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1. Abstract (English)

Cystinosis is a rare lysosomal storage disease caused by a mutation of the CTNS gene
that codes for the lysosomal cystine transporter cystinosin. Functional impairment of
cystinosin leads to an accumulation of cystine crystals in several organs and in different
ophthalmic structures. Current gold standard treatment of ocular cystinosis is the oral
administration of cysteamine. The purpose of the present work is to describe clinical,
demographic and functional findings in Germany’s largest cystinosis collective and to
evaluate data gained by multimodal imaging. The present work describes for the first time
an anterior segment optical coherence tomography (AS-OCT) based objective biomarker
for corneal cystine crystal deposition will be described and crystal deposition in
chorioretinal structures as imaged by spectral domain optical coherence tomography (SD-
OCT) will be characterized. In the following their potential value as a marker for systemic

disease control is elucidated.

The study is carried out at the University eye hospital of the Ludwig-Maximilian
University in Munich in collaboration with the interdisciplinary cystinosis clinic at the

RoMed Clinic Rosenheim.

Patients were recruited from the German national Cystinosis registry study. A complete
ophthalmological examination was performed, including ETDRS best corrected visual
acuity, slitlamp biomicroscopy, dilated funduscopy, AS-OCT (Cirrus HD-OCT 5000,
Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Germany) and SD-OCT (Spectralis; Heidelberg
Engineering GmbH, Heidelberg, Germany). Corneal crystals were graded using slitlamp
biomicroscopy and AS-OCT. The first objective semi-automated B-scan image
segmentation algorithm was developed using a grey scale value-based threshold method
to automatically quantify corneal crystals. Deposition of retinal and choroidal crystals
was graded employing a novel semi-quantitative grading system using SD-OCT, named
chorioretinal cystine crystal score (RCCCS). It is the first description of a quantitative
evaluation of retinal crystals on a large scale. To quantify patient-reported quality of
vision, patients completed a standardized and clinically validated 30-item questionnaire
addressing different visual symptoms (e.g. glare, blurred vision). Moreover, genetic

testing to differentiate mutations of the cystinosin gene was performed.



A total of 112 eyes of 56 patients (mean age 23 years + 13 SD, median age 18,5 years;
male:female ratio = 32:24; aged between 1-75 years) from the German Cystinosis
Registry were included. 88 corneas of 45 patients were imaged. Another 68 AS-OCT
Scans from 35 healthy subjects were used as controls. A total of 74 retina scans from 38
patients were evaluated. Cystine crystals present as hyperreflective, gold yellow deposits
in ocular structures like the conjunctiva, cornea, iris, retina and choroid. On AS-OCT B-
scans, corneal crystals appeared as hyperreflective deposits within the corneal stroma.
The novel automatic B-scan image segmentation algorithm was most efficient in
delineating corneal crystals at higher greyscale thresholds. Significant differences in
suprathreshold greyscale pixels were observable between cystinosis patients and healthy
controls (p<0.001). In addition, the algorithm was able to detect an age-dependent depth
distribution profile of crystal deposition. Using SD-OCT of the retina cystine crystals
were detectable in all neuroretinal layers and the choroid. Crystals in the choriocapillaris
were the most common manifestation. The new defined parameter, RCCCS, based on the
number of hyperreflective spots in the distinct retinal layers, was negatively correlated
with the dose of cysteamine intake (R=0.533, p=0.001) and positively with Cystatin C, a
stable parameter of renal function (R=0.496, p=0.016). Moreover, the value of the
RCCCS affected subjective quality of vision. Genetic analysis indicated pronounced
crystal deposition in patients with heterozygous mutations containing the 57-kb-deletion
allele of the CTNS gene. The survey of the RCCCS allowed the establishment of a first

clinical grading system.

The newly established measuring methods for corneal and retinochoroidal crystal
deposition can help to evaluate clinical data and to better understand the pathophysiology
of cystinosis. Objective quantification of corneal cystine crystal deposition is feasible
with AS-OCT and can present an age-related depth distribution. Via AS-OCT it was
possible to develop a classification of cystinosis with respect to the different depth
distribution patterns of the corneal cystine crystals. In future studies it may serve as a
longterm parameter for ocular disease control and topical treatment surveillance. The
presented SD-OCT based grading system might serve as a biomarker for systemic disease
control. The established clinical grading system enables the quantification of the degree

and the course of the illness.
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5. Einleitung

Die Cystinose ist eine seltene, autosomal rezessiv vererbte lysosomale Speicherkrankheit
der Aminosédure Cystin mit einer geschdtzten Pravalenz von 1:100.000 bis 1:200.000.
Urséchlich sind Mutationen im CTNS Gen, welches fiir den lyosomalen Aminosaure-

Transporter Cystinosin kodiert.

Die Cystinose manifestiert sich in drei verschiedenen Phanotypen, wobei den haufigsten
Typ die infantile nephropathische Cystinose darstellt, die 90 % aller Cystinose-Patienten
betrifft. Sie stellt die Hauptursache eines renalen Fanconi-Syndroms, einer
Funktionsstorung des Energichaushalts der proximalen Nierentubuluszellen, in der
Kindheit dar (1). Ferner entwickeln sich eine kristalline Keratopathie und zahlreiche

weitere extrarenale Manifestationen.

Etwa 130 Personen in Deutschland leiden an dieser Erkrankung. Die Betroffenen sind in
Deutschland mithilfe der Cystinose Stiftung e.V. in ein unvergleichbares strukturiertes
Selbsthilfeprogramm eingebunden, das es ermoglicht eine grofe Patientenkohorte

interdisziplindr im Rahmen einer deutschlandweiten Cystinose-Sprechstunde zu betreuen

).

Seit Januar 2018 existiert aufgrund der mdglichen Therapieoptionen ein Pilotprojekt in
Bayern, das erstmalig ein rein molekulargenetisches Neugeborenen-Screening auf
Cystinose anbietet. Je frither die Diagnose gestellt wird und eine Therapie initiiert werden
kann, desto besser ist die Prognose der Patienten. Hier kommt dem Augenarzt eine
entscheidende Rolle zu. Er kann schon in der Frithphase durch die Visualisierung der

kornealen Cystinkristalle in der Spaltlampenbiomikroskopie die Diagnose stellen.

Cystinose scheint auf den ersten Blick klinisch wenig relevant zu sein, da nur eine geringe
Zahl an Menschen betroffen ist, zugleich stellt sie aber eine der wenigen genetischen
Stoffwechselerkrankungen dar, die effektiv topisch und systemisch behandelt werden

kann.

Die aktuelle Therapie der Cystinose erfolgt mittels des Aminothiols Cysteamin, das
einerseits in einer oralen Form (Cystagon™)/Procysbee™) fiir die systemische Therapie
zugelassen ist, andererseits in einer l0slichen Form als Lokaltherapie (Cystaran™/
Cystadrops® Augentropfen) appliziert werden kann (3). Cysteamin kann Zellen von

circa 90% ihres Cystin-Gehalts befreien. Die Cysteamin-Therapie verzogert sowohl das
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Auftreten der kornealen Kristallbildung als auch aller weiteren extraokuldren

Manifestationen wie des renalen Fanconi-Syndroms (4).

Diagnostik und Therapie der Cystinose befinden sich im Umbruch und die Forschung im
Bereich dieser lysosomalen Stoffwechselerkrankung ist innovativer denn je. Neue
diagnostische Methoden und Therapiestrategien werden entwickelt. Fiir das Versténdnis
der Erkrankung ist es erforderlich, einen genaueren Blick auf die Pathogenese,

diagnostischen Methoden und Therapiemdglichkeiten dieser Erbkrankheit zu werfen.

5.1. Pathophysiologie

Insgesamt sind iiber 100 pathogene CTNS Mutationen bekannt. Thr Schweregrad
bestimmt den klinischen Phénotyp mit. So werden drei Verlaufsformen unterschieden.
Die héufigste, die infantile nephropathische Cystinose, zeigt meist ein vollstdndiges
Fehlen der Transportfunktion des Cystinosins beziehungsweise eine verdnderte
Lokalisation des Transporters, wohingegen der Cystintransport bei der spéter
beginnenden juvenilen und der nur auf die Augen beschrinkten, sehr seltenen okulidren

Cystinose meist noch partiell erhalten ist (5).

Dennoch scheinen weitere Einflussfaktoren auf den klinischen Phanotyp zu existieren.
Diskutiert wird eine gewebsspezifische Cystinosinexpression. So wurde gezeigt, dass die
Expression des Cystinosins in den verschiedenen Geweben variiert: Trotz pathologisch
erhohter Cystinspiegel in den Leukozyten bestand bei einigen Patienten eine rein okuldre
Beteiligung. Renale Zellen zeigen eventuell eine Restexprimierung des CTNS-
Transkripts und somit eine suffiziente Cystinosin-Produktion, die okuldren Zellen
hingegen nicht und es kommt zur Akkumulation von Cystinkristallen ausschlieBlich in

okuldren Geweben, wie der Kornea und Retina (6).

5.1.1. Lysosomale Akkumulation von Cystin

CTNS codiert fiir den Cystin-Transporter Cystinosin. Die Fehlfunktion des Cystinosins
fithrt zu einer Akkumulation von Cystin im Lysosom und dadurch zu einer Leckage der

Lysosomenmembran und Stimulation der zytosolischen Proteinkinase delta (Abbildung

).
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Abbildung 1: Eine Mutation im CTNS-Gen fiihrt zu einer Malfunktion des Cystin-
Transporters Cystinosin und somit zu einer Akkumulation des Cystins im Lysosom. Durch
die intralysosomale Bindung an therapeutisch gegebenes Cysteamin, kann das Cystin
iber einen  protonengesteuerten Transporter wieder in das Cytoplasma
hinaustransportiert werden.

Dieser Mechanismus kann letztlich die Apoptose der Zelle verursachen (7). Das
intrazelluldre Cystinosin ist ubiquitir im Korper vorhanden, sodass sich Cystin-Kristalle
in jedem Gewebe ablagern und zu einer Dysfunktion verschiedener Organe fiihren (8, 9).

Renale und okulédre Strukturen sind als erste betroffen.

Die Pathogenese der Cystinose kann durch den insuffizienten Transport des Cystins aus
den Lysosomen allerdings nicht ausreichend erklirt werden. Kalatzis et al. berichteten
iiber Félle einer mit milderen Symptomen einhergehenden juvenilen Cystinose, in denen
ein vollstdndiges Fehlen der Transportfunktion des Cystinosins vorlag. Ebenso wurde die
Entwicklung eines renalen Fanconi-Syndroms beobachtet, ohne dass zu diesem Zeitpunkt

Cystinkristalle in proximalen Nierentbuluszellen nachweisbar waren (10).

Es gibt somit Anhalt dafiir, dass das Cystinosin neben der reinen Cystin-

Transportfunktion, weitere Funktionen besitzt.
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5.1.2. Pathologisch gesteigerte Autophagie

Autophagie beschreibt den intrazelluldren katabolischen Prozess, in dem zelleigene
Bestandteile iiber Autophagosomen zu den Lysosomen transportiert werden, um dort
hydrolytisch gespalten und gegebenenfalls wiederverwendet werden zu koénnen. Das
Autophagosom fusioniert in diesem Vorgang mit dem Lysosom zum Autolysosom.
Autophagie geschieht in vielen eukaryotischen Organismen und in verschiedenen
Zelltypen als Antwort auf Fasten oder wihrend zelluldrer Umbauprozesse
beziehungsweise dem Zelltod. Sie ist die zelluldre Antwort auf sowohl extrazellular (11),
als auch intrazellulir (u.a. bei Akkumulation geschiddigter Organellen und
zytoplasmatischer Komponenten) vorliegendem Stress und erlaubt hier ein Uberleben der

Zelle durch ,Recycling* ihrer Komponenten (12).
Dysregulation des Ragulator-Komplexes

Reguliert wird die Autophagie unter anderem durch den lysosomalen Ragulator-
Komplex, der die Aktivierung der multifunktionalen, anabolen Proteinkinase mTOR
(mammalian farget of rapamycin) und der katabolen MAPK (mitogen-activated protein
kinase) steuert (13). Der Ragulator-Komplex besteht aus fiinf /ysosomalen Adaptor- und
MAPK-und mTOR-Regulator (LAMTOR)-Untereinheiten. Eine LAMTOR-Untereinheit
bindet an die RagA/B und RagC/D-GTPasen (14). Wenn ausreichend Néhrstoffe und
Wachstumsfaktoren vorhanden sind, wird mTOR durch seine Interaktion mit aktivierten
Rag-GTPasen an den Ragulator-Komplex gebunden, an die lysosomale Membran
transloziert und aktiviert. Eine vakuoldre H+-Adenosintriphosphatase (v-ATPase)
interagiert mit dem Ragulator-Komplex und reguliert die Aktivierung der GTPasen
abhéngig vom Vorhandensein von Aminosduren im Lysosom. Wenn also Aminoséduren
im Inneren des lysosomalen Lumens akkumulieren, erzeugen diese ein aktivierendes

Signal, das iiber den v-ATPase-Ragulator an die R-GTPasen iibertragen wird (15).

Eine Aktivierung der anabolen mTOR hemmt so die Autophagie und fordert das zellulédre
Wachstum und Proteinsynthese. Zum einen geschieht dies direkt durch die Beeinflussung
der Transkription und Translation von Genen, die fiir die Organisierung des Aktin-
Zytoskeletts, die Degradation der Proteine und die Biogenese von Ribosomen
verantwortlich sind. Zum anderen durch Phosphorylierung und konsekutive Aktivierung
nachgeschalteter Ziele, wie z.B. der S6-Kinase oder des 4E-BP1-Transkriptionsfaktors
oder aber durch Hyperphopshorylierung z.B. des Autophagy-related protein 13 (ATG13),

das in diesem Zustand eine hemmende Wirkung auf die Autophagie besitzt (16).
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In cystinotischen Zellen aber berichteten Ivanova et al. iiber eine verzogerte
Reaktivierung des mTORCI1-Signalwegs und somit einer verzogerten Hemmung der
Autophagie nach einer Hungerepisode. Diese zeitliche Verzogerung war mit einer
abnormalen Lokalisierung von mTOR in Cystinose-Zellen verbunden: Wihrend einer
Hungerepisode dissoziierte mTOR, im Gegensatz zu den Kontrollzellen, nicht aus den
Kompartimenten der spdten Lysosomen und es konnte nach Wiederherstellung des
Kulturmediums keine spezifische Translokation und Aktivierung des Komplexes
stattfinden. Die Autoren gehen davon aus, dass die lysosomalen Kompartimente in der
Cystinose verdndert sind und den mTOR-Komplex in Hungerepisoden an ihrer
Oberflache halten. Ebenso vermuten die Autoren, dass das Cystinosin eine Rolle bei der
schnellen Erkennung von Aminosduren im lysosomalen Lumen spielt und einen
fehlenden Aminosduresensor darstellen konnte, der das Signal an die v-ATPase
weiterleitet (17). Andrzejewska et al. griffen diesen Gedanken auf und berichteten iiber
die direkte Bindung des Cystinosins an die vakuoldre H+-ATPase und an den Ragulator-
Komplex mit den RagA und RagC GTPasen (18). Die Autoren gehen davon aus, dass das
Fehlen von Cystinosin in der Cystinose zu einer Minderaktivierung des mTORCI-
Pathways filihrt und somit zu einer gesteigerten Autophagie mit einer vermehrten Bildung
von Autophagosomen, einer verminderten Proteinsynthese, einem verminderten
Zellwachstums und einer verminderten Zellteilung. Die Annahme, dass bei der Cystinose
eine pathologisch gesteigerte Autophagie vorliegt, wird zudem durch die Beobachtung
gestiitzt, dass sich in proximalen Nierentubuluszellen von an Cystinose erkrankten
Mausen ein signifikant vermehrtes Vorkommen von LC3-II, im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe findet (19, 20). LC3-II (microtubule-associated protein 1 light chain 3)
ist ein Marker fiir die Anzahl an Autophagosomen. Zusitzlich lie sich eine hoéhere
Anzahl eines weiteren Autophagie-Markers, des Beclin-1 in cystinotischen Zellen

nachweisen, welches an der Bildung von Autophagosomen beteiligt ist (19).

Eine abnormal gesteigerte Autophagie wird als mitursdchlich fiir eine verminderte

Uberlebensfihigkeit der cystinotischen Zellen angesehen (19).
Mitochondriale Dysfunktion

Cystin ist das Substrat fiir die Produktion der Aminosdure Cystein (Abbildung 1). Cystein
wiederum wird unter anderem zur Synthese von Cysteinproteasen und des Antioxidans
Glutathion benétigt. Das in der Cystinose lysosomal akkumulierte Cystin kann nicht zur

Synthese von Cystein verwendet werden und macht somit eine suffiziente Synthese des
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Glutathions unmdglich. Durch den Glutathionmangel kommt es zu einer unzureichenden
Neutralisierung von Sauerstoffradikalen, zu einer erhéhten Apoptoserate betroffener
Zellen und zu einer Schiadigung von Mitochondrien (7, 21). Durch die verminderte

Expression der Cysteinproteasen wird die lysosomale Dynamik langfristig verdndert.

Die Mitochondrien zeigen sich in cystinotischen Zellen morphologisch und funktionell
verdndert: cystinotische Mitochondrien présentieren sich in der konfokalen Mikroskopie
als runde, nicht-filamentose Strukturen und zeigen eine kondensierte Matrix mit
verdnderten Cristae in der Elektronenmikroskopie (22). Sansanwal et al. berichteten {iber
eine verminderte Produktion des Adenosintriphosphats (ATP) in cystinotischen
Mitochondrien aufgrund einer Malfunktion des Komplexes I der Atmungskette durch ein
Fehlen einer seiner wesentlichen Untereinheiten (23). Wihrend der physiologischen und
vermehrt bei dysfunktionaler Zellatmung kommt es zu einer Akkumulation von
Sauerstoffradikalen (24). Dies konnte den Grund fiir die Dysfunktion gerade der
proximalen Nierentubuluszellen darstellen, die durch ihren hohen ATP-Bedarf besonders
sensitiv auf eine Stérung der ATP-Produktion reagieren. Dariiber hinaus ist das
Nichtfunktionieren der Atmungskette in den Mitochondrien mallgeblich an der
Auslosung der Autophagie beteiligt. So konnte man in cystinotischen Zellen eine erhohte
Anzahl reaktiver Sauerstoffspezies nachweisen, die unter anderem zu Stress im
endoplasmatischen Retikulum (ER) fiihren und auf diesem Weg die Aktivierung

praautophagosomaler Strukturen triggern (25).

5.2. Phinotypen und extraokulidre Manifestationen der Cystinose

5.2.1. Infantile nephropathische Cystinose

Die infantile nephropathische Cystinose stellt die Hauptursache eines renalen Fanconi-
Syndroms, einer Funktionsstorung des Energichaushalts der proximalen
Nierentubuluszellen, in der Kindheit dar (1). Die Cystinosin-Depletion der proximalen
Tubuluszellen, fiihrt zu einer Reabsorptionsstorung der Niere und folglich zu einem
Verlust zahlreicher Elektrolyte, wie Calcium oder Phosophat und dem Verlust von
Glucose und zahlreicher Proteine, wie Albumin oder beta-2-Mikroglobulin. Renale
Verdnderungen, genauso wie korneale Cystinkristalle, konnen schon im 6.-12.
Lebensmonat nachgewiesen werden. Betroffene Kinder leiden somit frith an Polydipsie,
Polyurie und einer Wachstumsretardierung. Eine terminale Niereninsuffizienz im

Rahmen des Fanconi-Syndroms fiihrt nicht selten zu einer Dialysepflichtigkeit und der
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Notwendigkeit einer Nierentransplantation. Die Lebenserwartung ist in der
nephropathischen Cystinose aufgrund des chronischen Nierenversagens und zahlreicher

extrarenaler Manifestationen reduziert (4).

Die typische Wachstumsretardierung ist durch ein Zusammenspiel aus einer Azidose,
Rachitis, Mangelerndhrung, gestorter Nierenfunktion und direkter Cystinkristall-
ablagerung im Knochen bedingt (26). In der Knochendichtemessung via Dual-Rontgen-
Absorptiometrie fand sich eine signifikant reduzierte mineralisierte Knochensubstanz im
Verhéltnis zum Knochenvolumen. Die Patienten zeigen somit zusétzlich eine erhohte

Frakturneigung (27).

Anschlieend entwickeln sich die kristalline Keratopathie und zahlreiche weitere
extrarenale Manifestationen. Die Ablagerung von Cystinkristallen vor allem im
Hornhautstroma verursacht eine Streuung des hineinfallenden Lichts und somit eine

schwere Photophobie verbunden mit einem (willkiirlichem) Blepharospasmus (11).

Bindehautkristalle zeigen sich als goldgelbe, hyperreflektive Ablagerungen, die die
Bindehaut matter erscheinen lassen. Korneakristalle sind vor allem frith in der
Spaltlampenbiomikroskopie sichtbar, als goldgelbe, nadelformige, hyperreflektive
korneale Triilbungen in der gesamten Hornhautdicke mit Betonung des Stromas

(Abbildung 2).

Zu den extrarenalen Manifestationen zdhlen unter anderem der Hypothyreoidismus durch
eine Atrophie des follikuldren Gewebes der Schilddriise und die Rachitis aufgrund des
Calcium- und Phosphatmangels (28). So bendtigen 75% aller Patienten ab dem 10.
Lebensjahr eine medikamentdse Supplementation mit L-Thyroxin. (29) Eine friih
begonnene Cysteamintherapie kann den Beginn der L-Thyroxin-Substitution verhindern

oder deutlich verzogern (26).

Bei minnlichen Patienten wird {iber einen primidren hypergonadotropen
Hypogonadismus mit verringertem Testosteron-Spiegel und erhéhtem luteinisierendem
Hormon (LH)- und Follikel-stimulierendem Hormon (FSH)-Spiegel berichtet (30). Die
Pubertit beginnt verzogert im Alter von 16-17 Jahren. Eine mikroskopische
Untersuchung der Testes ergab eine Akkumulation von Cystinkristallen, einhergehend

mit einer ausgeprigten Fibrose (31, 32).
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Im Gegensatz hierzu ist der weibliche Zyklus nicht beeintrichtigt. Reiss et al. berichteten
iiber eine erfolgreiche Schwangerschaft einer Cystinose-Patientin mit Geburt eines

gesunden Kindes (33).

Abbildung 2: Spaltlampenfotografien eines Cystinosepatienten. Konjunktivale Cystin-
kristalle lassen die Bindehaut matter erscheinen. Inferior ist eine beginnende
Vaskularisation der Kornea sichtbar (A). Cystinkristalle zeigen sich als goldgelbe,
kristalline Einlagerungen im Hornhaustroma (B, C). Im Bild C sind zusdtzlich einzelne
Iriskristalle erkennbar.

Eine weitere hdufige endokrinologische Komplikation stellt einen durch die
Cystinablagerung verursachten Diabetes mellitus dar. Durch die Cystinakkumulation

kommt es zu einer Hyperplasie der Beta-Zellen und folglich zu einer Beeinflussung des
18



Insulinmetabolismus: Die C-Peptid Produktion und Insulin Sekretion ist vermindert (34).
Die Hélfte der Patienten entwickelt im Verlauf eine Glukoseintoleranz, die durch eine im
Rahmen der Nierentransplantation durchgefiihrte Cortisontherapie im Rahmen der

Nierentransplantation exazerbiert werden kann (35).

Hinzu kommen motorische Beeintrichtigungen in Form einer fortschreitenden distalen
Muskelschwéche aufgrund eines zusétzlichen Carnitinmangels und Schluckbeschwerden,
sowie eine heisere Stimme im Spatstadium (36-38). Die Schluckbeschwerden du3ern sich
in absteigender Hiufigkeit in langsamem Essen, Obstruktion der Atemwege und
Wiirgereiz, sowie Schmerzen beim Schlucken (39). Elektronenmikroskopisch kdnnen

Cystinkristalle in den Kollagenfibrillen des Perimysiums dargestellt werden (40).

Gastroenterologisch  bestehen hdufig eine Hepato- oder Splenomegalie als
Spatmanifestationen (4). Elektronenmikroskopisch konnen hypertrophierte Kupffer-
Zellen nachgewiesen werden, die Cystinkristalle enthalten (41). Die Hypertrophie kann
in einzelnen Féllen durch die Kompression von Sinusoiden und dem folglich reduzierten
Blutfluss aus der Pfortader in die Leber zu einer nicht-zirrhotischen portalen
Hypertension fiihren. In Biopsien einer autopsierten Leber fand man eine auffillige
Ablagerung von Kollagen in dilatierten Sinusoiden umgeben von atrophierten

Hepatozyten ohne Hinweis auf ein Entziindungsgeschehen (42).

Kardiovaskuldr kann eine Renin-abhéingige arterielle Hypertension vorliegen, die sich
nach Nierentransplantation meist legt. Ueda et al. beschrieben eine Kalzifizierung
verschiedener Gefife, besonders der Koronararterien, im Spatstadium der Erkrankung
(43). Diese verhilt sich direkt proportional zur Therapiedauer mit Cysteamin (44). Man
geht davon aus, dass die Cystinakkumulation, unabhéngig von bestehender arterieller
Hypertension, Hypercholesterindmie und einem durch die Vitamin D-Supplementierung
gestorten Calcium- und Phosphatmetabolismus, einen Hauptrisikofaktor fiir die
Entstehung der Atherosklerose darstellt. Die mdgliche Entwicklung einer Atherosklerose
macht eine sorgfiltige Kontrolle des GefaB3status zur Prévention einer Myokardischdmie
vor allem bei dlteren Cystinose-Patienten notwendig. In einzelnen Féllen fiihrten
Cystinkristallablagerung in den Histiozyten des Interstitiums in direkter Néhe zu den
Myozyten des Herzmuskels zu einer wahrscheinlich restriktiven Kardiomyopathie (40,
45). Zusétzlich besteht die Gefahr der Entwicklung von Aortenaneurysmata mit der teils

letalen Komplikation einer spontanen Ruptur (46).
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Selten wird eine Beteiligung des zentralen Nervensystems in Form einer cerebelldren
Atrophie oder eines funktionellen Defizits der Pyramidenbahn beobachtet. Eine
Enzephalopathie kann sich als Bradykinese, Spastik und/oder voranschreitende Demenz
manifestieren (47). Elektronenmikroskopisch, konnte eine Cystinkristallbildung im
Zytoplasma der Perizyten und im Parenchym des Marklagers beobachtet werden. Die
Perizyten besitzen eine die Blut-Hirn-Schranke stabilisierende Funktion. Somit kann eine
perizytire Cystinakkumulation zu einer indirekten Schidigung der Hirnsubstanz durch
eine Destabilisierung der Blut-Hirn-Schranke mit sekundérer Durchldssigkeit von
potenziellen Noxen fithren (47, 48). Eine kortikale Atrophie kann in der
Magnetresonanztomografie visualisiert werden (49). Zudem wurde eine idiopathische
intrakranielle Hypertension aufgrund einer reduzierten Nervenwasserresorption durch die

Cystinablagerung in den intraventrikuldren Arachnoidealzotten beschrieben (50).

Eine geistige Retardierung aufgrund der Schidigung der Hirnsubstanz liegt im Regelfall
nur bedingt vor. Die meisten Patienten zeigen einen Intelligenzquotienten im
durchschnittlichen Bereich. Ebenso ist die Sprachverarbeitung und die Verarbeitung
auditorischer Stimuli nicht beeintréchtigt. Nichols et al. berichteten allerdings iiber Félle
mit einer kortikalen Atrophie und signifikant zunehmender Beeintrachtigung des
Kurzzeitgedéchtnisses (49). Die betroffenen Patienten schneiden in Tests fiir das visuelle
Gedidchtnis schlechter ab als das gleichaltrige Normalkollektiv. Sie zeigen ein Defizit
vorwiegend in den visuospatialen Funktionen, die es ermdglichen rdumliche Proportionen
zwischen verschiedenen Objekten abzuschétzen. Dies wurde bei allen CTNS-Trégern
beobachtet, unabhingig vom Ausmall der Cystinkristallakkumulation. Man geht
ursdchlich von einer asymmetrischen Entwicklung der linken und rechten Gehirnhélfte
aus (51). Die Defizite sind somit auch schon in einer sehr jungen Patienten-Population

im Alter von vier bis sieben Jahren nachweisbar (52).

5.2.2. Juvenile Cystinose

Den zweiten Phénotyp der Cystinose stellt die Juvenile Cystinose dar. Sie tritt lediglich
in flinf Prozent der Fille auf. Abweichend von der infantilen Form zeigt sich die
Initialsymptomatik erst im jugendlichen Alter. Als Erstsymptom fallt mitunter nur eine
isolierte Polyurie auf und renale und extrarenale Beteiligungen sind anfanglich nur mild

ausgepragt.
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5.2.3. Okulére Cystinose

Die okuldre Cystinose ist die dritte nosologische Entitdt, die sich phénotypisch
ausschlieBlich mit einer kornealen Ablagerung der Cystinkristalle zeigt und sich mit

einem ,late onset® erst im Erwachsenenalter manifestiert.

5.3. Die Rolle des Augenarztes in der Diagnosefindung

Die vorliegende Arbeit befasst sich ausschlieBlich mit Patienten mit genetisch-bestétigter
infantiler nephropathischer Cystinose. Der klinische Verdacht einer Cystinose ergibt sich
aus dem Nachweis von Cystinkristallen in der Kornea in Kombination mit einem
kindlichen Fanconi-Syndrom. Das Auge dient quasi als ,,Fenster zur Cystinose®, da sich
die Korneakristalle bereits friih neben den Cystinkristallen in der Niere manifestieren und
Nierenbiopsien in jungem Alter nicht durchgefiihrt werden konnen. Die
Nierenfunktionsparameter sind aufgrund der groBen funktionellen Reserve der Niere zu
Beginn hiufig normal (11). Der Augenarzt ist somit fiir die Diagnosefindung der
Cystinose essenziell. Als Vertreter der ophthalmologischen Fachdisziplin kann er mittels
Spaltlampenbiomikroskopie schon in der Frithphase der Erkrankung die Cystinkristalle
direkt sehen und quantifizieren. Die Diagnosesicherung erfolgt molekulargenetisch sowie

iiber die Bestimmung des Cystinspiegels in den Leukozyten.

Neben der Spaltlampenbiomikroskopie, kdnnen Cystinkristallablagerungen mithilfe
multimodaler Bildgebung, wie der optischen Kohidrenztomografie des vorderen
Augenabschnitts (Anterior segment OCT/AS — OCT), der in vivo konfokalen
Mikroskopie (IVCM) oder der optischen Kohédrenztomografie des hinteren
Augenabschnitts in Form von punktuellen Hyperreflektivititen dargestellt werden (53).
Bislang ist keine objektive Messmethode zur Quantifizierung der kornealen
Cystinkristallablagerungen beschrieben. Ebenso ist es mittels der bestehenden
Messmethoden nicht mdoglich ein Tiefenverteilungsmuster der kornealen Kristall-

ablagerungen darzustellen.

In der klinischen Routine bislang am besten etabliert ist der ,,Corneal cystine crystal
score (CCCS) nach Gahl. Dabei handelt es sich um ein subjektives 13-stufiges
Bewertungssystem basierend auf einer Bibliothek von Spaltlampenfotografien von
Hornhduten mit zunehmender Kristalldichte (54). Die Beurteilung erfolgt durch einen
subjektiven Bildvergleich mit einem online-verfiigbaren Fotoatlas. Allerdings ist eine

standardisierte, reproduzierbare Aufnahme der Fotografien hdufig durch eine mangelnde
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Compliance der Patienten erschwert. Bei deutlicher Blendeempfindlichkeit und teils
Blepharospasmus der Patienten gelingt oft nur eine Aufnahme und die erforderliche
Aufnahmequalitdt wird teils nicht erreicht. Objektive, nicht untersucherabhingige
Untersuchungsmethoden widren wiinschenswert, um die Schwere und die
Tiefenverteilung der Cystinkristallakkumulation akkurat einordnen zu kénnen und einen
genauen Verlauf darstellen zu konnen. Es wird ein repridsentativerer, objektiver Bio-
marker bendtigt, um den Erfolg und die langfristige Therapieadhdrenz zur topischen
Therapie effizient iiberwachen zu konnen. Ein solches Monitoring kann dazu beitragen,

die Patientencompliance iiber einen direkten Feedbackmechanismus zu verbessern.

Im Hinterabschnitts-OCT wurden Kristallablagerungen im Rahmen von Fallberichten in
allen Netzhautschichten beschrieben (53). Es existiert bislang keine standardisierte

Auswertung von retinalen OCTs in Cystinosepatienten.

5.4. Stand der Wissenschaft und Therapieoptionen

Die aktuelle Therapie der Cystinose mit Cysteamin setzt genau am Ursprung der
pathogenetischen Kaskade an: im Lysosom. Das Aminothiol Cysteamin konvertiert das
in den Lysosomen akkumulierte Cystin in ein gemischtes Cysteamin-Cystin-Disulfid,
welches analog zu Lysin die Lysosomen durch einen kationischen Aminoséuretransporter
PQLC2/LAAT-1 verlassen kann (Abbildung 1). Cysteamin kann Zellen somit von circa
90% ihres Cystin-Gehalts befreien. Die Cysteamin-Therapie verzogert sowohl das
Auftreten der kornealen Kristallbildung als auch aller weiteren extraokuldren
Manifestationen wie des renalen Fanconi-Syndroms und fiihrt letztlich zu einer

Verlidngerung der Lebenserwartung.

Cysteamin ist in einer oralen Form (Cystagon™/Procysbee™) fiir die systemische
Therapie zugelassen. Da die Hornhaut als bradytrophes Gewebe der systemischen

Therapie nicht zugénglich ist, muss Cysteamin zur Reduktion der kristallinen
Keratopathie in einer Ioslichen Form als Lokaltherapie (Cystaran™/ Cystadrops®

Augentropfen) appliziert werden (3).

5.4.1. Orale Therapie

Cysteaminhaltige Tabletten (Cystagon®) werden unmittelbar nach Diagnosestellung

einer manifesten nephropathischen Cystinose eingesetzt. Sie haben sich als Goldstandard
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in der Therapie der Cystinose etabliert. Das Ansprechen der Therapie variiert jedoch je

nach Mutation und noch unbekannten Umweltfaktoren (55).

Eine Dosisanpassung und Monitoring des Erfolgs der systemischen Therapie
beziehungsweise der Einnahme-Compliance erfolgt durch die regelmifige Messung der
leukozytiren Cystinspiegel (56). Das Ziel der oralen Therapie ist es den leukozytéren
Cystinspiegel < Inmol Hemicystin/mg Protein zu senken. Je nach Korperoberflache und
Alter werden individuell unterschiedliche Dosen von 1,3 g/m? - 2 g/m? viermal tiglich

verabreicht.

Durch die Reduktion des intralysosomalen Cystin-Gehalts fiihrt Cystagon® zu einer
Pravention der Entwicklung renaler und extrarenaler Manifestationen (57-60). Ein Jahr
der Cystindepletion erhélt die renale Funktion um ein weiteres Jahr (61). Die
Lebenserwartung kann durch die Therapie mit Cystagon® somit um circa sechs bis zehn
Jahre verlédngert werden. Den groften Therapieerfolg beobachtet man in Kindern, die vor
Erreichen des flinften Lebensjahrs mit cysteaminhaltigen Tabletten therapiert wurden.
Wird die Therapie spiter begonnen oder ist die Compliance der Medikamenteneinnahme
reduziert, ist der Effekt auf den Erhalt der Nierenfunktion geringer und es kommt zu

einem fritheren Eintreten eines chronischen Nierenversagens (61-63).

Durch eine regelmédfige Medikamenteneinnahme kommt es auch zur Verzégerung des
Auftretens einer Myopathie, eines Diabetes mellitus, eines Hypothyreoidismus, oder
einer pulmonalen Insuffizienz (64). In weiteren parenchymalen Organen, wie der Leber,
des Pankreas, der Lunge und der Milz kann sich der Cystingehalt unter Cysteamintherapie
um den Faktor 5 - 90 reduzieren (65, 66). Es kann zudem zu einer Steigerung des

GroBenwachstums kommen (26).

Die aktuelle Therapie fiihrt jedoch nur zu einer Verzégerung der Entwicklung der
Symptom-Manifestationen, nicht zu einer Verhinderung. Es sind durchaus Fille ohne
oder mit nur geringem Ansprechen auf die Cysteaminbehandlung bekannt, trotz frithem
Beginn der Medikamentengabe zwei bis drei Jahre nach der Geburt. So entwickelten
einige Patienten trotz Therapie eine terminale Niereninsuffizienz (67, 68). Diese kann
partiell durch eine Maldosierung oder unzureichende Therapiecompliance bedingt sein.
Ein wichtiger Faktor ist jedoch, dass die Therapie mit Cysteamin lediglich die lysosomale
Cystinakkumulation behandelt. Der Einfluss des fehlenden Cystinosins auf die

Autophagie-Kaskade oder die Synthese des Glutathions und Mitochondriale Dysfunktion
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wird durch diese Therapieform nicht angesprochen. Auch auf die korneale

Kristallbildung hat die orale Cysteamintherapie keinen signifikanten Einfluss.

Da retinale und choroidale Blutversorgung mit dem systemischen Blutfluss verbunden
sind, kann eine systemische Therapie retinale und choroidale Strukturen erreichen (69).
Es wurde ein vermehrtes Auftreten einer cystinotischen Retinopathie bei Patienten, die

eine orale Cysteamin-Therapie pausierten, beobachtet (70, 71).

Aufgrund der verschiedenen Nebenwirkungen der oralen Therapie ist es jedoch héufig
schwierig -insbesondere bei Kindern und Jugendlichen- eine addquate Therapieadhirenz
zu erreichen (56). Die orale Therapie ist flir die Patienten im Alltag sehr belastend. In
35% der Félle kann es durch die Einnahme von Cystagon®-Tabletten zu zahlreichen
unerwiinschten Nebenwirkungen, wie Erbrechen, Ubelkeit, Diarrhé und Appetitsverlust
kommen. Orales Cysteamin fiihrt durch den Zerfall des Cystin-Disulfids zu einem
schwefeligen Mund und -Korpergeruch, der eine enorme psychosoziale Belastung der
meist jungen Patienten mit sich bringt. Durch die Halitose sind die Patienten hiufig sozial
ausgegrenzt (72). Um einen effizienten Therapiespiegel zu halten, muss Cystagon® vier
Mal tdglich verabreicht werden, dazu eine Vielzahl von Medikamenten zur
symptomatischen Behandlung der begleitenden Multiorganmanifestationen. Die
Einnahme kann durch eine im Rahmen der Cystinose auftretende Myopathie mit

Dysphagie bei Beteiligung der Kau und -Schluckmuskulatur zusétzlich erschwert werden.

Bis heute ist der leukozytéire Cystinspiegel der einzige Biomarker, der zum Monitoring
des Erfolgs einer oralen cystinabbauenden Therapie verwendet wird (11). Dieser
Biomarker spiegelt jedoch nicht die langfristige Therapiecompliance wider. Seine
Konzentration ist abhéngig von der Zeit zur letzten oralen Einnahme des Cystin-
abbauenden Medikaments und kehrt erst sechs Stunden nach der oralen Verabreichung
wieder auf seinen Ausgangswert zuriick (4). Daher wird ein repréisentativerer und
stabilerer Biomarker benétigt, um den Erfolg und die langfristige Therapieadhirenz zur
systemischen Therapie effizient iiberwachen zu kdnnen. Ein solches Monitoring konnte

dazu beitragen, die Patientencompliance zu verbessern.

5.4.2. Topische Therapie

Cysteamin-haltige Augentropfen existieren in drei Applikationsformen, einerseits den fiir
die topische Therapie der Cystinose zugelassenen wassrigen Cystaran™-Augentropfen

und den gelformigen Cystadrops®, andererseits konnen wissrige Cysteaminhydrochlorid
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0.5% Augentropfen nach NRF-Rezeptur verordnet und von ausgewihlten Apotheken in

Deutschland hergestellt werden.

Cystaran™ Augentropfen konnen in Europa nur auflerhalb des durch die
Arzneimittelbehorden zugelassenen Gebrauchs verschrieben werden. Wie auch die in
Apotheken hergestellten Cysteamintropfen bediirfen diese einer Applikation von sechs
bis zwolf Mal am Tag und erfordern eine Autbewahrung in Kélte um die Oxidation des
Cysteamins zu Cystamin zu verhindern. Aufgrund zahlreicher Nebenwirkungen wie
Photophobie, Brennen, Schmerzen, Rotung und Gesichtsfelddefekten und der
Notwendigkeit der hdufigen Applikation, ist auch hier die Therapiecompliance deutlich
reduziert (73).

Cystadrops® Augengel ist in Europa zugelassen, bedarf als Gel einer nur vier Mal
taglichen Applikation und kann bei Raumtemperatur gelagert werden. Die Patienten
berichten iiber ein Brennen direkt nach der Applikation. Die Therapiecompliance zeigt

sich verglichen zu den wissrigen Augentropfen weniger reduziert.

Eine hiufig assoziierte Sicca-Symptomatik kann durch die Gabe von Trinenersatzmitteln

behandelt werden.

In einem multidisziplindren Ansatz sollte immer auch die Lebensqualitdt der Patienten
mit evaluiert werden, da die hdufige Instillation der Augentropfen den Alltag der

Patienten erheblich beeinflusst (74).

In Entwicklung sind daher Cysteamin-haltige Kontaktlinsen, die durch das Versetzen mit
Vitamin E zu einer verzdgerten Freisetzung des Medikaments fiihren. Das zweistiindige
Tragen der Linsen pro Tag soll mit gleichem therapeutischem Effekt, ein Umgehen der

hohen Tropffrequenz erméglichen (75).

Hornhauttransplantationen zur Behandlung der kornealen Cystinkristallablagerungen in
Spédtstadien zeigten initial teils gute Ergebnisse, dennoch fand man im Verlauf eine
sekundére Ablagerung von Cystinkristallen in den Zellen des Hornhauttransplantats mit

einem Rezidiv der Beschwerdesymptomatik (76, 77).

Interessanterweise stellt die augenérztliche Therapie aufgrund von lokalen
Nebenwirkungen wie Brennen oder Verschwommensehen und aufgrund der teils

aufwendigen Lagerung der Tropfen sowie der Notwendigkeit einer hdufigen Applikation
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fiir die meisten Patienten eine noch viel grofBere Herausforderung dar als die systemische

Therapie, sodass die Compliance mitunter schwierig ist.

Fir die Patienten essentiell und dringend gewiinscht sind daher regelmifige
augenirztliche Kontrollen zum Feedback sowie eine interdisziplindre Zusammenarbeit

mit den behandelnden Nephrologen - insbesondere im frithen Erwachsenenalter.

5.4.3. Ausblick auf zukiinftige Therapiestrategien

Die Therapie mit Cysteamin fiihrt lediglich zu einer Verzogerung des Auftretens okulérer
und extraokuldrer Manifestationen, nicht zu deren Verhinderung. Da ein fehlendes
Ansprechen der Behandlung mit Cysteamin gerade bei den schweren Formen der
Cystinose beschrieben wird (78, 79), bedarf es der Entwicklung neuer Therapiestrategien,

die die weiteren Funktionen des Cystinosins addquat ansprechen.

So wird in Mausmodellen das Isoflavanoid Genistein zur Induktion der Expression und
des nukleédren Transfers des Transkriptionsfaktors EB mit Erfolg eingesetzt (80). Eine
dietdtische Genistein Supplementation konnte zu einer Abnahme des lysosomalen

Cystingehalts flihren.

In zahlreichen weiteren Studien wurde der positive Nutzen einer hdmatopoetischen
Stammezelltransplantation auf die Entwicklung der Cystinose im Mausmodell
beschrieben. Hdmatopoetische Stammzellen (HSCs) wurden mithilfe eines Lentivirus
genetisch derart verdndert, dass sie ein funktionierendes Cystinosin-Transgen
produzieren. Transduzierte Zellen waren fahig, den Cystingehalt in allen Geweben zu
verringern, indem sie befallene Zellen ersetzen, oder mit diesen fusionieren. Dies
funktioniert einerseits nach allogener Transplantation von Wildtyp-HSCs in CTNS —/--

Maiusen, andererseits nach autologer Transplantation genveranderter HSC:s.

Nach Implantation von Wildtyp-HSCs aus dem Knochenmark mit funktionierender
Produktion des Cystinosins in Méuse mit mutiertem CTNS-Gen, kam es zu einem
Wachstum von Cystinosin-produzierenden Zellen auch im Interstitium der Niere. Dies
fiihrte zu einer Verbesserung der Nierenfunktion, wenn eine hohe Anzahl transduzierter
Zellen vorhanden war (81). Auch konnte der Cystingehalt in zahlreichen weiteren
Geweben, wie Auge, Herz, Niere, Leber, Muskel und Milz reduziert werden. Das
Transgen wurde bis zu einem Jahr nach Transplantation effizient produziert (10, 82). Im

Hinblick auf die Augen zeigten Rocca et al. im Mausmodell, dass mithilfe der
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systemischen Transplantation von Cystinosin-produzierenden hdmatopoetischen
Stammzellen die Cystinkristalldichte auch in der Hornhaut deutlich reduziert werden
kann. So fanden die Autoren eine Reduzierung des CCCS nach Gahl und eine
Wiederherstellung der kornealen Struktur (83). Hdmatopoetische Stammzellen wurden
zudem in der Sklera, Ziliarkorper, Retina, Chorioidea und der Linse nachgewiesen. Rocca
et al. berichteten, dass es nach einer HSC-Transplantation neben einer reinen Population
der Gewebe mit funktionierenden Cystinosin-produzierenden Zellen zu einer
Entwicklung von Tunneling Nanotubes (TNTs) exprimierenden Makrophagen aus
Abkémmlingen der HSCs kommt (83). TNTs bezeichnen kleine diinne Membrankanéle,
welche den interzelluldren Transfer verschiedener Molekiile ermdglichen. Durch diese
Tunnel konnen cystinosintragende Lysosomen in die erkrankte Zelle transportiert
werden. Die Stirke des Effekts variiert abhdngig von der Menge der transplantierten
HSCs. So kommt es bei einer groen Menge an transplantierten HSCs zu einer

ausgepriagten Abnahme der Kristalldichte und vice versa.

Elmonem et al. berichteten kiirzlich iiber die erste humane allogene Stammzell-
transplantation bei einem 16-jdhrigen, an infantiler Cystinose erkranktem Patienten.
Transplantiert wurden allogene HSCs aus dem peripheren Blut eines vollstdndig HLA-
gematchten Donors. In der Posttransplantationsphase kam es zur Entwicklung einer
,Qraft-versus-host“-Disease, einer unerwiinschten Reaktion der T-Lymphozyten der
transplantierten Stammzellen mit den Wirtszellen. Der Patient verstarb an einer der
zweiten HSC-Transplantation folgenden nun therapieresistenten Graft-versus-host-
Reaktion 35 Monate nach der ersten HSC-Gabe. In Bezug auf einen moglichen
therapeutischen Effekt der Transplantation, zeigte sich eine Inkorporation des Wildtyp-
Allels in das Gewebe im Rahmen eines Gentransfers. Es kam zu einer fokalen Expression
des Cystinosins in nicht-hdmatologischen Epithelzellen in verschiedenen Organen, wie
Osophagus, Magen, Niere und Leber. Symptomatisch konnte eine Abnahme der Polyurie

und Photophobie beobachtet werden (72).

Letztlich kann durch die hdmatopoetische Stammzelltransplantation moglicherweise
durchaus ein positiver therapeutischer Effekt auf die Cystinose festgestellt werden, den
es in Bezug auf mogliche Komplikationen der Immunsuppression und Reaktion des

Transplantats vorsichtig abzuwégen gilt.
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6. Zielsetzung

In Anbetracht der gegenwértigen und zukiinftigen effektiven Therapieoptionen ist es von
besonderer Bedeutung die Compliance der Medikamenteneinnahme  der
Cystinosepatienten zu verbessern und den damit in Zusammenhang stehenden Verlauf
der Erkrankung giinstig zu beeinflussen. Die Entwicklung von fiir den Arzt und den
Patienten objektivierbaren Biomarkern stellt einen ganz wesentlichen Baustein fiir die

Therapiekontrolle dar.
Die Arbeit geht folgenden Zielsetzungen nach:

1) An der Augenklinik der LMU war die Moglichkeit gegeben, im umfassendsten
Patientenkollektiv Europas mit 56 Patienten klinische und apparativ-
zusatzdiagnostische Daten strukturiert zu erheben und die okulédren
Manifestationen der infantilen nephropathischen Cystinose mittels multimodaler
Bildgebung zu erfassen. Neben klinischen Befunden sollten Spaltlampen-
Fotografien, Vorderabschnitts-OCTs, Hinterabschnitt-OCTs und ein Fragebogen

zur subjektiven Sehqualitdt ausgewertet werden.

2) Im Rahmen der multimodalen Bildgebung sollte eine semiautomatisierte
Messmethode entwickelt werden, die es erlaubt mit Hilfe eines
spektralanalytischen Algorithmus das Ausmal3 und die Verteilung der kornealen
Cystinkristallablagerungen im OCT des vorderen Augenabschnitts zu
quantifizieren.

Ebenso sollte eine erste Messmethode fiir die Quantifizierung retinochoroidaler

Cystinkristalle mittels des OCT des hinteren Augenabschnitts entwickelt werden.

3) Es war ein Ziel der dargestellten Untersuchungen anhand der im OCT ermittelten
GroBen, unter Einbeziehung klinischer Parameter, einen Biomarker zu
entwickeln, der es erlaubt das Krankheitsbild zu typisieren, die aktuelle
Krankheitsaktivitdt im Querschnitt zu graduieren, im prospektiven Verlauf zu
objektivieren und die Effizienz therapeutischer Mafinahmen zu supervidieren. Die
Riickmeldung des individuellen Therapieerfolgs an den Patienten kann langfristig
durch eine Verbesserung der Therapieadhdrenz zu einer giinstigen Beeinflussung
des Verlaufs fithren. Der Nachweis eines Biomarkers soll dazu beitragen, unser

Verstidndnis der unterliegenden Pathomechanismen der Cystinose zu erweitern.
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4) Es war eine weitere Zielsetzung der Arbeit, die neu etablierten Messmethoden in
unserem Kollektiv anzuwenden. So war es moglich, die demografischen und
klinischen Daten unseres Kollektivs standardisiert zu evaluieren. Die anhand der
OCT-Analyse erhobenen morphologischen Parameter der Quantitét und Topistik
der Cystinkristallablagerungen wurden im Cystinose-Kollektiv mit klinischen
Befunden inklusive Spaltlampenfotografien, mit der visuellen Funktion, mit dem
Score der mittels Fragebogen ermittelten subjektiven Sehqualitit, mit der
Medikation und mit demographischen Daten in Beziehung gesetzt und beziiglich
korrelativer Zusammenhdnge iiberpriift. Durch die Anbindung an den
iiberregionalen, deutschlandweiten Netzwerkverbund der interdisziplindren
Cystinose-Sprechstunde war es moglich die erhobenen okuldren Befunde auch
mit systemischen laborchemischen und humangenetischen Parametern, wie dem
leukozytdren Cystinspiegel im Blut, der Art der Gen-Mutation, der Dauer der
oralen Therapie und Parametern der Nierenfunktion zu korrelieren. Der
interdisziplindre Expertise-Austausch der Spezialambulanzen zur Erhebung und
Analyse patientenbezogener Daten war fiir die durchgefiihrte Untersuchungsreihe

von besonderer Bedeutung.

7. Material und Methoden

7.1. Patientenkollektiv

Im Rahmen einer retrospektiven Querschnittsstudie wurden in Zusammenarbeit mit der
Cystinose Stiftung e.V. und dem Klinikum Rosenheim, Daten von Patienten mit genetisch
bestitigter infantiler nephropathischer Cystinose im Rahmen der deutschen

interdisziplindren Cystinosesprechstunde zwischen 2018 und 2019 erhoben.

Alle Messungen folgten den Grundsdtzen der Deklaration von Helsinki von 1964 und
ihren spdteren Versionen. Die Ethikkommission der Bayerischen Landesdrztekammer hat
am 11. Mérz 2015 auf die Genehmigung dieser Studie verzichtet, da das geplante Projekt
einer interdisziplindren Cystinose-Datenbank nicht unter die Beratungspflicht nach § 15
der Berufsordnung fiir Arzte in Bayern fillt. Von allen beteiligten Patienten wurde die
Zustimmung zur Nutzung ihrer Daten fiir die Analyse und wissenschaftliche
Veroffentlichung eingeholt. Alle augenirztlichen Untersuchungen wurden an der

Augenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen durchgefiihrt.
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Die Genehmigung der Ethikkommission fiir die Untersuchung der gesunden
Kontrollpersonen wurde bereits im Rahmen einer fritheren retrospektiven Studie unserer
Forschungsgruppe eingeholt. Alle Verfahren wurden von der Ethikkommission der
Ludwig-Maximilians-Universitit genehmigt (508/14). Eine zusitzliche Genehmigung ist
nach den Bestimmungen der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitit
nicht notwendig, da es sich um eine retrospektive Studie mit anonymisierten Daten
handelt, bei der der Forscher Teil des Behandlungsteams ist. In dieser Situation ist die
Einsicht in die Patientendaten nach dem bayerischen Krankenhausgesetz, durch den
Behandlungsvertrag zum Zwecke der Forschung beziehungsweise des Erkenntnis-

gewinns gestattet.

Fiir die Analyse der Vorder- und Hinterabschnitt — OCTs, konnte nur eine Stichprobe
verwendet werden. Aufgrund mangelnder Compliance (Blepharospasmus) oder
reduzierter Bildqualitit (Hornhauttriibung) wéhrend der ophthalmologischen
Untersuchung und wihrend der Aufnahme der Bilder, konnte ein Teil der Patienten nach
Ermessen des Untersuchers als ,drop outs* keinen Eingang in das Untersuchungskollektiv
finden. Diese untersuchten Kollektive sind in der Arbeit als ,,Hornhautkollektiv* und

,,Netzhautkollektiv benannt.

Allgemeine Ein- und Ausschlusskriterien sind in Tabelle 1 dargestellt.

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien
Genetisch bestitigte infantile Akute, klinisch signifikante okuldre
nephropathische Cystinose Affektion
Alter > 1 Jahr Hornhaut-Pathologie: Friihere

Hornhautoperation, -dystrophie
oder -verletzung

Unfahigkeit des Patienten an einer
ophthalmologischen Untersuchung
teilzunehmen (schlechter korperlicher
oder psychischer Zustand)

Tabelle 1.: Ein- und Ausschlusskriterien des Cystinosekollektivs
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7.2. Klinisch-ophthalmologische Untersuchung

7.2.1. Bestimmung Sehschérfe und Augeninnendruck

Bei allen Patienten wurde eine vollstindige ophthalmologische Untersuchung mit
Erhebung der bestkorrigierten Sehschirfe, applanatorischer Augeninnendruckmessung

nach Goldmann, Spaltlampenbiomikroskopie und Funduskopie durchgefiihrt.

Die bestkorrigierte Sehschirfe (,best corrected visual acuity’, BCVA) wurde unter
Verwendung der ETDRS (Early Treatment Diabetic Retinopathy Study) - Standardtafel
in vier Metern Entfernung gepriift. Fiir die statistische Auswertung wurde der ETDRS-
Visus (dezimal) in logMAR (Logarithm of the Minimum Angle of Resolution)
konvertiert. Im LogMAR-System wird die Sehschérfe in Bezug auf den Logarithmus des
minimalen Auflosungswinkels bewertet und die dezimale Sehschérfe wurde nach der
folgenden Formel in logMAR umgerechnet: logMAR = -log(dezimale Sehschérfe) (84,
85).

Zur Bestimmung des Augeninnendrucks erfolgte eine applanatorische Augeninnendruck-

messung nach Goldmann.

7.2.2. Spaltlampenbiomikroskopie, Entwicklung stromaler
Cystinkristallscore

Im Rahmen der Spaltlampenbiomikroskopie, wurde die Kristallakkumulation fiir die drei
Stromaanteile anterior / mittig / posterior einzeln evaluiert und subjektiv bewertet mit ,,1%
fiir Vorhandensein einer Kristallakkumulation im jeweiligen Abschnitt und ,,0 fiir keine
Kristallakkumulation. Die Summe dieser Bewertungen ergab den subjektiven stromalen

Cystinkristall-Score von 0-3.

7.3. Apparativ diagnostische Untersuchung

7.3.1. Spaltlampenfotografie, CCCS nach Gahl

Zur Aufnahme der Spaltlampenfotografien wurde eine Zeiss Spaltlampe (SL-280, Zeiss
AG, Jena, Germany) verwendet. Fotografien der Kornea wurden mittels direkt fokaler
Beleuchtung mit einem Strahl von Smm mit 25facher Vergroferung aufgenommen,
basierend auf den Leitlinien zur Durchfiihrung des standardisierten Gradings nach Gahl
(54). Der Schweregrad der Hornhautbeteiligung wurde anhand des standardisierten

Gradingsystems nach Gahl, dem Corneal Cystin Crystal Score (CCCS) im
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Spaltlampenfoto definiert und nachverfolgt. Das 13-stufige Bewertungssystem basiert auf
einer Bibliothek von Spaltlampenfotografien von Hornhduten mit zunehmender
Kristalldichte (54). In 0,25-Schritten wird die Kristallablagerung von 0,00 bis 3,00
bewertet mit null als Platzhalter fiir keine, und drei fiir maximale
Cystinkristallakkumulation. Der so generierte Score wird in der Auswertung basierend

auf der Literatur CCCS genannt.

7.3.2. Optische Kohirenztomografie, physikalische Grundlagen

Die optische Kohdrenztomografie diente in der vorliegenden Arbeit als Grundlage fiir die
Entwicklung des ersten objektiven Algorithmus zur Bestimmung des Ausmal3es und der
Verteilung kornealer Cystinkristallablagerungen. Ebenso konnte anhand von OCT-Scans

erstmalig die retinochoroidale Kristallakkumulation quantifiziert und skaliert werden.

Die optische Kohdrenztomographie ist eine der wichtigsten diagnostischen Methoden in

der Augenheilkunde. Seit bald zwei Jahrzehnten ist sie im klinischen Alltag etabliert.

Als nicht-invasives Verfahren verwendet sie die Reflexion von Infrarotlicht aus einer
externen Lichtquelle vom Augenhintergrund, um unter anderem die Netzhautdicke

darzustellen (86).

Die OCT-Aufnahme ist zusammengesetzt aus zahlreichen eindimensionalen A-Scans, die
jeweils die Reflexivitét eines einzelnen Lichtstrahls am Gewebe im Vergleich zu einem
Referenzlichtstrahl beschreiben. Im Genaueren wird die Zeitverzogerung, Eindringtiefe
und Intensitit des reflektierten  Strahles bestimmt (87). Eindringende
Breitbandlichtstrahlen des OCT-Geridts werden getrennt und einerseits vom Gewebe,
andererseits von einem Referenzspiegel (Referenzlichtstrahl) reflektiert. Es existieren
zweil Formen der OCT: Das Time Domain OCT (TD-OCT) und das heute héufiger
verwendete Fourier Domain OCT (FD-OCT). Im TD-OCT ist der Referenzspiegel
beweglich, sodass die Eindringtiefe des Gewebelichtstrahls durch Verschieben des
Spiegels beriicksichtigt wird. Die Uberschneidung/Interferenz des Referenzlichtstrahls
mit dem reflektierten Lichtstrahl aus dem Gewebe, wird im Detektor als
Interferenzmuster detektiert und im Folgenden nach sequenzieller Analyse der einzelnen
reflektierten Lichtstrahlen aus allen Lichtstrahlen eine Tiefenaufnahme erstellt. In der
hier verwendeten Spectral domain OCT (SD-OCT), die einen Teil des FD-OCT darstellt,
ist der Spiegel stationir, sodass durch den Wegfall der Motilitidt des Spiegels eine
schnellere Aufnahmesequenz erzielt werden kann. Die Uberschneidung/Interferenzen

32



zwischen den Reflexionen aus dem Gewebe und der Reflexion aus dem Spiegel, wird
Spektrum genannt. Die Lichtstrahlen werden nicht sequenziell analysiert, sondern
reflektierte Spektren aus allen Gewebetiefen treffen zeitgleich auf eine CCT Kamera,
anstelle eines Punktdetektors in der TD-OCT (88). Mithilfe einer Fourier-
Transformation, werden die Spektren separiert und im nachgeschalteten Fotodetektor
eine Tiefenaufnahme erstellt (89). Das OCT-Signal, das nach vollstdndiger Reflexion im
Punktdetektor beziehungsweise CCT Kamera ankommt, wird Tiefenscan oder A-Scan
genannt. Alle A-Scans der Gewebeoberfliche bilden =zuletzt ein vollstindiges

zweldimensionales B-Bild.

Das OCT kreiert somit eine ,,in vivo Biopsie* der Retina in hoher Qualitit (90). So ist die
Bildauflésung im OCT mit einer axialen Auflosung von 1 bis 15 um, weitaus hoher als
im konventionellen Ultraschall, vergleichbar mit einem histologischen Schnitt in der

Lichtmikroskopie.

7.3.3. Optische Kohirenztomografie, Klinische Anwendung

Die optische Kohédrenztomografie kann verwendet werden zur direkten Aufnahme
okuldrer Strukturen im Vorderabschnitt als Anterior segment OCT (AS-OCT) und im
Hinterabschnitt.

OCT des vorderen Augenabschnitts (AS-OCT)

Am vorderen Augensegment konnen die Hornhaut, vordere Linsenkapsel, Iris,
Kammerwinkel und Ziliarkdrper visualisiert werden. Das AS-OCT erlaubt die Aquisition
von Bildern in einer transversalen Auflosung von 15-60um und einer axialen Auflésung
von 5-20um (91). Die einzelnen Schichten der Hornhaut kénnen somit prazise dargestellt
werden. So grenzt sich der Trianenfilm als diinne hyperreflektive Schicht von der Kornea
ab. Darunter folgen das Epithel als hyporeflektives Gewebe (ca. 50-70um) und die
Bowman-Membran. Das Stroma grenzt sich weiterhin mit seinem irreguldren
hyperreflektiven Muster von der Bowman-Membran ab. Unterhalb des Stromas stellt sich
das Endothel als hyperreflektives Band dar mit der nach zentral anliegenden

hyperreflektiven Descemet-Membran.

Das AS-OCT ist eine wichtige Ergénzung zur klinischen Untersuchung verschiedener
kornealer Pathologien. Eine fokale Ausdiinnung der Kornea in Zusammenhang mit einer

kornealen Asymmetrie sind wegweisend fiir die Diagnosestellung eines Keratokonus.
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(92-94). Auch Risse in der Descemet-Membran oder intrastromale Spaltbildungen lassen

sich darstellen (95).

Zudem konnen durch das AS-OCT verschiedene Hornhautdystrophien beschrieben und
differenziert werden. Sowohl die Tiefe der Ablagerungen als auch die Verteilung und
Menge des Materials in den verschiedenen kornealen Schichten kdnnen bestimmt werden

(96).
OCT des hinteren Augenabschnitts

Auch im Bereich der Netzhautpathologien ist das OCT des hinteren Augenabschnitts im
klinischen Alltag nicht mehr wegzudenken. Die Methode hat sich aufgrund des Konzepts
der Querschnittsbildgebung inzwischen zu einer der wichtigsten klinischen

Bildgebungsmodalititen etabliert (97).

Mithilfe der hohen Auflosung des OCTs ist es moglich zwolf retinale Schichten genau
darzustellen und die Netzhautdicke zu quantifizieren. Die OCT hat die Sensitivitit und
Spezifitit der Diagnosefindung, der Nachsorge und des Ansprechens auf die Behandlung
von makulédren Pathologien revolutioniert. So lassen sich primér okuldre Diagnosen, wie
Makulaforamina, die Diagnose einer Chorioretinopathia centralis serosa oder der
klinische Verdacht auf eine choroidale Neovaskularisation beispielsweise im Rahmen der
altersbedingten Makuladegeneration genau verfolgen (98). Ebenso kommt die OCT durch
das Monitoring sekunddrer okuldrer Manifestationen bei Systemerkrankungen wie
Diabetes mellitus, arterieller Hypertonie oder verschiedener neurologischer

Erkrankungen auch anderen Fachgebieten zugute (99, 100).

7.3.4. Optische Kohirenztomografie des vorderen Augenabschnitts, Entwicklung
einer Klassifikation der okuliren Cystinosemanifestation anhand der
kornealen Cystinkristalltopistik

Die AS-OCT-Bildgebung erfolgte mit der Zeiss Cirrus HD-OCT 5000 (Carl Zeiss
Meditec AG; Oberkochen, Deutschland) mit einer axialen Auflosung von 4um. Fiir jeden
Patienten wurde auf standardisierte Weise ein 9,0 mm horizontaler und ein 9,0 mm
vertikaler parazentraler B-Scan aufgenommen. Entsprechend der Bewertung zweier
erfahrener AS-OCT-Grader wurde fiir jeden aufgezeichneten AS-OCT-Datensatz des
Patienten das parazentrale B-Bild (ohne Hornhautreflexartefakte) mit der besten

Bildqualitit ausgewahlt.
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In einem ersten Schritt wurden pathologische Verdnderungen der B-Bilder im Vergleich
zum Normalkollektiv mittels visueller Analyse beschrieben. Dariiber hinaus wurde die
zentrale Dicke der gesamten Hornhaut und die zentrale Stromadicke von zwei
unabhingigen Gradern mit einem digitalen Kaliper in ImageJ bestimmt (ImageJ 1.52;

National Institutes of Health, USA; Abbildung 3).

Im Folgenden wurde die Eindringtiefe der Hornhautkristalle mittels der gleichen
Kaliperfunktion einerseits gemessen von der Bowman-Membran, andererseits vom

anterioren Beginn des Stromas bis zur posteriorsten Darstellung eines Kristalls bestimmt.

Abbildung 3: Messung der zentralen Hornhautdicke (schwarze Linie), der zentralen
Stromadicke (weifpe Linie) und der Eindringtiefe der Cystinkristalle in der Hornhaut
(weifSe Linie fiir den stromalen Teil) mittels eines digitalen Kalipers.

Die Ergebnisse wurden fiir vier verschiedene Altersgruppen analysiert (<10; 11-20; 21-
30; >30 Jahre). Fiir alle visuellen, nicht computergestiitzten Kalipermessungen wurden

die Mittelwerte beider Messungen der zwei Grader verwendet.

Zum objektiven Grading der Korneakristalle wurde semiautomatisierte Grey Scale
System mittels des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ weiterentwickelt und fiir die
Bestimmung der intrastromalen Cystinkristallverteilung optimiert (101). Hierfiir wurde
ein rechteckiger Bereich (102) von 100 Pixeln horizontal und vertikal entsprechend der
Liange der individuell unterschiedlichen Stromadicke manuell im zentralen
Stromabereich des AS-OCT B-Bilds platziert (Abbildung 4). Der obere (axial vordere)
Rand des ROI wurde genau an den Anfang des Stromas platziert, so dass die Bowman-

Membran nicht in die Analyse mit einbezogen wurde.
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Abbildung 4: Festlegen einer ROI im zentralen Stromabereich .

Mittels ImageJ ist es moglich 256 Grautone im AS-OCT zu differenzieren, die von 0 als
dunkelster Pixel bis 255 als hellster Wert reichen. Zur Quantifizierung der
hyperreflektiven Hornhautkristalle wurden alle Pixel im ROI bestimmt, die iiber eines als
Schwellenwert gesetzten Grauwerts lagen. Es wurden im Rahmen der Entwicklung des
Algorithmus insgesamt 16 verschiedene Grauwerte als Schwellenwert angewendet, um
den optimalen Grauwert fiir die Differenzierung kornealer Cystinkristalle von

physiologischen hyperreflexiven Stromastrukturen zu definieren.

Zur Darstellung des Verteilungsmusters der Hornhautkristalle, wurde die rechteckige

ROI horizontal in drei flichengleiche Segmente geteilt (Abbildung 5).

Abbildung 5: Teilen der ROI in drei flichengleiche Segmente zur Evaluation des
Tiefenverteilungsmusters.

Damit die individuell unterschiedliche Gro8e der ROI beriicksichtigt wird, wurde die

Anzahl der Pixel oberhalb des gesetzten Schwellenwerts im anterioren, mittleren oder
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posterioren Drittel als Prozent an der Gesamtzahl aller Pixel oberhalb des Schwellenwerts

in der gesamten ROI angegeben.

Mittels des Algorithmus war es mdglich, die korneale Cystinkristallablagerung beziiglich
ihres Tiefenverteilungsmusters zu typisieren. Es konnten vier verschiedene Typen

nachgewiesen werden (Tabelle 2).

Verteilung der Korneakristalle im AS-OCT

Typ I (anteriorer Typ)

Typ I a) (>75% der Kristalle im anterioren Stromasegment)

Typ I b) (>50-75% der Kristalle im anterioren Stromasegment)

Typ 11 (zentraler Typ)

Typ II a) (>75% der Kristalle im mittleren Stromasegment)

Typ I b) (>50-75% der Kristalle im mittleren Stromasegment)

Typ III (posteriorer Typ)

Typ I a) (>75% der Kristalle im posterioren Stromasegment)

Typ I b) (>50-75% der Kristalle im posterioren Stromasegment)

Typ IV (homogener Typ)

Kristalle gleichméBig auf alle Stromasegmente verteilt

Tabelle 2: Klassifikation der kornealen Cystinkristallablagerungen anhand der Topistik
des Tiefenverteilungsmusters.

7.3.5. Optische Kohirenztomografie des hinteren Augenabschnitts, Skalierung
des Manifestationsgrades chorioretinaler Cystinkristalle

Fiir die Aquisition der SD-OCT B-Scans wurde das Spectralis OCT (Heidelberg
Engineering GmbH, Heidelberg, Germany) verwendet. In allen Féllen wurden
Volumenscans der Makula, bestehend aus 25 B-Scans (jeweils 512 A-Scans), in einem
auf die Fovea zentrierten Bereich von 20°x20° durchgefiihrt. Die Bildoptimierung wurde
mit dem automatischen Echtzeit-Mittelungsalgorithmus (automatic real-time averaging
algorithm, ART: zwolf Bilder pro B-Scan) der Software des Herstellers durchgefiihrt. Der
am prézisesten zentrierte horizontale B-Scan mit einem sichtbaren Foveolareflex wurde
fiir die weitere Bildanalyse verwendet. In Fillen, in denen die addquate Aufnahme eines

Volumenscans aufgrund mangelnder Compliance nicht moglich war (fiinf Augen von drei
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Patienten), wurde ein einzelner, auf die Foveola zentrierter Line-Scan mit ART-Mittelung

(zwei Bilder pro B-Scan) aufgenommen und stattdessen zur Analyse verwendet.

Cystinkristalle stellen sich in der OCT des hinteren Augenabschnitts als hyperreflektive
Foci dar. Diese Foci wurden von zwei unabhingigen Netzhautexperten bewertet (L.K,
C.P.), dic sowohl fir die Identitit der Patienten als auch fiir die okuldren und
systemischen Krankheitsmanifestationen verblindet waren. Pro Auge wurde ein einzelnes
zentrales horizontales B-Bild analysiert. Die Kristallakkumulation wurde semi-
quantitativ fiir den gesamten Volumenscan und separat fiir jede der folgenden
Netzhautschichten und der Choroidea analysiert: Retinale Nervenfaserschicht (RNFL),
Ganglienzellschicht (GCL), innere plexiforme Schicht (IPL), innere Kornerschicht (INL),
duBere plexiforme Schicht (OPL), duBlere Kornerschicht (ONL) und Choroidea. Die
Helligkeit des B-Scans wurde teils reduziert, um den Kontrast der Retinakristalle zur
restlichen Netzhaut zu erhohen. Das retinale Pigmentepithel und die Photorezeptor-
schicht wurden aufgrund der zu geringen Helligkeitsunterschiede zwischen den

Cystinkristallen und des physiologischen Gewebes nicht ausgewertet.

Das daraus abgeleitete retinochoroidale Cystinkristall-Score (RCCCS) stellt die erste
quantitative Analysemethode von Cystinkristallablagerungen in der Choroidea und
Retina dar. Es besteht aus vier semi-quantitativen Stufen: In Stufe 0,5 waren 1-3 Kristalle
in der jeweiligen Schicht vorhanden, Stufe 1 beschreibt 4-10 Kristalle, Stufe 2 11-20
Kristalle und in Stufe 3 wurden iiber 20 Kristalle gezahlt. Durch Addition aller semi-
quantitativen Werte fiir die sieben einzelnen retinochoroidalen Schichten wurde der
RCCCS (die kumulative Kristallablagerung in allen retinochoroidalen Schichten) fiir
jedes Auge berechnet. Der RCCCS kann von 0 (i.e. keine Kristallablagerung in einer der
retinochoroidalen Schichten) bis 21 (i.e. maximal mdgliche Kristallablagerung im Sinne
von >20 Kiristallablagerungen in allen retinochoroidalen Schichten anzeigt) reichen

(Abbildung 6).
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Stufe Kristalle pro retinale Schicht bzw.
Choroidea
0,5 1-3
1 4-10
2 11-20
3 >20

Addition der Stufen fiir die sieben einzelnen chorioretinalen Schichten
ergibt den RCCCS (0-21)

Abbildung 6: Bestimmung des RCCCS durch Addition der Einzelgraduierung der
Kristallablagerung in den verschiedenen chorioretinalen Schichten.

Fiir die Bestimmung des RCCCS wurde fiir alle Berechnungen der Mittelwert beider
Augen verwendet. In Fillen, in denen sich die Messungen zwischen den Priifern

unterschieden (36 von 595 Scans; 6,1%), wurde ein Konsensus-Wert bestimmt.

Anhand des OCTs konnten die Cystinkristallablagerungen nicht nur lokalisiert und
laminér quantifiziert, sondern auch skaliert werden. Es ergaben sich in Zusammenschau
der Befunde je nach Auspriagung der Cystinkristallablagerung vier verschiedene klinische

Schweregrade (Tabelle 3).

Stufe des RCCCS Ausprigung der chorioretinalen
Cystinkristallablagerungen

0 Keine chorioretinalen Kristalle
>0-1 Milde Ablagerung
>1-3 Moderate Ablagerung
>3 Schwere Ablagerung

Tabelle 3 : Graduierung der chorioretinalen Cystinkristallablagerungen anhand des
SD-OCT.

7.4. Standardisierte Fragebogen zur Evaluierung der Sehqualitit

Zur Quantifizierung der subjektiven Qualitit des Sehvermogens wurden die Patienten
gebeten, einen standardisierten, rasch-skalierten, klinisch validierten Fragebogen mit 30
Punkten auszufiillen, der verschiedene Sehphdnomene behandelte (103). In 10 Fragen
wurden die Blendung (1 A-C), die Wahrnehmung von Lichtkrédnzen (Halos) (2 A-C), die
Wahrnehmung von Strahlenkrdnzen (3 A-C), das Vernebeltsehen (4 A-C), das

Verschwommensehen (5 A-C), das Verzerrtsehen (6 A-C), das Doppeltsehen (7 A-C),
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die Schwankungen des Sehvermogens (8 A-C), Fokussierungsprobleme (9 A-C) und die
Einschitzung von Entfernung und Tiefe (10 A-C) erfragt. Alle bis auf die drei
letztgenannten Symptome werden durch Farbbilder in standardisierter Grofe

(163x232mm, 300 x 300 DPI) veranschaulicht.

In Unterfrage A wurde jeweils die Haufigkeit des Symptoms evaluiert, in Unterfrage B
die Starke der Symptomauspriagung und in Unterfrage C die Beeintrachtigung durch das
Symptom. Pro Unterfrage konnte der Patient die Haufigkeit, Stirke beziehungsweise
Beeintrachtigung beschreiben, indem er zwischen ,nie®“, ,gelegentlich®, ,,ziemlich
hiufig® oder ,,sehr hiufig”“ (Unterfrage A) beziehungsweise zwischen ,,nie®, ,, mafBig®,

,mild“ und ,,schwer* wihlen musste. (Unterfragen B und C)

Der Fragebogen wurde von 46 Patienten bearbeitet.

7.5. Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit Excel 365 Version 16.45 (Microsoft Corporation;
Redmond, WA, USA) und SPSS Statistics Version 25.0 (IBM; Armonk, New York,
USA) durchgefiihrt. Die Diagramme wurden mit Graph Pad Prism Version 8 (GraphPad
Software, San Diego, CA) und SPSS Statistics Version 25.0 erstellt. Alle metrischen
Daten werden als Mittelwert = Standardabweichung (SD) dargestellt, alle ordinalen
Daten als Median und Spannweite. Box-Plots zeigen den Mittelwert und das 95%-
Konfidenzintervall. Die Normalitét der Daten wurde mithilfe eines Frequenzhistogramms
und des Shapiro-Wilk-Tests bestitigt. Der statistische Vergleich zwischen den
Versuchsgruppen wurde fiir zwei Gruppen mit einem unabhéingigen t-Test und fiir mehr
als zwei Gruppen mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (17) mit einem Bonferroni
Post-Hoc-Test bzw. mit dem Kruskall Wallis Test berechnet. Die Korrelationen zwischen
den Messungen der zwei Untersucher des Hornhautkollektivs wurden mithilfe des
Pearson Korrelationskoeffizienten (R) berechnet. Der Pearson Korrelationskoeffizient
wurde berechnet, um die bestkorrigierte Sehschirfe (,best corrected visual acuity®,
BCVA) oder die Anzahl an applizierten Cystadrops® pro Tag mit der Anzahl der Pixel
oberhalb des gesetzten Schwellenwerts als Prozentsatz der Pixel in der gesamten ROI zu
korrelieren. Dariiber hinaus wurden Spearman-Korrelationsanalysen eingesetzt, um die
Zusammenhdnge zwischen kornealer Kristallakkumulation und okuldren Cystinose-
spezifischen subjektiven visuellen Symptomen (wie Blendung und Wahrnehmung von

Strahlenkrdnzen) zu beurteilen. Auch der Zusammenhang zwischen bestkorrigierter
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Sehschérfe und stromalem Cystinkristallscore oder dem CCCS wurde mit der Spearman-

Korrelationsanalyse berechnet.

Korrelationsanalysen zwischen dem RCCCS und dem Alter sowie der bestkorrigierten
Sehschérfe, dem leukozytaren Cystinspiegel, dem Cystatin C Spiegel aller Patienten, die
noch keine Nierentransplantation erhalten hatten, der Dosis der oralen
Cysteamineinnahme, dem CCCS nach Gahl, den Ergebnissen der digitalen
Kalipermessungen im Stroma und der bei Schwelle 211 mit dem semiautomatisierten
Algorithmus  erhobenen Werte, wurden durch Berechnung des Pearson
Korrelationskoeffizienten =~ (R)  durchgefithrt. Zudem  wurden  Spearman-
Korrelationsanalysen eingesetzt, um die Zusammenhdnge zwischen retinochoroidaler
Kristallakkumulation,  okuldren  Cystinose-spezifischen  subjektiven  visuellen
Symptomen (wie Blendung und Wahrnehmung von Strahlenkridnzen) oder dem stromalen

Cystinkristallscore, zu beurteilen.

Fiir alle Analysen wurde ein p-Wert von <0,05 als Indikator fiir die statistische Signifi-

kanz betrachtet.

8. Ergebnisse

8.1. Spezifische Charakteristika des Gesamtkollektivs

Teilergebnisse und Abbildungen der vorliegenden Arbeit wurden veroffentlicht in: Acta
ophthalmologica/ 24.08.2020; Keidel et al. Establishing an objective biomarker for
corneal cystinosis using a threshold-based optical coherence tomography imaging

algorithm (104), sowie British journal of ophthalmology/16.09.2021; Keidel et al.
Spectral domain optical coherence tomography-based retinochoroidal cystine crystal
score: a window into infantile nephropathic cystinosis (105).

Es wurden 56 an infantiler nephropathischer Cystinose erkrankte Patienten (112 Augen)
aus dem deutschen Cystinoseregister. Sie befanden sich im Alter von 1-75 Jahren
(mittleres Alter: 21+ 13, Median:18,5) mit einem Verhéltnis von Mann zu Frau von
N=32:24. Die Diagnose der infantilen nephropathischen Cystinose war in allen Fillen

molekulargenetisch gesichert. Das mittlere Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose betrug

drei Jahre. Nierentransplantiert waren zum Untersuchungszeitpunkt 17 Patienten.

Tabelle 4 zeigt die demografischen und klinischen Daten des gesamten Cystinose-

kollektivs.
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Demografische Daten

2018-2019

terminalen Niereninsuffizienz + SD
(Jahre)

Gesamtkollektiv n=112 Augen in 56 Patienten,
Patienten (%)

Alter (Jahre)

Mittleres Alter + SD 21 +13,29
<10 13 (23,21)
11-20 17 (30,36)
21-30 14 (25,00)
>30 12 (21,43)

Median 18,5

Geschlecht
Miénnlich 32 (56,36)
Weiblich 24 (43,63)

Zeitpunkt der Erstdiagnose/der 32.23+10.74

Therapieinitiierung + SD (Monate)

Zeitpunkt des Auftretens einer 19.39 £10.45

Tabelle 4: Demografische und klinische Daten des gesamten Cystinosekollektivs.

Im Kollektiv tropften 44 Patienten regelmifBig cysteaminhaltige, von den Apotheken

selbst hergestellte Augentropfen. Die Aufteilung in das Priparat und die Einnahme-

frequenz sind in Tabelle 5 spezifiziert. Die demografischen Charakteristika der Patienten,

die ausschlieBlich Cystadrops® AT applizieren sind in Tabelle 6 dargestellt.

Therapie 2018-2019
n=108 Augen in 54 Patienten,
Patienten (%)
Topische Therapie
Ja 44 (81,48)
Nein 10 (18,52)
Préparat
Cystadrops®AT 41 (75,93)
Cysteamin 0,5% AT 3 (5,56)
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Einnahmefrequenz

Mittlere Frequenz = SD (MIN-MAX)
Cystadrops®AT 2,21 £1,53 (0-4)
Cysteamin 0,5% AT 5,33+ 1,37 (4-7)

Tabelle 5: Topische Therapie der okuldren Manifestationen der Cystinose des gesamten
Cystinosekollektivs.

Therapie — Cystadrops® Einnahmefrequenz
Einnahmefrequenz Mittlere Frequenz += SD (MIN-MAX)
Alter (Jahre)
Mittleres Alter

<10 3,00 (1-4)

11-20 2,47 (1-4)

21-30 2,56 (0-4)

>30 3,14 (2-4)
Geschlecht

Mainnlich 3,10 (0-4)

Weiblich 2,36 (1-4)

Tabelle 6: Demografische Daten der Patienten, die Cystadrops® applizierten.

8.2. Klinisch-ophthalmologische Untersuchung

8.2.1. Bestimmung Sehschérfe und Augeninnendruck

Bestkorrigiert reichte der Visus in unserem Kollektiv von NULLA LUX bis 1,6 (Tabelle
7). Im Mittel lag die BCVA bei 0,9 dezimal. Mit zunehmendem Alter zeigte sich eine
Abnahme der Sehschirfe, gemessen in logMAR (R=0,590, p<0,01).

Kein Patient wies einen Nystagmus auf. In der applanatorischen
Augeninnendruckmessung nach Goldmann =zeigte kein Patient einen erhdhten
Augeninnendruck. Der Augeninnendruck reichte von 8mmHg bis 20mmHg. Im Mittel

betrug er 13mmHg (+ 2,95 SD).

8.2.2. Spaltlampenbiomikroskopie

Die Haufigkeit der Cystinkristallakkumulation in den jeweiligen okuléren Strukturen ist

in Tabelle 7 dargestellt.
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Klinisch ophthalmologische Daten

2018-2019

n=112 Augen in 56 Patienten
bzw. n=108 in 54 Patienten fiir
Hornhautbeteiligung; Augen (%)

Bestkorrigierte Sehschirfe (LogMAR)

-0,5-<0 24 (21,43)
0 32 (28,57)
0,1 18 (16,07)
>0,1-0,5 27 (24,11)
>0,5-1 5 (4,46)
>1 0 (0)
FIX 3 (2,68)
LUX 2 (1,79)
NL 1 (0,89)
Bindehautkristalle 74 (66,07)
Limbuskristalle 64 (57,14)
Hornhautpannus 17 (15,18)
Hornhautbeteiligung (zentrales Stroma) 96 (88,89)
Anteriorer Stromaanteil 89 (86,41)
Mitte 65 (63,11)
Posterior 49 (47,57)
Perforierende Keratoplastik 1 (0,89)
DMEK 2 (1,79)
AmnionTx bei Hornhautulkus 2 (1,79)
Katarakt 4 (3,57)
Papillenddem 3 (2,7

Tabelle 7: Klinisch ophthalmologische Befunde des gesamten Cystinosekollektivs

98 Augen von 51 Patienten, das heift 88% aller Patienten zeigten eine korneale
Cystinkristallakkumulation. Eine Einteilung nach Hornhauttiefe ist in Tabelle 7
dargestellt. In 17 Augen von zehn Patienten, das heiflt 15% aller Patienten, fand sich eine
Spétform der Keratopathie mit Ausbildung eines Hornhautpannus (Abbildung 7). Fiinf
Augen von drei Patienten wurden mit einer Keratoplastik behandelt. Ein Auge eines
Patienten mit einer perforierenden Keratoplastik, zwei Augen eines Patienten mit einer

Descemet membrane endothelial keratoplasty (DMEK), einer Transplantation nur der
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Descemetmembran und zwei Augen eines Patienten mit einer Amnionmembran-

transplantation bei Hornhautulcus.

Abbildung 7: Spaltlampenfotografien verschiedener Cystinosepatienten. Im Spdtstadium
der kornealen Manifestation der Cystinose kann es zu einer Pannusbildung (A und B),
sowie scholliger kalziumphosophathaltiger Einlagerungen kommen (C und D), die teils
mit einer perforierenden Keratoplastik therapiert werden miissen.

Je élter die Patienten waren, desto hoher war der stromale Cystinkristall-Score
(Rho=0,544, p=0,000). Die Haufigkeit der Anwendung der Cystadrops® Augentropfen
zeigte keine signifikante Auswirkung auf den stromalen Cystinkristall-Score (Rho=-

0,212, p=0,156).

Kristallablagerungen konnten auch in der Iris (Abbildung 2C) und der Papille (Abbildung

8) gefunden werden. In der Linse zeigten sich keine sichtbaren Kristalle.

28 Augen von 16 Patienten zeigten Fundusverdnderungen im Sinne einer in der
Infrarotaufnahme des OCT sichtbaren Auflockerung der Netzhautschichten. Nur drei
Augen von zwei Patienten présentierten sich mit einem klinisch signifikanten

Papillenddem.
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Abbildung 8.: OCT-Aufnahmen der Papille mit sichtbaren Cystinkristallablagerungen in
der retinalen Nervenfaserschicht (Pfeile).

Eine tabellarische Synopsis aller demografischen und klinisch-ophthalmologischen
Daten, die als Grundlage einer statistischen Auswertung dienten ist im Anhang (10.1)

dargestellt

8.3. Apparativ diagnostische Untersuchung

8.3.1. Spaltlampenfotografie

Die korneale Cystinkristallablagerung ldsst sich gut mittels Spaltlampenfotografien
darstellen. Dennoch ist eine standardisierte, reproduzierbare Aufnahme der Fotografien
hiufig durch eine mangelnde Compliance der Patienten erschwert. Die erforderliche
Aufnahmequalitidt wurde in 4 von 56 Patienten (7,1%) nicht erreicht, hier war keine
Auswertung mdglich. In weiteren 4 von 56 (7,1%) Patienten zeigte sich die Aufnahme-

qualitét deutlich reduziert.

Der anhand eines Vergleichs mit einer Bibliothek von Spaltlampenfotografien erhobene
CCCS nach Gabhl reichte von 0-3 mit einem mittleren Score von 1,91 £+ 0,87 und zeigte
sich hoher in Patienten mit hoherem Alter (Rho=0,288, p=0,038). Der CCCS korrelierte
positiv mit dem stromalen Cystinkristall-Score (Rho=0,513, p<0,01). Die Haufigkeit der
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Anwendung von Cystadrops Augentropfen zeigte keinen signifikanten Einfluss auf den

CCCS.

8.3.2. Optische Kohirenztomografie des vorderen Augenabschnitts

Vorderabschnitts-OCTs wurden von 88 Augen von 45 Cystinosepatienten aufgenommen
mit einem Verhéltnis von Mann zu Frau von N=46:42 und einem Durchschnittsalter von
21,1+12,2 Jahren. Diese wurden mit den Vorderabschnitts-OCTs der Kontrollgruppe mit
68 Augen von 35 Patienten mit einem Verhiltnis von Mann zu Frau von N=35:33 und

einem Durchschnittsalter von 27,8+10,1 verglichen. Tabelle 8 zeigt die demografischen

Daten des Hornhautkollektivs und dessen Kontrollkollektivs.

Demografische Hornhautkollektiv Kontrollkollektiv
Daten n=88 Augen in n=68 Augen in
45 Patienten, 35 Patienten,
Patienten (%) Patienten (%)
Alter (Jahre)
Mittleres Alter + SD 21,1 £12,2 27,8+ 10,1
<10 8(17,78) 0
11-20 17 (37,78) 8(22,86)
21-30 13 (28,89) 19 (54,29)
>30 7 (15,56) 8(22,86)
Geschlecht
Mainnlich 23 (51,11) 18 (51,42)
Weiblich 22 (48,89) 17 (48,57)

Tabelle 8: Demografische Daten des Hornhautkollektivs und des Kontrollkollektivs.

Korneale Cystinkristalle erscheinen im Vorderabschnitts-OCTs als hyperreflektive
punktuelle, aber meist flichige Ablagerungen innerhalb des Hornhautstromas (Abbildung
9). Im Hornhautkollektiv fiir die AS-OCT Messungen zeigten insgesamt 43 (49%) Augen
Kristalle, die homogen in allen Stromaschichten verteilt waren (Abbildung 9 A), 23
(26%) Augen iiberwiegend im vorderen Stroma (Abbildung 9 B) und 22 (25%) Augen
iiberwiegend im hinteren Stroma mit einzelnen Kristallen im vorderen und mittleren

Stroma (Abbildung 9 C).
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Abbildung 9: Exemplarische Tiefenverteilungsmuster der Cystinkristalle in der
Hornhaut: (A) Die Kristalle waren entweder auf alle Stromaschichten verteilt, (B)
lediglich im anterioren oder (C) im posterioren Stroma lokalisiert.

In Bezug auf die manuellen, nicht semi-quantitativen Kalipermessungen zeigten alle
Berechnungen einen Pearson-Korrelationskoeffizienten (R2) von 0,81 oder héher

(Tabelle 9).

Die zentrale Hornhautdicke (p<0,001) und die zentrale Stromadicke (p<0,001) zeigten
sich bei Cystinosepatienten signifikant hoher als bei gesunden Kontrollen. Die
Eindringtiefe der Kristallablagerungen im Stroma erreichte einen Mittelwert von
369+133um unterhalb der Bowman-Membran, was im Mittel 78+27% der jeweiligen

Stromadicke entspricht.
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Ul U2 Mittel- Pearson’s
wert Korrelation
(R?)
Zentrale Cystinose 537+34 534+36 536+35 0,95
Hornhautdicke
(um) £ SD Gesundes 517+35 514+33 516+33 0,84
Kontrollkollektiv
Zentrale Cystinose 474435 470+35 472434 0,94
Stromadicke
(um) = SD Gesundes 450433 456+30 453431 0,81
Kontrollkollektiv
Eindringtiefe Posterior der 378+138 360+134 369 +£133 0,86
der Hornhaut- Bowman-
kristalle = SD Membran (um)
% zentrale 79+28 7627 7827 0,84

Stromadicke

Tabelle 9: Korrelation der Ergebnisse der manuellen Kalipermessungen der zwei
verblindeten Untersucher (Ul, U2) und Darstellung der signifikanten Unterschiede im
Vergleich des Cystinose-Kollektivs mit dem Normalkollektiv.

Die Tiefe der stromalen Kristallablagerungen nahm mit steigendem Alter im Vergleich

zur jiingsten Altersgruppe deutlich zu (p<0,001 in allen Vergleichen) (Abbildung 10). Bei

allen Patienten der éltesten Untergruppe (>30a) fanden sich Kristalle in allen stromalen

Schichten. Die Werte der digitalen Kalipermessungen im Stroma (Anteil der

Ablagerungstiefe an der individuell unterschiedlichen Stromadicke in %) korrelierten

positiv. mit dem manuell im Rahmen der Spaltlampenbiomikroskopie erhobenen

stromalen Cystinkristallscore (Rho=0,509, p=0,01).

Im objektiven Grading mittels des Grey Scale Schwellenwertsystems waren zwischen

Cystinosepatienten und dem Normalkollektiv signifikante Unterschiede in der Anzahl der

Pixel, die oberhalb der am hochsten getesteten Graustufenschwellen (211, 226, 241) lagen
(Suprathreshold-Pixel), zu beobachten (mit p=0,038, p=0,001 bzw. p<0,001; Abbildung

11).
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Abbildung 10: Altersabhdngigkeit des Tiefenverteilungsmusters der Hornhautkristalle.
Die Eindringtiefe der Kristalle, nahm mit steigendem Alter zu (104).
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Abbildung 11: (4) Streudiagramm, das die x-fache Differenz der Anzahl der
Suprathreshold-Pixel zwischen Cystinose-Patienten und gesunden Kontrollen (Ordinate)
unter Verwendung von 16 verschiedenen Graustufen-Schwellenwerten (Abszisse)
wiedergibt. (B) Die im Rahmen der Algorithmus Entwicklung getesteten drei hochsten
Schwellenwerte der Graustufen im OCT ergaben die im Boxplot dargestellten, statistisch
signifikanten Unterschiede detektierter Suprathreshold-Pixel zwischen Cystinose-
Patienten und den gesunden Kontrollen (104).
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Beispiele der semiautomatisierten Markierung der Cystinkristallakkumulation fiir die drei

Schwellenwerte, verglichen mit dem Kontrollkollektiv sind in Abbildung 12 dargestellt.

Cystinosegruppe Kontrollgruppe

Abbildung 12: Automatisierte Markierung von Hornhautkristallen, die in den AS-OCT-
B-Bildern als hyperreflektive Foci visualisiert werden konnen. Wie im Vergleich zu (A)
keine Markierung zu sehen ist, konnten die hoheren als Schwellenwerte gesetzten
Grauwerte von (B) 241, (C) 226 und (D) 211 die Kristalle effizient vom restlichen
Stromagewebe abgrenzen (Kristalle sind hier rot markiert). (E-H) Korneae gesunder
Kontrollen mit identisch angewandten Schwellenwerten (104).

Mit Hilfe des Algorithmus war es moglich, die korneale Cystinkristallablagerung
beziiglich ihres Tiefenverteilungsmusters zu typisieren. Die Charakteristika der

Patientengruppen in den vier verschiedenen Typen sind in Tabelle 10 dargestellt.
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Verteilung der Korneakristalle Héufigkeit, Alter, Subgruppe Geschlecht,
im AS-OCT Personen Mittleres Patienten mit Minnlich
(%) Alter Cystadrops: (%)
(Jahre), Anzahl der
+ SD applizierten
AT / Tag
+ SD
Typ I (anterior betonter Typ)
Typ I a) (>75% der Kristalle im | 18 (52,94) 19,1 + 3+ 1,01 10 (29,41)
anterioren Stromasegment) 16,53
Typ I b) (>50-75% der
Krlstalle 1m anterioren 3 (8,82) 20,67 + 24 1,73 1 (2’94)
Stromasegment) 14.22
Typ II (mittig betonter Typ)
Typ Il a) (>75% der Kristalle 1(2,94) 26 0 1(2,94)
im mittleren Stromasegment)
Typ 11 b) (>50-75% der
Kristalle im mittleren 1(2,94) 26 0
Stromasegment)
Typ III (posterior betonter Typ)
Typ III a) (>75% der Kristalle 3 (8,82) 27+1,73 | 3,5+0,71 1(2,94)
im posterioren Stromasegment)
Typ I b) (>50-75% der
Kristalle im posterioren 1 (2,94) 24 2 1 (2,94)
Stromasegment)
Typ IV (homogener Typ)
Kristalle gleichmifBig auf alle 7 (20,59) 24 £8,25 | 2,75+0,96 3 (8,82)

Stromasegmente verteilt

Tabelle 10: Typisierung der Tiefenverteilungsmuster der kornealen Cystinkristall-

ablagerungen im AS-OCT

Wie bereits in den manuellen Kalipermessungen beobachtet, nahm die Ansammlung von

Kristallen im mittleren und hinteren ROI-Segment mit zunehmendem Alter zu

(Abbildung 13).
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Bei Patienten unter zehn Jahren manifestierten sich 93% der nachgewiesenen Kristalle
im vorderen und die restlichen 7% im mittleren Stromasegment. In der &ltesten
Subgruppe (>30 Jahre) waren 50% der nachgewiesenen Kristalle in dem mittleren oder

hinteren Bereich abgelagert.
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Abbildung 13: Tiefenverteilungsmuster der mit dem Analyse-Algorithmus im AS-OCT
detektierten Korneakristalle in verschiedenen Altersgruppen (104).

Hiermit iibereinstimmend, zeigte sich im Typ I der kornealen Cystinkristallablagerungen,
der eine betonte Ablagerung im anterioren Stromasegment beschreibt, eine jiingere
Altersverteilung als kumulativ im Typ II und III, die eine betonte Ablagerungen im
mittigen und posterioren Stromasegment beschreiben (Abbildung 14). Aufgrund der

insgesamt geringen Fallzahl in den einzelnen Gruppen, ergab sich kein signifikanter

40+

Alter (Jahre)
S

104

Ty]p | Tyy; v Typ III/III
Abbildung 14: Altersverteilung der Cystinkristallablagerung bezogen auf die verschie-
denen Typen der Tiefenverteilungsmuster.
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Unterschied zwischen den Gruppen (H=5,026, p<0,081). Das Geschlecht und die

Tropffrequenz zeigten sich zwischen den verschiedenen Typen homogen verteilt.

Insgesamt zeigte sich eine Tendenz zu weniger Cystinkristalleinlagerungen im vorderen
Stromabereich in Patienten mit addquater Tropftherapie im Vergleich zu Patienten mit
insuffizienter Tropftherapie. In der Gruppe der Patienten mit einer ein bis zwei Mal
taglichen Applikation der Cystadrops® fanden sich im vorderen Stromabereich im Mittel
15,8% markierte Pixel von allen Pixeln, in der Gruppe der Patienten mit einer drei bis
vier Mal téglichen Applikation nur 7,7%. Die Anzahl an applizierten Cystadrops® pro
Tag zeigte dennoch keine signifikante Korrelation mit der Anzahl an allen
Suprathreshold-Pixel im ROI in % am Gesamt-ROI fiir Thr. 211 (R=0,246, p=0,217), 226
(R=0,215, p=0,217) und 241 (R=0,158, p=0,421). Sie zeigte eine Tendenz zu einer
Abnahme der Kiristalldichte im mittleren Stromabereich, dennoch ist auch dieser

Zusammenhang nicht signifikant in Thr. 211 (R=-0,326, p=0,091).

8.3.3. Optische Kohirenztomografie des hinteren Augenabschnitts

Fiir die Auswertung der Hinterabschnitts-OCTs wurden 85 Augen von 43 Cystinose-
Patienten im Alter von 5-37 Jahren mit einem Verhéltnis von N=23:20 zwischen Ménnern
und Frauen in die Analyse einbezogen. Das mittlere Alter betrug 20,6+8,8 Jahre. Die
ausgewdhlten internistischen Parameter (tigliche Cysteamindosis, Cystatin C-Spiegel,
leukozytérer Cystinspiegel im Blut) entstammen der Datenbank der interdisziplindren

Sprechstunde des Klinikums Rosenheim (Tabelle 11).

Systemische Daten Mittelwert + SD Minimum/Maximum
Netzhautteil

Cysteamindosis 37,61 +£16,31 0,00 - 66,70
(mg/kg KG / Tag)

Cystatin C (mg/1) 1,94 + 1,31 0,69 — 7,08
(Normal: 0,6-1 mg/l)

Leukozytdrer 1,02+1,11 0,07 -5,70
Cystinspiegel im Blut
(nmol/mg)

(Normal: <Inmol/mg)

Tabelle 11: Systemische Parameter des Netzhautkollektivs
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Cystinkristalle sind als hyperreflektive Foci im SD-OCT erkennbar, die panretinal in allen
Schichten der Netzhaut und der Choroidea visualisiert werden konnten. Sie fanden sich
in 58 der 85 ausgewerteten Augen (68,2%). Kristalle in der Choroidea waren die hdufigste
SD-OCT-Manifestation. Sie konnten in 53 Augen (62,4%) in der gefdBreichen
Choriokapillaris nachgewiesen werden. Hierauf folgten in absteigender Reihenfolge
Kristalle in der inneren Kornerschicht (INL, 18 Augen, 21,2%), der Ganglienzellschicht
(GCL, 14 Augen, 16,5%), der inneren plexiformen Schicht (IPL, neun Augen, 10,6%),
der retinalen Nervenfaserschicht (RNFL, fiinf Augen, 5,9%) der dufleren plexiformen
Schicht (OPL, drei Augen, 3,5%) und der duBeren Kornerschicht (ein Auge, 1,2%).
Kristalle der INL wurden iiberwiegend in der Nihe der Ubergangszonen zur

angrenzenden OPL bzw. IPL gefunden (Abbildung 15 und 16).
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Abbildung 15: Verteilung der Cystinkristalle in Retina und Choroidea (105).

Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen dem Auftreten chorioretinaler Kristalle und
dem Vorhandensein kornealer Cystinkristalle. So korrelierten weder der stromale
Cystinkristallscore, noch der CCCS nach Gahl, die Werte der digitalen Kalipermessungen
im Stroma und die bei Schwelle 211 mit dem semiautomatisiertem Algorithmus
erhobenen Werte positiv mit dem RCCCS (Rho=0,158, p=0,311; R= 0,199 p=0,206;
R=0,270, p=0,106; R=-0,175, p=0,372).

Eine tabellarische Synopsis aller systemischen und apparativ diagnostischen Daten, die

als Grundlage einer statistischen Auswertung dienten ist im Anhang (10.2) dargestellt.
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Abbildung 16: SD-OCT B-Scans von Cystinose-Patienten. (A) Netzhautkristalle, die sich
als hyperreflektive Foci prdsentieren, mit einer ausgeprdigten Akkumulation in der
Choriokapillaris (Pfeilspitze); RCCCS von 0,5 mit nur wenigen choroidalen Kristallen.
(B) RCCCS von 2,5 mit mehr Kristallen in der Aderhaut (Pfeilspitze) und IPL (Pfeil). (C)
RCCCS von 5 mit Kristallen in der Aderhaut (Choroidea), GCL, IPL und INL. Am
héiufigsten wurden Kristalle an den Ubergangszonen zwischen den Schichten gefunden.
(D) Ausgeprdgte Kristallablagerungen in mehreren chorioretinalen Schichten (105).
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8.4. Einflussfaktoren auf die chorioretinale Cystinkristallablagerung

8.4.1. Einfluss des Genotyps

Die Ergebnisse der genetischen Sequenzierung sind in Abbildung 17 dargestellt.

[JRCCCS Grad: 0
1000 M MEAA MMM MM [JRCCCS Grad: 0.5
JRCCCS Grad: 1
B RCCCS Grad: 2
B RCCCS Grad: 3
80,00
&
wv)
]
g 60,00
&
wv
[
o
T 40,007
-
| —
< -
20,00 —1 —
00~ .l

— AL oLt AR AR A AR Ak AR AR
H? =~ yy [l i ] my gw my ww 8@ 8?
[ o0 1 o0 OO - NN N N
ox I X EX | = WA oy o2 oo Doy WA
& NT TT v oy AT wg 8t ga sa 50
=7 = Ll Ee AN i O ¢l ¢ =¢ 21
Yo a0 00 aa Yo YO vg 59 5t Ot AC
Ng 26 88 ee Yw 26 »3 RE RR 97 A
5 02 2% 00 =% B2 © 2 B 2
3 50 co 55 Q= &8 N o 5
3 S 353 wa ;: = E] E]

s 55 “’g g =z

. o = =~

= 44 =

2 32 2

~ NN 2

- ol o

= == o

" °m =

S S5 @

w won »

% %% -

S S m

Allel Kombinationen

Abbildung 17: Verteilung der chorioretinalen Cystinkristalle in verschiedenen
Allelkombinationen (105).

Ein niedriger Grad an chorioretinalen Cystinkristallablagerungen war weitgehend
gleichmédfig iiber die meisten Mutationen und deren heterozygoten Kombinationen
verteilt. Insgesamt zeigte sich die Kristallablagerung am starksten ausgeprégt in Patienten
mit heterozygoten Mutationen, die das 57-kb-Deletions-Allel des CTNS-Gens in
Kombination mit c.18 21delGACT bzw. c.1118T>C enthielten.

8.4.2. Einfluss systemischer Parameter und oraler Therapie

Mit zunehmendem Patientenalter zeigte sich eine Neigung zu hoheren RCCCS-Werten
(R=0,292, p=0,056). Zudem korrelierte der RCCCS negativ mit der tdglichen
Cysteamindosis bezogen auf das Korpergewicht (R=0,533, p=0,01; Abbildung 18A) und

positiv. mit dem Cystatin C Spiegel im Blut bei Patienten, die noch keine
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Nierentransplantation erhalten haben (R=0,496, p=0,016; Abbildung 18B). Dariiber
hinaus zeigten sich hohere RCCCS-Werte bei Patienten mit hohem leukozytiren
Cystinspiegel (R=0,327, p=0,055; Abbildung 18C). Bezogen auf die Einteilung der
klinischen Schweregrade ist auch hier obenstehender Zusammenhang zwischen
chorioretinaler Cystinkristallablagerung und systemischen Parametern gut sichtbar.
Patienten zeigten mit zunehmender Cystinkristallablagerung (mild bis schwer) im Mittel
ein hoheres Alter, eine niedrigere Dosis des oralen Cysteamins, ein hoheres Cystatin C
und einen hoheren leukozytiren Cystinspiegel (Tabelle 12). Die Cysteamindosis zeigte
sich signifikant hoher bei Patienten mit moderater im Vergleich zu schwerer
Cystinkristallablagerung (p=0,013), der leukozytire Cystinspiegel zeigte sich signifikant
hoher bei Patienten mit moderater Cystinkristallablagerung im Vergleich zu milder
Cystinkristallablagerung (H=2,944, p=0,089). In den weiteren Gruppenvergleichen
bezogen auf das Graduierungssystem zeigten sich keine signifikanten Zusammenhénge
mit p=0,713 Alter keine/mild; p=0,684 Alter mild/moderat; p=0,189 Alter
moderat/schwer; p=0,192 Cysteanindosis keine/moderat; p=0,999 Cysteamindosis
mild/moderat; p=0,211 Cystatin C keine/mild; p=0,371 mild/moderat; p=0,375
Cystinspiegel keine/mild.

Auspragung der Alter, Dosis des Cystatin C | Leukozytirer
chorioretinalen Mittleres oralen (mg/1) Cystinspiegel
Cystinkristall- Alter Cysteamins + SD (nmol/mg)
ablagerungen (Jahre) (mg/kg + SD

+ SD KG/Tag)

+ SD

Keine chorioretinalen 21,1 £8.8 453+ 11,4 1,1+£0,4 0,6 0,7
Kristalle
Milde Ablagerung 224 +£8,2 38,6+ 11,9 1,5+0,6 0,7+ 0,6
Moderate Ablagerung 23,7+9,7 38,619 1,8+0,9 1,7+ 1,8
Schwere Ablagerung 31,2+79 22+3,8 / 1,8+ 1,6

Tabelle 12: Charakteristika des Netzhautkollektivs aufgegliedert in Auspdgungsstadien
der chorioretinalen Cystinkristallablagerung.
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Abbildung 18: Korrelation des RCCCS mit systemischen Parametern und der tiglichen
Cysteamindosis. A) Patienten mit einer hohen Dosis des oralen Cysteamins zeigen bei
negativer Korrelation einen geringeren RCCCS. B) Positive Korrelation mit dem
Cystatin C-Spiegel im Blut in Patienten vor stattgefundener Nierentransplantation.
C) Positive Korrelation des RCCCS mit dem leukozytdren Cystinspiegel (105).

8.5. Evaluierung der Sehqualitiat anhand standardisierter Fragebogen

Blendung war das am héufigsten wahrgenommene visuelle Symptom. In unserem
Kollektiv gaben kumulativ 84,8 % der Patienten an, Blendung "gelegentlich" (41,3 %),
"ziemlich oft" (26,1 %) oder "sehr oft" (17,4 %) wahrzunehmen (Abbildung 19A).
Blendung war gleichzeitig das am stérksten wahrgenommene (Abbildung 19B) und am
meisten storende (Abbildung 19C) aller getesteten visuellen Symptome. Das
zweithdufigste (71,7%), am stirksten wahrgenommene und die Lebensqualitit
beeintrachtigende visuelle Symptom war die Wahrnehmung von Strahlenkrdnzen

(Abbildung 19). Die iibrigen acht visuellen Symptome wurden seltener angegeben, wobei
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die prozentuale Angabehéufigkeit zwischen 45,6% flir Fokussierungsprobleme und 6,5%

fiir Verzerrtsehen lag.

Je élter die Patienten waren, desto hidufiger zeigte sich die Wahrnehmung von
Lichtkrdnzen und desto ausgeprdgter war die Intensitit und die subjektive
Beeintrachtigung durch die Lichtkrédnze. Ebenso korrelierten Haufigkeit, Intensitit und
storender Effekt des Vernebeltsehens, des Verschwommensehens, des Verzerrtsehens,
der Schwankungen des Sehvermdgens sowie Haufigkeit und Intensitdt der

Fokussierungsprobleme positiv mit dem Alter (Tabelle 13).
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Abbildung 19: Prozentuale Hdiufigkeit (4), Stirke der Symptomausprdigung (B) und
subjektive Beeintrdchtigung (C) verschiedener Parameter des subjektiven Sehvermaogens.
Die prozentualen Angaben werden entsprechend des Ausprdgungsgrades farbcodiert
dargestellt (105).

Alter

Lichtkrinze

- Haufigkeit 0,317*

- Intensitét 0,330*

- Subjektive Beeintrachtigung 0,252*
Vernebeltsehen

- Haufigkeit 0,351%**

- Intensitét 0,336**

- Subjektive Beeintridchtigung 0,410%**
Verschwommensehen

- Haufigkeit 0,323**

- Intensitét 0,326**

- Subjektive Beeintridchtigung 0,307**
Verzerrtsehen

- Haufigkeit 0,236%*

- Intensitét 0,300%**

- Subjektive Beeintridchtigung 0,300**
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Schwankungen des Sehvermdgens

- Haufigkeit 0,451%*

- Intensitit 0,482%**

- Subjektive Beeintrachtigung 0,433%*
Fokussierungprobleme

- Haufigkeit 0,237*

- Intensitét 0,285%*

- Subjektive Beeintrachtigung 0,210*

Tabelle 13..: Korrelation visueller Phdnomene mit dem Alter nach Spearman (*: p<0,05,

% p<0,01).

Je schwicher der Visus gemessen in logMAR, desto hdufiger nahmen die Patienten

Blendung und Verzerrtsehen war und desto héufiger, stirker und stérender zeigte sich die

Wahrnehmung von Vernebeltsehen und Verschwommensehen. Ebenso korrelierte der

storende Effekt des Doppeltsehens, der Schwankungen des Sehvermdgens, der

Fokussierungsprobleme und der Einschitzung von Entfernung und Tiefe positiv mit dem

LogMAR-Visus (Tabelle 14).

Visus in logMAR

Blendung

- Haufigkeit 0,464**
Verzerrtsehen

- Haufigkeit 0,558%*
Vernebeltsehen

- Haufigkeit 0,622%*

- Intensitét 0,606**

- Subjektive Beeintridchtigung 0,668**
Verschwommensehen

- Haufigkeit 0,643**

- Intensitét 0,643**

- Subjektive Beeintrachtigung 0,643**
Schwankungen des Sehvermdgens

- Subjektive Beeintridchtigung 0,356*
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Doppeltsehen

- Subjektive Beeintridchtigung 0,558*
Fokussierungsprobleme
- Subjektive Beeintridchtigung 0,357*

Einschitzung von Entfernung und Tiefe
- Subjektive Beeintrachtigung 0,525%*

Tabelle 14: Korrelation visueller Phidnomene mit der BCVA in logMAR nach Spearman
(*: p<0,05, **: p<0,01).

8.6. Einflussfaktoren auf Sehqualitit und Sehscharfe

8.6.1. Korneale Cystinkristallablagerung

Der bestkorrigierte Fernvisus zeigte keine Korrelation mit den Werten der kornealen
Cystinkristallakkumulation, die mit den vier unterschiedlichen Methoden der
Quantifizierung erhoben wurden (Korrelationen mit dem stromalen Cystinkristallscore:
Rho=0,171, p=0,342; CCCS: Rho=0,226, p=0,311; digitale Kalipermessung im Stroma:
R=0,161, p=0,404; Analyse-Algorithmus SD-OCT: Anzahl der Suprathreshold-Pixel in
% an der Gesamt-ROI fiir den Graustufenschwellenwert 211 (R=-0,046; p=0,74), 226
(R=0,012, p=0,93) und 241 (R=-0,047, p=0,73))

Der manuell im Rahmen der Spaltlampenbiomikroskopie gemessene stromale
Cystinkristallscore zeigte eine positive Korrelation mit dem stérenden Effekt durch das
Vernebeltsehen (Rho = 0,315, p=0,037) und der Intensitdt und dem storenden Effekt des
Verzerrtsehens (Rho = 0,332, p=0,027). Zudem fand sich bei Cystinose-Patienten mit
einer hoheren Dichte an kornealen Cystinkristallen ein vermehrtes Auftreten von
Verschwommensehen und Schwankungen des Sehvermdgens (Rho=0,322, p=0,033;
Rho=0,395, p=0,08) mit einer hoheren Intensitit (Rho=0,340, p=0,024; Rho=0,432,
p=0,03) und einem groBeren storenden Effekt (Rho=0,311, p=0,040; Rho=0,376,
p=0,012).

Die Ergebnisse der digitalen Kalipermessungen im Stroma (Anteil der Ablagerungstiefe
am gesamten Stroma in %) und der CCCS nach Gahl zeigten keinen statistisch

signifikanten Zusammenhang mit den subjektiven Parametern des Sehvermogens.
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Das objektive Grading mittels des Grey Scale Schwellenwertsystems mit Thr 211
korrelierte positiv mit der Stirke von Schwierigkeiten in der Einschdtzung von

Entfernung und Tiefe (Rho=0,386 und 0,480, p=0,029).

8.6.2. Chorioretinale Cystinkristallablagerung

Hohere RCCCS-Werte waren statistisch —signifikant mit einer verminderten

bestkorrigierten Sehschirfe assoziiert (Rho=0,465, p<0,01; Abbildung 20).

Wihrend die Héufigkeit der Blendung nicht mit dem RCCCS korrelierte (Rho=0,182,
p=0,262), zeigten Schweregrad und stérender Effekt der Blendung eine statistisch
signifikante positive Assoziation mit dem RCCCS (Rho = 0,432, p=0,05 und Rho =
0,313, p=0,049). Weder die Haufigkeit (Rho=0,131, p=0,420, noch der Schweregrad
(Rho=0,157, p=0,334) oder der storende Effekt (Rho=0,140, p=0,388) der Wahrnehmung

von Strahlenkridnzen korrelierten mit dem RCCCS.

RCCCS

-,20 ,00 ,20 ,40 ,60 ,80 1,00
Bestkorrigierte Sehscharfe (LogMAR)

Abbildung 20: Korrelation des RCCCS mit der bestkorrigierten Sehschdfe in logMAR
(105).

9. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Patientendaten ausgewertet, die im Rahmen der
deutschen interdisziplindren Cystinosesprechstunde erhoben wurden. Angesichts der
geschitzten Krankheitshaufigkeit von 1 zu 100.000 bis 1 zu 200.000 Lebendgeburten und

der Tatsache, dass in Europa nur 10-15 neue Félle von Cystinose pro Jahr diagnostiziert
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werden (106) kann diese umfassend untersuchte Kohorte von 56 Cystinosepatienten als
sehr wertvoll angesehen werden, um unser Verstdndnis fiir diese seltene lysosomale

Stoffwechselerkrankung zu erweitern.

9.1. Lokalisation der Cystinkristallablagerungen

Pathognomonisch fiir die Cystinose ist die korneale und konjunktivale Beteiligung, die
vom Augenarzt schon friith detektiert werden sollte. Ablagerungen von Cystinkristallen
konnten in den der vorliegenden Studie in verschiedenen Strukturen des Auges, wie der

Kornea, Konjunktiva, Iris, Choroidea, Retina und der Papille gefunden werden.

89 % aller Patienten zeigten in unserem Kollektiv eine korneale und 66% eine
konjunktivale Cystinkristallablagerung, wobei die konjunktivalen Kristalle teils
schwierig zu erkennen waren. Aufgrund der weilllichen Farbung und der geringeren
Reflexivitdt lieBen sich die Bindehautkristalle im Spaltlampenfoto schwierig
visualisieren. Wie von Tsilou et al. vorbeschrieben, lassen sie die Bindehaut matter

erscheinen (70).

Korneale Kristalle wurden, wie bereits beschrieben, in der gesamten Hornhautbreite
gefunden und die Hornhautschicht mit der hochsten Kristalldichte stellte das Stroma dar
(107). Aus diesem Grund wurde in der Auswertung auf den Stromabereich der zentralen
Hornhaut fokussiert. In der in dieser Arbeit verwendeten AS-OCT beziehungsweise der
Spaltlampenfotografie stellten sich die kornealen Cystinkristalle als fldchige oder
punktuelle hyperreflektive beziechungsweise goldgelbe Ablagerungen dar. Die flichigen
Ablagerungen im AS-OCT lassen eine beschriebene vor allem extrazellulire Lokalisation
der Kristalle erahnen, da die GroBe der hyperreflektiven Ablagerungen deutlich die Grof3e
der Keratozyten von nur wenigen um iibersteigt (108). Die Cystinkristallablagerungen
lieBen sich im AS-OCT meist parallel zu den Stromalamellen nachweisen. Diese
Konfiguration ist lediglich in der Kornea zu finden. Aktuelle Studien gehen davon aus,
dass diese Anordnung durch die Interaktion des kationischen Cystins mit dem anionisch
geladenen Kollagen im Stroma nach Apoptose der Keratozyten und Freisetzen des
Cystins in dieser Form entsteht. Cystin lagert sich nach Apoptose an der Oberflidche des
Kollagens ab und bildet nadelférmige intra- und extrazelluldre Strukturen in direkter

Naihe zu den Stromalamellen (109).
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Fiir eine morphologische Unterteilung in spindelférmige und nadelformige Kristalltypen,
wie sie mit der IVCM mdglich ist, sind die Spaltlampenfotografie und die AS-OCT zu
gering auflosend. Unabhéngig von der Morphologie der Zellen lésst sich jedoch mittels
dieser Bildgebungsmodalititen ein standardisiertes Tiefenverteilungsmuster der

Kristallablagerung darstellen.

Iriskristalle konnten, wie im Mausmodell vorbeschrieben, im Irisstroma und im
Pigmentblatt der Iris gefunden werden. Auf eine Gonioskopie, die einen Kontakt zur
Hornhaut erfordert hitte, haben wir bei den blendeempfindlichen Patienten verzichtet.
Die in der Literatur beschriebenen Kristalle im Ziliarkorper konnten somit nicht

nachgewiesen werden (110).

Im OCT des hinteren Augenabschnitts, sind Cystinkristalle als hyperreflektive Foci
erkennbar, die in allen Schichten der Netzhaut und der Choroidea visualisiert werden
konnten. Wie von Kalatzis et al. bereits fiir das Mausmodell beschrieben, fanden sich
auch ich in der Retina weitaus weniger Kristalle als in der Choroidea. Die
bildgebungsbasierten in vivo-Befunde im SD-OCT bestéitigen frithere Studien im
Mausmodell, in denen mittels Transmissionselektronenmikroskopie eine ausgeprigte
Anhdufung von Cystin-Kristallen in der Aderhaut und der INL nachgewiesen wurde
(110). Unsere Studienergebnisse gehen einher mit den SD-OCT Ergebnissen eines
Fallberichts von Kozak et al., die Kristalle in allen Netzhautschichten beobachten
konnten. Die Netzhautschichten mit der ausgepragtesten Anhaufung von Cystinkristallen

waren in unserem Kollektiv die innere Korner- und Ganglienzellschicht.

Die INL und GCL enthalten Zellkerne und Perikarya von Ganglienzellen, deren Axone
die Nervenfaserschicht bilden, amakrine Zellen, Bipolarzellen und horizontale Zellen
(111, 112). Da davon ausgegangen wird, dass sich Cystinkristalle intra- und extrazellular
ablagern (108), ldsst sich die gehdufte Cystinkristallakkumulation in GCL und INL durch
das zusétzliche Vorkommen von Zellkernen in diesen Schichten erkldren. Bei genauerem
Hinsehen finden sich Kristalle in der inneren Kornerschicht speziell in der
Ubergangszone zwischen den Schichten, an den Réndern der inneren Kornerschicht. Hier
befinden sich die Netzhautkapillaren mit den sie ummantelnden Perizyten. Das
Kapillarsystem der Netzhaut ist in drei Plexus - oberfldchlich, intermedidr und tief -
unterteilt, die sowohl innerhalb der RNFL als auch in den Ubergangszonen IPL/INL und
INL/OPL lokalisiert sind (113).
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Die Elektronenmikroskopie des Gehirns eines 28-jdhrigen Patienten, zeigte eine
ausgeprigte Cystinkristallakkumulation innerhalb der Perizyten und innerhalb der
parenchymalen Zellen der weiflen Substanz (48). Perizyten sind ein wichtiger Bestandteil
der Blut-Hirn-Schranke, da sie die Endothelzellen von Mikrogefden im Gehirn wie
Arteriolen, Venolen und Kapillaren umgeben. Sie dienen hier unter anderem als
Hirnmakrophagen (114) und enthalten eine betrichtliche Anzahl von Lysosomen, einem
makrophagentypischem  strukturellen Merkmal (115). Die Phagozytose der
dysfunktionalen cystinotischen Zellen durch die Perizyten in ihrer Funktion als
Hirnmakrophagen und die hohe Anzahl an Lysosomen, konnte zu der ausgepriagten
Lokalisation der Kristalle perivaskulir am Rand der inneren Korner- und
Ganglienzellschicht fiihren. Perizyten in den entsprechenden GefdB3plexus konnten somit

auch in der Retina die primiren Zellen darstellen, in denen sich Cystinkristalle ablagern.

Einen weiteren prominenten retinalen Zelltyp mit phagozytischer Aktivitét stellen die
Mikroglia dar (116). In der Netzhaut befinden sich Mikroglia nur in den inneren
Schichten. Auch dieser Zelltyp konnte als Ursprungszelltyp vermutet werden, da eine
besonders ausgeprdgte Cystinkristallakkumulation in den innere Netzhautschichten

festgestellt werden konnte (117, 118).

Von Bedeutung ist auch, dass im Vergleich zur GCL und INL eine noch deutlichere
Kristallablagerung in der gut vaskularisierten Choriokapillaris nachgewiesen werden
konnte. Wie in der Netzhaut scheinen die Kristalle hier perivaskuldr und in direkter Ndhe
zu den Zellen des retinalen Pigmentepithels lokalisiert zu sein. Dies geht einher mit
fritheren histologischen Arbeiten, in denen die Cystinkristallablagerungen in choroidalen

Endothelzellen nachgewiesen werden konnten (70).

Mit der SD-OCT kann eine perivaskuldre Lokalisation der Kristalle bestatigt werden; der
Ursprungszelltyp kann nur vermutet werden. Weitere histologische Untersuchungen sind
erforderlich, um die verschiedenen Zelltypen genau zu differenzieren, seien es choroidale
Endothelzellen, Perizyten, perivaskuldre angeborene Immunzellen in Form von

residenten choroidalen Makrophagen oder Mikroglia (119).

Eine Degeneration des retinalen Pigmentepithels war lediglich in sehr spéten Stadien zu
finden. Eine Vakuolisierung des retinalen Pigmentepithels, wie sie von Tsilou et al.
beschrieben wurden, konnte sich in den SD-OCT basierten Untersuchungen nicht

bestdtigen (70, 110). Ebenso wurden in unserem Kollektiv keine Knochenbélkchen
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dhnlichen Verdnderungen, wie sie in vorherigen Fallberichten beschrieben wurden,

aufgezeigt (120-123).

9.2. Innovative Wertigkeit der entwickelten Messmethoden fiir die korneale
und retinale Manifestation

Die Einhaltung der topischen und systemischen Cysteamintherapie hat einen erheblichen
Einfluss auf das Fortschreiten der Erkrankung und kann okuldre und systemische
Manifestationen deutlich verzogern. Es war daher ein besonderes Anliegen unserer Studie
neue Biomarker der Erkrankung unter anderem auch zur Kontrolle der topischen und
systemischen Therapie zu identifizieren, die eine langfristige Verbesserung der

Therapiecompliance und des therapeutischen Outcomes ermdglichen konnen.

In unserem Kollektiv konnte die Diagnose einer nephropathischen Cystinose im Mittel
im Alter von drei Jahren gestellt werden. Eine entsprechende cysteaminhaltige Therapie
konnte somit schon ab einem frithen Alter initiiert werden. Ohne eine regelmifBige
Einnahme der oralen Therapie entwickeln fast alle Patienten im Alter von zehn bis zwdlf
Jahren eine terminale Niereninsuffizienz (63). Der Zeitpunkt des Einsetzens einer
terminalen Niereninsuffizienz wurde in unserem Kollektiv durch die friithe Therapie-

initiierung und Therapiecompliance somit um circa sieben Jahre verzogert.

Das Auge als ,,Fenster zur Cystinose™ ist ein geeignetes Organ, um die cystinotische
Kristallbildung friih darzustellen, da Biopsien der Niere im jungen Alter nicht
durchgefiihrt werden und Nierenparameter aufgrund der grofen funktionellen Reserve

der Niere zu Beginn normal sein konnen (11, 124).

In Hinblick auf die korneale Cystinose kann der Visus nicht als Biomarker verwendet
werden, da er nachweislich nicht mit der Akkumulation von Hornhautkristallen korreliert
(58, 125). Auch in unserem Kollektiv zeigte keine der vier verwendeten Messmethoden
fiir die korneale Cystinkristallablagerung (subjektiver stromaler Cystinkristallscore,
CCCS nach Gahl, Kalipermessung im Stroma und Anzahl der Suprathreshold-Pixel in %
am Gesamt-ROI fiir die getesteten Graustufenschwellenwerte 211) einen signifikanten
Zusammenhang mit dem Visus. Wie im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert, sollten sich
Augenérzte daher andere klinische Biomarker flir die korneale Cystinkristall-

akkumulation zur Hilfe nehmen.
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Bis heute stehen drei Klassifizierungssysteme fiir die korneale Kristallablagerung zur
Verfiigung, die unterschiedliche bildgebende Verfahren nutzen: das klinische Gahl-
Spaltlampen-Klassifizierungssystem basierend auf der Spaltlampenfotografie (11), das
AS-OCT basierte Gradingsystem mit einem digitalen manuellen Kaliper zur Bestimmung
der Eindringtiefe der Cystinkristalle, sowie der Labbé [VCM-Score zur semiquantitativen
Bewertung der Kristallablagerungen durch Vergleich von Cystinkristallen in IVCM-
Aufnahmen von Cystinosepatienten mit einer standardisierten Bibliothek von IVCM-
Bildern (107). Fiir die retinochoroidale Cystinkristallakkumulation existiert bisher keine

standardisierte Auswertung.

In dieser Arbeit wurden der CCCS nach Gahl und das AS-OCT basierte Gradingsystem
mittels digitaler manueller Kalipermessungen erhoben und verglichen. Zusétzlich wurde
fiir die korneale Manifestation der stromale Cystinkristallscore basierend auf unseren
Untersuchungsergebnissen der Spaltlampenbiomikroskopie und ein semiautomatisierter,
grauwert-basierter AS-OCT-Bildgebungsalgorithmus entwickelt. Dieser Algorithmus
stellt die erste objektive Messmethode fiir die Bewertung der kornrealen Cystinkristalle
dar. Fiir die retinochoroidale Manifestation der Cystinose konnte ein SD-OCT basierter
retinochoroidaler Cystinkristallscore. (RCCCS) ausgearbeitet werden. Der RCCCS ist
das erste beschriebene System zur Quantifzierung und Graduierung der chorioretinalen

Cystinkristalle.

9.2.1. Die optische Kohédrenztomografie als optimale Bildgebungsmethode fiir die
Cystinose

Sowohl die Spaltlampenmikroskopie als auch die IVCM arbeiten mit Licht im sichtbaren
Bereich und sind daher fiir die meisten Cystinosepatienten, die an schwerer Photophobie
leiden, nicht optimal geeignet. Auch in unserem Kollektiv entsprachen die
aufgenommenen Spaltlampenfotografien aufgrund einer mangelnden Compliance der
Patienten wihrend der Untersuchung oft nicht der erforderlichen Aufnahmequalitét. Eine
standardisierte Aufnahme von Spaltlampenfotografien fiir Verlaufsuntersuchungen war

teils nicht moglich.

Die IVCM erfordert aufgrund einer komplexen, zeitaufwendigen Aufnahmetechnik, die
einen Kontakt des Gerdts mit der Hornhautoberfliche des Patienten beinhaltet, einen
erfahrenen Aufnahmetechniker, ist bei pddiatrischen Patienten nur bedingt durchfiihrbar,

steht nur in groBeren Zentren zur Verfiigung und wird in der klinischen Routine im
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Allgemeinen nicht angewandt. Sie wurde daher auch im Rahmen der Datenerhebung

nicht verwendet.

Die OCT ist Grundlage des neu entwickelten grauwert-basierten Bildgebungsalgorithmus
fiir die Hornhautbeteiligung und des RCCCS. Diese Bildgebungsmodalitit bietet mehrere
Vorteile: Sie arbeitet in dem fiir das menschliche Auge unsichtbarem Infrarotbereich und
kann somit gut als diagnostische Bildgebungsmodalitit fiir blendeempfindliche
Cystinosepatienten verwendet werden. Zudem verwendet sie im Vergleich zur IVCM
eine ,,no-touch“-Technik und sollte daher vor allem bei jungen und lichtsensitiven
Patienten verwendet werden (126, 127). Die OCT stellt eine standardisierte,
hochauflosende und leicht reproduzierbare Aufnahmetechnik dar, die es ermdglichte
einen semiautomatisierten, grauwert-basierten Bildgebungsalgorithmus zu entwickeln.
Nachdem weder der Gahl-Score noch der Labbé-Score oder die Anwendung von
manuellen Kalipern im AS-OCT objektive Messmethoden der Hornhautkristall-
ablagerungen darstellen, ist der im Rahmen der Doktorarbeit entwickelte semi-
automatisierte, grauwert-basierte Bildgebungsalgorithmus als erster objektiver

Biomarker fiir die korneale Cystinkristallablagerung zu sehen.

Mithilfe des grauwert-basierten Bildgebungsalgorithmus war es erstmals moglich, nicht
nur die stromale Kristalldichte objektiv zu quantifizieren, sondern auch verschiedene
Tiefenverteilungsmuster bei kornealer Cystinose zu charakterisieren und zu typisieren
(Tabelle 2). Das Verteilungsmuster der Hornhautkristalle im AS-OCT stellt sich zu
heterogen fiir eine alleinige Beurteilung mittels Kalipermessungen von der anterioren
Hornhautoberfldche in die Tiefe dar (107). So zeigten beispielsweise ein Viertel der
Patienten Kristallablagerungen nur im vorderen Stroma, wéhrend ein weiteres Viertel
Kristalle liberwiegend im hinteren Stroma mit marginaler Beteiligung der vorderen

Schichten zeigte (Abbildung 9).

Fiir die Auswertung wurde die Anzahl der Pixel {iber dem jeweiligen Schwellenwert als
prozentualen Anteil der Pixelzahl an der Gesamt-ROI als Biomarker herangezogen. Da
der Schwellenwert 211 den niedrigsten der drei Schwellenwerte darstellt, der bei
Cystinose-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen eine statistisch signifikant
hohere Anzahl an Suprathreshold Pixel ergab, empfiehlt sich eine Verwendung dieses
Schwellenwertes auch in zukiinftigen Studien. Er zeigt die hochste Wahrscheinlichkeit,

hyperreflektive Foci (reprdsentativ fiir Cystinkristalle) zu erfassen und grenzt
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physiologisches Gewebe immer noch ausreichend von Cystinkristallen ab (Abbildungen

11 und 12).

Fiir die Quantifizierung der retinochoroidalen Cystinkristallablagerung, ist der neu
entwickelte RCCCS als Marker des Schweregrades der cystinotischen Retinopathie
erstmals beschrieben worden (105). Anhand dessen konnte ein Graduierungssystem mit

vier verschiedenen Auspriagungsgraden festgesetzt werden (Abbildung 5, Tabelle 3).

Da die retinale und choroidale Vaskularisation mit dem systemischen Blutfluss
verbunden sind, kann die Netzhaut als Fenster zu den systemischen Manifestationen der
Cystinose genutzt werden. Die Kornea als bradytrophes Gewebe kann hierfiir nicht
verwendet werden. Tsilou et al. berichteten erstmals iiber einen direkten Zusammenhang
zwischen der Inzidenz der cystinotischen Retinopathie, wie sie durch Fundoskopie,
Perimetrie oder Elektroretinographie bestimmt wird und der Zeitspanne, in der die
Patienten keine orale Cysteamintherapie erhielten (123). In ihrer Studie wurde jedoch die
traditionelle Fundoskopie zum Screening auf Netzhautkristalle verwendet. Eine retinale
Beteiligung fand sich lediglich in 50% der Patienten (128). In unserer Studie mit dem
hochauflgsenden SD-OCT konnten in 68,2% aller untersuchten Augen retinochoroidale
Kristalle sichtbar gemacht werden. Darunter befanden sich auch asymptomatische
pédiatrische Patienten. Im Hinblick auf die hdufig subretinale choroidale Lokalisation der
Kristalle ist zu erwarten, dass die Kristalle im Rahmen der konventionellen Fundoskopie
nicht erkannt werden. Einzelne choroidale Kristalle fiihren nicht unbedingt zu
Funktionsstorungen und konnen daher im Friithstadium mittels Elektroretinogramm
(ERG) oder Perimetrie nicht erfasst werden. Dariiber hinaus sind Perimetrie und das ERG
bei padiatrischen photophoben Cystinosepatienten aufgrund der langen Aufnahmezeit

bzw. der hellen Lichtblitze nur schwer durchfiihrbar und bedingt verwertbar (129, 130).

Das SD-OCT-basierte RCCCS-System hingegen kann das Ausmaf der retinochoroidalen
Cystinoseerkrankung auch in einem frithen Stadium genau detektieren, erfordert nur eine

kurze Aufnahmezeit und steht einer grolen Gruppe an Augenérzten zur Verfiigung.

9.3. Anwendung der Messmethoden im Kollektiv

9.3.1. Korneale Cystinkristallablagerung

Durch die Anwendung dieser verschiedenen in der Literatur beschriebenen und im
Rahmen der Studie neu entwickelten Messmethoden zur Typisierung und Graduierung
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der okulédren Cystinose-Manifestation ist es gelungen, die demografischen und klinischen
Daten dieses Kollektivs standardisiert zu evaluieren. Die alten und neuen Biomarker
konnen dazu beitragen, unser Verstdndnis der Pathophysiologie der kornealen und

retinalen Manifestation der Cystinose zu erweitern.

Mithilfe des stromalen Cystinkristallscore und des CCCS nach Gahl konnte eine
Zunahme der Cystinkristallablagerungen mit zunehmendem Alter nachgewiesen werden.
In Bezug auf die Verteilung der kornealen Cystinkristalle bestétigten sowohl der in der
vorliegenden Arbeit verwendete stromale Cystinkristallscore, der CCCS, die digitalen
Kalipermessungen als auch der neu etablierte AS-OCT-Bildgebungsalgorithmus eine
Entwicklung der Cystin-Kristallablagerung mit zunehmendem Alter, im anterioren
Stroma beginnend, und im Verlauf den mittleren und posterioren Stromaanteil
zunehmend einbeziehend. Diese Ergebnisse gehen einher mit fritheren Beobachtungen in
der Spaltlampenbiomikroskopie und IVCM (77, 107, 124, 128, 131, 132). In dem im
Rahmen dieser Arbeit entwickeltem Typisierungssystem des Tiefenverteilungsmusters
der kornealen Cystinkristallablagerungen, fand sich ein jiingeres Alter bei Patienten mit
Cystinkristallablagerungen vorwiegend im anterioren Stromasegment (Typ 1), im
Vergleich zu Patienten mit Cystinkristallablagerungen vorwiegend im mittleren und
posterioren Segment (Typ II und III). Ebenso zeigten sich die Patienten mit Typ I jiinger,
als mit Typ IV, bei dem die Cystinkristallablagerungen fast homogen auf alle
Stromasegmente verteilt waren. Die Daten weisen darauf hin, dass die Ablagerungen der
Cystinkristalle anfangs vorranging im vorderen Segment lokalisiert sind und sich dann
im weiteren Krankheitsverlauf mit zunehmendem Alter, diffus im gesamten kornealen

Stroma auf alle Segmente ausweiten.

Zahlreiche Studien konnten eine Abnahme der Kristalldichte in cystinotischen Zellen und
somit (133) eine Besserung der Symptomatik durch die Applikation cysteaminhaltiger
Medikamente beschreiben (134-138). So wurde der CCCS nach Gahl durch die
Applikation cysteaminhaltiger Augentropfen tiber einen 8-41monatigen Zeitraum auf 0-
0,25 reduziert, unabhingig vom Alter und initialem CCCS. Auch in der quantitativen
IVCM zeigte sich im Mausmodell nach Therapie mit cysteaminhaltigen Augentropfen
eine Reduktion des Anstiegs der Kristallakkumulation um 158% im Vergleich zu

unbehandelten Augen (124).

Unser Kollektiv beschreibt Therapieadhdrenz und damit einhergehende Ablagerung
kornealer Cystinkristalle auflerhalb von Studienbedingungen im wahren Alltag der
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Pateinten. Der Grofteil der Patienten verwendete cysteaminhaltige Augentropfen (81%),
hiervon die Mehrzahl Cystadrops® (76%). Die Augentropfen wurden allerdings nicht
suffizient appliziert, um einen ausreichenden Wirkspiegel herzustellen (bei Cystadrops®
im Mittel zwei von vier notwendigen Malen; Cystaran™ AT im Mittel fiinf von
mindestens sechs Mal pro Tag). Die Dichte der Cystinkristallablagerungen zeigte sich in
der vorliegenden Arbeit nicht signifikant abhidngig von der angegebenen Anzahl an
Cystadrops® Augentropfen, die zum Zeitpunkt der Erhebung appliziert wurden. Dies
kann einerseits daran liegen, dass es im Krankheitsverlauf der Patienten teils zur
fehlerhaften Durchfilhrung beziehungsweise zu einem vollstindigen Aussetzen des
Therapieprotokolls aufgrund mangelnder Compliance oder schwieriger Verfligbarkeit
des Wirkstoffs gekommen war. Andererseits wechselten viele Patienten im
Krankheitsverlauf héufig zwischen wéssrigen und gelformigen Tropfen. Kaum ein
Patient, tropfte die angegebene Anzahl an Cystadrops® stringent ein gesamtes Leben

lang.

In Folgestudien empfiehlt es sich eine Auswertung von Langzeitergebnissen zusitzlich
zu den erhobenen Querschnittsdaten der Patienten durchzufiihren, um den Erfolg einer
angesetzten Therapie valide evaluieren zu konnen. In einzelnen Patienten des
beschriebenen Kollektivs, die bereits augenérztlich kontrolliert werden konnten, wurde
eine deutliche Abnahme der kornealen Cystinkristallablagerungen unter regelméfig
applizierter Therapie beobachtet. Den Patienten war es mdglich ihren individuellen
Therapieerfolg visuell mittels der AS-OCT Scans zu evaluieren. Es kann davon
ausgegangen werden, dass ein visueller Feedbackmechanismus in Zusammenhang mit
regelméBigen Kontrolluntersuchungen und Gesprachen die Patientencompliance und

folglich das therapeutische Outcome im Verlauf deutlich verbessert.

9.3.2. Retinale Cystinkristallablagerung

Eine Vielzahl von Ergebnissen der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass das
RCCCS-System als wertvoller Biomarker fiir die systemischen Krankheitsmani-
festationen und das Monitoring der Krankheit dienen kann: Erstens zeigte der RCCCS
eine positive Korrelation mit Cystatin C (Abbildung 18B), einem stabilen kdrpereigenen
Protein zur Bestimmung der Nierenfunktion, welches im Vergleich zum {iblicherweise
verwendeten Parameter Kreatinin weniger von Alter und Muskelmasse des Patienten

abhéngt.
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Zweitens zeigten Patienten mit einer niedrigen tiglichen Cysteamindosis (Subgruppe
keine oder milde Cystinkristallablagerung im Vergleich zur Subgruppe mit moderater
Cystinkristallablagerung, Tabelle 12) einen hohen RCCCS (Abbildung 18A).
Die Augen von Patienten mit bekannter geringer Therapiecompliance (rot markiert) oder
von Patienten mit Cysteaminintoleranz (blau markiert) zeigten besonders hohe

RCCCS-Werte (Abbildung 18A-C).

Drittens konnten hohere RCCCS-Werte bei Patienten mit héheren leukozytéren Cystin-
Spiegeln, dem derzeit einzigen Biomarker zur Uberwachung der oralen

Cystinosetherapie, nachgewiesen werden (Tabelle 12, Abbildung 18C).

Viertens zeigten dltere Patienten signifikant hohere RCCCS-Werte, da die durch die

Cystinose bedingten Endorganschiden mit zunehmendem Alter fortschreiten.

Fiinftens wurde eine ausgeprigte Cystinkristall-Akkumulation in Patienten mit
biallelischen Mutationen gefunden, die als "schwere nephropathische® Mutationen
bezeichnet wurden (das heifit. 57 kb-Deletion, Abbildung 17). Dies stellt die héufigste
Mutation in Patienten europdischer Abstammung dar. Sie verursacht eine schwere Form
der cystinotischen Nephropathie (139). Der Zusammenhang weist darauf hin, dass der
RCCCS einen frithen Marker fiir eine fortschreitende (renale) Endorganschidigung
darstellt.

Anhand der OCT-Auswertungen konnte somit erstmals eine klinische Graduierung des
Schweregrades der okularen Manifestation der infantilen nephropathischen Cystinose
anhand des Ausmales der chorioretinalen Cystinkristallablagerungen entwickelt werden.
Patienten zeigten mit zunehmender Cystinkristallablagerung (mild bis schwer) im Mittel
ein hoheres Alter, nahmen eine niedrigere Dosis des oralen Cysteamins ein und hatten ein
hoheres Cystatin C- sowie einen hdheren leukozytiren Cystinspiegel (Tabelle 12,

Abbildung 18).

9.3.3. Subjektive Qualitit des Sehvermogens

Okulére Cystinkristalle verursachen unterschiedliche visuelle Probleme. Die Blendung
stellt auch in unserem Kollektiv das hdufigste Sehphdnomen dar, gefolgt von der
Wahrnehmung von Strahlenkrdanzen. Die Ablagerung von Cystinkristallen vor allem im
Hornhautstroma verursacht eine Streuung des hineinfallenden Lichts und somit eine

schwere Photophobie verbunden mit einem willkiirlichen Blepharospasmus (11). Hinzu
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kommen die mit zunehmender Krankheitsdauer entstehenden Folgen einer
kristallbedingten Alteration der kornealen Oberfliche. Aufgrund der Irregularitit der
Hornhautoberfldche leiden Cystinose-Patienten hdufig an einer Sicca-Symptomatik, wie

Brennen, Fremdkorpergefiihl und Epiphora.

Im Spétstadium der Erkrankung treten teils kleinere rezidivierende Erosiones bis hin zur
filamentosen Keratopathie oder einer Bandkeratopathie auf (140). Zudem kann es zu
einer durch die Kristalle bedingten Hypoxie der Kornea kommen, die die Bildung
kornealer Neovaskularisationen mit weiterem Fortschreiten der Sehminderung induziert
(141). Eine Abnahme des Visus in Patienten mit zunehmendem Alter kann demnach zum
Teil auch an einer Zunahme der kristallbedingten Oberfldchenproblematik und deren
Folgen liegen. Hierflir spricht auch eine Zunahme von Verschwommen- und
Vernebeltsehen, sowie Schwankungen des Sehvermdgens bei Patienten mit vermehrter
Cystinkristallakkumulation. Eine schwankende Sehschérfe, in Form intermittierender
Phasen von Verschwommen- beziechungsweise Vernebeltsehen, ist bei Patienten mit einer

ausgeprigten Oberflachenproblematik bekannt (133, 142).

Die vermehrte Wahrnehmung von Strahlenkrdnzen mit zunehmendem Alter kann auf
einer Zunahme kornealer Cystinkristalle beruhen, die eine vermehrte Streuung einzelner
Lichtstrahlen hervorrufen. Die Cystinkristalldichte im Stroma korrelierte in unserem
Kollektiv interessanterweise jedoch nicht signifikant mit der Blendeempfindlichkeit und
der Wahrnehmung von Strahlenkrinzen. Es ist somit neben der kornealen
Cystinkristallablagerung von ergénzenden Faktoren auszugehen, die das subjektive
Blendeempfinden beeinflussen. Histologische Untersuchungen zeigten, dass sich gerade
im posterioren Teil des Hornhaut-Stromas eine Assoziation der Cystinkristalle mit
inflammatorischen dendritischen Zellen findet. Mit zunehmendem Alter wird sowohl eine
Zunahme der Cystinkristalldichte, als auch eine Zunahme der Migration
inflammatorischer dendritischer Zellen in die Kornea (143) beschrieben. Eine
Entziindung des vorderen Augenabschnitts stellt bei allen ophthalmologischen
Erkrankungen die hiufigste Ursache der Photophobie dar. Es wird davon ausgegangen,
dass dies an einer direkten Irritation der afferenten trigeminalen Nervenfasern durch
ausgeschiittete Entziindungsmediatoren liegt (144, 145). Liang et al. berichten auch in der
Cystinose iiber eine positive Korrelation der inflammatorischen dendritischen Zellen in
der Bowman-Membran mit dem subjektiven Photophobie-Score der Patienten. Ebenso
zeigten sich morphologische Verdnderungen der Nervenfasern, die durch eine gesteigerte

Aktivierung nozizeptiver Fasern, hervorgerufen werden konnten (126). Diese
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Untersuchungen weisen darauf hin, dass neben der Cystinkristallablagerung, eine
gesteigerte korneale Inflammation im Rahmen der Cystinose den Blendungseffekt

mafgeblich beeinflussen kann.

In diesem Zusammenhang wire es in Folgestudien und in der Betreuung von
Cystinosepatienten sinnvoll, den Effekt der Verwendung entziindungshemmender
Augentropfen in Verbindung mit Cysteamin-Augentropfen und deren Einfluss auf die
Photophobie  herauszuarbeiten.  Gegenwirtig  werden  entziindungshemmende
Augentropfen bei Cystinosepatienten insbesondere zur Behandlung des mit
fortschreitendem Krankheitsstadium zunehmend belastenden trockenen Auges

angewandt.

Die retinochoroidale Cystinkristallablagerung zeigte in unseren Untersuchungen eine
positive Korrelation mit der Schwere der Blendeempfindlichkeit der Patienten. Es lésst
sich ableiten, dass die cystinotische Retinopathie, zusétzlich zu der durch die
Hornhautkristalle verursachten Streuung des Lichts und der gesteigerten kornealen

Inflammation, als Confounder die Blendeempfindlichkeit i.R. der Photophobie aggraviert
(11).

Im Gegensatz zur Blendeempfindlichkeit korrelierte die subjektive Verschlechterung der
Sehqualitit (Vernebeltsehen, Verschwommensehen, Verzerrtsehen) positiv mit der
kornealen  Cystinkristallakkumulation, die mit dem subjektiven stromalen

Cystinkristallscore bestimmt wurde.

Es ergab sich, wie bereits mehrfach vorbeschrieben, dennoch ein fehlender
Zusammenhang zwischen der Sehschdrfe in logMAR und der kornealen
Cystinkristallakkumulation, die mit den vier Messmethoden erfasst wurde (54, 116). Dies
weist darauf hin, dass eine ausgeprégte korneale Cystinkristallakkumulation zunéchst zu
einer Abnahme der Sehqualitit fiihrt, nicht aber der Sehschirfe. Uber die Hilfte der
Patienten in unserem Kollektiv (66,07%) gaben einen Visus von 0,8 oder hoher an. Wie
von Gahl et al. beschrieben, kann die Sehschérfe dennoch in spéteren Krankheitsstadien
abnehmen. Diese Beobachtung konnte mit unseren Untersuchungen durch die Abnahme

der BCVA mit zunehmendem Alter bestitigt werden (58).

Einen Grund fiir eine messbare Visusabnahme in spiteren Krankheitsstadien konnte die
Zunahme der retinochoroidalen Manifestation im Rahmen der Cystinose darstellen. Im
Unterschied zur kornealen Cystinkristallakkumulation kann die cystinotische
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Retinopathie zu einer progressiven Abnahme der Sehschérfe sowie des Nacht- und
Farbsehens fithren (58, 125). Dariiber hinaus konnen ein signifikanter
Gesichtsfeldverlust und reduzierte Antworten im Elektroretinogramm (ERG) auftreten
(123, 146-148). Auch in der vorliegenden Arbeit war der SD-OCT-Parameter RCCCS
als MalB} fiir die retinochoroidale Kristallakkumulation negativ mit der Sehschérfe
assoziiert (Abbildung 20). Hinzu kommen die mit zunehmender Krankheitsdauer
entstechenden  Folgen im  Rahmen der  kristallinen  Keratopathie  mit

Oberflachenproblematik.

In geringem Mafle zur Visusminderung beitragend sind eine Kataraktbildung und ein
Papillenddem zu nennen. Eine visuslimitierende Kataraktbildung fand sich jedoch
lediglich in vier Augen (3,6%). Ein klinisch signifikantes Papillenddem konnte nur in drei

Augen nachgewiesen werden (2,7%) (Tabelle 7).

9.4, Ausblick

Fiir die vorliegende Dissertationsschrift wurde ein Kollektiv von 56 an Cystinose
erkrankten =~ Patienten  beziiglich  demografischer,  klinischer, apparativ-
zusatzdiagnostischer, bildgebend-morphologischer, laborchemischer, genetischer,
funktioneller und therapeutischer Parameter untersucht. Es wurden Biomarker entwickelt,
die es erlauben die okuldre Manifestation der Cystinose zu typisieren, beziiglich des
Schweregrades zu graduieren sowie die therapeutische Effizienz und den
Krankheitsverlauf zu monitoren. Die Biomarker erlauben es dem Patienten ein direktes
Feedback fiir seinen individuellen Therapieerfolg zu geben. Dies ist von besonderer
Bedeutung bei Cystinose-Patienten im Teenager- und jungen Erwachsenenalter zur
Verbesserung einer in diesen  Altersgruppen nicht selten verminderten

Therapiecompliance.

Unter der Projektleitung von Frau PD Dr. Priglinger wurde die Entwicklung eines
semiautomatisierten AS-OCT B-Bildsegmentierungsalgorithmus angeregt, um die
Akkumulation und Verteilung von kornealen Cystinkristallen zu quantifizieren. Die
objektive Quantifizierung und Visualisierung des Therapieerfolgs in Form einer
Regression der Kristallablagerungen (grafisch dargestellt mit farbcodierten AS-OCT-B-
Scan-Bildern) kann fiir den Patienten zukiinftig eine hohe Motivation darstellen, sich an
sein Therapiekonzept zu halten und damit den prospektiven Krankheitsverlauf glinstig zu

beeinflussen. Dies ist besonders fiir die Altersgruppe mit der geringsten Compliance
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interessant, den 21-30jdhrigen (149). Die Patienten befinden sich an einer Schnittstelle,
einerseits in threm eigenen Leben, andererseits im Gesundheitssystem. Sie ziehen von zu
Hause aus und miissen aufgrund ihrer Volljdhrigkeit vom Kindernephrologen zum
Internisten wechseln, der teils die Vorgeschichte des Patienten nicht kennt und mit der
,Kinderkrankheit” Cystinose hdufig nicht sehr vertraut ist. Hier ist eine standardisierte
Dokumentation des Krankheitsverlaufs von besonderer Wichtigkeit, da so eine
Versorgungskontinuitét trotz interdisziplindrer Versorgungsschnittstelle gewdihrleistet
werden kann. Ergebnisse der AS-OCT Scans und Ausdrucke kénnen direkt mit neuen
Untersuchungen verglichen werden und der Patient kann an sein Therapieprotokoll

ankniipfen.

Ebenso konnte erstmals ein Parameter zur Frithdiagnostik und zur Quantifizierung
retinochoroidaler Cystinkristalle vorgestellt werden. Bisher existiert kein standardisierter,
stabiler, nicht-invasiver Parameter, der als Biomarker fiir den Therapieerfolg der
systemischen Therapie dienen kann. Der hdufig zum Monitoring eingesetzte leukozytire
Cystinspiegel zeigt sich stark abhéngig von der Einnahmezeit der oralen Therapie und
kann somit nicht als Langzeitparameter verwendet werden. Der RCCCS stellt den ersten,
stabilen Biomarker zur Uberwachung der Therapieadhiirenz der oralen Therapie dar. Die
Anwendung dieses Biomarkers kann die Compliance der Patienten erheblich verbessern,
da die Reduktion der Retinakristalle auf den SD-OCT-Scans von den Patienten selbst
beobachtet und quantifiziert werden kann. Mit Hilfe einer ,,deep learning® basierten OCT-
Segmentierung und einer begleitenden laminiren Auflosung der Choroidea und Retina
konnte in naher Zukunft eine objektive und vollautomatische Auswertung der

retinochoroidalen Cystinkristalldichte mdglich sein.

Dem genauen Monitoring der systemischen Therapie kommt ein besonderer Stellenwert
zu, da eine addquate Therapieadhidrenz die Entwicklung einer Niereninsuffizienz
verzogern und die Lebenserwartung verlingern kann (63). Klinische longitudinale
Studien mit dem neuartigen RCCCS-System sind erforderlich, um die zeitliche Dynamik
zwischen der Ablagerung retinochoroidaler Kristalle und der systemischen

Krankheitsmanifestation zu untersuchen.

Die Forschung im Bereich der Cystinose, als eine der wenigen therapierbaren
Stoffwechselerkrankungen bleibt weiter innovativ und zukunftstrachtig. Im Rahmen des
Pilotprojekts fiir das erste molekulargenetische Neugeborenenscreening auf Cystinose

wurde nun 2019 der erste Sdugling noch vor einer renalen Manifestation erfolgreich auf
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Cystinose gescreent (150). Eine Therapie konnte bereits am 18. Lebenstag erfolgen und
der Patient zeigte auch nach dem ersten Lebensjahr keinen Hinweis auf eine
Verminderung des GroBenwachstums oder eine tubulidre Dysfunktion. Die
Therapieoptionen sind aktuell bei weitem nicht ausgeschopft. Die Durchfiihrung einer
hédmatopoetischen Stammzelltransplantation konnte einen erfolgsversprechenden neuen

Therapieansatz darstellen.

Im Rahmen der umfassenden, interdisziplindren Untersuchung einer gro3en Kohorte von
Cystinosepatienten konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit ein Beitrag zur Diagnostik,
Klassifikation, Schweregradskalierung und pathogenetischen Abkldrung der Cystinose
geleistet werden. Die nationale Etablierung eines flichendeckenden kooperierenden
Netzwerks mit Einbeziehung der Augenklinik zur Verbesserung der Forschung und
Versorgung der Cystinose-Patienten ist paradigmatisch. Unsere neuen Biomarker und
Ansitze werden nun in die klinische Praxis integriert. Ich freue mich, auch iiber meine
Doktorarbeit hinaus, an der Cystinoseforschung mitzuwirken und die Pathophysiologie

dieser Erbkrankheit anhand unserer Langzeitergebnisse weiter beleuchten zu diirfen.
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10. Anhang

10.1. Synopsis der demografischen und klinisch- ophthalmologischen Patientendaten

Die demografischen und klinisch-ophthalmologischen Patientendaten, die als Grundlage einer statistischen Auswertung dienten sind in Tabelle 16

zusammenfassend dargestellt.

Pat. Alter | Geschlecht | Applizierte | Visus | Visus Bindehaut | Limbus- CCCS | Stromaler Hornhaut- (Katarakt | Papillen-
ID Cystadrops | in log- | in log- | -kristalle kristalle nach Cystin- pannus (+: ja, 6dem
/Tag MAR | MAR (+: ja, (+:ja, Gahl kristall- (+:ja, -:nein) | (+:ja,
RA LA -: nein) -: nein) score -: nein) -: nein)

1 12 w 3 -0,2 -0,2 + - 1,63 2 - + -

2 15 w 3 -0,2 -0,2 + + 2,38 2,5 - - -

3 16 m 4 -0,1 -0,1 - - 1,75 2,5 - - -

4 15 w 2 0,0 0,0 + + 2,75 3 - - -

5 15 w 2 0,0 0,0 + + 5,25 3 - - -

6 5 m 3 0,0 0,1 - - 0,5 1 - - -

7 11 w 1 0,0 0,0 - - 2,75 3 - - +

8 14 w 1 0,0 0,0 + + 2,38 1 - - -

9 19 w 2 -0,1 0,0 + + 1,89 2 - - -

10 8 m 4 0,1 0,2 - - 0 0 - - -

11 33 m 2 0,0 0,0 + + 3 3 + - -

12 33 m 0 1,0 lux + + /(pKP) /(pKP) + - -

13 19 w 2 0,1 0,2 + + 2,25 1 - - -

14 37 w 2 0,0 0,0 + + 1,75 3 - -

15 23 m / 0,0 -0,1 - - 0,5 1 - - -

16 6 w 4 0,2 0,2 - - 1,13 1 - - -

17 18 w 2 0,0 0,0 + + 2,25 2 - - -

18 33 m 2 0,0 -0,1 + + 2,89 2 - - -

19 28 m 4 0,3 0,2 + + 1,38 3 + - -

20 26 m / -0,1 -0,2 + + 2,25 2 - - -

21 17 m 4 -0,2 -0,2 - - 1,89 2 - - -

22 17 m 4 0,2 0,2 - - 2,63 1 - - -

23 14 m 4 0,0 0,0 - - 2,63 2 - - -

24 14 m 1 -0,1 -0,1 + - 2,5 2 - - -

25 26 w 0 0,0 0,0 + + 2,75 3 - - -

26 29 w 2 lilo 0,3 + + 3 3 - - -




I8

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

3 3333 gg3333¢3g3€33333<g¢g33¢g3

A NOPNWRLRONDPONOPREPLNDEPOOPOOPLPONNNLD

-0,2
-0,1
-0,1
0,0
0,0
1,0
NL
fix
0,1
0,1
0,1
0,1
0,3
1,0
0,2
0,1
0,3
-0,1
0,2
0,1
0,0
-0,1
0,1
0,2
0,0
0,2
0,0
0,4
0,2
0,2

-0,2
0,0
-0,2
0,0
0,0
0,6
0,2
fix
0,1
0,2
0,0
0,2
0,3
0,7
0,1
0,2
0,1
-0,1
0,1
-0,1
0,1
0,1
0,2
0,1
0,1
fix
0,0
0,2
0,2
0,2

[ S

+

+ o+ + + A+ 4+ o+ o+ o+ 4

Lo o+ o+ o+

+ +

+

+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+

0,25

0,63

2,75
2,25
0,63

2,13
0,38
2,38
2,75
0,63

2,5
1,63
2,89
2,5
2,5
2,38
2,89
0,75
1,25
1,89
0,5
/
1,5
2
1,75

n

NWRRPRRRPRESNNNWWWNNRS NWRRERRERESNWOWWONWRR PR
wn %)

+ +

+ +

Tabelle 15: Klinisch ophthalmologische Parameter des gesamten Cystinosekollektivs fiir die 56 untersuchten Patienten




10.2. Zusammenfassung der systemischen/apparativ diagnostischen Patientendaten

Die systemischen und apparativ diagnostischen Untersuchungsdaten, die als Grundlage einer statistischen Auswertung dienten sind in Tabelle 17

zusammenfassend dargestellt.

Pat. | Eindring- | Thr. Thr. Thr. Thr. RCCCS | Leuko- Cysteamin- | Cyst. | Allell Allel2
ID tiefe 211/% | 211/% | 211/% | 211/% zytéres dosis C
/%Stroma- | gesamt | S1 S2 S3 Cystin (mg/kgKG/
dicke (nmol/mg) | Tag)

1 0,45 0,0321 0,0262 | 0,0042 0,0018( O 0,15 57,81 0,86 c.18_21delGACT c.18 21delGACT
2 0,96 0,0363 0,0128 | 0,0148 0,0087| 0,25 0,27 52,52 1,28 c.18_21delGACT c.18_21delGACT
3 0,88 / / / / 2,25 0,75 40,08 2,38 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion
4 0,71 / / / / 0,5 0,55 27,32 1,84 57-kb-Deletion ¢.926dupG
5 0,81 / / / / 0,75 1,1 29,82 1,69 57-kb-Deletion €.926dupG
6 / / / / / / / 52,6 / c.18_21delGACT c.18_21delGACT
7 0,84 0,0316 0,0181 | 0,0135 0,0000{ 1,25 0,57 49,86 2,03 57-kb-Deletion c.18_21delGACT
8 0,50 0,0321 0,0306 | 0,0106 0,0084| 1 1,19 38,63 2,41 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion
9 0,93 0,0249 0,0208 | 0,0040 0,0002| O 0,26 42,86 1,21 57-kb-Deletion 1033InsCG
10 0,43 0,0321 0,0162 | 0,0010 0,0000( 2,25 0,56 64,17 2,74 c.18_21delGACT c.18_21delGACT
11 1,00 / / / / 1,25 3,3 12,78 1,65 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion
12 |/ / / / / 9 / 6,6 / 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion
13 0,99 0,0672 0,0089 | 0,0298 0,0284| 3 0,66 35,29 7,08 / /
14 1,00 0,0267 0,0103 | 0,0118 0,0046| 3,75 / 0 4,03 / /
15 0,87 0,0403 0,0193 | 0,0185 0,0025( 0,5 0,92 29,7 1,52 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion
16 0,24 0,0385 0,0365 | 0,0020 0,0000{ 0,5 0,92 66,41 1,22 57-kb-Deletion c.613G>A(D205N)
17 0,49 0,0705 0,0357 | 0,0162 0,0000{ O 0,21 36,41 0,86 57-kb-Deletion €.926dupG
18 0,99 / / / / 0,5 0,39 45,28 1,18 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion
19 1,00 0,0289 0,0219 ( 0,0000 0,0070( 2 / / / 57-kb Deletion c.18 21delGACT
20 0,99 0,1406 0,0268 | 0,0433 0,0650( 1 0,46 25,71 1,33 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion
21 0,49 0,3900 0,1302 | 0,0743 0,0000{ 0,25 0,38 40,96 1,11 ¢.926dupG 400DelGGT
22 0,30 0,1002 0,0958 | 0,0022 0,0022| 0,25 0,11 24,47 1,23 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion
23 0,61 0,1089 0,0873 | 0,0215 0,0002| 1 0,07 35,07 1,14 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion
24 0,56 / / / / 0,5 0,4 45,71 0,69 ¢.926dupG c1015G>A(G229R)
25 0,99 / / / / 4 2,97 0 5,87 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion
26 / / / / / / 1,85 48,2 / 57-kb Deletion 57-kb Deletion




27 1,00 0,0913 0,0504 | 0,0309 0,0101] 0,5 / 33,87 2,12 / /

28 0,28 0,0574 0,0515 | 0,0056 0,0004| 0,25 0,43 62,25 0,98 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion

29 0,83 0,0971 0,0052 | 0,0358 0,0562| O 0,2 41,18 1,99 c.18_21delGACT /

30 0,84 0,0484 0,0349 | 0,0136 0,0000] O 0,79 33,9 1,5 c.18_21delGACT /

31 0,99 0,0586 0,0127 | 0,0295 0,0164| 1,75 1,23 20 2,9 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion

32 1,00 0,0762 0,0762 | 0,0000 0,0000( / / / / / /

33 / / / / / / 1,34 39,3 / / /

34 / / / / / / 0,36 50 / 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion

35 / / / / / / 0,63 79 / €.696_697dupCG Deletion von Exon
36 0,48 0,0587 0,0565 | 0,0023 0,0000| O 2,4 37,86 / 1118 T>C /

37 / / / / / / 0,69 48,6 / 57-kb- Deletion €.852G>T (Q284H)
38 1,00 0,0516 0,0113 | 0,0316 0,0088| 1,25 / / 1,39 / /

39 1,00 0,1951 0,0965 | 0,0056 0,0929| 0,25 2,2 38,1 3,54 ¢.926dupG

40 / / / / / / / / / IVSI-41C>T c.-520T>C

41 0,38 0,0618 0,0532 | 0,0086 0,0000| 0,25 / / 1,77 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion

42 0,95 0,0364 0,0300 | 0,0064 0,0000| 2 0,7 32,09 1,25 57- kb-Deletion 1118 T>C

a3 |/ / / / / / 0,72 41,4 / c.18_21delGACT c.18_21delGACT
44 0,93 0,1763 0,0255 | 0,1448 0,0060| 1,5 5,7 / / / /

45 1,00 0,0248 0,0189 | 0,0017 0,0042] 0,5 0,56 32,3 1,79 57-kb-Deletion 57-kb Deletion

46 0,99 0,0568 0,0033 | 0,0060 0,0475| 0,25 1,5 30,1 2,35 ¢.926dupG €.926dupG

47 1,00 0,0743 0,0005 | 0,0090 0,0648]| 1,25 / / / 57-kb Deletion €.926dupG

48 1,00 / / / / 0,5 1,26 / 2,29 / /

49 0,39 0,0316 0,0316 | 0,0000 0,0000( / 0,53 / / c.516dupc c.516dupc

50 0,10 / / / / 0 0,62 66,7 0,95 / /

51 1,00 0,0513 0,0000 | 0,0026 0,0488| 0 0,51 46,1 1,47 57-kb Deletion €.926dupG

52 / / / / / / / / /

53 0,92 / / / / 1,25 1,1 56,3 0,93 €.295_298del (GTTT) | ¢.1015G>A (G339R
54 0,19 0,0279 0,0279 | 0,0000 0,0000( / 0,52 51,2 / €.295_298del (GTTT) | ¢.1015G>A (G339R
55 0,93 0,0914 0,0663 [ 0,0251 0,0000( 0 / / 1,0 57-kb-Deletion 57-kb-Deletion

56 | 0,45 / / / / / / / / / /

€8

Tabelle 16: OCT-basierte und internistische Parameter des gesamten Cystinosekollektivs. (2. Spalte: Ergebnisse der manuellen Kalipermessungen im
AS-OCT: Prozentualer Anteil der Eindringtiefe der Cystinkristallablagerungen im kornealen Stroma an der jeweiligen Stromadicke, Spalten 3-6:
Ergebnisse des schwellenwertbasierten AS-OCT-Algorithmus: Prozentualer Anteil aller tiber der Grauwertschwelle 211 liegenden Pixel der gesamten
ROIs (Spalte3), bzw. des 1., 2. bzw. 3. Stromasegments (Spalten 4-6) an allen Pixeln in der ROI.
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2. Zusammenfassung

Im Rahmen meiner Doktorarbeit habe ich die Pathophysiologie, diagnostischen
Methoden und Therapiestrategien der Cystinose beschrieben und ein Cystinosekollektiv
(n=56) beziiglich demografischer, klinischer, morphologischer und funktioneller
Parameter beleuchtet. In diesem Zusammenhang konnten Biomarker entwickelt werden,
die die Therapiecompliance der vor allem pédiatrischen Cystinosepatienten verbessern
sollen und eine Graduierung und Typisierung kornealer und chorioretinaler

Cystinkristallablagerungen ermoglichen.

Die Cystinose ist eine seltene lysosomale Speicherkrankheit, die sich mit
Cystinkristallablagerungen im gesamten Korper und somit auch in vielen okuldren
Strukturen, wie der Konjunktiva, Kornea, der Retina und Choroidea manifestiert. Die
Cystinkristallablagerungen konnen einerseits mittels Spaltlampenbiomikroskopie,
andererseits mittels optischer Kohdrenztomografie des vorderen und hinteren

Augenabschnitts sehr gut visualisiert werden.

Aufgrund der verschiedenen Tiefenverteilungsmuster der kornealen Cystin-
kristallablagerungen reicht eine alleinige Beurteilung mittels Kalipermessungen von der
Hornhautoberfliche zum letzten sichtbaren Cystinkristall im AS-OCT oder in der
Spaltlampembiomikroskopie nicht aus, um die Kristallablagerungen adidquat zu

beurteilen.

Daher habe ich im Rahmen der Untersuchungsreihe einen grauwetbasierten
semiautomatisierten Algorithmus entwickelt, mittels dessem eine Beurteilung einzelner
Stromasegmente und somit die Erstellung eines Tiefenverteilungsmusters moglich
wurde. Durch die Bestimmung der verschiedenen Verteilungsmuster der
Cystinkristallablagerungen im kornealen Stroma gelang es ein Klassifikationsschema der
kornealen Manifestation der infantilen nephropathischen Cystinose vom Typ I[-IV zu

entwickeln.

Nach Auswertung der OCT-Scans des hinteren Augenabschnitts, konnten erste Schliisse
auf die Lokalisation der Cystinkristallablagerunngen gezogen werden. Es kann davon
ausgegangen werden, dass sich die Cystinkristalle in den der choroidalen und retinalen
Vaskularisation anliegenden Perizyten befinden. Ebenso konnte in der Arbeit der

retinochoroidale Cystinkristallscore (RCCCS) fiir die Quantifizierung des AusmalBes der
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retinochoroidalen Cystinkristallablagerungen enwickelt werden, anhand dessen auch der
Schweregrad der okuldr manifestierten Cystinose skaliert werden kann. Je hoher der
RCCCS, desto schlechter zeigte sich die Nierenfunktion, gemessen am Cystatin-C und
desto niedriger zeigte sich die tiglich eingenommene Dosis des Cysteamins. Der RCCCS
ermdglicht somit als erster, stabiler Biomarker die Uberwachung der Adhirenz der oralen

Therapie und der systemischen Manifestationen.

Abschliefend habe ich die morphologischen und funktionellen Ergebnisse unseres
Kollektivs den bereits bestehenden Erkenntnissen der Cystinoseforschung
gegeniibergestellt und die Daten unseres Cystinosekollektivs diskutiert. Die neu
etablierten Biomarker fiir die kornealen und retinalen Cystinkristallablagerungen waren
Grundlage der Auswertungen und halfen die Pathophysiologie der Erkrankung besser zu

verstehen.

Die Ermoglichung einer Typisierung der kornealen Manifestation (Typ I-IV) der
Cystinose mittels des entwickelten OCT-Analysealgorithmus, sowie die OCT-basierte
Schweregradskalierung der chorioretinalen Manifestation (keine/milde/moderate/
schwere Ablagerung) der Cystinose erlauben in kiinftigen prospektiven Studien die
zeitliche Dynamik zwischen der Ablagerung retinochoroidaler Kristalle und der
systemischen Krankheitsmanifestation, sowie die Dynamik kornealer Cystinkristall-

ablagerungen unter topischer Therapie zu untersuchen.
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