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1 Einleitung

1.1 Das Komplementsystem

1.1.1 Historischer Uberblick

Der Begriff Komplement wurde erstmals im Jahr 1899 von Ehrlich eingefiihrt'". Er
beschrieb damit einen hitze-empfindlichen Bestandteil des Serums, der in der Lage war,
die antibakterielle Aktivitdit von Antikdrpern zu ‘“komplementieren”. Die
Erstentdeckung dieser hitze-labilen Aktivitdt von Serum geht auf Bordet zuriick, der ab
dem Jahr 1895 seine Studien zur Zellyse durch humanes Serum verdffentlichte™. Bordet
zeigte, dall zur spezifischen Lyse von Bakterien durch Patientenseren eine Serum-
Komponente notwendig war, die durch Erhitzen des Serums zerstort werden konnte.
Durch Zusatz von nicht-erhitztem Serum von Patienten, die niemals Kontakt mit dem
entsprechenden Bakterium hatten, konnte die Lyse-Aktivitit des erhitzten Serums
wiederhergestellt werden. Somit waren eine bakterium-spezifische, hitze-stabile
Fraktion und eine unspezifische, hitze-labile Fraktion des Serums zur Lyse von
Bakterien identifiziert. Die hitze-labile Fraktion wurde als pathogenunabhingig
charakterisiert, die die hitze-stabile und pathogen-spezifische Fraktion vervollstindigte
und somit “komplementierte®. Im Jahr 1907 demonstrierte Ferrata, dal die hitze-labile
Serumfraktion durch Dialyse in zwei weitere Komponenten aufgeteilt werden konnte,

die nur gemeinsam die lytische Aktivitit entfalteten'”

. Diese entsprechen nach heutiger
Nomenklatur den Komponenten C1 und C2. Pillemer war im Jahr 1954 der erste, der fiir
Komplement eine lytische Aktivitit unabhingig von Antikorpern nachwies'”. Damit
wurde erstmals die rein komplettierende Konnotation des Begriffes Komplement in
Frage gestellt und ein zweiter Aktivierungsweg postuliert. In seinen Versuchen wurde
Komplement durch Zymosan, einem Glykoprotein in der Zellwand von Hefen,
unabhingig von Antikérpern aktiviert, wobei er demonstrierte, dafl kein Verbrauch von
C1 oder C2 und damit der Komponenten des klassischen Aktivierungsweges stattfand.
Somit war ein zweiter Aktivierungsmechanismus von Komplement entdeckt, der heute
als Alternativer Weg bezeichnet wird. Im Jahr 1960 identifizierte Muller-Eberhard das
Molekiil C3 als die zentrale Komponente beider bis dahin bekannten Aktivierungswege
von Komplement und reinigte die terminalen Komponenten C5 bis C9 aus humanem

Serum auf”. Diese Komponenten waren bis dahin alle als eine einzige aufgefasst

worden. Der Erfolgsmechanismus der terminalen Zell-Lyse durch Komplement wurde
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erstmals 1972 von Mayer dargelegt. Lyse durch Integration einer Pore in die Oberfldche
der Zielstruktur, bestehend aus den Komponenten C5 bis C9, wurde von Mayer damals
unter der Bezeichnung ‘doughnut hypothesis“ verdffentlicht 1. Die von ihm
beschriebene Struktur des terminalen Weges das Komplementsystems wird heute als
Membran Angriffs Komplex bezeichnet. Ein dritter Aktivierungsweg des
Komplementsystems wurde erstmals 1994 von Sato nachgewiesen'”.. Dieser
Aktivierungsweg erfolgt ebenfalls Antikorper-unabhéngig und wird heute als Lektin-
Weg der Aktivierung bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, da3 dieser Weg durch

terminale Mannose-Zucker auf der Oberfliche von Bakterien initiiert werden kann,

ohne daf} eine Interaktion mit Antikorpern stattfindet.

1.1.2 Grundriss der Funktionsweise

Das Komplementsystem wird in den Bereich der angeborenen Immunabwehr gerechnet
und stellt den phylogenetisch dlteren Anteil des Immunsystem dar. Das angeborene
Immunsystem wehrt Fremdstrukturen schnell und effektiv ab, jedoch ist diese Abwehr
nicht pathogen-spezifisch und ein erneuter Kontakt mit dem Eindringling wird immer
gleich beantwortet. Die adaptive Abwehr, deren Trdger u. a. B- und T-Lymphozyten
sind, ist phylogenetisch jiinger und wird beim Kontakt mit einem Eindringling erst mit
Verzogerung aktiviert. Allerdings gewihrleistet es eine spezifische Immunantwort und
erzeugt ein immunologisches Gedéchtnis, welches Immunitdt gegen Re-Infektionen
verleihen kann. Zwischen beiden Systemen gibt es zahlreiche Querverbindungen[g].
Nach heutigem Kenntnisstand besteht das Komplementsystem aus mindestens 40
Serum-Proteinen sowie deren Regulatoren und Rezeptoren. Alle Serum-Bestandteile
des Komplementsystems werden mit dem Buchstaben C sowie einer Zahl
gekennzeichnet. Da die Komponenten des Komplementsystems nach der Reihenfolge
ihrer Entdeckung und nicht nach ihrer Position im Reaktionsablauf benannt wurden, hat
sich bis heute eine zum Teil verwirrende Nomenklatur ergeben. Wird eine Komponente
proteolytisch gespalten, so erhalten die entstandenen Fragmente zusétzlich noch einen
Buchstaben, meist a fiir das kleinere und inaktive Fragment, und b fiir das grof3ere und
aktive Fragment, doch auch hiervon gibt es Ausnahmen.

Das Komplementsystem wird durch jede Art von Oberflachen aktiviert. Dabei stehen
als Identifizierungsmechanismen einerseits deren Immunogenitit fiir AntikOrper
(Klassischer Weg) oder die rein biochemische Oberflichenzusammensetzung

(Alternativer Weg und Lektin Weg) zur Verfiigung. Das Reaktionsprinzip des
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Komplementsystems ist das einer Kaskade: Bei der Initiierung des Systems iiber einen
der drei Wege werden Komponenten des Systems durch limitierte Proteolyse aktiviert,
die dann ihrerseits wiederum in der Lage sind, weitere Komponenten proteolytisch zu
aktivieren. Die Aktivierung des zentralen Molekiils C3 zu C3b stellt dabei den ersten
gemeinsamen Schritt aller Inititerungswege dar’®’. Von hier aus erfolgt innerhalb der
Kaskade eine Amplifizierungschleife, um eine effiziente Beladung der Fremdoberfldche
mit C3b zu gewihrleisten. Partikel, deren Oberflache mit C3b beladen sind, werden von
Phagozyten erkannt (Opsonisierung) und phagozytiert. Gemeinsame Endstrecke ist die
Aktivierung der Proteine C5 bis C9, die sich in der Fremdoberfliche zu einer
ringformigen, poren-artigen Struktur zusammenlagern und in die Fremdmembran
integrieren. Diese Membran-Integration fiihrt, wenn mdoglich, zur Lyse des
Fremdorganismus“o]. Der Ablauf der Komplementkaskade ist in Abbildung 1

schematisch im Uberblick dargestellt.

Klassischer Weg (CP) Lektin Weg Alternativer Weg (AP)
Antikérper MBL 'Tick-Over'

| | » - |

» Aktivierung <

va

5

V
Amplifikations
Schleife

A 4 l v
CP AP
Konvertase C3b Konvertase

~— }

Membran Opsonisierung
Angriffs
Komplex Phagozytose

CP Konvertase AYP

I
Aktivierung %

C5-C9 Dg

N J1

Abb. 1: Uberblick iiber die Komplementkaskade. Im oberen Teil sind dargestellt die drei

Aktivierungswege, die Aktivierung des zentralen Molekiils C3 zu C3b und die Amplifikationsschleife. Im
unteren Teil sind dargestellt die Phagozytose von C3b-beladenen Partikeln, die C5-Konvertasen und der

Terminale Weg mit der Bildung des Membran Angriffs Komplexes.
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Der Klassische Weg (Classical Pathway, CP) wird durch die Bindung eines Antikorpers
an eine Fremdoberfliche initiiert. Der Lektin-Weg beginnt mit der Bindung des Proteins
Mannose-bindendes Lektin (MBL) an Zuckerstrukturen auf Fremdoberflichen. Der
Alternative Weg (Alternative Pathway, AP) wird konstant minimal im Plasma aktiviert,
ohne daf a priori schon eine aktivierende Struktur vorhanden sein mufB. Diese
Aktivierungsform wird als Tick-over bezeichnet. Alle Oberflichen, ganz gleich ob
fremd oder eigen, werden demnach im Alternativen Weg angegriffen; eine weitere
Aktivierung des AP wird erst durch Regulatoren auf korpereigenen Zellen verhindert.
Alle drei Aktivierungswege miinden in die proteolytische Aktivierung des zentralen
Molekiils C3, das in seine aktive Form C3b uberfiihrt wird und auf der Oberfliche
bindet, wobei das kleinere Fragment C3a freigesetzt wird. Nun erfolgt eine
Amplifikationsschleife, die innerhalb kiirzester Zeit zur exponentiellen Beladung mit
weiteren C3b-Molekiilen fiihrt. Ziel aller Aktivierungswege ist einerseits die
Opsonisierung und Phagozytose von C3b-beladenen Partikeln, andererseits die Bildung
einer C5-Konvertase. Die C5-Konvertase ist bei den Aktivierungswegen zwar
unterschiedlich aufgebaut ist, iibt aber die gleiche Funktion aus: Die Aktivierung des
Molekiils C5 zu C5b, wobei das Fragment C5a freigesetzt wird, und der nachfolgenden
Aktivierung der Molekiile C6 bis C9. Diese Molekiile bilden den Terminalen Weg des
Komplementsystems und lagern sich in die zu attackierendene Oberfliche ein. Dort
bilden sie eine Pore, die als Membran Angriffs Komplex (Membrane Attack Complex,
MAC) bezeichnet wird. Diese Pore fiithrt zur Membrandestabilisierung und, falls
moglich, zur Lyse der Fremdstruktur.

Die in der Kaskade freigesetzten Spaltungs-Fragmente haben entscheidende biologische
Bedeutungen und besitzen immun-aktivierende und -modulierende Funktionen. Die
Fragmente C3a und C5a lésen eine lokale und systemische Entziindungsreaktion aus'''.
Beide Fragmente binden an Rezeptoren auf Mastzellen und Basophilen und bewirken
eine Freisetzung von vasoaktiven Aminen"'?. Diese vermitteln eine Vasodilatation und
erhohen die GefidBBpermeabilitit (Anaphylaxis). C3a und insbesondere C5a aktivieren
Phagozyten und bewirken deren Migration entlang des Konzentrationsgradienten in das
Entziindungsgebiet (Chemotaxis)"*. Eine systemische Reaktion besteht in der Synthese
von Akut-Phase-Proteinen durch Hepatozyten, welche durch zirkulierendes C5a

ausgelost wird!"

. Phagozyten erkennen C3b beladene Partikel als fremd und
phagozytieren diese (Opsonisierung)!®!. C3b und C4b auf Immunkomplexen vermitteln

die Bindung an Erythrozyten, die diese zu Leber und Milz transportieren, wo der Abbau
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el 3 Fragmente

im Retikulo-Endothelialen System erfolgt (Immun-Clearance
vermitteln dariiberhinaus Immunreaktionen in Lymphknoten, so zum Beispiel die
Prisentation von prozessierten Antigenen der Immunkomplexe durch die Follikulidren

71 Im Folgenden werden die drei bekannten

Dendritischen Zellen an Lymphozyten
Aktivierungswege sowie die Amplifizierungsschleife und der Terminale Weg niher

erldutert.

1.1.3 Der Klassische Aktivierungsweg

Der klassische Weg der Komplementaktivierung beginnt mit der Bindung eines
Antikorpers an die Oberfliche einer fremden Struktur, wie es in Abbildung 2
dargestellt ist'™'"). Der Begriff Fremdstruktur wird in diesem Zusammenhang benutzt,
da es sich sowohl um ein Bakterium oder einen Parasiten handeln kann, als auch um ein

als fremd erkanntes Gewebe oder eine Kunststoff-Oberfliche.

Antikdrper @
®

Konvertase:
C4b2a3b

Fremd-Struktur

Abb. 2: Der Klassische Weg der Komplementaktivierung (CP). Dargestellt sind die Initiierung durch die
Bindung eines Antikorpers an eine Fremdoberflidche und die Aktivierung der Komplementkaskade: C1
aktiviert C4 und C2, die in ihre Fragmente a und b gespalten werden. Die entstehende C3-Konvertase C4b2a
aktiviert C3 zu C3b. Die C5-Konvertase des CP besteht aus dem Komplex C4b2a3b.

An den gebundenen Antikorper bindet nun das Molekiile C1, das aus dem Molekiile
Clq und je zwei Molekiilen C1r und C1s besteht'*”’. Durch die Bindung an den Fc-Teil
des Antikorpers kommt es zu einer Konformationsidnderung innerhalb des Molkiils, und
die Serinproteasen Clr und Cls werden aktiviert'*'??. Aktiviertes Cls ist nun in der
Lage, das Molekiil C4 zu spalten und zu aktivieren, wobei das Fragment C4a freigesetzt
wird. C4b exponiert dabei einen hochreaktiven Thioester, der kovalent an nukleophile
Strukturen auf der Fremdoberfliche binden kann'**'.

C2 bindet an C4b und wird ebenfalls von Cls durch Spaltung in seine aktive Form

iiberfiihrt, wobei C2b freigesetzt wird?*. Der entstandene Komplex C4b2a besitzt nun
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seinerseits enzymatische Aktivitit und fungiert als Konvertase fiir die Aktivierung des
zentralen Molekiils C3, das in seine aktive Form C3b gespalten wird, wobei das

Fragment C3a freigesetzt wird®

. Dabei exponiert in Analogie zu C4b auch das
Molekiil C3b eine hochreaktive Thioestergruppe, die in der Lage ist, kovalent an
nukleophile Molekiile wie Amino- und Carboxylgruppen zu binden. Der Konvertase-
Komplex aus den Molkiillen C4b, C2a und C3b, kurz C4b2a3b, bildet nun die

Konvertase des Klassischen Aktivierungsweges fiir das Molekiil C52°.

1.1.4 Der Lektin-Weg

Ein dem klassischen Weg dhnlicher, aber Antikorper-unabhédngiger Aktivierungsweg
des Komplementsystems ist erst kiirzlich beschrieben worden!”!. Dieser Lektin-Weg
wird durch das Mannose-bindende Lektin (mannan-binding lectin, MBL) initiiert,
welches an Mannose-Reste auf der Oberfliche von Fremdstrukturen bindet. Dadurch
werden die zwei MBL-assoziierten Proteasen MASP-1 und MASP-2 aktiviert (MBL
associated serine protease, MASP), die analog zum Klassischen Aktivierungsweg C4
spalten und aktivieren'*’**) In diesem Reaktionsschritt laufen Klassischer Weg und

Lektin-Weg zusammen, die weitere Aktivierung verlduft analog zum Klassischen Weg.

1.1.5 Der Alternative Aktivierungsweg

Der Alternative Weg (Alternative Pathway, AP) stellt, da unabhéngig von Antikorpern,
den evolutiondr dlteren Teil des Komplementsystems dar. Wihrend der Klassische Weg
erst nach der Identifizierung einer Fremdstruktur aktiviert wird, stellt der AP das
umgekehrte Prinzip dar: Jede Struktur, die dem Plasma ausgesetzt ist, wird durch diesen
Weg attackiert, wobei wieder jede Fremdstruktur wie Bakterien, Pilze, Parasiten, aber
auch Fremdgewebe und Kunststoffoberflichen Ziel des Angriffs sein kann. Erst der
Schutz durch Regulatoren beendet den Angriff auf korpereigene Strukturen wieder auf
einer frithen Stufe.

Im Plasma und damit der Fliissigen Phase wird das Molekiil C3 kontinuierlich zu C3i
aktiviert™'. Diese Aktivierung entsteht durch die spontane Hydrolyse des internen
Thioesters von C3 in einer Reaktion mit H20[30]. Durch eine Konformationsianderung
entsteht das Molekiil C3i, das auch als C3(H,0) bezeichnet wird®", C3i ist in der Lage,
den Faktor B aus dem Plasma zu binden, der unter Vermittlung des Faktors D in seine
Fragmente Ba und Bb gespalten wird®***. Das Fragment Bb bleibt an C3i gebunden
und der Komplex C3iBb entsteht. Dieses Fliissig-Phase-Molekiil spaltet nun seinerseits

434

C3 in die aktive Form C3b, wobei C3a freigesetzt wir . Diese Kaskade wird
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kontinuierlich im Plasma aktiviert, ohne daf} eine aktivierende Struktur vorhanden sein
mull und wird als ‘Tick-over Activation® bezeichnet. Ist keine Fremdstruktur in der
Nachbarschaft zum aktivierten C3b Molekiil, so wird es im Plasma sofort zu iC3
inaktiviert (cave: iC3 = C3i). Dies ist im gesunden Organismus der Regelfall. Sollte
sich aber eine als fremd eingestufte Struktur in der Nidhe des aktivierten C3b Molekiils
befinden, so bindet C3b mit seinem Thioester kovalent an dessen Oberfliche, wenn
diese nicht davor geschiitzt ist®>% C3b bindet wiederum den Faktor B, der durch
Faktor D in Ba und Bb gespalten wird und bildet C3bBb, welches durch Properdin
stabilisiert wird®”. Im Komplex mit einem weiteren Molekiil C3b ensteht C3bBb3b.
Dieser Komplex ist die C5 Konvertase des Alternativen Weges”®. In Abbildung 3 ist

der AP zusammenfassend dargestellt.

B
C3iB CSIBb

PN N L
\,

inaktiviert:

C3bBb3b
Flussige Phase \gfbunden

Fremd-Struktur

Abb. 3: Der Alternative Weg der Komplementaktivierung. Dargestellt ist die Initiierung in der Fliissigen
Phase, die Aktivierung von C3b sowie Inaktivierung oder Bindung an Fremdstrukturen. C3 wird
kontinuierlich im Plasma zu C3i aktiviert (Tick-over). C3i bindet Faktor B, welcher durch Faktor D in seine
Fragmente gespalten wird. C3iBb aktiviert C3 zu C3b, welches entweder inaktiviert wird (iC3), oder an eine
Fremd-Oberflache bindet. Der Komplex C3bBb3b stellt die C5-Konvertase des AP dar.

Der AP stellt somit einen Mechanismus dar, der alle Plasma-exponierten Oberfldchen
auf ihr Aktivierungspotential iiberpriift. Dabei wird in Kauf genommen, daB3 auch auf
korpereigenen Strukturen zunichst eine Aktivierung stattfindet, die erst sekundédr von
Regulatoren beendet wird und so eine weitere Deposition von Komplement-
Komponenten verhindern. Sind Regulatoren auf der attackierten Oberflidche vorhanden,
wie es bei korpereigenen Strukturen der Fall ist, so unterbinden diese eine weitere
Aktivierung und der Angriff wird beendet. Besitzt die Oberfliche aber keine
Regulatoren, so wird der Angriff fortgesetzt und fiihrt zur Beladung mit C3b, zur
Freisetzung immunaktivierender Fragmente, zu Opsonisierung und Phagozytose der

Fremdstruktur und zur Bildung des MAC.
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1.1.6 Die Amplifizierungsschleife

Ein einzelnes Molekiil C3b, das kovalent an eine Fremd-Oberfliche gebunden ist,
vermag noch keinen effektiven Angriff auf eine Fremd-Struktur auszulésen. Daher
erfolgt nun eine Amplifizierungsschleife, die in der Lage ist, die Fremd-Oberfldche
innerhalb kiirzester Zeit exponentiell mit weiteren C3b Molekiilen zu beladen und diese
kovalent an die Oberfliche zu binden. Diese Amplifikation findet sowohl nach der
Initiierung durch den Klassischen als auch durch den Alternativen Weg und den Lektin-

Weg statt. Die Amplifizierungsschleife ist schematisch in Abbildung 4 dargestellt.

Fremd-Struktur

Abb. 4: Die Amplifizierungsschleife. Dargestellt ist die Amplifikation von C3b auf der Oberfliche der

Fremd-Struktur, die bei allen drei Aktivierungswegen stattfindet. Oberfldchengebundenes C3b bindet Faktor

B, welcher durch Faktor D gespalten wird. Der entstandene Komplex C3bBb aktiviert seinerseits weitere C3

Molekiile zu oberflichengebundenem C3b, die wiederum Faktor B binden und neue C3bBb-Komplexe

bilden.

Kovalent gebundenes C3b akquiriert den Faktor B aus dem Plasma, welcher unter
Einwirkung von Faktor D gespalten wird, so dal C3bBb entsteht, wie es schon fiir den

132331 " C3bBb ist nun in der Lage, weitere C3

Alternativen Weg dargestellt wurde
Molekiile zu C3b zu aktivieren, die ebenfalls kovalent an die Oberfldche binden. Diese
akquirieren ihrerseits wiederum Faktor B, der unter Einwirkung von Faktor D gespalten
wird. Es entsteht erneut C3bBb, und ein weiterer Zyklus der Reaktion beginnt[38]. Diese
Amplifizierungsschleife ist in der Lage, eine exponentielle Beladung der Fremd-
Oberfliche mit C3b zu generieren, was Vorraussetzung fiir einen effizienten Angriff auf
die Fremdstruktur ist***". Die Beladung mit C3b vermittelt dann Opsonisierung und
Phagozytose der Partikel, die Freisetzung von C3a Chemotaxis und Anaphylatoxie. Die

Verkniipfung aller drei Aktivierungswege wird durch die Amplifizierungsschleife

ebenfalls gewihrleistet.
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1.1.7 Der Terminale Weg und der MAC

Alle drei Aktivierungswege miinden in der Generierung einer C5-Konvertase, die den
entscheidenden Schritt zum Terminalen Weg darstellt. Der Terminale Weg und der
Membran Angriffs Komplex (Membrane Attack Complex, MAC) sind in Abbildung 5
dargestellt.

CP AP G te

Konvertase: Konvertase:
C4b2a3b C3bBb3b EEH

Fremd-Struktur

Abb. 5: Der Terminale Weg und die Bildung des Membran Angriffs Komplex (MAC). Dargestellt sind
die C5-Konvertasen und die Bildung des Membran Angriffs Komplex (MAC). Die Konvertasen aktivieren
C5 zu C5b, welches mit C6 und C7 assoziiert. Der Komplex C5b67 bindet C8, welches als erste Komponente
in die Membran integriert. C5b678 bindet mehrere Molekiile C9, die zur Pore des MAC in der Membran
polymerisieren und diese destabilisieren.

Die C5-Konvertase des Klassischen Weges ist der Komplex C4b2a3b*®, die des
Alternativen Weges der Komplex C3bBb3b'*". Beide haben enzymatische Aktivitiit zur
Aktivierung des Molekiils C5, das in C5a und C5b gespalten wird. Freigesetztes CSa
hat chemotaktische und anaphylaktische Wirkung. C5b bindet an C6 und C7, um den
Komplex C5b67 zu bilden. Dieser Komplex ist hydrophob und besitzt eine
membranbindende Domine, die den Komplex an die Oberfliche der Fremdstruktur
bindet. C8 bindet an den Komplex und integriert als erstes Molekiill in die
Fremdmembran. Als letzter Schritt inserieren mehrere Molekiile C9, die polymerisieren
und die Pore des MAC bilden!***!. Durch die Destabilisierung der Membran, die durch
die Insertion des MAC hervorgerufen wird, lysiert die Fremdstruktur, soweit diese

iiberhaupt lysierbar ist!04],
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1.2 Die Regulation des Komplementsystems

1.2.1 Ubersicht

Das Komplementsystem stellt einen effizienten Weg zur Abwehr von Eindringlingen im
Organismus dar. Das System reagiert schnell und aggressiv. Daher miissen korpereigene
Strukturen vor dem Angriff des Systems geschiitzt werden. Insbesondere der
Alternative Weg, dessen Aktivierung kontinuierlich im Plasma stattfindet, bedarf dabei
einer strikten Regulation, um korpereigene Gewebe vor dem Angriff durch
Komplement zu schiitzen. Dieser Schutz wird durch eine Reihe von Regulatoren
gewihrleistet, die teils einzigartige, teils iiberlappende Funktionen haben. Viele dieser
Regulatoren haben aber auch wichtige Funktionen auflerhalb des Komplementsystems,
auf die hier nur am Rande eingegangen werden soll. Grundsitzlich konnen die
membranstindigen Regulatoren von denen des Plasmas unterschieden werden.
Weiterhin wird unterteilt, an welchem Weg der Aktivierung und an welchem Punkt der
Kaskade der entsprechende Regulator eingreift. Da die Regulatoren zum Teil
iiberlappende Funktionen und Angriffsorte haben, kann kein Ordnungssystem alleine
eine umfassende Klassifizierung liefern. In Tabelle 1 sind die bekannten Regulatoren

und ihre Angriffspunkte zusammengestellt.

Plasmatisch: | MW Konz. Interaktion mit Aktivierungs- | Referenz
(kDa) (ng/ml) Komplement-Komponente Weg
Cl-Inhibitor | 71-105 200 Clr, Cls CP [44]
C4BP 460-570 250 C4b, C4b2a, C4b2a3b CP [45]
Faktor H 155 500 C3b, C3bB, C3bBb, C3i AP [46]
FHL-1 42 50 C3b, C3bBb AP [47]
Faktor I 88 50 C3b, C4b CP, AP [48]
Vitronectin 77 500 C5b67 TP [49]
Clusterin 80 300 C7, C8, C9 TP [50]
Membran- MW Anker: Interaktion mit Aktivierungs- | Referenz
standig: (kDa) Komplement-Komponente Weg
DAF 70 GPI C4b2a, C3bBb CP, AP [51]
MCP 45-70 ™ C3b, C4b CP, AP [52]
CR1 190-220 ™ C3b, C4b, C4b2a CP, AP [53]
HRF 50-65 GPI C7,C8, C9 TP [54]
CD59 18-23 GPI C5b678 TP [55]

Tab 1: Ubersicht iiber die Komplementregulatoren. MW= Molekulargewicht, Konz.= Plasma-
konzentration, CP= Klassischer Weg, AP= Alternativer Weg, TP= Terminaler Weg, Anker=
Membranverankerung, GPI= Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol, TM= Transmembran.
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1.2.2 Fliissig-Phase Regulatoren des CP: C1 Inh, C4BP

Der CP wird in der Fliissigen Phase vor allem durch die Plasmaproteine C1-Inhibitor
(C1-Inh) und C4-bindendes Protein (C4 binding protein, C4BP) reguliert.

Die Regulation des CP am frithesten Punkt der Aktivierung erfolgt durch das
Glykoprotein Cl-Inh. Cl-Inh gehort zur Familie der Serin Protease Inhibitoren
(Serpine)™® und ist in der Lage, an die Molekiile C1r und Cls innerhalb von Clq und
damit dem aktivierten C1-Komplex zu binden. Der Komplex wird dann irreversibel
dissoziiert, wobei C1-Inh verbraucht wird. AuBlerhalb des Komplementsystems ist C1-
Inh ein wichtiger Inhibitor vieler anderer Plasmaproteasen, so im Kininsystem
(Kallikrein) und im Gerinnungssystem (Faktor XIIa, Faktor XIa und Plasmin)[5 7,

C4BP besitzt mehrere Wirkmechanismen: Das Molekiil bindet an C4b und ermdoglicht
damit die Spaltung durch das Plasmaprotein Faktor I (FI). C4b wird dadurch zu iC4b
inaktiviert und weiter in die Framente C4c und C4d gespalten. Diese Aktivitidt wird als
Kofaktor-Aktivitit bezeichnet, da C4BP den Kofaktor fiir Faktor I in der Spaltung von
C4b darstellt™®. Die Kofaktor Aktivtit von C4BP erfolgt sowohl in der Fliissigen Phase
als auch auf Zelloberflachen. Ein zweiter Regulationsmechanismus von C4BP erfolgt
uber die Interaktion mit C4b2a sowie C4b2a3b, der C3- bzw. C5-Konvertase des
Klassischen Weges. C4BP ist in der Lage, den C4b2a- bzw. C4b2a3b-Komplex zu
dissoziieren, was als ‘Decay Accelerating’ Aktivtit bezeichnet wird?).
Kofaktor-Aktivitit ~und  Decay  Accelerating  Aktivitit sind  generelle
Regulationsprinzipien des Komplementsystems und finden sich bei verschiedenen
plasmatischen und zellstindigen Regulatoren, wobei die Substrate jedes Regulators

unterschiedlich sind.

1.2.3 Fliissig-Phase Regulatoren des AP: FH, FI

Faktor H (FH) ist der entscheidende plasmatische Komplementregulator des
Alternativen Weges'®. Er iibt seine regulatorische Wirkung sowohl im Plasma als auch
auf Zelloberfldchen aus. Die Regulation bezieht sich primir auf den Alternativen Weg,
dariiberhinaus greift FH auf der Ebene der Amplifizierungsschleife ein. Eine
Aktivierung, die durch den Klassischen Weg initiiert wurde, wird daher ebenfalls durch
FH in der Phase der Amplifizierung reguliert. Drei Regulationsmechanismen fiir das
Komplementsystem sind bisher fiir FH beschrieben: FH hat Kofaktor-Aktivitit, Decay
Accelerating Aktivitdt und kompetitiert mit Faktor B!®19231 Dariiberhinaus erfiillt FH

verschiedene Funktionen auBlerhalb des Komplementsystems. Die Kofaktor-Aktivitit
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iibt FH durch die Interaktion mit C3b aus: FH bindet an C3b, welches dann durch die
Serinprotease FI in die Fragmente iC3b und C3f gespalten und damit inaktiviert wird.
Diese Aktivtit findet sowohl in der Fliissigen Phase als auch auf Zelloberfldchen statt.
Der zweite Regulationsweg besteht in der Kompetition mit Faktor B: FH kompetetiert
mit Faktor B in der Bindung an C3i in der fliissigen Phase und an C3b auf
Zelloberflichen'®”. Dadurch wird die Amplifizierungsschleife und die Bildung der C5-
Konvertase an einem frithen Punkt der Aktivierung reguliert. Dritter Regulationsweg ist
die Decay Accelerating Aktivitit: FH spaltet auf der Zelloberfliche das Fragment Bb
von C3bBb wieder ab '®*. Dadurch werden Amplifizierungsschleife und Bildung der
C5-Konvertase reguliert, wenn der Komplex C3bBb bereits entstanden ist. Neben FH
wird im Plasma auch das Faktor H dhnliche Protein FHL-1 / reconectin nachgewiesen
(factor H-like protein-1/regulator of complement activation and fibronectin-like

adhesion protein), welches ein alternatives Splice-Produkt des FH-Gens darstellt!,

FHL-1 / reconectin besitzt ebenfalls Decay Accelerating und Kofaktor-Aktivitit 0671,
Seine Plasmakonzentration entspricht ungefiahr 10 % der von FH. FH ist das thematisch
zentrale Molekiil der vorliegenden Arbeit und wird daher gesondert in Kapitel 1.3
ausfiihrlicher vorgestellt.

Faktor I (FI) ist eine Serinprotease, die C3b durch Spaltung inaktiviert. Drei
Spaltungsstellen wurden bisher nachgewiesen, die zur Generierung der Fragmente iC3b
und C3f fiihrt!®!, Spaltungsaktivitit hat FI nur in der Gegenwart eines Kofaktors. Diese
Kofaktor-Aktivitit besitzen in der Fliissigen Phase C4BP (CP) und FH (AP,
Amplifikation), sowie die membranstindigen Regulatoren CR1 und MCP (beide CP

und AP)®!.

1.2.4 Fliissig-Phase Regulatoren des TP: Vitronektin, Clusterin

Zwei Plasmaproteine wurden als potentielle Regulatoren des Teminalen Weges
identifiziert:  Vitronectin  (S-Protein; Cell-Spreading Faktor) und Clusterin
(Apolipoprotein J; SP-40,40).

Vitronectin bindet an den Komplex C5b67 und bildet den 16slichen Komplex SC5b67.
Somit wird die Integration von C8 in die Membran und die Bildung des MAC
verhindert””. Clusterin bindet an C7, C8 und C9 und inhibiert ebenfalls die Bildung des
MACPY,  Beide Proteine haben wichtige Funktionen auBerhalb  des

Komplementsystems, so zum Beispiel die Vermittlung von Zelladhision!”""?.
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1.2.5 Membranstindige Regulatoren des CP und AP: DAF, MCP, CR1

Drei membranstindige Regulatoren des Komplementsystems wurden bisher
identifiziert, die die Aktivierung von Komplement iiber CP oder AP auf Selbst-
Oberflichen regulieren: Decay Accelerating Factor (DAF, CD55), Membrane Cofactor
Protein (MCP, CD46), und Complement Receptor 1 (CR1, CD35)!"*.

DAF ist ein membranstindiges Glykoprotein mit vier repetitiven extrazelluldren
Domiinen, das iiber einen GPI-Anker (Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol, GPI) auf
Zelloberflidchen inseriert. Es wird auf den meisten Korperzellen exprimiert, so zum
Beispiel auf Erythrozyten, Leukozyten und Endothelzellen. DAF besitzt Decay
Accelerating Aktivtit und dissoziiert den C4b2a-Komplex des CP und den C3bBb-
Komplex des AP, wenn diese auf einer Selbstoberfliche entstanden seien sollten”"!.
MCP ist ein transmembranes Glykoprotein mit vier repetitiven extrazelluldren
Dominen, einer transmembranen Region und einer zytoplasmatischen Domine. Es wird
auf vielen zirkulierenden Blutzellen des Abwehrsystems und fast allen bisher
untersuchten Gewebezellen exprimiert. MCP dient als membranstindiger Kofaktor fiir
die Spaltung von C3b und C4b auf Selbst-Oberflichen durch FI4,

CR1 ist ebenfalls ein transmembranes Glykoprotein, bestehend aus dreiflig repetitiven
extrazelluldren Dominen, einer transmembranen Region und einer zytoplasmatischen
Doméne. Es wird hauptsédchlich auf Erythrozyten und Leukozyten exprimiert, aber z.B.
auch auf den Podozyten der Niere und der Astroglia. CR1 besitzt Decay Accelereting
und Kofaktor-Aktivitit und reguliert membranstindig CP und AP"*. Daneben hat es

weitere Funktionen in der Clearance von Immunkomplexen!”.

1.2.6 Membranstindige Regulatoren des TP: HRF, CD59

Zwei membranstindige Proteine wurden als Regulatoren des Teminalen Weges
identifiziert: Homolgous Restriction Factor (HRF) und CD59 (HRF-20). Beide
Glykoproteine sind membranstindig mit einem GPI-Anker, und werden auf vielen
Korperzellen exprimiert.

HRF bindet hauptsédchlich an C8, daneben auch an C7 und C9. Es inhibiert die Bindung
von C9 und somit die Formierung des MAC”*. CD59 bindet an den C5b678-Komplex.
Es verhindert die Integration von C9 und unterbindet so die Desintegration der

Membran durch den MAC!®'.
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1.3 Der Komplementregulator Faktor H

1.3.1 Sequenz und Struktur von Faktor H

Der Komplementregulator Faktor H (FH) ist ein Glykoprotein mit einem
Molekulargewicht von 155 kDa und liegt im Plasma des Menschen in einer
Konzentration von ungefdahr 500 pg/L vor. Hauptsyntheseort fiir plasmatischen FH ist
die Leber'””". Daneben exprimieren aber auch andere Zellen FH, so z.B. Monozyten,
Hautfibroblasten, Endothelzellen und Tumorzellen wie Glioblastomzellen!”s7-80:81:82]
Das kodierende Gen fiir FH liegt auf dem Chromosom 1", In diese Region konnten
weitere Regulatoren und Rezeptoren des Komplementsystems lokalisiert werden, so die
Komplementrezeptoren CR1 und CR2, der Plasmaregulator C4BP und die
membranstidndigen Regulatoren DAF und MCP. Diese Region wird daher auch als
RCA-Gencluster bezeichnet (Regulators of Complement Activation, RCA)!348586]
Gemeinsames Strukturmerkmal der Proteine der RCA-Region ist ihr Aufbau aus
repetitiven Elementen, die als SCRs bezeichnet werden (Short Consensus Repeat, SCR).
Jedes SCR besteht aus ca. 60 Aminosaduren, unter denen sich charakteristischerweise
vier Cysteine in konservierten Positionen befinden. Vorrangige Bedeutung der vier
positionskonservierten Cysteine ist die Ausbildung von je zwei Disulfidbriicken
innerhalb  eines SCRs. Diese Cystin-Briicken werden in einem
Cys1-Cys IlIund Cys II - Cys IV Modus ausgebildet und sind von entscheidender
Bedeutung fiir die Stabilisierung der globuliren Tertidrstruktur jedes einzelnen SCRs™®”),
Neben FH, welcher ausschlieflich aus SCRs aufgebaut ist, beinhalten weitere
Regulatoren SCRs in ihrer Struktur: so z.B. MCP (4 SCRs), DAF (4 SCRs) und CR1
(30 SCRs). Der charakteristische Aufbau aus globulidren SCRs findet sich auch bei
Komplement-Proteinen, die nicht zum RCA-Cluster gehoren, so z.B. Faktor B, Clr, Cls
und C2b®*39%91 - Ayuch auBerhalb des Komplementsystems finden sich Proteine, die
teilweise aus derartigen Strukturelementen aufgebaut sind, so z.B. der Gerinnungsfaktor
XIIIb, das Apolipoprotein R oder der Interleukin—2—Rezeptor[92’93’94].

Aufbau und Struktur von FH sind in Abbildung 6 dargestellt. Das sezernierte FH
Molekiil ist ausschlieBlich aus 20 SCRs aufgebaut, die sich wie die Perlen einer Kette
aneinander aufreihen, wie es in Abbildung 6A dargestellt ist. Neben der elongierten
Form wurde auch eine in sich selbst zuriickgefaltete Form fiir FH vorgeschlagen, die

dann dem Griechischen Buchstaben o dhnelt'®. Die Struktur eines einzelnen SCR ist in

Abbildung 6B wiedergegeben. Hieran soll die globuldre Tertidrstruktur und seine
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Stabilisierung durch die Cystin-Briicken verdeutlicht werden. Die Darstellung der
Schlaufenstruktur wurde analog zu den Ergebnissen der NMR-Studien von Barlow et al.
gezeichnet'”®. In Abbildung 6C ist beispielhaft die Aminosiuresequenz des SCR 20
von FH wiedergegeben. Hervorgehoben sind die Positionen der vier Cysteine und ihr I-

I / II-1V Verkniipfungsmodus.

HP@VISREIMENYNIALRWTAKQKLYSRTGESVEFVEKRGYRLSSRSHTLRTTEWDGKLEYPTEAKR
( ; 1 2 3 4
A A
A A

Abb. 6: Aufbau von FH und der SCRs. A: FH ist aus 20 repetetiven Elementen, den SCRs,
zusammengesetzt. B: Die Tertidrstruktur eines SCRs und die Positionen der Cystin-Briicken. C: Beispiel der

Aminosduresequenz eines einzelnen SCRs (SCR 20); Positionen der Cysteine und ihr Verkniipfungsmodus.

FH wird beim Menschen von einem Gen innerhalb des RCA-Clusters auf Chromosom
1932 kodiert. Das FH-Gen umfalt einen Bereich von 100 kb, dessen mRNA Transkript
4,4 kb grof ist und fiir 1231 Aminoséduren kodiert. Die Sequenz beginnt mit einem
Signalpeptid, welches 18 Aminosduren lang ist und das Protein auf den sekretorischen
Pfad innerhalb der Hepatozyten dirigiert. Das reife Protein ist 1213 Aminosduren grof3
und ausschlieBlich aus 20 SCRs aufgebaut. Es lassen sich 7 potentielle
Glykosilierungsstellen in der Sequenz finden, die in SCR 4, 9, 14, 15, 15, 17 und 18
lokalisiert sind®”". In SCR 4 findet sich die Aminosdure-Sequenz RGD (Arg-Gly-Asp),
die eine Konsensussequenz fiir Zelladhisionsfunktionen darstellt. Fir FH konnte

allerdings bisher keine funktionelle Bedeutung dieser Sequenz gezeigt werden'®,

1.3.2 Funktionen von FH

FH ist der entscheidende plasmatische Komplementregulator des Alternativen Weges.
Dariiberhinaus greift FH auch in die Amplifizierungsschleife auf der Ebene von C3b
und C3bBb ein, wodurch eine Aktivierung, die durch den Klassischen Weg initiiert

wurde, ebenfalls durch FH reguliert werden kann. Der AP wird im Gegensatz zum CP
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ohne eine a priori vorhandene aktivierende Struktur aktiviert und attackiert kontinierlich
alle Oberflidchen, die nicht durch Regulatoren geschiitzt werden. Dieser Schutz wird auf
der plasmatischen Ebene durch FH gewihrleistet, auf der Ebene der Zelloberfliche
durch aus dem Plasma akquirierten FH und die membranstidndigen Regulatoren DAF,
MCP und CRI. Interzellulidre Strukturen sind in ihrem Schutz vor einem fortgesetzten
Angriff durch den AP auf FH angewiesen, da sie naturgemif} keine membranstindigen
Regulatoren tragen. Vor allem die glomeruldre Basalmembran ist physiologisch dem
kontinuierlichen Angriff der Tick-over Aktivierung des AP ausgesetzt und muf3 deshalb
durch FH geschiitzt werden, der aus dem Plasma akquiriert wird. FH iibt somit seine
regulatorische Funktion sowohl im Plasma als auch auf Zelloberflichen und
interzelluldren Gewebstrukturen aus. Drei Hauptmechanismen der Regulation durch FH

wurden bisher identifiziert, die in Abbildung 7 schematisch zusammengefasst sind.

Kofaktor-Aktivitat Kompetition mit Faktor B

§

% -
e, B |\

Abb. 7: Komplement-Regulation durch Faktor H. Dargestellt sind die Regulationen in der Fliissigen
Phase und auf Selbst-Oberfldchen. Kofaktor-Aktivitit: Spaltung von C3b durch FI mit FH als Kofaktor in die

Decay Accelerating

Fragmente iC3b und C3f. Kompetition mit Faktor B um die Bindung an C3i und C3b. Decay Accelerating
Aktivitit: Degradation des C3bBb-Komplexes. Die beiden membranstindigen Regulatoren MCP und DAF
sind bei der entsprechenden Funktion dargestellt. FH ist hier in der Alpha-Form dargestellt.

In der Fliissigen Phase, und damit an einem sehr frithen Schritt der Aktivierung iiber
den AP, besitzt FH Kofaktor-Aktivitit fiir FI in der Spaltung von C3b. Ebenfalls in der
fliissigen Phase kompetetiert FH mit Faktor B um die Bindung an C3i. Auf
Selbstoberflachen besitzt FH Kofaktor-Aktivtidt; diese Funktion iibt auch das
membranstindige MCP aus. Weiterhin kompetetiert FH mit Faktor B um die Bindung
an C3b, das an Selbstoberflichen gebunden hat. FH hat Decay Accelerating Aktivtit auf
Selbstoberflichen und spaltet Bb von C3bBb ab; diese Funktion {iibt auch das
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membranstindige DAF aus.

Der entscheidende Mechanismus zur Unterscheidung zwischen zu schiitzender
Selbstoberfliche (Non-Aktivator Oberfliche) und zu attackierender Fremdoberfldche
(Aktivator-Oberfldache) wird durch FH gewihrleistet, indem die Interaktion von FH mit
C3b je nach Zusammensetzung der Oberfliche unterschiedlich ist®). Die Affinitit von
FH zu C3b ist hoch, wenn dieses auf Selbstoberflachen abgelagert ist, wiahrend FH mit
C3b kaum interagiert, wenn C3b auf Fremdstrukturen gebunden hat. Das
Aktivierungspotential der Oberfliche wird nach bisheriger Kenntnis vor allem durch
den Gehalt an negativen Ladungen der Oberfliche selbst bestimmt. Als entscheidende
polyanionischen Ladungstriager wurden Sialinsduren, Heparin und Glykosaminoglykane
identifiziert!"**'°"1%l Modifikation oder Entfernung dieser polyanionischen
Oberflichenmolekiilen konvertieren eine Oberfliche von Non-Aktivator zu
Aktivator'®!. So ist die Affinitdt von FH fiir C3b, das auf Non-Aktivator Oberfldchen
gebunden ist, zehnmal hoher als auf Aktivator Oberflichen"™. Auch die Form der
Acetylierung der Sialinsduren hat EinfluB auf das Aktivierungspotential einer
Oberfliche!'®!. Letztlich gewihrleistet das komplexe Zusammenspiel von FH mit C3b
und der Oberfliche selbst die Unterscheidung zwischen Aktivator- und Non-Aktivator-
Struktur''*®,

Die einzelnen bekannten Funktionen von FH konnten auf SCR-Bereiche lokalisiert

werden. In Abbildung 8 sind die Lokalisationen von Funktionen fiir FH dargestellt.

SCRN. 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 15 16 1718 19 20
Faktor H (OO YOO YOV

Heparin 7 11 - 14 20
Bindung — | —

C3b

Bindung 1-4 i b 10-15 i |—|19'20
Regulator.

Aktivitat 1-4

Abb. 8: Lokalisation von Funktionen fiir FH. Dargestellt ist FH mit seinen 20 SCRs und die Lokalisationen
von Funktionsdoménen fiir Heparin-Bindung, C3b-Bindung und die regulatorische Aktivitit (Decay

Accelerating und Kofaktor-Aktivitit).

Drei Bindungsstellen von FH fiir Heparin wurden bisher lokalisiert. Diese liegen in den
Bereichen SCR 7, SCR 11-14 und SCR 20"?'%!1%*!!% "FH bindet an C3b iiber drei
verschiedene Bindungsstellen. Diese liegen innerhalb der Bereiche SCR 1-4, SCR 10-15
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und SCR 19-20, wobei jeder Bindungsstelle eine distinkte Region im C3b Molekiil

[111,112,66,67,113]

zugeordnet ist . Decay Accelerating Aktivitit und Kofaktor-Aktivitit

konnten beide auf die Region SCR 1-4 lokalisiert werden!' %67,

FH hat neben den komplementregulatorischen noch weitere wichtige Funktionen
innerhalb des Immunsystems. So bindet FH an Leukozyten und bewirkt die Freisetzung
von FI aus Lymphozyten und Arachidonsiurederivaten aus Makrophagen!''>!'"®!. Des
weiteren hat FH immunmodulatorische Wirkungen, so z.B. die Aktivierung von
Monozyten und die Inhibition der Antikorperfreisetzung aus B-Zellen"'"'"®! FH ist ein
Adhasionsligand fiir Neutrophile und bewirkt eine Steigerung der Freisetzung von

Sauerstoffradikalen, wenn diese durch C5a oder TNFo (Tumor Nekrose Faktor o,

TNFo) stimuliert wurden!''®!. Fiir diese Interaktion mit Neutrophilen ist der Rezeptor

Mac-1 (CD11b/CD18) beschrieben worden.

1.3.3 FH-ihnliche und FH-verwandte Proteine

Neben FH lassen sich in humanem Plasma weitere Proteine nachweisen, die
Homologien zu FH aufweisen®’”!. Einmal handelt es sich dabei um eine alternative
Splice-Form des Faktor H Gens, des weiteren um fiinf strukturell verwandte Proteine,
die von unterschiedlichen Genen kodiert werden''?". Die Splicevariante besteht aus den
ersten sieben N-terminalen SCRs von FH sowie vier zusitzlichen Aminosiduren. Dieses
FH-dhnliche Protein wird als FHL-1 (factor H-like protein-1, FHL-1) oder Reconectin
(regulator of complement activation and fibronectin-like adhesion protein)
bezeichnet®™. FHL-1/reconectin hat neben den strukturellen auch funktionelle
Ahnlichkeiten zu FH: Es besitzt Kofaktor-Aktivitit, in geringerem MaBe Decay

Accelerating Aktivitdt und bindet an Heparin[66’67]

. Eine einzigartige Funktion von
FHL-1 / reconectin besteht in der Vermittlung von Zelladhdsion an Matrixproteine wie
Fibronektin. Diese Interaktion findet iiber eine RGD-Domine (Arg-Gly-Asp) in SCR 4
statt, die wahrscheinlich von einem Rezeptor vom Integrintyp vermittelt wird"?". Die
RGD Sequenz findet sich auch in SCR 4 bei FH, fiir die allerdings keine Zelladhisions-
vermittelnde Funktion gezeigt wurde.

Fiinf weitere Plasmaproteine mit Homologie zu FH sind bisher charakterisiert worden
und werden als FHR-1 bis FHR-5 bezeichnet (factor H-related protein, FHR)"™". Alle
FHRs konnen in humanem Plasma mit Antikorpern gegen FH detektiert werden. Die

FHRs sind aus 4 bis 9 SCRs aufgebaut, die Homologie zu einzelnen SCRs innerhalb
von FH haben. Das N-terminale SCR aller FHRs hat hohe Homologie zu SCR 6 von
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FH, die letzten beiden C-terminalen SCRs aller FHRs haben hohe Homologie zu den
SCRs 19 und 20 von FH. Die SCR Zusammensetzung von FHL-1 /reconectin und
FHR-1 bis -5 und deren homologe SCRs zu FH sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

MW (kDa) SCRs | Homolges SCR zu FH Ref
FHL-1 / reconectin |42 7 1 |2 (3 |4 |5 |6 |7 [+4AS |[122]
FHR-1 37-43 5 6 |7 |18 |19 |20 [123]
FHR-2 24-29 4 6 |7 |19 |20 [124]
FHR-3 45-56 5 6 |7 |8 |19 |20 [125]
FHR-4 42 (Dimer 86) |5 6 |8 |9 |19 |20 [126]
FHR-5 65 9 6 (7 [10 |11 [12 {13 |14 |19 |20 |[127]

Tab. 2: Aufbau von FHL-1 / reconectin und den fiinf bekannten FHRs. Angegeben sind FH-
dhnliches Protein-1 (FHL-1 / reconectin) und die fiinf bisher bekannten FH-verwandte Proteine (FHRs).
MW= Molekulargewicht; SCRs= Gesamtanzahl der SCRs; Ref= Referenz. FHL-1 besitzt am C-Terminus
4 zusitzliche Aminosduren. FHR-4 liegt in humanem Plasma als Dimer vor. Die Molekulargewichte von

FHR-1, -2 und -3 variieren je nach Glykosilierungsgrad.

Uber die Funktionen der FHRs ist bisher wenig bekannt. Die Proteine FHR-1, -2 und -4
wurden in Apolipoproteinkomplexen nachgewiesenmg]. Fiir FHR-3, -4 und -5 konnte
die Bindung an C3b gezeigt werden, allerdings ist fiir kein FHR bisher eine

komplementregulatorische Funktion demonstriert worden.

1.4 Pathologien durch Defizienz fiir Komplementregulatoren

Eine Reihe von Erkrankungen sind beschrieben worden, die die essentielle Bedeutung
der Komplementregulatoren verdeutlichen. Es konnen sowohl Regulatoren in der
fliissigen Phase als auch die Membranstindigen betroffen sein. Im Folgenden werden
drei hidufigere Pathologien der Komplementregulatoren und ihre assoziierten
Erkrankungen beschrieben. Fiir andere Regulatordefizienzen wurden bisher zu wenig

Fille beschrieben, um eine Krankheitsentitit zu definieren.

1.4.1 Cl-Inhibitor: HAE

Das Hereditire Angioneurotische Odem (Hereditary Angioedema, HAE) ist eine
schwerwiegende systemische Erkrankung, die durch die partielle Defizienz fiir den
plasmatischen Regulator C1-Inh oder dessen Inaktivitiit verursacht wird!'?’!. Das fiir C1-
Inh kodierende Gen wurde auf Chromosom 11 lokalisiert. Es existieren zwei Typen von

HAE: Typ I weist eine plasmatische Reduktion von C1-Inh um 50 — 75 % des normalen
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Spiegels auf und ist die weitaus hiufigere Variante (~ 85 % aller HAE Fille). Es
wurden verschiedene Mutationen beschrieben, die zu Syntheseabbruch oder

Trunkierung des Proteins fithren'""

. Beim Typ II handelt es sich meist um
Punktmutationen im Bereich von Aminosduren des aktiven Zentrums, wodurch die
Antiprotease-Aktivitdt verloren geht[m]. Die Pathologie des HAE ist einerseits durch
die kontinuierliche Aktivierung des CP und die Entstehung immunaktvierender
Fragmente bedingt, andererseits durch die fehlende Inhibition des Kininsystems'>.
Klinisch stehen Odeme an Integument und Mukosa im Vordergrund, die zu massiven
Schwellungen in Gesichtsbereich, Larynx und Trachea fithren und daher

lebensbedrohliche Obstruktionen hervorrufen konnen!'*

Therapeutische Regime
beinhalten die Infusion von Frischplasmen zur Substitution von Cl-Inh und das
Testosteronderivat Danazol zur Steigerung der korpereigenen Synthese von C1-Inh!"™*.
Obwohl die Symptome klinisch an eine Anaphylaktische Reaktion vom Typ I erinnern,
kann die intravendse Anwendung von Antihistaminika, Korticosteroiden oder Adrenalin

hier keine Wirkung haben!"*!.

1.4.2 DAF, HRF und CD59: PNH

Eine definierte Krankheitsentitét stellt die Paroxysmal Niachtliche Hamoglobinurie dar
(Paroxysmal Nocturnal Haemoglobinuria, PNH). Ihr liegt die Proliferation eines Klones
von hdmatopoetischen Stammzellen zugrunde, die eine Synthesestorung fiir das
Ankermolekiil GPI aufweisen!"*®". Obwohl der gestorte Schritt in der Synthese des GPI-
Ankers noch nicht ermittelt wurde, konnte die GPI-Defizienz auf das PIG-A Gen auf
dem X-Chromosom lokalisiert werden!'*”. Da DAF, HRF und CD59 iiber einen GPI-
Anker in der Membran von Blutzellen inserieren, besteht eine Defizienz fiir alle drei
Regulatoren. Weitere GPI-verankerte Molekiile, die Funktionen auflerhalb der
Komplementregulation haben, werden auf Blutzellen dieser Patienten ebenfalls nicht

gefunden!"*!

. Aufgrund der Pluripotenz hidmatopoetischer Stammzellen konnen alle
Linien der Differenzierung gestort sein.

Durch die Defizienz fiir die drei membranstindigen Regulatoren sind die Blutzellen
dem kontinuierlichen Angriff des Komplementsystems ausgesetzt, der iiber die Tick-
over Aktivierung des AP eingeleitet wird. Insbesondere im sauren Milieu ist die
Aktivierung und Beladung mit C3b durch den AP ausgeprigt. In nichtlichen Apnoe-
Phasen kann eine respiratorische Azidose entstehen, die zu komplementvermittelter

t[135]

Héamolyse und morgendlicher Hdmoglobinurie fiihr , was der Erkrankung ihren
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Namen gegeben hat. Klinisch wird die PNH zu den korpuskuldr hdmolytischen
Anidmien gerechnet. Da aber auch Thrombozyten von der Erkrankung betroffen sind,
kommt es zur Bildung von Mikrothromben und -embolien, welche rezidivierende
abdominelle und lumbale Schmerzenepisoden verursachen; hirnischdmische
Schlaganfille kommen ebenfalls vor. Die Therapie der PNH ist in der Regel
symptomatisch. Eine allogene Knochenmarkstransplantation erscheint zur Zeit als die

einzige kausale, aber risikoreiche Therapie!'**!.

1.4.3 FH: MPGN II, Kollagen III GP, aHUS und Infektionen

Es sind mehrere Erkrankungen im Zusammenhang mit Dysfunktion oder Defizienz fiir
den plasmatischen Regulator FH beschrieben. Als schwere Nephropathien treten die
Membranoproliferative Glomerulonephritis Typ II (MPGN II) und die Kollagen Typ III
Glomerulopathie (GP) auf. Eine systemische Erkrankung, die ebenfalls die Niere betrifft
und mit FH-Dysfunktion oder -Defizienz assoziiert ist, ist das Hamolytisch Urdmische
Syndrom in seiner atypischen Form. Daneben sind rezidivierende Infektionen z.B. mit
den Erregern Neisseria meningitidis und Streptococcus pneumoniae beschrieben
worden. Da diese Erkrankungen von zentraler Bedeutung fiir die Thematik der

vorliegenden Arbeit sind, werden sie im folgenden Kapitel 1.5 gesondert behandelt.

1.5 Pathologien der Defizienz und Dysfunktion von Faktor H

1.5.1 Pathophysiologie

Defizienz oder Dysfunktion von FH verursacht einen selektiven Verlust der Regulation
des AP und der Amplifikationsschleife. Wird die kontinuierliche Tick-over Aktivierung
des AP nicht durch FH reguliert, so gerit der AP auBBer Kontrolle. Dadurch kann C3
massiv zu C3b aktiviert und damit verbraucht werden. Als Folge entsteht eine
sekundire Defizienz fiir C3 und FB und damit eine Hypokomplementdmie. Da C3 das
zentrale Molekiill des Komplementsystems ist, ist der Organismus nun vor
eindringenden Pathogenen nicht mehr effektiv geschiitzt und es kann eine erhohte
Suszeptibilitit fiir Infektionen resultieren. Rezidiviernde Infektionen z.B. mit Neisseria
meningitidis und Streptococcus pneumoniae sind hiufig im Zusammenhang mit FH-
Defizienz oder -Dysfunktion beschrieben''*".

Féllt FH als AP-Regulator aus, so bleiben als letzte Regulationsinstanz nur noch die

membranstindigen Regulatoren DAF und MCP iibrig. Interzellulire Gewebestrukturen

wie die glomeruldre Basalmembran sind aber in ihrem Schutz vor AP Aktivierung auf
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plasmatischen FH angewiesen. Daher sind verschiedene schwere Nierenerkrankungen
in Assoziation mit einer FH-Defizienz oder -Dysfunktion beschrieben worden'®”. Die
prominentesten Nierenldsionen stellen die Membranoproliferative Glomerulonephritis
Typ IT und die Kollagen Typ IIT Glomerulopathie dar''*’!. Eine systemische Erkrankung,
die ebenfalls die Niere in Mitleidenschaft, zieht ist das atypische Hamolytisch

Urimische Syndrom"'*".

1.5.2 Die Glomerulonephritiden

Als Primidren Glomerulopathien werden die Glomerulonephritiden (GN), die
Glomerulosklerosen (GS) und sonstige Glomerulopathien (GP) zusammengefasst. Die
Glomerulonephritiden (GN) sind eine Gruppe von Nierenerkrankungen, die keine
pathogenetische oder klinische Einheit darstellen, sondern rein histopathologisch
definiert sind"'**. Gemeinsamkeit aller GNs ist die beidseitige entziindliche Reaktion
der Nieren, die zuerst innerhalb des Glomerulum auftritt und so von einer interstitiellen
Nephritis unterschieden wird. Die Einteilung der GNs erfolgt anhand der Morphologie
der am stérksten betroffenen Struktur des Glomerulums, eine Zuordnung kann daher nur
iiber eine Nierenbiopsie erfolgen. Histopathologisch werden folgende Formen
unterschieden: Minimal-Ldsion GN, Endokapillire GN, Extrakapillire GN,
Membranoproliferative GN Typ I und II, Mesangioproliferative GN und Membrandse
GN!"#1*1 n Tabelle 3 sind die verschiedenen Formen der GNs und die Hauptaspekte

ihrer Histopathologie zusammengefasst.

Bezeichnung Histopathologie Ablagerung
Membrano- Mesangiumzell-Proliferation und | Typ I: IgG, C3, subendothelial
proliferative GN, Matrixzunahme, Verdickung der | Typll: isoliert C3, Dense Deposits
TyplI-1I (IIT) Basalmembran (Typ 1I: 1gG, C3, subendo-/epithelial)
Endokapillire Proliferation von IgG, IgM, IgA, C3,
GN Mesangium und Kapillar- Humps subepithelial
Endothelzellen
Extrakapillédre Halbmondformige Proliferation | Typ I: Linear IgG, C3
GN, des Kapselepithels Typ II: Granuldr IgG, C3
Typ I-11I Typ III: Keine Immundepots
Mesangio- Isolierte Mesangiumzell- IgG, IgM, IgA, C3
proliferative GN Proliferation und
Matrixzunahme
Membranose Isolierte zahnradartige Zunahme | IgG, IgM, IgA, C3,
GN der glomeruldren Basalmembran | subendotheliale Spike-Bildung der
(Spikes) Basalmembran
Minimal-Lision Keine Lichtmikroskopie, Keine
GN elektronenmikroskopisch Verlust
der Podozytenfiillchen

Tab. 3: Einteilung der Glomerulonephritiden (GN). Einteilung nach den Hauptaspekten der

Histopathologie und der Zusammensetzung der Ablagerungskomponenten (WHO-Klassifikation).
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Klinisch werden die GNs eingeteilt nach dem Auftreten des Nephrotischen oder des

Nephritischen Syndroms!'*!

. Leitbefund des Nephrotischen Syndroms die selektive
Proteinurie und konsekutiver Odembildung. Mit einem Nephrotischen Syndrom kdnnen
sich die Minimal-Lésion GN, die Membranoproliferative GN und die Membranése GN
manifestieren. Das Nephritische Syndrom ist durch das Auftreten einer Makrohidmaturie
und Oligurie charakterisiert. Nephritisch manifestiert sich die Endokapillire GN. Die
Extrakapillire GN kann sich von oligosymptomatisch bis zur rapid progredienten
Niereninsuffizienz manifestieren und stellt zum Teil den Endpunkt im Verlauf anderer
GNs dar.

Fiir die Glomerulonephritiden sind verschiedene Pathogenesen postuliert worden. Im
Tierversuch konnte fiir einige GNs die erwartete Histopathologie experimentell erzeugt
werden (Serum-Nephritis, Heymann-Nephritis, Masugi—Nephritis)[Ms’]42]. Dabei werden
vier Pathophysiologien unterschieden: GN durch zirkulierende Immunkomplexe, GN
durch In-Situ-Immunkomplexe, GN durch T-Zell-Vermittlung und GN durch
Komplement-Vermittlung. Bei einer GN durch zirkulierende Immunkomplexe werden
diese an Basalmembran oder Mesangium abgelagert und aktivieren lokal das
Komplementsystem (Mesangioproliferative GN, Membranoproliferative GN Typ I). Bei
der GN durch In-situ-Immunkomplexe binden zirkulierende Antikorper an Antigene im
Glomerulum; dabei kann das Antigen renal sein (Extrakapillire GN, Membranose GN),
oder nicht-renal und erst sekundir dort gebunden sein (Endokapillire GN). Die
Zellvermittelte GN wird durch T-Zell Aktivierung und Infiltration ausgelost (Minimal-
Lasion GN). Die Membranoproliferative GN Typ II stellt eine Ausnahme dar, da diese
ausschlieBlich Komplement-vermittelt ist und sich keine Beteiligung von Antikorpern

oder Immunkomplexen findet.

1.5.3 MPGN II und Kollagen III GP bei Mensch und Sus scrofa

Die Membranoproliferative Glomerulonephritis (MPGN) ist eine seltene Primire
Glomerulopathie und macht ca. 3 - 7 % aller bioptisch diagnostizierten GNs aus'' > Sie
ist durch folgende Histologie gekennzeichnet[l46]: Zunahme mesangialer Zellen,
Vermehrung der mesangialen Matrix, massive Verdickung der Basalmembran,
Doppelkonturierung der Basalmembran (Bahnschienen-Aspekt), Lobulierung des
Schlingenkonvoluts, dichte granulozytdre Infiltration. Es werden allgemein zwei
Subtypen ~der MPGN  unterschieden: In der Immunhistologie  und

Elektronenmikroskopie lassen sich beim Typ I Immunkomplexe mit IgG und C3
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subendothelial nachweisen. Beim Typ II wird isoliert nur C3 intramembrands
nachgewiesen. Diese werden als Dense Deposits bezeichnet, die MPGN Typ II daher
auch als ‘Dense Deposits Disease‘. Bei einem vorgeschlagenen Typ III , bei dem es sich
wahrscheinlich um eine Variante des Typs I handelt, wird IgG und C3 subendothelial
und subepithelial nachgewiesen.

Die Membranoproliferative Glomerulonephritis (MPGN) kann prinzipiell in jedem
Lebensalter auftreten, wird jedoch am héaufigsten bei Kindern beobachtet. Beide
Subtypen gehen in der Regel mit einem Nephrotischen Syndrom einher: Die Patienten
leiden unter einer generalisierten Odembildung. Diese wird durch die selektive
Proteinurie von iiber 3,5 g / 24 h hervorgerufen, die eine Hypalbuminidmie zur Folge
hat. Weitere Befunde sind eine Fettstoffwechselentgleisung mit Hypercholesterindmie
und Hypertriglizeriddmie, und ein Hypertonus. Das Risiko fiir thrombembolische
Ereignisse ist erhoht. Daneben gibt es aber auch nephritische Manifestationen. Die
Therapie ist symptomorientiert: Zur Behandlung von Odemen und Hypertonus kommen
Schleifendiuretika und ACE-Hemmer zum Einsatz. Eine Progressionsverzdgerung soll
sich mit Dipyridamol und ASS erzielen lassen. Auch Azathioprin, Chlorambuzil,
Cyclophosphamid und Prednisolon sind eingesetzt worden, allerdings mit geringem
Erfolg. Uber 50 % der Patienten werden innerhalb von 5 Jahren terminalen
Niereninsuffizient und bediirfen einer Dialyse oder Transplantation. Bei der MPGN II
rekurriert die Erkrankung im Transplantat in mehr als 85 %, und hat einen erneuten
Organverlust in 50 % innerhalb eines Jahres zur Folge!'*>!**!,

Die MPGN II ist die einzige GN, bei der sich isoliert C3, aber keine Immunglobuline
als Ablagerung nachweisen lassen. Dieser Unterschied ist von herausragender
Bedeutung fiir eine Kldrung der Pathogenese, da es sich der MPGN Typ II
offensichtlich nicht, wie bei fast allen anderen GNs, um ein Immunkomplex-
vermitteltes Geschehen handelt. Vielmehr legt das isolierte Auftreten von C3-
Ablagerungen eine pathologische Aktivierung oder mangelnde Regulierung des
Alternativen Weges des Komplementsystems nahe, was in Ubereinstimmung mit der
Hypokomplementdmie der Patienten steht. Auch die Rekurrenz der Erkrankung in der
Transplantatniere mit identischer Histopathologie weist auf eine systemische
Erkrankung unter Beteiligung des AP hin. Da Faktor H der entscheidende Regulator des
AP ist, ist eine Assoziation von MPGN II mit FH-Defizienz und -Dysfunktion
Gegenstand kontinuierlicher Untersuchung.

Die Klassifizierung der Primidren Glomerulopathien ist einem stetigen Wandel
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unterworfen. So wurde als eigenstindige Histopathologie die Kollagen Typ III
Glomerulopathie (Kollagen III GP) vorgeschlagen''*”). Die histologische Beschreibung
umfasst lichtmikroskopisch eine Mesangiumzell-Proliferation und Matrixzunahme
sowie eine Verdickung der Basalmembran. Elektronenmikroskopisch wird eine
mesangiale Deposition von fibrilldren Strukturen beschrieben. In der Immunfluoreszenz
kann Kollagen Typ III dargestellt werden. Die Akzeptanz dieser Histopathologie als
eigenstdandige Entitét ist unregelméBig, in der aktuellen Literatur findet sie sich kaum
noch. Prisenz oder Abwesenheit von abgelagertem C3 ist nicht als Kriterium in die
Beschreibung integriert. Hingegen wurde diese Histologie bereits bei ihrer
Erstdefinition mit der der MPGN II verglichen, der sie auch klinisch sehr dhnelt %),
Dariiber hinaus ist das Auftreten von Kollagen Typ III bei verschiedenen
Glomerulonephritiden beschrieben, und wurde als unspezifisches Reaktionsmuster auf
glomerulidre Schidigung gewertet“49]. In der vorliegenden Arbeit werden MPGN II und
Kollagen III GP so genannt, wie sie in den Erstbeschreibungen der Fille klassifiziert
wurden, obwohl nach aktuellen Nomenklaturen eine gemeinsame Klassifizierung der
genannten Fille moglich erscheint. Im Folgenden werden die Verdffentlichungen, die
eine Assoziation dieser Erkrankungen mit plasmatischer FH-Defizienz beschrieben
haben, dargestellt.

Levy et al. berichteten 1986 von zwei Algerischen Briidern, die unter
Glomerulonephritis litten, bei denen die Plasmaspiegel von FH unter 10 % erniedrigt
waren'””. C3 war ebenfalls unter 10 % erniedrigt, FB unter 20 %, die terminalen
Komponenten (C5 - C9) unter 35 %. In der Histologie der Nierenbiopsie fanden sich
mesangiale Proliferation und Matrixzunahme, Doppelkonturierung der Basalmembran
und ein isolierter Nachweis von C3. Fiir beide Eltern konnten halbnormale
Plasmaspiegel fiir FH nachgewiesen werden (Vater 40 %, Mutter 55 %), fiir zwei
Geschwister der Patienten ein Spiegel von jeweils 40 %. Es wurde daher ein autosomal
rezessiver Vererbungsmodus fiir die FH-Defizienz angenommen. Lopez-Larrea et al.
berichteten 1987 iiber drei Schwestern, die an MPGN erkrankten""!. Zwei Schwestern
entwickelten zusitzlich eine Sepsis, die durch Neisseria meningitidis ausgelost wurde.
Bei allen drei Schwestern lag der Plasmaspiegel fiir FH unterhalb der Nachweisegrenze,
C3 war stark erniedrigt, FB lag unter 15 %, die terminalen Komponenten unter 10 %.
Bei beiden Eltern wurden allerdings normale FH-Spiegel gefunden. 1988 berichteten
Brai et al. iber eine italienische Familie mit komplexer Komplementdefizienz fiir FH

und C2"°Y. Ein Kind litt bei FH-Spiegeln von < 1 % unter einer Nephritis sowie dem




Einleitung 29

Systemischen Lupus Erythematodes, die zwei Geschwister unter Meningitis durch
Neisseria meningitidis. Die Plasmatische Defizienz fiir FH war autosomal rezessiv von
den Eltern vererbt worden, deren Plasmaspiegel fiir FH um 50 % lagen. Diese Familie
wurde im Jahr 2000 von Sanchez-Corral et al. weiter untersucht''**. Hier fand sich eine
Mutation [G638T], die zur Einfiihrung eines Stop-Codons [E171%'"] in SCR 3 fiihrte,
wobei diese Mutation bei den Patienten homozygot gefunden wurde. Beide Eltern
waren heterozygot fiir diese Mutation, so daBl ein autosomal rezessiver Erbgang
nachgewiesen wurde. Eine zweite Mutation [C2707T] verdnderte die AS-Folge nicht
und wurde als Polymorphismus gewertet.

Eine ausfiihrliche Fallbeschreibung von plasmatischer FH-Defizienz in Assoziation mit
Kollagen Typ IIT Glomerulopathie stammt von Vogt et al. aus dem Jahr 1995!">¥). Patient
war ein 13 Monate alter Amerikanischer Indianerjunge (Sioux), der mit Hypertonus und
Hypokomplementimie vorgestellt wurde. Eine Nierenbiopsie wurde als Kollagen III GP
mit segmentaler C3 Ablagerung klassifiziert. Die Plasmaspiegel fiir C3 und FB waren
erniedrigt und es konnte kein FH im Plasma nachgewiesen werden. Nur leicht
erniedrigte FH Plasmaspiegel wurden bei beiden Eltern gefunden. Die molekulare
Pathogenese dieses Falles konnte 1997 durch Ault et al. geklirt werden'>*. Es wurden
zwei Mutationen gefunden: eine Mutation [T1679C] fiihrt zu einem AS-Austausch
[C518R] in SCR 9, eine zweite Mutation [G2949A] fiihrt zu einem AS-Austausch
[C941Y] in SCR 16. Die Mutationen fanden sich jeweils auf einem der beiden Allele.
Die SCR 9 Mutation wurde heterozygot bei der Mutter gefunden, die SCR 16 Mutation
heterozygot beim Vater. Immunohistologische Untersuchungen von Hautfibroblasten
des Patienten zeigten eine massive intrazelluldre Anreicherung von FH, die innerhalb
des Endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert werden konnte. Die gefundenen
Mutationen betreffen jeweils den zweiten Cystein-Rest innerhalb der entsprechenden
SCRs. Cysteine sind durch die Ausbildung von I-III und II-IV Cystin-Briicken fiir die
Tertidrstruktur der SCRs von entscheidender Bedeutung. Die gefundenen Mutationen
machen eine korrekte Verkniipfung der Cysteine unmoglich und zerstéren die
Tertidrstruktur der betroffenen SCRs. Als Folge wird das Protein im ER reteniert und
reichert sich hier an. Der Nachweis von akkumuliertem FH in den Fibroblasten bei
totalem Fehlen von FH im Plasma stellt einen Sekretionsblock fiir das pathologisch
veridnderte Protein dar. Dieser Block fiihrt zwar zu einer totalen Plasmadefizienz fiir FH,
aber das alternative Spliceprodukt FHL-1 / reconectin kann normal sezerniert werden,

da es nur aus den ersten 7 SCRs und 4 weiteren AS besteht und somit von der Mutation
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nicht betroffen ist. Schmidt et al. fithrten 1999 Transfektionsstudien der gefunden
Mutationen durch und bestitigten Sekretionsblock und ER-Anreicherung, daneben
fanden sie eine verlangsamte Degradierung des Proteins!'>.

Ein Tiermodell fiir die Assoziation von plasmatischer FH-Defizienz und MPGN 1I
wurde 1993 bei Sus Scrofa von Jansen et al. beschrieben!*®'>”) In einer Norwegischen
Yorkshire-Schweinezucht wurde eine auffallend hohe Sterblichkeit der Ferkel
beobachtet, bei deren Sektion ungewohnlich geschwollene Nieren auffielen. In der
histologischen Untersuchung wurde eine Membranoproliferative Glomerulonephritis
Typ II diagnostiziert mit verdickter glomeruldrer Basalmembran, glomeruliren C3-
Ablagerungen und ultrastrukturell intramembrandsen Dense Deposits. Plasma-Proben
der betroffenen Ferkel wiesen erniedrigte C3-Spiegel sowie Erhohung der
Nierenparameter auf. Hogasen et al. wiesen 1995 nach, da} fraktioniertes Plasma der
gesunden Ferkel durch Transfusion auf die Erkrankten den Median der Uberlebenszeit
von 37 Tage auf 82 Tage anheben konnte. Die Maximale Lebenszeit wurde von 72 Tage
auf 375 Tage erhoht. Fortschreitende Plasma-Fraktionierungen identifizierten ein
einziges Plasmaprotein, welches fiir die lebensverlingernde Wirkung verantwortlich
warl"*®!. Das Protein wurde ansequenziert und mittels Homologievergleiche als analoges
Protein zu humanem Faktor H identifiziert. Eine totale Plasmadefizienz fiir FH des
Schweines wurde bei homozygot erkrankten Ferkeln nachgewiesen, heterozygot
erkrankte Ferkel konnten {iiber halbnormale Plasmaspiegel identifiziert werden.
Kreuzungsexperimente enthiillten einen autosomal-rezessiven Vererbungsmodus mit
kompletter Penetranz. Durch Ausschlufl von heterozygot erkrankten Schweinen von der
weiteren Zucht konnte die Krankheit eliminiert werden'”). Die molekulare Grundlage
der Erkrankung wurde bisher nicht aufgeklért.

Neben der Plasmadefizienz fiir FH sind auch Fille beschrieben worden, die zu einer
Dysfunktion von FH fiihren. Dabei stort der zugrundeliegende pathologische Prozess
die Interaktion von FH mit seinen Bindungspartnern in der Regulation des AP. Meri et
al. beschrieben eine Patientin mit hypokomplementdmischer MPGN, deren
Plamaspiegel fiir FH normal waren'®’. Aus Serum und Urin wurde ein monoklonales
Immunglobulin Lambda Leichtketten Dimer isoliert und als Protein LOI bezeichnet. Es
konnte von Jokiranta et al. nachgewiesen werden, dal} dieser Autoantikorper LOI den AP
in einer direkten Dosis-Wirkungs-Beziehung aktiviert''®!. Eine Bindung von LOI an FH
wurde gezeigt, die innerhalb von SCR 3 lokalisiert werden konnte. Im Bereich von SCR

1-4 ist die regulatorische Aktivitit von FH lokalisiert. Die vorgeschlagene
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Pathophysiologie besteht in einer Bindung von LOI an FH, wodurch dessen Interaktion
mit C3b verhindert wird, was eine nicht regulierte Aktivierung des Komplementsystems
iiber den AP zur Folge hat.

Die Regulation des AP kann auch durch Pathologien gestort sein, die die Interaktion
von normalem FH mit C3bBb betreffen. Als Nephritische Faktoren (Nephritic Factors,
NeF) sind Autoantikorper beschrieben worden, die an die C3-Konvertase C3bBb
binden""®”. Daha et al. zeigten, daB die C3-Konvertase des AP durch die NeF Bindung
pathologisch stabilisiert und resistent gegen die Regulation des AP durch FH wird!'%!.
Eine Verzehnfachung der Halbwertszeit der Konvertase ist die Folge.

Fiir eine Assoziation von FH-Defizienz und Dysfunktion mit MPGN II oder Kollagen
Il GP sind zusammenfassend verschiedene Pathogenesen beschrieben: einerseits
Dysfunktion durch Antikorper, die die Interaktion von FH und C3b bzw. C3bBb auf
einem der beiden Aktionspartnern storen, andererseits hereditdre plasmatische Defizienz
bei Mensch und Sus scrofa. Beide Pathomechanismen fithren zur mangelnden
Regulation des AP durch FH, zu unkontrollierter Komplementaktivierung, zur isolierten
Ablagerung von C3b in der Niere und letztlich zu MPGN II oder Kollagen III GP mit
Niereninsuffizienz. Die kodominante Expression der beiden FH Allele steht in
Ubereinstimmung mit den beschriebenen Fillen von autosomal rezessivem Erbgang bei
subnormalen FH-Plasmaspiegeln der Eltern und totaler plasmatischer FH-Defizienz bei
den Patienten. Die molekulare Pathogenese der plasmatischen FH-Defizienz in
Assoziation mit MPGN 1II / Kollagen III GP konnte bisher nur in einem einzigen Fall
geklirt werden. In diesem von Ault et al. beschriebenen Fall fithren zwei Mutationen auf
je einem Allel zum AS-Austausch hochkonservierter Cystein-Reste, was die korrekte
Ausbildung der SCR-Struktur verhindert und einen Sekretionsblock fiir das
pathologische Protein zur Folge hat. Die molekulare Pathogenese der Plasmadefizienz

fiir FH im Tiermodell Sus scrofa konnte bisher nicht geklart werden.

1.5.4 Das atypische Himolytisch Uridmische Syndrom

Eine weitere Erkrankung, fiir die eine Assoziation mit FH gefunden wurde, ist die
atypischen Form des Hamolytisch Urdmischen Syndroms. Das Hamolytisch Urdmische
Syndrom (HUS) ist eine akute systemische Erkrankung, die durch Mikroangiopathie,
Héamolyse und Thrombozytopenie gekennzeichnet ist und zum akuten Nierenversagen

[164]

fiihren kann Formalpathogenetisch  beginnt die Erkrankung mit einer

GefiBwandverdnderung der Endstrombahn und einer primédren Schiddigung des
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Endothels''®. Als Folge kommt es zum Auftreten von Mikrothrombosen, die bevorzugt
die Niere betreffen. Hier kommt es histologisch zur 6dematdosen Schwellung mit
Ablosung der Endothelien und thrombotischer Verlegung des Kapillarlumens. Die
thrombotische Mikroangiopathie 10st ihrerseits eine mechanische Zerstdrung der
Erythrozyten aus, die als Fragmentozyten im Ausstrich pathognomisch sind!'?>14%,

Es werden zwei Formen von HUS unterschieden''®®. Die typische Form von HUS ist
mit einer Diarrhoe assoziiert und wird in der Regel durch Enterohdmorrhagische E.coli
(EHEC) ausgelost. Die typische, Diarrhoe-assoziierte Form wird auch als dHUS
bezeichnet. EHEC der Serogruppe OI157:H7 konnen prophagenabhingig ein
shigadhnliches Toxin bilden, welches fiir dHUS verantwortlich gemacht wird. dHUS hat
eine gute Prognose, Riickfille sind selten und Rekurrenz in einer Transplantatniere
kommen kaum vor. Eine zweite Form stellt das atypische HUS dar (aHUS). Diese Form
steht nicht im Zusammenhang mit einer EHEC-Infektion, sondern tritt familidr gehéuft
oder sporadisch auf. Die Prognose ist schlecht, Riickfille sind hdufig und kommen oft
auch nach einer Nierentransplantation wieder vor. Die Pathogenese dieser Erkrankung
ist Gegenstand kontinierlicher Forschung.

Thompson et al. berichteten 1981 iiber 2 Geschwister mit aHUS, deren plasmatische FH-
Spiegel unter 10 % lagen''®”. Der Indexfall prisentierte sich im Alter von 8 Monaten
mit aHUS. Die miteinander verwandten Eltern hatten um ca. 50 % reduzierte FH-
Plasmaspiegel. 1990 berichteten Roodhoft et al. iiber ein Madchen, das drei Episoden
von aHUS erlitt, die letzte nach einer Nierentransplantation''®®. Die FH-Plasmaspiegel
der jungen Patientin lagen bei 48 %, die des gesunden Vaters bei 34 %. Pichette et al.
beschrieben 1994 eine grofle Familie, bei denen mehrere Mitglieder FH-Spiegel von ca.
50 % aufwiesen'®". Der Indexfall hatte FH-Spiegel von 5 %, seit dem Alter von 19
Jahren hatte sie drei Episoden von aHUS erlitten. Rougier et al. untersuchten 1998 vier
nicht verwandte und zwei verwandten Patienten, von denen sich fiinf mit den klinischen

Symptomen von aHUS pr'eisentierten[m]

. In vier Fillen konnten die histologischen
Merkmale der Thrombotischen Mikroangiopathie nachgewiesen werden, in einem Fall
wurde keine Biopsie durchgefiihrt. Die Plasmaspiegel der Patienten lagen bei 40 %,
30 %, 45 % und bei zwei Patienten unter 5 %. Eine 13-jdhrige Patientin mit FH-
Spiegeln von 16 %, die sich nicht mit aHUS-Symptomen prisentierte, wies in der
Nierenbiopsie eine massenhafte, isolierte C3-Ablagerung auf, was eine Einordnung zur
MPGN II moglich erscheinen 146t. Die molekulare Pathogenese konnte in keinem der

oben genannten Fille geklirt werde.
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Im Jahr 1998 fiihrten Warwicker et al. erstmals eine Kopplungsanalyse an 4 Familien mit
familidarem aHUS durch und wiesen eine Ko-Segregation der Region 1q32 nach, in der
auch das FH-Gen liegt!""!. In dieser Studie wurden erstmalig zwei Mutationen im FH-
Gen beschrieben, die mit aHUS assoziiert sind. Drei weitere grofle genetische Studien
sind im Jahr 2001 veroffentlicht worden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in

Tabelle 4 zusammengefasst.

Autor, Mutation SCR | AS-Austausch FH-Plasma- Anmerkung
Jahr, Ref. spiegel
Warwicker, |A154**® |1 |Stop nach 4AS |50 % Sporadischer Fall
1998, 1”2
C3716G 20 |RI1215G Normal 2 grofle Familien
Richards, C3299G, 18 | QIO076E, Reduziert Sporadischer Fall,
2001, """ | A3559% 19 | Stop nach 6 AS je 1 Allel betroffen
A3429G 19 |DI1119G Normal 2 Geschwister
C3716G 20 |R1215G Normal Sporadischer Fall
C3624G 20 |T1184R Normal Sporadischer Fall
C3645T, 20 |[S1191L, Normal 1 Patient,
T3663C 20 | VI1197A 2 Mutat. auf 1 Allel
Perez- G3621T 20 |WI1183L >1000 mg/dl Sporadischer Fall,
Caballero, Heterozygot
2001, "™ [T3663C, 20 |V1197A ~100 mg/dl 1 Patient,
1 Nullallel ein miitterl. Nullallel
T3639G 20 |L1189R >1000 mg/dl 1 Patient,
Heterozygot
C2940T 16 | T956M ~800 mg/dl Sporadischer Fall,
Heterozygot
Caprioli, G3717A 20 |RI1215Q Normal Nur 1 Patient von
2001, " Familie, heterozygot
A1494%1%% | g Stop nach 5 AS | Normal 2 Briider,
in SCR 8 heterozygot
C3701T 20 |RI1210C Normal, zweite | 2 Geschwister
Bande heterozygot
A3673T und |20 | Y1225F und <70 mg/dl Beduinen-Familie,
C3675% 24P Stop nach 2 AS autosomal rezessiv
C3701T 20 |R1210C Normal, Sporadischer Fall
zweite Bande
T3663C 20 |VI1197A nicht untersucht | Sporadischer Fall

Tab. 4: Assoziation von aHUS und FH-Genmutationen. Zusammengefaf3t sind die Ergebnisse der vier

genetischen Studien, die Mutationen im FH-Gen in Assoziation mit aHUS nachgewiesen haben.
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1.6 Pathologien der Lebertransplantation von Sus Scrofa zu Mensch

1.6.1 Die Xenotransplantation der Schweineleber

Im Jahr 1999 wurden in Deutschland 757 Lebertransplantationen mit Lebern von
Leichenspendern durchgefiihrt, was weniger als dreiviertel des Bedarfs entsprach
(Quelle: Deutsche Stiftung Organtransplantation e.V.). Somit verstarben in diesem Jahr
mindestens 250 Patienten auf der Warteliste fiir eine Lebertransplantation. Die
Dunkelziffer liegt wahrscheinlich um ein vielfaches hoher, da bei der herrschenden
Knappheit an Spenderlebern ohnehin nur ein Teil der bediirftigen Patienten auf die als
aussichtslos geltende Transplantationsliste gesetzt werden. Um dem Organmangel zu
begegnen, ist die Suche nach tierischen Organspendern Gegenstand kontinuierlicher
Forschung[176]. Das Hausschwein Sus scrofa wird allgemein als geeigneteste Spezies fiir
die Xenotransplantation (die Transplantation eines Organes iiber Spezies-Grenzen
hinweg) gesehen. Verschiedene Uberlegungen haben zu dieser Wahl gefiihrt!!”": (1)
Das Schwein ist seit Jahrhunderten domestiziert, Aufzucht und Pflege sind bekannt und
einfach. (2) Die Wurfzahlen des Schweines sind hoch und die Tragzeiten kurz. (3) Die
Organe des Schweines haben eine passende Grofle und ein dhnliches Bioleistungsprofil
wie die des Menschen. (4) Das Schwein ist als Nutztier gesellschaftlich akzeptiert, seine
Nutzung als Organquelle wirft (im Gegensatz z.B. zum Affen) allgemein geringere
ethischen Bedenken auf.

Die Transplantation eines Organes von einer Spezies auf eine andere 16st allerdings eine
massive Immunreaktion im Abwehrsystem des Organempfingers aus''’*. Mit dem
Anschluf des GefiBsystems der Schweineleber an den Kreislauf des Patienten beginnt
eine Sequenz von AbstoBungsreaktionen, die in vier Phasen unterteilt wird: Die
Hyperakute AbstoBungsreaktion (HAR) setzt sofort mit dem Anschlul der
GefiB3systeme ein. Sie wird durch die Aktivierung des Komplementsystems iiber beide
Aktivierungswege vermittelt!' ™. Die Akute Vaskulire AbstoBungsreaktion (AVR) tritt
nach Stunden bis Tagen auf. Sie wird durch B-Zellen vermittelt, die Antikorper gegen
Epitope auf der Endotheloberfliiche der LebergefiBe produzieren''®”. Die Zellulire
AbstoBungsreaktion wird durch T-Zellen vermittelt. Sie tritt nach Wochen bis Monaten
auf und wird durch HLA-Antigene des Transplantats ausgelost, die die Aktivierung von
zytotoxischen T-Zellen zur Folge hat!'®"!. Eine Chronische AbstoBungsreaktion wird nur
in Analogie zur allogenen (Mensch-zu-Mensch) Transplantation postuliert, da in den

bishergen experimentellen Xenotransplantation noch keine monatelange Toleranz
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erreicht worden ist. Die beschriebene Sequenz der AbstoBungsreaktionen wurde im

Tiermodell der Schwein-zu-Affe Xenotransplantation ermittelt.

1.6.2 Komplementsystem und Hyperakute AbstoBungsreaktion

Die HAR stellt zur Zeit die groBBte Barriere in der Etablierung der Xenotransplantation
der Schweineleber dar. Sie wird iiber die Aktivierung des Komplementsystems
vermittelt und fiithrt innerhalb von Minuten bis Stunden zum Verlust des Organes.
Zielstruktur des Komplementangriffs ist das Gefiendothel der Schweineleber!'®?.
Durch Komplementangriff werden die Endothelzellen lysiert und Mediatoren
freigesetzt. Das Gerinnungssystem wird aktiviert und fithrt zum GefidB3verschluf3. Das
transplantierte Organ wird ischdamisch, Nekrose und letztlich Organverlust sind die
Folge. Es wurde sowohl iiber den CP als auch iiber den AP eine Aktivierung des
Komplementsystems gezeigt. Der CP wird iiber priformierte Antikorper aktiviert, die
sich gegen das Galaktosyl-o-1,3-Galaktosyl Epitop richten!'®. Dieses Kohlenhydrat
findet sich auf den Endothelzellen aller nicht-primaten Mammalier und damit auch bei
Sus scrofa, nicht aber bei Alt-Welt Primaten und Menschen, die gegen dieses Epitop
praformierte AntikOrper besitzen. Die Aktivierung des Komplementsystems iiber den
AP ist in mehreren Arbeiten gezeigt worden, allerdings ist die genaue Pathophysiologie
nicht bekannt. Zhao et al. konnten in Lyse-Assays einen Beitrag des AP von ungefihr
50% in der Lyse von Schweineendothelzellen durch humanes Komplement
nachweisen!'**!. In einem dhnlichen Versuchsansatz zeigten Schaapherder et al. ebenfalls
eine essentielle Beteiligung des APY®! Suckfull et al. perfundierten lebende
Schweineherzen ex vivo mit humanem Blut und wiesen immunhistologisch die
Aktivierung von Komplement iiber den AP durch das Endothel nach!'®®. Andere
Autoren haben allerdings die Relevanz des AP bei der Entstehung der HAR
bezweifelt!'®"!.

Verschiedene Strategien sind entwickelt worden, um die Entstehung der HAR zu
unterbinden. Da priformierte Antikorper bereits im Blut des Empfangers vorhanden
sind, konnen Immunsuppressiva hier nicht wirksam sein. In einigen Ansédtzen wurde
versucht, das Galaktosyl-a-1,3-Galaktosyl Epitop zu modifizieren und somit das Ziel-
Antigen der priformierten Antikorper zu eliminieren''®. Andere Strategien verfolgen
die temporire Inhibition des Komplementsystems im Empfangerblut mittels 16slichem
Komplementrezeptor 1 (soluble Complement Receptor 1, sSCR1), oder die Depletierung

mit einer Fraktion des Schlangengiftes der Kobra (Cobra Venom Factor, CVF)!'®1%,
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Die eleganteste Losung zur Regulation des Komplementsystems in der
Xenotransplantation und damit zur Unterbindung der HAR besteht in der Nutzung von
Regulatoren, die die Schweineleber exprimiert. Daher wurden die membranstindigen
Regulatoren DAF, MCP und CD59 des Schweines kloniert und auf ihre regulatorische
Aktivitit untersucht!'?!19193, Allerdings sind Komplementregulatoren teilweise in ihrer
Potenz auf das zugehérige Komplementsystem ihrer Spezies beschrinkt!'®*. Es sind
daher erfolgreiche Untersuchungen unternommen worden, um transgene Schweine fiir
den humanen Komplementregulator DAF zu ziichten (human DAF, hDAF)!19>1%1 1
diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, dafl bei Lebern von Schweinen, die transgen fiir
hDAF sind, die Entwicklung einer HAR nach einer Transplantation in Affen vermindert
werden kann und die Uberlebenszeit des Organs signifikant verlingert wird""".
Ahnliche Untersuchungen wurden mit transgenen Schweinen fiir die Regulatoren hMCP
und hCD59 durchgefiihrt[198’l99]. Die Aktivierung des Komplementsystems wird durch
diese membranstindigen Regulatoren aber erst auf einer spidten Stufe erfasst,
dariiberhinaus bleibt der AP in der Fliissigen Phase, und damit am frithesten Punkt der
Aktivierung, unreguliert. Untersuchungen zur effizienten Regulation des AP in der
Fliissigen Phase und der Amplifikationsschleife durch Regulatoren des Schweines sind

bisher nicht durchgefiihrt worden.
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1.7 Die Zielsetzungen dieser Arbeit

1.7.1 Klonierung von FH von Sus Scrofa

Zunichst war es von Interesse, das Aquivalent zu humanem Faktor H beim Schwein

(pigFH) erstmals zu klonieren. Dem zugrunde lagen folgende Fragestellungen:

Welche Sequenz hat das Aquivalent zu humanem FH beim Schwein? Welche
konservierten strukturellen und funktionellen Elemente und Motive kénnen in der
pigFH-Sequenz gefunden werden, die von FH anderer Spezies bekannt sind?

Ist pigFH in SCRs mit deren charakteristischer Cystein-Abfolge organisiert?
Welcher Konservierungsgrad besteht fiir einzelne SCRs von pigFH und humanem

FH und welche Aussagen lassen sich dadurch iiber deren Funktion treffen?

1.7.2 Funktionelle Charakterisierung von pigFH

Nach einer Analyse auf der Sequenzebene sollte eine funktionelle Charakterisierung

durchgefiihrt werden, der folgende Fragestellungen zugrunde lagen:

Lassen sich fiir pigFH dhnliche Bindungspartner nachweisen wie fiir hFH? Bindet
pigFH an Heparin? Bindet pigFH an C3b? Sind die funktionell ermittelten
Domainen auf dhnlichen SCRs lokalisiert, wie sie von humanem FH bekannt sind?
Zeigt pigFH regulatorische Aktivitidt auch mit humanem C3b und humanem FI? In
wie weit ist pigFH ein qualitatives und quantitatives Aquivalent zu humanem FH?
Welche Bedeutung hat eine Spezies-iibergreifende regulatorische Aktivitit von

pigFH fiir die Xenotransplantation einer Schweineleber auf den Menschen?

1.7.3 Molekulare Pathogenese der MPGN II im Tiermodell

Dariiber hinaus bot die Information der Sequenz von pigFH die Moglichkeit, die

molekulare Pathogenese von Plasmadefizienz fiir FH in Assoziation mit MPGN II im

Tiermodell der Norwegischen Yorkshire Schweine zu studieren:

Lassen sich Mutationen im pigFH-Gen des Schweines im Sequenzvergleich
zwischen homozygot gesundem und erkranktem Schwein ermitteln?

Welche Auswirkungen haben diese Mutationen fiir die Expression von pigFH auf
der Ebene von mRNA und Protein im Lebergewebe?

Wie ist die molekulare Pathogenese der FH-Plasmadefizienz und MPGN 1I in
diesem Tiermodell und welche Riickschliisse lassen sich daraus auf die
Pathophysiologie der MPGN II und anderer FH-assoziierter Erkrankung wie dem

atypischen Hamolytisch Urdmischen Syndrom beim Menschen ziehen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Molekularbiologie

Alle Chemikalien wurden von Sigma (Taufkirchen, Deutschland), Biomol (Hamburg,
Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und
Serva (Heidelberg, Deutschland) bezogen. Alle Plastikwaren wurde von Greiner
(Solingen, Deutschland) und Nalgen-Nunc (Wiesbaden, Deutschland) bezogen. TRIzol
Reagenz, SuperScriptll Reverse Transkriptase und Oligo(dT)-Primer wurden von Life
Technologies (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Alle Restriktionsenzyme, Taq DNA
Polymerase und [0(—32P]dATP Redivue wurden von Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg, = Deutschland)  bezogen.  Protein-Extraktionspuffer =~ PE-LB  und
Proteinaseinhibitor Protease-Arrest wurden von CellConcepts (Umkirch, Deutschland)
bezogen. High Pure Tissue RNA Kit und T4 DNA-Ligase wurden von Roche
(Mannheim, Deutschland) bezogen. TOPO-TA Cloning Kit wurde von Invitrogen
(Groningen, Holland) bezogen. Nytran Nylonfilter und Protran Nitrocellulosefilter
wurden von Schleicher&Schuell (Dassel, Deutschland) bezogen. Poly-ATtract mRNA
Isolation System und Prime-a-Gene labeling system wurden von Promega (Mannheim,
Deutschland) bezogen. Von Qiagen (Hilden, Deutschland) wurden QIAprep Miniprep
Kit, QIAquick Gel Extraction Kit, QIAquick PCR Purification Kit und Ni**-NTA
Agarose bezogen. Microspin S300 Sédulen wurden von Bio-Rad (Miinchen,
Deutschland) bezogen. ZAP-cDNA Sythesis Kit und ZAP-cDNA GigapackIll Gold
Cloning Kit wurden von Stratagene (Amsterdam, Holland) bezogen. Dialyseschlauch
SpectraPor 6 MWCO 1000 wurde von Serva (Heidelberg, Deutschland) bezogen.
Ultrafree-15 Zentrifugen-Filter Biomax-5k wurden von Millipore (Eschborn,
Deutschland) bezogen. BCA Protein Assay Reagentien wurden von Pierce (Rockford,
USA) bezogen. BaculoGold Baculovirus DNA wurde von BD Pharmingen (San Diego,
USA) bezogen. BigDye Terminator Kit zur Sequenzierung wurde von Applied

Biosystems (Langen, Deutschland) bezogen.

2.1.2 Gewebe und Seren
Frisches Schweinelebergewebe wurde von der Schlachterei Ernst (Hamburg,
Deutschland) bezogen. Die Schweinerasse des weiblichen Tieres war Deutsches

Mastschwein. Die Schlachtung des Tieres wurde ausschlieBlich zum Zwecke der
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Fleischproduktion durchgefiihrt. Die als Abfallprodukt anfallende Leber des Schweines
bildete das Ausgangsmaterial fiir mehrere Untersuchungen in dieser Arbeit. Nach
vorschriftsgemifBer Totung und Zerlegung des Tieres wurden Gewebestiicke der Leber
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Bearbeitung bei —70 °C
aufbewahrt. Lebergewebe von einem homozygot FH-defizienten Ferkel und einem
gesunden Ferkel der Schweinerasse Yorkshire wurden von Dr. Kolbjorn Hogasen
(Lillehammer, Norwegen) zur Verfiigung gestellt, ebenso Plasma der beiden Tiere. Fiir
die vorliegende Arbeit stand nur das genannte Material dieser beiden Tiere zur
Verfiigung. Da die Erkrankung in der Norwegischen Yorkshire Schweinzucht eleminiert

wurde, ist weiteres Material fiir zusitzliche Studien nicht Verfiigbar[15 o,

2.1.3 Zellen und Medien

Spodoptera frugiperda Zellen (SF9) wurden von Invitrogen (Groningen, Holland)
bezogen. Grace’s Medium und X-Press Medium wurden von BioWhittaker (Vervier,
Belgien) bezogen. Fotales Kilber Serum (FCS), Streptomycin, Penicillin und
Amphotericin B wurden von Life Technologies (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.
Zellkultur-Flaschen und Zellkultur-Plastikwaren wurden von Nunc (Roskilde,

Dinemark) bezogen.

2.1.4 Antikorper und Proteine

o-pigFH(rabbit) Antiserum wurde von Dr. Kolbjorn Hogasen zur Verfiigung gestellt.
o-hFH SCR1-4(rabbit) Antiserum wurde von Eurogentec (Seraing, Belgien) hergestellt
unter der Verwendung von rekombinant exprimiertem, humanem FH SCRI1-4
Fragment. o-C3(sheep) Antikorper wurde von The Binding Site (Birmingham, England)
bezogen. Antikorper o-humanFH(goat) und die HRP-konjugierten Antikorper
o-rabbitlgG(goat), o-mouselgG(rabbit) und o-sheeplgG(rabbit) wurden von Dako
(Glostrup, Dénemark) bezogen. o-HisTag(mouse) Antikorper wurde von Sigma
(Heidelberg, Deutschland) bezogen. FITC-gekoppelter zweiter  Antikorper
o-rabbitlgG(goat) wurde von ICN (Eschwege, Deutschland) bezogen. Humanes C3b,
Faktor H und Faktor I wurden von Calbiochem (Schwabach, Deutschland) bezogen.
HiTrap Heparin Sdulen wurden von AP Biotech (Freiburg, Deutschland) bezogen.

2.1.5 Equipment und Software
PCR Reaktionen wurden in zwei Geriten durchgefiihrt: GeneAmp 9700 von Applied
Biosystems (Langen, Deutschland) und Robocycler von Stratagene (Heidelberg,
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Deutschland). Die Sequenzierung wurde am Bernhard-Nocht-Institut mit einem Abi
Prism 377 Sequencer von Applied Biosystems durchgefiihrt. Oligonukleotide wurden
am Bernhard-Nocht-Institut synthetisiert an einer Expedite Workstation von Millipore
(Eschborn, Deutschland). UV-Crosslinking wurde mit dem Stratalinker 1800 von
Stratagene (Amsterdam, Holland) durchgefiihrt. BCA-Proteinassays wurden im
Elisareader MRX-Microplatereader von Dynatech (Denkendorf, Deutschland)
ausgewertet. Fiir die konfokale Lasermikroskopie wurde das Modell TCS von Leica
(Heidelberg, Deutschland) benutzt. Protein/Protein Interaktion wurde mit dem
BIAcore® 2000 Geriit und dem CM5 Sensor Chip von BIAcore AB (Uppsala, Sweden)
durchgefiihrt. Heparin-Bindungsassays wurden mit dem AKTAprime Instrument von
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, Deutschland) durchgefiihrt.

Bandenquantifizierung wurde mit der Software Gene Tools von Syngene (Cambridge,
England) durchgefiihrt. Homologievergleiche und Contigs wurden mit einer
Demonstrations-Version der Software VectorNTI 5.5 von InforMax (Oxford, England)
erstellt. Dabei wurde der ClustalW-Algorhythmus verwandt mit niedriger Gap-Open-
und Gap-Extension-Penalty sowie der Blosum62 Proteinmatrix. Alle grafischen
Datenauswertungen wurden mit GraphPad Prism 2.1 von GraphPad Software (San

Diego, USA) erstellt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologie

Standardpuffer

TBE 89 mM Tris/Borat; 2,5 mM Na-EDTA; pH 8,0

PBS 145 mM NaCL; 3,3 mM NaH,PO,; 6,7 mM Na,HPO,

VBS (5x) 83 g NaCl; 10,19 g Na-5,5‘diethyl-barbiturat Salz; ad 2L; pH 7,3

SDS-Puffer (10x) | 30,4 g Tris; 144 g Glycin; 10 g SDS; ad 1L

DNA-PP. (6x) 30 % Glycerol; 0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % Xylencyanol in H,O
SDS-PP. (2x) 1,25 g Tris; 20 ml Glycerin; 2 g SDS; 1 mg Bromphenolblau; ad 100 ml;
pH 6,8; reduzierend: Zusatz von 0,1 M DTT (Endkonz. der Probe)

Kulturmedien
SM Medium 5,8 g NaCl; 2 g MgSO, x 7 HO; 50 ml 1 M Tris pH 7,5; 5 ml Gelatine 2 %
LB Medium 10 g Peptone tryptisch verdaut; 5 g Hefeextrakt; 5 g NaCl; ad 1 L; pH 7,2

NZY Medium 5 g NaCL; 2 g MgSO,x 7 H,O; 5 g Hefeextrakt; 10 g NZ Casein

Fiir die Herstellung von Nihrboden erfolgte die Zugabe von 15 g Agar pro Liter
Medium.

Fiir die Herstellung von Top-Agar wurden 7 g Agar zugesetzt pro Liter Medium.

Fiir eine Ampicillin-Selektion wurden 100 pug/ml Ampicillin zugesetzt.

Samtliche Losungen wurden mit Aqua Bidest angesetzt und autoklaviert. Bei
Verwendung thermolabiler Ingredientien erfolgte stattdessen eine Sterilfiltration der

Losungen durch Spritzenfilter der Porengréfe 0,2 pm.

PCR-Reaktion

Der Standard-Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten:

10 ul 10x PCR-Reaktionspuffer
16 ul dNTP- Mix (1,25 mM each)
Sul Forward-Primer

S5ul Reverse-Primer

1-3 ul Template DNA

1l Taq DNA-Polymerase

ad 100 ul ddH,0
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PCR-Programme

Folgende PCR-Programme wurden in den Cyclern GeneAmp 9700 von Applied

Biosystems und Robocycler von Stratagene eingesetzt:

Gerit: GeneAmp 9700

Programm: I

Zyklenzahl 1x 35x 1x
Temperatur 95 °C 95 °C 56 °C 72 °C 72 °C 4°C
Zeit 5 min 45 sec 45 sec 90 sec 10 min oo
Programm: II

Zyklenzahl 1x 35x 1x
Temperatur 95 °C 95 °C 58 °C 72 °C 72 °C 4°C
Zeit 5 min 60 sec 60 sec 90 sec 10 min o0
Programm: III

Zyklenzahl 1x 30 x 1x
Temperatur 95 °C 95 °C 50 °C 60 °C 4°C

Zeit 2 min 10 sec 5 sec 240 sec 0o
Gerit: Robocycler

Programm: IV

Zyklenzahl 1x 35x 1x
Temperatur 95 °C 95 °C 56 °C 72 °C 72 °C 4°C
Zeit 5 min 90 sec 90 sec 75 sec 8 min o0
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PCR-Primer

Folgende Primer wurden in der PCR verwendet:

Name Sequenz | Position
1. Sequenzierungs-Primer
pigFH 0 ™ GCAGAACCTGACACAGTGTTG 14
pigFH 1 ™" GGAGGATTGTCAGTGGTGCC 537
pigFH 1 & GCATCTGATACCCCTCATCGC 414
pigFH 2 ™ GGTTTTTACACACCTGAATC 896
pigFH 2 k¢ GATTCAGGTGTGTAAAAACC 896
pigFH 3 ™ GTTCAGTGCTATCCCGGCTAC 1307
pigFH 3 & GTAGCCGGGATAGCACTGAAC 1307
pigFH 4 ™" TGCGCCACTACCTGAGAATG 1597
pigFH 4 & TCAAACCCTTGCTGGCATTC 1670
pigFH 5 " GGGGAAAATCAGAAAGCAAATACTC 2415
pigFH 5 & GAGTATTTGCTTTCTGATTTTCCCC 2415
pigFH 6 " TGCATGTGTAGTTTCAGAAG 3583
pigFH 6 & CTTCTGAAACTACACATGCA 3583
pigFH 7 & TGCCAAGTTTAATGAGATGC 3974
pigFH 8 ©" CATAGGCCCAAAGAAGCCATCG 3091
pigFH 8 & CGATGGCTTCTTTGGGCCTATG 3091
pigFH 9 " CTTGTGAAGATGGTTTCGAG 2793
pigFH 9 & CTCGAAACCATCTTCACAAG 2793
pigFH 10 ™" CAAACCACCTCAGTGCAAAGAC 3379
pigFH 10 & GTCTTTGCACTGAGGTGGTTTG 3379
pigFH 11 ™" TGAACCACCTGAAATAGACC 2683
pigFH 12 7" TTTGGGATTGATGGACCTGC 2978
pigFH 13 ™" AGCACGTTATGAGTGCATCG 3304
EST 5 ™ CCACCCCCTCAACTCCTCAATGG 1964
EST 3 * GGGTCCAACCAGTGAAAATGATGCA 2230
2. Klonierungs-Primer
g‘s“ffpg'scm AACTGCAGGAAGACTGTAGAGAACCTCCTCC 120
gf?g‘scm GCGGCCGCTGAAGACTGTAGAGAACCTCCTCC 120
%ng{lgvcm GGAATTCTACACATGAAGGAACTGGGGCCCA 839
E‘Cgfgiicm GGAATTCGACAAGGATGCACTTGGGAGGAGG 1379
ﬁ;fgg{ SCRIS | 6CGGCCGCTGAAAAAATTCCATGTTCTGAACCACC 2657
E‘CgfgngR 20 | GGAATTCTCCACACGTAGGATAGGCCACTTTGCC 3749
3. Kontroll-Primer
hB-Actin®™ TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA 508
hB-Actin®® GGCTCCATCCTGGCCTCGCTGTCC 1067
pP-Actin *" ACGGGCAGGTCATCACCATC 365
pB-Actin * ACACGGAGTACTTGCGCTCG 632
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Aufreinigung von PCR-Produkten

Fiir die Aufreinigung von PCR-Produkten zur Abtrennung von Primern, Nukleotiden,
Polymerasen und Salzen wurde das QIAquick PCR Purification Kit gemil
Herstellerangaben verwendet. Alternativ wurden auch Verdaus iiber diese Siulen
aufgereinigt, um Restriktionsenzyme und Stuffer-Fragmente vor nachfolgenden
Ligationsschritten zu entfernen. Es wurde immer in den vom Hersteller mitgelieferten

Puffer EB eluiert.

Restriktionsverdau

Restriktionsverdaus wurden sowohl zu analytischen als auch zu priparativen Zwecken
fiir spétere Ligationen durchgefiihrt. Standardenzyme waren EcoRI, Notl und Pstl, die
alle im Hersteller-Puffer H bei 37 °C optimal schneiden. Mengen und Inkubationszeiten

wurden den jeweiligen Anforderungen angepalt.

Ligation von DNA-Fragmenten

Standard-Ligation war die Ligation von PCR-Produkten in den pCR2-Vektor mit dem
TOPO-TA-Cloning Kit wie es der Hersteller vorschreibt. Der mit Topoisomerase
aktivierte Vektor erlaubt kurze Ligationszeiten und hohe Ausbeuten. Fiir die Ligation in
pBSV8His wurden der geschnittene Vektor (25 ng/ul) und das zu inserierende DNA-
Fragment im Mengenverhiltnis 1:1 eingesetzt und mit Ligationspuffer und T4 DNA-
Ligase inkubiert. Die Reaktionen wurden mindestens U/N bei 13 °C im Thermoblock

durchgefiihrt.

Herstellung kompetenter E.coli DH Sa

Verwendeter Zellstamm: Escherichia coli DH 5o

Zwei Milliliter einer U/N-Kultur wurden in 200 ml LB-Medium bei 37 °C bis zu einer
ODggo von 0,6 im Schiittelinkubator herangezogen. Die Zellen wurden anschlieBend bei
4 °C und 3000 g sedimentiert, in 70 ml eiskalter CaCl,-Losung (0,1 M) resuspendiert
und fiir I h auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C wurden
die Bakterien vorsichtig in 8 ml einer 0,1 M CaCl-Loésung (Zusatz von 15 % Glycerol)
resuspendiert. Die Bakterien wurden nach Inkubation U/N bei 4 °C in Aliquots von 100
ul bei =70 °C gelagert.

Transformation kompetenter Bakterien
Hundert Mikroliter der kompetenten Zellen wurden mit 5 pl des Ligationsproduktes (ca.

200 ng Plasmid-DNA) fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fiir
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1,5 min bei 42 °C wurde der Ansatz mit 400 ul LB-Medium fiir 45 min bei 37 °C
geschiittelt. 50 - 400 pl des Transformationsansatzes wurden auf LB-Agarplatten mit
100 pg/ml Ampicillin ausplattiert. Fiir die Nutzung der Blau/Weil3-Selektion erfolgte
eine Zugabe von 40 pl X-Gal als Substrat und 40 pl IPTG zur Induktion des Lac-
Operons. Nach Inkubation der ausplattierten Bakterien U/N bei 37 °C erfolgte die
Isolierung der positiven weiBen Kolonien und deren Anzucht als U/N-Kultur in LB

Ampicillin Medium zur weiteren Analyse.

Plasmidisolierung

Von einzelnen Bakterienkolonien wurde eine 3 ml Ubernachtkultur in LB-Amp-
Medium  angesetzt. Anderntags erfolgte gemill  Herstellerangaben  eine
Plasmidpriparation mit QIAprep Miniprep Sdulen. Die Plasmid-DNA wurde in Puffer

EB eluiert, per Restriktionsanalyse auf Inserts untersucht und anschlieBend sequenziert .

Agarose-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA zu analytischen oder préparativen
Zwecken erfolgte in 1 % (w/v) Agarose, gelost in 1 x TBE unter Zusatz von 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid. Der Gellauf wurde in horizontalen Flachgelkammern mit 1 x TBE als
Laufpuffer bei 10 V/cm Gellidnge durchgefiihrt. Die Proben wurden vor der Auftragung
mit 0,2 Vol. DNA-Probenpuffer (DNA-Dye) versetzt. Die Dokumentation erfolgte mit

Hilfe eines UV-Transilluminators, Kamera und Videoprinter.

Gelextraktion
Gele, die zur Préparation bestimmt waren, wurden im Preparativ-Modus auf dem UV-
Tisch visualisiert und die gewiinschte Bande ausgeschnitten. Diese wurde mit QIAquick

Gel Extraction Kit aus dem Gel eluiert nach Anweisung des Herstellers.

Phenol-Chloroform-Extraktion

Die DNA-L6sung wurde mit einem halben Volumenanteil Phenol (Tris-gesittigt, vom
GefiBBboden abgenommen) und einem halben Volumenanteil Chloroform gut gemischt
und fiir 5 min bei Raumtemperatur unter mehrmaligem Mischen inkubiert. Durch
anschliefendes Zentrifugieren fiir 10 min bei 4 °C und 10.000 g erfolgte eine
Auftrennung in wissrige und organische Phase. Die wissrige Phase wurde

abgenommen und die DNA prézipitiert.
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DNA-Prizipitation

Die Féllung von DNA aus wissrigen Losungen erfolgte durch Alkohol-Prézipitation. Zu
der wissrigen DNA-L6sung wurden 1 pl Glykogen und 2 Vol Ethanol —20 °C gegeben.
Die DNA wurde 1 h bei =70 °C oder U/N bei —20 °C prizipitiert und anschlieBend fiir
15 min bei 10.000 g, 4 °C in der Tischzentrifuge pelletiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurde der DNA-Niederschlag mit 1 ml 70 % Ethanol —20 °C gewaschen
und erneut fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Die prézipitierte DNA wurde bei 40 °C
offen im Thermoblock getrocknet und entsprechend der gewiinschten Konzentration in

ddH,O (min 10 pl) resuspendiert.

DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit Hilfe des BigDye Terminator Sequencing Kits.
Als Template dienten QIAprep gereinigte Plasmid-DNA oder das QIAquick gereinigte
PCR-Produkt. Der Reaktionsansatz bestand aus 4 pul ReadyReaction-Mix, 1 ul Primer
(10 pmol), 1-2 ug DNA und HPLC-H,O ad 20 pl. Das Temperatur-Profil der PCR-
Reaktion ist unter Programm III beschrieben. Die Reaktionsprodukte wurden in 90 pl
HPLC-H,0O (1 M Na-Acetat; pH 4,6) aufgenommen, 250 pl Ethanol abs. zugegeben,
gevortext und sofort 15 min bei RT 10.000 g gefillt. Nach einem weiteren Waschschritt
mit 70 % Ethanol wurden die Reaktionsprodukte 10 min offen im Thermoblock bei

37 °C getrocknet. Die anschlieende Sequenzierung erfolgte im Hause.

RNA-Isolation

Das Ausgangsgewebe wurde bei —70 °C gelagert. Ungefihr 0,9 g Gewebe wurden unter
kontinuierlicher Zugabe von fliissigem Stickstoff zu Pulver gemorsert. Das
Gewebepulver wurde mit einem gekiihlten Spatel in ein Falcon iiberfiihrt, das 9 ml
vorgewirmtes Trizol enthielt, sofort geschiittelt und so lange gevortext, bis samtliches
Gewebe aufgelost war. Um ein einfacheres Handling zu ermoglichen, wurde die Losung
auf 2 ml-Tubes aliquotiert. Die Tubes wurden nach der Anleitung des Herstellers
bearbeitet, beginnend mit der Zugabe von 300 pl Chloroform. Die RNA-Pellets wurde
in ddH,O aufgenommen, gepoolt und photometrisch quantifiziert. Aus 0,9 g Gewebe

konnten 1,87 mg gesamt RNA isoliert.

Poly-(A)mRNA-Selektion

Die Isolation wurde durchgefiihrt, wie es das Protokoll des Herstellers vorsieht. 1 mg

gesamt-RNA in einem Volumen von 500 pl ddH,O wurde zur mRNA-Isolation
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eingesetzt. Die RNA wurde 10 min bei 65 °C erhitzt und mit SSC-Puffer und
Biotin/Oligo-d(T) Primer versetzt. Nach 10 min Inkubation bei RT wurden die
gewaschenen und equilibrierten Streptavidin MagnaSphere Partikel zum Ansatz
dazugegeben und weitere 10 min inkubiert. Dann wurden die Partikel mit dem
Magnetstinder zur Tube-Wand gezogen und die Restfliissigkeit entfernt. Es folgten 4
Waschschritte mit 0,1x SSC. Die Elution erfolgte in 2 Schritten mit 0,1 und 0,15 ml
ddH,O, die anschlieBend gepoolt und gefillt wurden. Aus 1 mg gesamt-RNA konnten
so 12,5 ug Poly(A)mRNA isoliert werden, dies entsprach mit ca. 1 % dem erwarteten
Anteil der mRNA an der gesamt-RNA

Herstellung einer cDNA-Bank

5 ug Poly(A)mRNA wurden zur cDNA-Synthese eingesetzt, wie es das Protokoll des
Herstellers vorsieht. Im Folgenden wird nur das zugrundeliegende Prinzip der
gerichteten Klonierung einer c¢DNA Bank erldutert, da alle praktischen
Reaktionsschritte ohnenhin in der Anleitung des Herstellers beschrieben sind und genau
befolgt wurden.

Der dNTP-Mix zur Erststrangsynthese enthilt im Nukleotidmix neben dATP, dGTP und
dTTP noch 5-methyl-dCTP als vierte Base. Da spitere Schritte einen Restriktions-
Verdau erfordern, bleibt die bis dahin synthetisierte cDNA vor einem Verdau geschiitzt,
denn die eingesetzten Restriktionsenzyme sind Methylierungs-sensitiv. Primer fiir die
Erststrangsynthese ist ein Oligo(dT)-Primer, der stromabwirts eine Xhol-Site trigt.
Somit steht nach der Erststrangsynthese ein Transkript zur Verfiigung, das bereits eine
potentielle Schnittstelle am 5’-Ende und einen Restriktionsschutz iiber die gesamte
sonstige Sequenz trigt. Die Template RNA wird mit RNAseH verdaut. Die
entstandenen Fragmente dienen als intrinsische Primer zur Zweitstrangsynthese, da
diese RNA-Fragmente von der DNA-Polymerasel nick-translatiert werden, soda3 der
zweite cDNA-Strang aufgebaut wird. Der Nukleotid-Mix wird vorher so stark mit dCTP
angereichert, daB ein Einbau von verbliebenem 5-methyl-dCTP statistisch duBerst
unwahrscheinlich ist. Im weiteren werden die iiberhangenden Enden des Doppelstranges
mit Pfu-Polymerase aufgefiillt, um glatte 3’-Enden zu erzeugen. An diese wird im
nichsten Schritt der vorgefertigte EcoRI-Adapter stumpf ligiert. Um die richtige
Orientierung des Adapters zu gewihrleisten, ist dieser an einem Strang dephosphoriliert.

Die Phosphatgruppe wird in einem weiteren Schritt angehdngt, um das EcoRI-Ende
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ligierungsfahig zu machen. Es folgt ein Restriktionsverdau mit Xhol, um am 5-Ende
den zweiten Adapter freizugeben. In den Reaktionen der Erst- und Zweitstrangsynthese
wird neben dem mitgelieferten ANTP-Mix auch [0-**P]dATP eingesetzt. Spiter werden
Aliquots der Synthese-Schritte auf einem alkalischen 1% Agarosegel mit
anschlieBender Rontgenfilmexposition kontrolliert, um den Erfolg der Reaktionen zu
iberpriifen. Die ligationsfertigen cDNA Fragmente werden dann auf einer Sepharose-
Sédule aufgetrennt, um einen unteren Cut-Off an Insert-GoBe zu gewéhrleisten.
Gleichzeitig werden Enzyme und Schnittfragmente entfernt. Die Fragment-Grofen
jeder Fraktion werden auch hier durch ein Agarosegel und Filmexposition visualisiert.
Als GroBenstandard dient eine parallele Anfarbung eines konventionellen DNA-
Markers im selben Gel mit Ethidiumbromid. Die Fraktion, die die gewiinschten
Fragment-GroB3en enthélt, wird nun in den Uni-Zap Vektor ligiert. Dieser ist mit EcoRI
und Xhol vorverdaut, so daf} eine gerichtete Klonierung erfolgen kann. Der Vektor wird
anschliefend in die Phagenhiille verpackt und liegt nun als infektioses Partikel vor. Es
wird der Titer bestimmt und eine Amplifikation der Bank vorgenommen, um diese
lagerungsfihig zu machen. Dieser Amplifikationsschritt kann nur in Bakterienstimmen
erfolgen, die hemi-methylierte DNA nicht abbauen. Nach einer Passage liegen die
Inserts dann unmethyliert vor. Der Titer wird in pfu (plaque forming units) pro ul
cDNA-Bank gemessen. Der Insertgehalt der Bank kann anhand der Blau-Weil3-
Selektion auf [IPTG/XGal-Medien ermittelt werden. Fiir eine genauere Bestimmung und
zur Ermittlung des GroBen-Bereiches der Inserts werden ca. 18 unabhidngige Klone

isoliert und deren Inserts per PCR bestimmt.

Plaque-Lifts und Membranfixierung

Fiir das Screening im Rahmen dieser Arbeit wurde die noch nicht amplifizierte cDNA-
Bank eingesetzt. Auf 11 NZY-Platten mit 150 mm Durchmesser wurden insgesamt
30 ul cDNA-Bank mit 800 pl XL-Blue U/N-Kultur in Top-Agar gegossen und wachsen
gelassen. Um das Wachstum auf genau ‘nahzu konfluent zu bringen, wurden die
Platten iiber Nacht bei RT inkubiert und am nidchsten Tag unter stiindlicher Kontrolle
bei 37 °C wachsen gelassen. Es wurden jeweils ca. 30.000 Klone pro Platte erzeugt, so
daB insgesamt 330.000 primdre Klone zum Screening bereit standen. Von den Platten
wurden doppelte Filterabziige auf Nylonmembran angefertigt. Zur Denaturierung
wurden die Filter auf fliissigkeitsgeséttigtem Whatmanpapier inkubiert. Inkubationszeit

war jeweils 5 min, die Puffer waren folgendermafB3en zusammengesetzt:
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Losung 1 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH
Losung 2 1,5 M NaCl; 0,5 M Tris pH 7,5
Losung 3 0,2 M Tris pH 7.5; 2 x SSC

Die somit denaturierte DNA wurde mittels UV-Crosslink mit 1200 kJoule auf der

Membran fixiert.

Sondenherstellung

Als Zielsequenz wurde ein Klon aus der EST-Datenbank des NIH gewdhlt, der hohe
Homologie zu humanem FH aufwies (Sus scrofa small intestine cDNA library, clone
c16b01, AccessionNr. F22851”")). Vom EST wurden die Primer EST 5™ und EST
3RV abgeleitet, die erwartungsgemiB ein Fragment von 291bp amplifizierten (PCR-
Programm I). Wie aus den Homologievergleichen mit der humanen Sequenz zu
bestimmen war, umfaft der genannte Klon c16b01 eine Sequenz von 380 Basen, die
Homologie zu den humanen SCRs 11-13 hat. Mit dieser Sequenz als Sonde konnten
daher keine moglichen Klone der Faktor-H Genfamilie gefunden werden, die diese
SCRs nicht beinhalten. Das PCR-Produkt wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt und
die Bande ausgeschnitten. Die DNA wurde eluiert und als Template fiir die Prime-a-
Gene Markierungs-Reaktion eingesetzt, wie es der Hersteller empfiehlt. Als
Radionukleotid wurde wiederum [0(—32P]dATP verwandt. Der Reaktionsansatz wurde

iiber eine S300 Sepharose-Sdule aufgetrennt, um nicht-inkorporierte Nukleotide zu

entfernen. Zur Denaturierung wurde die Sonde fiir 5 min auf 95 °C erhitzt.

Screening

Die Filterabziige wurden im Church-Mix (0,5 M Na,HPOy; 7 % SDS; 1 mM EDTA; pH
7,2) prihybridisiert. Dazu wurden jeweils 11 Filter in eine Hybridisierungs-Glasrohre
gegeben, kurz mit ddH,O angefeuchtet und dann mit Church-Mix 1 h bei 50 °C unter
kontinierlicher Rotation inkubiert. Zur Hybridisierung wurde die denaturierte Sonde zur
Prihybridisierungs-Losung dazugegeben und U/N rotierend bei 50 °C inkubiert. Am
nichsten Tag wurde die Hybridisierungslosung entfernt und die Filter einmal 30 min
mit Church-Wash (40 mM Na,HPOy4; 1 % SDS; pH 7,2) bei 50 °C gewaschen und in
PE-Folie eingeschweillit. Mit fluoreszierenden Leuchtstiften wurden die asymetrischen
Filtermarkierungen fiir die Darstellung auf dem Rontgenfilm markiert. Die
Inkubationszeit der radioaktiv markierten Filter mit dem Rontgenfilm betrug 48 h bei

-70 °C in einer Verstiarker-Kassette. Die Rontgenfilme wurden anhand der
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Markierungen mit den Ursprungs-Platten iibereinander gelegt und so die positiven
Klone identifiziert. Die Klone wurden mit dem breiten Ende einer Pasteur-Pipette
ausgestochen und in 200 pl SM-Medium mit 10 pl Chloroform eluiert. 1 pl Eluat wurde
fir die zweite Screening-Runde in Verdiinnungsschritten von 1:10 bis 1:1000
eingesetzt. Von der zweiten Screening-Runde wurden die nun einzeln liegenden
positiven Plaques mit einem autoklavierten Zahnstocher gepickt und jeweils einzeln in
einem 5-Pfennigstiick groen Areal so nah wie moglich ausplattiert, um eine hohe
Phagendichte fiir die ndchste Elution zu gewihrleisten. Der phagendichte Agar-Plug
wurde dann in 1 ml SM-Medium eluiert und das Eluat nach positiver PCR-Kontrolle zur
In-Vivo-Excision verwandt. Die In-Vivo-Excision schneidet durch Ko-Infektion mit
dem ExAssist Helfer-Phagen aus dem Uni-Zap Vektor den Phagemid pBluescript
heraus, der wiederum das gescreente Banken-Insert trigt. Dadurch ist es moglich, in
jedem weiteren Schritt nur noch das pBluescript-Plasmid anstelle der kompletten
Lamda-DNA zu bearbeiten. Das Plasmid wird nach Standardprotokoll propagiert,

prapariert und steht dann zur Sequenzierung bereit.

2.2.2 Zellkultur

Kulturmedien

Aufzucht- 4 % FCS (hitzeinaktiviert); 0,2 U/ml Penicillin; 0,2 mg/ml Streptomycin;
Medium 250 ng/ml Amphotericin B; in Xpress Medium

Teilungs- 0,2 U/ml Penicillin; 0,2 mg/ml Streptomycin; 250 ng/ml Amphotericin B;
Medium in Grace‘s Medium

Transfektions- 10 % FCS (hitzeinaktiviert); 0,2 U/ml Penicillin; 0,2 mg/ml Streptomycin;

Medium 250 ng/ml Amphotericin B; in Grace‘s Medium

Expressions- 0,2 U/ml Penicillin; 0,2 mg/ml Streptomycin; 250 ng/ml Amphotericin B;
Medium in X-Press Medium

70/30- 70 % Teilungsmedium, 30 % Expressionsmedium, 8 % FCS
Medium (hitzeinaktiviert)

Passagieren von SF9-Zellen

Fiir das Bavulovirus-Expressionssystem wurden Lepidoptera-Darmzellen der Zellinie
Sf9 von Spodoptera frugiperda verwendet. Die Zellen wurden adhérent als Monolayer
in Zellkulturflaschen mit 150 cm® Fliche kultiviert. Sie wuchsen in einem
Maximalvolumen von 50 ml des jeweiligen Zellkultur-Mediums bei 27 °C und

erhohterLuftfeuchtigkeit und wurden dreimal wochentlich passagiert. Hierzu wurden
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die Sf9-Zellen mit einem Zellschaber vom Flaschenboden geldst, in 50 ml Falcons
iiberfiithrt und bei 1200 rpm fiir 5 min abzentrifugiert. Das Zell-Pellet wurde in 30 ml
Teilungsmedium aufgenommen und im Verhéltnis 1:2 auf neue Zellkulturflaschen
verteilt. Die Zellen adhérierten fiir 20 min bei 27 °C und wurden anschlieend nach
Austausch des Teilungsmediums gegen das jeweils funktionelle Medium in Kultur
gehalten. Zur Vermehrung der Zellen wurden diese in Aufzuchtmedium gehalten.
Zellen, die zur Transfektionbestimmt waren, multen zunichst an X-Press freies
Medium gewohnt werden und wurden daher in 70/30-Medium gehalten. Die
Transfektion erfolgte dann in X-Press freiem Transfektionsmedium. Zellen zur

Proteinexpression wurden in Expressionsmedium gehalten.

Verwendeter Virus
Zur Kotransfektion von Insektenzellen mit dem Expressionsvektor pBSV-8His wurde
linearisierte BaculoGold Baculovirus DNA des Autographa californica nuclear

polyhedrosis virus (AcNPV) der Familie der Baculoviridae eingesetzt *°!.

Ko-Transfektion von Insektenzellen

Plasmid-DNA des rekombinanten pBSV8His-Expressionsvektors wurde zunédchst
photometrisch quantifiziert, um 2 pug DNA fiir die Transfektion bereitzustellen. Sf9-
Zellen (6 x 10° Zeilen) in einer 35 mm Zellkulturschale, die zuvor in 70/30-Medium
gehalten worden waren, wurden mit 0,5 pg BaculoGold Virus DNA und 2 pg
rekombinanter Plasmid-DNA kotransfiziert. Die Ko-Transfektion erfolgte mittels einer
fiir Insektenzellen modifizierten Calciumphosphat Ko—Préizipitation[ZO”: Die Zellen
wurden zundchst in Teilungsmedium aufgeteilt und in kleinen Titerschalen zum
Adhirieren  gebracht.  AnschlieBend wurde das Medium gegen 500 pul
Transfektionsmedium ausgetauscht. Plasmid-DNA und BaculoGold Virus DNA wurden
zusammenpipettiert. Nach 10 min Inkubationszeit wurde 500 ul HEPES-Puffer (25 mM
HEPES; 140 mM NaCl; 125 mM CaCly; pH 7,1) in die Losung pipettiert und die DNA
tropfenweise auf die Insektenzellen gegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 4 h bei 27
°C. Dann wurde der Uberstand abgezogen und gegen 3 ml frisches
Transfektionsmedium ersetzt. Der Ansatz wurde bei 27 °C fiir 5 Tage inkubiert. Im
Fiinf-Tage-Rhythmus wurden die Transfektionsiiberstinde dann in die jeweils
nichstgroBeren Zellkulturflaschen iiberfiihrt, sodafl {iber 24 cm? und 75 cm?
Kulturflaschen nach 20 Tagen eine 150 cm’-Flasche mit Transfektioniiberstand zur

Verfiigung stand. Dieser wurde als Ultrastock der Proteinexpression verwandt.
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Eukaryontische Expression rekombinanter Proteine

Zur Expression rekombinanter Proteine wurden ca. 2 x 10’ Insektenzellen in einer 150
cm Zellkulturflasche adhiriert, mit 35 ml Expressionsmedium versetzt und dem
entsprechenden Virusstock infiziert. Das Verhiltnis von fiinf infektidosen Viren pro
Insektenzelle ermoglicht in der Praxis die hochste Expressionsrate rekombinanter
Proteine. Die infizierten Zellen wurden zwischen 8 und 12 Tagen kultiviert und die

rekombinanten Proteine anschlieBend aus dem Uberstand aufgereinigt.
2.2.3 Proteintechniken

SDS-PAGE
Trenngelpuffer |91 g Tris-Base; 2 g SDS; ad 500 ml H,0; pH 8,8
Sammelgelpuffer | 6,05 g Tris-Base; 0,4 g SDS; ad 100 ml H,0; pH 6,8

Die Auftrennung im SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) erfolgte als diskontinuierliche Elektrophorese mit pH-Shift, um eine
hohere Trennschirfe der Proteinbanden zu erzielen.

Fiir je zwei Gele wurde folgende Polymerisation angesetzt:

Trenngel 6 ml Acrylamid (30 % Acrylamid/Bisacrylamid 29:1),

(12 %) 3,75 ml Trenngelpuffer; 5,25 ml H,0; 50 ul APS; 10 ul TEMED
Sammelgel 0,65 ml Acrylamid (30 % Acrylamid/Bisacrylamid 29:1),

(5%) 1,25 ml Sammelgelpuffer; 3 ml H,0; 25 pl APS; 5 ul TEMED

Das Trenngel wurde nach dem Giellen mit H,O-gesittigtem Iso-Butanol iiberschichtet,
um Luftsauerstoff auszuschlieen. Der Probenauftrag erfolgte in Volumina zwischen 15
und 35 ul pro Geltasche, wobei jede Probe mit 0,5 Vol SDS-Probenpuffer versetzt
wurde. Der Probenlauf erfolgte in vertikalen Elektrophoresekammern mit 1x SDS-
Laufpuffer. Fiir komplexe Proteinauftrennungen wie Serum und Gewebextrakten wurde
eine niedrige Spannung von 20 V fiir zwei Gele angelegt und bis zu 7 Stunden laufen
gelassen. Fiir einfache Proteingemische oder Reinproteine wurden bis zu 70 Volt fiir

zwel Gele bei entsprechend kurzer Laufzeit angelegt.
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Silberfiarbung

Losung | | Fixierung |30 % Ethanol; 10 % Essigséure
Losung 2 | Inkubation | 30 % Ethanol; 0,5 M Natriumacetat; 0,5 % Glutaraldehyd;
0,2 % Natriumthiosulfat

Losung 3 | Waschen | ddH,O

Losung 4 | Silber 0,1 % AgNOs; 0,02 % Formaldehyd

Losung 5 | Entwickler | 2,5 % Natriumcarbonat; 0,01 % Formaldehyd; pH 11,0
Losung 6 | Stopper 0,05 M EDTA

Das SDS-Polyacrylamidgel wurde in allen Losungen fiir mindestens jeweils 10 min in
einem Volumen von 50 ml schiittelnd inkubiert. Der Waschschritt wurde 3 mal
wiederholt oder es wurde U/N bei 4 °C gewaschen. Die silbergefirbten Gele wurden

unter Zugabe von Losung 6 in Folie eingeschweiffit und unter Durchleuchtung

eingescannt.
Western Blot

Anodenlosung 1 18,15 g Tris; 100 ml Methanol; ad 500 ml H,O; pH 10,4
Anodenlosung 2 51 g Tris; 100 ml Methanol; ad 500 ml H,O; pH 10,4
Kathodenlosung 5,2 g 6-Aminohexansaure; 200 ml Methanol; ad 1 L H,O; pH 7,6
Farbelosung 5 ml Methanol; 15 mg 4-Chloro-1-naphtol; 50 pl H,O,; ad 50 ml PBS

Beim Western Transfer werden die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulose-Membran iibertragen. Der Transfer erfolgte mittels Semi-Dry-
Elektroblotting unter Verwendung einer Semi-Dry-Blotkammer mit Graphitelektroden
fir 1 h bei 0,8 mA/cm?. Vor dem Transfer wurde das Proteingel fiir 15 min in der
Kathodenlosung inkubiert.

Die Schichtung der Filter fiir den Western Transfer war wie folgt aufgebaut:

Kathode oben

9 Lagen Whatman-Papier getrinkt in Kathodenlosung
SDS-Gel getriankt in Kathodenlosung
Nitrocellulose-Membran Protran getriankt in Anodenlésung 2
3 Lagen Whatman-Papier getrankt in Anodenlésung 2
6 Lagen Whatman-Papier getriankt in Anodenlosung 1
Anode unten
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Die Membran wurde nach dem Proteintransfer fiir mind. 15 min in PBS mit 5 %
Milchpulver (MP) geblockt, um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen. Uber
Nacht wurde dann bei 4 °C mit dem entsprechenden Antikorper 1:400 in PBS (2 % MP)
verdiinnt inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS erfolgte die Inkubation des
Proteinblots mit dem Zweitantikorper, der HRP-gekoppelt war. Es wurde 3 h bei RT in
PBS (2 % MP) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS wurde die Farbreaktion
durchgefiihrt und bei der gewiinschten Farbintensitit durch Trocknen der Membran auf

Whatmanpapier gestoppt.

BCA Protein Assay

Um Proteinkonzentrationen zu bestimmen und einzustellen, wurde der BCA Protein
Assay durchgefiihrt. Eine Serien-Verdiinnungsreihe mit BSA von 500 pg / ml bis 31,25
png / ml wurde als Standard gewdhlt. Alle Messungen wurden in einer 96-well Elisa-
Platte durchgefiihrt und jede Messung dreifach angesetzt. Nach Zugabe der BCA-
Reagentien wurden die Proben 45 min bei 37 °C inkubiert und dann in einem
Elisareader bei 570 nm gelesen. Standardkurven und Probenauswertung wurden durch

die Software erstellt.

Ni**-Chelat Aufreinigung rekombinanter Proteine
Die Aufreinigung der rekombinanten Proteine erfolgte aus dem Kulturiiberstand der

infizierten Insekten-Zellen unter Verwendung von Ni**-NTA Agarose im Batch-

Verfahren.

Ladepuffer 50 mM Nickelsulfat

Bindungspuffer 5 mM Imidazol; 0,5 M NaCl; 20 mM Tris-HCI; pH 7,9
Waschpuffer I 30 mM Imidazol; 0,5 M NaCl; 20 mM Tris-HCI; pH 7,9
Waschpuffer 11 50 mM Imidazol; 0,5 M NaCl; 20 mM Tris-HCI; pH 7,9
Elutionspuffer 1 M Imidazol; 0,5 M NaCl; 20 mM Tris-HCI; pH 7.9
Strip-Puffer 100 mM EDTA; 0,5 M NaCl; 20 mM Tris-HCI; pH 7,9

Das Sdulenmaterial wurde durch Zentrifugation (4 °C, 10 min, 450 g) in einem 50 ml
Falcon sedimentiert und der alkoholische Uberstand dekantiert. Nach einem
Waschvorgang mit ddH,O und anschlieender Zentrifugation wurde das Sdulenmaterial
mit 5 Vol Ladepuffer fiir 30 min inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit
Bindungspuffer wurde der Kulturiiberstand auf die Sdule gegeben und U/N bei 4 °C
rollend inkubiert. Es erfolgten Waschschritte mit Bindungspuffer und beiden




Material und Methoden 55

Waschpuffern. Das Protein wurde zweimal mit Elutionspuffer eluiert und gepoolt. Mit
dem Strip-Puffer wurde das komplette Nickelsulfat entfernt und das Sdulenmaterial
stand fiir eine weitere Runde zum Beladen zur Verfiigung. Bei jedem Schritt wurde ein

Aliquot aufbewahrt, um spéter den Erfolg im SDS-PAGE kontrollieren zu konnen.

Dialyse und Einengung

Die aufgereinigten rekombinanten Proteine wurden gegen 1x VBS Puffer dialysiert.
Jeweils 80 ml Eluat, gepoolt aus erster und zweiter Elution, wurden zweimal U/N bei 4
°C in einem SpectraPor 6 Dialyseschlauch (MWCO 1000) gegen 4 Liter VBS dialysiert.
Anschlielend wurden die Proteine durch Zentrifugation in Ultrafree Biomax 5K Filtern

nach Angaben des Herstellers eingeengt.

Protein-Extraktion aus Lebergewebe

100 ug Gewebe-Pulver wurde in 1,5 ml Extraktionspuffer PE-LB gegeben, der den
Proteaseinhibitormix Protease-Arrest nach Angaben des Herstellers enthielt. Die
Losung wurde dann mit einem Ultraturrax homogenisiert. Es folgte eine Zentrifugation
fiir 1 h bei 4 °C und 100.000 g, um unlésliches Material zu pelletieren. Der Uberstand
wurde in ein neues Tube iiberfiihrt und die Proteinkonzentration im BCA Assay

bestimmt.
2.2.4 Bindungsassays und Funktionsanalytik

Heparin Affinitits-Chromatographie

Bindung an Heparin und damit polyanionische Oberflachen wurde unter Verwendung
des Siulen-Chromatographiesystemes AKTAPrime untersucht. 10 ml Zellkultur-
Uberstand wurden in Laufpuffer (50 mM NaCl; 0,33x PBS) verdiinnt und auf eine
Heparin HiTrap Saule (1 ml Agarose-Séule gekoppelt mit 10 mg Heparin) gegeben. Die
Proben wurden bei einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min iiber die Sdule gegeben.
Nach griindlichem Waschen der Sidule mit 20 ml Laufpuffer erfolgte die Elution iiber
einen linearen NaCl-Gradienten von 50 mM bis 500 mM. Fraktionen von je 1 ml des
Waschschrittes und der Elutionen wurden iiber den automatischen Sammler

AKTAprime erhalten und davon je 50 ul fiir SDS-PAGE und Western Blot eingesetzt.

Interaktionsmessung mit BIAcore Biosensortechnik
Protein/Protein-Interaktion wurden mit Hilfe der Oberflichen-Plasmonenresonanz-

Technik gemessen. Dazu wurde humanes C3b mittels einer Standard-Aminokopplung
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an die Dextranoberfliche eines CM5 Biosensor-Chips gekoppelt!''?). Zwei FlieBzellen
wurden mit 35ul NHS (0.05M N-hydorxysuccinimid-carbodiimid) und EDC (0,2 M N-
ethyl-N‘-(dimethyl-aminopropyl) aktiviert. C3b wurde gegen Acetatpuffer(10 mM
Acetat pH 4,8 — 5,5) dialysiert und in 10 pg-Portionen (>150 pug/ml) in die FlieBzellen
injiziert, bis eine angemessene Kopplung erfolgt war (iiber 4000 Resonanzeinheiten).
Ein nichtgekoppelter Kanal der FlieBzelle diente als Negativkontrolle. Verbliebene
NHS-Estergruppen wurden mit einer Ethanolamin-HCl-Injektion (35 pul) deaktiviert.
Anschlieend wurden die Flie3zellen mit Injektionen von Ladepuffer (10 mM HEPES;
0,075 M NaCl; pH 7,4) und Regenerationspuffer (3 M NaCl in 10 mM Acetate Puffer;
pH 4.6) gewaschen. Interaktion der rekombinanten Fragmente mit humanem C3b wurde
untersucht. Die Proteine wurden gegen den Ladepuffer dialysiert. Jedes zu
untersuchende Fragment wurde separat in beide Fullzellen injiziert bei einer FluBrate
von 10 pl/min bei 22 °C. Die Konzentrationen der Fragmente lagen dabei zwischen
100-150 pg/ml. Alle Interaktionsstudien wurden mindestens zweimal auf unabhéngig

praparierten Biosensorchips wiederholt.

Kofaktor-Assay

Um die Kofaktor-Aktivitdt zu untersuchen, wurde ein C3b-Spaltungs Assay verwandt,
der eine nicht-radioaktive Variante des klassischen Ansatzes nach Alsenz et al.
darstellt?™. Zu 25 ul VBS-Puffer, welcher 0,5 ug Faktor I und 2,5 ug C3b enthielt,
wurden Reihenverdiinnungen der rekombinanten Fragmente gegeben. Um
Gleichverteilung aller Komponenten sicher zu stellen, wurde, wo immer moglich, ein
Master-Mix angesetzt. Der Ansatz wurde 1,5h bei 37 °C unter kontinuierlicher
Rotation der Tubes inkubiert. Dann wurde SDS-Probenpuffer und DTT hinzugegeben,
S min bei 95 °C denaturiert und anschliefend auf SDS-PAGE aufgetrennt. Die Gele

wurden entweder silbergefiarbt oder im Western Blot analysiert.
2.2.5 Immunbhistologie

Kryo-Gewebeschnitte und Immunofluoreszenzfirbung

Gewebestiicke von Schweinelebern wurden in Einbettmedium gegeben und im
Kryostaten bei -20 °C eingefroren. Nach der Aushirtung des Einbettmediums wurden
die Blocke auf dem Chuck des Kryostaten festgefroren. Die Proben wurden mit einer
ungefihren Dicke von 8 um geschnitten und auf L-Lysine beschichtete Objekttrager

aufgenommen. Alle folgenden Schritte wurden in einer Feuchtigkeitskammer bei 4 °C
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ausgefithrt. Die Schnitte wurden zundchst 5 min mit Fixationslosung (1 %
Formaldehyd; 0,1 % Glutaraldehyd in PBS) fixiert und dreimal mit PBS gewaschen.
Um unspezifische Bindungen abzusittigen wurde mit 3 % BSA in PBS fiir 15 min
geblockt. Der erste Antikorper o-pigFH(rabbit) wurde 1:80 in PBS (3 % BSA)
verdiinnt, auf die Gewebeschnitte gegeben und U/N inkubiert. Als Negativ-Kontrolle
wurden einige Schnitte nur mit PBS (3 % BSA) inkubiert. Nach drei Waschschritten mit
PBS (0,05 % Tween) wurde der FITC-gekoppelte zweite Antikorper o-rabbitlgG(goat)
1:50 in PBS (3 % BSA) verdiinnt und 1 h auf die Schnitte gegeben. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit Antifade-Medium bedeckt und mit
Deckgldsern versehen. Die Schnitte wurden bis zur Visualisierung bei 4 °C im Dunkeln

gelagert.

Konfokale Lasermikroskopie

Alle immunhistologischen Schnitte wurden mit dem Leica TCS Konfokales
Lasermikroskop analysiert. Unter Durchleuchtung der Quecksilberlampe wurden die
Zielstrukturen eingestellt und dann auf die Lasereinheit umgeschaltet. Als
Filtereinstellungen wurde der vorgegebene Standard-FITC Modus gewihlt. Zunéchst
wurde in der senkrecht auf dem Schnitt stehenden Z-Achse die optimale Schnittebene
gewdhlt und die Helligkeit mit dem Eingangsregler eingestellt. Eine Mehrschnitt-
Integration entlang der Z-Achse wurde nicht durchgefithrt. Um den Signal-Rausch-
Abstand zu verbessern, wurde das Bild viermal gescannt und die akkumulierten Bilder
integriert, wie es der Hersteller empfiehlt. An Objektiven kamen x 10, x 20 und (mit

Immersionsol) x 63 zum Einsatz.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung von Faktor H des Schweines

3.1.1 cDNA-Bank und Screening

Die Synthese der Quell-cDNA aus der isolierten mRNA wurde unter Zugabe des
Radionukleotids [o-**P]JdATP durchgefiihrt, um die GroBenverteilung der Fragmente in
allen Schritten im alkalischen Agarosegel kontrollieren zu konnen. In Abbildung 9 sind
die zugehorigen Autoradiogramme gezeigt. Wie in Abbildung 9A zu erkennen,
rangieren die cDNA-Fragmente der Erststrangsynthese zwischen 0,3 kb und 4,0 kb. Die
Zweitstrangsynthese erzeugt Fragmente bis zu einer Lidnge von iiber 9,5 kb. Diese
GroBenzunahme ist in der teilweisen Riickfaltung und Loopbildung des Erststranges
begriindet, der dann durch die Polymerase verlingert wird.

Die cDNA-Fragmente wurden dann auf einer Sepharose-Sdule aufgetrennt und
groBBenfraktioniert. Abbildung 9B zeigt die GroBenverteilung der cDNA Fragmente in
den einzelnen Fraktionen, die im zugehorigen Autoradiogramm nachgewiesen wurden.
Fraktion 3 wurde zur weiteren Bearbeitung ausgesucht. In dieser Fraktion waren
einerseits die hochsten FragmentgroBen zu verzeichnen, andererseits garantierte ein

unterer Cut-off bei ca. 600 bp ein Minimum an Insertgrof3e.

7

9416- 4361-

2322- | 1353-

872-

1078- 603-

603- 310-
310-

9A 9B

Abb. 9: GroBlenverteilung der Fragmente der cDNA-Banksynthese, im Autoradiogramm
nachgewiesen. 9A: Autoradiogramme der Erst- und Zweitstrangsynthese. Die Grofle der Fragmente der
Erststrangsynthese (1.) rangieren zwischen 0,3 und 4,5 kb, die der Zweitstrangsynthese (2.) zwischen 6,0 und
tiber 9,5 kb. 9B: Autoradiogramme der GroBenfraktionierung (Fraktionen 3 bis 7). Fraktion 3 enthalt
Fragmente zwischen 6,0 und 4,5 kb. Positionen des DNA-Markers sind jeweils links in bp angegeben.
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Von der nicht amplifizierten Bank wurde 1l auf einer 150 mm Bakterienplatte
ausplattiert. Es resultierten ca. 20.000 Klone, von denen nur einer bei der Blau/Weil3-
Selektion als insertfrei eingeschétzt werden mufite. Es wurden 18 Klone zufillig gepickt
und die Insertgrole per PCR bestimmt. Die Groflenverteilung der Inserts lag zwischen
0,8 kb und 3,9 kb mit einer durchschnittlichen InsertgroBe von 1,6 kb. Der Titer der
Bank wurde mit 4 x 107 pfu / ug DNA bestimmt. Die Bank wurde auf 11 Platten mit je
30.000 pfu (plaque forming units) ausplattiert, so dal ein Screen von 330.000
unabhingigen unamplifizierten Klonen moéglich war. Es wurden 48 positive Klone in
der ersten Screening-Runde gefunden, die in der PCR auf ihre Inserts untersucht wurden
(Primer EST 57 und M13%", PCR Programm I). 11 Klone mit den dhnlich groBten
Inserts wurden ausgewihlt und einer zweiten Runde unterzogen. Von der zweiten
Screening-Runde wurde der ldngste Klon ausgewdhlt, als Klon pigFH11 benannt und
die Nukleotidsequenz des Inserts bestimmt. Die Bestimmung der Sequenz wurde in
beide Richtungen ausgefiihrt. Die eingesetzten Sequenzierungsprimer sind in der
Primerliste mit ihrer spdter bestimmten Position aufgefiihrt. Die gefundene
Nukleotidsequenz und die abgeleitete Aminosiduresequenz zeigen hohe Homologie zu
allen bisher bekannten FH-Sequenzen. Die Homologie betrigt 62 % zum Menschen, 58
% zur Maus und 60 % zur Ratte auf Aminosidure-Ebene. Daher wurde der Klon mit

pigFH benannt (GenBank Accession Nr. AJ278470).

3.1.2 Die Sequenz von pigFH

Das Insert des in zwei Screening-Runden gefundenen Klones pigFH ist insgesamt
4003 bp lang. Es beginnt mit einer 59 Basen langen 5 untranslatierten Region (UTR).
Mit dem Basen-Triplet ATG beginnt der Protein-kodierende Teil der Sequenz, der ein
durchgéngiges offenes Leseraster (open reading frame, ORF) von 3702 bp umfaft.

Der Protein-kodierende Teil beginnt mit einem Signalpeptid, welches 18 Aminosduren
lang ist, und das Protein auf den sekretorischen Pfad innerhalb der Hepatozyten
dirigiert. Dieses Signalpeptid wurde mit zwei Verfahren bestimmt: einmal mit dem
SignalP-Algorhythmus, und einmal {iber den Homologie-Vergleich mit den bekannten
FH-Signalsequenzen von Mensch und Ratte. Der SignalP-Algorhythmus ermittelt fiir
die Gesamtsequenz von pigFH anhand der Abfolge der positiv geladenen
Anfangsregion, der zentralen hydrophoben Region und der neutralen Endregion das 18

Aminosiuren lange Signalpeptid®®!. Diese in silicio ermittelte Aminosiure-Sequenz
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des Signalpeptids weist eine Homologie von 72 % zur humanen Signalsequenz und von
55 % zur Signalsequenz der Ratte auf.

Das reife Protein beginnt mit Glu (E-1) und besteht aus 1216 Aminosduren. Das
kalkulierte Molekulargewicht betrdgt 136 kDa. Der 3 UTR umfaf3t 222 Basen, der vom
Poly(A)-Schwanz  gefolgt wird. Das  Polyadenylierungssignal — mit  der
Konsensus-Sequenz ATTAAA befindet sich 17 Basen upstream des Poly(A)-
Schwanzes. Die Homologie iiber die gesamte Sequenz des reifen Proteins betrigt 62 %
fiir Schwein und Mensch, 58 % fiir Schwein und Maus, und 60 % fiir Schwein und
Ratte auf der Aminosédure-Ebene. Da von FH vom Rind nur die Sequenz von SCR 3 bis
SCR 12 bekannt ist, konnte kein Homologievergleich mit dieser Spezies durchgefiihrt
werden. Vier potentielle Glykosilierungsstellen mit der Konsensus-Sequenz NXS oder
NXT konnen von der Aminosduresequenz abgeleitet werden. Diese liegen in SCR 9, 12,
13 und 18. Nur eine davon (NDT) in SCR 9 ist identisch mit der humanen Site. Die
Homologie zur Sequenz des EST, von dem die Sonde zum Screen der cDNA-Bank
abgeleitet wurde, betrigt 90 %. Dieser relativ niedrige Homologiegrad erklért sich
durch mehrere fehlende Basen im 3° Bereich des EST, was als Sequenzierungsfehler
des EST-Klones zu werten ist. In allen bisher bekannten Sequenzen von FH ist in SCR 4
die Aminosdure-Sequenz RGD (Arg-Gly-Asp) gefunden worden, die eine Konsensus-
Sequenz fiir Zelladhdsions-Funktionen darstellt. In der Sequenz von pigFH findet sich
an dieser Stelle hingegen die Abfolge RGE. Dieses Ergebnis wurde durch
Sequenzierung einer getrennt isolierten cDNA eines Schweines anderer Rasse und
Herkunft abgesichert.

Die gefundenen Charakteristika der pigFH-Sequenz sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Die cDNA-Sequenz von pigFH ist in Abbildung 10 wiedergegeben.

Insert 4003 bp Molekular-Gewicht 136 kDa

5-UTR 59 bp Struktur 20 SCRs

3-UTR 222 bp Glykosilierungsstellen SCR 9, 12,13, 18
ORF 3702 bp Homologie Schwein-Mensch |62 %
Signal-Peptid 18 AS Homologie Schwein-Maus 58 %

Reifes Protein 1216 AS Homologie Schwein-Ratte 60 %

Tab. 5: Zusammenfassung der Charakteristika der gefundenen Sequenz von pigFH. Das
Molekulargewicht wurde anhand der AS-Zusammensetzung berechnet. Die Glykosilierungsstellen
wurden anhand der bei pigFH gefundenen Konsensus-Sequenzen NXS und NXT ermittelt. Die

Homologien wurden auf AS-Ebene fiir die Gesamt-Sequenzen bestimmt.
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Abb. 10: Sequenz von pigFH. Abgebildet ist die Basen-Sequenz und die abgeleitete AS-Sequenz von

FH von Sus scrofa. Linke Zahlenangabe: Basensequenz ab erster Base des 5° UTR. Rechte Zahlenangabe:
AS-Sequenz ab erster AS des reifen Proteins (E-1, SCR 1). SCR-Grenzen sind oberhalb der

entsprechenden AS

eingezeichnet.

Potentielle N-Glykosilierungsstellen

sind eingerahmt.

Der

korrespondierende Bereich zum Klon der EST-Database ist fett gedruckt. 5° und 3° UTR sind in
Kleinbuchstaben gedruckt. GenBank Accession Nr. AJ278470.
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Humaner FH besteht aus 20 SCR Dominen, deren globuldre Tertidrstruktur durch
hochkonservierte Cysteine gewihrleistet wird. In jedem SCR finden sich vier Cysteine
in konservierten Positionen, die in einem I-III, II-IV Modus Cystin-Briicken bilden. Um
eine mogliche SCR-Struktur auch fiir pigFH nachzuweisen, wurde die Sequenz
unterteilt und die Homologie zwischen den Sequenz-Abschnitten verglichen. Der

Homologievergleich fiir einzelne SCRs ist in Abbildung 11 wiedergegeben.
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Abb. 11: Nachweis der SCR-Struktur von pigFH. Zahlenangaben links bezeichnen das SCR.
Konservierte Cysteine sind invers gedruckt. Weitere konservierte AS sind grau unterlegt. Die

Konsensussequenz ist darunter angegeben.

Demnach besteht pigFH aus 20 SCR Doménen, wie es auch von humanem FH und FH
der Maus bekannt ist. Die Positionskonservierung der fiir die globuldre Tertidrstruktur
verantwortlichen, strukturbildenden Cysteine 146t sich in diesem Sequenzvergleich fiir
pigFH nachweisen. Die Konsensussequenz steht in guter Ubereinstimmung mit der

Konsensussequenz von Mensch, Maus und Ratte.

3.2 Rekombinante Expression von pigFH-Fragmenten

3.2.1 Expression dreier pigFH-Fragmente

Drei Fragmente des pigFH-Molkiils wurden ausgewihlt und exprimiert, um funktionelle
Domainen charakterisieren zu konnen. Die Auswahl der Fragmente richtete sich nach
der bisher bekannten Doménenkartierung am menschlichen Protein, da so ein Vergleich
der funktionellen SCR-Bereiche zwischen hFH und pigFH moglich wurde. Bei hFH
liegen Heparinbindungstellen in den Bereichen SCR 7, SCR 11-14 und
SCR 20!7108:109.1101 “ o3, Bindungsstellen von hFH liegen in den Bereichen SCR 1-4,
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SCR 10-15 und SCR 19-20!'!11126667181 " ofaktor- und DecayAccelerating-Aktivitiit
liegen im Bereich SCR 1-4!''*%%71 " AJle drei Fragmente wurden per PCR mit dem im
Screen gefundenen Klon pigFH als Template amplifiziert. Die Primer enthielten die
Klonierungsschnittstellen, die durch den Namen gekennzeichnet sind. Primer pigFH-
SCRIPstI™ und pigFH-SCR4EcoRI*®" amplifizierten ein Fragment von 751bp, Primer
pigFH-SCRIPstI™ und pigFH-SCR7 EcoRI*' ein Fragment von 1292 bp, Primer
pigFH-SCR15Notl" und pigFH-SCR20EcoRI*® ein Fragment von 1126 bp. Alle drei
Fragmente konnten amplifiziert und in den Vektor pBSV8His ligiert werden. In
Abbildung 12A sind die Lokalisationen der exprimierten Fragmente sowie die

bekannten Funktionen von hFH dargestellt.

A B

kDa
Exprimierte | 17 i 49
pigFH —

Fragmente 14 —1920

I -36
Heparin 7 11-14 20
Bindung L P —

C3b
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Abb. 12: Rekombinant exprimierte Fragmente von pigFH. In 12 A sind die Lokalisationen der drei
exprimierten Fragmente pigFH SCR1-4, pigFH SCR1-7 und pigFH SCR15-20 dargestellt. Im unteren
Bereich sind die bekannten Funktionen von hFH und ihre Lokalisationen dargestellt. In 12 B ist ein Silbergel
der drei aufgereinigten pigFH Protein-Fragmente dargestellt. Positionen des Proteinmarkers sind rechts in
kDa eingezeichnet.

Die Fragmente pig FH SCR1-4, SCR1-7 und SCR15-20 wurden im Baculovirus-System
exprimiert, um hohe Expressionsausbeute, richtige Faltung und Glykosilierung zu
gewdhrleisten. Alle drei Fragmente konnten im Kulturiiberstand sowohl mit o-pigFH
als auch mit o-HisTag Antikorpern mittels Western Blot nachgewiesen werden. Die
Ni**Chelat Aufreinigung wurde wie beschrieben durchgefiihrt und konnte die Proteine
in hoher Reinheit aufreinigen. Die aufgereinigte Proteinlosung wurde gegen VBS-Puffer
dialysiert und mittels Filterzentrifugation eingeengt. Die Fragmente pigFH SCR1-4 und
pigFH SCR15-20 konnten so konzentriert werden. Das Fragment pigFH SCR1-7
prazipitierte bei der Einengung, so daf} eine stiarkere Konzentrierung nicht moglich war.

In Abbildung 12B ist ein Silbergel der aufgereinigten Fragmente dargestellt.
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3.3 Bindungs- und Funktionsstudien

3.3.1 Interaktion mit Heparin

Bindung von FH an Heparin ist ein géngiges in vitro Modell, um die Interaktion von FH
mit negativ geladenen Oberflichen zu demonstrieren, was Vorraussetzung fiir die
Unterscheidung  Aktivator / Non-Aktivator durch FH ist. Die Bindung der
rekombinanten Fragmente pigFH SCR1-4, SCRI-7 und SCR15-20 wurde mittels
Heparinaffinitits-Chromatographie untersucht. Dazu wurde der Zellkultur-Uberstand
mit den jeweiligen rekombinanten Proteinen aufgetragen, die Heparin-Sdule gewaschen
und gebundene Fragmente mit einem linearen NaCl-Gradienten eluiert. Die Fraktionen
wurden im SDS-PAGE aufgetrennt im Western Blot mit o-pigFH(rabbit) Antiserum

detektiert. Abbildung 13 zeigt den Western Blot der einzelnen Fraktionen.
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Abb. 13: Heparin Bindungsassay. Affinitit der Fragmente pigFH SCR 1-4 (A), pigFH SCR 1-7 (B) und
pigFH SCR 15-20 (C) fiir Heparin im S&ulenassay. Kulturiiberstand wurde auf die Sédulen gegeben, der
Durchflu (DF) und die Wasch-Fraktionen gesammelt. Gebundene Fragmente wurden von der Sdule mit

einem linearen NaCl-Gradienten eluiert. Alle Fraktionen wurden im SDS-Page aufgetrennt und im Western

Blot mit a-pigFH Antiserum detektiert. Positionen des Proteinmarkers sind links in kDa angegeben.

Das Fragment pigFH SCR1-4 konnte in keiner Elute-Fraktion detektiert werden und
zeigt somit keine Bindung an Heparin (13A). Dies steht in Ubereinstimmung mit hFH,
da im Bereich von SCR 1-4 bisher keine Heparinbindungsstelle gefunden wurde. Das

Fragment pigFH SCR1-7 konnte in der zweiten Elute-Fraktion detektiert werden und
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zeigt daher Bindung an Heparin (13B). Auch dies stimmt mit hFH {iberein, da in SCR 7
eine Heparinbindungsstelle gezeigt worden ist!'””. Das Fragment pigFH SCR 15-20
konnte in den Elute-Fraktionen 2 bis 7 detektiert werden und zeigt also Bindung an
Heparin (13C). Allerdings wurde das Fragment auch noch in spiten Waschfraktionen in
erhohter Menge detektiert, wobei die erste Elute-Fraktion dann kein Protein mehr
enthielt. Fiir pigFH konnte so eine zweite Heparinbindungsstelle in SCR 15-20 gezeigt
werden, die bei hFH ebenfalls in SCR 20 lokalisiert istl108],

3.3.2 Interaktion mit hC3b

Die Bindung von pigFH an C3b wurde mit der Technik der Oberflichen-
Plasmonenresonanz im Biacore Instrument gemessen. Dabei kann die Interaktion der
beiden Bindungspartner in Echtzeit und ohne Markierung der Interaktionspartner
dargestellt werden. Als Bindungspartner wurde humanes C3b (hC3b) auf dem
Sensorchip immobilisiert. Die Bindung des zu untersuchenden Fragmentes wird in
Resonance Units (RU) ausgedriickt, die der Affinitdt der beiden Bindungspartner direkt
proportional ist. Als Negativ-Kontrolle diente ein Kanal des Sensorchips, auf dem kein
hC3b immobilisiert wurde. Die Intensitit der Bindung wird dargestellt durch die
Differenz der Zunahme in RU zwischen dem hC3b-beschichteten Kanal (Kinetik) und
dem unbeschichteten Kanal (Kontrolle) der FlieBzelle. Auf ihre Bindungsfihigkeit an
humanes C3b wurden die rekombinant exprimierten Fragmente pigFH SCR1-4 und
pigFH SCR15-20 untersucht. Alle Interaktionsstudien wurden mindestens zweimal auf

unabhingig priparierten Biosensorchips wiederholt. Die Ergebnisse sind in Abbildung

14 dargestellt.
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Abb. 14: Interaktionsmessung von pigFH-Fragmenten mit humanem C3b. Dargestellt sind die
Bindungskinetiken der Fragmente pigFH SCR1-4 (A) und pigFH SCR15-20 (B) mit hC3b. Die Bindung wird
dargestellt durch die Zunahme der Resonance Units (RU) als Funktion der Zeit. RU-Zunahme ist der Affinitit
der Proteine fiireinander direkt proportional. Als Negativ-Kontrolle wurde das jeweilige Fragment in einen

unbeschichteten Kanal der FlieBzelle injiziert. Der MaB3stab von A und B ist unterschiedlich.
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Das Fragment pigFH SCR1-4 bindet an hC3b am Maximum seiner Kinetik mit einer

Differenz von ca. 350 RU zum unbeschichtetem Kanal (A). Dies steht in
Ubereinstimmung mit humanem FH, fiir das eine Bindungsstelle fiir hC3b ebenfalls auf
die Region SCR1-4 lokalisiert werden konnte. Im Gegensatz dazu bindet das Fragment
pigFH SCR15-20 mit geringerer Affinitdt an hC3b (B). Am Maximum der Kinetik wird
eine Differenz von 40 RU zur Kontrolle erreicht. Eine Interaktion der beiden Proteine
wird damit zwar gezeigt, diese ist jedoch relativ schwach ausgeprigt. Dies steht im
Kontrast zu hFH, fiir das eine hC3b-Bindungsstelle mit hoher Affinitiit in der Region

SCR 19-20 gezeigt wurde.

3.3.3 Kofaktor-Aktivitit von pigFH mit hFI und hC3b

Kofaktor-Aktivitdat ist eine der drei entscheidenden Regulationsmechanismen von
humanem FH im Komplementsystem. Dabei wird hC3b in Gegenwart des Kofaktors
hFH durch die Serinprotease hFI gespalten. Um eine mogliche Kofaktor-Aktivitdt von
pigFH fiir hFI in der Spaltung von hC3b nachzuweisen, wurde ein nicht-radioaktiver
Spaltungs-Assay eingesetzt. Die Ergebnisse dieses Experiments im Western Blot sind in

Abbildung 15 dargestellt.
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Abb. 15: Kofaktor-Aktivitit von Fragment pigFH SCR1-4 fiir hFI in der Spaltung von hC3b.
Dargestellt sind die Komponenten des Versuchsansatzes und der zugehdrige Western Blot, der mit a-C3b
Antikorper entwickelt wurde. Negativ-Kontrollen enthielten keinen Kofaktor. Positiv-Kontrollen enthielten
hFH oder hFHL-1. Als Test-Fragment wurde pigFH SCR1-4 eingesetzt. Kofaktor-Aktivitit wird durch die
Spaltung der hC3b o-Kette in die Spaltungsprodukte 063 kDa und 043 kDa gezeigt. Positionen des

Proteinmarkers sind links in kDa angegeben.
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Die Kofaktor-Aktivitit wird demonstriert durch die Spaltung der 118 kDa Kette von
hC3b durch die Serinprotease hFI mit einem Kofaktor. Dabei wird im Western Blot die
Abnahme der 118 kDa Bande und das Erscheinen der Banden a63 kDa und 043 kDa
von hC3b nachgewiesen. Als Negativ-Kontrollen wurden hC3b oder hC3b und hFI ohne
Kofaktor inkubiert. Als Positiv-Kontrollen wurden einmal hFH und einmal hFHL-1 als
Kofaktoren eingesetzt. Da sich das Fragment pigFH SCR1-7 nicht geniigend
konzentrieren lie, um es fiir diesen Assay einzusetzen, wurde das Fragment
pigFH SCR1-4 fiir dieses Experiment gewihlt. In einer weiteren Negativ-Kontrolle
wurden hC3b und hFI mit pigFH SCR15-20 inkubiert (nicht abgebildet), wobei
angenommen wurde, dafl dieses Fragment keine Kofaktor-Aktivitdt aufweist. Alle
Positiv- und Negativ-Kontrollen fielen erwartungsgemall aus. Die Kofaktor-Aktivitit
des Fragmentes pigFH SCR1-4 wird im Western Blot durch die Abnahme der 118 kDa
Bande und das Erscheinen der Banden 063 kDa und 043 kDa von hC3b nachgewiesen.
Somit zeigt pigFH Kofaktor-Aktivitit auch fiir humanen FI in der Spaltung von
humanem C3b wund {iberschreitet in seiner regulatorischen Aktivitit die
Spezies-Grenzen. Um zu iiberpriifen, ob die in diesem Experiment gefundene Spezies-
iibergreifende Kofaktor-Aktivitit von pigFH auch quantitativ vergleichbar zu hFH ist,
wurde der beschriebene Kofaktor Assay nun quantitativ mit Verdiinnungsserien

durchgefiihrt.

3.3.4 Quantitativer Vergleich der Kofaktor-Aktivitit

Da der durchgefiihrte Kofaktor Assay zeigt, dal pigFH Kofaktor-Aktivitit fiir hFI in der
Spaltung von hC3b besitzt, sollte diese Aktivitit in einem weiteren Assay auch
quantitativ untersucht werden. Als Vergleichs-Standard wurde das rekombinante
Protein FHL-1 / reconectin gewdhlt, welches aus den ersten 7 SCR von hFH und 4
zusitzlichen AS aufgebaut ist. FHL-1/ reconectin besitzt wie FH Kofaktor-Aktivitit.
Da das Fragment pigFH SCR1-7 nicht ausreichend konzentriert werden konnte, wurde
pigFH SCR1-4 gewihlt. Von beiden Proteinen wurden initial 0,7 pg eingesetzt und
dann 1:1 Reihenverdiinnungen hergestellt. Beide Verdiinnungsreihen wurden als
Kofaktoren fiir hFI in der Spaltung von hC3b eigesetzt. Der Titer wurde definiert als
derjenige Verdiinnungsschritt, bei dem die halbmaximale Spaltung von hC3b
beobachtet wird. Spaltung von hC3b wurde gemessen anhand des Erscheinens der a63
kDa-Bande von hC3b. Da die Identitit der entstehenden Banden bereits im

vorangegangen Experiment gesichert wurde, und kein moglicher quantitativer
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Storfaktor durch einen Western Blot eingefiihrt werden sollte, wurde dieses Experiment

im Silbergel ausgewertet. Die Ergebnisse dieses Experiments im Silbergel sind in

Abbildung 16 dargestellt.
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Abb. 16: Quantitativer Vergleich der Kofaktor-Aktivitit von pigFH SCR1-4 (A) und hFHL-1/

reconectin (B). Beide Fragmente wurden auf 0.7 ug eingestellt und dann reihenverdiinnt. Korrespondierende

Spuren entsprechen gleichen Konzentrationen des Kofaktors. Der Titer (1) wurde definiert als halbmaximale
Kofaktor-Aktivitit, demonstriert durch das Erscheinen der a63 kDa Bande von hC3b im Silbergel. Fiir pigFH
SCR1-4 wurde halbmaximale Aktivititin Spur 5 bestimmt (1:8), fiir FHL-1/reconectin in Spur 6 (1:16).

Durch den optischen Vergleich der Gele wurde eingeschitzt, da3 fiir das Fragment
pigFH SCR1-4 der Verdiinnungsschritt 1:8 den Titer darstellt (16A, Spur 5). Fiir
FHL-1 / reconectin wurde der Verdiinnungsschritt 1:16 als Titer ermittelt (16B, Spur 6).
Um dieses Ergebnis abzusichern, wurde eine Bandenquantifizierung mit dem Gentools
Gel-Analysesystem durchgefiihrt. Diese Quantifizierung anhand der a63 kDa-Bande
von hC3b ermittelte fiir das Fragment pigFH SCR1-4 eine Aktivitit von 60 % im
Verhiltnis zu FHL-1 / reconectin, was in Ubereinstimmung mit dem durch optischen

Vergleich ermittelten Titer steht.

3.4 Untersuchungen zur plasmatischen pigFH-Defizienz

3.4.1 Vergleich der pigFH mRNA Expression

Fiir die Assoziation von plasmatischer Defizienz fiir FH mit MPGN II stellen die
Schweine der Norwegischen Yorkshire Zucht ein ideales Tiermodell dar. Daher ist es
von Interesse, die molekulare Ursache dieser plasmatischen FH-Defizienz zu kldren.

Um zu iiberpiifen, ob die erkrankten Tiere dieser Zucht iiberhaupt mRNA fiir pigFH
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synthetisieren, sollte zunidchst untersucht werden, ob in der Leber der homozygot
erkrankten Schweine pigFH mRNA nachweisbar ist. Dazu wurde RNA aus
Lebergewebe von einem gesunden und einem erkrankten Schwein isoliert, cDNA
synthetisiert und mit den pigFH-spezifischen Primer EST 3" und EST 5% ein 291 bp
grofes Fragment amplifiziert. Als Vergleichs-Standard wurde Beta-Aktin mit zwei
verschiedenen Primerpaaren amplifiziert (pp-Actin™ und pB-Actin®®, hB-Actin™ und

hB-Actin®®"). Das Ergebnis ist in Abbildung 17 wiedergegeben.

gesund erkrankt
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Abb. 17: Vergleich der pigFH mRNA Expression zwischen gesundem und erkranktem Schwein. RNA
wurde aus Lebergewebe beider Tiere isoliert, cDNA synthetisiert und mit verschiedenen Primern
amplifiziert. Amplifikate wurden im Agarosegel aufgetrennt. In Spur 1 und 5 wurden pigFH-spezifische
Primer verwandt. In Spur 2 und 6 sowie 3 und 7 wurden zwei verschiedene Primerpaare fiir Beta-Aktin

verwandt. In Spur 4 und 8 wurden RT-minus Kontrollen durchgefiihrt.

Bei dem gesunden und dem erkrankten Schwein konnte die pigFH-spezifische Bande in
vergleichbarer Intensitdt nachgewiesen werden (Spur 1 und 5). Beide Beta-Aktin
Banden waren bei dem gesunden und dem erkrankten Tier ebenfalls in vergleichbarer
Intensitét vorhanden, so da3 von gleichen Mengen an gesamt RNA ausgegangen werden
kann (Spur 2 und 6, Spur 3 und 7). Die Negativ-Kontrolle wurde als RT-minus PCR
ausgefiihrt (PCR mit der RNA-Préiparation als Template ohne reverse Transkription)
und zeigte, daf} die isolierte RNA nicht mit genomischer DNA kontaminiert war (Spur 4
und 8). Somit konnte gezeigt werden, da3 mRNA fiir pigFH in vergleichbarer Menge in

der Leber sowohl beim gesunden als auch beim erkrankten Tier vorhanden ist.

3.4.2 cDNA-Sequenzierung und Nachweis von zwei Mutationen

Da nachgewiesen wurde, da3B mRNA fiir pigFH bei dem gesunden und dem erkrankten
Tier in vergleichbarer Menge vorhanden war, wurde diese auf Mutationen untersucht.
Dazu wurde von gesundem und Plasma-FH defizientem Schwein RNA aus
Lebergewebe isoliert, revers transkribiert und die pigFH-spezifische mRNA in zwei

iiberlappenden Fragmenten amplifiziert. Es wurden zundchst die Nukleotidsequenzen
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im PCR-Produkt bestimmt. Dann wurde das PCR-Produkt aus weiteren PCR-
Reaktionen subkloniert und die Inserts von einzelnen Klonen sequenziert. Primerpaare
waren pigFH 0™ und EST 3%, sowie EST 5" und pigFH 7°¢, die amplifizierten
Fragmente wurden mit pigFH 0-3 (2241 bp) und pigFH 5-7 (2030 bp) benannt. Der
iberlappende Bereich entsprach dem veroffentlichten EST. Die PCR-Produkte des
gesunden Norwegischen Schweines der Rasse Yorkshire wurde kloniert, sequenziert
und mit der ebenfalls in dieser Arbeit gefundenen pigFH-Normalsequenz verglichen
(Rasse Deutsches Mastschwein). Auf Nukleotid-Ebene fand sich dabei ein Austausch
[A2939G]. Dieser Austausch fiihrt zu keiner Anderung der Aminosiure-Sequenz und
wurde daher als Polymorphismus gewertet. cDNA von der Leber des erkrankten
Schweines wurde mit den beschriebenen Primern amplifiziert und das PCR-Produkt
direkt sequenziert. Die Sequenz unterschied sich an zwei Positionen von der
Normalsequenz: Eine Mutation [C1590G] fiihrt zu einem AS-Austausch [L493V] in
SCR 9. Eine zweite Mutation [T3610G] wurde gefunden, die zu einem Aminosiure-
Austausch [I1166 R] in SCR 20 fiihrt. Die Sequenzierungs-Chromatogramme der PCR-
Produkte sind in Abbildung 18 wiedergegeben.
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Abb. 18: Nachweis von zwei Mutationen beim Schwein mit Plasmadefizienz fiir pigFH. Von gesundem

und erkranktem Schwein wurde RNA aus Lebergewebe isoliert, mit pigFH-spezifischen Primern in zwei
Fragmenten amplifiziert und in beiden Richtungen sequenziert. Dargestellt sind die Sequenz-
Chromatogramme der gefundenen Mutationen: In SCR 9 wurde eine Mutation [C1590G] gefunden, die zu
einem AS Austausch [L493V] fiihrt. In SCR 20 wurde eine Mutation [T3610G] gefunden, die zu einem AS
Austausch [11166R] fiihrt.

Die Mutationen wurden auf zwei Wegen bestitigt: (1.) Die PCR-Produkte wurden zur
direkten Sequenzierung eingesetzt. In den sequenzierten PCR-Produkten konnten dabei

keine Doppelpeaks einzelner Basen ausgemacht werden, wie sie fiir Heterozygotien
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oder Tag-Fehler typisch sind. (2.) PCR-Produkte verschiedener PCR-Reaktionen
wurden subkloniert und einzelne unabhingige Klone durchsequenziert. Von dem
Fragment pigFH 0-3, welches die Mutation in SCR 9 enthilt, wurden 6 Klone
durchsequenziert. Von dem Fragment pigFH 5-7, welches die Mutation in SCR 20
enthilt, wurden 10 Klone durchsequenziert. Die genannten Mutationen fanden sich in

allen entsprechenden Klonen.

3.4.3 Nachweis der pigFH Proteine in Plasma und Leber

Um die Auswirkung der gefundenen Mutationen auf der Proteinebene zu untersuchen,
wurden Plasmaproben und Leber-Proteinextrakte von gesundem und erkranktem Tier
im SDS-Page aufgetrennt und im Western Blot detektiert. Das Ergebnis ist in
Abbildung 19 wiedergegeben. Zur Detektion wurden zwei Antiseren eingesetzt:
o-pigFH Antiserum (A) und o-hFH SCR1-4 Antiserum (B), welches Kreuzreaktivitit
mit pigFH zeigt. Gleiche Proteinkonzentrationen der korrespondierenden Proben

wurden im BCA-Assay eingestellt (nicht dargestellt) und im Silbergel tiberpriift (C).
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Abb. 19: Western Blots und Silbergel von Plasmaproben und Leberextrakten des gesunden und des
erkrankten Schweines. Blots wurden entweder mit a-pigFH (A), oder mit o-hFH SCR1-4 detektiert (B).
Gleiche Proteinkonzentrationen der korrespondierenden Proben wurden im Silbergel iiberpriift (C).
g= gesund, e= erkrankt. Positionen des Proteinmarkers sind in kDa angegeben. Die Position der pigFH-

Bande ist mit — markiert.

Im Plasma des gesunden Schweines wurde das pigFH Protein als Bande bei 136 kDa
nachgewiesen, im Plasma des erkrankten Schweines konnte das pigFH Protein hingegen
nicht nachgewiesen werden. Ein Protein mit einer ungefihren Gro8e von 28 kDa wurde
im Plasma des erkrankten Tieres nachgewiesen und lag hier in deutlich erhohter

Konzentration vor, wohingegen dieses Protein im Plasma des gesunden Tieres fast nicht
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zu detektieren war. Beide Proben zeigten weitere Proteine mit Gréen von 70 kDa und
19 kDa in jeweils vergleichbaren Konzentrationen.

Im Leberextraktes des gesunden Schweines konnte das pigFH Protein nachgewiesen
werden. Im Leberextrakt des erkrankten Schweines wurde das pigFH Protein ebenfalls
nachgewiesen, hier zeigt sich jedoch zusitzlich eine deutlich erhohte Konzentration.
Auch hier war wieder das 28 kDa Protein zu detektieren. pigFH wird also im Plasma
des erkrankten Schweines nicht nachgewiesen, findet sich aber im Leberextrakt dieses
Tieres, wo es in deutlich erhohter Konzentration vorliegt. Somit wird pigFH zwar in der
Leber des erkrankten Schweines synthetisiert, wird aber nicht ins Plasma sezerniert,
sondern akkumuliert im Lebergewebe, wo es in erhohter Konzentration vorliegt.

Um dieses Ergebnis zu iiberpriifen, wurde eine zweite Serie von Western Blots mit
demselben Probenauftrag durchgefithrt und das Antiserum o-hFH SCR1-4 zur
Detektion eingesetzt (B). Das pigFH Protein wurde auch hier deutlich im Plasma des
gesunden Tieres nachgewiesen, wohingegen das Protein im Plasma des defizienten
Schweines allenfalls in geringsten Mengen nachweisbar war. Im Plasma des defizienten
Schweines wurden zwei weitere Proteine mit einer Grofe von 40 kDa und 28 kDa
detektiert. In den Leberextrakten beider Proben wurde das pigFH Protein und zwei
weitere Proteine mit einer Grofle von 55 kDa und 59 kDa nachgewiesen. Alle drei
Proteine wurden im Leberextrakt des erkrankten Tieres in stark erhohter Konzentration
nachgewiesen. Die Mobilitit der pigFH-Bande war beim erkrankten Schwein
moglicherweise leicht erhoht.

pigFH wurde in dieser Blotserie in den Leberextrakten des gesunden und des erkrankten
Tieres nachgewiesen, allerdings ist die Konzentration im Leberextrakt des erkrankten
Schweines deutlich erhoht. Somit konnte Priasenz und erhohte Konzentration des pigFH
Proteins im Lebergewebe des erkrankten Schweines und die plasmatische Defizienz
auch in dieser Blotserie bestitigt werden. Das Protein pigFH wird im Lebergewebe des
erkrankten Schweines synthetisiert und liegt hier in erhohter Konzentration vor.
Wihrend pigFH Protein im Plasma nicht vorhanden ist, akkumuliert das Protein im
Lebergewebe des erkrankten Tieres.

Zusammenfassend ergibt sich daher folgendes Bild: pigFH kann im Plasma des
erkrankten Tieres nicht nachgewiesen werden, dafiir findet sich ein Protein mit einer
GrofBe von 28 kDa in erhohter Konzentration. Im Lebergewebe des erkrankten Tieres
hingegen wird das pigFH Protein exprimiert und liegt hier in deutlich erhohter

Konzentration im Vergleich zum Lebergewebe des gesunden Tieres vor. Das pigFH
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Protein wird also in der Leber des erkrankten Schweines synthetisiert, kann aber nicht
sezerniert werden und akkumuliert daher. Es besteht ein Sekretionsblock fiir pigFH in
der Leber des erkrankten Tieres, welcher die plasmatische Defizienz fiir pigFH zur

Folge hat.

3.4.4 Nachweis von pigFH in Hepatozyten in situ

Im Western Blot konnte eine deutliche Anreicherung des pigFH Proteins im
Lebergewebe des erkrankten Tieres gezeigt werden. Um diese Akkumulation von
pigFH auch im Lebergewebe in situ darzustellen und genauer zu lokalisieren, wurden
Kryoschnitte der Lebergewebeproben immunhistologische untersucht. Lebergewebe
von einem gesunden und einem erkrankten Schwein wurden einer Immunfiarbung mit
dem o-pigFH(rabbit) Antiserum und einem zweiten FITC-gekoppelten Antikorper
unterzogen. Als Negativkontrollen wurden Schnitte nur mit dem zweiten Antikorper
inkubiert. Die FITC-Farbung wurde unter konfokaler Lasermikroskopie visualisiert.

Die akquirierten Bilder sind in Abbildung 20 (Seite 75) gezeigt. Die Bilder A, B und C
zeigen die Immunhistologie vom Lebergewebe des gesunden Schweines. Bild A zeigt
das durch die Septen begrenzte Leberldppchen in seiner hexagonalen Form, eine Vena
centralis und im rechten unteren Teil ein Portalfeld. Die Bilder B und C fokussieren auf
dieses Portalfeld. Die Bilder D, E und F zeigen die Immunhistologie vom Lebergewebe
des erkrankten Schweines. Bild D zeigt die Septen und in der Mitte ein Portalfeld. Die
Bilder E und F fokussieren auf diese Portalfeld. Die Negativkontrollen zeigten nur
duBerst geringe und diffuse Fluoreszenzsignale (nicht abgebildet).

Im Lebergewebe des gesunden Schweines wurden nur méfBige Konzentrationen des
pigFH Proteins im Parenchym detektiert (A). Die angeschnittene Zentralvene des
Leberldppchens zeigte die Prdsenz von pigFH auch in der Venenwand. pigFH war
innerhalb des Ldppchenparenchyms vor allem in den Sinusoiden lokalisiert und nahm
zur Zentralvene hin zu. Im Bindegewebe der Septen und Periportalfelder konnten die
hochsten Konzentrationen an pigFH Protein nachgewiesen werden. In der stirkeren
VergroBerung zeigte sich, daB das pigFH Protein vor allem im Bereich der
extrazellulire Matrix des Bindegewebes lokalisiert war (B). Weder Zellgrenzen noch
Nuclei konnten abgegrenzt werden (C).

Diese Verteilung steht in klarer Ubereinstimmung mit der eines sezernierten Proteins:
MiBige Konzentrationen an pigFH Protein in Parenchym und Sinusoiden, die zur
Zentralvene hin ansteigt, da das sezernierte Protein hier konzentrierter vorliegt. Da das

Bindegewebe von Plasma umflossen ist, sind in den Septen wiederum hohe
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Konzentrationen von pigFH Protein nachweisbar, wobei das Protein extrazelluldr im
Bereich der Bindegewebs-Matrix lokalisiert ist.

Im Lebergewebe des erkrankten Tieres wurde kein pigFH Protein in bindegewebigen
Strukturen wie Septen oder Portalfelder nachgewiesen (D). Auch in stdrkerer
VergroBBerung konnte kein pigFH Protein innerhalb der Septen oder Portalfelder
gesehen werden (E). Hohe Konzentrationen von pigFH Protein wurden hingegen im
Bereich des Parenchyms detektiert. In der stirksten VergroBerung konnte die
Lokalisation des pigFH Proteins innerhalb des Parenchyms auf das intrazellulire
Kompartiment der Hepatozyten lokalisiert werden: Der Nukleus lag als ungefirbte oval-
runde Struktur innerhalb des Zytoplasmas, welches extrem hohe Konzentrationen an
pigFH Protein zeigte (F). In den Sinusoide des Parenchyms war im Gegensatz zum
Lebergewebe des gesunden Schweines kein pigFH Protein nachweisbar.

Dieses histologische Bild steht in klarer Ubereinstimmung mit einem Sekretionsblock
fir das verdnderte pigFH Protein in der Leber der erkrankten Tiere: Hohe
Konzentrationen von pigFH Protein sind im Parenchym des Lebergewebes des
erkrankten Tieres nachweisbar, wobei diese auf die Hepatozyten lokalisiert werden
konnen. Das Protein findet sich intrazelluldr und liegt hier in hoher Konzentration im
Zytoplasma vor. In den Sinusoiden kann kein pigFH Protein nachgewiesen werden.
Auch im Bereich der bindegewebigen Septen ist kein pigFH Protein nachweisbar, da
eine plasmatische Defizienz fiir das Protein vorliegt. Somit konnten die Ergebnisse der
Untersuchungen von Plasma und Leberextrakt auch in situ im Lebergewebe dargestellt
werden: Prasenz von pigFH Protein in den Hepatozyten, Block der Sekretion und
Akkumulation in den Hepatozyten des erkrankten Tieres mit der Folge einer

plasmatischen Defizienz fiir das pigFH Protein.
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gesund erkrankt

Abb. 20: Konfokale Lasermikroskopie von Lebergewebe, gefirbt mit a-pigFH Antiserum. Bild A, B
und C zeigen gesundes Lebergewebe. Bild D, E und F zeigen Lebergewebe des erkrankten Schweines. Auf
das Portalfeld in A rechts unten wird in B und C fokussiert. Auf das Portalfeld in der Mitte von D wird in E
und F fokussiert. Objektive: A/D=x10, B /E=x20,C/F=x63.
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4 Diskussion

4.1 Die Sequenz von Faktor H von Sus scrofa

4.1.1 Sequenzvergleich von pigFH mit anderen Spezies

In der vorliegenden Arbeit wird erstmalig die molekulare Klonierung des Analogons
des Komplementregulators Faktor H von Sus scrofa berichtet. Die gefundene cDNA
Sequenz ist 4003 bp lang, der 5‘UTR umfaBt 59 bp, der 3 UTR 222 bp. Der Protein-
kodierende Bereich beginnt mit einem Signalpeptid, welches 18 AS umfalit und eine
Homologie von 72 % zur humanen Signalsequenz und von 55 % zur Signalsequenz der
Ratte aufweist. Das reife Protein besteht aus 1216 Aminosduren, das kalkulierte
Molekulargewicht betridgt 136 kDa. Die Homologie iiber die gesamte Sequenz des
reifen Proteins betrigt 62 % fiir Schwein und Mensch, 58 % fiir Schwein und Maus, und
60 % fiir Schwein und Ratte. Vier potentielle Glykosilierungsstellen liegen in SCR 9,
12, 13 und 18, wovon nur eine in SCR 9 identisch ist mit der humanen Stelle. pigFH ist
wie hFH in 20 SCRs organisiert und besitzt die vier charakteristischen Cysteine pro
SCR in hoch konservierten Positionen. Die Konsensus-Sequenz von pigFH steht in
guter Ubereinstimmung mit der von hFH.

In Abbildung 21 werden alle bisher bekannten Aminosdure-Sequenzen von FH
verglichen. Fiir folgende Spezies ist die Gesamtsequenz des reifen Proteins bekannt:
Mensch (Hum)""!, Maus (Mou)"**! und Ratte (Rat)"**’; vom Rind (Bov)™* ist bisher
nur eine Teilsequenz (SCR 3 bis 12) bekannt. Die Markierung von Homologien erfolgte
nach zwei Prinzipien: (1.) Homologe AS innerhalb eines einzelnen SCRs sind grau
unterlegt. (2.) Homologe AS, die sich iiber alle SCRs und Spezies hinweg finden, sind
fett gedruckt.

Durch diese Anordnung wird der Sequenzvergleich mehrfach auswertbar:
(1.) Aminosduren, die nur innerhalb eines einzelnen SCR konserviert sind, kommt
moglicherweise eine besondere Bedeutung zu, wenn die Funktionalitiit des betreffenden
SCRs experimentell nachgewiesen wurde (grau unterlegt). (2.) Aminosduren, die in
allen SCRs bei allen Spezies homolog sind, sind méglicherweise strukturbildend fiir
SCRs (fett gedruckt). (3.) Aminosduren, die SCR-strukturbildend sind, kommt
wahrscheinlich weniger SCR-spezifische funktionelle Bedeutung zu, und konnen durch
die Doppelmarkierung identifiziert werden (grau unterlegt und fett gedruckt). Dadurch

kann die Lokalisierungen rein funktioneller Aminoséduren weiter eingeschrinkt werden.
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SCRO1
SCRO1
SCRO1
SCRO1
SCRO2
SCRO2
SCRO2
SCRO2
SCRO3
SCRO3
SCRO3
SCRO3
SCRO3
SCRO4
SCRO4
SCRO4
SCRO4
SCRO4
SCRO5
SCROS
SCROS
SCROS
SCROS
SCRO6
SCRO6
SCRO6
SCRO6
SCRO6
SCRO7
SCRO7
SCRO7
SCRO7
SCRO7
SCRO8
SCRO8
SCRO8
SCRO8
SCRO8
SCRO9
SCRO9
SCRO9
SCRO9
SCRO9
SCR10
SCR10
SCR10
SCR10 SIPLLH-QDLVVFP---REV-
SCR10 SIPEMD-PYLNAYP---RKE-
SCRI1
SCR11
SCR11
SCR11
SCR11
SCR12
SCR12
SCR12
SCR12
SCR12 -EEE-R
SCR13
SCR13
SCR13
SCR13
SCR14
SCR14
SCR14
SCR14
SCR15
SCR15
SCR15
SCR15
SCR16
SCR16
SCR16
SCR16
SCR17
SCR17
SCR17
SCR17
SCR18
SCR18
SCR18 GQ---VEVI
SCR18 -GE-—-VEVI
SCR19
SCR19
SCR19
SCR19
SCR20
SCR20
SCR20
SCR20

Abb. 21: Homologievergleich der Aminosiure-Sequenzen von FH verschiedener Spezies. Vergleich

von Schwein (pig), Mensch (hum), Maus (mou), Ratte (rat) und Rind (bov). Erkldrung siehe Text.
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Der Sequenzvergleich zeigt einige Unterschiede: Ein RGD-Motiv (Arg-Gly-Asp),
welches Zelladhdsion vermitteln kann, ist in allen bisher bekannten Sequenzen in SCR 4
gefunden worden™.. In der Sequenz von pigFH findet sich an dieser Stelle hingegen die
Abfolge RGE. Dieses Ergebnis wurde mit den Sequenzen abgesichert, die das gesunde
(und auch das erkrankte) Schwein der Norwegischen Yorkshire-Zucht lieferten. Da alle
drei Sequenzen mehrmals in beide Richtungen sequenziert wurden und dariiber hinaus
aus verschiedenen Liandern und Zuchtrassen stammen, kann eine Fehlsequenzierung
weitestgehend ausgeschlossen werden. Fiir die RGD-Domine von FHL-1 / reconectin
wurde Zelladhisions-vermittelnde Funktion gezeigt, allerdings nicht fiir die von FH!'2!,
Wie in Abbildung 21 erkennbar, ist der Glycin-Rest innerhalb der RGD-Abfolge in
dieser Position nicht nur in SCR 4, sondern auch in SCR 1 bis 3, 8, 10 bis 12 und 16 bis
19 bei allen bisher bekannten Spezies konserviert. Es kann fiir diesen Glycin-Rest daher
eine strukturgebende Funktion fiir SCRs vermutet werden. Dem RGD-Motiv von pigFH
kommt unter diesen Gesichtspunkten eher keine Zelladhdsions-vermittelnde Bedeutung
zu.

In einer Veroffentlichung von Ranganathan et al. aus dem Jahr 2000 wurde eine 3D-
Modellierung der SCR 6 und 7 von humanem FH vorgestellt”””). Dabei wurden 6
positiv geladene AS fiir die Heparinbindung des SCR 7 verantwortlich gemacht
(R369/K370/R386/K387/K392). Wie in Abbildung 21 zu sehen, zeigt die Sequenz von
pigFH hier geringere Homologie (pigFH: RQKKE, hFH: RKRKK) und deutlich
verminderte Ladung. Nur die AS R369 und K392 sind zur vorgeschlagenen Sequenz
auch in ihrer Position konserviert. Beim Vergleich aller Spezies ist nur der erste
Arginin-Rest der genannten Sequenz in diesem SCR konserviert, die Abfolgen in den
anderen Spezies tragen ebenfalls weitaus weniger positive Ladungen (Maus: RKKVQ,
Ratte: RQRRQS, Rind: RQEKET). Fiir die Region SCR 5-7 konnte bei pigFH aber eine
Heparin-Bindungsstelle im Rahmen dieser Arbeit experimentell nachgewiesen werden.
Die geringen Homologien stehen daher im Widerspruch zu der in silicio ermittelten
Sequenz.

Dariiberhinaus fillt im abgebildeten Sequenzvergleich auf, da die Regionen, die die
SCRs verbinden, oft iiber alle Spezies hinweg hoch konserviert sind. Es finden sich aber
keine AS, die auch iiber alle Regionen und hinweg konserviert sind. Daraus kann
geschlossen werden, daf3 die konservierten AS in diesen Regionen moglicherweise nicht
nur Distanz-gebende, sondern funktionelle Bedeutung haben. Die SCR-verbindenden

Regionen sollten in zukiinftigen funktionellen Studien eine stirkere Beachtung finden.
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4.1.2 Homologien einzelner SCRs von pigFH und hFH

Um die experimentelle Funktionalitit eines SCRs mit seinem Konservierungsgrad
korrelieren zu konnen, wurde der Homologiegrad zwischen pigFH und hFH innerhalb
einzelner SCRs ermittelt. Das Ergebnis dieser Auswertung ist in Abbildung 22 als

Balkendiagramm dargestellt.
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Abb. 22: Homologievergleich zwischen pigFH und hFH. Alle SCRs von pigFH und hFH wurden einzeln
verglichen. Der Grad der Homologie ist als Balkendiagramm dargestellt. X-Achse: SCR-Nummer. Y-Achse:
Homologie in %. Eine Linie zur einfacheren Orientierung wurde willkiirlich bei 60 % eingezeichnet.

Den hochsten Grad an Homologie zeigen SCR 11 und 14 (beide 79 %) und SCR 19
(75 %). Die geringste Homologie findet sich fiir SCR 20 (47 %) und SCR 17 (49 %).
Ahnliche Ergebnisse wurden auch ermittelt, wenn die Sequenzen von Schwein, Mensch,
Maus, Ratte und Rind verglichen wurden (nicht abgebildet): Hohe Homologie fiir
SCR 19 (63 %), niedrige Homologie fiir SCR 20 (33 %) und SCR 17 (34 %).
Bemerkenswert ist der niedrige Konservierungsgrad fiir SCR 20 von 47 % im Vergleich
zwischen Schwein und Mensch, der in dieser Auswertung ermittelt wurde. Im Rahmen
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal in der Region pigFH SCR15-20 eine
Heparinbindungsstelle liegt. Bei hFH wurde diese auf SCR 20 lokalisiert!'"®®!. Sollte die
Heparinbindungsstelle von pigFH auch in SCR 20 liegen, was mit den in dieser Arbeit
exprimierten Fragmenten nicht so weit eingeschrinkt werden konnte, so kommt den
wenigen zwischen Mensch und Schwein konservierten Aminosduren in diesem SCR
eine besondere funktionelle Bedeutung zu. Dies gilt insbesondere fiir diejenigen
Aminosduren, die im Sequenzvergleich als homolog, aber nicht strukturbildend,
erkennbar sind und positive Ladung tragen. Gleiches kann iiber SCR 7 gesagt werden:
Fiir hFH wurde in SCR 7 eine Heparinbindungsstelle lokalisiert, fiir pigFH wurde diese
in der Region SCR 5-7 nachgewiesen'””. SCR7 ist wie SCR 20 eines der am
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geringsten konservierten SCRs. Eine weitere Bindungsstelle von hFH fiir Heparin ist
innerhalb des Bereiches SCR 11-14 lokalisiert worden!'®. Im Bereich SCR 10-15 liegt
auch eine Bindungsstelle fiir C3b. Da SCR 12 und 13 zu den am geringsten
konservierten, SCR 11 und 14 aber zu den am hochsten konservierten SCRs gehoren, ist
es wahrschheinlich, dafl in diesen SCRs entscheidende Aminosduren fiir die
Interaktionen liegen. Innerhalb des Bereiches SCR 1-4 wurde sowohl fiir hFH als auch
fiir pigFH eine C3b-Bindungsstelle und die Kofaktor-Aktivitiit die lokalisiert'''"¢"°! In
diesem Bereich ist SCR 2 das mit Abstand am hochsten konservierte SCR und verdient

daher in weiteren Untersuchungen eine besondere Beachtung.

4.2 Die funktionellen Domiinen von pigFH im Vergleich mit hFH

4.2.1 Lokalisationen der Heparin-Bindungsdoménen

Die Unterscheidung zwischen Aktivator und Non-Aktivator Oberfldche ist auf die
differentielle Bindung von FH an C3b, welches auf Oberflachenstrukturen abgelagert
ist, zuriickzufithren. Der Gehalt einer Oberfliche an negativ Ladungstrigern wie
Heparin, Sialinsduren oder Glykosaminoglykane ist hierfiir entscheidend. Die Bindung
an Heparin ist ein gédngiges in vitro Modell fiir die Interaktion von FH mit
polyanionischen Oberflichen. Drei Bindungsstellen von hFH fiir Heparin wurden bisher
lokalisiert. Diese liegen in den Bereichen SCR 7, SCR 11-14 und SCR 2(107.108.109.1101
In dieser Arbeit wurden die rekombinant exprimierten pigFH Fragmente auf ihre
Fahigkeit hin untersucht, an polyanionische Oberflichen zu binden. Es konnte gezeigt
werden, daf3 das rekombinante Fragment pigFH SCR1-7 an Heparin bindet. Um die
Verteilung der Doménen mit der des menschlichen Proteins zu vergleichen, wurde das
rekombinante Fragment pigFH SCR1-4 ebenfalls auf eine Bindung an Heparin
untersucht. Hier zeigte sich keine Bindung, was in Ubereinstimmung mit dem
menschlichen Protein steht, da die N-terminale Heparinbindungsstelle innerhalb von
SCR 7 lokalisiert ist'’”). Der Homologievergleich zwischen pigFH und hFH zeigt fiir
SCR 7 einen Homologie von 58 %, was im Verhiltnis zu anderen SCRs einen geringen
Konservierungsgrad darstellt. Daher kommt den wenigen zwischen Mensch und
Schwein konservierten Aminosduren wahrscheinlich eine besondere funktionelle
Bedeutung fiir die Bindung an Heparin zu, insbesondere den Aminosduren, die positive
Ladung tragen.

Die C-terminale Heparinbindungsstelle ist innerhalb von SCR 20 lokalisiert worden.

Fiir das rekombinante Fragment pigFH SCR 15-20 konnte ebenfalls die Bindung an
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Heparin nachgewiesen werden. Auch dies ist in Ubereinstimmung mit den
korrespondierenden humanen Fragmenten''®®. Da SCR 20 mit 47 % Homologie
zwischen Mensch und Schwein das am geringsten konservierte SCR iiberhaupt ist, muf}
den wenigen konservierten Aminosduren funktionelle Bedeutung fiir die Interaktion mit
Heparin zukommen. Eine mittlere Heparin-Bindungsstelle, die bei hFH innerhalb von
SCR 12-14 lokalisiert ist, konnte mit den in dieser Arbeit hergestellten Fragmenten

nicht untersucht werden!'?

4.2.2 Lokalisationen und Affinititen der hC3b-Bindungsdominen

Die Interaktion von FH, C3b und Oberflichenstruktur ist entscheidend fur die
Restriktion des AP im Komplementsystem. Es ist fiir hFH gezeigt worden, daf} jede der
drei bisher bekannten Bindungsstellen mit einer eigenen Bindungsstelle am C3b-
Molekiil interagiert[1 " Es wurde daher die Interaktion von pigFH Fragmenten mit C3b
untersucht. Eine der drei Bindungsstellen von hFH ist im Bereich SCR 1-4 lokalisiert
worden'®"%!. Es konnte gezeigt werden, daB das Fragment pigFH SCR1-4 ebenfalls eine
Bindung an humanes C3b aufweist. Eine potentielle Bindungsstelle in SCR10-15
konnte mit den in dieser Arbeit hergestellten Fragmenten nicht untersucht werden. Eine
dritte potentielle Bindungsdomine ist fiir hFH innerhalb von SCR 19-20 lokalisiert
worden. Im Gegensatz zum entsprechenden humanen Fragment zeigt pigFH SCR 15-20
nur eine schwache Affinitit fiir C3b. Da als Bindungspartner humanes C3b eingesetzt
wurde, ist anzunehmen, daf} eine entsprechende Bindungsstelle mit dem C3b-Analogon
des Schweines stdrker interagieren wiirde. Ein Vergleich der Homologie zwischen
humanem C3 und C3 des Schweines zeigt einen Konservierungsgrad von 75 % auf der
Aminosiure-Ebene!?®?%! Es ist auch moglich, da pigFH andere Lokalisationen der
Bindungsstellen aufweist, was aber aufgrund der groBen Ahnlichkeit von pigFH und
hFH auf struktureller und experimenteller Ebene nicht anzunehmen ist.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Bindungsstudien sind in verschiedener Hinsicht
relevant: Die Heparinbindungs-Experimente zeigen, dal hFH und pigFH Heparin-
Bindungsstellen in gleicher Lokalisation teilen, soweit dies mit den hergestellten
Fragmenten untersucht werden konnte (zwei untersuchte Bindungsstellen von drei
moglichen). Ebenso zeigen die C3b-Interaktionsstudien, da pigFH mindestens zwei
dhnlich lokalisierte Bindungsstellen fiir C3b wie hFH hat (ebenfalls zwei untersuchte
Bindungsstellen von drei moglichen). Die gemessenen Unterschiede in der Affinitét
dieser Bindungsstellen konnen durch die Spezies-Verschiedenheit des Bindungspartners

hC3b erkldrt werden. Dariiber hinaus kann die Lokalisation der fiir Bindungen
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verantwortlichen Aminoséduren auf diejenigen lokalisiert werden, die zwischen Mensch
und Schwein in den entsprechenden SCRs konserviert sind. pigFH und hFH zeigen iiber
den Homologiegrad hinaus auch funktionelle Vergleichbarkeit in der Heparin- und

hC3b-Bindung mit dhnlichen Lokalisationen der Bindungsstellen.

4.2.3 pigFH zeigt Spezies-iibergreifende regulatorische Aktivitit

Da die Homologie-Auswertungen sowie die beschriebenen Bindungsstudien
ausgepriagte Analogien zwischen pigFH und hFH zeigten, wurde untersucht, ob eine
biologische Aktivitit von pigFH auch im humanen Protein-Kontext nachweisbar ist. Zu
diesem Zweck wurde ein Kofaktor-Assay durchgefiihrt, bei dem humanes C3 und
humaner FI eingesetzt wurden. Das Fragment pigFH SCR 1-4 wurde fiir diese
Untersuchung eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, da3 pigFH Kofaktor-Aktivitit fiir
hFI in der Spaltung von hC3b hat. Um die Aktivitit auch quantitativ zwischen pigFH
und hFH zu vergleichen, wurde ein Spaltungs-Assay mit Verdiinnungsserien von pigFH
SCR1-4 und FHL-1 / Reconectin durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dal die Titer
fiir beide Proteine nur um einen Verdiinnungsschritt differieren und das Fragment
pigFH SCR1-4 ca. 60 % der Aktivitdit von FHL-1 /reconectin hat. Innerhalb der
MeBgenauigkeit, die dieser Assay liefern kann, wird die Kofaktor-Aktivitit beider
Proteine mit humanem FI in der Spaltung von humanem C3b daher als &hnlich
eingeschitzt. Dieses Ergebnis ist in sofern bemerkenswert, als daf
Komplementregulatoren hiufig nicht zwischen den Spezies austauschbar sind!'*!***'%!,
Im Gegensatz dazu konnte schon in den Bindungsstudien eine Interaktion von pigFH
mit hC3b nachgewiesen werden, wenn diese auch an einer Bindungsstelle eine
geringere Affinitdat aufwies. pigFH ist nach den vorliegenden Untersuchungen in der
Lage, die Spezies-Grenzen zu iiberschreiten und fiir humanen FI qualitativ und
quantitativ als Kofaktor zu fungieren und damit humanes Komplement zu regulieren.
Die Relevanz dieser Ergebnisse fiir die die Spezies-Grenzen iiberschreitende

Transplantation der Schweineleber auf den Menschen wird in Kapitel 4.4 diskutiert.

4.3 Die molekulare Pathogenese von pigFH-Defizienz und MPGN II

4.3.1 Missense-Mutationen in SCR 9 und SCR 20
Plasmatische = FH-Defizienz in  Assoziation = mit  Membranoproliferativer
Glomerulonephritis Typ I (MPGN 1II) oder Kollagen Typ III Glomerulopathie

(Kollagen IIT GP) ist in 6 Fillen beim Menschen berichtet worden, doch nur in einem
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Fall konnte bisher die molekulare Ursache bestimmt werden!'>*#02ILI4 - pag

Auftreten dieser Assoziation in der Norwegischen Yorkshire Schweine-Zucht bot die
Moglichkeit, die molekulare Ursache dieser seltenen Erkrankung anhand der in dieser
Arbeit ebenfalls gefundenen pigFH-Normalsequenz zu studieren.

Zu diesem Zweck wurde RNA aus Leberproben von einem homozygot gesundem und
homozygot krankem Ferkel isoliert, revers transkribiert und amplifiziert. Homozygotie
wurde anhand der pigFH Plasmaspiegel ermittelt. Material von einem heterozygoten
Schwein mit halbnormalem Plasmaspiegel stand fiir diese Arbeit nicht zur Verfiigung,

da die Erkrankung in dieser Zucht bereits eleminiert wurde!'>”

. Die Sequenz des
gesunden Norwegischen Yorkshire-Schweines zeigt einen Austausch [G2939A] im
Vergleich zur Normalsequenz des Deutschen Mastschweines. Dieser Austausch bleibt
auf der Aminosdure-Ebene stumm. Zwei Mutationen finden sich im Vergleich zwischen
gesundem und erkranktem Yorkshire-Schwein: eine Mutation [C1590G] fiihrt zu einem
Austausch [L493V] in SCR 9, eine zweite Mutation [T3610G] fiihrt zu einem
Austausch [I1166 R] in SCR 20. Beide Mutationen liegen auf einem Allel, welches bei
den erkrankten Schweinen homozygot vorliegt. Um die Relevanz beider Mutationen
einzuschitzen, wurden die gefunden Mutationen mit den FH-Normal-Sequenzen von

gesundem Schwein, Mensch, Maus, Ratte und Rind verglichen. Dieser

Sequenzvergleich ist in Abbildung 23 wiedergegeben.

[L493V]

KS@DAPVPENARIKSDGTWFKLNDTVDYE@OQGFESRNGDTAGS IV[@GEDGWSDKP
DAPLPENARIKSDGTWEKLNDTVDYE GEDGWSDKP
DIPVEMNARTKNDETWEKLNDTLDYE GYNGWSDLP I

KS[@DMPVFENSITKNTRTWEKLNDKLDYE@LVGFENEYKHTKGSIT@TYYGWSDTP S|
KS[@DMPVEFENSMTKNNNTWEKLNDKLDYE@HIGYENEYKHTKGSIT@TYDGWSSTP S|
GQDGWSDKA.

KKK KKK

[11166R]

VVSEEMMRKHNRELKWRPDKKLYSRTDDTIEFRORQOGYY—--RR-TPLHTFRAT@OQGKVAYP T@G
VVSEEMMRKHNIELKWRPDKKLYSRTDDTIEFREROGYY-—-RR-TPLHTFRAT@OQGKVAYPT
VISREIMENYNIALRWTAKQKLYSRTGESVEFV@KRGYRLSSR-SH--TLRTT@WDGKLEYPT
VIPENIMESHNIILKWRHTEKIYSHSGEDIEFGEKYGYY-KARDSP--PFRTK@®INGTINYPT
VIPEDIMEKHNIVLRWRENAKIYSQSGENIEFMO@KPGYR-KFRGSP--PFRTK@IEGHINYP T[@V

Abb. 23: Sequenzvergleich der gefundenen pigFH Mutationen mit den FH-Normalsequenzen von
gesundem Schwein, Mensch, Maus, Ratte und Rind. Dargestellt sind die Aminosidure-Sequenzen von
SCR 9 und SCR 20. Pig mut= erkranktes Schwein, Pig norm= gesundes Schwein, Hum= Mensch, Mou=
Maus, Rat= Ratte, Bov= Rind. Konservierte Cysteine sind invers gedruckt. Die Positionen der
Mutationen sind mit | gekennzeichnet und fett gedruckt, die konservierten Aminosduren an den

Positionen der Mutationen sind grau unterlegt.
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Die Mutation in SCR 9 hat offensichtlich nur untergeordnete Relevanz: (1.) Valin wird,
wie im Sequenzvergleich in Abbildung 23 dargestellt ist, an dieser Stelle bei Mensch,
Maus, Ratte und Rind gefunden. Die Mutation fiihrt also zu einer Aminosaure, die in
dieser Position ohnehin bei allen anderen bekannten Spezies gefunden wird. (2.) Die
Aminosduren Valin und Leucin sind beide ungeladen, unpolar und aliphatisch, so daf}
diese ohnehin als austauschbar angesehen werden. Die Mutation in SCR 9 wird daher
als Polymorphismus gewertet.

Die zweite Mutation [I1166 R] in SCR 20 hingegen wird fiir die plasmatische pigFH-
Defizienz verantwortlich gemacht: (1.) Isoleucin ist an dieser Position in SCR 20 bei
allen bisher bekannten Spezies konserviert, wie es im gezeigten Sequenzvergleich in
Abbildung 23 dargestellt ist. (2.) Isoleucin findet sich an entsprechender Position mit
gleichem Konservierungsgrad in SCR 1, 3, 15 und 18, wie es in Abbildung 21
dargestellt ist. (3.) Unter dem Gesichtspunkt der Austauschbarkeit von Aminosduren
stellt der Austausch von Isoleucin zu Arginin eine Anderung von einer ungeladenen zur
einer geladenen Aminosdure dar. (4.) Die Mutation liegt innerhalb von SCR 20, welches
entscheidene funktionelle Bedeutung fiir das FH Molekiil hat. (5.) SCR 20 ist in
mehreren genetischen Studien als Hotspot fiir Mutationen beschrieben worden!'"*!7],
Die Mutation [I1166 R] in SCR 20 wird daher fiir die plasmatische pigFH-Defizienz des
erkrankten Tieres verantwortlich gemacht. Um die Auswirkungen dieser Mutation auf
die Expression des Proteins zu untersuchen, wurden Plasma und Leberextrakte auf die

Présenz von pigFH Protein analysiert.

4.3.2 Plasmatische Defizienz und hepatischer Sekretionsblock

Wie gezeigt wurde, ist pigFH-spezifische mRNA im Lebergewebe des erkrankten
Tieres in vergleichbarer Konzentration vorhanden wie in dem des gesunden Tieres.
Diese trigt aber zwei Mutationen, von denen die Mutation [I1166 R] in SCR 20 von
evidenter Relevanz fiir die Entwicklung der plasmatischen FH-Defizienz ist. Daher
wurde die Auswirkung auf die Expression des pigFH Proteins untersucht. Um das
Verteilungsmuster von Proteinen der FH-Familie in gesundem und defizientem
Lebergewebe und Plasma zu untersuchen, wurden Leber-Proteinextrakte und
Plasmaproben auf vergleichbare Gesamtprotein-Konzentrationen eingestellt und mittels
Western Blot analysiert.

Die Detektion mit dem o-pigFH Antiserum zeigt das Fehlen des pigFH Proteins im
Plasma des erkrankten Schweines. Stattdessen ist ein Protein mit einer Grofle von 28

kDa im Plasma des erkrankten Tieres vorhanden, welches im Plasma des gesunden
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Schweines kaum nachzuweisen ist. Innerhalb der humanen FH-Familie hat FHR-2 eine
dhnliche MolekiilgroBe wie das hier detektierte Protein''**\. Es kann sich daher bei dem
28 kDa Protein um das analoge Mitglied der FH-Familie beim Schwein handeln. In der
pathologischen Situation der plasmatischen pigFH-Defizienz konnte die Expression von
FH-verwandten Proteinen hoch reguliert werden, um eine Kompensation der Defizienz
zu versuchen.

Die Western Blot Analysen mit dem o-pigFH Antiserum zeigen die Pridsenz des pigFH
Proteins im Lebergewebe sowohl des gesunden als auch des Plasma-pigFH defizienten
Schweines. Dariiberhinaus ist das pigFH Protein im Lebergewebe des Plasma-pigFH
defizienten Schweines nicht nur vorhanden, es liegt hier sogar in hoher Konzentration
vor. Das pigFH Protein wird also nicht nur in der Leber des erkrankten Schweines
synthetisiert, es findet sich hier sogar in wesentlich hoherer Konzentration als beim
gesunden Tier. Da die RNA-Quantifizierung eine normale Transkription von pigFH-
spezifischer mRNA ergab, und das pigFH Protein in erhohter Konzentration im
Lebergewebe des Plasma-pigFH defizienten Schweines vorliegt, ist diese hohe
Konzentration eindeutig auf eine Akkumulation des Proteins im Lebergewebe
zuriickzufiihren. Das Protein wird in der Leber des erkrankten Schweines synthetisiert,
kann aber nicht sezerniert werden, und reichert sich daher in der Leber an. Ein
Sekretionsblock fiir das mutierte Protein ist daher die molekulare Ursache der
plasmatischen pigFH-Defizienz in der Norwegischen Yorkshire Schweinezucht.

Dieses Ergebnis wurde in weiteren Analysen mit dem o-hFH SCR1-4 Antiserum
verifiziert. Im Lebergewebe des gesunden und des erkrankten Schweines zeigt sich die
Prisenz des pigFH Proteins sowie von zwei weiteren Proteinen mit einer Gréfe von 59
kDa und von 55 kDa, wobei die Konzentration aller drei Proteine wiederum im
Lebergewebe des erkrankten Tieres deutlich hoher ist. Die Akkumulation von pigFH
Protein konnte daher auch mit diesem Antiserum bestitigt werden. Bei dem 59 kDa
Protein handelt es sich moglicherweise um das Analogon zum erst kiirzlich beim
Menschen beschriebenen Protein FHR-5, welches eine dhnliche Grofe aufweist 2",
Interessanterweise wurde dieses Protein identifiziert, indem Antiseren gegen
Nierengewebe mit experimentellen und idiopathischen Glomerulonephritiden hergestellt
wurden.

Im Plasma des pigFH-defizienten Schweines werden zwei Proteine mit einer Grofle von
40 kDa und 28 kDa mit dem o-hFH SCR1-4 Antiserum nachgewiesen. Das 40 kDa

Protein reprisentiert wahrscheinlich das Aquivalent zu FHL-1/reconectin beim
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Schwein, das in humanem Plasma mit diesem Antiserum auf dieser Laufhohe detektiert
wird. Normale FHL-1 /reconectin-Sekretion wurde in dem Fall von humaner FH-
Defizienz berichtet, in dem die gefundenen Mutationen nach dem 7. SCR liegen''™*.
Eine dhnliche Situation liegt auch beim Schwein vor, da die gefundenen Mutationen erst
in SCR 9 und SCR 20 liegen.

In diesem Blot kann auch gesehen werden, daf die pigFH-Bande beim Leberextrakt des
defizienten Schweines eine geringfiigige hohere Mobilitdt als beim gesunden Tier
aufweist. Moglicherweise verdndert die SCR 20 Mutation die Konformation des
Proteins derartig, da3 die Wanderungsgeschwindigkeit im SDS-PAGE verindert ist.
Auch konnte das Protein tatsdchlich eine kleinere MolekiilgroBe haben und trunkiert
sein. Dies konnte zum Beispiel durch die Einfiihrung eines proteolytischen Signals
durch die gefundene Mutation in SCR 20 zustande kommen.

Zusammenfassend ergibt sich daher folgendes Bild: pigFH wird auf der Ebene der
mRNA auch in der Leber des erkrankten Schweines synthetisiert und das pigFH Protein
translatiert. Die gefundene Mutation [I1166 R] in SCR 20 fiihrt aber dazu, daf} das
Protein nicht sezerniert wird. Das pigFH Protein verbleibt intrazelluldr und akkumuliert
hier, daher ist die Konzentration von pigFH Protein in der Leber des erkrankten
Schweines stark erhoht. Weitere Proteine der FH-Familie des Schweines werden
moglicherweise vermehrt exprimiert. Der Sekretionsblock fiir das pigFH-Protein fiihrt
zu plasmatischer pigFH-Defizienz, die wiederum ihrerseits die Entwicklung einer

MPGN II nach sich zieht.

4.3.3 pigFH Protein-Akkumulation in den Hepatozyten

Um die Akkumulation des pigFH Proteins in der Leber des erkrankten Schweines auch
in situ nachzuweisen, und dariiberhinaus die Lokalisation des Proteins innerhalb des
Lebergewebes zu bestimmen, wurden Lebergewebeproben von gesundem und
erkranktem Schwein mit a-pigFH Antiserum und FITC-gekoppeltem Zweitantikdrper
gefarbt und mit konfokaler Lasermikroskopie visualisiert.

In gesundem Lebergewebe ist das pigFH Protein nur in méfiger Konzentrationen im
Lappchenparenchym vorhanden. Innerhalb des Parenchyms ist das Protein vor allem in
den Sinusoiden lokalisiert und nimmt in seiner Konzentration zur Zentralvene leicht hin
zu. Der Grund liegt in der ansteigenden Konzentration des sezernierten pigFH Proteins
zur Zentralvene hin. Sehr hohe Konzentrationen von pigFH Protein finden sich
hingegen im Bindegewebe der Septen und Periportalfelder. Hier zeigt sich, dal das

Protein im Bereich der extrazellulire Matrix des Bindegewebes lokalisiert ist. Diese
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Lokalisation kann aus der Morphologie der Strukturen geschlossen werden, da weder
Zellgrenzen noch Nuclei abgegrenzt werden konnen. Die starke Anfarbung der Septen
der normalen Schweineleber ist darauf zuriickzufiithren, daf das Bindegewebe von
Plasma umflossen ist, welches beim gesunden Schwein pigFH Protein enthilt. Die
vorliegende Arbeit ist die erste immunhistologische Darstellung von FH im
Lebergewebe, daher ist kein Vergleich mit Untersuchungen von anderen Organismen
moglich. Die beschriebene Verteilung von pigFH Protein in der Leber des gesunden
Schweines steht in Ubereinstimmung mit der eines von den Hepatozyten sezernierten
Proteins: Das Protein ist in miBigen Konzentrationen im Parenchym und hier
vorwiegend in den Sinusoiden vorhanden. Mit zunehmender Nihe zur Zentralvene, von
der aus sezernierte Proteine in den Kreislauf gelangen, steigt auch die Konzentration des
Proteins leicht an. Das pigFH Protein liegt dann im Plasma vor, welches das
Bindegewebe und die interzellulire Matrix umflieBt, zu der das Protein Affinitét hat.
Daher erscheint pigFH dann wieder im Bindegewebe der Septen und Portalfelder und
liegt hier in den hochsten Konzentrationen vor.

Im Lebergewebe des erkrankten Tieres bietet sich ein nahezu inverses Bild. Hier ist das
pigFH Protein nicht in den bindegewebigen Strukturen lokalisiert, da die Septen und
Portalfelder wie ausgestanzt erscheinen. Hingegen ist das Protein in hoher
Konzentration im Bereich des Parenchyms zu detektieren. Innerhalb des Parenchyms
sind die hohen Konzentrationen des Proteins in den Hepatozyten lokalisiert. In den
Sinusoiden ist, im Gegensatz zum Lebergewebe des gesunden Schweines, kaum Protein
vorhanden. Das pigFH Protein ist in den Hepatozyten im intrazelluldre Kompartiment
lokalisiert: Das Zytoplasma enthilt hohe Konzentrationen von pigFH Protein, wihrend
der Nukleus als oval-runde Struktur innerhalb der Zellen ausgespart ist. Diese
histologischen Untersuchungen bestétigen die Ergebnisse der Analysen von RNA- und
Protein-Ebene: Das pigFH Protein wird in den Hepatozyten des erkrankten Schweines
synthetisiert, die Sekretion ist jedoch blockiert. Das Protein akkumuliert in den
Hepatozyten und reichert sich hier an. Wihrend andere Mitglieder der FH Protein-
Familie im Plasma zu vorhanden sind, hier sogar in erhohter Konzentration
vorkommen, ist das pigFH-Molkiil selbst durch die Mutation blockiert und akkumuliert
im Zytoplasma der Hepatozyten. Der Sekretionsblock fiihrt zur plasmatischen Defizienz

fiir das pigFH Protein, mit der Folge der Entwicklung einer MPGN 1.
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4.4 Die Rolle von FH-Genmutationen fiir nicht-strukturbildende AS

4.4.1 MPGN II und FH-Genmutationen bei Sus scrofa und Mensch

Die Arbeit von Ault et al. stellt bisher die einzige Veroffentlichung dar, in der der
molekulare Defekt einer plasmatischen FH-Defizienz in Assoziation mit einer Priméren
Glomerulopathie beim Menschen aufgeklirt werden konnte!">*. In dem beschriebenen
Fall finden sich zwei Mutationen, die in je einem Allel die konservierten
strukturbildenden Cysteine in SCR 9 [C518R] beziehungsweise SCR 16 [C941Y]
verdndern. Diese Mutationen fithren zu einem Block der Sekretion und einer
Akkumulation des Proteins innerhalb des Endoplasmatischen Retikulums, wie an
Patientenfibroblasten demonstriert werden konnte!'>. Das Protein zeigt dariiberhinaus
eine verlangsamte Degradierung. Die fiir die korrekte Bildung der Cystin-Briicken und
damit der globuldaren Tertidrstruktur der SCRs entscheidenden strukturbildenden
Cysteine werden durch die gefundenen Mutationen ausgetauscht und verursachen einen
Sekretionsblock fiir das Protein.

Die histologische Beschreibung der Nierenpathologie dieses Patienten wurde der
Kollagen Typ III Glomerulopathie (Kollagen III GP) zugeordnet. Allerdings hat sich
diese Entitdt in der aktuellen Literatur kaum durchgesetzt. Auch sind die
lichtmikroskopischen ~ Kriterien = (Mesangiumzell-Proliferation, = Matrixzunahme,
Verdickung der Basalmembran) und elektronenmikroskopischen Kriterien (mesangiale
Deposition) mit der der MPGN II vereinbar, Prisenz oder Abwesenheit von
abgelagertem C3 ist nicht als Kriterium in die Beschreibung der Kollagen III GP
integriert. Diese Histologie wurde bereits bei ihrer Erstdefinition mit der der MPGN 11
verglichen, daneben ist das Auftreten von Kollagen Typ III als unspezifisches
Reaktionsmuster des Glomerulums auf eine Schidigung beschrieben worden'**'*!. Da
in dem von Ault et al. beschriebenen Fall zusitzlich eine isolierte C3-Ablagerung im
Glomerulum nachgewiesen wurde, erscheint eine Zuordnung zur MPGN II nach
aktuellen Nomenklaturen zumindest moglich, wenn nicht sogar zutreffend.

MPGN II bei Schweinen der Norwegischen Yorkshire Zucht und Kollagen III GP oder
MPGN II im beschriebenen Fall in Assoziation mit plasmatischer FH-Defizienz zeigen
mehrere Ubereinstimmungen in ihrer Pathophysiologie: (1.) Synthese und Prisenz von
FH in der Leber, (2.) Blockierung der Sekretion des Proteins, (3.) Intrazellulire
Akkumulation und Anreicherung des Proteins (4.) Plasmatische Defizienz fiir den
Komplementregulator FH, (5.) Entwicklung einer Priméren Glomerulopathie (MPGN II

/ Kollagen III GP). Diese Befundkonstellation konnte in der vorliegenden Untersuchung
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fiir die erkrankten Schweine der Norwegischen Yorkshire Zucht auf RNA- und Protein-
Ebene nachgewiesen werden, dariiberhinaus wurde die intrazelluldre Akkumulation in
den Hepatozyten in situ gezeigt. Allerdings liegen im Unterschied zu dem humanen Fall
die gefundenen Mutationen beim erkrankten Schwein in SCR9 und SCR 20. Beide
Mutationen befinden sich auf einem Allel, welches bei den erkrankten Tieren
homozygot vorliegt. Bemerkenswert ist aber vor allem, daf die gefundenen Mutationen
keine strukturbildenden Cysteine betreffen, sondern AS, die nach bisheriger Kenntnis an
der Ausbildung der globuldren Tertidrstruktur der SCRs nicht beteiligt sind.

Die Bedeutung der Cysteine ist auch fiir ein anderes aus SCRs aufgebautes
Plasmaprotein gezeigt worden. Die Untereinheit b des Gerinnungsfaktor XIII ist aus 10
SCRs aufgebaut. Das kodierende Gen ist wie das FH-Gen auf Chromosom 1q31
lokalisiert worden und liegt nahe des RCA*'?. Fiir Faktor XIIIb ist in einem Fall das
Auftreten von zwei Mutationen auf je einem Allel beschrieben worden. Eine der beiden
Mutation [G11499T] verdnderte ein konserviertes Cystein [C430F] zu einem
Phenylalanin. Bei der Patientin lag eine totale plasmatische Defizienz fiir Faktor XIIIb
vor, ein Sekretionsblock fiir das pathologische Protein konnte in Transfektionsstudien
nachgewiesen werden!*'>*141,

Die vorliegenden Untersuchungen dieser Arbeit zeigen erstmals, dal3 Mutationen von
Aminosduren, die nicht Cysteine betreffen und daher nicht SCR-strukturbildendend
sind, ebenfalls einen Sekretionsblock fiir ein aus SCRs aufgebautes Protein bewirken

konnen.

4.4.2 FH-Genmutationen und aHUS

Das Auftreten von Missense-Mutationen fiir nicht-strukturbildende AS ist bei einer
zweiten Erkrankung, die mit FH-Defizienz oder -Dysfunktion assoziiert ist, genauer
beschrieben worden: dem atypischen Hdmolytisch Urdmischen Syndrom (aHUS). In
vier grofen genetischen Studien wurden insgesamt 19 FH-Genmutationen in
Assoziation mit aHUS gefunden!' """ 13 der gefundenen Mutationen liegen in
SCR 20. Aufgrund der Clusterung der Mutationen in SCR 20 wurde von den Autoren
hier ein Hotspot vorgeschlagen. Zwei der in diesen Arbeiten beschriebenen Mutationen
sind Deletionen und fithren zu Frameshift und Einfiihrung eines Stopcodons, womit die
molekulare Grundlage hinreichend geklirt ist. Die unabhéngig gefundenen Missense-
Mutationen in SCR 20 des FH-Gens, fiir die eine Assoziation mit aHUS in diesen
Veroffentlichungen beim Menschen beschrieben wurden, sind in Abbildung 24

zusammengefasst.
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Abb. 24: Missense-Mutationen in Assoziation mit MPGN II (Schwein) und aHUS (Mensch) in
SCR 20. Im oberen Teil ist die AS-Sequenz von SCR 20 des Schweines (Pig) sowie die darin gefundene
Mutation (Mut) dargestellt. Im unteren Teil ist die AS-Sequenzen von SCR 20 des Menschen sowie die
darin bisher beschriebenen Missense-Mutationen dargestellt, angegeben nach den Referenzen. Grau

unterlegte AS sind konserviert. Cysteine sind invers gedruckt. Vergleiche auch Tabelle 4, Seite 29.

Von den 13 unabhingig beschriebenen Missense-Mutationen in SCR 20 ist in keinem
einzigen Fall ein Cystein betroffen. Allerdings wurde eine Mutation zweimal entdeckt,
die eine weiteres Cystein in SCR 20 einfiihrt [R1210C]. Eine pathologische Ausbildung
der Cystin-Briicken durch das zusitzliche Cystein stellt eine Erkldarung fiir die
Auswirkungen dieser Mutation dar. Fiir die verbleibenden 11 Mutationen in SCR 20
[W1183L], [T1184R], [L1189R], [RS1191L], [V1197A] (3x), [R1215G] (3x), und
[R1215Q] konnte bisher keine Erkldarung fiir die molekulare Pathogenese gefunden
werden. Dabei werden teilweise Aminosduren betroffen, die zwischen den Spezies
konserviert sind. Allerdings fiihrt in einem Fall eine Veridnderung [T1184R] zu einer
AS, die in dieser Position beim Schwein vorhanden ist, so daf aus dem
Konservierungsgrad offensichtlich nicht immer auf die Relevanz der betreffenden AS
geschlossen werden kann. Eine Untersuchung auf einen Sekretionsblock fiir FH, wie er
in der vorliegenden Arbeit gezeigt wird, ist fiir die beschriebenen aHUS assoziierten
Mutationen nicht durchgefiihrt worden, obwohl teilweise erniedrigt Plasmaspiegel fiir
FH nachgewiesen wurden. Somit wird in dieser Arbeit erstmals ein molekularer
Pathomechanismus fiir die mit aHUS assoziierten Mutationen im FH-Gen
vorgeschlagen.

Die aHUS-assoziierten Mutationen liegen fast ausschlieBlich heterozygot vor. Da FH
beim Menschen kodominant exprimiert wird, kann davon ausgegangen werden, daf} bei
Heterozygotie immer ein Rest an funktionsfihigem FH im Plasma vorhanden ist, ganz
gleich, ob das vom mutierten Allel translatierte Protein nicht ins Plasma sezerniert wird,

oder aber dort unfunktionell vorliegt. Die Rest-Kapazitit an funktionsfihigem FH zur
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Regulation des AP scheint den entscheidenden Ausschlag zu geben, ob sich ein aHUS
oder eine MPGN II entwickelt: Partielle FH-Defizienz oder -Dysfunktion fiihrt zu
aHUS, totale FH-Defizienz oder -Dysfunktion zu MPGN II1'%!,

Eine totale Dysfunktion kann durch homozygote Mutationen bedingt sein, die
funktionell wichtige AS verdndern, so da FH zwar im Plasma nachgewiesen werden
kann, dieser aber keine regulatorische Funktionen mehr ausiibt. Ebenfalls kann eine
totale Dysfunktion auch durch Antikorper bedingt sein, die an plasmatischen FH binden
und seine Interaktion mit C3b verhindern, wie dies fiir das Protein LOI von Meri et al.
gezeigt wurde!'®”). Totale plasmatische Defizienz fiir FH, wie sie bei Sus scrofa in der
vorliegenden Untersuchung und auch beim Menschen gezeigt wurde, wird durch
homozygote Mutationen hervorgerufen. In diesem Tiermodell wird die Bedeutung der
nicht-strukturbildenden Aminoséuren fiir die molekulare Pathogenese der plasmatischen
FH-Defizienz und MPGN 1II gezeigt. Diese Pathophysiologie eines Sekretionsblocks
durch Mutationen von nicht-struktubildenden Aminosduren kann auch den
heterozygoten aHUS-assoziierten Mutationen zugrunde liegen und hier die Ursache

einer partiellen plasmatischen FH-Defizienz beim Menschen sein.

4.5 Die Rolle von pigFH in der Xenotransplantation

4.5.1 pigFH und die Hyperakute AbstoBungsreaktion

Effiziente Regulation des Komplementsystem ist eine entscheidende Vorraussetzung fiir
die Vermeidung der Hyperakuten AbstoBungsreaktion (HAR) und damit ein wichtiger
Schritt auf dem Weg zur erfolgreichen Etablierung einer Schweineleber im Menschen
im Rahmen der Xenotransplantation. Die Rolle des AP der Komplementaktivierung im

Zusammenhang mit der HAR ist kontrovers diskutiert worden!'®”!

. Einige Autoren
haben die Aktivierung des AP in dieser Transplantations-Konstellation gezeigt, wihrend
andere die Relevanz des AP fiir die Entwicklung der HAR bezweifelt haben. Eine
Kldrung dieser Fragestellung erscheint schwierig, solange die entscheidenden
Regulatoren noch nicht bekannt sind. Da FH neben dem AP auch die
Amplifikationsschleife reguliert, unabhingig davon, ob eine Aktivierung iiber den CP
oder den AP initiiert wurde, hat dieser Regulator evidente Relevanz fiir die
komplementvermittelten Pathologien der Xenotransplantation. In dieser Arbeit wurde
daher die Klonierung von pigFH von Sus scrofa unternommen.

Die klinische Situation der Xenotransplantation einer Schweineleber zum Menschen

zeigt in ihren verschiedenen Phasen unterschiedliche Anforderungen an das
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Komplementsystem. Wihrend und kurz nach einer Xenotransplantation muf} sich die
Donorleber vor dem zirkulierenden Komplementsystem des Menschen schiitzen, da
sonst HAR und letztlich Organverlust die Folgen sind. Expression der humanen
zellstindigen Komplementregulatoren hDAF und hMCP haben sich hier als eine

wichtige MaBnahmen zur Beeinflussung der HAR erwiesen''””

. Allerdings wird
inzwischen angenommen, dall nicht die Transgenitit fiir den humanen Regulator,
sondern nur alleine die Uberexpression fiir den Erfolg verantwortlich ist*'),

Sowohl auf der Ebene des Homologiegrades als auch in der experimentellen
Lokalisierung funktioneller Doménen zeigen sich in der vorliegenden Arbeit grofle
Ahnlichkeiten zwischen pigFH und hFH. In den vorliegenden Untersuchungen wird
gezeigt, daB3 pigFH die Spezies-Grenzen iiberschreitet, mit humanem C3b interagiert
und Kofaktor-Aktivitét fiir hFI in der Spaltung von hC3b hat. Das Protein pigFH stellt
daher ein qualitatives und quantitatives Aquivalent zu hFH dar. Trotzdem besteht auch
ein Unterschied in der Affinitit einer Bindungsstelle fiir humanes C3b. Wenn sich in
weiteren Untersuchungen die Austauschbarkeit von pigFH und hFH auch unter
physiologischen Bedingungen demonstrieren 148t, so mufl keine Transgenitit fiir hFH
hergestellt werden, wie sie fiir hDAF und hMCP durchgefiihrt wurde. Die reine
Uberexpression von pigFH kann dann ausreichend sein, um das Auftreten der HAR zu

beeinflussen.

4.5.2 pigFH und spitere Phasen der Xenotransplantation

Nach der Etablierung einer Schweineleber im menschlichen Organismus iiber die HAR
hinaus werden andere Anforderungen an die Komplementregulatoren gestellt. Humane
Regulatoren miissen dann eine Aktivierung des Komplements verhindern, welches
durch die xenotransplantierte Schweineleber in den humanen Akzeptororganismus
abgegeben wird. Membranstindige Regulatoren miissen eine Aktivierung des
xenogenen Komplementsystems zum Beispiel auf GefidBBendothelien verhindern.
Oberflichen, die keine eigenen membranstindigen Regulatoren tragen, wie die
glomerulidre Basalmembran der Niere, sind hier auf die Fliissig-Phase Regulatoren
angewiesen. Daher hat die Frage der Austauschbarkeit von pigFH und hFH Relevanz
fiir die Langzeit-Etablierung der Schweineleber im menschlichen Organismus.

In der vorliegenden Arbeit wurden auch die molekularen Grundlagen einer FH-
Defizienz im Tiermodell untersucht, die zu der frithen Entwicklung einer MPGN II
fiihrten. Nach den bisherigen Fallberichten verlduft die FH-Defizienz beim Menschen

zwar nicht derart rapide wie beim Schwein, die totale FH-Defizienz und -Dysfunktion
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fiihrt aber auch beim Menschen zur MPGN 1I, die partielle zum aHUS. Beide
Erkrankungen miinden letztlich in lebensbedrohlicher Niereninsuffizienz. Wenn pigFH
kein funktionelles Aquivalent zu hFH darstellt, wird im Rahmen einer
Xenotransplantation eine totale FH-Dysfunktion iatrogen hergestellt. Diese kidme einer
homozygoten plasmatischen FH-Defizienz gleich und miindet, wie bei Schwein und
Mensch gezeigt, in die Entwicklung einer MPGN II. Die Xenotransplantation der
Schweineleber um den Preis einer bald folgenden Niereninsuffizienz kann aber kein
akzeptables Ergebnis einer therapeutischen Intervention sein. Aquivalenz von pigFH
und hFH sind daher von evidenter Bedeutung fiir die Xenotransplantation der
Schweineleber. Die durchgefiihrten Bindungs- und Funktionsstudien dieser Arbeit
zeigen, daB pigFH ein qualitatives und quantitatives Aquivalent zu hFH beziiglich der
Bindung an Heparin und damit der Oberfldcheninteraktion, sowie der Bindung an C3b
und der Kofaktor-Aktivitdt darstellt. Dennoch sind weitere Untersuchungen in vivo
notig, um die Austauschbarkeit der beiden Proteine auch unter physiologischen
Bedingungen zu bestitigen. Sollten sich pigFH und hFH nur quantitativ in ihrer
Aktivitdt unterscheiden, wie es fiir die hDAF-transgenen Schweine bereits vermutet
wird, so wire eine Transgenitidt der Transplantationsschweine fiir hFH redundant. Die
Uberexpression von pigFH kann dann ebenfalls ausreichend sein.

In den verschiedenen Phasen der Xenotransplantation kann iiberexprimiertes pigFH
Protein unterschiedliche Funktionen wahrnehmen: In der akuten Phase kann pigFH die
Entwicklung der HAR beeinflussen. Nach der Etablierung des Organs verhindert pigFH
dann das Auftreten einer MPGN II oder eines aHUS. Eine Modifikation der Expression
von pigFH ist daher ein vielversprechender Schritt auf dem Weg zu einer erfolgreichen
Xenotransplantation der Schweineleber auf den Menschen. Diese Uberlegung ist Teil
einer Patentanmeldung, die die DNA-Sequenz und das Protein pigFH zum Gegenstand

hat!'®!,
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S Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wird erstmals die Klonierung und Charakterisierung des

Komplementregulators Faktor H von Sus scrofa (pigFH) berichtet.

Zur Klonierung von pigFH wurde eine cDNA-Bank einer Schweineleber
hergestellt, gescreent, der gesuchte Klon isoliert und die gefundene Sequenz auf
funktionelle und strukturbildende Motive hin analysiert.

Um funktionelle Doménen lokalisieren zu konnen, wurden drei pigFH Fragmente
rekombinant exprimierten und dann Bindungs- und Funktionsstudien durchgefiihrt.
Es wurde gezeigt, dal pigFH mit Heparin und C3b iiber jeweils mindestens zwei
Bindungsstellen interagiert. Fir diese Doménen wurden die Lokalisationen auf
SCR-Bereiche eingeschriankt und mit denen von humanem FH verglichen.

Es konnte gezeigt werden, dall das pigFH Protein qualitativ und quantitativ als
Kofaktor fiir humanen Faktor I in der Spaltung von humanem C3b fungieren kann.
Damit wurde nachgewiesen, dal pigFH in der Lage ist, in seiner Aktivitit die
Spezies-Grenzen zu iiberschreiten und auch humanes Komplement zu regulieren.
Die Relevanz dieser Spezies-iibergreifenden Aktivitit fiir die Immunpathologie der
Xenotransplantation einer Schweineleber auf den Menschen wurde diskutiert. Es
wurde vorgeschlagen, daB eine Uberexpression von pigFH in den Transplantations-

Schweinen die verschiedenen Phasen einer Xenotransplantation beeinflussen kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde die molekulare Pathogenese der plasmatischen FH-

Defizienz in Assoziation mit der Membranoproliferativen Glomerulonephritis Typ 11

(MPGN II) im Tiermodell Sus scrofa aufgeklirt.

Es wurden zwei Missense-Mutationen auf einem Allel identifiziert, welches bei
den erkrankten Tieren homozygot vorliegt, und die zum Austausch von nicht-
strukturbildende Aminoséuren fiihren.

Es konnte gezeigt werden, dafl diese Mutationen zu einem Sekretionsblock und
einer Akkumulation von pigFH Protein im Lebergewebe der erkrankten Tiere
fiihren und die plasmatische pigFH-Defizienz zur Folge haben. Die Akkumulation
des pigFH Proteins konnte in den Hepatozyten in situ nachgewiesen werden.

Die molekulare Pathogenese der pigFH-Defizienz in Assoziation mit MPGN II
konnte damit in diesem Tiermodell aufgeklirt werden. Diese molekulare
Pathogenese wurde fiir die veréffentlichten FH-Genmutationen in Assoziation mit

dem atypischen Himolytisch Urdmischen Syndrom beim Menschen vorgeschlagen.

Die DNA-Sequenz und das Protein pigFH wurden zum Patent angemeldet.
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