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Zusammenfassung

Einleitung

Die Aufgabe der Melanozyten in der Epidermis als Sonnenschutz ist bereits gut
erforscht, uber die Aufgaben der Melanozyten in der Aderhaut ist hingegen nur
wenig bekannt. Durch eine umfangreiche Literaturrecherche, acht Navus Ota
Patientinnen und Patienten und einer Untersuchung eines homozygoten Australian
Shepherd Merle Hundes soll die Rolle von Melanozyten in der Aderhaut beleuchtet

werden.

Methoden

Neben einer umfangreichen Literaturrecherche wurde an der Universitatsklinik fur
Augenheilkunde in Graz eine prospektive Studie mit acht Navus Ota Patientinnen
und Patienten durchgefihrt. Darlber hinaus wurde ein leuzistischer Australian
Shepherd Hund untersucht.

Bei Navus Ota Patientinnen und Patienten wurde eine Untersuchung mit der
Spaltlampe und eine Untersuchung von Netzhaut und Aderhaut mittels optischer
Koharenz Tomographie (OCT) durchgefuhrt. Dabei wurde die Aderhautdicke des
betroffenen und des nicht betroffenen Auges vermessen und miteinander
verglichen. Beim Australian Shepherd Hund wurde ebenfalls eine Aderhaut-

dickenmessung durchgefuhrt und eine Hautstanze entnommen.

Ergebnisse

Es konnten signifikante Unterschiede in der Aderhautdicke in Abhangigkeit der
Pigmentierung nachgewiesen werden. Die vom Navus Ota betroffene Aderhaut war
signifikant dicker als die nicht betroffene Aderhaut.

Beim homozygoten Merle Hund ,Sammy“ war die Aderhaut in leuzistischen Anteilen

der Aderhaut deutlich dunner als im pigmentierten Bereich.



Diskussion

Die Ergebnisse der Literaturrecherche, die Untersuchung von Navus Ota
Patientinnen und Patienten und des Hundes deuten darauf hin, dass Melanozyten
wichtig fur die Angiogenese der Aderhautsind sind.

Diese Hypothese wird durch Ergebnisse von verschiedenen Studien gestitzt:

In einer Studie konnte gezeigt werden, dass Melanozyten Fibromodulin sezernieren
- ein proangiogenetischer Wachstumsfaktor (1).

Eine andere Studie, bei welcher histologische Veranderungen von leuzistischen
Hundeaugen untersucht wurden, zeigte, dass bei leuzistischen Augen nur
vereinzelte Aderhautgefal’e vorkommen und die Aderhaut stark verdinnt ist (2).
Auch die Stria vascularis des Innenohrs — eine stark gefafl3fuhrende Schicht im
Innenohr mit einem ahnlich hohen Melanozytenanteil wie die Choroidea — ist bei
leuzistischen Tieren verdunnt: Betroffene Tiere sind haufig taub. (3)

Bei Navus Ota Patientinnen und Patienten liegt eine Vermehrung von Melanozyten
im Versorgungsgebiet des ersten oder zweiten Trigeminusastes vor - die Aderhaut
ist am betroffenen Ota Auge signifikant dicker.

Aber auch unsere Untersuchungen des partiell leuzistischen Merle Hundes stehen
im Einklang mit unserer Theorie. Die Iris und Aderhaut des Hundes sind sektoriell
pigmentiert. Im durchgefihrten OCT erscheint die Aderhaut im pigmentierten Anteil

dicker als im unpigmentierten Teil.

Wir hypothesieren, dass Melanozyten wahrend der Embryogenese eine wichtige
Rolle bei der Vascularisierung der Aderhaut haben. In dieser Thematik erscheint
uns viel Forschungspotential, aus dem sich neue Erkenntnisse Uber die Funktion
von Melanozyten ergeben konnten. Dies konnte auch zu neuen Behandlungs-

mdglichkeiten fluhren.



Abstract

Melanocytes are pigment producing cells found in the skin, uvea, inner ear, and the
choroid. They derive from pluripotent cells of the neural crest during embryogenesis.
Melanoblasts are precursor cells and migrate from the neural crest along the
neuronal pathway. If they found their final destination, they differentiate
progressively and start producing their pigment melanin.(4)

Currently the main issue of these cells is to produce the pigment melanin as a
protection against the effects of sun light. Melanin producing cells are also the
reason for our skincolour. This explains the occurrence of melanocytes in the basal
layer of the skin. However, melanocytes are also found in the inner ear, the uvea

and the choroid. But the role of melanocytes in these areas remains unknown.

The aim for this study is to investigate further functions of these cells. We therefore
conducted a literature review. Further — to underline our results we also investigated
individuals with melanocytic diseases.

The first syndrome is called Nevus of Ota. Patients with congenital Nevus of Ota
have an increased pigmentation around the uveal tract and episklera. Abnormally
pigmentation can also occur in the palate, orbit and meninges. We investigated the
choroidal thickness (OCT) regarding choroidal pigmentation. The affected part of

the choroid was thicker compared with the choroid of the normal eye.

We also investigated a double merle dog called “Sammy”. He’s a leuzistic pale dog
und homozygotus for merle factor. In a short anaesthesia a fundus examination
(OCT) and photos from the iris and fundus were performed. The iris and choroid
were sectorial pigmented, and the pigmented choroidal part was thicker than the
unpigmented one. Also a biopsy of a pigmented and unpigmented skin areal were
taken. No melanocytes could be found in the unpigmented skin biopsy.

Since the role of melanocytes in the choroid remains unknown, the purpose of the
study is to enlighten potential further function of these cells. Based on the
investigation of Nevus of Ota patients, the leuzistic dog and a study of literature we

set up a hypothetical influence of melanocytes on the choroid.
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1 Einleitung

1.1 Anatomie des Auges

Das Auge ist das Sinnesorgan des Menschen, welches Lichtreize mit einer
Wellenlange von 400 nm bis 750 nm wahrnehmen kann. Man kann das Auge grob
in einen vorderen und hinteren Augenabschnitt sowie die Augenwand einteilen. Der
vordere Abschnitt enthalt die lichtbrechenden dioptrischen Einrichtungen, wahrend
der hintere Abschnitt die sensorischen und verarbeitenden Abschnitte (Retina)
enthalt. Die Wand des Bulbus oculi kann in 3 Schichten unterteilt werden: Innere
Augenhaut (Retina), mittlere Augenhaut (Tunica vasculosa, Aderhaut) und aulRere
Augenhaut (Sklera und Kornea) (Abbildung 1). (5-7)
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Abbildung 1: Anatomie des Auges



1.2 Embryologie / Augenentwicklung

Die Augenblaschen entwickeln sich in der 4. Schwangerschaftswoche. Sie
entstehen aus Ausstulpungen der Gehirnblaschen (Prosenzephalon) und induzier-
en im Oberflachenektoderm die Linsenplakode. Anschlieliend stilpen sich die
Augenblaschen zum Augenbecher um, die Linsenplakode zum Linsenblaschen ein.
Das Pigmentepithel bildet sich aus der aulderen Schicht des Augenbechers, aus der
inneren Schicht entsteht die Retina.

Nach der Augenbechereinstulpung setzt sich diese nach medial unten als
Augenbecherspalte in den Augenbecherstiel fort. Die Arteria hyloidea tritt durch die
Augenbecherspalte ein. Diese Arterie versorgt in der Embryonalzeit den Glaskoérper
und die Linse. Spater wird sie zur Arteria centralis retinae und versorgt nur noch die
Retina.

Stabchen und Zapfen (Sinneszellen) sind der aulderen Schicht, dem Pigmentepithel
zugewandt. Die Nervenfasern liegen auf der Innenseite der Retina. Diese
korrespondieren und ziehen durch den Augenbecherstiel zum Gehirn. Aus dem
Augenbecherstiel entsteht der Nervus opticus. Die Hornhaut entsteht aus drei
Schichten: der Ektoderm Schicht, dem mesenchymalen Stroma und dem Mesothel.
In der 7. Schwangerschaftswoche entwickeln sich die Augenlider aus zwei
Hautfalten. Wahrend der 10. Schwangerschaftswoche verkleben die Augenlider und
offnen sich erst um den 7. Schwangerschaftsmonat wieder.

Fir die Augenentwicklung ist das PAX6 Gen hauptverantwortlich. Das Gen wird im
unpaaren Augenfeld im Stadium der Neuralplatte exprimiert.

Das Gen Sonic hedgehog (SHH) unterteilt das Auge in zwei Augenanlagen. Im
Augenbecherstiel wird das PAX2 Gen durch das SHH Gen hochreguliert, wahrend
das PAX6 dort runterreguliert wird. Die PAX6 Genexpression beschrankt sich daher
nur auf Augenbecher und Linse. Spater entwickeln sich Linse und Augenbecher
durch die Epithel-Mesenchym-Interaktion zwischen Linsenplakode, Augenblaschen

und umgebendes Mesenchym weiter. (8)



1.3 Durchgefiihrte Untersuchungen

1.3.1 Spaltlampe

Die Spaltlampe gehort zu den wichtigsten routinemafRigen Untersuchungsgeraten
in der Augenheilkunde. Durch einen scharf begrenzten verstellbaren spaltférmigen
Lichtstrahl kann das Auge untersucht werden. Mit einem Auflichtmikroskop, das
VergroRerungen um das 6- bis 30-fache erlaubt, kann das Auge genauestens
betrachtet werden. Die verschiedenen Abschnitte des Auges kdnnen gezielt durch
unterschiedliche Belichtungsmodifikationen (indirekt, seitlich, fokal) dargestellt
werden. So kénnen unter anderem Tribungen und Veranderungen ohne invasive
Untersuchungen genauestens entdeckt werden. Um den Augenhintergrund
darstellen zu kénnen, mussen zusatzliche Hilfsmittel verwendet werden. (Lupe,
Kontaktglas). Der Augendruck wird mit einem Tonometer gemessen, das sich an
der Spaltlampe befindet. (5-7)

1.3.2 Optische Koharenztomographie

Bei der optischen Koharenztomographie (OCT) kénnen verschiedene Abschnitte
des Auges untersucht werden. Dabei wird ein Laserstrahl verwendet, der die
verschiedenen Regionen (Netzhaut, Hornhaut) abtastet. Oberflachliche Membra-
nen wie z.B. Makuladegenerationen, intraretinale Veranderungen (Odem, Zysten),
diabetische Netzhauterkrankungen sowie auch die verschiedenen Abschnitte selbst
konnen dargestellt und vermessen werden (Netzhaut, Aderhaut, Kornea, Fovea).
Aber auch Abhebungen der Netzhaut, des Pigmentepithels oder der Untergang von
Sehnervenzellen kdnnen erkannt werden.

Die optische Koharenztomographie ist mittlerweile zur wichtigsten, nicht invasiven

Untersuchungsmethode geworden. (5-7)



1.3.3 Hautbiopsie

Bei einer Hautbiopsie wird Gewebe (Biopsie) aus der Haut unter lokaler oder
allgemeiner Anasthesie entnommen. Diese Hautentnahme kann mit einem Skalpell
oder einer Stanze durchgefuhrt werden. Anschlielend kann eine genaue

dermatopathologische Beurteilung durchgefuhrt werden.

1.4 Melanozyten

Melanozyten haben ihren Ursprung in der Neuralleiste. Dort entstehen ihre
pluripotenten Vorlauferzellen, die Melanoblasten. Ab dem neunten bis zehnten
embryonalen Entwicklungstag wandern diese entlang der Nervenscheiden in ihr
Zielgewebe ein (Abbildung 2) wie z.B. die Haut, Schleimhaute, Aderhaut bzw.
Ziliarkorper oder die Meningen.

Die Aderhaut (Choroidea) geht im Bereich der Ora Serrata in den Ziliarkérper tber
und ist ein pigmentiertes Gefallgeflecht zur Versorgung der aufleren Augenschicht.
Sie weist eine sehr hohe Konzentration von Melanozyten auf, ahnlich wie die gut
durchblutete Stria vascularis im Innenohr. Wahrend die Aufgabe der Melanozyten
in der Haut zum Sonnenschutz bereits bekannt ist, ist Uber die Aufgabe der
Melanozyten im Auge erst wenig erforscht.

Melanozyten produzieren das Pigment Melanin, welches beim Menschen und auch
allen anderen Saugetieren fur die Farbung der Haare, Haut und Aderhaut
verantwortlich ist. Melanin ist ein schwarz-brauner (Eumelanin) oder rétlicher
(Phaonelanin) Farbstoff. Meistens ist Melanin an ein Protein gebunden. Ein Fehlen
von Melanozyten (Leuzismus) ist mit schweren Missbildungen verbunden. Haufig
sind davon die Augen in Form einer Mikrophthalmie betroffen. Darlber hinaus
leiden viele Betroffene an einer Innenohrstérung.

Leuzismus bedeutet, dass das Gewebe keine Melanozyten enthalt, im Gegensatz
zum Albinismus. Bei diesem enthalten die Zellen Melanozyten, sind aber unfahig
Melanin zu produzieren.

Im Tierversuch konnte bei Mausen gezeigt werden, dass starker pigmentierte
Melanozyten eine hohere Expression der Tyrosinkinase haben als leichter
pigmentierte. Dieses Enzym reguliert viele Schritte der Melanogenese. Es wird

vermutet, dass dieses Enzym die Expression von Fibromodulin (FMOD) durch einen



bislang unbekannten Mechanismus hemmt. Die erhdhte Exprimierung der
Tyrosinkinase korreliert mit einer reduzierten Expression von FMOD in der mRNA,
obwohl Melanin nicht direkt die FMOD Expression reguliert.

Leicht pigmentierte Zellen haben ein ,Tyrosinkinase Leck®. Dieses ,Leck® ver-
bessert die Produktion und Sekretion von Fibromodulin von Melanozyten.
Dies fordert die angiogenetische Zellantwort auf benachbarte Endothelzellen.
Fibromodulin aktiviert bei Endothelzellen eine TGF-3 (Transforming growth factor
beta) Rezeptorsignalisierung und die Hochregelung der angiogenetischen Wachs-
tumsfaktoren VEGF (Vascular endothelial growth factor) und ANG2 (Angiopoetin 2).
Der GefalRwachstumsstabilisator ANG1 (Angiopoetin 1) wird wahrenddessen unter-
druckt. Auch hier ist der exakte Mechanismus nicht bekannt. VEGF und ANG2 akti-
vieren ihre verwandten Endothelrezeptorkinasen VEGFR-2 und TIE2, um die angio-
genetische Zellantwort zu induzieren. (1, 9)

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss von Melanozyten auf die Aderhaut zu
erforschen, um auf deren Funktion rtickschlieRen zu konnen. Hierzu soll untersucht
werden, ob und wie die Anzahl der Melanozyten die Aderhautdicke beeinflusst.
Dahinter liegt namlich die Annahme, dass Melanozyten wichtig fur die Angiogenese
der Aderhaut sind. Dazu wurden Navus Ota Patientinnen und Patienten untersucht,
die am betroffenen Auge eine vermehrte Anzahl an Melanozyten haben. Die
Ergebnisse mit Waardenburg Patientinnen und Patienten und einem homozygoten
Merle Hund sollen in Bezug gestellt werden. Waardenburg Patientinnen und
Patienten und homozygote Merle Hunde haben durch einen partiellen Leuzismus

eine stark reduzierte Melanozytenanzahl.

Abbildung 2: Melanozyten Migration



1.5 Navus Ota

Um die Auswirkung einer erhohten Melanozyten Anzahl auf die Aderhaut zu
untersuchen, wurden acht Navus Ota Patientinnen und Patienten hinsichtlich der

Aderhautdicke untersucht.

1.5.1 Klinik

Der Navus Ota ist eine okulodermale Melanozytose der Haut sowie des Auges und
wurde 1939 erstmals von Ota und Tanino beschrieben. Es liegen dunkelblaue bis
braunliche Hyperpigmentierungen (Navi) im Versorgungsgebiet des ersten oder
zweiten Trigeminusastes vor. Davon kénnen Stirn, Augenbereich, Wange und der
Gaumen betroffen sein (Abbildung 3). Es kdnnen aber auch die Sklera, Konjunktiva
(Abbildung 4, Abbildung 5) sowie das Trommelfell und der harte Gaumen
mitbeteiligt sein. In 5 % der Falle kann eine bilaterale Form vorliegen. Haufig liegen
eine Hyperpigmentierung des Augenhintergrundes (Abbildung 10), eine
Irishyperchromie (Abbildung 5) und Irismammillationen vor. Bei Letzteren handelt
es sich um seltene, winzige, regelmaliig verteilte zottenférmige Lasionen der Iris.

Der Navus Ota ist nicht immer von Geburt an sichtbar, sondern nimmt erst in der

ersten bis zweiten Lebensdekade an Intensitat und Ausdehnung zu. (10-12)

Abbildung 3: Navus Ota rechtes Auge



Abbildung 4: Irishyperchromie,
Okulare Melanose im Bereich der
Iris und der Sklera

Abbildung 5: Irishyperchromie,
Okulare Melanose im Bereich der
Iris und der Sklera

Abbildung 6: Okulare Melanose im
Bereich der Sklera

Abbildung 8: Okulare Melanose im
Bereich der Iris und der Sklera

Abbildung 7: Okulare Melanose im
Bereich der Konjunktiva



Abbildung 9: Augenhintergrund Abbildung 10: Augenhintergrund
des Navus Ota Auge normal pigmentiertes Auge

1.5.2 Atiologie

Melanoblasten wandern um den neunten embryonalen Entwicklungstag vom
Neuralrohr entlang der Nervenscheide in ihr Zielgewebe ein. Aktuelle Ergebnisse
deuten darauf hin, dass auch Melanoblasten des Auges und der periokularen
Region entlang der Nervenbahnen wandern. Diese teilen sich entlang der

Nervenaste auf und gelangen dann an ihren Zielort (Abbildung 11) (4).

Der flnfte Gesichtsnerv - der Nervus trigeminus — besteht aus drei Hauptasten:
Nervus ophthalmicus (V1), Nervus maxillaris (V2) und Nervus mandibularis (V3).
Der Nervus opthalmicus (V1) enthalt sowohl sympatische wie auch
parasympatische Fasern und innerviert die okulare und periokulare Region. Er teilt
sich wiederum in drei Zweige auf. Einige Zweige davon, die Ziliar-Nerven, dringen
in das Auge ein und innervieren die Kornea, den Ziliarkérper und die lIris. Die
anderen Nervenaste sind fur die Innovation der Stirn, Augenbraue, Nase, Haut der
Augenlider und die Bindehaut zustandig.

Beim Navus Ota kommt es vermutlich wahrend der Embryogenese zu einer
gesteigerten Melanozytenproliferation, noch bevor diese ihre Zielregion erreichen.
Abhangig von Ort und Zeit der melanozytaren Proliferation entstehen im Bereich
der Innervationsgebiete des Nervus maxillaris Navi unterschiedlicher Grole.
(Abbildung 11) (4, 11).
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Abbildung 11: Melanozytenwanderung entlang des Nervus trigeminus

Man geht davon aus, dass die Proliferation der Melanozyten beim Navus Ota durch
eine Mutation im GNAQ oder GNA11 Gen ausgelost wird. Diese Gene spielen beim
MAPK Pfad eine wichtige Rolle und sind dort fir das Wachstum verantwortlich -

auch kleine Aderhaut Navi weisen diese Mutation auf.

Diese Mutationen gelten als ,Vorlaufermutationen® in Richtung Aderhautmelanom.
Das Aderhautmelanom ist mit 15 bis 20 Todesfallen pro Jahr der haufigste Tumor,
der direkt das Auge betrifft. Die Pravalenz von Aderhautnavi liegt bei 4-8 %, die
Inzidenz eines Melanoms bei 4 bis 6 Fallen pro einer Million Einwohner pro Jahr.
Das Entartungsrisiko steigt mit hoherem Lebensalter an und das hochste Risiko liegt
zwischen 60 bis 70 Jahren. (13)

Im Gegensatz zum kutanen Melanom scheinen die Sonnenlichtexposition und eine
Mutation im b-RAF Gen keine Rolle zu spielen. (14) Die Metastasierungs- und
Uberlebensrate ist seit der ersten Beschreibung von Fuchs im Jahr 1917 beinahe
unverandert. Die Uberlebensrate liegt bei ca. 50 % lber 15 Jahre und ist abhéngig
von der gewahlten Therapie (Strahlentherapie — Enukleation) (15). In 1 von 5.000

bis 8.000 Navi pro Jahr transformiert dieser Navus in ein Aderhautmelanom (13).



In 10 % der Falle entwickelt sich ein Klasse 1 Melanom, das nur selten Metastasen
bildet. Es entsteht ein zusatzlicher kurzer Arm des Chromosoms 6 oder des langen

Arms von Chromosom 8.

In Uber 75 % der Falle entwickelt sich ein Klasse 2 Melanom, das haufiger
Metastasen bildet. Dabei kommt es zu einem Verlust von Chromosom 3
(Monosomie) und des kurzen Arms der Chromosomen 1 und 8. Des Weiteren
entsteht ein zusatzlicher langer Arm des Chromosoms 8. Auf Chromosom 3 liegt
das Gen BAP1. Derzeit geht man davon aus, dass der bi-allelische Verlust dieses

Gens eine Schlusselrolle in der Entstehung von Metastasen spielt. (16)

Primar Tumar Metastase

(8+) .
<10 %

L J
L J

. GNAQ/M1

1p-, 8p-. (Bg+)
>
=75 %

Abbildung 12: Mutationsweg des Aderhautmelanoms

1.5.3 Epidemiologie

Der Navus Ota kommt vermehrt in der asiatischen und dunkelhautigen Bevolkerung
vor, prinzipiell kdnnen aber alle Rassen betroffen sein. In der kaukasischen
amerikanischen Bevolkerung wird eine okulare Melanozytose mit 0,04 %
beschrieben. In Japan liegt eine Inzidenz von 1:1000 bis 2:1000 vor. Frauen sind 3-

bis 5-mal haufiger betroffen als Manner. (12, 17)
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1.5.4 Prognose und Verlauf

Menschen weiller Hautfarbe haben im Vergleich zur asiatischen und afro-
amerikanischen Bevdlkerung eine niedrigere Pravalenz fur einen Navus Ota.
Jedoch haben Navus Ota Patientinnen und Patienten mit weil3er Hautfarbe ein
signifikant hoheres Risiko, im Laufe ihres Lebens an einem uvealen Melanom zu
erkranken. Den Patientinnen und Patienten wird deshalb empfohlen, sich jahrlich
einer ophthalmologischen Untersuchung zu unterziehen.

Beim Verdacht auf ein mogliches Orbitamelanom wird zusatzlich ein MRT der Orbita
durchgefuhrt. Das Risiko fur ein Glaukom ist ebenfalls erhoht. Man vermutet, dass
durch die vermehrte Pigmentierung (und Anzahl der Melanozyten) der
Kammerwasserabfluss des Trabekelwerks behindert wird.

Dies kann zu einer Steigerung des Augeninnendrucks und einem sogenannten

Offenwinkelglaukom fuhren. (11)

1.6 Waardenburg Syndrom

Als Beispiel fur ein partielles Fehlen von Aderhautmelanozyten werden Waarden-

burg Syndrom Patientinnen und Patienten miteinbezogen.

1.6.1 Klinik

Das Waardenburg Syndrom ist eine angeborene, autosomal dominant vererbte
Erkrankung, die nach dem niederlandischen Ophthalmologen Petrus Johannes
Waardenburg benannt ist. Ein genetischer Defekt fuhrt zu Pigmentstorungen der
Augen, Haare und Haut. Des Weiteren sind Innenohrschwerhérigkeiten, eine
kongenitale Fehlbildung des Gesichts (Dystopia canthorum) sowie eine partielle
bzw. totale Iris- und Choroideahypopigmentierung und typische weilde Haarlocke
moglich (Abbildung 13). Das Waardenburg Syndrom kann man in vier verschiedene

Typen einteilen. (18-20)
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Type | (Waardenburg) (18-22)

Angeborene Innenohrschwerhorigkeit

Albinismus partialis

Dystopia canthorum

Pigmentanomalien der Iris (komplette oder partiell segmentale
Heterochromie, Irishypoplasie)

Hypoplasie der Alae nasi: Breite Nasenwurzel und breiter Nasenrtcken

Breite mediale Augenbrauen bis zur Synophrys

Type Il (Waardenburg) (18-22)

Angeborene Innenohrschwerhorigkeit
Pigmentanomalien der Iris (komplette oder partiell segmentale

Heterochromie, Irishypoplasie)

Type lll (Klein-Waardenburg) (18-22)

Angeborene Innenohrschwerhaorigkeit

Albinismus partialis

Dystopia canthorum

Pigmentanomalien der Iris (komplette oder partiell segmentale
Heterochromie, Irishypoplasie)

Hypoplasie der Alae nasi: Breite Nasenwurzel und breiter Nasenrtcken
Breite mediale Augenbrauen bis zur Synophrys

Muskuloskelettale Anomalitaten

Type IV (Shah—-Waardenburg) (18-22)

Angeborene Innenohrschwerhorigkeit

Albinismus partialis

Pigmentanomalien der Iris (komplette oder partiell segmentale
Heterochromie, Irishypoplasie)

Enterische Neurone mitbetroffen

zusatzlich Morbus Hirschsprung (angeborenes Megakolon)

12
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Abbildung 13: Irisheterochromie bei Waardenburg Syndrom

1.6.2 Atiologie

Das Waardenburg Syndrom ist ein genetischer Defekt im sogenannten
Mikrophthalmus assoziierten Transkriptionsfaktor (MITF).

Es ist ein Protein, das fur die Melanozytenreifung mitverantwortlich ist. Der Defekt
fuhrt zu einem partiellen Leuzismus mit Pigmentstérungen der Augen, Haare und
Haut. (18, 20, 21)

1.6.3 Epidemiologie

Die Inzidenz des Waardenburg Syndroms wird mit 1:42000 angegeben, wobei der

Typ | und der Typ Il am haufigsten vorkommen. (21)

1.6.4 Behandlung

Fur das Waardenburg Syndrom gibt es keine Therapie, die zu einer Heilung flhrt.
Man kann lediglich Symptome therapieren und die Patientinnen und Patienten z.B.

durch ein Horgerat unterstutzen. (22)
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1.7 Merle Faktor

Der sogenannte Merle Faktor ist eine Insertion im SILV Gen (Silver locus Gen, auch
bekannt als PMEL17; gp100) und fuhrt bei Tieren zu verschiedenen aufhellenden
Farbvariationen des Fells. Das Gen kodiert ein melanozytenspezifisches
Transmembran Glykoprotein von Melanosomen (PMEL). Diese produzieren
Melanin in den Melanozyten und spielen eine wichtige Rolle in der
Pramelanosomenstruktur (23).

Homozygote Australian Shepherd Hunde mit dem Wildtyp sind im Gegensatz zu
heterozygoten Tieren (Abbildung 16 ) gleichmafig schwarz (Abbildung 14) oder rot
(Abbildung 15) pigmentiert. Heterozygote Hunde haben auf ihrem Fell stellenweise
weilte oder graue Flecken. Die Iris dieser Hunde ist meistens sektoriell pigmentiert.
Bei den weilRen bzw. grauen Flecken und bei der blau wirkenden Iris sind keine
Melanozyten (partieller Leuzismus) vorhanden. Werden zwei heterozygote Hunde
miteinander verpaart, kann mit einer Wahrscheinlichkeit von 25 % ein homozygoter
Merle entstehen. Man nennt diese Form auch ,Double Merle®. Ein Untergang von
melanozytaren Zellen wahrend der Embryogenese ist beim homozygoten Merle
(eine Mutation im SILV locus) zusammen mit einer Innenohrschwerhdrigkeit und
einer Mikrophthalmie anzutreffen.

Melanozyten sind scheinbar wichtig flr eine normale Entwicklung der Stria
vascularis, eine gut durchblutete Gefalischicht des Innenohrs. Die Stria vascularis
versorgt die Cochlea. Fehlen Melanozyten, kommt es zum Untergang von
sensorischen Haarzellen und somit zur Taubheit. Oftmals verenden die betroffenen

Tiere bereits intrauterin.

Es stellt sich daher die Frage, ob es einen Zusammenhang zwischen der
Entwicklung des Auges (vor allem der Aderhaut und des Zilliarkérpers) und
Melanozyten gibt. Die Hunde haben ein nahezu ganzlich weiltes Fell und leiden
unter einem fast vollstandigen Pigmentverlust. Durch diesen haben Double Merles
oft rosarote Lidrander, Lefzen und Nasen. Die Augen sind meist komplett blau oder
nur sektoriell blau/braun pigmentiert.

Aber nicht nur Hunde wie Australian Shepherds kénnen von Leuzismen betroffen
sein, auch Mause oder Pferde konnen diesen Phanotyp aufweisen - haufig in Ver-

bindung mit Taubheit und Augenfehlbildungen.
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Wie schon Clark et al. beschrieben haben, gibt es einige Gemeinsamkeiten beim
Waardenburg Syndrom und homozygoten Merle. Ein partieller Leuzismus beim

Menschen fuhrt zu Pigmentstérungen (Leuzismus) und zur Innenohrschwer-
horigkeit. (1, 3, 4, 9, 23-26)

Abbildung 14: Australian Abbildung 15: Australian Shepherd
Shepherd Wildtyp schwarz Wildtyp braun

48+
~ ¥ p

]

.
b s

o

Abbildung 16: Heterozygoter Abbildung 17: Heterozygoter roter

schwarzer Merle-Faktor Australian Merle-Faktor Australian Shepherd
Shepherd
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1.7.1 Homozygoter Australian Shepherd Hund ,,Sammy*

Als Beispiel fur ein partielles Fehlen von Aderhautmelanozyten wurde der
homozygote Merle Hund namens ,Sammy* untersucht.

,Sammy* ist ein im Jahr 2017 in Osterreich geborener Australian Shepherd Hund
(Abbildung 18). Beide Elternteile sind Trager des Merle Faktors und haben ihm
diesen Merle Faktor vererbt. ,Sammy*“ ist daher ein Double Merle, sein Fell ist bis
auf ein paar dunkle Flecken weil} und die Haut rosa.

Seit seiner Geburt ist er auf beiden Ohren taub. Die Iris ist am linken Auge nicht
pigmentiert und am rechten Auge sektoriell pigmentiert. Sein Sehvermogen ist am
unpigmentierten Auge deutlich herabgesetzt, er orientiert sich mit dem teilweise

pigmentierten Auge. Wird das unpigmentierte Auge abgedeckt, wird das von ihm

gut toleriert. Er zeigt jedoch er eine starke Abwehr, wenn man das pigmentierte
Auge abdeckt.

Abbildung 18: Homozygoter Australian Shepherd Hund Sammy
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2 Material und Methoden

2.1 Literaturrecherche

Zu Beginn der Arbeit wurde eine ausfuhrliche Literaturrecherche durchgefihrt.
Im Portal PubMed wurde dazu nach Literatur gesucht. Dabei wurden folgende
Suchbegriffe verwendet: Navus of Ota, Waardenburg Syndrome, Melanozytes,
Merle Faktor, Melanozyten and Angiogenesis, Leuzismus, Fibromodulin,
Splashed-White-Overo, Overo-Lethal-White-Gen.

Die letzte PubMed Abfrage wurde am 10.06.2018 durchgeflhrt.

2.2 Experimenteller Teil - Klinische Studie

2.2.1 Navus Ota

Am Universitatsklinikum fur Augenheilkunde in Graz wurde ein Ethikantrag fur eine
prospektive Studie gestellt. Die Studie wurde entsprechend der Declaration of
Helsinki von der lokalen Ethikkommission genehmigt.

Im Zeitraum von April 2016 bis Oktober 2016 wurden acht Patientinnen und
Patienten mit Navus Ota untersucht.

Mittels Spaltlampe wurde eine genaue augenarztliche Untersuchung des vorderen
und hinteren Augenabschnitts durchgefuhrt.

Um die Aderhautdicke vermessen zu kdnnen, wurde eine OCT Untersuchung beider
Augen mit dem Modus EDI, welches eine bessere Darstellung der Aderhaut erlaubt,
durchgefuhrt. Anschlieend wurde das betroffene Navus Ota Auge mit dem nicht
betroffenen Auge verglichen.

Die gewonnenen Daten wurden anonymisiert und statistisch ausgewertet. Bei

Normalverteilung der Daten wurde ein t-Test fur abhangige Stichproben verwendet.
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2.2.1.1 Auswahl der Patientinnen und Patienten

Es wurden Navus Ota Patientinnen und Patienten ausgewahlt, die im Zeitraum April
2016 bis Oktober 2016 an der Tumorambulanz der Univ. Klinik fir Augenheilkunde

vorstellig waren.

Die Patientinnen und Patienten wurden gefragt, ob sie an der Studie teilnehmen
wollen. Sie wurden ausfuhrlich Uber die Untersuchung und den wissenschaftlichen
Aspekt aufgeklart und willigten den Untersuchungen mittels Unterschrift ein. Eine
Kopie der schriftichen Einverstandniserklarung wurde den Patientinnen und

Patienten mitgegeben.

2.2.1.2 Einschlusskriterien

Als Einschlusskriterium galt die Diagnose Navus Ota mit Beteiligung eines Ota
Auges. Die Diagnose wurde bereits vorher im Rahmen einer augenarztlichen
Untersuchung gestellt. Die Patientinnen und Patienten mussten volljahrig und
einwilligungsfahig sein. Waren die Patientinnen und Patienten minderjahrig,

mussten die Erziehungsberechtigten einwilligen.

2.2.1.3 Ausschlusskriterien

Patientinnen und Patienten, die nicht an der Studie teilnehmen wollten, und nicht

einwilligungsfahige Patientinnen und Patienten, wurden nicht miteinbezogen.

2.2.1.4 Widerruf

Die Patientinnen und Patienten nahmen freiwillig an der Studie teil und konnten zu
jedem Zeitpunkt ohne Angabe von Griinden wieder aus der Studie aussteigen. Dies
wurde lhnen sowohl schriftlich als auch mundlich zugesichert.

Die erhobenen Daten wurden anonymisiert und ausschlieBlich fur diese Studie

verwendet.
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2.2.2 Merle Hund

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, gibt es zwischen dem Waardenburg Syndrom

und den homozygoten Merle Hunden einige Parallelen.

Eine MEDOCS Auswertung vor der Studie ergab 57 mdgliche Patientinnen und
Patienten. Leider war es uns nicht moglich, Waardenburg Patientinnen und
Patienten ausfindig zu machen. Die 57 erhobenen Patienten wurden grofdtenteils
falsch unter ,Leuzismus® kodiert. Bis auf eine Person waren alle Patientinnen und
Patienten von einem Albinismus betroffen. Unser einziger Patient war aber aufgrund
einer mentalen Retardierung nicht zu untersuchen. Deshalb haben wir uns

entschieden, den Hund ,Sammy“ in die Arbeit miteinzubeziehen.

~>ammy“ ist ein junger Double Merle (homozygoter) Australian Shepherd Rude.
Bedingt durch seine genetische Erkrankung hat er ein erhdhtes Risiko fur einen
Katarakt und ein Glaukom. Deswegen musste eine genaue Untersuchung beider
Augen in einer Kurznarkose durchgefiihrt werden.

Diese Situation wurde genutzt, um zusatzlich an beiden Augen eine OCT
Untersuchung sowie eine Hautbiopsie von einer Stelle mit wei3en und einer Stelle
mit dunklen Haaren zu entnehmen. Ein entsprechender Tierversuchsantrag wurde

vorab beim Land Steiermark gestellt und genehmigt (Abbildung 32).
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3 Ergebnisse

3.1 Literatursuche

Es wurden insgesamt 44 Publikationen gefunden. Davon mussten acht aus-

geschlossen werden.

3.2 Klinische Studie

3.2.1 Navus Ota

ety

Abbildung 19: Navus Ota

Im Zeitraum April 2016 bis Oktober 2016 wurden insgesamt acht Personen in das
Univ.-Klinikum fir Augenheilkunde bestellt: Sechs weibliche und zwei mannliche

Personen im Alter von 8 bis 86 Jahren.

In der Studie wurde die Aderhautdicke beider Augen mittels OCT vermessen und
anschlieRend miteinander verglichen. Da eine Normalverteilung der Daten vorlag,
wurde ein t-Test fur verbundene Stichproben verwendet. Im t-Test zeigte sich, dass
die Aderhaut am betroffenen Auge signifikant dicker war als am anderen, gesunden

Auge. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 dargestellit.
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Deskriptive Statistik

Minimum in | Maximum | Mittelwert |Standardabweichung

N Mm in um in um in ym
OTA AH perip 8 157,00 399,00 255,25 76,33
VGL AH perip 7 107,00 355,00 226,14 75,01
OTA AH subfov 7 153,00 533,00 370,00 140,67
VGL AH subfov 7 198,00 456,00 376,43 89,43

OTA AH perip = Navus Ota Aderhaut peripapillar; VGL AH perip = Vergleichs Auge Aderhaut peripapillar;
OTA AH subfov = Navus Ota Aderhaut subfoveal; VGL AH subfov = Vergleichs Auge Aderhaut subfoveal

Tabelle 1: Ergebnisse Aderhautdicke Navus Ota

3.2.2 Merle Hund

Abbildung 20: Ergebnisse Untersuchung Merle Hund

Im September 2017 wurden die Augen des Hundes ,Sammy*“ in einer Kurznarkose

untersucht. Dabei wurden eine OCT Untersuchung des Fundus und Fotos der

Netzhaut gemacht.
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Zu Abbildung 20:

Im Bild links oben:

Am Infrarotfoto vom Augenhintergrund markiert der griine Pfeil die Position des
Querschnitts beim OCT. Der blaue Pfeil im Bild links oben markiert dasselbe Gefal
wie im Bild rechts oben.

Rechts vom Gefal3 / Pfeil kann man erkennen, dass die Aderhaut deutlich dunkler

pigmentiert ist als links davon.

Im Bild rechts oben:

Dieses OCT-Bild zeigt den Querschnitt durch:

a) die Retina

b) Choroidea / Aderhaut

c) Sklera

Der blaue Pfeil (Im Bild rechts oben) markiert dasselbe Gefal} wie im Bild links oben.
Die Aderhaut ist auf der rechten Seite des Gefales signifikant dicker, dies entspricht

auch der deutlich dunkler pigmentierten Stelle im Infrarotbild (Im Bild links oben).

Im Bild unten:

Fundus Bild zur besseren Orientierung
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3.2.2.1 Hautbiopsie

IS &
Abbildung 21: Biopsie leuzistische Haut
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Abbildung 22: Biopsie leuzistische Haut; der Ausschnitt zeigt eine
unpigmentierte Haarwurzel im Langs- und Querschnitt.
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Abbildung 24: Biopsie pigmentierte Haut; der Ausschnitt zeigt eine
pigmentierte Haarwurzel im Querschnitt.

Auf den Bildern ist zu erkennen, dass in den pigmentierten Bereichen Melanozyten

vorhanden sind, wahrend diese in den leuzistischen Hautbiopsien fehlen.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse unserer Literaturrecherche und Untersuchungen deuten darauf hin,
dass Melanozyten eine wichtige Rolle bei der Angiogenese der Aderhaut spielen.
Wir untersuchten die Aderhautdicke mittels OCT (Heidelberg Spectralis -EDI) bei
acht Navus Ota Patientinnen und Patienten und einem homozygoten Australian
Shepherd Hund. Dabei wurden unterschiedlich pigmentierte Areale der Aderhaut

miteinander verglichen.

Die Untersuchung der Aderhaut von Navus Ota Patientinnen und Patienten ergab,
dass die Aderhaut am betroffenen Ota Auge signifikant dicker war als am anderen,
normal pigmentierten Auge. Zentral war es nur schwer moglich, die Aderhautdicke
zu bestimmen, da die Melanozyten einen starken Schatten warfen. Peripapillar
konnten die Messungen valider durchgeflhrt werden. Da eine Normalverteilung der
Daten vorlag, wurde ein t-Test fur unabhangige Stichproben durchgefuhrt. Dieser
zeigt, dass die Aderhaut am beteiligten Auge durchschnittlich 255,25 ym dick war
(Standardabweichung 76,33 ym), wahrend die Aderhautdicke am unbeteiligten
Auge durchschnittlich 226,14 um betrug (Standardabweichung 75,01 um).

Die Theorie, dass Melanozyten die uveale Angiogenese beeinflussen, wird aber
auch durch die Untersuchung des homozygoten Merle Hundes ,Sammy*“ bekraftigt.
Dafur wurden in einer Kurznarkose Hautbiopsien durchgefuhrt sowie Fotos der Iris
und des Fundus angefertigt. Aufierdem wurde mittels OCT (Heidelberg Spectralis —
EDI) der Augenhintergrund untersucht und die Aderhaut vermessen. Anschlielend
wurden die Daten analysiert und leuzistische Teile der Aderhaut mit normal
pigmentierten Anteilen verglichen.

Die Hautbiopsien ergaben, dass an Stellen mit dunklem Fell Melanozyten
vorhanden waren, an Stellen mit weil3en Haaren diese jedoch fehlten.

Es zeigte sich auch, dass die Iris und Aderhaut des Hundes sektoriell pigmentiert
sind. Pigmentierte Anteile der Aderhaut erschienen im Vergleich zu leuzistischen

Anteilen am sektoriell pigmentierten Auge dicker.
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Unsere Hypothese befindet sich auch im Einklang mit anderen Studien. So
beschreiben bereits Pellegrini et al., dass Patientinnen und Patienten mit einem
Navus Ota eine signifikant dickere Aderhaut am betroffen Auge aufweisen. Bei einer
retrospektiven Studie am Wills Eye Hospital in Philadelphia wurden die Augen von
15 Patientinnen und Patienten mit einem Navus Ota untersucht. Dort wurde
festgestellt, dass die subfoveale Aderhautdicke am betroffenen Auge um 23 %
dicker war als am normalen Auge. Am beteiligten Auge war die Aderhaut
durchschnittlich 326,4 ym dick (Median 326 ym; Spannweite 120 bis 459 pm),
wahrend die Aderhaut am unbeteiligten Auge durchschnittlich 254,4 ym dick war
(Median 260 um; Spannweite 94 bis 462 um) (27).

Das Waardenburg Syndrom hat viele Gemeinsamkeiten mit dem homozygoten
Merle Hund. Genetische Alterationen fihren zu einer Pigmentierungsstorung der
Haare bzw. des Fells sowie der Augen und zu einer Innenohrschwerhdrigkeit. Durch
eine Mutation im kodierenden DNA Abschnitt im Mikrophthalmus assoziierten
Transkriptionsfaktor (MITF) kommt es zu einem partiellen Leuzismus.

Dieser Transkriptionsfaktor ist fur die Regulation der Melanozytenreifung von
Bedeutung. Aber auch Fehlbildungen des Gehors sind sowohl bei Waardenburg
Patientinnen und Patienten als auch beim homozygoten Merle Hund vorhanden. So

sind einige Double Merle Hunde und Waardenburg Patentinnen und Patienten taub.

Taubheit bei Fehlen von Melanozyten im Innenohr ist auch bei anderen Tieren
bereits bekannt und gut dokumentiert.

So konnten bereits Steel et al. zeigen, dass bei Mausen die Prasenz von
Melanozyten in der Stria vascularis wichtig fur eine normale Funktion des Innenohrs
ist — diese besiedeln die Stria vascularis. Die Stria vascularis ist eine stark
gefalfihrende Struktur, weiters versorgt diese die Chochlea im Innenohr. Fehlen
Melanozyten, erscheint die Stria vascularis stark verdinnt — es liegt eine

ausgepragte Innenohrschwerhorigkeit vor. (3)

Dass Melanozyten wichtig fur die Angiogenese der Aderhaut sind, konnten auch
Klinckmann et al. zeigen. In ihrer Studie mit homozygoten Merle Hunden fanden sie
heraus, dass bei homozygoten Merle Dachshunden die Choroidea aulergewdhn-

lich dinn war und nur wenige groRe Gefalde enthielt (2).
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Shields et al. konnte bei Untersuchungen der subfovealen Aderhaut bei
Waardenburg Patienten zeigen, dass leuzistische Aderhautregionen dinner waren
als pigmentierte. Bei vier Patienten wurde das hypopigmentierte Auge mit dem
normal pigmentierten Auge verglichen. Dabei zeigte sich, dass die subfoveale
Aderhaut am hypopigmentierten Auge um 19 % dinner war als am normalen Auge.
Die durchschnittliche subfoveale Aderhautdicke lag beim hypopigmentierten Auge
bei 197 ym, beim normalen Auge bei 243 pm (20). Diese Ergebnisse lassen auch
einen Zusammenhang zwischen der Entwicklung des Auges — insbesondere der

Aderhaut - und Melanozyten vermuten.

Diese Resultate unterstutzen ebenfalls unsere Hypothese, dass die Anzahl der

Melanozyten Einfluss auf die Dicke der Aderhaut hat.

Dass Melanozyten die Angiogenese beeinflussen, wurde auch in einem anderen
Mausmodell gezeigt. Adini et al. konnte im Tierversuch bei Mausen zeigen, dass
Melanozyten Fibromodulin (FMOD) produzieren, und dass dies eine wichtige Rolle
in der Angiogenese spielt. So konnten sie nachweisen, dass Fibromodulin die
angiogenetische Zellantwort auf benachbarte Endothelzellen aktiviert. So werden
durch TGF-B (Transforming growth factor beta) die angiogenetische
Wachstumsfaktoren VEGF (Vascular endothelial growth factor) und ANG2 (Angio-
poetin 2) ausgeschuttet. Wahrenddessen wird der GefalRwachstumsstabilisator
ANG1 (Angiopoetin 1) unterdriickt. Der genaue Mechanismus ist allerdings unbe-
kannt. VEGF und ANG2 bewirken eine Aktivierung der Endothelrezeptorkinasen
VEGFR-2 und TIE2. Diese induzieren die angiogenetische Zellantwort. (1, 9)

In der Pferdezucht gibt es verschiedene Farbvariationen des Fells, die auf einem
Leuzismus beruhen. Diese Pferde werden “Schecke” oder auch “Scheck® genannt.
Die Korperbehaarung dieser Pferde weist neben der Grundfarbe klar umgrenzte,
weilke Bereiche auf. Die Tiere werden nach Scheckungstyp in Tigerschecken und
Plattenschecken (Abbildung 25, Abbildung 27) eingeteilt. Bei den Plattenschecken
gibt es drei verschiedene Typen: Splashed White Overo, Frame Overo und Tobiano.
(28, 29)

Der Leuzismus kann unterschiedlich ausgepragt sein. Sind keine Melanozyten

vorhanden, ist die Haut rosa, die Haare erscheinen weil3. Ist der Melanozytenanteil
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gering, zeigt sich ein zufalliges Muster von farbigen und weil’en Haaren — diese

werden Stichelhaare genannt. (29-31)

Die Splashed-White Scheckung wird auch nordische Scheckung genannt. Farbiges
und weilles Fell kommen dabei abwechselnd vor. Die Pferde haben weile Beine
und weil3e Bauchflecken. Es wirkt so, als wurde die weilde Zeichnung des Fells von
unten nach oben zunehmen. Der Kopf hat haufig ein weilles Abzeichen und die
Pferde haben blaue Augen. (32) Man kann zwischen der heterozygoten und
homozygoten Form unterscheiden. Die heterozygote Form ist teilweise nur schwer
zu erkennen, da die Tiere meist keine Scheckzeichnung zeigen. Blaue Augen oder
dezente Abzeichen am Kopf kdonnen allerdings ein Hinweis auf die genetische
Anlage sein (Abbildung 25). Nur homozygote Tiere zeigen eine typische Splashed-
White Zeichnung (Abbildung 26). (28)

Einige dieser Pferde sind von Geburt an taub. Vermutet wird, dass auch hier die

Stria vascularis durch den Leuzismus verandert ist. (33)

Abbildung 25: heterozygote Splashed White Scheckung (34)
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Abbildung 26: homozygote Splashed White Scheckung (35)

Bei der Frame-Overo-Scheckung kommt es - bedingt durch das Overo-Lethal-
White-Gen - zur Scheckung an der ventralen und lateralen Seite von Hals und
Rumpf, wobei die dunklen Stellen wie “eingerahmt® wirken. Die Ruckenlinie wird von
den weilden Flecken nicht gekreuzt, lediglich manchmal der Méhnenkamm von den
weilken Flecken. Meist ist zumindest eines der Beine - wenn nicht sogar Alle - dunkel
gefarbt. (Abbildung 27). (28, 36)

Abbildung 27: Frame Overo Scheckung (37)

Das Overo-Lethal-White Gen wird unvollstdndig dominant vererbt und flhrt durch
eine Mutation im Endothelin-Rezeptor-B-Locus zu einem Leuzimus. Heterozygote
Pferde zeigen die Frame-Overo-Scheckung und sind gesund. Werden zwei hetero-

zygote Tiere miteinander verpaart, kommt es in 25 % zu einer homozygoten Form
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des Overo lethal white Gens, und fihrt zum so genannten OLWS (Overo-Lethal-
White-Syndrom). (28, 38)

Die Fohlen kommen komplett weild zur Welt. Bereits kurz nach der Geburt kommt
es zu Kkolikartigen Symptomen und der Mekoniumabgang bleibt aus. Dem
Magendarmtrakt fehlen durch eine gestorte Auswanderung von pluripotenten Zellen
aus dem Neuralrohr die Nervenzellen. Dies fuhrt in den ersten Lebenstagen zu
einem Darmverschluss, der in weiterer Folge zu einem Megacolon fuhrt. Die Fohlen
mussen daraufhin euthanasiert werden. (36) Um das verhindern zu kénnen, ist es
wichtig, Rassen in denen Frame Overos vorkommen, vorzeitig testen zu lassen, ob
sie das Overo-Lethal-White Gen tragen. Das Gen wird in Uber 90 % der Frame-

Overos nachgewiesen. (36)

Das Lethal-White-Foal-Syndrom zeigte einige Parallelen zum Waardenburg
Syndrom. Bei der Form IV des Waardenburg Syndroms kann ein Morbus
Hirschsprung vorliegen. Dabei handelt es sich um ein kongenitales Fehlen der
Ganglionzellen des Plexus Myentericus (Aganggliose). Dies fuhrt zu einer
spastischen Verengung des betroffenen Darmabschnitts. In weiterer Folge kommt
es zur Dilatation der prastenotischen Dickdarmareale und zu einem Megacolon.
Auch hier liegt wie beim Overo-Lethal-White-Foal Syndrom eine gestdrte Migration

der Nervenzellen und eine Mutation im Endothelin-B-Rezeptor vor. (21, 28, 39, 40)

Zusammenfassend scheint es wahrscheinlich, dass die Aufgaben der Melanozyten
nicht nur in der Pigmentproduktion liegen. Wir vermuten, dass diese auch eine
wichtige Rolle in der Angiogenese der Aderhaut spielen.

Obwonhl die aktuelle Forschung die Ergebnisse im Detail nicht erklaren kann, scheint
es, dass ein Fehlen von Melanozyten einen signifikanten Einfluss auf die
Organogenese hat und vaskularisierte Strukturen sowie beispielsweise die

Choroidea und Stria vascularis des Innenohres beeinflusst.

Mit dieser Hypothese mochten wir weitere Erkenntnisse in der Funktion der
Melanozyten im Innenohr und der Choroidea fordern. Wir glauben, dass zu diesem
Thema noch viel Forschungspotential vorhanden ist und in Zukunft noch weitere
neue Erkenntnisse moglich sind. Dadurch erhoffen wir uns neue Behandlungs-

maglichkeiten:
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Einerseits kdonnten durch die Suppression der melanozyteninduzierten Angio-
genese neue therapeutische Moglichkeiten fur die feuchte Makuladegeneration
entstehen, andererseits konnte eine Stimulation genutzt werden, um Mikrophthalmi
oder gefalRbedingte Innenohrschwerhérigkeiten wie beim Waardenburg Syndrom

zu behandeln.

Aufgrund dieser potentiellen therapeutischen Moglichkeiten haben wir ein weiteres

Projekt geplant:

Dazu soll die angiogenetische Potenz von Zellen mit Hilfe des CAM Modells
(Chicken chorioallantoic membrane angiogenesis model) untersucht werden. Dabei
werden Melanozyten aus unterschiedlichem Gewebe (juvenile Vorhaut, Aderhaut
und adulte cutane Haut) isoliert, charakterisiert und auf die Chorionallantois
Membran von Huhnereiern aufgetragen (Abbildung 28-31). Die Membran ist ein
extraembryonales Gebilde unter der Eischale des sich entwickelnden Huhner-
embryos. Diese ist fur den Gasaustausch verantwortlich und deshalb stark
vaskularisiert. In diesem System koénnen Faktoren, die fur die Angiogenese
stimulierend oder inhibierend wirken, sehr gut studiert werden, da diese direkt

beobachtet werden konnen.

MCP-1 ist ein Monozyten-chemotaktisches Protein-1 und ist auch als Chemokin
(C-C-Motiv) - Ligand 2 bekannt. Dieses Protein soll bestimmt werden, um die
Biologie von Melanozyten in unterschiedlichen Entnahmeorten besser darstellen zu
konnen. Der Transport von Monozyten zu Entzindungszellen wird von MCP-1
reguliert. AuRerdem regelt das Protein die VEGF Expression und regt die Migration

und Proliferation von Endothelzellen an. (41, 42)
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Abbildung 28: CAM Tag 0

Abbildung 30: CAM Tag 3

Abbildung 29: CAM Tag 2

Abbildung 31: CAM Tag 6
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5 Anhang

5 Das Land
& Steiermark|

= Fachabteilung Gesundheit

AMT DER STEIERMARKISCHEN LANDESREGIERUNG

Abteilung 8 Gesundheit, Pflege und Wissenschaft und Pﬂegemanagement
Dr. Christoph Schwab Referat Veterinirdirektion/
Universitits-Augenklinik &ffentliches Veterindrwesen
Auenbruggerplatz 4 _ . =
2036 Graz Bearb.: Mag. Karoline Schiagl

Tel.: +43 (316) 877-4844
Fax- +43 (316) 877-3373
E-Mail: veterinaerwesen@stmk.gv.at

Bei Antwortschreiben bitte
Geschaftszeichen (GZ) anfiihren

GZ: ABTO8GP-116220/2017-2 Graz. am 23.08.2017

Ggst.: Angiographie- und Optische Kohérenz Tomographie. Anfrage.
Christoph Schwab, Untersuchung eines Hundes

Sehr geehrter Herr Dr. Schwab!

Das Amt der Stelermérkischen Landesregierung, Fachabteilung Gesundheit wund
Pflegemanagement. teilt zu Threr Anfrage vom 21. August 2017 betreffend die bei Ihrem Hund
geplante Angiographie und Optische Kohidrenz Tomographie zur Untersuchung der Netzhaut
und ihrer einzelnen Schichten mit. dass es sich dabei aus ha. Sicht nicht um einen Tierversuch
gemifl § 2 des Bundesgesetzes iiber Versuche an lebenden Tieren (Tierversuchsgesetz 2012.
BGBI I Nr. 114/2012) handelt. Die Untersuchung entspricht einer prophylaktischen,
diagnostischen und therapeutischen Mafinahme, die primér bzw. iiberwiegend der Behandhung
eines einzelnen Hundes und nicht vorrangig dem Erkenntnisgewinn dient und ist somit als
nichtexperimentelle veterinirmedizinische klinische Praktik zu werten.

Da es wissenschafiliche Berichte gibt. welche die gute Vertriglichkeit dieser
Untersuchungsmethode - auch beim Hund — bestéitigen und die Untersuchung unter Narkose
erfolgt. sind keine unnétigen Schmerzen. Leiden und Schiiden fiir das Tier zu erwarten.

Mit freundlichen Griiflen
Fiir den Landeshauptmann

Der Fachabteilungsleiter 1.V.

Dr. Peter Wagner

(elektronisch gefertigt)

8010 Graz Friedrichgasse 9
DVR 0087122 » UID ATU37001007 e Landes-Hypothekenbank Steiermark: IBAN AT375600020141005201  BIC
HYSTAT2G

EB_1VL1

Abbildung 32: Genehmigung Untersuchung Merle Hund
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Abbildung 26: Wikipedia. Splashwhitemare.
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Abbildung 27: Wikipedia. Overo2.
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