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1 Einleitung

1.1 Definition M. Fabry
M. Fabry ist eine X-chromosomal rezessiv

vererbte lysosomale  Speichererkrankung.
Beschrieben wurde sie von den Dermatologen
Johannes Fabry und William Anderson im Jahr
1898; bezeichnet wurde sie initial als
»2Angiokeratoma corporis diffusum® (Anderson
1898, Fabry 1898). M. Fabry wird durch
Mutationen verursacht, die im codierenden Gen
der a-Galaktosidase A (a-GAL) liegen. Diese
Mutationen fiihren zu einer eingeschrénkten
oder vollstandig ausgefallenen Aktivitat der a-
GAL, was zur Ablagerung von Sphingolipiden
wie Globotriaosylceramide (Gb3) fuhrt. Diese
lysosomalen  Ablagerungen finden  sich
insbesondere in den Nieren, dem Herzen und
dem zentralen sowie peripheren Nervensystem
und machen den M. Fabry zu einer

lebenslimitierenden Multiorganerkrankung.



1.2 Epidemiologie des M. Fabry
Die Pravalenz des M. Fabry liegt bei 1:40.000

und 1:117.000 (Desnick et al. 2001; Meikle et
al. 1999). Die Zahlen schwanken allerdings
sowohl zwischen den Studien als auch in den
Angaben fur verschiedene Lander. In einer
italienischen Studie wurde ein systematisches
Screening bei  mannlichen  Sauglingen
durchgeflhrt; hier fand sich eine Inzidenz von
1:3.100 (Spada et al. 2006), in Taiwan liegt die
Inzidenz unter mannlichen Neugeborenen bei
1:1250 (Hwu et al. 2009).

1.3 Pathophysiologie des M. Fabry
Dem M. Fabry liegen Mutationen im

codierenden Gen der lysosomalen a-GAL
(GLA-Gen) zugrunde (Opitz et al. 1965). a-GAL
katalysiert die Abspaltung eines
Galaktosemolekiils von Gb3 (Bradey et al.
1967). Gb3 ist ein amphiphiles

membranstandiges Molekul. Aktuell sind tber



600 Mutationen dieses Genes bekannt
(www.fabry-database.org). Zusatzlich gibt es
eine grof3e Anzahl von Polymorphismen, deren
pathophysiologische Wertigkeit noch
unbekannt ist. Fuhrt die genetische Alteration
zu einer Funktionseinschrankung des Enzyms,
folgt die lysosomale Akkumulation von alpha-
und beta-Galaktosyl, sowie von
Glukosylzuckern (Kanda et al. 2000), aber
insbesondere von Gb3, da dieses nur
unzureichend und im Gegensatz zu den
anderen Zuckern durch kein weiteres Enzym
verstoffwechselt wird. Diese Akkumulation fuhrt
Uber noch unvollstandig  verstandene
Mechanismen zur Zellschadigung und zum
Zelluntergang in verschiedenen Geweben
(Namdar et al. 2012). Erstmals aus
Nierengewebe isoliert und nachgewiesen
wurden diese Akkumulationen

gaschromatographisch als Glykolipide



eingeordnet (Sweeley et al.1963). Gb3 lagert
sich insbesondere im Endothel von Gefal3en,
Perizyten, glatten Muskelzellen, Spinalganglien
und ekkrinen Schweil3driisen ab (Gadoth et al.
1983, Lao et al. 1998, Palungwachira et al.
2002). Hier findet es sich auch zytoplasmatisch
oder im endoplasmatischen Retikulum (Askari
et al. 2003, Kanekura et al. 2005). Beim X-
chromosomalen Erbgang sind Manner mit M.
Fabry in der Regel friher und schwerer
betroffen als Frauen (Navarro et al. 2006).
Allerdings kénnen Frauen jeden Schweregrad
der Erkrankung erreichen. Dies liegt daran,
dass es bei Frauen, der Lyon-Hypothese nach,
zu einer zufalligen Inaktivierung der X-
Chromosomen und somit zu  zwei
unterschiedlichen Allelpopulationen innerhalb
eines Individuums kommt (Romeo et al. 1970).
Statistisch gesehen sollte die Halfte der Zellen

eine  regelrechte a-GAL  Enzymaktivitat



besitzen (Dobrovolny et al. 2005). Kommt es zu
einer sogenannten skewed X-Inaktivierung,
das heifl3t zu einer ungleichen Inaktivierung der
X-Chromosomen zu Gunsten des
pathologischen Allels, kann dieses allerdings
zu einem frihen Erkrankungsbeginn und einer
deutlichen Auspragung M. Fabry assoziierter
Symptome fuhren (Elstein et al. 2012,
Echevarria et al. 2016).

1.4 Diagnostik bei M. Fabry
Auf Grund der vielféaltigen Symptomatik des M.

Fabry liegt haufig eine lange Zeitspanne
zwischen dem ersten Auftreten von
Beschwerden bis zur Diagnosestellung. Bei
Mannern betragt dieser Zeitraum im Median 14
Jahre, bei Frauen sogar 16 Jahre (Mehta et al.
2004). Die Diagnosestellung erfolgt durch die
Bestimmung der Enzymaktivitat mittels eines a-
GAL-Assays. Dies kann sowohl im Plasma als

auch in Leukozyten durchgefuhrt werden,



wobei die Bestimmung der Aktivitat in
Leukozyten der Bestimmung der
Enzymaktivitat im Plasma bei Frauen
Uberlegen ist (Wilcox et al. 2008). Bei
heterozygoten Frauen kann die Enzymaktivitét
im Referenzbereich liegen. Daher wird bei
begrindetem Verdacht eine Sequenzierung
des a-GAL-Genes zur Diagnosesicherung
durchgefuihrt (Wilcox et al. 2008). Die
Diagnosestellung kann zudem durch die
Bestimmung der Enzymaktivitat mittels eines a-
GAL-Assays im Urinsediment erfolgen
(Desnick et al. 1979, Kitagawa et al. 2008).
Eine  alternative = Mdglichkeit ist  die
Enzymaktivitatsbestimmung aus Trockenblut
(Caudron et al. 2015). Es gibt auch Menschen
mit einer in-vitro erniedrigten a-GAL-Aktivitat
bei vollstandig erhaltener intrazellularer
Aktivitdt ohne pathologischen Wert, die durch

Mutationen im Pseudodefizienz-Allel



verursacht wird (Yasuda et al. 2003, Farooq et
al. 2016).

Auch bei Mannern ist die genetische Testung
zu empfehlen, da verschiedene Mutationen mit
unterschiedlichen Phéanotypen einhergehen
konnen. Beim Nachweis von Polymorphismen
ist jedoch auch nach der Sequenzierung des a-
GAL-Genes eine sichere Diagnosestellung
nicht immer maoglich (Gomez et al. 2012, Smid
et al. 2015, Lukas et al. 2016). An die
Diagnosesicherung sollte sich ein
Familienscreening anschlieen, um weitere

Betroffene zu identifizieren.

1.5 Klinisches Bild des M. Fabry
Klinisch prasentiert sich der M. Fabry

heterogen. Kardial ist eine linksventrikulare
Hypertrophie charakteristisch, insbesondere
die Fabry-typische myokardiale Fibrose spielt
hier eine SchlUsselrolle (Kramer et al. 2014).

Potenziell letale Arrhythmien kodnnen sich



ebenso manifestieren wie Herzinfarkte oder
eine Herzinsuffizienz (Linhart et al. 2002,
Senechal et al 2003, Kampmann et al. 2008).
Renal ist eine chronische Niereninsuffizienz mit
Mikroalbuminurie und Proteinurie eine haufige
Komplikation (Sheth et al. 1983, Branton et al.
2002, Ortiz et al. 2008). Neurologisch stehen
bereits im Kindesalter auftretende episodische
brennende Schmerzen im Vordergrund. Diese
manifestieren sich besonders bei Fieber, Hitze
oder korperlicher Belastung, sind meist akral
lokalisiert und beeintrachtigen die
Lebensqualitéat erheblich (Ries et al. 2005;
Uceyler et al. 2014). Des Weiteren kann es zu
rezidivierenden zerebralen Ischamien
insbesondere im jungen Lebensalter kommen
(Mehta et al. 2005, Rolfs et al. 2005, Goeggel
et al. 2015). Mittels kranialer
Kernspintomographie lassen sich zudem

Marklagerlasionen unklarer Ursache und



biologischer Relevanz, sogenannte white
matter lesions, nachweisen (Moore et al. 2003,
Rost et al. 2016). Das periphere Nervensystem
ist meist im Sinne einer small fiber Neuropathie
(SFN) betroffen, was zu den Fabry-assoziierten
Schmerzen beitragen kann (Ugeyler et al.
2014). Zudem berichten die meisten Patienten
von einer Schweil3sekretionsstorung im Sinne
einer Hypo- bis Anhidrose (McDermot et al.
2001). Auch wird von gastrointestinalen
Beschwerden berichtet, insbesondere
abdominale Schmerzen sowie wiederkehrende
Diarrhoen spielen hier eine wichtige Rolle
(Cable et al. 1982, Hoffmann et al. 2007a,
Hoffmann et al. 2007b). Ophthalmologisch
kann sich eine Cornea verticillata ebenso
finden wie eine Tortuositas vasorum bei
ausgepragtem arteriellem Hypertonus (Macrae
et al. 1985, Sodi et al. 2007). In der

dermatologischen Untersuchung sind



sogenannte Angiokeratome typisch, bei denen
es sich um Hamangiome oder GefalRektasien in
der Haut handelt (Hashimoto et al. 1965,
Altmeyer et al. 2009). Als weitere Symptome
werden von den Patienten haufig Uber Fatigue
sowie eine Depression berichtet (Sadek et al.
2004, Bugescu et al. 2015, Lelieveld et al.
2015).

1.6 Schmerz bei M. Fabry
Schmerz ist eines der ersten bei Fabry-

Patienten auftretenden Symptome (Ries et al.
2003, Laney et al. 2015). Etwa 60% der Jungen
und 40% der Madchen mit M. Fabry leiden
unter Schmerzen (Hopkin et al. 2008). Der
Schmerz ist meist in den Handen und FulRen
der Patienten lokalisiert, kann sich jedoch auch
zB. in den Gelenken oder Zahnen
manifestieren. Ausgeltst wird der Schmerz
durch kérperliche Belastung, Hitze oder Fieber.

Der Schmerz préasentiert sich  héaufig

10



episodisch, teils auch krisen- oder attackenartig
und hat meist einen brennenden oder
stechenden Charakter (Ucgeyler et al. 2014).
Der Wirzburg Fabry Pain Questionnaire ist ein
auf den M. Fabry ausgerichteter Fragebogen,
der die Vielzahl der moglichen
Prasentationsformen des Fabry-assoziierten
Schmerzes bei erwachsenen Patienten
beriicksichtigt (Uceyler et al. 2014, Magg et al.,
2015).

1.7 Therapie des M. Fabry
Zur Behandlung des M. Fabry steht die

Enzymersatztherapie (ERT) zur Verfigung
(Eng et al. 2001, Schiffmann et al. 2001) mit
den beiden Praparaten Agalsidase alfa
(Replagal; Shire Human Genetic Therapies AB,
Danderyd, Sweden) und Agalsidase beta
(Fabrazyme,; Genzyme Corporation,
Cambridge, MA). Diese missen alle zwel

Wochen intravents verabreicht werden. Nach

11



aktueller Datenlage besteht kein Unterschied in
der Effizienz der beiden Préparate (Vedder et
al. 2007). Die Wirksamkeit einer
Dosissteigerung bei  besonders  schwer
betroffenen Patienten wird aktuell diskutiert
(Schiffmann et al. 2015). Kirzlich wurde zudem
das oral einzunehmende Migalastat (Galafold,
Amicus Therapeutics) zugelassen, das als
Chaperon wirkend den Anteil der Kkorrekt
gefalteten a-GAL steigert und somit die
Enzymaktivitat verbessert (Warnock et al.
2015, Germain et al. 2016). Ziel ist es, jeweils
durch den frihen Beginn einer Therapie den
Organbefall und das Ausmall der

Organschédigung gering zu halten.

1.8 Biomarker in der Diagnhostik von M.
Fabry
Ein Biomarker ist ein Parameter, der durch

Nachweis bzw. Quantifizierung mit der

Diagnose und/oder mit der Schwere einer

12



Erkrankung assoziiert ist. Zudem kann er dem
Monitoring des Verlaufes der Erkrankung und
des Therapieerfolges dienen (Cox 2006). Zur
Verfigung steht aktuell der
elektronenmikroskopische Nachweis
charakteristischer Ablagerungen in Herz- und
Nierenbiopsaten (Smid et al. 2014, Martins et
al. 2014, Tegndel et al. 2015). Insbesondere
Nierenbiopsien werden in der Klinischen
Routine angewandt, da sie neben dem
diagnostischen Wert auch eine Aussage Uber
den renalen Gewebeschaden liefern. Beide
Biopsien sind jedoch mit einer invasiven
Diagnostik und mit einem individuellen
Risikoprofil verbunden. Als nicht-invasives
Verfahren wird der Plasmaspiegel von
Globotriaosylsphingosine (lyso-Gb3) mittels
Massenspektrometrie bestimmt; dieser ist bei
mannlichen Fabry-Patienten erh6ht, nicht

jedoch bei gesunden Probanden. Bei

13



weiblichen Fabry-Patienten ist er ebenso
erhoht, es besteht jedoch eine Uberschneidung
mit dem lyso-Gb3-Spiegel gesunder Kontrollen
(Smid et al. 2015, Sueoka et al. 2015). Die
weitere massenspektrometrische
Aufschlisselung des lyso-Gb3 in seine Analoga
kann die diagnostische Treffsicherheit und
insbesondere  auch  die  prognostische
Abschatzung verbessern (Boutin et al. 2016).
Auch die Ausscheidung von Gb3 im Urin tragt
zur Diagnostik bei (Alharbi et al. 2016). Andere
Marker wie Prostaglandin H2 Disomerase,
Uromodulin und Prosaposin im Urin werden
diskutiert, spielen in der klinischen Routine
jedoch aktuell noch keine Rolle (Matafora et al.
2015).

1.9 Probleme bei der Diagnostik und
Verlaufsbeurteilung bei M. Fabry
Trotz verschiedener potenzieller Biomarker und

vieler weiterer Mdglichkeiten der Diagnostik bei

14



M. Fabry ist sowohl die Diagnosestellung als
auch das Monitoring des Krankheitsverlaufes
weiterhin schwierig. Nachteile der Nieren- und
Herzbiopsien sind die Invasivitat, die damit
verbundenen Risiken und zudem die hierzu und
far die Gewebebeurteilung bendtigte
Arbeitszeit und Expertise. Auf Grund
zahlreicher ~ Polymorphismen  mit  noch
unbekannter pathophysiologischer Bedeutung
ist auch nach genetischer Sequenzierung eine

Diagnosestellung nicht immer sicher méglich.

1.10 Hautbiopsate als Biomarker bei
nicht dermatologischen
Krankheitsbildern

Hautbiopsien  spielen  nicht nur  bei

dermatologischen Erkrankungen, auch auf
Grund des einfachen Zugangsweges eine
wichtige Rolle. So tragen Hautbiopsien auch
zur Differenzialdiagnostik von peripheren
Neuropathien bei (Lauria et al. 2005). Aber
auch bei Erkrankungen des zentralen

15



Nervensystems findet sich haufig ein Korrelat in
der Haut. So finden sich bei der Cerebral
Autosomal Dominant  Arteriopathy  with
Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy,
der CADASIL, charakteristische
Veranderungen in den glatten Muskelzellen von
dermalen Arterien (Cotrutz et al. 2010). Auch
bei der Diagnostik des M. Parkinson und der
Multisystematrophie kann die Hautbiospie
hinweisend sein (Miki et al. 2010, Haga et al.
2015). Hautbiopsien kdnnen jedoch nicht nur
zur Diagnostik herangezogen werden, sondern
auch einen pradiktiven Wert haben und somit
ein Indikator bei der Therapieevaluation sein.
Eine kirzlich veroffentliche Studie zeigte, dass
sogenannte Advanced Glycation Endproducts,
also an Proteine gekoppelte Zucker, in
Hautbiopsien von Patienten mit Diabetes

mellitus sowohl mit einer Hyper-Creatindmie als

16



auch diabetischer Retinopathie korrelieren
(Sternberg et al. 2016).

1.11 Gb3-Ablagerungen in der Haut von
M. Fabry-Patienten
Neben dem Herz, den Nieren und dem Gehirn

akkumuliert Gb3 auch in der Haut von M. Fabry-
Patienten, wo es sich insbesondere in
Fibroblasten anreichert (Askari et al. 2007).
Vergleicht man Hautbiopsien vor und nach dem
Beginn einer ERT, so zeigen sich die Gb3-
Ablagerungen in Fibroblasten reduziert,
wahrend sie in Muskeln und Schweil3driisen
persistieren (Keslova-Veslikova et al. 2008).
Die Darstellung von Gb3 erfolgte dabei meist
elektronenmikroskopisch.  Diese = Methode
zeichnet sich durch hohe Kosten und
Zeitaufwand aus, was dem Einsatz im
klinischen Alltag als Routinediagnostik

entgegensteht.
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1.12 Zielsetzung der Arbeit
Die Diagnostik des M. Fabry erfolgt

laborchemisch mittels
Enzymaktivitatsbestimmung und mittels
genetischer Testung. Als Biomarker zur
Prognoseeinschatzung und zum Monitoring der
Erkrankung hat sich bislang lediglich das Lyso-
Gb3 etabliert. Ziel dieser Studie war es, die
diagnostische Wertigkeit von Gb3-
Ablagerungen in der Haut von Patienten mit M.

Fabry zu untersuchen.

1.13 Hypothesen
In der vorgelegten Arbeit wurden folgende

Hypothesen tberpruft:

Die Gb3-Last ist in der Haut mittels

Immunfluoreszenzmikroskopie nachweisbar.

Die Menge an Gb3 in der Haut I&sst sich mittels

Immunfluoreszenzmikroskopie quantifizieren.

18



Die Menge an Gb3 in der Haut ist bei Patienten
mit M. Fabry in Abhangigkeit von der
Krankheitsschwere erhoht.

Die Menge an Gb3 in der Haut ist bei Patienten
mit M. Fabry grolBer als bei gesunden

Kontrollen.

Die Menge an Gb3 in der Haut von M. Fabry-

Patienten nimmt durch ERT ab.

2 Material und Methoden

2.1 Studienkollektiv
Es wurden 84 Patienten mit genetisch

gesichertem M. Fabry am Fabry Zentrum fir
interdisziplinare  Therapie  (FAZIT) der
Universitat Wuarzburg rekrutiert. Am FAZIT
werden Fabry-Patienten aus ganz Deutschland
betreut, die sich zur Diagnosesicherung,
Therapieeinleitung und Langzeitbehandlung

vorstellen. Die Rekrutierung erfolgte prospektiv

19



zwischen 2008 und 2013. Es wurden nur
Patientinnen und Patienten in die Studie
eingeschlossen, die mindestens 18 Jahre alt
waren. Zudem musste die genetische Testung
ebenso wie eine Aktivitatsbestimmung der a-
GAL die Diagnosesicherung erbracht haben.
Die Studie erhielt von der Ethikkommission der
Universitdat Wurzburg ein positives Votum
(#20/13). Alle Studienteilnehmer wurden
umfassend schriftich und muandlich Gber die
Studie aufgeklart und gaben ihr schriftliches
Einverstandnis. Zudem wurden 27 gesunde
Kontrollen aus dem  Freundes- und
Bekanntenkreis der Patienten und des

Untersuchers rekrutiert.

2.2 Biometrische Fallzahlberechnung
Fur den Unterschied zwischen den zwei

Gruppenmittelwerten wurde ein Effekt von d =
0.8 angenommen, was einer grol3en

Effektstarke entspricht, da in der Literatur

20



bereits Gb3-Ablagerungen bei Patienten mit M.
Fabry nachgewiesen werden konnten und bei
gesunden  Kontrollen keine  relevanten
Ablagerungen zu erwarten waren. Um diesen
Effekt mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% bei
Durchfiihrung eines t-Tests zur Berechnung der
Mittelwertunterschiede zweier unabhangiger
Gruppe zu identifizieren, bei einseitigem a von
a = 0.05 und angestrebten/angenommenen

Verhaltnis von 3,5:1, wird eine Stichprobe von

mindestens N = 69 Patienten und von
mindestens N = 23 gesunden Kontrollen
bendtigt.

2.3 Klinische Untersuchung und
Fragebdgen
Alle Patienten wurden klinisch-neurologisch

untersucht und mit standardisierten
Schmerzfragebdgen befragt: Neuropathic Pain
Symptom Inventory (NPSI) (Bouhassira et al.
2004; Sommer et al. 2011), Graded Chronic

21



Pain Scale (GCPS) (von Korff et al. 1992).
Zudem beantworteten alle Patienten die Fragen
der Allgemeinen Depressionsskala (ADS)
(Deutsche  Version des Zentrum  fir
epidemiologische  Studien, CES (Radloff
1977)). Der NPSI unterteilt den Schmerz in
verschiedene Formen wie Spontanschmerz,
Schmerzattacken und evozierten Schmerz.
Zudem wird der Schmerz nach der Qualitat
weiter aufgeschlisselt, so wird z.B. nach
stechenden oder elektrisierenden Schmerzen
gefragt, und die Intensitat auf einer
numerischen Ratingskala zwischen 0 (kein
Schmerz) und 10 (starkster Schmerz) bewertet.
Auch die Schmerzdauer und -haufigkeit wird
abgefragt. Im GCPS wird der zeitliche Verlauf
der Schmerzen in den zurlckliegenden vier
Wochen betrachtet und evaluiert, inwieweit die
Aktivitdten durch den Schmerz eingeschrankt

wurden. Die Aktivitdten werden jeweils nach
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Alltag, Freizeit und Beruf unterschieden.
Zudem wird die maximale und durchschnittliche
Schmerzstéarke quantifiziert, auch hier wird der
Schweregrad auf einer Skala zwischen 0 und
10 bewertet. Da ein Zusammenhang zwischen
Schmerz und Depression besteht und zudem
Depression bei M. Fabry gehauft auftritt (Sadek
et al. 2004, Lelieveld et al. 2015) wurde zur
Erkennung depressiver Symptome der ADS
verwendet. Im ADS werden
depressionstypische Denk- und
Verhaltensmuster, die in der zuriickliegenden
Woche aufgetreten waren, und die Haufigkeit
des Auftretens abgefragt (Radloff et al. 1977).

2.4 Quantitative sensorische Testung

(QST)
Die QST ist eine psychophysische Testbatterie,

bei der 13 Tests zur Prufung der Funktion der
kleinen diinn- und unbemarkten Nervenfasern

integriert sind. Die Untersuchungen erfolgten
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nach einem standardisierten Protokoll des
Deutschen Forschungsverbundes
Neuropathischer Schmerz (DFNS) (Rolke et al.
2006). Es wurde ein kalibriertes QST-Gerat
(Somedic AB, Horby, Schweden) verwendet.
Alle Messungen erfolgten standardméafig am
linken Ful3ricken sowie an der linken Wange
als Kontrollareal. Untersucht wurden die
thermischen und mechanischen
Wahrnehmungs- und Schmerzschwellen (als
Funktionen der kleinkalibrigen Nervenfasern),
sowie die Vibrationswahrnehmungsschwellen
(als Funktion der dick-bemarkten
Nervenfasern). Zudem wurden paradoxe
Hitzeempfindungen aufgezeichnet, dies
bedeutet, dass kalte Reize als warm
wahrgenommen wurden. Die individuellen
QST-Daten wurden mit den verotffentlichten

Normwerten (Magerl et al. 2010) verglichen.
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2.5 Elektroneurographie
Bei jedem Patienten wurde eine sensible

Neurographie des N. suralis rechts
durchgefuhrt. Hierzu wurde eine antidrome
Nervenstimulation durchgefihrt. Verwendet
wurden Oberflachenelektroden und
standardisierte  Messbedingungen  (Kimura
2001). Die Ergebnisse wurden mit den
Normwerten unseres Labors verglichen. Der
untere  Grenzwert fur das  sensible
Nervenaktionspotenzial (SNAP) lag bei 10 pVv
fur Patienten < 65 Jahre und bei 5 pV bei
Patienten = 65 Jahre. Der untere Grenzwert fur
die Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) lag fur
jede Altersgruppe bei 40 m/s. Alle Messungen
wurden unter Temperaturkontrolle der Haut
(232°C) des distalen Unterschenkels

durchgefihrt.
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2.6 Internistische
Zusatzuntersuchungen
Im Rahmen des Besuches am FAZT in

Wirzburg erfolgten zudem weitere
Untersuchungen. Die Nierenfunktion wurde
mittels der glomerularen Filtrationsrate (GFR)
beurteilt. Eine nicht eingeschrénkte
Nierenfunktion wurde als GFR = 60 ml/min/1.73
m? definiert (Schiffmann et al. 2009; Tahir et al.
2007; Vedder et al. 2007). Zum Monitoring
einer moglichen Fabry-Kardiomyopathie wurde
eine Echokardiographie sowie, wenn maoglich,
eine kardiale MRT mit der Fragestellung nach
kardialer Fibrose und links ventrikulérer
Hypertrophie durchgefuhrt. Zudem wurden die
Patienten nach gastrointestinalen
Beschwerden im Sinne von Diarrhoe,

Obstipation und Magenschmerzen befragt.

2.7 Hautstanzbiopsie
Bei allen an der Studie teilnehmenden

Patienten und Kontrollprobanden wurde jeweils
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eine Hautstanzbiopsie am linken
Unterschenkel 10 cm oberhalb des Malleolus
lateralis sowie des linken Riickens paramedian
auf Hohe Th10 durchgefuhrt. Dies erfolgte nach
Ausschluss von Kontraindikationen wie z.B.
Allergien auf Lokalanasthetika oder
Wundheilungsstorungen. Die Biopsie wurde
standardisiert mit einer 5 mm Stanze (Stiefel
GmbH, Offenbach, Deutschland) nach
Spriuhdesinfektion in Lokalanasthesie mit 1%
Scandicain  (McCarthy et al. 1995)
durchgefuhrt. Die Wundversorgung erfolgte mit
Leukostrips (Smith & Nephew, Lohfelden,
Deutschland) sowie Hautpflastern.  Die
ausgestanzte Hautbiopsie wurde in einer Tiefe
von ca. 4 mm mit einem Skalpell von der
Subkutis abgelést. Im Anschluss an die
Entnahme wurden die Hautbiopsien steril
geteilt, eine Halfte wurde bei -80°C gelagert

und fur Genexpressionsanalysen, die andere
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Halfte nach der Entnahme fur 30 Minuten in 4%
Paraformaldehyd (pH 7,4) fixiert und fur
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen asserviert
(Ugeyler et al. 2010).

2.8 Immunfluoreszenzfarbungen
Im Anschluss an die Fixierung wurden die

Hautproben dreimal in  Phosphatpuffer
gewaschen und in 10% Saccharose mit 0,1 M
Phosphatpuffer inkubiert. Das Gewebe wurde
in  Tissue Tek® (Sakura, Zoeterwoude,
Niederlande) eingebettet, in 2-Methylbutan
eingefroren, gekuhlt durch flissigen Stickstoff
und bei -80°C gelagert bis zur weiteren

Bearbeitung.

Es wurden Kryoschnitte von 10 pum
Schichtdicke angefertigt. Diese Schnitte
wurden fur 30 Minuten luftgetrocknet und dann
umrandet. Es folgte das zweimalige Waschen
mit PBS fur jeweils 5 Minuten. Anschlie3end

wurden die Schnitte fur eine Stunde in 5%
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BSA/PBS mit 0,1% Triton bei Raumtemperatur
gestellt. Uber Nacht wurden die Proben mit den
Primarantikorpern inkubiert. Verwendet wurden
hier ein Antikbrper vom Kaninchen gegen den
pan-axonalen Marker protein gene product 9.5
(PGP 9.5; Ultraclone, UK 1:800) sowie ein
Antikdrper von der Maus gegen den Marker von
Gb3, CD77 (BD Pharmingen, Heidelberg,
Germany, 1:100) (Tetaud et al., 2003). Am
Folgetag wurden die Schnitte jeweils dreimal in
PBS gewaschen und im Anschluss fur zwei
Stunden mit einem  Sekundarantikorper
inkubiert. Als Sekundarantikdrper wurden ein
Antikdrper von der Ziege gegen den Antikdrper
von der Maus, verbunden mit cyanine 3.18
(Amersham, USA, 1:50 Cy3) sowie ein
Antikorper vom Esel gegen den Antikdrper vom
Kaninchen, verbunden mit dylight (Biolegend,
USA, 1:200) verwendet. Im Anschluss wurden

die Objekttrager nochmals dreimal in PBS
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gewaschen und daraufhin mit Vectashield
(Vector Laboratories Burlingame, USA)

eingedeckt.

Analog zu den Doppelfarbungen mit CD77 und
PGP 9.5 wurden ebenso Farbungen mit CD77
und von-Willebrand-Faktor (VWF), einem
Marker fur Gefalie, angefertigt. Hierfur wurde in
dem oben beschriebenen Protokoll der PGP
9.5 Antikérper gegen einen Anti-Faktor-VIII
Antikodrper (von-Willebrand-Faktor, Dako, USA,
1:200) ausgetauscht.

2.9 Bestimmung der intraepidermalen
Nervenfaserdichte und Quantifizierung
der dermalen Gb3-Last

Drei Kryoschnitte pro Biopsie a 10 um wurden

auf fur den Untersucher verblindeten
Objekttragern mit einem Zeiss Axiophot 2
Mikroskop (Axiophot 2, Zeiss, Deutschland)
untersucht. Die Bilder wurden mit einer CCD

Kamera  (Visitron  Systems,  Tuchheim,
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Deutschland) aufgenommen und mit SPOT
Advanced Software (Windows Version 4.5,
Diagnostic Instruments, Inc, Sterling Heights,
USA) ausgewertet. Die Zahlung und
Auswertung der intraepidermalen
Nervenfasern erfolgte nach veroéffentlichten
Regeln (Lauria et al. 2005). Die Normwerte
unseres Labors fur die intraepidermale
Nervenfaserdichte (IENFD) sind fir den
Unterschenkel 9 +/- 3 Fasern/mm und fir den

Ricken 12 +/- 4 Fasern/mm.

Fur die Quantifizierung der Gb3-Ablagerungen
wurden jeweils drei Schnitte, die mit einem
Antikdrper gegen CD77 inkubiert worden
waren, ausgewertet. Von jedem einzelnen
Schnitt wurden jeweils drei Bilder bei 20x
VergrolRerung aufgenommen. Ein Bild wurde
subepidermal am linken lateralen Rand, ein
zweites subepidermal am rechten lateralen

Rand und ein drittes medial im unteren
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Abschnitt des Schnittes, wie in Abbildung 2.1
dargestellt, aufgenommen. Die Bilder wurden
kalibriert auf 2724 Pixel/um und
halbautomatisiert mit ImageJ Software (Version
1.45; hhtp://imagej.nih.gov/ij/download.html)
offline ausgewertet. Es wurde der prozentuelle
Anteil bestimmt, der in den einzelnen Bildern
mit Gb3 bedeckt war. Aus diesen
Prozentzahlen wurde der Mittelwert gebildet,

der in die Gesamtauswertung einging.
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Epidermis

ROI 1 ROI 2

Dermis

ROI 3

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der
bearbeiteten Hautprobe, aufgegliedert in
Epidermis (grau) und Dermis (beige).
Dargestellt ist die Auswahl der regions of
interest (ROI) fir die Gb3-Quantifizierung. Die
erste ROI lag am linken Rand des Schnittes,
angrenzend an die Epidermis, die zweite ROI
am rechten Rand des Schnittes, angrenzend an
die Epidermis, die dritte ROl am unteren Rand
der Dermis mit gleichem Abstand zu beiden

Randern.
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2.10 Statistische Analyse
Zur statistischen Analyse der erhobenen Daten

wurde IBM SPSS Statistics 22.0 Software (IBM,
Ehningen, Deutschland) verwendet. In den
Analysegruppen bestand keine
Normalverteilung, sodass der nicht
parametrische  Mann-Whitney-U-Test  flr
Gruppenvergleiche verwendet wurde. Die
Ergebnisse sind als Boxplots dargestellt,
angegeben werden der Median sowie die obere
und untere 25% Perzentile. Ab einem P-Value
<0.05 wurde ein Ergebnis als signifikant

gewertet.

3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der klinischen
Untersuchung
Epidemiologisch  unterschieden sich die

Patienten- und Kontrollgruppe bzgl. Alter und
Geschlecht nicht voneinander. In der klinisch
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neurologischen Untersuchung fand sich bei
21/84 (25%) ein pathologischer Befund: in 8/21
Fallen fand sich eine Hypasthesie, in 13/21
Fallen eine Hypakusis. In 50/84 (64%) aller
Falle war der klinisch-neurologische
Untersuchungsbefund normal. 46/84 (55%) der
Patienten gaben Fabry-assoziierten
Brennschmerz der H&nde und FuRRe an,
hierunter 28/38(74%) Méanner und 18/46 (39%)
Frauen. Der Median des NPSI Summenscores
war 0,24 fur Manner (Spanne 0-0,64) und 0,1
fur Frauen (Spanne 0-0,53) mit M. Fabry, was
fur  eine starkere  Auspragung der
neuropathischen Schmerzen bei den
mannlichen Patienten sprach. 27/84 (32%) der
Patienten hatten im ADS einen pathologischen
Wert von >16 Punkten, was auf eine
Depression hinweisen kann, hierunter 16/38
(42%) Manner und 11/46 (24%) Frauen. Die
QST ergab angehobene

35



Wahrnehmungsschwellen flr thermische Reize
(CDT, WDT, TSL) als Hinweis auf eine SFN in
25/36 (69%) der mannlichen und 22/46 (48%)
der weiblichen Fabry Patienten. Die sensible
Neurographie des N. suralis zeigte in 6/82 (7%)
aller Falle, hierunter 6/37 (16%) Manner und
0/45 (0%), eine reduzierte
Nervenleitgeschwindigkeit <40 m/s als Zeichen
einer Demyelinisierung; die SNAP Amplitude
war in 6/82 (7%) Falle auf <10uV bei Patienten
<65 Jahren und <5pv bei Patienten >65 Jahren
vermindert als Hinweis auf eine axonale
Schadigung hierunter 5/37 (14%) Manner und
1/44 (2%) Frauen; in 2/84 Fallen war die
Untersuchung vom Patienten abgelehnt
worden. In 53/81 (65%) aller Patienten lag die
distale IENFD unterhalb der Normwerte
unseres Labors (Median 2,8 Fasern/mm,
Spanne 0-5,9 Fasern/mm), hierunter 33/38
(87%) Manner und 20/43 (47%) Frauen, die

36



proximale IENFD war in 22/81 (27%) reduziert
(Median 9,9 Fasern/mm, Spanne 0,6-14,8
Fasern/mm), hierunter 14/38 (37%) Manner
und 8/43 (19%) Frauen. Im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen war die distale IENFD
(p<0,001) und die proximale IENFD (p<0,05)
bei unseren Patienten niedriger. Nach den
Kriterien von Devigili et al. hatten 21/38 (55%)
der Manner und 16/46 (35%) der Frauen mit M.
Fabry eine assoziierte SFN (Devigili et al.
2008).

3.2 Subgruppenanalyse
Bei den mannlichen Fabry-Patienten hatten

12/38 (32%) eine GFR < 60 ml/min. Die
Patienten mit einer eingeschrénkten
Nierenfunktion waren im Median mit 51,1
Jahren (Spanne 30,7-71,4) alter als jene mit
einer normalen GFR (Median 37,2
Lebensjahre, Spanne 18,0-64,6). Die Zeit seit

Diagnosestellung war mit je 1,9 Jahren im
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Median gleich (Spanne 0-14,7 bei GFR < 60
ml/min, Spanne 0,1-8,9 bei GFR = 60 ml/min).
Je 50% der Patienten mit einer
eingeschrankten und 50% der Patienten mit
einer normalen Nierenfunktion erhielten ERT.
Die Dauer der Therapie lag bei Patienten mit
einer eingeschrankten Nierenfunktion mit 3,7
Jahren im Median (Spanne 1,2-6,0) leicht Gber
der Behandlungsdauer der Patienten mit einer
normalen Nierenfunktion von 2,5 Jahren
(Spanne 1,0-8,9). Der relative Anteil von
Patienten mit einer SFN lag bei Patienten mit
einer eingeschrankten Nierenfunktion héher als
bei Patienten mit normaler Nierenfunktion (67%
versus 50%). Die IENFD der Patienten mit
eingeschréankter Nierenfunktion lag mit 0,5
Fasern/mm im Median (Spanne 0,0-3,0) am
Unterschenkel sowie 10,9 Fasern/mm (Spanne
0,6-23,9) deutlich unter derjenigen der

Patienten mit einer normalen Nierenfunktion.
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Hier fand sich am Unterschenkel eine mediane
IENFD von 2,8 Fasern/mm (Spanne 0-13,4)
sowie am Ruicken von 19 Fasern/mm (Spanne
6,9-30,6). Wahrend die Anzahl der Patienten
mit  Fabry-assoziierten = Schmerzen sich
zwischen den Gruppen nicht wesentlich
unterschied (62% versus 50%), litten 75% aller
Patienten mit einer eingeschrénkten
Nierenfunktion unter Hypo- oder Anhidrose,
wahrend dies bei den Patienten mit normaler
Nierenfunktion nur 50% beklagten. Patienten
mit einer eingeschrankten Nierenfunktion
erreichten zudem einen hoheren NPSI
Summenscore (Median 0,16, Spanne 0,00-
0,54 versus Median 0,09, Spanne 0,00-0,64).
Umgekehrt verhielt es sich beim ADS-
Fragebogen. Hier lag der Score der Patienten
mit einer eingeschrénkten Nierenfunktion mit
10 im Median (Spanne 0-31) unter dem ADS

der Patienten mit einer normalen
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Nierenfunktion (Median 17, Spanne 3-40). Der
Anteil von Patienten mit einer Fabry-
Kardiomyopathie war mit 75% bei Patienten mit
einer eingeschrankten Nierenfunktion im
Vergleich zu den Patienten mit normaler

Nierenfunktion mit 38% deutlich erhdht.

Bei Frauen mit M. Fabry hatten 5/46 (11%) eine
GFR < 60 ml/min. Im Median waren weibliche
Patienten mit einer eingeschrankten
Nierenfunktion 8 Jahre é&lter als weibliche
Patienten mit normaler Nierenfunktion (Median
47,6 Jahre, Spanne 39,4-69,5 versus Median
39,6 Jahre, Spanne 19,9-66,8). 60% der
weiblichen Fabry-Patienten mit
eingeschréankter Nierenfunktion erhielten eine
ERT im Median tber 1,0 Jahr (Spanne 0,2-2,3
Jahre), wahrend lediglich 20% der weiblichen
Fabry-Patienten mit einer normalen
Nierenfunktion eine ERT erhielten, hier im
Median fur 5,4 Jahre (Spanne 0,3-7,0 Jahre).
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Die Zeitspanne seit der Diagnosestellung war in
beiden Gruppen nur kurz bis zu der Entnahme
der Hautbiopsie (Median 0,2 Jahre, Spanne
0,2-2,9 versus Median 0,5 Jahre, Spanne O-
35,4). 60% der weiblichen Fabry Patienten mit
einer eingeschrankten Nierenfunktion hatten
nach Devigili et al. eine SFN, bei einer
normalen Nierenfunktion war diese mit 32%
deutlich seltener zu diagnostizieren. Die IENFD
lag im Median bei 3,7 Fasern/mm (Spanne 1,8-
4,5) am Unterschenkel sowie 23,0 Fasern/mm
(Spanne 8,9-35,2) am Rucken bei weiblichen
Fabry-Patienten mit einer eingeschrankten
Nierenfunktion. Bei weiblichen Fabry-Patienten
mit einer normalen Nierenfunktion lag die
IENFD am Unterschenkel im Median bei 7,0
Fasern'/mm (Spanne 1,8-16,6) und 23,8
Fasern/mm (6,2-53,6) am Rucken. Fabry-
assoziierter Schmerz war in beiden Gruppen
sehr &hnlich vertreten (60% vs 59%). Der NPSI
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Summenscore lag im Median bei 0,04 (Spanne
0,00-0,37) bei den weiblichen Fabry-Patienten
mit einer eingeschrankten Nierenfunktion und
0,08 (Spanne 0,00-0,53) bei den weiblichen
Fabry-Patienten mit normaler Nierenfunktion.
Wahrend keine Frau mit M. Fabry und
eingeschréankter Nierenfunktion unter einer
Hypo- oder Anhidrose litt, wurden diese von
37% der weiblichen Fabry-Patienten mit einer
normalen Nierenfunktion beschrieben. Im
Gegensatz zu den mannlichen Patienten
erreichten weibliche Fabry-Patienten mit einer
eingeschrankten Nierenfunktion im Median 18
Punkte (Spanne 10-36) auf der ADS wahrend
die weiblichen Fabry-Patienten mit einer
normalen Nierenfunktion lediglich 9,5 (Spanne
0-45) Punkte erreichten. Der Anteil der Fabry-
Kardiomyopathie war mit 40% und 32% relativ

ahnlich.
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3.3 Gb3-Ablagerungen bezogen auf
Geschlecht und im Vergleich mit
Kontrollen.

Wie in Abbildung 3.1 dargestellt, fanden sich in

der distalen Haut von Mannern mit M. Fabry
groRere Mengen an abgelagertem Ghb3 als bei
Frauen (p<0,05). Verglich man die Menge an
Gb3 Ablagerungen der Fabry-Patienten mit
gesunden Kontrollen, zeigte sich sowohl bei
den Mannern als auch bei Frauen ein
Unterschied (p<0,05). Dieselben statistischen
Analysen wurden auch mit den Hautproben
vom Rucken durchgefihrt; hier fand sich jedoch
auch in den einzelnen Subgruppen Kkein
Unterschied. Dies galt analog fur die

nachfolgend durchgefiihrten Korrelationen.
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Abb. 3.1. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROl der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel. Bei
Méannern mit M. Fabry ist diese hoher als bei
Frauen und bei gesunden Kontrollen. Der %-
Anteil von Gb3 in der distalen Haut ist auch bei
Frauen mit M. Fabry hoher als bei gesunden

weiblichen Kontrollen.
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Anzahl an Probanden pro Box von links nach
rechts: n=38, n=46, n=14, n=13. Abklrzungen:
ROI: (Region of Interest), M (Mannlich), W
(Weiblich), K (Kontrolle) (*p < 0,05; **p < 0,01).

3.4 Lokalisation der Gb3-Ablagerungen
in der Haut
In den immunhistochemischen

Doppelfarbungen mit Gb3 und PGP 9.5 sowie
Gb3 und VWF fand sich Gb3 in der distalen
Haut sowohl assoziiert mit dermalen Strukturen
(s. unten) als auch diffus in der Dermis verteilt
wieder. Schweil3driisen werden dicht innerviert,
daher lassen sich diese indirekt Uber den
panaxonalen Marker PGP 9.5 darstellen. In der
Doppelfarbung mit CD77 zeigte sich das
Lumen der Schweil3drisen in 25 von 47
Patienten (53%) durch Gb3-Ablagerungen
obliteriert. Die Haufigkeit der obliterierten
Schweil3drisen bei M. Fabry-Patienten war

jedoch nicht mit einer Hypo- oder Anhidrose

45



assoziiert. Bei gesunden Kontrollen fanden sich
praktisch keine Gb3-Ablagerungen in der
Dermis. In der Doppelfarbung mit VWF zeigten
sich Gb3-Ablagerungen in den Gefal3wanden
bei Fabry-Patienten in 16 von 51 Fallen (31%),

nicht jedoch bei gesunden Kontrollen.

SchweiBdriise Gefal Dermis

A
Fabry Patient b
»

a b c d e

Abb. 3.2 Photomicrographien von
Hautstanzbiopsien des Unterschenkels von M.
Fabry-Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen in der Immunfluoreszenzfarbung. In

der oberen Reihe sind Farbungen von
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Kontrollen und in der unteren Reihe von
Patienten mit einer  fortgeschrittenen
Erkrankung dargestellt. In den Spalten a, c und
e werden jeweils Gb3-Ablagerungen in Rot
dargestellt. In der Spalte b sind fusionierte
Bilder von Gb3 und PGP 9.5 gezeigt,
Schweil3driisen werden hier indirekt Uber die
sie  innervierenden  Nervenfasern  grin
umzeichnet (Pfeilspitzen). In der Spalte d sind
fusionierte Bilder von Gb3 und VWF,
GefalRendothel wird hier Uber das VWF grin
dargestellt (Pfeilspitzen).

Abkirzungen: Gb3 (Globotriaosylceramid),
PGP 9.5 (protein gene product 9.5), VWF (von-
Willebrand-Faktor)

3.5 Gb3-Ablagerungen in Korrelation
mit der Nierenfunktion
Méanner mit M. Fabry und einer beeintrachtigten

Nierenfunktion hatten, wie in Abbildung 3.3
dargestellt, mehr Gb3-Ablagerungen in ihrer
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Haut als gesunde Kontrollen (p<0.01). Im
Vergleich zu Fabry-Patienten mit regelhafter
Nierenfunktion fand sich mehr Gb3 in der
distalen Haut von M&nnern mit M. Fabry und
beeintrachtigter  Nierenfunktion.  (p<0.05).
Frauen mit M. Fabry und einer guten
Nierenfunktion hatten mehr Gb3-Ablagerungen
in ihrer Haut als gesunde Kontrollen (p<0.05).
Bei Frauen mit M. Fabry und einer
eingeschrankten Nierenfunktion fand sich kein

Unterschied zu Kontrollen.
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Abb. 3.3. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach der Nierenfunktion
und bei gesunden Kontrollen. Der %-Anteil von
Gb3 ist bei mannlichen Patienten mit einer
eingeschréankten Nierenfunktion gro3er als bei
mannlichen Patienten mit einer normalen
Nierenfunktion, als bei weiblichen Fabry-

Patienten mit einer normalen Nierenfunktion
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sowie als bei beiden Kontrollgruppen. Der %-
Anteil von Gb3 ist bei mannlichen und
weiblichen Fabry-Patienten mit  einer
uneingeschrankten Nierenfunktion grofRer als
bei weiblichen Kontrollen. Anzahl an
Probanden pro Box von links nach rechts:
n=12, n=26, n=5, n=41, n=14, n=13.
Abkirzungen: ROI: (Region of Interest), M
(Méannlich), W (Weiblich), < 60 (Glomerulare
Filtrationsrate < 60 ml/min), = 60 (glomerulare
Filtrationsrate = 60 ml/min) (*p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001).

3.6 Gb3Ablagerung in Korrelation mit M.
Fabry assoziierten Veranderungen des
peripheren Nervensystems

Hatte ein Fabry Patient eine SFN, waren, wie in

Abbildung 3.4 und 3.5 dargestellt, unabhangig
vom Geschlecht mehr Gb3 Ablagerungen in der

distalen Haut als bei gesunden Kontrollen
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nachweisbar (p<0.05). Es bestand zudem der
Trend, dass Patienten mit einer SFN mehr Gb3
Ablagerungen in ihrer distalen Haut als
Patienten ohne SFN zeigten. Unterteilte man
die Fabry Patienten in eine Gruppe mit einer
niedrigen SNAP-Amplitude und einer hohen
Amplitude zeigten jene mit einer niedrigen
SNAP-Amplitude, wie in Abbildung 3.6 und 3.7
dargestellt, im Vergleich zu gesunden
Kontrollen eine hohere Gb3 Ablagerung. Die
Unterteilung in die Einzelgruppen erfolgte hier
anhand des Medians der SNAP-Amplitude: lag
diese unterhalb des Medians, wurde der Patient
in die Gruppe mit einer niedrigen SNAP-
Amplitude eingeteilt. Zudem zeigte sich, dass
Patienten mit einer reduzierten Nierenfunktion
eine geringere SNAP-Amplitude im Sinne einer
axonalen Neuropathie hatten als jene mit einer
normalen Nierenfunktion (P<0.05). Waren

Manner mit M. Fabry von einer Hypo- oder
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Anhidrose betroffen zeigten diese im Vergleich
zu gesunden Kontrollen vermehrt Gb3
Ablagerungen in der distalen Haut (p<0.05). Im
Vergleich zu Patienten mit einer normalen
Schweil3neigung bestand dieser Unterschied
nicht. Bei Frauen mit M. Fabry war dies, wie in
Abbildung 3.8 und 3.9 gezeigt, jedoch
umgekehrt, hier hatten weibliche Patienten mit
einer normalen Schweil3neigung eine hodhere
Gb3-Last in der distalen Haut als gesunde

weibliche Kontrollen.
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Abb. 3.4. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei

Patienten mit M. Fabry, aufgeteilt nach dem
Vorhandensein einer SFN und bei gesunden
Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist beli
mannlichen Patienten mit einer SFN grél3er als

bei weiblichen Fabry-Patienten ohne eine SFN
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und groler als bei Kontrollen. Der %-Anteil
von Gb3 ist bei weiblichen Fabry-Patienten mit
einer SFN grol3er als bei weiblichen
Kontrollen. Anzahl an Probanden pro Box von
links nach rechts: n=12, n=26, n=5, n=41,
n=14, n=13. Abklrzungen: ROI: (Region of
Interest), M (Mannlich), W (Weiblich), K
(Kontrolle), SFN (Small-Fiber-Neuropathie),
(*p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001).
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Abb. 3.5. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach dem
Vorhandensein einer SEN, unterteilt nach der
Nierenfunktion, und bei gesunden Kontrollen.
Der %-Anteil von Gb3 ist bei mannlichen
Patienten ohne eine SFN und mit

eingeschrénkter Nierenfunktion grof3er als bei

55



weiblichen Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist
bei ménnlichen Patienten mit einer SFN und mit
eingeschrénkter Nierenfunktion gréf3er als bei
Patienten mit uneingeschréankter
Nierenfunktion und einer SFN sowie als bei
weibliche Patienten mit uneingeschrankter
Nierenfunktion und keiner SFN und beiden
Kontrollgruppen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
mannlichen Patienten mit einer SFN und
uneingeschrankter Nierenfunktion groéRer als
bei weiblichen Kontrollen. Der %-Anteil von
Gb3 ist bei weiblichen Fabry-Patienten mit
einer eingeschrankten Nierenfunktion und
keiner SFN sowie weiblichen Patienten mit
uneingeschrankter Nierenfunktion und einer
SFN grolRer als bei weiblichen Kontrollen.
Anzahl an Probanden pro Box von links nach
rechts: n=2, n=10, n=11, n=14, n=2, n=3, n=25,
n=14, n=14, n=13. Abkirzungen: ROI: (Region
of Interest), M (Mannlich), W (Weiblich). < 60
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(Glomerulare Filtrationsrate in ml/min < 60), 2
60 (Glomerulére Filtrationsrate in ml/min 2 60),
SFEN (Small-Fiber-Neuropathie), K (Kontrolle).
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Abb. 3.6. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach niedrigem oder
hohem SNAP und bei gesunden Kontrollen.
Der %-Anteil von Gb3 ist bei mannlichen

Patienten mit einem niedrigen SNAP grof3er als
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bei beiden Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist
bei mannlichen Patienten mit einem hohen
SNAP grol3er als bei weiblichen Kontrollen. Der
%-Anteil von Gb3 ist bei weiblichen Fabry-
Patienten mit einem hohen SNAP groR3er als
bei weiblichen Kontrollen. Anzahl an
Probanden pro Box von links nach rechts:
n=18, n=18, n=21, n=21, n=14, n=13.
Abkirzungen: ROl (Region of Interest), M
(Méannlich), W (Weiblich), H (Hoch), N (Niedrig),
SNAP  (Sensory-nerve-actionpotential), K
(Kontrolle), (*p < 0,05; **p < 0,01).
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Abb. 3.7. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach niedrigem und
hohem SNAP, unterteilt nach der
Nierenfunktion, und bei gesunden Kontrollen.
Der %-Anteil von Gb3 ist bei mannlichen

Patienten mit niedrigem SNAP und mit
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eingeschrankter Nierenfunktion gréf3er als bei
weiblichen Fabry-Patienten mit hohem SNAP
und uneingeschrankter Nierenfunktion und als
bei Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
mannlichen Patienten mit hohem SNAP und mit
eingeschrankter Nierenfunktion gréf3er als bei
Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
mannlichen Patienten mit hohem SNAP und mit
eingeschrankter Nierenfunktion gréf3er als bei
weiblichen Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist
bei weiblichen Fabry-Patienten mit hohem
SNAP und mit uneingeschrankter
Nierenfunktion groBer als bei weiblichen
Kontrollen. Anzahl an Probanden pro Box von
links nach rechts: n=6, n=6, n=12, n=12, n=2,
n=2, n=19, n=19, n=14, n=13. Abklrzungen:
ROI: (Region of Interest), M (Mannlich), W
(Weiblich). <60 (Glomerulére Filtrationsrate in
mli/min <60 ml/min), = 60 (Glomerulare

Filtrationsrate in ml/min = 60 ml/min), H (Hoch);
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N (Niedrig) SNAP (Sensory-nerve-
actionpotential), K (Kontrolle), (*p < 0,05; **p <
0,01).

Gb3 Ablagerungen in % der
Gesamtfliche der ROI
.

.

T T T
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keineHH HH keineHH HH

Abb. 3.8. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach dem
Vorhandensein einer Hypohydrose und bei

gesunden Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist
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bei mannlichen Patienten ohne einer
Hypohydrose groRer als bei weiblichen
Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
mannlichen Patienten mit einer Hypohydrose
gréRer als bei beiden Kontrollen. Der %-Anteil
von Gb3 ist bei weiblichen Fabry-Patienten
ohne einer Hypohydrose groRer als bei
weiblichen  Fabry-Patienten.  Anzahl an
Probanden pro Box von links nach rechts:
n=13, n=25, n=28, n=16, n=14, n=13.
Abkirzungen: ROI (Region of Interest), M
(Mannlich), W (Weiblich), HH (Hypohydrose), K
(Kontrolle), (*p < 0,05; **p < 0,01).
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Abb. 3.9. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3 Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach dem
Vorhandensein einer Hypohydrose, unterteilt
nach der Nierenfunktion, und bei gesunden
Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
mannlichen Patienten ohne einer Hypohydrose

und mit eingeschrankter Nierenfunktion groR3er
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als bei weiblichen Kontrollen. Der %-Anteil von
Gb3 ist bei mannlichen Patienten mit einer
Hypohydrose und mit eingeschrankter
Nierenfunktion grof3er als bei méannlichen
Patienten mit einer normalen Nierenfunktion
und einer Hypohydrose, weiblichen Fabry
Patienten mit uneingeschrankter
Nierenfunktion mit und ohne Hypohydrose und
beiden Kontrollgruppen. Der %-Anteil von Gb3
ist bei mannlichen Patienten mit einer
Hypohydrose und einer uneingeschrankten
Nierenfunktion grof3er als bei weiblichen
Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
weiblichen Fabry Patienten ohne einer
Hypohydrose und einer uneingeschrankten
Nierenfunktion grof3er als bei weiblichen
Kontrollen. Anzahl an Probanden pro Box von
links nach rechts: n=2, n=10, n=11, n=15, n=4,
n=24, n=16, n=14, n=13. Abkirzungen: ROI
(Region of Interest), M (Mannlich), W
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(Weiblich), < 60 (Glomerulare Filtrationsrate in
ml/min < 60), 260 (Glomerulére Filtrationsrate
in mi/min 2 60 ml/min), HH (Hypohydrose), K
(Kontrolle), (*p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001).

3.7 Gb3 Ablagerungen in Korrelation mit
M. Fabry assoziierter Kardiomyopathie
Patienten mit einer Fabry-Kardiomyopathie

hatten, wie in Abbildung 3.10 und 3.11 gezeigt,
im Trend mehr Gb3-Ablagerungen in der
distalen Haut als Patienten ohne Fabry-
Kardiomyopathie, unabhangig vom
Geschlecht. Mannliche Patienten mit einer
Fabry-Kardiomyopathie und eingeschrankter
Nierenfunktion hatten mehr Gb3-Ablagerungen
in der distalen Haut als Patienten mit einer
Fabry-Kardiomyopathie und uneingeschrankter
Nierenfunktion und mannliche Kontrollen
(p<0.05). Bei mannlichen Patienten mit einer

eingeschrankten Nierenfunktion fand sich im
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Trend bei Patienten mit einer Fabry-
Kardiomyopathie mehr Gb3 in der distalen Hat
als bei Patienten ohne Fabry-Kardiomyopathie.
Bei nierengesunden Patienten war dieser
Trend umgekehrt. Bei den weiblichen Fabry-
Patienten ohne eingeschréankte Nierenfunktion
fanden sich im Trend ebenfalls mehr Gb3-
Ablagerungen in der distalen Haut bei
weiblichen Fabry Patienten mit einer Fabry-

Kardiomyopathie als ohne diese.

* *k *k

* % %

Gesamtflache der ROI
~

Gb3 Ablagerun in % der

ma I

Fabry Fabry Fabry Fabry KM KW
M M W W KM

keine KM keine
KM KM

66



Abb. 3.10. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach dem
Vorhandensein einer Fabry-Kardiomyopathie
und bei gesunden Kontrollen. Der %-Anteil von
Gb3 ist bei mannlichen Patienten ohne einer
Fabry-Kardiomyopathie  gréRer als  bei
weiblichen Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist
bei mannlichen Patienten mit einer Fabry-
Kardiomyopathie gréRer als bei weiblichen
Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
weiblichen Fabry-Patienten ohne Fabry-
Kardiomyopathie gréRer als bei weiblichen
Kontrollen. Anzahl an Probanden pro Box von
links nach rechts: n=18, n=.18, n= 28, n=15,
n=14, n=13. Abkiurzungen: ROI: (Region of
Interest), M (Mannlich), W (Weiblich). KM
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(Kardiomyopathie), K (Kontrolle) (**p < 0,01;
***pn < 0,001).
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Abb. 3.11. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
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Gb3- Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach dem
Vorhandensein einer Fabry-Kardiomyopathie,

unterteilt nach der Nierenfunktion, und bei
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gesunden Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist
bei méannlichen Patienten ohne einer Fabry-
Kardiomyopathie und mit eingeschrankter
Nierenfunktion grof3er als bei weiblichen
Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
mannlichen Patienten mit einer Fabry-
Kardiomyopathie und mit eingeschrankter
Nierenfunktion grof3er als bei ménnlichen
Patienten mit einer normalen Nierenfunktion
und einer Fabry-Kardiomyopathie, weiblichen
Fabry-Patienten mit eingeschréankter
Nierenfunktion und Fabry-Kardiomyopathie,
weiblichen Fabry Patienten mit normaler
Nierenfunktion und ohne Fabry-
Kardiomyopathie und beiden Kontrollgruppen.
Der %-Anteil von Gb3 ist bei mannlichen
Patienten ohne einer Fabry-Kardiomyopathie
und mit uneingeschrankter Nierenfunktion
grolRer als bei weiblichen Kontrollen. Der %-

Anteil von Gb3 ist bei weiblichen Fabry-
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Patienten ohne einer Fabry-Kardiomyopathie
und mit eingeschrankter Nierenfunktion gro3er
als bei weiblichen Kontrollen. Der %-Anteil von
Gb3 ist bei weiblichen Fabry-Patienten ohne
einer  Fabry-Kardiomyopathie  und  mit
uneingeschrankter Nierenfunktion grofRer als
bei weiblichen Kontrollen. Anzahl an
Probanden pro Box von links nach rechts: n=3,
n=9, n=15, n=10, n=3, n=2, n=25, n=13, n=14,
n=13. Abklrzungen: ROI: (Region of Interest),
M (Mannlich), W (Weiblich). < 60 (Glomerulare
Filtrationsrate in ml/min < 60), = 60
(Glomerulare Filtrationsrate in ml/min = 60
mi/min), KM (Fabry-Kardiomyopathie), K
(Kontrolle) (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

3.8 Gb3-Ablagerungen in Korrelation
mit gastrointestinaler Symptomatik
M. Fabry-Patienten mit und ohne eine

gastrointestinale Symptomatik (hier wurden
sowohl Obstipation und Diarrhoe, als auch
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wiederkehrende Magenschmerzen gewertet)
hatten keine unterschiedliche Auspragung von
Gb3-Ablagerungen in der distalen Haut, wie in
Abbildung 3.12 und 3.13 gezeigt. Unterteilte
man die Patienten nach der Nierenfunktion,
zeigten Patienten ohne gastrointestinale
Symptomatik im  Trend mehr  Gb3-
Ablagerungen als Patienten mit

gastrointestinaler Symptomatik.

w
I

Gb3 Ablagerungen in % der
Gesamtflache der ROI

T

T T T T
Fabry M Fabry M Fabry W Fabry W KM KW
keine Gl Gl keine Gl Gl
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Abb. 3.12. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach dem
Vorhandensein einer gastrointestinalen
Symptomatik und bei gesunden Kontrollen. Der
%-Anteil von Gb3 ist bei ménnlichen Patienten
ohne einer gastrointestinalen Symptomatik
groRer als bei weiblichen Kontrollen. Der %-
Anteil von Gb3 ist bei mé&nnlichen Patienten mit
einer gastrointestinalen Symptomatik groR3er
als bei weiblichen Kontrollen. Der %-Anteil von
Gb3 ist bei weiblichen Fabry-Patienten ohne
einer gastrointestinalen Symptomatik groRRer
als bei weiblichen Kontrollen. Anzahl an
Probanden pro Box von links nach rechts:
n=19, n=15, n=25, n=14, n=14, n=13.
Abkiurzungen: ROI: (Region of Interest), M
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(Méannlich), W (Weiblich). GI (gastrointestinal
impairment), K (Kontrolle), (*p < 0,05).

! * 1
_| I * 1
EE 25 I * 1
P o *ok
58 _ 201 | - '
::
:Ea I * 1
8K 157 : '
985
293 107
)
= O
M M M M M M M WM A R
[V R VR JY VRN VR R
o T v v o T T T = Z
= = = = = = = =
R S LS S - S
= £ £ £ 2 =2 = =
AA VOV oA AV N
[9)] [9)] » D
©c o 3 383 383 23 g 2
8 27 237 @35 0
a 5 = 5
) o @
@ @ 0] o)

Abb. 3.13. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach dem

Vorhandensein einer gastrointestinalen
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Symptomatik, unterteilt nach der
Nierenfunktion und bei gesunden Kontrollen.
Der %-Anteil von Gb3 ist bei mannlichen
Patienten mit eingeschréankter Nierenfunktion
und ohne gastrointestinaler Symptomatik
groBer als bei mannlichen Patienten ohne
eingeschrankter Nierenfunktion mit
gastrointestinaler ~ Symptomatik, als bei
weiblichen Fabry-Patienten mit  einer
gastrointestinalen Symptomatik und normaler
Nierenfunktion und als bei beiden
Kontrollgruppen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
mannlichen Patienten mit einer
eingeschrankten  Nierenfunktion und mit
gastrointestinaler Symptomatik grol3er als bei
weiblichen Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist
bei mannlichen Patienten mit regelhafter
Nierenfunktion und mit gastrointestinaler
Symptomatik gréRer als bei weiblichen

Kontrollen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
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weiblichen Patienten mit eingeschrankter
Nierenfunktion ohne gastrointestinaler
Symptomatik groBer als bei weiblichen
Kontrollen. Anzahl an Probanden pro Box von
links nach rechts: n=5, n=4, n=14, n=11, n=2,
n=1, n=23, n=13, n=14, n=13. Abkilrzungen:
ROI: (Region of Interest), M (Mannlich), W
(Weiblich). < 60 GFR (glomerulare
Filtrationsrate in ml/min < 60), 2 60 (GFR 2 60
ml/min), Gl (gastrointestinal impairment) (*p <
0,05; **p < 0,01).

3.9 Gb3-Ablagerungen und Schmerz
Die Menge an Gb3 war nicht mit den

verschiedenen untersuchten Aspekten von
Schmerz assoziiert. Zu nennen sind hier
sowohl die einzelnen Komponenten des NPSI,
der NPSI Summenscore und auch das
grundsétzliche Vorhandensein von Schmerzen.

Auch war ein besonders hoher Score auf der
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ADS nicht mit einer erhéhten Menge an

kutanem Gb3 assoziiert.

3.10 Gb3 Ablagerungen und ERT
Hatte ein Fabry-Patient jeglichen Geschlechtes

keine ERT zeigte sich ein Trend fur eine hdhere
Menge an Gb3-Ablagerungen in der distalen
Haut im Vergleich zu Patienten die eine ERT
erhielten  (unabhdngig vom  Praparat).
Weibliche Patienten ohne ERT zeigten mehr
Gb3-Ablagerungen in ihrer distalen Haut als
weibliche Kontrollen. Bei Frauen mit M. Fabry,
die eine ERT erhielten, zeigte sich dieser
Unterschied nicht (p<0.05). Schlisselte man
diese Gruppen weiter nach der Nierenfunktion
auf, zeigte sich, dass Patienten mit reduzierter
GFR ohne ERT mehr Gb3 in der distalen Haut
hatten als méannliche Patienten mit einer
normalen Nierenfunktion unter ERT (p<0,05),
wie in Abbildung 3.14 dargestellt. In der Gruppe

der mannlichen Patienten mit eingeschrénkter
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Nierenfunktion zeigten die Patienten unter ERT
im Vergleich zu jenen ohne ERT im Trend mehr
Gb3-Ablagerungen in der distalen Haut, in den

anderen Subgruppen war dies umgekehrt.
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Abb. 3.14. Die Boxplots zeigen den %-Anteil an
Gb3-Ablagerungen bezogen auf die
Gesamtmenge der ROI der analysierten
Hautbiopsate vom Unterschenkel bei Patienten
mit M. Fabry, aufgeteilt nach dem Erhalt von

Enzymersatztherapie, unterteilt nach der
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Nierenfunktion und bei gesunden Kontrollen.
Der %-Anteil von Gb3 ist bei méannlichen
Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion
und ohne ERT groRer als bei Patienten mit
uneingeschrankter Nierenfunktion und ERT,
Frauen mit uneingeschrankter Nierenfunktion
und ERT sowie ohne ERT sowie beiden
Kontrollgruppen. Der %-Anteil von Gb3 ist bei
mannlichen Patienten mit eingeschrankter
Nierenfunktion und ERT groRer als bei
weiblichen Fabry-Patienten mit
uneingeschrankter Nierenfunktion und ERT
sowie beiden Kontrollgruppen. Der %-Antell
von Gb3 ist bei ménnlichen Patienten mit einer
uneingeschrankten Nierenfunktion und ERT
gro3er als bei weiblichen Kontrollen. Der %-
Anteil von Gb3 ist bei weiblichen Patienten mit
uneingeschréankter Nierenfunktion und ohne
ERT groRer als bei weiblichen Kontrollen.

Anzahl an Probanden pro Box von links nach
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rechts: n=6, n=6, n=12, n=13, n=2, n=3, n=34,
n=6. Abkirzungen: ROI: (Region of Interest), M
(Méannlich), W (Weiblich), < 60 (glomerulare
Filtrationsrate in mli/min < 60), 2 60
(glomerulére Filtrationsrate in ml/min 2 60
mi/min), ERT (Enzymersatztherapie), K
(Kontrolle) (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse
Wir untersuchten Hautproben von Patienten mit

M. Fabry bezuglich der Menge an kutanen Gb3
Ablagerungen und ihrer Wertigkeit fur
Diagnostik und Therapie. Wir konnten zeigen,
dass Gb3-Ablagerungen in der Haut mit
Fluoreszenzmikroskopie nachweisbar sind und
dass ihre Menge mit dem Geschlecht und der

Krankheitsschwere assoziiert ist.
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4.2 Diskussion der klinischen Befunde
Schmerz ist ein von Patienten mit M. Fabry

haufig berichtetes Symptom. So gaben in
unserer Studie 58% der Patienten Fabry-
assoziierte Brennschmerzen der Hande und
FuRe an. Hierbei waren Manner zu 74% (28/38)
und Frauen zu 39% (18/46) betroffen.
Verglichen mit fruheren Studien liegen die
Werte der Manner deutlich Gber den Werten
von Hopkin et al., hier gaben die méannlichen
Patienten in 59% der Falle Schmerzen an, die
weiblichen 41%. Die Diskrepanz zwischen den
Daten konnte durch die im Median langere
Krankheitsdauer bei alterer Kohorte in unserer
Studie bedingt sein (Mindestalter bei
Studieneinschluss 18 Jahre versus Kinder mit 7
bzw. 9 Jahren). Im Vergleich mit den Daten von
Weidemann et al., die in einer Kohorte von 40
Patienten unter ERT in 93% der Falle
Schmerzen fanden, liegen unsere Werte

deutlich niedriger. Ein moéglicher Grund ist hier
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die deutlich weiter fortgeschrittene Erkrankung
bei alterem Patientenkollektiv sowie
bestehender Indikation zur ERT. In einer
retrospektiven Analyse der Fabry Outcome
Survey (FOS) von 752 Patienten gaben 81%
der Manner und 65% der Frauen Schmerzen an
(Hoffmann et al. 2007). Die Daten
unterstreichen den hohen Stellenwert von
Schmerz in séamtlichen Lebensabschnitten der

Patienten.

32% unserer Patienten erreichten einen
pathologischen ADS Summenscore, was auf
eine Depression hindeuten kann. In einer von
Lelieveld et al. 2015 publizierten Studie war bei
50% der Patienten in einer Kohorte von 14
Patienten eine Depression diagnostiziert
worden. Bei im Altersmedian mit 39 Jahren
ahnlichen Werten ware zum einen die deutlich
kleinere Kohorte als auch der mit der Hamilton

Depression Rating Scale andere Fragebogen
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als Diagnostikum fir eine Depression als
Ursache fur die Diskrepanz in den berichteten
Daten madglich. In einer Studie mit 117 Fabry-
Patienten wurde bei 27% eine Depression tber
den Beck Depression Inventory angenommen,
dies unterstitzt die in unserer Studie

erhobenen Werte.

Elektrophysiologisch fanden sich nur bei
wenigen Patienten Hinweise auf eine axonale
bzw. demyelinisierende  Polyneuropathie,
ahnlich wie in friheren Berichten. So hatten
Uceyler et al. in einer 2011 publizierten Studie
lediglich bei 12% von 120 untersuchten
Patienten eine sensible Polyneuropathie
gefunden. Der Anteil an Patienten mit einer
Kleinfaserpathologie war nach den Kriterien
von Devigili et al. mit 55% bei den Mannern und
35% bei den Frauen hoch und &hnlich wie in der
oben zitierten Studie.
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Die Nierenfunktion war bei mannlichen
Patienten ca. dreimal so haufig eingeschrankt
als bei Frauen mit M. Fabry, was dem meist
schwereren Verlauf dieser X-chromosomalen
Erkrankung bei Mannern Rechnung tragt. In
einer Analyse des Fabry Registry zeigten 14%
der Manner und 5% der Frauen eine
eingeschréankte Nierenfunktion in der Baseline-
Untersuchung (Wanner et al. 2010); dies
unterstitzt die in unserer Studie erhobenen
Daten. Die Differenz zwischen den absoluten
Haufigkeiten einer eingeschrankten
Nierenfunktion zwischen den Daten dieser
Studie und der Studie von Wanner et al. ist
maoglicherweise durch das deutlich jlingere
Alter der Patienten bei Aufnahme in das Fabry

Reqistry zu erklaren.

4.3 Diskussion der Subgruppenanalyse
Bei den ménnlichen Fabry-Patienten hatten 12

Patienten eine GFR < 60 ml/min, bei 26
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Patienten war diese = 60 ml/min. Die Patienten
mit einer eingeschrankten Nierenfunktion
waren im Median mit 51,1 Lebensjahren alter
als jene mit einer guten Nierenfunktion (37,2
Lebensjahre). Ursachlich fir die grole
Altersdifferenz zwischen den nach
Nierenfunktion aufgeteilten Gruppen kdnnte die
mit der langeren Erkrankungsdauer assoziierte
Zunahme der Symptomatik sein, auch wenn die
Zeit seit Diagnosestellung mit je 1,9 Jahren
gleich war. Diese Annahme wird durch frihere
Studien unterstutzt; Wanner et al. zeigten 2010,
dass eine rasche Verschlechterung der
Nierenfunktion mit einem hoheren Alter
assoziiert war. Bei den weiblichen Fabry-
Patienten hatten 5 Frauen eine GFR < 60
ml/min, 41 eine GFR = 60 ml/min. Verglichen
mit vorhergehenden Studien von Sunder-
Plassmann, 2006, die bei 21% der Patientinnen

eine eingeschrankte Nierenfunktion
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feststellten, liegt der Anteil in dieser Studie
deutlich niedriger als erwartet. Dies kdnnte an
der im Vergleich deutlich kleineren Anzahl an
weiblichen Patientinnen in unsrer Studie liegen.
Die im  Vergleich zum  mannlichen
Patientenkollektiv ausgepragte Differenz in der
Anzahl kénnte durch das spatere Auftreten und
den teils milderen Verlauf bei weiblichen
Patienten zu erklaren sein. Im Median waren
weibliche Patienten mit einer eingeschréankten
Nierenfunktion 8 Jahre alter als die weiblichen
Patienten mit einer normalen Nierenfunktion
(47,6 Jahre vs 39,6 Jahre), dieser
Zusammenhang zwischen zunehmendem Alter
und abnehmender Nierenfunktion war ebenso
durch Sunder-Plassmann 2006 beschrieben
worden, dies konnte an der mit dem Alter
zunehmenden Schwere der Symptomatik

liegen.
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Die Anzahl der Patienten mit Fabry-
assoziierten Schmerzen unterschied sich
zwischen den Gruppen nicht wesentlich (50%
Vs 62%), Patienten mit einer eingeschrankten
Nierenfunktion erreichten jedoch einen
héheren NPSI Summenscore (0,16 vs 0,09). Im
Vergleich mit friheren Studien liegen die Werte
leicht unterhalb der von Mehta et al., 2005, mit
76% angegebenen Werte. Dies deckt sich mit
der Beobachtung, dass Schmerzen zu jedem
Zeitpunkt zwischen Kindheit und
fortgeschrittenem Krankheitsverlauf auftreten.

Bei der Auswertung des ADS-Fragebogens lag
der Score der mannlichen Patienten mit
normaler Nierenfunktion mit 17 im Median
wesentlich Uber dem ADS der Patienten mit
eingeschrankter Nierenfunktion, der bei 6 lag,
in vorhergehenden Studien von Lelieveld et al.,
2015, war der Anteil an Patienten mit einer

Depression von 50% auf 21% gefallen, was
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unsere Daten unterstitz. Eine madgliche
Erklarung ware das Entwickeln von besseren
Copingstrategien im Umgang mit M. Fabry als
chronische, unheilbare Erkrankung; in wie weit
hier zusatzliche Umweltfaktoren zuséatzlich eine
Rolle spielen ist aktuell unklar.
Entgegengesetzt zu den mannlichen Patienten
erzielten weibliche Patienten mit einer
eingeschrankten Nierenfunktion im Median 18
Punkte auf der ADS wahrend die weiblichen
Patienten mit einer normalen Nierenfunktion
lediglich 9,5 Punkte erreichen. Dieser
Zusammenhang konnte bereits von Cole et al.
2007 gezeigt werden, der feststellte, dass
Patienten mit einer renalen Symptomatik
haufiger unter einer Depression litten als

Patienten ohne renale Beschwerden.

Es litten 75% aller ménnlichen Patienten mit
einer eingeschrankten Nierenfunktion unter

Hypo- oder Anhidrose, dies beklagten bei den
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mannlichen Patienten mit normaler
Nierenfunktion nur 50%. Diese Daten zeigen
sich nahezu identisch mit friiheren Studien. So
zeigten Ries et al. 2005, dass mit
zunehmendem Alter die Haufigkeit einer
Anhidrose steigt, so liegt diese im 18.
Lebensjahr bereits bei 75%. Eine mdogliche
Ursache ist eine eingeschrankte renale
Elimination des Gb3 mit sukzessiver Zunahme
der Ablagerungen z.B. in den Schweil3driisen,
wie mittels Immunfluoreszenz gezeigt. Auch die
langere Krankheitsdauer in den Gruppen der
Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion
konnte ursachlich sein. Wahrend 37% der
nierengesunden Frauen unter einer Hypo- oder
Anhidrose litten wurde dies durch die
weiblichen Patienten mit eingeschrankter
Nierenunktion nicht beschrieben. Verglichen
mit friheren Studien liegen der Anteil der

Patientinnen mit einer Hypo- oder Anhidrose
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nah an dem von McDermot et al. 2001 mit 33%
angegebenem Anteil. Das vollstdndige Fehlen
einer Hypo- oder Anhidrose bei
eingeschrankter Nierenfunktion ist
wahrscheinlich durch die kleine Gruppe der
Patientinnen mit eingeschréankter
Nierenfunktion zu erklaren. Die insgesamt
deutlich haufigere Affektion der
Schweil3sekretion bei mannlichen Patienten im
Vergleich zu weiblichen Patienten spiegelte die
Beobachtung, dass méannliche Patienten haufig
starker und friiher betroffen sind als weibliche

Patienten wieder.

Der relative Anteil von Patienten mit einer SFN
verhielt sich hier analog (67% vs 50%) und lag
im Vergleich mit vorherigen Studien unter den
von Uceyler et al. 2011 angegebenen Werten,
die bei 83% der Patienten eine wahrscheinliche
SFN feststellten. Eine Erklarung wéare die im

zeitlichen  Verlauf  deutlich  gestiegene
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Aufmerksamkeit der Fabry-Erkrankung
gegenuber, was eine friihere Diagnosestellung,
maoglicherweise schon vor Auftreten einer SFN,
nach sich ziehen koénnte.

Die IENFD der mannlichen Patienten mit einer
eingeschréankten Nierenfunktion lag mit 0,5
Fasern'/mm am Unterschenkel sowie 10,9
Fasern'/mm am Rucken deutlich unter
derjenigen mannlicher Patienten mit einer
regelhaften Nierenfunktion. Hier fand sich am
Unterschenkel eine Faserdichte von 2,8
Fasern'/mm sowie am Ricken von 19
Fasern'/mm. Eine starkere Reduktion der
IENFD bei Patienten mit einer eingeschrankten
Nierenfunktion war ebenso in der Studie von
Uceyler et al. 2011 festgestellt worden. Als
Ursache waére die langere Krankheitsdauer
anzunehmen. Die IENFD lag bei 3,7
Fasern'/mm am Unterschenkel sowie 23,0

Fasern/mm am Rucken bei weiblichen Fabry-
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Patienten mit einer eingeschréankten
Nierenfunktion. Bei weiblichen Fabry-Patienten
mit einer guten Nierenfunktion lag die IENFD
am Unterschenkel bei 6,8 Fasern/mm und 24,8
Fasern/mm am Rucken. Auch hier zeigten sich
weibliche Patienten im Vergleich zu den
mannlichen Patienten mit einer deutlich
milderen Symptomatik. Die unterschiedliche
IENFD zwischen den Patienten mit einer
eingeschrankten und einer  normalen
Nierenfunktion konnte durch die langere
Erkrankungsdauer sowie die Niereninsuffizienz
zu erklaren sein. Auch hier ist jedoch auf die
kleine Probandenanzahl in der Gruppe der
weiblichen-Patienten  mit  eingeschrankter

Nierenfunktion zu verweisen.

Besonders ausgepragt war der Unterschied
zwischen den mannlichen Patienten mit
eingeschréankter und normaler Nierenfunktion

in Bezug auf Fabry-Kardiomyopathie (75% vs
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38%). Ursachlich konnte erneut das
unterschiedliche Alter zwischen den Gruppen
der nach  Nierenfunktion  stratifizierten
Patienten sein. Kampmann et al. zeigten 2008,
dass es im Verlauf der Erkrankung zu einer
Zunahme der Fabry-Kardiomyopathie kommt,
was unsere Daten unterstitzt. Auch ein
kausaler Zusammenhang zwischen reduzierter
Nierenfunktion und Fabry-Kardiomyopathie
ware moglich. Der Anteil der Fabry-
Kardiomyopathie war bei den weiblichen-
Patienten mit 40% und 32% relativ ahnlich.
Diese Daten zeigen sich im Vergleich zu der
Studie von Kampmann et al. 2008, die in 38 %
der weiblichen Fabry Patienten eine Fabry-
Kardiomyopathie fanden sehr ahnlich.

Je 50% der mannlichen Patienten mit einer
eingeschréankten und einer uneingeschréankten
Nierenfunktion erhielten ERT. Ursachlich fir

den fehlenden Unterschied zwischen den
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beiden Gruppen konnte der immer frihere
Behandlungsbeginn mit einer ERT sein. 60%
der weiblichen Fabry-Patienten mit
eingeschréankter Nierenfunktion erhielten eine
ERT Uber 1 Jahr, wahrend lediglich 20% der
Frauen mit einer normalen Nierenfunktion eine
Enzymersatztherapie erhielten, hier im Median
fur 5,4 Jahre. Auffallig ist die grol3e Differenz
zwischen dem mannlichen und weiblichen
Patientenkollektiv mit normaler Nierenfunktion.
Diese ist mdglicherweise durch das spatere
Auftreten und die teils mildere Symptomatik bei
weiblichen Patienten zu erklaren. In wie weit
auch hier ein friherer Beginn der ERT helfen
konnte den Krankheitsverlauf positiv zu
beeinflussen sollte in einer weiteren Studie
evaluiert werden. Die Zeit seit Diagnosestellung
war in beiden Gruppen nur kurz vor der

Entnahme der Hautbiopsie (0,2 vs 0,5 Jahre).

93



4.4 Diskussion der Befunde der Gb3
Ablagerungen
Die Anwendung von Immunfluoreszenz fir Gb3

ist sehr selten durchgefiihrt worden. Beim
Vergleich mit Immunfluoreszenzfarbungen fir
Gb3 in den Konjunktiven, wo bei sechs von
sechs Patienten Gb3-Ablagerungen
nachgewiesen werden konnten (Rozenfeld et
al. 2006), zeigte sich die Sensitivitat in der
vorliegenden  Studie  deutlich  geringer.
Urséchlich konnten sowohl das
unterschiedliche Probenmaterial mit Haut und
Konjunktiven sowie die deutlich kleinere
Probandenanzahl in der 2006 veréffentlichten

Studie sein.

In einer Studie von Keslova-Veslikova et al.
konnten 2008 elektronenmikroskopisch in einer
Kohorte von 3 Patienten bei allen Patienten
Gb3-Ablagerungen mittels

Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden.
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Auch hier ist die deutlich kleinere Kohorte als
Ursache fur die  wesentlich  hohere
Nachweisquote der Ablagerungen
anzunehmen. Jedoch wéren auch die
unterschiedlichen Untersuchungsmodalitaten
mit Immunfluoreszenz und
Elektronenmikroskopie als Ursache denkbar.
Der deutlich hohere zeitliche Aufwand in der
Durchfiihrung und Auswertung der Befunde der
elektronenmikroskopischen Untersuchung
spricht ebenso gegen einen Einsatz in der
Routinediagnostik wie die signifikant h6heren
Kosten dieser Methodik. Far die
Immunfluoreszenz  spricht  zudem  die
Moglichkeit der  Untersuchung  deutlich
gro3erer Probenflachen, was die Gefahr eines
Sample Fehlers reduziert. Die Moglichkeit der
semiautomatischen Quantifizierung in der
Immunfluoreszenz reduziert die

Pruferabhangigkeit der Untersuchung.
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In der Literatur finden sich aktuell keine
Untersuchungen Uber den Zusammenhang
zwischen Gb3-Ablagerungen und
Organschéaden oder Fabry-assoziierten

Symptomen.

Im Vergleich zu den Patienten ohne ERT
zeigten Patienten unter ERT im Trend weniger
Gb3-Ablagerungen in der distalen Haut. Eng et
al. zeigten 2001, dass sich in einer Kohorte
sowohl lichtmikroskopisch als auch
elektronenmikroskopisch eine deutliche
Abnahme der Gb3-Ablagerungen nach einer
Behandlung mit ERT ergab. Ein direkter
Vergleich zwischen beiden Studien ist auf
Grund der fehlenden Verlaufsbiopsien in dieser
Studie nicht mdglich, auffallig ist jedoch, dass
sich auch bei Patienten unter ERT ausgepréagte
Gb3-Ablagerungen in dieser Studie
nachweisen lie3en. Urséchlich fir den weiteren

Nachweis von Gb3 trotz ERT in dieser Studie
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koénnte sein, dass in der Studie von Eng et al.
der Fokus auf Ablagerungen im Endothel lag,
das fur ein i.v. gegebenes Medikament deutlich
besser zugangig ist als das Endothel
umgebende Gewebe, wo sich groRe Teile der
Ablagerungen in dieser Studie zeigten. Auch
die mit 15 Patienten relativ kleine Kohorte
konnte zu den unterschiedlichen Ergebnissen

beigetragen haben.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstitzend,
konnten Thurberg et al. 2006 nachweisen, dass
es unter ERT zwar zu einem vollstandigen
Verlust von Gb3-Ablagerungen im Endothel in
der Haut kam, jedoch weiterhin Ablagerungen
im Perineurium und in den glatten Muskelzellen
in der Haut nachweisbar waren. Dies kdnnte
erklarend fur die teils ausgepragten Gb3
Ablagerungen in der Haut von Fabry-Patienten
trotz ERT sein. Auch bei Kindern konnte in der
Studie von Thurberg eine Reduktion der Gb3
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Ablagerungen im Endothel in Hautbiopsien

nachgewiesen werden.

In einer Studie von Wijburg et al. aus dem Jahr
2015 an mannlichen Patienten ohne ERT im
Alter zwischen 5 und 18 Jahren konnten
elektronenmikroskopisch  bei  74%  Gb3
moderate  Ablagerungen in der Haut
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis liegt
leicht Gber den in dieser Studie
nachgewiesenen Ablagerungen, ursachlich
konnte die fehlende ERT sein.

Eine besonders wichtige Rolle bei der
Akkumulation von Gb3 in der distalen Haut der
Patienten scheint die Nierenfunktion zu spielen.
So zeigten sich tber mehrere klinische Befunde
wie einer Fabry-Kardiomyopathie, SFN oder
auch die SNAP-Amplitude konstant die Gruppe
mit einer eingeschrankten Nierenfunktion als
diejenige mit der grof3ten Menge an distalem
GDb3. Unklar bleibt hier der Pathomechanismus.
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So stellt sich die Frage, ob die hohe dermale
Gb3-Menge ein Anzeichen der besonderen
Schwere des M. Fabry ist und somit als von der
Nierenfunktion unabh&ngiger Marker fur die
Krankheitsschwere gesehen werden kann,
oder  aber, ob die eingeschrankte
Nierenfunktion ursachlich fur die Gb3-Menge
ist.

Es wurde gezeigt, dass sich nur in der distalen
Haut Unterschiede in der dermalen Gb3-Menge
zwischen den einzelnen Gruppen fanden,
wahrend dies proximal nicht nachzuvollziehen
war. Erklarungsansatze waren die bessere
proximale Durchblutung der Haut, was zu
einem rascheren Abtransport des Gb3 fihren
konnte, oder aber ein, durch distale weitere
Faktoren zusatzlich zum Gb3 beeinflusster,
erhohter Zellumsatz, was zu einer erhdhten
Menge an distalen Gb3-Ablagerungen fuhren

kdénnte.
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Bei Patienten mit einer eingeschrankten
Nierenfunktion fanden sich grél3ere Mengen an
Gb3 in den distalen Hautproben. Dies kbnnte,
gerade bei Patienten mit einem
Polymorphismus des a-GAL-Genes, bei dem
der Krankheitswert der Genalteration noch
nicht bekannt ist, einen entscheidenden
Hinweis  far  die Interpretation des
humangenetischen Befundes liefern. Bei
Patienten mit einem unklaren chronischen
Nierenversagen und einem Polymorphismus
des a-GAL-Genes konnte der distale
Hautbefund zudem einen Hinweis zur
Behandlungsbedaurftigkeit bzw. zum
wahrscheinlichen Ansprechen auf die ERT

liefern.

Die beobachtete Kolokalisation der Gb3-
Ablagerungen mit Schweil3drisen legt zwei
mogliche Erklarungsmechanismen der bei

Fabry Patienten beobachteten Hypo- oder
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Anhidrose nahe. Mdglich ware zum einen eine
rein mechanische, durch die Obliteration der
Schweil3drisen mit Gb3 bedingte, Ursache.
Zum anderen konnte auch die Innervation der
SchweilR3drisen durch eine Affektion der
Nervenfasern durch das in der Proximitat
liegende Gb3 beeintrachtig sein und somit zu
einer Reduktion der Schweil3sekretion fuhren.

Die beobachtete Kolokalisation der Gb3-
Ablagerungen mit intraepidermalen
Nervenfasern konnte auf eine madgliche
Kausalitat zwischen den Ablagerungen und
einer SFN hindeuten. So zeigten Patienten mit
einer SFN auch grol3ere Mengen an Gb3
Ablagerungen als Patienten ohne eine SFN.
Ein linearer Zusammenhang zwischen der
IENF und den Gb3 Ablagerungen liel3 sich
jedoch nicht nachvollziehen.
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4.5 Kritikpunkte und offene Fragen
Nachdem Rozenfeld et al. bereits 2006 mittels

Immunfluoreszenz der Nachweis von Gb3 in
Konjunktiven gelang, konnte in dieser Studie
dies ebenso far Hautstanzbiopsien

nachgewiesen werden.

Elektronenmikroskopisch war bereits durch
Wijburg et al. 2015 eine Quantifizierung der
Gb3-Ablagerungen in verschiedenen
Zellpopulationen  von Hautstanzbiopsien
erfolgt. Im Unterschied hierzu erfolgte in der
vorliegenden Studie die Quantifizierung der
Gb3-Ablagerungen

zellpopulationsuibergreifend mittels
Immunfluoreszenz, was zu einer Abnahme der
Sensitivitat fuhrte. Durch die
untersuchungsbedingt deutlich grol3ere ROI
war in dieser Studie eine wesentlich genauere
Quantifizierung der Gb3-Ablagerungen

maoglich. Da zudem auf diese Weise die
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gesamte Menge an Gb3 in den ROI in den
Hautbiopsien quantifiziert wurde und nicht nur
von einzelnen Zellen wie z.B. Endothel sind
maoglicherweise auch Ruckschlisse auf andere

Organsysteme und Symptome maoglich.

Eine Korrelation der Krankheitsschwere des M.
Fabry mit Gb3-Ablagerungen in der Haut war
aktuell noch nicht erfolgt. In dieser Arbeit liel3
sich diese, in Bezug auf die Ublicherweise als
Marker des  Schweregrades  gewahlte
eingeschréankte Nierenfunktion, klar
nachweisen. Dies ertéffnet mdglicherweise eine
Mdoglichkeit zur genaueren Bestimmung der
Schwere der Erkrankung. Sie konnte als
weiterer Baustein in der Entscheidungsfindung
fur die Indikationsstellung zur ERT bei M. Fabry

eine Rolle spielen.

Die Menge an Gb3 in der Haut ist bei Patienten
mit M. Fabry gro3er als bei gesunden
Kontrollen. Dies eroffnet die Moglichkeit,
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Immunfluoreszenz in der Diagnostik von M.
Fabry einzusetzen. Bei klarem
humangenetischem Befund und bereits
nachgewiesenen Organschaden besteht, auch
im Hinblick auf die minimale Invasivitét, keine
Indikation zur Hautbiopsie. Bei Patienten,
welche unter einer Niereninsuffizienz leiden,
deren Atiologie unklar ist, und einer
nachgewiesenen Mutation im
humangenetischen Befund, deren Bedeutung
in Bezug auf den Krankheitswert ungeklart ist,
konnte die Bestimmung der Gb3-Ablagerungen
in den Hautbiopsien jedoch einen gewichtigen
Teil zur Diagnosestellung beitragen und ggf.
dem Patienten so auch die Mdglichkeit einer
medikamentdsen Therapie seiner Erkrankung
er6ffnen. in der Literatur finden sich unseres
Wissens keine vergleichenden Studien Uber
den Unterschied von Gb3-Ablagerungen bei

Patienten und gesunden Kontrollen.
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Entgegengesetzt zu unserer Hypothese nahm
die Menge an Gb3 in der Haut von M. Fabry-
Patienten durch ERT nicht ab. Dies mutet
insbesondere daher Uberraschend an, da dies
sowohl durch Eng et al. 2001 und Thurberg et
al. 2006 zuvor in Kkleineren Kohorten
nachgewiesen werden konnte. Moglicherweise
ist die sehr heterogene Dauer der ERT mit
teilweise nur einer Gabe in unserer Kohorte
Ursache des fehlenden Nachweises der
Abnahme der Gb3-Menge in der Haut. Auch die
kleinen Subgruppen nach Stratifizierung nach
Geschlecht, Schwere der Erkrankung und
Behandlung mit ERT kdnnten eine Ursache

sein.

Zur weiteren Klarung der Aussagekraft der
Gb3-Menge in der Haut bei Patienten mit einer
eingeschrankten Nierenfunktion ware eine
Kontrollgruppe mit Patienten mit einer

eingeschréankten Nierenfunktion ohne M. Fabry
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sowie eine Kontrollgruppe mit Polymorphismen
ohne Krankheitswert interessant. Limitierend ist
zudem die Anzahl der Studienteilnehmer. 84
Patienten mit M. Fabry sind sowohl
deutschlandweit als auch im internationalen
Vergleich eine ausgesprochen grol3e Kohorte.
Da fur die Auswertung jedoch die Stratifizierung
nach Geschlecht und Betroffenheit von der
Erkrankung anhand der Nierenfunktion
erforderlich ist, entstehen entsprechend kleine
Subgruppen. Dies traf insbesondere auf die
Gruppe der weiblichen Patienten mit einer
eingeschrankten Nierenfunktion zu. Wurde
noch eine weitere Einteilung nach einem
weiteren Parameter vorgenommen, z.B. dem
Vorhandensein einer SFN, wurden die

Subgruppen entsprechend noch kleiner.

Der Transfer der Studienergebnisse in die
Praxis wird durch die fur die Routinediagnostik

hochst  zeitaufwendige  semiautomatische
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Quantifizierung der Gb3-Menge in den

Hautbiopsien limitiert.

Eine interessante, durch die Studie nicht
beantwortete Fragestellung  ware die
Bestimmung der Gb3-Menge in der distalen
Haut im Krankheitsverlauf. Der Fokus ware hier
auf den Verlauf vor und nach dem Beginn der
ERT zu legen, um so moglicherweise einen
Marker fur das Ansprechen auf ERT zu
generieren. Da in unserem Zentrum jedoch
zum Zeitpunkt der Studie nur eine geringe
Anzahl von Re-Biopsien durchgefiihrt werden
konnte und der Zeitpunkt far die Entnahme
dieser Biopsien sich um mehrere Jahre
unterschied, konnte hierzu leider keine

Aussage getroffen werden.
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse
und Schlussfolgerungen
In der vorliegenden Arbeit wurde gepruft, ob

Gb3 in Hautstanzbiopsien von Patienten mit M.
Fabry nachweisbar ist, die Ablagerungen
quantifizierbar sind, mit der Krankheitsschwere
korrelieren, und ob eine Unterscheidung von
Patienten und gesunden Kontrollen anhand der
dermalen Gb3-Ablagerungen mdoglich ist. Es
wurden 84 Patienten mit M. Fabry Uber das
FAZIT sowie 27 gesunde Kontrollen zwischen
2008 und 2013 prospektiv rekrutiert und jeweils
eine proximale und eine distale Hautbiopsie
entnommen.  Zusatzlich  erfolgten  eine
Anamnese, eine klinische Untersuchung, eine
QST, das Ausflllen von Fragebtgen mit der
Fragestellung nach Schmerz und Depression
sowie eine Blutentnahme und kardiale
Diagnostik. Die Immunfluoreszenz erfolgte mit
Antikdrpern gegen CD77, einem Marker fur

Gb3. Es erfolgte die verblindete,

108



semiautomatische Quantifizierung der Gb3
Ablagerungen. Hierzu wurden pro Biopsie drei
ROI ausgewahlt und die Flache der ROIs mit
Gb3-Ablagerungen in Relation zu der
Gesamtflache der ROIs gesetzt. Fur die
Auswertung wurden die Patienten sowohl nach
Geschlecht als auch nach Krankheitsschwere
und einzelnen Symptomen stratifiziert Die Gb3
Ablagerungen lieBen sich bevorzugt in
SchweiRdrisen und Endothel nachweisen. Es
fanden sich jedoch auch grof3ere Mengen an
Gb3-Ablagerungen ohne ersichtliches
anatomischer Korrelat. Die Gb3-Ablagerungen
wurden semiautomatisch quantifiziert. Es
konnte nachgewiesen werden, dass mannliche
Fabry-Patienten eine deutlich gréRere Menge
an Gb3 in den distalen Hautbiopsien zeigen als
gesunde Kontrollen, Patienten mit einer
eingeschrankten Nierenfunktion hatten eine

groRere Menge an Gb3-Ablagerungen in der

109



Haut als Patienten mit einer uneingeschrankten
Nierenfunktion. Bei Patienten mit einer SFN
waren erhohte dermale Gb3 Mengen
vorhanden im Vergleich zu gesunden
Kontrollen, bei Patienten ohne eine SFN fand
sich dieser Unterschied nicht. Patienten mit
einem niedrigen SNAP zeigten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen eine grolere Menge an
Gb3 in ihrer distalen Haut, bei Patienten mit
einem hoheren SNAP fand sich dies nicht. Aus
diesen Ergebnissen ergeben sich ein
mogliches weiteres Werkzeug sowohl fur die
Diagnosestellung als auch fur das Monitoring
der Erkrankung, sowie weiterflihrend auch ein
maoglicher Indikator flr den Therapieerfolg der
ERT.
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6 Gerate, Material und Chemikalien

6.1 Gerate und Laborhilfen

Gerat Bezeichnung | Hersteller
CCD- CCD-Kamera | Visitron
Kamera Systems,
Tuchheim,
Deutschland
Mikroskop | Axiophot 2 Zeiss,
Gottingen,
Deutschland
Mikrotom CM 3050 S Leica,
Wetzlar,
Deutschland
Pipetten Eppendorf Eppendorf,
Research Hamburg,
Pipette 10 pl, Deutschland
100 pl, 1000 pl

6.2 Verbrauchsmaterialien

Art Bezeichnu | Hersteller
ng
Caps 0,2 ml; 1,5 | Eppendorf,
ml; 2 ml Hamburg,
Deutschland
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Einmalstanze | Biopsy Stiefel,
fur Punch 5 mm | Offenbacham
Hautbiopsien Main,
Deutschland
Heftpflaster Leukostrip Smith&Nephe
W, Medical
Limited,
England
Kanulen 20G, BB | BD, Fraga,
Microlance | Spanien
Pipettenspitz | 10 pl, 100ul, | Sarstedt,
en 1000pl Numbrecht,
Deutschland
Skalpell Skalpellklin | Braun,
ge Melsungen,
Deutschland
Spritze 5ml Braun,
Melsungen,

Deutschland
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6.3 Medikamente

m

Lokalanasthetiku

Scandicai | AstraZenec

n 1% 5ml | a, London,
United
Kingdom

6.4 Antikdrper und Reagenzien fur die
Immunhistochemie

Art Bezeichnun | Hersteller
g

Saccharos | 10 %

e

Einbettmitt | Tissue Tek | Sakura,

el Zoeterwoude,
Niederlande

2- FA Roth,

Methylbuta Karlsruhe,

n Deutschland
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BSA Bovines Laboreigene
Serumalbum | Herstellung aus
in, 10% Grundbestandte

ilen

PBS Phosphat- Laboreigene
Buffer- Herstellung aus
Saline Grundbestandte

ilen

Primérer PGP 9.5 | Ultraclone, UK

Antikorper | Antikorper
vom
Kaninchen,

1:800

Priméarer Gb3/CD77 BD Pharmingen,

Antikorper | Antikorper Heidelberg,
von der | Germany
Maus 1:100

Primarer Faktor Dako, USA

Antikorper | Vlll/von-

Wille-brand-
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Faktor
Antikdrper
vom
Kaninchen,
1:200

Sekundare
r

Antikorper

cyanine 3.18
Antikorper
von der
Ziege gegen
den
Antikorper
von der

Maus 1:50

Amersham,
USA

Sekundare
r

Antikorper

dylight
Antikorper
von dem
Esel gegen
den
Antikorper

von dem

Biolegend, San
Diego, USA
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Kaninchen

1:200
Triton
Eindeckmit | Vectashield | Vector
tel Laboratories

Burlingame,
USA

6.5 Verwendete Software

Art Bezeichnun | Herstelle
g r
Textverarbeitung, | Microsoft Microsoft

Tabellenkalkulati | Office 2015 , USA

on
Statistische SPSS IBM,
Auswertung Software, Armonk,

Version 21.0 | USA
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Auswertung der | ImageJ National
IENFD und | software, Institute
Bestimmung des | Version 1.45 | of Health,
% Anteils des USA
Gb3
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7 Abkilrzungen

ADS Allgemeinen Depressionsskala
a-GAL a-Galaktosidase A

BSA Bovines Serumalbumin

CADASIL Cerebral Autosomal Dominant
Arteriopathy with Subcortical Infarcts and
Leukoencephalopathy

CD77 Cluster of Differentiation 77

DFNS Deutscher Forschungsverbund

Neuropathischer Schmerz

ERT

FAZIT

Enzymersatztherapie

Fabry Zentrum far

interdisziplinare Therapie

Gh3

GCPS

GFR

Globotriaosylceramide
Graded Chronic Pain Scale

glomerulare Filtrationsrate
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Gl
HH
IENF
K
KM

lyso-Gb3

Gastrointestinal Impairment
Hypohydrose

Intraepidermal nerve fiber density
Kontrolle

Fabry-Kardiomyopathie

Globotriaosylsphingosine

M

M. Fabry
MRT
NLG

NPSI

Inventory
N. suralis

PBS

Méannlich

Morbus Fabry
Magnetresonanztomographie
Nervenleitgeschwindigkeit

Neuropathic Pain  Symptom

Nervus suralis

Phosphat-Buffer-Saline
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PGP 9.5
QST
ROI
SFN

SNAP

protein gene product 9.5
Quantitative sensorische Testung
Region of Interest

small fiber Neuropathie

sensory nerve action potential
von-Willebrand-Faktor

Weiblich
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