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Grauer Star und oxidativer Stref§

Neues Diagnoseverfahren beim Grauen Star
Von W. Lohmann, W. Schmehl und J. Strobel

Eine grofle Anzahl an Menschen leidet besonders in fortgeschrittenem Alter an einer Katarakt
(Grauer Star), eine Krankheit, die zu einer starken Beeintrichtigung der Sehfihigkeit oder
gar zu Blindheit fithren kann. Die meist verbreitete Form der Alterskatarakte ist die nukleiire
Katarakt (Cataracta nuclearis), bei welcher der zentrale Bereich der Augenlinse allméhlich
an Dichte zunimmt und eintriibt, sowie von einer von gelb nach dunkelbraun fortschreitenden
Firbung befallen wird. Als Ursache fiir die Eintriibung der Linse wird die Bildung hochmole-
kularer Proteinaggregate angesehen, wihrend photochemisch entstehende Chromophore fiir
die Firbung verantwortlich zu sein scheinen. Trotz intensiver Forschung sind bis heute weder
die chemische Natur dieser Chromophore noch die zur Kataraktbildung fiihrenden molekula-

ren Mechanismen bekannt.

Neben anderen Ursachen werden Diabetes
mellitus, Nierenversagen, Bestrahlung
durch ultraviolettes Licht und andere
Strahlenarten sowie Galactoseunvertrig-
lichkeit und viele Medikamente als Risiko-
faktoren der Kataraktentstehung angese-
hen. Doch weder der erste Reaktionsschritt
noch die Kette der weiteren, zur Ausbil-
dung einer Katarakt fithrenden Prozesse
sind bekannt. Neuere Untersuchungen zei-
gen, daB kataraktfordernde Agentien mit
den Aminogruppen von Proteinen reagie-
ren und stabile, kovalente Verbindungen
eingehen konnen. Diese Verbindungen be-
wirken in den Proteinen eine zunehmende
Rate an Oxidationen von Sulfhydrylgrup-
pen und dadurch die Bildung hochmoleku-
larer Proteinaggregate.

Es sollte betont werden. dall in menschli-
chen Alterskatarakten tiblicherweise andere
Vernetzungen von Proteinen als die gefun-
denen Disulfidbriicken beobachtet werden.
Um den vielen Menschen, die an vermin-
derter Sehfihigkeit leiden, helfen zu kon-
nen, ist es von grofiter Bedeutung, die mole-
kularen Mechanismen der Kataraktbildung
aufzukldren. Nur wenn wir die normaler-
weise in der Linse ablaufenden Stoffwech-
selprozesse und deren Modifikationen im
Falle einer Katarakterkrankung verstehen,
wird es moglich sein, erfolgreiche Metho-
den zur Vorsorge oder Behandlung der
menschlichen Katarakte zu entwickeln.
Zur Zeit gibt es eine Reihe von Hinweisen
auf einen groBen EinfluB von Oxidations-
prozessen auf die Bildung einer Katarakt,
die zu einer Verinderung des Redoxpoten-
tials (Redox = Reduktion-Oxidation) in der
Augenlinse fithren. Wie allgemein bekannt,
ist Ascorbinsdure (Vitamin C) ein sehr
wichtiges Redoxsystem der Augenlinse. Ei-
ne Modifikation dieses Systems wird natiir-
lich die anderen Redoxsysteme, mit denen
es gekoppelt ist, nimlich z. B. Glutathion,
NADH/NAD" (reduzierte und oxidierte
Form des Nicotinamid-adenin-dinucleo-
tids), NADPH/NADP"* (reduzierte und

oxidierte Form des Nicotinamid-adenin-di-
nucleotid-phosphats), beeinflussen und
umgekehrt. Weiterhin ist die Aktivitit der
fiir die Aufrechterhaltung der optimalen
Bedingungen fiir eine einwandfreie Funkti-
on notwendigen Enzyme von enormer Be-
deutung. In diesem Zusammenhang ist das
Enzym Catalase, welches die Konzentrati-
on von Wasserstoffsuperoxid (H,O,) regu-
liert, besonders wichtig.

H,0, wird wihrend der Oxidation der As-
corbinsidure gebildet und kann, wenn es
nicht abgebaut wird, oxidative Schiden an
Membranen und Proteinen verursachen, so
zum Beispiel das Verhindern der Na™ /K " -
ATPase.

Weitaus bedeutsamer ist, dafl H,O,, einmal
durch Oxidation von Vitamin C produziert,
weitere Ascorbinsduremolekiile oxidieren
kann, so dal} eine Kettenreaktion in einer
Art ,Bioreaktor” ablaufen kann. Um die-
sen ,,Reaktor™ physiologisch optimal funk-
tionieren zu lassen, benutzt das Zellsystem
Catalase als ,,Bremselement®. Das Redox-
system der Ascorbinsdure scheint somit ei-
ne zentrale Rolle im Metabolismus der Lin-
se zu spielen.

Vitamin C ist in biologischen Systemen
hauptsichlich (zu etwa 90-95%) in seiner
reduzierten Form
(ASC,  Ascorbin-
sdure) vorhanden.
Im Verlauf der Ka-
taraktentstehung
wird sie zu ihren
oxidativen Abbau-
produkten oxidiert,
wobei ein voriiber-
gehender  Anstieg
und eine darauf fol-
gende Abnahme der
semi-oxidierten
Form (Ascorbylra-
dikal, SDA) und
der vollstindig oxi-
dierten Form (De-
hydroascorbinsiu-
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Abb. 1. Das Vitamin C-Redox-System. ASC = Ascorbinsdure (redu-
zierte Form), SDA =
kal), DHA = Dehydroascorbinsiure (oxidierte Form). ox. decay
products = oxidierte Zerfallsprodukte des Vitamin C.

re, DHA), zu verzeichnen ist. (s. Abb. 1).
Da die oxidativen Abbauprodukte (Diketo-
gulonsidure bis hin zu Methylglyoxal) nicht
mehr als Ascorbinsdure bezeichnet werden
konnen, nimmt withrend der Ausbildung ei-
ner Katarakt die totale Konzentration an
Vitamin C in der Linse ab. Dies wird durch
die in Tabelle 1 aufgefithrten Ergebnisse
verdeutlicht. Es wurden insgesamt 451 Lin-
sen, darunter 5 Kontrollinsen sowie 86, 354
beziechungsweise 6 Linsen der anderen auf-
gefiihrten Patientenkollektive, untersucht.

Vor kurzem untersuchten wir eine extrem
dunkle Linse von einem Patienten mit sehr
weit fortgeschrittener Katarakt. Die zuge-
horigen Vitamin-C-Werte sind in der letz-
ten Spalte aufgefiithrt. Wie aus Tabelle 1 er-
sichtlich ist, nimmt die totale Ascorbinsiu-
rekonzentration (ASC,,) mit fortschreiten-
der Katarakt ab, wihrend der DHA-Anteil
betrichtlich zunimmt (im Falle der dunklen
Linse bis auf 68%). Somit ist die Abnahme
der Vitamin-C-Konzentration nicht auf ei-
ne verminderte Versorgung, sondern eher
auf eine beschleunigte Oxidationsrate zu-
riickzufiithren. Zum Vergleich sind in Tabel-
le 1 noch die intrazelluliren Konzentratio-
nen an Na, K, Ca und Mg aufgefiihrt.

Da das Ascorbylradikal das erste Oxidati-
onsprodukt der Ascorbinséure ist, sollte es
moglich sein, diese voriibergehend auftre-
tende Spezies mit Hilfe von Elektronenspin-
Resonanz(ESR)-Messungen wihrend der
Kataraktentstehung zu verfolgen. Die von
Linsen verschiedener Krankheitsstadien
aufgenommenen Spektren sind in Abb.2
gezeigt. Wie man sieht, zeigt eine junge ge-
sunde Linse (control) nur ein sehr kleines
Signal. Wihrend eines frithen Krankheits-
stadiums (Cataracta nuclearis incipiens)
kann ein Signal bei g=2,005 aufgenommen
werden, das wir dem Ascorbylradikal zu-
ordnen konnten. Wie erwartet, verschwin-
det dieses Signal mit dem Fortschreiten der
Krankheit. In einem sehr spiten Stadium
(Cataracta hypermatura) kann ein weiteres
Signal mit erhdhter Spinkonzentration be-
obachtet werden, das bis jetzt noch nicht

ASC % SDA ;Z—‘—: DHA —— ox.decay products

Semidehydroascorbinsdure ( Ascorbyl-Radi-
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Abb.2. Elektronenspin-Resonanz (ESR)-

Spektren lyophilisierter menschlicher Linsen
mit verschiedenen Stufen der Cataracta nu-
clearis. Die Kontrollinse wurde von einem
2ljihrigen Mann erhalten, bei dem die klare
Linse aus refraktiven Griinden extrahiert
wurde.
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Abb. 3. Fluoreszenzspektren dreier verschie-
den gefdrbter Linsen nach Anregung bei 350,
395, 420, 470 und 500 nm. Zum Vergleich
der Intensitdten der Spektren miissen diese
mit den angegebenen Faktoren multipliziert
werden.
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Abb. 4. Schematischer Aufbau eines Fluoreszenzspektrometers zur in-vivo-Messung.

identifiziert werden konnte. Es scheint zu
einem radikalischen Zustand eines der Oxi-
dationsprodukte hinter der DHA, die selbst
nicht paramagnetisch ist, zu gehoren.
Kirzlich konnten wir zeigen, dall Linsen
von an Katarakt erkrankten Patienten ei-
nen typischen Satz von Fluoreszenzspek-
tren zwischen 380 und 600 nm aufweisen,
wenn sie monochromatisch bei 350, 395,
420, 470 oder 500 nm angeregt werden. Die-
se Spektren kénnen dazu benutzt werden,
den aktuellen Status der Krankheit quanti-
tativ zu beschreiben (s. Abb.3). Zu Beginn
der Erkrankung rufen nur die kiirzeren An-
regungswellenliingen ein Fluoreszenzspek-
trum hervor (s. Linse des Patienten
G.Sch.), wobei die Intensititen mit zuneh-
mender Wellenlidnge der Anregung stark
abnehmen.

Anstieg der Intensitiit

Mit Forschreiten der Krankheit (und damit
der Fiirbung der Linse) steigt die Intensitét
des Fluoreszenzlichtes bei ldngerwelliger
Anregung an (Linsen der Patienten H. W.
und O.L.). Da ein stetiger Ubergang zwi-
schen diesen Mustern existiert, kann jede
Stufe der Karatakt durch ein typisches Ver-
hiltnis der Fluoreszenzbanden charakteri-
siert werden. Es mul betont werden, daB ei-
ne gesunde Linse nur nach einer Anregung
bei 350 nm eine geringe Fluoreszenzintensi-
tit aufweist.

Waihrend der Autoxidation von Vitamin C-
Losungen dndert sich deren Farbe von
durchsichtig bis hin zu dunkelbraun. Diese
Farbidnderungen sind den withrend der Ka-
taraktogenese auftretenden Firbungen der
Linsen sehr dhnlich. Die Fluoreszenzspek-
tren dieser ,,alternden®, d. h. gefirbten, As-
corbinsdureldsungen sind mit den Spektren

erkrankter Linsen identisch, wenn die ent-
sprechenden Wellenldngen zur Anregung
benutzt werden. Eine frisch angesetzte Vit-
amin C-Losung ist vollig durchsichtig und
zeigt keinerlei Fluoreszenz.

Die von uns erhaltenen Ergebnisse deuten
stark darauf hin, daf} die in Linsen von an
Katarakt erkrankten Patienten vorkom-
menden Chromophore mit Ascorbinsiiure
in ihren verschiedenen Oxidationsstufen,
die bestimmte Farben aufweisen und noch
identifiziert werden miissen, identisch sein
konnen. Da andere Redoxsysteme mit dem
System der Ascorbinsiure gekoppelt sind,
konnen Modifikationen dieser Systeme An-
derungen im Vitamin C-Redoxsystem ent-
weder hervorrufen oder aber die Folge da-
von sein. Die Ergebnisse deuten ebenfalls
darauf hin, daB Katarakt durch einen oxi-
dativen Prozel3 hervorgerufen wird, wobei
die dafiir verantwortliche Substanz noch
identifiziert werden muf.

Prototyp entwickelt

Da die Fluoreszenztechnik sehr empfind-
lich ist, erlaubt sie die Feststellung physio-
logischer Verdnderungen bereits in einem
sehr frithen Stadium der Kataraktentwick-
lung und kdnnte als eine Methode zur Be-
obachtung von Therapieverliufen einge-
setzt werden.

Der Prototyp eines Geriites fiir die klinische
Anwendung der Ergebnisse unserer Grund-
lagenforschung wurde am Institut fiir Bio-
physik der Universitit Giellen entwickelt.
Der prinzipielle Aufbau dieses Spektrome-
ters ist in Abb.4 dargestellt.

Der von einer Quecksilber-Hochdrucklam-
pe als Lichtquelle ausgehende Lichtstrahl
wird zunichst durch einen Chopper modu-
liert, was in Kombination mit einer speziell
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Abb. 5: Gesamtiibersicht iiber das Fluoreszenzspektrometer.

abgestimmten MeBelektronik fiir eine er-
hebliche Verbesserung des Signal/Rausch-
Verhiiltnisses und damit fiir eine Verbesse-
rung der MeBempfindlichkeit sorgt. An-
schlieBend konnen mit Hilfe eines Gitter-
monochromators die oben bereits erwihn-
ten Anregungswellenlingen eingestellt wer-
den.

Strahlenbelastung gering

Das auf diese Weise gewonnene schmalban-

dige monochromatische Licht fillt nun auf

die Linse und ruft dort die fiir den physiolo-
gisch typischen Zustand charakteristische
Fluoreszenz hervor.

Das Fluoreszenzlicht wird in einem Gitter-
spektralapparat zerlegt und mittels eines
optischen Vielkanalanalysators (optical
multichannel analyser, “OMA") detektiert,

triibben Wintertag liegt (wie von uns mehr-
fach gemessen wurde), und aullerdem die
Belichtungszeit durch die Verwendung der
“OMA" so kurz wie moglich gehalten wer-
den kann (es kann im Bereich von einigen
tausendstel Sekunden gemessen werden), ist
die Belastung des Patienten vernachlissig-
bar gering.

Hinweise auf TherapiemalBnahmen

Ein solches In-Vivo-Spektrometer erlaubt
nicht nur eine wirkliche Fritherkennung ei-
ner Katarakt oder die wesentlich exaktere
Klassifizierung des Krankheitsstadiums als
jede bisher existierende Methode in der
Ophtalmologie, sondern kann dem behan-
delnden Arzt aullerdem auch wertvolle

Abb.6: Teilausschnitt des Gerdts. Die Kopf-
halterung fiir den Patienten ist am rechten
Bildrand zu sehen.

Hinweise auf TherapiemaBBnahmen liefern.
So ist es z. B. geplant, die Fluoreszenzspek-
tren mit der Hérte der Linse, die bei fort-
schreitender Erkrankung zunimmt, zu kor-
relieren. Das ist vor allem fiir die Operati-
onstechnik bei einer eventuell durchzufiih-
renden Einpflanzung einer Kunstlinse von
Bedeutung.

Da auch die Retina Fluoreszenzerscheinun-
gen zeigt, scheint die Anwendung dieses
Spektrometers nicht nur auf die Frage der
Katarakt-Erkrankungen beschrinkt zu
sein.

Eine Gesamtiibersicht {iber das Fluores-
zenzspektrometer zeigt Abb. 5. Ein Teilaus-
schnitt des Geriits mit der Kopfhalterung
fiir den Patienten ist in Abb. 6 zu sehen.
Diese Untersuchungen wurden zum Teil
aus Mitteln des Bundesministeriums fiir
Forschung und Technologie, der Deut-
schen Forschungsgemeinschaft und des
Fonds der Chemischen Industrie unter-
stiitzt.

Dieser Bericht wurde ermoglicht durch den
tatkriftigen Einsatz vieler Mitarbeiter und
durch eine ausgezeichnete Kooperation mit
Kollegen der Universititsaugenklinik Gie-
Ben.

verstirkt und die so erhaltenen Daten von
einem Mikrocomputer fiir die Ausgabe auf CATARACTA NUCLEARIS
einen Plotter verarbeitet.
Parallel zu einer solchen Aufnahme der control incipiens matura hypermatura
Spektren kann mit Hilfe einer Videokamera
mit angeschlossenem Bildverstirker die Na (pmol /100mg dry mass ] 7.9 15.0 423 465
Verteilung der Chromophore in der Linse .
" ; 3 K 27.8 217 8.2 9.0
beobachtet und makroskopisch eine Opti-
mierung des zu messenden Fluoreszenz- Ca 0.1 14 2.4 2.9
spektrums durchgefithrt werden. Als Opti- Mg i 087 0.88 0.92 1,06
on ist der AnschluB3 von Bildaufzeichnungs-
geriten, etwa einer Spezialkamera oder ei- ASC gop Eug/AOmg fresh weightl)  18:5 18.2 15.1 105 2.2
nes Videorekorders an das beschriebene Sy- [pg/100mg fresh weight) 2.2 31 30 2.8 1.5
stem vorgesehen. A( .
Die Strahlenbelastung des zu untersuchen- Vet A5l gl b L L g 68

den Auges ist duBlerst gering. Da die Inten-
sitat des eingestrahlten Lichtes bei der im
nahen Ultraviolett-Bereich liegenden Anre-
gung bei 350 nm von derselben GroBenord-
nung wie die des Sonnenlichtes an einem

Konzentrationen an totaler Ascorbinsdure (reduzierte + oxidierte Form, ASC,,,), Dehydro-
ascorbinsdure (DHA) und einiger intrazelluldrer Elektrolyte in menschlichen Linsen ohne
(control) und mit verschiedenen Stufen der Cataracta nuclearis. Standardabweichung
<10%.



