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1 Einleitung

Das Glaukom beschreibt eine Gruppe an neurodegenerativen Erkrankungen und ist die
zweithaufigste Ursache fir irreversible Erblindung weltweit. Die Pravalenz des Glaukoms bei
Menschen zwischen 40 bis 80 Jahren wird auf 3,5% geschatzt (1).

Definiert ist das Glaukom durch den Untergang retinaler Ganglienzellen (RGZ’s) und ihrer
Axone durch Apoptose was zu einem irreversiblen Gesichtsfeldschaden fuhrt und schlief3lich
im Verlust des Sehvermdgens endet. Neben dem Alter, einer genetischen Disposition oder
vaskularer Dysregulation der retinalen GeféalRe ist ein wesentlicher Risikofaktor ein erhthter
Augeninndruck (IOD) (2, 3). Zu den Glaukomformen, die fur diese Arbeit eine relevante Rolle
spielen zahlen das Primare Offenwinkelglaukom (POWG), das Pseudoexfolationsglaukom
(PEX), das Normaldruckglaukom (NDG) und das Pigmentdispersionsglaukom (PDS). Eine
pragnante Auflistung der relevanten Glaukomformen ist in Tabelle 1 zu finden. Die
verschiedenen Formen des Glaukoms lassen sich in ,offen oder ,geschlossenen®
Kammerwinkel sowie in ,primar* oder ,sekundar, je nach Art ihrer Entstehung, unterteilen. Die
als priméar eingestuften Glaukome zeichnen sich durch eine Abflussbehinderung im
Trabekelwerk (TM) aus, wahrend die sekundaren Glaukome durch Einlagerung von Zellen,
Pigment oder Pseudoexfolationsmaterial im TM gekennzeichnet sind (4).

Therapeutisch ist die Senkung des erhohten IOD derzeit die relevanteste Methode um das
Fortschreiten des Glaukoms zu verhindern. Neben Alter, Geschlecht und ethnischer
Zugehdrigkeit spielen weitere Faktoren eine wichtige Rolle bei der Pathogenese des
Glaukoms. Hierzu zahlen Funktionséanderungen im endoplasmatischen Retikulum (ER),
mitochondriale Dysregulierungen und oxidativer Stress (5, 6).

Ein erhohter 10D zahlt als der grof3te Risikofaktor fur die Entwicklung eines Glaukoms und ist
als 2 21mmHg definiert. Innerhalb von fiinf Jahren betragt die Wahrscheinlichkeit ein Glaukom
zu entwickeln 9,5% bei konstant erh6htem 10D (7). Dagegen zeigen Patienten mit NDG keinen
erhdhten IOD. Die Ursache fir einen erhéhten 10D variiert je nach Glaukomform. Beim POWG
steigt der IOD auf = 21mmHg durch einen verminderten Kammerwasserabfluss. Es kommt
durch molekulare Veradnderungen im TM bedingt durch eine VergroBerung des
Aktinzytoskeletts und der Produktion von extrazellularer Matrix zu einem erhdhten
Abflusswiderstand. Beim PEX steigt der IOD hingegen durch die Ansammlung von
Pseudoexfolationsmaterial im TM und beim Pigmendispersionglaukom durch die Anhaufung
von Pigmentmaterial im Kammerwinkel (6, 8).

Veranderungen in der humoralen Autoimmunitat bei neurodegenerativen Erkrankungen
wurden bereits bei Myasthenia gravis und der Multiplen Sklerose erforscht. In mehreren

Studien konnten ebenfalls verdnderte Autoantikdrperreaktionen beim Glaukom nachgewiesen



werden (9-11). Sowohl im Serum als auch in der okuldren Flissigkeit selbst, dem
Kammerwasser, konnten Veranderungen autoimmuner Menchanismen von Antikérpern
gegen ausgewahlte Antigene bei verschiedenen Glaukomformen nachgewiesen werden (11-
14). Anhand eines Antigen-Microarray-Verfahrens mit ausgewdahlten Proteinen soll im
Rahmen dieser Dissertation die Autoantikérper-Reaktion im Kammerwasser der vier Formen
des Glaukoms sowie der Kontrollgruppe der Kataraktpatienten angewandt werden.

Die stetig zunehmende Zahl an Glaukompatienten stellt eine immer starkere Belastung des
Gesundheitssystems dar und die Krankheit selbst wird haufig zu einem zu spéten Zeitpunkt
diagnostiziert, weil sie initial oft asymptomatisch verlauft. Es bedarf neuer, leicht verfligbarer,
diagnostischer Ansétze, um die Frihdiagnose des Glaukoms zu férdern und die Pravalenz
von Erblindung zu verringern. Die Beteiligung immunologischer Komponenten an der
Pathogenese des Glaukoms, kénnte neue Ansatze fiir die Diagnose als auch die Therapie des
Glaukoms bieten. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern sowohl signifikant erhéhte als auch
erniedrigte Antigen-Antikorperreaktionen zwischen den Glaukomformen, die eine Involvierung
der Autoimmunitat bei der Pathogenese des Glaukoms belegen und als potenzielle
Krankheits-Biomarker bewertet werden kénnten.

Ziel ist es, die Eigenschaften und Funktionen der Autoantikdrper im Kammerwasser zu
verstehen und deren Rolle in der Pathogenese der Glaukomformen besser durchleuchten zu
kénnen, um daraus mdgliche Konsequenzen fiir die Mechanismen des Glaukoms zu ziehen.
Hierbei wollen wir untersuchen, ob die Autoantikdrper Prozesse erleichtern oder bedingen, um
Patienten eine bessere Vorhersage in der Behandlung des Glaukoms bieten zu kénnen. Diese
Veranderungen in der Immunitéat der Glaukompatienten kénnte eine Chance sein, den Zustand
und das Vorhandensein der Erkrankung anhand der Haufigkeit der spezifischen

Autoantikodrper zu ermitteln, und die Frihdiagnose des Glaukoms zu férdern.

Klassifikation Name Abklrzung  Hauptmerkmale
Primar | Priméres POWG offener Kammerwinkel
Offenwinkelglaukom IOD = 21mmHg
Verlust an RGZ'’s
Normaldruckglaukom NDG offener Kammerwinkel
IOD < 21
Verlust an RGZ’s
Sekundar | Pseudoexfolationsglaukom PEX Anhaufung von

Pseudoexfolationsmaterial

in der Vorderkammer
Pigmentdispersionsglaukom PDS Anhaufung von

Pigmentmaterial im

Kammerwinkel
Tabelle 1: Ubersicht Giber die relevanten Glaukomformen dieser Dissertation




2 Literaturdiskussion

2.1 Das Glaukom

Der Begriff Glaukom (aus dem Griechischen Glaukds, griiner Star) bezeichnet eine Gruppe
von Augenerkrankungen, die sich in ihrer Pathophysiologie, ihren Risikofaktoren,
Behandlungen und Prognosen unterscheiden (15). Reprasentativ sind Veranderungen im
Sehnervenkopf (SNK) und ein progressiver Verlust des Gesichtsfeldes durch den langsamen
Abbau von RGZ’s, sowie ein Zusammenhang mit anderen Allgemeinerkrankungen (16). Die
RGZ sind Neuronen des zentralen Nervensystems, welche die Signale der Photorezeptoren
empfangen und tGber den Sehnerv an das Gehirn weiterleiten (15). In Abbildung 1 ist die
Anatomie des Auges und der Netzhaut dargestellt.

Das Glaukom ist eine der fuhrenden Erkrankungen fir Erblindung weltweit und betrifft 2-3%
der Menschen Uber 40 Jahren. Die Pravalenz des Glaukoms steigt mit zunehmendem Alter
und liegt bei Menschen tber 90 Jahren bei 10%. (15, 17, 18).

Hintere Rétial
Vordere Augenkammer etinale
Augenkammer Blutgefale

} — Retinale Ganglienzellen

Nervenfasern

Photorezeptoren
(Stéabchen, Zapfen)
Linse

Sehnervenkopf

Pigmentepithelschicht
— Blut-Retina-Schranke

Glaskorper Sehnerv

Aderhaut

Hornhaut

Abbildung 1: Anatomie des Auges und der Netzhaut (Retina)



2.1.1 Epidemiologie

Das Glaukom gilt als die zweithaufigste Ursache fir irreversible Erblindung weltweit. Bis im
Jahr 2020 sollten schatzungsweise ca. 80 Millionen Menschen auf der Welt von einer
glaukomatdsen Optikusneuropathie betroffen gewesen sein und 11,2 Millionen weitere
Menschen irreversible erblindet sein (17, 19). Weitere 20 Jahre spéter soll die Anzahl der
Erkrankten weltweit auf 111,8 Millionen ansteigen (20). In Deutschland z&hlt das Glaukom zu
den haufigsten Augenerkrankungen mit einer Préavalenz von 0,9-2,4% und einer Haufigkeit
von ca. 1 Millionen betroffenen Patienten (21, 22). Es stellt die haufigste Ursache flr
irreversible Erblindung nach der Makuladegeneration in Deutschland dar (23). Diese Zahlen

machen deutlich wieviele Menschen vom Glaukom betroffen sind.

2.1.2 Pathogenese des Glaukoms

Das Glaukom ist eine Krankheit, die eine Gruppe von unterschiedlichen Erkrankungen
umfasst. Allen Glaukomformen ist die progrediente Optikusneuropathie gemein, die im Verlauf
zu Gesichtsfelddefekten fuhrt. Der intraokulare Druck (I0OD) spielt dabei eine modifizierbare
Schlisselrolle. In der Allgemeinbevilkerung liegt der IOD im Mittel bei 16 mmHg. Der Bereich
zwischen 11-21 mmHg gilt als Normalbereich (18).

Bei Individuen mit einem erhthten 10D zwischen 24-36 mmHg steigt das Risiko von
glaukomatdsen Gesichtsfeldverlusten um das 13 bis 40-fache, wéahrend das Risiko bei
Druckwerten von 15 mmHg oder weniger sehr gering ist. Das Risiko fur glaukomattse
Sehnervenschadigungen steigt mit zunehmenden IOD (24). Die Senkung des IOD um 22,5%
kann das 5-Jahres-Risiko fur die Entwicklung eines POWG von 9,5% auf 4,4% senken (25).
Dennoch sollte die individuelle, relative Hohe des 10D entgegen der statistisch, absoluten
Hohe des 10D abgewogen werden (2).

Veranderung im Kammerwasserabfluss fuhren zu einem pathologischen Anstieg des I0Ds,
der nach einiger Zeit, je nach der Durchblutungssicherheit der Papille, eine anatomische
Schadigung des Sehnervs und eine funktionelle Schadigung des Gesichtsfeldes verursacht
(26). Die Verletzung des Sehnervs kommt durch die Verformung der Lamina cribosa (LC)
durch die Einwirkung des erhdhten IOD zustande und sorgt fir den Tod von Axonen der RGZ's
(27). Die RGZ laufen von den Ganglienzellkernen der Netzhaut zur Papille und mit den
Kapillaren der Netzhaut durch die LC wo sie beim Austreten, umgeben von einer
Myelinscheide, den Sehnerv bilden (15). Die LC und die Axone befinden sich zwischen zwei
Druckzonen, dem 10D und dem Hirndruck (ICP). Die Differenz beider Druckgradienten wird
als translaminarer Druck (IOP - ICP) bezeichnet (28). Die LC ist die Hauptgewebestruktur des
SNK und dient als Unterstiitzung beim Ubergang der RGZ-Axone vom Intraokularraum in den

Sehnerv. Sie bildet eine siebartige Struktur aus Kollagen und enthalt Astrozyten,



fibroblastendhnliche Zellen, Mikroglia sowie Kapillaren (15). Die Axone in der LC werden durch
Kapillaren genahrt und Schaden an Axonen, Kapillaren und Astrozyten durch eine
Deformation der LC fuhren zum Verlust der RGZ'’s (28).

Der 10D wird auf die Axone der RGZ’s durch die Sklera auf das Bindegewebe des SNK
Ubertragen, indem er eine translaminare Druckdifferenz im SNK sowie eine Zugspannung in
der Sklera induziert (29, 30). Die Sklera ist so konfiguriert, dass sie der Belastung dort
widerstehen kann, wo sie am hdchsten ist, an der peripapillaren Sklera. Das sklerale
Bindegewebe besteht aus miteinander verwobenen Lamellen aus Kollagen, Elastin und
Proteoglykanen wobei 20% der Skleradicke aus zellularen Lamellen besteht, die
Sklerafibroblasten enthalten. Menschliche Glaukomspenderaugen mit RGZ-Verlust sind
messbar steifer als Kontrollaugen (30). Die Biomechanik des SNK wird durch die Steifheit der
Sklera sowie der LC beeinflusst und spielt eine dominante Rolle bei der mechanischen
Reaktion des SNK auf akute Verdnderungen des IOD bei der Pathogenes des Glaukoms (31).
Allerdings kdnnen die Ursachen fur einen erhéhten 10D je nach Glaukomform variieren. Beim
POWG kommt es durch eine VergréRerung des Aktinzytoskeletts und einer extremen
Produktion von extrazellularer Matrix im TM zu einer Behinderung des
Kammerwasserabflusses wahrend der Abflusswiderstand beim PEX durch eine Haufung von
Pseudoexfolationsmaterial erhéht ist (11).

Der erh6hte 10D kann nicht die alleinige Ursache fir die Pathogenese des Glaukoms klaren.
Somit weisen Patienten mit einem NDG, die 30% der Glaukompatienten ausmachen, nie einen
erhohten IOD auf oder sie leiden unter einer okuldren Hypertension (OHT), bei denen zwar
ein erhohter 10D vorliegt aber kein Glaukomschaden. Die Wahrscheinlichkeit fir OHT
Patienten ein Glaukom zu entwickeln liegt bei 10% innerhalb von 5 Jahren (7).

Weitere Risikofaktoren sind neben einer genetischen Pradisposition, ein erhdhtes Alter sowie
eine familiare Disposition (20, 32, 33).

AuRRerdem sind erhohte Glutamat-Konzentrationen in retinalen Miller-Zellen sowie
Veranderungen des Stickoxid-Stoffwechsels im Plasma und Kammerwasser der Patienten zu
nennen, durch deren Erh6hung sich eine gesteigerte Neurotoxizitat einstellt (34, 35).

Zudem spielen oxidativer Stress sowie GefaRschaden und Hypoxie eine grundlegende Rolle
beim Fortschreiten der RGZ Apoptose (36, 37). Der oxidative Stress wird durch den erhdhten
IOD begunstigt und kann im Kammerwasser von Glaukompatienten vermehrt nachgewiesen
werden (38, 39). Im Rahmen von oxidativen Vorgangen kann es wahrend des
Alterungsprozesses zu posttranslationalen Veranderung, z.B. Oxidationen okularer Antigene
kommen und es ware denkbar, dass diese veranderten Antigene die Vorgange die zur
Oxidation von okularen Antigenen beitragen, beflrworten und in ihrer Zahl mit dem Alter

zunehmen (10).



Die Beteiligung des Immunsystems im Zusammenhang mit der Glaukompathogenese wurde

ebenso bereits in vielen Studien diskutiert und wird in Kaptiel 2.3 aufgegriffen (11, 40, 41).

2.1.3 Die Glaukomformen

Man unterscheidet primére und sekundare Glaukomformen.

Primare Glaukome treten ohne am und im Auge nachweisbare Veranderungen spontan auf.
Sekundare Glaukome dagegen, kdonnen anhand Klinischer, dem Eintritt des Glaukoms
vorausgehender Allgemeinerkrankungen oder Erkrankungen des Auges nachgewiesen
werden (8, 42). In Abbildung 2 wird ein primares und sekundares Glaukom schmeatisch
dargestellt.

Allgemeine Risikofaktoren sind ein niedriger systolischer Blutdruck, arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus (Dm), kardiovaskuldare Erkrankungen im  Allgemeinen und

Stoffwechselstorungen (43).

Trabekelwerk Trabekelwerk

Vorderkammer Vorderkammer

Offener Kammerwinkel

"-“

” / blockierter Kammerwinkel

Iris Iris

interkammer interkammer

A) N B) n
Abbildung 2: Darstellung eines priméren (A) und sekundaren Glaukoms (B)

Zu den primaren Glaukomformen z&hlen das POWG, das NDG, das chronische
Winkelblockglaukom, das akute Winkelblockglaukom (Glaukomanfall) und das kongenitale
(juvenile) Glaukom (44).

Das POWG stellt mit mehr als 90% aller Glaukome den haufigsten Glaukomtyp dar (8). Es ist
eine Optikusneuropathie, die durch einen erhéhten IOD von >21 mmHg, die Apoptose von
RGZ’s und einen allmahlichen Sehverlust gekennzeichnet ist (45). Typisch sind glaukomatdse
Papillenschadigungen sowie korrespondierende Gesichtsfelddefekte. Die Erkrankung lauft
initial symptomfrei ab und wird meist erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert.
26% der Patienten nehmen von den Symptomen ihrer Erkrankung zunachst nichts wahr (46).
Eine positive Familienanamnese, das Lebensalter, die Ethnizitdt (schwarze Hautfarbe), eine

hohe Myopie (>-4dpt) und Gefalierkrankungen zahlen zu den Risikofaktoren fiir ein POWG.



Funktionsdiagnostisch stellen eine groRe Papillenexkavation von mehr als 60% der
Papillenflache, eine Seitendifferenz der Papillenexkavation von mehr als 20% und eine dinne,
zentrale Hornhautdicke (<500p) Risikofaktoren dar (8, 33, 47, 48).

Der erhthte 10D beim POWG wird durch pathologische Veranderungen im TM ausgeldst. Der
Abflusswiderstand im TM wird durch die Zellen und die extrazellulare Matrix im
juxtakanikularen Abschnitt des TM’s gebildet, die einem dauerhaften Umbau unterliegen, um
den Kammerwasserabfluss aufrechtzuerhalten. Aufgrund einer Fehlregulation der
Signalwege, die die Ablagerung der extrazellularen Matrix, das Aktin-Zytoskelett und die Zell-
Zell/zell-Matrix-Verbindungen regulieren, kommt es zu glaukomatdsen Verénderungen im
Auge (49, 50). Das Risiko fur ein POWG steigt durch Ablagerungen von hyalinem Material
(Plague) im TM, insbesondere im kribriformen Anteil des TM’s, welches an den Schlemm-
Kanal grenzt, wodurch das TM-Gewebe dichter wird und sich der Kammerwasserabfluss
verringert (48, 51). AulRerdem nimmt die Quervernetzung des Aktin-Zytoskeletts im TM zu,
wodurch die Fahigkeit des Gewebes sich durch Actomyosin-vermittelte Kontraktion von
Trabekelmaschenwerkzellen (TM-Zellen) aktiv an sich verandernde I0OD-Werte anzupassen,
eingeschrankt wird. Dies fuhrt dazu, dass die Gesamtsteifigkeit des Gewebes zunimmt und
der Abflusswiderstand im TM ansteigt (52). Durch die Veranderungen in der TM-Biomechanik
ist das TM beim POWG ca. 20-mal steifer als bei gesunden Menschen. (53, 54). Mit
zunehmendem Alter (> 40—80 Jahren) steigt die Pravalenz des POWG an (26, 33). Manner
erleiden 1,3 mal haufiger ein POWG als Frauen (55).

Die okuldare Hypertension (OHT) ist vom Glaukom abzugrenzen. Zwar liegt der 10D Uber der

statistischen Norm aber es liegen weder eine Papillenschadigung noch eine
Gesichtsfeldeinschrankung vor. Sie zahlt zu den wichtigsten Risikofaktoren fur die Entstehung
eines manifesten POWG (7, 48). Bei einer okularen Hypertension von >24 mmHg liegt das 5-
Jahres-Risiko fur ein POWG bei 9% (33).

Das NDG zeichnet sich durch einen IOD < 21 mmHg bei offenem Vorderkammerwinkel aus,
der zu glaukomtypischen Schadigungen des SNK, einer Ausdiinnung der Nervenfaserschicht
der Netzhaut und zu Gesichtsfeldausfallen fiihrt. NDG Patienten leiden unter grof3eren
Druckschwankungen wodurch néchtliche IOD Spikes schnell Glbersehen werden (56). Der 10D
tragt zur Pathophysiologie des NDG bei und die Senkung des IOD kann von Vorteil sein. Die
Drucktheorie beim NDG allein kann allerdings nicht ausreichend erklaren, wie der Verlust des
Sehvermoégens beim NDG verursacht wird. Studien deuten auf einen verringerten Blutfluss der
zu hdmodynamischen Veranderungen fuhrt hin. Hauptursachen fur ein NDG sind vaskulare
Dysregulationen, die zu einer gestbrten Autoregulation der Gefal3versorgung der Papille

fuhren (56, 57). Gefal3dysregulationen beschreiben die Inkompetenz eines Gewebes eine



gleichbleibende Blutversorgung zu gewahrleisten, trotz Anderung des Perfusionsdrucks die
zur Isché@mie und Schadigung des Sehnervs fuhren (28). AuRerdem wurde eine Schwéche der
LC genannt, wodurch die RGZ'’s unter physiologischem IOD anfalliger fur mechanische
Schéden sind, die durch Kompression und Verzerrung der LC an der Schadigung der Axone
der RGZ’s des Sehnvervs beteiligt sein kénnten (58, 59).

Im Vergleich zum POWG und anderen Glaukomformen sind beim NDG haufiger
Papillenrandblutungen zu beobachten, die meistens einseitig auftreten (60). Abnormale
Vasoregulationen die zum Raynaud Ph&nomen oder kalten Handen und FiRRen beitragen,
werden haufiger mit dem NDG assoziiert. Dasselbe gilt fir nicht-lOD abhangige
kardiovaskuléare Dysfunktionen wie Hypotonie und Herzrhythmusstorungen. (56, 60-62). Der
verringerte Blutdruck sorgt flr eine Reduktion des Augenperfusionsdruckes mit der Folge,
dass der Augenblutfluss verringert ist und der Sehnerv von den Kapillaren folglich weniger
versorgt werden kann (28). Frauen aus Ostasien sind haufiger betroffen als Manner (63, 64).

Die zentrale Hornhautdicke ist im Vergleich zu Patienten mit POWG duinner (65).

Das chronische Winkelblockglaukom (Glaucoma chronicum simplex) stellt weniger als 5% der

Glaukome dar. Es sorgt durch eine Anlagerung der lIrisbasis an das TM fir eine
Abflussbehinderung des Kammerwassers und fuhrt in Folge dessen zu glaukomatésen
Papillenschaden (66, 67).

Das akute Winkelblockglaukom (Glaukomanfall) sorgt durch eine vollstdndige Blockade des

Kammerwinkels zu einer erhdhten Steigerung des 10D. Die Vorderkammer ist flach und die
Irisbasis vorgewdlbt und an das TM angelagert, sodass es permanent blockiert ist (66, 67). Es
kann in kurzer Zeit zu einer Enukleation des Auges fiihren (68).

Bei 14% der Falle sind beide Augen betroffen. Das Auge ist stark gerdtet und der Patient
erleidet ausgepragte Schmerzen. Die Hornhaut erscheint milchig aufgrund des vermehrten
Flissigkeitsgehalts. Dieses Hornhautddem sorgt fir eine Visusminderung und das
Wahrnehmen von Lichthdfen (Halos). In Folge des erhdhten I0OD ist die Funktion des
M.spincter pupillae eingeschrankt und eine Lichtreaktion der Pupille bleibt aus (lichtstarre
Pupille) (67). Am haufigsten treten das akute und chronische Winkelblockglaukom in

Sudostasien und bei den Inuit auf (69). Frauen sind h&ufiger betroffen als Manner (67).

Das kongenitale (infantile, juvenile) Glaukom beschreibt eine Entwicklungsstérung der

Abflusswege des Kammerwassers im Kammerwinkel, die bei der Geburt oder in den ersten
Lebensmonaten diagnostiziert wird (70). Eine frilhe Manifestation ist eine Vergro3erung des
Augapfels (Buphthalmus, Hydrophthalmie) sowie tranende Augen (Epiphora), Photophobie

und Lidkrampfe (Blepharospasmus) bei vergroRerter Kornea (71). Manifestiert sich das



kongenitale Glaukom nach dem 2. Lebensmonat so spricht man von infantilen Glaukomen.
Manifestiert es sich nach dem 2. Lebensjahr, so wird es als juveniles Glaukom bezeichnet. Es
tritt typischerweise beidseitig auf und farbige Kinder sind eher betroffen als wei3e. Die
Haufigkeit betragt 1:20 000 Geburten (72, 73).

Zu den sekundaren Glaukomen zahlen das PEX-Glaukom, das Neovaskularisationsglaukom,

das PDS-Glaukom, das Steroidglaukom und das traumatisch bedingte Glaukom (44).

Das PEX-Glaukom ist die haufigste Form der Sekundarglaukome und entwickelt sich bei ca.
50% der Patienten mit PEX-Syndrom. Die Pseudoexfoliation erhéht das Risiko fur ein POWG
um das 4- 6-fache (33).

Es ist bekannt flr eine exzessive Produktion und progressive Ablagerung eines fibrillaren

extrazellularen Materials, den sogenannten PEX-Fibrillen, in verschiedene intra- und
extraokulare Gewebe (74, 75). Die Uberschiel3ende Produktion der fibrillaren Proteine werden
vom Linsenepithel, dem nicht pigmentierten Ziliarepithel, dem Epithel des TM’s, dem Epithel
der Hornhaut, von den Endothelzellen der Gefal3e sowie fast allen Zellen der Iris verursacht
(76). Zu den Grinden, die zu dem Ungleichgewicht zwischen Produktion und mangelndem
Abtransport fuhren, z&hlen die Zusammensetzung der PEX-Fibrillen und des
Kammerwassers, sowie genetische Faktoren und die Versorgung mit Sauerstoff (77).

Durch die progressive Ablagerung der PEX-Fibrillen im TM trAgt es zur chronischen
Druckerh6hung bei, indem der trabekuldre und uveosklerale Abflusswiderstand erhdht wird
(78). Die PEX-Fibrillen lagern sich sowohl in den zu dem Schlemmkanal fihrenden Kanélchen
an als auch um den Schlemmkanal herum und filhren somit zu einer Verstopfung des
trabekularen Kammerwasserabfluss bei einer gleichzeitigen Kompression von aul3en (79, 80).
Die Matrixakkumulation und Aggregation der PEX-Fibrillen entsteht durch ein Ungleichgewicht
fiborogener Wachstumsfaktoren und proteolytischer Enzyme (81). Die Menge der
Ablagerungen korreliert mit der Hohe des 10D und dem Verlust an RGZ’s und im Laufe der
Zeit kommt es zu einer Kopplung der PEX-Fibrillen an das Gewebe (76, 82). Dieser Prozess
wird durch oxidativen Stress, der durch Hypoxie und freie Radikale induziert wird, gefordert.
Die oxidative-antioxidative Balance ist sowohl im Kammerwasser als auch im Serum und
okularen Geweben von PEX-Patienten veréndert und der daraus resultierende oxidative
Stress spielt neben hohem Alter und weiblichen Geschlecht eine wichtige Rolle in der
Pathogenese des PEX-Glaukoms (74, 81, 83).

Das PEX-Glaukom gilt als ernste, hypertensive Glaukomform mit schlechter Prognose
aufgrund eines akuten Druckanstiegs, starker Druckschwankungen, schneller

Papillenschadigung und progredienter Gesichtsfeldausfalle (74, 75).
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Das Neovaskularisationsglaukom tritt haufig durch eine retinale Ischamie auf, die Folge eines

Zentralvenenverschlusses oder durch diabetische Veranderung bedingt ist. Mit 10-15%
Enukleationen ist die Prognose schlecht (84). Durch die Proliferation von feinen GefalRen, die
im weiteren Verlauf eine Membran bilden, welche das TM blockieren, kommt es zu einer
irreversiblen Verlegung des Abflusssystems mit entsprechender Steigerung des IOD. Spater
treten zunehmend Fibrosierungen auf, die zu Goniosynchien und einem

Kammerwinkelschluss flhren (85, 86).

Das PDS-Glaukom tritt meist beidseitig auf und entsteht durch mechanischen Abrieb von

Pigmentgranula durch Kontakt der Irisrickflache mit den Zonulafasern. Das ausgeschwemmte
Pigment wird im Kammerwinkel abgelagert und fuhrt zu einer Steigerung des IOD. Die
Pigmentablagerungen erscheinen in Form einer vertikalen Linie, der Krukenberg-Spindel, und
das TM erscheint vermehrt pigmentiert (8, 48).

Bei 2% der weil3en Bevolkerung mit einem Pigmentdispersionssyndrom entsteht in ca. 35%
ein PDS. Die Manifestation des Glaukoms tritt meistens im 3. Lebensjahrzent auf.

Typischerweise sind junge, myope Manner betroffen (87-89).

Das Steroidglaukom entsteht durch Einnahme von Steroiden, die den Abbau

Mucopolysacchariden hemmen und zu einer vermehrten Anh&ufung dieser im TM fiihren. Das
Ausmal? ist abhéngig von Art und Dauer der Steroidanwendung. Die hdchste IOD-steigernde

Potenz hat Dexamethason (8, 90).

Das _traumatisch bedingte Glaukom ist durch ein vielfaltig Schadigungsursachen und —

mechanismen gekennzeichnet. Es spielen nicht nur die Art des Traumas (z.B. stumpfe und
eroffnende Bulbustraumen, Veratzungen), sondern auch unterschiedliche pathogenetische
Prozesse eine Rolle. Bei ca. 10% ist ein traumatisches Sekundarglaukom Anlass zur
Enukleation (91).
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2.1.4 Die Katarakt

Die Katarakt (KAT) dient in dieser Studie als gesunde Kontrollgruppe, um die Validitat der
Ergebnisse zu belegen. In dieser Studie findet sich eine Anzahl an Patienten, die sowohl an
einem Glaukom als auch einem KAT erkrankt sind (siehe Tabelle 3). Als KAT werden alle
Trubungen der kristallinen Linse im Auge, die das Sehvermdgen behindern, bezeichnet (92).
Die haufigste Form der KAT ist die senile, altersabhangige KAT. Sie ist mit 20 Millionen
Sehbehinderten die haufigste Erblindungsursache weltweilt (93). Oxidative sowie
photooxidative Beeintrachtigungen der Linse stellen &atiologische Faktoren flr die Entstehung
und Progression der KAT dar (94). Durch die Natrium-Kalium-Pumpen im Linsenepithel wird
die optische Durchlassigkeit der Linsen normalerweise aufrechterhalten. Kommt es im
Rahmen von Alterungsprozessen zur Bildung von oxidativen Stress, wird das Gleichgewicht
gestort (95). Weitere Risikofaktoren sind Rauchen, Dm, das weibliche Geschlecht sowie
verschiedene Arten der Strahlung (95, 96). Immer Haufiger wird das gemeinsame Auftreten
von Glaukom und KAT in der Praxis beobachtet (97).

2.1.5 Funktionsdiagnostik

Zu den wichtigsten Untersuchungen in der Erkennung des Glaukoms, zahilt die
Augeninnendruckmessung, die Untersuchung des Kammerwinkels, des Gesichtsfeldes sowie
der Papille.

Der wichtigste Risikofaktor fiir die Entstehung eines Glaukoms ist der erhghte 10D.

Als Goldstandard fur die Messung des 10Ds gilt die Goldmann-Applanationstonometrie und
wird an der Spaltlampe am sitzenden Patienten gemessen. Die Hornhaut wird durch
Oberflachenanéasthesie betdaubt und mit einem Messkdlbchen mit einer definierten Flache
applaniert. Man misst die Kraft, die notwendig ist um ein planes Messkérperchen soweit mit
der Hornhaut in Verbindung zu bringen, sodass eine Flache von 3,06 mm Durchmesser
abgeplattet wird. Dann entspricht der Anpressdruck dem IOD (8, 98). Der IOD verandert sich
im Tagesverlauf mit Herzschlag, Blutdruck und Atmung. Er unterliegt einem zirkadianen
Rhythmus und ist nachts geringer als tagstber (18). Augendruckanstiege von > 3mmHg,

insbesondere nachts, sind ausgepréagter bei Patienten mit einem POWG (8).

Der Visus (Sehschérfe) bezeichnet das raumliche Auflésungsvermdgen des Auges. Er gehort

zu den haufigsten Untersuchungen in der Augenheilkunde. Um die Sehschérfe zu bestimmen,
werden Sehzeichen verschiedener Art, GroRe und Anzahl angeboten, wobei jedem Zeichen
ein bestimmter Sehscharfenwert zugeordnet ist und jede Zelle mit Sehzeichen einer
Visusstufe entspricht. Der Visus eines jungen Erwachsenen liegt bei >1,0. Bei Kindern und

alteren Menschen gelten Visuswerte >1,0 als normal (99).
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Die Perimetrie dient der Untersuchung des Gesichtsfeldes. Die Sehscharfe ist auf der Spitze
des Gesichtsfeldberges am besten (in der Fovea) und nimmt zur Peripherie ab (18). Wahrend
einer Spaltlampenuntersuchung kann die Lokalisation der Funduslasion lokalisiert werden.
Der Patient wird an das Goldmann-Perimeter gesetzt und zentral fixiert. Es wird eine Runde
Lichtmarke (Durchmesser 0,2 mm) auf den Fundus projiziert und bewegt. Der Patient soll
angeben, ob sich das Licht vom Gesichtsfelddefekt (Skotom) weg oder hinbewegt. Bei
zentralen Skotomen gelingt eine direkte Lokalisation des Defektes mittels Amsler-Netz. Eine
anschlie3ende Untersuchung des Fundus zeigt oft eine retinale oder pra-retinale Pathologie
als Ursache fur das Skotom (100).

Gesichtsfeldausfalle treten in direkter Korrelation mit Papillen Exkavationen auf. Sie treten erst
dann auf, wenn bereits >30% der Nervenfasern zugrunde gegangen sind. Das parazentrale
Gesichtsfeld (= bogenférmige Skotome) wird typischerweise zuerst geschadigt und das
Zentrum lange ausgespart, weshalb die Sehscharfe, trotz Glaukomschaden, lange gut bleibt.

Die automatische Standardperimetrie (SAP) ist heute die routinemalig eingesetzte

Untersuchungsmethode. Automatische Perimeter sind der Humphrey Field Analyser (HFA)
und Octopus. Die mittlere Defekttiefe (mean deviation) gibt das Maf fir den gesamten
Gesichtsfeldverlust an und wird von den durchschnittlichen Werten der totalen Deviation
abgeleitet (18).

Die_Ophthalmaoskopie beschreibt die Untersuchung der Papille und des Nervenfasersaums

(NRR). Der Nervus opticus und die retinalen Nervenfasern stellen das intrapapillare Aquivalent
zum NRR dar. Eine progrediente Veranderung der Form des NRR sprechen fiir einen
glaukomatdsen Defekt. Die Form des NRR steht in Abhangigkeit zur Gro3e, Form, Verdrehung
und Neigung des SNK’s (101).

Die ISNT-Regel beschreibt, dass der NRR inferior am breitesten und superior, nasal und
temporal dinner ist. Glaukomverdacht besteht, wenn der NRR inferior und/oder superior am
dunnsten ist (48).

Folgende Befunde sind Indiz fur eine glaukomattse Papillenexkavation;

Eine progrediente Veranderung der Form des NNRs, eine relative VergroRerung der
Exkavation bis an den Rand der Papille bei der keine Nervenfasen durch die Lamina cribrosa
austreten und bis zu 60% der Papillenoberflache eingenommen sind (8). Die Cup-Disc-Ratio
(CDR) beschreibt das vertikale Verhaltnis von Exkavation zur Papille. Sie ist abhangig von der
PapillengréZe und kann daher individuell stark variieren. Jedoch ist der CDR typischerweise
zwischen rechtem und linkem Auge symmetrisch weshalb eine Differenz der vertikalen CDR

von >0,2 zwischen den Augen als Glaukom verdachtig gilt (48, 101).
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AuRerdem sprechen hochovale Exkavationen und Kerbenbildung des NRRs der Papille fiir ein
Glaukom. Am oberen und unteren Pol der Papille laufen normalerweise viele Nervenfasern
ein, wahrend beim Glaukom zuerst die oberen und unteren Nervenfasern zugrunde gehen (8,
48).

Nerve Fiber Analyzer (GDx) und Heidelberg-Retina-Tomograph (HRT) sind computergestiitzte

Messgerate zur Analyse der Papille und der Nervenfaserschicht zur Erkennung eines
Glaukomschadens und einer glaukomatdsen Progression. Da einmal entstandene Schaden
irreversibel sind, ist eine frihzeitige Diagnose sowie Verlaufskontrolle von besonderer

Bedeutung, damit eine addquate Behandlung frih eingeleitet werden kann (102, 103).

Das HRT ermdglicht dreidimensionale Messungen der Papillenoberflache mithilfe der Laser-
Scanning-Tomographie. Das Gerat fertigt mittels eines Laserstrahles (Wellenldnge: 670 nm)
von der hdchsten Papillenprominenz ausgehend nach hinten in 32 frontalen Ebenen Bilder an.
Aus diesen Bildern rekonstruiert das Geréat ein dreidimensionales Bild der Papillenoberflache.
Die Messungen dauern weniger als 2 Sekunden. Es werden drei 15° x 15°-Aufnahmen zu
einer gemittelt und die Papillengrenze vom Untersucher eingezeichnet (per Mausklick). Die
Referenzplatte der Messung wird automatisch 50 um unter dem Makulapapillaren Bindel
platziert. Zur Beschreibung der Form und Ausdehnung der Papille klassifiziert die Software
zwischen ,normal“ (positive Werte) oder ,glaukomatés® (negative Werte) indem sie mit
Normdatenbanken verglichen werden (Moorfield-Regressionsanalyse) (18, 102, 104). Die
Moordfields-Regressionsanalyse wertet das Verhéltnis zwischen Randsaum- zu
Papillenflache aus (105).

Die erhobenen Daten werden als Tabelle dargestellt und Werte, die aulRerhalb der Norm

liegen, werden gekennzeichnet (18).

Das GDx (Glaucoma Diagnostics) beruht auf dem Prinzip der Scanning-Laser-Polarimetrie

und dient der Beurteilung der Dicke der peripapillaren retinalen Nervenfaserschicht. Mithilfe
eines Lasers mit einer Wellenlange von 780nm werden parapapillare Scans der retinalen
Nervenfaserschicht erstellt. Das Prinzip der Retardation (= Verzdgerung) beruht auf dem
Auftreffen von polarisiertem Licht auf die parallel angeordneten Mikrotubuli der retinalen
Nervenfaserschicht. Durch Doppelbrechung zweier phasenverschobener Teilstrahlen
entstehen zwei unterschiedliche Geschwindigkeiten. Diese Phasenverschiebung wird als
Retardation bezeichnet und wird vom Gerdt gemessen. Der Wert der Retardation ist
proportional zu Nervenfaserschichtdicke. Die Messung dauert 0,7 Sekunden und erfolgt im
Feld von 15° x 15° mit Zentrum der Papille (104, 106).
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Ein variabler Korneakompensator (Variable Cornea Compensation, VCC) wurde in das Gerat
integriert, da nicht nur die Nervenfaserschicht, sondern auch die Kornea und die Linse
doppelbrechende Eigenschaften aufweisen.

Die vorderen Augensegmente werden somit einzeln vermessen und aus dem Signal der
Nervenfaserschicht herausgerechnet. Mittels VCC konnte eine deutlich verbesserte Fahigkeit
des GDx nachgewiesen werden (106, 107). Die Auswertung orientiert sich an einer
Vergleichsdatenbank und stellt die Nervenfaserschichtdicke farbkodiert dar (106).

Es werden aus ca. 200 Messparametern nur die 6 wichtigsten des GDx dargestellt; Average
(durchschnittliche Nervenfaserschichtdicke) Superior Average (Nervenfaserschichtdicke im
Bereich des oberen) und Inferior Average (im Bereich des unteren Nervenfaserbindels),
TSNIT (Standardabweichung), Inter-Eye-Symmetrie (Abweichungen zwischen beiden Augen)
und der NFI (nerve Fiber Indicator).

Aus dem Gesamtwert aller GDx-Paramter (ca.200) wird die Wahrscheinlichkeit der
Schadigung der Nervenfaserschicht ausgewertet. Dabei gelten NFI-Werte bis ca. 30 als
»hormal“, Werte zwischen 30 und 60 als ,verdachtig und Werte >70 als ,wahrscheinlich® fur

eine glaukomatdse Schadigung (103).

Die Pachymetrie misst die zentrale Hornhautdicke, da diese nicht nur einen erheblichen

Einfluss auf die Messung des IOD ausibt, sondern auch eine Bedeutung fir die
Glaukomprogression hat. Man unterscheidet im Wesentlichen Kontakt- (Ultraschall-
Pachymetrie) und Non-Kontakt-Verfahren (optische Pachymetrie).

Die Ultraschall-Pachymetrie wird heute als Referenzmethode fiir alle Pachymetrieverfahren
eingesetzt. Die zentrale Hornhautdicke hat in verschiedenen ethnischen Gruppen erhebliche
Unterschiede. Afrikaner haben mit 528,8 um im Mittel eine signifikant niedrigere Hornhautdicke
als Kaukasier mit 545,2 um. Mit einer abnehmenden zentralen Hornhautdicke nimmt das
Risiko fUr ein Glaukom deutlich zu (108).

2.1.6 Therapie des Glaukoms

Im Wesentlichen zielt die Therapie des Glaukoms darauf ab, den individuellen 10D zu senken.
In mehreren Studien wurde nachgewiesen, dass pro 1mmHg Senkung das Risiko einer
Progression des Glaukoms um 10-20% sinkt (8, 109, 110). Die Ocular hypertension treatment
study (OHTS) befasst sich mit der Behandlung der okularen Hypertension vor Auftreten eines
Papillen- oder Gesichtsfeldschadens (7). Kass et al. belegten, dass eine friihzeitige Medikation
das Auftreten von glaukomatésen Schaden von 22 auf 16% Uber einen Zeitraum von 13
Jahren erniedrigt (111).
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Erst wenn unter medikamentdser Behandlung dennoch eine Progression des Glaukoms zu
beobachten ist oder Nebenwirkungen auftreten, wird eine Lasertherapie oder eine operative
Therapie in Erwagung gezogen. Schlechte Compliance, schlecht medikamentts einstellbare
Druckschwankungen oder -Spitzen kdnnen eine primér operative Therapie indizieren (112,
113).

Generell gilt, dass die Therapie so gewdahlt wird, dass der Zieldruck bei dem ein
Optikusschaden oder ein Gesichtsfeldverfall unwahrscheinlich ist, erreicht wird. Der Zieldruck
ist dem Risikoprofil und Krankheitsstatus des Patienten individuell angepasst. Er héangt von
dem Ausmald des Glaukomschadens, dem IOD zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, dem
allgemeinmedizinischen  Risikoprofil, der  Progressionsgeschwindigkeit und der
Lebenserwartung des Patienten ab. Er ist der einzige behandelbare Risikofaktor beim
Glaukom und wird durch die Rate an Kammerwasserproduktion und -Abfluss bestimmt (8,
113).

Zwar kann die Senkung des IOD das Fortschreiten des Glaukoms beschranken jedoch gibt es
bisher keinen Schutz der absterbenden Zellen. Neuroprotektive Mittel zielen darauf ab eine
Schadigung der Ganglienzellen der Netzhaut zu verhindern (114). Bisher gibt es jedoch keine

Evidenz fir ein wirksames neuroprotektives Medikament (115).

2.1.6.1 Medikamenttse Therapie

Die medikamentdse Therapie greift durch Senkung der Kammerwasserproduktion einerseits
(z.B. Betablocker, Karboanhydrasehemmer, Sympathomimetika) oder durch die
Verbesserung des Abflusses andererseits (Parasympathomimetika, Prostaglandinanaloga
(PGA) und Pilocarpin) in die Balance des 10D ein (112, 113, 116).

Zu den wirksamsten Mitteln zur Reduktion des 10D zahlen die PGA Bimatoprost, Travoprost,
Latanoprost und Timolol mit einer Drucksenkung bis zu 33%, (112, 117). Obwohl die PGA-
Analoga eine solide IOD-Reduktion vorweisen, bendtigt ein Grof3teil der Patienten mehr als
ein Medikament (Mehrfachtherapie) oder eine Kombinationstherapie, um den Ziel-IOD zu
erreichen. Die Verwendung fester Kombinationen hat stetig zugenommen, da sie Vorteile wie
die Vereinfachung des Dosierungsschemas, die Minimierung des Auswascheffektes und die

Exposition gegeniber Konservierungsmitteln verringern (8, 118, 119).

Prostaglandinanaloga (Latanoprost, Travoprost, Tafluprost) ist die neueste und potenteste

Substanzgruppe und wird als Mittel der Wahl angesehen (120). Sie wirken durch Steigerung
des uveoskleralen Abflusses indem sie die extrazellulare Matrix im Ziliarmuskel umbauen und
so den Kammerwasserabfluss erhdhen (121). Es kann eine Drucksenkung bis zu 30% erzielt
werden. Sie werden i.d.R. 1-mal abends getropft. Neben der drucksenkenden Wirkung kdnnen

sie zu RoOtung und Hyperdmie am Auge fihren sowie zu Wimpernlangenwachstum und einer
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Braunfarbung der Iris. Die Wirkstoffe sind mit allen Antiglaukomatosa kombinierbar, aul3er
Pilocarpin (8, 113, 122).

Parasympathomimetika (Pilocarpin) sorgen durch Aktivierung des Acetylcholinrezeptors, fur

eine Kontraktion des Ziliarmuskels, sodass im TM die fibrillaren Fasern aufgespannt werden.
Die Fazilitat wird durch die mechanische Spreizung der Maschen des TM'’s erhéht und eine
Senkung des IOD bis zu 20% kann erzielt werden (8, 113). Anwendung finden sie heute in der
Therapie des Engwinkelglaukoms, PDS sowie dem PEX zur Ruhigstellung der Iris.
Nebenwirkungen wie eingeschranktes Nachtsehen, Myopisierung, Ziliarspasmus und
Verstarkung von Asthma kdnnen auftreten weshalb die Verordnung von Pilocarpin als Mono-
und Kombinationstherapie abgenommen hat (112, 113, 120). Sie miUssen 3-4-mal taglich

appliziert werden aufgrund ihrer geringen Bioverflgbarkeit. (8, 113).

Alpha-2-Agonisten (Brimonidin, Clonidin und Apraclonidin) senken den IOD bis zu 27% durch

eine Hemmung der Kammerwasserproduktion, indem sie die prasynaptische Noradrenalin-
Freisetzung reduzieren. Brimonidin gilt heute als Standardpraparat (112, 120). Die
Substanzen kénnen Herzfrequenz und Blutdruck teilweise beeinflussen, weshalb Patienten
mit Hypertonie bevorzugt mit Alpha-2-Agonisten behandelt werden kénnen. Kontraindikation
besteht bei Patienten die mit Monoaminoxidasehemmern und trizyklischen Antidepressiva
behandelt werden. In Kombination mit Betablockern, Carboanhysdrasehemmern und PGA-
Analoga besteht eine gute additive Wirkung (8, 113). Sie zeigen eine hohe Allergisierungsrate
Uber 25% und sollten nicht bei stillenden Mittern, in der Schwangerschaft oder Kindern bis

zum 8.Lebensjahr angewendet werden (112).

Betablocker (Timolol) reduzieren die Kammerwasserproduktion und erreichen eine

Drucksenkung bis zu 25% (112). Sie kénnen Uber den vendsen Kreislauf aufgenommen
werden und konnen daher auch systemisch wirksam sein. Daher sind anamnestisch
abzuklaren, ob Asthma oder eine chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen (COPD)
vorliegen. Weitere Kontraindikationen sind Herzrhythmusstérungen, AV-Block II. und IIl.
Grades und Herzinsuffizienz (112, 113). Am Auge konnen sie die Hornhautsensibilitat
herabsetzen und somit zu einem verstarkt trockenen Auge flhren, was insbesondere bei
Kontaktlinsentragern problematisch ist und zu einer Sicca-Symptomatik fihren kann (8, 112).
Die Verordnung von Betablockern als Monotherapie ist in den vergangenen Jahren
zurtickgegangen. Sie kommen meistens als klassische Kombinationstherapie zum Einsatz
(120).
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Carboanhydraseinhibitoren (Acetazolamid,Dorzolamid, Brinzolamid) hemmen die

Kammerwassersekretion durch Hemmung der Karboanhydrase 1l im Ziliarkérper und
erreichen eine Nettodrucksenkung von 20-25% (112, 113). Sie spielen allerdings nur noch bei
akuten Glaukomanfallen eine Rolle wobei ihr Nutzen/Risiko-Verhaltnis eine gute Wirkung zeigt
(120, 123). Brinzolamid ist inzwischen das fihrende Monopraparat der
Carboanhydrasehemmstoffe da es besser vertraglich, preisginstiger und nur zweimal anstatt
dreimal taglich im Vergleich zu Dorzolamid appliziert werden muss. Sie kdnnen sowohl lokal
(Dorzolamid, Brinzolamid) als auch systemisch (Acetazolamid) eingesetzt werden. Wobei bei
systemischer Gabe oft Nebenwirkungen wie Unwohlsein, Diurese und Hypokaliamie zu
beobachten sind. Okulare Nebenwirkungen sind Brennen, Stechen, verschwommenes Sehen,
abnormaler Geschmack, Keratitis, Kopfschmerzen wund Urticaria (8, 113, 124).
Carboanhydrasehemmer werden heute tiberwiegenden in Kombination (mit Timolol) verordnet
(120)

2.1.6.2 Operative Therapie

Die Trabekulektomie (TE) mit Mytocin C (MMC) stellt den Goldstandard in der Glaukom

Chirurgie dar (125). Ziel ist es, einen neuen Abflussweg unter der Bindehaut zu schaffen wo

das Kammerwasser von Lymphgefaf3en und Venen aufgenommen werden kann. Im Bereich
des TM’s wird an der Oberflache der Sklera ein Deckel prapariert und eine rechteckige Offnung
durch das TM in die vordere Augenkammer prapariert. Der Skleradeckel wird anschlieRend
wieder uber die Offnung gelegt und fixiert, sodass es den Kammerwasserfluss drosselt. Ein
Sickerkissen entsteht welches vom Oberlid bedeckt und geschitzt wird (8). Um Vernarbungen
des Sickerkissens zu verhindern, werden Antimetaboliten wie Mitomycin C wahrend der
Operation lokal aufgebracht und im spateren Verlauf 5-Fluorouracil (5-FU). Sie verbessern
den Langzeiterfolg, kbénnen jedoch auch zu Komplikationen wie Hypotonie, Makulopathie und
avaskularen Filterkissen fuihren (125). Die Patienten sollen 2 Wochen vor der Operation die
antiglaukomatdse Lokaltherapie absetzen und konservierungsmittelfreies Steroid 5 x taglich
im zu behandelnden Auge applizieren. Diamox Tabletten 250 mg werden bis zu 3 x taglich
gegeben. Zur Hemmung der Fibrosierung wird die TE standardmé&fig mit Mytocin C 0,02 %
oder bei dinnen Konjunktiven mit 0,01 % durchgefihrt (126).

Die Kombinierte Phako-Trabekulektomie ist eine Operationsmethode zur

Augendruckregulierung und gleichzeitiger Visusverbesserung. Sie ist indiziert bei Glaukom mit
einem operationswurdigen KAT (127).

Die Kanaloplastik (KP) ist ein Verfahren, bei dem das TM mittels eines Fadens, der in den

Schlemm-Kanal eingefuhrt wird, aufgespannt wird und somit den Kammerwasserabfluss
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wiederherstellt. Die KP zeigt in Kombination mit einer KAT-OP eine starkere Drucksenkung.

Sie kann als Ergénzung zur TE indiziert sein (128).

2.2 Kammerwasser

Kammerwasser spielt eine zentrale Rolle in der Physiopathologie des Auges. Der I0D
(Normwert 15,5 + 2,75 mmHg) entsteht durch das Kammerwasser in den geflllten
Augenkammern. Der IOD wird durch das Verhdltnis von Kammerwasserproduktion und
Kammerwasserabfluss reguliert (129). Die Kammerwasserproduktion betragt 2 bi 3 pl min-1
und ist unabhangig vom 10D. Im Zusammenhang mit dem IOD ist die Zirkulation des
Kammerwassers fiir die Pathogenese des Glaukoms von groRer Bedeutung. Im Auge sind die
Vorderkammer, d.h. der Hohlraum zwischen Hornhaut, Iris- und Linsenvorderflache sowie die
Hinterkammer, d.h. die Iris- und Linsenhinterflache und die Vorderflache des Glaskdrpers mit
Kammerwasser gefillt. Die Produktion des Kammerwassers erfolgt mit einer konstanten Rate,
wobei diese bei Nacht um ca. 40% verringert ist. Beim Glaukom liegt keine erhthte
Kammerwasserproduktion vor, sondern ein gestorter Abfluss des Kammerwassers im TM (98,
130).

2.2.1 Bildung

Das Kammerwasser wird durch den Ziliarkdrper (corpus ciliare) in einer Menge von ca. 2,4
mm?3/min produziert (98).

Der Ziliarkérper ist eine ringformige Struktur, welche mit etwas Abstand kreisrund um die Linse
liegt. Im Ziliarkorper sind die Zonulafasern verankert, die ihn mit der Linse verbinden. Im
Ziliarkorper liegt der Musculus ciliaris der bei Kontraktion die Zonulafasern entspannt, wodurch
weniger Zug auf die Linse ausgelibt wird.

Der Schlemm-Kanal liegt im Kammerwinkel, dort wo die Hornhaut auf die Iris trifft. Er ist ein
kreisrund verlaufendes Sammelrohr, welches das Kammerwasser aufnimmt und es uber
kleine Abflusskanalchen in die Venen im Bereich der Lederhaut abtransportiert.

Zwischen Kammerwinkel und Schlemm-Kanal liegt das TM mit Spalten (Fontana-Raume).
Durch diese Spalten gelangt das Kammerwasser aus dem Kammerwinkel in den Schlemm-
Kanal (129).

Das Kammerwasser verlasst die Hinterkammer durch die Pupille in die Vorderkammer auf drei
Wegen; trabekular, uveoskleral und in die Iris. In Abbildung 3 ist eine Ubersicht tiber den
Kammerwassabfluss dargestellt.

90% des Kammerwassers flie3t durch das TM in den Schlemm-Kanal (trabekularer,

konventioneller Abfluss) und wird von episkleralen Venen aufgenommen. Der Abfluss ist
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abhangig von Wassermenge und ausgeulbten Druck, sodass eine Druckerh6hung zu einem
erhohten Abfluss fuhrt (18).

Dabei ist der naturliche Hauptwiderstand der Drainage im TM zu finden, welches von innen
nach auf3en einen dreischichtigen Aufbau hat. Das uveale Maschenwerk stellt die Begrenzung
zur Vorderkammer dar, welches aus strangartigen, weiten Maschen besteht und einen
geringen Strémungswiderstand besitzt. Als Mittelteil dient das korneosklerale Maschenwerk,
welches aus blattartigen Maschen mit intertrabekuldren Poren gebildet wird und fir einen
groReren Stromungswiderstand sorgt. Der Haupt-Stromungswiderstand befindet sich im
endothelialen Maschenwerk als Begrenzung zum Schlemm’schen Kanal (130).

10% des Kammerwassers wird tUber den uveoskleralen, unkonventionellen Abfluss tber den
suprachoroidalen Raum in den ventsen Kreislauf in Ziliarkdprer, Choroidea und Sklera

drainiert. Der kleine Rest des Kammerwassers fliel3t tGiber die Iris ab (18).

Schlemm
Sammel
-kanal
-kanal
Kornea
Vorderkammer
Konjuktiva —— i C
D
Kammerwasser - Iris 2
-venen interkamm B
Sklera Linse

Zonulafasern
Ziliarkorper

Glaskorper

Abbildung 3: Anatomie der Kammerwasserbildung und des Kammerwasserabflusses im Auge

Bildung des Kammerwassers im Ziliarkorperepithel (A); Stromung des Kammerwassers durch die Hinterkammer
an der Iris vorbei (B) in die Vorderkammer; Konventioneller trabekularer Abfluss tiber das TM (C) und 20 bis 30
radiale Sammelkanéle in die episkleralen Kammerwasservenen (D); Unkonventioneller Abfluss tiber den
uveskleralen Kammerwasserweg (E)

80% des Kammerwassers werden Uber aktive Sekretionsmechanismen, 5% uber Diffusion
und 15% Uber Ultrafiltration gebildet. Die Bildung des Kammerwassers unterliegt einem
zirkadianen Rhythmus.

Man geht davon aus, dass die Kammerwasserproduktion tiber humorale und periphere sowie

zentrale neuronale Mechanismen gesteuert wird (131).



20

Das TM stellt eine ,Schlissel“-Region in der Pathogenese des Glaukoms dar und ist ein
spezialisiertes Gewebe, dass den Kammerwasserabfluss reguliert und den IOD kontrolliert.
Es dient als ein biologischer Filter, der vom Kammerwasser durchlaufen werden muss, um
zum Schlemm-Kanal zu gelangen (132). Es hat die Funktion Zelltrimmer aus dem
Kammerwasser zu entfernen, bevor der herkbmmliche Abflussweg erreicht wird. TM-Zellen
wie Makrophagen miuissen zelluldre Komponenten verarbeiten und entsorgen. TM-Zellen
kénnen durch Endozytose grof3e Zelltrimmer in handhabbare exosomale Vesikel umwandeln
und somit die Homodstase im Auge, die den IOD kontrolliert, aufrechterhalten, wodurch die
Bedeutung von Schaden der TM-Zellen bei der Pathogenese des Glaukoms erkannt wurde
(132, 133).

2.2.2 Funktion

Das Kammerwasser ist flr die Versorgung von bradytrophen Geweben des Auges wie die
Linse und die Hornhaut zustandig. AuRerdem hat es eine lichtbrechende Funktion
(dioptrischer Apparat) und ist Teil des visuellen Systems (129).

Es transportiert Sauerstoff und N&hrstoffe zur Augenlinse und transportiert
Stoffwechselprodukte ab. Darliber hinaus tragt es durch seine hohe Konzentration von
Ascorbinsdure zur Neutralisation freier Radikale bei (130). Zudem reguliert es den 10D und
dient dem Erhalt der Form des Auges (134).

2.2.3 Zusammensetzung

Die Bildung des Kammerwassers kommt durch die Blut-Kammerwasserschranke
(epithelial/endothelial), sowie den aktiven Transport von organischen und anorganischen
Substanzen durch das Epithel des Ziliarkorpers zustande.

Es hat im Unterschied zum Plasma niedrigere Proteinkonzentrationen (20mg/100ml,
entspricht etwa 200-mal weniger) und hohe Konzentrationen von Ascorbinsaure (Vitamin C,
20-mal mehr). Letzteres dient als Schutz der vorderen Augenstrukturen vor oxidativem Stress.
Als Folge glykolytischer Aktivitat von Hornhaut, Linse und anderen okularen Strukturen ist eine

erhohte Laktatkonzentration im Kammerwasser vorzufinden (131).
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2.24 Immunprivileg des Auges

Das Immunprivileg des Auges ist durch einmalige immunregulatorische Mechanismen
definiert. Das Auge hat einen Weg gefunden sich gegen Krankheitserreger vor einem
entziindungsbedingten Verlust des Sehvermégens zu schitzen. Dieser Weg wird als
.immunprivileg“ bezeichnet und ergibt sich aus zellularen, molekularen sowie anatomischen
Spezialisierungen des Auges und des Immunsystems (135). Zu den Organen, die eine
Immunreaktion nach Auftreten von Antigenen tolerieren oder im Stande sind diese zu
unterdriicken, zahlen neben dem Auge, das Zentralnervensystem, die Plazenta und der Fotus
sowie der Thymus (77).

An der Regulation des Immunprivilegs des Auges ist unter anderem die Separation der Blut-
Retina-Barriere und der Blut-Kammerwasser-Barriere durch tight-junctions beteiligt, welche
durch ihre enorme Stabilitat verhindern, dass unreife Leukozyten und Krankheitserreger im
Blut das Auge passieren kénnen. Die ,Anterior-Chamber-Associated-Immuno-Deviation* =
Vorderkammerassoziierte abweichende Immunantwort” (ACAID) zeichnet sich durch eine
starke systemische Immunantwort aus. Sie wird durch Histokompatibilititsantigene,
tumorspezifische Antigene, Haptene, Herpes-Virus-Antigene und l6sliche Proteine ausgeldst,
welche in der Vorderkammer von antigenprasentierenden Zellen erfasst werden und in die
Milz und den Thymus wandern und dort nattirliche Killer-T-Zellen aktivieren (136, 137). Die
Ruckfihrung von intraokularen Stoffen erfolgt Gber das TM und den Schlemm-Kanal in das
vendse System. Die Milz wird somit auf direktem Weg erreicht, ohne das lymphatische System
vorher durchlaufen zu haben (136).

Es kénnen nur aktivierte T-Lymphozyten die Blut-Retina-Barriere durchlaufen. Diese werden
im Kammerwasser durch entzindungshemmende Neuropeptide, Zytokine und
Wachstumsfaktoren an der Aktivierung ihrer Eigenschaften gehindert und haben das Potenzial
eine Augenentziindung zu verhindern. Diese immunsuppressive Eigenschaft wird dem
Kammerwasser zugeschrieben (135, 137-139).

In Studien konnten sowohl im Serum als auch im Kammerwasser antigenspezifische
Antikérper nachgewiesen werden, die in beiden Korperflissigkeiten gegen mehr als 80% der
Antigene Ubereinstimmten. Das Kammerwasser hat hierbei eine besondere Bedeutung, da es
raumlich vom Blutkreislauf durch die Blut-Retina-Schranke getrenntist und im direkten Kontakt
mit der Retina steht (9, 140).

Die Netzhaut kann sich nach einer destruktiven Entziindung nicht regenerieren, daher arbeiten
das Auge und das Immunsystem gemeinsam, um das Immunprivileg des Auges durch
regulatorische T-Zellen, welche durch die Vorderkammer assoziierte Immunabweichung
gebildet werden, sowie durch okulare residente Zellen, wie Hornhaut-Endothelzellen und

Augenpigmentepithzelzellen und das Kammerwasser aufrechtzuerhalten (141).
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2.3 Autoimmunkomponente beim Glaukom

2.3.1 Struktur und Funktion des Immunsystems

Das Immunsystem bildet mit einer Gesamtmasse von 2-3kg eine der grofdten funktionellen
Einheiten unseres Korpers und unterliegt einem standigen Wandel. Durch seine Fahigkeit
korpereigene von korperfremden Strukturen, sogenannte Antigene zu unterscheiden, hat es
eine herausragenden Schutzfunktion gegentiber Krankheitserregern wie z.B. Bakterien oder
Viren (142). Es besteht aus einer Vielzahl an differenzierten Zellen die aus pluripotenten,
hamapoetischen Stammzellen im Knochenmark entspringen (143). Man unterscheidet das
angeborene, unspezifische und das adaptive, spezifische Immunsystem, die jeweils aus
zellularen sowie humoralen Komponenten bestehen. Eine Ubersicht Uber die zentralen

Bestandtele des Immunsystems findet sich in Tabelle 2.

Unspezifische Spezifische
Abwehrzellen Abwehrzellen
Zellulare Granulozyten T-Zellen
Komponenten Naturliche Killerzellen e Zytotoxische T-
Makrophagen/Monozyten Zellen
Dendritische Zellen e T-Helferzellen
Mastzellen e T-Gedachtniszellen
B-Zellen

e Plasmalzellen
e B-Gedéachtniszellen

Humorale Zytokine Antikbrper
Komponenten Akute-Phase-Proteine Zytokine
Komplementsystem
Lysozym

Tabelle 2: Ubersicht iiber die zentralen Bestandteile des Immunsystems

Das spezifische Immunsystem ist von Geburt an funktionsféahig. Seine Funktion zielt nicht auf
die Erkennung spezifischer Antigene ab, sondern greift ein breites Spektrum an Erregern an.
Es besteht aus humoralen Komponenten wie Enzymen, dem Komplementsystem, Lysozymen
und Akute-Phase-Proteinen sowie zellularen Komponenten wie Monozyten, Makrophagen und
deren Vorlaufern, den Monozyten, Granulozyten, dendritischen Zellen, Mastzellen und
natdrlichen Killer-Zellen. Diejenigen Komponenten die als humoral bezeichnet werden,
befinden sich im Plasma, dem zellfreien Anteil des Blutes (143, 144).

Je nach Pathogen (Batkerium, Virus, Pilz, Parasit) sind unterschiedliche Zellen fur die
Ausschaltung eines Eindringlings notwendig. Zur erleichterten Kommunikation der Zellen
untereinander dienen Zytokine. Zytokine sind meist losliche Proteine und wirken auf
verschiedenste Weise (145). Als erste Barriere des unspezifischen Abwehrsystems zahlen

physiologische Barrieren der Epithelzellschichten der Organe wie der Haut, der Mundhdhle
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und der Lunge. Zellen wie Makrophagen, Granulozyten oder natirliche Killer-Zellen
bekampfen Pathogene durch Phagozytose oder extrazellulare zytotoxische Substanzen indem
sie die Erreger anhand ihrer Oberflachensignatur mittels Rezeptoren erkennen. Diese
Rezeptorsysteme nennen sich Pattern-Recognition-Rezeptoren und dienen der Aktivierung
der angeborenen Immunzellen. Einer dieser Rezeptortypen stellt der Toll-like Rezeptor dar,
der Erreger-spezifische molekulare Muster auf Bakterien, Pilzen, Viren oder Parasiten erkennt
(144).

Korpereigene Zellen kdnnen von korperfremden Erregern durch den
Hauphistokompatibilitditskomplex (,major histocompatibilitiy complex, MHC) unterschieden
werden. Beim Menschen wird der MHC-Komplex als ,HLA-Komplex® bezeichnet (humane
Leukozytenantigen) (146). Sie dienen als Leitmolekiile zur Erkennung von Fremdantigenen,
indem sie T-Zellen Peptide fremder Proteine darbieten (146). T-Lymphozyten haben ihren
Ursprung im Thymus und werden in Milz und Lymphknoten aktiviert. Sie verfligen Uber einen
T-Zell-Rezeptor, der Teile (Peptidfragmente) von Krankheitserregern erkennt. Diese Peptide
werden mittels Glykoproteinen der MHC-Molekdl an der Zelloberflache prasentiert (147).
Praktisch alle Kérperzellen exprimieren MHC-Klasse-I-Molekiile wahrend die MHC-Klasse-II-
Molekile nur auf Kdrperzellen des Immunsystems (Makrophagen, Monozyten, Granulozyten,
usw.) exprimiert werden. Die Peptide werden zwei verschiedenen Typen von T-Effektorzellen
prasentiert: den zytotoxischen CD8+-T-Zellen, die infizierte Zielzellen abtdten und immer nur
ein Antigen mit einem MHC-I-Molekile erkennen und den CD4+-T-Zellen, die Makrophagen
und B-Zellen aktivieren und immer ein MHC-II-Molekil zur Antigenerkennung bendtigen (144,
147).

B-Zellen werden dagegen von freien Antigenen aktiviert und haben ihren Ursprung im
Knochenmark (144). Bei Aktivierung ihrer Oberflachenimmunglobuline an ein Antigen
differenzieren sie sich zu Plasmazellen oder B-Gedachtniszellen (147).

Eine weitere wichtige Komponente des unspezifischen Immunsystems stellt die Aktivierung
des Komplementsystems dar. Es besteht aus Proteinen, die entweder Uber den klassischen
Weg oder den alternativen Weg (Lectin) kaskadenahnlich aktiviert werden und die Lyse des
Erregers vermitteln (144, 148).

Das adaptive, spezifische Immunsystem ist durch seine Lernfahigkeit charakterisiert. Es
reagiert bei einer Erstinfektion zun&chst langsam auf den Erreger, kommt es jedoch zu einer
Zweitinfektion so antwortet es mit einer schnelleren und effektiveren Immunantwort
(immunologisches Gedachtnis). Es ist in die humorale und die zellvermittelte Abwehr
gegliedert. Das zentrale Ereignis der adaptiven Immunantwort ist die Bildung von Antikdrpern
(143). Immunkompetente Zellen werden im Knochenmark gebildet, wo sie als T- oder B-

Lymphozyten auswandern. T-Lymphozyten induzieren die zellul&are Immunantwort und B-



24

Lymphozyten sind Vermittler der erworbenen humoralen Immunantwort. B-Zellen entwickeln
sich zu Plasmazellen. Eine Plasmazelle sezerniert Antikdrper einer Spezifitdt und einer Klasse
aquivalent des stimulierenden Antigens ins Plasma. Nach Zweitkontakt mit einem Antigen
bauen Gedachtnis-B-Zellen eine starkere Immunantwort auf (immunologisches Gedéachtnis)
(149, 150).

Neben der direkten Bindung eines Antigens an B-Zellen, kann die Aktivierung des adaptiven
Immunsystems durch den MHC-II-Komplex aktiviert werden (151). Sobald eine antigen-
prasentierende Zelle (dendritische Zellen, Monozyten und Makrophagen) ein Pathogen durch
Phagozytose aufgenommen hat, wird das Antigenfragment tiber den MHC-II-Komplex an der
Membranoberflache fir T-Zellen prasentiert und von den Antigenrezeptoren der T-
Lymphozyten (T-Zell-Rezeptor) erkannt. Sobald die T-Helferzellen den MHC-Klasse-II-
Komplex des Makrophagen erkennen, initiieren sie die adaptive Immunantwort. Diese wird
durch die Proliferation von T-Helferzellklonen sowie der Bildung von Zytokinen induziert (147).
Die T-Helferzellen kénnen B-Zellen stimulieren, die anschlieRend spezifischen Antikorper
produzieren kénnen (77, 143, 144). Antikdrper besitzen im Wesentlichen zwei Aufgaben zur
Eliminierung des Antigens: a) die Antigenerkennung und b) die Interaktion mit
Effektormolekiilen und Effektorzellen (z.B. Makrophagen, Leukozyten, Mastzellen) (152). Zur
Veranschaulichung ist das Zusammenspiel aus unspezifischer und spezifischer Immunantwort

in Abbildung 4 dargestellt.

Bei immunkompetenten, gesunden Menschen befinden sich die Elemente des Immunsystems
im Gleichgewicht. Kommt es jedoch zu einer unkontrollierten Zielrichtung der Immunantwort
auf korpereigene Strukturen, so konnen sich Autoimmunerkrankungen entwickeln.
Andererseits kann infolge einer zu schwachen Immunantwort, bei der die Elemente des
Immunsystems nicht perfekt ineinandergreifen wie z.B. bei einer HIV-Infektion, kein

ausreichender Schutz vor Pathogenen gewahrleistet werden (153).
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Abbildung 4: Das Prinzip des Immunsystems

2.3.1.1 Antikdrperaufbau

Antikdérper sind Immunglobuline (Ig) und Bestandteil von Serum, exkretorischen Flissigkeiten
(Milch, Tranen, Speichel) sowie von Oberflachen von Zellen lymphatischer Gewebe (154). Ig’s
werden von B-Zellen produziert und kdénnen sowohl als membranstdndige Rezeptoren
vorliegen, als auch von aktivierten B-Zellen in die Umgebung sezerniert werden (77).

Das Ig Grundmodell bildet die Form eines Y und besteht aus zwei leichten Ketten (L-Ketten,
Molekularmasse 25 000 Dalton) und 2 schweren Ketten (H-Ketten von heavy = schwer,
Molekularmasse 50 000 bis 70 000 Dalton je nach Ig-Klasse) (155, 156). Die leichten und
schweren Ketten in einem Ig-Molekil sind jeweils identisch und werden durch Disulfidbriicken
zusammengehalten. Die Antikérperdoméne hat durch die Disulfildbricke die Struktur einer
Schleife (156). In Abbildung 5 wird die Antikdrper-Grundstruktur und ihre Domanen
dargestellt.

Die leichte Kette besteht aus ca. 220 Aminosauren. Bei Antikdrpern umfasst eine Doméane
einen Abschnitt von ca. 110 Aminosauren. Die aminoterminalen 110 Aminosauren zeigen bei
Antikdrpern verschiedener Spezifitat eine hohe Variabilitdt. Man bezeichnet diesen Bereich
daher als variable Region der leichten Kette (VL). Die variable Region vermittelt die
Antigenbindungsstelle (142, 157). Die karboxyterminalen 107 Aminosauren bilden die

konstante Region (CL). Die variable und konstante Region der L-Kette bestehen aus jeweils
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einer Doméane. Die schweren Ketten sind aus ca. 440 oder 550 Aminoséauren aufgebaut. Die
variable Region (VH) am aminoterminalen Ende besteht aus einer Doméane von 110
Aminoséauren, wahrend die konstante Region (CH) in 3 bzw. 4 Doméanen aus jeweils 110
Aminosauren gegliedert ist. Die Domé&nen im konstanten Teil der schweren Ketten werden
CH1, CH2, CH3 bezeichnet (157).

Der Antikdrper besteht aus 3 Fragmenten; zwei sind identisch und bilden die Antigenspezifitat,
die Fab-Fragmente (fragment of antigen binding). Das 3. Fragment kristallisiert leicht aus und
wird Fc-Stick genannt (fragment crystallizable). Das Fc-Stick vermittelt die biologische
Funktion je nach Antikorper. Das Fab-Fragment ist fiir jeden Antikorper individuell und hat eine
hohe Diversitat (155).

Die Gelenkregion verbindet Fab- und Fc- Fragment zwischen der ersten und zweiten
konstanten Region der schweren Kette. Schatzungen zufolge besitzt jeder Mensch
mindestens 10° verschiedene Antikorperspezifitaiten, die durch das hochvariable Fab-
Fragment vermittelt werden. Das Fc-Fragment kommt dagegen nur in flnf unterschiedlichen
Varianten vor (142).

| Antigen-Bindungstelle ‘

/ AN

Disulfidbricke

VL CH1 > Fab-Fragment

Leichte Kette (L)

Schwere Kette (H) > Fc-Fragment

V= Variable Region € = Konstante Region
Created in BioRender.com bio

Abbildung 5: Antikérper-Grundstruktur und Doméanen

Anhand der konstanten Region der Antikorper, kdnnen diese in die Isotypen IgM, IgD, IgG,
IgA und IgE eingeteilt werden. Hat ein Antikdrper ein Antigen an das Fab-Fragment gebunden,

andert sich dessen raumliche Struktur und der Antikérper kann mit dem Fc-Fragment an das
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Komplement-Protein C1lqg binden und somit den klassischen Weg der Komplementkaskade
aktivieren. Fc-Fragmente kdnnen ebenso an spezifische Fc-Rezeptoren (FcR) auf
Effektorzellen binden und deren spezifische Effektorfunktion aktivieren (155). In Abbildung 6
wird die Antikdrper-Antigen-Bindung und Aktivierung des Komplementsystems mit
Effektorzellen exemplarisch veranschaulicht.

Antikorper haben im Wesentlichen zwei Funktionen: Sie erkennen Antigene mit sehr hoher
Spezifitat und Affinitéat und I6sen immunologische Effektor Mechanismen gegen das erkannte
Antigen aus (142).

Antigen Antigen
H
VL H ] Fab
CL
j| Fe
Makro;age\
Komplement Aktvierung Makrophagen Aktivierung

(klassischer Weg)

Abbildung 6: Antikdrper-Antigen-Bindung und Aktivierung von Komplementsystem und Effektorzellen

2.3.1.2 Antigen/Antikorper- Bindung

Antigene sind Substanzen, welche vom Immunsystem erkannt werden, z.B. Viren,

Bakterien oder grof3e Molekile. B-Lymphozyten sind in der Lage unterschiedliche Antigene zu
erkennen wahrend T-Lymphozyten Antigene nur, wenn sie auf MHC-I1 (CD8-T-Zellen) oder
MHC-I11 (CD4-T-Zellen) prasentiert werden erkennen kénnen (144). Epitope (= Determinanten)
sind die Bereiche auf Antigenen an denen Antikdper binden. Antigene kdnnen viele
verschiedene Epitope tragen und entsprechend werden Antikérper gegen eine, mehrere oder
alle Epitope gebildet (142, 158). Kreuzreaktionen kénnen entstehen, wenn verschiedene
Antigene &hnliche Epitope besitzen und ein spezifischer Antikdrper an unterschiedliche
Antigene binden kann. Dies macht man sich bei Impfungen zum Vorteil (142).

Haptene hingegen sind Molekile an die Antikérper zwar binden, die aber allein keine

Immunantwort auslésen. Die Antigen-Antikérper-Bindung beruht auf physikochemischen



28

Wechselwirkungen und ist reversibel. Anderung der Temperatur, der Salzkonzentration, des
pH-wertes oder des Harnstoffs kénnen die Bindung brechen (158). Als Bindungskréfte wirken
Wasserstoffbriicken, elektrische Ladungen, hydrophobe Wechselwirkungen und van-der-

Waals-Krafte wodurch eine hohe Affinitat erreicht werden kann.

2.3.1.3 Antikdrperklassen

Es gibt funf Antikdrperklassen (lsotypen) welche sich in ihrer Struktur, Verteilung im
Organismus und ihren Effektorfunktionen unterscheiden; IgG, IgM, IgA, IgD und IgE. Die
Isotypen sind durch die konstanten, schweren Ketten charakterisiert. Die funf verschiedenen
Typen von schweren Ig-Ketten sind u, v, a, € und die leichten Ig-Ketten sind,x und A (142). Die
Klassen unterscheiden sich durch die Anzahl der Domanen und der Disulfidbriicken. IgD, IgE
und IgG liegen als Monomere vor, IgA als Dimer oder Monomer und IgM als Pentamer. 1gG
unterteilt sich in vier Unterklassen, IgG1, 1gG2, 1IgG3 und 1gG4 und IgA in zwei Unterklassen
IgA1 und IgA2 (156).

IgM Antikdrper (schwere Kette: u) sind die ersten die im Verlauf einer Immunreaktion
sezerniert werden, da alle naiven B-Zellen, welche noch keinen Antigenkontakt hatten, IgM als
B-Zell-Rezeptor auf ihrer Oberflache tragen. IgM ist sehr effektiv in der Aktivierung des
Komplementsystems, da die Bindung eines einzigen IgM-Molekils bereits ausreicht, um die
Kaskade in Gang zu setzen. Es vermittelt die Phagozytose des gebundenen Antigens. Im
Verlauf einer Immunreaktion, z.B. bei Virusinfektionen, gilt IgM als Indiz fur eine Erstinfektion
da es sehr frih auftritt (152, 156).

1gG Antikorper (schwere Kette: y) machen mit ca. 75% die am haufigsten vorkommende Ig-
Klasse im Serum aus. Mit einer kleinen molekularen Masse von 150kDa gelangen sie auch in
die Extrazellularflissigkeit und kénnen dort dhnliche Konzentrationen wie im Serum erreichen
(142). Sie werden als Zweitantikorper mit zeitlicher Verschiebung nach den IgM Antikdrpern
gebildet und sind bei Zweitkontakt mit einem Antigen (Zweitinfektion, nach Impfung) bereits
nach Stunden nachweisbar, da IgG produzierende Gedachtniszellen bereits vorhanden sind
(159). 1gG kann als einziges Immunglobulin (Ig) durch die Plazenta in den Kreislauf des
Embryos eintreten, wodurch es eine Leihimmunitat erlangt, die das Kind in den ersten Wochen

schutzt. Ausnahme ist die Inkompatibilitdt der Rhesusfaktoren (142).

IgE (schwere Kette: €) ist im Serum nur in geringer Konzentration von ca. 0,004% vorhanden.
Er spielt bei Allergien eine grofR3e Rolle und bei der Abwehr von Parasiten. Die Fc-Enden der
IgE Antikorper binden mit sehr hoher Affinitdit an Ige-Rezeptoren auf Mastzellen und

eosinophilen Granulozyten. In dieser zellgebundenen Form hat IgE eine lange Halbwertszeit.
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Bei der Bindung eines Antigens an ein mastzellgebundenes IgE Molekil kommt es zur
Ausschiittung von Mediatoren der Zelle die zu charakteristischen Symptomen der Allergie
fuhren (142, 152).

IgA (schwere Kette:a) kommt als einzige lg-Klasse auf Schleimhéuten der Atemwege, des
Verdauungstrakts und des Genitaltrakts sowie im Speichel, Trdnen und der Muttermilch vor.
Es ist das zweith&ufigste Ig im Serum mit ca. 15%. Man findet IgA in drei Formen vor; als
Monomer, Dimer mit J-Kette und als sekretorisches IgA. Das Sekretionsstiick ist ein
Glykoprotein, welches auch isoliert vorkommen kann. Es ist das einzige Protein, welches mit
Immunglobulinketten assoziiert ist aber nicht von B-Lymphozyten, sondern von Epithelzellen
synthetisiert wird. Die wichtigste Funktion ist die Neutralisation von Mikroorganismen bei
lokalen Infektionen der Schleimhaute. Die sekretorischen IgA blockieren die Bindung der
Mikroorganismen an die Zellen wodurch diese nicht in den Organismus eindringen kdnnen
(142, 152).

IgD (schwere Kette: ) wurde erst 1965 aufgrund seiner geringen Konzentration von >0,2% im
Serum entdeckt. Man findet es auf der Oberflache von B-Zellen. Uber seine Funktion gibt es
wenig Erkenntnisse aber man geht davon aus, dass es eine regulatorische Rolle bei der
Aktivierung von SignalUbertragungen spielt als zweiter Rezeptor identischer Spezifitat auf IgM-
tragenden B-Zellen (142, 152).

2.3.2 Autoimmunitat

Das Immunsystem hat die Aufgabe vor Infektionen zu schitzen, indem es korperfremde
Antigene erkennt und mit einer spezifischen Immunantwort reagiert und die Gesundheit des
Organismus und dessen Integritat bewahrt (160).

Die Selbsttoleranz definiert die Eigenschaft des Immunsystems nicht gegen korpereigene
Antigene zu agieren, sondern nur auf kdrperfremde Antigene zu antworten. Der Verlust der
Selbsttoleranz nennt sich Autoimmunitéat. Grundlage ist die positive und negative Selektion
von reifenden T-Zellen im Thymus. Bei der immunologischen Reifung der T-Zellen im Thymus
bilden diese MHC-I und MHC-II-Molekille sowie verschiedene korpereigene Peptide
(Autoantigene), an denen die Affinitat des T-Zell-Rezeptors getestet wird. Nur diejenigen T-
Zellen mit einer mafigen Affinitat zum MHC-Komplex sind in der Lage sich ,Selbst® zu
erkennen und erhalten ein Wachstumssignal mit dem sie in den Blutkreislauf entlassen
werden. Dies betrifft nur ca. 5% aller reifenden T-Zellen, ca. 95% werden apoptotisch (77,
161). Lebende Zellen senden Signale aus, die vor einem Angriff durch das Immunsystem

schitzen, wéahrend apoptotische Zellen hierzu nicht in der Lage sind und eliminiert werden. Ist
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dieser Schutzmechanismus gestdrt, kommt es zu einer Autoimmunreaktion (160). Man
unterscheidet systemische Autoimmunkrankheiten wie Lupus erythematodes von
organspezifischen Autoimmunkrankheiten wie Dm, die Hashimoto-Krankheit und multiple
Sklerose (mS) (162, 163). Autoantikdrper werden aber auch bei Krankheiten gefunden, die
nicht als Autoimmunkrankheiten gelten sowie bei neurologischen Erkrankungen wie Alzheimer
und Parkinson (6, 164, 165). Allen Autoimmunerkrankungen gemein ist die Entstehung
zirkulierender Autoantikorper die bereits vor Ausbruch der Krankheit in Serumproben
gefunden werden kdnnen (166).

Die Diskriminierung zwischen ,kdrpereigen” und ,kdrperfremd” ist nicht vollstandig genetisch
determiniert, sondern muss somatisch erlernt werden durch das Einwirken von
Umweltfaktoren (z.B. Infektionen, Toxine, Ernahrung) (155, 167).

Die Hypothese des Molekularen-Mimikry basiert auf der Strategie von Mikroben sich vor
Angriffen des Immunsystems eines Wirtsorganismus zu schitzen, indem sie sich an die
Antigene des Wirtes anpassen. Es gibt zahlreichen Beweise fiir eine Assoziation von
Infektionserregern mit Autoimmunerkrankungen sowie der Kreuzreaktiviat des
Immunsystems bei einer Infektion mit Bakterien, Viren, Parasiten und des Wirts. Die
Immunantwort gegen Fremdantigene fuhrt zur Aktivierung von T- oder B-Zellen gegen
Epitope, die starke Ahnlichkeit mit korpereigenen Strukturen besitzen. Aus der Verwechslung
zwischen ,Selbst“ und ,Fremd® kann es zu einer Aktivierung von Autoantikérpern kommen,
wie z.B. eine Autoimmunreaktion gegen Nieren- oder Herzgewebe nach einer
Streptokokkeninfektion (160, 168, 169).

Autoimmunreaktionen kénnen wéahrend der natlrlichen Selektion autoreaktiver Lymphozyten
entstehen, indem diese der Selektion entkommen und durch Autoantigene aktiviert werden.
Man unterscheidet die zellulare Autoimmunitat bei der autoreaktive T-Lymphozyten Zellen
durch zytotoxische Effektormechanismen zerstéren (z.B. Dm-Typ 1), von der humoralen
Autoimmunitat bei der autoreaktive B-Lymphozyten sich zu Plasmazellen entwickeln die
Autoantikdrper gegen korpereigene Antigene produzieren und in Folge dessen zu einer
Immunreaktion fihren (z.B. Lupus erythematodes) (160). Trotzdem findet man Autoantikdrper
im Serum von gesunden Patienten, die als ,naturliche Autoantikdrper bezeichnet werden. Ihr
Auftreten ist unabhangig von der exogenen Antigenstimulation (immunologischer
Homunculus) (170, 171). Die Herausforderung bei der Untersuchung von
Antikérperrepertoires besteht darin, die pathogenetisch signifikanten Autoantikdrper
herauszufiltern (10).

Auge, Hoden und Gehirn zahlen zu den immunprivilegierten Orten im Kdrper da, sie durch
Barrieren (z.B. Blut-Hirn-Schranke) vom Immunsystem getrennt sind. Bei einer

Gewebeschadigung am Auge und dem Freisetzen von augenspezifischen Antigenen in den
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Blutkreislauf kann es jedoch zu einer Autoimmunreaktion sowohl am Verletzen als auch am

gesunden Auge kommen (160).

2.3.3 Autoimmunkomponente in der Glaukompathogenese

Der erhéhte 10D stellt den wichtigsten Risikofaktor beim Glaukom dar. Es gibt jedoch viele
Patienten mit normalem IOD (NDG) oder okulérer Hypertension, die dennoch nie ein Glaukom
entwickeln. In der Pathogenese des Glaukoms werden unter anderem erhghte Glutamat- und
Stickoxid- Konzentrationen, oxidative Prozesse, ischamische Ereignisse sowie
immunologische Mechanismen diskutiert (10, 172, 173).

Verstarkt in den Fokus riickte die Beteiligung des Immunsystems. Es konnten sowohl bei
POWG, NDG als auch bei PDS Patienten Veranderungen der Antikdrperspiegel im Serum und
Kammerwasser gefunden werden von denen einige erhdhte und andere erniedrigte Titer
aufweisen (5, 10, 12). Die einzelnen Glaukomgruppen wiesen in den Studien teilweise
deutliche Unterschiede auf (12, 13, 174). Bei der Analyse der Autoantikorper-Reaktionen
zwischen den Glaukomformen ist es moglich diese mit einer Sensitivitdt und Spezifitat von
93% auseinanderzuhalten (175). Joachim et al. konnten verstarkte Antikbrper-Reaktionen
gegen retinale Antigene bei POWG-Patienten zeigen wahrend die Antikérper-Reaktionen beim
NDG gegen den SNK und den Sehnerv erhéht waren (41).

Boehm et al. zeigten, dass die Antigen-Antikdrper Muster in ihrer Gesamtheit sowohl in Serum
als auch im Kammerwasser nahezu kongruent sind (140). Mircorarray Analysen von
Kammerwasser im Vergleich zum Serum desselben Patienten ergaben eine Korrelation von
70% zwischen den vorliegenden Antikdrper-Veranderungen in beiden Flussigkeiten (5). Dem
Kammerwasser kommt hierbei eine besondere Rolle zu, da es in direktem Kontakt mit der
Retina und somit einem wichtigen Ort der Pathogenese des Glaukoms steht, da es anders als
das Blut, nicht durch die Blut-Retina-Schranke raumlich von den Neuronen getrennt ist
(Immunprivileg des Auges) (140).

Spéatestens seit den in den 90er-Jahren von Wax et al. durchgefiihrten Studien ist sicher, dass
Veranderungen im Bereich des Immunsystems, welche auch eine autoimmune Komponente
beinhalten, vorliegen. Es konnten erstmals erhéhte Antikbrperreaktivitaten bei Patienten mit
einem NDG gegen das Sjogren Syndrom-A-Antigen, sowie das Hitzeschockprotein (HSP) 60
detektiert werden (176, 177). Inzwischen belegen diverse Studien Proteine mit antigenem
Charakter bei Glaukompatienten. Derweil folgte die Dokumentation erhohter
glaukomassoziierter Antikorper gegen verschiedene Proteine mit chaperonen Eigenschaften
wie etwa HSP27, HSP60 oder HSP70, oder aber gegen a B-Kristallin (10, 12,178, 179). Tezel

et al. zeigten, dass Antikdrper gegen HSPs an retinalen Zellen durch apoptotische Prozesse
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den Zelltod von Neuronen und Zellen des retinalen GefaRsystems beim Glaukom induzieren
kénnen (179).

Bei gesunden Menschen sind zwei Drittel der Immunglobuline natirlich vorkommende
Autoantikdrper und kommen ohne den Kontakt mit einem spezifischen Antigen im Serum vor.
Nattrliche Autoantikdrper kdnnen sowohl eine physiologische als auch eine pathologische
Rolle spielen und sind in der Lage Molekille zu regulieren und in ihrer physiologischen
Funktion zu beeinflussen. Die Gesamtheit der natirlichen Autoantikdrper setzt sich aus IgM-
Antikdrpern und 1gG-Antikdrpern zusammen (180, 181). Die IgM-AntikOrper bestehen bereits
bei der Geburt wahrend der Zeitpunkt und die Entstehung der IgG-Antikdrper noch unklar ist
(5). Sie sind in der Lage Oberflachenrezeptoren zu manipulieren und die Produktion von
Botenstoffen zu steuern und spielen zudem eine Rolle bei der Beseitigung apoptotischer
Zellen (171, 182). Diese Autoantikorper stellen unter gesunden Umstanden regulatorische
Faktoren dar, die an einer Vielzahl von physiologischen Vorgangen wie Homdostase,
Transport, Modulation von Molekilen oder Immunregulation mitwirken (17). Beim Glaukom
jedoch ist das Gleichgewicht der Autoantikorper gestort und es wurden sowohl im Serum, in
der Netzhaut, in Tranenflissigkeit und im Kammerwasser von Glaukompatienten veréanderte
Autoantikdrper-Spiegel gefunden (12, 13, 174).

Es kann bislang nicht geklart werden, ob die Alteration der nattrlichen Autoimmunitat bezogen
auf die Antikérperrepertoires und deren Reaktivitat einen epiphdnomenalen Zusammenhang
haben oder als Ausloser der Glaukompathogenese zu werten sind. Jedoch scheint es
Argumente fur beide Theorien zu geben (5, 140). Lorenz et al. konnten in ihrer Studie
beweisen, dass bei Patienten mit einem akuten Winkelblockglaukom zum Zeitpunkt O eine
deutlich geringere Autoantikérper Konzentration gegen die Antigene Neuronenspezifische
Enolase (NSE), HSP27 und Tubulin-Tyrosin-Ligase-dhnliches Protein-12 (TTLL12) vorlagen,
im Gegensatz zur gesunden Kontrollgruppe. Diese Erkenntnis ermoglicht es einige
Autoantikdrper als potenzielle Biomarker in der Friherkennung von Glaukomschaden in
Betracht zu ziehen und spricht fir einen kausalen Zusammenhang der Antikdrper bei der
Glaukompathogenese (183).

In diesem Zusammenhang postulierten Bell et al.,, dass eine erh6hte Anzahl an
Autoantikdrpern auf einen neurodestruktiven Effekt hindeuten, wahrend erniedrigte
Konzentrationen ein Beleg fur den Verlust von protektiven Effekten der Autoantikorper bei
Glaukompatienten ist (5).

Hierzu wurden bereits verschiedene Studien durchgefuhrt, welche im Folgenden erlautert
werden. Die Arbeitsgruppe um Tezel et al. konnten bei der Untersuchung der
pathogenetischen Relevanz von verdnderten Autoantikdrpern nachweisen, dass es bei einer
Inkubation mit dem Antikorper gegen HSP27 vermehrt zur Apoptose der RGZ kommt und

erhdhte Konzentrationen dieses Antikdrpers bei Glaukompatienten vorliegen und die
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veranderten Autoantikdrper-Reaktionen zur Pathogenese des Glaukoms beitragen (184, 185).
Es wurde zudem uber funktionelle Proteine die fiir die Zellhomoostase relevant sind wie die
NSE und die Glutathion-S-Transferase (GST) bei Glaukompatienten berichtet. Maruyama et
al. konnten im Glaukom-Tiermodell zeigen, dass durch eine intravitreale Injektion von
Autoantikdrpern gegen die NSE ebenfalls eine retinale Dysfunktion von RGZ’s induziert wird
(186).

Im Gegensatz dazu zeigen andere Studien, dass eine Verminderung der Antikdrper zu einem
Verlust protektiver Effekte auf die RGZ fiihren kann. Eine Herunterregulation der Antikorper
gegen die astroglialen Strukturproteine wie das Gliafibrillare saure Protein (GFAP), Vimentin
(VIM) oder Beta-Crystallin die vermehrt in Stresssituationen gebildet werden, kdnnte bei
Glaukompatienten zu Veranderungen ihrer Funktion fihren und ebenso an der Pathogenese
des Glaukoms beteiligt sein (12, 187).

Teister et al. zeigten in ihrer Studie im Glaukom-Tiermodell, dass eine intravitreale Applikation
des Autoantikérpers gegen a-Synuklein  zur  Neuroprotektion der retinalen
Nervenfaserschichtdicke fiihrt und Schadigungen der RGZ’s reduziert (188). Diese
verminderten Autoantikbrper-Reaktionen passen sich in das Bild der protektiven
Autoimmunitat ein und es deutet darauf hin, dass einige Autoantikdrper ein neuroprotektives
Potenzial haben und somit ihre Reduktion ein Hinweis auf den Verlust ihrer schitzenden
Autoimmunitat sein konnte (140, 173).

Durch die Arbeit von Joachim et al, in der die Immunisierung von Ratten mit verschiedenen
okularen Antigenen zu einem allmahlichen Verlust an RGZ'’s flihrte, wird die Theorie einer
kausalen Bedeutung der Autoantikdrper unterstttzt. Nicht nur die Antikdrperreaktionen gegen
die spezifischen Antigene wurde verdndert, sondern ebenso Reaktionen gegen andere
Antigene (140, 189). Zudem konnte ein I0D-unabhangiger glaukomatdser Schaden der RGZ
festgestellt werden sowie ein kontinuierlicher Anstieg von autoreaktiven Antikrpern, die eine
wesentliche Rolle bei den Mechanismen spielen die zum Tod der RGZ fiihren (190).

Erhoéhte Autoantikoérper-Reaktionen kdnnen auch als generelle Antwort auf Stress durch
neurodegenerative Prozesse verstanden werden und die Optikusneuropathie férdern und
somit das Glaukom begunstigen (174).

Andere neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson und Myasthenia gravis
zeigen ebenfalls Veranderungen der Autoantikdrperspiegel (191, 192). Fiur die Diagnose von
Alzheimer, rheumatoider Arthritis oder systemischer Sklerose gelten Antikdrperprofile als
nutzliche Marker fir die Erkennung dieser Erkrankungen (173).

Das Glaukom ist eine komplexe multifaktorielle Erkrankung und obwohl die genauen
molekularen Mechanismen der RGZ-Apoptose noch nicht vollstédndig verstanden sind, gibt es

zunehmend Hinweise darauf, dass die Mikrogliaaktivierung und die Neuroinflammation sowohl
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in frihen als auch in spaten Stadien der glaukomatésen Neurodegeneration eine zentrale
Rolle spielen (193, 194).

Zusammenfassend kann anhand zahlreicher Studien eine Verdnderung der natdrlichen,
Antikdrperbasierenden Autoimmunitat bei Glaukompatienten nachgewiesen werden. Die
detektierten Veranderungen koénnen das Glaukom jedoch nicht als ,klassische*
Autoimmunkrankheit identifizieren, da es sowohl erhdhte als auch erniedrigte Antikdrper-
Reaktionen gibt, die sowohl im Blut der Patienten als auch im Kammerwasser nachgewiesen
werden konnten (140). Auch wenn Autoantikérper nicht fur den Ausbruch des Glaukoms
verantwortlich sind, so koénnten veranderte Immunreaktionen synergetische Effekte auf die
Progression der Erkrankung haben (11).

Trotz der noch ungeklarten Herkunft und Auswirkungen glaukomspezifischer Antikérper
entsteht ein Potenzial, nicht nur als Mittel zur Glaukom-Friherkennung, sondern auch als
therapeutische Option aufgrund der neuroprotektiven Wirkung einiger dieser Antikorper (5,
11).
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Die Einteilung der Patienten in die jeweiligen klinischen Gruppen erfolgte anhand der
longitudinalen Kammerwasser-Proben. Unter Bericksichtigung der Deklaration des
Weltarztebundes zu ethischen Grundséatzen fiir die medizinische Forschung am Menschen
(Deklaration von Helsinki) wurden die Proben der Patienten gesammelt. Die allgemeine
Auskunft der Patientendaten wurde auf Basis des klinischen SAP-Systems IS-H/i.s.h.med
ermittelt und die Verpflichtung zur Einhaltung des Datengeheimnisses wurde eingeholt. Fur
alle Patienten wurde ein Datenblatt erstellt. Es wurden das Entnahmedatum der
Kammerwasser-Proben des jeweiligen Auges, der operative Eingriff zur Probengewinnung
sowie die Proben-ID dokumentiert. Sonstige Augen-Operationen wurden der Anamnese
entnommen sowie der Visus und der IOD (Goldmann Tonometrie/Applanation). Zudem
wurden die Parameter zur Funktionsdiagnostik einschlieBlich der Daten zur
Gesichtsfelduntersuchung (Perimetrie, OCTOPUS 101 Perimeter; Haag-Streit, Wedel,
Deutschland), zur HRT und dem GDx sowie der Funduskopie eingeschlossen. Bei allen
Patienten wurden die Diagnosen der Augenerkrankungen, ihre Autoimmunerkrankungen
sowie Allgemeinerkrankungen und die allgemeine und augenspezifische Medikamentenliste

aus der SAP-Datenbank gewonnen.

3.1.1 Kammerwassergewinnung

Die insgesamt 255 Kammerwasserproben wurde im Rahmen von einer TE-Operation oder im
Falle der Kontrollgruppe wéahrend einer KAT-Operation in der Augenklinik der Johannes-
Gutenberg-Universitat in Mainz gewonnen. Die Probanden wurden vor dem Eingriff Uber die
Entnahme des Probenmaterials informiert und haben ihr Einverstandnis hierzu abgegeben.
Das Kammerwasser wurde zu Beginn der Operationen entnommen und sollte hierbei nicht mit
Blut kontaminiert werden und die umliegenden Strukturen (Corneaepithel, Iris, Linse) durften
nicht verletzt werden. Die Proben wurden mit einer Proben-ID markiert und bei - 80°C im Labor

der Augenklinik eingefroren.
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3.2 Antigene

Die Auswahl der potenziellen Antigene zur Analyse der Autoantikorper-Reaktionen im Protein-
Microarray basiert auf Antigenen, die in frlheren Studien der Arbeitsgruppe bei
Glaukompatienten ermittelt werden konnten. Insgesamt wurden 44 Antigene flir das Protein-
Microarray verwendet. Eine exemplarische Darstellung der verwendeten Antigene ist im
Anhang in Tabelle 16 zu finden. Abbildung 7 zeigt das Spotting-Set-Up des Protein-
Microarrays.

HSPD1 NTF3 GST VIM

] \ I
A ) —

. Y - E - “ ®© o °

©@ © ©
® o o
1 HSPD1 | HSPD1 | HSPD1 | NTF3 NTF3 NTF3 GST GST GST VIM VIM VIM
b-S- b-S- b-S-
2 CLTA CLTA CLTA | SPTA1l | SPTA1 | SPTAl | ADRB2 | ADRB2 | ADRB2
Crys Crys Crys
3 HSAPAl HSEAl HSEAI ANXA5 | ANXA5 | ANXA5 | SNCG | SNCG | SNCG | VDAC2 | vDAC2 | VDAC2
4 CALD1 | CALD1 | CALD1 | TOP1 TOP1 TOP1 GAPD GAPD GAPD | 14-3-3 | 14-3-3 14-3-3

H H H a/b a/b a/b

IQGAP | IQGAP | IQGAP | PNMA | PNMA | PNMA | yievz | mem7 | Mcm7 | McTst | McTs1 | mMcTst

1 1 1 2 2 2
6 C1QBP | C10BP | C10BP | TARS | TARS | TARS ANBP 32 ANLS 32 ANg 321 FLNA | FLNA | FLNA
7 GFAP | GFAP | GFAP | TNNI3 | TNNI3 | TNNI3 CVX'O' Cy;'O' Cy;'c" g-Syn | g-Syn | g-Syn
8 NSE NSE NSE | LPPR3 | LPPR3 | LPPR3 | CLUS | CLUS | CLUS | CALR | CALR | CALR
b-L- b-L- b-L-

SOD SOD SOD ACTN1 | ACTN1 | ACTN1 COPA COPA COPA
Crys Crys Crys

HNRN HNRN HNRN TGFB1 | TGFB1 | TGFB1
10 PE PE PE HSP27 HSP27 HSP27 In 1 1
11 CLTA CLTA CLTA ADRB2 | ADRB2 | ADRB2 SNCG SNCG SNCG ACT ACT ACT
Printing | Printing | Printing 19G 19G 19G

12

buffer buffer buffer 0.08g/L | 0.08g/L | 0.08g/L

Abbildung 7: Spotting Set-Up Exemplarisch dargestellt sind in der oberen Abbildung die Autoantikdrper-
Reaktionsmuster von Kammerwasserproben. Drei Spots in Reihe repréasentieren die technischen Replikate eines
Antigens. Je dunkler die Farbung eines Spots, desto starker die Reaktion der Autoantikdrper gegen das jeweilige
Antigen. In der unteren Abbildung sind diejenigen Proteine aufgelistet, gegen welche die auf den Microarray
gedruckten Antidrper gerichtet sind.



37

3.3 Protein Microarray

—
Yy L 2 4 J J J 1|
r J 4 4 7 J /7 1 |

P

| S "
Abbildung 8: Die Array-Objekttradger werden mit einem piezoelektrischen berihrungslosen Dispenser
(Sci-FLEXARRAY; Scienion) gedruckt.

3.3.1 Herstellen der Arrays

Rekombinante oder aufgereinigte Proteine, die fur das Antigen-Microarray ausgewahlt wurden
basieren auf friheren Studien der experimentellen Ophthalmologie in Mainz (siehe Tabelle
16) die Arrays wurden im Labor der Augenklinik in Mainz hergestellt. Als Substrat auf der die
Antigene immobilisiert wurden, dienten mit Nitrozellulose beschichtete Array-Slides. Die
Proteine haften an der Membran aufgrund von hydrophober Wechselwirkungen. Die Antigene
wurden mittels eines piezoelektrischen Microarray Spotters (SciFIEXARRAY S3, Scenion,
Berlin, Germany) in Triplikaten nebeneinander auf die mit Nitrozellulose beschichten
Glastrager (Slides) mit 16 einzelnen Subarrays aufgetragen und es wurde pro Replikat ca 1nL
der jeweiligen Antigenlésung aufgebracht (siehe Abbildung 8). Es handelt sich um ein Non-
contact-Verfahren, welches durch eine Piezoelementbasierende Technologie ausgezeichnet
ist und bei der die Proteinldsungen in Form von kleinen Tropfen (240-280pl) aus einer
Glasdise auf die Slides geschossen werden. Mit Hilfe der Kamera gestlitzten Analyse-
Programme sciDrop-Volume und autodrop-detection wurde die korrekte Position und das
Volumen der Tropfen gesichert. Die Slides wurden fiir mindestens 12h belassen um eine

vollstandige Trocknung der Membran zu gewdhrleisten.
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3.3.2 Inkubation

Alle Inkubationsschritte wurden auf einem Orbitalschiittler bei -4° Celsius durchgefuhrt, um
eine Evaporation zu verhindern. Die Array Hybridisierung wurde mit 16-Well-
Inkubationskammern durchgefiihrt (ProPlate Multiwell Chambers, Grace Biolabs, Bend, USA).
Die Arrays wurden eine Stunde lang mit einem Blocking-Puffer inkubiert (Super G, Grace
Biolabs, Bend, Oregan, USA). Dann wurde der Blockierungspuffer entfernt, und die
Objekttrager wurden dreimal fur je 10min mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung mit 0,5%
Tween-20 (PBST) gewaschen. Anschliel3end wurden die Arrays mit 100uL Kammerwasser im
Verhaltnis 0,7 ug/uL in Phosphatgepufferte Kochsalzldsung (PBS = phosphat-buffered saline)
tber Nacht inkubiert. Als Negativkontrolle wurde ein Subarray auf jedem Objekttrager nur mit
PBS inkubiert. Als nachstes wurden die Nitrozellulose Slides dreimal mit PBST gewaschen,
gefolgt von einer Inkubation mit einem anti-humanen Antikérper, der mit einem Fluorophor
konjugiert wurde (AlexaFluor® 647 AffiniPure Goat Anti-Human 1gG, Fcy-Fragment specific
109-605-008, Jackson Immunoresearch) welcher als sekundarer Antikorper 1:500 in PBS
verdinnt wurde, fir eine Stunde behandelt. Dieser Schritt soll die im Kammerwasser
vorhandenen Antikérper und indirekt die auf der Nitrozellulosemembran haftenden Antigene
sichtbar machen.

AnschlieBend wurden die Arrays zweimal fur 15min. mit PBST und zweimal fir 15min. mit
ultrareinem Wasser (Water HPLC grade, PanReac AppliChem, Kandel, Germany)
gewaschen. Zuletzt wurden die Objekttrager zwei Minuten lang in einem Vakuumzentrifugen-

Konzentrator (SpeedVac, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) getrocknet.

3.3.3 Scannen

Die emittierenden Fluoreszenzsignale der Array-Bilder wurden als 16-Bit-TIFF-Datei mit einem
hochauflosenden CCD-Kamera Arrayscanner (SensoSpot Fluorescence, Sensovation,
Radolfzell, Germany) aufgenommen und gespeichert. Beim Scannen wird der Fluoreszenz-
Farbstoff des Sekundarantikdrpers durch Lichtemission im Scanner angeregt. Dieser wirft ein
Lichtsignal mit definiertem Spektrum zurlick welches mittels eines CCD Kamerasystems
detektiert und als 16 bit TIFF Datei aufgenommen wird. Die Bildanalysesoftware Imagene
(Imagene 5.5 BioDiscovery Inc., Los Angeles, Kalifornien, USA) wurde zum Einlesen der Spot-
Intensitéten eingesetzt. Abbildung 9 zeigt ein Beispiel eines gescannten Antigen-Microarrays.
Spots mit schlechter Qualitdt wurden manuell markiert und aus der Analyse entfernt.
Unbrauchbare Spots sind solche, die nicht ganz rund sind oder bei denen die drei Tropfen aus
dem Spotter nicht exakt auf derselben Position gelandet sind. Schlechte Spots kénnen aber
auch wahrend der Inkubation entstehen, wenn sich Schmutz auf dem Slide befindet oder die

Nitrozellulose beschadigt wurde.
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Abbildung 9: Beispiel eines gescannten Antigen-Microarrays nach Inkubation mit Kammerwasser und
Fluorophor markierten anti-humanen IgG-Sekundérantikdrpern.

Die Antigene wurden in Triplikaten gedruckt. Drei Spots in Reihe représentieren die technischen Replikate eines
Antigens. Je dunkler die Farbung eines Spots, desto starker ist die Reaktion der Autoantikbrper gegen das
jeweilige Antigen.

3.3.4 Daten Vorverarbeitung

Die von Imagene ermittelten Signalintensitaten wurden nach Statistica (Statstica 13, Statsoft,
Tulska, Oklahama, USA) exportiert.

Fur die anschlieBende Auswertung wurden die lokalen Hintergrundintensititen von der
Intensitat subtrahiert. Signale, die nach der Hintergrundsubtraktion negative Werte erreichten,
wurden als fehlende Daten behandelt. Fir die Normalisierung wurde je Subarray ein
Normalisierungsfaktor berechnet. Die Intensitaten von jedem Subarray wurden mit dem
entsprechenden Normalisierungsfaktor mulitpliziert, um die Subarrays miteinander
vergleichen zu kénnen und technische Varianzen auszugleichen. Der Normalisierungsfaktor
ergab sich aus der lokalen Signalintensitat der IgG-Kontrolle des jeweiligen Subarrays im
Vergleich zum globalen IgG-Mittelwert.

Nach der Normalisierung wurde von den Triplikaten zunachst ein Mittelwert der
Signalintensitaten berechnet. Anschlielend wurde ein Schwellenwert von den PBS Signalen
ermittelt welcher das Detektionslimit darstellt (Schwellenwert = Mittelwert von der
Negativkontrolle + 2 x Standardabweichung der Negativkontrolle). Alle Intensitaten die
unterhalb des errechneten Schwellenwertes lagen wurden ausgeschlossen.

Alle weiteren Analysen basieren auf den normalisierten Fluoreszenzintensitaten (NFI).
Antigene mit insgesamt 50% fehlenden Daten wurden fir nachfolgende Analysen

ausgeschlossen.
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3.4 Statistische Analysen

Die statistischen Analysen wurden mit Statistica durchgeflhrt. Es wurde eine einseitige
Kruskal-Wallis analysis of variance (ANOVA) mit multiplen Mittelwertvergleich (Dunn’s Test)
angewendet, um signifikante Veranderungen der Antikdrperspiegel in den Studiengruppen zu

bestimmen. Ein P-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen (11).

Abbildung 10 veranschaulicht eine Ubersicht des Microarray Verfahrens.

Kammerwasserprobe

0000000000000 \-*

OO

: sekundar Antikorper Hybridiserung
Arrayscanner mit Fluorophor
Q Statistica

Abbildung 10: Microarray-Workflow
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Patientendaten

Insgesamt wurden in dieser Studie Proben von 255 Patienten verwendet, die sich in 166
Patienten mit einem POWG (Durchschnittsalter: 68 +10), 56 Patienten mit einem PEX
(Durchschnittsalter 72+10), 22 Patienten mit einem NDG (Durchschnittsalter 66+10), 11
Patienten mit einem PDS (Durchschnittsalter 60+10) und in 11 Kontrollpatienten (KAT,
Durchschnittsalter: 74+10) unterteilen (siehe Abbildung 11, Tabelle 3). Die Kontrollgruppe
der KAT Patienten zeigten weder klinische Anzeichen eines primaren Offenwinkelglaukoms
noch einer anderen Glaukomform oder Augenerkrankung neben dem KAT. Die Gruppe der
Patienten mit einem KAT macht 4,1% der Patienten aus und unterteilt sich in 6 mannliche und
5 weibliche Probanden. Neben der Kontrollgruppe der KAT Patienten, die keine Anzeichen
eines Glaukoms zeigten, gibt es einen Anteil KAT Patienten, die ebenfalls an einem Glaukom
erkrankt waren. Hier ist jedoch nicht klar, wann die Erstdiagnose eines KAT gestellt wurde und
ob die Diagnose des KAT vor oder nach der Probenenthahme gestellt wurde.

Bei den POWG Patienten wurde bei 126 von 166 Patienten ebenso ein KAT diagnostiziert.
Patienten mit einem POWG wiesen einen durchschnittlichen 10D von 17,5 mmHg mit
Medikation auf. Sie zeigten glaukomtypische Gesichtsfeldausfélle sowie glaukomatdse
Papillenexkavationen an mindestens einem Auge. Mit einem Anteil von 62,4% sind sie die
grofite Gruppe der Glaukomformen, gefolgt von der Gruppe des PEX-Glaukoms (32%). Der
Anteil an Mannern (76) ist in dieser Studie geringer als der an Frauen (90).

Patienten der Gruppe mit NDG weisen glaukomtypische Sch&den an mindestens einem Auge
auf bei einem durchschnittlichen 10D von 16 mmHg mit Therapie. Der Anteil der Patienten mit
einem NDG betragt 8,3% und besteht aus 16 Frauen und 6 Manner. 14 Patienten von
insgesamt 22 Patienten mit NDG waren aufRerdem an einem KAT erkrankt.

Die Gruppe der Patienten mit einem PEX macht 32% des Patientenkollektivs aus und ist somit
die grof3te Gruppe der Sekundarglaukome. Der durchschnittliche 10D betrégt 16,4mmHg mit
Medikation. 29 Manner und 27 Frauen bilden die Gruppe der Patienten mit einem PEX-
Glaukom. Von insgesamt 56 Patienten mit PEX waren ebenso 49 an einem KAT erkrankt.
Patienten der Gruppe mit einem PDS hatten einen Glaukomschaden an mindestens einem
Auge bei einem |OD von 18,8mmHg. Es macht die kleinste Glaukomgruppe mit einem Anteil
von 4,1% aus und unterteilt sich in 7 M&nner und 4 Frauen. Bei 9 Patienten von insgesamt 11

Patienten mit einem PDS wurde ebenso ein KAT diagnostiziert.
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Patientenkollektiv

= KAT = POAG = PEX = NTG = PDS

Abbildung 11: Kreisdiagramm des Patientenkollektivs — Ubersicht der GruppengréRen von KAT, POWG,
PEX, NDG und PDS

d-Alter G-Druck Patienten

Gruppe Gesamt Prozent Mannlich Weiblich (mmHg) mit einem
KAT
KAT 11 4,1 6 5 74,1 19,0 11
POWG 166 62,4 76 90 68,5 17,5 126
PEX 56 32,0 29 27 723 164 49
NDG 22 8,3 6 16 66,3 16,0 14
PDS 11 4,1 7 4 60,3 18,8 9

Tabelle 3: Patientenkollektiv

Die Tabelle zeigt die Anzahl und das Geschlecht der Patienten der 4 Glaukomgruppen POWG, NDG, PEX und
PDS sowie der Kontrollgruppe des KAT sowie ihr Durchschnittsalter und —Druck und den Anteil der Patienten die
zusatzlich ein KAT haben.
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4.2 Ergebnisse der Microarrayanalyse

Ziel der Microarrayanalyse war es die Antikorperreaktionen der Kammerwasserproben der fiinf
Gruppen zu analysieren und Reaktionsmuster gegen die selektierten Antigene zu ermitteln.
Es wurde eine einseitige Kruskal-Wallis analysis of variance (ANOVA) mit multiplen
Mittelwertvergleich vollzogen, um signifikante Veranderungen der Antikorperspiegel in den
Studiengruppen zu bestimmen. Aus den insgesamt 44 verwendeten Antigenen ergaben 12
Antigene signifikante Unterschiede mit P-Werten von <0.05 in Bezug auf die vier untersuchten
Glaukomgruppen PEX, POWG, NDG und PDS sowie der Kontrollgruppe des KAT. Der
Vergleich der 5 Studiengruppen ergab viele, teilweise deutlich unterschiedliche
Antikérperreaktionsmuster mit erhohten sowie erniedrigten Reaktionen verglichen zu den
jeweils anderen Gruppen. Die Ergebnisse der Microarray-Analyse werden im Folgenden

anhand der signifikanten Antigene erlautert und beschrieben.

421 Ergebnisse der Autoantikdrperreaktion gegen Caldesmon (CALD1)

Die signifikanten Unterschiede zwischen den Proteinprofilen der Glaukompatienten und denen
der Kontrollgruppe konnten anhand der statistischen Analyse der Messdaten detektiert
werden. Das CALD1 Antigen zeigt signifikant erhéhte Werte zwischen den PEX-Patienten und
den Patienten der Kontrollgruppe des KAT (P<0,037). Vergleicht man die Autoantikdrper-
Reaktionen der POWG-Patienten mit denen der PEX-Patienten, so ist festzustellen, dass
diese hingegen signifikant erniedrigten Reaktionen gegen CALD1 (P<0,001) im
Kammerwasser aufweisen. (siehe Abbildung 12, Tabelle 4) Zwischen den NDG-Patienten
und den PDS-Patienten konnten keine signifikanten Autoantikérper-Reaktionen gegen CALD1

festgestellt werden.
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Abbildung 12: Whisker-Plot fir CALD1

Kammerwasser-Autoantikrper gegen das CALD1 Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitét
(P<0,05). Auf der Y-Achse findet sich die normalisierte Reaktionsintensitéat und auf der X-Achse die funf Gruppen
(KAT, PEX, POWG, NDG und PDS). Die kleinen Quadrate zeigen die mittleren Fluoreszenzwerte an, die Balken
die Standardabweichung des Mittelwerts (SE).

CALD1
KAT PEX POWG NDG PDS
KAT 0,037 1,000 0,863 0,109
PEX 0,037 0,001 1,000 1,000
POWG 1,000 0,001 1,000 0,210
NDG 0,863 1,000 1,000 1,000
PDS 0,109 1,000 0,210 1,000

Tabelle 4: Kruskal-Wallis fiur CALD1

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fir CALD1 zwischen den vier Glaukomgruppen (PEX, POWG,

NDG und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT. Die signifikanten P-Werte der Autoantikdrper-Reaktivitat sind rot
unterlegt.



422 Ergebnisse der Autoantikdrperreaktion gegen beta-S-Crystallin (b-S-

Crys)

Betrachtet man die Autoantikdrper-Reaktionen gegen b-S-Crys im Kammerwasser so zeigen
sich signifikant erhéhte anti-b-S-Crys Reaktionen der PEX-Patienten (P<0,001), sowie der
PDS-Patienten (P<0,013) im Vergleich zu der Kontrollgruppe der KAT-Patienten. Die
Autoantikorper-Reaktionen zwischen den PEX- und POWG-Patienten gegen b-S-Crys zeigen
wiederum erniedrigte Reaktion (P<0,001). Anti-b-S-Crys Reaktionen im Kammerwasser in

Bezug zu den NDG Patienten zeigten keine signifikanten Unterschiede. (siehe Abbildung 13,

Tabelle 5)
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Abbildung 13: Whisker-Plots fir b-S-Crys

Kammerwasser-Autoantikorper gegen das b-S-Crys Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitat

(P<0,05).
b-S-Crys

KAT

KAT
PEX 0,001
POWG 0,404
NDG 0,298
PDS 0,013

Tabelle 5: Kruskal-Wallis fur b-S-Crys

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fur b-S-Crys zwischen den vier Glaukomgruppen (PEX, POWG,
NDG und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT. Die signifikanten P-Werte der Autoantikdrper-Reaktivitat sind rot

unterlegt.

PEX
0,001

0,001
0,651
1,000

POWG
0,404
0,001

1,000
0,190

POAG
Augenerkrankungen

NDG
0,298
0,651
1,000

1,000

NTG

PDS
0,013
1,000
0,190
1,000

PDS
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423 Ergebnisse der Autoantikdrperreaktion gegen beta-L-Crystallin (b-L-
Crys)

Die Autoantikdrper-Reaktionen im Kammerwasser gegen b-L-Crys zeigen ausschlieB3lich

erniedrigte Reaktionen zwischen den PDS und POWG-Patienten (P<0,018). Zwischen den

anderen Glaukomgruppen sowie der Kontrollgruppe des KAT konnten keine signifikanten

Reaktionen festgestellt werden. (siehe Abbildung 14, Tabelle 6)
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Abbildung 14: Whisker-Plots flr b-L-Crys

Kammerwasser- Autoantikorper gegen das b-L-Crys Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitat
(P<0,05).

b-L-Crys
KAT PEX POWG NDG PDS
KAT 0,594 1,000 1,000 0,172
PEX 0,594 0,018 1,000 1,000
POWG 1,000 0,018 0,849 0,051
NDG 1,000 1,000 0,849 1,000
PDS 0,172 1,000 0,051 1,000

Tabelle 6: Kruskal-Wallis fiir b-L-Crys

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fiir b-L-Crys zwischen den vier Glaukomgruppen (PEX, POWG,
NDG und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT. Die signifikanten P-Werte der Autoantikdrper-Reaktivitat sind rot
unterlegt.
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424 Ergebnisse der Autoantikdrperreaktion gegen das Lipidphosphat-
Phosphatase-verwandten Proteine Typ 3 (LPPR3)

Vergleicht man die Autoantikérper-Reaktionen der PEX- und der POWG- Patienten mit denen
der Kontrollgruppe der KAT-Patienten, so ist festzustellen, dass diese signifikant erhdhte
Reaktionen gegen LPPR3 (P<0,017 und P<0,030) aufweisen. Vergleicht man jedoch die
Reaktionen der PEX-Patienten mit denen der POWG-Patienten so zeigen sich signifikant
erniedrigte Reaktionen gegen LPPR3 (P<0,056). Die NDG-Patienten zeigen keine
signifikanten Reaktionen zwischen den Gruppen. (siehe Abbildung 15, Tabelle 7)
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Abbildung 15: Whisker-Plots fiir LPPR3

Kammerwasser-Autoantikdrper gegen das LPPR3 Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitat
(P=<0,05).

LPPR3
KAT PEX = POWG NDG PDS
KAT 0017 0,379 0,256 0,030
PEX 0,017 0,056 1,000 1,000
POWG 0,379 0,056 1,000 0,444
NDG 0,256 1,000 1,000 1,000
PDS 0,030 1,000 0,444 1,000

Tabelle 7: Kruskal-Wallis fir LPPR3

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fiir LPPR3 zwischen den vier Glaukomgruppen (PEX, POWG,

NDG und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT. Die signifikanten P-Werte der Autoantikdrper-Reaktivitat sind rot
unterlegt.
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425 Ergebnisse der Autoantikorperreaktion gegen Vimentin (VIM)

Kammerwasser-Antikorper gegen das VIM Antigen zeigen signifikante Unterschiede im
Vergleich der POWG-Patienten zu den NDG-Patienten (P<0,010). Zwischen den anderen

Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede der Autoantikdrper-Reaktion gegen VIM
detektiert werden. (siehe Abbildung 16, Tabelle 8)
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Abbildung 16: Whisker-Plots fur VIM

Kammerwasser-Autoantikérper gegen das VIM Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitat (P<0,05).

VIM
KAT PEX POWG NDG PDS
KAT 0,853 1,000 0,089 0,429
PEX 0,853 0,282 1,000 1,000
POWG 1,000 0,282 0,010 0,459
NDG 0,089 1,000 0,010 1,000
PDS 0,429 1,000 0,459 1,000

Tabelle 8: Kruskal-Wallis fir VIM

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fur VIM zwischen den vier Glaukomgruppen (PEX, POWG, NDG

und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT Die signifikanten P-Werte der Autoantikdrper-Reaktivitat sind rot
unterlegt.
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42,6 Ergebnisse der Autoantikorperreaktion gegen das Gliafibrillare saure
Protein (GFAP)

Die Autoantikdrper-Reaktionen gegen GFAP zeigen signifikant erhdhte Werte im Vergleich
der PEX-Patienten zu den KAT-Patienten (P<0,034), wahrend signifikant erniedrigte Anti-
GFAP Reaktionen im Vergleich zwischen den POWG-Patienten und den PEX Patienten zu
beobachten sind (P<0,000).

Die NDG- und PDS- Patienten zeigen keine signifikanten Unterschiede in den
Autoantikdrper-Reaktionen gegen GFAP. (siehe Abbildung 17, Tabelle 9)
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Abbildung 17: Whisker-Plots fur GFAP

Kammerwasser-Autoantikérper gegen das GFAP Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitét (P<0,05).

GFAP
KAT PEX = POWG NDG PDS
KAT 0,034 1,000 0,535 0,058
PEX 0,034 0,000 1,000 1,000
POWG 1,000 0,000 1,000 0,060
NDG 0,535 1,000 1,000 1,000
PDS 0,058 1,000 0,060 1,000

Tabelle 9: Kruskal-Wallis fir GFAP

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fir GFAP zwischen den vier Glaukomgruppen (PEX, POWG,

NDG und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT. Die signifikanten P-Werte der Autoantikdrper-Reaktivitat sind rot
unterlegt.
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42,7 Ergebnisse der Autoantikdrperreaktion gegen Calreticulin (CALR)

Zwischen der Gruppe der POWG- und PDS-Patienten (P<0,003) sowie der PEX- und PDS-
Patienten (P<0,031) konnten signifikant erhthte Anti-CALR-Reaktionen detektiert werden.
Zwischen der Kontrollgruppe der KAT- sowie den NDG-Patienten konnten keine signifikanten

Unterschiede festgestellt werden. (siehe Abbildung 18, Tabelle 10)
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Abbildung 18: Whisker-Plots fiir CALR

Kammerwasser-Autoantikérper gegen das CALR Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitét (P<0,05).

CALR
KAT PEX POWG NDG PDS
KAT 1,000 1,000 1,000 0,286
PEX 1,000 1,000 1,000 0,031
POWG 1,000 1,000 1,000 0,003
NDG 1,000 1,000 1,000 0,207
PDS 0,286 0,031 0,003 0,207

Tabelle 10: Kruskal-Wallis fir CALR

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fir CALR zwischen den vier Glaukom-gruppen (PEX, POWG,
NDG und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT Die signifikanten P-Werte der Autoantikdrper-Reaktivitéat sind rot
unterlegt.
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428 Ergebnisse der Autoantikdrperreaktion gegen das Das Komplement 19-
bindendes Protein (C1QBP)

Die im Kammerwasser detektierten Autoantikdrper gegen das C1QBP Antigen zeigen
ausschliel3lich signifikant herrunterregulierte Reaktionen im Vergleich zwischen den PEX-
und POWG-Patienten (P< 0,018) und im Vergleich zwischen den PEX- und NDG-Patienten

(P<0,001). In Bezug zu den KAT Patienten sowie den PDS-Patienten konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. (siehe Abbildung 19, Tabelle 11)
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Abbildung 19: Whisker-Plots fur C1QBP

Kammerwasser-Autoantikrper gegen das C1QBP Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitat
(P<0,05).

C1QBP
KAT PEX POWG NDG PDS
KAT 1,000 1,000 1,000 1,000
PEX 1,000 0,018 0,001 1,000
POWG 1,000 0,018 0,324 1,000
NDG 1,000 0,001 0,324 0,068
PDS 1,000 1,000 1,000 0,068

Tabelle 11: Kruskal-Wallis fur C1QBP

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fir C1QBP zwischen den vier Glaukomgruppen (PEX, POWG,
NDG und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT Die signifikanten P-Werte der Autoantikérper-Reaktivitat sind rot
unterlegt.
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429 Ergebnisse der Autoantikorperreaktion gegen das Heterogene nukleare
Ribunukleoproteine F (hnRNP F)

Die Autoantikdrper-Reaktionen gegen das HNRNPF Antigen zeigen ausschlief3lich
signifikant erhéhte Reaktionen, wenn man die POWG-Patienten mit PDS-Patienten (P<0,46)
vergleicht und die PDS-Patienten mit der Kontrollgruppe der KAT-Patienten (P<0,030.

Signifikante anti-HNRNPF-Reaktionen konnten in der Gruppe der PEX und NDG-Patienten
nicht gezeigt werden. (siehe Abbildung 20, Tabelle 12)
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Abbildung 20: Whisker-Plots fiir HNRNPF

Kammerwasser-Autoantikorper gegen das HNRNPF Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitét
(P<0,05).

HRNRPF
KAT PEX = POWG NDG PDS
KAT 0,216 1,000 1,000 0,030
PEX 0,216 0,217 1,000 1,000
POWG 1,000 0,217 1,000 0,046
NDG 1,000 1,000 1,000 0,326
PDS 0,030 1,000 0,046 0,326

Tabelle 12: Kruskal-Wallis fir HNRNPF

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fir HNRNPF zwischen den vier Glaukomgruppen (PEX, POWG,

NDG und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT Die signifikanten P-Werte der Autoantikérper-Reaktivitéat sind rot
unterlegt.
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4.2.10 Ergebnisse der Autoantikorperreaktion gegen Clathrin (CLTA)

Die Ergebnisse der Autoantikbrper-Reaktionen gegen das CLTA Antigen zeigen
ausschlieflich signifikant erhéhte Reaktivitaten im Kammerwasser der PDS-Patienten im
Vergleich zu den NDG-Patienten (P<0,031) und im Vergleich der PDS-Patienten zu den
POWG-Patienten (P<0,011). Die im Kammerwasser detektierten Autoantikbrper-Reaktionen
gegen CLTA der PEX- und der KAT-Patienten zeigen keine signifikanten Reaktionen. (siehe
Abbildung 21, Tabelle 13)
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Abbildung 21: Whisker-Plots fur CLTA

Kammerwasser-Autoantikdrper gegen das CLTA Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitét (P<0,05).

CLTA
KAT PEX POWG NDG PDS
KAT 1,000 1,000 1,000 0,084
PEX 1,000 0,203 0,714 0,553
POWG 1,000 0,203 1,000 0,011
NDG 1,000 0,714 1,000 0,031
PDS 0,084 0,553 0,011 0,031

Tabelle 13: Kruskal-Wallis fir CLTA

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fir CLTA zwischen den vier Glaukom-gruppen (PEX, POWG,

NDG und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT Die signifikanten P-Werte der Autoantikdrper-Reaktivitat sind rot
unterlegt.
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4.2.11 Ergebnisse der Autoantikorperreaktion gegen Clusterin (CLUS)

Betrachtet man die Autoantikdrper-Reaktionen gegen das CLUS Antigen im Kammerwasser
so zeigen sich signifikant erniedrigte anti-CLUS Reaktionen der PEX-Patienten im Vergleich
zu den POWG-Patienten (P<0,022) und signifikant erhdhte Anti-CLUS Reaktionen der
POWG-Patienten im Vergleich zu den PDS-Patienten (P<0,015). Weder die Gruppe der
KAT-Patienten noch die der NDG-Patienten zeigen signifikante Reaktionen im
Kammerwasser. (siehe Abbildung 22, Tabelle 14)
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Abbildung 22: Whisker-Plots fur CLUS

Kammerwasser-Autoantikérper gegen das CLUS Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitét (P<0,05).

CLUS
KAT PEX POWG NDG PDS
KAT 1,000 1,000 1,000 0,189
PEX 1,000 0,022 0,720 1,000
POWG 1,000 0,022 1,000 0,015
NDG 1,000 0,720 1,000 0,090
PDS 0,189 1,000 0,015 0,090

Tabelle 14: Kruskal-Wallis fir CLUS

Kruskal-Wallis mit multiplen Mittelwertvergleichen fur CLUS zwischen den vier Glaukomgruppen (PEX, POWG,

NDG und PDS) und der Kontrollgruppe des KAT. Die signifikanten P-Werte der Autoantikdrper-Reaktivitat sind rot
unterlegt.
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4.2.12 Ergebnisse der Autoantikorperreaktion gegen Glutathion-S-Transferasen
(GST)

Die im Kammerwasser detektierten Autoantikdrper-Reaktionen gegen das GST-Antigen

zeigen signifikant erhohte Anderungen ihrer Reaktivitat im Vergleich der NDG- und POWG-

Patienten. Alle anderen Gruppen, einschlie3lich der Patienten mit einem KAT, als auch die

PDS und PEX-Patienten, zeigen keinen signifikanten Anderungen in ihrer Autoantikrper-

Reaktivitat gegen GST. (siehe Abbildung 23, Tabelle 15)
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Abbildung 23: Whisker-Plots fir GST

Kammerwasser-Autoantikérper gegen das GST Antigen mit signifikanten Anderungen ihrer Reaktivitét (P<0,05).

GST
KAT PEX POWG NDG PDS
KAT 1,000 1,000 1,000 1,000
PEX 1,000 0,756 0,256 1,000
POWG 1,000 0,756 0,003 1,000
NDG 1,000 0,256 0,003 0,779
PDS 1,000 1,000 1,000 0,779

Tabelle 15: Kruskal-Wallis fir GST

GST multipler Mittelwertvergleich der Kruskal-Wallis-Anova fur alle finf Gruppen: die der KAT Probanden,
Patienten mit PEX, mit POWG, mit NDG und mit PDS (PDS) und deren P-Wert. Die signifikanten P-Werte der

Autoantikorper-Reaktivitéat sind rot unterlegt.
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5 Diskussion

5.1 Methodische Aspekte

Eines der Ziele dieser Arbeit bestand in der Analyse von Autoantikdrper-Reaktionen im
Kammerwasser von Patienten mit einem POWG, NDG, PEX und PDS Glaukom sowie der
Kontrollgruppe des KAT unter Verwendung des Protein-Microarray-Verfahrens. Das Protein-
Microarray ermdoglicht das Screening einer umfangreichen Menge an Patientenproben
innerhalb kirzester Zeit, indem mehrere hundert Antigene mit geringsten Probenmengen in
einem Microarray ausgestattet werden kdnnen. Es stellt ein vielversprechendes Verfahren fir
das Antikorper-Screening bei Autoimmunerkrankungen dar und macht einen tiefgreifenden
Einblick in die Autoantikdrper-basierenden Immunprozesse der Patienten mdglich.
Heutzutage finden Autoantikérper-Tests haufig ihre Anwendung in der Diagnose von
Autoimmunkrankheiten. Klassische Autoimmunerkrankungen wie Hashimoto oder Typ-1-Dm
kénnen durch den Nachweis von Autoantikbrpern gegen krankheitsspezifische Antigene
nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck werden verschiedene Radioimmunassays und
ELISA’s durchgefihrt. In anderen Studien dienen Autoantikdrper als potenzielle Biomarker fiir
verschiedene Krebsarten als auch zur Diagnose von neurodegenerativen Erkrankungen, wie
Parkinson und Alzheimer (195-197).

In dieser Studie wurden veréanderte Autoantikorperlevel in den Kammerwasserproben mittels
Protein-Microarray gemessen. Das Protein-Microarray ist jedoch nur eine semiquantitative
Methode. Es hat allerdings den Vorteil, dass weniger Probenmaterial verbraucht wird und ist
vor allem von Bedeutung, wenn man mit schwer zuganglichem Probenmaterial, wie z.B.
Kammerwasser arbeitet, welches auch nur in sehr geringem Umfang verfugbar ist. Es hat
zudem den Vorteil, dass man viele Marker gleichzeitigt (insgesamt 44 in dieser Studie, siehe
Abbildung 7) testen kann. Man hétte den ELISA verwenden kénnen, um den exakten Titer
der jeweiligen Antikdrper im Kammerwasser zu bestimmen. Allerdings kann mit dieser
Methode immer nur auf einem Marker gleichzeitig getestet werden.

Im Zusammenhang mit dem Glaukom gibt es Hinweise fir krankheitsspezifische
Veranderungen der natirlichen Autoantikdrperrepertoires, was bereits in verschiedenen
Studien gezeigt wurde (6, 14, 140). Unter Verwendung des Protein-Microarrays konnten in
dieser Arbeit zahlreiche Antigen-Autoantikbrper basierende Immunreaktivitaten bei den
Glaukompatienten im Vergleich zueinander und zu den KAT Patienten nachgewiesen werden.
Trotz dessen, dass das Microarray-Verfahren bereits fur viele Studien genutzt und Gberarbeitet
wurde, stellt die Reproduzierbarkeit der Daten ein Problem dar (198).

Insbesondere die Qualitat der Spots ist fir das Microarray Verfahren entscheidend. In unserem

Labor benutzen wir ein non-contact Verfahren, welches keinen Kontakt der Diise mit der
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Objekttrageroberflache erforderlich macht. Dieses zeichnet sich im Vergleich zu dem contact
Verfahren durch eine grol3ere Homogenitat und geringere Schwankung zwischen den
Intensitaten der Spots aus, da es keinen direkten Kontakt mit den Slides hat.

Die Qualitat des Spots wird unter anderem durch die Oberflachenspannung des Analyten, die
Viskositat und die Objekttragerbeschaffenheit beeinflusst. Schlechte Spots werden manuell
aussortiert und kénnen nicht ausgewertet werden, wenn das Spotsignal im Detektionslimit liegt
und eine sehr schwache Intensitat aufweist oder wenn die Signalstarke in der Sattigung liegt.
Signale mit sehr schwacher Intensitat sind nicht auswertbar, wenn sie unter dem
Detektionslimit liegen.

AuRerdem hat die Wahl des Oberflachenobjekttragers Einfluss auf die Reproduzierbarkeit des
Spotsignals. In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass sich Nitrozellulose durch eine
hohe Bindekapazitat sowie ein adaquates Signal/Rausch-Verhéltnis auszeichnet und dabei
die Struktur der Proteine erhalten bleibt (140, 199).

Die Spotting-Eigenschaften werden zudem durch die unterschiedlichen physikalischen
Eigenschaften der Antigene wie die Viskositat der proteinhaltigen Lésungen beeinflusst. Je
viskdser die Antigen-Ldsung ist, desto schlechter kann man diese spotten insbesondere, weil
ein non-contact-Spotter verwendet wurde (140).

Andere potentielle Fehlerquellen fur das Experiment sind die angewendete Operationstechnik
und das Operationsmaterial. Dieses kann ja nach Operateur und Operationsart variieren und
wird maf3geblich von der Expertise des Behandlers beeinflusst (198). Zudem ist die Entnahme
und die Menge des Kammerwassers wahrend der Operation unklar und kann durch
Fremdmaterial die = Kammerwasserproben verunreinigen.  Allgemeinerkrankungen,
Medikamente sowie einige Parameter zur Funktionsdiagnostik wurden dokumentiert aber nicht
weiter ausgewertet, weil die Daten nicht kontinuierlich fur alle Patienen verfligbar waren.

In dieser Studie sind die Gruppen der POWG-, PEX-, PDS-, NDG- und KAT Patienten
unterschiedlich groR (siehe Abbildung 11), da nicht mehr Patienten und nicht ausreichend
Kammerwasserproben zur Verfigung standen. Dies begriindet sich damit, dass zuerst die
Proben gesammelt wurden und auf Basis der Proben die klinischen Daten erhoben und die
Gruppen gebildet wurden. Die statistische Power, welche durch die kleinste Gruppe bestimmt
wird, umfasst in dieser Studie die Gruppe der KAT Patienten. Da die Gruppe der KAT
Patienten sehr klein ist und sich somit die statistische Power dieser Studie verringert, kdnnen
Gruppen-Unterschiede mit kleiner Effektstarke nicht detektiert werden.

Wegen der ungleichen GruppengrofRen wurden fir die entsprechenden statistischen Analysen
der Dunn’s Test verwendet.

Bei den Patienten mit einem Glaukom, wurde bei einigen Patienten ebenso ein KAT
diagnostiziert. Hier ist jedoch unklar, ob die Patienten bereits vor der Probenentnahme an

einem KAT erkrankt waren, oder dieses nach der Operation entwickelt haben.
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Insgesamt betrachtet kann man sagen, dass potenzielle Fehlerquellen nicht komplett beseitigt
werden konnten. Das Microarray-Verfahren konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch
erfolgreich angewendet werden, sodass bei den unter 4 dargestellten Studienergebnissen von
adaquaten Autoantikorper-basierenden Immunreaktionen bei den Glaukompatienten

angenommen werden kann.

5.2 Antikdrper im Kammerwasser von Glaukompatienten

Glaukom-assoziierte Autoantikérper konnten bereits in einer Vielzahl an Studien identifiziert
werden und man ist bestrebt die spezifische Rolle dieser Autoantikdrper fur die
Glaukompathogenese zu untersuchen. Das Glaukom wird als eine auf das Auge zentrierte
Erkrankung verstanden und daher erscheint die Untersuchung des Kammerwassers relevant.
Joachim et al. untersuchten erstmals Antikdrper im Kammerwasser von Glaukompatienten
wahrend in anderen Studien ausschlie3lich Antikdrper im Serum untersucht wurden (44). Die
Vorderkammer des Auges ist durch eine starke antigenspezifische, systemische
Immunsuppression ausgezeichnet (ACAID), um das Auge vor Schaden einer zu starken
Immunantwort zu schiitzen. Dieses Immunprivileg wird durch das Fehlen des Lymphabflusses,
die Blut-Retina-Schranke und das Kammerwasser aufrechterhalten. Hier konnte gezeigt
werden, dass das Kammerwasser selbst immunkompetente Eigenschaften besitzt (135, 137-
139). Sowohl im Serum als auch im Kammerwasser konnten antigenspezifische Antikérper
nachgewiesen werden, die in beiden Korperflissigkeiten gegen mehr als 80% der Antigene
Ubereinstimmten. Das Kammerwasser hat hierbei eine besondere Bedeutung, da es raumlich
vom Blutkreislauf durch die Blut-Retina-Schranke getrennt ist und im direkten Kontakt mit der
Retina steht (9, 140). Bislang ist nicht geklart, ob die Antikorper eine direkte Ursache oder eine
Folge von pathologischen Veranderungen beim Glaukom sind. Der Zusammenhang zwischen
systemischen Veranderungen und der Immunkompetenz des Auges durch die Blut-Hirn-
Schranke ist ebenso ungeklart. Es ist davon auszugehen, dass &hnliche
immunmodulatorische Vorgange im Auge wie im restlichen Organismus wirken. Das
Einwandern von systemischen Antikorpern durch eine Schéadigung der Blut-Hirn-Schranke
wurde in friiheren Studieren bereits diskutiert und wére denkbar (140, 200, 201). Daher ware
es auch denkbar, dass die Antikorper Uber die Blut-Retina-Schranke in das Kammerwasser
gelangen. Die erhdhten Autoantikbrper-Reaktionen im Kammerwasser kénnten aber auch auf
eine lokale Antikérperproduktion im Auge zurickzufuhren sein, beispielsweise durch das
retinale Pigmentepithel (140). Womdglich sind die Antikdrper im Kammerwasser
glaukomspezifischer als die Antikorper im Serum, da durch das Immunprivileg des Auges
verstarkt glaukomassoziierte Antikorper zu finden sind, wahrend im Serum das komplette

Antikodrperprofil des menschlichen Organismus wiedergespiegelt wird (44). Okular



59

zirkulierenden Antikorpern werden verschiedene Funktionen beigemessen, wobei sowohl
stimulierende als auch hemmende Wirkungen mdglich sind sowie agonistische und
antagonistische Rezeptorwirkungen oder die Aktivierung der Komplementkaskade diskutiert
werden. Die verschiedenen Autoantikdrper-Reaktivititen konnten auf den Verlust der

neuroprotektiven Wirkung hinweisen und zur Pathogenese des Glaukoms beitragen (11).

5.3 Analyse der Antigen-Autoantikdrper-Reaktion der

Patientenproben

In den meisten Fallen werden Antigen-Antikdrper-Reaktionen mit Immunerkrankungen wie
systemischem Lupus erythematodes oder der Hashimoto Krankheit in Verbindung gebracht
(162, 202). Man findet sie aber auch bei Gegebenheiten, die nicht als Autoimmun gelten. So
sind Autoantikorper-Spiegel bereits Monate vor einer klinischen Manifestation einer
Krebserkrankung im Blut der betroffenen Patienten nachweisbar (203). Aul3erdem findet man
sie bei neurologischen Erkrankungen wie Parkinson und Alzheimer (164, 165). In zahlreichen
Studien konnten Veranderungen der Antigen-Autoantikérper basierenden Auotimmmunitat bei
Glaukompatienten nachgewiesen werden (5, 9-11). Zu diesem Zweck, galt eine weitere
Fragestellung darin, in welchem Zusammenhang die biologischen Funktionen der von den
Autoantikdrpern erkannten Antigene mit der Pathogenese der verschiedenen Glaukomformen
stehen und welche Antikdrper im Kammerwasser verandert sind. Es hdufen sich die Beweise
dafur, dass Autoantikdrper nicht nur an der Pathologie von Erkrankungen beteiligt sind,
sondern auch bei physiologischen Prozessen involviert sind. Es erfordert daher weitere
tiefgreifende Studien, die die Natur und Funktion des Autoantikbrper-Repertoires vermehrt in
den Fokus nehmen. Die umfassende Charakterisierung der identifizierten
krankheitsbezogenen Antigen-Antikdrper-Reaktionen im Kammerwasser spielt eine
entscheidende Rolle bei der Verbesserung des Verstdndnisses der immunologischen
Prozesse beim Glaukom. In dieser Arbeit stehen diejenigen Antigene im Fokus, welche
signifikante Unterschiede (P<0,05) in ihrer Antigen-Autoantikdrper-Reaktivitdt zwischen den

vier Glaukomgruppen und der Kontrollgruppe des KAT im Kammerwasser zeigten.

5.3.1 Signifikante Antigen-Autoantikorper-Reaktionen in Zusammenhang mit
dem Pseudoexfolationsglaukom

Das PEX-Glaukom zeigt signifikante Unterschiede in der Antigen-Autoantikdrper Reaktion
gegen die Kontrollgruppe des KAT. Hierzu gehdren die Antigene CALD1, b-S-Crys, GFAP und
LPPR3 die im Vergleich zu den Kontrollprobanden des KAT signifikant erhdhte Reaktionen
aufweisen.
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Das PEX-Glaukom wird insbesondere durch Verdnderungen im Gewebe verursacht wobei
oxidativer Stress, pro-fibrotische Zytokine und Wachstumsfaktoren an der Regulierung
elastischer Proteine beteiligt sind und als Co-modulierende Bestandteile Einfluss auf die
Bildung des PEX-Materials nehmen kdnnen (204). Beutgen et al. vermuten einen verénderten
Clathrin-vermittelten extrazellularen Matrixumsatz bei der Pathogenes des PEX-Glaukoms
und fanden Anti-CLTA-Autoantikérper als mutmaflichen Biomarker. Es wird diskutiert, dass
die Aufnahme von zirkulierenden Antikdrpern durch Clathrin vermittelt wird. Clathrin ist an der
Bildung von Vesikeln beteiligt und induziert die Clathrin-vermittelte Endozytose, welche es
Autoantikdrpern ermdglicht ihrer Wirkungen auf intrazellularer Ebene zu aktivieren. In der
Studie von Beutgen et al. wurden erniedrigte Antikorper gegen Clathrin in Bezug auf das PEX-
Glaukom detektiert, wahrend in dieser Studie keine signifikanten Antikérpern ermittelt wurden
(12).

Veranderungen in den Antikdrperrepertoires sollten daher nicht isoliert bewertet werden,
sondern ganzheitlich betrachtet werden, um Rickschliisse auf Gemeinsamkeiten und

biologische Prozesse der Autoantikorper zurtickschlie3en zu kénnen.

Das Protein CALD1 kommt in der glatten Muskulatur und in Nicht-Muskelzellen vor. Die
Eigenschaften von CALD1 beinhalten die Bindung an Aktin, Tropomyosin, CA(2+)-Calmodulin,
Myosin und Phospholipiden. Aulzerdem ist es an der Regulation der Actomyosin-ATP-Aktivitat
sowie der Vernetzung zwischen Aktin und Myosin und der Verbesserung der
Mikrofilamentstabilitat beteiligt (205, 206). Es gibt zwei Isoformen von CALD1, die Glattmuskel-
Isoformen und die Nichtmuskel-Isoformen, welche verschiedene Funktionen erfiillen. CALD1
aus glatter Muskulatur reguliert die Hemmung des Tonus der glatten GefaBmuskulatur und
Nichtmuskelzellen-lsoformen spielen eine Rolle bei der Regulation der Zellmotilitat und der
Zytoskelettorganisation (205, 206). TM-Zellen weisen fibroblastenéhnliche Eigenschaften auf
und sind in der Lage sich zusammenzuziehen und damit den Abflusswiderstand im TM zu
modulieren (207). Der Abflusswiderstand im TM wird aus der extrazellularen Matrix gebildet
mit Einflussnahme des Aktinzytoskeletts der TM-Zellen. Das glaukomatése TM ist steifer als
das von gesunden Menschen und ist im Krankheitsverlauf grof3en strukturellen
Veradnderungen ausgesetzt, was mit einer verschlechterten Anpassung an sich andernde 10D-
Werte einher geht (208). Die Gewebesteifigkeit wird durch die Dysregulation extrazellularer
Matrixablagerungen, das Aktin-Zytoskelett und Zell/ Zell-Matrix-Verbindungen erhéht, was zu
einer Erhéhung des Abflusswiderstandes des Kammerwasser fihrt (6).

Gabelt et al. konnten in menschlichen Vorderkammerabschnitten zeigen, dass eine
Uberexpression von CALD1 in TM-Zellen zu Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts und der
Matrixadhasion fihrten indem die TM-Zellen entspannt wurden und ihre Aktin-Zytoskelett- und

Zell-Matrix-Verwachsungen unterbrochen wurden. Dies bewirkte eine Erhdhung der TM-
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Ausflussfahigkeit im Vorderabschnitt des Auges (209). AulRerdem konnte gezeigt werden,
dass eine CALD1-Uberexpression in Fibroblasten, &hnliche Auswirkungen hat wie chemische
Inhibitoren der zellularen Kontraktilitdt und zu deren Gewebesteifigkeit beitragen. Diese
Inhibitoren senken den IOD und erh6hen den Kammerwasserausfluss aus der Vorderkammer
des Auges. Der erhdhte 10D stellt beim PEX eine Belastung des Zytoskeletts und der Zell-
Zell-Kontakte dar und umso wichtiger ist die Aufrechterhaltung dieser Mechanismen fiir das
Zelliberleben. Erhdhte Antikdrperreaktionen gegen CALD1 koénnten bei PEX-Patienten
moglicherweise die Integritat des Zytoskeletts und der Zell-Zell-Kontakte beeinflussen und den
Untergang von RGZ’s bei erhéhtem IOD beflirworten.

Das Protein CALD1 alleine kdnnte hingegen in vivo eine therapeutische Wirkung bei der
Erhéhung des Abflusses beim PEX haben, indem es die Kontraktilitat des Aktin-Zytoskeletts
von TM-Zellen verandern, da es durch eine Uberexpression zur Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts fuhrt. (210, 211). Beutgen et al. konnte signifikant erhéhte Autoantikérper-Level
gegen CALD1 in POWG Patienten im Vergleich zu einer nicht-glaukomattsen Kontrollgruppe
zeigen und diese héheren Level als. potentiellen Biomarker mit einer Sensitivitat von 81% bei
einer Spezifitat von 93% identifizieren (11). Mit dem Panel dieses potenziellen Biomarkers
konnte es ebenfalls mdglich sein, PEX Patienten mittels neuronalen Netzwerken zu
kategorisieren. Pathologische Veranderungen der CALD1-Expression kdnnten ebenso eine
Autoimmunitat gegen das Antigen CALD1 induzieren, wobei der Ursprung der CALD1-

Autoantikorper unklar bleibt und in weiteren Studien untersucht werden muss (207).

Neben erhéhten Anti-CALD1-Autoantikérperreaktionen zeigten sich signifikant erhdhte
Autoantikdrperreaktionen gegen b-S-Crys beim PEX im Vergleich zum KAT. Kristalline sind
Strukturproteine aus der Linse und machen 80-90% der l6slichen Proteinfraktion aus (212).
Die Transparenz der Linse und ihr Brechungsindex sind das Ergebnis der Verteilung der
Kristalline in der Linse, diese stellen die Hauptstrukturkomponente dar. Kristalline werden in
Alpha-, Beta- und Gammafamilien eingeteilt und wurden in der Retina bei Diabetes, Trauma
und anderen Erkrankungen der Netzhaut nachgewiesen. Alpha- und Beta- Kristalline wurden
zudem als neuronale und retinale Proteine erkannt und sind an der Regulation von
Schutzmechanismen bei Degenerationen von Neuronen im zentralen Nervensystems durch
Apoptosepravention, Stabilisierung des Zytoskeletts und der Proteinfaltung beteiligt (191, 213-
215). Funktionelle Verdnderungen der Kristalline kdénnen die Membran- und Zell-Zell-
Interaktionen modellieren und zu einer Linsenzellpathologie fithren (216). In der Pathogenese
des KAT wurde den Kristallinen grof3e Aufmerksamkeit geschenkt, da ein Defekt im Kristallin-
Gen mit dem Auftreten eines kongenitalen KAT einhergeht. Hier bestand bei der Hélfte der
Patienten mit dem Phé&notyp des kongenitalen KAT eine Verbindung zum Glaukom. Man geht

davon aus, dass Beta-B2-Kristalline sowohl Linsenepithelzellen als auch retinale Neuronen
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beeinflussen und somit nicht nur die Bildung eines KAT begilinstigen, sondern ebenso andere
neurodegenerative Erkrankungen wie das Glaukom (215, 217). Wéahrend der KAT Entstehung
kénnen bedeutende Mengen an Kristallinen in das Kammerwasser freigesetzt werden,
weshalb Kristalline in Linsenepithelzellen von Patienten mit einem KAT erhoht sind (12).

Seccia et al. beschaftigten sich bereits vor 30 Jahren mit Veranderungen in den Kristallinen
wahrend des Alterns und bei KAT. Es wurde diskutiert, ob diese Veranderungen auf oxidativen
Stress zurlickzufuhren sein kdnnte (218). Da bei der Pathogenese des Glaukoms reaktive
Sauerstoffradikale beteiligt sind, konnten die erhdhten b-S-Crys als eine neuroprotektive
Antwort auf den oxidativen Stress verstanden werden. Im Zusammenhang mit der KAT
Pathogenese wurde die antiapoptotische Wirkung der Alpha und b-S-Crys Antigene vielfach
beschrieben (216). Bei Umwelt- und Stoffwechselstérungen wurde eine Hochregulierung der
Kristallingenexpression beobachtet, wahrend beim Glaukom eine Herunterregulierung
festgestellt wurde. Dies deutet darauf hin, dass die verringerten Kristalline das Uberleben der
RGZ’s beeinflussen und mit deren Degeneration in Verbindung stehen und in Mechanismen
die die Apopotose auslosen eingreifen. Man geht davon aus, dass die Uberexpression
kristalliner Gene fur die Regeneration und das Uberleben der RGZ's in der Retina sorgen und
eine Rolle beim Uberleben von Ganglienzellen nach einem Trauma spielen (214, 215). Die
erhohten Autoantikdrperreaktionen gegen b-S-Crys bei PEX Patienten im Vergleich zu den
KAT Patienten kénnten ein Indiz dafir sein, dass es zu einem schnelleren Zelluntergang der
RGZ’s beim PEX durch eine vermehrte Beeinflussung antiapoptotischer Funktionen kommt
und als Reaktion auf oxidativen Stress verstanden werden. Autoantikérper gegen b-S-Crys
koénnten die Kristallinexpression beim PEX stimulieren und somit eine neuroprotektive Wirkung
auf die RGZ’s ausliben. Die erhdhten Anit-b-S-Crys-Autoantikérper kénnten ebenso darauf
rickschlieRen lassen, dass die PEX Patienten ebenso an einem KAT erkrankt waren oder
dabei waren ein KAT zu entwickeln, da von 56 PEX Patienten, 49 ebenso an einem KAT

erkrankt waren (vgl. Tabelle 3).

Das Zwischenfilamente GFAP aktiviert Astrozyten und die reaktive Gliose als Reaktion auf
Verletzung, Ischdmie oder Neurodegeneration und sorgen somit fir den Schutz von
Astrozyten in akuten Stadien von Neurotrauma oder Schlaganfall (219). GFAP ist ein
Intermediarfilament in reifen Astrozyten und wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts von
Astrozyten wahrend ihrer Entwicklung.

Es ist an der Regeneration, der synaptischen Plastizitdt und der reaktiven Gliose in Astrozyten
beteiligt (220).

Die Funktionen von GFAP umfassen die Unterdriickung der neuronalen Proliferation im Gehirn
sowie die Bildung einer Barriere zur Isolierung des geschadigten Gewebes. Zudem reguliert

es den Blutfluss nach einer Ischdmie und tragt zur Blut-Hirn-Schranke bei. Aul3erdem
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unterstitzt GFAP die Myeliniserung sowie die Bereitstellung mechanischer Fahigkeiten (221).
In ischdmischen Sehnerven konnte eine Hochregulation der mRNA des Autoantigens GFAP
gefunden werden. Die retinale Ischamie hat Auswirkungen auf den Untergang des Sehnervs
(222) und begunstigt eine schnelle Progression des PEX-Glaukoms. Bell et al. postulierten,
dass die Reduktion des GFAP-Antikérpers ein Hinweis auf den Verlust der schiitzenden
Autoimmunitat ist, da Autoantikérper gegen GFAP einen neuroprotektiven Effekt auf neuronale
Zellen haben (173).

In anderen Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose wurden erhéhte GFAP-Spiegel im Serum
von Patienten gefunden. Hier scheint es einen nitzlichen Biomarker fur entziindliche Prozesse
darzustellen (223, 224). Aul3erdem findet man erhdhte Expressionen von GFAP in Astrozyten
die die Amyloid-Plaques bei der Alzheimer-Krankheit umgeben (225).

Die Astrozytopathie ist eine Autoimmunerkrankung des Nervensystems, die mit Fieber,
Kopfschmerzen, Enzephalopathie, unfreiwilligen Bewegungen, Myelitis und abnormalem
Sehvermoégen einhergeht. Man fand GFAP-Autoantikbrper im Liquor und im Serum von
Patienten mit Astrozytopathie wobei der GFAP-Antikorper keine pathologische Veréanderung
ausldost, sondern als Marker dient (226). GFAP-Autoantikérper kdnnten beim PEX-Glaukom
ebenfalls als niitzliche Biomarker dienen und auf eine erregte Immunantwort schlief3en lassen

die durch entziindliche Prozesse induziert werden.

Die Lipidphosphat-Phosphatase-verwandten Proteine (LPPRs), auch Plastizitats-verwandte
Gene (PGR’s) genannt, gehdren zu einer Unterklasse der im Gehirn angereicherten
Lipidphosphatase (LPP)-Uberfamilie. Die LPPRs beteiligen sich an der extrazellularen
Konzentration und Signaltransduktion von Lipidphosphatestern indem sie mit dem
Lipidphosphat-Signalweg interferieren. In Zellen und primdren Neuronen induzieren sie
Membranvorspriinge, Neuriten-Auswiichse sowie dendritische Wirbelsaulenbildungen. Die
LPPR-Familienmitglieder (LPPR1, LPPR3, LPPR4 und LPPRS5) kooperieren miteinander
indem sie ihre Funktion durch Komplexbildung ausiben (227, 228). LPPR3 ist Mitglied der
LPP-Familie und Milbeck et al. stellten fest, dass LPPR3 bei glaukomatdsen Sehnerven erhdht
sind. Lipide oder Lipidstoffwechselwege wurden bislang nur wenig Aufmerksamkeit geschenkt.
Milbeck et al. zeigten einen Zusammenhang zwischen den LPL-Metabolismus im Sehnerv und
der Aberration im glaukomatésen Sehnerv (229). Autoantikbrper gegen LPPR3 konnten die
Signaltransduktion im Sehnerv beeinflussen. Allerdings ist unklar, ob diese einen

stimulierenden oder hemmenden Effekt auf die Aberration im Sehnerv haben.

Insgesamt tragen die Erkenntnisse der zuvor beschriebenen Mechanismen der signifikanten
Antikkorperlevel gegen die Antigene CALD1, b-S-Crys, GFAP und LPPR3 dazu bei, dass

Autoantikdrper pathologische Veréanderungen im PEX-Glaukom widerspiegeln kénnen und in
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der Glaukompathogenese als Biomarker fur entziindliche Prozesse oder in der Therapie des
Glaukoms zum Einsatz kommen koénnten. Die Kausalitdt der Autoantikdrpergenese bleibt
jedoch weiterhin ein Ratsel. Dennoch bleibt genug Potential fir zukinftige Studien, die das

Zusammenspiel von Immunsystem und PEX-Glaukom untersuchen wollen.

5.3.2 Signifikante Antigen-Autoantikdrper-Reaktionen in Zusammenhang mit
dem Primaren Offenwinkelglaukom

Die Autoantikbrper beim POWG zeigen signifikante Unterschiede in den Autoantikorper-
Antigen-Reaktionen im Vergleich zum PEX-Glaukom. Zu den Antigenen, die signifikant
erniedrigte Reaktionen zeigen, gehdren CALD1, b-S-Crys, b-L-Crys, GFAP, CLUS und
C1QBP.

Die fuhrende Therapie, um ein Fortschreiten des POWG zu verhindern, ist die Senkung des
IOD. Der erhohte 10D kommt durch einen verminderten Kammerwasserabfluss aus dem Auge
Uber das TM zustande. TM-Zellen sind an der Modulierung des Abflusswiderstandes aktiv
beteiligt. Das TM bei POWG Patienten ist durch eine zunehmende Gewebesteifigkeit
charakterisiert, die zu einer reduzierten Anpassung an sich &ndernde I0D-Werte beitragt (11).
Bei der Entwicklung eines POWG spielt die Kontraktilitdit des Actinmyosin-Systems in TM-
Zellen und im Innenwandendothel des Schlemm’schen Kanal eine besondere Rolle im
Zusammenhang mit der Regulation des Abflusswiderstandes (230). CALD1 moduliert das
Actomyosin-Netzwerk indem es mit Aktin und Cadherin interagiert welche an der Zell- und
Zell-Matrix-Adhé&sion beteiligt sind und reguliert die Zellkontraktilitait Ca2*-abhangig. GroRe
Mengen an CALD1 fiuhren in TM-Zellen zu einer Neuorientierung des Aktin-Zytoskeletts und
zur Unterbrechung von Adharenzverbindungen. Diese molekularen Veranderungen fihren zur
Entspannung des TM-Gewebes und sorgen dafir, dass mehr Kammerwasser aus dem TM in
die Vorderkammer des Auges abflieRen kann und der IOD gesenkt wird. Grosheva et al.
schlugen CALD1 daher fur die Gentherapie des Glaukoms vor (11, 210).

Beutgen et al analysierten potentielle Autoantikbrper gegen Antigene im TM im Serum von
POWG-Patienten und konnten einen signifikanten Anstieg der Autoantikdrperspiegel gegen
funf Antigene, darunter CALD1 und VIM, im Vergleich zur nicht-glaukomattsen
Kontrollgruppe finden. Vor allem im frihen Stadium des POWG waren CALD1-
Autoantikorper signifikant erhoht, was sie in der Friihdiagnose als serologische Biomarker
interessant machen kénnte (11). In dieser Studie zeigen sich dagegen signifikante
erniedrigte Werte des Anti-CALD1-Antikdrpers im Kammerwasser im Bezug zum POWG
gegen das PEX, wahrend die Werte beim PEX im Vergleich zur Kontrollgruppe des KAT
signifikant erhoht sind. Hieraus lasst sich ableiten, dass die erhdhten Autoantikérper gegen
CALD1 im PEX mdglicherweise die Integritat des Aktin-Zytoskeletts und der Zell-Zell-

Kontakte starker beeinflussen als im POWG und den Zelluntergang bei erhéhtem 10D
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beflrworten. Denkbar wére, dass durch die Wirkung der Autoantikérper gegen CALD1, das
Gewebe nicht langer in der Lage ist sich zu entspannen, sodass der Abfluss aus dem TM zur
Senkung des 10D vermindert ware. Anti-CALD1-Antikorper kdnnten demnach zur
Gewebesteifigkeit im TM beim PEX gezielt beitragen.

Bei POWG-Patienten lasst sich hingegen nur schwerlich ein Riickschluss auf die verminderten
Anti-CALD1-Antikorper Werte im Kammerwasser und deren Einfluss auf die Stabilitat des
Zytoskeletts und der Zell-Zell-Kontakte ziehen. Der Ursprung der CALD1-Autoantikorper bleibt

weiter unklar und muss in weiteren Studien besser erforscht werden.

B-S-Crys und b-L-Crys zéhlen zur Familie der Kristalline und sind Strukturproteine der Linse.
Wax et al. konnten erhdhte Serum-Immunreaktionen gegen Alpha und Beta-Kristalline bei
Patienten mit NDG und POWG nachweisen. Man postulierte, dass diese Autoantikbrper an
der neuronalen Apoptose beteiligt sein kénnten, da die Apoptose durch das Applizieren von
Antikdrpern gegen Kristalline auf der Netzhaut induziert werden konnte (177). Boehm et al.
verglichen Autoantikdrper in Kammerwasser- und Serumproben von denselben POWG-
Patienten mittels Microarrays. Sie stellten erhohte HSP70-Antikérperspiegel in Serumproben
fest, wahrend Antikdrper gegen Beta-L-Kristallin herunterreguliert waren (140). Anti-b-L-Crys-
Antikorper und Anti-Beta-S-Crys-Antikorper sind in dieser Studie jedoch nicht im Serum,
sondern im Kammerwasser beim POWG erniedrigt im Vergleich zum PEX. Hieraus lasst sich
postulieren, dass diese Autoantikbrper womdglich Uber die Blut-Retina-Schranke als Folge

von pathologischen Veranderungen beim Glaukom in das Kammerwasser gelangt sind.

Antikérper gegen das GFAP, ein intermediares Filamentprotein welches in Astrozyten und
Muller-Zellen exprimiert wird, zeigen in vivo und in vitro neuroprotektive Wirkungen auf RGZ’s
bei Glaukompatienten. Da die Antikbrper gegen GFAP in sehr geringer Menge bereits eine
Relevanz fur das Immunsystem von Glaukompatienten zeigen, kann man davon ausgehen,
dass geringe Mengen von (z. B. Tranen, Kammerwasser, Serum oder postmortale Netzhaut)
ausreichen, um detaillierte Protein- und Antikérperveranderungen zu diagnostizieren (5, 219).
Uber eine verstarkte Expression von GFAP wurde bei unterschiedlichen Netzhautverletzungen
sowie glaukomattsen Neurodegenerationen berichtet (231, 232). Eine Zunahme von GFAP in
der Astroglia sorgt durch eine Herrunterregulierung von F-Aktin und ABP zu einer zellularen
Bewegungsunfahigkeit (233). Tezel et al. konnten eine Gliaaktivierung, die von einer erhéhten
GFAP-Expression begleitet ist beim Glaukom nachweisen (234). Boehm et al. postulierten,
dass das Aktin-Zytoskelett durch die gesteigerte Gliaaktivierung verandert wird (140).

Ahnlich wie bei anderen neurologischen und psychischen Erkrankungen wie Epilepsie,
multipler Sklerose, Parkinson und depressiven Stdrungen wurden verringerte Anti-GFAP-

Autoantikdrper im Serum dieser Patienten gefunden (235).



66

Diese Erkenntnisse lassen darauf riickschliel3en, dass das Fehlen der Autoantikdrper gegen
GFAP im Serum womdéglich einen Verlust der natirlichen Autoimmunitat vermittelt und
neurodegenerative Prozesse fordern (140, 173).

Chou et al. untersuchten die Langzeitwirkung von Lidocain auf die RGZ'’s, den IOD und die
Expression von GFAP und anderen Proteinen. Dabei fand man heraus, dass Lidocain den
Anstieg des IOD nicht veranderte, die GFAP-Expression jedoch verringert war und die RGZ-
Uberlebensrate um 35% verbessert wurde (236).

In anderen Studien konnten protektive Eigenschaften von Antikdrpern gegen GFAP auf die
RGZ gezeigt werden. Es ist das Ergebnis eines herunterregulierten Stresslevels in der
Netzhaut (237).

Wilding et al. konnten ebenso ein neuroprotektives Potential der herunterregulierten Anti-
GFAP-Antikorpern bei einer verstarkten Expression von GFAP in der Netzhaut bei
Glaukompatienten nachweisen. Sie fanden heraus, dass geringe Dosen des GFAP-
Antikdrpers Zellen vor oxidativem Stress, welcher durch verdnderte Proteinexpressionen des
Aktin-Zytoskeletts zurtickzufuhren ist, schiitzen. Hohere Dosen des GFAP-Antikérpers zeigten
hingegen einen negativen Effekt auf die Uberlebensrate der Zelle. Hierbei wurde eine
Kreuzreaktion des Antikdrpers gegen das im ER residente Protein 57 festgestellt. Es scheint
ein verandertes Signal in den Zellen zu bewirken und |6st die protektiven Effekte aus (238).
Joachim et al. untersuchte an Ratten, die mit einem Sehnervhomogenat (ONA) immunisiert
wurden, die Apoptose, das Auftreten von Antikérpern und die Gliose, um Rickschlisse auf
das Absterben von RGZ's zu schlieRen. Man fand heraus, dass IgG-Antikorper an der
Auslésung der RGZ-Apoptose beteiligt sind (14). Fan et al. konnten zeigen, dass reaktive
Astrozyten ein wichtiger Faktor in der Hemmung der Sehnerv Regeneration sind und neue
Wege fur die Modulation der Regeneration der Netzhaut beim Glaukom sein kdénnten (239).
Aufgrund des erhghten IOD gehen Ganglienzellen der Netzhaut verloren und sorgen fiir einen
irreversiblen Verlust des Sehvermdgens beim POWG. Die Neuroprotektion ist daher von
grofl3er Bedeutung in der Therapie des Glaukoms. Es konnte gezeigt werden, dass die GFAP-
Spiegel in der Netzhaut von Glaukompatienten signifikant erhdht sind und eine neuroprotektive
Wirkung haben. Die GFAP-Expression als Reaktion auf einen erhthten 10D kann als
zuverlassige Marker angenommen werden (240).

In dieser Studie zeigen die POWG-Patienten verminderte Anti-GFAP-Autoantikdrper
Reaktivititen gegenliber den PEX-Patienten im Kammerwasser nicht jedoch im Vergleich zur
Kontrollgruppe der KAT Patienten. Diese Antikorper-Veranderungen lassen sich sowohl im
Kammerwasser als auch im Serum der Patienten mit einer sehr hohen Korrelation (70%)
nachweisen (5). Insbesondere beim PEX ist eine Umstrukturierung des Zytoskeletts
erforderlich, um die Integritat der dynamischen Prozesse des Zytoskeletts bei erhdhten IOD

Werten aufrechtzuerhalten. GFAP ist Bestandteil des Zytoskelettts von Astrozyten und an der
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reaktiven Gliose in Astrozyten beteiligt. Erhdhte Anti-GFAP-Antikbrper im Kammerwasser
kénnten ein Hinweis auf einen Verlust der schitzenden Autoimmunitat sein. Wéahrend im
Serum von POWG Patienten und Patienten mit anderen neurodegenerativen Erkrankungen,
wie multipler Sklerose und Parkinson, erniedrigte Anti-GFAP-Antikdrper detektiert wurden
(140, 235). Die Anti-GFAP-Antikbrper im Kammerwasser als Zentrum der
Glaukompathogenese, welches raumlich durch die Blut-Retina-Schranke vom Blutkreislauf
getrennt ist, kbnnten durch das Immunprivileg des Auges glaukomspezifischer sein als die
Antikdrper im Serum. Erhéhte GFAP-Antikorper im Kammerwasser kdnnten somit ein Marker
fr entzindliche Immunprozesse beim PEX sein, die auf eine erhdhte Expression von GFAP

als Reaktion auf Verletzung, Ischamie oder Neurodegeneration exprimiert werden (vgl. 5.3.1).

Die Anti-C1QBP-Antikorper sind im Kammerwaser von POWG Patienten im Vergleich zu den
PEX Patienten signifikant erniedrigt. Das Komplement 1g-bindende Protein ist in
verschiedenen Zelltypen ausschlie3lich in der mitochondrialen Matrix lokalisiert. Es ist ein
Rezeptor fur die Komponente 1Q und fuhrt zur Hemmung des C1-Komplexes und damit zur
Unterdriickung der Komplementaktivierung. Bei Krebserkrankungen ist CLQBP hochreguliert
und man geht davon aus, dass es eine Rolle bei der Tumorentstehung spielt. In Fibroblasten
schitzt die Hochregulierung des Gens C1QBP vor Apoptose und férdert die Zellproliferation
als auch Migration. Es kénnte Potenzial fir eine gezielte medikamentdse Therapie gegen
Krebs haben (241).

Beutgen et al. untersuchten Antigene in TM-Zellen und ihre Autoantikérper im Serum um
Wege zu finden, die an der Entstehung von Autoantigenen beteiligt sind. Sie suchten nach
Veranderungen in der Immunitat der Autoantigene beim POWG und Uberpruften einen
Anstieg der Autoantikorper gegen das Komplement 1g-bindende Protein durch das Antigen-
Micorarray. Zudem priiften sie das Potenzial der Autoantikdrper gegen C1QBP als
zuverlassigen Biomarker und konnten die POWG Patienten mit einer Sensitivitat von 79%
und einer Spezifitdt von 89% korrekt klassifizieren im Vergleich zu einer nicht-glaukomatdsen
Kontrollgruppe. Autoantikdrper gegen C1QBP aktivieren das Komplementsystem in den
RGZ’s glaukomatdser Augen. C10QBP Autoantikérper kénnen vermutlich die Hemmung der
Bildung des C1-Komplexes verhindern, indem sie die C1QBP-Effektorstellen blockieren (6).
Autoantikdrper gegen C1QBP kénnten somit fur eine Aktivierung der unspezifischen
humoralen Immunantwort sorgen und die Apoptose der RGZ’s beglinstigen. Stasi et al.
untersuchten in diesem Zusammenhang, ob die Komplementaktivierung Teil der
Pathogenese des Verlusts an RGZ’s beim Glaukom ist. Anhand eines Tiermodells wurde die
zeitliche Verteilung der Hochregulierung von C1QBP in der Netzhaut in Bezug auf
glaukomatdse RGZ-Schaden untersucht. lhre Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine

Hochregulation der C1QBP-Expression durch Stress ausgeldst werden kann, der durch
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einen erhohten 10D auf der Netzhaut induziert wird. Die Fortsetzung der CLQBP-Expression
deutet auf einen Zusammenhang mit dem RGZ Verlust hin, welcher im Alter und bei
Fortschreiten des Glaukoms zunimmt. Er postulierte, dass die Expression von C1QBP in
Muller-Zellen ein adaptiver Mechanismus ist, um apoptotische RGZ'’s zu entfernen. Eine
andere Interpretation kénnte sein, dass es durch den erhdhten 10D zu einer
Funktionsstdrung der RGZ kommt, die eine C1QBP-Hochregulierung beglnstigen und das
lokal vorhandene C1QBP an die RGZ’s bindet und deren Apoptose induziert (242). In dieser
Studie sind die Anti-C1QBP-Antikdrper im Kammerwasser der POWG Patienten im Vergleich
zu den PEX Patienten signifikant erniedrigt. Die verringerten Anti-C1QBP-Antikdrper konnten
im Kammerwasser, als Ort der im direkten Kontakt mit den RGZ’s steht, die C1LQBP-
Expression hemmen und somit einem vermehrten RGZ-Verlust entgegenwirken. Zudem
waére es denkbar, dass das Vorhandensein der verringerten Anti-C1QBP-Antikdrper im
Kammerwasser als potenzielle Glaukom-Biomarker zur Anwendung kommen, die es

verdienen, in weiteren Studien naher analysiert zu werden.

Die Autoantikdrperreaktionen gegen CLUS zeigen signifikant erniedrigte Ergebnisse im
Vergleich der POWG- mit den PEX Patienten. Das extrazellulare Chaperon CLUS verhindert
die stressinduzierte Aggregation abnormaler Proteine und ist Bestandteil der PEX-Fibrillen
(79). Es ist ein Glykoprotein, welches in allen Kdrperfliissigkeiten vorkommt und von fast allen
Zelltypen produziert und sekretiert wird. Im Auge findet man CLUS in Hornhaut, Linse,
Ziliarkorper, Netzhaut, Glaskdrper und im Kammerwasser. Die Expression von CLUS wird bei
zellularem Stress hochreguliert und induziert eine zytoprotektive Wirkung durch Hemmung der
Apoptose, Forderung von Zellkontakten und Schutz von Zellen. Zenkel et al. konnten eine
signifikant verringerte Expression von CLUS im Kammerwasser und im vorderen
Augensegment von PEX-Augen im Vergleich zu normalen Kontrollaugen und POWG-Augen
erfassen. Dies bekraftigt die Annahme, dass Schutzmechanismen in PEX-Augen
beeintrachtigt sind. Verringerte Konzentrationen von GST-S-Transferase-1 im Gewebe des
vorderen Segments unterstitzt diese These. Ein Mangel an CLUS soll die stressinduzierte
Akkumulation und stabile Ablagerung von abnormal aggregiertem PEX-Material im vorderen
Augensegment fordern (243).

Schlbtzer-Schrehardt konnten einen Zusammenhang zwischen dem PEX und dem Gen fur
CLUS sowie der GST und weiteren Genen nachweisen. Diese Gene sind sowohl an der
zellularen Stressantwort als auch an der Regulation beteiligt. Polymorphismen in diesen
Genen wurden ebenso bei Alzheimer identifiziert. (79).

CLUS als Bestandteil der PEX-Fibrillen verhindert die Aggregation und das Ausféllen von
falsch gefalteten Proteinen. Bei PEX-Patienten wurden verringerte Werte von CLUS im

vorderen Augenabschnitt und im Kammerwasser im Vergleich zu POWG Patienten gefunden.
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Die Anreicherung des PEX-Materials beim PEX wird somit beglnstigt, da die zytoprotektive
Wirkung von CLUS gehemmt ist. Durch die Dysfunktion von CLUS kommt es zur Aggregation
abnormaler Mikrofibrillen (=PEX-Fibrillen) und im Laufe der Zeit zu einer Verbindung des PEX-
Materials an das Gewebe. Dieser Prozess wird durch oxidativen Stress, der durch die
progressive Produktion der PEX-Fibrillen entsteht, geférdert (76, 243). Die erhohten
Antikoérper-Level gegen CLUS beim PEX im Vergleich zum POWG kdnnten der Grund fir die
verminderten Expressionen des CLUS Antigens sein und auf eine Unterdriickung der
zytoprotektiven Wirkung von CLUS beim PEX hindeuten und dieses begtinstigen. Es zeigen
sich keine signifikanten Ergebnisse im Vergleich zur Kontrollgruppe des KAT. Die
Standardabweichung der Intensitaten aller Gruppen dieser Studie sind generell relativ hoch
und die Gruppe der KAT Patienten umfasst eine sehr kleine Gruppe. Man kann nur
Unterschiede mit sehr hoher Effektstdrke nachweisen und da es innerhalb der KAT Gruppe
bereits starke individuelle Unterschiede gibt, reicht die statistische Power in diesem Versuch

nicht aus, um signifikante Ergebnisse im Vergleich zum POWG zu detektieren.

Zusammenfassend liefern diese Ergebnisse eine weitere Bestatigung fur die Existenz
spezifischer Autoantikdrper im Kammerwasser von Patienten mit POWG und PEX. Auch wenn
die Autoantikorper nicht direkt an der Manifestation eines Glaukoms beteiligt sind, kbnnten sie
womoglich als Marker fur kiinftige Erkrankungen bei derzeit Gesunden eingesetzt werden.
Antikorpertiter konnen sich bereits viele Jahr vor dem klinischen Ausbruch von
Autoimmunerkrankungen, wie bei Multipler Sklerose und Lupus erythematodes entwickeln,

was auch beim Glaukom in Betracht gezogen werden kdnnte (244, 245).

5.3.3 Signifikante Antigen-Autoantikorper-Reaktionen in Zusammenhang mit
dem Normaldruckglaukom

In dieser Studie zeigten sich signifikante Unterschiede in der Antigen-Autoantikérper-Reaktion
von NDG zum PEX und POWG. Hierbei waren die Antigene VIM und GST im Vergleich zum
POWG signifikant erhoht wahrend das C1QBP im Vergleich zum PEX erniedrigt war.

VIM zahlt zu den Typ Il Intermediarfilamenten und wird typischerweise in mesenchymalen
Zellen exprimiert. Hauptfunktion dieses Proteins ist die Aufrechterhaltung der Zellform. Es
spielt jedoch auch eine Rolle in der Wundheilung. Eine Uberexpression des Proteins
begunstigt die Entstehung von Gewebefibrosen (246). VIM kann als Autoantigen bei
Autoimmunerkrankungen oder als Schadenssignal wirken. Man findet es vorwiegend im
Zytoplasma wobei es auch an extrazellularen Stellen in sezernierter Form oder an
Zelloberflachen in Verbindung mit Zellaktivierung, Entztindung oder Verletzung stehen kann
(247). Man geht davon aus, dass Autoantikdrper gegen VIM den Knochenstoffwechsel

beeinflussen und den direkten Knochenschwund induzieren (248). Anti-VIM-Antikérper sind
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aber nicht nur bei rheumatologischen Autoimmunerkrankungen von Bedeutung, sondern
spielen ebenso eine Rolle bei Funktionsstérungen von Herz- und Lungentransplantaten, wo
sie mit einem Transplantatverlust assoziiert werden (249). Beim Glaukom wurde im
Zusammenhang mit VIM festgestellt, dass bei einer Uberexpression von VIM vermehrt
Narbengewebe in der Tenon-Kapsel entsteht, wodurch der Erfolg des Eingriffes der TE zur
Senkung des I0D’s beeintrachtigt wird (250). Autoantikdrper gegen VIM wurden in friheren
Studien bereits im Kammerwasser von NDG Patienten entdeckt sowie in Seren von
Glaukompatienten (12, 13).

AuRRerdem konnten bei einer durch einen erhohten 10D induzierten okularen Ischamie bereits
vor dessen Auftreten, Immunreaktionen gegen VIM festgestellt werden. Die
Antikdrperreaktivitdt gegen VIM nahm nach der Ischdmie signifikant zu (9). Die Anti-VIM-
Antikdrper kdnnten grofl3e Mengen an VIM hemmen und somit zum Schutz des Gewebes beim
NDG beitragen, um einer erhéhten Steifigkeit der Tenon-Kapsel entgegenzuwirken. Anti-VIM-
Antikérper kdénnten zudem ein Marker zur Friherkennung eines NDG’s sein, da dieses
hauptsachlich durch vaskulare Dysregulationen mit der Folge von Ischdmie und Schadigung
des Sehnervs entsteht und VIM nach Auftreten einer Ischamie signifikant erhoht ist. Beim
POWG sind die Anti-ViM-Antikorper im Vergleich zum NDG hingegen erniedrigt und kénnten
auf einen Verlust der schitzenden Immunitat hindeuten, der pathologische Prozesse beim
POWG begilinstigt.

Jedoch wurden die erhdhten Anti-VIM-Antikbrper auch im Zusammenhang mit anderen
Erkrankungen wie z.B. rheumatologischen Autoimmunerkrankungen sowie bei Krebspatienten
nachgewiesen (248, 251). Dies schafft fur die klinische Anwendung der Autoantikdrper als
diagnostische Biomarker eine unrealistische Voraussetzung, da deren Potenzial zur
Unterscheidung der verschiedenen Krankheiten ausbleibt. Die Tatsache, dass Autoantikérper
gegen VIM in verschiedenen Krankheiten nachgewiesen werden konnte, kdnnte jedoch darauf
hindeuten, dass sie Teil des natlrlichen Autoantikérperrepertoires sind. Durch eine Stérung

der Homdostase der natirlichen Autoantikérper konnten Krankheiten begtnstigt werden (11).

GST’s sind Entgiftungsenzyme, die in der Membran von Gliazellen und neuronalen Zellen
des Zentralnervensystems einschlief3lich der Netzhaut vorkommen und die Fahigkeit
besitzen toxische Wirkstoffe, die bei oxidativem Stress als Sekundarmetaboliten gebildet
werden, zu entgiften (174, 252). Anti-GST-Antikdrper sind beim NDG im Vergleich zum
POWG signifikant erhéht.

Die Expression von GST ist ein Marker fur die Empfindlichkeit von Zellen gegentiber
oxidativem Stress. Oxidativer Stress fiihrt in der Netzhaut zu neuronalem Zelltod und ist
mafgeblich an der glaukomatdsen Neurodegeneration beteiligt. Hohe GST-Spiegel in

retinalen Gliazellen deuten auf eine neuroprotektive Wirkung hin. Yang et al. untersuchten



71

Netzhautproteine im Serum von Glaukompatienten und fanden erhéhte Autoantikérper Titer
gegen GST sowohl beim POWG als auch beim NDG. Diese stellen eine Reaktion auf
Gewebestress als Folge der Neurodegenerationsprozesse in der Netzhaut dar (174). Bagnis
et al. untersuchten Kammerwasserproben von POWG Patienten mittels Microarrayanalyse
und fanden verringerte Expressionen von GST. Sie nehmen an, dass das Ungleichgewicht
zwischen Produktion und Entgiftung von freien Radikalen aus Sauerstoff und Stickstoff im
Kammerwasser durch die verringerte Expression des antioxidativen GST Enzyms
verschlimmert wird. GST steht im direktem Zusammenhang mit der Abwehr von oxidativem
Stress und spielt bei der Eliminierung freier Radikale eine entscheidende Rolle (253). GST-
Polymorphismen kénnen Schutz- oder Risikofaktoren bei POWG oder anderen
Glaukomformen sein. Yu et al. fihrten eine Metaanalyse durch um Zusammenhange
zwischen GST-Polymorphismen und dem Glaukom ausfindig zu machen und sie kamen zu
dem Schluss, dass GST-Polymorphismen zu einem erhéhten Glaukomrisiko beitragen
konnen (254). Ist die GST-Funktion vermindert ist der Metabolismus oxidativer
Zwischenprodukte gestort und die Auswirkung von oxidativem Stress auf den Sehnerv wird
verstarkt (252).

GST-Polymorphismen sind auferdem mit einer Vielzahl von Krankheiten, einschlie3lich
Krebs, Kardiovaskularen Erkrankungen, Erkrankungen der Atemwege und ophtalmologischen
Problemen wie dem KAT assoziiert (252, 254). Im Zusammenhang mit Brustkrebs stellt GST
einen Indikator fir eine schlechte Prognose der Erkrankung in der Behandlung mit
Chemotherapeutika dar (255).

Das NDG zeichnet sich durch eine gestdrte Autoregulation des Blutflusses und durch eine
verminderte Durchblutung der Netzhaut, der Chorioidea, der Papille und den retrookularen
GefaBen aus. Ist die Autoregulation gestort, dann fuhrt jede I0D-Steigerung oder
Blutdrucksenkung zu einer Verminderung des okularen Blutflusses. Nicht jedoch die
Reduktion des okuldren Blutflusses alleine stellt einen Risikofaktor fir eine glaukomattse
Optikusneuropathie beim NDG dar, sondern eine fluktuierende Durchblutung, die durch eine
instabile Versorgung der Gewebe mit Sauerstoff zum oxidativen Stress fiihrt. Dieser oxidative
Stress fiihrt durch die Dysbalance von oxidativen und antioxdativen Mechanismen zu einem
irreversiblen Glaukomschaden, welcher sich durch den Verlust von RGZ’s und durch einen
Gewebeumbau der Papille manifestiert (256).

Oxidativer Stress entsteht durch reaktive Sauerstoff- oder Stickstoffsubstanzen und sorgt fur
ein Ungleichgewicht am Auge. Beim Glaukom lassen sich oxidative Schaden an TM-Zellen,
der Abnahme des reaktiven antioxidativen Potenzials und erhdhten Antioxidanzien wie
Enzymen im Kammerwasser nachweisen (257).

Beim POWG spielt oxidativer Stress eine wichtige Rolle im Verlauf der Pathogenese, da

zunachst TM-Zellen geschadigt werden und dadurch die Homdostase zwischen Stickoxid und



72

Endothelien verandert wird (132). Das TM erleidet wahrend der Progression des POWG einen
fortschreitenden Zellverlust und Zellzerfall und Proteine, die in der Vorderkammer freigesetzt
werden, sind im Kammerwasser nachweisbar (253). Im Kammerwasser befinden sich
messbare Mengen an freien Sauerstoffradikalen sowie eine Vielzahl an enzymatischen und
nicht-enzymatischen Antioxidantien, die die schadliche Wirkung der freien Radikale abwehren
sollen (258, 259). Unter ihnen ist das Enzym GST, welches eine wichtige Rolle bei der
Anitoxidation, Entgiftung und Eliminierung von Karzinogenen, Oxidantien und Toxinen spielt
(254). Verringerte Anti-GST-Antikérper kénnten beim POWG im Vergleich zum NDG ein
Indikator fir ein erhdhtes Glaukomrisiko sein und als Biomarker fir die Empfindlichkeit von
Zellen gegen oxidativen Stress dienen. Sie kdnnten das Ungleichgewicht zwischen Produktion
und Entgiftung freier Sauerstoffradikale im Kammerwasser verstarken und zum Glaukomrisiko
beitragen.

Erhohte Autoantikérpertiter gegen GST beim NDG im Vergleich zum POWG kénnten ebenso
eine Antwort auf Stress darstellen, der durch eine insuffiziente Versorgung der Gewebe mit
Sauerstoff durch eine gestdrte Autoregulation des Blutflusses entsteht und neurodegenerative
Prozesse fordert. Die Optikusneuropathie bei Glaukompatienten wird begunstigt und somit die

Pathogenese des NDG’s verstarkt.

Im Vergleich zu erhéhten Reaktionen gegen POWG, zeigt das NDG erniedrigte Werte fir
C1QBP gegen das PEX. Das C1QBP fiihrt zur Hemmung des C1-Komplexes und damit zur
Unterdriickung der Komplementaktivierung (241). Eine erhdhte neuronale C1QBP-Expression
wurde zudem bei der neurodegenerativen Alzheimer-Krankheit nachgewiesen. Hier vermittelt
es ebenso eine Komplementvermittelte autotoxische Reaktion, indem es den C1-Komplex
hemmt. Stasi et al. postulieren, dass die Hochregulierung von C1QBP durch oxidativen Stress
ausgelost wird, der durch einen erhohten 10D auf der Netzhaut vermittelt wird (242).
Autoantikdrper gegen C1QBP aktivieren das Komplementsystem in den retinalen
Ganglienzellen glaukomatdser Augen (6). Die Anti-C1QBP-Antikoérper sind beim PEX
gegeniber POWG und NDG erhoht wahrend diese beim POWG und NDG gleich sind. NDG
und POWG zahlen zur Gruppe der primaren Offenwinkelglaukome und zeichnen sich durch
ein spontanes Auftreten am Auge aus, wahrend das PEX als sekundares Offenwinkelglaukom
durch eine progressive Ablagerung von PEX-Fibrillen in den trabekularen Abflusswegen als
Folge eines Pseudoexfolationssyndroms entsteht. Im glaukomatésen Auge von POWG und
NDG Patienten sind die Signalwege, die den Abflusswiderstand und die TM-Biomechanik
steuern, fehlreguliert und das TM Gewebe ist 20-mal steifer als bei Gesunden Patienten. Beim
PEX wird der Abflusswiderstand hingegen durch ein Ungleichgewicht fibrogener
Wachstumsfaktoren und proteolytischer Enzyme erhéht, die zu einer progressiven Ablagerung

der PEX-Fibrillen in verschiedene intra- und extraokularen Geweben fihrt. Die Menge der
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Ablagerungen steht hier in direkter Korrelation mit dem RGZ-Verlust und wird durch oxidativen
Stress beglnstigt.

Die erh6hten Anti-C1QBP-Antikérper beim PEX kénnten eine verstarkte Immunantwort férdern
und zum Schutz der RGZ’s beitragen, indem sie die Aktivierung des Komplementsystems
fordern. Durch die Hochregulierung der Anti-C1QBP-Antikorper kdnnte die Zellprofileration
und Migration beim PEX beglnstigt werden und durch ihre protektive Wirkung auf
Fibroblasten, dem Ungleichgewicht fibrogener Wachstumsfaktoren beim PEX

entgegenwirken.

Insgesamt sind diese Ergebnisse ein weiterer Hinweis fur das Einwirken von Autoantikdrper
im Kammerwasser von Patienten mit NDG, PEX und POWG. Im Vergleich zur Kontrollgruppe
des KAT wurden keine signifikanten Autoantikdrper gegen C1QBP, VIM und GST detektiert.
Die KAT Gruppe umfasst eine kleine Gruppe mit gro3en Standartabweichungen und einer
schwachen Effektstarke im Vergleich zum NDG. Da es in dieser Gruppe starke individuelle

Unterschiede gibt, reicht die statistische Power in diesem Versuch nicht aus.

5.3.4 Signifikante Antigen-Autoantikorper-Reaktionen in Zusammenhang mit
dem Pigmentdispersionsglaukom

Das PDS zeigt ausschlieBlich signifikant erhéhte Antigen-Antikérper-Reaktionen.

Ahnlich wie beim PEX, zeigt das PDS erhohte Reaktionen von b-S-Crys und LPPR3 im
Vergleich zur Kontrollgruppe des KAT. Zudem zeigt das PDS erhdhte Antigen-Antikorper-
Reaktionen gegen das Heterogene nukleare Ribunukleoproteine (hnRNPs), welches sowohl
gegen den KAT als auch gegen das POWG erhéhte Werte aufweist.

Heterogene nukleare Ribunukleoproteine (hnRNPs) finden sich im Zellkern und sind an der
Verarbeitung der Pr&-mRNA und anderen Aspekten des mRNA-Metabolismus und —Transport
beteiligt. Jedes hnRNP-Protein hat eine andere RNA-Bindungspraferenz auf der Pra-mRNA
und unterschiedliche Nukleinsdurebindungseigenschaften (260). Das heterogene nukleare
Ribonukleoprotein F beteiligt sich an der Regulation des mRNA-Stoffwechsels, indem es
spezifisch die RNA-Sequenzen des G-Trakts erkennt (261). HNRNP F ist am Komplex der
gewebespezifischen Pra mRNA Spleil3eregulation beteiligt, welches an der genetischen
Regulation beteiligt ist (262, 263).

Bei der Behandlung von Hypertonie und Nierenschaden bei Dm Typ 1 konnte an Mausen
gezeigt werden, dass durch eine Hochregulation der hnRNP F — Expression der Insulin
Bluthochdruck verhindert und Nierenschaden vermindert werden konnten (264).

HNRNP-F gilt als tumorférderndes Molekil mit der F&ahigkeit die Zellproliferation bei
unterschiedlichen Krebsformen zu férdern. Es ist entscheidend fur die Genexpression und

Signaltransduktion (265). Denkbar wéare beim PDS Glaukom, dass die genetische Regulation
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bei PDS Patienten durch erhtéhte Anti-HNRNP F-Antikdrper verandert ist und durch die
Forderung der Zellproliferation vermehrt Pigmentzellen in das Kammerwasser freigesetzt
werden. Hierdurch konnte die Vorwdlbung der Iris, die zum mechanischen Abrieb der
Pigmentgranula fihrt, begulinstigt werden und die Ablagerung der Pigmentzellen im TM zur

Manifestation eines PDS Glaukoms beitragen.

Ahnlich wie beim PEX Glaukom, konnten erhdhte Autoantikérper gegen b-S-Crys beim PDS
gegen den KAT detektiert werden. Sie konnen als Strukturproteine der Linse an der
Regeneration und dem Uberleben von RGZ’s mitwirken und zum Schutz vor Degeneration der
Neuronen beitragen (214). Wax et al. postulierten hingegen, dass die erhéhten Anti-b-S-Crys
Antikérper an der neuronalen Apoptose der Neuronen beteiligt sind (177). Autoantikdrper
gegen LPPR3 zeigen ebenso erhdhte Werte im Sehnerv in einer friiheren Studie von Milbeck
et al. bei der Lysophospholipid (LPL)-Profile und entsprechende Enzyme in den LPL-Wegen
im Sehnerv zwischen Kontroll- und Glaukomproben untersucht wurden. Diese erhéhten Anti-

LPPR3-Antikérper kénnten zur Aberration im Sehnerv beitragen (229).

Erhéhte Autoantikoérper gegen CALR konnten beim PDS sowohl gegen das PEX als auch das
POWG detektiert werden.

CALR ist ein multifaktorielles Protein, welches im Lumen des ER in vielen Zellen lokalisiert ist.
Die Zellmembran ist wichtig fur die Ca2+-Speicherung und -Freisetzung und CALR ist eines
der wichtigsten Ca2+-bindenden Chaperone des ER und reguliert die Kalziumhomoostase.
Zudem ist es an zellularen Prozessen beteiligt wie der interzellularen Kommunikation, der
Regulation der Genexpression, der Zelladhasion, der Autoimmunitdt sowie der Apoptose.
CALR ist an der Synthese von Molekilen beteiligt, dazu gehdren lonenkanéle,
Oberflachenrezeptoren, Integrine und Transporter (266-268). Es ist an der korrekten Faltung
von neu gebildeten Glykoproteinen und deren Qualitatskontrolle beteiligt (269). Im Rahmen
von Alterungsprozessen kann es bei Fehlfunktion von CALR zur Anhaufung von fehlgefalteten
Proteinen im ER kommen und folglich zur einer vermehrten Produktion von freien
Sauerstoffradikalen, was moglicherweise die Pathogenese des Glaukoms beginstigt (270,
271). Chronischer Stress des ER spielt in der Pathophysiologie des Glaukoms eine Rolle. Das
ER ist fur die Synthese, Faltung und Reifung von Proteinen zustandig. Stress im ER entsteht,
wenn es mit ungefalteten oder fehlgefalteten Proteinen Giberfordert ist und sich diese im Lumen
des ER akkumulieren. Dies hat zur Folge, dass freie Sauerstoffradikale, die ein
neurodestruktives Potenzial haben, vermehrt produziert werden (224, 272). Man geht von
einer therapeutischen Bedeutung von CALR bei steroidhormonabhangigen Erkrankungen, wie
z. B. Osteoporose aus und es wird fur die Entwicklung neuer antithrombotischer Wirkstoffe

untersucht (273). Hinsichtlich krankheitsassoziierter Prozesse konnte eine Beteiligung an der



75

Pathogenese verschiedener Tumoren nachgewiesen werden bei denen erhdhte CALR-
Konzentrationen das Wachstum und die Metastasierung von Zellen hemmt (272, 274). In
dieser Studie zeigten sich erhdhte Antikdrper gegen CALR bei PDS Patienten im Vergleich zu
Patienten mit PEX und POWG. Die erhohten Anti-CALR-Antikdrper im PDS kdnnten Folge des
oxidativen Stresses sein, der durch die Ablagerung von Pigmentgranula im Kammerwinkel
beim PDS Glaukom entsteht. Durch das Erschweren der Phagozytose der Apoptosereste der
Zellen wird moglicherweise die Produktion der Autoantikdrper gegen CALR erleichtert und die
beschriebene autoimmune Wirkung weiter beglnstigt. Bell et al. konnten in ihrer Studie
belegen, dass Antikdrper das ER beeinflussen konnen (5). Es kdnnte im Falle der Aktivierung
der Antikdrper gegen CALR zur vermehrten Anhaufung von fehlgefalteten Proteinen im ER
kommen mit der Folge, dass es zu einer vermehrten Anreicherung freier Sauerstoffradikale im

ER kommt und das PDS Glaukom durch den oxidativen Stress begiinstigt wird.

Erhéhte Werte im Vergleich von PDS gegentiber POWG konnten zudem gegen CLUS (CLUS)
detektiert werden. Auf3erdem zeigen Antikdrper gegen Clathrin light chain A (CLTA) im PDS
erhdhte Werte, sowohl gegen das POWG als auch das NDG.

Clathrin ist ein zytoplasmatisches Protein, welches bei der Endozytose und dem intrazellularen
Transport beteiligt ist (275). Man unterteilt endozytische Wege von Zellen grob in
clathrinabhangig (= das Hullprotein Clathrin inbegriffen) und —unabhangig (276). Endozytische
Clathrin-beschichtete Vesikel entstehen durch Interkationen von zytosolischen Proteinen mit
Komponenten des Inneren der Plasmamembran (277). Die Clathrin-Leichtketten (CLCa und
CLCb, auch bkannt als CLTA und CLTB) sind Hauptbestandteile von Clathrin-beschichteten
Vesikeln. (278).

Durch die Clathrin-abhdngige Endozytose gelangen Zellen, Rezeptoren, lonenkanéle und
extrazellulare Molekile durch Vesikel in Zellen. Pits (= Membranflecken) entstehen, die durch
das Vorkommen von Clathrin definiert sind. Die Bildung eines clathrinbeschichteten Pits
erfordert, dass Clathrin mit spezifischen Rezeptormolukilen assoziiert wird und somit eine
polymere Matrix auf der inneren Membranoberflache gebildet wird (279). Es dient wahrend der
Endozytose als Netzwerk um die Membran und interagiert dabei mit sich und anderen
Adapterproteinen. Seine Hauptfunktion beinhaltet die Bildung eines Stitzgitters als aul3ere
Hulle um die knospenden Vesikel. Durch das Clathrin-Gitter kann eine Interaktion zwischen
Adapterproteinen entstehen (275).

Janssen et al. untersuchten den Clathrin-Vesikel-vermittelten Transport im Ziliarkdrperepithel
und fanden heraus, dass sich die Kammerwasser-Zusammensetzung &andert, da z.B.
Immunglobuline, Schilddriisenhormone, Prostaglandine, Cholesterin und Vitamine mit dem
Kammerwasser ausgeschieden werden. Man geht davon aus, dass sich die Veranderung der

Kammerwasser-Zusammensetzung im Ziliarkorperepithel durch den Clathrin-Vesikel-
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vermittelten Transport eine Rolle in der Pathogenese des POWG spielt (280). Erhohte
Autoantikdrper gegen Clathrin kénnten ein Hinweis fir frihe pathologische Veranderungen im
Kammerwasser sein. Michael et al. fanden aufRerdem heraus, dass eine Reduktion der TM-
Zell-Phagozytose mit dem Glaukom assoziiert ist und Vesikel eine wichtige Rolle bei der
Selbstreinigung des Abflussweges spielen, da diese die Phagozytose in TM-Zellen markieren
(281).

Erhéhte Anti-CLUS-Antikérper sind im PDS im Vergleich zum POWG detektiert wurden. Beim
POWG konnte, wie bereits diskutiert, ein Mangel an CLUS die stressinduzierte Akkumulation
und stabile Ablagerung von abnormal aggregiertem PEX-Material im vorderen Augensegment
fordern (243). Das vermehrte Vorkommen von Anti-CLUS-Antikérpern im PDS Glaukom,
koénnte ein Hinweis auf eine zytoprotektive Wirkung dieser Autoantikdrper sein, da CLUS im
Kammerwasser durch zellularen Stress hochreguliert wird und an der Hemmung der

Apoptose, der Forderung von Zellkontakten und dem Schutz von Zellen beteiligt ist.

5.4 Fazit und Ausblick

Das Glaukom als Bedrohung fur die Gesundheit des Auges, insbesondere bei einer immer
alter werdenden Gesellschaft in westlichen Landern, stellt eine zunehmende Belastung des
Gesundheitssystems dar. Es besteht ein Bedarf an effizienten Fortschritten im
Krankheitsmanagement bei Kontrolluntersuchungen von Patienten bei denen ein
Glaukomverdacht besteht. Bisher zielt die Behandlung des Glaukoms Uberwiegend auf die
medikamentdse Senkung des 10D ab. Hierdurch kann zwar einer Progression der
Erkrankung vorgebeugt werden, jedoch wird nur ein wichtiger Risikofaktor des Glaukoms
behandelt. Kostengunstige und einfach zu handhabende Instrumente und Materialien hilft
Arzten eine effiziente Behandlungstherapie fiir den Patienten zu wahlen. Hier kann ein
sicherer Test, der ein Glaukom bereits im Frihstadium erkennt, einem Fortschreiten des
Sehverlustes durch eine schnelle, individuelle Therapie entgegenwirken. Nicht nur der
Patient profitiert von einer friihzeitigen Erkennung eines Glaukoms, sondern auch das
Gesundheitswesen kann Kosten durch eine gezielte Medikation vermindern. Spezifische
Autoantikdrper-Biomarker, die im Kammerwasser der Patienten verandert sind, konnte ein
Ansatz hierfur sein.

Ziel dieser Arbeit war es, die Beteiligung der veranderten Autoantikdrperreaktivitaten im
Kammerwasser bei den Glaukomformen POWG, NDG, PEX und PDS zu erforschen und
deren Einfluss auf die Pathogenese zu untersuchen. Die sowohl in dieser Arbeit, als auch in
friheren Studien verwendeten Antigene wiesen einen deutlichen Zusammenhang bei
glaukomspezifischen Prozessen auf und nehmen zentrale Aufgaben in der Physiologie des

Glaukoms ein. Es wurde bei den Patienten eine Vielzahl an signifikanten
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Autoantikdrperreaktionen gegen verschiedene Antigene beobachtet, die eine Involvierung
der Autoimmunitét bei erkrankungsbedingten und neurologischen Prozessen bei der
Pathogenese des Glaukoms belegen und als potenzielle Krankheits-Biomarker bewertet
werden konnten.

In Zusammenhang mit der diskutierten Beteiligung der Autoantikdrper beim PEX im
Vergleich zum KAT ist bei den Autoantikérpern gegen CALD1, b-S-Crys und GFAP eine
neuroprotektive Wirkung vorstellbar, die ein therapeutisches Potenzial beinhaltet.

Eine Initiierung des Komplementsystems durch Autoantikdrper gegen C1QBP wird beim PEX
im Vergleich zum POWG und NDG diskutiert und kénnte eine verstarkte Immunantwort
durch die Autoantikdrper vermitteln.

Andere Autoantikorper kdnnten die zytoprotektive Wirkung, die von einigen Antigenen
ausgeht, wie z.B. CLUS, unterdriicken und die Akkumulation und Ablagerung von Fibrillen
beim PEX und PDS Glaukom férdern und zu deren Krankheitsverlauf beitragen.

Diskutiert wurde bei einigen Autoantikdrpern das Potenzial eines Biomarkers zur
Friherkennung der verschiedenen Glaukomformen. So ware die Anwendung von erhdhten
Autoantikdrper gegen VIM als auch verminderten Autoantikdrper gegen GST als Biomarker
zur Friherkennung eines NDG denkbar.

In dieser Studie wurden die Autoantikdrper im Kammerwasser der Patienten untersucht.
Dem Kammerwasser kommt hierbei eine besondere Bedeutung zu, da die Antikdrper im
Kammerwasser womoglich glaukomspezifischer sind als im Serum. Ein Einwandern der
Antikodrper Gber die Blut-Retina-Schranke oder eine lokale Antikérperproduktion im Auge
wurde diskutiert und wéare denkbar.

Fur zukinftige Studien bleibt die Aufgabe welche genauen Ausléser fur die signifikant
veranderten Autoantikrperreaktionen im Kammerwasser verantwortlich sind und wie diese
reguliert werden. Heute ist klar, dass die Autoimmunitat eine wichtige Rolle beim Glaukom
spielt und sowohl ein therapeutisches als auch diagnostisches Potenzial zur Friherkennung
von Patienten mit Glaukom hat und madglicherweise helfen kann, die groRe Dunkelziffer an
Patienten mit teilweise bereits fortgeschrittenem Glaukomschaden, zu identifizieren. Alle
Hypothesen tber den Ursprung und die Funktion der nachgewiesenen Autoantikdrper in den

Glaukomformen sind eher spekulativ und missen durch weitere Studien belegt werden.
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6 Zusammenfassung

Das Glaukom umfasst eine Gruppe an optisch-neurologischen Erkrankungen, welche sich
durch einen langsamen, progredienten Untergang von RGZ’s auszeichnet und die
zweithaufigste Ursache fir Erblindung weltweit ist. Derzeit gibt es neben der Reduktion des
intraokularen Drucks mittels medikamentdser oder chirurgischer Therapie keine geeigneten
Mittel um dem Fortschreiten des glaukomatésen Schadens entgegenzuwirken. In den letzten
Jahren rickten krankheitsbedingte Veranderungen der Autoantikdrperprofile vermehrt in den
Fokus in der Glaukom Pathogenese.

In diversen Studien konnte eine Beteiligung der humoralen Immunantwort, die durch eine
Veranderung der serologischen Autoantikdrperspiegel bedingt ist, festgestellt werden.

Ziel dieser Arbeit war es die Rolle der Autoantikdrper an der Entstehung der Glaukomformen
des POWG, des PEX, des NDG und des PDS zu untersuchen. Ein Schwerpunkt bestand im
Vergleich der Autoantikdrper-Reaktionen im Kammerwasser der Glaukomformen und der
Detektion veranderter Proteinexpressionen unter Verwendung des Antikdrper-Microarrays.
Die Studienpopulation bestand aus vier Glaukomgruppen und der Kontrollgruppe des KAT.
Die Gruppe der Patienten mit POWG war mit 166 Patienten hierbei die gré3te Gruppe wéahrend
die Gruppe mit PDS mit 11 Patienten die kleinste Gruppe der Glaukome darstellte. Im Rahmen
einer Operation wurden jedem Patient Kammerwasserproben entnommen und die
Autoantikdrperreaktion wurden mittels Microarray im Labor der Augenklinik detektiert.

Die statistische Auswertung fand anschliel3end mit Hilfe von Statistica statt. Untersucht wurden
die Antikorperreaktionen gegen Filamentproteine, Enzyme, Glykoproteine und verschiedene
Strukturproteine im Kammerwasser. Diverse spezifische Autoantikorper-Reaktionen zwischen
allen Gruppen konnten detektiert werden.

Im Gruppenvergleich konnten sowohl erhthte als auch erniedrigte Reaktionen fir jede
Studiengruppe festgestellt werden. Das Potenzial dieser veranderten Autoantikdrper Spiegel
im Kammerwasser fur die Glaukom Pathogenese bleibt weiter unklar. Dennoch kdnnte die
Identifizierung von Autoantikdrpern gegen Autoantigene im Kammerwasser ein Ansatz fur die
Entwicklung geeigneter Biomarker in der Friiherkennung des Glaukoms sein.

Diese Informationen in der Friherkennung des Glaukoms, kdnnten helfen die veranderten
Autoantikdrperreaktionen beim Glaukom besser zu verstehen und effizienter im Alltag der
Medizin als Diagnoseinstrument oder bei neuen Behandlungsmethoden nutzen zu kénnen.
Die Ergebnisse dieser Dissertation liefern weitere Erkenntnisse uber die natirliche
Autoimmunitat und bilden die Grundlage flr weitere Analysen von Autoantikdrpern und deren
Eigenschaften und Einflussnahme beim Glaukom. Es bendétigt weitere Studie, um die

Einflussnahme des Immunsystems auf die Pathogenese des Glaukoms zu klaren.
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8 Anhang

Tabelle 16: Auflistung der fur die Herstellung der Protein-Microarrays verwendeten Antigene (vergl. 3.2.)

Abkurzu
ng Artikel Hersteller
Enzo
HSPD1 heat shock protein 60kDa (HSP60) human, recombinant LifeSciences
NTF3 Neurotrophin 3 Protein Biomol
GST Glutathion S transferase (GST) full-length ORF Abnova
VIM Vimentin, human ProGen
CLTA Clathrin A, B, C Sigma Aldrich
SPTAl Spectrin, alpha Sigma-Aldrich
ADRB2 Beta - 2 - Adrenergic Receptor Sigma-Aldrich
b-S-Crys Beta - S - Crystallin Sigma-Aldrich
HSPA1A Heat shock protein 70, HSP70 Sigma-Aldrich
ANXA5 Annexin V Sigma-Aldrich
SNCG Gamma - Synuclein Sigma-Aldrich
VDAC2 Recombinant human voltage dependent anion channel protein 2 (VDAC2) Abcam
CALD1 Recombinant human Caldesmon Abcam
TOP1 Topoisomerase 1 human Sigma
GAPDH Glyceraldehyde - 3 - phosphate dehydrogenase Abcam
14-3-3 a/b Recombinant Human 14-3-3 beta protein Abcam
IQGAP Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1 (611 - 710) protein Abnova
Human paraneoplsactic antigen Ma2 PNMA?2 full-length ORF ( AAH62301, 1 a.a. - 364 a.a.)
PNMA2 recombinant protein Abnova
MCM7 DNA replication licensing factor MCM7 Abnova
MCTS1 Malignant T-cell-amplified sequence 1 Abnova
Complement component 1 Q subcomponent-binding protein, mitochondrial CLQBP
C1QBP (Human) Recombinant Protein (P01) Abnova
Human Threonine--tRNA ligase 1, cytoplasmic TARS full-length ORF ( NP_689508.3, 1 a.a.
TARS - 723 a.a.) recombinant protein Abnova
ANP32B Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family member B Abnova
FLNA Human Filamin A FLNA full-length ORF ( AAH14654, 1 a.a. - 838 a.a.) recombinant protein Abnova
GFAP Glial fibrillary acidic protein US biological
TNNI3 Troponin |, cardiac muscle Abcam
Cyclo A Cyclophilin A Sigma-Aldrich
g Syn Gamma-Synuclein Sigma-Aldrich
NSE Neuron - specific enolase Sigma-Aldrich
LPPR3 Lipid phosphate phosphatase-related protein type 3 Protagen
Enzo
CLUS clusterin secretory from human, recombinant His-Tag LifeScience
CALR Calreticulin Sigma-Aldrich
b-L-Crys Beta - L - Crystallin Sigma-Aldrich
SOD Superoxid dismutase 1 Sigma
Human alpha actinin ACTNL1 full-length ORF ( NP_001093.1, 1 a.a. - 892 a.a.) recombinant
ACTN1 protein Abnova
COPA Coatomer subunit alpha Abnova
HNRNPF Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F Abnova
Enzo
HSP27 heat shock protein 27kDa HSP27 recombinant, human LifeScience
Human Transforming growth factor beta-1-induced transcript 1 protein TGFB1I1 full-length
TGFB1I1 ORF ( AAH32545, 1 a.a. - 444 a.a.) recombinant protein Abnova
ACT Actin from bovine muscle Sigma-Aldrich
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