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Zusammenfassung

Der Glaskorper ist ein einzigartiges Gewebe mit einzigartigen Eigenschaften und
Stoffwechselvorgangen. Flir diese Arbeit von besonderem Interesse ist das
Zusammenspiel des GK mit verschiedenen Erkrankungen in Hinblick auf das
Vorkommen reaktive Sauerstoffspezies. Die Arbeit ist in 3 Teile gegliedert, in welchen
die Thematik aus analytischer, experimenteller und klinischer Sicht beleuchtet wird. Die
wichtigste Konklusion diese Studie ist, dass Ascorbinsaure im Glaskorper prooxidative
Eigenschaften besitzt und dass bei Glaukompatienten im Glaskorper vermehrt reaktive

Sauerstoffspezies vorherrschen welche zu einer Glaskérperabhebung fiihren kénnen.

Abstract

The vitreous is a unique tissue with unique physiologic functions and metabolism. This
thesis thereby focuses on vitreous reactive oxygen species in relation to different
diseases. The manuscript is segmented into 3 parts investigating the subject from an
analytic, an experimental and a clinical point of view. Main conclusions from this study is
vitreous ascorbic acid acts as a prooxidans and that glaucoma patients exhibit higher
levels of reactive oxygen species in the vitreous leading to premature posterior vitreous

detachment.
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Einleitung

1 Allgemeines zum Glaskoérper

Der Glaskorper (GK) ist eine gelartige, gefafdfreie Struktur, welche sich zwischen der
Linse, dem Aufhingeapparat der Linse und der Netzhaut befindet. (2) Diesem werden
zahlreiche physiologische Funktionen zugeschrieben: (3-5)

- Eine regulierende Funktion auf das Augenwachstum in der Embryogenese

- Eine optische Medientransparenz, welche durch die einzigartige chemische
Zusammensetzung des GK gewahrleistet wird.

- Eine Barrierefunktion, welche das Eindringen von Makromolekiilen und Zellen in
den GK Raum verhindert, um die Medientransparenz zu bewahren.

- Eine mechanisch stabilisierende Funktion des Bulbus (z.B.: die Verhinderung des
Kollapses bei perforierenden Augenverletzungen) und der Netzhaut (vor allem
bei Augenbewegungen)

- Speicher fir Stoffwechselprodukte wie Glucose, Lactat, Aminosduren oder

Vitamin C

Der GK besteht zum grofdten Teil aus Wasser - namlich zu ca. 98 - 99 %. Weitere
Bestandteile sind die Makromolekiile Hyaluronsaure (ca. 2 %) und Kollagen (<<1 % Typ
I, V und IX), welche miteinander interagieren und so ein dreidimensionales
Fasernetzwerk bilden, welches dem GK Stabilitat verleiht. Die Assoziation von
Hyaluronsdure in diesem weitmaschigen Netzwerk sowie deren hohe Kapazitat, Wasser
zu binden, bedingen die homogene Konsistenz des Glaskdrpers und seine Transparenz.
(6-11)

Erwdhnenswert dabei ist, dass die Verteilung des Kollagens nicht homogen ist: Die
hochste Kollagendichte findet sich im Bereich der GK Basis und am hinteren Kortex - an
diesen Stellen ist der GK besonders fest mit der Netzhaut verbunden. Diese Verbindung
besteht aus Ankerfibrillen zwischen GK Kortex und der inneren limitierenden Membran

(ILM) der Netzhaut. (12,13)
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Nicht nur die Interaktion von Hyaluronsdure und Kollagen bzw. die hohe
Wasserkonzentration, sondern auch die Verteilung von Proteinen machen den GK zu
einem einzigartigen Gewebe. Die Konzentration der GK Proteine macht nur 1-3% jener
des Serums aus. Vorherrschend sind hierbei: Albumin (293 +/- 18 mg/1), Transferrin
(73.7 +/- 6.6 mg/1), Immunoglobulin G, (33.5 +/- 3 mg/1), alpha 1-antitrypsin (14.1 +/-
2.9 mg/1) und alpha 1-saures Glykoprotein (4 +/- 0.7 mg/1). (14-17)

Einzigartig ist auch die Konzentrationen der niedermolekularen Stoffe, allen voran ist
hierbei die Ascorbinsdure (= Vitamin C, ASC) Konzentration (0,4mmol/kg) zu erwahnen
- diese uibertrifft die Konzentration im Blut um das 10fache. ASC wird aktiv, d.h. unter
Aufwendung von Energie tUber den Ziliarkorper in das Auge sezerniert. (3,18) Warum
gerade im Glaskorper eine so hohe ASC Konzentration wichtig ist, wird klar wenn man

sich die physiologischen Funktionen von ASC vor Augen halt:

- ASCist ein Coenzym der Prolyl-4-Hydroxylase; Dieses Enzym ist wichtig fiir die
Biosynthese von Kollagen. Es katalysiert die Hydroxylierung von Prolin zu
Hydroxyprolin und ist daher fiir den Kollagenaufbau unerlasslich(19,20)

- Die Lysylhydroxylase katalysiert zusammen mit ASC die Hydroxylierung von L-
Lysin zum Hydroxylysin; letzeres ist wichtig fiir die kovalente Quervernetzung
benachbarter Kollagenmolekiile(19,20)

- ASC wirkt als Radikalfanger im wassrigen Milieu und wirkt so der Entstehung
von oxidativem Stress entgegen(18-20)

- ASC senkt den Sauerstoffpartialdruck im GK, indem es 02 zu H202 umwandelt.
Aus letzterem konnen dufderst reaktive Hydroxylradikale gebildet

werden(5,21,22)

An dieser Stelle sei besonders hervorgehoben, dass ASC im GK sowohl als Anti- als auch

als Prooxidans (im Rahmen des Sauerstoffabbaus) wirken kann.
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1.1 Veranderungen des Glaskorpers wahrend des Lebens

1.1.1 Embryologie

Der GK durchlauft altersbedingte Veranderungen wie kaum ein anderes Gewebe.
Wahrend der Embryogenese ist dieser von einem dichten Gefafdnetz durchzogen. Diese
sogenannten hyoidalen Gefaf3e sind im zweiten Fetalmonat am dichtesten ausgepragt.
Zusammen mit der Extrazellulairmatrix bildet dieses Gefaf3netzwerk den sogenannten
primadren GK. In weiterer Folge bilden sich diese Gefafde zurtick, sodass normaler Weise
um den siebten Fetalmonat kein Blutfluss mehr in diesen Gefafden zu detektieren ist. In
weiterer Folge wandelt sich der GK von einer fllissigen in eine gelartige Konsistenz um.

(8,9,11,23)

1.1.2 Postnatal

Wahrend des Langenwachstums des Auges nimmt auch der Glaskérper an Volumen zu,
sodass er im Erwachsenenalter durchschnittlich 4 mL einnimmt.

Der ,jugendliche” Glaskorper ist homogen gelférmig. Mit zunehmendem Alter passiert
jedoch durch die Depolimerisation von Hyaluronsaure eine Verfliissigung dieses Gels,
und der GK verliert seine viskdse Eigenschaft. Durch kleine Liicken in der GK
Grenzmembran kann verfliissigter GK in die praretinale Region iibertreten - dies
induziert eine hintere GK Abhebung (HGA). Dabei kommt es zu einer Trennung der
Glaskorper-Grenzmembran von der ILM. Dieser physiologische Prozess beginnt zuerst
in der perimakuldren Region, bevor sich der GK von der zentralen Makula abzuheben
beginnt und sich zuletzt von der Papille trennt. (3,10,23-25)

Der grofite Risikofaktor fiir eine HGA ist ein hoheres Lebensalter - im Alter von iiber 75
Jahren haben iiber 85% aller Menschen einen abgehobenen GK. (25) Beim
Alterungsprozess spielen neben vielen anderen Faktoren auch freie Radikale eine
wichtige Rolle — und tatsachlich haben Experimente gezeigt, dass sich der GK unter dem

Einfluss freier Radikale verfliissigt. (7,10,23,24,26)
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1.1.3 Die Gelkonsistenz des Glaskorpers, Ascorbinsdure und der Sauerstoffabbau

Die gelartige Konsistenz des GK scheint fiir die physiologischen Funktionen des GK von
ganz besonderer Bedeutung zu sein.

Hier soll beispielhaft das Stickler Syndrom kurz angefiihrt werden. Diese ist vermutlich
das haufigste Syndrom in den Vereinigten Staaten und in Europa - jedoch wird es nur
sehr selten diagnostiziert, da die meisten Erkrankten kaum Symptome aufweisen.
Schatzungen gehen davon aus, dass auf ca. 7500-9000 Geburten rund eine Erkrankung
kommt. (27) Bei diesem Syndrom handelt es sich um eine Kollagenopathie, bei der - je
nach Auspragungstyp - durch eine gestorte Kollagensynthese die Gelkonsistenz des GK
verloren geht - der GK Raum erscheint in der ophthalmologischen Untersuchung als
»optisch leer®. (3,28) Der GK kann in ausgepragten Fallen seinen physiologischen
Funktionen (siehe oben) gar nicht mehr nachkommen. Die schwersten Folgen bei diesen

Patienten sind:

» Eine ausgepragte Myopie sowie Netzhautablésungen als Folge der fehlenden

stabilisierenden Funktion des GK

» Eine frithe Kataraktentwicklung und Glaukomentwicklung vermutlich wegen

eines zu hohen Sauerstoffpartialdruckes im Auge.

Mit Ausnahme der Myopie und eingeschrankt von Netzhautablosungen sind ahnliche
Symptome nach einer operativen GK Entfernung (Vitrektomie) - bei welcher der
gelformige GK entfernt wird und das Auge stattdessen mit einer Fliissigkeit wie z.B.:
Ringer Laktat Losung gefiillt wird - zu erwarten: Sowohl eine erhéhte Glaukompravalenz
(durch erhohten Augendruck bedingt) als auch eine erhohte Kataraktogenese
(insbesondere eine nukledre Linsentriibung) sind in der rezenten Literatur beschrieben.
(27-29)

Dartiber hinaus wurde eine enge Beziehung zwischen der Gelkonsistenz des GK und ASC
Konzentration im Auge beschrieben - je hoher die Viskositadt des GK, desto hoher ist die
ASC Konzentration. Verfliissigt sich der GK beispielsweise altersbedingt oder wird
dieser operativ durch eine Fliissigkeit ersetzt sind nur mehr niedrige ASC Konzentration
nachzuweisen.(3,17,23) Anzumerken ist jedoch, dass aus diesen Daten keine
Kausalitaten hervorgehen: Ob die ASC Konzentration sinkt, weil sich der GK verfliissigt

oder ob sich der GK verfliissigt, weil die ASC Konzentration sinkt, bleibt ungeklart.
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Wie bereits beschrieben ist ASC - neben einigen anderen Aufgaben - fiir einen
suffizienten Sauerstoffabbau im GK notwendig.

Es ist deshalb nicht verwunderlich, dass bei vitrektomierten Augen (in vivo) signifikant
erhohte Sauerstoffpartialdriicke im GK Raum und in der Vorderkammer des Auges
nachgewiesen werden konnten. (4,5,21,30,31) Des weiteren konnte in ex vivo
Experimenten eine deutliche Beziehung zwischen Viskositat des GK, ASC Konzentration
und dem Sauerstoffabbau hergestellt werden. (9,22) Die erhohte
Sauerstoffkonzentration bzw. der daraus potentiell entstehende oxidative Stress wird in
der Literatur fiir die Katarakt- und Glaukomentwicklung als Ursache diskutiert.

(4,5,21,22,32,33)
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2 Reaktive Sauerstoffspezies, Antioxidantien und oxidativer Stress

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zeichnen sich durch Thre Fahigkeit aus andere
Atome/Molekiile zu oxidieren. Zu der Gruppe der ROS zahlen einerseits stabile
molekulare Oxidantien (z.B. Wasserstoffperoxid, Singulettsauerstoff oder Ozon) und
andererseits oftmals die sehr reaktionsfreudigen frei Radikale. Beim Abbau von

Sauerstoff iiber ASC kommt es zur Entstehung von Wasserstoffperoxid(H202):

ASC + 02 = Dehydroascorbinsdure + H202

In Abhangigkeit vom Reaktionspartner kann H202 zu weiteren Produkten - teils
unschadlichen und teils zu solchen mit sogar noch starker oxidierender Potenz als H20>

- degradiert werden (Abbildung 1).

H,0,

2-0H -OH + OH- H0+0, GSSG + 2H,0

Abbildung 1: Wasserstoffperoxid (Hz0:2): Mogliche Reaktionswege und deren Produkte; chemische

Bezeichnungen: OH" Hydroxylradikal; OH™ Hydroxidanion; H20 Wasser; 0z Sauerstoff; GSH Glutathion

(reduzierte Form); GSSG Glutathiondimer (oxidierte Form)

Ein Oxidans ist ein Stoff, welcher andere Stoffe oxidieren kann und dabei selber
reduziert wird. Oxidantien konnen Elektronen aufnehmen und werden deshalb als
Elektronenakzeptoren bezeichnet.

Als freie Radikale (FR) werden Atome oder Molekiile bezeichnet, welche (mindestens)

ein ungepaartes Aufienelektron (Valenzelektron - symbolisch dargestellt als * ) besitzen.
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Diese FR reagieren oft stark exergonisch, sodass sie aufgrund ihrer Reaktionsfreudigkeit
nur sehr kurzlebig sind. Die Entstehung solcher FR in biologischen Systemen kann
sowohl endogene (z.B.: im Rahmen des Stoffwechsels) als auch exogene Ursachen (z.B.:
ionisierende Strahlung) haben. Sie konnen beispielsweise durch eine chemische
Spaltung einer kovalenten Bindung entstehen, wenn jeweils ein Elektron einer - vormals
bestehenden - Elektronenpaarbindung bei je einem Spaltprodukt verbleibt.

Die Hauptquelle der ROS ist in der Atmungskette (welche im inneren der Mitochondrien
stattfindet) zu finden. Im Rahmen der Atmungskette dient molekularer Sauerstoff als
Oxidationsmittel - Sauerstoff wird iber mehrere Zwischenstufen reduziert, sodass
schlussendlich Wasser entsteht. Dabei werden 4 Elektronen und 4 Wasserstoffionen
stufenweise iiber Proteinkomplexe auf Sauerstoff tibertragen, wobei Energie in Form
von Adenosintriphosphat gewonnen wird (man nennt diesen Prozess oxidative
Phosphorylierung).

Bei der partiellen Reduduktion von Sauerstoff kommt es zur Bildung von
Superoxidradikalen (man schatzt, dass etwa 1-3% des in den Mitochondrien anfallenden
Sauerstoffs zu Superoxidradikalen umgewandelt werden), welche durch die Superoxid-
Dismutase zu Wasserstoffperoxid (H202) und Sauerstoff (Oz2)abgebaut werden.(29,30)
H20; ist relativ stabil und kann durch die Mitochondrienmembran ungehindert in das
Zytoplasma passieren. In der Anwesenheit von Metallionen kénnen Wasserstoffperoxid-
Molekiile zu hoch reaktionsfreudigen Hydroxylradikalen bzw. zu Hydroxidanionen
weiter reagieren (= Fenton Reaktion). Die ROS, welche im Rahmen der Atmungskette
entstehen, sind sozusagen ein unerwiinschtes Nebenprodukt. Da das Auftreten von
freien Radikalen seit 1956 durch den Biogerontologen Denham Harman im Rahmen
seiner ,Theorie der freien Radikale“ mit Erkrankungen und ganz allgemein mit dem
Alterungsprozess in Verbindung gebracht wird, haben diese Molekiile vor allem in der
Populdrmedizin einen schlechten Ruf erlangt. (34-38)

Es sei jedoch an dieser Stelle auch hervorgehoben, dass ROS ebenfalls physiologischer

Weise erzeugt werden bzw. wichtige Aufgaben erfiillen.
Radikalische Sauerstoffionen (0-2-)beispielsweise werden bei der Phagozytose und Lyse

von Bakterien in Granulozyten aktiv durch die NADPH-Oxidase in der Lysozym-

Membran erzeugt. (39)
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Als wichtiges Signalmolekiil wirkt Stickstoffmonoxid (NO*) bei der Gefafdregulation (im
Sinne einer Vasodilatation - wie beispielsweise bei der Erektion) oder aber bei der
Einleitung der Apoptose. (19,40,41)

Aber auch dem bereits angesprochenen H02 wird in rezenter Literatur als
Signalmolekiil eine wichtige physiologische Funktion zugeschrieben
(=Redoxregulation). Im Detail soll diese ROS bei der synaptischen Plastizitat und bei der
Gedachtnisbildung beteiligt sein. (42)

Der Grund fiir den schlechten Ruf der ROS und ihrer Rolle beim Alterungsprozess bzw.
bei Erkrankungen ist ihre hohe Reaktionsfreudigkeit - dadurch kénnen Makromolekiile
wie z.B.: Lipide, Proteine, RNA- oder gar DNA-Molekiile beschadigt werden. Um dem
entgegen zu wirken, besitzt der Korper einige sehr potente Mechanismen, um die
Entstehung von ROS bzw. die Beschadigung relevanter Molekiile zu verhindern. Zu
diesen Mechanismen zdhlen sowohl Enzyme als auch sogenannte Radikalfanger. Als
Beispiel fiir ein solches Enzym sei hier die Katalase erwahnt: Diese baut H202 zu H20 ab,

bevor es andere Molekiile oxidiert.

2.1 Vitamin C, Ascorbinsdure

Als Beispiel fiir einen Radikalfanger soll Vitamin C (Ascorbinsaure, ASC) - welches bei
dieser Arbeit von besonderer Bedeutung ist - besprochen werden. ASC ist ein
Kohlenhydrat, welches durch Oxidation der L-Gulose am Carbonyl-C Atom entsteht. ASC
weist einen pKs Wert von 4,25 auf und liegt daher unter physiologischen Bedingungen
als Ascorbatanion (AscH:) vor. In wassriger Form stellt ASC ein starkes Reduktionmittel
dar, welches tiber Zwischenstufen - iiber die sukzessive Abgabe von Elektronen und
Protonen - zu seiner oxidierten Form der Dehydroascorbinsaure umgewandelt wird

(Siehe Abbildung 2). (19,20)
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Abbildung 2: Ascorbinsdure (AscHz)kann sukzesiv Elektronen und Protonen abgeben. Endprodukt dieser

Reaktion ist die Dehydroascorbinaure (DHA) i

Die meisten Lebewesen - mit Ausnahme von Primaten und Meerschweinchen - sind in
der Lage, ASC aus Glukuronsaure selber herzustellen. Vitamin C ist daher fiir den
Menschen (und Meerschweinchen) ein klassisches Vitamin. Der Tagesbedarf an ASC

wird fiir den Menschen mit 100mg angegeben.

2.1.1 Vitamin C und das erste klinische kontrollierte Experiment

Der Name Ascorbinsdure (Anti - Skorbutsaurevitamin) ist ein Kunstwort, welches
einerseits den Vitamincharakter dieses Molekiils betont und andererseits auf dessen
Mangelerscheinung - namlich die Erkrankung Skorbut hindeutet. Skorbut wurde bereits
im alten Agypten (2. Jahrtausend vor Christus) beschrieben, auch der griechische Arzt
Hippokrates berichtete liber diese Erkrankung.

Bis in das 18 Jahrhundert galt Skorbut als gefiirchtete Erkrankung unter Matrosen, da
diese Erkrankung die haufigste Todesursache auf See war. Skorbut manifestiert sich
besonders in Geweben mit hohem Kollagenumsatz wie Blutgefafien, Knochen, Knorpel
und Bindegewebe. Es kommt im Verlauf dieser Erkrankung zu Haut- und

Schleimhauteinblutungen, subperiostalen Blutungen, Zahnfleischentziindungen, einer
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Wundheilungsstorung und schlussendlich zu einem Immundefizit mit erhéhter Infekt
anfalligkeit. (19,20,43)

Lange Zeit galt Skorbut als ,mysteriose“ Matrosenerkrankung - Vitamine waren bis
dahin noch nicht bekannt. James Lind (geb. am 4.10.1716 in Edinburgh, gestorben am
13.7.1794), ein schottischer Arzt, beschaftigte sich intensiv mit dieser Erkrankung. Er
leistete wichtige Beitrdge zur Bordhygiene und konnte die Therapie von Skorbut mit
Zitronensaft anhand des ersten dokumentierten klinischen Experimentes beweisen.
Hierzu teilte er 12 skorbutkranke Matrosen in 6 Gruppen zu je 2 Personen ein: Die erste
Gruppe erhielt knapp einen Liter Apfelwein taglich, die zweite Gruppe nahm 25 Tropfen
Schwefelsdure ein, die dritte Gruppe sechs Loffel Essig, die vierte einen % Liter
Seewasser, die flinfte Gruppe zwei Orangen und eine Zitrone und die letzte Gruppe eine
Gewlirzpaste und Gerstenwasser. Die fiinfte Gruppe und in geringen Mafde auch die
erste erfuhren innerhalb von 6 Tagen eine Verbesserung der Erkrankung. Dieses erste
kontrollierte klinische Experiment wurde 1753 unter dem Titel ,A Treatise of the

scurvey" veroffentlicht. (43-47)

2.1.2 Vitamin C im Auge

Anhand der Erkrankung Skorbut kann man erkennen, welche vielfiltigen und wichtigen
Aufgaben ASC inne hat. Interessant ist, dass man im Plasma eine ASC Konzentration von
0,04mmol/kg, im GK 0,4mmol/kg und im Kammerwasser sogar 1,4mmol/kg findet.
ASC wird aktiv - das heifd3t unter Aufwendung von Energie, iiber den Ziliarkorper in das
Auge sezerniert. Da die Natur Energie aufwendet, um eine hohe ASC Konzentration im
Auge zu erreichen, scheint es naheliegend, dass ASC eben dort wichtige Aufgaben hat.
Obwohl die hohen ASC Konzentrationen des Auges schon lange bekannt sind und man
tiber die Wichtigkeit von Vitamin C im Korper sogar noch langer Bescheid weif3, wurde
der ASC des Auges lange nur relativ wenig Beachtung geschenkt. Abgesehen von einer
antioxidativen Funktion wurde ASC im Auge lange keine weitere Funktion
zugeschrieben. Erst vor kurzem wurde bekannt, dass ASC maf3geblich an der
Regulierung bzw. genauer an der Erniedrigung des Sauerstoffpartialdruckes im Auge
beteiligt ist. Demnach reagiert ASC mit Sauerstoff zu Dehydroascorbinsaure und
Wasserstoffperoxid. Somit wurde erstmals klar, dass ASC im Auge nicht nur

antioxidative, sondern sogar prooxidative Eigenschaften besitzt. (4,5,12,21,22,30)
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2.2 Albumin

Albumin ist ein Protein, welches in der Leber synthetisiert wird, aus 585 Aminosduren
besteht und 66kDa wiegt. (19,20) Die normale Konzentration von Albumin im Blut
betragt 35 bis 50g/L bzw. 275-311mg/L im GK. (14,17-20) Neben seiner Aufgabe als
Transportmolekil (flir Fettsdauren, Metalle, Cholesterin, Medikamentwirkstoffen etc.)
und Regulator des osmotischen Druckes stellt Albumin ein wichtiges Antioxidans im
Blut dar. (14,17-20) Albumin wirkt auf 2 verschiedene Wege als Antioxidans, zum einen

tiber Bindungskapazitdt und zum anderen als Radikalfanger. (48-52)

2.2.1 Albumin: Bindungskapazitatabhangige Rolle als Antioxidans

Albumin nimmt eine wichtige antioxidative Rolle ein, indem es Ubergangsmetalle wie
Kupfer- oder Eisenionen bindet. Freie Metallionen wie zweiwertige Eisen- oder
Kupferionen (Fe Il oder Cu II) sind in Anwesenheit von Sauerstoff und Vitamin C iiber
die Fentonreaktion sehr potente Radikalbildner (siehe Abbildung 4). (53,54) Durch die
Bindung dieser Ionen an Albumin werden freie Metallionen dieser radikalbildenden
Reaktion entzogen. Die Eigenschaft Metallionen zu binden und ihre Reaktivitiat somit zu
reduzieren, kann als ,bindungsabhangige Rolle als Antioxidans” bezeichnet werden.
Weitere Aspekte dieser Rolle beziehen sich auch auf die Bindung von Bilirubin (dies
hemmt die Lipidoxidation) (54) In diesem Zusammenhang muss jedoch auch erwahnt
werden, dass diese Eigenschaft vor allem dem reduziertem Albumin (Humanes
Mercaptalbumin, HMA) zugeschrieben wird. Wird Albumin namlich oxidiert, verandern

sich seine Bindungseigenschaften. (55)

2.2.2 Albumin: Ein Radikalfanger

Albumin enthalt ein reduziertes Cystein (Cys34), welches als sehr potenter
Radikalfanger fungieren kann. Es konnte gezeigt werden, dass Albumin auf Grund seiner
hohen Konzentration im Blut etwa 70% der ,Plasma-Radikalneutralisierungskapazitat*
ausmacht.

Albumin enthalt 6 Methioninmolekiile und 35 Cysteinreste welche 17 Disulfidbriicken
bilden. Das Cysteinmolekiil an Stelle 34 ist das einzige freie Cystein im Albuminmolekiil
dessen, Thiolgruppe (R-SH) ein sehr reagibles Reduktionsmittel darstellt. Obwohl nur
ein Cystein des Albumins als Reduktionsmittel reagieren kann, stellt Albumin - aufgrund

seiner hohen Konzentration im Blut - den grofdten Thiolpool im Blut dar.
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Abhangig vom Oxidationsstatus dieser Thiolgruppe kann man 3 Albuminspezies
unterscheiden (Abbildung 3):

1.) Das Mercaptalbumin (HMA): Die Thiolgruppe (auch Mercaptogruppe genannt) liegt
in freier Form vor und kann als Reduktionsmittel fungieren.

2.) Das Non-Mercaptalbumin 1 (HNA1): Das Cystein 34 hat bei dieser Spezies eine
Verbindung mit Glutathion, Cystein oder Homocystein liber eine Disulfidbriicke
ausgebildet. Diese Verbindung bzw. diese Oxidation ist reversibel, sodass es zwischen
HMA und HNA1 einen dynamischen Austausch von kleinen thiolhaltigen Verbindungen
gibt.

3.) Das Non-Mercaptalbumin 2 (HNAZ2): Diese Fraktion entsteht bei starkem oxidativen
Stress, beispielsweise durch die Wirkung von H202 und stellt eine irreversible
Modifikation des Proteins da. Das Cystein 34 liegt hierbei als Sulfinsaure oder

Sulfonsaure vor.

&1 HMA

NH,

“/s—CH;-E—coou HNA-1

HNA-2

0 20 40
Time [min]

Abbildung 3: Links Albuminmolekiil - hervorgehoben ist der freie Thiolrest des Cystein 34; Rechts ein
Chromatogramm, die peaks sind entsprechenden der jeweiligen Albuminfraktionen markiert: humanes

mercaptalbumin, HMA; human non-mercaptalbumin-1; HNA1; human non-mercaptalbumin-2, HNA2"
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2.3 Das Zusammenspiel reaktiver Sauerstoffspezies und Antioxidantien

2.3.1 Die Dosis macht das Gift

ROS haben also sowohl positive als auch negative Eigenschaften - wie bei fast allem im
Leben macht die Dosis das Gift. Kommt es zu einem Auftreten von ROS iiber die
physiologische Menge hinaus oder kann die ,zerstorerische” Wirkung dieser durch
andere Faktoren nicht mehr suffizient verhindert werden, spricht man vom Zustand des
»oxidativen Stresses”. (56,57)

In diesem Zustand kann eine Schadigung von kérpereigenen Molekiilen nicht mehr
ausreichend verhindert werden. Je nach Lokalisation kdnnen Erkrankungen wie das
Glaukom, Morbus Parkinson, eine diabetische Polyneuropathie oder die Katarakt

entstehen. (21,35,36,38,51,58-62)

Speziell im hinteren Augenabschnitt kann es liber zwei verschiedene Wege zur Bildung

von ROS kommen:

1.) Im Rahmen der Atmungskette
Die Netzhaut ist eines der stoffwechselaktivsten Gewebe. Geht man davon aus,
dass etwa 1-3% des in den Mitochondrien anfallenden Sauerstoffs zu
Superoxidradikalen umgewandelt werden, ist besonders hier mit einem hohen
Auftreten von ROS zu rechnen. Hierbei ist zu erwdhnen, dass
Superoxidradikalionen die Mitochondrienmembran nicht passieren konnen, wohl
aber Wasserstoffperoxid, welches ein starkes Oxidans darstellt. Es ist neben O
das Produkt einer Reaktion von Superoxidradikal und Wasserstoff (siehe

Abbildung 4).

2.) Im Rahmen des Sauerstoffabbaues
Wie bereits beschrieben flihrt der Abbau von Superoxid-Radikalanionen im GK
Raum zur Bildung von Wasserstoffperoxid. Wie auch bei der Atmungskette ist
Wasserstoffperoxid hier das mogliche Edukt fiir etwaigen oxidativen Stress und

Ausgangsstoff fiir freie Radikale.
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Aufgrund der zentralen Rolle von Wasserstoffperoxid als Oxidans und mégliches Edukt
fir freie Radikale soll auf dessen mogliche Reaktionswege gesondert eingegangen
werden. Abhdngig vom Reaktionspartner kann dieses Molekiil zu verschiedenen
Produkte reagieren. Die moglichen Abbauwege sind in Abbildung 1 schematisch
dargestellt.

Speziell im Auge scheinen die Reaktionen mit UV Licht und der enzymatische Abbau
durch die Katalase unwahrscheinlich.

UV Licht wird namlich bereits vollstandig in den vorderen Augenabschnitten -
durch Hornhaut und Linse - absorbiert und erreicht somit den GK Raum nicht. (63)

Ein enzymatischer Abbau von Wasserstoffperoxid durch die Katalase wiirde im
GK Raum (wieder) zu den Produkten Sauerstoff und Wasser fiihren - da jedoch gerade
der Sauerstoffabbau eine wichtige physiologische Funktion des GK darstellt, erscheint
dieser Abbauweg unwahrscheinlich. (4,5,21,22)

Daher scheinen im GK Raum die Reaktionswege zusammen mit Metallionen (Fenton
Reaktion - siehe auch Abbildung 1 und Abbildung 4) und der Abbau durch die
Glutathionperoxidase von Bedeutung zu sein.

Bei der Fenton Reaktion katalysieren Metallionen den Zerfall von
Wasserstoffperoxid zu Hydroxylradikalen und Hydroxidanionen. Die Metallionen
werden dabei oxidiert, konnen aber in Anwesenheit einer reduzierenden Substanz wie
z.B.: ASC. wieder reduziert werden, um erneut als Katalysator dienen zu kénnen. Im
ASC- reichen GK Milieu wiirden demnach Spuren von Metallionen ausreichen, um diese
Reaktion in Gang zu halten - einzig die Konzentration von ASC ware der limitierende
Faktor.

Beim enzymatischen Abbau von Wasserstoffperoxid durch die
Glutathionperoxidase hingegen entstehen im Vergleich zu anderen Reaktionen weder
freie Radikale noch Sauerstoff. Zwei Glutathionmolekiile werden im Rahmen dieser
Reaktion zu einem Dimer reduziert, als Produkt entsteht dabei Wasser.

Diese beiden moglichen Reaktionswege werden spater im Experimentierteil behandelt.
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B8
RMA,
G lutathion Proteine
- Kohlenhdrate
peroxidase

Abbildung 4: Wasserstoffperoxid: Entstehungswege, mégliche enzymatische Abbauwege bzw. deren
Produkte sowie potentiell entstehende Radikale. Chemische Bezeichnungen: OH: Hydroxylradikal; OH-
Hydroxidanion; H202 Wasser; Oz Sauerstoff; GSH Glutathion (reduzierte Form); GSSG Glutathiondimer

(oxidierte Form)

Zusammenfassend kann man sagen, dass im GK Raum physiologischer Weise
hochreaktive ROS entstehen.

Der Abbauweg jener ROS sowie deren mogliche Bedeutung beim Auftreten von
Erkrankungen oder GK Veranderungen in Hinblick auf oxidativen Stress ist bis dato
jedoch nur unzureichend erforscht - siehe nachstes Kapitel: ,Messung von oxidativem

Stress im Glaskorper”
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3 Messung von oxidativem Stress im Glaskorper

In der Literatur existieren bereits einige Studien zu dem Thema ,oxidativer Stress im
GK“. Haufig wird dabei anhand der ASC Konzentration versucht, auf moglichen
oxidativen Stress im GK Raum riickzuschlief3en. (3,64) Aufgrund der ambivalenten Rolle
von ASC, welche sowohl als Anti- als auch Prooxidants fungiert, ist dieser Faktor kaum
geeignet, um auf das Vorhandensein von oxidativen Stress riickzuschliefsen.
Carbonylgruppen in Proteinen sind als Marker fiir oxidativen Stress in diesem
Zusammenhang ebenfalls bestimmt worden. (59,65-67) Als direktes Produkt von
oxidativem Stress und aufgrund seiner chemischen Stabilitdt ist dieser Marker besser
geeignet als Vitamin C. Ein Nachweis von Carbonylgruppen gibt allerdings nur
Riuckschluss iiber das grundsatzliche Vorhandensein von oxidativem Stress. Eine
Unterscheidung zwischen schwachen und starken Oxidationsmitteln ist nicht moglich.
Speziell der oxidative Einfluss von H202, welches im GK anfillt, bleibt bei dieser Methode
unberiicksichtigt.

Ein neuer Marker fiir oxidativen Stress ist die Fraktionsanalyse der drei - bereits
beschriebenen - Albuminspezies mittels ,high performance liquid chromatography*
(HPLC). Albumin kommt auch im GK als Hauptprotein vor, allerdings in wesentlich
geringerer Konzentration als im Plasma. Seine antioxidative Potenz spielt daher neben
der hohen Konzentration von Vitamin C eine untergeordnete Rolle.
(3,10,14,15,18,22,23) Abhingig von seinem Redoxzustand sind drei Formen
beschrieben: HMA - die reduzierte Form, HNA1 - die durch ,milden“ oxidativen Stress
reversibel veranderte Form und HNAZ - welches bei starkem oxidativen Stress,
beispielsweise durch die Wirkung von H202, entsteht und eine irreversible Modifikation
des Proteins darstellt. Der Redoxzustand von Albumin hat sich in der rezenten Literatur
als guter Indikator fiir oxidativen Stress erwiesen, da er einen systemischen Zustand
widerspiegelt und gut quantifizierbar ist. (50-52,55) Speziell im GK wurde der
Redoxzustand von Albumin noch nicht untersucht, erscheint aber fiir die Erforschung
des Zusammenhangs zwischen oxidativer Schadigung und dem Auftreten von

Krankheiten im vorderen und hinteren Augenabschnitt besonders interessant.
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4 Zielsetzung dieser Arbeit

Thematischer Schwerpunkt dieser Arbeit ist das Vorhandensein (v.a. in Hinblick auf
verschiedene Erkrankungen) bzw. die Auswirkungen von ROS im GK Raum. Die
vorliegende Arbeit teilt sich dabei in 3 Abschnitte, welche verschiedene Zugidnge zu
dieser Thematik bieten sollen.

1.) Primares Ziel dieser Arbeit ist es, liber die Fraktionsbestimmungen der
verschiedenen Albuminspezies in Glaskérperproben auf das etwaige
Vorhandensein von oxidativem Stress Riickschliisse ziehen zu konnen. Der
Redoxzustand von Albumin soll dabei mit dem Auftreten verschiedener
Erkrankungen bzw. der Operationsindikation (wie der diabetischen
Retinopathie, der Epiretinalen Membran etc.) und dem GK Status (anliegend vs.
abgehoben) korreliert werden. Neben der zugrundeliegenden Indikation fur die
Operation soll auch der Redoxstatus des Serumalbumins in die statistische
Auswertung miteinbezogen werden.

2.) Die oxidativen Eigenschaften des GK sollen im Labor iiber verschiedene
Experimente beleuchtet werden.

3.) Dariiber hinaus soll die Auswirkung von oxidativem Stress am Beispiel Glaukom

auf den GK (anliegender vs. abgehobener GK) untersucht werden.
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Ausfihrungsteil:

5 Oxidativer Stress im Glaskérperraum

5.1 Patientinnen und Methoden

Fir diese Studie wurden 158 Glaskorperproben rekrutiert. Eingeschlossen wurden
diese PatientInnen an der Universitats-Augenklinik. Die Albuminanalyse erfolgte am
Institut fiir Physiologische Chemie der Medizinischen Universitat Graz. Die Studie
wurde entsprechend der Deklaration nach Helsiniki durchgefiihrt. Vor Beginn der Studie
wurde die Zustimmung der ortlichen Ethikkommission eingeholt.

PatientInnen welche, an der Universitats Augenklinik fiir die Durchfiihrung einer
Vitrektomie aufgenommen wurden, wurden hinsichtlich ihres Einverstandnisses zur
Studienteilnahme befragt. Eine etwaige Einwilligung wurde durch eine Unterschrift auf
einem ,Informed consent Bogen“ (dieser wurde im Rahmen des Ethikantrages ebenfalls
der ortliche Ethikkommission vorgelegt) dokumentiert. Die Rekrutierung der
Patientlnnen erfolgt am Tag vor der Operation, die Blutabnahme am Tag der Operation
und die Glaskoérperprobenabnahme im Rahmen der Operation.

Einschliefsbar waren alle Patientlnnen im Alter zwischen 18 und 99 Jahren, welche fiir
eine Vitrektomie vorgesehen waren. Ausschlusskriterium war eine Grunderkrankung
mit sekundaren, operationswiirdigen Veranderungen (wie z.B.: Glaskérperblutung bei
Gefafdentziindung) - in so einem Fall ware nicht klar welche der beiden Pathologie einen
allfallig vorhandenen oxidativen Stress ausgelost hat, und systemische Erkrankungen,
welche mit einem erhéhten Anteil von oxidiertem Albumin einhergehen (Leberzirrhose
und dialysepflichtige Niereninsuffizienz).

Der zeitliche Abstand zwischen Blutabnahme und Operation betrug maximal 3 Stunden.
Es wurde jeweils ein EDTA-Rohrchen Blut abgenommen, welches anschliefdend bei 1100
Umdrehungen pro Minute 10 Minuten lang zentrifugiert wurde. Das Plasma wurde dann
in ein Eppendorfhiitchen pipettiert und zusammen mit der GK Probe mittels
Fahrradkurier an das Institut fiir physiologische Chemie geschickt.

Die GK Probenentnahme erfolgte am Anfang der Operation durch Aspiration von GK aus
dem ,wasteport” des Vitrektoms in eine Spritze. Es wurde darauf geachtet, GK immer

aus dem Zentrum zu nehmen, da in der Literatur gerade im Zentrum ein niedriger O
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Partialdruck gemessen wurde und wir daher gerade in diesem Bereich mit
Verdanderungen rechneten. (30) Um eine Verdiinnung der GK Probe durch Spiilwasser zu
verhindern, wurde gleich nach dem Einfiihren des Vitrektoms GK gegen Luft (und nicht
wie sonst Uiblich gegen Spiilfliissigkeit) ausgetauscht. Dabei wurde besonders darauf
geachtet, dass keine Luftbldschen in die Spritze mit der GK Probe gelangten. Etwaig in
der Spritze vorhandene Luftblaschen wurden sofort herausgedriickt. Die Spritze wurde
daraufhin sofort mit einer Kappe verschlossen, auf ,crushed ice“ gelegt und zusammen
mit dem Blutplasma an das Institut fiir Physiologische Chemie der Medizinischen
Universitat Graz geschickt sodass eine Analyse des GK innerhalb von 2 Stunden nach
Entnahme erfolgen konnte.

Dieses Zeitfenster wurde aufgrund der Ergebnisse in Vorexperimenten festgelegt:
Innerhalb von 2-3 Stunden blieben die verschiedenen Albuminfraktionen konstant,
nach dieser Zeit kommt es zu einem zunehmenden Shift in Richtung oxidiertem

Albumin.

Bestimmung der Albuminfraktionen nach Redoxzustand
Der Redoxzustand von Albumin wurde durch ,high perfomance liquid chromatography*
(HPLC) bestimmt. Albumin wurde dabei entsprechend der Thiolgruppe des Cystein 34
in drei Fraktionen getrennt:

» HMA: Es liegt eine freie Thiolgruppe vor

» HNA1: Die Thiolgruppe wurde zu einer Disulfidbriicke oxidiert

» HNAZ2: Hoher oxidierte Stadien; (Sulfin oder Sulfonsaure)

Fir die Analysen 20puL wurden verdiinnter GK bzw. Plasma in das HPLC System (Shodex
Asahinak ES-502N 7C Anionen Austauschersdule) injiziert. Mittel Fluoreszenzanalyse
(280nm/340nm) wurden die relativen Albuminfraktionen detektiert. Die relative
Quantifikation der Fraktionen wurde tiber die , peak height” der jeweiligen peaks im
Programm EZ Elite chromatography software (VWR, Wien, Osterreich) berechnet.

Bei allen PatientInnen wurden sowohl im Plasma als auch im GK die verschiedenen

Albumin fraktionen gemessen.

Seite 30



Oxidativer Stress im Glaskorper

Vitamin C Bestimmung

ASC wurde durch eine modifizierte Methode nach Levine et al. bzw. Lykkesfeldt et al.
bestimmt. Sofort nach Eintreffen im Labor wurden 50puL GK mit 50pL
Metaphosphorsadure vermengt und bis zur Analyse bei -80°C gekiihlt gelagert. (68-70)
Die ASC Konzentration wurde durch eine HPLC Analyse (hydrophobe Chromatographie
mit einer ,Zorbax SBC18 Stable Bond 4.6 x 250, 5 Bm; Agilent Technologies, Vienna,
Austria“ Sdule) liber einen elektrochemischen Detektor (ESA Coulochem II, Chelmsford,
United Kingdom; Model 5011 high-sensitivity analytical cell (ESA) bei -200 mV (E1;
upstream) und +150 mV (E2; downstream)) bestimmt.

Die mobile Phase war eine Mischung aus Methanol, Natriumphosphat, wasserfreies

Natriumacetat, Dodecyltrimethylammoniumbromid und Tetraoctylammoniumbromid.
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Die Dokumentation erfolgte im Programm Excel (Microsoft Excel fiir Mac 2011; Version
14.6.4), die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS (Version 22).
Dabei wurden neben den Albuminfraktionen aus Blut und GK folgende Faktoren notiert:
- Geschlecht
- Alter zum Zeitpunkt der Operation
- Indikation fiir die Operation
- Okuldre Nebendiagnosen (wie z.B.: Glaukom oder Diabetische Retinopathie)
- Diabetesstatus
- Albuminkonzentration aus dem Blut und dem GK
- Eiweif3konzentration aus dem Blut und dem GK
- Linsenstatus (Phak vs. Pseudophak)
- GK Status (ermittelt wahrend der Operation, unterteilt in ,anliegend”; ,partiell
abgehoben®; ,vollstindig abgehoben®)

- ASC Konzentration

Die gewonnen GK wurden basierend auf einer intensiven Literaturrecherche in
verschiedene Gruppen eingeteilt. Diese Gruppeneinteilung orientiertete sich an dem
Vorhandensein von Faktoren, welche mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht
wurden. Bei jeder Gruppe wurde genau darauf geachtet, dass die eingeschlossenen
Augen keine weiteren Diagnosen/Faktoren aufwiesen, welche mit oxidativem Stress in

Verbindung stehen.

- Kontrollgruppe

In diese Gruppe wurden nur Augen eingeschlossen, welche aufgrund einer
Krankheit vitrektomiert wurden, die in der rezenten Literatur nicht mit
oxidativem Stress in Verbindung gebracht werden. Eine genaue Aufschliisselung

der Diagnosen ist Tabelle 8 zu entnehmen.

- Pseudophakie

In diese Gruppe wurden pseudophake Augen eingeschlossen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Kataraktoperation im Rahmen einer Vitrektomie mit einer
Veranderung des Sauerstoffpartialdruckes einhergeht.(3) Dies konnte zu

oxidativem Stress fithren.
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Glaukom

Einschlusskriterium fiir diese Gruppe war das Vorhandensein eines Glaukoms.
Der Ganglienzell - Untergang wurde in vielen Studien mit dem Auftreten von ROS
in Verbindung gebracht, sodass diese Erkrankung als eigene Gruppe gefiihrt

wurde.(60,61,70)

Diabetes

Obwohl Diabetes an sich keine augenspezifische Erkrankung ist bzw. nicht
zwangsweise mit Veranderungen der Netzhaut einhergehen muss, wurden alle
Patientlnnen, welche an dieser gestorten Stoffwechsellage litten, in diese Gruppe
eingeordnet - in der Literatur wurde Diabetes eng mit oxidativem Stress der
Retina in Verbindung gebracht.(43) In dieser Gruppe finden sich verschiedene
Stadien der diabetischen Retinopathie (sowohl nicht proliferative- als auch
proliferative). Diese Stadien wurde in der statistischen Analyse ebenfalls

berticksichtigt.

Submakulédre Blutungen (im Rahmen einer feuchten Makuladegeneration)

Musste aufgrund einer submakuldren Blutung auf Basis einer feuchten
Makuladegeneration eine Vitrektomie durchgefiihrt werden, wurde der
entnommene GK in diese Gruppe stratifiziert. Eine feuchte Makuladegeneration
ist nicht nur mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht worden - es gibt
dariiber hinaus Hinweise, dass eine Therapie mit Antioxidantien den Verlauf der

Erkrankung giinstig beeinflussen kann.(55-58)

Amotiones

Die aufderen Schichten der Netzhaut werden vom Pigmentepithel ernahrt.
Kommt es zu einer Trennung von Netzhaut und Pigmentepithel
(Netzhautablésung oder Amotio genannt) kénnen die dufderen Netzhautschichten
nicht mehr versorgt werden - eine mogliche Folge der gestorten Stoffwechsellage

ist das vermehrte Auftreten von ROS.(55)
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5.1.1 Statistische Auswertung

Kategoriale Variablen sind als Haufigkeiten und Prozent angegeben, kontinuierliche
Parameter als Minimum, Maximum, Mittelwert, Median und Standardabweichung. Fir
Gruppenvergleiche wurden parametrische Tests im Falle einer Normalverteilung bzw.
nichtparametrische Tests im Falle keiner Normalverteilung durchgefiihrt. Die jeweiligen
statistischen Tests sind gesondert angefiihrt. Korrelationen wurden mittels der
Spearman Rangkorrelation untersucht. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von 0,05

festgelegt.
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5.2 Ergebnisse

5.2.1 Allgemeine Beschreibung der Daten

Von den 156 akquirierten GK konnten 140 GK (von 72 (51,40%) weiblichen und 68

(48,60%) mannlichen Patientlnnen) in die Auswertung eingeschlossen werden. 16 GK

mussten nach der GK Entnahme ausgeschlossen werden, die genauen Griinde fiir den

Ausschluss sind in Tabelle 1 angegeben.

Grund fiir Ausschluss

Anzahl

(Unerwarteter) entziindlicher Prozess hinter GK Blutung (Vaskulitis)

Luft in Spritze

Fehler beim dem HLPC Durchgang

zu lange Transportzeit (>2 Stunden)

Deckel der Spritze hat sich beim Transport gelost

zu wenig GK gewonnen

N N[ | N O

Summe

Tabelle 1: Auflistung der Ausschlussgriinde

Das durchschnittliche Alter der Patienlnnen betrug 72 Jahre (73 medianes Alter, range

38-93 Jahre; Standardabweichung 8,40 Jahre).

Die absoluten und relativen Werte der Indikationen fiir die Vitrektomien sind in

Abbildung 5 dargestellt.
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Diagnose

B Amotio

& GKBlutung

[0 Makulaloch

[ Submakulére Blutung
O erm

[ Synchisis

& Vitreous traction

Abbildung 5: Graphische Darstellung der absoluten und relativen Werte der Indikationen fiir die

Vitrektomien

5.2.2 Albuminkonzentration
Bei 77 PatientIlnnen wurde die Plasmaalbumin- und bei 139 die GK Albluminkonzentration
erfasst. (Nicht bei allen Proben war genug Material vorhanden) Fiir eine deskriptive Statistik

der Albuminkonzentrationen sieche Tabelle 2.

Standard-

Mittelwert Median Minimum Maximum abweichun

Blut Albumin (g/dL) 4,17 4,10 3,50 5,10 10,27
Tabelle 2: Deskriptive Statistik der Albuminkonzentrationen

Es konnte kein signifikanter Zusammenhang (Spearman Korrelationskoeffizient -0,01)

zwischen der Albuminkonzentration im GK und im Plasma ermittelt werden.
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5.2.3 Albuminfraktionen in Plasma und GK

Das Albumin wurde mittels HPLC in seine redoxabhdngigen relativen Fraktionen

aufgeschliisselt. Die ermittelten relativen Albuminfraktionen aus dem Plasma sind aus

Tabelle 3 zu entnehmen, jene des GKs aus Tabelle 4.

Plasma Mittelwert Median Minimum Maximum Standardabweichung
HMA (%) 70,44 70,95 53,00 93,70 15,70
HNA1 (%) 27,71 27,48 4,90 44,90 15,60
HNA2 (%) 1,84 1,70 0,00 7,13 0,90
Tabelle 3: Die relativen Albuminfraktionen aus dem Plasma

Glaskorper Mittelwert Median Minimum Maximum Standardabweichung
HMA (%) 67,07 65,25 33,40 95,00 14,51
HNA1 (%) 28,13 28,70 5,00 54,80 13,08
HNA2 (%) 4,81 3,70 0,00 24,00 4,24

Tabelle 4: Die relativen Albuminfraktionen aus dem GK

In einem statistischen Vergleich der Albuminfraktionen zwischen Plasma und GK durch

einen Wilcoxon-Vorzeichenrangtest konnten fiir HMA (p=0,015) und HNA1 (p<0,0001)

statistisch signifikante Unterschiede, nicht jedoch fiir HNA2 (p=0,737) festgestellt

werden.
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Entsprechend der in der Literatur beschriebenen Assoziationen mit oxidativem Stress

wurden die gewonnenen Glaskorper in 6 Gruppen unterteilt - siehe Tabelle 5. Die

Aufschliisselung der verschiedenen Gruppen nach der Indikation fiir die Vitrektomie

sind aus Tabelle 6 zu entnehmen.

Haufigkeit | Prozent
Kontrollgruppe 73| 52,14
Pseudophakie 14| 10,00
Glaukom 11 7,86
Diabetes 32 22,85
Submakulare Blutung 3 2,14
Amotio 7 5,00
Gesamt 140( 100,00

Tabelle 5: Stratifizierung der GK in 6 Gruppen: Patientinnen Anzahl

Diagnose

Submakulére Vitreous

Amotio | GK Blutung| Makulaloch ErM Blutung Synchisis | traction

Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl

Kontrollgruppe 0 0 12 49 0 5 7
Pseudophakie 0 0 2 11 0 0 1
Glaukom 0 0 0 10 0 0 1
Diabetes 0 11 2 14 0 1 4
Submakuldre Blutung 0 0 0 0 3 0 0
Amotio 7 0 0 0 0 0 0

Tabelle 6: Aufschliisselung der Gruppen nach eingeschlossenen Diagnosen
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5.2.4.1 Albumin Menge im GK

In Tabelle 7 sind die ermittelten Albuminkonzentrationen unter Beriicksichtigung der

Gruppeneinteilung angefiihrt. Eine graphische Darstellung findet sich unter Abbildung 6.

Die Konzentrationen unterschieden sich signifikant in Abhdngigkeit von der Diagnose:

Besonders Erkrankungen mit einer Storung der Blut-Retina Schranke wiesen hohere

Albuminkonzentrationen (e.g. Netzhautablosungen, submakuladre Blutungen und

Diabetiker) im GK auf.

Albumin GK MW-BLK (mg/mL)

Mittelwert | Minimum | Maximum | Standardabweichung
Kontrollgruppe 1,71 0,45 6,48 +1,25
Pseudophakie 1,54 0,48 4,54 +1,19
Glaukom 1,64 0,51 3,10 10,86
Diabetes 2,72 0,64 4,94 +1,32
Submakulare Blutung 3,16 2,35 3,97 +1,14
Amotio 1,88 0,75 3,96 1,37

Tabelle 7: Albuminkonzentration des GK unter Beriicksichtigung der Indikation fiir die Vitrektomie
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Abbildung 6: Albuminkonzentration des GK unter Beriicksichtigung der Gruppenstratifizierung (MW-BLK:

Mittelwert-blank)
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5.2.4.2 Beschreibung der Kontrollgruppe

In die Kontrollgruppe wurden verschiedene Diagnosen (hinsichtlich der Indikation fiir

die Vitrektomie) (Tabelle 8) eingeschlossen. Wie bereits aus Tabelle 6 zu entnehmen,

waren alle Augen in dieser Gruppe phak. In dieser Gruppe wurden weiters keine

PatientInnen mit Diabetes, Glaukom oder anderen Augenerkrankungen, welche in der

Literatur mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht wurden, eingeschlossen.

Haufigkeit Prozent
Diagnosen | Makulaloch 12 16,43
ErM 49 67,12
Synchisis 5 6,84
Vitreous traction 7 9,58
Gesamt 73 100,00

Tabelle 8: Diagnosen in der Kontrollgruppe

5.2.4.3 Kontrollgruppe: Albuminfraktionen aus GK und Plasma

Eine detaillierte Aufschliisselung der Albuminfraktionen aus der Kontrollgruppe ist

Tabelle 9 zu entnehmen.

Standardabweic
Mittelwert Median Maximum Minimum hung

HMA GK 64,03 63,50 91,40 37,80 +13,07
HNA1 GK 30,67 29,70 54,70 6,70 +11,54
HNA2 GK 5,31 4,00 24,00 0,00 +4,49
HMA Blut 70,86 71,30 80,40 53,00 14,84
HNA1 Blut 27,30 27,20 44,90 16,80 14,84
HNA2 Blut 1,83 1,70 3,90 0,00 +0,85

Tabelle 9: Aufschliisselung der Albuminfraktionen der Kontrollgruppe aus Plasma und GK

In der Kontrollgruppe unterschieden sich zwischen GK und Plasma alle

Albuminfraktionen signifikant - das GK Albumin war zu einem hoheren Anteil oxidiert.

(Wilcoxon Vorzeichenrangtest bei verbundenen Stichproben: HMA: p<0,001; HNA1:
p=0,005; HNA2: p<0,001)
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5.2.4.3.1 Kontrollgruppe: Albuminfraktionen und Diagnose

Im Folgenden wurde untersucht, ob sich die Albuminfraktionen aus dem Blut bzw. dem
GK innerhalb der Kontrollgruppe - zwischen den Indikationen fiir die Vitrektomie
unterscheiden. Eine graphische Darstellung findet sich in Abbildung 7, eine

tabellarische Auflistung der einzelnen Werte in Tabelle 10.
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Abbildung 7: Albuminfraktionen des Glaskérpers graphisch aufgeschliisselt nach Diagnose
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Standard-

Mittelwert | Median | Maximum | Minimum | abweichung

HMA GK | Diagnose | Makulaloch 70,62| 74,35 89,20 49,30 14,19
ErM 61,68 | 62,50 91,40 37,80 12,79

Synchisis 67,68 | 68,30 88,40 46,90 +15,91

Vitreous traction 66,65| 71,00 72,58 53,50 +7,18

HNA1 GK | Diagnose | Makulaloch 23,61| 21,55 41,90 9,50 +10,27
ErM 32,97 | 32,30 54,70 7,10 +11,53

Synchisis 28,90| 29,70 49,60 6,70 +16,22

Vitreous traction 27,90 | 27,42 34,60 24,70 +3,29

HNA2 GK | Diagnose | Makulaloch 5,78 4,25 16,30 0,00 +4,99
ErM 5,36 4,40 24,00 0,00 14,07

Synchisis 3,48 3,50 4,90 2,10 +1,09

Vitreous traction 5,44 2,30 21,80 0,00 +7,75

Tabelle 10: Albuminfraktionen des Glaskoérpers aus der Kontrollgruppe tabellarisch aufgelistet nach

Diagnose

Mittels Kruskal-Wallis Test konnte gezeigt werden, dass es keinen signifikanten
Unterschied - fir keine der GK Albuminfraktionen - zwischen den verschiedenen

Diagnosen gab (HMA: p=0,192; HNA1: p=0,072; HNA2: p=0,517).

5.2.4.3.2 Diagnosen und Albuminfraktionen im Blut

Weiters wurde untersucht, ob sich die Albuminfraktionen des Plasma zwischen den

verschiedenen Diagnosen unterscheiden. Eine graphische Darstellung der Plasma

Albuminfraktionen findet sich in Abbildung 8, eine Aufschliisselung der Werte in Tabelle

11.
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Abbildung 8: Albuminfraktionen des Plasmas aufgeschliisselt nach Diagnose
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Standard-

Mittelwert | Median | Maximum | Minimum | abweichung

HMA Plasma | Diagnose | Makulaloch 70,76 | 70,00 78,70 61,90 15,38
ErM 70,95| 71,70 80,40 53,00 14,94

Synchisis 72,04| 69,30 78,10 66,70 15,43

Vitreous traction 69,53| 71,30 72,60 64,60 +3,25

HNA1 Plasma | Diagnose | Makulaloch 27,57 | 28,50 34,80 20,20 15,01
ErM 27,20| 26,80 44,90 16,80 14,94

Synchisis 26,08| 29,30 30,80 19,20 15,82

Vitreous traction 28,40 | 27,40 34,10 24,20 +3,71

HNAZ2 Plasma | Diagnose | Makulaloch 1,67 1,45 3,30 1,10 10,62
ErM 1,83 1,80 3,90 ,30 +0,85

Synchisis 1,90 1,60 3,20 ,80 +0,95

Vitreous traction 2,07 2,20 3,60 0,00 +1,238

Tabelle 11: Albuminfraktionen des Plasmas aufgeschliisselt nach Diagnose

Wie bei der vorangegangenen Analyse konnte mittels Kruskal-Wallis Test gezeigt
werden, dass es keinen Unterschied - fiir keine der Albuminfraktionen im Blut -
zwischen den verschiedenen Gruppen gab. (HMA: p=0,758; HNA1: p=0,881; HNA2:
p=0,728)

5.2.4.3.3 Einfluss des Alters auf die Albuminfraktionen des GKs und Plasma

Um den Einfluss des Alters auf den Albuminredoxzustand zu bestimmen, wurden
weitere Analysen innerhalb der Kontrollgruppe durchgefiihrt.

In Tabelle 12 ist die Verteilung des Alter in der Kontrollgruppe dargestellt. Wahrend im
Plasma HMA (Abnahme mit zunehmendem Alter) und HNA1 (Zunahme mit
zunehmendem Alter) mit dem Alter korrelierte, konnte fiir HNA2 keine Korrelation

detektiert werden. auf.

Standard-
Mittelwert Median Minimum Maximum abweichung
Alter 71,90 73,00 38,00 93,00 18,40

Tabelle 12: Verteilung des Alters in der Kontrollgruppe
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Im GK hingegen konnten fiir HMA und HNA1 keine signifikanten Korrelationen mit dem
Alter erhoben werden wahrend HNAZ2 mit zunehmendem Alter signifikant abnahm -

eine genaue Aufschliisselung der Korrelationen sind aus Tabelle 13 zu entnehmen.

Spearman-Rho Alter
HMA GK | Korrelationskoeffizient | 0,090

Sig. (1-seitig) 0,225
HNA1 GK | Korrelationskoeffizient | 0,023

Sig. (1-seitig) 0,423
HNA2 GK | Korrelationskoeffizient | -0,230

Sig. (1-seitig) 0,025
HMA Korrelationskoeffizient | -0,433
Plasma Sig. (1-seitig) 0,000
HNA1 Korrelationskoeffizient | 0,408
Plasma Sig. (1-seitig) 0,000
HNA2 Korrelationskoeffizient | 0,091
Plasma Sig. (1-seitig) 0,222

Tabelle 13: Korrelationen der Albuminfraktionen aus Plasma und GK mit dem Alter
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5.2.4.4 Albuminfraktionen und GK Status

Der GK- Status stratifiziert in ,anliegend”, ,partiell abgehoben“ und ,abgehoben” wurde
innerhalb der Kontrollgruppe ebenfalls hinsichtlich des GK - Albumin Redoxstatus
statistisch ausgewertet: Ein anliegender GK wurde in 23,2% (n=17), ein partiell
abgehobener in 11,0% (n=8) und ein vollstdndig abgehobener in 65,8% (n=48)
intraoperativ diagnostiziert. Eine graphische Darstellung der Albuminfraktionen unter
Berticksichtigung des GK Status findet sich in Abbildung 9, eine tabellarische
Aufschliisselung der Werte in Tabelle 14.
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Abbildung 9: Albuminfraktionen des Glaskdrpers mit Beriicksichtigung des Glaskdrperstatus
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Standard

Mittelwert | Median | Maximum | Minimum | abweichung

HMA GK | GK- Status | Anliegend 65,76 | 65,10 88,00 37,80 +12,96
Partiell abgehoben 64,48 | 67,40 72,58 49,30 19,05

Vollstéandig abgehoben 63,35 62,50 91,40 40,20 +13,81

HNA1 GK | GK- Status | Anliegend 29,74 | 29,70 50,70 8,90 +11,48
Partiell abgehoben 28,71| 27,61 34,60 24,70 +3,82

Vollstdndig abgehoben 31,32 31,75 54,70 6,70 +12,47

HNA2 GK | GK- Status | Anliegend 4,51 410 11,50 0,00 +3,22
Partiell abgehoben 6,80 2,80 21,80 0,00 +8,13

Vollstdndig abgehoben 5,34 4,10 24,00 0,00 +4,11

Tabelle 14: Albuminfraktionen des Glaskorpers aufgeschliisselt nach Glaskérperstatus

Die Albuminfraktionen wurden mittel Kruskal-Wallis Test bei unabhédngigen
Stichproben verglichen, wobei sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen GK Stadien zeigten (HMA: p=0725; HNA1: p=0,742; HNAZ2: p=0,704).

5.2.4.5 Gruppenvergleich: Kontrollgruppe vs. Pseudophakie

Es wurden insgesamt 14 pseudophake Augen (16,10%) in die Studie eingeschlossen und
in der statistischen Analyse mit der Kontrollgruppe (n=73; 83,90%) verglichen. Die
Aufschliisselung der Diagnosen ist Tabelle 6 zu entnehmen, die relativen
Albuminfraktionen aus dem GK der beiden Gruppen sind Tabelle 15

bzw. Abbildung 10 zu entnehmen, jene aus dem Plasma finden sich in Tabelle 16 bzw.

Abbildung 11.

Mittelwert | Median | Maximum | Minimum | Standardabweichung

HMA GK | Gruppe | Kontroligruppe 64,03| 63,50 91,40 37,80 +13,069
Pseudophakie 66,60 | 65,25 88,20 44,30 +14,759

HNA1 GK | Gruppe | Kontrollgruppe 30,67 | 29,70 54,70 6,70 +11,537
Pseudophakie 28,63| 31,50 47,60 6,60 +13,583

HNA2 GK | Gruppe | Kontroligruppe 5,31 4,00 24,00 0,00 14,491
Pseudophakie 4,76 3,79 16,90 0,00 14,237

Tabelle 15: Relative Verteilung der Albuminfraktionen aus dem GK zu Pseudophakie- und Kontrollgruppe

Seite 47



Oxidativer Stress im Glaskorper

Mittelwert | Median | Maximum | Minimum | Standardabweichung

HMA Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 70,86 71,30 80,40 53,00 14,84
Pseudophakie 71,11| 72,00 79,70 60,10 15,48

HNA1 Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 27,30 27,20 44 .90 16,80 +4,84
Pseudophakie 27,20| 26,35 37,70 17,70 15,50

HNA2 Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 1,83 1,70 3,90 0,00 10,85
Pseudophakie 1,68 1,60 2,60 0,80 $0,57

Tabelle 16: Relative Verteilung der Albuminfraktionen aus dem Plasma zu Pseudophakie- und

Kontrollgruppe
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Abbildung 10: Albuminfraktionen des Glaskérpers aufgeschliisselt unter Beriicksichtigung des Linsenstatus
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Abbildung 11: Albuminfraktionen des Plasma unter Beriicksichtigung des Linsenstatus
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Beim Vergleich der ,Kontrollgruppe“ mit der ,,Pseudophakiegruppe” mittels Mann-
Whitney-U-Test bei unabhdngigen Stichproben (Kontrollgruppe vs.
Pseudophakiegruppe) konnten keine signifikante Unterschiede der Albuminfraktionen
des GK (HMA: p=0,636; HNA1: p=0,799; HNAZ2: p=0,724) oder der Albuminfraktionen
des Plasmas (HMA: p=0,831; HNA1: p= 0,945; HNA2: p=0,698) beobachtet werden.
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5.2.4.6 Gruppenvergleich Kontrollgruppe vs. Glaukom

Es wurden insgesamt 11 glaukomerkrankte Augen (13,10%) in die Studie
eingeschlossen und in der statistischen Analyse mit der Kontrollgruppe (n=73; 83,90%)
verglichen. Die Aufschliisselung der Diagnosen ist Tabelle 6 zu entnehmen, die relativen
Albuminfraktionen aus dem GK sind in Tabelle 17 bzw. Abbildung 12 dargestellt, jene
aus dem Plasma in Tabelle 18 bzw. Abbildung 13.

Mittelwert | Median | Minimum | Maximum | Standardabweichung

HMA GK | Gruppe | Kontrollgruppe 64,03 | 63,50 37,80 91,40 13,07
Glaukom 56,22 | 56,30 49,20 64,20 4,76

HNA1 GK | Gruppe | Kontrollgruppe 30,67 | 29,70 6,70 54,70 11,54
Glaukom 39,51| 41,70 28,50 45,80 6,09

HNA2 GK | Gruppe | Kontrollgruppe 5,31 4,00 0,00 24,00 4,49
Glaukom 4,28 3,90 0,00 9,20 2,57

Tabelle 17: Relative Verteilung der Albuminfraktionen aus dem GK zu Glaukom- und Kontrollgruppe

Mittelwert | Median | Minimum | Maximum | Standardabweichung

HMA Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 53,00| 70,86 71,30 80,40 +4,84
Glaukom 64,10 70,31 70,30 76,80 14,47

HNA1 Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 16,80| 27,30 27,20 44,90 14,84
Glaukom 21,60 27,97 28,20 33,10 14,06

HNAZ2 Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 0,00 1,83 1,70 3,90 +0,85
Glaukom 0,80 1,72 1,50 3,70 +0,78

Tabelle 18: Relative Verteilung der Albuminfraktionen aus dem Plasma zu Glaukom- und Kontrollgruppe

Durch einen Mann-Whitney-U-Test bei unabhdngigen Stichproben (Kontrollgruppe vs.
Glaukomgruppe) konnten signifikante Unterschiede der Albuminfraktionen HMA
(p=0,046) und HNA1 (p=0,010), nicht jedoch von HNA2 (p=0,791) des GK festgestellt
werden. Die Albuminfraktionen des Plasmas (HMA: p=0,587; HNA1: p= 0,495; HNAZ2:
p=0,619) unterschieden sich nicht.
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Abbildung 12: Albuminfraktionen des Glaskdrpers unter Beriicksichtigung der Diagnose ,,Glaukom*
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Abbildung 13: Albuminfraktionen des Plasma unter Beriicksichtigung der Diagnose ,,Glaukom*
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5.2.4.7 Gruppenvergleich Kontrollgruppe vs. Diabetes

Es wurden insgesamt 32 (30,50%) an Diabetes mellitus erkrankte PatientInnen in die
Studie eingeschlossen und in der statistischen Analyse mit der Kontrollgruppe (n=73;
69,50%) verglichen. Die Aufschliisselung der Diagnosen der ,Diabetesgruppe” ist
Tabelle 19 zu entnehmen, die relativen Albuminfraktionen aus dem GK der beider

Gruppen finden sich in Abbildung 14 bzw. Tabelle 20.

Haufigkeit Prozent
GK Blutung 11 10,48%
Makulaloch 14 13,33%
ErM 63 60,00%
Synchisis 6 571%
Vitreous traction 11 10,47%
Gesamt 105| 100,00%

Tabelle 19: Aufschliisselung der Diagnosen der ,Diabetesgruppe®; Alle Patientlnnen mit einer GK Blutung

wiesen eine proliferative diabetische Retinopathie auf.
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Abbildung 14: Albuminfraktionen des Glaskorpers aufgeschliisselt nach Diabetes Status
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Mittelwert | Median | Minimum | Maximum | Standardabweichung

HMA GK | Gruppe | Kontrollgruppe 64,03| 63,50 37,80 91,40 +13,07
Diabetesgruppe 76,34 | 82,75 33,40 95,00 +15,67

HNA1 GK | Gruppe | Kontrollgruppe 30,67 | 29,70 6,70 54,70 +11,54
Diabetesgruppe 20,27 | 13,90 5,00 48,60 +14,36

HNA2 GK | Gruppe | Kontrollgruppe 5,31 4,00 0,00 24,00 4,49
Diabetesgruppe 3,41 2,55 0,00 22,30 +3,96

Tabelle 20: Relativen Albuminfraktionen aus dem Glaskorper fiir die Kontroll- und die Diabetesgruppe

Da die Diabetesgruppe eine sehr heterogene Gruppe darstellte (insbesondere

hinsichtlich proliferativer- (alle GK Blutungen) und nicht proliferativer diabetischer

Retinopathien) (siehe Tabelle 21), wurde untersucht, ob sich die verschiedenen

Albuminfraktionen hinsichtlich der Diagnose/Indikation fir die Vitrektomie

unterschieden - dies war jedoch nicht der Fall (Kruskal Wallis- Test bei unabhdngigen

Stichproben; HMA: p=0,285; HNA1: p=0,144; HNA2 p=0,320). Eine graphische

Darstellung der GK Albuminfraktionen unter Beriicksichtigung der Indikation fiir die

Vitrektomie findet sich in Abbildung 15, eine tabellarische Aufschliisselung in Tabelle

22.

Auch fiir die Plasmaalbuminfraktionen wurden keine signifikanten Unterschiede
gefunden: (Kruskal Wallis- Test bei unabhéngigen Stichproben; HMA: p=0,305; HNA1:
p=0,508; HNA2 p=0,121)

Albumin im GK war bei Diabetikern - im Vergleich zur Kontrollgruppe - sowohl

quantitativ als auch qualitativ signifikant weniger oxidiert (Mann-Whitney-U-Test bei

unabhangigen Stichproben; HMA: p<0,001; HNA1: p<0,001; HNA2: p=0,003).

Haufigkeit | Prozent
GK Blutung 111 34,43%
Makulaloch 2| 6,25%
ErM 14 | 43,75%
Synchisis 11 3,22%
Vitreous traction 4112,50%
Gesamt 32| 100,0%

Tabelle 21: Aufschliisselung der Diagnosen innerhalb der Diabetesgruppe

Seite 54



Oxidativer Stress im Glaskorper

HMA GK
1004 E HNA1 GK

HNA2 GK

a0

60 129
o

129
o
40
20 ‘

. } . : -

T T T T T
GK Blutung  Makulaloch ErMm Synchisis  Vitreous traction

Diagnose

Abbildung 15: Graphische Darstellung der verschiedenen Albuminfraktionen unter Beriicksichtigung der

Indikation fiir die Vitrektomie (alle GK Blutungen sind proliferative diabetische Retinopathien)

Tabelle 22: Tabellarische Aufschliisslung der verschiedenen Albuminfraktion innerhalb der Diabetesgruppe

unter Beriicksichtigung der Operationsindikation.
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Im Gegensatz zu den Albuminfraktionen im GK konnten im Plasma keine signifikanten

Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und Diabetesgruppe festgestellt werden (Mann-

Whitney-U-Test bei unabhangigen Stichproben; HMA: p=0,075; HNA1: p=0,075; HNAZ2:

p=0,941). Eine graphische Darstellung findet sich in Abbildung 16 und eine

tabellarische Auflistung der relativen Werte in Tabelle 23.
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Abbildung 16: Albuminfraktionen des Plasma aufgeschliisselt nach Diabetesstatus

Mittelwert | Median | Minimum | Maximum | Standardabweichung

HMA Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 70,86| 71,30 53,00 80,40 +4,84
Diabetes 69,15| 67,75 56,20 93,70 17,84

HNA1 Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 27,30 27,20 16,80 44,90 14,84
Diabetes 28,90| 29,45 4,90 41,00 17,58

HNAZ2 Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 1,83 1,70 0,00 3,90 +0,85
Diabetes 1,95 1,65 0,50 7,13 +1,22

Tabelle 23: Albuminfraktionen des Plasma aufgeschliisselt nach Diabetesstatus
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Beim Vergleich der Albuminfraktionen zwischen Plasma und GK bei Diabetes-
PatientInnen fiel auf, dass das GK Albumin signifikant weniger oxidiert war (Wilcoxon-
Vorrangzeichentest bei verbundenen Stichproben: HMA: p=0,013; HNA1: p=0,004;
HNAZ2: p=0,015)

Eine Gegentiberstellung der verschiedenen Albuminfraktionen aus Plasma und GK ist

Tabelle 24 zu entnehmen.

Mittelwert Median Minimum Maximum Standardabweichung
HMA GK 76,34 82,75 33,40 95,00 15,67
HMA Plasma 69,15 67,75 56,20 93,70 7,84
HNA1 GK 20,26 13,90 5,00 48,60 14,36
HNA1 Plasma 28,90 29,45 4,90 41,00 7,58
HNA2 GK 3,41 2,55 0,00 22,30 3,96
HNA2 Plasma 1,95 1,65 0,50 7,13 1,22

Tabelle 24: Gegeniiberstellung der Albuminfraktionen aus GK und Plasma von Diabetes Patienten
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Oxidativer Stress im Glaskorper

Es wurden insgesamt 7 Patientlnnen mit einer Netzhautablésung (Amotio) in die Studie

eingeschlossen. Bei allen Patientlnnen war die Netzhautabhebung bis tiber die Makula

hinweg fortgeschritten. Die Albuminfraktionen des GK sind in Tabelle 25 und in

Abbildung 17 abgebildet, jene des Plasma in Tabelle 26 und in Abbildung 18.

Mittelwert | Median | Minimum | Maximum | Standardabweichung

HMA GK | Gruppe | Kontrollgruppe 64,03 63,50 37,80 91,40 +13,07
Amotio 71,74| 74,40 55,70 88,10 11,27

HNA1 GK | Gruppe | Kontrollgruppe 30,67 | 29,70 6,70 54,70 +11,54
Amotio 21,33| 19,50 9,60 39,60 +9,69

HNA2 GK | Gruppe | Kontrollgruppe 5,31 4,00 0,00 24,00 +4,49
Amotio 6,93 4,90 2,30 14,20 $4,38

Tabelle 25: Albuminfraktionen des Glaskorpers unter Beriicksichtigung der Diagnose Amotio

Mittelwert | Median | Minimum | Maximum | Standardabweichung

HMA Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 70,86| 71,30 53,00 80,40 +4,84
Amotio 69,90 71,00 57,20 77,00 16,16

HNA1 Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 27,30 27,20 16,80 44,90 14,84
Amotio 28,06 | 26,70 20,30 41,10 16,46

HNAZ2 Plasma | Gruppe | Kontrollgruppe 1,83 1,70 0,00 3,90 +0,85
Amotio 2,04 2,20 1,10 2,70 +0,52

Tabelle 26: Albuminfraktionen des Plasma unter Beriicksichtigung der Diagnose Amotio

Fir keine der Plasmafraktionen konnte ein signifikanter Unterschied zur

Kontrollgruppe festgestellt werden(Mann-Whitney-U-Test bei unabhédngigen
Stichproben; HMA: p<0,831; HNA1: p<0,898; HNAZ2: p= 0,283).

Bei den GK Fraktionen war HNA1 signifikant niedriger gegentiber der Kontrollgruppe -

HMA und HNAZ2 unterschieden sich nicht (Mann-Whitney-U-Test bei unabhangigen
Stichproben; HMA: p<0,117; HNA1: p<0,032; HNA2: p=0,195).

Seite 58



Oxidativer Stress im Glaskorper

B HMA GK
100 B HNA1GK
] HNA2 GK
B0
B0~
134
407 o
B4
53k
*
204 B2
o
o
T T
Kontrollgruppe Amotio

Kontrolle Test

Abbildung 17: Albuminfraktionen des Glaskérpers unter Beriicksichtigung der Diagnose Amotio
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Abbildung 18: Albuminfraktionen des Plasma unter Beriicksichtigung der Diagnose Amotio

5.2.4.9 Gruppenvergleich Kontrollgruppe vs. submakuléirer Blutung

Es wurden insgesamt 3 PatientInnen mit einer submakularen Blutung in die Studie
eingeschlossen. Bei allen PatientInnen war eine feuchte Makuladegeneration die
Ursache der submakularen Blutung. Die Albuminfraktionen des GK sind in deskriptiver
Art in Tabelle 27 und in Abbildung 19 abgebildet, jene des Plasma in Tabelle 28

und in Abbildung 20. Aufgrund der geringen PatientInnen Anzahl wurde auf eine

statistische Analyse verzichtet.

Mittelwert | Median | Minimum | Maximum | Standardabweichung

HMA GK | Gruppe | Kontrollgruppe 64,03| 63,50 37,80 91,40 13,07
Submakuldre Blutung 58,53 | 53,70 37,40 84,50 23,92

HNA1 GK | Gruppe | Kontrollgruppe 30,67 | 29,70 6,70 54,70 11,54
Submakulare Blutung 36,73 | 40,60 14,80 54,80 20,28

HNA2 GK | Gruppe | Kontrollgruppe 5,30 4,00 0,00 24,00 4,49
Submakulare Blutung 4,77 5,70 0,80 7,80 3,59

Tabelle 27: Albuminfraktionen des Glaskorpers aufgeschliisselt unter Beriicksichtigung der Diagnose

submakulare Blutung
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Mittelwert | Median | Minimum | Maximum | Standardabweichung
HMA Gruppe | Kontrollgruppe 70,86 71,30 53,00 80,40 4,84
Plasma Submakulare
72,53| 71,30 70,40 75,90 2,95
Blutung
HNA1 Gruppe | Kontrollgruppe 27,30 27,20 16,80 44,90 4,84
Plasma Submakulare
25,77 27,30 22,00 28,00 3,28
Blutung
HNA2 Gruppe | Kontrollgruppe 1,83 1,70 0,00 3,90 0,85
Plasma Submakulare
1,70 2,10 0,70 2,30 0,87
Blutung

Tabelle 28: Albuminfraktionen des Plasma aufgeschliisselt unter Beriicksichtigung der Diagnose

submakulére Blutung
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Abbildung 19: Albuminfraktionen des Glaskérpers aufgeschliisselt unter Beriicksichtigung der Diagnose

submakulére Blutung
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Abbildung 20: Albuminfraktionen des Plasma aufgeschliisselt unter Beriicksichtigung der Diagnose

submakulire Blutung

5.2.5 Ascorbinsaure im Glaskorper
Bei 93 Patientlnnen wurde eine Konzentrationsbestimmung von ASC im Glaskérper

durchgefiihrt (Tabelle 29).

Ascorbinsaure Glaskdérper mmo/l

Standardabweic
Anzahl Mittelwert Median Minimum Maximum hung

98 1,44 1,49 0,29 2,81 +0,66
Tabelle 29: Ascorbinsaure Konzentrationen im Glaskoérper

Wie bei der Albuminkonzentration konnten auch bei der ASC Konzentration signifikante
Unterschiede zwischen den Guppen festgestellt werden (Kruskal-Wallis-Test fiir
unabhangige Stichproben p=0,001). Anders als bei bei der Albuminkonzentration war
die ASC Konzentration bei Storungen der Blut-Retina-Schranke verringert (Vergleich:
Abbildung 6). Eine graphische Darstellung der ASC Konzentrationen findet sich in
Abbildung 21, eine detailierte tabelarische Darstellung unter Tabelle 30.
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Abbildung 21: ASC Konzentrationen als Boxplot unter Beriicksichtigung der Gruppenstratifizierung

Submakuladre Blutung Amotio

Zwischen der Kontrollgruppe und den Gruppen Pseudophakie (Mann-Whitney-U-Test:
p=0.897), Glaukom (Mann-Whitney-U-Test: p=0.161) und Amotio (Mann-Whitney-U-

Test: p=0.118) konnten keine signifikanten Unterschiede in der Ascorbinsaure

Konzentration festgestellt werden. Hingegen wies die Gruppe Diabetes eine signifikant

niedrigere Ascorbinsaure Konzentration auf (Mann-Whitney-U-Test: p<0.0001). Auf

eine statistische Analyse der Gruppe submakuladre Blutung wurde aufgrund der geringen

Fallzahl verzichtet.

Ascorbinsaure mmo/I

Anzahl | Mittelwert | Median | Minimum | Maximum | Standardabweichung
Kontrollgruppe 43 1,65 1,62 0,47 2,81 +0,53
Pseudophakie 11 1,62 1,80 0,38 2,70 +0,65
Glaukom 5 1,91 1,86 1,50 2,18 +0,28
Diabetes 25 ,96 ,83 0,29 2,43 $0,55
Submakulére Blutung 3 1,22 1,23 0,61 1,82 +0,60
Amotio 6 1,28 1,36 0,45 1,79 +0,46

Tabelle 30: ASC Konzentrationen unter Beriicksichtigung der Gruppenstratifizierung
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Wie bereits angedeutet fiel ein Zusammenhang sowohl der ASC Konzentrationen als
auch der Albumin Konzentrationen mit dem Vorhandensein von Blut-Retina-Schranken
Storungen auf - eine signifikante, negative Korrelation (Spearman-Rang Koeffizient -
0,519; p<0,0001). Eine graphische Darstellung des Zusammenhanges findet sich in
Abbildung 22.
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Abbildung 22: Zusammenhang Albumin und Ascorbinsiure Konzentration

Angesichts dieses Zusammenhanges ergibt sich folgende Fehler Gefahr: Bei
ansteigender Albuminkonzentration und fallender ASC Konzentration kénnte die
antioxidative Komponente von Albumin jene von ASC ersetzen und eine falsche
signifikante Korrelation darstellen. Um die ambivalente Rolle von ASC zu beleuchten,
wurden deshalb in der weiteren Analyse nur GK Proben von Patientlnnen
herangezogen, welche keine (in der Literatur beschrieben) Faktoren fiir oxidativen
Stress aufwiesen - im Detail waren das 58 Patienten aus der Kontrollgruppe.

Das Alter dieser PatientInnen war im Schnitt 71,75 (38-88+8.93) Jahre. Die Indikationen
fir die Vitrektomie waren wie folgt: Epiretinale Membran (ErM): 44 (73.3%),
Makulaloch: 8 (13.3%), Vitreous Traction Syndrom: 5 (8,6%) und Synchisis 3 (5,0%)
PatientInnen.

Eine Aufschliisselung der Plasma- und GK- Albuminfraktionen sowie der ASC
Konzentration aus dem GK findet sich in Tabelle 31.
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Minimum | Maximom | Mittelwert | Standard Abweichung
Plasma Albumin Konzentration (g/dL) 3.50 4.70 417 +0.29
GK Albumin Konzentration (mg/mL) 0.45 5.38 1.59 +1.04
GK ASC Konzentration (mmol/L) 0.37 2.81 1.68 +0.52

Tabelle 31: Plasma- und Glaskérper Albumin-, sowie Ascorbinsdure (ASC) Konzentration.

Die Albumin Konzentrationen aus GK und Plasma korrelierten nicht (p=0.199) - auch die

in Tabelle 32 aufgeschliisselten und in Abbildung 23 als Boxplot dargestellten Albumin

Fraktionen korrelierten nicht zwischen GK und Plasma(Spearman-Rang Korrelation:

HMA: p=0.204; HNA1: p=0.557; HNA2: p=0.08).

Min Max Mean Standard Abweichung
GKHMA (%) 40.20 89.20 63.29 +13.16
GKHNA1 (%) 6.70 54.70 31.34 +11.86
GK HNA2 (%) 0.00 24.00 5.38 14.64
Plasma HMA (%) 64.10 80.40 71.60 +4.28
Plasma HNA1 (%) 16.80 33.00 26.52 +4.35
Plasma HNA2 (%) 0.30 3.90 1.86 $0.89

Tabelle 32: Glaskorper (GK) and Plasma Albumin Fraktionen (humanes mercaptalbumin, HMA; human non-

mercaptalbumin-1; HNA1; human non-mercaptalbumin-2, HNA2)
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Abbildung 23: Glaskorper (GK) und Plasma Albumin Fraktionen dargestellt anhand eines box blots.
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Das GK Albumin war signifikant hoher oxidiert als das Plasmaalbumin (HMA: p<0.001;
HNA1: p=0.013; HNAZ2: p<0.001).

Es konnte eine hochsignifikante Korrelation zwischen der ASC Konzentration und den

Albumin Fraktionen HMA und HNA1 festgestellt werden: HMA korrelierte negativ mit

der ASC Konzentration, wohingegen HNA1 positiv mit der ASC Konzentration

korrelierten. Fiir HNA2 konnte keine signifikante Korrelation festgestellt werden. Eine

tabellarische Darstellung der Korrelationen findet sich unter

Tabelle 33, eine graphische unter den Abbildung 24-Abbildung 26.

ASC mmol/l

Spearman-Rho | HMA GK | Korrelationskoeffizient -0,534"
Sig. (2-seitig) 0,00

N 58

HNA1 GK | Korrelationskoeffizient 0,514~

Sig. (2-seitig) 0,00

N 58

HNA2 GK | Korrelationskoeffizient 0,154

Sig. (2-seitig) 0,249

N 58

Tabelle 33: : Korrelationen Zwischen Ascorbinsaure (ASC) Konzentration und Albuminfraktionen
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Abbildung 24: Korrelation zwischen GK - human mercaptalbumin (Vitreous HMA) und Ascorbinsdure

Konzentration (ASC)
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Abbildung 25: Korrelation zwischen GK - non human mercaptalbumin1 (Vitreous HNA1) und Ascorbinsaure

Konzentration (ASC)
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Abbildung 26: Korrelation zwischen GK - non human mercaptalbumin2 (Vitreous HNA2) und Ascorbinsaure

Konzentration (ASC)
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5.3 Diskussion

ROS entstehen als Folge von Stoffwechselprozessen aus molekularem Sauerstoff. ROS
sind kurzlebige Molekiilfragmente (beispielsweise das Hydroxylradikal *OH), welche bei
einer Reihe von zellbiologischen Prozessen (z.B.: bei Signaliibermittlungen oder
Immunabwehr) eine wichtige, physiologische Rolle spielen. ROS kénnen bei
libermafdigem Auftreten jedoch auch Zellkomponenten wie DNA, RNA, Proteine oder
Lipide schadigen. Um diese Schiadigungen zu verhindern ist der Kérper bzw. seine
Zellen in der Lage, Substanzen zu produzieren/speichern, welche ROS neutralisieren
konnen. Hierzu zdhlen Enzyme (wie z.B.: die Glutathionperoxidase - siehe Abbildung 4)
oder Radikalfanger - reduzierende Substanzen welche bei der Reaktion mit einem ROS
oxidiert werden (wie z.B.: ASC). Kommt es in einem biologischen System zu einer
Storung des Gleichgewichtes zwischen ROS und Antioxidantien spricht man von
oxidativem Stress — Schaden an Zellbestandteilen kdnnen nicht mehr suffizient
verhindert werden. (32,34,38,48,53,56-59,61,71-75)

ASC ist im GK in hoher Konzentration anzutreffen - rund 10fach héher (GK:
0,4mmol/Kg) verglichen mit dem Plasma (0,04mmol/Kg). (3,12)

Bis vor kurzem wurde ASC im GK in zahlreichen Studien vor allem eine antioxidative
Rolle zugeschrieben. (57,64,76) Rezentere Studien konnten jedoch zeigen, dass ASC
auch eine entscheidende Rolle bei der Sauerstoffelimination spielt. Bei dieser Reaktion
entsteht H20, - ein Oxidant; ASC hat im GK somit eine ambivalente Rolle - sowohl als
Anti- als auch als Prooxidant. (5,12,18,21,22,31)

Viele Autoren — welche sich dem Auftreten von ROS im GK widmeten, beziehen sich auf
die ASC Konzentration im GK. Dabei wurde eine niedrige ASC Konzentration mit einem
vermehrten Auftreten von ROS und eine hohe ASC Konzentration vice versa mit einem
erniedrigtem Auftreten assoziiert. (57,77-80) Aufgrund der neuen Erkenntnis, dass ASC
im GK sowohl eine antioxidative als eine prooxiodative Potenz besitzt, wird klar, dass
ASC keine geeignete Variable ist, aus der man auf das Auftreten von ROS schlief3en kann.
Ein neuer Marker welcher Rickschliisse auf das Auftreten von ROS zulasst, ist Albumin.
Albumin stellt im Serum das haufigste Protein und ein wichtiges Antioxidans dar.
(79,81) Es kommt auch im GK vor, allerdings in wesentlich geringerer Konzentration.
(14) Seine antioxidative Potenz spielt daher im GK eine untergeordnete Rolle.
Abhangig von seinem Redoxzustand sind drei Formen beschrieben: Mercaptalbumin
(HMA)- die reduzierte Form, Nonmercaptalbumin 1 (HNA1)- die durch ,milde“

Oxidation reversibel veranderte Form, und Nonmercaptalbumin 2 (HNA2)- welches
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irreversibel, beispielsweise durch die Wirkung von H203, entsteht. Der Redoxzustand
von Albumin hat sich in der rezenten Literatur als guter Indikator fiir oxidativen Stress
erwiesen, da es einen systemischen Zustand widerspiegelt, der gut quantifizierbar ist.
(48,51-54) Speziell im GK wurde der Redoxzustand von Albumin noch nicht untersucht,
erscheint aber fiir die Erforschung des Zusammenhangs zwischen Qualitat und Quantitat
von ROS und dem Auftreten von Krankheiten des Augeninneren besonders interessant.
Im Zuge dieser Arbeit wurde bei 140 PatientIlnnen sowohl das GK Albumin als auch das
Plasmaalbumin hinsichtlich des Redoxstatus ausgewertet. Die PatientInnen wurden in 6
Gruppen eingeteilt: eine Kontrollgruppe und 5 Gruppen mit Erkrankungen, welche mit
oxidativem Stress in Verbindung gebracht werden. Dartiber hinaus wurde bei 58 GK aus
der Kontrollgruppe auch die ASC Konzentration ausgewertet und mit dem Redoxstatus
von Albumin abgeglichen.

16 GK mussten - um valide Daten zu erhalten - aus der Analyse ausgeschlossen werden.
Bei einem GK wurde liberraschender Weise intraoperativ ein entziindlicher Prozess
festgestellt - dieser konnte vor der Operation aufgrund einer GK Blutung nicht
diagnostiziert werden. GK Blutungen erschienen uns fiir unsere Analyse sehr
interessant, da das im Hamoglobin enthaltende Metallion Fe2* mit ASC reagieren kann
und dabei ein sehr potenter Radikalbildner ist (siehe auch Abbildung 4). (7,26,82) Da
jedoch auch Entziindungen mit einer vermehrten ROS Bildung einhergehen, hatten zwei
verschiedene Faktoren auf den Redoxstatus des Albumin eingewirkt - eine Aussage,
welcher dieser beiden Faktoren jeweils relevant ist, ware nicht moglich gewesen.
(56,79)

In Vorexperimenten (siehe nachstes Kapitel - Experiment 2) konnte ermittelt werden,
dass die Analyse des GK Albumins innerhalb von 2 Stunden nach Gewinnung der GK
Probe durchgefiihrt werden musste, da es andernfalls zu einer signifikanten
Verschiebung der Albuminfraktionen gekommen ware. Aufgrund unerwarteter
Verzogerungen beim Transport vom Operationssaal der Augenklinik an das Institut fiir
Physiologische Chemie mussten 4 GK ausgeschlossen werden.

Ein weiterer Ausschlussgrund war der Kontakt der GK Probe mit Luft (Luft in der
Spritze bzw. ein wahrend des Transportes geloster Deckel), da die Hypothese unserer
Arbeit war, dass die Reaktion von Sauerstoff mit ASC freie Radikale produziert. Der
unphysiologische direkte Kontakt des GK mit Luft (bzw. Sauerstoff) vor der Analyse

hatte die Ergebnisse verfalschen kénnen.
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4 GK Proben konnten nicht analysiert werden, da entweder zu wenig Material

gewonnen werden konnte oder weil die HLPC Analyse nicht funktioniert hatte.

Albuminkonzentrationen

Insgesamt konnten somit 140 GK analysiert und ausgewertet werden. Bevor nun ndher
auf die verschiedenen Albuminfraktionen eingegangen wird, scheint es interessant,
einen genaueren Blick auf die Albumin Konzentrationen im Plasma und GK zu werfen.
Albumin wird namlich in der Leber synthetisiert und zirkuliert iber den Blutkreislauf.
(79)

Das Kammerwasser, welches vom Ziliarkérper produziert wird, ist ein Ultrafiltrat des
Blutes. (18,79,83)Die Zusammensetzung des Kammerwassers unterscheidet sich vom
Plasma sehr stark: Wahrend Albumin beispielsweise in wesentlich geringerer
Konzentration als im Plasma zu finden ist, libersteigt die ASC Konzentration jene des
Plasma um das 100- fache.(17,75,79) Diese unterschiedliche Zusammensetzung ist
wichtig, um die Transparenz des Kammerwassers zu gewahrleisten und wird einerseits
durch eine intakte Blutkammerwasserschranke und andererseits durch spezifische
Transportmechanismen aufrechterhalten. (3,10)

Wahrend das Kammerwasser vom Ziliarkorper durch die Pupille in den Kammerwinkel
flief3t, diffundieren Kammerwasserbestandteile wie Albumin oder ASC in den GK. (84)
In unseren Auswertungen konnte jedoch keine Korrelation zwischen der Plasma- und
GK Albuminkonzentration gefunden werden. Wiirde man davon ausgehen, dass das
Kammerwasser ein reines Ultrafiltrat des Blutes ist, und dass eine gleichmaf3ige
Diffusion von Kammerwasseralbumin in den GK stattfindet, wiirde man eine solche
Korrelation erwarten. So kdnnten zwei Faktoren diesen Effekt bewirken:

Zum einen die Modifizierung des Blutultrafiltrates zu Kammerwassers. Dies
erscheint sehr wahrscheinlich, da - speziell fiir unsere Arbeit wichtig - beispielsweise
auch die ASC Konzentration liber aktive Transportmechanismen in das Kammerwasser
geregelt wird. So erscheint es durchaus denkbar, dass auch die Albuminkonzentration
im Kammerwasser tiber aktiven Transportvor sich geht. (83,84)Niedrige
Eiweifdkonzentrationen im Kammerwasser sind entscheidend, um die Transparenz
dieses Mediums zu gewdhrleisten. Beispiel: Klinisch erkennt man hohe Eiweif3
Konzentrationen bei einem Zusammenbruch der Blutkammerwasserschranke am
Tyndalleffekt - die im Kammerwasser enthaltenen Proteine bewirken eine sogenannte

»,Mie Streuung“ wodurch der Lichtstrahl sichtbar wird.(81)
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Der zweite mogliche Einflussfaktor ist die Inhomogenitat des GK. Der GK wird
von einer Grenzmembran umgeben - einer Kondensation von Kollagenfasern. Diese
Membran grenzt den GK vom Kammerwasser ab und stellt somit eine Diffusionsbarriere
dar. (3,10,11,84) Es ist naheliegend, einen Zusammenhang zwischen der
Albuminkonzentration im GK und den Auspragungen bzw. Eigenschaften dieser

Diffusionsbarriere zu vermuten.

Albuminfraktionen

In unserer Studie wurde neben dem GK Albumin auch das Plasmaalbumin analysiert.
PatientInnen mit Leber- und/oder Nierenerkrankungen (dialysepflichtiges
Nierenversagen) wurden in unserer Studie ausgeschlossen da diese Erkrankungen in
der Literatur mit signifikant h6heren Fraktionen des oxidierten Plasma Albumin
einhergehen. (50,51,55) Das GK Albumin entstammt dem Plasma - ware bereits ein
Grofteil des Albumin bereits bei der Sekretion in das Auge oxidiert, ware es nicht
moglich gewesen, Prozesse darzustellen, welche mit einem besonders hohen Auftreten
von ROS einhergehen. Aus diesem Grund wurden die oben genannten Erkrankungen
ausgeschlossen, sodass wir in unserer Studie einen moglichst hohen nicht reduzierten
Plasmaalbuminanteil auffinden konnten.

Beim Vergleich der Albuminfraktionen aller PatientInnen (ohne etwaige
Einflussfaktoren zu berticksichtigen) fiel auf, dass im GK signifikant weniger HMA und
mehr HNA1 als im Plasma zu finden war - die HNA2 Konzentration unterschied sich
nicht. Dieses Ergebnis war fiir unsere Studie besonders interessant, da es zeigt, dass im
GK chemische Prozesse ablaufen, welche dazu fiihrten, dass signifikant mehr Albumin
oxidiert ist.

Um bei der weiteren Auswertung etwaige Einflussfaktoren (Erkrankungen/Faktoren,
welche in der rezenten Literatur mit dem vermehrten Auftreten von ROS in Verbindung
gebracht wurden) zu bertcksichtigen, wurde die bereits erwahnte Gruppeneinteilung
durchgefiihrt.

Zunachst wurde eine Kontrollgruppe definiert. Im Detail handelt es sich um die
Diagnosen Epiretinale Membran, Vitreous traction, Makula Locher und Synchisis.

Die anderen fiinf Gruppen, wurden in folgenden Faktoren stratifiziert: Pseudophakie,
Glaukom, Diabetes, submakuldre Blutung (im Rahmen einer altersbedingten
Makuladegeneration) und Amotio. Dabei wurde darauf geachtet, dass in einem

Individuum bzw. Auge nur ein Faktor vorlag: Es war zum Beispiel kein pseudophakes
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Auge in der Glaukomgruppe oder kein Diabetiker in der Amotiogruppe. So wurden

etwaige liberschneidende Einfliisse auf den Oxidationsstatus von Albumin vermieden.

Albuminkonzentrationen zwischen den Gruppen

Beim Vergleich der GK Albuminkonzentrationen fiel auf, dass speziell in der
Diabetesgruppe und bei submakuldren Blutungen erhdhte Albuminkonzentrationen
vorlagen. Beiden Gruppen ist eine Storung der Blut-Retina-Schranke gemein. Es scheint
daher naheliegend, die Storung der Blut-Retina-Schranke fiir die vergleichsweise hohe
Albumin Konzentration im GK als Erklarung heranzuziehen. Auf der anderen Seite
wiirde man sich ein dhnliches Phanomen bei der Amotio Gruppe (alle Fille waren
rhematogene Amotiones) erwarten, da auch hier die Blut-Retina-Schranke (durch
Netzhautrisse, welche mit Gefafd3schadigungen einhergehen) gestort ist. Da dem nicht so
war, vermuten wir, dass die zerrissenen Netzhautgefafde offensichtlich rasch
thrombosieren und so ein weiteres Austreten von Blut bzw. Albumin in den GK

verhindert wird.

Albuminfraktionenvergleich zwischen GK und Plasma

Neben der Albuminkonzentration unterschieden sich auch die HMA und HNA1
Albuminfraktionen (- in der Analyse aller GK Proben) zwischen dem GK und dem
Plasma signifikant - kein signifikanter Unterschied konnte fiir HNAZ gefunden werden.
Im Detail war im GK ein hoherer Anteil des Albumins oxidiert. Dieses Ergebnis war von
entscheidender Bedeutung fiir unsere Studie, da es den Schluss nahe legte, dass
Prozesse im GK ablaufen, welche mit einer ROS Produktion in Verbindung stehen.

Ob diese Prozesse auf bestimmte Faktoren/Erkrankungen zuriickzufiihren waren soll
im Folgenden diskutiert werden. Die 140 ermittelten GK Proben wurden in eine
Kontrollgruppe und 5 Gruppen stratifiziert, welche in der Folge verglichen wurden.

In die Kontrollgruppe wurden nur GK Proben von Vitrektomien eingeschlossen, deren
zugrundeliegende Erkrankungen in der Literatur nicht mit dem Auftreten von ROS in
Verbindung gebracht wurden.

Es steht aufer Frage, dass die idealen GK Proben von gesunden Menschen stammen
wirden - die Gewinnung solcher Proben stellt sich jedoch aus ethischer Sicht als hochst
problematisch dar. An dieser Stelle sei auch erwdhnt, dass GK Proben aus Leichenaugen
nicht geeignet gewesen waren da der Tod eines Menschen den Redoxzustand des

Albumins ebenfalls beeinflusst. (54)
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Bevor auf die Gruppenvergleiche eingegangen wird, soll zuerst die Kontrollgruppe

diskutiert werden.

Kontrollgruppe

Wie beim Vergleich der Albuminfraktionen zwischen Plasma und GK konnte auch in der
selektierten Kontrollgruppe gezeigt werden, dass ein hoherer Albuminanteil im GK -
verglichen mit dem Plasma - oxidiert war. Interessanterweise traf dies in diesem Fall
auch fiir HNA2 zu. Daraus schliefden wir, dass im (anndhernd) gesunden GK
physiologischerweise ROS produziert werden.

In der Folge wurden die Albuminfraktionen der verschiedenen Vitrektomie Indikationen
innerhalb der Kontrollguppe miteinander verglichen. Dadurch sollte ausgeschlossen
werden, dass eine Erkrankung/Faktor in diese Gruppe eingeschlossen wurde, welche
(unbekannter weise) doch mit oxidativem Stress in Verbindung steht. Dies konnte durch
statistische Tests sowohl fiir die GK- als auch die Plasmaalbuminfraktionen
ausgeschlossen werden. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Kontrollgruppe durch
Selektion eine sehr homogene, reprasentative Gruppe darstellt, welche einer idealen
Kontrollgruppe (bestehend aus gesunden GK Proben) mdéglichst nahe kommt. Dies ist
fiir die Analysen, welche innerhalb der Kontrollgruppe durchgefiihrt wurden, und die

spater folgenden Gruppenvergleiche von besonderer Bedeutung.

Analysen innerhalb der Kontrollgruppe
Wie bereits diskutiert, stellten die GK Proben der Kontrollgruppe eine gute Anndaherung
an gesunde GK Proben dar. Aus diesem Grund wurden diese Daten fiir weitere Analysen

herangezogen.

Alter und Albuminfraktionen innerhalb der Kontrollgruppe

Eine interessante Fragestellung war, ob das Alter einen Einfluss auf den Redoxstatus
von Albumin hatte. Bereits 1956 stellte der Biogerontologe Denham Harmann die These
auf, dass ROS als Nebenprodukt des physiologischen Stoffwechsels in Zellen bzw.
Zellbestandteile und Erbgut schadigen. Der , Theorie der freien Radikale” zufolge stellt
die lebenslange Akkumulation von ROS bedingten Schadigungen einen Teil des
Alterungsprozesses dar. (34,36,37)

Tatsachlich konnten wir fiir das Plasma eine hochsignifikante Korrelation zwischen

Alter und Zunahme von HNA1 bzw. Abnahme von HMA (nicht jedoch fiir HNAZ2)
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feststellen. Im GK konnte keine entsprechende Alterskorrelation fiir HMA bzw. HNA1
detektiert werden; Hingegen nahm HNAZ mit zunehmendem Alter ab.

Im Gegensatz zum Plasmaalbumin welches mit zunehmendem Alter vermehrt oxidiert
wurde, konnte fiir das GK Albumin keine altersbezogene Korrelation gezeigt werden.
Moglicherweise ist die fehlende Alterskorrelation des GK Albumins ein Hinweis dafiir,
dass die Prozesse welche die oben beschriebenen oxidativen Veranderungen des GK
Albumins bewirken, mit zunehmendem Alter zum erliegen kommen.

Unter der Annahme dass die prooxidative Eigenschaft des GK auf den Oz Abbau
zuriickzufiihren ist, ergibt sich ein schliissiges Bild: Ein niedriger O Partialdruck ist
wichtig, um eine Katarakt- und Glaukom Entstehung zu verhindern. Fiir diese beiden
Erkrankungen gilt das Alter als hoher Risikofaktor. Kommt mit zunehmendem Alter der
02-Abbau im GK zu erliegen, entstehen nicht nur weniger ROS, welche Albumin

oxidieren konnen, sondern es kommt auch zu den zuvor beschriebenen Folgen.

GK Status und Albuminredoxstatus

Wie gerade angesprochen, war die unserer Studie zu Grunde liegende Hypothese, dass
die Produkte des ASC-abhangigen Sauerstoffabbaus zu einer vermehrten Oxidation des
GK Albumins fiihren. In rezenten Studien konnte gezeigt werden, dass der
Sauerstoffabbau mit zunehmender Abnahme der GK Viskositat abnimmt. (22) Fiir die
Analyse der GK Viskositdt stand in unserer Studie zu wenig Material zu Verfiigung,
sodass als indirekter Parameter hierfiir der GK Status herangezogen wurde. Zahlreiche
Studien konnten einen direkten Zusammenhang zwischen GK Verfliissigung und GK
Abhebung demonstrieren. (3,10,23,85)Der GK Status wurde intraoperativ erhoben und
in ,anliegender GK*, ,partiell abgehobener GK" und ,abgehobener GK“ eingeteilt.

Es konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Redoxstatus des GK
Albumins ermittelt werden. Unter der Annahme, dass die Albuminoxidation im GK auf
den Anfall von ROS im Zuge des Oz-Abbaus zuriickzufiihren ist, stehen unsere
Ergebnisse im Widerspruch zu jenen aus der angesprochenen Studie.(21) Die Autoren
dieser Studie(21) schlossen jedoch ein sehr heterogenes Patientengut ein - so wurden
beispielsweise GK Proben von PatientInnen mit diabetischer Retinopathien, Amotiones
zusammen mit Makulaléchern und Epiretinaler Membranen analysiert. Hieraus ergibt
sich ein moglicher Bias denn - wie in unserer Studie weiter unten beschrieben - auch die
Blut-Retina-Schranke ist ein wichtiger Einflussfaktor auf die GK ASC Konzentration. Ein

Zusammenbrechen der Blut-Retina-Schranke fiithrt namlich zu einer verminderten GK
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ASC Konzentration. (64,77,83,86)Dieser Umstand wurde in unserer, nicht jedoch in der
zitierten Studie bertcksichtigt und erklart vielleicht diese widerspriichlichen

Ergebnisse.

Pseudophakie und Albuminredoxstatus

Pseudophakie wurde mit einer Verdnderung des Sauerstoffpartialdruckes - v.a. bei
vitrektomierten Augen in Verbindung gebracht. (4) Beim Vergleich der
Albuminfraktionen zwischen der Kontrollgruppe und der Pseudophakiegruppe konnten
jedoch weder fiir den GK noch fiir das Plasma signifikante Unterschiede aufgezeigt
werden. Alle PatientInnen dieser Gruppe waren bereits vor der Vitrektomie pseuophak.
Die Verdanderung des Sauerstoffpartialdruckes wurde in der oben angesprochenen
Studie bei Augen gemessen, welche bereits sowohl pseudophak als auch vitrektomiert
waren. In der Zusammenschau mit unseren Ergebnissen gehen wird daher davon aus,
dass nicht die Pseudophakie alleine sondern die Kombination aus Vitrektomie und
Kataraktoperation einen relevanten biochemischen Einfluss auf das Auge hat.

In Hinblick auf weitere Studien erscheint uns daher die Albuminanalyse von Augen,

welche bereits pseudophak und vitrektomiert sind, interessant.

Glaukom und Albuminredoxstatus

Zahlreiche Studien assoziieren die Erkrankung ,,Glaukom*“ mit oxidativem Stress -
sowohl im vorderen als auch im hinteren Augenabschnitt. (4,76,87)Auch unsere
Ergebnisse untermauern die Assoziation im hinteren Augenabschnitt. Wahrend fiir das
Plasmaalbumin zwischen Kontrollgruppe und Glaukomgruppe keine signifikante
Unterschiede vorlagen, war der oxidierte Albuminanteil HNA1 im GK signifikant hoher -
dementsprechend war das HMA anteilsmaf3ig reduziert. Keine Unterschiede konnten fiir
HNAZ2 festgestellt werden.

Im hinteren Augenabschnitt wird die Ganglienzellapoptose beim Glaukom mit
vermehrtem Auftreten von ROS in Verbindung gebracht. Die Ganglienzellschicht ist vom
GK nur durch die hauchdiinne Membrana limitans interna getrennt. So erscheint es
naheliegend, dass die entstandenen ROS auch auf den GK bzw. das GK Albumin wirken.
(76)

Eines sei an dieser Stelle bereits vorweggenommen: die ASC Konzentration dieser

Gruppe unterschied sich nicht von PatientInnen aus der Kontrollgruppe, sodass davon
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ausgegangen werden muss, dass das gehdufte Auftreten von ROS nicht mit der ASC
Konzentration in Zusammenhang steht.

Neben den Auswirkungen auf das Albumin ist es dariiber hinaus durchaus denkbar, dass
auch der GK selbst durch die ROS verandert wird. Im Detail gingen wir davon aus, dass
sich der GK durch die ROS Depolymerisierung von Hyaluronsaure verfliissigt bzw. in der
Folge eine GK Abhebung resultiert. (7,33) Diese Idee wurde gesondert untersucht und
lieferte interessante klinisch relevante Ergebnisse, auf die jedoch erst im letzten Teil
(Klinische Auswirkungen von reaktiven Sauerstoffspezies auf den Glaskérper am

Beispiel Glaukom) der Arbeit eingegangen wird.

Diabetes und Albuminredoxstatus

Eine weitere Erkrankung, bei der das Auftreten von ROS eine Rolle spielt, ist Diabetes
mellitus. (84,88)Entgegen unseren Erwartungen war das Albumin im GK von
betroffenen Patientlnnen signifikant - sowohl quantitativ als auch qualitativ - weniger
oxidiert. Auch unter Berticksichtigung des Stadiums (proliferative vs. nicht proliferative
diabetische Retinopathie) dnderte sich dieses Ergebnis nicht.

Wir fiihren dieses Ergebnis auf die verminderte ASC Konzentration im GK von
Diabetikern zuriick - diese ist nicht nur in der Literatur beschrieben, sondern konnte
auch in unserer Studie demonstriert werden. (88-90)

Es wird angenommen, dass fiir die Aufrechterhaltung der hohen ASC Konzentration im
GK eine intakte, innere Blut-Retina-Schranke notwendig ist. (83,84,86,91)Kommt es zu
Storungen der Blut-Retina-Schranke, kann ASC entlang des Konzentrationsgefalles aus
dem GK in das Blut diffundieren. Unter der Annahme dass ASC im GK vor allem
prooxidative Eigenschaften besitzt, kann dadurch schliissig erklart werden, weshalb
Albumin im GK vermehrt in reduzierter Form vorlag. Diese These bedarf jedoch
weiterer Forschungsarbeit.

Das Plasmaalbumin der Diabetesgruppe unterschied sich nicht von der Kontrollgruppe.
Letzteres steht im Gegensatz zur den Daten aus der Literatur, in welchem durchaus ein
hoherer oxidierter Albuminanteil im Plasma von Diabetikern beschrieben wird. (55)Im
Gegensatz zur erwdahnten Studie wurden in unserer Studie wurden keine
dialysepflichtigen PatientInnen eingeschlossen. Moglicherweise lasst dies den Schluss
zu, dass das Albumin bei Diabetikern nicht primar wegen der gestorten Stoffwechsellage

sondern aufgrund der Niereninsuffizienz vermehrt oxidiert ist.
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Besonders interessant war, dass bei der Diabetesgruppe das Albumin im GK weniger
oxidiert war als jenes aus dem Plasma - dies war bei der Kontrollgruppe nicht der Fall.
Es ist davon auszugehen, dass die ASC bedingten Prozesse aufgrund der niedrigen ASC
Konzentration bei Diabetes mellitus Patientinnen nicht mehr im Gange sind - d.h. eine
Oxidierung des Albumins findet nicht mehr statt. Man wiirde also erwarten, dass der
Redoxstatus von Albumin jenem des Plasmas sehr dhnelt. Allerdings ist das GK Albumin
bei Diabetes Mellitus PatientInnen in unserer Studie weniger oxidiert als im Plasma -
obwohl das GK Albumin dem Plasma entstammt. Man konnte dies so deuten, dass im GK
pro- und antioxidative Faktoren vorherrschen. Sinkt die ASC Konzentration tiberwiegen
die antioxidativen Faktoren welche zu einer Reduktion des Albumins fiihren.

Dies scheint auch hinsichtlich eines kérpereigenen Protektionsmechanismus
interessant: Durch das Sinken der ASC Produktion wird weniger Sauerstoff abgebaut -
dies konnte der gestorten/verminderten retinalen Versorgung positiv entgegenwirken.
Ebenso die nun iiberwiegenden antioxidativen Eigenschaften - es ist bekannt, dass die
Netzhaut bei der diabetischen Retinopathie auch durch oxidativen Stress geschadigt
wird. Méglicherweise waren diese Schaden noch ausgepragter wenn die ASC

Konzentration im GK nicht sinken wirde.

Amotio und Albuminredoxstatus

Zwar nicht so ausgepragt, aber dhnlich wie bei der Diabetesgruppe fiel das Ergebnis fiir
die Amotiogruppe aus: Es war signifikant weniger HNA1 im GK von PatientInnen mit
einer Netzhautablosung verglichen mit der Kontrollgruppe zu finden. HMA1 und HNA2
des GK und samtliche Albuminfraktionen des Plasmas unterschieden sich hingegen
nicht.

Auch bei der Amotio kommt es einerseits zu einem vermehrten Anfall von ROS und zu
einer Storung der Blut-Retina-Schranke(84,92-94)einerseits durch die Freilegung des
retinalen Pigmentepithels und andererseits durch die Ruptur retinaler Gefafde. Geht man
davon aus, dass die tight junctions des retinalen Pigmentepithels von der Amotio nicht
betroffen sind, zeichnet sich ein ebenfalls schliissiges Bild ab: Offensichtlich ist fiir eine
andauernd hohe ASC Konzentration im Auge vor allem die innere Blut-Retina-Schranke
ausschlaggebend. Diese wird gebildet von Perizyten, welche um die retinalen Gefafde
»geschlungen” sind. Zu einem kleinen Teil wird die Blut-Retina-Schranke durch Ruptur

von retinalen Gefafden aufgehoben; zu einem viel gréfderem Teil jedoch durch die

Seite 78



Oxidativer Stress im Glaskorper

gestorte Stoffwechsellage beim Diabetes mellitus, welche neben anderen
Veranderungen einen Untergang der Perizyten zur Folge hat.

Wiederum kann - unter der Annahme, dass ASC im GK prooxidative Eigenschaften
besitzt - schliissig erklart werden, weshalb das Albumin bei Diabetikern und Amotiones

weniger oxidiert war.

Submakulire Blutung und Albuminredoxstatus

Die feuchte Makuladegeneration wurde ebenfalls mit dem vermehrten Auftreten von
ROS in Verbindung gebracht - das Risiko (zumindest fiir bestimmte PatientInnen) fiir
eine Progression dieser Erkrankung kann durch die Einnahme hochdosierter
Antioxidatien (vermutlich) vermindert werden. (95-97)Wir schlossen 3 PatientInnen in
unserer Studie ein, welche aufgrund einer submakuldren Blutung im Rahmen einer
feuchten Makuladegeneration vitrektomiert wurden. Bei diesen Patientlnnen war im
Vergleich zur Kontrollgruppe weniger HMA bzw. mehr HNA1 im GK zu finden. Aufgrund
der Gruppengrofie wurde jedoch auf eine weitere statistische Analyse verzichtet. Ob
dieser Unterschied auf die gestorte Stoffwechsellage der Netzhaut zuriickzufiihren oder
nur eine zufallige Erscheinung ist, konnte nicht unterschieden werden. Auch an dieser

Stelle scheinen weitere Studien von Noten.

ASC Konzentration und Albuminfraktionen

Bei 93 Personen wurde neben Albumin auch die ASC Konzentration der GK Probe
gemessen.

Bei der Auswertung der ASC Konzentrationen fiel auf, dass die ASC Konzentrationen in
der Diabetikergruppe und Amotiogruppe signifikant niedriger waren als in der
Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Studien
welche ebenfalls erniedrigte GK ASC Spiegel bei Diabetikern nachweisen konnten(88-
90)Der Schluss liegt nahe, dass die hohe ASC Konzentration im GK nicht nur durch den
aktiven Transport in das Auge, sondern auch durch eine intakte Blut-Retina-Schranke
aufrecht erhalten wird - dies wurde auch in der Literatur diskutiert(22,83,86)Gerade
bei Diabetikern wird diese Schranke durch den Untergang von Perizyten (Zellen welche
die retinalen Gefafde ummanteln) gestort. Zu dieser Vermutung passte auch, dass wir
eine negative Korrelation zwischen der Albuminkonzentration und der ASC
Konzentration im GK fanden: Wurde die Blut-Retina-Schranke durchlassig, konnte in der

Folge auch mehr intravasales Albumin in den GK Raum austreten. (Ein Zusammenhang
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zwischen der Albuminkonzentration im Plasma und im Blut konnte wie bei der ersten
Analyse aller 140 GK ausgeschlossen werden). Trotzdem erreichte die GK
Albuminkonzentration nicht anndhernd jene Konzentrationen, welche im Plasma
gefunden wurden.

Des weiteren konnte bei der Auswertung aller ASC Daten - ohne Berticksichtigung der
Stratifizierung - ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen der ASC Konzentration
und dem Redoxzustand von Albumin beobachtet werden: Mit zunehmender ASC
Konzentration sank der HMA Anteil, wihrend der HNA1 Anteil zunahm. Mit anderen
Worten, je hoher die ASC Konzentration im GK war, desto hoher war der Anteil des
oxidierten Albumins.

Hierzu muss erwahnt werden, dass die hoheren GK Albuminkonzentration bei
Storungen der Blut-Retina-Schranke, bzw. die niedrigen ASC Konzentrationen und evt.
auch andere ASC konsumierende Prozesse (z.B.: ASC Oxidation durch ROS) auf das
Ergebnis Einfluss genommen haben konnten.

Deshalb wurde eine spezifischere Auswertung von 58 PatientIlnnen der Kontrollgruppe
durchgefiihrt. In dieser Gruppe waren, wie bereits erwdhnt, keine Erkrankungen, welche
mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht wurden - es soll an dieser Stelle erwahnt
werden, dass auch Augenerkrankungen mit einer Storung der Blut-Retina-Schranke aus
dieser Gruppe ausgeschlossen waren.

In diesem gut selektiertem Patientengut konnte wie zuvor ein hochsiginfikanter
Zusammenhang zwischen ASC und einer Abnahme von HMA bzw. Zunahme von HNA1
festgestellt werden. Fiir HNA2 konnte keine Korrelation ermittelt werden.

Wir erklaren uns diesen Zusammenhang mit der Annahme, dass die prooxidativen
Eigenschaften von ASC im GK die antioxidativen iibersteigen. Dieser Zusammenhang
steht im Einklang mit der neueren Literatur - es konnte namlich experimentell gezeigt
werden, dass die Hohe der ASC Konzentration den Oz Abbau - und in weiterer Folge die
H20; Bildung - signifikant beeinflusst. (22)

Offensichtlich ist die primare Aufgabe von ASC, die Oz2-Konzentration im GK zu senken.
Dabei fallt H>02 an. Dieses muss weiter abgebaut werden, um der Entstehung von
oxidativem Stress entgegenzuwirken. Grundsatzlich kommen fiir den H202 Abbau zwei
enzymatische Wege in Frage: tiber die Katalase und tiber die Glutathionperoxidase.
Dabei fiihrte jedoch nur die letztgenannte Reaktion zu einer Elimination von Sauerstoff -

siehe Abbildung 27.

Seite 80



Oxidativer Stress im Glaskorper

A5+ O, 2 Dehydro ASC

katalase: Glutathionperoxidase;

H,0, > 2H,0 + 0, 2G5H + H,0, - G5-5G + 2H,0

Stabile O, Konzentration Sinkende O, Konzentration

ASC.. Ascorbins@ure

0. Sauerstoff

H,0,... Wasserstoffperoxid
G5H... Glutathion

(55-5G... Glutathiondisulfid
H,O... Wasser

Abbildung 27: Vergleich der beiden enzymatischen H202 Abbauwege durch die Katalase und die

Glutathionperoxidase

Dariiberhinaus passen unsere Ergebnisse sehr gut zu der Annahme, dass die
Glutathionperoxidasereaktion fiir die Elimination von anfallendem H;0; zustandig ist.
Bei diesem Abbauweg fallt Glutathiondisulfid (GSSG) an, welches in dynamischen
Austausch mit anderen Thiol- Gruppen ist. Reagiert GSSG mit dem Cystein - 34 des
Albumins, resultiert die Umwandlung HMA zu HNA1. So lasst sich auch gut erklaren,
weshalb mit ansteigender ASC Konzentration - iiber vermehrtem Anfall von GSSG
resultierend aus dem H202 Abbau - auch der Anteil des HNA1 im GK stieg.

Ein weiterer Faktor welcher zur GSSG Bildung bzw. in der Folge zu HNA1 fiihrt, konnte
die Redoxreaktion von GS/GSSG und ASC/Dehydro ASC darstellen. Bei der
Sauerstoffelimination entsteht - wie in Abbildung 27 dargestellt - durch die Oxidation
von ASC das Produkt Dehydro-ASC. Um einen suffizienten Sauerstoffabbau zu
gewahrleisten, ist jedoch ein stetig hoher ASC Spiegel notwendig. Durch die Reduktion
von Dehydro-ASC im Rahmen der Glutathion-ASC Reduktion kann ASC wieder

regeneriert werden. GS wird dabei zu GSSG oxidiert, welches wiederum zur HNA1
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Bildung beitragen kénnte. Auch bei dieser Reaktion werden somit antioxidative
Valenzen verbraucht. Eine graphische Darstellung der GS-SG Bildung bzw. der Bildung
von HNA1 ist in Abbildung 28 zu finden.

2E5H + Dehydro ASC — GS5-5G + ASC

.

ASC+ O, — Dehydro ASC + H.O. GS-5G + ZHMA = 2G5H + HNAL
Glutathionperoxidase;

2G5H+ H.O, — G5-5G + 2H,0
ASC . Askorbinsiure

0,... Sauerstoff

H, O, .. Wasserstoffperoxid
G5H... Glutathion

(35-5G... Glutathiondisulfid

H,0... Wasser

HAL,. . Human mercaptalbumin
HrAL,. Human nenmercaptalbumin 1

Abbildung 28: Model der GS-SG Entstehung bzw. Reaktion von HMA zu HNA1. Die Bildung von
Glutathiondisulfid erscheint vor allem auf 2 Entstehungswege zuriickzufiihren zu sein: Zum einen aus dem
enzymatischem Abbau von H202 und zum anderen iiber die nicht enzymatische Reduktion von Dehydro ASC.

GS-SG steht in einem dynamischen Austausch mit anderen Thiolgruppen wie HMA unter Bildung von HNA1.

Obwohl eine hohere ASC Konzentration zu einem Verbrauch von antioxidativen
Valenzen im GK Raum fiihrt, ist der Schluss, dass ASC im GK ein Prooxidans ist zwar
naheliegend aber dennoch nicht konklusiv. Beim Oz-Abbau entstehen zwar ROS - es
muss jedoch auch bedacht werden, dass Oz ebenfalls ein (mildes) Oxidans ist, welches
moglicherweise liber oxidative Prozesse zu einer Linsentriibung und einer
Glaukomentwicklung fiihrt.

Nichtsdestotrotz sollte die hochdosierte ASC Gabe bei der feuchten AMD nochmals
genau liberdacht werden - denn einerseits wird durch eine hohe GK ASC Konzentration
der Sauerstoffpartialdruck im Auge gesenkt, was eine schlechtere Versorgung der

Netzhaut nach sich ziehen konnte und andererseits konnten auch die vermehrt
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anfallenden ROS zu einer zusatzlichen Schadigung der Netzhaut fithren. Inwieweit die
orale Zufuhr von ASC auch den intraokularen ASC Spiegel bzw. ROS Bildung beeinflusst,
wurde bis jetzt noch nicht untersucht - sollte aber speziell in Hinblick auf ASC-haltige

Nahrungserganzungsmittel Gegenstand zukiinftiger Forschungsprojekte werden.
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5.4 Experimente

Ziel dieser Experimente war die in vitro Untersuchung von Glaskdrpern in Hinblick auf
das Oxidationsverhalten. Um vergleichbare Bedingungen fiir die folgenden Experimente
zu schaffen, wurden 7 eingefrorene Glaskdrperproben aufgetaut, gepoolt, homogenisiert
und anschliefdend aliquotiert (11 Aliquote zu je 250 pL) bzw. wieder eingefroren.
Erwdhnenswert ist, dass die flir den Glaskérperpool verwendeten Glaskorper alle
wahrend der Vitrektomie als anliegend diagnostiziert wurden. Dies war deshalb wichtig,
weil gerade bei anliegenden, nicht destruierten GK ein hoher Sauerstoffabbau
beschrieben wurde. (22)

Fir die jeweiligen Experimente wurden jeweils 1-2 Aliquote aufgetaut. Messgrofden
waren jeweils die prozentuellen Oxidationszustiande von Albumin, welche mittels

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) bestimmt wurden.

5.4.1.1.1 Bestandteile und Analyse des Glaskorperpools:

Insgesamt wurden 7 Glaskorperproben von 4 mannlichen und 3 weiblichen
PatientInnen verwendet. Alle Glaskérper wurden wahrend der operativen Entnahme als
»,anliegend“ diagnostiziert. Der Grund fiir die Entnahme waren in 3 Fallen eine
Epiretinale Membran, in 2 ein Makulaloch und jeweils in einem Fall eine submakulare
Blutung und ein vitreous traction Syndrom. Das mittlere Alter der PatientInnen betrugt
72,28=%8,69 Jahre (Spanne: 66-86 Jahre).

Der Glaskorperpool enthielt 1,05mg/mL Eiweiss, wovon 0,24mg/mL die
Albuminfraktion ausmachten. 76,14% des Albumins lagen als reduzierte Form vor,

20,73 als HNA1 und 3,13% als HNAZ2.

5.4.2 Experiment 1: Oxidationsverhalten des GK Pools bei einer Inkubationstemperatur

von 37°

5.4.2.1 Einleitung

Wie bereits beschrieben, wird im Glaskoérper mittels ASC Sauerstoff abgebaut. Dabei
entsteht als Zwischenprodukt Wasserstoffperoxid (H202) welches wiederum zur
Bildung von Hydroxylradikalen fithren kann(siehe Abbildung 4). Diese wirken als
starkes Oxidationsmittel und kénnen Albumin dementsprechend verdandern
(=oxidieren).
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Ziel dieses Experimentes war, zu zeigen und zu untersuchen, dass bzw. wie sich der

Oxidationsstatus von Albumin im Glaskoérperaliquot iiber die Zeit hinweg — mit

zunehmender Entstehung von freien Radikalen durch den Sauerstoffabbau - verandert.

5.4.2.2 Methode

Flir dieses Experiment wurden 2 Aliquote aufgetaut und in einem Eppendorfhiitchen

neuerlich homogenisiert. In den Deckel des Hiitchens wurde ein etwa 1mm? grof3es

Loch gestanzt, um eine permanente Sauerstoffzufuhr zu gewahrleisten. Die Inkubation

erfolgt bei 37°C; Es wurden zu Beginn und in weiterer Folge stiindlich (bis Stunde 4)

50uL Glaskorper entnommen und der Oxidationsstatus des enthaltenen Albumins

gemessen.

5.4.2.3 Ergebnisse

Die detaillierte Aufschliisselungen der prozentuellen Albuminfraktionen sind in Tabelle

34 ausgefiihrt bzw. in Abbildung 29 graphisch dargestellt.

Oh 1h 2h 3h 4h
HMA % 76,14 55,91 25,45 16,71 10,80
HNA1 % 20,73 40,03 57,22 59,02 55,97
HNA2 % 3,13 4,07 17,32 24,28 33,23

Tabelle 34: Prozentuelle Verteilung der Albuminfraktionen in Abhangigkeit von der Inkubationszeit bei 37°C
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Abbildung 29: Graphische Darstellung des shiftes der verschiedenen Albuminfraktionen in Abhdngigkeit der

Inkubationszeiten

Die reduzierte Form von Albumin nahm {iber die gesamte Dauer des Experimentes
hinweg ab, wobei der steilste Abfall in den ersten 2 Stunden passierte. Hingegen nahm
die Fraktion des HNA1 bis zur Stunde 2 fast linear zu, flachte dann aber ab. Die
Konzentration von HNA2, welche anfangs nur gering war, stieg nach der ersten Stunde

an und flachte ab Stunde 3 ab.

5.4.2.4 Diskussion und Interpretation der Ergebnisse

Der Sauerstoffabbau bzw. in weiterer Folge die Produktion von freien Radikalen erfolgte
sowohl bei dem Experiment als auch in vivo bei 37°C.

Uber nur 4 Stunden hinweg kam es zu einem beachtenswerten shift von reduziertem zu
oxidiertem Albumin. Im Auge wiirde ein solcher shift gleichbedeutend mit einem hohen
oxidativen Stress sein - mit dramatischen Folgen wie z.B.: Kataraktentstehung,
Makuladegenerationen oder Glaukomentwicklung.

Es scheint daher, dass es Mechanismen im Auge gibt, welche das Auftreten von
oxidativem Stress wie in unserem Experiment verhindern sollen.

Vergleicht man die Einflussfaktoren auf den GK zwischen unserem Experiment mit jenen

im Auge erscheinen 2 Mechanismen naheliegend:
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» Zum einen die Limitierung der Sauerstoffzufuhr: Der Glaskorperpool war im
Experiment einem stetigen Uberangebot von Sauerstoff ausgesetzt. Der
Glaskorper in vivo (im Auge) hat im Gegensatz dazu keinen direkten Luftkontakt.
Die Sauerstoffzufuhr ist somit tiber den Blutfluss limitiert.

» Zum anderen ein stetig und reger Stoffwechsel: Die Stoffwechsel
Ausgangsprodukte - insbesondere die Antioxidantien - waren in dem in vitro
Experiment limitiert. Im Auge wird tiber den Ziliarkorper und den sogenannten
,vitreous bulk flow“ ein stetiger Austausch der Stoffwechselprodukte
sichergestellt. Vor allem die aktive Sekretion von Antioxidantien wie ASC oder
Glutathion (in diesem Zusammenhang als Antioxidans) sollen der Entstehung von

oxidativem Stress entgegenwirken.

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Prozess der Sauerstoffelimination mit
einhergehender Radikalbildung im Glaskorper auch in vitro weiterlauft. Ohne die
Limitation der Sauerstoffzufuhr und einem stetigen Austausch von
Stoffwechselprodukten bzw. insbesondere der stetigen Sekretion ASC und Glutathion

kame es in vivo sehr bald zu oxidativem Stress.

5.4.3 Experiment 2: Zusatz eines Chelatbildners

5.4.3.1 Einleitung

Dieses zweite Experiment sollte klaren, in wie weit Metallionen bei der Bildung von
freien Radikalen im Glaskoérperraum beteiligt sind. ASC ist in der Lage Ubergangsmetalle
wie Kupfer oder Eisen zu reduzieren. Diese reduzierten Metallionen bilden mit
Wasserstoffperoxid dufderst reaktive Radikale (Hydroxylradikale). Diese Reaktion wird
Fenton Reaktion genannt. (98)

Wegen dieser Reaktion sind - unter physiologischen Bedingungen im Kérper
Ubergangsmetalle proteingebunden, d.h. nicht reaktiv. Als Beispiel sei hier das

Bindungsprotein Ferritin genannt welches auch im Glaskérper vorkommt. (14-16)
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5.4.3.2 Methode

Es wurden 2 GK Proben aufgetaut und homogenisiert. Anschlief3end wurde dem

Glaskoérperhomogenat EDTA beigefiigt (Konzentration, 10mmol/L entsprechend

Oxidativer Stress im Glaskorper

2,92mg/mL). Ein Zusatz des Chelatbildners EDTA band alle Metallionen und verhinderte

so eine Fenton Reaktion. Der Glaskoérper wurde anschlief3end wie in Experiment 1 bei

37°C inkubiert und in weiter Folge das Albumin stiindlich analysiert.

5.4.3.3 Ergebnisse

Die detaillierte Aufschliisselung der prozentuellen Albuminfraktionen sind in Tabelle 35

ausgefiihrt bzw. in Abbildung 30 graphisch dargestellt.

Oh 1h 2h 3h 4h
HMA % 75,12 52,14 28,00 17,00 10,02
HNA1 % 20,55 40,26 61,70 64,41 64,14
HNA2 % 4,33 7,60 10,30 18,58 25,84

Tabelle 35: Prozentuelle Verteilung der Albuminfraktionen in Abhangigkeit von der Inkubationszeit bei 37°C

nach Beimengung eines Chelatbilders
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Abbildung 30: Graphische Darstellung des shifts der verschiedenen Albuminfraktionen in Abhingigkeit von

der Inkubationszeit bei 37°C nach Beimengung eines Chelatbildners.
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Aulffallig dabei war, dass, verglichen mit Experiment 1, praktisch kein Unterschied im

Albumin shift gefunden werden konnte.

5.4.3.4 Diskussion und Interpretation der Ergebnisse

Durch die Beimengung von einem Chelatbindner wurden alle lonen - insbesondere
allfallig vorhandene Metallionen, gebunden. ASC kann zusammen mit Metallionen tiber
die sogenannte Fentonreaktion Radikale bilden, welche Albumin oxidieren kénnen(26).
In Blutproben wird laut International Council Society of Haematology (ICSH) der Zusatz
von 1,8mg/mL EDTA empfohlen, um durch Bindung der Calciumionen die Gerinnung zu
verhindern. Viele Bestandteile des Glaskorpers wie ASC, Calcium und andere Elektrolyte
bzw. auch das Wasser selbst entstammen einem Ultrafiltrat des Blutes (liber den
Zilliarkorper). Aus diesem Grund wurde der Entschluss gefasst, sich bei der EDTA
Dosisfindung an dieser Empfehlung zu orientieren. Mit einer Dosierung von
umgerechnet 2,92mg/mL tberstiegen wir bewusst die empfohlene Menge von EDTA
deutlich, um sicher alle Ionen zu binden.

In diesem Experiment konnte im Vergleich zu Experiment 1 kein Unterschied in den
oxidierten/reduzierten Albuminfraktionen festgestellt werden. Es erscheint deshalb
sehr unwahrscheinlich, dass fiir den Sauerstoffabbau bzw. die Radikalbildung im

Glaskorper Metallionen eine Rolle spielen.

5.4.4 Experiment 3: GK Filtration

Ziel dieses Expermimentes war, herauszufinden, ob die Radikalbildung im Glaskoérper
vom Vorhandensein von Proteinen beeinflusst wird. Hierzu wurden 750 pg Glaskoérper
filtriert. Wir erhielten dadurch 2 Fraktionen: zum einen den ,Uberstand“ - die GK
Anteile, welche die Filtermembran nicht passieren konnten, und zum anderen das
JFiltrat“ - jene Teile, welche die Filtermembran passieren konnten und in einem
Auffangbehalter unterhalb der Membran gesammelt wurden. Fiir beide Fraktionen

wurden gesonderte Analysen durchgefiihrt.
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5.4.4.1 Methode der Filtration

Die Membran der ,Zentrifugal Filter Einheit” war fiir Molektile bis zu einer Gréfde von
10.000 kDa permeabel. Die Zentrifugalkraft betrugt 14g, die Dauer fiir jeden Durchgang
45min wobei die Zentrifuge auf 0°C heruntergekiihlt wurde. Bei dem Versuch wurden

750png GK verwendet.

5.4.4.2 Uberstand

Der Uberstand wurde nach Filtration 2x gespiilt, um allfillige verbleibende
niedermolekulare Substanzen sicher zu entfernen. Die Spiilung erfolgte jeweils durch
Zusatz von 500 pL PBS und erneutem Zentrifugieren. Anschliefdend wurde der
Uberstand mittels 500 uL PBS Puffer (=Phosphate Buffered Saline) wieder in Lésung
gebracht. Im Anschluss wurde der Uberstand iiber 4h inkubiert bzw. wihrenddessen

stiindlich der Redoxzustand des Albumins gemessen.

5.4.4.3 Ergebnisse
Verglichen mit Experiment 1 verdnderte sich der Anteil des HMAs im Uberstand
geringfiigig langsamer. Die detaillierten Ergebnisse sind unter Tabelle 36 zu entnehmen,

eine graphische Darstellung der Ergebnisse findet sich in Abbildung 31.

Oh 1h 2h 3h 4h
HMA % 74,10 72,11 67,42 65,39 64,26
HNA1 % 24,75 24,18 24,29 26,50 24,77
HNA2 % 1,15 3,71 8,29 8,11 10,98

Tabelle 36: Prozentuelle Verteilung der Albuminfraktionen in Abhangigkeit on vder Inkubationszeit des

Uberstandes
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Abbildung 31: Graphische Darstellung des shifts der verschiedenen Albuminfraktionen im Uberstand in

Abhingigkeit von der Inkubationszeit bei 37°C

5.4.4.4 Filtrat
Da Albumin mit 65.000 kDa im Uberstand zuriickblieb, wurde dem Filtrat erneut
Albumin hinzugefiigt (auf eine Konzentration von 0,24mg/mL). Dieser Ansatz wurde bei

37° inkubiert und stiindlich hinsichtlich der Albuminoxidation analysiert.

5.4.5 Ergebnisse
Es zeigte sich - verglichen mit Experiment 1 - eine raschere Albuminoxidation und vor
allem ein frither Anstieg von HNA2. Die detaillierten Ergebnisse sind in Tabelle 37 zu

entnehmen, eine graphische Darstellung der Ergebnisse findet sich Abbildung 32.
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Oh 1h 2h 3h 4h
HMA % 69,27 34,97 23,62 14,58 11,86
HNA1 % 28,24 50,28 53,36 53,28 52,70
HNA2 % 2,49 14,75 23,03 32,14 35,44
Tabelle 37: Prozentuelle Verteilung der Albuminfraktionen in Abhangigkeit von der Inkubationszeit des
Filtrates.
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Abbildung 32: Graphische Darstellung des shiftes der verschiedenen Albuminfraktionen im Filtrat in

Abhingigkeit von der Inkubationszeit

5.4.5.1 Diskussion und Interpretation der Ergebnisse

Durch die Filtration des Glaskorpers durch eine Membran, welche fiir Molekiile nur bis
zu einer Grofle von 10.000 kDa permeabel ist, erhielten wir einen Uberstand und ein
Filtrat. Das Albumin des Uberstandes wurde iiber die Zeit hinweg kaum oxidiert.
Hingegen passierten- verglichen mit Experiment 1 - im Filtrat sehr viel rascher
Oxidationsprozesse.

Wir fiihren dies darauf zurtick, dass die Membran fiir (die kleineren) oxidativ wirkenden

Bestandteile (v.a. Asc) permeabel ist, wihrend grofdere, antioxidativ wirkende
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Bestandteile (z.B.: Katalase oder Gluthationperoxidase) im Uberstand zuriickgeblieben

sind.

5.4.6 Experiment 4: Kontrollexperiment

5.4.6.1 Einleitung
Dieses Experiment wurde durchgefiihrt, um auszuschliefden, dass Albumin iiber

spontane, vom Glaskorper-Milieu unabhangige Faktoren oxidiert wird.

5.4.6.2 Methode

Plasmaalbumin welches aus Plasma von gesunden Spendern (tliber eine Affinitatssaule
Cibachrom blue) prapariert wurde, wurde entsprechend der Konzentration im GK
verdinnt (0,24 mg/mL) und bei 37° 4h lang inkubiert. Im Anschluss wurden die

verschieden oxidierten Albuminfraktionen bestimmt.

5.4.6.3 Ergebnisse

Der Oxidationszustand des Albumins dnderte sich in dieser Zeit fast nicht. Die relativen
Werte der Albuminfraktionen sind in Tabelle 38 abgebildet, die graphische Darstellung
dieser Werte ist in Abbildung 33 zu finden.

Oh 4h
HMA % 73,06 70,58
HNA1 % 23,21 27,55
HNA2 % 3,73 1,87

Tabelle 38: Albumin 4 Stunden lang inkubiert: relative Werte der verschiedenen Albuminfraktionen
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Abbildung 33: Albumin 4 Stunden lang bei 37°C inkubiert: graphische Darstellung der zeitlichen Anderung

der relativen Albuminfraktionen

5.4.6.4 Diskussion und Interpretation der Ergebnisse

Die Verdanderung des Oxidationszustand des Glaskorper Albumins war somit in erster

Linie auf Prozesse im Glaskorper zuriickzufiihren.
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5.5 Klinische Auswirkungen von reaktiven Sauerstoffspezies auf den Glaskorper

am Beispiel Glaukom

5.5.1 Einleitung

Freie Radikale sind grundlegend am Prozess des Alterns beteiligt. Wirken die freien
Radikale auf den GK - insbesondere auf die enthaltene Hyaluronsaure - kommt es zu
einer Depolimerisation der Hyaluronsaure. In der Folge verliert diese ihren viskdsen
Charakter und der Glaskorper verfliissigt sich. Klinisch wirkt sich die Destruktion bzw.
Verfliissigung des Glaskorpers in der sogenannten Hinteren Glaskérperabhebung aus.
Dabei 16st sich die GK - Grenzmembran von der inneren limitierenden Membran der
Netzhaut. Am haufigsten tritt dieses physiologische Ereignis - bei gesunden Probanden -
zwischen dem 70. und dem 80. Lebensjahr auf. (7,25,26,72)

Oxidativer Stress wurde mit dem Auftreten vieler Augenerkrankungen in
Zusammenhang gebracht - besonders interessant erscheint hierbei das Glaukom, da sich
diese Erkrankung in nachster Nahe zum GK manifestiert. (32,71)In unserer Studie
konnte bereits im Rahmen der Analyse des Albuminredoxstatus gezeigt werden, dass
signifikant mehr Albumin im GK von GlaukompatientInnen oxidiert war.

Das Glaukom (syn. Griiner Star) ist weltweit die hdufigste Ursache einer irreversiblen
Erblindung. Es kommt bei dieser Erkrankung zu einer Apoptose der retinalen
Ganglienzellen. Dies flihrt zu fortschreitenden, grofder werdenden Gesichtsfelddefekten,
welche unbehandelt in einer irreversiblen Blindheit enden. (99)Zahlreiche Studien legen
den Schluss nahe, dass beim Glaukom oxidativer Stress mit der Apoptose der retinalen
Ganglienzellen vergesellschaftet ist. (7,25,26,72)Der Glaskorper ist anatomisch von der
Ganglienzellschicht nur durch die hauchdiinne (70-400nm) innere limitierende
Membran getrennt. Ziel dieser Studie war zu untersuchen, ob sich die ROS, welche im
Rahmen der Ganglienzellapoptose entstehen, auch auf den GK im Sinne einer fritheren
(prematuren) GK Abhebung auswirken. (100)Um unsere Ergebnissen (Albumin war bei
GlaukompatientInnen anteilsmafiig signifikant mehr oxidiert) weiter nachzugehen,
haben wir Glaukompatientlnnen mit einer Kontrollgruppe hinsichtlich des Vorkommens

einer GK Abhebung untersucht.
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5.5.2 Methode

Ausgefiihrt wurde diese Studie an der Univ. Augenklinik Graz. Unser Vorhaben wurde

von der lokalen Ethikkommision genehmigt bzw. nach der Deklaration von Helsinki

ausgefiihrt.

Die Teilnehmer der Glaukomgruppe wurden im Zeitraum zwischen Dezember 2013 und

Juni 2015 rekrutiert. Als Vergleich diente eine Patientengruppe welche im Rahmen einer

anderen Studie (Prevalence of early and late stages of physiologic PVD in emmetropic

elderly population(25)) hinsichtlich GK Abhebungen untersucht wurde. Die

Einschlusskriterien fiir beide Gruppen waren:

Alter tiber 18 Jahre

Keine intrakulare(n) Operation(en) oder Lasereingriff(e)

Eine Achsenldnge ermittelt durch eine optische Biometrie (IOL Master; Zeiss,
Jena Deutschland) zwischen 21,5 und 24,5mm

Keine Erkrankungen des vitreoretinalen Interfaces wie beispielsweise
Gefafdverschliisse, altersbedingte Makuladegeneration, Epiretinale Membran etc...
Keine erhebbare Episode einer intraokularen Entziindung

Kein erhebbares okuldres Trauma

Kein Diabetes mellitus

Bei jedem Glaukompatientenln wurden die glaukomspezifischen Routine

Untersuchungen durchgefiihrt. Diese beinhalten:

Visus

Goldmann Applanationstonometrie

Gonioskopie

Pachymetrie

Papillendiagnostik mittels Heidelbergtomographen III® (HRT)
Papillendiagnostik mittels optischen Kohdrenztomographie (OCT, Heidelberg
Spectralis®),)

Papillendiagnostik mittels Funduskopie

Gesichtsfelduntersuchung (Interzeag Octopus 101, programme G2 oder

Goldmann Perimetrie bei einem Visus von unter 0,1)

Dartiber hinaus wurde bei jedem Patientln ein Papillenfoto angefertigt. Die Diagnose

,Glaukom“ wurde anhand des Papillenbefundes und dem Vorhandensein
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glaukomtypischer Gesichtsfelddefekte gestellt. Des weiteren wurde die Klassifikation
des Glaukoms erhoben (Priméares Offenwinkelglaukom, Pigmentglaukom,
Pseudoexfoliationsglaukom).

In die Kontrollgruppe wurden nur Patientlnnen ohne funktionellen oder
morphologischen glaukomtypischen Defekt eingeschlossen. Des weiteren wurden nur
PatientInnen mit einem Augendruck unter 21mmHg - ohne antiglaukomatose Therapie

- eingeschlossen.

Durchfiihrung

Zunachst wurden OCT scans der Makula in medizinischer Mydriase durchgefiihrt.
Mittels OCT konnten foveale Adhédsionen des GK sowie zentral abgehobene GK sehr gut
diagnostiziert werden.

Konnte mittels OCT der GK nicht visualisiert werden, wurde eine B-scan
Ultraschalluntersuchung mittels 20MHz bei 90 dB (Avisio 3.0; Quantel Medical, France)
durchgefiihrt, um den GK als komplett anliegend oder komplett abgehoben klassifizieren

zu konnen.(22) (Entscheidungsbaum siehe Abbildung 34)

OCT
Untersuchung

Foveale Glaskorper
Adhasion der Abhebung im
Glaskorpers OCT

Glaskorperstatus
nicht beurteilbar

Ultraschall
Untersuchung

Glaskorper
Abhebung im
Ultraschall

Glaskorper
anliegend

Abbildung 34: Untersuchungs- Entscheidungsbaum (OCT: optische Kohdarenz Tomographie, US: Ultraschall)
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Entsprechend der Klassfifikation, welche Unchino et al. (101) in der Arbeit “Initial stages
of posterior vitreous detachment in healthy eyes of older persons evaluated by optical
coherence tomography“ vorschldgt, wurde das Anfangsstadium einer GK Abhebung
(“initial stage”) als eine Seperation der GK Grenzmembran von der inneren
limitierenden Membran der Netzhaut in mindestens einem Makulaquadranten - bei
jedoch erhaltener vitreoretinaler Adhasion - bezeichnet (Abbildung 35b.).
Fortgeschrittene GK Abhebungen (“Advanced stages”) wurden durch eine vollstandige
Abhebung des GK in der Makula bzw. variable vitreoretinale Adhésion in der Mittleren
Peripherie bis hin zur GK Basis definiert (Abbildung 35c+d).

Ein anliegenden Glaskorper (“No PVD”) wurde dadurch definiert, dass die GK

Grenzmembran weder im OCT noch im Ultraschall (US) zu sehen war (Abbildung 35a).
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Abbildung 35: GK Befunde:

a.) Anliegender Glaskorper: Die Glaskorper Grenzmembran kann weder im Ultraschall noch im OCT

dargestellt werden.
b.) Durch eine Verfliissigung des Glaskdrpers wird eine Glaskérperabhebung induziert

c.) Foveale Adhdsion: Der hintere Glaskorper ist teilweise abgehoben, es besteht jedoch noch eine

Adhaésion der Glaskorper Grenzmembran mit der Fovea — dies kann gut im OCT dargestellt werden.

d.) Abgehoben im OCT: Die hintere GK Grenzmembran - visualisiert durch das OCT — hat keinen Kontakt

mehr zur zentralen Netzhaut.

e.) Abgehoben im Ultraschall: In diesem Spéatstadium der GK Abhebung hat die GK Grenzmembran
keinen Kontrakt zur ILM. Die Glaskorper Abhebung ist so weit fortgeschritten dass die GK Grenzmembran

nicht mehr im OCT dargestellt werden kann.

Seite 99



Oxidativer Stress im Glaskorper

5.5.2.1 Datenmanagement und Analyse

Gespeichert wurde die Daten in Excel:mac2011 (Version 14.6.19 Microsoft Excel fiir Mac
2011; Microsoft cooperation), ausgewertet wurden die Daten in SAS (version 9.4, SAS
Institute Inc., Cary, NC).

In der Glaukomgruppe konnten bei 35 von 48 PatientInnen (73%) beide Augen
eingeschlossen werden, bei der Kontrollgruppe konnten bei 92 von 238 PatientInnen
beide Augen eingeschlossen werden.

Um die Ergebnisse nicht durch die unterschiedliche Anzahl von beidseits/einseits
dokumentierten Augen zwischen den Gruppen zu beeinflussen, wurde fiir die Analyse
jeweils nur ein Auge pro Patientln herangezogen: Dies war - sofern nicht nur das linke
Auge dokumentiert war - das rechte Auge des PatientenIn.

Die selbe statistische Analyse, ausgefiihrt fiir das linke Auge eines jeden PatientenIn-
sofern nicht nur das rechte Auge dokumentiert war -, hat zu dem selben Ergebnis

gefiihrt.

Es wurde eine ordinale logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt, wobei das Stadium
der GK Abhebung als “response variable” und das Vorhandensein eines Glaukoms als
“group variable” herangezogen wurde. Des weiteren wurde das Modell alters-,
geschlechts- und achsenldangenbereinigt ausgefiihrt. Die Ergebnisse werden als “odds
rations” (ORs) mit einem 95% Konfidenzintervall (confidence interval CI) angegeben.
Kategoriale Variablen werden als Anzahl und Prozentsatz dargestellt, kontinuierliche
Werte als Mittelwert+Standardabweichung (MW=+SD). Kategoriale Unterschiede wurden

mittels Fisher’s exact Test untersucht, kontinuierliche mit dem Mann-Whitney U Test.
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5.5.3 Ergebnisse
Insgesamt wurden 286 Augen von 286 PatientInnen (48 Glaukom PatientInnen und 238

KontrollpatientInnen) inkludiert. Die demographischen Daten sind Tabelle 39 zu

entnehmen.
Kontrollen Glaukom p-Wert
n=238 n=48
Geschlecht:
weiblich/mannlich (%) 151/87 (63.40/36.60) 24/24 (50.00/50.00) 0.104
Alter MW+SA (von-bis) 74.9+8.80 (44-89) 66.5+11.90 (31-89) <0.001

Achsenldnge (mm)

MW=+SA (von-bis) 24.50)

23.01+0.70 (21.50-
23.41+0.70 (21.88-24.50) <0.001

Tabelle 39: Demographische Daten der eingeschlossenen PatientInnen

Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurden fiir das Alter und die
Achsenldnge gefunden.

In der Glaukomgruppe wurde das primare Offenwinkelglaukom in 38 Augen 79.2%)),
diagnostiziert, ein Pseudoexfoliationsglaukom in 9 Augen (18.8%) und ein
Pigmentdispersionsglaukom in einem Auge (2.1%).

Die erhobenen glaukomspezifischen Indikatoren der Glaukompatienten sind in Tabelle

40 zu finden.

OCT-Glaucoma-Global-Indices, MW+SA (von-bis) 65.21 +14.14 (34-91)

HRT- Rim-Area in mm?2, MW+SA (von-bis)

1.08 +0.36 (0.24-1.93)

HRT- Rim-Vol in mm3, MW+SA (von-bis)

0.23 £0.12(0.02-0.5)

Mean deviation (dB), MW+SA (von-bis)

10.08+6.0 (2.1-24.1)

Tabelle 40: Glaukomspezifische Indikatoren der Glaukompatientlnnen; OCT-Glaucoma-Global-Indices =
mittlere peripapillire Nervenfaserschichtdicke ermittelt durch die optische Kohdrenztomographie; HRT-
Rim-Area/Vol= Fliche und Volumen des Papillenrandsaumes ermittelt durch den Heidelberg Tomograph;
Mean deviation = mittlere Sensitivititsabweichung der Gesichtsfelduntersuchung.( MW*SD =

Mittelwert+Standardabweichung)

Keine GK Abhebung bzw. ein anliegender GK wurde in 3 (6.3%) der Glaukomaugen und
in 54 (22.7%) der Kontrollaugen gefunden. Eine initale GK Abhebung (initial stage)
wurde in 7 (14.6%) der Glaukomaugen und in 42 (17.6%) der Kontrollaugen gefunden.
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Sogenannte ,Advanced stage“ Abhebungen wurden in 38 (79.2%) Glaukomaugen und in
142 (59.7%) Kontrollaugen gefunden.
Eine graphische Darstellung der relativen erhobenen Haufigkeiten der verschiedenen

GK Stadien ist unter Abbildung 36 zu finden.

| Glaskorper

100% B Anliegend
D Foveale Adhasion
B Abgehoben im OCT
Abgehoben im US

B0%

Anteile

60%

40%

20%

0%
Kontrollen Glaukom
Gruppe

Abbildung 36: Relative Haufigkeiten der verschiedenen GK Stadien

Durch eine ordinale logistische Regressionsanalyse, welche das Alter, das Geschlecht
und die Achsenldnge beriicksichtigte, konnte gezeigt werden, dass Glaukompatientinnen
im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant haufiger fortgeschrittene GK
Abhebungen (advanced stages) (OR=4.24, 95% CI: 1.83 - 9.81; p<0.001) aufwiesen.
Weitere signifikante Assoziationen mit fortgeschrittenen GK Abhebungsstadien wurden
fiir das Alter (OR=1.05, 95% CI: 1.02 - 1.08; p<0.001) und das Geschlecht (weiblich)
(1.69, 95%CI: 1.01-2.82, p=0.045) entdeckt, nicht aber fiir die Axenldnge (OR 1.32,95%
CI: 0.95-1.85, p=0.098).

Das Alter der PatientInnen mit fortgeschrittenen GK Abhebungen (advanced stages)
betrug in der Glaukomgruppe 66+12.70 Jahre (von 31 bis 89) und 77.00+8 Jahre (von 45
bis 89) in der Kontrollgruppe (p<0.001), das Alter bei initialer GK Abhebung

Seite 102



Oxidativer Stress im Glaskorper

64.10+11.70 Jahre (von 46 bis 82) in der Glaukomgruppe und 72.40+9.30 Jahre (von 46
bis 87) in der Kontrollgruppe. Das Alter bei anliegendem GK war 69.30+2.10 Jahre (von
67 bis 71) in der Glaukomgruppe und 71.40£10.00 Jahre (von 44 bis 87) in der
Kontrollgruppe.

5.5.4 Diskussion und Interpretation der Ergebnisse

Das Glaukom ist charakterisiert durch einen progressiven Verlust von retinalen
Ganglienzellen und deren Axone durch Apoptose. Mit dem Untergang dieser Zellen
wurde das Auftreten von oxidativem Stress beschrieben(61,62,76)Wie bereits in der
Einleitung erwahnt, bezeichnet oxidativer Stress eine Situation, in welcher das Auftreten
ROS das physiologische Ausmaf iiberschreitet — sprich, ein biologisches System ist nicht
mehr in der Lage, die ROS (beispielsweise durch Antioxidantien) unschadlich zu
machen. Als Folge kénnen Proteine, Lipide, die DNA oder aber Glykosaminoglykane
geschadigt werden. Ein solches moglicherweise betroffenes Glykosaminoglykan ist die
Hyaluronsaure des Glaskorpers. In unserer Studie haben wir die Hypothese untersucht,
ob oxidativer Stress, welcher beim Glaukom in der inneren Netzhautschicht entsteht,
den GK ebenfalls - im Sinne einer prematuren hinteren Glaskorperabhebung -
beeinflusst.

Unsere Ergebnisse haben gezeigt, dass GlaukompatientInnen im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe ein 4fach erhohtes Risiko haben, eine fortgeschrittenen GK Abhebung
aufzuweisen. Dartiiber hinaus zeigte sich, dass die PatientInnen, welche eine
fortgeschrittene GK Abhebung aufwiesen, in der Glaukomgruppe signifikant jiinger
waren als jene aus der Kontrollgruppe. An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass das
fortgeschrittene Alter der starkste Risikofaktor fiir das Auftreten einer GK Abhebung
ist(8,24,25,102)In diesem Zusammenhang erscheint es weiters interessant, dass
anliegende GK viel seltener in der Glaukomgruppe diagnostiziert wurden - und dass
obwohl die Gruppe der GlaukompatientInnen signifikant jiinger war als die
Kontrollgruppe.

Wir postulieren, dass die Ursache dieser Beobachtung das vermehrte Auftreten von
reaktiven Sauerstoffspezies ist, welche eine GK Verfliissigung bzw. in weiterer Folge GK
Abhebung verursachen. Hydroxyl Radikale sind beispielsweise in der Lage,
Hyaluronsaure zu depolymerisieren, wodurch diese ihren Gelcharakter oxidativ bedingt

verliert. (7,26)
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Der Alterungsprozess ganz allgemein ist - neben anderen Faktoren - auf Akkumulation
von Radikal bedingten Schadigungen zurtickzufiihren. Im Auge fiihrt dieser Prozess
beispielsweise zu einer Verfliissigung des GK Gels bzw. in weiterer Folge zu einer GK
Abhebung.(6,8,30,69) Es scheint naheliegend, dass das Auftreten von freien Radikalen
bzw. oxidativem Stress in den inneren Netzhautschichten - wie beispielsweise in der
Ganglienzellschicht beim Glaukom - auch auf den GK wirkt.(6,30,69)

Aus einem klinischen Blickwinkel scheint das sehr interessant, konnte so nadmlich das
Auftreten einer prematuren GK Abhebung als Hinweis fiir das Vorhandensein eines
Glaukoms stehen. Zu diesem Thema wurden bereits Studien durchgefiihrt - jedoch
konnte eine solche Assoziation bis dato nicht gezeigt werden. (103,104)Wir schreiben
diese Diskrepanz zu unseren Ergebnissen den verschiedenen Studiendesigns zu:

Zum einen wurde in den erwihnten Studien der GK Status nur klinisch detektiert,
trotzdem gezeigt werden konnte, dass eine Kombination aus US und OCT Untersuchung
eine viel prazisere GK Status Analyse erlaubt. (25,103)

Des weiteren wurden bei zuvor durchgefiihrten Studien Komorbiditdten - speziell
solche des vitreoretinalen Interfaces (wie die diabetische Retinopathie oder
Thrombosen beispielsweise) nicht ausgeschlossen. (23,102)Ebenso wurde bei diesen
Studien die Achslange nicht berticksichtigt trotzdem diese nach dem Alter den zweit
wichtigsten Risikofaktor fiir eine frithe HGA darstellt.

Bei unserer Studie haben wir nicht nur diese Faktoren berticksichtigt, sondern dariiber
hinaus auch nur phake Augen eingeschlossen, da eine stattgehabte Kataraktoperation
ebenfalls eine HGA induzieren kann. (10,11,85,105)Da wir fiir unsere Untersuchungen
eine Kombination aus US und OCT verwendet haben bzw. da wir auch sehr strenge Ein-
und Ausschlusskriterien angewandt haben, liefert unsere Studie validere Ergebnisse als
die bereits zitierten.

Limitierend bei unseren Ergebnissen ist jedoch, dass die beiden Gruppen unabhangig
voneinander rekrutiert und untersucht wurden. Daher differiert das Alter zwischen
diesen Gruppen. Da die Glaukomgruppe jedoch im Schnitt jiinger als die Kontrollgruppe
ist, wiirde man eine niedrigere Pravalenz der HGA annehmen. Dies ist jedoch nicht der
Fall, weshalb man annehmen darf, dass der gemessene Effekt ein realer ist.

Weitere Studien erscheinen jedoch als notwendig, um die premature HGA als moglichen
Risikofaktor fiir das Vorliegen eines Glaukoms zu identifizieren.

Abschliefdend sei noch darauf hingewiesen das Teile dieses Abschnittes bereits vor

Fertigstellung der Dissertation publiziert wurden.(1)
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6 Ausgewadhlte Zusammenhadnge

Die vorliegende Arbeit ist - der Ausfiihrung nach - in 3 Teile gegliedert:
- Im ersten Teil wurde der Redoxstatus von Albumin im GK unter der
Berticksichtigung verschiedenster Faktoren ermittelt;
- Im zweiten Teil wurden GK unter experimentaler Setting hinsichtlich dem
Oxidationsverhalten untersucht;
- Derdritte Teil befasst sich mit den klinischen Auswirkungen vom vermehrten

Auftreten freier Radikale beim Glaukom.

Die einzelnen Ergebnisse wurden - jeweils fiir sich - bereits ausfiihrlich diskutiert. In
diesem Abschnitt sollen nun speziell ausgewdahlte Zusammenhange der gewonnen

Ergebnisse beleuchtet werde.

02 und H20; Abbau

Es konnte experimentell gezeigt werden, dass Albumin in einem 37° inkubierten GK
pool zunehmend oxidiert wurde. Dieser Prozess lief deutlich schneller ab nachdem
hochmolekulare Stoffe - zu jenen auch Enzyme zdhlen, nicht jedoch ASC - aus dem GK
durch Filtration entfernt wurden - siehe Abbildung 32.

Dies legte einerseits den Schluss nahe, dass die 02 Degradation nicht durch ein Enzym
katalysiert wird und des weiteren, dass das dabei anfallende H202 enzymatisch abgebaut
wird.

Bei der statistischen Analyse von HMA und HNA1 aus GK Proben fiel eine
hochsignifikante negative Korrelation zwischen HMA und ASC bzw. eine ebenfalls
hochsignifikante, jedoch positive Korrelation zwischen HNA1 und ASC auf. Dies schien
die Beobachtung, dass ASC eine zentrale Rolle beim Oz -Abbau einnimmt, ebenfalls zu
bestatigen. (22,90,106)

Beim Abbau von O fallt H20; - ein starkes Oxidationsmittel - an(4,5,22)Die Tatsache
dass H202 Zellen und Zellbestandteile schadigen kann bzw. die oben genannten
experimentellen Ergebnisse aus unserer Studie deuten stark darauf hin, dass H20>

enzymatisch abgebaut wird.
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Flir diesen Abbau kommen grundsatzlich zwei enzymatische Reaktionswege in Frage:

- Katalase: H202 —» 2 H20 + 02

- Glutathionperoxidase: 2GSH + H202 = GS-SG + 2H20

Dabei fiihrte jedoch nur die letztgenannte Reaktion zu einer Elimination von Sauerstoff -
siehe Abbildung 27 - und erscheint daher viel wahrscheinlicher.

Beim glutathionperoxidasekatalysierten H202 Abbau fallt Glutathiondisulfid (GSSG) an,
welches in dynamischem Austausch mit anderen Thiol- Gruppen ist. Reagiert GSSG mit
dem Cystein - 34 des Albumins, resultiert die Umwandlung von HMA zu HNA1 - siehe
Abbildung 28. Auch die Analyse des Redoxstatus des GK Albumins scheint diesen
Verdacht zu erharten: Im Vergleich zum Plasma wies der GK namlich signifikant

niedrigere HMA Werte bzw. hohere HNA1 Werte auf.

Oxidativer Stress und Glaukom

Bei der Analyse von Albumin aus GK Proben konnte gezeigt werden, dass Glaukom
PatientInnen im Vergleich mit der Kontrollgruppe vermehrt oxidiertes Albumin im GK
aufwiesen. In der Literatur berichten zahlreiche Autoren iiber das vermehrte Auftreten
von ROS im Rahmen der Ganglienzellapoptose bei GlaukompatientInnen; dass sich diese
auch auf den GK auswirken, ist eine neue Erkenntnis. (32,61,71,76) Deshalb wurde im
Rahmen dieser Arbeit neben dem Redoxstatus von Albumin auch der GK Status bei
GlaukompatientInnen erhoben. Hypothese dabei war, dass die ROS tiber eine
Depolymerisation der Hyaluronsaure zu einer GK Verfliissigung bzw. GK Abhebung
fiihren. Die Ergebnisse dieser Erhebung deuteten darauf hin, dass diese Hypothese
zutreffend ist. Demnach konnte der GK Status bei der Diagnosefindung ,,Glaukom* ein

weiterer wichtiger hinweisgebender Faktor sein.

Diabetes

Bei GK Proben von Diabetikern fiel auf, dass weniger ASC im GK vorhanden war bzw.
dass weniger Albumin im GK oxidiert war. Dies scheint darauf hinzudeuten, dass ASC bei
der ROS Entstehung im GK eine entscheidende Rolle spielt.

Eine dhnliche Situation konnte im Experimentiertteil durch die GK Filtration geschaffen

werden. Im Uberstand wurde die ASC Konzentration durch Filtration gesenkt, die
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Konzentration von hochmolekularen Stoffen (wie bsp. Enzymen) wurde nicht
beeinflusst. Als Folge reduzierte sich die Geschwindigkeit der Albuminoxidation
signifikant.

Eine dhnliche Situation konnte im GK von Diabetikern stattfinden: Durch den
Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke reduziert sich die ASC Konzentration,
wahrend hingegen hochmolekulare Stoffe - wie antioxidativ wirkende Enzyme - im GK
verbleiben. Diese Annahme erklart, warum das Albumin in GK Proben von Diabetikern

deutlich weniger oxidiert war.

Zusammengefasst behandelt diese Arbeit oxidative Vorgange im GK aus 3 verschiedenen
Blickwinkeln: Einem analytischen, einem experimentellen und einem klinischen. Es
wurden die redoxabhdngigen Albuminfraktionen aus Plasma und GK Proben gemessen,
GK Proben experimentell behandelt und die klinischen Auswirkungen von oxidativem
Stress auf den GK untersucht. Die tiberlappenden Phdnomene der verschiedenen
Untersuchungen wurden dabei verglichen und stiitzen bzw. bestatigen sich gegenseitig,
sodass insgesamt eine Vielzahl von Aspekten der oxidativen Vorgange im GK diskutiert

bzw. beleuchtet werden konnte.
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