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1.Einleitung
1.1 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist eine bdsartige Tumorerkrankung, die ihren Ursprung in den
melanozytaren Zellen der Epidermis hat. Die Melanozyten liegen im Stratum basale
der Epidermis und produzieren den Farbstoff Melanin, welcher die Epithelzellen vor
DNA-Schaden durch UV-Einstrahlungen schutzen soll. Das Melanom hat eine
ungunstige Prognose bedingt durch die frihzeitige Tendenz zur lymphogenen und
hamatogenen Metastasierung, es ist fur mehr als 90% aller Todesfalle aufgrund von
Hauttumoren verantwortlich. (Pflugfelder et al. 2013) Das maligne Melanom ist ein
haufiger Tumor: Das Zentrum fir Krebsregisterdaten des Robert Koch Institutes
verzeichnete fur das Jahr 2018 22.890 Falle des malignen Melanoms der Haut,
darunter 10.880 bei Frauen. Insgesamt rangiert das maligne Melanom auf Platz 4 der

haufigsten Tumorneuerkrankungen der Frauen und auf Platz 5 bei den Mannern.
Zudem hat das maligne Melanom ein vergleichsweise junges Manifestationsalter:
Frauen erkranken im Mittel mit 62 Jahren, Manner vier Jahre spater mit 68 Jahren. In
der Altersgruppe der 25- bis 34- jahrigen ist das maligne Melanom bei Mannern die
vierthaufigste und bei Frauen sogar die zweithaufigste Krebsart. (Erdmann et al. 2021)

Dazu kommt, dass sich die Inzidenzrate seit 1970 bei beiden Geschlechtern mehr als
verfunffacht hat. Mit einer weiteren Steigerung in den kommenden Dekaden ist laut
Kaatsch et al. zu rechnen. (Kaatsch et al. 2015) Bei keinem anderen soliden Tumor,
mit Ausnahme epithelialer Hauttumore, ist eine vergleichbare Steigerung der
Inzidenzrate zu sehen, (Leitlinienprogramm Onkologie der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. [AWMF] Deutsche
Krebsgesellschaft e.V. [DKG] & Deutsche Krebshilfe [DKH], 2020). Die ist vor allem
auf veranderte Urlaubs- und Freizeitgestaltung zurtckzufihren: Der wichtigste
exogene Risikofaktor bei der Entstehung eines Melanoms ist die UV-Strahlung. Dabei
verlaufen UV-Exposition und Entartung nicht direkt proportional zueinander, vor allem
eine kurzzeitige, intensive UV-Belastung (in Form von Sonnenbranden) fihrt zu
Mutationen in Onko- und Tumorsuppressorgenen. (Pal et al. 2016) (Armstrong and
Cust 2017) Die haufigste Mutation betrifft die Serin/Threonin-Protein Kinase BRAF und
das N-RAS-Onkogen, welche die Tumorpromotion induzieren. Mutationen in der
Phosphatase PTEN sowie eine p53-Protein, beide Tumorsuppressoren treten

ebenfalls haufig auf. (Nalcaci et al. 2016) Zu den endogenen Risikofaktoren gehort ein



heller Hauttyp (I-Il nach Fitzpatrick), was unter anderem eine Erklarung fur das
deutliche Nord-Siidgefalle der Melanom Pravalenz ist. Die héchsten Inzidenzraten
treten in Australien und Neuseeland auf. Ein weiterer endogener Risikofaktor sind
besonders grolRe atypische kongenitale Navi sowie multiple Navuszellnavi, wobei sich
etwa 30-40% der Melanome aus bevorstehenden Lasionen entwickeln und der
groRere Teil de novo entsteht. (Garbe et al. 1994) Zudem haben Menschen mit
positiver Familien- oder Eigenanamnese eine hohere Wahrscheinlichkeit ein malignes
Melanom zu entwickeln. (Grob et al. 1990, Holly et al. 1987) Auch Immunsuppression
wie z.B. durch das HI-Virus oder Organtransplantationen spielt eine Rolle bei der
Entstehung von malignen Melanomen (Robbins et al. 2015) Das maligne Melanom
lasst sich in verschiedene histopathologische Subtypen unterteilen, welche die
Prognose mafgeblich mitbestimmen. Der haufigste histopathologische Subtyp ist das
superfiziell-spreitende Melanom, welches in etwa 55% der Falle vorliegt. Dieser
Subtypus geht aufgrund seiner primar horizontalen Ausbreitungstendenz mit einer
vergleichsweise guten Prognose einher. Klinisch prasentiert er sich als
asymmetrische, makulose Pigmentlasion, welche scharf, aber unregelmalig begrenzt
ist, typisch ist eine inhomogene Kolorierung. Der zweithaufigste Subtypus ist das
nodulare Melanom, welches in 20% der Falle vorliegt. Aufgrund einer primar nach
vertikal gerichteten GroRenprogredienz geht dieser Subtypus mit einer schlechten
Prognose einher. Er prasentiert sich als knotiger, exophytisch wachsender,
intermittierend blutender Tumor. Bei ca. 10% der Subtypen handelt es sich um ein
Lentigo-maligna-Melanom, welches in der Regel aus einer Lentigo maligna (Melanoma
in situ) hervorgeht und daher fast ausschlie3lich an sonnenexponierten Hautarealen
bei alteren Patienten vorkommt. Klinisch handelt es sich ebenfalls um eine unscharf
begrenzte makuldse Hautlasion mit inhomogener Pigmentierung. Das akrolentigindse
Melanom liegt eher selten vor und kommt Uberwiegend palmo-plantar und subungual
vor. Die subungualen Melanome prasentieren sich haufig als streifige
Pigmentierungen oder braunliche Flecken im Nagelbett. Weitere seltene Melanom
Formen sind das Aderhautmelanom, das Schleimhautmelanom, das amelanotische
maligne Melanom sowie die unklassifizierbaren malignen Melanome (Garbe und
Schaumburg-Lever 1997, Moll et. al 2016).



1.1 Systemische Therapie

Wie zuvor beschrieben, handelt es sich beim malignen Melanom um einen sehr
aggressiven Tumor, mit hoher Inzidenz und hoher Mortalitdt bei jungem
Manifestationsalter. Im  metastasierten  Stadium gibt es verschiedene
Systemtherapien, die zum Einsatz kommen koénnen. In der Vergangenheit kam
hauptsachlich Chemotherapie zum Einsatz, diese war durch fehlende Verlangerung
des Gesamtuberlebens des Patientenkollektivs bei erheblichen Nebenwirkungen
gekennzeichnet. Aus diesem Grund wurde in den letzten Jahrzehnten intensiv an
neuen Behandlungsmethoden  geforscht,  wobei bahnbrechende  und
richtungsweisende Erfolge verzeichnet werden konnten. Seit der EinfUhrung von
Immuncheckpoint-Therapien und  zielgerichteter = Therapie  konnte  das
Gesamtlberleben des Patientenkollektivs signifikant verlangert werden: Neben der
Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens ist die
Reduzierung der Tumorlast, sowie die Reduktion der tumorbedingten Symptome und
damit einhergehend das Erreichen einer gesteigerten Lebensqualitat eins der
wesentlichen Ziele der systemischen Therapie. (Garbe et al., 2019) Mittlerweile sind
die zielgerichtete Therapie und die Immuncheckpointtherapie nicht nur im
metastasierten Stadium zugelassen, sondern auch zur Verlangerung des rezidivfreien
Uberlebens bei lokal-fortgeschrittenen, nicht fern-metastasierten Melanom.
Chemotherapie wird heute als Behandlung der letzten Wahl betrachtet und kommt
dann zum Einsatz, wenn Resistenzen gegen Immuntherapie oder zielgerichteter
Therapie auftreten. Dacarbazin ist das am langsten etablierte Chemotherapeutikum

beim malignen Melanom. (Garbe et al., 2019)

1.1.1 Zielgerichtete Therapie

Die BRAF-Kinase ist ein Schlisselenzym des zellularen mitogen-activated Protein-
Kinase-Signalwegs, welcher unter anderem die Proliferation und Differenzierung der
Tumorzellen steuert. Er verlauft nach Aktivierung von NRAS-GTP Uber drei
enzymatische Zwischenstufen BRAF, MEK und ERK. Das aktivierte ERK dimerisiert
und transloziert in den Nucleus, wo es an der mRNA-Verarbeitung und Translation
sowie an der DNA-Reparatur und dem Kerntransport beteiligt ist. (Wan et al. 2004,
Wellbrock et al. 2004) In Melanomen ist die Mutation der BRAF- Kinase die haufigste
(40-60 %), dicht gefolgt von Mutationen im NRAS Protoonkogen (15-20 %) (Cheung

et al. 2018) (Curtin et al. 2005). In einem Tumor lasst sich jeweils nur eine dieser
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Mutationen nachweisen. (Van Allen et al. 2014) Die Mehrheit der Mutationen im BRAF
Gen befindet sich im Kodon 600 und ist meist eine Transversion von Thymin zu
Adenin, welche zu einem Austausch von Valin durch Glutaminsaure fuhrt. Dies
resultiert in einer BRAF V600E Mutation(Cheung et al. 2018). Im Vergleich zu BRAF
Wildtyp Melanomen weisen Tumore mit einer BRAF V600E Mutation haufig eine
aggressivere Verlaufsform auf. (Hugdahl et al. 2016) Patient:innen mit BRAF Mutation
sind zum Zeitpunkt der Erstdiagnose junger, es kommt haufiger zu zerebraler
Metastasierung und das Gesamtuberleben im Stadium IV ist deutlich reduziert.
(Cheung et al., 2018) Zum aktuellen Zeitpunkt sind die BRAF-Inhibitoren Vemurafenib
und Dabrafenib sowie Inhibitoren, des in der Signalkaskade nachgeschalteten Protein
Mitogen-activated-Kinase (MEK), Cobimetinib und Trametinib, zugelassen. (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2020) Sowohl BRAF- als auch MEK-Inhibitoren sind in der Lage die
progressionsfreie Zeit sowie das Gesamtuberleben zu verlangern, bei ca. 60-70% der
Patient:innen spricht die Therapie zunachst an. (Ahmed and Kelly 2016) (Luke and
Hodi 2013, Mackiewicz and Mackiewicz 2018) Das Therapieansprechen der BRAF-
Inhibitoren ist aber aufgrund von Resistenzen meist auf einen kurzen Zeitraum
beschrankt. Zur Verringerung der Resistenzentstehung werden sie mit MEK-
Inhibitoren in Kombination eingesetzt, (Eroglu and Ribas 2016, Flaherty et al. 2012)
wodurch ein langeres Therapieansprechen erzielt werden kann. (Livingstone et al.
2015)

1.1.2 Immuncheckpointinhibitortherapie

Die Immuncheckpointtherapie zielt auf den Tumorimmunzyklus ab. Dieser Zyklus lauft
so ab : Tumorzellen setzten im Rahmen der Apoptose Tumorantigen frei, dieses wird
von Antigen-prasentierenden Zellen (APC) aufgenommen. Die APC wandern in
Lymphknoten und prasentieren das Antigen den T-Zellen, die so aktiviert werden. Dies
ist die Priming-Phase. AnschlieRend gelangt die T-Zelle Gber den Blutstrom zurlick
zum Tumor, dieser wird Uber den T-Zell-Rezeptor von der T-Zelle erkannt und die
Tumorzelle kann von der T-Zelle zerstort werden. Dies ist die Effektorphase. (Chen
and Mellman, 2013, Fiureder, 2017) Bisher gibt es zwei verschiedene Ansatzpunkte in
der Immuntherapie: Zytotoxische T-Lymphozyten Antigen-4-Antikorper (CTLA-4-AK)
wirken in der Priming-Phase und programmed-death ligand 1-Antikorper (PD-L1-AK)
wirken hauptsachlich in der Effektorphase. Ipilimumab ist ein monoklonaler Antikorper,

welcher sich gegen CTLA-4 richtet. CTLA-4 ist ein Oberflachenprotein, das auf



aktivierten und regulatorischen T-Zellen exprimiert wird und bei Malignitat
hochreguliert wird. (Peggs et al., 2006, Frydecka et al., 2004) Zur T-Zell Aktivierung
bendtigt es neben der Bindung eines Antigens an den T-Zell-Rezeptor ein weiteres
Signal. Die Kostimulation erfolgt durch das Binden eines weiteren spezifischen
Oberflachenmolekuls (B7) der antigenprasentierenden Zelle an CD28 der T-Zelle.
CTLA-4 wirkt in diesem Prozess als negativer Regulator der T-Zell-Funktion, da es B7
mit hoherer Affinitat bindet. (Chambers et al., 2001, Collins et al., 2002) (McCoy et al.
1997) (Camacho 2015) Ziel der CTLA-4-Blockade ist die Uberwindung, der vom
Melanom geschaffenen Immuntoleranz, um einen tumorspezifischen Immunangriff zu
ermdglichen. Durch die CTLA-4-Blockade werden auch gesunde Korperzellen
angegriffen, diese Blockade prasentiert sich klinisch oft als Nebenwirkung des Magen-
Darm-Trakts, der Haut oder der endokrinen Drisen. (Fecher et al., 2013) Ipilimumab
wurde 2011 zugelassen und ist die erste Immuntherapie, die eine Verbesserung des
Gesamtuberlebens beim metastasierten Melanom gezeigt hat. (Hodi et al., 2010) Ein
weiterer Mechanismus Uber den die Melanomzellen eine Immuntoleranz schaffen, ist
die Expression von PD-L1/2. Uber diesen binden sie sich an den PD-1 Rezeptor der
T-Zelle. (Hargadon et al. 2018) PD-1 ist ein kostimulierender Rezeptor, der die T-Zell-
Aktivierung reguliert, indem er sich an den Liganden PD-L1 und PD-L2 bindet. Ahnlich
wie bei der CTLA-4-Signalubertragung wird durch die Aktivierung von PD-1 die T-Zell-
Proliferation unterdrickt. Es hemmt auch TNF-a, IFN-y und IL-2 und fordert die
Apoptose der T-Zelle (Keir et al., 2008). Hinzu kommt, dass der PD-1 Rezeptor der T-
Zellen bei Melanom-Patient:innen starker exprimiert wird als in gesunden Individuen,
dies verstarkt die immunologische Uberlegenheit der Melanomzellen. Ahnliches ist bei
chronischen Infektionen oder anderen Malignomen beobachtet worden. (Buchbinder
and Desai, 2016). PD-1-Liganden werden hauptsachlich in peripherem Gewebe
exprimiert und interagieren dort mit dem PD-1-Rezeptor, um die Toleranz im
infiltrierten Gewebe aufrechtzuerhalten. (Fife and Bluestone, 2008) Aktuell sind die
PD-1 Antikdrper Nivolumab und Pembrolizumab fur die Behandlung des malignen
Melanoms ab Stadium IlIA zugelassen. (Garbe et al., 2019) Nivolumab und
Pembrolizumab werden als Mono- oder Kombinationstherapie eingesetzt, wahrend
Ipilimumab nur noch in Kombination mit Nivolumab eingesetzt wird. (Larkin et al. 2019)
Dies ist vor allem in der besseren Wirksamkeit bezuglich der objektiven Ansprechrate,
der progressionsfreien Zeit sowie des Gesamtuberlebens begrindet. (Jacquelot et al.
2017, Schachter et al. 2017, Wolchok et al. 2017) Inzwischen gibt es einige klinische



Studien, die das Ansprechen und die Wirkung der Immuncheckpointtherapie
untersucht haben. 2019 untersuchte die Keynote-006-Studie die Pembrolizumab
Monotherapie und zeigte, dass das mediane Gesamtuberleben bei Pembrolizumab bei
32,7 Monaten und bei Ipilimumab bei 15,9 Monaten lag. (Robert et al., 2019b) Die
Checkmate-067-Studie zeigte, dass das mediane progressionsfreie Uberleben bei
Therapie mit Nivolumab/Ipilimumab 11,5 Monate, 6,9 Monate bei Nivolumab und 2,9
Monate bei Ipilimumab betrug. (Wolchok et al. 2022) Der therapeutischen
Anwendungen sind vor allem durch Nebenwirkungen Grenzen gesetzt. Die
Nebenwirkungen treten Ublicherweise innerhalb der ersten Wochen oder Monate nach
Therapiebeginn auf. Die haufigsten unerwinschten Wirkungen von CTLA-4-
Antikérpern und PD-1-Antikérpern treten auf der Haut mit Exanthemen oder Pruritus
auf. Diarrhden sind haufiger mit CTLA-4-Antikérpern verbunden, wahrend pulmonale
Symptome und Funktionsstérungen der Schilddriise haufiger mit PD-1-Antikdrpern
assoziiert sind. Eine Entzindung der Hypophyse tritt bei etwa 3% der Patienten unter
Ipilimumab auf, aber nur bei weniger als 1% der Patienten unter PD-1-Blockade. (Hodi
et al., 2010) Dies kann auf die ektopische Expression von CTLA-4 in der Hypophyse
zuruckgefuhrt werden, die durch die Blockade zu einer Entziindung fihrt. (lwama et
al., 2014) Trotz des bahnbrechenden Erfolges sind der Behandlung mit
Immuncheckpoint-Inhibitoren also derzeit noch Grenzen gesetzt: Mehr als die Halfte
aller Krebspatienten:innen sprechen nicht auf die PD-1-Signalblockade an, was
moglicherweise auf die Komplexitat des immunregulatorischen Netzwerks und die
Heterogenitat von Tumor und Wirt zurlickzuflhren ist. (Hamid et al. 2019) Zudem gibt
es Hinweise darauf, dass Veranderungen in der Tumormikroumgebung sowie der
adaptive Verlust der Immunogenitat das Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren
negativ beeinflussen kdnnte. (Karasarides et al. 2022) Dazu sind bis zu 96% der
Patient:innen von immunvermittelten Nebenwirkungen betroffen, welche die
Fortsetzung der Therapie verhindern kénnen. (Wolchok et al. 2017) Daher ist die
Erforschung madglicher Mechanismen, die die therapeutische Effizienz der
Immuncheckpointinhibitoren erweitern, erforderlich. Aktuell wird die
Komplementaktivierung bei antikOrperbasierter Therapie untersucht. Am Mausmodell
konnte bereits gezeigt werden, dass eine Kombination von
Immuncheckpointinhibitoren in Kombination mit einem C5aR-Antagonisten effizienter

ist als die Monotherapie mit Immuncheckpointinhibitoren.(Zha et al. 2017)



1.2 Das Komplement-System

Das Komplementsystem ist Teil des spezifischen Immunsystems und besteht aus
mehr als 50 Proteinen, welche sowohl im Plasma als auch membranstandig vorliegen
und bei Aktivierung kaskadenartig miteinander reagieren. Die Komplementproteine
werden in den Hepatozyten gebildet und liegen als inaktive Vorstufen im Plasma oder
im Extrazellularraum vor. Bei Ablauf der Komplementkaskade werden die Vorstufen in
ihre funktionell aktiven Spaltprodukte prozessiert.(Walport 2001) Die Aktivierung des
Komplementsystems kann Uber drei unterschiedliche Wege erfolgen: Dem
klassischen, dem Lektin Weg sowie dem alternativen Weg, welche gemeinsam in einer
terminalen Strecke munden. Die Hauptfunktionen des Komplementsystems sind die
direkte Abwehr von Pathogenen durch den Membranangriffskomplex, die
Opsonierung von Pathogenen und die Verstarkung der Entzindungsreaktion durch
Chemotaxis sowie der Steigerung der GefalRpermeabilitat. (Walport 2001) Die
Aktivierung des klassischen Weges erfolgt Uber Antikdrperbindung. Die C1g-
Untereinheit des C1-Komplexes, bestehend aus einem C1g-Molekul sowie jeweils
zwei C1s und C1r Untereinheiten, bindet an mindestens 2 Fc-Teile von IgM oder I1gG
Antikdrpern.(Markiewski and Lambris 2007) Diese Bindung fuhrt zu einer
Konformationsanderung und der autokatalytischen Aktivierung der Serinproteasen
C1s und C1r. Die Serinproteasen bewirken wiederum eine Spaltung von C4 in die
aktiven Spaltprodukte C4a und C4b. C4b, ebenfalls eine Serinprotease, bewirkt die
proteolytische Spaltung von C2 in C2a und C2b, sofern dieses ebenfalls an die
Zelloberflache gebunden ist. C4b und C2a bilden C4b2a, die sogenannte ,C3-
Konvertase des klassischen Weges*®, welche bis zu 1000 C3-Molekule in C3a und C3b
spalten kann. (Gasque 2004) Der Lektin Weg wird Uber die Bindung des Mannose-
bindenden Lektins (MBL) an Mannose oder D-Acetylglucosamin aktiviert. Diese
Zucker sind auf vielen pathogenen Oberflachen zu finden und beispielsweise Teil des
bakteriellen Peptidoglykan. Durch diese Bindung wird die MBL-assoziierte
Serinprotease MASP-13 aktiviert, diese vermittelt die Spaltung der Faktoren C2in C2a
und C2b, C4 in C4a sowie C4b. Daraus resultiert die Entstehung von C4bC2a-
Heterodimeren, welche analog zum klassischen Weg als C3-Konvertase agieren.
(Walport 2001) Der alternative Weg nimmt eine Sonderstellung ein. Die Aktivierung
erfolgt kontinuierlich durch die spontane Hydrolyse der Thioesthergruppe von C3 zu
C3(H20). (Thurman and Holers 2006) C3(H20) bindet an Faktor B. Diese Bindung
induziert eine Konformationsanderung von Faktor B und ermdglicht damit die Spaltung
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durch Faktor D in Ba und Bb. Durch Anlagerung von Bb an C3(H20) entsteht die
initiale C3-Konvertase des alternativen Weges C3(H20)Bb (Lachmann 2009). Diese
spaltet nun weitere C3-Molekule in C3b und C3a. Die neu entstandenen C3b-Moleklle
exponieren wieder die hochaktive Thioesthergruppe, welche kovalent an Amino-und
Hydroxygruppen von Zelloberflachen bindet. Das an der Zelloberflache gebundene
C3b interagiert ebenfalls mit Faktor D und B, sodass die eigentliche, membranstandige
C3-Konvertase des alternativen Weges C3bBb entsteht. Die alternative C3-
Konvertase ist instabil und bendtigt die Bindung von Faktor P (Properdin) zum
dauerhaften Bestehen. (Reis et al. 2018) Auf diese Weise entsteht die
Amplifikationsschleife des alternativen Weges, diese sorgt daflr, dass 80 - 90 % der
Komplementaktivierung unabhangig von der initialen Aktivierung durch die alternative
C3-Konvertase entsteht. Zudem resultiert die Aktivierung der Amplifikationsschleife in
einer raschen und effektiven Opsonierung von Zelloberflachen mit C3b. (Harboe et al.
2009, Harboe et al. 2004) Alle drei Aktivierungswege konvergieren in der Bildung von
C3a und C3b und der Einleitung der gemeinsamen Endstrecke. Die auf diese Weise
generierten C3b-Molekule beteiligen sich entweder an der beschriebenen
Amplifikationsschleife oder sie binden an eine bereits bestehende C3-Konvertase
(sowohl klassisch als auch alternativ) und bilden einen trimolekularen Komplex
C4b2a3b oder ,C3bBb3b + Properdin", welcher nun substratspezifisch C5 in C5a und
C5b spaltet und als ,C5-Konvertasen des klassischen bzw. alternativen Weges*
bezeichnet wird. C5b lagert sich an die Zielzelle an und rekrutiert die Faktoren C6, C7
und C8. Der so entstandene C5b678-Komplex leitet die Polymerisierung von C9 ein,
es entsteht der ringformige C5b-9- Komplex, welcher auch Membranangriffskomplex
(MAC) genannt wird. Der MAC bildet einen transmembranen Kanal in der Zielzelle und
zerstort damit die Semipermeabilitat der Zellmembran, was zur Zytolyse und zum Tod
der Zelle fuhrt. (Bohana-Kashtan et al. 2004)
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Abbildung 1:Das Komplementsystem Das Komplementsystem ist eine Kaskade aus enzymatisch
katalysierten Plasmaproteinen, die Teil des angeborenen Immunsystems ist. Das Komplementsystem
kann Uber drei verschiedene Wege aktiviert werden: Im klassischen Weg fihrt die Bindung von
mindestens 2 Fc-Teilen zu einer Aktivierung von C1q und der autokatalytsichen Aktivierung der
Serinproteasen C1s und C1r. Diese bewirken eine Spaltung von C4 in C4a und C4b. C4b bewirkt die
proteolytische Spaltung von C2 in C2a und C2b, sofern dieses ebenfalls an die Zelloberflache gebunden
ist. C4b und C2a bilden C4b2a, die sogenannte ,C3-Konvertase des klassischen Weges"“. Die
Aktivierung des Lektinweges erfolgt durch die Bindung von Mannose an das Mannose-bindende Lektin.
Dieser Komplex aktiviert MASP-13, diese vermitteln die Spaltung der Faktoren C2 in C2a und C2b, C4
in C4a sowie C4b. Die dadurch produzierten C4bC2a-Heterodimeren agieren analog zum klassischen
Weg als C3-Konvertase. Der alternative Weg wird durch spontane Hydrolyse der Thioestherbindung
von C3 aktiviert, es entsteht C3(H20). C3(H20) bindet den Faktor B, wodurch die Spaltung und
Aktivierung durch Faktor D vermittelt wird. Es entsteht die C3-Konvertase des alternativen Wegs
(C3bBb). Diese spaltet weitere C3-Molekdle, welche ebenfalls mit Faktor D und B interagieren, sodass
die eigentliche C3-Konvertase C3bBb entsteht. Dies ist die ,Amplifikationsschleife des alternativen
Weges*“. Die Bildung der C3-Konvertase leitet die gemeinsame Endstrecke ein: Die C3-Konvertase
spaltet C3 zu C3a und C3b, durch Bindung von C3b an die bestehenden C3-Konvertasen entstehen die
C5-Konvertasen des klassischen und Lektinweges C4bC2bC3b sowie C3b2Bb. Die C5-Konvertase
spaltet C5 in Cb5a und C5b. C5b rekrutiert die Faktoren C6-C9 und assembliert zum
Membranangriffskomplex (MAC). Die Zellwand des Pathogens, an das die initialen Stoffe (C1, C3b,
MbL) gebunden haben, wird durch den Komplex perforiert. Dies fuhrt zur Zelllyse und Zelltod. Graphik
kreiert mit BioRender.com.

Die deutlich kleineren Spaltprodukte C3a und C5a verstarken als sog. Anaphylatoxine
die lokale Entzindungsreaktion und bilden durch die Aktivierung von
Komplementrezeptoren C3aR, C5aR1 und C5aR2 auf Granulozyten, Endothelzellen,

Monozyten, Eosinophilen und Mastzellen das Bindeglied zwischen angeborener und
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adaptiver Immunabwehr. (Erdei et al. 1997) (Fayyazi et al. 2000, Werfel et al. 1992)
Sie haben multiple Effektorfunktionen wie die Steigerung der vaskularen Permeabilitat,
die Freisetzung von Entzindungsmediatoren wie z.B. Histamin, die Anregung der
Produktion von Cytokinen, die Chemotaxis von Granulozyten, Monozyten und
Mastzellen, sowie die Stimulation von Granulozyten zur Produktion und Freisetzung
von Sauerstoffmetaboliten (ROS, ,Oxidative Burst). C3aR, C5aR1 und C5aR2
gehoren zu der Rhodopsin-Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren:
Diese besitzen eine Struktur von sieben hydrophoben transmembranen Domanen, die
durch hydrophile extra- und intrazellulare Loops miteinander verbunden sind. Die
Rezeptoren werden nicht nur auf Immunzellen sondern auch auf einer Vielzahl von
nicht-lmmunzellen wie glatten Muskelzellen, Endothelzellen, Alveolarzellen und
Mesangialzellen exprimiert. (Erdei et al. 1997) (Fayyazi et al. 2000, Werfel et al. 1992)
Daruber hinaus exprimieren verschiedene mesenchymale und hamatopoetische
Stamm- und Vorlauferzellen C3aR und C5aR (Ratajczak et al. 2004, Reca et al. 2003,
Schraufstatter et al. 2009) C3a hat eine geringere biologische Aktivitat als C5a, dies
kann aber Uber die weitaus hohere Serumkonzentration von C3a ausgeglichen
werden. C4a ist C5a und C3a in Sequenz und Struktur recht ahnlich, eine
anaphylatoxe Funktion konnte im Menschen aber bisher noch nicht nachgewiesen

werden. (Barnum 2015)

1.2.1 Faktor H

Eine strenge Regulation der Aktivierung des Komplementsystems ist unabdingbar, da
die reaktive Thioestergruppe des C3b-Molekuls unwillkirlich mit allen Zelloberflachen
interagiert und dabei nicht zwischen koérpereigenen und koérperfremden Zellen
diskriminiert. Regulation findet auf allen Ebenen des Komplementsystems statt, der
wichtigste Ansatzpunkt ist allerdings C3 sowie die Aktivierung des alternativen Weges.
C3 ist das zentrale Element der Komplementkaskade, alle drei Aktivierungswege
resultieren in C3b-Generierung, im alternativen Weg wird zusatzlich weiteres C3b
durch die positive Ruickkopplung generiert. Wie fatal eine unregulierte Aktivierung des
alternativen Weges sein kann, veranschaulicht das Krankheitsbild des atypischen
hamolytisch-uramischen Syndroms (aHUS). (Michael et al. 2022) Der wichtigste
Regulator des alternativen Weges ist der kompetitive Inhibitor Faktor H. Dieser wird
hauptsachlich in der Leber gebildet und liegt dann im Plasma vor. Er ist 155 kDA grof}
und besteht aus 20 homologen Doméanen (short consensus repeats, SCRs). Die ersten
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vier N-terminalen Domanen bilden die Bindungsstellen fur C3b. (Lachmann 2009,
Walport 2001)

N-Terminus EEEEEOEEEOEEEEEOOO@ cTerminus

SCR 1-4: C3b- SCR19-20: GAG und
Bindestelle Sialinsdure-Bindestelle

Abbildung 2: Schematische Darstellung von Faktor H Fakor H ist ein monomeres Protein, welches
aus 20 homologen Domanen, den sog. Shortconsenus repeats, SCRs besteht. Die ersten N-
terminalen Domanen sind hierbei fiir die regulatorische Aktivitat zustandig und binden C3b, wahrend
die C-terminalen Doméanen 19-20 fir die Wirtserkennung zustandig sind und Glykosaminoglykane und
Sialinsaurespezifische Bindungstellen sind. (Clark et al. 2013)

Faktor H hat eine 100 mal starkere Affinitat an C3b zu binden als Properdin (Fearon,
Austen 1977) und inhibiert damit die Bildung der alternativen C5-Konvertase C3Bb
kompetitiv durch Bindung an C3b. Zusatzlich beschleunigt die Anwesenheit von Faktor
H ihren Zerfall und agiert als Cofaktor fur Faktor | beim Abbau von C3b zur inaktiven
Form C3bi (Pangburn et al. 1977) (Weiler et al. 1976) (Whaley and Ruddy 1976).
Faktor H kann auch mit der klassischen C3-Konvertase interferieren, indem er
gemeinsam mit Faktor | die Spaltung von C4b zu C4c und C4d katalysiert. (Zipfel and
Skerka 2009) Die Spezifitdt von Faktor H fur korpereigene Zellen kommt durch
spezielle Bindestellen flr Polyanionen wie Sialinsdure und Glykosaminoglykanen
(GAGs) zustande. (Pangburn 2000) Diese Bindestellen befinden sich an der Domane
19-20 am C-terminalen Ende. Sowohl Domane 19 als auch 20 haben eine hdhere
Affinitat zu Heparansulfat als zu anderen GAGs und unterscheiden sich in ihrer
relativen Affinitat zu unterschiedlichen (de-)sulfatierten Formen von Heparin (Clark et
al. 2013) Durch die Bindung an GAGs oder Sialinsdure wird eine
Konformationsanderung induziert, welche zu hoherer Aktivitat fuhrt. Die Konformation
mit geringer Aktivitat liegt im Plasma vor, die aktivere Konformation entsteht, wenn
Faktor H an Glykosaminoglykane (GAGs) oder Sialinsauren bindet, die in der Regel
auf Wirtszellen, nicht aber auf Erregeroberflaichen vorhanden sind, so dass die
eigenen Oberflachen geschuitzt sind, wahrend die Komplementkaskade auf fremden
Oberflachen dadurch ungehindert ablaufen kann. (Herbert et al. 2015, Pangburn 2000,
Rodriguez de Cordoba et al. 2004)
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Wirkungsweise von Faktor H Faktor H ist der
wichtigste Komplementregulator des alternativen Wegs: Faktor H konkurriert mit Faktor B um die
Bindung an C3b und verhindert damit die Bildung der C3-Konvertase des alternativen Weges C3bBb
und beschleunigt den Zerfall der Konvertase. Auflerdem agiert Faktor H als Cofaktor bei der
proteolytischen Spaltung von C3b zu C3bi. Faktor H bindet Gber spezifische SCRs (s. Abb 2) an
Sialinsdure und GAGs und an C3b wodurch eine Konformationsanderung induziert wird und die Affinitat
zu C3b verstarkt wird. Graphik kreiert mit BioRender.com.

1.3 Die Glykokalyx

Das wichtigste Komplementkontrollprotein des alternativen Weges ist Faktor H. Faktor
H unterscheidet zwischen kdrpereigenen und kérperfremden Zellen, durch die Bindung
an bestimmte Strukturen auf der Zelloberflache. Die Bindungsstellen sind dabei
spezifisch fur Glykosaminoglykane und Sialinsaure, beides Bestandteile der
Glykokalyx. Die Glykokalyx ist ein, mit der Plasmamembran eukaryotischer Zellen
verknlpftes, funktionelles System, welches auf allen endothelialen Zellen und vielen
epithelialen Zellen nachgewiesen werden konnte. Aufgrund ihres ubiquitaren
Vorkommens hat die Glykokalyx multiple, lokalisationsadaptierte Funktionen. Neben
der Mitwirkung an der Regulation der Komplementaktivierung spielt sie eine wichtige
Rolle bei der Vermittlung von Zell-Zell-Interaktionen, der SignalUbertragung und der
Selbsterkennung. Ferner bildet sie eine Schutzbarriere gegenuber Pathogenen und
reguliert Entzindung und Reparatur. ( Laubli and Varki 2020)

Das Grundgerust der Glykokalyx setzt sich aus membrangebundenen Proteoglykanen
und Glykoproteinen zusammen, diese sind Uber die Seitenketten der Proteoglykane
miteinander verwoben und bilden eine dreidimensionale Struktur. (Chappell et al.,
2008a).
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Abbildung 4: Die Glykokalyx Die Glykokalyx ist eine 0,5 nm messende Schicht an der AuRenseite
aller eukaryotischer Zellen. Sie besteht aus Kohlenhydraten, welche an Membranproteine oder
Membranlipide gebunden sind. Die Membranproteine sind entweder die kurzen unverzweigten
Glykoproteine oder die groReren, vielfedrigen Proteoglykane. An die Proteoglykane sind die
Glykosaminoglykane (GAGs), Heperansulfat, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat oder Keratansulfat,
gebunden. Auf diese Weise entstehen bspw. die Heperansulfatproteoglykane Syndecan oder Glypican.
Die Glykoproteine bestehen aus einem zentralen Protein und kovalent gebundenden, repetitiven
Disaccharideinheiten bspw. der Sialinsdure. Hyaluronsaure ist mithilfe eines GPIl-Ankers
(Glycosylphosphatidylinositol-Anker) in der Lipiddoppelschicht befestigt. Graphik kreiert mit
BioRender.com.

Glykoproteine sind Makromolekile, welche aus einem zentralen Protein und in ihrer
Anzahl variierender, kurzer verzweigter Saccharidresten bestehen. (Pries et al. 2000,
Reitsma et al. 2007) (Ushiyama et al. 2016) Durch ihre kleine Grof3e (10-20 nm) sind
sie in die tieferen, zellnahen Schichten der Glykokalyx eingebettet. (Ushiyama et al.
2016) In humanen Glykoproteinen kommen acht verschiedene Saccharidreste vor:
Fucose, Galactose, Mannose, Glucose, Xylose, N-Acetylglucosamin, N-
Acetylgalactosamin und N-Acetylneuraminsaure, die sog. Sialinsaure.(Hossler et al.
2007) Die Glykosylierung der Proteine findet post- bzw. cotranslational statt. Man
unterschiedet dabei zwischen N- und O-Glykosylierung der Glykoproteine: Die N-
glykosylierten Glykoproteine entstehen durch die kovalente Bindung eines
Zuckerrestes an die Saureamidgruppe eines Asparagins, dies findet im
Endoplasmatischen Retikulum statt. Die O-Glykosylierung im Golgi-Apparat entsteht
durch Bindung an die Hydroxygruppe von Serin, Threonin, Hydroxyprolin und
Hydroxylysin. (Kornfeld and Kornfeld 1985, Zauner et al. 2012) Neben
Glykoproteinen sind die groReren, verzweigteren Proteoglykane Teil der Glykokalyx:
Proteoglykane bestehen aus einem membrangebundenen Kernprotein, an das
Glykosaminoglykane als Seitenketten kovalent gebunden sind. (Reitsma et al. 2007)

Die Glykosaminoglykan-Seitenketten sind lineare Disaccharidpolymere, die aus
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hunderten bis zu tausenden von Disacchariduntereinheiten aufgebaut sein konnen.
(Tarbell and Cancel 2016) Je nach Disaccharid ergeben sich Heparansulfat,
Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Keratansulfat und Hyaluronsaure, die je nach Art
des Gewebes eine andere Haufigkeitsverteilung besitzen. (Reitsma et al. 2007)
Sulfatierung, Carboxylierung und eine Reihe weiterer Modifikationen bei der
Polymerisation der Glykosaminoglykane fuhren zu einer Fllle potenzieller
Proteinbindungsstellen. So entsteht eine Vielfalt aus strukturell und funktionell
heterogenen Glykosaminoglykanen und ein dreidimensionales, viel verzweigtes
Netzwerk. Hyaluronsaure nimmt eine Sonderstellung ein: Es ist die einzige
Glykosaminoglykan-Seitenkette, die nicht Uber ein Kernprotein, sondern Gber den
CD-44 Rezeptor (GPI-Anker) mit der Zellmembran verbunden ist. (Becker et al.
2015) Aulerdem verflgt sie Uber weniger Proteinbindungsstellen aufgrund fehlender
Sulfatierung. Trotzdem tragt Hyaluronsaure durch ihre Molekullange von bis zu
mehreren Mikrometern und durch seine enorme Wasserbindungsfahigkeit
mafgeblich zur Stabilisierung und Quervernetzung der Glykokalyx bei. (Van
Teeffelen et al. 2007)(Broekhuizen et al. 2009)

1.3.1 Heparansulfat

Das mit Heparin verwandte, aber weniger stark sulfatierte Heparansulfat kann bis zu
90% der Glykosaminoglykan-Seitenketten ausmachen. (Pries et al. 2000) Es ist
aufgrund seiner Carboxyl- und Sulfatgruppen negativ geladen und reich an
Proteinbindungsstellen. (Van Teeffelen et al. 2007) Aufgrund seines komplexen
Aufbaus sind eine groRe Anzahl von Enzymen an der Synthese beteiligt: Das
Kohlenhydratgerist besteht aus 100-200 repetitiven Einheiten des Disaccharids
Glucuronsaure-N-Acetylglucosamin (GIcA-GIcNAc), dieses wird durch die Wirkung der
Exostosin 1/Exostosin 2 (EXT1/2)-Copolymerase gebildet. Anschliel3end ersetzen N-
Deacetylase/N-Sulfotransferasen (NDSTs) Acetylgruppen der GlcNAc-Reste durch
Sulfate, dies ist die erste einer Reihe von verschiedenen Sulfatmodifikationen.
Glucuronsaure (GIcA) kann durch Glucuronsaure-Epimerase (GLCE) in Iduronsaure
(IdoA) umgewandelt werden, wodurch zusatzliche strukturelle Variabilitat entsteht.
(Reitsma et al. 2007) Dann werden Sulfat Modifikationen durch verschiedene
Sulfotransferasen (HS2STs, HS3STs und HS6STs) an der 2-O-Position von GlcA/IdoA
und den 3-O- bzw. 6-O-Positionen von GIcNAc/GIcNS vorgenommen. Die Anzahl der

strukturellen Moglichkeiten innerhalb einer Heparansulfat-Kette ist durch diese
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Prozesse sehr hoch und hauptsachlich durch unterschiedliche Sulfatierungsmuster
bestimmt. Dies erklart, warum Heparansulfat in der Lage ist, die spezifische Bindung
und Funktion einer Vielzahl von Proteinen einschliellich Komplementproteinen zu
vermitteln. (Heinrich et al. 2014, Weinbaum et al. 2007)

0S03-
|
o Ho CHa
SOy |
SOz (Ac)

Abbildung 5: Strukturelle Darstellung von Heparansulfat rot markiert sind die negativ geladenen
Gruppen. Heparansulfat besteht aus langen Ketten von Disacchariden, welche aus D-Glucosamin-
Einheiten kombiniert mit D-Glucuronsaure oder L-lduronsaure bestehen.

Faktor H verfugt Uber verschiedene Proteinbindestellen (CCPs), welche Affinitat zu
Polyanionen und C3-Fragmente besitzen, die CCPs 6-8 und 18-20 sind spezifisch fur
Heparansulfat. (Hu and Weinbaum 1999). Auf diese Weise reichert sich Faktor H in
der Mikroumgebung von Wirtszellen an und kann dort seine hemmende Wirkung

entfalten.
1.3.2 Sialinsaure

Die Sialinsaure ist einer der acht endstandigen Zucker, die an Glykoproteine gekoppelt
sein konnen. Sialinsauren sind negativ geladene alpha-Ketosauren, welche aus neun
Kohlenstoff-Atomen bestehen und die am C1-Atom eine kovalent-gebundene
Carboxylgruppe und am C2-Atom eine kovalente Ketogruppe haben. Die molekulare
Basis stellt ein Neuraminsauregerist (Neu, 5-Amino-3,5- Dideoxy-D-Glycero-D-
Galacto-non-2-ulosonsaure) dar. N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) und N-
Glykolylneraminsaure (Neu5Gc) sind die im Menschen am haufigsten vorkommenden
Sialinsauren. (Brinkman-Van der Linden et al. 2000, Varki 2001) DarlUber hinaus
wurden in der Natur bisher etwa 50 strukturell verschiedene Sialinsauren identifiziert.
Die strukturelle Vielfalt kommt durch Variationen am C5-Atom und an den
Hydroxylgruppen der C-Atome 4,7,8,9 zu stande. Diese kdnnen acetyliert, lactyliert,
sulfatiert, phosphoryliert oder methyliert sein. Die Bildung intra- und intermolekularer

Lactone schafft weitere Variationsmadglichkeiten. In Ldsung nehmen Sialinsduren eine
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C5-Sesselkonformation an. Freie Sialinsauren befinden sich in der Regel in (-

anomerer Ringstruktur. (Maggioni et al. 2013)

N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) N-Glycolylneuraminsaure (Neu5Gc)
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Abbildung 6: Strukturelle Darstellung der Sialinsduren Darstellung von haufig vorkommenden
Sialinsduren N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) und N-Glycolylneuraminsdure (Neu5Gc) in 3-anomerer
Ringstruktur

Wie auch Heparansulfat kann die endstandige Sialinsaure durch ihre negative Ladung
die Aktivitat von Faktor H beeinflussen und damit die Aktivierung des alternativen
Pathways regulieren. Wie oben beschrieben verfugt Faktor H Uber verschiedene
Bindungsdomanen (CCPs), welche Polyanionen und C3-Fragmente binden. CCP 20
ist die einzige bisher bekannte Stelle, die fur Sialinsaure spezifisch ist (Blaum et al.
2015) Die Affinitat von FH zu C3b ist in Gegenwart von Wirtssialinsaure um das 10-
fache erhoht (Merle et al. 2015, Mulivor and Lipowsky 2004, Schmidt et al. 2012)

1.4 Komplementsystem in der Tumorentstehung

Bis vor Kurzem stand das adaptive Immunsystem, speziell die Beeinflussung von
Funktion und Anzahl der zytotoxischen T-Zellen, im Fokus der wissenschaftlichen
Forschung bezuglich der antitumoralen Behandlung. Da angeborenes und adaptives
Immunsystem eng miteinander verbunden sind und die Komplementaktivierung die
adaptive Immunantwort sowie die T-Zellreaktion reguliert, lag es nahe, auch die Rolle
des Komplementsystems bei Tumorentstehung und Progression zu untersuchen.
Zunachst konnte festgestellt ~werden, dass die Konzentration von
Komplementproteinen in malignen Zellen und Tumoren erhoht ist. Dies haben
verschiedene Studien fur unterschiedliche Tumorentitdten nachweisen kdnnen.
(Afshar-Kharghan 2017) Es produzieren sowohl Tumor- als auch Stromazellen in der
Tumormikroumgebung Komplementproteine. Zudem gibt es zahlreiche Belege fur eine

lokale und systemische Aktivierung des Komplementsystems bei Krebserkrankungen.
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(Cho et al. 2014, Piao et al. 2015) Die Frage, ob die Komplementaktivierung im Sinne
eines Abwehrmechanismus gegen die Tumorentstehung und Progression agiert oder
die lokale Komplementaktivierung das Tumorwachstum fordert, wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Vermutlich hangt die Rolle der Komplementaktivierung auch von
der Tumorentitat ab. Ferner haben verschiedene Komplementfaktoren auch
komplementunabhangige Funktionen, welche das Tumorwachstum beeinflussen.
Roumenina et al. teilten die verschiedenen Tumorentitaten bezuglich der Auswirkung

der Komplementaktivierung in vier Gruppen ein:

1. Krebserkrankungen mit protektiver Wirkung des Komplementsystems, d.h.
gleichzeitiges Auftreten einer gunstigeren Prognose und
Komplementaktivierung.

2. Krebserkrankungen mit protektiven C3, d.h. eine glinstige Prognose nur bei
hoher C3-Expression nicht bei anderen Komplementgenen.

3. Krebserkrankungen mit negativer Wirkung des Komplementsystems, d.h.
Auftreten einer schlechten Prognose im Zusammenhang mit einer hohen
Expression von Komplementgenen.

4. Krebserkrankungen, die beziiglich ihnrer Komplementaktivierung keiner Gruppe

zugeordnet werden konnten. (Roumenina et al. 2019)

1.4.1 Antitumorale Wirkung des Komplementsystems

Zunachst ging man von einer rein antitumoralen Wirkung einer Aktivierung des
Komplementsystems aus. Dies wurde hauptsachlich von der Erkenntnis gestutzt, dass
der Mechanismus der Immun-checkpoint-Inhibitoren nicht nur auf der
antikOrpervermittelteten  Zytotoxizitdt  (ADC), sondern auch auf der
komplementabhangigen Zytotoxiziat (CDC) basiert. (Taylor and Lindorfer 2016) (Derer
et al. 2014) Diese erfolgt je nach Ausmald der Komplementreaktion auf der Zielzelle
Uber den klassischen Weg und die MAC-Assemblierung mit direkter Zelllyse oder
durch die Rekrutierung von Makrophagen. Diese erkennen die opsonierten
Tumorzellen und nehmen diese durch die Erkennung der opsonierenden Fragmente
durch die Komplementrezeptoren CR1, CR3, CR4 oder CRIg12 auf. Ferner erkennen
die Makrophagen den Fc-Teil der tumorspezifischen monoklonalen Antikorper (mAbs),
sodass eine synergistische Elimination von Tumorzellen durch C3R und die FcyR-

abhangige Aufnahme erfolgt. (Derer et al. 2014) Zudem verstarkt die Freisetzung der
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Anaphylatoxine (C5a, C3a) die zytolytische Aktivitdt von mAbs, indem sie die
Rekrutierung phagozytischer Zellen fordert und die relative Expression von
aktivierenden und hemmenden FcyRs auf Neutrophilen und Makrophagen verschiebt.
(Karsten and Kohl 2012) Aber auch abseits der mAB-vermittelten Tumorzelllyse ist das
Komplementsystem an zahlreichen immunmodulatorischen Mechanismen mit
antitumoraler Wirkung beteiligt. (Carroll and Isenman 2012, Schmudde et al. 2013)
Komplementproteine sind an grundlegenden immunologischen Prozessen wie der
Prasentation von Tumorantigenen durch Antigen-prasentierende Zellen (APCs), der
Aktivierung von B-Zellen, sowie der Differenzierung von T-Zellen und T-Effektorzellen
beteiligt. (Freeley et al. 2016, Liszewski et al. 2013) So konnte die Expression von
Komplementproteinen- und Rezeptoren auf dendritischen Zellen (DCs),
hochspezifischen antigenprasentierende Zellen, nachgewiesen werden. (Li et al.
2011) Zudem konnte ein C3-Mangel bei APCs mit einer verminderten
Antigenprasentation in Verbindung gebracht werden. (Reis et al. 2008) Reis et al
zeigten, dass lokal produzierte Anaphylatoxine C5a und C3a mit ihren Rezeptoren
C5aR1 und C3aR auf APC und T-Zellen interagieren und dabei wesentlich an der T-
Zellproliferation und Differenzierung beteiligt sind. Das Wegfallen dieser Interaktion
fuhrte zu einer deutlich verminderten T-Zellreaktion.(Reis et al. 2008) Auch das
Uberleben von CD4+T-Zellen wird durch das Ausschalten einer C3aR oder C5aR1-
Stimulation verringert (Strainic et al. 2008). Diese Ausschaltung konnte zudem mit der
Induktion eines immunsupprimierenden Phanotyps der CD4+Zelle (iTreg-Zelle) in

Verbindung gebracht werden. (Strainic et al. 2008)

1.4.2 Protumorale Wirkung von Komplement

Mittlerweile hat sich die Erkenntnis durchgesetzt, dass Komplementaktivierung auch
eine protumerale Wirkung haben kann. 2008 wurde die erste Studie veroffentlicht, in
der C3-, C4- und Cbhar1- defiziente Mause ein langsameres Tumorwachstum zeigten
als der Wildtyp. Es folgten eine Bandbreite von Studien, welche ahnliche Ergebnisse
fur eine Varietat an Tumorentitaten zeigte. (Vadrevu et al. 2014) (Contractor et al.
2016, Piao et al. 2015, Riihila et al. 2017). Inzwischen wurde eine tumorférdernde
Wirkung der Komplementaktivierung bereits explizit fur das Melanom gezeigt. 2022
beobachteten Liu et al., dass Melanom Patientiinnen eine Aktivierung der
Komplementkaskade aufweisen. Diese hatten erniedrigte Spiegel von C3 bei
gleichzeitig erhéhtem Spiegel von C3a, C3b und Cb5a. Das wurde aber nur bei
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Individuen mit weiter fortgeschrittenem Melanom beobachtet (Stadium 3-4 versus
Stadium 1-2), was fir die prometastatische Wirkung der Komplementaktivierung
spricht. (Liu et al. 2022) Der Rezeptor fur C3a C3aR wurde darlber hinaus spezifisch
mit der Bildung von zerebralen Metastasen, d.h. mit der Uberschreitung der Blut-Liquor
Schranke in Verbindung gebracht. (Boire et al. 2017) Der Beitrag des
Komplementsystems zum Tumorwachstum und Metastasierung scheint auf
verschiedene Weise zu erfolgen. Hierzu ist die Rolle der Anaphylatoxine (C3a, C5a)
gut untersucht worden: In einem Melanommodell konnte bei C3aR-defizienten Mausen
ebenfalls ein milderer Krankheitsverlauf mit weniger Tumorwachstum als im Wildtyp
nachgewiesen werden. In dem Modell wurde eine geringere Entzindungsreaktion in
C3aR-defizienten Mausen mit mehr Neutrophilen und weniger Makrophagen in der
Tumormikroumgebung beobachtet. (Nabizadeh et al. 2016) Der C5aR-Signalweg fuhrt
zu einer Einwanderung von myeloiden Suppressorzellen (MDSCS) in die
Tumormikroumgebung. MDSC sind unreife, myeloische Zellen, welche die
Proliferation von CD8+ T-Zellen reduzieren und zusatzlich durch Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) die Apoptose in CD8+ T-Zellen induzieren. Auf
diese Weise fuhrt die C5aR zur T-Zell-Depletion und damit zur Immunsuppression.
(Kusmartsev et al. 2004) Aulerdem wurde die Gefalinvasion in verschiedenen
Tumorentitdten mit einer Uberexpression von C5aR1 assoziiert. (Corrales et al. 2012,
Kaida et al. 2016, Nitta et al. 2013) Diese Invasivitat basiert vermutlich auf der C5a-
induzierten Sekretion von Metalloproteinasen, welche die extrazellulare Matrix (ECM)
abbauen kénnen. (Nitta et al. 2014) Allerdings ist auch bekannt, dass Krebszellen
durch membrangebundende Serinproteasen C5 spalten kdnnen. Gegebenfalls konnte
dies ein Mechanismus der Selbstaktivierung von C5aR-exprimierenden Krebszellen
sein, um die Invasivitat zu erhdhen und die Rekrutierung von MDS und die
Neovaskularisierung zu induzieren und damit eine, fir den Tumor gunstige
Mikroumgebung, zu schaffen.(Nitta et al. 2014) So konnte gezeigt werden, dass
Komplement C5a in der Mikroumgebung eines Tumors das Tumorwachstum durch
Unterdrickung der antitumoralen CD8+ T-Zellen-Antwort erheblich steigert. Dieser
Prozess wurde mit der Rekrutierung von myeloid-abgeleiteten Suppressorzellen und
der Verstarkung ihrer antitumoralen T-Zell-Suppressionsfahigkeit in Verbindung
gebracht. (Markiewski et al. 2008, Markiewski and Lambris 2009) AuRerdem fordert
Cb5a die tumorale Angiogenese durch Aktivierung von endothelialen Zellen, welche

wiederum die Expression von proangiogenen Genen anstof3en.(Albrecht et al. 2004)
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Auch der C3-Aktivierung wird erhdhte Invasivitdt und eine Rolle in der epithelial-
mesenchymalen Transition durch Verringerung der Expression von E-Cadherin auf der
Zelloberflache zugeschrieben. (Cho et al. 2016) Die Komplementrezeptoren C3aR und
C5aR1 auf Tumorzellen wirken aber nicht nur durch Erzeugung eines entzindlichen
und immunsupprimierenden Milieus tumorfordernd, sondern haben auch eine direkte
autokrine Wirkung. C5aR und C3aR kénnen den Phosphoinositid-3- PI3K/AKT-
Signalweg in der Tumorzelle aktivieren, welcher an der Proliferation von Tumorzellen
beteiligt ist. (Cho et al. 2014) Sublytische Mengen des MACs (C5b-C9), welche sich
auf Tumorzellen ablagern, induzieren ebenfalls diesen Signalweg und agieren damit
ebenfalls als Treiber der Proliferation. (Towner et al. 2016, Vlaicu et al. 2013) Es gibt
bereits Untersuchungen zum therapeutischen Nutzen einer Anaphylatoxin-Rezeptor
Blockade. Die Ergebnisse zweier Studien, welche Modelle fur Melanom und
Bronchialkarzinom verwendet haben, konnten feststellen, dass eine kombinierte
Blockade von C5aR und PDL-1 das Tumorwachstum wirksamer zu hemmen, scheint
als eine Monotherapie. (Ajona et al. 2017, Wang et al. 2016) Auch fur die restlichen
Bestandteile des Komplementsystems gibt es Hinweise fur eine protumerale Wirkung:
C1qg-defiziente Mause zeigten ein langsameres Tumorwachstum und ein langeres
Gesamtlberleben im Vergleich zum Wildtyp - aber auch im Vergleich zu C3 oder C5
defizienten Mausen. Der Vergleich mit C3- und C5 defizienten Mausen legt eine
tumorfordernde Wirkung unabhangig von der Komplementaktivierung nahe. In der
Studie konnte zudem kein Unterschied in der immunologischen Zusammensetzung
der Tumormikroumgebung festgestellt werden, aber eine friihere Ablagerung von C1q
sowie eine erhohte Angiogenese. (Bulla et al. 2016) Die Komplementaktivierung ist

also mit Férderung von Proliferation, Angiogenese und Metastasierung assoziiert.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Das Komplementsystem, eine Kaskade aufeinanderfolgender Proteasen, gehort zur
angeborenen Immunitat und ist damit Teil der grundlegenden Pathogenabwehr (Merle
et al. 2015). Die Hinweise darauf, dass die Komplementkaskade auch in Tumoren
aktiviert wird, mehren sich. (Aykut et al. 2019, Medler et al. 2018, Reis et al. 2018,
Roumenina et al. 2019). Die Wirkung des Komplementsystems ist multifaktoriell und
seine explizite Rolle wahrend der Tumorprogression hangt von der Tumorentitat, dem
Stadium und der Therapie ab. (Daugan et al. 2021, Daugan et al. 2021, Fishelson and
Kirschfink 2019) Zur Differenzierung zwischen korpereigenen und koérperfremden
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Zellen ist eine strikte Regulation der Komplementaktivierung noétig. Dies wird durch
Komplementkontrollproteine wie Faktor H gewahrleistet. Faktor H bindet an
Polyanionen auf Zelloberflachen und erfahrt auf diese Weise eine
Konformationsanderung. Faktor H hat spezifische Bindungsdomanen fir
Heperansulfat und Sialinsaure, beides Bestandteile der Glykokalyx. (Clark et al. 2013)
Man weil3, dass Veranderungen in der Glykosyslierung der tumordsen Zellen eines der
Hauptmerkmale von Malignitat ist. (Pinho and Reis 2015, Varki et al. 2015)

Das maligne Melanom ist ein Tumor, der in komplexer wechselseitiger Interaktion mit
dem Immunsystem steht. Hauptinidikator dafur ist die Wirksamkeit der
Immuncheckpointtherapie basierend auf der Antikérpervermittelten Zytotoxizitat Es
mehren sich die Hinweise, dass zudem das Komplementsystem bei der Entwicklung
und dem Fortschreiten des Melanoms eine grof3e Rolle spielt. (Liu et al. 2022, Ralli et
al. 2020) In dieser Arbeit soll untersucht werden, inwiefern Melanomzellen mit dem
Komplementsystem interagieren oder dieses sogar aktivieren und auf welche Weise

dies prozessiert wird. Dabei soll spezifisch auf folgende Fragen eingegangen werden:

1. Findet eine Komplementaktivierung auf Melanomzellen bzw. in ihrer
Tumormikroumgebung statt? Zur Beantwortung dieser Frage wird die Bindung
von C3b, als Schlusselprotein der Komplementkaskade, auf Melanomzellen
untersucht. Zudem wird das Vorkommen von C5a, als Downstream-Protein
der Komplementkaskade, in der unmittelbaren Nahe der Melanomzellen
untersucht.

2. Unterscheiden sich unterschiedliche Melanomzelllinien in der Intensitat der
Komplementaktivierung?

3. Uber welche Bindungsmechanismen werden Komplementproteine auf der
Zelloberflache von Melanomzellen gebunden?

4. Wird die Komplementaktivierung auf Melanomzellen durch das
Komplementkontrollprotein Faktor H reguliert?

5. Wird die Faktor H-Bindung auf Melanomzellen durch Bestandteile der

Glykokalyx wie z.B. Heperansulfat oder Sialinsaure vermittelt?

Die hier untersuchte Hypothese ist, dass Melanomzellen in der Lage sind die
Komplementkaskade zu aktivieren. Dieser Aktivierung kdnnte eine veranderte

Tumorglykokalyx zugrunde liegen. Die Tumorglykokalyx ware hypothetisch in ihrer
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Zusammensetzung so verandert, dass die durch Polyanionen-vermittelte Bindung
von Faktor H nicht mehr zustande kommen kann. Durch diesen Umstand konnte die
Komplementkaskade ungehemmt ihre Funktionen austuben und zu Tumorwachstum

und Tumorprogress beitragen.

2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Laborgerate

25



Gerat

Hersteller

Durchflusszytometrie

BD FACS Canto Il Flow Cytometry San Jose,
CA, USA

Eismaschine

FM-150KE, Hoshizaki Denki K.K, Toyake, Japan

Fluoreszenz Mikroskop

Z1 AxioObserver inverted fluorescence
microscope, Carl Zeiss AG; Oberkochen,

Deutschland

Lichtmikroskop

Olympus CH-2 binokulares Mikroskop, Olympus
Europa SE & Co. KG, Hamburg, Deutschland

Mikroplatten-Leser

NanoDrop 2000/2000¢ Spectrophometer.
Thermo Fischer Scientific Waltham. USA

Werkbanke

The Heraeus® HERAsafe Safety Cabinet HS18
Heraeus Deutschland GmbH & Co. KG

Kihlschranke

+4°C/-10°C Bioline, Gram
+4°C Liebherr
-80°C Ultra low, Sanyo

CO2-Inkubator

Thermo Heraeus BBD 6220 CO2-Inkubator
Heraeus Deutschland GmbH & Co. KG

gPCR-Gerat LightCycler 96 System. Roche Life Sciences,
Mannheim, Deutschland
Schiittler IKA Schiittler, ROCKER 3D basic, 0004000000

IKA- Werke GmbH&CO. KG; Staufen,

Deutschland

Thermocycler

UNO-Thermoblock Biometra Géttingen
T100, Bio Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen

Vortexer Vortex Genie 2, Scientifix Industries, Inc. NY,
USA
Genius 3, IKA- Werke GmbH&CO. KG; Staufen,
Deutschland

Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco 40273085 Kendro

Tabelle 1: Laborgerite

2.1.2.Substanzen und Reagenzien

Substanz

Laboratory Products Osterode, Deutschland

Produktreferenz
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Chondroitinase

Chondroitinase ABC from proteus vulgaris,
Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg,

Germany

Hyalorunidase

Hyaluronidase from bovine testes H3884 LOT
SLCG4762 Sigma-Aldrich Biochemie GmbH,

Hamburg, Germany

Heparanase Heparinase Sigma-Aldrich Biochemie GmbH,
Hamburg, Germany

H2So4 Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg,
Germany

Tunicamycin Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg,

Tabelle 2: Reagenzien und Substanzen

2.1.3.Puffer und Lésungen

Puffer und Losungen

Germany

Produktzusammensetzung

Bovines Serum Albumin (BSA)

1% BSA in PBS

EDTA

250 mM in PBS

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) 140 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 6,5 mM Na2HPO4;

1,5 mM KH2PO4.

Phosphatgepufferte Salzlésung mit Tween 0,1% Tween® 20 in PBS

Tabelle 3: Puffer und Losungen

2.1.4 Kits

Kit Produktreferenzen

RNA Isolations-Kit RNeasy Mini kit, Qiagen N.v.; Hilden, Germany

Cba-Elisa Kit Human Complement Component C5a DuoSet,

R&D Systems, Minneapolis, USA

cDNA Synthese Kit Maxima first strand cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR, Fa. Fermentras K1642

Thermo Fischer Scientific Waltham, USA

Tabelle 4: Verwendete Kits

2.1.5. Antikorper



Primare Antikdrper Verdinnung Inkubationszeit, Temperatur Produktreferenz
Mouse- Anti-Human 1:50 2 Stunden, RT

C3b/iC3b IgG

goat poly anti human 1:100 2 Stunden, RT

Factor H

Sekundare Antikorper | Verdiinnung Inkubation, Temperatur Produktreferenz

Alexa-Fluor 647 IgG 1:1000
Anti Mouse
rabbit anti goat IgG- 1:1000
Alexa 488

Tabelle 5: Verwendete Antikorper

2.1.6. Primer

1 Stunde, RT

1 Stunde, RT

Alle Primer wurden von Eurofins Genomics, D-85560 Ebersberg bezogen.

Primer Sequenz (5’-3)

CR2-Hu-FP CCATGAACGGAAACAAGTCTGT
CR2-Hu-RP TGTGGATCATAGGAAGTGCTGG
CR2-M-FP TTGCTGCCAAAGTATTCTTTTGC
CR2-M-RP TGGAGGTTTCTAAGCAGGTGATA
CR3-Hu-FP GCCTTGACCTTATGTCATGGG
CR3-Hu-RP TCCCCATTCACGTCTCCCA
CR3-M-FP ATGGACGCTGATGGCAATACC
CR3-M-RP TCCCCATTCACGTCTCCCA
CR4-Hu-FP AGAGCTGTGATAAGCCAGTTCC
CR4-Hu-RP AATTCCTCGAAAGTGAAGTGTGT
CR4-M-FP CTGGATAGCCTTTCTTCTGCTG
CR4-M-RP GCACACTGTGTCCGAACTCA
C3aR1-Hu-FP AAGCCAATCTGGTGTCAGAATC
C3aR1-Hu-RP CAGGAATGCACATCACAAAAGC
C3aR1-M-FP TCGATGCTGACACCAATTCAA
C3aR1-M-RP TCCCAATAGACAAGTGAGACCAA
C5aR1-Hu-FP TCCTTCAATTATACCACCCCTGA
C5aR1-Hu-RP ACGCAGCGTGTTAGAAGTTTTAT
C5aR1-M-FP ATGGACCCCATAGATAACAGCA
C5aR1-M-RP GAGTAGATGATAAGGGCTGCAAC

Tabelle 6: Verwendete Primer

2.1.6 Gebrauchsmaterialien

Material

Produktreferenz
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Deckglaser 24x60mm

Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Kdnigshofen, Deutschland

ELISA-Microplate (96 Wells)

Nunc MaxiSorp, Affymetrix, Inc.; Santa Clara,
USA

Objekttrager 25 x 75 x Tmm3

Superfrost Plus®, R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen, Deutschland

Safe lock Tubes 1,5 und 2 ml

Eppendorf Research® Plus, Eppendorf AG;

Hamburg, Deutschland

Pipetten 10 ul ,200 ul,1000 pl

Reference 2, Eppendorf AG; Hamburg,

Deutschland

Pipettenspitzen 2,5, 10, 20, 200, 1000 pl

Tabelle 7: Gebrauchsmaterialien

2.1.7. Zellkulturmaterial

Material

epTIPs Dualfilter, Eppendord Research plus,
Eppendorf AG; Hamburg, Germany

Produktreferenz

12-Well Platte mit Deckel

Becton, Dickinson and Co. (BD), NJ, USA

6-Well Platte mit Deckel

Becton, Dickinson and Co. (BD), NJ, USA

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Merck&Co., Inc. New Jersey

Fetal Bovine Serum (FBS)

Boehringer Mannheim, Mannheim Germany

Neubaur Zahlkammer

Neubaur bright line, Paul Marienfeld GmbH&Co.

KG, Lauda-Koénigshofen, Germany

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI)

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg,

Germany

Trypsin EDTA

Sigma-Aldrich Biochemie GmbH, Hamburg,
Germany

Zellkulturflasche T25

Becton, Dickinson and Co. (BD), NJ, USA

Zellkulturflasche T75

Becton, Dickinson and Co. (BD), NJ, USA

Nahrmedium Zusammensetzung Artikelnummer | Hersteller
DMEM E15-009 PAA lab. GmbH
RPMI RPMI R0883 Sigma- Aldrich
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+10% FCS (fetales calf serum) A15-151 PAA Lab.GmbH

+1% Penicillin/Streptomycin P11-010 PAA Lab. GmbH
+1%I|-Glutamin 200 mM M11-004 PAA Lab.GmbH
+1% nicht-essentielle M11-0033 PAA Lab. GmbH

Aminosauren

Tabelle 8: verwendete Zellkulturmaterialien und Nahrmedien

2.1.8. Software

Software Produktreferenz

BDS DIVA Software Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, USA

GraphPAd Prism GraphPad Software, Inc. USA

Light Cycler 96 Software 1.1 Light Cycler 96 Software 1.1 Roche Life
Sciences, Mannheim, Germany

Microsoft Office Microsoft Cooperation, Washington, USA

Nano Drop 2000 Thermo Fischer Scientific Waltham, USA

Zeiss Zen Microscope Software Zeiss, Jena, Germany

Tabelle 9: Verwendete Software

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
2.2.1.2 Kulturbedingungen

Die verwendeten Zellen (siehe Tabelle) wurden in 25cm?, 75cm? Zellkulturflaschen
(BD Falcon) bei 37 °C und 5 % CO:2 in einem Brutschrank kultiviert. Alle Arbeiten mit
vitalen Zellen wurden in aseptischer Technik an einer Sicherheitswerkbank
durchgefihrt. Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage bei Konfluenz passagiert. Zur
Passagierung wurde zunachst Medium und Trypsin vor der Applikation in einem
Inkubator auf 37°C erwarmt. Die adharenten Zellen wurden anschliefend mit
Phosphat gepufferter Salzlosung (Phosphate buffered saline= PBS) gespult und
mittels Trypsins vom Boden der Kulturflasche abgeldst. Nach drei Minuten wurde die
Reaktion durch neues Medium gestoppt, die Zellen wurden samt Medium in 15 ml
Falcon Tubes Uberfihrt und bei 11250 rpm zentrifugiert und in neu vorbereitete
Flaschen Uberfuhrt.
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Um Zellen zur Lagerung bei -80°C einzufrieren, wurde das jeweilige Medium zur
besseren Konservierung durch FCS mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) ersetzt. Beim

Auftauen wurden die Zellen abzentrifugiert und in frisches Medium gegeben.

2.2.1.3 Verwendete Zelllinien

Verwendete Zelllinien und Kulturmedien. Es handelt sich um humane und murine

Melanomzelllinien.

Zelllinie Medium

MV3 RPMI-1640 (SIGMA Catalog No. R0883) mit 10% FCS +
1% L-Glutamin Zusatz

BLM RPMI-1640 (SIGMA Catalog No. R0883) mit 10% FCS +
1% L-Glutamin Zusatz

IGR-37 DMEM (SIGMA Catalog No. D0422) mit 10% FCS + 1%
L-Glutamin Zusatz

SBCL-2 RPMI-1640 (SIGMA Catalog No. R0883) mit 10% FCS +
1% L-Glutamin Zusatz

MEI-6 RPMI-1640 (SIGMA Catalog No. R0883) mit 10% FCS +
1% L-Glutamin Zusatz

G361 RPMI-1640 (SIGMA Catalog No. R0883) mit 10% FCS +
1% L-Glutamin Zusatz

B16 DMEM (SIGMA Catalog No. D0422) mit 10% FCS + 1%
L-Glutamin Zusatz

RET RPMI-1640 (SIGMA Catalog No. R0883) mit 10% FCS +

1% L-Glutamin Zusatz

Tabelle 10: Verwendete Zelllinien, verwendetes Medium

2.2.1.4 Inkubation mit Glykokalyxinhibitoren

Um zu analysieren, welche Rolle die Glykokalyx bei der Bindung von
Komplementfaktor C3b an der Zelloberflache spielt, wurden die MV3-Zellen mit
verschiedenen Substanzen behandelt, welche Einfluss auf die Beschaffenheit der
einzelnen Komponenten der Glykokalyx haben. Es wurden die Enzyme Heparinase,
Hyaluronidase und Chondroitinase, das Methylderrivat 4-methylumbelliferon des
Umbelliferons sowie das Gemisch aus verschiedenen homologen

Nukleosidantibiotika Tunicamycin verwendet.

Enzym/Substanz | Funktion | Lagerkonz. | Arbeitzskonz. | Volumen | Puffer
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Heparinase Spaltung von 25U/ml (50%) | 500 mU/ml 20ulin 0,1% BSA | 3h
Heparansulfatketten DMSO mi in PBS++
Hyaluronidase Spaltung von 150mg/ml 1,5 mg/mi 10l in 0,1% BSA | 3h
Hyaluronsaure (100*) PBS in1 ml in PBS
Chondroitinase Spaltung von 10 U/ml 500 mU/mli S5ulin 1 0,1% BSA | 3h
ABC Chondroitinsulfat (200*)1%BSA mi in PBS++
+4-Mu (Ha) Inhibitor der 1m (1000%) 1TmM Tulin 1 Zellmedium | 8-
(4- Hyaluronsauresythese | DMSO mi 12
methylumbelliferon) h
Tunicamycin Blockiert N- 10mg/ml 20ug/mi 5ulin 1 Zellmedium | 20-
Glykosylierung (500*) DMSO mi 24
h

Tabelle 11: Verwendete Glykokalyxinhibitoren Funktion, Lagerkonzentration, Arbeitskonzentration,
Volumen, Puffer, Inkubationszeit

Die Zellen wurden zur Inkubation mit den Inhibitoren aus den Zellkulturflaschen
herausgelost und in 6-Well-Platten Uberfiihrt, das Medium wurde durch einen
adaquaten Puffer ersetzt (siehe Tabelle). Dauer der Inkubation, Konzentration des
Inhibitors (siehe ebenfalls Tabelle). Die inkubierten Zellen wurden im Anschluss flr die

Durchflusszytometrie und Immunofluoreszenz vorbereitet. (siehe Abschnitt 2.2.3.)

2.2.2 RNA-Aufbereitung und gPCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, pcr) ist eine Methode zur
Vervielfaltigung von DNA, die 1985 entwickelt wurde. (Mullis et al. 1986) Die Echtzeit
quantitative Polymerase Kettenreaktion (rt-g-PCR) ist eine Weiterentwicklung dieses
Verfahrens, welches durch die Verwendung von fluoreszierenden Molekulen eine
zeitnahe Quantifizierung der vervielfaltigten Genabschnitten ermdglicht. (Bieche et al.
1998)

2.2.2.1 RNA-Extraktion aus Kulturzellen

Fir die Durchfihrung der gPCR bendtigt man DNA und Primer. Um die DNA der zu
untersuchenden Zellen zu erhalten, muss man zunachst einmal die RNA extrahieren.
Hierzu wurde das RNA-Isolations-Kit ,RNeasy Mini kit von Quiagen (siehe Abschnitt
Material) benutzt. Da Nukleasen, welche sowohl RNA als auch DNA abbauen kdnnen,
ubiquitar vorkommen, ist es wichtig, alle Arbeitsmaterialen sowie den Arbeitsplatz
vorher mit RNaseZAP zu behandeln und 5 Minuten Einwirkzeit zu gewahrleisten.

Es wurde RNA aus Zellen der humanen Melanom Zelllinien MV3, BLM, MEI-6, SBCL-
2, G361, IGR37 sowie der murinen Melanomzellen RET, B16 extrahiert.
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Die Zellen, welche sich in T25 Zellkulturflaschen befanden, wurden zunachst in eine
6-Well Platte Uberfihrt und nach 24-stindiger Inkubationszeit zweimalig mit PBS-
Puffer gewaschen. Daraufhin  wurde jedem Well 300 pl des 1%
Mercaptoethanolhaltigen RLT-Puffer (Quiagen) zur Zelllyse hinzugefugt. Mithilfe des
Zellschabers wurden die Zellen abgeldst und in die Shredder-Saule Uberfuhrt und bei
13.000 U/min zentrifugiert, dieser Vorgang dient der Homogenisierung des Zelllysats.
Dem Zentrifugat wurden dann 300 pl Ethanol hinzugefugt und mit einer Pipette
sorgfaltig vermischt. Das Ethanol vermittelt die Bindung der RNA an die Membran der
RNAeasy-Mini-Spin-Saule, in die die Probe als nachstes uUberfihrt wurde. Um die
Uberflissigen Zellbestandteile zu entfernen, wurde fur 15 Sekunden bei 10.000 U/min
zentrifugiert, anschlieend mit 350 ul RW1-Puffer gewaschen, und noch einmal fir 15
Sekunden bei 10.000 U/min zentrifugiert. Die RNA ist derweil an die Membran im
Inneren der Spinsaule gebunden, wahrend das Zentrifugat sich im auf3eren Tube
sammelt, was nach jedem Schritt ausgewechselt wird.

Um mégliche DNA-Uberreste zu eliminieren, wurde jeweils 80 ul DNAse-Ldsung
(12,5% DNase Stammlosung in RNase-freiem Wasser) auf die Membran der Spin-
Saule gegeben und hat fur 15 Minuten bei Raumtemperatur eingewirkt.

Als nachstes folgten drei Waschschritte mit RW1 Puffer: Als erstes 350 ul RW1- Puffer
mit anschlielender Zentrifugierung bei 10.000 U/min fir 15 Sekunden, danach mit 500
Ml RW1-Puffer und anschlieRender Zentrifugierung fir 15 Sekunden. Der letzte
Waschschritt wurde mit 500 uyl RPE-Puffer durchgefuhrt. Dies ist ein milder
Waschpuffer, der ebenfalls im RNaeasy Kit enthalten ist, dessen Hauptaufgabe das
Herauswaschen von verschiedenen Salzen ist, die in den anderen Puffern enthalten
sind. Anschlieend wurde noch einmal fur 2 Minuten bei 10.000 U/min zentrifugiert.
Zum vollstandigen Trocknen wurde erneut bei 14.000 U/min 60 Sekunden
zentrifugiert. Die Spin-Saule wurde dann in ein Collection-Tube gesteckt und 10
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach Hinzufligen von 50 ul Nuklease-
freien Wasser wurde noch einmal fur 1 Minute bei 10.000 U/min zentrifugiert. Die RNA
wurde durch diesen Schritt von der Membran der Spin-Saule in das Zentrifugat gelost,
die Spin-Saule wurde verworfen, die Collection-Tubes sofort auf Eis gelegt. Die
Messung der RNA-Konzentration erfolgte anschlieliend mithilfe des Nanodrop
Spektrophotometers. Zunachst wurde ein Leerwert mit RNAse-freiem Wasser

ermittelt, dann wurden hintereinander die Proben aufgetragen und jeweils
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Konzentration, Reinheitsfaktor (A260/A280) sowie das Verhaltnis der Wellenlangen

bei Absorption 260 nm zu 230 nm berechnet.

2.2.2.2 Reverse Transskription der RNA in cDNA

Die cDNA-Gewinnung erfolgte gleich im Anschluss der RNA-Isolierung.

Zur dDNA-Herstellung wurde das Maxima first strand cDNA Synthesis kit for RT-gPCR
der Firma Thermo Fischer benutzt (siehe 2. Materialien). Benutzt wurden ebenfalls nur
RNAse freie Arbeitsmaterialen. Zunachst wurden der Reaction Mix, Enzyme Mix und
das Nuklease-freie Wasser auf Eis aufgetaut.

Dann wurde folgender Ansatz pipettiert:

Total Volume 40 ul

Reaction Mix 8 ul

Enzyme Mix 4 pl

Nuklease-freies H20 x Ml auf 40 pl auffiillen (abhangig vom Volumen
der 2ug RNA)

RNA 2 ug

Tabelle 12: Pipettierschema cDNA Synthese

Als erstes wurden die Proben hinzugeflgt, dann der Reaction- und Enzyme Mix und
als letztes das Nuklease-freie Wasser. Die Proben wurden gevortext und
anzentrifugiert. Anschlieffend wurden sie in dem Bio Rad T100 Thermal Cycler nach

folgendem Schema inkubiert:

Zeit Temperatur
10 min 25°C
30 min 50°C
5 min 85°C

Tabelle 13: Inkubationsschema des Thermal Cyclers

Die Proben wurden bei -80°C gelagert.

2.2.2.3 Real Time quantitative gPCR
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Die vorher gewonnene cDNA wurde fur die Durchfuhrung der gPCR 1:25 mit Nuklease-
freiem Wasser verdiunnt. Die eingesetzten Primer wurden mit der im Data Sheet
angegebenen Menge an Nuklease-freiem Wasser verdunnt, anschlieRend wurden der
reverse und der forward Primer jeweils 1:5 mit Nuklease-freiem Wasser verdinnt und
zusammenpipettiert. Daraufhin wurde die 96- Well Plate mit Primer, cDNA, und

Mastermix befullt.

Substanz Menge pro Well
Primer 1 ul

cDNA 4,5
Mastermix 5ul

Tabelle 14: gPCR-Ansatz pro Well

Anschlieltend wurde die 96-Well Plate mit einem Film versiegelt und 5 Minuten bei
1300 rpm zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde die 96- Well Plate im
LightCycler 96 inkubiert. Das Gerat wurde folgendermalen eingestellt:

Program Cycle Step Acquisition Mode
Preincubation 1 95°C for 30s None
2 Step Amplification 55 95°C for 10s None
60°C for 30s Single
Melting 1 95°C for 10s None
65°C for 60s None
97°C for 1s Continuous

Tabelle 15: qPCR Programmeinstellungen LightCycler 96

2.2.3. Immunofluoreszenz und Durchflusszytometrie

Mithilfe der indirekten Immunofluoreszenz kdnnen Antigene auf Zellen und in Gewebe
nachgewiesen werden. Der primare Antikdrper bindet an die Zielstruktur, wahrend der
sekundare Antikorper an den primaren Antikorper bindet und an ein Fluorochrom
gekoppelt ist, welches anschlieBend mikroskopisch oder durchflusszytometrisch
sichtbar ist. Die durchgefiihrten Farbungen hatten zum Ziel verschiedene Strukturen
des Komplementsystems auf der Oberflache von Melanomzellen nachzuweisen. Um
die Bindung von Komplementfaktoren auf der Zelloberflache zu prifen, missen die

Zellen zunachst mit den Proteinen des Komplementsystems, welche unter anderem
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im Blut zirkulieren, in rdumliche Nahe gebracht werden. Fir die Farbung mit dem
C3b/iC3b-Antikérper wurden die Zellen zunachst 20 Minuten mit Humanserum
inkubiert, als Negativkontrolle dienten Proben, die mit Hitze-inaktivem Serum (HIS)
oder RPMI (zellfreies Zellkulturmedium) inkubiert wurden. Das Hitze-inaktive Serum
wurde zuvor fur 30 Minuten auf 65°C erhitzt, um die enthaltenen Proteine zu
denaturieren.

Zur Inkubation wurden ein Teil der Zellen aus den Kulturflaschen in 200 pyl Medium in
1,5ml Eppendorf Tubes uberfihrt und 200 yl und 10 % NHS/HIS/RPMI hinzugeflgt.
Nach der Inkubation wurden die Proben mit PBS gewaschen, zentrifugiert und der
Zelliberstand verworfen. Zur Fixierung wurden den Proben jeweils 200 pl 4%
Paraformaldehyd in PBS hinzugefligt. Nach 5 Minuten erfolgte ein weiter Wasch-und
Zentrifugierungsschritt. Als Nachstes wurden 100 pl des primaren Antikorpers
aufgetragen und die Proben flr zwei Stunden auf dem IKA Schuttler inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte ein Waschschritt mit PBS-T und das
Auftragen von 200 pl des sekundaren Antikorpers in einer Verdlinnung von 1:1000.
Nach einer Stunde Inkubationszeit erfolgte ein Waschschritt mit PBS-T, anschliel3end
wurden die Zellen mit 800 ul PBS versetzt.

Fir die Farbung der Glykokalyxstrukturen wurde das wheat germ aggluttinin 1:2000
verdunnt und nach dem Blocken und Waschen wurde jeder Probe 850 ul hinzugefugt.
Nach 30 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur waren diese Proben bereit fir

die durchflusszytometrischen Untersuchungen.

Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen der vorbereiteten Proben wurden
anschlieBend mit dem Durchflusszytometer Canto |l (BD, USA) durchgefuhrt. Die
Auswertung erfolgte mit dem zum System gehoérigen Programm BD FACSDiva
(Version 6.1.1). Zunachst wurde in einem DotBlot Vorwartsstreulicht (,forward scatter”,
FSC) gegen Seitwartsstreulicht (,side scatter®, SSC) aufgetragen. Dort wurden alle
Ereignisse markiert, mit Ausnahme des Bereiches mit niedrigen FSC und SSC-
Werten, um tote Zellen und Zellfragmente von der Analyse auszuschlieRfen. Die
markierte Population wurde anschlielRend in einem Histogramm dargestellt, in dem
die Anzahl der Ereignisse gegen die mittlere APC- Fluoreszenz pro Ereignis
aufgetragen wurde. Um eine Vergleichbarkeit des Signals zu schaffen, wurden die

verschiedenen Proben einer Messung jeweils ins Verhaltnis zur Positiv- und
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Negativkontrolle gesetzt. Diese Quantifizierung erfolgte anhand der Histogramme. Die

Visualisierung der Ergebnisse erfolgte mithilfe von GraphPad Prism.

Immunofluoreszenz

Fir die Immunofluoreszenz erfolgte zusatzlich eine Nukleusfarbung mit 100 ul DAPI in
einer Verdunnung von 1:1000 in PBS. Nach 15 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur erfolgte ein Waschschritt mit PBS, anschliefend wurden die Zellen
in 50 ul PBS geldst. Zur Untersuchung der Proben wurden 10 ul auf einen Objekttrager
gegeben und mit einem Deckglas bedeckt und anschliefend mithilfe des
Fluoreszenzmikroskops Z1 AxioObserver und dem dazugehdrigen
Computerprogramm ZEN (Version 2012) visualisiert. In der Fluoreszenzmikroskopie
werden je nach Fluoreszenzfarbung verschiedene Anregungswellenlangen und
Emissionsfilter verwendet. Das fur die Kernfarbung benutze Fluorochrom DAPI wird
bei 365 nm angeregt, die Emissionswellen werden bei 420-480 nm gefiltert. Alexa
Fluor 555, das Fluorochrom des genutzten Sekundar-Antikorper, wird bei 550 nm
erregt, das Fluoreszenzlicht wird bei 570-640 nm gefiltert. Zur Auswertung wurden 50
Zellen pro Probe ausgewahlt, mit der Mikroskopkamera (AxioCam, Zeiss,
Deutschland) in 40-facher VergroRerung fotografiert und mithilfe des zum Mikroskop
gehodrigen Computerprogrammes wurde ihre mittlere Fluoreszenzintensitat bestimmt.
Die anschlielende statistische Berechnung und Darstellung der Ergebnisse erfolgte

mithilfe von Excel und GraphPad Prism.

2.2.4 Elisa

Ein Elisa (Enzyme-linked-Immunosorbent Assay) ist eine Methode, mit der man einen
quantitativen Nachweis eines Antigens gewinnen kann. Die genaue Berechnung der
Konzentration des Antigens wird anhand einer Standardkurve durchgefihrt.

Der C5a Elisa wurde mithilfe des C5a R&D Systems DuoSet® ELISA-Kit durchgeflhrt.
Vor Versuchsbeginn wurde eine 96-Well NUNC-Platte (Thermo Fisher, Kat.-Nr.:
243656) mit 100 pl des Cb5a ,capture®-Antikorpers (Konzentration 100pg/ml) in einer
Verdinnung von 1:180 in PBS beschichtet und flr 12 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliellend wurde die Platte in 3 Schritten mit jeweils 300 pl PBS-T
grundlich gewaschen und danach zum Blocken mit 300 ul 1% BSA in PBS behandelt.
Nach einstindiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgten noch einmal drei
Waschschritte mit 300 pyl PBS-T. Auf die so vorbereitete Platte wurden nun die Proben
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und der Standard aufgetragen. Pro Probe wurden jeweils 1x108 Zellen ausgezahit und
in 300 yl RPMI in 1,5 ml Tubes uberfuhrt. Da Thrombin ebenfalls die Fahigkeit besitzt,
C5 in C5a und C5b zu spalten, war es an dieser Stelle n6tig, Hirudin-Plasma zur
Inkubation der Proben zu verwenden, um die Ergebnisse nicht zu verfalschen. Zur
Inkubation wurden zu den Zellen jeweils 400 pyl PBS++ und 300 pl Hirudin-Plasma
hinzugeflgt. Nach 0, 10 und 20 Minuten wurde jeweils 5 pl 250 mM EDTA hinzugefugt,
um die Reaktion zu stoppen. Daraufhin wurden die Proben jeweils bei 800 g fur 5
Minuten zentrifugiert, die Uberstande gewonnen und jeweils 100 pl auf die Elisa-Platte
aufgetragen. Der Standard wurde von 3000 pg/ml bis 150 pg/ml schrittweise in 1%
BSA verdunnt und ebenfalls in 100 pl Portionen auf die 96-Well Platte aufgetragen.
Die Platte wurde flir weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgte
im Anschluss nochmals der dreiteilige Waschschritt mit PBS-T, so dass 100 ul des
,2detection“-Antikdrpers (Konz. 100 pg/ml) in einer 180-fachen Verdinnung in 1%BSA
appliziert werden konnten. Nach zweistindiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur in
Dunkelheit erfolgte wieder der dreiteilige Waschschritt und anschliel3end die Befullung
der Wells mit 100 pl Streptavidin-HRP in einer 200-fachen Verdinnung zur
Signalamplifikation. Nach drei letzten Waschschritten wurde den Proben jeweils 100
Wl Substratiésung (1:1 Mischung aus Color Reagent A (H202) und Color Reagent B
(Tetramethylbenzidine) hinzugefugt und fur weitere 20 Minuten in Dunkelheit bei
Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurde jeder Probe 50 ul Stop-Lésung (2N H2S0O4)
hinzugefugt.

Die optische Dichte der jeweiligen Wells wurde anschlielend mithilfe eines ELISA
microplate Readers bei 450 nm Wellenlange gemessen. Die Auswertung erfolgte
mithilfe von Excel. Zunachst wurde basierend auf den Messungen des Standards eine
Standardkurve erstellt. Anhand dieser war die Berechnung der Protein-Konzentration
der restlichen Proben mdglich. Die Visualisierung der Ergebnisse erfolgte mithilfe von

Excel und GraphPad Prism.
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3.Ergebnisse

3.1 C3b/iC3b Farbung

Fragestellungen zur Rolle des Komplementsystems in der Tumorentstehung und
Tumorprogression sind Gegenstand der aktuellen Forschung. Wahrend man im letzten
Jahrhundert noch davon ausging, dass das Komplementsystem als Element der
angeborenen Immunitat ausschlieBlich der Krebsabwehr dient, weild man inzwischen,
dass sich eine Aktivierung des Komplementsystems auch zu Gunsten des
Tumorwachstums auswirken kann. (Bonavita et al. 2015) Niculescu et al. konnten
schon 1992 zeigen, dass sich C3 sowie andere Komplementfaktoren auf
Brustkrebszellen ablagern (Niculescu et al. 1992), seitdem konnte in einer Vielzahl von
verschiedenen Tumorentitaten ein erhdhter Spiegel an Komplementfaktoren oder
Komplementregulatoren nachgewiesen werden. (Afshar-Kharghan 2017) Um
herauszufinden, ob Melanomzellen auch die Fahigkeit besitzen, das
Komplementsystem in vitro zu aktivieren, wurde die Ablagerung von
Komplementfaktoren auf der Zelloberflache untersucht. Da alle drei Aktivierungswege
des Komplementsystems in der Generierung von Komplementfaktor C3b resultieren,
welcher einerseits als Opsonin dient und andererseits die alternative C3-Konvertase
auf der Zelloberflache bildet (Law and Levine 1977, Rooijakkers et al. 2009), wurden
in der vorliegenden Arbeit zunachst C3b und seine direkten Abbauprodukte betrachtet.
Hierzu wurden die vier humanen Melanomzelllinen MV3, BLM, IG37, G361 und die
murine Melanomzellreihen B16F 10 mit einem Ig-G Antikérper gegen C3b/iC3b gefarbt.
Die mit dem C3b/iC3b-Antikorper gefarbten Melanomzellen wurden dann
durchflusszytometrisch und anschlieRend zur Bestatigung der Ergebnisse
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Siehe dazu Abbildungen 7,8 und 9. Verglichen
wurde die mittlere Fluoreszenz nach Inkubation mit NHS und HIS. MV3, welche mit
NHS inkubiert wurden, zeigte sowohl in der Immunfluoreszenzfarbung als auch in der
Durchflusszytometrie eine deutliche C3b-Ablagerung. Diese Ablagerungen waren
signifikant hoher (p-Wert=0,003) als nach Inkubation mit HIS. BLM, 1G37, G361 und
B16 wurden ebenfalls auf C3b-Ablagerungen untersucht. Im Vergleich zu den MV3-
Zellen hatten alle anderen Zelllinien gemeinsam, dass ihr Bindungsvermogen deutlich
unter dem der MV3-Zellen lag. Lediglich BLM und B16 zeigten ebenfalls nennenswerte
C3b-Bindung, welche ebenfalls ausgepragter nach der Inkubation mit NHS war als

nach der Inkubation mit HIS.
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Abbildung 7: Farbung der MV3-Zellen mit NHS (A) und HIS (B)

Abbildung 8: Firbung der BLM-Zellen mit NHS (A) und HIS (B)
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Abbildung 9: Analyse der C3b/iC3b Bindung MV3 a Analyse mittels Durchflusszytometrie, C3b/iC3b-
Bindung nach Inkubation mit NHS (normal human serum) sowie HIS (heat-inactive serum). Nach
Inkubation mit NHS weist MV3 signifikant mehr Bindung auf (p=0,0002). b Analyse der mit NHS und
HIS inkubierten Zellen mittels Immunofluoreszenz Auch hier zeigt sich signifikant mehr C3b/iC3b
Bindung bei den mit NHS inkubierten Zellen (p= <0,0001)
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Abbildung 10: Ubersicht der C3b/iC3b-Bindung der untersuchten Zellen nach Inkubation mit NHS
a Analyse mittels Durchflusszytometrie b Analyse mittels Immunofluoreszenz. In beiden Darstellungen
ist sichtbar, dass sich auf MV3 die meisten C3b/iC3b Ablagerungen finden.
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Abbildung 11: Durchflusszytometrische Analyse der MV3-Zellen Inkubation mit NHS und
:\r;:f'usl:?ation mit HIS. Im Histogramm zeigt sich ebenfalls deutliche C3b-Bindung nach der Inkubation mit
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass MV3 fahig ist, den Komplementfaktor
C3b in grolen Mengen an der Oberflache zu binden. Mit dieser Eigenschaft
unterscheidet sich MV3 von allen anderen getesteten Zelllinien. Da C3b
beziehungsweise iC3b der zentrale Bestandteil der Komplementkaskade ist, legt die
Bindung an der Tumoroberflache eine Aktivierung des Komplementsystems entweder
durch die Melanomzelle selbst oder in ihrer unmittelbaren Umgebung nahe. Um eine
definitive Komplementaktivierung in vitro zu bestatigen, wurde ein C5a Elisa
durchgefuhrt.

3.2 Ablauf der weiteren Komplementkaskade: Ergebnisse C5a-Elisa

Da eine C3b-Ablagerung auf der Zelloberflache noch keine Aktivierung des
Komplementsystems in vitro beweist, wurde zusatzlich ein Elisa durchgefiihrt, um C5a
in den Uberstanden der Tumorzellen zu detektieren. C5a entsteht im nachfolgenden
Schritt der Komplementkaskade durch die Anlagerung von C3b an die C3-Konvertase
(C4b und C2a) und die auf diese Weise entstehende C5-Konvertase (C4b, C2a und
C3b). Diese katalysiert die Spaltung von C5 in C5a und C5b, C5a ist ein potentes
Anaphylatoxin wahrend C5b den MAC-Komplex bildet. (Walport 2001)

Der Elisa wurde mit den Uberstanden von MV3 und BLM Zellen durchgefiihrt, welche
zuvor in Hirudin-Plasma inkubiert wurden. Fur ein unverfalschtes Ergebnis wurde in

diesem Experiment Hirudin-Plasma verwendet. Hirudin ist ein direkter Inhibitor des
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Gerinnungsfaktors Thrombin, Thrombin ist ebenfalls in der Lage C5a zu generieren.
(Krisinger et al. 2012) Zusatzlich wurde der C5a Gehalt einer Probe ohne Zellgehalt
gemessen, die aber ebenfalls mit Hirudinplasma inkubiert worden ist.

Es zeigte sich, dass die MV3 Zellen deutlich mehr C5a produzieren als die BLM-
Zellen. Nach 10 Minuten Inkubationszeit um den Faktor 1,7, nach 20 Minuten um den

Faktor 2,3 und nach 30 Minuten Inkubationszeit um den Faktor 2,0.
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Abbildung 12: C5a Elisa mit MV3 und BLM Zellen und der Kontrolle (nur serumfreies
Zellkulturmedium) nach Inkubation mit Hirudin-Plasma MV3 produziert deutlich mehr C5a-Elisa als
die BLM. Nach 10 Minuten Inkubationszeit um den Faktor 1,7, nach 20 Minuten um den Faktor 2,3 und
nach 30 Minuten Inkubationszeit um den Faktor 2,0. Hier dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis,
der Versuch wurde mit vergleichbaren Ergebnissen dreimalig unabhangig voneinander wiederholt

FUr weitere Experimente identifizierten wir also MV3 als humane Zellinie mit einem
groRen Komplementaktivierungspotential, BLM als Zellinie mit geringer Fahigkeit zur
Komplementaktivierung. Um herauszufinden, ob die Ablagerung von C3b und die
Bildung von C5a in Zusammenhang mit der Expression entsprechender Rezeptoren
begrundet ist, wurde wie nachfolgend beschrieben mittels qPCR die Expression von

mdglicher C3b und C5a Rezeptoren gemessen.

3.3 Expression von C3b und C5a Rezeptoren

Nachdem gezeigt werden konnte, dass MV3-Zellen mehr C3b an ihrer Oberflache
binden als andere Melanomzellen, wurde im nachsten Schritt der
Bindungsmechanismus naher untersucht. Es sind verschiedene
Komplementrezeptoren bekannt, die spezifisch fir C3b sind oder dessen
Abbauprodukte iC3b und C3bdg (produziert durch Faktor 1) sowie C3bd, welches
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durch die Spaltung durch unspezifische Serasen entsteht. Komplementrezeptor 2 ist
spezifisch fur alle drei Spaltprodukte und ist hauptsachlich dafir da, die Aktivierung
von B-Zellen durch die mit C3 opsonierten Antigene anzuregen (Carroll 2000, Fearon
1998). Komplementrezeptoren 3 und 4 binden iC3b und werden auf
Gewebemakrophagen, mononuklearen Phagozyten, polymorphkernigen Leukozyten
und FDCs exprimiert.(Helmy et al. 2006). Die Komplementaktivierung steht in
Verbindung mit der Antikdrper-abhangigen zellularen Zytotoxizitat (ADCC) durch die
Interaktion von zellgebundenem iC3b mit dem Komplementrezeptor-3 (CRS3,
CD11b/CD18) auf Immuneffektorzellen und ermdglicht so die komplement-abhangige
zellulare Zytotoxizitat. (CDCC)(Elvington et al. 2012) Bei der Spaltung von C3 und C5
entstehen die proinflammatorischen Proteine C5a und C3a, welche an ihre
spezifischen Anaphylatoxinrezeptoren C3a-Rezeptor (C3aR) sowie Cb5a-Rezeptor
(C5aR) binden. C3aR ist weit verbreitet und wird unter anderem auf Neutrophilen,
Monozyten/Makrophagen, Mastzellen, Hepatozyten, Bronchial- und
Alveolarepithelzellen, vaskularem Endothel und Astrozyten exprimiert. (Sacks 2010)
Cb5a weist verschiedene proinflammatorische Eigenschaften auf, darunter die
Chemotaxis von Leukozyten, die Aggregation von Neutrophilen und Thrombozyten,
die Freisetzung von Mastzellenmediatoren und der Bildung von Leukotrienen,
Zytokinen und reaktiven Sauerstoffmetaboliten.(Karsten and Kohl 2012)

Der Cb5a-Rezeptor wird von Granulozyten, Monozyten, Astrozyten, dendritischen
Zellen, Makrophagen und T-Zellen exprimiert. (Monk et al. 2007)

C5a weist neben seinen proinflammatorischen Eigenschaften insbesondere
tumorgenesefordernde Wirkung auf. (Ajona et al. 2019)

Um die Bindung von Komplementfaktor C3b auf der Melanomzelloberflache naher zu
charakterisieren, untersuchten wir die Zellreihen auf die Genexpression der
verschiedenen  Komplementrezeptoren C2, C3 und C4 sowie den
Anaphylatoxinrezeptoren C3aR und C5aR mittels gPCR. Dabei wurde wie in den
vorherigen Experimenten MV3 als Zelllinie mit starker Komplementaktivierung sowie
BLM, als Zelllinie mit weniger starker Komplementaktivierung untersucht. Die
Expression der Rezeptoren wurde mit Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH), welches durch seine Beteiligung am Grundstoffwechsel der Zelle, als
Haushaltsgen fungiert, verglichen. Weder BLM noch MV3 zeigten eine detektierbare

Menge der mMRNA der Komplementrezeptoren C2, C3 wund C4. Die

44



Anaphylatoxinrezeptoren C3a-Rezeptor und C5a-Rezeptor wurden von MV3 und BLM

in sehr geringen Malken exprimiert.
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Abbildung 13: Komplement-Rezeptorexpression MV3, BLM. Die Rezeptorexpression wurde mittels
gPCR analysiert. Die mRNA Expression wird im Vergleich zur Expression von GAPDH (Delta-CT)
gezeigt. Sowohl die MV3-Zellen (a), als auch die BLM-Zellen (b) zeigen keine detektierbare Menge
mRNA der Komplementrezeptoren C2, C3, und C4. Beide Zellreihen exprimieren die
Anaphylatoxinrezeptoren C3a- und C5a-Rezeptor in sehr geringem Mal3e.

Die untersuchten Melanomzellen exprimieren die Komplementrezeptoren C2R, C3R
und C4R gar nicht, die Anaphylatoxinrezeptoren C5aR und C3aR in nur sehr geringen
Mengen. Dies deutet darauf hin, dass die vermehrte Ablagerung von C3b auf der
Oberflache der MV3 Zellen und eine nachgeschaltete Bildung von C5a unabhanging
von Komplement und Anaphylatoxinrezeptoren ablauft. Um herauszufinden, ob ein
Mangel vom komplementregulierenden Faktor H mit der erhdhten
Komplementaktivierung durch MV3 Zellen zusammenhangt, wurde eine Faktor H-

Farbung durchgefuhrt.

3.4 Faktor H Farbung

Faktor H inhibiert die Bildung der alternativen C3-Konvertase C3Bb kompetitiv durch
Bindung an C3b, beschleunigt den Zerfall dieser und agiert als Cofaktor fur Faktor |
beim Abbau von C3b (Pangburn et al. 1977) (Weiler et al. 1976) (Whaley and Ruddy
1976). Dadurch unterbricht Faktor H einerseits den Amplification Loop und sorgt
andererseits auch direkt fur eine geringere C3b-Konzentration. Diese strikte
Regulation auf C3b-Ebene ist wichtig, da C3b mit seiner Thioesterbindung
ungesteuert an Amino- und Hydroxygruppen der Zielzellen bindet und dabei nicht
zwischen korpereigenen und kérperfremden Zellen diskriminiert (Pangburn et al.
1980, Pangburn et al. 1977)
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Um zu Uberprufen, ob die Komplementaktivierung auf den Melanomzellen durch
Faktor H-Bindung reguliert werden kann, wurden sowohl die MV3 Zellen als auch die
BLM Zellen mit einem Faktor H Antikérper gefarbt und anschlie3end
durchflusszytometrisch untersucht. Die Zellen wurden zuvor mit rekombinantem
Faktor H inkubiert, die Kontrolle in serumfreien Zellkulturmedium (RPMI).

Zunachst zeigte sich, dass die Inkubation mit rekombinantem Faktor H sich dieser an
der Zelloberflache beider Melanomzelllinien ablagert.

Wenn man die Zelllinien miteinander vergleicht, sieht man, dass BLM im Vergleich zu
den MV3-Zellen eine signifikant (p-Wert= 0,013) héhere Faktor H-Bindungskapazitat

aufweist.
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Abbildung 14: Faktor H Farbung MV3, BLM. a reprasentative Durchflusszytometrie-Messung. In den
Histogrammen ist sichtbar, dass die Bindung von Faktor H bei BLM hdher ist als die von MV3. AuRerdem
ist sichtbar, dass die in Faktor H inkubierten Zellen mehr Faktor H Bindung aufweisen, als die in
serumfreien Zellkulturmedium (RPMI) inkubierten Zellen. b Darstellung der durchflusszytometrischen
Daten im Balkendiagramm. Auch hier zeigt BLM eine signifikant hohere Bindung als MV3. (p-Wert=
0,013)

Konsekutiv konnte also gezeigt werden, dass Komplementaktivierung und Faktor H

Bindung bei den verwendeten Melanomzelllinien negativ miteinander korrelieren.
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Um herauszufinden, warum die eine Zelllinie so viel mehr Faktor H bindet als die
andere, versuchten wir in den nachfolgenden Experimenten den Bindungscharakter

von Faktor H und der Melanomzelle naher zu charakterisieren.

3.5 Inkubation mit Glykokalyxinhibitoren

Die Bindung von Faktor H an die Wirtszelle wird Uber Heparansulfat und Sialinsaure
vermittelt (Travers P, Walport M, et al. 2001), die Bindung an Heparansulfat steuert
durch Konformationsanderung auf3erdem die Aktivitat von Faktor H.(Jozsi and Zipfel
2008) Beide Molekule sind Bestandteile der Glykokalyx von korpereigenen Zellen,
sowie von Tumorzellen, ebenso Hyaluronsaure und Chondroitinsulfat. (Paszek et al.
2014) (Tarbell and Cancel 2016) Um zu Uberprufen, ob eine Veranderung der
Glykokalyx einen Einfluss auf das Bindungsverhalten von C3b der Tumorzellen hat,
wurden die Zellen mit verschiedenen Enzymen und Substanzen behandelt, welche die
Glykokalyx modifizieren. Wir benutzten Heparinase, Chondroitinase ABC,
Hyaluronidase, sowie 4-methylumbelliferone, ein Inhibitor der Hyaluronsauresynthese.
Zusatzlich Tunicamycin, welches von verschiedenen Streptomyces Bakterien
produziert wird und in Eukaryoten die N-verknupfte Glykosylierung von Proteinen
blockiert. (Criscuolo and Krag 1982, Elbein 1984) AnschlieRend wurde erneut eine
Farbung mit dem C3b/iC3b-Antikérper durchgefihrt.

Die mit Tunicamycin-behandelte MV3-Zellen zeigten eine signifikante Steigerung der
C3b/iC3b Bindung im Vergleich zu den unbehandelten MV3-Zellen. (p-Wert= 0,0128).
Dies konnte sowohl in der Durchflusszytometrie als auch in der Immunofluoreszenz

gezeigt werden.
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Abbildung 15: C3b/iC3b Bindung der MV3-Zellen nach Inkubation mit Tunicamycin im Vergleich
zu Inkubation mit NHS a Analyse der durchflusszytometrischen Daten b Analyse mittels
Immunofluoreszenz. In beiden Abbildungen sieht man eine signifikante Steigerung der C3b/iC3b
Bindung nach Tunicamycin-Inkubation.

150-

*P-Wert =0,0128

APC-A [% of visual]
Alexa Fluor 546
Mittlere Intensitat pro Zelle

Die Behandlung mit Heparinase verursachte ebenfalls eine signifikante Steigerung der
C3b/iC3b-Bindung (p-wert= 0,0313) im Vergleich zu den unbehandelten MV3-Zellen.
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Abbildung 16: C3b/iC3b Bindung der MV3-Zellen nach Inkubation mit Heparinase im Vergleich
zu Inkubation mit NHS a Analyse der durchflusszytometrischen Daten. b Analyse der
Immunofluoreszenz. In beiden Darstellungen ist eine signifikante Steigerung der C3b/iC3b Bindung
nach Inkubation mit Heparinase zu sehen.

Nach der Behandlung mit Chondroitinase ABC zeigt sich keine Veranderung des
Bindungsverhalten von MV3, ebenso wie nach der Behandlung mit 4-
Methylumbelliferon. Auch die Inkubation mit Hyaluronidase hatte keinen signifikanten
Effekt auf die C3b/iC3b-Bindung.
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Abbildung 17: C3b/iC3b Bindung nach Behandlung mit Chondroitinase ABC, Hyaluronidase und
4-Methylumbelliferon. a Inkubation mit Chondroitinase ABC hat keinen Effekt auf die C3b/iC3b
Bindung b Nach Inkubation mit Hyaluronidase zeigt sich keine veradnderte C3b/iC3b Bindung. c
Inkubation mit 4-Methylumbelliferon hat keinen Effekt auf die C3b/iC3b Bindung

Als Ergebnis dieser Versuchsreihen kann man festhalten, dass die Behandlung der
Melanomzellen mit Heparinase und Tunicamycin die Bindungskapazitat an C3b/iC3b
steigern. Die Behandlung von Chondroitinase ABC und Enzymen, die die

Hyaluronsaure beeinflussen, hat keinen Einfluss auf die C3b/iC3b-Bindung.

3.6 WGA Farbung

Um den Effekt der verwendeten Substanzen auf die Glykokalyx von MV3-Zellen zu
uberprufen, wurde eine Farbung mit Weizenkeimagluttinin (wheat germ agluttinin)
durchgefuhrt. WGA ist ein Lektin, welches Uber drei Bindungsdomanen fur N-
Acetylglucosamin-Reste verfugt und Uber diesen Mechanismus spezifisch N-
Acetylglucosamin-Oligomere, aber auch sialinsdurehaltige Oligomere anlagert.
(Muraki et al. 2002, Wright 1980, Wright 1990) Die Zellen wurden wie in dem
vorangegangenen Experiment mit den verschiedenen Inhibitoren behandelt und
anschlielfend mit WGA gefarbt. Als Positivkontrolle dienten ungefarbte MV3-Zellen,
als Negativkontrolle unbehandelte MV3-Zellen. Die mit Tunicamycin behandelten
MV3-Zellen banden signifikant weniger WGA als die Kontrolle (p-Wert= 0,0198).
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Abbildung 18: WGA-Farbung nach Behandlung mit Glykokalyxinhibitoren. Einzeldarstellung
Tunicamyin. a Darstellung der Durchflusszytometrie nach der Behandlung mit verschiedenen
Glykokalyxinhibitoren. b Die mit Tunicamycin behandelten MV3-Zellen zeigen signifikant weniger WGA-
Anlagerung (p-Wert= 0,0198) als die Kontrolle.

Die mit Heparinase behandelten Zellen zeigten ebenfalls weniger WGA-Bindung als
MV3-Zellen, allerdings war dieser Effekt nicht signifikant (p-Wert=0,12). Die mit
Chondroitinase ABC und Hyaluronidase behandelten MV3 Zellen unterschieden sich

nicht nennenswert von der Kontrolle.
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Abbildung 19: WGA-Farbung nach Behandlung mit Chondroitinase ABC (a), Heparinase (b),
Hyaluronidase (c). Die Behandlung mit Chondroitinase ABC, Heparinase und Hyaluronidase zeigt
keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle.
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4. Diskussion

4.1 MV3-Zellen aktivieren das Komplement in vitro

Das Komplementsystem wurde als Bestandteil des angeborenen Immunsystem lange
Zeit ausschlieBlich als Instrument der kdrpereigenen Krebsabwehr gesehen. Seine
tumorhemmende Wirkung entfaltet das Komplementsystem uber direkte Lyse der
malignen Zellen durch den MAC, durch C5a-induzierte Rekrutierung von Effektorzellen
oder durch C3b-vermittelte Phagozytose. (Pio et al. 2013, Stover 2010). Auch die
Immuntherapie mit monoklonalen Antikdrpern gegen PD-1, PDL-1 und CTLA-4, die
sich als Standardbehandlung fir das Melanom und verschiedene andere
Krebsentitaten etabliert hat, basiert auf den tumorhemmenden Mechanismen des
Komplementsystems. (Weiner et al., 2010) Diese Ilosen neben der
antikorperabhangigen zellularen Zytotoxizitat auch die komplementabhangige
Zytotoxizitat aus, welche sich gegen die Tumorzellen richtet.(Rutkowski et al. 2010,
Sliwkowski and Mellman 2013) In den letzten zehn Jahren wurde ein
Paradigmawechsel vollzogen: Es hauften sich Anzeichen daflr, dass die
Komplementaktivierung in der Mikroumgebung des Tumors auch eine tumorférdernde
Rolle spielen konnte. Liu et al beobachteten eine Komplementaktivierung in bereits
metastasierten Melanomen.(Liu et al. 2022) Afshar-Kharghan stellte die Hypothese
auf, dass die Anaphylatoxine C3a und Cba sowie niedrige, sublytische
Konzentrationen von MAC flir diesen tumorférdernden Prozess verantwortlich sein
konnten.(Afshar-Kharghan 2017) Dafur spricht, dass das Komplementsystem die
lokale T-Zell-lmmunsuppression, die Aufrechterhaltung der chronischen Entziindung
und die Begunstigung der tumorassoziierten Angiogenese bewirkt. (Bonavita et al.
2015, Markiewski et al. 2008, Pio et al. 2013, Vadrevu et al. 2014) Diverse vom
Komplement abgeleitete Proteine und nachgeschaltete Signalpartner sind an
Prozessen beteiligt, die von der Verankerung und Proliferation von Tumorzellen, dem
Umbau der Matrix, der Migration, der Invasivitat ins Gewebe und der Metastasierung
reichen. (Mamidi et al. 2017, Pio et al. 2014). Die Rolle des Komplementsystems in
der Krebspathophysiologie ist also weitaus komplexer als urspringlich angenommen.
Die Auswirkungen sind offenbar kontextabhangig und werden von vielen Faktoren
beeinflusst, wie beispielsweise dem zellularen Ursprung des Tumors, seiner
intrinsischen Fahigkeit Komplementproteine zu produzieren, dem Ausmals der
Komplementaktivierung sowie der Beschaffenheit der Tumormikroumgebung. (Reis et
al. 2018) Verschiedene Studien haben gezeigt, dass bestimmte Tumorzellen in vitro
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das Komplementsystem aktivieren. Ablagerungen von C3, C4 und C5b-9 wurden in
Brustkrebsgewebe (Niculescu et al. 1992) sowie papillarem Schilddrisenkarzinom
(Lucas et al. 1996) festgestellt. Eine Komplementaktivierung wurde zudem bei
Patienten mit Lungen-, Magen- und Gehirntumoren festgestellt.(Gminski et al. 1992),
(Maness and Orengo 1977) (Matsutani et al. 1984) Sokoloff et al. wiesen C3b(i)-
Ablagerungen auf der Oberflache von Krebszellen nach und identifizierten dies als
Zielantigen fur eine auf monoklonalen Antikorpern basierenden Immuntherapie.
(Sokoloff et al. 2000) In dieser Arbeit konnten grole Mengen Ablagerung von
Komplementfaktor C3b auf der Melanomzellreihe MV3 nachgewiesen werden. In
dieser Eigenschaft unterscheiden sie sich von anderen getesteten humanen
Melanomzelllinien, BLM IGR37, SBCL-2, G361 und der murinen Zelllinienreihe
B16F10, welche keine oder nur kaum Ablagerungen von C3b gezeigt haben. Anhand
dieses Ergebnisses lasst sich noch keine Aussage dartber treffen, ob die Tumorzelle
von diesen Ablagerungen profitiert, die Tumorzelle selbst das Komplement aktiviert
bzw. produziert oder es sich um eine reine Opsonierung handelt. Hier sind noch
weiterfuhrende Untersuchungen notwendig. Das auf der Zelloberflache gebundene
C3b koénnte man aber als weiteres Target fur die Antikdrpertherapie nutzen, wie schon
von Sokoloff et al. postuliert. In der vorliegenden Arbeit konnte aulerdem gezeigt
werden, dass in den Uberstanden der MV3 Zellen mehr C5a entsteht als im Umfeld
der BLM Zellen. Die BLM Zellen zeigten bereits in den vorigen Experimenten wenig
C3b Ablagerung (siehe Ergebnisse 3.1). AuRerdem bewirkte die Inkubation beider
Zellen mit Hirudinplasma mehr C5a-Generierung als in den Proben, in denen die Zellen
nur mit Zellkulturmedium in Verbindung gebracht wurden. Dies weist daraufhin, dass
die Tumorzelle eine entscheidende Rolle in der Komplementaktivierung spielt. Diese
Erkenntnis stimmt mit dem Ergebnis von Liu et al Uberein. (Liu et al. 2022) Die
Produktion von C5a stieg in den ersten 20 Minuten proportional zur Inkubationszeit mit
Hirudinplasma, nach 30 Minuten fiel der C5a-Spiegel wieder. Dies ist erklarbar
dadurch, dass das an der Zelloberflache gebundene C3b durch die Bindung an Faktor
B zur Bildung der alternativen C3-Konvertase fihrt. Der positive
Ruckkopplungsmechanismus ist gesattigt, sobald die Zelle mit ausreichend C3b
besetzt ist. Dieser Mechanismus tritt bei allen drei Aktivierungswegen auf (Harboe et
al. 2004) Der Umstand, dass MV3 sowohl mehr C3b bindet als auch mehr C5a
generiert als BLM, lasst darauf schliefen, dass es sich um eine echte

Komplementaktivierung handelt und nicht nur um eine Opsonierung. Allerdings ist
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auch bekannt, dass Krebszellen durch membrangebundende Serinproteasen C5
spalten kdnnen. Dies kénnte ein Mechanismus der Selbstaktivierung von C5aR-
exprimierenden Krebszellen sein, um die Invasivitat zu erhéhen und die Rekrutierung
von MDS und die Neovaskularisierung zu induzieren, um eine fur den Tumor glinstige

Mikroumgebung zu schaffen.(Nitta et al. 2014)

4.2 Melanomzellen zeigen kaum Expression von Komplementrezeptoren

Die Melanomzellen wurden mittels gPCR auf ihre Rezeptorexpression untersucht und
es zeigte sich, dass MV3 und BLM in geringem Male die Anaphylatoxinrezeptoren
C3aR und Cb5aR exprimieren. Eine Komplementaktivierung erscheint aber im
Zusammenspiel mit der C3b-Bindung trotzdem als wahrscheinlicher als eine
Selbstinduktion der  Tumorzellen. In  vorherigen Studien wurde die
Anaphylatoxinrezeptorexpression in verschiedenen anderen Krebserkrankungen
nachgewiesen und sowohl der C3a-C3aR-Achse als auch der C5-C5aR-Achse werden
protumerdse Eingenschaften zugeschrieben. (Habermann et al. 2006, Nitta et al. 2013,
Suzuki et al. 2022) Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse fluigen sich in diese
Beobachtungen ein. Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass weder MV3 noch
BLM die fur C3b und seine Abbauprodukte spezifischen Rezeptoren exprimieren.
Diese Erkenntnis schliel3t eine Bindung von C3b auf der Zelloberflache durch die
Rezeptoren C2, C3 und C4 aus. Der Umstand, dass die Komplementrezeptoren nicht
von den Tumorzellen selbst, sondern durch Immunzellen der Tumormikroumgebung
z.B. Neutrophile, Mastzellen, Makrophagen und Endothelzellen exprimiert werden und
eine Komplementaktivierung durch diese Effektorzellen u.a. die Entzindungsreaktion
verstarkt, findet sich auch so in der Literatur wieder. (Chenoweth and Goodman 1983,
Dahinden et al. 1991, Elsner et al. 1994, Zwirner et al. 1998)

4.3 Faktor H-Bindung korreliert negativ mit der Komplementaktivierung

Faktor H ist ein wichtiger Komplementinhibitor, Faktor H inhibiert die Bildung der
alternativen C3-Konvertase C3Bb kompetitiv durch Bindung an C3b, beschleunigt den
Zerfall dieser und agiert als Cofaktor fur Faktor | beim Abbau von C3b (Pangburn et al.
1977) (Weiler et al. 1976) (Whaley and Ruddy 1976). Dadurch unterbricht Faktor H
einerseits die Amplifikationsschleife und sorgt andererseits auch direkt fur eine
geringere C3b-Konzentration. Diese strikte Regulation auf C3b-Ebene ist wichtig, da

C3b mit seiner Thioesterbindung ungesteuert an Amino- und Hydroxygruppen der
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Zielzellen bindet und dabei nicht zwischen kdrpereigenen und korperfremden Zellen
diskriminiert. (Pangburn et al. 1980, Pangburn et al. 1977) Die Expression von Faktor
H konnte bereits in Ovarial- und Lungenkrebs nachgewiesen werden, Ajona et al.
konnten dabei auch zeigen, dass Faktor H die Menge an abgelagerten C3 negativ
beeinflusst. (Ajona et al. 2004, Junnikkala et al. 2002) In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass Faktor H Ablagerungen sich vermehrt auf den Zellen
finden, die geringe Mengen in situ Komplementaktivierung zeigen. BLM Zellen zeigten
hingegen deutlich mehr Ablagerung von C3b als MV3-Zellen. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass auf bestimmten Melanomzellen die Komplementaktivierung durch Faktor
H unterdrickt wird. Faktor H kann dabei direkt auf den Abbau von C3b Einfluss
nehmen und indirekt die Amplifikationsschleife des alternativen Weges unterbrechen.
Die Aktivierung des alternativen Weges ist durch diese Amplifikationsschleife an 80%
der Komplementaktivierung beteiligt. (Harboe et al. 2004) Was dies allerdings fur
Auswirkungen auf den Tumor und seine Mikroumgebung hat, bleibt unklar, solange
die Auswirkungen der Komplementaktivierung in Melanomzellen noch nicht

abschlielend verstanden ist.

Faktor H kann die Tumormikroumgebung zusatzlich komplementunabhangig
beeinflussen. Eine Studie von 2020 postuliert, dass Faktor H, der von Tumorzellen
produziert wird, die Differenzierung von Makrophagen in einen immunsuppressiven
Subtypus induziert. Diesem so entstandenen Subtypus ist eigen, dass er das
Immunsystem Uber mehrere Mechanismen verandert. Kennzeichnend ist hier die
Veranderung der Zytokinfreisetzung und die Hemmung von T-Zell-
Reaktionen.(Smolag et al. 2020) Diese immunsuppressiven Makrophagen korrelieren
aullerdem positiv mit der PD-1-Aktivitdt (Guo et al. 2020). PD-1/PD-L1-Immun-
Checkpoint-Inhibitoren werden zur Therapie des malignen Melanoms eingesetzt und
erzielen hervorragende Ergebnisse (Topalian et al. 2012) Anhand dieser Erkenntnisse
kann man die Hypothese aufstellen, dass Faktor H exprimierende Melanome besser
auf PD-1/PD-L1-Inhibitoren ansprechen kdnnten. Faktor H Exprimierung koénnte ein

zukunftiger Marker zur Prognosebestimmung sein.

4.4 Manipulation der Glykokalyx hat Einfluss auf die Bindung von C3b

Die Glykokalyx ist wie beschrieben an der Regulation der Komplementaktivierung, der
Vermittlung von Zell-Zell-Interaktionen, der SignalUbertragung, der Selbsterkennung

sowie an der Abwehr von Pathogenen beteiligt. ( Laubli and Varki 2020) Dies sind
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Vorgange bei denen beim Ubergang in maligne Zellen grundlegende Veranderungen
vollzogen werden. Eine veranderte Glykosylierung ist daher eines der
Hauptkennzeichen von malignen Zellen und hat einen erheblichen Einfluss auf die
Karzinogenese. (Silsirivanit 2019) (Boligan et al. 2015, Fuster and Esko 2005, Pinho
and Reis 2015, Rabinovich and Croci 2012) In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Tumorzellen, welche mit verschiedenen Glykokalyxinhibitoren behandelt wurden,
mehr Komplementaktivierung in vitro zeigen. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass
die Faktor H Bindung negativ mit der Komplementaktivierung korreliert. Faktor H
interagiert mit Sialinsaure und Glykosaminoglykanen. Veranderungen der Sialysierung
der Glykokalyx werden haufig beobachtet. (Dobie and Skropeta 2021), in vielen
Tumorentitaten kann eine Hypersialisierung beobachtet werden. (Bull et al. 2014). Es
hat sich herausgestellt, dass die Expression einiger Sialinsauretransferasen in
bestimmten Krebsarten erhoht ist, fur das maligne Melanom konnte das bereits vor 30
Jahren gezeigt werden. (Jun et al. 2012, Seales et al. 2005, Sell 1990, Wang et al.
2005) Die UbermaRige Expression von bestimmten Sialyltransferasen fihrt zu
schlechterer Uberlebenswahrscheinlichkeit.(Schneider et al. 2001) Zusatzlich sind
Sialinsdure-abbauende Enzyme wie zum Beispiel Neuraminidase1 in Tumoren
herabreguliert. (Uemura et al., 2009) Die Hypersialisierung und die Veranderung der
Zelloberflache beeinflusst vor allem die Metastasierung und die Invasion von
umliegenden Geweben. (Ranjan and Kalraiya 2013) Der starkste Effekt auf die
Komplementaktivierung konnte in dieser Arbeit mithilfe von Tunicamycin erzielt
werden. Durch die Blockade der N-Glykosylierung verandert Tunicamycin die
Glykokalyx erheblich. Auf die Sialisierung der Zelle hat dies Einfluss, weil Sialinsaure
als endstandiger Zucker als Basis entweder ein N-Glykan, dessen Synthese hier
blockiert wurde, oder ein O-Glykan hat. Aus den Versuchsreihen kann abgeleitet
werden, dass die Beschaffenheit der Glykokalyx einen Einfluss auf die
Komplementaktivierung hat und dass dies in Zusammenhang mit N-glykosierten
Strukturen sowie der endstandigen Sialinsaure steht. Ein noch praziseres Bild von der
Auswirkung der inhibierten Sialisierung kdbnnte man in weiteren Untersuchungen durch
die Behandlung der Tumorzellen mit sialinsaure-spezifischen Neuraminidasen (zum
Beispiel der Neuraminidase 1) erhalten. Es gibt Hinweise darauf, dass Krebszellen
empfindlicher auf die Deglykolisation durch Tunicamycin reagieren und durch eine
Erhdhung des ER-Stresses Apoptose ausgeldst wird. Tunicamycin wird bereits in

Studien eingesetzt, um Tumorzellen sensibler fur Chemotherapie zu machen. Die
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erhdhte Komplementaktivierung kdnnte durchaus auch die Folge von Zelltod und

Opsonierung apoptotischer Zellen sein. (Wu et al. 2018)

Die beschriebene Hypersialisierung maligner Zellen ist antithetisch zur aufgestellten
Hypothese, die von einer Hyposialisierung der Melanomzelle ausgegangen ist. Eine
vermehrte Expression von Sialinsaure wirde Uber die Regulation des alternativen
Weges zur verminderten Komplementaktivierung fiihren. Sialinsdure bindet aber
neben Faktor H auch an Sialinsaurebildende Glykane. Auf diese Weise findet neben
der Komplementregulierung eine weitere Interaktion mit dem Immunsystem statt.
(Macauley et al. 2014) Die Sialinsaure-Siglec-Achse wird seit einigen Jahren als
therapeutisches Ziel untersucht und es befinden sich einige Ansatze in der
praklinischen Phase. Siglecs (Sialic acid-binding-Ig-like-lectins) sind Sialinsaure-
bindende Lektine, die der Ig-Superfamilie angehéren und die wichtigsten
Immunrezeptoren fur die Sialiansaure darstellen. Eine Bindung fuhrt zur Modulation
des Immunsystems. (Chu et al. 2016, Khatua et al. 2012, O'Reilly and Paulson 2009)
Beim Menschen sind bisher 15 verschiedenen Siglecs bekannt, Siglec 9 ist das am
haufigsten mit Tumorerkrankungen in Verbindung gebrachte Siglec, es wird unter
anderem auf Monozyten, Neutrophile, dendritische Zellen, Makrophagen und einigen
NK- und T-Zell-Untergruppen exprimiert. (Laubli et al. 2014, Smith and Bertozzi 2021)
Eine Bindung fuhrt zur Hemmung der Anti-Tumor-Immunitat und hat damit
tumorfordernden Wirkung. (Beatson et al. 2016, Haas et al. 2019, Jandus et al. 2014)
Aus dieser dass sich eine gleichzeitige Hypersialisierung
der Tumorzelle und vermehrte Aktivierung des Komplementsystems nicht
ausschlielRen, da die Siglecs als kompetitive Inhibitor fur Faktor H agieren kénnten. So
konnte die protumorale Wirkung der Sia-Siglec-Achse synergistisch zur protumoralen
Wirkung der Komplementaktivierung agieren. Dafur spricht auch, dass eine
vollstandige Desialysierung der Tumorzellen zur Zunahme des Tumorwachstums
fuhrt, wie eine 2019 durchgefuhrte Studie am Mausmodell mit transfizierten

Kolorektalkarzinomzellen zeigen konnte. (Cornelissen et al. 2019)

In dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass der Einsatz von Heparanase zu
einer verstarkten Komplementaktivierung in den MV3-Zellen flhrt. Heparanase ist eine
Endo-B-D-glukuronidase, die Heparansulfatin Fragmente von 10 bis 20
Zuckereinheiten von einer GroRe von 5 bis 7 kDa spaltet. Faktor H verfugt Uber zwei

Bindungsdomanen fur GAGs, bei Bindung erfolgt die Transformation in die aktivere
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Form. (Perkins et al. 2014) Beide Bindungsstellen ( CCPs 6-8 und CCPs 19-20) haben
eine hohere Affinitdt zu Heperansulfat-proteoglykane als zu anderen
Glykosaminoglykanen. (Clark et al. 2013) Das konnte eine Erklarung fur den starkeren
Effekt in den vorliegenden Experimenten sein. Es ist davon auszugehen, dass der
Bindungsmechanismus durch Einwirken der Heparanase beeintrachtigt ist und die
Faktor H- Heparansulfat Interaktion dadurch eingeschrankt ist. Dies ware ein weiterer
Beleg daflr, dass die Komplementaktivierung in Melanomzellen mithilfe von Faktor H
reguliert wird. Heparanase selbst ist aber auch an tumorférdernden Prozessen
beteiligt. Das Ausschalten des Heparanase-Gens in Melanomzellen fuhrt zu
reduziertem Tumorwachstum und weniger Lungenmetastasen, was mit verringerter
Migration, Adhasion und Invasion der Tumorzellen in Verbindung gebracht wurde.
(Edovitsky et al. 2004, Liu et al. 2012, Liu et al. 2013) Der Frage ob die protumoralen
Eigenschaften von tumoreigener Heparanase mit Komplementaktivierung in
Verbindung gebracht werden kdnnen, gilt es noch weiter nachzugehen. Hyaluronase
sowie 4-Methylumbelliferon hatten in vorliegender Arbeit keinen Einfluss auf die
Komplementaktivierung. Der Grund dafur konnte sein, dass das Vorkommen von
Hyaluronsaure in Melanomen allgemein gering ist und dieses geringe Vorkommen
insbesondere im Zusammenhang mit Metastasierung steht. (Kosunen et al. 2004)
(Karjalainen et al. 2000) Sowohl bei MV3 als auch bei BLM handelt es sich um aus
Metastasen gewonnenen Melanomzellen. (Lockshin et al. 1985, van Muijen et al.
1991) Ein weiterer Faktor fur den nicht vorhandenen Effekt konnte die bereits erwahnte
geringere Affinitat von Faktor H flr Hyaluronsaure sein. Die Inkubation mit
Chondroitinase ABC hat ebenfalls keinen Einfluss auf die Komplementaktivierung der
Melanomzellen, Chondroitinsulfat als Bestandteil der Tumorzell-Glykokalyx scheint

also keinen Einfluss auf die Aktivierung des Komplementsystems auszuulben.

Da Faktor H der wichtigste Regulator des alternativen Weges ist, liegt die Annahme,
dass die festgestellte Komplementaktivierung in Melanomzellen durch den alternativen
Weg geschieht, nahe. Die Frage nach der Art der Aktivierung ist insbesondere in der
Hinsicht auf mogliche therapeutische Ansatze von Bedeutung. Bisher haben
verschiedene Studien aber gezeigt, dass die Komponenten des klassischen und
alternativen Komplementwegs in der Mikroumgebung von Tumoren in hdherer
Konzentration vorhanden sind. (Pio et al. 2014) In Modellen von Bronchialkarzinom,
Schilddriisenkarzinom, Astrozytom, Lymphom, Leukamie oder Oropharynxkarzinom

gibt es ebenfalls Hinweise auf eine Aktivierung des klassischen Weges, wie etwa
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erhdhte Plasmakonzentrationen des C4d-Fragments. (Ajona et al. 2013, Berraondo et
al. 2016) Bei akuter lymphatischer Leukamie, Burkitt-Lymphom und multiplen Myelom
gibt es Hinweise fur einen deregulierten alternativen Weg, wahrend bei T-Zell-
Leukamie ein deregulierter Lektinweg gefunden wurde. (Ishida et al. 2008) Reis et al
haben in einer Ubersichtsarbeit die Genexpression der wichtigsten
Komplementfaktoren in verschiedenen Tumorentitaten betrachtet und dabei
herausgearbeitet, dass das fur C3 kodierende Gen in allen Krebsarten stark exprimiert
wird, ebenso wie die Gene der Komponenten des klassischen Weges. Im Gegensatz
dazu werden die Gene, die die Bestandteile des Lektinwegs kodieren, in den meisten
Tumorarten gering exprimiert (z.B. Mannose-bindendes Lektin 2 (MBL2), Mannose-
bindende Lektin-assoziierte Serinprotease 2 (MASP2) und Ficolin 2 (FCN2). (Reis et
al. 2018) Die Komplementfaktoren B und D werden in den meisten Tumorarten stark
exprimiert. Zusammen mit der hohen lokalen Expression von C3 deutet dies darauf
hin, dass das Komplementsystem Uber den klassischen oder den alternativen Weg
aktiviert werden konnte. Eine Aktivierung Uber den Lektinweg scheint nach dieser
Analyse weniger wahrscheinlich. (Reis et al. 2018) Eine alternative
Komplementaktivierung wie die hier vorliegenden Experimente nahelegen, flgt sich

also gut in den aktuellen Stand der Forschung ein.

Abschlieend kann man sagen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit eine
Komplementaktivierung  durch  Melanomzellen in  vitro zeigen. Diese
Komplementaktivierung tritt nicht in allen Melanomzellen gleichermal3en auf, sondern
am ausgepragtesten in MV3 Zellen. Die Komplementregulation auf der Oberflache von
Melanomzellen wird vermutlich durch Faktor H reguliert, welcher durch Sialinsaure und
Heparansulfat auf der Zelloberflache gebunden und aktiviert wird. Das Ausmal} der
Komplementaktivierung hangt also vom Status der Sialisierung und dem Anteil von
Heparansulfat in der Glykokalyx ab. Dies sind interessante Ansatzpunkte flr
zielgerichtete Therapiemoglichkeiten des Melanoms. Weitere Targets sind C5a und
andere Bestandteile des Komplementsystems wie C3a oder Faktor H. Als
vielversprechend konnte sich auch die therapeutische Beeinflussung der Sialisierung
vonTumorzellen etwa durch Hemmung der an der Sialisierung beteiligten Enzyme
oder der Sia-Siglec-Achse erweisen. Als nutzliche prognostische Marker kénnten sich

zudem die Sialisierung und der Anteil von Heparansulfat der Glykokalyx eignen.
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Hierzu ist es notwendig detailliertes Wissen Uber die kontextabhangigen Auswirkungen
der Komplementaktivierung zu gewinnen. Wie initial erwahnt, hangt diese von vielen

Faktoren ab, von denen die meisten noch nicht vollstandig verstanden sind.
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5. Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten hat sich das Verstandnis von der Entstehung und des
Fortschreitens von Krebserkrankungen grundlegend geandert. Man hat
herausgefunden, dass das Immunsystem und Entzindungsreaktionen eine
entscheidende Rolle spielen. Ein wichtiger Durchbruch war dabei die Immun-
Checkpoint-Therapie, die beim malignen Melanom angewandt wird. Trotz des
bahnbrechenden Erfolges dieser neuen Therapieoption, bleibt das Melanom ein
aggressiver Tumor, der vor allem in den Spatstadien schwer zu behandeln ist. Daher
ist eine Weiterentwicklung dieses Therapiezweiges erforderlich.

Das Komplementsystem ist Teil des angeborenen Immunsystems und besteht aus
einer Kaskade von enzymatisch katalysierten Plasmaproteinen. Verschiedene Studien
konnten in den letzten zehn Jahren zeigen, dass tumorose Erkrankungen mit einer
veranderten Aktivierung des Komplementsystems und veranderten Konzentrationen
der einzelnen Komplementfaktoren einhergehen. Es hat sich herausgestellt, dass
Komplementaktivierung in einigen Krebsentitaten tumorférdernd wirkt, wahrend es in
anderen eher antitumorose Wirkung hat. Ein wichtiger Regulator der
Komplementaktivierung ist Faktor H. Um seine komplementregulatorische Funktion
auszuuben, muss dieser an bestimmte Proteoglykane bzw. Sialoglykane binden.
Dabei ist schon lange bekannt, dass eine veranderte Zusammensetzung der
Glykokalyx insbesondere der Sialisierung ein Merkmal maligner Zellen ist. Ob sich
diese Veranderung aber auf die Aktivierung des Komplementsystems in malignen
Zellen auswirkt, soll in dieser Arbeit anhand von Melanomzellen untersucht werden.
Zunachst wurde mittels Durchflusszytometrie, Immunofluorezenz und Elisa die
Melanomzellreihe MV3 als solche Zelllinie identifiziert, die eine besonders hohe
Komplementaktivierung zeigt. Es konnten sowohl C3b-Ablagerungen auf der
Zelloberflache gefunden als auch vermehrt C5a in den Zellliiberstanden nachgewiesen
werden. Darin unterschied sich MV3 von den anderen melanotischen Zellen, die
untersucht wurden. (BLM, B16, IG37, G361)

Um eine Bindung von Komplementfaktor C3b Uber seine spezifischen
Komplementrezeptoren auszuschlielen, wurden die Zellreihen mittels gPCR auf
Expression dieser Rezeptoren und zusatzlich der Anaphylatoxinrezeptoren
untersucht. Die C3b-Rezeptoren wurden nicht exprimiert, die Anaphylatoxinrezeptoren
in geringen Malden.

Um zu Uberprufen, ob die Komplementaktivierung auf den Melanomzellen durch
Faktor H reguliert werden kann, wurden sowohl MV3 als auch BLM Zellen auf ihre
Kapazitat Faktor H zu binden durchflusszytometrisch untersucht. Es konnte gezeigt
werden, dass Komplementaktivierung und Faktor H Bindung bei den verwendeten
Melanomzelllinien negativ miteinander korrelieren.

In den durchgefuihrten Versuchen wurden die MV3- Zellen mit Enzymen bzw.
Substanzen behandelt, die die Zusammensetzung der Glykokalyx verandern.
AnschlieBend wurde noch einmal das C3b-Bindungsvermdgen untersucht.
Bemerkenswert war, dass nach der Behandlung mit Heparanase und nach der
Behandlung mit Tunicamycin, die C3b-Bindung signifikant erhoht war. Beide
Substanzen reduzieren die Sialisierung bzw. den Anteil des Heparansulfat auf der
Zelloberflache, was darauf hinweist, dass die Faktor H Aktivierung weniger effizient
ablauft und daher mehr Komplementaktivierung stattfinden kann.

Auch wenn weitere Untersuchungen notwendig sind, um die Mechanismen genau zu
verstehen, helfen die Ergebnisse dieser Arbeit, die Rolle der Komplementaktivierung
in der Tumorphysiologie genauer zu verstehen und einzuordnen.
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Summary

In recent decades, the understanding of the development and progression of cancer
has changed fundamentally. It has been discovered that the immune system and
inflammatory responses play a crucial role. An important breakthrough in this regard
was the immune checkpoint therapy used in malignant melanoma. Despite the
breakthrough success of this new therapeutic option, melanoma remains an
aggressive tumor that is difficult to treat, especially in the late stages. Therefore, further
development of this therapeutic arm is needed.

The complement system is part of the innate immune system and consists of a cascade
of enzymatically catalyzed plasma proteins. Various studies over the last decade have
shown that tumorous diseases are associated with altered activation of the
complement system and altered concentrations of the individual complement factors.
Complement activation has been found to be tumor-promoting in some cancer entities,
whereas it is more antitumor in others. An important regulator of complement activation
is factor H. To exert its complement regulatory function, it must bind to specific
proteoglycans or sialoglycans.

It has been known for a long time that an altered composition of the glycocalyx,
especially of the sialization, is a characteristic of malignant cells.

However, whether this change affects the activation of the complement system in
malignant cells will be investigated in this work using melanoma cells.

First, flow cytometry, immunofluorescence and Elisa were used to identify the
melanoma cell series MV3 as such a cell line showing a particularly high complement
activation. C3b deposits were found on the cell surface as well as increased C5a was
detected in the cell supernatants. In this, MV3 differed from the other melanotic cells
examined. (BLM, B16, 1G37, G361)

To exclude binding of complement factor C3b via its specific complement receptors,
the cell series were examined by qPCR for expression of these receptors and
additionally the anaphylatoxin receptors. The C3b receptors were not expressed, and
the anaphylatoxin receptors were expressed to low levels.

To test whether complement activation on melanoma cells can be regulated by factor
H, both MV3 and BLM cells were examined for their capacity to bind factor H by flow
cytometry. It was shown that complement activation and factor H binding were
negatively correlated in the melanoma cell lines used.

In the experiments performed, MV3 cells were treated with enzymes or substances
that alter the composition of the glycocalyx. Subsequently, the C3b binding capacity
was examined again. Remarkably, after treatment with heparanase and after treatment
with tunicamycin, C3b binding was significantly increased. Both substances reduce
sialization or the amount of heparan sulfate on the cell surface, indicating that factor H
activation is less efficient and therefore more complement activation can occur.

Although further studies are needed to understand the mechanisms in detail, the

results of this work help to further understand and classify the role of complement
activation in tumor physiology.
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7. Abkurzungsverzeichnis

Beudetutung

Abkurzung

Abb Abbildung

ACD Antikorper-abhangige zellulare
Zytotoxizitat

AJCC American Joint Commitee on Cancer

APC Antigenprasentierende Zelle

BRAF Serine/Threonine Kinase B-RAF

C1q Komplementfaktor C1q

C2 Komplementfaktor C2

C3 Komplementfaktor C3

C3aR Komplementrezeptor C3a

C4 Komplementfaktor C4

C5 Komplementfaktor C5

Cb5aR1 Komplementrezeptor C5a 1

Ch5aR2 Komplementrezeptor C5a 2

C6 Komplementfaktor C6

Cc7 Komplementfaktor C7

C8 Komplementfaktor C8

C9 Komplementfaktor C9

CDC Antikorperabhangige
komplementvermittelte Zytotoxizitat

cDNA Komlementare Desoxyribonukleinsaure

CFB Komplementfaktor B

CFH Komplementfaktor H

CS Chondroitinsulfat

CS Chondroitinsulfat

Ct Cycle threshold

CT Computertomographie

CTLA-4 Zytotoxisches T-Lymphozytenantigen 4

DAPI 4", 6 Diamidin-2-phenylindol

DC Dendritische Zelle

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

ECM Extrazellulare Matrix

EMT Epithelalie-mesenchymale-Transition

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERK extracellular signal-regulated kinase

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting,
Durchflusszytometrie

FCN2 Ficolin-2

FCS Fetales Kalberserum

FSC Forward Scatter

GAG Glykosaminoglykane

GPI-Anker Glycosylphosphatidylinositol-Anker

HE Hamatoxycilin-Eosin
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HIS

Heat-inactivated Serum

HIV Humanes Immunodefizienz Virus

HS Heparansulfat

HS Heperansulfat

Ig Immunglobuline

iTreg .induzierte“ regulatorische T-Zelle

LDH Lactatdehydrogenase

M Metastase

mAB Monoklonale Antikorper

MAC Membranangriffskomplex

MASP MBL-assoziierte Serinprotease

MBL Mannosebindendes Lectin

MEK Mitogen-activated protein kinase kinase

MEK Mitogen-aktivierte-Proteinkinase-Kinase

MM Malignes Melanom

mMRNA Messenger RNA

N Nodus, Lymphknoten

Ne5Gc N-Glycolylneuraminsaure

NET Neutrophil extracellular traps

Neub5Ac N-Acetylneuraminsaure

NeuSAc N-Acetylneuramininsaure

NHS Normal Human Serum

NRAS Neuroblastoma-RAS

PBS Phosphat gepufferte Salzlosung

PBS-T Phosphat gepufferte Salzlésung-Tween

PCR Polymerase Ketten Reaktion

PD-1 Programmed Death 1

PD-L1 Programmed Death Ligand 1

PTEN Phosphatase and Tensin Homolog

RNA Ribonukleinsaure

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

RPM Rounds per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institue
Zellkulturmedium

SCR short consensus repeats

Sia Sialinsaure

Siglec Sialinsdure-bindendes Lectin

SLND Sentinellymphknotendissektion

SSC Side Scatter

T Tumor

Tab Tabelle

U Ulzerationen

uv Ultraviolett

WGA Wheat germ agglutinin
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