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1 Einleitung

Die altersabhangige Makuladegeneration (AMD) ist die haufigste Erblindungsursache in
den westlichen Industrienationen. Im Alter zwischen 55 und 64 Jahren zeigen 40,8%
erste Zeichen einer frihen AMD und ab 85 Jahren 52,6% (Vingerling et al., 1995).

Die visusrelevante Spatform der AMD hat eine Pravalenz von 0,05% vor dem 50.
Lebensjahr und steigt auf 1,8% nach dem 80. Lebensjahr an. Allein in den USA sind
1,75 Millionen Menschen an einem fortgeschrittenen Stadium der AMD erkrankt. Nach
neuen Schatzungen wird die Pravalenz der spaten AMD bis zum Jahr 2020
wahrscheinlich um weitere 50% ansteigen (Friedman et al., 2004).

Es handelt sich bei der AMD um eine Erkrankung, bei der die Stelle des scharfsten
Sehens der Netzhaut, die Makula, zunehmend zerstért wird. Dies bedeutet oft
erhebliche Einschrankung der Lebensqualitdt der Patienten, da viele Aktivitdten des
taglichen Lebens nicht mehr oder nur noch eingeschrankt méglich sind (Williams et al.,
1998). Die Wahrscheinlichkeit, an einer Depression zu erkranken, ist bei Patienten mit
AMD doppelt so hoch wie bei gesunden gleichaltrigen Vergleichspersonen (Mitchell and
Bradley, 2006).

Drei groBe populationsbezogene Kohortenstudien, die Beaver Dam Eye Study, die Blue
Mountains Eye Study und die Rotterdam Study, untersuchen die Inzidenz, Progression
und Assoziation zwischen Erkrankung und Risikofaktoren der AMD. Um mdgliche
Risikofaktoren zu identifizieren, wurden im Rahmen dieser Studien unter anderem der
Raucherstatus, das Geschlecht, der body mass index (BMI) und die Irisfarbe untersucht.
Neben dem Alter ergab sich nur fir das Rauchen eine signifikante Assoziation mit einem
erhéhten Erkrankungsrisiko in allen drei Studien (Mitchell et al., 2002b; Smith et al.,
2001; Tomany et al., 2004). Aufgrund von familienbasierten epidemiologischen Studien
geht man davon aus, dass die AMD zu einem hohen Prozentsatz auf genetische
Ursachen zurlckzufiihren ist (Hammond et al., 2002; Klaver et al., 1998; Meyers, 1994;
Seddon et al., 2005a). Bereits 1983 zeigte sich in einer Fall-Kontroll-Studie, dass die
Entwicklung einer AMD in engem Zusammenhang mit einer positiven
Familienanamnese steht (Hyman et al., 1983). Klaver et al. zeigten, dass Verwandte
ersten Grades eines an AMD erkrankten Patienten ein erhdhtes Lebenszeitrisiko im

Vergleich zu Personen aus Familien ohne diese Krankheit haben (Klaver et al., 1998).



Im Rahmen von Zwillingsstudien wurde eine hohe Konkordanz bezlglich des Vorliegens
einer AMD bei eineiigen Zwillingen gefunden, was ebenfalls auf eine signifikante
Beteiligung genetischer Faktoren an der AMD Pathogenese hindeutet (de Jong et al.,
1997; Hammond et al., 2002; Klaver et al., 1998; Meyers, 1994; Scholl et al., 2007;
Seddon et al., 1997). GemaB einer 2005 verdéffentlichten Studie an ein- und zweieiigen
Zwillingen mit Informationen aus dem ,National Academy of Sciences-National
Research Council World War |l Veteran Twin Registry“ (siehe 1.3) wird der Anteil
erblicher Faktoren der altersabhdngigen Makuladegeneration auf 46 bis 71% geschatzt
(Seddon et al., 2005a).

Bei der immunhistologischen Untersuchung von Drusen (siehe 1.4.1), welche gehauft
bei der Frihform der Makuladegeneration vorkommen, fand man unter anderem
Ablagerungen von Komplementfaktoren, Immunglobulinen und ,Human leukocyte
antigen® DR (HLA DR). Diese Bestandteile deuten auf eine Beteiligung von
immunologischen Prozessen an der AMD-Pathogenese hin (Anderson et al., 2002;
Hageman et al., 2001; Mullins et al., 2000).

Die Lokalisation und Aufschlisselung der verantwortlichen Gene rlckt bei immer mehr
erblichen Erkrankungen in den Vordergrund (Hoh and Ott, 2004).

Im Rahmen von Genom-weiten Kopplungsanalysen ergab sich fir verschiedene Genloki
auf unterschiedlichen Chromosomen ein méglicher Zusammenhang zur AMD (10926,
1q, 2p, 3p, 16) (Fisher et al., 2005).

Bei der Analyse von Genen, die fiir Proteine des Komplementsystems kodieren, konnte
ein Polymorphismus im Gen des Komplementfaktors H (CFH) (Chromosom 1q)
identifiziert werden, der betrachtlich zum Risiko, eine AMD zu entwickeln, beitragt. Die
Risikovariante Y402H, fihrt zu einem Austausch der Aminosaure Tyrosin durch Histidin
(Edwards et al., 2005; Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; Klein et al., 2005b;
Scholl et al., 2005).

Das Komplementsystem stellt eine Schnittstelle zwischen dem angeborenen und dem
erworbenen Immunsystem dar und schiitzt den Kérper unter anderem vor bakteriellen
Infektionen. Zum Schutz des Korpers gegen eindringende Pathogene ist das
Komplementsystem standig aktiviert und es bedarf genauer Regulationsmechanismen,
um einen Angriff auf koérpereigene Zellen zu verhindern. Teil dieser



Regulationsmechanismen ist CFH, welches eine UberschieBende
Komplementaktivierung verhindert (Walport, 2001).

Neben dem Polymorphismus im CFH-Gen wurden weitere genetische Varianten in
anderen Komplementfaktoren gefunden. Polymorphismen in den Genen von Faktor B,
C2 und C3 sind ebenfalls mit einem erhdhten bzw. erniedrigten Risiko, eine AMD zu
entwickeln, assoziiert (Gold et al., 2006; Maller et al., 2007; Sivaprasad et al., 2007;
Yates et al., 2007).

Weil demnach genetische Varianten in Komplementgenen mit der Erkrankung assoziiert
sind und sich auch lokale Anzeichen einer komplementvermittelten Immunreaktion
finden, erscheint es mdglich, wenn nicht sogar wahrscheinlich, dass eine systemische
Komplementaktivierung bei der AMD vorliegt. Dies ist bisher aber nicht gezeigt worden.
Bisher ist auch nicht bekannt, ob die genetischen Polymorphismen Auswirkungen auf
die Komplementaktivierung auf Proteinebene haben.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher die Plasmakonzentrationen von
Proteinen der Komplementkaskade bei AMD-Patienten sowie Kontrollpersonen
bestimmt. Weiterhin wird der mdégliche Zusammenhang der bekannten genetischen
Polymorphismen sowohl mit dem Kklinischen Phéanotyp als auch mit der
Plasmakonzentration der Komplement-Proteine untersucht.

1.1 Anatomische Grundlagen

Die altersabhé&ngige Makuladegeneration ist eine Erkrankung, welche das Zentrum der
Netzhaut betrifft, wodurch es meist zu erheblichen und irreversiblen Stérungen der
Sehscharfe und des zentralen Sehens kommt (Bird et al., 1995).

In der Netzhaut wird der Lichtreiz Ober Photorezeptoren (Stdbchen und Zapfen)
aufgenommen. An diese grenzt das retinale Pigmentepithel, darauf wiederum die
Bruch'sche Membran.

Im Zentrum der Retina findet man den gelben Fleck, die Makula lutea. Diese enthalt
eine kleine trichterférmige Vertiefung, die Fovea centralis, und bildet den Netzhautbezirk

mit der gr6Bten Sehscharfe.



Ursachlich fir die hohe Sehscharfe in diesem Bereich ist unter anderem, dass in der
Fovea ausschlieBlich Zapfen und keine Stabchen vorkommen. Die Zapfen sind
schlanker geformt als in anderen Bereichen der Retina und erreichen mit einer Anzahl
von 147.000/mm?2 ihre h6chste Dichte. Die Uber der Retina liegenden Schichten sind im
Bereich der Fovea an den Rand verlagert, so dass im Zentrum der Sehgrube, der
Foveola, die Zapfen frei liegen und ein eintreffender Lichtstrahl ohne Abschwéachung
durch dariber liegende Schichten auf die Photorezeptoren féllt, was zu einer weiteren
Verbesserung der Sehschérfe fuhrt (Rager and van der Zypen, 1994).

Da es bei der altersabhangigen Makuladegeneration zu einer Zerstbrung dieses
Netzhautzentrums kommt, erklart sich der zum Teil erhebliche Visusverlust der
Patienten.

1.2 Epidemiologie

Die AMD ist die fuhrende Ursache fir Erblindung im Alter in den westlichen
Industrienationen. Nach Schatzungen der ,AMD Alliance International® sind allein in
Deutschland 4,5 Millionen Menschen daran erkrankt.

In einer populations-basierten europaischen Studie zur Epidemiologie der AMD
(,Rotterdam Study*) zeigten sich bei Probanden im Alter zwischen 55 und 64 Jahren bei
40,8% Zeichen einer frihen AMD und bei Probanden ab dem 85. Lebensjahr bei 52,6%
(Vingerling et al., 1995). Die Spatform der AMD, die fir das Sehvermdgen der Patienten
viel relevanter ist, weist vor dem 50. Lebensjahr in den westlichen Industrienationen eine
Pravalenz von 0,05% auf, steigt aber auf 11,8% nach dem 80. Lebensjahr an (Friedman
et al., 2004).

Die 2-dahres-Inzidenz einer spaten AMD lag bei den Probanden ab 55 Jahren bei 0,2%,
wahrend ab einem Alter von 85 Jahren die Inzidenz auf 1,8 % gestiegen war (Klaver et
al., 2001).

Aufgrund  demographischer  Entwicklungen  einschlieBlich  der  steigenden
Lebenserwartung wird die Anzahl der AMD Patienten weiter zunehmen, so dass man im
Jahr 2020 von einer um 50% angestiegenen Pravalenz der spaten AMD ausgeht
(Friedman et al., 2004).
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1.3 Atiologie

Die Ursache fur diese Erkrankung ist noch nicht hinreichend erforscht. Es sind sowohl
externe Umwelteinflliisse, als auch genetische Faktoren beteiligt, die zu Veranderungen
in dem Komplex aus zentraler Netzhaut, retinalem Pigmentepithel (RPE), Bruch'scher
Membran und Choriokapillaris flhren.

Im Rahmen von drei groBen epidemiologischen Studien (der Beaver Dam Eye Study,
der Blue Mountains Eye Study und der Rotterdam Study) hat sich gezeigt, dass zu den
wichtigsten Risikofaktoren flur die Entwicklung einer AMD das Alter und eine positive
Familienanamnese gehéren (Mitchell et al., 2002a; Smith et al., 2001).

Als exogene Risikofaktoren wurden das Rauchen, Zugehoérigkeit zum weiblichen
Geschlecht und zur weiBen Rasse, Irisfarbe, erhdhte Lichtexposition sowie
Erndhrungsgewohnheiten in Betracht gezogen. Allein das Rauchen konnte in praktisch
allen Studien als exogener Risikofaktor bestéatigt werden (Evans, 2001; Tomany et al.,
2004).

In einer Fall-Kontroll-Studie von 1983 zeigte sich bereits ein Zusammenhang zwischen
der Erkrankung und einer positiven Familienanamnese (Hyman et al., 1983). In groBen,
familienbasierten epidemiologischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass die
AMD eine bedeutende genetische Komponente besitzt (Hammond et al., 2002; Klaver et
al., 1998; Meyers, 1994; Seddon et al., 2005a). Verwandte ersten Grades eines an AMD
erkrankten Patienten haben ein erhdhtes Lebenszeitrisiko und erkranken friher im
Vergleich zu Personen aus Familien ohne diese Erkrankung (Klaver et al., 1998). Bei
der Untersuchung von eineiigen Zwillingen konnte eine groBe Ubereinstimmung des
Phéanotyps der Makulae gefunden werden (Hammond et al.,, 2002; Meyers, 1994).
Seddon et al. veréffentlichten 2005 die US-Zwillingsstudie zur AMD. Es handelt sich
hierbei um eine Heritabilitidtsschatzung, das heiBt die Schatzung des Anteils erblicher
Faktoren (gegeniber Umweltfaktoren), und dieser wurde fur die AMD auf 46 bis 71%
geschatzt. Die Daten erhielten Seddon und Mitarbeiter aus dem ,National Academy of
Sciences-National Research Council World War |l Veteran Twin Registry®, welches
Informationen Uber 15.924 weiBe mannliche Zwillingspaare enthalt, die in den US-
Streitkraften dienten und zwischen 1917 und 1927 geboren worden waren. In die Studie

wurden 440 eineiige und 400 zweieiige Zwillinge eingeschlossen. Die Zwillinge wurden
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hinsichtlich einer Erkrankung an AMD untersucht und mit dem jeweiligen anderen
Zwilling verglichen. Die Erblichkeit einer ausgepragten frGhen und der spaten AMD
zusammen lieB sich auf 67% schéatzen, wahrend die Erblichkeit flr die spate Form
alleine auf 71% geschatzt wurde (Seddon et al., 2005a).
Bereits seit langerer Zeit gab es Hinweise, dass immunologische Prozesse an der
Entstehung von Drusen beteiligt sind. Bei der immunhistologischen Untersuchung von
Drusen konnten unter anderem die folgenden Drusenbestandteile identifiziert werden:
Proteine, die mit der Blutgerinnung und Fibrinolyse in Zusammenhang stehen
(Faktor X, Thrombin, und Fibrinogen)
Akute Phase Proteine (Vitronectin, a1-Antichymotrypsin, CRP und ein Bestandteil
von Amyloid P)
Komplementfaktoren (C3/C3d, C5, C5b-9)
(Anderson et al., 2002; Mullins et al., 2000)
Nach einem Modell von Hageman et al. spielen die dendritischen Zellen eine
Schllsselrolle bei der Drusenentstehung. Damit dendritische Zellen zu einem
Zellschaden migrieren, missen sie unter anderem durch Chemokine, Zytokine sowie
Komplementaktivierungsprodukte rekrutiert, aktiviert und dirigiert werden. Nach diesem
Modell kommt es nach einer lokalen Schadigung des RPE zu einer Freisetzung von
Chemokinen sowie zur Aktivierung und Rekrutierung von dendritischen Zellen. Diese
senden ihre Fortsdtze in den Lasionsbereich aus. Dies kénnte zur Freisetzung von
immunmodulierenden Molekllen von RPE Zellen fihren, die moglicherweise einen
entstehenden Schaden durch die dendritischen Zellen begrenzen. Durch die
Akkumulation von Molekullen und Entziindungszellen kdnnte es zu der Entstehung einer
Druse kommen. Wenn sich die dendritischen Zellen wieder zuriickziehen, bleiben haufig
die HLA-DR-positiven Uberreste zuriick, welche sich immunhistochemisch in Drusen
nachweisen lassen.
Hageman et al. vermuteten, dass die geschilderten Abldufe zu einer lokalen,
chronischen Entziindung flhren, welche jahrelang persistiert. Bereits 2001 spekulierte
die Gruppe, dass dem chronischen Entziindungsprozess eine genetische Pradisposition
zugrunde liegen kdnnte und dass inflammatorische Prozesse eine entscheidende Rolle

in der Entstehung von Drusen spielen (Hageman et al., 2001).
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Hageman et al. entdeckten bei der immunhistochemischen Untersuchung von
Spenderaugen von AMD-Patienten eine intensive und spezifische CFH-Immunreaktivitat
in Drusen, sowie unterhalb des RPE und in chorioidalen Kapillaren. Die Immunreaktivitat
war bei AMD-Spenderaugen starker ausgepragt als bei Kontrollaugen. Dartber hinaus
zeigte sich eine haufig auftretende Kolokalisation von CFH mit C3d und dem Membran-
Angriffs-Komplex C5b-9 in Drusen (Hageman et al., 2005).

Da aufgrund der Drusenbestandteile ein Zusammenhang zwischen der AMD und
immunologischen Prozessen vermutet wurde, lag der Schluss nahe, die fur die
einzelnen Komplementfaktoren verantwortlichen Gene zu betrachten. Vier unabhangige
Studien konnten einen Zusammenhang zwischen der Erkrankung und einem
Polymorphismus auf Chromosom 1 feststellen. Dort findet sich das Gen fir den
Komplementfaktor H, bei dem es sich um einen Regulator im alternativen
Aktivierungsweg des Komplementsystems handelt. In diesem Gen zeigte sich ein
hochsignifikantes Risikoallel, Y402H (Edwards et al., 2005; Hageman et al., 2005;
Haines et al., 2005; Klein et al., 2005b).

Man geht davon aus, dass das Risiko, an einer AMD zu erkranken, fir homozygote
Trager des Allels bis zu 7,4fach erhéht ist (Klein et al., 2005b; Scholl et al., 2007).

Gold et al. fand 2006 eine signifikante Assoziation zwischen dem Risiko, eine AMD zu
entwickeln, und Varianten in den Genen, die fir Komplementfaktor C2 und Faktor B
kodieren. Die Varianten L9H (rs4151667) und R32Q (rs641153) im Faktor B-Gen sowie
E318D (rs9332739) und der SNP rs547154 im C2-Gen zeigten eine Assoziation mit
einem erniedrigtem Risiko fir AMD (Gold et al., 2006).

Zudem konnte gezeigt werden, dass der SNP rs2230199 im Gen fir Komplementfaktor
C3 signifikant mit dem AMD-Risiko assoziiert ist (Yates et al., 2007).
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1.4 Klassifikation der altersabhangigen Makuladegeneration

Die altersabhéangige Makuladegeneration ist die haufigste Erkrankung im Bereich der
Makula.
Die Diagnose einer AMD wird gestellt, wenn eine oder mehrere der folgenden
Veranderungen im Makulabereich gefunden werden ohne Hinweis auf eine sekundére
Ursache fir diese Pathologien:

Weiche Drusen

Hyper- und Hypopigmentierungen

Zeichen einer Spatform der AMD (Bird et al., 1995).
Man muss zwischen einer trockenen Frihform, bei der nur weiche Drusen oder Hyper-
und Hypopigmentierungen vorliegen, und der Spéatform der AMD unterscheiden. Die
Spatform kommt in zwei verschiedenen Phanotypen vor, als trockene Form
(geografische Atrophie, GA) und als feuchte Form (chorioidale Neovaskularisation,
CNV) (Holz et al., 2004).

1.4.1 Friuhe altersabhangige Makuladegeneration

Bei der frihen AMD finden sich Drusen sowie Hyper- und Hypopigmentierungen, welche
die Sehkraft meistens noch nicht einschranken.
Drusen befinden sich zwischen der Basallamina des retinalen Pigmentepithels und der
inneren Seite der Bruch’schen Membran.
Bird et al. schlugen 1995 ein Schema zur einheitlichen Klassifizierung der AMD vor.
Danach werden Drusen nach den folgenden Punkten klassifiziert:
Drusenmorphologie (harte Drusen <125um, intermediare, weiche Drusen >63
<125um, groBe, weiche, deutlich begrenzte Drusen >125um, groBe, weiche, nicht
deutlich begrenzte Drusen >125um)
Vorherrschender Drusentyp
Drusenanzahl (1-9, 10-19, >20)
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DrusengréBe (<63um, >63um <125um >125um <175um, >175um <250um,
>250um)
Hauptlokalisationsort der Drusen (im Bereich der Fovea oder weiter peripher)
Flache, die von Drusen bedeckt ist
Hyper- und Hypopigmentierungen werden nach den folgenden Punkten klassifiziert:
Hyperpigmentierung (Flache <63um, >63um)
Hypopigmentierung (Flache <63um, >63um)
Hauptlokalisation der Hyper-/ Hypopigmentierungen (im Bereich der Fovea oder
weiter peripher)
Bei der Einteilung nach der Morphologie unterscheiden Bird et al. zwischen harten und
weichen Drusen. Bei den harten Drusen handelt es sich um kleine (< 63 pm), nodulare
Ablagerungen, bei denen das Risiko, an einer Spatform der AMD zu erkranken, gering
ist. Allerdings konnte im Rahmen der Beaver Dam Eye Study gezeigt werden, dass es
bei Probanden mit 8 oder mehr harten Drusen innerhalb von zehn Jahren ein erhdhtes
Risiko fur das Auftreten weicher Drusen und flr Pigmentveranderungen gibt. Im
Vergleich mit Probanden, die nur ein bis zwei harte Drusen hatten, stieg die 10-Jahres
Inzidenz fur weiche Drusen von 6,7 auf 12,3% und flr Pigmentveranderungen von 1,7
auf 4,9%.
Weiche Drusen sind meistens gréBer und haben keine so scharfe Begrenzung wie harte
Drusen. Weiche Drusen kénnen sich mit der Zeit vergréBern und konfluieren. Das
Risiko, an einer Spatform der AMD zu erkranken, ist klar erhéht (Klein et al., 2002). Bei
Patienten mit bilateralen Drusen fand man eine jahrliche Inzidenz fir GA oder CNV von

ungefahr 8% Uber einen Beobachtungszeitraum von 3 Jahren (Holz et al., 1994).
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Abbildung 1 - Fundusfotographien von Patienten mit weichen Drusen (linkes Bild) sowie Hypo-
und Hyperpigmentierungen (rechtes Bild) (Gass, 1998)

1.4.2 Geographische Atrophie

Diese Form der trockenen AMD beruht auf Zelluntergangen im retinalen Pigmentepithel.
Es kommt zu einer Atrophie der dariber liegenden Photorezeptoren und der Lamina
chorioidocapillaris der Aderhaut (Donoso et al., 2006).

Die trockene Spatform der AMD tritt sowohl primér, als auch sekundar, z.B. nach
Involution einer CNV, auf.

Zu den normalen Altersveranderungen gehért eine Akkumulation von Lipofuszin in den
Pigmentepithelzellen. Eine gesteigerte Lipofuszinakkumulation kann den Untergang von
Pigmentepithelzellen bedeuten.

AuBerdem wird durch die Ausbildung von Drusen die Versorgung des Pigmentepithels
durch die Aderhaut erschwert. Es kommt zu einer Dekompensation der an sich im Alter
physiologischen Veranderungen und zu vermehrtem Zelltod.

Diese Veranderungen manifestieren sich im Bild der geographischen Atrophie.

An den Stellen, an denen Pigmentepithel zugrunde gegangen ist, findet man
depigmentierte Areale, wahrend es am Rand der Atrophie oft durch Proliferation und
freigesetzte Melanin- und Lipofuszingranula zu einer Hyperpigmentierung kommt.
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Die geographische Atrophie entwickelt sich oft langsam und erfasst manchmal die
Fovea erst sehr spat, so dass der Visus lange noch gut bleibt.

In der Regel ist das Manifestationsalter der Patienten mit einer primaren GA héher als
das der Patienten mit CNV (Holz et al., 2004).

Abbildung 2 - Fundusfotographie von einem Patienten mit geographischer Atrophie (Gass, 1998)

1.4.3 Chorioidale Neovaskularisation

In Ober 90% der Falle ist die neovaskulare (,feuchte®) Form der AMD flr den
schwerwiegenden Sehverlust bei der Makuladegeneration verantwortlich (Ferris et al.,
1984).

Der neovaskularen AMD liegen abnorme ChorioidalgeféBe zu Grunde, welche aus der
Aderhaut in den subretinalen Raum einsprossen. Durch undichte Verbindungen

zwischen den Endothelzellen kann Flissigkeit aus diesen GefaBen austreten, es kann
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zu einem Makuladdem oder zu sub- und intraretinalen Blutungen kommen. Im
Spatstadium zeigen sich oft fibrotische Umwandlungen.

Wahrend Patienten zu Beginn der AMD oft nur eine leichte Sehverschlechterung
beklagen, ist vor allem die neovaskulare Spatform mit fibrotischen und atrophischen
Umwandlungen fir die oft erheblichen Einschrankungen des Visus verantwortlich (Ferris
et al., 1984).

Abbildung 3 - CNV bei AMD, links dargestellt in einer Fundusfotographie, rechts in einer
Fluoreszenzangiographie (Gass, 1998)

1.5 Therapie

Die therapeutischen Méglichkeiten bei der AMD sind begrenzt. Nur flr die feuchte Form
gibt es etablierte Therapieansatze.

Zu den verschiedenen Behandlungsmdéglichkeiten fur die feuchte AMD gehéren die
thermische Laserkoagulation, die photodynamische Therapie sowie chirurgische
Therapieverfahren (Holz et al., 2006).

Basierend auf neuen Erkenntnissen zur Pathogenese der AMD wurden in letzter Zeit
neue Behandlungsansatze entwickelt. Durch wiederholte intravitreale Injektion von
antiangiogen wirkenden Medikamenten kann das Wachstum von neovaskulédren

Membranen beeinflusst werden. Bei diesem Praparat handelt es sich um Inhibitoren, wie
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z.B. Antikérper gegen vascular endothelial growth factor (VEGF), einen kdrpereigenen,
vaskularen, endothelialen Wachstumsfaktor (Brown et al., 2006; Rosenfeld et al., 2006).
Bei der trockenen Spéatform der AMD hat man bisher keine Therapieoption.

Es deutet viel darauf hin, dass oxidativer Stress eine Rolle bei der Pathogenese der
AMD spielt (Beatty et al.,, 2000). Im Rahmen der Age-related Eye Disease Study
(AREDS) wurde Uberprift, ob die Gabe von hohen Dosen von Antioxidantien (Vitamin C,
E und B-Carotin) in Kombination mit Zink die Produktion von freien Radikalen an der
Netzhaut reduzieren und eine Progression der Erkrankung limitieren kann. Es ergab sich
eine Risikoreduktion der Progression von der Frihform zu Spatformen der AMD um
25% bei Einnahme der AREDS Medikation im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der gréBte
Effekt zeigte sich bei Studienteilnehmern mit einer groBen Druse, multiplen mittelgroBen
Drusen und spater AMD an einem Auge (Age-Related Eye Disease Study Research
Group, 2001).

Unabhangig von den oben genannten Therapie- bzw. Prophylaxeansatzen besteht
sowohl bei der feuchten, als auch bei der trockenen Makuladegeneration die
Mdoglichkeit, durch vergr6Bernde Sehhilfen die Lebensqualitdt der Patienten zu

verbessern.

1.6 Komplementsystem

Das Immunsystem wird in zwei Bereiche unterteilt, das angeborene und das erworbene.
Das Komplementsystem lasst sich dem angeborenen Teil des Abwehrsystems zuordnen
und hat die Aufgabe, Entziindungsreaktionen zu regulieren und Infektionen zu
bekampfen.

Es gibt drei unterschiedliche Aktivierungswege, den klassischen, den ,Mannose-binding-
Lectin“(MBL) und den alternativen Weg.

Alle drei Méglichkeiten flihren zu einer Komplementaktivierung, an deren Ende es zu
einer Opsonisierung der Pathogene, einem Anlocken von Leukozyten, zur Lyse von
Bakterien und Zellen oder zur Verstarkung der Antikérperreaktion kommen kann
(Walport, 2001).



19

Klassischer Aktivierungsweg
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Alternativer Aktivierungsweg
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Abbildung 4 - Ubersicht iiber das Komplementsystem - Die Komplementkaskade lauft iiber drei
Aktivierungswege ab, den klassischen, den ,,Mannose-binding-Lectin“(MBL) und den alternativen
Weg. Ziel der Kaskade ist die Opsonisierung von Pathogenen, die Lyse von Zellen und Bakterien
und die Verstarkung der Antikorperreaktion. Alle drei Aktivierungswege haben eine gemeinsame
Endstrecke, welche zur Bildung eines Membranangriffskomplexes fiihrt, mit dessen Hilfe Poren in
die Wénde von Pathogenen gemacht und dadurch zerstért werden. Faktor H stellt einen Regulator
welcher einer UiberschieBenden

des Komplementsystems dar, korpereigene Zellen vor

Immunreaktion schiitzt. Adaptierte Graphik (Walport, 2001).

Bei der AMD wurde ein Polymorphismus im Gen des Komplementfaktors H entdeckt,
welcher mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko assoziiert ist (Edwards et al., 2005;
Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; Klein et al., 2005b). Komplementfaktor H ist
ein Regulator, der vor allem bei dem alternativen Aktivierungsweg eine tberschieBende
Immunreaktion verhindert und ein Gleichgewicht zwischen Aktivierung und Hemmung
herstellt (Walport, 2001).
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1.6.1 Der alternative Aktivierungsweg

Zu Beginn des alternativen Aktivierungsweges wird Faktor C3 im Plasma gespalten. Der
daraus resultierende Faktor C3b bindet kovalent an die Hydroxylgruppen auf der
Oberflache von Zellen. C3b wird anschlieBend an das Plasmaprotein Faktor B
gebunden, welches durch die Protease Faktor D in Ba und Bb gespalten wird, so dass
der Komplex C3bBb entsteht. Es handelt sich bei diesem Komplex um eine C3-
Konvertase, welche C3 in C3a und C3b spaltet.

Auch in den anderen beiden Aktivierungswegen des Komplementsystems wird eine
Protease gebildet, bei der es sich ebenfalls um eine C3-Konvertase handelt.

Das aus der Spaltung von C3 resultierende Produkt C3a ist in der Lage, eine lokale
Entziindungsreaktion und eine Chemotaxis von Leukozyten hervorzurufen, wahrend
C3b an die C3-Konvertase bindet, wodurch diese zur C5-Konvertase wird.

Diese spaltet C5 in C5a und C5b. C5a férdert wie C3a und C4a die Chemotaxis und
fhrt durch Bindung an die Anaphylatoxinrezeptoren auf Leukozyten zu deren
Aktivierung. C5b stellt den Ausgangspunkt fir den Membranangriffskomplex dar (MAC,
SC5b-9), welcher dadurch gebildet wird, dass an C5b die Komplementfaktoren C6, C7,
C8 und C9 angelagert werden. Der MAC kann Poren in die Wande von bestimmten

Pathogenen machen, durch welche diese zerstért werden (Walport, 2001).

1.6.2 Regulierung des Komplementsystems durch Faktor H

Faktor H und Faktor | sind in der Lage, eine UberschieBende Immunreaktion und den
Angriff kdrpereigener Zellen zu verhindern. Bei Faktor | handelt es sich um eine
Serinprotease, welche gemeinsam mit dem Kofaktor H C3b inaktiviert. Faktor B und
Faktor H konkurrieren um die Bindung an Faktor C3b miteinander. In Anwesenheit von
Polyanionen, wie sie auf den kdrpereigenen Zellen vorkommen, besitzt Faktor H eine
héhere Affinitat fur die Bindungsstelle an C3b. Auf der Oberflache von Bakterien fehlen
diese Polyanionen, so dass Faktor B mit einer hdheren Affinitdt an C3b bindet und eine
Zerstérung der Pathogene durch Faktor H weitestgehend nicht inhibiert wird (Walport,
2001).
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1.7 Fragestellung

Basierend auf der Hypothese, dass eine gestérte Regulierung des Komplementsystems
zu einer Erhéhung von Komplementspaltprodukten fihrt und diese wiederum mit dem
Erkrankungsrisiko fir eine AMD assoziiert sind, wurden im Rahmen der folgenden Arbeit
die Proteinplasmakonzentrationen des alternativen Aktivierungswegs bei AMD-Patienten
und Kontrollen analysiert.
Bei folgenden Faktoren werden die Konzentrationen im Plasma bestimmt:
C3 und C4, Substrate des Komplementsystems
C3a und Cb5a, Proteine, die fur eine akute Komplementaktivierung stehen
aktiviertes C3, Ba und C5b-9, Proteine, die fir eine chronische
Komplementaktivierung stehen
CFH, CFB und Faktor D, Regulatoren des Komplementsystems
Die Plasmakonzentrationen wurden auf eine mdgliche Assoziation mit dem Phéanotyp
und mit den Polymorphismen in den Genen von Faktor H, B, C2 und C3 untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Probandenrekrutierung

Die Kontaktaufnahme zu den Probanden erfolgte auf den Stationen oder in der
Ambulanz der Augenklinik der Universitdt Bonn. Es erfolgte ein persénliches
Aufklarungsgespréach, bei dem der Proband Uber den Ablauf und die Auswertung der
Studie informiert wurde. Neben dem Aufklarungsgesprach wurde jedem
Studienteilnehmer auch eine schriftliche Aufklarung ausgehéandigt, in welcher der Ablauf
der Studie dokumentiert war. Im Anschluss daran gab jeder Proband sein schriftliches
Einverstandnis.

Bei den Kontrollpersonen handelte es sich um Ehepartner von Patienten oder um
Patienten mit anderen Augenerkrankungen (z.B. Fehlstellungen der Lider).

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Bonn genehmigt und folgte

der Deklaration von Helsinki.

2.2 Einschlusskriterien

Folgende Kriterien mussten erfillt sein, damit ein Einschluss in die Studie erfolgen
konnte:

Alter: Gber 50 Jahre

klare optische Medien flr Fundus-Fotografie und Fundus-Autofluoreszenz-

Bildgebung

schriftliches Einverstandnis

bei AMD-Patienten: Diagnose einer AMD

bei Kontrollpersonen: Ausschluss einer AMD
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2.3 Vorgehen bei Probanden

Bei allen an der Studie teilnehmenden Probanden wurden folgende Daten erhoben und
Untersuchungen durchgeflhrt:

Einverstandniserklarung

Standardisierter Fragebogen

ETDRS-Visus (Early Treatment Diabetic Retinopath Study Chart) bei Patienten

mit einer AMD

klinische augenarztliche Untersuchung

Fundusfotografie und Fundusautofluoreszenz

Angiographie (nur bei Patienten mit CNV)

optische Koharenztomographie (OCT) bei Patienten mit AMD

Blutabnahme (27ml EDTA-Blut und 9ml Serum)

2.3.1 Standardisierter Fragebogen

Mittels eines standardisierten Fragebogens wurden folgende klinische Daten der
Probanden erhoben:
Geburtsdatum, Geschlecht, KérpergréBe und Gewicht
Augenerkrankungen in der Vorgeschichte
bei Patienten mit Makuladegeneration:
o Zeitpunkt der Diagnosestellung der Makuladegeneration
o bisherige Behandlungen (Laser, Photodynamische Therapie etc.)
allgemeinmedizinische Anamnese (z.B. Vorerkrankungen wie Hypertonus,
Diabetes mellitus, Apoplex, Herzinfarkt und Hypercholesterinamie)
Raucheranamnese: es erfolgte eine Unterteilung in Raucher, ehemalige Raucher
und Nichtraucher
Medikamentenanamnese
Familienanamnese: Anzahl der Geschwister und Kinder, Auftreten von AMD in
der Verwandtschaft
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Probanden mit einer Erkrankung, die bekannterweise zu einer Veranderung der
Konzentration von Komplementfaktoren fihrt, wurden ausgeschlossen. Hierzu zahlen
entzindliche systemische Erkrankungen wie beispielsweise rheumatoide Arthritis,
systemischer Lupus erythematodes oder auch manifeste Infektionen.

2.3.2 ETDRS-Visus

Der Visus mit der bestmdglichen Korrektur wurde nach dem standardisierten ETDRS-
Protokoll (Early Treatment Diabetic Retinopathy Study) bestimmt. Jedes Auge wurde
einzeln getestet.

Bei Kontrollpersonen wurde keine Visusbestimmung vorgenommen.

2.3.3 Augenuntersuchung

Vor der klinischen Untersuchung erfolgte eine Weitstellung mit Tropicamid und
Neosynephrin  Augentropfen. AnschlieBend wurde der vordere und hintere
Augenabschnitt an der Spaltlampe biomikroskopisch beurteilt.

Funduskopisch wurden bei den Patienten mit AMD die verschieden Formen (GA, CNV
oder Drusen) unterschieden und bei Kontrollpersonen eine Makuladegeneration

ausgeschlossen.

2.3.4 Fundusfotografie und Fundusautofluoreszenz

Zur Befunddokumentation erfolgten eine Farbfundusfotografie mittels Funduskamera
und eine Fundusautofluoreszenzaufnahme.

Die Autofluoreszenzaufnahmen wurden mittels konfokaler Scanning Laser
Ophthalmoskopie durchgeflhrt.

Verantwortlich fir die Autofluoreszenz ist das retinale Pigmentepithel. In den Lysosomen
dieser Zellen werden Uber Phagozytose die PhotorezeptorauBensegmente abgebaut
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und bei Gesunden zum groBten Teil zur Aderhaut abtransportiert. Aus diesen
Lysosomen konnen Lipofuszingranula hervorgehen, in denen sich metabolische
Abbauprodukte, Fluorophore, befinden, welche die Autofluoreszenz hervorrufen
(Heimann et al., 2004).

Eine pathologische, exzessive Akkumulation von Lipofuszingranula kommt im Rahmen
von erblichen und komplexen Netzhauterkrankungen vor, unter anderem auch bei der
AMD (Schmitz-Valckenberg et al., 2008).

Abbildung 5 - Autofluoreszenz einer Kontrollperson - Die Fovea weist eine verminderte
Autofluoreszenz auf, da hier das Makulapigment liegt, welches das Exzitationswellenlicht
abschwicht (Bindewald et al., 2004).

Wenn die Zellen des retinalen Pigmentepithels im Rahmen einer geographischen
Atrophie zugrunde gehen, fuhrt dies zu einer reduzierten Autofluoreszenz. Haufig sind
diese atrophischen Areale von einer verstarkten Autofluoreszenz umgeben, was auf
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eine pathologisch gesteigerte Lipofuszinspeicherung schlieBen lasst. Innerhalb der
Bereiche mit verstarkter Autofluoreszenz entwickelt sich haufig eine grdBere
Atrophiezone (Holz et al., 2001).

Abbildung 6 - Autofluoreszenz bei einem Patienten mit CNV (linkes Bild) und einer geographischen
Atrophie (rechtes Bild) (Holz et al., 2001)

2.3.5 Angiographie

Bei Patienten mit einer neovaskularen AMD wurde eine Fluoreszenzangiographie
durchgefihrt. Dazu werden dem Patienten 5 ml eines Fluoreszeinfarbstoffs
(Konzentration: 100mg/ml) in eine Vene der Armbeuge oder des Handrlickens gespritzt.
Zuerst erreicht der Farbstoff die chorioidalen Arterien, kurz danach die retinalen
Arteriolen. Durch die fenestrierten Kapillaren der Choriokappilaris kann der Farbstoff
hindurch treten, wobei bei intaktem retinalen Pigmentepithel eine Diffusion des
Farbstoffes Uber die Blut-Retina-Schranke verhindert wird. Die Fovea der Makula enthalt
bei einem gesunden Menschen keine retinalen GefaBe. Uber die Venen verldsst der
Farbstoff das Auge wieder.

Bei Patienten mit AMD treten im Rahmen der Fluoreszenzangiographie Hyper- und
Hypofluoreszenzen auf. In einem gesunden Auge schwacht das Xanthophyllpigment der
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Makula sowie das Melanin in den Pigmentepithelzellen und in der Aderhaut die
chorioidale Fluoreszenz ab. Wenn nun das abschwachende Melanin oder das
Xanthophyllpigment vermindert ist, kommt es zu einer Hyperfluoreszenz, einem so
genannten Fensterdefekt.

Bei AMD-Patienten kann es auBBerdem durch eine Farbstoffanhaufung in den krankhaft
veranderten GefaBen oder in Leckagen zu einer Hyperfluoreszenz kommen.

Durch Blutungen oder Pigmentepithelhyperplasie kann sich bei Patienten in der
Angiographie auch eine Hypofluoreszenz zeigen (Holz et al., 2004).

2.3.6 Optische Kohdrenztomographie

Alle Patienten mit AMD erhielten ein zweidimensionales Schnittbild mit einem optischen
Koharenztomogramm (OCT). Dabei handelt es sich wie bei der Fundusautofluoreszenz
um ein nichtinvasives Verfahren.

Die Netzhaut wird mit =zeitlich inkohdrentem Licht bestrahlt, welches an den
Grenzflachen der Netzhautbestandteile verschieden reflektiert und gebrochen wird.

Die Entfernung und die Brechung des Lichtes werden von einem Interferometer
ausgemessen und zu einem Bild verarbeitet, welches eine Auflésung von 10um hat
(Burk and Burk, 2005).

Dieses Verfahren eignet sich zur Beurteilung der einzelnen Netzhautschichten im
Hinblick auf das Vorhandensein von sub- oder intraretinaler extrazellularer
Flissigkeitsakkumulation oder Pigmentepithelabhebungen, wodurch sich beispielsweise
Aussagen Uber die Manifestationsform der AMD machen lassen (Eter et al., 2004).
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Abbildung 7 - OCT bei einem Patienten mit CNV - Die Schichtaufnahme der Netzhaut zeigt eine

intraretinale extrazellulare Fliissigkeitsakkumulation (Bild aufgenommen bei Patienten der

Universitatsaugenklinik in Bonn).

2.4 Grading

Anhand der bildgebenden Diagnostik wurde jedes Auge folgenden AMD-
Manifestationen zugeteilt:

CNV

GA

Drusen

Bei Vorliegen einer neovaskuldaren AMD an mindestens einem Auge wurde der Patient

der CNV Gruppe zugeteilt. Zeigte sich beidseits eine trockene AMD und lag an

mindestens einem Auge eine GA vor, wurde der Patient der GA Gruppe zugeteilt.

In folgenden Fallen wurde der Patient von der weiteren Analyse ausgeschlossen:
Patienten, deren Fundusverdnderungen nicht mit Sicherheit einer AMD
zugeordnet werden konnten
Kontrollpersonen mit pathologischen Veranderungen der Makula, wie z.B. ein
Venenverschluss.

Inaktive Krankheiten, wie beispielsweise Makulaforamina, welche eine bekannte

Pathophysiologie haben, wurden nicht ausgeschlossen.
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2.5 Blutabnahme und Verarbeitung

Zur Bestimmung der biochemischen Parameter wurden 18ml EDTA-Blut abgenommen,
aus dem innerhalb von 3 Stunden das Plasma abzentrifugiert wurde (Einstellungen: 4°C,
20 Minuten Laufzeit, RZB=1000g). Im Anschluss daran erfolgte die Einlagerung der
Proben bis zur Analyse an der Universitat Géttingen (Leitung M.Oppermann) bei —80°C.
Zur Genotypisierung wurden 9ml vendses Blut an die Universitat Regensburg (Leitung
B. Weber) geschicki.

Im Zentrallabor der Universitat Bonn erfolgte in einer weiteren 9ml Blutprobe die
Bestimmung von Kreatinin, Cystatin C, C3 und C4.

Da sich gezeigt hat, dass Komplementfaktoren wie Faktor D und Ba abhangig von der
glomerularen Filtrationsrate sind, wurden Kreatinin und Cystatin C bestimmt
(Oppermann et al., 1991a). Anhand dieser Werte konnten Probanden mit einer
Niereninsuffizienz identifiziert werden.

Ein Proband wies eine erhdhte Konzentration von Komplementfaktoren infolge einer
Niereninsuffizienz auf und wurde von der Analyse fir Faktor D und Ba ausgeschlossen.
Oppermann et al hatten 1991 gezeigt, das der Abbau von Faktor D und Ba von der
glomeruldren Filtrationsrate abhangt (Oppermann et al., 1991a). Die Werte fir Cystatin
C und Kreatinin von allen anderen Probanden lagen im Normbereich. Bei allen anderen
Probanden zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollen und AMD
Patienten im Hinblick auf die Nierenfunktion (p-Wert fir Kreatinin=0,73, p-Wert fir
Cystatin C=0,11).

2.6 Biochemische Analyse

Die biochemische Analyse erfolgte an der Universitat Géttingen.

Bei den folgenden Faktoren wurde die Konzentration im Plasma bestimmt:
C3 und C4, Substrate des Komplementsystems
C3a und Cb5a, Proteine, die fur eine akute Komplementaktivierung stehen
aktiviertes C3, Ba und C5b-9, Proteine, die fir eine chronische

Komplementaktivierung stehen
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CFH, CFB und Faktor D, Regulatoren des Komplementsystems
(siehe auch Abbildung 8 - Der alternative Aktivierungsweg: Ubersicht der biochemischen
und genetischen Marker).
Fir die Konzentrationsbestimmung der Komplementfaktoren B, Ba, C3a, C3d, C5a,
SC5b-9, Faktor D und Faktor H wurden passende Assays entwickelt (Oppermann et al.,
1990; Oppermann et al., 1991b; Wirzner et al., 1991). Diese basieren auf monoklonalen
Antikérpern, welche gegen die durch Aktivitdt induzierten Neoepitope auf den
verschiedenen Komplementprodukten gerichtet sind, die bei den jeweiligen
Vorlauferproteinen nicht vorkommen. Beispielsweise wird bei dem Assay, welcher flr
die Konzentrationsbestimmung von C3d benutzt wird, ein Capture mAb (13/15) benutzt,
welcher mit den Neoepitopen auf C3b, iC3b und C3dg reagiert. Dies wird kombiniert mit
einem polyklonalen Antikérper von Kaninchen, Anti-C3d (Oppermann et al., 1990).
Die Proben von Probanden und Kontrollen wurden identisch behandelt und gleichzeitig
analysiert, um stabile Bedingungen fir die Assays zu gewahrleisten. Die Variabilitat der
Assays mit ELISA liegt bei mehrfacher Testung derselben Blutprobe bei unter 10 %
(Oppermann et al., 1991b).

2.7 Genotypisierung

Die Genotypisierung erfolgte an der Universitat Regensburg.
Die Tabelle 1 gibt eine Ubersicht der analysierten Marker in den Genen von CFH, Faktor
B, C2 und C3.
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Gen Marker
CFH rs800292
rs1061170 (Y402H)
rs1048663
rs2274700
rs412852
rs11582939
BF-C2 rs9332739 (E318D)
rs547154
rs4151667 (L9H)
rs12614
rs641153 (R32Q)
C3 rs2230199

Tabelle 1 - Ubersicht liber die analysierten Marker in den Genen von Faktor H, B, C2 und C3

Fir die Genotypisierung wurde die DNA der peripheren Leukozyten aus den
abgenommenen Blutproben analysiert. Dies erfolgte durch TagMan SNP
Genotypisierung oder durch direkte Sequenzanalyse der SNPs. Insgesamt wurden zwdlf
SNPs bestimmt, davon waren sechs Marker im CFH-Gen auf Chromosom 1, flinf im BF-
C2-Gen auf Chromosom 6 und einer im C3-Gen auf Chromosom 19.

Die TagMan Pre-Designed SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City,
U.S.A.) wurden entsprechend den Angaben des Herstellers angewandt und mit Hilfe
eines 7900HT Fast Real-Time PCR Systems analysiert.

Die direkte Sequenzierung der SNPs erfolgte mit der Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit Version 1.1 gem&aB den Herstelleranweisungen. Die Ergebnisse wurden
mit Hilfe des ABI Prism Model 3130x| Sequencer ausgewertet.

Fehlende oder nicht eindeutige Resultate wurden erneut getestet, so dass sich am Ende
eine Call-Rate von 100% flr die SNPs ergab (Scholl et al., 2008).
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Abbildung 8 - Der alternative Aktivierungsweg: Ubersicht der biochemischen und genetischen
Marker - Die SNPs der Komplementgene (Kasten mit gepunkteter Umrandung) und die
Proteinplasmakonzentrationen (Késten mit durchgezogener Umrandung) wurden bei allen
Probanden bestimmt. Bei C3, C4 und Faktor B handelt es sich um Substrate (weiBe Rechtecke, bei
Faktor D und Faktor H um Regulatoren (weiBe Ellipsen), bei Faktor Ba, C3d (=aktiviertes C3) und
SC5b-9 um Marker fiir eine chronische Komplementaktivierung (graue Rechtecke) und bei C3a und

C5a um Marker fiir eine akute Aktivierung des Komplementsystems (graue Ellipsen).

2.8 Statistische Analyse

Zu Beginn der Auswertung in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Medizinische
Biometrie, Informatik und Epidemiologie der Universitat Bonn erfolgte die deskriptive
Statistik der Phanotypen, der biochemischen und der genetischen Daten. Im Anschluss
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wurden die erhobenen Daten untereinander mit Hilfe von verschiedenen Testverfahren
verglichen und auf Assoziationen untersucht.

- deskript. Statistik
Phéinotyp

- De Finetti (EinzelIMA)
- Armitage Trend Test

- Boxplots

- De Finetti (MultiMA) - Log. Regression

- FAMHAP logistische
- Haploview Regression

- Boxplots
- deskript. Statistik - ANOVA - deskript. Statistik

- Allelfrequenzen

Abbildung 9 - Ubersicht {iber die statistischen Analysen - Nach der deskriptiven Statistik der
Phanotypen, der biochemischen und der genetischen Daten wurden die Daten mit oben genannten
Verfahren auf Assoziatonen analysiert und mit Hilfe von Box Plots und ROC (receiver operating
characteristic) Kurven dargestellt.
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2.8.1 Deskriptive Statistik

Zu Beginn der Auswertung erfolgte die deskriptive Statistik mit Darstellung und
Auszahlung der Daten bezlglich der Diagnosen und Phanotypen. Bei allen Probanden
wurden die Daten Uber das Alter, das Geschlecht, die Nierenwerte und das
Rauchverhalten erhoben und jeweils getrennt fir AMD Patienten und Kontrollen mittels
Median, Mittelwert, Standardabweichung und Spannweite dargestellt.

Bei den biochemischen Daten wurden fir AMD Patienten und Kontrollen Median,
Mittelwert und Standardabweichung bestimmt und mit Hilfe von Boxplots graphisch
dargestellt.

Im Rahmen der Genanalyse wurden die Allelfrequenzen und Haplotypen bei Patienten
mit CNV, GA, Drusen und Kontrollen beschrieben und mit Hilfe des De Finetti
Diagramms dargestellt, wobei alle SNPs im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht lagen. Die
Allelfrequenzen lagen in denselben Messbereichen, welche sowohl in der Entrez SNP
Datenbank (www.ncbi.nih.gov, dbSNP) als auch in verschiedenen Publikationen
beschrieben worden sind (Edwards et al., 2005; Gold et al., 2006; Hageman et al., 2005;
Haines et al., 2005; Klein et al., 2005b; Li et al., 2006; Maller et al., 2007; Spencer et al.,
2007; Yates et al., 2007).

2.8.2 Analyse der Daten

Um eine Assoziation zwischen den Phéanotypen und den biochemischen Daten zu
finden, erfolgte eine Gegeniberstellung der Daten zur Darstellung der Verteilung mit
Hilfe von Boxplots und eine Prifung auf die Signifikanz der gefundenen Unterschiede
mit dem t-Test. Um das Verhaltnis der biochemischen Daten untereinander zu
untersuchen, wurde eine Korrelationsanalyse nach Spearman durchgefiihrt.

Mittels des Armitage Trend Test wurde Uberprift, ob ein signifikanter Unterschied in den
Genotypfrequenzen zwischen Fallen und Kontrollen vorlag.

Die Haufigkeit der Haplotypen fir die Marker im CFH- und BF-C2-Gen wurde mittels
FAMHAP geschatzt (Becker et al., 2005).



35

Mit Hilfe des Likehood ratio Tests wurde auf Unterschiede in der Verteilung der
Haplotypen getestet.

Beim Vergleich der Genotypen und der Biochemie wurden flr jeden untersuchten
genetischen Marker die biochemischen Daten erhoben und mit Hilfe von Boxplots
dargestellt. Die Analyse des Zusammenhangs zwischen der H6he der biochemischen
Konzentrationen und den Markern erfolgte mit einer Varianzanalyse.

Bei einer stufenweise logistischen Regressionsanalyse wurden unterschiedliche Modelle
entwickelt, welche ausschlieBlich auf den biochemischen, den genetischen Markern
oder beiden zusammen beruhen. Die diagnostische Vorhersagekraft der
unterschiedlichen Modellen wurde in ROC (receiver operating characteristic) Kurven
dargestellt. Dabei handelt es sich um eine Graphik, mit Hilfe derer sich eine Vorhersage
bezlglich eines bindren Problems bei einem diagnostischen Test treffen |asst.

Bei einem diagnostischen Test, der positiv oder negativ ausfallen kann, wird auf das
Vorliegen einer bestimmten Erkrankung (in diesem Falle der AMD) geschlossen. Um die
Aussagekraft des Tests beurteilen zu kénnen, werden Angaben Uber die Sensitivitat und
die Spezifitat bendtigt. Bei der Sensitivitat handelt es sich um den Anteil positiver
Testergebnisse bei den Kranken, wahrend die Spezifitdt Auskunft Uber den Anteil
negativer Testergebnisse unter den Gesunden gibt. In den meisten Fallen gibt es bei
einer Erkrankung keine vorgegebene, natirliche Grenze zwischen pathologisch und
gesund. Sensitivitdt und Spezifitdt sind folglich abhangig von der Festlegung eines
geeigneten Trennwertes, bei dem es mdglichst wenig falsch positive und falsch negative
Entscheidungen gibt. Zur Festlegung eines objektiven Trennwertes kann das ROC
Verfahren genutzt werden, bei dem mdglichst viele Werte Uber dem Definitionsbereich
der MessgroBe durchlaufen werden und die dazugehdrigen Spezifitdten und
Sensitivitdten berechnet werden. Die Ergebnisse werden in einer Graphik, der ROC
Kurve dargestellt. Aus dieser Graphik lasst sich der Trennwert ablesen, der um so
besser ist, wenn Sensitivitat und Spezifitdt hoch sind. Je gréBer die Flache unter der
Kurve ist, um so besser ist der Trennwert und um so weniger falsch positive und falsch
negative Ergebnisse gibt es (Sachs and Hedderich, 2006).

Im Rahmen dieser Studie zeigt die ROC Kurve an, ob sich aufgrund von genetischen
und biochemischen Daten eine Aussage Uber den Phanotyp der Netzhaut treffen lasst.
Ein Beispiel flr ein richtig positives Ergebnis ware in der vorliegenden Arbeit ein
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Proband mit dem Phéanotyp einer AMD, der allein aufgrund der genetischen und
biochemischen Ergebnisse der Gruppe der Kranken zugeteilt werden kdnnte. Bei einem
falsch positiven Ergebnis wirde es sich beispielsweise um einen Probanden handeln,
der phanotypisch keine Zeichen einer AMD aufweist, aber bei alleiniger Betrachtung der
biochemischen und genetischen Werte in die Gruppe mit AMD zugeteilt werden wirde.
Mittels einer Varianzanalyse wurde die Abhangigkeit der erhdhten biochemischen Werte
im Plasma von den CFH Haplotypen und dem Phéanotyp bestéatigt. Die Datenanalyse
erfolgte mit SAS (SAS software package for Windows, version 9.1; SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA; http://www.sas.com).




3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht der epidemiologischen Daten
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Es wurden 112 Patienten mit AMD und 67 Kontrollen ohne AMD in die Studie

eingeschlossen.

Alle eingeschlossenen Probanden waren Kaukasier und wurden im Zeitraum von Januar

bis Oktober 2006 in die Studie aufgenommen.

Kontrollen Probanden mit AMD
n=67 n=112

Phénotyp (Anzahl)

keine AMD 67

Drusen 9

Geographische Atrophie 25

CNV 78
Geschlecht (Anzahl)*

mannlich 37 41

weiblich 30 71

Durchschnittsalter - Jahre**

(Standardabweichung / Spanne)

Kontrollen
AMD

70,1 (6,0 / 60-86)

75,6 (6,6 / 59-94)

Raucheranamnese - Anzahl

(Prozent)

nie geraucht
Raucher

ehemaliger Raucher

35 (52%)
6 (9%)
26 (39%)

59 (53%)
10 (9%)
43 (38%)

Tabelle 2 - Ubersicht iiber die epidemiologischen Daten: Geschlecht,

Durchschnittsalter,

Raucheranamnese und Phénotypisierung (ein Proband wurde aufgrund einer bestehnden

Niereninsuffizinz von einer Analyse von Fakor D und Ba ausgeschlossen)

* Unterschied zwischen Féllen und Kontrollen, p=0.02; ** p<0.001
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Obwonhl die Patienten- und die Kontrollgruppe im Alter ahnlich waren, zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen Fallen und Kontrollen (siehe Tabelle 2 — Ubersicht
Uber die epidemiologischen Daten). Auch beim Geschlechterverhaltnis zeigte sich ein
Unterschied zwischen AMD-Patienten und Kontrollen. Bezliglich des Rauchverhaltens
konnte in der vorliegenden Studie kein signifikanter Unterschied zwischen Fallen und
Kontrollen gefunden werden.

3.2 Klassifikation des Phanotyps

Fir eine genaue Analyse der Daten wurde der Netzhautstatus der Probanden
klassifiziert. Bei der Rekrutierung und im Rahmen des Gradings (siehe 2.4) waren die
Studienteilnehmer verschiedenen Hauptgruppen (aktive und inaktive CNV, GA, Drusen
und Kontrollen) zugeordnet worden. Folgende Gruppierungen ergaben sich daraus:

CNV GA Drusen keine AMD
CNV 36
GA 4 20
Drusen 35 4 9
keine AMD 3 0 67
Anophthalmus |0 1 0 0
gesamt 78 25 9 67

Tabelle 3 - Phanotypen - Bei jedem Probanden erfolgte eine ophthalmoskopische Untersuchung
der Retina beider Augen und eine Klassifikation in CNV, GA, Drusen und keine AMD. Bei einem
Probanden lag ein Anophthalmus vor, bei geographischer Atrophie am anderen Auge wurde er
dieser Gruppe zugeordnet.
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3.3 Biochemische Analyse

3.3.1 Vergleich von Patienten mit Kontrollen

Bei der Analyse der biochemischen Daten zeigte sich fur alle
Komplementaktivierungsprodukte eine signifikante Erhdhung bei AMD Patienten im
Vergleich zu Kontrollen. Der gréBte Unterschied ergab sich bei den Konzentrationen von
C3d und Ba, beides Faktoren, welche fur eine chronische Aktivierung stehen.

Far C3a, C5a und SC5b-9 wurden ebenfalls héhere Konzentrationen im Plasma
gemessen, allerdings war der Unterschied von Patienten zu Kontrollen nicht so stark
ausgepragt.

Auch far den Regulator Faktor D konnte eine signifikant héhere Konzentration bei den
Fallen gemessen werden.

Die Konzentration von CFH unterschied sich nicht in den beiden Populationen und auch
fir die Substrate C3 und C4 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (siehe
Tabelle 4).
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Kontrollen AMD Patienten
_ £l gatn _ B i P
hedian Median
Fe. Eeo
= 118 | 0.85, 148 192 0.89, 153 0.85
[94]
C4
Substrate i 24 | BA503 023 Bie 038 1.0
g
FB
B2 378, 1354 803 497, 1489 002
[Ha/mi]
He 545 265 F1 546 296, 758 0.21
Regulatoren g/
ER 0.95 (050, 1865 T2 0.69 230 [ =0.001
[Hg/mi]
RSN N 13 | 106212 155 | 112244 | oos
akute [ngsml]

Komplement- | - C5a | o7 | 565 232 185 | 078,266 | 004

aktivierung [ngdml]

o 1.09 | 060 1.71 143 0.90, 209 | <=0.001
Marker flr [Lg/ml] ; BEREL : e ;
chronische C3d

46:9 | B32008EE | 552 357,941 | =0.001
Komplement- | [ngiml]

aktivierung | SC5b-9

159 a0, 710 188 10E, 7 0.01

Tabelle 4 - Ergebnisse der Biochemie - Die Komplementproteine in dieser Tabelle wurden
unterteilt in Substrate (C3, C4, Faktor B), Regulatoren (Faktor H, Faktor D), Marker fiir akute (C3a,
C5a) und chronische Komplementaktivierung (Ba, C3d, SC5b-9), siehe auch Abbildung 8.

Bei den Faktoren C3d, D, Ba, B, C3a, C5a uns SC5b-9 zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen Fillen und Kontrollen

*Wilcoxon-Rangeihentest; korrigiert fiir multiples Testen durch eine Bonferroni-Holm-Prozedur
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Abbildung 10 - Boxplots der biochemischen Ergebnisse - Fiir FD, C3d, Ba, SC5b-9, C3a und C5a
zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Fallen und Kontrollen. Bei Faktor H lieB sich kein
signifikanter Unterschied feststellen.
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Zwei Patienten mit CNV und ein Proband aus der Kontrollgruppe wiesen bei der
Bestimmung von SC5b-9 stark erhdhte Werte auf. Der Phanotyp dieser AusreiBer zeigte
im Vergleich zu Probanden mit durchschnittlichen Blutwerten keine Besonderheiten und
auch die Erkrankungs- und Medikamentenanamnese zeigte keine systemischen

Veranderungen, die die stark erhéhten Werte erklaren kénnten.

3.3.2 Vergleich der unterschiedlichen AMD Untergruppen

Bei der Analyse der Plasmakonzentrationen ergaben sich nur fir C3d signifikante
Unterschiede zwischen den Untergruppen der AMD Population (ANOVA, unkorrigierter
p-Wert<0,001). Patienten mit Drusen wiesen die héchsten Werte mit einem Mittelwert
von 76,2ng/ml auf, wahrend die Probanden mit einer GA sowie mit einer CNV signifikant
niedriger waren (69,9ng/ml und 53,7ng/ml).

Flr die Ubrigen Proteine konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

. Standardabweichung
Phanotyp |Median [ng/ml] |Mittelwert [ng/ml] n
[ng/ml]
CNV 52,8 53,7 15,6 78
GA 67,4 69,9 20,9 25
Drusen 77,5 76,2 19,1 9

Tabelle 5 - Median, Mittelwert, und Standardabweichung der Konzentration von C3d bei AMD
Untergruppen, unkorrigierter p-Wert<0,001

3.3.3 Intraindividuelle Variabilitat

Um die intraindividuelle Variabilitdt der Komplementfaktoren im Plasma zu bewerten,
wurde bei einem Teil der AMD Patienten (n=14) nach einem Jahr eine zweite Blutprobe
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entnommen und die Konzentration der Faktoren Ba, C3d und Faktor D erneut bestimmt.

Es zeigte sich fur alle drei Faktoren eine intraindividuelle Variabilitdt von unter 15%.

Ba (r2=0,20)
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Abbildung 11 - intraindividuelle Variabilitat von actC3 (C3d) und Ba - Nach einem Jahr wurde bei
einem Teil der Probanden (n=14) eine zweite Blutprobe enthommen und erneut analysiert. Die

Plasmakonzentrationen variierten <15%.
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3.4 Genotypisierung

Die Erfolgsrate der Genotypisierung betrug 100% fir alle getesteten SNPs. Dabei ergab
sich keine signifikante Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht fir keinen der
getesteten Marker.

Im CFH-Gen wiesen vier der sechs Marker eine signifikante Assoziation mit der AMD
auf. Zwei dieser SNPs waren mit einem erniedrigten Risiko assoziiert bezlglich der
Makuladegeneration (rs800292, rs2274700; die in der Normpopulation haufigere
Variante kommt bei Patienten haufiger vor bzw. die seltenere Variante kommt seltener
vor), wahrend die beiden anderen SNPs mit erhéhtem Risiko einher gingen (rs1061170,
rs412852).

Fir die Marker im BF-C2-Gen (rs547154 und rs641153) zeigte sich ein protektiver
Effekt.

Der SNP rs2230199 im C3-Gen war wiederum mit einem erhdhten Risiko assoziiert, da
die Frequenz der weniger haufigen Variante bei Fallen 23,7% und bei Kontrollen 13,4%

betrug.
”

' Die Beschreibung einer Variante als protektiv beruht auf Ergebnissen, bei denen diese haufiger bei den
Kontrollen als bei den Fallen vorkommen. Da der biologische Zusammenhang zwischen den Varianten
und deren Einfluss auf die Makuladegeneration bisher nicht geklart ist, ware es ebenfalls denkbar, dass
die entsprechende Variante, welche haufiger bei Fallen vorkommt, das Risikoallel darstellt (Spencer et al.,
2007).
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Genotypen Fille HWE * Genotypen Kontrollen HWE*  maF | ATT ™
Marker Allel 1 Allel 2 MAF ** *x
1 12 22 p-Wert 1 12 22 p-Wert p-Wert
CFH Gene
84 27 1 38 27 2 231
rs800292 G A 0.69 12.9% 0.49 o 0.0092
75.0%  241% 8.9% 56.7%  40.3% 3.0% %
20 56 36 27 32 8 35.8
rs1061170 T C 0.83 57.1% 0.75 o <0.001
17.9% 50.0% 32.1% 40.3%  47.8% 11.9% %
78 32 2 47 16 4 17.9
rs1048663 G A 0.73 16.1% 0.20 o 0.6583
69.6% 28.6% 1.8% 701%  23.9% 6.0% %
71 35 6 21 36 10 418
rs2274700 G A 0.57 16.5% 0.39 o <0.001
63.3% 31.2% 5.4% 31.3% 53.7% 14.9% %
16 53 43 23 34 10 403
rs412852 A G 0.96 62.1% 0.65 o <0.001
143%  473%  38.4% 34.3%  50.7% 14.9% %
75 35 2 46 17 4 18.7
rs11582939 C T 0.52 17.4% 0.22 o 0.7671
67.0% 31.2% 1.8% 68.7%  25.4% 6.0% %
C2-BF Gene
105 7 0 62 5 0
rs9332739 G C 1.0 3.1% 1.0 3.7% | 0.7536
93.8% 6.3% 0.0% 92.5% 7.5% 0.0%
106 6 0 57 10 0
rs547154 G T 1.0 2.7% 1.0 7.5% | 0.0299
94.6% 5.4% 0.0% 85.1% 14.9% 0.0%
105 7 0 62 5 0
rs4151667 T A 1.0 3.1% 1.0 3.7% | 0.7536
93.8% 6.3% 0.0% 92.5% 7.5% 0.0%
88 23 1 60 7 0
rs12614 C T 1.0 11.2% 1.0 5.2% | 0.0531
78.6% 20.5% 0.9% 89.6% 10.4% 0.0%
106 6 0 57 10 0
rs641153 G A 1.0 2.7% 1.0 7.5% | 0.0299
94.6% 5.4% 0.0% 85.1% 14.9% 0.0%
C3 Gene
68 35 9 50 16 1 13.4
rs2230199 G C 0.15 23.7% 1.0 o/' 0.0254
60.7% 31.2% 8.0% 74.6%  23.9% 1.5% °
* HWE, Hardy -Weinberg Gleichgewicht; ** MAF, Minorallelfrequenz; *** ATT, Armitage's trend Test

Tabelle 6 - genetische Daten - Darstellung der analysierten Marker und der Allelverteilung bei
Fallen und Kontrollen

rot: Risiko erhéhende SNPs, blau: protektive SNPs

Bei einer Analyse der Haplotypen zeigte sich im CFH-Gen ein Risikohaplotyp
GCGGGC, den 57% der AMD Patienten aufwiesen, der aber bei nur 36% der
Kontrollpersonen zu finden war. Als protektiv erwiesen sich die Haplotypen ATGAAC
und GTGAAC (siehe Tabelle 6 und Tabelle 7).

Im BF-C2 Gen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Haplotypenverteilung

zwischen Féllen und Kontrollen (p-Wert=0,14).
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Haplotypen Frequenz der Genotypen
Falle Kontrollen
CFH-Gen
ATGAAC 12% 23,1%
GCGGGC 56,7% 35,8%
GTAGAT 16,1% 17,9%
GTGAAC 8,1% 17,9%
GTGGGC 4,5% 4,5%
BF-C2-Gen
CGACG 2,8% 2,4%
CTACA 0,0% 1,3%
GGTCG 83,4% 85,3%
GGTTG 11,2% 4,8%
GTTCA 2,3% 5,7%

Tabelle 7 - Haplotypenanalyse durch FAMHAP - p-Wert fiir die Verteilung der Haplotypen im CFH-
Gen p<0,001, im BF-C2-Gen p=0,14

rot: Risikohaplotyp, blau: protektiver Haplotyp

3.5 Assoziation zwischen der Proteinkonzentration der

Komplementfaktoren und den Genotypen

Um eine direkte Assoziation zwischen den genetischen Polymorphismen und den
Komplementfaktoren des alternativen Aktivierungswegs nachzuweisen, wurden die
Haplotypen mit den Plasmakonzentrationen der einzelnen Faktoren verglichen.

Bei der Analyse des CFH-Gens zeigte sich, dass Trager des Risikohaplotypen sowohl in
der AMD Population als auch bei den Kontrollen eine erhéhte Komplementaktivierung im
Vergleich zu den Probanden mit protektiven Haplotypen aufwiesen (Ausnahme C5a).
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Komple- Kontrollen AMD Patienten
e enpt- Alle Risiko- Protektive Alle Riskiko- Protektive
protein haplotypen | Haplotypen haplotypen | Haplotypen
(n=67) (n=17) (n=23) (n=112) (n=67) (n=16)
Ba
1.11+£0.04 | 121025 | 1.04+0.08 | 1.41+0.04 | 1.46+0.05 1.27 +0.11
[g/ml]
C3d
48.1+1.40 | 50.9 +3.71 454+234 |59.1+1.80| 60.6+2.11 52.7 +4.88
[ug/ml]
C3a
14.7 £0.38 15.3£0.70 14.0+£0.62 | 16.4 £0.37 16.6 £ 0.53 15.3 £0.89
[ng/ml]
Cha
1.55+0.06 | 1.64+0.12 | 1.46+0.11 |[1.77+0.06 | 1.72+0.07 1.86 £0.16
[ng/ml]
D [ug/ml] 0.98 £0.04 1.04 £0.05 0.85+0.07 | 1.35x0.05 1.38 £ 0.06 1.26 £0.12

Tabelle 8 - Plasmakonzentration (Mittelwert + Standardabweichung) der Komplementfaktoren im

Zusammenhang mit dem Risikohaplotyp und den protektven Haplotypen des CFH-Gens.

Es zeigen sich bei allen Probanden mit dem Risikohaplotyp erhéhte, mit den protektiven

Haplotypen erniedrigte Komplementkonzentrationen (Ausnahme: C5a).

3.6 Logistische Regression

Bei einer stufenweise logistischen Regression, welche ausschlieBlich die genetischen
Marker umfasste, ergab sich das beste Modell fiir eine Risikoabschatzung einer AMD
mit den Markern rs2274700 (CFH-Gen), rs547154 (FB-C2) und rs2230199 (C3). Fir die
daraus resultierende ROC-Kurve ergab sich eine geschatzte Flache von 0,73 unter der
Kurve (AUC).

Fir eine logistische Regression, welche ausschlieBlich die Komplementfaktoren im
Plasma erfasste, ergab sich das beste Modell fir Ba, C3d und Faktor D. Es resultierte

eine ROC-Kurve mit einer geschatzten Flache unter der Kurve von 0,82.
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Abbildung 12 - ROC-Kurven fiir biochemische und genetische Marker - Es ergab sich eine Flache
unter der Kurve von 0,82 fiir biochemische und 0,73 fiir genetische Marker.

Wenn sowohl biochemische als auch genetische Faktoren in die logistische Regression
mit einbezogen wurden, ergab sich das beste Modell fir die Marker rs2274700 (CFH),
rs547154 (FB-C2) und rs2230199 (C3), sowie fur C5a, C3d und Faktor D. Die ROC-
Kurve wies mit einer Flache von 0,85 die beste Trennschéarfe zwischen Probanden mit

und ohne AMD in unserer Studienpopulation auf.
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Abbildung 13 - ROC-Kurve beruhend auf genetischen und biochemischen Markern - Es ergab sich
eine Flache unter der Kurve von 0,85.
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass Marker far
eine systemische Komplementaktivierung bei AMD erhdht sind.

Eine Akkumulation der analysierten Proteine C3a und C5a wird im Plasma unter akuter,
massiver Komplementaktivierung beobachtet. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei
den Faktoren Ba und C3d um Marker, welche mit einer Halbwertszeit von mehreren
Stunden in vivo far eine chronische Aktivierung stehen (Mollnes et al., 2007).

Die Aussage, dass es eine systemisch erhdhte Komplementaktivierung im alternativen
Aktivierungsweg gibt, liegt darin begriindet, dass alle in dieser Studie untersuchten
Komplementaktivierungsprodukte bei AMD Patienten im Vergleich zu Kontrollen erhéht
waren. Besonders ausgepragt waren diese Resultate bei Ba und C3d, beides Marker fir
eine chronische Komplementaktivierung. Im Gegensatz dazu ergaben sich fir die
Komplementproteine C3, C4 und Faktor H keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen. Die erhdhten Werte fir die Faktoren B und D kénnen ebenfalls an der
verstarkten Komplementaktivierung beteiligt sein, sind aber nicht in der Lage, den
verstarkten Umsatz an Substraten des Komplementsystems allein zu erklaren.
Vorherige Studien haben bereits gezeigt, dass sich systemisch messbare Biomarker
besonders auf lokale Strukturen wie die Makula auswirken kdnnen. Im Jahr 2005
zeigten Seddon et al., dass erhéhte Konzentrationen von CRP und Interleukin 6 mit
einer Progression der AMD assoziiert sind (Seddon et al., 2005b). Boekhoorn et al.
wiesen an Probanden aus der Rotterdam Study nach, dass erhéhte Plasmaspiegel von
CRP das Risiko fir die Entwicklung einer AMD erhdéhen (Boekhoorn et al., 2007).
Widersprlchliche Ergebnisse veréffentlichte allerdings die Forschungsgruppe um Klein
et al, die keine Assoziation zwischen den Entzindungsmarkern und der
Makuladegeneration feststellen konnten (Klein et al., 2005a). Weitere Studien werden
notig sein, um die Frage nach einer systemischen Erhéhung von CRP und Interleukin 6
endgaltig zu klaren.

Da es bei der AMD zu einer systemisch nachweisbaren Erhéhung von
Komplementfaktoren und wahrscheinlich auch anderen Entziindungsmarkern wie CRP
und Interleukin 6 kommt, liegt der Schluss nahe, dass es sich um eine systemische

Erkrankung handelt. Die Netzhaut und besonders die Makula sind mdglicherweise



51

vulnerabler als andere Kdrperregionen. Dies wurde bereits bei Mutationen im PRPF3
Gen festgestellt. Es handelt sich dabei um ein ubiquitar vorkommendes Bestandteil des
RNA Splicing-Mechanismus, dessen Mutation aber, wie bisherige Untersuchungen
zeigen, ausschlieBlich eine Veranderung der Netzhaut verursacht, namlich eine Retinits
pigmentosa (Comitato et al., 2007).

Mégliche Ursachen fir eine verstarkte Vulnerabilitdt der Netzhaut und speziell der
Makula kénnten die pathophysiologischen Einflisse sein, denen dieser Bereich
ausgesetzt ist. Die Makula ist im Laufe des Lebens von anhaltendem oxidativem Stress
betroffen. Im Bereich der Netzhaut liegt eine hohe Sauerstoffspannung vor, hinzu
kommen hohe Konzentrationen von ungeséttigten Fettsduren und Oxidantien,
chronische Lichtexposition und das im Alter zunehmende Lipofuszin, welches zu einer
sekundaren Photosensibilisierung fuhrt.

Obwonhl bei der AMD die gesamte Netzhaut Pathologien aufweist, kommt eine CNV in
der Peripherie selten vor. Eine mdgliche Ursache flr eine erhdhte Vulnerabilitat im
Bereich der Makula kbénnte sein, dass ein Abschnitt in der Bruch'schen Membran in
dieser Lokalisation signifikant diinner und durchlassiger ist, was besonders ausgepragt
an AMD Spenderaugen gefunden wurde (Chong et al., 2005).

Diese anatomischen und physiologischen Besonderheiten kébnnen dazu fihren, dass bei
einer systemisch messbaren Erhéhung von Entziindungsparametern die Makula
haufiger betroffen ist als andere Organe.

4.1 Biochemische Analyse

Da bei der Untersuchung von Drusen als Bestandteile ,Human leukocyte antigen® DR
(HLA DR), Immunglobuline und Komplementfaktoren gefunden wurden, lag der Schluss
nahe, dass an der AMD-Pathogenese immunologische Prozesse eine Rolle spielen
kénnten (Anderson et al., 2002; Hageman et al., 2001).

Bei der Analyse von Genen, die fiir Proteine des Komplementsystems kodieren, konnte
ein Polymorphismus im Gen des Komplementfaktors H (CFH) identifiziert werden, der
das Risiko, an einer AMD zu erkranken, erhéht (Edwards et al., 2005; Hageman et al.,
2005; Haines et al., 2005; Klein et al., 2005b).
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Die drei verschiedenen Wege des Komplementsystems enden alle in der Aktivierung
von Faktor C3.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigte sich flr C3a eine signifikante Erhéhung der
Plasmakonzentration bei den an AMD erkrankten Probanden (p=0,03).

Bereits im Jahr 2007 konnte von Sivaprasad et al. eine erhdhte Konzentration der
Plasmakonzentration von C3a des Arg im von Patienten mit AMD im Vergleich zu
Kontrollen gefunden werden. Bei dem Molekll C3a des Arg handelt es sich um einen
inaktiven Immunmodulator, der durch die Abspaltung von Arginin vom aktiven Molekdl
C3a durch die Carboxypeptidase N entstanden ist. Allerdings hatte Sivaprasad et al. mit
Heparin gemischtes Plasma analysiert, was zu irrtimlich hohen Konzentrationen von
Komplementfaktoren flhrte (Sivaprasad et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde
mit EDTA Plasma gearbeitet, um dies zu vermeiden.

Einen weiteren Hinweis flr eine bedeutende Rolle des Komplementsystems bei der
AMD Pathogenese liefern zwei Studien, welche zeigen, dass eine laserinduzierte
chorioidale Neovaskularisation bei Mausen ausschlieBlich mit intakten C3- und
C3aR/C5aR-Rezeptoren maoglich ist (Bora et al., 2005; Nozaki et al., 2006).

Die Bedeutung von systemisch messbaren Faktoren des Immunsystems auf lokale
Strukturen wie die Makula oder die glomerulare Basalmembran wurde bereits in
Tiermodellen nachgewiesen.

Pickering et al. hatten 2006 Mause untersucht, bei denen das Erbgut dahin gehend
verandert worden war, dass sie keinen Komplementfaktor H bilden konnten. Diese
Knockout-Mause  entwickelten in  Anwesenheit von C5 spontan eine
membranoproliferative Glomerulonephritis, die unter Gabe von C5 Antikérpern nicht
auftrat (Pickering et al., 2006). Diese Studie zeigt, inwieweit sich eine Veranderung im
Komplementsystem auf lokale Strukturen auswirken kann. Wie die Basalmembran der
Glomeruli scheint auch die Netzhaut empfindlicher auf systemische Einflisse zu
reagieren als andere Gewebe. Die membranoproliferative Glomerulonephritis Typ Il geht
sowohl mit einer systemischen Komplementaktivierung als auch mit retinalen
Ablagerungen, welche Drusen sehr &hnlich sind, einher (Huang et al., 2003).

Die Gruppe um Hollyfield et al. zeigte, dass Mause, welche mit an Albumin gebundenen
Carboxyethylpyrrolen immunisiert werden, Verdnderungen an der Netzhaut entwickeln,
die denen einer trockenen AMD &ahneln. Bei Carboxyethylpyrrolen (CEP) handelt es sich
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um ein Oxidationsprodukt von Docosahexaenoicsaure (DHA), welches gehauft in
Spenderaugen von AMD Patienten vorkommt. DHA findet man in Zellen des retinalen
Pigmentepithels und in Photorezeptorzellen, so dass Hollyfield et al. die
Docosahexaenoissdure als mdgliche Quelle von CEP im Alterungsprozess sahen. Um
die Sensitivitat gegen korpereigenes CEP zu erhéhen, immunisierte die Gruppe Mause
mit an Albumin gebundenem CEP (CEP-MSA). Die gemessenen Antikdrpertiter der
CEP-MSA immunisierten Mause waren 6-8mal héher verglichen mit Kontrolimausen.
Die histologische Untersuchung der Augen von CEP-MSA immunisierten M&usen zeigte
viel mehr Veranderungen im retinalen Pigmentepithel und Zelllyse als bei den
Kontrollmausen. In der Bruch'schen Membran unter dem RPE von CEP-MSA
immunisierten Mausen zeigte sich mit Hilfe von Immunfluoreszenz eine Anhaufung von
C3d, die um den Faktor zehn gréBer war als bei Kontrollm&usen (Hollyfield et al., 2008).
Diese Studie weist erneut auf die Bedeutung des Immunsystems in der AMD
Pathogenese hin, wobei die Netzhaut erneut vulnerabler als andere Gewebe reagiert.

Beim Vergleich der biochemischen Ergebnisse innerhalb der AMD Untergruppen
Drusen, CNV und GA zeigte sich eine signifikante Erhéhung von Faktor C3d bei den
Patienten mit Drusen im Vergleich zu den Probanden mit CNV und GA. Da es sich bei
den Probanden mit Drusen nur um eine kleine Population handelt und die signifikant
erhéhten Werte ausschlieBlich fiur Faktor C3d gefunden wurden, ist die Aussagekraft
und Verwertbarkeit dieses Ergebnisses eingeschrankt. Weitere Studien sind zur Klarung

dieses Sachverhalts notwendig.

4.2 Genotypisierung

Ziel der genetischen Datenerhebung war zunachst eine Bestatigung der bereits
vorliegenden Daten aus der Literatur (siehe Tabelle 9 - Ubersicht der genetischen
Studien zur AMD beziglich der Komplementfaktoren CFH, B, C2 und C3). Um zu
Uberprifen, ob die in Bonn untersuchten Probanden eine reprasentative Population
darstellen, wurden die Ergebnisse der Genetik mit den vorliegenden Daten zu

genetischen Markern im CFH-Gen, in BF-C2 und im C3-Gen verglichen (siehe Tabelle
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9). Fur die bereits vorbeschriebenen Marker konnte in der Tat eine signifikante
Assoziation mit der AMD bestatigt werden.
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Odds Ratio beziiglich des Marker aus der Bonner
Gen Variante, Marker p-Wert Literaturnachweise
Risikos einer AMD Population
CFH Y402H (rs1061170), Siehe Abbildung 14 <10™ (Edwards et al., 2005;|rs1061170 (T/C)
Hageman et al., 2005;
Haines et al., 2005; Klein et
al., 2005b)
rs2274700 nicht beschrieben <10% (Li et al., 2006) rs2274700 (G/A)
rs1410996 <10® rs412852 (A/G)
rs7535263 <10? rs800292 (G/A)
Komplement- Haplotyp H1 1,32 0,0013 (Gold et al., 2006)
faktoren H7 (R32Q, rs641153) 0,45 <0,0001 rs641153 (G/A)
B und C2 H10 (E318D, rs9332739) 0,36 <0,0001
rs547154 nicht beschrieben 9x10(-6) (Spencer et al., 2007) rs547154 G/T)
C3 C3F, rs2230199 2,6 fir Homozygote p = 59x10° (englische | (Yates et al., 2007) rs2230199 G/C)
Population)
p = 5,0x10° (schottische
Population)

Tabelle 9 - Ubersicht der genetischen Studien zur AMD beziiglich der Komplementfaktoren CFH, B, C2 und C3

Die Odds Ratios und p-Werte beziehen sich auf die Angaben aus der Literatur. In der rechten Spalte folgen die Marker, fiir die sich in der Bonner
Population signifikante Unterschiede zwischen Féllen und Kontrollen ergeben haben. Die roten Marker fiihren zu einem erhdhten, die blauen zu einem

erniedrigten Risiko einer AMD . Die unterstrichenen Marker bestatigen die linksstehenden in der Literatur veréffentlichten Ergebnisse.
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Abbildung 14 - Ubersicht iiber verschiedene Studien zum Y402H Polymorphismus mit Darstellung
der Odds ratios (ORs) fiir Hetero- und Homozygote (Schaumberg et al., 2007) - NHS/HPFS steht fiir
die Nurse'Health Study / Health Professionals Follow-up Study

Dargestellt sind die ORs, die 95% Konfidenzintervalle und die geschéatzten ORs fiir alle Studien
zusammen.

Die ORs kénnen in der Mitte der Kasten abgelesen werden, die horizontalen Linien stellen die
Konfidenzintervalle dar und die GroBe ist proportional zu dem Anteil, welchen die Studie zu der
GesamtOR beigetragen hat (Edwards et al., 2005; Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; Klein et
al., 2005b; Rivera et al., 2005; Sepp et al., 2006; Souied et al., 2005; Zareparsi et al., 2005).
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Vier der sechs untersuchten SNPs des CFH-Gens wiesen eine signifikante Assoziation
mit der AMD auf, wobei sich far die Marker rs800292 und rs2274700 ein protektiver
Effekt zeigte, wahrend die Marker rs1061170 und rs412852 mit einem erhdéhten Risiko
flr die AMD assoziiert waren.

Der Y402H Polymorphismus (rs1061170) ist ein bekannter Risikofaktor fur die
Entstehung einer AMD. Auf Proteinebene fihrt die Risikovariante zu einem Austausch
von Tyrosin gegen Histidin, wodurch sich die Bindungseigenschaften des Proteins
verandern. In welchem Ausmal dies die Entstehung einer AMD beeinflusst, ist noch
nicht bekannt (Edwards et al., 2005; Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; Klein et
al., 2005b). Im Rahmen dieser Studie konnte die Assoziation zwischen der Y402H-
Variante und dem Risiko fur die Erkrankung bestétigt werden.

Wie bereits von Yates et al. beschrieben (siehe Tabelle 9), ergab sich auch eine
signifikante Assoziation fiir den Marker rs2230199 im C3-Gen und dem AMD-Risiko. Die
Assoziation der SNPs rs547154 und rs641153 Faktor B/C2-Gen mit dem AMD-Risiko
konnte ebenfalls bestatigt werden. Diese beiden Marker befinden sich in hohem
Kopplungsungleichgewicht und reprasentieren wahrscheinlich dieselbe protektive
genetische Variante.

= = = = =
o o o | |
1 2 3 4 L]
4 4 0 il
rs9332739 B M1 a 4
rs547154 B M2
rs4151667 B M3 o
rs12614 B M4 4
rs641153 B M5

Abbildung 15 - Linkage Disequilibrium der Marker im FB-C2 Gen - Marker 2 und Marker 5 stellen
wahrscheinlich dasselbe protektive Signal dar.
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4.3 Assoziation zwischen der Proteinkonzentration der

Komplementfaktoren und den Genotypen

Sowohl bei den AMD Patienten als auch bei den Kontrollen zeigten sich bei Tragern des
Risikohaplotyps im CFH-Gen hdéhere Plasmakonzentrationen der Proteine des
alternativen Aktivierungswegs. Probanden mit den protektiven Haplotypen wiesen eine
geringere Plasmakonzentration der Proteine auf.

Eine bereits bekannte systemische Auswirkung von Verdnderungen der Gene des
Komplementsystems betrifft eine Mutation des Markers rs1061170. Es handelt sich
dabei um den Y402H Polymorphismus im CFH-Gen, welcher schon in vorhergehenden
Studien beschrieben worden ist (Edwards et al., 2005; Hageman et al., 2005; Haines et
al., 2005; Klein et al., 2005b). Uber diesen Polymorphismus ist bekannt, dass er zu einer
Variante des Komplementfaktors H flhrt, welche weniger stark an C reaktives Protein
(CRP), Heparin und RPE Zellen bindet (Clark et al., 2006; Laine et al., 2007; Sjéberg et
al., 2007; Skerka et al., 2007). Eine verminderte Bindungskapazitat an CRP kénnte dazu
fihren, dass weniger Zelltrimmer beseitigt werden kénnen und es zu einer gesteigerten
Entziindungsreaktion kommt (Laine et al., 2007). Obwohl die Komplementaktivierung
systemisch vorkommt, scheint die Netzhaut besonders empfindlich auf eine inadaquate

Komplementreaktion zu reagieren.

4.4 Logistische Regression

Bei der stufenweise logistischen Regression zeigte sich, dass sich mit einem Modell,
welches ausschlieBlich auf biochemischen Markern beruhte, eine bessere Aussage
bezlglich einer Erkrankung an AMD treffen lasst, als mit einem genetischen Modell,
welches sowohl im Rahmen der vorliegenden Arbeit als auch in vorherigen Studien
entwickelt worden ist (Despriet et al., 2007). Die Gene sind der Ausgangspunkt der
Proteinbiosynthese, bis zur Bildung eines funktionsfahigen Proteins sind jedoch viele
Schritte zwischen geschaltet. Daraus folgt, dass die Komplementfaktoren die Ablaufe im
Kérper direkter beeinflussen als die Gene. Dies konnte eine Erklarung fir eine
moglicherweise bessere Aussagekraft der ROC Kurven, beruhend auf biochemischen,
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im Vergleich zu genetischen Markern sein. Da bei dieser Studie ausschlieBlich Proteine
des alternativen Aktivierungswegs untersucht wurden, kann nicht von einer generellen
Uberlegenheit der Proteine als biologische Marker ausgegangen werden. Weitere
Studien sind nétig, um diese Frage zu klaren.

Inwieweit sich mit biochemischen Parametern pradiktive Aussagen bezlglich eines
Erkrankungsrisikos treffen lassen, muss in longitudinalen Studien untersucht werden.

4.5 Ubersicht der epidemiologischen Daten

Sowohl fir die Alters- als auch fir die Geschlechterverteilung ergaben sich signifikante
Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen. Ursachlich kénnte die Tatsache sein,
dass als Kontrollpersonen haufig Ehepartner der Erkrankten Probanden genommen
wurden. Fir die Plasmakonzentration der Komplementfaktoren wurden die bestehenden
Unterschiede in der Alters- und Geschlechtsverteilung als irrelevant bewertet
(Oppermann et al., 1992).

Das Alter ist ein gesicherter Risikofaktor flr die Entwicklung einer Makuladegeneration
(Evans, 2001). Ein Teil der Kontrollpersonen mit bisher gesunder Makula kann im Laufe
der kommende Jahre noch eine AMD entwickeln, die sich zum momentanen Zeitpunkt
noch nicht vorhersagen lasst. In diesem Fall wirde sich die Trennscharfe zwischen
Fallen und Kontrollen anhand der gemessenen Parameter verschlechtern.

Auch die Geschlechterverteilung ist signifikant verschieden. Wahrend bei den Patienten
mit AMD die Frauen Uberwiegen, gibt es unter den Kontrollen mehr Manner. Die Frage,
ob Frauen ein hdheres Risiko haben, an einer AMD zu erkranken, ist noch nicht
vollstandig geklart. In vielen Studien zeigt sich eine leicht erhdhte Pravalenz bei Frauen,
welche mdglicherweise durch eine langere Lebensdauer und gréBeres
Gesundheitsbewusstsein beim weiblichen Geschlecht erklart werden kann (Ambati et
al., 2003). Im Rahmen der Beaver Dam Eye Study, der Blue Mountains Eye Study und
der Rotterdam Study konnten keine Unterschiede bei den beiden Geschlechtern
bezliglich eines erhéhten Risikos fiir eine AMD festgestellt werden (Smith et al., 2001).
Weitere Studien werden nétig sein, um die Frage nach Geschlechtsunterschieden bei

dem Erkrankungsrisiko endguiltig zu klaren.
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Rauchen stellt den einzigen gesicherten exogenen Risikofaktor fur die Erkrankung an
einer Makuladegeneration dar (Chakravarthy et al., 2007; Mitchell et al., 2002b). Die
Konzentration von CFH im Plasma wird durch Rauchen gesenkt. (Esparza-Gordillo et
al., 2004). Bei den im Rahmen dieser Studie untersuchten Probanden ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Rauchverhalten von AMD Patienten und
Kontrollen, so dass nicht von einer artifiziellen Beeinflussung der Ergebnisse

ausgegangen werden kann.

4.6 Schlussfolgerungen

Die altersabhangige Makuladegeneration geht mit einer systemisch nachweisbaren
Komplementaktivierung einher.

Varianten in Genen des Komplementsystems kénnen zu einer Veranderung der
Komplementreaktion im ganzen Kérper fuhren, wobei die Netzhaut besonders
empfindlich zu reagieren scheint.

Wenn es sich bei der AMD um eine systemische Erkrankung handelt, ist es mdglich,
dass auch andere Organe betroffen sind und eine mégliche Assoziation zwischen der
Manifestation in anderen Geweben und der AMD bisher nur noch nicht gefunden
worden ist.

Ein mdglicher Zusammenhang zwischen systemischer Komplementaktivierung und
Ablagerungen im Bereich der Netzhaut wurde bereits bei einer anderen Erkrankung
beschrieben, der membranoproliferativen Glomerulonephritis Typ Il. Bei dieser
Erkrankung kommt es sowohl zu einer systemischen Komplementaktivierung als auch
zu retinalen Ablagerungen, welche eine groBe Ahnlichkeit mit Drusen haben (Huang et
al., 2003). Therapiert wird die Glomerulonephritis Il unter anderem durch die Substitution
von intakten Kontrollproteinen des Komplementsystems. Dies bietet eine mdgliche
Therapieoption bei der AMD fir die Zukunft.

Die logistische Regression hat gezeigt, dass mit biochemischen Markern eine ahnliche,
wenn nicht sogar bessere Unterscheidung zwischen AMD Patienten und Kontrollen
maoglich zu sein scheint, als mit genetischen Markern. Die Frage, ob die biochemischen
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Marker verlasslich mit dem Risiko fur das Auftreten der AMD assoziiert sind, missen
zuklinftige, insbesondere longitudinale Studien klaren.
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5 Zusammenfassung

Die altersabhangige Makuladegeneration ist die haufigste Erblindungsursache in den
Industrienationen. Kiirzlich konnten Polymorphismen in Genen der Komplementfaktoren
H, B, C2 und C3 gefunden werden, die mit der Erkrankung assoziiert sind (Edwards et
al., 2005; Gold et al., 2006; Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; Klein et al.,
2005b; Maller et al., 2007; Yates et al., 2007). Dies war Grundlage fur die Hypothese,
dass bei der AMD eine systemische Komplementaktivierung vorliegen kdnnte, welche
fur die Erkrankung pradisponiert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher die Blutproben von Patienten mit
AMD und Kontrollpersonen zunachst auf die bekannten, mit der AMD assoziierten,
genetischen  Marker untersucht und auBerdem die Konzentrationen der
Komplementfaktoren C3, C4, C3d, Ba, C3a, C5a, SC5b-9, B, H und D im Blutplasma auf
Proteinebene bestimmt.

Fir Marker einer Komplementaktivierung (C3d, Ba, C3a, C5a, SC5b-9) ergaben sich
signifikant erhdhte Plasmakonzentrationen bei Patienten mit AMD im Vergleich zu
Kontrollpersonen. Die Faktoren Ba und C3d, welche eine chronische
Komplementaktivierung anzeigen, wiesen die deutlichsten Effekte auf (p < 0,001).

Im CFH-Gen zeigten sich sowohl zwei signifikant protektive ( rs800292 und rs2274700)
als auch zwei signifikant mit erhéhtem Risiko assoziierte Marker (rs1061170 und
rs412852). AuBerdem konnte die Risikovariante (rs2230199) im C3-Gen bestatigt
werden. Im CFB-C2-Gen zeigten sich ebenfalls protektive Varianten (rs547154 und
rs641153).

Beim Vergleich der biochemischen Marker mit den genetischen ergab sich eine
signifikante Assoziation der systemischen Komplementaktivierung mit Polymorphismen
im Faktor H-Gen.

Die logistische Regressionsanalyse zeigte, dass ein Modell, welches auf den
biochemischen Markern Ba, C3d und Faktor D beruht, eine bessere Trennschéarfe zur
Unterscheidung zwischen Fallen und Kontrollen aufwies (82%), als ein Modell mit
ausschlieBlich genetischen Markern (73%). Eine im Vergleich zu dem biochemischen
Modell nur geringfligig bessere Diskrimination zwischen Gesunden und Kranken ergab

sich fir das Modell mit biochemischen und genetischen Markern, zusammen (85%).
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Die Frage, ob die biochemischen Marker verlasslich mit dem Risiko fUr das Auftreten der
AMD assoziiert sind, muss in zukinftigen, insbesondere longitudinalen Studien geklart

werden.
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