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1 Einleitung

In der vorliegenden Arbeit soll die Immunhistochemie von Komplement-Faktoren an
humanen Spender-Netzhduten mit altersabhangiger Makuladegeneration (AMD)
untersucht werden. Im Rahmen der Einleitung gehe ich zunéchst auf die Epidemiologie
und Bedeutung, Stadien und Klassifikation, Diagnostik und Therapie, Atiologie sowie

das Komplementsystem ein. Zudem erlautere ich die zu untersuchende Fragestellung.

1.1 Epidemiologie und Bedeutung der AMD

Die AMD ist eine Erkrankung der Makula bei Uber 55-Jahrigen (Patzelt, 2009: 61).
Klinisch kommt es zu einer irreversiblen Stérung der zentralen Sehschérfe (Patzelt, 2009:
61).

Morphologisch kommt es zu einer progressiven Degeneration der Photorezeptoren
(Sachsenweger, 2003: 273), zur Ansammlung von Lipofuszingranula in den
Pigmentepithelzellen und zu hyalinen Ablagerungen (Drusen) in der Bruch-Membran
(Burk & Burk, 2014: 303).

Fur den Erkrankten ergeben sich durch die Erkrankung an der AMD Einschrankungen in
der Bewaltigung des taglichen Lebens (Weber et al., 2014: 133). Die Erkrankten haben
in den fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung Probleme u.a. beim Lesen und Erkennen
von Gesichtern (Weber et al., 2014: 133).

A B
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Abbildung 1: Sehempfinden eines AMD-Erkrankten mit der Zeit: (A) keine Sehbeeintrachtigung; (B), (C) beginnende
AMD; (D) weiter fortgeschrittene AMD ("Simulieren von Augenerkrankungen und Sehbehinderungen-

Makuladegeneration,").

Das Risiko an einer Depression zu erkranken ist doppelt so hoch wie bei gesunden
Gleichaltrigen (Mitchell & Bradley, 2006: 97).

Die hdchste Inzidenz findet sich unter der hellhdutigen Bevdlkerung (Weber et al., 2014:
133).

In Europa, den USA und Australien stellt die AMD die haufigste Ursache fir den Verlust
der zentralen Sehschérfe dar (Khandhadia, Cipriani, Yates, & Lotery, 2012: 128).

In Europa haben 1,6 % der Uber 65-Jahrigen und mehr als 13 % der ber 85-Jahrigen eine
der beiden visusrelevanten Spatformen der AMD (Smith et al., 2001: 697).

In Deutschland leiden laut des WeilSbuchs zur Situation der ophthalmologischen
Versorgung 2.610.000 Personen an einer AMD im Friihstadium und 1.608.000 Personen
an einer spaten AMD (Christian Wolfram & Pfeiffer, 2012: 27). 2030 werden laut dieser
schatzungsweise 3.433.000 eine frihe AMD und 2.131.000 eine spidte AMD haben
(Wolfram, 2012: 27). Prozentual ist die AMD in Deutschland fur geschatzte 50 % aller
schweren Sehbehinderungen verantwortlich, gefolgt vom Glaukom mit 15 % und der
diabetischen Retinopathie mit 10 % (Finger, Fimmers, Holz, & Scholl, 2011: 4381). Der
Anteil der AMD an allen schweren Sehbehinderungen wird voraussichtlich aufgrund des
demographischen Wandels bis 2030 auf eine Inzidenz von 57 % ansteigen (Finger et al.,
2011: 4381).

9von 114



1.2 Stadien und Klassifikation der AMD

Im Rahmen der vereinfachten Unterteilung unterscheidet man die frihe AMD von der
spaten AMD (Andrea Gamulescu, 2009: 26). Die spate AMD lasst sich wiederum in die
atrophische (geographische, trockene) und neovaskuldre (exsudative, feuchte) Form
unterteilen (Andrea Gamulescu, 2009: 26). Unter der neovaskuldren Form werden die
choroidale Neovaskularisationsmembran (CNV), Pigmentepithelabhebung, retinale
angiomattse Proliferation, polypoidale choroidale Vaskulopathie und die disziforme
Narbe subsumiert (Andrea Gamulescu, 2009: 26).

1.2.1 Frdhform und Spatform der AMD

Die Fruhform der AMD ist insgesamt haufiger (Gamulescu, 2013: 28). Die AMD in ihrer
Frihform geht nur zu einem geringen Anteil in eine AMD in der Spéatform tber
(Gamulescu, 2013: 28).

85 % der spaten AMD sind der atrophischen Form zuzurechnen ("Die trockene AMD,").
Wohingegen die neovaskulare Form 15 % der spaten AMD ausmacht ("Die trockene
AMD,").

Die beiden Spatformen sind laut Ho et al. als zwei Phanotypen der gleichen Krankheit
anzusehen (Ho, van Leeuwen, de Jong, Vingerling, & Klaver, 2011). Sie kdnnen

ineinander (bergehen, vgl. (Ho et al., 2011).

Dieser Ubergang kann auch durch eine Behandlung mit VEGF Inhibitoren im Rahmen
einer neovaskuldaren AMD induziert werden (Comparison of Age-related Macular

Degeneration Treatments Trials Research et al., 2012: 1395).

Die beiden Spétformen kdnnen auch zusammen auftreten, so dass neovaskulére Lasionen
in der Peripherie von Augen mit atrophischer AMD vorkommen koénnen (Sunness et al.,
1999). In der Regel sind die Patienten, bei denen sich eine geographische Atrophie
manifestiert, dlter als diejenigen Patienten mit einer neovaskularen Form (F. G. Holz,
Pauleikhoff, Klein, & Bird, 2004). Es kann ein einseitiger oder beidseitiger Befall der
Augen vorliegen (Ho et al., 2011). Bei einer spaten AMD des einen Auges beliefen sich
Schétzungen zum 5-Jahres-Risiko zur Entwicklung einer AMD des Partnerauges auf 30

bis 40 % (Ho et al., 2011). Ein grobes Orientieren im Raum bleibt dem Patienten durch
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das periphere Sehen bei beiden Spatformen meist moglich, jedoch kann der Patient in der

Regel nicht mehr scharf sehen.

Klinisch ist die frihe AMD Form oft asymptomatisch. Sie ist durch den Nachweis von
Drusen und pigmentalen UnregelmaRigkeiten in der Retina nachweisbar (Kawa,
Machalinska, Roginska, & Machalinski, 2014). Die UnregelmaRigkeiten kommen durch
Verklumpungen oder Defekte des RPE zustande (Gamulescu, 2013). Sie imponieren als

Hyper- oder Hypopigmentierungen (Gamulescu, 2013).

Drusen sind die erste nachweisbare Kklinische pathologische Verénderung, die
funduskopisch festgestellt werden kann (Kawa et al., 2014). Auch bei Gesunden tber 50-
Jahrigen konnen Drusen gefunden werden (Kawa et al., 2014). Diese sind jedoch kleiner
als bei Erkrankten (Kawa et al., 2014). Man findet Drusen schéatzungsweise bei 15-30%
der Uber 65-Jahrigen ophthalmologisch Untersuchten (Lommatzsch, Wasmuth,
Pauleikhoff, Holz, & Bird, 2011). Drusen sind nicht pathognomisch fiir eine frihe AMD,
sondern konnen differentialdiagnostisch u.a. bei der Membrano-proliferativen
Glomerulonephritis Typ 2, bei der Sklerodermie und dem Sorsby-Syndrom vorkommen
(Burk & Burk, 2014: 307).
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Abbildung 2: Fundusaufnahmen (links) und optische Koheranztomograhie (OCT) (rechts) der (a) friihen und (b) ,(c)
spaten AMD (b): geografische Atrophie und (c): vernarbte choroidale Neovaskularisation. Die gestrichelte Linie
markiert die Position des OCT-Schnittes. 1=Photorezeptorschicht; 2=retinales Pigmentepithel (RPE). (a) Die
Fundusaufnahme zeigt am Augenhintergrund multiple Drusen als typische Manifestation der trockenen AMD im
Frihstadium. In der OCT-Untersuchung sind Drusen als Ablagerungen unter dem RPE zu sehen (=3). (b) Durch Pfeile
markiert ist zentral ein Bereich scharf begrenzter Atrophien zu erkennen. Das RPE und die Photorezeptorschicht sind
hier atrophisch, was sich in der OCT-Untersuchung entsprechend darstellt (=4). Mit Ausbildung solcher Atrophien
geht an entsprechender Stelle ein kompletter Funktionsverlust einher. (c) Endstadium einer neovaskuldren AMD ist die
subretinale Vernarbung, in deren Bereich sich eine Degeneration von Photorezeptoren, Pigmentepithel und Choroidea

aushildet. In den Narbenbereichen ist keine retinale Funktion mehr erhalten (Kawa et al., 2014).

1.2.2 Spatform — atrophische und neovaskuldre AMD

Die atrophische AMD ist durch eine Atrophie des RPE und der Photorezeptoren sowie
einer Konstriktion der choroidalen BlutgeféalRe gekennzeichnet (Ambati, Ambati, Yoo,
lanchulev, & Adamis, 2003: 259). Drusen kdnnen auch bei der atrophischen AMD
vorkommen (Gamulescu, 2013: 32), verschwinden jedoch im Verlauf der Erkrankung

regelméaRig (Sarks, Van Driel, Maxwell, & Killingsworth, 1980).

Die Atrophie beginnt meistens in der perifovealen Region und dehnt sich im Verlauf der

Erkrankung aus, vgl. (Fleckenstein, Schmitz-Valckenberg, Sunness, & Holz, 2011).

Klinisch zeigt sich eine im Verlauf zunehmende Sehminderung mit zunachst auftretenden
Leseschwierigkeiten oder vermindertem Kontrastsehen (Gamulescu, 2013: 32). Bei
Befall der Fovea kommt es zu einer starken Visusminderung (Gamulescu, 2013: 32).

Im Gegensatz zur neovaskuldren AMD, die hauptséchlich fir den schweren Sehverlust
verantwortlich ist, sind nur 20 % der ,,Blindheit im Sinne des Gesetzes*“ durch die
trockene AMD bedingt, vgl. (Fleckenstein et al., 2011). Funduskopisch imponiert die
atrophische AMD als Atrophie mit demarkierten, depigmentierten Arealen (Fleckenstein
etal., 2011).
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Unter der feuchten AMD werden die choroidale Neovaskularisationsmembran (CNV),
die retinale Pigmentepithelabhebung, die retinale angiomatése Proliferation, die
polypoidale choroidale Vaskulopathie und die disziforme Narbe zusammengefasst
(Gamulescu, 2013: 28). Die retinale Pigmentepithelabhebung ist gesondert zu betrachten
(Gamulescu, 2013: 28). Die disziforme Narbe, die auch Junius-Kuhnt-Makulopathie
genannt wird, ist das Endstadium der neovaskuldaren AMD (Gamulescu, 2013: 28). Die
retinale angiomatdse Proliferation und die polypoidale choroidale Vaskulopathie sind
Sonderformen der neovaskuldaren AMD (Burk & Burk, 2014: 304). Gekennzeichnet ist
die neovaskuldare AMD durch die Invasion von abnormalen, briichigen Blutgefél3en
(Ambati, Atkinson, & Gelfand, 2013: 440). Typischerweise kommt es bei der

neovaskularen AMD zu Blutungen und Odemen (Gamulescu, 2013).

Die neovaskuldre Form lasst sich zum groben Verstandnis in drei Stadien unterteilen
(Herrmann, Holz, & Charbel Issa, 2013: 385). In Stadium 1 proliferieren die
Endothelzellen und durchbrechen die Bruch-Membran (Herrmann et al., 2013: 385). Im
Stadium 2 kommt es zu Symptomen durch die Neubildung von Gefallen bzw. deren
Leckage und Blutungen (Herrmann et al., 2013: 385). Die neugebildeten Geféale bluten
aufgrund des schlechten Wandaufbaus leicht (Grehn, 2012: 256). Das Stadium 3 ist durch
eine Fibrose bzw. die Bildung einer disziformen Narbe (Herrmann et al., 2013: 385)
gekennzeichnet. In diesem drittem Stadium ist das Auge zumeist ,erblindet”, d.h. der
Visus ist <1/50 (Grehn, 2012: 257).

Klinisch zeigt sich die neovaskuldre Form bei den Patienten durch Auftreten von
Metamorphopsien (Verzerrt sehen) bei gleichzeitiger Abnahme der Sehschérfe
(Sachsenweger, 2003: 275).

Die Metamorphopsien kommen durch Odeme der Netzhaut zustande und die mogliche
plotzliche Sehverschlechterung wird entweder durch die Neovaskularisation an sich
ausgelost oder durch eine zentrale Einblutung (Grehn, 2012: 256). Funduskopisch zeigt
sich eine Vorwolbung im Bereich der Makula (Grehn, 2012: 256).
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Abbildung 3: Schnittdiagramm der menschlichen Netzhaut (A) zeigt die Lokalisierung der Retina und Makula im
Bulbus. (B) In der frihen AMD akkumulieren sich Drusen. (C) zeigt einen kompletten Verlust des RPE und
Photorezeptorneurodegeneration. (D) Neovaskuldre oder ,,feuchte” AMD ist gekennzeichnet durch die Invasion
abnormaler, briichiger Blutgefae und Makrophagen in die Retina, die letztendlich zur Photorezeptordegeneration
fahrt (Schramm et al., 2014).

1.2.3 Klassifikationen

Klassifikationssysteme

Stadien Klinische Kilassifikation nach | Klinische Klassifikation von Klein et al.
Ferris et al.

Keine Verénderungen nicht sichtbare Drusen oder nicht vorhandene, fragliche oder mittelgrole Drusen
keine Pigmentanomalien (<125pm) und keinen Pigmentanomalien (definiert als

vergroRertes Pigmentepithel oder RPE-Depigmentierung)

Normale kleine Drusen (<63pum) ohne
Altersveranderungen Pigmentanomalien
Frihe AMD mittelgroe Drusen (>63 und Frihe Milde AMD kleine und mittelgroRe Drusen

<125 pm), aber ohne (<125pm)  mit  irgendeiner

Pigmentanomalien Pigmentanomalie oder grofRe
Drusen >125um mit einem
Drusengebiet von <331,820um?

und keinen Pigmentanomalien

moderate frihe AMD | GroRe Drusen mit einem
Drusengebiet von <331,820um?
und irgendeiner
Pigmentanomalie oder groRe
Drusen mit einem Drusengebiet
mit >331,820pum? ohne
vergroRertem RPE und ohne
RPE-Depigmentierung

schwere friihe AMD bei groRen Drusen mit einem
Drusengebiet mit >331,820um?
und RPE-Depigmentierung und

mit oder ohne vergréRertem RPE

Intermediare AMD groRe Drusen oder
Pigmentanomalien plus

mittelgroien Drusen

Spate AMD atrophische oder neovaskulére geographische bei einem betroffenen Gebiet von
Makuladegenerationen Atrophie >350um  Durchmesser  oder
zumindest 2 der folgenden
Bedingungen: scharfe
Umrandung, Fehlen von RPE,
sichtbare choroidale GeféRe

exsudative / Vorhandensein eines der
neovaskuldre Form folgenden Tatsachen: Abldsung
des RPE und/oder retinaler

Abldsung, subretinaler
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Hémorrhagien, subretinaler
Narbe, subretinaler neuer

Blutgefale

Bemerkung Dieses  Klassifikationssystem

umfasst nur Personen {ber 55

Jahre. Als AMD
Pigmentanomalien werden
Hyper- oder

Hypopigmentierungen

bezeichnet, die assoziiert zu
mittleren oder grofen Drusen
vorkommen, jedoch diirfen diese
nicht im Rahmen von einer
anderen Erkrankung erklarbar

sein.

Tabelle 1: Ubersicht der beiden neuesten funduskopisch orientierten Klassifikationssysteme von Ferris et al. von 2013
und Klein et al. von 2014 (Ferris et al., 2013: 849) (Klein et al., 2014).

1.3 Diagnostik und Therapie

Zunachst wird beim Patienten mit Verdacht auf AMD die Anamnese erhoben, die
Sehscharfe bestimmt, eine Spaltlampenuntersuchung des vorderen und mittleren
Augenabschnitts durchgefuhrt sowie die Makula mit einer 78- bzw. 90-dpt-Lupe oder

einem Kontaktglas untersucht.

In der Anamnese wird oft eine Sehverschlechterung angegeben (Burk & Burk, 2014:
303). Zusatzlich konnen Metamorphopsien (das bedeutet verzerrtes Sehen) bei der
neovaskularen Form angegeben werden (Burk & Burk, 2014: 303).

Diagnostisch weiterfuhrend kann der Amsler-Test, die Fundusfotografie, die optische
Kohérenz-Tomografie (OCT), die Fluoreszenzangiographie, die
Indozyaningriinangiographie, das multifokale ERG und eine fundusorientierte Perimetrie
notwendig sein. Der Amsler-Test ist zum Erkennen von Metamorphopsien geeignet.

16 von 114



\Ei)

=)
|

Abbildung 4: links normales Amsler Gitter, wie es von einer gesunden Person gesehen wird. Rechts Metamorphopsien
wie sie von einer AMD-erkrankten Person (zumeist nur bei Neovaskularisationen) wahrgenommen werden kénnen
("Amsler-Gitter," 09.02.2009).

Die Fundusfotografie wird zur Verlaufskontrolle benutzt. Das OCT und die
Fluoreszenzangiographie dienen der Differenzierung der spaten AMD. Die
Indozyaningriinangiographie dient der weiterflihrenden Diagnostik bei der neovaskularen
AMD.

Das multifokale ERG und die funduskontrollierte Perimetrie kénnen zur Bestimmung der
Ausdehnung und Tiefe des funktionellen Ausfalls sowie zur Verlaufskontrolle benutzt

werden.

Funduskopisch zeigen sich bei der Frihform stadienabhdngig unterschiedlich groRe
Drusen (Burk & Burk, 2014: 303). Bei der atrophischen AMD zeigen sich funduskopisch
scharf begrenzte gelb-weilliche Areale mit vergroferten retinalen GefélRen (Burk &
Burk, 2014: 304). Bei Pigmentepithelabhebungen zeigen sich scharf begrenzte gelb-
orange-farbene prominente Stellen (Burk & Burk, 2014: 304). Bei der CNV zeigen sich
im Verlauf ,,grau-grine oder rosa-gelbe, leicht erhabene subretinale Verédnderungen
unterschiedlicher Grofie” (Burk & Burk, 2014: 304).

Eine ursdchliche Therapie gibt es zurzeit noch nicht (Patzelt, 2009: 61). Allen Patienten

sollte laut Leitlinie ein Rauchstopp angeraten werden.

Wenn mindestens eine intermedidre AMD in einem Auge oder ein Sehverlust von 0,7

krankheitsbedingt in einem Auge vorliegt, wird die Einnahme von Antioxidantien (500
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mg Vitamin C; 400 IU Vitamin E; 15 mg Beta-Carotin) und 80 mg Zinkoxid + 2 mg
Kupferoxid empfohlen.

Bei der atrophischen AMD kdnnen verschiedene Hilfsmittel u.a. vergroRernde Sehhilfen

und elektronische Vorlesegerate angeboten werden (Burk & Burk, 2014: 308).

Bei der neovaskularen AMD kommt hauptsachlich eine Therapie mit VEGF-Hemmern
zum Einsatz (Burk & Burk, 2014: 308).

1.4  Atiologie

Die AMD wird als eine multikausale Krankheit angesehen bei der externe
Umwelteinflusse, altersbedingte Veranderungen, das Komplementsystem als Teil des
Immunsystems als auch genetische Faktoren relevant sind (Herrmann et al., 2013: 377).
Als wichtige Ursachen werden in verschiedenen Theorien Mutationen/Polymorphismen
im Genom, die Lipofuszingenese und dessen Speicherung im retinalen Pigmentepithel
(RPE), die Alterung des RPEs, oxidativer Stress, hydrodynamische Verénderungen im
Bereich der Bruch-Membran, hdmodynamische Verdnderungen im choroidalen Blutfluss
und eine chronische Entziindung genannt (Charbel Issa, Scholl, Holz, Knolle, & Kurts,
2005: 1036).

Altersveranderungen sowie individuell variable Genetik und externe Umwelteinfliisse im
Zusammenspiel fihren laut einer gangigen Vorstellung dazu, dass eine

Krankheitsschwelle Gberschritten wird (Herrmann et al., 2013: 379).

Histologisch betrachtet sind bei der Entstehung einer AMD besonders das RPE, die
Bruch-Membran und die Choriokapillaris von Bedeutung (Herrmann et al., 2013: 378f.).

Zur Ubersicht hier eine Abbildung in HE:

18 von 114



. ,-“/ - %
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Abbildung 5: Ubersicht der Netzhautschichten. Das Praparat stammt von einem HE Schnitt der Augenbank zu Kéln.

Der Patient war als er gestorben ist, 70 Jahre alt.

In Bezug auf die Entwicklung einer geographischen Atrophie wird ein Lipofuszin/A2E-
vermittelter Zellschaden des RPEs als Ursache gehandelt (Bergmann, Schiitt, Holz, &
Kopitz, 2004; F. G. Holz, Bellman, Staudt, Schutt, & Vélcker, 2001: 1051f.; F. G. Holz
etal., 1999; Peter Charbel Issa, 2009: 15; Schutt, Davies, Kopitz, Holz, & Boulton, 2000).
Bei der neovaskuldren AMD wird von einer Storung des Gleichgewichts zwischen pro-
und antiangiogenetischen Faktoren ausgegangen (Peter Charbel Issa, 2009: 15f.).
Zunachst gehe ich auf relevante Umweltfaktoren und Alterungsprozesse ein. Danach
gehe ich auf die Genetik ein. Auf das Immunsystem bzw. den Zusammenhang zwischen
Komplementfaktoren und AMD Pathogenese gehe ich im néchsten Abschnitt ein,

nachdem ich das Komplementsystem vorstelle.

Rauchen gilt nachweislich als der bisher relevanteste externe Risikofaktor (Herrmann et
al., 2013: 380). Als weiterer externer Risikofaktor wird Sonnenexposition genannt
(Tomany, Cruickshanks, Klein, Klein, & Knudtson, 2004: 750-757). In Bezug auf
Zusammenhdnge zu Bluthochdruck, Atherosklerose und einem erhdhten Body-Mass-

Index sind die Datenlagen inkonsistent (Herrmann et al., 2013: 380). In der Age-Related-
19von 114



Eye-Disease-Studie (AREDS) zeigte sich ein protektiver Effekt von Zink, Betakarotin,
Vitamin C und E (AREDSResearchGroup, 2001).

Als Ursache fiur altersbedingte Veranderungen werden vor allem Schéden durch
oxidativen Stress gehandelt (Herrmann et al., 2013: 378). Zudem wird von einer
altersabhéngigen Beeinflussung der Expression mehrerer Gene in der Netzhaut
ausgegangen (Yoshida, Yashar, Hiriyanna, & Swaroop, 2002: 2554-2560).

Bekannte altersbedingte Veranderungen sind Ablagerungen von vor allem Lipiden und
advanced-glycation-endproducts (AGES) in der Bruch-Membran, die Akkumulation von
Lipofuszin in den RPE-Zellen und Ablagerungen zwischen dem RPE und der Bruch-
Membran (Herrmann et al., 2013: 379).

Altersabhangig kommt es zu einer Verdopplung der Dicke der Bruch-Membran zwischen
dem 10. und 90. Lebensjahr (Herrmann et al., 2013: 379). Von dieser Verdickung wird
angenommen, dass sie zu einem zunehmenden Diffusionswiderstand fihrt und dass die

Versorgung des RPEs beeinflusst wird (Herrmann et al., 2013: 379).

Das RPE erhdlt die Blut-Retina-Schranke, ist fir den Transport und die Speicherung von
Retinoiden zustandig, phagozytiert die PhotorezeptorauRensegmente, schiitzt die Retina
vor oxidativen Sch&den und schiitzt Nerven und Gefé&Be durch Sekretion von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen (Frank G. Holz, 2011: 50). Da das RPE aus nicht
teilungsfahigen Zellen besteht und hohem oxidativem Stress aufgrund der
Sonnenexposition ausgesetzt ist, wird vermutet, dass es im Rahmen von
Alterungsprozessen zu einer Akkumulation von Schaden kommt (Frank G. Holz, 2011:
50).

Pigmentepithelzellen weisen im Randbereich geographischer Atrophien einen erhdhten
Lipofuszingehalt auf (F. G. Holz, Bellman, Staudt, Schutt, & Volcker, 2001).

Lipofuszin findet sich in sekunddren Lysosomen im mittleren bis basalen Zytoplasma
(Frank G. Holz, 2011). Es besteht zum groBRten Teil aus oxidativ geschédigten
PhotorezeptorauRensegmenten und Bisretinoid-Produkten des Sehzyklus (Herrmann et
al., 2013: 379).
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Altersbedingte Ablagerungen zwischen RPE und Bruch-Membran imponieren
histologisch unterschiedlich (Herrmann et al., 2013: 379f.). Eine dieser Ablagerungen
sind Drusen (Herrmann et al., 2013: 380).

Uber den Ursprung der Drusenbestandteile besteht die Hypothese, dass die Bestandteile
entweder aus dem RPE oder aus dem Blutfluss der Choriokapillaris stammen
(Lommatzsch et al., 2011).

Friher standen sich zwei unterschiedliche Hypothesen zur Entstehung der Drusen
gegenlber. Zum einen die Transformationstheorie von 1855, in der Drusen als
Degeneration der Pigmentepithelien aufgrund der mangelnden F&higkeit der
autolytischen lysosomalen Funktion verstanden wird (A. L. Wang et al., 2009). Zum
anderen die Depositionstheorie, laut dieser entstehen die Drusen als Ablagerung aufgrund
mangelnder Abtransportmoglichkeiten durch eine verstarkte Barriere der Bruch-

Membran.

Heutzutage geht man jedoch von immunologischen Prozessen aus. In der Theorie der
chronischen Inflammation werden die Drusen als Abfallprodukt einer chronisch lokalen
Entziindung angesehen (Anderson et al., 2010: 95). Hageman et.al stellten die Hypothese
auf, dass dendritische Zellen durch lokale Schadigung des RPEs chemokinvermittelt
aktiviert und rekrutiert wirden (Hageman et al., 2001: 723ff.). Daraufhin wirden die
dendritischen Zellen ihre Fortsatze in den Lasionsbereich aussenden und zur Freisetzung
immunmodulierender Faktoren durch das RPE fuhren. Durch die Akkumulation der
verschiedenen Zellen konnte es zur Drusenentstehung kommen. Die dendritischen Zellen
wiirden sich wieder zuriickziehen und die HLA-DR positiven Uberreste, die in Drusen

nachgewiesen wurden, wirden zuriickbleiben (Hageman et al., 2001: 723ff.).

Die Genetik macht schatzungsweise 46-71 % des Gesamtrisikos aus, an einer AMD zu
erkranken (Seddon, Cote, Page, Aggen, & Neale, 2005: 321). Dennoch sind laut Weber
et al. genetische Testungen, um das individuelle Risiko abzuschétzen, im Moment nicht
sinnvoll (Weber et al., 2014: 133).

Bereits 1983 wurde der Zusammenhang mit einer positiven Familienanamnese postuliert
(Hyman, Lilienfeld, Ferris, & Fine, 1983: 213).
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Es konnte eine hohe Ubereinstimmung des Krankheitsphanotyps bei Zwillingen
festgestellt werden (Meyers, 1994). Zudem konnte eine héhere Inzidenz von AMD-Féllen
bei Verwandten ersten Grades von AMD-Erkrankten belegt werden (Hammond et al.,
2002; Seddon, Ajani, & Mitchell, 1997).

Es handelt sich bei der AMD um eine komplex genetische Erkrankung (Herrmann et al.,
2013: 381). Die Gene konnten durch Assoziationsstudien, mithilfe derer genetische
Polymorphismen aufgedeckt werden kénnen, entdeckt werden (Peter Charbel Issa, 2009:
15ff.).

Die pradisponierenden Gene kénnen tbersichtshalber in folgende drei Gruppen unterteilt
werden: in Gene die das Komplementsystem betreffen (CFH, CFB/C2, C3, CFI, CFHR),
in Gene des Cholesterin und Lipidstoffwechsels (APOE, ABCAL, LIPC, CETP) und in
Gene der extrazellularen Matrix (TIMP3, FRK/COL10A1, COL8A1) (Herrmann et al.,
2013: 382).

Mittlerweile belduft sich die Anzahl der Gene, die wahrscheinlich mit der Pathogenese
der AMD zu tun haben auf 17 Gene (Cascella et al., 2014: 2). Davon sind laut Cascella
et al. die Mehrheit Gene, die diejenigen Proteine codieren, die inflammatorische

Funktionen innehaben (Cascella et al., 2014: 2).

Die besonders stark prédisponierenden Gene konnten auf Chromosom 1 und 10, jeweils
auf dem langen Arm gefunden werden (Herrmann et al., 2013; Scholl et al., 2007: 196).

Die beiden relevantesten Gene sind das Komplementfaktor H Gen (CFH), das sich auf
Chromosom 1 befindet, und der Chromosomenlokus 10926 mit ARMS2, PLEKHA1 und
HTRAL (Herrmann et al., 2013; Swaroop, Branham, Chen, & Abecasis, 2007: 177).
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Ubersicht pradisponierende Gene
Gen Position: SNP Nummer | Phanotyp Effekt auf
Chromosom das Risiko
CFH 1931 Rs1061170 CC/IY402H erhoht
ARMS2/HTRA1 | 10926 Rs10490924 | GT//A69S erhoht
ARMS2/HTRAL | 10926 Rs3750848 ARMS2 intron erhoht
ARMS2/HTRA1 | 10926 Rs3793917 HTRAL erhoht
promoter
polymorphismus

Tabelle 2: Ubersicht der stark fiir AMD-préadisponierenden Gene auf Chromosom 1 und 10 (Kawa et al., 2014).

Fur das Genprodukt von ARMS2 ist die Funktion noch nicht geklart (Herrmann et al.,
2013: 381). Bei HTRAL handelt es sich um eine Serinprotease, die unter zellularem Stress

aktiviert wird und mdglicherweise Umbauvorgénge reguliert (Herrmann et al., 2013:

381).

Die CFH Gen Mutation im Tyr402His (SNP rs1061170) ist mit einer Assoziation von fast
50 % an allen AMD-Erkrankungen sehr hoch (Donoso, Kim, Frost, Callahan, &

Hageman, 2006: 137).

Die SNP ist ein Einzelnukleotidpolymorphismus, der die Basenpaare verandert
("Simulieren von Augenerkrankungen und Sehbehinderungen-Makuladegeneration,™).
Dieser verandert die CFH Inhibierende Funktion (Cascella et al., 2014: 4).

Auch andere Gene des Komplementsystems wie z.B. C3, C2, FB und CFI spielen fiir die
Entstehung einer AMD eine Rolle (Gold et al., 2006; Kawa et al., 2014; Thakkinstian,

Bowe, McEvoy, Smith, & Attia, 2006; Yates et al., 2007).

1.5 Komplementsystem

1.5.1 Kategorisierung und Funktion des Komplementsystems

Kategorisiert wird das Komplementsystem klassischerweise als Teil der angeborenen
Immunabwehr (Hollander, Barthlott, Keller, Krenger, & Piali, 2006: 219). Jedoch
interagiert es auch mit dem erworbenem Immunsystem und wird daher als Bindeglied

zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem angesehen (Holldnder et al.,
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2006: 219). Das Komplementsystem hat, grob vereinfacht dargestellt, Funktionen bei der
Infektabwehr, vermittelt zwischen natirlichem und erworbenen Immunsystem, beseitigt
zelluléren Debris und reguliert Entziindungsvorgénge (Hollander et al., 2006: 219).
Komplementfaktoren kdnnen eine Opsonisation, eine Chemotaxis und Aktivierung von
Leukozyten, eine Lyse von Bakterien und Zellen, eine Verbesserung der humoralen
Immunantwort oder eine immunologische Gedéchtnisfunktion sowie eine Beseitigung
von Immunkomplexen und apoptotischen Zellen bewirken (Hollander et al., 2006: 219).
Das Komplementsystem besteht aus ca. 30 Proteinen, die offiziell zu den Akute-Phase-

Proteinen gerechnet werden (Rassow, 2008: 672).

Sie werden groRtenteils von der Leber, jedoch auch von anderen Zelltypen u.a.
Epithelzellen, Endothelzellen, Fettgewebe, Monozyten und Makrophagen synthetisiert
und groRtenteils kontinuierlich ins Blut abgegeben (Charbel Issa et al., 2005: 1036;
Hollander et al., 2006: 225). Ungefahr 15 % der Globulinfraktion im Plasma sind
Komplementproteine (Holldnder et al., 2006: 219). Die Komplementproteine lassen sich
funktionell in Proteasen, regulatorische Membranproteine und Rezeptoren unterteilen
(Markiewski & Lambris, 2007: 715) und strukturell in 16sliche Proteine im Blut und
Membran-assoziierte Proteine (Sarma & Ward, 2011: 227). Beim Komplementsystem
handelt es sich um eine sich selbst verstirkende Kaskade, die oft zur Veranschaulichung
der Funktionsweise mit der Blutgerinnung verglichen wird (Hollander et al., 2006: 220).
Ein Komplementzymogen, d.h. eine inaktive Vorstufe, wird gespalten und die aktive

Form davon spaltet das néchste Zymogen (Murphy, Travers, & Walport, 2009: 82).

1.5.2 Aktivierung des Komplementsystems

Die Aktivierung des Komplementsystems geschieht durch den klassischen Weg oder den
Lektin-Weg oder den alternativen Weg. Zusétzlich gibt es noch direkte
Aktivierungsmoglichkeiten wie z.B. durch CRP (Rassow, 2008: 696).

Der Kklassische Reaktionsweg wird als Antikorper-abhéngig bezeichnet, da er
hauptsachlich durch Immunkomplexe bzw. nach IgG oder IgM Bindung an Pathogene
aktiviert wird (Rassow, 2008: 696). C1q bindet im Komplex (Clg, C1r, C1s) an einen
Antikorper, der an ein Antigen gebunden ist (Sedlacek, 2014: 23). Die Proteasen C1r und
C1s werden durch C1q aktiviert (Sedlacek, 2014: 23). Der aktivierte Komplex C1qrs
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spaltet C4 und C2 (Sedlacek, 2014: 23). Die C3 Konvertase (C4bC2b) formiert sich und
spaltet wiederum C3 (Sedlacek, 2014: 23). Dann bildet sich die C5-Konvertase
C4bC2bC3b (Sedlacek, 2014: 23).

Der Lektin-Weg wird durch die Bindung von Mannose-Lectin oder Ficolin an
mannosehaltige Kohlenhydrate auf Oberflachen von Pathogenen aktiviert (Murphy et al.,
2009: 88). Die MBL-assoziierten Serinproteasen MASP-1, MASP-2 und MASP-3
werden dadurch aktiviert und spalten C4 und C2 (Sedlacek, 2014: 24). Dann bildet sich
die C3 Konvertase (C4bC2b) und anschlieRend die C5-Konvertase C4bC2bC3b wie im
klassischen Aktivierungsweg (Sedlacek, 2014: 24).

Im alternativen Weg kommt es kontinuierlich zu einem Basisumsatz, der theoretisch zur
Opsonisation von allen kérpereigenen und pathogenen Oberflachen flihren wirde, die mit
Plasma in Berlihrung kommen (Charbel Issa et al., 2005: 1038). Dies geschieht
Antikorper-unabhangig und durch die direkte Bindung von C3b an die Oberflache
(Rassow, 2008: 696). C3 spaltet sich spontan in C3b und C3a und daraufhin bindet C3b
an Faktor B (Sedlacek, 2014: 24f.). Faktor D spaltet Faktor B in die Faktoren Bb und Ba
(Sedlacek, 2014: 25). Es bildet sich die C3 Konvertase C3bBb aus, die durch Properdin
(P) stabilisiert wird (Sedlacek, 2014: 25). Durch weitere Bindung von C3b an C3bBb
entsteht die C5-Konvertase C3bBbC3b (Sedlacek, 2014: 25).

Alle drei Wege flihren zu einer gemeinsamen Endstrecke, die bei der Bildung von einer
C3 Konvertase beginnt und die in der Bildung von C3a, C3b, C5a und des
Membranangriffskomplexes (MAC bzw. C5b-9) resultiert (Sarma & Ward, 2011: 227).
Der MAC entsteht aus einem Komplex der Faktoren C5b, C6, C7, C8 und sechs C9
(Holl&nder et al., 2006: 224).

Der MAC ist ein rohrenférmiger Kanal, der auf3en lipophil und innen hydrophil ist
(Holl&dnder et al., 2006: 224). Er hebt die ,,osmotische und biochemische Differenz
zwischen ZellduRerem und Innerem auf™ und fiihrt damit zur Apoptose (Hollander et al.,
2006: 224).

Zu drei wesentlichen Funktionen dieser Kaskade z&hlt neben der Lyse von Bakterien und
Zellen durch die Ausbildung des MAC, die Opsonisation durch kovalent gebundenes C3
und C4 sowie die Chemotaxis und Aktivierung von Leukozyten durch die
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Anaphylatoxine C3a, C4a und C5a (Hollander et al., 2006: 219). C3a, C5a und C4a
bewirken die Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie Serotonin, Histamin und
Leukotriene (Hollander et al., 2006: 227). C5a hat eine bis zu 200 mal und C4a eine 100
mal starkere Wirkung als C3a (Hollénder et al., 2006: 227). Im Verlauf dieser Kaskade
werden neben C3a, C4a und C5a mehrere weitere Komplementspaltprodukte freigesetzt
u.a. C3b, iC3b, C3d, C4b und C1q (Sedlacek, 2014: 25). Sie vermitteln ihre Wirkung tber
Komplementrezeptoren (Sedlacek, 2014: 25).
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Abbildung 6: Ubersicht der Komplementkaskade (Kulkarni & Afshar-Kharghan, 2008).

Die Komplementaktivierung wird kontrolliert durch I6sliche und Membran-assoziierte
Komplementregulatoren. Losliche Komplementregulatoren sind der C1-Inhibitor (C1-
INH), C4b bindendes Protein (C4BP), Komplementfaktor H, Komplementfaktor I,
Clusterin, Vitronectin. Membran-assoziierte Regulatoren sind der Komplementrezeptor
1 (CR1; CD35), das Membran Cofactor protein (CD46) und Glycosyl-
phosphatiylinositol-Proteine wie der Decay-accelerating factor (CD55) oder CD59
(Kawa et al., 2014).

CD59 ist dabei das Kontrollprotein, dass die Bildung des MAC Komplexes reguliert
(Immunologie, Grundlagen fir Klinik und Praxis, 2006). CFIl ist ein Regulator des
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klassischen und alternativen Komplementweges, der flr die Inaktivierung von C4b und
C3b verantwortlich ist (Khandhadia et al., 2012).

C4b und C3b werden im Zusammenspiel von C4 binding protein (C4BP), CFH, MCP
und CR1 mit CFl inaktiviert (Khandhadia et al., 2012).

CFI spaltet nicht nur C3b, sondern auch C4b und verhindert damit, die Komplexierung
zur C3-Konvertase. Dadurch kommt es zur Entstehung der inaktiven Formen iC3b, C4c
und CA4d.
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Abbildung 7: Ubersicht der Kontrollproteine des Komplementsystems. (a) Losliche (blau) und Membran-gebundene
Regulatoren (lila) und ihre hemmende Wirkung innerhalb des Komplementsystems (b) Losliche und Membran-

gebundene Regulatoren innerhalb der Retina lokalisiert.(Kawa et al., 2014).

Neben seinen Hauptfunktionen hat das Komplementsystem eine Funktion u.a. in der
Synapsenreifung, in der Beseitigung von Immunkomplexen, in der Angiogenese, in der
Mobilisation von hamatopoetischen Stammzellen, im Lipidmetabolismus und in der

Geweberegeneration (Ricklin, Hajishengallis, Yang, & Lambris, 2010).

Bei verschiedenen Krankheitsbildern wie dem atypischen h&molytischen urdmischen
Syndrom, der membranoproliferative glomerulonephritis Typ Il (MPGN I1) spielt das
Komplementsystem eine nachweisliche Rolle. Das Komplementsystem ist auch bei

verschiedenen Immunerkrankungen involviert: Bei Lupus sind C1, C2, C3 und C4
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vermindert sowie C3d Level im Blut erh6ht. C3d und C4d Level im Blut sind bei der
systemischen Sklerose erhoht. Und C1qg und C2 Mangel und erhohte Level von C3a und
Cb5a sind mit der Rheumathoiden Arthritis assoziiert (M. Chen, Daha, & Kallenberg,
2010). Auch bei Alzheimer wird dem Komplementsystem eine Rolle zugeschrieben,

sowie auch bei Sepsis und Myokardinfarkt (Ricklin et al., 2010).

Es konnte im Rahmen einer Untersuchung zum Zusammenhang des Komplementsystems
und deren Wechselwirkung mit der T-Zell Regulation und Aktivierung bei Pollenallergie
gezeigt werden, dass das Komplementsystem mit der CD4+T-Zell Antwort bei
Pollenallergie und in der Pathogenese der Sensitivierung auf Pollenallergene involviert
ist (Couto Alves et al., 2013). In der Allergie scheinen besonders der C5a Rezeptor und
der C3a Rezeptor in der Steuerung der T-Helfer Zellen vom Typ 2 involviert zu sein
(Couto Alves et al., 2013).

Das Auge besitzt einen immunologischen Sonderstatus. Im Auge ist das Ausmal} der
Immunsystemaktivierung reduziert. Man spricht vom sogenannten Immunprivileg des
Auges (Perez, Saeed, Tan, Urbieta, & Cruz-Guilloty, 2013). Die Retina und damit auch
der Bereich der Makula ist durch die Retina Blutschranke in einem immunsuppressiven
Status (Perez et al., 2013). Dieses Immunprivileg wird angesehen als Schutz vor
Funktionsverlust durch Entziindungsgeschehen (Perez et al., 2013). Die &uf3ere Blut-
Retina-Schranke wird durch das RPE und die Choriokapillaris gebildet. Die retinalen
Blutgefale besitzen tight junctions, die die innere Blut-Retina-Schranke ausmachen
(Ambati et al., 2013). Normalerweise wird die Immunsuppression sowohl durch die durch
das RPE gebildete tight junction Barriere sowie durch anti-inflammatorische Zytokin-
Produktion des RPE aufrechterhalten (Ambati et al., 2013). Im Auge gibt es keine
klassische Lymphdrainage. Zelldebris wird vends Uber das Trabekelmaschenwerk und
den Schlemmschen Kanal entfernt (Grisanti, 1998). Die inflammatorischen Zellen der
Retina sind die Mikroglia, vergleichbar zu den Gewebsmakrophagen (Ambati et al.,
2013). Zelldebris wird durch retinale Mikroglia entfernt (Ambati et al., 2013). Netzhaut,
RPE, Bruch-Membran und Choriokapillaris besitzen generell im Vergleich zu anderen

Geweben wenig komplementhemmende Faktoren (Bora et al., 2003).

Das Komplementsystem ist jedoch auch im Auge kontinuierlich auf einem niedrigen
Niveau aktiv. Eine Regulierung durch die intraokularen Komplementregulatoren findet
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statt (Sohn, Kaplan, Suk, Bora, & Bora, 2000). Komplementaktivierung ist bei
verschiedenen retinalen Erkrankungen beteiligt, vgl.(Luo, Zhao, Madden, Chen, & Xu,
2013), u.a. auch in der Uveoretinitis (Mei Chen, Muckersie, Luo, Forrester, & Xu, 2010;
Copland et al.,, 2010; Read, Szalai, Vogt, McGwin, & Barnum, 2006) und der
diabetischen Retinopathie (Gerl et al., 2002; J. Zhang, Gerhardinger, & Lorenzi, 2002).

1.6 Komplementsystem und AMD

Erkenntnisse Uber die Beteiligung des Komplementsystems an der AMD hat man
hauptsachlich durch genetische Erkenntnisse, Analyse der Drusen, verénderte
Komplementlevel im Blut und durch Immunhistochemische Verfahren erhalten.
Zusétzlich wird auch versucht anhand von Mausmodellen etwas Uber die Pathogenese der
AMD zu erfahren. Beispielsweise konnten Bora et al. nachweisen, dass die systemische
Blockade des gesamten Komplementsystems genau wie die selektive Depletion von C3
bei C3 Knockout-Mausen die Entwicklung einer der neovaskularen AMD d&hnlichen
Ausbildung bei Méusen von 98 % in den Kontrollen auf 3-5 % in den Knockout-Méausen

reduzieren konnte (Bora et al., 2005).

1993 wurden erstmals in Immunfluoreszenz-Untersuchungen Komplementfaktoren in

Drusen nachgewiesen (van der Schaft, Mooy, de Bruijn, & de Jong, 1993).

Nachfolgend sind die in den Drusen u.a. vorkommenden Komplementfaktoren

aufgefihrt:
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Ubersicht Komplementarproteine
Klassischer | Lektin Alternativer | Komplement | Terminaler Komplement-
Komple- Komple- | Komplement- | C3 und C3 Reaktionsweg aktivatoren
mentweg mentweg | weg Fragmente
Clq Mannose | Factor B C3 C5 Amyloid
binding | (CFB) C3d, C3dg C6 Lipofuszin
lectin Faktor | C3B,iC3b c7 Bestandteile
(CFI) C8 C-reaktives
Faktor H C9 Protein (CRP)
(CFH) C5-9 (MAC) Cholesterol
Alternative Immunglobulin
Komplement- Terminaler (19)
wegregula- Reaktionsweg- Advanced
toren regulatoren glycation
Membrane Vitronectin endprodukts
cofactor Clusterin (AGE)
Protein (Apolipopreotein
(MCP;CD46) J)
Komplement
Rezeptor 1
(CRY)

Tabelle 3: Ubersicht der in Drusen nachgewiesenen Komplementproteine (Anderson et al., 2010).

Systemische Komplementlevelmessungen beim Menschen konnten verénderte Level der
Komplementfaktoren sowie auch deren aktivierten Produkte in der Blutbahn bei AMD-
Patienten beweisen (S.Khandhadia, V.Ciprani, J.R.W.Yates, & A.J.Lotery, 2012).

Fur die Faktoren Ba, C3d, MAC, C3a und C5a sowie Faktor D wurden bei AMD-
Patienten signifikant erhohte Blutlevel, fiir Faktor 3 und Faktor 4 sowie CFH im
Vergleich zu Gesunden keine erhéhten Level gefunden (Hecker et al., 2010; Scholl et al.,
2008).

Erhohte Plasmakonzentrationen von Faktor B und Faktor D und Ba und C3d zeigten sich

assoziiert mit einem 5-fachen Anstieg des AMD-Risikos (Hecker et al., 2010).

Bei fortgeschrittener AMD konnte ein starkerer Anstieg von Faktor D, Faktor B, Ba und
C3d im Blut gefunden werden (Hecker et al., 2010).
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Zudem konnte gezeigt werden, dass Faktor C5a und Bb bei fortgeschrittener AMD erhoht
und CFH bei Patienten mit geographischer Atrophie erniedrigt ist (Reynolds et al., 2009).

Durch die Immunhistochemie konnten bereits mehrere Komplementfaktoren in der

Retina lokalisiert werden.

In der Arbeit von Frau Fett et al. wurden Complement factor H, der Decay accelerating
factor (DAF/CD55), Complement receptor 1 sowie das membrane cofactor protein (MCP,
CD46) mittels Immunhistochemie lokalisiert (Fett, Hermann, Muether, Kirchhof, &
Fauser, 2012).

Fur CFH wurde moderate bis starke Féarbung in (soft) Drusen in Augen mit friher AMD
nachgewiesen. Soft-Drusen sind eine Form der Druse, die groRer sind als die hard-
Drusen. In den normalen Augen fanden sich starkere Anfarbung im Vergleich zu AMD-
Augen im Bereich der choroidalen Kapillarwande sowie in den interkapillaren Saulen bis

zur Bruch-Membran. Das Lumen der Blutgefae war teils ebenfalls positiv.

Fur DAF/CD55 wurde in allen Augen eine Anfarbung im Bereich des inneren Segments
der Photorezeptorzellen auf Hohe der Membrana limitans externa/external limiting

membrane sowie der Ganglienzellschicht gefunden.

Fur den Komplement Rezeptor 1/CD35 wurde in der Ganglienzellschicht in allen Augen
eine Anfarbung gefunden sowie auch an der apikalen Seite des retinalen Pigmentepithels.
In Augen mit friiher AMD wurde eine Anfarbung in soft Drusen nachgewiesen (Fett et
al., 2012).

Fett et al. konnten dadurch zeigen, dass CR1 und CFH auf verschiedenen Seiten des RPE
lokalisiert sind und somit nicht wie vorher vermutet tberlappend wirken (Fett et al.,
2012).

Die Anfarbung bei dem MCP-Antikorper im Bereich der Bruch-Membran und im basalen

RPE war weniger stark bei AMD-Augen ausgeprégt.

Die kontinuierliche Anfarbung des MCP-Antikdrpers an der Bruch-Membran zeigte nach
Fett et al, dass die Kontrolle der Komplementaktivierung durch die

Komplementregulatoren an der Grenze zwischen Choroidea und Retina stattfindet und
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die Bruch-Membran eine herausragende Stellung als immunologische Barriere einnimmt
(Fett et al., 2012).

Der Anféarbungsbefund in den Drusen der Komplementregulatoren verstarkt nach
Meinung der Autoren die Annahme, dass Drusen Byprodukte der

Komplementaktivierung sind (Fett et al., 2012).

Zudem konnten Fett et al. zeigen, dass die Regulation innerhalb der Retina durch CR1
und DAF vonstattengeht (Fett et al., 2012).

Die Hauptfaktoren des Komplementsystems, wie C3, C5 und der MAC-Komplex fanden
sich in den Kappillargefalien der Choroidea vgl.(Kawa et al., 2014). Bei Anderson et al.
befand sich C3 bei Gesunden in den Kapillaren der Choroidea (Anderson et al., 2010).
Bei Personen mit Drusen fanden Anderson et al. C3 im sub-RPE Raum und im RPE,

welches Uber Drusen lag.

Anderson et al. fanden eine CFH-Immunaktitvitdt mittels Immunfluoreszenz in den

Choriokapillaren und Zwischenraumen (Anderson et al., 2010).

MCP war bei Anderson et al. in den Choriokapillaren und Zwischenrdumen lokalisiert an
der basolateralen Oberflache des Pigmentepithels und weniger stark an der luminalen
Oberflache der choroidalen Endothelzellen. Auch Ebrahimi et al. fanden MCP &hnlich
verteilt. CD46/MCP Immunofarbung befand sich basolateral im RPE bei Gesunden und
vermindert bei Patienten mit friher AMD (Ebrahimi, Fijalkowski, Cano, & Handa, 2013).

DAF fanden Ebrahimi et al. nur innerhalb der Choroidalen Kapillaren.

CFB-Immunaktivitat war innerhalb der ganzen Choroidea zu finden sowie oberfl&chlich
an den choroidalen Endothelzellen. CFI war bei Ihnen in der inneren Retina zu finden
und relativ wenig in der Choroidea. CFD war diffus in der gesamten Neuroretina und

Choroidea verteilt.

Im Makularberich von AMD-Augen, konnten Ebrahimi et al. mithilfe wvon
Immunhistochemie zeigen, dass CD59, der Regulator des MAC, erhoht in Bereichen von
gesundem RPE war, jedoch vermindert im RPE, das Uber Drusen war und in

geographischer Atrophie (Ebrahimi et al., 2013).
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1.7 Fragestellung — Zielsetzung und Arbeitshypothese

1.7.1 Ausgangssituation

Die AMD ist eine hdufige Erkrankung der Makula mit einer irreversiblen Stérung der
zentralen Sehschérfe (Patzelt, 2009: 61). Prozentual ist die AMD in Deutschland fir
geschatzte 50 % aller schweren Sehbehinderungen verantwortlich (Finger et al., 2011:
4381). Der Anteil der AMD an allen schweren Sehbehinderungen wird voraussichtlich
aufgrund des demographischen Wandels bis 2030 auf eine Inzidenz von 57 % ansteigen
(Finger et al., 2011: 4381).

Die Pathogenese der AMD ist noch nicht hinreichend geklért.

Die AMD wird als eine multikausale Krankheit angesehen, bei der externe
Umwelteinflusse, altersbedingte Veranderungen, genetische Faktoren sowie das
Komplementsystem als Teil des Immunsystems relevant sind (Herrmann et al., 2013:
377).

Besonders die Beteiligung des Komplementsystems als moglicherweise therapeutischer
wichtiger und beeinflussbarer Faktor in der Pathogenese der AMD ist noch nicht

hinreichend geklart.

Erkenntnisse Uber die Beteiligung des Komplementsystems an der AMD hat man
hauptsachlich durch genomweite Assoziationsstudien (GWAS), qualitative Analysen der
Drusen, verdnderte Komplementlevel im Blut und durch Immunhistochemische
Verfahren erhalten. Zuséatzlich wird auch versucht, anhand von Mausmodellen etwas tber

die Pathogenese der AMD zu erfahren.

Die Immunhistochemie ist dabei eine wichtige Erkenntnisquelle und Mittel der Wahl zur
Identifizierung Zell-spezifischer Protein Verteilung und Lokalisationsprofilen, da alle
quantitativen Analysen durch die Verfugbarkeit von post-mortem Gewebe limitiert sind
(Fett et al., 2012). Zudem ist kein ad&quates Tiermodell verfligbar (Fett et al., 2012).

Die limitierte Aussagekraft von Mausmodellen ergibt sich daraus, dass Mé&use keine
Makula haben und zudem das Immunsystem von Menschen und Mausen sehr
unterschiedlich ist (Khandhadia et al., 2012; Mestas & Hughes, 2004).
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Zudem ist die Vergleichbarkeit bei Tier-Modelllen begrenzt, da kein Tier-Modell alle
verschiedenen Veranderungen wiederspiegelt, die in der AMD vorkommen (Ambati et
al., 2013).

Mithilfe Blutkomplementlevelmessung kénnen systemische Komplementlevel gemessen
und zwischen Gesunden und AMD-Erkrankten Unterschiede diesbeziiglich festgestellt
werden. Es sind damit Erkenntnisse tber 16sliche Komplementfaktoren moglich, jedoch
konnen keine Erkenntnisse (ber lokale Vorgédnge gewonnen werden und eine

Lokalisation von Komplementfaktoren innerhalb der Retina ist nicht moglich.

Die Forschung Uber die Genetik kann Erkenntnisse tiber die genetische Disposition fr
die AMD liefern, jedoch wird die AMD als multikausale Erkrankung angesehen und
deswegen sind andere Erkenntnisquellen wichtig. Mittels der Immunhistochemie lassen
sich gut Aussagen Uber das Vorhandensein von Komplementfaktoren und deren

Lokalisation innerhalb von Geweben treffen.

1.7.2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die immunhistologische Darstellung wichtiger
Komplementproteine, um Erkenntnisse tber deren VVorhandensein in der Netzhaut und
Aderhaut zu gewinnen sowie deren Lokalisation. Uberdies hinaus vergleichen wir die
ermittelten Befunde in Netzhduten mit AMD versus Netzhduten ohne AMD, um

Erkenntnisse Uber die Beteiligung dieser Komplementfaktoren an der AMD zu gewinnen.

Im Rahmen der folgenden Arbeit wurden folgende Komplementfaktoren mittels
immunhistochemischer Methoden in der Netzhaut und Aderhaut von Spendern

dargestellt:
e C5aR (CD88)
e CFI (Complement factor I)
e MAC (Membranangriffskompllex oder C5b-9)

Verglichen wurde zwischen AMD (Friih- und Spétform) und Kontroll-Geweben.
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Diese drei Komplementproteine wéhlten wir aufgrund ihrer besonderen Bedeutung in der

Komplementkaskade aus.

Die Verteilung des C5aR ist besonders interessant, da die AMD als eine chronisch lokale
Entzindung angesehen wird (Anderson et al., 2010: 95). Cba und C3a triggern
Inflammation uber ihre G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. C5a ist um 100 bis 200fach
potenter als C3a (Immunologie, Grundlagen fir Klinik und Praxis, 2006). Es ist das
wichtigste und wirkungsvollste Komplementpeptid in Bezug auf Entziindung (Janeway

Immunologie, 2009).

CFI wurde in dieser Arbeit ausgewdhlt, da er ein Regulator des klassischen und
alternativen Komplementweges ist. In der Arbeit von Frau Fett et al. wurden bereits der
Complement factor H, der Decay accelerating factor (DAF/CD55), Complement receptor
1 sowie das membrane cofactor protein (MCP, CD46) mittels Immunhistochemie
lokalisiert (Fett et al., 2012). Somit waren andere wichtige Komplementregulatoren
bereits immunhistochemisch lokalisiert. Ein Immunhistochemischer Nachweis und die
Lokalisation von CFI innerhalb der Netzhaut und Aderhaut ist besonders bemerkenswert,
da CFI bereits in Drusen (siehe Einleitung) nachgewiesen werden konnte und auch
bestimmte genetische Polymorphismen des CFI, der CFI rs10033900T>C und
rs2285714C>T Polymorphismus, eine Rolle spielen kdnnten (Q. Wang, Zhao, & Li,
2016).

Am Ende der abgelaufenen Komplementkaskade steht die Bildung des
Membranangriffskomplexes (MAC bzw. C5b-9) (Sarma & Ward, 2011: 227). Eine

Lokalisation des MAC zeigt eine abgelaufene Komplementkaskade an.

1.7.3 Arbeitshypothese

Wir wollten mittels immunhistochemischer Verfahren die Fragen beantworten, ob sich
erstens der MAC, CFI und der C5aR in der Retina und Choroidea lokalisieren lassen und
zweitens, ob sich Unterschiede zwischen AMD und Kontroll-Geweben zeigen lassen und
drittens, falls Unterschiede in der Lokalisation und Intensitat bestehen, die vorliegenden
Ergebnisse im Kontext zu anderen Erkenntnissen (ber die Faktoren setzen und
diskutieren, was die vorliegenden Ergebnisse bedeuten konnten. Folgende drei
Hypothesen maochte ich aufstellen:
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Es zeigt sich keinerlei Anfarbung in beiden Gruppen (AMD versus Gesund).
Die Anfarbung zeigt sich in beiden Gruppen in gleicher Lokalisation.

Die Anféarbungslokalisation und/oder Intensitat bei Netzhduten mit und ohne
AMD ist nicht gleich.
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2 Material und Methoden

2.1 Ubersicht

Die Experimente wurden von April 2014 bis Mai 2015 im Histologischen Labor der

Universitats-Augenklinik in Kéln durchgefiihrt.

Wir benutzten hauptsachlich bereits geschnittene Praparate der Augenbank der
Universitat zu Koln. Ca. 40 Paraffinblocke wurden von mir mithilfe der MTA Frau
Martina Becker geschnitten. Die Augenbank bestand aus 106 verfugbaren Préparaten.

Ausgeschlossen aus dem untersuchten Kollektiv wurden Augen mit starken
morphologischen Veranderungen sowie anderen vaskuldren Erkrankungen, schwere
Glaukomfalle, Falle mit diabetischer Retinopathie, starken Netzhautabldsungen oder
Netzhautspaltungen. Ferner wurden Partneraugen aus dem Kollektiv ausgeschlossen,

damit nicht rechtes und linkes Auge von einem Patienten im Kollektiv vorhanden sind.
Das vorliegende ausgewertete Kollektiv bestand aus Augen von 63 Patienten.

Die Qualitat der Praparate wurde zundchst durch makroskopische Beurteilung und
eingehender durch HE- und Pas-Féarbungen jeweils aller Préparate tberpruft.

Die Spenderaugen der Augenbank Kéln wurden bei einer Organspende gewonnen.

Nachfolgend werde ich das Spendermaterial und seine Aufarbeitung, die Klassifikation

und die Immunhistochemie und Entwicklung genauer betrachten:

Spendermaterial und Aufarbeitung e Spendermaterial

e Chemikalientbersicht

e Fixierung

e Paraffinblockherstellung

e Schnitttechnik

Klassifikation e Einteilung der Proben in AMD und

Kontrollgruppe

37 von 114



Immunhistochemie und Entwicklung

Definition und
immunhistochemische Grundlagen
Austestung der unterschiedlichen
Antikorper

Demaskierung

Blockierung unspezifischer
Reaktionen

Farbeprotokolle

Kontrollen

Auswertungsbdgen und

Farbeintensitatstafel

Tabelle 4: Ubersicht des Abschnitts zum Material und Methoden

2.2 Spendermaterial und Aufarbeitung

Das benutzte Gewebe bestand aus Augen mit bereits entfernter Linse, die in 5 % Formalin
fixiert waren. Der hintere Augenabschnitt wurde herausgeschnitten im Bereich der
Makula. Dabei haben wir uns am Sehnerv orientiert. Hilfreich zum Auffinden der Makula

ist die Tatsache, dass die Makula nach dem Tod ihre Transparenz verliert und gelblich

erscheint.

Zuné&chst wird mittels einer Lupe der Augenhintergrund der Spenderaugen inspiziert und
die Makularegion ausfindig gemacht. Danach wird mit einem Filzstift, die Stelle von

auflen am Bulbus markiert. Es wird ein ca. 2 cm x 1 cm groBer Schnitt angefertigt, der

die Makularegion mitsamt eines Stlickes des N.opticus bzw. der Papille enthalt.

AnschlieBend wird das Makula-Sehnerv-Préparat in Paraffin eingebettet.
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Abbildung 8: In Paraffin eingebettetes Préparat der Augenbank zu Kdln.

Die Gewebeschnitte werden an einem Schlittenmikrotom in horizontaler Schnittrichtung

bei Raumtemperatur angefertigt.

Die 4 um dicken Praparate werden zur Entfaltung in ein Wasserbad (50 °C) uberfuhrt und
schwimmend auf Objekttrager aufgebracht und anschlieend tUber Nacht bei 37 °C im
Heizschrank getrocknet.

Chemikalien und Geréate

Chemikalien Wasserstoffperoxid 30 % der Firma Merck

Xylol: Rotipuran >99 % von der Firma Roth®

Wasser, Ampuwa Spullésung, Fresenius

Vollentsalzenes Wasser der Uniklinik Kdln

2-Propanol, Isopropylalkohol der Firma Walter CMP
GmbH & Co

Fertiglosungen AEC, High sensitive Substrate Chromogen, der Firma
Dako

DCS Lab Line, Antikorper Verdinnungspuffer

Wasserhaltiges Eindeckmedium: Microscopy Adquatex
der Firma Merck

DCS Lab Line Waschpuffer

Puffer, Dako Target Retrieval: pH9 und pH6
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Mayer’s Himalaun der Firma Merck

Einwegmaterialien und | Objekttréger: star Frost®

sonstige Geréte Reagiergefalie der Firma Sarstedt, Micro Tubes 1,5 ml
Diverse Pipettenspitzen der Firma Sarstedt

Pipetten diverse Grofien

Schlittenmikrotom von Lyca

Paraffinstreckbad

Mikroskop von Zeiss und Lyca

Wasserbad zum Kochen von GFL

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Gerate

2.3 Klassifikation

Die Bestimmung, in welche Kategorie die Proben fallen, erfolgte histologisch an HE
Préparaten und anschliefend in Pas gefarbten Praparaten. Die Proben wurden in
Kontrollen, Frihe und Spate (trockene und feuchte) AMD eingeteilt. Die
immunhistochemischen gefarbten Praparate wurden auf ihre Ubereinstimmung in Bezug

auf die Klassifikation hin zusétzlich untersucht.

Die histologische Klassifikation lehnt sich an die Klinische Klassifikation (siehe Teil
Klassifikation in der Einleitung) an. Als Kontrollen wurden nur solche Proben
eingeschlossen, in denen sich keine Drusen oder sehr peripher liegende Drusen befinden.
Dies war notwendig, um auszuschliel3en, dass sich in der Kontrollgruppe AMD-Félle
befinden. Problematisch an der histologischen Klassifizierung der AMD ist, dass nicht
die echte GroRe der Drusen und Anzahl der Drusen im gesamten Auge bestimmt werden
kann, da die Klassifizierung an einzelnen Schnitten erfolgte und Drusen auch bei Nicht-

AMD-Erkrankten vorkommen kdnnen.

Damit sind in der frihe-AMD-Gruppe folglich wahrscheinlich auch Nicht-AMD-Augen

gelandet.

Als spate AMD wurden die Proben klassifiziert, die entweder Zeichen der atrophischen

AMD oder Veranderungen im Sinne der neovaskulédren AMD aufzeigten.
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(A) (B)
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Abbildung 9: PAS Bilder. NR=Neuroretina; CH=Choroidea; RPE=Retinales Pigmentepithel; CNV=Choroidale
Neovaskularisation (A) Kontrolle in PAS eines mit 70 Jahren Verstorbenen. AusschnittvergréRerung aus Aufnahme mit
100-facher VergrofRerung. (B) Drusen bei frilher AMD eines Praparates von einer/eines mit 66 Jahren Verstorbenen.
Die Neuroretina ear bei diesem Praparat weiter oben und ist deshalb nicht sichtbar. Ausschnittvergroerung aus
Aufnahme mit 400-facher VergroBerung. (C) Geografische Atrophie in PAS. Gut sichtbar sind vereinzelte und
degenerierte Pigmentepithelzellen. Die Probe stammt von einer mit 57 Jahren verstorbenen Frau.
Ausschnittvergréferung aus Aufnahme mit 200-facher VergroRerung. (D) Neovaskuldre Spatform der AMD. Die
Neovaskularisationen sind sehr deutlich zwischen Bruch-Membran und Neuroretina zu finden. Das RPE ist
degeneriert. Das Praparat stammt von einer mit 84 Jahren verstorbenen Frau. AusschnittvergréRerung aus Aufnahme
mit 200-facher VergroéRerung.
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© (D)

Abbildung 10: Kilassifikation in HE NR=Neuroretina; CH=Choroidea; RPE=Retinales Pigmentepithel;
NEO=Neovaskularisationen; Photorez.=Photorezeptoren; NV=Neovaskularisationsmembran (A)-(E)

AusschnittvergréBerungen aus Aufnahmen mit 200-facher VergroRerung. (A) Kontrolle. Die Probe stammt von einem

42 von 114



mit 70 Jahren verstorbenem Mann. (B) Frihe AMD. Sichtbar sind fir die Frihform klassischen Drusen. Das Bild
stammt von einem Patienten (Geschlecht unbekannt) gestorben mit 66 Jahren (C) VergrdRerung der Drusen (D)
Neovaskularisation, die die Bruch-Membran Uiberschreitet. Das Préaparat stammt von einer mit 67 Jahren verstorbenen
Frau. (E) Geografische Atrophie. Degeneratives Pigmentepithel. Das Préaparat stammt von einer mit 57 Jahren
verstorbenen Frau. (F) Neovaskularisation unter dem RPE. Das Praparat stammt von einer mit 84 Jahren verstorbenen

Frau. (F) Ausschnittvergréferung aus Aufnahme mit 100-facher VergroRerung.

2.4 Immunhistochemie und Entwicklung

Die Immunhistochemie ist eine Methode zur histologischen Lokalisation wvon
ausgewahlten Makromolekiilen (Romeis, 2010). Sie hat im Gegensatz zu anderen
Methoden der Gewebeanalyse den Vorteil, dass eine nahezu unbegrenzte Anzahl von
strukturell und funktionell bedeutsamen Makromolekilen in ihrer histologischen
Lokalisation darstellbar sind (2003).

Dabei wird das Prinzip der Antigen-Antikdrperbindung benutzt ("Immunhistochemie,").
Spezifische Antikdrper binden an das Makromolekl ("Immunhistochemie,”).

2.4.1 Visualisierung

Die Visualisierung erfolgt durch einen an den primédren oder sekundaren Antikorper
gekoppelten Farbstoff (2010).

Wenn der Farbstoff an den primaren Antikérper gekoppelt ist, spricht man von direkter
Farbung ansonsten von indirekter Farbung (2010). Bei der indirekten Farbung wird ein

Sekundarantikorper gegen den Primérantikorper verwendet (2010).

Wir haben das Prinzip der indirekten Férbung benutzt. Sie hat den Vorteil, dass eine
héhere Sensitivitat erreicht wird. Dies liegt daran, dass mehrere Sekundarantikorper an

einen einzelnen Primarantikorper binden kdnnen (Romeis, 2010).

Die indirekte Methode der Immunhistochemie stellt sich schematisch, wie folgt, dar:
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Peroxidase-konjugiert

)k Primaramtikérper

Indirekte Methode

Abbildung 11: Schema der indirekten Immunhistochemie. An das Antigen bindet der Primarantikorper. Der

// : Sekundarantikirper,

Sekundarantikdrper ist mit dem Peroxidase konjugiert, das in einem weiteren Schritt sichtbar gemacht wird. (Henne,
2000).

2.4.2 Bindungen und verwendete Antikorper

Die Detektion der Antikorper ist mit verschiedenen Markersubstanzen méglich (2010).
Enzymgekoppelte Antikdrper sind nicht direkt sichtbar und missen durch Bildung eines

farbigen Produktes sichtbar gemacht werden (2010).

Zur Lokalisierung der AK-Antigen-Reaktion haben wir AEC benutzt, dass enzymatisch
Chromogen umsetzt. Es ergibt sich eine Rotfarbung an den Stellen, wo Antigen

vorhanden ist.

Um unerwinschte unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden die Proben mithilfe
einer Blockierungslosung, in der Wasserstoffperoxid ein Bestandteil ist, geblockt.
Zusétzlich werden unspezifische Bindungen durch Waschpuffer entfernt (Romeis, 2010).
Wir benutzten hierzu den PBS Waschpuffer.

Um eine unspezifische Bindung des Sekundarantikdrpers auszuschlielRen, wurden 1gG-
Kontrollen angefertigt. Da alle Primarantikdrper Maus-Antikorper waren, wurden dafiir
Maus IgG Isotyp Kontrollen benutzt.
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(A) (B)

Abbildung 12: Beispiele von negativen 1gG Kontrollen. Blaue Hamalaun Kernfarbung sichtbar. Das Pigmentepithel
ist aufgrund Eigenfarbe braunlich. (A) und (B) Ausschnittvergroerungen aus Aufnahmen mit 100-facher
VergroRerung. (A) Das Préaparat stammt von einer mit 51 Jahren verstorbenen Frau. (B) Das Préparat stammt von

einer mit 57 Jahren verstorbenen Frau.

Primarantikdrper:

Antikorper Spezifitat und Beschreibung Verdlnnung | Herkunft/Firma
CD88 (Synonym: | Monoclonaler  Antikdrper  Maus; | 1:2000 abD Serotec
C5aR) igG2a; Klon S5/1

Anti-C5b-9 Monospezifisch fur den C5-9 Komplex; | 1:150 Abcam

Kanninchen polyclonal, reagiert mit
Mensch und Maus

CFI Polyclonal Kanninchen gegen Mensch | 1:100 LSBio

Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Primarantikdrper

Sekundéarantikorper: DCS Detection Line, Polylink Sekundérantikorper

Label: DCS Detection Line, Peroxidase Label

2.4.3 Farbemethode — Hamalaun Kernfarbung

Bei der Mayers-Hamalaun-Kernfarbung werden die Kerne blau gefarbt. Es handelt sich
dabei um eine gebrauchsfertige Ldsung.

Hamalaun ist ein positiv geladener Farbstoff, der basophile Strukturen und daher selektiv
Kerne anfarbt. Die Losung in der das Hamalaun gelost ist, verstarkt die Selektivitat der

Anfarbung durch eine gewisse Aziditat und einen Uberschuss an Alaun (Romeis, 2010).
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Die Austestung der verschiedenen Antikorper erfolgte durch die vom Hersteller
empfohlene Verdlnnung sowie einer hoheren und niedrigeren Verdinnung auf jeweils 3
Netzhautschnitten und 3 Kontrollschnitten. Zusétzlich wurden Gewebe zur Kontrolle
verwendet. Bei anti-C5aR wurde Tonsillengewebe, bei anti-C5b-9 wurde Pankreas und

bei anti-CFI wurde Nierengewebe benutzt.

Eine hohere und niedrigere Verdiinnung wurden abhangig von dem Ergebnis solange
durchgefuhrt bis eine gute Anfarbbarkeit erreicht werden konnte.

Abbildung 13: Gewebe zur Austestung. Rote Anfarbung des Antikdrpers. Blaue Anfarbung durch Hamalaun (A), (C)
Tonsillengewebe wurde zur Austestung des anti-C5aR benutzt. (A), (B) und (D) Aufnahmen mit 100-facher
VergroRerung. (C) Aufnahme mit 200-facher VergroRerung. (A) Balken entspricht 200um (C) Balken entspricht 100pum
(B) Pankreasgewebe wurde zur Austestung des anti-C5b-9 (MAC) benutzt. Balken entspricht 200um (D) Nierengewebe
CFl.
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Bis auf die verschiedene Benutzung von verschiedenen Puffern, Primarantikérpern und
einer unterschiedlichen Entwicklungszeit mit AEC ist das Protokoll fiir die verschiedenen

Komplementfaktorantikdrper identisch.

Fur die verschiedenen Farbungen wurden die Schnitte mit Xylol zwei mal zehn Minuten
entparaffiniert, durch eine absteigende Alkoholreihe (Isopropanol/ 96 %-Alkohol-/ 70 %-
Alkohol/50 %-Alkohol, Aqua dest.) hydriert, anschlieBend Hitze-induziert mithilfe von
Puffer demaskiert und abgekahlt.

Diese Schritte sind notwendig, da in paraffineingebetetem Gewebe die Epitope meistens
derart verandert sind, so dass eine Antigenmarkierung durch den Antikorper oft nicht
maoglich ist (Romeis, 2010).

Danach wurde in Wasserstoffperoxid-PBS Ldsung gebockt, mit dem jeweiligen
Primarantikdrper inkubiert, in PBS Waschpuffer gewaschen, mit dem Link bzw.
Sekundarantikorper inkubiert, in PBS gewaschen und danach mit dem Peroxidase Label
inkubiert und mit dem Chromogen AEC® geféarbt. Anschliefend wurde noch eine
Kernfiarbung in Mayer‘s Hamalaun durchgefiihrt und zum Schluss mit Microscopy

aquatex® eingedeckelt.

Das Peroxidase Label ist ein Nachweissystem fur den Sekundarantikorper, in dem die

Enzymumsetzung erfolgt.

Deparaffinierung Xylol 10 Min. (2x)

Rehydrierung der Gewebeschnitte in | 2-Propanol 1 Min. (2x)
absteigender Alkoholreihe 96 %Ethanol 1 Min. (2x)
70 % Ethanol 1 Min. (2x)
50 % Ethanol 1 Min.
Spulen Aqua dest 1min (3-4x)
Hitze-induzierte Demaskierung CD88: ph9 TRS 30 Min.
C5b-9: ph6 TRS 30 Min.
CFI: ph6 TRS 30 Min.

20 min Abkuhlen

Spiilen mit Aqua dest (4x)
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Block

Peroxidase Block aus 50 ml PBS und 3
ml Wasserstoffperoxid 10 Min.

Spulen

Spulen in PBS (2x)

Inkubation mit Priméarantikorper 30

Minuten in der feuchten Kammer

Spulen Spulen in PBS(2x)
Inkubation mit Link 10 min 2. Ak
Spulen Spulen in PBS (2x)
Inkubation mit Label 10 min Féarben mit AEC

CD 88:1-3 Min.

CD59:2-4 Min.

CFI: ca 5-7 Min.
Kernfarbung Kernfarbung in Mayer’s Himalaun 5 min
Spulen Spilen in aqua dest (4x)
Blauen Bldauen der kerne in warmen

Leitungswasser 10 Min.
Eindeckeln Eindeckeln in Eindeckmedium

Tabelle 7: Farbeprotokoll, Rezept der Anfarbung. Die Arbeitsschritte sind chronologisch angegeben. In Klammern ist

die Anzahl der jeweiligen Wiederholungen angegeben.

2.5 Auswertung

Nachfolgend findet sich die Farbeintensitatstafel mithilfe derer ich die Anfarbung der

einzelnen Netzhautschichten in Zahlen umcodiert habe, um eine statistische Auswertung

anhand meines Datenmaterials durchfiihren zu koénnen. Drusen wurden gesondert

betrachtet.
Wert | Farbeintensitat
0 Keine Anféarbung
0,5 Schwache Anfarbung
1 Mittlere Anfarbung
2 Starke Anférbung

Tabelle 8: Farbeintensitatswerte
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Wert

Werte zur Auswertung von

Drusen
-1 Keine Drusen vorhanden
0 Keine Anféarbung
0,5 Schwache Anféarbung
1 Mittlere Anféarbung
2 Starke Anféarbung

Tabelle 9: Bedeutung der festgestellten Werte

Farbe-

intensitat

0,5

Plexi-
forme
Schichte

n

Drusen

Photo-
rezeptor

en

RPE
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Pillars

Bruch-
Membra

n

GefaRk-

wande

GefaRk-

serum

Tabelle 10: Farbeintensitat geordnet nach den jeweiligen Schichten. Nachfolgender Tabelle wurde die Zuordnung zu
einer bestimmten Farbeintensitat vorgenommen.

Immunhistochemie-Auswertung Einzelbogen
Préparat: Farbung/Epitop:
Morphologie: o0 sehr gut Entwicklung 1: 0 schwach
0 gut o normal
o teilweise gut o stark
Diagnose AMD: 0 normal Entwicklung 2: 0 schwach
o early o normal
0 moderate o stark
0 advanced

50 von 114



Pt. Alter

Schicht Score Bemerkun

g

Nervenfaserschicht

Ganglienzellschicht

innere  plexiforme
Schicht

innere

Kornerschicht

aulere  retikulare
Schicht

.-,F.-‘L["'l , \

N
\\
\

RN

‘\\ \
3 .ﬁ 2

Faserschicht

aullere

Kornerschicht

Photorezeptoren

Rezeptor AS

Rezeptor 1S

PE

Pillars

Tabelle 11: Schema der Auswertung. Die erste Auswertung erfolgte anhand des dargestellten Auswertungseinzelbogen.
Fir jedes Praparat und jeden Antikdrper wurde eins angefertigt. Die Kontrolle erfolgte in zeitlichem Abstand.

2.6  Statistische Auswertung

Zunachst wurden am Datenmaterial eine deskriptive Statistik und Korrelationsanalyse
durchgefuhrt, um folgende Fragen zu beantworten:

e Wie viele Manner und wie viele Frauen befinden sich in meiner Stichprobe?
e Wie alt waren die Patienten, wie alt war der Jiingste, wie alt der &lteste Patient?
e Wie alt waren die Patienten im Mittel?

e Ist die Stichprobe normalverteilt oder verzerrt in Bezug auf den Parameter Alter?
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Die Beantwortung der Fragen erfolgte durch die Beschreibung der Haufigkeiten des
Geschlechts, sowie beim Todesalter durch Minimum, Maximum, Mittelwert und
Standardabweichung. Bezuglich des Parameters Alter wurden Altersgruppen gebildet
und ein Test auf Normalverteilung nach Kolmogorov/Smirnov und Shapiro Wilk

durchgefihrt.

e Sind sowohl die Manner als auch die Frauen dhnlich alt bzw. beide Gruppen in
Bezug auf das Alter vergleichbar?

e Wie verhdlt sich beztglich des Gradings die Verteilung von Mannern und Frauen?
Sind beispielsweise in der Kontrollgruppe nur Mé&nner?

Es folgte ein Chi-Quadrat-Test nach Pearson unter der Fragestellung, ob die
Héaufigkeitsverteilung nach der Altersgruppe in Bezug auf das Geschlecht proportional
sind oder nicht. Zudem wurde ein Chi-Quadrat-Test bezuglich Grading nach dem

Geschlecht untersucht.

e Sind die Patienten, die in meiner Stichprobe ein hoheres Krankheitsstadium
haben, alter?

Die Beantwortung erfolgte durch ein Korrelationstest. Dazu wurde der Kendall-Tau-Test

benutzt.
Daran schlief3t sich die statistische Analyse der einzelnen Antikorper an.

e Mit welcher Haufigkeit waren die einzelnen Farbeintensitaten in den jeweiligen
Schichten vorhanden?

e Wie waren die einzelnen Schichten im Mittel angefarbt?

Zunachst wurden die Haufigkeiten der Farbeintensitat innerhalb der einzelnen Schichten
beschrieben. Die Daten wurden anhand des Lageparameter-Median und der Perzentile

untersucht, da die Variable Féarbeintensitéat ordinalskaliert ist.
e Unterscheiden sich die Farbeintensitaten in Bezug auf das Grading?

AnschlieBend wird ein nicht parametrische Homogenitatstest nach Kruskal und Wallis

flr mehrere unabhédngige Stichproben durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um eine
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verteilungsfreie oder verteilungsunabhéngige statistische Methode, die die
Normalverteilung nicht voraussetzt und keine Kenntnis Uber die Verteilungsfunktion der
Gesamtheit bedingt. Die Anfarbungen der Netzhautschichten sind ordinalskaliert und
miussen damit als nicht normalverteilt gelten. Zudem handelt es sich bei den Anfarbungen
der einzelnen Netzhautschichten um mehrere unabhéngige Stichproben. Zeigen sich beim
H-Test von Kruskal und Wallis signifikante Unterschiede bei einer jeweiligen Stichprobe,
entstammt diese Stichprobe nicht der gleichen Grundgesamtheit. Damit ist die
Farbeintensitdt in der jeweiligen Netzhautschicht nach dem Krankheitsstadium

unterschiedlich.

e Wennsich die Anfarbung in den einzelnen Schichten unterscheiden, wie korreliert
die Anfarbung mit dem Grading?

Dort wo eine signifikante Abweichung vorlag, wurde eine Korrelationsanalyse mittels
Kendall-Tau durchgefiihrt, um eine Abhéngigkeit Farbeintensitit zu Grading
darzustellen. Eine besondere Betrachtung galt noch den Drusen. Zunéchst wurde als
nichtparametrischer Test der Mann-Whitey-Test durchgefuhrt, um zu beweisen, dass
Drusen nach dem Krankheitsstadium unterschiedlich oft vorkommen. Wenn Drusen in
unterschiedlicher Farbintensitat angeféarbt wurden, wurde ein H-Test nach Kruskal-Wallis

durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht

In der vorliegenden Arbeit wurden mithilfe der Immunhistochemie der
Membranangriffskomplex, der Rezeptor von Cb5a und ein Regulator des
Komplementsystems, CFl, vergleichend in gesunden humanen Spenderaugen und AMD-

Augen untersucht. Wir konnten alle drei Komplementfaktoren lokalisieren.

Die Auswertung der Praparate erfolgte mikroskopisch. Es wurde eine semi-quantitative

Auswertung durchgefihrt.

Hier eine Ubersicht tber die nachfolgenden Kapitel:

Klassifikation (Kap. 3.2) e Beschreibung des ausgewerteten Kollektivs
Immunhistochemie  und e Aussuchen von typischen Farbeergebnissen
Entwicklung (Kap. 3.3) und Prasentation in einer Figur

e Stichwortartige Interpretation der Farbungen
und Statistik

Auswertung (Kap. 3.4) e Zusammenfassung der deskriptiven und non-

parametrischen Statistik

Tabelle 12: Ubersicht tiber die nachfolgenden Kapitel.
3.2 Klassifikation

Wir untersuchten 63 Prdparate der Augenbank der Uniklinik KoéIn. Es wurden 36
Préparate als Kontrollen, 21 Préparate als Friihstadium, 2 Praparate als atrophische

Spéatform und 4 Préparate als neovaskuldre Spatform klassifiziert.
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Haufigkeiten der einzelnen Formen der AMD in meiner
Stichprobe

= Kontrolle = Frithe AMD atrophische Spatform m neovaskulare Spatform

Abbildung 14: Haufigkeiten der einzelnen Formen der AMD in meiner Stichprobe.

In Deutschland leiden laut des WeilSbuchs zur Situation der ophthalmologischen
Versorgung 2.610.000 Personen an einer AMD im Friihstadium und 1.608.000 Personen
an einer spaten AMD (Christian Wolfram & Pfeiffer, 2012: 27).

3.2.1 Statistik zur Stichprobe: AMD in der Frihform

Nach dem WeiRbuch betragt die Wahrscheinlichkeit an einer Friihform zu erkranken in
der Gesamtbevolkerung 3,1 %. Fasst man die Einzelpersonen als unabhéngige
Zufallsvariablen auf, so ist die Gesamtbevolkerung (bei der Annahme, dass Deutschland
82.521.653 Einwohner hat) hinsichtlich dem Durchschnittswert der Erkrankung an einer
Frihform als Summe von vielen unabhdngigen beliebig verteilten Zufallsvariablen
angendhert, nach dem zentralen Grenzwertsatz normalverteilt. Damit ist die
Voraussetzung erfillt fur den Vergleich des empirischen Mittelwertes der Stichprobe fur
eine Erkrankung an einer Frihform mit dem Mittelwert von 3,1 % an Erkrankungen der
Frihform in der Gesamtbevoélkerung als normalverteilte Grundgesamtheit. Also kann
man den T-Test anwenden auf die Frage, ob der Mittelwert der Erkrankungen an einer
Frihform nur zufallig oder signifikant von dem vorgegebenen Mittelwert in Hohe von
3,1 % in der Gesamtbevdlkerung verschieden ist. Als Ergebnis erhélt man, dass zum
Signifikanzniveau von 0,00042 % die Hypothese abgelehnt wird, dass der Mittelwert der
Stichprobe mit dem Mittelwert der Gesamtbevolkerung Ubereinstimmt. Die

offensichtliche Abweichung beider Mittelwerte voneinander wird also auch statistisch
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signifikant abgesichert. Die Stichprobe entstammt hinsichtlich der Erkrankung an einer
Frihform nicht der Grundgesamtheit der Gesamtbevolkerung. In der Stichprobe ist die

Erkrankung an einer Friihform statistisch signifikant Gberreprasentiert.

Statistik bei einer Stichprobe (Frithform)

N Mittelwert

Standardabweic
hung

Standardfehler

des Mittelwertes

Frihform

63

,33

475

,060

Tabelle 13: Statistik bei einer Stichprobe (Friihform).

Test bei einer Stichprobe (Frihform)

Testwert = 0.031
Sig. (2- | Mittlere 95 % Konfidenzintervall der Differenz
T df seitig) | Differenz | Untere Obere
Frahform 5,050 62| ,000004 ,302 ,18 42
2

Tabelle 14: Test bei einer Stichprobe (Friihform).

Im ersten Teil des Outputs wird der Mittelwert der Variable dargestellt sowie dessen
Standardabweichung und dem Standardfehler des Mittelwertes. Der zweite Teil zeigt nun,
gegen welchen Testwert der obere Mittelwert verglichen wurde und prasentiert den
resultierenden t-Wert, die Freiheitsgrade, die mittlere Differenz zwischen Mittelwert und
Testwert sowie das Konfidenzintervall der Differenz. Dieses liegt ausschlieflich im
positiven Bereich, was bedeutet, dass die Differenz zwischen der Variablen und dem
Testwert in der Population mit 95 %iger Sicherheit im Bereich zwischen 0,18 und 0,42
liegt. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen ist der t-Wert von 5,050
hochsignifikant (Rasch, 2010).

3.2.2 Statistik zur Stichprobe: AMD in der Spatform

Statistik bei einer Stichprobe (Spatform)

Standard- Standardfehler
N Mittelwert abweichung des Mittelwertes
Spatform 63 ,10 ,296 ,037

Tabelle 15: Statistik bei einer Stichprobe (Spatform).
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Test bei einer Stichprobe (Spatform)

Testwert = 0.019

95 % Konfidenzintervall der
Sig. (2- Mittlere Differenz
T df seitig) Differenz Untere Obere
Spatform 2,045 62 ,045 ,076 ,00 ,15

Tabelle 16: Test bei einer Stichprobe (Spatform).

Gleiches gilt fur die Spatform. Auch diese ist in unserer Stichprobe Uberreprasentiert.

3.2.3 Statistik zur Stichprobe: Geschlecht, Alter und Postmortemzeit

In der vorliegenden Stichprobe fanden sich 20 Frauen und 36 Manner. Bei 7 Stichproben

war das Geschlecht nicht bestimmbar.

Geschlecht

= Weiblich = Mannlich = Unbekannt

Abbildung 15: Statistik zum Geschlecht der Patienten in der Probe.

Das Todesalter lag im Mittel bei 66,95 Jahren mit einer Standardabweichung von 13,198
Jahren. Das minimale Todesalter lag bei 20 Jahren. Das maximale Todesalter bei 86

Jahren.
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Histogramm

124 [ ] Mittelwert = 66 95
Stel.-Bbw. =13198
M=63

8-

Haufigkeit

4=

Alter

Abbildung 16: Histogramm.

Diese Verteilung des Lebensalters der Organspender war zu erwarten, da Organspender
in der Regel gesiinder und jinger sind als Patienten, die nicht als Organspender in Frage
kommen. Zwar besteht in Bezug auf das Alter bei Augenhornhduten keine Altersgrenze,
jedoch gibt es verschiedene Kriterien, die eine Organspende ausschlieRen. Generell sind
Patienten von einer Organspende ausgeschlossen, die eine maligne Erkrankung oder eine
Infektionskrankheit zu Lebzeiten hatten. Da maligne Grunderkrankungen mit héherem
Alter positiv korrelieren, sind in der Regel adltere Menschen von einer Organspende
ausgeschlossen. Diese Kriterien sind in der Richtlinie zur medizinischen Beurteilung von
Organspendern und zur Konservierung von Spenderorganen der Bundesérztekammer
nachzulesen (Bundesarztekammer). Bei 6 Patienten (9,5 %) war das Todesalter bis 49
Jahre. In der Altersgruppe von 50 bis 59 waren es 9 Proben (14,3 %), von 60 bis 69 waren
es 21 Proben (33,3 %), von 70 bis 79 waren es 17 Proben (27 %) und von 80 und é&lter
waren es 10 Proben (15,9 %).
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Um eine Testung auf Normalverteilung durchfiihren zu kdnnen, habe ich die Stichprobe
in Altersklassen sortiert.

Altersgruppen klassifiziert
Kumulierte
Haufigkeit Prozent Gultige Prozente Prozente

Glltig ... bis 49 6 9,5 9,5 9,5

50 bis 59 9 14,3 14,3 23,8

60 bis 69 21 33,3 33,3 57,1

70 bis 79 17 27,0 27,0 84,1

80 und alter 10 15,9 15,9 100,0

Gesamt 63 100,0 100,0

Tabelle 17: Klassifizierung der Altersgruppen.

Anschliel3end folgten die Tests auf Normalverteilung nach Kolmogorov-Smirnov und
Shapiro-Wilk.

Tests auf Normalverteilung Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistik df Signifikanz | Statistik df Signifikanz
Altersgruppen klassifiziert 77 63 ,000043 ,909 63 ,000

Tabelle 18: Tests auf Normalverteilung.

Als Ergebnis zeigte sich, dass die Altersgruppen signifikant zum Niveau p=0,0043 %

nicht normalverteilt sind.

Bei 49 Stichproben konnte die Postmortemzeit untersucht werden.

Postmortemzeit in Stunden

N Standard-
Gltig Fehlend Mittelwert abweichung
49 14 20,92 9,654

Tabelle 19: Postmortemzeit in Stunden.

Die Postmortemzeit ist die Zeit in Stunden von der Entnahme bis zur Paraffineinbettung.
Im Mittel betrégt die Postmortemzeit 20,92 Stunden mit einer Standardabweichung von
9,654 Stunden.

59 von 114



3.2.4 Statistik zur Stichprobe — Homogenitat und Korrelation von

Variablen

Kreuztabelle nach den Variablen Altersgruppen und Geschlecht

Geschlecht
Weiblich Mannlich Gesamt

Altersgruppen klassifiziert ... bis 49 Anzahl 2 2 4
Erwartete Anzahl 1,4 2,6 4,0

50 bis 59 Anzahl 1 6 7

Erwartete Anzahl 25 4,5 7,0

60 bis 69 Anzahl 6 12 18

Erwartete Anzahl 6,4 11,6 18,0

70 bis 79 Anzahl 8 9 17

Erwartete Anzahl 6,1 10,9 17,0

80 und &lter | Anzahl 3 7 10

Erwartete Anzahl 3,6 6,4 10,0

Gesamt Anzahl 20 36 56
Erwartete Anzahl 20,0 36,0 56,0

Tabelle 20: Kreuztabelle nach den Variablen Altersgruppen und Geschlecht.

Chi-Quadrat-Test
5 Zellen (50,0 %) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die

minimale erwartete Haufigkeit ist 1,43

Asymptotische
Signifikanz
Wert df (zweiseitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 2,8952 4 ,576
Likelihood-Quotient 3,070 4 ,546
Zusammenhang linear-mit-linear ,078 1 , 780
Anzahl der gultigen Félle 56

Tabelle 21: Chi-Quadrat-Test.

Der Chi-Quadrat-Test ist ein Homogenitétstest, d.h. er prift, ob zwei Variablen
unabhdngig sind.

Unabhéngig sind die Haufigkeitsverteilungen zweier Variablen, wenn die beobachteten
Haufigkeiten mit den erwarteten Haufigkeiten tibereinstimmen. Unter der Nullhypothese
ist fur die Zellen der Tabellen eine zu den Randsummen weitgehend proportionale
Haufigkeitsverteilung zu erwarten. Im obigen Fall ist die asymptotische Signifikanz nach
dem Chi-Quadrat Test nach Pearson nicht gegeben, d.h. die Nullhypothese kann nicht
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abgelehnt werden. Somit sind die H&aufigkeitsverteilungen der Altersgruppen nach der
Variablen Geschlecht weitgehend proportional, d.h. es findet sich kein signifikanter
Unterschied in der Haufigkeitsverteilung der Altersgruppen nach dem Geschlecht. Somit
gibt es keine systematischen Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung der Altersgruppen

nach Geschlecht.

Zudem gibt es keine systematischen Unterschiede in der Hé&ufigkeitsverteilung des

Merkmals Geschlecht nach dem Grading/Klassifizierung.

Kreuztabelle nach den Variablen Geschlecht und Grading/Klassifizierung

Geschlecht
Weiblich Mannlich Gesamt

Grading/Klassifizierung Kontrolle Anzahl 9 22 31
Erwartete Anzahl 111 19,9 31,0

Fruh Anzahl 9 10 19

Erwartete Anzahl 6,8 12,2 19,0

Atrophisch Anzahl 1 1 2

Erwartete Anzahl 7 1,3 2,0

Neovaskular Anzahl 1 3 4

Erwartete Anzahl 1,4 2,6 4,0

Gesamt Anzahl 20 36 56
Erwartete Anzahl 20,0 36,0 56,0

Tabelle 22: Kreuztabelle nach den Variablen Geschlecht und Grading/Klassifizierung.

Chi-Quadrat-Test
4 Zellen (50,0 %) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die

minimale erwartete Haufigkeit ist ,71.

Asymptotische
Signifikanz
Wert df (zweiseitig)
Chi-Quadrat nach Pearson 2,1052 3 ,551
Likelihood-Quotient 2,087 3 ,555
Zusammenhang linear-mit-linear ,234 1 ,629
Anzahl der gultigen Félle 56

Tabelle 23: Chi-Quadrat-Test.

Wie oben erwéhnt ist die Nullhypothese nicht abzulehnen, d.h. es existiert kein
systematischer ~ Unterschied in  der Haufigkeitsverteilung des Merkmals

Grading/Klassifizierung nach dem Geschlecht.
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Aus der Literatur ist bekannt, dass mit zunehmendem Alter, die Erkrankung an AMD

zunimmt.

In meiner Stichprobe habe ich deshalb einen Korrelationstest durchgefiihrt. Dieser

Korrelationstest bestétigte die Abhangigkeit der Erkrankung vom Todesalter in meiner

Stichprobe.
Korrelationen zwischen Alter und Grading/Klassifizierung
Grading/
Alter Klassifizierung
Kendall-Tau-b Alter Korrelationskoeffizient 1,000 ,315"
Sig. (1-seitig) . ,001
N 63 63
Grading/Klassifizierung Korrelationskoeffizient ,315™ 1,000
Sig. (1-seitig) ,001
N 63 63
** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (einseitig).

Tabelle 24: Korrelationen nach den Variablen Alter und Grading/Klassifizierung.

Es wurde ein einseitiger Test verwendet. Dieser Test ergab ein Signifikanzniveau von
0,001, d.h. von 0,1 %. D.h. die Nullhypothese Ho wird abgelehnt, dass die Variablen
unabhéngig sind. Es gilt zum Signifikanzniveau 0,1 % die Alternativhypothese, dass die
Variablen abhéngig sind. Der Korrelationskoeffizient in der Hohe von 0,315 zeigt eine
schwache positive  Korrelation zwischen den Variablen Todesalter und
Grading/Klassifizierung an. Mit héherem Alter geht eine hohere Wahrscheinlichkeit einer
Erkrankung einher. Die Stichprobe ist beziglich des Alters und Grading nicht
systematisch verfilscht und steht in Ubereinkunft mit den Feststellungen aus der

Literatur.

In meiner Stichprobe geht also ein hoheres Alter mit einem hoheren Krankheitsgrad

einher.
3.3 Immunhistochemie und Entwicklung

3.3.1 Immunhistochemische Anfarbungen in Bezug auf die drei

Antikorper

Zunachst wird C5aR, dann MAC und zuletzt CFI betrachtet.

62 von 114



63 von 114



Abbildung 17: Lokalisierung von C5aR in rot. Blau sind die Kerne aufgrund der Hamalaun-Blau Féarbung. Besonders
stark ist eine Bande in der auReren plexiformen Schicht angefarbt. (A)-(D) Kontrolle; (E)-(H)Frihe AMD; (I)-(J)
Geografische Atrophie; (K)-(L) Neovaskulare AMD, (A)-(I) sowie (K) AusschnittvergrofRerungen aus Aufnahmen mit
100-facher VergroRerung. (J) und (L) AusschnittvergréBerungen aus Aufnahmen mit 200-facher VergréRerung. (A)
Kontrolle. Man sieht die Fovea abgebildet. Am Rande sieht man die typische Anfarbung der Bande in der &ufReren
plexiformen Schicht. Die Probe stammt von einem mit 68 Jahren verstorbenen Mannes (B) Die Probe stammt von einem
mit 22 Jahren verstorbenen Mannes. (C) Die Probe stammt von einem/einer mit 63 Jahren Verstorbenen. Das
Geschlecht bei dieser Probe war nicht notiert. (D)Die Probe stammt von einer mit 68 Jahren verstorbenen Frau. Einige
Zapfen sind bei dieser Probe angefarbt. (E) Die Fovea ist abgebildet. Die Anfarbung ist insgesamt stark ausgepragt.
Die abgebildeten Drusen sind wie bei allen Proben nicht angefarbt. Die Probe stammt von einer mit 86 Jahren
verstorbenen Frau. (F) Die Anférbung ist eher schwach. Man sieht das die Drusen nicht angefarbt sind. Die Probe
stammt von einem/einer 66 Jahrigen. Das Geschlecht bei dieser Probe war nicht aufgenommen. (G) Die Probe stammt
von einem mit 76 Jahren verstorbenen Mannes. (H) Die Fovea ist abgebildet. Die Probe stammt von einem 83 jahrigen
Mann. (1) Die Probe stammt von einer mit 57 Jahren verstorbenen Frau. Deutlich ist das degenerierte und rarifizierte
RPE sichtbar. (J) Die Probe stammt von einem mit 76 Jahren verstorbenen Mannes. Links im Bild ein degenerierte
RPE-Zelle. Die Photorezeptoren sind degeneriert. (K) Es ist deutlich eine Neovaskularisationsmembran zu sehen. Das
RPE ist stark degeneriert. Die Probe stammt von einer mit 84 Jahren verstorbenen Frau. (L) Die Neovaskularisationen

sind markiert. Die Probe stammt von einer mit 80 Jahren verstorbenen Frau.

Ergebnis: Wie bereits durch die optische Betrachtung der Bilder zu erkennen ist, ist auch
mathematisch bei der Auswertung in der &uBeren Plexiformen eine Bande am
deutlichsten angeféarbt. Dies zeigt sich in dem Lageparameter Median und den

Perzentilen.
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Deskriptive Statistik von CD88/C5aR
N Perzentile
Glltig Fehlend Median 25 50 75
Nerven-faser-schicht 63 0 5 5 5 5
Ganglienzell-schicht 63 0 5 5 5 5
Innere plexiforme Schicht 63 0 5 5 5 5
Innere Koérner-schicht 63 0 ,0 ,0 ,0 ,0
auBere Plexiforme Schicht 63 0 1,0 1,0 1,0 2,0
Faserschicht 63 0 ,0 ,0 ,0 5
auRere Kornerschicht 63 0 ,0 ,0 ,0 ,0
Photo-rezeptor-schicht innen 62 1 ,0 ,0 ,0 5
Retinales Pigment-epithel 62 1 ,0 ,0 ,0 ,0
Ader-haut 63 0 .0 ,0 ,0 ,0
Gefalk-wand 62 1 .0 ,0 .0 ,0

Tabelle 25: Deskriptive Statistik von CD88/C5aR.

3.3.2 Unterschiede der Anfarbungen in Bezug auf das

Krankheitsstadium: H-Test von Kruskal und Wallis

Als néchstes wurde die Frage uberprift, ob die Anfarbung in Bezug auf das

Krankheitsstadium unterschiedlich ist.

Da die Farbeintensitat ordinalskaliert ist, lie3 sich beim Vergleich der H-Test von Kruskal
und Wallis anwenden. Er prift die Nullhypothese, dass die Stichproben nach der

Variablen Grading/Klassifizierung einer gleichen Grundgesamtheit entstammen.

Als Ergebnis zeigte sich, dass allein die &ulRere Kornerschicht signifikant zum Niveau
a=0,3 %. Das heil’t, die Nullhypothese ist mit der Irrtumswahrscheinlichkeit a=0,3 %
abzulehnen. Also ist die Alternativhypothese, dass es sich bei der Stichprobe um
verschiedene Grundgesamtheiten nach der Variablen Grading/Klassifizierung handelt.
Die Farbeintensitdt in der Netzhautschicht &uRere Kornerschicht ist nach dem
Krankheitsstadium unterschiedlich.

Bei allen anderen Schichten wird die Nullhypothese, dass die Stichproben nach der
Variablen Grading/Klassifizierung der gleichen Grundgesamtheit entstammen, nicht

verworfen. D.h. die Unterschiede in der Farbeintensitat sind rein zufallig.
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Um zu testen, ob die Farbeintensitat zufallig oder nicht zuféllig in der &uleren

Kdrnerschicht unterschiedlich in den verschiedenen Gruppen war, wurde ein Kendall-
Tau-b Test durchgefiihrt.

Korrelationen zum Krankheitsstadium

Grading/ aulere
Klassifizierung Kdrnerschicht
Kendall- Grading/Klassifizierung Korrelationskoeffizient 1,000 ,191
Tau-b Sig. (1-seitig) ,060
N 63 63
auRere Kornerschicht Korrelationskoeffizient ,191 1,000
Sig. (1-seitig) ,060
N 63 63

Tabelle 26: Korrelationen zum Krankheitsstadium.

Dieser Test ergab ein Signifikanzniveau von 0,06, d.h. von 6 %. D.h. die Nullhypothese

Ho wird beibehalten, dass die Variablen unabhéngig sind. Also ist die beobachtete

Anfarbung der auferen Kornerschicht als rein zufallig in Abhangigkeit zum

Krankheitsstadium. Gesondert wurden die Drusen betrachtet.

Anfarbung der Drusen

Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Glltig Keine 47 74,6 74,6 74,6
keine Anfarbung 16 25,4 25,4 100,0
Gesamt 63 100,0 100,0

Tabelle 27: Anfarbung der Drusen.

Die Drusen werden durch den Antikdrper gegen CD88/C5aR nicht angefarbt.

66 von 114



3.3.3 Nichtparametrische Tests

3.3.3.1 Mann-Whitney-Test

Range nach Mann-Whitney-Test

Drusen N Mittlerer Rang Rangsumme

Grading/Klassifizierung keine Drusen 47 26,88 1263,50
keine Anfarbung 16 47,03 752,50
Gesamt 63

Tabelle 28: R&nge nach Mann-Whitney-Test:

Statistik fir Mann-Whitney-Test betreffend Drusen

Grading/Klassifizierung

Mann-Whitney-U 135,500
Wilcoxon-W 1263,500
Z -4,310
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,000016

Tabelle 29: Statistik fur Mann-Whitney-Test.

Ergebnis: Das Vorhandensein von Drusen ist signifikant zum Niveau 0=0,0016 %. Das

heilt, die Nullhypothese ist mit der Irrtumswahrscheinlichkeit a=0,0016 % abzulehnen.

Also ist die Alternativhypothese anzunehmen, dass es sich bei der Stichprobe um

verschiedene Grundgesamtheiten nach der Variablen Drusen handelt. Das VVorhandensein

von Drusen ist nach dem Krankheitsstadium unterschiedlich.

3.3.3.2 Deskriptive Auswertung
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Abbildung 18: Anfarbung des Antikdrpers gegen den Membranangriffskomplex A-F Kontrolle; G-L Frilhe AMD; M-
N Geografische Atrophie; O-P Neovaskulare AMD (A)-(C), (F)-(1) und (O) AusschnittvergroRerungen aus Aufnahmen
mit 100-facher VergroRerung. (D), (E), (J)-(M) und (P) AusschnittvergréRerungen aus Aufnahmen mit 200-facher
VergrolRerung. (N) AusschnittvergroBerung aus Aufnahme mit 400-facher VergroRerung. (A) Kontrolle. Die Probe
stammt von einem mit 59 Jahren Verstorbenen (das Geschlecht war nicht bekannt). Die Interkapillaren Séulen und das
GeféaBserum ist deutlich gefarbt. Weniger deutlich ist zudem die Nervenfaserschicht gefarbt. (B) Die Probe stammt von
einer Frau, die mit 58 Jahren verstorben ist. Die Anfarbung ist bei dieser Kontrolle besonders deutlich in den
Chroriokapillarwéanden zur Netzhaut hin. (C) stammt von der gleichen Patientin wie (B), ist jedoch das Gesamtbild.
Wohingegen (B) ein Bildausschnitt ist. (D)Diese Kontrolle stammt von einer mit 60 Jahren verstorbenen Frau.
Insgesamt ist die Anfarbung hier schwécher und eher in der Choriokapillaris. (E) Die Probe stammt von einem mit 68
Jahre verstorbenen Mann. In dieser Kontrolle sind die Interkapillaren Saulen starker und die Choriokapillarwande
zur Retina hin kaum angefarbt. (F) Ist ein Bildausschnitt von (A). (G) und (H) sind der Friilhen AMD zuzurechnen. Sie
stammen von einem mit 66 Jahren Verstorbenen. (Das Geschlecht war bei dieser Probe nicht bekannt.) (H) ist ein
Bildausschnitt aus (G). Sehr kréftig sind die Drusen angefarbt. Wesentlich deutlicher als die Interkapillaren Saulen.

(1) und (J) stammen vom gleichen Patienten. (1) ist 100-fach vergroRert (J) 200-fach vergroRert. Sie stammen von einem
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mit 83 Jahren verstorbenen Mann. Die Drusen sind deutlich schwécher angefarbt als bei (G)/(H). (K) stammt von einer
mit 66 Jahren verstorbenen Frau. Die Drusen sind stérker als die Interkapillaren S&ulen gefarbt. (L) stammt von einem
mit 76 Jahren verstorbenen Mann. In dieser Probe sind die Drusen schwécher gefarbt. (M) und (N) stammen vom
gleichen Patienten (mannlich, mit 76 Jahren verstorben). Die RPE-Zellen sind deutlich degeneriert. In (N) kann man
deutlich eine Anférbung der RPE-Zellen erkennen. Die Bruch-Membran sieht verdickt aus. Die Interkapillaren Saulen
erscheinen schwach angefarbt. (O) und (P) stammen vom gleichen Patienten (einer mit 84 Jahren verstorbenen Frau).

Zusatzlich zu den Interkapillaren Saulen scheinen Bereiche der Neovaskularisationsmembran MAC zu halten.

Ergebnis: Wie bereits optisch zu erwarten, zeigt sich auch bei der deskriptiven
Auswertung, dass die Choriokapillarwénde, die Pillars und das Serum am Deutlichsten
angeférbt sind. Dies ergeben die LagemaRe Median und Perzentile. Die einzelnen

Schichten und ihre Anférbung sind im Anhang tabellarisch aufgefuhrt.

Statistiken zur Anfarbung der Schichten

N Perzentile
Gultig Fehlend Median 25 50 75

Nervenfaser und 62 1 ,000 ,000 ,000 ,500
Ganglienschicht

Retinales Pigmentepithel 59 4 ,000 ,000 ,000 ,500
Bruch-Membran 54 9 ,000 ,000 ,000 ,000
Pillars 60 3 1,000 ,500 1,000 1,000
Choriokapillarwénde 62 1 2,000 ,500 2,000 2,000
Aderhaut 63 0 ,000 ,000 ,000 ,500
Serum 63 0 1,000 ,000 1,000 1,000
Photorezeptoren 63 0 ,000 ,000 ,000 ,000

Tabelle 30: Statistiken zur Anfarbung der Schichten.

3.3.3.3 Unterschiede der Anfarbung der Choriokapillarwande nach

dem Krankheitsstadium

Als néachstes wurde betrachtet, ob Unterschiede der Anfarbung nach dem
Krankheitsstadium auftreten. Das Serum ist signifikant zum Niveau o=2 %. Die
Choriokapillarwinde sind signifikant zum Niveau a=4,8 %. Das heil3t, die Nullhypothese
ist jeweils mit der Irrtumswahrscheinlichkeit von o=2 % bzw. 4,8 % abzulehnen. Also ist
die Alternativhypothese, dass es sich bei der Stichprobe um verschiedene

Grundgesamtheiten nach der Variablen Grading/Klassifizierung handelt.
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Bei allen anderen Schichten wird die Nullhypothese, dass die Stichproben nach der
Variablen Grading/Klassifizierung der gleichen Grundgesamt entstammen, nicht

verworfen, d.h. dort sind die Unterschiede in der Férbeintensitat rein zuféllig.

Statistik fur Kruskal-Wallis-Test
Gruppenvariable: Grading/Klassifizierung
Chi-Quadrat Df Asymptotische
Signifikanz
Nervenfaser und Ganglienschicht 4,602 3 ,203
Retinales Pigmentepithel 2,749 3 432
Bruch-Membran 1,241 3 , 743
Pillars 3,293 3 ,349
Choriokapillarwénde 7,924 3 ,048
Aderhaut 1,875 3 ,599
Serum 9,810 3 ,020
Photorezeptoren 4,009 3 ,261

Tabelle 31: Statistik zum Kruskal-Wallis-Test in Bezug auf die Gruppenvariable Grading/Klassifizierung

Korrelationen

Grading/ Choriokapillar-
Klassifizierung | wande
Kendall-Tau-b | Grading/ Korrelationskoeffizient 1,000 -,239"
Klassifizierung Sig. (1-seitig) . ,020
N 63 62
Choriokapillarwande Korrelationskoeffizient -,239" 1,000
Sig. (1-seitig) ,020
N 62 62

*. Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (einseitig).

Tabelle 32: Korrelationen zwischen Grading/Klassifizierung und der Féarbeintensitat der Choriokapillarwénde.

Dieser Test ergab ein Signifikanzniveau von 0,02, d.h. von 2 %. D.h. die Nullhypothese
Ho wird abgelehnt, dass die Variablen unabhéngig sind. Es gilt zum Signifikanzniveau
2% die Alternativhypothese, dass die Variablen abhdngig sind. Der
Korrelationskoeffizient in der Hohe von -0,239 zeigt eine schwache negative Korrelation
zwischen den Variablen Grading/Klassifikation und der Férbeintensitdt der
Choriokapillarwénde an. Mit hoherem Krankheitsstadium geht eine geringere

Wahrscheinlichkeit einer Anfarbung der Choriokapillarwande einher.
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Korrelationen des Serums in Bezug auf Grading/Klassifizierung
Grading/
Klassifizierung Serum

Kendall-Tau-b | Grading/ Korrelationskoeffizient 1,000 -,184
Klassifizierung Sig. (1-seitig) ,065
N 63 63
Serum Korrelationskoeffizient -,184 1,000

Sig. (1-seitig) ,065
N 63 63

Tabelle 33: Korrelationen des Serums in Bezug auf Grading/Klassifizierung.

Dieser Test ergab ein Signifikanzniveau von 0,065, d.h. von 6,5%. D.h. die

Nullhypothese Ho wird beibehalten, dass die Variablen unabhédngig sind. Also ist die

beobachtete Anfarbung des Serums als

Krankheitsstadium.

rein zuféllig

in  Abhéangigkeit zum

3.3.3.4 Beobachtungen der Drusen beim Antikérper gegen MAC

Drusen
Glltige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Gultig Keine 43 68,3 69,4 69,4
keine Anfarbung 4 6,3 6,5 75,8
Schwach 12,7 12,9 88,7
Gut 4 6,3 6,5 95,2
Stark 4,8 4,8 100,0
Gesamt 62 98,4 100,0
Fehlend -999,0 1 1,6
Gesamt 63 100,0

Tabelle 34: Beobachtungen der Drusen beim Antikorper gegen MAC
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Anfarbungsstarke der Drusen

&

= Keine Drusen = Keine Anfarbung = Schwach = Gut = Stark = Fehlend

Abbildung 19: Anfarbungsstérke der Drusen.

Der Antikorper gegen MAC farbt die Drusen in unterschiedlicher Férbeintensitét an.

Deshalb kommt der H-Test nach Kruskal-Wallis in Frage.

3.3.3.5 Kruskal-Wallis-Test fir Vorhandensein von Drusen und die
Farbeintensitat der Drusen betreffend MAC

Range in Bezug auf Kruskal-Wallis-Test
Grading/Klassifizierung N Mittlerer Rang
Drusen Kontrolle 35 24,80
Fruh 21 41,17
Atrophisch 2 22,00
Neovaskular 4 44,13
Gesamt 62

Tabelle 35: Rénge in Bezug auf Kruskal-Wallis-Test.

Statistik zum Kruskal-Wallis-Test

Grading/Klassifizierung

Drusen
Chi-Quadrat 20,141
df 3
Asymptotische Signifikanz ,000159

Tabelle 36: Statistik zum Kruskal-Wallis-Test.
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Ergebnis: Das Vorhandensein von Drusen und die Farbeintensitat der Drusen ist
signifikant zum Niveau 0=0,0159 %. Das heildt, die Nullhypothese ist mit der
Irrtumswahrscheinlichkeit a=0,0159 % abzulehnen. Also ist die Alternativhypothese
gultig, dass es sich bei der Stichprobe um verschiedene Grundgesamtheiten nach der
Variablen Drusen handelt. Das Vorhandensein von Drusen und die Férbeintensitat der
Drusen ist nach dem Krankheitsstadium unterschiedlich.

Das zeigt auch die optische Auswertung:

..: Ty e Qo
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Abbildung 20: Anfarbung des CFI (A)-(E) Kontrolle; (F)-(J) Frihe AMD; (K)-(N) Geografische Atrophie; (O)-(R)
neovaskulare AMD; (A)-(G) und (1)-(R) AusschnittvergréRerungen aus Aufnahmen mit 100-facher VergroRerung. (H)

e,

Ausschnittvergréferung aus Aufnahme mit 200-facher VergréRerung. (A) Bei der Kontrolle (mit 63 Jahren verstorben)
sieht man eine deutliche Anfarbung der Neuroretina. Die Innensegmente der Photorezeptoren sind in dieser Probe gar
nicht angefarbt. Die Choroidea ist leicht angefarbt. Zudem sind die RPE-Zellen angefarbt (B) In dieser Kontrolle (mit
59 Jahren verstorben) sind die Photorezeptoren, die Choroidea und das RPE im Vergleich zu (A) nicht angefarbt. (C)
stammt von der gleichen Probe, zeigt jedoch mehr von der Choroidea. (D) In dieser Kontrolle (mit 65 Jahren gestorben)
ist die innere plexiforme Schicht, die Ganglienzellschicht, die  Nervenfaserschicht und die
Photorezeptorinnensegemente angeféarbt. (E) Diese Probe stammt von einer mit 57 Jahren verstorbenen Frau. Die
Anféarbung ist insgeamt dhnlich stark wie bei (A). Jedoch ist die Choroidea nicht angeféarbt. (F) und (G) stammen von
der gleichen Probe (66 Jahriger mit friither AMD). Die Drusen sind nicht angefarbt. Die Neuroretina ist deutlich
angefarbt. Lediglich die Phtotorezeptoraulensegmente sind nicht angefarbt. Das RPE ist angefarbt. (H) Die Probe
stammt von einer mit 66 Jahren verstorbenen Frau. Es ist die Nervenfaserschicht, die Ganglienzellschicht, die innere
plexiforme Schicht sowie das RPE angeféarbt. (1) Abgebildet ist die Fovea Region eines mit 88 Jahren verstorbenen
Mannes. Die Drusen sind nicht angefarbt. Es zeigt sich eine Anfarbung der Nervenfaserschicht, der
Ganglienzellschicht, der inneren plexiformen Schicht sowie der Photorezeptorinnensegmente. (J) stammt von einem
mit 79 Jahren verstorbenen Mann. Auch hier sind die Drusen nicht angefarbt. (K) und (L) stammen von der gleichen
Person. (L) ist eine vergrofRerter Bildausschnitt aus (K). Sie stammen von einem mit 76 Jahren verstorbenen Mann.
Deutlich sind die atrophischen Veranderungen. Die RPE sind deutlich degeneriert. Neuroretina mitsamt RPE sind
angefarbt. (M) und (N) stammen ebenfalls von der gleichen Peron mit geografischer Atrophie. Uber eine weite Strecke
ist das RPE nicht mehr vorhanden. Die Probe stammt von einer mit 57 Jahren verstorbenen Frau. Bei dieser Probe
zeigt sich die Anfarbung der Ganglienzellschicht und inneren plexiformen Schicht am Deutlichsten. (O) stammt von
einer mit 84 Jahren verstorbenen Frau. Innerhalb der Neovaskularisationsmembran zeigen sich keine Anfarbung. Die
restliche Neuroretina ist angefarbt. In (P) zeigt sich die Anfarbung am Deutlichsten in der Nervenfaserschicht. Das

RPE ist nicht angefarbt. (P), (Q) und (R) stammen von der gleichen Person sind nur unterschiedliche Schnitte. Sie
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stammen von einer mit 84 Jahren verstorbenen Frau. Die Neuroretina ist angefarbt. In (Q) scheint innerhalb der

Neovaskularisation sich etwas angefarbt zu haben. Jedoch handelt es sich wahrscheinlich um Serum.

Die Statistik zur optischen Auswertung stellt sich folgendermaRen dar:

Statistik zur Anfarbung der Schichten

N Perzentile
Gultig Fehlend Median 25 50 75

Anfarbung in der 62 1 1,000 1,000 1,000 2,000
Nervenfaserschicht

Ganglienzellschicht 62 1 1,000 1,000 1,000 1,250
Innere plexiforme Schicht 62 1 1,000 ,500 1,000 1,000
Innere Koérnerschicht 62 1 ,500 ,500 ,500 1,000
auRere Plexiforme Schicht 62 1 ,500 ,500 ,500 1,000
auBere Kornerschicht 62 1 ,500 ,500 ,500 1,000
Photorezeptorinnensegmente 59 4 1,000 ,500 1,000 1,000
Zapfen 58 5 1,000 ,000 1,000 1,000
Stabchen 56 7 1,000 ,000 1,000 1,000
PhotoauRRen 53 10 ,000 ,000 ,000 ,000
Retinales Pigmentepithel 58 5 ,500 ,500 ,500 2,000
Aderhaut 61 2 ,500 ,000 ,500 1,000
Serum 62 1 1,000 ,000 1,000 1,000
GefalBwand 61 2 ,000 ,000 ,000 ,500

Tabelle 37: Statistik zur Anfarbung der Schichten.

Ergebnis: Die Stdbchen und Zapfen, die Ganglienzellschicht, die Nervenfaserschicht die

innere plexiforme Schicht und das Serum sind nach Beurteilung der LagemaRe Median

und Perzential am Deutlichsten angeférbt.

Statistik fur Kruskal-Wallis-Test
Gruppenvariable: Grading/Klassifizierung
Asymptotische
Chi-Quadrat Df Signifikanz

Anfarbung in der 11,986 3 ,007
Nervenfaserschicht

Ganglienzellschicht 1,701 3 ,637
innere plexiforme Schicht 9,620 3 ,022
innere Kornerschicht 7,372 3 ,061
auBere Plexiforme Schicht 7,830 3 ,050
auBere Kornerschicht 7,376 3 ,061
Photorezeptorinnensegmente 314 2 ,855
Zapfen 5,065 2 ,079
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Stébchen 3,925 2 ,140
PhotoauR3en 3,014 3 ,389
Retinales Pigmentepithel 1,752 3 ,625
Aderhaut 2,075 3 ,557
Serum 3,300 3 ,348
Gefallwand 3,840 3 ,279

Tabelle 38: Statistik zum Kruskal-Wallis-Test.

Ergebnis: Die Nervenfaserschicht ist signifikant zum Niveau 0=0,7 %. Die innere
plexiforme Schicht ist signifikant zum Niveau a=2,2 %. Die &ul3ere plexiforme Schicht
ist signifikant zum Niveau o=5 %. Das heifst, die Nullhypothese ist jeweils mit der
Irrtumswahrscheinlichkeit von a=0,7 %, 2,2% und 5% abzulehnen. Also ist die
Alternativhypothese gultig, dass es sich bei der Nervenfaserschicht, inneren plexiformen
Schicht und der &uleren plexiformen Schicht um verschiedene Grundgesamtheiten nach

der Variablen Grading/Klassifizierung handelt.

Bei allen anderen Schichten wird die Nullhypothese, dass die Stichproben nach der
Variablen Grading/Klassifizierung der gleichen Grundgesamt entstammen, nicht
verworfen. D.h. die Unterschiede in der Farbintensitét sind rein zuféllig.

Korrelationen zwischen Grading/Klassifizierung und der Anfarbung in der

Nervenfaserschicht

Grading/ Anfarbung in der

Klassifizierung Nervenfaserschicht

Kendall-Tau-b | Grading/ Korrelationskoeffizient 1,000 ,022

Klassifizierung Sig. (1-seitig) . 426

N 63 62

Anfarbung in der Korrelationskoeffizient ,022 1,000
Nervenfaserschicht | Sig. (1-seitig) 426

N 62 62

Tabelle 39: Korrelationen zwischen Grading/Klassifizierung und der Anfarbung in der Nervenfaserschicht.

Dieser Test ergibt ein Signifikanzniveau von 0,426, d.h. von 42,6 %. D.h. die
Nullhypothese Ho wird beibehalten, dass die Variablen unabhéngig sind. Also ist die
beobachtete Anfarbung der Nervenfaserschicht rein zufallig in Abhédngigkeit zum

Krankheitsstadium.
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Korrelationen zwischen Grading/Klassifizierung und der Anfarbung in der
inneren plexiforma Schicht
Grading/ Anfarbung in der
Klassifizierung inneren plexiformen
Schicht
Kendall-Tau-b | Grading/ Korrelationskoeffizient 1,000 ,193
Klassifizierung Sig. (1-seitig) . ,058
N 63 62
Anfarbung in der Korrelationskoeffizient ,193 1,000
inneren Sig. (1-seitig) ,058
plexiformen N 62 62
Schicht

Tabelle 40: Korrelationen zwischen Grading/Klassifizierung und der Anfarbung in der inneren plexiformen Schicht.

Dieser Test ergibt ein Signifikanzniveau von 0,058, d.h. von 5,8 %. D.h. die
Nullhypothese Ho wird beibehalten, dass die Variablen unabhéangig sind. Also ist die
beobachtete Anfarbung der Inneren plexiformen Schicht rein zufallig in Abhédngigkeit

zum Krankheitsstadium.

Korrelationen zwischen Grading/Klassifizierung und der Anfarbung in der
auleren plexiformen Schicht

Anfarbung der

Grading/ auRReren Plexiformen
Klassifizierung Schicht
Kendall-Tau-b | Grading/ Korrelationskoeffizient 1,000 124
Klassifizierung Sig. (1-seitig) . ,150
N 63 62
Anféarbung der Korrelationskoeffizient ,124 1,000
AuReren Sig. (1-seitig) ,150

plexiformen Schicht [N 62 62

Tabelle 41: Korrelationen zwischen Grading/Klassifizierung und der Anfarbung in der &uleren plexiformen Schicht.
Dieser Test ergibt ein Signifikanzniveau von 0,150, d.h. von 15 %; d.h. die Nullhypothese
Ho wird beibehalten, dass die Variablen unabhéngig sind. Also ist die beobachtete

Anfarbung der duferen plexiformen Schicht rein zuféllig in Abhangigkeit zum

Krankheitsstadium.
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3.3.3.6 Beobachtungen der Anfarbung der Drusen beim Antikorper

gegen CFI
Statistik zur Anfarbung der Drusen beim Antikorper gegen CFl
Gultige Kumulierte
Haufigkeit Prozent Prozente Prozente
Giiltig Fehlende 1 1,6 1,6 1,6
Anféarbung des
Praparates
keine 43 68,3 68,3 69,8
keine Anfarbung 14 22,2 22,2 92,1
schwach 5 7,9 7,9 100,0
Gesamt 63 100,0 100,0

Tabelle 42: Statistik zur Anfarbung der Drusen beim Antikdrper gegen CFI.

Anfarbung der Drusen

V

= Fehlende Anférbung des Praparates = Keine Drusen
= Keine Anférbung = Schwache Anfarbung

Bei einem Praparat war keine Anfarbung mit dem Antikorper feststellbar. 43 Préparate

hatten keinerlei Drusen. Bei 14 Praparaten zeigte sich keine Anfarbung der Drusen.

Lediglich bei 5 Préparaten zeigte sich eine schwache Anfarbung der Drusen.
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3.3.3.7 Kruskal-Wallis-Test fur Vorhandensein von Drusen und die

Farbeintensitat der Drusen betreffend CFI

Range in Bezug auf Kruskal-Wallis-Test
Grading/Klassifizierung N Mittlerer Rang
Drusen Kontrolle 36 25,03
Frih 21 42,45
Atrophisch 2 23,00
Neovaskular 4 44,38
Gesamt 63

Tabelle 43: Réange in Bezug auf Kruskal-Wallis-Test.

Statistik fur Kruskal-Wallis-Test
Gruppenvariable: Grading/Klassifizierung

Drusen
Chi-Quadrat 21,383
df 3
Asymptotische Signifikanz ,000088

Tabelle 44: Statistik zum Kruskal-Wallis-Test.

Ergebnis: Das Vorhandensein von Drusen und die Férbeintensitdt der Drusen ist
signifikant zum Niveau o=0,0088 %. Das heildt, die Nullhypothese ist mit der
Irrtumswahrscheinlichkeit a=0,0088 % abzulehnen. Also ist die Alternativhypothese
gultig, dass es sich bei der Stichprobe um verschiedene Grundgesamtheiten nach der
Variablen Drusen handelt. Das VVorhandensein von Drusen und die Farbeintensitat der

Drusen ist nach dem Krankheitsstadium unterschiedlich.

3.4  Auswertung

3.4.1 Zusammenfassung der statistischen Auswertung

Wir untersuchten 63 Praparate der Augenbank der Uniklinik KéIn. Davon klassifizierten
wir 36 als Kontrollen, 21 Praparate als Frihstadium der AMD, 2 Praparate als atrophische
Spatform der AMD und 4 Préparate als neovaskuldre Spatform der AMD. Die
untersuchten Préparate kamen von 20 Frauen und 36 Mannern. Bei 7 Préparaten war das
Geschlecht nicht dokumentiert. Das mittlere Todesalter betragt aufgerundet 67 Jahre bei

einer Spanne von 20 bis 86 Jahren. Das Alter der Stichprobe ist nicht normalverteilt.

81 von 114



Es fanden sich keine systematischen Unterschiede in der H&ufigkeitsverteilung der
Altersgruppen nach Geschlecht. Es gab keine systematischen Unterschiede in der
Héaufigkeitsverteilung des Merkmals Geschlecht nach dem Grading/Klassifizierung. In

der Stichprobe geht ein héheres Alter mit einem hoheren Krankheitsgrad einher.

Abbildung 21: Skizze der Anfarbung des C5aR, MAC und CFI. C5aR: rot, MAC gelb, CFI griin. Die Skizze verdeutlicht

die typische Anfarbung der verschiedenen Komplementfaktoren.

3.4.2 Auswertung der Anfarbung des Antikorpers gegen CD88/C5aR

Die Anfarbung der meisten Schichten war berwiegend nicht oder schwach ausgepragt.
Allein eine Bande in der duBeren plexiformen Schicht ergibt eine gute bis starke
Anfarbung. Dies wurde angezeigt durch das LagemaB-Median. Um den Einfluss der
Krankheitsstadien auf die Anfarbung zu untersuchen, wurden nichtparametrische Tests
nach Kruskal-Wallis durchgefiihrt. Allein die Farbeintensitat in der &uBeren
Kornerschicht schien unterschiedlich in Bezug auf das Krankheitsstadium zu sein. Bei
allen anderen Schichten waren die Unterschiede der Farbeintensitat rein zufallig. Eine
Korrelationsanalyse ergab, dass die duRere Kornerschicht zufallig und nicht abh&ngig
vom Krankheitsstadium ist. Knapp 75 % (47 Préparate) haben keine Drusen. Die Drusen

zeigten keinerlei Anfarbung.
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3.4.3 Auswertung der Anfarbung des MAC

Die Pillars, die Choriokapillarwande sowie das Serum waren am Deutlichsten angeférbt.
Das LagemaR-Median ergab eine gute bis starke Anfarbung. Signifikante Unterschiede
in der Stichprobe gab es bei den Choriokapillarwanden und dem Serum. Bei den anderen
waren die Unterschiede der Anfarbungsintensitdat nicht unterschiedlich in den
verschiedenen Gruppen. Mit hoéherem Krankheitsstadium ging eine geringere
Wahrscheinlichkeit der Anfarbung der Choriokapillarwénde einher. Die beobachteten
Anfarbungsunterschiede des Serums waren rein zuféllig. Bei 15 von 19 Praparaten mit
Drusen sind die Drusen angefarbt. Bei 8 Praparaten zeigten die Drusen eine schwache
Anféarbung. Bei 4 Praparaten war die Anfarbung gut und bei 3 Praparaten zeigte sich eine

starke Anfarbung.

3.4.4 Auswertung der Anfarbung des Antikorpers gegen CFI

Die Stabchen und Zapfen, die Ganglienzellschicht, die innere plexiforme Schicht und das
Serum wurden nach dem Lagemal3-Median am Deutlichsten angeféarbt. Bei 9 Proben
zeigte das RPE keine Anfarbung. Bei 23 Proben zeigte das RPE eine schwache
Anféarbung. Bei 9 Proben zeigte das RPE eine gute Anfarbung und bei 17 Proben war das
RPE stark angefarbt. Es handelte sich bei der Nervenfaserschicht, der inneren
plexiformen Schicht und der &ulReren plexiformen Schicht um verschiedene
Grundgesamtheiten. Die Anfarbung der Nervenfaserschicht und der &ul3eren plexiformen
Schicht war rein zufallig unterschiedlich. Bei der inneren plexiformen Schicht ging ein
héheres Krankheitsstadium mit einer vermehrten Anfarbung einher. Das VVorhandensein
von Drusen und die Férbeintensitdt der Drusen war nach dem Krankheitsstadium
unterschiedlich. Bei einem Préparat war keine Anfarbung mit dem Antikorper
feststellbar. 43 Préparate hatten keinerlei Drusen. Bei 14 Préparaten zeigte sich keine
Anféarbung der Drusen. Lediglich bei 5 Praparaten zeigte sich eine schwache Anfarbung

der Drusen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten wir mithilfe der Immunhistochemie den
Membranangriffskomplex, den Rezeptor von Cba und einen Regulator des
Komplementsystems, CFl, vergleichend in gesunden humanen Spenderaugen und AMD-
Augen untersuchen. Wir konnten alle drei in der Retina lokalisieren. Anhand der
Lokalisierung in der Netzhaut und Aderhaut lassen sich Riickschliisse auf die Beteiligung

der untersuchten Molekule im Krankheitsgeschehen der AMD ziehen.

Epidemiologisch finden sich in Deutschland bei Patienten mit fortgeschrittener AMD zu
85 % die atrophische Spatform und zu 15 % die neovaskuldare AMD (siehe Einleitung,
Kap. 1.2.1). In der vorliegenden Stichprobe hat sich eine andere Verteilung der Spatform
ergeben. In der vorliegenden Stichprobe war ein Drittel der Spatform atrophisch und 2/3

neovaskular.

Bei anti-C5aR liel3 sich in allen Proben eine Farbung in dem apikalen Teil der &uReren
plexiformen Schicht nachweisen. Zwischen den verschiedenen Klassifizierungstypen —

Kontrolle, frihe AMD und spate AMD — konnten keine Unterschiede festgestellt werden.

Eine sehr leichte Anfarbung zeigte sich zudem in der inneren plexiformen Schicht sowie
in der Nervenfaserschicht. Die Drusen zeigten keinerlei Anfarbung.

Die Anfarbung in dem apikalen Teil der &uBeren plexiformen Schicht war in der Literatur

bis dato noch nicht beschrieben.

Skeie et al. fanden in ihren immunhistochemischen Untersuchungen beziglich C5aR eine
andere Lokalisation der Anfarbungen.

Skeie et al. testeten anti-C3aR und anti-C5aR Antikorper an humanen Spenderaugen. Sie
benutzten dazu einen Antikoérper von Kaninchen (Santa Cruz Biotechnology) 4 pg/mL

und zusatzlich einen anti-C5aR von Mdusen (AbD Serotec, Raleigh, NC) 5 pg/mL.

Skeie et al. fanden, dass anti-C5aR Antikdrper an den choroidalen GefaRen und an der
basalen Oberflache des RPE zu finden waren. Wohingegen sie fir anti C3aR keinen
Nachweis in der Retina und Choroidea finden konnten (Skeie, Fingert, Russell, Stone, &
Mullins, 2010).
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Abbildung 22: C3aR und C5aR Immunhistochemisch. (A, B) Menschliche Gewebeschnitte mit zwei verschiedenen anti-
C5aR Antikdrper. C5aR war am RPE und den Endothelzellen in der Choriokapillaris lokalisiert (Pfeile). Es gab keine
Farbung bei dem anti-C3aR Antikdrper (C). (D) Kontrollgewebe CC, Choriokapillaris. Skala, 25 um (Skeie et al.,
2010).

Bei den vorliegenden Praparaten zeigten sich jedoch keine Anfarbungen an den

choriodalen Gefallen oder am RPE.

Nozaki et. al. konnten C3a und C5a mittels Immunhistochemie in Drusen und in der
Bruch-Membran in einem Auge eines Patienten mit AMD nachweisen, wohingegen in

einem Kontrollauge weder C3a noch C5a nachgewiesen wurden (Nozaki et al., 2006).

Den anti-C5aR konnten wir in Drusen nicht nachweisen. Somit scheint in Drusen zwar
Cb5a vorhanden, jedoch nicht sein Rezeptor. Der C5aR stimuliert unter anderem die
,Chemotaxis, verbesserte Zelladhdsion, vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen und
die Freisetzung unterschiedlicher Entziindungsmediatoren® (Immunologie, Grundlagen
fur Klinik und Praxis, 2006).

Die vorliegende Lokalisierung des C5a-Rezeptors zeigt, dass innerhalb der Retina der
wichtigste entziindungsfordernde Komplementeffektor Gber seinen Rezeptor wirken
kann. Es findet eine Signaltransduktion statt. Wir konnten zeigen, dass sich der C5aR in
einer Bande der dulReren plexiformen Schicht angrenzend zur inneren Kdérnerschicht
besonders deutlich nachweisen l&sst. Denkbar ist, dass es sich dabei um die in dieser

Schicht vorhandenen Horizontalzellen handelt. Denkbar ist, dass eine Freisetzung von
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Entzindungsmediatoren oder Chemotaxis in der duBeren plexiformen Schicht mdglich
ist.

Ob die Horizontalzellen oder andere Zellen den C5aR auf ihrer Oberflache haben, kdnnte
man mithilfe von Proteomanalysen an einzelnen Zellen dieser Schicht herausfinden.
Zusatzlich wére aufschlussreich, welche Zellen C5aR transkribieren. In einer PCR an
humanen Augen konnten Skeie et al. zeigen, dass Transkripte fiir C5aR in Retina und
Choroidea nachweisbar sind. Im Gegensatz zu C3aR Transkripten, die sie nicht in der
Retina oder im Choroidea nachweisen konnten (Skeie et al., 2010). C3aR- und C5aR-
Signale scheinen wichtig fur eine normale Retinafunktion zu sein, da sie involviert sind

in retinaler Reparatur und Regeneration (Kawa et al., 2014).
Nachfolgend einige weitere Erkenntnisse zum Cb5a Rezeptor:

Skeie et al. konnten zeigen, dass die Stimulation des C5a-Rezeptors in menschlicher
Choroidea zur Monozyten-Rekrutierung durch ICAM-1 expression fuhrte (Skeie et al.,
2010).

ICAM-1 ist ein Typ 1 Transmembranprotein mit der Hauptrolle zirkulierende Monozyten
und Makrophagen zu rekrutieren (Whitmore et al., 2015). ICAM-1 wird auch innerhalb
der external limiting membrane in der Retina exprimiert und in den Photorezeptoren im
Endstadium der AMD (Mullins, Skeie, Malone, & Kuehn, 2006).

Genetisch getestete Varianten fir C3aR und C5aR (C5R1 und C3Arl) konnten in einer
Assoziationsstudie nicht in Zusammenhang mit AMD gebracht werden (Skeie et al.,
2010).

Bioaktive Fragmente der Komplementkomponenten C3a und C5a sind, wie bereits oben
erwéhnt, in Drusen von AMD-Patienten nachgewiesen worden (Nozaki et al., 2006).
Zudem konnten Nozaki et al. nachweisen, dass C3a und C5a im Maus Modell bei Laser-
induzierter neovaskularer AMD friih generiert werden (Nozaki et al., 2006), genetische
Ablation von C3a- und Cba-Rezeptoren die VEGF-Expression senken sowie die
Leukozytenrekrutierung senken und die Bildung der neovakuldr-ahnlichen Ausbildung
nach Laserschaden senken und zusétzlich eine pharmakologische Blockade der

Rezeptoren die neovaskul&r-ahnliche Form reduzieren (Nozaki et al., 2006).
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Der C3aR bindet nur C3a, wohingegen der C5aR sowohl C5a und das degradierte
CbhadesArg erkennt (Ricklin et al., 2010).

Zusétzlich zum C5aR wurde C5L2 entdeckt, welches wohl auch C5adesArg und C5a
binden kann (Cain & Monk, 2002; Okinaga et al., 2003).

Durch C3aR und C5aR Signalwege werden Toll like Rezeptoren zur Produktion von
proinflammatorischen Zytokinen (z.B. TNF, II-18 und 11-6) angeregt (X. Zhang et al.,
2007).

Diese Zytokine spielen wiederum eine Rolle in der Differenzierung bestimmter T-Zellen
(Ricklin et al., 2010).

Liu et al. konnten zeigen, dass C5a expression IL 22 und IL17 von humanen CD4+ t
Zellen fordert und vor der Apoptose der T-Zellen schitzt (Liu et al., 2011). Und diese
beiden Interleukine waren in Blutleveln von AMD-Patienten erhéht im Vergleich zu
Nicht-AMD-Patienten (Liu et al., 2011). Daraus schlussfolgerten sie, dass beide
Interleukine moglicherweise im Entziindungsgeschehen in der AMD mit beteiligt sind
(Liu etal., 2011).

Beim anti-Mac konnten wir eine Anfarbung der Interkapillaren Saulen (Pillars) und
Choriokapillarwénden feststellen. Statistisch waren bei der spdten AMD die Anfarbung
der Choriokapillarwénde schwécher ausgeprégt als bei Kontrollen. Das Gefaliendothel
sowie das Serum in den GeféBen férbten sich nahezu immer an. Drusen waren in
unterschiedlicher Farbeintensitat angeféarbt. Bei 15 von 19 Praparaten mit Drusen sind die
Drusen angeférbt. Bei 8 Préparaten zeigten die Drusen eine schwache Anférbung. Bei 4
Préparaten war die Anfarbung gut und bei 3 Préparaten zeigte sich eine starke Anféarbung.
Die von uns gefundene Anfarbung der Drusen deckt sich mit anderen Untersuchungen so
z.B. (Skeie et al., 2010). Insgesamt wirkte die Anfarbung bei den Proben, die als

Spatformen klassifiziert waren, starker und diffuser.

Der Membranangriffskomplex konnte histologisch in Drusen gefunden werden (Mullins,
Russell, Anderson, & Hageman, 2000).

In Immunfluoreszenz-Untersuchungen konnte anti-C5b-9 in der Bruch-Membran und um

die Choriokapillaris herum gefunden werden (Skeie et al., 2010).
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Abbildung 23: Lokalisierung vom Membranangriffskomplexes in humanen Augen. Der C5b-9 Komplex (Pfeile, griin)
ist anwesend in der Bruch-Membran und um die Choriokapillaris herum, wo sie mdglicherweise die choroidalen
Endothelzellen beeinflussen. Rotes Fluoreszenz repréasentiert UEA-1 Lektin. (A-D) Schnitte von 4 Spendern. (B) 93-
Jéhriger mit friher AMD (klinisch soft drusen). Die gelbe Anfarbung im Bereich des RPE sichtbar entspricht
Lipofuszin. Skala 50 um (Skeie et al., 2010).

Auch Seth et al. untersuchten C5b-9 immunhistochemisch und fanden die starkste
Anfarbung in der Bruch-Membran und den interkapillaren Sdulen. Drusen waren bei
ihnen auch angefarbt (Seth, Cui, To, Kwee, & Matsubara, 2008). Sie benutzten einen
monoklonalen Maus anti-Human C5b-9 Clon aE11 (1:100; Dako, Glostrup, Denmark).

Abbildung 24: (A) Reprasentative Immunreaktion von Gewebe aus alterer Spendergruppe. Blaue Reaktion zeigt eine
positive Immunreaktion fir den Membranangriffskomplexes, C5b-9. Besonders die Bruch-Membran (Pfeile) und die
Interkapillaren S&ulen (Sterne) farben sich stark an. Die basale Seite der RPE-Zellen war schwach immunreaktiv fiir
C5b-9 (VergroRerung). (B) Hintergrund Anfarbung wird festgestellt bei Geweben von einer jiingeren Spendergruppe.
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(C), (D) Drusen (Sterne) wurden in der alteren Spendergruppe gefunden. Alle Drusen waren stark angefarbt bei C5b-
9. RPE-Zellen zeigten keine blauliche Anfarbung. Die Kryoschnitte waren mit neutralen rot angeférbt. Resultierend ist
eine leichte Pink Anfarbung der Choroidea und des RPE. Das RPE bei (D) ist braun aufgrund endogenem Pigment
(Seth et al., 2008).

Die oben dargestellten Ergebnisse decken sich groRtenteils mit unseren Ergebnissen.
Jedoch fanden wir nicht in allen Drusen eine starke Anfarbung des anti-MAC. Laut Skeie
et al. konnte die Anfarbung der Choriokapillarwénde ein Hinweis sein, dass der MAC die

choroidalen Endothel Zellen beeinflussen koénnte.

Die vorliegende Lokalisierung des Membranangriffskomplexes zeigt, dass die
Komplementkaskade in den retinalen Pigmentepithelzellen bis zur Bildung des
Membranangriffskomplexes abgelaufen ist. Wir haben den Membranangriffskomplex bei
allen Augen im intravasalen Bereich der Choriokapillaris gefunden. Normalerweise
vermittelt der Membranangriffskomplex eine Lyse. In einigen Praparaten zeigten die

RPE-Zellen eine Anfarbung.

Es ist bemerkenswert, dass der Membranangriffskomplex in gesunden Augen im Bereich
der intervaskularen choroidalen Stroma zu finden ist und bei der spaten AMD die
Anféarbung der Choriokapillarwénde schwécher ausgepréagt ist als bei Kontrollen.
Maoglicherweise kommt es zu einem Verlust des MAC in den Choriokapillarwanden. Die
schwéchere Anfarbung der Choriokapillarwénde bei AMD im Gegensatz zu Kontrollen
kdnnte auf einen mdglichen Verlust der Regulierung bei AMD durch den MAC-Komplex

hindeuten. Dies steht im Kontrast zu bisherigen Annahmen.

Im Bereich der Makula, besonders bei dlteren Personen mit AMD wurde der MAC
gefunden (Hageman et al., 2005) vgl. (Khandhadia et al., 2012). Laut Chirco et al. kommt
es in der alternden Choriokapillaris zu einer Akkumulation des MAC, welches in einer
Komplement vermittelten Lyse resultiere und der Hauptgrund fir die AMD assoziierte

Choriokapillardegeneration sei (Chirco, Sohn, Stone, Tucker, & Mullins, 2017).

Hageman et al. nennen CFH und C3d mit dem Membran-Angriffs-Komplex haufig
colokalisiert (Hageman et al., 2005). Fett et al. konnten fur CFH eine moderate bis starke
Farbung in Drusen in Augen mit friiher AMD nachweisen. In den Kontrollen fanden sie
starkere Anfarbung von CFH im Vergleich zu AMD-Augen im Bereich der choroidalen

Kapillarwande sowie in den interkapillaren S&ulen bis zur Bruch-Membran (Fett et al.,

89 von 114



2012). Dies bestarkt die Annahme von Hageman et al., dass CFH und der MAC
colokalisiert sind.

In einem Mausmodell wurde in Bezug auf die neovaskulare AMD gezeigt, dass C6-
Antikorper die Bildung des MAC-Komplexes und die Neovaskularisation nach
Laserinduziertem Sché&den verhindern konnten (Khandhadia et al., 2012). Ein bestimmter
C7-Haplotyp konnte in Patienten mit zumindest einem Y402H Allel ermittelt werden, der
mit einem reduzierten Risiko an neovaskuldrer AMD zu erkranken, einherging (Dinu,
Miller, & Zhao, 2007).

Der CFI-AntikOrper farbte die gesamte Retina. Der CFI liel sich bei unseren
Auswertungen am Deutlichsten in den Stabchen und Zapfen, der Ganglienzellschicht und
der inneren plexiformen Schicht lokalisieren. Bei 9 Proben zeigte das RPE keine
Anféarbung. Bei 23 Proben zeigte das RPE eine schwache Anfarbung. Bei 9 Proben zeigte
das RPE eine gute Anfarbung und bei 17 Proben war das RPE stark angeféarbt. Die
beobachteten Unterschiede in der Anfarbung der Nervenfaserschicht und der duReren
plexiformen Schicht sind rein zufallig. Bei der inneren plexiformen Schicht geht ein
héheres Krankheitsstadium mit einer vermehrten Anfarbung einher. Das VVorhandensein
von Drusen und die Farbeintensitat der Drusen ist unterschiedlich. Bei einem Préparat
war keine Anfarbung mit dem Antikorper zu verzeichnen. 43 Préparate hatten keinerlei
Drusen. Bei 14 Préaparaten zeigte sich keine Anfarbung der Drusen. Lediglich bei 5

Préparaten zeigten sich schwache Anfarbungen der Drusen.

Unsere Lokalisierung von CFl in der Retina und Choroidea zeigt, dass die
Komplementkaskade innerhalb der Retina inhibiert wird. Obwohl CFI mit CFH
zusammenwirken, konnten wir zeigen, dass sie doch an unterschiedlichen Stellen in der
Retina lokalisiert sind. Im Gegensatz zu den anderen Komplementinhibitoren, die
hauptsachlich im Bereich der Choriokapillaris wirken, ist CFl in der gesamten Retina
lokalisiert. Denkbar ist, dass sich die Retina vor dem Ablauf der Komplementkaskade
CFI vermittelt schutzt. Verwunderlich ist, dass die Anfarbungen in den Drusen

unterschiedlich waren.
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4.1 Zusammenfassung weiterer Erkenntnisse

Laut Wang et al. konnte die Regulation durch CFI in den Augen der AMD-Patienten
verandert sein. Sie fanden, dass die Drusenkomponente amyloid beta CFI binden kann
und die Funktion von CFI reduzieren kann und stellten die Hypothese auf, dass es
maoglicherweise dadurch zur chronischen Entziindung kommen konnte (J. Wang et al.,
2008).

Von Kociok and Joussen wurde gezeigt, dass proliferierende RPE-Zellen, wie sie auch in
der frihen AMD vorkommen, eine erhohte Expression von CFl aufweisen (Kociok &
Joussen, 2010).

Khandadia et al. vermuten, dass die RPE Hypertrophie ein Resultat der Entziindung sein
kdnnte und erhéhte CFI Produktion als kompensatorischer Versuch zu werten sein kénnte
(Khandhadia et al., 2012).

Systemische Level von CFI waren nicht veréndert bei AMD-Patienten im Vergleich zu
Kontrollpersonen (Reynolds et al., 2009). In einer neueren Studie von Altay et al. konnte
gezeigt werden, dass die C3a-Konzentration im Kammerwasser von AMD-Patienten mit
friher (p=0,016), mittlerer (p=0,003) und neovaskularer (p=0,018) AMD signifikant
erhoht waren, wahrend die C3a-Konzentration nur bei Patienten mit fruher AMD
signifikant erhéht war (p=0,019). Die Konzentrationen von CFB und CFH waren im
Kammerwasser von neovaskularen AMD-Patienten auch signifikant erhoht (p=0,023
bzw. p=0,018) (Altay et al., 2019).

Kavanagh et al. untersuchten CFI als potentiellen Biomarker fur AMD. Dazu
untersuchten sie 2266 Individuen mit AMD und 1400 Kontrollpersonen. Es hatten 231
Individuen seltene genetische Variationen des CFl. Kavanagh et al. untersuchten
Blutlevel von Serum Faktor | mit und ohne seltene Genvarianten des CFI Gens. Seltene
Genvarianten (Frequenz< 1/1000) waren haufig mit AMD assoziiert (P = 1.1 x 10-8).
Individuen mit einer Form der spaten AMD und einer seltenen Genvariante hatten
niedrigere mittlere Blutwerte von CFI im Vergleich zu gesunden Probanden mit einer
seltenen Genvariante (P < 0.001) (Kavanagh et al., 2015).
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Wie in der Einleitung beschrieben, versteht man die AMD als multikausale Erkrankung
bei der das Komplementsystem einen Einfluss aufs Krankheitsgeschehen hat oder sogar

urséchlich fir die Erkrankung sein konnte.

Im Zentrum steht das RPE, welches fur die normale Funktion der Photorezeptoren durch
seine Phagozytose der PhotorezeptorauRensegmente, der &ulleren Blut-Retina-Schranke,
der Sekretion von Wachstumsfaktoren, den Wasser-Transport und die bidirektionale
Regulierung von lonen und Metaboliten zwischen Netzhaut und Aderhaut essentiell ist
(Strauss, 2005). Angrenzend zum RPE befindet sich die Aderhaut, in der im Laufe des
Lebens bei Patienten mit AMD die Akkumulierung des MAC zunimmt (Whitmore et al.,
2015). Man stellt sich vor, dass ein Ausfall der choroidalen Endothelzellen und Atrophie
derselben zu einer Erschwerung der Versorgung des RPE mit Sauerstoff und anderen
Néhstoffen fihrt, die zu einem RPE Zellverlust und Photorezeptorverlust fihren
(Whitmore et al., 2015). Drusen (siehe Einleitung) enthalten eine Vielzahl von
Komplementfaktoren. Ein  Verlust von Komplementregulatoren koénnte zu
pathologischen Lasionen in der duferen Retina und Bruch-Membran fuhren (van
Lookeren Campagne, Strauss, & Yaspan, 2016). In der Theorie der chronischen
Inflammation werden die Drusen als Abfallprodukt einer chronisch lokalen Entziindung
angesehen (Anderson et al., 2010: 95). Hageman et al. stellten die Hypothese auf, dass
dendritische Zellen durch lokale Schadigung des RPEs chemokinvermittelt aktiviert und
rekrutiert wirden (Hageman et al., 2001: 723ff.). Daraufhin wirden die dendritischen
Zellen ihre Fortsétze in den Lé&sionsbereich aussenden und folgend wiirde es zur
Freisetzung immunmodulierender Faktoren durch das RPE fiihren.

Die vorliegenden Anféarbungen kénnten in Zusammenschau mit anderen Ergebnissen das

Verstandnis in Zukunft méglicherweise verbessern.

Folgende Antikdrper und Medikamente mit Bezug auf das Komplementsystem sind

Gegenstand derzeitiger Forschung:

CD59 ist ein nattrlich vorkommender Inhibitor des Zusammenbaus von MAC (Kumar-
Singh, 2019). CD59 kdnnte daher therapeutisch wirksam gegen die Pathophysiologie der
trockenen und feuchten AMD sein (Kumar-Singh, 2019). In einer Studie von Kumar-
Singh wurde die Sicherheit und Vertraglichkeit der Expression von CD59 aus einem
Adeno-assoziierten Virus (AAV), das einmal in den Glaskorper injiziert untersucht
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(Kumar-Singh, 2019). Eine zweite klinische Studie zur Untersuchung der Wirksamkeit
von CD59 bei Patienten mit feuchter AMD ist ebenfalls im Gange (Kumar-Singh, 2019).

Eculizumab ist eine IgG Antikdrper der die C5 Aktivierung inhibiert (Jakub Hanus,
Fangkun Zhao, & Shusheng Wang, 2016). Die COMPLETE Phase II-Studie mit
Eculizumab rekrutierte 60 Teilnehmer (50 Jahre und dlter) mit trockener AMD,
dokumentiert  durch  Fundusfotografie, = Fundusautofluoreszenz  (FAF) und
Fluoreszenzangiographie (FA) (J. Hanus, F. Zhao, & S. Wang, 2016). Die erste Gruppe
von Patienten erhielt 4 Wochen lang ein niedrig dosiertes Schema von 600 mg
wadchentlich, gefolgt von 900 mg alle 2 Wochen bis zur 24. Woche (J. Hanus et al., 2016).
Die zweite Gruppe von Patienten erhielt eine hohe Dosis von 900 mg, gefolgt von 1200
mg Uber den gleichen Zeitraum (J. Hanus et al., 2016). Das primare Ergebnis war die
gemessene Veranderung des Drusenvolumens und der Flache der GA nach 26 Wochen
(J. Hanus et al., 2016). Die Studie zeigte, dass die systemische Komplementhemmung
mit Eculizumab Uber 6 Monate gut vertragen wurde, aber die Wachstumsrate von GA
oder Drusen nicht signifikant verringerte (Garcia Filho et al., 2014; Jakub Hanus et al.,
2016; Yehoshua et al., 2014).

Zimura (ARC-1905) ist ein PEGyliertes Einzelstrangnukleitid, welches den
Komplementfaktor 5 inhibiert und dadurch C5 nicht in seine Spaltprodukte C5a und C5b
umgesetzt werden ("Product Candidates,” 2017). In einer Phase 1 Studie fir trockene
AMD wurde die Toleranz von intravitrealen Zimura Injektionen bei Patienten mit
geographischer Atrophie bei trockener AMD untersucht. 50 Probanden (50 Jahre oder
alter) mit trockener AMD (Drusen und oder GA) in beiden Augen wurden untersucht (J.
Hanus et al., 2016).

Ein weiterer C5-Inhibitor, Avacincaptad Pegol, wird durch intravitreale Injektion
verabreicht und soll in Phase 2-Studien auf Sicherheit und erste Wirksamkeitsanzeichen
bei AMD- Patienten untersucht werden (Kassa, Ciulla, Hussain, & Dugel, 2019).

LFG316 (C5-Hemmer) und CLG561 (Properdin-Hemmer) konnten das Fortschreiten der
GA in den Phase-2-Studien nicht aufhalten (Kassa et al., 2019). In einer Phase 1-Studie
werden die Auswirkungen der Kombination von LFG316 und CL561 untersucht (Kassa
etal., 2019).
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Lampalizumab, ein monoklonaler Antikorper gegen Faktor D des alternativen
Komplementweges, zeigte in einer Phase Il Studie 20,4 % Reduktionsrate in GA
(Geographischer Atrophie) in 18 Monaten vgl.(Jakub Hanus et al., 2016). In den grofiten
Studien Chroma und Spectri zur GA, reduzierte Lampalizumab wéhrend der 48-wdchigen
Behandlung die geographische  Atrophie-VergrofRerung im  Vergleich  zur
Scheinbehandlung nicht (F. G. Holz et al., 2018). Insgesamt 906 Teilnehmer (553 Frauen
und 353 Manner; mittleres [SD] Alter, 78,1 [8,1] Jahre) waren in Chroma und 975
Teilnehmer (578 Frauen und 397 Manner; mittleres [SD] Alter, 77,9 [8,1] Jahre) in
Spectri eingeschrieben; 1733 der 1881 Teilnehmer (92,1 %) schlossen die Studien Uber
48 Wochen ab (F. G. Holz et al., 2018). Die bereinigte mittlere Zunahme der GA-
Lasionsflache gegenuber dem Ausgangswert in Woche 48 betrug in beiden Studien tber
alle Gruppen 1,93 bis 2,09 mm2. Die Unterschiede in der bereinigten mittleren
Veranderung der GA-Lasionsflache (Lampalizumab minus Schein) betrugen -0,02 mm?2
(95 % ClI, -0,21 bis 0,16 mm2; P = .80) fir Lampalizumab alle 4 Wochen in Chroma,
0,16 mm2 (95 % CI, 0,00-0,31 mm2; P = .048) fir Lampalizumab alle 4 Wochen in
Spectri, 0,05 mm2 (95 % ClI, -0,13 bis 0,24 mm2; P = .59) fir Lampalizumab alle 6
Wochen in Chroma und 0,09 mm2 (95 % CI, -0,07 bis 0,24 mm2; P = .27) fur
Lampalizumab alle 6 Wochen in Spectri. Es wurde kein Nutzen von Lampalizumab in
den vordefinierten Untergruppen beobachtet, auch nicht bei den Biomarkern mit
Komplementfaktor I-Profil (F. G. Holz et al., 2018).

Der Komplementfaktor 3 (C3)-Inhibitor, APL-2, hat in einer Phase 2-Studie das Potenzial
gezeigt, das GA-Wachstum zu reduzieren, was den Ubergang zu Phase 3-Studien
unterstutzt (Kassa et al., 2019). Es wurde von Liao et al. die Sicherheit und Wirksamkeit
von Pegcetacoplan, einem Komplement C3-Hemmer, zur Behandlung der GA untersucht.
Bei Patienten, die monatlich Pegcetacoplan oder EOM (jeden zweiten Monat) erhielten,
war die GA-Wachstumsrate im Vergleich zur Scheinbehandlungsgruppe um 29 % (95 %
Konfidenzintervall [CI], 9-49; P = 0,008) und 20 % (95 % CI, 0-40; P = 0,067) reduziert
(Liao et al., 2019). Die Post-Hoc-Analyse zeigte, dass der Effekt in den zweiten 6
Monaten der Behandlung groRer war, mit beobachteten Reduktionen von 45 % (P =
0,0004) und 33 % (P = 0,009) fir Pegcetacoplan monatlich bzw. EOM (Liao et al., 2019).
Die neu aufgetretene exsudative AMD wurde bei den mit Pegcetacoplan behandelten
Augen haufiger gemeldet (18/86 Augen [20,9 %] und 7/79 Augen [8,9 %] in der Monats-
bzw. EOM-Gruppe) als bei den scheinbehandelten Augen (1/81 Augen [1,2 %]) (Liao et
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al., 2019). Liao et al. konnte zeigen, dass die lokale C3-Inhibition mit Pegcetacoplan zu
einer statistisch signifikanten Reduktion des Wachstums der GA im Vergleich zur
Scheinbehandlung fiihrte (Liao et al., 2019).

Der Komplementrezeptor 1 (CR1) ist ein membrangebundener Komplementhemmer, der
haufig auf Erythrozyten und Immunzellen zu finden ist (Simmons et al., 2019). In der
Studie von Simmons et al. zeigten QPCR- und Durchflusszytometriedaten, dass CR1 vom
RPE nicht gut exprimiert wird, was darauf hindeutet, dass seine Uberexpression einen
zusétzlichen Schutz vor Komplementaktivierung bieten kann (Simmons et al., 2019). Um
CR1 auf diese F&higkeit zu untersuchen, wurde eine stabile CR1-exprimierende
ARPE19-Linie mit einer Kombination aus Antibiotika-Selektion und FACS erstellt
(Simmons et al., 2019). Mit zellbasierten Assays wurde gezeigt, dass die Zugabe von CR1
die Ablagerung der Komplementproteine C3b und C6 auf der transfizierten Linie hemmt
(Simmons et al., 2019). Letztendlich identifiziert die Studie von Simmons et al. CR1 als
einen Komplementinhibitor, der mdoglicherweise auf Stammzell-abgeleiteten RPE
uberexprimiert wird, um eine potentiell "verbesserte” Zelltherapie fiur AMD zu schaffen
(Simmons et al., 2019). Eine kombinierte Zell-/Komplementtherapie konnte ein
transplantierbares RPE schaffen, das besser geeignet ist, eine komplementvermittelte
Lyse zu vermeiden und die chronische Entziindung in der Netzhaut zu begrenzen
(Simmons et al., 2019).

4.2 Limitationen der Methodik

Die Stichprobengrofle mit insgesamt 63 Praparaten (36 Praparate als Kontrollen,
21 Préparate als Frihstadium, 2 Praparate als atrophische Spatform und 4 Préparate als
neovaskulare Spatform) muss als kritisch betrachtet werden. Vor allem die Anzahl der

Spéatformen ist zu gering, um gesicherte Ergebnisse zu erhalten.

Die Représentativitat der Stichprobe ist in Bezug auf das Alter nicht gegeben, kdnnte
jedoch gegebenenfalls mit einer Erhéhung der Anzahl der Proben verbessert werden.
Aufgrund der Gegebenheit, dass Organspender in der Regel jinger und keine malignen
Erkrankungen aufweisen durfen, ist diese mogliche Fehlerquelle schwer zu verandern.
Lediglich die Veréanderung und Ausweitung der Untersuchung von Netzhduten von allen

Verstorbenen wirde diese mogliche Fehlerquelle minimieren. Bezogen auf das
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Geschlecht ist meine Stichprobe bezogen auf das Alter reprasentativ. Auch bezogen auf
die Erkrankung ist das Geschlecht repréasentativ. Es finden sich dort keine systematischen
Unterschiede. Wie in der Normalbevélkerung geht in meiner Stichprobe ein hdheres Alter

mit der Erkrankung einher.

Die Immunhistochemie ermdglicht eine semiquantitative Auswertung. Vorteile der
Immunhistochemischen Verfahren sind klar die einfache Aufbewahrung der
immunhistochemischen  Préparate, die Diagnostik an einem laboriblichen
Lichtmikroskop und die mdgliche Lokalisierung von Molekulen. Nachteile der
Immunhistochemie sind die unterschiedliche Sensitivitat und Spezifitat der verwendeten
Antikdrper und in der Auswertung das verwendete subjektive Scoring-System. Zudem

haben die Aufarbeitungsmethoden einen grof3en Einfluss auf das Anfarbungsergebnis.

Einschrankungen in der Aussagekraft ergeben sich daraus, dass es zu falsch positiven
oder falsch negativen Anfarbungen kommen kann. Nach der Entnahme der Probe kénnen
die Lagerungsdauer und -bedingungen, die Fixationszeit und Typ des Fixativs, die
Paraffineinbettung, die Schnittdicke und der Anschnitt der Zellen beim Anfertigen der
Préparate oder auch die Entparaffinisierung nachfolgender Schritte und damit letztendlich
auch die Messergebnisse beeinflussen. Ein moglicher Storfaktor ist wie bereits genannt
die Fixierungsdauer. Ist die Fixierung mit Formalin zu lang, kann es zu einer
Proteinvernetzung kommen und Immunhistochemische Farbungen kénnen zu ,,falschen*
Ergebnissen fiihren. Zudem haben Variablen wie die Dauer und der Typ der
Antigendemaskierung, die Spezifitdit und Konzentration des Antikorpers, die
Inkubationszeit oder Merkmale des Chromogens einen Einfluss auf die Intensitat der
Féarbung und somit auf das Messergebnis.

Wir verwendeten monoklonale und polyklonale Antikorper. Der Nachteil polyklonaler
Antikorper besteht in mdglichen Kreuzreaktionen. Somit konnte es bei CFl zu
ungeahnten Kreuzreaktionen gekommen sein. Bei anti-MAC und anti-C5aR benutzten
wir monoklonale Antikdrper. Deren Vorteile sind die hohe Standardisierung, die hohe
und enge Spezifitat. Der Nachteil der monoklonalen Antikdrper kdnnte eine zu enge

Spezifitét sein ("Immunhistochemie,"” 2004).

96 von 114



Zum Weiteren konnten losliche Komplementfaktoren eine groRere Rolle in der

Pathogenese spielen und somit durch Immunhistochemische Verfahren nicht
nachweisbar sein.

Weiterfuhrende Transkriptionsanalysen erscheinen sinnvoll.
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5§ Zusammenfassung

Die AMD ist eine multikausale Erkrankung, die prozentual allein in Deutschland flr

geschatzte 50 % aller schweren Sehbehinderungen verantwortlich ist (Finger et al., 2011).

Nachgewiesen wurde die pradisponierende Bedeutung vieler Gene des
Komplementsystems fir die Entstehung einer AMD.

Aufgrund der Hypothese der chronischen Inflammation, in der das Komplementsystem
eine hervorragende Stellung einnimmt, sind weitere Erkenntnisse Uber das
Komplementsystem und die Lokalisierung der Komplementfaktoren innerhalb der
Retina-Choroidea Gegenstand der Forschung.

Es werden in klinischen Studien Antikérper gegen Komplementfaktoren auf ihren

therapeutischen Nutzen bei AMD-Erkrankten hin getestet.

In der vorliegenden Arbeit wurden in Netzhduten mit angrenzender Aderhaut von 63
humanen Spenderaugen C5aR, CFI und MAC mittels immunhistochemischer Methoden

dargestellt und semiquantitativ analysiert.

Verglichen wurde zwischen AMD (Friih- und Spatform) und Kontroll-Geweben. Es
wurden 36 Praparate als Kontrollen, 21 Prédparate als Frihstadium Klassifiziert, 2
Préparate als atrophische Spatform und 4 Préparate als neovaskuldre Spatform

klassifiziert.

Bei anti-C5aR konnten wir in allen Proben eine Farbung in dem apikalen Teil der duBeren
plexiformen Schicht nachweisen. Zwischen den verschiedenen Klassifizierungstypen
Kontrolle, friihe AMD und spate AMD konnten keine Unterschiede festgestellt werden.

Eine sehr leichte Anfarbung zeigte sich zudem in der inneren plexiformen Schicht sowie

in der Nervenfaserschicht. Die Drusen zeigten keinerlei Anfarbung.

Die Anfarbung in dem apikalen Teil der &uf3eren plexiformen Schicht war in der Literatur
bis dato noch nicht beschrieben.

Beim anti-Mac konnten wir eine Anfarbung der Interkapillaren Saulen (Pillars) und

Choriokapillarwanden feststellen.
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Statistisch waren bei der spaten AMD die Anfarbung der Choriokapillarwande schwécher
ausgepragt als bei Kontrollen. Das GefaRendothel sowie das Serum in den Gefallen
farbten sich nahezu immer an. Drusen waren in unterschiedlicher Férbeintensitét
angeféarbt. Bei 15 von 19 Prédparaten mit Drusen sind die Drusen angeféarbt. Bei 8
Préparaten zeigten die Drusen eine schwache Anfarbung. Bei 4 Préparaten war die

Anféarbung gut und bei 3 Praparaten zeigte sich eine starke Anféarbung.

Der CFI-Antikorper féarbte die gesamte Retina. Der CFI- Antikorper liel3 sich bei uns am
Deutlichsten in den Stdbchen und Zapfen, der Ganglienzellschicht und der inneren
plexiformen Schicht lokalisieren. Bei 9 Proben zeigte das RPE keine Anféarbung. Bei 23
Proben zeigte das RPE eine schwache Anfarbung. Bei 9 Proben zeigte das RPE eine gute
Anfarbung und bei 17 Proben war das RPE stark angefdarbt. Die beobachteten
Unterschiede in der Anfarbung der Nervenfaserschicht und der &uBeren plexiformen
Schicht korrelierten nicht signifikant mit der diagnostischen Klassifizierung. Bei der
inneren plexiformen Schicht geht statistisch ein hoheres Krankheitsstadium mit einer
vermehrten Anfarbung einher. Das Vorhandensein von Drusen und die Farbeintensitat
der Drusen ist unterschiedlich. Bei einem Praparat war keine Anfarbung mit dem
Antikorper zu verzeichnen. 43 Préparate hatten keinerlei Drusen. Bei 14 Praparaten zeigte
sich keine Anféarbung der Drusen. Lediglich bei 5 Préparaten zeigte sich eine schwache

Anféarbung der Drusen.

Die gefundenen Anfarbungen geben einen Uberblick (ber die Lokalisierung der
untersuchten Komplementfaktoren in der Retina und der Choroidea. Die
Anfarbungsergebnisse verdeutlichen einmal mehr, dass das Komplementsystem und
deren Faktoren in Bezug auf die AMD-Entstehung noch nicht hinreichend verstanden
sind. Denn wir konnten zeigen, dass auch in der Neuroretina der Komplementregulatur
CFI, C5aR und der Membranangriffskomplex nachweisbar sind und potentiell bei der

Pathogenese der AMD wirksam sein kénnten.

Momentan wird die AMD als Folge einer chronisch lokalen Entziindung angesehen
(Anderson et al., 2010: 95).

Inwiefern das Komplementsystem zur Entstehung der AMD beitrdgt und welche
moglichen therapeutischen Optionen es zur Modulation bietet, gilt es weiter zu

erforschen.
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