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I. Einleitung

1. Allgemeine Einleitung

Malignome sind die hidufigsten Erkrankungen an denen unsere Population erkrankt und
trotz der Weiterentwicklung moderner Technologien bleibt sie die zweithdufigste
Todesursache (109). Auch die Konjunktiva als wichtiger integrativer Bestandteil der
Augenoberfliche ist hiufig von Neoplasien betroffen. Es ist eine grofle
Herausforderung fiir den Ophthalmologen und Pathologen diese als benigne,
pramaligne oder maligne einzustufen (25). Relativ harmlose Veridnderungen wie zum
Beispiel die primédr erworbene Melanose (PAM) ohne Atypie sind klinisch duBerst
schwierig von lebensbedrohlichen Erkrankungen wie zum Beispiel dem malignen
Melanom zu unterscheiden. Je nach Differenzierung einer solchen Neoplasie ergeben
sich fiir den Patienten unterschiedlichste therapeutische Moglichkeiten. So stehen auf
Grund der begrenzten diagnostischen Moglichkeiten neben der Biomikroskopie nur
noch eine minimal-invasive Materialentnahme mittels Zytologietechniken oder die
operative Probeexzision mit anschlieBenden histologischen Untersuchungen zur

Verfiigung. Bis heute sind solche Untersuchungen der Bindehaut nur ex-vivo moglich.

Neben den Tumoren und degenerativen Erkrankungen der Konjunktiva spielen aber
auch die Entziindungen der Bindehaut eine grof3e Rolle. Sehr unterschiedliche Ursachen
fiir eine Bindehautentziindung fithren zu einem scheinbar dhnlichen klinischen Bild und
stellen sich dem praktizierenden Augenarzt differentialdiagnostisch schwierig dar (56).
Die diagnostischen Moglichkeiten fiir diese Entitit sind begrenzt und oft bleibt nur die

Moglichkeit des Therapieversuchs bei einer Verdachtsdiagnose.

Eine sehr innovative Moglichkeit der in-vivo Mikroskopie stellt das ,.konfokale in-vivo
Mikroskop* dar. In anderen medizinischen Bereichen wie zum Beispiel der
Dermatologie findet diese neue diagnostische Moglichkeit schon Anwendung (66).
Auch in der Augenheilkunde haben sich neben Studien zur Anatomie der Cornea
(13;62) Erfolge in der Erkennung und Diagnose infektioser Erkrankungen wie der
Akanthamobenkeratitis (72;87) oder der Pilzkeratitis (24;86;120) ergeben. Wichtige
Publikationen sind auch im Bereich der cornealen Wundheilung nach refraktiver

Chirurgie oder der penetrierenden Keratoplastik erschienen (86). Zum Zeitpunkt unserer



klinischen Untersuchungen existierte nur eine Veroffentlichung zur konfokalen in-vivo

Mikroskopie der humanen Konjunktiva an zwei gesunden Probanden (55).



2. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es das Applikationsspektrum eines konfokalen in-vivo
Mikroskops, des Heidelberg Retina Tomographen (HRT II) in Verbindung mit dem
Rostock Cornea Modul (RCM), als neues nicht invasives diagnostisches Mittel an der
Konjunktiva zu iiberpriifen. Die Anatomie, Entziindungen, degenerative Erkrankungen
und Tumore der Bindehaut wurden hierfiir mit dem HRT II/ RCM untersucht, ihre
pathomorphologischen Strukturen im Bild identifiziert und interpretiert. Anschlieend
sollten die Ergebnisse mit dem klinischen und/oder dem histologischen bzw.
immunhistochemischen Bild verglichen werden und die Aussagekraft der mit dem

konfokalen Mikroskop gestellten Diagnose retrospektiv iiberpriift werden.

Im Bereich der Anatomie haben wir uns im Speziellen die Frage gestellt, ob
Besonderheiten im anatomischen Aufbau der Bindehaut beziehungsweise Unterschiede
zwischen der bulbdren und tarsalen Konjunktiva zu erkennen sein wiirden. Hierbei
waren fiir uns die unterschiedlichen ZellgroBen der einzelnen Zellschichten des

Bindehautepithels von Bedeutung gewesen.

Ein weiteres Ziel war es wichtige anatomische Strukturen der Bindehaut, wie zum
Beispiel die Becherzellen, die fiir den Tridnenfilm von entscheidender Bedeutung sind,
die dendritischen Zellen, die wichtige Vertreter des Immunsystems sind, oder die

Meibomdriisen, die Hauptmanifestationsort fiir eine Blepharitis sind, zu identifizieren.

Der Limbus corneae interessierte in seinem Aufbau und in der in-vivo Darstellung

besonders, da dort das Stammzellreservoir fiir das Hornhautepithel liegt.

Durch die Moglichkeit der in-vivo Untersuchung wollten wir den Vorteil nutzen
Blutfluss und eventuell Lymphgefi3e und damit zum Beispiel die Zellmigration direkt

zu visualisieren.

Die anatomischen Studien waren insbesondere wichtig, um ein Normalkollektiv zum

spiteren Vergleich mit pathologischen Befunden zu etablieren.

AnschlieBend wurden unterschiedliche Formen der Konjunktivitis untersucht, um
Entziindungsprozesse unterschiedlicher Genese sicher voneinander abgrenzen zu
konnen. Papillen, die fiir die allergische Bindehautentziindung typisch sind, Follikel, fiir
die vor allem Chlamydien ursidchlich sind, oder Vernarbungen sollten untersucht und

beurteilt werden.



Degenerative Erkrankungen der Bindehaut sind oft schwierig von entziindlichen oder
nicht-pigmentierten Tumoren zu unterscheiden. Ein weiteres Ziel ist daher die
Moglichkeit der Darstellbarkeit von degenerativen Erkrankungen wie beispielsweise das
Pterygium und die Pinguecula und die Abgrenzbarkeit vom konjunktivalen Papillom,
Plattenepithelkarzinom oder lymphozytiren Lisionen zu untersuchen und strukturelle

Besonderheiten dieser Entitiaten auf zelluldrer Ebene in-vivo darzustellen.

Ein grofler Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Korrelation von in-vivo konfokaler
Mikroskopie und Histologie beziehungsweise Immunhistologie bei pigmentierten
Bindehauttumoren. Die Unterscheidung dieser Tumore, insbesondere die Festlegung der
Diagnose auf ein malignes Melanom, ist therapierelevant. Unsere Intention war es
dementsprechend die Charakteristika des Nidvus, der Melanosen und des malignem

Melanoms darzustellen.



II. Grundlagen

Im Folgenden soll dem Leser ein Einblick in die Anatomie der Bindehaut und die
wichtigsten Erkrankungen der Konjunktiva, die mit dem konfokalen Mikroskop
untersucht wurden, gegeben werden. Im Anschluss wird nidher auf das konfokale in-

vivo Mikroskop, seine Idee und geschichtliche Entwicklung bis heute eingegangen.

1. Die Konjunktiva

1.1. Anatomie der Konjunktiva

Die Konjunktiva ist eine diinne, durchsichtige Schleimhaut, welche den Augapfel mit
den Lidern verbindet, wie es ihr Name schon vermuten lédsst (lateinisch ,,conjungere*
heifit ,,verbinden®). Auch wenn die Konjunktiva kontinuierlich ist, wird sie gewohnlich
in drei Regionen aufgeteilt: Conjunctiva tarsi oder palpebrae, Conjunctiva fornices und

Conjunctiva bulbi.

Superior fornix | Superior
leral conjunctiva ) bulbar

Orbital conjunctiva ; ;
Limbal conjunctiva GORURGRE

conjunctiva { Orbital conjunctiva

Superior
palpebral : ,
conjunctiva Tarsal conjunctiva
Marginal conjunctiva
Inferior Marginal conjunctiva imbal conjunctiva | |nferior
palpebral Tarsal conjunctiva cleral conjunctiva ) bulbar

Inferior fornix J conjunctiva

Abb. 1: Schema der Konjunktiva bei geschlossenem Auge im vertikalen Schnitt (10).

Die Conjunctiva tarsi kleidet die Innenseite der Lider im Bereich des oberen und
unteren Tarsus aus. Sie beginnt an der mukokutanen Ubergangszone der Lidkante im
Bereich der Offnung der Meibom schen Driisen und ist durch das mehrschichtige,
verhornte Plattenepithel der Lidhaut begrenzt. Die Conjunctiva fornices im Bereich der
unteren und oberen Umschlagsfalte ist nur lose mit dem darunter liegendem

Bindegewebe verbunden und erméglicht die freie Beweglichkeit des Bulbus.



Die Conjunctiva bulbi im Bereich des Augapfels ist transparent, liegt der Sklera nur
lose auf und ist in Kontakt mit den Sehnen der Musculi recti, welche von einer Faszie,
der Tenon-Kapsel, bedeckt werden. Zwischen Konjunktiva und Sklera liegt die lockere
Episklera, die oberfldchlichste Schicht der Sklera, welche aus dichtem vaskularisiertem
Bindegewebe besteht und ohne sichtbare Grenze in die Tenon-Kapsel iibergeht. Nach
medial wird der Bindehautsack durch die rudimentire Nickhaut, eine als Plica
semilunaris bezeichnete Falte, begrenzt, die in die Karunkel iibergeht. Im Bereich der
Karunkel besteht eine Ubergangszone zur Dermis. Am Limbus befindet sich die

Ubergangszone zur Hornhaut (79).

Die Bindehaut besteht aus dem Epithel und der darunter liegenden Substantia propria,

welche auch Stroma genannt wird.

Die neonatale Konjunktiva ist im Aufbau einheitlich und entsteht, wie die Epidermis der
Haut, das Epithel der Cornea und die Linse aus dem Ektoderm. Erst im Laufe der Zeit

variiert die Struktur von Region zu Region (4).

Das Bindehautepithel ist ein mehrschichtiges, nicht verhornendes Plattenepithel und
enthélt schleimbildende Zellen, die so genannten Becherzellen. Es besteht aus einer
basalen Schicht von kubischen Zellen, iiberlagert von einer Schicht so genannter
Fliigelzellen und einer abgeflachten Oberflichenschicht. Subepithelial liegen
dendritische Melanozyten, Langerhanszellen und oft auch Entziindungszellen.
Becherzellen befinden sich in der Fliigelzell- und Oberfldchenzellschicht, konnen aber
auch im basalen Epithel vorkommen. Die oberste Zellschicht weist kleine filamentédre
Ausstiilpungen in Form von Mikrovilli und Mikroplicae auf, durch welche sowohl die

Zelloberfldche vergroBert also auch die Anhaftung des Trénenfilms verbessert wird.

An der palpebralen mukokutanen Ubergangszone geht die Haut abrupt in ein nicht-
verhornendes Plattenepithel mit ungefdhr fiinf Schichten iiber. Das basale Epithel
enthélt, wie die Dermis, noch Papillen. Die tiefste Schicht besteht aus Zylinderzellen,
gefolgt von einer polyhedralen Zwischenschicht und oberflichlichen niedrigen

Plattenepithelzellen. Die Becherzellen erscheinen erst ab der subtarsalen Falte.

Das Epithel der superioren tarsalen Konjunktiva ist nur noch zweireihig und besteht aus
einer tiefen Schicht von kubischen Zellen und einer oberfldchlichen zylindrischen
Zellschicht. Das Epithel der inferior tarsalen Konjunktiva hat drei oder vier Schichten,

manchmal auch nur zwei und selten fiinf. Die basalen Zellen bleiben kubisch (10).



In Richtung Fornix erweitert sich die Anzahl der Schichten wieder auf drei, indem eine

intermediére Schicht von polyhedralen Zellen hinzukommt.

Die Driisenanzahl, vor allem der Becherzellen, nimmt vom Fornix zum Limbus hin ab.
Schichten von polyhedralen Zellen nehmen zu und die oberfldachlichen Zellen

erscheinen flacher.

Am Limbus direkt wird das Epithel vielschichtig, ungefihr zehn Zellen tief, und geht in
eine papillire Form iiber, welche die von Vogt beschriebenen limbalen Palisaden
ausmachen. Basale Zellen erscheinen eher klein und sind entweder zylindrisch oder
kubisch geformt. Pigmentgranulae sind hier sehr héufig basal anzutreffen. Einige
Schichten von polygonalen Zellen, gefolgt von ein oder zwei Schichten Plattenepithel

liegen auf (10).

Die Anzahl von konjunktivalen Epithelzellen in den verschiedenen Schichten nimmt

interessanterweise mit dem Alter ab (20).

Das Stroma besteht aus einem gut vaskularisiertem Bindegewebe und kann in eine
obere und eine untere Schicht eingeteilt werden. Wihrend das Charakteristikum der
oberen Schicht eine zelluldre Infiltration, hauptsdchlich mit Lymphozyten ist, besteht
die untere Schicht aus fibrovaskuldrem Bindegewebe, Nerven und Lymphgefifien. Das
hierbei wichtigste Element, das CALT (Conjunctiva assoziiertes lymphatisches
Gewebe) besteht aus B-Lymphozyten und zahlenmifBig weitaus hiufigeren T-
Lymphozyten, welches sich jedoch erst zwei bis drei Monate nach der Geburt
entwickelt. Follikel, die B-Lymphozyten enthalten, kommen iiberwiegend in der
Conjunctiva fornices vor. Neben den Lymphozyten finden sich Plasmazellen,
Makrophagen, Langerhanszellen, polymorphkernige Granulozyten und Mastzellen in

der Substantia propria (79).

Becherzellen sind die Hauptquelle des glykoproteinreichen, apokrin sezernierten
Schleims fiir den Trinenfilm. Sie kommen in groffter Dichte im nasal unteren
Quadranten vor und am wenigsten im temporalen oberen Fornix- Bereich. An der
palpebralen mukokutanen Ubergangszone und am Limbus fehlen sie vollstindig (52).
Sie machen bei Kindern ca. 15% der Oberflachenzellen und 8% der basalen
Epithelzellen aus, was einer Verteilung von zehn Zellen pro Millimeter entspricht (111).
Sie entstehen aus der basalen Schicht des Epithels und erreichen im Durchschnitt eine

GroBe von 10-20pum mit einem flachen basalen Nucleus. Sie kommen eigensténdig oder



als Verbund in epithelialen Krypten vor, von welchen die netzférmigen Krypten im

oberen tarsalen Bereich, die so genannten ,,Henle-Krypten*, bekannt sind.

Melanozyten kommen an Limbus, Fornix, Plica, Karunkel und an Stellen von
Perforation der vorderen Ziliargefifle vor (78). Je nach dermaler Pigmentierung treten
sie in den basalen Schichten unterschiedlich héaufig auf. Eine mogliche Schutzfunktion
fiir die Stammzellen des Hornhautepithels wird ihnen am Limbusepithel, insbesondere

auf dem Boden der Vogt-Palisaden, eingerdumt (79).

Die Dichte der Langerhanszellen nimmt von der tarsalen Bindehaut mit 4,7 Zellen/mm®
angefangen, iiber den Fornix mit 3,1 Zellen/mm? zur bulbiren Bindehaut hin mit 1,0
Zellen/mm?* ab (112). Urspriinglich 1867 durch Engelmann im basalen Epithel der
Cornea beschrieben, wurden sie spidter auch am Limbus (113) und dem Epithel der
Konjunktiva (35) nachgewiesen. Von allen Entziindungszellen treten die
Langerhanszellen zahlenmifig am hiufigsten besonders am Limbus auf. Sie gehoren
zum dendritischen System und haben ihre Funktion in der Antigen Prisentation, in der

Lymphokin- und Prostaglandin- Produktion, und der Stimulation von T-Lymphozyten.



1.2. Erkrankungen der Konjunktiva

a) Konjunktivitis

Das typische Zeichen einer Konjunktivitis ist das ,rote Auge“. Es kommt durch
vermehrte Fiillung der Bindehautgefide zustande und wird als Hyperdmie bezeichnet.
Die hellroten Bindehautgefdle lassen sich bei einer konjunktivalen Injektion auf der
Skleraoberfliche leicht verschieben. Vor allem bei einer bakteriellen Konjunktivitis

kommt es zu einer Sekretion. Das Exsudat kann wissrig, schleimig oder eitrig sein (39).

Ein Odem unterschiedlichen AusmaBes tritt bei jeder Bindehautentziindung auf. Die
Transsudation einer fibrindsen und proteinreichen Fliissigkeit durch die Winde der
beschiadigten Blutgefifle fiihrt zu einer durchsichtigen Schwellung der Bindehaut und

charakterisiert die sogenannte Chemosis.

Typische Follikel sind winzige Lymphkndtchen mit umgebender Vaskularisation, die
gewohnlich am unteren Fornix am stédrksten ausgeprigt auftreten. Die zwischen 0,5 und
Smm groBen Follikel erscheinen klinisch als multiple diskrete, leicht erhabene
Veridnderungen, die an kleine Reiskorner erinnern. Sie deuten gewohnlich auf eine

virale, durch Chlamydien verursachte oder toxische Genese hin (51).

Papillen dagegen sind polygonale, abgeplattete Knotchen vor allem der oberen
palpebralen Bindehaut, die im Zentrum ein feines Gefilbiumchen aufweisen. Bei
starker Auspriagung werden sie als ,,Pflastersteine* bezeichnet. Sie sind typisch fiir eine
akute allergische Konjunktivitis, treten aber auch im Rahmen einer Keratoconjunctivitis

vernalis und bei Kontaktlinsentrigern auf.

Diese Leitsymptome und klinischen Zeichen konnen in gewissen Mallen Riickschliisse

auf die Atiologie zulassen.

Die akute infektiose Konjunktivitis ist die Augenerkrankung, die von Arzten fiir
Allgemeinmedizin am hédufigsten gesehen wird. Sie wird auf zwei bis drei Prozent aller

Konsultationen eingeschitzt (44).

Die akute bakterielle Konjunktivitis tritt hdufig auf und heilt gewohnlich von selbst aus.
Als Krankheitserreger sind in der Reihenfolge ihrer Hiufigkeit Staphylokokken,
Pneumokokken und Haemophilus influenzae als verantwortlich zu sehen. Seltener sind

Infektionen mit Streptokokken, Proteus, Escherichia coli und Gonokokken (51).



Die hiufigsten Symptome sind Fremdkorpergefiihl, R6tung und Absonderungen, die bei
Pneumokokken und Staphylokokken eher mukopurulent und bei Haemophilus
influenzae sowie Streptokokken eher diinnfliissig sind (51). Meistens sind beide Augen
betroffen. Bei der Untersuchung findet man eine papilldre Hypertrophie, Follikel fehlen
(51).

Chlamydia trachomatis ist der Erreger zweier Formen der Konjunktivitis: Die
Einschlusskorperchenkonjunktivitis wird durch die Serotypen D bis K hervorgerufen
und kommt in Léndern mit guten hygienischen Bedingungen, wie zum Beispiel
Mitteleuropa, vor. Das Trachom, auch dgyptische Kornerkrankheit genannt, wird durch
die Serotypen A bis C hervorgerufen und kommt nur in Landern mit schlechten
hygienischen Bedingungen vor. Im Kindesalter beginnend, ist sie in diesen Lindern die
hiufigste Ursache von Blindheit und betrifft ca. vier Prozent der dortigen Bevilkerung.
Auf Grund dieser in Europa nur noch ausnahmsweise vorkommenden, sowie
meldepflichtigen Form, wird im Folgenden nur noch auf die Infektion mit den

Serotypen D bis K eingegangen.

Chlamydia trachomatis D bis K ist eine der am meisten verbreiteten iibertragbaren
Erreger und verursacht drei bis fiinf Millionen Neuerkrankungen jéhrlich alleine in den
USA (65). Die Einschlusskorperchenkonjunktivitis ist eine okulogenitale Infektion. Die
Erreger werden meist beim Geschlechtsverkehr iibertragen und gelangen {iiber die
Hiénde in das Auge. Eine Infektion in Schwimmbidern ist sehr selten. Die Erkrankung
kann mit einer Urethritis oder Zervizitis einhergehen. Bei 30 bis 70 Prozent der Ménner
mit Urethritis wurde Chlamydia trachomatis nachgewiesen. Komplikationen wie
Endometritis, Salpingitis und eine Vielzahl weiterer Komplikationen konnen auftreten
(65). Es finden sich typischerweise groBe, schillernde Follikel unter dem Oberlid, aber
auch die Conjunctiva tarsi des Unterlids ist oft dicht von Follikeln besetzt. An der
limbalen Bindehaut entstehen kleine Granulome und feine Gefille sprossen am oberen
Hornhautrand in die duferen Schichten der Hornhaut ein, man spricht in diesem Fall

von einer sogenannte Pannusbildung (40).

Bis zu 20 Prozent der Bevolkerung leiden an Allergien von Haut oder Schleimhaut (97).
Oft ist im Laufe der Erkrankung das Auge mitbeteiligt, womit die allergische
Konjunktivitis wahrscheinlich eine der am meisten gesehenen Erkrankungen in der
allgemeinen Augenarztpraxis ist. Charakteristisch fiir die gewohnlicherweise saisonal

auftretende Erkrankung sind Juckreiz, Brennen, R6tung, Trinen, Chemosis
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und Lidodem, mit denen eine allergische Rhinitis und/oder Sinusitis einhergehen
konnen (29).

Die Heuschnupfenkonjunktivitis ist eine Hypersensitivitdtsreaktion vom Typ I gegen

bestimmte Pollen und andere pflanzliche Allergene (38);(2).

Bis zu 43 Prozent der Patienten mit atopischer Dermatitis erleiden im Verlauf ihrer
Erkrankung eine Augenbeteiligung (32;90). Neben den typischen Hautverdnderungen
konnen Asthma, Heuschnupfen, Urtikaria, Migridne und Rhinitis hinzukommen (29).
Die atopische Konjunktivitis ist eine schwere, bilaterale, chronische, ganzjédhrige
Entziindung, die zusitzlich von einer chronischen Hypersensitivititsreaktion vom Typ
IV verursacht wird. Neben den relativ unspezifischen Symptomen wie Brennen,
Trianenfluss und tibermiBiger mukoser Absonderung infolge von
Becherzellproliferation (27;29;91), steht das Jucken im Vordergrund (2). Klinisch
manifestiert sich die atopische Blepharokeratokonjunktivitis mit Hyperdmie, papilldrer
Hypertrophie der oberen tarsalen Konjunktiva, sowie konjunktivaler Vernarbung mit

subepithelialer Fibrose, Fornixverstreichung und Symblepharon (7).

Eine sehr d&hnliche FErkrankung, mit Erkrankung im Kindesalter, ist die
Keratoconjunctivitis vernalis. Charakteristisch fiir diese Form der Entziindung sind
Riesenpapillen der oberen tarsalen Konjunktiva und eine geleeartige Hypertrophie des
Limbus. Sie ist meist assoziiert mit intensivem Jucken, Photophobie und mukdser
Absonderung (11). Wihrend die atopische Konjunktivitis das ganze Jahr iiber besteht,
tritt die Keratoconjunctivitis vernalis vor allem in den Friihlings- bis Sommermonaten
auf, wie es der Name vernal (= Friihling) schon zu erkennen gibt. Ein weiterer
Unterscheidungspunkt ist das Alter in dem die Erkrankung auftritt. Die
Keratoconjunctivitis vernalis ist eine Erkrankung der Kindheit und Jugend, wihrend die
atopische Konjunktivitis erst in den spidten Teenagerjahren auftritt und oft lebenslang

anhdlt (2).

Weiche Kontaktlinsen konnen nach lingerem Tragen durch Trauma an der Konjunktiva
des Oberlids und durch allergische Reaktion auf das Linsenmaterial zu einer
sogenannten Riesenpapillenkonjunktivitis fithren. Die juckende Entziindungsreaktion
fiihrt neben einer  vermehrten  Becherzellproliferation  mit  gesteigerter
Schleimproduktion vor allem zu riesigen Papillen des Oberlids mit einem Durchmesser

von einem Millimeter und mehr (2;9).
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Alle Arten einer chronischen Bindehautentziindung konnen zu einer Fibrose fiihren. Zu
den vernarbenden Konjunktivitiden zdhlen Systemerkrankungen wie das
Schleimhautpemphigoid, das Stevens-Johnson-Syndrom oder der Lichen planus, die
atopische  Keratokonjunktivitis im Spitstadium, sowie das Trachom. Das
Schleimhautpemphigoid kann in verschiedene Stadien eingeteilt werden. Das Stadium 1
nach Foster, die subkonjunktivale Fibrosierung und Narbenbildung, kann man als feine,
weifle Linien unter der Spaltlampe sehen. Ein Fortschreiten in Stadium 2 mit
Fornixverkiirzung, in Stadium 3 mit Symblepharon und in Stadium 4 mit
Ankyloblepharon ist moglich. Alle diese Verianderungen konnen zu einem trockenen
Auge, Entropium oder Trichiasis mit folgender Hornhautvernarbung, Vaskularisation,
Superinfektion und Perforation fithren. Deshalb ist ein frithzeitiges Erkennen der
Ursache und eine darauf zugeschnittene Therapie von entscheidender Bedeutung

(23;28;43).

Unter den okulomukokutanen Syndromen spielt dabei das Stevens-Johnson-Syndrom
(SJS) eine sehr wichtige Rolle. Obwohl dieses Syndrom gewdohnlicher Weise eine
akute, selbst limitierende Erkrankung ist, gibt es in selteneren Fillen auch eine
chronische, rezidivierende Form der Entziindung, die lebensbedrohlich werden kann.
Neben der Haut konnen alle Schleimhédute und damit auch nicht selten die Konjunktiva
betroffen sein. An der Bindehaut reichen die Symptome von milder Hyperdmie bis zur
Bildung von Blasen, Pseudomembranen, Ulzerationen und folgender Vernarbung. Beim
SJS handelt es sich um ein Immunkomplex Syndrom, das zu einer Vaskulitis oder
Perivaskulitis an vorgeschiddigten priadisponierten Gefden fiihrt. Typischerweise
befinden sich eine Ansammlung von Makrophagen und Lymphozyten um die Gefille,
und auch subepithelial sind Lymphozyten- und Plasmazellinfiltrationen zu sehen, wobei
neutrophile Granulozyten fehlen. Auslosende Faktoren wie zum Beispiel Infektionen,

Medikamente, vor allem Antibiotika, und andere werden diskutiert (30).

Eine weitere Ursache fiir die vernarbende Konjunktivitis ist der Lichen planus, welcher
zu der Gruppe der Autoimmunerkrankungen gezéhlt wird. Typischerweise manifestiert
sich die papulo-squamdse Erkrankung an der Haut, sowie an der Schleimhaut des
Mundes und der Genitalien. Selten ist auch die Konjunktiva betroffen, welche sich als
entziindliches Korrelat mit Fibrosierung und Vernarbung darstellen kann. Um die

geeignete Behandlung einzuleiten, muss diese eher seltene Erkrankung der Bindehaut
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von anderen Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel dem Schleimhautpemphigoid

abgegrenzt werden (81;114).

b) Degenerative Erkrankungen der Konjunktiva

Die hiufigsten Vertreter der degenerativen Erkrankungen sind die Pinguecula und das
Pterygium. Obwohl beide histologisch und &tiologisch nahezu identisch sind, gibt es
dennoch Unterschiede, auf die im Folgenden nidher eingegangen werden soll. Ursédchlich
fiir beide Degenerationen werden vor allem UV-B Exposition und andere exogene
Faktoren wie Staub, Wind, Luftfeuchtigkeit und eine genetische Pridisposition
diskutiert. Menschen also, die sich viel im Freien aufhalten, sind damit héufiger

betroffen (95).

Pinguecula:

Eine vermehrt im fortgeschrittenen Lebensalter auftretende Pinguecula imponiert als
eine runde, gelbliche und erhabene Gewebsvermehrung, welche typischerweise vor
allem am nasalen, aber auch am temporalen Limbus im Lidspaltenbereich auftritt.
Histologisch ist das Epithel verdiinnt und enthédlt nur wenige Becherzellen. Die
Verdickung des konjunktivalen Stromas wird durch die Fibrose und elastotische
Degeneration der bindegewebigen Fasern hervorgerufen. Trianenfilmstorungen kdnnen

auftreten, doch vorwiegend sind die Beschwerden dsthetischer Natur (49).

Pterygium:

Hierbei handelt es sich um eine vaskularisierte, meist dreieckige Bindehautduplikatur,
welche anders als die Pinguecula iiber den Limbus auf die Hornhautmitte zuwichst und
zahlreiche Vaskularisationen beinhalten kann. Die elastotische Degeneration des
Kollagens, sowie die fibrovaskulire Proliferation konnen rapide zunehmen und zu einer
Zerstorung der Bowmanschen Membran, durch Zug an der Hornhaut zu einem
Astigmatismus und selten bei Progredienz in Richtung Hornhautmitte zu einer
Visusminderung fiihren. Selten kann das Fliigelfell meta- oder dysplastisch werden.

Deswegen sind hédufig nicht nur der kosmetische Aspekt, sondern viel mehr die
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funktionellen Storungen und das Fortschreiten der Erkrankung der Grund fiir eine

operative Entfernung (16;49).
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¢) Tumore der Konjunktiva

Die zweite grole Gruppe an Erkrankungen, die neben den Entziindungen der Bindehaut
untersucht wurden, sind die konjunktivalen Tumore. Studien haben gezeigt, das 53
Prozent der Bindehauttumore zum melanotischen und 47 Prozent zum nicht-
melanotischen Typus gehoren (102). Da sich diese Einteilung auch bei der konfokalen

Mikroskopie bewihrt hat, werden im Folgenden diese zwei Subgruppen unterschieden.

I. Nicht-melanozytire Tumore
1. Epitheliale Tumore

a) Dermoid

Beim konjunktivalen Dermoid handelt es sich um ein sogenanntes Choristom, das heil3t
um ein versprengtes Gewebe, welches typischerweise temporal inferior nahe dem
Limbus auftritt und die bulbire Bindehaut oder den korneoskleralen Limbus mitbetrifft.
Selten erstreckt sich der benigne Tumor bis auf das Hornhautzentrum. Die gut
umschriebene, runde, gelb-weillliche und solide Tumormasse besteht aus dermalen
sowie aus epithelialen Gewebsanteilen und kann deshalb auch kleine Haare und

Hautanhangsgebilde enthalten (104).

b) Papillom

Ein weiterer benigner Bindehauttumor ist das Bindehautpapillom, welches mit dem
humanen Papillomavirus vom Subtyp 6, 11 und 16 assoziiert ist (107). Das pinkfarbene
und fibrovaskulidre Zottengewebe kann sowohl in einer ungestielten, als auch in einer
gestielten Konfiguration erscheinen, und ist primdr an der medial inferioren

Bulbusbindehaut oder im inferioren Fornix lokalisiert (106).

Zahlreiche feine Gefille verzweigen sich durch das Stroma bis zu der epithelialen
Oberfliche der Lision. Die bdumchenartigen Wucherungen sind mit akanthotischem
Plattenepithel ausgekleidet. Groflere Léasionen verursachen ein Fremdkorpergefiihl,
chronische Schleimproduktion, hamorrhagisches Tridnen, inkompletten Lidschluss und

eine kosmetische Beeintrichtigung (76;104).
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Die Mehrzahl dieser Lisionen sind benigne Tumore und nur ein geringer Anteil kann in
eine maligne Proliferation iibergehen. Zeichen fiir diese dysplastischen Verianderungen
sind vermehrte Keratinisierung, Entziindung der umgebenden Konjunktiva mit

Symblepharonbildung und Ausbreitung in die tarsale Bindehaut (15).

Oft kann es nach der Exzision eines Papilloms zu einem Rezidiv kommen. Neben der
obligaten ,,no touch* Technik wihrend der Exzision und der Kryotherapie (104), stehen
bei Rezidiven die Behandlungsansitze mit topischem Interferon alpha-2b (96) und

Mitomycin C (42) zur Verfiigung.

c¢) Konjunktivale intraepitheliale Neoplasie (CIN)

Klinisch erscheint diese maligne Lision des Epithels als eine durchsichtige oder
gelatinose Verdickung der Konjunktiva mit einem variablen Grad an Keratinisierung,
die als weiBlicher Plaque im Sinne einer Leukoplakie imponiert. Weniger hdufig ist eine
papillomatése Form zu sehen. Der Tumor tritt gewohnlicherweise in der
interpalpebralen Region in der Nidhe des Limbus auf, kann aber auch an der Bindehaut
des Fornix, der Lider oder an der Hornhaut erscheinen. Histopathologisch ist bei der
CIN die Dicke des Epithels teilweise, als leichte Dysplasie, oder vollstindig, als
schwere Dysplasie, betroffen, wobei die Basalmembran nicht durchbrochen wird. Bei
einer Dysplasie aller Epithelschichten mit Verlust der normalen Oberfldchenschicht
spricht man von einem Carcinoma in situ (14;15;60;104;121). Wenn die dysplastischen
Zellen durch die Basalmembran der basalen Epithelschicht brechen und die Substantia
propria infiltrieren wird die Lé&sion als Plattenepithelkarzinom klassifiziert. Die
klinische Diagnose des Plattenepithelkarzinoms kann sich auf Grund der
unterschiedlichen Prisentationsform, von subtilen weiflen Punkten im Sinne einer
Parakeratose bis hin zu einem Prozess der eine chronische Entziindung imitiert,

schwierig darstellen (41;108).

2. Nicht-epitheliale Tumore

a) Das Lymphangiom

Dieser meist nicht auf die Bindehaut begrenzte, sondern diffus und tief orbital reichende

Tumor ist eine benigne vaskuldre Lasion und kommt eher selten vor. Klinisch imponiert
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das Lymphangiom entweder als flichenhafte, glasige Schwellung oder als Ansammlung
kleiner, blaschenformiger, kavernoser und hockeriger Tumore. Diese multifokale Masse
besteht aus vielzdhligen Kanilen, die durch ein flaches Endothel ausgekleidet sind und
Erythrozyten beinhalten. Auch Entziindungszellen konnen in den bindegewebigen

Septen vorkommen (80;92;104).

b) Lymphom

Die lymphoproliferativen Lédsionen am Auge wurden von Coupland et al. mit 46
Prozent orbital und 29 Prozent konjunktival beschrieben. Sie finden sich zu 21 Prozent
im Bereich des Augenlids und 4 Prozent an der Karunkel (17). Die lymphoiden Tumore
konnen an der Konjunktiva entweder als isolierte Lésion oder als Manifestation eines
systemischen Lymphoms vorkommen. Klinisch erscheint die Lésion als diffuser, leicht
erhabener und lachsfarbener Tumor mit einer glasigen, fischlaichartigen und oft
follikularen Konsistenz. Das Lymphom befindet sich meistens in der unteren
Umschlagsfalte stromal oder tiefer bis hin zur Tenonkapsel. Eine Unterscheidung
zwischen gutartig oder bosartig ist klinisch gewohnlicherweise nicht moglich und
bedarf einer Biopsie. Histopathologisch typisch ist eine Proliferation von
lymphozytiren Zellen monoklonalen Ursprungs. Den grofften Teil machen die B-Zell
Lymphome vom Non-Hodgkin Typ aus, wihrend T-Zell Lymphome eher selten sind
(104).

II. Melanozytidre Tumore

Der relativ groe Bereich der melanozytiren Bindehauterkrankungen reicht vom
benignen, meistens nicht therapiebediirftigen, Nidvus und der mit der Hautfarbe
assoziierten Pigmentierung bis hin zur primir erworbenen Melanose mit/ ohne Atypie
und dem bosartigen Melanom. Die klinische Ahnlichkeit der Lisionen und die
manchmal schwierige Interpretation der histopathologischen Befunde fiihren selbst bei
erfahrenen Pathologen und Augenirzten zu Missinterpretationen und zu Uber- bzw.

Unterbehandlungen.
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1. Bindehautnivus

Mit 52 Prozent ist der umschriebene und meist gutartige Nivus der héufigste
melanozytire Tumor (102). Das vorerst unpigmentierte, nicht erkennbare Hamartom
wird im ersten oder zweiten Lebensjahrzehnt durch die zunehmende Pigmentierung
klinisch erst ersichtlich und kann damit eine Grolenzunahme simulieren.
Typischerweise sitzt die unterschiedlich stark pigmentierte und leicht erhabene Lésion
der interpalpebralen bulbdren Bindehaut auf. Neben den an der Spaltlampe sichtbaren
kleinen Bindehautzysten setzt sich der Bindehautnédvus histopathologisch aus Nestern
von benignen Melanozyten zusammen. Diese befinden sich im Stroma, nahe der
Basalmembran des Epithels (25;104). Das Risiko einer Entartung in ein malignes

Melanom liegt bei weniger als ein Prozent (34;103).

2. Sekundir erworbene Melanose (SAM)

Neben selteneren systemischen Erkrankungen wie dem Morbus Addison und den
Pigmentierungen in Folge von Entziindungen oder Infektionen gehort vor allem die mit
der Hautfarbe assoziierte Pigmentierung, oder auch ,racial pigmentation® genannt, zu
den sekundir erworbenen Melanosen. Diese hdufig mit dunkler Hautfarbe assoziierte
und braun pigmentierte Verdnderung ist gewohnlicher Weise bilateral am Limbus
lokalisiert und erstreckt sich dort meistens iiber 360 Grad. In Richtung Fornix nimmt
diese intraepitheliale Pigmentierung ab. Histopathologisch sind benigne Melanozyten an
der Basalmembran des Plattenepithels anzutreffen. Eine Entartung in ein malignes
Melanom ist extrem selten, doch sollte eine periodische Beobachtung durchgefiihrt

werden (25;47;104).

3. Primér erworbene Melanose (PAM)

Dieser primédr benigne melanozytire Tumor tritt fast immer einseitig vor allem im
mittleren und hoheren Lebensalter insbesondere bei hellhidutigen Personen auf. Auch
wenn diese klinisch diffus, ungleichmiBige, flache, nicht zystische und unterschiedlich
braune Verfiarbung der Konjunktiva fiir lange Zeit stabil bleiben kann, fiihrt die PAM
mit Atypie hdufig zu einem malignen Melanom. Einzig der Pathologe kann aus

Probebiopsien relativ sicher zwischen einer PAM ohne Atypie, mit einem nahezu gegen
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null Prozent gehenden Risiko der Entwicklung in ein malignes Melanom, von einer
PAM mit Atypie unterscheiden, welche ein Malignitdtsrisiko von fast 50 Prozent hat.
Das hochste Risiko fiir eine Entartung in das lebensbedrohliche maligne Melanom der
Bindehaut haben vor allem Tumore mit besonderen histologischen Kriterien:
Epitheloide Zellen (75 Prozent Risiko) und eine nicht basale Hyperplasie (90 Prozent
Risiko). Eine PAM ohne Atypie sollte lediglich periodisch beobachtet werden, dagegen
muss eine intraepitheliale melanozytidre Proliferation mit Atypie komplett exstipiert,

engmaschig kontrolliert und eventuell mit Interferon nachbehandelt werden (47;104).

4. Malignes Melanom

Das maligne Melanom der Bindehaut ist eine potenziell todlich verlaufende
Erkrankung, die mit einer Inzidenz von 0,03 — 0,08 Neuerkrankungen pro Jahr pro
100000 Einwohner weiller Hautfarbe gliicklicherweise sehr selten ist (64). Das
Durchschnittsalter der Patienten liegt bei 52 bis 53 Jahren (26). Shields et al.
dokumentierten, dass nur 4% der Bindehautmelanome aus einem Nivus entstehen,
jedoch in bis zu 53% eine PAM mit Atypie als Vorlidufer des Bindehautmelanoms zu

finden ist. Siebenunddreiflig Prozent der Melanome entwickeln sich ,,de novo* (105).

Die invasiven Melanomknoten konnen sowohl pigmentiert als auch depigmentiert sein

(47).

Préadilektionsstelle fiir das Bindehautmelanom ist der Limbus corneae, aber auch die
bulbdre bzw. palpebrale Konjunktiva und der Fornix. Sehr selten ist eine corneale

Beteiligung zu sehen (116).

Histopathologisch besteht das maligne Melanom der Bindehaut aus unterschiedlich
pigmentierten malignen Melanozyten im konjunktivalen Stroma und Epithel. Melanome
vom Epitheloidzelltyp sind hidufiger als vom Spindelzelltyp (61). Es konnen sich
mikroskopisch Anhaltspunkte fiir die Pathogenese in Form einer PAM oder eines Néavus

ergeben (104).

Die 5-Jahres tumorbedingte Mortalitétsrate in Fall-Serien liegt bei 12-19%, wihrend die
10-Jahres Mortalitétsrate bei 23-30% liegt (26;63;84;100).
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2. Das konfokale in-vivo Mikroskop

2.1. Definition und allgemeine Beschreibung

Das konfokale Mikroskop ist ein digitales Laser-Raster-Mikroskop, mit dem man
Strukturen des vorderen Augenabschnitts, zum Beispiel der Cornea, in-vivo darstellen
kann. Mit Hilfe eines Lasers und eines optischen Vorsatzsystems (Objektiv) wird ein
Punkt in einem gewiinschten Bereich in einer bestimmten Tiefe beleuchtet und die
Reflektion dieses Punktes mit demselben Objektiv von einem Detektor registriert.
Konfokal hat dabei die Bedeutung, dass die Beleuchtungsseite mit der Detektorseite in
einem Fokus liegt. Punkte auflerhalb dieses Fokus werden ausgeloscht. Durch das
Scannen mehrerer Punkte in einer Ebene konnen digitale zweidimensionale Bilder mit
einer achthundertfachen VergroBerung und einer Auflésung von bis zu einem um
gemacht werden. Anders als bei der Licht-Mikroskopie mit Schnitten in der
Transversalebene erlangt man tomographische Echt-Zeit-Bilder in der Frontalebene mit
einer GroBle von 0,4 x 0,4 mm (Xx-, y- Achse) und einer Dicke kleiner als zwei um (z-
Achse). Die Informationen werden digital an eine Software Plattform weitergegeben
und konnen dann als Einzelbilder auf dem Bildschirm betrachtet oder in Serien zu einer

3D-Rekonstruktion verwendet werden.

A

Fokusebene

[ N

Blende Blende
Detektor Detektor

Abb. 2: Schema der Ausfilterung benachbarter Punkte (schwarz) durch das konfokale Blendensystem.

Links bei benachbarten Punkten der gleichen Ebene, rechts bei Strahlen aus tieferen Ebenen.
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2.2. Die geschichtliche Entwicklung

Das Prinzip der konfokalen Mikroskopie wurde erstmalig 1957 von Marvin Minsky
beschrieben (77). Er schlug vor, dass beide, sowohl das Beleuchtungs- als auch das
Beobachtungssystem, auf einen einzigen gemeinsamen Punkt fokussiert werden. Dies
verbesserte die axiale (z) und laterale (x, y) Auflosung der Mikroskopie entscheidend,
indem die Information auBerhalb dieses Fokus ausgeloscht wird. Wilson und Sheppard,
und Sheppard und Cogswell haben diese theoretische Anwendung formell

weiterentwickelt (101;119).

Dec. 19, 1961 M, MINSKY 3,013,467
MICROSCGFY AFPARATUS

Filed Wow, 7, 1957
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Abb. 3: Zeichnung des konfokalen Mikroskops (Minsky, 1962).

Wegen des sehr begrenzten Ausschnitts ist es notwendig den Fokus-Punkt iiber die
Schichtebene des Gewebes schnell zu scannen, um ein zweidimensionales Echt-Zeit-

Bild zu rekonstruieren. Dafiir wurden zwei verschiedene Methoden entwickelt.

Petran und Mitarbeiter entwickelten 1968 das ,,Tandem scanning confocal microscope*,

indem sie sich der von Nipkow 1884 erfundenen ,,Nipkow Disc* bedienten (85).
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Eine Nipkow Disc besteht aus einer Metall Platte mit einer Reihe von Lochern, die in
Form einer archimedischen Spirale angeordnet sind. Diese kleinen Locher erméglichen
viele kleine Punkt-Beleuchtungen und eine schnelle Disc Rotation ldsst das Scannen der
gesamten Proben-Ebene zu. Auch wenn diese Methode eine hohe axiale und
transversale Auflosung erhilt, ist ihr Lichtdurchsatz sehr gering, und das Darstellen

spezifischer Strukturen wie der basalen Epithelzellen der Cornea nicht moglich.

Das ,,Scanning slit confocal microscope‘ bedient sich diinner optischer Spalten, die ein
noch schnelleres Abtasten der Ebene ermdéglichen. Baer, Burns, Koester, Svishchev und
Thaer entwickelten solche Spalt Licht Designs (6). Auch Maurice, der als erster 1974
konfokale Bilder der gesamten ungefiarbten Cornea ex-vivo erhielt, bediente sich fiir
sein ,,wide field specular microscope‘ dieser Spalt-Beleuchtung (73). Auch wenn diese
Form des konfokalen Mikroskops einen hoheren Licht-Output bringt, ist sie nur in einer

Achse wirklich konfokal.

Heutzutage verwendet man vornehmlich das ,,konfokale Laser-Raster-Mikroskop®, wie
es in Abschnitt 2.1. beschrieben wurde. Anstatt einer Halogenen Lichtquelle, wie sie
davor verwendet wurde, bedient man sich fiir eine viel hohere Lichtintensitit eines
Laserstrahls als Lichtquelle. Vor allem das Problem der ungleichméBigen
Bildausleuchtung besonders im Randbereich wurde mit dieser neuen Methode behoben.
Mit ihm war es das erste Mal moglich auch tiefere Strukturen des Auges wie die Linse,

die Retina und den Glaskorper zu betrachten (68;69).

Fiir detaillierte Informationen iiber die Entwicklung und verschiedenen Anwendungen
der konfokalen Mikroskopie sei der Leser hierbei auf einige sehr gute und ausfiihrliche

Ubersichtsartikel hingewiesen (6;12;31;70;71;86).
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2.3. HRT II in Verbindung mit dem RCM

Das HRT II (Heidelberg Retina Tomograph II) ist ein konfokales Laser-scanning-
system zur Aufnahme und Analyse von dreidimensionalen Bildern des hinteren
Augenabschnittes. Die gewonnen Daten dienen zur quantitativen Beschreibung der
retinalen Topographie und zur Verlaufskontrolle topographischer Verdnderungen mit

hauptsédchlicher Anwendung in der Untersuchung glaukomatdser Papillen.

Ziel der Universitits-Augenklinik Rostock  (Prof.J.Stave, Prof.Guthoff) in
Zusammenarbeit mit der Heidelberg Engineering GmbH war es den HRT II durch
mechanische und elektronische Adaptierung eines computerkontrollierten optischen z-
Scan-Vorsatzsystems, gekoppelt mit einem externen Antrieb, in ein konfokales Laser-
Scanning-Mikroskop zu erweitern, ohne dabei die Originalfunktion der HRT II
einzuschrinken. Mit der beschriebenen Gerdtekombination ist es moglich alle
Strukturen des vorderen Augenabschnitts bis zur Kapselriickwand in brauchbarer

Qualitédt und einer Auflésung von bis zu 1 um in-vivo abzubilden (110).

Abb. 4: Der Heidelberg Retina Tomograph HRT II mit aufgestecktem Rostock Cornea Module (RCM).
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Das HRT II beniitzt als Lichtquelle einen Dioden Laser der Klasse I mit einer
Wellenldange von 670 nm. Die Laser-Scanning-Kamera, die der zentrale Teil des HRT II
ist, beinhaltet neben der Laser Quelle das dreidimensionale Scanning-System, den Licht
sensitiven Detektor und das elektronische System. Der Scanning Laser Strahl kommt
aus dem Objektiv an der Vorderfliche der Kamera. Eine Refraktion von +12 Dioptrien

muss fiir das Zusatzmodul eingestellt werden.

Das Rostock Cornea Modul (RCM) wird auf die Objektiv Rohre aufgesteckt. Das
Cornea Modul besteht aus einer Feldlinse, die den Scan Winkel von 15° auf ~7,5°
reduziert, und einem eigenem Wasserimmersions-Mikroskop-Objektiv der Firma Zeiss
mit einer 63 fachen Vergroferung, welche den Strahlengang auf die Oberfliche, zum
Beispiel die Cornea, fokussiert. Dieses Wasserimmersions-Mikroskop-Objektiv ist
notwendig, da eine Eliminierung storender Reflexe von der Oberfliche, sowie eine
bessere Tiefenkontrolle erreicht werden kann. Mit dieser Apparatur ist es moglich einen
Bereich von 400 x 400 um mit einer 800 fachen Vergroerung bis zu einer Auflésung

von ca. 1 um/Pixel darzustellen.

Zwischen die Mikroskop-Linse und der so genannten sterilen Tomo-Cap, einem sterilen
Plastikaufsatz aus PPMA, der Kontakt mit der Augenoberfliche hat, wird ein groBer
Tropfen Kontakt-Gel (Vidisic™, Dr.Mann Pharma) aufgetragen.

Sterile PMMA Einmal-Kappe Drehbarer Schlitten zur
(Tomocap) mit rotationsfreiem Fokussierung
Kontakt zum Patientenauge /

Gelbriicke

Adapter zum HRT II
63x Mikroskopobjektiv

Austauschbare Linse
Feldgréie 400pm

Abb. 5: Schematischer Aufbau des Rostock Cornea Module (RCM).
24



Zur Kontrolle des zu untersuchenden Auges und der Position des Objektivs in Bezug
zur Augenoberfliche ist eine CCD-Kamera (640x480 Pixels) am Gerit angebracht. Der
Laser Fokus wird an dem RCM mechanisch auf null, also der absoluten Oberfliche,
eingestellt. Die Fokus Tiefen-Information wird iiber eine externe Elektronik Einheit von
dem RCM ebenso an den Rechner gesendet. Der Laser Strahl wird periodisch durch
oszillierende Spiegel abgelenkt und ermdglicht so, das ein zweidimensionaler Sektor
der Probe sequentiell gescannt wird. Die Menge an reflektiertem Licht an jedem
einzelnen Punkt wird durch den Licht sensitiven Detektor gemessen. Reflektiertes oder
gestreutes Licht auflerhalb der Fokus-Ebene wird stark unterdriickt, so dass ein
kontrastreiches zweidimensionales Bild (384x384 Pixels) erzeugt werden kann. Wird
nun die Fokus Ebene manuell am RCM verstellt, so ist eine dynamische Betrachtung
aller Schichten zum Beispiel der Cornea in der z-Achse bis in eine Tiefe von 1500um

(= z-Achse) moglich.

Abb. 6: Rostock Cornea Module mit schwenkbarer CCD-Kamera.

Durch Verdnderung des Aufnahmemodus von ,Section® in ,,Volume* werden
automatisch eine Serie von 40 Bildern hintereinander mit einem Ebenenabstand von
~2um aufgenommen und durch den Rechner in ein dreidimensionales Bild

umgerechnet.

Beim manuellen Verschieben des Fokus dndert sich der Abstand von Tomo-Cap und
Oberfliche nicht, sondern das Objektiv wird durch einen intern hydraulisch betriebenen
Miniaturschlitten (MMO-220 A Narishige Einfach-Hydraulik-Mikromanipulator/Japan)

in oder gegen die Richtung des Tomo-Cap verschoben und ermdglicht somit eine
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Verschiebung der Fokus Ebene in gewiinschter Richtung. Also durch externes
manuelles Verstellen wird das Objektiv intern bewegt, die Position wird registriert und

an den Computer weitergegeben.

So kann am Bildschirm immer die aktuelle Position des Objektivs im Verhiltnis zum
Auge (durch CCD-Kamera), ein dynamisches Echt-Zeit Bild der 800 fachen
VergroBerung eines bestimmten Gewebe-Ausschnitts, sowie die aktuelle Tiefenangabe

in Abhingigkeit zur Oberfliche eingesehen werden.

Alle Bilder konnen einfach digital archiviert werden und jederzeit wieder eingesehen
werden. Unabsichtliche Bewegungen durch Puls, Atmung, Augenbewegungen,
Mikrosakkaden etc. waren in den ersten in-vivo Untersuchungen mit Vorldufermodellen
ein grofer limitierender Faktor und brachten verschwommene und unscharfe Bilder.
Dieses Problem wurde zum groBten Teil durch sehr schnelle Bildaufnahmen und eine
sehr geringe z-Scan Bildaufnahmedauer beseitigt. Ein zweidimensionales Einzelbild
braucht 0,024 Sekunden und eine Aufnahmezeit von 6 Sekunden fiir ein

dreidimensionales Bild minimiert diesen Fehler sehr.

Confocal Laser Scanning Microscope

Tomo Cap Field lens Detector

/
f !
/ {
| !
/ |
L

. A 1
W - |

e Laser

\/ u Beam splitter

Lens HRT I
Scanning device

Cornea  Microscope lens (60x, W)
| |

Rostock Cornea Modul  Heidelberg Retina Tomograph Il {(HRT I}

Abb. 7: Schema des Strahlengangs beim Heidelberg Retina Tomographen (HRT II) und Rostock Cornea
Module (RCM).
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AuBer ersten Ergebnissen von Hochauflosenden in-vivo Darstellungen der transparenten
Cornea (110), der normalen Bindehaut von zwei Normalprobanden (55) und in-vivo
Analysen des Zungenepithels (50) gab es zum Zeitpunkt der Untersuchungen
(Dezember 2004) unseres Wissens keine weiteren Untersuchungen mit dem HRT II/

RCM.
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II1I. Patienten, Material und Methoden

1. Patientenkollektiv

In der Augenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen wurden im Zeitraum
von Februar 2004 bis August 2005 in der Ambulanz Patienten klinisch und in-vivo
konfokal mikroskopisch untersucht, die sich mit einer Erkrankung der Bindehaut
vorstellten. Fiir die Untersuchungen der Anatomie der normalen Bindehaut, also der
Referenzgruppe, wurden vor allem Probanden und ,Bindehaut gesunde* Patienten

herangezogen.

Insgesamt wurden 92 Augen untersucht. Zeigte ein Patient Veridnderungen an beiden

Augen, so wurden beide Augen untersucht und getrennt voneinander analysiert.

Die normale Bindehaut von 19 gesunden Patientenaugen unterschiedlichen Lebensalters
zwischen 25 und 77 Jahren (Median: 32 Jahre, 7 Frauen und 8 Ménner), 18 Augen mit
Konjunktivitis, 19 degenerative Lisionen und 36 Tumore der Bindehaut wurden mit

dem konfokalen Mikroskop untersucht.

Die Bindehautentziindungen unterteilten sich in 5 akut oder chronisch ,bakterielle
Konjunktivtiden® (Median: 60 Jahre, 4 Frauen und 1 Mann), 8 Kontaktlinsen oder
Atopie assoziierte ,,papillire Konjunktivitiden (Median: 27 Jahre, 2 Frauen und 5
Minner), 3 ,follikulire Konjunktivitiden (Median: 53 Jahre, 3 Frauen), 7 durch
Trachom, Stevens-Johnson Syndrom, schwere Atopie oder Lichen planus
hervorgerufene ,,vernarbende Konjunktivitiden“ (Median: 55 Jahre, 2 Frauen und 4
Minner) und ein ,.konjunktivales Granulom* nach einer pars-plana Vitrektomie (30

Jahre, ménnlich).

Degenerative Bindehauterkrankungen umfassten 9 Pingueculae (Median: 62 Jahre, 4
Frauen und 5 Mainner), 9 Pterygien (Median: 63 Jahre, 2 Frauen und 7 Ménner) und
eine Amyloidose (64 Jahre, weiblich).
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B Akut /chronisch bakterielle Konjunktivitis
O Papillire Konjunktivitis

O Follikuldre Konjunktivitis

B Vernarbende Konjunktivitis

B Konjunktivales Granulom

B Pinguecula

B Pterygium

@ Amyloidose

2% 12%

19%

2% 16%

Abb. 8: Konjunktivitis und degenerative Bindehauterkrankungen.

Die pigmentierten Tumore lieen sich in 6 konjunktivale Nivi (Median: 27 Jahre, 3
Frauen und 3 Minner), 6 primir erworbene Melanosen ohne Atypie oder sekundéar
erworbene Melanosen (Median: 32,5 Jahre, 2 Frauen und 4 Minner), 7 primér
erworbene Melanosen mit Atypie (Median: 67 Jahre, 3 Frauen und 4 Minner) und 7
konjunktivale maligne Melanome und 2 intraokulare Aderhaut- und Irismelanome mit

extraskleralem Wachstum (Median: 75 Jahre, 6 Frauen und 3 Ménner) einteilen.

Die Gruppe der untersuchten nicht pigmentierten Tumore bestand aus 2 Papillomen
(Median: 49,5 Jahre, 2 Minner), 3 Plattenepithelkarzinomen (Median: 62 Jahre, 1 Frau
und 2 Minner), und 3 Lymphomen (Median: 61 Jahren, 2 Frauen und 1 Mann).
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8%

17%

19%

Abb. 9: Pigmentierte und nicht-pigmentierte Bindehauttumore.
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17%

B Nivus

B primir erworbene Melanose ohne Atypie/
sekundir erworbene Melanose
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@ Plattenepithelkarzinom
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Abb. 11: Tabelle der Normalprobanden.

Abb. 10: Tabelle der Patienten mit Konjunktivitis.
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Nummer | Geschlecht | Augen |Alter | Pinguecula | Pterygium | Amyloidose
1|t 1 i) 1
2w 1 54 1
3w 1 &1 1
4lm 1 62 1
5lm 1 65 1
&|m 11 72 1
Tlm 1 a4 1
o |w 1 39 1
Hlm 1 51 1
10w 1 S| 1
11|m 1 63 1
12|m 1 6l 1
13|m 1 6 1
14|m 1 &7 1
15|m 1 51 1
16|m 1 65 1
17w 1 62 1
18|w 1 51 1
19w 1 & 1

Abb. 12: Tabelle der Patienten mit degenerativen Bindehauterkrankungen.

Nummer |Geschlecht | Auge [Alter |Lymphom |Papillom | O5858N
1|w 11 45 1
2|m 11 &1 1
3w 1] 93 1
4|m 1l &6 1
5|m [ 1
6| w 11 51 1
7lm 1l &2 1
B |m 11 76 1
Abb. 13: Tabelle der Patienten mit nicht-pigmentierten Binchauttumoren.
(Abkiirzung: OSSN = ocular surface squamous neoplasia = Plattenepithel Neoplasie der

Augenoberfliche)
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Abb. 14: Tabelle der Patienten mit pigmentierten Bindehauttumoren.

primary acquired melanosis; SAM = secondary acquired melanosis; OD = rechtes

(Abkiirzungen: PAM

weiblich; Alter in Jahren)

mannlich; w =

Auge; OS = linkes Auge; m
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2. Klinische, in-vivo konfokale und histologische Untersuchungen

Alle Patienten wurden in der Ambulanz mit der Spaltlampe biomikroskopisch

untersucht und eine klinische Verdachtsdiagnose gestellt. (vgl. Grundlagen)

Bei 82 Prozent der Patienten, wurden im nichsten Schritt klinische Photos zur

Verlaufkontrolle erstellt.

Jetzt erst kam es zu der eigentlichen Untersuchung mit dem konfokalen Mikroskop. Die

Patienten wurden iiber den Untersuchungsablauf ausfiihrlich aufgeklért.

Zur in-vivo konfokalen Kontakt-Mikroskopie benutzten wir den Heidelberg-Retina-
Tomographen I in Kombination mit dem Rostock Cornea Modul der Firma Heidelberg

Engineering. (vgl. Grundlagen)

Sobald die Augenoberfliche des Patienten mit einem Tropfen Lokalandsthetikum,
unkonserviertes Oxybuprocainhydrochloride (z.B. Conjucain EDO, Dr.Mann Pharma),
andsthesiert wurde, wurde iiber einen Gel-Tropfen, der vorher auf die Augenoberfldche
appliziert wurde, Kontakt zwischen der Tomo-Cap und der Patientenoberfliche (Cornea

oder Konjunktiva) hergestellt.

Fiir die Untersuchung der bulbédren und tarsalen Bindehaut, sowie der konjunktivalen
Lasionen, musste der Kopf des Patienten in der Kopf-Kinn-Stiitze so positioniert
werden, dass die zu untersuchende Stelle der Bindehaut im 90° Winkel senkrecht zur
Tomo-Cap stand. Nur diese Positionierung erlaubte die von uns gewiinschten rein
konfokalen Bilder, auch wenn schrige Bildaufnahmen als Zusatzinformation wertvolle
Querschnitte durch das Gewebe zeigten. Eine zusitzliche Fixationslampe am Gerit
gestattete die Feinabstimmung der Augenposition und das Vermeiden von stdrenden
Augenbewegungen. Zur Untersuchung der tarsalen Bindehaut wurde das Ober- oder
Unterlid vorher ektropioniert. Zwischen 50 und 699 Bilder, mit einem Durchschnitt von
184 Bildern, wurden bei jeder Untersuchung aufgenommen und im Anschluss

analysiert.

Zur Beurteilung der normalen Anatomie der Bindehaut wurden Scans von der
superioren und/oder temporalen bulbéren, sowie von der tarsalen Konjunktiva des Ober-

und/oder Unterlids erstellt.

Um die Struktur der unterschiedlichen Epithelschichten genauer zu untersuchen, wurden

die Fliche und der Durchmesser der einzelnen Epithelzellen in den einzelnen Schichten
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des konjunktivalen Epithels untersucht. Hierzu bedienten wir uns einer unter
http://rsb.info.nih.gov//ij/download.html im Internet frei erhéltlichen Software
,ImageJ“, einem Java Bildbearbeitungsprogramm (Autor: Wayne Rasband, The
Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland,
USA). Diese Analyse wurde bei einer Subgruppe von 3 Patienten mit normaler

Bindehaut anhand von 21 Bildern durchgefiihrt.

Bei den konjunktivalen Entziindungen, degenerativen Erkrankungen und Tumoren

wurden Aufnahmen von mehreren unterschiedlichen Bereichen der Lision gemacht.

Im Verlauf wurden die Bilder verblindet analysiert, die Morphologie studiert und
versucht, Strukturen pathomorphologisch zuzuordnen und mit histologischen

Beobachtungen zu vergleichen.

Mit dem Vergleich von Normalbefunden und durch die Evaluierung von Kriterien, die

sich aus der Histologie ergaben, wurden konfokal mikroskopische Diagnosen gefillt.

Bindehauttumore wurden, wenn klinisch indiziert, exzidiert und histologisch bzw.

immunhistochemisch untersucht.

Die vorldufigen konfokal mikroskopischen Diagnosen wurden dann entweder mit der
klinischen oder der histologischen Diagnose verglichen und im Sinne ihrer Validitit

tiberpriift.

Fir die konfokal mikroskopischen Diagnosen von pigmentierten konjunktivalen

Tumoren wurden folgende Kriterien aus der Histologie iibernommen:

- Anwesenheit von hyperreflektiven Zellen, Granulae und hyperreflektiven

Plaques im gesamten Epithel
- Hyperreflektive Zellen, Granulae und Plaques auf das basale Epithel beschrénkt

- Nester oder diffuse Ansammlungen von mittelgroBen uniformen hyper- oder

hyporeflektiven Zellen im Stroma
- Stromale epitheliale Pseudozysten
- Kleine hyperreflektive dendritische Zellen
- GrofBe hyperreflektive dendritische Zellen
- Stromale Ansammlungen von groflen hyper- oder hyporeflektiven Zellen mit

einem prominenten Nucleus oder Nucleolus
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- Kleine runde Zellinfiltrate
- GroBe durchblutete Gefille

In Tumoren mit Nestern oder diffusen Ansammlungen von mittelgrofen uniformen
Zellen im Stroma und stromalen Pseudozysten wurde die vermutete Diagnose eines

konjunktivalen Ndvus gestellt.

Lasionen mit hyperreflektiven Zellen im gesamten Epithel und grofen dendritischen
Zellen wurden als PAM mit Atypie diagnostiziert, wihrend Lésionen mit
hyperreflektiven Zellen beschrinkt auf das basale Epithel und/oder kleinen

dendritischen Zellen konfokal mikroskopisch als PAM ohne Atypie bezeichnet wurden.

In Anwesenheit von groflen Zellen mit prominentem Nucleus oder Nucleolus wurde die
vermutliche konfokal mikroskopische Diagnose eines konjunktivalen Melanoms

gestellt.

Histologische Analysen derselben Lidsion, die auch mit dem in-vivo konfokalen
Mikroskop untersucht wurden, wurden von folgenden Lé&sionen durchgefiihrt:
vernarbende Konjunktivitis (2 von 7), konjunktivale Amyloidose (1 von 1), Pinguecula
(3 von 9), Pterygium (5 von 9), konjunktivales Papillom (2 von 2), konjunktivales
Plattenepithelkarzinom (3 von 3), konjunktivaler Ndvus (6 von 6), primdr erworbene
Melanose ohne Atypie oder sekunddr erworbene Melanose (6 von 6), primdr erworbene

Melanose mit Atypie (7 von 7), Melanom (9 von 9) und Lymphom (3 von 3).

Histologisch wurden alle exzidierten Gewebestiicke feingeweblich aufgearbeitet und

mit Hamatoxylin-Eosin (HE) und Periodic-Acid-Schiff (PAS) gefirbt.

Immunhistochemisch wurden alle pigmentierten Lésionen mit anti-humanen
Antikorpern der Firma Dako gegen S-100 (melanozytire Lision), HMB-45
(melanozytidre Lidsion), Melan-A (Melanozyten), CD-3 (T-Lymphozyten), CD68
(Makrophagen) und Ki-67 (Proliferationsmarker), mit der APAAP-Methode
(Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase) untersucht.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Office Excel 2003 und SPSS
Version 12 (Chicago, IL, USA).

Die pigmentierten Bindehauttumore wurden mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie

und der Histologie beziiglich der Sensitivitit, Spezifitit, des positiven und negativen
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Vorhersagewertes verglichen. Hierzu wurden folgende allgemein giiltige Formeln

verwendet:

Sensitivitit (Richtig-Positiv-Rate) = Richtig positiv / Richtig positiv + Falsch negativ
Spezifitit (Richtig-Negativ-Rate) = Richtig negativ / Richtig negativ + Falsch positiv
Positiver Vorhersagewert = Richtig positiv / Richtig positiv + Falsch positiv

Negativer Vorhersagewert = Richtig negativ / Richtig negativ + Falsch negativ
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IV. Ergebnisse

1. Die Anatomie der Konjunktiva

1.1. Normale bulbire Konjunktiva

Die Anatomie der normalen bulbidren Bindhaut konnte mit dem konfokalen Mikroskop
schichtweise untersucht und beschrieben werden. Im Gegensatz zur transparenten
Hornhaut, wo Scantiefen bis zu 800um moglich sind, konnte aufgrund der hohen
Gewebedichte der nicht transparenten Bindehaut hier nur eine Visualisierung bis ca.

200um Tiefe erreicht werden.

Der Systematik halber wurden diese Schichten immer von auflen, also der absoluten

Oberfldche, nach innen, in die Tiefe gehend, beschrieben.

Ganz oberflachlich, der Konjunktiva aufliegend, konnte die Trdnenfilmschicht
beobachtet werden. Sie bestand aus einer hyporeflektiven Schicht mit hyperreflektivem

Debris und groBen, teils zerrissenen bzw. zerfallenen, abgeschilferten Epithelzellen.

Bei Patienten mit Blepharitis konnten zusétzlich isomorphe Rundzellen im Tridnenfilm

gefunden werden.

Abb. 15: In-vivo konfokale Mikroskopie des Trinenfilms. Hyperreflektiver Debris, abgeschilferte
Epithelzellen und hyperreflektive Rundzellen.
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Im Anschluss konnte die konjunktivale Oberfldche mit ihren vielen kleinen Falten, die
als hyporeflektive Streifen zwischen dem konjunktivalen Oberflichenepithel

imponierten, dargestellt werden.

Selten zeigten sich Mikrozysten mit einer hyperreflektiven Zystenwand im

Bindehautepithel, die teils hyperreflektiven Debris beinhalteten.

Das Epithel der Konjunktiva konnte entsprechend der bekannten Anatomie in

oberflidchliche, mittlere und basale Zellen eingeteilt werden.

Oberflichliche Epithelzellen stellten sich in drei verschiedenen Formen dar. Entweder
als groBe und hyperreflektiv erscheinende abschilfernde Zellen, als mittelgroBe Zellen

mit einem hyperreflektivem Nucleus, oder als kleine und hyporeflektive Zellen mit

einem winzigen oval geformten pyknotischen Nucleus.

50 pm 3 50 pm

Abb. 16: In-vivo konfokale Mikroskopie der
normalen bulbdren Konjunktiva. Oberfldchliche

Epithelzellen.
a) grof3e, hyperreflektive abschilfernde Zellen.
b) mittelgroBe Zellen mit hyperreflektivem Nucleus.

c) kleine, hyporeflektive Zellen mit pyknotischem

Nucleus.
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Bis zu acht Schichten mittlerer Epithelzellen (Fliigelzellen) folgten dieser
Oberflichenschicht mit variablen, polygonalen Formen, hyperreflektiven Zellrindern

und einem kaum sichtbaren hyperreflektiven Nucleus.

Die basalen Epithelzellen dagegen grenzten sich als hyperreflektive Zellrinder ohne

sichtbaren Nucleus ab.

Abb. 17: In-vivo konfokale Mikroskopie der normalen bulbiaren Konjunktiva.

a) Fliigelzellen b) basale Epithelzellen.

Um die Epithelschichten genauer beurteilen zu konnen, wurden die einzelnen Zellen
hinsichtlich ihrer Zellfliche und ihrem Zelldurchmesser weiter untersucht. Hierzu
bedienten wir uns der in Material und Methoden erwihnten Grafik-Software ,,Image-J*.

Es ergaben sich folgende Ergebnisse:

Die durchschnittliche Flidche der oberfldchlichen groBen abschilfernden Epithelzellen
betrug 1809,9 pmz, der durchschnittliche Zelldurchmesser 62,3 um.

Nichtabschilfernde Oberflichenzellen, Zellen der mittleren Epithelschicht und die
Basalzellen zeigten dagegen wesentlich kleinere Durchmesser mit einer
Durchschnittsflache von 212.,4 pmz, 228.0 me und 220;1m2 und einem mittleren

Durchmesser der einzelnen Zellen von 21,3 pm, 22,0 pm und 23,1 um.

Wihrend die abschilfernden Oberfldachenzellen einen fast drei Mal so groBen

Zelldurchmesser aufwiesen, lagen die nichtabschilfernden oberfldchlichen, die mittleren
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und die basalen Epithelzellen beziiglich Fliche und Durchmesser in derselben

GroBenordnung.

Die Epitheldicke wurde anhand von 13 gesunden Probanden untersucht und variierte

zwischen 20 und 46um (< 32 pm +/- 9,6 um).
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Abb. 18: Fliche (um?) und Durchmesser (um) der desquamierenden, superfiziellen, intermedizren und

basalen Epithelzellen.
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Im gesamten Bindehautepithel verteilt waren groBe bis riesige Zellen zu sehen. Diese
hyporeflektiven, runden bis oval geformte Zellen mit einem an den peripheren Zellrand
gedringten Nucleus, oder einer Zentralpore, erschienen im Gewebe einzeln, aber

manchmal auch im Zellverband. Hier handelt es sich wahrscheinlich um Becherzellen.

Abb. 19: Becherzellen.

a) In-vivo konfokale Mikroskopie der normalen bulbdren Konjunktiva. Epithel mit vermutlichen

Becherzellen.

b) Histologische Darstellung von Becherzellen, PAS positiv, 40x VergroB3erung.

RegelmiBig konnten in der Basalzellschicht hyperreflektive verzweigte Zellen gesehen
werden, die wohl den dendritischen Zellen entsprechen. Die Morphologie aus der
Immunhistochemie dhnelt diesen Zellen aus der konfokalen in-vivo Mikroskopie sehr

(Vergleiche Abbildung 20 und 21).

Subepithelial lie sich typischerweise ein prominentes hyperreflektives Band mit einer
Dicke von 30 bis 85um darstellen. Die Bandbreite zeigte sich hierbei unabhingig vom
Alter der Patienten. Diese, mit der Basalmembran vereinbare, Struktur wurde von

vielen Fasern inseriert.

Direkt unter der angenommen Basalmembran zeigten sich viele gut durchblutete
Blutgefifie. Im Video-Modus war es moglich den Blutstrom in diesen Gefidflen live zu
beobachten und sogar eine Migration von Zellen, vermutlich Immunzellen, durch die

GefidBwand hindurch aufzunehmen. Der Fluss der mutmalBlichen Erythrozyten in den
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Gefilen, sowie ein ,Rolling”, eine ,Adhdsion“ und eine , Transmigration*

wahrscheinlich von Leukozyten konnte somit beobachtet werden.

Das konjunktivale Stroma bestand aus einem diffusen Netzwerk aus irregulér
angeordneten feinen Fasern. Diese Faserschicht durchsetzten Blutgefile mit oft enger
Verbindung zu  zystischen  Hohlrdumen und einzelnen hyperreflektiven

Entziindungszellen.

Abb. 20: In-vivo konfokale Mikroskopie der normalen bulbiaren Konjunktiva.

a) Querschnitt. Dendritische Zellen in der basalen Epithelschicht (¥). Hyperreflektive Struktur
subepithelial, vereinbar mit der Basalmembran Zone. Fasern des konjunktivalen Stromas mit Blutgefal,

Leukozyten (hyperreflektiv) und Erythrozyten (hyporeflektiv) (=).

b) Querschnitt. Konjunktivales Epithel mit darunter liegendem Stroma.
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Abb. 21: Immunhistochemische Darstellung von dendritischen Zellen (Langerhanszellen) der humanen
Cornea. Doppelfarbung: HLA-DR (griin) fiir ,reife dendritische Zellen*, Langerin (rot) fiir ,,unreife

Langerhanszellen®, Mischfarbe (gelb) fiir ,,reife Langerhanszellen*. 400x Vergroferung.

Die anatomisch folgende Episklera und Sklera lagen zu tief, um sie mit dem konfokalen
Mikroskop darstellen zu konnen. Es zeigte sich in dieser Tiefe nur noch ein diffuses

Rauschen.
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1.2. Limbus corneae

Am Ubergang der bulbiren Bindehaut zur peripheren Hornhaut befindet sich der
sogenannte Limbus corneae. Hier konnten wir die so genannten Vogt schen Palisaden
darstellen. Sie sind strahlenféormig zur Hornhaut angeordnet und weisen fingerformige
Einstiilpungen des Epithels und Stromas auf. Besonders gut konnten die Palisaden bei
dunkel pigmentierten Patienten dargestellt werden, da eine vermehrte Anzahl an kleinen
pigmentierten Granulae im Bereich der basalen Epithelzellen bei diesen zu sehen waren.
Dadurch grenzten sich die einzelnen Palisaden besonders stark voneinander ab. Zarte
dendritische Zellen konnten ebenfalls im Bereich der basalen Epithelzellen gesehen
werden. Zwischen den einzelnen Palisaden konnte ein GefidB3system aus Arkaden von

BlutgefdBen und vermutlichen Lymphgefdfen beobachtet werden.

Abb. 22: Klinisches Bild des inferioren Limbus bei einer dunkelhédutigen Person.

Abb. 23: In-vivo konfokale Mikroskopie des normalen Limbus corneae.

a) Limbus mit BlutgefdBen (=) und vermutlich Lymphbahnen (*). b) Vogt sche Palisaden.
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1.3. Normale tarsale Konjunktiva und subkonjunktivale Strukturen

Die normale tarsale Bindehaut stellte sich als eine zwei- bis dreilagige Epithelschicht
bestehend aus kubischen Epithelzellen relativ diinn dar. Es zeigte sich eine méBig starke
Infiltration des Epithels mit Entziindungszellen. Diese vermutlichen Lymphozyten

hatten einen runden hyperreflektiven Nucleus.

Des Weiteren konnten wir regelmédBig intraepithelial abgekapselte Mikrozysten mit

hyperreflektiven runden Zellinfiltraten beobachten.

Das darunter folgende Stroma war bereits bei Normalpersonen stark von runden

hochreflektiven Zellen durchsetzt.

Hiaufig zeigten sich subepithelial winzige Mikrozysten mit oft beinhaltenden

Entziindungszellen.

Abb. 24: In-vivo konfokale Mikroskopie der normalen tarsalen Konjunktiva.
a) Abgekapselte epitheliale Mikrozysten mit runden, hyperreflektiven Zellen.

b) Subepitheliales Rundzellinfiltrat.

Ab einer Tiefe von 30um im oberen Tarsus und eine Tiefe von ca. 80um im unteren
Tarsus erschienen driisenartige Strukturen, die sich besonders gut in leicht schrigen
Aufnahmen zu erkennen waren. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um die

Meibom “schen Driisen, spezialisierte Talgdriisen.

Haarfollikel lieBen sich in einer Tiefe von ca. 150 bis 200 um darstellen.
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Abb. 25: Tarsale Konjunktiva. Meibomsche Driisen.
a) In-vivo konfokale Mikroskopie. Tarsale driisenartige Strukturen, vereinbar mit Meibomschen Driisen.

b) Histologie: Meibomsche Driisen, HE Firbung.

Abb. 26: Haarfollikel.

a) In-vivo konfokale Mikroskopie des Tarsus mit Haarfollikel.

b) Histologisches Bild.
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2. Bindehautentziindungen

2.1. Konjunktivitis

Eine geringgradige Infiltration durch Entziindungszellen konnten wir bereits in klinisch
nicht entziindeter Bindehaut mit dem konfokalen Mikroskop feststellen. Bei einer
Konjunktivitis jedoch zeigte sich eine signifikante Zunahme der entziindlichen Infiltrate

im Bindehautepithel und - stroma.

Bei der akuten Konjunktivitis fand sich konfokal mikroskopisch im Bereich der
bulbidren Bindehaut eine gemischte zelluldre Infiltration. Diese bestand aus vielen
Zellen mit runden, hyperreflektiven Zellkernen, wahrscheinlich Lymphozyten, und

Zellen mit multilobuldren Nuclei, vereinbar mit neutrophilen Granulozyten.

Das typische Bild einer chronischen Entziindung dagegen bestand hauptsichlich aus
epithelialen und stromalen Infiltraten mit Rundzellen und groen Zellen mit
hyperreflektivem Kern und einem hyporeflektiven perinucledren Halo. Diese Zellen

weisen eine gewisse Ahnlichkeit mit Plasmazellen auf.

Das stromale Kollagennetzwerk erschien bei der Konjunktivitis eher plump und enthielt
hyperreflektive Ablagerungen, fraglich Zelldebris. Groe dendritische Zellen konnten

vereinzelt zwischen den entziindlichen Infiltraten entdeckt werden.

Die oben schon erwihnte Transmigration von kleinen hyperreflektiven runden Zellen,
welche vermutlich Leukozyten darstellen, durch die Blutgefile in das entziindliche

Stroma konnte bei der Konjunktivitis besonders gut bzw. oft im Video-Modus

aufgenommen werden.

Abb. 27: Klinisches Bild einer chronischen Konjunktivitis.
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Abb. 28: In-vivo konfokale Mikroskopie bei Konjunktivitis.

a) Akute Konjunktivitis. Gemischtes Zellinfiltrat bestehend aus runden Zellen und Zellen mit einem

multilobuldren Nucleus, vermutlich neutrophile Granulozyten.

b) Chronische Konjunktivitis. Subepitheliale Infiltrate aus runden Zellen und Zellen mit einem

hyporeflektiven perinucledren Halo, vermutlich Plasmazellen (-).

Kontaktlinsentrdger ohne eine klinisch sichtbare gigantopapilldre Konjunktivitis und
Patienten mit einer atopischen Keratokonjunktivitis zeigten in der Untersuchung mit
dem konfokalen Mikroskop an der tarsalen Bindehaut typische Papillen. Diese
polygonalen aneinandergereihten Vorwdlbungen bestanden aus einem fibrotischem
hyperreflektivem Zentrum mit umgebenden Entziindungszellen und einem zentralen

Gefal3.

Zur Abgrenzung hierzu konnten wir bei den follikuldren Konjunktivitiden Kntchen aus
hyporeflektiven kleinen runden Zellen ausmachen. Das hyporeflektive Zentrum war von

einer hyperreflektiven Kapsel mit umgebenden Gefidflen umschlossen.
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Abb. 29: Klinisches Bild der subtarsalen Konjunktiva.
a) Papillen bei einem Kontaktlinsentréger.

b) Follikel am tarsalen Unterlid.

Abb. 30: In-vivo konfokale Mikroskopie bei Konjunktivitis.

a) Papilldre Konjunktivitis. Tarsale Bindehaut mit polygonalen Vorwdlbungen, fibrotischem Zentrum,

zentralem Gefdfl und umgebenden Entziindungszellen.

b) Follikuldre Konjunktivitis. Schriagschnitt. Tarsale Bindehaut mit Knotchen, umgeben von Gefiflen und

einer hyperreflektiven Kapsel.

Formen der chronische Bindehautentziindung verursacht durch ein Trachom, Stevens-
Johnsons Syndrom, konjunktivalen Lichen planus und schwere Formen der atopischen
Keratokonjunktivitis stellten sich uns in der konfokalen Mikroskopie als eine
vernarbende Konjunktivitis dar. Es zeigte sich subepithelial ein hyperreflektives

diffuses Fibrosenetzwerk.
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Das Zellbild bei aktiver Entziindung bestand neben der gerade erwihnten Fibrose aus
einer Infiltration von monomorphen, hyperreflektiven runden Zellen. Die atopische
Keratokonjunktivitis dahingegen wies in der konfokalen Mikroskopie tarsale Papillen

zusitzlich zur subepithelialen Vernarbung auf.

Abb. 31: Klinische Bilder vernarbender Konjunktivitiden.

a) Lichen planus mit Symblepharonbildung am Unterlid.
b) Lichen planus mit subtarsaler Vernarbung.
c¢) Stevens Johnson Syndrom mit ausgeprigter Symblepharonbildung und Hornhautvaskularisation.

d) Trachom mit subtarsaler Vernarbung.
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Abb. 32: In-vivo konfokale Mikroskopie bei vernarbender Konjunktivitis (Lichen planus) mit

subepithelialem hyperreflektivem Fibrosenetzwerk.
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2.2. Konjunktivales Granulom

Wir untersuchten mit dem in-vivo konfokalen Mikroskop ein konjunktivales Granulom.
Uberraschenderweise stellten sich nur relativ wenige Entziindungszellen und eine
miBige Vaskularisierung des Granuloms dar. Eingekapselt in ein hyperreflektives
fibrotisches Gewebe zeigte sich eine wurmformige Struktur. In fritheren in-vitro
Experimenten untersuchten wir unterschiedliche chirurgische Fadenmaterialien mit dem
konfokalen Mikroskop. Die wurmformige Struktur in dem von uns untersuchten
Granulom zeigte dabei dasselbe Bild, wie die vorher untersuchte Struktur eines Vicryl
Fadens. Nach Entfernung des Granuloms berichtete der Chirurg iiber ein zerbrechliches
Gewebestiick, welches tatsdchlich einen Vicryl Faden ummantelte. Leider wurde kein

Material zur histologischen Untersuchung eingesandt.

Abb. 33: Konjunktivales Granulom.

a) Klinisches Bild eines Bindehautgranuloms.

b) In-vivo konfokale Mikroskopie eines konjunktivalen Fremdkorpergranuloms mit Verdacht auf ein

Vicryl-Fadenmaterial.
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3. Blepharitis / Meibomitis

Die im Kapitel ,,subkonjunktivale Strukturen* beschriebenen Meibom schen Driisen
waren bei Patienten mit einer Blepharitis bzw. Meibomitis deutlich veridndert. Es
zeigten sich schwer deformierte Lumina dieser tarsal gelegenen Driisen und eine
Obstruktion der Driisenlumina mit hyperreflektivem Material. Auch das umgebende

Stroma zeigte sich entziindlich verdndert.

Abb. 34: Meibomitis.

a) Klinisches Bild einer Meibomitis bei Rosazea.

b) In-vivo konfokale Mikroskopie der tarsalen Konjunktiva bei Meibomitis. Der Tarsus zeigt deformierte

driisenartige Strukturen mit obstruierten Lumina.

55



4. Degenerationen der Konjunktiva

4.1. Pinguecula und Pterygium

Bei der Untersuchung der Pingueculae und Pterygien mit dem konfokalen in-vivo
Mikroskop zeigte sich meistens ein verdiinntes Bindehautepithel mit epithelialen
Mikrozysten, vielen pyknotischen Epithelzellen und hyperreflektiven abschilfernden
Zellen. Oft waren im Epithel auch groBe hyporeflektive Zellen mit einem
hyporeflektiven perizentralen Nucleus - wahrscheinlich Becherzellen - auszumachen.
Bei sieben Patienten war das Epithel infiltriert von kleinen hyperreflektiven runden
Zellen. Bei einem afroamerikanischen Patienten mit pigmentiertem Pterygium stellten

sich sehr kleine hyperreflektive Granulae in der basalen Epithelschicht des Pterygiums

dar.

Abb. 35: Pigmentiertes Pterygium.
a) Histologie: HE-Farbung. b) Histologie: PAS-Firbung.

Abb. 36: In-vivo konfokale Mikroskopie eines pigmentierten Pterygiums. Hyperreflektive Granulae in der
basalen Epithelschicht.
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Das konjunktivale Stroma der Pterygien war stark vaskularisiert und wies kaum
Entziindungszellen auf. Die Gefalle nahmen fast alle eine gestreckte Konfiguration ein.
Sowohl bei den Pterygien, als auch bei den Pingueculae erschienen die stromalen

Kollagenfasern verdickter und hyperreflektiver als in der normalen Bindehaut.

Abb. 37: In-vivo konfokale Mikroskopie eines Pterygiums. Hyperreflektive verdickte kollagene Fasern
und gestreckte Gefifie bzw. GefdBBanschnitte.

Bei zwei Pterygien und fiinf Pingueculae konnte im Stroma eine amorphe

hyperreflektive Masse gefunden werden.

Abb. 38: Pterygium mit amorphem Material.

a) Histologie: HE-Farbung.
b) In-vivo konfokale Mikroskopie: Hyperreflektive amorphe Masse.

57



Intraepithelial und subepithelial gelegenes, gut abgegrenztes, hyperreflektives Material

bei zwei Pingueculae dhnelte Calcium-Ablagerungen.

Abb. 39: In-vivo konfokale Mikroskopie einer Pinguecula. Hyperreflektive Ablagerung, vermutlich

Calcium-Ablagerungen.

Auch zystische Verdnderungen im Stroma von zwei Pterygien und zwei Pingueculae

konnten beobachtet werden.

Histologisch zeigte sich bei den Pterygien und Pingueculae ein nicht-verhornendes
mehrschichtiges Plattenepithel. Das Epithel enthielt unterschiedlich groe Mengen an
Becherzellen. Bei dem oben genannten Patienten, der in der in-vivo konfokalen
Mikroskopie kleine hyperreflektive Granulae in der basalen Epithelschicht aufwies,
konnten wir histologisch eine vermehrte Pigmentierung der basalen Epithelzellen
entsprechend einer mit der Hautfarbe assoziierten sekundir erworbenen Melanose
feststellen. Das Bindegewebe von Pterygien und Pingueculae beinhaltete typischer
Weise elastotische Degenerationen mit Anhdufungen von amorphem, eosinophilem,

hyalinem oder granulér erscheinendem Material.

Diese histologischen Befunde korrelierten sehr gut mit den oben genannten

Beobachtungen in der in-vivo konfokalen Mikroskopie.
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Abb. 41: Pterygium mit elastotischer Degeneration der Bindegewebsfasern.

a) Konfokales Bild.

b) Histologie: HE-Fiarbung.
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4.2. Amyloidose

Die in-vivo konfokale Mikroskopie zeigte eine normale Epithelschichtung der
Bindehaut mit einigen epithelialen Mikrozysten und wenigen Entziindungszellen. Das
Bindehautstroma liel groBe hyperreflektive Bereiche und Banden mit netzartigem
Erscheinungsbild erkennen. Wenige hyperreflektive, runde Entziindungszellen waren

dazwischen verstreut.

Die histologischen Befunde des Bindehautexzidats zeigen wenig chronische
Entziindungszellen sowie ein diffus im Stroma eingelagertes homogenes, eosinophiles

Material. Typisch fiir das Amyloid ist die Anfirbbarkeit mit Kongorot und die griinliche

Doppelbrechung im polarisierten Licht.

Abb. 42: In-vivo konfokale Mikroskopie einer konjunktivalen Amyloidose. Schrigschnitt.
Hyperreflektive netzartige stromale Binder, vereinbar mit Amyloid Ablagerungen.

Abb. 43: Amyloidose

a) Histo: HE-Fiarbung. 20x Vergroferung. b) Histo: HE-Fiarbung. 40x Vergroferung.
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5. Nicht-pigmentierte Tumore der Konjunktiva

5.1. Papillom

Untersuchungen von konjunktivalen Papillomen mit der in-vivo konfokalen
Mikroskopie zeigten vor allem in schrigen Aufnahmen die typische papilldre
Oberfliche. Das Zentrum der Papillen bestand aus einem fibrovaskulidren stromalen
Anteil. Dieser wurde von einem verdickten Epithel, welches multiple epitheliale

Mikrozysten beinhaltet und vorwiegend von runden Zellen infiltriert wird, umgeben.

Histopathologische Untersuchungen derselben Lisionen zeigten die charakteristischen
facherartigen Papillen aus fibrovaskulirem Gewebe, welche von variabel dickem
Epithel umgeben waren. Sowohl akute als auch chronische Entziindungszellen konnten
als Korrelat der infiltrierenden Zellen identifiziert werden. Das nicht-keratinisierte

Epithel zeigte eine deutliche Akanthose und enthielt Becherzellen.

Abb. 44: Klinisches Bild eines Bindehautpapilloms.
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Abb. 45: Konjunktivales Papillom.

a) In-vivo konfokale Mikroskopie mit fibrovaskulidren stromalen Papillen umgeben von runden Zellen
und akanthotischem Epithel.

b) Histologisches Bild desselben konjunktivalen Papilloms.

5.2. Konjunktivale intraepitheliale Neoplasie (CIN) und

Plattenepithelkarzinom

Die epitheliale Oberfldche von konjunktivalen intraepithelialen Neoplasien bestand aus
abnorm groflen hochreflektiven dysplastischen Epithelzellen unterhalb einer
hyperreflektiven amorphen Schicht. Diese dysplastischen Epithelzellen enthielten einen
prominenten Nucleus und Nucleolus. Das Epithel war mit einer Dicke von bis zu 120
pum ausgesprochen verdickt. Das darunterliegende Stroma erschien hyporeflektiv mit
ein paar hyperreflektiven runden Zellen. Details von kollagenen Strukturen konnten

nicht ausgemacht werden.

Am besten konnte die konjunktivale intraepitheliale Neoplasie am Limbus und an der

angrenzenden Hornhautoberfliche untersucht werden.

Aufgrund der begrenzten Darstellungstiefe der Konjunktiva mit dem konfokalen
Mikroskop (bis zu 200um) und der starken Keratinisierung war eine Untersuchung des

invasiven Wachstums in die Tiefe beim Plattenepithelkarzinom nur begrenzt moglich.

Untersucht man die CIN histologisch so zeigt sich ein akanthotisches Epithel oft mit
Hyperkeratose und Parakeratose. Im Epithel findet sich eine deutliche Zell- und

Kernpolymorphie mit Einzelzellverhornungen und Hornzystenbildung.
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Die oben erwihnte in-vivo konfokal mikroskopische hyperreflektive amorphe

Zellschicht entspricht sehr gut der Hyperkeratose.

Abb. 47: Konjunktivale intraepitheliale Neoplasie.

a) Histo. HE-Fiarbung, 20x VergroBerung.

b) In-vivo konfokale Mikroskopie. GroB3e hyperreflektive dysplastische Zellen mit prominentem Nucleus.
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Abb. 48: In-vivo konfokale Mikroskopie. Starke hyperreflektive Keratinisierung bei CIN.

5.3. Lymphom

Der sichtbare Anteil von Lymphomen liegt typischerweise in der bulbédren Bindehaut in
der Nihe des oberen oder unteren Fornix. Auf Grund ihrer Lokalisation und ihrer tiefen
Lage in der Substantia propria konnten die Lymphome mit der in-vivo konfokalen

Mikroskopie nicht dargestellt werden.

Abb. 49: Klinische Bilder eines Lymphoms.
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6. Pigmentierte Tumore der Konjunktiva

6.1. Navus

Die konfokale in-vivo Mikroskopie von konjunktivalen Navi zeigte bei einem Patienten
im konjunktivalen Epithel hyperreflektive, meist runde Zellen und bei einem weiteren

Patienten hyperreflektive Plaques. Die iibrigen Névi wiesen ein normales Epithel auf.

Subepithelial konnten in 100% der Fille runde, mittelgroBe, hyperreflektive, aber auch

hyporeflektive Zellen, die sich diffus oder in Nestern ablagerten, dargestellt werden.

Zwischen den Zellen konnten in einigen Bildern grole Klumpen von hyperreflektivem

Material beobachtet werden.

Bei allen Patienten zeigten sich im konjunktivalen Stroma grofe Pseudozysten, die mit

nicht-verhornendem mehrschichtigem Epithel ausgekleidet waren.

Diese Pseudozysten waren teilweise mit monomorphem Material oder zelluldrem

Debris gefiillt.

Kleine dendritische Zellen waren bei 2 von 6 Nivi im basalen Epithel oder in der Lésion

verstreut, auszumachen.

GroBere Dendriten zeigten sich in nur einem Nivus, welcher gleichzeitig

hyperreflektive Stellen im Epithel enthielt.

Bei zwei Naivi stellten sich subepithelial gro3e, hyperreflektive Zellen ohne sichtbaren

Nucleus hauptsichlich als Konglomerate gruppiert dar.

Die mit der konfokalen in-vivo Mikroskopie gestellte Diagnose eines konjunktivalen

Nivus bestitigte sich bei allen Lisionen histologisch.

In dem Exzidat eines Patienten, das konfokalmikroskopisch hyperreflektive Zellen im
Epithel und Stroma zeigte, fanden sich auch histologisch Navuszellnester intraepithelial

und subepithelial, so dass die Diagnose eines Compound Ndvus gestellt wurde.

Die Lisionen, die in der konfokalen Mikroskopie hyperreflektive stromale Zellen

aufwiesen, zeigten histologisch stark pigmentierte subepitheliale Navus-Zellen.

Amelanotische Ndvus-Zellen konnten in der konfokalen Mikroskopie als hyporeflektive

Zellen in der Substantia propria dargestellt werden.
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Die Anwesenheit von epithelialen Pseudozysten in der in-vivo konfokalen Mikroskopie

korrelierte bei allen Proben histopathologisch sehr gut.

Der Nivus, der konfokalmikroskopisch grole dendritische Zellen und eine epitheliale
Beteiligung zusitzlich zu den stromalen Névus Zellnestern und Pseudozysten zeigte,
entsprach histologisch einem stromalen Bindehautndvus in Assoziation mit einer primir

erworbenen Melanose mit Atypie.

Die groflen Konglomerate von hyperreflektiven Zellen, die sich bei zwei Lisionen
subepithelial darstellen lieBen, erwiesen sich als stark pigmentierte CD-68 positive

Melanophagen.

Die Sensitivitit und Spezifitit der in-vivo konfokalen Mikroskopie von konjunktivalen

Naévi liegt im Vergleich zur Histologie bei 100%.

Abb. 50: Klinisches Bild eines konjunktivalen Névus.
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Abb. 51: Konjunktivaler Nédvus.

a) In-vivo konfokale Mikroskopie mit epithelialen Pseudozysten und Nestern aus hyperreflektiven und

hyporeflektiven mittelgroen, monomorphen Zellen, vereinbar mit Niavus-Zellen.

b) Histologisches Bild desselben konjunktivalen Ndvus mit den in a) beschriebenen pigmentierten und

nicht-pigmentierten stromalen Névus-Zellen und epithelialen Pseudozysten.

Abb. 52: Konjunktivaler Nédvus.

a) In-vivo konfokale Mikroskopie mit grolen hyperreflektiven subepithelialen Zellen ohne prominente

Nuclei.

b) Immunhistochemische Untersuchung der Zellen in a) mit CD-68 positiven Melanophagen.
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6.2. Sekundiar erworbene Melanose (mit der Hautfarbe assoziierte

Melanose) und primir erworbene Melanose ohne Atypie

Konfokale Bilder von Lisionen, die histologisch als ,,racial melanosis* oder als ,,PAM
ohne Atypie“ diagnostiziert wurden, wiesen hyperreflektive Zellen oder Granulae im
basalen konjunktivalen Epithel in 67% der Fille auf. Dies konnte vor allem in schrigen

Aufnahmen dargestellt werden.

Bei den iibrigen Tumoren waren die hyperreflektiven Granulae im gesamten Epithel,

welches ansonsten normal erschien, verstreut.

Bei diesen hauptsidchlich [limbal gelegenen Verdnderungen konnte man die
hyperreflektiven pigmentierten Granulae auch im gesamten peripheren cornealen

Epithel finden. Das corneale Stroma war jedoch nie mitbetroffen.

Kleine dendritische Zellen konnten bei 100% der Lisionen im limbalen und/oder

konjunktivalen basalen Epithel ausfindig gemacht werden.

Die histologische Aufarbeitung derselben Lésionen stellte ein stark pigmentiertes
basales konjunktivales Epithel ohne atypische Melanozyten oder eine Beteiligung des

iibrigen Epithels dar.

Die durch die in-vivo konfokale Mikroskopie gestellten Diagnosen der SAM oder der

,PAM ohne Atypie“ korrelierten zu 100% in Sensitivitdit und Spezifitit mit der

histologisch gesicherten Diagnose.

Abb. 53: Klinisches Bild einer konjunktivalen ,;racial melanosis*.
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Abb. 54: In-vivo konfokale Mikroskopie der ,,racial melanosis®.
a) Hyperreflektive Granulae im basalen limbalen Epithel mit kleinen dendritischen Zellen.

b) Schrigschnitt. Pigmentierte Verdnderungen im basalen konjunktivalen Epithel mit kleinen

dendritischen Zellen.

Abb. 55: Klinisches Bild einer primér erworbenen Melanose (PAM) ohne Atypie.
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Abb. 56: PAM ohne Atypie.

a) In-vivo konfokale Mikroskopie mit hyperreflektiven pigmentierten Verinderungen und kleinen

dendritischen Zellen hauptsédchlich im basalen Epithel. Leichter Schriagschnitt.

b) Histologisches Bild der Lésion in a) mit pigmentierter Hyperplasie im basalen Epithel.
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6.3. Primir erworbene Melanose mit Atypie

Histologisch gesicherte primédr erworbene Melanosen mit Atypie zeigten in der
konfokalen in-vivo Mikroskopie in 100% der Fille hyperreflektive Granulae und

Plaques, die sich im gesamten Epithel des Tumors befanden.

Die meisten Lisionen erstreckten sich auch auf das corneale Epithel. Die

hochreflektiven Granulae waren in den basalen cornealen Epithelzellen zu finden.

Bei allen Lisionen konnte ein Netzwerk aus riesigen, hyperreflektiven dendritischen

Zellen nachgewiesen werden, welche teilweise plump erschienen.

Diese groBen dendritischen Zellen konnten nur in einer weiteren Lédsion gefunden
werden, welche konfokalmikroskopisch als Nédvus eingestuft wurde. In dieser Lésion
konnte histologisch ein stromaler Navus diagnostiziert werden, welcher in einem

Bereich auch Eigenschaften einer ,,PAM mit Atypie* aufwies.

Bei allen Patienten korrelierten die konfokal mikroskopischen Bilder mit den
histopathologischen Befunden sehr gut. Es zeigten sich histologisch atypische

Melanozyten im gesamten Epithel.

Immunhistochemische Untersuchungen mit Antikorpern gegen S-100, HMB-45 und
Melan-A bestitigten das Vorhandensein von groflen dendritischen Zellen im Epithel der

primér erworbenen Melanosen mit Atypie.

Verglichen mit der Histologie wurde die Diagnose ,,PAM mit Atypie* bei allen Fillen,

bis auf einen, mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie korrekt gestellt. Die Sensitivitit

der in-vivo konfokalen Mikroskopie in der Diagnose einer ,,PAM mit Atypie liegt damit
bei 100%, die Spezifitit bei 96%.

Abb. 57: Klinisches Bild einer primir erworbenen Melanose (PAM) mit Atypie.
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Abb. 58: In-vivo konfokale Mikroskopie einer PAM mit Atypie.
a) Pigmentierte Granulae breiten sich in die basalen Zellschichten der Cornea aus.

b) Hochreflektive Zellen, Granulae und Flichen im gesamten konjunktivalen Epithel. Schrigschnitt.

Abb. 59: Histologisches Bild der PAM mit Atypie. Atypische Melanozyten erstrecken sich durch das
gesamte konjunktivale Epithel.
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Abb. 60: PAM mit Atypie.

a) In-vivo konfokale Mikroskopie mit biumchenartigem Netzwerk aus riesigen dendritischen Zellen.

b) Immunhistochemische Féarbung der Lision in a) mit Antikdrper gegen S-100. Grof3e, positiv firbende

dendritische Zellen.
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6.4. Melanom

Maligne Melanome der Konjunktiva waren in der Untersuchung mit der in-vivo

konfokalen Mikroskopie mit einer diinnen Epithelschicht bedeckt.

Bei pigmentierten Léasionen konnten hochreflektive Zellen direkt subepithelial
dargestellt werden. Detaillierte zelluldre Strukturen konnten jedoch besser in tieferen,

weniger reflektiven Scans ausgemacht werden.

Die Lisionen enthielten eine Ansammlung von Zellen mit grofen, atypischen

hyperreflektiven Nuclei und prominenten hyporeflektiven Nucleoli.

Die Tumore, die spiter als Spindelzell-Melanome charakterisiert wurden, zeigten etwas
kleinere Zellen. Die typische spindelzellartige Form und die faszikuldre Anordnung

konnte in der in-vivo konfokale Mikroskopie jedoch nicht ausgemacht werden.

Die Tumorzellen waren umgeben von kleinen, hochreflektiven runden Zellen, bei denen

es sich vermutlich um Entziindungszellen handelte.
Viele groBBe Gefille lieBen sich in der Lision darstellen.

Bei einem Patienten mit einem Melanom iiberwogen die Kriterien einer primér
erworbenen Melanose mit Atypie, wie riesige hyperreflektive dendritische Zellen, das
Zellbild. Es wurde hierbei félschlicherweise die in-vivo konfokale Diagnose einer

,,primédr erworbenen Melanose mit Atypie* gestellt.

Histologisch fanden sich 3 Spindelzelltypen, 3 gemischte Zelltypen und ein

Epitheloidzelltyp eines konjunktivalen malignen Melanoms.

Die Tumorzellen zeigten eine positive Reaktion auf Antikorper gegen S-100, Melan-A

und HMB-45.

Alle Tumore waren infiltriert und umgeben von einer chronischen Entziindungsreaktion

und zeigten viele grole TumorgefiBe.

Bei dem konjunktivalen Melanom, welches in der in-vivo konfokalen Mikroskopie
hauptsédchlich die Zeichen einer primér erworbenen Melanose mit Atypie aufwies,
zeigte sich histopathologisch sowohl ein malignes Melanom, als auch gleichzeitig eine

primir erworbene Melanose mit Atypie.

Ein malignes Melanom der Konjunktiva mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie

korrekt zu diagnostizieren liegt bei einer Sensitivitit von 89% und einer Spezifitit von
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100%. Der positive und negative Vorhersagewert fiir die Diagnose eines konjunktivalen
Melanoms liegt bei entsprechend 100% und 95%. Die Fliche unter der ROC (Receiver-
Operating-Characteristics) lag bei 96%.

Bei zwei pigmentierten konjunktivalen Lésionen, die mit einem Uvea- oder Iris-
Melanom assoziiert waren, zeigten sich in der in-vivo konfokalen Mikroskopie grof3e

Tumorzellen mit prominenten Nuclei im konjunktivalen Stroma.

Histologisch bestitigte sich das extrasklerale Wachstum dieser Melanome.

Abb. 62: In-vivo konfokale Mikroskopie eines konjunktivalen Melanoms. Zellen mit groen atypischen

hyperreflektiven Nuclei und prominenten hyporeflektiven Nucleoli.
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Abb. 63: Konjunktivales Melanom.

a) Histologisches Bild des konjunktivalen Melanoms vom Epitheloidzelltyp (links).

b) Immunhistochemisches Bild des konjunktivalen Melanoms mit Tumor Zellen positiv gefidrbt gegen
HMB-45.
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V. Diskussion

1. Konfokale in-vivo Mikroskopie

Die in-vivo konfokale Mikroskopie mit dem HRTII/RCM erlaubt Einblicke in die

Anatomie und die Erkrankungen der Bindehaut zu erlangen.

Die Untersuchung ist fiir den Patienten nicht invasiv und komfortabel. Zur
Untersuchung ist nur eine Oberfldchenanisthesie notig. Bei keiner Untersuchung kam
es zu einer Verletzung der Bindehaut oder Hornhaut. Erste konfokale Mikroskope
waren phototoxisch, so dass sie nur ex-vivo verwendet werden konnten (48). Auf Grund
des Dioden Lasers der Klasse I besteht heute keine Gefahr beziiglich der Phototoxizitét.
Durch das Kontaktverfahren kommt es zu einer Eliminierung storender Reflexe und
einer besseren Tiefenkontrolle. Durch schnelle Bildaufnahmen mit einer Aufnahmezeit
von 0,024 Sekunden konnen unscharfe Bilder durch ungewollte Bewegungen, Puls,
Atmung oder Mikrosakkaden verhindert werden. Jedoch ist die Untersuchung immer
noch stark von der Compliance des Patienten abhédngig. So konnen spezielle
Ausschnitte zum Beispiel der tarsalen Bindehaut nur bei einer gleichbleibenden Haltung
und konstanten Blickrichtung des Patienten Bilder guter Qualitét ergeben. Des Weiteren
konnen nur Ausschnitte der Bindehaut und nicht alle Regionen der Konjunktiva
untersucht werden. Fiir die Zukunft ist ein flexibles Instrument, wie es in der
Ultraschallsonographie verwendet wird, zur Untersuchung der gesamten Konjunktiva

inklusive der Karunkel wiinschenswert.

Mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie besteht zum ersten Mal die Moglichkeit die

Konjunktiva in einer hohen Auflosung von bis zu einem Mikrometer in-vivo dynamisch

zu untersuchen. Es konnen auch dreidimensionale Bilder im Live-Modus erstellt
werden. Schrige Schnittbilder konnen sehr hilfreich sein und geben interessante
Einblicke in die strukturellen Beziehungen. Anders als bei der Untersuchung der
Hornhaut ist die Eindringtiefe aufgrund von Reflexen und vermehrter Dichte auf 200um

begrenzt.

77



2. Anatomie der Konjunktiva

Mit der konfokalen Mikroskopie konnen die unterschiedlichen anatomischen Regionen

der Konjunktiva in-vivo dargestellt werden.

An der bulbdren Bindehaut zum Beispiel zeigt sich konfokalmikroskopisch ein
mehrschichtiges, abgeflachtes Plattenepithel, dagegen stellt sich an der tarsalen
Bindehaut ein kubisches diinnes Epithel, wie bereits von Steuhl K.P.

elektronenmikroskopisch ex-vivo beschrieben (111), dar.

Unsere anatomischen Beobachtungen der normalen bulbdren und tarsalen Bindehaut

mittels in-vivo konfokaler Mikroskopie wurden spdter durch Efron N. et al. bestitigt

(21;22).

Superfizielle, intermedidre und basale Zellen konnen unterschieden werden, jedoch
besteht im Gegensatz zur Hornhaut und dem Limbus kein signifikanter Unterschied in
der Fliche und dem Durchmesser zwischen nicht-desquamierenden Oberfldachenzellen,

intermedidren Zellen und Basalzellen der bulbiaren Bindehaut.

Im Vergleich zu Messungen von cornealen Epithelzellen mit der in-vivo konfokalen
Mikroskopie, bei der superfizielle Zellen einen Durchmesser von 40 bis 50 um und
Basalzellen 10 bis 20 um erreichen (6;55;93), erscheinen die konjunktivalen
desquamierenden  superfiziellen Epithelzellen groBer, wéhrend die nicht-
desquamierenden Oberfldachenzellen nur die Hilfte des Durchmessers der cornealen

Oberfliachenzellen messen.

Die konjunktivalen Basalzellen erlangen den doppelten Zelldurchmesser im Vergleich
zu den limbalen Basalzellen, wie von Romano A.C. et al. 2003 bestitigend berichtet

wurde (93).

Oberfldchenzellen enthalten oft kleine, kondensierte pyknotische Nuclei, die womdoglich
Zellen mit einem geradlinigem oder ,,snake like* nuclearem Chromatin, wie sie von
Marner K. beschrieben wurden (67), darstellen. Diese abnormen Zellen lagern sich
typischerweise in Clustern zwischen morphologisch normalen Epithelzellen an. Die in-
vivo konfokalen Beobachtungen korrelieren gut mit den histologischen Ergebnissen von
Marner K. (67). Diese Zellen mit ,,snake-like® Chromatin werden bei bis zu 50% der
Patienten mit einer Keratokonjunktivitis sicca und zu 25% bei Patienten mit einem
Sjogren Syndrom beschrieben (67). In der konfokalen in-vivo Mikroskopie dagegen

sieht man diese Zellen auch in vermeintlich normaler Bindehaut. Eine nicht
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diagnostizierte subklinische Keratokonjunktivitis sicca konnte verantwortlich fiir diese
Beobachtungen sein. Spezielle Bindehautuntersuchungen an Patienten mit der Diagnose
»trockenes Auge* sollten mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie durchgefiihrt werden,

um diesen Sachverhalt zu kldren.

Im gesamten konjunktivalen Epithel finden sich bei den meisten unserer
Untersuchungen einzelne Zellen oder Zellverbiande von hyporeflektiven Zellen mit
entweder einem an den Rand gedringten Nucleus oder einem zentralen Stoma. Diese

Zellen entsprechen der anatomischen Beschreibung von Becherzellen (10;111).

Die von uns beschriebene Darstellung von Becherzellen mit dem in-vivo konfokalen
Mikroskop konnte von Rath R. et al. und der Arbeitsgruppe um Baudouin C. mittels

Impressionszytologie morphologisch bestitigt werden (19;59;89).

Le Q.H. et al. untersuchten 2010 die Dichte der Becherzellen mittels in-vivo konfokaler
Mikroskopie und Impressionszytologie bei Patienten mit Verdtzungen. Es zeigte sich
eine deutliche Abnahme der Becherzelldichte bei diesen Patienten. Es konnte des
weiteren eine gute Korrelation zwischen diesen beiden Untersuchungsmethoden

gefunden werden (58).

Des Weiteren zeigen sich bei einigen Patienten gro3e ovale Zellen teils ausgefiillt mit
hyporeflektivem Material. Diese Zellen konnten grolen Becherzellen mit retiniertem
Muzin entsprechen, wie sie von Kessing S.V. als ein Phédnomen mit zunehmendem
Alter beschrieben wurden (52). Ebenso konnten sie den so genannten hyalinen
Korperchen, welche amorphe runde bis ovale Strukturen mit einer 2 bis 3 fachen Grofie

von Becherzellen sind, dhneln. Sie werden fiir degenerierte Becherzellen gehalten (1).

Die Tatsache, dass Becherzellen mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie dargestellt
werden koOnnen ist von besonderer Bedeutung fiir die in-vivo Diagnose -einer

Konjunktivalisierung bei Limbusstammzellinsuffizienz.

In Biopsien der Bindehaut konnen dendritische Zellen im basalen Epithel der
Konjunktiva mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden. Die Anzahl dieser
dendritischen Zellen im Epithel der Konjunktiva schwankt in der Literatur zwischen 2,5
und 300 Zellen pro Quadratmillimeter, je nach untersuchter Region (94;112). Mit der
konfokalen in-vivo Mikroskopie konnen hyperreflektive dendritische Zellen in der
basalen Epithelschicht normaler und erkrankter, bulbirer und tarsaler Bindehaut gezeigt

werden. Dendritische Zellen konnen mit der konfokalen Mikroskopie auch im
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Bindehautstroma nachgewiesen werden. Jedoch erscheinen diese Zellen plumper mit
grofBen Dendriten und sind histopathologisch mit einer Entziindungsreaktion assoziiert,

wie von Steuhl K.P. et al. beschrieben (112).

Wihrend das mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie untersuchte Epithel der
Konjunktiva gut mit den histoanatomischen Beschreibungen einhergeht, lisst sich direkt
unter dem Epithel eine hyperreflektive Schicht darstellen, die ungewohnlich breit ist
(30um bis 85um Dicke) und nicht mit der diinnen Basalmembran iibereinstimmt, wie
sie in der anatomischen Literatur beschrieben wird (108). Ein ausgeprigtes Netzwerk
aus Fasern inseriert diese Basalmembran und konnte fiir ihre Hyperreflektivitit
verantwortlich sein. Dies konnte der Unterschied zwischen dem verdickten
Erscheinungsbild der Basalmembran der Konjunktiva und der diinnen cornealen
epithelialen = Basalmembran und  ihrer  darunterliegenden  hyporeflektiven
Bowmanmembran in der konfokalen Mikroskopie sein, wie es von Bohnke M. und

Masters B.R. beschrieben wurde (6).

Im Gegensatz zur konfokalen in-vivo Mikroskopie der Hornhaut, bei der die stromalen
kollagenen Fasern unter normalen Umsténden nicht zu sehen sind (6;48), zeigt sich in
der gesunden und erkrankten Bindehaut deutlich ein dichtes hyperreflektives irregulires

Kollagennetzwerk.

Einzelne Fibroblasten konnen im gesunden Bindehautstroma nicht ausgemacht werden.
Diese Zellen sind jedoch, wie von uns gezeigt wurde, bei in-vivo konfokalen

Aufnahmen von Sickerkissen nach Glaukomoperationen nachweisbar (75).

Ungewohnliche hyporeflektive leere zystische Rdume, die mit einer hyperreflektiven
Struktur ausgekleidet sind, konnen im gesunden Bindehautstroma beobachtet werden.
Diese zystischen Strukturen sind hauptsédchlich in enger Verbindung zu Blutgefifen zu
sehen. Es konnte sich um Lymphgefifle handeln. Nach personlicher Kommunikation
diesbeziiglich mit Professor Dr. med. C. Cursiefen, Augenklinik des
Universitétsklinikums Erlangen, befindet sich eine Studie iiber die Detektion von
cornealen LymphgefidBlen mittels in-vivo konfokaler Mikroskopie von Bock F. et al. in

Einreichung.

Der Limbus corneae ist aufgrund seiner Funktion als Stammzellreservoir fiir das
Hornhautepithel von besonderer Bedeutung (36). Am cornealen Rand formieren sich

radidr fingerformige Einstiilpungen und Papillen des konjunktivalen Epithels und
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Stromas und werden als so genannte Vogt'sche Palisaden bezeichnet (108). Diese
limbalen Strukturen konnen mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie gesehen werden,
wie von Kobayashi A. und Sugiyama K. kiirzlich am Beispiel von zwei Patienten
veroffentlicht (54). Weitere Studien iiber das Aussehen, die Anzahl und die Tiefe von
epithelialen Vogt’schen Palisaden am Limbus bei normalen Individuen und bei

Patienten mit limbalen Erkrankungen sind notwendig.

Die Untersuchung der tarsalen Bindehaut mit der konfokalen in-vivo Mikroskopie
ermoglicht es tarsal adenoide Strukturen, wahrscheinlich Meibomdriisen und

Wimpernfollikel, zu identifizieren.
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3. Konjunktivitis

Besonders interessant ist die Option, Blutgefie mit ihrem Blutfluss und der
Transmigration von Entziindungszellen mit dem konfokalen in-vivo Mikroskop in
Echtzeit aufnehmen zu konnen. Kirveskari J. et al. haben schon frither den Effekt von
Hydrokortison auf die Leukozytenmigration in der entziindeten Bindehaut mit einem

konfokalen WeiBlicht Mikroskop beschrieben (53).

Ferner kann die Zusammensetzung der Entziindungsinfiltrate der Konjunktiva mit der
in-vivo konfokalen Mikroskopie direkt analysiert werden. Allansmith M.R. et al.
berichteten iiber eine Infiltration von Lymphozyten, vornehmlich T-Zellen, in der
Substantia propria und dem Epithel normaler Konjunktiva histopathologisch (3).
Neutrophile Granulozyten konnten im Epithel und der Submukosa gefunden werden,
wihrend Plasmazellen und Mastzellen nur die Substantia propria infiltrierten. Mit der
konfokalen in-vivo Mikroskopie konnen Zellen mit einem hyperreflektiven runden
Nucleus im Epithel und Stroma der gesunden Konjunktiva gesehen werden. Es handelt
sich hierbei wahrscheinlich um Lymphozyten. Bei einer Entziindung der Konjunktiva
ist die zelluldre Infiltration signifikant erhoht. Bei einer akuten Konjunktivitis stellen
sich zusitzlich Zellen mit multilobuldren Nuclei, vermutlich neutrophile Granulozyten
dar. Bei chronischer Konjunktivitis finden sich zusétzlich zu Rundzellinfiltraten grof3ere

Zellen mit einem perinucledren Halo, vermutlich Plasmazellen.

Hu Y. et al. analysierten mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie 2007 die
konjunktivalen = Verdnderungen bei 16 Patienten mit einer atopischen
Keratokonjunktivitis und untersuchten den Einfluss von topischem Cyclosporin A auf
diese Erkrankung. Es zeigte sich entsprechend unseren Ergebnissen eine signifikante
Zunahme der Entziindungszellen und ein Vorhandensein von Papillen. Die Anzahl der
Entziindungszellen war unter Therapie mit Cyclosporin A Augentropfen deutlich

reduziert und es zeigte sich eine Fibrose der papillidren Lisionen (45).

Auch Le Q.H. et al. konnten 2010 eine vermehrte Infiltration von Entziindungszellen
sowohl epithelial als auch stromal in der bulbdren und tarsalen Konjunktiva bei 26
Patienten mit vernaler Keratokonjunktivitis mittels in-vivo konfokaler Mikroskopie
nachweisen. Des Weiteren wurde in dieser Publikation eine deutliche Zunahme der
dendritischen Zellen in der bulbédren und tarsalen Bindehaut und eine Destruktion der

Vogt“schen Palisaden bei Patienten mit vernaler Keratokonjunktivitis beschrieben (57).
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Sehr hartnickige Bindehautentziindungen konnen durch ein Fremdkorpergranulom
entstehen. Wir konnen mit der Untersuchung eines Bindehaut-Fadengranuloms zeigen,
dass die konfokale in-vivo Mikroskopie auch hier sehr niitzlich in der Ursachensuche

sein kann.

Besonders hilfreich ist die Moglichkeit der Differenzierung von papilldrer und
follikuldrer Entziindungsreaktion der tarsalen Konjunktiva. Diese Unterscheidung ist

klinisch oft schwierig zu treffen und hat weitreichende therapeutische Konsequenzen.

Typisch fiir eine vernarbende Konjunktivitis in der in-vivo konfokalen Mikroskopie ist
ein hyperreflektives fibrotisches Netz subepithelial. Diese Diagnose kann auch klinisch

ohne Probleme gestellt werden.

Wie wir 2005 veroffentlicht haben, konnen entziindliche Verdnderungen des Lidrandes
und Obstruktion der Meibomdriisen, wie sie bei einer Blepharitis/ Meibomitis bzw.
Meibomdysfunktion zu finden sind, mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie sichtbar

gemacht werden (74).
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4. Degenerative Erkrankungen der Konjunktiva

In einer Studie von Grossniklaus H.E. et al. wurden Pterygien bei 94,7% der Patienten
klinisch korrekt diagnostiziert, wihrend es bei den Pingueculae nur 48,5% der Fille

waren (41).

Histologische  Charakteristika von Pterygien und Pingueculae beinhalten
Ansammlungen von eosinophilem granulirem Material, welches aus einer exzessiven
Anzahl von Vorldufern elastischer Fasern besteht, und aus elastotischen Fasern, die eine

abnormale Reifungsphase in der elastischen Faserproduktion darstellen (5).

In unseren Untersuchungen bestitigt die in-vivo konfokale Mikroskopie die
Anwesenheit von verdnderten kollagenen Fasern und hyperreflektiven amorphen
Material in der Substantia propria bei Pterygien und Pingueculae. Allerdings ist die
konfokale in-vivo Mikroskopie meist nicht notig, um die klinische Diagnose eines

Pterygiums oder einer Pinguecula zu verifizieren.

Wang Y. et al. beschrieben kiirzlich ebenfalls morphologische Verdnderungen und die
Verteilung von dendritischen Zellen in Pterygien. Sie fanden Entziindungszellen, vor
allem dendritische Zellen, Becherzellen und Mikrozysten im Epithel des Pterygiums.
Das Pterygiumstroma stellte sich analog zu wunseren Ergebnissen als dichte
fibrovaskuldre Struktur mit minimaler Infiltration von Entziindungszellen dar. Die
Anzahl dendritischer Zellen in Pterygien war im Vergleich zur normalen bulbidren

Bindehaut signifikant erhoht (117).

Die konjunktivale Amyloidose tritt meistens sporadisch als eine primir Ortlich
begrenzte Ablagerung ohne vorangehende oder gleichzeitig bestehende Erkrankung des
Auges auf (108). Die in-vivo konfokalen Untersuchungen der Amyloidose sind gut
vereinbar mit dem in der Histologie zu sehenden diffus verteilten, eosinophilen,

homogenen doppelbrechenden Material im konjunktivalen Stroma.

Auch Bozkurt B. et al. haben kiirzlich von einem Patienten mit einer konjunktivalen
Amyloidose Dberichtet (8). Das dichte Amyloid (zum Beispiel in der
Computertomographie als hyperdens und im Ultraschall als echodicht beschrieben)
wurde in dieser Publikation als hyporeflektiv beschrieben, wihrend wir ein
hyperreflektives Netzwerk nachweisen konnten. Die von den Autoren beschriebenen

Lisionen mit einer lobuldren Anordnung und umgebenden Gefidlen, die vorwiegend in
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Schrigschnitten erfasst wurden, konnten auch konjunktivalen Follikeln entsprechen.

Untersuchungen an einer grofleren Anzahl von Patienten sind notig.
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5. Nicht-pigmentierte Tumore der Konjunktiva

Eine epitheliale Dysplasie, ein Carcinoma in situ und ein invasives
Plattenepithelkarzinom der Bindehaut sind manchmal klinisch schwierig zu
unterscheiden. Das Stellen einer korrekten Diagnose wird auch bei erfahrenen
Fachirzten nur auf zirka 40 % geschitzt (60). Zu den gingigsten Fehldiagnosen bei
Plattenepithel Neoplasien der Augenoberfliche gehoren Pterygien, Papillome,
Pingueculae, Dyskeratosen, Ndvi und Melanome (60;98). Impressions- oder Exfoliativ-
Zytologie wurden fiir die Diagnose von Plattenepithel Neoplasien als niitzlich befunden.
Unbefriedigende Proben ohne Zellmaterial, nicht klar definierte zytologische Kriterien
fiir die Diagnose von Plattenepithel Neoplasien, die Notwendigkeit eines erfahrenen
Pathologen zur Analyse und dysplastische Lisionen mit Hyperkeratose stellen Grenzen
dar (33;82;115). Die konfokale in-vivo Mikroskopie von Plattenepithel Neoplasien kann
eine Keratinisierung, Akanthose und dysplastische Epithelbefunde darstellen. Sie
erlaubt des Weiteren Untersuchungen an vielen verschiedenen Stellen der Bindehaut, an
denen eine Pathologie vermutet wird. Ldsionen im Bereich des Limbus sind hierbei mit
der in-vivo konfokalen Mikroskopie am besten zu beurteilen. Auf Grund des
hyperreflektiven Keratins bei vielen Epithelldsionen kann jedoch eine Invasion der
Lision in die Substantia propria nicht befriedigend dargestellt werden. Deshalb ist die
Bindehautbiopsie weiterhin der Gold-Standard bei Verdacht auf ein (invasives)

Plattenepithelkarzinom.

Das konjunktivale Papillom als weiterer hdufiger epithelialer Tumor der Bindehaut
kann klinisch manchmal nicht von einem Plattenepithelkarzinom unterschieden werden.
Nach einer chirurgischen Exzision kann es bei der oft durch HPV-Viren
hervorgerufenen Lésion hdufig zu Rezidiven kommen, die Bindehautvernarbungen und
oft mehrere chirurgische Eingriffe mit sich bringen. Die in-vivo konfokale Mikroskopie
spiegelt bei typischen Befunden exakt die histopathologischen Befunde wieder und
konnte in Zukunft das Diagnostikum der Wahl darstellen. Allerdings bleibt bei

atypischen Lasionen nur die histologische Untersuchung.

2008 beschrieben Pichierri P. et al. ein konjunktivales Lymphom mit Hilfe der in-vivo
konfokalen Mikroskopie (88). In dieser Verdffentlichung wurden von rundlichen,
hyperreflektiven Infiltraten in der epithelialen und subepithelialen Bindehaut, teils in
Follikeln angeordnet, berichtet. Die publizierten Bilder sind nicht sehr iiberzeugend.
Epitheliale und subepitheliale Rundzellinfiltrate entsprechen eher einer Konjunktivitis
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als einer subkonjunktivalen Infiltration lymphozytirer Zellen. Unsere konfokal
mikroskopischen Untersuchungen an 3 Lymphomen der Konjunktiva erbringen auf
Grund der tiefen Lokalisation der lymphozytidren Proliferationen subkonjunktival keine

sicheren Ergebnisse.
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6. Pigmentierte Tumore der Konjunktiva

Die Melanozyten des Epithels sind verantwortlich fiir die meisten melanozytiren
Liasionen der Bindehaut wie Navi, primdre und sekunddre Melanosen und das maligne
Melanom (25). Melanozyten der gewohnlich erworbenen konjunktivalen Nidvi haben
eine rundliche polyedrische Form und stellen abnorme, kaum melaninhaltige rundliche
und granuldre Melanosomen her. Diese transportieren, entsprechend der rudimentédren
Eigenschaft ihrer dendritischen Fortsdtze, nur nebensidchlich Melanin zu den
umgebenden  Keratinozyten  (18;25;37;46). Die Nivuszellen finden sich
gewohnlicherweise in Nestern, welche sich an der epithelialen — subepithelialen
Verbindungszone anhdufen. Pigmentierte und insbesondere amelanotische
konjunktivale Nidvi konnen mit einer hohen Wahrscheinlichkeit auf Grund ihrer
typischen histologischen Charakteristika, wie Niavuszellnester und stromale
Pseudozysten, mit der in-vivo konfokalen Mikroskopie diagnostiziert werden. Des

Weiteren konnen Compound-Névi und subepitheliale Névi differenziert werden.

Normale Melanozyten, die auf das basale Epithel begrenzt sind, sind sowohl an der
,racial melanosis®, als auch an der primdr erworbenen Melanose ohne Atypie beteiligt

(47).

Atypische dendritische Melanozyten in der Konjunktiva sind verantwortlich fiir die
primdr erworbene  Melanose mit Atypie und koOnnen unterschiedliche
Erscheinungsformen annehmen: kleine polyhedrale Zellen mit Dendriten, die nur mit
der Elektronenmikroskopie beobachtet werden konnen; Spindelzellen; grofle
Melanozyten mit komplex verzweigten Dendriten und runde epitheloide Zellen
(26;46;47). Die konfokale Mikroskopie erlaubt eindeutig die Differenzierung zwischen
erworbener Melanose mit und ohne Atypie. Wahrend normal erscheinende kleine
dendritische Zellen Kennzeichen von primér erworbenen Melanosen ohne Atypie und
mit der Hautfarbe assoziierte Melanosen sind, bestehen primédr erworbene Melanosen
mit Atypie typischerweise aus Netzwerken von riesigen, atypischen Melanozyten.
AuBerdem sind hyperreflektive Granulae und Flecken bei der primér erworbenen
Melanose mit Atypie im Gegensatz zur primir erworbenen Melanose ohne Atypie im
gesamten konjunktivalen Epithel verstreut. Die konfokale Mikroskopie kann somit in

der Diagnose von primér erworbenen Melanose sine pigmento duflerst hilfreich sein.
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Die Impressions-Zytologie von primédr erworbenen Melanosen mit Atypie und
konjunktivalen Melanomen wurde als ein klinisches Monitoring Instrument im follow-
up beschrieben (83). Dariiber hinaus konnte eine Tridnen-Zytologie atypische
Melanozyten in fortgeschrittenen Léasionen nachweisen (118). Zytologische Proben
konnten irrefiihrend sein, da die Melanozyten, die sich in den tieferen Anteilen des
Epithels befinden, nicht beriicksichtigt werden und falsch-negative zytologische

Befunde zu einer inaddquaten Therapie fithren konnten (99).

Jakobiec F.A. und Mitarbeiter differenzierten histologisch vier verschiedene Typen von
atypischen Melanozyten, die in einem konjunktivalen Melanom angetroffen werden
konnen: kleine polyhedrale Zellen, Spindelzellen, Ballonzellen und runde epitheloide

Zellen (47).

In der konfokalen in-vivo Mikroskopie von konjunktivalen Melanomen zeigen sich
groBe hochreflektive, vermutlich stark pigmentierte, atypische Zellen, mit groBen
Nuclei und prominenten Nucleoli, Tumorgefile, und eine umgebende
Entziindungsreaktion. Assoziierte primér erworbene Melanosen mit Atypie konnen mit
der konfokalen in-vivo Mikroskopie dargestellt werden. Epitheloid- oder Spindelzell-

Typen von Melanomen konnen jedoch nicht unterschieden werden.

Bei zwei pigmentierten Lasionen, die mit einem uvealen Melanom assoziiert waren,
deutet die in-vivo konfokale Mikroskopie auf ein extrasklerales Wachstum der

Melanome hin. Dieser Verdacht wurde spéter histologisch bestitigt.

Die in-vivo konfokale Mikroskopie weist eine hohe Sensitivitdat und Spezifitit bei der
Diagnose melanotischer Lidsionen der Konjunktiva auf. Grundlage dafiir sind die

Ergebnisse des Goldstandards der Histologie.
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VI. Zusammenfassung

Die konfokale in-vivo Mikroskopie stellt ein neues Untersuchungsverfahren dar, mit
dem es moglich ist die Bindehaut des Auges in-vivo im Echtzeit-Modus schnell und

sicher auf zelluldrer Ebene zu untersuchen.

Die Anatomie der Konjunktiva kann nicht-invasiv untersucht werden, ohne diese durch

Einfrieren, Alkoholfixation oder dhnliches zu veridndern.

Dabei konnen die einzelnen Zellschichten der Bindehaut und Strukturen wie
Becherzellen, dendritische Zellen, Meibomdriisen, Wimpernfollikel, konjunktivale
GefiBe mit Lymphozytenmigration, Lymphgefile wund der Limbus als
Stammzellreservoir fiir das Hornhautepithel im Live-Modus dargestellt und untersucht

werden.

Durch die Unterscheidungsmoglichkeit von Papillen, Follikeln, akuter und chronischer
Entziindungsinfiltration, Fremdkorpergranulomen, sowie vernarbender Konjunktivitis
stellt das konfokale Mikroskop ein wertvolles Diagnostikum in der Abgrenzung von
Entziindungsprozessen unterschiedlichster Genese dar. Die kausale Therapie kann

dementsprechend gezielt eingeleitet werden.

In der Differentialdiagnose und Verlaufbeobachtung nicht-pigmentierter und
pigmentierter Tumore stellt das konfokale in-vivo Mikroskop eine Zusatzuntersuchung

dar.

Es ist moglich die Charakteristika von Nivi, atypischen und nicht atypischen
Melanosen vom malignen Melanom abzugrenzen. Beim malignen Melanom und
verddchtigen Melanosen sollte auf Grund der Schwere der Erkrankungen jedoch
weiterhin der Goldstandard der histologischen Beurteilung des Gewebes durchgefiihrt
werden. Hierbei kann die konfokale in-vivo Mikroskopie als Hilfestellung bei der

Durchfiihrung gezielter Biopsien dienen.

Kriterien zur standardisierten Einteilung unterschiedlicher Erkrankungen der Bindehaut

wurden aufgestellt.

Diese Arbeit gibt einen Uberblick iiber die Moglichkeiten und Grenzen der in-vivo
konfokalen Mikroskopie der Konjunktiva. Weitere gezielte Untersuchungen der

einzelnen Entitdten werden zusitzliche wertvolle Einblicke bringen.
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