesdosis wurde eine signifikante positive
Assoziation beobachtet (Abb. 25).
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Abb. 25: Signifikante Korrelation zwischen CNFTo und Insulin-Tagesdosis bei TIDM-Patienten
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5. Diskussion

In dieser Studie wurde der SNP von Kindern und Jugendlichen mit einem T1DM oder
einer CKD mit CLSM untersucht und die Ergebnisse mit einer gesunden Kontrollgruppe

verglichen.

Hintergrund der Studie war die Frage, ob bereits bei Kindern und Jugendlichen mit
T1DM oder CKD frith im Krankheitsverlauf Veranderungen der Nerven messbar sind,
und ob sich diese Veranderungen dhneln.

Da nicht bekannt war ob und ggf. wie sich der SNP mit Alter und zwischen dem
Geschlecht verandert, wurde eine Kontrollgruppe in die Studie eingeschlossen.

Die morphologischen Parameter des SNP zeigten keine Abhangigkeiten von Alter oder
Geschlecht.

Sowohl bei den T1DM- als auch bei den CKD-Patienten waren trotz relativ geringer
Erkrankungsdauer und milder renaler Funktionseinschrankung (CKD-Patienten) und
obwohl zum Zeitpunkt der Studie bei keinem der erkrankten Kinder und Jugendlichen
ophthalmologische oder neuropathische Folgeschaden bekannt waren, deutliche
Veranderungen des SNP mit CLSM nachweisbar. Diese betrafen vor allem CNFL und
CNFTo.

Daraus lasst sich einerseits schlieRen, dass es bei TIDM und CKD bereits sehr frith im
Krankheitsverlauf zu messbaren Schaden an diinn- und unmyelinisierten Nervenfasern
kommt. Andererseits kann bestatigt werden, dass mit der CLSM sehr frihe
Nervenschaden diagnostiziert werden kénnen und sie damit eine geeignete Methode

fir eine Frihdiagnostik ist.

5.1 Aktuelle Forschungsergebnisse zur Untersuchung des SNP mit
CLSM

Tab. 5 gibt eine Ubersicht {iber aktuelle Studien zu Verdnderungen des SNP bei
Patienten mit Diabetes mellitus.

Es sind insgesamt elf Studien aufgefiihrt, von denen vier ausschlieRlich T1DM-
Patienten und eine Studie ausschlielich T2DM-Patienten untersuchte, in die restlichen
sechs Studien wurden sowohl TIDM- als auch T2DM-Patienten eingeschlossen. Uber
diese Studien liegen zwei Reviews von E. De Clerck und E. Wang von 2015 vor, die in
der Tabelle nicht aufgefiihrt sind (46,47).
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Sellers et al. untersuchten als einzige Kinder und Jugendliche. Sie konnten sowohl bei
T1DM- als auch bei T2DM-Patienten die gute Anwendbarkeit der CLSM, jedoch keine
Veranderungen kornealer Nerven nachweisen (48).

Bei erwachsenen Patienten konnten sowohl bei T1DM als auch bei T2DM
Veranderungen der CNFL, CNFD, CNFB, CNCP und CNFTo nachgewiesen werden. Die
Veranderungen nahmen bei Patienten mit DPN zu (46,47,49-52).

Korrelationen kornealer Parameter mit dem HbAlc-Wert oder der Erkrankungsdauer
waren in vier Studien signifikant (53-56).

Tavakoli et al. konnten nachweisen, dass sich die Nerven des SNP durch bessere
Diabeteseinstellung wieder erholen kénnen.

So konnte bei T1DM-Diabetikern sechs Monate nach simultaner Nieren- und
Pankreastransplantation mit der CLSM eine Zunahme von CNFB und 12 Monate nach
Operation zusatzlich eine Verbesserung der CNFD und CNFL nachgewiesen werden,
auch wenn mit ENG oder NSS keine Verbesserungen messbar waren (57).

Bei TIDM- und T2DM Diabetikern mit milder bis moderater Polyneuropathie fihrte
eine verbesserte Einstellung von HbAlc, Blutdruck und Serumcholesterin Gber 24

Monate zu einer signifikanten Zunahme von CNFD und CNFB (55).
Von CKD-Patienten gibt es bislang noch keine Untersuchungsergebnisse des SNP. Da

die DPN und UPN &hnliche Nervenveranderungen aufweisen, sind dhnliche SNP

Veranderungen wahrscheinlich.
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Tab. 5: Ubersicht iiber aktuelle Studienergebnisse zur Untersuchung des SNP bei Diabetikern mit CLSM

Alter
Autor/Jahr DM Typ n Charakteristika des SNP
[Jahre]
) CNFLJ/, CNFD{, und CNFB,
C. Dehghani 2014 (53) 147 >18 ) )
neg. Korrelation zw. CNFD und HbA1c; CNFB und Erkrankungsdauer/Zigarettenkonsum
Patienten ohne DPN: keine signifikanten Veranderungen
K. Edwards 2012 (54) [+l 231 >18 Patienten mit milder DPN: gegeniiber Kontrollen/Patienten ohne DNP CNFL{, und CNFB ,
neg. Korrelationen zw. CNFL und HbA1c / Erkrankungsdauer
CNFL{,, CNFD{, und CNFTO
F. Ishibashi 2012 (56) I 38 >18 Verdanderung bei Patienten mit DPN am starksten
neg. Korrelation zw. CNFL / CNFD und HbA1c
o Patienten mit milder/moderater DPN: CNFTo 1 nicht signifikant
P. Kallinikos 2004 (49) [+11 18 >18 i i o
Patienten mit schwerer DPN: CNFTo 1 signifikant
CNFL{ und CNFB{,
N. Pritchard 2014 (50) 242 >18

Verdanderung bei Patienten mit DPN am starksten
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Alter

Autor/Jahr DM Typ n Charakteristika des SNP
[Jahre]
CNFLY
[+11 43 >18 B S ] .
M. Stem 2014 (51) Veranderung bei Patienten mit DPN am starksten
E. A. Sellers 2013 (48) [+l 12 <18 CLSM gut toleriert, CNFL, CNFD, CNFB und CNFTo unverandert zur Kontrollgruppe
Nach 24 Monaten mit verbesserter Einstellung von HbA1c, Blutdruck und Blutfetten:
) CNFD, CNFB, CNFToD und CNFL unverandert
M. Tavakoli 2011 (55) [+11 25 >18 ) )
Korrelation zwischen CNFD und HbA1c
Multivariate Korrelationen der anderen kornealen Parameter mit klinischen Parametern
) Simultane Nieren-Pankreastransplantation
M. Tavakoli 2013 (57) 15 >18 . .
6 Monate spater: CNFB / 12 Monate spater: CNFL und CNFD D
A. Zhivov 2013 (52) [+11 18 >18 CNFLJ/, CNFD,, CNFB{ und CNCP,
CNFL{,, CNFD{,, CNBD\,, CNCP, und CNFTh{,
D. Ziegler 2014 (58) Il 86 >18

entspricht nicht zwangslaufig Befunden einer friihen Hautbiospie
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5.2 Veranderungen des SNP bei TIDM- und CKD-Patienten

Unsere Befunde sprechen dafiir, dass bei TIDM-Patienten und CKD-Patienten bereits
frih im Krankheitsverlauf und bei teilweise milder Krankheitsaktivitdit komplexe
Veranderungen an den kornealen Nervenfasern existieren, auch wenn keine

polyneuropathischen Symptome vorliegen.

Das widerspricht der Studie von Sellers et al., die bei Kindern und Jugendlichen mit
T1DM oder T2DM zwar die gute Anwendbarkeit der CLSM, nicht aber Veranderungen

des SNP nachweisen konnten (48).

Analog zu den Befunden bei erwachsenen T1/T2DM-Patienten konnten wir signifikante
Veranderungen an CNFL, CNFTo, und CNFTh nachweisen. Dies ist um so
beachtenswerter, da  Begleiterkrankungen bei  unserer Patientengruppe
vernachlassigbar waren.

Bei T1DM-Patienten waren CNFL, CNFTh und CNFTo, bei CKD-Patienten CNFTo
signifikant verandert. Eine Erklarung fir das unterschiedliche Ausmall der
Veranderungen kdnnte die ausgepragtere ,Krankheitsaktivitat” bei TIDM-Patienten
sein. Bei TIDM-Patienten war der HbA1C-Wert im Schnitt erhoht, wahrend bei CKD-
Patienten zum  Untersuchungszeitpunkt meist nur eine milde renale
Funktionseinschrankung vorlag. Viele der von uns untersuchten CKD-Patienten erlitten
mehrere Monate vor Studieneinschluss eine akute Nierenschadigung mit starker
Funktionseinschrankung, die sich im Laufe der Zeit wieder deutlich erholte. Trotzdem
werden diese Patienten weiterhin in der nephrologischen Ambulanz betreut, um
mogliche Spatschaden der akuten Erkrankung und der noch immer bestehenden
Funktionseinschrankung so gut wie moglich zu vermeiden. Aus anderen Studien ist
bekannt, dass sich die Nerven bei Verbesserung der Nierenleistung wieder
regenerieren kdnnen (21,27).

Die Erkrankungsdauer war bei TIDM- und CKD-Patienten dhnlich.

In einigen Studien zeigten sich Korrelationen der CNFL und CNFD mit dem HbAlc und
der CNFB mit der Erkrankungsdauer und dem Nikotinkonsum (53-56). Diese
Korrelationen konnten in unserer Studie nicht reproduziert werden, u.a. da keiner der

Probanden rauchte.

Die Zunahme der CNFTo bei CKD-Patienten mit einer Erkrankungsdauer von =60

Monaten im Vergleich zu gesunden Kontrollen, spricht fir eine Abnahme der
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Nervenqualitat mit zunehmender Erkrankungsdauer und/oder fortschreitendem CKD-
Stadium. Auch wenn in dieser Studie keine direkte Korrelation der kornealen
Parameter mit der Erkrankungsdauer besteht. Dafiir spricht, dass von CKD-Patienten
mit einer Erkrankungsdauer 260 Monaten 4/7 Probanden im CKD-Stadium IlI-IV waren
und von den CKD-Patienten mit einer Erkrankungsdauer <60 Monaten 8/8 Probanden
im CKD-Stadium I-II.

Bei TIDM-Patienten zeigten sich in unserer Studie negative Korrelationen der CNFTo
mit der CNFL und CNCP, die aus anderen Studien nicht vorbeschrieben sind. Sie
koénnen als Zeichen einer friihzeitigen Nervenschadigung interpretiert werden, da eine
Veranderung dieser drei Parameter flir die Abnahme der Nervenqualitat typisch ist
(52,56,59).

Des Weiteren war bei TLDM-Patienten zwischen Insulin-Tagesdosis und der Tortuositat
eine signifikant positive Korrelation nachweisbar, die in dieser Form nicht
vorbeschrieben ist. Aus der Hohe der Insulin-Tagesdosis lasst sich weder auf eine
schlechte TIDM-Einstellung noch auf die Erkrankungsdauer schlieBen. Damit muss die

Interpretation dieser Assoziation zunachst offen bleiben.
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5.3 Grenzen der vorliegenden Arbeit

An dieser Studie haben 46 gesunde Probanden, 29 T1DM-Patienten und 15 CKD-
Patienten teilgenommen.

Statt der erwarteten Anzahl von 105 Kindern und Jugendlichen haben "nur" 90
erfolgreich an der Studie teilgenommen. Nur in zwei Fallen war der Studienabbruch
auf eine schlechte Compliance wahrend der CLSM zurlickzufihren. In den Ubrigen
Fallen wurde die Zusage spontan und ohne Angabe von Griinden zuriickgezogen bzw.

die angebotenen Untersuchungstermine wurden als unpassend abgelehnt.

Die Gruppe der CKD-Patienten, als die kleinste Studiengruppe, war sehr heterogen.
Dies betrifft sowohl die Ursachen als auch die Stadien der CKD. Zwischen den Ursachen
der CKD und den Veranderungen am SNP bestehen wahrscheinlich nur geringe
Zusammenhange. Lediglich bei hereditdren (syndromalen) Erkrankungen, die auch mit
neuronalen Schaden assoziiert sind, waren vermutlich auch spezifische Aberrationen
des SNP zu erwarten. In allen anderen Fallen dirfte die durch die chronische
Niereninsuffizienz bedingte metabolische Adaptation und damit die Krankheitsdauer
und das Krankheitsstadium fiir die Veranderungen am SNP von groRerer Bedeutung
sein. Daher ware es durchaus sinnvoll, die CLSM in einer prospektiven und ggf.
multizentrischen Studie mit longitudinaler Beobachtung der Patienten und paralleler
Erfassung von Nierenfunktion und SNP zu integrieren. Dadurch koénnen
Zusammenhange zwischen Aktivitat der Grunderkrankung und Schaden des SNP

erfasst werden.

Eine Assoziation der kornealen Parameter mit dem Geschlecht war zwar bei TIDM-
Patienten, aber weder bei der Kontrollgruppe noch bei den CKD-Patienten
nachweisbar. Diese Beobachtung wurde von uns nicht weiter verfolgt. Es ist denkbar,
dass die Assoziation bei TIDM-Patienten an einen oder mehrere Parameter gekoppelt

ist, die in dieser Studie nicht erfasst wurden.
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5.4 Ausblick

Unsere Studie weist darauf hin, dass die CLSM auch in der Padiatrie fir die
Untersuchung des SNP und damit fiir klinisches Monitoring und zur Frithdiagnostik von
Nervenveranderungen im Rahmen einer DPN oder UPN geeignet ist.
Vorteile der Untersuchung des SNP mit CLSM sind:
e Die Methode ist nicht invasiv und wird auch von Kindern und Jugendlichen gut
toleriert.
e Es ist ein objektives Messverfahren und dadurch nicht von dem subjektiven
Empfinden der Untersuchten abhangig.
e Es werden AS- und C-Fasern untersucht, die bei DPN und UPN als erstes
geschadigt werden.
e Derindividuelle Verlauf wird dokumentiert.
o Die Untersuchung kann vom Augenarzt durchgefiihrt werden und mit bereits
bestehenden regelmaligen Kontrollen verbunden werden.
Nachteile der Methode sind:
e Die Rekonstruktion und Auswertung der SNP-Bilder ist sehr aufwendig.
e Das medizinische Personal muss in der Methode neu ausgebildet werden.

e Es gibt keine Grenzwerte fur gesunde/verdnderte Nerven.

Der am starksten limitierende Faktor eines Einsatzes der CLSM als Routineverfahren in
der Polyneuropathie-Diagnostik ist der hohe rechentechnische Aufwand fir die
Rekonstruktion und Auswertung der Bilder. Parallel zur weiteren Erforschung von
klinischen Zusammenhangen sollte daher auch die Entwicklung einer automatisierten
Bildanalyse vorangetrieben werden. Erst dann ist das Verfahren fiir die klinische
Routine wirklich einsatzfahig und longitudinale Untersuchungen sind im Rahmen der
bereits bestehenden etablierten Untersuchungsablaufe méglich. Dann kénnte man
auch individuell Gberprifen, ob sich unter der aktuellen Therapie Nervenschaden

entwickeln und ob diese durch Therapiedanderungen beeinflusst werden.

Weitere Untersuchungen an gesunden Probanden sind notwendig, um physiologische
Grenzwerte der betrachteten KenngrofRen des SNP festzulegen. Die Erstellung solcher
Referenzwerte wird dadurch erleichtert, dass es offenbar keine Abhangigkeit von Alter,
Geschlecht und korperlicher Entwicklung gibt. Mit solchen Daten kdnnte ab der ersten

Untersuchung eine Aussage Uber die Nervenqualitat getroffen werden.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser klinisch experimentellen Querschnittstudie war es, den subbasalen
Nervenplexus der Kornea bei gesunden Kindern und Jugendlichen und bei
padiatrischen Patienten mit T1DM oder CKD mit Konfokaler-Laser-Scanning-
Mikroskopie zu untersuchen. Es sollte differenziert werden, ob die Methode bei
padiatrischen Patienten anwendbar ist, ob es bei gesunden Probanden in Abhangigkeit
von Alter und oder Geschlecht zu Veranderungen des SNP kommt und ob es im
Rahmen eines T1DM oder einer CKD schon frih im Krankheitsverlauf zu
morphologischen Veranderungen des SNP als Indikator neuronaler Veranderungen
kommt. Der SNP besteht aus sensiblen diinn- und unmyelinisierten AS- und C-Fasern,
die dem Nervus trigeminus entspringen. Es ist bekannt, dass diese Fasern bei DPN und

UPN als erstes und erst im Verlauf Aa-y-Fasern geschadigt werden.

Es wurden 46 gesunde Kontrollen (Alter 14,8 + 1,9 Jahre), 29 T1DM-Patienten (Alter
14,3 + 2,5 Jahre, Erkrankungsdauer 64,2 + 49,9 Monate) und 15 CKD-Patienten (Alter
14,1 + 2,3 Jahre, Erkrankungsdauer 71,7 + 53,5 Monate) in die Studie eingeschlossen.
Keiner der Probanden hatte zum Zeitpunkt der Untersuchung Symptome einer
Polyneuropathie oder eine herabgesetzte korneale Sensitivitat. Aufgrund des jungen
Alters der Probanden koénnen Einflisse von Alters- und Lebensstil-assoziierten
Erkrankungen sowie Folgeerkrankungen vernachlassigt werden. Von allen
Teilnehmenden wurde der SNP des rechten Auges mit CLSM in mehreren Fokusserien
im Z-Scan untersucht und durch Rekonstruktion der Bilderserien Mosaikbilder des SNP
erstellt. Ausgehend von diesen Mosaikbildern wurden CNFL, CNFD, CNFB, CNCP, CNFTh
und CNFTo ermittelt und die Ergebnisse der unterschiedlichen Gruppen miteinander
verglichen. Die kornealen Parameter zeigten keine Abhangigkeit vom Alter oder
Geschlecht.

In dieser Studie konnten erstmals Veranderungen des SNP bei Kindern und
Jugendlichen mit TIDM oder CKD festgestellt werden und das obwohl bei keinem der
Probanden polyneuropathische Symptome vorlagen. Die Veranderungen waren bei
T1DM-Patienten starker ausgepragt als bei CKD-Patienten. Bei TLDM-Patienten waren
CNFL und CNFTh im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erniedrigt und die CNFTo
signifikant erhoht. Bei CKD-Patienten war die CNFTo signifikant erhoht.

Die messbaren Veranderungen des SNP sprechen dafiir, dass sowohl bei TIDM- als
auch bei CKD-Patienten diinn- und unmyelinisierten AS- und C-Fasern sehr frith im

Krankheitsverlauf geschadigt werden und das DPN und UPN &hnlich verlaufen.
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7. Thesen

Ziel dieser klinisch experimentellen Querschnittstudie war es, den subbasalen
Nervenplexus der Kornea (SNP) bei Kindern und Jugendlichen mit Typ 1 Diabetes
mellitus (T1DM) oder chronischer Niereninsuffizienz (CKD) mit Konfokaler-Laser-
Scanning-Mikroskopie (CLSM) zu untersuchen und zu differenzieren, ob im Rahmen
des T1IDM oder der CKD friih im Krankheitsverlauf morphologische Veranderungen der
Nervenfasern auftreten, die auf Nervenschdaden und eventuelle Gemeinsamkeiten
beider Erkrankungen hinweisen.

Es wurden 46 gesunde Kontrollen (Alter 14,8 + 1,9 Jahre), 29 T1DM-Patienten (Alter
14,3 + 2,5 Jahre, Erkrankungsdauer 64,2 + 49,9 Monate) und 15 CKD-Patienten (Alter
14,1 + 2,3 Jahre, Erkrankungsdauer 71,7 + 53,5 Monate) in die Studie eingeschlossen.
Keiner der Probanden hatte zum Zeitpunkt der Untersuchung Symptome einer

Polyneuropathie oder eine herabgesetzte korneale Sensitivitat.

1. Der SNP besteht aus sensiblen diinn- und unmyelinisierten A8- und C-Fasern, die
dem Nervus trigeminus entspringen.

2. Dinn- und unmyelinisierte Fasern werden bei DPN und UPN als erstes und im
Verlauf Aa-y-Fasern geschadigt.

3. Die CLSM ist ein nicht-invasives, gut toleriertes Messverfahren, mit dem objektiv
Veranderungen an Ad- und C-Fasern des SNP festgestellt werden kdénnen.

4. Bei Kindern und Jugendlichen mit chronischen Erkrankungen kdnnen Alters- und
Lebensstil-assoziierte Komorbiditdten und ihre Auswirkungen auf den SNP in der
Regel vernachladssigt werden.

5. Die morphologischen KenngréRen der Nervenfasern des SNP sind nicht mit Alter
oder Geschlecht assoziiert.

6. Bei Kindern und Jugendlichen mit TIDM oder CKD treten Verdanderungen des SNP
auf, die fiir eine Schadigung der diinn- und unmyelinisierten AS- und C-Fasern friih
im Krankheitsverlauf sprechen.

7. Ahnlichkeiten der Schidigungen des SNP bei Patienten mit TIDM oder CKD
sprechen fir einen dhnlichen Verlauf der DPN und UPN.

8. Dadie morphologischen Veranderungen sehr friih im Krankheitsverlauf und in
Abwesenheit polyneuropathischer Symptome auftreten, kdnnen diese als
Biomarker und die CLSM als geeignete Methode der Friihdiagnostik verwendet

werden.
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