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EINLEITUNG

. EINLEITUNG

Diabetes mellitus (D.m.) und seine Folgeerscheinungen nehmen im Rahmen des de-
mografischen Wandels immer mehr an Bedeutung zu. Im Zuge dessen wird es immer
wichtiger, Praventionsmalinahmen zu betreiben, die eine Exazerbation der Erkran-
kung verhindern. Dies wiederum verlangt Biomarker oder Surrogatparameter, welche
eine bestimmte Pradisposition beschreiben. Diese Marker sollten, wenn maglich,
schnell, bequem, nichtinvasiv ermittelbar und zuverlassig sein. Inhalt dieser Arbeit ist
die Evaluierung der Mdglichkeit einer nichtinvasiven diagnostischen Methode zur Be-
urteilung und Fraherkennung der diabetischen Neuropathie beziehungsweise Retino-
pathie. Dazu werden zusatzlich zu den gangigen Parametern der diabetischen Neuro-
pathie (Neuropathie Defizit Score, Neuropathie Symptom Score) und Retinopathie,
Alterationen des subbasalen Nervenplexus der Hornhaut mittels konfokaler In-vivo-

Mikroskopie qualitativ und quantitativ analysiert.
Im Rahmen der Studie wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. Welche Rolle spielt eine Quantifizierung des subbasalen Nervenplexus zur De-

finition der Stadieneinteilung der diabetischen Neuropathie?

2. Welche Korrelationen bestehen zwischen Vorhandensein einer diabetischen
Retinopathie, Neuropathie sowie Veranderungen des subbasalen Nervenple-

xus?

3. Ist eine Hornhautanalyse vergleichbar oder sogar verlasslicher als diabetolo-
gisch beziehungsweise neurologisch bestimmbare Parameter? Ist damit even-
tuell die Nervenfaserreduktion ein mdglicher Surrogatparameter flr eine Neu-

ropathie?

1. GRUNDLAGEN
2.1 DIABETES MELLITUS
2.1.1 DEFINITION

Laut der evidenzbasierten Leitlinie der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) [1] ist
der Diabetes mellitus eine durch den Leitbefund chronische Hyperglykamie charakte-
risierte Regulationsstérung des Stoffwechsels, der entweder eine gestorte Insulinsek-

retion oder eine verminderte Insulinwirkung oder auch beides zugrunde liegt.
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2.1.2 KLASSIFIKATION

Die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) gab bereits 1965 Empfehlungen zur Klassifi-
kation und Diagnostik des Diabetes mellitus. Diese Kriterien wurden 1997 durch die
Amerikanische Diabetesgesellschaft (ADA) revidiert und durch neue Empfehlungen
erganzt, welche 2000 durch die WHO [2] und die Deutsche Diabetesgesellschaft

(DDG) bestatigt und in die aktuelle evidenzbasierte Leitlinie Gbernommen wurden.

Der Typ 1 Diabetes ist durch eine progrediente Zerstorung der insulinproduzierenden
B-Zellen in den Langerhans’schen Inseln des Pankreas charakterisiert. Es besteht ein
Insulinmangel mit einem Insulinmangelsyndrom, welches durch die klinischen Zeichen
Polyurie, Polydipsie, Ketoazidose und Gewichtsverlust gekennzeichnet ist. Der Insu-
linmangel manifestiert sich in Form einer gestorten Glukosetoleranz Uber mafig er-
hohte Nuchternblutglukosewerte bis hin zur abrupt einsetzenden absoluten Insulinbe-
durftigkeit mit ketoazidotischer Stoffwechselentgleisung und moéglichem Bewusst-
seinsverlust. Vorrangig tritt der Typ 1 Diabetes in jungeren Lebensjahren auf, kann
sich aber auch im spateren Lebensalter manifestieren. In der Regel beginnt er abrupt
mit plotzlich einsetzenden Beschwerden und Symptomen. 15 bis 25 Prozent der
schweren, bis zum Bewusstseinsverlust fuhrenden ketoazidotischen Stoffwechselent-
gleisungen, stellen als ,Manifestationskoma“ den Beginn der Krankheit dar [3]. Jedoch
kann sich der Insulinmangel zunachst auch nur als gestorte Glukosetoleranz zeigen.
In solchen Fallen fuhrt eine akute Stoffwechselbelastung, zum Beispiel durch Infekte
oder Operationen, zur Entgleisung in eine haufig schwere Ketoazidose. In anderen
Fallen wiederum, vor allem bei Patienten, bei denen sich der Typ 1 Diabetes erst im
Erwachsenenalter manifestiert (latent autoimmune diabetes in adults, LADA), bleibt
uber Jahre eine Restfunktion der B-Zellen erhalten, die eine ketoazidotische Stoff-

wechselentgleisung verhindert [4].

Der Typ 2 Diabetes ist eine Erkrankung, die selten zu schweren Stoffwechselentglei-
sungen, aber haufig zu schwerer Mikro- und Makroangiopathie sowie Neuropathie fuh-
ren kann. Er stellt die haufigste Form des Diabetes mellitus in Deutschland dar. Es
besteht eine phanotypische Variabilitat mit unterschiedlich schwer ausgepragten Sto-
rungen der Insulinwirkung und der Insulinsekretion bei den meist Ubergewichtigen Pa-
tienten. FUr den Typ 2 Diabetes besteht eine genetische Determinierung. Die zugrun-
deliegenden genetischen Faktoren sind im Detail noch unbekannt. In Untersuchungen

an eineiigen Zwillingen wurde beobachtet, dass zu circa 90 Prozent beide Geschwister
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an einem Typ 2 Diabetes erkrankten [5, 6]. Die genetische Penetranz ist demzufolge
sehr hoch. Der Pathomechanismus fur die Entstehung des Typ 2 Diabetes beruht auf
einer gestorten Insulinsekretion [7-11] und/oder einer Insulinresistenz [9, 12-15]. Beim
Typ 2 Diabetes besteht keine autoimmune Zerstérung der B-Zellen. Neben der gene-
tischen Disposition spielen Ubergewicht, unausgewogene und einseitige Erndhrung
sowie mangelnde korperliche Aktivitat und hoheres Lebensalter eine ausschlagge-
bende Rolle. Die Stammfettsucht gilt als unabhangiger Risikofaktor fur die Manifesta-
tion eines Typ 2 Diabetes [16-21]. Dieser kann in seltenen Fallen auch bei Jugendli-
chen auftreten [22-24]. Tabelle 1 stellt die nosologische Klassifikation des Diabetes

mellitus mit weiteren Unterformen nach ADA dar.

2.1.3 EPIDEMIOLOGIE

Im Rahmen der 46. Jahrestagung der Deutschen Diabetes-Gesellschaft wurde, zu-
sammengefasst aus verschiedenen Datenquellen, die Haufigkeit des diagnostizierten
Typ 2 Diabetes in der erwachsenen Bevdlkerung in Deutschland mit etwa acht Prozent
(sechs Millionen) angegeben [25]. Der aktuelle Diabetes-Atlas der International Diabe-
tes Federation (IDF) gibt sogar eine Haufigkeit von zwolf Prozent an [26]. Demzufolge
wird die Zahl der Menschen mit Diabetes in Europa bis 2030 um 20 Prozent ansteigen.
Anhand einer Studie des Deutschen Diabetes-Zentrums Disseldorf (DDZ) ist ein mog-
licher Anstieg um mehr als 1,5 Millionen [24] in Deutschland bis 2030 in der Alters-
klasse der 55- bis 74-Jahrigen mdglich. AuRerdem wurde darauf verwiesen, dass,
wenn jede zweite Person mit erhéhtem Diabetesrisiko (Pradiabetes) an einem Praven-
tionsprogramm teilnehmen wirde, sich mindestens ein Viertel der zukinftigen Diabe-

tesfalle vermeiden liel3e.

2.1.4 MAKRO-/ MIKROANGIOPATHIE

Die diabetischen GefalRschaden werden in eine unspezifische Makroangiopathie und
eine diabetesspezifische Mikroangiopathie mit Verdickung der kapillaren Basalmemb-
ranen unterteilt [27]. Pradilektionsstellen der Makroangiopathie kénnen die Koronar-
gefalRe (Folge: Koronare Herzkrankheit), die peripheren Arterien (Folge: Periphere ar-
terielle Verschlusskrankheit) und auch die Hirnarterien (Folge: arterielle Verschluss-
krankheit der Hirnarterien und ischamischer Hirninfarkt) sein. Veranderungen durch
die Mikroangiopathie kdnnen sich vor allem an den Nieren (diabetische Nephropathie),

dem Augenhintergrund (diabetische Retinopathie) sowie an den Nerven (diabetische
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Neuropathie) zeigen. Im Rahmen dieser Arbeit werden im Folgenden die diabetische

Neuropathie und Retinopathie naher betrachtet.

l. Typ 1 Diabetes
B-Zell-Zerstérung, die Ublicherweise zum absoluten Insulinmangel fiihrt

A. Immunologisch vermittelt | B. Idiopathisch

Il. Typ 2 Diabetes

Kann sich von einer vorliegenden Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel bis zu einem vorwiegend sekretorischen
Defekt mit Insulinresistenz erstrecken

lll. Andere spezifische Diabetes-Typen

A. Genetische Defekte der B-Zell-Funktion zum Beispiel
Chromosom 12, HNF-1a (friihere Bezeichnung MODY 3)
Chromosom 7, Glucokinase (GCK) (friihere Bezeichnung MODY 2)
Chromosom 20, HNF- 4a (frihere Bezeichnung MODY 1)
Mitochondriale DNA

. Genetische Defekte der Insulinwirkung, zum Beispiel

Typ A Insulinresistenz

Leprechaunismus

Rabson-Mendenhall-Syndrom

Lipatrophischer Diabetes

Erkrankungen des exokrinen Pankreas, zum Beispiel
Pankreatitis

Trauma, Pankreatektomie

Neoplasie

Zystische Fibrose

Hamochromatose

Fibrosierend verkalkende Pankreopathie (Fibrocalcuolus pancreopathy — FCPD)
Endokrinopathien, zum Beispiel

Akromegalie

Cushing-Syndrom

Glukagonom

Phaochromozytom

Hyperthyreose

Somatostatinom

Aldosteronom

Medikamenten- oder chemikalieninduziert, zum Beispiel
Neuroleptika (insbes. Clozapin, Olanzapin)

Pentamidin

Nikotinsaure

Glukokortikoide

Schilddriisenhormone

Diazoxid

B-adrenerge Agonisten

Thiazide

Phenytoin

Alpha- Interferon

Infektionen, zum Beispiel

Kongenitale Rételninfektion

Zytomegalievirus

Seltene Formen des immunvermittelten Diabetes, zum Beispiel
LStiff-Person“-Syndrom

Antiinsulinrezeptorantikdrper

Andere gelegentlich mit Diabetes assoziierte genetische Syndrome, zum Beispiel
Down-Syndrom

Klinefelter-Syndrom

Turner-Syndrom

Wolfram-Syndrom

Laurence-Moon-BiedI-Syndrom

Chorea Huntington

Dystrophia myotonica

Porphyrie

Prader-Willi-Syndrom

TABELLE 1: NOSOLOGISCHE KLASSIFIKATION DES DIABETES MELLITUS NACH ADA [2]

.........I..G)..-|'|..........m.......U......O....m...
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2.2 DIABETISCHE NEUROPATHIE
2.2.1 DEFINITION

Die diabetische Neuropathie ist eine klinisch manifeste oder subklinische Erkrankung
der peripheren Nerven, die infolge des Diabetes mellitus ohne andere Ursachen auf-
tritt. Sie kann sowohl das somatische als auch das autonome Nervensystem betreffen
[28]. Die Einteilung nach Thomas [29] ist die am weitesten verbreitete Einteilung der
diabetischen Neuropathie und umfasst alle in Tabelle 2 aufgefihrten Neuropathiefor-

men, auller der autonomen diabetischen Neuropathie.

I. Symmetrische Polyneuropathien

e Sensible oder sensomotorische Polyneuropathie
e Autonome Neuropathie

e Symmetrische proximale Neuropathie der unteren Extremitat

Il. Fokale und multifokale Neuropathien

¢ Kraniale Neuropathie
e Mononeuropathie des Stammes und der Extremitaten

e Asymmetrische proximale Neuropathie der unteren Extremitaten

I1l. Mischformen

TABELLE 2 : KLASSIFIKATION DER DIABETISCHEN NEUROPATHIE NACH THOMAS [29]

Diese Einteilung wurde anschlieRend modifiziert. Dabei wird zwischen schnell rever-
siblen, persistierenden symmetrischen Polyneuropathien und fokalen oder multifoka-

len Polyneuropathien unterschieden, siehe Tabelle 3 [30].

I. Schnell reversible Polyneuropathien

e Hyperglykdamische Neuropathie

Il. Persistierende symmetrische Polyneuropathien

e Distale somatische sensorische/motorische Polyneuropathien tberwiegend die langen
Fasern betreffend

e Autonome Neuropathien
e ,Small-Fiber“-Neuropathien

Ill. Fokale / Multifokale Neuropathien

¢ Kraniale Neuropathien

e Thorakoabdominale Radikulopathien
e Fokale limbale Neuropathien

e Proximale Neuropathien

e Kompressions- und Engpassneuropathien

TABELLE 3: KLASSIFIKATION DER DIABETISCHEN NEUROPATHIE NACH SIMA ET AL. [30]
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2.2.2 EPIDEMIOLOGIE

Die distalen symmetrischen sensorischen oder sensomotorischen Polyneuropathien
(DPN) stellen die wichtigste klinische Manifestation dar [31]. Die Pravalenz dieser Neu-
ropathieformen liegt bei Patienten mit Typ 1 oder Typ 2 Diabetes im Mittel bei etwa 30
Prozent [31, 32].

Die Lebensqualitat ist im Vergleich zu Patienten ohne sensomotorische diabetische
Neuropathien erniedrigt [33]. Aul3erdem ist das Mortalitatsrisiko [34] und das Risiko fur
ein diabetisches Fullssyndrom erhoht [35]. Weiterhin bestehen Assoziationen mit Dia-
betesdauer, Blutzuckereinstellung, diabetischer Retinopathie und anderen Risikofak-
toren [36].

2.2.3 ATIOLOGIE

Die wichtigsten atiologischen Faktoren, welche mit der diabetischen Polyneuropathie
in Verbindung gebracht werden, sind eine schlechte Blutzuckereinstellung, viszerale
Adipositas, Diabetesdauer, Hypertonie, Alter, Rauchen, Hypoinsulinamie und eine

Dyslipidamie [31].

2.2.4 PATHOGENESE

Aktuellere experimentelle Studien weisen auf eine multifaktorielle Pathogenese hin
[37-39]. Die meisten Daten wurden durch Studien, basierend auf dem diabetischen
Rattenmodell, generiert. Momentan werden sechs pathogenetische Mechanismen dis-
kutiert [40, 41]. Diese wurden nicht separat betrachtet, sondern als ein komplexes Zu-
sammenspiel mit multiplen Interaktionen zwischen metabolischen (Polyol-Pfad) und
vaskularen Faktoren (Mikroangiopathie), welche im Folgenden naher beschrieben
werden.

Ein erhohter Umsatz im Polyolstoffwechsel mit Akkumulation von Sorbitol und
Fruktose, einer Depletion von Myo-Inositol, Reduktion der Aktivitat der
Na?*-K*-ATPase und Veranderungen der Expression verschiedener Isoenzyme der
Proteinkinase C (PKC) bilden einen Erklarungsansatz. Des Weiteren werden Stérun-
gen im Metabolismus der 6-n essenziellen Fettsduren und Prostaglandine, die zur An-
derung der Struktur der Nervenmembran sowie zu mikrovaskularen und hamorheolo-
gischen Veranderungen fuhren, verantwortlich gemacht. Auch vaskulare Ursachen mit
konsekutiver Ischamie beziehungsweise Hypoxie, die Bildung freier Sauerstoffradikale

(oxidativer Stress) und eine so genannte ,hyperglykamische Pseudohypoxie” stellen
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einen weiteren Pathogenesefaktor dar. Stérungen des Neurotrophismus mit reduzier-
ter Expression und ein Mangel an neurotrophen Faktoren (zum Beispiel nerve growth
factor (NGF), Neurotropin-3 (NT-3) und Insulin-like growth factor (IGF)) sowie Stoérun-
gen des axonalen Transports werden ebenfalls als Pathogenesefaktor in Betracht ge-
zogen. Auch werden eine nicht-enzymatische Glykierung mit erhéhten glykierten Blut-
proteinen und Akkumulation von Glykierungsendprodukten (AGEs: advanced glyca-
tion endproducts) an Nerven- und/oder GefalRwandproteinen sowie Immunprozesse
mit Autoantikdrpern gegen den Nervus vagus, sympathische Ganglien und das Ne-
bennierenmark diskutiert. Weitere Erklarungsansatze beinhalten Zytokine (zum Bei-
spiel Interleukine, TNFa und TNFB) mit ihren Effekten auf die Homoostase des peri-
pheren und zentralen Nervensystems [42, 43].

2.2.5 PRAVENTION

Eine sensomotorische diabetische Neuropathie ist ein wesentlicher unabhangiger Ri-
sikofaktor fur die Manifestation eines diabetischen Fulsyndroms [44, 45]. Bei den pra-
ventiven Strategien steht die Frihdiagnose einer vorwiegend sensiblen, peripheren
Neuropathie an erster Stelle [46]. Aufgrund prospektiver Studien besteht heute eine
zunehmende Evidenz, dass einzelne Male der Polyneuropathie wie Vibrationsschwel-
lenerhdhung und Verlangsamung der Nervenleitgeschwindigkeit ein erhohtes Mortali-

tatsrisiko anzeigen [34, 37].

2.2.6 DIAGNOSEKRITERIEN

Zu den meist verwendeten und anerkannten Untersuchungsscores fur die diabetische
Polyneuropathie zahlen der Neuropathie Defizit Score (NDS), der NIS-LL (Neuropathy
Impairment Score In The Lower Limbs), das MNSI (Michigan Neuropathy Screening
Instrument) und der CE-V (Clinical Examination Score of Valk) [47]. Der NSS (Neuro-
pathie Symptom Score) [32], erganzt durch den Neuropathie Defizit Score, ist nicht nur
diagnostisches Instrument, sondern auch eine prognostische Quantifizierung, die es
ermdglicht, die Pravention individuell an den Patienten anzupassen.

Der NSS (Tabelle 4) besteht aus Fragestellungen hinsichtlich der Symptomatik, Loka-
lisation, Exazerbation und Besserung der Symptome. Hierbei wird ein Gesamtscore
bestimmt. Ein Score von 3-4 bedeutet leichte, ein Score von 5-6 maRige, ein Score

von 7-10 schwere neuropathische Defizite.
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Der NDS beinhaltet neurologische Untersuchungen, welche im Folgenden naher er-
lautert werden (Tabelle 5) [32]. Zur Erhebung des NDS gehdrt u.a. die Prufung des
Achillessehnenreflexes beziehungsweise des Patellarsehnenreflexes. Die Uberprii-
fung der Vibrationsempfindung sollte mit einer 128-Hz-Stimmgabel (nach Rydel-Seif-
fer) am GrofRzehengrundgelenk durchgefihrt werden (Abbildung 1-4). Falls dort kein
Empfinden besteht, sollte die Untersuchung weiter proximal am Malleolus medialis
wiederholt werden. Die untere Normgrenze fiir die Uberprifung proximal des GroRze-
hengrundgelenkes betragt 6/8 (fur Patienten unter 30 Jahre) und 5/8 (flr Patienten
Uber 30 Jahre) [48]. Fir eine Untersuchung am Malleolus medialis betragt die untere
Normgrenze 6/8 (fur Patienten unter 40 Jahre) und 5/8 (fur Patienten Uber 40 Jahre)
[49]. Die Schmerzempfindung sollte am Fulyricken mit einem Zahnstocher, einer Ein-
malnadel oder dem Neurotip durchgefuhrt werden. Dabei sollte ,Ist es schmerzhaft?“
und nicht ,Kénnen Sie die Nadel fuhlen?“ gefragt werden. Die Testung des Tempera-
turempfindens am Fuldricken kann mit einer kalten Stimmgabel, einem eiswasserge-
kuhlten Reagenzglas oder dem Tip-Therm durchgefuhrt werden. Aus diesen Untersu-
chungsergebnissen wird ein Gesamtscore bestimmt. Ein Score von 3-5 bedeutet
leichte, ein Score von 6-8 mafRige und ein Score von 9-10 schwere neuropathische
Defizite. Die Bedeutung dieser Scores liegt darin, dass sie in den meisten klinischen
Versuchen verwendet wurden und dadurch eine prognostische Einschatzung prasen-
tieren kénnen. So zeigt beispielsweise ein Score = 6 eine Versechsfachung des relati-

ven Risikos von Fullulzera [50].

ABBILDUNG 1: UNTERSUCHUNG DER
VIBRATIONSEMPFINDUNG MITTELS 128-Hz-STIMMGABEL
NACH RYDEL-SEIFFER [152]
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ABBILDUNG 2: DAMPFER
STIMMGABEL LINKS
C64/C128
RYDEL-SEIFFER [100]

Vibrationsstarke

ABBILDUNG 3: FESTSTELLEN DER VIBRATIONSSTARKE [150]
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ABBILDUNG 4: ALTERSBEZOGENE NORMWERTE (HELL:
95%IGER-VERTRAUENSBEREICH) DES VIBRATIONSEMPFIN-
DENS IN ACHTELGRADEN AUF DER RYDEL-SEIFFER-STIMM-
GABEL [151]
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ABBILDUNG 5: 10 G - MONOFILAMENT zUR UBERPRUFUNG DES DRUCK-/TASTEMPFINDENS,
GLEICHZEITIG AUCH ALS TIP-THERM ZUR UBERPRUFUNG DES TEMPERATUREMPFINDENS UND MITTELS
INTEGRIERTEM NEUROTIP ZUR UBERPRUFUNG DER SCHMERZEMPFINDUNG VERWENDBAR [152]

Symptomatik: FuB/ Unterschenkel

Ja Nein
Brennen o2 o0
Taubheitsgefuhl o2 o0 Punkte:
Parasthesien o2 o0
Schwachegefihl (Ermidung,
Erschépfung) o 20
Krampfe o1 o0 Punkte:
Schmerzen o1 o0
Lokalisation
FiRe o2
Unterschenkel o1 Punkte:
Woanders oo
Exazerbation
Nachts vorhanden o2
Tagsuber und nachts vorhanden o1
Nur tagsuber vorhanden o0 Score von:
Patient wird durch Symptome aus
dem Schiaf geweckt o 1 addieren Punkte:
Symptombesserung beim
Gehen o2
Stehen o1 Punkte:
Sitzen oder Hinlegen o0
Gesamtscore

TABELLE 4: EVALUATIONSBOGEN ZUR ERHEBUNG DES NEUROPATHIE SYMPTOM SCORE [32]

10
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Achillessehnenreflex

Reflexe rechts links
Normal o0 o0
Vermindert o1 o1
Fehlend o2 o2

Vibrationsempfindung

Messung dorsal am GroRzehengrundgelenk rechts links
Normal o0 o0
vermindert/ fehlend o1 o1

Schmerzempfindung

Messung am Fufdrlicken rechts links
Normal o0 o0
vermindert/ fehlend o1 o1

Temperaturempfinden

Messung am Fufdriicken rechts links

Normal oo oo

vermindert/ fehlend o1 o1
Gesamtscore:

TABELLE 5: EVALUATIONSBOGEN ZUR ERHEBUNG DES NEUROPATHIE DEFIZIT SCORE [32]

23 DIABETISCHE RETINOPATHIE UND MAKULOPATHIE
2.3.1 DEFINITION

Netzhautveranderungen als Folge einer Mikroangiopathie des Auges bei Diabetes
mellitus werden als diabetische Retinopathie zusammengefasst [51]. Die diabetische
Retinopathie wird in nicht proliferative und proliferative Stadien eingeteilt. Diese Ein-
teilung erfolgt anhand von Standardfotos der Early Treatment Diabetic Retinopathy
Study Research Group [52]. In Tabelle 6 sind Stadium und klinische Bilder der diabe-
tischen Retinopathie nach der ,Global Diabetic Retinopathy Project Group“ dargestellt
[53].

2.3.2 EPIDEMIOLOGIE

Netzhautkomplikationen des Diabetes wie die Retinopathie und die Makulopathie stel-

len die haufigsten Manifestationsformen der diabetischen Mikroangiopathie dar [54].

11
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Bei einem Typ 1 Diabetes entwickelt sich nach 5-jahriger Dauer in ca. 20 bis 25 %,
nach 15 bis 20-jahriger Dauer in circa 95 % eine Retinopathie [55]. Uber 50 % entwi-
ckeln nach 20-jahriger Diabetesdauer eine proliferative diabetische Retinopathie, bei
5 bis 7 % bereits nach 5 bis 8 Jahren [55]. Jedoch entwickeln ca. 20 % der Diabetes 1
Patienten nach 40-jahriger Diabetesdauer nur eine milde, nicht-proliferative Retinopa-
thie [56]. Nach mehr als 15-jahriger Diabetesdauer findet sich bei ca. 15% eine Ma-
kulopathie [55]. In bis zu 36 % der Diabetes Typ 2 Falle besteht bereits bei Diagnose-
stellung eine Retinopathie [57]. Nach 5-jahriger Dauer eines Typ 2 Diabetes ohne In-
sulinbehandlung besteht bei ca. 30 %, nach circa 15 bis 20-jahriger Dauer bei ca. 50
% eine Retinopathie. Ein Anteil von ca. 5 bis 10 % entwickeln eine proliferative diabe-
tische Retinopathie [55]. Beim Typ 2 Diabetes mit Insulinbehandlung besteht nach 5-
jahriger Diabetesdauer bei ca. 40-50 %, nach 15 bis 20-jahriger Diabetesdauer bei ca.
80 % eine Retinopathie. Eine proliferative diabetische Retinopathie entwickeln ca. 30
% [55]. Nach mehr als 15-jahriger Diabetesdauer vom Typ 2 mit Insulinbehandlung
entwickelt sich bei bis zu 25 % ein klinisch signifikantes Makuladdem [55].

2.3.3 ATIOLOGIE

Die chronische Hyperglykamie ist ein gesicherter kausaler Faktor der diabetischen
Mikroangiopathie [58]. Aulderdem Uben folgende Faktoren einen Einfluss auf die Ent-
wicklung beziehungsweise Progression einer Retinopathie beziehungsweise Makulo-
pathie aus: arterielle Hypertonie [57, 59, 60], ein hoher systolischer beziehungsweise
hoher diastolischer Blutdruck [59], hormonelle Einflisse (Pubertat, Schwangerschaft)
[61-65] und Dyslipoproteinamie [66-70].

2.3.4 PATHOGENESE

Die Hyperglykamie beim Diabetes mellitus fuhrt zur Bildung von Advanced Glycation
Endproducts (AGEs), zur Aktivierung des Polyolstoffwechsels und beeinflusst zellulare
Signaltransduktionswege. Daraus resultieren eine Hyperviskositat, ein prothromboti-
sches und proinflammatorisches Milieu mit entziindlichen Reaktionen, eine vermin-
derte Verformbarkeit der Blutzellen, Leukozytenadhasion und oxidativer Stress. Be-
kannte Pathomechanismen an der diabetischen Retinopathie sind: Aktivierung des Al-
dose-Reduktase-Weges, Aktivierung zellularer Signalwege durch glykolytische Inter-
mediate, nicht enzymatische Glykierung und deren Folgeprodukte und die Verschie-

12
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bung des intrazellularen Redoxpotentials. In allen Stadien der Manifestation und Pro-
gression der diabetischen Retinopathie spielen Wachstumsfaktoren eine essenzielle
Rolle. Die retinale Hypoxie pragt die spaten Stadien der diabetischen Retinopathie.
Angiogene Faktoren wie zum Beispiel Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und
Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF-1) verursachen Neovaskularisationen und damit das

Endstadium der diabetischen Retinopathie [52].

2.3.5 PRAVENTION

Eine optimale Diabeteseinstellung, Behandlung von Risikofaktoren und die ophthal-
mologische Therapie der diabetischen Retinopathie kdnnen diese Erblindungsursache
um bis zu 90 % reduzieren [52].

Stadium Klinisches Bild

I. Nicht proliferativ

A. Mild Mikroaneurysmen

Mikroaneurysmen
B. MaRig Einzelne intraretinale Blutungen

Perlschnurartige Venen

4-2-1“-Regel:

> 20 Mikroaneurysmen und intraretinale
Blutungen in 4 Quadranten

oder
C. Schwer
Perlschnurartige Venen in 2 Quadranten

oder

Intraretinale mikrovaskuldre Anomalien (IRMA)
in 1 Quadranten

Papillenproliferation

Papillenferne Proliferation
Il. Proliferativ
Praretinale Blutung

Traktionsbedingte Netzhautabldsung

TABELLE 6: STADIUM UND KLINISCHE BILDER DER DIABETISCHEN RETINOPATHIE NACH DER ,,GLOBAL DIABETIC RETINOPATHY
PRoOJECT GROUP* [53]

13
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2.4 KORNEA

Die Kornea (Hornhaut), eine komplexe Struktur, ein avaskulares und transparentes
Gewebe, das nicht nur eine Schutzfunktion hat, sondern auch fur circa zwei Drittel der
optischen Brechkraft des Auges verantwortlich ist, ist das am dichtesten innervierte
Gewebe des menschlichen Koérpers [71] (Abbildung 6). Minimaler Kontakt provoziert
den Lidreflex zum Schutz des Auges. Mechanische, thermische und chemische Reize
rufen durch Stimulation der Hornhautnerven uberwiegend ein Gefuhl von Schmerzen
hervor [128]. Neben ihrer wichtigen sensorischen Funktion helfen Hornhautnerven, die
funktionelle Integritat der Augenoberflache durch Freisetzung trophischer Substanzen
aufrecht zu erhalten, die Homobostase des Hornhautepithels zu fordern und durch die
Aktivierung von Hirnstammreflexen die Tranenproduktion und den Lidreflex zu stimu-
lieren. Histochemische Studien haben das Vorhandensein von verschiedenen Neuro-
transmittern, einschliel3lich Substanz P, Calcitonin Gene-Related Peptide, Neuropep-
tid Y, Vasoaktivem Intestinalem Peptid, Galanin, Methionin, Enkephalin, Katecholami-
nen und Acetylcholin in der Hornhaut gezeigt [129]. Schaden an den Hornhautnerven,
die durch chirurgische Interventionen, Traumata oder systemische Erkrankungen her-
vorgerufen wurden, fihren zu einer Beeintrachtigung der Empfindlichkeit der Hornhaut
und zu Veranderungen in der funktionellen Integritat der Augenoberflache [128].

Die sensorischen Nerven, welche die Mehrheit der Hornhautnerven darstellen, werden
vor allem vom ersten Ast des Nervus trigeminus, dem Nervus ophthalmicus [130] ab-
geleitet. Dieser verzweigt sich mehrmals und bildet ein loses Netzwerk von Axonen.
Diese Nervenaste treten zirkumferentiell in der Peripherie der Hornhaut ein und ver-
laufen radiar parallel zur Hornhautoberflache [131]. Sie verlieren ihr Perineum und ihre
Myelinscheiden innerhalb des ersten Millimeters des Limbus und werden nur von
Schwannschen Zellen umgeben. Sie unterteilen sich in kleinere Seitenaste, welche in
semiradialer Richtung durch das mittlere Drittel des Hornhautstromas ziehen und ei-
nen dichten subepithelialen Plexus bilden. Auf ihrem weiteren Weg durchbrechen sie
die Bowman-Membran und formieren nun den dichten subbasalen Nervenplexus, des-
sen Verzweigungen in allen Schichten des Hornhautepithels enden [72, 73]. Die cor-
neoepithelialen Nervenenden sind differenziert und typenspezifisch im Epithel ange-
ordnet. Diese sind strukturell und funktional ahnlich myelinisierten Ad- Fasern sowie
marklosen C- Fasern. Ad- Fasern mit grollem Durchmesser sind gerade Nerven, die
in erster Linie auf mechanische Reize reagieren, wahrend C-Fasern mit kleinem

Durchmesser auf thermische und chemische Reize reagieren.
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25 PROBLEMSTELLUNG

Inhalt dieser Arbeit ist die Untersuchung der Mdglichkeit einer nichtinvasiven diagnos-
tischen Methode zur Beurteilung und Friherkennung der diabetischen Neuropathie
und Retinopathie. Dazu werden zusatzlich zu den gangigen Parametern der diabeti-
schen Neuropathie (Neuropathie Defizit Score, Neuropathie Symptom Score) die neu-
ropathiebedingten Alterationen des subbasalen Nervenplexus der Hornhaut mittels

konfokaler In-vivo-Mikroskopie qualitativ und quantitativ analysiert.
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M. MATERIAL UND METHODEN
31 PROBANDEN

Die Studie wurde durch die Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat der Uni-
versitat Rostock bewilligt (Nummer A 2008 81). Die Untersuchungen entsprechen den
Grundsatzen der Deklaration von Helsinki. Insgesamt 38 Probanden nahmen an der
Studie teil. Es wurde jeweils ein Auge eines Probanden untersucht. Die Untersuchun-
gen erfolgten nach einer ausfuhrlichen Aufklarung. Normalprobanden sowie Diabe-

tespatienten haben ein Aufklarungs- und Einwilligungsformular unterschrieben.

3.1.1 NORMALPROBANDEN

Zur Erhebung eines konfokalmikroskopischen Normalbefundes wurden 20 Augen von
20 Normalprobanden untersucht. Die Rekrutierung der Probanden erfolgte aus dem
Patientengut der Universitatsaugenklinik Rostock auf freiwilliger Basis. Folgende Ein-
schlusskriterien wurden festgelegt:
1. Innerhalb der letzten Jahre keinerlei Medikation, die Einfluss auf die Hornhaut
und somit auf die Untersuchung nehmen konnte.
2. Keine Hornhauterkrankungen, beziehungsweise Operationen im Bereich des
betreffenden Auges.
3. Insgesamt beinhaltete die Studie 20 im Vergleich zur Diabetesgruppe altersge-

matchte Probanden (12 weiblich, 8 mannlich) im Alter von 66,3+13,3 Jahren.

3.1.2 PROBANDEN MIT DIABETES MELLITUS

In dieser Gruppe wurden insgesamt 18 Augen von 18 Diabetes mellitus Patienten Typ
2 (9 weiblich, 9 mannlich) im Alter von 68,8 Jahren + 8,8 untersucht. Die Diabetesdauer
betrug 15,1 £ 9,9 Jahre. Der HbA1c betrug 8,2 £ 1,6%. Die Rekrutierung der Patienten
erfolgte in Zusammenarbeit mit der Klinik fir Innere Medizin |, Klinikum Sudstadt,
Rostock.
Folgende Einschlusskriterien waren Voraussetzung zur Teilnahme an der Studie:
1. Diabetes mellitus Typ 2 Patient.
2. Bis zu zwei Jahre vor der Untersuchung keine Einnahme von Medikamenten,
die Hornhautveranderungen hervorrufen konnen.
3. Kein Vorliegen zusatzlicher Hornhauterkrankungen oder hornhautstrukturbe-
einflussender Zustande (Zustand nach Operation etc.). Zusatzlich wurden die
Diabetesprobanden anhand des Vorhandenseins beziehungsweise Fehlens ei-

ner diabetischen Neuropathie und Retinopathie eingeteilt.
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3.2 METHODEN
3.2.1 AUGENARZTLICHE UNTERSUCHUNGEN UND SPALTLAMPENMIKROSKOPIE

Es erfolgten die gangigen ophthalmologischen Untersuchungen des vorderen Augen-
abschnittes sowie des Fundus mittels Spaltlampenbiomikroskopie. Zusatzlich zur au-
genarztlichen Untersuchung inklusive der Visusprifung wurden eine Erhebung der All-
gemeinanamnese sowie eine ophthalmologische Anamnese durchgefuhrt. Die spalt-
lampenbiomikroskopische Untersuchung der Normalprobanden diente der Absiche-
rung des Augenbefundes zur Vermeidung von Fehleinschatzungen. Die Diabetespro-
banden wurden hinsichtlich typischer Augenveranderungen bei Diabetes mellitus un-
tersucht. Dazu zahlen unter anderem die diabetische Retinopathie, die Cataracta dia-

betica und die Rubeosis iridis.

3.2.2 KONFOKALE IN-VIVO-MIKROSKOPIE

Die Hornhaute gesunder Probanden und die der Diabetespatienten wurden in vivo mit
der Technik der CLSM untersucht. Diese Technik basiert auf Nutzung des Heidelberg-
Retina-Tomographs Il (HRT Il, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Deutschland) in
Kombination mit dem Rostock Cornea Modul (RCM, Heidelberg Engineering, Heidel-
berg, Deutschland).

Aufgrund seiner Unzufriedenheit mit den Ergebnissen der Spaltlampenfotografie, wel-
che zu der damaligen Zeit immer nur ein Teilbild dargestellt hatte, entwickelte 1940
der damalige Direktor der Universitatsaugenklinik Bern, Prof. Dr. Goldmann, ein Gerat,
welches einen ,echten” optischen Schnitt durch das Auge mit Darstellung aller Fein-
heiten ermdglicht hatte [74]. Er beschrieb ein konfokales Spaltlampensystem linearer
Beleuchtung [75]. Marvin Minsky, der 1957 mit seinem eingereichten Patent als Erfin-
der der konfokalen Mikroskopie anerkannt ist, forschte an Hirngewebe, was jedoch zu
dieser Zeit aufgrund mangels an entsprechenden Laserdioden und nicht genigender
Leistung technisch limitiert war und wahrscheinlich dadurch keine Beachtung fand [76].
Eine Form des konfokalen Mikroskops, welches eine Reihe von Offnungen auf einer
sich drehenden Nipkow-Scheibe enthielt, wurde von Pétran 1966 patentiert. Pétran
nannte es ,, Tandem-Scanning-Mikroskop® [75]. Maurice beschrieb 1968 ein konfokales
Scanning-Mikroskop, mit dem eine Darstellung des Endothels, des Stromas, der
Descemet-Membran sowie des Epithels von Kaninchen mit bis zu 500-facher Auflo-
sung moglich war [77, 78]. In den folgenden Jahren fanden durch verschiedene Stu-

diengruppen weitere ex vivo Untersuchungen mit dem Tandem-Scanning-Mikroskop
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statt. Als nachstes waren in vivo Untersuchungen das Ziel von Studiengruppen wie
Cavanagh et al. [79] oder Masters et al. [80]. Des Weiteren wurde 1994 durch Masters
und Kollegen von einem neuen ,Real-time“-Scanning-Mikroskop berichtet, welches
Uber ausreichend Lichtsammeleffizienz verfugte, sodass genaue in vivo Aufnahmen
mit hohem Kontrast durchgeflihrt werden konnten [80]. Arbeitsgruppen, unter anderen
um Guthoff und Stave, arbeiteten mit dieser Technik und modulierten sie. In diesem
Fall wurde das konfokale Laser Scanning Ophthalmoskop CLSO (Zeiss) durch Kom-
bination mit einem Objektivadapter, der den Laserstrahl auf die vorderen Abschnitte
des Auges fokussiert, zu einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop moduliert [81].
2002 berichteten Stave und Kollegen Uber die Entwicklung eines Objektivvorsatzes
zur Fokussierung des Lasers auf die Kornea fur den HRT (Heidelberg-Retina-Tomo-
graphen) [82]. Dieser wurde und wird auch immer noch zur Diagnostik und Dokumen-
tation von Sehnervenkopfveranderungen bei Glaukompatienten genutzt [83, 84].

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden mit dem HRT Il in Kombination mit dem von
Stave und Kollegen entwickelten Rostock Cornea Module-RCM (Heidelberg Enginee-
ring, Heidelberg, Germany) durchgeflhrt. Zwischen einer Lichtquelle und einer Detek-
torflache wird Laserlicht reflektiert. Nur ein Objekt innerhalb der fokalen Ebene kann
wiedergegeben werden [85]. Das HRTII-RCM-System verwendet als Laserquelle eine
Laserdiode mit einer Wellenlange von 670 nm und ist mit einem Wasser-Immersions-
objektiv (63x/0.95W, 670 nm; Zeiss, Jena, Deutschland) ausgestattet. Die Frontlinse
wird Uber eine sterile Einweg-Polymethylmethacrylat-Kappe (Tomo-Cap) unter Nut-
zung von Vidisic® Augengel (Bausch & Lomb, Dr. Mann Pharma, Berlin, Deutschland)
an die Hornhaut gekoppelt. Dieses Gel hat einen der Hornhaut ahnlichen Brechungs-
index (Brechungsindex 1,35) und bildet so eine homogene Immersion zwischen den
Strukturen. Um die korrekte Position des Immersionsobjektives wahrend des Untersu-
chungsvorganges zu kontrollieren, ist neben dem Objektivadapter eine Kamera ange-
bracht. Zuvor wurde das zu untersuchende Auge mit Proparakain 0,5 % (Augentropfen
Ursapharm, Saarbrucken, Deutschland) anasthetisiert, da ein ungestorter Kontakt zwi-
schen Patientenkornea und Modul notwendig ist. Die Bildaufnahme der zentralen
Hornhaut wurde im z-Scan eines automatischen Volumen-Scan-Modus (30 Bilder, Vo-
lumentiefe 60 um, konstanter Zwischenschichtabstand 2 um) durchgefuhrt. Die aufge-
nommenen Bilder sind mit einer Flache von 400x400 um definiert. Die Aufnahmezeit

fur einen einzigen Stapel betrug 1,2 Sekunden.
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Die konfokale Mikroskopie wurde in Regionen durchgefuhrt, die von besonderem Inte-
resse sind, das heil3t: auf der Ebene der Basalzellen, des subbasalen Nervenplexus,
der Bowman-Membran und im vorderen Stroma in einer Tiefe von 30 bis 90 ym. Min-
destens drei Messungen wurden durchgefihrt. Die Gesamtdauer der Mikroskopie be-

trug etwa 15 Minuten.

PHOTOMULTIPLIER DETECTOR PINHOLE
|~ (CONFOCAL APERTURE)
LASER SOURCE ! —= infocus rays
A=670nm I — — — outof focusrays
V
MIRROR (BEAM SPLITTER) | |or cverem
SOURCE PINHOLE
(ILLUMINATION APERTURE)] & % |*-Y SCANNING DEVICE
OBJECTIVE SYSTEM |
OBJECTIVE SYSTEM I —| CORNEAADAPTER
FOCAL PLANE —%8 I FOCUS

ABBILDUNG 9:
UNTERSUCHUNGSVORRICHTUNG ROSTOCKER LASER-SCANNING-MIKROSKOP (RLSM) [155]
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3.2.3 NEUROPATHIE DEFIZIT SCORE UND NEUROPATHIE SYMPTOM SCORE

Zur Einschatzung der diabetischen Neuropathie wurden der NSS (Neuropathie Symp-
tom Score) und NDS (Neuropathie Defizit Score) verwendet, deren Durchfihrung be-
reits zuvor beschrieben wurde. Zur Erfassung wurden die in Tabelle 4 und 5 darge-

stellten Fragebdgen verwendet.

3.2.4 7-FELDER-FUNDUS

In Bezug auf die diabetische Retinopathie wurde der Augenhintergrund naher betrach-
tet. Dazu wurde die Methode der 7-Felder-30°-Fundus-Fotografie mithilfe einer Nikon
NF505 Camera (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) angewandt [86]. Die 7-Felder- 30°-

Fundus-Fotografie dokumentiert sieben Bereiche des Fundus (Abbildung 10 und 11):

Field 1M - Disc: Zentriert den temporalen Rand der Sehnervenscheibe an der

Gefal-/Nervenkreuzungsstelle.
Field 2 - Makula: Zentriert die Makula nahe der Gefal3-/Nervenkreuzungsstelle.
Field 3M - Temporal der Makula: Positioniert die Gefal3-/Nervenkreuzungsstelle.

Field 4 - Superior Temporal: Der untere Rand des Feldes ist tangential zu einer hori-
zontalen Linie, welche durch den oberen Rand der Sehnervenscheibe geht. Der nasale
Rand des Feldes ist tangential zu einer vertikalen Linie, welche das Zentrum der Seh-

nervenscheibe passiert.

Field 5 - Inferior Temporal: Der obere Rand des Feldes ist tangential zu einer horizon-
talen Linie, welche durch den unteren Rand der Sehnervenscheibe geht. Der nasale
Rand ist tangential zu einer vertikalen Linie, welche das Zentrum der Sehnerven-

scheibe passiert.

Field 6 - Superior Nasal: Der untere Rand des Feldes ist tangential zu einer horizonta-
len Linie, welche durch den oberen Rand der Sehnervenscheibe geht. Der temporale
Rand des Feldes ist tangential zu einer vertikalen Linie, welche das Zentrum der Seh-

nervenscheibe passiert.

Field 7 - Inferior Nasal: Der obere Rand des Feldes ist tangential zu einer horizontalen

Linie, welche durch den unteren Rand der Sehnervenscheibe geht. Der temporale
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Rand des Feldes ist tangential zu einer vertikalen Linie, welche das Zentrum der Seh-

nervenscheibe passiert.

Field 8 - Ein optionales Feld aul3erhalb der 7 Felder sollte genutzt werden, um neue
Gefalie und/oder praretinale Blutungen oder Glaskdrperblutungen zu dokumentieren,

wenn diese nicht gut durch die 7 Felder dokumentiert werden konnten.

eoje

_lim C %

\‘/

ABBILDUNG 10: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER 7 ZU DOKUMENTIERENDEN
BEREICHE AM FUNDUS [86]

|
7/
* hldlcalescunerefmicula‘ -

ABBILDUNG 11: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG (RECHTES AUGE) UND BEISPIELAUFNAHME EINES
7-FELDER-FUNDUS-FOTOS (LINKES AUGE) DES GESUNDEN PROBANDEN NR. 1
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3.2.5 HORNHAUTSENSIBILITAT

Die Hornhautsensibilitat wurde mittels Cochet-Bonnet-Asthesiometer (Luneau Oph-
thalmologie, Chartres Cedex, France, Monofilamentdicke 0,12 mm) im Bereich der
zentralen Hornhaut ermittelt (Abbildung 12). Das Monofilament wurde zunachst mit
seiner vollen Lange von 60 mm angewandt. Falls die Antwort des Probanden negativ
ausfiel, wurde die Filamentlange konsekutiv in 5-mm-Schritten reduziert, bis eine po-
sitive Probandenantwort erfolgte.

Die physiologische Sensibilitat liegt zwischen 50 und 60 mm.

ABBILDUNG 12: MESSUNG DER HORNHAUTSENSIBILITAT MITTELS COCHET-BONNET-ASTHESIOMETER [EIGENE AUFNAHME]

33 AUSWERTUNG
3.3.1 BILDANALYSE

Die Auswertung des subbasalen Nervenplexus auf Grundlage von artefaktfreien Ein-
zelbildern, wurde automatisch an prasegmentierten Bildern mit einem in Kooperations-
arbeit mit K. Winter vom Translationszentrum fur Regenerative Medizin (TRM) Leipzig
entwickelten Software-Tool durchgefuhrt und basiert auf morphologischen und topolo-
gischen Parametern [87]. Die Bildanalyse (Abbildung 13) erfolgte in zwei Stufen. Zu-
nachst wurden die segmentierten Bilder morphologisch analysiert und danach die Fa-
sern skelettiert. In einer zweiten Stufe fand die topologische Analyse statt. Die mor-
phologischen Parameter kdnnen somit in zwei Hauptkategorien unterteilt werden:
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1) vor der Skelettierung und 2) nach der Skelettierung. Diese sind in Tabelle 7 naher
spezifiziert.

Einige der Parameter konnen auch in Bezug auf die Anzahl der verbindenden Kompo-
nenten (einzelne Nervenfasernetze innerhalb des Bildbereichs) berechnet werden.
Alle Parameter der Messungen kdnnen isoliert, kombiniert oder gewichtet fur eine

Quantifizierung der subbasalen Nervenplexus - Netzwerke verwendet werden.

3.3.2 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Dokumentation und Auswertung der Daten erfolgte mithilfe von SPSS fur Windows
in der Version 17.0 (SPSS INC. Chicago, lllinois, USA).

Eine deskriptive Statistik wurde fur kontinuierliche und kategoriale Variablen berech-
net. Diese Statistik beinhaltet Mittelwerte und Standardabweichungen der kontinuierli-
chen Variablen sowie Haufigkeiten und relative Haufigkeiten der kategorialen Variab-

len.

ABBILDUNG 13: STUFEN DER BILDANALYSE (BILDGRORE: 400 X 400 MMm).
A - C GESUNDER PROBAND NR. 1
D - F DIABETESPROBAND NR. 9
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1) Vor Skelettierung

component pixels (n)

Anzahl an Pixeln, die als Nervenfasern identifiziert wur-

den

component ratio (%)

prozentuale Bedeckung der Nervenfasern in Bezug auf
den Bildbereich

homogeneity of component pixel

Mal fir die GleichmaRigkeit der Verteilung der Kompo-

nent-Pixel

2) Nach Skelettierung

skeleton pixels (n)

Anzahl der Pixel, die die Mittelachsen der Nervenfasern

prasentieren

single nerve fibers (n)

Anzahl aller Segmente zwischen Nervenasten und Ner-

venenden

total nerve fiber length / average sin-

gle nerve fiber length (um)

Lange aller Nervenfasern im Bildbereich / durchschnittli-

che Lange der einzelnen Nervenfasern

nerve fiber density (um/mm?)

Lange aller Fasern in Bezug auf den Bildbereich

number of branches (n)

Anzahl der Nervenaste

number of connectivity points (n)

Anzahl der Nervenfasern, welche die Bildflache von/nach

aufden betreten/verlassen

number of endpoints (n)

Anzahl der Nervenenden

TABELLE 7: UNTERTEILUNG DER WICHTIGSTEN HAUPTPARAMETER

V. ERGEBNISSE
4.1 UNTERSUCHUNGSGRUPPEN

Das mittlere Alter sowie das Geschlecht der Kontrollgruppe unterschieden sich nicht
signifikant von denen der Diabetesgruppe (Abbildung 14). Des Weiteren wurden die
Probanden mit Diabetes in 2 Untergruppen eingeteilt: mit diabetischer Retinopathie
(DR) und ohne diabetische Retinopathie (NDR). Diese beiden Untergruppen unter-
schieden sich nicht im Alter (p = 0,376), jedoch aber in der Dauer des Diabetes (p =

0,004) und der Hoéhe des HbA1c (p = 0,01) (Abbildung 15).

Die einzelnen klinischen und demografischen Daten der Probanden sind in Tabelle 8

und 9 angegeben.
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Gesunde Pro- | D.m. + Neu- | D.m. + Neuro- | D.m. + Neuro-
Parameter banden ropathie pathie + DR pathie + NDR
(n=20) (n=18) (n=7) (n=11)
Alter (Jahre) 66,3 + 13,3 68,8 + 8,8 66,4 £ 8,7 70,4+£9,0
Geschlecht (mannlich/weiblich) 10/10 9/9 3/4 417
Dauer des D.m. (Jahre) - 15,1+£9,9 31,9+98 9,4 +6,2
HbA1c (%) - 8,2+1,6 92+1,1 7,6+1,6
Hornhautsensibilitat (mm) 59+ 18 43 £ 11 417 45+ 13
mg‘g‘(’gﬁm‘;’e)sympt°m Score, | 92+0,6 71£2,1 8,0+ 2,0 6,5+ 2,2
z\lpeuunrl?tp;a)thie Defizit Score, NDS 02406 71426 77427 6.6+26
TABELLE 8: KLINISCHE UND DEMOGRAPHISCHE DATEN DER PROBANDEN
Probanden Diabetesdauer DR/NDR NSS NDS HbA1c in %
1 12 NDR 7 4 8.7
2 24 DR 10 10 8.7
3 6 NDR 4 4 11
4 24 DR 7 8 8.4
5 28 DR 5 6 9.9
6 22 DR 10 8 11.2
7 14 NDR 9 9 5.5
8 6 NDR 9 8 7.3
9 37 DR 7 8 8.7
10 18 DR 7 10 7.9
11 1 NDR 8 9 7.1
12 9 NDR 8 8 7.6
13 3 NDR 7 6 7.2
14 11 NDR 4 3 7.2
15 7 NDR 8 9 5.2
16 27 DR 10 8 9.7
17 10 NDR 3 4 8.8
18 14 NDR 5 10 7.6

TABELLE 9: KLINISCHE UND DEMOGRAPHISCHE DATEN DER PROBANDEN MIT DIABETES MELLITUS
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ABBILDUNG 14: VERGLEICH DER UNTERSUCHUNGSGRUPPEN IN BEZUG AUF DAS MITTLERE ALTER
A - VERGLEICH ZWISCHEN NORMALPROBANDEN UND DIABETESGRUPPEN
B - VERGLEICH ZWISCHEN DIABETESUNTERGRUPPEN (MIT UND OHNE DIABETISCHE RETINOPATHIE)
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4.2 SPALTLAMPENMIKROSKOPIE UND FUNDUSFOTOGRAFIE
4.2.1 NORMALPROBANDEN

Erwartungsgemal} stellten sich in der Spaltlampenmikroskopie bei allen Normalpro-
banden reizfreie und regelrechte vordere Augenabschnitte dar. Auch funduskopisch
und dokumentiert mittels 7-Felder-Fundusfotographie zeigte sich bei allen Normalpro-
banden das Erscheinungsbild einer normalen Netzhaut ohne Hinweise auf Patholo-
gien, wie zum Beispiel Zeichen einer Retinopathie oder eines Glaukoms. In Abbildung
11 ist exemplarisch ein 7-Felder-Fundus-Foto des Normalprobanden Nummer 1 dar-

gestellt.

4.2.2 PROBANDEN MIT DIABETES MELLITUS

Von den insgesamt 18 Probanden zeigten sich spaltlampenmikroskopisch bei allen
Diabetes mellitus-Patienten Typ 2 reizfreie und regelrechte vordere Augenabschnitte.
Funduskopisch wiesen sieben von 18 Diabetesprobanden (=38,9 %) Veranderungen
im Sinne einer diabetischen Retinopathie auf. Davon hatten flinf eine mafige nicht-
proliferative, ein Proband eine schwere nicht-proliferative und ein Proband eine prolife-
rative diabetische Retinopathie mit ischamischer Makulopathie. In Abbildung 16 sind
exemplarisch 7-Felder-Fundus-Fotos von einem Diabetesprobanden mit diabetischer
Retinopathie (Abbildung 16B) und von einem Diabetesprobanden ohne diabetische
Retinopathie (Abbildung 16C) aufgefuhrt. Es wird deutlich, dass die Inzidenz der dia-
betischen Retinopathie mit der Dauer der Erkrankung erhdht ist (Abbildung 17) und

keine direkte Korrelation mit den HbA1c-Werten hat.
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Cc

ABBILDUNG 16: EXEMPLARISCHE 7-FELDER-FUNDUS-FOTOS

A — REGELRECHTER FUNDUS DES PROBANDEN NR. 19 OHNE DIABETES MELLITUS
B — FUNDUS DES PROBANDEN NR. 6 MIT DIABETES MELLITUS, MIT DIABETISCHER RETINOPATHIE, DICHT PANRETINAL GELASERT
C — FuNDUS DES PROBANDEN NR. 8 MIT DIABETES MELLITUS, OHNE DIABETISCHE RETINOPATHIE
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4

Anzahl Diabetesprobanden mit Diabetischer Retinopathie (n)

I T |
0 10 20 30 40

Dauer Diabetes mellitus (Jahre)

ABBILDUNG 17: ANZAHL DER DIABETESPROBANDEN MIT DIABETISCHER RETINOPATHIE IN BEZUG AUF
DIE DAUER IHRER DIABETESERKRANKUNG

4.3 NEUROPATHIE DEFIZIT SCORE UND NEUROPATHIE SYMPTOM SCORE

Der NSS betrug bei den Normalprobanden 0,2 + 0,6 Punkte, der NDS 0,2 £ 0,6 Punkte.
Damit lagen in der Gruppe der Normalprobanden weder neuropathische Symptome
noch neuropathische Defizite vor.

In der Gesamtdiabetikergruppe betrug der NSS 7,1 £ 2,1 Punkte, der NDS betrug 7,1
+ 2,6 Punkte. Somit lagen schwere neuropathische Symptome und maldige neuropa-
thische Defizite in dieser Gruppe vor. Es zeigten sich im Vergleich zum NSS bezie-
hungsweise NDS der Normalprobanden signifikante Unterschiede (in beiden Fallen p
<0,001).

In der Gruppe der Diabetiker mit diabetischer Retinopathie betrug der NSS 8,0 + 2,0
Punkte, der NDS 7,7 £ 2,7 Punkte. Das bedeutet, dass in dieser Gruppe ebenfalls
schwere neuropathische Symptome und mafige neuropathische Defizite vorlagen. In
der Gruppe der Diabetiker ohne diabetische Retinopathie betrug der NSS 6,5 + 2,2
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Punkte, der NDS 6,7 £ 2,6 Punkte. Auch hier lagen somit schwere neuropathische
Symptome und mafige neuropathische Defizite vor. NSS und NDS unterschieden sich
nicht signifikant in den Diabetesuntergruppen (p = 0,17 beziehungsweise p = 0,45).
Diese Ergebnisse sind in den Abbildungen 18 und 19 dargestellt.
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Momalprobanden Gesamidiabetiker Diabefiker mit dR Diabetker ohne dR
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ABBILDUNG 18: KORRELATIONEN ZWISCHEN DEN GRUPPEN BEZUGLICH DES NDS (NEUROPATHIE DEFIZIT SCORE)
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ABBILDUNG 19: KORRELATIONEN ZWISCHEN DEN GRUPPEN BEZUGLICH DES NSS (NEUROPATHIE SYMPTOM SCORE)
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4.4 HORNHAUTSENSIBILITAT

Die Hornhautempfindlichkeit gemessen nach Cochet-Bonnet betrug 59 + 18 mm bei
den gesunden Probanden und 43 £ 11 mm in der Gesamtdiabetikergruppe. Zwischen
diesen beiden Gruppen bestanden signifikante Unterschiede in der Hornhautsensibili-
tat (p < 0,001). In der Gruppe der Diabetiker mit diabetischer Retinopathie betrug die
Hornhautempfindlichkeit 41 + 7 mm. Bei den Diabetes mellitus Patienten ohne diabe-
tische Retinopathie betrug die Sensibilitat 45 + 13 mm. Es bestanden keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen der Hornhautsensibilitat der Diabetiker mit diabetischer Re-
tinopathie und der Hornhautempfindlichkeit der Diabetiker ohne diabetische Retinopa-

thie (p = 0,43). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 20 dargestellt.
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ABBILDUNG 20: KORRELATION ZWISCHEN DEN GRUPPEN BEZUGLICH DER HORNHAUT-SENSIBILITAT
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4.5  KONFOKALE IN-VIVO-LASER-SCANNING-MIKROSKOPIE (CLSM)
4.51 QUALITATIVE BEWERTUNG DES SUBBASALEN NERVENPLEXUS

Abbildung 21 zeigt beispielhaft Bilder des subbasalen Nervenplexus eines gesunden
Probanden (A-C) und eines Probanden der Diabetikergruppe mit Diabetes mellitus Typ
2 (D-F).

Die Strukturen des subbasalen Nervenplexus der Normalprobanden zeigten ein typi-
sches regelrechtes Muster: Hyperreflektive Nervenfasern, die in Richtung Zentrum lau-
fen. Es stellten sich eine regelmafige Tortuositat und regelmafRige Nervenverzweigun-
gen dar. Im Vergleich dazu zeigte sich bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 mit
Neuropathie ein deutlich rarefiziertes Muster des subbasalen Nervenplexus. Aulder-
dem waren eine vermehrte Tortuositas, weniger Verzweigungen, dunnere Nervenfa-
sern und ein erhdhtes Reflexionsvermdgen zu erkennen. Auch im Vergleich der beiden
Diabetes mellitus-Untergruppen visualisierte die konfokale In-vivo-Laser-Scanning-
Mikroskopie einen leichten Riuckgang der Nervenfaserdichte bei Diabetikern mit Re-
tinopathie im Vergleich zu denen ohne diabetische Retinopathie. Um diese qualitativen

Befunde zu untermauern, wurde eine detaillierte Bildanalyse durchgefuhrt.

4.5.2 QUANTITATIVE BEWERTUNG DES SUBBASALEN NERVENPLEXUS

Um die reprasentativsten Daten aufzuzeigen, wurde die Anzahl der untersuchten Pa-
rameter auf solche mit signifikanten Unterschieden zwischen diabetischen Probanden
und Kontrollprobanden reduziert (p < 0,05, Mann-Whitney-Test). Die Anzahl der Kom-
ponent-Pixel, die Nervenfaser-Komponenten, die Skelettpixel, die einzelnen Nerven-
fasern pro Komponente, die gesamte Faserlange, die durchschnittliche Faserlange ei-
nes einzelnen Nervs, die Nervenfaserdichte, die Verbindungspunkte, die Anzahl von
Verzweigungen und die Homogenitat der Komponent-Pixel wurden bewertet.

Die Quantifizierung des subbasalen Nervenplexus (Tabelle 10) zeigte signifikant we-
niger Strukturen des subbasalen Nervenplexus in der Diabetes mellitus-Gruppe (mit
und ohne diabetische Retinopathie vereint) im Vergleich zu den Kontrollen bei folgen-
den Parametern (Abbildung 22-24):

Komponent-Pixel (p < 0,001), Skelett-Pixel (p < 0,001), Komponenten-Verhaltnis (p <
0,001), einzelne Nervenfasern (p < 0,001), einzelne Nervenfasern pro Komponent (p
< 0,001), gesamte Faserlange (p < 0,001), durchschnittliche Faserlange (p = 0,04),
Nervenfaserdichte (p < 0,001), Verbindungspunkte (p < 0,001), Anzahl der Verzwei-
gungen (Filiae) (p < 0,001) und Homogenitat der Komponentenpixel (p = 0,001). Eine
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nicht signifikante Reduktion zeigte sich in der durchschnittlichen Einzelfaserlange (p =
0,08) (Abbildung. 24).

Die Mikromorphologie des subbasalen Nervenplexus zeigte keinen signifikanten Un-
terschied zwischen der Diabetikeruntergruppe mit Retinopathie (n = 7) und der Diabe-
tiker-Untergruppe ohne Retinopathie (n = 11) in folgenden Parametern (Abbildung. 22-
24): Komponenten-Pixel (p = 0,15), Skelett- Pixel (p = 0,15), Komponenten- Verhaltnis
(p = 0,15), einzelne Nervenfasern (p = 0,72), einzelne Nervenfasern pro Komponente
(p = 0,54), Gesamtfaserlange (p = 0,15), durchschnittliche Faserlange (p = 0,38), Ner-
venfaserdichte (p = 0,15), Verbindungspunkte (p = 0,25), Anzahl der Verzweigungen
(p = 0,48) und Homogenitat der Komponenten-Pixel (p = 0,10).

Der Vergleich der Ergebnisse der Quantifizierung beider Diabetes-Untergruppen (mit
und ohne diabetische Retinopathie) mit den Kontrollen zeigte die gleichen signifikanten
Unterschiede wie der Vergleich aller Diabetes-Patienten mit den Kontrollen (Abbildung
22-24). Eine einzige Ausnahme stellte sich bei der durchschnittlichen einzelnen Ner-

venfaserlange (p = 0,36) heraus (Abbildung 24).
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ABBILDUNG 21: KONFOKALE LASER-SCANNING-MIKROSKOPIE UND QUANTIFIZIERUNG DER MIKROMORPHOLOGISCHEN
PARAMETER:

A

D-

F-

Urspriingliches Bild des subbasalen Nervenplexus im Zentrum der Kornea aufgenommen bei dem

Normalprobanden Nr. 1 mit einer Hornhautsensibilitat von 60 mm (Bildgrofie: 400 x 400 ym)
Ergebnis der Segmentierung des Bildes

Rekonstruktion des subbasalen Nervenplexus des Bildes A: totale Nervenfaserlange 4706 um; Nerven-

faserdichte 0,034 um/mm?2; Nervenfaseranzahl 68

Urspriingliches Bild des subbasalen Nervenplexus im Zentrum der Kornea aufgenommen bei einem
Diabetespatienten (Nr. 9) mit einer Hornhautsensibilitit von 40 mm und einem NDS=8 Punkte
(BildgroRe: 400 x 400 um)

Ergebnis der Segmentierung des Bildes D

Rekonstruktion des subbasalen Nervenplexus des Bildes D: totale Nervenfaserlange 545,4 um; Nerven-
faserdichte 0,004 um/mm?2; Nervenfaseranzahl 3
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per Komponent [n]

Gesunde Pro- D.m. + D.m. + D.m. +
banden Neuropathie Neuropathie + Neuropathie +
Parameter DR NDR
(n=20) (n=18) (n=8) (n=12)
Komponentpixel [n] | 52863,8+19766,0 | 21756,6+8363,2 | 18114,3+6091,1 | 24074,3:9024,8
Skelettpixel [n] | 16469,7+5430,3 | 5223,6+2060,1 | 43259+1530,1 | 5794,9+2210,6
NCIFEETE 5,742,1 2,440,9 2,0£0,7 2,641,0
verhaltnis (%)
ervenfaseranzahl | 302,2¢148,9 78,1453,2 68,840,3 84,1161,1
Nervenfaseranzahl 8,86,5 3,443,5 3,143,9 3,543,4

Totale Faserlange

19961,3+6552,9

6223,1+2419,2

5171,2+1842,8

6892,4+2577,7

(Komponentpixel)

[um]
Durchschnittliche
Nervenfaserlange 74,8+26,0 95,8+42,0 91,3+53,3 98,7+35,6
[bm]
Nervenfaserdichte | 55,0 o7 0,006:0,002 | 0,005:0,002 | 0,007+0,003
[Um/mm?]
Verb'”d“[?]?s'““”kte 21,849,9 5,845,8 3,642,4 7,3t6,9
Nervendste [n] 141,9+85.7 25,3286 20,5+25,2 28,4+31,3
nlelmegEmic: 0,009+0,004 0,014+0,005 0,017+0,006 0,013+0,004

TABELLE 10: QUANTIFIZIERUNG DES SUBBASALEN NERVENPLEXUS
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0,015
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ABBILDUNG 22: KORRELATION ZWISCHEN NORMALPROBANDEN UND GESAMTDIABETIKERGUPPE BEZUGLICH
NERVENFASERDICHTE UND HOMOGENITAT
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ABBILDUNG 23: KORRELATION ZWISCHEN NORMALPROBANDEN UND GESAMTDIABETIKERGUPPE BEZUGLICH SKELETTPIXEL
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ABBILDUNG 24: KORRELATION ZWISCHEN NORMALPROBANDEN UND GESAMTDIABETIKERGUPPE BEZUGLICH
NERVENFASERANZAHL, DURCHSCHNITTLICHER NERVENFASERLANGE UND ANZAHL DER NERVENFASERASTE

38




DISKUSSION

V. DISKUSSION

Die durchgefuhrten Messungen und deren Datenanalyse beschaftigen sich mit der
Frage, inwieweit die CLSM die Mdoglichkeit einer nichtinvasiven diagnostischen Me-
thode zur Beurteilung und Friherkennung der diabetischen Neuropathie und Retino-
pathie darstellt. Der Schwerpunkt lag dabei auf der Quantifizierung der Morphologie
des subbasalen Nervenplexus der Kornea, welche in Bezug zu konventionellen Para-
metern zur Beurteilung der diabetischen Neuropathie (Neuropathischer Defizit Score,
Neuropathischer Symptom Score), zur diabetischen Retinopathie und zur Hornhaut-

sensibilitat gesetzt wurde.

5.1 DIABETISCHE NEUROPATHIE

Die diabetische Neuropathie hat die drittgroRte an das Alter und Geschlecht ange-
passte Inzidenzrate aller neurologischen Erkrankungen. Sie wird nur von zerebrovas-
kularen Ereignissen und dem Herpes Zoster Ubertroffen [88].

Zur Epidemiologie der diabetischen Neuropathie liegen zahlreiche unterschiedliche
Daten vor. Die geringe Ubereinstimmung der Ergebnisse und die dadurch resultieren-
den weiten Angabenbereiche kdnnen durch unterschiedliche diagnostische Kriterien
und Untersuchungsmethoden sowie Unterschiede der untersuchten Populationen er-
klart werden.

Die meisten Studien sind klinik- oder zentrumsbasiert und die Population selektioniert.
Vor diesem methodischen Hintergrund sind bei Typ 1 Diabetes Pravalenzen der dia-
betischen Neuropathie von 8-54 % und bei Typ 2 Diabetes von 13-46 % berichtet wor-
den [1].

Assoziationen der sensomotorischen diabetischen Polyneuropathie bestehen in Dia-
betesdauer, unzureichender Diabeteseinstellung, diabetischer Retinopathie und ande-
ren Risikofaktoren [89]. Auch wurde in der Fachliteratur eine gestorte Glukosetoleranz
(IGT= Impaired Glucose Tolerance) bei etwa 30 % der Falle als Ursache einer ,idiopa-
thischen“ sensomotorischen Polyneuropathie erwahnt [90-92].

In einer Studie Uber Pradiabetes und Neuropathie wird angegeben, dass zwischen
25 % und 62 % der Patienten mit idiopathischer peripherer Neuropathie einen Pradia-
betes haben und bei Personen mit Pradiabetes bereits 11-25 % an einer peripheren
Neuropathie leiden. Des Weiteren wird darauf hingewiesen, dass populationsbasierte

Studien auf einen Gradienten fir die Pravalenz der Neuropathie hindeuten, wobei die-
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ser am groften bei Patienten mit manifestem Diabetes mellitus ist, gefolgt von Perso-
nen mit gestorter Glukosetoleranz, dann mit beeintrachtigten Nuchternglukosewerten
bis zu jenen mit Normoglykamie. Auch wird darauf hingewiesen, dass Personen mit
einem Pradiabetes weniger schwere Neuropathien haben als solche mit einem mani-
festen Diabetes mellitus. Die sensorischen Qualitaten seien auch haufiger als die mo-
torischen Qualitaten betroffen. Diese Beeintrachtigung der kleinen Nervenfasern
konnte das frUheste nachweisbare Zeichen sein [93].

Hierdurch zeigt sich, dass eine frihzeitige Diagnostik mit dem Ziel der Beurteilung der
kleinen Fasern notwendig ist, um gerade Patienten im Anfangsstadium zu identifizie-
ren und auf die Therapiemoglichkeit von Folgeschaden hinzuweisen. Dadurch konnte
mit der Sekundarpravention so frih wie moglich begonnen werden.

Die diabetische Neuropathie bringt viele Folgen mit sich. Die Lebensqualitat istim Ver-
gleich zu Patienten ohne sensomotorische diabetische Polyneuropathie erniedrigt [33],
das Mortalitatsrisiko [34, 94] und das Risiko fur ein diabetisches Fullsyndrom sind er-
hoht [35]. Die sensomotorische diabetische Polyneuropathie ist der wichtigste Risiko-
faktor fur nichttraumatische Amputationen an den unteren Extremitaten [95-99].

Mit Gber 60.000 Amputationen pro Jahr liegt Deutschland europaweit im oberen Drittel
[101]. Ca. 70% dieser Amputationen werden bei Diabetikern durchgefuhrt und bei etwa
30000 Patienten ist die diabetische Stoffwechselstorung unabhangig vom Diabetestyp
die Hauptursache der Amputation. Bundesweit haben Diabetiker ein deutlich gestei-
gertes Amputationsrisiko, welches bis zu 50-fach gegenuber Nichtdiabetikern erhoht
ist. Dadurch entstehen lange stationare Verweildauern und ein hoher Behandlungs-
aufwand, welche wiederum einen wesentlichen Teil der diabetesassoziierten Kosten
im Gesundheitswesen verursachen [102]. So wurden 2008 der Versorgung der Diabe-
teserkrankten fur Deutschland vom Statistischen Bundesamt direkte Kosten von 6,34
Milliarden Euro zugeschrieben [103]. In einer Studie von 2002 wurden fur Patienten,
bei denen eine Amputation durchgefuhrt wurde, jahrliche Kosten in Hohe von 10 796
Euro angeflhrt [104].

Die diabetische Neuropathie birgt also nicht nur persénliche Probleme, sondern auch
soziobkonomische Folgen im Sinne von Kosten, die im Gesundheitswesen mit einer
geeigneten Diagnostikmethode und dadurch frihzeitiger Pravention und Therapie ein-

gespart werden konnten.
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In der vorliegenden Arbeit zeigte die Gruppe der Normalprobanden weder neuropathi-
sche Symptome noch neuropathische Defizite. Im Gegensatz dazu wies die Gesamt-
diabetikergruppe schwere neuropathische Symptome und maRige neuropathische De-
fizite auf. Es zeigten sich im Vergleich zum NSS beziehungsweise NDS der Normal-
probanden signifikante Unterschiede (in beiden Fallen p < 0,001). Das bedeutet, dass
diese Probanden der Diabetikergruppe bereits unter den Folgen des Diabetes, min-
destens in Form einer maRigen Neuropathie litten. Nun stellt sich die Frage, inwieweit
solche Folgen vorhersagbar sind. Die Gruppe von Ziegler et al. untersuchte [105] 86
frisch diagnostizierte Typ-2-Diabetiker im Vergleich zu 48 Kontrollprobanden mittels
CLSM zur Quantifizierung von Alterationen des subbasalen Nervenplexus sowie mit-
tels Hautbiopsie zur Quantifizierung der intraepidermalen Nervenfaserdichte. Neuro-
physiologische Untersuchungen wurden ebenfalls durchgeflhrt. Im Vergleich zu den
Normalprobanden zeigten Diabetiker zu Beginn ihrer Erkrankung eine signifikante Re-
duktion der Nervenfaserdichte, -lange sowie der intraepidermalen Nervenfaserdichte,
jedoch nicht in denselben Probanden, was durch ein ,Patchy Manifestation Pattern®
der ,Small Fiber Neuropathie® erklart wird. Die fur die Beurteilung der diabetischen
Neuropathie durchgeflhrten Methoden bewerten einerseits nur die Funktion der lan-
gen Nervenfasern, wie dies zum Beispiel in der Elektrophysiologie (Nervenleitge-
schwindigkeit, Elektromyographie) geschieht. Andere Verfahren, wie die Hautbiopsie
und der Quantitative Sudomotor Axon Reflex Test (QSART), kénnen zur Diagnostik
der Small Fiber Neuropathie genutzt werden, sind aber wiederum invasiv, bendétigen
spezielle Labore oder werden durch Medikamente beeinflusst [126]. Die Hautbiopsie
ist eine sensitive und effektive Methode zur Diagnose einer Small-Fiber-Neuropathie,
sie ermoglicht die Beurteilung von kleinen Fasern durch Quantifizierung der intraepi-
dermalen Nervenfaserdichte- und Nervenfaserlangenveranderungen [156]. Der Nachteil
liegt aber eindeutig in der Invasivitat. Es gibt also kaum beziehungsweise keine Mog-
lichkeiten, eine pathologische Veranderung in kleinen Nervenfasern zu diagnostizier-

ten. Diese sollte in weiteren prospektiven Studien weiter untersucht werden.

5.2 DIABETISCHE RETINOPATHIE

Netzhautkomplikationen des Diabetes, wie die Retinopathie und die Makulopathie,
stellen die haufigsten Manifestationsformen der diabetischen Mikroangiopathie dar

[54]. Es ist von grofRer klinischer Bedeutung, zu klaren, inwieweit die Augen-Marker fur
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Diabetes miteinander und mit dem Neuropathiestatus korrelieren. Die diabetische Re-
tinopathie ist eine der haufigsten Komplikationen bei Typ 1 und Typ 2 Diabetes und
betrifft nahezu alle Personen mit 15 oder mehr Erkrankungsjahren [106]. Die chroni-
sche Hyperglykamie ist ein gesicherter kausaler Faktor der diabetischen Mikroangio-
pathie [57, 58]. Die Haufigkeit der diabetischen Retinopathie hangt vermutlich in bei-
den Fallen, Typ 1 und Typ 2, von der Dauer der Erkrankung und der glykamischen
Kontrolle ab [107].

In der vorliegenden Studie konnte bestatigt werden, dass es eine direkte Korrelation
zwischen der Diabetesdauer und der Haufigkeit der diabetischen Retinopathie gibt.
Fruhere Arbeiten zeigten, dass die Blutzuckerkontrolle eine grof3e und anhaltende Wir-
kung bei der Verringerung der diabetischen Komplikationen hat. Es hat sich gezeigt,
dass eine enge Blutzuckerkontrolle das Fortschreiten der Schwere der diabetischen
Retinopathie verhindert [108]. Dennoch schreitet die diabetische Retinopathie bei ei-
nigen Patienten trotz guter Blutzuckerkontrolle fort. Eine gute Blutzuckereinstellung
garantiert also nicht immer das Ausbleiben einer Progredienz der diabetischen Retino-
pathie [109]. Auch, wenn in dieser Querschnittsstudie die meisten Patienten mit dia-
betischer Retinopathie die hochsten HbA1c-Werte zeigten, gab es einige Ausnahmen.
Zum Beispiel zeigte Proband Nr. 3 mit einem HbA1c von 11 % keine Hinweise auf eine
diabetische Retinopathie (Diabetesdauer 6 Jahre), wahrend Proband Nr. 6 mit dem
gleichen HbA1c-Wert (Diabetesdauer 22 Jahre) eine diabetische Retinopathie auf-
wies. Proband Nr. 10 mit einem verhaltnismalig niedrigen HbA1c von 7,9 % zeigte
eindeutige Zeichen fur eine diabetische Retinopathie (NDS = 7, Diabetesdauer 18
Jahre). Eine mogliche Erklarung fur diesen Befund konnte sein, dass diese Studie
keine langfristige glykamische Kontrolle der diabetischen Patienten durchfihrte, son-
dern mit einem einzigen HbA1c-Wert die vorangegangenen drei Monate dokumentiert
hat. Dies deutet darauf hin, dass in Nicht-Langsschnittstudien HbA1c-Werte nicht un-
bedingt mit der Inzidenz der diabetischen Retinopathie korrelieren missen, und dass
die Dauer des Diabetes wahrscheinlich der starkste Pradiktor flr die Entwicklung und
Progression der diabetischen Retinopathie ist.

Auch gab es keine direkte Korrelation zwischen dem Neuropathiestatus und der Inzi-
denz der diabetischen Retinopathie. Des Weiteren fehlten bei Patienten mit einem
NDS = 9 oder 10 und einer Diabetesdauer von 14 Jahren jegliche Anzeichen einer

diabetischen Retinopathie, wahrend andere mit einem NDS = 6 und einer Diabetes-
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dauer von 28 Jahren eine diabetische Retinopathie aufwiesen. Diese Erkenntnisse un-
terstreichen einmal mehr die Rolle der Diabetesdauer bei der Entwicklung einer dia-
betischen Retinopathie.

Im Zusammenhang mit der diabetischen Retinopathie existieren Studien, die zusatz-
lich einen besonderen Fokus auf mikrovaskulare Veranderungen legen. Die Betrach-
tung der diabetischen Retinopathie als reine mikrovaskulare Erkrankung hat ergeben,
dass sie nicht isoliert als GefalRpathologie angesehen werden sollte [110]. Die Neuro-
degeneration der retinalen Gliazellen wurde als zugrunde liegende Ursache der retina-
len Gefallveranderungen angenommen [111]. Ein wichtiger Angriffspunkt der Neuro-
degeneration in der Netzhaut ist die Ganglienzellschicht, in der ein axonaler Verlust
und eine Verdunnung der retinalen Nervenzellenfaserschicht (RNFL) als Folgen des
apoptotischen Todes von Ganglienzellen auftreten. Muller-Zellen stellen einen weite-
ren moglichen Angriffspunkt fir den programmierten Zelltod dar. Diese sind Zellen, die
das vaskulare Endothel unterstutzen. Die Apoptose selbiger fuhrt zu Funktionsstorun-
gen kleiner Gefal3e und damit zu einer Mikroangiopathie. Somit gehen wahrscheinlich
zellulare neurodegenerative Veranderungen in der Netzhaut mikrovaskularen Veran-
derungen voraus und dienen als Marker fur eine frihe diabetische Retinopathie. Es
gab einige Angaben aus der Fachliteratur zu dieser Hypothese, welche jedoch inkon-
sequent sind. In einigen Studien wurde die RNFL- Ausdunnung durch Auftreten der
diabetischen Retinopathie erklart [112, 113]. Andererseits sah man auch bei Patienten
ohne diabetische Retinopathie eine Ausdinnung der Nervenfaserschicht [114]. In ei-
ner spateren Studie konnten keine signifikanten Unterschiede in der Dicke der retina-
len Nervenfaserschicht bei Patienten ohne diabetische Retinopathie gezeigt werden,
obwohl die gleiche Technik, die optische Koharenztomographie (OCT), verwendet
worden ist [115]. Die Autoren erklaren diese Diskrepanz mit der kiirzeren Dauer des
Diabetes in der zweiten Studie (4,8 £ 4,4 vs. 7,9 £ 7,3).

Die oben genannten Studien waren darin begrenzt beurteilbar, als dass in keiner von
ihnen die diabetische Gruppe entsprechend des Neuropathiestatus eingeteilt wurde.
In der Zwischenzeit wurde die Beziehung zwischen RNFL- Dicke und diabetischer Po-
lyneuropathie bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 durch die Messung der Dicke
der retinalen Nervenfaserschicht mittels OCT und der Beurteilung des diabetischen
Neuropathie-Status mittels Neuropathie Defizit Score [107] untersucht. Im Vergleich
zur Kontrollgruppe ergab sich bei den Diabetes-Patienten mit NDS > 5 eine signifikante

Ausduinnung der Nervenfaserschicht. Es sollte beachtet werden, dass die RNFL- Dicke
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entsprechend des Alters, des Geschlechts und der ethnischen Zugehdrigkeit variiert.
Dementsprechend missen zur Uberprifung der Hypothese, dass neuronale Anoma-
lien Gefallveranderungen vorangehen konnten und damit die Prifung der RNFL-Dicke
ein frGherer Marker der diabetischen Retinopathie ist, bevolkerungsbezogene, dem Al-
ter und Geschlecht angepasste Studien in Zukunft durchgefihrt werden. Andere Stu-
dien beleuchten aullerdem den Zusammenhang zwischen der diabetischen Retinopa-
thie und der diabetischen Nephropathie. Dabei zeigt sich die proliferative Retinopathie
als unabhangiger Marker der langfristigen Nephropathie bei Typ 1 Diabetes [116]. Eine
andere Gruppe [117] untersuchte quantitativ die Tortuositat der retinalen Arteriolen
und deren Zusammenhang mit einer Nephropathie. Auch die Tortuositat konnte unab-
hangig mit der leichten diabetischen Retinopathie und dem frUhen Stadium der Ne-
phropathie bei Typ 1 Diabetes assoziiert werden. Dies soll ebenfalls in zuklnftigen
Studien Uberpruft werden. Bei moglicher Bestatigung sollen so neue Einblicke in friihe
mikrovaskulare Veranderungen und damit nutzliche klinische Informationen Uber die

Gefahr der Retinopathie und Nephropathie geliefert werden.

5.3 HORNHAUTSENSIBILITAT BEI DIABETES MELLITUS

Die korneale Sensibilitat zeigte eine signifikante Abnahme sowohl in der Diabetiker-
gruppe als auch in beiden Subgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Das ist kon-
form mit bisherigen Studien [138, 139]. In einer Publikation von Rosenberg und Kolle-
gen zeigten Patienten mit Diabetes mellitus ohne oder mit nur leichter bis mafiger
Neuropathie interessanterweise eine ganz normale Hornhautsensibilitat. Eine Reduk-
tion der Hornhautsensibilitdt wurde nur unter schwerer Neuropathie festgestellt. In der
vorliegenden Studie zeigten die Diabetes-Patienten ebenfalls beeintrachtigte Struktu-
ren des subbasalen Nervenplexus in Zusammenhang mit einer verminderten Empfind-
lichkeit der Hornhaut, die in Konsens mit eben erwahnter und weiteren friheren Stu-
dien bei Diabetes Typ 1 und 2 [140-146] gehen.

Die Untersuchung der Hornhautsensibilitat konnte somit einen zusatzlichen ophthal-
mologischen Marker zur Diagnostik der diabetischen Neuropathie bieten: Pritchard et
al. [147] zeigten die unterschiedliche Kapazitat der Nonkontaktkorneaaesthesiometrie
mit einem Schwellenwert von 66 mbar. Dabei betrug die Sensitivitat 52 % und die
Spezifitat 85 % bei Diabetikern mit einem NDS 2= 6 sowie 70 % und 75 % jeweils bei
Patienten mit einem NDS = 3 [148].
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5.4 BILDVERARBEITUNG

Viele Studien Uber die Morphologie des subbasalen Nervenplexus unterscheiden sich
in ihren Bildaufnahmestrategien, den Quantifizierungsalgorithmen und der Definition
der einzelnen Parameter. Dies fuhrt zu Schwierigkeiten beim Vergleich der Ergebnisse
aus verschiedenen Studien. Ausgewertete Ergebnisse aus 13 konfokalen Studien, die
zwischen 2001 und 2008 veroffentlicht wurden [118], zeigten eine enorme Diskrepanz
hinsichtlich der Quantifizierungsparameter. Eine Erklarung fur diese Schwankungen
sind zum einen Unterschiede im Bildkontrast der verwendeten Mikroskope. Daher ist
der Vergleich der quantitativen Parameter nur gultig, wenn das gleiche konfokale
Mikroskop verwendet wurde. Das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) und
Spaltlampen-Scanning-Mikroskop (SSCM) stehen aktuell vorrangig der Hornhaut-For-
schung zur Verfigung. Die feinen Nervenaste des subbasalen Nervenplexus sind, ge-
genuber dem SSCM, mit dem CLSM wegen des hohen Kontrastes sichtbar. Dies er-
moglicht es, etwa 80 % der bestehenden Nervenfasern des subbasalen Nervenplexus
zu visualisieren. Dies ist mit dem SSCM und TSCM durch einen verringerten Kontrast
an den seitlichen Kanten des Bildes nicht méglich. Entsprechend neuerer Literatur hat
sich die In-vivo-CLSM (Heidelberg Retina Tomograph Il oder Ill mit Rostock Kornea
Modul ausgestattet) als das am weitesten verbreitete Instrument zur morphologischen
Beurteilung des subbasalen Nervenplexus durchgesetzt.

Der Trend hin zu quantitativen Studien hat zur Entwicklung verschiedener Ansatze der
Charakterisierung der Parameter des subbasalen Nervenplexus gefuhrt, so zum Bei-
spiel die Beurteilung der Nervenfaserdichte und -lange mit Adobe Photoshop (Adobe
Systems Incorporated, USA) [119] sowie mit Hilfe eines automatischen Calliper Tools
[120] oder Neuron J als Plug-In flr Image J, Analysis 3.1 (Soft Imaging System Mins-
ter, Deutschland) [118] oder Sion (Scion Image fur Windows, Scion Corporation, USA)
[121]. Auch die Analyse der Nerven-Tortuositat durch eine manuelle Sortierung [119]
oder die Implementierung in MATLAB (MathWorks, USA) fur die Evaluation des Tortu-
ositatskoeffizienten [118, 122] haben stattgefunden. Dartber hinaus wurden Erfah-
rungen mit Cell D (Olympus, Deutschland) und Amira (TGS Inc., USA) gesammelt,
aber die Ergebnisse waren aufgrund der hohen Anzahl an falsch positiv und negativ
erkannten Phanomenen nicht zufriedenstellend.

Eine Reihe von vollautomatischen Systemen fur die Beurteilung der Morphologie des

subbasalen Nervenplexus wurden kurzlich entwickelt [123-125], welche eine starke
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Korrelation zwischen manuellen und vollautomatischen Methoden darstellen. Aller-
dings sind diese Algorithmen auf einige Parameter wie Nervenfaserlange, -dichte, Fi-
liaedichte, Faserbreite und Intensitat begrenzt. In dieser Arbeit wurde ein angepasster
Bildverarbeitungs-Algorithmus [87] zur Praprozessierung, Segmentierung und Aus-
wertung der morphologischen Parameter des subbasalen Nervenplexus verwendet.
Die Analyse dieser relativ kleinen Gruppe von Patienten ergab die Moglichkeit, die
pathologischen Befunde, basierend auf nur zwei Parametern (Komponentenverhaltnis
und Nervendichte), mit der gleichen Wahrscheinlichkeit wie mit der Benutzung der ge-
samten Parameterliste dieser Studie zu erkennen. Derzeit gibt es also eine generelle
Notwendigkeit, die Bildaufnahmen und die Bildverarbeitung zu vereinheitlichen und zu
verbessern, um den subbasalen Nervenplexus als einen, durch ein nicht- invasives,
standardisiertes Verfahren ermittelbaren, ophthalmologischen Marker fur die frihe di-
abetische Polyneuropathie bei Patienten mit Diabetes und Pra-Diabetes einsetzen zu

konnen.

5.5 CLSM ALS FRUHE, NICHTINVASIVE DIAGNOSTIK EINER DIABETISCHEN NEUROPATHIE

Das Auge ist das einzige Organ des menschlichen Kdorpers, an dem Nerven nicht-
invasiv beobachtet werden kénnen [126]. Die Hornhaut und die Netzhaut sind reich an
sensorischen Nervenzellen und ihren Axonen. Deswegen sind sie potenzielle Orte fur
eine nichtinvasive Beurteilung der durch die Neuropathie verursachten Schaden.
Basierend auf dem Nachweis einer Beeintrachtigung der Empfindlichkeit der Hornhaut
bei Diabetes mellitus [135] weist eine zunehmende Menge an Daten darauf hin, dass
eine Verringerung der Nervenfaserdichte und andere morphologische Veranderungen
des subbasalen Nervenplexus in der Hornhaut nutzlich fur die Beurteilung der diabeti-
schen Polyneuropathie sein kdnnen. Bei Diabetes mellitus wurden Mangel in allen
Schichten der Hornhaut festgestellt, welche die Hornhautdicke, die Zellmorphologie
und die Basalmembran betreffen [136, 137]. Diese Veranderungen haben wiederum
Auswirkungen auf andere Parameter wie Tranensekretion, Zelldichte und epitheliale
Instabilitat.

Mithilfe histo- oder immunochemischer Methoden unter Nutzung von Licht- oder
Elektronenmikroskopen bilden ex vivo Studien den Ursprung in der Geschichte der
Erforschung der Mikromorphologie kornealer Nerven. Die erste ex vivo Bildgebung der
subbasalen Nervenplexus Strukturen wurde 1982 durch Schimmelpfennig prasentiert

[126]. Durch eine Gold-Chlorid-Impragnierung konnten Nervenfasern innerhalb der
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epithelialen Zellschicht, welche durch aufgereihte Fasern und gelegentlich kurze Ver-
zweigungen uberbruckt wurden, dargestellt werden [126]. Erste in vivo Studien, in de-
nen ein konfokales Mikroskop genutzt wurde, resultierten in deskriptiven Aussagen
Uber die Anzahl der Hauptnervenzweige in der gesunden und pathologischen Kornea
[127, 128]. Die Technik der In-vivo-Mikroskopie hat in den letzten Jahren die Prifung
der menschlichen Hornhaut erleichtert und machte es zu dem einzigen Organ im Kor-
per, in dem Nerven direkt und nichtinvasiv beobachtet werden kdnnen. Diese hoch
aufldsende Methode hat neue Einblicke in die Hornhautnervenmorphologie und -
dichte, in normalen und pathologischen Bedingungen versehen mit besonderem
Schwerpunkt auf den subbasalen Nervenplexus, geboten [119, 129-133]. Daruber hin-
aus ermoglicht dieses bildgebende Verfahren mehrere Untersuchungen desselben
Hornhautareals im Verlauf [73, 134-137].

Die Umsetzung der konfokalen In-vivo-Mikroskopie der Hornhaut hat deutliche Veran-
derungen der Hornhautnerven bei Diabetikern gezeigt. Der erste Bericht zur konfoka-
len In-vivo-Mikroskopie an Diabetes-Patienten war von Rosenberg et al. [138]. Dabei
wurden Diabetespatienten mit verschiedenen Neuropathiegraden untersucht. Die Stu-
die beleuchtete die Morphologie des subbasalen Nervenplexus und die Hornhautsen-
sibilitat bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 naher. Unter Verwendung eines Tan-
dem-konfokalen Mikroskops zeigten die Autoren eine signifikante Reduktion der Dichte
des subbasalen Nervenplexus bei Diabetikern mit Polyneuropathie. Auch bei Diabeti-
kern ohne Anzeichen einer Polyneuropathie gab es Veranderungen in der Morphologie
des subbasalen Nervenplexus. Malik et al. [139] erhielten in ihren Untersuchungen
eine statistisch signifikante Verringerung der Nervenfaseranzahl des subbasalen Ner-
venplexus der Hornhaut bei Diabetes-Patienten im Vergleich zu den Kontrollpersonen
mit einer Tendenz fur eine hohere Reduktion der Nervenfaseranzahl bei zunehmender
Schwere der peripheren diabetischen Neuropathie. In derselben Studie wurde auch
uber eine signifikante Reduktion der Nervenfaserverzweigungsdichte im subbasalen
Nervenplexus bei Diabetes-Patienten berichtet. Daraus wurde eine Verringerung der
Regenerationsfahigkeit des subbasalen Nervenplexus mit Fortschreiten der Neuropa-
thie gefolgert.

Es folgten eine Reihe von Studien, die einen Zusammenhang zwischen Diabetes mel-
litus und morphologischen Defiziten der Hornhautnerven mit der nichtinvasiven konfo-
kalen Mikroskopie belegt haben [118, 122, 140-144]. Im Vergleich zu Patienten ohne

Diabetes mellitus haben die Menge und die Verzweigungen der Hornhautnerven eine

47



DISKUSSION

Reduktion gezeigt, wahrend die Tortuositas eine Zunahme aufwies. Die Autoren ver-
muteten, dass die Zunahme der Tortuositas einen morphologischen Marker der Ner-
venregeneration [122] darstellen konnte. Diese Ergebnisse wurden von einer anderen
Gruppe [140] bestatigt. AuBerdem untersuchte diese Gruppe den subbasalen Nerven-
plexus bei Diabetikern Typ 2 in Bezug auf die diabetische Retinopathie. Die Ergeb-
nisse zeigten signifikante Unterschiede bezuglich der Morphologie des subbasalen
Nervenplexus (Nervenfaserlange, totale Nervenfaserverzweigungen, Grad der Tortu-
ositat) bei Patienten mit proliferativer diabetischer Retinopathie im Vergleich zur nicht-
proliferativen Gruppe. In der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikanten Unter-
schiede im NSS oder NDS zwischen den Untergruppen mit und ohne diabetische Re-
tinopathie festgestellt werden (Abbildung 18-19). Dies verdeutlichen die vergleichba-
ren mikromorphologischen Parameter mit Ausnahme der Komponentpixel. Beide
Gruppen zeigten eine signifikante Abnahme der subbasalen Nervenplexus-Strukturen
im Vergleich zur Kontrollgruppe

Eine signifikante Abnahme der Nervenfaserdichte und —lange, sowie der Verzwei-
gungsdichte wurde durch einige Gruppen publiziert [121, 141]. Dabei gab es jedoch
Unterschiede in den verwendeten Mikroskopen und in der Bildverarbeitung. Tavakoli
et al. [121] analysierten drei Hauptparameter in Spaltlampen-konfokal-mikroskopi-
schen Bildern: Nervenfaserdichte, Nervenverzweigungsdichte (beide durch im Mikro-
skop vorhandene Software ermittelt) und Nervenfaserlange (Scion Image). Messmer
et al. [141] fUhrten eine Laser-scanning konfokale Mikroskopie durch und untersuchten
die Anzahl der Hauptnerven und Nervenverzweigungen (manuelle Zahlung), Lange
der Nervenfasern (Image J) und graduierten die Nerventortuositat basierend auf der
Oliveira-Soto-Skalierung [119]. Im selben Jahr zeigten auch Tavakoli et al. die Quan-
tifizierung der Nervenfasertortuositat bei idiopathischer Small-Fiber-Neuropathie mit-
hilfe der MATLAB-Funktion [121]. Aufgrund der verschiedenen Bildtechniken und Ana-
lyseverfahren erhielten diese Gruppen folgende Ergebnisse in den Kontrollgruppen
[121, 141]: Nervenfaserdichte 45.6 vs. 23.3 no/mm?, Nervenfaserlange 11.21 vs. 16.1
mm/mm? und Nervenverzweigungsdichte 25.38 vs. 30.6 no/mm?2. Dies zeigt einmal
mehr, dass flr eine Diagnostikmethode ein einheitliches Verfahren mit einheitlichen
Malzahlen, sowohl in der Bildtechnik als auch in der Analyse, vonnoéten ist.

Weitere Studien wendeten die In-vivo-CLSM an einer Gruppe von Diabetes-Patienten
mit strenger Diat, Bewegung und unter medikamentéser Behandlung an. Nach 25 Mo-

naten gab es eine signifikante Verbesserung der Nervenfaserdichte der Hornhaut, die
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positiv mit der Verbesserung der HbA1c-Werte korrelierte. In einer anderen Studie un-
terzogen sich Diabetes-Patienten einer gleichzeitigen Pankreas- und Nierentransplan-
tation [145]. Diese wurden mittels In-vivo-CLSM pra- und postoperativ untersucht.
Sechs Monate nach der Operation hatte sich die Nervenfaserlange in Bezug auf die
praoperativen Werte deutlich erholt. So zeigt sich, dass die In-vivo-CLSM nicht nur fur
eine frihzeitige Diagnostik sinnvoll ist, sondern auch eine Progression und Regression
der diabetischen Polyneuropathie dokumentieren und damit Uberwachen kann.

Weitere Autoren beschrieben die Anatomie des subbasalen Nervenplexus inklusive
der wirbelartigen Muster [129]. Patel und McGhee stellten dynamische Veranderungen
in der Anatomie des subbasalen Nervenplexus fest [136] und fuhrten 2- und 3-dimen-
sionale Rekonstruktionen des subepithelialen Nervenplexus aus [131, 146, 147]. Es
richten hierunter allerdings nur wenige Studien ihren Blick auf die Beziehung zwischen
der Morphologie des subbasalen Nervenplexus und der diabetischen Retinopathie
[141, 148]. In dieser Studie zeigten alle Patienten, mit oder ohne diabetischer Retino-
pathie, signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe. Als Gegensatz zu
diesen Ergebnissen konnten Messmer et al. keine signifikanten Unterschiede in der

Hornhautsensibilitat zwischen NDR und Kontrollgruppe finden.
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VL. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die konfokale In-vivo-Laser-Scanning-Mikroskopie stellt eine objektive und sensitive
Methode zur quantitativen Erfassung der Morphologie des Nervensystems der diabe-
tischen Neuropathie dar. Die Basis hierflr bildet die nichtinvasive Erfassung und
Quantifizierung von Aufnahmen des subbasalen Nervenplexus. Diese Tatsache wurde
bereits mehrfach in tierexperimentellen und humanen Studien publiziert und wird im
Rahmen dieser Arbeit an einem dezidierten Patientenkollektiv mit einer diabetischen
Neuropathie bestatigt. Erstmals wurden manifestierte Alterationen bei Patienten mit
diabetischer Neuropathie und diabetischer Retinopathie in Zusammenhang mit dem
HbA1c und den neurodiabetischen Befunden untersucht. Zusammenfassend sind die
in der Arbeit im Detail diskutierten Ergebnisse der Multivarianzanalyse in Abbildung 25
dargestellt. Dabei entspricht die Breite der Pfeile der Starke der Korrelation. Die Ner-
venfaserdichte ist am starksten vom HbA1c und der Neuropathie abhangig. Die Kor-
relationen zwischen der Nervenfaserdichte und der diabetischen Retinopathie sowie
zwischen der diabetischen Neuropathie und der diabetischen Retinopathie waren nur

gering ausgepragt.

ABBILDUNG 25: ERGEBNIS DER MULTIVARIANZANALYSE
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Die bei der Studienkonzeption gestellten Fragen hinsichtlich einer moglichen Rolle der
Nutzung des subbasalen Nervenplexus zur Stadieneinteilung der diabetischen Neuro-
pathie und nach dem Auffinden von Korrelationen zwischen diabetischer Retinopathie,
Neuropathie sowie der Morphologie des subbasalen Nervenplexus kbnnen gegenwar-
tig nur eingeschrankt beantwortet werden. Dies hat vor allem methodische Grinde.
Die Quantifizierung des subbasalen Nervenplexus zur Stadieneinteilung einer diabeti-
schen Neuropathie konnte jedoch in Zukunft eine grof3e Rolle spielen, vorausgesetzt,
dass Aufnahme- und Auswertungsstrategien standardisiert werden und spater in Form
einer Leitlinie zur Verfigung stehen. Diese Problematik adressierend, werden gegen-
wartig im Rahmen einer multizentrischen Studie Fragen zur Reproduzierbarkeit und
Sensitivitat der Methode fur verschiedene Krankheitsbilder und Bildaufnahmestrate-
gien untersucht.

Hinsichtlich einer Uberfiihrung der Methode in die klinische Routine besteht neben der
statistisch soliden Verifizierung des Ansatzes fur verschiedene Krankheitsbilder auch
ein deutlicher Handlungsbedarf bezuglich der Standardisierung der Auswertungsme-
thodik. Nur so kdnnte sichergestellt werden, dass die ermittelten Daten des kornealen
Nervenplexus als Surrogatparameter einer diabetischen Neuropathie und gegebenen-
falls, auch einer diabetischen Retinopathie zu werten sind.

Trotz des angesprochenen Bedarfs an methodischen Weiterentwicklungen besitzt die
In-vivo-Mikroskopie des subbasalen Nervenplexus der Hornhaut ein erhebliches Po-
tential als Surrogatparameter einer diabetischen Neuropathie, objektiv und nichtinva-
siv eine neuronale Beteiligung bei Diabetespatienten zu erfassen.

Aufgrund der inzwischen zahlreich vorhandenen Publikationen zu diesem Thema be-
steht die Hoffnung, dass der Surrogatparameter der kornealen Nervenfaserdichte ge-
nutzt werden kann, um neue Studien zur Prophylaxe und vielleicht sogar zur Therapie

der diabetischen Neuropathie anzuregen.
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THESEN

VIIL

THESEN

1.

Die Nervenfaserdichte und -lange des subbasalen Nervenplexus der Cornea
sind Surrogatparameter fur die diabetische Neuropathie.

. Die In-vivo konfokale Mikroskopie stellt eine Screeningmethode zur Diagnostik

der diabetischen Neuropathie dar.

Die In-vivo konfokale Mikroskopie ist fur die interdisziplindre Zusammenarbeit
von Diabetologen und Ophthalmologen von grof3er Bedeutung.

. Die In-vivo konfokale Mikroskopie ist eine nichtinvasive, rasch durchzufuhrende

Methode, die ihre Alltagstauglichkeit nachgewiesen hat.

Vor dem Hintergrund steigender Inzidenz und Pravalenz des Diabetes mellitus,
sowohl in Industrie- als auch in Entwicklungslandern, wird die Fruhdiagnostik
der diabetischen Neuropathie an Bedeutung gewinnen.
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