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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Komplementsystem bildet als essentieller Tell der angeborenen Immunitdt des Menschen eine
effektive Abwehr gegenitiber eingedrungenen Mikroorganismen, humanpathogenen Pilzen oder Parasiten.
Die Komplementkaskade wird Uber drei Wege, den klassischen, den Lektin- oder den aternativen Weg
aktiviert und resultiert in der Markierung, Phagozytose oder Lyse der Fremdzellen. Die Wirkung der
Komplementkaskade in der Immunabwehr ist dulerst effektiv und wird auf kérpereigenen Zellen streng
reguliert. So stehen den etwa 40 Effektorproteinen des Komplementsystems eine Vielzahl negativ
regulatorischer Proteine gegeniber, um eine ungerichtete und ungewollte Schadigung koérpereigener
Zellen oder des benachbarten Gewebes (Bystander-Lyse) zu verhindern. Inhibitorisch wirksame
Mechanismen greifen an unterschiedlichen Stellen in den Verlauf der Kaskade ein. Den Schwerpunkt
bildet jedoch die Regulation auf Ebene der zentralen Komplementkomponenete C3 und der enzymatisch
aktiven Derivate, den C3 und C5 Konvertasen. Hier treffen ale drel Aktivierungwege zusammen und
minden, wenn ungehindert, in den terminaen, lytischen Weg der Komplementkaskade. Die Regulation
auf Ebene des C3 Molekiils erfolgt durch inhibitorische Proteine die sich entweder membrangebunden auf
autologen Zdllen befinden oder im Serum gelost sind. Im aternativen Weg der Komplementaktivierung
falt dem Serumprotein Faktor H eine wichtige inhibitorische Bedeutung zu. Faktor H ist das am besten
charakterisierte Mitglied der Faktor H Proteinfamilie, zu der neben dem Faktor H &hnlichen Protein
(FHL-1) weitere funf Faktor H verwandte Proteine zéhlen.

Komplement-regulatorische Funktionen sind bisher fur Faktor H und das FHL-1 Protein bekannt. Beide
Proteine agieren as Kofaktor in der Faktor | vermittelten Inaktivierung von C3b und fordern die
Destabiliserung des C3 Konvertasekomplexes C3bBb. Diese Funktionen werden Uber die vier N-
terminalen Doménen der nativen Proteine ausgelibt. Eine besondere Eigenschaft des Faktor H ist, dass es
mit dem Protein Faktor B um die Bindung an das membrangebundene, aktivierte C3b Molekil
konkurriert. Diese spezielle Funktion des Faktor H Proteins verhindert die Ausbildung der initialen C3
Konvertase des aternativen Weges und die Amplifizierung der Kaskade.

Das Faktor H Protein bt die regulatorischen Funktionen aufgrund seiner Eigenschaft aus, direkt an das
C3b Molekil zu binden und Glykosaminoglykane, die sich auf den Membranen autologer Zellen befinden
und Bestandteile des extrazelluldren Kompartimentes sind, zu erkennen. Beide Interaktionen werden Uber
verschiedene funktionelle Doménen, die sich in N-terminalen, zentralen und C-terminalen Regionen
innerhalb des Faktor H Molekils befinden, vermittelt.

In der vorliegenden Doktorarbeit gelang erstmals der experimentelle Nachweis fir die besondere
Bedeutung des C-Terminus des Faktor H Proteins fir diese interaktiven Eigenschaften und die

funktionelle Relevanz von krankheits-assoziierten Faktor H Mutationen in dieser Molekilregion.

VI



Zusammenfassung

Die funktionellen Analysen zur C3b- und Heparin-Bindung umfassten Studien an dem intakten Faktor H
Molekil, an humanem Serum als auch an rekombinant exprimierten Faktor H Fragmenten, die sich vom
Wildtyp-Fragment durch einen einzelnen Austausch in einer C-terminalen Aminoséure unterschieden. In
Immunfluoreszenz und FACS Anaysen wurde die Bindung dieser Faktor H Fragmente an die Oberflache
humaner Endothelzellen zusétzlich untersucht. Die Proteine mit der zugrundeliegenden Punktmutationen
wurden mittels site-directed Mutagenese-Technik generiert und in Insektenzellen mithilfe des Baculo-
Systems rekombinant exprimiert. Die beiden Mutationen, die zu den Aminosdure-Substitutionen R1210C
und R1215G im C-Terminus des Faktor H fihren, sind in Patienten die an der atypischen Form des
Hamolytisch Urémischen Syndroms leiden, beschrieben. Eine Assoziation von Faktor H Defekten mit
dem Syndrom wurde durch die eigenen Western Blot Analysen an Patientenseren bestétigt.

Die Basis der genannten Untersuchungen bildete eine Charakterisierung der Faktor H Bindung von
insgesamt elf monoklonalen Antikorpern. In Dot Blot und Western Blot Analysen wurden die
individuellen Bindungstellen der Antikorper innerhalb des Faktor H Molekils identifiziert, um auf

diesem Wege niitzliche Werkzeuge fur die funktionellen Studien und die Serumanalysen zu erhalten.

Die Ergebnisse dieser funktionellen Studien zeigen, dass die Bindungen des Faktor H Molekils an das
C3b Molekll und an das polyanionische Heparin Uber den C-Terminus des Molekiils vermittelt werden
und ein einzelner Aminosaureaustausch in dieser Doméne zum Verlust der Faktor H Funktion fihren
kann. Dies ermdglicht einen ersten Einblick in die biologische Relevanz der Faktor H Mutationen fir die

Pathogenese des Haemolytisch Urdmischen Syndroms.

VI



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Uberblick

Das Komplementsystem ist ein wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunité des Menschen,
und Ubernimmt eine Schllissdrolle in der frihen Immunabwehr gegen bakterielle Mikroorganismen,
Viren, humanpathogene Pilze oder auch parasitére Invertebraten. Durch das Komplementsystem werden
eingedrungene Pathogene oder veranderte, korpereigene Zellen unschéadlich gemacht, indem sowohl eine
zytotoxische Aktivitédt Uber den terminaen Angriffskomplex (im Englischen: Membrane Attack
Complex, MAC) ausgellbt wird, as auch phagozytdre Immunzellen rekrutiert und aktiviert werden. Im
menschlichen Organismus bernehmen Komponenten des Komplementsystems eine wichtige Rolle in der
Erkennung, Prozessierung, Grofenregulierung und Beseitigung von Immunkomplexen (im Englischen:
Clearance), der Markierung (Opsonisierung) und Beseitigung von zelluldrem Debris oder seneszenter
Erythrozyten ein. Einige Produkte (Anaphylatoxine), die durch proteolytische Spaltprozesse in der
Komplementkaskade entstehen, wirken chemotaktisch auf Zellen des Immunsystems und Ubernehmen
eine vermittelnde Rolle zwischen dem Komplementsystem und der zellul&ren Immunantwort. Zudem
wirkt das Komplementsystem immunregulatorisch sowohl auf die Antigen Prozesserung und
Présentation a's auch auf die Induktion der priméren und sekundéren humoralen Immunantwort ein.

Aktivierung und Verlauf der Komplementkaskade werden durch das enge Zusammenspiel von
mehr als 40 serumlddichen und membrangebundenen Proteinen bestimmt. Im algemeinen wird ein
inaktives Vorldufermolekil meist enzymatisch vermittelt in den aktiven Zustand versetzt, um wiederum
selbst z.B. als Serin-Protease zu fungieren und zahlreiche Zielmolekile zu aktivieren. Dies macht die
Komplementkaskade zu einem Uberaus effektiven und potenten System und begriindet die Viefat der
negativ regulatorischen Mechanismen. Den Effektorproteinen stehen eine Vielzahl von inhibitorischen
Proteinen gegentiber, die an unterschiedlichen Ebenen der Kaskade eingreifen konnen.

Die Nomenklatur der einzelnen Effektorkomponenten als z.B. C1-C9 it historisch bedingt, wobei
die Nummerierung nicht unbedingt dem zeitlichen Auftreten in der Kaskade entspricht. Auf viele
membrangebundene Komplementproteine wird entsprechend ihrer Resktivitdéte mit monoklonalen
Antikérpern die Cluster of Differentiation (CD) Nomenklatur angewendet. Diese Nomenklatur wird in
der vorliegenden Arbeit zusétzlich zu den gebrauchlichsten Trivialnamen berticksichtigt. Im allgemeinen
wird die aktivierte Form der Komplementproteine mit einem Suffix gekennzeichnet, z.B. Clg*. Die
meisten Komplementproteine setzen sich aus multiplen Doménen zusammen und sind in der Lage
Komplexe aus homo- und heteromeren Aggregaten zu bilden. Einige Proteine des Komplementsystems
werden aufgrund ihrer genetischen, strukturellen und funktionellen Eigenschaften in insgesamt 5
Proteinfamilien zusammengefasst (Tabelle 1.1). So bilden die regulatorisch wirksamen Proteine ,,C4
Binding Protein“ (C4bp), ,Decay-Accelerating-Factor* (DAF; CD 55), ,Membrane Cofactor Protein®
(MCP; CD 46), Mitglieder der Faktor H Proteinfamilie, und die Komplement-Rezeptoren CR 1 (CD 35)
und CR 2, die Multigen-Familie der ,,Regulators of Complement Activation“ (RCA). Die RCA Proteine



Einleitung

werden von Genen codiert, die auf dem langen Arm des Chromosom 1 (1q 32) liegen. Sie gleichen sich
strukturell und bestehen groftenteils, und im Falle der Faktor H Proteine ausschliefdlich, aus den Cystein-
reichen ,,Short Consensus Repeat* (SCR) Doménen, die aus ca. 60 Aminosduren aufgebaut sind (Zipfel
et al.,, 1999). Namensgebend fir diese Familie ist ihre gemeinsame Funktion, die Regulation der

Komplementaktivierung.

Tabdle 1.1: Proteinfamilien

Strukturelemente
Familie Proteine .
Kollagen | TS |EGF | LDL | SCR Perforin | vWF | Protease
Interner
Thioester
C1r/C1s +/+ +/+ +/+
) C2/Faktor B +/+ +/+ +/+

Serin Proteasen

Faktor | + +

CRl/CRZ +/+

DAF/MCP +/+
RCA Proteine FH +

C4bp +

Cc6 + + + +

C7 + + + +
Porenformende cs + + + +
Proteine

c9 + + + +
Membranbindende ca/ca *
Proteine C5
Kollagenartige Clq *
Proteine MBL +

Aus dem Englischen: TS, Thrombospondin; EGF, Epidermal Growth Factor-like; LDL, L ow Density Lipoprotein
Receptor-like; SCR, Short Consensus Repeat; vVWF, von Willebrand Factor- like; RCA, Regulators of Complement
Activation; MBL, M annan-Binding-L ectin

Die Leber, v.a. Hepatozyten, ist der Hauptbildungsort der meisten 16dlichen Komplementproteine.
Vide Komplement-Proteine werden aber auch in anderen Zelltypen gebildet, so ist das regulatorisch
wirksame Faktor H auch Bestandteil der a Granulae reifer Thrombozyten (Devine & Rosse, 1987). Auf
den Membranoberfléachen korpereigener (autologer) Zellen, wie z.B. Endothelzellen der Geféldwand aber
auch Zellen des Immunsystems, sind die Regulatoren DAF (CD 55), MCP (CD 46) und Protektin (CD
59) verteilt (Cole et al., 1985; Kinoshita et al., 1985; Davies et al., 1989; Meri et al., 1991). Die Integrine
CR1 (CD 35, auch C3b Rezeptor), CR3 (CD 11b/CD18) und CR4 (CD 11c¢/CD18), und der Clq
Rezeptor, der den Kollektinen zugehort, finden sich auf allen phagozytéren Zellen, den Neutrophilen und
Monozyten/Makrophagen (Ross et al., 1987; Collard et al., 1999). Diese Rezeptorproteine vermitteln die
phagozytére Funktion des Komplement. Ihre Liganden sind u.a. die Komplementproteine C1g, M annose-
Bindendes-L ektin (MBL) oder das C4b Molekil und die Aktivierungsprodukte des C3, C3b und iC3b.
Die Aktivierung der Rezeptoren und die Transduktion des spezifischen Effektorsignales ist abhangig vom

2
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jeweiligen Liganden, und somit haben diese Interaktionen entsprechend vielfdtige Auswirkungen auf die
Zielzellen. Neben der Rolle ds Vermittler in der Komplement-abhangigen Phagozytose wirkt z.B. CR 1,
das von Erythrozyten exprimiert wird, als Rezeptor fir Immunkomplexe und bewirkt somit die C3b-
abhangige Neutralisation (im Englischen: Clearance) der Immunglobulin-Aggregate (Schifferli et al.,
1986). Komplement Rezeptor CR 2 wird sowohl auf T und B-Lymphozyten als auch auf follikuléren
dendritischen Zellen exprimiert und vermittelt zusammen mit C3 und CD 19 immunregulatorische
Funktionen (Weis et al., 1984; Tedder et al., 1986; Carter et al., 1988; Lowell et al., 1989).

Bel der Aktivierung des C3, C4 und des C5 Moalekils entstehen kleine Fragmente, die als Uberaus
wirksame Mediatoren in die Entziindungsreaktion eingreifen, indem sie chemotaktisch auf Zellen des
Immunsystems wirken und eine rezeptorvermittelte Zytokin-Ausschittung in den Zielzellen induzieren
(Ward et al., 1966; Bokisch et al., 1969; Damerau et al., 1978; Warheit et al., 1985). Da die Fragmente
C3a, C4a und Cha Entziindungssymtome im Organismus hervorrufen, bezeichnet man die drei Molekille
als Anaphylatoxine. Die Bedeutung des C4a Molekiils as Anaphylatoxin ist allerdings umstritten. Die
Anaphylatoxine bewirken eine loka erhohte vaskuldre Permesbilitét, die Kontraktion glatter
Muskelzellen, und sie férdern die Ausschittung des inflammatorisch wirkenden Histamins und anderer
Effektormolekiile in Mastzellen und Basophilen. Die starkste Wirkung entfaltet das C5a Molekil, die
Aktivitét des C3a Fragmentes ist am Geringsten. Alle drei Molekile tben ihre Wirkung Uber spezifische
Rezeptoren auf den Zielzellen aus (Haribabu et al., 2002). Das C5a Protein Ubernimmt eine Uberaus
wichtige Rolle in der Aktivierung von phagozytéren Zellen. Es induziert dort die Sekretion lysosomaler
Mediatoren, wie ,Platelet-Activating Factor* (PAF) und Eicosanoide, erhtht die Expression
unterschiedlicher Membranproteine und Integrine, darunter C3 Rezeptoren, es fihrt zur Aggregation von
Neutrophilen und Monozyten/Makrophagen und induziert proagulative Reaktionen (Wojta et al., 2002).
Desweiteren bewirkt die Interaktion des C5a Molekils mit Monozyten und Makrophagen die Bildung
und Sekretion inflammatorischer Zytokine, wie z.B. IL-1, TNF-a, und IL-6 (Mollnes et al., 2002;
Schraufstatter et al., 2002).

Die Aktivierung des Komplement erfolgt Uber eine von insgesamt drei Routen, entweder Uber den
klassischen (KW) oder den Lektin (MBL) Weg, oder nach selbstinduzierter Aktivierung des C3 tiber den
aternativen Weg (AW). Die Aktivierungsphase miindet unabhdngig von der anfanglichen Route in der
Opsonisierung  aktivierender Membranoberfachen mit dem C3b Molekidl, der Bildung der C3
Konvertasen C4bC2a bzw. C3bBb und im weiteren Verlauf der Bildung der C5 Konvertasen C4bC3b2a
bzw. C3b,Bb. Die Aktivierung des C5 fuhrt zur Bildung des terminalen Angriffkomplexes (MAC) aus
den Komponenten C5-9, der eine durchlassige Pore in die angegriffene Membran bohrt und die Zdlyse
enleitet (Walport, 2001). In Abb. 1.1 sind diese V orgénge schematisch dargestellt.

Im folgenden wird zunachst ein Uberblick tber die drei Wege der Komplementaktivierung und
die Termination der Kaskade gegeben. Hierbel wird auf eine beschrénkte Anzahl einzelner Komponenten
und biochemischer Ablaufe im Detail eingegangen. Die Regulation des Komplement ist entscheidend und
bietet korpereigenen Zellen den notwendigen Schutz vor Verletzungen oder sogar der Komplement-

vermittelten Zdlyse. Aus diesem Grunde werden inhibitorische Mechanismen des Komplement in einem

3
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gpdteren Abschnitt eingehend behandelt. Abschlief3end werden krankheitsassoziierte Stérungen des
Komplementsystems dargestellt, insbesondere wird hierbei auf die mogliche Assoziation von Faktor H

Mutationen mit der atypischen Form des Hamolytisch Urdmischen Syndroms (HUS) eingegangen.

Aktivatoren | Antigen-IgG/IgM | Man/GlcNac Mikroorganismen

DNA, CRPu.a Aktivierung des C3
Klassischer MBL
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A =
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Abb 1.1 Wege der Komplementaktivierung

Die drei Wege der Komplementaktivierung sind schematisch dargestellt. Wird nach antikdrperabhéngiger oder —unabhangiger
Aktivierung der klassische Weg initiiert, folgt auf die Bildung des Clgrs Komplexes, oder im Lektin Weg des MBL-MASP
Komplexes, die Aktivierung der Proteine C4 und C2. An Aktivatoren-Oberfléchen fuhrt dies im Weiteren zur Bildung der
klassischen C3 Konvertase C4bC2a. Der aternative Weg wird durch die Hydrolyse eines internen Thioesters im C3 Molekdll
oder durch Mikroorganismen aktiviert. Auf Aktivator-Oberflachen wird Faktor B im initialen Komplex mit C3b von der Serin
Protease Faktor D gespalten, und es entsteht die alternative C3 Konvertase C3Bb. Das Properdin stabilisiert den Komplex. Mit
der Bindung eines zusétzlichen C3b Molekiils entstehen die beiden C5 Konvertasen, die das C5 Mol ekl aktivieren kénnen und
somit den terminalen, lytischen Weg der Kaskade einleiten. Der terminal e Angriffskomplex C5b-C8C9poly ist porenbildend und
fuhrt zur Lyse der angegriffenen Zelle.
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1.2 Komplement: Initiation und Aktivierung

1.2.1 Klassischer Weg

Tabelle 1.2: Aktivierende Komponenten des Klassischen Weges

Moal. Anzahl der Plasmakonzentration | Genlocus Aktivitat
Gewicht Polypeptideinheiten | [ug/ml]
[kDa]
Bindung an Aktivatoren des
Ciq 460 6x3 66-180 1934.1-363 |\ \w.initiation des KW
Serin Protease
Clr 83 1 34-100 12p13 Spaltet Cls
Serin Protease
? -
Cls 837 1 34-80 12p13 Spaltet C4 und C2
C2 107 1 20-25 6p21.3 Ligand fur C4b
Bestandteil d. C3 Konvertasg;
C2a 73 1 - - spaltet C3
C2b 34 1 nicht bekannt
C4 205 3(a,b,9 200-600 6p21.3
Cda 8.7 1 Anaphylatoxin
Bindet an Aktivatoroberflache;
Cdb 196 3(a,b,9 Ligand fur C2;
Bestandteil d. C3 Konvertase

Die Molekile Clq, C1r, Cls, C4, C2 und C3 fungieren as Komponenten des klassischen Weges (KW;
Tabelle 1.2). Die Komplementaktivierung Uber diesen Weg wird durch die Bindung von Clgq an
Antikorper-Antigen-Komplexe (antikorper-abhangiger Weg) oder an Aktivatoren bzw. Akzeptormolekile
(antikorper-unabhangiger Weg) und einer damit verbundenen Konformationsdnderung im Molekil
initiiert (Clas & Loos, 1981). Clq ist eéin makromolekularer Komplex aus insgesamt 6 Kopien dreier
unterschiedlicher Proteinketten, die Uber Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Um die
dreidimensionale Struktur des C1g Molekils zu beschreiben hat sich der Vergleich des Komplexes mit
einem , Blumenstraul3* bewéhrt. Die N-terminalen Regionen der Proteinketten sind durch das Gly-X-Y-
Motiv kollagenartig strukturiert und bilden den ,Stiel*, wéhrend die C-terminalen 140 Aminosduren den
»globuldren Kopf* ausmachen (Calcott & Muller-Eberhard, 1972). Der gesamte C1 Komplex besteht aus
C1q, das mit eéinem Tetramer aus je 2 Molekilen der Proenzyme C1s und C1r assoziiert ist (Loos et al.,
1980). Als Liganden fur C1lg und somit Aktivatoren des Komplement fungieren u.a. neben anionischen
Makromolekiilen wie z.b. DNA, bakterielles Lipopolysaccharin, Cardiolipin oder Mucopolysaccharide,
auch kollagen-bindende Proteine wie C-reaktives Protein (CRP) oder das Fibronektin der extrazelluléren
Matrix. Wahrend der lokalen Entziindungsreaktion bilden sich schwer I6dliche Antikorperaggregate aus,
die durch Komplement wieder solubisiert werden. Die Bindung von C1q an die Fc Anteile von IgM (Cp3,
Cu5) und 19G (CR) vermittelt diese wichtige biologische Funktion von Komplement.

Wird nun der klassische Weg des Komplement gestartet, folgt auf die Konformationsdnderung und
Aktivierung des C1q Molekils, und sukzessive der Fragmente C1r und Cls die proteolytische Spaltung
des C4 Proteins. Man nimmt an, dass das aktivierte C1g die Konformation des C1r Proteins beeinflusst,
welches die erste proteolytische Spaltung der Kaskade vermittelt (Dodds et al., 1978). In diesem Prozef3

wird zunichst eines der Clr Molekile des Cl-Komplexes in einen reversiblen Ubergangszustand
5
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gebracht (C1r*), in dem die enzymatische Region des C1r* nun exponiert ist. Clr* gpaltet das zweite C1r
Molekil und bildet mit diesem verbunden das doppelstrangige C1r,. Der Cl1s Dimer des Komplexes wird
Uber diese Serin Esterase gespalten und somit aktiviert. Das resultierende C1s* ist nun in der Lage as
zweite Serin Esterase die nachste Komponente in der Kaskade, das C4 Molekil, proteolytisch zu spalten
(Matsumoto et al., 1989). Als Produkte entstehen hierbei zwei Fragmente, das groliere C4b Molekdl, das
die Bindungsstelle fur das C2 Protein markiert, und das kleinere C4a, das as Anaphylatoxin in die
Entziindungsreaktion eingreift. Der Komplex aus C4bC2 ist sdlbst nicht enzymatisch aktiv, C2 wird
jedoch durch C1s* gespalten, und es bildet sich die klassische C3 Konvertase C4bC2a aus. Ein reaktiver
Thioester in C4b ist in diesem Molekil exponiert und bindet hiertiber kovalent an die Aktivatoroberfléche
(Dodds et al., 1996). Die Kaskade geht weiter, indem nun ein C3 Molekil durch diese Konvertase
enzymatisch gespalten wird, wobel das grofere Fragment C3b an das membrangebundene C4b des
C4bC2a Komplexes gebunden bleibt und die C5 Konvertase des klassischen Weges C4bC3bC2a gebildet
wird (Cooper, 1975).

Den Effektorproteinen des Komplement stehen eine Vidzahl von inhibitorisch wirksamen
Proteinen gegeniiber. Der klassische Weg wird durch die Proteine C1-Inhibitor und C4b-Binding Protein
reguliert. Zusétzlich wirken auf Ebene des C3b die Regulatoren des aternativen Weges.

1.2.2 Lektin-Weg

Tabelle 1.3: Aktivierende Komponenten des L ektin Weges

Mol. Anzahl der Plasmakonzentration Genlocus Aktivitat
Gewicht Polypeptideinheiten [ng/ml]
[kDa]
) Bindung an Aktivatoren
MBL 32x X multimer 0-5 10011.2-23 | des L P-Initiation des LP
. Serin Protease
MASP-1 83 1 Nicht bekannt 3027-28 Spaltet Cls

Ein zweiter Weg der Komplementaktivierung wird auf Ebene des C4 Molekills eingeleitet (Tabelle 1.3),
und dies geschient Antikdrper- und Clg-unabhangig mit Hilfe eines Serumlektins, dem Mannan-
bindenden Protein (MBP bzw. MB Lektin). MBP ist eéin multimeres Protein bestehend aus kleinen, 32
kDa schweren Untereinheiten, die kollagenartige Regionen und C-typ Lektin Einheiten aufweisen. MBL
ist das bisher einzige Mitglied der Kollektine (u.a. Lungen Surfactant Proteine SP-A, SP-D), dem
Komplement-aktivierende Eigenschaften nachgewiesen werden konnten (Malhotra et al., 1994a). Indem
MBL an Kohlenhydratreste bakterieller, retroviraler oder mitochondrialer Membranen bindet, kann es das
Komplementsystem aktivieren und dadurch seine bakteriziden und neutraliserenden Eigenschaften
entfalten. Ein Komplex aus MBP und Cls-ghnlichen Serin Proteasen (M BP-assoziierte Serin Proteasen,
MASP-1; zusédtzliche Varianten MASP-2, MASP-3, 19 kDa MASP), auch Ra-reaktiver Faktor genannt,
bindet an die Polysaccharidketten Ra und R2, die exponiert auf der Zelloberflache vieler Salmonella und
E. coli Stdmme liegen. MBL erkennt dabel spezifisch verschiedenste Kohlenhydratreste, v.a. N-acetyl-
mannose-Amine, N-acetyl Glucosamine und Mannose (Mahotra et al., 1994b). Der MBP-MASP
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Komplex, der an einer bakteriellen Zeloberflache gebunden ist, aktiviert die Komponenten C4 und C2
auf gleiche Weise wie fir C1g-C1r2-C1s2 beschrieben.

1.2.3 Alternativer Weg

Tabelle 1.4: Aktivierende Komponenten des Alter nativen Weges

Mol. Anzahl der Plasmakonzentration Genlocus | Aktivitéat
Gewicht | Polypeptideinheiten [ng/ml]
[kDa]
c3 185 2 (a,b) 500-1200 19p13.2-.3
C3a 9 1 Anaphylatoxin
Bindung an
Aktivatoroberflachen; Ligand
C3b 175 2@by | fur Faktor B (FB) und CR1;
Bestandteil der C3 und C5
Konvertasen;
Faktor B 93 1 140-400 6p21.3 Bindet an C3
Ba 33 1 - - Keine
Bestandteil der AW C3 und C5
Bb 60 1 Konvertasen
Faktor D 24 3(a,b,9 1-5 6p21.3 Spaltet FB im C3bB Komplex
P 53-200 1-4 25 Xpll.4-23 | Stabilisiert die C3 Konvertase

Der dternative Weg (AW) der Komplementaktivierung ist ein sdbst-induzierter, kontinuierlich
ablaufender Prozef3, der in geringer Rate spontan und dabei zuféllig im menschlichen Serum abl&uft
(Nicol & Lachmann, 1973). Er dient as natirliches Abwehrsystem gegen eine Vielzahl von Pathogenen
und agiert bereits bevor es zur Bildung von Antikdrper kommt. Komponenten des AW sind die
Plasmaproteine C3, Faktor B (FB), Faktor D (FD) und Properdin (Tabelle 1.4). Als Audéser fur die
Aktivierung des aternativen Weges gilt die spontane Hydrolyse eines internen Thioesters innerhalb des
intakten C3 Molekils (Pangburn et al., 1981), die sog. , Tickover*-Aktivierung. Die Thioester-Bindung
wird nucleophil von Wassermolekilen des Serums angegriffen, und das C3 Molekil in den metastabilen
Zustand C3(H20) gebracht. Diese Konformationsénderung begiinstigt die Bindung von Faktor B an das
C3 Molekil, und in diesem Komplex kann Faktor B durch die Serin Protease Faktor D in zwei Fragmente
gespdten werden (Muller-Eberhard & Gotze, 1972; Gotze & Muller-Eberhard, 1976). Das grofere Bb
Fragment (60 kDa) bleibt mit C3 assoziiert und der gemeinsame Komplex fungiert as initille C3
Konvertase C3Bb des aternativen Weges (Fishelson et al., 1984). In der flissigen Phase wirkt das
gebundene Fragment Bb als Serin Protease und spaltet natives C3 in die Fragmente C3b* (175 kDa) und
das Anaphylatoxin C3a (9 kDa). Das C3b* hat eine metastabile Konformation in der flissigen Phase,
kann alerdings in diesem Zustand eine kovaente Esterbindung mit Hydroxy- oder Aminogruppen auf
Zelloberflachen oder biologischen Partikeln  eingehen. An  diesem Punkt kommt die potente
Amplifizierungsschleife des AW zum Tragen, die dazu fihrt, dass die attackierte Zellmembran mit ener
Vielzahl von C3b Molekillen (Opsonisierung) und C3 Konvertasen besetzt wird. Simultan hierzu wird
auch der klassische Weg der Komplementaktivierung gestartet. Im aternativen Weg, dient das erste
membrangebundene C3b als Bindungsstelle fir FB, welches wie oben erwahnt von FD gespalten wird.
Dadurch entsteht an der Aktivatoroberflache die eigentliche C3 Konvertase C3bBb des aternativen
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Weges. Jedes membrangebundene C3b Molekil kann in diesen Kreidauf eine Vielzahl von Konvertasen
enspeisen, wahrend frisches FB aus dem Serum rekrutiert wird. Properdin  stabilisert den
Enzymkomplex. Die C5 Convertase des AW setzt sich aus einem weiteren C3b und der C3 Konvertase
zusammen und bildet den Komplex C3b,Bb. Die Selbstinduktion der Aktivierung und in grof3erem Mal3e
die Potenzierung der Kaskade auf Ebene des C3, machen insbesondere den AW zu einem wirkungsvollen
Mechanismus der Immunantwort, der ohne negative Regulation auch autologe Zellen angreifen wirde.
Besonders auf Ebene des C3 finden sich deshab inhibitorische Kontrollmechanismen, die eine
Inaktivierung des C3b oder der AW C3 Konvertase zur Folge haben, die ausfihrlich an spéterer Stelle
behandelt werden. Verlauft der aternative Weg dlerdings ungehindert und kommt es zur Bildung der C5
Konvertase, mindet auch e in die letzte Phase der Kaskade, die Bildung des terminaen

Angriffskomplexes.

1.3 Komplement: Termination

Tabelle 1.5: Aktivierende Komponenten des Terminalen Angriffkomplexes

Mol. Anzahl der Plasmakonzentration Genlocus | Aktivitéat
Gewicht Polypeptideinheiten [ng/ml]
[kDa]
o5 192 2 (a,b) 75 9q343 | Rimdetan C3b der G5
Cba 11.2 1 Anaphylatoxin
C5b 182 2 (a,b) Bindet C6, C7
Cé 120 1 45-70 5p13 Bindet C5, C7
Bindet C6, C8;
Cc7 105 1 55-60 5p13 C5-7 Komplex bildet Porein
Aktivatormembran
1p32 Bindef C7, C9;
C8 151 3(a,b,9 80 9 ; Verstérkt Wirkung d. C5-7
034.3 77?
Komplexes
Bindet C8, Polymerisation;
C9 71 1 60 5p13 notwendiger Bestandteil des
MAC zur Zdlyse

Die Termination der Kaskade wird eingeleitet, wenn die klassische oder aternative C5 Konvertase das
intakte C5 in die zwei Fragmente Cba (11,2 kDa) und C5b (182 kDa) gespaten hat. Komponenten des
terminalen Weges sind die funf Plasmaproteine C5, C6, C7, C8 und C9 (Tabelle 1.5). Beide C5
Konvertasen des klassischen und des aternativen Weges entstehen wahrscheinlich durch die Bindung
eines zweiten C3b Molekils an die jeweilige C3 Konvertase, C4b2a3b oder C3Bb3b (Isenman et al.,
1980; Takata et al., 1987). An diesem zusétzlichen C3b lagert sich C5 an und wird in seine beiden
Fragmente gespaten. Das dabel entstehende C5a ist das wirkungsvollste Anaphylatoxin des
Komplement, welches zahireiche biologische Funktionen Ubernimmt. Die letzten Schritte der Kaskade
werden Uber distinkte Protein-Protein Interaktionen zwischen C5, C6, C7, C8 und C9 geleitet, die nicht
enzymatisch vermittelt werden. Der as self-assembly bezeichnete Prozeld mindet in der Bildung des
terminalen Membran-Angriffkomplexes (im Englischen: Membrane Attack Complex, MAC) aus den
Komponenten C5b-9 (Muller-Eberhard, 1976; Podack et al., 1976; Podack et al., 1978; Podack et al.,

1979). Nur in einer begrenzten Phase nach seiner Aktivierung kann sich C5b mit C6 zu einem stabilen
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Komplex verbinden (C5b-6). Wenn dieser Komplex mit dem C7 Molekil assoziiert, entsteht C5b-C7, das
amphiphile Eigenschaften besitzt. Der Komplex aus C5b-C7 lagert sich in die hydrophilen Anteile der
Phospholipid-Doppelmembran ein, kann dies allerdings weder an den Zellmembranen benachbarter
autologer oder pathogener Zelen und bewirkt ebenso noch nicht, dass das Zytoplasma aus der Zelle
austritt  (,Leakiness'). Fir die Membraneinlagerung des C5b-7 Komplexes stehen nur einige
Millisekunden zur Verfigung bevor er irreversibel zerfdlt. Ist der Komplex aus C5b-7 erfolgreich
stabilisiert, wird durch die folgende Assoziation mit einem C8 Molekll die Hydrophobizitdt des
Gesamtkomplexes erhoht, und dieser kann sich weit in die Zellmembran einbohren. Die resultierenden
Poren haben einen Durchmesser von 10 bis 15 A? Dies ist bereits ausreichend flr eine begrenzte Lyse
gewisser Zelltypen. Die Bildung des C5b-C8 Komplexes geschieht auch in der [6dichen Serumphase,
doch ist das Molekil nur an der Membran gebunden funktionell aktiv und stellt dort gewissermal3en den
Rezeptor fur die Komponente C9 dar. Zundchst bindet ein C9 Molekul an den C5b-8 Komplex und
daraufhin folgt die nicht-enzymatische Polymerisation von weiteren C9 Molekilen (Podack et al., 1982).
Der Mechanismus dieses Prozesses ist noch nicht eindeutig geklért. Der resultierende MAC besteht aus
bis zu 16 C9 Molekilen (poly-C9). Der gesamte Komplex C5b-8C9¢ erreicht einen Durchmesser von ca.
100 A°und geht wahrscheinlich durch beide Schichten der zelluléren Doppelmembran. Man nimmt an,
dass die ungebremste Diffusion von lonen und Wasser durch diese Poren die osmotische Lyse der
Zielzelle einleitet.
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1.4 Regulation

Tabelle 1.6: Inhibitorisch wirksame Regulatoren der Komplementkaskade

Mol. Anzahl der Plasmakonzentration | Genlocus | Inhibitorische Weg
Gewicht Polypeptideinheiten [mg/l] Wirkung auf
[kDa]
Clinh 71-105 1 200 118%2' Clr, Cls W
C4dbp C3 Konvertase
460-570 8 (7a, 1b) 250 1932 Caboa KW
Faktor | C3b, iC3b und
C4b
88 2 30-50 4925 Bendtigt KW,AW
Kofaktoren
DAF (CD 55)*, Dissoziation der
GPI verankert 0 1 132 C3 Konvertasen KWAW
MCP (CD 46)*, 45-70 1 1932 Kofaktor fir FI KW,AW
transmembran
CR 1(CD 35)*, Dissoziation der
transmembran 190-220 1 1932 C3 Konvertasen; | KW,AW
Kofaktor fir FI
FHL-1 Kofaktor fir FI;
Dissoziation der
155/42 1 10-50 1932 AW C3 AW
Konvertase
Faktor H Wie FHL-1;
Bindet C3b, C3c,
155 1 200-600 1932 C3d; KW,AW
Konkurriert mit
FB um C3b
Clusterin (SG-P2) 80 2 8p21 C5-8 TW
S-Protein
(Vitronectin) 77n 2xn 240-550 17911 C5-8 TW
HRF* :
C8-bind. Protein 65 nb nb C8,MAC TW
Protektin* (CD 59), g .
GP| verankert 18-23 1 11p13 MAC; C9 TW

*Membranprotein

Verschiedene Mechanismen der Regulation greifen in die Komplementkaskade ein, um zu gewdahrleisten,
dass die Komponenten des C nicht Ubermal3ig verbraucht werden, aber auch um korpereigene Zellen vor
der Komplement-vermittelten Lyse zu schitzen (sog. Bystander Lyse) bzw. ziellose inflammatorische
Antworten zu verhindern. Der Vielzahl an negativ regulatorischen Proteinen, steht nur ein einziges
Molekil entgegen, das stabiliserend auf die AW C3 Konvertase und somit positiv regulatorisch wirkt,
das Properdin (Pillemer et al., 1954). Properdin ist ein polymeres Molekil aus 53 kDa Untereinheiten,
das in hohen Serumkonzentrationen von ca. 25 mg/l vorliegt.

Die bei weitem Uberwiegende Zahl inhibitorisch wirksamer Faktoren regulieren die Komplementkaskade
auf unterschiedlichen Ebenen (Tabelle 1.6). Dies geschieht in der frihen Phase zum einen durch die
Aktivitdt der Serumproteine Clq Inhibitor, Faktor I, C4bP, Faktor H und FHL-1 zum anderen durch
Membranproteine der koérpereigenen Zelen, wie DAF (CD 55), MCP (CD 46) und Complement-
Rezeptor 1 (CR1; CD35). Ist der terminale Weg bereits eingeleitet, wirken auch hier [6diche Faktoren (S
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Protein bzw. Vitronectin; SP-40; Apolipoproteine JAI und All; SG-P 2 bzw. Clusterin; CD 59) und die
GPI-verankerten Membranproteine Protektin (mCD 59) und HRF (C8-binding protein).

1.4.1 C1-Inhibitor, C4-Binding Protein und Faktor | vermittelte Inaktivierung des C4b

Der klassische und Lektin-Weg der Komplementaktivierung wird in der flissigen Phase durch die
Wirkungsweise des C1-Inhibitor (Clinh) und des C4-bindenden Proteins (C4bp) entscheidend beeinflufi.

Das Glycoprotein Clinh gehort zur Familie der Serin-Protease Inhibitor Familie (Serpine), und
inaktiviert zusdtzlich zu Komplement Cl1 auch die Proteine Plasmin, Killkrein und die
Koagulationsfaktoren Xla und Xlla. An erster Stelle des klassischen Weges inaktiviert Clinh den aktiven
C1 Komplex, indem es sich irreversibel an Cls und Clr anlagert und den Komplex destabilisiert (Arlaud
et al., 1979; He et al., 1997). Auch die in geringer Rate stattfindende Autoaktivierung des C1 Komplexes
wird somit wirkungsvoll von Clinh im Serum aul3er Kraft gesetzt.

C4dbp igt en je nach Grad der Glykosilierung 460-570 kDa schweres Glykoprotein, das sich
sowohl frei im Serum als auch an Chylomikronen assoziiert findet. In der Tertidrstruktur ghnelt C4bp der
Gedtalt eines Oktopus, die einzige [FKette ist C-termina mit insgesamt acht a-Ketten assoziiert. Das
C4bp ist im Serum in zwel weiteren funktionell aktiven Isoformen mit nur 6 a-Ketten oder géanzlich ohne
[3-Kette zu finden. Die einzelnen a-Ketten sind miteinander Uber Disulfidbriicken verbunden, die sich am
C-terminus in den ,Bridging*-Doménen befinden. Das restliche Molekll setzt sich aus homologen
Doménen, den ,short-consensus-repeats’ (SCRs), zusammen (Kirkitadze & Barlow, 2001). Auf die
Struktur der SCR Doméne wird an anderer Stelle noch ausfuihrlich eingegangen. C4bp ist Mitglied der
Familie der ,Regulators of Complement Activation“ (RCA) (Kristensen et al., 1987; Hillarp et al., 1993),
die in einem Cluster auf Chromosom 1 codiert sind und as gemeinsame Struktureinheit die SCR
Doménen aufweisen (vgl. Tabelle 1).

C4bp beschleunigt den Zerfall der klassischen C3 und C5 Konvertasen (sog. decay-accelerating
activity). Es verhindert die Bildung neuer Konvertasen und hat Kofaktor Aktivitét in der proteolytischen
Spaltung des C4b durch Faktor | (s.u.)(Gigli et al., 1979; Gigli et al., 1985; Barnum & Dahlback, 1990).
Dartiberhinaus konnte eine wahrscheinlich physiologisch irrelevante Inaktivierung der AW Konvertasen
durch C4bp nachgewiesen werden. C4bp inaktiviert die C3 und C5 Konvertasen des klassischen Weges
(C4b2a und C4b2a3b) in einer Weise, die sich bei der Wirkung der Regulatoren CR1 (CD 35), DAF (CD
55), MCP (CD 46) und Faktor H auf Ebene des C3 wiederfindet. Auch auf Ebene des C4b wirken die
Membranproteine CR1 und MCP as Kofaktor in der Faktor | vermittelten Inaktivierung der klassischen
C3 Konvertase (Seya & Atkinson, 1989), wahrend DAF ihren Zerfall beschleunigt (Nicholson-Weller et
al., 1982).
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1.4.2 Drehscheibe C3: Faktor | vermittelte Inaktivierung und Zerfall der C3 Konvertasen

Auf Ebene von C3 treffen der klassische und der aternative Weg der Komplementaktivierung zusammen.
Komplement C3 nimmt die Stellung as das zentrale Molekll der Komplementkaskade ein. C3b, das an
eine Membran oder parikuldre Oberfléache gebunden ist, propagiert die Komplementkaskade, doch auch
die proteolytischen Spaltprodukte des C3b wirken mannigfaltig in den Inflammationsprozef3 ein. Die
regulativen Mechanismen (Abb. 1.3), die an dieser Stelle greifen, entscheiden mal3geblich Uber das
Schicksal der attackierten Zelle, indem entweder durch Opsonisierung (C3b/iC3b) phagozytotische
Reaktionen Uberwiegen, durch Bildung der C5 Convertasen der termindle Weg und die Zdllyse
beschritten wird, oder auf autologen Zellen, die Attacke des Komplement verhindert werden soll.

Das C3 Molekil liegt in sehr hohen Konzentrationen im menschlichen Serum vor (1 g/l). Das
native C3 ist ein 185 kDa schweres Glycoprotein, dessen a-Kette (115 kDa) und b-Kette (75 kDa) Uber
eine Disulfidbriicke verknlpft sind (Bokisch et al., 1975; Nilsson et al., 1975). Dartiberhinaus befinden
sch zwei weitere Disulfidbriicken innerhalb der a-Kette. Das intakte C3 Molekil wird zum einen durch
die Aktivitét der C3 Konvertasen des klassischen oder aternativen Weges, als auch durch Faktor | in
Zusammenarbeit mit den Kofaktoren membrangebundenen CR1 MCP und dem lddichen Faktor H
enzymatisch gespalten (Lambris et al., 1996). In einem schrittweisen Abbau des C3b durch Faktor |
entstehen die Spaltprodukte iC3b, C3c, C3dg und C3d (Fries et al., 1985; Ganu et al., 1989; Sim et al.,
1993a). Spezifische Komplementrezeptoren fir das iC3b Molekil (CR1, CR2 (CD 11c¢/CD18), CR3 (CD
11b/CD18)) und das C3dg Fragment (CR2) vermitteln die inflammatorische und phagozytére Funktion
der Komplementkaskade und bilden ein Bindeglied zur angeborenen, zelluldren Immunitét des Menschen.
So werden Zellen oder Partikel, die mit dem iC3b Molekil besetzt (opsonisiert) sind, von Phagozyten
Uber die Rezeptoren CR 1 und CR3 gebunden. Die auf diese Weise aktivierten Phagozyten synthetisieren
und sekretieren inflammatorisch wirksame Zytokine und Mediatoren. Die Phagozytose der iC3b
opsonisierten Partikel wird auf Neutophilen und Monozyten/Makrophagen tber die Liganden-Bindung an
die Rezeptoren CR1 und CR3 induziert und vermittelt. Desweiteren ist der aktivierte CR3 (auch iC3b
Rezeptor genannt) wahrend inflammatorischer Prozesse verantwortlich fir die Adhésion der Leukozyten
an aktivierten Endothelzellen und deren transendotheliale Migration. Eine besondere Bedeutung fallt dem
CR 1 Rezeptor der Erythrozyten zu. Lodiche C3b-Immunkomplexe des peripheren Blutsystems werden
von CR 1 an die Blutkérperchen gebunden und an den Ort der Beseitigung, die Leber, transportiert. Der
CR 1 Rezeptor auf Membranen follikul&rer dentritischer Zellen ist mitverantwortlich fir die Prasentation
der gebundenen Antigen-Antikorper Komplexe in den Reifungszentren lymphatischer Gewebe.

Die Folgen der Aktivierung der genannten C3 Rezeptoren auf Zellen des peripheren Blutsystems
sind vidfédtig und zu grofen Teilen noch nicht eindeutig geklart. In Lymphozyten wird Uber die Bindung
des iC3b und C3dg an die Rezeptoren CR1 und CR2 die B-Zdl-Differenzierung und Proliferation
angetricben. Die Wirkung der Rezeptor-Liganden-Interaktion auf einige T-Zell-Populationen ist
alerdings unklar. Eine Rezeptor-vermittelte Beteiligung in Vorgangen der Signaltransduktion wird fir
die Rezeptoren CR1 und CR2 diskutiert.

12



Einleitung

Fur die Inaktivierung des C3b und die weitere Spaltung des Molekils benétigt die Serin Protease
Faktor | fur jeden dieser enzymatischen Teilschritte einen Kofaktor, wobei bei der Abspaltung des C3d
vom C3dg Fragment ausschliesslich CR1 als Kofaktor aktiv ist (Fearon et al., 1981; Dobson et al., 1981,
Perlmann et al., 1981; Schneider et al., 1981; Fearon, 1985; Vik & Fearon, 1985; Weiler, 1989). Die
Faktor | vermittelte Inaktivierung des C3b, das sich in der fllssigen Phase befindet, kann alerdings nur
mit Hilfe des Faktor H stattfinden (Farries et al., 1990). Diese Kofaktor Aktivitét ist auch fir ein anderes
Mitglied der Faktor H Familie, das Faktor H @hnliche Protein 1 (factor H like FHL-1), nachgewiesen
worden (Misasi et al., 1989).

Ein zweiter inhibitorischer Mechanismus bewirkt den raschen Zerfal der C3 Konvertase C3bBb
des aternativen Weges. Diese ds ,, Zerfall-beschleunigende-Aktivitét (im Englischen: decay-accelerating
activity)* bezeichnete Funktion wird sowohl von den Membranproteinen CR1 und DAF (CD 55) als auch
von Faktor H und FHL-1 ausgelibt (Weiler, 1989; Kuhn & Zipfel, 1996). Faktor H besitzt eine weitere
Funktion, indem es als einziges der beschriebenen Regulatorproteine mit Faktor B um die Bindung an
C3b konkurriert (Farries et al., 1990), und somit ein kompetitiver Ligand in der Bildung der AW C3
Konvertase ist. Faktor B besitzt alerdings eine andere Bindungsstelle im C3b Molekll as Faktor H
(Hourcade et al., 2002).

Indem Faktor H bereits im Serum an C3b Molekiile oder die frihe C3 Konvertase C3Bb bindet,
verhindert er die Ablagerung der aktivierten Molekille auf der Zelloberfléache. Diese Eigenschaft macht
Faktor H zum wichtigsten Regulator des dternativen Weges, der in einem frihen Stadium die
Amplifizierungsschieife der Kaskade aul3er Kraft setzt. Da Faktor H die Inaktivierung des C3b fordert,
greift es zudem in die Bildung der klassischen C5 Konvertase ein. Eine herausragende Rolle in der
Komplementregulation Gbernimmt Faktor H vor alem dann, wenn membrangebundene Regulatoren wie
CD35, CD46 oder CD55 fehlen. Dies trifft u.a. auf kérpereigene Regionen wie z.B. der exponierten
extrazelluléren Matrix oder die flussigkeitserfullten Zwischenréume der Gelenke zu (Friese et al., 2000).
Hier kann das Fehlen der Faktor H vermittelten Komplementregulation gravierende Verletzungen des
betroffenen Gewebes durch die ungehinderte Komplementaktivierung hervorrufen. Im umgekehrten
Sinne steht die Wirkung von Faktor H im Dienste einiger humanpathologischer Mikroorganismen, die
eine Strategie entwickelt haben, sich vor Komplement zu schiitzen, indem sie wirtseigenes Faktor H oder
FHL-1 an ihre Membranoberflache bzw. an Membranproteine binden (Ram et al., 1999; Hellwage et al.,
2000; Kraiczy et al., 2001b).
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Abb. 3.1 Regulation des Alter nativen Weges

In den regulativen Mechanismen I-111 wurde auf die Kennzeichung des FHL-1 Proteins verzichtet, da die Funktionen identisch
sind mit denen des Faktor H Proteins. Die Aktivierung des C3 Molekiils fihrt zur Abspaltung des Anaphylatoxins C3a, das
chemotaktisch und inflammatorisch wirkt. Das verbleibende aktivierte C3b Molekl, das sich im Serum befindet, wird durch
Faktor | (FI) und die Kofaktoren Faktor H (FH) und FHL-1 inaktiviert (I). Die Faktor | vermittelte Inaktivierung des C3b
Molekiils, das auf einer Oberflache kovalent gebunden ist, fihrt zur Bildung des Spaltproduktes iC3b (11). Kofaktoren hierfir
sind Faktor H und FHL-1 und die Membran verankerten Proteine CR1 und MCP. DieiC3b Rezeptoren CR1, CR2 und CR3 auf
phagozytéren Zellen und Lymphozyten vermitteln die vielfétigen Effektor-Funktionen des C3 Derivates (siehe Text) und die
Phagozytose der opsonisierten Partikel. Die Membranproteine DAF und CR1 und die 16slichen Proteine Faktor H und FHL-1
beschleunigen den Zerfall der C3 Konvertase des aternativen Weges. Nur Faktor H kann mit Faktor B um die Bindung an das
C3b Molekil konkurrieren (1V) und somit die Bildung der C3 Konvertase und die Amplifizierung der Kaskade auf diesem Wege
verhindern.

1.4.3 Regulation des Terminalen Weges

Die Regulation der spdten Vorgange der Komplementkaskade wird Uber unterschiedliche Plasmaproteine
(S-Protein bzw. Vitronectin; SP-40; Apolipoproteine JAI und All; SG-P 2 bzw. Clusterin; l6diches CD
59) auf Ebene des C5b-7, oder tiber die Membranproteine CD 59 (Protectin bzw. membrane inhibitor of
reactive lysis (MIRL)) und HRF (auch C8-binding protein) vermittelt (Podack et al., 1984; Murphy et al.,
1989; Walport, 2001a). Die regulatorischen Plasmaproteine wirken dabei nicht nur auf den C5b-7
Komplex destabilisierend, sondern wie im Fale des S-Proteins ebenso auf C5b-8 Molekille, die sich in
der I6dichen Phase befinden. Falls sich C5b-8 schon in die Zellmembran inseriert hat oder es bereits zur
Assoziation mit C9 gekommen ist, verhindern CD59 und HRF die Polymerisation des C9 und somit die
Bildung des MAC auf der korpereigenen Zelle (Meri et al., 1990; Lehto et al., 1997).
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1.5 Faktor H Proteinfamilie

Als erstes Mitglied der Proteinfamilie wurde das Faktor H Protein, zu diesem Zeitpunkt als 31H Globulin
bezeichnet, aus humanem Serum isoliert (Nilsson & Muller-Eberhard, 1965), und spéter wurden seine
Komplement regulatorischen Eigenschaften beschrieben (Weller et al., 1976; Whaey & Ruddy, 1976;
Weller et al., 1978; Whaley et al., 1979). Nach Analyse der priméren Proteinstruktur (Kristensen et al.,
1986) wurde die cDNA Sequenz fur Faktor H (Ripoche et al., 1986) und spéter fir das aternative
Spliceprodukt des Faktor H Genes, FHL-1 (Sim et al., 1993b) (Schwaeble et al., 1987; Estaller et al.,
1991)aufgeklért. Das Faktor H Gen liegt im RCA Cluster auf dem langen Arm des Chromosom 1 (Locus
1g3.2). Auch fur die weiteren Mitglieder der Faktor H Proteinfamilie (Abb. 1.4) wurden mittlerweile die
entsprechenden Gene oder partiellen Sequenzen auf Chromosom 1 (1g 3.1-3.2) lokalisiert (Zipfel et al.,
1999; Krushka et al., 2000; Mae et al., 2000; McRae et al., 2002). Faktor H ist das am besten
charakterisierte Mitglied dieser Familie aus Serumproteinen, zu der bis heute 5 weitere Proteine gezahlt
werden, die Faktor H verwandten Proteine (FHR) 1-5. Allen Faktor H Proteinen ist die strukturelle
Eigenschaft gemein, ausschliefdich aus SCR Doménen zu bestehen (Kristensen et al., 1986; Zipfel et al.,
1999). Jedes SCR wird von ca. 60 Aminosduren gebildet, und zwischen einigen SCRs herrscht bis zu
90% Sequenzhomologie (Barlow et al., 1991). Hoch konservativ erhdten in ihrer Position und
Bestandteil jedes SCRs sind 4 Cystein-Reste. Disulfidbriicken werden zwischen dem ersten und dritten
bzw. dem zweiten und vierten Cystein eines SCRs ausgebildet. Dies bestimmt die rdumliche Struktur
jeder SCR Doméne und folglich die des gesamten Molekils. Die strukturelle Homologie der SCR
Doménen ist weiterhin durch das Auftreten und die Position der Aminosauren Prolin, Glycin, Tyrosin und
Tryptophan geprégt. Die primére Aminosduresequenz aler bekannten Faktor H Proteine weist mindestens
eine putative Seite auf, an der das Molekil Uber eine posttrandationale N-Glykosilierung modifiziert
werden konnte. Fur Faktor H, FHR-1, FHR-2 (Skerka et al., 1992; Zipfel & Skerka, 1994) und FHR-4
(Hellwage et al., 1997b) wurden Kohlenhydrateketten experimentell nachgewiesen. Das FHL-1 Protein
scheint, obwohl es eine mdgliche Glykosilierungsseite in SCR 4 enthdt, nur in nicht modifizierter Form
vorzukommen. Das FHR-1 Protein existiert in humanem Plasma in einfach und zweifach glykosilierter
Form, das FHR-2 Protein in einfach und nicht glykosilierter Form (Zipfel & Skerka, 1994). Fur Faktor H,
FHR-3 und FHR-4 ist der genaue Grad der Glykoslierung und die distinkte Lokaisierung der

Glykosilierungsseiten noch nicht gekléart.

1.5.1 Faktor H

Fektor H (FH) liegt in hohen Konzentrationen (500mg/l) im Serum vor und wird v.a in
Hepatozyten, aber auch in Kupferzellen der Leber gebildet (Schlaf et al., 2002). FH hat ein
Molekulargewicht von 150 kDa und besteht aus insgesamt 20 SCRs. In e ektronenmikroskopischen
Aufnahmen scheint das Faktor H Protein eine flexible, perlenschnurartige Konformation einzugehen
(DiScipio, 1992). Die Kofaktor und , decay-accelerating” Aktivitét wird von den N-terminaen Doménen
1-4 ausgeiibt (Kuhn & Zipfel, 1996). Das Molekil hat insgesamt drei Bindungsstellen fur den Liganden
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C3b und seine Spatprodukte C3c und C3d (Lambris et al., 1988; Sharma & Pangburn, 1996; Jokiranta et
al., 2000; Jokiranta et al., 2001). Bisher noch nicht geklart ist, in welchem Mal3e diese Interaktion von
jeder einzelnen Bindungsstelle gepragt wird. Es konnte alerdings nachgewiesen werden, dass Faktor H
mithilfe der SCRs 1-4 intaktes C3b, der SCRs 6-10 das C3c Fragment und mit den SCRs 19-20 das C3d
Derivat bindet (Jokiranta et al., 2001). Darlber hinaus interagiert FH mit negativ geladenen Strukturen
der zdluldren Membranoberfléchen bzw. Proteinen der extrazelluldren Matrix, um seine Komplement
regulatorische Funktion auszuiben. Auch fir die Interaktion mit Polyanionen und experimentdll
nachgewiesen mit dem polymeren Heparin liegt eine Bindungsstelle N-termina in SCR 7 (Blackmore et
al., 1996) und C-terminal in SCR 20 vor (Blackmore et al., 1998). Eine dritte Bindungsstelle fir Heparin
liegt moglicherweise in den SCRs 12-14 (Pangburn et al., 1991), die jedoch in anderen Studien
(Blackmore et al., 1998) nicht eindeutig bestétigt wurde. Die Bedeutung dieser Bindungsregionen fir die
Interaktion des Faktor H Molekils mit Glycosaminoglycanen wird noch diskutiert. Das Vorkommen
krankheitsassoziierter Punktmutationen innerhalb des C-terminalen SCR 20 ist alerdings indikativ dafUr,
dass dieser Doméne eine besondere Rolle fur die Ausiibung der komplement-regulatorischen Funktion
zufallt.

Die Interaktion des Faktor H mit anderen Molekilen ist nicht auf die Bindung an das C3 Protein oder
Heparin beschrankt. Obwohl im Einzelnen noch wenig Uber die Funktion und physiologische Bedeutung
der nachgewiesenen Bindung bekannt ist, sind Adrenomedullin (Pio et al., 2001), das Integrin CD
11b/CD 18 auf polymorphonuclearer Leukokytes (PMNs)(DiScipio et al., 1998), das L-Selektin humaner
Leukozyten (Mahotra et al., 1999), das Siaoprotein der Knochen und Osteopontin  (Fedarko et d.,
2000), sowie das akute Phase C reactives Protein (CRP) (Mold et al., 1999) weitere Liganden des Faktor
H Proteins.

1.5.2 FHL-1

Als einzigem weiteren Mitglied der Faktor H Familie wurde neben Faktor H dem FHL-1 Protein eine
Komplement regulatorische Aktivitét nachgewiesen. FHL-1 ist das Proteinprodukt eines 1.8 kb
Transkripts des Faktor H Genes (Schwaeble et al., 1987; Estaller et al., 1991; Sim et al., 1993b), das am
C-terminden SCR 7 vier zusdtzliche Aminosauren trégt (Fontaine et al., 1989). Im humanen Serum
unterscheidet sich die Proteinkonzentration des FHL-1 um ein zehnfaches von der des Faktor H. Wie in
Faktor H, vermitteln auch in FHL-1 die SCRs 1-4 eine Kofaktorfunktion in der Faktor I-abhdngigen
Inaktivierung des C3b und den Zerfal der AP C3 Konvertase (Misas et al., 1989; Kuhn et al., 1995;
Kuhn & Zipfel, 1996). FHL-1 interagiert mit Heparin Uber eine Bindungsstelle an SCR 7 (Blackmore et
al., 1998), es bindet an autologe Zellen Uber das RGD-Motiv in SCR 4 (Hellwage et al., 1997a), und auch
FHL-1 wird von verschiedenen Mikroorganismen fur die Immunevasion benutzt, wie beispielsweise fur

Borrelia burgdorferi Stdmme gezeigt wurde (Kraiczy et al., 2001b).

1.5.3 Die Faktor H verwandten Proteine 1-5

Bis heute sind insgesamt finf FHR Proteine beschrieben worden (Timmann et al., 1991; Skerka et al.,

1992; Zipfel & Skerka, 1994; McRae et al., 2001; McRae et al., 2002). Erst vor kurzem wurde das FHR-5
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Protein als Bestandteil pathologischer glomeruldrer Immunglobulin-Ablagerungen entdeckt (McRae et
al., 2001; Murphy et al., 2002). Die FHR Proteine sind aus 4, 5 und 9 SCR Doménen aufgebaut, die v.a.
im C-terminalen Bereich fast deckungsgleiche Sequenzhomologien zu den SCRs 19-20 von Faktor H
aufweisen (Zipfel et al., 1999; Male et al., 2001). Uber die biologische Funktion der FHRs ist wenig
bekannt. Eine Interaktion mit C3d wurde fir die FHRs 3 und 4 gezeigt, mit C3b fur das FHR-5 Protein.
Das FHR-3 Protein bindet an Heparin und ist ein Ligand fir das M6 Protein auf der Membranoberfléche
von Streptococcus pyogenes. Alle FHR Proteine kommen als frei gelGste Proteine im humanen Plasma
vor, die FHR 1, FHR 2 und FHR 4 Proteine sind zusétzlich Bestandteil von Lipoprotein Partikeln (Skerka
et al., 1997).
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Abb . 1.3: Die Faktor H Proteinfamilie

Die Mitglieder der Faktor H Familie sind in einer schematischen Darstellung der Doménenstruktur wiedergegeben.
Einzelne SCR Doménen sind als Oval dargestellt, die vertikale Anordnung richtet sich nach Ubereinstimmender
Sequenzhomologie zwischen den einzelnen Familienmitgliedern. Die C-terminaen Faktor H Doménen SCRs 19
und 20 teilen eine Ubereinstimmende Sequenz von 60-100% mit den Proteinen FHR-1 bis FHR-5. Regionen, an
denen eine Addition von Kohlehydraten stattfinden kann, sind durch ein Strichsymbol gekennzeichnet. Das
berechnete Molekulargewicht fur die unterschiedlich glykosilierten Formen der Proteine FHR-1 und FHR-2 ist
angemerkt. Die Kofaktor Funktion fur das Faktor H Protein und FHL-1 liegen in den N-terminalen SCRs 1-4
(dunkle Ovae), die Lage des RGD (Arginin-Glycin-Asparagin)-Motivs und die Bindung des SCR 7 an das M
Protein (M) des Erregers Streptoccocus pyogenenes ist gekennzeichnet. In Faktor H sind die funktionellen Regionen
fur die Bindung des C3 Molekiils und des Heparins am unteren Bildrand hervorgehoben. Die Bindung an Heparin
wird vom SCR 7 des FHL-1 Proteins und vom SCR 2 des FHR-3 Proteins vermittelt.

17



Einleitung

1.6 Komplement und Krankheit

In diesem Kapited werden beispiehaft einige Aspekte krankheitsassoziierter Komplementstorungen
aufgegriffen werden. Ein besonderer Schwerpunkt wird zudem auf die Beteiligung des Faktor H in das
Krankheitsgeschehen gelegt. Auch die Mitwirkung des Komplementsystems bzw. des Faktor H und FHL-
1 in der Pathenogenese maligner Tumore (Junnikkala et al., 2000; Jurianz et al., 2001) sowie in
rheumatoiden Gelenkserkrankungen (Friese et al.,, 2000) (Moulds et al., 1992) sa hier
vollstandigkeitshal ber erwahnt.

1.6.1 Komplement und Infektion: Strategien der Immunevasion

Eine wirkungsvolle Strategie verschiedener Erreger besteht darin, sich vor der Komplement
vermittelten Lyse zu schiitzen, indem sie die wirtsspezifischen lédichen Regulatoren des Komplement,
insbesondere FH, an ihre Oberflache binden. Dieser der Immunevasion dienende Mechanismus wird von
diversen bakteriellen Mikroorganismen (Streptococcen, Neisseria spec.), Viren (Vaccina Virus VV, HIV),
niederen Pilzen (Candida albicans) und humanen Parasiten (Onchocerca volvulus) ausgeiibt. Die Zahl der
identifizierten Erreger, die C4 bP, Faktor H und FHL-1 an sich binden, zeigt in ihrer Vidfalt die
Bedeutung dieser immunevasiven Strategie fir die Organismen auf. Beispielsweise werden Faktor H und
FHL-1 Uber das SCR 7 an die M Proteine von Sreptococcus pyogenes (Blackmore et a., 1998; Kotarsky
et al., 1998) arrestiert und ebenso an das Beta Protein von Gruppe B Streptococcus Stammen (Areschoug
et a., 2002). Auch das Protein PspC, das auf der Membranoberfléche von Streptococcus pneumoniae
exprimiert ist, bindet Faktor H (Dave et al., 2001) Uber dessen SCRs 8-11 (Jarva et al., 2002). Neisseria
gonorrhoeae Stdmme benutzen entweder Sialursdurereste ihrer Membranen oder das Porin 1 A, um
Faktor H zu binden (Ram et al., 1998; Ram et al., 1999). Das OSP E (Outer-surface Protein E)
serumresistenter Borrelia burgdorferi Stamme ist der Ligand fur die SCRs 15-20 des Faktor H (Hellwage
et al., 2001), wéhrend FHL-1 Uber seine SCRs 5-7 an Membranproteine der Spirochédten bindet (Kraiczy
et al., 2001b; Kraiczy et al., 2001c). Diese Organismen exprimieren eine Vielzahl an Faktor H Liganden
auf ihrer Membranoberflache (Kraiczy et al., 2001a; Alitalo et al., 2002). Beide Proteine haben ebenso
(einen) noch nicht weiter definierten Liganden auf Candida albicans (Meri et al., 20024). Diese Strategie
der Immunevasion wird auch von héheren Organismen genutzt: so wurde die Bindung von Faktor H an
Mikrofilliarien des parasitdren Nematoden Onchocerca volvulus nachgewiesen (Meri et al., 2002b). Die
Komplement regulatorische Eigenschaft des arrestierten Faktor H bleibt erhalten, verleiht die beobachtete
Serumresistenz  klinischer Isolate und dient den Mikroorganismen als effektiver Schutz gegen die
zytotoxische Aktivitat des Komplementsystems (Kraiczy et al., 2001c; Jarva et al., 2002; Alitalo et al.,
2002; Meri et al., 2002a; Meri et al., 2002b). Auch das serumldsliche C4bp, welches inhibitorisch auf die
klassische C3 Konvertase wirkt, wird ebenso wie Faktor H von einer Vielzahl an Mikroorganismen in den
Dienst der Immunevasion gestellt (Morfeldt et al., 2001; Blom et al., 2001; Ram et al., 2001; Berggard et
al., 2002). Von einigen Mikroorganismen ist bekannt, dass se Komplement regulatorische Wirtsproteine

auf ihrer Membran exprimieren. Dazu gehort das virde VCP (Vaccina Control Protein), dessen C-
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terminale SCR Doménen die Kofaktor Funktionen fur die Faktor | vermittelte Inaktivierung des C3b und
des C4b Ubernehmen, aber auch die decay-accelerating Aktivitdt an beiden C3 Konvertasen ausiiben
(McKenzie et al., 1992; Sahu et al., 1998).

Einige Stdmmen des Coxsackie B (CB) Virus scheinen sich das wirtseigene, membranverankerte
DAF (CD 55) ds Rezeptor zu Nutze zu machen, um somit die Infektion der Wirtszelle zu erleichtern
(Shieh & Bergelson, 2002).

1.6.2 Genetisch bedingte Komplementerkrankungen

Erg in der zweiten Héfte des 20. Jahrhunderts gelang es, die genetischen Ursachen flr
Komplement-assoziierte Immuninsuffizienzen und die Ausprdgung immunologischer Symptome in
verschiedenen Krankheitsbildern zu begreifen. Insbesondere Untersuchungen an Zuchttieren, v.a
Schweinen, aber auch an Menschen, deren Serum in einer der Komplementkomponenten defizient war,
machten eine Eigenschaft deutlich, die bei genetisch bedingten Verénderungen des Komplement zu
beobachten ist. Obwohl die betroffenen Individuen im algemeinen gesund erscheinen, leiden sie doch
haufig an einer Vielzahl unterschiedlicher Krankheiten bzw. Symptomen. Bestétigt hat sich ein
heterozygot, rezessiver Erbgang fir die meisten der Komplement-assozierten Krankheiten. Im
algemeinen, bewirkt das Fehlen oder die Fehlfunktion einer Komplementkomponente eine erhdhte

Anfaligkeit des Organismus gegentber Infektionen mit pyogenen Erregern.

1.6.3 Serumproteine des Klassischen und des Lektin Weges

Genetisch bedingte Stérungen in Komponenten des klassischen Lektin oder des dternativen Weges bzw.
des Terminden Weges zeigen teilweise eine &dhnliche, pathologische Merkmalsauspragung. So sind
Verdnderungen, die die klassischen Komponenten C1qg, Clr, Cls, C4, C2 betreffen, mit dem
systemischen Lupus erythematodes (SLE) Syndrom assoziiert. SLE ist eine schubweise verlaufende,
chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung und betrifft zahlreiche Organe. Die Ausbildung von
Immunkomplex-Krankheiten wird durch ein genetisch bedingtes Fehlen in den klassischen Komponenten
begingtigt. In Féalen, in denen der klassische Regulator Clinh betroffen ist, leiden viele Patienten unter
heriditéren Angiodem aber auch SLE (Alsenz et al., 1987; Alsenz et al., 1989; Whaley et al., 1996;
Topaloglu et al., 1996). In der erworbenen Form der Clq inh Defizienz verhindern zirkulierende
Autoantikdrper gegen das Clg Protein die Bildung des Cls-Cl-inh Komplexes (He et al., 1998). Der
familidgren Form der Krankheit liegt ungewohnlicherweise ein autosoma dominanter Erbgang zugrunde.
Das SLE Syndrom ist durch wiederkehrende edemische Episoden im subkutanen Gewebe der Haut und
anderer Organe gekennzeichnet. In dem haufigeren Typ 1, sind noch geringe Mengen des C1q inh im
Plasma der Patienten nachweisbar, wéhrend in der Typ Il Auspragung funktionell inaktives Protein
gebildet wird. Das registrierte Vorkommen von fehlenden oder nicht funktionellen Komplementproteinen
variiert stark in der Zahl, je nachdem welche Komponente betroffen ist. Es sind mittlerweile Hunderte

von Fallen bekannt, in denen Mutationen im Clinh Gen krankheitsrelevant sind, wahrend bisher in
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lediglich einem Patienten mit Angiodem und Hinweisen auf eine Autoimmunerkrankung gezeigt wurde,
dass er in dem Regulator C4bp defizient ist (Trapp et al., 1987).

Das MBL Gen ist ein haufiges Ziel fur insgesamt drei vererbte Punktmutationen, von denen zwei
das funktionell wichtige Glycin des Gly-X-Y Motives verdndern (sog. Codon 54 und Codon 57 Mutation)
und somit die Polymersisation der MBL Molekiile negativ beeinflussen (Turner, 1998; Gabolde et al.,
1999). Dieser Polymorphismus wird in diversen ethnischen Gruppen héaufig beobachtet. Eine dritte
Punktmutation, die in sehr geringer Rate vorkommt, bewirkt den Austausch eines Argininrestes mit
einem Cystein (sog. Codon 52 Mutation). Eine Assoziation der beschriebenen Polymorphismen, mit
einem erhodhten Risko an bakteriellen Infektionen zu erkranken, ist fur Individuen beschrieben, deren
Immunsystem aufgrund chemotherapeutischer Medikation oder nach transplantativen Eingriffen bereits
geschwécht wurde (Turner, 1998; Neth et al., 2001; Peterslund et al., 2001; Mullighan et al., 2002).

1.6.4 Serumproteine des alternativen Weges und C3

Sowohl fir fast dle l6dichen Komponenten des aternativen Weges as auch fir C3 und die
Proteine C5, C6, C7 und C8 dilt, dass ihr Fehlen oder eine genetisch bedingte Funktionsstérung des
Proteins eine gravierende, erhthte Infektionsanfélligkeit mit dem pyogenen Organismus, z.B. Neisseria
Sp., zur Folge hat. Dieses systemische Krankheitsbild wurde u.a. bei komplettem Fehlen des Faktor D
(Hiemstra et al., 1989) oder auch bei x-chromosomal vererbten Properdin Mutationen beobachtet (Fijen et
al., 1999). Auch Individuen, die eine Defizienz an C3 Protein aufweisen (Katz et al., 1994; Katz et al.,
1995), leiden an immer wiederkehrenden Neisseria-Infektionen, oder in einigen Féllen an SLE,
Erkrankungen der Niere oder autoimmunen Symptomen (Hazlewood et al., 1992; Hama et al., 1992;
Prodeus et al., 1997; Fischer et al., 1997; Walport et al., 1997; Whaey & Schwaeble, 1997). Eine
genetisch bedingte Verdnderung in Faktor | manifestiert sich pathologisch hnlich (Balow & Austin, |11,
1988; Amadei et al., 2001). Das vollstandige Fehlen des Serum Faktor H wurde bis heute bei insgesamt
29 Individuen aus 12 Familien (Ault et al., 1997; Ault, 2000) und in Schweinen (Hogasen et al., 1995;
Hegasy & Zipfel, 2000) beobachtet. In den betroffenen Individuen treten schwere Schédigungen des
Nierengewebes auf. Die Nierenglomeruli zeigen massive Ablagerungen von Immunkomplexen, die eine
Verletzung des Gewebes fordern. Fir diese as MembranoglomerulunephritisTyp I (MPGN)
bezeichnete Krankheit, macht man heute die unkontrollierte C3 Aktivierung aufgrund des fehlenden
Regulators FH verantwortlich, und dies wurde im Mausmodell bestétigt (Pickering et al., 2002). Die
molekularen Grundlagen des Syndroms sind alerdings bei weitem noch nicht geklart. So wurde in
genetischen Familienstudien auch fir die Typ Il MPGN Erkrankung die Assoziation mit einem noch
nicht definiertem Gen in der RCA Region auf Chromosom 1q (3.1-3.2) beschrieben (Neary et al., 2002).
Eine weitere Ursache fur die beobachtete Hypokomplementie in manchen MPGN Patienten ist das
Auftreten eines Autoantikdrpers, dem C3 Nephritischen Faktor (C3NeF), der die initide AW C3
Konvertase stabilisiert und somit eine konstante Aktivierung des alternativen Weges bewirkt (West et al.,
2001; Jelezarova et al., 2001). Punktmutationen im Faktor H Gen, die in ihrer Auspragung nicht zum

vollstandigen Verlust des Proteins fihren, wurden in Patienten identifiziert, die an der atypischen Form
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des Hamoalytisch Urémischen Syndroms (HUS) leiden (Noris et al., 1999; Warwicker et al., 1999). Die
Beteiligung von Faktor H Defekten an der Entstehung des HUS wird an anderer Stelle eingehend
beschrieben (siehe 1.6.7).

1.6.5 Proteine des Terminalen Weges

Wiederkehrende, lebensbedrohliche Infektionen mit Meningococcus oder Gonococcus Arten as auch
Schédigungen der Niere sind bel Fehlen der TW Komponenten in Menschen und Tiermodellen
beschrieben (Leenaerts et al., 1995; Fernie et al., 1995; Fernie et al., 1996; Wurzner et al., 1996; van
Dixhoorn et al., 1997; Hobart et al., 1997; O'Hara et al., 1998). Pathologische Auswirkungen, die auf das
vollstandige Fehlen des C9 Proteins begriindet sind, wurden noch nicht eindeutig charakterisiert (Hobart
et al., 1997).

1.6.6 Zellulare Komplement- Regulatoren und Rezeptoren

Die Regulatoren DAF (CD 55) und Protektin (CD 59) sind in der Paroxymalen nocturalen
Hamoglobinurie, wie viele andere GPl verankerte Proteine, bei dieser Krankheit nicht auf den
Membranen der Zdlen zu finden (Hall & Rosse, 1996; Jin et al., 1997; Wang et al., 1998; Kawaguchi et
al., 1999). In dieser erworbenen Krankheitsform der hdmatopoetischen Stammzellen ist die Fahigkeit zur
Synthese des GPI-Ankers ganzlich verloren gegangen (Nagargjan et al., 1995; Rosse & Ware, 1995). Die
Krankheit ist durch wiederkehrende Komplement-vermittelte hdmolytische Episoden gekennzeichnet.
Eine Mutation in der [3-Kette des CD 18 betrifft die Komplementrezeptoren LFA-1 (CD11a/CD18), CR3
(CD11b/CD18) und CR4 (CD11c/CD18), indem der Heterodimer des Rezeptors nicht mehr gebildet
werden kann. Das verursachte LAD (leucocyte adhesion deficiency, aus dem Englischen) Syndrom aui3ert

schin vielen Patienten in schweren und wiederkehrenden Infektionen mit pyogenen Erregern.

Die Untersuchung genetisch bedingter Funktionsstdrungen von C Proteinen hat viel fir das
moderne Versténdnis der Rolle und Wirkungsweise von Komplement im menschlichen Organismus
beigetragen. So nimmt man heute an, dass das Krankheitshild in SLE auf eine Fehlfunktion bei der
Besaitigung von Immunkomplex-Aggregaten zurlickzufihren ist, und dass das Fehlen jeglicher
Komponenten des klassischen Wegs oder der C3 Aktivierung, der Auddser dafir ist. Die ungehinderte
Ablagerung grol3er Ag-AK Aggregate in der Niere und an den Gefé3wanden der Haut, den Muskelin und
anderer Gewebe wirde demnach Verletzungen der betroffenen Regionen hervorrufen, die durch weitere
inflammatorische Regktionen amplifiziert werden. Die biologische Bedeutung von Komplement und aller
drei Aktivierungswege, den menschlichen Organismus vor humanpathogenen Mikroorganismen zu
schiitzen, wird v.a. dann deutlich, wenn man sich die starke Anfélligkeit der betroffenen Individuen fir
teilweise |lebensbedrohliche, mikrobielle Infektionen vor Augen fihrt.

Weitreichende Erkenntnisse hat man sich von Untersuchungen am Mausmodedll erhofft, in denen auch
Gene regulatorischer Komplementproteine ausgeschaltet werden (Knock out). Beispidlsweise wurde in
diesem Modell eindeutig der Zusammenhang zwischen der unkontrollierten C Aktivierung aufgrund eines
Faktor H Gen-Knock Out und der Entwicklung des MPGN gezeigt (Pickering et al., 2002).
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1.6.7 Hamolytisch Uramisches Syndrom und Faktor H

HUS ist gekennzeichnet durch Verletzungen kleiner Gefélle des Nierenepithels (Mikroangiopathie),
anemischer  Erythrozytopenie (fragmentierte Blutkorperchen) und einer massiven Verringerung
Blutthrombozyten (Thrombozytopenie). In schweren Falen fihren die Schadigungen der Niere zu
akutem Nierenversagen. Generdl kann HUS in zwei Grundformen eingeteilt werden, zum einen in den
sog. Diarrhoe assoziierten Typ (D+), zum anderen in die sporadische, atypische Form (D-) des
HUS(Kaplan & Drummond, 1978). Als einer der ersten Schritte in der Pathogenese des HUS gelten
Verdnderungen am Nierenendothelium, die eine Exposition der subendothelidlen Basamembran
hervorrufen und einen loka begrenzten prothrombotischen Zustand generieren. Obwohl auch hier
detaillierte Kenntnisse Uber die molekularen Zusammenhange fehlen, beruhen die priméren Schadigungen
des Nierenenothels in der D+ Form auf einer vorangegangenen Infektion der Patienten mit Enterotoxin
(ShigellarToxin-artig, Stx) produzierenden Bakterien (Kaplan et al., 2001), wie Shigella dysenteria und
enterohemorragischen E.coli Stémmen (E.coli HO0157). HUS Féle, in denen bakterielle Enterotoxine
nicht nachgewiesen werden kénnen, werden dem atypischen Typ zugeordnet. In dieser aullerst
heterogenen Patientengruppe ist der audésende Faktor fur die beobachteten Endothelschaden unklar.
Daraus resultiert die diffuse Klassifizierung in dieser HUS Form. Denn as primére Auddser des
atypischen HUS gelten u.a. chemotherapeutische Medikamente, Schwangerschaft oder transplantative
Eingriffe (Trachtman & Kaplan, 2001). Lange wurde Uber einen moglichen Gendefekt diskutiert, der
betroffene Individuen anfdlig fir die Ausprégung eines atypischen HUS machen konnte. Erschwerend
fur die Suche dieser genetischen Grundlage ist nicht nur die teilweise diffuse Klassifizierung des HUS,
sondern auch die Schwierigkeiten dieses Syndrom aufgrund der Uberlappenden  klinischen
Merkmalsausprdgung, von der sog. Thrombozytisch Thrombozytotiscehn Purpurea (TTP) zu
unterscheiden. Im TTP Uberwiegen jedoch Schadigungen neuronder Gewebe. Eine Assoziation des TTP
mit Storungen im Blutgerinnungssystem, v.a. Defekten in der von-Willebrand-Faktor (VWf) Serin
Protease (ADAMTSL13), und somit die Identifizierung eines Markergenes fir das TTP ist bisher noch
nicht eindeutig (Remuzzi et al., 2002a; Galbusera et al., 2002). HUS assoziierte Stérungen im
Komplementsystem waren durch die beobachteten erniedrigten C3 Serumspiegdl in einigen Patienten
bereits indikativ, doch erst 1998/99 gelang es in Familienstudien von Warwicker et a. und Noris et d.
Mutationen im Faktor H Gen mit dem Syndrom zu verbinden und den Verbrauch an intaktem C3 auf die
ungehinderte C3 Aktivierung zurtickzufiihren. In der atypischen Form des HUS zeigen die Ergebnisse der
vorliegenden Doktorarbeit und anderer Studien, dass Mutationen im Faktor H Gen in einer Untergruppe
der Patienten mit der Krankheit assoziiert werden kénnen (Noris et al., 1999; Warwicker et al., 1999;
Caprioli et al., 2001; Richards et al., 2001; Zipfel et al., 2001; Perez-Cabalero et al., 2001a). Eine
Bezeichnung as FH assoziiertes HUS wurde fur diese Form mittlerweile vorgeschlagen (Caprioli et al.,
2001). Im algemeinen wird in der famili&ren Form des FH assozierten HUS ein heterozygot, rezessiver

Erbgang angenommen. Eine Ausnahme findet sich in einer gut untersuchten Beduinen Familie, in der die
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24 bp Déeetion in Exon 23 in Homozygotie vorliegt (Caprioli et al., 2001; Richards et al., 2001). Die
bisher identifizierten Faktor H Mutationen beeinhalten Frameshift-Mutationen, die zu vorzeitigen Stop
Codons fuhren, Missense-Mutationen oder Deletionen. Weit héaufiger finden sich  jedoch
Punktmutationen, die zur Substitution einzelner Aminosduren fuhren. In den genannten Familienstudien
wurde zudem eine Haufung der HUS assoziierten Punktmutationen in Exon 23 beobachtet, das fur die C-
terminale Doméane SCR 20 codiert. Hier liegen die erstbeschriebenen Punktmutationen, die zu dem
Austausch R1210C und R1215G fuhren (Warwicker et al., 1999; Capriali et al., 2001). Neben weiteren
Punktmutationen in Exon 23, die bisher lediglich in einzelnen Patienten identifiziert wurden, ist die
Substitution R1210C mittlerweile an funf, der R1215G an drei und ein R1215Q Austausch an einem
Patienten in unabhangigen Studien beschrieben worden (Warwicker et al., 1998; Furlan et al., 1998;
Capriali et al., 2001; Richards et al., 2001; Perez-Caballero et al., 2001a). Aus diesen Untersuchungen
geht eine andere Mutationshaufung hervor, die die Aminosdure Valin an Position 1197 der priméren
Faktor H Sequenz betrifft. In drei Féllen fihrt die Punktmutation zu einer Substitution des Valin 1197 mit
Alanin, in einem Fall ist der Patient heterozygot fir diese Mutation und das Faktor H Gen des zweiten
Allels igt nicht mehr vorhanden (Null-Allel). Eine funktionelle Ausprégung der genannten Faktor H
Mutationen wurde bisher noch nicht gezeigt. Dartiberhinaus bleibt die physiologische Konsequenz fir die
Regulation des Komplement, die sich aus mutierten Faktor H Formen ergibt, und ihre Ausprdgung in
dieser Form des HUS noch ungeklart.

Abb.1.4: Ubersicht der bekannten
HUS assoziierten-Faktor H

M utationen

Die bekannten Deletionen, Missense und
Punktmutationen im Faktor H Gen sind in der
schematischen Darstellung des Proteins (vgl.
Abb. 1.4) in  ihrer  Konsequenz
wiedergegeben. Das wiederholte Vorkommen
einzelner Mutationen ist in der Grafik nicht
berlicksichtigt. Mutationen, die zu einem
vorzeitigen Abbruch in der Transkription
fuhren, sind ebenso dargestellt (STOP) wie
der Verlust einzelner Aminoséuren (Del AS).
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1.7 Zielsetzung

Die inhibitorischen, Komplement-regulativen Eigenschaften des Faktor H beruhen zum einen auf der
Interaktion des Proteins mit dem zentraen Komplement Molekil C3 as auch malgeblich auf seiner
Fahigkeit an negativ geladene Molekile zu binden, die auf autologen Zellmembranen exponiert sind oder
Bestandteil der extrazelluldren Matrix sind. Bisher noch nicht geklart ist alerdings, in welcher Form die
beschriebenen funktionellen Eigenschaften des Molekils von jeder einzelnen der bereits identifizierten
Bindungsregionen abhdngt. Indikativ fir ene besondere Bedeutung des C-terminus fir die
Funktionsausiibung des Faktor H war zu Beginn der vorliegenden Studie das Auftreten von zwei Faktor
H Mutationen, die sich auf das C-terminale SCR 20 des Molekils auswirken und in Patienten mit
Hamolytisch Urémischem Syndrom beobachtet wurden.

Insgesamt elf monoklonale Antikorper (MAK) wurden beziglich ihrer Bindung an das Faktor H Protein
charakterisiert. Damit sollten nitzliche Werkzeuge entwickelt werden, die ihren Nutzen in spéteren
Funktionsanaysen und Untersuchungen des Faktor H in Patientenseren fanden.

Unter Verwendung der mAK sollte in Bindungsstudien erstmals experimentell untersucht werden, ob dem
C-Terminus des Faktor H eine besondere Bedeutung fur die Ausiibung seiner bindenden Eigenschaften an
das C3b Molekul und an Heparin zufdlt. In Studien am Serum Faktor H von HUS Patienten sollte eine
mogliche Assoziation von Faktor H Defekten mit dem Syndrom geklért werden. Dies geschah mithilfe
von Western Blot Anaysen des Serums der Patienten um Veranderungen im Faktor H Protein
identifizieren zu konnen. Die Bedeutung der beschriebenen Punktmutationen, die zu den Substitutionen
R1210C und R1215G in SCR 20 des Faktor H fihren, sollte anhand von funktionellen Studien mithilfe
rekombinanter Faktor H Proteine ermittelt werden.

In diesen Untersuchungen sollte erstmals experimentell die funktionelle Relevanz von Faktor H Defekten
fur die Pathogenese des Syndroms aufgedeckt werden und dartiber hinaus neue Erkenntnisse Uber die

funktionellen Eigenschaften des Faktor H Molekiils gewonnen werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Allgemein. Die nicht gesondert aufgefiihrten, verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden im
Reinheitsgrad zur Anadlyse von den Firmen Biomol (Hamburg), Merck (Darmstadt), Amersham
Biosciences (Freiburg), Sigma (Sigma-Aldrich Vertriebs-GmbH, Dreisenhofen) und Serva (Heidelberg)
bezogen. Fir Klonierungen wurden verwendet: Tag-Polymerase, Restriktionsenzyme und dNTP-Mix der
Fa. Amersham Biosciences (Freiburg); pCR?*2.1 TOPO TA-Vektor und Sequenzierungsprimer rM13
(Reverse Primer) und fM13 (-20) (Forward Primer) der Fa. Invitrogen (Karlsruhe); PBSV-8 HIS Vektor,
(Kuhn & Zipfd, 1995); Site-directed-Mutagenese Kit (Stratagene Europe, Amsterdam NL);
Oligonuclectidprimer fur die Mutagenese und Sequenzierungsprimer fur den PBSV-8-HIS Vektor
hergestellt durch die Fa. GeneScan (Big Biotech, Freiburg); 1:1 Markermix der Marker | Hind Il und
f X174 Hae 111 RF-DNA (Eurogentec Deutschland). Als Langenstandard fir Proteine in der SDS-PAGE
wurde Benchmarka (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Puffer und andere waéssrige Losungen wurden
mit bidestilliertem Wasser (ddH,0) angesetzt und ggf. bei 121 °C und 2 x 10° Pa 20 min. autoklaviert.
PCR Reaktionen wurden in 0.2 ml Reaktionsgefa3en (Biozym, Hamburg), Reaktionen in Volumina bis zu
2 ml in Eppendorf-Resktionsgefél3en (Eppendorf-Nethler-Hinz GmbH, Hamburg) mit einem
Fassungsvermégen von 15 bzw. 2 ml durchgefihrt. Fir die Zdlkultur wurden Kulturflaschen,
Zellschaber, Pipetten, Sterilfiltereinheiten und LabTekll Kammern von Nalge-Nunc-International/Life
Technologiesc" (Nunc™ Brand Products) und Falconréhrchen von Greiner verwendet. Zentrifugationen
efolgten in Eppendorf-Tischzentrifugen (Modell 5415C) oder Beckman CPKR Zentrifugen.
Photometrische Messungen wurden an einem Eppendorf-Biophotometer durchgefihrt. Die PCR
Reaktionen wurden in dem Gene-Amp-PCR-System 9600 (Perkin EImer Applied Biosystems GmbH,
Weiterstadt) durchgefuhrt. Vewendete Kleingeréte waren: Thermoblock (Thermomixer 5436,
Eppendorf); Heizmagnetrihrer IKAMAGCRET-GS und Whirlgerét IKA-VIBRO-FIX VF2 (Jahnke &
Kunkel GmbH & Co. KG); Rollenmischgerdt RM 5 (Taumel-Rollenmischer, Karl Hecht Assistent
GmbH); Schittelgerdte (Unimax 2010, Heidolph); Geltrockner (SlabGel Dryer SG 4050, Savant) und
Geltrocknungsrahmen (Roth GmbH). Fir die Gelelektrophorese verwendete Gerdte und Materialien
waren: Netzgerdte der Fa. Consort (Turnhout, Belgien), Biometra GmbH (Gottingen) und Amersham
Biosciences (Freiburg); Zubehdr fur Protein- oder DNA-Gele sowie Blottingapparaturen der Fa. Biometra
GmbH; DotBlot-Apparatur, WhatmanBlotting Papier und Protran Blotmembran der Fa. Schleicher und
Schll (Dassel)

Antikorper. Als Primérantiseren wurden polyklonales Ziege-anti-human-FH-Antiserum (Calbiochem,
San Diego, Ca), polyklonales Kanninchen-Antiserum gegen den N-Terminus (anti-SCRs 1-4) und C-
Terminus (anti-SCRs 19-20) des humanen Faktor H Proteins verwendet. Desweiteren standen insgesamt

11 monoklonale Mausantikorper (E22, B22, D10, E20, C21, L04, HO4, T13, L20, E14 und C18) zur
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Verfigung, die in ELISA basierten Untersuchungen eine Spezifitét gegentiber humanen Faktor H zeigen.
Sieben mAK (E22, B22, C21, HO4 , T13, L20 and C18) sind der 1gG 1 Unterklasse zugeordnet, ein mAK
(E20) ist vom 1gG2a und einer (E14) vom IgA Typ. Die Antikorperklasse der mAK D10 und LO4 ist
nicht bekannt. Alle mAK wurden an der Universitét Gottingen, Institut fir Immunologie (Arbeitsgruppe
M. Oppermann, Leitung O. Gotze) generiert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die
Bindungsstellen innerhalb des Faktor H Molekiils fir neun der mAK auf Ebene einzelner SCR Doménen
identifiziert. Als Sekundéarantikorper dienten: HRP-konjugiertes Schwein-anti-Kanninchen, Ziege-anti-
Maus und Kanninchen-anti-Ziege Antiserum (Dako), Alexa-Fluor 488 konjugiertes Ziege-anti-Maus und
Esd-anti-Ziege Antiserum (Molecular Probes), FITC konjugiertes Ziege-anti-Maus (Fy Fragment)
Antiserum (Dako).

Humanes Serum. Im Rahmen der DFG geftrderten Kooperation mit der klinischen Gruppe um Prof.
Neumann (Universitétsklinikum Freiburg) wurde ein deutschlandweites Register fur HUS Félle erstellt.
An zahlreichen Kklinischen Einrichtungen wurden Blutproben von gesunden Individuen und HUS
Patienten in Standard-Monovetten entnommen, und zur FH Analyse an unsere Arbeitsgruppe verschickt.
Aus den Proben wurde Citrat oder EDTA-Serum durch Zentrifugation (3000g, 15 min.) gewonnen und
bis zur Analyse bei —20°C gelagert.

Desweiteren standen Serumproben von HUS Patienten zur Verfiigung, die am Mario Negri Ingtitut in
Bergamo (Italien) registriert und in einer umfangreichen Mutationsstudie bereits auf genetische Defekte
im FH Gen untersucht worden waren. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Anadysen fir zwel
Patienten (F106 und F34) durch funktionelle Studien an dem Patientenserum und rekombinant
gewonnenen FH Mutanten erweitert. Beide Patienten sind heterozygot fir einen enzelnen
Nucleotidaustausch in Exon 23 des FH Genes (SCR 20 im nativen Protein), der in Patient F106 zu einer
Subgtitution von Arginin in ein Cystein fihrt (R1210C), bei Patient F34 den Argininrest an Position 1215
der Aminosauresequenz mit einem Glycinrest ersetzt (Noris et al., 1999; Caprioli et al., 2001).

Allgemein verwendete Puffer, Medien und Lésungen. Die nicht gesondert aufgefiihrten verwendeten
Zusammensetzungen der Puffer, Medien und Ldsungen waren DNA-Probenpuffer nach Sambrook et al.
(1989; 0,25 % (w/v) Bromphenol, 0,25 % (w/v) Xylencyanol FF, 30 % (v/v) Glyceral in H,O), PBS
Puffer veréndert nach Manniatis (1989; 3,3 mM NaH,PO4x H0, 6,7 mM NaHPO,, 145 mM NaCl, pH
7,2), SDS-Elektrophoresepuffer nach Manniatis (1989; 3,04 g Trishase, 1,0 g SDS, 14,4 g Glycerin ad 1l
ddH,0), SDS-Probenpuffer nach Manniatis (1989, 5x; 125 mM Trisbase, 5 % SDS, 50 % Glycerin, 1 mg
Bromphenolblau, 40 mg Orange G ad 100 ml ddH,O, pH 6,8), TBE nach Manniatis (1989; 1 M Tris, 1 M
Borsdure, 25 mM Na-EDTA (Titri plexc"lll), pH 8,0); LB-(Luria-Bertani)-Medium (10 g tryptisch
verdautes Pepton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, ad 1l ddH,0), bei der Herstellung von LB-Nahrbdden mit
einem Zusatz von 15 g Kobel-Agar (Difco, Detroit, USA); fur Amicillin-Selektion (LB-Amp-Medien)
mit 100 ng/ml Ampicillin. Den Nahrmedien fir die Insekten- u. Mammaliazellkultur wurden FKS (Fa
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PAA) und Penicillin, Streptomycin, Fungizone und L-Glutamin der Fa. BioWhittaker Europe (Apen,
Deutschland) zugesetzt.

Text- und Bildverarbeitung. Die vorliegenden Doktorarbeit wurde im Windows 98 und Windows NT
Betriebssystem mithilfe des Microsoft Word 2000 Professional Programmes erstellt. Eingescannte SDS-
Gele und Proteinblots wurden mithilfe der Adobe Photoshop 5.0 Ltd Edition und der Mikrosoft
Powerpoint 2000 Professional Sofware fur die Erstellung der graphischen Abbildungen bearbeitet. Die
referierte Literatur wurde mithilfe der RefManager 9.0 Software katalogisiert.

2.2 Methoden

Molekularbiologische und proteinchemische Standardmethoden richten sich im algemeinen nach den
Verfahren, die in den Sammlungen ,,Current Protocols in Molecular Biology” (Ausuble et al., 1994),
»Molecular Cloning: A Laboratory Manua” (Sambrook et al., 1989) und ,Current Protocols of
Immunology* (Coligan et al., 1994) beschrieben sind.

2.2.1 Zellbiologische Arbeiten

Insektenzellkultur. Rekombinante Faktor H Proteine  wurden mithilfe des Baculovirus-
Expressonssystem in Sf9 Insektenzellen (Intestinalzellen von Spodoptera frugiperda; I nvitrogen)
exprimiert (Kuhn & Zipfel, 1995). Die Sf9 Zdlen wurden bei 27°C in Insect-X-Pressa Medium
(BioWhittaker Europe, Apen) in adherenter Kultur gehalten. Das Kulturmedium war mit 4% foétales
Kélberserum (FKS), Penicillin (100u/ml), Streptomycin (100pug/ml) und Fungizon (250ng/ml)
angereichert. Zur Expression rekombinanter Proteine und Gewinnung von VirusstocklGsungen wurden
die Insektenzellen in FKSfreiem Kulturmedium mit rekombinanten Viren bei einer ,multiplicity of
infection® (MOI) von 5-7 infiziert. Rekombinante Faktor H Fragmente wurden mit dem Uberstand der
infizierten Zelen nach einer Inkubation von 3-5 Tagen gewonnen oder der mit Viren angereicherte
Uberstand (Virenstock) nach 5-8 Tagen.

Mammaliazellkultur. Adherente Kulturen humaner Endothelzellen (Human umbilical vein endothelia
cells, HUVEC; American Type Culture Collection) wurden bei 37°C und 5% CO, in RPMI-Medium (Fa.
Invitrogen, Karlsruhe) unter Zusatz von 10% FKS, Penicillin (100u/ml), Streptomycin (100ug/mi),
Fungizone (250ng/ml) und L-Glutamin (1x) in 140 mm Zellkulturflaschen (Nunc) gehdten. Die Zdllen
wurden mithilfe einer sterilen 0.01% EDTA/PBS Lésung von der Oberfléche der Kulturflaschen abgelGst.
Die HUVEC erhidlten mind. 24h vor ihrer Verwendung in Immunfluoreszenz oder FACS Analysen FKS
freies DMEM-Medium (Fa. Invitrogen, Karlsruhe).

2.2.2 Molekularbiologische Standardmethoden

Klonierung der Faktor H Deetionsmutanten, Plasmidaufreinigung, DNA-Sequenzierung. Faktor H
Plasmide, die kodierende cDNA Sequenzen fir diverse Faktor H Fragmente in dem Expressionsvektor

PBSV-8-HIS enthalten, wurden fir die vorliegende Arbeit bereitgestellt. Die Generierung und Klonierung
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der Faktor H Deletionsmutanten FH SCRs 1-2, SCRs 1-3, SCRs 1-4, SCRs 1-5, SCRs 1-6, SCRs 1-7,
SCRs 8-11, SCRs 11-15, SCRs 8-20, SCRs 15-20, SCRs 15-18 und SCRs 19-20 ist an anderer Stelle
ausfuihrlich beschrieben (Kuhn et al., 1995; Prodinger et al., 1998; Hellwage et al., 1999). Die
Transformation der kompetenten Escherichia coli Stdmme DH5a mit rekombinantem Plasmid erfolgte
nach Standardmethoden (Dagert & Ehrlich, 2001). Der XL1 Blue E. coli Stamm wurde kompetent
erworben (Stratagene Europe, Amsterdam NL). Plasmid DNA wurde mithilfe der akalischen Lyse im
MiniPrep-Kit-Verfahren (Qiagen GmbH, Hilden) gewonnen. Fir ale in der Arbeit erfolgten
Subklonierungen wurde der pCROZ.l-TOPO TA Vektor benutzt, bevor durch Restriktionsverdau oder
durch PCR die Zielsequenzen in den Expressionsvektor PBSV-8HIS inseriert wurden. PCR Ansétze
wurden mithilfe des , QIAquick PCR Purification Kit* (Quiagen) aufgereinigt. Der Gesamt-DNA-Gehalt
wurde photometrisch bei 260nm bestimmt. Ligationen in den PBSV-8-HIS Expressionsvektor erfolgten
mithilfe der T4 Ligase (Roche GmbH, Deutschland). Fir Subklonierungen von PCR-Produkten in den
» TOPO TA Cloning Vektor pCROZ.l-TOPO“ wurden mit dem , TOPO TA Cloningo Kit* (Invitrogen)
nach Angaben des Herstellers 1 m PCR-Produkt und 1 m Vektor fir 5 min bel RT (22-23°C) ligiert. Das
Ergebnis der Ligation wurde elektrophoretisch Uberprift. Allgemein wurden zur Kontrolle des
Klonierungserfolges die DNA-Proben, vor oder nach einem Restriktionsverdau, e ektrophoretisch in 1%
Agarosegelen getrennt und die DNA nach der , Cycle-Sequenzierungs'-Methode mit dem ,PRISM™ Kit,
das ,BigDye Terminator® mit ,,AmpIiTaqO-Ponmerase, FS' enthdlt, CUberpruft. FOr die
Subklonierungsprodukte im pCROZ.l-TOPO-Vektors wurden die Sequenzierungsprimer M 13 Reverse
Primer (Invitrogen) und M 13 (-20) Forward Primer (Invitrogen) verwendet. Die Echtheit der Faktor H
Sequenz der PBSV-8-HIS Klone wurde mit vektorspezifischen Primerpaaren Uberprift:

Forward:

PBSV-8-HIS (+269 polh) 5° TTTACTGTTTTCGTAACAGTTT 3

Reverse:

PBSV-8-HIS (-44polh) 5 TTCCATCCAACGACAAGCTTCA 3

Fur den Reaktionsansatz der Kettenabbruchsreaktion wurden 1 ng DNA, 4 m ,,BigDye Ready-Reaction-
Mix” (beinhaltet ,,AmpIiTaqO-Ponmerase, FS*, thermostabile Pyrophosphatase, dNTP, dITP, BigDye-
markierte ddNTP), 10 pmol Primer mit HPLC-H,O auf ein Gesamtvolumen von 20 ni gebracht. Die
Kettenabbruchsreaktion (,BigDye-Terminator“-Reaktion) erfolgte im Gene-Amp-PCR-System 9600
(Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH, Weiterstadt) in 25 Zyklen, die jeweils aus 10 sec
Denaturierung bei 94°C, 5 sec Hybridisierung bei 50°C und 4 min Extension bei 60°C bestanden. Die
Reaktionsprodukte wurden mit 80 M HPLC-H,O in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgeféde tberflhrt, durch
Zugabe von 10 m 3M NaAc (pH 4,6) und 250 m absolutem Ethanol geféllt und sofort fir 15 min bei
14000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 250 m 70 % Ethanol
gewaschen und zentrifugiert (15 min bel 14000 rpm und RT). Nach vollstéandigem Entfernen des
Alkohols wurde das Pellet fir 10 min im Thermablocker bei 37°C getrocknet und anschlief3end bei —20
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°C eingefroren.  Alle Sequenzvergleiche mit der humanen Faktor H cDNA Sequenz (Weis et al., 1987;
Ripache et al., 1988) wurden Uber das Blast-Verfahren (Altschul et al., 2003) durchgefihrt. Die humane
cDNA Sequenz fir Faktor H ist unter der Medline ,,Accesion* Nummer NM_000186 GI:4504374
aufgefiihrt.

2.2.3 Klonierung der Faktor H HUS-Mutanten

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren drel Faktor H Punktmutationen in HUS Patienten beschrieben,
die jeweils zu einem einzelnen Aminosdure Austausch in SCR 20 fuhren. Eine urspriinglich von Ying
(Ying et al., 1999) beschriebene Punktmutation in Exon 23 des Faktor H Genes, wurde kurz darauf
korrigiert und als Mutation des FHR-1 Genes identifiziert (Buddles et al., 2000). Die zweite Subgtitution
betrifft einen Argininrest an Position 1210 in SCR 20 des Faktor H, der aufgrund der vorliegenden
Punktmutation in Exon 23 (3701C/T) durch ein Cystein ersetzt ist. Diese Mutation wurde bisher bereitsin
5 HUS Patienten, die nicht miteinander verwandt sind und aus unterschiedlichen Regionen stammen,
identifiziert (Warwicker et al., 1999; Caprioli et al., 2001; Galbusera et al., 2002). Die dritte
Punktmutation (3716C/G Transition) betrifft den Argininrest an Position 1215, das durch Glycin
substituiert wird (Warwicker et al., 1998). Diese Mutation konnte in 2 weiteren HUS Patienten
nachgewiesen werden, ebenso wie ein Argl215Glu Austausch (Caprioli et al., 2001). Die erwéhnten
Subgtitutionen R1210C und R1215G wurden mithilfe der site-directed-Mutagenese in ein FH Fragment,
bestehend aus den SCRs 8-20, inseriert.

Site-directed-Mutagenese. Es wurden spezifische Faktor H Primer hergestdlt, die die Nucleotid
Substitutionen fur R1210C oder R1215G beinhateten. Fir die Mutagenese PCR wurden jeweils 125 ng
der einzelnen Primer verwendet. Die Oligonucleotidsequenzen waren wie folgt:

Vorwarts:

F-R1210C 5 CGTCTTTCATCA TGT TCTCACACATTGCGAACAAC 3,

F-R1215G 5 CGTTCTCACACATTG GGA ACAACATGTTGGGATGGG 3,

Revers.

R-R1210C 5 CGCAATGTGTGAGAACATGATGAAAGACGATATCC 3,

R-R1215G 5" CAGTTTCCCATCCCAACATGTTGT TCC CAATGTGTG 3

Als Template fur die Mutagenese-PCR, die zur Generierung der mutierten FH Sequenz diente, wurde ein
Konstrukt aus der FH Sequenz fir die SCRs 8-20 und dem TA Klonierungsvektor verwendet. Nach 14
Zyklen (30 s Denaturierung bel 95 °C, 60 s Annealing bei 55 °C, 15 min Extension bei 68 °C) wurde die
methylierte Template DNA mit dem Restriktionsenzym Dpnl verdaut (1h, 37°C). Anschlief3end wurden
XL1-Blue superkompetente Zellen mit je 1-3yl des verdauten PCR Ansatzes transformiert und auf
Agarmedium ausplattiert. Die Selektion positiver Transformanten wurde durch eine erworbene
Ampizillinresistenz vermittelt. Die Plasmid DNA der Ubernachtkulturen ampizillinresistenter Klone
wurde isoliert und mithilfe einer Kontrollrestriktion mit den Endonucleasen PST | und Sma | auf die

Insertion der FH Sequenz Uberprift. Bei entsprechendem Restriktionsmuster wurde das FH Insert mithilfe
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der TA-Vektor spezifischen Primer M13 forward und reverse sequenziert. Plasmid DNA, die die mutierte
Sequenz enthielt, diente ds PCR-Template fur die Umklonierung in den Expressionsvektor PBSV-8-His.
Auch hier wurden die vektorspezifischen Primer zur Amplifizierung der mutierten Sequenz verwendet.
Die PCR wurde nach 25 Zyklen (30 s Denaturierung bei 95 °C, 60 s Annedling bei 52 °C, 1.5 min
Extension bei 72 °C) beendet, und die generierte DNA gereingt (PCR Purification Kit, Quiagen). Uber
einen Regtriktionsverdau mit PST | und Sma | wurden die mutierten FH Sequenzen anschlief3end in den
Expressionsvektor PBSV-8-HIS umkloniert. Die Echtheit der Faktor H Sequenz wurde durch DNA-

Sequenzierung Uberprift.

2.2.4 BaculoSystem zur Expression rekombinanter Proteine in der Insektenzellkultur

Die Sf9 Insektenzellen wurden zunéchst mit der linearisierten BaculoGolda -DNA (Pharmingen Europe)
und dem Expressionsvektor PBSV-8-HIS, der die codierenden Sequenzen fur die SCRs 8-20 oder eine
der mutierten Sequenzen enthielt, kotransfiziert (Kuhn & Zipfel, 1995). Um die homologe Rekombination
zwischen dem linearisierten Baculo-Konstrukt und dem Vektor zu gewahrleisten, wird die Faktor H DNA
im PBSV-8-HIS Vektor von der virden Polyhedrin-Sequenz flankiert. Die Kotransfektion mit 2ug
Plasmid DNA und 2.5ug Baculo-DNA erfolgte Uber 4-5h in Petrischalen, bel einer Konfluenz der
Insektenzellen von ca. 80%. Der erste Transfektionsiiberstand wurde nach 4-5 Tagen geerntet und zur
Infektion neuer Insektenzellen benutzt. So wurde innerhalb von 2-3 Wochen der Virustiter angereichert
und der erhdtene Viren-Stock konnte fur die Proteinexpresson verwendet werden. Der
Expressionsvektor PBSV-8-HIS ist mit der Signalpeptidsequenz des FH Genes als auch mit einem poly-
Histidin-Schwanz (C-Terminus des Zielproteins) ausgestattet. Dies hat zur Folge, dass die rekombinanten
Proteine von den Insektenzellen sekretiert werden und Uber die zusétzlichen acht C-terminalen Histidin-
Reste aus dem Zellkulturiiberstand aufgereinigt werden konnen.

2.2.4 Proteinchemische Standardmethoden

SDS-PAGE, Silberfarbung (Heukeshoven & Dernick, 2001) und Western Blotting (Kuhn et al.,
1995). Dieses Verfahren diente zur Kontrolle der Insektenzell-Expression rekombinanter Faktor H
Proteine, zur Uberpriifung der Proteinpraparationen nach vorangegangener Affinitatschromatographie als
auch der Charakteriserung der Faktor H Bindungsstelle von insgesamt elf monoklonalen Antikorpern.
Hierfr wurden Zellkulturiberstdnde oder aufgereinigte Proteinfraktionen in 10-12% SDS-Gelen unter
nicht reduzierenden Bedingungen elektrophoretisch getrennt. Die elektrophoretische Auftrennung
humanen Serums (je 1ul Serum gel6st in PBS pH 7.2), die fir die Analyse der mAK Reaktivitét as auch
fur die Untersuchungen an HUS-Patientenmaterial erfolgte, wurde in 5-10% SDS-Gelen durchgefiihrt.
Die Proteinbanden wurden entweder mit Silbernitrat (1g/ml AgNo3) angeférbt oder Uber ein Halb-
Trocken Verfahren auf eine Nitrozellulose-Membran (Protran, Schleicher und Schill) geblottet.
Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden mit 3% BSA/PBS geblockt (30 min,
Raumtemperatur), bevor die Inkubation mit Primérantikorper Uber Nacht be 4 °C efolgte. Fur
vergleichende Studien wurde das Antigen (humanes Serum oder rekombinante Faktor H Fragmente) in
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groRere Geltaschen geladen, und nach dem Transfer auf die Nitrozellulose-Membran wurde diese in
einzelne Streifen geschnitten. Jeder Streifen wurde daraufhin mit einem individuellen AK inkubiert. Die
verwendeten polyklonalen FH-Antiseren sind zum einen gegen das gesamte FH Molekil (Ziege anti-
human FH, Calbiochem), das FHR-4 Protein (Kanninchen-anti-FHR-4) als auch gegen den n-terminalen
Teil und die c-terminalen SCRs 19-20 (Kanninchen anti-1-4 bzw. 19-20) des Faktor H Proteins gerichtet
und wurden in Verdinnungen von 1:1000-1:3000 eingesetzt. Monoklonale Maus-Antikorper wurden
1:100-1:10000 in Blockpuffer verdinnt. Die Inkubation der Membran mit den HRP-gekoppelten
Sekundérantikorpern erfolgte fir 2 h bei RT, bevor die Proteinbanden nach Zugabe der Peroxidase
Substrate 0.3 % (w/v) 4-chloro-1-naphtol und 1 % (v/v) Wasserstoff peroxid angefarbt wurden.

Dot Blotting und SDS-PAGE mit modifizierten Proben. Im Dot Blotting Verfahren wurden 100-250
M des Kulturiiberstandes der Insektenzellen, die Faktor H Fragmente exprimieren und sekretieren, durch
den angeegten Vakuumdruck in der Dot Blotting Kammer (Schleicher und Schill) auf eine
Nitrozellulose Membran gespottet. Zur Detektion der Faktor H Proteine wurde mit der Membran, wie fur
das Western Blotting beschrieben, verfahren.

Fur die Analyse der Faktor H Proteine in Patientenseren erfolgte eine elektrophoretische Trennung im
SDS-PAGE Verfahren auch unter reduzierenden Bedingungen. Die Reduktion der Cysteine in 30-40
der aufgereinigten Serumproben erfolgte fir 5 min bel 95 ° C in einer PBS-Losung mit 0.1 M DTT
(Endkonzentration 0.05 M) und 0.5 % SDS (Endkonzentration 0.25 %). Fur eine Reduktion der Cysteine
in den unbehandelten, nicht aufgereinigten Serumproben wurde eine 1:10 Verdinnung von 1-2 Wl des
Serums in 8-9 Yl PBS benutzt. Eine zusétzliche Beseitigung der N-gekoppleten Kohlehydratketten von
den Faktor H Proteinen, erfolgte Uber Nacht bel 30° C. Die reduzierte Probe wurde dafir in einem
Verhdtnis von 1:1 (v/v) mit in einer PBS-L6sung aus Proteinase Inhibitoren (Tabletten, Fa. Sigma),
Triton X 100 (Endkonzentration 0.01%) und dem Enzym Glykosidase F (Fa. Amersham-Pharmacia,
Endkonzentration 0.5 %) verdinnt. Die Enzymaktivitdt der Glykosidase F wurde fir 3 min bei 99 °C
inhibiert, bevor die Proben elektrophoretisch getrennt wurden.

Ni-Affinitatschromatographie zur Aufreinigung rekombinanter FH Proteine. Alle FH Proteine die
mit Hilfe des Expressionsvektors PBSV-8-HIS in Insektenzellen produziert wurden, sind am C-terminus
mit insgesamt acht Histidin-Resten ausgestattet. Die Aufreinigung der rekombinanten Proteine aus dem
Zdlkulturtiberstand mittels Ni-Chelat-Chromatographie erfolgte im Batch-Verfahren (Kuhn & Zipfel,
1995). Die Nickel-Agarose (Invitrogen) wurde zunéchst mit 5M Ni-SO, Lésung beladen und daraufhin
mit 5mM Imidazol/Tris-HCI &quilibriert. Die Bindung der Proteine erfolgte Uber Nacht bei 4 °C. Nach
mehreren Waschschritten mit ansteigender Imidazolkonzentration (30 mM und 60 mM) wurde mit 500
mM Imidazol/TrissHCI euiert. Die Aufreinigung der rekombinanten HUS-Mutanten erfolgte bei 4 °C
und hoherer Stringenz des Aquilibrierungspuffers, der bereits 60mM Imidazol enthielt.

Probenaufarbeitung: Dialyse, Konzentration und Proteinbestimmung. Fir  welterfihrende
Untersuchungen wurden Ni-aufgereinigte Proteine und Proteinproben, die in funktionellen Studien (siehe

dort) eingesetzt wurden, in einen physiologischen Puffer (1x PBS) oder den entsprechenden
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Bindungspuffer umdialysiert werden. Die Proteine wurden entweder mit Hilfe eines Diayseschlauches
(Spectra-Por, Roth VertriebsGmBH) unter mehrfachem Austausch des Dialysepuffers, oder bel geringen
Probenmengen im Saulenverfahren (PD-10-Saulen, Amersham Biosciences) entsalzt. Wenn nétig, wurde
das Probenvolumen mit Hilfe von Zentrifugations-Saulen (Millipore) eingeengt. Insbesondere fur die
funktionellen Studien war die Bestimmung des Proteingehdts der Proben erforderlich. Der
Gesamtproteingehalt wurde photometrisch bel 280 nm oder Uber die Bradfordreaktion bestimmt. Zu
vergleichende Proteinproben wurden zusétzlich elektrophoretisch getrennt und die Bandenstarken als

Mal3 des spezifischen Proteingehaltes im silbergeférbten Gel semiquantitativ bestimmt.

Analyse monoklonaler AK: Epitope Mapping: Pepscan Techniquea

Fur die drei mAK L20, E14 und C18 wurde die distinkte Bindungsstelle innerhalb der SCRs 19 und 20
auf die Ebene der Aminosauresequenz eingegrenzt. Dies geschah Uber einen Fest-Phasen-Assay, der sog.
“epitope mapping technique® der Fa Pepscan Systems (Niederlande). Die Peptidsynthese und das
eigentliche lineare Screening der Antikorper-Oligopeptid-Bindung wurden von Pepscan  System
durchgefiihrt. Es wurden 123 Peptide mit einer Lange von 12 Aminosduren entsprechend der Faktor H
Sequenz fir die SCRs 19 und 20 synthetisert, die jeweils um eine Aminosdure progressieren. Cystein
Reste wurden durch Serin ersetzt, um unspezifische Resktionen zu minimieren. Die Bindung der

Antikorper an die Peptide wurde photometrisch ermittelt.

2.2.5 Funktionelle Studien

Oberflachen Plasmon Resonanz Studien. Eine sensitive Messung von Protein-Protein-
Interaktionen erfolgte mithilfe der Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Technik (engl. surface plasmon
resonance) unter Verwendung eines Biacore 3000 Biosensors (Biacore AB, Freiburg) in Zusammenarbeit
mit Dr. J. Hellwage (NWG Molekulare Immunbiologie, Hans-Kndll-Institut, Jena). Diese Technik wurde
zum einen fur die Untersuchung der inhibitorischen Wirkung monoklonaer Antikdrper (mAK), die im N-
Terminus (MAK B22) oder im C-Terminus (MAKs L20, E14, C18) des FH Molekils binden, auf die
Bindungskapazitét von FH an C3b verwendet, zum anderen wurden die Interaktion des Wildtyp Faktor H
Fragmentes SCRs 8-20 und der beiden HUS Mutanten (R1210C und R1215G) mit immobilisiertem C3b
und C3d anadysiert. Fir beide Untersuchungen wurden die C3-Fragmente C3b oder C3d Uber eine
Standard-Amin-Kopplungsmethode auf einem Sensor (Carboxymethylierter Dextran Chip CM5, Biacore
AB) immobilisert (Jokiranta et al., 2001). Zun&chst wurden zwei Ful3zellen durch Injektion ener
Mischung von N-hydroxyl-succinimid und N-ethyl-N'-(dimethylaminopropyl)-carbodiimid (NHS-EDC)
aktiviert und C3b oder C3d (50 pg/ml, diaysiert gegen 10mM Na-Acetat-Puffer, pH 5.5) in die erste
Zdle injiziert bis eine Menge von circa 4000 Resonanzeinheiten immobilisiert war. Freie reaktive
Gruppen wurden durch Zugabe von Ethanolamin/HCI inaktiviert. Die Referenzzelle wurde auf die gleiche
Weise vorbereitet, wobel der Kopplungspuffer kein Protein enthielt. Die Fluzellen wurden sorgféltig
zundchst mit 2 M NaCl in 10 mM Acetat Puffer, pH 4.6 und spéater mit PBS (75 mM NaCl), pH 7.4

(Laufpuffer) durch kontinuierlichen Pufferfluss gewaschen.
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Interaktion der monoklonalen Antikorper B22, L20, E14 und C18 mit FH. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Bindungsstelle des mAK B22 auf das N-terminale SCR 5 eingegrenzt, mAK L20 bindet
in SCR 19, wéhrend E14 und C18 sich ein Epitop in SCR 20 teilen (siehe 3. Ergebnisse). Die Relevanz
der C-terminalen C3b-Bindungsstelle fur die Interaktion des FH mit C3b sollte in diesem kompetetiven
Experiment naher bestimmt werden. Fir die Messungen, wurden FH und die mAK zunéchst gegen den
Laufpuffer dialysiert. Die Bindung von FH (Calbiochem, 25 pg/ml) an immobilisiertem C3b wurde als
Kontrolle alein oder nach Préinkubation (5 min., RT) des FH mit unterschiedlichen Konzentrationen der
mAK B22, L20, E14 und C18 gemessen. Die Injektion des FH oder der FH-Immunglobulinkomplexe in
die Messzelle bzw. Kontrollzelle erfolgte bel einer Flulrate von 5ul/min bei Raumtemperatur. FH hatte in
der fliissigen Phase eine Endkonzentration von 25 pg/ml, die mAK wurden in aquimolaren Mengen oder
im molaren Verhdtnisvon 1:5, 1:10 oder 1:20 eingesetzt.

Interaktion von FH Proteinen mit C3b und C3d. Um den Effekt der zwel Aminosaure-Substitutionen
in SCR 20, die in HUS Patienten beschrieben sind, auf die Bindungskapazitét des FH an C3b und C3d zu
untersuchen, wurden die rekombinanten FH Proteine FH 8-20, FH 8-20/R1210C und FH 8-20/R1215G
zuné&chst gegen den Laufpuffer dialysiert und as Liganden jeweils in die Messzelle mit C3b/C3d oder die
Kontrollzelle bei ener Flulate von 5ul/min bei Raumtemperatur injiziert. Dabei  wurden
Endkonzentrationen von 20-30 ng FH Protein in der fllissigen Phase erreicht. Die Bindungsinteraktion

mit C3b/C3d wurde flr jeden Liganden mindestens zweimal gemessen.

Heparin-Chromatographie. Eine der bekannten Eigenschaften von FH ist die Bindung an
Polyanionen. Die Bindungseigenschaften an immobilisiertes Heparin wurde mithilfe des AKTAPrime
Systems (Amersham-Pharmacia Biotech) zum einen fir Serum FH des HUS Patienten F106, der
heterozygot fir den Aminosdureaustausch Arg/Cys an Position 1210 in SCR 20 ist (Caprioli et al., 2001),
und zum anderen fir die rekombinanten FH Proteine FH 8-20, FH 8-20/R1210C und FH 8-20/R1215G
untersucht. Vor jedem Versuch, wurde die AKTAPrime Apparatur grindlich mit 70% Ethanol,
dedtilliertem Wasser und zuletzt mit dem entsprechenden Laufpuffer gespllt. Die 1ml Heparinsiulen

(HiTrap, Amersham-Pharmacia Biotech) wurden auf den jeweiligen Startpuffer aquilibriert.

Heparin-Chromatographie von Serum FH. Fir diese Anayse wurden je 400 Serum, eines gesunden
Individuums oder des HUS Patienten F106 zunéchst mit 4 ml des Startpuffers (50 mM NaCl in PBS)
verdinnt und bel einer Flurate von 0.5 mi/min auf die Heparinsdule geladen. Die Durchflussfraktion
wurde aufgefangen und wieder auf die Saule nachgeladen. Dies wurde dreima wiederholt. Nachdem
intensiv. mit Startpuffer gewaschen wurde (50 ml), wurden die gebundenen Proteine durch einen
ansteigenden Salzgradienten, 100 mM-1 M NaCl, von der Séule eluiert. Der Gradient erstreckte sich Uber
15 ml bei einer Fludrate von 1 mi/min, wéahrend dessen Fraktionen von je 300 Wl gesammelt wurden, die
anschlief3end durch SDS-PAGE und Immunoblotting analysiert wurden.
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Heparin-Chromatographie mit den rekombinanten Proteinen FH 8-20, FH 8-20/R1210C und FH 8-
20/R1215G. 5-10 ml Kulturiberstand der infizierten Insektenzellen, die rekombinantes FH 8-20 im
Wildtyp oder mit einer der beiden Mutationen (FH 8-20/R1210C und FH 8-20/R1215G) exprimieren,
wurde in 0.5x PBS (Startpuffer, 75 mM NaCl) verdinnt und bei einer Flulrate von 1ml/min auf die
Heparinsaule geladen. Nach langerem Waschen der Sdule mit 100ml Startpuffer, erfolgte noch ein kurzer
Waschschritt mit 1% des Elutionspuffers (500mM NaCl in PBS). Darufhin wurden die gebundenen
Proteine mithilfe eines ansteigenden Salzgradienten von 100-500 mM NaCl in PBS von der Saule gel6st.
Die gesammelten Fraktionen (je 500) wurden elektrophoretisch aufgetrennt und das SDS-Gel entweder
mit Silber geférbt oder im Western Verfahren geblottet. Ein genauer Vergleich der individuellen
Elutionsprofile aller drei Proteine erfolgte mithilfe der Prime View Software (Amersham-Pharmacia
Biotech). Uber die Nutzung der ,Overlay“-Funktion konnten die einzelnen Profile folienartig
Ubereinander geschichtet visudisiert werden. Die Heparin-Bindungsexperimente wurden mindestens

viermal fur jedes Protein wiederholt, wobei sich jeweils identische Elutionsprofile ergaben.

Festphasen-Assay zur Analyse der kompetitiven Wirkung der mAK L20, E14 und C18 auf die
Bindung von FH an Heparin.

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten, dass die mAK L20 in SCR 19 und E14 bzw. C18 in SCR
20 von FH binden. In diesem C-terminalen Bereich liegt eine der drei bekannten Heparin-Bindungsstellen
von FH. Mithilfe eines Festphasen-Assays wurde untersucht, ob die mAK die Bindung des FH an seinen
Liganden modifizieren kénnen. Zu diesem Zweck wurde polymeres Heparan-Natriumsalz (80 ng/ug pro
Ansatz) in Bikarbonatpuffer (Kapseln, Fa. Sigma) verdinnt und an den Napfoberflachen einer
Mikrotiterplatte (Nunc, Maxisorp) immobilisiert. Die Bindung erfolgte tUber Nacht bei 4 °C. Daraufhin
wurden die Ngpfe mit PBS0.05 % Tween (PBST) mehrfach gewaschen und mit 1 % BSA/PBST fur 15
min. bei Raumtemperatur blockiert. FH (0.3 pg/ml) wurde mit einem 5 fachen molaren Uberschuss der
mAK T13, L20, E14 oder C18 fur 15 min. bei RT préinkubiert, bevor die Bindung mit FH alleine oder
den FH-Immunglobulinkomplexen erfolgte. Als Kontrollen diente zum einen mAK T13, der in den SCRs
15-18 bindet, in denen keine Bindungsstelle des FH fir Heparin liegt, zum anderen wurde entweder FH
oder mAK durch PBST ersetzt. Nach einer Inkubation fir 1 h bel RT, wurde intensiv mit PBST gesplilt
und gebundener FH durch Zugabe von polyklondem Ziege-anti-FH Antiserum (1:3000 verdinnt in
PBST) nach weiteren Waschschritten gefolgt durch Inkubation mit dem HRP-konjugiertem
Sekundérantiserum (Kanninchen-anti-Ziege 1:10000 verdinnt in PBST) detektiert. Es folgte die Zugabe
der HRP-Substrate Sigma-Fast 4 OPD und Wasserstoffperoxid. Die Farbresktion wurde mit 3 M
Schwefelsaure nach 2.5 min gestoppt. Die optische Dichte der Prézipitate wurde photometrisch
(Dynatech ElisaReader) ermittelt. Die Ergebnisse aus insgesamt funf unabhéngigen Versuchen wurden
mit der Microsoft Excel Software ausgewertet.
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Zdlbindungsstudien: Bindung von FH an humane Endothelzellen (HUVEC)

Die Bindung von rekombinantem FH 8-20, FH 8-20/R1210C und FH 8-20/R1215G an die Oberflache
von HUVEC wurde im Immunfluoreszenz-Nachweis und mittels FACS an vitalen Zellen analysiert. Die
Bindung der rekombinanten Proteine erfolgte unter Niedrigsalz-Bedingungen, und Proteinverdinnungen
wurden in einem 1:1 (v/v) Gemisch des PBS Puffers mit destilliertem Wasser (0.5x PBS) hergestellt.

Immunfluoreszenz-Nachweis der Bindung rekombianter FH Proteine. Die Endothelzellen wurden
zundchst in Zelkulturflaschen gehalten, bevor sie in Nunc Chamber Slided (LabTek 1l, Nalgen-Nunc
International) Kammern umgesetzt wurden. Bei 80-90% Konfluenz des Monolayers, wurde das FKS-
haltige RPMI-Medium durch serumfreies DMEM-Medium ersetzt. Nach ca. 24h wurde das Medium
entfernt und die Kammern mit den Endothelzellen nochmals grundlich durch Spllen mit PBS von
verbliebenen Kulturmedium befreit. Die Bindungsstudien wurden an unfixierten und Paraformaldehyd-
fixierten Zellen durchgefuihrt. Die Fixierung erfolgte mit 4% Paraformaldehyd in PBS (30 min., 4°C).
Dieser Schritt gewdahrleistete eine sehr gute Adherenz der Zellen. Auch die weiteren Inkubationsschritte
erfolgten bei 4°C. Die Kammern wurden mehrfach mit PBS gesplilt, bevor freie Bindungsstellen mit 1%
BSA/PBS (Blockpuffer) fur die Dauer von 30 min. abgeséttigt wurden. Die Inkubation der Endothelzellen
mit rekombinanten Proteinen (FH 8-20, FH 8-20/R1210C, FH 8-20/R1215G) erfolgte fir 3 h. Die
Proteine waren zuvor Uber Ni-Chelat-Chromatographie aus Kulturiberstand der Insektenzellen
aufgereinigt, entsalzt (0.5% PBS) und einkonzentriert worden. Die Reinheit der Proben und der
Proteingehalt wurden im silbergefarbten SDS-Gel Uberprift und identische Proteinmengen fir die
Bindungsversuche eingesetzt. Die Proteine wurden in 0.5% PBS in ener Verdinnungsrethe mit
unterschiedlichen Konzentrationen in einem Gesamtvolumen von 200ul verdinnt. Als Kontrolle fir die
Bindung wurden auch die Fragmente FH SCRs 15-20 (Positivkontrolle) und FH SCRs 8-11
(Negativkontrolle) in unterschiedlichen Verdinnungen eingesetzt. Daraufhin wurden die Zellen grindlich
mit PBS gewaschen und mit den Primérantikorpern Uber Nacht inkubiert. Die Antikorper, polyklonales
anti-FH Antiserum (Calbiochem) und mAK T13, der innnerhalb der SCRs 15-18 von Faktor H bindet,
wurden 1. 100 in Blockpuffer verdinnt (Endkonzentration 1.5 pg pro Kammer). Uberschiissiger
Primarantikérper wurde durch mehrmaliges Spllen mit PBS aus den Kammern entfernt, bevor die
Inkubation mit Alexafluor-488 konjugiertem Esd-anti-Ziege oder Ziege-anti-Maus-Antiserum
(Molecular Probes, Niederlande) bei RT erfolgte. Nach 1.5-2 h wurden die Zellen griindlich gewaschen,
die Zellkerne fur 2 min. mit Propidiumiodid (0.5 pg/ml) angeférbt und die Kammern daraufhin mit PBS
und destilliertem Wasser gereinigt. Nach Entfernen der Plastikkammern wurde das Préparat in einem
Fluoreszenz konservierenden Flissigmedium (Molecular Probes) eingedeckelt. Die
Fluoreszenzmarkierung der Endothelzellen wurde unter den entsprechenden Filtereinstellungen im
Olympus BX51 Mikroskop (Olympus Optical, Tokio, Japan) Uberprift. Die digitalen Aufnahmen
(Olympus ColorView Kamera) waren durch die Hersteller Software (Soft Imaging System, Minster)
unterstiitzt.
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FACS-Analyse. HUVEC wurden vor ihrer Verwendung ca. 24 h in FKS frelem Medium gehalten,
mithilfe von 0.01 % EDTA/PBS von der Kulturflaschenoberflache gel6st und daraufhin zweimal mit PBS
gespiilt. Die Gesamtzellzahl wurde in einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Je 5x 10° Zellen wurden auf
15 ml Plastikgefale verteilt und fur 15 min. mit 1 % BSA/0.5x PBS inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzuséttigen. Im Doppelansaiz wurden die Zellen darauthin mit 1004 rekombinanten
FH 8-20, FH 8-20/R1210C oder FH 8-20/R1215G, in Kontrollen mit 0.5x PBS oder FH SCRs 8-11 fir
30-60 min bei 37 °C unter leichtem Schitteln inkubiert. FH 8-20 wurde in 0.5x PBS zu
Endkonzentrationen von 2.5, 5, 10 und 20 pg verdinnt, beide FH 8-20 Mutanten wurden in einer
Konzentration von 5 pg eingesetzt. Nachdem die Zellen mehrfach mit 0.5x PBS gewaschen wurden,
wurden sie mit je 1 pg mAK T13 (in Blockpuffer) fir 30 min. auf Eis inkubiert. In eéinem weiteren
Kontrollansatz wurde auf den Primérantiktrper verzichtet. Vor Zugabe des Sekundérantikérpers (FITC
konjugiertes F(ab), Fragment Ziege-anti-Maus Antiserum, 1: 100 verdunnt in Blockpuffer) wurden die
Zdlen grundlich mit 0.5x PBS gewaschen. Die Inkubation erfolgte fir 30 min. auf Eis, daraufhin wurden
die Zdlen mit 0.5x PBS gewaschen und die Fluoreszenzintensitdt der markierten HUVEC im
Fluoreszenz-aktiviertem Zellsortierer (FACScan®, Becton-Dickinson, Mountain View, CA) gemessen.
Es wurden 10.000 Ereignisse im Vorwérts und Seitwérts Fenster (Scatter) gezahit. Die Bindungsversuche
wurden mit unterschiedlichen Pr8parationen der Faktor H Proteine in mind. drei voneinander

unabhéangigen Experimenten wiederholt.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung monoklonaler Antikérper

Die monoklonalen Antikérper (MAK) wurden entwickelt und charakterisiert, um niitzliche Werkzeuge
zum einen fur die Analyse des Faktor H Proteins von HUS Patienten zu erhalten, und des Weiteren um
funktionelle Studien an normalen und mutierten Faktor H Proteinformen durchzufiihren. Die ef mAK
(Maus-anti-humanem Faktor H) wurden in Western Blot Experimenten zunéchst auf ihre Reaktivitét mit
Faktor H Proteinen des normaen humanen Serums getestet. Daraufhin wurden ihre Bindungsstellen

innerhalb des Faktor H Molekils mithilfe von rekombinanten Faktor H Fragmenten auf die Ebene
einzelner SCR Doménen ermittelt. Uber eine Peptid basierte Analyse wurden fir drei mAK distinkte
Aminosauresequenzen innerhalb der SCRs 19 und 20 identifiziert, die die Hauptepitope dieser Antikorper

innerhalb des C-Terminus von Faktor H reprasentieren.

3.1.1 Reaktivitat mit humanen Serum

Normaes humanes Serum wurde unter nicht-reduzierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt,
und die Proteine wurden im Western Blot Verfahren auf Nitrozellulose transferriert. Die Reaktivitét der
ef mAKs mit Faktor H und Mitgliedern der Faktor H Proteinfamilie wurde getestet und durch den
Einsatz polyklonaler Antiseren, die gegen den N-Terminus (Kanninchen-anti-1-4) bzw. C-Terminus
(Kanninchen-anti-19-20) von Faktor H, das gesamte Faktor H Molekll (Ziege-anti-human FH) oder
gegen das FHR-4 Protein (Kanninchen anti-human FHR-4) gerichtet sind (Abb. 3.1, Spuren 12-15),
Uberprift.

Die 150 kDa Bande des Faktor H wurde von allen mAk detektiert, dlerdings ist die Reaktivitét der mAK
D10, C21 and LO4 mit Faktor H vergleichbar gering. Die mAK B22 und T13 reagierten ausschlief3lich
mit Faktor H, wadhrend die redtlichen Antikérper zusdtzliche Proteine unterschiedlichen
Molekulargewichts erkannten. Zum einen wurde eine Bande von ca. 88 kDa mit den mAK E22, D10,
E20, C21, L04 und HO4 gefarbt (Abb. 3.1, Spuren 1 und 3-7), zum anderen erkannten die mAK L20, E14
und C18 (Abb. 3.1, Spuren 9-11) die zwei unterschiedlich glykosilierten Formen des FHR-1 Proteins (43
und 37 kDa Banden). Die polyklonalen Kontrollantiseren detektierten desweiteren die 42 kDa Bande des
FHL-1 Proteins, sowie die beiden Formen des FHR-2 Proteins und das FHR-4 Protein.
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Abb. 3.1: Reaktivitat der mAK mit normalem, humanem Serum (NHS)

Humanes Serum wurde in 10%igen SDS-Gelen elektrophoretisch getrennt. Faktor H Proteine wurden im Western
Blot Verfahren mit den mAK (Spuren 1-11) und verschiedenen polyklonalen Kontrollantiseren (Spuren 12-15)
detektiert. Die Grofen der Markerproteine sind auf der linken Bildseite gezeigt, die Position und Mobilitdt der
detektierbaren Faktor H Proteine auf der rechten Bildseite. Das 150 kDa Faktor H Protein wird mit Ausnahme des
FHR-4 spezifischen Antiserums von allen verwendeten Antikorpern erkannt. Die FHR-3 und FHR-5 Proteine sind
unter den gegebenen V ersuchsbedingungen nicht nachweisbar.

3.1.2 Identifizierung der Faktor H Bindungsstelle: Gruppen

Ihre unterschiedliche Reaktivitdée mit humanem Serum wies darauf hin, dass die einzelnen mAK an
verschiedenen Regionen innerhalb des Faktor H Proteins binden. Um die einzelnen Bindungsstellen
besser einzugrenzen, wurden die mAK auf ihre Reaktivitdt mit einer Reihe von Faktor H
Deletionmutanten getestet. In diesen Untersuchungen zeigten die mAK D10, E20 und C21 eine Uberaus
geringe Bindungsaffinitét und aus diessm Grunde wurde auf die Identifizierung distinkter Doméanen
innerhalb des Faktor H im weiteren verzichtet. Zunéchst wurden zwei rekombinante Faktor H Proteine,
die zusammen die gesamte Lange des Faktor H Moleklls umspannen, in den Western Blot Anaysen
benutzt. Hierbei handelt es sich um Fragmente, die die Faktor H Doménen SCRs 1-7 bzw. SCRs 8-20
représentieren. Wahrend zwei mAK, die Antikdrper E22 und B22, mit dem N-Terminalen Bereich des
Faktor H reagierten, detektierten die Ubrigen acht Antikorper das Faktor H Fragment aus den SCRs 8-20.
Fur eine prézisere Eingrenzung wurden in folgenden Dot Blot und Western Blot Analysen ( Abb. 3.2 und
3.3) kleinere Fragmente der N-terminalen Region (SCRs 1-2, SCRs 1-3, SCRs 1-4, SCRs 1-5, SCRs 1-6
und SCRs 3-5), der mittleren Region (SCRs 8-11 und SCRs 11-15) und der C-terminalen Region (SCRs
15-20, SCRs 15-18 und SCRs 19-20) des Faktor H Proteins, benutzt.

Die Ergebnisse aus diesen Experimenten lief3en eine Einteilung der ef mAK in drei Hauptgruppen zu
(Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.1: Reaktivitdt der mAK mit den Faktor H Fragmenten in Dot Blot und Western Blot
Analysen: Gruppeneinteilung

‘1—7 ‘&20 1-2 ‘1—3 ‘1—4 ‘1—5 ‘1—6 ‘3—5 ‘&11 11-15 |[15-20
E22
Gruppe |
B22
1-7 8-20 [[8-11 [11-15 [15-20 [15-18 [19-20
LO4
Gruppell HO4

T13

1-7 ‘&20 ‘l&n 11-15 [15-20 [15-18 [19-20

L20
Gruppelll E14

Ci8

" Reaktivitdt beobachtet ~ keine Reaktivitét

Gruppe |. Die mAK E22 und B22 binden innerhalb der N-terminalen Region des Faktor H Molekils und
bilden damit eine eigensténdige Gruppe. Beide Antikorper reagierten mit den SCRs 1-7, aber nicht mit
den Faktor H Fragmenten SCRs 8-20 oder den Unterfragmenten, die die SCRs 8-11, SCRs 11-15 und
SCRs 15-20 des Faktor H Proteins reprasentieren.

Beide Antikorper erkannten zudem die Faktor H Fragmente SCRs 1-5, SCRs 1-6 and SCRs 3-5.
Allerdings binden die mAK E22 und B22 an verschiedenen SCR Doménen, wobei die Bindestelle des
mMAK E22 innerhalb oder nahe des SCR 3 liegt, der alle Fragmente erkannte, die dieses SCR beinhaten
(Abb. 3.2 A , Spuren 2-5), wéhrend mAK B22 mit Fragmenten reagierte, in denen SCR 5 erhaten ist
(Abb. 3.2 B , Spuren 4 und 5). Das polyklonale anti-Faktor H Antiserum detektierte alle trunkierten
Faktor H Proteine mit ahnlicher Intensitét (Abb. 3.2 C).
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Gruppe Il. Die mAK L04, HO4 und T13 binden innerhalb der mittleren Region des Faktor H Molekiils.
Alle Antikorper dieser Gruppe reagierten mit dem Faktor H Fragment SCRs 8-20, aber nicht mit den N-
terminalen (SCRs 1-7) oder den am auR3ersten C-Terminus gelegenen Domanen (SCRs 19-20). In Dot
Blot Experimenten reagierten die mAK L04 und HO4 mit den Faktor H Fragmenten SCRs 8-11 und SCRs
11-15 (Abb. 3.3 A). MAK HO04 erkannte zusétzlich die Faktor H Fragmente SCRs 15-20 und SCRs 15-18.
MAK T13 reagierte ausschliefdich mit dieser Region (Abb. 3.3 A , Spuren 4 und 5). Diese Ergebnisse
wurden fir mAK T13 im Western Blot bestétigt (Abb. 3.3 D, Spuren 1 und 2), wahrend eine Detektion
der SCRs 8-11 und SCRs 11-15 durch den mAK L04 in diesem System nicht nachzuweisen war (Daten
nicht gezeigt). MAK HO4 reagierte mit den SCRs 11-15, SCRs 15-20 und SCRs 15-18, erkannte
alerdings nicht - wieim Dot Blot Verfahren gezeigt - das Fragment aus den SCRs 8-11 (Abb. 3.3 B).

Gruppe I11. Die abschlief3ende dritte Gruppe wird von den mAK L20, E14 und C18 gebildet, die in den
C-terminalen SCRs 19-20 von Faktor H binden. Diese Antikorper reagierten in Dot Blot (Abb. 3.3 C) und
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Western Blot Experimenten (Abb. 3.3 D) entsprechend mit den Fragmenten SCRs 8-20 (Daten nicht

gezeigt) und SCRs 15-20.
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Abb. 3.3; Reaktivitét der Gruppell und Gruppe Il mAK mit Faktor H Fragmenten

In A) und C) sind die Ergebnisse der Dot Blot Analyse fur die Gruppen Il und Il AK sowie fir das
Kontrollantiserum (Ziege anti-human FH) dargestellt; in B) und D) die Resktivitdt der mAK HO4, T13, L20 und
C18 nach Western Blotting der Faktor H Fragmente. Die Grofen des Proteinstandards sind linksseitig angegeben.
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3.1.3 Epitopanalyse der Gruppe Illl Antikérper

Fir die funktionellen Untersuchungen der C-terminalen Doménen des Faktor H waren die Gruppe |11
Antikérper von besonderem Interesse. Die Faktor H Bindung der Gruppe Il1 AK wurde mithilfe eines
linearen Peptidscan weiter charakterisiert. Es wurden distinkte Sequenzbereiche innerhab der SCRs 19
und 20 ermittelt, in denen die Epitope fur die mAK L20, E14 und C18 liegen (Abb. 3.4). Als positive
Reaktivitdt wurden fir die Auswertung Werte der optischen Dichte von Uber 2000 zugelassen. Eine
Reaktivitdt des mAK L20 wurde ausschliefdich fir einen Peptidbereich nachgewiesen, der in Folge die
Aminosduresequenz DITSFPLSVY AP (Position D1126 — P1137 in SCR 19 von Faktor H) ergibt und das
lineare Epitop dieses Antikorpers reprasentiert. Die mAK E14 und C18 teilen sich ein Hauptepitop in
SCR 20, das sich aus der Sequenz RTGESVEFVCKR (R1192-R1203 der Faktor H AS-Sequenz)
zusammensetzt. MAK E14 reagierte zusdtzlich mit der Sequenz STGKCGPPPPID in SCR 19, alerdings

mit geringerer Intensitét.

SCR 19

Start: Position 1102
DSTGK CGPPPPIDNGDITSFPLSVYAPASSVEY QCONLY QLEGNK RITCRNGQWSEPPK CL

L20

SCR 20

Start: Position 1165
HPCVISREIMENYNIALRWTAKQKLYSRTGES\/EFVCKRGYRLSSRSHTLRTTCWDGKLEYF’TCAKR
E14 und C18 R1210C R1215G

Abb. 3.4: Hauptepitope der mAK L 20, E14 und C18in den SCRs 19 und 20

Das Hauptepitop fur den mAK L20 in SCR 19, sowie das gemeinsame Epitop der mAK E14 und C18 in SCR 20
sind grau unterlegt in der dargestellten Aminoséuresequenz des Faktor H C-Terminus. Die zweite Bindungsstelle
des mAK E14 in SCR 19 ist unterstrichen. Positiv geladene Aminoséuren (Arginin und Lysin) sind optisch
hervorgehoben. Die Argininreste an den Positionen 1210 und 1215, die Ziel der beschriebenen Substitutionen
R1210C und R1215G sind, sind durch die Buchstabengréfle angedeutet.

42



Ergebnisse

3.2 Untersuchungen des Faktor H in Serum von Patienten mit

Hamolytisch-Uramischen Syndrom (HUS): HUS Register

3.2.1 Identifizierung von Faktor H Mutationen

Im Rahmen einer Kooperation mit der klinischen Arbeitsgruppe (AG) von Prof. Neumann
(Universitétsklinik Freiburg, Nephrologie) wurde ein deutschlandweites Register fir HUS Félle erstellt,
dessen wichtigstes Ziel in der Identifizierung von Faktor H Defekten in den Patienten und der Klérung
ener Assoziation von Faktor H Mutationen mit dem Syndrom lag. Das Register umfasst 122 Patienten,
die an der atypischen Form des HUS erkrankt sind. In der vorliegenden Doktorarbeit wurden im Western
Blot Verfahren Serumproben der Patienten auf Besonderheiten im Faktor H Protein und anderer
Mitglieder der Proteinfamilie untersucht. Serum von gesunden Individuen (n = 100) oder von HUS
Patienten wurde unter nicht reduzierenden Bedingungen elektrophoretisch getrennt und im Western Blot
Verfahren auf eine Nitrozellulose Membran transferiert. Die Detektion der Faktor H Proteine erfolgte im
Allgemeinen mit polyklonalem anti-Faktor H Antiserum (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Auffélligkeiten im Faktor H Protein in HUS Patienten: Eine Ubersicht

Humanes Serum der gesunden Kontrolle (Spur 1) und von HUS Patienten (Spuren 2-9) wurde im 10% igen SDS-
Gel getrennt. Faktor H Proteine wurden nach dem Western Blotting Transfer mit polyklonalem Antiserum (Ziege-
anti-human FH) detektiert. Unter den hier dargestellten Trennbedingungen werden das 150 kDa Faktor H Protein
und beide Formen des FHR-1 Proteins detektiert (siehe Kontrolle, Spur 1). In genetischen Analysen waren Faktor H
Mutationen in den Patienten N17, N12, N11, N1 und N20 identifiziert worden, nicht aber in den Patienten I-111. In
allen Patienten ist das 150 kDa Faktor H Protein nachzuweisen, im Serum des Patienten N12 (Spur 6) allerdings mit
geringer Intensitdt. Im Serum des Patienten 111 fehlen beide Formen des FHR-1 Proteins (siehe Pfeil, Spur 4). Im
Serum der Patienten I, 11, N17, N11 und N20 treten zusétzliche Banden mit unterschiedlichem Molekulargewicht
auf, diein der Abb. durch Pfeile markiert sind. Die Grof3en des Proteinstandards sind linksseitig angegeben.

Bal 8 % (9/122) der untersuchten Petienten waren in der Western Blot Analyse des Patientenserums
Verénderungen im Faktor H Protein festzustellen. Bei diesen Patienten wurden zusétzliche Banden mit
den verwendeten anti-Faktor H Antiseren identifiziert, in enigen Patienten war ein geringer Faktor H
Gehalt auffallend. Die Charakterisierung abnormaler Faktor H Formen wird im folgenden beispielhaft fur
drei Patienten des Registers, Patient N1, N11 und N20 dargestellt.
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3.2.2 Patient N 11: Die differentielle Reaktivitat der mAK identifiziert einen Faktor H

Defekt im C-terminalen SCR 20 des Patienten Proteins

Die genetischen Analysen an Patient N11 ergaben, dass eine Punktmutation (Position A3032G in der
Faktor H Sequenz) in einem Alld des Faktor H Genes zu der Substitution des Threonin in Alanin
(T987A) innerhalb des SCR 17 fuhrt (AG Neumann). In Western Blot Analysen des Patientenserums
wurde ein Defekt im C-Terminus des Faktor H Proteins identifiziert. Hier ist zusétzlich zum normalen
150 kDa Faktor H Protein, eine Bande auf Hohe von 145 kDa zu beobachten (vgl. Abb. 3.5), die mit
polyklonalem anti-Faktor H Antiserum reagiert. Zur weiteren Charakterisierung dieser Bande wurde die
Reihe der mAK zur Detektion im Western Blot des Serums eingesetzt. Wie zuvor gezeigt, binden die
individuellen mAK an unterschiedlichen SCR Doménen des Faktor H Molekils. Alle polyklonaen
Antiseren, die gegen das gesamte Faktor H Molekil, den N-terminalen oder den C-Terminalen Bereich
gerichtet sind (Abb. 3.6 B, Spuren 1-3), sowie der Gruppe | mAK B22, der Gruppe |l mAK T13 und der
Gruppe 111 AK L20 detektierten diese abnormale 145 kDa Bande zusétzlich zum Faktor H Protein (Abb.
3.6 A und B). Im Gegensatz hierzu, reagieren die Gruppe 11l AK E14 und C18 mit der Wildtyp Bande
(Abb. 3.6 B, Spuren 7 und 8) und nicht mit der abnormalen 145 kDa Bande. Diese fehlende Resktivitét
zeigt einem Verlust des Hauptepitopes der beiden mAKk, welches innerhalb des SCR 20 liegt, und
identifizieren einen Faktor H Defekt der diese Domane betrifft.
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Abb. 3.6; Patient N11. Differentielle Reaktivitdt der mAK E14 und C18 mit der 145 kDa Bande
Humanes Serum der gesunden Kontrolle (A, control) und des Patienten N 11 (B, Patient) wurde in einem 10% igen
SDS-Gel getrennt. Nach dem Blotting der Proteine auf eine Nitrozellulose Membran wurde diese in einzelne
Streifen geschnitten. Die Inkubation der Streifen erfolgte in polyklonalen Antiseren, die das gesamte Faktor H
Molekil (a-FH, Spur 1), den N-Terminus (a-1-4, Spur 2) und den C-Terminus (a-19-20, Spur 3) detektieren und
mit den mAK B22 (SCR 5), T13 (SCRs 15-18), L20 (SCR 19) a's auch den mAK E14 und C18, die innerhalb des
C-terminalen SCR 20 binden (Spuren 4-8). In A) und B) zeigt der Bildausschnitt die Reaktivitét der verwendeten
Antiseren mit der 150 kDa Faktor H Proteins (in B) die obere Bande). B) Die abnormale 145 kDa Bande, die im
Serum des Patienten N11 auftritt, wird nicht von den mAK E14 und C18 (Spuren 7 und 8) erkannt. Die Grofen des
Proteinstandards sind linksseitig angegeben.
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3.2.3 Patient N 1 und N 20: Ein Defekt in SCR 19 fuhrt zu einer Faktor H Doppelbande im
Serum des Patienten N 20

Die Patienten N1 und N20 haben eine identische Faktor H Mutation und sind heterozygot fir eine
Punktmutation (Position C80T) in Exon 1, das fir das Signalpeptid des nativen Faktor H codiert (AG
Neumann). Patient N20 tr&gt zudem eine Punktmutation (T3474G) in Exon 22, die zu einem Austausch
der Aminosdure Valin zu einem Glycinrest innerhalb des SCRs 19 fuhrt (AG Neumann). In Western Blot
Analysen des Serums beider Patienten, tritt das Faktor H Protein bel Patient N20 als Doppelbande (Abb.
3.7, Spur 3) auf. Das Faktor H Protein des Patienten N1 ist unverandert (Abb. 3.7, Spur 2). Dieses
Ergebnis zeigt, dass die die Ursache der Faktor H Doppelbande in Patient N20, in dem Defekt des C-
terminalen SCR 19 liegt. Dies wird durch die Western Blot Analyse des Serums der Eltern des Patienten
N20 bestédtigt. Das Faktor H Protein des Vaters zeigt kein auffaliges Laufverhalten, wahrend im Serum
der Mutter eine identische Doppelbande des Faktor H Proteins zu sehen ist (Abb. 3.7, Spuren 4 und 5).
Die genetischen Untersuchungen an den Eltern ergaben, dass die Mutation in Exon 1 von dem Vater des

Kindes, die Mutation in Exon 22 von der Mutter vererbt wurde ( AG Neumann).

CoN20M F N1

185 = i - | .

118 =
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Abb. 3.7: Patient N1 und N20: Identifizierung einer Faktor H Doppelbande im serum des Patienten
N 20 und der Mutter des Patienten

Serum der gesunden Kontrolle (co, Spur 1), des Patienten N 20 (Spur, 2), der Mutter (M, Spur 3) und des Vaters (F,
Spur 4) des Patienten als auch des Patienten N1 (Spur 5) wurde in einem 8% igen SDS-Gel getrennt. Nach dem
Western Blotting erfolgte die Detektion der Proteine mit polyklonalem Antiserum (Ziege-anti human FH). Das 150
kDa Faktor H Protein ist in allen Seren nachzuweisen (Spuren 1-5). In Patient N 20 und der Mutter des Patienten
(Spuren 2 und 3) ist eine zusétzliche Bande zu sehen. Die Grof3en des Proteinstandards sind linksseitig angegeben.
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3.3 Untersuchungen einer abnormalen Faktor H Isoform im Serum des
Patienten F106

In Analysen am Serum eines italienischen HUS Patienten (F106), der heterozygot fir eine Substitution
R1210C in SCR 20 des Faktor H Proteins ist (Caprioli et al., 2001), wurde erstmals die Relevanz der
Faktor H Mutation in diesem Patienten fur eine der Funktionen des Proteins, die Bindung an Heparin,
ermittelt. Diesen heparinchromatographischen  Untersuchungen ging die Charakteriserung des
Patientenserums und der identifizierten, abnormalen Faktor H Proteinform in Western Blot Analysen

voraus.

3.3.1 Detektion eines ungewdhnlichen Faktor H Bandenmusters im Serum von Patient
F106

Das Serum der italienischen Patienten F106 und F34, die beide heterozygot fur eine Punktmutation in
Exon 23 sind, wurde elektrophoretisch getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Die 150
kDa Bande des normaen Faktor H wird in beiden Patienten und in der gesunden Kontrolle durch das
Antiserum (Ziege-anti-FH) detektiert (Abb. 3.8, Spuren 1-3). Im Serum von Patient F106 erscheint eine
zusétzliche Bande bel 175 kDa (Abb. 3.8, Spur 2), die in dieser Stérke weder bei Patient F34 noch im
Serum der gesunden Kontrolle zu sehen ist (Abb. 3.8, Spur 1 und 3). In Patienten F106 ist das Arginin an
Position 1210 durch ein Cystein substituiert (R1210C), und in Patient F34 ist ein Argininrest an Position
1215 durch Glycin ersetzt (R1215G). In Patient R16 (Caprioli et al., 2001; Galbusera et al., 2002) sowie
einer Patientin der eigenen HUS-Studie (Patient N17, vgl. Abb. 3.4) ist ein identische 175 kDa Bande zu

erkennen.
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Abb. 3.8: Identifizierung einer 175 kDa Bandeim Serum des Patienten F106

Das Serum der gesunden Kontrolle (control, Spur 1), des Patienten F106 (Spur, 2) und des Patienten F34 (Spur 3)
wurde in einem 10% igen SDS-Gel getrennt. Nach dem Western Blotting erfolgte die Detektion der Proteine mit
polyklonalem Antiserum (Ziege-anti human FH). Das 150 kDa Faktor H Protein ist in alen Seren nachzuweisen
(Spuren 1-3). In Patient F106 ist eine zusétzliche Bande auf Hohe von 175 kDa zu sehen. Die Grofen des
Proteinstandards sind linksseitig angegeben.
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3.3.2 Charakterisierung der 175 kDa Faktor H Isoform

Eine Reihe polyklonaler Antiseren und die mAK wurden zur Detektion in den Western Blot Analysen des
Serums von Patient F106 eingesetzt. Alle polyklonalen Antiseren, die spezifisch fur das gesamte Faktor H
Molekdl (anti-FH), die N-terminale (anti-1-4) oder die C-terminale (anti-19-20) Region sind, as auch die
verwendeten mAK reagierten mit Faktor H der gesunden Kontrolle und des Patienten (Abb. 3.9 A). Die
Reaktivitét der polyklonalen Antiseren und der mAK B22, mAK T13 und der Gruppe Ill AK L20 und
E14 mit dem 175 kDa Protein des Patienten zeigt, dass es sich bel diesem Protein tatséchlich um eine
Form des Faktor H handelt.

Die Konformation des Faktor H Moleklls ist in stackem Mal3 abhdngig von der korrekten
Disulfidbriickenbildung zwischen den insgesamt vier Cydeinen, die konserviert in jedem SCR
vorkommen und strukturbildend fir die Domédnen sind. Das native Faktor H Protein ist zudem
Gegenstand posttrandationaler Prozessierung und wird an mehreren putativen Stellen innerhalb des
Molekdils durch N-Glykosilierung modifiziert (Kuhn & Zipfel, 1995).

Das Serum oder aufgereinigte Serumfraktionen, die durch Heparinchromatographie gewonnen wurden,
wurden aus diessm Grunde unter reduzierenden Bedingungen im SDS-Gel elektrophoretisch getrennt.
Ebenso wurde mit den Proben verfahren, deren N-gekoppelte Kohlehydratketten nach Reduktion der
Proteine mit dem Enzym N-Glykosidase F besetigt worden waren. Unter nicht-reduzierenden
Bedingungen detektiert das polyklonae Antiserum (Ziege anti-FH) zusétzlich zur normalen 150 kDa
Bande des Faktor H die 175 kDA Isoform im Serum des Patienten F106 im Western Blot (Abb. 3.9 B,
Spur 2). Beide Banden sind auch im silbergefarbten Gel (Abb. 3.9 C, Spur 2) zu erkennen. Unter
reduzierenden Bedingungen werden die Disulfidbriicken des Wildtyp-Faktor H Molekils gebrochen. Dies
auRert sich in einer Verringerung der Protein Mobilitét. Durch das weitere Entfernen der N-gekoppelten
Kohlehydratketten wird die Gesamtmasse des Proteins verringert, und so ist ein erneuter Anstieg in der
Gelmobilitét zu erkennen (Abb 3.9 B und C, Spur 4). Unter den gegebenen Versuchsbedingungen wird
die Konformation des Faktor H Molekiils stark verandert und somit ist die Reaktivitét des spezifischen
Antiserums im Western Blot gegeniiber den reduzierten Proteinen herabgesetzt. Im silbergeférbten Gel
wird deutlich, dass vergleichbare Mengen an Kontroll- bzw. Patientenserum fir diese Versuche eingesetzt
wurden.

Der Vergleich zwischen den reduzierten und deglykosilierten Serumproben der gesunden Kontrolle und
des Patienten F106 (Abb 3.9 B und C, Spuren 5 und 6) zeigt, dass die 175 kDa Isoform bereits durch die
reduzierende Behandlung verloren geht bzw. mit dem Wildtyp Faktor H Protein in eine Bande Ubergeht.
Das Wildtyp-Faktor H Protein und die Faktor H Isoform erreichen nach der Reduktion der

Disulfidbricken eine identische Gelmobilitét.
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Abb. 3.9: Charakteriserung der 175 kDa | soform des Patienten F106

Das Serum der gesunden Kontrolle (Control) und des Patienten F106 wurde in A)-C) in 10% igen SDS-Gelen
getrennt.

A) Im Western Blot des Serums der Kontrolle (Spuren 1-3) und des Patienten F106 (Spuren 4-10) wurde das Faktor
H Protein mit den verwendeten polyklonalen Antiseren (Spuren 1-6) detektiert. Im Serum des Patienten wurde die
175 kDa Isoform mit diesen AK und den mAK (Spuren 7-10) nachgewiesen.

A) und B) : In B) ist der Western Blot bei Detektion mit polyklonalem Antiserum und in C) das silbergeférbte Gel,
nach der Reduktion (red) und Glykosidase F (GF) Behandlung der Serumproben der gesunden Kontrolle (Spuren 3
und 4) und des Patienten (Spuren 5 und 6) dargestellt. In beiden Abbildungen ist auch das nicht-reduzierte Serum
(Spuren 1 und 2, unred) gezeigt. In den reduzierten Proben des Patienten F106 ist die 175 kDa I soform nicht mehr
zu erkennen (Spur 5), und die resultierende Bande des Faktor H Proteins liegt auf gleicher Hohe wie in der
Kontrolle (Spur 3). In beiden Proben resultiert eine folgende Beseitigung der N-gekoppelten Kohlehydratreste in
einer Faktor H Bande, die aufgrund des geringeren Molekulargewichtes unterhalb der reduzierten Bande verlauft.
Im silbergeférbten Gel (Spuren 1-6) sind mehrere niedermolekulare Banden zu erkennen, die nicht vom Faktor H
spezifischen Antiserum erkannt werden. Zwischen der gesunden Kontrolle und dem Patienten ist kein Unterschied
bezuiglich des Bandenmusters festzustellen. Die Gréfien des Proteinstandards sind jeweils linksseitig angegeben.
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3.3.3 Heparinchromatographie mit Serum des Patienten F106

Das Wildtyp-Faktor H Protein und die verénderte Isoform des Patienten F106 lassen sich aufgrund ihrer
unterschiedlichen Gelmobilitét unterscheiden. Deshalb konnte eine funktionelle Untersuchung der
Heparinbindung des Faktor H Proteins direkt mit Serum des Patienten stattfinden. Das Serum eines
gesunden Individuums oder des Patienten F106 wurde im chromatographischen Verfahren auf HiTrap-
Heparinsdulen geladen und die gebundenen Proteine durch einen linearen Anstieg der
Natriumchloridkonzentration eluiert. Es wurden einzelne Fraktionen (500ul) gesammelt und mithilfe der
SDS-PAGE mit anschliefendem Western Blotting Verfahren anaysiert. Das Faktor H Protein der
gesunden Kontrolle eluierte bei einer Salzkonzentration von 200mM NaCl und erreichte in Fraktion 41
(Abb. 3.10 A) seinen hochsten Stand. Ein dhnliches Elutionspraofil zeigte das Wildtyp 150 kDa Faktor H
Protein (Abb. 3.10 B, untere Bande) in Patient F106. Im Gegensatz dazu, begann die 175 kDa Isoform
bereits in Fraktion 29 zu euieren und erreichte die hoéchste Proteinkonzentration in Fraktion 35 (Abb.
3.10 B, obere Bande siehe Pfeil).

Dieses Experiment zeigt einen ersten, funktionellen Unterschied zwischen der Wildtyp und aberranten

Faktor H Form auf, und 183 vermuten, dass die Heparinbindung des mutierten Faktor H Proteins

verandert ist.
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Abb. 3.10 Western Blot der Elutionsfraktionen nach heparin-chromatographischer Trennung des
Serums

Die Serumfraktionen (fraction) der gesunden Kontrolle (A, Control) und des Patienten F106 (B) in 10% igen SDS-
Gelen getrennt. Nach dem Western Blotting erfol gte die Detektion der Proteine mit polyklonalem Antiserum (Ziege-
anti human FH). In der gesunden Kontrolle und im Patienten ist das 150 kDa Faktor H Protein a's starke Bande in
den Fraktionen 37-41 zu erkennen. B) In Patient F106 ist die zusétzliche 175 kDa Bande (Pfeil) bereitsin Fraktion
29 zu sehen und erreicht das stérkste Signal in Fraktion 35. Die Groflien des Proteinstandards sind linksseitig
angegeben.
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3.4. Funktionelle Untersuchungen des C-Terminus mithilfe der mAK

Im Rahmen einer vorangegangenen Studie wurden die beschriebenen monoklonalen Antikorper generiert,
und in einer Fest-Phasen-Anayse der Effekt der einzelnen AK auf die C3b-Bindung des Faktor H getestet
(Elke Brand, 1993). In diesen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Gruppe | AK E22 und B22 ein
geringes Inhibitionspotential (4 und 11%) fir die FH-C3b Bindung haben, die Gruppe Il AK L04, HO4
und T13 blockierten zu 52, 65 und 55%, wéahrend ale Gruppe Il AK diese Funktion komplett
verhinderten. In den SCRs 19-20 liegt die C-terminale C3d Bindungsstelle von Faktor H. In der
vorliegenden Doktorarbeit wurde diese Eigenschaft mithilfe der sensitiveren Plasmon Resonanz Technik

(Biacore) untersucht.

3.4.1 Die Faktor H Bindung an C3b wird durch die mAK E14 und C18 blockiert
Vor der Zugabe in die Fluzelle wurde Faktor H zundchst mit den mAK B22, L20, E14 oder C18 in

einem molaren Verhdtnis von 1:1, 1:5 und 1:10 préinkubiert. Die Kontrolle ohne Faktor H Protein zeigte
keinen Bindungsanstieg und wurde as Basidinie dargestellt. Die Bindung von Faktor H an die C3b
Molekile, die auf der Chipoberflache kovaent gebunden sind, wurde durch die mAK E14 und C18
dosisabhéngig inhibiert (Abb. 3.11 siehe folgende Seite, A und B). Die Gruppe | mAK B22 zeigte keinen
blockierenden Effekt und mAK L20 erhohte selbst bei 20fachem UberschuB die Faktor H Bindung an
C3b (Abb. 3.11 C). Dieser additive Effekt kann auf einer Aggregation der Faktor H Molekile durch die
guervernetztende Bindung des Antikorpers L 20 zurlickgefihrt werden.

3.4.2 Die Faktor H Bindung an Heparin wird durch die mAK E14 und C18 blockiert

SCR 20 vermittelt die C-terminale Bindung von Faktor H an Heparin und aus diesem Grunde wurde
durch eine neu etablierte Fest-Phasen-Anayse der Effekt der Gruppe 111 AK auf diese zweite, essentielle
Funktion des Faktor H untersucht. Faktor H wurde mit dem fiinffachen Uberschu der mAK B22, T13,
L20, E14 oder C18 prainkubiert, bevor Faktor H oder die Faktor H-AK-Ldsung an gebundenes Heparin
gebunden wurde. In Kontrollen wurde Faktor H oder die mAK durch Puffer ersetzt. Fir jeden Ansaiz
wurden die Werte (n = 4) der optischen Dichte (OD) gemittelt. Die Berechnung der Wirkung der mAK
auf die Faktor H Bindung an Heparin erfolgte Uber das Verhdltnis (OD Faktor H/OD Faktor H + mAK) x
100. Die Antikorper B22, T13 und L20 zeigten einen geringen inhibitorischen Effekt (81-89% Bindung),
wahrend die mAK E14 und C18 die Bindung von Faktor H an Heparin vollstandig blockierten (Abb. 3.12
Sehe folgende Seite). Dieser Effekt ist dosisabhéngig (Werte nicht gezeigt) und bei einem geringen
molaren Uberschu an mAK (1:2) wird ihre inhibitorische Wirkung aufgehoben.
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Abb. 3.11: Faktor H-C3d Bindung
L20 20 In A) sind die Ergebnis der Resonanzstudie mit alen
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Abb. 3.12: Faktor H -Heparinbindung

Das Diagramm zeigt die Ergebnisse des Festphasen Assays im prozentualen Verhdtnis der FH-
Bindung (100%) an. Die Bindung des Faktor H an Heparin (FH) wird durch die mAK B22, T13
und L20 geringfugig reduziert. Die mAK E14 und C18 verhindern diese vollstandig.

Die mittlere Standardabweichung der gemessenen Einzelwerte (n=4) der Optische Dichte ist

durch die Hebellinien in den Balken angegeben.
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3.5. Funktionelle Untersuchungen HUS assoziierter Faktor H

Mutationen

3.5.1 Expression und Aufreinigung rekombinanter Faktor H Proteine mit den Mutationen
R1210C und R1215G

Die rekombinanten Proteine FH 8-20/Wildtyp und die HUS-assozierten Mutationen FH 8-20/R1210C
bzw. FH 8-20/R1215G wurden mithilfe des Baculosystems in Insektenzellen exprimiert und sekretiert.
Die FH Proteine wurden Uber die zusétzlichen 8 Higtidinreste, die der Expressionsvektor PBSV-8-His an
den C-Terminus der Zielproteine zufugt, mittels Ni-Chelat-Chromatographie aus dem Insektenzell-
Kulturliberstand aufgereinigt. Die Proben wurden entsalzt und in dem fir nachfolgende Experimente
erforderlichen Puffer aufgenommen. Fir die vergleichenden, funktionellen Studien wurde die Reinheit
der Proben as auch die Konzentration der Proteine FH 8-20/Wildtyp, FH 8-20/ R1210C und FH 8-
20/R1215G im silbergeféarbten SDS-Gel Uberprift (Abb. 3.13). Als Standard zur Quantifizierung dienten
unterschiedliche Verdiinnungen von Faktor H.

kpa] & @ &

Abb. 3.13 Rekombinante Expression der R1210C und
R1215G Mutation

Die Reinheit der Préparationen der Proteine FH 8-20 (Spur 1),
49 — FH 8-20/R1210C (Spur 2) und FH 8-20/R1215G (Spur 3) ist in
der Silberférbung des SDS-Geles dargestellt. Die GrofRen des
Proteinstandards sind linksseitig angegeben.
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3.5.2 Die Bindung der rekombinanten, mutierten Faktor H Fragmente an das C3d Molekil
ist reduziert

In Biosensor-Experimenten zur Untersuchung der C3d-Bindung wurden die rekombinanten Faktor H
Proteine in der fllssigen Phase zugegeben. Das FH 8-20 Wildtyp Protein zeigte eine starke Bindung an
C3d, wéahrend die Interaktion der beiden mutierten Proteine FH 8-20/R1210C und FH 8-20/R1215G stark
reduziert war (Abb. 3.14). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die C3d-Bindung durch den jeweils
einzelnen Aminosaure-Austausch innerhalb des SCRs 20 nachhaltig beeinflufd wird, der zudem fur beide
HUS-assoziierten Mutationen in Nahe der Hauptepitope der inhibitorischen mAK E14 und C18 liegt.

52



Ergebnisse
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3.5.3 Die Bindung der rekombinanten, mutierten Faktor H Fragmente an Heparin ist

reduziert

Die Bindung der rekombinanten Faktor H Proteine an Heparin wurde flr die Analysen an Patientenserum
mittels affinitdtschromatischer Trennung im AktaPrime-System untersucht. Der Kulturilberstand der
Insektenzellen, der entweder FH 8-20/Wildtyp Protein oder die mutierten Proteine enthielt, wurde auf die
Heparin-HiTrap-Saulen geladen. Proteine, die an die Heparin Matrix gebunden sind, wurden durch den
graduellen Anstieg der NaCl-Konzentration von der Séule eluiert. Die graphische Darstellung (Abb. 3.15
A) der Elutionsprofile der drei Proteine zeigt den identischen Verlauf der elektrolytischen Leitfahigkeit
(NaCl [ms]) und die Vergleichbarkeit der einzelnen Experimente. Da identische Proteinmengen fir diese
Experimente verwendet wurden, stehen Elutionsprofil sowie die Stérke der Elutionsfraktionen im
direkten Verhdltnis zur Bindungsaffinitat der drei Faktor H Proteine fir die Heparin-Matrix. Es wurden
Protein-Fraktionen wéhrend der Elution gesammelt, die mithilfe von SDS-PAGE mit anschlief3endem
Western Blotting auf die Anwesenheit der Faktor H Proteine untersucht wurden (Abb. 3.15 B). Das FH 8-
20/R1210C Protein befand sich tUberwiegend in den Fraktionen 34-36, das FH 8-20/R1215G Protein in
den Fraktionen 35-37 und das Wildtyp Protein FH 8-20 in den spéteren Fraktionen 36-38. Die Reinheit
der Elutionsfraktionen wurde im silbergefarbten SDS-Gel Uberpriift (Abb. 3.15 C).

Die beiden mutierten FH Proteine haben im Vergleich zum Wildtyp Protein eine geringere Affinitét zu
Heparin und dariberhinaus ist ersichtlich, dass sich der R1210C Ausstausch fir diese Funktion

gravierender bemerkbar macht als die nur finf Aminoséuren davon entfernte R1215G Substitution.
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Abb. 3.15 Heparin-Bindung der
rekombinanten FH Proteine
Kulturiberstand der  Insektenzellen
wurde mithilfe des AktaPrime Systems
auf eine Heparinmatrix geladen.

A)  Uberlagerte  Darstellung  der
Elutionsprofile nach Bindung des
Kulturiberstands mit den Proteinen FH
8-20 Wt, FH 8-20/R1210C und FH 8-
20/R1215G. Der Verlauf der Elution ist
as Mal des Spulvolumens (ml)
angegeben. Der Kurvenanstieg der
optischen Dichte (mAu bei 280 nm)
représentiert die Elution der Proteine, die
an die Heparinmatrix gebunden haben.
Neben den Faktor H Proteinen, befinden
sich im Kulturiberstand der
Insektenzellen noch weitere Proteine, die
heparinbindende Eigenschaften besitzen
und  bel einem  Anstieg  der
Salzkonzentration ebenso eluiert werden.
Dies resultiert in unterschiedlichen
Maximalwerten der einzelnen Kurven.
Die Erhdhung der Salzkonzentration ist
durch die Kurve der Leitféhigkeit (NaCl
ms) angegeben. Der Verlauf der Kurven
in allen drei Experimenten identisch. Die
Elutionsfraktionen, die in B) und C)
nach SDS-PAGE gezeigt werden, sind
grau hinterlegt.

B) Western Blot der Elutionsfraktionen
34-41. Die stérkste Reaktivitdt mit dem
polyklonalen Antiserum ist fir das FH 8-
20/R1210C Protein in Fraktion 34, FH 8-
20/R1215G Protein in Fraktion 36, und
fur das Wildtyp (wt) Protein in Fraktion
37 zu sehen.

C) Im silbergefarbten Gel  der
Elutionsfraktionen 34-41 des Wildtyp
Proteins wird die Reinheit des Proteins
nach der chromatographischen Trennung
deutlich.
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3.5.4 Die Bindung der rekombinanten, mutierten Faktor H Fragmente an Endothelzellen

ist reduziert: Immunfluoreszenz und FACS Analysen

Fir ene weiterfihrende Charakteriserung der rekombinanten Faktor H Mutationen wurden
Bindungsstudien an Endothelzellen (HUVEC) mittels Immunfluoreszenz und FACS Anaysen
durchgefuhrt.

Immunofluoreszenz. Die HUVEC Zelen wurden in Kammer-Objekttragern (Nunc Chamberdides) fur
zwel Tage kultiviert und vor den Experimenten mindestens 24 h in FKS-frelem Medium gehaten. Das
Monolayer der Zelen war ca 90 % konfluent, bevor sie mit den aufgereinigten (Ni-
Chelatchromatography) und in Bindungspuffer dialysierten Proteine FH 8-20, FH 8-20/R1210C oder FH
8-20/R1215G inkubiert wurden. Die Versuche wurden sowohl an unfixierten as auch an
Paraformaldehyd fixierten Zellen durchgefihrt. Zur Detektion der FH Proteine wurden mAK T13
polyklonales anti-Faktor H Antiserum und Alexa-Flour-konjugierte Sekundérantiseren verwendet. Die
Kernférbung erfolgte mit Propidiumiodid. In alen durchgefiihrten Experimenten war die Bindung des
Wildtyp-Proteins an die Endothelzellen im Vergleich zu den mutierten Proteinen FH 8-20/R1210C oder
FH 8-20/R1215G am starksten (Abb. 3.16). Gebundenes Wildtyp-Protein konnte zudem selbst bei hohen
Verdinnungen (1:100) im Immunoflureszenznachweis detektiert werden. Einen deutlichen Unterschied in
der Bindung an die Endothelzellen wurde fur die Proteine FH 8-20/R1210C oder FH 8-20/R1215G mit
dieser Methode nicht gesehen.

FACS-Analyse. Eine quantitative Untersuchung der Bindung der rekombinanten Faktor H Proteine an
die Endothelzellen erfolgte durch die FACS-Analyse. Die Bindung des rekombinanten FH 8-20 Wildtyp-
Proteins an die HUVEC war dosisabhdngig (Abb. 3.17 A). Die eingesetzten Proteinmengen von 2.5, 5, 10
and 20 pg ergaben im Mittel die Fluoreszenzwerte von 16.2, 22.6, 40.6 oder 45.7. Die beiden mutierten
Proteine zeigten eine geringere Affinitét fur die HUVEC Oberfléche (Abb. 3.17 B). Im Vergleich zum
Wildtyp Protein waren die Fluoreszenzwerte (im Mittel) fur das FH 8-20/R1210C und FH 8-20/R1215G
Protein auf 59.2 % bzw. 73.5 % gesunken.
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Abb. 3.16: Immunfluoreszenznachweis zur Bindung der rekombinanten Faktor H Proteine an die
Oberflache von Endothelzellen

Die Kernfarbung mit Propidiumiodid (Abb. 3.16 A,C und E) und die detektierte Farbung der gebundenen Proteine
im Immunfluoreszenznachweis (Abb. 3.16 B,D und F) ist hier fur die Bindungsexperimente an fixierten HUVEC
dargestellt. Der verwendete Primérantikorper mAK T13 wurde mit einem Alexa-Fluor-konjugiertem
Sekundérantiserum nachgewiesen. Man sieht eine stérkere Bindung des Wildtyp Proteins (B) an die Oberflache der
Endothelzellen im Vergleich zu den Proteinen FH 8-20/R1210C (D) und FH 8-20/R1215G (F). Der
VergdRerungsfaktor von 1: 80 000 fur die einzelnen Aufnahmen ist durch einen Balken am unteren Bildrand (Lange
des Balkens = 20 um) angedeutet.
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Abb. 3.17 : FACS Analyse der Bindung der rekombinanten Faktor H Proteine an die Oberflache
von Endothelzellen

A) Die Bindung des Wildtyp Proteins FH 8-20 an die Endothel zellen zeigt einen dosisabhangigen Effekt, der in

dem dargestellten Experiment eine Séttigung bei 10-20ug des Proteins erreicht. Der Anstieg des

Fluoreszenzsignales (Fluorescence I ntensity) reprasentiert diese Bindung. In der dargestellten Kontrolle (control)
wurde das FH 8-20 Protein durch Puffer ersetzt. Das erhaltene Floureszenzsignal wird durch die unspezifische
Bindung des mAK T13 und des Sekundéranti serums verursacht.

B) Die Bindung der Proteine FH 8-20/R1210C und FH 8-20/R1215G ist im Vergleich zum Wildtyp Protein
reduziert. Es wurde jeweils 5ug des Proteins fir die Bindungsanalyse eingesetzt.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine besondere Bedeutung des C-Terminus von Faktor H
in seinen zentralen Funktionen, der Bindung an das C3b Molekll und der Interaktion mit polyanionischen
Molekilen, und geben erstmals einen experimentellen Hinwels auf die physiologische Bedeutung von
Faktor H Gendefekten, und ihrer Rolle in dieser Form des Hamolytisch Urdmischen Syndroms.

Die Charakterisierung der Faktor H Bindungstellen von insgesamt elf monoklonaen Antikorpern, sowie
die Eingrenzung distinkter Epitope innerhalb der SCRs 19 und 20 fur drel dieser mAK, erwies sich als

wertvolle Grundlage fur spétere Funktionsanalysen.

4.1 Ein Faktor H Assoziiertes HUS ist in einer Untergruppe der
Patienten festzustellen

In bisher funf, voneinander unabhéngigen Mutationsstudien an Patienten mit HUS und der dhnlichen
mikroangiopatischen Erkrankung TTP, wurden bis heute weltweit 18 Index-Féle beschrieben, in denen
eine Mutation des Faktor H Genes in familidren oder sporadischen HUS Patienten nachgewiesen ist
(Warwicker et al., 1998; Buddles et al., 2000; Caprioli et al., 2001; Richards et al., 2001; Perez-Caballero
et al., 2001b). Die insgesamt 16 Mutationen resultieren in nur einem Fall in der kompletten Deletion des
Faktor H Gens, in vier Féllen in einer Verschiebung des Nukleotid-L eserahmens (Frameshift) und in 11
Féallen in Nukleotid-Substitutionen (Missense). Die Mutationen sind in den Exons 2, 8, 19, 20, 21, 22 und
23 lokalisiert. Die Mutationen in den Exons 2 und 8 sowie je eine der Mutationen der Exons 22 und 23
fihren zum vorzeitigen Abbruch der Trandation. Unter den beschriebenen Mutationen, kommt es zu
einer auffaligen Haufung innerhalb des Exons 23, das fir das C-Terminale SCR 20 codiert. Mit einer
Ausnahme trégt jeweils nur ein Allel der betroffenen Patienten die Faktor H Mutation (Heterozygotie). In
dieser Form des atypischen, familidren HUS, sind die Mitglieder der betroffenen Familie homozygot fir
eine 24 bp Deletion in Exon 23, die zu einem Verlugt der letzten acht Aminosduren in SCR 20 fihrt
(Warwicker et al., 1998; Richards et al., 2001). Die Existenz von Faktor H Defekten in einer Untergruppe
der Patienten und eine Assoziation mit dem Syndrom wurde durch die Ergebnisse der vorliegenden
Doktorarbeit bestétigt. Diese Befunde unterstiitzen die von Caprioli et a. (2001) vorgeschlagene

Nomenklatur als FH-assozierte Form des HUS.

In Untersuchungen an insgesamt 122 Patienten, die in einem ersten, deutschen Register fir HUS Féle
erfaldt werden, wurden molekulargenetische Mutationsanaysen (AG Neumann, Freiburg) mit eigenen
proteinchemischen Serumanalysen verbunden. Die Ergebnisse der Studie (siehe Tabdlle 4.1) belegen die
Notwendigkeit, Faktor H Analysen auf DNA und Proteinebene durchzufiihren und diese in indizierten
Féllen auf RNA-Ebene zu erweitern.
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Bel 30% der untersuchten Patienten, die heterozygot fir eine (bei Patient N20 zwei) Punktmutation im
Faktor H Gen sind, wurde eine eindeutige Verdnderungen auf Proteinebene nachgewiesen. In dre
weiteren Patienten erscheint der Faktor H Gehalt erniedrigt. Interessanterweise war bei drei Patienten, die
ein auffédliges Faktor H Bandenmuster im Western Blot des Serum Faktor H zeigen, keine
zugrundeliegende Mutation festgestellt worden. In den durchgefihrten SSCP Anadysen (AG Prof.
Neumann) wurden exonspezifische Oligonukleotide verwendet, die an den Exon-Intron Grenzen der
einzelnen SCR codierenden Regionen des Faktor H Genes binden. Mdgliche Mutationen, die in
intronischen Sequenzbereichen liegen, kdnnen durch diese Methode nicht erfald werden. An diesen
Patienten, as auch bei Patient N11, werden moglicherweise die Ergebnisse aus RT-PCR Anadysen
Aufschluf? Gber die Integritét der Faktor H Transkription (RT-PCR) geben kénnen. Im Serum von Patient
N11 wurde eine zusétzliche 145 kDa Faktor H Isoform nachgewiesen, die sich jedoch nicht mit den C-
Terminus spezifischen mAK E14 und C18 detektieren 18%. Die Ursache fir die fehlende Resktivitét
diessr mAK scheint in einem wahrscheinlich vollstdndigen Verlust des SCR 20 zu liegen. Die
benachbarten SCRs sind nicht beeinfluf3, wie die positive Resktivitét der mAK L20 (SCR 19) und T13
(SCRs 15-18) beweist. Es ist unwahrscheinlich, dal? die identifizierte Punktmutation (3135A/T), die sich
in dem einzelnen Aminosdureaustausch T987A in SCR 17 auffert, an diesem Phanotyp beteiligt ist. Exon
23 des Patienten Faktor H Gens, das fir das C-terminde SCR 20 codiert, wurde mittlerweile, ohne
Erfolg, von drei verschiedenen Arbeitsgruppen in SSCP-Analysen auf eine mogliche Mutation untersucht.
Einiges spricht dafir, dal3 ein Defekt im Prozessieren der nativen Faktor H RNA vorliegt, und die
Ursache hierfir konnte, wie fr andere genetisch bedingte Erkrankungen gezeigt (Cartegni et al., 2002),
in einer intronischen Mutation liegen, die Silencer oder Enhancer Kontroll-Element betrifft. Die Faktor H
Doppelbande, die im Serum des Patienten N20 nachgewiesen wurde, ist auf die vom Vater
weitergegebene Punktmutation zurtickzufiihren, die sich auf Proteinebene in dem Austausch eines
Valinrestes mit der Aminosdure Glycin (V1142G) in SCR 19 auf3ert. Eine vergleichende Analyse des
Serum Faktor H des Patienten N1, der heterozygot fur eine Punktmutation in der Signal peptidsequenz ist
(C80T), und des Patienten N20, der fur diese Mutation (compound) heterozygot ist, konnte dies klar
zeigen. Die Mutter des Patienten N20, die die Mutation des Signalpeptides vererbte, als auch Patient N1
haben eine normale Faktor H Bande, die in ihrem Gehalt etwas gering erscheint, wéhrend Patient N20
und der Vater eine Faktor H Doppelbande aufweisen.

In Patient N17 ist die molekulare Grundlage fir die Existenz der hochmolekularen 175 kDa Faktor H
Isoform klar von der gemeinsamen, bereits beschrieben (Caprioli et al., 2001; Galbusera et al., 2002) und
in dieser Arbeit funktionell untersuchten C3701T Transition in Patient F106 abzuleiten.

Eine mogliche Relevanz der identifizierten Faktor H Mutationen und der phéanotypischen Verdnderungen
fur die Auspragung des HUS in diesen Patienten werden zukinftige funktionelle Untersuchungen am
Patientenserum, wiein dieser Arbeit fir Patient F106 vorgestellt, erbringen.

Neben Punktmutationen, die zu einem einzelnen Aminosdureaustausch in zentalen und C-terminalen
SCRs des Faktor H Proteins fuhren, wurde in einem Patienten die Deletion (Patient N18) eines
Nukleotidtripletts und in zwei Patienten die Addition zusétzlicher Nukleotide (Patient N6 und Patient
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N16) identifiziert. In diesen Patienten wurde keine Auffélligkeiten in der Faktor H Western Blot-Anayse
festgestellt. In welchem Mal3e sich diese Mutationen auf Ebene des Faktor H Proteines auswirken, bleibt
unklar.

Im Gegensaiz hierzu, ist die Expression eines verkirzten Faktor H Proteins bei Patient N3 durch den
vorzeitigen Abbruch der Transkription aufgrund der identifizierten Missense Mutation anzunehmen. Der
Abbruch erfolgt auf Hohe des SCR 12, doch im Serum des Patienten ist kein Faktor H Molekdl mit
verringertem Molekulargewicht nachzuweisen. Dieser Umstand kann in einer erheblich verringerten
Halbwertzeit des verkirzten Proteins oder einer vollstdndigen Blockierung der Sekretion liegen. Im
Serum des Patienten wird unabhéngig davon lediglich von einem Alld funktionell aktives Faktor H
Protein gebildet, dal3 die Komplement regulierenden Eigenschaften von Faktor H besitzt und ausiiben
kann.

Die beobachtete Haufung HUS assoziierter Punktmutationen innerhalb des C-Terminus von Faktor H
wurde durch die Mutationsanalysen der AG Neumann teilweise bestétigt. In 6 Patienten (6/20) wurde eine
Mutation in den Exons 22 und 23 identifiziert, der weitaus grofere Teil in dieser Patientengruppe ist
alerdings heterozygot fur Mutationen entlang des Faktor H Genes in Sequenzbereichen die fur die SCRs
11, 12, 14, 15, 16, 17 und 18 kodieren.

Aus der neuen Klassifizierung des Faktor H assoziierten HUS ergibt sich auch eine direkte klinische
Konsequenz. Obwohl die Zahl erneuter (rekurrenter) HUS Erkrankungen in atypischen Féllen sehr hoch
ist, gehort zur Ublichen Behandlungsstrategie bei schweren HUS Fdllen, bel  geeignetem
immunologischen Bild eine Transplantation der Niere durchzufihren. Dies erscheint bei einem
zugrundeliegenden Faktor H Defekt zwecklos und wirde in dieser Patientengruppe die Rekurrenz des
Syndroms erklaren. Da der grofdte Anteil des serumléslichen Faktor H in der Leber gebildet wird, wurde
nun erstmas erfolgreich zusédtzlich zur Spenderniere, partiell neues Lebergewebe in einen jungen
Patienten transplantiert (Remuzzi et al., 2002b).
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Tabele 4.1 HUS Register: Zusammenfassung der Geno- und Phanotypischen Veranderungen der

unter suchten Patienten

Patient Nr. M utation* AS Auspragung C3Protein** | Faktor H Protein
SSCP Analyse Western Blot Analyse
1 c8oT L 3F Signal peptid Nb normal bis erniedrigt
2 T1963G C630W in SCR 11 Nb Normal
3 C2214G S714 StopinSCR12 | Nb normal bis erniedrigt
4 G2576T V835L in SCR 14 Nb Normal
5 G2621A E850L in SCR 15 Nb Normal
6 2309 + 8 T/A|SCR16 Nb Normal
(Intron)
7-10 G3007T W978C in SCR 16 In Patient N 7| normal bis erniedrigt
erniedrigt
11 A3032G T987A in SCR 17 Nb zusétzliche Bande bei 145
kDa u. starke 175 kDa
Bande
12 T3200C C1043R in 17 erniedrigt Erniedrigt
13 C3299G Q1076E in SCR18 Nb Normal
14 T3497G Y 1142D in SCR 19 erniedrigt Normal
15 T3542C W1157R in SCR 19 erniedrigt Normal
16 3566 + 1G/A Splicing Defekt Nb Normal
17 A3135T und Y1021F in SCR 17 und | Nb hochmolekulare Bande bei
C3701T R1210C in SCR 20 175 kDa
18 3719-3721 del T 1216 erniedrigt Erniedrigt
ACA in SCR 20
19 C3749CT P1226Sin SCR 20 Nb Erniedrigt
20 C80G und L3F Signalpeptid und | Nb Doppelbande FH
T3474G V1142G in SCR 19

* Daten der SSCP-Analyse der AG Neumann ** Quantitative C3 Proteinbestimmung der klinischen
Gruppen, Nb nicht bekannt
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4.2 Die hochmolekulare Faktor H Isoform im Serum des Patienten
F106 reprasentiert den Phanotyp der Substitution R1210C in SCR 20

Die Charakterisierung der Faktor H Proteine im Serum des Patienten F 106 der an der familidren Form
des atypischen HUS (Caprioli et al., 2001)leidet, erbrachte erstmalig einen sichtbaren Bewels fur die
molekulare Konsequenz die sich aus dem einzelnen Aminosdureaustausch in SCR 20 fur das Faktor H
Protein ergibt.

In Western Blot Analysen an Serum des Patienten F106, der heterozygot fir die beschriebene Mutation
C3701T (Position in der primaren FH-Nukleotidsequenz) in Exon 23 ist , wird eine 175 kDa Bande von
dlen verflgbaren Antiseren und mMAK's detektiert. Diese Bande wurde ebenso in Patient N17
nachgewiesen, der eine identische Mutation im Faktor H Gen aufweist. Es ist daher anzunehmen, dass es
sgch bel diessm Molekil um eine Isoform des Faktor H Proteins handelt, die auf die identifizierte
Mutation zurlickzufihren ist. Die elektrophoretische Auftrennung des Patientenserums oder
aufgereinigter Faktionen des Serums resultierte unter reduzierenden Trennbedingungen in dem Verlust
der abnormaen Bande und fihrte zu einem gleichen Bandenmuster wie in der gesunden Kontrolle. Eine
madgliche Auswirkung der zugrundeliegenden Mutation auf die Konformation des betroffenen SCR 20 ist
naheliegend. Aufgrund der cysteinreichen Primérstruktur jeder SCR Doméne, die im Wesentlichen durch
die Ausbildung der konservierten Disulfidbriicken geprégt ist, ist ein Einflu des zusétzlichen, finften
Cysteinrestes auf die Struktur der Doméne und eventuell des gesamten mutierten Proteins wahrscheinlich.
Allerdings ist der Unterschied von etwa 25 kDa, der sich im Vergleich der Mobilitdt zwischen normalem
Faktor H (150 kDa) und der Faktor H Isoform ergibt, moglicherweise nicht allein durch eine Anderung
der Sekundérstruktur in dem mutierten Protein zu erkldren. Die Beteiligung eines zweiten Proteins, das
mit dem mutierten Faktor H einen stabilen Dimer bildet konnte eine Ursache hierfir sein, die jedoch einer
experimentellen Kléarung bedarf.

Die enzymatische Deglykoslierung der reduzierten Proben des Patienten und der gesunden
Kontrollperson ergab ein identisches Proteinprofil. Ein Unterschied in der postrandationalen

Modifizierung ist demzufolge fur die Faktor H Isoform des Patienten nicht anzunehmen.

Die vorliegende Studie fuhrt erstmas einen experimentellen Nachweis fir die Beeintréchtigung der
Faktor H Funktion durch zwel HUS-assoziierte Punktmutationen im C-Terminus des Molekils. Die
besondere Bedeutung des C-terminalen SCR 20 fir die Bindung des Faktor H an den Liganden C3 ds
auch an Heparin wurde durch die Ergebnisse kompetitiver Analysen, unter Verwendung spezifischer
mAK, gezeigt.
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4.3 Die Interaktion des Faktor H Proteins mit dem C3 Molekil ist

abhangig von der Integritat der C-terminalen Faktor H Domane SCR
20

Faktor H hat insgesamt drei Bindungstellen fiir das intakte C3b Molekil bzw. seine Spatprodukte C3c
und C3d, und diese wurden innerhalb der N-terminalen SCRs 1-4, der zentralen SCRs 6-10 und der C-
terminalen SCRs 19-20 lokalisiert. Die Blockierung des SCR 20, durch die kompetitive Bindung der
spezifischen mAK E14 und C18, fuhrte in den vorgestellten Resonanzstudien zu einem kompletten
Verlust der Faktor H Bindung an den immobilisierten Liganden C3b. Die Blockierung des N-terminaen
SCR 5 mit dem mAK B22 zeigte keine inhibitorische Wirkung, wie aus vorangegangen Studien zu
erwarten war (Brandt, 1993). MAK L20, dessen lineares Hauptepitop innerhalb des SCR 19 liegt, konnte
selbst bei 20 fachem molaren Uberschuss keine Reduktion der Faktor H-C3b Bindung erreichen. Mit
diesem Antikorper wurden im Gegenteil erhthte Resonanzantworten erreicht und dieser additive Effekt
lasst sich auf die quervernetzenden Eigenschaften der Immunglobuline zurtickfihren. Die Struktur eines
Antikérpers ist durch die Existenz von 2zwei Antigenbindungstellen gekennzeichnet. Jedes
Antikorpermolekil kann maxima zwei Antigenmolekile binden und dieser Umstand fihrt in den
dargestellten Experimenten zu einer loka erhohten Faktor H Konzentration in der Messzelle. Dieses
Phdnomen ist ein weiterer Nachweis daflr, dass die C-terminale Bindungstelle nicht in dem Epitop des
Antikorpers liegt und somit wahrscheinlich auch nicht in SCR 19.

Der vollstdndige Verlust der C3b Bindung aufgrund der Blockierung des C-terminalen SCR 20 zeigt
deutlich, daid der Kontakt des Faktor H Molekils mit oberflachen-gebundenem C3b von dieser Doméne
abhéngig ist und von keiner der beiden anderen C3 bindenden Region Ubernommen werden kann. In der
natirlichen Konformation des nativen Faktor H Molekils kénnte dies eine Maskierung der N-terminalen
und zentralen Bindungsstellen und eine freie Zugéanglichkeit des C-Terminus bedeuten. Das gemeinsame
Hauptepitop der blockierenden mAK E14 und C18 wurde auf den Sequenzbereich RTGESVEFVCKR
(R1192-R1203 der Faktor H AS-Sequenz) eingegrenzt. Innerhalb oder in geringer Néhe zu dieser Region
muss die C3b Bindungsstelle des SCR 20 vermutet werden. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse
aus den Bindungsexperimenten zu den HUS assozieten Faktor H Mutationen gestiitzt. In
Resonanzstudien mit den rekombinanten Faktor H Proteinen FH 8-20 Wildtyp, FH 8-20/R1210C und FH
8-20/R1215G wurde gezeigt, dald ein einzelner Aminosdureaustausch innerhalb des C-terminalen SCR 20
in der N&he des mAK Hauptepitopes zu einem erheblichen Verlust der Faktor H-C3b Bindung fihrt.
Allerdings ist die strukturelle Integritét jedes SCRs abhdngig von der korrekten Ausbildung der
Disulfidbriicken zwischen den insgesamt vier konservierten Cysteinresten. Der blockierende Effekt der
R1210C Mutation, die zu einem zusétzlichen finften Cystein innerhalb des SCR 20 fihrt, kdnnte somit
auf Stérungen der SCR Konformation zuriickzuftihren sein und muR3 nicht zwangdaufig in der Position
der Mutation begriindet sein. Eine strukturelle Veranderungen dieser Auswirkung ist fir die Substitution
des Arginines an Position 1215 mit einem Glycinrest eher unwahrscheinlich und kann as Indiz dafir

gewertet werden, dass diese Aminosdure an der Bindung des C3b Molekiils beteiligt ist.
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Die Subgtitutionen R1210C und R1215G sind mehrfach und in unabhéngigen Studien in HUS Patienten
identifiziert worden und mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wird erstmals ein Bewels fir die
funktionelle Konsequenz der Mutationen erbracht. Es bleibt allerdings offen, ob die C3-Bindung des
mutierten Faktor H Proteins, das sich frei geldst im Serum der Patienten befindet, herabgesetzt ist und
folglich die Funktion as Kofaktor fur die Faktor | vermittelte Inaktivierung des C3b Molekils in der
flissigen Phase beeintrachtigt wird. Zukinftige Studien an rekombinanten, gesamten Faktor H Proteinen,
die in einem dternativen Expressionssystem generiert werden, as auch an aufgereinigten, mutierten

Faktor H Proteinen der Patienten konnten diese offenen Fragen klaren.

4.4 Die Interaktion des Faktor H Proteins mit Heparin ist abhangig von

der Integritéat der C-terminalen Faktor H Domane SCR 20

Die Eigenschaft von Faktor H Glykosaminoglykane (GAG), beispeilsweise Heparinsulphate und
Sialursduren, auf der Oberflache autologer Zellen oder als Bestandteil der extrazelluldren Matrix zu
erkennen und zu binden, ist der entscheidende Faktor fur die sog. Diskriminierung zwischen Selbst und
Nichtselbst bzw. Aktivatoren und Nicht-Aktivatoren des Komplement (Meri & Pangburn, 1990;
Blackmore et al., 1996). Diese Eigenschaft wurde zundchst alleine dem C3 Molekil zugesprochen
(Pangburn et al., 1980), doch wahrscheinlicher ist, dal3 ein Zusammenspidl beider Molekiile notwendig
ist, um die Komplementaktivierung auf Nicht-Aktivator Oberflachen zu steuern. Zu den Liganden des
Faktor H z&hlen Siualurséuren, die sich in hoher Dichte auf den Membranen aktivierender Zellen und im
experimentellen System auf Schaf-Erythrozyten (Es) befinden. Die Interaktion des Faktor H Proteins mit
polyanionischen Strukturen der Zelloberflache und dem C3b Molekdl wird Uber mehrere Regionen, die
sich entlang des Faktor H Proteins verteilt befinden, vermittelt (Pangburn et al., 2000). Zudem wurde eine
komplexe Beteiligung verschiedener Bereiche innerhalb des Faktor H Molekiils beobachtet, die von der
Natur der aktivierenden Oberfléche abhéngig ist. Ein genauer Mechanismus fir die diskriminierende
Eigenschaft des Faktor H, as auch die Lokaisation der funktionellen Doméanen und ihre Bedeutung fur
die regulatorischen Funktionen des Faktor H Molekils ist noch nicht aufgeklért. Der N-Terminus des
Faktor H Molekiils ist fur die Bindung an Sialinsduren alerdings nicht ausreichend (Sharma & Pangburn,
1996). In Bindungsstudien wurde unter Verwendung von Faktor H Deletionsmutanten diese Funktion auf
die SCRs 16-20 eingegrenzt (Pangburn et al., 2000). Es bleibt weiterhin ungeklart, ob das Faktor H
Molekdl mit identischen Aminosduren an das polymere Glykosaminoglykan Heparin bindet. Diese
Interaktion wurde fur das SCR 7 (Blackmore et al., 1996) und das C-terminale SCR 20 (Blackmore et al.,
1998) nachgewiesen. Eine putative dritte Bindungsstelle liegt innerhalb der zentrden SCRs 12-14
(Pangburn et al., 1991). Eine Bindung des Faktor H an negativ geladene Strukturen wird wahrscheinlich
innerhab der Doméanen Uber die Aminosauren Arginin und Lysin vermittelt, die eine postive
Partiellladung tragen. Die Fahigkeit des Faktor H Proteins an Glykosaminoglykane, beispielsweise
Heparinsulphate, zu binden ist von herausragender Bedeutung fur die Selbst-Erkennung und Regulation
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der Komplementaktivierung in extrazelluldren Kompartimenten humaner Gewebe. In diesen Raumen
liegt die Kontrolle der Komplementaktivierung vollstandig in der Hand [6dicher Regulatoren.

Eine Schédigung des Nierenendothels wird gemeinhin als erster Schritt in der Pathogenese des HUS
gesehen. Eine direkte Folge der Endothezellschadigung ist die Expostion der subendotheliden
Basalmembran, die komplement aktivierend wirkt. Unter diesem Aspekt félt den beobachteten
Funktionsstrungen, die durch Blockierung der C-terminalen Faktor H Domane as auch in mutierten
Faktor H Proteinen nachgewiesen wurde, eine wichtige physiologische Relevanz zu. Eine wirksame
Faktor H vermittelte Regulation der Komplementaktivierung auf diesen Oberflachen kann wahrscheinlich
nur dann statt finden, wenn die Bindung des Molekiils an die exponierte Basalmembran und generell an
Proteine der extrazelluldren Matrix erfolgreich ist.

Aus dem in der Arbeit etablierten Festphasen-Assay ging deutlich hervor, dass die Bindung des nativen
Faktor H Molekils an Heparin durch die Blockierung des C-terminalen SCR 20 mit den Gruppe 11 mAK
E14 und C18 vollsténdig aufgehoben wird. Die mAK L20 (Gruppe I11, SCR 19), T13 (Gruppe Il, SCRs
15-18) und der Gruppe | mAK B22 zeigten kaum Wirkung auf die Heparinbindung des Faktor H. Das
gemeinsame Hauptepitop RTGESVEFVCKR (R1192-R1203 der vollstandigen Faktor H AS-Sequenz)
der beiden blockierenden Antikorper endet mit den basischen Aminosduren K1202 und R1203. Laut
einem computerunterstiitztem Bindungsmodell sollen diese beiden Seitenketten zusammen mit vier
nachfolgenden Aminosduren die einen basischen Bereich bilden, der die Heparinbindung der Doméne
vermittelt (Perkins & Goodship, 2002) und mit den eigenen experimentellen Daten scheint die Region
innerhalb des SCR 20 bestétigt. Die Faktor H- Bindung der mAK E14 und C18 an das ermittelte Epitop
innerhalb des SCR 20 ist sehr spezifisch, wie ein Sequenzvergleich zu den anderen Mitgleidern der faktor
H Familie verdeutlicht.

Besonders im C-terminalen SCR 20 herrscht die hichste Sequenzhomologie zwischen Faktor H und den
Faktor H verwandten Proteinen (FHR 1-4) und um so erstaunlicher ist es, dass beide Aminosauren
(K1202 und R1213) zusammen lediglich in der AS-Sequenz des FHR-1 konserviert sind. Die ersten drei
Positionen der ermittelten Epitopsequenz (RTG) sind in den Proteinen FHR-1 und FHR-2 enthalten. Ein
Vergleich des gesamten Hauptepitops zeigt, dass die Sequenz des FHR-1 sich in ener Position
(RTGESAEFVCKR), des FHR-2 Protein in 3 (RTGDIVEFVCKYS) und der Proteine FHR-3 und FHR-4 in
5 Positionen (KTGDTIEFMCKL) von der Faktor H Sequenz des Hauptepitopes unterscheidet. Die
Reaktivitdt der beiden Antikorper mit dem Faktor H Protein und beiden FHR-1 Formen, die in der
Western Blot Analyse des humanen Serums gezeigt wurde, deutet auf eine hohe Spezifitét der mAK fur
das ermittelte Hauptepitop hin. Dies gilt ebenso fur mAK L20 dessen Bindungsstelle innerhalb des SCR
19, zu 100% mit dem FHR-1 Protein Ubereinstimmt, und in den Proteinen FHR-2, FHR-3 und FHR-4
lediglich in einer und je drel Positionen abweicht. Die hohe Spezifitdt der AntikOrperbindung wurde in
Dot Blot und Western Blot Analysen mit den rekombinanten FHR-3 und FHR-4 Proteinen Uberpriift
(Daten nicht gezeigt). Keiner der drei mAK detektierte diese Proteine.

Wie gezeigt, geht die Fahigkeit des Faktor H Proteins an Heparin zu binden durch eine Blockierung des
SCR 20 voallstandig verloren. Weder die gesicherte N-terminale Bindungsstelle innerhalb des SCR 7,
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noch die putative dritte funktionelle Region innerhalb der SCRs 12-14 kann die Bindung an Heparin, die
Uber den C-Terminus des Molekils vermittelt wird, ersetzten.

Wie bereits erwéhnt ist die Bindung des Faktor H an polyanionische Strukturen eine entscheidende
Eigenschaft fir die diskriminierende und Komplement regulatorische Funktion des Molekils. Die
Bedeutung der HUS-assoziierten Mutationen R1210C und R1215G fir die Heparinbindung des Faktor H
wurde deshab im  chromatographischen  Verfahren untersucht. In  der  vorgestellten
Heparinchromatographie des Serums von Patient F106, gelang es erstmals direkt im Patientenmaterial
eine Storung in dieser Faktor H Funktion zu zeigen. Die Bindung der hochmolekularen Faktor H Isoform,
die den R1210C Austausch im mutierten Protein reprasentiert, hatte eine geringere Affinitdt zur
Heparinmatrix als natives Faktor H des Patienten oder das der gesunden Kontrolle. Die Mutation wirkte
sich ebenso storend auf die Bindung des rekombinanten Proteins FH 8-20/R1210C an Heparin aus. Das
Arginin an dieser Position wurde as vierte, putativ wichtige Aminosaure der basischen Region innerhab
des SCr 20, fur die Vermittlung der C-terminalen Heparinbindung des Faktor H vorgeschlagen (Perkins
& Goodship, 2002). Diese Einschétzung deckt sich hervorragend mit den dargestellten Beobachtungen
und zeigt erstmals experimentell den inhibitorischen Einflu3 auf die Heparinbindung fur diese HUS
assoziierten Punktmutation. Zu einem geringeren Grad wirkte sich die zweite, rekombinant exprimierte
Mutation aus. Die Bindung des FH 8-20/R1215G Proteins an die Heparinmatrix war im Vergleich zum
Wildtyp Protein reduziert, aber nicht im gleichem Mal3e wie fir das FH 8-20/R1210C Protein
beschriegben. Ob sich dieser Unterschied auf die biochemischen Eigenschaften der substituierenden
Aminosdure zurtickfihren 183, oder auf die Position des Aminosaureaustausches bleibt unklar.

Der hervorgerufene Funktionsverlust der durch die blockierenden mAK E14 und C18 im Faktor H
Molekil zu beobachten ist, als auch die Inhibition bzw. Reduktion der C3b- und Heparinbindung der
mutierten Faktor H Proteine impliziert, dass beide Interaktionen mal3geblich Uber eine mdglicherweise

Uberlappende Region innerhalb des SCR 20 vermittelt werden.

Eine solche Beeintréchtigung der Faktor H Funktion kann im Nierenepithel der betroffenen Patienten
einen erheblichen Einfluld auf das Krankheitsgeschehen haben. Fir die rekombinanten Faktor H Proteine
wurden deshalb Bindungsstudien an humanen Endothelzellen durchgeftihrt. In Immunfluoreszenz und
FACS Anaysen wurde eine Reduktion in der Bindung an die Oberfléche der Zellen klar gezeigt. Auch in

diesen Experimenten wirkte sich die Substitution R1210C am gravierendsten aus.
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4.5 Thrombotische Mikroangiopathie

Als einer der auddsenden Faktoren thrombotischer Mikroangiopathien (TMA), Merkmale des HUS als
auch der TTP, gilt die Aktivierung ruhender renaler Endothelzellen (EZ) und der daraus resultierende
Wechsd vom antithrombotischen zu einem prothrombotischen, anti-fibrinolytischen Zustand in einer
loka begrenzten Umgebung. Die TMA ist durch Thrombozytopenie, mikroangiopathische hamolytische
Anéamie, neurologische Defekte, Nierenschadigungen und variablen Schadigungen an anderen Organen
gekennzeichnet. Uber die priméren Ursachen der initidlen Endothelschadigung in arteriellen Gefalzen der
betroffenen Organe, die zur pathologischen Entwicklung eines TMA flhren, herrscht alerdings noch
Unklarheit. Neben der fast identischen

Merkmal sauspragungen beider Krankheiten, ist dies wohl der entscheidende Faktor, weshalb bis heute bei
der Klassifizierung der TMA Erkrankungen im algemeinen und des TTP und HUS im speziellen kein
Konsens erreicht wurde. Im algemeinen wird eéine TMA im Erwachsenendlter, die zusdtzlich von
gravierenden neuronalen Schadigungen in den Patienten begleitet wird, als TTP diagnostiziert. Eine

TMA in Kindern, die besonders unter renalen Schéadigungen leiden, wird mit dem HUS assoziiert. Oft
wird HUS nach dem Alter der Patienten, in ein KindheitssHUS und Erwachsenen HUS eingeteilt, da die
endemische Form der Erkrankungen vor alem im Kindesater eintritt. Diese Diarrhd (D+) assoziierte
Form wird zu fast 90% der Félle durch eine initiade Infektion mit E.coli 0157:H7 Stdmmen ausgel 6<t.
Nach eigenen Ergebnissen, die aus der Serumanalyse des Faktor H bel Uber 200 Kindern und
Jugendlichen, die an der atypischen, D- Form erkrankt sind, gewonnen wurden, scheint diese Einteilung
unglicklich gewahlt. Da die Faktor H Mutationsanalysen fur diese Patienten noch nicht abgeschlossen
snd, wurden die Resultate dieser Studie in der vorliegenden Arbeit nicht vorgestelt. In den
durchgefiihrten Western Blot Analysen der Patientenseren wurden in mehreren Féllen abnormale Faktor
H Formen identifiziert und eine Haufung von FHR-1 Defizienzen (10%) festgestellt. Dies steht im
Einklang mit den vorgestellten Ergebnissen an erwachsenen HUS Patienten und eine algemeine, alters-
unabhangige Einteilung as FH-assoziertes HUS in diesen Féllen erscheint von Vortell. Die Haufung
eines kompletten Verlustes an FHR-1, welches bisher as natlrlicher Polymorphismus in
unterschiedlichen Ethnien betrachtet wird, ist auffalend und deutet auf eine Betelligung im
Krankheitsmechanismus hin. Wenig ist Uber die funktionellen Eigenschaften des FHR-1 Proteins bekannt
und so wirden zukinftige Untersuchungen an diesen Patienten eventuell zur Charakterisierung des

Proteins beitragen.

Wie bereits erwdhnt, ist die differentielle Diagnose der TMA Erkrankungen HUS und TTP schwierig und
oft wird deshalb zur Symptombeschreibung der Begriff HUS7TTP gewahlt. Die Suche nach genetischen
Markern, die bei Erfolg eine bessere Klassifizierung des HUS und eine Differenzierung des HUS/TTP
erlauben wirde, fuhrte zur ldentifizierung der beschriebenen Faktor H Mutationen in Patienten mit

atypischen HUS. Generell werden adle HUS Féle in denen vorangegangene Infektion mit Verotoxin
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auszuschliefien ist, dieser sporadischen, rekurrenten oder familiar auftretenden Form zugeordnet. Als
potentieller Marker fir HUS/TTP und eine mégliche Ursache fir die thrombotische Erkrankung, wurden
schon seit langerem Stérungen im Blutgerinnungssystems postuliert. Ein Auftreten von serumgel Gsten
»ungewohnlich groRRen” vWf Molekilen (unusualy large VWF, ul vWf) wurde in diesen Arbeiten mit
dem HUSTPP assoziiert (Baker & Moake, 2000), alerdings konnte dies in neueren Studien nicht
bestétigt werden. Im Gegensatz dazu, scheint ein genetischer Defekt in der vWf-Protease ADAMST 13 als
auch die Existenz abnormaler, fragmentierter VWF Molekile, tatséchlich mit familidren und rekurrenten
Formen des TTP assoziiert zu sein (Furlan et al., 1998; Galbusera et al., 2002). Die physilogische
Bedeutung der beobachteten VWF Abnormalitéten und ihre Auswirkung auf die krankheitsaus Gsende,
pathologische Thrombusbildung in den Gefé3en der betroffenen Organe muss noch geklart werden.
Dieses Charakteristikum eignet sich leider nicht fir eine Unterscheidung beider Erkrankungen, denn
ungewohnliche VWF Fragmente wurden ebenso in atypischen HUS Féllen identifiziert (Furlan et al.,
1998; Galbusera et al., 2002).

Durch intensive Forschungen an der klassischen, D+ Form des HUS wurden neue Modelle fur die
Wirkungsweise der bakteriellen Enterotoxine (Verotoxin Vt oder ShigaToxin Stx) und ihrer Beteiligung
an der Pathogenese des Syndroms entwickelt. Man nimmt an, dal3 das bakterielle Toxin Uber einen noch
ungeklarten Trandokationsmechanismus Uber Zellen des Darmepithels in das Blutgefa3system des
humanen Wirtes gelangt. Ein Transport zum Nierengewebe findet moglicherweise auf dem Riicken von
PMN’s statt. Im Nierengewebe angekommen gilt ein direkter, schadigender Einflul? auf das Nierenepithel
as wahrscheinlich. Die Toxin-Molekile binden {ber ihre B-Untereinheiten an spezifische
Glypolipidrezeptoren (Gb3 Rezeptor) der EZ und daraufhin erfolgt eine rezeptor-vermittelte Endozytose
der zytotoxischen A-Untereinheit des Stx oder Vt-1 (Vadivieso-Garcia et al., 1996). Das internalisierte
Toxin-Molekil hemmt die Proteinsynthese auf Ebene der Trandation und induziert den programmierten
Zdlltod (Apoptose) der betroffenen Zellen (van de Kar et al., 1992; Kaye et al., 1993). Die Bindung der
Toxine ist hier alerdings nicht auf die EZ beschrénkt. In Anwesenheit von Stx wurde die Bindung und
Aktivierung von Thrombozyten an EZ, und eine Aggregation der EZ-Thrombozyten-Komplexe in
Immunfluoreszenz Studien nachgewiesen (Karpman et al., 1910). Die aggregative Wirkung des Stx
wirde die Bildung der Mikrothrombosen und as Konsequenz die Schadigung weiter Regionen im
Nierenendothels erklaren.

Dieselben Autoren haben in einer neueren Studie die Bindung des Faktor H Proteins an Thrombozyten
nachgewiesen (Karpman et al., 1910). Im Zusammenhang mit HUS fallt dieser neuen Funktion des Faktor
H eine mogliche Bedeutung bezuiglich der Bildung der krankheitsrelevanten Mikrothrombosen zu. Leider
bleiben Uberlegungen zu einer potentiellen Funktion des Faktor H in der Blutgerinnung spekulativ,

mithilfe weiterer Forschungen kdnnten allerdings neue Krankheitsmechanismen abgel eitet werden.
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4.6 Implikationen fiar eine physiologische Bedeutung der Faktor H

Mutationen in der Pathenogese des HUS

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben erstmals experimentell Aufschluss Uber die mégliche
Beteiligung der HUS-assoziierten Faktor H Mutationen in dem Krankheitsgeschehen. Eine Stérung des
Komplementsystem wurde durch die beobachteten geringen C3 Serumwerte in einigen HUS Patienten
bereits frih postuliert, aber erst durch die Studien der letzten Jahre wurde ein Defekt in der
Komplementaktivierung as Ursache postuliert. Die Aktivierung des aternativen Weges, der durch die
spontane Hydrolyse des C3 Molekils initiiert wird, ist ein seltenes Ereignis. Ungehindert fuhrt die
Amplifizierungsschleife des Weges zu enem raschen Verlauf der Kaskade, zur Bildung der C3
Konvertasen und zur Einleitung des lytischen Weges. Besonders zwei Eigenschaften des Faktor H
Proteins machen es zu dem wichtigsten Regulator des dternativen Weges. Denn die Aktivierung des
aternativen Wegs erfolgt im Serum und wird dort lediglich Uber die Kofaktor Funktionen des Faktor H
Proteins und des FHL-1 inhibiert. Eine zweite Funktion, die nur von Faktor H ausgellbt wird, ist die
Konkurrenz mit Faktor B um die Bindung an das membrangebundene C3b Molekil. Womdglich ist in
dieser Eigenschaft einer der Griinde zu sehen, warum eine frihe Regulation der Kaskade im Falle einer
Faktor H Fehlfunktion nicht von dem FHL-1 Protein aufgefangen wird. Da im extrazelluldren Raum
membrangebundene Regulatoren fehlen, ist in diesem Kompartiment die Wirkung des serumlédlichen
Faktor H Proteins entscheidend. Wie in Schweinen (Hogasen et al., 1995) und im Mausmodell (Pickering
et al., 2002) gezeigt, fuhrt ein vollsténdige Fehlen des Faktor H zu massiven Schadigungen der
Nierenglomeruli und zur Entwicklung der Membrano-proliferativen Glomerulonephritis (MPGN). Diese
Erkrankung wurde auch im Menschen mit einem totalen Verlust des Faktor H assoziiert (Ault et al.,
1997). Das vollsténdige Fehlen der Faktor H Funktion geht demnach mit einer Schédigung der filligranen
Membran des glomeruldren Endotheliums einher, whrend die Schwéachung der Faktor H Funktion, die in
dem vorherrschenden heterozygoten Erbgang der HUS Mutationen begrindet wére, zu den in der TMA
beschriebenen Schadigungen der arteridlen Gefd3e fuhren wirde. Eine mdgliche Ursache fur die
Auspragung der unterschiedlichen Krankheitsbilder mag in der Beschaffenheit der angegriffenen
Gewebeabschnitte liegen. Wenn eine Fenestration der Gefd3e, wie se in dlen Geféllen der Niere
vorkommt, fir eine Komplement-vermittelte Schadigung pradestiniert, dann kann der vollstandige
Verlust der Faktor H Funktion dazu fihren, dass der fir die Druckfiltration spezialisierte
Nierenglomerulus einer ungerichteten Attacke am meisten ausgesetzt ist. Ein  genauer
Krankheitsmechanismus ist fir beide Nierenschadigungen unklar und so bleiben diese AuRerungen
spekulativ.

Die vorliegende Arbeit kann viele Fragen zur Pathogenese des HUS nicht kl&ren. Aus den Ergebnissen
der Arbeit &3 sich dennoch ein erstes wenn auch unvollstdndiges Modell fir die Beteligung des

Komplement und den Einflufd von Faktor H Funktionsstérungen fir das Syndrom ableiten.
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Faktor H Mutationen im C-Terminus des Molekiils kdnnen, wie die dargestellten Untersuchungen zeigen,
zu einer reduzierten Bindung an das C3b Molekil und an Heparin fihren. Das mutierte Faktor H Protein
wére somit in seiner regulativen Funktion stark gestort. Liegt die Mutation, wie in den meisten
dokumentierten HUS Patienten in Heterozygotie vor, wird lediglich vom gesunden Alle funktionell
aktives Faktor H Protein gebildet. An Geweben, in denen eine akute inflammatorische Reaktion
stattfindet, ist die lokale Konzentration des funktionell aktiven Faktor H Proteins wahrscheinlich nicht
ausreichend, um die Aktivierung der Komplementkaskade zu inhibieren. Das verbliebene, funktionell
aktive Faktor H Protein kann die rasche Amplifizierung der Kaskade nicht verhindern.

In HUS Patienten, in denen die Faktor H Funktion beeintrachtigt ist, findet dieses Szenario
moglicherweise am exponierten und Komplement-aktivierenden Subendothelium der primér geschédigten
Niere statt.

Eine Beligung des Komplementsyssems be der Entstehung der  mikroangiopathischen
Geféal3verletzungen und in der Pathogenese des HUS hétte somit seine Ursache in einer unvollsténdigen
Regulation des Faktor H Proteins.
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