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Referat

Die vorliegende Dissertation untersucht die funktionelle Bedeutung der Surfactant -
Proteine (SP) A, B, C und D im Augen- und Tranensystem im Rahmen der Patho-
genese des Trockenen Auges (TA) beim Menschen. Der Augen- und Tranenapparat
unterliegt einer Vielzahl von exo- und endogenen Einflissen, was ein funktionelles
Abwehr- und Schutzsystem zur Protektion vor Erkrankungen nétig macht. Mit mehr als
elf Millionen Betroffenen allein in Deutschland, gehért das TA zu den haufigsten, chron-
ischen Erkrankungen der Augenoberflache, bei dem es Uber eine verminderte Pro-
duktion und / oder eine gestorte Zusammensetzung der Tranen zu Beeintrachtigungen
der physiologischen Benetzung der Augenoberflache kommt, mit objektiven und sub-
jektiven Symptomen und folglich zu Einschrankungen der Lebensqualitat. Durch
Western-Blot-Analysen konnte der von Brauer et al. (2007) erbrachte Nachweis aller
bisher bekannten SP’s fur die Tranendriise und Tranenflissigkeit bestétigt werden. Die
fur die Lunge bereits sehr gut untersuchten oberflachenaktiven (SP-B/SP-C) und
immunologischen (SP-A/SP-D) Funktionen sind bislang fur das Auge nur vermutbar,
koénnten aber fur die physiologischen Prozesse sowie fur diverse Pathologien am Auge
bedeutsam sein. Mittels Gesamtproteinbestimmung nach Bradford, Gel- und Membran-
anfarbungen (Coomassie, Silbernitrat bzw. Ponceau) sowie Western-Blot-Analysen
kann gezeigt werden, dass sich der Schirmer-Streifen als ein nicht invasives, schonen-
des, molekularbiologisches Quantifizierungssystem eignet, um hydro- wie auch lipo-
phile Proteine unterschiedlichsten Molekulargewichtes in Trédnen quantitativ und quali-
tativ zu untersuchen. So konnten mittels Schirmer-Streifen Tranen von 306 Probanden
generiert, sowie durch ELISA-Analysen gezeigt werden, dass bei einem TA alle vier
SP’s heraufreguliert sind. Zur Erhebung anamnestischer Daten wurde ein Fragebogen
erstellt und eingesetzt. Er zeigt, dass besonders Frauen und Personen > 40 Jahre
vermehrt am TA leiden. Durchschnittlich waren sie 10 Jahre alter (60 Jahre) als ihre
gesunde Vergleichsgruppe und zeigten im Schirmer-I-Test eine Reduktion der Trénen-
menge sowie nach Bradford eine Abnahme der darin enthaltenen Proteinmenge.
Zukunftig sollte analysiert werden, wie Veranderungen im Proteinhaushalt und im
okularen-Surfactant-System zu Beeintrachtigungen am Augen- und Trénenapparat
fihren und somit potentielle Ausléser fur Erkrankungen der Augenoberflache dar-

stellen, um diesen mit moglichen neuen Therapieoptionen zu begegnen.

Posa, Andreas: Proteinkonzentrationen im humanen okuldren Surfactant System und
deren Einfluss auf das Trockene Auge.
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 78 Seiten, 2012
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1 Einleitung und Zielstellung

1.1 Die Physiologie der Augenoberflache

Als eines der kleinsten Organe stellt das Auge nicht nur ein wesentliches Sinnes-,
sondern auch ein zentrales Ausdrucksorgan dar. Aufgrund seines standigen Kontakts
mit der Umwelt unterliegt es einer Fllle von Einflissen. So nimmt es tber 90 % aller
Umweltreize auf und beansprucht fur sich mehr als 40 % aller Leitungsbahnen des
zentralen Nervensystems [1]. Zum Schutz dieses komplexen Systems sind funktionelle
Abwehr- und Schutzmechanismen unerlasslich. So dienen Wimpern, Augenlider und -
brauen, als Anhangsgebilde des Auges, dem Schutz vor Umwelteinflissen wie Fremd-
partikeln, Licht, Wind oder einer korperfremden Flora. Des Weiteren wirkt ein
komplexes Gemisch aus einer Vielzahl an antimikrobiell wirkenden Substanzen
protektiv. Diese Substanzen werden im Tréanenapparat oder an der Augenoberflache
entweder konsitutiv gebildet (z.B.: humanes beta - Defensin 1, Laktoferrin, Lysozym)
[2, 3] oder nach mikrobieller Stimulans (mikrobielle Bestandteile oder Stoffwechsel-
produkte) freigesetzt [4]. Dabei unterscheidet man ein angeborenes / unspezifisches
von einem erworbenen / spezifischen Immunsystem.

Die parasympathisch tber den N. intermedius des N. facialis stimulierte Sekretion von
0,5 cm3 Tranen pro Tag fuhrt Uber eine kontinuierliche Absonderung aus den Trénen-
driisen und den akzessorischen Tranendriisen sowie dem 10 - 14 mal pro Minute reiz-
los, reflektorischen Lidschlag zur gleichmafig physiologischen Benetzung der Augen-
oberflache [5]. Schon Anfang des vergangenen Jahrhunderts gab es zahlreiche
Arbeiten zur physiologischen Menge an produzierter Tranenflissigkeit [6 - 8]. Die
Basissekretionsrate betragt etwa 0,5 - 0,8 mg pro Minute (1 - 2 pl / Min.), wobei das
Volumen der Tranenflissigkeit von 5 - 10 pul, bei einer Umsatzrate von 10 - 15 % pro
Minute am Tag ca. 15 mal komplett erneuert wird, was taglich einem Gesamtvolumen
von 300 - 400 ml entspricht [9]. Bei Reizung kann dies mit ca. 300 ul pro Minute als
Reflexsekretion auf ein Hundertfaches gesteigert werden [10]. Zu einer Reduktion der
Tranenproduktion kommt es physiologisch zum Beispiel wahrend des Schlafes, aber
auch nach anésthesiologischen Eingriffen am Auge [5].

Die Tranenflissigkeit ist ein klares, hypotones Ultrafiltrat des Blutplasmas. Sie besteht
zu ca. 98 % aus Wasser. Die restlichen ca. 2 % beinhalten geloste Proteine (Enzyme,
Zytokine), Lipide, Elektrolyte, Muzine, Stoffwechselmetabolite, abgeschilferte Epithel-
zellen und Fremdstoffe aus der Umgebungsluft [11]. Physiologisch hat die Trénen-
flussigkeit einen pH von 7,14 - 7,82, eine Temperatur von 35 °C, eine Osmolaritét von
296 - 308 mOsm und einen osmotischen Druck von 311 - 350 mOsmol / kg [12].



Die Tranenflissigkeit ist ein komplexes Flissigkeitsgemisch aus etwa 500 Proteinen
[13] und Ubernimmt eine Vielzahl an Aufgaben. So leitet der Tranenfluss Partikel von
der Augenoberflache in den Tranen - Nasen - Gang und letztendlich Gber den unteren
Nasengang in die Nase. Der Tranenfilm Ubernimmt eine antimikrobielle Barriere-
funktion und schiitzt durch eine gleichmafige Befeuchtung der Augenoberflache vor
deren Austrocknung. Die Tranenflissigkeit sorgt fur das reibungsarme Gleiten der
Augenlider Uber das Auge, gleicht kleinere Unebenheiten auf der Augenoberflache aus
und verbessert die optischen Eigenschaften der Hornhaut, indem sie fir eine optisch
glatte Oberflache am Luft - Augen - Ubergang sorgt und somit in der Brechung des
Lichtes eine wichtige Rolle einnimmt. Zudem unterstitzen Tranen als einzige Nahr-
stoffquelle fur die gefallose Hornhaut durch Zufuhr von Sauerstoff und Nahrstoffen,
den aeroben Stoffwechsel.

Der Tranenfilm zeigt je nach Verdunstung und Reizsekretion eine starke Schwankung
im Durchmesser. Physiologisch ist der Tranenfilm ca. 3 - 40 um dick [14] und zeigt
dabei eine gewisse Dreischichtung auf. Die innere Schleimphase (Hydrogel) wird von
den Becher- (Goblet- ) zellen der Bindehaut, den Henle - Krypten und akzessorischen
Manz - Drusen gebildet und geht flieBend in die mittlere Phase utber. Sie beinhaltet u.a.
die von Cornea und Konjunktiva gebildeten membrangebundenen Muzine (MUC) 1, 4
und 16 die eine Adhasion von Zellen und Mikroorganismen an das Epithel behindern
[15], aber auch die sekretorischen Muzine (MUC) 5AC (konjunktivale Becherzellen)
sowie MUC 5B und MUC 7 (Tranendrise) [16]. Die Muzinphase ist hoch viskés, kaum
beweglich und durch den Lidschlag nicht zu entfernen. Sie haftet an der Epithelaul3en-
schicht Uber Mikroplicae, auf denen die membrangebundenen Muzine befestigt sind.
Letztere verleihnen dem hydrophoben Hornhaut- und Bindehautepithel eine glatte
hydrophile Oberflache. So kann sich die wassrige Komponente des Tranenfilms durch
eine verminderte Oberflachenspannung gleichm&Rig tber die Augenoberflache aus-
breiten und diese benetzen. Die mittlere wassrige Komponente stammt zu 95 % aus
den Haupttrdnendriisen Glandulae lacrimales. Die restliche Menge von den akzessor-
ischen Krause - und Wolfring - Tranendrusen. Sie besteht aus Wasser (98 %), Elektro-
lyten, Metaboliten, Abwehrzellen und Proteinen und dient der Versorgung der Horn-
haut, dem Transport von Metaboliten / Fremdkdrpern, der Reinigung der Augenober-
flache, sowie der Kontrolle der Bakterienflora [17]. Die auf3ere Lipidkomponente
entstammt hauptséchlich den Meibom - Drisen der Augenlider und schitzt vor Ver-
dunstung (um bis zu 95 % [18]). Ferner schitzt sie vor Tropfcheninfektion, fettet die
Lidkanten, verhindert den Abfluss von Tranen Uber die Lidkante und stabilisiert so den
Tranenfilm. Bei 80 % der von einem Trockenen Auge Betroffenen kommt es zu

Storungen in dieser Phase [19].



1.2 Das Trockene Auge

Das Trockene Auge ist eine der haufigsten Diagnosen beim Augenarzt (ca. jeder dritte
Patient [20]). Laut dem DEWS - Report von 2007 handelt es sich hierbei um eine multi-
faktorielle Erkrankung der Trénen und Augenoberflache, die zu Beschwerde-
symptomen, Sehstérungen, und Traneninstabilitat, mit moglicher Beschadigung der
Augenoberflache fuhrt. Sie wird von einer erhéhten Osmolaritat des Tranenfiims und
Entzindungen der Augenoberflache begleitet [14]. Obwohl diese Definition okulare
Symptome beinhaltet, gibt es subjektiv asymptomatische Patienten, jedoch mit objek-
tiven Eigenschaften eines Trockenen Auges, fiir die ebenfalls diese Diagnose gestellt
werden muss. Es kommt zu einer Stérung der Tranenfunktionseinheit (LFU), be-
stehend aus Tranendrise, Augenlidern, Augenoberflache (Bindehaut, Hornhaut und
Meibom - Drisen), sowie motorischen und sensorischen Nerven, was die Integritat des
Tranenfilms, die Transparenz der Hornhaut, sowie die Qualitat des auf die Netzhaut
projizierten Bildes gefahrden und somit die Interaktion mit der Umwelt sowie endo-
krinologische und kortikale Regelkreislaufe beeintréachtigen kann [21, 22].

Es wurden eine Vielzahl unterschiedlichster Tests zur Diagnose und Uberwachung
eines Trockenen Auges entwickelt. Laut DEWS 2007 erlaubt aber momentan kein ein-
zelner eine zuverlassige Diagnose. Als Ursachen fir eine mangelnde Korrelation
zwischen Testergebnis und Augensymptomatik werden eine eingeschrankte Repro-
duzierbarkeit der vorhandenen Tests, die individuelle Variabilitat der Erkrankung in
Form ihrer zahlreichen Untergruppen und Starken, das subjektive Empfinden sowie
eine relative Hornhautanésthesie im Alter angegeben [14]. So ist eine sichere und
einheitliche Diagnose schwierig und die Zahl der Betroffenen nur schwer zu erfassen,
was u.a. in der Melbourne - Studie deutlich wurde. Je nach Test ergaben sich fir ein
Trockenes Auge Haufigkeiten von 1,5 - 16 % [20]. Dabei lassen sich erste Hinweise
auf diese Erkrankung schon mit geringem zeitlichen und apparativen Aufwand fest-
stellen. Etwa durch eine gezielte Anamnese anhand eines Symptomfragebogens, da
es sich hier vor allem um eine symptomatische Erkrankung handelt, mit zum Teil
hohem subjektiven Leidensdruck [23].

In Amerika schatzt man die Zahl der Betroffenen auf etwa 5 Millionen, wobei die Rate
der Betroffenen mit dem Alter ansteigt und Frauen starker betroffen sind als Manner
[24, 25]. Dabei sollte man bericksichtigen, dass die Tendenz zur Symptombericht-
erstattung bei Frauen héher ist [26]. In Mitteleuropa sind etwa 10 - 20 % der Normal-
bevolkerung betroffen [27]. Die Dunkelziffer dirfte weitaus héher liegen, da Betroffene

mit milder oder episodenhafter Symptomatik hier nicht mit erfasst wurden.



In einer global alternden Gesellschaft hat eine Zunahme von Erkrankungen mit dem
Alter auch 6konomische und gesundheitspolitische Relevanz. Sowohl auf direkter, als
auch auf indirekter Kostenebene [28]. Nach Ellwein et al. stieg die Inzidenz von 1991
bis 1998 um 57,4 % [29]. Die weit aufgefacherte Pravalenzspanne reicht, je nach De-
finition, Unterschieden bei diagnostischen Tests und Design der jeweiligen Studie, von
0,39 bis uber 35 % [20]. Wobei asiatische und hispanische Frauen im Vergleich zu
Kaukasierinnen eine erhdhte Pravalenz aufzeigen [30].

Die Atiologie fir ein Trockenes Auge ist multifaktoriell und in Abbildung 1 vereinfacht
zusammengefasst. Grundsatzlich kénnen innere, wie auch aufliere Faktoren den Be-
ginn und den Typ des Trockenen Auges beeinflussen, wobei eine strikte Zuordnung

nicht immer méglich ist.

Tranenflissigkeitsmangel (ADDE)
Bei Sjogren Syndrom (SSDE)

Primér (ADDE + Reduktion der Speichelsekretion + Antikdrper)
Sekundar (Primér + autoimmune Bindegewebserkrankung)
Ohne Sjogren Syndrom (NSSDE) (Fehlen system. Autoimmunmarkern)

Tranenmangel
Primér
Altersbedingtes Trockenes Auge (ARDE)
Kongenitale Alakrimie
Familidre Dysautonomie
Sekundéar
Tranendruseninfiltration
Sarkoidose
Lymphoma
AIDS
Graft-versus-host-Krankheit
Tréanendrusenablation
Denervierung der Tranendriisen
Verschluss des Tranendriisenausfiihrungsgangs
Periduktale / interazinére Fibrose
Paraduktale Blutverlust
Trachom
azinare Zellatrophie
Narbenpemphigoid und Schleimhautpemphigoid
Multiformes Erythem
Chemische und thermische Verbrennung
Reflexblockierung
Reflex-sensorischer Block
Kontaktlinsen
Diabetes mellitus
Neurotrophe Keratitis
Reflex-motorischer Block
N. facialis Lasion
Multiple Neuromatose
Exposition gegeniiber systemischen Medikamenten
Arzneimittel

Innere Ursachen

AuRere Ursachen

Das Trockene Auge

" Verdunstung (Evaporatives Trockenes Auge - EDE)
Intrinsisch

Mangel an Meibom-Lipiden

Mangelhafte Lidkongruitat und Liddynamik

Storung der Lidoffnung

Niedrige Blinzelrate

Accutane-Arzneimittelnebenwirkung
Extrinsisch

Vitamin A-Mangel

Konservierungsstoffe in topischen Arzneimitteln

Tragen von Kontaktlinsen

Erkrankung der Augenoberflache, z.B. Allergie

Abbildung 1: Die Atiologie und Einteilung des Trockenen Auges.
Modifiziert nach: DEWS - Report (2007) [14]



Zu den inneren Risikofaktoren zahlt eine verringerte Blinkrate. Was das Lidschlaginter-
vall erhéht und so die Verdunstungszeit zwischen den Lidschlagen verlangert [31].
Dies kann physiologisch (individuelle Besonderheit [32]), aber auch pathologisch
(Brillentrager [33], Depression [23, 31], Morbus Parkinson [34]) bedingt auftreten.

Auch bei der Weite der Augenlidéffnung kommt es zu physio- und pathologischen
Schwankungen. Mit der grof3ten Lid6éffnung beim Blick nach oben, wobei mit zu-
nehmender Augenlidbreite der Verdunstungsverlust zunimmt [35], wie auch beim endo-
krinen Exophthalmus [36]. Ferner scheinen Sexualhormone in der Pathogenese des
Trockenen Auges eine wichtige Rolle zu spielen [37]. Da fur eine normale Funktion der
Tranen- und Meibom - Drisen erforderlich [38, 39], kann eine verringerte Androgen-
konzentration [40] (im Alter [41], Antiandrogen - Therapie beim Prostatakarzinom [42],
Androgen - Unempfindlichkeitssyndrom [43]), Uber die Reduktion von TGF - beta [20],
ein Trockenes Auge beglnstigen, jedoch durch topische oder systemische Androgen-
therapie verhindert werden [44]. Eine gesteigerte Ostrogenkonzentration [42, 43, 45]
(menopausale Ostrogentherapie [14, 30], Ovarialinsuffizienz [45]) stellt ebenfalls ein
Risiko flr ein Trockenes Auge dar. Diverse physiologische Veranderungen im Alter-
ungsprozess scheinen pradisponierend zu wirken. Es kommt zu einer Reduktion des
Tranenflusses und -volumens [46], der Tranenfilmstabilitat [47], der Becherzelldichte
[48] sowie einem Anstieg der Tranenosmolaritat [46] und Veranderungen in der Lipid-
zusammensetzung der Meibom - Drisen [41]. Bisher ist man sich uneinig, ob die
Tranendynamik bei einer gesunden Population im Alter wirklich beeinflusst wird [49].
Im Alter nehmen jedoch Ductuspathologien zu, die Uber eine Verschlusswirkung Dys-
funktionen des Driisengewebes fordern [50]. Auch Autoimmun- und immunologische
Systemerkrankungen (rheumatoide Arthritis [51], progressiv systemische Sklerodermie
[52], systemischer Lupus erythematodes [53], Dermatomyositis [54]) kénnen Driisen-
gewebe schadigen und ophthalmologische Beschwerden hervorrufen. Aktivierte
T - Zellen infiltrieren und schadigen dabei duktale und azinére Zellen und fuhren zu
einer Hyposekretion der entsprechenden Drise. In Oberflachenepithelzellen kommt es
zur inflammatorischen Zytokinaktivierung, einer Expression von Autoantigenen (La, Ro,
Anti - M3 - Antikérper und Fodrin [55, 56]) sowie zu einer Retention von gewebe-
spezifischen CD 4 - und CD 8 - T - Zellen [57]. In mehreren Studien fiihrten Stoff-
wechselerkrankungen (Diabetes mellitus [58, 59]) Gber mikrovaskulare Veranderungen
der Trénendrise, einer sensorischen oder autonomen Neuropathie zu Trockenen
Augen. Dermatologische Erkrankungen konnen zur Obstruktion und Atrophie der
Meibom - Drisen fuhren [60] und damit deren Dysfunktion auslésen [61]. Auch die Er-

nahrung spielt atiologisch eine Rolle.



So ein Mangel an essentiellen Omega - 3 - bzw. erhdhter Anteil an Omega - 6 - im Ver-
gleich zu Omega - 3 - Fettsduren [62], eine vegane Ernahrung [63], Essstorungen und
Malabsorption [64]) sowie bariatrisch chirurgische Eingriffe [65]. Da fur die Expression
der Glykokalix und die Entwicklung der Becherzellen in Schleimhauten erforderlich
[66], schadigt ein Mangel an Vitamin A [67] die Tranendriisen. Es kommt zu einem
Verlust an konjunktivalen Becherzellen und damit an Tranenfilmmuzinen [68]. Dies
fuhrt zur Tranenfilminstabilitdt und damit zu einem Mangel an Tranenfllissigkeit [69].
Somit findet Vitamin A Einsatz in der Therapie des Trockenen Auges [70].
Polychloriertes Biphenyl (PCB) ist verantwortlich fur eine Vielzahl von Organschaden
und verursacht eine Keratinisierung von Meibomdriisenausfiihrungsgangen bei
Kaninchen [71] und Hamstern [72]. Ebenso kann auch eine Vielzahl an Arzneimitteln
den Tranenfilm beeinflussen und ein TA beglnstigen [14].

Zu den auBeren Risikofaktoren zahlen eine erniedrigte relative Luftfeuchtigkeit oder
eine erhohte Luftgeschwindigkeit und Raumtemperatur sowie eine schlechte Luft-
qualitat [73, 74]. Sie sind entweder natirlich geographisch gegeben oder kinstlich
geschaffen (Burordume [75], Computerarbeit [76] (CVS [32]), Klimaanlagen [77],
Kosmetika [78], Flugreisen [79]) und erhdhen die Verdunstungsrate der Tranenflissig-
keit. Naturlich kdnnen alle Schadigungen des Regelkreislaufes der Tranensekretion zu
Trockenen Augen fuihren. Eine parasympathische Denervierung der Tranendriise [80]
(bei Affen [81] und Kaninchen [82]) reduziert die Blinkrate, den Tranenfluss sowie die
Tranensekretion und aktiviert inflammatorische Prozesse. In diesem Zusammenhang
sind auch refraktive Eingriffe am Auge (PRK, RK, LASIK [83 - 85]) als Risikofaktoren
zu nennen. Die Pravalenz fiir ein Trockenes Auge nach LASIK liegt zwischen 0,25 [86]
und 48 % [87] und einer Inzidenz von 33 % [88]. Bei Patienten mit Trockenen Augen
kénnen nach Operationen am Auge die Hornhautempfindlichkeit herabgesetzt und die
Wundheilung sowie physiologisch trophische Faktoren beeintrachtigt sein, was post-
operative Infektionen u.a. Komplikationen begunstigen kann [89]. Eine umfangreiche
sensorische Denervierung tritt auch bei der neurotrophen Keratitis, im Rahmen einer
Herpes simplex Keratitis oder eines Herpes zoster ophthalmicus, auf [90]. Dies fuhrt zu
einer verminderten Freisetzung von Substanz P und Expression von Nerven-
wachstumsfaktoren [91, 92]. Und ebenso kann aul3er dem sensorischen, Uber eine
Schadigung des N. facialis und seiner Derivate, auch der sekretomotorische Schenkel
des lakrimalen Regelkreislaufes betroffen sein. Augenliddeformitaten als Folge von Lid-
schwellung und Vernarbungsprozessen unterschiedlichster Atiologie (chirurgische
Eingriffe [93], Trachom [94], Pemphigoid [95], Erythema multiforme [96], thermisch
oder chemische Verbrennungen [97]) beeintrachtigen die Lidapposition und -dynamik

und beeinflussen so die Verteilung des Tranenfilms.



Zudem koénnen Drisenausfihrungsgange verschlossen werden und UnregelmaRig-
keiten der Hornhautoberflache zu einem unphysiologischen Aufreil3en des Tranenfilms
fuhren [98]. Das Tragen von Kontaktlinsen kann ebenfalls eine Reduktion der Horn-
hautsensitivitdt, eine damit einhergehende Verminderung der Lidschlagfrequenz und
Tranendrisensekretion in Verbindung mit einer gesteigerten Tr&nenosmolaritat [99,
100] begtinstigen. Uber Veranderungen am Oberflachenepithel ist die Literatur uneins.
Die Becherzelldichte nimmt je nach Studie ab [101], steigt an [102] oder bleibt gleich
[103]. Ebenso gegensatzlich sind die Aussagen zu Entzindungs- und Muzinmarkern.
Einige Autoren berichten von einem Anstieg der Entziindungsmarker (HLA - DR, ICAM
- 1) und einer Reduktion der Expression von Muzinmarkern (MUC 5AC) [104], was
andere nicht belegen konnten [66]. 50 - 75 % der Kontaktlinsentrager berichten von
einer Linsenunvertraglichkeit [105] mit Symptomen eines Trockenen Auges [33], was
bei 12 - 24 % [106] die Aufgabe des Tragens zur Folge hatte. Entziindungen des
Drisengewebes, wie bei der Sarkoidose [107], dem Lymphom [108], HIV - [109],
Hepatitis C - [110] oder HTLV - 1 - Infektionen [111], kénnen dieses schadigen und die
Tranensekretion negativ beeinflussen. Im Rahmen der Krebsbehandlung wurde ein
Trockenes Auge aufgrund einer Strahlentherapie [112], oder als h&aufige Komplikation
(56 - 78 %) der GVHD ungefahr sechs Monate nach einer hAmatopoetischen Stamm-
zellentransplantation [113], insbesondere bei Kindern [114], beobachtet. Allergisch
bedingte Trockene Augen worden bisher sehr gut untersucht [115]. Bei der aller-
gischen Reaktion kommt es nach Antigenexposition zur IgE vermittelten Mastzellen-
degranulation mit einer Freisetzung von Entziindungszytokinen. Dem folgt zuerst im
Bindehaut-, spater im Hornhautepithel der Augenoberflache eine Th2 - Antwort mit
submukosalen Veranderungen und Stérungen der Muzinproduktion [116] und
letztendlich der Zelltod des Oberflachenepithels. Dadurch kénnen eine Reihe von
sekundaren biologischen Kettenreaktionen ausgelést werden. Diese Sekundar-
reaktionen fihren zu einer Tr&nenfilmhyperosmolaritat und schliefilich zu einer Hyper-
osmolaritat der Epithelzellen der Augenoberflache und stimulieren unter Beteiligung
von MAP - Kinasen und NFkB Signalwegen eine Vielzahl von Entziindungsereignissen
[117]. Hierbei kommt es zur Freisetzung von Matrix - Metalloproteinasen (MMP - 9) und
Entzindungszytokinen [118]. Diese induzieren eine erhdhte Expression von MHC - I
Antigenen, die ihrerseits zu einer gesteigerten Aktivierung von Antigen - préasen-
tierenden Zellen und so zu einem Anstieg aktivierter T - Zellen beitragen, welche dann
wieder zu Tranendrise und Bindehaut zuriickkehren (Homing). Es kommt nach
Entzindung und Infiltration des Drisengewebes mit CD 4+ - T - Zellen und B - Zellen
zu einer Ausbreitung der Entziindungsmediatoren tber die Augenoberflache durch die

Tranenflissigkeit [119].



Allerdings konnen die Entziindungsmediatoren auch direkt an der Augenoberflache
entstehen [120]. Es folgt die Apoptose von Oberflachenepithelzellen [121], sowie von
Becherzellen [122] und so die Reduktion des sekretorischen Muzins MUC 5AC [123].
In der Anfangsphase eines Trockenen Auges postuliert man eine Trigeminus - Reflex-
stimulation der Tranendrise, um kompensatorisch mit einer gesteigerten Blinkrate, und
vermehrter Tr&nensekretion einer Tranenhyperosmolaritat entgegen zu wirken [124].
Diese UbermaRige Reflexstimulation kann wiederum eine neurogen bedingte Entziind-
ungsreaktion innerhalb des Drisengewebes auslésen [22] und vermutlich eine Er-
schopfung der Tranendruse zur Folge haben [125]. In der darauf folgenden Phase der
Chronifizierung sorgt der Langzeiteinfluss von Entzindungsmediatoren auf die Sinnes-
nervenenden fir eine Verminderung der sensorischen Reflexaktivitat der Tranen-
sekretion mit morphologischen Veranderungen im subbasalen Nervenplexus [126].
Dabei nimmt die Augenoberflachensensibilitit, sowie die Sekretionsreaktion der
Tranendrisen deutlich ab [127].

Subjektiv aufllert sich dies in einem facetten- und kombinationsreichen Bild aus
Brennen, Dricken, Ermidbarkeit, Fremdkorpergefuhl, Kratzen, Lichtscheu, MiRem-
pfindungen, Sandkorngefiihl, Sehstérungen, Tranen, Trockenheit und Uberempfind-
lichkeit. Objektiv zeigen sich chronische Lidrandentziindungen, geschwollene Augen-
lider, Rotung und Schleimabsonderung. Betroffene schildern Sehbeschwerden, wie
vernebeltes, verschwommenes Sehen und eine verminderte Kontrastempfindlichkeit
und Sehschéarfe [128, 129]. Es kommt zu Beeintrachtigungen der physischen und
psychischen Gesundheit im taglichen, wie auch im Berufsleben, der Freizeit sowie bei
sozialen Interaktionen, mit negativer Auswirkung auf Lebensqualitdt und allgemeinem
Wohlbefinden [130, 131].

Aufgrund der atiologischen Komplexitat und der facettenreichen Auspragung stellt die
Behandlung des Trockenen Auges eine besondere Herausforderung dar. Prinzipiell
sollte die Grundsétzlichkeit der Erkrankung erkannt und behandelt werden, da jedoch
kausaltherapeutische Ansatze gegenwartig noch recht unbefriedigend sind, muss eine
symptomatische Behandlung erfolgen [20]. Trotz des haufigen Einsatzes von Trénen-
ersatzmitteln herrscht ein Mangel an grol3 angelegten verblindeten klinischen Ver-
gleichsstudien. Und so fehlt meist ein signifikanter Zusammenhang zwischen Behandl-
ung und klinischen Ergebnissen [132]. Es werden zwar eine Vielzahl von Tranenersatz-
mitteln zugelassen und angewendet, deren klinische Wirksamkeit ist jedoch haufig
nicht ganz verstanden und umestritten [14]. Dabei sind Tranenersatzmittel besser als
physiologische Kochsalzlosung, da NaCl Muzine vom Epithel herunterspilt und da-

durch die Benetzung der Augenoberflache verschlechtert [133].



Durch den Verschluss des Punctum lacrimale (durch Kollagen- , Histoacryl - Gewebe-
kleber, chirurgische MaRnahmen oder Punctum Plugs), wird die Tranenflussigkeit am
AbflieRen in den Trénen - Nasen - Gang gehindert, verbleibt somit lAnger auf der
Augenoberflache, mit positiv klinischem Erfolg [14, 134, 135]. So kann der topische
Einsatz von Tranenersatzmitteln, Augensalben und -gelen, als auch der Verschluss der
Puncta lacrimalia, die Kontrastempfindlichkeit, die Sehschérfe und die Regelhaftigkeit
des Hornhautepithels verbessern [132, 136]. Allerdings werden die Symptome dadurch
nur selten vollstandig beseitigt [14].

Das Tragen einer feuchtigkeitserhaltenden Brille [137], einer feuchten Kammer (Uhr-
glasverband) sowie Spezialkontaktlinsen [138] finden ebenso in der Therapie Anwend-
ung. Ein recht neuer Therapiepfad setzt auf Stimulantien der Tranen- und / oder der
Muzin - Sekretion, mit so genannten Sekretagoga [139]. Wie dem P2Y2 - Rezeptor-
agonist Diquafosol [140], die Muzin - Stimulantien Rebamipid [141], Gefarnat [142] und
Ecabet [143] oder das MUC 1 Stimulans 15 (S) - HETE [144]. Zudem kommen
cholinerge Agonisten wie Pilocarpin [145] und Cevilemin [146], aber auch biologische
Flussigkeiten, wie Speichel (Transplantation der Glandula submandibularis) [147] oder
Serum [148] zum Einsatz. Letzteren fehlt es an Antigenitat, sie sind frei von Konser-
vierungsmitteln und reich an epitheliotrophen Faktoren (Wachstumsfaktoren, Immun-
globulinen). Des Weiteren besteht die Mdglichkeit zur Behandlung der Entzindungs-
reaktionen an der Augenoberflache mit antiinflammatorischen Therapeutika wie Cyclo-
sporin A [122, 149], Pimercrolimus, Tacrolimus, Kortikosteroide [118, 150, 151] sowie
Tetracycline [152]. Je nach morphologischer Atiologie kann ebenso ein chirurgischer
Eingriff als therapeutische MalRnhahme ndétig sein [20]. Ferner werden bei Bedarf
physikalische (Augenbader, Rotlicht) und psychosomatische Begleittherapien (auto-
genes Training [153], Akupunktur [154], Balneotherapie [155]) eingesetzt.

Die Therapie des meist chronisch verlaufenden Trockenen Auges erfordert von Arzt
und Patient viel Geduld und regelmé&Rige Kontrolluntersuchungen mit patientenge-
rechter Therapieoptimierung. Obwohl in den letzten Jahren groRe Fortschritte im Ver-
standnis des Trockenen Auges erzielt wurden, sind viele Aspekte zur Pathogenese
noch unklar. 2007 konnten erstmalig alle bisher bekannten Surfactant - Proteine (SP -
A, SP - B, SP - C, SP - D) sowohl an der Augenoberflache, als auch im Tranenapparat
nachgewiesen werden. Deren Funktionen sind vor allem fir die Lunge sehr gut
untersucht, fir das Auge aber bislang nur vermutbar und kdnnten fur die Physiologie
der Augenoberflache und die Pathogenese des Trockenen Auges eine bedeutende
Rolle einnehmen. So hat diese Arbeit zum Ziel, tiefere Einblicke in das humane -

okulare - Surfactant - System im Rahmen des TA zu erhalten.



1.3 Die Surfactant - Proteine

Bereits seit 1929 ist das Surfactant - System Gegenstand wissenschaftlicher Be-
trachtungen und wurde erstmalig in der Lunge beschrieben [156, 157]. Dabei ist das
Surfactant (surface active agent) ein komplexes oberflachenaktives Gemisch aus
Lipiden (90 %), Proteinen (8 %) und Kohlenhydraten (2 %) [158]. Die darin enthaltenen
Surfactant assoziierten Proteine (SP) werden nach Possmayer in SP - A, SP - B, SP -
C und SP - D unterteilt [159]. Diese konnten neben der Lunge bisher in der Tuba
auditiva [160], Nasenschleimhaut [161], Haut [162], Plazenta [163] sowie in Parotis und
Glandula submandibularis [164] nachgewiesen werden. SP - D zudem in Hoden,
Magen, Ovar, Osophagus und Uterus [165 - 167]. 2007 erfolgte der Nachweis im
humanen Gewebe der Augenoberflache, des Tranenapparates (Tranendrise,
akzessorische Drisen des Lids und ableitenden Tranenwege) und in Tranenflissigkeit
auf m - RNA- und Proteinebene [168, 169]. Die hydrophilen SP - A und SP - D, wie
auch die hydrophoben SP - B und SP - C, werden in der Lunge im rauen endo-
plasmatischen Retikulum der Pneumozyten Typ 2, sowie in Clara - Zellen gebildet
[157, 170], durch den Golgi - Apparat in multivesikularen Koérperchen transportiert und
als Lamellarkorperchen gespeichert [171] (Abbildung 2).

SP - A, mit einem Molekulargewicht von 28 - 36 kDa (Pro - Form: 66 kDa) [172], kommt
in der Lunge hauptséchlich in Assoziation mit Phospholipiden vor und gehdrt zur
Kollektin - Untergruppe der C - Typ Lektine [173]. Das Gen liegt auf Chromosom 10 q
und kodiert fur 248 Aminosauren [174]. C - terminal befindet sich eine Kohlenhydrat -
Erkennungs - Domane [175], die mikrobiologische Bindungen ermdéglicht und so
madgliche Pathogene agglutiniert und / oder Immunzellen (dentritische Zellen, Granulo-
zyten, Makrophagen) zur Phagozytose prasentiert [176]. SP - A dient so der spezi-
fischen und unspezifischen Immunabwehr [170, 177]. Mit Ahnlichkeit zum Komple-
mentfaktor ¢ 1 q opsoniert SP - A Makrophagen und bakterielle Bestandteile [178], ver-
starkt die Chemotaxis [164, 177] und stimuliert die Freisetzung von Sauerstoffradikalen
[174]. SP - A defiziente Mause zeigen eine abgeschwéchte Immunabwehr [179]. Des
Weiteren interagiert SP - A mit Lipiden [180], reguliert deren Ein- und Ausbau an der
Gas - Flissigkeits - Interphase der alveolaren Monolayer [181], sowie deren Aufnahme
und Abgabe in Pneumozyten Typ 2 [174]. SP - A reguliert und stabilisiert das Lungen-
surfactant, dient der Ausbildung von tubularem Myelin (Speicherform des Surfactant)
und unterstutzt die SP - B induzierte Verringerung der Oberflachenspannung in den

Lungenalveolen.
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Interessanterweise fuhrt eine Deletion des SP - A - Gens in Mausen nicht zu
Verdnderungen der Atemfunktion, Lungencompliance oder des Surfactantmeta-
bolismus [182], solange kein Pathogen oder Stimulus einwirkt. Auf diesen folgt eine
massive Lungenentziindung, die sich nach Gabe von SP - A bessert [179].

SP - D, ebenfalls ein Vertreter der Kollektin - Familie des C - Typs, mit einem Mole-
kulargewicht von 43 kDa, wird vom Epithel der Pneumozyten Typ 2, verschiedenen
Zellen des Atemtrakts und mukdsen Zellen des Magens synthetisiert. Es hat, wie auch
SP - A, Ahnlichkeit zum Mannose bindenden Lektin [173, 183] und das fiir 355 Amino-
sauren kodierende Gen liegt auf Chromosom 10 q. Beim Menschen ist SP - D in
weniger als 10 % mit Phospholipiden assoziiert [174]. Auch SP - D ist funktionell ein
Protein der Immunabwehr. Es bindet und aktiviert Makrophagen, induziert die Frei-
setzung von Sauerstoffradikalen und Stickstoffmetaboliten [174] und bindet, wie
SP - A, Uber Kohlenhydrat - Erkennungs - Doménen an Lipopolysacharid - Ober-
flachen, als Voraussetzung zur Agglutination [174, 184] und Interaktion mit einer Viel-
zahl von Mikroorganismen. Bei SP - D defizienten Mausen konnte dessen Wichtigkeit
in der Lipid- und Surfactant - Homoostase der Lunge gezeigt werden [185]. So fallt
gleich nach Geburt, aufgrund progressiver Lipidakkumulation in den Atemwegen, ein
veranderter Phanotyp auf, mit alveolaren Lipidosen und Aktivierung von Makrophagen
sowie Metalloproteinasen. Es kommt zu emphysematischen Veré&nderung mit
subpleuralen Fibrosen und chronischen Entziindungen [186].

1979 erfolgte die Erstbeschreibung von SP - B und SP - C in organischen Extrakten
aus extrazellularem Surfactant und Lamellarkorperchen. Deren Charakterisierung und
Aufreinigung gestaltet sich durch ihre hohe Hydrophobizitat und das kleine Molekular-
gewicht schwierig [187].

SP - B hat unter nicht reduzierten Bedingungen ein Molekulargewicht von 15 - 18 kDa
[188] und 7 [189] bzw. 8,7 kDa [190] bei reduzierten (Pro - Form: 40 kDa). Das ca.
9500 Basen lange Gen ist auf Chromosom 2 p lokalisiert und kodiert fur 79
Aminoséauren [171]. Funktionell sind dabei zahlreiche Cysteine wichtig. Sie bilden stabi-
lisierende Disulfidbriicken - Oligomere [189] und ermdglichen dem zu 90 % als Dimer
und 10 % als Monomer vorkommenden SP - B wahrend der Expiration [191] die Re-
duktion der Oberflachenspannung in der Lunge [192]. SP - B reguliert den Lipid - Um-
satz an der Gas - Flussigkeits - Interphase der Lungenoberflache. Es unterstiitzt bei
Inspiration den Ein-, bei Expiration den Ausbau von Lipiden [181] und fdrdert die
Wiederaufnahme von Surfactant in Pneumozyten Typ 2, die Ausbildung tubularen
Myelins, die Formation von Lamellarkérperchen, sowie die Verbindung und Fusion von
Membranen [181, 192 - 194]. Zudem vermindert SP - B das Wachstum von Bakterien

[195] und schitzt die Serumproteine des Surfactantfilms vor deren Inaktivierung [196].
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Eine Deletion in Kaninchen hat eine ernsthafte Schadigung der alveolaren Oberflache
und respiratorischen Stress zur Folge [197].

SP - C ist mit einem Molekulargewicht von 4 - 6 kDa (Pro - Form: 6 - 12, 14, 16, 21 und
26 kDa) [159] das bisher kleinste und hydrophobste Surfactant - Protein, das priméar
aus 191 und nach posttranslationaler Modifizierung (wie Glykosylierung, Acylierung,
Veresterung mit Fettsduren [171] aus 33 - 35 Aminosauren besteht. Es ist auf
Chromosom 8 p kodiert und besitzt in seiner alpha - Helix - Form viele Valin -
Seitenketten [174]. SP - C dient in der Lunge der Aufnahme von SP - A in, und der
Verbindung von Reservoir - Bilayer - Strukturen mit dem Lipid - Monolayer an der
Alveolenoberflache und einer beschleunigten Aufnahme und Ordnung von
Phospholipiden in der Lipidschicht [198]. Auch SP - C sorgt wahrend der Inspiration fir
den Ein-, und wahrend der Expiration fir den Ausbau von Lipiden an der Gas -
Flussigkeits - Interphase der Lunge [180, 181] sowie dem Schutz vor Inaktivierung von
Serum - Proteinen im Surfactant - Film [199]. So dienen SP - B und SP - C der
Ausbildung und Stabilisierung oberflachenaktiver Membranen und sind daher u.a. beim
ARDS pathophysiologisch bedeutsam [200].

Ubertragt man die bisher entschliisselten Eigenschaften der Surfactant - Proteine auf
die Gewebe der Augenoberflache und des Tranensystems, kommen diesen im Hin-
blick auf die Funktionalitat und Stabilitdt des Tranenfilms eine immense Bedeutung flr
die Immunabwehr und Oberflachenspannung zu und kénnten in der Physiologie des
Auges und der Pathogenese des Trockenen Auges eine wichtige Rolle spielen.

Struktur der Surfactant Proteine G T
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Abbildung 2: Struktur der Surfactant - Proteine SP - A, - B, - C und - D und deren Lokalisation
im Tréanenfilm entsprechend ihrer physikochemischen Eigenschaften.
Modifiziert nach: Brauer L. et al. (2008) [201]
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2 Material und Methoden

2.1 Eingesetzte Materialien und Chemikalien

2.1.1 Allgemeine Materialien

Eppendorf-ReaktionsgefalRe Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg (D)

Falcon-Rohrchen
Gelblotting-Filterpapier
Gelkassette
Gelkassetten-Kamme
Hohlnadel-Kanilen
Hybond-ECL
Hyperfilm-ECL
Kunststoffkapillaren
Mehrkanalpipette
Nitrocellulose-Membran
Pipetten
Pipettenspitzen
Quarzkivetten
Rontgenkassette

Schirmer-Test-Streifen

2.1.2 Gerate

Elektrophorese-Gerat
Elektrophorese-Kammer
Eppendorf-Zentrifuge
Kuhlzentrifuge-Biofuge
Magnetrthrer
pH-Meter-Digital
Prazisionswaage
Schuttelgerat-Thys 2
Spektrophotometer
Vortex-Genie 2
Wasserbad-Thermostad

Western-Blot-Apparatur

P & W Medizintechnik GmbH, Berlin (D)
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel (D)
Invitrogen GmbH, Karlsruhe (D)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe (D)

B. Braun Melsungen AG, Tuttlingen (D)
Amersham Biosciences, New York (USA)
Amersham Biosciences, New York (USA)
Kabe Labortechnik, Numbrecht-Elsenroth (D)
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg (D)
Amersham Biosciences, New York (USA)
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)

Novodirekt GmbH, Kehl (D)

Rego X-ray GmbH, Augsburg (D)

Bausch & Lomb, Berlin (D)

Hoefer SemiPhor, San Francisco (USA)

OWI Separation Systems, Porthmouth (NL)
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg (D)
Heraeus Instruments, Gera (D)

MLW Rihrgeratewerk Medingen, Freital (D)
Wiss.-Tech. Werkstatten GmbH, Weilheim (D)
G.Kern & Sohn, Albstadt (D)

MLW Labortechnik, llmenau (D)

Amersham Biosciences, New York (USA)
Scientific Industries, New York (USA)

Haake, Karlsruhe (D)

Hoefer SemiPhor, San Francisco (USA)
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2.1.3 Chemikalien

Acetonitril
Acrylamid-Solution
Ammoniumpersulfat
Bovines-Serum-Albumin
Coomassie-Blue-G-250
Ethanol 99,8 %
Ethylendiamintetraacetat
Formaldehyd

Glycin

Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
Mercaptoethanol
Methanol
Natriumbicarbonat
Natriumchlorid

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Fluka Chemie AG, Buchs (CH)
Merck KGaA, Darmstadt (D)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen (D)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Fluka Chemie AG, Buchs (CH)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Merck KGaA, Darmstadt (D)
Merck KGaA, Darmstadt (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Fluka Chemie AG, Buchs (CH)
Merck KGaA, Darmstadt (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Merck KGaA, Darmstadt (D)

Natriumdihydrogenphosphat Merck KGaA, Darmstadt (D)

Natriumhydrogencarbonat
Natriumthiosulfat
Ponceau-S

Salzsaure 37 %
Silbernitrat
Sodium-Dodecyl-Sulfat
Sucofin-Milchpulver
TEMED
Trifluoressigséure

Tris

Tween 20

VEB Laborchemie, Apolda (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)

Serva Feinbiochemie, Heidelberg (D)

VEB Laborchemie, Apolda (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)
TSI, Zeven (D)

BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen (D)

Fluka Chemie AG, Buchs (CH)
Carl Roth GmbH, Karlsruhe (D)

Serva Feinbiochemie, Heidelberg (D)

2.1.4 Molekulargewichtstandard

Page-Ruler-Protein-Ladder

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot (D)
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2.1.5 Gebrauchslésungen

Destaining Solution 1

Destaining Solution 2

Destaining Solution 3

Fixierlésung

Foto-Entwicklerlésung

Foto-Fixierlésung

HRP Millipore

Laemmli Buffer 1 x

Laemmli Buffer 10 x

Milchpulverlésung 5 %
Reducing Sample Buffer

Ripa Buffer

Stripping Buffer

TBS/TBST 1 x

TBS 10 x

Transfer Buffer 1 x

Transfer Buffer 12,5 x

300 ml Methanol, 100 ml Essigsaure 10 %,
Reinstwasser ad 1 |

36,3 g Tris Base, 8 ml 10 % SDS,

Reinstwasser ad 1 | (pH 8,8)

6 g Tris Base, 4 ml 10 % SDS,

Reinstwasser ad 1 | (pH 6,8)

40 % Ethanol, 10 % Essigsaure

30 g Natriumbicarbonat, 4 mg Natriumthiosulfat,
500 pl Formaldehyd, Reinstwasser ad 1 |

240 g Natriumthiosulfat, 10 g Natriumsulfit,

25 g Natriumbisulfit, Reinstwasser ad 1 |

1 ml HRP Substrat Peroxide Solution,

1 ml HRP Substrat Luminol Reagent

100 ml Laemmli 10 x, Reinstwasser ad 1 |

30,0 g Tris Base, 144 g Glycin, 10 g SDS,
Reinstwasser ad 1 |

2,5 g Milchpulver, 2,5 g BSA, 50 ml TBST

2 ml Glycin, 4 ml 10 % SDS, 2,5 ml Solution 3,
1 ml Mercaptoethanol, Reinstwasser ad 20 ml
790 mg Tris Base, 900 mg NaCl, 10 ml NP 40 10 %,
2,5 ml Na-desoxycholate 10 %, 1 ml EDTA 100 mM,
Reinstwasser ad 100 ml

10 ml 20 % SDS oder 20 ml 10 % SDS,

12,5 ml 1 M Tris-HCI, 700 pl Mercaptoethanol,
Reinstwasser ad 100 ml (pH 6,8)

8 g NaCl, 0,2 g KCI, 3 g Tris, Reinstwasser ad 1 | (pH 7,4)

TBST: 1 ml Tween zugeben

80 g NaCl, 2 g KCI, 30 g Tris,

Reinstwasser ad 1 | (pH 7,4)

80 ml 12,5 x Transfer Buffer, 200 ml Methanol,

2 ml 10 % SDS, Reinstwasser ad 1 |

18,2 g Tris Base, 90 g Glycin, Reinstwasser ad 1 |

15



2.1.6 SDS - Gele

Sammelgel 5 % 0,5 ml Acrylamid 40 %, 50 pl SDS 10 %, 7,5 pl TEMED,
0,5 ml 2 M Tris-HCI pH 6,8, 50 pl APS (60 mg / ml),
2,89 ml Reinstwasser

Trenngel 12 % 3 ml Acrylamid 40 %, 100 pl SDS 10 %, 15 pl TEMED,
1,9 ml 2 M Tris-HCI pH 8,8, 100ul APS (60 mg / ml),
4.9 ml Reinstwasser

Trenngel 18 % 4,5 ml Acrylamid 40 %, 100 ul SDS 10 %, 15 pl TEMED,
1,9 ml 2 M Tris-HCI pH 8,8, 100 ul APS (60 mg / ml)

3,4 ml Reinstwasser

2.1.7 Kits und Enzyme

ELISA Kit SP-A Abnova GmbH, Heidelberg (D)
ELISA Kit SP-B Abnova GmbH, Heidelberg (D)
ELISA Kit SP-C Abnova GmbH, Heidelberg (D)
ELISA Kit SP-D Abnova GmbH, Heidelberg (D)
Priméar Antikbrper SP-A Chemicon International, Hofheim (D)

1:500 in 5 % Milchpulver-Ldsung
Primar Antikérper SP-B Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen (D)
1:250 in 5 % Milchpulver-Ldsung
Priméar Antikbrper SP-C Chemicon International, Hofheim (D)
1:500 in 5 % Milchpulver-Ldsung
Primar Antikbrper SP-D Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen (D)
1:500 in 5 % Milchpulver-Ldsung
Protein Assay Kit BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen (D)
Sekundar AK Anti-Mouse  Jackson Immuno Research, Suffolk (UK)
in 5 % Milchpulver-Losung 1 : 10000 fur SP-A, -D,
1: 15000 fur SP-B
Sekundar AK Anti-Rabbit  DAKO Cytomation, Glostrup (DK)
in 5 % Milchpulver-Losung 1 : 15000 fir SP-C

2.1.8 Sterilisation von Losungen und Geréaten

Hitzesensible Losungen werden Uber Sterilfilter mit 0,2 um Porengrdle steril gefiltert,

hitzestabile Gebrauchswaren fiir 30 Minuten bei 1 bar und 120 °C autoklaviert.
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2.2 Art und Herkunft des verwendeten Probenmaterials

2.2.1 Allgemeines Vorgehen

Um den 2007 erbrachten Nachweis der Surfactant - Proteine (SP - A, - B, - C und - D)
im okularen Milieu nachzuvollziehen, erfolgen eigene molekularbiologische Unter-
suchungen mittels Western - Blot an Tranendrise, Tranenfliissigkeit und Lunge. Diese
Gewebeproben stammen von Kérperspendern des Instituts fir Anatomie und Zellbio-
logie der Martin - Luther - Universitat Halle - Wittenberg (MLU), wurden innerhalb von 4
- 12 Stunden nach dem Tod entnommen und bei - 80 °C gelagert. Die Gewinnung und
Untersuchung von Tranenflissigkeit lebender Probanden erfolgt mit Genehmigung der
Ethikkommission der medizinischen Fakultat der MLU (Aktenzeichen: 08 / 1977 Bu),
nach einem Aufklarungsgesprach und freiwilliger Zustimmung der Probanden verbal
und per Unterschrift. Zur Identifizierung der optimalen Entnahmetechnik von Tranen-
flussigkeit sowie fur Untersuchungen von Proteingehalt und -konzentration in Trénen
erfolgen vergleichende Betrachtungen zwischen Kapillare und Schirmer - Streifen an
eigener Tranenflissigkeit mittels Anfarbung (Coomassie - Blue - G - 250, Silbernitrat,
Ponceau - S - Rot), Gesamtproteinbestimmung nach Bradford und Western - Blot -
Analysen von SP - A, - B, - C und - D. Um die Rolle von Proteinen, hier der Surfactant -
Proteine, im Rahmen der Pathogenese des Trockenen Auges zu untersuchen, erfolgt
in Kooperation mit den niedergelassenen Augenarzten Dipl. - Med. R. Sander (Halle a.
d. Saale) und Dr. med. R. Dietz (Volkach a. Main) mittels Schirmer - Streifen (nach
Schirmer 1) eigenstandig die nicht invasive Tranenentnahme bei 306 Probanden aus
beiden Augen. Darunter 174 Frauen und 132 Manner im Alter von 18 bis 87 Jahren.
Ein Trockenes Auge wurde durch den Augenarzt in 170 Fallen diagnostiziert. Es wurde
ein Fragebogen erstellt (Abbildung 3), um neben der Probengewinnung auch anonym-
isierte Probandendaten zu erhalten. Die aufgenommenen Reflextranen werden in
200 pl Tris - HCI - Puffer bei - 25 °C gelagert und nach Bradford auf Gesamtprotein,
sowie durch Enzym - Linked - Immuno - Sorbent - Assay ‘s (ELISA’s) auf alle vier
Surfactant - Proteine hin untersucht. Die anamnestisch erhobenen Daten werden

katalogisiert und einer statistischen Auswertung mittels SPSS - Software unterzogen.
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2.2.2 Probandenfragebogen

Martin - Luther - Universitat Halle - Wittenberg Institut fir Anatomie und Zellbiologie

Fragebogen zur Erfassung anamnestischer Daten bei Sicca - Patienten

Alter
Geschlecht (M / W)

ja | nein | Medikation / Anmerkung / Sonstiges

Objektive Symptome am Auge
Rétung
Schwellung
Subjektive Symptome am Auge
Trockenheitsgefiihl
Fremdkdrper- / Sandkorngefiihl
Jucken
Brennen / Schmerzen
Druckgefiihl
Schnelle Ermidbarkeit
Trénenfluss bei Wind / Lichtwechsel
Schwierigkeiten beim Lidschluss
Neigung zur Entziindung
Uberempfindlichkeit gegeniiber
Luftzug: Klimaanlage, Wind
Umwelteinflisse: Sonne, Rauch, Kélte
Benutzung von Kosmetika
Benutzung von Kontaktlinsen
Rauchen
Arbeitsplatzbelastung
Klimaanlage, Luftzug
Bildschirmarbeit
Staub / Gas
Lésungsmittel / Chemikalien
Allergie
Pflanzen
Tiere
Chemikalien
Ophthalmologische Befunde
Operation / Laservorbehandlung
Verletzung / Irritation
Medikamentdse Behandlung
Dermatologische Befunde
Trockene Haut
Neurodermitis
Psoriasis
Allgemeinanamnese
Diabetes mellitus
Fettstoffwechselstérung
Herz-Kreislauf-Erkrankung
Hypertonie
Gastro-Intestinale-Erkrankung
Lebererkrankung
Lungenerkrankung
Nierenerkrankung
Schilddrusenerkrankung
Rheumatische Erkrankung
Neurologische Erkrankung

Abbildung 3: Fragebogen zur Erfassung anamnestischer Daten beim Trockenen Auge
Modifiziert nach: Anamnesebogen der Arbeitsgruppe des Berufsverbandes der Augenarzte
Deutschlands (BVA)



2.2.3 Proteinisolierung aus Gewebeproben

Fur den Gewebeaufschluss werden die Proben mittels Pistill und Morser in flissigem
Stickstoff zu einem feinem Pulver zermahlen, das bis zur 200 pl Markierung in ein 2 ml
Eppendorf - Tube gegeben wird. Nach Zugabe von 300 pl Ripa - Puffer erfolgt der Auf-
schlul® im Rotor - Stator - Homogenisator sowie die Homogenisierung im Lyse - Puffer.
Es folgt die Zugabe von Proteasen- (2 ul / 1 ml) und Phosphataseninhibitor
(1 mi/ 100 ml) und die Inkubation auf Eis fir 30 Minuten, mit anschlielendem Zentrifu-
gieren bei 13000 rpm fir 30 Min. bei 4 °C. Der Proteiniberstand wird in ein 1,5 ml
Eppendorf - Tube gegeben und nach quantitativer Messung der Gesamtprotein-

konzentration nach Bradford bei - 80 °C gelagert.

2.2.4 Entnahme von Tranenfluissigkeit am lebenden Probanden mittels Schirmer -

Streifen und Kapillare

Zum Erhalt von Tranen fir molekularbiologische Untersuchungen ist das Aufsaugen
aus dem Bindehautsack mittels Kapillare etabliert. Dies birgt jedoch die Gefahr der
Irritation bzw. Verletzung, die im schlimmsten Fall bis zur Erblindung fuhren kann. Um
mogliche Risiken zu reduzieren, wurde der bereits in der Diagnostik des Trockenen
Auges eingesetzte Schirmer - Streifen (Schirmer - Test) als mogliche Alternative zur
Erforschung von Proteingehalt und -konzentration in Tranen untersucht. Er wird zurzeit
fur molekularbiologische Analysen eher als nicht geeignet angesehen. Im Folgenden

werden beide Techniken néher vorgestellt.

Der Schirmer - Streifen geht auf den dt. Ophthalmologen Otto Schirmer (1864 - 1918)
zuriick. Nach Einhangen eines genormten Filterpapierstreifens in den Bindehautsack
liegt er der Konjunktiva direkt an, wodurch Tranenfllissigkeit aufgesogen wird. Schirmer
zeigte bei 100 Probanden im so genannten Schirmer - Test, dass im Durchschnitt nach
5 Min. der Streifen gerade ganz befeuchtet wurde. Werte unter 15 mm / 5 Min. werden
dabei von einigen [9, 202], jedoch nicht allen [134] Autoren als pathologisch gewertet.
Einige Autoren geben keine physiologische Minimalmenge an, da auch bei véllig nega-
tivem Schirmer - Test scheinbar keine Beschwerden auftraten [203]. Es zeigten sich
zwischen gesunden Probanden und sogar im Vergleich der Augen eines Probanden
erhebliche Differenzen zwischen 6,6 - 63 mm Laufstrecke im Schirmer - Streifen [6, 8,
203]. AuRRer probandenbezogenen Ursachen konnten Eisner et al. 1960 technische Un-
genauigkeiten nachweisen, so dass sie dem Schirmer - Streifen lediglich eine ,gute

Orientierung“ zuschrieben [204]. Bereits 1933 konnten Lipschitz et al. feststellen, dass
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bei gefarbten Tranen unter der Spaltlampe
der Tranenstrom entlang der Oberlidkante

bei der Messung mit dem Schirmer - Strei-

fen nicht erfasst wird und so Ergebnisse zu
niedrig ausfielen [205]. Man unterscheidet
den Schirmer - Test | und Il, wobei die
Rahmenbedingungen oft modifiziert wurd-
en bzw. noch werden [9, 134, 202]. In der

vorliegenden Arbeit werden industriell ge-

normte Siccarta Test - Streifen nach der
Schirmer - | - Methode verwendet (Abbild-

' ung 4). Ein FlieBpapier wird von der abge-

[8. LB - & -'\ rundeten Seite her nach ca. 5 mm recht-
9 .

' winklig abgeknickt (1 - 3). Dieses Ende

Abbildung 4: Entnahme und Aufbereitung  wird nach Herunterziehen des Unterlides in
von Schirmer - Tranen.

den unteren nicht anésthesierten Konjunkti-
valsack direkt Uber das Punctum lacrimale in den medialen Augenwinkel mit einer
Pinzette eingehéngt (4), da Fett und Schweild der Finger des Benutzers die Saugkraft
des Papiers wesentlich vermindern [204]. Der Proband richtet den Blick nach oben,
damit der Augenbulbus nach kranial rotiert. Die Augen werden wéhrend der Probenent-
nahme in Neutralstellung geschlossen. Der Rest des Streifens hangt frei, ca. 90° zur
Augenoberflache nach unten (5). In dieser Arbeit wird als Modifikation zum Schirmer - |
- Test nach 5 Min. lediglich die Laufstrecke der Trénen im Streifen gemessen, der
Streifen jedoch bis zur vollstdndigen Benetzung, maximal jedoch 15 Min., im Konjunkti-
valsack belassen, um maoglichst viel Tranenflissigkeit abzuernten. Die Entnahme er-
folgt mittels Pinzette nach Augendéffnung, indem das Unterlid herabgezogen und der
Streifen nach oben entfernt wird (6). Zur Extraktion der Tr&nen folgt die Eingabe des
Streifens in ein 0,6 ml Eppendorf - Tube, das an der Unterseite mittig mit einer Hohl-
nadel - Kantle punktiert wird (7). Dieses Tube wird darauf in ein 2 ml Eppendorf - Tube
gestellt (8) und bei maximaler Umdrehung fir 5 Min. zentrifugiert, wodurch die Tranen-

flissigkeit aus dem Streifen heraus in das gro3ere Tube abzentrifugiert wird (9).

Die Kapillare ist ein 7,5 cm langer und 0,2 cm dicker Hohlzylinder aus Plastik. Zur Ent-
nahme von Tranenflissigkeit wird das Unterlid, bei nach oben gerichtetem Blick,

caudalwarts gezogen (Abbildung 5).



Die Kapillare wird waage-
recht, leicht seitlich an den

if

zum Vorschein kommenden

Konjunktivalsack  gehalten
(1). Durch die auf der
Oberflache der Innenseite

=
Abbildung 5: Entnahme und Aufbereitung von Kapillar -
Adhésionskrafte wird Tranen- Tranen.

des Honhlzylinders wirkenden

flussigkeit in die Kapillare gesaugt (Kapillaraszension (2)). Zur Ruckfihrung posi-
tioniert man ein Ende der Kapillare in ein Eppendorf - Tube. In das andere Ende steckt
man eine 200 pl Eppendorf - Pipette und pipettiert die Flissigkeit aus der Kapillare

heraus in das Auffangtube (3).

2.3 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration nach Bradford

Dieses photometrische Verfahren wurde nach dem amerikanischen Biochemiker
Marion M. Bradford (1976) benannt und beruht auf einer Stabilisierung des Triphenyl-
methan - Farbstoffes Coomassie - Brilliant - Blue - G - 250 durch ionische Wechsel-
wirkungen mit kationischen Aminogruppen von Proteinen im sauren Milieu. Als Mafl3
der Proteinkonzentration in Losungen verschiebt sich dabei das Absorptionsmaximum
des einst ungebundenen, griinen Farbstoffs von 465 auf 595 nm und fihrt zu einer

Blaufarbung. Die Messung erfolgt mittels einem Protein - Assay - Kit aus Ethanol, Farb-

Bradford Eichkurve (BSA) stoff und Phosphorsdure. Dem Kit
06 beigefugt ist ein Rinder - Serum -
Albumin - Standard (BSA) zur Er-
stellung einer Eichkurve, an der
man den Umrechnungsfaktor der
optischen Dichte zu pg Gesamt-
protein ermittelt. In eine Einmal -

Kivette erfolgt die Eingabe von 800

: 1 > s . 5 s| ul destilliertem Wasser, 200 pl Brad-

Konzentration in mg/ml

Abbildung 6: Bradford - Eichkurve (BSA) zur Be-
stimmung der Gesamtproteinkonzentration. messenden Proteinlésung. In einem

ford - Reagenz sowie 1 pl der zu

Spektrophotometer erfolgt die Mes-
sung der Absorption bei einer Wellenlange von 595 nm, indem breitbandiges Licht das
Probengemisch in der Kivette durchstrahlt. Hindurch tretende Lichtquanten werden

dabei je nach Proteingehalt unterschiedlich absorbiert.
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Mittels Umrechnungsfaktor (0,054) wird aus der angegebenen optischen Dichte der
Gesamtproteingehalt in pg / pl errechnet, wobei ein Gemisch aus 800 pl destilliertem
Wasser und 200 pl Bradford - Reagenz als Leerwert dient (Abbildung 6).

2.4 SDS - Gelelektrophorese

Bei der SDS - Polyacrylamid - Gelektrophorese werden Proteine unter denaturierenden
Bedingungen nach ihrem Molekulargewicht getrennt. SDS (Sodium - Dodecyl - Sulfat)
ist ein anionisches Detergenz aus einer aliphatischen Kette von 12 C - Atomen mit
einer hydrophilen Sulfatgruppe. Diese lagert sich an Aminosaureketten von Proteinen
an und bildet so einen Komplex, dessen Oberflache nach auf3en gerichtete, negative
Sulfatgruppen tragt. Dadurch wird die Proteineigenladung im Vergleich zur negativen
Gesamtladung des SDS - Protein - Komplexes vernachlassigbar. Durch ein konstantes
Masse - Ladungs - Verhaltnis sind so alle Proteine vergleichbar und deren Bewegung
im Gel proportional zum Molekulargewicht. Dieses als Molekularsieb wirkende Gel
besteht aus einem Sammel- und einem Trenngel, deren Zusammensetzung der zu er-
wartenden Proteingrof3e angepasst werden muss. Fir die kleinen lipophilen Surfactant
- Proteine SP - B und - C wurden ein 5 % Sammel-, sowie ein 18 % Trenngel ver-
wendet, fir die héhermolekularen hydrophilen SP - A und - D ein 5 % Sammel-, sowie
ein 12 % Trenngel.

Zuerst wird das Trenngel in eine Vertikalgelkammer gegossen und fur einen ebenen
Abschluss mit gesattigtem Butanol Uberschichtet, das nach vollstandiger Gelpoly-
merisation wieder entfernt wird. Anschlie3end erfolgt die Zugabe des Sammelgels, in
das zur Formung von Probentaschen ein Kamm eingesetzt wird. Nach dessen Poly-
merisation wird die Gelkammer in eine Elektrophoresekammer eingespannt, die mit
1 x Laemmli - Puffer geflutet wird. Nun erfolgt die Kammentfernung und die Taschen
werden mittels Pipette mit Puffer gespilt. 30 pg des aufzutrennenden Protein-
gemisches wird zusammen mit 15 pl RSB - Mercaptoethanol - Puffer fir 10 Min. bei
100°C denaturiert, kurz gevortext und bei 9000 rpm anzentrifugiert, bevor die Eingabe
in die Taschen erfolgt. Eine Tasche bleibt 5 pl eines Molekulargewichtstandards vorbe-
halten. Leere Taschen werden mit 10 pl RSB - Mercaptoethanol - Puffer besetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung des Probengemisches nach Gréf3e, Ladung und
anderen Eigenschaften in Proteinbanden folgt fir 90 Min. durch Anlage eines zum Gel

parallel gerichteten elektrischen Feldes. Im Sammelgel bei 80V, im Trenngel bei 120V.

22



2.5 Western - Blot

Nach der Elektrophorese werden die Proteinbanden mittels ,Sandwich - Verfahren"
vom Trenngel auf eine Nitrozellulose - Membran transferiert. Bendétigte Materialien, wie
Filterpapier, Membran und Schwamme werden fur 15 Min. in 1 x Transfer - Puffer
aquilibriert. Das Gel wird aus seiner Kammer befreit, Sammelgel und Uberschiissiges
Trenngel abgetrennt und luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Alle Bestandteile des
Sandwichs werden auf GelgréRe zugeschnitten und wie folgt unter Druck in der
Western - Blot - Apparatur aufgeschichtet: Anode, zwei Schwamme, Filterpapier,
Membran, Gel, Filterpapier, zwei Schwamme, Kathode. Durch ein zum Gel senkrecht
angelegtes elektrisches Feld (25 V, 125 mA) erfolgt fur 90 Min. der Semidry - Protein-
blot auf die Membran. Aufgrund hydrophober Wechselwirkung bleiben Proteine an der
Membranoberflache haften, wobei das Muster der elektrophoretischen Auftrennung er-
halten bleibt. Die Darstellung der Proteinbanden im Gel erfolgt mittels dreiBigminttiger
Anfarbung durch Coomassie - Blau bzw. Silbernitrat. Der Nachweis des Transfers auf
die Membran erfolgt mittels unspezifischer Proteinanfarbung fir 5 Min. durch
Ponceau - S - Rot - Farblésung.

Fur die folgende Antikdrperreaktion missen unspezifische Proteinbindungsstellen auf
der Membran mittels einstindiger Inkubation in 5 % Milchpulverlésung blockiert
werden. Dann wird die Membran mit einem Gemisch aus Primar - Antikdrper und 5 %
Milchpulverlésung bei 4 °C Uber Nacht in einem verschlossenen 50 ml Zentrifugen-
rohrchen auf einem Kipproller inkubiert. Um ungebundene Antikdrper zu entfernen, er-
folgt die Waschung der Membran dreimalig mit TBST und einmal mit TBS fir je
15 Min.. Dem folgt bei Raumtemperatur eine zweistiindige Inkubation der Membran mit
einem Gemisch aus Sekundar - Antikérper und 5 % Milchpulverlésung mit an-
schlieRender Waschung. Dreimalig mit TBST und einmal mit TBS fir je 15 Min., um
stérenden Hintergrund zu beseitigen. AbschlieBend erfolgt die Visualisierung der
Proteine mittels Enhanced - Chemoluminescence - Methode (ECL). Die Membran wird
lichtgeschiitzt fir 5 Min. mit einer Lésung aus 1 ml ECL - 1 (HRP - Peroxide - Solution)
und 1 ml ECL - 2 (HRP - Luminol - Reagent) inkubiert. Unter alkalischen Bedingungen
und im Beisein von Wasserstoffperoxid oxidiert die am Sekundar - Antikérper befind-
liche Meerrettich - Peroxidase das zyklische Diacylhydrazid Luminol. Luminol wird so
vorubergehend in einen angeregten Zustand versetzt, was mit der Emission von Licht-
guanten quittiert wird. In der Dunkelkammer fuhrt dies zur Schwarzung des Rdntgen-
bildes und somit zur Lokalisation und zum Nachweis von Proteinen. Die Belichtungs-
zeit variiert dabei stark zwischen Sekunden und Stunden, je nach Proteinmenge und /

oder Qualitat der Antikorperreaktion.
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2.6 Farbungen

2.6.1 Coomassie - Brillant - Blue G - 250

Dieser, urspringlich aus der Textilindustrie stammende und 1896 nach der afri-
kanischen Stadt Kumasi benannte, Triphenylmethanfarbstoff dient der unspezifischen
Anfarbung von Proteinen, indem er sich im sauren Milieu an die basischen Seiten-
ketten der Aminosduren anlagert. Die Coomassie - Farbung ist eine der gebrauch-

lichsten Methoden zur Visualisierung und Quantifizierung von Proteinen.

2.6.2 Silbernitrat

Die Silberfarbung wurde 1988 von Rabilliud eingefiihrt und dient ebenfalls der Visu-
alisierung von Proteinen, wie auch von Glykolipiden, Lipiden, Lipopolysacchariden und
Nukleinsauren. Sie ist 10 - 100 mal sensitiver als die Coomassie - Farbung, jedoch
zeit- und arbeitsaufwendiger und nicht fir alle Proteine einsetzbar. Silberionen lagern
sich an Asp-, Cys- und Glu - Reste der Proteine an und werden durch alkalisches

Formaldehyd zu elementarem Silber reduziert, was eine Schwarzfarbung hervorruft.

2.6.3 Ponceau - S - Rot

Dieser Azofarbstoff bindet reversibel an positiv geladene Aminogruppen und dient der

Anféarbung von Proteinen auf Nitrocellulose - Membranen.

2.7 Enzym - Linked - Immuno - Sorbent - Assay (ELISA)

Dieses Sandwich - Verfahren dient der schnellen und systemischen Quantifizierung
von Proteinen und kam in der vorliegenden Arbeit als industriell vorgefertigtes ELISA -
KIT zum Einsatz. Die darin enthaltenen Substanzen wurden am Vortag des Versuches
aus der Pulverform in Lésung gebracht. So werden die Standard - Reihe, sowie der
Sekundar - Antikdrper und das Peroxidase - Konjugat in je 1 ml Reinstwasser gelost.
Des Weiteren werden 10 ml Verdiinnungs - Puffer - Konzentrat zu 90 ml Reinstwasser
gegeben, wovon 11 ml zu der nun vorliegenden Sekundér - Antikdrper - Losung und 23
ml zur Peroxidase - Konjugat - Losung hinzugegeben werden. Dann erfolgt die Ver-
dunnung von 20 ml konzentriertem 40 x Wasch - Puffer mit 780 ml Reinstwasser und
abschlie3end, aus dem beigeflgten Standard, die Erstellung einer Protein - Standard -

Verdunnungsreihe zwischen 6,3 und 400 ng / ml in acht Eppendorf - Tubes.
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Ein Tube wird dabei ausschlie3lich mit 500 pl Verdiinnungs - Puffer gefillt und dient
als Kontrolle. Die Proben werden in eine spezielle 96 - Well - Mikrotiterplatte zu je
100 pl pro Well einpipettiert. Wobei jede Eingabe als Doppelbestimmung in ein
weiteres Well zweifach erfolgt. Am Boden jedes Wells ist bereits ein monoklonaler
Primér - Antikdrper gegen das Surfactant - Protein - Antigen industriell vorgebunden,
an dem sich das gesuchte Protein nach einer Stunde Inkubation bei Raumtemperatur
spezifisch bindet. Danach wird die Platte umgestlrzt, wodurch sich die Wells entleeren
und Uber Zellstoff trocken geklopft werden. Um ungebundene Bestandteile zu ent-
fernen, erfolgt eine viermalige Waschung mit je 200 ul Wasch - Puffer. Damit bleiben
auf dem Boden der Wells nur Antikorper - Antigen - Bindungen erhalten. Nun werden
jeweils 100 pl des biotinylierten Sekundar - Antikoérpers hinzupipettiert. Nach ein-
stindiger Inkubation bei Raumtemperatur wird mit je 200 pl Wasch - Puffer viermal
gewaschen und die Platte anschlieBen auf dem Kopf stehend trocken geklopft. Nun
befindet sich der Sekundér - Antikorper ebenfalls am gesuchten Antigen, das Uber die
Bindung am Primér - Antikérper auf dem Boden des Wells haftet. Der Sekundar - Anti-
korper bindet so an Primar - Antikbrper gebundenem Surfactant - Protein, jedoch an
anderer Bindungsstelle. Pro Well werden 100 ul des Enzyms Streptavidin - Peroxidase
- Konjugat einpippetiert, das nach einstiindiger Inkubation bei Raumtemperatur spezi-
fisch an den Sekundéar - Antikdrper bindet. Nach bekannter Waschung und Trocknung
folgen 100 ul des Substrats Tetramethylbenzidin in jedes Well mit lichtgeschitzter
Inkubation fur 30 Min. bei Raumtemperatur. Es kommt zur Enzym - Substrat - Reaktion
und einem Farbumschlag proportional zur Proteinkonzentration, die durch Zugabe von
100 pl Citrat - Acid - Stop - Solution gestoppt wird. Mittels Spektrophotometrie wird die
Absorption des Lichtes bei 450 nm gemessen und anhand der Kalibrierungskurve der

Standard - Verdinnungsreihe in die Proteinkonzentration umgerechnet.

2.8 Statistik

Die statistische Analyse der Daten erfolgt mit Hilfe der SPSS - Software (IBM SPSS
Statistics 19, USA). Die Ergebnisse der Untersuchungen sind als direkter Zahlenwert,
in Prozent oder als Mittelwert angegeben. Zur Auswertung der anamnestisch
erhobenen Daten werden Vier - Felder - Kreuztabellen erstellt und tber den Chi -
Quadrat - Test nach Pearson oder Fisher - Exakt - Test die Signifikanz ermittelt. Die
Auswertung der ELISA - Daten erfolgt nach Uberpriifung auf Normalverteilung (Kolmo-
gorow - Simirnov - Anpassungstest) entweder mittels Mann - Whitney - U - Test oder t -

Test nach Student. Ein p - Wert unter 0.05 wird als statistisch signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Western - Blot - Analysen zum Nachweis der Surfactant - Proteine SP - A, - B, -

C und - D in Tranendrtse und Tranenflissigkeit auf Proteinebene

Zum Nachweis der Surfactant -
Proteine erfolgt die Proteinisolierung
aus Tranendrise und Tranenflussig-
keit von Korperspendern (2.2.3). Nach
elektrophoretischer Auftrennung (2.4)
erfolgt der Proteintransfer auf eine
Nitrozellulose - Membran (2.5), wo
Uber Antikorperreaktionen alle vier
Surfactant - Proteine bei ihrem je-

weiligen Molekulargewicht nachge-

L TD TF

SP-D [ N W | o

Abbildung 7: Western - Blot - Analysen von
Tranendrise (TD) und Tranenflissigkeit (TF) mit
charakteristischen GrélRenbanden in Kilodalton
(kDa) fur die Surfactant - Proteine SP - A (28 kDa),
SP - B (18 kDa), SP - C (14 kDa) und SP - D (43

wiesen werden (Abbildung 7).

kDa). Lunge (L) als Positivkontrolle.

3.2  Vergleichende Analysen der Entnahmetechniken (Kapillare versus Schirmer -

Streifen) in Bezug auf die Gewinnung von Tranenflissigkeit und deren Potential

zur Untersuchung von Proteinen unterschiedlichster Eigenschaften

3.2.1 Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration nach Bradford

Kapillare und Schirmer - Streifen

Nach Entnahme eigener Tranenflissigkeit mittels
Kapillare und Schirmer - Streifen (2.2.4) wird
diese nach Bradford auf ihre Gesamtprotein-
konzentration hin untersucht (2.3). Mit beiden
Entnahmetechniken kann anndhernd die gleiche
Proteinmenge in pg pro pl Tranenflissigkeit aus
dem Bindehautsack abgeerntet  werden
(Kapillare: 4,8 ug / pl, Schirmer - Streifen: 4,6 pg /
ul). So dienen beide Techniken im gleichen Mald
der Entnahme von Trénenflissigkeit sowie der
Gewinnung von Proteinen. Dadurch ist es mit
beiden Verfahren mdoglich, Proteine in Trénen-

flussigkeit zu analysieren (Abbildung 8).

in Tranen aus
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Abbildung 8: Bestimmung der Ge-
samtproteinkonzentration nach Brad-
ford in Tranen aus Kapillare (K) und
Schirmer -Streifen (S). Angabe der
Proteinmenge in pug pro pl Tranen-

flussigkeit.
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3.3.2 Proteinnachweis in Tranenflussigkeit nach SDS - Gelelektrophorese durch Gel-

und Membrananfarbung

Die Proteine der mittels Kapillare und Schirmer - Streifen entnommenen Tranenflussig-
keit werden durch die SDS - Gelelektrophorese nach GroRRe, Ladung und anderer
Eigenschaften aufgetrennt (2.4). Diese elektrophoretische Proteinauftrennung im Gel
kann durch Anfarbung mit Coomassie (2.6.1) und Silbernitrat (2.6.2), wie auch der er-
folgreiche Proteinblot (2.5) auf die Membran mit Ponceau (2.6.3), visualisiert werden.
Dabei zeigt sich, dass mit beiden Entnahmetechniken ein annahernd gleich breites
Spektrum an unterschiedlich gro3en Proteinen aufgenommen und fir weitere mole-

kularbiologische Untersuchungen zur Verfigung gestellt werden kann (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Farbung von Proteinen aus Tréanen nach Entnahme aus dem Bindehautsack
mittels Kapillare (K) und Schirmer - Streifen (S): Nachweis der Proteinauftrennung nach SDS -
Gelelektrophorese im Gel durch Coomassie (links) und Silber (mitte), bzw. dem Proteinblot auf
die Membran durch Ponceau (rechts). Proteinmarker (M). Schirmer - Streifen gewaschen (SG).

3.3.3 Western - Blot - Analysen zum Nachweis der Surfactant - Proteine SP - A, - B, -
C und - D in Tranenflussigkeit aus Kapillare und Schirmer - Streifen

Nach der Trénengewinnung mittels L TK TS

Kapillare und Schirmer - Streifen | gp_a “: - 28 kDa
2.2.4) ko durch West - Blot -
( ) onnen durc estern ) SP-B _ﬁ 18 KDa

Analysen (2.5) sowohl die sehr kleinen

und lipophilen (SP - B: 18 kDa, SP - C: | SP-C m - 14 kba

14 kDa) als auch die deutlich groBeren | gp 1y [ g — e | - 43 k0a
und hydrophilen Surfactant - Proteine

) Abbildung 10: Western - Blot zum Vergleich der

(SP - A: 28 kDa, SP - D: 43 kDa) ein- Tranenentnahme durch Kapillare (TK) und
. . . Schirmer - Streifen (TS). Mit beiden Methoden
deutig detektiert werden. Allerdings kdnnen Surfactant - Proteine mit ihren charakter-
zeigen die Kapillar - Tranen bei allen istischen Banden (SP - A: 28 kDa, SP - B: 18 kDa,

) ) . ) SP - C: 14 kDa, SP - D: 43 kDa) nachgewiesen
vier Proteinen intensivere Banden \yerden. Lunge (L) als Positivkontrolle.

(Abbildung 10).
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34 Auswertung der Probanden - Daten

Die durchgefuihrten Untersuchungen zeigen die Présenz der bisher bekannten
Surfactant - Proteine A, - B, - C und - D im okularen Milieu. Auf3erdem konnte gezeigt
werden, dass mit den untersuchten Entnahmetechniken (Kapillare und Schirmer -
Streifen) Verfahren zur Verfugung stehen, um in ausreichender Menge Tranenflussig-
keit von Probanden zu gewinnen und Proteine der Augenoberflache molekularbio-
logisch zu analysieren. So kénnen nun in Tranenflissigkeit die Gesamtkonzentration
von Proteinen bestimmt, und auch hydro-, und lipophile Proteine unterschiedlichster
GroRRe untersucht werden. Im praktisch, klinischen Umgang am Probanden oder
Patienten zeigt sich der Schirmer - Streifen als vorteilhaft. Die Tranengewinnung ist
deutlich angenehmer, einfacher, glnstiger, schneller und von jedermann beherrsch-
bar. Die Manipulation am Probandenauge beschrankt sich auf das Einhangen in und
die Entnahme aus dem Bindehautsack. Die dadurch freie zeitliche und personelle
Kapazitat des Untersuchers kann z.B. fir anamnestische Erhebungen genutzt werden.
Zugleich lasst sich der Streifen neben der schonenden, nicht invasiven Probenge-
winnung und als molekularbiologisches Quantifizierungssystem, parallel im Schirmer -
Test fur diagnostische Zwecke, auch bei einer groen Probandenpopulation, ein-
setzen. Bei der Kapillare ist ein standiges und gelbtes Arbeiten am gedffneten Auge
notwendig, wodurch der Proband vermehrt zwinkern muss. Es kann dabei zu mecha-
nischen Irritationen und Verletzungen der Augenoberflache, bis hin zur Erblindung
kommen. Basierend auf diesen Vorbetrachtungen wurde in dieser Arbeit zur weiteren
Klarung physiologischer und pathologischer Fragestellungen zur Augenoberflache,
sowie zur Rolle des okularen - Surfactant - Systems im Rahmen der Pathogenese des

Trockenen Auges der Schirmer - Streifen verwendet.

3.3.1 Die statistische Auswertung der anamnestischen Befragung von 306

Probanden mit und ohne Trockenem Auge

Nach Genehmigung der Ethikkommission (2.2.1) erfolgte in der Zeit zwischen
Einh&ngen und Entnahme des Schirmer - Streifens die anamnestische Befragung der
306 Probanden nach einem eigens erstellten Fragebogen mit 50 Items (2.2.2). Zudem
kénnen in einem Extrafeld, neben dem Kreuz bei ja oder nein, weitere Informationen
handschriftlich notiert werden. Die Teilnahme erfolgte nach Aufklarung durch den Arzt,
sowie den Autor dieser Arbeit und freiwilliger Zustimmung durch den Probanden /
Patienten verbal und per Unterschrift. Die Auswertung der anamnestisch erhobenen
Daten erfolgt durch die Statistik - Software SPSS (2.8) (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Statistische Auswertung der anamnestischen Daten von 306 Probanden mit (n =
170) und ohne (n = 136) Trockenem Auge mittels SPSS - Software.

Charakteristika Trockenes Auge
Nein ja P Value 95 % KiI
136 170
Weiblich: Total - Anzahl (%) 74 (54) 100 (59)
< 40 Jahre - Anzahl (%) 25 (18) 13 (8)
> 40 Jahre - Anzahl (%) 49 (36) 87 (51)
Mannlich: Total - Anzahl (%) 62 (46) 70 (41)
< 40 Jahre - Anzahl (%) 19 (14) 7(4)
> 40 Jahre - Anzahl (%) 43 (32) 63 (37)

Allergie - Anzahl (%) 44 (32) 56 (33) 0,913 0,635 - 1,662
Chemikalie - Anzahl (%) 5(4) 8(8) 0,657 0,413 - 4,049
Hausstaub - Anzahl (%) 9(7) 12 (7) 0,879 0,438 - 2,624
Lebensmittel - Anzahl (%) 7(5) 10 (6) 0,780 0,427 - 3,110
Medikament - Anzahl (%) 10 (7) 9 (5) 0,458 0,278 - 1,786
Nickel - Anzahl (%) 1(1) 3(2) 0,431 0,249 - 23,58
Pflanze - Anzahl (%) 15 (11) 19 (11) 0,968 0,495 - 2,081
Pflaster - Anzahl (%) 2(1) 5(3) 0,393 0,388 - 10,63
Sonnenlicht - Anzahl (%) 3(2) 2(1) 0,480 0,087 - 3,204
Tierhaar - Anzahl (%) 4 (3) 10 (6) 0,221 0,632 - 6,727

Atemwegserkrankung - Anzahl (%) 16 (12) 42 (25) 0,004 1,314 - 4,608
Asthma bronchiale - Anzahl (%) 6 (4) 15 (9) 0,129 0,791 - 5,559
Bronchitis, chronische - Anzahl (%) 3(2 10 (6) 0,113 0,747 - 10,275
Lungen-Krebs - Anzahl (%) 0 (0) 2(1) 0,204 0,499 - 0,611
Lungen-TBC - Anzahl (%) 2(1) 2(1) 0,822 0,111 - 5,737
Tonsillektomie - Anzahl (%) 5(4) 15 (9) 0,070 0,898 - 7,163

Augenerkrankung - Anzahl (%) 53 (39) 80 (47) 0,156 0,881 - 2,200
Durchblutungsstérung - Anzahl (%) 5(4) 6 (4) 0,945 0,286 - 3,211
Glaukom - Anzahl (%) 26 (19) 43 (25) 0,199 0,827 - 2,482
Katarakt - Anzahl (%) 24 (18) 40 (24) 0,209 0,816 - 2,528

Augen-Irritation - Anzahl (%) 70 (51) 119 (70) 0,001 1,375 - 3,519
Bildschirmarbeit - Anzahl (%) 18 (13) 43 (25) 0,009 1,213 - 4,063
Chemikalie - Anzahl (%) 33 (24) 48 (28) 0,434 0,734 - 2,055
Entziindung, chronische - Anzahl (%) 5@4) 24 (14) 0,002 1,597 - 11,614
Klimaanlage - Anzahl (%) 4(3) 23 (14) 0,001 1,740 - 15,318
Kosmetika - Anzahl (%) 18 (13) 27 (16) 0,516 0,650 - 2,357
Operation - Anzahl (%) 17 (12) 32 (19) 0,134 0,858 - 3,070
Verletzung - Anzahl (%) 9(7) 13 (8) 0,729 0,484 - 2,821

Gynakologische Erkrankung - Anzahl (%) 6 (4) 22 (13) 0,010 1,267 - 8,187
Brustkrebs - Anzahl (%) 0 (0) 3(2) 0,120 0,498 - 0,610
Hysterektomie - Anzahl (%) 2(1) 12 (7) 0,020 1,119 - 23,140
Myom - Anzahl (%) 3(2) 12 (7) 0,051 0,931-12,183

Hauterkrankung - Anzahl (%) 32 (24) 69 (41) 0,002 1,346 - 3,663
Basaliom - Anzahl (%) 2(1) 3(2) 0,840 0,198 - 7,307
Gurtelrose - Anzahl (%) 0(0) 3(2) 0,120 0,498 - 0,610
Neurodermitis - Anzahl (%) 7 (5) 5(@3) 0,323 0,173 - 1,800
Rosatea - Anzahl (%) 1(1) 3(2) 0,431 0,249 - 23,580
Schuppenflechte - Anzahl (%) 2() 6 (4) 0,262 0,487 - 12,343
Trockene Haut - Anzahl (%) 19 (14) 59 (35) 0,0001 1,835 - 5,838

Herz/Kreislauferkrankung - Anzahl (%) 62 (46) 110 (65) 0,001 1,380 - 3,471
Anamie - Anzahl (%) 5 (4) 3(2) 0,298 0,110 - 2,006
Angina Pectoris - Anzahl (%) 1(1) 5(3) 0,167 0,472 - 35,439
Bypass - Anzahl (%) 3(2) 5(3) 0,689 0,315-5,724
Herzinfarkt - Anzahl (%) 21 6 (4) 0,262 0,487 - 12,343
Herzinsuffiziens - Anzahl (%) 3(2) 4(2) 0,932 0,235 - 4,856
Herzklappenfehler - Anzahl (%) 3(2) 3(2) 0,782 0,159 - 4,010
Herzrhythmusstérung - Anzahl (%) 6 (4) 23 (14) 0,007 1,339 - 8,583
Hypertonie mit AM - Anzahl (%) 33 (24) 74 (44) 0,0001 1,466 - 3,949
Hypertonie ohne AM - Anzahl (%) 15 (11) 16 (9) 0,641 0,398 - 1,763
Hypotonie - Anzahl (%) 8 (6) 6 (4) 0,328 0,198 - 1,730
Koronare Herzkrankheit - Anzahl (%) 2() 4(2) 0,580 0,291 - 8,949

Kontaktlinse - Anzahl (%) 10 (7) 14 (8) 0,775 0,486 - 2,632
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Leber/Milzerkrankung - Anzahl (%) 8 (6) 18 (11) 0,142 0,797 - 4,502
Fettleber - Anzahl (%) 2(1) 10 (6) 0,048 0,902 - 19,444
Leberentziindung - Anzahl (%) 4 (3) 4 (2) 0,749 0,195 - 3,240
Leberkrebs - Anzahl (%) 1(1) 1(1) 0,874 0,050 - 12,889
Leberzirrhose - Anzahl (%) 1(2) 2(1) 0,697 0,144 - 17,914
Splenektomie - Anzahl (%) 0 (0) 2(2) 0,204 0,499 - 0,611

Magen/Darmerkrankung - Anzahl (%) 30 (22) 71 (42) 0,0001 1,526 - 4,208
Appendizitis - Anzahl (%) 10 (7) 28 (16) 0,016 1,161 - 5,317
Darmdivertikel - Anzahl (%) 0 (0) 3(2) 0,120 0,498 - 0,610
Darmpolyp - Anzahl (%) 1(2) 3(2) 0,431 0,249 - 23,580
Gastritis - Anzahl (%) 1(1) 2(1) 0,697 0,144 - 17,914
Magenulcus - Anzahl (%) 0 (0) 5(3) 0,044 0,495 - 0,607
Morbus Crohn - Anzahl (%) 2(1) 2(1) 0,822 0,111 - 5,737

Neurologische Erkrankung - Anzahl (%) 11 (8) 31 (18) 0,010 1,222 - 5,254
Demenz - Anzahl (%) 1(2) 3(2) 0,431 0,249 - 23,580
Depression - Anzahl (%) 0 (0) 13 (8) 0,001 0,482 - 0,596
Kopfschmerz - Anzahl (%) 1(1) 3(2) 0,431 0,249 - 23,580
Multiple Sklerose - Anzahl (%) 0 (0) 2(1) 0,204 0,499 - 0,611
Schlaganfall - Anzahl (%) 3(2) 6 (4) 0,496 0,398 - 6,608
Tinitus - Anzahl (%) 0 (0) 2(1) 0,204 0,499 - 0,611

Orthopédische Erkrankung - Anzahl (%) 24 (18) 57 (34) 0,002 1,367 - 4,055
Arthrose - Anzahl (%) 13 (10) 29 (17) 0,058 0,969 - 3,909
Bandscheibenprolaps - Anzahl (%) 1(2) 7(4) 0,065 0,705 - 47,708
Morbus Scheuermann - Anzahl (%) 0 (0) 21 0,204 0,499 - 0,611
Osteoporose - Anzahl (%) 2() 13 (8) 0,013 1,230 - 25,024
Rheuma - Anzahl (%) 5(4) 8 (5) 0,657 0,413 - 4,049

Pankreas/Gallenerkrankung - Anzahl (%) 8 (6) 27 (16) 0,006 1,325 - 6,888
Gallenblasenentfernung - Anzahl (%) 5(4) 23 (14) 0,003 1,515 - 11,092
Gallensteine - Anzahl (%) 7 (5) 16 (9) 0,160 0,764 - 4,797
Pankreasinsuffiziens - Anzahl (%) 0 (0) 4(2) 0,072 0,496 - 0,609

Raucher - Anzahl (%) 30 (22) 34 (20) 0,660 0,508 - 1,535

Schilddrisenerkrankung - Anzahl (%) 23 (17) 45 (26) 0,046 1,007 - 3,106
Hashimoto Thyreoiditis - Anzahl (%) 1(1) 1(1) 0,874 0,050 - 12,889
Hyperthyreose - Anzahl (%) 5(4) 9 (5) 0,501 0,479 - 4,477
Hypothyreose - Anzahl (%) 7 (5) 7(4) 0,668 0,271 - 2,314
Struma - Anzahl (%) 4 (3) 7(4) 0,583 0,406 - 4,945
Thyreodektomie - Anzahl (%) 4(3) 11 (6) 0,155 0,710 - 7,337

Stoffwechselstérung - Anzahl (%) 36 (26) 73 (43) 0,003 1,284 - 3,403
Diabetes Mellitus - Anzahl (%) 26 (19) 34 (20) 0,847 0,599 - 1,869
Gicht - Anzahl (%) 11 (8) 27 (16) 0,040 1,023 - 4,502
Hyperlipidamie - Anzahl (%) 11 (8) 35 (21) 0,002 1,434 - 6,052

Uro/Genitalerkrankung - Anzahl (%) 10 (7) 31(18) 0,005 1,324 - 5,964
Nephrektomie - Anzahl (%) 0 (0) 3(2) 0,120 0,498 - 0,610
Nephrolithiasis - Anzahl (%) 0 (0) 6 (4) 0,027 0,493 - 0,606
Nierenentzindung - Anzahl (%) 0(0) 3(2) 0,120 0,498 - 0,610
Niereninsuffiziens - Anzahl (%) 4 (3) 6 (4) 0,774 0,334 - 4,367
Nierenkrebs - Anzahl (%) 0 (0) 2(1) 0,204 0,499 - 0,611
Nierenzyste - Anzahl (%) 1(1) 6 (4) 0,104 0,587 - 41,529
Prostatahyperplasie - Anzahl (%) 1(1) 5(3) 0,167 0,472 - 35,439
Schrumpfniere - Anzahl (%) 0 (0) 2(1) 0,204 0,499 - 0,611

% = Prozent, AM = Arzneimittel, KI = Konfidenzintervall

Probanden mit einem Trockenen Auge unterscheiden sich zu ihrer diesbeziglich ge-
sunden Vergleichsgruppe signifikant (p < 0,05) in folgenden Punkten. So berichten sie
haufiger von Erkrankungen der Atemwege (p < 0,004) und ihre Augen sind vermehrt
irritativen Einflissen (p < 0,001), wie Bildschirmarbeit (p < 0,009), chronischer Ent-

ziindung (p < 0,002) oder Klimaanlage (p < 0,001) ausgesetzt.
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Gynékologische Erkrankungen sind bei betroffenen Frauen prasenter (p < 0,01), wobei
vor allem die Gebarmutterentfernung haufiger vorliegt (p < 0,02). Zudem treten Hauter-
krankungen (p < 0,002), wie eine Trockene Haut (p < 0,0001) verstarkt auf. Unter den
haufiger auftretenden Herz - Kreislauf - Erkrankungen (p < 0,001), leiden die Betrof-
fenen vermehrt am medikamentenbedurftigen Hypertonus (p < 0,0001), sowie an Herz-
rhythmusstérungen (p < 0,007). Neben einer Fettleber (p < 0,048), beklagen Betroffene
Beschwerden im Verdauungssystem. So etwa Erkrankungen des Magen - Darm -
Traktes (p < 0,0001), wie Appendizitis (p < 0,016) und Magenulcus (p < 0,044), aber
auch des Pankreas - Gallen - Systems (p < 0,006), wobei gehauft eine Gallenblasen-
entfernung vorliegt (p < 0,003). Neben Erkrankungen aus dem Fachgebiet der Neuro-
logie (p < 0,01), wie die Depression (p < 0,001), treten ebenso orthopadische Be-
schwerden (p < 0,002), wie Osteoporose (p < 0,013) gehauft auf. Im Allgemeinen
leiden Probanden mit Trockenen Augen ebenso haufiger an Erkrankungen der Schild-
driise (p < 0,046), wie auch des Stoffwechsels (p < 0,003), darunter Hyperlipidamie
(p < 0,002) und Gicht (p < 0,04). Es zeigen sich zudem Haufungen Uro - Genitaler -
Erkrankungen (p < 0,005), wie etwa der Nephrolithiasis (p < 0,027).

Folgende Aspekte zeigen keine Signifikanz (p > 0,05) im Zusammenhang mit einem
Trockenen Auge. So etwa Allergien. Wobei insbesondere Allergien gegen Chemikalien,
Hausstaub, Lebensmittel, Medikamente, Nickel, Pflanzen (Graser, Pollen), Pflaster,
Sonnenlicht und Tierhaare erfragt wurden. Ebenfalls nicht geh&uft sind Asthma bron-
chiale, chronische Bronchitis, Lungenkrebs, -tuberkulose oder die Tonsillektomie.
Augenerkrankungen wie Durchblutungsstérungen, Glaukom oder Katarakt treten eben-
so wenig vermehrt auf. Irritative Einflisse auf das Auge, wie Chemikalien, Kontakt-
linsen, Kosmetika, Operationen, Rauchen bzw. Verletzungen scheinen nicht im Zu-
sammenhang mit einem Trockenen Auge zu stehen. Ebenso sind Frauen mit einem
Myom oder Brustkrebs nicht auffallend vermehrt betroffen. Im dermatologischen
Formenkreis spielen das Basaliom, sowie die Gurtelrose, Neurodermitis, Rosatea oder
eine Schuppenflechte keine Rolle in der Pathogenese des Trockenen Auges. Die inter-
nistischen Erkrankungen Anamie, Angina pectoris, Herzinsuffizienz, Hypotonie, Koro-
nare Herzkrankheit, sowie ein Bypass, Herzinfarkt, Herzklappenfehler und Hypertonus
ohne Medikation zeigen keinen Einfluss in Bezug auf ein Trockenes Auge. Auch
Diabetes mellitus und einige Erkrankungen des Verdauungstraktes, wie Darmdivertikel,
Darmpolypen, Gallensteinleiden, Gastritis, Morbus Crohn und Pankreasinsuffiziens
treten nicht vermehrt auf. Ebensowenig Erkrankungen der Milz oder der Leber, wie
Leberentziindung, -krebs oder -zirrhose. Fir Erkrankungen, wie Demenz, Kopf-
schmerz, Multiple Sklerose, Schlaganfall und Tinitus kann auch keine Haufung bei

Trockenen Augen festgestellt werden.
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Im orthopadischen Fachbereich waren unauffallig Arthrose, Bandscheibenbe-
schwerden, sowie Morbus Scheuermann und Rheuma. Auch wenn zusammenfassend
Erkrankungen der Schilddruse bei Betroffenen signifikant verstarkt auftreten, kann dies
nicht for die Untergruppen, Hashimoto Thyreoiditis, Hypothyreose, Hyperthyreose,
Struma und Thyreodektomie bestétigt werden. Abschliel3end zeigt sich keine Auffallig-
keit bei Nierenentziindung, -insuffiziens, -krebs, -zysten, Nephrektomien, Prostata-

hyperplasie oder Schrumpfniere zwischen beiden Vergleichsgruppen.

3.3.2 Die graphischen Analysen der Probandendaten in Bezug auf die Verteilung von
Geschlecht, Alter, symptomatischen Beschwerden eines Trockenen Auges, der

gespendeten Tranenmenge und der Gesamtproteinkonzentration

Insgesamt sind unter den zuféllig ausgewahlten 306 Probanden 174 (57 %) Frauen
und 132 (43 %) Méanner. 242 (79 %) Teilnehmer sind > 40 Jahre alt. Die Ubrigen 64
(21 %) Personen sind < 40 Jahre. So kommt in die Sprechstunden der niederge-
lassenen Augenérzte ein eher reiferes Klientengut, wobei Frauen haufiger als Méanner

vorstellig werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Graphische Analyse der Probandenpopulation nach Geschlecht und Alter.
Neben der Gesamtbetrachtung (links), erfolgt die Unterteilung in eine Gruppe > 40 Jahre (mitte)
und < 40 Jahre (rechts). In allen drei Betrachtungsbereichen werden neben der Gesamtanzahl
(1), der weibliche (2) und der méannliche (3) Anteil getrennt erfasst.

Augenarztlich wurde bei 170 (56 %) Personen ein Trockenes Auge diagnostiziert. 136
(44 %) Teilnehmer sind diesbeziiglich vom Augenarzt als gesund eingestuft. Unter den
Erkrankten befinden sich 100 (59 %) Frauen, sowie 70 (41 %) Manner, die sich im
Einzelnen wie folgt zusammensetzten: 51 % Frauen > 40 Jahre, 37 % Manner > 40
Jahre, 8 % Frauen < 40 Jahre sowie 4 % Manner < 40 Jahre. Beide Geschlechter

zeigen eine deutliche Zunahme der Beschwerden ab dem 40. Lebensjahr.
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Unter den 100 betroffenen Frauen sind 87 (87 %) Personen > 40 Jahre und 13 (13 %)
Personen < 40 Jahre. Bei den 70 betroffenen Méannern sind 63 (90 %) > 40 Jahre und
7 (10 %) < 40 Jahre. Unter den 136 Teilnehmern, die nicht an einem Trockenen Auge
leiden, befinden sich 74 (54 %) Frauen und 62 (46 %) Manner. In dieser Ver-
gleichsgruppe sind 36 % Frauen und 32 % Méanner > 40 Jahre, sowie 18 % Frauen und
14 % Méanner < 40 Jahre. Von den 74 gesunden Frauen sind 49 (66 %) > 40 Jahre und
25 (34 %) < 40 Jahre alt. Bei den Mannern sind 43 (69 %), der beteiligten 62
Gesunden, > 40 Jahre und 19 (31 %) < 40 Jahre (Abbildung 12).

Anzahl n an Probanden

Weiblich Mannlich
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Abbildung 12: Graphische Analyse der Probandenpopulation in Bezug auf erkrankt am
Trockenen Auge (schwarz) und diesbeziiglich gesund (grau). Es erfolgt die getrennte Be-
trachtung der Anzahl (n) an Gesamtprobanden beider Gruppen (links), sowie die zusétzliche
Separierung dieser nach Geschlecht, weiblich (mitte) und méannlich (rechts), wobei hier neben
der Gesamtdarstellung (1) die Verteilung zwischen Probanden < 40 Jahre (2) und > 40 Jahre (3)
aufgezeigt wird.

Die 170 Probanden mit einem Trockenen Auge sind mit durchschnittlich 60 Jahren 10
Jahre alter als ihre diesbezlglich gesunde Vergleichsgruppe. Betroffene Frauen sind
im Durchschnitt 58 Jahre alt und damit 9 Jahre alter als gesunde Frauen. Erkrankte
Méanner mit einem Durchschnittsalter von 62 Jahren sind 12 Jahre alter als nicht er-
krankte Manner. Des Weiteren sind Manner mit Trockenen Augen im Schnitt 4 Jahre
alter als betroffene Frauen. Bei Probanden unter dem 40. Lebensjahr sind Frauen mit
einem Trockenen Auge im Mittel 28 Jahren alt und somit 5 Jahre alter als nicht er-
krankte Frauen. Ebenso 5 Jahre alter sind auch Manner mit einem Trockenen Auge in
Bezug zu ihren, im Mittel 24 jahrigen, gesunden Mitstreitern. Unter den Teilnehmern
die > 40 Jahre sind, zeigt sich zwischen erkrankten und gesunden Personen ein nicht
so deutlicher Altersunterschied. Obwohl auch hier Probanden mit einem Trockenen
Auge im Mittel immer alter sind als ihre diesbezlglich gesunde Vergleichsgruppe. So
sind betroffene Frauen 63 und gesunde Frauen 62 Jahre im Durchschnitt. Manner mit
einem Trockenen Auge waren ebenfalls mit einem Durchschnittsalter von 65 Jahren

alter als gesunde Manner mit durchschnittlich 62 Jahren (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Graphische Analyse der Probandenpopulation in Bezug auf die Altersverteilung
bei Probanden mit (schwarz) und ohne (grau) Trockenem Auge in der Gesamtpopulation (links)
sowie separate Betrachtung nach Geschlecht (weiblich (mitte), mannlich (rechts)). Wobei hier
neben der jeweiligen Gesamtgruppe (1) noch nach Alter unterteilt wird: < 40 Jahre (2), > 40
Jahre (3). Die Altersangaben sind Mittelwerte der entsprechenden Gruppe, deren Anzahl an
eingeschlossenen Probanden am Diagrammboden angegeben wird.

So zeigt sich mit zunehmendem Alter ein vermehrtes Auftreten Trockener Augen.
Wobei Frauen deutlich ab der 4. Lebensdekade und Manner etwas spater ab 50
Jahren zunehmend von Trockenen Augen berichten. Ab dem 30. Lebensjahr steigt der
Anteil Betroffener in der jeweiligen Altersgruppe auf 50 % stark an, was sich bis in die
7. Lebensdekade mit steigender Tendenz an Betroffenen auf 72 % fortsetzt. Bei der
gesunden Vergleichsgruppe kommt es ebenfalls zu vermehrten Arztkonsultationen mit
dem Alter, was jedoch ihren Hohepunkt in der 5. Lebensdekade hat und dann wieder
abnimmt (Abbildung 14).

30~ o
Weiblich

20
o
[©]
€ 10
o
o
a O
g 30+
< Mannlich
<
g 20+
c
<

10

0l_z= 77 -
Alter <20 20-29  30-39 40-49 50-59 60-69 70-79  80-89
% 30 26 50 58 54 64 72 50

Prozentualer Anteil an Sicca - Patienten in der jeweiligen Altersgruppe

Abbildung 14: Graphische Analyse der Altersverteilung von weiblichen (oben) und mannlichen
(unten) Probanden mit (schwarz) und ohne (grau) Trockenem Auge. Angaben zur prozentualen
Verteilung von Sicca - Patienten in ihrer jeweiligen Altersgruppe erfolgen in Prozent unter der
Angabe der entsprechenden Alterspannen.
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Das Trockene Auge ist ein facetten- und kombinationsreiches Krankheitsbild, bei dem
Betroffene vor allem unter subjektiven Symptomen leiden. Die in dieser Arbeit be-
fragten 170 Probanden mit Trockenen Augen klagen Uber ein Gefiihl der Augen-
trockenheit (43 %), eine Uberempfindlichkeit der Augen gegen Luftzug und anderen
Umwelteinflissen (42 %) oder auch uber ein vermehrtes Tranen der Augen (36 %).
Einige berichten von Augenschmerzen (35 %) sowie von einem Gefiihl eines Fremd-
korpers bzw. Sandkorns auf der Augenoberflache (32 %), was jedoch durch Inspektion
nicht bestétigt werden kann. Neben einem verstarkten Juckreiz (31 %), geben Be-

troffene zudem Druckgefiihl im Bereich der Augen an (6 %) (Abbildung 15).

Trockenheitsgefiihl: 43 % Uberempfindlichkeit: 42 % Tranende Augen: 36 % Schmerzen: 35 %
30

Weiblich
B Gesamt
sy < 40 Jahre
B > 40 Jahre

Mannlich

Gesamt
i

i
< 40 Jahre
pered > 40 Jahre

Abbildung 15: Graphische Analyse subjektiver Beschwerden bei 170 Probanden mit
Trockenen Augen. Dabei spiegelt ein Kreisdiagramm ein Symptom wieder, dessen jeweiliger
Name und Haufigkeit (in Prozent) in der Uberschrift angegeben wird. Jedes Diagramm gibt zu-
dem die Symptomverteilung (in Prozent) nach Geschlecht wieder, mit Unterteilung in Gesamt,
< 40 Jahre und > 40 Jahre.
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Abbildung 16: Graphische Analyse der Anzahl an subjektiven Beschwerden pro Betroffenem
mit Trockenen Augen. Die Angaben erfolgen in Prozent nach Zusammenschluss der
Betroffenen in Gruppen gleicher Beschwerdeanzahl.
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Es zeigt sich, dass Personen mit Trockenen Augen an unterschiedlichen subjektiven
Symptomen leiden. Wobei es haufig zu Kombinationen dieser Symptome kommt. Die
Spanne der Beschwerden reicht von einem Symptom, bis zu Symptomkomplexen aus
bis zu sechs verschiedenen Komponenten (Abbildung 16). So geben 59 (35 %) der
170 Betroffenen lediglich ein Symptom an. Mit 111 (65 %) Personen leiden jedoch die
Mehrzahl unter mehr als einem Symptom. Dies zeigt sich auch bei separater Be-
trachtung der Symptomverteilung nach Geschlecht. So geben 39 (39 %), der be-
troffenen 100 Frauen ein Symptom des Trockenen Auges an, wohingegen 61 (61 %)
an mehr als einem Symptom leiden. Bei den 70 erkrankten Mannern geben 20 (29 %)
Personen lediglich ein Symptom an, dagegen schildert die Mehrzahl von 50 (71 %) Be-
troffenen mehr als ein Symptom. Erkrankte Manner leiden im Vergleich zu Frauen
haufiger unter mehr als einem Symptom (71 % vs. 61 %) (Abbildung 17).

%

Gesamt Weiblich Mannlich
1 >1 1 >1 1 >1
Anzahl subjekitver Beschwerden

Abbildung 17: Graphische Analyse von Probanden mit einem (1) und mehr als einem (>1)
Symptom eines Trockenen Auges. Die Angaben erfolgen in Prozent. Betrachtung der Gesamt-
gruppe mit Beschwerden (links), sowie Auftrennung nach Geschlecht in weiblich (mitte) und
mannlich (rechts). Anzahl der jeweils eingeschlossenen Probanden am Diagrammboden.

In Anlehnung an die Schirmer - | - Methode erfolgte bei jedem Teilnehmer nach 5 Min.
das Ablesen und Addieren der Laufstrecken von Tranenflissigkeit in den beiden
Schirmer - Streifen (2.2.4.1). Im Mittel sind die Streifen bei Probanden mit Trockenen
Augen 36 mm mit Tranen voll gesogen. Bei der diesbeziiglich gesunden Vergleichs-
gruppe ergibt sich eine Laufstrecke von 47 mm. Somit nimmt der Streifen bei Be-
troffenen im Durchschnitt 11 mm weniger Tranen auf. Dies wird so auch in der Unter-
gruppenanalyse der Geschlechter deutlich. Im Vergleich zwischen gesunden und be-

troffenen Frauen zeigt sich eine Differenz von 15 mm (51 vs. 36 mm).
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Unter den mannlichen Teilnehmern kann bei Gesunden ein Mehr von 7 mm gemessen
werden (43 vs. 36 mm). Sowohl in der gesunden, als auch in der betroffenen Gruppe,
zeigt sich bei beiden Geschlechtern eine vermehrte Tranenspende in der jlingeren
(< 40 Jahre) Untergruppe (Gesund: weiblich 70 vs. 35 mm, mannlich 56 vs. 29 mm; Er-
krankt: weiblich 53 vs. 30 mm, mannlich 40 vs. 35 mm). Im Seitenvergleich zwischen
Streifen des linken und rechten Auges eines Probanden zeigt sich bei Trockenen
Augen bei 27 % der Betroffenen eine Differenz von mehr als 5 mm. Bei Gesunden lag

im Seitenvergleich bei 39 % ein Unterschied von mehr als 5 mm vor (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Graphische Analyse der Laufstrecke von Tranenflissigkeit im Schirmer -
Streifen beim Schirmer - Test - | in mm, bei Probanden mit (schwarz) und ohne (grau)
Trockenem Auge. Neben der jeweiligen Gesamtpopulation einer Gruppe (links) erfolgt die ge-
trennte Auswertung nach Geschlecht, weiblich (mitte) ménnlich (rechts), mit Aufteilung nach
Gesamtgruppe (1), < 40 Jahre (2) und > 40 Jahre (3). Die Angabe der Laufstrecke erfolgt als
Mittelwert Ober dem jeweiligen Diagramm, wobei die Anzahl der eingeschlossenen Probanden
am Diagrammboden zu finden ist.

Bei der separaten Betrachtung, wie viel Tranenfliissigkeit gespendet wurde, erfolgt die
Gruppierung und prozentuale Darstellung nach Laufstrecke im Schirmer - Streifen in 20
mm Schritten. Dabei spenden doppelt so viel Probanden mit einem Trockenen Auge
weniger als 20 mm als diesbeziglich Gesunde. In der Gruppe > 60 mm zeigt sich ein
umgekehrtes Bild. Hier spenden gesunde deutlich mehr als betroffene Probanden. Bei
Probanden mit Trockenen Augen liefern tber die Halfte der Betroffenen aus beiden
Augen Werte zwischen 20 - 39 mm. Mit abfallender Beteiligung, umso mehr Tranen ge-
spendet werden. Interessanterweise lag bei Gesunden der Peak im selben Mengen-
Niveau, jedoch deutlich niedriger. Bei ihnen nimmt die Anzahl im Bereich von 40 - 59
mm auf ca. 20 % ab, um dann bei > 60 mm wieder deutilch auf tber 30 %, dem Peak
gleichkommend, anzusteigen (Abbilung 19). Nach Extraktion der Tréanen aus den
Streifen erfolgt die Messung des gewonnen Materials in pl. Dabei entspricht das Ver-
haltnis der voll gesogenen Streifen der Menge an erhaltener Tranenfllissigkeit mit

ahnlichen Aussagen zu den Ergebnissen.
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Abbildung 19: Graphische Auswertung des prozentualen Verteilungsmusters (in %) an
gespendeter Tranenflissigkeit von Probanden mit (schwarz) und ohne (grau) Trockenem Auge
nach Bestimmung der Laufstrecke im Schirmer-Streifen in mm.

So kann bei Probanden mit Trockenen Augen im Schnitt 35 ul Tranenflissigkeit, und
damit 5 ul weniger als in der gesunden Vergleichsgruppe mit 40 pl, generiert werden.
Das gleiche Bild ergibt sich bei separater Betrachtung der jeweiligen Geschlechter -
Untergruppen. So liefern erkrankte Frauen und Manner im Durchschnitt 35 ul und
damit gegeniber ihrer jeweiligen Vergleichsgruppe mit 40 pl insgesamt 5 pl weniger.
Auch hier zeigen sich unterschiedliche Ergebnisse bei den verschiedenen Alters-
gruppen, ungeachtet ob erkrankt oder nicht. Teilnehmer unter 40 Jahren spendeten
immer mehr Tranenflissigkeit (Erkrankt: weiblich 52 vs. 32 pl, mannlich 42 vs. 35 pl;
Gesund: weiblich 52 vs. 35 pul, méannlich 53 vs. 34 pl) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Graphische Analyse der Menge an Tranenflissigkeit in pl bei Probanden mit
(schwarz) und ohne (grau) Trockenem Auge. Neben der jeweiligen Gesamtpopulation einer
Gruppe (links) erfolgt die getrennte Auswertung nach Geschlecht, weiblich (mitte) mannlich
(rechts), mit Aufteilung nach Gesamtgruppe (1), < 40 Jahre (2) und > 40 Jahre (3). Die Angabe
der Tranenmenge erfolgt als Mittelwert Uber dem jeweiligen Diagramm, wobei die Anzahl der
eingeschlossenen Probanden am Diagrammboden zu finden ist.

So nimmt die Menge an Tranenflissigkeit auf der Augenoberflache bei Trockenen

Augen und mit steigendem Alter ab dem 40. Lebensjahr ab.
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Aus der gewonnenen Tranenflussigkeit wurde 1 pl zur Bestimmung der Gesamtprotein-
konzentration nach Bradford verwendet (2.3). Im Durchschnitt zeigen dabei Probanden
mit Trockenen Augen einen Proteingehalt von 1,4 pug / ul und lagen damit niedriger als
die nicht betroffene Vergleichsgruppe mit 1,7 pug / pl. Sowohl erkrankte Frauen (1,5 pg /
pl) als auch Méanner (1,4 pg / pl) liegen dabei im Mittel unterhalb der Werte von
gesunden Frauen (1,8 pg / pl) und Mannern (1,7 pg / pl). Ebenso hat das Alter einen
Einfluss auf den Proteingehalt in Tranen. Es kommt ab dem 40. Lebensjahr in jeder
Untergruppe zu einer Reduktion des Proteingehaltes. Sowohl bei weiblichen, als auch
mannlichen Teilnehmern, gesund oder an einem Trockenen Auge erkrankt (Erkrankt:
weiblich 1,7 vs. 1,4 pyg / yl, méannlich 1,8 vs. 1,3 ug / ul; Gesund: weiblich 2 vs. 1,7 ug /
pl, ménnlich 1,7 vs. 1,6 ug / pl). So reduziert sich die Proteinkonzentration in Trénen-

flussigkeit mit dem Alter sowie beim Trockenen Auge (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Graphische Analyse der Konzentration an Gesamtprotein (ug / pl) in Tranenflis-
sigkeit von Probanden mit (schwarz) und ohne (grau) Trockenem Augen. Neben der jeweiligen
Gesamtpopulation einer Gruppe (links) erfolgt die getrennte Auswertung nach Geschlecht,
weiblich (mitte) ménnlich (rechts), mit Aufteilung nach Gesamtgruppe (1), < 40 Jahre (2) und >
40 Jahre (3). Die Angabe der Konzentration erfolgt als Mittelwert Uber dem jeweiligen Dia-
gramm, wobei die Anzahl der eingeschlossenen Probanden am Diagrammboden zu finden ist.

Sowohl bei der Messung der Laufstrecke tiber den Schirmer - Streifen, als auch bei der
Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration zeigt sich eine Auffalligkeit innerhalb der
gesunden Untergruppe. Manner spenden weniger Tranenflissigkeit und diese weist
eine geringere Konzentration an Gesamtproteinen auf. Abbildung 22 gibt zusammen-
fassend einen Uberblick iiber das Verhalten der Menge an Tranen sowie der darin

enthaltenen Gesamtproteine mit dem Alter und beim Trockenen Auge (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Graphische Zusammenfassung des Einflusses von Alter und Trockenen Augen
(grau) auf die Tranensekretion und den Proteingehalt in Tranenflissigkeit, in Bezug zu
Gesunden (schwarz). Darstellung der Laufstrecke von Tranen im Schirmer - Streifen nach 5
Min. in mm (nach Schirmer - I), der gewonnenen Trdnenmenge in pl sowie des Gesamtprotein-
gehaltes in pug pro gespendeten pl Tranenflissigkeit.

Bei der separaten Betrachtung der Gesamtproteinkonzentration in Trédnen von
Probanden mit einem Trockenen Auge (n = 170) fallt auf, dass es zu einem tendenziel-
len Abfall der Proteinkonzentration kommt, wenn die Beschwerden in der Anzahl zu-
nahmen. Bei einer Schwere von mindestens finf Symptomen stieg die Proteinmenge

in den Tréanen jedoch wieder an (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Graphische Analyse der Proteinkonzentration (ug / pl) in Tranenflissigkeit bei
Probanden mit Trockenen Augen (n = 170) in Bezug zur Anzahl an Symptomen (I - V). Die An-
zahl an Probanden der jeweiligen Symptom - Untergruppe ist am Diagrammboden angegeben
und die daraus ermittelte Durchschnittskonzentration an Protein steht Gber dem Diagramm.
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Ein Mikroliter von Trénen der 56 Probanden mit einem Symptom enthalt im Mittel
1,5 pg Protein. Bei Probanden mit zwei (n = 51) und drei (n = 32) Symptomen fallt der
Proteingehalt auf durchschnittlich 1,4 pg / pl, bei den 16 Personen mit vier Symptomen
auf 1,1 pg / pl ab. Interessanterweise steigt die Proteinkonzentration der 15 Probanden
mit finf Symptomen auf durchschnittlich 1,7 pg / pl an.

3.3.2 ELISA - Auswertung zur Beurteilung der Rolle des okuldren - Surfactant -

Systems in der Pathogenese des Trockenen Auges

Viele Erkrankungen der Augenoberflache, wie etwa das Trockene Auge, lassen sich
auf eine veranderte Proteinkonzentration im betroffenen Gewebe und / oder in der
Tranenflissigkeit zurlickfiihren. Durch Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe wird die An-
nahme gestitzt, dass die Surfactant - Proteine unter bestimmten pathologischen Ein-
flussen (z.B. Bakterien) oder unter Einfluss von proinflammatorischen Zytokinen an der
Augenoberflache und im Tranenapparat induziert und / oder reguliert werden. Die
mittels Schirmer - Streifen gesammelten Tranenproben von 306 Probanden wurden
dafir ELISA - Analysen (2.7) unterzogen, um Aufschluss Uber deren Konzentration an
Surfactant - Proteinen in Bezug zur Gesamtkonzentration an Protein zu erhalten und

deren vermuteten Zusammenhang zum Trockenen Auge aufzuklaren.

Die beiden hydrophilen Proteine SP - A und - D stehen als Vertreter der Kollektin -
Familie des C - Typs im Dienste immunologischer Funktionen. Beide Proteine zeigen
mittels ELISA - Auswertung in Trdnen von Probanden mit Trockenen Augen einen
signifikanten Anstieg im Vergleich zur gesunden Vergleichsgruppe. So belauft sich der
Gehalt an SP - A in Tranen von Probanden mit Trockenen Augen (n = 25) im Mittel auf
8 ng pro mg Gesamtprotein, und liegt somit um 168 % signifikant (p < 0,05) héher als
in der diesbeziiglich gesunden Vergleichsgruppe (n = 25) mit 3 ng / mg.

Eine vergleichbare Tendenz zeigt auch SP - D. Hier steigt die Konzentration ebenfalls
signifikant (p < 0,05) um 147 % auf 35 ng / mg bei Betroffenen mit Trockenen Augen
(n = 25) an. Die mit 22 Personen besetzte Vergleichsgruppe enthielt in ihrer Tr&nen-
flissigkeit im Mittel 14 ng / mg (Abbildung 24, 25).
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Abbildung 24: Quantifizierung der SP - A - Konzentration in Trdnen von Probanden ohne (no
sicca) und mit Trockenen Augen (sicca). MW = Mittelwert aus den einzelnen Messwerten der
jeweiligen Gruppe (n = Anzahl). Linksskaliert: ng SP - A pro mg Gesamtprotein (ng / mg),
Rechtsskaliert: Relation zur gesunden Vergleichsgruppe (%). * = Signifikanz nach Konvention
mit einem p - Value < 0,05.
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Abbildung 25: Quantifizierung der SP - D - Konzentration in Tranen von Probanden ohne (no
sicca) und mit Trockenen Augen (sicca). MW = Mittelwert aus den einzelnen Messwerten der
jeweiligen Gruppe (n = Anzahl). Linksskaliert: ng SP - D pro mg Gesamtprotein (ng / mg),
Rechtsskaliert: Relation zur gesunden Vergleichsgruppe (%). * = Signifikanz nach Konvention
mit einem p - Value < 0,05.

Die oberflachenaktiven und lipophilen Surfactant - Proteine SP - B und SP - C liefern
ein vergleichbares Bild eines Konzentrationsanstieges in Tranenflissigkeit, wenn

Probanden von der Symptomatik eines Trockenen Auges berichten.



So spendeten 37 Personen mit einem Trockenen Auge Tranenflissigkeit, in der SP - B
mit 189 ng / mg Gesamtprotein um 11 % hoher konzentriert ist, als in der gleichgrof3en
gesunden Vergleichsgruppe (n = 37) mit 170 ng / mg (p > 0,05). SP - C steigt
signifikant (p < 0,05) um 43 % von 5 ng / mg bei gesunden (n = 32) auf durchschnittlich
8 ng / mg bei Betroffenen (n = 38) (Abbildung 26, 27).

ng/mg 200 Surfactant Protein B %
- 111
- 100
100
no sicca syndrome sicca syndrome
n=37 n=237
MW =170 ng / mg MW =189 ng / mg p >0,05

Abbildung 26: Quantifizierung der SP - B - Konzentration in Tranen von Probanden ohne (no
sicca) und mit Trockenen Augen (sicca). MW = Mittelwert aus den einzelnen Messwerten der
jeweiligen Gruppe (n = Anzahl). Linksskaliert: ng SP - B pro mg Gesamtprotein (ng / mg),
Rechtsskaliert: Relation zur gesunden Vergleichsgruppe (%). * = Signifikanz nach Konvention
mit einem p - Value < 0,05.

ng/mg Surfactant Protein C %
8 ol - 143
- 100
4
no sicca syndrome sicca syndrome
n =32 n=38
MW =5 ng/mg MW =8 ng/ mg p <0,05

Abbildung 27: Quantifizierung der SP - C - Konzentration in Tranen von Probanden ohne (no
sicca) und mit Trockenen Augen (sicca). MW = Mittelwert aus den einzelnen Messwerten der
jeweiligen Gruppe (n = Anzahl). Linksskaliert: ng SP - C pro mg Gesamtprotein (ng / mg),
Rechtsskaliert: Relation zur gesunden Vergleichsgruppe (%). * = Signifikanz nach Konvention
mit einem p - Value < 0,05.

43



4 Diskussion

4.1 Nachweis der Surfactant - Proteine A, B, C und D in Tranendriise und

Tranenflissigkeit

Der von Brauer et al. (2007) erbrachte Nachweis aller bisher bekannten Surfactant -
Proteine im humanen - okuléren - Milieu [168, 169] konnte Ubereinstimmend in der vor-
liegenden Arbeit bestatigt werden. In Tranendrise und Tranenflissigkeit konnten die
Surfactant - Proteine SP - A, - B, - C und - D durch Western - Blot - Analysen bei ihrem
spezifischen Molekulargewicht eindeutig detektiert werden. Daher konnten Aussagen
einiger Autoren Uber eine diesbezugliche Nichtexistenz revidiert werden [166]. Uber-
tragt man die von den Surfactant - Proteinen vor allem fir die Lunge beschriebenen
Eigenschaften (SP - A, SP - D: u.a. immunologische Funktion / SP - B, SP - C: u.a.
Oberflachenaktivitat) auf die Gewebe der Augenoberflache und des Trénensystems,
kommt diesen im Hinblick auf die Funktionalitat und Stabilitat des Tré&nenfilms eine
immense Bedeutung zu. Erste Untersuchungen belegen diese Annahmen [168, 169].
Zum Schutz vor bakteriellen Infektionen sind schon seit langerem antimikrobielle Sub-
stanzen im Tranenfilm bekannt, die von verschiedenen Strukturen des Tranenap-
parates und der Augenoberflache synthetisiert werden [2 - 4]. So kénnten Abweich-
ungen und Stérungen im okularen - Surfactant - System zu erheblichen Beeintréchti-
gungen der komplexen Abwehr- und Schutzmechanismen des Augen- und Tranenap-

parates fihren und u.a. einen potentiellen Ausldser fiir das Trockene Auge darstellen.

4.2 Kapillare und Schirmer - Streifen: Verfahren zur Gewinnung von Trénen

lebender Probanden und zur Erforschung der darin enthaltenen Proteine

In der Fachwelt ist man sich bis heute uneins, welche Methode zur nicht invasiven Ent-
nahme von Tranenfliissigkeit fir Untersuchungszwecke besser geeignet ist. Daher
wurden in der vorliegenden Arbeit die beiden favorisierten Verfahren, die Kapillare und
der Schirmer - Streifen, vergleichend betrachtet. Einbezogen wurden dafir die
Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration nach Bradford (2.3) sowie die Anfarbung
von Proteinbanden im Gel (Coomassie, Silber) und auf der Membran (Ponceau) (2.6)
im Rahmen von Western - Blot - Analysen zur Untersuchung von lipo-, als auch hydro-
philen Surfactant - Proteinen unterschiedlichen Molekulargewichts (2.5).

Es zeigte sich, dass mit beiden Verfahren ausreichende Mengen an Tranen generiert
und in der so gewonnen Tranenflissigkeit Proteine unterschiedlicher GroéRe und

physikochemischer Eigenschaften molekularbiologisch untersucht werden kénnen.
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Es sei darauf hingewiesen, dass sich aul3er den hydrophilen Proteinen SP - A und - D,
auch die wasserunltslichen, hydrophoben Surfactant - Proteine B und - C von der
Augenoberflache mit beiden Verfahren aufnehmen und nachweisen lie3en. Dabei zeig-
ten im Western - Blot alle vier untersuchten Surfactant - Proteine in Kapillar - Tranen
eine intensivere Bandenzeichnung als Schirmer - Tranen. Zudem zeigen Tranen aus
der Kapillare mit 4,8 pg Gesamtprotein pro pl Tranenflussigkeit im Vergleich zu
4,6 ug / ul aus Schirmer - Tranen einen etwas hohere Gehalt an Gesamtprotein. Diese
Befunde kdnnten darauf basieren, dass die mittels Schirmer - Streifen aufgesogenen
Tranen, anders als die reine Tranenflissigkeit der Kapillare, erst aus dem Streifen
heraus zentrifugiert werden mussen, was zu minimalen Rickstdnden an Proteinen im
FlieBpapier des Schirmer - Streifens filhren kénnte, da ein vollstéandiger Rickgewinn
der kompletten Tranenflissigkeit vermutlich nicht mdglich ist. Obwohl das Proben-
material zur selben Tageszeit und von der gleichen Person abgeerntet wurde, kdnnten
auch physiologische Schwankungen in der Zusammensetzung der Tranenflissigkeit
des Probanden etwa durch psychogene und / oder sensorische Reize zu diesen
aufgezeigten Differenzen gefuhrt haben, was andere Studien untermauern [203]. Da
der Schirmer - Streifen durch seinen direkten Kontakt mit der Augenoberflache mit-
unter zu einer verstarkten Reflexsekretion fihrt, kdnnten die so gewonnen Reflex -
Tré&nen im wassrigen Anteil erhdht, aber im Proteingehalt vermindert sein.

Somit war die Grundlage geschaffen, Tranenflissigkeit quantitativ und qualitativ nicht
invasiv von lebenden Probanden zu gewinnen, um physiologische Prozesse in der
Tranenflissigkeit und auf der Augenoberfliche zu analysieren und Tranen von

gesunden und erkrankten Personen vergleichend molekularbiologisch zu untersuchen.

4.3 Einflussfaktoren auf die Pathogenese des Trockenen Auges

Bei der Auswertung anamnestisch erhobener Patienten - Daten sollte berticksichtigt
werden, dass dies Informationen sind, die der Patient aus seinem Gedachtnis
rekapituliert. Unabh&angig vom Alter und Geschlecht konnten viele Patienten jedoch bei
genauerer Differenzierung nicht angeben, welche Erkrankung bei ihnen genau dia-
gnostiziert wurde. So wurde von Herz - Kreislauf - Erkrankungen berichtet, wobei nicht
gesagt werden konnte, ob es sich um hyper- oder hypotense Beschwerden, brady-
oder tachykarde Herzrhythmusstérungen, etc. handelt. Ebenso konnte die Mehrzahl
der Befragten keine adaquate Auskunft Gber die eingenommene Medikation machen.
Haufig wurde lediglich geaulert, sie wirden etwas fir irgendeine Erkrankung ein-
nehmen. Weder Indikation, Praparatname oder Dosis konnte von der Mehrzahl der

Teilnehmer verifiziert werden.
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So konnte einigen Aspekten der Befragung nur oberflachlich nachgegangen werden.
Da zudem im kontrollierenden Vergleich von Patientenaussage und Dokumentation
zum Teil erhebliche Defizite auftraten, ist die alleineinige Befragung von Personen be-
zuglich ihrer Korrektheit eher fragwirdig bzw. nicht immer vollstandig und die Zuhilfe-
nahme der medizinischen Dokumentation sollte daher immer erfolgen.

Die vorliegende Arbeit ist der Hauptaufgabe gewidmet, die Rolle der Surfactant -
Proteine im Rahmen der Pathogenese des Trockenen Auges zu klaren. Fir Fragestel-
lungen assoziierter Begleiterkrankungen und weiteren Einflussfaktoren ist die Popu-
lation von 306 Probanden doch eher gering. Viele Erkrankungen die im Zusammen-
hang mit einem Trockenen Auge stehen kdnnten, kommen in der Bevoélkerung zum Teil
recht selten vor, was die Aussagekraft einiger erhobener Ergebnisse bzw. die Uber-
prufbarkeit der in der Literatur gelegentlich gegensatzlich belegten Befunde schmalert.
Die Fallzahlen waren bei gezielten, nach einzelnen Erkrankungen separierten, Frage-
stellungen zum Teil sehr gering, was eine Zusammenfassung in zahlenmafig grol3ere
Obergruppen nétig machte, mit den Folgen einer eher allgemein, oberflachlichen Aus-
sagekraft. Verzerrend kommt hinzu, dass mit zunehmendem Alter auch unterschied-
liche Erkrankungen vermehrt auftreten. Somit konnen zwar Komorbiditdten zum
Trockenen Auge aufgezeigt werden, die eigentliche Ursache liegt jedoch im zu-
nehmenden Alter begrindet. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass ein Trockenes
Auge ahnliche Ursachen hat wie andere Erkrankungen. Dies kann dazu fuihren, dass
eine Ursache mehrere Erkrankungen auslésen kann, ohne dass diese im direkten
atiologischen Zusammenhang zueinander stehen. So kdnnen die erbrachten Daten
zwar richtungweisend als Orientierung dienen, weiterfihrende Untersuchungen
missen aber deren jeweilige Aussagekraft, in separaten Studien mit einer ange-

passten Fallzahl und genauerer Differenzierung der einzelnen Untergruppen, festigen.

4.3.1 Alter und Geschlecht

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich im Rahmen eines Trockenen Auges bisher be-
kannte, aber auch neue interessante Aspekte in dessen Pathogenese. Mit 56 % zahlt
das Trockene Auge, wie bereits in der Literatur beschrieben [20], zu einer der haufig-
sten Diagnosen beim Augenarzt. Viele Studien verweisen auf die Rolle des weiblichen
Geschlechts und das Alter bei der Entstehung eines Trockenen Auges [24, 25], was
durch eigene Betrachtungen bestatigt werden kann. In Anlehnung an bereits durchge-
fuhrten Studien [14], wurde die Trennung der Probandenpopulation bei 40 Jahren vor-
genommen. Somit entstanden zwei Gruppen. Eine Gruppe junger als 40 Jahre (< 40

Jahre) und eine Gruppe aus Vierzigjahrigen und alteren Personen (> 40 Jahre).
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So waren 89 % der Probanden mit einem Trockenen Auge 40 Jahre und é&lter und
59 % der Betroffenen weiblichen Geschlechts. Dies deckt sich mit Aussagen aus der
Kanadischen - Studie mit 60 % oder auch der Malmo - Studie mit 59 % anteilig betrof-
fenen Frauen [20]. In der diesbeziglich gesunden Vergleichsgruppe waren 68 %
40 Jahre und alter sowie 54 % Frauen. Im Schnitt waren Betroffene mit Trockenen
Auge 60 Jahre alt und somit 10 Jahre Aalter als diesbezuglich gesunde Personen.
Ladwig et al. (2000) wiesen jedoch darauf hin, dass die Bereitschaft zur Symptombe-
richterstattung bei Frauen hoher ausféllt als bei Mannern [26], was ebenfalls festge-
stellt werden konnte. 57 % der beim Augenarzt vorstelligen Personen waren Frauen.
Sowohl unter den Gesunden als auch bei Betroffenen mit Trockenen Augen waren
Frauen immer haufiger vertreten.

Dies ist eventuell auch die Begriindung fiir das Ergebnis, dass betroffene Manner im
Schnitt vier Jahre alter waren als betroffene Frauen (62 vs. 58 Jahre) und sie erst ab
der 5. Lebensdekade, und damit 10 Jahre spater als Frauen, vermehrt Beschwerden
eines Trockenen Auges schilderten, mit steigender Tendenz bis zur 7. Lebensdekade.
Betrachtenswert ist ebenfalls das Ergebnis des Schirmer - | - Tests in der gesunden
Vergleichsgruppe. Hier zeigten Manner, obwohl sie keine Beschwerden eines
Trockenen Auges angaben, eine Reduktion der gespendeten Tranenmenge um 16 %
im Vergleich zum ebenfalls nicht betroffenem weiblichen Ponton (51 vs. 43 mm). Zu-
dem leiden Manner scheinbar haufiger unter mehr als einem Symptom eines
Trockenen Auges als Frauen (71 % vs. 61 %). Hochst wahrscheinlich treten die Be-
schwerden bei Frauen nicht eher und auch nicht schwéacher, sondern bei beiden Ge-
schlechtern gleichzeitig und gleich stark auf, Manner gehen aber erst ab einem ge-
wissen Beschwerdegrad und damit spater zum Arzt, obwohl die Tranensekretion
bereits vermindert ist. Diese Vermutung kann durch Arbeiten von Murube et al. (2008)
[206] gestutzt werden, wo es keine Trennung zwischen den Geschlechtern gibt,
sondern allgemein von einem Riickgang der Tranenproduktion ab dem 30. Lebensjahr
gesprochen wird, mit dem Erreichen einer kritischen Grenze in der 4. Lebensdekade.
Ubereinstimmend mit dieser Veroffentlichung zeigte sich in eigenen Betrachtungen,
dass ab dem 30. Lebensjahr mit zunehmendem Alter der prozentuale Anteil an
Betroffenen in der jeweiligen Altersgruppe, unabhangig vom Geschlecht, deutlich auf
50 % und hoher anstieg, mit einem Gipfel in der 7. Lebensdekade, wo 72 % der ent-
sprechenden Altersgruppe ein Trockenes Auge beklagten. Dies stiitzt die Aussage der
Mehrzahl an Publikationen, die neben einer verringerten Androgenkonzentration [41],
eine Reihe von physiologischen und pathologischen Veréanderungen im Alter, mit Ein-

fluss auf das Auge, festgestellt haben [46 - 50].
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Allerdings ist es auf3erst schwierig gesunde altere Personen zu finden die nicht zusatz-
lich an anderen Erkrankungen leiden, welche die Aussage Uber den reinen Altersein-

fluss verzerren [49].

4.3.3 Atemwegserkrankungen

Erkrankungen der Atemwege treten zwar in ihrer Gesamtheit haufiger bei Probanden
mit Trockenen Augen auf, in der separaten Aufschlisselung lasst sich dies fir die ein-
zelnen Krankheitsbilder, die ebenfalls vermehrt im héheren Alter vorkommen (chron-
ische Bronchitis, Lungenkrebs), allerdings nicht belegen. In der Literatur lassen sich
diesbezuglich ebenfalls keine Hinweise finden, und so scheint es im Alter vermehrt zu
Erkrankungen der Atemwege zu kommen, ohne im direkten Zusammenhang mit einem
Trockenen Auge zu stehen. Es sei aber bemerkt, dass aul3er den sekundaren Lymph-
organen auf Schleimhauten sowohl im Respirationssystem als auch auf der Augen-
oberflaiche mukosa - assoziiertes - lymphatisches - Gewebe existiert (MALT). Dieses
dient als AuRenstelle des Immunsystems mit der Moglichkeit einer Toleranzent-
wicklung gegenuliber einer physiologischen Mikroorganismen - Flora. Auf der Augen-
oberflache findet man diese passive und aktive Immunabwehr in Form des konjunktiva
- assoziierten - lymphatischen - Gewebes (CALT). Dies kann zu der Annahme fiihren,
dass sich Storungen in der Immunabwehr sowohl am Auge, als auch in den Atem-
wegen zusammenhangend auswirken kénnen. Nach Antigenexpositionen in anderen
MALT - Regionen kdnnten Gedachtniszellen des Immunsystems in konjunktivales

Gewebe wandern und dort nach Antigenkontakt eine Sekundarantwort auslésen.

4.3.3 Irritative Einflusse auf das Auge

In der vorliegenden Arbeit konnte der Einfluss von irritativen Ereignissen auf das Auge
und das Entstehen eines Trockenen Auges, wie bereits in der Literatur diskutiert, zum
Teil bestétigt werden. So fuhrten Bildschirmarbeit [75, 76], chronische Entziindungen
[116 - 126] und Klimaanlagen [77] vermehrt zu einem Trockenen Auge. Die diesbeziig-
lichen Vorstellungen zum Pathomechanismus wurden in der Einleitung erértert. Ob-
wohl in vielen Studien belegt, konnte in der vorliegenden Arbeit der negative Einfluss
von Kontaktlinsen [99 - 106], Kosmetika [78], Operationen bzw. Verletzungen am Auge
[80 - 88], Zigarettenrauch oder anderen chemischen Irritatoren [71, 72] fur das Ent-

stehen eines Trockenen Auges nicht bestatigt werden.
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4.3.4 Gynakologische Erkrankungen - Myom

Interessant ist die noch nicht beschriebene Tatsache eines vermehrten Auftretens von
Myomen und den darauf h&ufig folgenden Hysterektomien bei Probandinnen mit
Trockenen Augen. Neben einer hereditaren Veranlagung scheint eine Ostrogentiber-
produktion zu einem Uterus myomatosus zu fuihren. Da die Einnahme von Ovulations-
hemmern Gber einen Zeitraum von 10 Jahren das Risiko fir ein Myom um 30 % re-
duziert. Dies erganzt Studien beziiglich einer gesteigerten Ostrogenkonzentration als

Ursache fur ein Trockenes Auge [37 - 39, 45].

4.3.5 Hauterkrankungen - Trockene Haut

Der erbrachte Nachweis vom Zusammenhang zwischen Trockenen Augen und Hauter-
krankungen, im speziellen einer trockenen Haut, unterstreicht bisherige Veroéffentlich-
ungen [60]. Eigene Arbeiten verdeutlichen die Rolle des Y+ - Transporters in Epithel-
zellen von Haut und Augenoberflache. Dieser Komplex aus CAT - Proteinen (Cationic -
Amino - Acid - Transporter) dient dem Transport von L - Arginin, L - Lysin und
L - Ornithin als Voraussetzung zur Expression von beta - Defensinen als protektiv
wirkende antimikrobielle Peptide bei entziindlichen Prozessen. Stérungen in diesem
Transportsystem kénnten zu Verdnderungen an Haut und Augenoberflache und so zu
trockener Haut und / oder einem Trockenen Auge fihren [207]. Zudem liegen zwischen
Haut und Auge Schnittpunkte in der Embryogenese vor, was eine Gemeinsamkeit bei
pathologischen Prozessen erklart.

4.3.6 Herz - Kreislauf - Erkrankungen

Die Signifikanz von Hypertonus und Herzrhythmusstérungen zu Trockenen Augen lasst
sich am ehesten auf das gehéaufte Auftreten mit steigendem Lebensalter zuriickfihren.
Rein pathophysiologisch scheint ein Zusammenhang nicht vorzuliegen. Jedoch kénnen
die zur Therapie dieser Krankheitsbilder eingesetzten Medikamente ein Trockenes
Auge begunstigen [14]. Dies kann jedoch aufgrund der unvollstandigen Angaben der
Probanden bezuglich genauer Diagnose und Therapie nicht ndher erortert werden.
Interessanterweise leiden Personen unter Trockenen Augen, die ihren Hypertonus mit
Medikamenten behandeln. Personen ohne Medikamenteneinnahme haben zwar einen
Hypertonus, eine Signifikanz zum Trockenen Auge besteht aber nicht. Was den Blick
eher in Richtung Medikation, als auf den Hypertonus an sich als Ursache flr ein

Trockenes Auge richten lasst.
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Es sei jedoch erwahnt, dass die Tranensekretion einer gezielten neuronalen Steuerung
unterliegt. Es konnten sympathische und parasympathische Nervenfasern im Tré&nen-
system [208], sowie diverse Neurotransmitter (Adrenalin, Acetylcholin, Calcitonin - Gen
- related - Peptid, Neuropeptid Y, Substanz P, Vasoaktive - intestinale - Polypeptid
(VIP)) nachgewiesen werden [209], deren okularen Regelkreislaufe sind jedoch noch
nicht ganz verstanden und mdogliche Schlussfolgerungen auf das Herz - Kreislauf -

System daher nicht méglich.

4.3.7 Erkrankungen des Verdauungssystems

Bei den Krankheitshildern der Fettleber und dem Trockenen Auge gibt es einige inter-
essante Schnittstellen, was den beobachteten signifikanten Zusammenhang erklaren
kénnte. Fiir beide Pathologien sind die gleichen Atiologien beschrieben. So etwa der
Typ - Il - Diabetes [58, 59], medikamentds - toxische Reaktionen [14, 20], Protein-
mangelernahrung und Malabsorption [65] sowie Stérungen im Fettsaurestoffwechsel
[62]. Da es bei 80 % der Betroffenen mit Trockenen Augen zu Stérungen in der Lipid-
phase des Tranenfiims kommt [19], kann ein Zusammenhang nicht ausgeschlossen
werden. Durch ihre Detergenzwirkung konnen freie Fettsduren Uber eine verstarkte
Lipidperoxidation zu Zellmembranschaden fuhren [210].

Der erbrachte signifikante Zusammenhang zwischen Erkrankungen des Magen - Darm
- Trakts und einem Trockenen Auge konnte hypothetisch folgendermalRen begriindet
sein: das Sekret der Tréanendrise gelangt nachweislich Uber die ableitenden Trénen-
wege Uber die Nase bis in den Darm. Hier erfolgt tber humorale bzw. immunologische
Ruckkopplungsmechanismen dessen Ruckresorption. Daher kdnnten Beeintrachti-
gungen im Magen - Darm - Trakt den Tranen - Regelkreislauf beeinflussen und so ein
Trockenes Auge begtnstigen. Zudem kdnnen Erkrankungen des Gastro - Intestinal -
Traktes zur Mangel- bzw. Fehlerndhrung und so zu einem Trockenen Auge fihren [47 -
50]. Der direkte Zusammenhang zwischen Appendizitis und Trockenen Augen scheint
auf den ersten Blick die erbrachte Signifikanz nicht zu rechtfertigen. Interes-
santerweise kann die Diagnose einer Appendizitis vor allem bei jingeren Personen
nicht selten eine Fehleinschétzung sein und in Wahrheit einen Morbus Crohn ver-
schleiern, dessen extraintestinaler Verlauf eine Konjunktivitis beinhalten kann. Dies
konnte aber in dieser Arbeit nicht ndher bestimmt werden. Wie oben erwédhnt, steht das
konjunktiva - assoziierte - lymphatische - Gewebe (CALT) mit anderen lymphatischen
Geweben in Verbindung, wie etwa in den Bronchien (BALT) oder im Gastro - Intestinal
- Trakt (GALT).

50



So konnten eine Erregerexposition u.a. beeinflussende Faktoren an diesen Geweben
eine lokale, aber auch eine systemisch zirkulierende und Ubergreifende Immunantwort
mit Bildung spezifischer Antikérper auf andere Gewebe ausldsen. Dabei kdnnen B- und
T - Lymphozyten gezielt tber hochendotheliale Venolen (HEV) am Gefal3endothel,
Adhéasionsmolekile auf Abwehrzellen und Zytokine (TNF - alpha, IFN - gamma, IL - 1,
IL - 8) in periphere Gewebe gelenkt werden. Uber diesen Zusammenhang konnten sich
Veranderungen im lymphatischen System auf Auge und Appendix auswirken [20].

Da das Ulcus ventriculi mit einem Altersgipfel von 60 - 65 Jahren, wie auch das
Trockene Auge, eine Erkrankung des reiferen Lebensabschnittes ist, konnte dies eine
Ursache fur deren signifikanten Zusammenhang darstellen. Die Ursache fiir ein Ulcus-
leiden ist in den meisten Fallen durch eine Infektion mit Helicobacter pylori begriindet,
wo es Uber entzindliche Zellinfiltrate durch Zytokinfreisetzung zur Reduktion der
Somatostatinproduktion kommt. Ein Zusammenhang zum Trockenen Auge ist aber
bisher rein spekulativ. Jedoch kénnten in diesem Zusammenhang Prostaglandine eine
interessante Rolle spielen. Im Magen férdern die Prostaglandine PGE 2 und PGl 2 die
Bicarbonatsekretion aus mukdsen Zellen und dienen so als Saurepuffer in der Mukus-
schicht dem Schutz der Magenschleimhaut. Fir die Benetzbarkeit und Integritat der
Augenoberflache spielen Glykoproteine eine wichtige Rolle. Sie werden von Becher-
und Oberflachenepithelzellen gebildet und befinden sich als Protein - Muzin -
Komplexe in der Muzinphase des Tranenfilms. Bei der Regulation der Sekretion dieser
Glykoproteine scheinen ebenfalls Prostaglandine nétig zu sein [20]. Zudem haben
auch einige Medikamente einen negativen Einfluss auf die Synthese von Prosta-
glandinen als Schutzelement fir Magen und méglicherweise auch Augen.

Im Vergleich von Gallensteinleiden in Kombination mit der Entfernung der Gallenblase
zum Trockenen Auge zeigen sich eine Reihe von gleichen Risikofaktoren, wie etwa
das Alter [24, 25], gesteigerte Ostrogenkonzentration bzw. Frauen vor der Menopause
[14, 30, 45] oder Typ - Il - Diabetes [58, 59], was ein gleichzeitiges Auftreten beider

Erkrankungen begiinstigt.

4.3.8 Osteoporose

Bei dem erbrachten Zusammenhang zwischen Osteoporose und Trockenen Augen
finden sich ahnliche Ursachen als Ausldser beider Krankheitsbilder. So fihren unter-
schiedlichste Faktoren zur Abnahme der Knochenmasse wie auch zum Entstehen
eines Trockenen Auges, so etwa Depression [23, 31], Fehlernahrung [65], Ent-
ziindungszytokine mit osteolytischen Eigenschaften (IL - 1) [118], chronische

Entzindungen (rheumatoide Arthritis) [51] oder Zytostatikatherapie [14].
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4.3.9 Depression

Die in der Literatur erbrachte Korrelation zwischen Depression und einem Trockenen
Auge [23, 31] konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls erbracht werden. Ob die
Ursache in einer verringerten Blinzelrate [31 - 34] oder in einer antidepressiven
Therapie [14, 20] zu finden ist, kann hier nicht geklart werden und ist Gegenstand

aktueller Untersuchungen in der Psychoneuroimmunoendokrinologie.

4.3.10 Erkrankungen der Schilddriise

Zwar litten Probanden mit Trockenen Augen signifikant haufiger an Erkrankungen der
Schilddrise, bei genauer Betrachtung einzelner Schilddrisenkrankheitsbilder konnte
dies jedoch nicht konkretisiert werden. Dies liegt zum Teil an den unvollstandigen
anamnestischen Angaben. Zwar wussten die Betroffenen von einer mdglichen Erkrank-
ung ihrer Schilddriise, ob es sich aber um eine z.B. Uber- oder Unterfunktion handelte
konnte nicht verbalisiert werden. Einige Aspekte beziglich einer Korrelation waren
zwar nachvollziehbar, bleiben aber unter gegebenen Umstanden reine Spekulation.

So kénnten etwa die Schadigung von Drisengewebe durch die Autoimmunthyreoiditis
vom Typ Hashimoto [51] oder ein negativer Einfluss auf die Augenoberflaiche im
Rahmen eines endokrinen Exophthalmus [36] ein Trockenes Auge beglnstigen.

4.3.11 Stoffwechselerkrankungen

Interessanterweise zeigt unter den Stoffwechselerkrankungen der Diabetes mellitus
Typ Il in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation mit einem Trockenen Auge, was
bisher in vielen Studien anders bewertet wurde [58, 59]. Jedoch zeigten Hyperlipid-
amie und Gicht einen signifikanten Anstieg unter Personen mit Trockenen Augen, bei
denen zu 80 % die Lipidphase des Trénenfilms gestort ist, die aus Cholesterin,
Triglyceriden, Cholesterinestern und Phospholipiden aufgebaut wird [19]. Leider
konnten auch hier die Betroffenen nur Gberschriftsméafiig ihre Erkrankung benennen,
was mogliche Zusammenhange nur vermuten lasst. So kommt es bei der primaren
Hyperlipoproteindmie genetisch bedingt zu Stérungen in der Lipoprotein - Homdostase
aufgrund von u.a. Rezeptor - Gen - Defekten mit Folgen einer vermehrten Biosynthese
von Cholesterin oder auch Triglyceriden. So kdnnten diese Stérungen auch auf den
Lipidumsatz an der Augenoberflache Einfluss hehmen und so zu einem Trockenen
Auge flhren. Die in der vorliegenden Arbeit erbrachte signifikante Korrelation zwischen

Gicht und Trockenen Augen ist in der Literatur bisher noch nicht direkt beschrieben.
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Indirekt lassen sich jedoch auch hier ursachliche Parallelen finden. Neben einer gene-
tisch disponierten primaren Hyperurikdmie fuhren diverse Ursachen sowohl zu einer
sekundéaren Hyperurikdmie als auch zu einem Trockenen Auge. So etwa im Allge-
meinen ein héheres Lebensalter [24, 25], die Systemerkrankungen Psoriasis [208] und
Sarkoidose [107] sowie Chemo- oder Radiotherapeutika [112]. Zudem kdnnen beide
Erkrankungen medikamentts bedingt (Diuretika, Acetylsalicylsaure [14, 20]) oder durch
einen Typ Il Diabetes mellitus [58, 59] hervorgerufen werden. Differentialdiagnostisch
zur Gicht kommt auch die rheumatoide Arthritis in Betracht, die tber ihr destruktives
Verhalten gegeniber Drisengewebe ein Trockenes Auge begunstigen kann [51]. Bei
der Gicht kommt es zu kristallinen Uratablagerungen in verschiedenen Geweben, was
leukozytenvermittelt nach Kristallphagozytose zur Freisetzung von Entzindungs-
mediatoren und zu einer akuten entzindlichen Reaktion fuhrt. Obwohl Uratabla-
gerungen in der Niere zum Untergang von Nierenparenchym fuhrt, ist bisher noch nicht
beschrieben, ob diese Vorgange auch in Drisengeweben stattfinden kénnen, diese
dadurch schadigen und so zu deren Hyposekretion fiihren. Uber eine schadigende
Wirkung von entzindlichen Prozessen auf Drisengewebe und deren Gewichtung im

Rahmen des Trockenen Auges berichteten bereits viele Autoren [55 - 57, 107 - 111].

4.3.12 Erkrankungen der Niere

Ebenfalls mit dem Alter nehmen Nierensteinleiden zu, was das vermehrte Auftreten bei
Trockenen Augen erklaren kann. Das erbrachte Ergebnis eines signifikanten Zu-
sammenhangs zwischen Trockenen Augen und vermehrten Erkrankungen der Niere
kann aber auch bei der Betrachtung des Proteinhaushaltes interessant sein. In
humanen Tranen kommt u.a. das Protein Albumin vor (Tranenspezifisches Praalbumin,
Albumin, sowie Serumalbumin) mit einer vermuteten Funktion als Transportprotein fir
z.B. Retinolsdure, was der Differenzierung des Oberflachenepithels dient. Nieren-
erkrankungen mit vermehrter renaler Eiweil3ausscheidung (Proteinurie) konnen fiir eine
Hypoalbuminamie und so am Auge fir eine verminderte Epithelregeneration und / oder

fur eine Instabilitdt des prakornealen Tranenfilms verantwortlich sein [211].

4.3.13 Allergien

Obwohl in der Literatur sehr gut belegt, konnte in der vorliegenden Arbeit der Aspekt
des allergisch bedingten Trockenen Auges [115] nicht signifikant bestatigt werden.
Weder in der Gesamtheit aller Allergien noch bei der Betrachtung einzelner Allergie -

Unterformen ist eine signifikante Korrelation feststellbar.
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4.4  Symptomatisches Beschwerdebild beim Trockenen Auge

Bei der Erforschung des Trockenen Auges wird immer wieder deklariert, dass sich
dieses Krankheitshild hauptséchlich tber symptomatische Beschwerden bemerkbar
macht. Das fuhrte dazu, dass dies auch so in der Definition dieser Erkrankung durch
den DryEyeWorkShop - Report von 2007 festgehalten wurde [14]. Die in der vorliegen-
den Arbeit erhobenen Beschwerdeschilderungen von Betroffenen decken sich zum
grof3ten Teil mit Angaben aus der Literatur wie etwa der Melbourne - Studie von 1998
[14] (Trockenheit: 43 vs. 17 %, Uberempfindlichkeit: 42 vs. 50 %, Tranen: 36 vs. 34 %,
Schmerzen: 35 vs. 40 %, Fremdkdrpergefihl: 32 vs. 26 %, Jucken: 31 % + Druck-
gefuhl: 6 % vs. MiBempfindung: 32 %). Sowohl die vorliegenden, als auch Unter-
suchungen anderer Autoren zeigen dabei den multifaktoriellen Charakter der
Erkrankung. Dabei kommt es in der Mehrzahl (65 %) zu Uberschneidungen mehrerer
Symptome, was u.a. den hohen subjektiven Leidensdruck der Betroffenen und die

therapeutische Herausforderung erklart [23, 130, 131].

4.5  Gespendete Tranenflissigkeit im Schirmer - | - Test

Wie bereits in der Einleitung erlautert, gestaltet sich die Diagnostik des Trockenen
Auges schwierig [14]. Trotz der in der Literatur beschriebenen Diskrepanzen wurde der
in der Diagnostik angewande Schirmer - Streifen genutzt, um nach der Schirmer - | -
Methode zusatzliche Einblicke in das komplexe Krankheitsbild zu erhalten. Auch wenn
alle Ergebnisse lediglich in zwei Kategorien (Trockenes Auge und gesund) unterteilt
wurden und keine weitere Aufschlisselung nach Schweregrad oder Unterformen des
Trockenen Auges vorgenommen wurde, zeigt sich bei Betroffenen mit Trockenen
Augen doch eine deutliche Reduktion in der aus beiden Augen gespendeten Tranen-
menge um 23 % (von 47 auf 36 mm Laufstrecke). Diese Tendenz ist fur beide Ge-
schlechter nachweisbar, was das Postulat einer Hyposekretion in der Phase der
Chronifizierung im Verlauf der Erkrankung unterstiitzt [126, 127].

Aus den beschriebenen Aspekten im Alterungsprozess [41, 46 - 48, 50] wird das Er-
gebnis einer Reduktion der Tranensekretion ab dem 40. Lebensjahr verstandlich und
konnte fUr jede Untergruppe, unabh&ngig vom Geschlecht oder Trockenen Augen, fest-
gestellt werden. Dabei kommt es innerhalb jeder Gruppe zu erheblichen interindi-
viduellen Schwankungen (Trockenes Auge: 5 - 86 mm; gesund: 10 - 104 mm), was
bereits aus der Literatur bekannt ist [9, 14, 20, 134, 202 - 205]. Zudem fiuhrt das
Reiben des Schirmer - Streifens auf der Augenoberflache mitunter zu starken Schilben

von Reflexsekretion.
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So schlief3t sich die vorliegende Arbeit der Meinung von Eisner et al. [204] an, die dem
Schirmer - Test lediglich eine ,gute Orientierung® zuschreibt. Wie aus der Literatur
bekannt [203] zeigen sich auch in der vorliegenden Arbeit sowohl bei Gesunden, als
auch bei an Trockenen Augen Erkrankten, Unterschiede in der Tré&nenspende
zwischen den beiden Augen eines Individuums. Dabei lag bei 27 % der Betroffenen
eine Seitendifferenz von mehr als 5 mm Laufstrecke zwischen den zwei Schirmer -
Streifen vor. Interessant ist, dass symptomatisch gesunde Probanden haufiger (39 %)
eine Seitendifferenz aufwiesen. Dies konnte die Aussage unterstiitzen, dass es
asymptomatische Formen eines Trockenen Auges gibt, bzw. die Veranderungen an
der Augenoberflache noch zu gering bzw. einseitig sind, um von Betroffenen als
symptomatische Beschwerden wahrgenommen zu werden. Diese asymptomatischen
Personen fallen dann in die Kategorie des milden bzw. episodenhaften Trockenen
Auges, das in der Statistik haufig untergeht und die Zahl der Betroffenen im Dunkeln
und somit wahrscheinlich zu niedrig halt.

Auch die Abnahme der Oberflachensensibilitit des Auges im Alter [20] kann zur
Reduktion des subjektiven Empfindens und damit zu einer Verschleierung von
Symptomen und somit zu falsch negativen Ergebnissen beitragen. Hierfur spricht auch,
dass scheinbar Gesunde mit tber 30 % ebenfalls, wie auch Betroffene, ihren Peak der
Tranenspende im Bereich von 20 - 39 mm Laufstrecke im Schirmer - Streifen haben.
Bis auf dieses Phanomen stiitzen die Ubrigen Ergebnisse die Pathophysiologie. So
befinden sich unter Probanden, die weniger als 20 mm Tranen spendeten, doppelt so
viele Erkrankte, sowie unter den, die mehr als 60 mm spendeten, deutlich mehr
Gesunde. Allgemein spendeten Gesunde mehr Tranenflissigkeit. So befinden sich ver-
mutlich unter den scheinbar Gesunden bereits leichte Formen eines Trockenen Auges,

die trotz fehlender Symptome gleich wenig Tranen besitzen.

4.6 Bestimmung des Gehaltes an Gesamtprotein in pug pro pl Tranenflissigkeit

Die gesunde Tranenflissigkeit beinhaltet etwa 500 verschiedene Proteine [13], die
etwa 0,6 - 0,7 % des Tranen - Gesamtvolumen ausmachen, was etwa 6 - 20 pg / pl
entspricht [20]. Die in der vorliegenden Arbeit erbrachten Werte befinden sich mit
knapp 5 pg / pl etwas darunter. Diese Proteine sind das Sekretionsprodukt von Tranen-
drise, akzessorischen Krause- und Wolfring - Tranendrtisen, Molldriisen, Oberflachen-
epithel und oberflachlichem Gefal3system [211]. Die vielgestaltigen Funktionen dieser
Proteine reichen dabei von spezifischer und unspezifischer Immunabwehr bis hin zur

Regulation der Homdostase des Oberflachenepithels.
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Im Rahmen eines Trockenen Auges konnte in Trénenflissigkeit von Betroffenen eine
Reduktion der Gesamtproteinkonzentration um rund 18 % (von 1,7 auf 1,4 pg / pl)
nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit dem Verstéandnis, dass es bei Trockenen
Augen u.a. zu einer Hyposekretion der Tranendrise kommt (ADDE). Es folgt eine
guantitative Abnahme der wassrigen Phase des Tranenfilms sowie eine qualitative Re-
duktion verschiedener Inhaltstoffe der Tranenflissigkeit wie Immunglobulinen (v.a.
Ig A), Laktoferrin, Lysozym oder auch diversen Wachstumsfaktoren (EGF) mit letztend-
lich einer generellen Abnahme der Gesamtproteinkonzentration. Einige Proteine sind
dabei in ihrer Menge direkt von der wassrigen Tranensekretion abhangig [211].

Bei der evaporativen Form des Trockenen Auges (EDE) liegt eine gesteigerte Tranen-
verdunstungsrate vor. Hier ist quantitativ ausreichend, oft sogar kompensatorisch ver-
mehrt Tranenflissigkeit vorhanden, deren Zusammensetzung oder auch funktionelle
Beeintrachtigungen in der regelrechten Tranenverteilung auf der Augenoberflache
kann aber eine adaquate Benetzung nicht gewdahrleisten. Hier kénnen die, von der
Tranensekretion unabhadngigen, Proteine vermindert sein und trotz ausreichender
Tr&nenmenge eine verminderte Gesamtproteinkonzentration hervorrufen. Eine Hypo-
sekretion an Trénen, aber auch die vor allem fiir die Anfangsphase beschriebene kom-
pensatorische Hypersekretion [124], fordern inflammatorische Prozesse [22], was Uber
Entziindungszellen und deren Zytokine zu Entzindungen auf der Augenoberflache
fuhrt [14, 117 - 120]. Dies wirkt okuldr schadigend [125], mit den Folgen einer neuro-
nalen Dysfunktion, eines Apoptosetods von Oberflachenepithelzellen mit Verlust von
Microplicae, die der Adhéarenz des Tranenfilms dienen [121], sowie einer Abnahme der
Becherzelldichte [122]. Da sowohl Becherzellen, als auch die Epithelzellen von Binde-
und Hornhaut der Synthese von Proteinen und Muzinen dienen (u.a. MUC 5AC [104,
123]), fuhren diese Schadigungen u.a. zur Reduktion von Muzinen und der durch sie
aufgebauten Oberflachenglykokalyx. Diese ist fur den Aufbau sowie die Haftung des
Tranenfilms wichtig, was nun negativ beeinflusst wird, mit Schaden in der Aufrechter-
haltung der Tranenfilmstabilitat, dem Anstieg der Oberflachenspannung und folglich
dem AufreiRen des Tranenfilms. Dieser Verlust an Augenoberflachenmuzinen, die
Uiberwiegend Glykoproteine sind [116], sowie die bereits beschriebene verminderte
Freisetzung von u.a. Substanz P und Expression von Wachstumsfaktoren [91, 92]
spiegelt sich in der vorgebrachten Reduktion der Proteinkonzentration beim Trockenen
Auge (um 18 %) wieder. Dieser verminderte Proteingehalt von u.a. Wachstumsfaktoren
(EGF, FGF, NGF, PDGF), die fur die Vermehrung der aus Stammzellen differenzierten
Teilungszellen von Noéten sind oder auch von extrazellularen Matrixproteinen (wie
Fibronektin, Laminin), von denen die Migration und Regeneration des Kornealepithels

abhangig sind, kdnnen zu Defekten des okuléaren Oberflachenepithels fihren [212].
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Mit der Zunahme an symptomatischen Beschwerden eines Trockenen Auges sank die
Gesamtproteinkonzentration in Tranenflussigkeit von einem Symptom (1,5 pg / pl) bis
hin zu vier Symptomen (1,1 pg / pl) stetig um etwa 27 % ab, was als zunehmende Zell-
schadigung und einem Verlust an Proteinen mit der Zunahme an Beschwerden ge-
deutet werden kann. Interessanterweise steigt ab einem Beschwerdebild von funf
Symptomen die Proteinkonzentration wieder deutlich an. In Bezug zu einem Symptom
um 14 % (von 1,5 auf 1,7 pg / ul) und zu vier Symptomen auf sogar 55 % (von 1,1 auf
1,7 ug / pl). Dies konnte verdeutlichen, dass sich unter einem Trockenen Auge erst
spater bzw. ab einem gewissen Beschwerdegrad entziindliche Komponenten ent-
wickeln und so die Augenoberflachenentziindung mit gesteigerter Expression von Zyto-
kinen nicht unbedingt ursachlich vorliegen muss, sondern sich im Laufe der Patho-
genese als Reaktion auf ein gestortes Oberflachenmilieu einstellt [55, 56]. Bei der in
diesem Zusammenhang in der Fachwelt oft diskutierten Frage, ob ein Trockenes Auge
ursachlich auf einer Degeneration oder einer Entziindung von Tranendrisengewebe
basiert [20], liefern die vorgebrachten Ergebnisse Aspekte einer primaren Degenera-
tion von Drusengewebe (etwa im Alter) als Ursache fur ein Trockenes Auge mit den
Folgen eines okularen Entziindungsgeschehens. Jedoch beantworten viele Studien
diese Frage anders und belegen dies durch zahlreiche immunologisch mediierte
Erkrankungen als magliche Ursache fir ein Trockenes Auge [51 - 54]. Es scheint so,
dass beide Varianten ursachlich existieren, sich gegenseitig beginstigen und férdern.
Bei niedergradigen Verlaufsformen eines Trockenen Auges im hoheren Lebensalter
scheinen jedoch degenerative Veranderungen ursachlich zu Uberwiegen. Nach
allgemeiner Lehrmeinung kommt es vor allem im Alter zu primar degenerativen
Veranderung von Drisengewebe mit Beeintrachtigung in der Sekretionsleistung.

Es wurde gezeigt, dass mit zunehmendem Alter u.a. die Langerhans - Zelldichte
konstant abnimmt [213]. Wie bereits erwéhnt, sind viele Proteine in ihrer Menge direkt
von dieser Sekretionsfunktionen abhangig, was in der vorliegenden Arbeit Giber die Be-
stimmung der Gesamtproteinkonzentration aufgezeigt werden konnte. Unabhangig, ob
am Trockenen Auge erkrankt oder nicht, sowie vom Geschlecht zeigte sich mit zu-
nehmendem Alter in jedem Gruppenvergleich eine Abnahme der Proteinkonzentration
von 6 - 28 %. Durchschnittlich I&sst sich sagen, das Personen die 40 Jahre und alter
waren, 17 % weniger Proteine in ihrer Tranenflissigkeit aufwiesen, als Personen die
junger als 40 Jahre waren. Was die in der Literatur beschriebenen Funktionsein-

schrankungen von Driisengewebe mit zunehmendem Alter untermauert [20, 41, 206].
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Im Tierversuch an Affen konnte gezeigt werden, dass zudem neben dem zunehmen-
den Alter mechanische Irritationen der Konjunktiva zu einem Verlust an Becherzellen
mit Reduktion an Glykoproteinen fuhren [14, 20].

Bei der Messung des Proteingehaltes zeigte sich, dass Manner weniger Proteine in
ihren Tranen hatten, als Frauen aus derselben Untergruppe. So lag der Proteingehalt
in Tr&nen von Mannern mit Trockenen Augen etwa 7 % niedriger als bei betroffenen
Frauen (1,5 vs. 1,4 pg / yl). Gesunde Mannertranen enthielten etwa 6 % weniger
Protein als Tranen gesunder Frauen (1,8 vs. 1,7 ug / yl). Dies kdnnte ebenfalls dem
Umstand geschuldet sein, dass Manner erst spater und / oder bei intensiveren
Beschwerden und damit fortgeschrittener Erkrankung mit entsprechendem patho-
logischen Korrelat (einer Reduktion an Zellen und Proteinen) vorstellig werden. Es
muss erwahnt werden, dass bei der Methode nach Bradford der Gehalt an Gesamt-
protein gemessen wird. Die Bestimmung, welche der etwa 500 Proteine [13] genau
betroffen sind, muss in zuklnftigen Arbeiten mit differenzierteren Methoden geklart
werden. Bei den in der vorliegenden Arbeit erbrachten Ergebnissen sollte berilick-
sichtigt werden, dass es sich, laut Definition nach dem Schirmer - | - Test [14] grof3ten-
teils um milde und leichte, selten um mittelschwere Formen eines Trockenen Auges
handelte. 88 % der teilnehmenden Betroffenen spendeten nach 5 Min. 20 mm und
mehr Tranenflissigkeit aus beiden Augen, was dem Stadium | entspricht. Falls eine
Therapie erforderlich war, erfolgte bei den Betroffenen lediglich die Anwendung von
Tra&nenersatzmitteln, wobei auch hier von den Probanden leider nicht gesagt werden
konnte, welche Praparate wie verwendet wurden. Dies hatte den Ausschluss dieses
Betrachtungsaspektes aus den Untersuchungen zur Folge und somit konnte dem
madglichen Einfluss topischer Augenmedikation [14] nicht nachgegangen werden. Es
kann vermutet werden, dass bei hohergradigen Verlaufsformen, die vorgebrachten
Ergebnisse noch deutlicher zu Tage treten, was weiterfiihrenden und differenzierteren

Studien zu untersuchen, vorbehalten bleibt.

4.7 Die Rolle der Surfactant - Proteine beim Trockenen Auge

4.7.1 Die hydrophilen Surfactant - Proteine SP - Aund SP - D

SP - A und - D werden zusammen mit der wassrigen Komponente des Tranenfilms aus
der Tranendrise sezerniert und durch den Lidschlag gleichméRig auf und / oder in den
Epithelien der Augenoberflache verteilt, wo sie ihre Aufgaben in der unspezifischen
und sogar spezifischen Immunabwehr wahrnehmen und so zur Integritat einer

immunologischen Barriere innerhalb der Tranenflissigkeit beitragen.
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So wird durch diverse Arbeiten angenommen, dass sich SP - A und - D als oligo-
merisierte Aggregate in der wéassrigen Phase sowie am Ubergang zur Lipidphase
befinden. Untersuchungen aus der eigenen Arbeitsgruppe lassen vermuten, dass die
Produktion beider Surfactant - Proteine im gesunden Gewebe induzierbar ist und / oder
herauf reguliert wird. Dabei ist eine Ausbreitung vom Corneaepithel, durch das Stroma
hindurch, bis zum Endothel mdglich. Zudem zeigen beide Proteine bei diversen
Pathologien veranderte Expressionsmuster [168]. Stimulationsversuche an Bindehaut-
und Hornhaut - Epithelzelllinien mit bakteriellen Uberstanden und verschiedenen Zyto-
kinen zeigen eine verstarkte Expression sowohl von SP - A als auch von SP - D [214].
Wobei fur den immunpathologischen Prozess von SP - A und - D unterschiedliche
Theorien diskutiert werden. So etwa der Einfluss verschiedener, modulierend
wirkender Zytokine wie Interleukin 1 alpha, - 1 beta, Interferon gamma und Tumor-
nekrosefaktor alpha. Die Sekretion von SP - A und SP - D stimuliert die Freisetzung
von reaktiven, toxischen Sauerstoff- und Stickstoffradikalen durch Makrophagen, die
vermehrte Expression von Adhasionsmolekilen, die Modulation der Funktion von
T - Lymphozyten und dendritischen Zellen sowie die Aktivierung und Ankopplung von
neutrophilen Granulozyten [176, 215]. SP - A fordert zudem die Phagozytose von S.
pneumoniae Uber eine gesteigerte Expression des Scavenger - A - Rezeptors auf Zell-
oberflachen und verstéarkt ebenso die Expression des Mannose - Rezeptors auf Makro-
phagen [216]. Die beiden hydrophilen Surfactant - Proteine lagern sich gezielt an
Carbohydrate - recognition - domains bakterieller Zellwandbestandteile an, etwa Pep-
tidoglykane oder Lipopolysaccharide, und sorgen so fiur deren Bindung, Agglutination,
Immobilisierung und Opsonierung, was eine Erregerausbreitung beeintrachtigt. Ni et al.
(2005) konnten bereits mit Hilfe von rekombinantem SP - D die Ausbreitung von P.
aeruginosa im Corneaepithel einddmmen [217].

Fur die Entstehung und den Verlauf von Erkrankungen der Augenoberflache sind
immunologisch regulierte entztindliche Komponenten von Bedeutung. Die entziindliche
Komponente beim Trockenen Auge, sei es die Ursache oder eine Folge, ist in vielen
Studien belegt und in der vorliegenden Arbeit bereits erwahnt worden. Die Augenober-
flache reagiert bei inflammatorischen Prozessen (z.B.: bei bakteriellen, viralen, fungi-
formen Infektionen) mit einem Anstieg von unspezifischen Proteinen (Lysozym, Lakto-
ferrin), Komplementfaktoren und spezifischen Antikbrpern [218 - 220]. In der vorliegen-
den Arbeit konnte dies auch fur die Surfactant - Proteine A und - D gezeigt werden. So
stieg die Konzentration beider Proteine in Tranenflissigkeit bei Betroffenen mit
Trockenen Augen signifikant um 168 (SP - A) bzw. 147 % (SP - D) an. Jedoch kann
momentan noch nicht gesagt werden, ob dieser Anstieg von SP - A und - D die

Ursache oder die Folge eines Trockenen Auges ist.

59



Storungen dieses komplexen immunologischen Surfactant - Systems kénnten die sehr
differenzierte humorale und zellulare Immunabwehr der Augenoberflache beein-
trachtigen und so Infektionen u.a. Pathogenesen am Auge, wie etwa dem Trockenen
Auge, Vorschub leisten.

4.7.2 Die hydrophoben Surfactant - Proteine SP - B und SP - C

Die kleinen, lipophilen und oberflachenaktiven Surfactant - Proteine SP - B und SP - C
werden aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften in der oberflachlichen lipid-
haltigen Phase des Tranenfilms vermutet. Nach Erkenntnissen aus der Lunge kann
angenommen werden, dass beide wichtige Aufgaben fur die Stabilitat des Tranenfilms
Ubernehmen, indem sie die Verankerung der oberflachlichen Schicht des Tranenfilms
ermoglichen und so die Tranenverdunstung verhindern. Uber ihre physikochemischen
Eigenschaften und ihre hohe Hydrophobizitat kdnnen sich SP - B und - C in die Lipid-
schicht einlagern und so die Spannung an der Tranenfilmoberflache verringern, was
ein Abrei3en des Tréanenfilms verhindert. Aus der Lunge ist bekannt, dass sie die Ab-
sorption und Spreizung von Phospholipiden in die Gas - Flissigkeits - Interphase be-
glinstigen und so ein Kollabieren der Alveolen verhindern [180]. Fur den Tranenfilm
konnte dies bedeuten, dass Veranderungen im physiologischen Expressionsverhalten
von SP - B und - C zu einer Zunahme der Oberflachenspannung und so zu einem ver-
frihten AufreiRen des Tranenfilms flhrt, mit dem klinischen Korrelat von ,Dry Spots®
auf der Augenoberflache. Man kennt die Rolle der Lipide, die sich bei der Lid6ffnung
auf der Augenoberflache ausbreiten und so die Oberflachenspannung reduzieren.
Zudem weif3 man um die Stellung der Muzine und der aus ihnen aufgebauten Ober-
flachenglykokalyx, die den Aufbau sowie die Haftung des Tranenfilms unterstiitzt. So
fuhren Stérungen des Lipidstoffwechsels zu einer Zunahme der Oberflachenspannung
und Beeintrachtigungen in der Muzinhomgostase sowie durch Epithelschaden bzw. -
apoptose zur Tranenfilminstabilitat und dartiber zur Benetzungsstorung der Augen-
oberflache mit der Klinik eines Trockenen Auges. Durch diese Benetzungsstorung
koénnen Infektionen an der Augenoberflache beglnstigt werden.

Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit zeigen fir beide lipophilen Proteine einen
Konzentrationsanstieg in Tranenflissigkeit bei Personen mit einem Trockenen Auge.
SP - B stieg dabei um 11 % und fiir SP - C kam es sogar zu einem signifikanten An-
stieg der Proteinkonzentration um 43 % wenn ein Trockenes Auge diagnostiziert
wurde. Dies konnte als kompensatorische Gegenregulation eines gestérten Augen-
oberflachenmilieus verstanden werden, um mit einem gesteigerten Gehalt der lipo-

philen Proteine SP - B und - C die Oberflachenspannung wieder zu reduzieren.
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Daher fuhren die erbrachten Ergebnisse zu der Annahme, dass ein Mangel an SP - B
und - C nicht ursachlich ein Trockenes Auge ausl6st, sondern es zu einem Expres-
sionsanstieg bei bereits vorhandener Erkrankung kommt, um gegenregulatorisch die
Schadigung zu reduzieren. Da der Anstieg mit 11 (SP - B) bzw. 43 % (SP - C) im Ver-
gleich zu den hydrophilen Surfactant - Proteinen nicht ganz so deutlich ausféllt, knnte
darauf zuriickgefiihrt werden, dass bei den Betroffenen, wie bereits beschrieben, tiber-
wiegend niedrig gradige Verlaufsformen (88 % Stadium 1) vorlagen und somit ein

gegenregulatorischer Kompensationsversuch noch nicht so eindeutig zu Tage tritt.

Zukunftige Arbeiten missen zeigen, inwieweit Abweichungen und Stérungen im
Proteinhaushalt und im okularen - Surfactant - System zu Beeintrachtigungen der
komplexen Abwehr- und Schutzmechanismen des Augen- und Tranenapparates
fihren und somit potentielle Ausloser fir Erkrankungen der Augenoberflache
darstellen. Zu diesem Zweck kénnten in funktionellen Studien u.a. rekombinant herge-
stellte Surfactant - Proteine zum Einsatz kommen. Fir Funktionsanalysen kénnten
digitale 3 D - Strukturmodelle erstellt, sowie durch vergleichende Proteinmodellier-
ungen aktive Regionen ermittelt werden, um theoretische Aspekte und Modellvor-
stellungen zu analysieren. Dies dient dem Verstandnis der Regulationsmechanismen
und Wirkungsweisen der Surfactant - Proteine und erdffnet moglicherweise neue
Therapieoptionen, um Erkrankungen der Augenoberflache und der ableitenden

Tranenwege zu verhindern bzw. zu behandeln.
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5 Zusammenfassung

Endogene sowie exogene Faktoren fihren Uber degenerative wie auch entziindliche
Prozesse zu einer verminderten Produktion und / oder einer gestérten Zusammensetz-
ung der Tranenflissigkeit und so zu einem der haufigsten chronischen Erkrankungen
der Augenoberflache, dem Trockenen Auge. Allein in Deutschland sind schatzungs-
weise 12 Millionen Menschen betroffen. Subjektive aber auch objektive Beschwerden
fuhren dabei zu einem Unbehaglichkeitsgeflihl mit Einschrankungen in der Lebens-
qualitat. In der vorliegenden Arbeit konnten mittels Western - Blot - Analysen die bisher
bekannten Surfactant - Proteine (SP - A, - B, - C und - D) in Tranendriise und Tranen-
flussigkeit nachgewiesen werden. Deren bisher vor allem in der Lunge sehr gut unter-
suchten oberflachenaktiven (SP-B / SP-C) und immunologischen (SP-A / SP-D) Funk-
tionen sind bislang fir die Augenoberflache nur vermutbar. Um diese Funktionen
besser zu verstehen, wurden in der vorliegenden Arbeit mogliche Entnahmetechniken
von Tranenflissigkeit (Kapillare vs. Schirmer - Streifen) auf ihre Proteingewinnung und
-erforschung hin untersucht. Mittels Gesamtproteinbestimmung nach Bradford, Gel-
und Membrananfarbung (Coomassie, Silbernitrat bzw. Ponceau) sowie Western - Blot -
Analysen konnte gezeigt werden, dass sich der, bereits in der ophthalmologischen Dia-
gnostik eingesetzte, Schirmer - Streifen als ein nicht invasives, molekularbiologisches
Quantifizierungssystem eignet, um hydro- sowie lipophile Proteine unterschiedlichen
Molekulargewichtes in Tranen quantitativ und qualitativ zu untersuchen. So wurde
mittels Schirmer - Streifen von 306 Personen Tranenflissigkeit generiert und jeder Teil-
nehmer mit einem spezifisch entwickelten Fragebogen befragt. Durch ELISA - An-
alysen konnte gezeigt werden, dass im Rahmen eines Trockenen Auges (n = 170) alle
vier Surfactant - Proteine in erh6hten Konzentrationen vorlagen und somit fur die
Funktionalitdt und Stabilitat des Tranenfilms und damit fir die Gewebe der
Augenoberflache und des Tranensystems von Bedeutung sind. So werden SP - A und
- D bei Pathologien der Augenoberflache heraufreguliert um ihren direkten und in-
direkten antimikrobiellen Aufgaben sowie ihrem immunmodulierenden Einfluss auf Ab-
wehrzellen des unspezifischen und spezifischen Immunsystems ebenso auf Schleim-
hauten der Augenoberflache und des Trénensystem nachzukommen. Die ebenfalls
beim Trockenen Auge gesteigerten Konzentrationen der oberflachenaktiven Proteine
SP - B und - C kénnten als gegenregulatorisches Ereignis verstanden werden, um tber
eine Reduktion der Oberflachenspannung die Stabilitdt des Tranenfilms zu sichern

bzw. wieder herzustellen.
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Zusatzlich konnten mittels Fragebogen anamnestische Daten erhoben werden, die das
facettenreiche Bild und die therapeutische Komplexitat des Trockenen Auges
bestatigten. Dabei sind besonders Frauen (59 %) und Personen > 40 Jahre (88 %) von
Trockenen Augen betroffen. Durchschnittlich sind Personen mit Trockenen Augen 60
Jahre alt und damit 10 Jahre alter als eine gesunde Vergleichsgruppe. Der Anteil
Betroffener steigt ab 30 Jahre auf 50 % ihrer Altersgruppe an und nimmt bis zur 7.
Lebensdekade auf Uber 70 % weiter zu. Frauen mit Trockenen Augen sind im Schnitt
junger und geben weniger subjektive Symptome und damit einen milderen Verlauf an,
als ebenfalls an Trockenen Augen erkrankte Manner. Im Schirmer - | - Test zeigt sich
bei Erkrankten eine Reduktion an gespendeter Tranenflissigkeit um 23 % sowie nach
Bradford eine Abnahme der in diesen Tranen enthaltenen Proteine um 18 %, wobei
Manner immer weniger Proteine in ihren Tranen hatten als Frauen. In gesunder
Tranenflissigkeit konnte ein Proteingehalt von 5 pg / ul gemessen werden. Zudem
zeigt sich mit zunehmendem Alter ebenfalls eine Reduktion der TrAnenmenge sowie
eine Abnahme der darin enthaltenen Proteine.

Zukunftige Arbeiten sollten analysieren, wie Verdnderungen im Proteinhaushalt und im
okularen - Surfactant - System zu Beeintrachtigungen am Augen- und Tréanenapparat
fihren und somit potentielle Ausloser fir Erkrankungen der Augenoberflache
darstellen. Dies soll dem Verstandnis der physio- und pathologischen Regulations-
mechanismen dienen und mdglicherweise neue Therapieoptionen aufzeigen, um
Erkrankungen der Augenoberflache und der ableitenden Tréanenwege zu verhindern

bzw. zu behandeln.
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Thesen

Die bisher bekannten Surfactant - Proteine (SP - A, - B, - C und - D) werden in
Tranendrise und Tranenflissigkeit des Menschen exprimiert und produziert.
Beeintrachtigungen dieses okularen - Surfactant - Systems kdénnten zu erheb-
lichen Stérungen der komplexen Abwehr- und Schutzmechanismen des Augen-
und Tranenapparates fuihren und potentielle Ausléser fur diverse Pathologien
an der Augenoberflache, wie etwa dem Trockenen Auge darstellen.

Fur die Tranengewinnung aus dem Bindehautsack eignen sich als Entnahme-
techniken sowohl die Kapillare als auch der Schirmer - Streifen. Dabei kénnen
Proteine unterschiedlicher Grof3e und physikochemischer Eigenschaften aus
Tranen gewonnen sowie molekularbiologisch untersucht werden.

In Tranenflissigkeit von Personen mit Trockenen Augen kam es im Vergleich
zu einer gesunden Vergleichsgruppe zu einem Anstieg aller vier Surfactant -
Proteine. Der Anstieg der immunologisch aktiven SP - A und - D spiegelt dabei
die entziindliche Komponente dieser Erkrankung wieder und dient vermutlich
der unspezifischen sowie der spezifischen Immunabwehr am Auge, um die
Integritat einer immunologischen Barriere an der Augenoberflache zu unter-
stitzen. Der Anstieg der oberflachenaktiven SP - B und - C in Tranen bei
Trockenen Augen konnte als kompensatorische Gegenregulation eines
gestorten Augenoberflachenmilieus verstanden werden, um die Oberflachen-
spannung des Tranenfilms wieder normalisierend herabzusetzen und zu
stabilisieren.

Die Anzahl an Betroffenen mit Trockenen Augen nimmt mit dem Alter zu. Ab
dem 30. Lebensjahr steigt der prozentuale Anteil an Betroffenen in der
jeweiligen Altersgruppe, unabhéangig vom Geschlecht, auf 50 % und hdher an.
89 % der Betroffenen waren 40 Jahre und alter, wobei das Durchschnittsalter
mit 60 Jahren 10 Jahre hoher lag als in der gesunden Vergleichsgruppe.

Frauen sind haufiger (59 %) von Trockenen Augen betroffen als Manner. Sie
waren im Schnitt jiunger und schilderten weniger Symptome als ebenfalls an
Trockenen Augen erkrankte Méanner.

Die Beschwerden eines Trockenen Auges treten vermutlich bei Frauen nicht
eher und auch nicht schwéacher, sondern bei beiden Geschlechtern gleichzeitig
und gleich stark auf. Manner gehen aber vermutlich erst ab einem gewissen
Beschwerdegrad und damit spater zum Arzt, obwohl die Trénensekretion

bereits vermindert ist.
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Ab dem 40. Lebensjahr kommt es zu einer Reduktion der Tranensekretion.
Im Schirmer - | - Test nimmt die TrAnenmenge bei Trockenen Augen im Sinne
einer Tranenhyposekretion um 23 % ab.

Der Proteingehalt in Tranenflissigkeit nimmt mit zunehmendem Alter um bis zu
28 %, sowie bei Betroffenen mit Trockenen Augen um 18 % ab.

65 % der Betroffenen gaben mehr als ein Symptom eines Trockenen Auges an,
was das facettenreiche Erscheinungsbild verdeutlicht. Dabei sinkt mit der An-
zahl an Symptomen eines Trockenen Auges in Tranen die Gesamt-
proteinkonzentration von einem zu vier Symptomen stetig um etwa 27 %, als
Zeichen einer zunehmenden Zellschadigung und einem Verlust an Proteinen.
Bei schweren Verlaufsformen eines Trockenen Auges mit finf oder mehr
Symptomen steigt in Tranen die Proteinkonzentration um bis zu 55 % an. Eine
im Verlauf der Erkrankung steigende Proteinkonzentration in der Tranen-
flussigkeit verdeutlicht, dass sich unter einem Trockenen Auge erst spater bzw.
erst ab einem gewissen Schweregrad eine entziindliche Komponente ent-
wickelt und so die Augenoberflachenentziindung mit gesteigerter Expression
von Zytokinen nicht unbedingt ursachlich vorliegen muss, sondern im Laufe der
Pathogenese als Reaktion auf ein gestértes Oberflachenmilieu erst entsteht.
Bildschirmarbeit (Office Eye Syndrome), chronische Entziindungen und Klima-
anlagen fuhren zu Trockenen Augen.

Ein Ostrogenlberangebot kann bei Frauen zum gleichzeitigen Auftreten von
Trockenen Augen und einem Uterus myomatosus fiihren.

Die medikamentdse Therapie von Erkrankungen des Herz - Kreislauf - Systems
kann das Entstehen eines Trockenen Auges begunstigen.

Beeintrachtigungen im Lipidstoffwechsel kénnen neben einem Trockenen Auge
bei Veranderungen im Fettsdureumsatz zu einer Fettleber bzw. bei Stérungen
in der Biosynthese von Cholesterin oder auch von Triglyceriden zu einer
primaren Hyperlipoproteindmie fihren.

Erkrankungen des Magen - Darm - Traktes fuhren neben einer Fehlerndhrung
zu Resorptionsstdrungen von Trénenflissigkeit, beeintrdchtigen damit den
Regelkreislauf der Tranenhomdostase und fiihren so zu Trockenen Augen.
Verdnderungen im Prostaglandin - Haushalt beeintrdchtigen im Magen die
protektiv auf die Schleimhaut wirkende Bicarbonatsekretion, und am Auge die
Sekretion der, fur die Integritat der Augenoberflache wichtigen, Glykoproteine.
Viele Erkrankungen haben &hnliche Ursachen wie das Trockene Auge und
liegen somit in einer gewissen Komorbiditdt vor, ohne jedoch im direkten

atiologischen Zusammenhang zu stehen.
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