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1 Zusammenfassung

Die altersabhéangige Makuladegeneration (AMD) ist eine degenerative Erkrankung der Makula
lutea, einem Bereich der zentralen Retina. Sie ist in den westlichen Industrielandern die
haufigste Erblindungsursache im Rentenalter. 2

Bei der ,feuchten” Spatform (neovaskulare AMD) kommt es durch Flissigkeitsexsudationen in
und unter die Netzhaut zu einer raschen und progredienten Sehverschlechterung.

Die AMD ist eine komplexe Erkrankung bei der multiple Faktoren eine Rolle spielen. Die
Pathogenese ist noch nicht vollstandig verstanden. In den letzten Jahren konnte allerdings
nachgewiesen werden, dass eine Reihe inflammatorischer Prozesse und eine erhéhte
Komplementaktivierung eine wesentliche Rolle bei der Entstehung der AMD spielt.

Obwonhl die Erkrankung auf eine klinische Manifestation am Auge beschrankt ist, wurde in
Studien eine systemische Erhéhung der Komplementlevel fir Faktor B, Faktor D, C3a, C5a,
C3d und Ba gefunden.

Ziel dieser Arbeit ist der Vergleich der lokalen Komplementaktivierung im Kammerwasser und
der systemischen Komplementaktivierung im Plasma bei Patienten mit neovaskularer AMD
(NVAMD) und bei gesunden Kontrollpersonen.

Es wurden die Blutproben und Kammerwasserproben von 61 Patienten (31 NVAMD, 30
Kontrollen) im Zentrum fiir Augenheilkunde der Uniklinik KéIn gesammelt. Die Proben wurden
auf die bekannten, mit der AMD assoziierten Komplementproteine untersucht. Dabei wurden
die Konzentrationen von Komplementfaktor 3 (C3), den Regulatorproteinen Komplementfaktor
H und Komplementfaktor | (CFH, CFI) und von den Aktivierungsprodukten Ba, C3a und C5b-
C9 (Membranangriffskomplex) quantifiziert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Marker des
Komplementsystems bei der NVAMD lokal im Kammerwasser hoher sind als bei gesunden
Kontrollpatienten. Wir konnten eine signifikante Erhéhung der Aktivierungsprodukte Ba und
C3a im Kammerwasser nachweisen (C3a p=0,002 und Ba p=0,002). Zusatzlich fiel bei den
Patienten mit neovaskularer AMD ein Trend fur eine Hochregulation der Inhibitorproteine (CFH
und CFI) auf.

Obwonhl die systemische Komplementaktivierung im Plasma bei AMD-Patienten im Vergleich
zu Kontrollen ebenfalls leicht erhéht war, war der Unterschied statistisch nicht signifikant.

Der Nachweis der Erh6hung der Faktoren C3a und Ba im Kammerwasser spricht somit fur
eine lokale inflammatorische Reaktion am Auge und fiir eine Uberaktivierung des alternativen
Weges des Komplementsystems bei der neovaskularen AMD.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit stlitzen die Hypothese, dass nicht eine systemische, sondern

vielmehr eine modifizierte Komplementaktivierung lokal im Auge mit der NVAMD assoziiert ist.
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Eine Uberaktivierung kénnte zu einer chronischen lokalen Entziindungsreaktion sowie einer
progredienten Degeneration der Netzhautmitte beitragen. Diese Erkenntnisse kdnnen fir

zuklnftige Therapiekonzepte hilfreich sein.
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2 Einleitung

2.1 Anatomie und Physiologie
Die dieser Arbeit zugrundeliegende Erkrankung altersabhéngige Makuladegeneration (AMD)
betrifft vorwiegend die Makula. Die durchschnittich 4 mm gro3e Makula lutea liegt als
qguerovaler Bereich temporal von der Sehnervpapille in der Mitte der Retina. In ihrem Zentrum
befindet sich die gefalRlose Fovea centralis retinae. Die Makula weist die hdchste Dichte an
Photorezeptoren auf und erméglicht die gro3te raumlich differenzierte Wahrnehmung und die
groRte zentrale Sehscharfe, die z. B. beim Lesen bendtigt wird.
Die Retina weist eine Dicke von 100 bis 500 pm (durchschnittlich rund 200 pm) auf und besteht
aus einem komplexen vielschichtigen neuronalen Zellnetzwerk. 3
Im Folgenden schlieRen sich von innen nach aufRen die Photorezeptorschicht, die Bruch‘sche
Membran (BM) und die Choroidea an.
Die Photorezeptoren werden den sekundaren Sinneszellen zugerechnet, da sie durch
Phototransduktion Lichtreize in elektrische Signale umwandeln. Sie lassen sich morphologisch
und funktionell in ein Innen- und ein AuRensegment differenzieren. Das Innensegment besteht
aus dem Zellkérper und dem Axon und beinhaltet die Zellorganellen. Es ist mit dem
Aulensegment Uber ein Zilium verbunden. Das Aul3ensegment besteht aus etwa 1000 flachen
Membransackchen, sogenannten Disks, in dessen Lipiddoppelschicht das Sehpigment
Rhodopsin eingelagert ist. *
Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist eine einfache Schicht aus hexagonalen Zellen, die
zwischen den Photorezeptoren und der Bruch’schen Membran liegt. Die AuRensegmente der
Photorezeptoren sind in Einfaltelungen der Zellmembran des Retinalen Pigmentepithels
eingebettet, sodass sie eine funktionelle Einheit mit ihm bilden. Die vielfaltigen Aufgaben der
Pigmentepithelzellen sind essenziell fur die Funktion der Photorezeptoren. °
Die RPE-Zellen phagozytieren jeden Tag ca. 10 % des Aul3ensegments der Photorezeptoren
und geben es in Richtung Choroidea ab, sodass das AulRensegment der Photorezeptoren in
ca. 10 Tagen komplett erneuert wird. Nachdem die phagozytierten Disks lysosomal abgebaut
wurden, werden sie entweder in Richtung Choriokapillaris abtransportiert oder in den
AuRensegmenten der Photorezeptoren recycelt. ©
Die Bruch’sche Membran ist eine pentalaminére Schicht aus interstitiellem Bindegewebe, die
das RPE von der Choriokapillaris trennt. &7
Zwischen der Bruch’'schen Membran und der Sklera liegt die Aderhaut. Sie ist eine
pigmentierte, vaskularisierte Schicht, die die Photorezeptoren und das RPE mit Sauerstoff
versorgt. ’
Zusammen werden das RPE, die Bruch’sche Membran und die Choroidea als Ruyscher

Komplex bezeichnet.
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2.2 Pathophysiologie: Veranderungen im Alter
Altersabhangige Veranderungen der Retina treten klinisch schon ab dem 50.-60. Lebensjahr
auf. Viele dieser Veranderungen gelten als Folgen des physiologischen Alterungsprozesses.
Die European Eye Study fuhrte an etwa 5000 Europdern Untersuchungen hinsichtlich der
Pravalenz der AMD durch. Es zeigte sich, dass Uber 50 % aller Uber 65-Jahrigen im Fundus
pathologische oder AMD verdachtige Befunde aufwiesen. & Altersbedingte Veranderungen in
der RPE-BM-Choriokapillaris-Struktur bilden primar die Grundlage fir die Entstehung der
AMD.
Mit zunehmendem Alter kommt es aufgrund von Lipideinlagerungen zu einer Dickenzunahme
der Bruch’schen Membran, woraus ein Elastizitatsverlust resultiert. °
Die Bruch’sche Membran wird zur Diffusionsbarriere mit eingeschrankter Permeabilitat, was
zu einer Hypoxie des RPE fihrt. Dieses exprimiert vermehrt den Wachstumsfaktor ,Vascular
endothelial growth factor” (VEGF). VEGF ist einer der wichtigsten Wachstumsfaktoren bei der
Entstehung einer choroidalen Neovaskularisation (CNV). Aufgrund der verminderten
Elastizitat sind Risse in der Bruch’schen Membran mdéglich. Diese Prozesse kénnen ebenfalls
zu der Entstehung einer CNV beitragen. © Mit zunehmendem Alter akkumulieren in der
Bruch’schen Membran Risikomolekiile fur den Zellalterungsprozess, sogenannte ,advanced-
glycation-endproducts®. Sie kénnen chronisch inflammatorisch wirken.
Das RPE ist aufgrund seiner hohen Stoffwechselaktivitdit besonders anfallig far
Alterungsprozesse, weil die Mehrheit seiner Zellen teilungsunfahig ist.
Im Laufe des Lebens akkumulieren Ablagerungen im Zytoplasma des RPE. Diese bestehen
zum Grof3teil aus Lipofuszin, einem nicht abbaubaren Bestandteil aus dem Auliensegment der
Photorezeptoren. Bei einem 80-Jahrigen Menschen besteht das Zytoplasmavolumen zu 20%
aus Lipofuszin. 2 Ursachlich ist eine Abnahme der Funktion der lysosomalen Enzyme, die
Lipofuszin abbauen. Lipofuszin besteht hauptséachlich aus Fluorophor A2E, einem Vitamin-A-
Derivat.
Suter et al. konnten zeigen, dass A2E im RPE zu einer Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies fiihren kann, die DNA zerstéren kénnen. 14
Durch den Anstieg von oxidativen Proteinen und DNA-Schadigungen kann es zu Zellstérungen

und einem beschleunigten Alterungsprozess kommen.
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2.3 AMD
Laut der AMD Alliance International sind ca. 4,5 Millionen Deutsche von der AMD betroffen. ©
Die Pravalenz in der kaukasischen Bevdlkerung fir die frihe Form der AMD wird mit 1-3% bei
60-Jahrigen und mit 30-40% bei 80-Jahrigen betitelt. 1516
Die spate Form hingegen weist eine niedrigere Pravalenz auf (0,5-1% bei 60-Jahrigen und 5%
bei 80-Jahrigen). Anhand verschiedener Studien wurde nachgewiesen, dass nach dem 50.
Lebensjahr die Pravalenz der AMD exponentiell wachst. 17
Die demographische Entwicklung fihrt laut einer Studie von Schrader et al. dazu, dass wir
2020 (im Vergleich zu 2001) eine Zunahme um 32% bei den Fallen einer fortgeschrittenen
AMD bei den Uber 60-Jahrigen erwarten kénnen. °
Die AMD ist eine Erkrankung, die durch eine chronische und progressive Degeneration von
Photorezeptoren, des RPE und der Bruch’schen Membran charakterisiert ist. Die Destruktion
der zentralen Region der Retina (Makula) verursacht einen zentralen Visusverlust.
Die AMD kann in der friihen Form asymptomatisch sein und erst mit einer Progression der
Erkrankung zu dem charakteristischen zentralen Visusverlust fihren. Die spaten Formen der
AMD kdnnen zu einem massiven Visusverlust fihren, der die Betroffenen stark in inrem Alltag
einschrankt. Oft auftretende Symptome sind Metamorphopsien, Mikropsien oder Makropsien.
Diese Phanomene werden durch das Zusammendriicken oder Auseinanderziehen von Zapfen
aufgrund von pathologischen Flissigkeitsansammlungen bedingt.
Ein charakteristisches Symptom ist das Zentralskotom, das besonders beim Lesen oder
Erkennen von Gesichtern einschrankt.
Weitere Symptome kénnen Farbwahrnehmungsstérungen, eine Abnahme der
Tiefenwahrnehmung und eine Abschwachung des Kontrastsehens sein.
Die AMD wird in die frihen Formen (friihe und intermedidre AMD) sowie die Spatformen
differenziert. Die frilhen Formen sind ophthalmoskopisch gekennzeichnet durch Hypo-
beziehungsweise (bzw.) Hyperpigmentierungen und durch fokale gelblich-weil3e
Ablagerungen im Bereich der Makula. Diese extrazellularen Ablagerungen, sogenannte
Drusen, bestehen hauptsachlich aus Zelldebris, Glykolipiden, Proteinen und
inflammatorischem Material. Alterationen von RPE und Drusen gelten als die
aussagekraftigsten Fundusveranderungen, die ein Risiko fur die AMD anzeigen. ® Sie treten
im Rahmen des Alterungsprozesses oft bereits ab dem 50 Lebensjahr auf. Die Einteilung in
eine friihe und eine intermediare AMD erfolgt hauptséchlich anhand der DrusengréRe. 161819
Es gibt verschiedene Arten von Drusen, die mit einem unterschiedlich hohen Risikoprofil fur
die Entwicklung einer AMD verantwortlich gemacht werden.
Sie kommen in unterschiedlicher GroRe vor und werden in kleine (<63um), mittlere (63-124um)
und groRe Drusen (>124um) eingeteilt. 11718 Mit zunehmender DrusengréRe steigt das Risiko

fur die Entwicklung einer AMD. 1820
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Es wird weiterhin unterschieden zwischen harten, weichen, retikularen und kutikul&ren Drusen
und Pachydrusen. Harte Drusen sind definiert als kleine, runde, scharf begrenzte Strukturen.
Weiche Drusen sind grof3er, weisen eine irregulare unscharf begrenzte Form auf und sind mit
einem hoheren AMD-Risiko verbunden. Ein Patient mit weichen Drusen hat ein Risiko von 2,7-
39,3% eine spate Form der AMD in den nachsten 15 Jahren zu entwickeln. 21

Retikulare Pseudodrusen (subretinale drusenoide Deposits) sind zwischen Retina und RPE
lokalisiert und weisen eine hohe Pravalenz bei AMD Spatformen auf. ©

Kutikulare Drusen sind kleine noduldre harte Drusen, die insbesondere in der
Fluoreszenzangiographie (FAG) detektiert werden kénnen.

Sogenannte Pachydrusen sind eine relativ neue Entitat. Sie sind definiert als isoliert oder
verstreut auftretende gelblich-weil3e Ablagerungen mit genau definiertem Rand und kénnen
einen Durchmesser von mehr als 125um aufweisen. 2 Sie sind mit einer verdickten Choroidea
assoziiert und werden dem Spektrum der pachychoroidalen Erkrankungen zugewiesen. Dazu
gehoren auch die zentral serdse Chorioretinopathie oder die polypoidale choroidale
Vaskulopathie. 2

Die frihen Formen der AMD verlaufen oft asymptomatisch oder mit geringer Symptomatik wie
zum Beispiel einem reduziertem Kontrastsehen oder leichten Metamorphopsien.

Die spate Form der AMD kann sich entweder in einer geographischen Atrophie (GA) oder in
einer exsudativen Form (NVAMD = neovaskulare AMD) manifestieren. Beide Formen kdnnen
zu einem signifikanten Visusverlust fihren.

Die geographische Atrophie ist mit ber 80% der Falle die haufigere Form. Sie bezeichnet eine
Atrophie des RPE und den darlber liegenden Photorezeptoren. Fundoskopisch fallen scharf
demaskierte depigmentierte Areale mit sichtbarer RPE-Atrophie auf. Die GroRBe des
Atrophieareals korreliert nicht direkt mit der Starke des Visusverlusts. Bei Aussparung der
Fovea centralis ist ein gut erhaltener Visus moglich. In ca. 5-10% der Falle resultiert aus ihr
eine Erblindung im Sinne der Gesetzgebung. 23

Mit nur 10-15 % der Gesamtfélle ist die feuchte Form seltener, weist aber eine schnellere
Progredienz auf. Die NVAMD ist flir 90% der schwerwiegenden Sehverluste/Erblindungen bei
der AMD verantwortlich. 2*

Die exsudative Form ist durch Blutungen, subretinale und intraretinale Flussigkeit,
Pigmentepithelabhebungen und Neovaskularisationen gekennzeichnet. Pathologische
Gefal3e sprossen aus der Choriokapillaris durch Risse in der Bruch’schen Membran in das
RPE ein. Dieser Prozess wird als choroidale Neovaskularisation bezeichnet. Mitverursacht

wird die Angiogenese durch den Botenstoff VEGF.
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Die neu gebildeten Gefal3e sind poros,es zur Exsudation von Blut, Flissigkeit und fibrotischem
Material nach subretinal und intraretinal kommt. Es kann ein intraretinales Odem, eine sub-
oder intraretinale Blutung oder eine Pigmentepithelabhebung resultieren. Daraus kann sich

eine fibrotische Narbe entwickeln.

2.3.1 Therapie der AMD
Die Behandlung der NVAMD beschrankt sich hauptsachlich auf die intravitreale Gabe von
VEGF-Hemmern. Sie blockieren den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) im
Auge und sollen zu einer Riickbildung des Odems und der Neovaskularisationen fiihren.
Mittel der Wahl sind die seit mehreren Jahren fur die AMD offiziell zugelassenen Medikamente
Ranibizumab (Lucentis®) und Aflibercept (Eylea®). Off-Label wird Bevacizumab (Avastin®)
eingesetzt. Brolucizumab (Beovu®) wurde Ende 2019 in den USA und im Februar 2020 in der
Europaischen Union fir die Behandlung der feuchten AMD zugelassen. Genau wie die
anderen Biologika wird es in den Glaskorper des Auges injiziert. Aus dem Blutkreislauf wird es
schnell entfernt. 2526
Initial erfolgen 3 intravitreale Injektionen in 4-wochigem Abstand. Der weitere Bedarf an
intravitrealen operativen Medikamentengaben (IVOM) ist individuell. Auf Grund des
natirlichen Abbaus sind in einem Grof3teil der Falle wiederholte Injektionen ca. alle 4-8
Wochen notwendig.
Die Therapie ist insgesamt durch regelméaRige Injektionen und oftmals rezidivierende Verlaufe
gekennzeichnet. Es gibt derzeit noch keine Marker, die eine Vorhersage Uber die
Gesamtdauer der Therapie oder das zu erwartende funktionelle oder morphologische
Outcome geben kénnen.
Heilbar ist eine NVAMD durch die Therapie nicht. Ziel der Therapie ist eine Visusverbesserung
und eine Verzodgerung der Progression der Krankheit. Bisher kann mit den Injektionen nur ein
Teilaspekt der feuchten Makuladegeneration therapiert werden. Eine Degeneration der
Sehzellen schreitet meistens trotz regelmafiger Behandlung weiter voran.
Fur die trockene AMD existiert bislang keine Therapie. Es gibt lediglich die Mdglichkeit der
prophylaktischen Einnahme von Nahrungsergéanzungsmitteln. In der Age-related Eye Disease
Study (AREDS) konnte fiir die tagliche Einnahme von hochdosierten Antioxidantien eine
Risikoreduktion von 25% fir eine Progression der AMD in eine Spétform nachgewiesen
werden. Nur wenn eine intermedidre Form oder wenn in einem Auge ein Spatstadium der AMD

vorliegt, kann dieser protektive Effekt beobachtet werden. 2728
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2.3.2 Pathogenese

Die Pathogenese ist noch nicht komplett verstanden, da der AMD ein komplexes
multifaktorielles Geschehen zugrunde liegt. Neben dem Lebensalter gelten genetische
Faktoren und Umweltfaktoren wie beispielsweise das Rauchen als Risikofaktoren fur die
Entstehung einer AMD. 1%2° Verschiedene Studien vermuten ein Zusammenspiel von Genetik,
auReren Faktoren, chronischer Aktivierung des Komplementsystems und einen chronischen
Entzindungsreiz als Schliisselkomponenten in der Pathogenese der AMD. Die Genetik spielt
eine grof3e Rolle und umfasst 70% des Gesamtrisikos fur die Entwicklung der Erkrankung.
Insgesamt wurden in der bisher grof3ten genomweiten Assoziationsstudie 52 Genloci mit
signifikantem Einfluss auf die AMD gefunden. 3°3! Nach Schéatzungen kdnnen 2 Genloci fur
Uber 50% der AMD-Fdlle verantwortlich gemacht werden: Komplementfaktor H (CFH) auf
Chromosom 1032 und Age-Maculopathy Susceptibility 2 (ARMS 2) / high-temperature
requirement protein A1 (HTRA1) auf Chromosom 10¢26. 33!

Einer Fehlregulation im alternativen Weg der Komplementkaskade (APC) wurde ebenfalls eine
Schlusselrolle in der Pathogenese der AMD postuliert. 3235
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2.4 Komplementsystem
Das Komplementsystem ist eine entscheidende Komponente des angeborenen
Immunsystems. Es besteht aus einer komplexen enzymgetriggerten Kaskade von mehr als 40
Vorstufenenzymogenen, ihren Aktivatoren und Regulatoren. Sie sind im Blutplasma geldst
oder liegen membrangebunden vor.
Hauptbildungsort fiir die gelosten Proteine ist die Leber, die die inaktiven Vorstufen ins Plasma
sezerniert. Diese Vorstufen werden bei Bedarf durch proteolytische Spaltung aktiviert, sodass
ein kleines und ein grof3es Fragment als Spaltprodukte entstehen. Das grol3ere Fragment wird
mit dem Buchstaben ,b“ gekennzeichnet und ist meist eine Serinprotease. Anaphylatoxine
entstehen als l6slicher Mediator und als das kleinere Fragment (gekennzeichnet mit ,a“). Die
nativen Komponenten sind durchnummeriert in der Reihenfolge ihrer Entdeckung.
(Komplementfaktor 1 = C1, Komplementfaktor 2 = C2 etc.).
Das Komplementsystem fungiert als schnelle unspezifische Immunantwort in der Frihphase
einer Infektion und halt ein Mediatorsystem fiur eine akute und chronische
Entziindungsreaktion bereit. Die Anaphylatoxine bewirken bei Makrophagen die Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen.
Das Komplementsystem erkennt kérperfremde Zellen und sorgt fir eine Opsonierung und
Lyse von Mikroorganismen, die Rekrutierung und Aktivierung von Entzlindungszellen, die
Regulation der Antikdrper-Produktion und die Elimination von Immunkomplexen.
Der Vorgang der Opsonierung erleichtert die Phagozytose von Fremdstoffen, indem fremde
Zellen mit Proteinen der Komplementkaskade beladen werden und Granulozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen diese mit ihren Rezeptoren erkennen.
Die kleineren Spaltprodukte (C3a, C4a, Cba) der Kaskade initiieren eine lokale
Entzindungsreaktion. Im Rahmen des Entziindungsprozesses wird das aktive Protein C5a
freigesetzt, welches bei Rezeptorbindung an Mastzellen zu einer Histaminausschttung fuhrt.
Dies erhtht die Permeabilitat der Gefal3e. Die chemotaktische Wirkung von C3a, C4a und C5a
sorgt fur eine Migration der Leukozyten zum Ort der Infektion.
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Schematischer Uberblick iiber die

Komplementkaskade
Antigen-Antikérper- Lektin bindet an die Ober- Pathogen-
Komplex flache des Pathogens oberflachen

Komplementaktivierung

Anlocken . N
. . Opsonisierung von Zerstdrung von
inflammatorischer
Zellen Pathogenen Pathogenen

Abbildung 1: Aktivierung des Komplementsystems und seine Aufgaben, modifiziert von Janeway et. al.!
Es gibt drei Wege der Komplementaktivierung. Der klassische Weg wird durch Antikdrper oder durch
direkte Bindung der Komplementkomponente C1g an die Pathogenoberflache ausgeltst. Bei dem
Mannan-bindenden-Lektin-Weg bindet Mannan-bindendes Lektin an die Oberflache des Pathogens.
Der alternative Weg der Komplementkaskade wird direkt auf der Pathogenoberflachen initiiert. Ziel der
Komplementaktivierung ist die Opsonierung und Zerstérung von Pathogenen und die Rekrutierung von

Entziindungszellen.38

Das Komplementsystem kann durch 3 verschiedene Wege aktiviert werden. Sie unterscheiden
sich in ihren Aktivatorproteinen.

1. Klassische Komplementaktivierung

2. Lektin-Weg

3. Alternative Komplementaktivierung.

Abbildungen 1 und 2 zeigen einen schematischen Uberblick Giber die Komplementkaskade.
Alle 3 Wege kumulieren in der Formierung einer C3 Konvertase (C4b2a oder C3bBb) und
eines Membranangriffskomplexes (MAC). Die C3 Konvertase spaltet Faktor C3 in C3b und
C3a. Die Aktivierung dieses zentralen Molekiils ist entscheidend, um eine effiziente Beladung
der Zielzellen oder eines Krankheitserregers mit C3b zu gewahrleisten. In allen drei Wegen
kommt es deshalb zur Amplifikation dieses zentralen Schrittes. An der Bildung des MAC sind
die Faktoren C5b und C6, C7, C8 und C9 beteiligt.
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Wesentliche Komponenten und Effektorwirkungen des

Komplementsystems
9| Klassischer Vieg | Altemativer Weg
2 | Antigen: Antikérper-Komplexe mannanbindendes Lektin bindet "
c
c (Pathogenaoberflachen) Mannose auf der Pathogenoberfléche Pathogenoberflachen
7]
£ i i
C1q, C1r, C1s, C4, C2 MBL, MASP-1, MASP-2, C4, C3,B,D
% C2 #
& —
I C3-Konvertase
S
o)
0]
o Terminale Komplement-
C3b komponenten
C5b, C6, C7, C8, C9
1 1 |
o entziindungsvermitteinde bindet an men&grr?]ni'zr;(grfﬁsgder
g Peptide, Anlocken von Komplementrezeptoren bestimmtper Plat% ogene
¢ Phagocyten auf den Phagocyten und Zellen
3 Opsonisierung von
Pathogenen
Entfernung von
Immunkomplexen

Abbildung 2: Ubersicht tiber die Komplementkaskade, modifiziert von Janeway et. al.

Die drei Wege der Komplementaktivierung umfassen jeweils eine Kaskade von Spaltungsreaktionen
und konvergieren in der Produktion der C3 Konvertase. Endpunkt aller drei Wege ist die Bildung des
Membranangriffskomplexes (MAC). Der MAC bewirkt eine Lyse der pathogenen Zielzelle. Es entstehen
Faktoren, die weitere Immunzellen anlocken (C3b) und Anaphylatoxine, durch die Leukozyten
chemotaktisch angelockt werden und eine lokale inflammatorische Reaktion ausgel6st wird (C3a, C4a,
C5).

Durch Bindung von IgM- oder IgG-Antikdrpern (AK) an Antigene (Ag), wird der klassische Weg
des Komplementsystems initiiert. Es entsteht eine Ag-AK Bindung, die die Bindungsstelle flr
den Faktor C1 freilegt. C1 ist das erste Protein des klassischen Weges. Er ist ein Komplex aus
mehreren Untereinheiten: C1q, r2, s2. C1q besteht aus 6 Untereinheiten mit globuléaren Képfen
und kollagen&ahnlichen Schwanzen.

Mit den Kopfen bindet er an die AK oder an eine Pathogenoberflache. Fir die Aktivierung
mussen mindestens 2 Kdpfe durch mindestens ein IgM-AK oder 2 1I9G-AK gebunden sein. Es
folgt eine Aktivierung der Serinprotease C1r, die C1s aktiviert. C1s spaltet C4 in die Faktoren
C4b und C4a. Besonders ist, dass hier das groRere Fragment mit einem kleinen ,a“

gekennzeichnet wird.
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Die Spaltprodukte weisen unterschiedliche Funktionen auf. C4b ist ein Opsonin und C4a ein
Anaphylatoxin. An das C4b lagert sich C2, welches ebenfalls durch C1s gespalten wurde. Der
Komplex aus C4b2a bildet die C3-Konvertase. Abbildung 3 zeigt eine graphische Darstellung
der Entstehung der C3-Konvertase. Sie spaltet C3, welches sich zum Teil an die C3-
Konvertase anlagert. C3b ist ein gemeinsamer Faktor des klassischen und des alternativen
Wegs, weshalb beide Systeme nicht als isoliert zu betrachten sind. Beide Wege laufen
nebeneinander ab und kénnen sich gegenseitig verstarken. C3b kann sich an Zielzellen

anlagern und als Opsonin fungieren.

c4 @
Cda c% °

Cc3 C3a C3 Ciaa QO

<~
<

XY
XY

, ? @ C4b.2b,3l@
Cdb Cdb,2b Cdb,2b C3b

Abbildung 3: Graphische Darstellung der Entstehung der C3-Konvertase im klassischen Weg der

Komplementaktivierung, modifiziert von Janeway et. al.*

Das aktivierte C1s spaltet C4 in C4a und C4b. C4b bindet an C2, welches durch C1s gespalten wird.
Es entsteht die C3- Konvertase (Komplex C4b2b). Eine C3-Konvertase kann bis zu 1000 C3 zu C3b
spalten. Viele der C3b Molekile binden an die mikrobielle Oberflache.

Wenn sich C3b an die C3-Konvertase (C4b2a3b) anlagert, kommt es zur Bildung der C5-
Konvertase, die C5 spaltet. C5b lagert sich an die Zellmembran der Zielzelle und bildet den
Ausgangspunkt fiir die Bildung des Membranangriffskomplexes. Die Entstehung des MAC
erfolgt in mehreren Phasen.

Es lagern sich die Faktoren C6 und C7 an das C5b an. Der entstandene Komplex reagiert
anschlieRend mit C8. C8 besteht aus zwei Untereinheiten, wobei eine von lhnen hydrophob
ist und die Doppelschicht der Zellmembran der Zielzelle durchdringen kann. Der C5b678
Komplex fuhrt zu einer Polymerisation von C9. Der entstehende C5b678poly9-Komplex ist
amphiphil. Er besitzt eine hydrophobe AulRenflache und einen hydrophilen Innenteil.

Der Komplex hat die Form eines réhrenformigen Hohlzylinders und bildet eine
transmembranare Pore durch die Zellmembran der Zielzelle. Der Durchmesser der Pore

betragt ungefahr 10nm.

21



Der Kanal stort die selektive Permeabilitat der Zellmembran und stért den Protonengradient
Uber die Membran. Es wird ein ungehinderter Wasser- und Elektrolytaustausch zwischen dem
Zellinnerem und der Zellumgebung ermdglicht. Durch den Influx von Natriumionen (Na‘)
Calciumionen (Ca?*) und Wasser (H20) in die Zelle wird ihre Integritat zerstort und die Zelllyse

induziert. *

% Uca c9
‘cs c7 ‘
~ i N N N
s AR P AR (@)
0l 6 ‘i

lipid bilayer

Pathogen

Abbildung 4: Graphische Darstellung der Entstehung des MAC, modifiziert von Janeway et al.?
C5 bindet an C6 und C7 und bildet den C5b6,7-Komplex der mittels C7 an die Zellmembran des
Pathogen bindet. C8 bindet an den Komplex. Die Bindung von C9 fihrt zu einer Polymerisation. Es

entsteht eine transmembranére Pore.

Voraussetzung fur den Lektin-Weg ist eine Bindung von Mannose-bindendes Lektin (MBL) an
Mannosereste von mikrobiellen Polysacchariden. Die MBL-assoziierten Serinproteasen
werden aktiviert. Sie verhalten sich C1r- und C1s-homolog und spalten C4 und C2. Es entsteht
die klassische C3-Konvertase aus C4bC2a. Die Kaskade lauft entsprechend des klassischen
Weges ab. MBL ist normalerweise in geringer Konzentration im Blut vorhanden. Wahrend der
akute-Phase-Reaktion wird es vermehrt in der Leber gebildet. Antikdrper sind fir eine

Aktivierung nicht erforderlich.

Der alternative Aktivierungsweg der Komplementkaskade beginnt mit der Spaltung von Faktor
C3. Der alternative Weg kann an den Oberflachen zahlreicher Mikroorganismen stattfinden,
weil keine spezifischen Antikbrper vorhanden sein missen. Ausloser fur die Kaskade ist das
Binden an eine Pathogenoberflache. Den gréf3ten Anteil an den Faktoren macht der Faktor C3
aus. Er wird kontinuierlich auf einem niedrigen Level aktiviert. Ursachlich ist eine spontane
Hydrolyse von C3. Dabei wird im C3-Molekil eine Thioesterbindung angegriffen, was zu einer
Konformationsanderung und damit zur Bildung von C3(H:0) fihrt *’. Das C3(H0) wird von
Komplementfaktor B (CFB) gebunden. Sobald CFB an das gebundene C3 angelagert wurde,
kann Komplementfaktor D (CFD) den CFB in Ba und Bb spalten. Der bei der Spaltung
entstandene Faktor Ba ist ein Nebenprodukt, dessen Funktion noch nicht bekannt ist. 3839

Der Komplex aus C3b und Bb bildet die C3-Konvertase. Sie bildet weiter C3 um mehr C3b und

C3a zu generieren und eine weitere Amplifikation der Kaskade zu fordern.
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Ein Teil der entstehenden C3b Molekiile lagert sich an benachbarten Zelloberflachen ab und
dient als Opsonin.

Der restliche Teil der C3b Molekile lagert sich an die C3-Konvertase an und bildet die C5-
Konvertase (C3bBbC3b). Sie leitet die Endstrecke des alternativen Weges ein, indem sie den
MAC induziert. 3640

Das kleinere Fragment C3a dissoziiert von dem Komplex. Es ist ein Anaphylatoxin und initiiert
eine lokale inflammatorische Antwort. Diese beinhaltet eine Degranulation von Mastzellen,
eine Freisetzung inflammatorischer Molekule, eine Erhdhung der GefalRpermeabilitdt und

somit den Austritt von Flissigkeiten, Immunglobulinen und Komplementfaktoren ins Gewebe.

38,41

2.5 Kontrolle und Regulation des Komplementsystems

Eine Kontrolle des Komplementsystems ist enorm wichtig, weil insbesondere (ber den
alternativen Weg das Komplementsystem kontinuierlich aktiviert werden kann. Es muss eine
Balance zwischen Abwehr und Zerstérung von pathologischen Zellen und dem Schutz des
korpereigenen Gewebes bestehen. Eine mangelhafte Komplementregulation kann zu einer
Akkumulation von Zelldebris und zu Zellschaden fiihren. Entscheidend ist hier insbesondere
eine dysfunktionale Regulation in der Initiierungsphase. 8

Der Reglementierung der C3 Konvertase kommt dabei die entscheidende Rolle zu. Die
Thioestergruppe des C3b-Molekils kann nicht zwischen den Oberflachen von kdrpereigenen
und pathologischen Zellen differenzieren. Sie ist extrem reaktiv und kann mit allen

Zelloberflachen reagieren. *’

CFH und CFlI sind sogenannte Negativ-Regulatoren, die eine UbermaRige
Komplementaktivierung und den Angriff auf kérpereigene, nicht pathogene Zellen verhindern
kénnen. Diese Oberflachen-spezifische Schutzfunktion ist von groRter Wichtigkeit. CFH

fungiert als Co-Faktor furr die von der Serinprotease CFl vermittelte Inaktivierung von C3b. 142

CFI katalysiert die proteolytische Inaktivierung von C3b sowie C4b zu iC3b und iC4b. Fur
diesen Ablauf sind Kofaktoren wie Komplementrezeptor 1 (CR1), Membran-Cofaktor Protein
(MCP), CFH, Faktor-H-ahnliches Protein 1 (FHL-1) und C4-bindendes Protein (C4BP)
essentiell.

Hat sich bereits eine C3-Konvertase gebildet, beschleunigen CFI und die Regulatoren Decay-
accelerating Factor (DAF), CR1, CFH, FHL-1sowie C4BP deren Zerfall. ** Tabelle 1 zeigt einen
Uberblick der Kofaktoren und Regulatorproteine des Komplementsystems.

CFH ist der Hauptinhibitor, der vor allem bei dem alternativen Aktivierungsweg eine

UberschieRende Immunreaktion unterbindet und auf mehreren Ebenen in die
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Komplementaktivierung eingreift. >4 CFH wird in der Leber und dem RPE gebildet. Er bindet
an die Zielzellen und verhindert eine Komplementaktivierung, indem er mit der C3-Konvertase
interferiert.

Neben CFH kann auch CFB an C3b binden, sodass es zu einer Konkurrenz an der
Bindungsstelle kommen kann. !

CFH kann unterscheiden, ob das C3b an eine kdrpereigene oder eine korperfremde
pathogene Oberflache gebunden ist. Kérpereigene Zellen besitzen auf ihrer Oberflache
terminale Sialinsduren. CFH besitzt bei Vorhandensein dieser Sialinsduren eine hohere
Affinitat fur die C3b-Bindungsstelle im Vergleich zu CFB. 42

CFH sorgt fur eine erschwerte Bildung und einen beschleunigten Zerfall der Konvertase. In
der Abwesenheit von CFH und bei korperfremden Pathogenen bindet CFB an C3b.*

Dies erlaubt CFD die Spaltung von CFB in Bb und Ba und somit auch die Bildung der C5-
Konvertase und des MAC. !

CFH sorgt fur eine erschwerte Bildung der C3 Konvertase und beschleunigt deren Zerfall.

Es resultiert eine Limitierung der Amplifikationsphase der alternativen Komplementkaskade
und eine Hemmung der Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen.

Ein Fehlen oder ein Funktionsverlust von CFH kann aufgrund der kontinuierlichen

unkontrollierten Komplementaktivierung systemische Erkrankungen begunstigen. 4546
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Tabelle 1: Ubersicht der Regulatorproteine des Komplementsystems in Anlehnung an

Janeway et al.t

Name des Regulatorproteins

Aufgaben und Funktionen

C1 Inhibitor (C1-INH)

bindet an C1r und C1s, entfernt es von Clq

C1q bleibt gebunden an das Pathogen

verkirzt die Zeit, in der C1ls C4 und C2 spalten
kann

limitiert die spontane Aktivierung von C1 im

Plasma

C4-bindendes Protein (C4BP)

bindet an C4b und ersetzt C2b
Co-Faktor fur C4b Spaltung durch Faktor |

Komplementrezeptor 1 (CR1)

bindet an C4b und ersetzt dabei C2b
bindet an C3b und ersetzt Bb
Co-Faktor fir |

Komplementfaktor H (CFH)

bindet an C3b und ersetzt Bb
Co-Faktor fur |

Komplementfaktor | (CFI)

Serinprotease, die C3b und C4b spaltet
unterstutzt von CFH, MCP, C4BP oder CR1

(MCP)

Decay-accelerating Factor e Membranprotein, das Bb von C3b und C2b und
(DAF) C3b verdrangt
Membran-Cofaktor Protein e Membranprotein, das die Inaktivierung von C3b

und C4b durch Faktor | stimuliert

CD59 (Protektin)

verhindert Bildung des MAC auf autologen oder

allogenen Zellen

Properdin

Stabilisator des alternativen Weges der

Komplementaktivierung
stabilisiert die C3/C5-Konvertase (mit C3b, Bb) auf

der Oberflache von Bakterien
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https://www.spektrum.de/lexikon/biologie/konvertase/36954

2.6 Fragestellung
Basierend auf der Hypothese, dass eine chronische Uberaktivierung und Fehlregulation des
Komplementsystems eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der AMD spielen, wurden
im Rahmen unserer Studie die Komplementkonzentrationen im Plasma und im
Kammerwasser analysiert. Ziel unserer Studie ist der Vergleich der Komplementaktivierung
bei Patienten mit exsudativer altersabhangiger Makuladegeneration (NVAMD) und gesunden
Kontrollpersonen. Dabei soll untersucht werden, ob eine systemische Komplementaktivierung

bei der NVAMD vorliegt, oder ob es sich um einen lokalen Prozess am Auge handelt.
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3 Methodik

3.1 Patientenrekrutierung

In die prospektive Studie wurden 61 Patienten (31 NVAMD und 30 alterskorrelierte Kontrollen)
aus dem Zentrum fur Augenheilkunde der Uniklinik Koln eingeschlossen. Sie wurden in dem
Zeitraum von April 2014 bis Marz 2015 rekrutiert. Die Kontaktaufnahme erfolgte auf den
Bettenstationen, im medizinischen Versorgungszentrum der Uniklinik KéIn und in der IVOM-
Sprechstunde des Zentrums fiir Augenheilkunde der Uniklinik KéIn. Die Studie wurde von der
Ethikkommission der Universitatsklinik Kéln genehmigt und folgt der Deklaration von Helsinki
und dem ,Medical Research Involving Human Subjects Act (WMO). Alle teilnehmenden
Patienten wurden aufgeklart und ihr schriftliches Einverstandnis eingeholt.

Alle Patienten wurden wegen ihrer Augenerkrankung (Kontrollen: Katarakt-Operation,
NVAMD-Patienten: intravitreale operative Medikamenteneingabe (IVOM)) operiert.

Die relevanten Patienten wurden anhand der Patientenakte und der Krankenhaussoftware und

Datenbank ORBIS Uberprft, ob sie die Einschlusskriterien erfillen.

3.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien
Die Patienten mussten folgende Kriterien erfiillen, um in die Studie eingeschlossen zu werden:
e Alter Uber 65 Jahre

e Klare optische Medien fir die Spectral-Domain Optische Koharenztomographie
(SDOCT) und Fundusfotographie

e Diagnostizierte NVAMD, die mit IVOM am Zentrum fir Augenheilkunde der Uniklinik
KdIn behandelt wird (NVAMD-Gruppe)

e Stationdre oder ambulante Kataraktoperation im Zentrum fir Augenheilkunde der
Uniklinik K&In

e Ausschluss einer AMD bei den Kontrollpatienten

Ausschlusskriterien waren:
e Voroperationen in den letzten 6 Monaten (Ausnahme: IVOM vor >4 Wochen in der
NVAMD-Gruppe)
e Intraokulare Malignome, Entziindungen oder Blutungen auf3erhalb der NVAMD im
Studienauge
e FErkrankungen, die mit einer erhféhten  Entzindungsbereitschaft und
Komplementaktivierung einhergehen z. B. Autoimmunerkrankungen, maligne

Erkrankungen und Infektionen
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Nach Studieneinschluss wurden folgende Daten aus Patientenakten und der Orbis-Datenbank
gesammelt:

e Alter, Geschlecht

e Vorerkrankungen

¢ Augenvorerkrankungen, Vor-Operationen am Studienauge, Anzahl von IVOMs

¢ Medikamentenanamnese

o Netzhautbefund, Untersuchungsdaten, Eingriffsdaten, Untersucher, Operateure,

Anmerkungen des Untersuchers/Operateurs

3.3 Klinische Methodik
Bei Aufnahme in die Studie wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt:
e SDOCT
e Vendse Punktion und Blutabnahme

e Vorderkammerpunktion

Die Patienten in der Kontrollgruppe erhielten im Rahmen der praoperativen Vorbereitung eine
Untersuchung mit der Spaltlampe, bei der der vordere und hintere Augenabschnitt
biomikroskopisch untersucht wurde. Funduskopisch und mittels SDOCT wurde die Retina
beurteilt und AMD-typische Veré&nderungen der Retina ausgeschlossen.
Bei den Patienten der NVAMD-Gruppe lagen bereits SDOCT-Aufnahmen vor, die bei den
vorangegangenen Untersuchungen wahrend der Therapiezeit mit IVOMs an der in Uniklinik
KdlIn durchgefuhrt wurden. Die letzten Aufnahmen durften nicht alter als 3 Monate sein.
Bei Einschluss erfolgte somit der Ausschluss von Makulaveranderungen in der Kontrollgruppe
und der Nachweis der aktiven Erkrankung in der NVAMD-Gruppe.
Es erfolgte ein Ausschluss von weiteren Analysen bei:

¢ unklaren Fundusveranderungen, die nicht eindeutig einer NVAMD zugeordnet werden

konnten
e Frihen und trockenen Formen einer AMD im Studienauge
o Anderweitigen pathologischen Verédnderungen der Makula, wie z. B. Gefal3verschliisse

oder diabetische Veranderungen
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3.4 Probenbeschaffung und Probenbearbeitung
Zur Bestimmung der systemischen Proteinkonzentrationen der Patienten wurden 9 ml EDTA-
Blut mittels einer vendsen Punktion abgenommen.
Nach der Blutentnahme wurden die Réhrchen direkt bei 4 °C gekihlt und mindestens 30 min
zur Senkung der festen Bestandteile in den Kihlschrank gestellt.
Die Proben wurden danach bei 4°C und 2500rpm 10 Minuten lang zentrifugiert. Danach wurde
das Plasma abpipettiert und in 1 ml Behalter umgefillt. Bis zur Analyse wurden diese bei -80°C
gelagert.
Zur Bestimmung der intraokularen Proteinkonzentration war die Entnahme einer
Kammerwasserprobe erforderlich. Diese erfolgte bei den Studienpatienten wéahrend ihrer
geplanten Operation.
Die Operationen waren eine Kataraktoperation (Phakoemulsifikation und Implantation einer
Hinterkammerlinse) in der Kontrollgruppe oder eine intravitreale Injektion mit Anti-VEGF-
Medikamenten wie Bevacizumab oder Ranibizumab bei der NVAMD. Die Indikationsstellung
und die Operation erfolgten unabh&ngig von der Studie.
Das Kammerwasser wurde jeweils vor der operativen Manipulation am Auge gewonnen.
Mittels einer 30-Gauge-Nadel wurde durch eine Parazentese am Limbus ca. 0,1 ml
Kammerwasser enthommen. Es wurde besonders darauf geachtet, dass die Proben nicht mit
Blut kontaminiert wurden.
Sofort nach der Entnahme wurden die Proben in sterile Polypropylene Behalter umgefillt,

pseudonymisiert und bis zur Analyse bei -80 ° C gelagert.

3.5 Biochemische Analyse

Die biochemische Analyse der Proben erfolgte am Institut fir Immunologie der
Universitatsklinik Heidelberg, Arbeitsgruppe Immunchemie (Leitung: Prof. Dr. M. Kirschfink).
Fur die folgenden Faktoren wurden die Konzentrationen im Plasma und im Kammerwasser
bestimmt:

e C3: Substrat des Komplementsystems

e C3a: Marker fur eine akute Komplementaktivierung

e Ba und C5b-9: Proteine, die fur eine chronische Komplementaktivierung stehen

e CFH, CFI: Regulatoren des Komplementsystems

29



Die Konzentrationen von C3, CFH, CFlI und C5b-9 wurden mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt.

Die Messungen von C3a (Proben Heidelberg, Germany) und Ba (Quidel, USA) wurden mittels
ELISA anhand der Herstellerangaben durchgefuhrt. Alle Essays waren auf die Bestimmung im
Kammerwasser abgestimmt. Die Proben von NVAMD-Patienten und Kontrollen wurden

identisch behandelt und gleichzeitig und verblindet analysiert.

3.6 Auswertung und Statistik
Die statistischen Analysen erfolgten mit dem Statistikprogramm SPSS Version 23.0 fir
Microsoft Windows (IBM Software and Systems, Armonk, NY, USA).
Der Mann-Whitney-U-Test wurde angewandt, um die Alters- und die
Komplementkonzentrationen in Kontrollpatienten und NVAMD-Patienten zu vergleichen. Der
Mann-Whitney-U-Test ist ein statistischer, nichtparametrischer Rangtest. Er entspricht dem T-
Test auf der Ordinalskala. Die Geschlechterverteilung wurde mittels des Chi-Quadrat-Tests
verglichen.
Die Korrelation zwischen der Anzahl von IVOMs in der Gruppe der NVAMD und den
gemessenen Komplementlevels und die Korrelation zwischen den lokalen und systemischen
Komplementkonzentrationen wurden mittels der Spearman-Korrelation getestet.
Ein P-Wert <0,05 galt als statistisch signifikant. Bei mehrfachen oder multiplen Tests wurde
die Bonferroni-Korrektur angewandt. P-Werte unter 0,0045 wurden hier als statistisch
signifikant bewertet.
Die graphischen Darstellungen wurden mit SPSS oder Excel Microsoft Office Standard 2016
erstellt. In den Boxplots finden sich komprimiert Angaben einer Vielzahl von
Verteilungsparametern. Neben den LagemaBen wie Median und Quartilswerte und
Streuungsmale wie Spannweite und Interquartilsabstand, kann auch eine Aussage Uber die

Form der Verteilung abgelesen werden.
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4 Ergebnisse:

4.1 Ubersicht der epidemiologischen Daten
Insgesamt wurden 61 Patienten (31 NVAMD und 30 Kontrollen) in die Studie eingeschlossen.
Das Durchschnittsalter im Gesamtkollektiv der Studie betrug 74,34 + 5,5 Jahre. In der
Kontrollgruppe lag das durchschnittliche Alter bei 73,2 £ 5,9 Jahren und in der NVAMD-Gruppe
bei 75,5 + 4,8 Jahren. Das Alter der Studienteilnehmer lag zwischen 62 und 86 Jahren.
In der Gruppe der NVAMD zeigt sich ein Trend zu einem hoheren Alter im Vergleich zur
Kontrollgruppe, wobei der Altersunterschied zwischen den zwei Studiengruppen mit p=0,05

knapp nicht signifikant ist.

Altersverteilung in den Studiengruppen

90
85
80
75
70
65
60
55
50

Alter in Jahren

p=0,05

B Kontrollen NVAMD

Abbildung 5: Graphische Darstellung der Altersverteilung mittels Boxplot.
Es zeigt sich kein signifikanter Altersunterschied zwischen den beiden Gruppen.

Insgesamt nahmen 32 Manner und 29 Frauen an der Studie teil. In der Gesamtpopulation ist
die Geschlechterverteilung ausgeglichen. In der Kontrollgruppe waren 21 Manner und in der
NVAMD-Gruppe 11 Manner (Tabelle 2). In der Kontrollgruppe tberwiegt der Anteil an Mannern
und in der NVAMD-Gruppe uberwiegt der Frauenanteil. Die Geschlechterverteilung

unterschied sich zwischen den Gruppen signifikant (p=0,007).
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Tabelle 2: Geschlechterverteilung im Gesamtkollektiv, in der Kontrollgruppe und in der Gruppe mit

NVAMD
Kontrolle NVAMD Gesamt
Geschlecht n (%) n (%) n (%)
Méannlich 21 (70%) 11 (35,5%) 32 (52,5%)
Weiblich 9 (30%) 20 (64,5%) 29 (47,5%)
Gesamt 30 31 61

Aufgrund der strengen Einschlusskriterien und der kleinen Studienpopulation konnte im

Gesamtkollektiv ein ausgeglichenes Geschlechtsverhdltnis erzielt werden, innerhalb der

Gruppen kam es zu signifikanten Unterschieden.

Wissenschaftliche Daten deuten darauf hin, dass es einen Unterschied in der Immunantwort

zwischen Mann und Frau gibt. 4748

In den Tabellen 3 und 4 sind die medianen Komplementkonzentrationen im Plasma und im

Kammerwasser geschlechtsspezifisch aufgelistet: Es konnte kein signifikanter Unterschied in

Bezug auf das Geschlecht zwischen den Komplementkonzentrationen nachgewiesen werden.

Tabelle 3: Ubersicht

Uber die medianen Komplementkonzentrationen im Plasma bei Mannern und

Frauen
Parameter Mannlich Weiblich P-Wert
SC5b-9 (ng/ml) | 130,0 1745 0,11
Ba (ng/ml) 766,0 682,0 0,54
CFH (ug/ml) 312,0 2935 0,90
CFI (ug/ml) 26,5 27 0,99
C3 (ng/ml) 988,0 878,5 0,51
C3a (ng/ml) 301,5 247,0 0,12
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Tabelle 4: Ubersicht tiber die medianen Komplementkonzentrationen im Kammerwasser bei Mannern

und Frauen
Parameter Mannlich Weiblich P-Wert
Ba (ng/ml) 18,0 18,0 0,89
CFH (pg/ml) 0,18 0,14 0,16
CFI (png/ml) 0,19 0,13 0,26
C3 (pg/ml) 0,92 0,59 0,36
C3a (ng/ml) 23,0 26,0 0,89

4.2 Probenanzahl
Wir konnten insgesamt 58 Blutproben in unserem Studienkollektiv zur Auswertung nutzen,
davon gehorten 30 zur NVAMD-Gruppe und 28 zur Kontrollgruppe. Bei all diesen Proben war
eine Bestimmung aller gewtinschten Komplementkonzentrationen im Plasma mdglich. Bei drei

Blutproben konnten nach Lagerung und Transport keine valide Messung durchgefiihrt werden.

Eine Ubersicht (iber die vorhandene Probenanzahl fiir die Bestimmung der
Komplementkonzentrationen im Kammerwasser zeigt Tabelle 5. Aufgrund der limitierten und
sehr geringen Probenmenge von ca. 0,1 ml Kammerwasser konnten nicht bei allen

Studienteilnehmern alle Komplementkonzentrationen im Kammerwasser gemessen werden.

Tabelle 5: Anzahl an Kammerwasserproben

Parameter Kontrolle NVAMD Gesamt
Ba (ng/ml) 30 29 59
CFH (pg/ml) 17 27 54
CFI (ug/ml) 16 26 52
C3 (ug/ml) 25 26 51
C3a (ng/ml) 22 28 50
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4.3 Korrelation von der Anzahl an intravitrealen Injektionen mit der
Komplementkonzentration

Von den 31 Patienten mit NVAMD konnten bei 25 Patienten die Anzahl der IVOM vor
Studieneinschluss ermittelt werden. Vierundzwanzig Patienten mit NVAMD hatten vor der
Probenentnahme von Kammerwasser bereits mehrere IVOM zur Behandlung der NVAMD
erhalten.
Die Durchschnittsanzahl an IVOM in der NVAMD Gruppe lag bei 5,4 (Spannweite 0-14,
Standardabweichung 3,136). Abbildung 6 zeigt eine graphische Darstellung der
Haufigkeitsverteilung von IVOM vor Studienbeginn.

Haufigkeitsverteilung von IVOM vor der Studie, in der NVAMD-Gruppe
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Anzahl IVOM vor Studieneinschluss

Abbildung 6: Haufigkeitsverteilung von IVOM vor Studieneinschluss, in der Gruppe der NVAMD.
Vierundzwanzig Patienten hatten vor Studieneinschluss bereits IVOM erhalten. Lediglich ein Patient mit
NVMD war therapienaiv. Bei 6 Patienten war beispielsweise wegen externer Vorbehandlungen nicht zu

eruieren, wie viele IVOM bereits vor Studienbeginn erfolgt waren.
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Wir untersuchten, ob die Anzahl der IVOM einen Einfluss auf die Hohe der Komplementlevel
im Plasma und im Kammerwasser haben konnte. Wie Tabelle 6 dargestellt, zeigte sich keine
signifikante Korrelation zwischen der Anzahl der IVOM und den gemessenen
Komplementkonzentrationen im Plasma sowie im Kammerwasser. Abbildungen 7-10 zeigen
bespielhaft fir die Komplementfaktoren Ba und CFI die Korrelationen zwischen der Anzahl der
IVOM und der Komplementkonzentrationen im Plasma und im Kammerwasser als

Streudiagramm.

Tabelle 6: Einfluss der Anzahl an intravitrealen Injektionen auf die Komplementkonzentration in der

Gruppe von Patienten mit NVAMD mittels Spearman-Korrelation

Parameter Anzahl intravitrealer Injektionen
Korrelationskoeffizient R p-Wert

SC5b-9 [ng/ml] | 0,05 0,83
Ba[ng/mil] 0,09 0,69

Plasma CFH [ug/ml] -0,24 0,27
CFI [ug/ml] -0,38 0,08
C3 [ug/ml] -0,26 0,22
C3a [ng/ml] 0,22 0,33
Ba [ng/ml] -0,08 0,72
CFH [ug/ml] -0,09 0,71

Kammerwasser CFI [ug/ml] 0,31 017
C3 [ug/ml] -0,37 0,11
C3a [ng/ml] -0,09 0,68
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Korrelation zwischen der Anzahl der IVOM und der Konzentration von Ba im
Plasma der Patienten mit NVAMD

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Anzahl der IVOM vor Studienbeginn

Abbildung 7: Korrelation zwischen der Anzahl an IVOM vor Studienbeginn und der Ba-Konzentration
im Plasma, in der Gruppe der NVAMD, graphisch dargestellt mittels Streudiagramm (Punktwolke).
Es zeigte sich keine Korrelation zwischen der Anzahl der IVOM und den gemessenen

Komplementkonzentrationen von Ba im Plasma.
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Abbildung 8: Korrelation zwischen der Anzahl an IVOM vor Studienbeginn und der Ba- Konzentration
im Kammerwasser, in der Gruppe der NVAMD, graphisch dargestellt mittels Streudiagramm
(Punktwolke).

Es zeigte sich keine Korrelation zwischen der Anzahl der IVOM und den gemessenen

Komplementkonzentrationen von Ba im Kammerwasser.
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Korrelation zwischen der Anzahl der IVOM und der Konzentration von CFl im
Plasma der Patienten mit NVAMD
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Abbildung 9: Korrelation zwischen der Anzahl an IVOM vor Studienbeginn und der CFI- Konzentration
im Plasma, in der Gruppe der NVAMD, graphisch dargestellt mittels Streudiagramm (Punktwolke).
Es zeigte sich keine Korrelation zwischen der Anzahl der IVOM und den gemessenen

Komplementkonzentrationen von CFl im Plasma.

Korrelation zwischen der Anzahl der IVOM und der CFI Konzentration im
Kammerwasser der Patienten mit NVAMD
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Abbildung 10: Korrelation zwischen der Anzahl an IVOM vor Studienbeginn und der CFI- Konzentration
im Kammerwasser, in der Gruppe der NVAMD, graphisch dargestellt mittels Streudiagramm
(Punktwolke).

Es zeigte sich keine Korrelation zwischen der Anzahl der IVOM und den gemessenen

Komplementkonzentrationen von CFl im Kammerwasser.
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4.4 Vergleich der

Kontrollen

Komplementkonzentrationen bei NVAMD und

Tabelle 7 und 8 geben eine Ubersicht iiber die gemessenen Komplementkonzentrationen im

Gesamtkollektiv der Studie.

Tabelle 7: Ubersicht {iber die Komplementkonzentrationen im Plasma im gesamten Studienkollektiv

Parameter Median | Mittelwert Standarc: Minimum | Maximum
abweichung
SC5b-9 (ng/ml) 153 178,36 94,99 58 591
Ba (ng/ml) 727,5 770,07 261,91 447 1696
CFH (ug/ml) 296,5 327,88 128,69 113 856
CFI (ug/ml) 27 28,97 10,43 15 64
C3 (ug/ml) 933,5 925,45 369,68 265 2374
C3a (ng/ml) 291,5 313,52 121,96 83 610

Tabelle 8: Ubersicht iiber die Komplementkonzentrationen

Studienkollektiv

im Kammerwasser im gesamten

: : Standard- | _
Parameter Median Mittelwert : Minimum | Maximum
abweichung
Ba (ng/ml) 18 23,23 23,07 1,10 130
CFH (png/ml) 0,15 0,24 0,23 0,02 1,13
CFI (pg/ml) 0,14 0,19 0,14 0,02 0,61
C3 (ng/ml) 0,74 1,19 1,21 0,04 5,41
C3a (ng/ml) 25,5 26,9 11,76 3 57
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Den Vergleich zwischen den Plasmakonzentrationen in den zwei Studiengruppen zeigt Tabelle
9. Im Plasma zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Komplementkonzentrationen
zwischen den Kontrollen und der Gruppe mit NVAMD. Abbildung 11a-f zeigt eine graphische

Darstellung der Daten mittels Boxplot.

Tabelle 9: Ubersicht iiber die medianen Komplementkonzentrationen und des Interquartilsabstands
(IQA) im Plasma in der Kontrollgruppe und der NVAMD-Gruppe. Signifikanzlevel bei p<0,0045 nach

Bonferroni-Korrektur

Median
(1.-3-Quartil)
Parameter Kontrollen NVAMD P-Wert
SC5b-9 (ng/ml) (15113_199) (117251_22 n |027
Ba(ng/mf) (751:;)5—851) (754?5—906) 0.20
CFH (ng/mi) (228592-368) (25780-367) 0,58
CFI (ug/ml) (227:535) (22%?31) 0,42
C3 (ug/ml) ?;325)0-1170) ?5555-1027) 0.11
Cemlhgmy, (253?9-410) (229188-422) 0,89

Ein Vergleich der Kammerwasserkonzentrationen ist in Tabelle 10 dargestellt. Im
Kammerwasser der NVAMD-Patienten konnten wir signifikant hhere Konzentrationen von Ba
(p=0,002) und C3a (p=0,002) nachweisen. Alle Komplementkonzentrationen waren in der
Gruppe der NVAMD hoher als in der Kontrollgruppe. Es lasst sich ein Trend fir erhdhte
Regulatorproteine wie FH und FI in der NVAMD-Gruppe beobachten. Abbildung 12a-e zeigt

eine graphische Darstellung der Daten mittels Boxplot.
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Tabelle 10: Mediane Komplementkonzentrationen und Interquartilsabstand (IQA) im Kammerwasser in
der Kontrollgruppe und der Gruppe der NVAMD-Patienten, Signifikanzlevel bei p<0,0045 nach

Bonferroni-Korrektur

11,5 22,8
2 (g (7.0-21,5) | (16.2-28,5) | 2002
0,13 0,16
CFH (ug/iml) | 509.021) | (0.13-037) |02
0,11 0,17
S gl (0,08-0,20) | (0.11-0,28) | 904
0,72 0,78
£9 (Ll 029-133) | (047222 |%%°
21,0 33,0
S8 (il (13.8-26,0) | (24.3-37,5) | 2002
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Abbildung 11a-f :Vergleichende graphische Darstellungen (Boxplots) der Komplementkonzentrationen
im Plasma
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Bei den Komplementkonzentrationen im Plasma konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Studiengruppen festgestellt werden. Alle Datenpunkte die auf3erhalb des Whiskers liegen wurden als
Ausreil3er (Punkt) gekennzeichnet. Als Ausreil3er galten Werte, die mehr als den 1,5-fachen IQA vom

dritten bzw. ersten Quartil entfernt sind.
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Abbildung 12a-e: Vergleichende graphische Darstellungen (Boxplots) der

Komplementkonzentrationen im Kammerwasser
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Fur die Faktoren Ba und C3a konnten wir signifikant héhere Komplementkonzentrationen im

Kammerwasser der NVAMD-Patienten nachweisen. Auch im Kammerwasser gab es bei den

Messwerten Ausreil3er. Sie werden mit einem Kreis dargestellt.
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Es erfolgte die Berechnung einer mdoglichen Korrelation zwischen den
Komplementkonzentrationen im Plasma und im Kammerwasser. Tabelle 11 zeigt eine
Ubersicht tber die berechneten Korrelationskoeffizienten. Fir alle Parameter konnte eine
positive Korrelation zwischen den Werten nachgewiesen werden. Signifikant war die positive
Korrelation lediglich bei Faktor Ba und C3. In Abbildung 13 und 14 ist die Korrelation

beispielhaft fur die Faktoren Ba und C3 graphisch mittels Streudiagramm dargestellt.

Tabelle 11: Spearman-Korrelation zwischen den Komplementkonzentrationen im Plasma und im

Kammerwasser, Signifikanzniveau p<0,0045 nach Bonferroni-Korrektur

Parameter Korrelationskoeffizient R p-Wert
Ba 0,53 0,00003
CFH 0,34 0,03
CFI 0,43 0,006
C3 0,44 0,001
C3a 0,25 0,10

Korrelation zwischen der Ba Konzentration im Plama und im Kammerwasser
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der Korrelation zwischen der Komplementkonzentration im
Plasma und im Kammerwasser, Streudiagramm bespielhaft fir den Faktor Ba.
Es zeigt sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der Konzentration im Plasma und im

Kammerwasser.
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Korrelation zwischen der C3 Konzentration im Plasma und im Kammerwasser
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Abbildung 14: Graphische Darstellung der Korrelation zwischen der Komplementkonzentration im
Plasma und im Kammerwasser, Streudiagramm bespielhaft fir den Faktor C3.

Es zeigt sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der Konzentration im Plasma und im
Kammerwasser.
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5 Diskussion

Bei der AMD wird eine erhdhte Komplementaktivierung als einer der Hauptpathomechanismen
angenommen. Diese Hypothese wird durch umfangreiche genetische Assoziationsstudien
gestutzt. 303142 Alle relevanten Gene, die mit der Aktivierung und Regulation der
Komplementaktivierungswege assoziiert sind, werden lokal im menschlichen RPE-Choroid-
Komplex exprimiert. 3

Um die Hypothese zu untermauern wurden die Aktivierungsmarker und Regulatorproteine der
Komplementaktivierung im Blutplasma und Kammerwasser quantifiziert und analysiert. Wir
verglichen die Konzentrationen von gesunden Patienten mit denen von Patienten mit NVAMD.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Marker des Komplementsystems lokal
im Kammerwasser bei NVAMD-Patienten héher lagen als bei gesunden Kontrollen. Diese
Unterschiede waren flr die Faktoren C3a und Ba signifikant. Zusatzlich zeigte sich in der
NVAMD-Gruppe ein Trend fur hohere Level der Inhibitorproteine CFH und CFI im
Kammerwasser.

Obwonhl sich fir die systemischen Komplementlevel im Plasma bei NVAMD-Patienten im
Vergleich zu Kontrollen ebenfalls leicht hdhere Werte zeigten, war der Unterschied statistisch

nicht signifikant.
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5.1 C3aund Ba
Faktor C3 ist das Schllsselprotein der Komplementkaskade. Alle 3 Wege der
Komplementkaskade haben die Aktivierung des Komplementfaktors C3 und die Bildung einer
C3-Konvertase (C3bBb) zum Ziel.
Die Aktivierung des zentralen Faktor C3 ist entscheidend, um eine effiziente Beladung der
Zielzellen oder eines Krankheitserregers mit C3b zu gewahrleisten. Auch hier entstehen bei
der Aktivierung zwei Spaltprodukte: C3a und C3b.
In der Gruppe der AMD konnten wir hohere Konzentrationen der Ba und C3a im
Kammerwasser nachweisen.
Zwischen lokalen und systemischen Komplementniveaus konnten wir bei der NVAMD leichte
Korrelationen fur Ba und C3 finden: Die Komplementaktivierung war bei der NVAMD im
Plasma leicht erhoht. Die Differenz zur gesunden Kontrollgruppe war jedoch nicht signifikant.
Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass es bei einigen Komponenten aufgrund der
lokalen Komplementaktivierung bei AMD-Patienten zu einem geringen Einfluss auf die
systemischen Komplementspiegel kommt.
Andere Studien fanden auch hohere Plasma-Komplementwerte bei Patienten mit AMD. 424
Die Unterschiede waren statistisch signifikant bei einer groRen Anzahl von Proben mit einer
groRen Uberlappung im Wertebereich. Dies ist auf individueller Ebene nicht relevant, da es
grol3e Unterschiede bei den systemischen Komplementlevel gibt. Darlber hinaus haben
verschiedene Faktoren und haufige Erkrankungen wie Diabetes mellitus Einfluss auf die
systemische Komplementaktivierung und erschweren die Interpretation. 4°
Der Nachweis von hoheren Konzentrationen der Faktoren C3a und Ba im Kammerwasser
spricht somit fiir eine lokale inflammatorische Reaktion am Auge und fiir eine Uberaktivierung

des alternativen Weges des Komplementsystems bei der NVAMD.

5.2 CFH und CFlI
Eine strikte Regulation der Komplementkaskade ist essentiell, da eine unkontrollierte und
ungerichtete Aktivierung zu inflammatorischen Prozessen beitragen kann.
Zellulare membranverankerte Rezeptoren und I6sliche Faktoren gewdhrleisten diese
Reglementierung. CFH und CFI gehoéren zu diesen Regulatoren.
In unserer Studie fiel in der Gruppe der NVAMD-Patienten ein Trend fiir eine Hochregulation
der Inhibitorproteine (CFH und CFI) auf.
Es ist seit vielen Jahren bekannt, dass inflammatorische Prozesse bei der Entwicklung der
AMD eine zentrale Rolle spielen. Die Erkenntnis, dass genetische Defekte der Protein-H-
Familie ein Risikofaktor fur die AMD sind, fuhrte zu einem gesteigerten wissenschaftlichen

Interesse am Komplementsystem und seinen zahlreichen Regulationsmechanismen.
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Bereits 2005 erschienen erste Berichte iber eine Assoziation genetischer Varianten des
Komplementsystems mit der Entstehung der AMD. CFH war das erste Risikogen, fiir das eine
Assoziation mit der AMD festgestellt wurde. 052 Hier konnte ein Polymorphismus (Y204H-
Allel) identifiziert werden, der bei der Entstehung der AMD eine groRe Rolle spielt. In
Gegenwart der Risikovariante konnte eine um 25% reduzierte Komplementregulation
festgestellt werden. 4°

Das Vorhandensein des Polymorphismus CFH-Y402H reduziert die regulatorische Funktion
von CFH und erhotht somit das Risiko, an einer AMD zu erkranken. 12:34.50.52

Seitdem wurde dieses Ergebnis in zahlreichen Studien an unterschiedlichen Populationen
bestétigt und die Wichtigkeit des CFH im Rahmen der Immunregulation des Auges
untermauert, 505253

Eine Studie von Smailhodzic et al., konnte einen Zusammenhang zwischen einer
systemischen Komplementaktivitat und dem CFH-Y402H-Polymorphismus finden. >* Dieser
konnte aber in anderen weiteren Studien nicht reproduziert werden. 4°:5556

Ein Fehlen oder ein Funktionsverlust von CFH und CFI kann aufgrund der kontinuierlichen
unkontrollierten Komplementaktivierung systemische Erkrankungen beguinstigen.

Nach den oben genannten (0.g.) Studien hatte man bei der NVAMD eine Erniedrigung der
Faktoren H und | erwarten kénnen. Eine erhéhte Konzentration, wie wir sie gemessen haben,
sollte vor einer Uberaktivierung des Komplementsystems schiitzen. Wir konnten aber héhere
lokale Komplementlevel im Kammerwasser trotz héherer Inhibitorproteine nachweisen. Unklar
ist die Funktionalitat und Qualitat dieser gemessenen Inhibitorproteine. Denkbar ist ein
reaktiver Anstieg als Antwort auf das Uberaktivierte Komplementsystem. Eine
Komplementaktivierung durch einen noch nicht identifizierten Stimulus scheint aber nicht
durch einen Anstieg der Inhibitoren kompensiert zu werden.

Frihere Studien haben systemische CFH-Spiegel bei AMD gemessen und inkonsistente
Ergebnisse geliefert.*? Ebenso wie wir konnte eine aktuelle Studie von Cipriani et al. keinen
signifikanten Unterschied zwischen Kontrollpatienten und Patienten mit AMD nachweisen. *’
Wissenschaftler aus Tubingen, Manchester, Cardiff, London und Nijmegen untersuchten in
der Studie, ob weitere Regulatorproteine eine entscheidende Rolle in der Dysfunktion des
Komplementsystems spielen.

Die Bedeutung der Faktor-H-Familie und ihre assoziierten Gene (CFHR1-5) wurden auf eine
Pradisposition fiir eine AMD untersucht.

Im Blut von AMD-Patienten konnten signifikant hohere Werte des Faktor H-verwandten
Proteins 4 (FHR-4) nachgewiesen werden. Untersuchungen von Spenderaugen zeigten
zudem das Vorhandensein von FHR-4 in der Makula bei der AMD.

FHR-4 ist ein Regulator des Komplementsystems. Die Studie untermauert die Annahme, dass

das FHR4-Protein zu einem dysregulierten Komplementsystem bei der AMD beitragt.
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Zusammengenommen deuten die Studienergebnisse darauf hin, dass vererbte genetische
Veranderungen an Genen, die fur die Produktion von Proteinen der sogenannten Faktor-H-
Familie zustandig sind, zu einem erhdéhten FHR-4-Spiegel im Blut und im Auge fuhren. *7
Diese rufen eine unkontrollierte Aktivierung des Komplementsystems hervor.

Ein neuer Therapieansatz konnte somit in der Reduktion der FHR-4 Mengen im Blut liegen. %’

5.3 Folgen einer Uberaktivierung des Komplementsystems
Veranderungen in der RPE-Bruchmembran-Choriokapillaris-Struktur bilden primér die
Grundlage fur die Entstehung der AMD.

Der altersbedingte, ineffiziente Transport von Nahrstoffen und Abbauprodukten tber den RPE-
Choroid-Komplex fiihrt zu einer Akkumulation von Lipidaggregaten und Zelldebris. Um eine
Ansammlung auf der Basalmembran zu verhiten, muss der Zelldebris mdglichst schnell aus
dem retinalen Bereich abtransportiert werden. °8 Dieser Zellabfall bietet eine Oberflache fir
eine Komplementaktivierung und Generierung der Entziindungsmarker C3a und C5a.

Ein strikt reguliertes Komplementsystem ist zwingend notwendig fiir den Erhalt eines retinalen
Gleichgewichts.

Eine Storung des Komplementsystems z. B. durch die kontinuierliche Initierung des
alternativen Weges des Komplementsystems fiihrt durch o. g. Faktoren zu einer chronischen
progredienten Degeneration des RPE und einer lokalen Entziindungsreaktion.

Durch die Zellschaden des RPE kommt es zu einer Akkumulation von Zelldebris und der
Bildung von Drusen. 333 Diese Veranderungen sind phanotypische Merkmale, die ein Risiko
fur die altersabhangige Makuladegeneration anzeigen. ¢ Sie bilden wiederum die Grundlage
und die Oberflache fur eine erneute Komplementaktivierung. *°

Eine Uberaktivierung des Komplementsystems fiihrt somit nicht nur zu einer Potenzierung
eines bereits vorhandenen Schadens, sondern kdnnte auch priméar eine Zellschadigung

beglnstigen, was ausschlaggebend fiir die Initiierung der AMD sein kdnnte.
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5.4 Systemische und lokale Komplementaktivierung bei der AMD
Die Ergebnisse aus drei verschiedenen Forschungsbereichen (immunhistologische und
proteomische Studien an Spenderaugen, genetische Assoziationsstudien und
Untersuchungen der Konzentration von Komplementproteinen im peripheren Blut) sprechen
fur eine Beteiligung des Komplementsystems bei der AMD-Pathogenese.
Bei der AMD konnten hdhere Konzentrationen an Komplementfaktoren festgestellt werden.
Diese waren charakteristischerweise in Drusen lokalisiert. 47
Eine Analyse an Augen von Verstorbenen konnte bei AMD-Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen héhere Spiegel an Komplementfaktoren in der RPE-Bruchmembran-
Choriokapillaris-Struktur aufzeigen. % Einige Faktoren konnten dartiber hinaus in chirurgisch
entfernten choroidalen Neovaskularisationen nachgewiesen werden. 5!
Anderson et al. zeigten, dass in der Retina hauptséchlich Komplementkomponenten und
Regulatoren des klassischen und des alternativen Weges exprimiert werden. 3°
Der Hauptteil des Komplements wird in der Leber gebildet. Ein Kkleiner Teil der
Komplementfaktoren wird lokal im Auge durch Zellen des RPE selbst produziert. Diese lokale
RPE-zellabh&ngige Quelle der Komplementfaktoren scheint unabhangig von dem aus der
Leber stammenden Komplement zu sein. 6253
Weitere Studien sind erforderlich, um die Rolle des zellassoziierten, lokal produziertem
Komplements im Gegensatz zum Komplement im Plasma bei der AMD zu unterscheiden.
Im Rahmen einer zukiinftigen Studie konnte mit markiertem Komplementprotein, das
systemisch abgegeben wird, die Ablagerung im Auge quantifiziert werden.
Es wurde vermutet, dass die lokale Komplementsynthese initial von Vorteil sein kann, weil
durch die Komplementfaktoren eine Opsonierung von Ablagerungen und Mikroorganismen
sichergestellt werden kann. Auf Dauer kann es aber zu einer chronischen unterschwelligen
Uberaktivitat des Komplementsystems filhren. Diese kann die Anfalligkeit fir chronische
Zellschaden erhohen. 3
In den letzten Jahren wurde bei der AMD vorwiegend eine erhdhte systemische Aktivitat des
alternativen Weges nachgewiesen.
Viele Studien haben héhere Komplementfaktoren bei der AMD nachgewiesen. Dabei kam es
aber nicht selten zu kontraren Ergebnissen. Der Fokus lag lange Zeit auf dem Nachweis einer
systemischen Komponente, sodass Plasmakonzentrationen bestimmt wurden. In den letzten
Jahren wurde zunehmend versucht zwischen einer systemischen und einer lokalen
Dysregulation am Auge zu differenzieren.
Sivaprasad et. al haben im Plasma eine Erhdhung des Anaphylatoxins C3a bei Patienten mit
AMD im Vergleich zu gesunden Kontrollen nachgewiesen. % In unserer Studie konnten wir
diese signifikante Erhéhung im Plasma nicht bestéatigen. Im Kammerwasser hingegen war die

C3a Konzentration bei Patienten mit AMD hoher als bei Kontrollpatienten.
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Bei Scholl et al. waren die Konzentrationen aller Komplementaktivierungsprodukte bei der
AMD im Plasma signifikant hoher als bei der Kontrollgruppe. Dies galt insbesondere fir die
Faktoren Ba und C3d, die beide als Marker fiir eine chronische Komplementaktivierung gelten.
42

Eine Veranderung in der Konzentration von Faktoren der chronischen Komplementaktivierung
wurde ebenfalls durch Ristau et. al. beschrieben. Sie wiesen ein signifikant héheres Plasma-
C3d / C3-Verhaltnis bei AMD-Patienten nach. *° Weitere Studien kamen zu &hnlichen
Ergebnissen. %664

Fur Bb und Cba konnte eine Assoziation zwischen ihren Plasmaspiegeln und einer
fortgeschrittenen AMD gezeigt werden. °°

Die Studien zeigten aber nicht nur, dass das Komplementsystem eine entscheidende Rolle in
der Pathogenese der AMD spielt, sondern versuchten sich auch an einer Risikostratifizierung.
Eine Anderung bzw. Erhéhung der Plasmaspiegel der Komplementfaktoren Ba, C3d, CFB,
CFD ist laut Hecker et al. mit einem fast finffach erhéhten AMD-Risiko verbunden.
Zusammenfassend konnten wir in unserer Studie keinen signifikante systemische
Komplementaktivierung bei Patienten mit NVAMD finden. Die Erkenntnisse dieser
Promotionsarbeit stiitzen die Hypothese, dass eine modifizierte Komplementaktivierung lokal
im Auge wichtig fuir die Entstehung der NVAMD sein kodnnte.

5.5 Diskussion der Methoden

In dieser Studie konnten aufgrund strenger Ausschlusskriterien eine relativ kleine Anzahl an
Proben ausgewertet werden. Referenzwerte fir die gemessenen intraokularen
Komplementkonzentrationen existieren noch nicht, weil es nur einen limitierten Zugang zu
Kammerwasserproben gibt. In den Messwerten der Komplementkonzentrationen im Plasma
und im Kammerwasser gab es einige Ausreil3er. Die initial erhobene Erkrankungs- und
Medikamentenanamnese zeigte jedoch keine Hinweise fir systemische Veranderungen, die
die stark erhohten Werte erklaren kénnten. Wir haben uns bei der Vorauswahl der Patienten
auf die Angaben der Patienten verlassen. Es ist mdglich, dass bei den betroffenen Patienten
weitere unbekannte Faktoren vorlagen, die eine Komplementerhéhung bedingt haben. Zu
diesen Faktoren zahlen beispielsweise Entziindungen, Infekte, Medikamente oder bisher
unbekannte  Vorerkrankungen.  Wir konnten nicht fur alle Patienten alle
Komplementkonzentrationen im Plasma und im Kammerwasser berechnen. Ein Grund hierfir
war insbesondere bei den Kammerwasserproben eine nicht ausreichende Probenmenge.
Grollere Kohortenstudien mit einem grof3eren Patientenkollektiv und dementsprechend
umfangreicherem Probenumfang sollten in zukinftigen Studien analysiert werden.

Wir konnten in unserer Studie keine Korrelation zwischen der Anzahl an IVOM und der Hohe

der Komplementlevels feststellen. Ein Einfluss durch eine Vortherapie mit IVOM kann aber
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nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Idealerweise sollten in das Patientenkollektiv mit
NVAMD nur Patienten eingeschlossen werden, die noch nicht mit Anti-VEGF-Medikamenten
behandelt wurden.

Die Altersverteilung in unserer Studie zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Studiengruppen. Die Geschlechterverteilung unterschied sich in den Studiengruppen
signifikant. Einige Studien konnten geschlechtsspezifische Unterschiede in der Immunantwort
nachweisen.*’#8 In unserer Studie konnten wir keinen signifikanten geschlechtsspezifischen
Unterschied bei den Komplementkonzentrationen im Plasma und im Kammerwasser
nachweisen.

Wir haben unsere Studie auf eine gesunde Kontrollgruppe ohne Makulopathie und Patienten
mit NVAMD beschrankt. Basierend auf Messungen von Plasmaproben mit kleinen
Unterschieden in der Komplementaktivierung zwischen feuchter und trockener AMD und
Kontrollen ist es mdglich, dass auch bei trockener AMD eine Komplementaktivierung
stattfindet.*? Eine Studie von Altay et al. konnte bereits in allen Stadien der AMD (fruh,
intermedidr und neovaskular) hohere Konzentrationen von C3a im Kammerwasser im
Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisen. %

Weiterfilhrende Studien konnten die Fragestellung beinhalten, ob es quantitative und
gualitative Unterschiede der Komplementlevel zwischen NVAMD und trockener AMD gibt und
ob die Hohe der Komplementlevel mit der Krankheitsaktivitéat/Progression korreliert.

5.6 Komplementsystem-modulierende Therapie — ein Ausblick

Eine wichtige Frage in der Entwicklung neuer Therapeutika gegen die AMD ist, ob und
inwiefern die Modulation der Komplementkaskade einen Therapieansatz sowohl bei der
feuchten als auch der trockenen Form darstellen kann.

Die Entdeckung des Komplementsystems als ein Schliisselpunkt in der Pathogenese der AMD
macht es zu einem potentiellen, therapeutischen Angriffspunkt. Bisher existieren keine
Komplementsystem-beeinflussenden Praparate, die fiir die Behandlung der AMD zugelassen
sind.

Es wurden besonders in den letzten Jahren Studien mit verschiedenen Komplementsystem-
modulierenden Therapeutika durchgefuhrt. Zahlreiche Praparate befinden sich in
praklinischen und klinischen Phasen. Eine Ubersicht der verschiedenen Préaparate und
Studien sind in Tabelle 12 und 13 dargestellt. Ein GrofRteil der klinischen Studien wurde

allerdings bereits vorzeitig z. B. aufgrund enttduschender Zwischenergebnisse abgebrochen.
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5.6.1 C3-Hemmer
Als vielversprechender therapeutischer Angriffspunkt gilt das Protein C3.
Einer der sogenannten C3-Hemmer ist POT-4, ein Compstatin-Derivat. Es hemmt die
Komplementaktivierung, indem es direkt an C3 bindet und seine Wirkung verringert. Die
Hemmung des C3-Proteins und der C3-Konvertase fuhrt zu einer Reduktion der Bildung von
Anaphylatoxinen und der Reduktion der Bildung des MAC. %667
In einer Phase-ll-Studie konnte zunéchst eine Verringerung der zentralen Netzhautdicke
festgestellt werden. Im Vergleich zu Ranibizumab zeigte POT-4 aber keinen signifikanten
Nutzen zur Reduktion der Flussigkeit bei NVAMD. ©8
Ein weiterer C3-Hemmer ist Pegcetacoplan (APL-2). Es werden klinische Studien fur Patienten
mit GA und NVAMD durchgefiihrt®-71,
In einer Phase-Il Studie wurde die Wirksamkeit von APL-2 bei GA in drei Gruppen getestet.
Die Gruppe mit monatlicher intravitrealer APL-2-Injektion zeigte eine signifikante Reduktion
des GA-Wachstums im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei einer Injektion jeden zweiten Monat
zeigte sich keine signifikante Verringerung der Atrophieprogression. ° Es zeigte sich bei
beiden Gruppen keine Visusverbesserung im Vergleich zur Kontrollgruppe. © Aktuell ist noch
eine Studie fur Patienten mit GA aktiv.”> Eine Studie fur Patienten mit NVAMD wurde 2020

vorzeitig vom Sponsor beendet .5°

5.6.2 Faktor D-Hemmer

Hoffnungstrager in der Therapie der GA war lange Lampalizumab, ein Blocker des
Komplement-Faktor-D. Faktor D ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym bei der
Erzeugung der C3-Konvertase und ein entscheidender Aktivator in der Kaskade des
alternativen Komplementsystems. Lampalizumab konnte in den ersten Studienphasen
vielversprechende Zwischenergebnisse aufweisen. "

Die Ergebnisse der Phase Il zeigten einen Trend zu einer Verringerung der GA-Progression.
Der Unterschied war aber nicht signifikant. "

In den Phase Il Studien Chroma und Spectri, den bisher umfangreichsten Studien bei der
trockenen spaten AMD, konnte Ende 2017 keine Reduktion des Wachstums der

Atrophieareale nachgewiesen werden, sodass das Medikament nicht zur Zulassung kam.

5.6.3 Properdin
Die Universitatskliniken Regensburg und Bern erforschen aktuell in ihrem Verbundprojekt
.Function and Modulation of the Complement Regulator Properdin at the Retinal Pigment
Epithelium* ebenfalls den Einfluss des Immunsystems auf Schadigungen der menschlichen

Netzhaut. Sie gehen auch von einem grundlegenden, komplementvermittelnden
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Regulationsmechanismus lokal am Auge aus. Im Fokus stehen Properdin und die Zellen des
RPE. RPE-Zellen sind in der Lage Komplementkomponenten zu produzieren. Single
nucleotide polymorphisms (SNPs) innerhalb des Komplementsystems fuhren zu einer RPE-
zellabhéngigen lokalen Komplementproduktion. Diese Komplementaktivierung konnte durch
Properdin reguliert und moduliert werden. 7 In der Studie von Schéfer et al. wurde gezeigt,
dass oxidativer Stress die Expression des Komplementregulators Properdin in RPE-Zellen
erhoht. ®

Properdin ist ein Stabilisator des alternativen Wegs des Komplementsystems. Er bindet an
und stabilisiert die C3-Konvertase, und verlangert inre Halbwertszeit. **

Klinische Studien untersuchen den Einfluss eines properdinmodulierenden Antikdrpers. Der
Anti-Properdin-Antikdrper CLG561 fihrt zu einer Destabilisierung der C3 Konvertase.

Eine klinische Phase-lI-Studie zur Wirksamkeit bei einer GA wurde abgeschlossen. ® Es
wurde die Wirksamkeit von intravitrealen Injektionen von CLG561 als Monotherapie und als
Kombinationstherapie mit LFG316 im Vergleich zum Placebo untersucht. Die intravitreale
Injektion von CLG561 und die Kombinationstherapie mit LFG316 konnte die Lasionsgrol3e bei
GA-Patienten nicht reduzieren.”®"®

5.6.4 Cb5-vermittelte Therapeutika

Der Komplementfaktor 5 spielt bei der Bildung des MAC-Komplexes und im Rahmen von
inflammatorischen Prozessen eine entscheidende Rolle. Forscher erhofften sich, dass durch
die Hemmung von C5-vermittelten Entziindungs- und MAC-Aktivitdten ein therapeutischer
Nutzen bei der AMD erzielt werden kann.

Eculizumab ist ein monoklonaler Antikorper, der spezifisch das terminale Komplementprotein
C5 bindet und eine MAC-Bildung verhindert. In Studien konnte eine gute Vertraglichkeit
nachgewiesen werden. Weder die Wachstumsrate der GA, noch das Drusenvolumen haben
sich jedoch signifikant verringert. ”° Weitere C5-vermittelte Therapeutika (LFG316, ARC1905)
wurden in Studien getestet (siehe Tabelle 12).

5.6.5 CD59-vermittelte Therapeutika
CD59 hat eine protektive Funktion auf gesundes kdrpereigenes Gewebe und verhindert eine
Aktivierung einer Komplementantwort. **
AAVCAGsCD59 ist ein losliches rekombinantes CD59-Protein und ein gentherapeutisches
Produkt, das entwickelt wurde, um Netzhautzellen durch Hemmung der MAC-Bildung zu
schutzen. Fur zwei separate Phase | Studien wurden jeweils Patienten mit GA und NVAMD

rekrutiert. Bisher sind fiir beide noch keine Ergebnisse veroffentlicht worden.
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Es konnte bis jetzt weder in der trockenen noch in der feuchten Form ein Durchbruch in der
Therapie mit Komplementsystemmodulatoren erzielt werden. Die grof3e Anzahl an Studien
Zeigt aber, dass der therapeutischen Modulation des Komplementsystems eine entscheidende
Bedeutung zugeschrieben wird.

Es ist unwahrscheinlich, dass in naher Zukunft ein Medikament zur Heilung fir die
verschiedenen AMD-Phéanotypen gefunden wird. Die Ergebnisse der Studien, in denen haufig
nur eine Untergruppe positiv reagierte, zeigten, dass momentan eine grindliche Selektion der
Patienten in die entsprechenden Subtypen fir einen Therapieerfolg notwendig ist. Vorstellbar

ware eine personalisierte Therapie, die auf den einzelnen Patienten zugeschnitten wird.
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Tabelle 12: Ubersicht tiber die Komplementsystem-modulierenden Therapeutika fiir die AMD, klinische

Studien, Uberarbeitet, zusammengefligt und ergénzt 268 (Stand 01.03.2022)
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Tabelle 13: Komplementsystem-modulierende Therapie, Praklinische Studien, Gbernommen von

Weber?
Form Wirkung
C1-INH Protease-Inhibitor Inhibition C1q, C1r, Cls
TT30/CR2-fH Fusionsprotein aus CFH und CR2 | C3-Blockade

TA106 Antikorperfragment Faktor-B-Blockade

rCFH CFH aus humanem Plasma oder | CFH-Suppl. Blockade C3-
rekombinantes CFH Konvertase

AdCAGCD46 Gentherapie mit humanem CD46 | C4b- und C3b-Blockade

sCR1/CDX-1135/TP10 | CR1 C4b- und C3b-Blockade
JPE-1375/JSM-7717 Peptid als C5aR Antagonist C5a-Bindung
PMX53 Peptid als C5aRezeptor- | C5a-Bindung
Antagonist
aDCAGsCD59 Gentherapie mit humanem CD59 | Blockade terminaler

Membrankomplex

670 nm Lichttherapie

physikalisch

Anti-inflammatorisch
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5.7 Schwierigkeiten in der Therapie mit Komplementsystem-
modulierenden Medikamenten

Obwonhl die Beteiligung des Komplementsystems bei der AMD fest etabliert ist, scheint der
begrenzte Erfolg dieser klinischen Studien darauf hinzudeuten, dass die derzeit getesteten
Medikamente nicht vollstandig wirksam sind. &
Teilweise lasst sich dies damit erklaren, dass auch andere biologische Stoffwechselwege und
Signalwege bei der Entstehung der AMD zu berlcksichtigen sind. Oxidativer Stress, der
Lipidstoffwechsel und die extrazellulare Matrix kénnen wesentlich zur AMD-Pathogenese
beitragen. * Es ist bis jetzt noch nicht ausreichend verstanden, wie und inwiefern alle diese
Wege und Faktoren in der Pathogenese der AMD miteinander agieren.
Unklar ist ebenso, ob die therapeutische Wirksamkeit zuklnftiger Komplementsystem-
Modulatoren vom  Krankheitsstadium abhangig ist und welche Rolle die
Komplementsystemaktivierung bei Spatformen der AMD spielt.
Weitere Studien sind notwendig, um zu untersuchen, ob die Progression von friihen zu spaten
Erkrankungsstadien gleichermaflen durch das Komplementsystem und die genannten
Signalwege beeinflusst wird. 2
Das Komplementsystem ist eine komplexe, enzymgetriggerte Kaskade und ein wesentlicher
Bestandteil der angeborenen Immunabwehr. Bei der Entwicklung neuer Medikamente sollte
sich der pharmakologische Effekt auf die dysregulierten Faktoren lokal am Auge begrenzen.
Das Gleichgewicht zwischen vorteilhafter Wirkung im Sinne einer
Komplementsysteminhibition und dem Erhalt der physiologischen Immunantwort gilt es zu
erhalten.
Die Erkenntnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass eine Modifikation des
Komplementsystems eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der AMD spielen kdnnte.
Durch den demografischen Wandel kommt es in den kommenden Jahren zu einer Zunahme
der Neuerkrankungen. Der Bedarf an Therapien, die moglicherweise eine Komplementsystem-

Modulation nutzen kénnten, wird somit weiter steigen.
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