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INTRODUCTION

1-LE STRESS OXYDATIF

1.1- DEFINITION

Etant des organismes aérobies, nous produisons physiologiquement des espéces réactives de
I’oxygéne ou ERO (ou « ROS » en anglais pour reactive oxygen species). Les ERO sont des
composés chimiques possédant des propriétés d’oxydoréduction leur conférant une grande
réactivité vis-a-vis des molécules organiques (lipides, protéines, acide désoxyribonucléique
[ADN],...) (1). Cytotoxique a forte dose, ces espéces réactives sont prises en charges par divers
systéemes d’éliminations antioxydants (les superoxydes dismutases, les catalases, la glutathion
peroxydase, les vitamines C et E...) qui permettent de maintenir un niveau basal d’ERO faible
(2). Cependant, au cours du vieillissement ou lors de I"apparition de certaines maladies, les
capacités antioxydantes des cellules diminuent et la production d’ERO augmente. De plus,
certains facteurs environnementaux (exposition aux rayons ultraviolets, tabac,
alimentation,...) peuvent augmenter d’avantage ce déséquilibre. Lorsqu’un déséquilibre
intervient (par surproduction de composés prooxydants ou par déficit en substances

antioxydantes), on parle de stress oxydatif ou stress oxydant (3).

1.2- LES ESPECES REACTIVES DE L' OXYGENE

1.2.1- Généralités
On distingue parmi les ERO, les radicaux libres comme I'anion superoxyde 0O2-, le radical

hydroxyl HO- et le monoxyde d’azote NO- et les espéces non radicalaires comme le peroxyde

17




d’hydrogéne H202, I'acide hypochloreux HOCI et le peroxynitrite ONOO™ (4). Les radicaux
libres sont des espéeces chimiques possédant un ou plusieurs électrons non appariés ce qui
leurs confere une grande réactivité (5). lls réagissent avec leur cible moléculaire a chaque

rencontre sans apport énergétique particulier, contrairement aux espéces non radicalaires (4).

1.2.2- Origine
La respiration mitochondriale produit I’énergie nécessaire au bon fonctionnement cellulaire
des organismes aérobies, sous forme d’ATP (Adénosine Triphosphate), notamment grace a la
réduction de I'oxygene (6). La production d’ATP est sous la dépendance de nombreux
systemes enzymatiques (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate [NADPH] oxydases,

oxyde nitrique synthases, cytochromes, etc.) (6) (Figure 1).

La mitochondrie est le principal lieu de production endogéne d’ERO, via la phosphorylation
oxydative (2,6) (Figure 1). Environ 2% de I'oxygene est transformé en radicaux Oy (7). Tres
instable, il dismute rapidement en H,0,, via la superoxyde dismutase (SOD). Il peut également
réagir avec une molécule de NO™ avec laquelle il forme le ONOO'". Le H,0; quant a lui peut

aboutir a la formation de HO" trés réactif, via la réaction de Fenton (2) (Figure 2).
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Figure 1 : Chaine respiratoire mitochondriale responsable de la production d'énergie sous forme d’ATP. ADP :
adénosine diphosphate ; ATP : Adénosine Triphosphate,; CoQ: coenzyme Q10,; C: Cytochrome C,; DH:
déshydrogénase ; FO-F1: F1-FO ATP synthase; FADH : Flavine adénine dinucléotide déshydrogénase; H+ :
hygrogéne ; H202 : peroxyde d’hydrogene ; NADH : nicotinamide adénine dinucléotide déshydrogénase; 02 :
dioxygéne ; O2- : anion superoxyde ; NO : monoxyde d’azote ; ONOO- : peroxynitrite ; OH- : radical hydroxyle ;

UCP : uncoupling protein. (2)

Les ERO peuvent également étre induits par des facteurs d’origine exogéne de notre

environnement (ultraviolet, polluants, tabac, etc.) (8) ou de notre alimentation (9).

1.2.3- Fonctions des especes réactives de I'oxygéne
Il est apparu que les ERO participaient a la signalisation cellulaire et étaient nécessaires a sa
survie (10). lls modulent un grand nombre de voies de signalisation, en particulier les kinases
qui régulent I'expression de génes pro-oxydants et antioxydants en cas de stress cellulaire

(11). Par ailleurs, les ERO peuvent activer des génes de fonctions cellulaires. 'Oy et le H20;
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en particulier jouent un role crucial lors de I'inflammation et dans le précieux équilibre entre

croissance, sénescence et apoptose cellulaire (12).

1.3- SYSTEMES ANTIOXYDANTS

Afin de contréler le niveau d’ERO, I'organisme dispose de plusieurs mécanismes antioxydants,
un systéeme enzymatique et systeme non enzymatique d’origine endogene ou exclusivement

apporté par 'alimentation.

1.3.1- Les systemes enzymatiques antioxydants
La SOD permet la dismutation du O2- en dioxygeéne O, et H,0, (2) (Figure 2). Selon sa forme,
elle nécessite la présence d’ions cuivriques et d’ions zinc, ou de manganése (13). La SOD est
présente au niveau de I'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) (14). Son action doit étre
couplée a celle de la catalase ou de la glutathion peroxydase (GP) pour éviter une

surproduction de H,0; (15,16).

La catalase transforme le H,0; en eau H,0 et en oxygéne (17) (Figure 2).

La GP réduit le H202 en eau H20 et en oxydant le glutathion (GSH) en glutathion disulfide
(GSSG) (18) (Figure 2). Il s’agit d’une enzyme tétramérique dont chaque sous-unité contient
du sélénium qui permet son activation (19). Le maintien de I'activité de la GP nécessite la

régénération du GSH. Elle est assurée par la glutathion réductase (20).

La famille des paraoxonases (PON) contient trois membres différents, PON 1, PON 2 et PON 3.

A ce jour, PON1 est de loin la plus étudiées et est principalement reconnu comme une
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enzyme antioxydante liée au HDL (high density lipoprotein), capable de prévenir

I'oxydation du LDL (low density lipoprotein) (21).

ONOOr
*Or NO
Harber-Weiss reaction
Disproportionation
reaction SOD *OH + 02+ OH-
NADPH+ H* 2GSH
¥ Fe?*
GR H202
GSHPXx Catalase
NADP* GSSG foton | e
reaction | (+Cu*)
2H20 -OH H20+1/202

+ Fe» + OH"

Figure 2 : Réaction majeure de génération et d'élimination des espéces réactives de I'oxygene (ROS)(22). GR :
glutathion reductase; GSH : glutathion, GSHPx : glutathion peroxydase,; GSSG : glutathion oxydé,; H202 :
peroxyde d'hydrogéne ; NADPH : Nicotinamide adénine dinucleotide phosphate ; Oxyde Nitrique : NO Oy : anion

superoxyde ; OH : radical hydroxyle ; ONOO- : peroxynitrite ; SOD : superoxyde dismutase.

1.3.2- Les antioxydants non-enzymatique endogene
Lors de stress oxydatifs importants les thiols, en particulier le glutathion, rétablissent un
équilibre « redox » (balance oxydation/réduction), en éliminant des radicaux libres (20,23).
On distingue une forme réduite GSH (glutathion) et une forme oxydée GSSG (glutathion
disulfide). Le rapport GSH/GSSG témoigne de I'environnement réducteur ou oxydant des

cellules et caractérise leur statut oxydant (17).
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1.3.3- Les antioxydants non enzymatiques d’origine alimentaire
La vitamine A, ou rétinol, existe sous trois formes oxydatives: le rétinol (alcool), le rétinal
(aldéhyde) et I'acide rétinoique. Elle protége les cellules des dommages de la lipoperoxydation
et est impliquée dans la régénération de la rhodopsine, nécessaire a la vision nocturne (24).
Toutefois, elle serait aussi impliquée dans la génération de stress oxydatif de par |'effet

photosensibilisant du rétinal (25).

La vitamine B9 (folate) et la vitamine B12 (cobalamine), sont des cofacteurs importants du
métabolisme de I’homocystéine, permettant sa conversion en méthionine (26). L’élévation
intracellulaire de I’homocystéine contribuerait a I'accumulation d’ERO (27). De plus, la

vitamine B12 diminuerait les niveaux de O, (28).

La vitamine C, ou acide ascorbique, n’est pas synthétisée par I'organisme. Elle est apportée
par I'alimentation sous deux formes : I'acide ascorbique et |'acide deshydroascorbique (29).
Elle piege les radicaux libres comme le O Elle participe également a la régénération de la

vitamine E, protégeant ainsi les membranes contre la lipoperoxydation (29).

La vitamine D, mieux connue pour sa fonction sur le tissu squelettique, aurait un effet

antioxydant. Cependant, il reste encore controversé (30).

La vitamine E, représentée majoritairement par 'a-tocophérol, agit sur la peroxydation
membranaire lipidique. Grace a son caractére lipophile, elle s’insere dans les doubles couches
lipidiques des membranes cellulaires et piege les radicaux peroxyle formés sur les acides gras

polyinsaturés (31).
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Les oligo-éléments, comme le zinc et le cuivre ou le sélénium, sont essentiels de par leur réle

au niveau de la SOD (13) et la GP (19).

Les caroténoides se classent en deux principaux groupes, les caroténoides hydrocarbonés ou
carotenes (lycopéne, a-caroténe, B-caroténe...) et les xanthophylles (lutéine et zéaxanthine)
qui possedent des groupes oxygénés (24). lls ne sont pas synthétisés par I'organisme et
doivent étre apportés par I'alimentation (32). Contrairement aux caroténes, la lutéine et la
zéaxanthine n’ont pas d’activité provitaminique A. La lutéine et la zéaxanthine sont présentes
au niveau de la macula, constituant le pigment maculaire ou pigment xanthophylle (33). Ils

sont responsables de la couleur jaune de la macula (32).

La présence de radicaux hydroxyles a leurs extrémités et la présence de doubles liaisons
favorisent la captation des radicaux libres par la lutéine et la zéaxanthine. Par ailleurs, grace a
son spectre d’absorption de 400 a 500 nm, il protége les photorécepteurs et I'épithélium

pigmentaire du dommage photo-oxydatif (32).

1.4- IMPACT DU STRESS OXYDATIF SUR LA SANTE

A forte dose, les ERO vont induire des altérations lipidiques, des pertes de fonction au niveau

des protéines, et des mutations sur I’ADN ; I'ensemble participant a la mort cellulaire (34).

1.4.1- Impact du stress oxydatif sur la cellule

1.4.1.1-  Oxydation des protéines
Les protéines porteuses d’'un groupement sulfhydryles (-SH) sont particulierement sensibles a

I'attaque des ERO. Les ERO alterent I'extrémité des chaines protéiques et peuvent induire la
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production de ponts disulfures ou la formation de groupements carbonylés (35,36). Ces
modifications auront pour conséquences une dégradation de I’activité protéique pouvant aller

jusgu’a une perte compléte de fonction ou une agrégation protéique (35).

1.4.1.2-  Peroxydation des lipides de la membrane cellulaire
Les lipides sont les constituants majoritaires des membranes cellulaires. L’oxydation des
lipides va aboutir a la formation de lipides peroxydés, comme le malonydialdehyde (MDA)
(35,37). Ces dérivés lipidiques, plus hydrophiles, vont perturber la perméabilité membranaire.
Ils vont ensuite se lier de facon covalente a d’autres protéines via les résidus histidine, lysine
et cystéine, formant ainsi des produits terminaux de I'oxydation des lipides. Ces produits vont

s’accumuler et induire des dégats cellulaires importants (38).

1.4.1.3-  Altération de 'ADN
Grace a leur forte affinité pour la guanine et la thymine, les ERO vont étre capable de se fixer
sur 'ADN. lls vont alors convertir ces bases en 8-hydroxyguanine et 8-hydroxy-2’-
désoxyguanosine (8-OHdG) pour la guanine, et en glycol et 5- hydroxyméthyluracile pour la
thymine (35,39). Les sites radicalaires crées au sein de I’ADN entrainent des ruptures de brins

et des mutations pouvant avoir des conséquences sur la synthése des protéines (35).
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Figure 3 : L’homéostasie oxydative cellulaire(10). Interrelation entre le statut oxydant (marron clair) et le stress
oxy-dant (marron foncé). NOS : oxyde nitrique synthases ; NOX : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH) oxy-dases ; UV : ultraviolet ; ERO : espeéces réactives de I'oxygéne ; CAT : catalase ; SOD : superoxyde

dismutase ; GPx : glutathion peroxydases ; GSH : glutathion ; vit. : vitamine ; MDA : malondialdéhyde.

1.4.2- Les maladies liées au stress oxydatif
Le stress oxydatif est un acteur clé dans I'apparition et les complications de nombreuses
pathologies chroniques (10), comme I'athérosclérose (40), les maladies neurodégénératives
(41) ou le diabéte (42). Plusieurs études ont notamment montré un lien entre stress oxydatif
et pathologies ophtalmologiques comme la cataracte (43), le glaucome (44) ou encore la
dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA) (45). Le stress oxydatif est considéré comme le
mécanisme principal des altérations rétiniennes constituant progressivement une DMLA (45).

La rétine est particulierement exposée au stress oxydatif en lien avec le vieillissement (46—
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48), du fait de sa richesse en mitochondries et de son exposition continue aux rayons

ultraviolets.

2-LA DEGENERESCENCE MACULAIRE LIEE A L'AGE

2.1- RAPPEL ANATOMIQUE ET HISTOLOGIQUE

2.1.1- Anatomie macroscopique rétinienne
La rétine, organe sensible de la vision, constitue la tunique la plus interne du globe
oculaire. Il s’agit d’'une fine membrane, rosée, transparente, trés vascularisée, d’une
épaisseur de 0,5 mm en moyenne. Elle s’étend de la papille jusqu’a I'ora serrata, couvre
environ 15-16 mm du diametre interne de I'oeil et 72 % de la surface de la sphére oculaire

(49).

La macula, située au podle postérieur de I'ceil entre les branches temporales supérieure
et inférieure de l'artere centrale de la rétine, mesure de 5 a 6 mm de diametre (49).

Elle comprend du centre vers la périphérie la fovéola, la fovéa et la région maculaire.

La fovéola est une dépression centrale située a deux diametres papillaires du bord
temporal de la papille, de 300 um de diamétre (49). Elle est la zone la plus mince de la
rétine (environ 130 um), trés riche en cones et en pigments maculaires (lutéine et

zéaxanthine) (49).

La fovéa est une zone elliptique de 2 mm de large pour 1 mm de haut, qui comprend la
fovéola au centre et le clivus qui borde la dépression fovéolaire (50). Elle apparait

légerement jaunatre du fait de la présence du pigment xanthophylle (50). Les capillaires
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rétiniens s’arrétent a 300 um du centre de la fovéola, limitant ainsi une aire avasculaire

centrale de 500 um a 600 um de diametre (50).

La région maculaire est constituée par la fovéa et les régions para- et périfovéales qui
I’entourent (50). La zone parafovéolaire, mesurant 500 um de diametre, correspond a la
région ou la rétine est la plus épaisse, du fait d'une plus grande densité de cellules
ganglionnaires, de la nucléaire interne et de la couche des fibres de Henle (49). La zone
périfovéolaire, qui mesure 1,5 mm de diametre, correspond a une zone ou la rétine

s’amincit (49).

macula

perifovea

Figure 4 : la rétine centrale Photographie du fond d’ceil et coupe horizontale passant par la macula. (51).
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2.1.2- Histologie
La structure histologique de la rétine varie selon que I'on se trouve proche de |'ora serrata ou
bien dans la région maculaire. En dehors de ces zones spécifiques, I'anatomie microscopique
de la rétine varie peu sinon du point de vue du nombre de couches de noyaux de

photorécepteurs (49).

Classiquement, la rétine est composée de 10 couches cellulaires, de la couche la plus externe
a la couche la plus interne : I'épithélium pigmentaire, la couche des photorécepteurs, la
membrane limitante externe, la couche nucléaire externe, la couche plexiforme externe, la
couche nucléaire interne, la couche plexiforme interne, la couche des cellules ganglionnaires,
la couches des fibres optiques et la membrane limitante interne (49). Au niveau externe, I'EPR
adhére a la membrane de Bruch qui limite en dedans la choroide (49). Les photorécepteurs,
I’'EPR et la membrane de Bruch constituent une unité fonctionnelle. L’atteinte d’une seule de

ces structures peut affecter le fonctionnement de I'ensemble (32).
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Figure 5 : couches cellulaires de la rétine

1.1.1.1 L’épithélium pigmentaire rétinien

L’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) est caractérisé par une monocouche de cellules

hexagonale, pigmentées et polarisées, unies entres elles par des jonctions serrées et s’insérant

sur la membrane de Bruch (49). Il occupe une situation stratégique entre les photorécepteurs

et la choriocapillaire (49). Son intégrité est fondamentale pour le fonctionnement normal de

la rétine, en particulier des photorécepteurs, non seulement en raison de ses propriétés

physiques de barriere hématorétinienne, de ses propriétés optiques, mais surtout, en raison
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de ses nombreuses activités métaboliques (32,52) (Figure 6). Si I'EPR est détruit,

photorécepteurs et choriocapillaires s'atrophient (49).

Absorption lumiére Transport Glie Cycle visuel Phagocytose || Sécrétion

Rétinal 11-cis

Vitamine A

Figure 6 : Les différentes fonctions de I'EPR (25). MV : Microvillosités ; SE : Segment externe des photorécepteurs

En effet, le métabolisme de la rétine dépend des apports de la choriocapillaire pour la partie
externe, et des apports des vaisseaux rétiniens pour la partie interne (49). L'EPR forme une
barriere de filtration, la barriere hémato-rétinienne externe, semi-perméable entre les
photorécepteurs et la choriocapillaire, grace a la présence de jonctions serrées, dénommées
zonulae occludentes, entre les cellules de 'EPR (32). La polarisation de ces cellules va
permettre un transport trans-épithélial actif et passif de nutriments et d’oxygene de la
choriocapillaire aux photorécepteurs (32,49). L'efflux des déchets métaboliques et I'excés
d’eau provenant des photorécepteurs se fait dans la direction opposée (32). Ces échanges
sont favorisés par les nombreuses villosités des cellules de I'EPR qui interagissent avec les
segments externes des photorécepteurs (49). L'EPR fournit 90% des nutriments nécessaires

aux photorécepteurs (32). Dans la région fovéolaire, I'ensemble des besoins des
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photorécepteurs doivent étre assurés par I'EPR du fait de I'absence de capillaires rétiniens

(32).

En plus de I'apport nutritionnel, 'EPR permet la phagocytose et le recyclage des segments
externes des photorécepteurs (32,49). L'EPR permet un renouvellement total des articles
externes des batonnets en 10 jours chez I'homme (53). La phagocytose est importante pour
la survie des photorécepteurs. La digestion incompléte des disques et le réarrangement
anormal des acides gras polyinsaturés membranaires conduisent a la formation, puis a
I'accumulation avec l'dge de lipofuchsine et de déchets (49). Leur exocytose peut
s'accompagner d'une accumulation de matériel hydrophobe dans la membrane de Bruch, et

d'une réduction de sa perméabilité a I'eau (49).

Par ailleurs, 'EPR joue un réle important dans le stockage et le métabolisme de la vitamine A
et de ses composés apparentés, les rétinoides, éléments essentiels au cycle visuel (32,49). Elle
est le site de synthése ou de stockage de nombreux facteurs de croissance comme le facteur
de croissance endothélial vasculaire (ou Vascular endothelial growth factor [VEGF] en anglais)

(49).

Enfin, les cellules de I'EPR, du fait de leur pigmentation, ont un réle d’écran. Elles contiennent
de nombreux grains de mélanine absorbant I'excés de photons, source de stress oxydatif pour

la rétine (49).

2.1.2.1-  Lacouche des photorécepteurs
On distingue deux types de cellules photoréceptrices selon la forme de leur segment externe

: les batonnets (long, cylindrique avec de nombreux disques) et les cones (plus court) (49). Les
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batonnets et les cones sont composés de quatre parties incluant un segment interne, un

segment externe, un corps cellulaire et une terminaison synaptique (49) (Figure 7).

— disque
segment
externe
membrane segment
~ cytoplasmique externe
— mitochondrie——
segment

interne segment

interne

terminaison
synaptique

terminaison pedicul

synaptigue

Batonnet Cone

Figure 7 : les photorécepteurs

IIs captent la lumiéres sous forme de photons grace a des pigments visuels qui la transforment

en signal électrique: c’est la phototransduction du signal lumineux (54).

Les cones permettent la vision photopique, la perception des couleurs et des détails fins. Ils
se concentrent principalement au niveau de la fovéola, puis leur nombre diminue en allant
vers la périphérie (49). Les batonnets rétiniens permettent la vision scotopique et la
perception des contrastes. Les premiers batonnets sont visibles a 500 u de la fovéola et

atteignent leur concentration maximale dans la région périmaculaire, a 5-6 mm de celle-ci (55)
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2.1.2.2-  La choroide et la membrane de Bruch
La membrane de Bruch est un tissu conjonctif formée par la partie externe de I'EPR et la
partie interne de la choriocapillaire (32). Elle forme une barriéere de filtration semi-perméable
ou passent les nutriments provenant de la choriocapillaire vers les photorécepteurs ainsi que
les produits de dégradation issus du métabolisme des photorécepteurs et des cellules de I'EPR

dans le sens opposé (32).

La choroide est une couche vasculaire contenant des arteres, des veines et des capillaires
formant la choriocapillaire. Elle forme une couche unique de capillaires fenétrés, d’un
diamétre de 12 um a 200 um, provenant des ramifications des artéres ciliaires courtes
postérieures et des arteres récurrentes du grand cercle artériel de I'iris en avant (49). Quatre-
vingt-cing pour cent du débit sanguin oculaire total est dirigé vers la circulation choroidienne
(56). La choriocapillaire assure les apports métaboliques, essentiellement en glucose, et en
oxygéne des couches les plus externes de la rétine (y compris de la fovéola qui ne comporte
pas de couche interne) (50). Le métabolisme glycolytique et oxydatif de la rétine est source de
I’énergie cellulaire sous forme d’ATP, condition élémentaire pour le maintien de I'activité

neuronale rétinien (32).

2.2- PHYSIOPATHOLOGIE

2.2.1- Vieillissement rétinien
Au plan anatomopathologique, la DMLA associe des modifications physiologiques, liées au
vieillissement, qui seraient plus précoces au niveau des batonnets de la couronne fovéale (57),

et des modifications pathologiques de I'EPR et la choriocapillaire (32).
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1.1.1.1 Vieillissement de la rétine neurale
Avec |'age, I'organisation des photorécepteurs est modifiée et leur densité diminue (58).
L'activité métabolique tres forte des photorécepteurs les rend vulnérables aux mutations
de I'ADN mitochondrial acquises (59). Les cellules rétiniennes subissent une quantité
cumulative de stress oxydatif qui mene ultérieurement a la mort cellulaire (32). La densité
des cones est tres stable au cours de la vie et ne décroit pas avec I'age contrairement a la
densité des batonnets centraux qui diminue de plus de 30 % dans les 3 mm centraux a la

neuviéme décennie de la vie, suggérant une plus grande fragilité des batonnets (60).

Par ailleurs, on observe une diminution de la circulation veineuse et artérielle chez la personne

agée, en particulier au niveau de la région maculaire (61).

2.2.1.1-  Vieillissement des cellules de I'épithélium pigmentaire
De nombreux changements morphologiques et fonctionnels surviennent avec le vieillissement

au niveau des cellules de I'EPR (62).

Au cours du vieillissement, la capacité de phagocytose quotidienne des segments externes des
photorécepteurs par les cellules de I'EPR est progressivement saturée. Cela entraine une
accumulation de granules fluorescents : la lipofuscine (63). En effet, lors de la dégradation des
SEP, certains complexes, trop volumineux pour étre catabolisés par les lysosomes,
s’accumulent sous la forme de dérivés de la vitamine A et/ou de la mélanine. La photo-
oxydation de la vitamine A va conduire a la formation de I’A2E (Di-rétinoide éthanolamine),
dérivé lipido-protéique cytotoxique, qui est un constituant important de la lipofuscine (64). La
photo-oxydation de I’A2E va elle-méme conduire a la formation de molécules trés réactives
telles que les produits terminaux de glycation (PTG) et les especes réactives de I'oxygéne (65).
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Afin de lutter contre ce stress oxydatif, I'EPR possede un systeme de défense antioxydant tels
que la superoxyde dismutase, la catalase, la vitamine E ou le glutathion par exemple (14).
Cependant, avec I'dge, I'EPR semble perdre ses capacités antioxydantes (66). Avec le
vieillissement, les microvili apicales des cellules de I'EPR s’atrophient, or plusieurs études ont
montré la présence de protéines antioxydantes, telle que la superoxyde dismutase, au niveau

de ces organelles (62).

Avec I'age, la pigmentation des cellules de I'EPR diminue (61,62). La perte de la mélanine est
supposée étre délétere pour la survie des cellules de I'EPR, les rendant plus vulnérables a la
photo-oxydation (67). Au cours du temps, la mélanine s’associe a la lipofuscine pour former
des grains de mélanolipofuscine qui s’"accumulent dans les cellules de I'EPR (32,62). IlIs sont

concentrés principalement au niveau de la macula.

Les cellules de I'EPR sont donc particulierement impliquées dans la production de stress

oxydatif au cours du vieillissement.

2.2.1.2-  Vieillissement de la membrane de Bruch
Au cours du vieillissement, les lipides peroxydés et les produits terminaux de la glycation
(PTG) des protéines vont s’accumuler entre membrane de Bruch et I'EPR sous la forme de
dépots laminaire basaux et de drusens (68,69).Cela provoque un épaississement de la
membrane de Bruch (70,71), ainsi qu’une diminution de sa perméabilité et de ses propriétés
hydrophiles, altérant ainsi les échanges entre la choriocapillaire et I'EPR. Les lipides peroxydés
sont dérivés des acides gras polyinsaturés a longue chaine, en particulier I'acide
docosahexaénoique et 'acide linolénique normalement présents dans les segments externes
des photorécepteurs (72). Les PTG réduit la taille des pores et la perméabilité de la matrice
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extracellulaire en favorisant la liaison des fibres de collagéne (32,73,74). De méme, on
constate une augmentation de ponts disulfides, indiqué par la décroissance des groupes thiols
sur les acides aminés, entre les fibres et entre les protéines de structures de la membrane

(32).

Par ailleurs, le vieillissement entraine une altération du débit choroidien due a une
augmentation de la résistance des vaisseaux choroidiens, elle-méme liée a une augmentation
de la rigidité de la sclere (75) et des parois vasculaires (76). Cela favoriserait I'accumulation de

déchets métaboliques et I’hypoxie tissulaire.
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Figure 8 : L'interface rétino-choroidienne dans la DMLA (77). PR : photorécepteurs externes de la rétine ; EPR :
épithélium rétinien pigmenté ; CC : choriocapillaire ; SDD : dépéts drusénoides sous-rétiniens ; BM : Membrane

de Bruch.
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2.2.2- Facteurs de risque de DMLA
La DMLA est définie comme une atteinte maculaire tardive multifactorielle, qui implique un
terrain génétiquement prédisposé, associé a l'effet de facteurs endogénes et
environnementaux (32). L'inflammation, le stress oxydatif et le métabolisme lipidique sont les

trois éléments prépondérants dans la pathogénie de la DMLA (32).

2.2.2.1-  Facteurs endogenes
La dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA) affecte plus de 150 millions d’individus dans
le monde (78). Elle est la premiére cause de cécité chez les personnes de plus de 50 ans dans
les pays développés, ce qui en fait un enjeu de santé publique (32). Cependant, la prévalence
de la DMLA varie selon |'origine ethnique, de 12,3% chez les sujets blancs, 10,4% chez les

Hispaniques, 7,5% chez les mélanodermes, a 7,4% chez les Asiatiques (78).

Certaines études suggerent une prévalence plus importante chez les femmes que chez les
hommes. Cependant, il ne semble pas y avoir de prédominance de sexe (78). Ces différences

pourraient étre expliquées par une espérance de vie plus importante chez les femmes (32).

La prévalence de la maladie augmente avec I'age, de moins de 1 % de la population dans la
sixieme décennie a plus de 15 % de la population dans la neuvieme décennie, avec une
personne sur dix atteinte apres |I'age de 80 ans (79). Parallelement a I’'dge, on observe une
augmentation du stress oxydatif, responsable de nombreux dysfonctionnements cellulaires

impliqués dans de multiples maladies du vieillissement (66).
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2.2.2.2-  Facteurs environnementaux
Le tabagisme constitue le facteur de risque le plus consensuel, en dehors de I'age (80-82). Le
risque de développer une DMLA chez les fumeurs est 3 fois plus important que chez les non-
fumeurs (82). Il semblerait qu’il existe un effet dose, notamment dans la DMLA exsudative
(83). Par ailleurs, Le tabac est responsable de la production de stress oxydatif (84) et

diminuerait les composés antioxydants (85).

L'obésité (86), une alimentation riche en graisse (87) et un taux de cholestérol élevé (88)
seraient responsables d’'une augmentation du risque de développer une DMLA. Les sujets
ayant unindice de masse corporel supérieur a 30 ou un taux de cholestérol élevé ont un risque
relatif de 1,93 (1,25-2,65) (89) et 1,16 (1,02-1,32) (88), respectivement, de développer une

DMLA atrophique.

La prise de suppléments alimentaires antioxydants, notamment de vitamines (vitamine C,
vitamine E), caroténoides (lutéine, zéaxanthine, béta-caroténe) ne préviendrait ni ne
retarderait la survenue d’une DMLA (90). Cependant, plusieurs études et notamment I’AREDS
2 a montré que les suppléments en vitamines, caroténoides et minéraux, comme le zinc,

pourraient retarder la progression de la maladie chez les patients déja atteints (90,91).

D’apres I'AREDS, I’hypertension artérielle représenterait un facteur de risque de DMLA

exsudative avec un risque de 1,19 (1,03-1,38) (81).

2.2.2.3-  Facteurs génétiques
Plusieurs genes ont été identifiés comme facteur de risque de DMLA, incluant des protéines
impliquées dans le stress oxydatif et I'inflammation, comme le géne du facteur H du

complément (92), le géne ARMS2 (age-related maculopathy susceptibility 2) (93).
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Le facteur H du complément (CFH) est sécrété par les cellules de I'EPR (94) et inhiberait le
systeme du complément. Le polymorphisme CFH Y402H réduirait la capacité du facteur H a
réguler le systéme du complément et provoquerait une diminution de I'affinité de CFH pour
d’autres molécules comme les glycosaminoglycanes, les malonaldéhydes, les lipides oxydés et
la protéine C réactive (95). Ainsi, les homozygotes pour I'alléle CFH Y402H ont un risque de

DMLA majoré d'environ quatre fois (96).

L'association des deux polymorphismes CFH Y402H et LOC387715 A69S sur le gene ARMS2
serait associée a plus de 60 % des DMLA (96). Les homozygotes pour les deux variants ont un

risque relatif de DMLA multiplié par 50 (96).

Enfin, certaines études retrouveraient une association entre la DMLA et polymorphisme du

gene de la paraoxonase 1 (97) et de la superoxyde dismutase 2 (98).

2.3- MACULOPATHIE LIEE A L'AGE

2.3.1- Clinique
Au point de vue clinique, la maculopathie liée a I’age (MLA), ou DMLA précoce, est caractérisée
par la présence d’altération de I'épithélium pigmentaire (Plage d’hypo ou hyperpigmentation
des cellules de I'EPR) dans la région maculaire, associées ou non a des drusen (32). Les
premieres lésions de la MLA apparaissent généralement autour de 50 ans et restent stables

pendant plusieurs années, sans retentissement visuel (32).

Les drusen sont dus a I'accumulation de résidus de la phagocytose des photorécepteurs par
les cellules de I'EPR localisés entre la membrane basale de I'EPR et la couche collagéne interne

de la membrane de Bruch (32). Ills sont notamment composés de molécules issues du stress
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oxydatif (32) comme les lipides peroxydés, les PTG et les facteurs du complément. On
distingue les drusens miliaires et les drusen séreux a I'examen du fond de I'oeil (Figure 9). Les
drusen miliaires seraient présents chez 25 a 50% des personnes de plus de 50 ans (79). lls sont
constitués de matériel hyalin. lls sont ronds, jaunatres, bien limités et mesurent moins de 125
pum (32). Au cours du temps, les drusen miliaires disparaissent, et I'EPR en regard dégéneére et
se dépigmente. Les drusen séreux sont plus pales, de forme irréguliére, sans limites nettes, et
sont souvent confluents (32). Les drusens séreux mesurent plus de 125 um. lls ont une
structure inhomogeéne, granulaire et vésiculaire, composée de débris cellulaires, notamment
des fragments membranaires (32). lls sont associés a des altérations de I'EPR sus-jacent sous

forme d’hyper ou d’hypopigmention puis une atrophie progressive.

L’hyperpigmentation apparait a I'examen du fond d’ceil sous forme de taches brunes, aux
contours irréguliers, souvent entourées par une zone de dépigmentation (32).
L’hyperpigmentation témoigne de la mort d’un certain nombre de cellules épithéliales qui
larguent leur pigment. Celui-ci est alors capturé par un épithélium pigmentaire dépigmenté,
capable de phagocytose (79). L’hypopigmentation est associée a une diminution des grains de
mélanine dans les cellules de I'EPR avec une augmentation parallele de la lipofuscine (32). Lors
de I'examen du fond de I'ceil, cette zone apparait plus claire que la rétine avoisinante avec des

bords nets et arrondis (32).
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Figure 9 : Maculopathie liée a I'dge (61) A : Drusen miliaires ; B : Drusen séreux et altération de I’épithélium

pigmentaire.

2.3.2- Evolution de la maladie
Dans la majorité des cas, la maladie reste stable durant de nombreuses années (32).
Cependant, la MLA peut aussi évoluer vers 'une des deux formes de la DMLA, la DMLA

atrophigue ou la DMLA exsudative, justifiant une surveillance rigoureuse (99).

De nombreuses classifications de la MLA ont été élaboré afin d’aider pour le dépistage et la
surveillance et pouvoir définir le traitement préventif le plus adapté des complications
dégénératives cécitantes (32). Ces classifications élaborées a partir de rétinophotographies
couleurs, en paires stéréoscopiques, ont pour but de déterminer des facteurs de risque et des
groupes dont le risque est plus ou moins élevé de développer une DMLA (32). Une premiére
classification de la maculopathie liée a I'dge a été élaborée, le Wisconsin Age-Related
Maculopathy Grading System (100), fondée sur le type dominant de drusen. D’autres
classifications ont suivi, notamment la classification de I'International ARM Epidemiological
Study Group (101) puis celle de I’Age-Related Degeneration Study (AREDS) Group (102)

secondairement simplifiée (Tableaul) (103), qui ont répartis la DMLA en plusieurs stades basés
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sur la quantification des drusen et des migrations pigmentaires. Le risque d’apparition de la
DMLA suit la progression de ces différents stades. Le rapport dix-huit de I’AREDS (103) a alors
proposé de donner un score de 0 a 2 a chaque ceil en fonction de I'absence ou de la présence
de drusen de plus de 125 um (1 point), d'altérations de I'EPR (1 point), de DMLA exsudative (2
points) ou de drusen de 63 a 124um bilatéraux (1 point), ce qui donne pour un individu un
score de 0 a 4. Le risque de progression de la DMLA a cing ans et dix ans a alors été évalué

(Tableau I1).

Tableau | : Classification simplifiée de I'AREDS.

Stade Description

Stade 1: pas de MLA | Aucun ou quelques petits drusen < 63 um.

Un ou plusieurs des éléments suivants :
Stade 2 : MLA ou e Multiples petits drusen < 63 um ;
DMLA précoce e Quelques drusen de diameétre entre 63 et 125 um ;

e Anomalies de 'EPR

Un ou plusieurs des éléments suivants :
Stade 3 : DMLA e Multiples drusen de 63 a 125 um et au moins un drusen
modérée supérieur a 125 um ;

e Atrophie géographique excluant la fovéa

Stade 4 : DMLA Atrophie géographique touchant la fovéa et/ou présence d’une

avancée DMLA exsudative.
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Tableau Il : Risques a 5 ans et 10 ans de DMLA avancée dans un oeil.

Score Risque de progression a 5 ans | Risque de progression a 10 ans
0 0,5% 1%

1 3% 7%

2 12% 22%

3 25% 50%

4 50% 67%

Cependant, les drusen et les altérations pigmentaires ne sont que la manifestation d’une
affection ayant débuté depuis de nombreuses années et dont I'étiologie tout comme le
déterminisme restent actuellement encore inconnu (32). De nombreuses études se sont donc

penchées sur les facteurs de risque personnels de survenue de DMLA.

2.4- LA DMLA ATROPHIQUE

2.4.1- Définition
La DMLA atrophique atteint 1,2 % des plus de 65 ans en Europe et représente ainsi plus du
tiers des cas de DMLA (104) Il s’agit d’une dégénérescence maculaire progressive par apoptose
des cellules de I'EPR, altérations de la choriocapillaire, épaississement de la membrane de
Bruch puis apoptose des photorécepteurs provoquant une perte visuelle sévére (Figure 8)

(105).
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2.4.2- Aspect clinique
La forme atrophique de la DMLA est habituellement bilatérale et symétrique (32). A I'examen
du fond d’ceil, les aires atrophiques se présentent sous la forme de petites |ésions blanchatres
arrondies ou ovalaire, plus claire que la rétine avoisinante, a travers laquelle les vaisseaux
choroidiens peuvent étre visibles (79). D’abord limitées a la zone périfovéale, I'atrophie
provoque une baisse d’acuité visuelle lentement progressive, essentiellement de pres, en cas
de faible éclairage, ainsi qu’un scotome central. Plus tardivement, les zones d’atrophie
rétinochoroidienne atteignent le centre de la fovéa, par extension, confluence ou apparition

de nouvelles plages, entrainant une baisse d’acuité visuelle sévere (79).

Figure 10 : Evolution de la DMLA atrophique. Atrophie géographique progressive. Il existe également une zone de

néovascularisation choroidienne le long de la face inférieure de la cicatrice avec une fibrose sous-rétinienne.

2.5- LA DMLA EXSUDATIVE

2.5.1- Définition
La DMLA exsudative ou « humide » deux fois plus fréquente que la forme atrophique dans la
population européenne agée de plus de 65 ans (104). Elle est caractérisée par la prolifération

de vaisseaux néoformés provenant de la choriocapillaire sous-jacente (79) (Figure 8). On
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distingue deux types principaux de néovaisseaux : les néovaisseaux occultes ou sous-
épithéliaux, les plus fréquents ; et les néo-vaisseaux visibles ou pré-épithéliaux, plus rares (79).
L'accumulation de déchets métaboliques entre les cellules de 'EPR et la membrane de Bruch
et I’"hypoxie rétinienne pourrait provoquer une accumulation de matériel pro-inflammatoire
constituant des stimuli pro-angiogéniques (106). Ces néovaisseaux suscitent une diffusion de
sang et de fluide dans et sous la rétine, et ont ainsi un effet délétere sur la fonction visuelle

(79).

2.5.2- Clinique
Les patients se plaignent du classique syndrome maculaire qui comprend une baisse d’acuité
visuelle brutale, I'apparition d’'un scotome (tdche amputant le champ visuel) central et la
déformation des lignes ou métamorphopsies (79). Ces symptomes peuvent étre dépistés

grace a la grille d’Amsler (79) (Figure 11).

11
]

Figure 11 : Grille d'Amsler. Grille d’Amsler normale (image de droite) ; Métamorphopsies et scotome central

(image de gauche).
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Au fond d’ceil, on peut observer des signes d’exsudation comme un cedeme maculaire
cystoide, un décollement séreux rétinien, des hémorragies rétiniennes ou sous-rétiniennes et

des exsudats lipidiques (79) (Figure 12).

Les techniques d’imagerie rétinienne multimodales comme la rétinophotographie,
I’'angiographie rétinienne a la fluorescéine et I'indocyanine, la tomographie a cohérence
optique (OCT) maculaire, et depuis peu I'OCT angiographie permettent de confirmer le

diagnostic et de localiser précisément les néovaisseaux (79).

Figure 12. : DMLA exsudative.

Membrane néovasculaire classique avec hémorragie rétinienne et exsudat lipidique.
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2.6- EvOLUTION

Une personne peut étre atteinte d’'une DMLA atrophique sur un ceil, et d'une DMLA
exsudative sur le second ; une forme atrophique peut se compliquer d’'une forme exsudative
et inversement (32). Les deux formes apparaissent ou pas indépendamment 'une de 'autre
(61). Actuellement, il n’est pas encore déterminé si ces deux formes sont des manifestations
distinctes de la méme maladie ou si elles représentent des affections différentes avec des

origines et des mécanismes pathologiques divers (107).

Initialement, la DMLA ne touche le plus souvent qu’un ceil. Cependant, le risque de

bilatéralisation est de 19 a 28% a 5 ans (108).

L’évolution spontanée des lésions, qu’elles soient atrophiques ou exsudatives, se fait vers une
extension lésionnelle (32) L’'acuité visuelle des patients atteints de DMLA atrophique est
longtemps conservée, en raison de |'épargne centrale (32). L'extension progressive par
confluence des |ésions atrophiques va ensuite atteindre la région fovéolaire, en général entre
cing et dix ans d’évolution, et engendrer une baisse d’acuité visuelle irréversible, qui demeure
habituellement comprise entre 1 et 2/10 (32). Contrairement a la DMLA atrophique,
I’évolution spontanée de la DMLA exsudative est le plus souvent rapide avec une perte de
vision centrale sévére en quelques semaines ou méme quelques jours. Chez les patients
atteints de DMLA avancée, 79% a 90% des cas de cécité légale, définie par une acuité visuelle
inférieure a 1/20 pour le meilleur oeil aprés correction, étaient associés a des formes
néovasculaires (109). Néanmoins, la DMLA exsudative dispose de traitements pour ralentir
son évolution, les injections intra-vitréenne d’anti-VEGF. Cependant, apres plusieurs années

de traitement, la maladie peut tout de méme évoluer.
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Au stade tardif, apparait une fibrose maculaire fibrogliale exsudative dite disciforme ou
atrophique (32). Il peut s’agir de lésions secondaires a |’évolution spontanée ou bien ayant
échappé au traitement.(32) Par définition, I'acuité visuelle est alors non améliorable et

inférieure a 1/20, inférieure a Parinaud 14 (32).

Les patients atteints de la DMLA, du fait de leur déficience visuelle, vont progressivement
perdre leur autonomie et leur qualité de vie, engendrant parfois un véritable état dépressif

(110).

2.7- LES TRAITEMENTS

A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif pour la DMLA. Les principaux traitements
existants concernent la DMLA exsudative. Les patients atteints de DMLA atrophique sont
surveillés régulierement mais ne disposent d’aucun traitement efficace actuellement. Enfin
les traitements médicaux s'intéressent avant tout a la prévention secondaire afin de diminuer

le risque d'évolution d'une MLA vers une DMLA avérée.

2.7.1- Traitements de la DMLA exsudative
Les injections intra-vitréennes (IVT) d’anti-vascular endothelial growth factor ou anti-VEGF ont
révolutionné le traitement de la DMLA exsudative et sont devenus le traitement de référence
(79). Le VEGF, sécrété par I'EPR, est un acteur essentiel de la DMLA exsudative. Il entraine une
prolifération des cellules endothéliales et augmente la perméabilité vasculaire, favorisant la
survenue de néovaisseaux choroidiens (79). Le Pegaptanib (Macugen®), premier traitement

anti-VEGF en 2004 pour le traitement des DMLA exsudative, a vu son usage considérablement
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diminué en faveur du ranibizumab (Lucentis®) et de I'aflibercept (Eylea®) (79). L'IVT d’anti-
VEGF est un geste simple a réaliser, en ambulatoire, sous anesthésie topique, avec des regles
d’asepsie strictes. Les complications graves, comme I'endophtalmie, le décollement de rétine
rhegmatogene ou la cataracte traumatique, sont trés rares avec une incidence inférieure a
1% (111). Administrées suffisamment t6t, les IVT d’anti-VEGF peuvent stabiliser et méme
permettre une certaine récupération visuelle (112-114). Cependant, aprés une phase
d’attaque de trois injections a un mois d’intervalle, |'efficacité thérapeutique est maintenue
au prix d’une injection toutes les huit a neuf semaines en moyenne les deux premiéres années

(115), ce qui peut représenter une contrainte pour le patient.

La photothérapie dynamique et la photocoagulation laser, premiers traitements de la DMLA
exsudatives, sont aujourd’hui plus anecdotiques. lls sont indiqués par défaut des anti-VEGF,
en cas d’inefficacité ou refus des IVT. Ils sont en effet moins efficaces que les IVT d’anti-VEGF
(112) et comporte un risque d’atrophie choriorétinienne avec baisse d’acuité visuelle ou

scotome (116).

2.7.2- Prévention
A ce jour, le principal objectif des traitements médicaux de la DMLA est la prévention
secondaire en diminuant le risque d’évolution d’une MLA vers une DMLA. La compréhension
de la physiopathologie de la DMLA et notamment le réle du stress oxydatif a permis
I'identification de certains facteurs de risques et mis en avant I'intérét d’'une supplémentation

en antioxydant.

Ainsi, pour les patients atteints de MLA, il convient de limiter les facteurs aggravants et
préconiser certaines regles hygiéno-diététiques. L'arrét du tabac réduirait le risque de
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progression de la maladie vers le stade tardif (80,117). La modification du régime alimentaire,
en favorisant les fruits et légumes et les acides gras polyinsaturés riche en oméga 3 (poissons
gras), aurait un effet protecteur contre la DMLA (80). Enfin, la prise en charge des facteurs de
risque cardiovasculaire (118) comme I'obésité (89) et I’hypertension artérielle reste

importante.

L’étude AREDS 1, réalisée sur 3557 sujets, a démontré une réduction de 25% du risque de
progression de la DMLA chez les patients présentant une DMLA stade 3 ou 4 traités par
I’'association vitamine C et E, béta-carotene, zinc et cuivre contrairement aux groupes traités
par un de ces éléments seuls ou contre placébo. Cependant, aucune différence significative
n’a été retrouvée chez les patients présentant une MLA (119). Par la suite '’AREDS 2 (91) a
évalué I'effet d’'une modification de sa formulation. L’adjonction d’'oméga-3, de lutéine et
zéaxanthine n’a pas montré de bénéfice supplémentaire. Néanmoins, I'étude a permis de
valider la suppression des béta-carotenes, apres avoir retrouvé une augmentation du risque
de cancer pulmonaire chez les fumeurs dans deux études (120,121). Ces résultats ont été
corroborés par d’autres études dont une méta-analyse ayant conclue a I'efficacité de la
supplémentation en vitamines antioxydantes et en zinc pour ralentir la progression vers une
DMLA avancée ou une baisse d’acuité visuelle (122). Cependant, la prise d’une
supplémentation en vitamines antioxydantes ne préviendrait pas ni ne retarderait la survenue

de la DMLA (90).

Chez le sujet sain, il est recommandé de réaliser un examen du fond d’ceil tous les deux ans
chez les patients de plus de 55 ans sans facteur de risque (61) et de conseiller I’éviction des

facteurs de risques comme le tabac et une alimentation variée (79).
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2.7.3- Thérapeutiques émergentes
La physiopathologie de la DMLA est complexe et multifactorielle. Une meilleure
compréhension des mécanismes sous-jacents de la DMLA est donc nécessaire pour mettre en
place de nouvelles thérapeutiques, en particulier pour la DMLA atrophique qui ne dispose
d’aucun traitement curatif ou préventif. Plusieurs voies de recherches sont envisagées,
notamment la cascade du complément (123), la neuroprotection, la protection
mitochondriale (124) ou la thérapie génique (125). De méme, il pourrait étre indiqué a I'avenir
de réaliser une prévention ciblée des patients présentant un polymorphisme génétique a

risque de DMLA (126).
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3-EXPLORATION DU STRESS OXYDANT

Le stress oxydant étant impliqué dans de nombreuses pathologies, son évaluation est en plein
développement en biologie clinique. Pouvoir caractériser le stress oxydant permet de pouvoir
suivre le statut oxydant dans le cadre du suivi d’une pathologie, d’adapter une prescription en
cas de prises de compléments antioxydants (127) ou de détecter précocement un état oxydatif

anormal en prévention de certaines maladies, en particulier dégénératives (128).

Cependant, I'évaluation du stress oxydant demeure compliquée. En effet, les méthodes
utilisées sont peu standardisées, les marqueurs ainsi que leurs techniques de dosage sont
multiples (10,129). Cela nécessite donc une analyse critique des solutions retenues. La qualité
des marqueurs utilisés dépend autant des propriétés intrinseques de ces molécules qu’au
choix de techniques fiables et spécialisées utilisées pour leur détermination (129). Par ailleurs,
les valeurs de références ne sont pas toujours clairement établies puisqu’elles peuvent varier
avec le sexe ou I'age du patient (129-131). De plus, les especes radicalaires sont fugaces et
instables ce qui les rend difficiles a isoler et doser (10,129). L’exploration du stress oxydant
repose donc principalement sur la recherche et la quantification des dommages créés au cours
des phénomeénes oxydants. Le marqueur idéal réunirait les conditions suivantes : il serait
détectable méme a faibles concentrations, aurait une demi-vie longue et sa production serait
modifiée exclusivement en cas de stress oxydant (129). Malheureusement, aucun des

marqueurs mis en évidence jusqu’a ce jour ne présente ces capacités.

3.1- MARQUEURS LIES AU STRESS OXYDATIF

3.1.1- Marqueurs liés a I'oxydation des lipides

L'un des marqueurs les plus utilisés a ce jour est le MDA (132) et les isoprostanes (10,133).
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Le MDA peut étre dosé par réaction avec I’acide thiobarbiturique mais bien que peu onéreuse,
cette technique est peu spécifique (10,127,132). D’autres techniques plus fiables existent,

sont plus coliteuses et nécessitent un personnel qualifié (10).

Le dosage des isoprostanes s’effectue dans le sang et les urines par chromatographie liquide
haute performance ou gazeuse. Leur dosage est fiable et sensible mais couteux et complexe
(134). Par ailleurs, les isoprostanes semblent étre de bons marqueurs de l'inflammation,

dépassant le cadre de I'exploration du stress oxydant (10,135).

Les LDL oxydées sont les derniers marqueurs apparus dans |'exploration du stress oxydatif.
Initialement utilisées pour le suivi de I'athérosclérose (136), I'apparition de méthode de
dosage immunologique favorise leur utilisation comme facteur global de I'état oxydatif

(10,137).

3.1.2- Marqueurs de I'oxydation des protéines
Les produits d’oxydation des protéines sont moins utilisés en pratique clinique (10,130) en
raison d’'un manque de sensibilité ou de spécificité des techniques utilisées. Parmi ces
composés, les dérivés carbonylés des protéines présentent I'avantage d’étre stables dans les

liguides biologiques (138).

L’état d’oxydation des thiols protéiques, notamment la mesure du rapport GSH/GSSG permet
d’avoir une idée du statut oxydant cellulaire (10,129). La modification des thiols protéiques
est surtout impliquée dans la régulation des fonctions protéiques. Lors de stress oxydant, le

rapport GSH/GSSH diminue (129).
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3.1.3- Marqueurs de I'oxydation de '’ADN
La 8-OHdG, présente dans les urines et le plasma, peut étre dosée par des techniques de

chromatographie qui sont complexes et présentent de nombreux artéfacts (10,134).

3.2- MARQUEURS ANTIOXYDANTS

Pour estimer un stress oxydant, il est possible de mesurer 'activité de certaines enzymes
antioxydantes comme la SOD, la GP, la catalase ou la PON 1. Cependant, les techniques de

dosage des antioxydants sont généralement complexes et manquent de spécificité (139,140).

Le groupe des antioxydants non-enzymatiques comprend de nombreux composés, qui
peuvent étre déterminées aussi bien dans le plasma que dans la cellule (141). La
chromatographie liquide haute performance est la technique la plus utilisée pour le dosage
des antioxydants vitaminiques. Le plasma renferme de nombreuses substances antioxydantes
autres que les vitamines dont certaines sont connues (glutathion, protéines a groupements

thiols, acide urique...) alors que d'autres ne sont pas clairement identifiées.

La complexité du systeme antioxydant plasmatique et la difficulté de quantifier chaque
constituant biochimique a caractére antioxydant a incité le développement du concept du
statut antioxydant total ou total antioxidant status (TAS). Le TAS est une mesure globale de la
capacité de l'organisme a se défendre contre les ERO. Il permet une bonne estimation du
statut des antioxydants et donc de I'équilibre antioxydant/pro-oxydant. Il existe plusieurs
méthodes simples a mettre en ceuvre pour la mesure du TAS, comme la Trolox equivalent
antioxidant capacity (142), le total radical-trapping antioxidant parameter (143) ou la capacité
de réduction ferrique au niveau plasmatique (144). Cependant, les résultats sont difficilement

comparables d'une méthode a une autre du fait des principes différents (145). Par ailleurs, le
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TAS étant une mesure globale du statut antioxydant, les résultats doivent étre interprétés
avec prudence. En effet, une augmentation des concentrations plasmatiques de composés
comme l'albumine, I'acide urique ou la bilirubine, liées a certains états pathologiques, a des
phénomeénes physiologiques ou au sexe, pourraient masquer le déficit en d'autres

antioxydants notamment vitaminiques (146).

3.3- EXPLORATION DU STATUT OXYDANT

Le stress oxydatif étant défini comme un déséquilibre entre oxydants et défenses
antioxydantes, la seule recherche de I'accumulation de dommages oxydatifs peut se révéler
infructueuse. Nous savons aujourd’hui que des phénomeénes oxydoréducteurs sont impliqués
dans la régulation de I’homéostasie cellulaire (10). Le glutathion est une molécule clé tant
dans la défense antioxydante, que dans le maintien du statut rédox cellulaire, ou statut
oxydant, par son équilibre GSH/GSSG (147). Le GSH réagit rapidement avec les ERO pour
former le GSSG. Ainsi, plus la valeur de ce rapport est basse, plus le stress oxydant est élevé.
Le dosage du glutathion peut étre réalisé a partir du sang total ou des érythrocytes par
spectrométrie de masse et chromatographie liquide (148). On peut également mesurer le

ratio des thiol/disulfide du plasma pour évaluer le statut oxydant (149).
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OBJECTIFS DE LA THESE

Du fait du vieillissement de la population et de son impact sur la qualité de vie, la DMLA
représente un probléme de santé publique majeur pour lequel il n’existe actuellement aucun
traitement curatif. Malgré I'apparition de thérapies permettant de stabiliser la DMLA
exsudative, aucun traitement n’est disponible pour les patients atteints de DMLA atrophique.
La DMLA aboutit inéluctablement a la cécité légale, conduisant a la dépendance et au

handicap.

Outre le développement de nouvelles thérapeutiques, I'objectif des prochaines années en
ophtalmologie est une meilleure prévention de la DMLA. L’amélioration du diagnostic repose
sur la compréhension des mécanismes physiopathologiques aboutissant a I'apparition et la
progression de la maladie. Bien que le roéle du stress oxydatif dans la DMLA soit bien connu et
gu’une multitude d’études aient évalué ses marqueurs dans la DMLA, les résultats restent
discutés. En effet, les études traitant du sujet sont dans la grande majorité de petite taille,

sans comparateurs solides et utilisent des méthodes de mesure du stress oxydatif multiples.

L’objectif de ce travail était de réaliser une revue systématique de la littérature concernant
I’évaluation du stress oxydatif dans la DMLA, et de comparer, au travers une méta-analyse, le

niveau de stress oxydatif chez les sujets sains et ceux atteints de DMLA.
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Abstract

Topic: We conducted a systematic review and meta-analysis to evaluate the blood levels of
oxidative and antioxidant markers in age-related macular degeneration (AMD) compared with
a control group.

Clinical relevance: AMD is a multifactorial disease among which oxidative stress may play a
major pathophysiological role.

Methods: The PubMed, Cochrane Library and Embase databases were searched on July 23th
2020 for studies reporting oxidative stress and antioxidant markers in AMD and in healthy
controls using a combination of AMD, oxidative stress, and antioxidant keywords. Newcastle-
Ottawa Scale (NOS) was used to assess the risk of bias. We stratified our meta-analysis on the
type of biomarkers, the type of AMD, and the origin of the sample (plasma, serum, red blood
cells). When possible (sufficient sample size), meta-regressions were proposed for comparison
between subgroups and to study the effects of putative influencing factors.

Results: We included 67 case-control studies with a total of 37079 patients: 8521 with AMD
and 28558 healthy controls. We included 33 studies in the meta-analysis on oxidative stress
markers and 49 on antioxidant markers. We demonstrated a large increase in oxidative stress
markers in AMD (Standard mean deviation = 1.48; 95% Cl 1.03-1.93, P < 0.001) and a
moderate decrease in antioxidant stress marker in AMD (-0.63; -0.80 to -0.46, P < 0.001).
Glutathione peroxidase had the lowest blood levels among antioxidant markers (effect size =
-1.57; 95% Cl -2.42 to -0.73, P < 0.001). No significant differences were found between types
of AMD. The differences in the blood levels of antioxidant markers between AMD patients and

controls were significantly higher in plasma vs other samples (-1.11; -1.60 to -0.63, P < 0.001).
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Conclusion: In conclusion, despite heterogeneity between studies, AMD patients had a higher
oxidative stress status and lower antioxidant markers compared with healthy controls.
Glutathione peroxidase seemed the best antioxidant biomarkers in blood.

Keywords: oxidative stress; antioxidants; macular degeneration; biomarker; prevention;

blood; human;
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Introduction

With a prevalence up to 12%, age-related macular degeneration (AMD) is the leading cause of
blindness in Europeans elderly and represents a public health issue.! AMD is the result of the
damage of the center of the retina i.e. the macula. Usually, AMD severity is divided into early
and advanced stages, with advanced stages further divided into dry or wet (i.e. with choroidal
neovascularization) forms.?2 AMD is a multifactorial disease resulting from genetic
predisposition and environmental factors inducing oxidative stress, such as age, diabetes,
smoking and hypertension.3~” Oxidative stress is defined by an imbalance between reactive
oxygen species (ROS) and their degradation by antioxidants.® The retina is particularly
susceptible to oxidative stress because of its high consumption of oxygen and its high
proportion of polyunsaturated fatty acids. Homocysteine, rapidly auto-oxidized in plasma and
forming mixed disulfides, causes oxidative injury to endothelial cells and enhances the
peroxidation of low-density lipoprotein (LDL)>'° within retina such as Malonydialdehyde
(MDA).1112 Antioxidants factors within retina are enzymes (e.g. superoxide dismutase (SOD),
catalase, glutathione peroxidase (GP) and glutathione reductase (GR)), micronutrients (e.g.
vitamins and carotenoids), or other factors (e.g. thiol or glutathione).!>!* |dentification of
robust biomarkers of AMD is a big challenge in Ophthalmology since early detection may slow
the rate of vision loss.*> Although several studies assessed markers of oxidative stress and
antioxidant markers in AMD, findings are discussed!®!’” and inconsistencies may be due to
different classifications of AMD, measurement methods, or population characteristics such as
age,8 sex,'® or comorbidities.?%2?

Therefore, we aimed to demonstrate that AMD patients have increased oxidative stress and

decreased antioxidant levels. We aimed to further examine levels of oxidative stress and
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antioxidant markers depending on biomarkers, type of AMD, sample sources (e.g. serum,

plasma, red blood cells (RBC)), and putative confounding factors.

Methods

Eligibility criteria for considering studies for this review

To be included, studies had to be published in peer-reviewed journals, in English language,
and to describe our primary outcome variable i.e. the laboratory measurement of one or
several oxidative stress or antioxidant biomarkers in AMD patients and controls without AMD.
When multiple publications from the same study population were available, we checked for
duplicate analysis and included only the most exhaustive publication for each biomarker
(population number, biomarkers number, the most recent publication). The search was not

limited to specific years or minimal sample size.

Search methods for identifying studies

We performed literature review according to MOOSE guidelines for Meta-Analysis and
Systematic Reviews of Observational Studies. Search in databases Pubmed, Embase and
CENTRAL were updated on July 23th 2020 with a combination of AMD, oxidative stress, and
antioxidant keywords to identify primary research studies (list of detailed keywords referring
to acronyms and synonyms of AMD, oxidant and antioxidant markers is presented in Appendix
1, for each database). In addition, reference lists from publications meeting our inclusion
criteria and from systematic review were hand searched to locate other potential eligible
primary studies. If the data were insufficient, we contacted the authors by e-mail. We used

EndNote X7 to manage the records identified and eligibility status.
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Study selection

The data were extracted by two independent investigators (MB and FD), with disagreements

settled by discussion with a third author (VN).

Data collection and risk of bias assessment

We imposed no limitation on the nature of controls but they needed to have the same age
range, sex ratio and regional origin as AMD patients. Study had to report oxidative stress or
antioxidant marker levels, including the range of values (mean, standard or median,
interquartile), type of fluid, and techniques used to measure markers (or included appropriate
references). All those aforementioned variables were entered into a standardized Excel
spreadsheet. We also extracted the following data: first author, publication year and journal,
country, study design, sample size, other characteristics of the population (age, sex,
anthropometric data, inclusion and exclusion criteria). The quality was assessed
independently by two reviewers (MB and FD) by using the Newcastle-Ottawa Scale (NOS),??
with disagreements settled by discussion with a third author (VN). The NOS of case control
studies assesses three components: selection, comparability and exposures. One point was
attributed for each item within the “selection” and “exposure or outcomes” categories. A
maximum of two points could be given for “comparability”. Studies with > 8 points were

considered high quality, 6-7 medium quality, <5 low quality.
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Data synthesis and analysis

Statistical analysis was conducted using Stata software (version 14, StataCorp, College Station,
US).23-2> Baseline characteristics were summarized for each study sample and reported as
mean (standard-deviation) and number (%) for continuous and categorical variables
respectively. When not reported, standard deviations were estimated from formulas using the
median and range?® or using the mean and confidence intervals.?’” When data on biomarker
variability were not available, the results were commented on in the review but excluded from
the meta- analysis. Only biomarkers that were the object of at least three independent studies
were included in our meta-analysis. Random effects meta-analyses (DerSimonian and Laird
approach) were conducted when data could be pooled, comparing levels of oxidative stress
or antioxidant markers between AMD patients and non-AMD controls 22, We described our
results by calculating the effect size (ES, standardized mean differences—SMD). An ES is
defined as a unitless measure of the levels of the stress markers centered at zero if the stress
marker levels in AMD patients are not different from those in non-AMD controls. A positive
ES denoted improved performance. A scale for ES has been suggested with 0.8 reflecting a
large effect, 0.5 a moderate effect, and 0.2 a small effect.?’ P values less than 0.05 were
considered statistically significant. We first computed global meta-analyses stratified on
oxidative stress and antioxidant markers. We further computed meta-analysis for each type
(exudative and non-exudative) and stade (early and advanced) of AMD. Heterogeneity
between studies was evaluated by examining forest plots, confidence intervals (Cl) and using
formal tests for homogeneity based on the I? statistic, which is the most common metric for
measuring the magnitude of between-study heterogeneity and is easily interpretable. 1> values
range between 0% and 100% and are typically considered low for <25%, modest for 25-50%,

and high for >50%. For example, a significant heterogeneity may be due to the variability

65



between the characteristics of the studies (NOS, matched), the characteristics of the
participants (e.g. age, sex, type of AMD), the type of markers, or the origin of the sample (e.g.
plasma, serum, RBC, after fasting). For rigor, funnel plots of these meta-analyses were used
to search for potential publication bias. Visual inspection of funnel plot asymmetry was
performed to address for possible small-study effect, and Egger's test was used to assess
publication bias. A value of p<0.10 was considered statistically significant®°. In case of a
significant publication bias, Duval and Tweedie's trim and fill method was used to allow for
the estimation of an adjusted ES.3! Sensitivity meta-analyses were also computed by
stratifying results on the type of fluid (plasma, serum, RBC). When possible (sufficient sample
size), meta-regressions were proposed to study the heterogeneity and the relationship
between the levels of oxidative stress and antioxidant markers and clinically relevant
parameters such as the participants gender, age, the type of biomarkers, the type and stade
of AMD, quality score, measurement approaches (fasting samples or not) and the sample
origin (RBC, serum, plasma). Results were expressed as regression coefficients and 95%

Confidence intervals (Cl).

Results

An initial search produced a possible 9400 articles. Removal of duplicates and use of the
selection criteria reduced the number of articles reporting the evaluation of oxidative stress
or antioxidant markers to 78 articles included in our systematic review from which 67 (86%)
were included in our meta-analysis for a total of 37079 patients: 8521 with AMD and 28558
non-AMD controls. Selected studies were published between 1986 and 2019. Details of the

literature search process are in the PRISMA flow chart (Fig 1). Characteristics of included
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studies are described in Table 1. The following sections only refer to studies included in our
meta-analyses.

More details on characteristics of participants, outcomes and aims of the studies, study
designs of included articles, inclusion and exclusion criteria, stade and type of AMD, method

of sampling for markers analysis are described in Appendix 2.

Quality of articles

Using the NOS criteria, the quality of the 67 included studies (Fig 2, S1 Fig) varied from 332 to

933-36 with a mean score of 6.1 +/- 1.5.

Meta-analyses of oxidative stress and antioxidant markers in AMD

Oxidative stress: Thirty three studies were included (Fig 3.).3337-%8 Qverall oxidative stress
markers were higher in AMD patients compared with controls (ES=1.47, 95%Cl 1.04-1.91, p <
0.001; 1> = 98.3%), with also significant increase for Disulphide (1.61, 0.05-3.16, p = 0.043; |2 =
95.7%), Homocysteine (0.53, 0.18-0.88, p = 0.003; 1> = 94.4%), MDA (2.01, 1.10-2.93, p< 0.001;
12 = 98.1%), Oxidized LDL (2.26, 0.38—4.14, p = 0.019; |12 = 98.3%), Protein carbonyl (PC) (2.18,
1.32-3.03, p < 0.001; 1> = 95.3%). Total oxidant status was non significant.

Antioxidant markers: Forty nine studies were included (Fig 4.).3%3436-40,42-44,47,48,51-53,56-58,60~
62,66-94 OQverall antioxidant markers were lower in AMD patients compared with controls (ES=-
0.63, 95%Cl -0.80 to -0.46, p < 0.001; 12 = 97.7%), with also significant decrease for GP (-1.57,
-2.42 to -0.73, p < 0.001; 1> = 98.3%), SOD (-1.13, -2.03 to -0.23, P = 0.014; 1?> = 98.7%), Total

antioxidant status (TAS) (-1.07, -1.50 to -0.65, p < 0.001; 1> = 88.6%), Vitamin A (-0.34, -0.65 to
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-0.03, p = 0.031; 1> = 71.5%) and Vitamin C (-0.32, -0.52 to -0.13, p = 0.001; I = 0.0%). Other ES
were not significant.

Sensitivity analyses: both for oxidative stress and antioxidant markers, similar results were
obtained when stratifying analysis according to the type of AMD (early, dry, exudative,
advanced, non-exudative) (Fig 5. & Fig 6.) and different fluids (Fig 7. & Fig 8.). More details are
available (S2-S17 Fig.). Analysing for putative publication bias, funnel plot was rather
symmetrical for oxidative stress markers (Fig 9.) (Egger test, p = 0.33), and asymmetrical for
antioxidant markers (Fig 10.) (Egger test, p = 0.003) — however, Duval and Tweedie's trim and
fill method could not be performed due to a too high heterogeneity between studies (12 =

98.3%)%.

Metaregressions

For oxidative stress markers (Table 2), Homocysteine had the lowest blood levels among
oxidative stress markers. For antioxidant markers (Table 3), age matched studies and higher
percentage of men were associated with a higher difference in antioxidant levels between
AMD patients and controls. Studies that used plasma as sample matrix and fasting state had
a higher difference in antioxidant levels between AMD patients and controls. In contrast,
studies using serum and higher BMI was linked with a lower difference in antioxidant levels
between AMD patients and controls. GP had the lowest blood levels among antioxidant
markers. All the other clinical and demographic variables tested did not influence the

association between oxidative stress / antioxidant markers and AMD.
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Discussion

The main findings were that AMD patients had an overall increase of oxidative stress markers
(ES=1.48, 95%Cl 1.03—1.93, p < 0.001) and an overall decrease of antioxidant markers (ES=-
0.71, 95%Cl -0.89 to -0.54, p < 0.001). Despite heterogeneity between studies, we highlighted

some biomarkers of interest.

Oxidative stress and AMD

In our study, we demonstrated an increase in oxidative stress in AMD in line with the
literature.11713.96-99 Regarding oxidative stress, AMD patients had significantly higher PC, MDA,
Disulphide, Homocysteine and Oxidized LDL compared to control. Identification of robust
biomarkers in AMD is a big challenge in ophthalmology. Oxidative stress is not assessed in
daily clinical practice. Indeed, measuring blood ROS levels is difficult because of their very
short half-life.1° However, there are numerous markers of oxidative stress, and several
methods of measurement. PC is a biomarker of oxidative protein damage. The determination
of PC as a marker of oxidative stress in vivo has been proposed to have some advantages
compared with lipid peroxidation products, such as MDA, because they are formed early and
they are generally more stable.’®® MDA is a by-product of lipid peroxidation and a reliable
marker of oxidative stress'%. It is present in drusen, the extracellular deposits that accumulate
in AMD eyes'®, It exerts also cytotoxic effects, induces autophagy dysregulation and
upregulates VEGF expression in RPE cells.1%%1% Another meta-analysis found significantly
increased MDA levels in AMD patients, as we did.1°® Homocysteine, an intermediary amino
acid formed during the conversion of methionine to cysteine, is rapidly auto-oxidized in

plasma, forming homocystine, mixed disulfides and homocystine thiolactone. ROS are
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produced during the auto-oxidation of homocysteine. Homocysteine may induce vascular
damage!®” by a variety of mechanisms including platelet activation, oxidative stress,
hypercoagulability, endothelial dysfunction, and vascular smooth muscle cell proliferation.
Several evidence suggested that choriocapillaris injury can lead to the development of AMD.°
Another meta-analysis also revealed that elevated Homocysteine level was significantly
associated with exudative AMD.Y” However, compared to the other oxidative stress markers,
the magnitude of the change in circulating Homocysteine levels between AMD and controls
was lower. Homocysteine is probably not a good biomarker of oxidative stress in AMD.
Homocysteine thiolactone, one of several Homocysteine metabolites, can accelerate
atherogenesis via LDL homocysteinylation causing overproduction of Oxidized LDL. Oxidized
LDL also induces endothelial dysfunction'®® and increases ROS in Adult Retinal Pigment

Epithelial 19 cells1.

Antioxidant defense system in AMD

There are two main categories of antioxidants: endogenous (constitutive of the cells) and
exogenous (provided by nutrition intake). Antioxidant enzymes, such as GP and SOD, are of
endogenous origin and constitute the first line of antioxidant defense for the photoreceptor
and RPE cells (especially in the area of the macula).'%!!! We demonstrated a decreased blood
levels of both endogenous antioxidants (such as antioxidant enzymes i.e. GP and SOD), and
exogenous antioxidants (such as vitamin A and C in AMD). Despite both significant,
endogenous antioxidants provide a more reliable marker of antioxidant stress state than
antioxidant micronutrients that depend on the current intake.''> For example, we
demonstrated that fasting influenced blood antioxidants levels, suggesting the variability of

measures. Among endogenous antioxidants, GP acts in cooperation with SOD and Catalase
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protect the photoreceptors and RPE cells from oxidative damage.'®''® The observed
decreased GP and SOD activity would also shunt the conversion of hydrogen peroxide from
water and oxygen toward hydroxyl radical production. Increase hydroxyl radicals would result
in increased lipid peroxidation, and we found increased MDA. Other ocular pathologies is
associated with a decreased blood levels of antioxidants?4#'4, Like us, another meta-analysis
found no significant results for Catalase in glaucoma?*. We also found a significant decrease

in TAS, which is consistent with impaired antioxidant defenses.

Limitations

Our study has some limitations. All the studies included were limited to cross-sectional studies
using a case-control design. For this reason, we cannot establish if oxidative stress is a possible
cause or a consequence of AMD. Despite our meta-analysis included more than 30000
individuals over the globe, considerable heterogeneity between studies was found. This
heterogeneity may be explained by several factors. We found that age-matched and gender
impacted on the ES of our meta-analysis. Oxidative stress is dependant of age!® — especially
within RPE cells and subretinal layers®® — and gender.'® For these reasons, studies about AMD
and/or oxidative stress should be age and gender-matched. Though there were similarities
between the inclusion criteria, they were not identical. In particular, some controls could have
other factors inducing oxidative stress, such as cataract, glaucoma or could have multivitamin
or anti-VEGF treatment — but insufficient data precluded further analyses. This may have
minimized the differences we reported in oxidative stress levels between AMD participants
and controls such as BMI, which is known to be associated with oxidative stress. ?! Despite
literature showed potential effects of clinical status of AMD, smoking and total

cholesterolemia,>” we did not retrieve an influence of those comorbidities. Moreover, the
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absence of standardized methods of measuring oxidative stress contributes to the
heterogeneity, especially the biological samples used (plasma, serum) or fasting status, which
is particularly important when analyzing blood micronutrients levels.’'? Heterogeneity
between studies is assessed in visual analysis of funnel plots and Egger's test, revealing

publication bias especially in anti-oxidant meta-analysis.

Conclusion

In summary, there is some evidence showing higher oxidative stress status in AMD and lower
antioxidant markers compared with healthy controls. Despite heterogeneity between studies,
GP seemed the best antioxidant biomarker in blood. Implications of oxidative stress in the
pathophysiology of AMD and the potentially interesting therapeutic approach should be

further studied.
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Fig 1. Search strategy.

Screening Identification

Eligibility

[

]

Included

Keywords used for search strategy:
(Oxidative stress OR Antioxidants OR Oxidants)

AND ((Macular OR Retinal) degeneration

OR (Retinal OR Choroidal) neovascularization

v

v

v

v

Pubmed
n=2717

Cochrane
n= 335

Embase
n=6347

Other sources
n=1

{

\-,.../

Potential eligible articles

n = 9400

-

Removal of duplicates, n = 2093

A

Potential eligible articles after removal
of duplicates, n = 7307

Articles excluded from titles and abstract,
n=7134

h 4

Full-text articles assessed for eligibility

n=173

Records excluded n = 107

- No control / cohort, n = 66

- Interventional trials without baseline,
n=1

- Duplicate population, n = 15

- Data not available, n = 13

Y

Included in the systematic review

n=78

- Biomarkers < 3 studies, n= 11

Included in the meta-analysis

n=67

Y

Oxidative stress

n=33

Y

Antioxidative stress
n=49

75



Fig 2. Quality assessment of studies using Newcastle-Ottawa Assessment scale (NOS) for

case-control studies. Low quality < 5; Moderate quality 6-7; High quality 8-9
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Fig 3. Meta-analysis of oxidative stress markers in age related macular degeneration,

stratified by biomarkers. 95%Cli: 95% confidence intervals; -: Unknown;

Biomarkers of oxidative stress

%
Study Type of AMD Fluid SMD (95% CI) Weight
Disulfide i
Aktag 2017 Exudative Plasma .l 1.31(0.79, 1.83) 237
Ankan Yorgun 2016 Mixte Plasma 1 . 3.26 (2.56. 3.96) 23
Elbay 2017 Exudative Serum - 1 0.30 (-0.18, 0.79) 238
Subtotal (I-squared = 95.7%, p = 0,000) —:::'1_]___“::-—- 1.61 (0,05, 3.16) 7.07
Homacysaine :
AnandBaby 2016 Mixto Plosma B : 0,84 (-131,036) 239
Ates 2009 Exudative Serum . : 0.78 (0.32, 1.23) 239
Axer-Siegel 2004 Mixte Plasma . i 0.21(-0.11,0.53) 242
Ghosh 2013 Mixte Plasma ., 0.61(0.11, 1.11) 238
Kamburogh 2008 A oo - 098052, 148) 2%
sma LI . 52, 1.45) 3

Mulero 2014 Exudative Plasma |- 2.07(1.80,2.33) 243
Nowak 2005 Exudative Plasma . 1.17 (0.55. 1.78) 234
Obeid 2013 Mixte Plasma . 1 -0.17 (-0.54, 0.20) 241
Pinna 2016 Mixte Plasma 3 1 0.01(-0.29,0.31) 243
Rodrigo 2018 Exudative Plasma L 0.54 (0.02, 1.05) 237
Seddon 2006 Mixte Plasma - 1 0.48 (0.31, 0.84) 245
Vine 2005 Mixte Plasma s ! 0.65 (0.33, 0.97) 242
Wang 2008 Mixte Plasma . : 0.09 (-0.06, 0.23) 245
Subtotal (l-squared = 94.4%, p = 0.000) < i 0.53 (0.18, 0.87) 3367
Imwdumnm -

1
Axtag 2017 Exudative Plasma - 1 «0.26 (-0.73,0.21) 239
Ates 2009 Exudative Serum - 2.00(1.46, 2.54) 237
Bharathselvi 2016 Mixte Red blood celis - 1.14 (0.39, 1.89) 229
Everekliogly 2003 Mixte Plasma I - 3.52(2.73,4.31) 227
Matsuura 2017 Mixte Serum - 1 0.49(-0.02, 1.01) 237
Nath 2004 Mixte Red blood cells . 1.59 (0.87, 2.30) 230
Park 2014 Exudative Plasma 1 - 266 (2.16,3.16) 238
Shen 2012 Mixte Serum a-} 0.90 (0.45, 1.35) 239
Singh 2010 Mixte Plasma ! . 3.73(308,4.39) 233
Totan 2009 Exudative Serum « ! 0.99 (0.48, 1.51) 237
Venza 2 2012 Mixte Red blood cells ! . 5.42(5.09,5.75) 242
Venza 2 2012 Mixte Plasma . . 3.12 (2,69, 3.35) 244
Yiidirim 2004 Exudative Plasma : . 207 (1.54,261) 237
Yildirien 2011 Exudative Serum . 0.79 (021, 1.37) 235
Subtotal (l-squared = 98.1%, p = 0.000) -— 2,01(1.10, 2.93) 33.05
Oxidized LOL :

* |

AnandBabu 2016 Mixte Serum 1 - 3.98(3.20,4.76) 228
Ikeda 2001 Exudative Plasma 1 - 3.82(3.36,4.28) 239
Javadzadeh 2010 Exudative Plasma . 1.16(0.71, 1.81) 239
Simonedlli 2002 Mixte Serum . 1 0.14 (-0.27, 0.54) 240
Subtotal (I-squared = 98.3%, p = 0.000) e — 2.26(0.38,4.14) 9.46
= ]
Protein carbonyl !
Totan 2009 Exudative Serum K 1.58(1.03,2.13) 236
Venza 2012 Mixte Plasma ! . 2.98(2.73,3.24) 243
Zafrila 2013 Exudative Plasma : . 1.91(1.65,2.17) 243
Subtotal (I-squared = 95.3%, p = 0.000) _— 2.18(1.32.3.03) 7.23
: 1
Total oxidant status i
Elbay 2017 Exudative Serum - 1 0.54 (0.05, 1.03) 238
Totan 2009 Exudative Serum . 1.13 (0,61, 1.65) 237
Uguriu 2013 Exudative Serum . 1.09 (0.46, 1.71) 234
Venza 2012 Mixte Plasma 1 . 3.40(3.13,267) 243
Subtotal (I-squared = 97.9%, p = 0.000) ——1 — 1.55(-0.03, 3.13) 952
. |}
Overall (I-squared = 88.3%, p = 0.000) <> 1.47 (1.04, 1.91) 100.00

[ |
NOTE: Weights are from effects analy 1

I I
-15 0 6
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Fig 4. Meta-analysis of antioxidant markers in age related macular degeneration, stratified by biomarkers. 95%ci: 95% confidence intervals; -: Unknown;

Study

Catalase

Aktas 2017
Eversklioglu 2003
Mrowicka 2017
Mowak 2003
Plestina-Borjan 2015
Prashar 1893

Venza 2 2012
Venza 2 2012

Wu 1884

Yildirimn 2004
Subtotal (l-squared = 89.3%, p = 0.000)

Glutathione peroxidase
Caohen 1884
Eversklioglu 2003
Eversklioglu 2003
Mrowicka 2017
Plestina-Borjan 2015
Prashar 1993

Venza 2 2012

Venza 2 2012

Wu 1884

Yildirimn 2011

Zafrilla 2013

Colak 2017

Subtaotal (l-squared = 88.3%, p = 0.000)

Paraocxonase 1

AnandBabu 2016

Ates 2008

Baskol 2008

Uguriu 2013

Subtotal (l-squared = 88.2%, p =0.000)

Type of AMD

Exudative
Mixte
Mixte
Mixte
Mixte
Exudzfive
Mixte
Mixte
Mixte
Exudative

Mixte
Mixte
Mixte
Mixte
Mixte
Exudsfive
Mixte
Mixte
Mixte
Exudsfive
Exudsfive
Mixte

Mixte
Exudative
Non-exudsfive
Exudstive

Biomarkers of antioxidant

Fluid

Flasma

Red blood cellz
Red blood cellz
Red blood cellz
Red blood cellz
Red blood cellz
Red blood cellz
Flasma

Red blood cellz
Red blood cellz

Flasma

Red blood cellz
Flasma

Red blood cellz
Whale blood
Red blood cellz
Red blood cellz
Flasma

Red blood cellz
Zerum

Flasma

Red blood cellz

Serum
Serum

Zerum

SMD (85% CI)

0.40 (-0.08, 0.88)
-0.10 {080, D.40)
0.85 (0.32, 1.38)

0.35 (0.18, 0.88)

-0.35 {0.73, D.03)
-3.61 (4.85, -2.37)
0.18 (0.03, 0.34)

-8.33 (-8.80, -7.86)
-1.21{-1.78. -0.64)
-3.55 (-4.23, -2.87)
-1.52 (-3.15, 0.10)

-1.80 (2,68, -1.00)
-2.34 (-2.88,-1.70)
-2.40 {-3.14, -1.83)
1.03 (D48, 1.57)
177 (2.21,-1.37)
-2.A2 {-3.66, -1.58)
224 (243, -204)
438 {-4.66, -4.10)
0.03 (-0.47, 0.52)
-0.25 (0.81, D.21)
-1.65 {-1.80, -1.40)
-0.37 {086, -0.08)
-157 (242, -0.73)

3.87 (3.1, 4.75)
-1.86 (-2.39, -1.34)
177 (:2.34, -1.10)
.85 {-1.46, -0.24)
0.14 (245, 2.16)

070
070
0.68
0.68
07
0.53
074
070
D68
D.68
6.81

0.64
0.87
0.87
0.68
070
0.58
073
073
070
0.68
073
073
825

0.64
0.68
n.68
n.68
260

79



Study
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Red blood cells
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|
|
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|
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| —
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- |
| |
—
—B—
|
_
|
|
-
I_.__
—+i
[ o
_.__
1 1
|
.
|
_._
i -
[ ]

SMD (95% CI)

1.58 (0.83, 2.33)
-3.26 (-4.01,-2.50)
347 (-4.25,-2.69)
0.68 (0.16, 1.20)
-1.46 (-2.16,-0.76)
1.00 (0.45, 1.56)
0.12 (-0.50, 0.26)
0.36 (-0.07, 0.79)
251 (-2.71,-2.30)
250 (-2.70,-2.30)
062 (-1.05,-0.20)
-1.29(-1.90, -0.68)
463 (-5.05,-4.22)
0.41(0.12, 0.70)
-1.13(-2.03,-0.23)

259 (-3.54,-163)
0.15 (-0.46, 0.17)
0.98 (-1.42, -0.55)
0.37 (-0.16, 0.90)
022 (-0.71,0.27)
0.18 (-0.74, 0.38)
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Total antioxidant status

Elbay 2017

Plestina-Borjan 2015

Shen 2012

Simonelli 2002

Totan 2009

Udurlu 2013

Zafrilla 2013

Colak 2017

Subtotal (l-squared = 88.6%, p = 0.000)

Alpha-carotene

Cardinault 2005

Mares-Perlman 1995

Sanders 1993

Zhou 2011

Subtotal (l-squared = 89.9%, p = 0.000)

Beta-carotene

Cardinault 2005

Mares-Periman 1995

Ng 2019

Sanders 1993

Simonelli 2002

Smith 1997

Zhou 2011

Subtotal (l-squared = 92.8%, p = 0.000)

Beta-cryptoxanthine

Cardinault 2005

Mares-Periman 1995

Sanders 1993

Simonelli 2002

Zhou 2011

Subtotal (l-squared = 91.5%, p = 0.000)

Lutein

Cardinault 2005
Dasch 2005

Gale 2003
Mares-Periman 1995
Ozyurt 2017
Sanders 1993
Thurmham 2015
Wang 2007

Zhou 2011

Subtotal (l-squared = 92.6%, p = 0.000)

Type of AMD

Exudative
Mixte
Mixte
Mixte
Exudative
Exudative
Exudative
Mixte

Mixte
Mixte
Mixte
Mixte

Mixte
Mixte
Exudative
Mixte
Mixte
Mixte
Mixte

Mixte
Mixte
Mixte
Mixte
Mixte

Mixte
Mixte
Mixte
Mixte
Mixte
Mixte
Early
Advanced
Mixte

Biomarkers of antioxidant

Fluid

Serum
Serum
Serum
Plasma
Serum
Serum
Plasma
Plasma

Serum
Serum
Plasma
Serum

Serum
Serum
Plasma
Plasma
Serum
Serum
Serum

Serum
Serum
Plasma
Serum
Serum

Serum
Serum
Plasma
Serum
Serum
Plasma
Serum
Plasma
Serum

e N
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_.-I_

BT T L/
AR

e

—

v

y

e

- 7\%

++

v

~

f1

i
|

-

SMD (95% CI)

096 (-1.47, -0.45)
-0.99 (-1.39, -0.58)
-0.80 (-1.24, -0.36)
0.00 (-0.40, 0.40)

-3.04 (-3.74, -2.34)
073 (134, 0.13)
1.13 (-1.36, -0.90)
124 (155, 0.93)
1.07 (-150, -0.65)

-0.04 (-0.55, 0.48)
0.11 (0.1, 0.32)
0.00 (-0.34, 0.34)
081 (-1.07, 0.54)
-0.19 (-0.68, 0.29)

-0.09 (-0.60, 0.43)
0.04 (-0.17, 0.25)
045 (-0.69, -0.21)
157 (1.18, 1.96)
-0.09 (-0.50,0.31)
0.09 (-0.13, 0.31)
051 (0.25, 0.77)
022 (-0.19, 0.63)

-0.14 (-0.66, 0.37)
0.06 (-0.16, 0.27)
050 (0.15, 0.85)
033 (-0.74, 0.08)
089 (-1.16, -0.62)
-0.16 (-0.66, 0.33)

-0.08 (-0.59, 0.44)
0.16 (0.00, 0.32)
143 (-1.69, -1.16)
0.03 (-0.19, 0.24)
-0.08 (-0.42, 0.26)
0.00 (-0.34, 0.34)
0.34 (-0.15, 0.84)
0.15 (-1.00, 1.30)
0.17 (-0.43, 0.08)
0.14 (-0.52,0.23)

0.69
0.71
0.71

0.66
0.68
0.73
0.72
5.61

0.69

0.72
0.73
287

0.69
0.73
0.73
0.71
0.71

0.73
5.04

0.69
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Lycopene

Cardinault 2005

Mares-Perlman 1995

Ng 2019

Sanders 1993

Simonelli 2002

Zhou 2011

Subtotal (l-squared = 97.1%, p = 0.000)

Zeaxanthin

Cardinault 2005

Dasch 2005

Gale 2003

Mares-Perlman 1995

Ozyurt 2017

Thurmham 2015

Zhou 2011

Subtotal (l-squared = 96.7%, p = 0.000)

Vitamin A

Blumenkranz 1986

Cakir 2014

MNowak 2003

Sanders 1993

Simonelli 2002

Zhou 2011

Subtotal (l-squared = 71.5%, p =0.004)

Vitamin B9

Kamburoglu 2006

Nowak 2005

Nowak 2005

Obeid 2013

Rodrigo 2018

Subtotal (l-squared = 27.3%, p = 0.240)

Vitamin B12

Bharathselvi 2016

Kamburoglu 2006

MNowak 2005

Obeid 2013

Rodrigo 2018

Subtotal (l-squared = 73.3%, p = 0.005)

Type of AMD

Mixte
Mixte
Exudative
Mixte
Mixte
Mixte

Mixte
Mixte
Mixte
Mixte
Mixte
Early
Mixte

Exudative
Mixte
Mixte
Mixte
Mixte
Mixte

Advanced
Exudative
Exudative
Mixte

Exudative

Mixte
Advanced
Exudative
Mixte
Exudative

Biomarkers of antioxidant

Fluid

Serum
Serum
Plasma
Flasma
Serum
Serum

Serum
Serum
Plasma
Serum
Serum
Serum
Serum

Serum
Serum
Flasma
Plasma
Serum
Serum

Plasma

Red blood cells
Plasma

Serum

Flasma

Serum
Flasma
Flasma
Serum
Plasma

SMD (85% CI)

0.48 (-1.00, 0.04)
0.01 (0.22,0.21)
.95 (-1.20, 0.70)
0.00 (-0.34, 0.34)
-0.58 (-0.99, -0.16)
-2.48 (2.81,-2.15)
20.75 (-1.50, 0.01)

-0.43 (-0.95, 0.09)
0.00 (-0.16, 0.16)
-1.20 (-1.46, 0.93)
0.14 (-0.08, 0.35)
267 (3.13,2.22)
0.00 (-0.49, 0.49)
0.00 (-0.26, 0.26)
0.58 (-1.17, 0.00)

0.03 (-0.53, 0.59)
0.03 (-0.41,0.47)
-0.60 (-1.14, -0.07)
0.93 (-1.29, 0.57)
0.05 (-0.46, 0.35)
0.43 (0.69, 0.17)
0.34 (0.65, -0.03)

0.34 (-0.78, 0.10)
0.4 (-1.01,0.13)
0.35(0.92,0.22)
0.18 (-0.19, 0.56)
-0.29 (-0.80, 0.22)
-0.20 (-0.45, 0.05)

0.62 (-0.09, 1.33)
-0.38 (-0.82, 0.06)
-0.23 (-0.80, 0.34)
20.74 (-1.13,-0.36)
0.17 (-0.34, 0.67)
0.16 (0.60, 0.27)

0.69
073
073
072
071
072
430

0.69
074
073
073
0.70
0.70
073
5.02

0.69
0.7
0.69
072
071
073
424

0.7
0.68
0.68
0.72
0.69
348

0.66
0.7
0.68
071
0.70
345
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Biomarkers of antioxidant

%

Study Type of AMD Fluid SMD (85% CI) Weight
Vitamin C 1

Blumenkranz 1036 Esudstive Serum g 0.18 (0.74, 0.30) 0.60
Cakir 2014 Mixta Serum I 40.45 (0.00, -0.00) 0.70
Mowak 2003 Mixta Plazma —1 40.48 (0.00, 0.08) 0.60
Shen 2012 Mixte Serum | I 40.22 (40.65, 0.20) 071
Simenelli 2002 Mixte Serum +—t 40.28 (.68, 0.13) 0.71
Yildirim 2011 Exudstive Serum —Io— = 40.30 (.95, 0.17) 0.69
Subtotal (l-squared = 0.0%, p = 0.852) <> 40.32 (0.52, 0.13) 418
. 1

Vitamin D 1

Golan 2011 Mixta Serum + 40.00 {0.07, 0.06) 074
Itty 2014 Mixte Serum I 0.02 (-0.20. 0.24) 073
Jelodar 2018 Mixte Serum —=1— -0.28 {-1.00, D.44) 0.65
Kim 2012 pr Serum = T 07 152, 0.8) 071
Morrison 2011 Esudstive Serum |—0—I— 40.26 (0.68, 0.13) 0.71
Singh 2013 Mixta Plasma | —— 40.00 {(0.33, 0.33) 072
Subtotal (l-squared = T8.7%, p = 0.000} I 40.08 (0.23, 0.05) 501
Vitamin E 1

Belda 1099 Mixta Serum — -1.21 {-1.91, -052) 0.66
Blasi 2001 Esudstive Whaie bicod 40.38 (-1.00, 0.28) 0.867
Blumenkranz 1086 Exudstive Serum —— 0.04 (-0.52, 0.60) 0.69
Cakir 2014 Mixta Serum | 1 —F+—> 150(1.08 200) 070
Cardinault 2005 Mixte Serum |—— 0.0 (0.52, 0.51) 0.69
Jelodar 2018 Mixte Serum — > 1.3M(0.54,2.14) 0.84
Mares-Perdman 1285 Mixte Serum 1 -0.11 {4033, 0.10) 073
Mowak 2003 Mixte Plazma | — 1.13 (0L57. 1.60) 0.6
Sanders 1003 Mixta Plasma 1 — 0.53 (.18, 0.88) 072
Shen 2012 Mixte Serum 044 (087, D.01) 071
Simonelli 2002 Mixta Serum & 40.08 (0.49, 0.32) 071
Smith 1097 Mixte Serum I — 40.04 (0.26, 0.18) 073
Tsang 1992 Mixta Serum 1 =+ 0.12 (0.43, 0.18) 072
Subtotal (l-squared = 86.8%, p = 0.000) I 4 = 0.18 (-0.15. 0.47) o0s
Copper |

Bharathsalvi 2018 Mixta Plasma < I -7.08 (-10.00, -5.83) 024
Cardinauft 2005 Mixte Serum — 0,80 (0.35, 1.42) 0.6
Cumurcu 2008 Advanced Serum i B N 0.37 (.88, 0.14) 0.60
Subtotal (l-squared = §7.0%, p = 0.000) ¥ -2.08 (-4.51, 0.35) 173
;'{inc 1

Belda 1099 Mixta Serum - 1 -4.43 (-5.62, -2.25) 054
Cumurcu 2006 Advancad Serum —i*— -0.50 {-1.01, 0.01) o))
Simenelli 2002 Mixte Serum — 1 10.25 (0.68, 0.15) 0.71
Subtotal (l-squared = 95.4%, p = 0.000) —-ﬁ- -1.60 (-3.21, 0.02) 1.95
. |

Overall (-squared = 97.7%, p = D.000) <'|> 4063 (-0.80, -0.46) 100.00
NOTE: Weiah‘ls are from random effects analysis 1

45 ] 2
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Fig 5. Meta-analysis of oxidative stress markers in age related macular degeneration,

stratified by type of AMD. 95%Cl: 95% confidence intervals; -: Unknown;

n studies I-squared Effect size (95Cl) Weight
(subgroups) (%) (%)
Early
Disulfide 1(1) - —— 1.08 (0.48t0 1.67) 10.1
Homocysteine 2(2) 60.0% - 0.13 (-0.19t0 0.44) 20.5
Malonyldialdehyd 3(4) 98.8% 442 (2.20t06.64) 38.9
Oxidized LDL 1(1) - —— 0.03 (-0.50 to 0.57) 10.1
Protein carbonyl 1(1) - = 2.67 (2.381t02.95) 10.2
Total oxidant stat 1(1) - - 3.31 (2.99to0 3.63) 10.2
Overall 8(9) 99.2% —_— 245 (1.19to 3.71) 100.0
Advanced
Disulfide 3(3) 95.2% e S 1.68 (0.11to 3.25) 85
Homocysteine 11 (11) 90.8% o 0.82 (0.42to01.22) 32.0
Malonyldialdehyd 10 (11) 98.5% S 2.75 (1.511t04.00) 30.3
Oxidized LDL 3(3) 98.4% 1.74 (-0.35t0 3.83) 8.7
Protein carbonyl 3(3) 96.9% e O 2.34 (1.17 to 3.50) 8.8
Total oxidant stat 4(4) 98.0% e €] 1.65 (-0.08 to 3.37) 11.6
Overall 27 (35) 97.7% o 1.78 (1.33 to 2.24) 100.0
Dry
Homocysteine 1(1) - —— 0.83 (0.31to 1.36) 25.0
Malonyldialdehyd 1(1) - —C— 1.12 (0.44to0 1.80) 245
Protein carbonyl 1(1) - = 3.37 (2.99t03.76) 25.3
Total oxidant stat 1(1) - = 3.90 (3.48104.32) 25.3
Overall 3(4) 97.3% —_— 271 (1.04 to 4.38) 100.0
Exudative
Disulfide 3(3) 91.1% —— 140 (0.21t02.60) 9.6
Homocysteine 10 (10) 91.7% = 0.81 (0.32to0 1.30) 33.5
Malonyldialdehyd 8 (8) 92.6% —0— 1.32 (0.62t02.02) 26.5
Oxidized LDL 2(2) 98.5% 249 (-0.11to5.1) 6.8
Protein carbonyl 3(3) 96.1% —_—— 233 (1.22t03.44) 10.2
Total oxidant stat 4 (4) 97.7% —— 1.66 (-0.01to 3.32) 134
Overall 23 (30) 95.5% - 1.39 (0.98 to 1.79) 100.0
Non-exudative
Disulfide 1(1) - -0 2.72 (2.04 to 3.40) 6.6
Homocysteine 6 (6) 69.4% = 0.13 (-0.14 to 0.41) 406
Malonyldialdehyd 4 (5) 98.9% 3.60 (1.49t05.71) 32.5
Oxidized LDL 1(1) - - 0.03 (-0.50 to 0.57) 6.7
Protein carbonyl 1(1) - <= 2.86 (2.59t03.12) 6.8
Total oxidant stat 1(1) - <= 3.34 (3.05t03.63) 6.8
Overall 13 (15) 99.0% —— 1.82 (0.85to0 2.79) 100.0
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Fig 6. Meta-analysis of antioxidant markers in age related macular degeneration, stratified

by type of AMD. 95%ClI: 95% confidence intervals; -: Unknown;

n studies I-squared Effect size (95CI) Weight
(subgroups) (%) (%)
Early
Catalase 2(3) 99.8% -2.42 (-7.22t02.38) 6.4
Gluthathione peroxidase 3(5) 98.2% —_—— -2.10 (-3.41t0-0.79) 10.6
Superoxide dismutase 4 (6) 97.5% —_—0— -1.95 (-2.99t0-0.91) 12.4
Total antioxidant status 3(3) 73.3% —O= -0.52 (-1.08 t0 0.05) 6.3
Alpha-carotene 1(1) - = -0.60 (-0.89to0-0.30) 2.2
Beta-carotene 3(3) 85.9% b -0.12 (-0.66 to 0.41) 6.5
Beta-cryptoxanthine 2(2) 0.0% e -0.18 (-0.43t00.08) 43
Lutein 4 (4) 10.7% 0.04 (-0.11t00.19) 8.7
Lycopene 2(2) 0.0% - -0.74 (-1.00to -0.47) 43
Zeaxanthin 4 (4) 96.6% —_—C— -0.57 (-1.45t00.31) 8.6
Vitamin A 3(3) 23.5% < -0.13 (-0.41t00.15) 6.4
Vitamin C 3(3) 88.3% —O -0.43 (-1.35t00.49) 6.3
Vitamin D 3(3) 72.4% -0.09 (-0.49to0 0.30) 6.5
Vitamin E 4(4) 49.8% } 0.01 (-0.31t00.33) 8.5
Zinc 1(1) - — -0.13 (-0.66 to 0.41) 8.5
Overall 15 (47) 98.3% - -0.79 (-1.12 to -0.45) 100.0
Advanced
Catalase 5(6) 99.4% -2.46 (-5.03t00.11) 6.6
Gluthathione peroxidase 6 (8) 98.3% —— -2.74 (-3.821t0-1.65) 8.6
Paraoxonase 1 2(2) 83.5% —_—0— -1.37 (-2.36t0-0.38) 22
Superoxide dismutase 6 (8) 98.8% S -2.71 (-4.01to-1.41) 8.6
Gluthathione 2(2) 79.9% o o -0.60 (-1.39t00.19) 2.3
Native thiol 3(3) 96.0% e -2.01 (-3.79t0-0.22) 3.3
Total antioxidant status 7(7) 89.8% O -1.14 (-1.651t0-0.63) 8.0
Alpha-carotene 2(2) 77.0% =-O—  0.36 (-0.251t0 0.96) 23
Beta-carotene 5(5) 66.7% <r -0.15 (-0.44t00.14) 46
Beta-cryptoxanthine 3(3) 73.6% - -0.14 (-0.62 t0 0.33) 3.5
Lutein 4(4) 59.8% -0.01 (-0.29 to 0.28) 45
Lycopene 4 (4) 82.0% -0.18 (-0.92 to 0.56) 46
Zeaxanthin 3(3) 97.8% -1.07 (-2.28t00.14) 3.5
Vitamin A 4 (4) 66.7% -0.23 (-0.63t00.17) 4.6
Vitamin B9 4 (5) 9.7% -0.22 (-0.45t00.02) 5.7
Vitamin B12 4 (4) 63.2% -0.33 (-0.74 t0 0.08) 45
Vitamin C 5(5) 70.4% -0.09 (-0.52t00.34) 5.7
Vitamin D 5(5) 85.7% = -0.33 (-0.69 to 0.03) 5.8
Vitamin E 7(7) 12.1% ke -0.19 (-0.39t0 0.02) 7.9
Copper 1(1) - =0 -0.37 (-0.88t00.14) 1.1
Zinc 2(2) 0.0% =0 -0.46 (-0.80t00.11) 2.3
Overall 36 (90) 98.3% . 4 -0.97 (-1.22 to -0.71) 100.0
Dry
Superoxide dismutase 1(1) - =ro=— 0.33 (-0.31t00.97) 9.1
Total antioxidant status 1(1) - —— -0.82 (-1.49t0-0.16) 9.0
Vitamin A 1(1) - —O=— 0.20 (-0.63to 1.02) 75
Vitamin B9 1(1) - = -0.14 (-0.65 to 0.36) 10.5
Vitamin B12 1(1) - 0.04 (-0.47 to 0.54) 10.5
Vitamin C 2(2) 92.1% 0.36 (-1.59t02.31) 16.1
Vitamin D 2(2) 0.0% 0.08 (-0.25to0 0.40) 211
Vitamin E 2(2) 90.4% 0.19 (-1.55to0 1.93) 16.2
Overall 5(11) 67.8% 0.04 (-0.29 to 0.37) 100.0
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Exudative
Catalase
Gluthathione peroxidase
Paraoxonase 1
Superoxide dismutase
Gluthathione
Native thiol
Total antioxidant status
Alpha-carotene
Beta-carotene
Beta-cryptoxanthine
Lutein
Lycopene
Zeaxanthin
Vitamin A
Vitamin B9
Vitamin B12
Vitamin C
Vitamin D
Vitamin E

Overall

Non-exudative
Catalase
Gluthathione peroxidase
Paraoxonase 1
Superoxide dismutase
Native thiol
Total antioxidant status
Alpha-carotene
Beta-carotene
Beta-cryptoxanthine
Lutein
Lycopene
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Vitamin A
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Vitamin C
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Vitamin E
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98.1%
93.6%
83.5%
99.3%
79.9%
93.5%
85.4%
77.0%
80.1%
45.2%
0.0%
88.0%
98.1%
71.8%
26.0%
73.7%
41.2%
0.0%
0.0%
94.5%

99.8%
98.2%

97.8%

73.8%

85.8%
0.0%
10.7%
0.0%
96.6%
29.0%
5.8%
72.3%
85.6%
63.0%
65.6%

98.2%

’OO

-2.23
-1.19
-1.37
-1.16
-0.60
-1.85
-1.33
0.36
-0.09
0.07
-0.20
-0.44
-1.64
-0.25
-0.25
-0.45
-0.06
-0.21
-0.24
-0.68

-2.42
-2.10
-1.77
-1.94
-5.89
-0.52
-0.60
-0.12
-0.18
0.04
-0.74
-0.57
-0.11
0.06
-0.30
-0.23
0.03
-0.01
-0.13
-0.80

(-5.25 t0 0.79)
(-2.02 to -0.36)
(-2.36 t0 -0.38)
(-3.86 to 1.54)
(-1.39 to 0.19)
(-3.32 0 -0.38)
(-1.80 to -0.86)
(-0.25 to 0.96)
(-0.52 to 0.34)
(-0.31 to 0.45)
(-0.44 to 0.04)
(-1.002 to 0.12)
(-3.94 to 0.66)
(-0.78 to 0.28)
(-0.52 to 0.02)
(-0.96 to 0.05)
(-0.44 to 0.31)
(-0.49 to 0.02)
(-0.49 to 0.02)
(-0.91 to -0.45)

(-7.22 t0 2.38)
(-3.4110-0.79)
(-2.34 0 -1.19)
(-3.02 to -0.86)
(-6.99 to -4.79)
(-1.06 to 0.03)
(-0.89 to -0.30)
(-0.66 to 0.41)
(-0.43 t0 0.08)
(-0.11 to 0.19)
(-1.00 to -0.47)
(-1.45t0 0.31)
(-0.40 to 0.17
(-0.28 t0 0.40
(-0.94 t0 0.34
(-1.00 to 0.54
(-0.19t0 0.24
(-0.38 0 0.36
(-0.66 to 0.41)
(-1.11 to -0.50)

oo

44
6.4
3.2
6.7
3.3
4.5
9.9
3.4
5.1
3.3
3.4
5.1
3.3
4.9
8.1
6.5
6.4
5.1
7.9

100.0

5.6
9.2
1.8

10.8

1.6
5.6
1.9
5.7
3.7
7.6
3.7
7.5
5.6
3.7
3.7
5.5
7.6
7.4
1.8

100.0
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Fig 7. Meta-analysis of oxidative stress markers in age related macular degeneration,

stratified by fluid. 95%ci: 95% confidence intervals; -: Unknown;

n studies I-squared Effect size (95CI) Weight
(subgroups) (%) (%)
Plasma
Disulfide 2(2) 94.8% 2.27 (41910 0.35) 75
Homocysteine 13 (13) 94.8% —— 0.51 (0.87 to 0.14) 50.3
Malonyldialdehyde 6 (6) 97.2% —— 246 (3.61to01.31) 22.8
Oxidized LDL 2(2) 98.5% 249 (5.1t0-0.11) 7.7
Protein carbonyl 2(2) 97.0% e s 245 (3.50to 1.40) 7.8
Total oxidant status 1(1) - - 3.39 (3.671t03.12) 3.9
Overall 23 (26) 98.5% —— 1.50 (2.03 to 0.98) 100.0
Serum
Disulfide 1(1) - O 0.30 (0.79t0-0.18) 7.9
Homocysteine 1(1) - —— 0.78 (1.24100.33) 8.0
Malonyldialdehyde 5(5) 77.3% —— 1.03 (1.52 to 0.55) 38.7
Oxidized LDL 2(2) 98.6% 2.04 (5.81t0-1.72) 14.9
Protein carbonyl 1(1) - —— 1.58 (2.13t0 1.03) 7.6
Total oxidant status 3(3) 35.8% —— 0.90 (1.291t00.51) 229
Overall 9(11) 88.8% —— 1.10 (1.52to 0.67) 100.0
Red blood cells
Malonyldialdehyde 3(3) 98.8% 2.73 (5.831t0-0.37) 100.0
Overall 3(3) 98.8% > 2,73 (5.83t0 -0.37) 100.0
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Fig 8. Meta-analysis of antioxidant markers in age related macular degeneration, stratified

by fluid. 95%cI: 95% confidence intervals; -: Unknown;

n studies I-squared Effect size (95CI) Weight
(subgroups) (%) (%)
Plasma
Catalase 2(2) 99.8% -3.96 (4.59 to -12.52) 49
Gluthathione peroxidase 4(4) 98.6% e -2.61 (-0.96 to -4.26) 9.8
Superoxide dismutase 2(2) 72.4% O -2.79 (-2.07 to -3.51) 49
Gluthathione 4 (4) 89.7% —— -0.87 (-0.12to -1.63) 9.7
Native thiol 3(3) 98.5% -2.12 (0.95 to -5.20) 71
Total antioxidant status 3(3) 92.5% — -0.81 (-0.15to0 -1.46) 7.5
Alpha-carotene 1(1) - - 0.00 (0.34t0-0.34) 25
Beta-carotene 2(2) 98.6% pOme 0.55  (2.53 t0 -1.43) 5.0
Beta-cryptoxanthine 1(1) - = 0.50 (0.85t00.15) 25
Lutein 3(3) 95.5% —te -0.48 (0.68 to -1.64) 7.2
Lycopene 2(2) 94.7% = -1.20 (-0.94 to -1.46) 5.0
Zeaxanthin 1(1) - = -1.20 (-0.94 to -1.46) 25
Vitamin A 2(2) 0.0% =Om -0.83 (-0.53t0-1.13) 4.9
Vitamin B9 3(3) 0.0% Om -0.32 (-0.04 to -0.61) 7.4
Vitamin B12 3(3) 23.2% o -0.16 (-0.04 to -0.49) 7.4
Vitamin C 1(1) - — -0.46 (0.08 to -0.99) 25
Vitamin D 1(1) - —— 1.06 (1.72to0 0.40) 25
Vitamin E 2(2) 68.1% —— 0.79 (1.37t00.21) 4.9
Copper 1(1) - - -7.96 (-5.83to-10.09) 1.7
Overall 21 (41) 98.5% L o -1.11 (-0.63 to -1.60) 100.0
Serum
Gluthathione peroxidase 1(1) - — -0.25 (0.31to0-0.81) 1.2
Paraoxonase 1 4(4) 98.2% -0.14 (2.16 to -2.45) 46
Superoxide dismutase 2(2) 94.7% —— -0.45 (1.17 t0 -2.07) 25
Gluthathione 1(1) - —_—— -0.18 (0.38 t0 -0.74) 1.2
Native thiol 1(1) - —— -0.76 (-0.26 to -1.27) 1.3
Total antioxidant status 5(5) 88.0% —_—— -1.27 (-0.61to0 -1.93) 6.2
Alpha-carotene 3(3) 92.9% —_—C -0.25 (0.40t0-0.91) 43
Beta-carotene 5(5) 63.1% | 0.12 (0.34 to -0.09) 7.2
Beta-cryptoxanthine 4(4) 90.0% _O_E -0.33 (0.18t0-0.84) 5.7
Lutein 6 (6) 28.9% 0.03 (0.17 t0 -0.10) 8.6
Lycopene 4(4) 98.0% D -0.89 (0.34 to0-2.11) 5.6
Zeaxanthin 6 (6) 96.2% —_— -0.48 (0.12t0-1.07) 8.5
Vitamin A 4 (4) 41.8% o -0.16 (0.10t0-0.42) 54
Vitamin B9 1(1) - 4o 0.19 (0.56 to -0.19) 14
Vitamin B12 2(2) 90.9% A -0.10 (1.24t0-1.43) 24
Vitamin C 5(5) 0.0% o -0.30 (-0.10to0 -0.51) 6.5
Vitamin D 6 (6) 82.2% -0.11 (0.05 to -0.26) 8.5
Vitamin E 10 (10) 86.4% 3)_ 0.07 (0.40 to -0.26) 13.0
Copper 2(2) 91.0% —_ 0.25 (1.491t0-0.98) 25
Zinc 3(3) 95.4% O | -1.60 (0.02 to-3.21) 3.3
Overall 30 (75) 92.5% @ -0.30 (-0.17 to -0.42) 100.0
Red blood cells
Catalase 8(8) 95.9% —_—— -0.83 (-0.06 to -1.61) 30.6
Gluthathione peroxidase 6 (6) 97.9% —— -1.06 (0.09 to -2.21) 23.0
Superoxide dismutase 10 (10) 98.8% ——— -0.92 (0.29t0-2.12) 38.7
Glutathione 1(1) - O 0.37 (0.90 to -0.16) 3.9
Vitamin B9 1(1) - —_—— -0.44 (0.13t0-1.02) 3.9
Overall 13 (26) 98.3% —— -0.87 (-0.29 to -1.46) 100.0

6 5 4 3 2 1 0 1 2
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Fig 9. Meta-funnel on oxidative stress markers in AMD. 95%CI: 95% confidence intervals; -: Unknown.
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Fig 10. Meta-funnel on antioxidant markers in AMD. 95%CI: 95% confidence intervals; -: Unknown.
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Table 1. Characteristics of included studies

AREDS: Age Related Eye Disease Study; CARMS: Clinical Age-Related Maculopathy Staging; CS: cross-sectional; ESI-MS/MS: Electrospray ionization tandem mass
spectrometry ; ICGS: International Classification and Grading System ; ICP-MS: Inductively coupled plasma mass spectrometer ; GC-MS: Gas chromatography-mass
spectrometry ; GP: Glutathione Peroxydase ; GR: Glutathione Reductase ; LDL: Low-density-lipoprotein ; LC-MS/MS:Liquid chromatography—tandem mass ; MDA:
Malonyldialdehyde ; NA: No available ; PON: Paraoxonase ; PC: Protein Carbonyl ; SOD: Superoxide Dismutase ; Sp: spectrophotometry ; TAS: Total antioxidant status ; TOS:
Total oxidant status ; UK: United Kingdom ; UPLC-MS/MS: Ultra Performance Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry ; USA: United State of America ; WARMS:
Wisconsin Age-Related Maculopathy Grading System ; @ No included ; ® Duplicate excluded ; ¢ No available data

AMD Control
Author, year Country S Type of AMD  Classification Age Sex Age Sex Biomarkers
(mean) (% male) (mean) (% male)
Aktas2017  Turkey 6 Wet NA 32 738 625 38 717 447 Sp Catalase, Thiol", Native Thiol, MDA,
Disulfide
Sp, PON 1, Arylesterase?, Thiolactonase?,
EIA Homocysteine,
AnandBabu 2016  India 7 Mixt AREDS 48  69.0 64.6 30 53.2 63.3
HPLC Homocysteine Thiolactone?,
ELISA Oxidized LDL
Mixt
Arkan Yorgun . yoo 5 (Barly,advanced, \ppng o4 900 64 21 690 571 Sp Disulfide, Native Thiol, Thiol®
2016 wet, non-
exudative)
Described in HPLC Homocysteine, PON 1 Activity
Ates 2009 Turkey 6 Wet Aper 40 633 45.0 40 61.0 NA
pap Sp MDA,
Axer-Sicgel 2004 Tsrael ¢ MixtOvet,non- Describedin o g5y S6 773 446 HPLC Homocysteine
exudative) paper
Baskol 2006 Turkey 6 Non-exudative NA 37 65.1 54.1 29 63.0 51.7 Sp MDAY, PON 1
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Belda 1999 Spain

Bharathselvi 2016  India

Blasi 2001 Italy
Blumenkranz
1986 USA

Brantley 2012 USA

Cakir 2014 Turkey

Cardinault 2005  France

Cohen 1994 USA
Colak 2017 Serbia
Cumurcu 2006  Turkey

[o)}

W W

Mixt

Mixt

Wet

Wet

Mixt

Mixt
(Wet, dry, early)

Mixt

Mixt

Mixte (Early, wet)
Advanced

AREDS

AREDS

NA

NA

AREDS

AREDS

WARMS

NA
AREDS
ICGS

25

16

19

26

77

53

37

18
106
30

73.8

68.0

75.6

79.0

75.9

72.4

74.7

74.0
71.6
68.0

48.0

75.0

36.8

53.8

35.1

453

49.0

38.9
26.4
433

15

16

19

23

75

31

24

18
84
30

68.9

69.0

77.4

72.7

71.6

69.8

71.0

76.0
70.5
67.0

333

50.0

42.1

34.8

54.7

355

45.9

55.6
48.0
433

Sp

Fluorometry

ELISA

HPLC

Sp
HPLC
Sp
NA
HPLC

GC-MS

HPLC

HPLC

ICP-MS
Sp
Sp
Sp

Zinc,
Vitamin E

Homocysteine®,
Homocysteine thiolactone?,

Copper, MDA, Glutathione, Vitamin
B12,

Methionine
Vitamin E
Vitamin A, C, E,
Iron
Glutathione, Cysteine, Cystine,

Isofuran, F2-Isoprostane
Vitamin A, C, E

Alpha-Carotene, Beta-Carotene, Beta:
Cryptoxanthin, Lycopene, Lutein,
Zeaxanthin, Alpha-Tocopherol,
Gamma-Tocopherol

Copper
GP, GR, SOD
SOD, GP, GR¢, TAS
Zinc, Copper
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Dasch 2005 Germany
Elbay 2017 Turkey
(Erie 2007) USA
Evereklioglu 2003 Turkey
Gale 2003 USA
Ghosh 2013 India
Golan 2011 Israel
(Gu 2003) USA
Ikeda 2001 Japan
Itty 2014 USA

Javadzadeh 2010 Iran

Jelodar 2018 Iran

Kamburoglu 2006  Turkey

Mixt
(Early, advanced)

Wet

Mixt

Mixt
(Early, advanced)
Mixt

Mixt
(Wet, non-
exudative)

Mixt
Mixt
Wet

Mixt
(Non-exudative,
dry, wet)

Wet

Mixt

Advanced
(Wet, dry)

Rotterdam
Classification
system

Macular

Photocoagulati

on Study
AREDS

WARMS

WARMS

Described in
paper

ICD-9 codes
AREDS
NA

ICD-9 codes

Described in
paper

NA

NA

720

33

53

41

78

32

1045
916
72

362

45

15

60

71.5

69.8

79.9

67.1

70.5

67.4

1.7
78
71.1

79.8

71.0

NA

69.8

40.8

60.6

39.6

46.3

57.7

43.8

243
50.5
65.3

23.5

40.0

NA

46.7

190

33

53

25

302

32

8124
488
140

100

45

15

30

68.6

69.8

77.8

68.0

70.0

66.5

76.0
67
70.6

78.4

69.0

NA

69.9

374

60.6

34

48.0

53.6

43.8

24.0
58.6
64.3

22.0

40.0

NA

36.7

HPLC

Sp
Sp
Sp,

Fluorometry

HPLC

HPLC

Radioimmunoassay
ELISA
ELISA

LC-MS/MS

Sp,
EIA
ELISA
ELISA

HPLC

Electrochemi-
luminescence

Lutein, Zeaxanthin

Disulfide, Native Thiol, Thiol?, TOS,

TAS

Cadmium

Nitric Oxide?
Catalase, GP, SOD,
MDA,

Zeaxanthin, Lutein

Homocysteine

Vitamin D
Carboxyethylpyrrole®
Oxidized LDL

Vitamin D

Thiol?,
Glutathione, Homocysteine,
Oxidized LDL
Vitamin D,

Vitamin E

Vitamin B9 (Folate), B12
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Kim 2014

Kim 2018

(LV 2016)

Mares-Perlman
1995

Matsuura 2017

(Matsuura 2018)

Morrison 2011
Mrowicka 2017

Mulero 2014

Nath 2004

Ng 2019

Nowak 2003

Nowak 2005

Korea

Korea

China

USA

Japan

Japan

USA
Poland

Spain

India

China

Poland

Poland

Mixt

(Early, advanced) ICGS 1278

Mixt

(Early, advanced) CARMS 62

Described in

Mixt 58
paper

Mixt WARMS 167
Mixt

(Non-exudative, NA 40
wet)
Wet NA 34
Wet AREDS 50
Mixt NA 30
Wet NA 163

Described in

Mixt 20
paper

Wet AREDS 99

Mixte ICGS 45

Wet ICGS 30

65.0

66.7

63.4

NA

71.2

NA

73.9
NA

71.0

60.1

73.7

65.1

66.2

42.8

66.1

51.7

64.1

57.5

64.7

47.0
NA

49.1

60.0

62.6

0.0

NA

15767

34

58

167

24

20

50
30

170

20

198

20

20

543

59.6

63.2

NA

68.2

NA

73.5
NA

71.0

60.1

67.1

62.2

65.8

48.3

38.2

50

64.1

45.8

50.0

39.0
NA

51.8

60.0

49.0

0.0

NA

HPLC Homocysteine
Radioimmunoassay Vitamin D
Radioimmunoassay Vitamin D

ELISA Melatonin, 6-sulfatoxymelatonin

Alpha-Carotene, Beta-Carotene, Beta:
Cryptoxanthin, Lycopene, Lutein,

HPLC Zeaxanthin, Alpha-Tocopherol,
Gamma-Tocopherol
ELISA MDA
Chromogen Reactive oxygen metabolite,

photometer diacron  Bliological antioxidant potential

Radioimmunoassay Vitamin D
Sp SOD, Catalase, GP
intensifying
inmunonephelomett Homocysteine
y
Sp SOD, MDA, Superoxide Anion®
HPLC Lycopene, Beta—caro'te?e, Lutein +
Zeaxanthin
Catalase, SOD, Native Thiol,
Sp Glutathione, Conjugated Diens?,

Vitamin A, C, E, Ceruloplasmin?,
Ferric Reducing Ability Of Plasma®

HPLC Homocysteine
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Obeid 2013

(Oettl 2011)

(Oh 2016)
Ozyurt 2017

Park 2014

Pinna 2016

Plestina-Borjan
2015

Prashar 1993

(Pujol-Lereis
2018)

Rodrigo 2018

Samiec 1998

Germany

Austria

Korea

Turkey

South
Korea

Italy

Croatia
India

Germany

Spain

USA

Mixte
(Wet, non- NA
exudative)
Mixte NA
Mixte Described in
paper
Mixte (early, wet) AREDS
Wet AREDS
Mixte (early, wet) AREDS
Mixte ICGS
Wet NA
Advanced Described in
paper
Wet NA
Mixte NA

69

11

246

99

42

66

57

17

244

30

40

77.4

83.6

61.2

70.4

70.9

78.3

77.0

65.8

78.0

78.6

74.0

37.7

NA

14.6

44.4

71.4

36.4

36.8

70.6

442

26.7

40.0

47

117

8206

50

84

132

50

11

129

30

27

74.0

73.3

41.8

69.2

69.8

77.1

71.5

68.5

77.2

75.3

72.0

48.9

NA

16.3

44.0

66.7

36.4

38.0

72.7

NA

533

44.4

Radioassay
GC-MS

Chemiluminescence
immunoassay

UPLC-MS/MS

ELISA

HPLC

immunoradiometric
assay

NA

ELISA

Electrophoresis

Sp

Sp
ESI-MS/MS

NA

HPLC

Vitamin B9 (Folate), B12

Homocysteine, Cystathionine,
Methylmalonic Acid,

Vitamin B9 (Folate), B12
(Cobalamin),

S-Adenosylhomocysteine, S-
Adenosylmethionine,

Extracellular Soluble Receptor For

Advanced Glycated End Products
(Aqueous Humor)

Human mercaptalbumin, Human non-

mercaptalbumin-1, Human non-
mercaptalbumin-2

Iron, Ferritin
Lutein, Zeaxanthin
MDA

Homocysteine, Asymmetrical
Dimethyl-L-Arginine

Catalase, SOD, GP, TAS
Catalase, GP, SODP
Ceramides, Sphingomyelins

Homocysteine, Vitamin B9 (Folic
Acid), Vitamin B12

Glutathione, Oxidized Glutathione

94



Sanders 1993 UK

(Schmid-Kubista

2009) Austria

Seddon 2006 USA

Shen 2012

China
Simonelli 2002 Ttaly
Singh 2010 India
Singh 2013 Denmark
Smith 1997 Australia
(Stanislovaitiené . .
2016) Lithuania

Thurnham 2015 UK

Totan 2009 Turkey
Tsang 1992 Australia
Ugurlu 2013 Turkey

Described in

Mixte
paper
Mixte Described in
paper
Mixte
(Intermediate, AREDS
advanced)
Mixte (Early, dry, ICGS
wet)
Mixte (Early,
advanced) ICGS
Mixte NA
Mixte (Early, dry, CARMS
wet)
Mixte (Early,
advanced) WARMS
Mixte NA
Early NA
Wet AREDS
Bressler
Mixte Chesapeake
Bay watermen
Wet NA

65

50

750

56

48

50

129

156

47

31

47

22

NA

79

NA

64.2

68.0

68.0

NA

75.8

NA

66.0

70.4

76.0

60.1

323

24.0

NA

37.5

42.0

NA

30.7

NA

NA

NA

63.8

36.3

63.6

65

19

184

34

46

50

49

156

42

32

25

86

23

NA

73

NA

63.1

66.0

65.9

NA

75.3

NA

62.0

69.5

72.0

58.9

323

15.8

NA

23.5

46.0

NA

53.0

NA

NA

NA

64.0

279

65.2

HPLC

ELISA

HPLC

Sp

HPLC

Sp

ELISA

Sp

HPLC

HPLC

ELISA

HPLC

Sp

HPLC, Sp

HPLC,

Vitamin A (Retinol), Alpha-Carotene
Beta-Carotene, Beta-Cryptoxanthin,
Lycopene, Lutein, Vitamin E (Alpha-
Tocopherol)

Melatonin

Homocysteine

MDA, SOD, Vitamin C, Vitamin E,
TAS

Vitamin A, C, E, Zinc

Carotenoids, TAS, Reactive oxygen
metabolites,

Oxidized LDL

MDA

Vitamin D

Vitamin E (Alpha-tocopherol), Beta-
carotene

N-carboxymethyllysine

Lutein, Zeaxanthin
TAS, TOS, PC, MDA, 8-Hydroxy-2’-
Deoxyguanosine
Vitamin E, Selenium

PON1
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Venza 2 2012

Venza 2012

Vine 2005

Wang 2007

Wang 2008

(Wysokinski
2013)

Wu 1994
(Wu 2014)

Yildirim 2004

Yildirim 2011

Zafrilla 2013

Zhou 2011

Italy

Italy

USA

USA

Australia

Poland

China
USA

Turkey

Turkey

Spain

China

Mixte
(advanced, early)

Mixte (early, dry,
wet)

Mixte

Advanced mixte

Mixte

Mixte

Mixte
Mixte

Wet

Wet

Wet

Mixte (wet, early)

ICGS

ICGS

NA

AREDS

WARMS

AREDS

NA

WARMS

Described in

paper

NA

NA

CARMS

416

308

79

278

493

54

426

30

25

163

174

67.7

66.7

79.1

73.0

75.6

70.9

NA

67.8

72.6

65.2

71.0

67.0

34.9

47.1

41.8

57.1

NA

34.5

NA

51.9

40.0

60.0

49.1

43.7

262

207

71

557

171

38

4964

60

25

170

89

67.2

68.2

74.3

78.0

74.9

68.9

NA

55.6

57.4

65.7

71.0

64.8

41.2

52.2

44.2

40.0

NA

25.8

NA

47.5

50.0

60.0

51.8

32.6

Sp

Sp

Sp

HPLC

HPLC

Fluorescence
polarization
immunoassay

Sp, ELISA

Sp

ICP-MS

Sp

Sp

ELISA
Sp

HPLC

Total Thiol?, TAS, TOS

MDA, Catalase, GP,
SOD

TOS, PC, SOD?, GP?, Catalase?,
MDA?, 8-Hydroxy-2’-
Deoxyguanosine

Homocysteine

Lutein, Zeaxanthin ®, Beta-
Cryptoxanthin®, Alpha-Carotene®,
Beta-Carotene °, Lycopene®

Homocysteine

Iron, Transferrin
SOD, Catalase, GP, Zinc, Copper°,
Calcium, Magnesium

Cadmium
Catalase, MDA

SOD, GP, MDA, Advanced oxidatior
protein products, Glutathione,
Vitamin C

PC
SOD, GP, GR, TAS

Vitamin A (Retinol), Zeaxanthin,
Lutein, Beta-Cryptoxanthin, Alpha-
Carotene, Beta-Carotene, Lycopene
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Table 2. Meta-regression for oxidative markers

95%Cl: 95% confidence intervals; No: Number of observations; Adj R?: Adjusted R?; a: Not
enough studies (< 10) to perform meta-regression ; b: Dropped because of collinearity.

Covariates No. | B-Coefficient (95%CI) | p-value | Adj R* %
Study characteristics
NOS 42 0.31 (-0.06, 0.69) 0.10 4.30
Age match 40 0.52 (-0.54, 1.58) 0.33 0.09
Sex match 40 0.46 (-0.46, 1.39) 0.32 0.14
Population
Sex (Male as reference) 38 -0.00 (-0.04, 0.04) 0.93 -2.84
Age AMD 41 -0.09 (-0.18, 0.00) 0.06 6.66
Diabete® - - - -
Hypertension® - - - -
Smoker (current & past)® - - - -
BMI* - - - -

Total cholesterolemia? - - - -
Oxidative stress markers

Disulfide vs other 42 0.14 (-1.57, 1.85) 0.87 -2.49
Homocysteine vs other 42 -1.43 (-2.23, -0.62) <0.01 23.16
Malonyldialdehyde vs other | 42 0.81 (-0.09, 1.70) 0.08 5.73
Oxidized LDL vs other 42 0.86 (-0.62, 2.33) 0.25 0.76
Protein Carbonyl vs other 42 0.74 (-0.93, 2.42) 0.37 -0.41
Exposure characteristics

Plasma vs other 42 0.08 (-0.83, 0.98) 0.86 -2.50
Serum vs other 42 -0.51 (-1.45, 0.42) 0.27 0.62
Red blood cells vs other 42 1.40 (-0.26, 3.05) 0.10 5.12
Fasting 29 0.93 (-2.07,3.93) 0.53 -2.28
Type of AMD

Exudative vs Non-exudative | 42 -0.28 (-1.16, 0.59) 0.52 -1.57

Early vs Advanced® 42 - - -




Table 3. Meta-regression for antioxidant markers

95%Cl: 95% confidence intervals; No: Number of observations; Adj R?: Adjusted R?; a: Not

enough studies (< 10) to perform meta-regression.

Covariates No. | B-Coefficient (95%CI) | p-value | Adj R* %
Study characteristics
NOS 144 -0.05 (-0.20, 0.10) 0.51 -0.31
Age match 136 -0.86 (-1.41, -0.31) <0.01 6.49
Sex match 136 -0.16 (-0.69, 0.38) 0.57 -0.45
Population
Sex (Men as reference) 128 -0.02 (-0.04, -0.00) 0.03 2.75
Age AMD 121 0.04 (-0.02, 0.11) 0.19 0.66
Diabetes® - - - -
Hypertension 19 0.00 (-0.01, 0.02) 0.65 -6.68
Smoker (current & past) 48 0.00 (-0.01, 0.02) 0.60 -1.57
BMI 34 0.26 (0.06, 0.46) 0.01 15.69
Total cholesterolemia 38 -0.01 (-0.02, 0.00) 0.13 3.40
Antioxidant markers
Glutathione peroxydase vs other | 144 -1.01 (-1.91, -0.10) 0.03 3.35
Superoxide dismutase vs other | 144 -0.53 (-1.38, 0.32) 0.22 0.60
Total antioxidant status vs other | 144 -0.48 (-1.58, 0.62) 0.39 -0.12
Vitamin A vs other 144 0.34 (-0.92, 1.60) 0.60 -0.60
Vitamin C vs other 144 0.33 (-0.93, 1.60) 0.60 -0.60
Exposure characteristics
Plasma vs other 144 -0.64 (-1.19, -0.08) 0.02 2.88
Serum vs other 144 0.70 (0.21, 1.19) <0.01 4.91
Red blood cells vs other 144 -0.27 (-0.93, 0.39) 0.42 -0.24
Fasting 106 -0.90 (-1.73, -0.07) 0.04 3.80
Type of AMD
Exudative vs Non-exudative 144 -0.55 (-2.38, 1.28) 0.55 0.41
Early vs Advanced 144 -0.83 (-2.99, 1.33) 0.45 -0.33
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S1 Fig. Summary bias risk of included case-control studies articles using the NOS model.

95%Cl: 95% confidence intervals; -: Unknown.
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in early age related macular degeneration

Study Fluid

Disulfide
Arikan Yorgun 2016 Plasma
Subtotal (I-squared =.%, p=".)

Homocysteine

Pinna 2016 Plasma

Seddon 2006 Plasma

Subtotal (I-squared = 60.0%, p = 0.114)

Malonyldialdehyde
Evereklioglu 2003 Plasma

Shen 2012 Serum
Venza 2 2012 Plasma
Venza 2 2012 Red blood cells

Subtotal (I-squared = 98.8%, p = 0.000)

Oxidized LDL
Simonelli 2002 Serum
Subtotal (I-squared =.%, p=.)

Protein carbonyl
Venza 2012 Plasma
Subtotal (I-squared =.%, p=.)

Total oxidant status
Venza 2012 Plasma

Subtotal (I-squared =.%, p=.)

Overall (I-squared = 99.2%, p = 0.000)

<

NOTE: Weights are from random effects analysi

Oxidative stress markers

SMD (95% Cl)

1.08 (0.48, 1.67)
1.08 (0.48, 1.67)

-0.09 (-0.47, 0.30)
0.25 (0.08, 0.42)
0.13 (-0.19, 0.45)

8.45 (6.61, 10.28)
0.62 (0.06, 1.17)
344 (3.15,3.72)
5.74 (5.33, 6.15)
4.42 (2.20, 6.64)

0.03 (-0.50, 0.56)
0.03 (-0.50, 0.56)

2,67 (2.38, 2.95)
2,67 (2.38, 2.95)

3.31(2.99, 3.63)
3.31(2.99, 3.63)

2.45(1.19, 3.71)

S2 Fig. Meta-analysis on oxidative stress markers in early AMD. 95%Cl: 95% confidence
intervals; -: Unknown.

%
Weight

10.05
10.05

10.19
10.27
20.46

8.44

10.08
10.23
10.18
38.93

10.10
10.10

10.23
10.23

10.22
10.22

100.00

I
=

100



S3 Fig. Meta-analysis on oxidative stress markers in advanced AMD. 95%Cl: 95%

confidence intervals; -: Unknown.

Biomarkers of oxidative stress

%

Study Type of AMD Fluid SMD (95% C1) Weight
Disulfide 1
Aktas 2017 Exudative Plasma .l 1.31(0.79, 1.83) 237
Ankan Yorgun 2016 Mixte Plasma ! - 3.26 (2.56, 3.96) 3
Elbay 2017 Exudative Serum . 1 0.30 (-0.18, 0.79) 238
Subtotal (I-squared = 95.7%, p = 0.000) —=::_"|_"‘_::=— 1.61(0.05, 3.16) 7.07
Homocysteine '
AnandBabu 2016 Mixte Plasma : -0.84 (-1.31, -0.36) 239
Ates 2009 Exudative Serum - 0.78(0.32, 1.23) 239
Axer-Siegel 2004 Mixte Plasma - i 0.21(-0.11, 0.53) 242
Ghosh 2013 Mixte Plasma .-, 0.61(0.11, 1.11) 238
Javadzadeh 2010 Exudative Plasma -, 0.82 (0.39, 1.25) 240
Kamburoglu 2006 Advanced Plasma L 0.98 (0.52, 1.45) 239
Mulero 2014 Exudative Plasma | - 2,07 (1.80,2.33) 243
Nowak 2005 Exudative Plasma L 1.17 (0.55, 1.78) 234
Obeid 2013 Mixte Plasma . 1 -0.17 (-0.54, 0.20) 2.41
Pinna 2016 Mixte Plasma 3 1 0.01(-0.29, 0.31) 243
Rodrigo 2018 Exudative Plasma . 1 0.54 (0.02, 1.05) 237
Seddon 2006 Mixte Plasma - I 0.48 (0.31,0.64) 245
Vine 2005 Mixte Plasma « ! 0.65 (0.33,0.97) 242
Wang 2008 Mixte Plasma . ! 0.09 (-0.06, 0.23) 245
Subtotal (l-squared = 94.4%, p = 0.000) <> : 0.53(0.18, 0.87) 3367
Malonyldialdehyde :
Aktag 2017 Exudative Plasma p -0.26 (-0.73,0.21) 239
Ates 2009 Exudative Serum ;. 2.00(1.46, 2.54) 237
Bharathselvi 2016 Mixte Red biood cells - 1.14 (0.39, 1.89) 229
Evereklioglu 2003 Mixte Plasma | - 3.52(2.73,4.31) 227
Matsuura 2017 Mixte Serum - | 0.49 (-0.02, 1.01) 237
Nath 2004 Mixte Red bicod celis - 1.59 (0.87, 2.30) 230
Park 2014 Exudative Plasma 1 . 2,66 (2.16.3.16) 238
Shen 2012 Mixte Serum - 1 0.90 (0.45, 1.35) 239
Singh 2010 Mixte Plasma 1 . 3.73(3.08,4.39) 233
Totan 2009 Exudative Serum - ! 0.99 (0.48, 1.51) 237
Venza 2 2012 Mixte Red blood cells ! 5.42 (5.09, 5.75) 242
Venza 2 2012 Mixte Plasma ! . 3.12(2.89,3.35) 2.44
Yildirim 2004 Exudative Piasma : . 2,07 (1.54,2.61) 237
Yildirim 2011 Exudative Serum -, 0.79(0.21, 1.37) 235
Subtotal (I-squared = 98,1%, p = 0.000) e 2.01(1.10,2.93) 33.05
Oxidized LDL :
AnandBabu 2016 Mixte Serum | - 3.98(3.20,4.76) 228
Ikeda 2001 Exudative Plasma I . 3.82(3.36.4.28) 239
Javadzadeh 2010 Exudative Plasma - 1.16 (0.71, 1.61) 239
Simonelli 2002 Mixte Serum o I 0.14 (-0.27, 0.54) 2.40
Subtotal (I-squared = 98.3%, p = 0.000) o E———__ 2.26(0.38, 4.14) 9.46

I
Protein carbonyl !
Totan 2009 Exudative Serum s 1.58(1.03,2.13) 236
Venza 2012 Mixte Plasma ’ . 2.98(2.73.3.24) 243
Zafrila 2013 Exudative Plasma ''» 1.91(1.65,2.17) 243

[ ]
Subtotal (I-squared = 95.3%, p = 0.000) -|=:':_'_,_“':=- 2.18(1.32,3.03) 7.23
Total oxidant status :
Elbay 2017 Exudative Serum - 0.54 (0.05, 1.03) 238
Totan 2009 Exudative Serum o 1.13(0.61, 1.65) 237
Ugurlu 2013 Exudative Serum . 1.09 (0.46, 1.71) 234
Venza 2012 Mixte Piasma ] - 3.40(3.13,3.67) 243
Subtotal (I-squared = 97.9%, p = 0.000) f——1 — 1.55(-0.03,3.13) 9.52
¥ I
Overall (I-squared = 98.3%, p = 0.000) < 1.47(1.04,1.91) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis :

|
5 0
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Oxidative stress markers

in dry age related macular degeneration

Study Fluid

Homocysteine
Kamburoglu 2006 Plasma
Subtotal (I-squared =.%, p =.)

Malonyldialdehyde
Shen 2012 Serum
Subtotal (I-squared =.%, p =.)

Protein carbonyl
Venza 2012 Plasma
Subtotal (I-squared =.%, p =.)

Total oxidant status
Venza 2012 Plasma
Subtotal (I-squared =.%, p =.)

Overall (I-squared = 97.3%, p = 0.000

<

<
o
—

NOTE: Weights are from random effects analysis:>

SMD (95% Cl)

0.83 (0.31, 1.36)
0.83 (0.31, 1.36)

1.12 (0.44, 1.80)
1.12 (0.44, 1.80)

3.37 (2.99, 3.76)
3.37 (2.99, 3.76)

3.90 (3.48, 4.32)
3.90 (3.48, 4.32)

2.32 (0.85, 3.80)

S4 Fig. Meta-analysis on oxidative stress markers in dry AMD. 95%Cl: 95% confidence
intervals; -: Unknown.

%
Weight

24.96
24.96

2445
2445

25.33
25.33

25.26
25.26

100.00

[
-1

0
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S5 Fig. Meta-analysis on oxidative stress markers in exudative AMD. 95%Cl: 95%
confidence intervals; -: Unknown.

Oxidative stress markers
in exudative age related macular degeneration

%

Study Fluid SMD (95% CI) Weight

1
Disulfide I
Aktag 2017 Plasma " 1.31(0.79, 1.83) 3.34
Ankan Yorgun 2016 Plasma I - 2.81(1.83,3.79) 293
Elbay 2017 Serum . 1 0.30 (-0.18, 0.79) 3.36
Subtotal (I-squared = 91.1%, p = 0.000) —f:__l“_‘:::__—— 1.40 (0.21, 2.60) 9.62

]
Homocysteine |
Ales 2009 Serum - | 0.78 {0.32, 1.23) 3.38
Axer-Siegel 2004 Plasma - ] 0.44 (0.07, 0.81) 343
Ghosh 2013 Plasma L 0.97 (0.28, 1.67) 3.20
Javadzadeh 2010 Plasma ! 0.82 (0.39, 1.25) 3.39
Kamburoglu 2006 Plasma - : 1.19 (0.64, 1.74) a3
Mulero 2014 Plasma . . 2.07 (1.80,233) 3.48
Nowak 2005 Plasma * | 1.17 (0.55, 1.78) 327
Obeid 2013 Plasma . I -0.03 (-0.48, 0.43) 3.38
Pinna 2016 Plasma - I 0.13 (-0.33, 0.59) 337
Rodrigo 2018 Plasma . ! 0.54 {0.02, 1.05) 3.34
Subtotal (I-squared = 91.7%, p = 0.000) - : 0.81 {0.32, 1.30) 33.54

]
Malonyldialdehyde I
Aktag 2017 Plasma . 1 -0.26 (-0.73, 0.21) 3.37
Ates 2009 Serum ! - 2.00 (1.46, 2.54) 3.32
Matsuura 2017 Serum . : 0.72(0.11,1.33) 3.26
Park 2014 Plasma i . 2.86 (2.16, 3.16) 3.35
Shen 2012 Serum | * 1.61(0.99, 2.23) 326
Totan 2009 Serum T 0.99 (0.48, 1.51) 3.34
Yildirim 2004 Plasma I - 2.07 (1.54, 2.61) 332
Yildirim 2011 Serum - ! 0.79 (0.21, 1.37) 3.20
Subtotal (l-squared = 92.6%, p = 0.000) -$— 1.32 (0.62, 2.02) 26.52
: 1
Oxidized LDL 1
Ikeda 2001 Plasma 1 . 3.82 (3.36, 4.28) 3.37
Javadzadeh 2010 Plasma =l 1.16 (0.71, 1.61) 3.38
Subtotal (I-squared = 98.5%, p = 0.000) -—i;: 248 (-0.11, 5.09) 6.76
Protein carbonyl :
Totan 2009 Serum | *® 1.58 (1.03,2.13) 3.31
Venza 2012 Plasma 1 . 3.48 (3.00, 3.86) 3.42
Zafrilla 2013 Plasma I 1.91 (1,65, 2.17) 348
Subtotal (l-squared = 96.1%, p = 0.000) -1:::_'::__‘:::—- 2.33(1.22, 3.44) 10.21
Total oxidant status :
Elbay 2017 Serum . I 0.54 {0.05, 1.03) 3.35
Totan 2008 Serum .- 1.13 (0.64, 1.85) 3.33
Ugurlu 2013 Serum « | 1.09 (0.4, 1.71) 325
Venza 2012 Plasma ' * 3.85 (3.4, 4.26) 341
Subtotal (I-squared = 97.7%, p = 0.000) qﬁ:— 1.66 (-0.01, 3.32) 13.35
. |
Overall (l-squared = 85.5%, p = 0.000) "::_T:?' 1.39 (0.98, 1.79) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis :

| I
2 0 45
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S6 Fig. Meta-analysis on oxidative stress markers in non-exudative AMD. 95%Cl: 95%
confidence intervals; -: Unknown.

Oxidative stress markers
in non-exudative age related macular degenration

%

Study Type of AMD  Fluid SMD (95% Cl)  Weight
Disulfide

Arikan Yorgun 2016 Non-exudative Plasma —— 2.72(2.04,3.40) 6.63
Subtotal (I-squared =.%, p =) L 2.72(2.04,3.40) 6.63

Homocysteine

Axer-Siegel 2004 Non-exudative Plasma —=- -0.16 (-0.52, 0.21) 6.78
Ghosh 2013 Non-exudative Plasma I 0.38(-0.18,0.95) 6.69
Kamburoglu 2006 ~ Dry Plasma —s— 0.83(0.31, 1.36) 6.71
Obeid 2013 Non-exudative Plasma —=1 -0.27 (-0.70,0.16) 6.76
Pinna 2016 Early Plasma ——

Seddon 2006 Early Plasma = 0.25(0.08,0.42) 6.84
Subtotal (I-squared = 69.4%, p = 0.006) 4> 0.13(-0.14,0.41) 40.56

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
X -0.09 (-0.47, 0.30) 6.78
1
1
1
. 1
Malonyldialdehyde |
1
1
1
1
1
1
1

Evereklioglu 2003  Early Plasma —> 8.45(6.61,10.28) 5.49
Matsuura 2017 Non-exudative Serum — 0.28 (-0.32,0.87) 6.68
Shen 2012 Non-exudative Serum —s— 0.70(0.21,1.19) 6.73
Venza 2 2012 Early Plasma —— 3.44 (3.15,3.72) 6.81
Venza 2 2012 Early Red blood cells —8— 5.74 (5.33,6.15) 6.77
Subtotal (I-squared = 98.9%, p = 0.000) '.<> 3.60(1.49,5.71) 3248
. 1
Oxidized LDL |
Simonelli 2002 Early Serum —e— : 0.03 (-0.50, 0.56) 6.71
Subtotal (I-squared =.%,p =.) <l 1 0.03 (-0.50, 0.56) 6.71

]
Protein carbonyl :
Venza 2012 Non-exudative Plasma 1 —— 2.86 (2.59,3.12) 6.81
Subtotal (I-squared =.%, p =) : < 2.86(2.59,3.12) 6.81
. 1
Total oxidant status |
Venza 2012 Non-exudative Plasma : —=— 3.34 (3.05,3.63) 6.81
Subtotal (I-squared =.%, p =) | <> 3.34(3.05,3.63) 6.81

]
Overall (I-squared = 99.0%, p = 0.000) <> 1.82(0.85,2.79)  100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis :

I I
-1 0 7
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S7 Fig. Meta-analysis on antioxidant markers in early AMD. 95%Cl: 95% confidence
intervals; -: Unknown.

Study

Catalase
Evereklioglu 2003
Venza 2 2012
Venza 2 2012

Antioxidant markers

in early age related macular degeneration

Fluid

Red blood cells
Plasma
Red blood cells

Subtotal (I-squared = 99.8%, p = 0.000)

Glutathione peroxidase
Evereklioglu 2003
Evereklioglu 2003
Venza 2 2012

Venza 2 2012

Colak 2017

Red blood cells
Plasma
Plasma
Red blood cells
Red blood cells

Subtotal (I-squared = 98.2%, p = 0.000)

Superoxide dismutase
Evereklioglu 2003
Evereklioglu 2003

Shen 2012

Venza 2 2012

Venza 2 2012

Colak 2017

Plasma

Red blood cells
Serum

Red blood cells
Plasma

Red blood cells

Subtotal (I-squared = 97.5%, p = 0.000)

Total antioxidant status

Shen 2012
Simonelli 2002
Colak 2017

Serum
Plasma
Plasma

Subtotal (I-squared = 73.3%, p = 0.024)

Alpha-carotene
Zhou 2011

Serum

Subtotal (I-squared =.%, p=".)

Beta-carotene
Simonelli 2002
Smith 1997
Zhou 2011

Serum
Serum
Serum

Subtotal (I-squared = 85.8%, p = 0.001)

Beta-cryptoxanthine
Simonelli 2002
Zhou 2011

Serum
Serum

Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.466)

Lutein

Dasch 2005
Ozyurt 2017
Thurnham 2015
Zhou 2011

Serum
Serum
Serum
Serum

Subtotal (I-squared = 10.7%, p = 0.339)

Lycopene
Simonelli 2002
Zhou 2011

Serum
Serum

Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.415)

Zeaxanthin
Dasch 2005
Ozyurt 2017
Thurnham 2015
Zhou 2011

Serum
Serum
Serum
Serum

Subtotal (I-squared = 96.6%, p = 0.000)

1
1 o1
1
1 <
1
—
1
- 1
I ——
_
1
1
—_— 1
+ I
1 —
- 1
-
[
|
1
1
+
| —
-+
<
1
_|._
©
1
1 ——
[
T
<P
1
g -
=
s
1
1
1 *
[ o
[
B §
1
1
Lo
el
<
1
1
B J
+ I
e
1o
—=f

SMD (95% Cl)

-0.33 (-0.90, 0.25)
-7.39 (-7.90, -6.89)
0.46 (0.28, 0.65)

-2.42/(-7.22,2.38)

-2.02 (-2.73,-1.31)
-2.43 (-3.19,-1.67)
-3.84 (-4.15,-3.54)
-2.23 (-2.46, -2.00)
0.02 (-0.39, 0.43)

-2.10 (-3.41,-0.79)

-3.99 (-4.99, -2.98)
-3.16 (-4.03, -2.29)
0.12 (-0.43, 0.66)

2,48 (-2.72, -2.24)
-2.49 (-2.73, -2.25)
0.02 (-0.40, 0.43)

-1.95 (-2.99, -0.91)

-0.80 (-1.37,-0.24)
0.08 (-0.45, 0.62)

-0.80 (-1.22,-0.37)
-0.52 (-1.08, 0.05)

-0.60 (-0.89, -0.30)
-0.60 (-0.89, -0.30)

0.13 (-0.40, 0.67)
0.14 (-0.13, 0.42)

-0.60 (-0.90, -0.30)
-0.12 (-0.66, 0.41)

0.00 (-0.53, 0.53)
-0.23 (-0.52, 0.07)
-0.17 (-0.43, 0.08)

0.10 (-0.07, 0.27)
-0.08 (-0.47,0.31)
0.34 (-0.15, 0.84)
-0.12 (-0.41,0.17)
0.04 (-0.10, 0.19)

-0.54 (-1.08, 0.00)
-0.80 (-1.10, -0.49)
-0.73 (-1.00, -0.47)

0.00 (-0.17,0.17)
-2.55 (-3.08, -2.02)
0.00 (-0.49, 0.49)
0.16 (-0.13, 0.46)
-0.57 (-1.45, 0.31)

%
Weight

2.08
212
2.21
6.41

2.02
1.99
218
2.20
215
10.55

1.85
1.93
2.10
2.20
2.20
215
12.43

2.09
2.10
215
6.34

218
2.18

210
219
218
6.48

2.10
218
4.29

2.21
2.16
212
218
8.67

2.10
218
4.28

221
2.1
212
218
8.62
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Vitamin A

Cakir 2014 Serum
Simonelli 2002 Serum
Zhou 2011 Serum

Subtotal (I-squared =23.5%, p = 0.271)

Vitamin C

Cakir 2014 Serum
Shen 2012 Serum
Simonelli 2002 Serum

Subtotal (I-squared = 88.3%, p = 0.000)

Vitamin D

Kim 2014 Serum
Kim 2018 Serum
Singh 2013 Plasma

Subtotal (I-squared =72.4%, p = 0.027)

Vitamin E

Cakir 2014 Serum
Shen 2012 Serum
Simonelli 2002 Serum
Smith 1997 Serum

Subtotal (I-squared =49.8%, p = 0.113)

Zinc

Simonelli 2002 Serum
Subtotal (I-squared =.%,p =)
Overall (I-squared = 98.3%, p = 0.000)
NOTE: Weights are from random effects analysis

o1l

M.?."'/V\]*"'(xhj}"""'

R

0.00 (-0.50, 0.50)
0.15 (-0.39, 0.68)

-0.31 (-0.60, -0.01)
-0.13 (-0.41, 0.15)

0.02 (-0.48, 0.52)
-1.44 (-2.05, -0.83)
0.09 (-0.45, 0.62)

-0.43 (-1.35, 0.49)

0.07 (0.01, 0.13)
-0.61 (-1.10,-0.11)
0.14 (:0.36, 0.65)

-0.09 (-0.49, 0.30)

0.35 (-0.16, 0.85)
-0.45 (-1.00, 0.10)
0.29 (-0.24, 0.83)
-0.10 (-0.37, 0.18)
0.01(-0.30, 0.33)

-0.13 (-0.66, 0.41)
-0.13 (-0.66, 0.41)

-0.79 (-1.12, -0.45)

212
210
218
6.41

212
207
210
6.29

222
212
212
6.46

212
210
210
219
8.50

210
210

100.00

-7

o
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in advanced age related macular degeneration

Study

Catalase

Aktas 2017

Evereklioglu 2003

Prashar 1993

Venza 22012

Venza 22012

Yildirim 2004

Subtotal (l-squared =99.4%, p = 0.000)

Glutathione peroxidase

Evereklioglu 2003

Evereklioglu 2003

Prashar 1993

Venza 22012

Venza 22012

Yildirim 2011

Zafrilla 2013

Colak 2017

Subtotal (l-squared =98.3%, p = 0.000)

Paraoxonase 1

Ates 2009

Ugurlu 2013

Subtotal (lsquared = 83.5%, p = 0.014)

Superoxide dismutase

Evereklioglu 2003

Evereklioglu 2003

Shen 2012

Venza 22012

Venza 22012

Yildirim 2011

Zafrilla 2013

Colak 2017

Subtotal (l-squared = 98.8%, p = 0.000)

Glutathione

Javadzadeh 2010

Yildirim 2011

Subtotal (l-squared =79.9%, p = 0.026)

Native thiol

Aktas 2017

Arikan Yorgun 2016

Elbay 2017

Subtotal (l-squared = 96.0%, p = 0.000)

Total antioxidant status

Elbay 2017

Shen 2012

Simonelli 2002

Totan 2009

Ugurlu 2013

Zafrilla 2013

Colak 2017

Subtotal (lsquared = 89.8%, p = 0.000)

Alpha-carotene

Mares-Periman 1995

Zhou 2011

Subtotal (l-squared =77.0%, p = 0.037)

Beta-carotene

Mares-Perlman 1995

Ng 2019

Simonelli 2002

Smith 1997

Zhou 2011

Subtotal (l-squared =63.3%, p = 0.028)

Beta-cryptoxanthine

Mares-Perlman 1995

Simonelli 2002

Zhou 2011

Subtotal (l-squared =73.6%, p = 0.023)

Lutein

Dasch 2005

Ozyurt 2017

Wang 2007

Zhou 2011

Subtotal (lsquared = 59.8%, p = 0.058)

Fluid

Plasma
Red blood cells
Red blood cells
Plasma
Red blood cells
Red blood cells

Red blood cells
Plasma
Red blood cells
Red blood cells
Plasma
Serum
Plasma
Red blood cells

Serum
Serum

Plasma
Red blood cells
Serum
Red blood cells
Plasma
Serum
Red blood cells
Red blood cells

Plasma
Serum

Plasma
Plasma
Serum

Serum
Serum
Plasma
Serum
Serum
Plasma
Plasma

Serum
Serum

Serum
Plasma
Serum
Serum
Serum

Serum
Serum
Serum

Serum
Serum
Plasma
Serum

Antioxidant markers

o

SMD (95% Cl)

0.40 (-0.08, 0.88)
0.17 (-0.43,0.77)

-3.61 (-4.85,-2.37)
-8.13 (-8.68,-7.58)
-0.09 (-0.27, 0.09)
-3.55 (-4.23,-2.87)
2.46 (-5.03,0.11)

-5.50 (-6.82, -4.18)
5.19 (-6.45,-3.93)
2.62 (-3.66,-1.58)
2.16 (-2.39, -1.93)
-4.69 (-5.04,-4.34)
-0.25 (-0.81,0.31)
-1.65 (-1.90, -1.40)
-0.55 (:0.87,-0.23)
2.74 (-3.82,-1.65)

-1.86 (-2.39, -1.34)
-0.85 (-1.46, -0.24)
-1.37 (-2.36,-0.38)

-7.57 (-9.30, -5.85)
-5.98 (-7.39, -4.57)
0.56 (0.08, 1.05)

-2.30 (-2.53, -2.06)
2.30 (-2.54, -2.07)
-1.29 (-1.90,-0.68)
-4.63 (-5.05, -4.22)
0.59 (0.28, 0.91)

2.71 (-4.01, -1.40)

-0.98 (-1.42, -0.55)
-0.18 (-0.74, 0.38)
-0.60 (-1.39, 0.19)

0.72 (-1.21,-0.24)
-4.77 (-5.83,-3.71)
-0.76 (-1.26, -0.26)
2.01(-3.79,-0.22)

-0.96 (-1.47, -0.45)
-0.82 (-1.31,-0.33)
0.00 (-0.46, 0.46)

-3.04 (-3.74,-2.34)
-0.73 (-1.34,-0.13)
-1.13 (-1.36,-0.90)
-1.49 (-1.84,-1.13)
-1.14 (-1.65,-0.63)

0.01 (-0.48, 0.51)
0.64 (0.33,0.94)
0.36 (-0.25, 0.96)

0.18 (-0.32, 0.68)
-0.45 (-0.69,-0.21)
-0.24 (-0.70, 0.23)
0.00 (-0.38, 0.38)
0.10 (-0.20, 0.40)
-0.10 (-0.37, 0.16)

-0.18 (-0.68, 0.31)
-0.55 (-1.02,-0.08)
0.22 (-0.08, 0.52)

-0.14 (:0.62, 0.33)

0.22 (0.04, 0.41)
-0.13 (-0.52, 0.27)
0.15 (-1.00, 1.30)
-0.24 (-0.54, 0.06)
-0.01 (:0.29, 0.28)

S8 Fig. Meta-analysis on antioxidant markers in advanced AMD. 95%Cl: 95% confidence
intervals; -: Unknown.

%
Weight

1.13
1.10
0.92
1.11
147
1.08
6.51

0.89
0.91
0.98
1.16
1.15

1.16
1.15
8.52

142
1.10
222

0.76
0.86
1.13
1.16
1.16
1.10
1.14
1.15
8.47

113
1.11
225

1.13
0.98

3.23

1.12
1.12
1.13
1.08
1.10
1.16
1.15
7.87

112
1.15
228

1.12

1.13
114
1.16
571

1.12
1.13
1.16
34

147
114

1.16
441
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Lycopene

Mares-Perlman 1995

Ng 2019

Simonelli 2002

Zhou 2011

Subtotal (lsquared = 82.0%, p = 0.001)

Zeaxanthin

Dasch 2005

Ozyurt 2017

Zhou 2011

Subtotal (l-squared = 97.8%, p = 0.000)

Vitamin A

Blumenkranz 1986

Cakir 2014

Simonelli 2002

Zhou 2011

Subtotal (lsquared = 66.7%, p = 0.029)

Vitamin B9

Kamburoglu 2006

Nowak 2005

Nowak 2005

Obeid 2013

Rodrigo 2018

Subtotal (lsquared =9.7%, p=0.351)

Vitamin B12

Kamburoglu 2006

Nowak 2005

Obeid 2013

Rodrigo 2018

Subtotal (lsquared = 63.2%, p = 0.043)

Vitamin C

Blumenkranz 1986

Cakir 2014

Shen 2012

Simonelli 2002

Yildirim 2011

Subtotal (l-squared = 70.4%, p = 0.009)

Vitamin D

Itty 2014

Kim 2014

Kim 2018

Morrison 2011

Singh 2013

Subtotal (lsquared = 85.7%, p = 0.000)

Vitamin E

Blasi 2001

Blumenkranz 1986

Cakir 2014

Mares-Perlman 1995

Shen 2012

Simonelli 2002

Smith 1997

Subtotal (lsquared = 12.1%, p = 0.337)

Copper
Cumurcu 2006
Subtotal (lsquared =.%,p=".)

Zinc
Cumurcu 2006

Simonelli 2002
Subtotal (lsquared = 0.0%, p = 0.826)

Overall (I-squared = 97.4%, p = 0.000)

NOTE: Weights are from random effects analysis

1

1
Serum | 0.06 (-0.44, 0.56) 112
Plasma LS -0.95 (-1.20, -0.70) 1.16
Serum T -0.59 (-1.06, -0.11) 113
Serum S -0.35 (-0.65, -0.04) 1.15
IO -0.48 (-0.91, -0.06) 457

1
Serum I o= 0.00 (-0.18, 0.18) 147
Serum e ! -2.83 (-3.39, 2.27) 141
Serum | -0.48 (-0.78,-0.18) 1.15
_ T -1.07 (-2.28, 0.14) 3.43

1

1
Serum | —e— 0.03 (-0.53, 0.59) 111
Serum | —e— 0.11 (-0.44, 0.66) 141
Serum | —* -0.20 (-0.67, 0.26) 143
Serum = -0.67 (-0.98, -0.36) 1.15
<> -0.23 (-0.63,0.17) 451

1
Plasma . -0.34 (-0.78, 0.10) 143
Plasma . -0.35 (-0.92,0.22) 1.1
Red blood cells Lel -0.44 (-1.01,0.13) 1.11
Serum L 0.20 (-0.25, 0.66) 143
Plasma |t -0.29 (-0.80, 0.22) 112
I g -0.22 (-0.45,0.02) 5.60

1

1
Plasma | —= -0.38 (-0.82, 0.06) 113
Plasma | —— -0.23 (-0.80, 0.34) 141
Serum e -0.83 (-1.30, -0.36) 143
Plasma | e— 0.17 (-0.34,0.67) 1.12
1 < -0.33 (-0.74, 0.08) 4.49

1
Serum : R -0.18 (-0.74, 0.39) 141
Serum — 0.80 (0.23,1.37) 1.1
Serum g T -0.14 (-0.62, 0.33) 113
Serum Lo | -0.50 (-0.97, -0.02) 143
Serum L st -0.39 (-0.95, 0.17) 1.11
: <P -0.09 (-0.52, 0.34) 5.59

1
Serum (— -0.20 (-0.45, 0.04) 1.16
Serum 1 = 0.03 (-0.15, 0.22) 147
Serum e -1.52 (-2.08, -0.97) 141
Serum 1 -0.26 (-0.66, 0.13) 114
Plasma . -0.03 (-0.37,0.31) 115
1 < -0.33 (-0.69, 0.03) 5.73

1
Whole blood :—k = -0.36 (-1.00, 0.28) 1.09
Serum e 0.04 (-0.52, 0.60) 111
Serum P 0.14 (-0.40, 0.69) 141
Serum [ 0.41 (-:0.91,0.09) 1.12
Serum e | -0.43 (-0.91, 0.05) 143
Serum e -0.43 (-0.90, 0.04) 113
Serum I 0.07 (-0.31,0.45) 114
g -0.18 (-0.38, 0.02) 7.84

1

1
Serum —t -0.37 (-0.88, 0.14) 1.12
< -0.37 (-0.88, 0.14) 112

1

1
Serum T -0.50 (-1.01,0.01) 112
Serum ] -0.42 (-0.89, 0.05) 113
. <> -0.46 (-0.80, -0.11) 225

<> -0.95 (-1.21, 0.70) 100.00
1
|
-6 0
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Antioxidant markers

in dry age related macular degeneration

Study fluid

Superoxide dismutase
Shen 2012 Serum
Subtotal (I-squared =.%, p =.)

Total antioxidant status
Shen 2012 Serum
Subtotal (I-squared =.%,p=".)

Vitamin A
Cakir 2014 Serum
Subtotal (I-squared =.%,p=".)

Vitamin B9
Kamburoglu 2006 Plasma
Subtotal (I-squared =.%,p =.)

Vitamin B12
Kamburoglu 2006 Plasma
Subtotal (I-squared =.%, p =.)

Vitamin C

Cakir 2014 Serum
Shen 2012 Serum

Subtotal (I-squared = 92.1%, p = 0.000)

Vitamin D

Itty 2014 Serum
Singh 2013 Plasma

Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.751)

Vitamin E

Cakir 2014 Serum
Shen 2012 Serum

Subtotal (I-squared = 90.4%, p = 0.001)

Overall (I-squared = 67.8%, p = 0.001)

NOTE: Weights are from random effects analysis

A\
v

SMD (95% Cl)

0.33 (-0.31, 0.97)
0.33 (-0.31, 0.97)

-0.82 (-1.48, -0.16)
-0.82 (-1.48, -0.16)

0.20 (-0.63, 1.02)
0.20 (-0.63, 1.02)

-0.14 (-0.65, 0.36)
-0.14 (-0.65, 0.36)

0.04 (-0.47, 0.54)
0.04 (-0.47, 0.54)

1.38 (0.50, 2.26)
-0.61 (-1.26, 0.04)
0.36 (-1.59, 2.31)

0.04 (-0.33, 0.42)
0.16 (-0.47, 0.80)
0.08 (-0.25, 0.40)

1.10 (0.24, 1.96)
-0.67 (-1.33, -0.02)
0.19 (-1.55, 1.93)

0.04 (-0.29, 0.37)

%
Weight

9.14
9.14

8.95
8.95

7.48
7.48

10.53
10.53

10.53
10.53

7.00
9.05
16.05

11.88
9.24
21.12

717
9.02
16.20

100.00

-2 0

S9 Fig. Meta-analysis on antioxidant markers in dry AMD. 95%Cl: 95% confidence intervals;
-: Unknown.
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$10 Fig. Meta-analysis on antioxidant markers in exudative AMD. 95%Cl: 95% confidence

intervals; -: Unknown.

in exudative age related macular degeneration

Study Fluid

Catalase

Aktas 2017 Plasma
Prashar 1993 Red blood cells

Yildirim 2004
Subtotal (I-squared = 98.1%, p = 0.000)

Red blood cells

Glutathione peroxidase

Prashar 1993 Red blood cells

Yildirim 2011 Serum
Zafrilla 2013 Plasma
Colak 2017 Red blood cells

Subtotal (I-squared = 93.6%, p = 0.000)

Paraoxonase 1

Ates 2009 Serum
Ugurlu 2013 Serum
Subtotal (I-squared = 83.5%, p =0.014)

Superoxide dismutase

Shen 2012 Serum
Yildirim 2011 Serum
Zafrilla 2013 Red blood cells

Colak 2017 Red blood cells
Subtotal (I-squared = 99.3%, p =0.000)

Glutathione

Javadzadeh 2010 Plasma
Yildirim 2011 Serum

Subtotal (I-squared = 79.9%, p = 0.026)

Native thiol

Aktas 2017 Plasma
Arikan Yorgun 2016 Plasma
Elbay 2017 Serum

Subtotal (I-squared = 93.5%, p = 0.000)

Total antioxidant status

Elbay 2017 Serum
Shen 2012 Serum
Totan 2009 Serum
Ugurlu 2013 Serum
Zafrilla 2013 Plasma
Colak 2017 Plasma

Subtotal (I-squared = 85.4%, p = 0.000)

Alpha-carotene

Mares-Periman 1995 Serum
Zhou 2011 Serum
Subtotal (I-squared = 77.0%, p =0.037)

Beta-carotene

Mares-Periman 1995 Serum
Ng 2019 Plasma
Zhou 2011 Serum

Subtotal (I-squared = 80.1%, p = 0.007)

Beta-cryptoxanthine

Mares-Periman 1995 Serum
Zhou 2011 Serum
Subtotal (I-squared = 45.2%, p =0.177)

Lutein

Ozyurt 2017 Serum
Zhou 2011 Serum

Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.662)

Lycopene

Mares-Periman 1995 Serum
Ng 2019 Plasma
Zhou 2011 Serum

Subtotal (I-squared = 88.0%, p = 0.000)

Zeaxanthin

Ozyurt 2017 Serum
Zhou 2011 Serum

Subtotal (I-squared = 98.1%, p = 0.000)

Antioxidant markers

|
D e
S
|
=
1
1
|
. e |
R
= [
—1
]
1
—— 1

SMD (95% Cl)

0.40 (-0.08, 0.88)
-3.61 (-4.85, -2.37)
-3.56 (-4.23, -2.87)
-2.23(-5.25,0.79)

-2.62 (-3.66, -1.58)
-0.25 (-0.81, 0.31)
-1.65 (-1.90, -1.40)
-0.56 (-0.87, -0.23)
-1.19 (-2.02, -0.35)

-1.86 (-2.39, -1.34)
-0.85 (
137 (.

0.70 (0.15, 1.25)
-1.29 (-1.90, -0.68)
-4.63 (-5.05, -4.22)
0.59 (0.28, 0.91)

-1.16 (-3.86, 1.54)

-0.98 (-1.42, -0.55)
-0.18 (-0.74, 0.38)
-0.60 (-1.39, 0.19)

-0.72 (-1.21, -0.24)
-4.61(-5.93, -3.28)
-0.76 (-
-1.85 (-

-0.96 (-1.47, 0.45)
-0.82 (-1.38, -0.26)
-3.04 (-3.74, -2.34)
-0.73 (-1.34, -0.13)
-1.13 (-1.36, -0.90)
-1.49 (-1.84, -1.13)
-1.33 (-1.80, -0.86)

0.01 (-0.48, 0.51)
0.64 (0.33, 0.94)
0.36 (-0.25, 0.96)

0.18 (-0.32, 0.68)
-0.45 (-0.69, -0.21)
0.10 (-0.20, 0.40)

-0.09 (-0.51, 0.34)

-0.18 (-0.68, 0.31)
0.22 (-0.08, 0.52)
0.07 (-0.31, 0.45)

-0.13 (:0.52, 0.27)
-0.24 (-0.54, 0.06)
-0.20 (-0.44, 0.04)

0.06 (-0.44, 0.56)

-0.95 (-1.20, -0.70)
-0.35 (-0.65, -0.04)
-0.44 (-1.00, 0.12)

-2.83 (-3.39, -2.27)
-0.48 (-0.78, -0.18)
-1.64 (-3.94, 0.66)

Weight

1.64
117

4.33

1.30
1.60
173
1.70
6.32

1.61
1.57
3.18

1.63
111
1.63
4.37

1.62
1.60
1.52
1.57
173
1.69
9.73

1.63
171
3.34

1.63
173
171
5.06

1.63
171
3.34

1.67
171
3.38

1.63
172
171
5.06

1.59
171
3.30
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Vitamin A
Blumenkranz 1986
Cakir 2014
Zhou 2011

Subtotal (I-squared =

Vitamin B9
Kamburoglu 2006
Nowak 2005
Nowak 2005
Obeid 2013
Rodrigo 2018

Subtotal (I-squared =

Vitamin B12
Kamburoglu 2006
Nowak 2005
Obeid 2013
Rodrigo 2018

Subtotal (I-squared =

Vitamin C
Blumenkranz 1986
Cakir 2014

Shen 2012
Yildirim 2011

Subtotal (I-squared =

Vitamin D
Itty 2014
Morrison 2011
Singh 2013

Subtotal (I-squared =

Vitamin E

Blasi 2001
Blumenkranz 1986
Cakir 2014
Mares-Periman 1995
Shen 2012

Subtotal (I-squared =

Serum

Serum

Serum
71.8%, p = 0.029)

Plasma

Plasma

Red blood cells

Serum

Plasma
26.0%, p = 0.248)

Plasma

Plasma

Serum

Plasma
73.7%, p = 0.010)

Serum
Serum
Serum
Serum
41.2%, p = 0.164)

Serum

Serum

Plasma
0.0%, p = 0.576)

Whole blood

Serum

Serum

Serum

Serum
0.0%, p = 0.779)

Overall (l-squared = 94.5%, p = 0.000)

NOTE: Weights are from random effects analysis

L

:

L

A

0

A
v

°+

*

W{

0

0.03 (-0.53, 0.59)
0.03 (-0.58, 0.65)
-0.67 (-0.98, -0.36)
-0.25 (-0.78, 0.28)

-0.52 (-1.03, -0.00)
-0.35 (-0.92,0.22)
0.44 (-1.01,0.13)
0.20 (-0.25, 0.66)

-0.29 (-0.80, 0.22)
-0.25 (-0.52, 0.02)

-0.89 (-1.42, -0.36)
-0.23 (-0.80, 0.34)
-0.83 (-1.30, -0.36)
0.17 (-0.34, 0.67)

-0.45 (-0.96, 0.05)

-0.18 (-0.74, 0.39)
054 (-0.09, 1.16)
-0.14 (-0.68, 0.40)
-0.39 (-0.95,0.17)
-0.06 (-0.43,0.31)

-0.27 (-0.52, -0.01)
-0.26 (-0.66, 0.13)
-0.05 (-0.39, 0.29)
-0.21 (-0.39, -0.02)

-0.36 (-1.00, 0.28)
0.04 (-0.52, 0.60)
0.1 (-0.72, 0.51)
-0.41(-0.91,0.09)
-0.30 (-0.84, 0.24)
-0.24 (-0.49, 0.02)

-0.68 (-0.91, -0.44)

1.61
1.59
1.64
1.62
6.46

1.59
1.56
1.61
1.60
6.36

1.55
1.56

1.62
1.61

100.00

o
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S11 Fig. Meta-analysis on antioxidant markers in non-exudative AMD. 95%Cl: 95%

confidence intervals; -: Unknown.

in non-exudative age related macular degeneration

Study

Catalase

Evereklioglu 2003

Venza 2 2012

Venza 22012

Subtotal (I-squared = 99.8%, p = 0.000)

Glutathione peroxidase

Evereklioglu 2003

Evereklioglu 2003

Venza 22012

Venza 22012

Colak 2017

Subtotal (l-squared = 98.2%, p = 0.000)

Paraoxonase 1
Baskol 2006
Subtotal (I-squared = %, p=.)

Superoxide dismutase

Evereklioglu 2003

Evereklioglu 2003

Shen 2012

Venza 22012

Venza2 2012

Colak 2017

Subtotal (I-squared = 97.8%, p = 0.000)

Native thiol
Arikan Yorgun 2016
Subtotal (l-squared =.%, p=")

Total antioxidant status

Shen 2012

Simonelli 2002

Colak 2017

Subtotal (I-squared = 73.8%, p = 0.022)

Alpha-carotene
Zhou 2011
Subtotal (I-squared =.%, p=)

Beta-carotene

Simonelli 2002

Smith 1997

Zhou 2011

Subtotal (I-squared = 85.8%, p = 0.001)

Beta-cryptoxanthine

Simonelli 2002

Zhou 2011

Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.466)

Lutein

Dasch 2005

Ozyurt 2017

Thurnham 2015

Zhou 2011

Subotal (I-squared = 10.7%, p = 0.339)

Lycopene

Simonelli 2002

Zhou 2011

Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.415)

Zeaxanthin

Dasch 2005

Ozyurt 2017

Thurnham 2015

Zhou 2011

Subtotal (I-squared = 96.6%, p = 0.000)

Fluid

Red blood cells
Plasma
Red blood cells

Red blood cells
Plasma
Plasma
Red blood cells
Red blood cells

Serum

Plasma

Red blood cells
Serum

Red blood cells
Plasma

Red blood cells

Plasma

Serum
Plasma
Plasma

Serum

Serum
Serum
Serum

Serum
Serum

Serum
Serum
Serum
Serum

Serum
Serum

Serum
Serum
Serum
Serum

Antioxidant markers

T
<
! .
.
|
|
— s
|
|
.
[ .
|
|
|
e |
|
|
e
— = |
I —g+
. |
- I
i .
_
|
|
_ e |
_ — 1
|
1
&
I o
-
L
|
|
]
l o

SMD (95% CI)

.33 (-0.90,0.25)
739 (-7.90, 6.89)
0.46 (0.28, 0.65)

242 (-7.22,2.38)

202 (2.73,131)
243 (:3.19,167)
-3.84 (415, -3.54)
-2.23(-2.46, -2.00)
002 (0.39,043)

210 (:341,0.79)

-1.77 (-2.34,-1.19)
-1.77 (-2.34,-1.19)

-3.99 (-4.99, -2.98)
316 (-4.03, -2.29)
0.18 (-0.30, 0.65)

248 (-2.72,-2.24)
249 (-2.73, -2.25)
0.02 (-0.40,0.43)

-1.94 (-3.02, -0.86)

5.89 (6.9, 4.79)
5.89 (6.99, 4.79)

0.79 (-1.28, -0.30)
0.08 (-0.45,0.62)

080 (-1.22,-0.37)
052 (-1.06, 0.03)

0,60 (:0.89, -0.30)
0,60 (:0.89, 0.30)

0.13 (-0.40,0.67)
0.14 (-0.13,042)
0.60 (-0.90, -0.30)
0.12 (-0.66, 0.41)

000 (0.53,0.53)
023 (-0.52,0.07)
047 (043, 0.08)

0.10 (-0.07,0.27)
0,08 (:047,0.31)
034 (0.15,0.84)
012 (:041,0417)
0.04(0.10,0.19)

054 (-1.08, 0.00)
080 (-1.10, -0.49)
073 (-1.00, -047)

000 (0.17,0.17)
-2.55 (-3.08, -2.02)
0.00 (049, 0.49)
0.16 (0.13,0.46)
0,57 (-145,0.31)

1.55
1.55

1.85

1.87

5.55

1.90
1.90

1.83
1.91

5.65

1.83
1.91
374

1.83
1.90
373
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Vitamin A

Cakir 2014

Simonelli 2002

Zhou 2011

Subtotal (I-squared = 29.0%, p = 0.244)

Vitamin B9

Kamburoglu 2006

Obeid 2013

Subtotal (l-squared =5.8%, p = 0.303)

Vitamin B12

Kamburoglu 2006

Obeid 2013

Subtotal (I-squared = 72.3%, p = 0.057)

Vitamin C

Cakir 2014

Shen 2012

Simonelli 2002

Subtotal (I-squared = 85.6%, p = 0.001)

Vitamin D

Itty 2014

Kim 2014

Kim 2018

Singh 2013

Subtotal (l-squared =63.0%, p = 0.044)

Vitamin E

Cakir 2014

Shen 2012

Simonelli 2002

Smith 1997

Subtotal (I-squared = 65.6%, p = 0.033)

Zinc
Simonelli 2002

Subtotal (I-squared =.%, p=".)

Overall (I-squared = 98.2%, p = 0.000)

NOTE: Weights are from random effects analysis

|
Serum | —— 0.03 (045, 0.50) 1.85
Serum i 0.15(-0.39, 0.68) 1.83
Serum 1 =] -0.31(-0.60,-0.01) 1.91
I <P 0.11(-0.40,0.17) 5.59

|
Plasma | —=f— -0.14 (-0.65, 0.36) 1.84
Serum 1 fo— 0.21(0.22,0.64) 1.87
< 0.06 (-0.28, 0.40) 37

|
Plasma e S 0.04(047,0.54) 1.84
Serum e -0.61(-1.05,-0.17) 1.87
= 0.30 (-0.94,0.33) 37

|

|
Serum e Eaa 0.23(0.25,0.71) 1.85
Serum — 1,00 (-1.51, -0.50) 1.84
Serum — 0.09 (-045,0.62) 1.83
+— = -0.23(-1.00, 0.54) 5.53

|

|
Serum 1 o 0.17 (0.06,0.41) 1.92
Serum | . 0.07 (0.01,0.13) 1.94
Serum — -0.61(-1.10,-0.11) 1.85
Plasma S 0.15(0.28,0.59) 1.87
<> 0.03(0.19,0.24) 7.57

|

|
Serum 1 1+ 0.38(0.10,0.85) 1.85
Serum B R -0.55 (-1.03, -0.06) 1.85
Serum A 0.29 (0.24,0.83) 1.83
Serum S & -0.10 (-0.37, 0.18) 191
<> 0.01(-0.37, 0.36) 7.44

|

|
Serum | —%— -0.13 (-0.66, 0.41) 1.83
<<= -0.13 (-0.66, 0.41) 1.83

<> 0.80 (-1.11,-0.50) 100.00
1
7 o
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Oxidive stress markers from plasma
in age related macular degeneration

Study

Disulfide

Aktas 2017

Arikan Yorgun 2016

Subtotal (l-squared = 94.8%, p = 0.000)

Homocysteine
AnandBabu 2016
Axer-Siegel 2004
Ghosh 2013
Javadzadeh 2010
Kamburoglu 2006
Mulero 2014
Nowak 2005
Obeid 2013
Pinna 2016
Rodrigo 2018
Seddon 2006
Vine 2005

Wang 2008
Subtotal (l-squared = 94.8%, p = 0.000)

Malonyldialdehyde

Aktas 2017

Evereklioglu 2003

Park 2014

Singh 2010

Venza 2 2012

Yildirim 2004

Subtotal (l-squared = 97.2%, p = 0.000)

Oxidized LDL

Ikeda 2001

Javadzadeh 2010

Subtotal (l-squared = 98.5%, p = 0.000)

Protein carbonyl

Venza 2012

Zafrilla 2013

Subtotal (l-squared = 97.0%, p = 0.000)

Total oxidant status
Venza 2012
Subtotal (l-squared=.%,p=.)

bverall (I-squared = 98.5%, p = 0.000)

NOTE: Weights are from random effects analygis
| |

-2

0

SMD (95% CI)

1.31 (0.79, 1.83)
3.26 (2.56, 3.96)
2.27 (0.35, 4.19)

-0.84 (-1.31, -0.36)

0.21 (-0.11, 0.53)
0.61(0.11, 1.11)
0.82 (0.39, 1.25)
0.98 (0.52, 1.45)
2.07 (1.80, 2.33)
1.17 (0.55, 1.78)
-0.17 (-0.54, 0.20)
0.01 (-0.29, 0.31)
0.54 (0.02, 1.05)
0.48 (0.31, 0.64)
0.65 (0.33, 0.97)
0.09 (-0.06, 0.23)
0.51 (0.14, 0.87)

-0.26 (-0.73, 0.21)
3.52 (2.73, 4.31)
2.66 (2.16, 3.16)
3.73(3.08, 4.39)
3.12 (2.89, 3.35)
2.07 (1.54, 2.61)
246 (1.31, 3.61)

3.82(3.36, 4.28)
1.16 (0.71, 1.61)
2.49 (-0.11, 5.09)

2.98 (2.73, 3.24)
1.91(1.65,2.17)
2.45 (1.40, 3.50)

3.40(3.13, 3.67)
3.40(3.13, 3.67)

1.50 (0.98, 2.03)

Weight

3.81
3.70
7.5

3.83
3.90
3.82
3.85
3.84
3.92
3.75
3.88
3.91
3.81
3.94
3.90
3.95
50.31

3.83
3.63
3.82
373
3.93
3.80
22.75

3.84
3.85
7.69

3.92
3.92
7.84

3.92
3.92

100.00

$12 Fig. Meta-analysis on plasma oxidative stress markers in AMD. 95%Cl: 95% confidence
intervals; -: Unknown.
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$13 Fig. Meta-analysis on serum oxidative stress markers in AMD. 95%Cl: 95% confidence
intervals; -: Unknown.

Oxidive stress markers from serum
in age related macular degeneration
%

Study SMD (95% Cl)  Weight
Disulfide :
Elbay 2017 1= ! 0.30 (-0.18, 0.79) 7.86
Subtotal (I-squared =.%,p =) S : 0.30 (-0.18, 0.79) 7.86
. 1
Homocysteine |
Ates 2009 —r 0.78 (0.32, 1.23) 7.96
Subtotal (I-squared = .%, p =.) <= 0.78 (0.32, 1.23) 7.96
. I
Malonyldialdehyde :
Ates 2009 , —=— 2.00 (1.46, 2.54) 7.68
Matsuura 2017 —e—1 0.49 (-0.02, 1.01) 7.76
Shen 2012 e 0.90 (0.45, 1.35) 7.98
Totan 2009 —— 0.99 (0.48, 1.51) 7.77
Yildirim 2011 —s 0.79 (0.21, 1.37) 7.54
Subtotal (I-squared = 77.3%, p = 0.001) <j> 1.03 (0.55, 1.52) 38.74
I
Oxidized LDL |
AnandBabu 2016 ! —=—— 3.98(3.20,4.76) 6.77
Simonelli 2002 - 0.14 (-0.27, 0.54) 8.11
Subtotal (l-squared = 98.6%, p = 0.066—— : 2.04 (-1.72,5.80) 14.88
. !
Protein carbonyl !
Totan 2009 e 1.58 (1.03,2.13) 7.63
Subtotal (I-squared =.%, p =.) L 1.58 (1.03,2.13) 7.63
I
Total oxidant status :
Elbay 2017 . 0.54 (0.05, 1.03) 7.84
Totan 2009 —— 1.13 (0.61, 1.65) 7.74
Ugurlu 2013 —— 1.09 (0.46, 1.71) 7.36
Subtotal (I-squared = 35.8%, p =0.211) <::> 0.90 (0.50, 1.29) 22.94
. I
Overall (l-squared = 88.8%, p = 0.000) <> 1.10 (0.67, 1.52) 100.00

NOTE: Weights are from random effects analysig |
I

-2 0 5
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$14 Fig. Meta-analysis on red blood cells oxidative stress markers in AMD. 95%Cl: 95%
confidence intervals; -: Unknown.

Oxidive stress markers from red blood cells
in age related macular degeneration

Study

Malonyldialdehyde

Bharathselvi 2016

Nath 2004

Venza 2 2012

Subtotal (I-squared = 98.8%, p = 0.000)

Overall (I-squared = 98.8%, p = 0.000) —

NOTE: Weights are from random effects anal

—_

M

SMD (95% Cl)

1.14 (0.39, 1.89)

1.59 (0.87, 2.30)

542 (5.09, 5.75)

2.73(-0.37, 5.83)

2.73(-0.37, 5.83)

%

Weight

33.14

33.20

33.67

100.00

100.00

T
-1

0
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$15 Fig. Meta-analysis on plasma antioxidant markers in AMD. 95%Cl: 95% confidence

intervals; -: Unknown.

Antioxidant markers from plasma
in age related macular degeneration

%
Study SMD (95% CI) Weight
Catalase |
Aktas 2017 1 [-o— 0.40 (-0.08, 0.88) 247
Venza 2 2012 —— -8.33(-8.80, -7.86) 2.47
Subtotal (I-squared = 99.8%, p = 0.000) I -3.96 (-12.52,4.59) 4.93
Glutathione peroxidase 1
Cohen 1994 — 237
Evereklioglu 2003 — 2.41
Venza 2 2012 - | 251
Zafrilla 2013 - 2.51
Subtotal (I-squared = 98.6%, p = 0.000) <>I- 9.80
Superoxide dismutase |
Evereklioglu 2003 — 2.38
Venza 2 2012 - 1 2.52
Subtotal (I-squared = 72.4%, p = 0.057) - | 4.90
Glutathione I
Bharathselvi 2016 —_— 2.30
Brantley 2012 1 e 2.50
Javadzadeh 2010 T 2.48
Samiec 1998 —-— 2.46
Subtotal (I-squared = 89.7%, p = 0.000) 0 9.74
Native thiol I
Aktas 2017 I—H 2.46
Arikan Yorgun 2016 —_— 223
Nowak 2003 1 —-— 245
Subtotal (I-squared = 98.5%, p = 0.000) I 7.14
Total antioxidant status 1
Simonelli 2002 — 248
Zafrilla 2013 - %ga
Colak 2017 —— .
Subtotal (I-squared = 92.5%, p = 0.000) <> 7.50
. 1
Alpha-carotene
Sanders 1993 I . 2.49
Subtotal (I-squared = .%, p =.) | < 2.49
Beta-carotene I . 251
Ng 2019 .
Sgnders 1993 1 —-— 1.57 (1.18, 1.96) 2.49
Subtotal (I-squared = 98.6%, p = 0.000) —_—1 0.55(-1.43,253) 500
getz-cry%%)éan(hine ! —— 0.50(0.15, 0.85) 2.49
anders . .15, 0. .
Subtotal (I-squared = .%, p =.) ! L .50 (0.15, 0.85) 249
. 1
Lutei
GZIZI2003 < -1.43(-1.69,-1.16)  2.51
Sanders 1993 1 —- 0.00 (-0.34, 0.34. 2.49
Wang 2007 [ 0.15(-1.00, 1.30) 221
Subtotal (I-squared = 95.5%, p = 0.000) —_— -0.48(-1.64,0.68) 7.22
Lycopene !
Ng 2019 1o -0.95(-1.20,-0.70) 2.51
Sanders 1993 —— 0.00 (-0.34, 0.34; 2.49
Subtotal (I-squared = 94.7%, p = 0.000) - -0.48(-1.41,045) 5.00
: 1
Zeaxanthin
Gale 2003 - 2.51
Subtotal (I-squared = .%, p = < 2.51
Vitamin A 1
Nowak 2003 ——| 2.45
Sanders 1993 - 249
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.319) F) 4,94
Vitamin B9 1
Kamburoglu 2006 | — -3.35 g-g ; g::
Nowak 2005 —1 -0.35 (- .
RO:IHQO 2018 | —=*1 -0.29(-0.80,0.22)  2.46
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.988) | < -0.32(-0.61,-0.04) 7.37
Vitamin B12
K;;rgll;r]oglu 2006 | & -0.38(-0.82,0.06) 247
Nowak 2005 | —=— -0.23(-0.80, 0.34) 2.44
Rodrigo 2018 —f— 0.17 (-0.34, 0.67) 2.46
Subtotal (I-squared = 23.2%, p = 0.272) I < -0.16(-0.49,0.17)  7.38
. I
itamin C
x'ow;linzoos |—=] -0.46 (-0.99,0.08) 245
Subtotal (I-squared =.%, p =.) Io -0.46 (-0.99,0.08) 245
Vitamin D 1
S;ngwl2n013 —— -0.00(-0.33,0.33)  2.50
Subtotal (I-squared =.%, p = 1 <> -0.00(-0.33,0.33)  2.50
. 1
Vitamin E
Nowak 2003 1 1.13(0.57,169)  2.44
Sanders 1993 1 0.53(0.18, 0.88) 2.49
Subtotal (I-squared = 68.1%, p = 0.077) L 0.79(0.21, 1.37) 4.94
. 1
Copper
Bharathselvi 2016 S — I -7.96(-10.09, -5.83) 1.70
Subtotal (I-squared = .%, p =) ——— | -7.96 (-10.09, -5.83) 1.70
Overall (I-squared = 98.5%, p = 0.000) < -1.11 (-1.60, -0.63)  100.00
TE: Wel p . |
-9 0
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$16 Fig. Meta-analysis on serum antioxidant markers in AMD. 95%Cl: 95% confidence
intervals; -: Unknown.

Antioxidant markers from serum
in age related macular degeneration

Study SMD (95% Cl) Weight
Glutathione peroxidase 1

Yildirim 2011 —_— -0.25(-0.81, 0.31) 1.21
Subtotal (I-squared = .%, p =) -<:> -0.25 (-0.81, 0.31) 121
Paraoxonase 1 |

AnandBabu 2016 1 > 3.97(3.19,4.75) 0.97
Ates 2009 —_———— | -1.86 (-2.39, -1.34) 1.24
Baskol 2006 — - -1.77 (-2.34, -1.19) 1.19
Ugurlu 2013 [ -0.85 (-1.46, -0.24) 1.15
Subtotal (I-squared = 98.2%, p = 0.000) 1 -0.14 (-2.45, 2.16) 4.55
Superoxide dismutase :

Shen 2012 +— 0.36 (-0.07, 0.79) 1.35
Yildirim 2011 —_— I -1.29 (-1.90, -0.68) 1.15
Subtotal (I-squared = 94.7%, p = 0.000) 1 -0.45 (-2.07, 1.16) 2.50
. 1

Glutathione

Yildirim 2011 — et -0.18 (-0.74, 0.38) 1.21
Subtotal (-squared =.%, p = B — -0.18 (-0.74, 0.38) 121
. 1

Native thiol 1

Elbay 2017 R -0.76 (-1.26, -0.26) 127
Subtotal (I-squared =.%, p =.) _l -0.76 (-1.26, -0.26) 127
. 1

Total antioxidant status 1

Elbay 2017 — & -0.96 (-1.47,-0.45) 1.26
Plestina-Borjan 2015 — - -0.99 (-1.39, -0.58) 1.38
Shen 2012 — | -0.80 (-1.24, -0.36) 1.34
Totan 2009 —_— 1 -3.04 (-3.74,-2.34) 1.05
Ugurlu 2013 ——— -0.73 (-1.34,-0.13) 1.16
Subtotal (I-squared = 88.0%, p = 0.000) _ —— | -1.27 (-1.93, -0.61) 6.18
Alpha-carotene 1

Cardinault 2005 — -0.04 (-0.55, 0.48) 1.26
Mares-Periman 1995 " ot 0.11(-0.11, 0.32) 1.55
Zhou 2011 — -0.81 (-1.07, -0.54) 1.51
Subtotal (I-squared = 92.9%, p = 0.000) ¢I> -0.25 (-0.91, 0.40) 4.32
Beta-carotene 1

Cardinault 2005 — T -0.09 (-0.60, 0.43) 1.26
Mares-Periman 1995 —— 0.04 (-0.17, 0.25) 1.55
Simonelli 2002 [ I -0.09 (-0.50, 0.31) 1.38
Smith 1997 I —fo— 0.09(-0.13,0.31) 1.54
Zhou 2011 1 —- 0.51(0.25, 0.77) 1.52
Subtotal (I-squared = 63.1%, p = 0.028) = 0.12(-0.09, 0.34) 7.24
Beta-cryptoxanthine 1

Cardinault 2005 —t—— -0.14 (-0.66, 0.37) 1.26
Mares-Periman 1995 | & 0.06 (-0.16, 0.27) 1.55
Simonelli 2002 — -0.33 (-0.74, 0.08) 1.37
Zhou 2011 = ! -0.89 (-1.16, -0.62) 1.51
Subtotal (I-squared = 90.0%, p = 0.000) _t— -0.33 (-0.84, 0.18) 5.69
. 1

Lutein |

Cardinault 2005 — -0.08 (-0.59, 0.44) 1.26
Dasch 2005 L N 0.16 (0.00, 0.32) 1.58
Mares-Periman 1995 I 0.03 (-0.19, 0.24) 1.55
Ozyurt 2017 e -0.08 (-0.42, 0.26) 1.44
Thurnham 2015 1 0.34 (-0.15, 0.84) 1.28
Zhou 2011 —1 -0.17 (-0.43, 0.08) 1.52
Subtotal (I-squared = 28.9%, p = 0.218) : 4> 0.03(-0.10, 0.17) 863
Lycopene 1

Cardinault 2005 — T -0.48 (-1.00, 0.04) 1.25
Mares-Periman 1995 — -0.01(-0.22, 0.21) 1.55
Simonelli 2002 RS -0.58 (-0.99, -0.16) 1.37
Zhou 2011 — I -2.48 (-2.81,-2.15) 1.45
Subtotal (I-squared = 98.0%, p = 0.000) e ————— -0.89 (-2.11, 0.34) 5.62
Zeaxanthin !

Cardinault 2005 — =l 1 -0.43 (-0.95, 0.09) 1.25
Dasch 2005 I — 0.00(-0.16, 0.16) 1.59
Mares-Periman 1995 1 0.14 (-0.08, 0.35) 1.55
Ozyurt 2017 —_— | -2.67 (-3.13,-2.22) 1.32
Thurnham 2015 — 0.00 (-0.49, 0.49) 1.28
Zhou 2011 % 0.00 (-0.26, 0.26) 1.52

Subtotal (I-squared = 96.2%, p = 0.000) Ol» -0.48 (-1.07, 0.12) 8.50
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: 1
Vitamin A | I

Blumenkranz 1986 — . 0.03 (-0.53, 0.59) 1.20
Cakir 2014 4 0.03 (-0.41, 0.47) 1.34
Simonelli 2002 —4—— -0.05 (-0.46, 0.35) 1.38
Zhou 2011 H%: -0.43 (-0.69, -0.17) 1.52
Subtotal (I-squared = 41.8%, p = 0.161) > -0.16 (-0.42, 0.10) 5.43
Vitamin B9 !
Obeid 2013 | 1 0.18 (-0.19, 0.56) 1.41
Subtotal (I-squared = .%, p =) | B = 0.18 (-0.19, 0.56) 1.41
Vitamin B12 !
Bharathselvi 2016 I +— 0.62(-0.09, 1.33) 1.04
Obeid 2013 — -0.74 (-1.13, -0.36) 1.40
Subtotal (I-squared = 90.9%, p = 0.001) <> -0.09 (-1.43, 1.24) 2.44
Vitamin C !
Blumenkranz 1986 —t -0.18 (-0.74, 0.39) 1.20
Cakir 2014 —1 -0.45 (-0.90, -0.00) 1.33
Shen 2012 — 1 -0.22 (-0.65, 0.20) 1.35
Simonelli 2002 —1 -0.28 (-0.68, 0.13) 1.37
Yidirim 2011 e 0.39 (-0.95, 0.17) 1.21
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.932) <> -0.30 (-0.51, -0.09) 6.46
Vitamin D :
Golan 2011 - -0.00 (-0.07, 0.06) 1.62
Itty 2014 | 0.02 (-0.20, 0.24) 155
Jelodar 2018 %—H -0.28 (-1.00, 0.44) 1.03
Kim 2014 1 - 0.06 (0.00, 0.12) 1.62
Kim 2018 —_— . -1.07 (-1.52, -0.63) 1.33
Morrison 2011 — -0.26 (-0.66, 0.13) 1.39
Subtotal (I-squared = 82.2%, p = 0.000) 1<J -0.11 (-0.26, 0.05) 8.54
- 1
Vitamin E 1
Belda 1999 —_— -1.21(-1.91,-0.52) 1.06
Blumenkranz 1986 -1 5 0.04 (-0.52, 0.60) 1.20
Cakir 2014 | —— %> 159(1.08,2.09) 1.27
Cardinault 2005 — -0.01(-0.52, 0.51) 1.26
Jelodar 2018 1 ———%——= 1.34(054,214) 0.95
Mares-Periman 1995 — -0.11 (-0.33, 0.10) 1.55
Shen 2012 — el -0.44 (-0.87,-0.01) 1.35
Simonelli 2002 —— -0.08 (-0.49, 0.32) 1.38
Smith 1997 I -0.04 (-0.26, 0.19) 1.54
Tsang 1992 Tk — -0.12(-0.43,0.18) 1.48
Subtotal (I-squared = 86.4%, p = 0.000) I<:> 0.07 (-0.26, 0.40) 13.03
Copper 1
Cardinault 2005 | —_— 0.89(0.35, 1.42) 1.23
Cumurcu 2006 — -0.37 (-0.88, 0.14) 1.26
Subtotal (I-squared = 91.0%, p = 0.001) <|:> 0.25 (-0.98, 1.49) 2.49
Zinc 1
Belda 1999 - 1 -4.43 (-5.62, -3.25) 0.63
Cumurcu 2006 —— -0.50 (-1.01, 0.01) 1.26
Simonelli 2002 — -0.25 (-0.66, 0.15) 1.38
Subtotal (I-squared = 95.4%, p = 0.000) $ -1.60 (-3.21, 0.02) 326
. |
Overall (-squared = 92.5%, p = 0.000) <> -0.29 (-0.42,-0.17) 100.00
NOTE: Weights are from random effects analysis 1
|
-4 0 2
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Antioxidant markers from red blood cells
in age related macular degeneration

Study

Catalase

Evereklioglu 2003

Mrowicka 2017

Nowak 2003

Plestina-Borjan 2015

Prashar 1993

Venza 2 2012

Wu 1994

Yildirim 2004

Subtotal (I-squared = 95.9%, p = 0.000)

Glutathione peroxidase

Evereklioglu 2003

Mrowicka 2017

Prashar 1993

Venza 2 2012

Wu 1994

Colak 2017

Subtotal (I-squared = 97.9%, p = 0.000)

Superoxide dismutase
Cohen 1994
Evereklioglu 2003
Mrowicka 2017

Nath 2004

Nowak 2003
Plestina-Borjan 2015
Venza 2 2012

Wu 1994

Zafrilla 2013

Colak 2017

Subtotal (I-squared = 98.8%, p = 0.000)

Glutathione
Nowak 2003
Subtotal (I-squared =.%, p =)

Vitamin B9
Nowak 2005
Subtotal (I-squared =.%, p =)

Overall (I-squared = 98.3%, p = 0.000)

NOTE: Weights are from random effects analysis

SMD (95% Cl)

-0.10 (-0.60, 0.40)
0.85 (0.32, 1.38)
0.35 (-0.18, 0.88)
-0.35 (-0.73, 0.03)
-3.61 (-4.85, -2.37)
0.18 (0.03, 0.34)
-1.21 (-1.78, -0.64)
-3.55 (-4.23, -2.87)
-0.83 (-1.61, -0.06)

-2.34 (-2.98, -1.70)
1.03 (0.49, 1.57)

-2.62 (-3.66, -1.58)
-2.24 (-2.43, -2.04)
0.03 (-0.47, 0.52)

-0.37 (-0.66, -0.08)
-1.06 (-2.21, 0.09)

1.58 (0.83, 2.33)
-3.47 (-4.25, -2.69)
0.68 (0.16, 1.20)
-1.46 (-2.16, -0.76)
1.00 (0.45, 1.56)
-0.12 (-0.50, 0.26)
-2.51 (-2.71, -2.30)
-0.62 (-1.05, -0.20)
-4.63 (-5.05, -4.22)
0.41 (0.12, 0.70)
-0.92 (-2.12, 0.29)

0.37 (-0.16, 0.90)
0.37 (-0.16, 0.90)

-0.44 (-1.01, 0.13)
-0.44 (-1.01, 0.13)

-0.87 (-1.45, -0.29)

S$17 Fig. Meta-analysis on red blood cells antioxidant markers in AMD. 95%Cl: 95%
confidence intervals; -: Unknown.

%
Weight

3.88
3.87
3.87
3.93
3.39
3.98
3.85
3.79
30.56

3.81
3.86
3.55
3.98
3.88
3.96
23.04

3.75
3.73
3.87
3.78
3.86
3.93
3.98
3.91
3.92
3.96
38.68

3.87
3.87

3.85
3.85

100.00

-7
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Appendix 1. Search strategy.
Pubmed

(("oxidative stress"[MH] OR "antioxidants"[MH] OR "oxidants"[MH] OR "oxidative stress"[TW] OR "nitrative
stress"[TW] OR "oxidative damage"[TW] OR "nitrative damage"[TW] OR “antioxidant”[TW] OR “antioxidants”
OR “anti-oxidants”[TW] OR "antioxidative"[TW] OR "anti-oxidative"[TW] OR oxidant* OR "oxidative"[TW] OR
"oxidized low density lipoprotein"[TW] OR "oxidized LDL"[TW] OR "OxLDL"[TW] OR "ox-LDL"[TW] OR
"Malondialdehyde "[MH] OR "Malonyldialdehyde"[TW] OR "Malonaldehyde"[TW] OR "Malonylaldehyde"[TW]
OR "thiobarbituric acid reactive substances"[TW] OR "Nitric Synthase"[TW] OR "Nitric Oxide"[TW] OR "Protein
carbonylation"[MH] OR "Protein carbonyl"[TW] OR "8-hydroxydeoxyguanosine"[TW] OR “lipid peroxide”[TW]
OR "disulfide"[TW] OR "Catalase"[TW] OR "Glutathione"[TW] “glutathione peroxidase” OR “glutathione
reductase” OR “glutathione transferase” OR "Paraoxonase"[TW] OR “paraoxonase-1"” OR "Superoxide
dismutase"[TW] OR "Total antioxidative status"[TW] OR "Total anti-oxidative status"[TW] OR "Total oxidative
status"[TW] OR "vitamins"[MH] OR "vitamin A"[MH] OR "vitamin E"[MH] OR "vitamin A"[TW] OR "Vitamin
C"[TW] OR "vitamin E"[TW] OR “Vitamin”[TW] OR “Vitamins”[TW] OR “Tocopherol”[TW] OR “Retinol”[TW] OR
"carotenoids"[MH] OR “carotene”[TW] OR “carotenoid”[TW] OR “carotenoids”[TW] OR “ascorbic acid”[TW] OR
“cobalamin”[TW] OR "uric acid"[TW] OR "Homocysteine"[TW]))

AND

("macular degeneration"[MH] OR "retinal degeneration"[MH] OR "choroidal neovascularization"[MH] OR
"degeneration macular"[TW] OR "macular degeneration"[TW] OR "macular degenerations"[TW] OR "macula
degeneration"[TW] OR "degeneration of macula"[TW] OR "degeneration retinal"[TW] OR "retinal
degeneration"[TW] OR "retinal degenerations"[TW] OR "retina degeneration"[TW] OR "degeneration
retina"[TW] OR "degeneration of retina"[TW] OR "choroidal degeneration"[TW] OR "choroidal
degeneration"[TW] OR "choroidal degenerations"[TW] OR "neovascularization choroidal"[TW] OR "choroid
neovascularizations"[TW] OR "choroidal neovascularization"[TW] OR "choroid neovascularization"[TW] OR
"choroidal neovascularisation"[TW] OR "choroidal retinal neovascularization"[TW] OR "choroidal
neovascularizations"[TW] OR "macular neovascularization"[TW] OR "macular dystrophy"[TW] OR "macular
dystrophies"[TW])

No Filter Dates
No Filter Language
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Embase

#19

#20

#21

#22
#23

'retina degeneration'/exp OR 'retina degeneration' OR 'macular degeneration'/exp OR 'macular
degeneration' OR (((macul* OR retina* OR choroid*) NEAR/3 degener*):de,ti,ab) OR (((macul* OR
choroid*) NEAR/3 neovasc*):de,ti,ab)

'oxidative stress'/exp OR 'antioxidant'/exp OR 'antioxidantS$':de,ti,ab OR 'anti-oxidantS$':de,ti,ab
OR 'oxidantS' OR ((('oxidative' OR 'nitrative' OR 'oxidantS' OR 'antioxidant$' OR 'anti-oxidantS$' OR
'antioxidative' OR 'anti-oxidative') NEAR/1 stress):de,ti,ab) OR ((('oxidative' OR 'nitrative' OR
'oxidant*' OR 'antioxidantS' OR 'anti-oxidant$' OR 'antioxidative' OR 'anti-oxidative') NEAR/1
damage$):de,ti,ab)

(‘oxidized low density lipoprotein'/exp OR 'oxidized low density lipoprotein':de,ti,ab OR 'oxidized
IdI":de,ti,ab OR 'oxIdl':de,ti,ab OR 'ox-IdI":de,ti,ab OR 'malonaldehyde'/exp OR
'malonyldialdehyde':de,ti,ab OR 'malonaldehyde':de,ti,ab OR 'malonylaldehyde':de,ti,ab OR
'thiobarbituric acid reactive substance'/exp OR 'nitric oxide'/exp OR 'protein carbonylation'/exp
OR 'nitric synthase':de,ti,ab OR 'nitric oxide':de,ti,ab OR ('protein*' NEAR/1 'carbonyl*') OR '8-
hydroxydeoxyguanosine':de,ti,ab OR '8 hydroxydeoxyguanosine'/exp OR 'lipid peroxide'/exp OR
'aryldialkylphosphatase'/exp OR 'homocysteine'/exp OR 'homocysteine':de,ti,ab OR 'disulfide'/exp
OR 'disulfide':de,ti,ab OR 'catalase'/exp OR 'catalase':de,ti,ab OR 'glutathione'/exp OR
'glutathione':de,ti,ab OR 'glutathione peroxidase'/exp OR 'glutathione reductase'/exp OR
'glutathione transferase'/exp OR 'glutathione peroxidase':de,ti,ab OR 'glutathione
reductase':de,ti,ab OR 'glutathione transferase':de,ti,ab OR 'paraoxonase':de,ti,ab OR
'paraoxonase-1":de,ti,ab OR 'superoxide dismutase'/exp OR 'superoxide dismutase':de,ti,ab OR
'uric acid'/exp OR 'uric acid':de,ti,ab OR 'total antioxidative status':de,ti,ab OR 'total anti-oxidative
status':de,ti,ab OR 'total oxidative status':de,ti,ab OR 'vitamin'/exp OR 'retinol'/exp OR 'ascorbic
acid'/exp OR 'alpha tocopherol'/exp OR 'carotenoid'/exp) AND 'vitamin a':de,ti,ab OR 'vitamin
c":de,ti,ab OR 'vitamin e'":de,ti,ab OR 'vitamin b12':de,ti,ab OR 'vitamins':de,ti,ab OR
'tocopherol':de,ti,ab OR 'retinol':de,ti,ab OR carotene$ OR carotenoid$ OR 'ascorbic acid':de,ti,ab
OR 'cobalamin':de,ti,ab

#20 OR #21

#19 AND #22

No Filter Dates
No Filter Language
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CENTRAL

ID
#1
#2
#3
#4
#5
#6
#7
#8
#9
#10
#11
#12
#13
#14
#15

#16
#17
#18
#19
#20
#21
#22
#23
#24
#25
#26
#27
#28
#29
#30
#31
#32

#33
#34
#35
#36
#37

#38
#39
#40
#41
#42
#43

Search

MeSH descriptor: [Macular Degeneration] explode all trees

MeSH descriptor: [Retinal Degeneration] explode all trees

MeSH descriptor: [Choroidal Neovascularization] explode all trees

((macula* OR retina* OR choroid*) NEAR/4 degenerat*):ti,ab,kw

((macula* OR choroid*) NEAR/4 neovascul*):ti,ab,kw

#1 OR #2 OR #3 OR #4 OR #5

MeSH descriptor: [Oxidative Stress] explode all trees

MeSH descriptor: [Antioxidants] explode all trees

(antioxidant* OR "anti oxidant*" OR "anti-oxidant*"):ti,ab,kw
(oxidant*):ti,ab,kw

((oxidative OR nitrative OR oxidant*) NEAR/1 stress*):ti,ab,kw

((oxidative OR nitrative OR oxidant*) NEAR/1 damage):ti,ab,kw

("oxidized LDL"):ti,ab,kw OR ("oxidized low density lipoprotein"):ti,ab,kw
MeSH descriptor: [Malondialdehyde] explode all trees

("malon dialdehyde"):ti,ab,kw OR ("malon-dialdehyde"):ti,ab,kw OR ("malonaldehyde"):ti,ab,kw OR
("thiobarbituric acid reactive substance"):ti,ab,kw

MeSH descriptor: [Nitric Oxide] explode all trees

("nitric oxide"):ti,ab,kw

MeSH descriptor: [Protein Carbonylation] explode all trees

("protein carbonyl"):ti,ab,kw

("hydroxydeoxyguanosine"):ti,ab,kw

MeSH descriptor: [Lipid Peroxidation] explode all trees

("lipid peroxide"):ti,ab,kw

("disulfide"):ti,ab,kw

MeSH descriptor: [Catalase] explode all trees

("catalase"):ti,ab,kw

MeSH descriptor: [Glutathione] explode all trees

("glutathione"):ti,ab,kw OR ("glutathion peroxidase"):ti,ab,kw

MeSH descriptor: [Aryldialkylphosphatase] explode all trees
("paraoxonase"):ti,ab,kw OR ("paraoxonase-1"):ti,ab,kw

MeSH descriptor: [Superoxide Dismutase] explode all trees

("superoxide dismutase"):ti,ab,kw

("total oxidant status"):ti,ab,kw OR ("total oxidative status"):ti,ab,kw OR ("total antioxidant
capacities"):ti,ab,kw AND ("total antioxidant status"):ti,ab,kw

MeSH descriptor: [Vitamins] explode all trees

MeSH descriptor: [Vitamin A] explode all trees

MeSH descriptor: [Ascorbic Acid] explode all trees

MeSH descriptor: [Vitamin E] explode all trees

("vitamin A"):ti,ab,kw OR ("vitamin C"):ti,ab,kw OR ("vitamin E"):ti,ab,kw OR ("tocopherol"):ti,ab,kw
OR ("carotene"):ti,ab,kw

("carotenoid"):ti,ab,kw OR ("cobalamin"):ti,ab,kw OR ("ascorbic acid"):ti,ab,kw
MeSH descriptor: [Uric Acid] explode all trees

("uric acid"):ti,ab,kw

MeSH descriptor: [Homocysteine] explode all trees

("homocystein"):ti,ab,kw

#7 OR #8 OR#9 OR #10 OR #11 OR #12 OR #13 OR #14 OR #15 OR #16 OR #17 OR #18 #19 OR #20 OR

#21 OR #22 OR #23 OR #24 OR #25 OR #26 OR #27 OR #28 OR #29 OR #30 OR #31 OR #32 OR #33 OR #34 OR
#35 OR #36 OR #37 OR #38 OR #39 OR #40 OR #41 OR #42

#44

#6 AND #43

Filter Language = not available in CENTRAL
No Filter Dates
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Appendix 2. Details on characteristics of participants, outcomes and aims of the studies,
study designs of included articles, inclusion and exclusion criteria, stade and type of AMD,
method of sampling for markers analysis

Population

Sample size. Population sizes ranged from 1237 to 17045.3¢ The proportion of patients with
AMD varied between 7.5%3¢ to 80.3%.33

Location: Forty eight studies were conducted in the United States, Australian and European
countries, fifteen studies were conducted in Asian countries3®3%>1 and four studies were
conducted in Middle-East countries.3%52754

Age. The mean age in the AMD group ranging from 60.1+ 4.4%* to 79.8+ 9.3°> and ranging from
53.2+ 1.6% to 78.4+8.6°° in the control group.

Gender. The proportion of men varied between 0% to 75.0%3° in the AMD group and from
0%°° to 72.7%"*’ in the control group.

Comorbidities. Percentage of individuals with high blood pressure was reported by 7.7% -
85.2% of AMD patients and by 13.0% - 79.6% of controls in fifteen studies.35737:46,52,53,55,57-64
Percentage of individuals with diabetes was reported by 1.0% - 26.4% of cases and by 2.6% -
35.5% of controls in ten studies.3>36:52:53,57,59-63 §moking status was reported by 6.5% - 71.4%
of AMD patients and 7.0% - 63.6% of controls in eighteen studies34-36:38,42,46,51,55,57-59,61,64-69
Reported in fifteen studies,3%3>-37:41,4548,51,54,61,63,68, 7072 mean body—mass index (BMI) varied
from 22.8 kg/m? to 29.0 kg/m? in AMD patients and from 22.5 kg/m? to 31.0 kg/m? in controls.
Reported in fifteen studies,323436-3841,54,57,61,64,65,67,72-74 maan |evel of cholesterol varied from

189.1 mg/dL to 272.6 mg/dL in cases and from 164.8 mg/dL to 274.1 mg/dL in controls.

Treatment of AMD. Only six studies reported a supplementation in vitamins for AMD.3%4°7-

59,68,75
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Outcome and aim of the studies

The principal aim of all the studies included was to evaluate the level of oxidative stress or

antioxidant markers in AMD patients.

Study designs

Most studies were cross-sectional or case-control, except two prospective studies3”.7¢, All
studies were case-controlled, comparing levels of oxidative stress or antioxidant markers

between AMD patients and controls. AMD patients and controls matched for age in forty-

three StUdieS,34'37'39_41’44’45'47'49’50’52’54’55’57’59_62’64_67'69_73’75’77_91, for sex in thirty-one

studies,344041,44,45,49,52,54-57,60,62,64,65,67,69-72,77-82,85,86,88-90

Inclusion criteria for AMD patients

Inclusion criteria for AMD patients were similar for most studies. Four studies included only
patients with cataract (with and without AMD),%>6%6374 gne included only pseudophakic
patients® and one included only women.>® Assessments and definitions of AMD varied among
the studies. AMD were not defined in twenty-two

studies 79,82,84,57,58,41,32,62,43,92,73,63,47,74,75,49,76,87,59,50,90,91 AMD was defined by the classification

from the Age related Eye Disease Study? in sixteen studies,33:37-39,45,46,55,60,61,66,77,80,83,93-95 from

the International ARM Epidemiological Study®® in nine studies,36:4856,85868889,97,98 from the

Wisconsin Age-Related Maculopathy Grading System® in six studies,3%6>6%717278 from the

101 ;

Macular Photocoagulation Study® in one study,’® from the Chesapeake Bay study®! in one

102

study,® by the Clinical Age related Maculopathy Staging!®? system in three studies,*?>%%8 by
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the International Classification of Diseases version 9 in two studies,>*>> and by the Rotterdam
Classification system!% in one study.3> Traditionally, early AMD is described as the presence
of either drusen or retinal pigment epithelial (RPE) changes in the absence of any geographic
atrophy (dry AMD) or neovascularisation (exudative or wet AMD).1%* Advanced AMD was
characterized by the presence of neovascularisation or geographic atrophy.'% Some studies

included only early AMD’®, advanced AMD3"%2%  exudative = AMD?*4>-

47,54,57,70,73,74,77,79,81,84,85,87,90,91,93 or non-exudative AM D82.

Exclusion criteria

Thirty-eight studies included only healthy subjects with no history of systemic and ocular

diseaSe533,38,39,42,44,47,48,50,51,54,56,58,62,66,68,70,71,73,75—77,79—82,84,86—92,94,95,97,98,105 Fifteen studies

excluded patients with ophthalmologic complications3>43:4>46:49,55,57,60,61,67,72,74,85,93,94 axcept
AMD for cases. Five studies excluded medications with agents affecting metabolism,33.70,86,88,89
Sixteen studies excluded patients on special diets with antioxidant supplementation (vitamins,

minerals) or stopped them40:42,52,56,61,63,70,73,74,80,81,86,87,90,97,98 Three studies excluded patients

currently under anti-vascular endothelial growth factor (VEGF) treatment.®®7086 Twenty-three

studies required a lower age—limit 32,33,36,38,42,43,46,51,53-55,59,61,67,68,70,71,75,85,86,91,93,94

Stade and type of AMD

In total, forty-seven studies reported stade and type of AMD,33-37,40-43,45-48,51,52,54,55,57,60~
63,66,68,70,71,73,74,76-82,84,85,87-91,93,9597,98,105  Early  AMD was described in  eighteen
studies.333536,42,48,51,60,61,66,68,71,76,78,80,88,89,9598 Adyanced AMD was described in seventeen

studies,3>-37/42/48,5561,62,68,71,78,80,88,89,97,98,102  \jth jts exudative types in thirty-five
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Studie534,40,41,43,45—48,51,52,54,55,57,60—63,66,68,70,73,74,77,79—81,84,85,87,89—91,93,95,105 and with its dry types in

six  studies.®®>>6162688  Non-exudative @ AMD  was  reported in  eleven

studies .40,43,48,52,55,61,63,68,80,82,89

Method of sampling for markers analysis

Levels of oxidative stress or antioxidant markers were evaluated in serum in thirty-one

StUdieS,32’34_36’38’39’42’43’48’51’53’55’57’61’63_65’70’76_78’81—83’86’87’93’95’97’98’105 in plasma in thirty five

studies 37-41,45,46,49,52,54,56,58-60,62,63,66—-69,71-75,79,80,85,88,89,91,94,98,102,105 and in RBC in fourteen
?

studies.394447,50,56,58,66,71,85,86,88,91,92,105 Qne study measured the markers in whole blood, and
one study in platelets.8 Blood samples were collected after a fasting period in thirty four
32,36,38-40,46,48,51,52,54,56,57,60-62,65,66,70-73,77,78,80,82,85,86,88-91,97,98,102 ora non-fasting period in

studies,

five studies3*3>°967.33 or was not precised.
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CONCLUSION

Notre étude a montré que les patients atteints de DMLA présentent une augmentation globale des
marqueurs sanguins du stress oxydatif et une diminution des marqueurs antioxydants par rapport aux
patients non atteints. Ces résultats soutiennent le role du stress oxydatif et le déséquilibre du statut
oxydant dans la pathogénie de la DMLA. Parmi le panel de marqueurs disponibles, nos résultats
suggerent que le Glutathion peroxydase pourrait permettre une appréciation pertinente du statut
oxydant dans cette pathologie.

Toutefois, en raison d’'une hétérogénéité marquée, ce constat reste discutable. A ce stade, aucune
recommandation ne peut étre faite sur le dosage de marqueurs du stress oxydatif en pratique clinique
ou sur la prise en charge en cas de taux anormaux dans la DMLA. Des études de cohorte de haute
qualité ajustées sur I'age et l'utilisation de techniques de dosage standardisées pour chacun des
marqueurs liés aux stress oxydatifs sont nécessaires avant de tirer toute conclusion sur le réle d’un
biomarqueur spécifique.

L’évaluation du stress oxydatif est un enjeu important de la biologie clinique tant ce phénoméne est
corrélé a 'apparition et a I'aggravation de la DMLA. Un traitement antioxydant peut offrir la
possibilité de réduire le stress oxydatif et de retarder I'apparition de la DMLA, comme I'a démontré
I’étude AREDS. L'usage de marqueurs du stress oxydatifs pourrait servir a évaluer les bénéfices d’un
traitement antioxydant. Il pourrait permettre I'exploration d’autres facteurs en lien avec la DMLA et le
stress oxydatif, comme les facteurs nutritionnels et les facteurs génétiques. En pratique clinique,
I’éviction de facteurs de risque pourvoyeur de stress oxydatif comme le tabac et des conseils
alimentaires simples sont bénéfiques aux stades précoces comme aux stades plus avancés de la

pathologie.

Clermont-Ferrand, le 03/09/2020 Clermont-Ferrand, le 17/08/2020
Doyen — Directeur de I'UFR de médecine, Le Président du Jury
Pierre CLAVELOU Frédéric CHIAMBARETTA
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Abstract

Topic: We conducted a systematic review and meta-analysis to evaluate the blood levels of
oxidative and antioxidant markers in age-related macular degeneration (AMD) compared with a
control group.

Clinical relevance: AMD is a multifactorial disease among which oxidative stress may play a
major pathophysiological role.

Methods: The PubMed, Cochrane Library and Embase databases were searched on July 23th 2020
for studies reporting oxidative stress and antioxidant markers in AMD and in healthy controls
using a combination of AMD, oxidative stress, and antioxidant keywords. Newcastle-Ottawa Scale
(NOS) was used to assess the risk of bias. We stratified our meta-analysis on the type of
biomarkers, the type of AMD, and the origin of the sample (plasma, serum, red blood cells). When
possible (sufficient sample size), meta-regressions were proposed for comparison between
subgroups and to study the effects of putative influencing factors.

Results: We included 67 case-control studies with a total of 37079 patients: 8521 with AMD and
28558 healthy controls. We included 33 studies in the meta-analysis on oxidative stress markers
and 49 on antioxidant markers. We demonstrated a large increase in oxidative stress markers in
AMD (Standard mean deviation = 1.48; 95% CI 1.03—1.93, P <0.001) and a moderate decrease in
antioxidant stress marker in AMD (-0.63; -0.80 to -0.46, P < 0.001). Glutathione peroxidase had
the lowest blood levels among antioxidant markers (effect size = -1.57; 95% CI -2.42 to -0.73, P <
0.001). No significant differences were found between types of AMD. The differences in the blood
levels of antioxidant markers between AMD patients and controls were significantly higher in
plasma vs other samples (-1.11; -1.60 to -0.63, P < 0.001).

Conclusion: In conclusion, despite heterogeneity between studies, AMD patients had a higher
oxidative stress status and lower antioxidant markers compared with healthy controls. Glutathione
peroxidase seemed the best antioxidant biomarkers in blood.
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