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1. Abstract

Einleitung: Das retinale Pigmentepithel (RPE) spielt als Interaktionspartner eine bedeutende
Rolle fiir zahlreiche Zellfunktionen innerhalb des Immunsystems. Komplement kann am RPE
Ca?*-Signale induzieren, wobei ein fehlreguliertes Komplementsystem mit einem erhohten
AMD-Risiko einhergeht.

Methodik: Aufzeichnung von Ca?*-Signalen und Analyse von Signalwegen mittels Ca”*-
Imaging an ARPE-19-Zellen; statistische Auswertung mithilfe von Microsoft Excel und
GraphPad Prism 8.

Ergebnisse: Unterschiedliche Komponenten des Komplementsystems (u.a. C3a, C5a, terminaler
Komplex) erzeugen ein individuelles und fein orchestriertes Ca?*-Signal, Anzeichen einer
lytischen Pore fehlen.

Schlussfolgerung: Spezifische, durch Komplement induzierte Signale konnen am RPE eine
Verdnderung des funktionellen Phinotyps auslosen. Es ist anzunehmen, dass das RPE sich so
prizise seiner Umgebung anpassen und die AMD-Pathogenese damit mallgeblich beeinflussen

kann.

Introduction: The retinal pigment epithelium (RPE) plays an important role as an interaction
partner for numerous cell functions within the immune system. Complement components can
induce Ca?'- signals at the RPE whereby a dysregulated complement system is associated with
an increased risk of AMD genesis.

Methods: Recording of Ca®*-signals and analysis of signalling pathways using Ca’**-imaging on
ARPE-19 cells; statistical analysis using Microsoft Excel and GraphPad Prism 8.

Results: Different components of the complement system (including C3a, C5a, terminal
complex) generate an individual and finely orchestrated Ca?*-signal without any sign of a lytic
pore.

Conclusion: Specific signals induced by complement can trigger a change in the functional
phenotype of the RPE. It can be assumed that the RPE can adapt so precisely to its environment

and thus significantly influence the AMD pathogenesis.
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2. Einleitung
2.1 Das retinale Pigmentepithel

2.1.1 Anatomie und Histologie

Das retinale Pigmentepithel entwickelt sich als einschichtiges Epithel bereits in der 3.
Schwangerschaftswoche aus der dufleren Wand des Augenbechers (1) und liegt fortan zwischen
den AuBlensegmenten der Photorezeptoren der Retina und dem Endothel der Chorioidea. RPE-
Zellen sind hexagonal und bilden eine iiber Tight-Junctions verbundene Einheit. Das RPE ist Teil
der Blut-Retina-Schranke mit entsprechend hohem parazellulirem bzw. transepithelialem
Widerstand (2). RPE-Zellen interagieren nach apikal iiber eine Interphotorezeptormatrix durch
eine Vielzahl von Zellfortsidtzen und Mikrovilli mit Stdbchen bzw. Zapfen (3-6); nach basolateral
bilden sie durch ihre Basalmembran eine der fiinf Schichten der Bruch-Membran, welche

wiederum direkt an die Chorioidea angrenzt (1, s. Abbildung 1).

vordere Augenkammer

Glaskérperraum

| Nervenfaserschicht

Ganglienzellschicht

Innere plexiforme Schicht |

Innere Kornerschicht |

Glaskérper AuBere plexiforme Schicht |

AuBere Kdrnerschicht

hintere Augenkammer T Photorezeptorschicht

Ziliarmuskel

Conjunktiva Reting

_u~ Photorezeptor F———p- : ) Retinales Pigmentepithel

*¥Innensegment RPE
9 Apikale Fortsitze \

Choroidea
Nucleus—=#  ayssensegmente
Rod Cone

Pseudopod

Sklera

Nucleus

Bruch’sche
Membran

Melanozyt
Choroidales
Blutgefal ——

Abbildung 1: Anatomie und Histologie des Auges

oben links: Horizontalschnitt; rechts: Ausschnitt durch die Schichten der Retina mit RPE, Chorioidea und Sklera,
unten links: Schemazeichnung der Interaktion von RPE mit den Auflensegmenten der Photorezeptoren (9)
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2.1.2 Funktionen

Durch eine Vielzahl an Funktionen ist die enge Interaktion zwischen RPE und Photorezeptoren

essentiell fiir die visuelle Funktion (s. Abbildung 2).

Light Absorption Epithel Transport Glia H Visual Cycle Phagocytosis Secretion

11 - cis retinal
./]ﬁ/;

Fenestrated Capillary Bed

Glucose _
vitaminA  Cl 5 VEGF

Abbildung 2: Ubersicht Funktionen des RPE
)

So werden durch Lichtabsorption mittels hoher Melanosomendichte Streuungsphdnomene des
einfallenden Lichts minimiert, was die Qualitit des optischen Systems deutlich steigert.
Strahlungsenergie und der hohe Sauerstoffgehalt in den chorioidalen GefdBen fithren {iiber
photooxidativen Stress allerdings auch zur Entstehung freier Sauerstoffradikale, die zahlreiche
Zellstrukturen (u.a. mitochondriale DNA) schiddigen konnen. Zellen des retinalen
Pigmentepithels wirken diesen Vorgdngen durch vielfdltige Reparaturmechanismen (u.a.
Ubiquitinierung bzw. Abbau im Proteasom, DNA-Reparatur durch Exzision von Basen), hohe
Konzentrationen an Antioxidantien (u.a. Glutathion) und Melaninpigment in zytoplasmatischen
Granula zur Lichtabsorption entgegen (2).

Defekte Proteine, Lipide oder toxische Substanzen entstehen durch Lichtschddigung und
akkumulieren in den AuBlensegmenten der Photorezeptoren, welche dadurch stindig erneuert
werden miissen. Die Interaktion zum retinalen Pigmentepithel spielt dabei eine wichtige Rolle.
Durch feinregulierte Signalwege der Phagozytose werden verbrauchte Endstiicke der
AulBlensegmente von RPE-Zellen erkannt, gebunden, aufgenommen, verdaut und die Metabolite

den Photorezeptoren wieder zur Verfiigung gestellt (21, 22).
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Des Weiteren bilden RPE-Zellen durch ihre enge Verkniipfung eine sehr selektiv permeable,
dichte Barriere, die dullere Blut-Retina-Schranke. So konnen die, per Diffusion aus GefaB3en der
Chorioidea ernédhrten, duleren Schichten der Retina inklusive Innen- und Aullensegmenten der
Photorezeptoren, vor systemischen Einfliissen wie Krankheitserregern oder Toxinen geschiitzt
werden (1).

AuBerdem wird durch multiple transzellulire Transportvorgéinge ein extrem selektiver
Substrataustausch ermdglicht. Einerseits werden Photorezeptoren so mit wichtigen Néhrstoffen
(u.a. Glukose, Retinal, Omega-3-Fettsduren) versorgt (11,12), andererseits konnen durch den
enormen Stoffwechselumsatz der Photorezeptoren sowie retinalen Neurone entstehendes Wasser
und metabolische Endprodukte (u.a. Milchsdure) dem Blutkreislauf zuriickgefiihrt und so auch
Ionen- bzw. pH-Gleichgewichte erhalten werden (13,14,15,16).

Kalium, dessen Konzentration im subretinalen Spalt in engen Grenzen gehalten werden muss,
um die Erregbarkeit bzw. Signaltransduktion von Photorezeptoren und nachgeschalteten
Neuronen gewéhrleisten zu konnen, unterliegt lichtabhéngigen Variationen (2,17). Durch
Lichteinfall werden cGMP-abhingige Kationenkandle im Photorezeptorauflensegment
geschlossen und der zuvor als Dunkelstrom (,,dark current") bezeichnete Einstrom von Na* und
Ca?" in die AuBensegmente bzw. Abfluss von K an den Innensegmente der Photorezeptoren
verringert sich. Die Aktivitit der Na"/K*-ATPase fiihrt zur weiteren Abnahme von K* im
subretinalen Spalt. Diese Vorginge erfordern besonders schnelle, spannungsabhidngige
Kompensationsmechanismen der RPE-Zellen (mdglich u.a. durch Hyperpolarisation der apikalen
Membran, Kir7.1-Kandle) mit folgendem K*-Ausstrom zur Normalisierung der Konzentration,
welche der alleinige transepitheliale lonenaustausch nicht gewéhrleisten konnte (18).

Das retinale Pigmentepithel ist auBerdem als Retinal/Retinol-Speicher am Sehzyklus beteiligt. In
den Stdbchen der Retina entsteht durch Lichtreiz aus 11-cis Retinal als Bestandteil des
Rhodopsins durch Konformationséinderung all-trans Retinal bzw. Meta-Rhodopsin II. Zur
notwendigen enzymatischen Regenerierung wird all-trans Retinal ins RPE transportiert, zu 11-
cis Retinal umgewandelt und anschlieBend in den Photorezeptoren mit Opsin wieder zu
Rhodopsin verbunden (19,20).

Die enge Beziehung des retinalen Pigmentepithels zu seinen Nachbarstrukturen erfordert
auBBerdem, dass RPE-Zellen weitreichend mit umgebenden Geweben und verschiedensten Zellen
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(u.a. des Immunsystems) interagieren konnen. Sie sind daher zur Sekretion unterschiedlichster
Wachstumsfaktoren und Signaltransmitter fahig, u.a. ATP, FGF, TGF-beta, IGF-1, Interleukine,
TIMP, PEDF oder VEGF (2). Die sekretorische Funktion des retinalen Pigmentepithels trigt
sowohl zur Erhaltung der strukturellen Integritdt der Chorioidea (u.a. VEGF, PEDF, TIMP) als
auch der Photorezeptoren (u.a. PEDF, FGF, ATP) bei (2,24,25) und kann durch Hypoxie,
metabolischen Stress oder lokale Immunantworten angeregt werden.

Als Antwort auf lokale Immunreaktionen kénnen RPE-Zellen immunmodulierende Faktoren wie
IL-8, CFH, CD59, DAF oder MCP1 (26,27,28) sezernieren und passende Rezeptoren
exprimieren (u.a. MHC-, Toll-like-, TNF-a-Rezeptoren, C3aR, C5aR) (29,30,31). Ferner
hemmen RPE-Zellen die Aktivierung von CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen, Makrophagen, Monozyten
und Mikroglia (2). So trdgt das RPE nicht nur {iber die zuvor beschriebene Blut-Retina-Schranke
als transepitheliale Barriere zum Immunprivileg des Auges bei, sondern ist auch zur Aktivierung

und Suppression des Immunsystems fahig.

Stimulation of VEGF FGF IGF-1 TNF-a LPS IL
Secretion

Intracellular
Signal

VEGF-R FGF-R IGF-R TNF-R Toll-R IL-R

@

Ca2+]
L-type
channel
Secreted L fisio CFH
Factors REDE e IL-8
FGF PEDF MCP1
PDGF FasL
Gas6 TGF-B
ATP
- Stability of Stability of Immune
Eanction Photoreceptors Choriod modulation

Abbildung 3: Ubersicht Stimulation, Sekretion am RPE
(23)
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2.1.3 Kalzium-Stoffwechsel

Nahezu alle Zellfunktionen (u.a. Proliferation, Apoptose, Sekretion, Genexpression, Kontraktion
und Differenzierung) sind abhingig von Konzentrationsdnderungen intrazelluliren Ca?". Es
bindet hochaffin an Proteine und kann dadurch Konformations- sowie letztlich
Funktionsidnderungen bewirken. Unter hohem Energieaufwand sind Zellen daher bestrebt, einen
transmembranen Gradienten von 1:10 000 zu erhalten (73). Auch die zuvor beschriebene
Féhigkeit des RPE, Faktoren zu sezernieren und Rezeptoren zu exprimieren, hingt ganz
wesentlich von intrazellulirem Ca®" als second-messenger ab (2,126, s. Abbildung 3). Moglich
sind diese Interaktionen nur durch das Generieren einer Vielzahl spezifischer und
hochdifferenzierter Ca%*-Signale, welche einer ausfiihrlicheren Darstellung bediirfen.

Das RPE exprimiert hierbei eine Reihe von verschiedenen Ionenkanélen (Ca**-leitende und
Ca?*-aktivierte Typen) sowie Ionentransporter (z.B. ATPasen). Spannungsabhéingige L-Typ-Ca**-
Kanile (u.a. Cavl.3-Subtyp, Abhéngigkeit von Tyrosinkinase-Aktivitidt) und durch Hitze oder
IGF-1 aktivierbare TRPV2-Kanidle konnen die VEGF-Sekretion steigern (2,86,126). Die
Deaktivierung der L-Typ-Ca?*-Kanile erfolgt durch Hyperpolarisation der RPE-Zelle mittels
gleichzeitig aktivierten und ebenso Tyrosinkinase-abhingigen Kv1.3-Kaliumkanélen bzw. maxi-
K-Kanilen. Eine Verringerung der intrazelluliren Ca?"-Konzentration kann durch
Ionentransporter wie Plasmamembran-Ca?*-ATPasen (PMCA) und Na'/Ca’*-Austauscher

(NCX-1) erreicht werden (2, s. Abbildung 4).

Retina Choriocapillaris
apical \ basolateral
1
o 1
K* N
a* ~—=—Ca2 L-type (Cay1.3)
NCx4 3Na® Ca? —=—. K* Delayed rectifier (Ky1.3)
3 1Ca?* maxi K
A PMCA
ADP
PEDF <— —» VEGF

Abbildung 4: Ca’*-Signalling am RPE
)
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2.2 Altersbedingte Makuladegeneration
2.2.1 Epidemiologie

Die altersbedingte Makuladegeneration ist eine schwerwiegende, chronische Augenerkrankung
im Bereich des schérfsten Sehens und stellt weltweit die dritthdufigste Erblindungsursache nach
Katarakt und Glaukom dar (39). In Deutschland und anderen westlichen Industrienationen mit
erhohter Lebenserwartung ist sie mit ca. 30% fiir die meisten Neuerblindungen verantwortlich.
Neben stark beeintrichtigter individueller Lebensqualitdt ist die Erkrankung auch aufgrund
wachsender soziodkonomischer Belastung eine Herausforderung; weltweit wird von einer
Vervierfachung betroffener Patienten bis ins Jahr 2050 ausgegangen (32,34). Unterschieden wird
zwischen dem Friihstadium der altersbedingten Makulopathie und dem Spitstadium der
altersbedingten Makuladegeneration. Letztere wiederum kann in die weitaus hdufigere, nicht-
exsudative (,trockene) AMD (ca. 85% der Fille) mit der moglichen Spatfolge der
geographischen Atrophie (ca. 35%) und die exsudative (,,feuchte) AMD (10-15% der Fille)

eingeteilt werden (42).

Abbildung 5: Ubersichtsdarstellung Makula
physiologisch, ,, trockene u. ,,feuchte AMD (von links nach rechts) (33)
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2.2.2 Atiologie u. Pathogenese

Die exakte Atiologie dieser multifaktoriellen Erkrankung konnte bis dato nicht hinreichend
entschliisselt werden. Grundlage fiir die Entstehung scheint jedoch eine fortschreitende
Degeneration der in Kapitel 2.1.2 erlduterten anatomisch-funktionellen Einheit aus Neuroretina,
retinalem Pigmentepithel, Bruch’ scher Membran und Choriokapillaris zu sein (34,36). Die
Macula lutea (insbesondere Fovea centralis) weist die hochste Dichte an Photorezeptoren auf,
hierhin wird der Grofiteil des einfallenden Lichts gebiindelt (35). Durch besonders hohen
photooxidativen Stress inklusive Bildung freier Sauerstoffradikale (s. Kapitel 2.1.2) sind die
Zellstrukturen hier stindigen Belastungen ausgesetzt. Im Alter nachlassende
Kompensationsmechanismen fiihren zu zunehmenden Ablagerungsprozessen im Bereich des
RPE (36). So sammelt sich das Alterspigment Lipofuszin bzw. sein Bestandteil A2E dabei im
Zytoplasma der RPE-Zellen an und es entstehen vermehrt freie Sauerstoffradikale (2,37).

Eine nachlassende Immunsuppression fiihrt zur zunehmenden Akkumulation von Monozyten in
der duBeren Netzhaut (131). Extrazellulir verbleibende Protein- (u.a. CRP, IgG,
Komplementfaktoren) und Lipidablagerungen, die aktiv vom metabolisch {iberstrapazierten RPE
ausgeschieden werden und sich zwischen RPE und Bruch-Membran befinden, werden als
,Drusen“ bezeichnet (38,82, s. Abbildung 6). Im Verlauf des Lebens kann dadurch eine
Diffusionsbarriere entstehen. Zusitzlich kommt es ganz unabhédngig davon zu einer Verdickung
der Bruch-Membran, ebenso verdiinnt sich im Alter die darunterliegende Choriokapillaris

(39,52).

:K:\'(‘W/i’“

AR ity

Abbildung 6. histologisches Schnittbild Drusen/RPE
Drusen (Sternchen) unterhalb des RPE (Hdmatoxylin-Eosin-Fdrbung, 400fache Vergrifierung) (34)
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Einzelne kleine (,harte”) Drusen (<63 um) werden zundchst unter dem Begriff der
»pigmentepithelialen Dysfunktion® zusammengefasst und konnen bei bis zu 95% der édlteren
Bevolkerung beobachtet werden (34, s. Abbildung 7). Friihstadien der AMD sind durch grofere
(63-125 um) Drusen gekennzeichnet; groe (>125 um) Drusen in Verbindung mit

Pigmentverschiebungen charakterisieren das Intermediérstadium (40).

Abbildung 7: Friihstadium der AMD

gréfiere Drusen (Pfeile), Pigmentverklumpungen (Pfeilspitzen) (34)

Durch Konfluenz von Drusen und Ausdiinnung der Choriokapillaris (52) kann es zum
Zelluntergang im RPE mit irreversibler Degeneration von Photorezeptoren kommen. Die Réander
der Atrophiezonen erscheinen hyperpigmentiert. Dieses Spatstadium der trockenen Form der

AMD wird als geographische Atrophie (s. Abbildung 8) bezeichnet.

Abbildung 8: Fundusfotographie geographische Atrophie
(34)

19



GroBere, konfluierende Areale (,,weicher) Drusen gehen mit einem erhdhten Risiko der
Entstehung chorioidaler Neovaskularisationen (CNV, ,.feuchte* AMD) einher (46). Hypoxische
Verhéltnisse flihren dabei zur vermehrten Sekretion proangiogener Wachstumsfaktoren (u.a.
VEGF, FGF, TGF-B). Die daraufhin neugebildeten, krankhaften GefdBle entstammen der
Choriokapillaris, durchbrechen die Bruch-Membran, wachsen bis unter das RPE und sind durch
eine gesteigerte Permeabilitit mit Austritt von Blutbestandteilen bzw. Gewebsfliissigkeit
gekennzeichnet (41). Letztendlich fithren diese pathologischen Prozesse zur exsudativen
Makulopathie mit (sub-) retinalem Odem, Blutungen und Exsudaten (s. Abbildung 9). Durch
eine anhaltende serdse Abhebung von Retina und RPE konnen dabei die zugehdrigen Zellen
irreversibel degenerieren, Spitfolge ist die Fibrosierung bzw. Narbenbildung (34,40,

s. Abbildung 10).

Abbildung 9: Fundusfotographie CNV

zentrale Neovaskularisation (Sternchen) umgeben von subretinalen Blutungen (34)

Abbildung 10: Fundusfotographie fibrovaskuldre Narbe
zentrale Fibrose (Pfeilspitze), subretinale Fliissigkeit (Sternchen) u. Lipidexsudate (Pfeile) (34)
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2.2.3 Risikofaktoren

Degenerative Verdanderungen der Retina kommen im hdheren Lebensalter sehr héufig vor.
Dennoch entwickelt nur ein Teil der Betroffenen pathologische Verdnderungen im Sinne einer
AMD. Es muss also Faktoren geben, die die Krankheitsentstehung beeinflussen bzw. zu

bestimmten Krankheitsverlaufen pradisponieren.

Die Entdeckung des Complementfaktor H-Polymorphismus Y402H, welcher zur Uberaktivitit
des alternativen Komplementweges bzw. bis zur 7-fachen relativen Risikoerhohung
(homozygote Triger) der AMD-Entstehung fiihrt, konnte im Jahr 2005 erstmals den Verdacht
einer genetischen Komponente bestitigen (47). Weitere Polymorphismen in Genen von
Komplementkomponenten (CFI,C2,C3,C7,CFB) (48,49) sowie im ARMS2- und HTRA1-Gen
(50) beeinflussen das AMD-Risiko.

Andere mehr oder weniger stark etablierte Faktoren sind erhohte Lichtexposition (u.a. nach
Cataract-OP), Erndhrungsgewohnheiten (geringe Aufnahme an u.a. Lutein, Zeaxanthin, Vitamin
C/E, Zink) oder ethnische Herkunft (51,53,54,55).

Ungeklért bleibt allerdings bis heute, welche Faktoren in der weiteren Progression der
Erkrankung bestimmend sind und somit auch eine wichtige Rolle hinsichtlich des Verlaufs

spielen.

2.2.4 Klinik und Diagnostik

Oft bemerken Patienten im Frithstadium der Erkrankung keine oder schwer zuzuordnende
Symptome wie leichte Visusreduktion bzw. abnehmendes Kontrast- oder Farbsehen, wodurch die
Diagnose héufig nebenbefundlich gestellt wird. Bei der nicht-exsudativen Form der AMD kann
es je nach Fortschreiten iiber eine langsam progrediente Verschlechterung des zentralen
Sehvermdgens zum Zentralskotom mit vollstindigem Verlust der Lesefédhigkeit kommen.

Ein deutlich akuteres Auftreten von verzerrtem Sehen (sog. Metamorphopsien), Schwierigkeiten
beim Lesen und dem Erkennen von Gesichtern mit ebenfalls starkem Abfall der zentralen
Sehschiérfe kennzeichnen das exsudative Stadium der AMD.

Das Befallsmuster der Erkrankung sorgt flir ein meist erhaltenes peripheres Sehen und

verbleibende rdumliche Orientierung. Neben Visuspriifung (Fern- und Nahvisus) bietet vor allem
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die klinische Funduskopie gute diagnostische Moglichkeiten. Die optische
Kohérenztomographie (OCT) erlaubt den einfachen Nachweis sub- und intraretinaler Fliissigkeit
bzw. einer RPE-Abhebung und wird heutzutage als vordergriindiges (Verlaufs-) Diagnostikum
genutzt. Fine weitere Differenzierung der FErkrankung bzw. Abgrenzung zu mdglichen
Differentialdiagnosen ist durch Fluoreszenz-, Indozyanin-Griin- bzw. OCT-Angiografie moglich.
Fensterdefekte in Atrophie-Bereichen erscheinen dabei als Hyperfluoreszenzen; ein
randstindiges Kapillarnetz mit folgendem Austritt von Fluoreszein (Leckage) charakterisiert die
Darstellung der exsudativen AMD. Die selbststindige, monokulare Priifung durch den Patienten
mittels Amsler-Gitter ist eine einfache und wichtige Moglichkeit der Fritherkennung des

exsudativen Stadiums bzw. des Eintretens einer Verschlechterung.

2.2.5 Therapie

Es existieren derzeit (noch) keine wirksamen Behandlungsmdoglichkeiten einer Atrophie des RPE
bzw. der Photorezeptoren und somit der trockenen AMD. Verschiedenste experimentelle und
klinische Therapieansitze basieren dabei unter anderem auf Verminderung von oxidativem Stress
durch Einnahme von Nahrungsergidnzungsmitteln (u.a. b-Karotin, Vitamin C/E, Zink, Lutein,
Zeaxanthin), Reduzierung toxischer Abbauprodukte, Modulation des Sehzyklus,
Neuroprotektion oder Unterdriickung bzw. Modulation der Immunantwort (42).

Vielversprechende Ansétze zeigen hierbei vor allem Wirkstoffe, die durch lokale Steuerung der
Komplementkaskade (Inhibition u.a. der Komplementfaktoren D, C3, C5) Einfluss auf die

Immunantwort nehmen kénnen. (56, s. Abbildung 11)
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Abbildung 11: Ubersichtsdarstellung Therapieansiitze trockene AMD
(56)

Therapie der Wahl fiir Patienten mit exsudativer AMD ist die hdufig monatliche, mindestens
dreimalige intravitreale Applikation von VEGF-Inhibitoren (42). Derzeit angewendete
Wirkstoffe sind Bevacizumab (monoklonaler Antikoérper gegen VEGF-A - ,off-label-use®),
Ranibizumab (Antikorperfragment gegen VEGF-A) und Aflibercept (humanes, rekombinantes
Fusionsprotein, VEGF-A-/PIGF-Inhibitor). Vielversprechende Ansitze einer ldnger anhaltenden
Wirkung zeigt Brolucizumab (Antikorperfragment gegen VEGF-A) (7).

Andere, z.T. frihere Therapieverfahren der 1. Wahl wie photodynamische Therapie,
Argonlaserkoagulation, chirurgische CNV-Membran-Extraktion, Makulatranslokation,
Pigmentepithel-Aderhaut-Translokation oder transpupillire Thermotherapie finden im heutigen

Zeitalter der anti-VEGF-Therapie keine breite Anwendung mehr (10,75).
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2.3 Das Komplementsystem

Da es vielfiltige Hinweise auf eine gewichtige Rolle von (Para-) Inflammation und dabei
insbesondere des Komplementsystems hinsichtlich der AMD-Entstehung gibt, soll das humane

Komplementsystem in diesem Kapitel detailliert vorgestellt werden.

Das menschliche Komplementsystem als Teil der angeborenen Immunantwort besteht aus mehr
als 60 16slichen und membrangebundenen Proteinen, die unter stindiger Kontrolle komplex
miteinander interagieren (89). Jules Bordet beschrieb es vor {iber 100 Jahren als
hitzeempfindlichen Bestandteil des Blutplasmas; der deutsche Arzt und Nobelpreistriger Paul
Ehrlich fiihrte um 1890 die Bezeichnung ,.Komplement™ ein (57), welches die aus Antigen-
Antikorper bestehende zellulire Immunantwort ergidnzen (,,komplementieren) konnte. Wichtige
Funktionen des Komplementsystems sind die Identifizierung und Markierung (Opsonisierung)
pathogener Strukturen (z.B. nekrotische/ apoptotische Zellen, Bakterien, Pilze), um deren
Entfernung durch Phagozyten zu ermdglichen (58). AufBlerdem konnen mittels
proinflammatorischer Mediatoren (Anaphylatoxine) Entziindungsprozesse stimuliert werden und
Zellen durch zielgerichtete Bildung des terminalen Komplementkomplexes zerstort werden
(59,89).

Durch Verstiarkung der B-Zell-Antwort sowie indirekte (iiber Aktivierung von Makrophagen)
Induzierung einer T-Zell-Antwort nimmt das Komplementsystem iiberdies auch Einfluss auf die
adaptive Immunantwort (59).

Neu beschriebene Funktionen des Komplementsystems sind Prozesse in der Regeneration von
Geweben bzw. in der Embryonalentwicklung sowie die Kontrolle physiologischer

Hirnfunktionen (z.B. Lernen, durch Kontrolle der Mikroglia) (8).
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Die Aktivierung des Komplementsystems kann dabei iiber drei unterschiedliche Wege erfolgen;

den alternativen-, den klassischen- und den Lektinweg (s. Abbildung 12).

Alternativer Klassischer Lektin
Weg Weg Weg

kontinuierlich 19G-, IgM-Immunkomplexe Mannosereste

CRP,DNA PAMPs
C3H,0

c1
FaktorB\l qu +%/ wsL
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“C5b-9 CSb
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Abbildung 12: Ubersicht der drei Komplementwege

Komplementkaskaden alternativer-, klassischer- und Lektin-Weg (79)

Grundsitzlich verlaufen die Komplementwege in vier untereinander recht &dhnlichen
Hauptschritten. Nach unterschiedlicher initialer Aktivierung erfolgt iiber die Bildung von C3-
Konvertase (mit Spaltung von C3) und C5-Konvertase (mit Spaltung von C5) die Formation des
TCC.

Klassischer Weg und Lektinweg bediirfen dabei spezifischer Aktivatoren; ersterer wird iiber Clq
durch Antigen-Antikorper (IgG, IgM)-Komplexe oder antikdrperunabhéngig durch kdrpereigene
Zellen, DNA sowie CRP (60), letzterer iiber Mannose-bindendes-Lektin durch
Mannosestrukturen auf mikrobiellen Oberfldachen aktiviert (61).

Aufgrund seiner herausragenden Bedeutung u.a. in der AMD-Genese (66) und unserer
experimentellen in-vitro-Bedingungen, wird hier nur der alternative Aktivierungsweg
ausfiihrlicher dargestellt. Dieser ist im Gegensatz zu den anderen beiden Wegen kontinuierlich
aktiv, bedarf somit keiner speziellen Initiatoren, sondern einer stindigen Hemmung durch
Inhibitorproteine. Zellen ohne entsprechende regulatorische Proteine auf ihrer Oberfliche
werden folglich erkannt und entfernt (62). Ursache der Aktivierung ist eine in geringem Mal3e
ablaufende Hydrolyse der zentralen Komplementkomponente C3 mit resultierender

Konformationsédnderung. Es entsteht C3(H20), welches bei Bindung an eine pathogene
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Oberfldche durch Anlagerung des Faktors B (CFB) und Spaltung in Ba und Bb durch Faktor D
(CFD) die initiale C3-Konvertase C3(H20O)Bb bilden kann (63). Bb generiert durch seine
intrinsische Proteaseaktivitdt durch Spaltung von C3 fortlaufend weiter C3b. Als Folge
verbinden sich C3b und Bb zur, durch Properdin (Faktor P) stabilisierten, C3-Konvertase des
alternativen Signalweges C3bBb (63). Beide Konvertasen spalten C3 in das Anaphylatoxin C3a
und das Opsonin C3b, welches sich an Zelloberflichen anlagert (Opsonisierung) und so
Phagozytose ermoglicht. Letztendlich bewirkt die stetige Spaltung von C3-Molekiilen eine
fortwdhrende, sich selbst unterhaltende und verstirkende Aktivierung des alternativen
Signalweges (sog. ,,amplification loop*). Zusétzlich kann C3b sowohl die C3-Konvertase
C4bC2a des klassischen- und des Lektinweges sowie C3bBb binden. Es entsteht als weiteres
proteolytisches Enzym die C5-Konvertase (C3bBbC3b des alternativen Weges), welche C5 in
das Anaphylatoxin C5a und C5b spaltet. C5b kann, aufgrund einer nun freien Bindungsstelle, C6
und C7 anlagern und somit den C5b-7-Komplex bilden, der sich in die Phospholipidmembran
der Zielzelle einlagert. Durch Rekrutierung von C8 und mit Hilfe der Polymerisation multipler
C9-Molekiile entsteht der terminale Komplement- bzw. Membranangriffskomplex (TCC bzw.
MAUC, s. Abbildungen 13 u. 14), welcher durch Bildung einer transmembranen Pore, die auch
Makromolekiile permeieren ldsst, zum Zusammenbruch des transmembranen Gradienten und

damit zur Lyse der Zelle fithren kann (64).

C7 C5b l(s
CG _-»
W) l

lipid bilayer

pathogen

Abbildung 13: Modell des TCC
Bildung und Anlagerung an der Zellmembran eines Pathogens (links, 137)

Abbildung 14: elektronenmikroskopische Rekonstruktion des TCC
Komplementproteine C5b (braun), C6 (griin), C7 (gelb), C8a (magenta), C8 (dunkelblau), C8y (orange) and C9
(hellblau) (rechts, 80)
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Diese antipathogene, zelldestruktive Wirkung des TCC ist jedoch nicht definitiv. So konnen,

insbesondere an kernhaltigen Zellen, {iber Ca?" als second-messenger, der Zellzyklus stimuliert

und Metabolite der Arachidonsdure oder Sauerstoffradikale gebildet werden (65).

In-vitro-Experimente mit standardisiertem Humanserum als Komplementquelle zeigen, dass an

RPE-Zellen endogen exprimierte Ionenkanéle, darunter der Ca’*-abhingige maxiK-Kanal,

spannungsabhingige Ca?*-Kanéle des L-Typs Cav1.3 oder Kv1.3-Kaliumkanile (vgl. Kap. 2.1.2)

aktiviert werden und das RPE somit spezifisch auf Komplement reagieren kann. Ein Ergebnis ist

dabei der erh6hte Schutz gegentiber oxidativem Stress (88).

Sogenannte sublytische Konzentrationen des MAC (,,sublytic* MAC) konnen an bestimmten

Zellen (z.B. RPE) zur Anregung intrazelluldrer Signalkaskaden (1. via Ras/Erk -> Ca?'-

Freisetzung aus intrazelluldren Speichern; 2. via Src -> Membrandepolarisation -> Aktivierung

spannungsabhéngiger Ca?*-Kanile = VDCC) mit folgender Sekretion von VEGF fiihren (84,123,

s. Abbildungen 15 und 16).

Sublytic MAC VEGF-R2 kinase activation s
sublytic RAS/ERK e
\ TCC/MAC Sre VEGF-receptor 2
2+ 1 min
N _T""_l_t ______ 1 T
‘ e membrane VDCC-P VDCC-P
........ o Zfp36 hyperpolarization oo b
Sre l depolarization membrane depolarization
Ca?* release from Ca?* transient Ca?*influx Ca¥ influx
intracellular stores VEGF 4 Influx
Ca2* o VEGF secretion VEGF secretion
— / VEGF-induced VEGF-secretion
changes in gene expression
VDCC . r ~ 12 s . .
@ VEGF Irigger Intermediate Sustained

Abbildung 15/16: Komplement-induzierte, Ca’*-abhdngige VEGF-Sekretion am RPE

(84,123)
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Ebenso wie die Komplementproteine sind Imflammasome (zytosolische Proteinkomplexe)
Bestandteile des angeborenen Immunsystems. Sie stellen zentrale Mediatoren der
Entziindungsreaktion dar, die durch eine Vielzahl von Molekiilen koordiniert werden. Auch
Inflammasome konnen durch ,sublytic MAC“ Ca?'-abhidngig aktiviert werden (120,
s. Abbildung 17). Die intrazellulire Ca’*-Erhohung erfolgt dabei hauptsiachlich durch
Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (u.a. tiber den Inositol-1,4,5-Triphosphat-

und Ryanodin-Rezeptor).
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Abbildung 17: Modell Inflammasom-Aktivierung durch sublytic MAC
(120)

Die im Verlauf der Komplementaktivierung entstehenden Anaphylatoxine C3a, C4a und C5a
ziehen Makrophagen und Monozyten an bzw. aktivieren sie. So wird durch die Freisetzung von
TNF-a sowie Interleukinen die Inflammation gefordert (67).

Die Stimulation der Endothelzellen durch Anaphylatoxine flihrt iiber Oberflachenexpression von
Adhéasionsmolekiilen zur Zusammenlagerung von Leukozyten. Adhdrente Leukozyten konnen
nun die vermehrt permeablen Gefdlle (Wirkung von Histamin aus Mastzellen) durchwandern, um
im Gewebe Infektionen zu bekdmpfen (68,69).

Das Komplementsystem und seine Mediatoren bediirfen, u.a. im immunprivilegierten
Augeninneren, stindiger Kontrolle und Regulierung, um eine ausreichende, aber nicht
iiberschiefende Immunantwort sicherzustellen. Zentrale Ansatzpunkte der Steuerung sind dabei
die C3- bzw. C5-Konvertase sowie die Bildung des TCC. Die zuvor erwdhnten inhibitorischen
Proteine kommen membrangebunden (MCP/CD46, DAF/CD55, CD59) oder in 16slicher (CFH,

FHLI1) Form vor, konnen vom RPE exprimiert werden (vgl. Kap. 2.1.2) und fiithren zu
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verminderter Bildung, erhohtem Zerfall bzw. Inaktivierung der C3-Konvertase (CFH, DAF,
FHLI1, MCP). CFH mit Polymorphismen mit AMD-Risikoassoziation besitzen eine schlechtere
Affinitét zu C3 und konnen die C3-Konvertase entsprechend weniger in ihrer Funktion hemmen.
Die Zusammenlagerung von C9-Molekiilen bzw. die Bildung des TCC kann durch Wirkung von
CD59 verhindert werden (89).
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3. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Hypothese: Das RPE interagiert spezifisch (u.a. iiber Ca?' als second messenger) mit

Komponenten des Komplementsystems, wodurch es zu einer Anderung des funktionellen

Phinotyps kommen kann, der pro-angiogen, pro-inflammatorisch und somit auch relevant im

Kontext der AMD-Entstehung ist.

Folgenden Fragen wurde in der Arbeit zur Priifung der Hypothese nachgegangen:

1. Féhigkeit aktiven Komplements, charakteristische Ca?*-Antworten zu induzieren

2. Anteile der Anaphylatoxine und des terminalen Komplexes an einem Ca?*-Signal

3. Interaktionen und Wirkmechanismen der Komponenten des Komplementsytems in Bezug
auf intrazelluldres Ca®*

Aus den Ergebnissen ergaben sich wiederum folgende Implikationen:

Effekte der Komplementfaktoren {iber Ca®* hinaus auf Funktionen des retinalen Pigmentepithels

(Proteinsynthese, Expression Transkriptionsfaktoren, Genexpression, Sekretion

Wachstumsfaktoren bzw. Interleukine) im Kontext eines pro-inflammatorischen, pro-angiogenen

Umfeldes (76-78) sowie ein durch Komplement induzierter, moglicher Switch im Phinotyp des

RPE.

Das AMD-Risiko steigt durch eine vermehrte Komplementaktivierung (Gen-Polymorphismen

von Komplement-Komponenten, Komplementproteine in Drusen (82)). Eine verminderte

inhibitorische Kontrolle iiber den alternativen Signalweg (Bildung von C3a, C5a, terminaler

C5b-9-Komplex) scheint iiber VEGF zur exsudativen AMD fiihren zu kénnen (83-85).

Da Bildung und Sekretion von VEGF Ca?*-abhingig (TRPV2- u. L-Typ-Ca?*"-Kanile (86,126))

im RPE stattfindet, wird im Ausblick diskutiert, inwiefern das RPE eine aktive Rolle bei

Prozessen der Immunmodulation bzw. der AMD-Genese spielen kann.

Folglich setze ich mich abschlieBend auch mit moglichen komplement-basierten

Therapieansdtzen auseinander.
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4. Material und Methodik
4.1 Materialien

4.1.1 Geriite und Zubehor

Autoklav (Systec GmbH, Wettenberg)
Brutschrank (Heraeus Instruments, Osterode)
Doppelspatel, flach (Bochem Instrumente GmbH, Weilburg)
Einmal-Wégeschalen 41x41x8mm (neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg)
Einweg-Transferpipetten (Sarstedt, Niimbrecht)
Eppendorf-Cups 0,2/ 1,5/ 2ml (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Falconréhrchen 15/ 50ml (Corning Science Méxiko S.A. de C.V.)
Feinwaage (Sartorius AG, Gottingen)
Glas-Coverslips 15mm Durchmesser (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Glastrichter (Duran, Mainz)
Glasbecher 500ml (Merck, Darmstadt)
HeiBluftsterilisator (Melag Medizintechnik GmbH, Berlin)
Integra Pipetboy (Integra Biosciences Group, CH-Zizers)
Kiihlschrank (Bosch, Stuttgart)
Kiihltruhen -20°C; -80°C (Liebherr, Bulle, Schweiz)
Laborflasche, Weithals 1000ml (Duran, Mainz)
6- und 12-Lochplatten fiir Zellkulturen (Corning Incorporated, NY, USA)
Magnetplatte, Magnetriihrer (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
Mikroskop DM IRB (Leica, Wetzlar)
Petrischalen 4cm; 10cm; 14cm (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
pH-Meter (SI Analytics, Mainz)
Pipettenspitzen (10-1000ul) (Sarstedt, Niimbrecht)
Plattenzentrifuge (Heraeus Instruments, Osterode)
Spatelloffel (Bochem Instrumente GmbH, Weilburg)
Sterilbank (Kendro Laboratory Products, Hanau)
Sterilfilter PorengroBe 0,45/ 0,22 um (Munktell, Heidelberg)
Tubes 50ml (Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen)
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Wasserbad (Kottermann Labortechnik, Uetze)

Zellkultur-Flaschen 25¢m? (Corning Incorporated, NY, USA)

4.1.2 Chemikalien, Kits und sonstige Materialien

Accutase (PAA, Pasching, Osterreich)

Calciumchlorid (Merck, Darmstadt)

D(+)-Glucose (Monohydrat) (Merck, Darmstadt)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich Life Science, Steinheim)

DMEM/ Ham’s F12 Fliissigmedium (BioConcept, Allschwill-CH)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (gibco by life technologies, Carlsbad, USA)
Ethanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Fetales Kélberserum (gibco by life technologies, Carlsbad, USA)

Fura-2, AM (Thermofischer, Waltham, USA)

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Kaliumchlorid (Merck, Darmstadt)

Magnesiumchlorid x 6H>O (Merck, Darmstadt)

Magnesiumsulfat 1-hydr. (Sigma-Aldrich, Steinheim)

Natriumbikarbonat 7,5% (w/v) (Merck, Darmstadt)

Natriumchlorid (NaCl) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) (Merck, Darmstadt)

Penicillin/ Streptomycin (gibco by life technologies, Carlsbad, USA)

Propanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Standardisiertes Human Serum (NHS, Complement Technology, Tyler, Texas USA)
TRIS (Tris(hydroxymethyl)- aminomethan) (Merck, Darmstadt)

Trypsin-EDTA (gibco by life technologies, Carlsbad, USA)
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4.1.3 Proteine und Seren

- C3-,C5-,C6-,C7-depletiertes Serum (25%)

= (C3a-, C5a humanes Complement-Protein (350nM bzw. 260-350nM)

= (C3a-, C5a desArg humanes Complement-Protein (384nM bzw. 357nM)

= sC5b-9 Complex humanes Complement-Protein (60nM)

= Hersteller Complement Technology, Inc. (Tyler, Texas, USA)

- in Klammern Angabe der verwendeten Konzentrationen wahrend Ca?*-Imaging

= Puffern der Proteine nach Herstellerangaben in PBS-Losung bzw. 10mM HEPES/120mM
NaCl-Ldsung

- Herstellung der entsprechenden Konzentrationen durch Verdiinnung in Pufferlosung bzw.

Extrazelluldr-Losung (s.u.)

4.1.4 Medien, Losungen und Puffer

Zellkulturmedien
ARPE-19-Proliferationsmedium (500ml)
421,7 ml DMEM/ Ham’s F12

5 ml Penicillin/Streptomycin (100X)
50 ml fetales bovines Serum

23,3 ml Natriumbikarbonat-Lésung 7,5% w/v

ARPE-19 serumfreies Medium (500ml)

471,7 ml DMEM/ Ham’s F12
5 ml Penicillin/ Streptomycin (100X)

23,3 ml Natriumbikarbonat-Ldsung 7,5% w/v
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Extrazelluldr-Losung

136 mmol/L NaCl

5,8 mmol/L KClI

0,41 mmol/L MgSO4

0,48 mmol/L MgCl, 1xH>O
0,95 mmol/L CaCl; 2xH>O
4,17 mmol/L NaHCOs3

1,1 mmol/L NaH,PO4 1xH20
25 mmol/L HEPES

11,1 mmol/L Glucose
Im Anschluss erfolgten eine Einstellung des pH-Wertes auf 7,2 mittels TRIS-Base (0,5 mol/L)

und eine Sterilfiltration der Losung.

4.1.5 ARPE-19-Zelllinie

ARPE-19 ist eine spontan gewachsene, humane retinale Pigmentepithel-Zelllinie. Sie wurde
1986 aus den Augen eines 19-jdhrigen Mannes gewonnen, der bei einem Motorradunfall ums
Leben kam. Die RPE-Zellen sind diploid und in der Lage, durch Tight-Junctions verkniipfte
epitheliale Monoschichten zu bilden. Die Expression der RPE-Antigene CRALBP und RPE65
zeigt, dass die genannte Zelllinie iiber funktionelle Eigenschaften der RPE-Zellen in vivo
verfligt. Zusammenfassend eignet sich die ARPE-19-Zelllinie daher fiir in-vitro-Experimente
retinalen Pigmentepithels (71,72). Die verwendete Zelllinie entstammt LGC Standards/ ATCC,
Deutschland (CRL-2302 TM, LOT 58280268).

Abbildung 18: Lichtmikroskopie ARPE-19-Zellen
hohe Konfluenz, Glas-Coverslip, weifier Balken = 50um (70)
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4.2 Methodik
4.2.1 Zellkultur

Das Arbeiten mit der Zelllinie ARPE-19 erfolgte stets unter Beachtung und Einhaltung steriler
Verhiltnisse an einer sterilen Werkbank. Es wurden autoklavierte Materialien und Ldésungen
verwendet. Kontaminierte Materialien und Lésungen wurden umgehend per Autoklav entsorgt.
Die Kultivierung der Zellen fand in einem Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%
CO; statt. Alle Medien und Losungen zur Behandlung der Zellen wurden vor Verwendung im
Wasserbad auf 37°C erwidrmt. Die Zellen befanden sich in einer Zellkulturflasche (25¢cm?) und
wurden jeden fiinften Tag bzw. bei 90% Konfluenz passagiert. Hierbei wurden nach dem
Absaugen des Mediums die Zellen mit 5 ml sterilem PBS vorsichtig gewaschen, um Zellreste
und verbliebenes Medium zu entfernen. Zum Abldsen der Zellen verwendete ich 3-5 ml Trypsin/
EDTA (0,025% Trypsin, 0,01% EDTA in PBS), welches fiir fiinf Minuten bei 37°C im
Zellkulturschrank einwirkte. Das Ablosen der ARPE-19-Zellen konnte am Mikroskop anhand
threr typischen kugelférmigen Abrundung und gesteigerten Beweglichkeit wihrend des
Schwenkens der Zellkulturflasche kontrolliert werden. Die Trypsinwirkung wurde durch Zugabe
von 7ml FCS-haltigem Medium abgestoppt. Noch anhaftende Zellen wurden mittels
Pipettenstrahl abgespiilt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in ein 50-ml Falconréhrchen
iiberfiihrt und bei 800 x g fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
das Zell-Pellet in 10 ml Medium resuspendiert. Ein zuvor mit 5ml Medium befiilltes

Kulturbehéltnis wurde in einem addquaten Verhiltnis mit ARPE-19-Zellen beimpft (72).

4.2.2 Standardisiertes Humanserum

Alle Experimente wurden mit kauflich zu erwerbendem standardisiertem Humanserum
durchgefiihrt, welches zu diesem Zwecke aliquotiert und bei -20 °C gelagert wurde. Durch
Verdiinnung mit extrazelluldrer Losung erfolgten alle Messungen bei einer Konzentration von
25%. Hitzeinaktivierung des Serums erfolgte durch 45-miniitiges Inkubieren unter Heif3luft bei

56 °C.
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4.2.3 Ca?*-Imaging

Non-invasive Methoden zur Analyse des intrazelluldren Ca’*-Signals und einhergehender
Regulationsmechanismen spielen eine grofle Rolle, um Zellfunktionen besser verstehen zu
konnen. Die Entwicklung geeigneter Fluoreszenzmikroskope und Ca’*-sensitiver
Fluoreszenzfarbstoffe lieferte hierbei iiberhaupt erst die technischen Moglichkeiten. Im Rahmen
unserer Experimente verwendeten wir den Farbstoff Fura-2, welcher Chelatkomplexe mit Ca?*-
Kationen bildet.

Er besitzt, im Vergleich zu anderen Farbstoffen wie beispielsweise Quin-2, den Vorteil einer ca.
30-fach stirkeren Fluoreszenz. Zusitzlich bindet Fura-2 selektiver an Ca?" als an andere im
Zytosol befindliche Ionen wie z.B. Magnesium, Zink oder Eisen (74), wobei gleichzeitige
Wechselwirkungen mit anderen zelluldiren Vorgdngen minimal sind. Nachteilig ist die
Abpufferung von Ca?" durch Fura-2, welche bei hohen Konzentrationen in einer signifikanten
Reduzierung des gemessenen Peaks des Ca’‘-Transienten resultieren kann. Selbige Effekte
bestehen allerdings auch bei anderen Farbstoffen wie Indo-1. Weiterhin erlaubt die stark erhohte
Fluoreszenz den Einsatz niedrigerer Konzentrationen des Farbstoffs.

Eine Bindung an Acetoxymethylester (AM) ermdglicht Fura-2 die passive Diffusion in die Zelle.
Innerhalb der Zelle spalten endogene Esterasen das AM ab. Fura-2 wird somit wieder reaktiviert

und am Austritt aus der Zelle gehindert (73,74).
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Abbildung 19: Struktur Fura-2 AM
(81)
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Das Grundprinzip der Durchfiihrung unserer Experimente besteht darin, dass Fura-2 als Ca?'-
sensitiver Farbstoff durch UV-Licht (250 bis 450 nm) angeregt werden und im sichtbaren

Bereich fluoreszieren kann. Anregungswellenldngen von Aex= 340 und Aex= 380 nm erzeugen
hierbei eine groBtmogliche Ca2*-abhingige Anderung der Fluoreszenzintensititen; bei Aex= 360

nm ist die Fluoreszenz unabhéngig von der Ca**-Konzentration (sog. isobestischer Punkt).

39,8 uM [Ca2+]

Fluoreszenzintesitit bei 510 nm

250 300 350 400 450
Anregungswellenldange (nm)

Abbildung 20: Abhdngigkeit Fluoreszenzintensitdit Fura-2 von der Anregungswellenldnge

Zahlen zu den Kurven geben die jeweilige freie Ca’*-Konzentration an (96)

Aus dem Quotienten (Ratio, R) der beiden resultierenden Fluoreszenzintensitéten (340 u. 380
nm) kann nun mithilfe folgender Formel der intrazellulire Ca’?’-Gehalt ( [Ca®']; ) errechnet
werden, wobei mit steigendem intrazellulirem Ca?" die angeregte Fluoreszenz bei 340 nm
ansteigt und bei 380 nm abnimmt (antiparalleles Verhalten); die optimale Emissionswellenlédnge
liegt bei 510 nm.

[Ca?']i= K4 x B X (R-Rmin)/(Rmax-R)

R = Ratio = Quotient beider Fluoreszenz-Intensitdten (340 und 380 nm)

Rmin = Fluoreszenzverhiltnis in Ca?*-freier Losung

Rmax= Fluoreszenzverhiltnis bei gesittigten Ca?*-Konzentrationen

Kp= Dissoziationskonstante von Fura-2 (224nM)

B = Fluoreszenz-Quotient von Ca?*-freier und Ca?*-gesittigter Fura-2-Form bei 380nm.

(73,74)
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Dabei kann unter folgenden Bedingungen die ,,Fura-Ratio-Methode* angewendet und auf eine
zeitaufwendige Kalibrierung des Fura-Signals verzichtet werden:

1. Beladung der RPE-Zellen

2. ausreichende Basisfluoreszenzen

3. stabile Baseline (s.u.)

Diese Methode ist weniger anfillig fiir Artefakte (u.a. ungeniigende Verteilung,
Konzentrationsunterschiede von Fura-2) und ermdglicht eine Messung von
Konzentrationsunterschieden. Darstellungen von Absolutwerten des intrazelluldren Ca*'sind

damit nicht méglich (73,74).

4.3 Setup

Das verwendete Setup beinhaltet ein konventionelles Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 40
CFL Inversionsmikroskop; Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland) welches eine bis zu 200-fache
VergroBerung zuldsst und eine Perfusions- bzw. Badkammer, worin sich die ARPE-19-Zellen
befinden. Daran angebaut ist ein Polychromator (Visichrome High Speed Polychromator
System; Visitron Systems, Puchheim/ Deutschland), welcher mittels einer Xenon-Lampe Licht
jeglicher gewiinschter Wellenldnge erzeugen kann. Ein dichroitischer Filter im Strahlengang
zwischen Lichtquelle zur Fluoreszenzanregung, dem Objektiv und der hochempfindlichen
Kamera ermoglichte die gleichzeitige Fluoreszenzmessung und Anregung. Die Digitalisierung
und Verarbeitung des Signals erfolgte an einem angeschlossenen Computersystem durch eine
hochauflosende Kamera (CCD camera; CoolSNAP EZ, Photometrics) bzw. die MetaFluor
Fluorescence Ratio Imaging Software (Visitron Systems, Puchheim, Deutschland). Zeitgleich
wurden die gemessenen Fluoreszenzintensititen bei 340 bzw. 380 nm sowie die resultierende

Ratio (R) in Microsoft Excel aufgezeichnet und berechnet.
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4.4 Experimentelles Prozedere

4.4.1 Transfer der ARPE-19-Zellen auf Cover-Slips

Zuerst wurden Coverslips mit einer Pinzette auf Multiwell Zellkulturplatten (12-well, 1
Coverslip/Well) verteilt, welche mit 1 ml Proliferationsmedium befiillt wurden. Ich beimpfte im
Anschluss jedes Well mit exakt einem Tropfen der in 4.2.1 beschriebenen Zellsuspension, um fiir
die folgenden Messversuche eine optimale Zelldichte zu erreichen. Bis zur Durchfiihrung

weiterer Schritte erfolgte die Uberfiihrung der Zellkulturplatten in den CO»-Inkubator.

4.4.2 Vorbehandlung der ARPE-19-Zellen
Um den Einfluss nicht abschitzbarer Wirkungen von Wachstumsfaktoren des fetalen
Kélberserums auf ARPE-19-Zellen im Proliferationsmedium zu minimieren, erfolgte 24 Stunden

vor Durchfiihrung des Ca?-Imagings ein Mediumwechsel zum Zwecke serumfreier

Bedingungen.

4.4.3 Abbildungsverfahren (Imaging)

Alle Experimente fanden bei Raumtemperatur und maximaler Dunkelheit statt.

1. Beladen der Zellen mit Fura-2/AM: Die den Coverslips anhaftenden ARPE-19-Zellen
werden 45 Minuten bei 37°C und 5% CO2 mit 2uM Fura-2/AM (in DMSO-Stammldsung)

inkubiert.

2. Das Coverslip wird aus der Zellkulturplatte entnommen, zum Zwecke der Entfernung
extrazelluldr verbliebener Fura-2-Reste griindlich gespiilt und unter der Perfusionskammer
befestigt, die Zugabe der unter 4.1.4 beschriebenen extrazelluliren Losung sollte

schnellstmoglich erfolgen.
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3. Ein mit mittelgroBen Zellen ausreichend dicht beimpfter, gleichméBig beladener Abschnitt
des Coverslips wird bei 200-facher VergroBBerung nach Zugabe von Immersionsdl unter dem

Mikroskop aufgesucht.

4. Mithilfe der angeschlossenen Software werden nun manuell Areale/Zellen (=Region)

markiert.
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5. Start der Messung: Die Aufzeichnung der Fluoreszenzintensititen von Fura-2 erfolgt alle 2
Sekunden bei 340 (=W1 Avg) und 380 nm (=W2 Avg); der Quotient (R1, Ratio) aus beiden
Fluoreszenzintensititen wird ebenso berechnet und abgebildet, eine stabile Baseline (Ratio/R

konstant bei 0,66) soll zuvor abgewartet werden.
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6. Applikation Serum/ Reagenzien in entsprechender Konzentration nach 3 Minuten unter

fortlaufender Aufzeichnung; Aufzeichnung fiir weitere 6 Minuten.

Fe Corfgre PunDpemet Gaghs (bites Cobron Joumels Windows b

=& MetaFluor
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4.5 Datenerhebung und Statistik

1. Aufzeichnung der Rohdaten in Excel-Tabelle (vgl. Kap. 4.3 und 4.4.3)

Date: Sun Feb 12015 11:11:38.234

Region 1: [Location: (11, 307), Size: (70, 77), Area: 4188]
Region 2: [Location: (87, 67), Size: (105, 81), Area: 6591]
Region 3: [Location: (264, 87), Size: (84, 61), Area: 3956]
Region 4: [Location: (352, 139), Size: (104, 77), Area: 6200]
Region 5: [Location: (336, 214), Size: (75, 91), Area: 5299]
Region 6: [Location: (206, 248), Size: (66, 63), Area: 3208]
Region 7: [Location: (241, 192), Size: (73, 59), Area: 3313]
Region 8: [Location: (176, 150), Size: (51, 47), Area: 1855]
Region 9: [Location: (188, 374), Size: (58, 54), Area: 2410]
Region 10: [Location: (264, 382), Size: (60, 76), Area: 3516]
Region 11: [Location: (342, 396), Size: (59, 62), Area: 2814]
Region 12: [Location: (158, 471), Size: (71, 47), Area: 2583]

Time (sec) R1W1Avg R1W2Avg R1R1 R2W1Avg R2ZW2Avg R2R1 R3W1Avg R3IW2Avg R3R1 R4W1Avg R4W2Avg R4R1

5,35 132,93 202,16 0,68 142,43 222,7 0,66 139,14 213,74 0,66 138,67 214,65 0,67

7,35 132,88 201,83 0,68 142,4 222,68 0,66 139,09 213,67 0,66 138,43 214,35 0,67

9,35 133,2 202,24 0,68 142,67 222,95 0,66 139,5 213,92 0,67 138,83 214,65 0,67
11,35 133,22 202,28 0,68 142,54 222,94 0,66 139,33 213,88 0,66 138,73 214,61 0,67
13,35 133,2 201,89 0,68 142,65 222,47 0,67 139,33 213,5 0,67 138,86 214,46 0,67
15,35 132,23 202,09 0,67 141,53 222,8 0,66 138,29 213,73 0,66 137,76 214,62 0,66
17,35 132,29 202,41 0,67 141,69 223,1 0,66 138,44 213,87 0,66 137,9 214,89 0,66
19,35 133,13 201,55 0,68 142,58 221,82 0,67 139,45 212,64 0,67 138,77 213,83 0,67
21,35 132,48 202,13 0,68 141,64 222,89 0,66 138,48 213,81 0,66 137,86 214,85 0,66
23,35 133,16 201,99 0,68 142,52 222,64 0,66 139,28 213,49 0,67 138,63 214,61 0,67
25,35 133,25 202,4 0,68 142,71 222,97 0,66 139,43 213,87 0,67 138,85 214,95 0,67
27,35 133,04 202,36 0,68 142,52 223 0,66 139,26 213,92 0,66 138,54 214,83 0,66
29,35 132,23 201,45 0,68 141,59 221,91 0,66 138,52 212,88 0,66 137,9 213,79 0,67
31,35 132,97 201,31 0,68 142,41 222,06 0,67 139,3 213,08 0,67 138,69 213,67 0,67
33,35 132,69 202,01 0,68 142,21 222,86 0,66 138,97 213,97 0,66 138,32 214,62 0,66
35,35 133,24 202,15 0,68 142,8 223,28 0,66 139,62 214,81 0,66 138,95 215,11 0,67
37,35 132,88 202,26 0,68 142,5 223,35 0,66 139,37 214,75 0,66 138,73 215,05 0,67
39,35 133,02 202,07 0,68 142,64 223,27 0,66 139,59 214,58 0,66 138,83 215,11 0,67
41,35 132,37 201,92 0,68 141,86 223,12 0,66 138,7 214,47 0,66 138,08 214,74 0,66

2. Datenbearbeitung

= Zur Vereinfachung der Darstellung und fiir die weitere Auswertung wurden nur Daten eine
Minute vor Zugabe des Serums/der Reagenzien iibernommen

= Definition Baseline: durchschnittlicher Quotient (Ratio) in Minute 1

= Definition Peak: Maximal erreichter Quotient (Ratio) fiir jede einzelne Zelle

= Definition Plateauphase: Quotient (Ratio) 6 Minuten nach Zugabe des Serums/der Reagenzien

= Es wurden ausschlieBlich Zellen mit Reaktionsverhalten in die Auswertung tibernommen

3. Statistische Auswertung GraphPad Prism 8

- Daten sind Mittelwerte +/- SEM

= n-Zahl: jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt, wobei wihrend eines
Experiments mindestens 3 Zellen gemessen wurden

= Berechnung der statistischen Signifikanz mittels Mann-Whitney-U-Test

= Definition statistisches Signifikanzniveau:

*<0,05; ** <0,01; *¥** <0,001; **** <0,0001; ,,ns* = kein signifikanter Unterschied
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5. Ergebnisse

5.1 Standardisiertes Humanserum fiihrt zu Anstieg des freien intrazelluliren Ca*

A

i

— 25%NHS n=1

0,1 dF/F

1 min

*kkk *kkk

LL B
=
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©
©
P-\
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w
== 25%NHS n=48 %
— 25%hiNHS n=27 S o\o
1 min in

Peak Plateau

Grafik 1: Ca?*-Anstiege durch NHS und hiNHS
(Konzentration jeweils 25%, Abbildung als Fluoreszenzverhiltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen Aex= 340 und Aex=

380 nm); jeweils vier unabhéngige Experimente:

(A, B) Darstellung der Messung einer einzelnen bzw. aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im
zeitlichen Verlauf, Absolutwerte (dF/F) (C) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Séule =
Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).
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In einem ersten Experiment wurden ARPE-19-Zellen mit 25% NHS als Komplementquelle
stimuliert.

Es zeigte sich eine zweigeteilte Ca?"-Antwort bestehend aus einem initialen Gipfel (= Peak;
Mittelwert: 0,94 +/-0,004) und einer folgenden Plateauphase (Mittelwert: 0,83 +/- 0,01). Ersterer
besteht in einem rapiden Konzentrationsanstieg, letztere ist durch eine relativ gleichbleibende,
konstant hohe Ca?*-Konzentration gekennzeichnet.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass ARPE-19-Zellen infolge der Stimulation durch NHS

charakteristische Ca?*-Verdnderungen zeigten.

Hitzeinaktivierung von 25% NHS fiihrte zu einer stark reduzierten Antwort; Peak (Mittelwert:

0,76 +/- 0,01) sowie Plateau (Mittelwert: 0,68 +/- 0,01) waren hoch signifikant vermindert.
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5.2 Einzelne Komplementfaktoren

Komponenten des Komplementsystems kommen in hoher Konzentration innerhalb des Serums
vor, sind jedoch nicht seine einzigen hitzelabilen Bestandteile. Wachstumsfaktoren, Chemo-,
Zytokine und andere Proteine konnten somit ebenfalls zu den beobachteten Verdnderungen
gefiihrt haben.

Es ist daher notwendig, die einzelnen Faktoren der Komplementkaskade des alternativen

Signalwegs und ihre Auswirkungen auf den Ca?*-Stoffwechsel genauer zu untersuchen.

5.2.1 Komplementfaktor C3

C3depletiertes Serum
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Grafik 2: Ca?*-Anstiege durch NHS und C3depletiertes Serum
(Konzentration jeweils 25%, Abbildung als Fluoreszenzverhéltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen Aex= 340 und Aex=

380 nm); jeweils vier unabhéngige Experimente:

(A) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf,
Absolutwerte (dF/F) (B) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Sdule = Anzahl der Zellen,
Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).
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(Desarginierter) Komplementfaktor C3a
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Grafik 3: Ca?"-Anstiege durch NHS, C3a und desarginiertes C3a
(Konzentrationen: 25%, 350nM, 360nM; Abbildung als Fluoreszenzverhéltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenlingen dex=
340 und Aex= 380 nm), jeweils 1-4 unabhéngige Experimente:

(A,C) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf,
Absolutwerte (dF/F) (B,D) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Sdule = Anzahl der Zellen,
Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).
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Um die Abhingigkeit des Ca?"-Signals von Aktivierungsvorgingen des Komplementsystems
nachzuweisen, bietet sich die Untersuchung mittels Komplement depletierter Seren an. Durch
Entfernung eines Komplementproteins konnte der Ablauf der Komplementkaskade an exakt
einem Punkt unterbrochen werden.

Zellen, welche mit Serum ohne Komplementfaktor C3 stimuliert wurden, zeigten hierbei eine im
Vergleich zu standardisiertem Humanserum deutlich reduzierte Reaktion. Peak (Mittelwert: 0,89
+/- 0,01) und Plateauphase (Mittelwert: 0,75 +/- 0,02) waren stark vermindert.

Neben dem Entfernen einzelner Faktoren konnen gezielt Bestandteile des Komplementsystems
extrahiert und angereichert werden.

Der Komplementfaktor C3a konnte eine Verdnderung des freien intrazelluldren Ca?" ausldsen.
Kennzeichnend waren ein schnelles Erreichen eines kurzen Peaks (Mittelwert: 0,80+/- 0,01) und
eine somit kaum vorhandene Plateauphase (Mittelwert: 0,69 +/- 0,007).

Desarginiertes, durch Entfernung der C-terminalen Aminoséure ,,abgeschwéchtes®, C3a entsteht
physiologisch innerhalb von Minuten nach Bildung des entsprechenden Komplementfaktors. Da
es durchaus noch biologische bzw. stimulatorische Aktivitit (1-10%, Quelle Comptech) besitzt,
soll auch seine Wirkung auf den Ca?*-Haushalt genauer betrachtet werden.

Hierbei zeigte sich eine dem Reaktionsverhalten durch C3a &hnelnde Signalantwort. Peak
(Mittelwert: 0,82 +/- 0,01) und Plateauphase (Mittelwert: 0,69+/- 0,01) unterschieden sich zu

C3a nicht signifikant, Messungen mit desarginiertem C3a waren besser reproduzierbar.
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5.2.2 Komplementfaktor C5

C5-depletiertes Serum
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Grafik 4: Ca?*-Anstiege durch NHS und C5depletiertes Serum
(Konzentration jeweils 25%, Abbildung als Fluoreszenzverhéltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen Aex= 340 und Aex=

380 nm); jeweils 4-6 unabhédngige Experimente:

(A) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf,
Absolutwerte (dF/F) (B) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Sdule = Anzahl der Zellen,
Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).
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(Desarginierter) Komplementfaktor C5a
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Grafik 5: Ca?*-Anstiege durch NHS, C5a und desarginiertes C5a

(Konzentrationen: 25%, 260-350nM, 357nM; Abbildung als Fluoreszenzverhéltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen
Aex=340 und Aex= 380 nm), jeweils 3-5 unabhingige Experimente:

(A,C) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf,
Absolutwerte (dF/F) (B,D) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Sdule = Anzahl der Zellen,
Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).

#: unterhalb der Ausgangs-Baseline
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Dem weiteren Reaktionsablauf der Komplementkaskade folgend wurde anschlieBend Serum
ohne Komplementfaktor C5 untersucht. Ich wollte somit Untersuchungsbedingungen schaffen,
die sowohl die Bildung als auch die Wirkung von C5a, C5b und resultierend sC5b-9 verhindern.
Zusammenfassend war insbesondere die Plateauphase auf ein Minimum reduziert (Mittelwert:
0,68 +/- 0,01). Der initiale Peak (Mittelwert: 0,88 +/- 0,01) erreichte nicht das Niveau des
Anstiegs durch NHS, war jedoch vergleichend zum verstrichenen Plateau bedeutend geringer
vermindert.

Untersuchte man nun wiederum die Verdnderungen nach alleiniger Gabe des Anaphylatoxins
C5a, ergab sich dhnlich den Versuchen mit C3a ein steiler, kurzer Peak (Mittelwert: 0,83 +/-
0,01) mit geringer Plateauphase (Mittelwert: 0,67 +/- 0,003).

Wie desarginiertes C3a (s. Kapitel 5.2.1) entsteht nach Bildung von C5a eine entsprechende
desarginierte Form des Anaphylatoxins. Es besitzt ebenso noch biologische bzw. stimulatorische
Aktivitét (1-10% Quelle Comptech, s.0.).

Hierbei zeigte sich eine dem Reaktionsverhalten durch C5a dhnelnde, wenn auch verminderte,
Signalantwort. Sowohl ausgeldster Peak (Mittelwert: 0,81 +/- 0,02; statistisch nicht signifikant)

als auch Plateauphase (Mittelwert: 0,63 +/- 0,01) waren im Vergleich reduziert.
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5.2.3 Komplementfaktoren C3a + C5a
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Grafik 6: Ca?*-Anstiege durch NHS und C3a+C5a simultan

(Konzentrationen: 25%, 137-260nM; Abbildung als Fluoreszenzverhaltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen Aex= 340

und Aex= 380 nm); jeweils 3-4 unabhéngige Experimente:

(A) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf,
Absolutwerte (dF/F) (B) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Sdule = Anzahl der Zellen,
Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).

Da im Ablauf der Komplementkaskade C3a und C5a in kurzem Zeitabstand folgend aktiv
werden und zu Ca?'-Verdnderungen fiihren, galt unser Interesse der Frage, ob beide
Komplementfaktoren nicht nur unabhidngig voneinander wirken, sondern gegebenenfalls
miteinander interagieren. Zu diesem Zwecke wurden C3a und C5a simultan appliziert.

Es zeigte sich ebenfalls eine zweigeteilte Signalantwort bestehend aus Peak (Mittelwert: 0,91+/-
0,01) und Plateau (Mittelwert: 0,74 +/- 0,01). Im Vergleich zu Messungen mit 25% NHS waren
die Verdnderungen signifikant reduziert. Hierbei war insbesondere die Plateauphase betroffen.
Weitere vergleichende Darstellungen und Auswertungen sind unter Kapitel 5.4

zusammengefasst.
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5.2.4 Komplementfaktoren C6/C7
C6- und C7-depletiertes Serum
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Grafik 7: Ca?*-Anstiege durch NHS und C6-/C7-depletiertes Serum

(Konzentrationen jeweils 25%; Abbildung als Fluoreszenzverhiltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen Aex= 340 und

Acx= 380 nm); jeweils 4-5 unabhingige Experimente:

(A) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf,
Absolutwerte (dF/F) (B) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Séule = Anzahl der Zellen,
Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).

#: unterhalb der Ausgangs-Baseline
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AbschlieBend wurde die Rolle des terminalen Komplexes untersucht. Somit sollte auch
dargestellt werden, welche Bedeutung er am, durch standardisiertes Humanserum ausgeldsten,
gesamten Ca?*-Signal besitzt.

Mittels C6- bzw. C7-Depletion des Serums wurde eine Unterbrechung der Bildung des TCC
bzw. des l6slichen C5b-9-Komplexes nach Abspaltung des ,,Ankers“ C5b von C5 und vor
Rekrutierung der Komplementfaktoren C6 bzw. C7 simuliert.

Sowohl ohne Komplementfaktor C6 als auch ohne C7 war das Ca’*-Plateau (C6: Mittelwert:
0,64 +/- 0,02; C7: Mittelwert: 0,66 +/- 0,01) nahezu aufgehoben.

Der initiale Peak fiir C6- (Mittelwert: 0,79 +/- 0,01) bzw. C7-depletiertes Serum (Mittelwert:
0,85 +/- 0,01) war ebenso hoch signifikant reduziert.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Komponenten des sC5b-9-Komplexes eine grofle, wenn
nicht sogar die wichtigste Rolle bei Verdnderungen des freien intrazelluldren Ca?*, und hierbei

vor allem im Bereich der Plateauphase, spielen.
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5.3 Der terminale Komplex
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Grafik 8: Ca?*-Anstiege durch NHS und sC5b-9

(Konzentrationen: 25%, 60nM; Abbildung als Fluoreszenzverhiltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen Aex= 340 und
Aex=380 nm); jeweils 2-4 unabhéngige Experimente:

(A)Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf,
Absolutwerte (dF/F) (B) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Sdule = Anzahl der Zellen,
Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).

Die Frage, ob der sC5b-9-Komplex, dhnlich wie die Anaphylatoxine C3a und CS5a, zu einer
eigenstindigen Induktion eines Ca?*-Signals fahig ist und somit auch ohne vorherigen Ablauf der
Komplementkaskade zu Verdnderungen fiihren kann, soll in diesem Kapitel beantwortet werden.
Ich stimulierte dabei ARPE-19-Zellen ausschlielich mit sC5b-9.

Interessanterweise traten hierbei Ca?*-Signale auf, welche nach Erreichen eines flachen Peaks
(Mittelwert: 0,81 +/- 0,01) in eine relativ stetige Plateauphase (Mittelwert: 0,71 +/- 0,01)
iibergingen. Im Verhéltnis zu den durch 25% NHS ausgeldsten Verdnderungen waren diese hoch
signifikant vermindert. Abermals fanden wir eindeutige Hinweise darauf, dass sC5b-9 eine
signifikante Bedeutung am durch Komplement verdnderten Ca?"-Haushalt besitzt. Anzeichen
einer Porenbildung durch den Membranangriffskomplex mit resultierender Lyse der Zellen

konnten auch hier nicht beobachtet werden.
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5.4 Gesamtvergleich

5.4.1 depletierte Seren vs. standardisiertes Humanserum
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Grafik 9: Ca?*-Anstiege durch NHS und depletierte Seren
(Konzentration jeweils 25%; Abbildung als Fluoreszenzverhiltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen Aex= 340 und Aex=

380 nm im zeitlichen Verlauf, Absolutwerte (dF/F). Daten sind Mittelwerte +/- SEM. Die Anzahl der in jeweils 4-6 unabhéngigen

Experimenten ausgewerteten Zellen ist unter ,,n* dargestellt.

Das letzte Kapitel des Ergebnisteils befasst sich nun mit umfassender vergleichender Darstellung
der einzelnen Komplementfaktoren untereinander. Hier sollen insbesondere die genauen
Bedeutungen der Anaphylatoxine C3a bzw. C5a sowie des terminalen Komplexes mitsamt seiner
Einzelbestandteile dargestellt werden.

Grafik 9 stellt noch einmal zusammenfassend dar, wie sich Ca?'-Signale Komplement
depletierter Seren und standardisierten Humanserums (Konzentration jeweils 25%) grundsétzlich
voneinander unterscheiden.

Auffillig ist hierbei die deutlich verminderte Signalantwort durch Depletion einzelner Faktoren

insbesondere im Bereich der Plateauphase.
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5.4.2 C3-depletiertes Serum vs. C5-/C6-/C7-depletiertes Serum
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Grafik 10: Ca?*-Anstiege durch depletierte Seren

(Konzentration jeweils 25%; Abbildung als Fluoreszenzverhéltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen Aex= 340 und Aex=

380 nm); jeweils 4-6 unabhédngige Experimente:

(A) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf,
Absolutwerte (dF/F) (B) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Séule = Anzahl der Zellen,
Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).

#: unterhalb der Ausgangs-Baseline

Allerdings unterscheiden sich depletierte Seren nicht nur von standardisiertem Humanserum,
sondern auch untereinander.

Dabei féllt zuerst die stark erhohte Plateauphase der Messungen mit Serum ohne
Komplementfaktor C3 auf, welche sich vergleichend zu den anderen depletierten Seren hoch
signifikant unterscheidet. Wo Depletion der Faktoren C5, C6, und C7 zu kaum vorhandenem
Plateau fiihrt, ist C3 depletiertes Serum in diesem Bereich zur Auslésung eines deutlich erh6hten
Signals fahig. Im Bereich des Peaks unterscheiden sich die depletierten Seren (Ausnahme: C3-

und C6-depletiert) deutlich weniger bei allenfalls geringer statistischer Signifikanz.
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5.4.3 C6-depletiertes Serum vs. C5/C7-depletiertes Serum

*k

A B AFAkkok

—
ot
LL
ie]
2 (18)"
5L
N A A\ A\ A\ Y
— 25% Cbdepl n=47 w RCUICARC A A AR
T O (O O
25% Co6depl n=18 S (ﬁg\o S (ﬁg\o (ﬁg\o o (ﬁg\o
— 25% C7depl n=27 S
1min Peak Plateau

Grafik 11: Ca?*-Anstiege durch C6-/C5- und C7-depletiertes Serum
(Konzentration jeweils 25%; Abbildung als Fluoreszenzverhiltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen Aex= 340 und Aex=

380 nm); jeweils 4-6 unabhingige Experimente:

(A) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf,
Absolutwerte (dF/F) (B) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Sdule = Anzahl der Zellen,
Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).

#: unterhalb der Ausgangs-Baseline

Vergleicht man die einzelnen Bestandteile des terminalen Komplexes untereinander, so ist unter
den depletierten Seren vor allem die Messreihe mit Serum ohne Komplementfaktor C6 auffillig.
Hierbei ist der ausgeloste Peak im Vergleich deutlich niedriger. Zwischen C5- bzw. C7-Depletion

des Serums ergaben sich diesbeziiglich keine signifikanten Unterschiede.
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5.4.4 Anaphylatoxine vs. standardisiertes Humanserum
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Grafik 12: Vergleichende Darstellung der Ca?"-Anstiege

(Abbildung als Fluoreszenzverhiltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenldngen Aex= 340 und Aex= 380 nm) im zeitlichen

Verlauf, Absolutwerte (dF/F). Daten sind Mittelwerte +/- SEM. Die Anzahl der in jeweils 1-6 unabhéngigen Experimenten
ausgewerteten Zellen ist unter ,,n“ dargestellt.

(A) C3a (350nM), 25% C3 depletiertes Serum und 25% NHS bzw. (B) C5a (260-350nM), 25% CS5 depletiertes Serum und 25%
NHS

Stellt man jeweils fiir die Komplementfaktoren C3(a) und C5(a) die Ca?*-Signale depletierter
Seren bzw. der Einzelkomponenten vergleichend zu NHS gegeniiber, so fallen folgende Dinge
auf:

Im Bereich des Peaks wiirde eine Addition zu einer im Vergleich zu NHS erhohten Antwort
filhren. Dies betont abermals, dass die beiden Anaphylatoxine den groBten Anteil am NHS Ca?*-
Signal des Peaks bewirken.

Im weiteren Verlauf bis zum letztendlichen Erreichen der Plateauphase stellt sich diesbeziiglich
trotz Addition der beiden Messkurven eine verbleibende Restdifferenz dar. Es miissen somit
andere, nicht sofort ersichtliche Faktoren und Einfliisse vorhanden sein, die die vollstindige

Reaktion durch standardisiertes Humanserum ermoglichen.
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5.4.5 Anaphylatoxine (kombiniert vs. einzeln)
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Grafik 13: Ca>*-Anstiege durch C3a, C5a und simultan C3a+C5a
(Konzentrationen: 350nM, 260-350nM, 137-260nM; Abbildung als Fluoreszenzverhdltnis (Ratio) der beiden

Anregungswellenldngen Aex= 340 und Aex= 380 nm); jeweils 1-5 unabhéngige Experimente: (A) Darstellung der Messung aller

ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf, Absolutwerte (dF/F) (B) Darstellung der
Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Séule = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline
(ddF/F).

Hinweise darauf lassen sich nach Auswertung der Messungen mit simultaner Applikation von
C5a und C3a vermuten. Messungen mit C3a alleine waren nicht gut reproduzierbar, sodass in
dieser Arbeit lediglich Daten aus einer einzigen erfolgreichen Messung verwendet und
ausgewertet werden konnten. Die Verdnderungen durch C5a sind im Bereich des Peaks
vergleichend zu C3a signifikant erhdht und waren dariiberhinaus deutlich besser wiederholbar.

Durch simultane Gabe der Anaphylatoxine C3a und C5a war dennoch eine im Vergleich zu den
jeweiligen Einzelkomponenten signifikant erhohte Reaktion zu beobachten. Diese Differenz
betrifft sowohl Peak als auch Plateauphase. Die vollstindige durch standardisiertes Humanserum
induzierte Antwort wurde, vor allem im Bereich der Plateauphase, auch durch die gleichzeitige

Applikation der Anaphylatoxine nicht erreicht.
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5.4.6 Terminaler Komplex vs. Anaphylatoxine
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Grafik 14: CaZ*-Anstiege durch sC5b-9, C5a und C3a
(Konzentrationen: 60nM, 260-350nM, 350nM; Abbildung als Fluoreszenzverhiltnis (Ratio) der beiden Anregungswellenlingen
Aex= 340 und Aex= 380 nm); jeweils 1-5 unabhingige Experimente:

(A) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (n = Anzahl der Zellen, Mittelwerte +/-SEM) im zeitlichen Verlauf,
Absolutwerte (dF/F) (B) Darstellung der Messung aller ausgewerteter Zellen (Zahl innerhalb der Sdule = Anzahl der Zellen,
Mittelwerte +/-SEM), Differenz zur Baseline (ddF/F).

Vergleicht man abschlieBend die Reaktionskinetiken der Komplementfaktoren C5a/C3a und
sC5b-9, ergibt sich folgendes Bild:

Sowohl Anaphylatoxine als auch der terminale Komplex scheinen initial und auch mit weiterem
Fortschreiten der Reaktion von wichtiger Bedeutung zu sein. Es ldsst sich allerdings erkennen,
dass die Anaphylatoxine hierbei vor allem eine grofe Rolle im Bereich des Peaks spielen;
wohingegen die stets anhaltende Bildung von sC5b-9 Verianderungen bewirkt, welche zu einem

dauerhaften Plateau fiithren konnen.
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6. Diskussion

6.1 Aktives Komplement fiihrt zu intrazellulirem Ca?*-Anstieg

Standardisiertes Humanserum als Komplementquelle fiihrt an Zellen des retinalen
Pigmentepithels zu reproduzierbaren und im zeitlichen Verlauf fein orchestrierten
Veranderungen des intrazellularen Ca®* bestehend aus initialem Peak und stetiger Plateauphase.
Diese sind als physiologische Reaktion zu werten. Im gesamten Verlauf der Exposition blieben
die ARPE-19-Zellen intakt. Es fanden sich keine Anzeichen einer unspezifischen Pore und somit
eines Einbaus des Membranangriffskomplexes mit resultierender Zelllyse.

Zipfel et al. (2009) zeigten, dass die einmalige Aktivierung der Komplementkaskade ausreichend
sei, um Effektorproteine bis hin zur unausweichlichen Bildung des terminalen Komplexes
mitsamt dessen Einbau in die Zellmembran zu generieren (89).

In meinen Experimenten wiirde dies allerdings in einer ungehinderten Wasser- und
Elektrolytverschiebung zwischen extra- bzw. intrazellulir und dem Versagen sdmtlicher
Mechanismen der Gegenregulation der Zelle resultieren. Ca?*, dessen transmembraner Gradient
bei 1:10.000 liegt und in engen Grenzen gehalten werden muss, wiirde unkontrolliert nach
intrazelluldr strdomen und zytotoxisch wirken.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass, wie auch in direkten Vorgingerarbeiten, keine dieser
genannten Anzeichen einer unspezifischen Pore durch dauerhaften Einbau des
Membranangriffskomplexes mit resultierender Zytolyse der RPE-Zellen zu finden waren (88).
Des Weiteren ist diese Beobachtung im Einklang mit Untersuchungen aktiven Komplements an
anderen Zellen bzw. Geweben wie Mastzellen, Erythrozyten, Leukozyten oder Fibroblasten oder
glatter Muskulatur, welche den Nachweis endogen exprimierter lonenkanéle bzw. transienter
Ca?*-Strome ohne Lyse erbrachten (90-93,98,99,102-105).

Am RPE selbst wurde bisher wenig untersucht, welche Ca?'-Verdnderungen das
Komplementsystem verursacht und welche Funktionen der RPE-Zellen dadurch angeregt werden
konnen. Entsprechende vergleichende Arbeiten werden in den folgenden Kapiteln beschrieben
und interpretiert.

Um die Signale des standardisierten Humanserums besser aktiven Komponenten des
Komplements zuordnen zu konnen, fiihrte ich selbige Messversuche mit hitzeinaktiviertem

Serum durch. Urspriinglich wurde das Komplementsystem als hitzelabiler Bestandteil des
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Serums beschrieben; Enzymkaskaden und die Komplementbindungskapazitit werden durch
Hitzeinaktivierung verhindert. Es resultierte eine nahezu aufgehobene Reaktion. Das
durchgefiihrte Prozedere der Hitzeinaktivierung ist etabliert und als Negativkontrolle mit
entsprechendem Ergebnis vielfach durchgefiihrt worden (88,106,112).
Da jedoch auch andere hitzelabile Substanzen innerhalb des Serums (z.B. Wachstumsfaktoren,
Chemo- oder Zytokine) mit moglichen Effekten auf den Ca?*-Stoffwechsel vorkommen konnten,
wurden auBBerdem Komplement depletierte Seren verwendet, da so der Anteil von Komplement
am gesamten Ca?*-Signal besser untersucht werden kann.
Zusammenfassend fithrten sdamtliche Depletionen (Komplementfaktoren C3,C5,C6 oder C7)
vergleichend mit vollstindigem Serum zu stark signifikant verringerten Antworten.
In der Literatur lassen sich dazu vergleichbare Arbeiten finden. So fiihren C5- oder C7-Depletion
des Serums an ARPE-19-, priméren RPE- und Lungenepithelzellen nicht zur Zytolyse, auch wird
vergleichend kein addquater intrazelluldrer Ca?*-Anstieg erreicht (88,106,120).
Sowohl hitzeinaktivierte als auch depletierte Seren belegen, dass die NHS evozierten Antworten
im Wesentlichen auf die Wirkung aktiver Komplementproteine zuriickzufiihren sind.
C3-depletiertes Serum unterschied sich beziiglich Ca?"-Reaktion allerdings nicht nur von
standardisiertem Humanserum, sondern auch von den anderen depletierten Seren.
Die beabsichtigte vollstindige Unterbrechung der Komplementkaskade vor Bildung der
Komplementfaktoren C3a bzw. C3b war nicht zu erreichen. Durch vom Hersteller bestitigte
Vorgénge wihrend des Depletionsprozesses konnten sich durch spontanen Zerfall C3a, C3b,
C5a, sC5b-9 und weitere Bestandteile des Komplementsystems bilden. Eine sich durch den
Lamplification loop* verstirkende Reaktionskaskade konnte so aufrechterhalten werden. Es
resultierte ein verbleibendes Signal, dass vor allem durch eine erhohte Plateauphase auffiel.
Eine andere Moglichkeit wire, dass Ca?"-Signale (oder andere Zellfunktionen) durch
Komplementfaktoren abseits der C3-Kaskade hervorgerufen werden. Dieser Gedanke wiirde
damit einhergehen, dass Verdanderungen nicht ausschlieSlich von einem strikten kaskadenartigen
Durchlauf der Komplementwege abhingig sind. Hinweise darauf zeigen sich in Arbeiten von
Amara et al. und Huber-Lang et al., die eine C3-unabhingige Aktivierung von C5a nachweisen.
Die Serinproteasen Plasmin und Thrombin sind dabei in der Lage, die Funktion der eigentlichen
C5-Konvertase einzunehmen (100,115,128).
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Obwohl der Einfluss spontan generierter Komplementkomponenten wéhrend des
Depletionsprozesses nicht ausgeschlossen werden kann, lassen sich doch im Vergleich der C5-,
C6- und C7-depletierten Seren einige signifikante Schlussfolgerungen ziehen. Die ausgeldsten
Signale waren allesamt durch eine, neben abgeschwichtem Peak, nahezu vollstindig
aufgehobene Plateauphase gekennzeichnet.

Bereits hier wird erkennbar, dass an der Aktivierung von Ionenkandlen bzw. Ca’*-Signalen am
retinalen Pigmentepithel mehrere unterschiedliche Komponenten aktiven Komplements beteiligt
sind. Der Ablauf der Komplementkaskade mit Bildung und Zusammenspiel von
Effektorproteinen wie C3a, C4a, C5a bis hin zum tempordren Wirken des terminalen Komplexes

(sC5b-9) scheint fir Ca**-bezogene Effekte verantwortlich zu sein.
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6.2 Rolle der Anaphylatoxine C3a und C5a

6.2.1 Unterschiede der einzelnen Komponenten

Um die an der Kaskade beteiligten Komplementfaktoren besser gewichten zu koénnen, wurden
die Antworten der beiden potenten Anaphylatoxine C3a und C5a untersucht.

Es ist bekannt, dass die verwendeten ARPE-19-Zellen an ihrer Zelloberfliche beide
Anaphylatoxin-Rezeptoren C3aR und C5aR exprimieren und unsere verwendeten
Konzentrationen (C3a: 137-260nM, CS5a: 260-350nM) um den jeweiligen Sattigungsbereich
liegen (132,136).

Bereits Messungen mit C3- bzw. C5-depletiertem Serum ergaben den eindeutigen Nachweis,
dass C3a und C5a cine bedeutende Rolle am Ca?*-Signal spielen, denn vergleichend zu
vollstindigem Serum waren die Verdnderungen deutlich abgeschwécht. Hierbei war nach C3-
und C5-Depletion insbesondere die Antwort im Bereich der Plateauphase stark signifikant
geringer.

Ein weiterer Aspekt ist, dass das C3a-Experiment nicht umgekehrte Ergebnisse zur Messung mit
C3-depletiertem Serum zeigt. Messungen mit C3a alleine konnen zeigen, dass noch andere
Komplementkomponenten aus der Kaskade bendtigt werden, um das vollstindige Ca?*-Signal
durch NHS bzw. die optimale Antwort zu erreichen.

Andererseits kann es beim Prozess des Depletierens dazu kommen, dass die Kaskade in ein
neues und bisher unbekanntes Gleichgewicht kommt, da aus einem balancierten Geflecht ein
Komplementfaktor entfernt wird. So konnte ein neues Gleichgewicht an Reaktionsprodukten mit
verdanderter Ca>*-Antwort entstehen.

Funktionelle Daten zu C3a- bzw. C5a-Signalling und somit auch der funktionelle Nachweis der
Anaphylatoxin-Rezeptoren am retinalen Pigmentepithel existierten bis dahin nicht.

Erstmalig konnte folglich gezeigt werden, dass beide Anaphylatoxine in Form des isolierten
Proteins eine Erhohung des freien intrazelluldren Ca?" an RPE-Zellen induzieren konnten. Die
Reaktionskinetiken waren hierbei untereinander recht dhnlich und von einem rapiden Erreichen
eines Peaks mit kaum vorhandener Plateauphase gekennzeichnet. Vergleichend zu vollstaindigem
Serum waren siamtliche Anteile des Signals hoch signifikant kleiner. Dieser Unterschied betriftt

sowohl Peak als auch Plateauphase, wenngleich die Verdnderungen im Bereich der Plateauphase
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noch stirker reduziert waren. Die groBere Bedeutung der Anaphylatoxine fiir den Ca*-Peak wird
hier ersichtlich.

Des Weiteren war der durch C5a ausgeldste initiale Peak signifikant groBer als der durch C3a,
was diesbeziiglich passend zu Messungen mit C5- bzw. C3-depletiertem Serum ist, denn hier war
der Peak durch C3-depletiertes Serum (nicht signifikant) grofer.

Wie bereits diskutiert, war durch C3-Depletion kein vollstindiger Wirkungsverlust zu erreichen
(C3-unabhingige Aktivierung von C5a, neues Reaktionsgleichgewicht, amplification loop,
Spaltprodukte wéhrend Depletionsprozess).

In der Literatur lassen sich zahlreiche Nachweise finden, die Ca?*-Signalling induziert durch
beide Komplementkomponenten C3a und C5a bestitigen konnen. An Mikroglia von Méusen
konnten Verdnderungen gezeigt werden, deren Reaktionskinetik (kurzer, steiler Peak, keine
Plateauphase) sowohl fiir C3a als auch fiir C5a vergleichbar zu meinen Messungen war (97).
Ebenfalls dhnlich waren durch beide Anaphylatoxine induzierte Ca?*-Signale an
Spinalganglienzellen (,,DRG neurons®) von Méausen (107). An aktivierten Mastzellen der Maus
sowie menschlichen dendritischen Zellen fiihrte nur C5a zur Erhohung des intrazellularen Ca?*.
C3a war hierzu nicht féhig, obwohl jeweils beide Anaphylatoxin-Rezeptoren exprimiert waren
(108,109). Ca?*-Signale induziert durch beide Anaphylatoxine waren ebenso an neutrophilen und
eosinophilen Leukozyten nachweisbar, wobei C5a eine groflere Wirkung als C3a besitzt, da es
neben intrazellulirem auch extrazelluldres Ca?" mobilisieren kann (110,111). Vergleichende
Studien, welche den durch Anaphylatoxine verdnderten Ca?'-Haushalt am retinalen
Pigmentepithel beschreiben, sind nicht existent.

Zusammenfassend scheint der Einfluss von C5a auf intrazellulares CaZ" stirker zu sein, was sich
mit den beobachteten Verdnderungen (C5a >C3a) dieser Arbeit decken wiirde. Anzumerken ist
auBBerdem, dass Messungen mit C5a deutlich besser reproduzierbar waren. Dies konnte
Riickschliisse auf einen stirkeren Effekt von C5a zulassen. Der moglichen Schlussfolgerung, ob
C5a generell eine potentere Wirkung als C3a am retinalen Pigmentepithel besitzt (nicht
ausschlieBlich in Bezug auf intrazelluldres Ca?*) und welche Konsequenzen daraus gezogen

werden konnten, wird in Kapitel 6.4 nachgegangen.

66



Von groBem Interesse ist auBBerdem, welche exakten Signalwege zum beschriebenen Ca?*-Signal
innerhalb der RPE-Zelle fiihren.

Die diesbeziiglich noch detailliertere Untersuchung war nicht Bestandteil der angefertigten
Arbeit und bietet Anreiz zur weiteren Vertiefung. Aufgrund der Reaktionskinetik (kurzer, steiler
Peak und geringe Plateauphase) der dargestellten Signale und dank Ergebnissen unserer
Arbeitsgruppe bzw. direkter Vorgéngerarbeiten lassen sich dennoch einige Schlussfolgerungen
ziehen.

So scheinen die Anaphylatoxine C3a und C5a hauptsédchlich fiir den Ca?*-Peak verantwortlich zu
sein. Durch simultane Applikation entsprechender Blocker konnte gezeigt werden, dass
Komplement induzierte Ca?*-Signale im Bereich des Peaks (88) durch Entleerung intrazelluldrer
Ca?*-Speicher (via Ca?'-ATPasen), TRPV-Kanile, Maxi-K-Kanile und teilweise Ryanodin-
Rezeptor-abhéingige L-Typ-Ca?*-Kanile ausgelost werden.

Auch die ,,abgeschwichte® desarginierte Form des Anaphylatoxins C5a kann Ca®*-Signale an
RPE-Zellen bewirken. Diese waren zwar gegeniiber C5a kleiner (signifikant im Plateau-
Bereich), im Reaktionsverhalten (kurzer Peak, kein Plateau) jedoch @hnlich. Da C5a auch nach
Entfernung seiner C-terminalen Aminosdure 1-10 % (Quelle: Hersteller Comptech) seiner
biologischen bzw. stimulatorischen Aktivitdit beibehdlt und zusétzlich eine stabilere
Konfiguration mit verzogertem Wirkungsverlust (101) besitzt, sind die beobachteten Ergebnisse
mit einer Hypothese der Stimulation des C5aRezeptors und nachfolgendem Ca’*-Anstieg
vereinbar.

In der Literatur werden mogliche (inflammatorische) Effekte von desarginiertem C5a kontrovers
diskutiert. Es finden sich Hinweise auf fehlende Stimulation des C5aR an Mastzellen (114),
allerdings ist eine mogliche Wirkung iiber den C5a- sowie den C5L2-Rezeptor (kritisch) bekannt
(117). Reis et al. zeigen an humanen Leukozyten eine iiber den C5aR stattfindende Aktivierung
durch desarginiertes C5a (116).

An RPE-Zellen wurde bisher allerdings nur die Expression des C5a-Rezeptors nachgewiesen,
mogliche Auswirkungen von desarginiertem C5a auf intrazelluldres Ca?* sind bisher weder am

retinalen Pigmentepithel noch an anderen Zellen dargestellt worden.
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6.2.2 Interaktionen C3a und C5a

Festzuhalten bleibt, dass Ca?*-Signale durch C3a oder (desarginiertes) C5a alleine bei weitem
nicht das Ausmal} von vollstindigem Humanserum erreichen konnten. Deutlich ndher an der
Physiologie erscheint sowieso ein entweder zeitgleiches bzw. nur gering zeitlich versetztes
Wirken beider Anaphylatoxine an RPE-Zellen. Folglich wurden C3a und C5a simultan
appliziert. Es resultierte wie bei den Einzel-Applikationen zuvor eine Signalantwort bestehend
aus steilem Peak und geringer Plateauphase. Dies betont abermals, dass die beiden
Anaphylatoxine den groBten Anteil am NHS Ca?" Signal im Bereich des Peaks bewirken.

In meinen Messungen waren die Verdnderungen durch die kombinierte Gabe von C3a und C5a
vergleichend zur alleinigen Gabe von C3a bzw. C5a jeweils signifikant erhdht.

Wiirde man die Amplituden der C3a- und C5a induzierten Ca**-Anstiege addieren, ergébe sich
fiir beide Peaks eine im Vergleich zu NHS sogar erhohte Antwort. Dies ldsst sich moglicherweise
durch die teils hohen Konzentrationen von C3a (137-260 nM) bzw. C5a (260-350 nM) erkléiren.
Die genauen Wirkkonzentrationen am C5a- bzw. C3a-Rezeptor des RPE sind in vivo jedoch
technisch nicht messbar (u.a. Bruch-Membran, richtiger Zeitpunkt der Messung). Wir
orientierten uns daher filir unsere Messungen an den jeweiligen Dissoziationskonstaten bzw.
Rezeptorbindungsaffinititen (132,136) und strebten Konzentrationen um den Séattigungsbereich
an.

Ergebnisse anderer Mitglieder der Arbeitsgruppe zeigen ein durch die simultane Gabe beider
Anaphylatoxine im Vergleich zur alleinigen Gabe von C5a nicht statistisch signifikant groBeres
Ca?*-Signal. Die induzierten Ca**-Verdnderungen durch C3a alleine sind hingegen signifikant
kleiner als diejenigen einer kombinierten Gabe beider Anaphylatoxine.

Es wire denkbar, dass beide Anaphylatoxine nicht einfach additive Auswirkungen haben,
sondern eher synergistisch iiber ihre Rezeptoren interagieren. Hinweise darauf liefern die
Ergebnisse einer aufeinanderfolgenden, zeitversetzten Gabe von C3a und C5a aus unserer
Arbeitsgruppe. Hierbei wird zuerst C3a appliziert; folgend wird nach Erreichen eines stabilen

Ca?*-Plateaus C5a hinzugegeben.
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Interessanterweise filihrt die Gabe von C5a unter diesen Umstédnden zur Verringerung, und nicht
zum weiteren Anstieg, des zuvor erreichten Ca?*-Signals. Man konnte somit schlussfolgern, dass
die anhaltende Aktivierung des C3a-Rezeptors dazu fiihrt, eine spdtere Wirkung iiber den C5a-
Rezeptor einzuddmmen bzw. zu verhindern. Diese Interaktion kann auf zwei verschiedene
Ebenen stattfinden: Dimerbildung der Rezeptoren oder eine Kommunikation der dem aktivierten
Rezeptor nachgeschalteten Signalwege.

Auch die kombinierte Applikation von C3a und C5a konnte nicht das komplette Ca%*-Signal
durch standardisiertes Humanserum reproduzieren. Insbesondere im Bereich der Plateauphase
miissen somit weitere Bestandteile aktiven Komplements wirken.

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben wird die durch C3a und C5a ausgeloste Antwort im
Bereich des Peaks unter anderem durch Mobilisierung intrazelluldren Ca?* ausgeldst.

An Immunzellen fiihrt hauptsidchlich die Aktivierung der Metabolite des PI3K/Akt-Signalwegs
zur Entleerung intrazelluldrer Ca?"-Speicher. Wie Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen
konnten, scheint dieser Signalweg an RPE-Zellen durch C5a, vor allem im Bereich der Peak-
Phase, aktivierbar zu sein.

L-Typ-Ca**-Kanile spielen eine groflere Rolle im Bereich der Plateauphase; dabei stromt
extrazellulares Ca?" nach intrazelluldr. Durch C3a und C5a induzierte Ca?*-Signale sind durch
Gabe ecines entsprechenden L-Typ-Ca?*-Kanal-Blockers (Nifedipin) gar nicht bis wenig
signifikant beeinflussbar; dies gilt insbesondere fiir die Plateauphase. Ebenso an der
Plateauphase beteiligt sind TRP-Kanéle (Wirkung iiber PI3K); C5a konnte somit iiber diesen
Signalweg wirken.

Inwiefern beide Anaphylatoxine (einzeln oder in Wechselwirkung miteinander) nicht nur
Einfluss auf intrazelluldres Ca’>* nehmen, sondern iiber Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
auch die Genexpression bzw. Sekretion verdndern konnten, wird ausfiihrlich in Kapitel 6.4

diskutiert.
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6.3 Der terminale Komplex

Finales Produkt der Enzymkaskade des Komplementsystems ist der terminale Komplex bzw.
16sliche C5b-9-Komplex (sC5b-9) oder ,,sublytic MAC*. Die Bildung einer nichtselektiven,
durchléssigen Pore durch den terminalen Komplex an ARPE-19-Zellen konnte in dieser Arbeit
ausgeschlossen werden.

Vielmehr ergaben sich vielfiltige Hinweise auf einen anderen, nicht zelldestruktiven
Wirkmechanismus des terminalen Komplementkomplexes. Dass die Anlagerung der
Komplementfaktoren C5b, C6, C7, C8 bzw. C9 an die Zellmembran eine signifikante Rolle in
Bezug auf intrazelluldres Ca?" spielt, konnte dabei in unterschiedlichen Experimenten gezeigt
werden.

So waren durch Serum induzierte Ca?*-Signale ohne direkt am terminalen Komplex beteiligte
Komplementfaktoren (C5, C6 oder C7) stark signifikant kleiner, dies betrifft insbesondere die
Plateauphase. Wie zuvor beschrieben bestand vergleichend ein Unterschied zu Messungen mit
C3-depletiertem Serum.

Interessanterweise fanden sich allerdings auch Unterschiede durch die Entfernung
unterschiedlicher Bestandteile des terminalen Komplexes. Ohne Komplementfaktor C6 waren
die Ca?*-Signale signifikant kleiner. Im Vergleich zu C5- bzw. C7-depletierten Seren lag diese
Differenz im Bereich des Peaks, wo sich die Ca?*-Antworten hoch signifikant unterschieden. Die
Plateauphase zeigte sich durch C6-Depletion jeweils nicht signifikant unterschiedlich.

Die letztendliche Bildung und Aktivierung des terminalen Komplexes erfolgt schrittweise (89).
So konnte man vermuten, dass wihrend des Vorgangs der C5-Depletion (vgl. C3-Depletion s.0.)
zumindest ausreichend C5a entstehen kann, was Riickschliisse auf den hierbei verbleibenden
Peak liefern wiirde. Die Ca?*-Antworten durch C5- bzw. C7-Depletion des Serums unterscheiden
sich dagegen nicht signifikant, was die Bedeutung des Komplementfaktors C6 erneut
unterstreicht.

Festzuhalten bleibt, dass die Unterbrechung der Komplementkaskade vor abschlieBender
Bildung des terminalen Komplexes gelungen war und verbleibende Ca?*-Signale im Bereich des
Peaks besonders den zuvor gebildeten Anaphylatoxinen (C3a, C5a) zuzuschreiben sind.

Des Weiteren scheint der Komplementfaktor C6 eine Sonderstellung zu besitzen und einen

stirkeren Einfluss auf intrazelluldres Ca?t am RPE zu haben. Weshalb die Interaktion zwischen
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C5b und C7 durch C6 diese besondere Bedeutung besitzt und wodurch genau sie resultiert, ist
augenblicklich vollig unklar und Gegenstand zukiinftiger Arbeiten. Im bisher akzeptierten
Modell fungiert bei der Bildung des terminalen Komplexes C5b als Initiator und C7 letztendlich
als ,,Anker in der Membran* (119) der Zielzelle. In der Literatur gibt es Hinweise auf in der
Zellmembran von Endothelzellen selbst exprimiertes C7 (118), welches C5b6 und die weiter
folgenden Komponenten binden kann und so die TCC-Formation an Blutgefden ermdglicht.
Man konnte auch spekulieren, dass C6 selbst einen eigenen (bisher unbekannten) Effekt auf
intrazelluldres Ca”" besitzt. Zukiinftige Experimente mit kiinstlichen Heteromeren werden dabei
helfen, diese Interaktionen der einzelnen Komplementproteine innerhalb des TCC besser
verstehen zu konnen.

Um nicht nur indirekte Hinweise auf die Wirkung des terminalen Komplexes zu erhalten,
stimulierte ich RPE-Zellen mittels ausschlieBlicher Applikation des 16slichen C5b-9-Komplexes
(60nM). Es zeigten sich hierbei Ca?*-Signale, welche durch einen vergleichsweise niedrigen
Peak und eine stetige Plateauphase gekennzeichnet waren. Vergleichend zur Ca?*-Antwort des
standardisierten Humanserums zeigten sich diese hoch signifikant geringer.

Die Plateauphase des terminalen Komplex unterscheidet sich von Signalen durch die
Anaphylatoxine C3a bzw. C5a, welche eine wichtigere Rolle im Bereich des initialen Peaks zu
spielen scheinen und eine weniger andauernde Ca?*-Verianderung erzeugen.

Die groBBere Bedeutung des 16slichen C5b-9-Komplexes im Bereich der Plateauphase zeigt sich
ebenso bereits in den Messung mit C3-depletiertem Serum. Vergleichend zu C5-,C6- und C7-
Depletion fillt hier eine signifikant erhohte Plateauphase auf. Es ist denkbar, dass dieser Effekt
durch Einwirken vor allem des Komplementfaktors C5a und auch sC5b-9 entsteht.

Durch die Beobachtung, dass sC5b-9 im Wesentlichen eine Plateauphase als Ca?*-Signal erzeugt,
lasst sich unter Vorbehalt vermuten, dass sich der terminale Komplex im Gegensatz zu
Messungen mit den anderen depletierten Seren zumindest teilweise bilden konnte (u.a.
,amplification loop“) und zur Induktion der Ca’’-Verdnderungen fahig war. Dies wiirde
insbesondere die erhohte andauernde Plateauphase erklaren.

Auch nach direkter Applikation des 19slichen C5b-9-Komplexes zeigten sich keine Anzeichen

destruierter RPE-Zellen durch Einbau einer lytischen Pore.
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Verschiedene Autoren sprechen, wie bereits in Kap. 2.3 erlautert, von moglichen sublytischen
Konzentrationen des Membranangriffskomplexes, die an unterschiedlichen Zellarten zum
Anstieg intrazelluldren Ca?" fithren konnen.

Die Arbeitsgruppe um Rohrer beschreibt im Kontext der VEGF-Sekretion an RPE-Zellen durch
,,sublytic MAC* getriggerte intrazellulire Signalwege. Uber voriibergehenden Einbau des MAC
soll es zum Ca?"-Einstrom bzw. zur Membrandepolarisation kommen. So werden die
Signalmolekiile Erk/Ras und Src aktiviert. Erhohte Src-Aktivitdt bewirkt dabei (ausgeldst durch
spannungsabhingige Kalziumkanile = VDCC) eine gesteigerte VEGF-Sekretion (84,123). Als
Komplementquelle wurde hierbei vollstindiges NHS verwendet; die Ergebnisse sind also nicht
fiir den terminalen Komplex spezifisch. Ebenso wurden, im Gegensatz zur eigenen Arbeit, keine
direkten Ca?*-Signale aufgezeichnet.

An humanen Lungenepithelzellen kann die durch das Komplementsystem ausgeloste
intrazelluldre Ca?*-Erhéhung zur Aktivierung von Inflammasomen fithren. Als ,,sublytisch“
gelten dabei TCC-Applikationen, die zu weniger als 5% Zelltod fithren. Triantafilou et al.
konnten mittels Durchflusszytometrie zeigen, dass es zum Ca?"-Anstieg im Zytosol kommt. Die
Autoren gehen ebenso von einem kurzfristigen Einbau des TCC in die Zellmembran der
Zielzelle aus. Der Ca**-Anstieg resultiert zumindest teilweise auch durch Ca?*-Freisetzung aus
dem endoplasmatischen Retikulum (IP3- und Ryanodinrezeptor vermittelt).

Die beschriebenen Ca?*-Effekte sind spezifischer dem Komplementsystem bzw. dem terminalen
Komplex zuzuschreiben, da sich vergleichend zu NHS signifikante Unterschiede bei C5-,C7-
und C9-depletierten bzw. zu anti-CD59 Seren zeigten (120).

Wiedmer et al. fiihren an, dass C5b-9 an Blutplittchen Ca?*-abhédngig die Sekretion von alpha-
Granula induzieren kann. Die intrazelluldre Ca?*-Konzentration wurde, vergleichbar zu den
Messungen in meiner Arbeit, mittels Fluoreszenzintensititen eines geeigneten Farbstoffs
(Indo-1) aufgezeichnet. Der Fluoreszenzanstieg war dabei abhingig von der Konzentration
extrazelluliren Ca?". Nach dem ,,Andocken® von C5b-9 an der Zelloberfliche soll es zur
gesteigerten Permeabilitit der Zellmembran und folglich zu einem Ca?'-Einstrom kommen.
Zeichen einer Zelllyse (z.B. durch Austreten von Fluoreszenzfarbstoff aus der Zelle) oder

Kalziumanstiege durch Entleerung intrazellularer Ca>*-Speicher zeigten sich nicht (121).
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Grundséitzlich konnte die Existenz eines sublytischen Membranangriffskomplexes jedoch
kritisch hinterfragt und diskutiert werden.

Der in der Literatur verwendete Begrift geht davon aus, dass sich der terminale Komplex bildet,
es zumindest kurzfristig bzw. teilweise zum Einbau einer Pore in die Zellmembran kommt und
so eine intrazelluldre Ca?*-Erh6hung resultiert.

In einem Ca?*-Experiment wiirde jedoch selbst ein nur kurzer Einbau einer (sub-)lytischen Pore
zum exzessiven, unkontrollierten Ca”*-Anstieg fiihren.

Der alternative Komplementweg ist, u.a. an RPE-Zellen, spontan und kontinuierlich aktiv. Ein
wiederkehrender Einbau einer Pore in korpereigene, gesunde Zellen in vivo wiirde zur
unregulierten Zellzerstorung fiihren. Es existieren daher Schutzmechanismen des RPE vor
iiberméBig aktivem Komplementsystem.

Inhibitoren des TCC (v.a. CD59) kommen am retinalen Pigmentepithel membrangebunden vor,
konnen an die Komplementkomponenten C8 und C9 binden und so die Generierung des
terminalen Komplexes verhindern, bevor es zu Bildung sowie Einbau einer Pore kommit.
Korperfremde Zellen (z.B. Krankheitskeime) ohne diese Oberflicheninhibitoren werden
hingegen erkannt und durch den TCC bzw. den Einbau einer lytischen Pore bekampft.

Durch schnell einsetzende Mechanismen der Endo- und Exozytose konnten in der Zellmembran
verankerte C5b-9-Komplexe entfernt werden (122); bei AMD-Patienten und Rauchern sind diese
Mechanismen der Gegenregulation eingeschrankt (39,52,122). Ein stabiles Ca?*-Signal ohne
Nachweis zerstorter Zellen, wie es in dieser Arbeit gezeigt wird, wire dabei meiner Ansicht nach
nicht erklér- bzw. vorstellbar.

Morgan et al. zeigten an Leukozyten, dass durch intrazellulire Ca’?*-Erhéhung der ,,MAC*
wieder von der Zelloberfliche entfernt werden kann (98). Es wird argumentiert, dass so ein
erhohtes Zelliiberleben resultiert und eine Lyse der Zellen erst bei unzureichender Kompensation
(Erreichen einer ,kritischen Schwelle®) erfolgt.

Tan et al. konnten durch Komplement induzierte intrazellulire Ca?*-Erh6hungen an RPE-Zellen
nachweisen, wodurch CD59 beschleunigt wieder zur Verfiigung gestellt und Prozesse der
Exozytose stimuliert werden (129). Uberraschenderweise waren diese beschriebenen Effekte
durch C9-depletiertes Serum nicht ausldsbar und scheinen daher abhingig vom TCC (v.a. C9)
selbst zu sein.
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Zusammenfassend wird in der Literatur von einer Art Wettlauf zwischen Einbau und Entnahme
des TCC aus der Membran der Zelle ausgegangen. Als bestimmende Faktoren fiir den Ausgang
(sublytisch vs. lytisch) werden Konzentration, Expositionsdauer und Abwehrmechanismen der
Zielzelle diskutiert.

Die Daten meiner Arbeit, die durch den terminalen Komplex induzierte Ca?'-Verdnderungen
beschreiben, lieBen sich ebenso durch eine bisher weniger gut bekannte Rolle des terminalen
Komplexes erkliren, die die Aktivierung endogen exprimierter lonenkanéle involviert.

Ahnlich wie in Kapitel 6.2.1 bereits fiir die Anaphylatoxine C3a und C5a beschrieben, wurden
diesbeziiglich keine weiteren vertiefenderen Untersuchungen durchgefiihrt. Anhand der
Reaktionskinetik (flacher Peak und bestidndige Plateauphase) und dank Messungen direkter
Vorgénger konnen dennoch wichtige Schlussfolgerungen hinsichtlich Ca?*-Signalling gezogen
werden.

Der terminale Komplex scheint, wie an vielen Stellen in dieser Arbeit beschrieben, hauptséchlich
fiir die Plateauphase verantwortlich zu sein.

Mittels Applikation entsprechender Blocker konnte bereits gezeigt werden, dass Komplement
induzierte Ca*"-Signale im Bereich dieser Plateauphase (vgl. Kap. 2.3/2.4 und 6.2.2, 88) zu
groBen Teilen durch Aktivierung Ryanodin-Rezeptor-abhingiger L-Typ-Ca**-Kanile (Cavl1.3-
Subtyp) entstehen.

Eine spannungsabhédngige Aktivierung von L-Typ-Ca?"-Kanilen fiihrt zum Ca?*-Einstrom von

extra- nach intrazelluldr und zu einem ldnger anhaltenden, stabilen Ca?*-Signal.
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In der Literatur findet sich eine vergleichbare Arbeit zu Untersuchungen am retinalen
Pigmentepithel bisher nur ein einziges Mal. Li et al. (124) differenzierten zuerst zwischen
lytischer und sublytischer (< 20 ug/ml) Konzentration des von Rattenserum stammendem
16slichen C5b-9-Komplexes. Die Exposition von primdren RPE-Zellen mit ausreichend geringen
Konzentrationen des sC5b-9 resultierte in einer biphasischen Ca?*-Antwort bestehend aus Peak
nach 4 Minuten und einer 6 Minuten andauernden Plateauphase (s. Abbildung 21). Beide
klassifizierenden Parameter sowie insbesondere die Darstellung der Reaktionskinetik sind dabei

eindeutig mit unseren Ergebnissen vereinbar.
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Abbildung 21: Ca’"-Anstieg in RPE-Zelle in Reaktion auf C5b-9
(124)

Die Autoren gehen auch hier davon aus, dass sich mit Einbau von C5b-9 in die Zellmembran
transmembrane Kanidle bilden, was rein abhingig von der Konzentration zu Zelllyse oder
geordnetem Ca?*-Signal fiihren kann.

Im anschlieBenden Kapitel wird u.a. diskutiert, welche Funktionen am RPE (auch im
Krankheitskontext der AMD) durch ein solches, linger anhaltendes Ca?*-Signal mit stabiler

Plateauphase angeregt werden konnten.
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6.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

6.4.1 AMD hat inflammatorische Komponente

Grundlage der AMD-Entstehung scheinen Degenerationsprozesse im Bereich Neuroretina, RPE,
Bruch-Membran und Choriokapillaris zu sein. Ein degeneriertes RPE konnte seine
Schutzfunktion aufgrund fehlender Fahigkeit zur Sekretion der o.g. Oberflacheninhibitoren, aber
auch seine immunmodulatorische Kompetenz, nicht mehr ausreichend erfiillen.

Die grof3e Bedeutung einer inflammatorischen Komponente der AMD wurde in der angefertigten
Arbeit dargestellt (u.a. Komplement-Gene mit Risiko-Assoziation, Komplementproteine in
Drusen, Monozyten-Akkumulation in der dulleren Netzhaut).

Hinsichtlich des Komplementsystems soll weiter ausgefiihrt werden, welche Rolle dabei die
Anaphylatoxine C3a und C5a sowie der terminale Komplex spielen (kdnnten).

C5a scheint insgesamt vergleichend zu C3a eine potentere Wirkung zu besitzen. Durch
Inkubation von ARPE-19- bzw. primidren RPE-Zellen mit standardisiertem Humanserum als
Komplementquelle konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms
eingeleitet wird (112). Dabei wird ausschlieflich der C5a-Rezeptor hochreguliert, der C3a-
Rezeptor des RPE dagegen wurde in Reaktion darauf nicht vermehrt exprimiert (112).

Unsere Arbeitsgruppe konnte nach Pra-Stimulation der ARPE-19-Zellen mit standardisiertem
Humanserum ebenso eine durch NHS induzierte Hochregulierung der C3aR-Expression
nachweisen.

Cortright et al. zeigen, dass an ARPE-19-Zellen die VEGF-Expression ausschlielich durch C5a
gesteigert werden kann, obwohl beide Rezeptoren exprimiert werden (127).

In einer Arbeit von Ramos de Carvalho et al. fithrte C3a, und nicht C5a an humanen RPE-Zellen
zur verminderten Proteasomen-Aktivitdt; im Mausmodell war das Immunoproteasom hingegen
vermehrt aktiv und scheint eine Rolle bei der Entwicklung einer RPE-Atrophie zu spielen (113).
Insgesamt konnte man daher erwigen, dass der Komplementfaktor C3a (bzw. die C3-
Konvertase) eine eher regenerative, protektive Rolle spielt, wohingegen C5a (bzw. die C5-
Konvertase) (pro-) inflammatorische Antworten einleitet. Vermehrte Nachweise hierzu finden
sich auch in der aktuelleren Literatur (94,128,135). Der Vergleich der Ca?"-Amplituden zwischen

den beiden Anaphylatoxinen konnte daher im Sinne einer potenteren Wirkung unerheblich sein.
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6.4.2 Wirkung am RPE: anti- vs. pro-inflammatorisch, Switch im Phénotyp

Die Wirkung von C3a und C5a ist in einem dynamischen System nicht als rein additiv
anzunehmen, Hinweise darauf liefern die Ergebnisse einer zeitversetzten Gabe beider
Anaphylatoxine.

Gut vereinbar mit einer protektiven, regenerativen Wirkung von C3a ist dabei die Uberlegung,
dass eine anhaltende Aktivierung des C3a-Rezeptors dazu fiihren konnte, eine folgende Wirkung
iiber den C5a-Rezeptor (teilweise) zu unterdriicken.

Diese interagierende Wirkung von C3a und C5a gilt dariiberhinaus nicht nur in Bezug auf
intrazelluldares Ca”*. Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe zeigen, dass es auch auf Proteinebene
dhnliche Hinweise nicht einfach additiver Effekte der beiden Anaphylatoxine gibt: Im Western
Blot sind die Akt- und Cav1.3-Ca?*-Kanal-Phosphorylierung durch simultane Gabe von C3a und
C5a vergleichend zur alleinigen Gabe signifikant geringer.

Im immunprivilegierten, gesunden Auge soll gleichzeitig eine geregelte Immunabwehr bei
ausreichender Immunsuppression gegeben sein. Dies wird hauptsidchlich durch die Interaktion
zwischen einem lokalem Komplementsystem und dem RPE erreicht. So kann das RPE,
vergleichbar mit einer Immunzelle, pridzise auf unterschiedliche , ,Aktivititslevel des
Komplementsystems reagieren.

Interessanterweise exprimieren RPE-Zellen, dhnlich wie T-Zellen, die Transkriptionsfaktoren
FoxP3 und FOXO1. Die beiden Anaphylatoxine C3a und C5a bewirken jeweils eine erhohte
Aktivierung und so wohl auch langfristigere Funktionsverdnderungen. Dabei zeigte sich, dass
die ausgelosten Verdnderungen durch C5a grofer als durch C3a sind. Die kombinierte Gabe von
C3a und C5a fiihrte zur weiteren Erhdhung der FOXO1-Phosphorylierung, FoxP3 war dadurch
hingegen nicht vermehrt phosphoryliert. Alle genannten Effekte der vermehrten Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren sind Ca?*-abhdngig, da auch CREB (Ca?" response element binding
protein) aktiviert wurde.

Auf mRNA-Ebene zeigt sich eine ausschlieBlich durch die gemeinsame Applikation von C3a
und C5a reduzierte C3-Expression, andere Gene (C5, C3aR, C5aR) waren in der qPCR durch
beide Anaphylatoxine einzeln oder gemeinsam nicht veridndert nachweisbar.

Die Sekretion von IL-8 und VEGF ist nur durch eine kombinierte Gabe von C3a und C5a
verdndert, sie ist erhoht nachweisbar und scheint stark abhingig von der Aktivitidt der PI3-
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Kinase. C3a oder C5a alleine fiihren nicht zu Verdnderungen im Sekretionsverhalten der
genannten Faktoren.

In der angefertigten Arbeit wurden ausschlieSlich Ca?*-Signale untersucht; die Effekte des TCC
auf Protein-, Genexpressions- und Sekretionsebene werden Gegenstand zukiinftiger
Untersuchungen sein.

RPE-Zellen reagieren, wie zuvor beschrieben, spezifisch und vielfiltig auf Umgebungseinfliisse
(u.a. Komplementproteine des TCC); eine wichtige Rolle spielen dabei intrazellulire Ca®*-
Verdnderungen.

In in-vitro-Experimenten, in denen o.g. Messungen mit NHS an NHS-vorbehandelten RPE-
Zellen ( = Prastimulation fiir 24h) durchgefiihrt wurden, zeigten sich folgende Effekte:

1. Ca?’-Imaging: signifikant erhohte Plateauphase

2. Genexpression: Hochregulation der C3aR-Expression, Herunterregulation CFH-Expression

Dies zeigt, dass sich das RPE sehr gezielt auf eine weitere, ggf. zu erwartende, verstirkte
Komplement-Exposition vorbereiten kann. Es wird durch ansteigendes Ca?" und erhohte C3aR-,
C5aR- bzw. geringere CFH-Expression ,,sensitiver* gegeniiber seiner Umgebung.

Insgesamt bestétigt sich, dass das RPE nicht passiv aktiviertem Komplement ausgesetzt ist,
sondern aktiv mit den einzelnen Komponenten interagiert. Es wurde bereits nachgewiesen, dass
Komplementproteine bei AMD-Patienten auch im Blut erhoht nachweisbar sind (39), sodass eine
Adaptation des RPE auch diesbeziiglich sinnvoll erscheint.

Dabei bildet es zum einen eine Art Verteidigungslinie: So werden eine liberméfBige Anlagerung
des TCC bzw. eine Lyse der Zelle verhindert, in Wechselwirkung mit C3a entsteht ein
protektives, regeneratives Umfeld, RPE-Zellen tragen zum Immunprivileg des Auges bei und
werden durch Komplementbestandteile {iberlebensfahiger gegentiber oxidativem Stress (88).
Zum anderen scheint ein ,,shift“ der Komplementkaskade mit zunehmender Aktivitdt von C5a
und des TCC (pro-) inflammatorische bzw. pro-angiogene (u.a. Sekretion IL-8, VEGF) Prozesse
fordern zu konnen.

Im Bereich der Plateauphase der Ca?*-Antwort findet eine durch den TCC induzierte, langer

anhaltende, Aktivierung von L-Typ-Ca?"-Kanélen statt.
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Man koénnte spekulieren, dass gerade durch ein solches konstanteres Ca?*-Signal mittel- bis
langfristig auch ein Switch im Phénotyp zwischen anti- zu pro-inflammatorisch zumindest
begiinstigt oder eingeleitet wird.
Eine vermehrte Aktivitit von C5a bzw. des TCC fiihrt zu einer gesteigerten Phosphorylierung
der porenbildenden Cavl.3.-Untereinheit des L-Typ-Ca?*-Kanals (88,123) und so auch zur
erhohten VEGF-Sekretion (86).
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6.4.3 Wirkung auf das RPE: pro- vs. anti-angiogen

VEGEF spielt als wichtigster Angiogenese-Faktor (PIGF, PDGF u.a.) primédr eine wichtige Rolle
fiir die Gefalphysiologie (z.B. Embryogenese) und tragt iiber Stickstoffmonoxid (Vasodilatation,
GefaBpermeabilitidt -> chorioidale Sauerstoffversorgung der dufleren Netzhaut) zur Zell- und
Gewebe-Erhaltung bei. Pathologien, welche zu Hypoxie und Inflammation fiihren, sind mit
erhohter VEGF-Expression und krankhafter Neovaskularisation assoziiert.

Cortright et al. zeigen (s.0.), dass die VEGF-Expression an ARPE-19-Zellen ausschlieBlich durch
C5a gesteigert wird (127), wohingegen Nozaki et al. im Mausmodell bzw. an primiren RPE-
Zellen eine durch C3a und C5a induzierte VEGF-Erhohung nachweisen. Des Weiteren war an
entsprechenden double-knock-out-Méiusen die Ausbildung einer CNV signifikant geringer
ausgepragt (83). Vermehrt finden sich allerdings auch Modelle, die auf eine regenerative
Wirkung von C3a hinweisen (135).

Oxidativer Stress fithrt an RPE-Zellen iiber Blockade von CD55, CD59 und CFH zur
gesteigerten Aktivitit des Komplementsystems, wodurch Ca?"-abhingig erhohte VEGF-Level
resultieren (87).

In dieser Arbeit wurde bereits vielfach die durch den ,sublytic MAC* induzierte VEGF-
Expression beschrieben. Hierbei wurde u.a. gezeigt, dass nicht die basale, stetige, sondern die
stimulierte, angeregte Freisetzung von VEGF gesteigert wird (84,123).

Komponenten des Immunsystems spielen eine bedeutende Rolle in der VEGF-abhingigen
Angiogenese. Uber Makrophagen kénnen C3 und C5a dabei im Mausmodell auch anti-angiogen
wirken und retinale Neovaskularisationen reduzieren; ein Fehlen von Complementfaktor B
fiihrte zur vermehrten Geféalneubildung.

Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dass Makrophagen in ihrer Funktion von pro-
inflammatorisch, anti-angiogen (MI1-Makrophagen) zu pro-angiogen (M2-Makrophagen)
iibergehen und somit im AMD-Tiermodell eine erhohte CNV-Genese begiinstigen kdnnen (60).
Eine Reduktion von Monozyten in der dufleren Netzhaut vermindert auch die GroBe chorioidaler

Neovaskularisationen (131)
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6.4.4 Therapieansitze AMD

Im abschlieBenden Kapitel werden Therapieiiberlegungen und -ansétze hinsichtlich der AMD
diskutiert, die im Zusammenhang mit einer Beeinflussung des Komplementsystems stehen.
Grundlage der aktuellen Therapie ist die wiederholte intravitreale Injektion von anti-VEGF-
Wirkstoffen, welche unter Beriicksichtigung einiger Uberlegungen als zu starres,
eindimensionales Konzept erscheint.

Wie in den vorangegangenen Kapiteln bereits ausfiihrlich dargestellt, scheinen
Komplementproteine (v.a. C5a und TCC) in vitro oder am Tiermodell iiber erhéhtes VEGF zur
pathologischen Angiogenese beitragen zu konnen. Es existieren zahlreiche laborexperimentelle
bzw. erste klinische Therapieversuche. Zum grofiten Teil geht es, mangels bisher zugelassener
Wirkstofte, um die Entwicklung einer besseren Behandlung der geographischen Atrophie.
Lampalizumab (Antigen-bindendes Antikdrperfragment gegen CFD) galt unter zahlreichen
Kandidaten, die an Komplementproteinen ansetzen, lange Zeit als sehr vielversprechend, war
allerdings in Phase III-Studien beziiglich Progredienz einer geographischen Atrophie einer
Scheinbehandlung nicht iiberlegen (134).

In Bezug auf die exsudative AMD fiihrte die intravitreale Injektion eines C5a-Inhibitors am
Mausmodell zum Riickgang von Neovaskularisationen bzw. einer Gefallleckage (133). Ebenso
am Mausmodell konnte durch einen intravends applizierten, CFH-basierten Inhibitor die Grof3e
der entstandenen CNV verkleinert werden (125). Vorteil konnte die direktere Wirkung an der
Choriokapillaris sein; trotz systemischer Gabe miisste eine lokale Wirkung sichergestellt werden.
Problematisch, und bei bisherigen Therapeutika nicht ausreichend beriicksichtigt, konnte sein,
dass Komplementproteine jeweils unterschiedliche, teils auch gegensitzliche, Effekte auf VEGF-
abhingige Angiogenese besitzen (vgl. Kap. 6.4.3).

Dariiberhinaus kann sich die Wirkung der Komplementproteine konzentrationsabhéngig stark
unterscheiden (u.a. C3a) (135). Eine geringgradige Immunaktivitit wird als vorteilhaft
angesehen, da degenerierte Zellen bzw. Pathogene kontinuierlich entfernt werden miissen. Daher
erscheint eine strikte Blockade einzelner Komponenten des Komplementsystems in Anbetracht
komplexer, vielfiltiger Interaktionen (v.a. des Faktors C3a, ggf. konzentrationsabhingig) als

nicht ideal, da so regeneratives Potenzial der Anaphylatoxine nicht genutzt werden kann.
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Da VEGF auch sehr wichtige physiologische Funktionen zur Erhaltung der Homdostase des
Auges einnimmt (u.a. Neuroprotektion), kann eine anti-VEGF-Therapie trotz gutem Ansprechen
mittel- bis langfristig zu zunehmender Zellatrophie bzw. Sehverschlechterung fithren (130).
VEGF konnte, in Abhédngigkeit von intrazellulirem Ca?" bzw. der Aktivitdt der
Komplementproteine, erst ab einem bestimmten Konzentrationslevel pathologische
Verdnderungen verursachen und davor gefal3protektive Eigenschaften besitzen.

Von Bedeutung scheint daher ein optimal dosiertes, gleichzeitig modulierendes Eingreifen in den
Komplement- bzw. VEGF-Stoffwechsel zu sein.

Bisher weniger untersucht ist, welche Auswirkungen Komplementproteine am Entstehungsort
pathologischer Neovaskularisationen selbst, der Choriokapillaris, besitzen. Hierzu gibt es
Uberlegungen, dass sich der TCC dort, aufgrund fehlender Oberflicheninhibitoren, im Verlauf
des Lebens zunehmend anlagert, zur Lyse der Zellen bzw. Atrophie des Gewebes fiihrt und die
AMD-Genese so primir verursacht (52).

Letztendlich sind die bisherigen Therapieversuche bzgl. AMD, welche die Beeinflussung der
Komplementkaskade als Ansatz verfolgten, als eher enttduschend zu werten. Meiner Meinung
nach sind dazu folgende Uberlegungen wichtig:

Die beiden Konvertaselevel (C3- und C5-Ebene) und ihre spezifischen Reaktionsprodukte
besitzen nicht alle die gleichen, verstirkenden Effekte von Entziindung.

Wir wissen dariiberhinaus nicht, auf welchem Konvertaselevel die AMD l4uft. Smith et al. (95)
beschreiben, dass es Typen von Komplement-abhingigen Nierenerkrankungen gibt, die
ausschlieBlich auf der C3-Ebene ablaufen; andere wiederum sind auf die C5-Ebene
iibergegangen. Fiir die diesbeziigliche Behandlung der AMD wiére das Wissen liber die Art der
Konvertase-Aktivierung von grof3er Wichtigkeit.

Den bisherigen Therapieversuchen lag die Idee zugrunde, dass die Komplementkaskade strikt
und unauthaltsam von A nach B ablduft. Die Antagonisierung eines Komplementfaktors hat aber,
wie in dieser Arbeit gezeigt (vgl. Kap. XY), nicht einfach eine Unterbrechung der Kaskade zur
Folge. Vielmehr kommt es zur Verschiebung der Zusammensetzung restlicher, aktiver

Komplementfaktoren und somit zum verédnderten Ablauf der Komplementkaskade.
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Die Wirkung der Komplementproteine konnte auch abhédngig vom Aktivitdtszustand der
Zielzellen sein. So konnte bei Patienten ein RPE existieren, das teilweise in der Schutzfunktion
ist und parallel dazu bereits den ,,Switch* vollzogen hat.

Dartiberhinaus ist es so, dass bei Patienten das Komplementsystem bereits seit Jahrzehnten wirkt
und ein neues immunologisches ,,Environment* erzeugt hat. Zellen haben damit einhergehend
ihren Phéinotyp bereits geédndert (RPE-Zellen, Immunzellen etc.) und das pro-inflammatorische
Level ist wahrscheinlich nicht mehr umzukehren. Ein sinnvollerer Ansatzpunkt konnte dann
sein, zu verstehen, welche Zellinderungen eingetreten sind und ob diese umgekehrt werden
konnen (ggf. unabhédngig vom Komplementsystem).

Zusammenfassend miissen alle bisherigen Therapieansitze als zu grobe oder zu spéte Eingriffe
in den VEGF-Stoffwechsel bzw. das Komplement-System gewertet werden. Ein noch préziseres,
besseres Verstandnis der Rolle der jeweiligen Bestandteile des Komplement-Systems, v.a. in der
komplexen Krankheitsentstehung der AMD, wiirde hier entscheidend helfen, geeignetere Targets

zu finden.
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8. Eidesstattliche Versicherung und Anteilserklirung

,»Ich, Christian Friedrich Huber, versichere an Eides statt durch meine eigenhidndige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,,Komplement-induzierte Kalziumsignale
am retinalen Pigmentepithel vor dem Hintergrund der altersbedingten
Makuladegeneration (,,Complement-induced calcium signals on the retinal pigment epithelium
against the background of age-related macular degeneration®) selbststindig und ohne nicht
offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und
Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortrdgen anderer
Autoren/innen beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die Abschnitte
zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung)
und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) werden von mir

verantwortet.

[Fiir den Fall, dass Sie die Forschung fiir Thre Promotion ganz oder teilweise in Gruppenarbeit
durchgefiihrt haben:] Ich versichere ferner, dass ich die in Zusammenarbeit mit anderen
Personen generierten Daten, Datenauswertungen und Schlussfolgerungen korrekt
gekennzeichnet und meinen eigenen Beitrag sowie die Beitrdge anderer Personen korrekt
kenntlich gemacht habe (sieche Anteilserklirung). Texte oder Textteile, die gemeinsam mit

anderen erstellt oder verwendet wurden, habe ich korrekt kenntlich gemacht.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die in der
untenstehenden gemeinsamen Erkldarung mit dem Erstbetreuer angegeben sind. Fiir sdmtliche im
Rahmen der Dissertation entstandenen Publikationen wurden die Richtlinien des ICMIJE
(International Committee of Medical Journal Editors; www.icmje.og) zur Autorenschaft
eingehalten. Ich erkldre ferner, dass ich mich zur Einhaltung der Satzung der Charité¢ —

Universitdtsmedizin Berlin zur Sicherung Guter Wissenschaftlicher Praxis verpflichte.

Weiterhin versichere ich, dass ich diese Dissertation weder in gleicher noch in dhnlicher Form

bereits an einer anderen Fakultét eingereicht habe.
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unwahren eidesstattlichen Versicherung (§§156, 161 des Strafgesetzbuches) sind mir bekannt
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