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1. Einleitung

1.1 Aktivierungswege des Komplementsystems und seine
Regulatoren

Das Komplementsystem ist ein wesentlicher Bestandteil des angeborenen
Immunsystems. Zu seinen physiologischen Funktionen z&hlt neben der Generierung
proinflammatorischer Mediatoren und der Elimination mikrobieller Erreger das
Entfernen von Immunkomplexen und apoptotischen Zellen aus dem Gewebe und der
Zirkulation (Walport 2001, Zipfel und Skerka 2009). Ebenso spielt das
Komplementsystem eine wichtige Rolle in der Regulation der spezifischen Immunitat
(Carroll 2004). Das Komplementsystem besteht aus Uber 20 sich kaskadenférmig
aktivierenden (Pro-)Enzymen im Blutplasma. Zentrale Komplement-Komponente ist das
190 kDa groRe Protein C3. Mit bis zu 1600 ug/ml weist C3 die hochste
Serumkonzentration aller Komplementproteine auf und macht einen nennenswerten
Anteil des Gesamtserumproteins aus (Muller-Eberhard 1975 und 1988). C3 besteht aus
einer ca. 125 kDa groRRen o-Kette und einer 75 kDa grof3en p-Kette, die Uber eine
Disulfid-Bruicke miteinander verknipft sind (Davis und Harrison 1982, Davis et al. 1984,
Janatova 1986, Miuller-Eberhard 1988, s. Abb. 1.1). Eine weitere Disulfid-Briicke
befindet sich innerhalb der a-Kette (Janatova 1986, s. Abb. 1.1). Durch Abspalten des
9 kDa groRen Anaphylatoxins C3a vom N-Terminus der a-Kette wird C3 zu C3b
aktiviert (Muller-Eberhard 1988, s. Abb. 1.1). Diese Reaktion wird durch heterodimere
Enzymkomplexe, die C3-Konvertasen, katalysiert. Kristallographische Daten zeigen,
dass die Aktivierung von C3 zu C3b komplexe Konformationsanderungen innerhalb des
Molekdls zur Folge hat (Janssen et al. 2006, Abdul Ajees et al. 2006, Janssen und Gros
2007). Dabei kommt es vor allem zu einer starken Translokation und Aktivierung der
sog. Thioester-Doméane (TED) (Janssen et al. 2006, Abdul Ajees et al. 2006, Janssen
und Gros 2007). Uber den reaktiven internen Thioester, der dieser Doméane ihren
Namen gibt, bindet C3b kovalent an Hydroxylgruppen auf verschiedenen Oberflachen
(Law et al. 1979a, Law et al. 1979b, s. Abb. 1.1). Dadurch werden zum Beispiel
Bakterien fir den Abbau durch Phagozyten opsonisiert. C3b kann mit der C3-
Konvertase einen trimeren Proteinkomplex bilden, der C5 in C5a und C5b spaltet und
demzufolge als C5-Konvertase bezeichnet wird (Miller-Eberhard 1988, s. Abb. 1.2). Mit
dieser Reaktion wird die lytische Endstrecke der Komplementkaskade eingeleitet,
welche die Zusammenlagerung von C5b, C6, C7, C8 und sechs Molekilen C9 zum
Membran-Angriffs-Komplex (MAK, C5b-9) umfasst (Miller-Eberhard 1975, s. Abb. 1.2).

Die Komplementkaskade kann Uber drei verschiedene Wege initiert werden: den
klassischen, den Mannose-bindenden Lektin-Weg und den alternativen Weg (Walport
2001). Alle drei Wege munden in der Aktivierung von C3 und C5, wobei sich die dafur
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Abb. 1.1 Die zentrale Komplementkomponente C3 und ihre weitere Prozessierung. A C3
(ca. 190 kDa) besteht aus einer a-Kette (hellgrau) und einer B-Kette (dunkelgrau). Die Zahlen in
der Abbildung geben die GréRe des jeweiligen Fragments in kDa an. Eine Disulfidbriicke (S-S)
verbindet beide Ketten miteinander, eine weitere Disulfidbriicke befindet sich innerhalb der a-
Kette. Die a-Kette tragt einen reaktiven internen Thioester. B Die C3-Konvertase spaltet vom N-
Terminus der o-Kette C3a (weil3) ab, wodurch C3 zu C3b aktiviert wird. Dadurch wird der
interne Thioester der o-Kette aktiviert, Uber den C3b unter Ausbildung eines Esters an
Hydroxyl-Gruppen (OH) (A) auf Oberflachen (z.B. eines Bakteriums) bindet. C Faktor | (FI)
spaltet die a-Kette von C3b an zwei Stellen (|). Dabei wird C3f frei (weil). Die Gesamtheit aus
den beiden o-Ketten-Fragmenten (hellgrau) und der B-Kette (dunkelgrau) wird als iC3b (*)
bezeichnet und bleibt kovalent auf der aktivierenden Oberflache gebunden. Wichtigster
Cofaktor von FI fur diesen Schritt der C3b-Inaktivierung ist Faktor H. D FI kann eines der o-
Ketten-Fragmente von iC3b ein weiteres Mal spalten (|). C3dg (wei) bleibt an der
aktivierenden Oberflachen gebunden. Die a-Ketten-Fragmente (hellgrau) und die B-Kette
(dunkelgrau) bilden zusammen C3c (*), welches bei der Reaktion frei wird. Der wichtigste
Cofaktor fur diese Reaktion ist der C3b-Rezeptor CR1. (Muller-Eberhard 1975, Pangburn et al.
1977, Law et al. 1979a, Law et al. 1979b, Harrison und Lachmann 1980, Davis und Harrison
1982, Ross et al. 1982, Davis et al. 1984, Lachmann und Hughes-Jones 1984, Janatova 1986,
Muller-Eberhard 1988)

verantwortlichen C3- bzw. Cb-Konvertasen je nach Aktivierungsweg aus
unterschiedlichen Komponenten zusammensetzen. Der klassische Weg der
Komplementaktivierung benoétigt neben den oben genannten Proteinen die
Komponenten C1, C2 und C4 und wird durch Calcium-abhé&ngige Interaktion von C1 mit
Antigen-gebundenem Immunglobulin (Ig) G oder IgM in Gang gesetzt (Lachmann und
Hughes-Jones 1984). Die Komplementaktivierung iber den Mannose-bindenden
Lektin-Weg erfolgt in analoger Art und Weise. Mannose-bindendes Lektin (MBL) bindet
an endstandige Mannose-Gruppen auf verschiedenen Bakterien und aktiviert
Komplement, indem es mit der C4- und C2-spaltenden Serin-Protease MASP2
interagiert (Walport 2001).
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Der alternative Weg der Komplementaktivierung bendtigt neben C3 und den Proteinen
der Iytischen Endstrecke die Faktoren B und D sowie diverse regulatorische Proteine
(Pangburn und Mdiller-Eberhard 1984). Die Formation der C3-Konvertase des
alternativen Weges wird dadurch eingeleitet, dass Faktor B an bereits gebildetes C3b
bindet (Lachmann und Hughes-Jones 1984, s. Abb. 1.2). Der C3b,B-Komplex wird
durch Faktor D aktiviert, eine 24 kDa grof3e Serinprotease, die im Plasma in aktiver
Form vorliegt (Muller-Eberhard 1988). Faktor D spaltet Faktor B (90 kDa) in Ba (30 kDa)
und das katalytisch aktive Bb (60 kDa) (Pangburn und Mduller-Eberhard 1984, Muller-
Eberhard 1988, s. Abb. 1.2). Diese Reaktion findet nur statt, wenn Faktor B im Komplex
mit C3b vorliegt (Pangburn und Mduller-Eberhard 1984). Ba dissoziiert nach der
Spaltung von diesem Komplex. C3b und Bb bilden gemeinsam die C3-Konvertase des
alternativen Weges (Pangburn und Miuller-Eberhard 1984, s. Abb. 1.2). Die Interaktion
von C3b mit B und Bb ist im Wesentlichen abhangig von der Anwesenheit von
Magnesiumionen (Pangburn und Mduller-Eberhard 1984). Andererseits bendtigt der
alternative Weg der Komplementaktivierung kein Calcium, da er unabhangig von C1 ist.
Daher kann der alternative Weg im Serum selektiv durch Zugabe von Magnesium-
EGTA untersucht werden, einem Chelator, der zwar Calcium-, aber nicht Magnesium-
lonen bindet (Lachmann und Hughes-Jones 1984).

Weil die Bildung der C3-Konvertase des alternativen Weges praformiertes C3b
bendtigt, besitzt dieser Weg neben seiner Fahigkeit, Komplement eigenstandig zu
aktivieren, zugleich die Funktion einer Verstarkerschleife fir andere Aktivierungswege
(Lachmann und Hughes-Jones 1984, s. Abb. 1.2). Im Vergleich zu den anderen
Aktivierungswegen ist zur Initierung des alternativen Weges keine spezifische
Erkennung von Fremdoberflachen durch Antikdrper oder MBL notwendig. Vielmehr
stammt das zur Bildung der C3-Konvertase benétigte C3b aus einem kontinuierlichen
Umsatz des Systems. Dieser Mechanismus wird als ,tick-over“ bezeichnet (Lachmann
und Hughes-Jones 1984, Bexborn et al. 2008). In einer nichtenzymatischen Reaktion
wird kontinuierlich bei einem geringen Anteil des Plasma-C3 der interne Thioester
hydrolysiert (Pangburn und Muller-Eberhard 1984, s. Abb. 1.2). Das gebildete C3(H,0)
weist ahnliche Eigenschaften auf wie C3b und kann Faktor B binden (Pangburn und
Miller-Eberhard 1984). In Anwesenheit von Magnesiumionen und Faktor D wird der
Komplex C3(H,0),B zu einer speziellen C3-Konvertase der fliissigen Phase
(C3(H,0),Bb) aktiviert (Pangburn und Muller-Eberhard 1984, s. Abb. 1.2 ). C3(H,0),Bb
besitzt nur eine kurze Halbwertszeit, ist aber relativ resistent gegeniber der
Inaktivierung durch verschiedene Regulatoren und katalysiert die Bildung von C3b,
welches an Oberflachen bindet und dort zur Formation weiterer C3-Konvertasen zur
Verfigung steht (Pangburn und Mdller-Eberhard 1984, Bexborn et al. 2008, s. Abb.
1.2).
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Abb. 1.2 Der alternative Weg des Komplementsystems. C3 kann nichtenzymatisch zu
C3(H,0) hydrolysiert werden. C3(H,0O) kann B binden, welches daraufhin von der Protease D
in Bb und Ba gespalten wird. C3(H,O) und Bb bilden eine C3-Konvertase der fliissigen Phase,
die C3 in C3a und C3b spaltet. Die Bildung von C3b initiiert den alternativen Weg des
Komplementsystems als solchen. Im Sinne einer Verstarkerschleife kann C3b auch von der
Reaktion der C3-Konvertase C4b,2a aus dem klassischen Weg und dem Mannose-bindenden
Lektin(MBL)-Weg stammen. Unterstutzt durch die Protease D bildet C3b mit Bb die C3-
Konvertase des alternativen Wegs (C3b,Bb), die C3 in C3a und C3b spaltet. C3b kann sich an
C3b,Bb anlagern und somit die C3-Konvertase in die C5-Konvertase C3b,Bb,C3b umwandeln.
Durch Spaltung von C5 in C5a und Cb5b initiert dieses Enzym die Bildung des
Membranangriffskomplexes C5b-9. Das regulatorische Protein Faktor H (H) inaktiviert die C3-
Konvertase, indem es deren Zerfall beschleunigt (Decay-Accelerating-Aktivitat). Faktor H ist
weiterhin Cofaktor fur die Protease |, die den Abbau von C3b zu C3dg katalysiert (Lachmann
und Hughes-Jones 1984, Pangburn und Mduller-Eberhard 1984, Muller-Eberhard 1988,
Rodriguez de Cérdoba et al. 2004).

Da die Komplementaktivierung tUber den alternativen Weg keines spezifischen Stimulus
bedarf, ist eine zuverldssige Regulation des Systems notwendig. Diese Regulation
muss gewahrleisten, dass Komplement spezifisch und effizient auf fremden
Oberflachen aktiviert wird, wéhrend korpereigene Strukturen vor
komplementvermittelter Schadigung geschiitzt werden. Auf diese Weise wird auch ein
unnotiger Verbrauch der Komplementproteine verhindert. In der Tat sind viele
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Komplementkomponenten regulatorische Proteine, die die Aktivitat des Systems
modulieren und so korpereigenes Gewebe schiitzen. Der Schutz kdrpereigener Zellen
vor komplementvermittelter Schadigung wird einerseits durch membranstandige
Regulator-Proteine vermittelt. Zu diesen zdhlen Decay-Accelerating-Faktor (DAF,
CD55), Membran-Cofaktor-Protein (MCP, CD46) und der Komplementrezeptor CR1
(CD35) (Kim und Song 2006). Meist regulieren diese Proteine die Bildung von C3b. So
beschleunigen beispielsweise DAF und CR1 den Zerfall der C3-Konvertase (Lublin und
Atkinson 1989, Kim und Song 2006). Eine andere regulatorische Strategie ist der
Abbau von C3b durch ldsliche Kontrollproteine. Die typische Protease fir den C3b-
Abbau ist Faktor | (FI), eine aktive Protease, die im Serum mit einer Konzentration von
ca. 35 ug/ml vorkommt (Pangburn et al. 1977). Damit FI C3b spalten kann, missen
gleichzeitig bestimmte komplementregulatorische Proteine als Cofaktoren vorliegen
(Muller-Eberhard 1988). Solche Cofaktoren sind u.a. MCP und CR1 (Liszewski et al.
1991, Kim und Song 2006).

Der Abbau von C3b erfolgt in zwei Schritten. Zuerst spaltet FI die o-Kette von C3b an
zwei Stellen, wobei C3f (3 kDa) frei wird (Davis und Harrison 1982, s. Abb. 1.3).
Resultat dieser Spaltung ist das inaktivierte C3b (iC3b), welches keine C3-Konvertasen
mehr ausbilden kann (Law et al. 1979a, Lachmann und Hughes-Jones 1984, Muller-
Eberhard 1988, s. Abb. 1.3). iC3b setzt sich aus zwei a-Ketten-Fragmenten (43 und 68
kDa) und der Uber Disulfid-Bricken gebundenen (-Kette zusammen (Harrison und
Lachmann 1980, s. Abb. 1.3). Das 68 kDa grof3e a-Ketten-Fragment von iC3b kann ein
weiteres Mal gespalten werden (Ross et al. 1982). Dabei wird das uber Disulfid-
Bricken zusammengehaltene C3c (15 kDa) frei, welches aus zwei a-Ketten-
Fragmenten und der B-Kette besteht (Ross et al. 1982, s. Abb. 1.3). Ein 41 kDa grolRes
o-Ketten-Fragment, welches als C3dg bezeichnet wird, bleibt kovalent auf der
aktivierenden Oberflache gebunden (Law et al. 1979a, Ross et al. 1982, Davis et al.
1984, s. Abb. 1.3). Die Inaktivierungsprodukte iC3b und C3dg konnen mit
verschiedenen Rezeptoren interagieren. Beispielsweise ist iC3b ein Ligand fur die
Integrine CR3 (CD11b/CD18) und CR4 (CD11c/CD18), welche als Rezeptoren auf
Leukozyten Zelladhdsion und Phagozytose vermitteln (Gasque 2004, Gahmberg et al.
1998, Luo et al. 2007). C3dg ist der natirliche Ligand fir CR2 (CD21), einem Teil des
B-Zell-Co-Rezeptor-Komplexes (Schreiber 1984, Carroll 2004). Die Interaktion von
C3dg mit CR2 vermittelt costimulatorische Signale fir die B-Zell-Aktivierung (Carroll
2004).

Der Ausfall komplementregulatorischer Proteine kann zu speziellen Erkrankungen
fuhren. Somatische Mutationen im PIG-A-Gen in hamatopoetischen Stammzellen
haben beispielsweise einen Defekt der Membranverankerung von DAF zur Folge und
fuhren bei den betroffenen Personen zum Krankheitsbild der paroxysmal néchtlichen
Hamoglobinurie (PNH) (Kim und Song 2006). PNH-Patienten leiden u.a. an einer
komplementvermittelten intravaskularen Hamolyse (Kim und Song 2006). Dieses
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Beispiel verdeutlicht, dass der Ausfall einzelner Komplementregulatoren nur bedingt
kompensiert werden kann und pathogenetische Relevanz besitzt.

1.2 Faktor H - der wichtigste Inhibitor der Komplement-
aktivierung tber den alternativen Weg

Neben den membrangebundenen Komplementregulatoren existieren auch Proteine mit
ahnlicher Funktion in geloster Form. Faktor H (FH), ein ca. 150 kDa grol3es
Serumprotein mit einer Konzentration von 110-615 pg/ml, ist der wichtigste Inhibitor der
Komplementaktivierung Uber den alternativen Weg in der flissigen Phase (Sim und
DiScipio 1982, Rodriguez de Cordoba et al. 2004). Erstmals wurde der friher als
BetalH bezeichnete FH 1965 als Kontaminante im Rahmen der Isolation von C5
beschrieben  (Nilsson und Mduller-Eberhard 1965). Seine Bedeutung als
komplementregulatorischer Faktor wurde erst spater erkannt (Whaley und Ruddy
1976a, Whaley und Ruddy 1976b, Weiler et al. 1976). FH kann auf Zelloberflachen
binden, beschleunigt den Zerfall der C3-Konvertase C3bBb (Decay-Accelerating-
Aktivitat) und ist Cofaktor fiir den Abbau von C3b durch Faktor | (Rodriguez de Cérdoba
et al. 2004).

Aus Strukturanalysen geht hervor, dass sich das 150 kDa grof3e Glycoprotein aus 20
unabhangig voneinander gefalteten Short-Consensus-Repeat-Doméanen (SCRs)
zusammensetzt, die eine flexible Kette bilden (Kristensen et al. 1986, DiScipio 1992).
Diese SCRs, die auch Strukturmerkmal anderer komplementregulatorischer Proteine
sind, bestehen aus jeweils ca. 60 Aminosauren und beinhalten stets ein Gerlst hoch
konservierter Reste (Ripoche et al. 1988, Rodriguez de Coérdoba et al. 2004). Vier
Cysteine sind fur die Struktur des Proteins von Bedeutung, weil sie Disulfidbriicken in
einem [I-lll- und [I-IV-Muster ausbilden (Janatova et al. 1989). Durch die
Charakterisierung rekombinant hergestellter FH-Fragmente und durch den Einsatz
epitop-spezifischer monoklonaler Antikdrper konnten verschiedene Funktionen von FH
bestimmten SCRs zugeordnet werden (s. Abb 1.4). Uber drei Bindungsstellen, welche
sich Uber die Domanen SCR1-4, SCR12-14 und SCR19-20 erstrecken, interagiert FH
mit C3b (Jokiranta et al. 2000, s. Abb. 1.4). Als Lokalisation der mittleren Bindungsstelle
wird statt SCR12-14 auch SCR6-10 diskutiert (Sharma und Pangburn 1996). Jede C3b-
Bindungsregion von FH interagiert mit einem anderen Abschnitt der C3-a- Kette
(Jokiranta et al. 2000), wobei FH mit Faktor B bzw. Bb um die Bindung an C3b
konkurriert (Becherer et al. 1992, Lambris et al. 1996, Oran und Isenman 1999). FH
verdrangt Bb aus der Bindung an C3b und beschleunigt deshalb den Zerfall der C3-
Konvertase C3bBb (Decay-Accelerating-Aktivitat) (Weiler et al. 1976).
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Abb. 1.3 Strukturelle Organisation und Bindungsstellen von Faktor H. Faktor H (FH,
150 kDa) besteht aus 20 sog. Short-Consensus-Repeat-Doméanen (SCRs), welche in der
Abbildung durchnummeriert sind. In allen grau unterlegten SCRs konnten Bindungsstellen fur
Liganden von FH nachgewiesen werden. FH verflgt tiber drei Bindungsstellen fir C3b in den
Bereichen SCR1-4, SCR12-14 und SCR19-20. Bindungsstellen fur Polyanionen bzw. Heparin
(Hep) sind in SCR7 und SCR9, SCR13 und SCR18-20 lokalisiert. Dabei sind nicht eindeutig
nachgewiesene Bindungsstellen durch eine gepunktete Linie gekennzeichnet. Uber SCR 7
und SCR8-11 interagiert FH mit C-reaktivem Protein (CRP). SCR7 beherbergt zudem eine
Bindungsstelle fur das M-Protein von Streptokokken (Pangburn et al. 1991, Blackmore et
al.1996, Sharma und Pangburn 1996, Jarva et al. 1999, Jokiranta et al. 2000, Rodriguez de
Cérdoba et al. 2004, Ormsby et al., 2006).

Fur die Funktion als Cofaktor fir die Faktor-l-vermittelte Inaktivierung von C3b scheint
die Interaktion der Domanen SCR1-4 mit den Aminosauren 727-768 der C3-a-Kette
essentiell zu sein (Gordon et al. 1995, Kihn et al. 1995, Lambris et al. 1996). Dabei
dient FH v.a. als Cofaktor fir den ersten Schritt des C3b-Abbaus, der Inaktivierung zu
iC3b (Ross et al. 1982). Nur in geringerem Maf3e und unter Bedingungen niedriger
lonenstarke ist FH auch als Cofaktor fir den weiteren Abbau zu C3dg beschrieben
worden (Ross et al. 1982). Fur diesen Schritt benétigt Faktor | v.a. den C3b-Rezeptor
CR1 als Cofaktor (Medof et al. 1982, Ross et al. 1982, Medicus et al. 1983).

FH reguliert die Aktivitat des Komplementsystems sowohl in der flissigen Phase als
auch auf Zelloberflachen. Ob FH auf einer Oberflache C3-Konvertasen und C3b
inaktiviert, ist dabei im Wesentlichen abhdngig von der Zusammensetzung der
Oberflache selbst (Rodriguez de Coérdoba et al. 2004). Als erster beschrieb Fearon
1978 die hemmende Wirkung von membranassoziierter Sialinsaure auf die
komplementvermittelte Lyse von Schafserythrozyten (Fearon 1978). Die Sialinsaure
erhoht die Affinitdt von Faktor H fir membranstéandiges C3b im Vergleich zu Faktor B
um das 10-Fache und beglnstigt so den Zerfall der C3-Konvertase C3bBb
(Kazatchkine et al. 1979). Neben Sialinsdure kdnnen auch andere Polyanionen wie
Heparin eine Zelle als korpereigen markieren und die Bindung von FH an deren
Oberflache vermitteln (Pangburn 2000). Heparin- bzw. Polyanionen-Bindungsstellen
sind in den Domanen SCR7 (Blackmore et al. 1996) und SCR18-20 (Blackmore et al.
1998) lokalisiert (s. Abb. 1.4). Eine weitere Bindungsstelle befindet sich vermutlich in
SCR9 (Ormshy et al. 2006) oder SCR 13 (Pangburn et al. 1991, s. Abb. 1.4). Die
Abwesenheit von ,Selbst“-Markern wie Polyanionen erlaubt somit eine Alternativweg-
Aktivierung auf der jeweiligen (z.B. mikrobiellen) Oberflache. Somit stellt die Regulation
des alternativen Komplementaktivierungsweges ein weiteres Beispiel  fir
.Mustererkennungs“-Verfahren dar, die innerhalb der angeborenen Immunitat grofRe
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Bedeutung besitzen. Jedoch haben einige pathogene Erreger Rezeptoren fir FH
entwickelt, um der Erkennung durch diesen Teil der angeborenen Immunitat zu
entgehen (Pangburn 2000). Ein Beispiel daflr ist das Streptokokken-Protein M, das an
die FH-Domane SCR7 binden kann (Kotarsky et al. 1998, Rodriguez de Cérdoba et al.
2004, s. Abb. 1.4).

Neben Bindungsstellen fur C3b, Polyanionen und diverse bakterielle Proteine besitzt
FH auch Bindungsstellen fur C-reaktives Protein (CRP) (Jarva et al. 1999). Diese sind
in SCR7 sowie in SCR8-11 lokalisiert (Jarva et al. 1999, s. Abb. 1.4). CRP gehort zur
Familie der Pentraxine, die im Rahmen der Akut-Phase-Reaktion nach Stimulation
durch proinflammatorische Zytokine (TNF-o, IL-1, IL-6) vermehrt in der Leber
synthetisiert werden (Gewurz et al. 1995). CRP bindet an Membran- und
Kernbestandteile beschadigter  Zellen und moduliert  am Ort des
Entziindungsgeschehens die Komplementaktivitat (Mold et al. 1999). Durch Interaktion
mit der Komponente C1 aktiviert CRP selektiv den klassischen Weg der
Komplementkaskade und inhibiert andererseits durch Bindung von FH den alternativen
Weg (Jiang et al 1991, Mold et al. 1999). Somit fordert die Bindung von CRP an eine
Oberflache deren Opsonierung und reduziert die komplementvermittelte Lyse (Mold et
al. 1999).

Wie bei allen komplementregulatorischen Proteinen befindet sich das Gen, das fir FH
kodiert, auf Chromosom 1qg32 innerhalb des Gen-Clusters ,Regulator of Complement
Activation“ (RCA) (Rodriguez de Cordoba et al. 1999). Andere Gene innerhalb dieses
Clusters sind vermutlich durch Duplikation des FH-Gens (HF1) entstanden (Rodriguez
de Coérdoba et al. 2004). Diese Gene kodieren fir FH-verwandte Proteine (FH related
Proteins, FHRs), die abschnittsweise bis zu 97% mit HF1 identisch sind (Zipfel et al.
1999, Rodriguez de Cdrdoba et al. 2004). Aus diesem Grund sind fur die Amplifikation
von HF1 komplexe PCR-Strategien notwendig. HF1 selbst besteht aus 23 Exons und
ist 94 kB gro3 (Male et al. 2000). Jedes Exon codiert fur einen SCR. Nur SCR2 wird
von den beiden Exons 3 und 4 kodiert (Male et al. 2000). Exon 10 wird nicht fir das FH-
Transkript abgelesen, sondern kodiert fur die 4 N-terminalen Aminosauren eines
alternativen Spliceproduktes von FH (Estaller et al. 1991). Dieses FH-ahnliche Protein
(FH like Protein 1, FHL-1), das mit einer Konzentration von 10-50 pg/ml im Plasma
vorkommt, entspricht den SCRs 1-7 von FH und ist 42 kDa gro3 (Zipfel und Skerka
1999). Wie FH besitzt FHL-1 Decay-Accelerating- und Cofaktor-Aktivitat. Mit SCR7
verfugt es uber eine Polyanionen-Bindungsstelle (Zipfel und Skerka 1999).

Polymorphe Variationen im FH-Gen sind h&ufig mit Nierenerkrankungen assoziiert. Das
hamolytisch-uramische Syndrom (HUS) ist charakterisiert durch hamolytische Anémie,
Thrombozytopenie und akutes Nierenversagen (Remuzzi und Ruggenenti 1998). Bei
Patienten mit der atypischen Form des hamolytisch-urdmischen Syndroms, das nicht in
Verbindung mit Verotoxin-produzierendem E. coli steht, finden sich héufig
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Polymorphismen in den Exons von HF1, die fur die C-terminalen Doméanen SCR19 und
SCR20 codieren (Pickering und Cook 2008). Die Mutationen im C-Terminus fihren zu
einer herabgesetzten Bindung des Proteins an Heparin und C3b, aber nicht zu einer
Einschrankung der komplementregulatorischen Aktivitat von FH (Sanchez-Corral et al.
2002, Manuelian et al. 2003). Folge ist eine reduzierte Fahigkeit von FH, kdrpereigene
Zellen vor komplementvermittelter Schédigung zu schitzen. Die Beobachtung der
pathogenetischen Relevanz des C-Terminus fir HUS und der gezielte Einsatz epitop-
spezifischer anti-FH-Antikérper fihrte zu der Erkenntnis, dass besonders der C-
Terminus essentiell fir diese Schutzfunktion ist, da er vermutlich die initiale Bindung
von FH an Zellen vermittelt (Oppermann et al. 2006, J6zsi et al. 2007).

Neben HUS ist auch die Membranoproliferative Glomerulonephritis Typ [l (MPGNII) mit
diversen FH-Polymorphismen assoziiert (Dragon-Durey et al. 2003). Wahrend die mit
HUS assoziierten Polymorphismen v.a. zu einer reduzierten Erkennung koérpereigener
Oberflachen durch FH fuhren, haben die mit MPGNII assoziierten FH-Polymorphismen
meist eine eingeschrankte komplementregulatorische Aktivitat oder sogar eine FH-
Defizienz zur Folge (Levy et al. 1986, Dragon-Durey et al. 2003). Zum Beispiel kann FH
nicht in die Zirkulation sezerniert werden, wenn sich durch den Austausch der
hochkonservierten Cysteinreste die strukturell relevanten Disulfidbricken nicht
ausbilden kénnen (Ault et al. 1997, Schmidt et al. 1999). Das Fehlen von FH im Plasma
verursacht eine unkontrollierte Komplementaktivierung in der flissigen Phase und in
Folge dessen einen signifikanten Verbrauch von Komplementproteinen (Thompson und
Winterborn 1981). Am Tiermodell konnte gezeigt werden, dass diese unkontrollierte
Komplementaktivierung essentiell fir die Entwicklung einer MPGNII ist (Pickering et al.
2002). An den Beispielen HUS und MPGNII wird deutlich, dass unterschiedliche
genetisch  bedingte Funktionseinschrankungen innerhalb des FH-Proteins mit
verschiedenen klinischen Phanotypen assoziiert sind.

1.3 Der FH-Polymorphismus Y402H und die altersabhangige
Makuladegeneration (AMD)

Im Jahr 2005 konnte ein zunachst vollkommen unerwarteter Zusammenhang zwischen
dem Komplementsystem (hier insbesondere FH) und einer weiteren Erkrankung
hergestellt werden. Es handelt sich um die altersabhangige Makuladegeneration (AMD)
- eine Augenerkrankung, die als haufigste Erblindungsursache é&lterer Personen (> 55
Jahre) in den Industrienationen gilt und der daher eine enorme soziotkonomische
Bedeutung zukommt (Age-Related Eye Disease Study Research Group 2000, Seddon
und Chen 2004). Mehrere Arbeitsgruppen deckten nahezu zeitgleich den FH-
Polymorphismus Y402H als wesentlichen AMD-Risikofaktor auf, die unabhangig
voneinander durchgefiihrten Studien wurden hochrangig publiziert (Edwards et al.
2005, Hageman et al. 2005, Haines et al. 2005, Klein et al. 2005, Zareparsi et al. 2005).
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Die Gruppe um Robert J. Klein flhrte als erste Arbeitsgruppe tberhaupt eine von Erfolg
gekronte genomweite Haplotypen-Analyse basierend auf den Daten des HapMap-
Projekts durch, was dieser Arbeit eine besondere Bedeutung verleiht (Klein et al. 2005).
Das HapMap-Projekt kann als Fortsetzung des humanen Genomprojektes angesehen
werden. Durch den Genom-Vergleich verschiedener Individuen sollten chromosomale
Regionen identifiziert werden, in denen Variationen der Basenfolge (Single Nucleotide
Polymorphisms, SNPs) lokalisiert sind, die moglicherweise das Risiko fur verschiedene
Erkrankungen modulieren (The International HapMap Consortium 2003). Im Rahmen
des HapMap-Projektes gelang es, Uber eine Millionen SNPs von vier Populationen zu
genotypisieren und diese in Form einer o6ffentlich zugénglichen Haplotypen-Karte
zusammenzufassen (The International HapMap Consortium 2005). Als Haplotypen
werden feste Kombinationen von Allelen benachbarter Basen-Polymorphismen
bezeichnet, die nicht durch genetische Rekombination durchbrochen werden (The
International HapMap Consortium 2003). Die Analyse einzelner Marker-
Polymorphismen gestattet deshalb die Bestimmung eines ganzen Haplotyps, was sich
u.a. Klein et al. zu Nutze machten (The International HapMap Consortium 2003).

Der  Y402H-Polymorphismus  wurde  bereits bei der Aufdeckung der
Aminosauresequenz von Faktor H erstmals beschrieben (Ripoche et al. 1988). Eine
Thymin-zu- Cytosin-Substitution in Exon 9 von HF1 hat den Austausch eines Tyrosins
gegen Histidin an Aminosaureposition 402 (SCR7) zur Folge (Ripoche et al. 1988,
Edwards et al. 2005, Hageman et al. 2005, Haines et al. 2005, Klein et al. 2005,
Zareparsi et al. 2005). Homozygote Trager der Histidin-Variante (ca. 10% der
mitteleuropéischen Bevdlkerung) weisen ein bis zu 7-fach erhdhtes Risiko auf, im
Verlauf ihres Lebens an AMD zu erkranken (Klein et al. 2005). Aber auch bereits der
Heterozygotenstatus geht mit einem 2,7-fach erhdhten Risiko fiir AMD einher und kann
fur bis zu 50% des Erkrankungsrisikos verantwortlich gemacht werden (Edwards et al.
2005).

AMD ist eine Erkrankung der Netzhaut. Betroffen sind fast ausschlief3lich Menschen
jenseits des 50. Lebensjahres (Jager et al. 2008). Neben dem Alter sind Rauchen und
fettreiche Ernahrung wesentliche Risikofaktoren (Age-Related Eye Disease Study
Research Group 2000, Seddon und Chen 2004). AMD fihrt bei den Betroffenen zu
einem progressiven Verlust des zentralen Sehens, womit diese als blind gelten (Nowak
2006). Bei der AMD geht selektiv die Makula lutea zugrunde. Dieser Bereich der
Netzhaut weist die hochste Dichte an Photorezeptoren auf und ist fir das
hochauflésende zentrale Sehen verantwortlich (Jager et al. 2008). Die degenerativen
Veranderungen bei der AMD bleiben nicht auf die Netzhaut als solche beschrankt. In
den Prozess sind auch angrenzende Strukturen wie das retinale Pigmentepithel (RPE),
die Bruch’sche Membran und die Choroidea involviert (Spraul et al. 1999). Nach dem
fundoskopischen Befund lassen sich zwei AMD-Formen, die trockene und die feuchte
AMD, voneinander differenzieren. 85% aller AMD-Patienten leiden an der trockenen
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Form, die durch sog. Drusen und eine Degeneration des RPEs (geographische
Atrophie) gekennzeichnet ist (Nowak 2006, Lotery und Trump 2007, Jager et al. 2008).
Drusen sind Ablagerungen zwischen der basalen Flache des RPEs und der
Bruch’schen Membran, die einen Durchmesser von ca. 100 um aufweisen (Mullins et
al. 2000, Anderson et al. 2002, Jager et al. 2008). Diese stellen auch einen Risikofaktor
fur den Ubergang in die feuchte Form dar, die 15% aller AMD-Falle ausmacht (Bressler
et al. 1990, Lotery und Trump 2007). Die feuchte Form ist charakterisiert durch
choroidale Neovaskularisationen (CNV) (Nowak 2006). Leckagen in diesen Gefal3en
kénnen Blutungen und einen plotzlichen Sehverlust verursachen (Nowak 2006).
Pathogenetisch ist bei der CNV der Botenstoff Vascular Endothelial Growth Factor von
Bedeutung, der auch Angriffspunkt einiger kostenintensiver Therapieoptionen darstellt
(Gragoudas et al. 2004, Rosenfeld et al. 2006, Shams und lanchulev 2006).

Die Tatsache, dass Komplementproteine wie C3, C5 und deren Aktivierungsprodukte
sowie C5b-9 in Drusen nachgewiesen werden konnten, fuhrte bereits frilhzeitig zu der
Theorie, dass entziindliche Vorgédnge eine wesentliche Rolle bei der AMD spielen
kénnten (Mullins et al. 2000, Anderson et al. 2002). Untersuchungen am Mausmodell
zeigten, dass verschiedene Komplementkomponenten auch essentiell fir die
Ausbildung einer CNV sind (Bora NS et al. 2006). Fur eine bedeutende Rolle des
Komplementsystems bei AMD spricht weiterhin, dass genetische Varianten von C2,
Faktor B und C3 das AMD-Erkrankungsrisiko ebenfalls modulieren (Gold et al. 20086,
Yates et al. 2007, Anderson et al. 2010). Wie im vorherigen Kapitel beschrieben,
kénnen Fehlregulationen des Komplementsystems durch FH-Defekte verursacht
werden und zu Krankheiten wie HUS oder MPGNII fihren (Thurman und Holers 2006).
Interessanterweise finden sich bei MPGNII-Patienten mit FH-Defekten ebenfalls
Ablagerungen in der Netzhaut, ahnlich den Drusen bei AMD-Patienten (Huang et al.
2003). Zudem sind die glomerularen Ablagerungen bei MPGNII in ihrer biochemischen
Zusammensetzung den Drusen bei AMD sehr &hnlich (Mullins et al. 2000). FH-
defiziente Mause entwickeln zudem retinale L&sionen, die denen der AMD beim
Menschen sehr ahnlich sind (Coffey et al. 2007). Einen weiteren indirekten Hinweis auf
die besondere Bedeutung von FH bei AMD liefert die Beobachtung, dass die
wesentlichen AMD-Risikofaktoren, namlich Alter und Rauchen, die FH-Plasma-Spiegel
beeinflussen (Esparza-Gordillo et al. 2004).

Der mit AMD assoziierte Aminosaureaustausch Y402H ist in der Domane SCR7
lokalisiert, welche Bindungsstellen fur Heparin und CRP enthélt (Giannakis et al. 2001).
Es wird diskutiert, dass das Vorliegen von Histidin anstatt Tyrosin in Position 402 die
Bindung von FH an diese Liganden beeinflussen kénnte (Edwards et al. 2005,
Hageman et al. 2005, Haines et al. 2005, Klein et al. 2005, Zareparsi et al. 2005). An
dieser Stelle ist es erwdhnenswert, dass in Plasmen von AMD-Patienten signifikant
hohere CRP-Spiegel gemessen (Vine et al. 2005) und diese sogar als unabhéangiger
Risikofaktor fir AMD gedeutet wurden (Seddon et al. 2004). Die Datenlage beziglich
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erhohter CRP-Spiegel bei AMD-Patienten ist allerdings nicht eindeutig (McGwin et al.
2005). CRP konnte auch in Drusen nachgewiesen werden (Mullins et al. 2000).

Neben dem Y402H-Polymorphismus wurden weitere genetische FH-Varianten
identifiziert, die Einfluss auf das AMD-Risiko haben. Einige dieser Polymorphismen sind
nicht-kodierend, weisen aber eine noch héhere Assoziation mit AMD auf als der
Y402H-Polymorphismus (Li et al. 2006). Andere Gen-Varianten wiederum reduzieren
das AMD-Risiko. Ein protektiver FH-Haplotyp geht mit einer Defizienz fur FHR1 und
FHRS3 einher (Hughes et al. 2006). Ein weiterer protektiver Haplotyp zeichnet sich durch
Vorliegen eines Isoleucins anstelle eines Valins in Position 62 (162V) in SCR2 aus
(Hageman et al. 2005). Der mittlerweise vielfach dokumentierte Einfluss verschiedener
kodierender FH-Polymorphismen auf das AMD-Erkrankungsrisiko stiitzt die Hypothese,
dass diesem komplementregulatorischen Protein eine Schlusselrolle in der
Pathogenese der AMD zukommit.

1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Der vorliegenden Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass der Y402H-
Polymorphismus einen partiellen Defekt der FH-Funktion zur Folge hat. Ein solcher
Defekt konnte die komplementregulatorische Aktivitdit von FH beeinflussen und
moglicherweise zu einer systemischen oder lokalen Komplementaktivierung fuhren.
Dies wiederum konnte das Entstehen entzindlicher Erkrankungen (z.B. der AMD)
beglnstigen. Um diese Hypothese zu prifen, sollten in der vorliegenden Arbeit die
beiden polymorphen FH-Varianten in nativer Form aus dem Plasma gesunder
Blutspender aufgereinigt werden. FH-Funktionen (Bindung an C3b und seine
Spaltprodukte, CRP, Heparin und Zelloberflichen sowie Decay-Accelerating-Aktivitat
und die Funktion als Cofaktor fur den Fl-vermittelten C3b-Abbau) der beiden FH-
Varianten sollten vergleichend untersucht werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung des polymorphen
FH-Epitops 402 unter Verwendung variantenspezifischer anti-FH-Antikorper, die
selektiv nur FH-402Y oder FH-402H binden. Zu diesem Zweck sollten geeignete
monoklonale Antikdrper nach Immunisierung von Mausen mittels synthetischer FH-
Peptide generiert und in nachfolgenden funktionellen Testverfahren eingesetzt werden.

In einem weiteren Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob Plasmen von AMD-
Patienten erhohte Konzentrationen an Komplementspaltprodukten als Hinweis auf das
Vorliegen einer systemischen Aktivierung des Komplementsystems aufweisen und ob
ein Zusammenhang mit den jeweiligen FH-Genotypen nachweisbar ist. Erhdhte
Konzentrationen an Aktivierungsparametern bei AMD-Patienten mit dem FH-Risiko-
Genotyp kénnten fur eine verminderte Komplementkontrolle durch FH-402H sprechen.
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2. Materialien

2.1 Gerate und Zubehor

Agarosegel-Elektrophoresekammer,
Typ ComPhor Maxi

Autoklav, Typ FNR4119E
Automatische Pipettierhilfe, Typ accu-jet
Automatische Pipettierhilfe, Typ
Pipetboy accu

Automatische Pipettierhilfe, Typ
Pipetman (10, 20, 200, 1000 pl)
Automatische Pipettierhilfe, Typ
Reference (10, 20, 100, 1000 pl)
Automatischer DNA-Aufreiniger, Typ
BioRobot EZ1 Workstation
Brutschrank, Typ B5061 FC-CO0,, T6060
Durchflusszytometer, Typ BD FACS
Calibur

Elektroblot-Geréat, Typ Multiphor Il
Feinwaage, Typ 1205, 1264 MP, 1265
MP, KB BA

Fluor-S Multilmager

Gasbrenner, Typ Flammy S
Gradientenmischer fur Polyacrylamid-
Gele

Hamiltonspritze

H,O-Bidestgerat, Typ Arium 611
Immunoblot-Imager, Typ ChemiLux 2005
Inkubationsschiittler, Typ Koéttermann
4060

Kuhlschrank, Typ Liebherr Premium
Kombi

Kuhltruhe (-80°C), Typ GFL
Magnetplatte, Typ BioMag Separator
Magnetrihrer, Typ PC-351-Corning
Mehrkanal-Kapillarsequenzierer, Typ
3730 Analyzer

Mikroskop, Typ IM 15, Televal 31
Mikrowelle, Typ 501 AKB279/PH
miniPerm Bioreaktor

Biozym Scientific (Hess. Oldendorf)

Tecnomara (Fernwald)
Brand (Wertheim)
Integra Biosciences (Fernwald)

Abimed (Langenfeld)

Eppendorf (Hamburg)

QIAGEN (Hilden)

Heraeus (Hanau)
BD Bioscience (San Diego, USA)

Pharmacia LKB (Freiburg)
Sartorius (Géttingen)

Bio-Rad (Munchen)
Schutt (Gottingen)
Pharmacia Biotech (Freiburg)

Hamilton (Darmstadt)

Sartorius (Géttingen)

Intas (Gottingen)

Medaphot & Riemenschneider (Géttingen)

Liebherrhausgerate (Ochsenhausen)

Krannich (Géttingen)

Bio Clone (San Diego, USA)

Medaphot & Riemenschneider (Géttingen)
Applied Biosystems (Foster City, USA)

Zeiss (Oberkochen)
Philips (Hamburg)
In Vitro Systems & Services (Goéttingen)
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Multikanalpipette, Typ Titertek
pH-Meter, Typ PHM 63 Digital pH Meter
Photometer, Typ BioPhotometer
Plattenphotometer, Typ Thermo-max
microplate reader

Plattenzentrifuge, Typ Centrifuge 5430
Rontgenkassette

Rotatorscheibe, Typ test-tube-rotator
34528

Schuttelinkubator, Typ Shaker-Incubator
Schwenkplatte, Typ WT 12
SDS-Gel-Elektrophoresekammer,

Typ SE600

Spannungsgerat, Typ Electrophoresis-
Constant-Power-Supply 2000/300
Sterilbank, Typ Clean Air DLF B554, DLF
B556, DLF Bss6

Thermocycler, Typ Mastercycler Gradient
Thermomixer 5436
Ultraschall-Sonifikator, Typ Labsonic
1510

Vortex-Mixer, Typ Vortex-Genie 2TM
Waage, Typ GS

Wasserbad, Typ Tecam

Zahlkammer, Typ Neubauer Improved
Zentrifugalfilter, Typ Centriprep Ultracel
YM-50

Zentrifuge, Typ 5415D, 5417R
Zentrifuge, Typ Biofuge A, Varifuge RF
Zentrifuge, Typ EBA 21

Zentrifuge, Typ Sigma 2-5

Zentrifuge, Typ Sorvall RC-3B
Refrigerated Centrifuge

2.2 Labormaterialien

Blotting-Papier
Dialyseschlauche Spectra/Por CE Float-
A-Lyzer

Krannich (Géttingen)

Radiometer (Kopenhagen, Danemark)
Eppendorf (Hamburg)

Molecular Devices (Menlo Park, USA)

Eppendorf (Hamburg)
Kodak (Stuttgart)
Schitt Labortechnik (Géttingen)

Dynatech (Denkendorf)

Biometra (Gottingen)

Hoefer Scientific Instruments( San
Francisco, USA)

Pharmacia Biotech (Freiburg)

Med. Tech. Laborgerate J.H. Schrader
(Gottingen)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Braun (Melsungen)

Bender & Hobein (Zirich, Schweiz)
Karg Industrietechnik (Krailling)
Bodo Schmidt (Gdéttingen)
Krannich (Géttingen)

Millipore (Billerica, USA)

Eppendorf (Hamburg)
Heraeus (Hanau)
Hettich (Tuttlingen)
Krannich (Géttingen)
Dupont (Bad Nauheim)

Schleicher & Schiill (Dassel)
Spectrum Laboratories (Rancho
Dominguez, USA)
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Einwegpasteurpipetten
Eppendorf-Cups (0,2/1,5/2 ml)
FACS-Rohrchen

Falconréhrchen 15 mi

Falconréhrchen 50 ml

Klebefolie
Kryokonservierungsréhrchen
Kuvetten (Uvette 220-160 nm)

6- und 24-Lochplatten fur Zellkulturen
96-Loch-Mikrotiterplatte mit Flachboden
96-Loch-Mikrotiterplatte mit Rundboden
96-Loch-Mikrotiterplatte mit Spitzboden
MAHV-N45 Filterplatte

MultiScreen Column Loader
Nitrozellulose-Membran

Nunc Maxisorp 96-Loch-ELISA-Platten
Parafilm

PD10-Séaule inklusive Zubehor

Petrischalen 4 cm

Petrischalen 10 cm

Petrischalen 14 cm

pH-Indikatorpapier

Pipettenspitzen (10 — 1000 pl)
Réntgenfilm Hyperfilm™-ECL
Sterilfilter (Porengréf3e 0,45/ 0,22 pum)
Thermo-Fast 96er Platten
Zellkulturflaschen (50 ml/250 ml/500 ml)

Brandt (Wertheim)

Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

Greiner Bio-One (Solingen)
Sarstedt (NUmbrecht)

Herma (Filderstadt)

Costar (Cambridge Massachusetts, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Nunc (Wiesbaden)

Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

Sarstedt (NUmbrecht)

Millipore (Billerica, USA)

Millipore (Billerica, USA)
Schleicher & Schiill (Dassel)
Nunc (Wiesbaden)

Alcan Packaging (Neenah, USA)
GE Healthcare Bio-Science AB (Uppsala,
Schweden)

Nunc (Wiesbaden)

Sarstedt (NUmbrecht)

Greiner Bio-One (Solingen)
Merck (Darmstadt)

Sarstedt (NUmbrecht)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Sarstedt (Nimbrecht)

Abgene (Epsom, England)
Sarstedt (Nimbrecht)

2.3 Chemikalien, Kits und sonstige Materialien

ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-

sulfonsaure) Diammoniumsalz)
Acrylamid

Agarose Ultra Pure
Ammoniumpersulfat
Antibiotika/Antimykotika
BigDye® Sequencing Kit
Borséaure 100%

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau-Na-Salz

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Carl Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Bio-Rad (Munchen)

Gibco (Karlsruhe)

Applied Biosystems (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Carl Roth (Karlsruhe)
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Butanol

Calciumchlorid (CaCly,)
Carboxy-terminated BioMag
Coomassie Brilliant Blau R-250
Dikaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumcarbonat (Na,COs)
Dinatriumhydrogenphosphat
12H,0)

Dithiothreitol (DTT)
DMEM/Ham’s F-12 Flissigmedium
dNTP Set

ECL-Westernblot-Kit RPN 2108
EDTA

EGTA

Essigséaure

Entwickler und Fixierer
Ethanolamin

Ethidiumbromid 1% in H,O

EZ1 DNA Blood 350 pl Kit

EZ-Link NHS-Chromogenic Biotin
Ficoll-Biocoll Separation Solution
Fotales Kalberserum (FCS)

(NazHPO4

Freund’sches Adjuvans (komplett / inkomplett)

Gelatine

Glycerol

Glycin

Harnstoff

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonséaure)
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin (HAT)
Instantmedium RPMI 1640
Instantmedium 199 Earle

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Bio Clone (San Diego, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Biochrom (Berlin)

ABgene (Epsom, England)
Amersham Biosciences (Braunschweig)
Serva (Heidelberg)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Kodak (Stuttgart)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

QIAGEN (Hilden)

Pierce (Rockford, USA)
Biochrom (Berlin)

Biochrom (Berlin)

Difco (Augsburg)

Difco (Augsburg)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Flow (Meckenheim)
SERO-Med (Wien, Osterreich)
SERO-Med (Wien, Osterreich)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
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Langenstandard fur SDS-PAGE (Prestained
Protein Molecular Weight Marker)
L-Glutamin

Lithiumchlorid (LiCl)
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgCl,)
2-Mercaptoethanol

Methanol

Mouse MonoAb ID Kit
Natriumacetat (Na-Acetat x 3 H,0)
Natriumazid (NaNs)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcitrat

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,4x H,0)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Nicht essentielle Aminosauren
N-Ethylmaleimid
N,N-Methylen-Bisacrylamid
Phenolrot

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Polyethylenglykol PEG4000

Protein G Sepharose 4 Fast Flow

SDS (Dodecylsulfat Natrium-Salz)
Sephadex G50 superfine

SMCC (Succinimidyl-trans-4-(N-
maleimidylmethyl)cyclohexan-1-carboxylat)
Taq PCR Core Kit inkulsive Tag-
Polymerase, dNTPs und 10x PCR-Puffer
Tetramethylethylendiamin

(TEMED)

Trichloressigséaure

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan)

Trypanblau

Tween

Ultralink Biosupport
Wasserstoffperoxid (H>0,)

Zymosan

MBI Fermentas (St.-Leon-Rot)

SERO-Med (Wien, Osterreich)
Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)
Invitrogen (Carlsbad, USA)
Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Gibco (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt)

GE Healthcare Bio-Science (Uppsala,

Schweden)
Serva (Heidelberg)

Amersham Biosciences (Freiburg)

Merck (Darmstadt)

QIAGEN (Hilden)

Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

Pierce (Rockford, USA)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
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2.4 Lo6sungen und Puffer

ABTS-L6sung (P1)

Na-Acetat x 3 H,0 0,1 M
NaH,PO4x H,0 0,05 M
ABTS 2M
pH (titriert mit Acetat) 4,2

Acrylamid-Bisacrylamid-L6sung (30%) fur Laemmli-Gel (P2)

Acrylamid 58,4 ¢
N,N-Methylen-Bisacrylamid 1649
in 200 ml dH,O

Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (40%) fur Gradientengel (P3)

Acrylamid 38909
N,N-Methylen-Bisacrylamid 119
in 100 ml dH,O

Biomag-Kopplungspuffer (P4)

Ko;HPO, 0,01 M
NacCl 0,15M
pH 5,5

Biomag-Waschpuffer (P5)

NacCl 0,15 M
Tris 0,1M
EDTA 1mM
BSA 0,1%
NaN; 0,1%
pH 7,4

Coating-Puffer (P6)

Na,CO; (0,2 M) 85 ml
NaHCO; (0,2 M) 40 ml
ad 500 ml H,0

pH 10,6

Coomassie-Blau-Losung (P7)

Coomassie Brilliant Blau R-250 750 mg
gel6st in 1 | Methanol
Trichloressigséaure 150 ml

geléstin 1,51 H,0
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Entfarber-Losung (P8)

Essigsaure 5 % (v/v)
Methanol 30 % (v/v)
geldst in H,0

FACS-Puffer (P9)

FCS 1,5%
NaN; 0,1%
in PBS

Fallungsreagenz fur C3 Préazipitation (P10)

PEG 4000 30 %
Glycin 0,1M
pH 2,0

Gelatine-Blockpuffer (P11)
Gelatine 1,0%
in PBS

HBSS (Hanks’s Buffered Salt Solution, P12)

NacCl 8,0¢g
KCI 0,49
Glukose 10g
KH,PO, 60,0 mg
Na,HPO, x H,O 47,5mg
ad 11dH,0

pH 7.3

HBSS™ (P13)

CaCl, 2 mM
MgCl, 1mM
in HBSS

HBSS/EDTA (P14)

EDTA (0,2 M) 25 ml
HBSS™ 25 ml

HEPES-Puffer (P15)

HEPES 50 mM
NacCl 100 mM
CaC|2 2 mM

pH 7,4
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Kathodenpuffer fur Gradientengele (P16)
SDS 1 mg/ml
in Anodenpuffer

Kopplungspuffer fur Biotinylierung (P17)

NaHCO; 100 mM
NaCl 150 mM
pH 7,2

Laufpuffer fir Laemmli-Gele (P18)

Glycin 729
SDS 5¢g
Tris 12¢
in 51 dH,O

Laufpuffer / Anodenpuffer fir Gradientengele (P19)

Tris 4,8 g/l
Glycin 39/
in ngO

Magermilchpuffer (P20)
Magermilchpulver 4% (wiv)
in TBS/Tween

Mg-EGTA (P21)

MgCl, 25 mM
EGTA 25 mM
pH pH 8,5

Neutralisationspuffer fir C3-Prazipitation (P22)

Tris 0,21 M
Tween 0,05 % (w/v)
pH 7,7

PBS (Phosphate Buffered Saline, 9 mM Phosphatpuffer

mit physiologischem

Salzgehalt, P23)

Na,HPO, x 12H,0 (0,5 M) 130 ml
NaH,PO, x H,O (0,5M) 50 ml
NacCl 729
ad 10 | H,O

pH 7,4

Fur die Herstellung von 0,5 x PBS wurde der Puffer 1:2 in dH,O verdinnt
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PBS/Tween (P24)

Tween 0,05 %
in PBS

PBS/Tween/EDTA (P25)

EDTA 0,02 M

in PBS/Tween

Phosphatpuffer fir Cofaktor-Assay (20mM, P26)

Na,HPO, 2,849
NaH,PO, 8,02 ¢
gelostin 11 H,O

pH 6,0

Phosphatpuffer fir Protein G-Affinitdtschromatographie und KLH-Kopplung (50mM,
P27)

Na,HPO, 76,3 ¢

NaH,PO, 519

geléstin 51H,0

pH 7,5

Fir einige Schritte der KLH-Kopplung wurde der pH mit HCI auf 6,8 eingestellt

Probenpuffer fir Agarosegel-Elektrophorese (P28)
Bromphenolblau 0,25 %(v/v)
Ficoll-Biocoll Separation Solution 10 %(v/v)
in 1 % TBE (P34)

Probenpuffer fiur SDS-PAGE (Gradienten-Gel, P29)

SDS 20 mg
Phenolrot 10 pg
in 1 ml Harnstoff 10M
+/- 2-Mercaptoethanol 10% (v/v)

Probenpuffer fir SDS-PAGE (Laemmli-Gel, P30)

Bromphenolblau 0,1 %
Glycerol 20 %
SDS 4%
Tris 125 mM
PH 6,8

+/- 2-Mercaptoethanol 10% (v/iv)
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Regenerationspuffer fur Protein G-Affinitdtschromatographie (P31)

Harnstoff 2M
LiCl Y
Glycin 0,1M
pH 2,5

Saulenpuffer fur Affinitdtschromatographie (P32)

NaCl 0,15 M
Tris 50 mM
EDTA 5mM
pH 7,5

Semidry-Puffer (P33)

Glycin 58 ¢
SDS 740 mg
Tris 11649
Methanol 400 ml
ad 4 | dH,0

TBE-Puffer (P34)

Tris 100 mM
Borséaure 100 mM
EDTA 3mM
pH 8,3

TBS (10 x, P35)

NaCl 804g
Tris 24 g
ad 2 1 dH,0

pH 7,6

TBS/Tween (P36)

TBS (10 x) 100 ml
Tween 0,05 %
ad 11dH,0

UltraLink-Kopplungspuffer (P37)

NaCitrat 0,5M
NaHCO; 0,1 M
pH 8,5
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UltraLink-Waschpuffer (P38)

Phosphat 0,1M
NaCl 0,15 M
pH 7,2

Verdunnungspuffer fir C3a-ELISA (P39)

Tris 0,21 M
Tween 0,05 %
pH 7.4

2.5 Proteine und Enzyme

C3b Merck (Darmstadtand)
C-reaktives Protein (CRP), Merck (Darmstadt)
rekombinant

Faktor | Merck (Darmstadt)

Heparin (Natrium-Salz) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
iC3b Merck (Darmstadt)
Interleukin-6 (IL-6), Roche (Mannheim)
rekombinant

KLH Serva (Heidelberg)

NLalll inklusive NEBuffer 4 New England Biolabs (Ipswich Massachusetts, USA)
Synthetische Peptide fur Jerini (Berlin)

Immunisierung

Trypsin Serva (Heidelberg)

2.6 Monoklonale Antikérper

Die in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen Antikérper (mAk) wurden zuvor in der
Abteilung Zellulare und Molekulare Immunologie der Universitat Gottingen generiert
und freundlicherweise zur Verfliigung gestellt. Tabelle 2.1 gibt einen Uberblick tber die
verwendeten anti-FH-Antikérper (Oppermann et al. 2006). Literaturverweise zu mAK,
die im Rahmen von ELISAs verwendet wurden, sind an entsprechender Stelle
angegeben.
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Antikoérper Epitop Ig-Subklasse
C18/3 SCR20 IgG1

E14/8 SCR20 IgA

E22/11 SCR3 IgG1

L20/3 SCR19 IgG1

Tab. 2.1 Monoklonale anti-Faktor-H-Antikdrper (Oppermann et al. 2006)

2.7 Polyklonale Antikorper und Antiképer-Konjugate

Esel-anti-Ziege-lgG-Peroxidase

Esel-anti-Ziege-lgG-FITC

Kaninchen-anti-Bb biotinyliert
Kaninchen-anti-C3d-Peroxidase
Kaninchen-anti Maus-1gG
Kaninchen-anti-Maus-lgG-Peroxidase
Ziege-anti-C6 biotinyliert
Ziege-anti-Faktor-H
Ziege-anti-Maus-lgG-FITC

Jackson ImmunoResearch (Suffolk,
Grol3britannien)

Jackson ImmunoResearch (Suffolk,
GroRbritannien)

Abteilung Immunologie (Goéttingen)
Dako Cytomation (Glostrup, Danemark)
Dako Cytomation (Glostrup, Danemark)
Dako Cytomation (Glostrup, Danemark)
Dako Cytomation (Glostrup, Danemark)
Merck (Darmstadt)

Dako Cytomation (Glostrup, Danemark)

2.8 Eukaryote Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden von der American Type Culture Collection (ATCC)
bezogen. Die jeweilige ATCC-Katalognummer ist mit angegeben.

ARPE-19 (RPE-Zellen); ATCC-Nr. CRL-2302™

ARPE-19 ist eine humane retinale Pigmentepithel-Zelllinie, die 1986 aus dem Auge
eines 19-jahrigen Mannes gewonnen wurde, der bei einem Motorradunfall ums Leben
kam (Dunn et al. 1996). Die RPE-Zellen sind diploid und wachsen adhéarent. Sie wurden
in DMEM/Ham’s F-12 Medium + 10% FCS propagiert und im Verhaltnis 1:3 — 1:5
subkultiviert. Mit den RPE-Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit die Bindung von FH
an Zelloberflachen untersucht.

HUVEC-CS; ATCC-Nr. CRL-2873™

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um adhérent wachsende humane Umbilikalvenen-
Endothelzellen. Ihre Verdopplungszeit betrdgt ungefahr 36 h. Sie wurden in Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM) + 20% FCS propagiert und im Verhéltnis 1:3 — 1:4
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subkultiviert. Mit HUVECs wurde in der vorliegenden Arbeit die Bindung von FH an
Zelloberflachen untersucht.

RBL-2H3 (RBL-Zellen); ATCC-Nr. CRL-2256™

Es handelt sich um eine stark adhérent wachsende basophile Leukamie-Zelllinie aus
dem Organismus Rattus norvegicus (Eccleston et al. 1973). RBL-Zellen wurden in
80/20-10-Medium propagiert und alle 3-4 Tage in einem Verhaltnis von 1:4 — 1:8
subkultiviert. Sie wurden in dieser Arbeit zur Untersuchung der Cofaktor-Aktivitat von
FH auf Zelloberflachen verwendet.

X63AG8.653 (Ag8-Zellen); ATCC-Nr. CRL-1580™

Es handelt sich um eine Myelomzelllinie aus der BALB/c-Maus. Die nicht adhéarent
wachsenden Ag8-Zellen produzieren keine Immunglobuline und sind HAT-sensitiv
(Kearney et al. 1979). Sie wurden in dieser Arbeit zur Generierung Antikorper-
produzierender Hybridome durch Fusion mit Maus-Lymphozyten verwendet. Bis zur
Fusion wurden die Ag8-Zellen in 80/20-10-Medium propagiert.

2.9 Zellkulturmedien

80/20-Medium (RPMI-1640/199-Medium)

Instantmedium Earle 199 9,89
Instantmedium RPMI 1640 41649
Antibiotika/Antimykotika 50 ml
L-Glutamin 50 ml
NaHCO; 10g
Natriumpyruvat 50 ml
Nicht essentielle Aminosauren 50 ml
dH,O 4500 ml

Der pH wurde durch CO,-Begasung auf 6,9 eingestellt und das Medium im Anschluss
sterilfiltriert.

80/20-10-Medium
80/20-Medium + 10% FCS (zuvor bei 56°C fir 1 h hitzeinaktiviert und fiir 15 min bei
1600 UpM abzentrifugiert)

HAT-Medium
HAT 10 mi
80/20-10-Medium 500 ml

+/- IL-6 50 U/ml
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2.10 Primer

Alle Primer sind in 5’-3’-Richtung angegeben und wurden von der Firma IBA (Géttingen)
hergestellt.

Primer fiir die erste PCR der Y402H-Genotypisierung:
CFH_Vor_f: 5-GACCTAGAAACCCTAATGGAATGTG-3'
CFH_Vor_r: 5-CTAAACTCACTCCTTGTGTGTGTCC-3'

Primer fur die Nested-PCR der Y402H-Genotypisierung
CFH _f1: 5-TGAGCAAATTTATGTTTCTCATTTACTTT-3'
CFH_rl: 5-TGTAACTGTGGTCTGCGCTTTT-3

Primer fiir DNA-Sequenzierung

CFH_162V: 5'-CCTGTGACTGTCTAGGCATTTT-3'
CFH_D936E: 5'-GGTACCACTTACACTTTGAATGAAGA-3'
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3. Methoden
3.1 Genotypisierung von Blutspendern

3.1.1 Aufreinigung von DNA aus Vollblut

Die Aufarbeitung menschlicher DNA aus Vollblut und deren Analyse, sowie die
Benutzung humaner Plasmen genotypisierter Spender fir weitere Versuche im
Rahmen dieser Arbeit wurden von der Ethikkommission der Universitatsmedizin
Gottingen genehmigt (Antragsnummer 2/12/05). Alle Probanden wurden vor der
Blutentnahme Uber die DNA-Analyse und die Ziele der vorliegenden Arbeit aufgeklart
und mussten eine entsprechende Einwilligung unterzeichnen, auf der alle wichtigen
Informationen laienverstandlich zusammengefasst waren. Entsprechendes gilt fur die
DNA und Plasmen der AMD- und Kontrollkollektive, welche durch die
Universitatsaugenklinik Bonn (Direktor: Prof. Holtz) rekrutiert wurden (Scholl et al.
2008). Alle Proben und Daten wurden ausschlief3lich in anonymisierter Form bearbeitet.

Die Aufreinigung von DNA aus Vollblut erfolgte automatisch durch eine magnetische
Festphase-Extraktion mit dem BioRobot EZ 1. Nach dem Lysieren der zellularen
Blutbestandteile wurde die DNA an Magnetpartikel gebunden und durch mehrere
Waschschritte von den Ubrigen Zellbestandteilen getrennt. Fir jede DNA-Préparation
wurden 350 pl Vollblut eingesetzt, aus denen der BioRobot EZ 1 200 ul DNA-Wasser-
Losung herstellte. Hierfir wurde der EZ 1 DNA Blood 350y KIT gemaf
Herstelleranleitung verwendet. Um DNAse-Spaltungen, sowie Bakterien- oder Pilzbefall
zu verhindern, wurden die aufgereinigten DNA-Proben bei -20°C gelagert.

3.1.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR (Polymerasekettenreaktion) ist eine Methode zur exponentiellen Amplifikation
eines Abschnitts genomischer DNA. Ausgangspunkte fir die Herstellung von DNA-
Kopien sind synthetisch hergestellte Oligonukleotide, sog. Primer. Die Primersequenz
bestimmt, welcher DNA-Abschnitt amplifiziert wird und die Lange des Amplifikats. Eine
DNA-Polymerase katalysiert die Synthese der DNA-Kopien. Als Bausteine dienen dem
Enzym Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs), die bei der Reaktion im Uberschuss
vorliegen. Bei einer PCR werden zyklisch verschiedene Temperaturstufen durchlaufen.
Eine initiale Erhitzung dient der Trennung der beiden DNA-Strange (Denaturierung). Es
folgt eine Abkuhlung zur Primeranlagerung an die komplementare Matrizen-DNA
(Annealing). AnschlieBend wird auf die optimale Aktivitatstemperatur der DNA-
Polymerase erhitzt, welche die Primer in 3’-Richtung komplementar zur Matrizen-DNA
verlangert (Elongation).

Die PCR des HF1-Gens unterteilte sich in 2 Schritte. Auf eine erste PCR folgte eine
sogenannte Nested-PCR. Beide Reaktionen erfolgten in einem Endvolumen von 22 pl.
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Dabei wurden fur die erste PCR zu jeweils 20 ul eines mit den Komponenten des Taq
PCR Core Kits frisch angesetzten PCR-Mastermixes (Zusammensetzung siehe Tab.
3.1 / verwendete Primer: CFH_Vor_f/r) 2 pl aufgereinigte genomische DNA gegeben.
Der Reaktionsansatz fir die Nested-PCR bestand aus jeweils 20 pl Mastermix
(verwendete Primer: CFH_f1/r1) und 2 pl des Produktes der ersten PCR. Nach kurzem
Abzentrifugieren  wurden die Ansétze im  Thermocycler inkubiert. Die
Reaktionsbedingnungen beider PCRs sind in den Tabellen 3.1 und 3.2
zusammengefasst.

Komponente Volumen/ Volumen/

Reaktion [pl] 100 Reaktionen [pl]
DdH,0 16,86 1686
10x PCR Puffer 2,2 220
dNTPs (10 mM) 0,44 44
Vorwarts-Primer (100 pM) 0,22 22
Rickwarts-Primer (100 uM) 0,22 22
Taq Polymerase 0,06 6
PCR Master Mix 20 2000

Tab. 3.1: Zusammensetzung des PCR-Mastermix

PCR-Schritt Temperatur Dauer
L wielle DEEIASE el ALl
5-2. Denaturierung 95°C 30 seki
|3 Anealing + Elongation | 66°C_ 1:30 min |
4. Finale Elongation 66°C 10 min

5. Lagerung 8°C

Tab. 3.2: Reaktionsbedingungen fir die erste PCR. Die Schritte 2.-3. wurden 35mal
wiederholt.

PCR-Schritt Temperatur Dauer
L. Initiale Denaturierung 93 10 min_
E 2. Denaturierung 95°C 30 seki
i 3. Annealing 58°C 30 seki
(4. Elongation 66°C . 1:30 min |

5. Finale Elongation 66°C 10 min

6. Lagerung 8°C

Tab. 3.3: Reaktionsbedingungen fir die Nested-PCR. Die Schritte 2.-4. wurden 35mal
wiederholt.
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3.1.3 Restriktionsspaltung von DNA

Eine Restriktionsendonuklease erkennt spezifische Abfolgen von Nukleotiden und
katalysiert das Setzen eines Doppelstrangbruches an dieser Stelle. Bei diesen
Schnittstellen handelt es sich in der Regel um kurze palindromische Sequenzen. Ist ein
solches Palindrom von einer Punktmutation betroffen, erkennt das Enzym die Sequenz
nicht mehr, es kommt zu keinem Strangbruch. Anderseits kann eine Schnittstelle auch
erst durch einen Polymorphismus erzeugt werden. Die DNA-Spaltprodukte kdnnen
dann durch Agarosegelelektrophorese ihrer GréRe nach dargestellt werden. Je
nachdem, ob ein Polymorphismus in heterozygoter oder in homozygoter Form vorliegt,
ergibt sich dabei ein spezifisches Bandenmuster. Daher rihrt die Bezeichnung
Restriktions-Fragment-Langen-Polymorphismus (RFLP) fur diese Art der Detektion von
Punktmutationen.

Zu je 10 pl Restriktionsmastermix (Tab. 3.4) wurden 5 pl des Nested-PCR-Produktes
(siehe oben) gegeben. Dieser Ansatz wurde kurz abzentrifugiert und anschliel3end bei
37°C Uber Nacht (12 h) inkubiert. Die Analyse des Restriktionsverdaus erfolgte mittels
Elektrophorese mit einem 3%igen Agarosegel.

Volumen/ Volumen/

Reaktion [pl] 100 Reaktion [pl]

ddH,0 7,35 735
10x NEBuffer 4 1,5 150
100xBSA 0,15 15
NLalIl 1 100
Restriktions-Master Mix 10 1000

Tab. 3.4 Zusammensetzung des Restriktionsansatzes

3.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Wegen ihrer negativ geladenen Phosphatreste im Rickgrat wandert DNA im
elektrischen Feld zur Anode. Wird die DNA dabei durch die Matrix eines Agarose-Gels
gezogen, kbnnen verschiedene Fragmente ihrer Grél3e nach aufgetrennt und durch
Vergleich mit einem Langenstandard identifiziert werden. Dabei bewegen sich kleine
DNA-Fragmente schneller durch das Netz des Agarose-Gels als Fragmente mit einem
hoheren Molekulargewicht. Die Konzentration des Agarosegels ist dabei entscheidend
fur die Auftrennung der DNA-Partikel. So eignet sich ein héherprozentiges Gel gut zur
Auftrennung kleinerer Molekile und umgekehrt. Die angelegte Spannung bestimmt
weitestgehend die absolute Laufzeit der Elektrophorese. Setzt man einem Agarosegel
die interkalierende Substanz Ethidiumbromid zu, kénnen die DNA-Banden im Gel durch
Fluoreszenz unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.
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In dieser Arbeit wurden 1%ige und 3%ige Agarosegele verwendet. Zur Herstellung
eines 1%igen Gels wurden 4 g Agarose, zur Herstellung eines 3%igen Gels 12 g
Agarose mit jeweils 400 ml TBE-Puffer (P34) verrihrt und in der Mikrowelle zum
Kochen gebracht. Unter Rihren wurde das Gel auf 60°C abgekihlt und dann mit
Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml versetzt. Das Gel wurde in
eine ComPhor Mtl Maxi-Gelkammer gegossen. Zur Bildung von Taschen fir die
Probenauftragung wurden Kamme eingesetzt. Nach Erstarren des Gels wurden die
Kamme wieder entfernt und das Gel vollstandig mit TBE-Puffer (P34) bedeckt. Vor dem
Auftragen in die Taschen wurde den Proben von je 15 ul Volumen 3 pl Probenpuffer
(P28) zugesetzt. Die angelegte Spannung bei der Elektrophorese betrug 120 V. Die
Dokumentation der Gele erfolgte mit dem Fluor-S™ Multilmager und der Sofware
Quantity One® S Version 4.3.1.

3.1.5 DNA-Sequenzierung

Weitere FH-Polymorphismen wurden mit der Didesoxymethode nach Sanger
sequenziert (Sanger und Coulson 1975). Hierbei werden zuerst in einer modifizierten
PCR zuféllige Kettenabbrtiche provoziert. In dieser PCR wird nur ein Primer eingesetzt,
da ansonsten eine eindeutige Bestimmung der Basenabfolge unmdglich ware. Zum
anderen werden dem Reaktionsansatz - zuséatzlich zu den vier herkémmlichen
Nukleotiden - Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) in geringer Konzentration
zugefigt. Da den ddNTPs die 3’-OH-Gruppe fehlt, verhindert ihr Einbau in die DNA eine
weitere Verldngerung des Stranges. Es entstehen folglich DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange, die durch Kapillarelektrophorese aufgetrennt werden kénnen.
Da die vier eingesetzten ddNTPs mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert
sind, lasst sich mit Hilfe eines Detektors nachvollziehen, welche Base am Ende eines
Fragments bestimmter Lange zum Kettenabbruch geflhrt hat. Die Sortierung der
Farbsignale nach der Lange der Fragmente liefert ein Chromatogramm, dessen
Farbfolge die Sequenz des amplifizierten DNA-Stranges abbildet.

Fur die Sequenzierung wurde der Mehrkanal-Kapillarsequenzierer und das
dazugehorige Sequenzier-Kit der Firma Applied Biosystems verwendet. Jeweils 2 pl
genomische DNA wurden zu 20 pl des PCR-Mastermixes (Tab. 3.5) gegeben. Die
PCR-Bedingungen sind in Tabelle 3.6 zusammengefasst. Das Produkt der Sequenzier-
PCR wurde Uber Sephadex G50 superfine (Amersham) gereinigt. Dazu wurde das
Sephadex-Pulver mit einer Lochplatte (MultiScreen Column Loader) portioniert und in
MAHV-N45 Filterplatten gegeben. Nach Zugabe von 300 pl ddH,O und Quellung tber
3 h, wurde bei 650 x g fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach der Zugabe von weiteren 150 pl
ddH,O und nochmaliger Zentrifugation wurden dem Sequenzier-PCR-Produkt 30 pl
ddH,O zugesetzt und die Losung auf die gequollene Saule pipettiert. Durch
Zentrifugation in  eine neue  Mikrotiterplatte unter oben angegebenen
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Zentrifugationsbedingungen wurde das PCR-Produkt gereinigt und anschlielend im
Kapillarsequenzierer sequenziert.

Die Auswertung der Sequenzdateien erfolgte mit der PC-Software Sequencing Analysis
(Applied Biosystems), Staden Package (SourceForge.net) und Klonmanager
(SECentral). Vergleiche mit den Sequenzdatenbanken EMBL und Genbank wurden mit
Hilfe des Blast-Programms Uber den Webserver www.ncbi.nim.nih am NIH (USA)
vorgenommen.

Komponente Volumen/
Reaktion [pl]

DMSO 0,5

Primer (10 uM) 1

BigDye® 1,8

ddH,0 57

DANN 1

Tab. 3.5: Zusammensetzung des Mastermix fur die Sequenzier-PCR

Schritt Temperatur Dauer
1. Initiale Denaturierung 95°C 4 min
2. Denaturierung 95°C 20 sek
3. Annealing 61°C 30 sek
4 Elongation 66°C 1 min
5. Finale Elongation 66°C 7 min
6. Lagerung 8°C

Tab. 3.6: Reaktionsbedingungen fur die Sequenzier-PCR. Die Schritte 2.-4. wurden 35mal
wiederholt.

3.2 Affinitatschromatographische Verfahren

3.2.1 Kopplung des monoklonalen Antikérpers L20/3 an Ultralink
Biosupport

Die Affinitatschromatographie dient der Isolierung einer bestimmten Substanz aus
einem heterogenen Gemisch. Bei der Immunaffinitdtschromatographie erfolgt die
Isolierung unter Verwendung von Antikérpern, die spezifisch das interessierende
Protein binden. Hierzu wird der Antikérper an eine feste Phase, z.B. ein Agarosegel, in
kovalenter Form gebunden. Nach Zugabe des Ausgangsmaterials bindet das Protein
Uber den gekoppelten Antikorper an die Gelmatrix. Nach einem Waschschritt kann das
Protein durch Absenkung des pH-Werts eluiert werden. Ist der verwendete Antikorper
genugend affin, kann z.B. Plasma oder Serum nahezu vollstandig von einem Protein
depletiert werden.



Methoden 32

Die Immunaffinitadtschromatographie wurde in dieser Arbeit zur Aufreinigung von
Faktor H aus Plasma und zur Herstellung eines FH-depletierten (AFH) Serums
verwendet. Hierzu wurde der monoklonale Maus-anti-FH-Antikérper L20/3 an UltraLink
Biosupport Saulenmatrix gekoppelt. Bei dem Material handelt es sich um ein
voraktiviertes Acrylamid/Azlacton-Copolymer. Durch eine Offnung des Azlacton-Ringes
werden nucleophile Molekule Gber ihre Aminogruppen unter Ausbildung einer
Amidbindung kovalent an die Acrylamid-Matrix gekoppelt (Abb. 3.1). Fir die Kopplung
von Antikdrpern wird vom Hersteller eine Effizienz von >90% angegeben. Besonderen
Einfluss auf den Kopplungserfolg haben eine hohe Proteinkonzentration in einem
geringen Volumen Kopplungspuffer sowie eine hohe Salzkonzentration des
Kopplungspuffers. Dabei darf der Kopplungspuffer keine primaren Amine enthalten, die
mit den Aminogruppen des Antikérpers um Bindungsstellen an dem S&ulenmaterial
konkurrieren kénnten.
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Abb. 3.1 Kopplung eines Proteins an UltraLink Biosupport. Durch eine
Ringoffnungsreaktion bilden sich zwischen den Azlacton-Resten am Acrylamid und den
Aminogruppen der Proteine Amidbindungen aus (aus dem Produktinformationsblatt zu
UltraLink Biosupport, Piece Biotechnology).

Insgesamt sollten 100 mg L20/3 an 10 ml (Trockengewicht 1,25 g) UltraLink Biosupport
Matrix gekoppelt werden. Zunéchst wurde der in PBS befindliche Antikorper Giber Nacht
in einem Dialyseschlauch gegen UltraLink-Kopplungspuffer (P37) bei 4°C dialysiert.
Das Dialysat wurde in ein 50-ml-Falconréhrchen Uberfiihrt und mit Kopplungspuffer auf
ein Volumen von 25 ml aufgefiillt. Die Konzentration des Antikérpers lag somit bei
4 mg/ml. Zur Kopplung wurde das trockene Saulenmaterial direkt auf die
Antikdrperlésung gegeben und mittels Vortex in Suspension gebracht. Das Rohrchen
wurde nun fest verschlossen und eine Stunde bei Raumtemperatur langsam auf der
Rotatorenscheibe gedreht. Eine anschlieRende Zentrifugation bei 500 g fur 10 min
pelletierte das Saulenmaterial, der Uberstand wurde abgenommen und zur
Uberpriiffung der Kopplungseffizienz aufgehoben. Zur Blockade nicht besetzter
Bindungsstellen auf dem Acrylamid folgte die Inkubation mit 1 M Ethanolamin pH 9,0
fur 2,5 Stunden auf der Rotatorenscheibe. Nach erneutem Zentrifugieren wurde der
Uberstand abgesaugt, das Saulenmaterial in phosphathaltigen Ultralink-Waschpuffer
(P38) resuspendiert und erneut rotiert. Die Inkubationszeit flr diesen Waschschritt
betrug 15 Minuten. Um nichtgebundenes Protein von dem Acrylamid zu entfernen,
schloss sich nun das Waschen des Materials mit 1 M NaCl pH 7,4 fir 15 Minuten an.
Hiernach wurde das Material noch zwei weitere Male fir 15 Minuten mit UltraLink-
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Waschpuffer (P38) gewaschen, um dann letztlich in S&aulenpuffer (P32) aufgenommen
zu werden.

3.2.2 Herstellung von reinen Faktor-H-Praparaten aus Plasma mittels
Immunaffinitatschromatographie

Fur die meisten Versuche war das Arbeiten mit reinen FH-Praparaten notwendig. Diese
wurden mittels Immunaffinitditschromatographie aufgereinigt. Als Ausgangsmaterial
diente EDTA-Plasma. Die Plasmaspender wurden zuvor beziglich des Y402H-
Polymorphismus genotypisiert. Es wurden ausschlie3lich Plasmen von homozygoten
Spendern verwendet. Die Praparate enthielten somit nur FH-402Y oder FH-402H, nie
aber eine Mischung beider Varianten. Der aufgereinigte FH wurde mit Centriprep
Ultracel YM-50 konzentriert. Mit diesem Verfahren werden durch Zentrifugalkraft
Molekile bis zu einer Gré3e von 50 kDa durch einen Filter gepresst. Proteine, deren
Molekulargewicht tber 50 kDa liegt, kbnnen den Filter nicht passieren und werden
dadurch konzentriert.

Funf Milliliter des mit L20/3 gekoppelten Saulenmaterials wurden in ein 50-ml-
Falconréhrchen Uberfuhrt. Nachdem sich das Saulenmaterial abgesetzt hatte, wurde
der Uberstand entfernt. EDTA-Plasma von genotypisierten Blutspendern wurde 1:4 in
Saulenpuffer (P32) verdinnt. Je 40 ml des verdinnten Plasmas wurden mit 80 pl des
Proteaseinhibitors PMSF (Endkonzentration: 0,1 mM) versetzt und zu den 5 ml
Saulenmaterial gegeben. Daraufhin wurde das Falconréhrchen fest verschlossen, mit
Parafilm abgedichtet und an einer Rotatorscheibe befestigt. Uber Nacht und bei 4°C
erfolgte die Bindung von FH an den Antikdrper im Batchverfahren. AnschlieRend wurde
das Saulenmaterial durch Uberfiihren der Suspension in eine PD10-S&ule geschichtet.
Das durchflie3ende Plasma wurde zur Kontrolle der Depletionseffizienz aufgefangen.
Die UltraLink-Saule wurde solange mit Saulenpuffer (P32) gewaschen, bis sich im
Durchfluss mittels photometrischer Bestimmung kein Protein mehr nachweisen liel3.
Auf die 5 ml Sdulenmaterial wurden zur Elution 10 ml 0,1 M NaCitrat pH 2,0 gegeben
und das Eluat als Aliquot von 1 ml in 1,5-ml-Eppendorf-Cups aufgefangen. Parallel
wurde der pH-Umschlag im Durchfluss mit pH-Indikatorpapier verfolgt. Die einzelnen
Eluatfraktionen (1 ml) wurden sofort mit je 175 ul 2 M Tris pH 8,0 zur Neutralisation
versetzt. Das Saulenmaterial wurde mit weiteren 10 ml 0,1 M NaCitrat pH 2,0
regeneriert und anschlieend unter pH-Kontrolle mit Saulenpuffer (P32) neutralisiert.
Der Proteingehalt der einzelnen Eluatfraktionen wurde photometrisch Uberpruft.
Fraktionen mit einer ODygy < 0,1 wurden verworfen. Die Fraktionen mit ausreichenden
Mengen FH wurden vereinigt und tUber Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert. Das
beschriebene Verfahren wurde jeweils viermal wiederholt, um geniigend Material fir
eine Einzelpréaparation zu erhalten. Das dialysierte Protein aus den vier Praparaten
wurde vereinigt und mit Centriprep Zentrifugenfiltern gemaR Herstelleranleitung bei
3000 g fir jeweils 15 Minuten konzentriert. Dieser Vorgang wurde so haufig wiederholt,
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bis der aufgereinigte FH aus 40 ml Ausgangsmaterial (Plasma) auf ein Volumen von
ungefahr 1 ml konzentriert war.

Fir einige Fragestellungen wurden aufgereinigte FH-Préparate mehrerer Einzelspender
zu einem Proteinpool vereinigt. Ein FH-Pool setzte sich aus jeweils 6 Einzelpraparaten
einer Variante zusammen. Vor der Vereinigung der Proben wurde die bendtigte
Absolutmenge Protein in pug kalkuliert. Jede Einzelpraparation steuerte in gleichem
MalRe (gewichtsbezogen) zur Bildung des Pools bei. AnschlieBend wurde die
Proteinkonzentration im Photometer bestimmt.

3.2.3 Herstellung eines Faktor-H-depletierten Serums

Damit eine Komplementaktivierung in Serum (siehe 3.11) bei verschiedenen und
definierten FH-Konzentrationen erfolgen konnten, musste FH-depletiertes (AFH) Serum
hergestellt werden. Aufgereinigter FH-402Y oder FH-402H konnten dem AFH-Serum
dann in gewiinschter Konzentration wieder zugeftigt werden.

Da in Abwesenheit von FH Komplement durch spontanen Umsatz ganzlich
durchaktiviert wirde, mussten dem Serum vor der Depletion die fiur die
Komplementaktivierung notwendigen zweiwertigen Kationen Ca®* und Mg* durch
Zugabe von 2 mM EDTA zunachst entzogen werden. Die Depletion erfolgte durch
Immunaffinitdtschromatographie mit dem L20/3-gekoppelten Saulenmaterial bei 4°C.
Auf 5 ml L20/3-UltraLink in einer PD10-Saule wurden 5 ml des EDTA-Serums gegeben.
Die ersten 2 ml des noch Saulenpuffer-haltigen Durchflusses wurden verworfen, der
darauf folgende Durchfluss in einem separaten, auf Eis stehenden 15-ml-Rdhrchen
aufgefangen. Kam der Saulenflusss zum Erliegen, wurden nochmals 2-3 ml EDTA-
Serum auf die Saule gegeben, um mindestens 5 ml Durchfluss zu gewinnen.
AnschlieBend wurde die Saule mit 10 ml Saulenpuffer (P32) gewaschen, mit 15 ml
0,1 M NacCitrat pH 2,0 regeneriert und mit Saulenpuffer wieder neutralisiert.

3.2.4 Aufreinigung monoklonaler Antikdrper mit Protein-G-
Affinitatschromatographie

Protein G ist ein Oberflachenprotein aus Streptokokken. Es besitzt Bindungsstellen fir
den Fc-Teil von murinen Immunglobulinen der Subklassen 1IgG1-4 und eignet sich somit
fur die affinitatschromatographische Aufreinigung von IgG aus Hybridom-Kulturen.
Aufgrund der hohen Affinitat von Protein G zu IgG ist eine Elution nur im stark sauren
Milieu maglich.

Die in Medium befindlichen Antikorper wurden tber Nacht gegen Phosphatpuffer (P27)
bei 4°C dialysiert und steril filtriert (Poreng6Re 1,2 um). Im Maus-Immunglobulin ELISA
(3.6.1) wurde anschlielRend die Antikérperkonzentration bestimmt. Fir die Aufreinigung
wurden jeweils 25 mg Immunglobulin im Ausgangsmaterial bei 4°C mit 1 ml Protein-G-
Saulenmaterial eingesetzt. Nachdem das Medium durch die Séule gelaufen war, wurde
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dieselbe mit ca. 50 ml 50 mM Phosphatpuffer (P27) gespdilt. Die Elution erfolgte mit
0,1 M Glycin pH 2,7. Dabei wurde der Antikdrper in 10-ml-Fraktionen aufgefangen und
mit jeweils 0,5 ml 1 M Tris pH 9 neutralisiert. Die Regeneration der Saule erfolgte mit
100 ml Regenerationspuffer pH 2,5 (P31), die anschlieRende Neutralisation mit
Phosphatpuffer pH 7,5 (P27). Der Immunglobulingehalt der einzelnen Eluatfraktionen
wurde durch photometrische Bestimmung der ODyg (3.3) gemessen. Anschlie3end
wurde der Antikorper Gber Nacht bei 4°C gegen PBS (P23) dialysiert.

3.3 Photometrische Proteinkonzentrationsbestimmung

Monochromatisches Licht wird beim Durchgang durch absorbierende Substanzen
abgeschwacht. Das Ausmald der Abschwachung ist abhangig von der Konzentration
der absorbierenden Substanz und von der Strecke, die das Licht in dieser Substanz
zuriicklegt. Das Lambert-Beersche Gesetz formuliert diese Zusammenhéange:

E;LZSX'C'd

Dabei ist E; die Extinktion oder Absorption bei einer bestimmten Wellenlénge A, &, der
molare Extinktionskoeffizient [I/mol x cm], ¢ die Konzentration der absorbierenden
Substanz  [mol/l], und d die Schichtdicke der MeRklvette [cm]. Der
Extinktionskoeffizient ist substanzspezifisch und abhangig von der Wellenlange.
Aromatische Aminosauren in Proteinen absorbieren ultraviolettes Licht bei 280 nm. Der
Extinktionskoeffizient eines Proteins ist somit im Wesentlichen von der Molekilgréf3e
und der Anzahl und Art jener aromatischen Aminosauren abhéngig. Sind Klvettendicke
und Extinktionskoeffizient bekannt, so lasst sich nach photometrischer Messung der
Extinktion die Konzentration des Proteins in einer homogenen Lésung errechnen. Fir
die Extinktionsmessung wurde das BioPhotometer der Firma Eppendorf verwendet. Die
Kivettendicke betrug stets 1 cm. Der Extinktionskoeffizient fir FH betragt 1,3, der
Koeffizient fir Maus-Immunglobulin betragt 1,2.

3.4 Konjugierung von Faktor H mit EZ-Link NHS-Chromogenic
Biotin

Das natirlich vorkommende Vitamin Biotin weist eine hohe Affinitat zu Avidin auf. Man
macht sich diesen Umstand zur Signalverstarkung in verschiedenen Nachweisverfahren
zunutze, indem man Proteine mit Biotin konjugiert. Die Konjugation erfolgt unter
Ausbildung von Peptidbindungen mit den Aminogruppen von Lysinresten des Proteins.
Da Biotin mit einem Molekulargewicht von etwa 300 Da relativ klein ist, beeintrachtigt es
die biologische Aktivitdt des konjugierten Proteins kaum. Entscheidend bei der
Verwendung biotinylierter Proteine in Nachweisverfahren ist die korrekte Ermittlung der
Konjugationseffizienz mit Biotin. EZ-Link NHS-Chromogenic Biotin enthalt ein


http://de.wikipedia.org/wiki/Extinktionskoeffizient
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Chromophor, das von der eigentlichen Biotingruppe durch einen PEG-Arm getrennt ist
(Abb. 3.2). Die Lichtabsorption durch das Chromophor kann bei 354 nm im Photometer
bestimmt  werden und erlaubt unmittelbar eine  Quantifizierung  der
Biotinylierungseffizienz.
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Abb. 3.2 Struktur des EZ-Link NHS-Chromogenic Biotin. Die Biotingruppe (d) ist Uber einen
PEG-Arm (c) mit der chromogenen Gruppe (b) gekoppelt. Die Konjugation mit dem Protein
erfolgt Uber den NHS-Ester (a) (aus dem Produktinformationsblatt zu NHS-Chromogenic Biotin,
Piece Biotechnology).

Um zellgebundenen FH Uber die Steptavidinmethode durchflusszytometrisch
nachweisen zu konnen, sollte das Protein mit NHS-Link Chromogenic Biotin konjugiert
werden. Hierzu wurden die vereinigten FH-Préaparate (ber Nacht bei 4°C gegen
Kopplungspuffer (P17) dialysiert und anschlieend in Kopplungspuffer auf ca. 1 mg/ml
verdunnt. Das Biotin wurde zu 3 mg/ml in Dimethylformamid gel6st. In einem 15-fachen
molaren Uberschuss wurde das Biotin zu den FH-Praparaten gegeben. Die
Konjugierung erfolgte im Thermomixer bei 37°C fiir 30 Minuten. Die Reaktion wurde mit
Glycin in einer Endkonzentration von 0,1 M abgestoppt. Nicht konjugiertes Biotin
konnte durch Dialysieren gegen PBS (P23) Uber Nacht bei 4°C entfernt werden.
AnschlieRend wurde der Biotinylierungsgrad ermittelt. Hierzu wurde im Photometer zum
einen die Proteinkonzentration bei einer Wellenlange von 280 nm (s. 3.3) und zum
anderen die Konzentration des konjugierten Chromogenic-Biotins bei einer Wellenlange
von 354 nm gemessen. Die Biotinkonzentration errechnete sich mittels:
OD3s4nm 10° UM

X [UM Biotin]
29,000 Mt cm™ x 1 cm M

29,000 ist der Molare Extinktionskoeffizient der chromogenen Gruppe, 1 cm betragt die
Dicke der benutzten Kivettte. Mit folgender Formel errechnete sich das molare
Verhaltnis von Biotin zu Protein und damit der Biotinylierungsgrad:

KM Biotin

Biotinylierungsgrad =
MM Protein
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3.5 Herstellung monoklonaler, epitopspezifischer Antikérper

3.5.1 Allgemeines zum Verfahren

Im Gegensatz zu polyklonalen Antikbrpern erkennen monoklonale Antikdrper auf ihren
Antigenen ein einzelnes Epitop. Sie sind deshalb hochspezifisch und zeigen wenig
Kreuzreaktionen mit anderen Antigenen. Monoklonale Antikdrper bieten dariiber hinaus
den Vorteil, unbegrenzt und in gleichbleibender Qualitat hergestellt werden zu kdnnen.
Indem man B-Lymphozyten aus der Milz einer immunisierten Maus mit Myelomzellen
fusioniert, erhélt man sich unbegrenzt teilende und Antikdrper-produzierende
Hybridome. Durch Kultivierung in einem Selektivmedium gelingt die Elimination
funktionsunfahiger Fusionsprodukte. Nur ein geringer Teil der Hybridome produziert
allerdings Antikorper mit der gewlinschten Antigenspezifitdt. Diese Zellklone missen
identifiziert und durch Subklonierung in eine reine Form gebracht werden. In einem
speziellen Kultivierungssystem erfolgt die Massenproduktion der Antikérper durch das
Hybridom. Die hergestellten monoklonalen Antikérper sollten zur funktionellen
Charakterisierung des 402-Epitops beider FH-Varianten eingesetzt werden. Fir die
Immunisierung der Mause wurden deshalb zwei verschiedene synthetische Peptide
eingesetzt, die an besagter Position jeweils entweder Histidin oder Tyrosin aufwiesen.

3.5.2 KLH-Konjugierung der Immunisierungspeptide

Zur Steigerung der Immunogenitat eines kleinen Peptids (Hapten) kann es mit einem
Tragerprotein  wie dem Napfschnecken-Hamocyanin (KLH = keyhole limpet
hemocyanin) konjugiert werden. Die Kopplung von Peptid und KLH erfolgt dabei tUber
den Quervernetzer Sulfo-SMCC (Sulfosuccinimidyl-4-[N-maleimidomethyl]cyclohexan-
1-carboxylat). Sulfo-SMCC ist ein bifunktioneller Linker,
der zunachst im leicht alkalischen Milieu Uber einen N-Hydroxysuccinimid-(NHS)-Ester
mit primaren Aminogruppen auf KLH und nach Uberfilhrung ins saure Milieu uber
seine Maleimid-Anteile das aktivierte KLH mit den SH-Gruppen eines Cysteins auf
dem Immunisierungspeptid verbindet. Zur Blockade freier SH-Gruppen am KLH wurden
20 mg KLH in 2 ml dH,O gel6st und Ethylmaleimid in einem molaren Verhaltnis von
600:1 zugegeben. Nach 30-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte eine
Dialyse gegen 50 mM Phosphatpuffer (P27). Zur SMCC-Kopplung des KLHs wurden
zunéchst 5 mg SMCC in 2 ml Phosphatpuffer (P27) geldst. 1 ml dieser SMCC-LAsung
wurde zu den 2 ml KLH-Lésung nach der Dialyse gegeben und fur 30 min bei
Raumtemperatur auf der Rotatorenscheibe inkubiert. Zum Entfernen freier SMCC-
Molekile wurde der Ansatz anschliel3end tber eine PD10-S&aule gegeben. Die Elution
erfolgte in 0,5-ml-Fraktionen mit 50 mM Phosphatpuffer pH 6,8 (P27). Die KLH/SMCC-
haltigen Fraktionen wurden photometrisch identifiziert und vereinigt. Im nachsten Schritt
wurde das jeweilige Immunisierungspeptid an das KLH-SMCC-Konjugat gekoppelt.
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Hierzu war es notwendig, das Peptid (Sequenz: LENGYNQNYGRKFVQG bzw.
LENGYNQNHGRKFVQG) mit einem zusatzlichen C-terminalen Cystein zu versehen,
welches Uber den Abstandhalter Epsilon-Aminohexansaure (Ahx) mit der eigentlichen
Peptidsequenz verbunden war. Die eigentliche Sequenz der Immunisierungspeptide
lautete also C-Ahx-LENGYNQNYGRKFVQG bzw. C-Ahx-LENGYNQNHGRKFVQG. Zur
Kopplung des jeweiligen Peptids wurden 5 mg entweder der 402Y- oder der 402H-
Peptidvariante in 0,5ml des pH 6,8 Phosphatpuffers (P27) gelést und in 100 pl-
Portionen zum KLH-SMCC-Konjugat gegeben. Nach Inkubation (2,5h) auf der
Rotatorscheibe bei Raumtemperatur erfolgte eine Dialyse gegen PBS (P23) zum
Entfernen von nicht konjugiertem Peptid.

3.5.3 Immunisierung der Mause

Die fir die Fusion aus der Maus gewonnenen Lymphoblasten haben zwei Kriterien zu
erfullen: zum einen sollen die von ihnen produzierten Antikdrper eine hohe Affinitat zum
Antigen aufweisen, zum anderen missen zur Fusion solche Lymphoblasten in
ausreichender Menge vorhanden sein. Beides kann durch eine sachgerechte
Immunisierung der Maus erreicht werden. Durch Vorimmunisierungen Uber einen
Zeitraum von 6 Monaten kann eine hohere Affinitdt der vorwiegend zur IgG-Klasse
zahlenden Antikérper herbeigefiihrt werden. Der Zusatz von Adjuvans bei der
Vorimmunisierung erhéht durch Stimulation von Toll-like-Rezeptoren auf Antigen-
prasentierenden Zellen die Immunogenitdt des Antigens (Lim 2003). Die
Auffrischungsimmunisierung (Boost) erfolgt durch tagliche intraperitoneale Gabe des
Antigens ohne Adjuvans an drei aufeinander folgenden Tagen und bewirkt eine
maximale Proliferation Antigen-spezifischer Lymphoblasten zum Zeitpunkt der Fusion.

Aus dem in PBS gelosten KLH-Peptid-Konjugat und Freund-Adjuvans wurde zunéchst
eine  Wasser-in-Ol-Emulson  hergestellt. ~ Dabei  betrug das  Verhaltnis
Antigenldsung:Adjuvans 1:2. Die Emulgierung erfolgte mit Ultraschall in 5 Intervallen zu
je 12 Sek. Dauer. Fur die erste Immunisierung wurde komplettes Freund-Adjuvans
(cFA) verwendet, fir die folgenden Vorimmunisierungen inkomplettes Freund-Adjuvans
(iIFA), das im Gegensatz zu cFA keine inaktivierten Mykobakterien enthélt. Durch
intraperitoneale Injektion wurden der Maus bei jeder Vorimmunisierung 75 pg Antigen in
einem Volumen von je 500 pl appliziert. Der Vorgang wurde tUber 6 Monate alle vier
Wochen wiederholt. Finf Tage unmittelbar vor der Fusion wurde die Boosterung an drei
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefuhrt. Dazu wurde das KLH-Peptid-Konjugat nur
in PBS (P23) verdiinnt und der Maus in einem Volumen von je 300 pl appliziert. Die
Absolutmenge an Antigen betrug bei der ersten Boosterung 50 pg, bei beiden
darauffolgenden je 100 ug. Tabelle 3.7 beschreibt das Immunisierungsschema.
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Tag Schritt KLH-Peptid [pg] Volumen [pl]
1 Priming 75 500 (cFA)

30 Auffrischung 75 500 (iFA)

60 Auffrischung 75 500 (iFA)

90 Auffrischung 75 500 (iFA)

120 1. Boost 50 300 (PBS)

121 2. Boost 100 300 (PBS)

122 3. Boost 100 300 (PBS)

124 FUSION

Tab. 3.7 Immunisierungsschema zur Herstellung monoklonaler Antikdrper

3.5.4 Praparation von Maus-Peritoneal-Makrophagen

Eine Woche vor der Zellfusion wurden die Zellkultur-Platten mit adhérent wachsenden
Maus-Peritoneal-Makrophagen beschichtet. Diese auch als Feederzellen bezeichneten
Makrophagen beglnstigen das Wachstum der Hybridome, indem sie anfallende
Zelltrtimmer beseitigen und Cytokine (IL-6) und Wachstumsfaktoren (GM-CSF)
produzieren.

Eine Balb/c-Maus wurde durch CO,-Begasung getotet und in Ruckenlage auf einer
Styroporplatte fixiert. Nach Desinfektion mit 70%igem Ethanol, Entfernen des Fells und
erneuter Desinfektion konnte der Bauchraum eréffnet werden. Unter Verwendung der
Pasteurpipette wurde die Peritonealhthle mehrfach mit 1-2 ml kaltem PBS (P23)
ausgespult (Endvolumen ca. 10 ml). Die Zellsuspension wurde in 400 ml 80/20-10-
Medium gegeben, in 96-Loch-Mikrotiterplatten mit Flachboden ausplattiert (200ul pro
Napf) und bei 37°C in 5%-CO,-Atmosphare bis zum Tag der Fusion inkubiert.

3.5.5 Zellfusion und selektive Aufzucht von Hybridomen

Aus der Mausemilz gewonnene Lymphozyten sind in Kultur nicht tGberlebensfahig. Die
Fusion von B-Lymphozyten mit einer Myelom-Permanent-Zelllinie, die selbst keine
Immunglobuline synthetisiert, filhrt zu Uberlebensfahigen Antikérper-produzierenden
Zellhybriden, sog. Hybridomen. Die Fusion erfolgt durch Zugabe von Polyethylenglykol
(PEG). Da der Vorgang ungezielt erfolgt, entstehen auch Fusionsprodukte jeweils nur
aus Milz — oder Myelomzellen. Die Myelomzellen mit ihrer hohen Teilungsrate wirden
die produktiven Zellhybride rasch Uberwuchern. Deshalb missen sie nach der Fusion
eliminiert werden. Zu diesem Zweck tragen die Myelom-Zellen gezielte Enzymdefekte
der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase. Die Zellen kdnnen somit den
Reserveweg der Nukleinsduresynthese nicht bestreiten. Bei zusatzlicher Vergiftung des
Hauptstoffwechselweges mit Aminopterin sterben die Myelomzellen ab. In den
Lymphozyten-Myelom-Hybriden werden die Reservewegsdefekte durch die Dominanz
der normalen Lymphozytengene allerdings kompensiert. Bietet man diesen Hybridomen
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die fir den Reserveweg bendtigten Substrate Hypoxanthin und Thymidin an, sind diese
trotz Aminopterinbehandlung Uberlebensfahig. Die Kultivierung der Fusionsprodukte in
HAT-Medium (Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin) ermdglicht auf dieser Grundlage
das selektive Anwachsen von Lymphozyten-Myelom-Hybriden.

Eine immunisierte Balb/c-Maus (s. 3.3.1) wurde durch CO,-Narkose getotet und die
Bauchhohle wie in 3.3.2 beschrieben eroffnet. Zusétzlich wurde der Thorax eroffnet, um
aus dem Herzen Blut zur Bestimmung des Antikérpertiters entnehmen zu kénnen. Die
Milz wurde entfernt und in eine Petrischale mit ca. 10 ml 80/20-10-Medium Uberfihrt.
Das Organ wurde nun vom Bindegewebe befreit und die Kapsel mehrmals mit einer
Spritze perforiert. Das Parenchym konnte dann durch wiederholte Medium-Injektion in
die Milz aus der Kapsel herausgespult werden. Das nun mit Milzzellen angereicherte
Medium wurde in ein 15-ml-Falconréhrchen uberfiihrt. Nach Stehenlassen der
Suspension fUr einige Minuten setzten sich die Bindewebspartikel ab. Das
Uberstehende Medium mit der Zellsuspension wurde abgenommen und in ein weiteres
Rohrchen Uberfuhrt. Die Ag8-Myelomzellen wurden in einem 50 ml Falconréhrchen auf
eine Absolutzahl von 1x10® in 2 ml 80/20-10-Medium eingestellt. Die Myelomzellen und
die Milzzellsuspension wurden vermischt und anschlie3end fur 5 Minuten bei 200 x g
zentrifugiert. Nach dem Dekantieren des Uberstandes und dem Homogenisieren des
Pellets erfolgte die Zellfusion. Hierzu wurden 1,5 ml vorgewarmtes PEG gleichmafRiig
innerhalb von einer Minute unter leichtem Schiitteln auf die Zellsuspension getropft. Es
folgte die Zugabe von insgesamt 20 ml warmem PBS (P23) ebenfalls als Tropfen und
unter leichtem Schutteln. Dabei wurden in den ersten 30 Sekunden 1 ml, in den
nachsten 30 Sekunden weitere 3 ml und in der darauffolgenden Minute die restlichen
16 ml PBS auf die Zellen gegeben. Die Suspension wurde noch einmal mit der Pipette
vorsichtig gemischt, bevor sie bei 300 x g fur 5 Minuten in die Zentrifuge gestellt wurde.
AnschlieRend wurden die Zellen fiir 5 Minuten stehen gelassen. Nach dem Dekantieren
des Uberstandes wurden die Zellen in einem geringen Volumen HAT-Medium
suspendiert und dann in eine Flasche mit 500 ml HAT-Medium (berfiihrt. Diese
Zellsuspension wurde auf insgesamt 25 mit Feederzellen beschichteten 96-Loch-
Platten verteilt.

3.5.6 Identifikation von Hybridomen mit der gewiinschten Spezifitat

Die funktionsfahigen Hybridome aus Mauselymphozyten und Ag8-Zellen sezernieren
Immunglobuline in das Zellmedium. Nur wenige Hybridome produzieren allerdings
Antikorper mit der gewiinschten Antigenspezifitit. Das Uberprifen der
Kulturiberstande mit dem in 3.6.7 beschriebenen ELISA erlaubt es, die Napfe einer
Zellkulturplatte zu identifizieren, die Klone mit der gewiinschten Spezifitdt enthalten.
Das Screening erfolgte mindestens eine Woche nach der Zellfusion. Initial wurden die
Kulturiiberstande auf Antikbrper gegen das Immunisierungspeptid getestet. 50 ul
Medium aus jedem Napf wurden vorsichtig in einen entsprechenden Napf einer mit dem
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Immunisierungspeptid beschichteten ELISA-Platte tUberfiihrt. Zeigte ein Kulturiberstand
eine positive Reaktion gegen das Peptid, wurde geprift, ob die Antikérper auch das
intakte FH-Protein erkennen und ob sie Kreuzreaktivitdit mit dem Peptid/Protein der
jeweils anderen FH-Variante aufweisen. Hierfir wurden 25 ul Uberstand aus den
Peptid-postiven Napfen in je einen Napf einer ELISA-Platte tberfuhrt, die mit Peptid
und Protein beider FH-Varianten beschichtet worden war. Folglich wurden nur die
Klone aus jenen Né&pfen isoliert, die sowohl das entsprechende Peptid als auch das
Protein erkannten und zudem nicht mit dem Protein / Peptid der anderen FH-Variante
reagierten. Mit einer auf 50 ul eingestellten Pipette konnten die einzelnen Kolonien
unter Sicht gepickt und in separate Napfe einer anderen Mikrotiterplatte transferiert und
dort propagiert werden.

3.5.7 Subklonierung der positiven Klone

Die gepickten Kolonien enthalten mit einer gewissen statistischen Wahrscheinlichkeit
noch Zellkontaminanten. Als monoklonal wird ein Klon daher erst nach mindestens
einer Subklonierung bezeichnet. Der Subklonierung liegt das Prinzip der
Grenzverdinnung zu Grunde (Wulrzner et al. 1990). Dabei wird angestrebt, statistisch
weniger als eine Zelle in einen Napf zu Uberfihren. Da flr das Wachstum der Zellen
aber haufig eine Mindestzelldichte nicht unterschritten werden darf, ohne dass die
Zellen eingehen, werden die Zellen einer Kolonie in verschiedenen Verdinnungen
ausgesat. Der Napf mit der geringsten Zelldichte wird anschlielRend propagiert. Sobald
die gepickten Klone den Boden eines Napfes bedeckten, wurden sie in Suspension
gebracht und in 6 ml HAT-Medium + IL-6 verdinnt. Diese Zellsuspension wurde dann in
einer sechsstufigen 1:3-Verdinnungsreihe auf 96-Loch-Zellkulturplatten ausgesét. Die
einzeln hochwachsenden Klone aus den Napfen mit der geringsten Zelldichte wurden
erneut gepickt und anschlieRend auf Antigenspezifitat gepruft. Zeigten die Klone dabei
ein positives Signal, wurden sie Uber eine 24-Loch-Platte und Zellkulturflaschen unter
Verwendung von 80/20-10-Medium expandiert. Der Uberstand aus den
Zellkulturflaschen konnte dann zusatzlich im Immunoblot auf epitopspezifische
Antikdrper getestet werden.

3.5.8 Antikorper-Massenproduktion im MiniPerm-Bioreaktor

Durch die Kultivierung der Hybridome in einem rollenden Bioreaktor lassen sich sehr
hohe Zelldichten und somit hohe Antikdrperkonzentrationen erreichen. Der Bioreaktor
miniPerm besteht aus zwei durch eine semipermeable Membran getrennte
Kompartimente: einem Produktionsmodul und einem Versorgungsmodul. Die Zellen
proliferieren im Produktionsmodul, wobei die semipermeable Membran den
wechselseitigen Durchtritt von Nahrstoffen bzw. von toxischen Stoffwechselmetaboliten
erlaubt. Die Antikorper reichern sich im Produktionsmodul an, da sie die Membran nicht
passieren kdnnen (Ausschlussgrenze 20 kDa).
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Das Versorgungsmodul des miniPerm-Bioreaktors wurde mit 350 ml 80/20-10-Medium
gefiillt. Insgesamt 4 x 10’ Zellen in 40 ml 80/20-10-Medium mit IL-6 wurden in das
Produktionsmodul Uberfuhrt. Die Kultivierung erfolgte bei 5 Umdrehungen/min, 5% CO,
und 95% Luftfeuchtigkeit. Alle 3-4 Tage wurde das gesamte Medium aus dem
Versorgungsmodul gewechselt. Gleichzeitig wurden die Zellen aus dem
Produktionsmodul gezéhlt, um sie nachfolgend wieder auf die Ausgangsmenge von 4 x
10’ zu verdiinnen. Die Uberschiissige Zellsuspension wurde als Ernte entnommen und
bei 200 g fur 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der antikdrperhaltige Uberstand
wurde geerntet und bei -20°C eingefroren.

3.6 ELISA-Verfahren

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein quantitatives
immunologisches Nachweisverfahren, das auf der spezifischen Bindung von
Antikbrpern an ein Antigen basiert. Der Nachweis des Antigens erfolgt Uber eine
Farbreaktion, die von einem meist Antikdrper-konjugierten Enzym katalysiert wird. Die
meisten in dieser Arbeit verwendeten ELISA-Verfahren sind sogenannte Sandwich-
ELISAs. Bei dieser Art von ELISA kommen jeweils zwei Antikdrper zum Einsatz, die
zwei verschiedene, mdglichst weit voneinander entfernte Epitope auf demselben
Antigen erkennen. Dabei wird eine Mikrotiterplatte mit einem Immunglobulin
beschichtet. Dieser an die feste Phase gekoppelte Fangantikorper isoliert zunachst den
Analyten aus einem Stoffgemisch. Nach einer variablen Anzahl von Waschschritten
erfolgt die Detektion des gebundenen Antigens mit dem zweiten Antikdrper. Dieser
Nachweisantikorper ist entweder direkt mit dem Enzym Meerrettichperoxidase
konjugiert oder liegt in biotinylierter Form vor. Im letztgenannten Fall ist ein weiterer
Inkubationsschritt mit Steptavidin-gekoppelter Peroxidase (SAVP) noétig, wobei das
Streptavidin eine hohe Affinitat zu Biotin am Nachweis-Antikdrper aufweist. Unter
Verwendung von Wasserstoffperoxid (H»0,) als Oxidationsmittel katalysiert die
Peroxidase die Spaltung von 2,2'-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) (ABTS)
in ein grin gefarbtes Produkt. Dieser Farbumschlag ist bei 405 nm im Photometer
detektierbar.

Alle ELISAs wurden in Nunc MaxiSorb 96-Lochplatten durchgefiihrt. Die Beschichtung
der Platten mit dem jeweiligen Fangantikorper erfolgte im alkalischen Milieu (pH 10,6)
Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. Hierzu wurde der Antikérper in Coating-
Puffer (P6) auf die entsprechende Konzentration verdiinnt und in jeden Napf 100 pl
pipettiert. Nicht besetzte Bindungsstellen in der Platte wurden durch 45-minitige
Inkubation jedes Napfes mit 200 pl Gelatine-Blockpuffer (P11) blockiert. Danach wurde
die ELISA-Platte zweimal gewaschen. Das Waschen der Platten erfolgte mit 200 pl
PBS/Tween (P24) pro Napf. Alle weiteren Inkubationsschritte erfolgten in einem
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Endvolumen von 100 pl/Napf bei Raumtemperatur. Die eingesetzen Proben und
Antikérper wurden dazu in PBS/Tween/EDTA (P25) verdinnt. Die Inkubationszeiten
betrugen in der Regel eine Stunde. Alle Proben wurden jeweils in Doppelbestimmung
auf die Platte aufgetragen. Das Auftragen eines Standards diente der Erstellung einer
Kalibrationskurve. Die Standards wurden als Verdinnungsreihe ebenfalls in
Doppelbestimmung aufgetragen. Zum Farbnachweis wurden zu je 10 ml ABTS-L6sung
(P1) 40 pl 3,5%iges Wasserstoffperoxid gegeben und davon 100 pl in jeden Napf
pipettiert. Der Farbumschlag wurde mit dem Plattenphotometer bei 405 nm detektiert.
Die Auswertung sowie die Erstellung der Kalibrationskurven erfolgte mit der Software
SoftMax®. Die Tabelle 3.8 stellt den Ablauf eines ELISAs in exemplarischer Weise dar.
Tabelle 3.9 fasst alle eingesetzten Sandwich-ELISAs zusammen.

3.6.1 Vorbereitungen fir den Ba-ELISA: Depletion von Faktor B

Die zur Detektion des Ba-Fragmentes eingesetzten Antikdrper erkennen gleichermal3en
Ba und das native Vorlaufer-Protein Faktor B. Daher muss vor dem Nachweis des Ba-
Fragments im ELISA Faktor B effizient aus der zu analysierenden Probe entfernt
werden. Der Antikbrper M13/12 bindet spezifisch Faktor B sowie dessen Spaltprodukt
Bb (Oppermann et al. 1990). Man erreicht eine Depletion von Faktor B, indem man
diesen Antikérper an eine feste Phase koppelt und die Proben damit vor dem
eigentlichen ELISA inkubiert.

3.6.1.1 Kopplung des monoklonalen Antikdérpers M13/12 an biomagnetische
Partikel

Bei Carboxyl-terminated Biomag handelt es sich um paramagnetische Eisen-Oxid-
Partikel. Durch eine Silan-Beschichtung sind die Partikel mit Carboxyl-Gruppen
bestlickt. Nach Aktivierung der Carboxyl-Gruppen mit einem Carbodiimid kénnen z.B.
Antikérper Uber ihre Aminogruppen kovalent an Biomag gebunden werden. Ein von
dem gekoppelten Antikdrper erkanntes Protein kann tber die Partikel gebunden und im
Magnetfeld aus einem Gemisch isoliert werden. Auf diese Weise kann mit dem
monoklonalen Antikbrper M13/12 das Komplementprotein B vor dem eigentlichen Ba-
ELISA aus den Proben entfernt werden.

Zu diesem Zweck wurden 10 mg M13/12 an die Biomag-Parikel gekoppelt. Vor der
Kopplung wurde der Antikérper Gber Nacht gegen Kopplungspuffer (P4) dialysiert. Alle
Schritte erfolgten in einer 50-ml-Zellkulturflasche auf einer Schwenkplatte bei
Raumtemperatur. Die in 10 ml Wassersuspension befindlichen Partikel wurden
zunéchst fur 5 Minuten in 40 ml Kopplungspuffer (P4) gewaschen. AnschlieRend
wurden die Partikel mit der Magnetplatte pelletiert und der Uberstand abgesaugt. Nach
3 weiteren Waschschritten mit 50 ml Kopplungspuffer (P4) wurden die Biomag-Teilchen
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1. Beschichtung

. Platte ausschlagen
. Blockade
. Waschen

o~ W DN

(o))

. Waschen
7. Nachweis-Antikorper

. Inkubation mit Proben / Standard

Fangantikorper verdiinnt in  Coatingpuffer,
100 pl/Napf, Gber Nacht, 4°C

200 pl Blockadepuffer pro Napf, 1 h
zweimal mit PBS/Tween

verdlinnt in PBS/Tween/EDTA, 100 pl/Napf, 2 h,
Raumtemperatur

zweimal mit PBS/Tween

verdiinnt in PBS/Tween/EDTA, 100 pl/Napf, 1 h,
Raumtemperatur

Bei Peroxidase-konjugiertem Nachweisantikbrper direkt zu 10. ;
bei Biotin-konjugiertem Nachweisantikorper zusétzlich 8.+9..

8. Waschen dreimal mit PBS/Tween
9. Konjugat SAVP, in PBS/Tween 1:5000 verdiinnt,
100 pl/Napf, 45min, Raumtemperatur

10. Waschen viermal mit PBS/Tween

11. ABTS+H,0, 100 pl/Napf, Warten auf Griinfarbung

12. Computergestiitzte Auswertung

Tabelle 3.8 Ablauf eines Sandwich-ELISAs.

ELISA Fang-AK Standard Proben Nachweis-AK Konjugat

Akt. C3 13/15 C3b 1:50 -  Kan. a C3d-Perox.

# [5 pg/ml] [5 pyg/ml- 19,5 ng/ml] 1:200 1:200

B # P21/15 B 1:500 Kan. o Bb-biot. SAVP
[10 pg/ml]  [2000 ng/ml — 2ng/ml] ) [5 pg/mi] 1:4000

Ba # P21/15 Ba 1:1000 - M20/6-biot. SAVP
[10 pg/ml]  [20 ng/ml — 0,078ng/ml]  1:5000 [1 pg/ml] 1:4000

Cc3 B3/6 C3-Serum-Std. 1:2000 - K13/16-biot. SAVP
[10pg/mi] [1000 ng/ml — 3,9 ng/ml] 1:20000 [1 pg/ml] 1:4000

C3a $ Ki3/6 C3a 1:10- D17/1-biot. SAVP
[40 pug/ml]  [10 ng/ml — 0,039 ng/ml] 1:20 [2,5 pg/mi] 1:4000

C5a * C(Cl17/5 C5a 1:2 - G25/2-biot. SAVP
[40 pg/ml]  [5 ng/ml — 20 pg/mi] 1:4 [1 pg/ml] 1:4000

D # D10/4 D 1:2000 18/1-biot. SAVP
[10 pg/ml]  [40 ng/ml — 0,156 ng/ml] ’ [1 pg/mi] 1:4000

FH # C18/3 Faktor H 1:5000 - L20/3-biot. SAVP
[40 pg/ml]  [500 ng/ml — 1,95 ng/ml] 1:20000 [2 pg/mi] 1:4000

iC3b 13/15 Zymosan akt. Serum 1:200- B3/6-biot. SAVP
[5 pg/ml] [1:100 — 1:25.600] 1:400 [1 pg/ml] 1:4000

Maus- Kan o MsIg Ms-IgG Verdinnungsreihe 1:200 - Kan. o Ms Perox -

Ig [1:500] [500 ng/ml - 1,95 ng/ml] 1:3200 [1:1000]

TCC § Wul3/15 TCC-Serum-Std 12 Ziege o C6 biot. SAVP

(C5b-9) [15pg/ml]  [5000ng/ml — 19,53ng/mlI] [5 pg/ml] 1:4000

Tab 3.9 Verwendete Sandwich-ELISAs. Alle verwendeten mAk / ELISAs wurden in der
Abteilung Zellulare und Molekulare Immunologie Gottingen zuvor hergestellt / etabliert.
Referenzen: # Oppermann et al. 1990, $ Oppermann et al. 1988, * Oppermann et al. 1991b, §

Wirzner et al. 1991
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in 10 ml Kopplungspuffer (P4) resuspendiert. Unter Schwenken wurden 4 ml EDAC
(20 mg gelost in 35 ml dH,0) hinzugefligt, um die Carboxylgruppen auf dem Biomag zu
aktivieren. Nach 2 Minuten Aktivierungszeit wurde der in 5 ml Kopplungspuffer geléste
Antikérper [2 mg/ml] zu den Partikeln gegeben. Durch Zugabe von 0,1 N HCI (ca
600 pl) wurde der pH des Reaktionsansatzes auf einen Wert zwischen 4,5 und 6,0
eingestellt. Die Kopplung erfolgte Uber eine Stunde bei Raumtemperatur auf der
Schwenkplatte. Das anschlieende Hinzufligen von 950 pl 1 M Ethanolamin pH 8,0 fur
eine Stunde diente der Blockade nicht besetzter Bindungsstellen und damit dem
Abstoppen der Reaktion. Daraufhin wurden die Partikel erneut mit dem Magneten
pelletiert, der Uberstand abgenommen und zur Testung der Kopplungseffizienz
aufgehoben. Es schlossen sich vier Waschschritte mit je 50 ml Waschpuffer (P5) an.
Die Antikorper-konjugierten Partikel wurden in 10 ml Waschpuffer bei 4°C gelagert.

3.6.1.2 Depletion von Faktor B

Die B-Depletion der ELISA-Proben erfolgte in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte mit
Flachboden. Die M13/12-konjugierten Biomag-Partikel wurden zweimal in PBS (P23)
gewaschen und anschlieend in PBS 1:10 verdinnt. 75-pl-Aliquots der Biomag-
Suspension wurden dann auf die Napfe der Platte verteilt. Die Proben wurden in
PBS/Tween (P24) auf die doppelte der im Ba-ELISA eingesetzten Konzentration
vorverdiinnt. Je 75 ul der verdiinnten Proben wurden zu den 75 pl Biomag gegeben.
Die Endverdiinnung des Biomag betrug somit 1:20 in einem Volumen von 150 pl. Die
96-Loch-Platte wurde mit Klebefolie versiegelt und anschlieBend bei Raumtemperatur
fur 45 Minuten in den Inkubationsschiittler gestellt. Danach wurde die Mikrotiterplatte
auf der Magnetplatte fixiert, wodurch die Biomag-Partikel mit dem gebundenen B-
Protein pelletiert wurden. Je 100 pl des klaren Uberstandes konnten direkt im Ba-ELISA
eingesetzt werden.

3.6.2 Vorbereitungen fir den C3a-ELISA: C3-Prazipitation

Der im C3a-ELISA eingesetzte Fangantikérper erkennt neben C3a ebenso das
Vorlauferprotein C3. Durch eine Fallungsreaktion im sauren Milieu wird C3 daher vor
dem eigentlichen ELISA aus den Proben entfernt. Da unspezifisch ebenfalls
Komplementinhibitoren préazipitiert werden, muss zur Vermeidung einer C3a-
Generierung wahrend der Fallung eine Komplementaktivierung durch EDTA unterdriickt
werden.

Vor der C3-Fallung wurden alle eingesetzten Plasmen auf 20 mM EDTA eingestellt.
100 pl des Plasma wurden in einer Spitzboden-Mikrotiterplatte mit jeweils 100 pl
Fallungsreagenz (P10) gut durchgemischt. Die C3-Fallung erfolgte bei 4°C Uber Nacht.
Das Prazipitat konnte darauffolgend durch Zentrifugieren fir 12 Minuten bei 3000 x g
pelletiert werden. 100 pl des stark sauren Uberstandes wurden abgenommen und mit
400 ul Neutralisationspuffer (P22) versetzt. Die Proben waren nach dieser Prozedur
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folglich 1:10 vorverdunnt. Fur den C3a-ELISA wurden die Anséatze nicht in PBS-Tween,
sondern in Tris-haltigem Verdiunnungspuffer (P39) auf die entsprechende Konzentration
eingestellt.

3.6.3 ELISA zum Antikdrper-Screening und zur Bestimmung der
Antigenspezifitdt monoklonaler Antikorper

Antikérper aus Hybridomuberstanden kénnen mittels ELISA nachgewiesen werden. Bei
diesem modifizierten Sandwich-ELISA wird die ELISA-Platte nicht mit einem Antikorper,
sondern direkt mit Antigen beschichtet. Nur Antikbrper mit Spezifitat fur dieses Antigen
bleiben an die feste Phase gebunden und sind dem weiteren Nachweis zuganglich. Die
im Rahmen dieser Arbeit hergestellten monoklonalen Antikérper sollten spezifisch das
FH-Epitop 402H oder 402Y erkennen. Details zum Vorgehen beim Screening werden in
Kapitel 3.5.5 beschrieben.

Das Protokoll entspricht weitgehend dem in Tabelle 3.8 beschriebenen Vorgehen. Die
Platten wurden mit dem jeweiligen Immunisierungspeptid in einer Konzentration von
200 ng/ml oder mit dem nativen Protein in einer Konzentration von 10 ug/ml
beschichtet. Nach Blockade der Platten und einem Waschschritt wurde das Antigen mit
unterschiedlichen Volumina Hybridom-Kulturiiberstand fur eine Stunde inkubiert. Der
Sekundarnachweis erfolgte mit jeweils 100 pl eines Kaninchen-anti-Maus-Ig-
Peroxidase- Konjugats in einer Verdiinnung von 1:1000. Fir alle weiteren Schritte siehe
Tabelle 3.8.

3.6.4 ELISA zur Immunglobulin-Subklassifizierung

Fur die Subklassifizierung der aus den Hybridomkulturen gewonnenen Antikorper
wurde das Mouse MonoAb ID Kit von Zymed eingesetzt. Das Kit enthalt verschiedene
vorverdinnte Kaninchen-Antikdrper. Eine Antikdrper-Losung ist jeweils gegen eine
Subklasse der schweren oder der leichten Kette gerichtet. Es wurde eine ELISA-Platte
wie in 3.6.3 beschrieben mit dem Immunisierungspeptid in einer Konzentration von
200 ng/ml beschichtet und anschlie3end blockiert. Die beschichteten Napfe wurden mit
jeweils 100 pl Hybridom-Kulturiiberstand fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS/Tween (P24) wurden in jeden Napf 50 ul einer der
Kaninchen-Antikorper-Losungen gegeben. Nach einstlindiger Inkubation und zwei
weiteren Waschschritten erfolgte der Sekundérnachweis mit jeweils 50 pl eines Ziege-
anti-Kaninchen-lg-Peroxidase-Konjugats in einer Verdinnung von 1:50. Die Inkubation
erfolgte erneut Uber 1 h bei Raumtemperatur. AbschlieBend wurden die in Tabelle 3.8
beschriebenen Schritte 8.-12. durchgefiihrt.
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3.6.5 Modifizierter ELISA zur Quantifizierung der Bindung von Faktor H
an C3b /iC3b

Die Bindung von FH an die Proteine C3b und iC3b kann in einem modifizierten ELISA
guantifiziert werden. Dabei dient an die ELISA-Platte gebundenes C3b bzw. iC3b der
Fixierung von FH an die feste Phase. Der Nachweis von gebundenem FH erfolgt mit
einem spezifischen Antiserum. FUr alle Inkubationsschritte wurden jeweils 100 pl pro
Napf eingesetzt, fir alle Blockade- und Waschschritte 200 ul pro Napf. Als Waschpuffer
und zum Verdinnen der Proben wurde 0,1 % BSA in PBS benutzt. Nunc Maxisorp
Platten wurden mit C3b / iC3b in einer Konzentration von 5 pg/ml beschichtet. Das
Protein wurde zu diesem Zweck in PBS (P23) verdunnt. Die Inkubation erfolgte bei 4°C
Uber Nacht in einer feuchten Kammer. Anschlie3end wurden freie Bindungsstellen auf
der Platte mit 3 % BSA in PBS flr eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert, die Platte
nachfolgend ausgeschlagen und einmal gewaschen. Es folgte die Inkubation mit FH in
Konzentrationen von 0,039 pg/ml bis 20 pg/ml fur eine Stunde bei Raumtemperatur.
AnschlieRend wurde die Platte dreimal gewaschen. Als erster Antikérper wurde Ziege-
anti-FH-Antiserum in einer Verdinnung von 1:2000 verwendet. Nach Inkubation bei
Raumtemperatur fir eine Stunde wurde die Platte ausgeschlagen und erneut dreimal
gewaschen. Der Sekundarnachweis erfolgte mit Peroxidase-konjugiertem Esel-anti-
Ziegen-lgG-Antiserum in einer Verdinnung von 1:1000 fir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Nach viermaligem Waschen und Ausschlagen der Platte wurden in
jeden Napf 100 ul ABTS-L6sung (P1) pipettiert. Nachdem eine deutliche Griinfarbung in
den Né&pfen zu verzeichnen war, wurde die Platte im ELISA-Messgerat eingelesen.

3.6.6 Modifizierter ELISA zur Quantifizierung der Bindung von Faktor H
an Heparin

Die Bindung von FH an Heparin erfolgte analog zu dem in 3.6.5 beschriebenen
Protokoll. Die ELISA-Platten wurden mit Heparin in einer Konzentration von 1 mg/ml
Uber Nacht bei 4°C in feuchtem Milieu beschichtet. Zur Beschichtung wurde PBS (P23)
als Puffer benutzt.

3.6.7 Modifizierter ELISA zur Quantifizierung der Bindung von Faktor H
an CRP

Die Bindung von FH an CRP erfolgte in Anlehnung an das in 3.6.5 beschriebene
Protokoll. Die ELISA-Platten wurden mit rekombinantem CRP in einer Konzentration
von 10 pg/ml Gber Nacht bei 4°C in feuchter Umgebung beschichtet. Die Beschichtung
erfolgte in 75 mM Na,CO; pH 9,6. FH und die Nachweisantikorper wurden fir diesen
ELISA in HEPES-Puffer (P15) verdinnt.
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3.7 Auftrennung und Nachweis von Proteinen

3.7.1 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist ein
Verfahren zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen
Feld (Laemmli 1970). Als Trenngel dient ein Polymerisationsprodukt aus Acrylamid und
N,N-Methylenbisacrylamid. Das Bisacrylamidamid bewirkt die Quervernetzung des
Acrylamids und bestimmt somit die Dichte des Gels. Proteine mit hohem
Molekulargewicht bewegen sich wegen ihres grof3en Durchmessers langsamer durch
die Maschen dieser Matrix. Allerdings sind Proteine durch ihre verschiedenen
Aminosaurereste heterogen geladene Molekile. Damit diese Eigenladungen keinen
Einfluss auf das Wanderungsverhalten im elektrischen Feld gewinnen, missen sie vor
der Elektrophorese Uberdeckt werden. Das anionische Tensid Sodiumdodecylsulfat
(SDS) ummantelt das Protein mit negativen Ladungen und unterstitzt zugleich dessen
Denaturierung. Der Zusatz eines reduzierenden Reagens wie 2-Mercaptoethanol oder
Dithiothreitol (DTT) bewirkt die Spaltung von Disulfidbriicken. Erhitzen verstarkt den
denaturierenden Effekt. Das so vorbehandelte Protein wandert im elektrischen Feld zur
Anode und die Laufgeschwindigkeit ist allein vom Molekulargewicht abhangig.

Verschiedene SDS-PAGE-Verfahren unterscheiden sich vor allem in den verwendeten
Polyacrylamidgelen. Fir die Auftrennung von Proteinen mit grof3en Unterschieden im
Molekulargewicht eignet sich die Verwendung eines sog. Gradientengels, in dem die
Acrylamidkonzentration linear von 3% bis 20% in Laufrichtung ansteigt. Im Gegensatz
dazu weist das Trenngel in dem von Laemmli beschriebenen Verfahren einen
konstanten Acrylamidgehalt auf. Ein separates Sammelgel mit niedriger
Acrylamidkonzentration dient hierbei der Konzentrierung der Proben vor dem Eintritt in
das Trenngel. Die SDS-Page nach Laemmli kommt vor allen Dingen dann zur
Anwendung, wenn die aufzutrennenden EiweiRe sich nur gering in ihrer Grol3e
unterscheiden.

3.7.1.1 GielRen eines Polyacrylamidgels

Zwei Glasplatten (16 x 18 cm) wurden mit Ethanol gesaubert, mit Abstandhaltern und
Klemmen zu einer Gussform fir das Gel zusammengebaut und anschlieRend in eine
GielRvorrichtung eingespannt. Die Acrylamidlésungen fir ein 10%iges Laemmli-Gel sind
in Tabelle 3.10 zusammengefasst. Zundchst wurde die Ldsung fur das Trenngel
hergestellt, die Polymerisation durch Zugabe des Katalysators TEMED gestartet und
das noch flissige Gel rasch zwischen die beiden Glasplatten pipettiert. Dabei blieben
die obersten 5 cm zwischen den Platten fir das Sammelgel ausgespart. Der Oberrand
des Trenngels wurde mit wassergesattigtem Butanol bedeckt. Nach Erharten des Gels
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Komponente Trenngel Sammelgel
Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung (30%, P2) 10 ml 1,33 ml
1,5 M Tris pH 8,8 7,5 ml -
0,5 M Tris pH 6,8 - 2,5 ml
10 % SDS 0,3 ml 0,1ml
Ammoniumpersulfat 5 mg 2,5 mg
dH,0 12 ml 6,1 ml
TEMED 20 pl 10

Tab. 3.10 Zusammensetzung eines Laemmli-Gels

Komponente 3% 20 %
0,8 M Tris pH 8,6 2,0 mi 2,0 mi
Acrylamid-Bisacrylamid-Ldsung (40%, P3) 0,75 ml 5,0ml
Ammoniumpersulfat 5 mg 5 mg
dH,0 7,25 ml 3,0 mi
TEMED 5ul 5ul

Tab. 3.11 Zusammensetzung eines Gradientengels

wurde die FlUssigkeit abgegossen und die Sammelgel-Lésung bis zum obersten Rand
der Glasplatten auf das Trenngel pipettiert. Der Ausbildung von Taschen fir den
Probenauftrag diente ein Kamm.

Zur Herstellung eines Gradientengels wurden eine 3%ige sowie eine 20%ige
Acrylamidlésung in jeweils 10 ml Volumen angesetzt (Tab. 3.11). Die Polymerisation
wurde durch Zugabe von TEMED gestartet und die beiden Losungen dann zigig in die
dafir vorgesehenen Kammern eines Gradientenmischers tberfiihrt. Nach Einschalten
des Rihrstabes wurde die Verbindung zwischen beiden Kammern getffnet und das
Acrylamid mit einer Pumpe in die Gussform Uberfiihrt. Der Kamm wurde in diesem Fall
direkt in das Trenngel eingesetzt. Nach abgeschlossener Polymerisation wurden die
Kamme wieder entfernt, die Gele in die Halterungen fur den Elektrophoreselauf
eingespannt und mit dem jeweiligen Laufpuffer bedeckt.

3.7.1.2 Probenvorbereitung und Elektrophorese

Je nach Grol3e der Taschen wurden Volumina von 30-60 pl pro Tasche mit einer
Hamiltonspritze appliziert. Die Proben wurden dafur 1:3 in Probenpuffer (P29/30)
verdinnt und nachfolgend bei 99°C fir 5 Minuten gekocht. Fur reduzierte Ansatze
wurde dem jeweiligen Probenpuffer 10% Mercaptoethanol bzw. DTT zugefigt. Als
Molekulargewichtsmarker wurden stets 7 pl Langenstandard in Probenpuffer (P29/30)
aufgetragen. Die Elektrophoresekammer wurde mit dem jeweiligen Laufpuffer (P18/19)
geflllt. Weitere 600 ml des Laufpuffers (P18) bzw. 600 ml des Kathodenpuffers (P16)
im Fall des Gradientengels wurden in den Kathodentank gegeben. Die Gele wurden in
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ihrer Halterung in die Elektrophoresekammer gestellt und das System mit einem
Spannungsgenerator verbunden. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 mA unter Kiihlung
mit einer Gegenstrompumpe. Das Phenolrot / Bromphenolblau im Probenpuffer
markierte stets die vorderste Front und damit das Voranschreiten der Auftrennung.
Sobald die Front den unteren Gelrand erreichte, wurde die Elektrophorese gestoppt.
Fir die folgenden Schritte wurden die Glasplatten vorsichtig vom Gel geldst.

3.7.2 Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung

Die Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung ist eine Methode zur Visualisierung von
Proteinen in einem Polyacrylamid-Gel. Es werden unspezifisch alle Proteine im Gel
angefarbt. Die Nachweisgrenze liegt bei ungefahr 500 ng Protein pro Bande. Der
Farbstoff lagert sich in stochioimetrischer Weise an basische und aromatische
Seitenketten der Aminosauren an. Durch Zugabe einer Saure wahrend des
Farbevorgangs werden die Proteine im Gel fixiert.

Das Gel wurde ausreichend mit Coomassie-Blau-Lésung (P27) bedeckt und tber Nacht
bei Raumtemperatur auf der Schwenkplatte gefarbt. Die Hintergrund-Farbung musste
anschlieend mit Entfarber-Lésung (P8) aus dem Gel gewaschen werden, um die
einzelnen Proteinbanden abgrenzbar zu machen. Die Entfarbung erfolgte ebenfalls
unter Schwenken bei Raumtemperatur, die Losung wurde dabei mehrmals gewechselt.

3.7.3 Immunoblot

Eine weitaus sensitivere Methode zur Detektion von Proteinen nach einer SDS-PAGE
ist der Immunoblot. Grundlage des Nachweises ist die Bindung eines spezifischen
Antikdrpers an das interessierende Protein. Demzufolge werden bei diesem Verfahren
spezifisch nur diejenigen Proteine sichtbar gemacht, die ein vom Antikdrper erkanntes
Epitop exprimieren. Da die Proteine im Acrylamid-Gel fir den Antikérper nicht
zuganglich  sind, werden sie fur den Nachweis zunachst auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Dies erfolgt durch eine senkrecht zur Laufrichtung
des Gels ausgerichtete Elektrophorese. Durch hydrophobe Wechselwirkungen bleiben
die Proteine auf der Nitrocellulose haften. Die Membran kann nun mit den Antikérpern
inkubiert werden. Der eigentliche Nachweis basiert auf einer
Chemilumineszenzreaktion. Hierfir ist entweder direkt der Primarantikbrper oder aber
ein Sekundarantikbrper mit dem Enzym Meerettichperoxidase konjugiert. Die
Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol. Die dabei entstehende Lumineszenz
kann entweder durch CCD-Kameras oder durch das Schwarzen eines Films detektiert
werden.

Der Proteintransfer aus dem Gel auf die Membran erfolgte mit dem Semidry-System.
Zwei in Semidry-Puffer (P33) getrankte Lagen Blotting-Papier wurden auf die
Anodenplatte des Elektroblot-Gerats gelegt. Auf dem Papier wurde die ebenfalls mit
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Semidry-Puffer (P33) befeuchtete Nitrocellulose-Membran platziert. Nach Aquilibration
des Acrylamidgels im Semidry-Puffer (P33) fur funf Minuten wurde es vorsichtig auf die
Nitrocellulose gelegt, wobei Blasenbildung zu vermeiden war. Es folgten zwei weitere
Lagen feuchtes Blotting-Papier, bevor die Kammer mit der Kathodenplatte geschlossen
wurde. Der Elektrotransfer erfolgte fiir eine Stunde bei 0,8 mA/cm?®. Nach dem Blotten
wurde die Nitrocellulose fir eine Stunde bei Raumtemperatur in Magermilchpuffer (P20)
geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Es folgte die Inkubation
mit dem Primarantikérper in Magermilchpuffer (P20) Uber Nacht bei 4°C auf der
Schwenkplatte. Um nicht gebundenen Antikérper zu entfernen, wurde die Membran
anschlieend dreimal fir 5 Minuten in TBS/Tween gewaschen. Bei Peroxidase-
konjugierten Primarantikérpern konnte direkt mit der Zugabe des Substrats fortgefahren
werden. Bei Dbiotinylierten oder unkonjugierten Primarantikbrpern war ein
Sekundarnachweis mit Streptavidin-gekoppelter Peroxidase (SAVP) bzw. Peroxidase-
konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-1gG in einer Verdinnung von jeweils 1:2000 in
Magermilchpuffer (P20) erforderlich. Dieser Inkubationsschritt erfolgte auf der
Schwenkplatte bei Raumtemperatur flr ein bis zwei Stunden. Nach dreimaligem
Waschen in TBS/Tween erfolgte die Zugabe des Substrats. Daflr wurde die ECL-
Entwicklerldsung aus den Lésungen eins und zwei des Herstellers im Verhaltnis 1:1
frisch angesetzt und sofort auf die Nitrocellulose gegeben. Nach ungefahr zwei Minuten
wurde die Loésung entfernt und die Membran in eine Klarsichtfolie gelegt. In der
Dunkelkammer und in einer Rontgenkassette wurde nun ein Rontgenfilm mit der
lumineszierenden Membran exponiert. Zum Entwickeln des Films wurde dieser fir
jeweils 2 Minuten in ein Entwicklerbad, eine Stopplésung und eine Fixierldsung gelegt.
Nach grindlichem Abspulen mit Wasser wurde der Film getrocknet. Fir eine
guantitative Auswertung des Immunoblots wurde die Lumineszenz computergestitzt mit
dem Immunoblot-Imager ChemiLux 2005 detektiert. Die densitometrische Auswertung
erfolgte mit der Software QuantityOne.

3.8 Zellkultur

3.8.1 Kultivierung der Zellen

Das Arbeiten mit den verschiedenen Zelllinien erfolgte stets unter sterilen Bedingungen
an einer sterilen Werkbank. Es wurden autoklavierte Materialien und Loésungen
verwendet. Mit Zellen kontaminierte Materialien und Ldsungen wurden gesondert
entsorgt. Alle Zelllinien wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit
und 5% CO, kultiviert. Alle Medien und Lésungen zur Behandlung der Zellen wurden
vor Verwendung auf 37°C erwarmt. Zellen wurde stets dann ausgedunnt, wenn das
jeweilige Behéltnis konfluent bewachsen war. Alle adharent wachsenden Zellen
mussten dafir vom Untergrund abgelést werden. Nach dem Absaugen oder
Dekantieren des Mediums wurden die Zellen mit 5 ml sterilem PBS vorsichtig
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gewaschen, um Zelltrtimmer und restliches Medium zu entfernen. Zum Abldsen wurden
die Zellen je nach Behaltnis mit 3-10 ml Trypsin/EDTA (0,025% Trypsin, 0,01% EDTA in
PBS) bedeckt und fur maximal funf Minuten bei 37°C in den Zellkulturschrank gestellt.
Das Ablosen konnte mikroskopisch anhand der typischen Abrundung der Zellen
kontrolliert werden. Die Trypsinwirkung wurde durch Zugabe von mindestens der
funffachen Menge FCS-haltigem Mediums abgestoppt. Noch anhaftende Zellen wurden
mit scharfem Pipettenstrahl abgespuilt. Bei serumfreier Inkubation der Zellen wurde die
Trypsinwirkung durch zehnfaches Verdinnen entweder mit FCS-freiem Medium oder
mit HBSS™ (P13) abgestoppt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in ein 50-ml-
Falconréhrchen Uberfuhrt und bei 1000 x g fur zehn Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und die Zellen in 5 ml Medium resuspendiert. Ein dem
Verdinnungsverhéaltnis entsprechender Anteil dieser Zellsuspension wurde in ein zuvor
mit Medium befilltes Kulturbehaltnis Gberfihrt.

3.8.2 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat

Die Uberprifung der Zellvitalitat erfolgte mit der Tryptan-Blau-Methode. Dieser Farbstoff
dringt nur in tote oder stark geschadigte Zellen ein und farbt sie somit an. Ein Aliquot
der Zellsuspension wurde 1:1 mit Trypanblau versetzt und in einer Neubauer-
Zahlkammer unter dem Phasenkontrastmikroskop betrachtet. Die Zahl der vitalen
Zellen wurde durch Z&hlen der nicht angeféarbten Zellen ermittelt.

3.8.3 Gefrierkonservierung und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden wie in 3.8.1 beschrieben abgel6st und in ein 50-ml-Falconréhrchen
Uberfihrt und bei 1000 x g fur 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in wenig Medium
resuspendiert und die Zellen anschlieBend gezahlt. Nach erneutem Zentrifugieren
wurden die Zellen in kaltem 80/20-10-Medium + 10 % DMSO auf eine Konzentration
von 3x10° — 1x10’ Zellen/ml eingestellt und in Kryordhrchen Uberfiihrt. Das Einfrieren
erfolgte stufenweise. Nach zweistindigem Einfrieren bei -20°C wurden die Zellen
anschlielend fir ein bis zwei Tage bei -80°C und dann dauerhaft bei -150°C in
flissigem Stickstoff gelagert. Sollten die tiefgefrorenen Zellen wieder in Kultur
genommen werden, so wurden die in den Kryokonservierungsréhrchen befindlichen
Zellen bei 37°C im Wasserbad rasch aufgetaut. Die Zellsuspension wurde aus dem
Kryoréhrchen entnommen und in ein 50-ml-Falconréhrchen mit 20 ml kaltem Medium
Uberfihrt. Um das DMSO zu entfernen, wurden die Zellen nun bei 1000x g
zentrifugiert, der Uberstand anschlieRend abgesaugt. Das Pellet wurde in 20 ml
Medium resuspendiert und die Zellen in 24-Lochplatten propagiert.
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3.9 Durchflusszytometrie (FACS)

3.9.1 Das Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient der qualitativen und quantitativen Analyse einer
Zellsuspension unbekannter Zusammensetzung. Die Methode basiert auf der Messung
von optischen Signalen, die von einer Zelle beim Passieren eines Laserstrahls erzeugt
werden. Es ist dabei essentiell, dass jede Zelle einzeln vom Laser erfasst wird. Erreicht
wird dies durch hydrodynamische Fokussierung. Die Zellsuspension wird dabei durch
eine Stahlkapillare in eine Flusskammer dberfihrt und dort in den Strom einer
partikelfreien Ummantelungsflissigkeit injiziert. Die Zellen gelangen von dort in die
Messkuvette. Dabei nimmt der Durchmesser des Stroms kontinuierlich auf bis zu 10 pm
ab, so dass bei der Passage des Laserstrahls die Zellen einzeln und hintereinander
angeordnet sind. Verschiedene Sensoren detektieren das durch die Zellen erzeugte
Streulicht. Das Vorwartsstreulicht FSC (Forward Scatter) wird durch Beugung des
Lichts hervorgerufen und dient als Mal3 fur die Zellgrof3e. Das im rechten Winkel zum
Laserstrahl erfasste Seitwartsstreulicht SSC (Side Scatter) wird durch Brechung des
Lichts hervorgerufen und dient als Mal3 fur die Granularitat (Grof3e und Struktur des
Zellkerns). Das System kann zudem die Emission von Fluoreszenzsignalen messen.
Man nutzt diese Funktion meist zur Untersuchung von Oberflacheneigenschaften der
Zellen und erweitert die Methode damit zum Fluorescence Activated Cell Sorting
(FACS). Man inkubiert dabei die Zellen vor der eigentlichen Messung mit Antikdrpern,
die gegen Oberflachenantigene gerichtet sind. Diese Antikérper sind entweder direkt
mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert oder kdnnen mit einem fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikorper nachgewiesen werden. Es stehen verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe zur Verfligung: Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) deckt das griine
Spektrum ab, Phycoerythrin (PE) emittiert im roten Bereich.

3.9.2 Nachweis von C3-Spaltprodukten auf Zelloberflachen

In der vorliegenden Arbeit wurden die C3-Spaltprodukte C3b, iC3b und C3dg auf RBL-
Zellen mitttels FACS nachgewiesen, nachdem diese in Serum inkubiert worden waren.
Der Nachweis erfolgte mit unkonjugierten monoklonalen Primarantikdrpern und FITC-
konjugierten Sekundarantikérpern (Tab. 3.12). Die Farbung der Zellen wurde in
Rundboden-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen zuvor in FACS-
Puffer (P9) gewaschen und resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in Aliquots von
100 pl auf der Platte verteilt. Nach Zentrifugation der Platte bei 1000 x g fur zwei
Minuten konnte der Uberstand vorsichtig dekantiert werden. Alle Inkubationsschritte
erfolgten in FACS-Puffer (P9) und einem Volumen von 100 ul pro Napf auf Eis und
lichtgeschitzt. Zwischen den Inkubationsschritten wurde die Platte zweimal mit 200 pl
FACS-Puffer (P9) pro Napf gewaschen. Nach Inkubation mit fluoreszenzmarkierten
Antikérpern schlossen sich stets drei Waschschritte an, bevor die Zellen in 200 pl
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FACS-Puffer (P9) aufgenommen und in FACS-Rohrchen uberfuhrt wurden. Zusatzlicher
FACS-Puffer (P9) konnte dann zur Erh6hung des Probenvolumens addiert werden. Die
Messung der Proben erfolgte mit dem Gerat BD FACS Calibur und die Auswertung mit
der Software Cellquest.

Nachgewiesenes Antigen Priméarantikorper Sekunddrnachweis

C3b /iC3b / C3dg (a-Kette) B3/6 FITC-konj. Ziege anti-Maus-Ig
[10 pg/ml], 1 h 1:1000, 1 h

C3b / iC3b (B-Kette) 13/15 FITC-konj. Ziege anti-Maus-Ig
[10 pg/ml], 1 h 1:1000, 1 h

Tab. 3.12 Nachweis von C3-Spaltprodukten auf Zelloberflachen.

3.9.3 Bindung von biotinyliertem Faktor H auf Zellen

FH bindet Uber negativ geladene Sialinsauren spezifisch auf Zelloberflachen. Inkubiert
man Zellen mit FH im Rahmen einer FACS-Farbung, l&sst sich seine Bindung an Zellen
guantifizieren. Da Zellen in der Regel in FCS-haltigem Medium kultiviert werden,
konnen beim Nachweis Kreuzreaktivitditen mit FH aus dem FCS auftreten. Dies kann
durch Verwendung von biotinyliertem FH vermieden werden. Der humane FH-biot. kann
dann mit Streptavidin-PE spezifisch detektiert werden.

Die Inkubation der Zellen mit FH-biot. und dessen Nachweis erfolgte weitgehend
analog zu dem in 3.8.1 beschriebenen Vorgehen. So wurde der Versuch ebenfalls in
einer Rundbodenplatte durchgefihrt. Alle Inkubationsschritte erfolgten in FACS-Puffer
(P9) und einem Volumen von 100 ul pro Ansatz. Zunachst wurden die Zellen fur eine
Stunde auf Eis mit FH-biot. inkubiert. Hierzu wurde FH-biot. in FACS-Puffer (P9) auf
verschiedene Konzentrationen verdinnt. Nach zweimaligem Waschen mit 200 pl
FACS-Puffer (P9) erfolgte der Nachweis mit Steptavidin-PE in einer Verdiinnung von
1:1000 fiar 45 Minuten auf Eis. Anschliel3end wurden die Ansétze dreimal gewaschen
und wie in 3.8.1 beschrieben fir die Messung in FACS-R6hrchen tberfihrt.

3.9.4 Bindung von nativem Faktor H auf Zellen

Moéchte man die Bindung von nativem FH auf Zellen untersuchen, ist eine
vorausgehende serumfreie Kultivierung der Zellen notwendig, um Kreuzreaktivitaten
beim Nachweis zu verhindern. Das zellgebundene Protein kann dann mit einem
Antikérper nachgewiesen werden. Da die FH-Bindung auf Zellen schwach ist und
bevorzugt bei niedriger Salzkonzentration erfolgt, empfiehlt sich die Verwendung eines
Puffers mit geringer lonenstarke, z.B. 0,5 x PBS (P23, Manuelian et al. 2003, Jokiranta
et al. 2005, Jozsi et al. 2006)



Methoden 55

Fur die Inkubation mit FH wurden die Zellen wie in 3.8.1 beschrieben in eine
Rundboden-Mikrotiterplatte Uberflhrt. Die Bindung erfolgte in einem Volumen von
100 pl Ansatz bei 37°C fur 30 Minuten. Hierfir wurde FH in 0,5 x PBS (P23) auf eine
Konzentration von 100 pug/ml eingestellt. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit
200 yl 0,5x PBS (P23) pro Napf gewaschen. Die nachfolgenden Nachweisschritte
sowie die Messung erfolgten wie in 3.8.1 beschrieben. Allerdings wurde bei allen
Inkubations- und Waschschritten der FACS-Puffer (P9) 1:2 verdinnt in 0,5 x PBS (P23)
verwendet. FiUr den Primarnachweis wurde Ziege-anti-FH-Antiserum in einer
Verdinnung von 1:1000 eingesetzt. Der Sekundarnachweis erfolgte mit Esel-anti-
Ziegen-lgG-Antiserum in einer Verdinnung von 1:100.

3.10 Methoden zur Charakterisierung der Cofaktor-Aktivitat
von Faktor H

3.10.1 Cofaktor-Aktivitat in der flissigen Phase

Die C3b-Degradation wird von der Serumprotease Faktor | katalysiert. Das Enzym kann
seine Funktion nur in Anwesenheit eines Cofaktors ausfiihren. FH ist der wichtigste
Cofaktor von Faktor | in der flissigen Phase. Das Zusammenwirken von Faktor | und
FH kann durch Inkubation der beiden Proteine mit aufgereinigtem C3b untersucht
werden. Die dabei gebildeten C3b-Spaltprodukte konnen durch Elektrophorese
aufgetrennt und mittels Immunoblotting nachgewiesen werden.

Die Reaktion erfolgte in einem Volumen von 20 pl pro Ansatz bei 37°C im Wasserbad.
Alle Reagenzien wurden hierfir in Phosphatpuffer (P26) verdinnt. Je nach
Fragestellung variierte die eingesetzte FH-Konzentration. Die Endkonzentration von
C3b betrug stets 150 pg/ml, die von Faktor | 5 pg/ml. Die beiden Proteine wurden dabei
in doppelter Konzentration zu einem Mastermix vereinigt. Ebenfalls wurde FH in
doppelter Endkonzentration separat vorverdiinnt. Zu je 10 yl des Mastermixes wurden
10 yl FH gegeben und die Reaktion dadurch gestartet. Das Abstoppen der Reaktion
erfolgte durch Zugabe von 20 ul Laemmli-Probenpuffer mit 10 % Mercaptoethanol
(P30) und anschlieBendem funfminitigen Kochen der Probe bei 99°C. Je 30 ul Probe
wurden auf ein 10%iges Laemmligel aufgetragen.

3.10.2 Cofaktor-Aktivitat auf Zelloberflachen

Nicht humane Zellen sind gegenuber Komplement empfindlich. Somit ist eine Beladung
von RBL-Zellen mit C3b durch Inkubation in humanem Serum mdglich. Neben
membranstandigen Cofaktoren kann auch FH die Spaltung von zellgebundenem C3b
unterstitzen. Durch Behandlung der C3b-beladenen Zellen mit Faktor | und FH und
anschlieRender durchflusszytometrischer Analyse kann die Cofaktor-Aktivitdt auf
Zelloberflachen quantifiziert werden.
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Wie in 3.8.1 beschrieben, wurden die RBL-Zellen abgelést und in ein 50-ml-
Falconrohrchen Uberfiihrt. Nach zweimaligem Waschen mit HBSS™ (P13) wurden die
Zellen auf eine Konzentration von mindestens 5x10%ml in HBSS™ (P13) eingestellt.
Diese Zellsuspension wurde mit humanem Serum in einer Endverdinnung von 1:10 in
HBSS™ (P13) bei 37°C im Wasserbad fir funf Minuten inkubiert. Gestoppt wurde die
Reaktion durch eine 1:3 Verdunnung der Serum/Zellsuspension mit HBSS/EDTA (P14).
Nach Zentrifugation bei 1000 x g fur 5 min konnte der Uberstand vorsichtig entfernt
werden. Es schloss sich das zweimalige Waschen mit HBSS™ (P13) an, woraufhin die
Zellen im halben Volumen der Ausgangssuspension in HBSS™ (P13) aufgenommen
wurden. 200-pul-Aliquots wurden in Eppendorf-Cups tberfuhrt und bei 1000 x g fur funf
Minuten zentrifugiert, um den Uberstand entfernen zu konnen. Es folgte die Inkubation
der C3b-beladenen Zellen mit Faktor | und FH in einem Endvolumen von 20 pl bei 37°C
im Thermomixer. Der Reaktionspuffer war erneut HBSS™ (P13). Die Faktor-I-
Endkonzentration betrug stets 20 ug/ml. Die eingesetzten FH-Konzentrationen
variierten. Die beiden Proteine wurden entsprechend in HBSS™ (P13) vorverdiinnt. Die
Zellen wurden dann in 10 pyl des verdinnten FH resuspendiert. Das Starten der
Reaktion erfolgte durch Zugabe von 10 pl Faktor I. Durch vorsichtiges Aufmischen alle
zehn Minuten wurden die Zellen in Suspension gehalten. Das Abstoppen der Reaktion
erfolgte durch Zugabe von 1 ml FACS-Puffer (P9). Um C3b-Spaltprodukte im
Immunoblot nachweisen zu kénnen, wurde von einigen Ansatzen zuvor Uberstand
gewonnen. Nach dem Abstoppen wurden die Proben erneut bei 1000 x g fur funf
Minuten zenrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 200 pl FACS-
Puffer (P9) resuspendiert. AnschlieRend wurden die Proben wie in 3.8.1 beschrieben
fur die FACS-Analyse vorbereitet.

3.11 Komplementaktivierung in Serum

Zur Charakterisierung der regulatorischen Eigenschaften von FH wurde dessen Einfluss
auf die Bildung von verschiedenen Komplementaktivierungsprodukten in Serum
untersucht. Hierzu wurde eine Aktivierung speziell des alternativen Weges in Serum
provoziert. Dabei kamen sowohl unmodifizierte Seren wie auch AFH-Serum zur
Anwendung. Bei der Benutzung von AFH-Serum wurde aufgereinigter FH zuvor
resubstituiert. Die Resubstitution von FH in Konzentrationen unterhalb des
physiologischen Bereichs erlaubte eine Aktivierung des Serums durch spontanen
Komplementumsatz. Wurden physiologische FH-Konzentrationen gewahlt oder
unmodifizierte Seren verwendet, so musste die Komplementkaskade durch den
Aktivator Zymosan in Gang gesetzt werden. Der Verstarkungseffekt der Konvertasen
ermoglicht eine Komplementaktivierung bei physiologischen FH-Konzentrationen. Der
alternative Weg der Komplementaktivierung benétigt vor allem die Anwesenheit von
Magnesiumionen. Befindet sich das Zymosan in einer magnesiumhaltigen Suspension,
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die zusatzlich den spezifischen Ca*-Chelator EGTA enthalt, erfolgt der
Komplementumsatz bevorzugt Uber den alternativen Weg.

Die Aktivierung aller Seren erfolgte bei 37°C im Wasserbad. Bei der Verwendung von
Zymosan musste darauf geachtet werden, dass die Partikel sich stets in Suspension
befanden. Um dies zu gewéhrleisten, wurde ein Mindestvolumen von 50 pl pro Ansatz
gewahlt und die Proben alle funf Minuten aufgemischt. Die Aktivierung von
unmodifizierten Seren erfolgte in der Anwesenheit von Zymosan. Fir die Ba-
Generierung wurde eine Zymosanendkonzentration von 0,5 mg/ml eingesetzt, fir die
C3dg-Generierung eine Konzentration von 10 mg/ml. Hierzu wurden die
Zymosanpartikel zuerst in einem Vielfachen der Endkonzentration in Mg-EGTA (P21)
suspendiert. Fur die Ba-Generierung wurde diese Suspension dem Serum in einem
Verhéltnis von 1:9 (Serumverdinnung 1:1,11), fur die C3dg-Generierung in einem
Verhéltnis von 1:3 (Serumverdinnung 1:1,33) hinzugefiigt und dadurch die
Komplementaktivierung gestartet.

Die Aktivierung von AFH-Serum erfolgte weitgehend analog. Die Verwendung eines
solchen Serums machte allerdings eine vorausgehende FH-Resubstitution notwendig.
Hierfir wurde FH auf ein entsprechend Vielfaches der eingesetzten Endkonzentration
in PBS (P23) vorverdinnt und in einem mdoglichst geringen Volumen dem Serum
hinzugefiigt. Da das AFH-Serum zur FH-Depletion mit 2 mM EDTA versetzt wurde,
mussten zur Aktivierung ebenso die zweiwertigen Kationen resubstituiert werden.
Erfolgte die Aktivierung bei physiologischen FH-Konzentrationen, wurden deshalb der
Zymosansuspension je 10 mM Ca?" und Mg®* zugefiigt. Wurde mit subphysiologischen
FH-Konzentrationen gearbeitet, fand eine Komplementaktivierung bereits ohne
Zymosan statt. Zum Starten der Reaktion wurden in diesem Fall lediglich Ca®* und Mg**
in einem entsprechenden Volumen resubstituiert. Die durch die FH-Resubstitution
verursachte Verdinnung des Serums, sowie die Verdinnung durch Zymosan- und/oder
Kationenzugabe mussten bei der Bestimmung der Komplementaktivierungsprodukte
berticksichtigt werden. Zum Abstoppen der Reaktion wurde jeder Ansatz weiterhin mit
0,2 M EDTA 1:2 verdinnt und auf Eis gestellt.
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4. Ergebnisse

4.1 Genotypisierung der FH-Spender
4.1.1 Bestimmung des FH-Y402H-Genotyps

Der Y402H-Polymorphismus ist in Exon 9 des Faktor-H-Gens (HF1) lokalisiert. HF1 ist
Teil eines Clusters von komplementregulatorischen Genen, die Homologieraten
zwischen 85% und 97 % aufweisen. So befinden sich im Gen fur Factor-H-related-
Protein-3 (FHR-3) nahezu identische Duplikationen der Exons 8 und 9 von HF1
(Rodriguez de Cordoba et al. 2004). Um eine Kontamination des Amplifikats mit diesen
Kopien zu vermeiden, wurde fir die Untersuchung des Y402H-Polymorphisus eine
Nested-PCR-Strategie angewandt (Abb. 4.1). Dabei wurden in einer ersten PCR die
Exons 8 und 9 von HF1 amplifiziert. Von diesem 1321 Bp umfassenden PCR-Produkt
als Matrize ausgehend, erfolgte die Amplifikation eines 188 Bp grof3en Fragments, dass
die ersten 130Bp von Exon 9 enthielt. Dieses Fragment wurde mit dem
Restriktionsenzym NLalll gespalten. Der Y402H-Polymorphismus wird durch einen
Austausch von Thymidin gegen Cytidin an Position 105 des Nested-PCR-Produkts
hervorgerufen. Das Restriktionsenzym NLalll erkennt die an Position 105 beginnende
Sequenz CATG. NLalll schneidet also nur, wenn das C-Allel vorliegt. Die entstehenden
Fragmente sind 105 bzw. 83 Bp lang. Bei Vorliegen des T-Allels wird das 188-Bp-PCR-
Amplifikat nicht von NLalll gespalten.

DNA wurde wie in 3.1.1 (S. 27) beschrieben aus Vollblut gesunder Spender
aufgereinigt. AnschlieRend wurde die in 3.1.2 (S. 27) erlauterte PCR durchgefihrt. 5 pl
des PCR-Produkts wurden mit dem Restriktionsenzym NLalll Gber Nacht inkubiert
(3.1.3, S. 29). Der gesamte Restriktionsansatz wurde auf ein 3%iges Agarosegel
aufgetragen, die entstandenen Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-
Licht sichtbar gemacht (3.1.4, S. 29).

HF1 FHR-3

PCR 1
1321 Bp Vil (194 Bp) IX (176 Bp)
133 Bp 449 Bp
Nested PCR
188 Bp X (130 Bp)

58 Bp

Abb. 4.1 PCR-Strategie zur Amplifizierung von Exon 9 des HF1-Gens. Von genomischer
DNA als Matrize ausgehend wurde mit dem Primerpaar CFH_Vor_f/r in einer ersten PCR ein
1321 Bp groRRes Fragment amplifiziert, das die Exons 8 und 9 des HF1-Gens umfasste. Das
Amplifikat diente wiederum als Matrize fur eine zweite PCR mit den Primern CFH_f1/rl. Das
PCR-Produkt war 188 Bp grof3 und beinhaltete 130 Bp von Exon 9.
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In Abbildung 4.2 sind exemplarisch die Restriktionspaltprodukte fir drei Spender
unterschiedlichen Genotyps dargestellt. Beim Spender TT war NLalll nicht in der Lage,
das 188 Bp groRe PCR-Produkt zu schneiden. Folglich lag Thymidin an Position 105
des Amplifikats in homozygoter Form vor. Beim Spender CC wurde das 188-Bp-
Fragment vollstandig in zwei Fragmente von 105 Bp bzw. 83 Bp gespalten. Somit
erkannte Nlalll eine Schnittstelle, welches als Hinweis auf das Vorliegen eines Cytidins
in homozygoter Form gewertet werden konnte. Ein heterozygoter Spender ist in der
Mitte dargestellt. Dieser Genotyp wurde durch eine inkomplette Spaltung des 188-Bp-
Fragments angezeigt. Da das Codon TAT Tyrosin codiert, sind Spender mit dem
Genotyp TT homozygot fur FH-402Y. Das Codon CAT codiert dagegen fur Histidin,
somit sind die CC-Spender homozygot fur FH-402H. Da FH-402Y bei gesunden
Kaukasiern weit haufiger nachgewiesen wird als FH-402H, wird erster auch als
~Wildtyp“-Variante bezeichnet.

4.1.2 Bestimmung des 162V- und des D936E-Genotyps

Bei denjenigen Blut-Spendern, die homozygot fir FH-402Y oder FH-402H waren,
wurden zusatzlich der 162V- und der D936E-Genotyp mittels DNA-Sequenzierung
bestimmt (3.1.5, S. 30). Der 162V-Polymorphismus kommt durch den Austausch von
Adenosin gegen Guanosin in Position 292 von HF1 zustande. Beim D936E-
Polymorphismus wird Guanosin in Postion 916 durch Thymidin ersetzt. Unter Einsatz
derselben Methode wurde der FH-402Y/H Genotyp fur ausgewahlte Spender verifiziert.
Abbildung 4.3 zeigt links in exemplarischer Weise die Sequenzierungsdaten in den
jeweils identischen DNA-Abschnitten im Original und rechts die Genotypen-Verteilung.

A B
M TT TC CC

NLalll-Erkennungssequenz B p -
. .AAAA'I})ATG GAAGAAA...

Schnittstelle

Keine Erkennung durch NLalll

...AAAATTATGGAAGAAA...
b

Abb. 4.2 Bestimmung des Y402H-Genotyps mit Restriktions-Fragment-Langen-
Polymorphismus. A NLalll erkennt die Basenabfolge CATG und setzt somit nur bei
Vorliegen des C-Allels einen Doppelstrangbruch. B Von genomischer DNA als Matrize
ausgehend wurde in einer ersten PCR (Primerpaar CFH_Vor_f/r) ein 1321 Bp grol3es DNA-
Fragment amplifiziert, das als Matrize fur eine weitere PCR diente (Primerpaar CFH_f1/r1).
5ul des 188 Bp umfassenden PCR-Produktes wurden Uber Nacht bei 37°C mit NLalll
inkubiert und der Ansatz anschlieRend mit Ethidiumbromid versetzt. Die resultierenden DNA-
Fragmente wurden in einem 3%igen Agarosegel elektrophoretisch getrennt und unter UV-
Licht detektiert. Dargestellt sind Restriktionsfragmente fiir drei Spender unterschiedlichen
Genotyps (TT/TC/CC); M, Molekulargewichtsmarker.
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Es fallt auf, dass alle FH-402H-Spender identische 162V- und D936E-Genotypen
aufweisen. Sie sind alle homozygot fur Valin in Position 62 und fir Glutaminsaure in
Postion 936 des FH-Proteins. Spender, die den FH-402Y-,Wildtyp® in homozgoter Form
exprimieren, zeigen dagegen an den Positionen 62 und 936 ausgepragte Variabilitat.
Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick Giber die Genotypen der einzelnen Spender.

162V FH(-40)2Y FH(-40)2H

n=11 n=11
GG EEEITFQTEN]
g 2 11
Val/Val
A/G
_ 6 0
lle/Val
A/A
- ".“ wt} J‘,,‘\ 3 O
le/lle |\ VYU YUY

D936E FH-402Y FH-402H
(n=11) (n=11)
G/G |c Tea G a T TT

GIU/GIL N\ J N\ / \\ ¥ 11

G/T C ST- 6 A = RS- T

= A N\ 4 O
Glu/Asp /| / |1/ N

\ / \ () = @

Abb. 4.3 DNA-Sequenzierung zur Bestimmung des 162V- und des D936E-Genotyps. 2 ul
genomische DNA wurden in der Sequenzierungs-PCR eingesetzt. Dabei wurde zur
Bestimmung des 162V-Genotyps (A) der Primer 5'-CCTGTGACTGTCTAGGCATTTT-3' und
zur Bestimmung des D936E-Genotyps (B) der Primer 5'-
GGTACCACTTACACTTTGAATGAAGA-3' eingesetzt. Das PCR-Produkt wurde Uber
Sephadex G50 superfine gereinigt und anschlieRend im Mehrkanal-Sequencer sequenziert.
Es wurden insgesamt 11 homozygote FH-402Y und 11 FH-402H Spender genotypisiert.
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Spender Genotyp: Aminosaure (Nukleotid)
Val62Ile Tyr402His Glu936Asp
rs800292 rs1061170 rs1065489

Y, Val/Ile (G/A) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Glu (G/G)
Y, Ile/Ile (A/A) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Glu (G/G)
Y3 Val/Ile (G/A) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Glu (G/G)
Y4 Val/lle (G/A) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Asp (G/T)
Ys Ile/Ile (A/A) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Glu (G/G)
Ys Val/Val (G/G) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Asp (G/T)
Y; Val/Val (G/G) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Asp (G/T)
Ys Ile/Ile (A/A) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Glu (G/G)
Yo Val/Ile (G/A) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Glu (G/G)
Y10 Val/lle (G/A) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Asp (G/T)
Y1 Val/Ile (G/A) Tyr/Tyr (T/T) Glu/Glu (G/G)
H, Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)
H, Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)
Hs Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)
Hy Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)
Hs Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)
He Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)
H;, Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)
Hs Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)
Hqg Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)
Hio Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)
Hi; Val/Val (G/G) His/His (C/C) Glu/Glu (G/G)

Tab. 4.1 Genotypen-Verteilung der FH-Spender

4.2 Aufreinigung und Weiterverabeitung von Faktor H

4.2.1 Herstellung reiner FH-Praparate aus dem Plasma genotypisierter
Spender

FH wurde mittels anti-FH-Sepharose immunaffinitatschromatographisch aus dem
Plasma derjenigen Blutspender aufgereinigt und konzentriert, die homozygot FH-402Y
oder FH-402H waren (3.2.2, S. 35). Die Proteinkonzentration in diesen reinen FH-
Préaparationen wurde spektrometrisch bestimmt (3.3, S. 35) und ihre Reinheit mittels
SDS-Page uberpriuft. 10 pug aufgereinigter FH und 1 pl Plasma des dazugehdrigen
Spenders wurden jeweils in eine Tasche eines SDS-Gradientengels appliziert.
Zusatzlich wurden 10 pg einer FH-Referenzpraparation auf das Gel aufgetragen (3.7.1,
S. 48). Nach der elektrophoretischen Auftrennung unter nicht-reduzierenden
Bedingungen wurden die Proteinbanden auf dem Gradientengel mit Coomassie-Blau
angefarbt (3.7.2, S. 50).
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Abb. 4.4 Aufreinigung von FH-402Y und FH-402H aus Plasma. FH wurde mittels
Immunaffinititschromatographie aus dem Plasma von Blutspendern aufgereinigt, die
entweder homozygot fur FH-402Y oder FH-402H waren. Plasma (1 pl) und aufgereinigter FH
(10 pg) je eines FH-402Y- und eines FH-402H-Spenders wurden auf ein SDS-Gradientengel
aufgetragen, die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefarbt.
1, Molekulargewichtsmarker; 2, FH-Standard; 3, Plasma FH-402H; 4, aufgereinigter FH-
402H; 5, Plasma FH-402Y; 6, aufgereinigter FH-402Y.

In Abbildung 4.4 ist der Aufreinigungserfolg dargestellt. Im Ausgangsmaterial ist FH
nicht von den anderen Plasmaproteinen abgrenzbar. Nach der erfolgten Aufreinigung
lasst sich sowohl FH-402Y und FH-402H als 150-kDa-Bande in hoher Reinheit
darstellen. In den immunaffinitdtschromatographisch aufgereinigten Praparaten lassen
sich zusatzlich zwei schwache Banden auf Hohe des 36-kDa-Markers nachweisen.
Diese Kontamination ist sowohl in den FH-402Y- / als auch in den FH-402H-Praparaten
in gleicher Menge enthalten. Es handelt sich um die beiden Formen des Factor-H-
related-protein-1 (FHR-1), die sich durch die Anzahl ihrer Carbohydrat-Seitenketten
unterscheiden und im normalen Plasma in geringer Menge vorhanden sind. FHR-1a
(37 kD) besitzt eine, FHR-1p (43 kD) zwei dieser Seitenketten (Zipfel et al. 2002). FHR-
laund FHR-1p tragen ebenso wie FH das Epitop DITSFPLSVYAP und werden
deshalb von dem anti-FH-mAKk L20/3 erkannt, mit dem die
Immunaffinitdétschromatographie erfolgte (Oppermann et al. 2006). Auf eine Abtragung
dieser nur in geringen Mengen (< 10%) nachweisbaren Kontaminanten wurde
verzichtet.

4.2.2 Biotinylierung von Faktor H

Wie in 3.2.2 (S. 33) beschrieben, wurden die FH-Préparate mehrerer Einzelspender zu
variantenspezifischen Proteinpools vereinigt. Beide Proteinpools (FH-402Y und FH-
402H) wurden mit EZ-Link NHS-Chromogenic Biotin konjugiert. AnschlieRend wurde
der Biotinylierungsgrad photometrisch ermittelt (3.4, S 35). Demnach wurde FH-402Y
mit einem 2,19-fachen molaren Uberschuss an Biotin konjugiert, fiir FH-402H betrug
das molare Verhaltnis 1:2,26.
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4.3 Charakterisierung der monoklonalen anti-FH402Y/H-
Antikorper

4.3.1 Uberprifung des Immunisierungserfolges

Jeweils drei Balb/c-Mause wurden entweder mit dem an das Hamocyanin der
Napflochschnecke (KLH) konjugierten Peptid C-Ahx-LENGYNQNYGRKFVQG oder mit
dem KLH-konjugierten Peptid C-Ahx-LENGYNQNHGRKFVQG nach dem in 3.5.2 (S. 37)
beschriebenen Schema immunisiert. Zur Uberpriifung des Immunisierungserfolges
wurde unmittelbar vor der Fusion der spezifische Antikérper-Titer mit dem anti-Peptid-
Ig-ELISA bestimmt (3.6.3, S. 46). Als Referenz wurden die Antikorper-Titer im Serum
einer nicht-immunisierten Maus gemessen. Bis zu einer maximalen Verdinnung von
1:12.800 war im Serum aller immunisierten Mause stets ein im Vergleich zur Kontrolle
signifikant htheres deutliches ELISA-Signal detektierbar.

4.3.2 Bestimmung der Antigenspezifitat mittels Immunoblot

Nach der Fusion der Milzzellen der gettteten Mause (3.5.5, S. 39) mit der
Myelomzelllinie Ag8 wurden die Hybridome eine Woche lang einer HAT-Selektion
unterzogen und die Kulturiberstande anschlieBend auf die Anwesenheit FH-Peptid-
spezifischer Immunglobuline im ELISA getestet (3.5.6, S. 40). Nach der Vereinzelung
positiver Hybridomklone (3.5.7, S. 41) wurden Zellkulturiiberstande auf
Antigenspezifitat mittels Immunoblot analysiert. Hierzu wurden 0,4 pl Plasma und
0,25 yug aufgereinigter FH von jeweils einem FH-402Y- und einem FH-402H-Spender
unter nicht reduzierenden Bedingungen auf ein SDS-Gradientengel aufgetragen. Nach
elektrophoretischer Trennung der Proteine wurden diese auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert und Uber Nacht mit Hybridom-Kulturiberstédnden inkubiert, die
ELISA-Reaktivitat (FH-Peptid und Protein) fir FH-402Y oder FH-402H zeigten.
Gebundene Antikérper wurden mit Peroxidase-konjugiertem polyklonalen Kaninchen-
anti-Maus-Immunglobulin nachgewiesen.

In Abbildung 4.5 ist das Ergebnis der Immunoblot-Analyse dargestellt, wobei 16B3 in
exemplarischer Weise fir einen FH-402Y-spezifischen Antikorper steht, der Antikdrper
16C9 erkennt hingegen das FH-402H-Epitop. Der Immunoblot zeigt, dass die
monoklonalen Antikérper in den Kulturiberstanden sowohl aufgereinigten FH als auch
FH aus Plasma auf der Nitrocellulose spezifisch binden konnten. Dabei detektierten
Antikorper mit Spezifitdt fur Tyr402 ausschlielich FH-Préaparate von FH-402Y-
Spendern, nicht aber FH-402H. Antikbrper mit Spezifitdt fir His402 banden
entsprechend nur an FH-402H und zeigten keine Kreuzreaktion mit FH-402Y. Der
Uberstand des Klons 16C9 (anti-His) wies lediglich geringe Kreuzreaktivititen mit
anderen Plasmaproteinen auf. Insgesamt wurden zehn Hybridome mit Spezifitat fur FH-
402Y und sieben Hybridome mit Spezifitat fir FH-402H generiert (Tab. 4.2).
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Abb. 4.5 Charakterisierung FH-Varianten-spezifischer monoklonaler Antikérper mittels
Immunoblot. 1 ul Plasma und 0,5 pg aufgereinigter Faktor H von jeweils FH-402Y-/ FH-
402H-homozygoten Spendern wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und auf ein SDS-
Gradientengel aufgetragen. Nach elektrophoretischer Auftrennung der Proteine unter nicht
reduzierenden Bedingungen wurden diese auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die
Membran wurde anschlieBend uber Nacht entweder mit Kulturiberstanden des
Hybridomklons 16C9 (anti-FH-402H) oder des Klons 16B3 (anti-FH-402Y) inkubiert.
Gebundener Antikorper wurde mit Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-
Immunglobulin markiert und mittels Chemilumineszenz nachgewiesen. 1, 1 yl Plasma FH-
402H; 2, 0,5 ug aufgereinigter FH-402H; 3, 1 ul Plasma FH-402Y; 4, 0,5 pg FH-402-Y.

4.3.3 Bestimmung der Antigenspezifitat im ELISA

Hybridome, die auch im Immunoblot eine hohe Antigenspezifitéat aufwiesen, wurden
weiter propagiert und schlieBlich zur Antikdrper-Massenproduktion in den MiniPerm
Bioreaktor Uberfiihrt (3.5.8, S 41). Die Immunglobuline wurden uUber Protein-G-
Affinitatschromatographie aus den Uberstanden des Produktionsmoduls in reiner Form
isoliert (3.2.4, S. 34). Die Antigenspezifitat der aufgereinigten Antikérper wurde
nochmals im direkten ELISA Uberprift (3.6.3, S. 46). Dabei wurden die ELISA-Platten
mit 200 ng/ml Peptid Y bzw. Peptid H, sowie mit den nativen Proteinen (FH-402Y bzw.
FH-402H) beschichtet. Aufgereinigte Antikorper mit Spezifitdt fur FH-402Y bzw. FH-
402H wurden in die Napfe in Konzentrationen von 0-20 pug/ml titriert. Gebundene
Antikdrper wurden mit Peroxidase-konjugiertem polyklonalen Kaninchen-anti-Maus-
Immunglobulin nachgewiesen.

Die konzentrationsabh&ngige Bindung der Antikdrper 16B3 (anti-FH-402Y) und 16C9
(anti-FH-402H) an ihr Antigen ist in Abbildung 4.6 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
beide Antikorper ihr spezifisches Epitop sowohl auf dem Peptid als auch auf dem
Protein erkannten. Dabei waren kaum Reaktionen mit der jeweils anderen Variante des
Epitops zu beobachten. Lediglich der mAk 16B3 (anti-FH-402Y) zeigte eine leichte
Kreuzreaktion mit Peptid H, die jedoch etwa um den Faktor 20 schwacher war als die
Bindung an Peptid Y.
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Abb. 4.6 Charakterisierung monoklonaler Antikdrper mit Spezifitat fur FH-402Y bzw.
FH-402H mittels ELISA. ELISA-Platten wurden mit 200 ng/ml des Peptids
LENGYNQNYGRKFVQG oder des Peptids LENGYNQNHGRKFVQG, sowie mit 10 pug/ml
aufgereinigtem FH-402Y oder FH-402H beschichtet. Die beschichteten Platten wurden mit
0-20 pg/ml anti-FH-402Y (16B3) und anti-FH-402H (16C9) inkubiert. Gebundener Antikdrper
wurde mit Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-Immunglobulin  nachgewiesen.
Beschichtung: A, 200ng/ml Peptid LENGYNQNYGRKFVQG; B, 200 ng/ml Peptid
LENGYNQNHGRKFVQG; C, 10 pg/ml FH-402Y; D, 10 pg/ml FH-402H. (Mittelwerte +/- S.E.,
n=2).

anti FH-402Y anti FH-402H

Klon Schwere Kette Leichte Kette Klon Schwere Kette Leichte Kette
16B3 IgG1 Kappa 16C9 IgG1 Kappa
8E10 IgG1 Kappa 23B1 IgM Kappa
1H10 IgG1 Kappa 23F8 IgG1 Kappa
6A10 IgG1 Kappa 2E12 IgG1 Kappa
8H12 IgG1 Kappa 16C5 IgG2a Kappa
6A7 IgG2b Kappa 23F8 IgG1 Kappa
19A7 IgG1 Kappa 11C11 IgG1 Kappa
20D5 IgG1 Kappa

2A5 IgG1 Kappa

24G3 IgG1 Kappa

Tab. 4.2. Immunglobulin-Subklassen der Varianten-spezifischen anti-FH-(SCR7)-mAk
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4.3.4 Bestimmung der Immunglobulin-Subklasse

Die lg-Subklassifizierung der neu generierten Antikérper wurde mit dem in 3.6.4 (S. 46)
beschriebenen kommerziellen ELISA-Kit durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle
4.2 zusammengefasst.

4.4 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf Bindungs-
eigenschaften von Faktor H

FH erfllt seine Funktion als komplementregulatorisches Protein durch Interaktion mit
einer Vielzahl von Liganden. Zu diesen zahlen neben C3b und seinen Abbauprodukten
das C-reaktive Protein (CRP) sowie Glycosaminoglycane in der extrazellularen Matrix
und auf Zelloberflachen.

4.4.1 Bindung von FH-402Y und FH-402H an C3b und iC3b

Um den Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die Bindung von FH an C3b und iC3b
zu untersuchen, wurde der in 3.6.5 (S. 47) beschriebene modifizierte ELISA
angewandt. Dabei wurden die Napfe der ELISA-Platte mit 5 pg/ml C3b oder iC3b
beschichtet. Diese Napfe wurden jeweils flr eine Stunde bei Raumtemperatur mit
gepooltem FH-402Y oder FH-402H in PBS-BSA (0,1%) inkubiert. Es wurden FH-
Konzentrationen zwischen 0-20 pug/ml eingesetzt. Der Nachweis von gebundenem FH
erfolgte durch Ziege-anti-FH-Antiserum und einem Peroxidase-markierten Esel-anti-
Ziege-Antikorperkonjugat.

Abbildung 4.7 A ist zu entnehmen, dass die Bindung von FH an C3b und iC3b
konzentrationsabhangig erfolgte. Dabei ist die Affinitdt von FH zu iC3b geringer als zu
C3b. Beide polymorphen FH-Varianten (Proteinpools) banden gleich gut entweder C3b
oder iC3b. In Abbildung 4.7 B ist die Bindung von FH-Einzelspender-Préparaten an C3b
dargestellt. Hierfur wurden die beschichteten ELISA-N&pfe mit 5 pg/ml aufgereinigtem
FH-402Y oder FH-402H von jeweils 7 bzw. 8 Einzelspendern inkubiert. Die Inkubation
erfolgte Uber 1 h bei Raumtemperatur, die Bindung von FH an C3b wurde wie oben
beschrieben detektiert. Auch in diesem Versuch konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen FH-402Y und FH-402H in der Bindung an C3b festgestellt werden. In
Abbildung 4.7 B ist auRerdem der 162V-Genotyp der individuellen FH-Spender
angegeben (Dreiecke bzw. Kreise). Innerhalb der Gruppe der FH-402Y-Spender hat
auch dieser Aminosaureaustausch keinen Einfluss auf die Bindung von FH an C3b.

In einem weiteren Experiment wurden FH-402Y und FH-402H mit einem zehnfachen
molaren Uberschuss an mAk prainkubiert, die an verschiedene SCR-Domanen auf FH
binden. Die Préainkubation erfolgte Uber 30 min bei Raumtemperatur. Durch die
Antikorper-Blockade sollte die mogliche Beteiligung des 402-Epitops auf SCR7 an der
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Abb. 4.7 Bindung von FH-402Y und FH-402H an C3b und iC3b. A, Bindung von O-
20 pg/ml gepooltem FH-402Y (@) und FH-402H (O) an ELISA-Platten, die mit 5 pg/ml C3b
() oder iC3b (...) beschichtet wurden. Gebundener FH wurde mit Ziege-anti-FH-Antiserum
und Peroxidase-markiertem Esel-anti-Ziegen-lg nachgewiesen. Es sind die durchschnittlich
ermittelten Werte + Standardabweichung aus 3 Experimenten dargestellt. B, Bindung von
5 pg/ml FH von Einzelspendern an C3b. Die Spender sind homozygot fur FH-402Y (schwarz)
oder FH-402H (weil3). Zuséatzlich ist der 162V-Genotyp der einzelnen Spender angegeben:
A lle/lle; @, lle/val; ¥/V, Val/Val. C, Bindung von 20 pg/ml FH-402Y (schwarze Balken)
und FH-402H (graue Balken) an C3b nach Préinkubation mit einem 10fach molaren
Uberschuss an mAk gegen verschiedene SCR-Doméanen auf FH. Kontr. = T13/9; aSCR7 =
16B3 (a402Y) / 16C9 (a402H); aSCR20 = L20/3; aSCR3 = E22/11. Die Bindung von FH an
C3b ist als Prozent des fir FH-402Y in Abwesenheit von mAk ermittelten Werts angegeben.
** p<0,001.
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Bindung von FH an C3b untersucht werden. Fir die Blockade von FH-402Y wurde der
Tyrosin-spezifische mAk 16B3 benutzt, im Falle von FH-402H der Histidin-spezifische
mAk 19C9. Als irrelevanter Kontrollantikérper diente der gegen Schweine-C5a
gerichtete mAk T13/9 (IgGVK). Zusatzlich wurden die beiden zuvor in der Arbeitsgruppe
hergestellten anti-FH-mAk L20/3 und E22/11 eingesetzt. L20/3 bindet an die C-
terminale FH-Doméane SCR20, die antigene Determinante von E22/11 ist die nahe am
N-Terminus lokalisierte Domane SCR3. 20 pg/ml des préainkubierten Faktor H wurden
fur 1 h in die beschichtete ELISA-Platte gegeben. Der Nachweis von Faktor H erfolgte
erneut mit Ziege-anti-FH-Antiserum und einem Peroxidase-markierten Esel-anti-Ziege-
Antikorper.

Abbildung 4.7 C ist zu entnehmen, dass die Prainkubation mit L20/3 zu einer Reduktion
der C3b-Bindung an FH-402Y / FH-402H auf 33,1 £+ 1,2 % / 27,8 + 2,7 % des Wertes in
Anwesenheit des Kontrollantikérpers fiihrte. Die Prainkubation von FH-402Y mit anti-
SCR3 E22/11 bewirkte eine Reduktion der C3b-Bindung auf 53,6 + 1,4 % und die
Blockade von FH-402H mit demselben Antikorper eine Reduktion auf einen
vergleichbaren Wert (46,3 + 0,8 %). Die Blockade des 402-Epitops auf SCR7 fihrte
dagegen zu keiner Beeintrachtigung der C3b-Bindung von FH-402Y oder FH-402H,
ebenso wenig konnte sie die den durch L20/3 hervorgerufenen Effekt verstarken (anti-
SCR7 + anti-SCR20). SCR7 und speziell die Aminoséaure in Position 402 ist demnach
nicht unmittelbar an der Interaktion zwischen FH und C3b beteiligt. Der partielle Verlust
der FH-Bindung an C3b nach Prainkubation mit L20/3 und E22/11 steht im Einklang mit
der zuvor berichteten Lokalisation von C3b-Bindungsstellen auf SCR1-4 und SCR19-20
(Rodriguez de Cérdoba et al. 2004).

4.4.2 Bindung von FH-402Y und FH-402H an Heparin

Die Bindung von FH-402Y und FH-402H wurde mit der in 3.6.6 (S. 47) beschriebenen
Methode untersucht. Die ELISA-Platten wurden dazu in jedem Versuch mit 1 mg/ml
Heparin beschichtet. Um die Bindung der beiden FH-Varianten an Heparin in
Abhangigkeit von der FH-Konzentration zu vergleichen, wurden die ELISA-Napfe mit O-
20 pg/ml der gepoolten FH-402Y- oder FH-402H-Préparate fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Wurden Einzelspender-Préaparate eingesetzt, so wurde stets
eine FH-Konzentration von 20 pg/ml gewahlt. Der Nachweis von FH erfolgte mit Ziege-
anti-FH-Antiserum und einem Peroxidase-markierten Esel-anti-Ziege-Antikdrper.
Abbildung 4.8 A zeigt die konzentrationsabhangige Bindung von gepooltem FH-402Y
und FH-402H an Heparin. Beide FH-Varianten banden vergleichbar gut an Heparin. Die
Bindung der FH-Praparate von homozygoten Einzelspendern an Heparin ist in
Abbildung 4.8 B dargestellt. Die durchschnittlich ermittelte Absorption (OD4gsnm) War fur
die FH-402Y- und FH-402H-Préparate anndhernd gleich, allerdings bestand innerhalb
der Spendergruppe eine ausgepréagte Variabilitdt. Der 162V-Genotyp hatte dabei keinen
erkennbaren Einfluss auf die Heparinbindung.
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Abb. 4.8 Bindung von FH-402Y und FH-402H an Heparin. A, Bindung von 0-20 pg/ml
gepooltem FH-402Y (@) und FH-402H (O) an ELISA-Platten, die mit 1 mg/ml Heparin
beschichtet wurden. Gebundener FH wurde mit Ziege-anti-FH-Antiserum und Peroxidase-
markierten Esel-anti-Ziegen-lg nachgewiesen. Es sind die durchschnittlich ermittelten Werte +
Standardabweichung aus 3 Experimenten dargestellt. B, Bindung von 20 pg/ml FH von
Einzelspendern an Heparin. Die Spender sind homozygot fur FH-402Y (A,®,V¥) oder FH-
402H (V). Zuséatzlich ist der 162V-Genotyp der einzelnen Spender angegeben: A, lle/lle; @,
lle/Val, ¥/V/, Val/Val. C, Bindung von 20 pg/ml FH-402Y (schwarze Balken) und FH-402H
(graue Balken) an Heparin nach Prainkubation mit einem 10fach molaren Uberschuss anti-
FH-mAk. Kontr. = T13/9; aSCR7 = 16B3 (a402Y) / 16C9 (a402H); aSCR20 = L20/3; aSCR3 =
E22/11. Die Bindung von FH an Heparin ist als Prozent des fur FH-402Y in Abwesenheit von
mAKk ermittelten Werts angegeben. *, p<0,01; **, p<0,001.
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In einem weiteren Experiment wurde die mégliche Beteiligung des 402-Epitops an der
Interaktion zwischen FH und Heparin mittels Prainkubation von FH mit FH-402Y/H-
spezifischen Antikorpern (10facher molarer Uberschuss, 30 min, RT) untersucht. Zur
Blockade des 402Y-Epitops wurde der mAk 16B3 benutzt, zur Blockade des 402H-
Epitops der mAk 16C9. Weitere in diesem Experiment eingesetzte anti-FH-Antikorper
waren L20/3 (anti-SCR20) und E22/11 (anti-SCR3). Als Kontrollantikbrper wurde erneut
T13/9 (anti-Schweine-C5a) verwendet. Der prainkubierte FH wurde mit einer
Konzentration von 20 pg/ml in den Heparin-ELISA (3.6.6, S. 47) eingesetzt. Nach
einstindiger Inkubation wurde der an Heparin gebundene FH wie oben beschrieben
nachgewiesen.

In Abbildung 4.8 C ist zu erkennen, dass die Prainkubation von FH-402Y und FH-402H
mit E22/11 keinen Einfluss auf die Bindung an Heparin hatte. Die SCR3-Doméne von
FH ist folglich nicht an der Heparinbindung beteiligt. Bei Blockade des 402-Epitops auf
SCR7 sowie bei Blockade von SCR20 wurde eine signifikante Reduktion der Bindung
beider FH-Varianten an Heparin beobachtet. Dabei wirkt sich die Prainkubation von FH
mit einem anti-SCR7-mAk weniger stark aus, als die Prdinkubation mit dem anti-
SCR20-mAKk L20/3. Bei kombinierter Blockade von FH-402Y mittels 16B3 und L20/3
wird die Bindung an Heparin zusatzlich abgeschwacht. Vergleichbare Ergebnisse
fanden sich bei der Untersuchung der Heparinbindung von FH-402H. Heparin-
Bindungsstellen wurden in den Domanen SCR7, SCR13 und SCR19-20 identifiziert
(Rodriguez de Cdrdoba et al. 2004). Diese Literaturbefunde decken sich mit den hier
erhobenen Daten, bei denen Epitop-spezifische anti-FH-Antikorper eingesetzt wurden.
Danach kommt der Heparin-Bindungsstelle auf SCR20 die gréf3te Bedeutung zu, aber
auch SCRY7 ist beteiligt. Diese Ergebnisse zeigen darlber hinaus, dass sich die im
Rahmen dieser Arbeit hergestellten anti-SCR7 Antikdrper fir eine Kartierung funktionell
relevanter Epitope auf FH eignen.

4.4.3 Bindung von FH-402Y und FH-402H an C-reaktives Protein (CRP)

Zur Charakterisierung der Bindungseigenschaften von FH-402Y und FH-402H an CRP
wurde der in 3.6.7 (S. 47) beschriebene ELISA verwendet. Die Napfe der ELISA-
Platten, die mit jeweils 10 pg/ml CRP beschichtet waren, wurden mit FH fur eine Stunde
inkubiert. Der Nachweis von gebundenem FH erfolgte mit Ziege-anti-FH-Antiserum und
einem Peroxidase-markierten Esel-anti-Ziege-Antikdrper. In einem Experiment wurden
gepoolter FH-402Y oder FH-402H auf die ELISA-Platten in aufsteigender Konzentration
bis 80 pg/ml gegeben. Aus Abbildung 4.9 A geht hervor, dass die beiden polymorphen
FH-Varianten hierbei unterschiedlich gut an CRP banden, wobei FH-402Y im Vergleich
zu FH-402H eine starkere CRP-Bindung aufwies. Dieser Unterschied ist signifikant fur
alle FH-Konzentrationen oberhalb 1 pg/ml (p < 0,001).
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Abb. 4.9 Bindung von FH-402Y und FH-402H an CRP. A, Bindung von 0-40 pg/ml
gepooltem FH-402Y (@) und FH-402H (O) an ELISA-Platten, die mit 10 ug/ml CRP
beschichtet wurden. Gebundener FH wurde mit Ziege-anti-FH-Antiserum und Peroxidase-
markiertem Esel-anti-Ziegen-lg nachgewiesen. Es sind die durchschnittlich ermittelten Werte
+ Standardabweichung aus 3 Experimenten dargestellt. B, Bindung von 40 pg/ml FH von
Einzelspendern an CRP. Die Spender sind homozygot fir FH-402Y (A,®,V¥) oder FH-402H
(V). Zusatzlich ist der 162V-Genotyp der einzelnen Spender angegeben: A, lle/lle; @, lle/Val;
V/V, Val/Val. C, Bindung von 40 pg/ml FH-402Y (schwarze Balken) und FH-402H (graue
Balken) an CRP nach Prainkubation mit einem 10fachen molaren Uberschuss anti-FH-mAK.
Kontr. = T13/9; aSCR7 = 16B3 (0402Y) / 16C9 (a402H); aSCR20 = L20/3; oo SCR3 = E22/11.
Die Bindung von FH an CRP ist als Prozent des fur FH-402Y in Abwesenheit von mAk
ermittelten Wertes angegeben. **, p<0,001.



Ergebnisse 72

Der Unterschied in der CRP-Bindung war bei Verwendung von FH-Praparaten von
homozygoten Einzelspendern reproduzierbar (Abb. 4.9 B). Bei diesem Versuch wurden
die CRP-beschichteten ELISA-Napfe jeweils mit 40 pyg/ml FH inkubiert. Die
durchschnittliche im ELISA registrierte ODgos,m betrug fur FH-402Y 0,84 + 0,11 und fir
FH-402H 0,62 £ 0,09. Dieser Unterschied erwies sich bei Durchfiihrung des t-Tests als
signifikant (p < 0,001). Innerhalb der Gruppe der FH-402Y-Spender konnte zudem ein
Einfluss des 162V-Polymorphismus auf die Bindung an CRP festgestellt werden, der
offensichtlich unabhangig von der polymorphen Variation an Position 402 ist. Dabei
wiesen die FH-Préparate derjenigen FH-402Y-Spender, die zugleich homozygot flr ein
Isoleucin in Postion 62 sind, die hochste Affinitat zu CRP auf. Ein Valin an Position 62
hingegen fuhrte zu einer relativ herabgesetzten Bindung an CRP. Bei einer nur
geringen Anzahl von Spendern (n=7) war auch dieser Unterschied hoch signifikant
(p=0,0002).

In Abbildung 4.9 C ist die Bindung von FH-402Y und FH-402H an CRP nach
Prainkubation mit FH-spezifischen mAk dargestellt. Die Prainkubation von FH erfolgte
mit einem 10fachen molaren Uberschuss an mAk tiber 30 min bei Raumtemperatur. Zur
Blockade des 402Y-Epitops wurde der mAk 16B3 benutzt, zur Blockade des 402H-
Epitops der mAk 16C9. Weitere verwendete anti-FH-Antikdrper waren L20/3 (anti-
SCR20) und E22/11 (anti-SCR3). Der Kontrollantikérper war T13/9 (anti-Schweine-
C5a). 40 pg/ml des prainkubierten Faktor H wurden im CRP-ELISA (3.6.7, S. 47)
eingesetzt. Weder die Blockade des 402-Epitops auf SCR7, noch die Blockade von
SCR3 hatte einen erkennbaren Einfluss auf die Bindung von FH-402Y oder FH-402H
an CRP. Prainkubation mit dem anti-SCR20-Antikorper L20/3 reduzierte die CRP-
Bindung von FH-402Y auf 24,98 + 2,27 % und von FH-402H auf 21,3 * 0,44 %. Obwohl
der Austausch von Tyrosin gegen Histidin an Position 402 der SCR7-Doméne zu einer
signifikanten Abnahme der Bindung von FH an CRP flihrte (s.0.), scheint dieses Epitop
nicht unmittelbar an der Interaktion mit CRP beteiligt zu sein.

4.4.4 Bindung von Dbiotinyliertem FH-402Y und FH-402H an
Zelloberflachen

Fir die in 3.9.3 (S. 54) beschriebene Versuchsreihe wurden RPE-Zellen und HUVEC-
Zellen verwendet. Diese Zellen wurden mit biotinyliertem FH fur jeweils eine Stunde auf
Eis inkubiert. Zuvor war gezeigt worden, dass beide FH-Varianten vergleichbar gut
biotinyliert worden waren (4.2.2). Zum einen wurde die Bindung von FH-402Y und FH-
402Y an die Zellen in Abhangigkeit von der eingesetzten FH-Konzentration untersucht.
Dazu wurden entweder FH-402Y-biot. oder FH-402H-biot. in aufsteigenden
Konzentrationen (0-200 pg/ml) auf die Zellen gegeben. In einem zweiten Versuch
wurde eine fixe Konzentration von 200 pug/ml FH-402Y-biot oder FH-402H-biot in jeweils
triplikaten Ansatzen verwendet. An die Zellen gebundener biotinylierter FH wurde mit
PE-konjugiertem Streptavidin nachgewiesen und mittels FACS quantitativ bestimmt.
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Die Ergebnisse flur die Bindung an HUVEC-Zellen sind in Abbildung 4.10 dargestellt.
Wie Teil A der Abbildung zeigt, erfolgte die Bindung von FH an die HUVECSs in einer
konzentrationsabh&ngigen Art und Weise. Bei einer insgesamt schwachen Signalstarke
war die Bindung von FH-402Y-biot an HUVECs etwas starker als die von FH-402H-biot.
Dies galt fur FH-Konzentrationen oberhalb von 50 pg/ml. Die Abbildungen 4.10 B und C
zeigen, dass dieselbe Tendenz auch unter Verwendung einer fixen FH-Konzentration
von 200 pug/ml, die annahernd im Bereich physiologischer FH-Serumkonzentrationen
lag, feststellbar war. Dieser Unterschied erwies sich allerdings als nicht signifikant
(p=0,54).
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Abb. 4.10 Bindung von biotinyliertem FH-402Y und biotinyliertem FH-402H an HUVECSs.
HUVECs wurden entweder mit 0-200 pg/ml gepooltem FH-402Y-biot. bzw. FH-402H-biot. (A),
oder mit gepooltem FH-402Y-biot. bzw. FH-402H-biot. bei einer fixen Konzentration von
200 pg/ml inkubiert (B,C). Der gebundene biotinylierte Faktor H wurde mit Streptavidin-PE
nachgewiesen und mittels Durchflusszytometrie gemessen.
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Abb. 4.11 Bindung von biotinyliertem FH-402Y und biotinyliertem FH-402H an RPE-
Zellen. RPE-Zellen wurden entweder mit 0-200 pg/ml gepooltem FH-402Y-biot. bzw. FH-
402H-biot. (A), oder mit gepooltem FH-402Y-biot. bzw. FH-402H-biot. bei einer fixen
Konzentration von 200 pg/ml inkubiert (B,C). Der gebundene biotinylierte Faktor H wurde mit
Streptavidin-PE nachgewiesen und durchflusszytometrisch gemessen.

Abbildung 4.11 zeigt die Bindung von biotinyliertem FH-402Y und FH-402H an retinale-
Pigmentepithel-(RPE)-Zellen. Auch hier folgte die registrierte Signalstarke der FH-
Konzentration (Abb. 4.11 A). Die Mehrfachbestimmung bei einer festen FH-
Konzentration von 200 pg/ml ergab eine leicht erhéhte Bindung von FH-402H an RPE-
Zellen im Vergleich zu FH-402Y (Abb. 4.11 B und C). Die durchschnittlich registrierte
Fluoreszenzintensitat betrug fir FH-402Y 14,14 + 0,45 und fir FH-402H 18,54 + 1,68
(p=0,01).

4.4.5 Bindung von unmodifiziertem FH-402Y und FH-402H an RPE-Zellen

Es wurde das in 3.9.4 (S. 54) beschriebene Protokoll verwendet. Um die Bindung von
unmodifiziertem FH an RPE-Zellen messen zu kdnnen, wurden die Zellen tber Nacht
ohne Zusatz von FCS inkubiert. Die Zellen wurden abgeldst, gezahlt und anschlielend
in 0,5 x PBS gewaschen. Die Bindung von FH-402Y und FH-402H erfolgte stets Uber
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30 min bei 37°C, ebenfalls in 0,5 x PBS. Zellgebundener FH wurde mit Ziege-anti-FH-
Antiserum  und  FITC-konjugiertem  Esel-anti-Ziege-lg  nachgewiesen  und
durchflusszytometrisch quantifiziert. Bei Verwendung von gepoolten FH-Préparaten
wurden die Zellen stets mit 200 pg/ml FH-402Y oder FH-402H inkubiert. Wie aus
Abbildung 4.12 A ersichtlich ist, konnte hier — anders als bei Verwendung von
biotinyliertem FH (4.4.4) - kein Unterschied zwischen beiden polymorphen FH-Formen
nachgewiesen werden. Nach Inkubation mit FH-402Y betrug die durchschnittlich
detektierte Fluoreszenz 623 + 94 und nach Inkubation mit FH-402H 570 + 41. Dieses
Ergebnis lie3 sich unter Verwendung von 200 pug/ml FH-402Y oder FH-402H von
jeweils 5 Einzelspendern (Abbildung 4.12 B) reproduzieren. Auch in diesem Experiment
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der mittleren Fluoreszenzintensitat (FH-
402Y: 672,9 £ 127,4; FH-402H: 578,7 + 81,6) als MaR fur die Bindung von FH an RPE-
Zellen.

Die Beteiligung des Epitops FH-402Y/H an der Interaktion von FH mit Zelloberflachen
wurde durch Blockade mit sequenzspezifischen mAK untersucht werden. Hierfar
wurden FH-402Y und FH-402H vor der Bindung an die Zellen mit verschiedenen mAk
fur 30 min bei Raumtemperatur prainkubiert. Die Antikdrper wurden in einem flinffachen
molaren Uberschuss gegeniiber FH eingesetzt. Zur Blockade des 402Y-Epitops wurde
der mAk 16B3 benutzt, der mAk 16C9 kam zur Inhibition des 402H Epitops zur
Anwendung. Weiterhin wurde der gegen SCR20 gerichtete mAk E14/8 eingesetzt. Als
Kontrollantikdrper diente der gegen Schweine-C5a gerichtete T13/9. Wie Abbildung
4.12 C zu entnehmen ist, fihrte die Blockade des FH402Y/H-Epitops zu einer leichten
Reduktion der Bindung von FH an RPE-Zellen. Die durch Prainkubation mit SCR7-
spezifischen Antikérpern beobachtete Reduktion der Bindung an RPE-Zellen war bei
FH-402Y starker ausgepragt als bei FH-402H. Am deutlichsten war die durch den
SCR20-spezifischen mAk E14/8 verursachte Inhibition der Zellbindung. Ein additiver
Effekt der Blockade von SCR7 und SCR20 war nicht zu verzeichnen.

4.5 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die schnelle
Komplementregulation durch Faktor H

Die C3-Konvertase des alternativen Wegs der Komplementaktivierung wird durch einen
Komplex aus C3b und Bb gebildet und katalysiert die Spaltung von C3 in C3a und C3b.
FH bindet kompetity zu Bb an C3b und fihrt damit zu einem Zerfall und
Aktivitdtsverlust der C3- Konvertase (Decay-Accelerating-Aktivitat). Die Aktivitat der
Konvertase beeinflusst indirekt auch die Hydrolyse des Komplementproteins B in Ba
und Bb. Diese von der Protease D katalysierte Reaktion setzt namlich die Bindung von
B an C3b voraus. Dieser Zusammenhang macht das Ba-Fragment zu einem guten
Indikator der unter FH-Kontrolle stehenden Aktivierung des alternativen
Komplementweges in Serum.
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Abb. 4.12 Bindung von FH-402Y und FH-402H an RPE-Zellen. RPE-Zellen wurden Uber
Nacht in Medium ohne FCS gehalten und daraufhin mit FH inkubiert. An die Zellen
gebundener FH wurde mit Ziege-anti-FH gefolgt von FITC-konjugiertem Esel-anti-Ziege-Ig
nachgewiesen und durchflusszytometrisch quantifiziert. A, Inkubation von RPE-Zellen mit
200 pug/ml gepooltem FH-402 (blau) oder gepooltem FH-402H (rot). B, Bindung von FH-
Einzelspender-Préparaten an RPE-Zellen. Die Spender sind entweder homozygot fur FH-402Y
(A,0,¥) oder FH-402H (V). Zusatzlich ist der 162V-Genotyp der einzelnen Spender
angegeben: A, lle/lle; @, lle/Val; ¥/V/, Val/Val. C, Bindung von 200 pg/ml FH-402Y (schwarze
Balken) oder FH-402H (graue Balken) an RPE-Zellen nach Prainkubation mit einem funffach
molaren Uberschuss anti-FH-mAK. Kontr. = T13/9; aSCR7 = 16B3 (a402Y) / 16C9 (a402H);
aSCR20 = E14/8. Die Bindung von FH an RPE-Zellen ist als Prozent des fiir FH-402Y in
Abwesenheit von mAk ermittelten Werts angegeben. *, p<0,01; **, p<0,001.
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Zur Untersuchung des Einflusses des Y402H-Polymorphismus auf die Decay-
Accelerating-Aktivitdt von FH wurde eine Komplementaktivierung in Serum induziert
und anschliel3end die Ba-Konzentration mittels ELISA bestimmt. Hierbei wurde ein FH-
depletiertes (AFH) Serum verwendet, dem aufgereinigter FH in definierten
Konzentrationen zugesetzt werden konnte.

4.5.1 Herstellung eines AFH-Serums

Serum wurde mit 2 mM EDTA versetzt und wie in 3.2.3 (S. 34) beschrieben mittels
Immunaffinitaitschromatographie von Faktor H befreit. AnschlieBend wurden die
einzelnen Depletionsdurchlaufe zu einem Pool vereinigt. Zur Uberprifung der
Depletionseffizienz wurde die FH-Konzentration im Serum vor und nach der Depletion
mittels FH-ELISA (Tab. 3.9, S. 44) bestimmt. Im Ausgangmaterial wurde eine FH-
Konzentration von 264 + 3,6 ug/ml gemessen, im depletierten Serum waren noch
0,5 + 0,06 pg/ml nachweisbar. Somit wurden 99,8% des urspriunglich vorhandenen FH
aus dem Serum entfernt (Abb. 4.13)
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Abb. 4.13 Erfolg der immunaffinitatschromatographischen Depletion von Faktor H aus
Serum. Gepooltes Serum wurde mit 2 mM EDTA versetzt. Je 5 ml EDTA-Serum wurden mit
5 ml anti-FH (L20/3) Ultralink von FH befreit. Die einzelnen Fraktionen wurden erneut zu
einem Pool vereinigt. Die FH-Konzentration im Ausgangsmaterial (Serum) und depletierten
Serum (AFH-Serum) wurde im FH-ELISA bestimmt.

4.5.2 Kinetik der spontanen Ba-Generierung in Serum

Durch spontane Hydrolyse findet im Serum sogar in Abwesenheit spezifischer
Aktivatoren stets ein geringer Umsatz von Komplement statt, der in Anwesenheit
inhibitorischer Komplementregulatoren effizient unterdriickt wird. Um die Rolle von FH
als Regulator in diesem System zu untersuchen, wurde AFH-Serum aufgereinigter FH-
402Y in einer Konzentration von 200 pg/ml zugefigt. In einem zweiten Ansatz wurde
nicht rekonstituiertes AFH-Serum verwendet. Wie in 3.11 (S. 56) beschrieben wurde die
Reaktion durch Zugabe von je 10 mM CaCl, und 10 mM MgCl, gestartet und bei 37°C
inkubiert. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden Aliquots entnommen und mit EDTA
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versetzt, um die Reaktion abzustoppen. Die Konzentration des Ba-Fragments wurde im
ELISA ermittelt (3.6.1, S. 43; Tab. 3.9, S. 44).

Wie Abbildung 4.14 zu entnehmen ist, sind niedrig-physiologische FH-Konzentrationen
(200 pg/ml) ausreichend, um eine Komplementaktivierung Uber spontane Hydrolyse
vollkommen zu unterdriicken. Andererseits fuhrt der Spontanumsatz (d.h. in
Abwesenheit jeglicher exogener Komplementaktivatoren) in Abwesenheit von Faktor H
zu einer Uberfilhrung von Faktor B (Serumkonzentration 200 pg/mim, 93 kDa) in das
niedermolekulare Ba-Fragment (33 kDa) innerhalb von 20 Minuten.
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Abb. 4.14 Spontane Generierung des Ba-Fragments in AFH-Serum. AFH-Serum wurde
entweder 200 pug/ml aufgereinigter FH-402Y oder ein entsprechendes Volumen PBS
zugefugt. Die Seren wurden mit je 10 mM Mg®*/Ca®* versetzt und bei 37°C inkubiert. Aliquots
der Seren wurden zu verschiedenen Zeitpunkten mit EDTA versetzt und die Konzentration
des neu generierten Ba-Fragments fir jedes Aliquot mittels ELISA bestimmt (n=2).

4.5.3 Optimierung der Reaktionsbedingungen fir die Zymosan-induzierte
Komplementaktivierung in Serum

Eine spontane Komplementaktivierung in Serum wird in Gegenwart physiologischer FH-
Konzentrationen wirksam unterdrickt. Um die Decay-Accelerating-Aktivitat von FH in
diesem Konzentrationsbereich untersuchen zu konnen, wurde die
Komplementaktivierung durch Zusatz aktivierender Fremdoberflachen in Form von
Zymosanpartikeln verstarkt.

Es sollte zuerst eine Zymosankonzentration ermittelt werden, die zu einer deutlichen
und zugleich zeitlich gut kontrollierbaren Aktivierung des alternativen Komplementwegs
fuhrt. Dem AFH-Serum wurde aufgereinigter FH-402Y in einer Konzentration von
200 pg/ml zugefiigt. Nach Resubstitution von MgCl, und CacCl, (jeweils 10 mM) wurde
das Serum in Anwesenheit von Zymosan in Konzentrationen von 0-1 mg/ml bei 37°C
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fur 30 min inkubiert. Nach Entfernung des Zymosans wurden die Ba-Konzentrationen
im Uberstand mittles ELISA gemessen. Abbildung 4.15 verdeutlicht, dass sich unter
den gewahlten Bedingungen die Ba-Konzentrationen als Parameter der Alternativweg-
Aktivierung bei einer Zymosankonzentration von 1 mg/ml bereits in der Sattigung
befinden. Fur die weiteren Versuche wurde eine Zymosankonzentration von 0,5 mg/ml
gewabhilt.

Zur Bestimmung der optimalen Reaktionsdauer wurde als néchstes eine Zeit-
Wirkungskurve der Ba-Generierung bei einer Zymosankonzentration von 0,5 mg/ml
erstellt. Erneut wurden das AFH-Serum mit 200 pg/ml FH-402Y in Gegenwart von
Ca*/Mg** versetzt. Nach 2,5 min, 5 min, 10 min, 20 min und 40 min wurde jeweils ein
Aliguot aus dem Reaktionsansatz entnommen und die Reaktion mit EDTA gestoppt.
Durch Zentrifugation wurde das Zymosan vom Serum getrennt und die Proben im Ba-
ELISA eingesetzt. Zusatzlich wurde die Ba-Konzentration des Ausgangsmaterials
bestimmt. Abbildung 4.15 B stellt die Ergebnisse des Versuchs dar. Unter den
gewahlten experimentellen Bedingungen befindet sich der Ba-Wert nach 20 min bereits
nahezu im Bereich der Sattigung. In der Vorstellung, dass sich eventuelle
Aktivitdtsunterschiede zwischen beiden FH-Varianten unter nicht sattigenden
Bedingungen besonders sensitiv nachweisen lassen, wurde fir die weiteren Versuche
Serum in Gegenwart von 0,5 mg Zymosan/ml flr 20 min aktiviert.
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Abb. 4.15 Optimierung der Reaktionsbedingungen fir die Zymosan-induzierte
Komplementaktivierung in Serum. A, Generierung des Ba-Fragments in Abhangigkeit von
der Zymosan-Konzentration. AFH-Serum wurden 200 pug/ml aufgereinigter FH-402Y, sowie
je 10 mM Ca*" und Mg* resubstituiert. Zusatzlich wurde das Serum mit unterschiedlichen
Konzentrationen Zymosan versetzt und tiber 30 min bei 37°C inkubiert. Die Ba-Konzentration
wurde im ELISA bestimmt. B, Generierung des Ba-Fragments in Anwesenheit von Zymosan
in Abhangigkeit von der Reaktionsdauer. AFH-Serum wurden 200 pg/ml aufgereinigter FH-
402Y, sowie je 10 mM ca® und Mg2+ resubstituiert. Das Serum wurde mit 0,5 mg/ml
Zymosan versetzt und bei 37°C inkubiert. Die Komplementaktivierung wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten mit EDTA gestoppt und die Ba-Konzentration mittels ELISA
gemessen.
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4.5.4 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die Faktor-H-vermittelte
Regulation der Komplementaktivierung

Zunéchst wurde untersucht, ob sich beide FH-Varianten in ihrer schnellen Komplement-
inhibitorischen Aktivitat konzentrationsabhéngig voneinander unterscheiden. Hierzu
wurden gepoolter FH-402Y oder FH-402H in aufsteigenden Konzentrationen von O -
500 pg/ml in AFH-Serum gegeben. Um den Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf
die Regulation des spontanen Komplementumsatzes zu untersuchen, wurde die
Serumaktivierung durch Zugabe von 10 mM CaCl, und MgCl; initiiert. In einem weiteren
Experiment wurde die Komplementaktivierung zuséatzlich durch Zugabe von 0,5 mg
Zymosan/ml verstarkt. Nach 20minutiger Inkubation bei 37°C wurde die
Komplementaktivierung mit EDTA abgestoppt. Zur Bestimmung eines Ba-Maximalwerts
wurde ein AFH-Serum ohne Zusatz von Faktor H unter ansonsten identischen
Bedingungen aktiviert. Nach Entfernen des Zymosans wurden die Ba-Konzentrationen
im Uberstand mittels ELISA bestimmt.

Die Abbildung 4.16 A und C illustrieren die konzentrationsabhangige Inhibition der Ba-
Generierung durch FH. In Abwesenheit von Zymosan supprimierten sowohl FH-402Y
(6,2+0,6 % des Maximalwerts von 30,6+4,7ug Ba/ml) als auch FH-402H
(7,1 £ 0,9 %) sehr effizient die Ba-Generierung. Bei 500 pg/ml FH-402Y bzw. FH-402H
wurden noch 3,2 + 0,5% bzw. 3,7 £ 0,1 % der maximalen Ba-Konzentration gemessen
(Abb 4.16 A). In Abb. 4.16 C sind die Ergebnisse fir denselben Versuch in Gegenwart
von Zymosan dargestellt. In Anwesenheit von 500 pg/ml FH-402Y sank die Ba-
Konzentration auf 48,9 + 10,9 %, bei 500 pg/ml FH-402H auf 51,9+ 8,3% des
Maximalwerts in Abwesenheit von FH (35,5 = 1,6 ug/ml). Der Vergleich beider
Experimente verdeutlicht die Komplement-aktivierende Wirkung des Zymosans. Der
spontane Komplementumsatz in Serum wird durch FH in
physiologischen Konzentrationen (100-650 ug FH/ml) effektiv unterdrickt. Bei
zusatzlicher Stimulation durch Fremdoberflachen, wie z.B. Zymosan, entzieht sich die
Komplementaktivierung teilweise dieser Kontrolle. Insgesamt verlauft die
Konzentrations-Wirkungs-Kurve in Gegenwart von Zymosan flacher als in Abwesenheit
eines Aktivators. Weder in Anwesenheit (Abb. 4.16 C) noch in Abwesenheit (Abb. 4.16
A) von Zymosan unterschied sich die komplementregulatorische Aktivitat beider FH-
Varianten voneinander.

Die Abbildungen 4.16 B und D zeigen die Ergebnisse eines weiteren Experiments, in
dem keine FH-Pools, sondern FH-Prdparate beider Varianten von Einzelspendern
(402Y: n=5; 402H: n=8) eingesetzt wurden. Fir die Komplementaktivierung ohne
Zymosan wurden 50 pg FH/ml, fir die Aktivierung in Anwesenheit von 0,5 mg/ml
Zymosan 250ug FH/mI eingesetzt. Zur Bestimmung eines Ba-
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Abb. 4.16 Inhibition der Ba-Generierung in Serum durch FH-402Y und FH-402H. AFH-
Serum wurde mit gepooltem FH-402Y bzw. FH-402H in unterschiedlichen Konzentrationen
(A,C) oder mit aufgereinigtem FH-402Y bzw. FH-402H von Einzelspendern in einer fixen
Konzentration von 50 pug/ml (B) bzw. 250 ug/ml (D) versetzt. Das Komplementsystem wurde
entweder nur durch Resubstitution von je 10 mM Ca”* und Mg®* (A,B) oder zusétzlich mit
0,5 mg/ml Zymosan (C,D) aktiviert. Die Seren wurden 20 min bei 37°C inkubiert und
anschlieend mit EDTA versetzt. Die Ba-Konzentrationen wurde mittels ELISA gemessen. Es
sind die Ergebnisse (Mittelwert + Standardfehler) aus jeweils 3 Versuchen dargestellt. Die
Daten wurden entweder auf den durchschnittlichen Ba-Wert normalisiert, der in Abwesenheit
von FH gemessen wurde (A,C), oder wurden als Prozent der durchschnittlich ermittelten Ba-
Konzentration bei Verwendung von FH-402Y angegeben (B,D).
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Maximalwerts wurde ein AFH-Serum ohne Zusatz von FH unter ansonsten identischen
Bedingungen aktiviert. Die Komplementaktivierung und Ba-Messung erfolgte wie oben
beschrieben. Alle Werte wurden auf die durchschnittlich gemessene Ba-Konzentration
unter Verwendung von FH-402Y (-Zymosan: 11,5 + 1,9 ug/ml; +Zymosan: 12,6 + 2,1
pg/ml) normalisiert. Bei Verwendung der FH-402H-Praparate wurden ohne Zymosan
110 +£ 18,1 % (Abb. 4.16 B; p=0,33) und in Gegenwart von Zymosan 114 +12,9 %
(Abb. 4.16 D; p=0,06) dieser durchschnittlichen Ba-Konzentration nachgewiesen. Somit
bestand kein signifikanter Aktivitdtsunterschied zwischen beiden FH-Varianten.

455 Beeinflussung der komplementinhibitorischen Aktivitdt von
Faktor H durch monoklonale Antikorper

Die Beteiligung des FH-402-Epitops an der komplementregulatorischen Aktivitat des
gesamten Proteins sollte durch Blockierung mit Epitop-spezifischen monoklonalen
Antikérpern untersucht werden. Aufgereinigter FH-402Y oder FH-402H wurde Uber
30 min bei Raumtemperatur mit einem funffachen molaren Uberschuss anti-FH-mAK
prainkubiert und anschlie3end in AFH-Serum gegeben. Das Serum wurde entweder in
Gegenwart von 0,5 mg/ml Zymosan oder ohne Zymosan fir 20 min inkubiert. Im Fall
der Zymosan-induzierten Komplementaktivierung wurden 250 pg/ml FH eingesetzt, in
Abwesenheit von Zymosan betrug die FH-Konzentration 50 pg/ml. Zur Bestimmung
eines Ba-Maximalwerts wurde ein AFH-Serum ohne Zusatz von FH unter ansonsten
identischen Bedingungen aktiviert. Das Serum wurde vom Zymosan getrennt und
anschlieBend die Ba-Konzentration im Uberstand mittels ELISA gemessen.

Wie aus Abbildung 4.17 ersichtlich ist, wurden FH-402Y und FH-402H mit jeweils vier
unterschiedlichen mAK prainkubiert. 16B3 (anti-FH-402Y) und 16C9 (anti-FH-402H)
sind gegen das 402-Epitop in der SCR7-Domane von FH gerichtet. Als
Kontrollantikorper wurde der gegen Schweine-C5a gerichtete mAK T13/9 eingesetzt.
Der anti-SCR20-mAk E14/9 diente als Positivkontrolle. Sowohl in Gegenwart (Abb.4.17
B) als auch in Abwesenheit (Abb.4.17 A) von Zymosan flhrte die Prainkubation beider
FH-Varianten mit dem anti-SCR20-mAk E14/9 zu einer deutlichen Inhibition der
Komplement-regulatorischen Aktivitat und folglich zu einer verstéarkten Generierung des
Ba-Fragments. So fiihrte die durch E14/9 vermittelte Blockade von FH-402Y / FH-402H
in Gegenwart von Zymosan zu einem Anstieg der Ba-Konzentration von 19,1 +1,2 % /
28,8 £ 4,1 % (Kontrolle) auf 65,8 +0,8 % / 78,3 +5,4 % des in Abwesenheit von FH
gemessenen Maximalwertes  von 30,2+ 2,2 ug Ba/ml. Erfolgte eine
Komplementaktivierung ohne Zymosan, so stiegen die Ba-Konzentrationen im Serum
unter E14/9-Blockade von FH-402Y von 14,6 £6,5% auf 70,9+1,1% und bei
Blockade von FH-402H von 17,5+ 2,7 % auf 89,0 £ 9,4 % des Maximalwerts von
29,8 £ 2,4 ug Ba/ml. Die Prainkubation beider FH-Varianten mit den anti-SCR7-mAKk
16B3 oder 16C9 hatte keinen nachweisbaren Einfluss auf die Ba-Generierung.
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Abb. 4.17 Ba-Generierung in Serum nach Prainkubation von FH-402Y und FH-402H mit
anti-FH-mAk. Aufgereinigter FH-402Y und FH-402H wurden mit einem flnffachen molaren
Uberschuss anti-FH-mAk fiir 30 min inkubiert. 50 pg/ml (A) bzw. 250 pg/ml (B) des
prainkubierten Faktor H wurden zu AFH-Serum gegeben. Zur Initiation der
Komplementaktivierung wurde das Serum entweder nur mit je 10 mM ca* und Mg2+ (A) oder
zusatzlich mit 0,5 mg/ml Zymosan (B) versetzt. Nach 20 min bei 37°C wurde die Reaktion
durch Zugabe von EDTA abgestoppt. Die Konzentration des Ba-Fragments in den Seren
wurde anschlieBend mittels ELISA bestimmt. Es sind die Daten aus einem reprasentativen
Experiment dargestellt. (Kontr. = T13/9; aSCR20 = E14/9)

4.6 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die Cofaktor-
Aktivitat von Faktor H in der flussigen Phase

Die schnelle Komplementregulation durch FH beruht auf dessen Decay-Accelerating-
Aktivitat. Zusatzlich umfasst die Inhibition des Komplementsystems durch FH auch eine
langsame Komponente. Diese wird durch dessen Cofaktor-Aktivitdt vermittelt. FH dient
hierbei als einer von mehreren bekannten Cofaktoren fiir die Serumprotease Faktor I.
Dieses Enzym katalysiert die Spaltung von C3b in seine verschiedenen
niedermolekularen Fragmente. Im Folgenden sollte der mdgliche Einfluss des Y402H-
Polymorphismus auf die Cofaktor-Aktivitat von FH untersucht werden. Hierfir wurde der
in Kap. 3.10.1 (S. 55) beschriebene Versuch zur Charakterisierung der Cofaktor-
Aktivitat von FH in der flissigen Phase durchgefinhrt.

4.6.1 Kinetik der Faktor-H-abhangigen C3b-Prozessierung

Es wurde zunéchst die Kinetik der C3b-Prozessierung bei Inkubation aufgereinigter
Komponenten untersucht. Dazu wurden 150 pg/ml C3b mit 5 pug/ml Faktor I und
50 pg/ml aufgereinigtem FH-402Y eines Einzelspenders bei 37°C im Wasserbad
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inkubiert. Die Reaktion wurde zu verschiedenen Zeitpunkten (0 - 60 min) mit SDS-
PAGE-Probenpuffer abgestoppt. In einem Kontrollansatz wurde C3b mit Faktor | in
Abwesenheit von FH fur 60 min inkubiert. Gleiche Teile des Gesamtansatzes
(aquivalent zu 2,25 pug C3b) wurden in je eine Tasche eines 10-%igen Laemmli-Gels
appliziert. Nach elektrophoretischer Auftrennung unter reduzierenden Bedingungen
wurden die C3b-Fragmente mittels Immunoblot mit den beiden monoklonalen
Antikérpern 13/15 (anti-C3a’/a’eg/dg) und B3/6 (anti-C3B) und anschlielend mit
Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-lg nachgewiesen. Die Intensitat der
Banden wurde nach ECL-Exposition densitometrisch gemessen.

Der im unteren Teil der Abbildung 4.18 gezeigte Graph gibt eine quantitative
Auswertung mittels Densitometrie des dartber abgebildeten Immunoblots wieder. Die
im Immunoblot bei 75 kDa detektierte Bande entspricht der B-Kette des C3-Molekils.
Es ist zu erkennen, dass sich die Intensitat 75 kDa-Bande mit voranschreitender
Reaktionsdauer nicht verandert. Da die C3- 3-Kette im Rahmen der C3b-Prozessierung
nicht gespalten wird, dient diese Proteinbande in diesem Experiment als
Beladungskontrolle. Anders verhélt es sich mit den verschiedenen Fragmenten der o-
Kette, welche mehrere Schnittstellen fir die Protease Faktor | tragen. Bei 104 kDa lauft
das o’-Fragment, das der a-Kette von C3 abzuglich des niedermolekularen C3a-
Fragments entspricht. Das bei 68 kDa detektierte o'sg-Fragment zeigt die Konversion
von C3b in iC3b an. Aus dem ao'sg-Fragment geht C3dg hervor, welches sich im
Immunoblot als Bande bei 37 kDa darstellt. Aus Immunoblot und Graphen ist die
zeitliche Abfolge der C3-Prozessierung ersichtlich. Bereits sehr frih wird C3b von
Faktor | und FH in iC3b umgewandelt, erkennbar an der Abnahme der Intensitat des o’-
Fragments und dem parallelen Anstiegs der Intensitdt des o’sg-Fragments. Nach 3
Minuten wurden 80 % des im Versuch eingesetzten C3b in iC3b konvertiert. Auf den
schnellen Abbau von C3b zu iC3b folgt die sehr viel langsamere Prozessierung von
iC3b zu C3dg, die an der Abnahme des Signals bei 68 kDa und dem parallelen Anstieg
der Intensitat der 37 kDa-Bande zu erkennen ist. Auch an dieser Reaktion ist FH als
Cofaktor beteiligt. Die Bildung von C3dg setzte bei den gewahlten
Reaktionsbedingungen nach 10 min ein. Nach 60 min waren 40 % C3b in C3dg
Uberfihrt. Der iC3b-Anteil am Gesamt-C3b nahm dementsprechend nach einer Stunde
wieder auf 60% ab.

Da vorbeschrieben ist, dass die Eigenschaften des jeweiligen Puffers besonderen
Einfluss auf die FH-abhangige C3dg-Generierung haben (Ross et al. 1982), wurde
speziell dieser Schritt der C3-Prozessierung bei verschiedenen pH-Werten und
lonenstarken untersucht. 150 pg/ml iC3b wurden mit 5 pg/ml Faktor | und 50 pg/ml
aufgereinigtem FH-402Y eines Einzelspenders in verschiedenen Phosphatpuffern (pH
6,0 - 7,5; 0 — 150 mM NacCl) bei 37°C fiir 15 — 30 min inkubiert. In einem Kontrollansatz
wurde iC3b mit Faktor | und ohne FH fir 30 min inkubiert. Gleiche Teile des
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Abb. 4.18 Faktor-lI-vermittelte Spaltung von C3b in Anwesenheit von Faktor H. C3b
(150 pg/ml) wurde mit Faktor I (5 pg/ml) und FH-402Y (50 pg/ml) bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde mit SDS-Probenpuffer / Mercaptoethanol zu unterschiedlichen Zeitpunkten
gestoppt. Die C3b-Fragmente wurden in einem 10%igen Laemmli-Gel aufgetrennt und mittels
Immunoblot mit den mAk 1[3/15 (anti-C3b/iC3b/C3dg) und B3/6 (anti-C3-p-Kette)
nachgewiesen, gefolgt von  Peroxidase-konjugiertem  Kaninchen-anti-Maus-lg  als
Sekundarantikorper. Die Intensitdt der Banden wurde densitometrisch gemessen. Die C3-
Spaltprodukte sind als Prozent der Intensitdtssumme von o', «’68 und C3dg angegeben
((INteragment / Nty + INtygg + INtcsqg) X 100). Zusatzlich wurden die Ergebnisse durch Bestimmung
der Intensitat der p-Ketten-Bande korrigiert.

Gesamtansatzes (aquivalent zu 2,25 ug iC3b) wurden in je eine Tasche eines 10-%iges
Laemmli-Gel appliziert. Nach elektrophoretischer Auftrennung unter reduzierenden
Bedingungen erfolgte der Nachweis der C3-Fragmente wie oben beschrieben durch die
mAk 13/15 und B3/6 mittels Immunoblot. Aus Abbildung 4.19 geht hervor, dass die
C3dg-Generierung in Anwesenheit von FH am effektivsten im sauren pH-Bereich bei
niedrigen Salzkonzentrationen erfolgt. Steigende NaCl-Konzentrationen und steigender
pH reduzieren die iC3b-Spaltung zunehmend, so dass bereits bei physiologischen pH-
Werten und Salzkonzentrationen praktisch keine C3dg-Generierung mehr
nachzuweisen ist.
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Abb. 4.19 Einfluss von pH und Salzkonzentration auf die FH-abh&angige C3dg-
Generierung. iC3b (150 pg/ml) wurde mit Faktor | (5 pg/ml) und FH-402Y (50 pg/ml) bei pH
6,0 und pH 7,5, sowie bei verschiednen NaCl-Konzentrationen (0-150 mM) bei 37°C inkubiert.
Die Reaktion wurde mit SDS-Probenpuffer / Mercaptoethanol nach 15 bzw. 30 min
abgestoppt. Die C3b-Fragmente wurden in einem 10%igen Laemmli-Gel aufgetrennt und
mittels Immunoblot mit den mAKk 13/15 (anti-C3b/iC3b/C3dg) und B3/6 (anti-C3-B-Kette)
nachgewiesen, gefolgt von Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-lg  als
Sekundarantikorper.

4.6.2 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die FH-abhangige iC3b-
Generierung in der flussigen Phase

Wie in 4.6.1 dargestellt, erfolgt die FH-abh&angige Konversion von C3b in iC3b sehr
schnell (in weniger als 5 min). Daher ist die Untersuchung mdglicher funktioneller
Unterschiede zwischen den beiden polymorphen FH-Formen beziglich der iC3b-
Generierung mittels kinetischer Analyse nicht praktikabel. Es wurde deshalb eine
vergleichende Dosis-Wirkungskurve fir die iC3b-Bildung angefertigt. In dem in Kap.
3.10.1 (S. 55) beschriebenen Versuch wurden 150 pg/ml C3b und 5 pg/ml FI fir 2 min
und bei 37°C mit gepooltem FH-402Y oder FH-402H inkubiert. Dabei wurden jeweils
aufsteigende FH-Konzentrationen von 0-25 pg/ml eingesetzt. Die Reaktion wurde mit
Mercaptoethanol-haltigem SDS-PAGE-Probenpuffer gestoppt. 2,25 ug C3b wurden auf
je eine Bahn eines 10-%igen Laemmli-Gels aufgetragen. Die C3b-Fragmente wurden
unter reduzierenden Bedingungen elektrophoretisch aufgetrennt, mittels Immunoblot
mit den beiden monoklonalen Antikdrpern 13/15 und B3/6 nachgewiesen und die
Banden-Intensitat anschlieend densitometrisch gemessen.

Im oberen Teil der Abb. 4.20 wird der dosisabhéngige Anstieg der Intensitat des o'es-
Fragments im Immunoblot vergleichend fir beide FH-Varianten gezeigt. Im unteren Tell
der Abbildung wird dieser Zusammenhang als prozentualer Anteil des in iC3b
Uberfihrten C3b am Gesamt-C3b dargestellt. Unter Verwendung beider polymorpher
FH-Varianten befand sich die iC3b-Generierung ab einer FH-Konzentration von
12,5 pg/ml in der Sattigung. FH-402Y und FH-402H zeigten keinen Unterschied in ihrer
Cofaktor-Aktivitat fir die Spaltung von C3b in iC3b.
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Abb. 4.20 Cofaktor-Aktivitdt von FH-402Y und FH-402H fur die Generierung von iC3b.
C3b (150 pg/ml) wurde mit Faktor | (5 ug/ml) und entweder gepooltem FH-402Y oder FH-
402H (0-25 pg/ml) bei 37°C fir 2 min inkubiert. Die Reaktion wurde mit SDS-Probenpuffer
und Mercaptoethanol gestoppt. Die C3b-Fragmente wurden in einem 10%igen Laemmli-Gel
aufgetrennt und mittels Immunoblot mit den mAk 13/15 (anti-C3b/iC3b/C3dg) und B3/6 (anti-
C3-B-Kette) nachgewiesen, gefolgt von Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-Ig als
Sekundarantikorper. Die Banden-Intensitdt wurde densitometrisch gemessen. Die C3-
Spaltprodukte sind als Prozent der Summe von o, o’68 und C3dg angegeben. Zusatzlich
wurden die Ergebnisse durch Bestimmung der Intensitat der B-Ketten-Bande korrigiert. Die
Symbole stehen fir die ermittelten Durchschnittswerte + Standardabweichung aus 3
Experimenten.

4.6.3 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die FH-abhangige C3dg-
Generierung in der flussigen Phase

Zur Untersuchung des mdoglichen Einflusses des Y402H-Polymorphismus auf die
Prozessierung von iC3b zu C3dg wurde die C3dg-Bildung in Anwesenheit von FH-402Y
oder FH-402H in Abhangigkeit von der FH-Konzentration und von der Zeit
dokumentiert. Zum Erstellen der Dosis-Wirkungs-Kurve wurden 150 pg/ml C3b mit
5 pg/ml Fl und aufsteigenden Konzentrationen (0-500 pg/ml) gepooltem FH-402Y oder
FH-402H bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde nach 5 min mit Mercaptoethanol-
haltigem SDS-PAGE-Probenpuffer abgestoppt. Zum Anfertigen der Kinetik wurden
150 pg/ml C3b mit 5 pg/ml FI und 50 pg/ml gepooltem FH-402Y oder FH-402H bei
37°C inkubiert und die Reaktion nach 1 min, 5 min, 7,5 min, 10 min, 20 min oder 30 min
durch Zugabe von Mercaptoethanol-haltigem SDS-PAGE-Probenpuffer abgebrochen.
Pro Bahn wurden 2,25 ug C3b auf ein 10-%iges Laemmli-Gel aufgetragen. Nach
elektrophoretischer Auftrennung unter reduzierenden Bedingungen wurden die C3b-
Fragmente mittels Immunoblot mit den beiden monoklonalen Antikérpern 13/15 und
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B3/6 und anschlieBend mit Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-Ig
nachgewiesen. Die Intensitat der Banden wurde densitometrisch bestimmt.

Die Ergebnisse sind Abbildung 4.21 zu entnehmen. Es ist jeweils oben die C3dg-
Bildung im Immunoblot und darunter die dazugehdrige densitometrische Auswertung zu
sehen. In Abbildung 4.21 A ist die C3dg-Generierung in Abh&ngigkeit von der FH-
Konzentration dargestellt. Es ist zu erkennen, dass in Anwesenheit von FH-402H
weniger C3dg gebildet wurde als in Anwesenheit von FH-402Y. Dieser Unterschied ist
im Bereich der physiologischen FH-Konzentration (125 pg/ml — 500ug/ml) am stéarksten
ausgepragt. 500 pg/ml FH-402Y fiihrten zu einer Uberfihrung von 25,5% des
eingesetzten C3b in C3dg. Unter Verwendung von 500 pg/ml FH-402H wurden
dagegen nur 7,7 % C3b in C3dg umgewandelt. Diese eingeschrankte Aktivitat der
polymorphen Variante FH-402H lasst sich auch anhand der in Abb. 4.21 B gezeigten
kinetischen Analyse nachweisen. Nach 20 min befanden sich die C3dg-Spiegel in
Anwesenheit von FH-402Y mit 19,9 + 4,5 % umgewandeltem C3b in der Sattigung.
Nach derselben Zeit wurden mit FH-402H als Cofaktor nur 3,19 = 0,6 % C3b in C3dg
umgewandelt.

Der in Abb 4.22 abgebildete Immunoblot zeigt die Fl-vermittelte Generierung von C3dg
unter Verwendung von FH-Préparaten, die nicht gepoolt wurden, sondern von
Einzelspendern stammten. Fir den Versuch wurden zu 150 pg/ml C3b und 5 pg/ml Fl
200 pg/ml FH-402Y oder FH-402H von Einzelspendern gegeben. Die Reaktion erfolgte
fur 5 min bei 37°C. Die C3-Fragmente wurden wie oben beschrieben mittels Immunblot
nachgewiesen. Wie beim Vergleich der Intensitat der Banden bei 37 kDa zu erkennen
ist, wurde mit FH-402H (weil3e Symbole) als Cofaktor deutlich weniger C3dg gebildet
als mit FH-402Y (schwarze Symbole). Der bereits oben fiir die gepoolten Praparate
beschriebene Befund ist also mit allen Einzelspender-Praparaten individuell
reproduzierbar. Es stellte sich zusatzlich die Frage, ob die Unterschiede in der FH-
abhangigen C3dg-Generierung allein auf den Polymorphismus an Position 402
zurlickzufuhren sind, oder méglicherweise auch durch den Aminosaureaustausch 162V
hervorgerufen werden.

Der 162V-Genotyp der jeweiligen Spenders ist in Abb. 4.22 in Gestalt unterschiedlicher
Symbole zusatzlich angegeben. Die FH-402Y-Praparate der Spender, die heterozygot
oder homozygot fir Isoleucin bzw. fir Valin an Position 62 sind, waren alle
gleichermal3en imstande, iC3b in C3dg zu uberfihren. Somit verursacht allein der
Austausch von Tyrosin gegen Histidin an Position 402 des FH-Molekils die
herabgesetzte Cofaktor-Aktivitat fur die Fl-vermittelte Prozessierung von iC3b in C3dg.
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Abb. 4.21 Cofaktor-Aktivitat von FH-402Y und FH-402H fir die Generierung von C3dg.
C3b (150 pg/ml) wurde mit Faktor | (5 pg/ml) und entweder gepooltem FH-402Y oder FH-
402H (A, 0-500ug/ml; B, 50 pg/ml) bei 37°C fur 5 min (A) oder fur 0-30 min (B) inkubiert. Die
Reaktion wurde mit SDS-Probenpuffer und Mercaptoethanol gestoppt. Die C3b-Fragmente
wurden in einem 10%igen Laemmli-Gel aufgetrennt und mittels Immunoblot mit den mAk
13/15 (anti-C3b/iC3b/C3dg) und B3/6 (anti-C3-p -Kette) nachgewiesen, gefolgt von
Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-lg als Sekundérantikdrper. Die Banden-
Intensitat wurde densitometrisch gemessen. Die C3-Spaltprodukte sind als Prozent der
Summe von o/, o’68 und C3dg angegeben. Zusatzlich wurden die Ergebnisse durch
Bestimmung der Intensitdt der B-Ketten-Bande korrigiert. Die Symbole stehen fir die
ermittelten Durchschnittswerte + Standardabweichung aus 3 Experimenten.
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Abb. 4.22 Cofaktor-Aktivitat (C3dg-Generierung) von FH-402Y und FH-402H von
Einzelspendern. C3b (150 pug/ml) wurde mit Faktor | (5 pg/ml) und Faktor H (200 pug/ml) von
Einzelspendern versetzt, die entweder homozygot fir FH-402Y (schwarze Symbole) oder FH-
402H (weil3e Symbole) sind. Die Reaktion wurde nach 30 min mit SDS-Probenpuffer und
Mercaptoethanol gestoppt. Die C3b-Fragmente wurden in einem 10%igen Laemmli-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Immunoblot mit den mAk 13/15 (anti-C3b/iC3b/C3dg)
und B3/6 (anti-C3- B -Kette) nachgewiesen, gefolgt von Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-
anti-Maus-Ig als Sekundarantikorper. Der 162V-Genotyp ist folgendermalRen dargestellt: A,
lle/lle; @, lle/Val, ¥/V/, Val/Val.

4.6.4 Einfluss der Blockade des FH-402Y-Epitops mit monoklonalen
Antikdrpern auf die Cofaktor-Aktivitat

FH-402Y wurde mit einem funffachen molaren Uberschuss verschiedener FH-
spezifischer mAk fir 30 min bei Raumtemperatur prainkubiert. Dabei wurden die mAk
T13/9, C18/3 und 16B3 eingesetzt. T13/9 (anti-Schweine-C5a) diente als irrelevanter
Kontrollantikérper. C18/3 erkennt ein Epitop des C-Terminus (SCR20) von FH. 16B3
bindet spezifisch an das 402Y-Epitop auf der SCR7-Domane von FH. Der prainkubierte
FH wurde zu 150 pg/ml C3b und 5 pg/ml Fl gegeben. Fir die Generierung von iC3b
wurde dabei eine FH-Konzentration von 12,5 pg/ml eingesetzt. Die Reaktionsdauer
betrug 2 min. Sollte die C3dg-Generierung untersucht werden, so wurde eine FH-
Konzentration von 100 pg/ml FH gewahlt und die Reaktion nach 30 min mit
Mercaptoethanol-haltigem SDS-PAGE-Probenpuffer abgestoppt. Nach der Auftrennung
durch SDS-Page mit einem 10%igen Laemmli-Gel wurden die C3b-Fragmente mit dem
mAk B3/6 und I3/15 und anschlieRend mit Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-
Maus-1g mittels Immunoblot nachgewiesen.

Abbildung 4.23 zeigt die angefertigten Immunoblots. In Abbildung 4.23 A sind die
Resultate fur die iC3b-Generierung nach Antikérper-Prainkubation von FH gezeigt.
Hierbei beeintrachtigen weder die Kontrollantikdrper T13/9 und C18/3, noch der fur das
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Abb. 4.23 Inhibition der Cofaktor-Aktivitat von Faktor H durch Prainkubation mit anti-
FH-mAK. FH-402Y wurde fiir 30 min bei RT mit einem fiinffachen molaren Uberschuss anti-
FH-mAK inkubiert. C3b (150 pg/ml) wurde mit Faktor | (5 pug/ml) und 12,5 pg/ml (A) oder
100 pg/ml (B) des préainkubierten Faktor H versetzt. Die Reaktion wurde nach 2 min (A) oder
nach 30 min (B) mit SDS-Probenpuffer und Mercaptoethanol gestoppt. Die C3b-Fragmente
wurden mit einem 10%igen Laemmli-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und im Immunoblot mit
den mAKk 13/15 (anti-C3b/iC3b/C3dg) und B3/6 (anti-C3-3-Kette) nachgewiesen, gefolgt von
Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-Ig als Sekundarantikérper. 1, kein FH; 2, FH
ohne mAk; 3, FH + Kontroll-mAk (T13/9); 4, FH + aSCR7-mAk (16B3); 5, FH + aSCR3-mAk
(C18/3)

402Y-Epitop spezifische mAk 16B3 die Bildung des o’ss-Fragments. Abbildung 4.23 B
zeigt den Einfluss der Antikorper-Blockade auf die C3dg-Generierung. Unter
Verwendung des Kontrollantikbrpers T13/9 ist keine Intensitdtsabschwachung der
Bande bei 37 kDa zu beobachten. Allerdings fiihrte die Prainkubation von FH mit 16B3
und C18/3 zu einer deutlichen Abnahme der C3dg-Bildung.

4.7 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die C3dg-
Bildung in Serum

Die Untersuchung der C3dg-Generierung in Serum kommt den biologischen
Verhéltnissen sehr viel ndher, als in den zuvor in 4.6 beschriebenen experimentellen
Bedingungen unter Verwendung aufgereinigter Proteine. Es wurde dazu das
Komplementsystem im Serum mit Zymosan aktiviert und das neu gebildete C3dg
mittels Immunoblot detektiert.

4.7.1 Abhéngigkeit der C3dg-Generierung in Serum von der FH-
Konzentration

Zu AFH-Serum wurde FH-402Y in aufsteigenden Konzentrationen (0-500 pg/ml)
gegeben. Durch Resubstitution der divalenten Kationen in Form von CaCl, und MgCl,
und Zugabe von 10 mg/ml Zymosan wurde die Komplementaktivierung im Serum
gestartet. Nach zweistiindiger Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion mit 0,1 M EDTA
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gestoppt. 1 pl Serum wurde mit SDS-Probenpuffer vermengt, gekocht und in eine
Tasche eines 10%igen Laemmli-Gels appliziert. Die anschlieRende Elektrophorese
erfolgte unter nicht reduzierenden Bedingungen. C3dg wurde mittels Immunoblot mit
dem mAKk 13/15 und anschlieBend mit Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-Ig
nachgewiesen. Abbildung 4.24 verdeutlicht, dass auch die Generierung von C3dg in
Serum strikt abhangig ist von der Anwesenheit des Cofaktors FH. Dabei fihrten FH-
Konzentrationen unter 250 pg/ml im Serum zu keiner nennenswerten C3dg-
Generierung. Die FH-vermittelte Bildung von C3dg in Serum bendtigt also die
Anwesenheit von FH in hochphysiologischen Konzentrationen.
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Abb. 4.24 Einfluss der FH-Konzentration auf die C3dg-Generierung in Serum. FH-402Y
(0-500 pg/ml) wurde zu AFH-Serum gegeben. Das Serum wurde mit je 10 mM ca” und
Mg2+ sowie 10 mg/ml Zymosan versetzt und fir 2 h bei 37°C inkubiert. 1 pl Serum wurde mit
SDS-Probenpuffer vermengt. Die C3-Fragmente im Serum wurden anschlieend in einem
10%igen Laemmli-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Immunoblot mit den mAk
I13/15 (anti-C3b/iC3b/C3dg) und B3/6 (anti-C3- B-Kette) nachgewiesen, gefolgt von
Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-Ig als Sekundarantikorper.

4.7.2 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die C3dg-Generierung in
Serum

Zu AFH-Serum wurden entweder 250 pg/ml gepoolter FH-402Y oder FH-402H
gegeben. CaCl, und MgCl, wurden resubstituiert und durch Zugabe von 10 mg/ml
Zymosan das Komplementsystem im Serum aktiviert. Das Serum wurde bei 37°C
inkubiert und die Reaktion nach 1 h, 2h und 4 h mit 0,1 M EDTA abgestoppt. 1 ul
Serum wurde mit SDS-Probenpuffer vermengt, gekocht und in eine Tasche eines
10%igen Laemmli-Gels gegeben. Die anschliellende Elektrophorese erfolgte unter
nicht reduzierenden Bedingungen. C3dg wurde im Immunoblot mit dem mAk [3/15
nachgewiesen. Die Intensitdt der C3dg-Bande im Blot wurde densitometrisch
gemessen. Der Immunoblot ist in Abbildung 4.25 mit der zugehdrigen
densitometrischen Auswertung dargestellt. In Anwesenheit von FH-402H wurde
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signifikant weniger C3dg im Serum gebildet als in Anwesenheit von FH-402Y. So
betrug der nach 4 h mit FH-402H ermittelte Wert fir C3dg nur 36,5 + 14,2 % des flr
FH-402Y ermittelten Wertes. Der in 4.6.3 beschriebene Befund konnte somit in Serum
reproduziert werden.
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Abb. 4.25 Generierung von C3dg in Serum in Anwesenheit von FH-402Y oder FH-402H.
Gepoolter FH-402Y oder FH- 402H (200 pg/ml) wurden zu AFH-Serum gegeben. Das Serum
wurde mit je 10 mM ca®* und Mg sowie 10 mg/ml Zymosan versetzt und bei 37°C inkubiert.
Die Reaktion wurde zu verschiedenen Zeitpunkten mit EDTA gestoppt. 1 pl Serum wurde mit
SDS-Probenpuffer vermengt. Die C3-Fragmente im Serum wurden anschlieRend in einem
10%igen Laemmli-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Immunoblot mit den mAk
I13/15 (anti-C3b/iC3b/C3dg) und B3/6 (anti-C3- p-Kette) nachgewiesen, gefolgt von
Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus-Ig als Sekund&rantikérper. Die Intensitat der
C3dg-Bande wurde densitometrisch bestimmt. Die ermittelten Intensitaten wurden auf den 4 h-
Wert bei Verwendung von FH-402Y normalisiert. Die Symbole im unteren Teil der Abbildung
stehen fir die Durchschnittswerte + Standardabweichung aus 3 Experimenten.
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4.7.3 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die C3dg-Generierung in
unmodifizierten Seren von Einzelspendern

In einem weiteren Experiment wurden unmodifizierte Seren von einzelnen Spendern
benutzt, die homozygot fir eine der polymorphen FH-Varianten sind. Die
Komplementkaskade wurde durch Zugabe von 10 mg Zymosan/ml in Gang gesetzt. Die
Aktivierung erfolgte Uber 2 Stunden bei 37°C, wonach die Reaktion mit 0,1 M EDTA
abgestoppt wurde. 1 pl Serum wurde mit SDS-Probenpuffer vermengt, gekocht und in
eine Tasche eines 10%igen Laemmli-Gels appliziert. Die C3b-Fragmente wurden
elektrophoretisch unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Das C3dg-
Fragment wurde mittels Immunoblot mit dem mAk 13/15 nachgewiesen und die
Intensitat der Bande densitometrisch gemessen. Anhand eines ebenfalls auf das Gel
aufgetragenen C3dg-Standards wurde die C3dg-Konzentration im jeweiligen Serum
ermittelt. Parallel dazu wurden die Konzentrationen von FH, C3, iC3b, und weiteren
Komplementaktivierungsprodukten in denselben Seren mittels ELISA gemessen. Alle
ermittelten Daten sind in Abbildung 4.26 zusammengefasst. Der Abbildung ist zu
entnehmen, dass in den Seren derjenigen Spender, die homozygot fir die Histidin-
Variante sind, im Durchschnitt signifikant weniger C3dg nach Aktivierung gemessen
wurde als in den Seren der flr Tyrosin homozygoten Spender. Im Einklang damit
stehen die in den aktivierten Seren gemessenen iC3b-Konzentrationen. Diese sind

C3 FH C3b/iC3b  C3dg
[Hg/ml] [Mg/ml] [Hg/ml] [Hg/mli]
2000 1 500 1 120 - p<0.01 140 - p < 0.05
1800 4 . F o —
1600 4 400 - %
1400 4 | % ”
1200 4 300 80 Z %
1000 1 - % é
800 - 200 A Z é
600 - % Z
400 4 100 4 20 4 % %
200 % %

0 04
Tyr His Tyr His Tyr His

Abb. 4.26 C3-Prozessierung in unmodifizierten Seren von Einzelspendern. Seren von
Einzelspendern, die entweder homozygot fir FH-402Y (n=7) oder FH-402H (n=8) sind,
wurden mit 10 mg/ml Zymosan versetzt und fur 2 h bei 37°C inkubiert. Zur Bestimmung der
C3dg-Konzentration wurden 1 pl aktiviertes Serum von jedem Spender, sowie ein C3d-
Standard auf ein 10%iges Laemmli-Gel aufgetragen. Die C3-Fragmente wurden
elektrophoretisch aufgetrennt und C3dg im Immunoblot mit dem mAKk 13/15 nachgewiesen. Die
Intensitat der Banden wurde densitometrisch gemessen und anhand des C3d-Standards auf
pag/ml umgerechnet. iC3b in den Zymosan-aktivierten Seren, sowie C3 und FH im
Ausgangsmaterial wurden mittels ELISA gemessen. Schwarze Balken: nicht aktiviertes
Serum; schraffierte Balken: Serum nach Aktivierung mit Zymosan
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entsprechend niedriger in den Seren der FH-402Y-Spender als in denen der FH-402H-
Spender. Beide Befunde sprechen fir eine reduzierte Aktivitat von FH-402H als
Cofaktor fur die Prozession von iC3b zu C3dg. Es ist allerdings zu beachten, dass in
den Seren der FH-402H-Spender um ca. 20% geringere Ausgangskonzentrationen C3
gemessen wurden. Die FH-Konzentrationen sind im Durchschnitt in beiden
Spendergruppen  annahernd gleich. Aus diesen  Untersuchungen kann
zusammenfassend geschlossen werden, dass neben der FH-Konzentration der Y402H-
Genotyp die Effektivitat der Umwandlung von iC3b in C3dg in Serum entscheidend
bestimmit.

4.8 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die Cofaktor-
Aktivitat auf Zelloberflachen

Die Cofaktor-Aktivitat von FH-402Y und FH402H auf Zelloberflachen wurde an RBL-
Zellen untersucht. Diese Zellen tragen keine membranstandigen Regulatoren, die mit
dem humanen Komplementsystem interagieren und lassen sich daher durch Inkubation
in humanem Serum mit C3b beladen. Die Prozessierung des membrangebundenen
C3b wurde mittels FACS quantifiziert. Dabei wurden zwei verschiedene mAKk in der
FACS-Farbung eingesetzt. Der mAk B3/6 bindet die C3-B-Kette. Mit ihm konnte die
Umwandlung von iC3b in C3dg durch Verlust des pB-Ketten-Signals registriert werden.
Der gegen C3b/iC3b/C3dg gerichtete mAk 13/15 bindet an die a-Kette und diente als
Kontrollantikdrper (Abb.4.27).

RBL-Zelle RBL-Zelle
c=0 cC=0
C3dg -EEEE-
: P N~
& FH+F > 13/15

—1
S S—S

/B3/6

Abb. 4.27 Nachweisprinzip von C3dg auf RBL-Zellen. C3b ist Uber die a-Kette kovalent an
Aminosaurereste (®) von Oberflachenproteinen der RBL-Zelle gebunden. Nach Inkubation der
Zellen mit FH und Faktor | entstehen die finalen C3-Fragmente C3dg und C3c, welches in den
Uberstand freigelassen wird. C3dg bleibt an der Zelloberflache gebunden. Die C3-Fragmente
wurden mit dem mAK 13/15, der ein konvertiertes Epitop auf C3b, iC3b und C3dg erkennt, und
dem anti- B-Ketten-mAk B3/6 nachgewiesen. Die Uberfihrung von C3b/iC3b in C3dg ist somit
durch die Abnahme des B3/6-Signals auf den RBL-Zellen mittels FACS festzustellen.
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4.8.1 Beladung von RBL-Zellen mit C3b

Um die Prozessierung von C3b auf Zelloberflachen untersuchen zu kénnen, mussten
die Zellen zuerst mit Komplement beladen werden. Dies erfolgte durch Inkubation der
Zellen in Serum. RBL-Zellen wurden mit Trypsin/EDTA vom Boden einer
Zellkulturflasche gelost, gezahlt und mit HBSS™ gewaschen. AnschlieBend wurde
Serum in einer Endverdiinnung von 1:10 auf die Zellsuspension gegeben. Zur Kontrolle
wurde in einem weiteren Ansatz Uber 1 h bei 56°C hitzeinaktiviertes Serum ebenfalls in
einer 1:10-Verdiinnung eingesetzt. Nach 5 min bei 37°C im Wasserbad wurde die
Reaktion durch Zugabe von HBSS/EDTA gestoppt und die Zellen mit FACS-Puffer
gewaschen. C3b wurde auf den RBL-Zellen mit den mAk 13/15 (a-C3b/iC3b/C3dg) und
B3/6 (a-C3b-R-Kette) nachgewiesen. Zum Sekundarnachweis wurde FITC-konjugierter
Ziege-anti-Maus-Immunglobulin-Antikbrper verwendet. C3b auf den Zellen wurde
durchflusszytometrisch gemessen. Im oberen Anteil der Abbildung 4.28 sind Daten fir
den C3b-Nachweis mit dem mAk [13/15, im unteren Anteil die Daten fur den Nachweis
mit dem mAKk B3/6 dargestellt. In beiden Féallen ist nach Inkubation der RBL-Zellen mit
hitzeinaktiviertem Serum kein Anstieg des Signals zu detektieren. Nach Inkubation der
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Abb. 4.28 Beladung von RBL-Zellen mit C3b. RBL-Zellen wurden entweder mit
unbehandeltem oder hitzeinaktivierten Serum in einer Verdiinnung von 1:10 in HBSS™ fiir
5 min bei 37°C inkubiert und anschlielend mit FACS-Puffer gewaschen. C3b wurde entweder
mit dem mAKk 13/15 (a-C3b/iC3b/C3dg, A) oder B3/6 (a-C3b- 3-Kette, B), gefolgt von einem
Ziege-anti-Maus-Ig-FITC-Konjugat auf den  Zellen nachgewiesen. Die FITC-
Fluoreszenzintensitat wurde durchflusszytometrisch quantifiziert.
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Zellen mit Serum ist eine durchschnittliche Fluoreszenz von jeweils Uber 600
nachweisbar. Die C3b-Beladung erfolgte demnach spezifisch durch Aktivierung des
Komplementsystems. Diese unterbleibt nach wamebedingter Zerstérung hitzelabiler
C3-Konvertasen in hitzeinaktiviertem Serum.

4.8.2 Kinetik der C3dg-Generierung auf Zelloberflachen in Anwesenheit
von FH-402Y oder FH-402H

C3b-beladene Zellen wurden in HBSS™ gewaschen und mit 20 pug/ml Faktor | und
100 pg/ml FH-402Y oder FH-402H bei 37°C inkubiert. Bei einem Ansatz wurde nur
Faktor | und kein FH auf die Zellen gegeben. Die Reaktion wurde nach 15 min, 30 min,
60 min, 120 min und 180 min mit FACS-Puffer abgestoppt. Kurz vor dem Abstoppen
wurden die Zellen zentrifugiert, um Uberstand zu gewinnen. 20 pl dieses Uberstandes
wurden mit 40 ul SDS-Probenpuffer mit Mercaptoethanol vermengt, bei 99°C gekocht
und schlieBlich auf ein 10%iges Laemmli-Gel aufgetragen. Die C3-B-Kette im
Uberstand wurde mit dem mAk B3/6 im Immunoblot nachgewiesen. Zur
durchflusszytometrischen Analyse wurden die C3b-Fragmente auf den Zellen mit den
mAK 13/15 (anti-C3b/iC3b/C3dg) oder B3/6 (anti-C3b-B-Kette) markiert. Zum
Sekundarnachweis wurde FITC-konjugierter Ziege-anti-Maus-Immunglobulin-Antikdrper
verwendet.

In Abbildung 4.29 A ist die Abnahme des Fluoreszenzsignals fir die mit B3/6
nachgewiesene C3b-R-Kette dargestellt. Abbildung 4.29 C zeigt die Daten eines
reprasentativen Experiments fur die Zeitpunkte 15 min und 180 min. In Anwesenheit
von FH-402Y oder FH-402H nimmt das B3/6-Signal deutlich starker ab als in
Abwesenheit von FH. FH war folglich imstande, als Cofaktor fur die Fl-vermittelte C3dg-
Generierung auf Zelloberflachen zu dienen. FH-402Y und FH-402H unterscheiden sich
dabei nicht in ihrer Cofaktor-Aktivitéat. Denselben Schluss l&asst auch der in Abbildung
4.30 dargestellte Immunoblot zu. Er zeigt den Nachweis der in den Uberstand
freigesetzten C3-B-Kette. Erfolgte die C3dg-Generierung auf den RBL-Zellen mit FH als
Cofaktor, so lieR sich im Uberstand tendenziell mehr C3-B-Kette detektieren. Auch
hierbei unterschieden sich FH-402Y und FH-402H nicht voneinander. Sowohl aus den
FACS-Daten als auch aus dem Blot geht hervor, dass auch in Abwesenheit von FH C3-
B-Kette in den Uberstand freigesetzt wurde. Wurde mittels FACS C3b/iC3b/C3dg auf
den RBL-Zellen mit dem mAKk 13/15 nachgewiesen, so zeigte sich Uber die Zeit
ebenfalls eine Reduktion des Signals (Abb 4.27 B,D). Dabei entspricht die Abnahme
des 13/15-Signals sowohl in An- als auch in Abwesenheit von FH der Entwicklung des
B3/6-Signals in Abwesenheit von FH (Abbildung 4.27 A). Dies spricht fur ein
unspezifisches Ablosen von C3b-Molekilen (mdglicherweise auch in externalisierten
Membranvesikeln) von den RBL-Zellen im Verlauf der Reaktion.
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Abb. 4.29 Zeitabhangige C3dg-Generierung auf RBL-Zellen in Anwesenheit von FH-
402Y und FH-402H. RBL-Zellen wurden durch Inkubation in Serum mit C3b beladen und
anschlieBend mit Faktor | (20 pg/ml) und entweder gepooltem FH-402Y oder FH-402H
(100 pg/ml) bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit
FACS-Puffer abgestoppt. Die C3b-Fragmente wurden entweder mit dem mAk B3/6 (a-C3b-j-
Kette, A,C) oder 13/15 (a-C3b/iC3b/C3dg, B), gefolgt von einem Ziege-anti-Maus-Ig-FITC-
Konjugat auf den Zellen nachgewiesen. Die FITC-Fluoreszenzintensitdt wurde
durchflusszytometrisch quantifiziert. Die Symbole stehen fur die Durchschnittswerte +
Standardabweichung aus 3 Experimenten.
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Abb. 4.30 Nachweis von C3-R-Kette im Uberstand von C3b-beladenen RBL-Zellen nach
Inkubation mit FI und FH-402Y / FH-402H. RBL-Zellen wurden durch Inkubation in Serum
mit C3b beladen und anschlieBend mit Faktor | (20 pg/ml) und entweder gepooltem FH-402Y
oder FH-402H (100 pg/ml) bei 37°C inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde die
Zellsuspension zentrifugiert, um Uberstand zu gewinnen. 20 pl des Uberstandes wurden mit
SDS-Probenpuffer und Mercaptoethanol vermengt und auf ein 10%iges Laemmli-Gel
aufgetragen. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert. Die C3-p-Kette im Uberstand wurde mit dem mAk B3/6
gefolgt von einem Ziege-anti-Maus-Ig-FITC-Konjugat nachgewiesen.
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4.8.3 C3dg-Generierung auf Zelloberflachen in Abhéngigkeit von der FH-
Konzentration

C3b-beladene Zellen wurden in HBSS™ gewaschen und mit 20 pug/ml Faktor | und FH-
402Y oder FH-402H bei 37°C fur 2 h inkubiert. Dabei wurden aufsteigende FH-
Konzentrationen von 0-200 pg/ml eingesetzt. Zur durchflusszytometrischen Analyse
wurden die C3b-Fragmente auf den Zellen mit den mAk B3/6 (a-C3b-R-Kette), und
FITC-konjugiertem Ziege-anti-Maus-Immunglobulin-Antikérper als Sekundarantikorper
nachgewiesen. Wie in Abbildung 4.31 dargestellt, war eine konzentrationsabhangige
Freisetzung von C3-R-Kette von der Zelloberflache festzustellen. So sank die
Fluoreszenzintensitat des B3/6-Signals in Anwesenheit von 200 pg/ml FH-402Y auf
56,4 £ 1,6 % des Ursprungswertes. Dabei scheint tendenziell FH-402H ein potenterer
Cofaktor fiir die C3dg-Generierung zu sein als FH-402Y. Der registrierte Unterschied
erweist sich allerdings nur bei einer FH-Konzentration von 100 pg/ml als signifikant
(p=0,016). Mit 13/15 nachgewiesenes C3b/iC3b/C3dg blieb unabhéngig von der FH-
Konzentration konstant auf den RBL-Zellen exprimiert.
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Abb. 4.31 Konzentrationsabhéngige C3dg-Generierung auf RBL-Zellen in Anwesenheit
von FH-402Y und FH-402H. RBL-Zellen wurden durch Inkubation in Serum mit C3b beladen
und anschlieend mit Faktor | (20 pg/ml) und entweder gepooltem FH-402Y oder FH-402H (0-
200 pg/ml) bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde nach 2 h mit FACS-Puffer abgestoppt. Die
C3b-Fragmente wurden entweder mit dem mAk B3/6 (a-C3b- 3-Kette, durchgezogene Linien
und Histogramm) oder 13/15 (a-C3b/iC3b/C3dg, gepunktete Linie), gefolgt von einem Ziege-
anti-Maus-Ig-FITC-Konjugat auf den Zellen nachgewiesen. Die FITC-Fluoreszenzintensitat
wurde im Durchflusszytometer gemessen. Die Symbole stehen fur die Durchschnittswerte +
Standardabweichung aus 3 Experimenten.
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4.9 Bestimmung von Komplement-Aktivierungsprodukten in
den Plasmen gesunder Probanden und AMD-Patienten

In  Zymosan-aktivierten Seren konnten in Abhangigkeit vom Y402H-Genotyp
unterschiedliche C3dg-Konzentrationen gemessen werden (s. Abb. 4.24), welche auf
unterschiedliche Cofaktor-Aktivitdten der beiden FH-Varianten zurtickzufiihren sind.
Ebenso weist die Variante FH-402H im Vergleich zu FH-402Y eine eingeschrankte
CRP-Bindung auf (s. Abb. 4.9). Um zu untersuchen, ob die zuvor beschriebenen
Funktionsunterschiede von FH-402Y und FH-402H die Konzentrationen weiterer
Aktivierungsparameter des alternativen Komplementweges in nicht aktivierten Plasmen
gesunder Probanden beeinflussen, wurden diese mittels sensitiver ELISA-Verfahren
gemessen. Da mehrere Studien auf ein lokales Entziindungsgeschehen im Auge bei
AMD-Patienten hinweisen und genetische Untersuchungen eine besondere Bedeutung
des alternativen Komplementweges bei AMD nahe legen, sollte in dieser Arbeit des
Weiteren untersucht werden, ob sich bei AMD-Patienten auch unabhangig vom FH-
Genotyp Anzeichen einer sytemischen Komplementaktivierung beobachten lassen.
Hierzu wurden die Konzentrationen verschiedener Aktivierungsparameter des
alternativen Komplementweges in den Plasmen von AMD-Patienten und Augen-
gesunden Probanden mittels ELISA gemessen und miteinander verglichen.

491 Einfluss des Krankheitsstatus auf die Konzentration der
Komplement-Aktivierungsprodukte

Die Teilnehmer an dieser Studie wurden von der Universitatsaugenklinik Bonn
(Direktor: Prof. Holz) rekrutiert und fundoskopisch untersucht. Die Studienpopulation

Kontrollen AMD-Patienten
Gesamt (n) 67 112
Mannlich (n) 37 41
Weiblich (n) 30 71
Alter (Jahre) 70,1 £5,9 75,6 £ 6,6
Kreatinin [mg/dl] 0,91 + 0,18 0,98 £ 0,37
AMD-Phanotyp
Drusen = 9
GA - 25
CNV - 78
Y402H-Genotyp
Tyr/Tyr (T/T) 27 20
Tyr/His (T/C) 32 56
His/His (C/C) 8 36

Tab. 4.3 Zusammenstellung der Studienpopulation
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umfasste 112 AMD-Patienten und 67 Augen-gesunde Kontrollen, die fundoskopisch
keine AMD-Merkmale aufwiesen. Geschlechts- und Altersverteilung sowie der
Raucherstatus sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst. Durch die zusatzliche
Bestimmung der Serum-Kreatinin-Werte wurden mogliche Einschrankungen der
Nierenfunktion erfasst, die einen Einfluss auf die Plasmakonzentration renal
katabolisierter Proteine (Faktor D, Ba) hatten haben kdnnen. Allen Probanden wurde
unter standardisierten Bedingungen EDTA-Plasma und Vollblut entnommen. Mit den in
Tab. 3.4 (S. 44) beschriebenen Sandwich-ELISA-Verfahren wurden Plasma-
Konzentrationen von Substraten, Aktivierungsprodukten, sowie Regulatoren des
alternativen Komplementweges gemessen. Die Plasma-Konzentrationen besonders
derjeniger Aktivierungsprodukte, die eine chronische Komplementaktivierung anzeigen
(Ba, actC3), waren bei AMD-Patienten im Vergleich zu den Kontrollen signifikant erhoht
(Abb. 4.33). Des Weiteren konnten bei den AMD-Patienten (wenn auch mit geringerer
Signifikanz) erhohte Konzentrationen der Anaphylotoxine C3a und Cb5a gemessen
werden, die schnell aus der Zirkulation eliminiert werden (Abb. 4.33). Eine
Komplementaktivierung in den Plasmen der Patienten im Vergleich zu den Kontrollen
kann nicht durch unterschiedliche Konzentrationen von FH oder den Substraten C3 und
C4 erklart werden (Abb. 4.32 und 4.33). Die Plasmakonzentrationen von Faktor D und
Faktor B waren bei AMD-Patienten signifikant erhoht (Abb. 4.32 und 4.33).
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Abb. 4.32 Faktor H- und Faktor D-Konzentrationen in Plasmen von AMD-Patienten. In
den Plasmen von 112 AMD-Patienten und 62 nicht an AMD erkrankten Personen wurden die
FH- bzw die FD-Konzentrationen mittels ELISA bestimmt.

4.9.2 Einfluss des FH-Genotyps auf die Konzentration der Komplement-
Aktivierungsprodukte

Die Genotypisierung aller Probanden hinsichtlich des Y402H-Polymorphismus, sowie
weiterer FH-Polymorphismen wurde freundlicherweise durch Mitarbeiter des Instituts fur
Humangenetik der Universitat Regensburg (Direktor: Prof. Weber) tdbernommen.
Tabelle 4.4 ist zu entnehmen, dass Plasmen gesunder Spender, die entweder
homozygot fur FH-402Y oder FH-402H waren, annahernd gleiche FH- oder Faktor-D-
Konzentrationen aufwiesen. Ebenso wenig war der Austausch von Tyrosin gegen
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Histidin in Position 402 des FH-Proteins mit einer messbaren Anderung der
Konzentrationen verschiedener Komplementsubstrate bzw. -—aktivierungsprodukte
assoziiert. Auch eine Erhéhung der iC3b-Konzentration, wie sie in Zymosan-aktivierten
Seren von FH-402H-Spendern beobachtet wurde und die durch die eingeschréankte
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Abb. 4.33 Plasmakonzentrationen von Komplementsubstraten und

Aktivierungsprodukten bei AMD-Patienten. In den Plasmen von 112 AMD-Patienten und
62 nicht an AMD erkrankten Personen wurden die Konzentrationen der
Komplementsubstrate C3, C4 und B, sowie der Aktivierungsprodukte C3a, actC3, iC3b, Ba,
Cb5a und TCC mittels ELISA bestimmt.
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Cofaktor-Aktivitdt dieser FH-Variante erklart werden kann, konnte in den nicht
aktivierten Plasmen nicht festgestellt werden. Diese Daten stiitzen die Annahme einer
allein durch den Y402H-Polymorphismus systemischen
Komplementaktivierung nicht. Deshalb wurde der Frage nachgegangen, ob die
Kombination mehrerer Risikopolymorphismen im FH-Gen einen nachweisbaren Effekt
auf die Konzentrationen verschiedener Komplementaktivierungsparameter im Plasma
haben konnte. Eine Haplotypenanalyse der Studienpopulation (freundlicherweise
durchgefuhrt von Mitarbeitern des Instituts fur Humangenetik der Universitét
Regensburg), die neben dem Y402H-Polymorphismus funf weitere FH-Polymorphismen
einschloss, identifizierte einen Risikohaplotypen (GCGGGC), sowie zwei protektive
Haplotypen (ATGAAC und GTGAAC; s. Tab. 4.5). Um einen direkten Zusammenhang
zwischen genetischen Variationen von FH und den Aktivitatsmarkern des alternativen
Komplementweges zu untersuchen, wurden Plasmakonzentrationen der einzelnen
Aktivierungsprodukte zwischen Tragern des Risikohaplotyps und Tragern der
protektiven Haplotypen miteinander verglichen, und zwar sowohl innerhalb des Kontroll-
als auch innerhalb der Patientenkollektivs. Wie in Tabelle 4.6 zu sehen ist, wurden in
beiden Kollektiven bei Tragern des Risikohaplotyps durchgehend signifikant hdhere
Konzentrationen der Komplement-Aktivierungsprodukte gemessen, im Vergleich zu
Trégern der protektiven Haplotypen. Einzige Ausnahme ist hierbei die Cb5a-
Konzentration, welche im Patientenkollektiv bei Tragern des Risikohaplotypen nicht
erhoht war.

determinierten

Parameter Einheit Genotyp

Tyr/Tyr Tyr/His His/His

(n=27) (n=32) (n=8)
C3 mg/ml 1,14 £ 0,04 1,20 + 0,03 1,15 + 0,05
C4 mg/ml 0,24 + 0,01 0,25 +0,01 0,23 +0,01
Faktor B Hg/mi 669 + 48 791 + 55 643 + 92
Faktor H pg/mi 516 + 23 533+ 18 517 + 33
Factor D pg/mi 0,89 £ 0,07 1,09 + 0,07 1,03 = 0,09
C3a ng/ml 14,5 + 0,58 14,8 + 0,58 15,0 + 0,94
C5a ng/ml 1,48 + 0,10 1,59 + 0,09 1,67 + 0,18
Ba Mg/ml 1,07 £ 0,07 1,15+ 0,06 1,17+ 0,11
actC3 pg/mi 46,2 + 2,03 49,7 + 1,83 47,7 £ 6,31
iC3b Hg/mi 38,5+2,11 41,2 + 2,78 32,7 £3,72
SC5b-9 ng/ml 322 + 149 224 + 34,2 148 £ 12,6

Tab. 4.4 Einfluss des Y402H-Genotyps auf Plasmakonzentrationen von
Komplementregulatoren, -substraten und -aktivierungsprodukten bei gesunden
Probanden.
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FH-Polymorphismus FH-Haplotypen
Haplotyp 1 Haplotyp 2 Haplotyp 3
(Risikohaplotyp) (protektiv) (protektiv)
rs800292 (162V) G A G
rs1061170 (Y402H) C T T
rs1048663 (IVS 9) G G G
rs2274700 (A473A) G A A
rs412852 (IVS 15) G A A
rs11582939 (IVS 18) C C C
Verteilung
AMD-Patienten 57% 12% 8%
Kontrollen 36% 23% 18%

Tab. 4.5 FH-Polymorphismen sowie Risiko- und protektive FH-Haplotypen innerhalb
der Studienpopulation.

Parameter Kontrollen AMD-Patienten
Risiko- Protekt. Risiko- Protekt.
Gesamt Haplotyp Haplot. Gesamt Haplotyp Haplot.
(n=67) (n=17) (n=23) (n=112) (n=67) (n=16)
Ba [ug/ml] 1,21+0,04 1,21+0,25 1,04+0,08 1,41+0,04 1,46+0,05 1,27+0,11
actC3 [ug/ml] 48,1+1,40 50,9+3,71 45,4+2,34 59,1+1,80 60,6+2,11 52,7+4,88
C3a [ng/ml] 14,7+0,38 15,3+0,70 14,0+0,62 16,4+0,37 16,6+0,53 15,3+0,89
C5a [ng/ml] 1,55+0,06 1,64+0,12 1,46+0,11 1,77£0,06 1,72+0,07 1,86%0,16

Fakt. D [pg/ml] 0,98+0,04 1,04+0,05 0,85+0,07 1,35+0,05 1,38+0,06 1,26+0,12

Tab. 4.6 Abhéngigkeit der Konzentrationen einzelner Komplementregulatoren und -
aktivierungsprodukte vom FH-Haplotyp bei Kontrollen und AMD-Patienten.
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5. Diskussion

Faktor H (FH) ist der wichtigste Regulator der Komplementaktivierung Gber den
alternativen Weg in der flissigen Phase (Zipfel et al. 1999, Zipfel und Skerka 2009).
Hierzu bindet FH an Polyanionen, Zelloberflachen, CRP und C3b und beschleunigt den
Zerfall der bimolekularen C3-Konvertase C3bBb (Rodriguez de Cérdoba et al. 2004).
Zudem ist FH Cofaktor von Faktor | (FI), einer Ioslichen Protease, die den Abbau von
C3b katalysiert. Assoziationsstudien des gesamten menschlichen Genoms sowie
detaillierte Analysen der Region 1932 identifizierten Polymorphismen innerhalb des FH-
Gens (HF1), die mit einem erhdhten Risiko fir die altersabhéngige Makuladegeneration
(AMD) einhergehen (Edwards et al. 2005, Hageman et al. 2005, Haines et al. 2005,
Klein et al. 2005, Zareparsi et al. 2005, Li et al. 2006). Einer dieser AMD-
Risikopolymorphismen fuhrt im FH-Molekil zum Austausch von Tyrosin gegen Histidin
an Position 402 (Y402H) (Edwards et al. 2005, Hageman et al. 2005, Haines et al.
2005, Klein et al. 2005, Zareparsi et al. 2005). Die Aminosaure 402 ist auf der siebten
von insgesamt 20 Short-Consensus-Repeat-Doménen (SCR) lokalisiert, welche u.a. an
der Bindung von FH an Glycosaminoglycane, C-reaktives Protein (CRP) und
Streptokokkenprotein M beteiligt ist (Giannakis et al. 2001).

Der Y402H-Polymorphismus in HF1 und weitere Komplement-Polymorphismen, die das
individuelle Risiko fur AMD erhtéhen (Gold et al. 2006, Li et al. 2006, Hughes et al.
2006, Yates et al. 2007), wurden als Hinweis auf einen kausalen Zusammenhang
zwischen dieser Augenerkrankung und dem alternativen Weg des Komplementsystems
interpretiert. Ein Beweis fur diese Annahme konnte aber bisher noch nicht erbracht
werden. Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass der Austausch von Tyrosin
gegen Histidin an Postion 402 des FH-Moleklls die Funktion von FH als
Komplementregulator beeinflussen kénnte. Eine mogliche Folge davon kdnnte eine
verstarkte systemische Aktivierung des Alternativweges des Komplementsystems sein,
was in Einklang mit den derzeitigen pathophysiologischen Konzepten der AMD stehen
wirde (Donoso et al. 2006, Kijlstra et al. 2005, Anderson et al. 2010). Der Nachweis
eines derartigen biochemisch-funktionellen Effekts des Y402H-Polymorphismus kdnnte
zu einem besseren Verstandnis der Bedeutung von FH-Polymorphismen bei der AMD
beitragen. Zur Prifung der Arbeitshypothese wurden im Rahmen der vorliegende Arbeit
im Wesentlichen drei Ziele verfolgt:

1. Die Untersuchung des Einflusses des Y402H-Polymorphismus auf die
Interaktion von FH mit seinen Liganden, sowie auf seine Komplement-
regulatorische Aktivitat.

2. Die funktionelle Charakterisierung des polymorphen FH-Epitops 402 mittels
monoklonaler Antikorper.
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3. Der Nachweis einer systemischen Komplementaktivierung bei Tragern der FH-
Variante FH-402H bzw. bei AMD-Patienten als Indikator einer eingeschrankten
Komplementkontrolle in vivo.

Wesentliches Werkzeug fiir den experimentellen Teil dieser Arbeit waren reine FH-
402Y- und FH-402H-Praparate, die mittels anti-FH-Immunaffinitdtschromatographie aus
den Plasmen zuvor genotypisierter gesunder Spender gewonnen wurden (4.2.1, S. 61).
Die Immunaffinitatschromatographie erlaubt im Gegensatz zu anderen Verfahren wie
z.B. lonenaustauschchromatographie (Sim und DiScipio 1982) die hocheffiziente und
spezifische Isolation von FH in einem einzigen Schritt. Die Wahl eines geeigneten
monoklonalen anti-FH-Antikérpers, mit dem die FH-Aufreinigung erfolgen sollte, fiel auf
den zuvor in der Arbeitsgruppe Oppermann etablierten mAk L20/3, da dieser zum einen
an ein Epitop auf FH bindet, welches weit vom polymorphen Aminosaurerest 402
entfernt ist und zum anderen eine besonders hohe Affinitdt zu FH besitzt. Die
hergestellten FH-402Y- und FH-402H-Praparate wiesen einen hohen Reinheitsgrad
auf. Als einzige Kontaminanten waren geringe Mengen der FH-verwandten Proteine
FHR-1o und FHR-1B nachweisbar, die in allen Préaparaten gleichermal3en vorhanden
waren (< 10%, s. Abb. 4.4). Diese Kontamination lasst sich dadurch erklaren, dass
FHR-1o und FHR-1R wie FH das Epitop DITSFPLSVYAP tragen und deshalb ebenso
von dem anti-FH-mAk L20/3 erkannt werden (Oppermann et al. 2006). Allerdings
konnte diese Verunreinigung der Praparate flr das weitere experimentelle Vorgehen
vernachlassigt werden, da FHR-laund FHR-1p keine Komplement-regulatorische
Aktivitat wie FH besitzen (Zipfel und Skerka 1994).

An dieser Stelle sei erwahnt, dass wahrend der Fertigstellung der vorliegenden Arbeit
mehrere Publikationen erschienen, in denen ebenfalls Analysen der FH-Varianten FH-
402Y und FH-402H bzw. FH-621 und FH-62V vorgestellt wurden (Clark et al. 2006,
Laine et al. 2007, Sj6berg et al. 2007, Skerka et al. 2007, Yu et al. 2007, Tortajada et
al. 2009). Auf Ubereinstimmungen und Abweichungen dieser publizierten Daten mit
bzw. von den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wird im Einzelnen weiter unten
eingegangen. An dieser Stelle ist hervorzuheben, dass die konkurrierenden
Arbeitsgruppen ihre Daten in den meisten Fallen unter Verwendung rekombinanter FH-
Proteinfragmente erhoben haben (Clark et al. 2006, Sjoberg et al. 2007, Yu et al. 2007).
Im Gegensatz dazu wurden in der vorliegenden Arbeit ausschlie3lich intakte, native FH-
Proteine verwendet. Da die Konformation des FH-Proteins und seine Interaktion mit
Liganden komplex ist (DiScipio 1992, Perkins et al. 2002, Oppermann et al. 2006),
entsprechen die Versuchsbedingungen unter Verwendung nativer Proteine sehr viel
mehr den physiologischen Gegebenheiten als unter Verwendung rekombinanter
Proteine. Zugleich ist zu beachten, dass die nativen FH-Praparate zwar homogen sind
beziglich des hier interessierenden Polymorphismus Y402H, an anderen Aminoséaure-
Positionen (z.B. 162V) jedoch u.U. voneinander abweichen. Daher wurden neben
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gepoolten FH-Préaparaten stets auch Préparate von typisierten Einzelspendern fir alle
Untersuchungen eingesetzt.

Neben der Herstellung reiner FH-Praparate war die Generierung monoklonaler anti-FH-
Antikorper ein weiterer wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit. Unter Zuhilfenahme
dieser mAk sollte das FH-Epitop 402 funktionell charakterisiert werden. Es sollte
insbesondere untersucht werden, inwieweit die Aminosdure 402 direkt an der
Interaktion mit den verschiedenen FH-Liganden bzw. an den einzelnen FH-Funktionen
beteiligt ist. Es wurden daher monoklonale Antikdrper (mAk) generiert, die spezifisch
gegen eine Peptidsequenz unter Einschluss der Aminosaure 402 gerichtet sind. Die zur
Immunisierung verwendeten Peptide enthielten entweder Tyrosin oder Histidin an der
varianten Position. Auf diese Weise gelang es mAk herzustellen, die nicht nur das
jeweilige Peptid, sondern auch hochspezifisch entweder nativen FH-402Y oder FH-
402H banden (s. Abb. 4.5, S. 64). Kreuzreaktionen mit der jeweils anderen FH-Variante
waren praktisch nicht zu verzeichnen (s. Abb. 4.5, S. 64). Auzerdem kamen weitere
zuvor etablierte mAk zum Einsatz, die gegen andere FH-Domanen gerichtet sind. Unter
der Vorstellung, dass die Prainkubation von FH mit den mAk die Interaktion bestimmter
FH-Liganden mit dem jeweiligen Epitop blockiert, konnten Rickschlisse auf deren
funktionelle Bedeutung gezogen werden.

Fir die Interaktion von FH mit Polyanionen bzw. Heparin sind v.a. Arginin- und
Lysinreste in SCR7 verantwortlich, die sich in unmittelbarer N&he der
Aminosaureposition 402 befinden (Giannakis et al. 2003). Strukturmodelle und
kristallographische Daten legen zudem nahe, dass der Aminosaurerest 402 auf der
Oberflache von SCR7 exponiert ist und somit direkt an der Bindung von Heparin
beteiligt sein kbnnte (Clark et al. 2006, Skerka et al. 2007, Prosser et al. 2007). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stiitzen diese Anhnahme. Die Prainkubation von FH
mit den neu hergestellten epitopspezifischen anti-FH-402-mAk reduzierte die Bindung
an Heparin in Napfen einer ELISA-Platte signifikant (s. Abb. 4.8C, S. 69). Die
Antikoérper-vermittelte Blockade von SCR20 hatte einen noch starkeren Effekt (s. Abb.
4.8C). Die besondere Bedeutung des C-Terminus fur die Interaktion mit
Glycosaminoglycanen und Zelloberflachen ist bekannt und wird auch anhand der
Pathophysiologie des Hamolytisch Urdmischen Syndroms (HUS) deutlich (Jokiranta et
al. 2005). HUS-assoziierte Mutationen im FH-C-Terminus reduzieren die Bindung von
FH an Heparin und verursachen dadurch eine komplementvermittelte Zellschadigung
(Sanchez-Corral et al. 2002, Manuelian et al. 2003, Pickering und Cook 2008,
Oppermann et al. 2006). Der additive Effekt, der durch gleichzeitige Blockade von
Epitopen auf SCR7 und SCR20 erzielt wurde, deutet darauf hin, dass beide Domé&nen
unabhangig voneinander an der Heparin-Bindung von FH beteiligt sind (s. Abb. 4.8C).

In dieser Arbeit wurde zudem die Bindung von FH an Glycosaminoglycane auf
Zelloberflachen untersucht. Dabei hatte die Prainkubation von FH mit anti-SCR7-mAk
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oder anti-SCR20-mAk auf die Bindung an RPE-Zellen denselben Effekt wie auf die
Bindung an Festphasen-gebundenem Heparin (s Abb. 4.12C). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die Aminosaure 402 in SCR7 direkt an der Bindung von FH an
Glycosaminoglycane beteiligt sein kdnnte. Daraus ergibt sich die Frage, welche
Auswirkungen der Austausch von Tyrosin gegen Histindin an dieser Position auf die
Interaktion zwischen FH und Heparin hat. Clark et al. konnten zeigen, dass der Y402H-
Polymorphismus die Interaktion mit Heparin beeinflusst, diese aber zugleich auch von
den Eigenschaften des Glycosaminoglycans abhangt (Clark et al. 2006). In dieser
Arbeit wurden keine intakten Proteine, sondern Konstrukte bestehend aus den
Doménen SCR6-8 verwendet. Das FH-Fragment mit Histidin an Position 402 band
besser an unfraktioniertes Heparin als das Tyrosin-Konstrukt, wohingegen sich fir die
Bindung an niedermolekulares Heparin kein Unterschied beobachten lie3 (Clark et al.
2006). Ebenso hatte der Sulfatierungsgrad des Glycosaminoglycans entscheidende
Bedeutung fur die Bindung der Histidin-Variante, allerdings kaum flr die Bindung der
Tyrosin-Variante (Clark et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurden unfraktioniertes Heparin sowie nativer, d.h. FH in
voller Lange (SCR1-20), verwendet. Im Gegensatz zu Clark et al. konnte keine starkere
Bindung von FH-402H im Vergleich zu FH-402Y an das Glycosaminoglycan
nachgewiesen werden (s. Abb. 4.8). Dieses Ergebnis deckt sich mit denen zweier
anderer Arbeitsgruppen (Laine et al. 2007, Yu et al. 2007). Es ist aber durchaus
vorstellbar, dass im gesamten FH-Molekiil ein Effekt des Y402H-Polymorphismus, wie
er fur die Konstrukte aus SCR6-8 beschrieben wurde (Clark et al. 2006), durch weitere
Heparin-Bindungsstellen maskiert wird. Aufgrund der Daten in der vorliegenden Arbeit
ist davon auszugehen, dass der Y402H-Polymorphismus zumindest auf die Heparin-
Bindung von FH in voller Lange keinen Einfluss hat. Bei Verwendung von nativem FH
banden beide FH-Varianten aufRerdem gleichermaRen gut an RPE-Zellen (s. Abb.
4.12). Abweichend von den eigenen Ergebnissen und denen anderer Arbeitsgruppen
(Clark et al. 2006, Laine et al. 2007, Yu et al. 2007) postulieren Skerka et al. eine
reduzierte Bindung der Histidin-Varianten von FH und FHL-1 an Heparin und RPE-
Zellen (Skerka et al. 2007). Bei FHL-1, nicht jedoch bei FH, fihrt dies nach Skerka et al.
zu einer reduzierten Cofaktor-Aktivitdit auf Oberflachen von Ovarial-Zellen des
Chinesischen Hamsters (Skerka et al. 2007).

Neben RPE-Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit mit HUVEC-Zellen eine weitere
epitheliale Zelllinie auf die Bindung von FH-402Y und FH-402H hin untersucht. Fir
diese Versuche wurden biotinylierte FH-Priparate verwendet. Unter diesen
Bedingungen band FH-402H geringfiigig besser als FH-402Y an RPE-Zellen (Abb.
4.11), nicht aber an HUVECs (Abb. 4.10). Mdglicherweise ist dieser Befund durch einen
unterschiedlichen Aufbau der Glycokalix beider Zellreihen erklarbar. Die Beobachtung
wirde dann zu der Feststellung passen, dass FH-402Y und FH-402H differenziell an
verschiedene Glycosaminoglycane binden (Clark et al. 2006). Gewebe, die nur
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bestimmte  Glykosaminoglykane  exprimieren, konnten deshalb theoretisch
Pradilektionsstellen fiir eine lokale Komplementaktivierung darstellen. Da es sich bei
RPE-Zellen um rein retinale Zellen handelt (Dunn et al. 1996), konnte dies ein
maoglicher Erklarungsansatz fur die spezifische Manifestation der AMD im Auge sein.

Wahrend der Y402H-Polymorphismus auf die Bindung von Festphase-gekoppeltem
Heparin keinen Einfluss hat, konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der
Austausch von Tyrosin gegen Histidin an Position 402 von FH die Bindung an CRP
signifikant reduziert. Dieser Unterschied zwischen beiden FH-Varianten war auf3erdem
mit allen FH-Praparaten der homozygoten Einzelspender reproduzierbar (s. Abb. 4.9).
Andere Arbeitsgruppen kamen zu vergleichbaren Ergebnissen (Laine et al. 2007,
Sjoberg et al. 2007, Skerka et al. 2007, Yu et al. 2007). Zusatzlich konnten zwei
Gruppen zeigen, dass der Y402H-Polymorphismus auf die CRP-Bindung von FHL-1
(SCR1-7) einen groReren Effekt hat als auf die CRP-Bindung von FH (SCR1-20)
(Skerka et al. 2007, Yu et al. 2007). Dies kénnte ein Anhaltspunkt dafiir sein, dass FH,
anders als das sehr viel kleinere FHL-1, durch zuséatzliche CRP-Bindungsstellen den
Effekt des Y402H-Polymorphismus in einem gewissen Mal3e kompensieren kann.

Der beobachtete Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die Bindung von CRP legt
die Vermutung nahe, dass die Aminosaure 402 direkt an dieser Interaktion beteiligt sein
kénnte. Diese in friheren Arbeiten formulierte Schlussfolgerung (Laine et al. 2007,
Sjoberg et al. 2007, Skerka et al. 2007) deckt sich allerdings nicht mit den Daten der
vorliegenden Arbeit. Die Blockade des 402-Epitops mit epitopspezifischen mAk
reduzierte weder bei FH-402Y noch bei FH-402H die Bindung an CRP (s. Abb. 4.9 C).
Zusammen deuten diese Befunde am ehesten auf eine indirekte Beteiligung der
Aminosaure 402 an der CRP-Bindung von FH hin. Der Austausch der aromatischen
Aminosaure Tyrosin gegen das positiv geladene Histidin konnte zu einer
Konformationsanderung innerhalb der SCR7-Domane fihren und so die Interaktion mit
CRP an anderer Stelle behindern. An der Bindung von CRP an SCR7 sind mehere
positiv geladene Aminosaurereste beteiligt, die sich vornehmlich in zwei Regionen der
Doméne konzentrieren (Giannakis et al. 2003). Eine dieser Regionen ist in dem
Verbindungsstiick zwischen SCR6 und SCR7 lokalisiert (Giannakis et al. 2003). Somit
ware auch eine Anderung der raumlichen Anordnung der Doméanen SCR6 und SCR7
zueinander als Ursache einer reduzierten CRP-Bindung von FH-402H vorstellbar.

Im Gegensatz zur Antikorper-vermittelten Blockade des 402-Epitops auf SCR7
reduzierte die Blockade der C-terminalen SCR20-Domé&ne durch mAk die Bindung von
FH an CRP signifikant (s. Abb 4.9 C). Dieser Befund legt das Vorhandsein weiterer
Bindungsstellen fiir CRP in dieser Region nahe. Eine Beteiligung des C-Terminus an
der Interaktion mit CRP konnte bisher jedoch nicht gezeigt werden (Jarva et al. 1999).
Allerdings ist der C-Terminus auch fur die Interaktion mit anderen FH-Liganden von
entscheidender Bedeutung. Er vermittelt den initialen Kontakt zwischen FH und seinen
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Liganden, woraufhin eine Entfaltung des FH-Molekuls erfolgt und dadurch weitere
Bindungsstellen zugénglich werden (Oppermann et al. 2006). Die hier vorgelegten
Daten legen nahe, dass ein @hnlicher Mechanismus auch fir die Wechselwirkung
zwischen dem C-Terminus von FH und CRP verantwortlich sein konnte.

Unabhéngig vom Y402H-Polymorphismus beeinflusst auch der Austausch von
Isoleucin gegen die Aminosaure Valin an Position 62 von FH die CRP-Bindung.
Innerhalb der Gruppe der FH-402Y-Spender zeigten FH-Praparate von Einzelspendern,
die zudem homozygot fir Isoleucin an Position 62 waren, eine signifikant starkere
Bindung an CRP als die FH-Praparate von homzygoten Valin62-Spendern und
heterozygoten Spendern (Abb. 4.9). Die Aminosaure 62 ist in der Doméne SCR1
lokalisiert (Ripoche et al. 1988, Hageman et al. 2005). Der beschriebene Effekt des
162V-Polymorphismus ist unabh&ngig von der Aminosaure-Variation an Position 402
und spricht fir eine weitere CRP-Bindungsstelle am N-Terminus von FH. Da sich fir
rekombinante Konstrukte bestehend aus SCR1-5 bzw. SCR1-6 keine Interaktion mit
CRP nachweisen lasst, wurden CRP-Bindungsstellen innerhalb dieser Region des FH-
Molekils bisher ausgeschlossen (Jarva et al. 1999). In derselben Arbeit wurde
allerdings gezeigt, dass die Bindung von FH an C3b in Anwesenheit von CRP
beeintrachtigt ist (Jarva et al. 1999). Dieser Befund kdnnte als ein indirekter Hinweis auf
eine N-terminal lokalisierte CRP-Bindungsstelle gewertet werden, da u.a. die Doméanen
SCR1-4 fur die Bindung von C3b verantwortlich sind (Alsenz et al. 1984). So ist es
vorstellbar, dass CRP mit C3b um Bindungsstellen in dieser Region des FH-Molekuls
konkurriert. Die eigenen Ergebnisse legen nahe, dass allerdings nur die Domanen
SCR1 und/oder SCR2 an einer Interaktion mit CRP beteiligt sind, weil die Prainkubation
von FH mit anti-SCR3-mAk zu keiner Inhibition der CRP-Bindung fihrte (s. Abb. 4.9 C).

Neben dem hier beschriebenen Einfluss des 162V-Polymorphismus auf die CRP-
Bindung sind auch Effekte auf die C3b-Bindung und die Cofaktor-Aktivitat beschrieben
worden (Tortajada et al. 2009), was in der vorliegenden Arbeit aber nicht bestatigt
werden konnte. Die Assoziation von FH-62V mit erhdhten Plasmaspiegeln der
Komplementaktivierungsprodukte Ba und C3d weist allerdings daraufhin, dass die
polymorphe  Variation an  Position 62 durchaus Einfluss auf die
komplementregulatorische Eigenschaft von FH haben und somit auch Erkrankungen
wie AMD beglnstigen konnte (Hecker et al. 2010). Des Weiteren lassen sich
interessanterweise zwischen den Effekten der Aminosaurevariationen in Position 62
und 402 auf die CRP-Bindung einerseits und genetischen Suszeptibilititsmarkern der
AMD andererseits besondere Parallelen beobachten. 162V und Y402H sind Schliissel-
Polymorphismen von bestimmten FH-Haplotypen, die mit unterschiedlichen AMD-
Erkrankungsrisiken einhergehen (Hageman et al. 2005). Der Haplotyp H1, der das
AMD-Risiko erhoht, ist beispielsweise durch Valin in Position 62 und Histidin in Position
402 definiert (Hageman et al. 2005). Den eigenen Daten zufolge musste dieser Risiko-
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Haplotyp also eine besonders schwache CRP-Bindung aufweisen. Dieser Sachverhalt
legt die Vermutung nahe, dass eine reduzierte CRP-Bindung von FH im
pathophysiologischen Konzept der AMD tatsachlich eine Rolle spielen konnte. Die
Beobachtung, dass bei AMD-Patienten, die homozygot fir FH-402H sind, héhere CRP-
Spiegel in der Choroidea gemessen werden kdnnen als bei Patienten, die homozygot
fur FH-402Y sind, lie3 bereits in der Vergangenheit einen Zusammenhang zwischen
FH, CRP und AMD vermuten (Johnson et al. 2006).

Neben den Bindungseigenschaften beider FH-Varianten an verschiedene Liganden
wurden in der vorliegenden Arbeit auch die Komplement-regulatorischen Aktivitéaten von
FH-402Y und FH-402H miteinander verglichen. FH reguliert den alternativen Weg des
Komplementsystems durch seine Decay-Accelerating- und seine Cofaktor-Aktivitat. Die
Decay-Accelerating-Aktivitat von FH wurde im Rahmen dieser Arbeit durch
Komplementaktivierung in Serum und anschlieBende Messung des generierten Ba-
Fragments untersucht (s. 4.5, S.75). Die physiologische Bedeutung dieser FH-Funktion
wird deutlich, wenn man die Generierung von Ba in Serum in Gegenwart bzw.
Abwesenheit eines Komplement-Aktivators wie Zymosan dokumentiert. Physiologische
FH-Konzentrationen (100-500 pg/ml) sind in Abwesenheit von Zymosan in der Lage,
die Aktivierung des Komplementsystems vollstandig zu unterdrticken. Liegen allerdings
aktivierende Fremdoberflaichen wie Zymosan vor, so findet bei gleicher FH-
Konzentration eine limitierte Komplementaktivierung statt (s. Abb. 4.16, S. 81), wie sie
z.B. zur Abwehr von Bakterien notwendig ist. Fehlt FH vollkommen, so findet durch
spontane Hydrolyse von C3 eine unkontrollierte Komplementaktivierung auch in
Abwesenheit eines Aktivators statt (s. Abb. 4.14, S. 78). Bei Patienten mit angeborener
FH-Defizienz kommt es dadurch zu einer Hypokomplementamie (Thompson und
Winterborn 1981).

Vergleicht man FH-402Y und FH-402H beziglich ihrer Decay-Accelerating-Aktivitat, so
inhibierten sie in An- und in Abwesenheit des Aktivators Zymosan gleich gut die Bildung
des Faktor-B-Fragments Ba (s. Abb. 4.16, S. 81). Die Prainkubation von FH mit
epitopspezifischen anti-SCR7-Antikérpern hatte keinen Einfluss auf die Ba-Generierung
in Serum (s. Abb. 4.17, S. 83). Interessanterweise flihrte die Blockade des C-Terminus
mit anti-SCR20-mAk zu einer deutlichen Zunahme der Komplementaktivierung (s. Abb.
4.17, S. 83). Dieser Effekt war zuvor beschrieben worden und verdeutlicht erneut die
zentrale Bedeutung des C-Terminus fir die initiale Bindung von FH-Liganden wie C3b
(Oppermann et al. 2006).

Ein wesentlicher Befund der vorliegenden Arbeit ist, dass FH nicht nur fur die Bildung
von iC3b aus C3b sondern auch fir die Generierung von C3dg aus iC3b Cofaktor-
Aktivitat besitzt (s. Abb. 4.18, S. 85). Die Rolle von FH als physiologischer Cofaktor fur
die Faktor I-vermittelte Inaktivierung von C3b zu iC3b in der flissigen Phase ist gut
belegt (Pangburn et al. 1977, Harrison und Lachmann 1980). Der darauffolgende
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Schritt, die Spaltung von iC3b in C3c und C3dg in Anwesenheit von FH, wird durch
niedrige lonenstarke des Puffers beginstigt und verlauft weniger effektiv als in
Anwesenheit des membranstandigen Komplementregulators CR1 (Ross et al. 1982).
Der Einfluss von pH und Salzgehalt des Puffers auf die C3dg-Generierung konnte auch
in der vorliegenden Arbeit dokumentiert werden (s. Abb. 4.19, S. 86). Vielmehr ist der
C3b-Rezeptor CR1 der physiologische Cofaktor fiir den Abbau von iC3b durch die
Protease FI auf Zelloberflachen, wobei C3dg kovalent auf der Oberflache gebunden
bleibt (Medof et al. 1982, Medicus et al. 1983). Da C3dg aber auch als finales C3-
Abbauprodukt im Serum identifiziert wurde (Lachmann et al. 1982), muss die Spaltung
von iC3b ebenso in der flissigen Phase erfolgen.

Wahrend die Bedeutung von FH als Cofaktor fur die C3dg-Generierung im Allgemeinen
angezweifelt wird (Ross et al. 1982), konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt
werden, dass die Uberfilhrung von iC3b in C3dg auch in Serum, d.h. unter
physiologischen Salzkonzentrationen, durch FH vermittelt wird (s. Abb. 4.22, S. 90).
Moglicherweise ist bei dieser Versuchsanordnung auch eine andere Serumprotease als
FI fur die C3dg-Generierung verantwortlich. Dies wurde bereits zuvor von anderen
Arbeitsgruppen vermutet (Pangburn et al. 1977, Harrison und Lachmann 1980,
Lachmann et al. 1982). Zum Beispiel kann Plasmin in vitro iC3b in C3c und C3dg
spalten (Lachmann et al. 1982). Des Weiteren spaltet Kallikrein die a-Kette von iC3b an
einer alternativen Schnittstelle und setzt dabei C3dk frei (Meuth et al. 1983). C3dk ist
ein um neun N-terminale Aminosduren verlangertes C3dg-Analogon (Meuth et al.
1983). Da dieses lediglich 1 kDa groR3er ist als C3dg, ist es nicht auszuschliel3en, dass
es sich bei dem in dieser Arbeit in Zymosan-akivierten Serum nachgewiesenen finalen
C3-Abbauprodukt auch um C3dk handeln kénnte.

Beim Vergleich der Cofaktor-Aktivitat von FH-402Y und FH-402H bei niedriger
lonenstéarke zeigten die polymorphen FH-Varianten keine Unterschiede in der
Generierung von iC3b aus C3b (s. Abb. 4.19, S. 86). Zu demselben Ergebnis kam auch
eine andere Arbeitsgruppe (Yu et al. 2007). Dagegen wies in der vorliegenden Arbeit
die mit AMD-assoziierte Variante FH-402H eine deutlich reduzierte Cofaktor-Aktivitat fur
den weiteren Abbau von iC3b zu C3c und C3dg auf (s. Abb 4.20, S. 87). Bei der
Verwendung von Einzelspender-Praparaten zeigte sich, dass dieser Unterschied
ausschlieB3lich auf die Aminos&urevariation in Position 402 zurlickzufihren ist. Der FH-
Polymorphismus 162V hatte dagegen keinen Einfluss (s. Abb 4.20). Eine andere
Arbeitsgruppe beschreibt einen Einfluss des 162V-Polymorphismus auf die iC3b-
Generierung (Tortajada et al. 2009). Auch im resubstituierten und zymosanaktivierten
AFH-Serum konnte gezeigt werden, dass in Anwesenheit von FH-402H weniger C3dg
generiert wurde, als in Anwesenheit von FH-402Y (s. Abb. 4.23). Der bei niedriger
lonenstérke erhobene Befund war also unter physiologischen Salzbedingungen
reproduzierbar. Wurde die Zymosanaktivierung in vollkommen unmodifizierten Seren
von Einzelspendern durchgefiihrt, so zeigte sich gleichfalls eine signifikant reduzierte
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C3dg-Generierung in den Seren der FH-402H-homozygoten Spender (s. Abb. 4.24, S.
92). Aufgrund dieser Daten ist es vorstellbar, dass es bei Tragern der AMD-
Risikovariante FH-402H zu einer Verzdgerung des iC3b-Abbaus und in Folge dessen
zu einer Akkumulation dieses C3-Fragments kommen koénnte. Passend zu dieser
Vorstellung waren die mittels ELISA gemessenen iC3b-Konzentrationen in Zymosan-
aktivierten Seren von FH-402H-homozygoten Spendern hoher als in den Seren von FH-
402Y-homozygoten Spendern (s. Abb. 4.24, S. 92). Bei gleichzeitiger Messung der FH-
Konzentrationen in den einzelnen Seren kann darauf zurickgeschlossen werden, dass
der Y402H-Genotyp die Effektivitdt der Umwandlung von iC3b in C3dg entscheidend
bestimmt und wichtiger ist als die FH-Konzentration selbst (s. Abb. 4.24, S. 92).

Die unterschiedliche Cofaktor-Aktivitdt der beiden polymorphen FH-Varianten fur die
C3dg-Generierung legt die Vermutung nahe, dass die Aminosaure 402 auf SCR 7
unmittelbar an diesem Schritt der C3-Prozessierung beteiligt sein konnte. In
Ubereinstimmung mit dieser Vermutung reduzierte die Prainkubation von FH-402Y mit
mAk, die spezifisch gegen das 402-Epitop gerichtet sind, die Fl-vermittelte C3dg-
Generierung, nicht jedoch die iC3b-Generierung, signifikant (s. Abb 4.21). Neben SCR7
scheint auch SCR3 Cofaktor-Aktivitat fur die iC3b-Spaltung zu besitzen, da die
Blockade dieser Doméne mit entsprechenden mAk die C3dg-Generierung signifikant
reduzierte (s. Abb 4.19). SCR3 gehort zu den vier N-terminalen Domanen, in denen die
Cofaktor-Aktivitat fur die Fl-vermittelte Prozessierung von C3b zu iC3b lokalisiert ist
(Alsenz et al. 1984, Gordon et al. 1995, Kiihn et al. 1995). Nach Préainkubation von FH
mit anti-SCR3-mAK blieb die Spaltung von C3b in iC3b aber tberraschenderweise
unbeeintrachtigt. Dagegen war beschrieben worden, dass die Deletion von SCR3 zu
einem vollstandigen Verlust der Cofaktor-Aktivitat fihrt (Gordon et al. 1995). Das
Einflgen zusatzlicher Aminosauren zwischen die N-terminalen Domanen fihrte
ebenfalls zu einem Verlust der Cofaktor-Aktivitat, wodurch gezeigt wurde, dass der
Abstand der einzelnen SCR-Domé&nen  zueinander fir eine intakte
Komplementregulation wesentlich ist (Kihn et al. 1995). Die eigenen Daten sind mit der
Vorstellung vereinbar, dass SCR3 nicht direkt an der Prozessierung von C3b zu iC3b
beteiligt ist, wohl aber fir die korrekte sterische Anordnung der
komplementregulatorischen Doménen zueinander benétigt werden kénnte.

Der hier postulierten Bedeutung von FH fur die Prozessierung von iC3b in der flissigen
Phase steht die Beobachtung entgegen, dass FH auf Erythrozytenoberflachen keinen
Einfluss auf die CR1/Fl-vermittelte Prozessierung von iC3b hat (Medicus et al. 1983). In
der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, welche Bedeutung FH fir die FI-
vermittelte Spaltung von iC3b auf der Oberflache von RBL-Zellen besitzt, die kein CR1
exprimieren (Andrasfalvy et al. 2002). Durch Messung der bei der C3dg-Generierung
freiwerdenden C3-B-Kette mittels FACS und Immunoblot konnte nachgewiesen werden,
dass FH auch auf Zelloberflachen Cofaktor fiir die Fl-vermittelte Spaltung von iC3b ist
(s. Abb 4.27, 4.28, 4.29). Allerdings unterschieden sich - anders als in der flussigen
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Phase — die beiden polymorphen FH-Varianten nicht in Hinblick auf das Ausmal3 der
C3dg-Generierung (s. Abb 4.27 / 428 | 429, S. 95 / 96 / 98). Mdglicherweise
exprimieren RBL-Zellen andere Komplement-Regulatoren als CR1, die den Unterschied
zwischen den beiden FH-Varianten maskieren. Eine weitere mégliche Erklarung ergibt
sich aus der Vermutung, dass SCR7 an der C3dg-Generierung direkt beteiligt sein
kénnte (s. Abb. 4.23, S. 91). Die Interaktion von SCR7 mit Glycosaminoglycanen auf
Zelloberflachen konnte die Cofaktor-Funktion dieser Domdane moglicherweise
blockieren. So inhibiert die Bindung von Heparin an SCR7 aufgrund Uberlappender
Bindungsstellen ebenso die Interaktion dieser Domane mit CRP und M-Protein
(Giannakis et al. 2001).

Letztlich stellt sich die Frage, tber welchen molekularen Mechanismus der Y402H-
Polymorphismus selektiv zu einem Defekt der Cofaktor-Aktivitéat fur die Spaltung von
iC3b fuhrt ohne dabei die Cofaktor-Aktivitat flr die C3b-Spaltung zu beeintachtigen.
Eine Mdglichkeit bestiinde in einer selektiv reduzierten Bindung von FH-402H fir iC3b
bei einer unveranderten Interaktion mit C3b. In dieser Arbeit konnte allerdings gezeigt
werden, dass FH-402Y und FH-402H sowohl C3b wie auch iC3b mit gleicher Starke
binden (s. Abb. 4.7). Im Gegensatz zu Tortajada et al., welche eine starkere Bindung
von FH-62| an C3b beschreiben (Tortajada et al. 2009), konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit kein Einfluss des 162V-Polymorphismus auf die C3b-Bindung
nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit zuvor beschrieben C3b-Bindungstellen
im FH-Molekul reduzierte die Antikorper-vermittelte Blockade von SCR3 und SCR20,
nicht aber die von SCR7 die C3b-Bindung (s. Abb 4.7 C). Neben der Interaktion von FH
und dem jeweiligen C3-Fragment kommt es auch zu einer direkten Bindung von FH an
Faktor | (Soames und Sim 1997). Es ist also durchaus mdoglich, dass die defekte
Cofaktor-Aktivitat von FH-402H Folge einer gestdrten Interaktion mit der Protease ist.

Die wesentlichen bisher diskutierten Ergebnisse lassen sich an dieser Stelle
folgendermal3en zusammenfassen (Abb. 5.1):

1. Die funktionelle Charakterisierung des polymorphen FH-402-Epitops mittels FH-
Prainkubation mit Epitop-spezifischen anti-FH-mAk ergab, dass der
Aminoséaurerest 402 direkt an der Bindung von FH an Glycosaminoglycane
sowie an der Cofaktor-Funktion fur die Prozessierung von iC3b zu C3dg beteiligt
sein konnte.

2. Der Austausch von Tyrosin gegen Histidin an dieser Position reduziert die CRP-
Bindung von FH und fiihrt zu einem verzdgerten iC3b-Abbau. Die Bindung an
Glycosaminoglycane wird hingegen nicht beeinflusst.

In einem weiteren Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob die
in vitro nachgewiesenen biochemischen Effekte des Y402H-Polymorphismus
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Abb. 5.1 Funktionelle Charakterisierung von FH-Epitopen und Einfluss des Y402H-
Polymorphismus auf FH-Funktionen. Dargestellt sind mAk (Y, Klonbezeichnung links
daneben) und ihre Bindungsstellen am FH-Molekil. Darunter sind die FH-Funktionen /
Interaktionen mit FH-Liganden aufgefiihrt, die durch Préinkubation mit dem jeweiligen mAKk
blockiert wurden. Oberhalb des FH-Molekils sind vorbeschriebene Funktionen aufgefihrt, die in
den Regionen lokalisiert sind, an die die mAk binden. Die den Y402H-Polymorphismus tragende
Doméane SCRY7 ist schwarz hervorgehoben. Vom Y402H-Polymorphismus beeinflusste FH-
Funktionen sind durch einen Rahmen hervorgehoben. Hep = Bindung an Heparin, RPE=
Bindung an RPE-Zellen, Ba = Inhibition der Ba-Generierung in Serum, iC3b->C3dg = Cofaktor-
Aktivitat far die Umwandlung von iC3b in C3dg.

entsprechend der Arbeitshypothese zu einer messbaren Komplement-Dysregulation in
vivo fuhren. Zu diesem Zweck wurden in den Plasmen genotypisierter AMD-Patienten
und Augen-gesunder Probanden des gleichen Alters die Konzentrationen
verschiedener Parameter fir eine systemische Komplementaktivierung bestimmt. Es
zeigte sich, dass der Y402H-Polymrphismus alleine bei den gesunden Probanden zu
keiner systemischen Komplementaktivierung fuhrt (s. Tab. 4.4). Die Beobachtung, dass
verschiedene FH-Polymorphismen additive Effekte auf die FH-Funktion haben
(beispielsweise die Effekte von 162V und Y402H auf die CRP-Bindung), gab Anlass zu
der Frage, ob die Kombination mehrerer FH-Polymorphismen moglicherweise auch zu
einer messbaren systemischen Komplementaktivierung fuhrt. Durch Genotypisierung
aller Plasma-Spender fir weitere FH-Polymorphismen konnten ein Risiko-Haplotyp und
zwei protektive FH-Haplotypen identifiziert werden (freundlicherweise durchgefiihrt vom
Institut fur Humangenetik der Universitat Regensburg, Direktor: Prof. Weber). Die
Trager des Risiko-Haplotyps wiesen signifikant héhere Konzentrationen der meisten
Komplement-Aktivierungsprodukte im Plasma auf, als die Trager der protektiven
Haplotypen (s. Tab. 4.6). Diese Daten sind am ehesten dahingehend zu interpretieren,
dass erst die Summe einzelner FH-Polymorphismen (,Risiko-Haplotyp®) zu einer
messbaren systemischen Komplementaktivierung fuhrt. Die Retina und speziell die
Makula konnte dabei eine gesteigerte Sensibilitat gegeniber einer solchen
Komplementaktivierung aufweisen. Passend dazu entwickeln auch Patienten mit
Membranoproliferativer Glomerulonephritis Typ 2 (MPGNII) und systemischem
Komplementumsatz Drusen in der Retina (Huang et al. 2003). Andererseits ist es auch
vorstellbar, dass bei einer besonderen Sensibilitat der Retina gegeniber einer
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Komplementdysregulation bereits einzelne FH-Polymorphismen wie Y402H zu einer
lokalen Komplement-vermittelten Schadigung fiuhren, ohne dabei eine systemisch
messbare Alternativweg-Aktivierung zu verursachen.

Eine Folgestudie zu der hier vorgestellten Untersuchung zeigt, dass neben FH-
Haplotypen auch genetische Variationen von FaktorB, C2 wund C3 die
Plasmakonzentrationen von Alternativweg-Aktivierungsprodukten beeinflussen (Hecker
et al. 2010). Dabei scheinen interessanterweise einzelne Haplotypen mit
Konzentrationsveranderungen von jeweils bestimmten Komplementparametern im
Plasma assoziiert zu sein (Hecker et al. 2010). Genetik und Plasmaspiegel bestimmter
Komplementfaktoren erlauben in Kombination Rickschlisse auf den AMD-
Krankheitsstatus mit einer Treffsicherheit von bis zu 70% (Scholl et al. 2008, Hecker et
al. 2010). Auch das Alter hat Einfluss auf den Komplementumsatz (Hecker et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde darliber hinaus untersucht, ob es neben den bisher
beschriebenen Indizien fir eine lokale Aktivierung des Komplementsystems im Auge
(Mullins et al. 2000) auch Anhalt fir eine systemische Komplementaktivierung bei AMD-
Patienten unabhangig vom FH-Genotyp gibt. Da auch genetische Assoziationsstudien
bereits auf eine besondere Rolle des alternativen Aktivierungsweges bei der AMD
hingedeutet haben (Gold et al. 2006, Yates et al. 2007), lag das Augenmerk
vornehmlich auf dem Nachweis von Spaltprodukten von C3 und Faktor B im Plasma.
Die beiden Fragmente Ba und actC3, welches auch C3d mit erfasst, eignen sich dabei
in besonderem MalRe als Indikatoren fiir eine chronische Komplementaktivierung, weil
sie im Gegensatz zu Fragmenten wie C5a oder C3a flr mehrere Stunden und nicht nur
wenige Minuten stabil im Plasma nachweisbar sind (Mollnes et al. 2007, Oppermann et
al. 1992).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Plasma-
konzentrationen verschiedener Komplementaktivierungsprodukte, v.a. solcher, die eine
Alternativweg-Aktivierung  anzeigen, bei AMD-Patienten im Vergleich  zur
Kontrollpopulation erhoht sind (Scholl et al. 2008, s. Abb. 4.33). Diese zentrale Aussage
konnte mittlerweile in zwei unabhangigen Studien (Reynolds et al. 2009, Hecker et al.
2010) bestatigt werden. Besonders signifikante Unterschiede zwischen AMD-Patienten
und Kontrollen fanden sich fir die Konzentrationen der Parameter fur eine chronische
Komplementaktivierung, Ba und aktC3 (s. Abb. 4.33). Diese Beobachtung unterstreicht
die Hypothese, dass die AMD mit einer schleichenden chronischen
Komplementaktvierung einhergeht. Bei AMD-Patienten lieRen sich im Vergleich zu den
Kontrollen um den Faktor 1,2 — 1,3 erh6hte Ba- und aktC3-Spiegel nachweisen. Auch
bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis, einer Erkrankung mit nachweislich
signifikanter Beteiligung des Komplementsystems, sind die C3d-Konzentrationen im
Plasma um einen Faktor in der selben GréRenordnung erhoht (Bourke et al. 1982).
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Dagegen sind die C3d-Spiegel, die lokal in der Gelenkfliissigkeit solcher Patienten
gemessen werden kdnnen, im Vergleich zu den Konzentrationen im Plasma um ein
Vielfaches gesteigert (Mollnes et al. 1986). Ahnlich kénnte es bei AMD-Patienten lokal
an der Blut-Retina-Schranke zu einem gesteigerten Komplementumsatz kommen, der
sich aber systemisch nur als dezente Erhéhung von Komplementaktivierungs-
parametern im Plasma bemerkbar macht. Selbstverstandlich sagen die prasentierten
Daten nichts dartiber aus, ob eine Komplementaktivierung bei AMD-Patienten Ursache
oder Folge der Erkrankung ist.

Die bei AMD-Patienten erhéhten Ba- und aktC3-Siegel sind nicht auf unterschiedliche
Konzentrationen der Substrate C3 und C4 zurickzufihren (s. Abb 4..32). Allerdings
fielen bei den AMD-Patienten signifikant erhdhte Konzentrationen des Substrats
Faktor B und des positiven Regulators Faktor D auf (s. Abb 4.32, 4.33). Dies kdnnte
theoretisch eine Aktivierung des Alternativwegs bei AMD-Patienten begiinstigen, die
alleinige Konzentrationserh6hung dieser Faktoren kann aber keine Erklarung fur den
verstarkten Komplementumsatz sein, da sich die Konzentrationen im Bereich der
Substratsattigung befinden (Oppermann et al. 1991a). Mégliche Ursachen fir die bei
AMD-Patienten beobachtete Erhdhung der Faktor D-Spiegel erschlieRen sich nicht
unmittelbar (s. Abb. 4.32). Erhohte Serum-Konzentrationen dieser Protease werden
haufig bei Niereninsuffizienz beobachtet (Volanakis et al. 1985). Eine renale Ursache
konnte in der vorliegenden Arbeit allerdings weitgehend ausgeschlossen werden, da
sich der Nierenfunktionsparameter Kreatinin zwischen beiden Kohorten nicht
unterscheidet (s. Tab. 4.3).

Wie zuvor ausgefihrt konnten in der vorliegenden Arbeit zun&chst biochemische
Effekte des Y402H-Polymorphismus auf molekular-funktioneller Ebene in vitro
(reduzierte CRP-Bindung, verzogerter Abbau von iC3b) und dariiber hinaus messbare
Einflisse von FH-Polymorphismen auf die Aktivitat des Komplementsystems in vivo
nachgewiesen werden. Im Folgenden soll diskutiert werden, inwiefern sich die in vivo
gemessene sytemische Komplementaktivierung durch die in vitro erhobenen Befunde
erklaren lassen koénnte und inwiefern sich die Hauptbefunde dieser Arbeit in ein
Ubergeordnetes pathophysiologische Konzept der AMD integrieren lassen.

Ein Hauptbefund der vorliegenden Arbeit ist die reduzierte CRP-Bindung von FH-
62V/402H im Vergleich zu FH-621/402Y. Wie bereits in Kapitel 1.2 naher ausgefihrt, ist
CRP gleichzeitig Aktivator des klassischen Weges und Inhibitor des Alternativweges
des Komplementsystems, wobei die Interaktion von CRP mit FH essentiell fir die
Komplementinhibition ist (Mold et al. 1999). Eine verminderte CRP-Bindung von FH-
62V/402H konnte somit zu einem Uberwiegen der komplementaktivierenden Funktion
von CRP mit verstarkter Bildung des Membranangriffskomplexes C5b-9 (MAK) und des
Anaphylotoxins C5a fuhren, welche als Bestandteile von Drusen in der Retina von
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AMD-Patienten nachgewiesen wurden (Nozaki et al. 2006). Neben seinen
proinflammatorischen Eigenschaften (Vasodilatation, chemotaktische Wirkung auf
neutrophile Granulozyten und Induktion der Bildung radikaler Sauerstoffspezies)
scheint C5a auch eine proangiogenetische Wirkung Uber den Botenstoff Vascular
Endothilial Growth Factor (VEGF) zu haben, was die Entstehung choroidaler
Neovaskularisationen (CNV) unterstiitzen konnte (Guo und Ward 2005, Nozaki et al.
2006). Auch der Membranangriffskomplex (MAK) scheint bei der Entstehung der CNV
im Mausmodell eine wichtige Rolle zu spielen (Bora et al. 2005). Eine reduzierte CRP-
Bindung von FH-402H/62V kdnnte also indirekt nicht nur proinflammatorische, sondern
auch proangiogenetische Effekte zur Folge haben.

Die eingeschrénkte Cofaktor-Aktivitat von FH-402H fur die Prozessierung von iC3b zu
C3dg kdnnte im Auge zu einer Akkumulation von iC3b fiihren (s. Abb. 5.2). Das C3-
Fragment iC3b ist Ligand der Komplementrezeptoren CR3 und CR4, die zur Familie der
B2-Integrine gehoren und vornehmlich auf Monozyten und Makrophagen exprimiert
werden (Luo et al. 2007, van Lookeren Campagne et al. 2007). Diese Molekiile sind
Heterodimere aus einer variablen a-Kette (CD11) und einer gemeinsamen p-Kette
(CD18) (Gahmberg et al. 1998). B.-Integrine sind u.a. an der Einwanderung von
Entzindungszellen in das Gewebe beteiligt (Gahmberg et al. 1998). CR3
exprimierende Zellen lassen sich auch in der Choroidea nachweisen (Moore et al.
1993, Forrester et al. 1994). Es ist vorstellbar, dass durch die iC3b-Akkumulation eine
vermehrte Interaktion dieses C3-Fragments mit seinen Rezeptoren stattfinden kdnnte.
In der Folge kénnten Signalwege in CR3/CR4 exprimierenden Zellen (z.B. Monozyten)
aktiviert werden, welche proinflammatorische Wirkungen in der Retina auslosen.

Die Interaktion von iC3b mit CR3/4 kdnnte auch fiir die Ausbildung von choroidalen
Neovaskularisationen eine wichtige Rolle spielen. Verschiedene im Mausmodell
erhobene Daten deuten auf eine proangiogenetische Funktion von Makrophagen und
speziell ihres CR3-Rezeptorkomplexes bei AMD hin (Espinosa-Heidmann et al. 2003,
Sakurai et al. 2003a, Sakurai et al. 2003b). Es ware denkbar, dass iC3b durch

FH-402Y FH-402H

C3dg «— ic3o — C3b—P> iC3b - » cadg
|

Abb. 5.2 Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf die C3b-Prozessierung (Hypothese).
FH ist Cofaktor fir den C3b-Abbau durch Faktor I. Die schnelle Umwandlung von C3b zu iC3b
erfolgt gleichermalen gut in Anwesenheit von FH-402Y oder FH-402H. Wahrend iC3b in
Anwesenheit von FH-402Y rasch zu C3dg abgebaut wird, ist dieser Schritt in Anwesenheit von
FH-402H stark eingeschrankt. Wahrend bei FH-402Y C3dg das Haupt-C3-Abbauprodukt ist,
konnte es deshalb bei FH-402H zu einer Akkumulation des Zwischenproduktes iC3b kommen.
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Interaktion mit CR3 zu einer Aktivierung von Makrophagen fiihrt, die u.a. auch VEGF
produzieren (Grossniklaus et al. 2002). Neuere Untersuchungen legen allerdings nahe,
dass Makrophagen nicht pro- sondern antiangiogenetische Signale vermitteln (Apte et
al. 2006). Diese Schlussfolgerung stitzt sich auf die Beobachtung, dass die Ausbildung
einer laserinduzierten CNV bei Mausen durch den Knock-out des Makrophagen-
hemmenden Zytokins IL-10 gehemmt und durch die intraokuldre Injektion von IL-10
gesteigert wird (Apte et al. 2006). Es bestehen Hinweise darauf, dass ein reduzierter
Abbau von iC3b durch FH-402H auch an diesem Punkt relevant sein konnte, weil iC3b
die IL-10-Sekretion durch Monozyten Uber Interaktion mit CR3 steigern kann (Yoshida
et al. 1998, Sohn et al. 2003). Es konnte zudem gezeigt werden, dass Makrophagen in
den Augen von gealterten M&ausen mehr IL-10 bilden als Makrophagen junger Mause
(Kelly et al. 2007). Alter und iC3b-Konzentration kdnnten also theoretisch einen
additiven Effekt haben und zur Uberschreitung einer kritischen IL-10-Konzentration
fuhren. Die Vorstellung einer grundséatzlich protektiven Funktion von Makrophagen bei
AMD wird auch durch die Beobachtung gestiitzt, dass Mause, die entweder defizient fur
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) oder dessen Rezeptor C-C Chemokine
receptor-2 (CCR-2) sind, spontan alle Merkmale der Makuladegeneration bis hin zur
choroidalen Neovaskularisation entwickeln (Ambati et al. 2003). Das Chemokin MCP-1,
welches von Lymphozyten, Makrophagen, Endothelzellen und auch RPE-Zellen
produziert wird, sowie dessen Rezeptor CCR-2 vermitteln die Mobilisation und
Extravasation von Monocyten (Leonard und Yoshimura 1990, Lu et al. 1998, Kuziel et
al. 1997, Crane et al. 2000). In einzelnen Publikationen sind hemmende Einfliisse von
iC3b auf die Synthese von MCP-1 und CCR-2 beschrieben worden (Verbovetski et al.
2002, Trinidad et al. 2006). Mdglicherweise reduzieren hohe iC3b-Konzentrationen im
Auge die Einwanderung protektiver Makrophagen, was die Entstehung choroidaler
Neovaskularisationen wiederum begtinstigen kdnnte.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass ein verminderter iC3b-Abbau durch FH-
402H theoretisch zu einer Aktivierung von CR3/CR4-tragenden Entziindungszellen und
zur Bildung choroidaler Neovaskularisationen fiihren konnte. Gegen das hier
prasentierte Modell spricht allerdings die Beobachtung, dass die Bindung von iC3b an
CR3 die Synthese von IL-12 und andere proinflammatorische Signale in Monocyten
unterdriicken kann (Marth und Kelsall 1997). Da die iC3b-Beladung von apoptotischen
Zellen deren Abbau durch Makrophagen uber Interaktion mit CR3 verstarkt, konnte die
Akkumulation von iC3b theoretisch auch den Abbau von Drusen beginstigen und
dadaurch einen positiven Effekt auf den Krankheitsverlauf der AMD haben (Takizawa et
al. 1996). Fur eine bedeutsame Rolle von iC3b in der AMD-Pathogenese spricht
wiederum, dass auch bei der Membranoproliferativen Glomerulonephritis Typ 2
(MPGNII) Hinweise auf eine besondere Bedeutung von C3-Fragmenten wie iC3b
bestehen (Dragon-Durey et al. 2004, Rose et al. 2008). Da sich auch bei MPGNII-
Patienten Drusen nachweisen lassen (Huang et al. 2003), scheint es plausibel, dass



Diskussion 120

der Erkrankung &ahnliche pathophysiologische Mechanismen zugrunde liegen wie der
AMD. Nicht zuletzt konnte gezeigt werden, dass der Y402H-Polymorphismus auch mit
MPGNII assoziiert ist (Abrera-Abeleda et al. 2005).

Die reduzierte Bindung von FH-62V/402H an CRP sowie der reduzierte Abbau von
iC3b in Anwesenheit von FH-402H konnten also theoretisch Uber eine resultierende
reduzierte Komplementkontrolle und Aktivierung von Entzindungszellen zu einer
systemischen Komplementaktivierung flhren, wie sie im Rahmen dieser Arbeit bei
AMD-Patienten in vivo nachgewiesen werden konnte. Darliber hinaus ist es auf Grund
der obigen Ausfihrungen denkbar, dass der Y402H- und der 162V-Polymorphismus
auch die Ausbildungen von Neovaskularisationen im Auge begtinstigen konnten. In der
Tat weisen einige genetische Studien auf eine besondere Assoziation der beiden
Polymorphismen mit fortgeschrittenen und feuchten Formen der AMD hin (Seddon et al.
2007, Shuler et al. 2007, Wegscheider et al. 2007, Kondo et al. 2009). Somit gibt die
vorliegende Arbeit erstmals eindeutige Hinweise darauf, dass Uber die genetische
Assoziation hinaus auch funktionelle Zusammenhange zwischen
Komplementpolymorphismen (und dabei speziell FH-Polymorphismen) und AMD
bestehen kdnnten. Diese Zusammenhénge missen im Detail noch besser verstanden
werden. Es bleibt abzuwarten, ob sich auf der Basis dieser neuen Erkenntnisse
zuklnftig neue Therapiemdglichkeiten fir AMD-Patienten ergeben.
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6. Zusammenfassung

Faktor H (FH) ist der wichtigste Regulator der Komplementaktivierung Uber den
alternativen Weg in der flissigen Phase. Ein mit der altersabhéngigen
Makuladegeneration (AMD) assoziierter FH-Polymorphismus (Y402H) hat den
Austausch von Tyrosin gegen Histidin an Position 402 innerhalb der Doméane SCR7 zur
Folge, welche u.a. die Bindung von FH an Heparin und CRP vermittelt. Dartiber hinaus
bindet FH auch C3b und ist zugleich Cofaktor fir dessen Abbau durch Faktor I.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Aminosauresubstitution an Position 402 Einfluss auf einige der Funktionen von FH hat.
So bindet die AMD-Risikovariante FH-402H schwéacher an CRP als FH-402Y und weist
eine reduzierte Cofaktor-Aktivitat fir den Abbau des C3-Fragments iC3b zu C3dg auf.
Die Bedeutung von FH als Cofaktor fur diesen Schritt des C3b-Abbaus unter
physiologischen Bedingungen in der flissigen Phase konnte in dieser Arbeit erstmalig
dokumentiert werden. Diese Ergebnisse wurden durch vergleichende funktionelle
Untersuchungen von FH-402Y und FH-402H in nativer Form und voller Léange
gewonnen. Beide FH-Varianten wurden hierzu aus dem Plasma von gesunden
genotypisierten Spendern mittels Immunaffinitatschromatographie aufgereinigt. Darlber
hinaus gelang es im Rahmen der vorliegenden Arbeit, monoklonale Antikdrper zu
generieren, die spezifisch nur FH-402Y oder FH-402H binden. Unter Zuhilfenahme
dieser Antikorper wurde das FH-Epitop 402 funktionell charakterisiert. Den eigenen
Daten zufolge kdnnte die Aminosaure an Position 402 direkt an der Bindung von FH an
Heparin und an der Cofaktor-Aktivitat fir die Uberfiihrung von iC3b in C3dg beteiligt
sein. An der CRP-Bindung hingegen ist das polymorphe Epitop nicht direkt beteiligt, ein
indirekter Einfluss des Y402H-Polymorphismus auf diese FH-Funktion erscheint daher
plausibel.

Die Risikovariante FH-402H mit ihrer reduzierten CRP-Bindung und eingeschrankten
Cofaktor-Aktivitdt kénnte zu einer reduzierten Komplementkontrolle und zu einer
Akkumulation von iC3b fihren, was wiederum die Ausbildung von Neovaskularisationen
und ein chronisches Entziindungsgeschehen zur Folge haben kdénnte. Durch die
Untersuchung von AMD-Patienten-Plasmen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass bei der Erkrankung eine systemische chronische Aktivierung des Alternativwegs
nachweisbar ist. Selbige ist auch bei Augen-gesunden Probanden nachweisbar, welche
genetisch die Kombination verschiedener AMD-Risikopolymorphismen tragen. Der FH-
Polymorphismus Y402H allein fuhrt zu keiner systemischen Komplementaktivierung.
Passend zu dieser Beobachtung konnte auf molekularer Ebene gezeigt werden, dass
die FH-Polymorphismen 162V und Y402H additive Effekte auf die CRP-Bindung haben.

Die Daten der vorliegenden Arbeit geben also Anlass zu der Vermutung, dass die
Kombination mehrerer FH-Polymorphismen tUber additive funktionelle Effekte zu einer
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chronischen Komplementaktivierung fiihren konnte. Da schon seit langerem vielfach
Hinweise auf eine lokale Komplementaktivierung in den Augen von AMD-Patienten
bestehen, erweitern die Erkenntnisse, die in dieser Arbeit gewonnen wurden, die
aktuellen pathophysiologischen Konzepte der AMD-Entstehung.
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