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1 EINLEITUNG

1.1 DAS KOMPLEMENTSYSTEM

»Le sérum de nombreux animaux renferme de |’alexine, c’est-a-dire une matiere mal définie,
encore inconnue dans sa constitution chimique, a la présence de laquelle on attribue cette
propriété qu’ont généralement les sérums, d’exercer une influence destructive sur diverses
cellules et sur certaines microbes. L'alexine perd son activité lorsqu’on chauffe a 55° le sérum
qui la contient.« Diese Beschreibung der antimikrobiellen Wirkung und Hitze-Inaktivierbarkeit
des Komplementsystems — hier Alexine genannt — durch Bordet und Gengou (1901) stellt eine
der ersten Veroffentlichungen ber das Komplementsystem dar. Die Forschung an dem
phylogenetisch wohl dltesten Bestandteil unseres Immunsystems hat inzwischen grofse Fortschritte
gemacht: Und so wurde aus der »matiere mal définie« Bordets ein gut charakterisiertes, weit
verzweigtes System von Proteinen, deren Struktur und Funktion weitgehend aufgeklart sind.
Das Komplementsystem — Teil des angeborenen Immunsystems — ist an der Aufrechterhaltung
des »gesunden« Status quo des Korpers und an der sofortigen Abwehr von Pathogenen malf3geblich
beteiligt. Es besteht aus einem verzweigten System von Serum- und membranstandigen Proteinen,
die auf unterschiedliche Weise aktiviert werden kénnen. Firr die friihen Schritte der Komplement-
aktivierung sind kaskadenartig ablaufende proteolytische Spaltungen und damit verbundene
Anlagerungsreaktionen, die zur Bildung und Aktivierung von Enzymkomplexen fiihren,
charakteristisch. Die Hauptrolle spielt hier die C3-Konvertase, die eine Schliisselstelle bei der
Amplifizierung der Komplementreaktion darstellt. Die spateren Aktivierungsschritte sind vor
allem durch Anlagerungsreaktionen, die Konformationsanderungen an den betreffenden Proteinen
bzw. Proteinkomplexen induzieren, gekennzeichnet. Hauptaufgaben des Komplementsystems
liegen in der Lyse und Opsonierung von Pathogenen, der Vermittlung von Entziindungsreaktionen,
der Beseitigung von Immunkomplexen und der Modulierung der Immunantwort.

Die meisten in den Korper eindringenden Bakterien, Viren und Parasiten |6sen aufgrund ihrer
andersartigen Oberflichenbeschaffenheit die Aktivierung von Komplement aus. Daraus resultieren
letztendlich die Zerstérung der eingedrungenen Fremdorganismen, durch die terminalen
porenbildenden Proteine des Membranangriffskomplexes (MAC) oder die Beladung mit aktivierten

Komponenten des Komplementsystems wie C3b bzw. durch Abbauprodukte derselben (iC3b).
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Derartig opsonierte Strukturen werden von Makrophagen (iber die Komplementrezeptoren
CR1, -3, und -4 erkannt, gebunden und phagozytiert. Ebenso geschieht es mit Antigen-Antikorper-
Komplexen. Die den klassischen Komplementweg aktivierenden Immunkomplexe, werden
mit C3b beladen, fiir die Phagozytose markiert und l6slich gehalten. Auf diese Weise wird
eine Ablagerung der Immunkomplexe vermieden, was z.B. eine Glomerulonephritis auslsen
konnte.

Eine weitere wichtige Aufgabe des Komplementsystems ist die Vermittlung von Entziindungs-
reaktionen, die im Idealfall die moglichst schnelle Beseitigung der Entziindungsursache zur
Folge haben. Im Zuge der Komplementaktivierung werden einige beteiligte Proteine (z.B. C3,
C5) proteolytisch gespalten, wobei das groRere Spaltprodukt (z.B. C3b, C5b) direkt am
Aktivierungsweg beteiligt ist, das kleinere (z.B. C3a, C5a) als anaphylaktisch aktives Protein
wirkt. Das potenteste dieser Anaphylatoxine ist C5a. Es bewirkt, durch Bindung an C5a-Rezeptoren
auf z.B. Mastzellen, Histamin-Freisetzung gefolgt von Kontraktion der glatten Muskulatur, wirkt
chemotaktisch auf phagozytierende Zellen (Basophile, Eosinophile und mononukledre Phagozyten)
und erhoht die Adhasion und Aggregation von Neutrophilen. C5a induziert in Neutrophilen
aufSerdem die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies und in phagozytierenden Zellen die Freisetzung
von lysosomalen Enzymen. Immunzellen werden also an den Entziindungsherd angelockt und
erfillen dort ihre Aufgabe bei der Pathogenbeseitigung.

Das Komplementsystem kann auf drei verschiedene Arten aktiviert werden: durch Zuckerstrukturen
auf bakteriellen Membranen (Mannose-Bindungslektin-Weg, MBL), durch stabilisierende
Oberflachen (alternativer Weg) und durch Antigen-Antikorper-Komplexe (klassischer Weg).

Alle drei Aktivierungsarten miinden in die Bildung eines porenbildenden Komplexes, den MAC.

1.1.1 DER MBL-WEG

Komplement wird auf diesem Weg durch Bindung des im Serum vorkommenden Mannose-
Bindungslektin (MBL) an bakterielle Zuckerstrukturen aktiviert. Der MBL-Weg ist phylogenetisch
gesehen relativ alt. Daftir sprechen die Entdeckung von MBL-Homologen in Invertebraten (Xin
et al., 1997) und die antikdrperunabhdngige Aktivierung.

MBL ist strukturell verwandt mit der C1q-Komponente des klassischen Komplementaktivierungs-
weges und gehort zur Familie der Calzium-abhangigen Lektine mit Kollagendomanen, die auch
als Collectine bezeichnet werden. Es erkennt spezifisch Mannose- und N-Acetylglucosamin-Reste
auf Bakterien, Viren und Parasiten und férdert deren Abtodtung indirekt durch Opsonierung
und direkt durch die Aktivierung des MBL-Weges. Die Kollagendomdne im MBL-Molekdil ist
essentiell fiir die Interaktion mit Collectin-Rezeptoren, die sich vor allem auf Phagozyten befinden,

und fir die Aktivierung von Komplement (Sumiya und Summerfield, 1997). Nach Bindung
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von MBL an die Zuckerstrukturen assoziiert es mit den Serinproteasen MASP (MBL-assoziierte
Serinprotease)-1 (Matsushita und Fujita, 1992; Sato et al., 1994) und MASP-2 (Thiel et al., 1997),
die ihrerseits Ahnlichkeit haben mit den C1q assoziierten Proteasen C1r und C1s. Durch diese
Proteasen wird C4 gespalten, dem wir noch im klassischen Komplementweg begegnen werden.
Auch im weiteren Verlauf gleicht der MBL-Weg dem klassischen Komplementaktivierungsweg,

der in Kap. 1.1.3 beschrieben wird.
1.1.2 DER ALTERNATIVE KOMPLEMENTAKTIVIERUNGSWEG

Der alternative Komplementaktivierungsweg ist ebenso antikorperunabhangig wie der MBL-Weg,
was auf seine friihe Entstehung in der Evolution des Immunsystems hinweist. Er besteht aus
6 Serumglykoproteinen: C3 und den Faktoren B,D,H,I und P, verstarkt Phagozytose durch
Opsonierung und wirkt cytolytisch auf viele Bakterien, Parasiten und virusinfizierte Zellen. Dies
geschieht spezifisch ohne vorherigen Kontakt oder Geddchtnis, allein auf der Fahigkeit des
regulatorischen Systems des alternativen Weges basierend, welches zwischen nicht-aktivierenden,
kérpereigenen und aktivierenden, kérperfremden Oberfldchen unterscheiden kann (Meri, 1990
und 1.3.1).

Durch die Generierung von C3b im Serum ist der alternative Komplementweg standig auf geringer
Stufe aktiv. C3 besitzt eine reaktive Thiolesterbindung, die durch Umlagerungen im Molekaiil
an die Oberfldche gelangen kann und mit H,O reagiert. Dieses hydrolytisch aktivierte C3(H,O)
wirkt wie C3b, kann aber im Gegensatz zu ihm nicht mehr an Membranen binden, da seine
Thiolestergruppe bereits »verbraucht« ist. Es kann jedoch mit Faktor B (FB) interagieren, der
von Faktor D (FD) zu Bb und Ba gespalten wird. Auf diese Weise entsteht eine Serum-C3-
Konvertase, die C3 zu C3b umsetzen kann. Wenn C3b an aktivierende Oberflachen von z.B.
Bakterien bindet, wird der alternative Komplementaktivierungsweg in Gang gesetzt. Faktor B
lagert sich an und wird von der Serumprotease Faktor D gespalten. Das kleine Spaltprodukt
Ba diffundiert ab und zuriick bleibt der membrangebundene Proteinkomplex C3bBb mit
proteolytischer Aktivitat: die C3-Konvertase des alternativen Komplementaktivierungsweges.
Sie setzt effektiv C3 in C3a, ein Anaphylatoxin, und C3b um (Erdei et al., 1991). Ca. 90% des
entstehenden C3b werden schnell inaktiviert indem seine instabile Thioesterbindung mit Wasser
reagiert. Nicht inaktiviertes C3b hingegen bindet kovalent an naheliegende Oberflachen, bildet
mit Bb zusammen die C3-Konvertase, so dal$ der Aktivierungsweg verstarkt wird. Ein Groliteil
der Oberflachen wird mit C3b bedeckt. Dies erleichtert, wie schon erwdhnt, die Phagozytose
durch Makrophagen, die C3b-Rezeptoren besitzen und leitet die Bildung nachfolgender
Komplementkomponenten ein. Sobald sich ein weiteres Molekil C3b an die C3-Konvertase

anlagert, entsteht die C5-Konvertase C3bBb3b des alternativen Komplementweges. Das
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Serumprotein C5 wird von der Konvertase in C5a und C5b gespalten, wobei C5a als
Anaphylatoxin/Entziindungsmediator wirkt. Es verstarkt die Durchblutung lokaler Gefalse und
erhoht deren Durchlassigkeit (Frank und Fries, 1991). C5b bleibt an der C5-Konvertase gebunden.
Es lagern sich nun eine Reihe von Proteinen an, was schlieflich zur Bildung des lytischen MAC
fihrt (Kap. 1.1.4).

1.1.3 DER KLASSISCHE KOMPLEMENTAKTIVIERUNGSWEG

Der klassische Komplementweg wird durch Antikérperkomplexe und Aggregationen von
Antikorpern, wie sie auf multideterminanten Antigenen (z.B. bakteriellen Oberflachen) vorliegen,
aktiviert. Dazu muf8 das Serumprotein C1 — ein Heterodecamer aus 6 C1q-, 2 C1s- und 2
C1r-Untereinheiten — gleichzeitig an mehrere Fc-Teile der komplementaktivierenden
Antikorperklassen IgM und die IgG-Subklassen 1, 2 und 3 binden. Der C1-Komplex wird seinem
Aussehen nach oft mit einem Tulpenstraul$ bestehend aus 6 C1q Untereinheiten verglichen:
6 langliche kollagendhnliche Teile tragen die 6 C1g-Kopfe, die mit den Fc-Teilen der Antikdrper
interagieren. Die Molekiile C1s und C1r sind an den kollagendhnlichen Bereich des C1q-Hexamers
angelagert und werden dort nach Kontakt mit Antigen-Antikérperkomplexen aktiviert. Wenn
zwei C1g-Untereinheiten gleichzeitig in Kontakt mit Antigen-Antikérperkomplexen gelangen,
wird C1r enzymatisch aktiviert, spaltet sich selbst und wirkt als Serinesterase. Diese wirkt auf
C1s, wobei zwei Spaltfragmente entstehen, von denen das kleinere ebenfalls Serinesteraseaktivitat
besitzt und auf die Serumproteine C4 und C2 wirkt. C4 wird in C4a, ein Anaphylatoxin mit
vergleichbarer Wirkung zu C5a und C3a (Frank und Fries, 1991), und C4b, welches kovalent
an die Aktivierungsstelle, d.h. den Antikdrperkomplex bzw. die mit Antikérpern bedeckte
Pathogenmembran, bindet, gespalten. Membrangebundenes C4b tritt mit C2 zusammen und
auch dieses wird von der C1s-Serinesterase zu zwei Produkten prozessiert. C2b verlafSt den
Komplex, der nun aus C4b2a besteht und die C3-Konvertase des klassischen Komplementweges
darstellt. Analog zum alternativen Weg wird C3 in C3a und C3b gespalten. Nicht hydrolytisch
inaktiviertes C3b opsoniert die umgebenden Oberflachen und bereitet diese fiir die Phagozytose
durch Makrophagen vor. Kommt C3b nahe bei der C3-Konvertase zu liegen, dann lagern sich
die Molekiile zusammen: es entsteht mit C4b2a3b die C5-Konvertase des klassischen

Aktivierungsweges, die C5 spaltet und die Bildung der terminalen MAC-Komplexe einleitet.
1.1.4 DER MEMBRANANGRIFFSKOMPLEX (MAC)

Die Aktivierung des MBL-, des alternativen und klassischen Komplementweges miindet in die

Bildung des MAC. Ausgangspunkt fir seine Bildung ist die C5-Konvertase, an der C5b gebunden
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bleibt und als Anheftungspunkt fiir C6 dient. Dieser Proteinkomplex stellt nun eine Bindungsstelle
fur C7 dar. C7 erfahrt eine bindungsinduzierte Konformationsdnderung durch die eine hydrophobe
Domane freigelegt wird, die in die bakterielle Membran inserieren kann. Nun tritt C8 hinzu:
es verdndert wie C7 seine Konformation, lagert sich in die Bakterienoberfldche ein und erméglicht
nun die Ausbildung einer Pore durch 10-18 C9 Molekiile. Die Bildung des MAC ist damit
abgeschlossen (Miiller-Eberhard, 1986). Durch die Poren verliert die Bakterienzelle ihr
homdoostatisches Gleichgewicht und den Protonengradienten tber ihrer Membran. Auflerdem
kénnen Enzyme wie Lysozym eindringen, die das Bakterium schadigen. All dies fihrt letztendlich
zur Vernichtung der eingedrungenen Bakterien.

Der MAC des Komplementsystems ist homolog zu den durch cytotoxische T-Zellen und NK-Zellen
induzierten Perforinporen (Liu, 1995). Die Homologie besteht jedoch nicht nur auf der
Funktionsebene. Sie erstreckt sich auch auf immunologische Kreuzreaktivitit und Aminosdurese-
quenzidentitdt zwischen Perforin und den terminalen Komplementkomponenten C6-C9. Die
AS-Sequenzidentitdt betrdgt 20% und besteht zwischen der zentralen, in die Zellmembran
inserierenden Domdne von Perforin und den betreffenden Regionen von C6-C9 (Liu, 1995).
Es scheint hier also eine optimale Struktur entstanden zu sein, die sowohl vom unspezifischen
also auch vom spezifischen Immunsystem genutzt wird. In der folgenden Abbildung sind alle

drei Wege der Komplementaktivierung und die Bildung des MAC dargestellt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der drei Wege der Komplementaktivierung

und die Bildung des Membranangriffskomplexes.
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1.2 REGULATION DER KOMPLEMENTAKTIVIERUNG

Ein so komplexes und effektives System wie das der Komplementaktivierungswege verlangt
nach ebenso effektiver Kontrolle. Dies wird zum einen dadurch erreicht, dal$ die Halbwertszeiten
der aktiven Komponenten recht kurz sind, zum anderen sorgt eine Anzahl von Regulations-
molekilen im Serum und auf Membranen daftir, dafS Komplement nicht auf korpereigenen
Oberflachen aktiviert wird, die Komplementreaktion so gut wie moglich auf die Zielstrukturen
beschrankt bleibt und die Aktivierung nicht zum Gbermafigen Verbrauch bestimmter

Komplementproteine fihrt.

1.2.1 REGULATION DES KLASSISCHEN KOMPLEMENTWEGES UND DES MBL-WEGES

Die Aktivierung der C3-Konvertase des klassischen Komplementweges und des MBL-Weges
wird hauptsdchlich von den Serumproteinen C1-Inhibitor (C1-INH), C4-bindenes Protein (C4BP)
und Faktor I (FI), sowie von den membranstandigen Molekiilen Decay Accelerating Factor (DAF),
Membran Cofaktor (MCP) und Komplementrezeptor 1 (CR1) reguliert.

C1-INH gehort zur Serpin (Serinproteaseinhibitor)-Familie der Proteinprotease-Inhibitoren, zu
denen auch a-Antitrypsin zdhlt. C1-INH hemmt irreversibel die Serinproteasen C1s und C1r
des C1-Komplexes und sorgt so fiir eine begrenzte Aktivierung der C2 und C4 Komplement-
komponenten. Mangel an C1-INH, eine autosomal rezessiv vererbte Krankheit, fithrt zum
hereditiren Angioddem. Ein dem C1-INH entsprechendes Molekdll fir den MBL-MASP-1/-2-Kom-
plex ist bisher noch nicht identifiziert worden. Die im Folgenden beschriebenen Regulations-
mechanismen treffen sowohl fiir den MBL- als auch den klassischen Komplementweg zu.
Die C3-Konvertase des klassischen Komplementweges ist ein Hauptangriffspunkt der Regulation.
Sie hat von vorneherein eine geringe Halbwertszeit von ca. 5 min, und zudem wird ihre Bildung
und Stabilitdit von mehreren Molekiilen beeinflullt. C4BP bindet C4b in Kompetition mit C2,
schrankt also die Bildung des C4bC2-Komplexes ein, und kann aullerdem C2a aus den Konvertase-
Komplexen verdrdngen, d.h. den Abbau der C3-Konvertase und auch der C5-Konvertase férdern.
Eben dies bewirken auch die membranstandigen Faktoren DAF und CR1. An C4BP gebundenes
C4b wird weiterprozessiert. Es dient als Substrat fir Faktor |, der es zu C4c und C4d spaltet.
C4BP dient also hier als Kofaktor fiir die FI vermittelte Spaltung von C4b. Auf Membranen
kann die Kofaktor-Funktion fiir FI von den Proteinen MCP und CR1 ibernommen werden.
In seinen Funktionen dhnelt C4BP dem Regulator Faktor H des alternativen Komplementweges,

der im Folgenden besprochen wird.
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1.2.2 REGULATION DES ALTERNATIVEN KOMPLEMENTWEGES

Die Regulation des alternativen Komplementweges ibernehmen die fiir ihn charakteristischen
Serumproteine Faktor H (FH) und Properdin. Die bereits vom klassischen Weg bekannten Molekdile
Faktor | (FI), DAF und CR1 wirken ebenso regulierend.

FH wirkt sowohl auf die Initiation als auch auf die Aktivierung des alternativen Komplementweges.
Er inaktiviert die spontan im Serum entstehende C3-Konvertase C3(H,0)Bb, die membran-
gebundenen C3- und die C5-Konvertasen, wenn sie sich auf nicht-aktivierenden Oberfldchen
befinden, durch Verdrangung von C3(H,O) bzw. C3b aus den Komplexen. Die membran-
gebundenen Proteine DAF und CRT1 besitzen ebenso die Fahigkeit C3b aus den Konvertasen
zu verdrangen. lhre Wirkung ist jedoch auf Zelloberflichen beschrankt. Zusammen mit FI bewirkt
Faktor H auBerdem die Degradation von C3b zu iC3b. Auf Membranen kann diese Rolle auch
von MCP und CR1 tibernommen werden. Die Wirkung von FH wird in Kap. 1.3.1.1 genauer
besprochen. Im Gegensatz zum klassischen Komplementaktivierungsweg gibt es im alternativen
Weg einen Faktor, der die Konvertasen stabilisiert: Properdin. Properdin lagert sich an die C3-
und die C5-Konvertase an und stabilisiert und schiitzt sie gegen Abbau durch FH, DAF und
CR1.

1.2.3 REGULATION DES MAC

Ungewollte Aktivierung und Bildung des MAC werden im Kérper durch die membranstandigen
CD59 (Protectin/HFR-20/MACIF/MIRL) und HFR (C8BP/MIP) und durch die Serumproteine
Vitronectin (S-Protein) und Clusterin (SP40-40) auf unterschiedlichen Ebenen verhindert. Die
beiden Serumproteine verhindern, dal$ MAC, die sich von der Aktivierungsstelle ablésen (soluble
MAC, sMAC), aktiv bleiben, sich an Membranen unbeteiligter Zellen anheften und diese
beeintrdchtigen. Dabei bindet Vitronectin nahe an die Membrananheftungsstelle des sC5b-7
Komplexes, so dal$ diese nicht mehr zur Verfligung steht (Podack et al., 1984). Auf dhnliche
Weise wirkt Clusterin, jedoch interagiert dieses Protein mit dem vollstindigen MAC sC5b-9
(Jenne et al., 1989 und Choi et al., 1990).

Kommen wir nun zu den membranstdndigen Regulatoren des MAC, CD59 und HFR: CD59
ist der Hauptinhibitor des MAC auf Zelloberflachen. Das Molekdil verhindert die durch C5b-8-
katalysierte Insertion in die Membran und die nachfolgende Polymerisation und Porenbildung
durch Anlagerung von C9 Molekiilen (Meri et al., 1990 und Rollins und Sim, 1990).

HFR wirkt ebenso wie CD59 auf die Insertion und Polymerisation des MAC-Komplexes in die
Zellmembran (Zalman et al., 1986 und Watts et al., 1990). Beide Membranproteine sind Gber

einen GPI-Anker in die Membran inseriert und werden auch als l6sliche Proteine im Serum
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und anderen Korperflissigkeiten gefunden, wo sie ebenfalls komplementregulatorisch wirken
(Rooney et al., 1992).

1.3 FAKTOR H UND DIE FAKTOR H-FAMILIE

Die Funktion des Serumprotein Faktor H (FH), wurde erstmals 1976 von Whaley und Ruddy
beschrieben: die Regulation des alternativen Komplementweges auf der Ebene der C3- und
auch C5-Konvertase.

Das Faktor H kodierende Gen HF1, ca. 100 kb grof, ist auf Chromosom 1q32 lokalisiert und
befindet sich auf einem 650 kb grofen DNS-Fragment zusammen mit F13B und dem HF1-
verwandten Gen HF3 (Rey-Campos et al., 1990; Skerka et al., 1995). Den ersten Hinweis auf
die mogliche Existenz mehrerer HF1-verwandter Gene, gaben Southernblothybridisierungen
von HF1-spezifischen Sonden auf genomische DNS. Man erhielt bei weitem mehr hybridisierende
Banden als man vom HF1-Gen erwartet hatte (Estaller, 1994). Das erste HF1-verwandte Gen,
HF2 (Genprodukt: factor H related protein 1; FHRP1) wurde dann 1991 von Estaller et al.
beschrieben. Weitere HF1-Verwandte kamen hinzu: die cDNS kodierend fiir FHRP2 (Skerka
et al., 1991), FHRP3 (Skerka et al., 1993) und FHRP4 (Skerka et al., 1997). Zunichst werden
jedoch Funktion und Struktur von FH, anschlieffend die der FHRP beschrieben. Ein Hinweis
zur Nomenklatur: die Gene, die fiir FH und die FHRP kodieren werden HF1, fiir Faktor H,
HF2 fir FHRP1, HF3 fir FHRP2, HF4 fir FHRP3 und HF5 fir FHRP4 genannt.

1.3.1 FAKTORH

Im Folgenden werden Funktion und Struktur des komplementregulatorischen Proteins Faktor

H und die Struktur, Regulation und Expression seines Gens beschrieben.

1.3.1.1T FUNKTION VON FAKTOR H

Die Funktion von FH in der Regulation des alternativen Komplementaktivierungsweges kann
mit zwei Schlagworten beschrieben werden: Kofaktor- und Dissoziationsaktivitdt. Zum ersten
Punkt, der Kofaktoraktivitdt: Im Zuge der kontinuierlichen Bildung von C3b durch die Serum-C3-
Konvertase C3(H,O)Bb und der verstarkten Bildung durch die Membran-C3-Konvertase C3bBb
entsteht eine grole Menge C3b, welches die Fahigkeit besitzt, sich kovalent an Membranen
anzulagern. Dabei unterscheidet C3b nicht zwischen korpereigenen und Pathogen-Oberflachen.
Ob C3b nun auf diesen Oberflachen inaktiviert wird oder Ausgangspunkt fiir die Ingangsetzung

des alternativen Komplementweges ist, entscheidet seine Affinitat zu FH. Diese ist abhdngig
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von der Zusammensetzung der Membranoberflache: kénnen C3b und FH mit oberflachen-
gebundenen polyanionischen Zuckerstrukturen, wie Heparin oder Sialinsdure interagieren,
erhoht sich die Affinitdt zwischen ihnen. Interaktion mit z.B. Polysacchariden fiihrt zu einer
Verminderung der Affinitat zwischen FH und C3b (Meri und Pangburn, 1990 und 1994; Koistinen,
1992). Auf diese Weise ist eine Differenzierung zwischen kérpereigenen, nicht-aktivierenden
Oberflichen, charakterisiert durch das Vorhandensein von Polyanionen und pathogenen,
aktivierenden Membranen, mit z.B. bakteriellen Polysacchariden, gewahrleistet. Auf nicht-
aktivierenden Oberflachen bindet FH mit hoher Affinitdt an C3b und induziert am Molekiil
eine Konformationsanderung. Nun kann Faktor I, eine Serin-Protease, hinzutreten: FI bindet
an C3b und FH und erfihrt ebenfalls eine Anderung der Konformation, was méglicherweise
die nachfolgende Spaltung von C3b erleichtert (DiScipio, 1992). C3b wird also in Kooperation
von Fl und FH gespalten und zu iC3b inaktiviert (Soames und Sim, 1997). iC3b ist wie C3b
ein Opsonin, es vermittelt Phagozytose durch Makrophagen tber den Komplementrezeptor
3 (CR3) und vermutlich auch CRA4.

Das zweite Schlagwort zur Beschreibung der Aktivitit von FH ist seine Dissoziationsaktivitat.
Diese Wirkung wird benétigt, wenn die Bildung der C3-Konvertase auf nicht-aktivierenden
Oberflichen bereits eingetreten ist. Auch in diesem Fall ist die Affinitit von FH zu C3b im
C3-Konvertasekomplex C3bBb entscheidend. Sie ist auf nicht-aktivierenden Membranen héher
als die Affinitdt von C3b zu Bb, so dall FH Bb aus dem Komplex verdrangen kann und so die
C3-Konvertase inaktiviert (Whaley und Ruddy, 1976; Pangburn et al., 1977). Faktor H verhindert
also, durch die Fahigkeit nicht-aktivierende von aktivierenden Oberflachen unterscheiden zu
konnen, die Aktivierung des alternativen Komplementweges auf korpereigenem Gewebe.
Abgesehen von der Aufgabe im alternativen Komplementweg wurden fiir FH noch weitere
mogliche Funktionen beschrieben. Ohtosuka et al. (1993) entdeckten bei Thrombin-verdautem
FH chemotaktische Aktivitdt fiir Monozyten. Sie spekulieren Gber eine Rolle von FH bei der
»delayed type hypersensitivity« (DTH)-Reaktion. Chemotaktische Aktivitat finden Nabil et al.
(1997) fur FH: FH soll Monozyten anlocken und dadurch die Phagozytose von malignen Zellen
tiiber den iC3b-CR3 Weg verstarken.

Eine Fdhigkeit zur Vermittlung von Zelladhdsion wurde beim verkiirzten Faktor H-Protein p43
gefunden (Hellwage et al., 1997), jedoch nicht bei FH, obwohl auch FH das adhésionsvermittelnde
RGD (Arg-Gly-Asp)-Motiv tragt (Hynes, R.O., 1987).

Auf polymorphnukledren Leukozyten wurde ein FH-Rezeptor (FHR) postuliert (Avery und Gordon,
1993): die Bindung von FH an der Zelloberfldche soll zu einer verstarkten Erkennung opsonierter
Zellen fihren, Signale in die Zelle Gibermitteln bzw. die Zellen vor einer Komplementattacke

schitzen.
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Ein Effekt, der auf die Kofaktoraktivitdt von FH mit FI zurlickgeht, ist die von Vetvicka et al.
(1993) beschriebene Generierung eines Wachstumsfaktors aus C3i, iC3i genannt. Raji-Zellen
synthetisieren mit endogen gebildetem FH und FI den Wachstumsfaktor iC3i, der iber CR2
an die Zellen bindet und sie in Medium ohne fétales Kalberserum wachsen 1aft.

Relativ selten wird genetisch bedingter Mangel an FH beobachtet (Ault et al., 1997). Symptome
sind vor allem Mangel an C3 durch unregulierten Verbrauch und damit einhergehende
Glomerulonephritis. (Morgan, 1990). Kiirzlich wurde FH-Mangel bzw. Mutationen im HF1-Gen
mit dem hamolytischen urdmischen Syndrom (HUS) in Verbindung gebracht (Warwicker et
al., 1998, Rougier et al., 1998, Ohali et al., 1998).

FH scheint, wenn man alle seine bekannten und postulierten Funktionsweisen zusammen
betrachtet, ein »vielseitiges« Protein zu sein. Dies steht auf den ersten Blick im Gegensatz zu

seinem gleichformigen Aufbau aus 20 SCR-Doménen.

1.3.1.2 STRUKTUR VON FAKTOR H

FH ist ein 1213 Aminosduren (AS) grolles Serumglykoprotein, das aus SCR (short consensus
repeats) Doménen mit jeweils ca. 60 AS aufgebaut ist (Ripoche et al., 1988). SCR-Doméanen
sind globuldre Module, bestehend aus einem hydrophoben b-Faltblattkern aus dem Schleifen
heraustreten, die fiir die Interaktion mit Liganden zustdndig sind. Die Struktur wird durch 4
konservierte Cysteinreste, die 2 Cystinbriicken bilden (Verkniipfungsmodus 1-3 und 2-4), und
verschiedene andere charakteristische AS bestimmt (Kristensen et al., 1987). SCR-Domanen
sind in vielen komplementregulatorischen Molekilen wie z.B. DAF, MCP, C4BP und CRT
enthalten, kommen aber auch in anderen Proteinen, z.B. in Faktor 13B, in der a-Kette des
Interleukin-2 Rezeptors und in Adhdsionsmolekilen wie ELAM-1 und MEL-14 vor. FH und
die FH-verwandten Proteine bestehen jedoch, im Gegensatz zu den anderen genannten,
ausschlieSlich aus SCR-Doménen.

Einigen SCR-Domédnen von FH wurden bereits Funktionen zugewiesen: die N-terminalen SCR
1-5 sind fiir die Interaktion mit C3b und Faktor | zustandig, auf ihnen liegt die Kofaktoraktivitat
von FH (im vorhergehenden Kapitel beschrieben) (Gordon et al., 1995). Ebenso wurden in
den SCR6-10 und 16-20 C3b-Bindungsstellen identifiziert (Sharma und Pangburn, 1996). SCR13
vermittelt die Interaktion mit Heparin, eine weitere Interaktionsstelle wurde in SCR7 identifiziert
(Pangburn et al., 1991; Blackmore et al., 1996). Auch im C-terminalen Bereich des Molekiils,
in dem bisher nur eine Bindungsstelle fiir C3b bekannt war, entdeckten kiirzlich Ram et al.
(1998) die FH-Bindungsstelle fiir Sialinsdure. Die Heparin- und Sialinsdurebindungsstellen bedingen
zusammen die Fahigkeit des FH zwischen aktivierenden und nicht-aktivierenden Membranen

zu unterscheiden. So tarnen sich Neisseria gonorrhoeae, indem sie ihr Lipooligosaccharid (LOS)
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mit Sialinsdure aus dem Wirtsserum modifizieren: FH interagiert mit der gebundenen Sialinsdure
und verhindert durch seine Kofaktoraktivitdt mit FI und seine Dissoziationsaktivitdt, die Bildung
der C3-Konvertase und die Aktivierung des alternativen Komplementweges auf diesen Bakterien
(Ram et al., 1998).

FH ist ein N-glykosyliertes Molekiil mit Glykosylierungsstellen an den SCR4, 9, 14, 15 (2 Stellen),
17 und 18. Neben diesen Modifikationsvarianten gibt es von FH noch 5 verschiedene allelische
Varianten, die sich in der IEF-Analyse unterscheiden und Genfrequenzen von 0,685, 0,301,
0,006, 0,002 und 0,006 in der mitteleuropdischen Bevolkerung haben (Rodriguez de Cordoba
et al., 1987). Uber diese Varianten hinaus existiert ein 1,8 kb groRes alternatives Spleil3-
/Polyadenylierungsprodukt der 4,3 kb groffen HF1-mRNS. Es kodiert fiir eine verkiirzte Form
von FH, FH,,; genannt, die die SCR-Doménen 1-7 und vier charakteristische carboxyterminale
AS umfal’t (Estaller etal., 1991). Diese Form ist wie FH ein Serumprotein, hat ein Molekulargewicht
von 43 kDa und ist unglykosyliert. FH_,; verftigt tiber die FI- und C3b-Bindungsdomdne und
ist in geringem Umfang regulatorisch als Kofaktor bei der FI vermittlten Spaltung der C3-Konvertase
aktiv (Misasi et al., 1989). Mit Abbildung 2, in der die funktionellen Doménen von FH dargestellt
sind, beenden wir dieses Kapitel und wenden uns der Expression und der Regulation des HF1-Gens

ZU.

C3b/Fl-Interaktion  C3b-Bindungsstelle C3b-Bindungsstelle

e s S s

Heparin-Bindungsstellen Sialinséure-Bindungsstelle

Abbildung 2: Funktionelle Doménen des FH-Molekdils.

Die SCR-Doménen von FH sind durch Ovale symbolisiert, Glykosylierungsstellen durch
schwarze Fiinfecke an den jeweiligen SCR-Doménen. C3b/Fl-, C3b- und Sialinsdureinteraktions-
stellen im Molekdl sind durch hell- und dunkelgraue Balken markiert.

1.3.1.3 STRUKTUR, EXPRESSION UND REGULATION DES FAKTOR H-GENS (HFT)

HF1 liegt, wie schon erwdhnt auf Chromosom 1g32 (Kap. 1.3), Giberspannt eine Lange von
ca. 100 kb, besitzt einen Promotor ohne TATA- und CCAAT-Box und ist wie die meisten
Komplementproteine durch IFNg stimulierbar (Williams und Vik, 1997). Ein IFNg-bindendes
Motiv (IRE), das die Stimulierbarkeit mit dem Cytokin erkldren kénnte, wurde bisher noch nicht
identifiziert (Williams und Vik, 1997; Ward et al., 1997). HF1 umfalst 22 Exons: Exon 1 und
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2 kodieren fir den 5'UT-Bereich und das Signalpeptid, Exon 22 fir den 3'UT-Bereich und
SCR20, die restlichen Exons kodieren jeweils fiir einzelne SCR-Doménen. Von HF1 werden
zwei Genprodukte abgelesen: FH,;;5, bestehend aus 20 SCR-Domdnen und das alternative
Spleiprodukt FH,,; bestehend aus den ersten 7 SCR-Domdnen sowie 4 charakteristischen
Aminosauren.

Hauptsyntheseort des Serumproteins FH ist die Leber, daneben wird FH noch von einer Reihe
anderer Zellen produziert: Endothelzellen, peripheren Blutmonozyten, der Monozytenzellinie
U937, Glomerulomesangialzellen, Gliomazellinien, Fibroblasten und Lungengewebe (Schwaeble
etal., 1987; Ripoche et al., 1988; Whaley, 1980; Malhotra und Sim, 1985) Van den Dobbelsteen
et al., 1994; Gasque et al., 1992; Schwaeble et al., 1991). Die extrahepatische Synthese von
FH konnte eine Rolle bei der sofortigen Kontrolle des alternativen Komplementweges nach
Aktivierung im betroffenen Gewebe spielen. Von Bettina Dierl (1997) wurden HF1-spezifische
Transkripte mittels RT-PCR in verschiedenen Geweben und Zellen gefunden, so in Colon, Gehirn,
Kleinhirn, Lymphknoten, Niere, Plazenta, Hela, peripheren Blutlymphozyten (PBL) und Zellen
einer T-Zell-Leukdmie (TLL). Nach IFNg-Stimulation waren auch in MM6 und U937 Zellen
HF1-Transkripte nachweisbar (vgl. auch Malhotra und Sim, 1985).

FH,,150 kommt im Serum in einer Konzentration von 200-600 mg/l vor, das verkirzte FH,,,
in 10-50 mal geringerer Konzentration. Wie schon erwdhnt ist die Transkription des HF1-Gens
durch IFNg stimulierbar. Die anderen proinflammatorischen Cytokine wie Interleukin 1 (IL1),
Tumornekrosefaktor a (TNFa) und Interleukin 6 (IL6) haben keinen Einflul$ auf die Expression
des HF1-Gens. TNFa verstarkt jedoch die stimulierende Wirkung von IFNg (Williams und Vik,
1997). Fir HF1 ist, wie auch fiir einige andere untersuchte Komplementgene, IFNg der Haupt-
Akute-Phase-Induktor (Volonakis, 1995).

1.3.2 DIE FAKTOR H-FAMILIE

Mit dem aus 5 SCR-Doménen bestehenden FHRP1 (factor H related protein 1) wurde 1991
von unserer Arbeitsgruppe die cDNS des ersten Faktor H verwandten Proteins entdeckt, dem
bis jetzt 3 weitere folgten (Estaller et al. 1991; Skerka et al., 1991, 1993, 1997; Zipfel und
Skerka, 1994). Im Gegensatz zu Faktor H ist von der Funktion der FHRP wenig Definitives
bekannt. In den folgenden Abschnitten werden Struktur und mdgliche Funktionen der FHRP
sowie die Regulation und Expression der Gene HF2- 5 besprochen. In Abbildung 3 sind HF1

und die verwandten Transkripte schematisch dargestellt.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der proteinkodierenden
Exonsequenzen von HF1 und den HF1-verwandten Genen.
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Die Exons, die fiir SCR-Doménen kodieren, sind als Ovale dargestellt. Die
Zahlen in den Ovalen beziehen sich auf die jeweilige kodierte SCR-Doméne
des betreffenden Proteins. SCR-Domanen mit Sequenzahnlichkeit liegen
untereinander und tragen gleiche Crauschattierungen.

1.3.2.1T STRUKTUR DER FHRP

Wie Faktor H bestehen alle FHRP auschlieflich aus SCR-Doménen unterschiedlicher Anzahl:
FHRP1 hat 5, FHRP2 besitzt 4 und FHRP 3 und 4 sind aus jeweils 5 SCR-Domédnen aufgebaut.
Einige FHRP sind glykosyliert. Von FHRP1 und -2 kommen unterschiedlich glykosylierte Formen
im Serum vor, wobei FHRP1 hochglykosyliert als 43 kDa-Bande und geringer glykosyliert als
39 kDa-Bande und FHRP2 glykosyliert als 29 kDa-Bande bzw. unglykosyliert als 24 kDa-Bande
im Westernblot erscheinen.

Vergleicht man FH und die FHRP in Bezug auf Aminosdure- und Nukleinsdureidentitét, so
fallt auf, dald vor allem in den 2 bzw. 3 C-terminalen SCR viele Positionen identisch sind. Die
FHRP 4 und 5 besitzen auch in ihren restlichen SCR-Dominen relativ hohe Ahnlichkeit zu
SCR aus FH, wogegen die zwei ersten SCR von FHRP1 und 2 untereinander sehr dhnlich sind,
aber nur in geringem Ausmals zu den SCR6 und 7 von FH. In der folgenden Tabelle sind
Nukleinsdure- und Aminosdureunterschiede (in Klammern) der relevanten SCR-Doménen
angegeben. Beide Angaben sind in Prozent aufgefihrt.

Die starke Konservierung bestimmter SCR-Domdnen weist auf eine mogliche funktionelle
Bedeutung hin. Besonders stark ist die Sequenzidentitédt innerhalb der zwei C-terminalen SCR-
Doménen von FH und den FHRP1- 4. Auf mogliche funktionelle Relevanz der Sequenz-

ahnlichkeiten wird im folgenden Kapitel eingegangen.
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Tabelle: Vergleich von HF1/FH und den HF2- 5/FHRP1- 4 in Bezug auf Nukleinsdure- und

Aminosdureunterschiede (Angaben in Prozent).

HF1/FH SCR6 SCR7 SCR8 SCR9 SCR18 SCR19 SCR20

65 AS 58 AS 63 AS 53 AS 59 AS 62 AS 67AS
HF2/FHRP1 39,5 (58,5) | 42,9 (66) 0,6-2,8 (0-5) | 0,6 (0) 1-2 (2,9)
HF3/FHRP2 40 (58) 42,4 (66) 7,2 (14,5) 20,8 (32,8)
HF4/FHRP3 4,1 (7,7) 4,6 (10,3) | 24,8 (33) 27,6 (38,7) | 41,3 (60)
HF5/FHRP4 13,3 (27,7) 24,7 (33) | 18,6 (32) 26,3 (35,5) | 42,5 (60)

In der obersten Reihe sind die SCR-Domédnen von FH aufgefthrt, die als Ausgangspunkt fiir Vergleiche der
Nukleinsdure- und Aminosdureunterschiede (in Klammern) mit den homologen Doménen der HF2- 5/FHRP1-
4 dienen. Zur Erlauterung z.B. Spalte 3 SCR8 von HF1/FH: keine SCR8 &hnliche Doméne ist in HF2/FHRP1
und HF3/FHRP2 zu finden. Dagegen findet man eine SCR8 adhnliche Doméne sowohl in HF4/FHRP3 als auch
in HF5/FHRP4. Die Nukleinsdure-Unterschiede betragen im Vergleich zur SCR8-Sequenz von HF1 24,8% fir
HF4 SCR3 bzw. 24,7% fur HF5 SCR2. Die Aminosdureunterschiede betragen analog 33% fiir SCR3 von FHRP3
bzw. SCR2 FHRP4 im Vergleich zum SCR8 von FH. Die Angaben bei den SCR19 und 20 homologen SCR von
HF2 variieren je nach HF2-Allel (HF2a, b, ).

1.3.2.2 MOGLICHE FUNKTIONEN DER FHRP

Den in allen FHRP vorkommenden zu FH sequenzahnlichen Domanen (SCR18-20 von FH),
wurde kirzlich, wie bereits erwdhnt (Kap. 1.3.1.2), eine Funktion im FH-Protein bei der
Sialinsdurebindung zugewiesen (Ram et al., 1998). Ebenso findet man bei FH in diesen C-
terminalen SCR eine C3b-Bindungsstelle (Sharma und Pangburn, 1996). Auch die zweite Region
der SCR6 und 8 von FH weist, wenn auch geringer als die eben genannte Region, Sequenzidentitat
mit entsprechenden SCR der verschiedenen FHRP auf. Im FH-Molekiil wurde dieser Domane
ebenfalls Interaktion mit C3b und Heparin zugewiesen (Sharma und Pangburn; Blackmore
et al., beide 1996, Abbildung in Kap. 1.3.1.2). Ob diese oder eine dhnliche Funktion in den
FHRP erhalten ist, wurde bisher experimentell nicht nachgewiesen.

Anhaltspunkte fir mogliche Funktionen der Proteine FHRP1 und -2 sowie FHRP4 ergaben
sich aus den Ergebnissen von Park und Wright (1996) bzw. Skerka et al. (1997). Erstere entdeckten
FHRP1 und -2 in einem Plasmapartikel bestehend aus den FHRP, Apolipoprotein A-l und
Phospholipid. Dieser Protein-Lipidpartikel kommt assoziiert mit Lipopolysaccharid-Bindungsprotein
(LBP) vor, welches eine Rolle bei der Integrin- und CD14-vermittelten Zelladhdsion von
Neutrophilen nach Kontakt mit Lipopolysaccharid (LPS) spielt. Der Protein-Lipidpartikel verstarkt
die Adhésion der Neutrophilen bei in vitro Versuchen. Ebenfalls als Bestandteil eines Protein-

Lipidpartikels, in diesem Fall triglyceridreicher Lipoproteine, wurde FHRP4 identifiziert (Skerka



EINLEITUNG 22

et al., 1997). In diesen Partikeln liegt das FH-verwandte Protein in glykosylierter Form als
Homodimer vor (Hellwage et al., 1997).

In beiden Fallen ist jedoch die Funktion der FHRP in den Lipoproteinpartikeln nicht geklart.
Es ist offen, ob sie dem Strukturerhalt dienen oder eine Funktion bei der Interaktion dieser
Partikel mit anderen Molekiilen haben. Trotz der strukturellen Ahnlichkeit und der stellenweise
hohen Sequenzidentitit zu FH, scheinen die FHRP von der Komplementregulation unabhéngige

Aufgaben zu haben.

1.3.2.3 REGULATION UND EXPRESSION DER GENE HF2- 5

Uber die Regulation und Expression der fiir die FHRP kodierenden Gene HF2- 5 ist nur wenig
bekannt. Expressionsuntersuchungen (RT-PCR) wurden von Bettina Dierl (1997) an verschiedenen
Geweben und Zellinien durchgefiihrt. Dabei entdeckte sie die Expression von HFT in
Gehirngewebe. In meiner Arbeit beschrankte ich mich auf die Untersuchung verschiedener
Gehirnareale und Cliomazellinien.

Transkripte der Gene HF2- 5 konnen in Leber cDNS gefunden werden. Es ist also anzunehmen,
dal8 wie fiir FH auch fir die FHRP die Leber der Hauptsyntheseort dieser Serumproteine ist.
Die Serumkonzentrationen sind nur fir FHRP1 und 2 bekannt: sie liegen bei ca. 40 ng/ml
fur FHRP1 und betragen fiir FHRP2 ca. die Halfte (Timmann et al., 1991; eigene Beobachtungen
im Westernblot).

Nun zur Regulation der Gene HF2- 5: untersucht wurde ausschlieflich die Stimulierbarkeit
mit [FNgin den monozytdren Zellinien U937 und MM6 (Dierl, 1997). Die Expression der Gene
wurde mittels RT-PCR analysiert. HF2 ist im Gegensatz zu FH nicht mit IFNgstimulierbar, dagegen
reagieren die Gene HF3 und 4 mit gesteigerter Expression auf dieses Cytokin. Fir HF5 liegen

keine Daten vor.

1.4 DIE GENETIK DES KOMPLEMENTSYSTEMS

Die funktionelle Ahnlichkeit mancher Komplementkomponenten wie z.B. FH und C4BP oder
C2 und FB spiegelt sich auch in ihrer genetischen Lokalisation. So liegen die erwahnten Faktoren
gekoppelt auf gleichen Chromosomenbereichen: 132 bzw. 6p. Ob diese regulatorische Einheiten
sind, kann nur spekuliert werden; dafs diese Organisation Hinweise auf die Evolution der
Komplementkomponenten gibt, ist dagegen naheliegend. Dafiir spricht auch der modulartige
Bau vieler Komplementfaktoren aus sich wiederholenden Struktureinheiten, die meistens von

einzelnen Exons kodiert werden.
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1.4.1 GENETISCHE LOKALISATION UND GENSTRUKTUR WICHTIGER KOMPLEMENTFAKTOREN

Der grofste Teil der Komplementfaktoren ist in zwei Komplexen organisiert: dem RCA-Komplex
auf Chromosom 132 und der Klasse lll-Region des MHC auf Chromosom 6p. Im erstgenannten
befinden sich die Gene vieler Komplementregulationsproteine, daher auch der Name RCA
(regulators of complement activation), auf Chromosom 6 sind die Gene fiir C4, C2 und FB
lokalisiert. Der genetisch kartierte Teil des RCA-Komplexes erstreckt sich iber eine Lange von
ca. 700 kb und enthdlt in Tandemanordnung die Gene fir MCP, CR1, CR2, DAF, C4BPA und
C4BPB (sieche Abbildung 4). In der selben Region, jedoch bisher nicht genetisch kartiert, liegen
in einer Entfernung von ca. 22,5 Haldane cM (sex averaged) die Gene fiir FH, FHRP1 und
2. Sie wurden auf ein 650 kb grofRes DNS-Fragment lokalisiert (Rey-Campos et al., 1990; Skerka
et al., 1995). Die Klasse Ill-Region des MHC umfafSt unter anderem eng gekoppelt auf einem
120 kb Fragment die Komplementgene C4A, C4B, C2 und FB.

Manche Komplementgene sind auch paarweise angeordnet: so liegen die Gene fiir C1r und
C1s ebenso eng gekoppelt wie C6 und C7 auf Chromosom 12 und C5 und C8g auf Chromosom
9. Im Genom verstreut befinden sich die Gene fiir Properdin (Chr. 12), C9 (Chr. 9), FI (Chr.
4), C1INH (Chr. 11) und schlieB8lich C3 (Chr. 19).

1.4.2 CHARAKTERISTIKA DER GENE UND DER BETREFFENDEN PROTEINE DES RCA-KOMPLEXES

In diesem Kapitel werden nur die Gene, die im RCA-Komplex (siehe Abbildung 4) kartieren
besprochen (Hourcade et al., 1989). Die membranstindigen Komplementregulatoren DAF und
MCP besitzen 4 SCR-Domanen, die fir die Interaktion dieser Proteine mit C3b und C4b zustdndig
sind. Das MCP-Gen besteht aus 14 Exons, wobei SCR2 von zwei Exons kodiert wird. 5' von
MCP existiert ein MCP-Pseudogen mit 93% Homologie auf Nukleinsdureebene, das zahlreiche
Stopcodons enthdlt. Das DAF-Gen hat 11 Exons, wobei auch hier ein SCR (SCR3) von zwei
Exons kodiert wird. Die Promotorregionen dieser Gene enthalt »Haushaltsgen«-typische GC-Inseln
stromaufwdrts des Transkriptionsstarts, wobei TATA-Boxen fehlen und die CAAT-Box nur bei
MCP vorhanden ist. Zwischen MCP und DAF liegen die Gene fiir CRT und CR2. Beide kodieren
fir Rezeptoren fir C3b bzw. C3dg/C3g, die in ihrem extrazelluldren Bereich ausschlieflich
aus SCR-Doménen aufgebaut sind: im Falle von CR1 aus bis zu 30 und von CR2 aus 16. Von
CR1 existieren 2 Allotypen, die sich in der Anzahl der SCR-Doménen unterscheiden. Im CR1-
Molekiil sind die einzelnen SCR-Domanen in grélleren funktionellen Einheiten — den LHR
(long homologuos repeat) — zusammengefalst. Von CR1 existiert ein Pseudogen (CR1-like), das

zwischen MCP und dem MCP-Pseudogen lokalisiert ist.
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Die extrazellulire Doméne von CR2 wird von 15 Exons kodiert, die sich, je nach Anzahl der
kodierten SCR-Doménen, in drei Gruppen einteilen lassen. Vier der Exons kodieren fiir jeweils
zwei SCR-Domdnen, 5 Exons fiir jeweils ein einzelnes und sechs Exons fir insgesamt drei SCR-
Domanen.

Stromaufwarts von DAF liegen die Gene, die fir C4BP A und B kodieren und zwei C4BP A-
Pseudogene (C4BPA like1 und 2; Heine-Suner et al., 1997). Die betreffenden Proteine sind
|6sliche Heptamere aus C4BPA-Einheiten und einer C4BPB-Untereinheit. Jede C4BP-Untereinheit
besteht aus 8 SCR-Domédnen und einer zur Ausbildung von Disulfidbriicken fahigen Domane,
die fiir die Interaktion mit den anderen 6 Ketten zustandig ist. C4BPB ist aus drei SCR-Doménen
zusammengesetzt.

Alle hier beschriebenen Gene weisen Eigenschaften auf, die auf eine gemeinsame Entstehung
hinweisen: sie liegen gekoppelt und sind in Tandemorientierung angeordnet (Rey-Campos
et al., 1988). Alle kodieren fur Proteine die durch SCR-Doménen charakterisiert sind und
komplementregulatorisch mit C3/C4 interagieren. In den meisten RCA-Proteinen befinden sich
die C3/C4-Bindestellen in den N-terminalen SCR, wahrend die restlichen SCR vermutlich
strukturelle Funktion haben und fiir Flexibilitdt im Molekdl sorgen. SCR-Domédnen werden meist,
wie bei FH, von je einem Exon kodiert. Sie kdnnen aber auch, wie bei CR2, von zwei Exons
bzw. zwei SCR-Domédnen von einem Exon kodiert werden. Der modulartige Aufbau aller RCA-
Proteine aus funktionellen und strukturellen SCR-Domanen und deren hohe Homologie spricht
dafiir, dal$ Duplikationsereignisse eine grofSe Rolle bei der Entstehung der RCA-Gene spielten.
Ein weiterer Hinweis darauf sind die Pseudogene, die bisher fir MCP, CR1 und C4BPA gefunden
wurden. In der folgenden Abbildung ist die genetische Organisation des telomerischen RCA-
Komplexes mit den Genen MCP, CR1 like, MCP like, CR1, CR2, C4BPA like1, C4BPA like2,
C4BPA und C4BPB und des zentromerischen RCA-Komplexes mit den Genen HF1, HF3 und
F13B dargestellt. Die Genkomplexe C4BP/MCP und HF1/F13B sind ca. 22,5 Haldane cM

voneinander entfernt (Heine-Suner et al., 1997).
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1.5 KOMPLEMENTAKTIVIERUNG UND PATHOLOGISCHE PROZESSE

Neben all den oben genannten positiven Wirkungen der Komplementaktivierung, gibt es eine
Reihe von unerwiinschten Effekten, die meist in Zusammenhang mit Erkrankungen des Immun-
systems auftreten. So kommt es bei verschiedenen Krankheiten, die mit verstarkter Bildung
von Immunkomplexen einhergehen wie bei systemischem Lupus erythematodes (SLE) und
rheumatischer Arthritis (RA), zur komplementvermittelten Zerstérung von Membranen, auf die
sich Immunkomplexe abgelagert haben. Auch bei verschiedenen Erkrankungen des ZNS wird
eine Beteiligung des Komplementsystems nicht ausgeschlossen. Bei der Alzheimerschen Erkrankung
ist zum Beispiel bekannt, daf$ das abgelagerte b-Amyloid Komplement aktiviert und in Patienten
mit Multipler Sklerose (MS) findet man in den fiir die Krankheit charakteristischen, demyelinisierten
Plaques Komplementproteine. Bevor jedoch im weiteren genauer auf diese Krankheiten
eingegangen wird, wenden wir uns zuerst den pathologischen Prozessen zu, die durch Mangel

an Komplement verursacht werden.

1.5.1 KOMPLEMENTMANGEL-SYNDROME

Die meisten angeborenen Komplementmangelkrankheiten sind sehr selten. Defizienzen im
klassischen Aktivierungsweg wie C1q-, C2- oder C4-Mangel, wobei C2-Defizienz mit einer
Haufigkeit von 1:30.000 (Europder) am hdufigsten auftritt, filhren zu vermehrten bakteriellen
Infektionen und Immunkomplexkrankheiten der Betroffenen. Ein Teil der Personen ist jedoch,
wie auch bei den tbrigen Komplementmangelzustdnden, symptomfrei.

Verminderte MBL-Serumspiegel, die man beobachtet, wenn sich Mutationen in der
Kollagendoméne des Molekiils befinden, fihren zu einer erhdhten Suszeptibilitit gegen
Infektionskrankheiten (Sumiya und Summerfield, 1997).

Ist der alternative Aktivierungsweg betroffen, durch z.B. Mangel an FB, FD oder Properdin,
zeigt sich vor allem eine erhéhte Anfilligkeit fiir Neisserieninfektionen.

Mangel an C3, also den MBL-Weg, den alternativen und klassischen Weg betreffend, fiihrt
zu schweren, sich wiederholenden bakteriellen Infektionen, oft einhergehend mit Immun-
komplexkrankheiten.

Die Krankheitsbilder, die mit Mangel in den terminalen MAC-Komponenten der Kom-
plementkaskade einhergehen, sind recht unterschiedlich im Schweregrad, je nach fehlendem
Faktor. Alle sind aber mit einer erh6hten Anfilligkeit fiir Neisserieninfektionen verbunden.
C5-Mangel ist am schwerwiegendsten, da hier weder der terminale MAC noch das wichtige

Anaphylatoxin C5a gebildet werden kénnen.
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Mangel an C6, C7 und C8 sind bei 25% der Betroffenen symptomlos, es kommen aber auch
Falle mit Immunkomplexkrankheiten vor. Sehr selten im europdischen Raum ist das Fehlen
der letzten Komplementkomponente C9. In Japan dagegen kommt es mit einer Haufigkeit
von 1:1000 vor und ist symptomlos. Neben den angeborenen Komplementmangelkrankheiten
gibt es auch erworbene Defizienzen, oft als Folge von bakteriellen Infektionen, die die Bildung
von Autoantikorpern auslésen. Manche dieser Autoantikorper, auch nephritische Faktoren (z.B.
C3NeF, C4NeF) genannt, sind fahig die C3- und C5-Konvertasen zu stabilisieren. Dies fihrt
zur Uberaktivierung der Komplementwege und zur sekundéren Defizienz an C3 und FB bzw.
C3 und C2.

Ursache fir die eben beschriebenen Symptome ist eine primdre oder sekundare Komple-
mentdefizienz. Bei den nun folgenden Krankheiten ist die Rolle des Komplementsystems in

der Pathogenese weniger klar umrissen.

1.5.2 KOMPLEMENT UND KRANKHEITEN

In den folgenden zwei Kapiteln wird auf die Beteiligung des Komplementsystems an zwei
Krankheitskomplexen, rheumatische Arthritis und Erkrankungen des ZNS am Beispiel von Multipler
Sklerose und Alzheimer, die fir diese Arbeit relevant sind, eingegangen. Diese Krankheiten
sind nur eine kleiner Ausschnitt aus dem Spektrum von Krankheiten, bei denen das
Komplementsystem involviert ist. Zu nennen seien nur die wichtigsten: Nephritiden und SLE

neben verschiedenen Hauterkrankungen wie Pemphigus, Urticaria, Psoriasis und Vitiligo.
1.5.2.1 KOMPLEMENT UND RHEUMATISCHE ARTHRITIS (RA)

RA ist eine multifaktoriell bedingte, chronisch entziindliche Erkrankung der Gelenke. Das
entzlindungsauslésende Agens ist bisher noch nicht identifiziert. Im entziindeten Gelenk findet
man eine verdickte Synovialmembran, verursacht zum einen durch Proliferation der Synovialzellen,
zum anderen durch Einwanderung von Entziindungszellen (T-, B-Zellen und Makrophagen).
Es kommt auerdem zur Ansammlung von Flissigkeit im Gelenkzwischenraum, in der man
ebenfalls Entziindungszellen und grofle Mengen an Immunkomplexen findet. Diese
Immunkomplexe bestehen aus IgG-Antikorpern (z.B. gegen Kollagen Typ 1l, Cremer et al., 1998)
und den Rheumafaktoren (IgM-Antikorper gegen den F_-Teil von 1gG) oder aus Antigen-Antikorper-
Komplexen.

Hier kommt das Komplementsystem ins Spiel: wie schon mehrfach erwahnt, aktivieren
Immunkomplexe den klassischen Komplementweg, was in diesem Fall jedoch eher mit negativen

Folgen einhergeht. So werden durch die Anaphylatoxine die Entziindungsreaktionen verstarkt
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und durch den MAC bereits geschadigte Synovialzellen noch starker beeintrachtigt. In vitro
wurde gezeigt, dals von MAC nicht-lethal angegriffene Synovialzellen mit Bildung von z.B. reaktiven
Sauerstoffspezies und Prostaglandinen reagieren (Morgan, 1990). Dies fiihrt zu einer Verstarkung
der Entziindung (siehe Abbildung 5).

AQ?
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Ag-Ab- und v/ ‘/A/ RF

Rheumafaktor-

Komplexe ) k

k Phagozytose der

L Immunkomplexe
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.  — Prostaglandine
Synovialzelle
4 T Inferleukine (z.B. INFa)

Abbildung 5: Die Rolle der Komplementaktivierung
bei rheumatischer Arthritis.

Abkiirzungen: Ab=Antikorper, Ag=Antigen, RF=Rheumafaktor,
MAC=Membranangriffskomplex.

Eine Aktivierung des alternativen Weges konnte tber bakterielle Strukturen erfolgen, die sich
nach einer Infektion im Gelenk befinden. Bakterielle Fragmente und Komplementaktivierung
findet man als Verursacher von akuter allergischer Arthritis in verschiedenen Tiermodellen.
Kaninchen, die mit BSA in komplettem Freunds Adjuvans (KFA: Mineral6l mit abgetoteten
Mykobakterien) immunisiert werden und 2-3 Wochen spdter die selbe Kombination in ein
Gelenk injiziert bekommen, entwickeln dort eine Gelenkentziindung, die sehr dhnlich zu RA
ist. Dekomplementierung der Tiere mit Kobragift (CVF, cobra venom factor) vor der intraartikuldren
Injektion verhindert die Auspragung des Krankheitsbildes. Ebenso entwickeln Cé6-defiziente
Kaninchen keine RA-dhnlichen Symptome bei dem eben beschriebenen Tierversuch. Bei dieser
Krankheitsform scheinen also das Komplementsystem und die Bildung des MAC eine entscheidende
Rolle zu spielen.

Eine Dekomplementierung ist beim Menschen nicht durchfiihrbar, jedoch bekommt man
Anhaltspunkte tber die Involvierung des Komplementsystems bei RA aus Untersuchungen von

Serum und Synovialflissigkeit Betroffener. Man findet verdnderte Werte verschiedener
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Komplementproteine: die allgemeine Komplementaktivitdt ist im Serum normal oder erhoht,
in der Synovialflissigkeit dagegen erniedrigt. Dies spricht fiir einen Verbrauch von Komplement
im entziindeten Gelenk. Die Entziindungsreaktion scheint also so stark zu sein, daf8 die Kontrolle
der Komplementaktivierung nicht mehr effizient ist. Dal8 eine Kontrolle erfolgt, machen die
erhohten Werte an C1-CTINH-Komplexen und Fl deutlich (Gonzales-Rubio, 1997). Desweiteren
findet man C3- und MAC-Deposition sowie eine verminderte Anzahl von CD59 (Protectin)
auf der Oberflache der Synovialzellen (Konttinen et al., 1996). Aktivierung von Komplement
geht also gleichzeitig mit einer Verminderung des Schutzes der Synovialzellen gegen MAC einher.
Es gibt also auch beim Menschen Hinweise auf die Beteiligung des Komplementsystems an
der Entstehung von RA.

Uns interessierte insbesondere die Rolle von FHRP1, das wie bereits erwdhnt eine mogliche
Rolle bei der LPS-induzierten CD14/Integrin-vermittelten Neutrophilenadhésion an Endothelzellen
spielt (Park und Wright, 1996). Dies veranlalSte uns Patienten mit RA in Hinblick auf die Haufigkeit
der HF2-Deletion zu untersuchen (Kap. 5.3).

1.5.2.2 KOMPLEMENT UND KRANKHEITEN DES ZENTRALEN NERVENSYSTEMS

Das Gehirn galt lange Zeit als ein Organ, in dem Immunreaktionen nur in geringem Umfang
ablaufen (immune privileged site: Baker und Billingham, 1977). Belegt wurde diese Annahme
durch seine lIsolierung durch die Blut-Hirn-Schranke, bestehend aus von spezialisierten
Endothelzellen ausgekleideten MikrogefdBen. Durch diese ist im gesunden Zustand ein Ubertritt
von Immunzellen und Makromolekiilen aus dem Blut ins Gehirn nicht oder nur selektiv méglich.
Das bedeutet, dafS Komplementfaktoren aus dem Serum nicht ins ZNS gelangen konnen.
Desweiteren werden auf Neuronen und Gliazellen (Oligodendrozyten, Astrozyten und Microglia)
nur in geringem Umfang Molekiile der HLA Klasse I und Il, Adhdsionsmolekiile und kostimula-
torische Molekiile exprimiert und es findet keine Lymphdrainage statt. Dies alles spricht dafiir,
das ZNS als wenig immunkompetentes Organ zu betrachten. Dennoch verfligt das Gehirn tiber
ein »eigenes Immunsysteme«: Micoglia und Astrozyten besitzen phagozytierende Aktivitdt und
kénnen zu geschadigten Hirnarealen wandern und dort tétig werden (Fabry et al., 1994). Reaktive
Astrozyten, wie man sie bei MS und anderen neurodegenerativen Erkrankungen findet, sind
in der Lage Perforin, ein charakteristisches Produkt cytotoxischer T-Zellen, zu exprimieren (Gasque
et al., 1998). Desweiteren sind die Cliazellen zur Synthese von Komplementfaktoren und nach
Aktivierung auch zur Bildung von Cytokinen fdhig (Gasque et al., 1993 und 1995; Morgan
etal., 1996; Zhao und Schwartz, 1998). In der Tat findet man Komplementaktivierung in Gehirn
bei bestimmten entziindlichen, degenerativen und traumatischen Prozessen. Als Hauptquelle

der Komplementfaktoren wurden die Astrozyten identifiziert (Levi-Strauss und Mallat, 1987;
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Gasque et al., 1995; Shrikant und Benveniste, 1996). Komplementrezeptoren und Regulatoren
wurden hier und ebenfalls auf anderen Zellen des ZNS gefunden (Gasque et al., 1995). Diese
Befunde sprechen fir eine Aufgabe des Komplementsystems und der Komplementregulatoren
wie z.B. FH bei der Immunabwehr des ZNS, legen aber ebenso eine Beteiligung an pathologischen
entzlindlichen Prozessen nahe. Als Beispiele fiir die Beteiligung des Komplementsystems an
der Pathogenese von Krankheiten des ZNS werden im folgenden MS und Alzheimer kurz

vorgestellt.

1.5.2.2.1 KOMPLEMENT UND MULTIPLE SKLEROSE

MS ist, mit einer Haufigkeit von 1:1000 in gemaRigten Klimazonen auftretend, eine der hdufigsten
Erkrankungen des zentralen Nervensystems. Das Krankheitsbild umfalst motorische und sensorische
Storungen, zuweilen auch psychische Beeintrachtigungen, die sich chronisch verschlimmern
oder schubweise verlaufen, mit teilweise volliger Rickbildung der Symptome. Hervorgerufen
werden diese Defekte durch multifokale Demyelinierungs- und Entziindungsreaktionen im
ZNS. Das Immunsystem spielt bei der Entstehung von MS eine grolle Rolle: so findet man in
Patienten Autoantikorper und autoreaktive T-Zellen gegen Proteine des ZNS, vor allem gegen
Myelin. Die Ursache dieser Autoaggression des Immunsystems gegen das ZNS ist unbekannt,
diskutiert werden Autoimmunitdt gegen myelinspezifische Proteine und latente Virusinfektion
des ZNS (Sayetta, 1986).

Wie bei RA ist auch hier das Tiermodell ein besseres Untersuchungsmodell. Die Immunisierung
von Ratten mit ZNS-Gewebe in komplettem Freunds Adjuvans fiihrt zur experimentellen
allergischen Enzephalitis (EAE), einer Erkrankung mit MS-ahnlichen Symptomen (Kies, M.W.,
1978). Komplementdepletierung mit CVF fiihrt in diesem Modell, dhnlich zu dem vorher
beschriebenen Tiermodell von RA, zu einer drastischen Verminderung der Symptome (Morgan,
1989). In MS-Patienten beobachtet man Immunkomplexe in Hirngewebe und Liquor und eine
verstarkte Komplementaktivierung, bis zur Entstehung des MAC (Morgan, 1990). Da jedoch
bei MS eine Stérung der Blut-Hirn-Schranke vorliegt, kénnen zusatzlich zu den im Hirn gebildeten
Faktoren noch Komplementproteine auch aus dem Serum rekrutiert werden (Gay und Esiri,
1991). In vitro Versuche zeigen, dafs Oligodendrozyten extrem komplementsensitiv sind. Es
bleibt jedoch zu demonstrieren, dafS die Aktivierung des Komplementsystems entscheidend
an der Pathogenese der MS mitwirkt. Kommen wir nun zur Alzheimerschen Erkrankung, der

haufigsten Form von Altersdemenz.
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1.5.2.2.2 KOMPLEMENT UND ALZHEIMER

Bei der Alzheimerschen Erkrankung, die durch fortschreitende Demenz charakterisiert ist, lagert
sich b-Amyloid in Form von Plaques im Gehirn ab. b-Amyloid selbst aktiviert, indem es an
C1q bindet, den klassischen Komplementweg, was zur Beeintrachtigung und Schadigung der
umliegenden Neuronen fiihrt (Akiyama et al., 1991; Jiang et al., 1994; Rogers et al. 1992).
Im Gegensatz zu MS gibt es bei Alzheimer keinen Hinweis auf Schadigung der Blut-Hirn-Schranke,
so dafs man davon ausgehen kann, dafs nur die im ZNS selbst gebildeten Komplementfaktoren
aktiviert werden. Vergleicht man die Transkriptmenge von C3 und C4 in Gehirngewebe erkrankter
und gesunder Personen, so findet man eine dreifach erhdhte Menge bei Alzheimerpatienten
(Walker und McGeer, 1992). Dal8 die Komplementaktivierung bis zur terminalen Bildung des
MAC lauft, wurde tiber Immunhistochemie nachgewiesen: MAC findet sich in den Alzheimer-
Plaques (McGeer et al., 1989). Alle diese Befunde sprechen fiir eine Beteiligung des

Komplementsystems an der Pathogenese vor Alzheimer.
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2 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

2.1 GENOMISCHE ORGANISATION DER FAKTOR H-GENFAMILIE

Die Hauptaufgabe der Arbeit bestand in der Aufkldrung der genomischen Organisation der
Faktor H-Genfamilie. Bekannt war bisher nur die ungefihre chromosomale Lokalisation auf
1932 von FH und eines der FH verwandten Gene (HF3). Daneben standen Restriktionskarten
von Bereichen aus dem HF-Gen, von HF2 und HF3 zur Verfiigung. Ziel war zum einen die
Restriktionskartierung der genomischen Region mit Hilfe von humanen Mega YAC-Klonen und
BAC-Klonen (Research Genetics), zum anderen die Aufklarung der Genanordnung der HF-Familie
und deren Kopplung mit bekannten Genen. Die Lage der Gene zueinander kann Aufschluf$

tiber das Entstehen und die Evolution der HF-Genfamilie geben.

2.2 DELETIONEN UND GENORGANISATION DER GENE HF2 UND HF3

Aus friiheren Untersuchungen (Estaller, 1991; Cannich, 1994) war bekannt, daf8 das von HF2
kodierte Protein FHRP1 bei einem kleinen Prozentsatz, ca. 4-5% der untersuchten Probanden,
nicht im Westernblot nachweisbar ist. Manche untersuchten Probanden tragen eine Deletion
auf DNS-Ebene im HF2-Gen (Cannich, 1994). Diese Prozentzahlen wurden hier in einem grélleren
Kollektiv bestdtigt. Im untersuchten Material befand sich auch erstmals ein Proband, bei dem
FHRP1 und FHRP2 nicht nachweisbar waren. Im Southernblot soll untersucht werden, ob dieser
Phdnotyp auf Deletionen in den betreffenden Genen zuriickzufiihren ist.

Der Befund der Gendeletion, zusammen mit der kiirzlich von Park et al. (1996) beschriebenen
moglichen Rolle von FHRP1 bei der LPS-induzierten intergrinvermittelten Neutrophilenadhsion,
veranlalite uns die Haufigkeit der HF2-Deletion bei Patienten mit rheumatischer Arthritis zu
untersuchen. Das Ergebnis kdnnte Hinweis auf die Funktion des von HF2 kodierten Proteins
geben und einen moglichen Phanotyp der homozygoten und heterozygoten Deletionstrager

aufdecken.
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2.3 EXPRESSION DER FAKTOR H-GENFAMILIE IM GEHIRN UND IN GLIOMAZELLINIEN

Die meisten Proteine der Komplementaktivierungswege (Ausnahme C4BP) und des MAC wurden
in humanen Gehirnzellinien und teilweise in verschiedenen Gehirnarealen nachgewiesen. Wir
untersuchten hier die Expression der HF-Genfamilie in Liquorproben, verschiedenen
Gliomazellinien und unterschiedlichen Gehirngeweben. Zudem wurde die Stimulation der
Genexpression mit [FNg, [L4 und IL6 von HF1 und den HF1-verwandten Genen in diesen

Zellen untersucht.
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3 MATERIAL

3.1 ABKURZUNGEN

Ak
Amp
AP
APP
APS
AS
ATCC
BAC
bidest.
bp
C1-INH
C4BP
CD
cDNS
cM

CR1
CR2
CR3
CR4
CVF
DAF
dNTP
DEPC
DIG
DTT
dUuTpP
EDTA
Fab

FB
FCS
FH
FHRP
FI
GTE
GPI

Antikorper

Ampicillin

Alkalische Phosphatase

Akute-Phase-Protein

Ammoniumpersulfat

Aminosdure

american type culture collection

bacterial artificial chromosome

bidestilliert

Basenpaare

C1-Inhibitor

C4 bindendes Protein

cluster of determination

komplementdre DNS

centi Morgan (1% Rekombinationshdufigkeit; entspricht ca. 1 Million bp beim
Menschen)

Komplementrezeptor 1 fir C3b (CD35)
Komplementrezeptor 2 fir C3dg/C3g (CD21)
Komplementrezeptor 3 fir iC3b (CD11b/CD18)
Komplementrezeptor 4 fir iC3b (CD11c/CD18b)
cobra venom factor

decay accelerating factor
2'-Desoxy-Nukleosid-5"-Triphosphat
Diethylpyrocarbonat

Digoxygenin

Dithiothreitol
2'-Desoxy-Uridin-5"-Triphosphat
Ethylendiamintetraacetat

antigenbindendes Fragment
komplementbindendes Fragment

Faktor B

fotales Kalberserum

Faktor H

Faktor H-verwandtes Protein

Faktor |

Glukose-Tris/HCI-EDTA Lésung
Glycophosphoinositol
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HFR homologous restriction factor

HUS hamolytisches urdmisches Syndrom
HUVEC human umbilical vein endothelial cells
IAA Isoamylalkohol

IEF Isoelektrische Fokussierung

IL1 Interleukin 1

IL4 Interleukin 4

IL6 Interleukin 6

IFNg Interferon g

Kana Kanamycin

kb Kilobasen

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

LBP lipopolysaccharidbindendes Protein
LHR long homologous repeat

LPS Lipopolysaccharid

LOS Lipooligosaccharid

MAC Membranangriffskomplex

MACIF MAC inhibierender Faktor

MASP MBL-assoziierte Serinprotease

Mbp Megabasenpaare

MCP Membran Cofaktor Protein

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex
min Minuten

MIP MAC inhibierendes Protein

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure
mRNS Boten-RNS (messenger RNA)

MS Multiple Sklerose

OD optische Dichte

PA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PBS phosphatgepufferte Saline

PCR Polymerasekettenreaktion

PF Pulsfeld

PFGE Pulsfeld-Gelelektrophorese

RA rheumatische Arthritis

RCA Regulatoren der Komplementaktivierung
RGD adhdsionsvermittelndes AS-Motiv (Arg-Gly-Asp)
RF Rheumafaktor

RNS Ribonukleinsaure

rpm Umdrehungen pro Minute

RPMI Rothwell Park Memorial Institute (Zellkulturmedium)
RT reverse Transkription

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SCR short consensus repeat

Serpin Serinprotease-Inhibitor

SLE systemischer Lupus erythematodes
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T, Anlagerungstemperatur

TBE Tris-Borat-EDTA Puffer

TE Tris-EDTA Puffer

TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
TER Tris-EDTA-RNase A Puffer

TNFa Tumornekrosefaktor a

Tris Tris(hydroxymethyl)laminomethan
Tween 20 Polyoxyethylensorbitan Monolaurat
Ut untranslatierte Region

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-b-D-galaktosid
YAC yeast artificial chromosome

ZNS zentrales Nervensystem

3.2 GERATE

automatische Sequenzierapparatur 373A  Applied Biosystems (ABI), Weiterstadt
ALFexpress™ DNA Sequencer Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

Blottingapparatur LKB Electrophoretic Transfer Unit 2051 Midget
Multiblot, Bromma
PFGE-Cerate:
Elektrophorese Einheit 2015 Pulsaphor Pharmacia LKB
Pulsgeber GN Controller Pharmacia LKB
Spannungsgerdt 2301 Makrodrive 1 LKB Bromma

SDS-Gelapparatur Novex, X-Cell, Anamed, Offenbach
Thermocycler GeneAmp PCR System 9600, Perkin Elmer, USA
Ultra-Turrax Janke&Kunkel, lka-Werk

UV-Transilluminator (314 nm) Bachhofer, Reutlingen

Zentrifugen Megafuge 1.0, Megafuge 1.0R, Suprafuge 20,

Biofuge fresco, Heraeus Sepatech, Osterode
Mikrozentrifuge, Bachhofer, Reutlingen

3.3 CHEMIKALIEN UND VERBRAUCHSMATERIAL

Adenin Hemisulfat Sigma, St. Louis, USA
Agarose fiir PFGE:
LM-MP Agarose Boehringer Mannheim, Mannheim
MP Agarose Boehringer Mannheim, Mannheim
Blocking Reagenz Boehringer Mannheim, Mannheim

Casein (sdaurehydrolysiert) USB/Amersham
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CDP Star

Dodecylsulfat-Li-Salz (25%)

RPMI 1640
FCS

Oligo(dT),5,4 Primer
Marker (1-kb-Leiter)

Protran BA85 Cellulosenitrat-Membran
Nylonmembran Hybond N u. N+

Tropix, Bedford, Mass., USA
Serva, Heidelberg

PAA Laboratories, Linz, Austria
BIO Whittaker, Verviers, Belgien

GIBCO BRL Life Technologies, Paisley, GB
GIBCO BRL Life Technologies, Paisley, GB

Yeast nitrogen base (ohne Aminosduren und Ammoniumsulfat)

Verwendete Langenstandards (Angaben in Basenpaaren):

a) 1-kb-Marker
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Abb. 6: 1-kb-Marker
(Gibco BRL)

b) BAC-Marker

Schleicher und Schiill, Dassel
Amersham Life Science, Buckinghamshire, GB

Difco, Augsburg

20323/18844

- 18780
— 16710

15262/15258

— 14183

13282

— 12379

11848

— 11205

10086

T 9688

— 8113
— 7601

Abbildung 7: BAC-Marker
(Expand DNAMWM, Boehringer

Mannheim)

¢) Lambda-Concatemere fiir PFGE mit YAC-DNS (PFGE Marker | | ladder; Boehringer Mannheim):
Dieser Langenstandard liegt als Blockchen vor. In die Geltasche wird ein kleines Stiick (ca.
1 mm) des Blockchens geladen. Dieses Markerstiick sollte vor Beladen 30 min in Laufpuffer
bei 4°C dquilibriert werden. Die Markerbanden sind die Grofse von Lambda: 48,5 kb und
Vielfache dieser Grofe.
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Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien und Reagenzien wurden beim jeweils preisgiinstigsten
Hersteller bezogen.

3.4 KiITS

TA Cloning Kit Invitrogen Corporation, San Diego, USA

Sequenzierkits:

1. Fur ABI-Sequenziergerdt: Dye terminator cycle sequencing ready reaction

Applied Biosystems (ABI), Weiterstadt

2. ALFexpress-Sequenziergerdt: Thermo sequenase fluorescence labelled primer cycle sequencing
kit with 7-deaza-dGTP

Amersham Life Science

Nucleo Spin (Plasmidisolierung) Machery und Nagel, Diiren
HighPureTM PCR Product Purification Kit ~ Boehringer Mannheim, Mannheim
Nucleon™ CX (DNS Isolierung aus Gelen) Amersham Life Science, Buckinghamshire, GB

Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden

Expand™ Reverse Transkriptase Kit Boehringer Mannheim, Mannheim
DIG DNA labelling Kit Boehringer Mannheim, Mannheim
Western-Light™ Chemiluminescent Tropix Inc., Bedford, USA

Detection System

3.5 ENZYME

3.5.1 RESTRIKTIONSENZYME

Bam HI New England Biolabs (NEB), Beverly, New England, USA
BssH I AGS, Heidelberg

Bst X | NEB

Hind III NEB

Eag | NEB

EcoR V NEB

Mlu 1 NEB

Not | NEB

Sal | NEB

Sfi | Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Sac I NEB

Xho | Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg
Pvu Il NEB

Fir den Restriktionsverdau wurde das 10x Puffersystem von Boehringer Mannheim verwendet.
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3.5.2 SONSTIGE ENZYME

RNase A Boehringer Mannheim, Mannheim
Zymolyase: NovozymTM 234 Calbiochem, La Jolla, USA
Proteinase K Amresco, Solon, USA

Expand™ Reverse Transkriptase (50 U/ul)  Boehringer Mannheim, Mannheim
Klenow Polymerase (2 U/ul) Boehringer Mannheim, Mannheim
AmpliTaq DNS-Polymerase (4 U/ul) Perkin Elmer, Branchberg, USA
AccuTac LA DNA Polymerase Mix Sigma, St. Louis, USA

3.6 OLIGONUKLEOTIDE UND PCR-BEDINGUNGEN

Alle aufgefiihrten Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in 5-3'-Orientierung
angegeben. Die PCR-Amplifikationen und Sequenzierreaktionen (cycle sequencing) wurden
im Thermocycler GeneAmp 9600 von Perkin Elmer durchgefiihrt. Angaben zur MgCl,-
Konzentration, bei der die PCR-Amplifikation durchgeftihrt wurde und die Anlagerungstemperatur
(T,) sind in den folgenden Tabellen angegeben. Die kleingedruckten Basen stehen fiir Uberhénge,
die aus klonierungstechnischen Griinden an die Oligonukleotide angefligt wurden.

3.6.1 OLIGONUKLEOTIDE ZUR PCR-AMPLIFIZIERUNG VON HF1-SEQUENZEN

Bezeichnung | Sequenz 5'-3' MgCl,-Konzentration | T,

HF1-1s GACCAAACATATCCAGAAGGC 1,5 mM 57°C
HF1-2as GATCTGGTTCCATTGCACTAC 1,5 mM 57°C
HF1-6s GGATCACATTCATTGCACAC 1,5 mM 54°C
HF1-6as GTGTGCAATGAATGTGATCC 1,5 mM 54°C
HF1-7as ttactgCAGCCATTCTCCATACATGT | 1,5 mM 54°C
HF1-10s TGGAGAGGTGTTGAAATTCT 2,0 mM 56°C
HF1-11as CACTCTCCATCAACACATTG 2,0 mM 56°C
HF1-14s TCTCACAATATGACAACCAC 1,5 mM 56°C
HF1-15s TGCACATGGGACTAAATTCAG 1,5 mM 56°C
HF1-16s CTCCACCTGAGATTTCTCA 1,5 mM 54°C
HF1-16as CTGTCTGACATGTGAGCTAC 1,5 mM 56°C
HF1-17as GTTACATTACTGGCTCCATCC 1,5 mM 54°C
3'UTas GTTCTGAATAAAGGTGTGCA 1,5 mM 54°C
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3.6.2 OLIGONUKLEOTIDE ZUR PCR-AMPLIFIZIERUNG VON HF2-SEQUENZEN

Bezeichnung Sequenz 5-3' MgCl,-Konzentration | T,

pHF1.4L-s tatctgcAGCATGTGGCTCCTGGTCAG | 1,5 mM 57°C
SCR1s CCATGGAATTCTATATGATGAAG 1,5 mM 58°C
SCR1as CTTCATCATATAGAATTCCATGG 1,5 mM 58°C
SCR2s agtcgACATCTGGAAGCTCATACTG | 1,5 mM 58°C
SCR2as tatctgCAGTATCACCTTCCACATGTG | 1,5 mM 58°C
SCR3s tatctgcaGATGAACGAAGTGATGTGT 1,5 mM 45°C
SCR3as acgtcgACACATCACTTCTTCATC 1,5 mM 54°C
SCR3as intron | TAACCCTGCTATACTCCC 1,5 mM 52°C
SCR4s CGTTGTCAGTATATGCTCCAG 1,5 mM 54°C
SCR5s CCGTGTGTAATATCCCGAG 1,5 mM 54°C
3'UTas GTTCTGAATAAAGGTGTGCA 1,5 mM 54°C

3.6.3 OLIGONUKLEOTIDE ZUR AMPLIFIZIERUNG VON HF3-SEQUENZEN

Bezeichnung Sequenz 5-3' MgCl,-Konzentration | T,

SCR1s (auch HF2) CCATGGAATTCTATATGATGAAG 1,5 mM 58°C
SCR1as (auch HF2) | CTTCATCATATACAATTCCATGG 1,5 mM 58°C
HF3 SCR2s CACATCTGGAAGGTGATACTGTA 1,5 mM 61°C
SCR2as (auch HF2) | tatctgCAGTATCACCTTCCAGATGTG | 1,5 mM 59°C
HF3 SCR4as CCTGGAGCATATACTGACAACA 1,5 mM 59°C

3.6.4 OLIGONUKLEOTIDE ZUR AMPLIFIZIERUNG VON HF4 UND HF5-SEQUENZEN

Bezeichnung | Sequenz 5'-3' MgCl,-Konzentration | T,

HF4-SCR4s | AGCAATGGTGATACCACCTC 2,5 mM 55°C
HF4-SCR5as | TCTGTCACTTCTTCCTTTTAAC | 2,5 mM 55°C
HF5-SCR5as | GTCACTTTTTCCTTTTAACTG 2,5 mM 55°C
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3.6.5 OLIGONUKLEOTIDE ZUR AMPLIFIZIERUNG VON NEU IDENTIFIZIERTEN HF1-VERWANDTEN

GENSEQUENZEN
Bezeichnung Sequenz 5-3' MgCl,-Konzentration | T,
B20s 1 CTTATAAGAGTTGGATCAGAC 2,0 mM 56°C
B20as 2 CATATTCCACTACTTCATTGTG 2,0 mM 56°C
B20as 3 GACCGTTGGTGACCAACAT 1,5 mM 55°C
B20as 4 ATATCCCAATTTACACATAAATTC | 1,5 mM 55°C

3.6.6 OLIGONUKLEOTIDE ZUR AMPLIFIZIERUNG VON F13B

Bezeichnung | Sequenz 5'-3' MgCl,-Konzentration | T,
F13B-Bs TGCACATTATCTTTTACTCA | 1,5 mM 44°C
F13B-Cas ACATCTTGCATATTTTAACT | 1,5 mM 44°C

Die Sequenzen der Oligonukleotide zur Amplifizierung von F13B stammen von den
Nukleinsdurepositionen 1743-1760 bzw. 1937-1917 (Bottenus et al., 1990).

3.6.7 OLIGONUKLEOTIDE FUR DIE ALU-PCR

Bezeichnung | Sequenz 5'-3' MgCl,-Konzentration | T,

Alu 5' GGATTACAGGCGTGAGCCAC 1,5 mM 60°C
Alu 3' GATCGCGCCACTGCACTCC 1,5 mM 60°C
Cl-1 TCCCAAAGTGCTGGGATTACAG | 1,5 mM 60°C
Cl-2 CTGCACTCCAGCCTGGG 1,5 mM 60C°

Die Oligonukleotide zur Amplifizierung von Alu-Sequenzen wurden von Lengauer et al., 1990
beschrieben.

3.6.8 YAC-SPEZIFISCHE OLIGONUKLEOTIDE

Bezeichnung Sequenz 5-3' MgCl,-Konzentration | T,

YL-5' AAGTACTCTCTCGGTAGCCAA | 1,5 mM 60°C
YL-3' AGTCGAACGCCCGATCTCAA | 1,5 mM 60°C
YAC A8 (3-5) 5' | GGTGAGGTCATGTTTTCCTG | 1,5 mM 55°C
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YAC A8 (3-5) 3' | ACAGCATGACTCACCTTTGG | 1,5 mM 55°C
YAC B2 (5-3) 5' | TCAGTATCCAGAGTTCCTGC 1,5 mM 55°C
YAC B2 (5-3) 3' | TCTGTTAAATACACCTCGTCC | 1,5 mM 55°C
YAC C2 (3-3) 5' | TGGAGACTCCACCTTTACTC 1,5 mM 55°C
YAC C2 (3-3) 3' | AATGCTCGTTACACAGCCTC 1,5 mM 55°C
3.6.9 WEITERE VERWENDETE OLIGONUKLEOTIDE
Bezeichnung Sequenz 5-3' MgCl,-Konzentration | T,
M13 revers CAGGAAACAGCTATGAC 1,5 mM 52°C
M13 -20 GTAAAACGACGGCCAG 1,5 mM 52°C
CDM8 5' CTCTGGCTAACTAGAGAACC 1,5 mM 57°C
CDMS8 3! CAAAGATCCTCTAGAGTCGC 1,5 mM 57°C
HLA-E a3s CAGCATGAGGGGCTACCCG 1,5 mM 55°C
HLA-E 3'UTas | GTGTGAGGAAGGGGGTCATG | 1,5 mM 55°C
Renin 153s GAGAAAGCCTGAAGGCAACGA | 1,5 mM 58°C
Renin 616as CAACCCCATCAAACTCGGC 1,5 mM 58°C

3.7 ANTIKORPER

3.7.1

ANTIKORPER GEGEN FAKTOR H UND FAKTOR H VERWANDTE PROTEINE

Prof. Dierich, Innsbruck,
Osterreich

erkennt FH,,5, und FH_,;

Bezeichnung u. Herkunft | Spezifitat eingesetzte Verdiinnung
anti FH/FHRP1 polyklonales Kaninchenantiserum, 1:5000

Serotec, Kidlington, Ox- | erkennt FH,,5,, FH,,; und FHRP1

ford, UK

anti FHRP1/FHRP2 polyklonales Kaninchenantiserum, 1:1000

Dr. Bob Sim, Oxford, UK | erkennt FHRP1/2

anti FH/FHRP1+2 polyklonales Kaninchenantiserum, 1:2500

Prof. Linke, MPI fir Bio- | erkennt FH,,5,, FH,;, FHRP1/2

chemie, Martinsried

MAH 4 monoklonaler Mausantikorper, 1:1000
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3D11.7 monoklonaler Mausantikérper (Hybri- | 1:20
Dr. Koistinen, Helsinki, domiiberstand), erkennt verschiedene
Finnland FHRP1 Formen

3.7.2 ANTIKORPERKONJUGATE

Bezeichnung u. Herkunft Spezifitat eingesetzte Verdiinnung

anti DIG-AP, Fab-Fragment gegen Digoxygenin gerichtetes 1:20.000
Boehringer Mannheim, Mann- | Schaf-IgG-Fab-Fragment, konju-

heim giert mit alkalischer Phosphatase

(AP)
Ziege-anti-Kaninchen-AP Anti- | Ziegenantikorper gegen Fc-Teil | 1:14.000
korper von Kaninchenantikérper ge-
Tropix, Bedford, USA richtet, mit AP konjugiert
Ziege-anti-Maus-AP Antikor- Ziegenantikorper gegen Fc-Teil | 1:7000
per von Mausantikérper gerichtet,
Tropix, Bedford, USA mit AP konjugiert

3.8 VERWENDETE ORGANISMEN UND VEKTOREN

Im folgenden sind alle verwendeten Vektoren, Bakterien-, Hefestimme und eukaryontischen
Zellen sowie ihre Kulturbedingungen aufgefiihrt.

3.8.1 BAC uND PBELOBACI11

Die BAC wurden durch PCR-Durchsuchen der humanen BAC-Bibliothek der Firma Research
Genetics, Huntsville, USA, mit spezifischen Oligonukleotiden identifiziert und schlief8lich aus
395-Vertiefungsplatten isoliert. Die humane genomische DNS ist in die Hind lll-Schnittstelle
des Vektors pBeloBAC kloniert. Der Vektor vermittelt Chloramphenicolresistenz. Abbildung
8 zeigt eine schematische Darstellung des Vektors pBeloBAC.

BAC-LB-Medium: 10 g Pepton 140 (Amersham Life Technologies)
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
In 1| deionisiertem Wasser l6sen, pH auf 7,5 einstellen und autoklavieren.
Vor Verwendung 12,5 ug/ml Chloramphenicol zugeben.
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pPBeloBACT 1

Hind Il
Not I gqy| Nofl
I
Eog} | \ Ec}tg | XI?O | Bs}sH I Bs}sH I S?

Insertion in Hind Il

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 7505 kb

Abbildung 8: Der Vektor ist durch eine Linie symbolisiert, die Insertion befindet sich in der Hind IlI-
Schnittstelle. Das zur Hybridisierung verwendete Vektorfragment ist mit einem Kastchen am Mafstab,
der sich unter der Restriktionskarte befindet, gekennzeichnet.

3.8.2 S. CEREVISIAE AB1380 UND PYAC4

S. cerevisiae Stamm AB1380 wird hdufig zur Propagierung von YAC benutzt. Sein Genotyp
ist Mata, ura3-52, trp1, ade2-1, lys2-1, his5, can1-100.

AB1380 wird zur Selektion auf Anwesenheit des Plasmids pYAC4 in AHC-Medium kultiviert.
Zur Differenzierung zwischen Klonen, die nur das Plasmid tragen und denen, die Plasmid plus
Insertion (YAC) tragen, setzt man geringe Mengen an Adenin ein (Selektionsmedium mit 20
mg/ml Adenin Hemisulfat). Die Insertion der genomischen DNS erfolgt in die EcoR | Schnittstelle
des pYAC4 Vektors. Wenn sich eine Insertion in pYAC4 befindet, d.h. der Klon ein YAC tragt,
ist das tRNA Gen fiir die ade-2 supprimierende Mutation zerstort, und der Klon wéchst bei
geringen Adenin-Konzentrationen mit einer rosa Farbe. Klone, die nur das pYAC4 Plasmid tragen,
wachsen als weille Kolonien.

Beim verwendeten S. cerevisiae Stamm AB1380 sind 12 der insgesamt 16 Chromosomen (haploid)
im Pulsfeld (PF)-Gel sichtbar. Die Groflen der Chromosomen sind in der folgenden Tabelle
angegeben.

Chromosom | Grolle in kb | Chromosom | Grolse in kb
1 1200 7 681
2 1051 8 581
3 936 9 427
4 913 10 335
5 832 11 263
6 774 12 238
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AHC-Medium: 1,7 g yeast nitrogen base
5 g (NH,),SO,
10 g sdurehydrolysiertes Casein
Adeninhemisulfat 20 mg fur Selektionsbedingungen
100 mg fiir Amplifikation

Auf 1 | mit deionisiertem Wasser auffiillen, pH auf 5,8 einstellen und autoklavieren. Vor
Verwendung 5 ml 20%ige sterile Glukosel6sung pro 100 ml AHC-Medium zugeben.

3.8.3 EUKARYONTISCHE ZELLEN

humane Gliomazellinien:

Die Zellinien N59 und N63 wurden freundlicherweise von Dr. Barbara Mayer (Klinikum
GrofShadern) zur Verfligung gestellt.

Die Zellinie T98G wurde von ATCC erworben.

Kulturbedingungen: Die Zellen benétigen RPMI-Medium mit 10% FCS. Sie sind adhdrent und
werden mit Trypsin-EDTA abgelost.

Kulturmedium: RPMI 1640
10% FCS
1T mM Natrium-Pyruvat
50 U/ml Penicillin
50 ug/ml Streptomycin

Trypsin-EDTA-L6sung: ~ 0,05% Trypsin
0,02% EDTA
In PBS, pH 8,0 ansetzen.
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4 METHODEN

4.1 ARBEITEN MIT DNS

Um eine Kontamination der DNS mit DNasen zu vermeiden, werden alle verwendeten Losungen,

Reaktionsgefdlle und Pipettenspitzen durch Autoklavieren sterilisiert.
4.1.1 ISOLIERUNG VON DNS

Im Folgenden werden verschiedene DNS-Prdparationsmethoden — von der Plasmid- und BAC-
Isolierung, tiber die Gewinnung genomischer DNS aus Zellen, Gewebe und préparativen Agarose-
gelen bis hin zur Herstellung von DNS-Bl6ckchen fiir die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) —

beschrieben, die im Rahmen der Arbeit angewandt wurden.

4.1.1.1 PLASMIDISOLIERUNG AUS BAKTERIENZELLEN (KLEINANSATZ)

Zur schnellen Uberpriifung von Transformanden wird die Plasmidpraparation nach Chowdhury
(1991) durchgefiihrt. 500 ul einer Ubernachtkultur werden mit gleichem Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (IAA) versetzt, 1 min auf dem Vortexschiittler gemischt und
anschliefend 5 min bei 12.000 rpm (Tischzentrifuge) zentrifugiert. Die wal3rige Phase wird
abpipettiert, mit gleichem Volumen Isopropanol gemischt und wie oben zentrifugiert. Nachdem
der Uberstand verworfen wurde, wischt man das Plasmid-Prazipitat zweimal mit 70%igem
Ethanol, lalt es lufttrocknen, l6st es in 50 ul TER und inkubiert 30 min bei 37°C.

Von der Plasmidpraparation werden 5 ul in einen geeigneten Restriktionsverdau eingesetzt.
Um sequenzierfahige Plasmid-DNS zu erhalten, wird die Praparation mit Hilfe von Nucleo

Spin Sdulchen von Machery und Nagel nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.

TER: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0
T mM EDTA
20 mg/ml RNase A

Phenol/Chloroform/IAA:  25:24:1 gemischt
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4.1.1.2 PLASMIDISOLIERUNG AUS BAKTERIENZELLEN (MITTELANSATZ)

Zur Isolierung grolierer Mengen von Plasmid-DNS impft man 50 ml Selektionsmedium fiir »high
copy« Plasmide bzw. 100 ml fir »low copy« Plasmide mit einer Bakterienkolonie als
Ubernachtkultur an. Die weiteren Schritte wurden nach dem Protokoll des Herstellers (Plasmid
Midi Kit, Qiagen) durchgefiihrt.

4.1.1.3 ISOLIERUNG VON BAC-DNS

150 ml Ubernachtkultur werden auf Eis abgekiihlt, dann 10 min bei 3.500 rpm sedimentiert
(Megafuge 1.0, Heraeus), in 5 ml GTE-Losung resuspendiert, mit 6,5 ml frischer NaOH/SDS-Lésung
versetzt, vorsichtig gemischt und 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Zur Féllung der Proteine
und der genomischen bakteriellen DNS gibt man nun 6,5 ml Kaliumacetat-Losung zu, mischt,
inkubiert 10 min auf Eis und zentrifugiert anschliefend 15 min wie oben. Der wailrige
plasmidhaltige Uberstand wird abpipettiert, mit gleichem Volumen Isopropanol gefillt und
15 min wie oben zentrifugiert. Das Sediment [a3t man kurz lufttrocknen, 16st es in 1,5 ml bidest.
Wasser, gibt RNase A bis zu einer Endkonzentration von 20 mg/ml zu und verdaut 45 min
bei 37°C. Zur Entfernung der RNase reinigt man die BAC-DNS durch Phenolextraktion: sie
wird mit gleichem Volumen Phenol/Chloroform/IAA versetzt, gemischt und 5 min bei 12.000
rpm zentrifugiert. Zur Entfernung von Phenolresten aus dem wiBrigen Uberstand wiederholt
man den Vorgang mit Chloroform. Die BAC-DNA wird mit 200 mM NaCl und 2 Volumen
Ethanol gefallt und bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Die sedimentierte BAC-DNS wird zweimal

mit 70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 300 ul TE (10 : 0,1) gelost.

GTE: 50 mM Glukose
25 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0

NaOH/SDS-Lésung: 0,2 M NaOH

1% SDS
Kaliumacetat: 3,0 M Kaliumacetat, pH 4,8
TE (10 : O0,1): 10 mM Tris/HCI pH 8,0; 0,1 mM EDTA

4.1.1.4 ISOLIERUNG VON DNS AUS HEFEZELLEN

50 ml AHC-Medium (100 mg Adeninhemisulfat pro Liter) werden mit einer rosa Hefekolonie

angeimpft und bei 30°C unter Schiitteln 2 Tage inkubiert (siehe Kap. 3.8.2). Die Zellen werden
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durch Zentrifugation (5 min, 2.500 rpm) geerntet und einmal mit sterilem dest. Wasser gewaschen.
Das Sediment wird nun in 5 ml CPES suspendiert, man gibt 1 mg/ml Zymolyase zu und inkubiert
bei 37°C fiir eine Stunde unter gelegentlichem, vorsichtigem Mischen. Die stabile Hefezellwand
wird von der Zymolyase angedaut und ist dann leichter zu lysieren. Vor Zugabe des Lysepuffers
werden die Hefezellen wie oben zentrifugiert, das Sediment mit 5 ml YLS Il ohne SDS versetzt
und resuspendiert. Nach Zugabe von SDS mischt man erneut und inkubiert dann bei 50°C
fur 4 Stunden, anschlieBend bei 37°C tber Nacht. Die DNS-haltige Losung wird zweimal mit
Phenol/Chloroform/IAA und einmal mit Chloroform extrahiert. Zur Féllung der DNS setzt man
dem wiBrigen Uberstand 0,04 Volumen 5 M NaCl und 1 Volumen Isopropanol zu, mischt
und sedimentiert die DNS durch Zentrifugation (10 min, 12.000 rpm, 4°C). Das DNS-Sediment
wird in T ml TER gel6st, 1 h bei 37°C verdaut, wie oben mit Phenol/Chloroform/IAA und Chloro-
form gereinigt und erneut prazipitiert. Das DNS-Sediment |6st man in 1 ml TE (10 : 0,1).

CPES: 40 mM Zitronensdure
120 mM Na,HPO, x 2H,0
1,2 M Sorbitol
Vor Verwendung 20 mM EDTA, pH 7,5 und 5 mM DTT zugeben.

YLS 1l: 20 mM EDTA, pH 8,0
20 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM NaCl
1T mg/ml Proteinase K
0,5% SDS

Phenol/Chloroform/IAA:  25:24:1 Gemisch

TER: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0
T mM EDTA
20 mg/ml RNase A

4.1.1.5 HERSTELLUNG VON DNS-BLOCKCHEN FUR DIE PFGE

Zur Restriktionscharakterisierung von grolsen DNS-Fragmenten mittels PFGE ist es wichtig, intakte,
nicht durch Scherkrafte gebrochene DNS zur Verfligung zu haben. Daher ist es notig, die DNS
in Agaroseblockchen zu immobilisieren.

Der YAC-tragende Klon wird zundchst auf einer AHC-Agarplatte unter Selektionsbedingungen
(20 mg Adeninhemisulfat pro Liter) ausgestrichen und zwei Tage bei 30°C inkubiert. Eine rosa
Kolonie wird in 200 ml AHC-Amplifikations-Medium (100 mg Adeninhemisulfat pro Liter) 2
Tage bei 30°C angeschiittelt. Die Ernte der Hefezellen erfolgt durch zehnminiitige Zentrifugation
bei 3.000 rpm (Megafuge 1.0, Heraeus). Das Sediment wird einmal mit bidest. Wasser und
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einmal mit CPES gewaschen. Anschliefend bestimmt man die Zellzahl (Kap. 4.5.1), stellt diese
mit CPES auf eine Konzentration von 10” Zellen pro ml ein und hilt die Suspension wahrend
der folgenden Arbeitsschritte auf Eis.

Nun bereitet man die Blockchenformen vor: man wascht sie griindlich mit Wasser und Ethanol,
trocknet sie, klebt die Unterseite mit Tesafilm ab und plaziert sie in eine grofe Petrischale
auf Eis. Anschlieend setzt man 1%ige LMP-Agarose in CPES an, kocht sie auf und &quilibriert
sie bei 42°C. Die benétigte Menge an Zymolyase (10 mg pro ml Hefezell-Agarose-Gemisch)
und 16st man ebenfalls in CPES. Die Hefesuspension erwdarmt man auf 42°C, resuspendiert
gut und gibt das gleiche Volumen LMP-Agarose zu. Nach Hinzufiigen der benétigten Menge
Zymolyase-CPES-Losung mischt man gut und verteilt die Hefezell-LMP-Agarose-Zymolyase
Mischung mit der Pipette in die vorbereiteten Bl6ckchenformen. Zum Erstarren stellt man die
Formen 20-30 min in einen 4°C Kihlschrank.

Anschliefend entfernt man den Tesafilm von den Bléckchenformen, klopft die Hefe-Blockchen
vorsichtig aus der Form auf saubere Frischhaltefolie und transferiert sie in 50 ml Roéhrchen,
die mit 0,5 ml CPES pro Blockchen gefiillt sind. Wéhrend der folgenden 2-3 stiindigen Inkubation
(alle 20 min vorsichtig Mischen) bei 37°C schlie8t die Zymolyase die Hefezellwand auf. Zur
Entfernung der Proteine werden die Blockchen dann bei 50°C mit detergenzhaltigem YLS |
behandelt, wie oben mit 0,5 ml Lésung pro Blockchen. Dabei wird zunéchst eine Stunde inkubiert,
die Losung dann gewechselt und weiter iber Nacht inkubiert.

Am ndchsten Tag werden die Bléckchen 10-20 mal jeweils eine halbe Stunde unter vorsichtigem
Mischen mit TE (10 : 10) gewaschen. Sie werden in TE (10 : 10) bei 4°C aufbewahrt.

CPES: 40 mM Zitronensaure
120 mM Na,HPO,x2H,0
1,2 M Sorbitol
mit Wasser auffiillen, pH auf 6,0 einstellen und autoklavieren. Vor Verwendung
erfolgt die Zugabe von 20 mM EDTA, pH 7,5 und 5 mM DTT.

YLS I: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0
100 mM EDTA
1% Lithiumdodecylsulfat
Die Losung wird sterilfiltriert.

TE (10:10): 10 mM Tris/HCI, pH 7,5
10 mM EDTA
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4.1.1.6 ISOLIERUNG GENOMISCHER DNS AUS ZELLEN UND GEWEBE

Geerntete eukaryontische Zellen werden einmal mit PBS gewaschen, 5 min bei 1.000 rpm
(Megafuge 1.0, Heraeus ) zentrifugiert und das Zellsediment in adaquatem Volumen (3 ml
fir 5x107 Zellen) Kernlysepuffer resuspendiert. Die Zugabe von SDS bis zu einer Endkonzentration
von 1% bewirkt die Lyse der Zellkerne und die Freisetzung der DNS. Anschlieend erfolgt
eine mindestens zweistiindige Inkubation bei 37°C mit Proteinase K, die in einer Endkonzentration
von 10 ug/ ml zugegeben wird. Danach werden die Proteine mit NaCl (1,5 M Endkonzentration)
gefdllt, die Losung gut auf dem Vortexschittler gemischt, wobei die DNS geschert wird, und
dann 30 min auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation (15 min, 2.500 rpm) werden die Protein-
fragmente sedimentiert. Der DNS-haltige klare Uberstand wird abpipettiert und mit 0,6 Volumen
Isopropanol versetzt. Die fadenférmig fallende DNS wird mit einem Glashdkchen gefischt und
zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach kurzem Trocknen |6st man die DNA in 100-300
ul bidest. Wasser oder TE (10 : 0,1).

Wenn man DNS aus Gewebe isolieren will, muls man dieses vorher homogenisieren. Dies
geschieht in Kernlysepuffer entweder im Dounce-Homogenisator oder mit Hilfe des Ultraturrax.
Zu den suspendierten Zellen gibt man dann wie oben beschrieben SDS zu und nach kurzem
Mischen Proteinase K. Die Inkubation mit Proteinase K erfolgt wie oben beschrieben. Anschlieend
mischt man die Losung gut auf dem Vortexschiittler, so dafs die DNS geschert wird. Zur Entfernung
der Proteine erfolgt nun eine Phenolextraktion mit gleichem Volumen Phenol/Chloroform/IAA:
nach Zugabe mischt man griindlich auf dem Vortexschiittler, zentrifugiert zur Phasentrennung
5 min bei 1.500 rpm und nimmt den wiRrigen Uberstand ohne Verunreinigungen ab. Der
Uberstand wird dann einmal mit Chloroform extrahiert und danach mit 0,6 Volumen Isopropanol
versetzt. Unter vorsichtigem Mischen fallt die DNS fadenférmig aus und wird wie oben beschrieben

weiterbehandelt.

Kernlysepuffer: 10 mM Tris/HCI, pH 8,0
400 mM NaCl
10 mM EDTA

SDS: 20%ig

Proteinase K-Losung: 4 mg/ml

4.1.1.7 ISOLIERUNG VON DNS AUS PRAPARATIVEN AGAROSEGELEN

DNS wird aus Agarosegelen isoliert, wenn man DNS-Fragmente aus Plasmiden gewinnen oder

PCR-Produkte zur spateren Subklonierung reinigen will. Die restringierte DNS bzw. die vereinigten
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PCR-Ansatze werden auf einem praparativen Agarose-TBE-Gel geeigneter Prozentigkeit aufgetrennt.
Unter UV-Licht schneidet man dann mit einem Skalpell die gewiinschte Bande mdglichst genau
aus, transferiert sie in ein Eppendorfreaktionsgefals und bestimmt das Gewicht. Vom Gewicht
hangt die Menge der zuzugebenden Salzlsungen ab, in denen das Gel bei 56°C geschmolzen
wird. Die DNS wird mit Silica-Milch geféllt und anschliefend, nach Waschschritten, eluiert.
Die Menge der isolierten DNS wird auf einem Gel abgeschatzt. Eine detailliertere Beschreibung
der Methode befindet sich in den Anleitungen des Kits (Nucleo™ GX, Amersham Life Science)

der fir die DNS-Isolierung aus Gelen verwendet wurde.

4.1.2 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON DNS, RNS UND OLIGONUKLEOTIDEN

Die Konzentration von DNS, RNS und von Oligonukleotiden kann mit dem Fotometer bei
einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt werden, da Nukleinsduren bei dieser Wellenldnge
ihr Absorptionsmaximum haben. DNS-Konzentrationen kénnen auch durch Auftragen zusammen

mit einem Standard auf einem Agarosegel abgeschatzt werden.
4.1.2.1 FOTOMETRISCHE KONZENTRATIONSBESTIMMUNG

Bevor man die zu messenden Verdiinnungen ansetzt, mul? sichergestellt sein, daf8 die Nukleinsdure
vollstandig gelost ist. Dann verdiinnt man in Wasser 1:250 und 1:500 und milt die optische
Dichte gegen den Leerwert. Die Konzentration berechnet man aus der Gleichung: ¢ = OD
x €' x Verdiinnungsfaktor, wobei folgende e-Werte gelten:

eRNA: 40 ng/ul

eDNA: 50 ng/ul

eOligonukleotide: 33 ng/ul
Wenn sich Verunreinigungen oder RNA in der DNS-Prdparation befinden, ist die Konzentrations-
bestimmung mittels Fotometer nicht zuverldssig. Deshalb ist es zweckmadssig die Konzentration

von DNS auf einem Agarosegel zu testen.
4.1.2.2 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG UBER AGAROSEGELE

Die Konzentration von DNS kann zuverldssig auf Agarosegelen bestimmt werden. Dazu tragt
man ein Aliquot der DNS auf ein Gel geeigneter Prozentigkeit (sieche Tabelle S. 55 nach Sambrock
et al., 1989) und in die Nachbarspur einen Molekulargewichtsstandard auf. Hier wurde ein
1 kb-Molekulargewichtsstandard der Firma Gibco BRL verwendet. Der Standard ist so verdiinnt,
dall man 10 ng DNS pro Einfachbande bzw. 20 ng pro Doppelbande erhilt. Die Bande der
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aufgetragenen DNS-Probe wird nun nach AbschlufS des Gellaufs mit einer ihrer GroRe

entsprechenden Standardbande verglichen und die Menge abgeschatzt.

4.1.3 RESTRIKTION VON DNS

In den folgenden Abschnitten wird das Ansetzen von Restriktionsverdaus von Plasmid-DNS,
BAC-DNS, genomischer DNS und PFGE-Bl6ckchen beschrieben.

4.1.3.1T RESTRIKTION VON PLASMID-DNS

Restriktion von Plasmid-DNS ist nétig um zu Gberpriifen ob das isolierte Plasmid korrekt ist,
d.h. die richtigen Schnittstellen aufweist bzw. die richtige InsertionsgrofSe hat. Fiir diese Zwecke
werden ca. 100 ng Plasmid DNS mit 0,1 Unit eines geeigneten Restriktionsenzyms fiir 1 Stunde
in einem Volumen von 20 ul inkubiert. Der gesamte Ansatz wird dann auf einem 1xTBE-Agarosegel
(12x14 cm) in IxTBE-Laufpuffer mit Ethidiumbromid mit 100 V elektrophoretisch aufgetrennt.
Will man ein DNS-Fragment aus einem Plasmid isolieren, so setzt man in den Restriktionsverdau
grofBere Mengen DNS ein, d.h. 10-20 ug und inkubiert 2-3 Stunden mit 10-20 Units in einem
Volumen von 100-200 ul. Das gesamte Volumen wird anschliefend mit Auftragspuffer versetzt
und auf einem prdparativen Gel aufgetrennt. Um eine gute Auftrennung zu erreichen ist es
wichtig das Gel (12x14 cm) nicht bei zu hoher Voltzahl (ca. 50 V) laufen zu lassen und einer

geeigneten Prozentigkeit zu wahlen (siehe Tabelle S. 55 nach Sambrook et al., 1989).

10x TBE: 0,89 M Tris
0,89 M Borsaure
0,02 M EDTA
pH auf 8,0 einstellen.

6x Auftragspuffer: 20% Ficoll

0,15% Bromphenolblau

0,15% Xylencyanol in TE pH 8,0 l6sen.
Ethidiumbromid-Stocklésung: 10 mg/ml

Laufpuffer: 1x TBE mit 15 ul EtBr-Stocklésung pro Liter versetzen.
4.1.3.2 RESTRIKTION VON BAC-DNS

BAC-DNS wird mit verschiedenen Restriktionsenzymen zur Erstellung einer Restriktionskarte

verdaut. 400-500 ng der DNS werden in einem Volumen von 30 ul 1x Restriktionspuffer 2-3
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Stunden mit 5 Units Restriktionsenzym bei geeigneter Temperatur inkubiert. Da BAC mit 100
bis 150 kb sehr grolle Plasmide sind, sollte man vorsichtig pipettieren und nicht auf dem
Vortexschittler mischen. Der gesamte Ansatz wird dann auf ein 1,2%iges PF-Gel aufgetragen.
Der Lauf erfolgt unter den in Kap. 4.1.4.2 angegebenen Bedingungen in 0,25x TBE ohne
Ethidiumbromid.

4.1.3.3 RESTRIKTION GENOMISCHER DNS

Fir die Restriktion genomischer DNS werden 10 ug der zu testenden DNS eingesetzt. Der
Verdau erfolgt in einmal Restriktionspuffer und einem Volumen von 40-50 ul, so dal$ die DNS-
Konzentration ca. 200-300 ug pro ul betragt. Es werden 10 Units Restriktionsenzym eingesetzt
und 2-3 Stunden bei geeigneter Temperatur inkubiert. Nach 1,5 Stunden entnimmt man ein
Aliquot des Verdaus (ca. ein Zehntel) und testet es auf einem 0,7%igen Agarose-TBE-Gel auf
Vollstandigkeit des Verdaus. Wenn der Verdau nicht vollstandig sein sollte, kann man das Volumen
des Restriktionsansatzes erhthen, nochmals 5 Units Restriktionsenzym zugeben und weiter
inkubieren. Der gesamte Ansatz wird dann mit 6x Auftragspuffer versetzt und auf ein 0,7%iges
TPE Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgt bei 40 V tiber Nacht in 1x TPE mit 15 ul EtBr-Stocklésung
pro Liter Laufpuffer.

6x Auftragspuffer: 20% Ficoll
0,15% Bromphenolblau
0,15% Xylencyanol
In TE pH 8,0 losen.

10x TPE: 360 mM Tris
300 mM Na,HPOx 2H,0
10 mM EDTA

4.1.3.4 RESTRIKTION VON DNS-BLOCKCHEN FUR DIE PFGE

Die in TE (10 : 10) bei 4°C gelagerten DNS-Bl6ckchen werden dreimal 20 min mit TE geringerer
EDTA-Menge (10 : 1) in einem 10 ml Roéhrchen gewaschen, mit einem sterilen Skalpell halbiert
und in Eppendorfreaktionsgefdle verteilt. AnschlieBend inkubiert man die halben Bléckchen
eine Stunde in 200 ul des entsprechenden Restriktionspuffers um optimale Bedingungen fiir
den folgenden Restriktionsverdau herzustellen. Der Restriktionsverdau erfolgt ebenfalls in einem
Volumen von 200 ul. Soll der Verdau vollstandig sein, setzt man pro halbes Bl6ckchen 10-15

Units Restriktionsenzym ein und inkubiert bei der geeigneten Temperatur fiir mindestens 2
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Stunden. Unvollstdndige Kartierungsverdaus wurden nach folgendem Schema angesetzt und

pipettiert:
Nummer 1 2 3 4 5
1x RE-Puffer | 300 ul 160 ul 180 ul 190 ul 198 ul
Enzym 15 Units 40ul 2 Uyaus1 | 20ul (1 U)yaus1 | 10 ul (0,5 U) aus 1 2 ul (0,1 U) aus 1

Kartierungsverdaus wurden mit den Enzymen BssH Il und Mlu | durchgefiihrt. Die Inkubation
mit BssH Il erfolgte fiir 1 Stunde bei 50°C, mit Mlu | wurde 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
Der Verdau wird durch Zugabe von 0,5 M EDTA, pH 8,0, auf Eis gestoppt.
Nach 15 min pipettiert man vorsichtig die Lésung von den Bléckchen ab und dquilibriert dreimal
jeweils 20 min (oder tber Nacht) in Laufpuffer. Wahrendessen bereitet man das PF-Gel vor,
fillt den Lauftank mit Laufpuffer (0,5x TBE ohne Ethidiumbromid) und kihlt auf 8°C.

Die aquilibrierten Bléckchen werden nun nacheinander in eine saubere Petrischale transferiert,
mit einem ebenfalls sterilen Skalpell zurechtgeschnitten, so dal8 sie in die Geltaschen passen
und in diese eingepalSt. Dabei ist darauf zu achten, dall man die Oberfliche der Bldckchen
nicht verletzt und daf8 sie gerade und ohne Luftblasen in den Taschen stecken, sonst leiden
Qualitat der Auftrennung und Bandenschérfe. In eine Tasche wird ein kleiner Streifen
Molekulargewichtsstandard (Lambda-Concatamere, Boehringer Mannheim), der ebenfalls in
Bléckchenform vorliegt, aufgetragen. Sind alle Bléckchen im Gel, werden die Taschen mit Agarose
versiegelt, damit die Blockchen nicht aus den Taschen schwimmen kénnen. Sobald die Agarose
fest ist, stellt man das Geltablett in den Lauftank und lafSt es 1-2 Stunden dquilibrieren bevor
man den Lauf (4.1.4.2) startet.

1x Restriktionspuffer BssH II: 1x Restriktionspuffer A (Boehringer Mannheim, Mannheim)
0,1% Gelatine
1T mM Spermidin

1x Restriktionspuffer Mlu I 1x Restriktionspuffer H (Boehringer Mannheim, Mannheim)
0,1% Gelatine
1T mM Spermidin
0,1 mM DTT

5x TBE-Laufpuffer: 180 mM Tris
450 mM Borsaure
10 mM EDTA
pH auf 8,5 einstellen und autoklavieren.
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PF-Gel: 120 ml 1,2% Agarose (MP von Boehringer Mannheim) in 0,5x TBE-Laufpuffer werden
gekocht bis die gesamte Agarose aufgelost ist. Das verdampfte Volumen wird mit
deionisiertem Wasser aufgefiillt, die Gellosung auf 60°C abgekiihlt und auf das
gesduberte Celtablett gegossen. Im Gel befindliche Luftblasen und Luftblasen in den
VerankerungsfiilBichen werden mit einer Pipette entfernt und der Kamm gerade
eingesteckt. Das Gel soll 45 min polymerisieren, bevor man den Kamm zieht und
die Blockchen einpassen kann.

Versiegelungsagarose: 0,5% Agarose in 0,5x TBE Laufpuffer
4.1.4 ELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON DNA UND KAPILLARTRANSFER
4.1.4.1 TBE- UND TPE-AGAROSEGELE

Will man PCR-Produkte oder Plasmide testen, verwendet man Agarosegele geeigneter Prozentigkeit
(siehe Tabelle unten). Die Gele stellt man mit 1x Laufpuffer (1x TBE bzw. 1x TPE mit 15 ul
EtBr-Stocklosung versetzt) her.

Lange der DNS (in bp) [ 100-300 300-500 500-1000 | Giber 1000

Prozentigkeit des Gels | 2% 1,5% 1% 0,7%

Zur Auftrennung von restringierter genomischer DNS verwendet man 0,7%ige Agarosegele,
die mit 1x TPE-Puffer angesetzt werden. Derselbe Puffer wird als Laufpuffer eingesetzt. TPE
hat gegentiber von TBE den Vorteil, dals er mehr Salz enthalt und so die Auftrennung von Proben,
die mit verschiedenen Restriktionspuffern versetzt sind, verbessert.

Sowohl TBE- als auch TPE-Puffer ist Ethidiumbromid zugesetzt, das wahrend der elek-
trophoretischen Auftrennung der DNS in die Doppelstrange interkaliert. Durch Interkalation
von Ethidiumbromid kann DNS unter UV-Licht (hier 312 nm) sichtbar gemacht und das Gel
zur Dokumentation fotografiert werden. Das Gel kann nun zum Kapillartransfer vorbereitet
werden (Southern, 1975). Dabei ist darauf zu achten, dals man die Gele nur mit Handschuhen
bertihrt. Zur gleichmdéssigen Verteilung der Losungen fithrt man die Inkubationen auf einem
Schittler durch: die Gele werden zuerst 10 min mit 0,25 M HCI behandelt. Dies bewirkt, daf
die DNS alle ca. 3000 bp depuriniert und infolgedessen der Doppelstrang gebrochen wird.
Grofe Fragmente, wie sie z.B. bei Restriktion von genomischer DNS entstehen, werden also
kleiner und konnen besser aus dem GCel auf die Membran transferiert werden. Wenn DNS
transferiert wird, die kleiner als 5000 bp ist (PCR-Produkte), entfdllt die HCl-Behandlung. Nach

10 min gieft man die HCl-Losung ab, wascht das Gel mit Leitungswasser, gibt Denaturierungs-
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|6sung zu und inkubiert 45 min. Wahrendessen baut man den Southernblot auf. Man fiillt
ein Plastikschale mit Transferlésung, legt ein Gitter auf, auf dem sich ein Filterpapierstreifen
(GB 002) mit der Breite des Gels, dessen Enden in die Transferl6sung tauchen, befindet. Diese
»Papierbriicke« sorgt fiir den Flussigkeitsstrom, der den Transfer der DNS aus dem Cel auf die
Nylonmembran bewirkt. Wenn sich die Briicke mit Transferldsung vollgesaugt hat, glittet man
sie mit Hilfe eine Glaspipette und entfernt vorhandene Luftblasen, die den Transfer hemmen.
Nun legt man vorsichtig, ohne Luftblasen, das vorbereitete Gel auf und auf dieses die
Transfermembran (im Falle genomischer und YAC-DNS Hybond N+, bei PCR-, Plasmid- und
BAC-Blots Hybond N). Eventuell vorhandene Luftblasen entfernt man. Auf die Membran kommt
ein mit Transferlésung befeuchtetes Filterpapier (GB 002), anschliefend 6 diinne (GB 002)
und 6 dicke (GB 003) trockene Filterpapiere und ca. 5 cm Blottingpapier. Der Aufbau wird
mit einer Glasplatte und einem Gewicht von ca. 1 kg beschwert. Der Transfer genomischer
DNS erfolgt tiber Nacht, PCR-Produkte werden eine Stunde geblottet. Nach Ablauf der Transferzeit,
baut man den Blot auseinander, wobei man die Membran auf dem Cel liegen a8t und die
Geltaschen auf der Transfermembran markiert. Danach nimmt man die Membran ab, wascht
sie 5 min in 2 x SSC, lalt sie zwischen Filterpapier lufttrocknen und fixiert danach die DNS
durch backen im Trockenschrank (2 Stunden, 80°C). Die Membran ist jetzt zur Hybridisierung

bereit.

Depurinierungslésung: 0,25 M HCI
Denaturierungslésung: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH

Transferlosung: 0,4 M NaOH

4.1.4.2 PF-GELE

Zur Auftrennung von DNS, die grofer als 50 kb ist, wurden PF-Cele gefahren, d.h. sowohl
YAC- als auch BAC-DNS wurde mit PFGE analysiert.

Bisher gibt es nur Theorien (iber die elektrophoretische Wanderung von DNS unter PF-
Bedingungen. Eine dieser Theorien, die »Reptationstheorie« (Slater et al., 1987), nimmt an,
dal sich die DNS wahrend einer Pulsdauer (Ost-West) in Richtung Anode (West) streckt und
eine kurze Strecke durch das Gel in Richtung Anode wandert. Werden nun die anderen Pole
(Nord-Siid) aktiv, zieht sich der DNS-Faden in der Umschaltzeit zusammen und beginnt wahrend
dieser Pulszeit auf die andere Anode (Stid) zuzuwandern, und so fort. Die Zick-Zack-Wanderung
der DNS immer in Richtung der gerade aktiven Pole, resultiert in einer linearen Netto-Bewegung
der DNS. Die Auftrennung der DNS-Fragmente im PF-Cel erfolgt linear nach ihrer GroRe.
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YAC-Cele: YAC/Hefe-DNS wurde auf 1,2%igen Agarosegelen in 0,5x TBE-Laufpuffer bei 8°C
und 200 V (180-250 mA) aufgetrennt. Die Laufzeiten bewegen sich zwischen 18 und 24 Stunden,
wobei die Pulszeiten je nach aufzutrennender Fragmentldnge zwischen 40-60 sec liegen.
Nach Abschlufs des Gellaufs farbt man das Gel fiir eine Stunde mit Ethidiumbromid, fotografiert
es und bereitet es fiir den Kapillartransfer vor. Dieser erfolgt wie im vorhergehenden Kapitel
beschrieben. Da jedoch die aufgetrennten DNS-Fragmente sehr grof8 sind — bis zu 1 Mb —
mufl man die Gele langer mit HCl behandeln. Die Depurinierung erfolgt 2 mal 10 min mit
0,25 M HCI. Die DNS wird auf Hybond N+ Nylonmembran geblottet.
BAC-Gele: BAC-DNS wurde zur Kartierung auf 1,2%igen mit 0,25xTBE angesetzten PF-Gelen,
aufgetrennt. Laufpuffer ist ebenfalls 0,25x TBE.
Der Gellauf dauert 4 Stunden bei 450 V (250 mA) und 8°C-Kiihlung und beinhaltet 3 verschiedene
Pulszeiten: 1. 1 h Pulszeit (N/S-O/W) 0,4 sec

2. 1 h Pulszeit (N/S-O/W) 0,6 sec

3. 2 h Pulszeit (N/S-O/W) 0,9 sec.
Nach Abschlul$ des Laufs wird das Gel vom Celtrager abgenommen, 1 Stunde mit Ethidiumbromid-
Farbeldsung angefdrbt, unter UV-Licht fotografiert und zum Blotten vorbereitet. Die Prozedur
entspricht der des normalen Southernblots, der im vorhergehenden Kapitel beschrieben wurde.

Die DNS wird auf Hybond N Nylonmembran transferiert.

5x TBE-Laufpuffer: 180 mM Tris
450 mM Borsaure
10 mM EDTA
pH auf 8,5 einstellen und autoklavieren.

Farbelosung: 20 ul der EtBr-Stocklésung (10 mg/ml) auf 300 ml Laufpuffer
4.1.5 NICHTRADIOAKTIVE HYBRIDISIERUNG

Die nichtradioaktive Hybridisierung basiert auf dem von Boehringer Mannheim entwickelten
Digoxigenin (DIG)-System und wurde von Engler-Blum et al. (1993) in Hinblick auf Sensitivitat
und Hintergrundprobleme der Detektion verbessert. DIG-markiertes dUTP wird in die DNS-Sonde
eingebaut und mit Hilfe einer Immundetektion ber mit alkalische Phosphatase (AP) gekoppelte,
gegen DIGgerichtete F, -Fragmente und anschlieSender Chemolumineszenzreaktion nachgewiesen.
Um Hintergrundsignale zu vermeiden, sollen alle Losungen mit sterilem, deionisiertem Wasser
angesetzt werden. Die Blotmembran darf nie mit blofen Handen berihrt oder wahrend der
Immundetektion trocken werden. Aulberdem ist darauf zu achten, dal’ alle verwendeten Gefale

sauber sind.
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4.1.5.1T HERSTELLUNG VON DIG-MARKIERTEN DNS-SONDEN

DNS-Sonden fiir die nichtradioaktive Hybridisierung werden entweder iber PCR oder mit Hilfe
der »random priming Methode« mit DIG markiert.

Die PCR-Markierung von DNS-Sonden ist moglich, wenn das zu markierende Fragment ca.
1200 bp oder kleiner ist. Der Reaktionsansatz entspricht dem einer Standard-PCR-Reaktion.
Es wird jedoch ein spezieller Nukleotidmix verwendet, in dem sich DIG-markiertes dUTP befindet,
das anstelle von dTTP in die neu synthetisierte DNS eingebaut wird. Der Erfolg der
Markierungsreaktion wird auf einem Agarosegel getestet und die Menge der PCR-Sonde wie
in Kap. 4.1.2.2 beschrieben abgeschitzt.

Will man grollere DNS Fragmente mit DIG markieren, verwendet man die »random priming
Methode«. Zur hitzedenaturierten DNS (100 ng-2 ug pro Markierungsansatz) werden
Hexanukleotid-Mix (Boehringer Mannheim), DIG-dNTP-Mix und 2 Units Klenow-Enzym gegeben.
Die Hexanukleotide binden an die DNS und werden von der Klenow-Polymerase unter Einbau
der dNTPs und des markierten DIG-dUTPs in 5'-3-Richtung verldngert. Die neusynthetisierte
DNS ist folglich DIG-markiert. Die Reaktion wird nach Angaben des Herstellers (Boehringer
Mannheim) durchgefiihrt, es wird jedoch auf Féllung der Sonde, nach Abschlufs der Markierung,

verzichtet. Die Markierungeffizienz wird ebenfalls nach Angaben des Herstellers bestimmt.

DIG-dNTP-Mix: 2 mM dATP, 2 mM dCTP, 2 mM dGTP, 1,3 mM dTTP
0,7 mM DIG-dUTP

4.1.5.2 HERSTELLUNG VON DIG-MARKIERTEN DNS-SONDEN FUR DIE KARTIERUNG VON YAC

Zur Kartierung der YAC mittels unvollstindigem Restriktionsverdau und nachfolgender
Hybridisierung des Southernblots werden Sonden benétigt, die die Enden der YAC erkennen.
Da der YAC-Vektor pYAC4.1, in den die DNS-Fragmente kloniert sind, sequenzidentische Bereiche
zum Vektor pBR322 hat, kann dieser zur Herstellung der Sonden verwendet werden. pBR322
wird wie unter 4.1.1.2 beschrieben isoliert. 10 ug Plasmid-DNS werden in einem
Doppelrestriktionsansatz mit je 10 Units Bam HI und Pvu Il 3 h bei 37°C in 1x Puffer B verdaut
und auf einem prdparativen 0,7%igen TBE-Agarosegel aufgetrennt. Die Enzyme schneiden das
Plasmid in zwei 2,6 und 1,6 kb grofBe Teile. Unter UV-Licht werden die DNS-Banden aus dem
Gel ausgeschnitten und die DNS wie unter 4.1.1.7 beschrieben aus dem Gel isoliert. Die Menge
der gereinigten DNS wird auf einem Gel abgeschétzt. Je 150 ng DNS werden nun mit Klenow-
Enzym nach der »random priming Methode« (siehe 4.1.5.1) mit DIG markiert. Nach Bestimmung

der Markierungseffizienz sind die Sonden zur Hybridisierung einsetzbar.
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4.1.5.3 HYBRIDISIERUNG VON SOUTHERN- UND NORTHERNBLOTS

Die 2 Stunden bei 80 °C gebackenen Southern- bzw. Northernblots werden in Plastikfolie
eingeschweilSt, mit 2x SSC befeuchtet und fiir eine Stunde bei 68°C im Schiittelwasserbad
mit Prahybridisierungslésung dquilibriert. Unterdessen denaturiert man die DIG-markierte Sonde
in einem Volumen von ca. 50 ul bidest. Wasser. Sie wird 10 min im Wasserbad aufgekocht,
5 min auf Eis inkubiert und dann zu einer abgemessenen Menge 68°C-temperierter
Prahybridisierungslésung pipettiert. Fiir Southernblots setzt man 2,5 ng, fir Northernblots 10
ng Sonde pro ml Hybridisierungslésung ein.

Nach einer Stunde entfernt man die Prahybridisierungslosung, gibt die Hybridisierungslésung
zum Blot und inkubiert Giber Nacht bei 68°C im Schiittelwasserbad.

Prahybridisierungslésung: 0,25 M Na,HPO,, pH 7,2
1T mM EDTA
20% SDS
0,5% Blocking Reagenz
Vor Verwendung 30 min auf 68°C temperieren.

Hybrisierungslésung: wie Prahybridisierungslésung; Es werden 2,5 ng/ml DIG-markierte
denaturierte Sonde fiir Southernblot bzw. 10 ng/ml DIG-markierte
denaturierte Sonde fiir Northernblot zugegeben.

4.1.5.4 IMMUNDETEKTION

Nach der Hybridisierung tiber Nacht wird unspezifisch gebundene Sonde durch stringentes
Waschen (dreimal mit 65°C-Waschpulffer fiir jeweils 20 min) bei 65°C entfernt. Alle folgenden
Schritte werden bei Raumtemperatur auf einem Schiittler durchgefiihrt. Zundchst wascht man
die Blots 5 min mit Waschpuffer I (WP 1) und inkubiert danach zur Absattigung unspezifischer
Proteinbindungsstellen auf der Membran eine Stunde mit Blockierungspuffer. Nun folgt die
Zugabe des gegen DIG-gerichteten, AP-gekoppelten Antikorperkonjugats, das 1:20.000 mit
WP | verdiinnt wird und 30 min auf dem Blot bleibt. Uberschiissiges Konjugat wird durch
viermaliges Waschen mit WP | (jeweils 10 min) entfernt. Um den pH-Wert und die
Salzkonzentration fiir die alkalische Phosphatase einzustellen, dquilibriert man die Blots 5 min
in Substratpuffer bevor man schlieflich das Substrat zugibt. Das Substrat CDP* wird 1:100
in Substratpuffer verdiinnt, auf der Membran verteilt und bleibt dort 5 min. Dabei sind 2 ml
Losung fir einen Filter von 10x20 cm ausreichend. Die Membran wird nun in Plastikfolie
eingeschweil3t, Gberschissige Substratlosung entfernt und mit der DNS bzw. RNS-Seite zum

Rontgenfilm weisend exponiert. Je nach Sonde und Ziel-DNS bzw. -RNS liegen die
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Expositionszeiten zwischen 15 min (PCR, Plasmid, BAC als Ziel-DNS) und 2-3 Stunden (YAC,
genomische DNS und RNS) oder langer.

65°C-Waschpuffer: 20 mM Na,HPO,
T mM EDTA
1% SDS
Waschpuffer | (WP I): 0,1 M Maleinsdure
3 M NaCl

0,3% Tween 20

Blockierungspuffer: 0,5% Blocking Reagenz in WP |
Konjugatpuffer: anti DIG-F,, -Fragment 1:20.000 in Blockierungspuffer
Substratpuffer: 0,1 M Tris/HCl, pH 9,5
0,1 M NaCl
50 mM MgCl,
Substrat: CDP* 1:100 in Substratpuffer

4.1.5.5 ENTFERNEN DIG-MARKIERTER DNS-SONDEN VON SOUTHERNBLOTS (STRIPPING)

Will man denselben DNS-Blot nacheinander mit verschiedenen DIG-markierten DNS-Sonden
hybridisieren, muf8 man die zuvor gebundene Sonde entfernen. Es ist jedoch schwierig, sehr
starke Signale vollstandig zu entfernen. Sie bleiben erhalten und sind nach der ndchsten
Hybridisierung schwacher zu sehen.

Da das eingebaute DIG alkalilabil ist, erfolgt die Dehybridisierung mit 0,4 M NaOH fir 45
min bei 45°C. AnschlieBend inkubiert man den Blot mit Dehybridisierungslosung fiir 15 min
bei Raumtemperatur und wascht ihn danach 5 min mit 2x SSC. Der Blot kann nun prahybridisiert
und erneut hybridisiert werden. Das Protokoll entspricht dem des Herstellers der Nylonmembran

(Hybond N+, Amersham Life Technologies).

Dehybridisierungslésung: 0,2 M Tris/HCI, pH 7,5
0,1x SSC
0,1% SDS

4.1.6 PCR-AMPLIFIKATION VON DNA

PCR-Amplifikationen wurden nach der von Saiki et al. (1988) beschriebenen Methode

durchgefiihrt. Die verwendeten Oligonukleotide mit den dazugehorigen MgCl,-Konzentrationen
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und Anlagerungstemperaturen sind in Kap. 3.6 aufgeftihrt. Alle PCR-Reaktionen wurden in
diinnwandigen 500 ul Reaktionsgefallen in einem Volumen von 20 ul durchgefihrt. Es wurden
2 mM Nukleotidmix, 50 ng pro Oligonukleotid und 0,1 U Taqg-Polymerase pro 20 ul-
Reaktionsansatz verwendet. Die eingesetzte MgCl,-Konzentration hangt von den verwendeten
Oligonukleotiden ab.

Die Menge der zu amplifizierenden DNS richtet sich nach ihrer Herkunft: so werden pro 20
ul-Reaktionsansatz 200 ug genomische DNS, 20 ng YAC-enthaltende genomische Hefe-DNA,
5 ng BAC-DNS und 1-0,1 ng Plasmid-DNS eingesetzt.

10x dNTP: jeweils 2 mM von dATP, dTTP, dCTP und dGTP in sterilem bidest. Wasser.
MgCl,: 25 mM Stocklésung

10x PCR-Puffer (Perkin Elmer): 100 mM Tris/HCI, pH 8,3
500 mM KCl

4.1.7 PCR-AMPLIFIKATION VON GROREN FRAGMENTEN (LONG RANGE PCR)

Zur Amplifikation von DNS-Fragmenten grofer als 3 kb wurde ein modifiziertes PCR-Protokoll
verwendet. Die Reaktionen wurden nach der, der Tag-Polymerase (AccuTag, Sigma) beiliegenden
Anleitung angesetzt. Die folgende Tabelle enthdlt die eingesetzten Reagenzienkonzentrationen
pro 50 ul PCR-Ansatz.

10x PCR-Puffer [ dNTPs 10 mM | Oligonukleotide | DMSO | DNS AccuTaq

Endkonz. | 1 x je 500 pM je 400 nM 2% 0,02 pg/ul | 0,05 U/ul

Die PCR-Bedingungen unterscheiden sich von den sonst durchgefiihrten PCR-Reaktionen. Das
Zyklen-Programm fiir die PCR-Maschine Gene Amp 9600 (Perkin Elmer) lautet:

2 min  94°C Anfangsdenaturierung

30 Zyklen mit: 20 sec  98°C Denaturierung
30 sec  X°C  Anlagerung (Temperatur hdangt vom Oligonukleotid ab)
2 min  68°C pro kb Amplifikat

4.1.8 SUBKLONIEREN VON PCR-PRODUKTEN

Zur Subklonierung von PCR-Produkten wurde der »TA Cloning Kit« von Invitrogen verwendet.

Ein Aliquot des PCR-Amplifikates wird auf korrekte GrofSe und Menge auf einem Agarosegel
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getestet und anschlieffend nach Angaben des Herstellers in den Ligationsansatz eingesetzt. Die
Ligation in den TA-Vektor pCR2.1 erfolgt tiber Nacht bei 14°C.

Ist eine Reinigung des PCR-Amplifikates vonnéten, z.B. wenn trotz Austesten der PCR-Bedingungen
mehr als ein Amplifikat auftritt, so erfolgt dies mit Hilfe eines Kits (Nucleon™ GX, Amersham)
nach Angaben des Herstellers. Die Ausbeute der Reinigung wird auf einem Agarosegel gepriift
und das gereinigte PCR-Produkt dann in den Ligationsansatz eingesetzt.

Transformation der Bakterien und Testen der Klone erfolgen nach Angaben des Herstellers.
Zur PCR-Testung der weif8en, transformierten Kolonien, wird ca. 0,5 ul Bakterienkolonie-Material
mit einer gelben Spitze entnommen und in je 100 ul bidest. Wasser resuspendiert. Davon
wird je 1 ul in die PCR-Reaktion eingesetzt. Zur Lyse der Bakterienzellen und Freisetzung ihrer
DNS erfolgt die Anfangsdenaturierung 10 min bei 94°C. Ein Aliquot des PCR-Amplifikates wird
auf einem Gel getestet. Von positiven Klonen, die ein PCR-Amplifikat der erwarteten GroRe
zeigen, werden 5 ml-Ubernachtkulturen (LB-Medium + Kanamycin) angeschiittelt und wie
unter 4.1.1.1 beschrieben Plasmid-DNS isoliert. 5 ul der Plasmidprdparation werden mit einem
Enzym restringiert, welches die Insertion aus dem Plasmid ausschneidet: im Falle des hier
verwendeten Vektors pCR2.1 sind dies EcoR | bzw. BstX I.

LB-Medium: 10 g Pepton 140 (Life Technologies)
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
In 1 | deionisiertem Wasser l6sen, pH auf 7,5 einstellen und autoklavieren.
Vor Verwendung 50 ug/ml Kanamycin zugeben.

LB-Platten: 1,5% Bacto-Agar in LB-Medium autoklavieren.
Vor dem PlattengiefSen, in das auf 45°C abgekiihlte Medium, 50 ug/ml
Kanamycin zugeben.

Kanamycin: 50 mg/ml in bidest. Wasser

4.1.9 SEQUENZIERUNG

Zur Sequenzierung standen zwei Gerdtetypen zur Verfligung: 373 DNA Sequencer (Applied
Biosystems) und ALFexpress (Pharmacia). Die Sequenzreaktionen wurden nach Angaben des
Kit-Herstellers durchgefiihrt. Das ABI-Sequenziergerdt wurde freundlicherweise von Eve Holtorf
bedient.
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4.1.9.1 REINIGUNG VON PCR-PRODUKTEN ZUR DIREKTEN SEQUENZIERUNG

PCR-Produkte werden zur Entfernung von Oligonukleotiden, Salz- und Enzymresten der PCR-
Reaktion tber eine Molekulargewichtsausschlufsdaule nach Anleitung des Herstellers gereinigt
(HighPure™ PCR Product Purification Kit, Boehringer Mannheim). Ein Aliquot des gereinigten
Produkts wird zur Mengenabschétzung auf ein Agarosegel aufgetragen. In die Sequenzreaktion

werden 20-50 ng gereinigtes PCR-Produkt eingesetzt.

4.1.9.2 SEQUENZIERUNG VON SUBKLONIERTEN PCR-PRODUKTEN MIT ABI

Alle subklonierten PCR-Produkte liegen im pCR2.1-Vektor (Invitrogen) vor. Da zur Sequenzierung
sehr saubere DNS benétigt wird, werden Plasmide mit Hilfe der Sdulchen von Machery und
Nagel isoliert (Kap. 4.1.1.1). Die DNS-Konzentration wird fotometrisch bestimmt. Das weitere
Vorgehen richtet sich nun nach der verwendeten Sequenziermethode. Die meisten
Sequenzreaktionen wurden auf dem Cerdt von ABI mit fluoreszenzmarkierten Kettenabbruch-
Nukleotiden (Prism™ Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit) durchgefiihrt.
Als Template fir die Sequenzierreaktion werden 200-400 ng Plasmid eingesetzt. Die
Sequenzreaktion wird wie eine PCR-Reaktion auf Eis angesetzt: die Template-DNS fillt man
mit bidest. Wasser auf 15 ul auf, dann gibt man 1 ul (ca. 50 ng) Oligonukleotid, 4 ul des
Terminatorreagenz zu, mischt mit der Pipette und fiihrt die Cycle-Sequencing Reaktion durch.
Verwendet man Oligonukleotide, deren MgCl,-Bedarf hoher ist als 1,5 mM, mufs man dem
Sequenzieransatz MgCl, zugeben.

Das Cycle-Sequencing-PCR-Programm lautet wie folgt (fir Perkin ElImer GeneAmp 9600):

Anfangsdenaturierung: ~ 96°C, 5 min

25 Zyklen: 96°C, 15 sec
50°C, 15 sec (T,)
60°C, 4 min

Diese Bedingungen gelten fiir M13-Oligonukleotide, sind jedoch fiir die meisten anderen ebenso
geeignet. Sollte die Anlagerungstemperatur (T,) der verwendeten Oligonukleotide erheblich
abweichen, dann pafst man den T,-Schritt im Cycle-Sequencing Programm entsprechend an.
Nach Abschluf8 des Programms reinigt man den Sequenzieransatz nach Vorgaben des Herstellers.

Alle weiteren Schritte wurden von Eve Holtdorf durchgefiihrt.
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4.1.9.3 SEQUENZIERUNG MIT ALFEXPRESS

Einige Sequenzierreaktionen subklonierter PCR-Produkte wurden auf dem Gerdt AlfExpress
von Pharmacia durchgefiihrt. Im Gegensatz zum ABI-Sequenzierer wurden hier fluoreszenzmarkier-
te Oligonukleotide (M13 revers und M13 -20) und Abbruchnukleotide eingesetzt. Die Sequenzier-
reaktion wird ebenfalls im »cycle sequencing« Verfahren durchgefiihrt. Fiir jeden zu sequenzieren-
den Klon setzt man an: 1 ug Plasmid DNS wird mit 2 ul des markierten Primers versetzt und
mit bidest. Wasser auf 22 ul Volumen gebracht. Den Mix teilt man dann auf vier diinnwandige
500 ul PCR-ReaktionsgefdlSe auf und gibt die Stop-Nukleotide zu: ins erste Gefdls 2 ul A-Stopmix,
ins zweite 2 ul C-Stopmix, ins dritte G- und ins vierte T-Stopmix. Die Cycle-Sequencing-Reaktion
wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt, wobei sich die Anlagerungstemperatur nach
dem verwendeten Oligonukleotid richtet (Thermo sequenase flourescence labelled primer cycle
sequencing kit with 7-deaza-GTP, Amersham).

Unterdessen bereitet man das Sequenziergel nach Angaben des Herstellers vor und laft es
eine Stunde polymerisieren (Gell6sung: Long RangerTM gel solution, FMC BioProducts).
Die Proben werden dann mit 4-5 ul Auftragspuffer versetzt, 2 min bei 84°C denaturiert und
auf das Gel aufgetragen.

Die Sequenzauswertung und -korrektur erfolgten mit den Computerprogrammen »SEQ-Ed«
(Applied Biosystems ABI). Sequenzvergleiche wurden mit den Programmen Genworks

(IntelliGenetics, Oxford Molecular Group) und MacVektor 6.0 (Oxford Molecular Group) erstellt.

4.2 ISOLIERUNG VON YAC- UND BAC-KLONEN AUS DEN BIBLIOTHEKEN VON RESEARCH

GENETICS

Zur Charakterisierung der genomischen Organisation der Faktor H-Genfamilie wurden YAC-
und BAC-Klone isoliert. Dazu wurden DNS-Pools der Firma Research Genetics erworben: die
humane Mega-YAC-DNS Bibliothek und die humane BAC-DNS Bibliothek.

4.2.1 AUFFINDEN VON YAC-KLONEN

Das Screening der DNS-Pools mittels PCR mit spezifischen Oligonukleotiden wurde nach Angaben
des Herstellers ausgefiihrt. Es wurden Oligonukleotide verwendet, die sowohl HF1 als auch
HF2 (SCR4s/3'UTas, siehe Kap. 3.6.1) amplifizieren. Die PCR-Amplifikate wurden auf Agarosegelen

elektrophoretisch aufgetrennt. Nachdem die Signale relativ schwach waren, wurden die Gele
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wie unter 4.1.4.1 beschrieben auf Hybond N geblottet, mit DIG-markiertem SCR4s/3'UTas-PCR-
Produkt hybridisiert und immundetektiert (Kap. 4.1.5.3/4.1.5.4). Auf diese Weise kénnen auch
Banden entdeckt werden, die zu schwach sind um unter UV-Licht zu erscheinen. Die entdeckten
Banden ergeben dann die Kodierung fiir den gefundenen YAC-Klon, der nun bei Research

Genetics bestellt werden kann.

4.2.2 REINIGUNG VON YAC-KLONEN

Research Genetics liefert den YAC-tragenden Hefeklon als Stabkultur. Da die Klone jedoch
nicht rein sind, mussen sie durch wiederholtes Ausstreichen auf AHC-Platten unter Selektions-
bedingungen (20 mg Adeninhemisulfat pro Liter) kloniert werden. Man plattiert einen Teil der
Stabkultur auf Selektionsmedium aus und nimmt dann rosa Einzelkolonien, die man erneut
ausstreicht (Kap. 3.8.2). Sobald wieder Einzelkolonien gewachsen sind, testet man sie mittels
PCR (Kap. 4.2.3) auf das Vorhandensein des gewtinschten YAC. Von einem reinen, YAC-tragenden
Klon impft man 200 ml AHC-Amplifikationsmedium (Kap. 3.8.2) zur DNS-Isolierung an.

4.2.3 PCR-AMPLIFIKATION AUS HEFEZELLEN

Die Einzelkolonien werden mit PCR getestet, ob sie das gewtinschte YAC tragen. Mit einer
gelben Spitze entnimmt man etwas Koloniematerial (etwa 0,25 ul) und setzt dies direkt in den
PCR-Ansatz ein. Alle Reagenzien entsprechen denen »normaler« PCR-Reaktionen, man verwendet
jedoch den unten angegebenen 10x PCR-Puffer und beginnt das PCR-Programm mit einer

8 mintigen Denaturierung bei 94°C.

10x PCR-Puffer fiir Hefekoloniescreen: 0,125 M Tris/HCI, pH 8,5
0,5625 M KCl

4.2.4 AUFFINDEN VON BAC-KLONEN

BAC-DNS-Pools wurden von Research Genetics erworben und nach der vom Hersteller
vorgeschriebenen Methode mit PCR durchsucht. Es wurde mit zwei verschiedenen
Oligonukleotidpaaren nach BAC, die positiv fir HF1, HF2 (SCR4s/3'UTas) und HF4 (SCR4s/SCR5as)
sind, gesucht. Da die BAC-Bibliothek erst relativ neu entwickelt war, ergab die Durchsuchung
nur die Nummer einer 395-Vertiefungsplatte und nicht den Bakterienklon selbst. Fiinf verschiedene

Platten, auf denen die gewiinschten BAC-Klone liegen sollten, wurden identifiziert und bestellt.
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4.2.5 IDENTIFIKATION POSITIVER BAC-KLONE AUS 395-VERTIEFUNGSPLATTEN

Von den Platten wurden, um die Originale zu schonen, Replikate hergestellt. Mit einem 395-
Zacken Uberimpfungsstempel wurde Bakterienmaterial in eine mit LB-Medium (+10% Glycerol,
12,5 pg/ml Chloramphenicol) gefiillte neue 395-Vertiefungsplatte tiberimpft. Die beimpften
Platten werden 48 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Platten werden dann in Frischhaltefolie
gewickelt und bei -80°C aufbewahrt.

Zur ldentifizierung der positiven BAC-Klone werden Koloniehybridisierungen (Sambrock et
al., 1989) durchgefiihrt. Dazu werden die Bakterien aus den 395-Vertiefungsplatten mit dem
Stempel auf LB-Agarplatten (+ 12,5 ug/ml Chloramphenicol) Gberimpft. Nach Inkubation tiber
Nacht bei 37°C erhdlt man das genaue Abbild der 395-Vertiefungsplatte in Form von
Bakterienkolonien. Auf die Kolonien legt man vorsichtig, ohne zu Verrutschen, Nylonmembran
auf (Hybond N oder N+), [at die Membran ca. 1 min liegen, markiert die Position und zieht
sie vorsichtig ab. Die Bakterienkolonien bleiben an der Membran haften und werden nun lysiert.
Dazu legt man die Membran, mit den Kolonien nach oben weisend, fiir 3 min auf Filterpapier
(GB 003), das mit 10%igem SDS getrankt ist. AnschlieBend legt man die Membran 5 min auf
mit Denaturierungslésung und danach 5 min auf mit Neutralisierungslésung getranktes Filterpapier
(GB 003). Nach dieser Behandlung wird die Membran 5 min in 2x SSC gewaschen, luftgetrocknet
und 1 h bei 80°C im Trockenschrank gebacken.

Die Platten werden zum Nachwachsen der Kolonien tber Nacht bei 37°C inkubiert und dann
bei 4°C aufbewahrt.

Die DNS der 395 BAC-Klone befindet sich nun auf der Nylonmembran und kann zur
Identifizierung des richtigen Klons mit einer DIG-markierten DNS-Sonde hybridisiert werden.
Es wurden PCR-markierte DIG-Sonden verwendet: SCR4s/3'UT zur Detektion von HF1 und
HF2 positiven BAC und HF4 SCR4s/SCRb5as zur Identifizierung von HF4-BAC. Hybridisierung
und nachfolgende Immundetektion wurden nach der unter 4.1.5.3 und 4.1.5.4 beschriebenen
Methode durchgefiihrt. Nach Lokalisation des positiven Klons wird dieser von der Platte auf
eine frische LB-Platte zur Gewinnung von Einzelkolonien ausgestrichen. Dieser Schritt ist
erforderlich, da durch die Behandlung der Kolonien eine Kontamination mit Nachbarkolonien
moglich ist. 10-20 Einzelkolonien werden dann mit PCR auf das Vorhandensein des BAC
untersucht. Positive Klone werden zur BAC-DNS-Gewinnung in je 100 ml BAC-LB-Medium
iber Nacht angeschiittelt.

BAC-LB-Medium: LB-Medium mit 10% Clycerol und 12,5 ug/ml Chloramphenicol

Chloramphenicol: 25 mg/ml in Ethanol gel6st
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LB-Agar: 1,5% Bacto-Agar in LB-Medium, autoklavieren und nach Abkiihlen
auf ca. 40°C mit Chloramphenicol (12,5 ug/ml) versetzten.

Denaturierungslésung: 0,5 M NaOH

Renaturierungslésung: 1,5 M NaCl
0,5 M Tris/HCl, pH 7,5

4.3 ARBEITEN MIT RNS

Wie fiur die »\DNS-Methoden« bereits erwdhnt, ist es auch und besonders beim Arbeiten mit
RNS wichtig, steril zu arbeiten, da RNasen ubiquitdr vorhanden sind. Deshalb werden alle
verwendeten Losungen autoklaviert, bidest. Wasser mit DEPC, welches RNasen inaktiviert,

behandelt und beim Arbeiten Handschuhe getragen.
4.3.1 ISOLIERUNG VON RNS

RNS wird nach der sauren Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) isoliert. Wenn RNS
aus Gewebe isoliert werden soll, wird dieses mit Hilfe des Ultraturrax homogenisiert. Dazu
wascht man den Ultraturrax zuerst mehrmals mit 4 M NaOH und anschlieBend mit sterilem
deionisiertem Wasser. Dann gibt man ein Stiick Gewebe (ca. 5 mm’) in ein 10 ml Rohrchen
gefillt mit 0,5 ml Loésung D und homogenisiert das Gewebe auf Eis stehend.

Wenn Zellkulturzellen das Ausgangsmaterial fiir die RNS-Isolierung sind, suspendiert man 10
Zellen mit der Pipette in Losung D. Zu den in Losung D lysierten Zellen, gibt man nun 50
ul 2 M Natriumacetat und mischt. Danach fligt man 500 ul wassergesdttigtes Phenol hinzu,
mischt und gibt zuletzt 100 ul Chloroform/IAA zu. Man mischt auf dem Vortexschiittler bis
die Lésung homogen weilllich wird. Sollte dies nicht eintreten, gibt man nochmals 50 ul
Chloroform/IAA zu und mischt erneut. Danach inkubiert man 15 min auf Eis. Nach der
anschliefenden Zentrifugation von 20 min bei 4°C und 12000 rpm in der Tischzentrifuge nimmt
man den wilrigen Uberstand ab, versetzt ihn mit gleichem Volumen Isopropanol, mischt und
lat die RNS mindestens 1-2 Stunden bei -20°C prézipitieren. Danach wird sie wie oben
zentrifugiert. Das Sediment wird in 300 ul Losung D resuspendiert und die RNS ein zweites
Mal mit gleichem Volumen lIsopropanol wie oben beschrieben prazipitiert. Nach diesem
Reinigungsschritt zentrifugiert man 10 min wie oben, wascht das RNS-Sediment mit 70%igem
Ethanol, 1aBt es kurz lufttrocknen und l6st es in 30-50 ul DEPC-Wasser. Man bestimmt die

Konzentration der isolierten RNS fotometrisch (4.1.2) und bewahrt sie bei -80°C auf.
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Losung D: 4 M Guanidinium-Thiocyanat
25 mM Natriumcitrat, pH 7,0
0,5% Natriumlaurylsarcosin
Vor Verwendung werden 0,75% [-Mercaptoethanol zugegeben.

Natrium-Acetat: 2 M, pH 4,0

Phenol: wassergesdttigt, sauer

Chloroform/IAA: 49:1

DEPC-Wasser: 100 ml bidest. Wasser mit 100 ul DEPC versetzten, 2 Stunden bei 37°C

inkubieren und autoklavieren.
4.3.2 ELEKTROPHORETISCHE AUFTRENNUNG VON RNS UND KAPILLARTRANSFER

Die RNS-Proben (5-10 ug Gesamt-RNS) werden mit 2 ul 5x MOPS, 3,5 ul 37,5%igem Formaldehyd
und 10 ul deionisiertem Formamid vesetzt. Das Probengemisch wird 15 min bei 55°C denaturiert,
danach sofort auf Eis gestellt, mit ca. T ul RNS-Auftragspuffer gemischt und auf das vorbereitete
Gel aufgetragen. Der Gellauf erfolgt bei 50 V tber Tag oder bei 25 V tiber Nacht in 1x MOPS-
Laufpuffer mit 30 ul EtBr-Stocklésung pro Liter.

Nach Abschlul8 des Laufs wird das Gel fotografiert. Es wird vor dem Kapillartransfer einmal
10 min mit sterilem, deionisiertem Wasser und einmal 10 min mit 20x SSC gewaschen. Danach
baut man einen Kapillarblot auf (Kap. 4.1.4.1). Der Transfer erfolgt iber Nacht mit 20x SSC
auf positiv geladene Nylonmembran. Am ndchsten Tag baut man den Blot auseinander, markiert
die Geltaschen auf der Nylonmembran, waéscht diese 5 min in 2x SSC und 1aRt sie zwischen
Filterpapier lufttrocknen. Die Membran wird anschlieBend 1 Stunde bei 80°C im Trockenschrank

gebacken und steht dann zur Hybridisierung (siehe Kap. 4.1.5.3 und 4.1.5.4) zur Verfiigung.

5x MOPS: 0,2 M Morpholinopropansulfonsdure
50 mM Natriumacetat
5 mM EDTA, pH 8,0

RNA-GCel: 1,2 g Agarose mit 62,2 ml bidest. Wasser aufkochen, auf 60°C abkdihlen lassen,
20 ml 5x MOPS, 17,8 ml 37%iges Formaldehyd zugeben, mischen und giefSen.
Kamme einsetzen und das Gel 30 min polymerisieren lassen.

Laufpuffer: Tx MOPS in sterilisiertem deionisiertem Wasser, 30 ul EtBr Stockldsung pro
Liter Laufpuffer zugeben.
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deionisiertes Formamid: 100 ml Formamid werden mit 10 g lonenaustauscher (»mixed bed
resin«) fir 30 min bei RT und neutralem pH inkubiert, anschliefend
gefiltert und in Aliquots bei -20 C° aufbewahrt.

RNS-Auftragspuffer: 50% Ficoll, T mM EDTA
Eine kleine Spatelspitze Bromphenolblau und Xylencyanol zugeben
und in DEPC-Wasser l6sen.

4.3.3 REVERSE TRANSKRIPTION VON RNA UND RT-PCR

Fir die cDNS-Synthese wurden der Expand,,, Reverse Transkriptase Kit (Boehringer Mannheim)
und Oligo(dT),; Oligonukleotide der Firma Gibco BRL verwendet. Denaturierungs- und Reverse
Transkriptions-Reaktion wurden im Thermocycler von Hybaid MWG durchgefiihrt.

In die Reaktion werden 1 ug RNS eingesetzt, dazu gibt man dann 100 pmol Oligo(dT),; Primer,
was 1 ul Oligonukleotid mit der Konzentration von 0,5 ug/ul entspricht und fillt den
Reaktionsansatz mit DEPC-Wasser auf 11 ul auf. Die RNS wird nun fir 10 min bei 65°C
denaturiert, danach sofort auf Eis gestellt. Nacheinander gibt man 4 ul 5x RT-Puffer, 2 ul 100
mM DTT, 2 ul dNTP-Mix und 1 ul (50 Units) Expand;,, Reverse Transkriptase zu, mischt kurz
und inkubiert 1 Stunde bei 42°C. Die Reaktion wird auf Eis gestoppt und bis zur Verwendung
bei -20 °C gelagert.

Die RT-PCR wird analog zur PCR durchgefiihrt. Es werden 2 ul der synthetisierten cDNS pro
20 ul Ansatz verwendet. Die PCR-Bedingungen entsprechen den Angaben in den Tabellen
der Oligonukleotide. Es werden 35 Amplifikationszyklen gefahren.

4.4 ARBEITEN MIT PROTEINEN

Im Rahmen der Arbeit wurden Faktor H (FH) und die Faktor H verwandten Proteine 1 und
2 (FHRP1/2) in Serum und Liquor analysiert. Beides wurde mittels SDS-PAGE (Laemmli, 1970)
aufgetrennt. Die Gele werden geblottet und die Blots anschlieRend mit verschiedenen Antikérpern
gegen FH und FHRP1 und 2 detektiert.

4.4.1 SDS-POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Serum- und Liquorproben werden 10%ige SDS-Polyacrylamid (PAA) Cele
hergestellt (Laemmli, 1970, Sambrock et al., 1989). Wahrend das Sammelgel polymerisiert,
bereitet man die Proben vor. Vom Serum werden 2 ul vom Liquor 10 ul pro Tasche aufgetragen.
Die Proben werden mit gleichem Volumen 2x nicht-reduzierendem Auftragspuffer gemischt

und 5 min bei 95°C im Heizblock denaturiert. Wahrenddessen spannt man die Cele in die



METHODEN 70

Laufkammer, fillt Laufpuffer ein, zieht die Kimme und spiilt die Geltaschen aus. Die denaturierten
Proben werden kurz abzentrifugiert und dann aufgetragen. Der Gellauf startet mit 50 V bis
die Proben in die Taschen eingelaufen sind, danach erhéht man auf 75 V fiir die Laufstrecke

im Sammelgel und schlieflich 95 V bis zum Ende des Laufs.

SDS-PAA-Trenngel: 10%ig, 10 ml
H,0O 4 ml
Acrylamid (29:1) 3,4 ml
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 2,5 ml
10% SDS 100 ul
10% APS 100 ul
TEMED 4yl
SDS-PAA-Sammelgel: 4%ig, 5 ml
H,0O 3,4 ml
Acrylamid (29:1) 0,85 ml
1 M Tris/HCI, pH 6,8 626 ul
10% SDS 50 ul
10% APS 50 ul
TEMED 5 ul
Laufpuffer: 25 mM Tris
192 mM Clycin
0,1% SDS
2x nicht-reduzierender Auftragspuffer: 0,1 M Tris/HCI, pH 6,8

20% Cilycerol
4% SDS; Bromphenolblau

4.4.2 WESTERNBLOT

Dies SDS-PAA-Cele werden nach Abschlull des Laufs auseinandergebaut und 5 min in
Transferpuffer dquilibriert. Blottingschwdamme, Filterpapiere (GB 002) und Nitrocellulosetrans-
fermembranen (Protran BA85 Cellulosenitrat Membran, Schleicher und Schiill) werden ebenfalls
in Transferpuffer befeuchtet. Das Gel wird dann luftblasenfrei auf ein Blottingpapier transferiert
und auf einen Schwamm gelegt. Auf das Gel legt man die Nitrocellulosemembran, ein weiteres
Whatmanpapier und einen Schwamm. Dieses »Sandwich« wird dann in die mit Transferpuffer
geflillte Blottingapparatur eingespannt, so daf$ die Proteine aus dem Gel in Richtung Anode
wandern und an der Nitrocellulosemembran haften bleiben. Der Transfer erfolgt Gber Nacht
unter Wasserkihlung bei 25 V/50-150 mA.
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Transferpuffer: 12 mM Tris
96 mM Cilycin
20% Methanol

4.4.3 IMMUNDETEKTION VON WESTERNBLOTS

Alle folgenden Inkubationen werden bei Raumtemperatur auf einem Schiittler durchgefiihrt.
Fiur die Behandlung der Membran gelten die gleichen Hinweise wie fiir Southern- und
Northernblots. Die primdren und sekunddren Antikdrper werden mit Waschpuffer verdiinnt
und die Inkubationen zur Ersparnis von Reagenzien in Plastikfolie durchgefiihrt. Angaben zur
jeweiligen Antikorper-Verdiinnung befinden sich in Kap 3.7.

Der Westernblot wird auseinandergebaut, die Membran markiert und 5 min in PBS gewaschen
bevor sie eine Stunde zur Absattigung unspezifischer Proteinbindungsstellen in Blockierungspuffer
inkubiert wird. Nach kurzem Waschen (5 min) in Waschpuffer folgt eine 1 stiindige Inkubation
mit dem ersten Antikérper, der in Blockpuffer verdinnt wird. Uberschissiger Antikdrper wird
durch Waschen (dreimal 5 min mit Waschpuffer) entfernt. AnschlieBend wird der Blot 45 min
mit dem sekunddren Antikérper-AP-Konjugat inkubiert. Nichtgebundenes Konjugat wird in
den folgenden 3 Waschschritten, jeweils 10 min mit Waschpuffer, entfernt. Die Membran wird
nun 5 min in Assaypuffer dquilibriert, der mit seinem alkalischen pH-Wert die Reaktions-
bedingungen fiir die alkalische Phosphatase optimiert. AnschlieRend inkubiert man ebenfalls
5 min in N-Block, danach wieder 5 min in Assaypuffer und gibt schlieflich die Substratlésung
zu, die auch 5 min auf der Membran bleibt. Jetzt wird iberschiissige Substratlésung entfernt,
die Membran in Plastikfolie eingeschweifSt und zundchst 10 min auf einen Réntgenfilm exponiert.

Nach Entwicklung des ersten Films entscheidet man tber weitere Expositionszeiten.

10x PBS: 0,58 M Na,HPO,x 2H,0
0,17 M NaH,PO,x H,0
0,68 M NaCl
In deionisiertem Wasser l6sen, pH auf 7,3-7,4 einstellen und autoklavieren.

Waschpuffer: PBS mit 0,1% Tween 20

Blockierungspuffer:  PBS mit 0,1% Tween 20 und 0,2% I-Block durch vorsichtiges Erwdrmen
l6sen. Nicht kochen.

Kit: Western-Light™ Chemiluminescent Detection System, Tropix
Assaypuffer: 0,1 M Diethanolamin
1T mM MgCl,

pH mit 1T M HCI auf 10 einstellen.
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N-Block: 5% N-Blockreagenz (Bestandteil des Kits) in Assaypulffer.

Substratpuffer: 1T ml Assaypuffer + 10 ul CDP*-Stocklésung

4.5 ZELLKULTUR
Alle Arbeiten mit eukaryontischen Zellen wurden unter der Sterilbank durchgefihrt.

4.5.1 KULTIVIERUNG VON GLIOMAZELLINIEN

Gewebekulturzellen werden in flissigem Stickstoff aufgewahrt. Zum Auftauen entnimmt man
ein Réhrchen und inkubiert es bei 37°C im Wasserbad, bis nur noch ein kleiner Eisklumpen
zu sehen ist. Man uberfiihrt die Zellen dann sofort in eine mit Medium vorbereitete
Zellkulturflasche. Sie werden in ca. 10 ml Medium ausgesat und im Brutschrank bei 37°C,
95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, gehalten. Das Wachstum der Zellen wird jeden Tag unter
dem Mikroskop tberpriift. Wenn die Zellzahl zu dicht wird, mufs man die Zellen in eine grofsere
Flasche umsetzten oder einen Teil ernten. Adhdrente Zellen wie die hier geziichteten Gliomazellen
miissen vor dem Umsetzen abgel6st werden. Das geschieht durch Inkubation mit Trypsin-EDTA-
Losung (T.E.) bei 37°C im Brutschrank. Man wascht die Zellen einmal mit PBS und gibt dann
einige ml T.E. zu, so dafs der Boden der Flasche bedeckt ist. Wenn sich die Zellen durch leichtes
Klopfen am Boden der Kulturflasche abldsen (bei den verwendeten Zelllinien beginnt dies nach
1-2 min) beendet man die T.E.-Behandlung durch Zugabe von 10-15 ml Medium. Man pipettiert
auf und ab, |6st dabei die Zellen vom Flaschenboden und resuspendiert sie sorgféltig. Dies
dient zur Vorbereitung der Zellzahl-Bestimmung. 10 ul der Zellsuspension, oder einer Verdiinnung
werden 1:2 mit Trypanblau versetzt und mit Hilfe eine Neubauerzahlkammer ausgezahlt. Man
zahlt nur die lebenden Zellen, d.h. diejenigen, die nicht mit Trypanblau angefarbt sind. Die

Zellzahl wird nach folgender Cleichung bestimmt:

Zellen/ml = Mittelwert der Zellen in 4 GroBquadraten x Verdiinnungsfaktor x 107,

wobei 10" die Umrechnung von 0,1 ul, dem Volumen in einem GroRquadrat der Zihlkammer,
auf 1T ml darstellt.

Ein Teil der so behandelten Zellen wird geerntet, also 5 min bei 1000 rpm sedimentiert, mit
PBS gewaschen und weiterbehandelt (DNS/RNS-Isolierung) oder bis dahin bei -80°C als Sediment
eingefroren. Die restlichen Zellen kann man dann je nach Bedarf entweder wieder aussden

oder lebend einfrieren. Dazu zentrifugiert man sie 10 min (1100 rpm, 4°C). Das Sediment
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wird in eisgekithltem Einfriermedium suspendiert, man stellt die Zellzahl auf ca. 10°107 pro
ml ein und transferiert die Suspension in sterile Kryoréhrchen. Diese werden Gber Nacht bei

-80°C eingefroren und anschliefend in den Stickstofftank tGberfthrt.

Kulturmedium: RPMI 1640 + Glutamin, komplettiert mit
10% FCS
1T mM Natrium-Pyruvat
50 U/ml Penicillin
50 ug/ml Streptomycin

Trypsin-EDTA-Losung: ~ 0,05% Trypsin; 0,02% EDTA
In PBS, pH 8,0 ansetzen.

Trypanblau: 0,5% Trypanblau in PBS
PBS: 139,9 mM NaCl
2,7 mM KCl

10,1 mM Na,HPO x H,0
1,8 mM KH,PO,
Mit bidest. Wasser ansetzen, pH auf 7,4 einstellen und autoklavieren.

Einfriermedium: 10% DMSO
20% FCS
70% RPMI

4.5.2 STIMULIERUNG VON GLIOMAZELLINIEN MIT IFNg IL4 UND IL6

Zu 50-60% konfluente Zellen wurden fiir 48 Stunden mit 400 Units IFNg pro ml Medium
stimuliert. Die Zellen wurden nach 11 Stunden mit je 10 ml Medium gefittert, nach 48 Stunden
abtrypsiniert und geerntet. Die Zellsedimente wurden bei -80°C bis zur RNS-Isolierung aufbewahrt.
Die Stimulationen der Zellinien mit IL4 und IL6 wurden von Sabine Maier durchgefiihrt. Die
Zellen wurden fiir 48 Stunden mit je 500 Units IL4 bzw. IL6 pro ml Medium inkubiert und

wie oben beschrieben behandelt.

IFNg: human rekombinant (Tebu, Frankfurt am Main)
IL4: human rekombinant (Institut fir Immunologie, LMU Miinchen)
IL6: human rekombinant (Promocell, Heidelberg)
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5 ERGEBNISSE

5.1 DIE GENOMISCHE ORGANISATION DER FAKTOR H-GENFAMILIE

Eines der wichtigsten Ziele der Arbeit war die Aufklarung der genomischen Organisation der
Faktor H-Genfamilie. Liegen alle Gene, die fiir die bisher entdeckten Proteine und mRNS kodieren
in derselben Region auf Chromosom 1g32? Wenn ja, wie sind die Gene angeordnet und wie
eng sind sie gekoppelt? Gibt es noch weitere HF1-verwandte Gene? Um diese Fragen beantworten
zu kénnen, wurden 6 YAC-und 4 BAC-Klone isoliert und mit verschiedenen Mitteln charakterisiert,

um letztendlich eine auf Restriktionsanalyse basierende Genkarte der Region zu erhalten.
5.1.1 ANALYSE VON FAKTOR H-YAC-KLONEN

Ausgangspunkt fir die Analyse der Faktor H-Genfamilie waren 6 Mega YAC-Klone (Research
Genetics), die aus der humanen Mega YAC-Bibliothek der Firma isoliert wurden (Kap. 4.2.1-4.2.3).
Die erste Charakterisierung der YAC-Klone erfolgte mit PCR: es wurden verschiedene fiir HFT,
2, 3, 4 und HF5 spezifische Oligonukleotidpaare verwendet (Kap. 3.6).

Der YAC G1 wurde erst spéter isoliert und daher wurden nicht alle einleitenden Charakterisierungs-

ansdtze mit ihm durchgefiihrt.

5.1.1.1 DIFFERENZIERUNG VON HF1- UND HF2-GENSEGEMENTEN UBER PCR UND PvuU II-VERDAU

Zum besseren Verstandnis der Oligonukleotidbezeichnungen und der PCR-Ergebnisse sind
in der folgenden Abbildung die amplifizierten Gensequenzen von HF1, HF2, HF3, HF4 und
HF5 mit den verwendeten Oligonukleotiden (Kap. 3.6) und AmplifikatgroBen aufgefiihrt. Die

PCR-Ergebnisse sind anschliefend in Tabelle 1 zusammenfaft.
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Tabelle 1: PCR-Ergebnisse der Faktor H YAC-Klone

Oligonukleotidpaare YACA8 | YACB2 | YACC2 | YACG1 | YACH5 | YACF9
HF1/4: SCR6s/7as 600 bp | 600 bp | 600 bp | 600 bp | 600 bp | 600 bp
HF1: SCR10s/11as 1500 bp | 1500 bp | 1500 bp | 1500 bp | 1500 bp -

HF1: SCR14s/16as 3700 bp | 3700 bp | 3700 bp | 3700 bp | 3700 bp -

HF1: SCR15s/16as 3200 bp | 3200 bp | 3200 bp | 3200 bp | 3200 bp -

HF1: SCR16s/17as 1300 bp | 1300 bp | 1300 bp | 1300 bp | 1300 bp -

HF1/2: SCR4s/3'UTas 1400 bp | 1400 bp | 1400 bp | 1400 bp | 1400 bp | 1400 bp
HF3: “ 1300 bp | 1300 bp - 1300 bp | 1300 bp | 1300 bp
HF2/3: SCR1s/2as 1400 bp - - 1400 bp - 1400 bp
HF2: SCR2s/3 intron as 1400 bp - - 1400 bp - 1400 bp
HF4: HF4 4s/HF4 5as 3500 bp - - 3500 bp - 3500 bp
HF5: “ 3100 bp | 3100 bp | 3100 bp | 3100 bp | 3100 bp | 3100 bp
HF5: HF4 4s/HF5 5as 3100 bp | 3100 bp | 3100 bp | 3100 bp | 3100 bp | 3100 bp
F13B: C/D 200 bp | 200 bp - 200 bp | 200 bp | 200 bp

In der ersten Spalte sind die verwendeten Oligonukleotidpaare aufgelistet (Sequenzen und PCR-Bedingungen
siehe Kap. 3.6). Die sechs weiteren Spalten beinhalten die GroBen der Amplifikate, die fiir die untersuchten
YAC-Klone erhalten wurden. Sind zwei GroBen, z.B. bei HF4, in einer Spalte angegeben, wurden zwei unterschiedlich
grolle Amplifikate in der PCR-Reaktion erzeugt. »-« steht fiir fehlendes PCR-Produkt, d.h. der zu amplifizierende
Genabschnitt befindet sich nicht auf dem YAC. Manche Oligonukleotidpaare sind nicht genspezifisch (SCR6s/7as,
SCR4s/3'UTas, SCR1s/2as und HF4 4s/5as). Die Grofen und die Herkunft der zusatzlichen PCR-Amplifikate sind
dann in der zweiten Zeile angegeben.

Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, dafS nur die YAC A8 und G1 positiv fir alle getesteten
Oligonukleotide zur Amplifikation der HF1-Genfamilie und des Gens fiir F13B sind. Die YAC
B2 und H5 sind positiv fir HF1 und F13B, ihnen fehlen jedoch die HF2- und HF4-spezifischen
Amplifikate. Dies konnte bedeuten, daf® diese YAC nur einen Teil der HF1-Genfamilie enthalten
und deshalb HF2 und HF4 fehlen. Es konnte jedoch auch ein Hinweis auf Chimdrismus dieser
YAC oder das Vorhandensein einer internen Deletion sein. Der Klon C2 zeigt HF1- und HF5-
spezifische Amplifikate, wogegen HF2, HF4 und F13B nicht nachweisbar sind. Ebenso wie
bei den YAC B2 und H5 kdnnte dies auf Chimdrismus bzw. Deletionen hinweisen. Auch F9
enthalt nicht alle getesteten Genabschnitte: es fehlen die HF1-spezifischen PCR-Produkte. Dieses
YAC sollte an einem Ende kiirzer sein als die anderen und mit A8 und G1 Gberlappen.

Eine zusitzliche Bestatigung der Anwesenheit des 3-Endes von HF1, HF2 und HF3 erhdlt man
durch PCR-Amplifikation mit dem Oligonukleotidpaar SCR4s/3'UTas (die Bezeichnung ist vom
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HF2-Gen abgeleitet). Die 3'-Enden dieser Gene kénnen in einer PCR-Reaktion amplifiziert
werden. Die von HF1 und HF2 stammenden Amplifikate sind gleich grof® (1400 bp), das HF3-
spezifische Produkt ist kleiner (1300 bp). Das HF2-spezifische Produkt kann mittels
Restriktionsverdau mit Pvu Il vom HF1-spezifischen PCR-Produkt unterschieden werden (siehe
auch Kap. 5.3). Pvu Il schneidet nur im Genabschnitt von HF2 und verkiirzt das Amplifikat
um 244 bp. Wird das Amplifikat nicht geschnitten, kann man davon ausgehen, dal$ HF2 bzw.
dessen 3'-Ende in der amplifizierten DNS fehlt. Die Ergebnisse fiir die 6 YAC sind in Abbildung
10 dargestellt.

HOM-2 A8 B2 C2 F9 Gl H5
M -+ -

T S T B HE1

- ?V&"'V’Vr"!"/ HF2

e

Abbildung 10: Pvu Il-Restriktion der amplifizierten
3'-HF-Genabschnitte.

Pvu II-Restriktion der Amplifikate mit den Oligonukleotiden SCR4s/3'UTas aus den YAC-Klonen und der genomischen
Kontroll-DNS. Es sind jeweils unverdautes (-) und Pvu ll-verdautes (+) Amplifikat der getesteten DNS aufgetragen.
In den ersten beiden Spuren befindet sich die Kontroll-DNS (humane B-LCL HOM-2), daran anschliefend die
getesten YAC-DNS. »M« bezeichnet den Molekulargewichtsstandard in der linken duBeren Spur. An der rechten
Seite der Abbildung ist die Genzuordnung der Banden angegeben. Das von HF1 stammende Amplifikat hat eine
Grole von 1400 bp, das mit Pvu Il geschnittene, von HF2 stammende Produkt, ist um 244 bp kleiner und die
HF3 spezifische Bande ist ca. 1300 bp groB. Ein HF3-spezifisches Fragment wird aus genomischer DNS nur in
HF2-defizienten Genomen amplifiziert.

Die PCR-Amplifikate der Klone A8, G1 und F9 sind mit Pvu Il restringierbar, d.h. das Amplifikat
stammt zur Halfte (bei A8 und G1) bzw. ausschlieSlich (bei F9) vom HF2-Gen. A8 und G1
tragen also die 3-Enden von HF1 und HF2 und sind ebenso fiir das 3'-Ende von HF3 positiv.
F9 fehlt das 3'-Ende von HF1, diejenigen von HF2 und HF3 sind vorhanden. Die Amplifikate
der YAC H5, B2 und C2 werden von Pvu Il nicht geschnitten. Ihnen fehlt folglich das 3'-Ende
von HF2, wohingegen HF1 und im Falle von H5 und B2 dazu auch HF3 vorhanden sind.

HOM-2 A8 B2 C2 F9 H5 G1
HF1 + + + + - + +
HF2 + + - - + - +
HF3 - + + - + + +

Tabelle 2: Hier sind die Ergebnisse des Pvu Il-Verdaus der PCR-Amplifikate mit den Oligonukleotiden SCR4s/3'UTas,
die fir das 3'-Ende von HF1 und HF2 spezifisch sind und bei den YAC-DNS in geringerem Malle auch HF3
amplifizieren, zusammengefal3t. In der oberen Reihe sind die amplifizierten DNS aufgefiihrt, darunter die Ergebnisse
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des Restriktionsverdaus. +: Amplifikat anwesend, -: Amplifikat fehlt. Als Positivkontrolle wurde genomische DNS
der humanen B-LCL HOM-2 eingesetzt. Das HF3-spezifische Amplifikat ist hier nicht sichtbar.

Aus den PCR-Ergebnissen und dem Pvu [I-Verdau gewinnt man bereits einen Eindruck vom
Gengehalt und von méglichen Uberlappungen der YAC. Die Klone A8 und G1 sind bei allen
PCR-Amplifikationen positiv, es ist also wahrscheinlich, dal’ sie alle getesteten Gene (oder
Genabschnitte) enthalten. AufSerdem kann man annehmen, dal$ diese YAC in einem grofSen
Bereich tberlappen. YAC F9 fehlen die HF1-spezifischen PCR-Produkte. Man kann annehmen,
daf8 dieser Klon ebenfalls mit A8 und G1 Gberlappt, jedoch an einem Ende kiirzer als diese
Klone ist, oder, was weniger wahrscheinlich ist, eine interne Deletion tragt.

Der YAC, bei dem einige PCR-Reaktionen negativ sind, ist C2. Ihm fehlen die F13B-, HF2-,
HF3- und HF4-spezifischen PCR-Produkte. C2 ist positiv fir HF1 und HF5, was fir eine
Uberlappung mit A8, G1 und eventuell F9 spricht. Die zwei Klone B2 und H5 liefern identische
Ergebnisse in der PCR-Analyse: sie sind positiv fiir HF1-, HF5- und F13B-spezifische Sequenzen,
wobei HF2 und HF4 nicht nachweisbar sind.

Es ist jedoch wahrscheinlich, daf einige der YAC chimdrisch sind, da die Chimarismusrate von
YAC bei 40-50 % liegt. Eine eindeutige Anordnung der Gene ist nicht aus den PCR-Ergebnissen
ableitbar. Sie muf8 durch Restriktionskartierung, genspezifische Hybridisierung und Sequenzierung
der PCR-Produkte ermittelt werden.

5.1.1.2 SEQUENZIERERGEBNISSE

Zur Uberpriifung, ob die erhaltenen PCR-Produkte auch tatsichlich genspezifisch sind, wurden
einige direkt sequenziert und mitden bekannten HF-Sequenzen verglichen. Alle Sequenzreaktionen
wurden mit fluoreszenzmarkierten Abbruchbasen auf dem Sequenziergerdt der Firma ABI
durchgefiihrt (Kap. 4.1.9). Die Sequenzvergleiche zwischen der HF-Sequenz und den Sequenzen,
die aus den YAC isoliert wurden, befinden sich im Anhang. In der folgenden Tabelle sind die
Amplifikate, die von beiden Seiten sequenziert wurden und die fiir die PCR verwendeten

Oligonukleotide aufgefihrt.

Oligonukleotidpaare (Kap. 3.6) YAC-Klon | AmplifikatgroBe | sequenziertes Gen
HF1 SCR6s/7as (amplifiziert auch A8 600 bp HF1 und HF4
HF4) C2 “ HF1
HF1 SCR16s /17as C2 1300 bp HF1
HF2 SCR2s/3as A8 1400 bp HF2a

F9 “ HF2a
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HF2 SCR1s/2as (amplifiziert auch A8 1400 bp HF2 und HF3
HF3) F9 “ HF2 und HF3
B2 “ HF3
H5 “ HF3
HF4/HF5 SCR4s/5as C2 3100 bp HF5

Tabelle 3: In der Tabelle sind die sequenzierten Amplifikate der YAC-Klone aufgefiihrt. Die Oligonukleotidpaare
SCR6s/7as und HF2 SCR1s/2as amplifizieren HF1- und HF4- Genabschnitte bzw. HF2- und HF3-Genabschnitte.
Da die Amplifikate die gleiche Grofie haben, ist eine Differenzierung durch Sequenzierung méglich. Sind beide
Gene vorhanden, wie z.B. bei YAC A8 SCR6/7, so erhdlt man in der Sequenz an Stellen mit Sequenzunterschied
beide Basen tibereinander. Mit den Oligonukleotiden HF2 SCR2s/3as wird nur das HF2-Gen amplifiziert, von
dem 3 Allele (HF2a, b, c¢) bekannt sind. In den YAC liegt das HF2a -Allel vor.

Nach den Sequenzierergebnissen tragen die getesteten YAC-Klone folgende Gene:

A8 ist positiv fiir HF1-Sequenzen, tragt das HF2a-Allel und das HF3-Gen. HF2 und HF3
unterscheiden sich im sequenzierten DNS-Abschnitt nur in wenigen Basen. An diesen Stellen
erhdlt man in der Sequenz tibereinandergelagert beide Basen. Auch C2, B2 und H5 enthalten
HF1-spezifische Sequenzen. Allen dreien fehlen HF2-Sequenzen, wobei B2 und H5 jedoch
HF3 positiv sind. C2 ist weiterhin positiv fir HF5. Der Klon F9 tragt wie A8 das HF2a-Allel
und das HF3-Gen, ihm fehlen HF1-spezifische Sequenzen. Die Sequenzierergebnisse bestatigen

die aus der Grolke der Amplifikate abgeleiteten Genzuordnungen.
5.1.1.3 SOUTHERNBLOTHYBRIDISIERUNGEN: VERGLEICH YAC-DNS MIT GENOMISCHER DNS

Neben PCR und Sequenzierung zur Uberpriifung des Gengehalts der YAC, sollten sie auch
im Southernblot getestet werden, um feststellen zu kénnen, ob sich Deletionen oder Umlagerungen
in der HF1-Genfamilie befinden. Dazu wurde YAC-DNS (je 500 ng) im Vergleich mit genomischer
DNS (je 10 pg) mit verschiedenen Restriktionsenzymen (Bam HI und Pvu Il) verdaut und auf
einem TPE-Agarose-Cel elektrophoretisch aufgetrennt (Kap. 4.1.3; 4.1.4). Das Gel wurde geblottet
und der Blot mit einer Sonde, die HF1 und HF2 (SCR4s/3'UTas) entdeckt und mit HF3
kreuzreagiert, hybridisiert (Kap. 4.1.5). Als genomische Kontrollen wurde DNS zweier B-LCL
verwendet. Die Zellinie LUY enthalt HF1 und HF2, wogegen OLGA eine Deletion des HF2-Gens
tragt (Cannich, 1994). Aus den Hybridisierungsergebnissen kann man erkennen, daf8 nur YAC
A8 alle die von der Sonde detektierten HF-Gene tragt (Abb. 11 und Abb. 12). Vergleicht man
die YAC-Hybridisierungssignale mit den Signalen der genomischen Kontrollen, fdllt auf, dafd
A8 ein vergleichbares Bandenmuster wie die Kontroll-DNS LUY zeigt, die wie erwahnt HF1
und HF2 Gene tragt. F9 fehlt die HF1-spezifische Bande, B2, C2 und H5 die HF2-spezifische.
Diese Ergebnisse bestdtigen die PCR-Ergebnisse (5.1.1.1). Bei F9 beobachtet man eine Bande

(2500 bp X), die in den Spuren der humanen Kontrollen nicht zu sehen ist. Diese Bande konnte
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vom 3'-Ende des HF1-Cens stammen, das zwar aufgrund der PCR-Ergebnisse in F9 nicht

nachweisbar ist, jedoch mit einem Exon noch auf diesem Klon vorhanden sein muf.

A8 B2 C2 H5 F9  Olga LUY

o ew e W - 3000 HFI
- e W - 2800 HF2
B - 2500 X

D o W o W W 1000 HFIHR2

Abbildung 11: Genomischer Southernblot
der YAC-DNS und humaner Kontroll-DNS.

In den ersten fiinf Spuren ist DNS der 5 YAC-Klone, in den letzten 2 genomische DNS der humanen B-LCL
OLCA und LUY aufgetragen. Die DNS wurde mit Bam HI und Pvu Il restringiert. Der Southernblot wurde mit
einer Sonde, die die 3'-Enden von HF1, HF2 und HF3 entdeckt, hybridisiert (SCR4s/3'UTas). Die von HFT bzw.
HF2 stammenden Fragmente sind am rechten Rand der Abbildung markiert, die Fragmentgréfen sind in bp angegeben
(vergl. Abbildung 12). Auf die mit X markierte Bande wird im Text eingegangen. Die Expositionszeiten betrugen
far die YAC-DNS 1 h, fir die genomische DNS 3 Stunden.

Zur Verdeutlichung der Southernblotergebnisse sind in der folgenden Abbildung die relevanten
Genabschnitte mit den Bam HI- und Pvu II-Schnittstellen von HF1 und HF2 dargestellt. Die
Bam HI-Fragmente, die mit der Sonde SCR4s/3'UTas hybridisieren, sind bei HF1 und HF2
gleich grol’. Zur Differenzierung der 3'-Enden dieser Gene kann man zusatzlich mit Pvu I

restringieren, welches nur im 3000 bp-Bam HI-Fragment von HF2 schneidet.
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Abbildung 12: Restriktionskarten von HF2 und des 3'-Endes von HF1.

Exonsequenzen der Gene sind als Balken dargestellt, Intronsequenzen als Linien zwischen den Balken. Die Zahlen
tber den Exons beziehen sich auf die von ihnen kodierten SCR-Doménen. Restriktionsschnittstellen sind durch
Buchstaben markiert, wobei B = BamH | und P = Pvu Il bedeuten. Es ist nur die Pvu Il-Schnittstelle gezeigt,
die fur die Differenzierung von HF1- und HF2-Amplifikaten von Bedeutung ist.

Die fur den Southernblot eingesetzte Sonde (SCR4s/3'UTas PCR aus cDNS) umfafSt die SCR19 bzw. 4, 20 bzw.
5 und den 3'UT. Homologe Sequenzabschnitte sind durch gleiche Grauschattierungen gekennzeichnet.
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5.1.2 TEST AUF CHIMARISMUS

Da YAC-Klone herstellungsbedingt eine hohe Wahrscheinlichkeit haben chimdrisch zu sein,
wurden die YAC-Klone mittels Alu-PCR und nachfolgender Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH) der Sonden auf Metaphasechromosomen getestet. Diese Versuche wurden freundlicherweise
von Dr. Michael Speicher (Institut fiir Anthropologie und Humangenetik der LMU) durchgeftihrt.
Es stellte sich heraus, daf8 2 (H5 und B2) der 5 untersuchten YAC-chimdrisch sind, d.h. Signale

auf mehreren homologen Chromosomen zeigen.

a) YAC A8 b) YAC C2 c) YAC H5

d) YAC B2 e) YAC F9

Abbildung 13: Test der YAC auf Chimarismus.

FISH mit Alu-PCR-Sonden der DNS der 5 YAC-Klone auf humane Metaphasechromosomen. Die Klone H5 (c)
und B2 (d) sind chimdrisch, da Fluoreszenzsignale auf den Chromosomen 1q32 und zwei bzw. einem weiteren
homologen Chromosomenpaar zu sehen sind. Bei den nicht-chimarischen Klonen A8 (a), C2 (b) und F9 (e)
hybridisieren die Alu-PCR-Sonden nur auf den homologen Abschnitten von Chromosom 1q32.



ERGEBNISSE 82

Nicht chimdrisch waren die Klone A8, C2 und F9. Der YAC-Klon GT1, der erst spater von Research
Genetics bestellt wurde, wurde nicht auf Chimarismus getestet. Aus den Restriktionskarten
ist jedoch zu ersehen, dafs er mit A8 tiberlappt und wahrscheinlich nicht chimarisch ist.

Definitive Aussagen zur Uberlappung der Klone lassen sich jedoch erst nach der Restriktionsanalyse

machen, deren Resultate im anschliefenden Kapitel dargestellt sind.

5.1.3 RESTRIKTIONSKARTEN DER YAC

Zur genomischen Kartierung der YAC wurden Restriktionsansdtze mit zwei verschiedenen Enzymen,
Mlu 'und BssH 11, die humane DNS nur selten schneiden, angesetzt. Die in Agarose immobilisierte
DNS wurde wie unter 4.1.3.4 beschrieben restringiert — vollstandig bis partial — und auf einem
PF-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde nach dem Southern-Transfer mit YAC-End-Sonden, die
entweder den zentromerischen oder azentromerischen Vektorarm binden, hybridisiert (4.1.5.2).
Man erhdlt dadurch nach der Immundetektion als Ergebnis der partiellen Restriktion eine »Leiter«
von Banden, beginnend mit der kleinsten Bande, die den Vektorarm bis zur ersten Schnittstelle
des Restriktionsenzyms in der Insertion reprasentiert. Mit dieser Methode kann man von beiden
Enden aus die Restriktionsschnittstellen bestimmen und gegebenenfalls, wenn das YAC nicht
zu groR ist, eine Uberlappung festellen. Durch Vergleich mit den anderen kartierten YAC erhilt
man im Falle einer Uberlappung der Klone eine Bestitigung der Lage der Schnittstellen und
zum Teil eine Vergroflerung des kartierten Bereichs. Chimdrische Klone zeigen teilweise
Uberlappung und dann wiederum Bereiche, die keine Ahnlichkeiten zu den nicht-chimarischen,
tiberlappenden YAC zeigen. In den folgenden Abbildungen sind die Southernblothybridisierungen
aller 6 YAC mit den zentromerischen und den azentromerischen Vektorsonden aufgefiihrt.
Die davon abgeleiteten Restriktionskarten befinden sich unter den jeweiligen Hybridisierungsergeb-

nissen.
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Abbildung 14: Kartierungsrestriktion von YAC A8 mit Mlu | und BssH Il mit
nachfolgender Southernblothybridisierung mit der zentromerischen und azen-
tromerischen Vektorsonde.

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der zentromerischen und
azentromerischen Vektorsonde. Von den Restriktionen mit den Enzymen Mlu | und BssH Il sind
in der linken &uBeren Spur die vollstindigen Ansétze (10 U Enzym), in den folgenden die unvollstindigen
(2, Tund 0,5 U Enzym) Kartierungsansdtze aufgetragen. Zwischen den Restriktionen mit Mlu | und
BssH 1l befindet sich der Lambda-Concatamer-Langenstandard, die Spur ist mit einem M markiert.
Die Expositionszeiten betrugen drei Stunden, wenn dies nicht ausreichte um alle Banden zu sehen,
wie im Falle von A8 BssH Il zentromerischer Vektorarm, wurde @iber Nacht exponiert. Unter den
Hybridisierungsdaten ist die davon abgeleitete Restriktionskarte des YAC A8 dargestellt. Die Vektorarme
sind durch Dreiecke symbolisiert, die genomische DNS-Insertion durch eine Linie. Die
Restriktionsschnittstellen sind durch Buchstaben markiert, wobei B = BssH Il und M = Mlu | bedeuten.
Die Fragmentlangen befinden sich fiir BssH Il unter, fiir Mlu | Gber der Linie. Die Langen sind in

kb angegeben.

YAC A8 konnte von beiden Seiten vollstandig kartiert werden. Es hat eine Groe von ca. 1250
kb. Auffdllig ist, dal® es nur 2 Mlu I-Schnittstellen besitzt. Das grofste Mlu I-Fragment ist ca.

1000 bp grols.
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Abbildung 15: Kartierungsrestriktion von YAC B2 mit Mlu | und BssH Il mit nachfolgender
Southernblothybridisierung mit den zentromerischen und azentromerischen Vektorarm-Sonden.

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der zentromerischen und azentromerischen
Vektorsonde. Von den Restriktionsansdtzen mit den Enzymen Mlu | und BssH Il sind in der linken dufSeren
Spur die vollstandigen Ansétze (10 U Enzym), in den folgenden die unvollstdndigen (2, 1 und 0,5 U Enzym)
Kartierungsansdtze aufgetragen. Die Expositionszeiten betrugen drei Stunden, wenn dies nicht ausreichte um
alle Banden zu sehen, wie im Falle von YAC B2 BssH Il und Mlu | zentromerische Vektorarmsonde, wurde
Uber Nacht exponiert. Unter den Hybridisierungsdaten ist die davon abgeleitete Restriktionskarte des YAC
B2 dargestellt. Die Vektorarme sind durch Dreiecke symbolisiert, die genomische DNS-Insertion durch eine
Linie. Da sich aus den Hybridisierungsergebnissen keine Uberlappung der Fragmente ergab, ist der mittlere
Teil der Insertion gestrichelt dargestellt. Die Restriktionsschnittstellen sind durch Buchstaben markiert, wobei
B = BssH Il und M = Mlu | bedeuten. Die Fragmentldngen befinden sich fir BssH Il unter, fir Mlu | Gber
der Linie. Die Langen sind in kb angegeben. Zwischen den Restriktionen befindet sich der Molekulargewichtstan-
dard (Lambda-Concatamere), markiert mit einem M.

Der YAC B2 konnte mit diesem PF-GCel nicht vollstandig kartiert werden, da keine tiberlappenden
Fragmente gefunden wurden. Aufgrund des Chimdarismus dieses YAC wurde kein weiteres Gel

angefertigt. Man erkennt keine Uberlappung mit YAC A8.
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Abbildung 16: Kartierungsrestriktion von YAC C2 mit Mlu | und BssH Il mit nachfolgender
Southernblothybridisierung mit den zentromerischen und azentromerischen Vektorarm-Sonden.

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der zentromerischen und azentromerischen
Vektorsonde. Von den Restriktionen mit den Enzymen Mlu | und BssH Il sind in der linken duleren Spur
die vollstandigen Ansdtze (10 U Enzym), in den folgenden die unvollstandigen (2, 1 und 0,5 U Enzym)
Kartierungsansdtze aufgetragen. Unter den Hybridisierungsdaten ist die davon abgeleitete Restriktionskarte
des YAC C2 dargestellt. Die Vektorarme sind durch Dreiecke symbolisiert, die genomische DNS-Insertion
durch eine Linie. Die Restriktionsschnittstellen sind durch Buchstaben markiert, wobei B = BssH [l und M
= Mlu | bedeuten. Die Fragmentliangen befinden sich fiir BssH Il unter, fir Mlu | Gber der Linie. Die Langen
sind in kb angegeben. Zwischen den BssH II- und Mlu I-Restriktionen ist der Molekulargewichtsstandard (Lambda-
Concatamere), markiert mit »M«, aufgetragen.

Bei C2 war eine vollstindige Kartierung méglich, die dargestellte Uberlappung der DNS-Fragmente
wurde mit einem zweiten PF-Cel (nicht gezeigt) mit starkerer Auftrennung der Bande tber
500 kb Grolie bestdtigt. C2 ist 1160 kb grof8 und zeigt eine von A8 verschiedene Restriktionskarte.

Falls C2 mit A8 tiberlappen sollte, dann ist der betreffende Bereich vermutlich relativ klein.
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Abbildung 17: Kartierungsrestriktion von YAC H5 mit Mlu | und BssH 1l mit nachfolgender
Southernblothybridisierung mit den zentromerischen und azentromerischen Vektorarm-Sonden.

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der zentromerischen und azentromerischen
Vektorsonde. Von den Restriktionen mit den Enzymen Mlu | und BssH Il sind in der linken duleren Spur
die vollstandigen Ansdtze (10 U Enzym), in den folgenden die unvollstandigen (2, 1 und 0,5 U Enzym)
Kartierungsansdtze aufgetragen. Unter den Hybridisierungsdaten ist die davon abgeleitete Restriktionskarte
des YAC H5 dargestellt. Die Vektorarme sind durch Dreiecke symbolisiert, die genomische DNS-Insertion
durch eine Linie. Die Restriktionsschnittstellen sind durch Buchstaben markiert, wobei B = BssH Il und M
= Mlu | bedeuten. Die Fragmentldangen befinden sich fiir BssH Il unter, fir Mlu | Gber der Linie. Die Langen
sind in kb angegeben. Zwischen den BssH [I- und Mlu I-Restriktionen sind Lambda-Concatamere, markiert

mit einem »M¢, als Molekulargewichtsstandard aufgetragen.

H5 konnte mit diesem PF-Gel nicht vollstandig kartiert werden. Da dieser YAC chimarisch ist,

wurde auf eine weitere Analyse verzichtet. Auffallend ist, dal$ seine Restriktionskarte nicht mit

den Gbrigen YAC tberlappt und eine Haufung von BssH II- und Mlu I-Schnittstellen in der

Nihe des azentromerischen Arms aufweist.
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Abbildung 18: Kartierungsrestriktion von YAC F9 mit Mlu | und BssH II mit nachfolgender
Southernblothybridisierung mit den zentromerischen und azentromerischen Vektorarm-Sonden.

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der zentromerischen und azentromerischen
Vektorsonde. Von den Restriktionen mit den Enzymen MIu | und BssH Il sind in der linken dufSeren Spur
die vollstindigen Ansitze (10 U Enzym), in den folgenden die unvollstindigen (2, 1 und 0,5 U Enzym)
Kartierungsansatze aufgetragen. Unter den Hybridisierungsdaten ist die davon abgeleitete Restriktionskarte
des YAC F9 dargestellt. Die Vektorarme sind durch Dreiecke symbolisiert, die genomische DNS-Insertion durch
eine Linie. Die Restriktionsschnittstellen sind durch Buchstaben markiert, wobei B = BssH Il und M = Mlu
| bedeuten. Die Fragmentldngen befinden sich fir BssH Il unter, fiir Mlu | Giber der Linie. Die Ldngen sind
in kb angegeben. Zwischen den BssH Il- und Mlu [-Restriktionen sind Lambda-Concatamere als
Molekulargewichtsstandard aufgetragen. Diese Spuren sind mit einem »M« markiert.

F9 ist ca. 900 kb grofs und konnte vollstandig kartiert werden. Dieser YAC hat wie A8 ein grofes
Mlu I-Fragment, was fiir eine Uberlappung der beiden Klone spricht. In Bezug auf die BssH

[I-Schnittstellen scheint F9 eine an beiden Enden verkirzte Insertion von A8 zu enthalten.
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Abbildung 19: Restriktionskarte des YAC-Klons GT1

Die Vektorarme sind durch Dreiecke symbolisiert, die genomische DNS-Insertion durch eine Linie.

Die Restriktionsschnittstellen sind durch Buchstaben markiert, wobei B = BssH Il und M = Mlu

[ bedeuten. Die Fragmentldngen befinden sich fiir BssH 11 unter, fir Mlu | Giber der Linie. Die Langen

sind in kb angegeben.
Vom YAC G1 ist nur die Restriktionskarte dargestellt, da die dazugehorigen Southernblots zu
lange exponiert werden mufiten und deshalb nicht eingescannt werden konnten.
Vergleicht man die Restriktionskarten, so fallt auf, daf8 die Klone A8, F9 und G1 miteinander
tiberlappen. Auch die Klone B2 und C2 kdénnen zur Uberlappung gebracht werden, wogegen
H5 weder mit der einen noch der anderen Gruppe zur Deckung gebracht werden kann. Auf
eine weitere Analyse dieses Klons wurde verzichtet. Im Folgenden wird nur noch auf die Klone
A8, B2, C2, G1 und F9 eingegangen.

5.1.3.1 AUFFINDEN DER HF-GENE AUF DEN YAC

Nachdem die Restriktionskarten der YAC zur Verfligung standen, wurden dieselben Southernblots
mit verschiedenen Sonden hybridisiert, um die interessierenden Gene Restriktionsfragmenten
zuordnen zu koénnen. Alle verwendeten Sonden, die Gber PCR gewonnen und markiert wurden,
sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt (sieche auch Abbildung 9). Die zugehorigen
Southernblothybridisierungsergebnisse befinden sich in den Abbildungen unter der Tabelle.

Tabelle 4: Sonden fiir die Southernblothybridisierungen

Sonde DNS-Quelle detektierte Gene

HF1 SCR1s/2as Leber cDNS HF1

HF1/HF2 SCR4s/3'UTas Leber cDNS HF1, HF2 und schwach HF3
HF2 SCR1s/2as genomische DNS HF2 und HF3

HF3 2s/4as Leber cDNS HF3 und schwach HF2

HF4 SCR4s/SCR5as Leber cDNS HF4 und HF5
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HF5 SCR4s/SCR5as Leber cDNS HF5 und HF4
F13B C-D genomische DNS F13B

YAC A8

Der YAC-Klon A8 hybridisiert mit allen verwendeten Sonden. Am zentromerischen Vektorarm

HF1 HF1/2 (HF3) HF2/3 HF3 (HF2) HF4 (HF5) HF5 (HF4) F138
MiulBssHII MiulBssHII MiulBssHII MiulBssHII M MiulBssH Il Miu | BssH Il Miu | BssH I
- | - . RS | o« - 1 - . « .
- - - - » 1000—| e
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F13B < : zenfromerischer Vekforarm

Abbildung 20: Hybridisierungsergebnisse und Restriktionskarte von YAC A8

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der vollstindigen Restriktionen mit
BssH Il und Milu I. Die FragmentgrofRen, an den Seiten der Abbildungen angegeben, sind in kb zu lesen.
Im unteren Teil ist die Restriktionskarte des YAC abgebildet. Unter der Karte befinden sich die
Hybridisierungssignale der verschiedenen Sonden, symbolisiert durch Kastchen in unterschiedlichen Farben
(Legende siehe linke untere Ecke). Es wurde jeweils die kleinsten hybridisierenden Fragmente gekennzeichnet.
Die meisten HF-Sonden sind in der Hybridisierung nicht genspezifisch. Die Gene, mit denen diese Sonden
kreuzreagieren, sind in Klammern angegeben. Die Fragmentgrofien befinden sich im Falle von Mlu I Gber
der Restriktionskarte, im Falle von BssH Il unter derselben. Als Molekulargewichtsstandard (»M«) wurden Lambda-

Concatamere aufgetragen.
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ist das 5'-Ende des HF1-Gens lokalisiert. Daran anschliefSend folgt die Hybridisierung des HF2-Gens
auf einem 100 kb groen BssH I[I-Fragment. Mit demselben Fragment reagieren auch die Sonden
fur die Gene HF3, HF4 und HF5. Diese Sonden reagieren auch mit dem folgenden 290 kb
grollen BssH Il-Fragment. Die F13B-Sonde hybridisiert ausschlieSlich mit dem 290 kb BssH

ll- Fragment. Aus den Daten ist folglich keine definitive Genanordnung festlegbar.

YAC F9
Die Hybridisierungssignale des YAC F9 sind vergleichbar mit denen des Klons A8. Im Gegensatz

HF1/2 (HF3) HF3 (HF2) HF4 (HF5) HF5 (HF4) F13B
M Miu | BssH Il Miu | BssH I Mlu IBssH [IMIu | BssH I Miu | BssH |l

- - - - - - ca. 900

= O & * A A&
s
s
s afd o6 - o 6 ~100/105 "
. BSS
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Abbildung 21: Hybridisierungsergebnisse und Restriktionskarte von YAC F9

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der vollstandigen Restriktionen mit
BssH Il und Mlu 1. Die Fragmentgrofen, an den Seiten der Abbildungen angegeben, sind in kb zu lesen.
Im unteren Teil ist die Restriktionskarte des YAC abgebildet. Unter der Karte befinden sich die
Hybridisierungssignale der verschiedenen Sonden, symbolisiert durch Kastchen in unterschiedlichen Farben
(Legende siehe linke untere Ecke). Es wurde jeweils die kleinsten hybridisierenden Fragmente gekennzeichnet.
Die meisten HF-Sonden sind in der Hybridisierung nicht genspezifisch. Die Gene, mit denen diese Sonden
kreuzreagieren, sind in Klammern angegeben. Die FragmentgrofSen befinden sich im Falle von Mlu | Gber
der Restriktionskarte, im Falle von BssH Il unter derselben. Als Molekulargewichtsstandard (»M«) wurden
Lambda-Concatamere aufgetragen.

zu diesem YAC fehlen F9 jedoch die HF1-spezifischen Hybridisierungssignale: er reagiert nicht
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mit der Sonde fir HF1 SCR1/2 und war wie bereits beschrieben in der PCR negativ fir alle
HF1-spezifischen Amplifikationen.

YAC C2
Das YAC C2 zeigt Hybridisierungssignale mit den Sonden fiir HF1, HF4, HF5 und der Sonde
die sowohl das HF1- als auch das HF2-Gen erkennt und mit dem HF3-3'-Ende kreuzreagiert

HF1 HF1/2 (HF3)  HF4 (HF5) HF5 (HF4)  PCP-2
M Miu I BssH Il Mlu | BssH Il Miu | BssH i Miu | BssH I BssH I
- @ — 240 & | — 440
- E 7 —120 ’
- o0 =3
- — 40 — | . q

M/B B BBM B M 145 M 120BB M40
< | 1H | | | R
430 10 <90
B: BssH I ———— HF1 (SCR1/2)
M: Miu | — HF1/2 (SCR4/3'UT)
<] : azentromerischer Vektorarm mmm  HF4 (SCR4/5)
< : zentromerischer Vektorarm == HF5 (SCR4/5)
S 5-UT PCP-2

Abbildung 22: Hybridisierungsergebnisse und Restriktionskarte von YAC C2

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der vollstandigen Restriktionen mit
BssH Il und Milu I. Die FragmentgrofRen, an den Seiten der Abbildungen angegeben, sind in kb zu lesen.
Im unteren Teil ist die Restriktionskarte des YAC abgebildet. Unter der Karte befinden sich die Hybridisierungs-
signale der verschiedenen Sonden, symbolisiert durch Késtchen in unterschiedlichen Farben (Legende siehe
rechte untere Ecke). Die meisten HF-Sonden sind in der Hybridisierung nicht genspezifisch. Die Gene, mit
denen diese Sonden kreuzreagieren, sind in Klammern angegeben. Es wurde jeweils die kleinsten hybridisierenden
Fragmente gekennzeichnet. Die Fragmentgroflen befinden sich im Falle von Mlu | Gber der Restriktionskarte,
im Falle von BssH Il unter derselben. Als Molekulargewichtsstandard (»M«) wurden Lambda-Concatamere
aufgetragen.

(SCR4s/3'UTas). Das 5'- (Sonde SCR1/2) und das 3'-Ende (Sonde SCR4s/3'UTas) des HF1-Gens
hybridisiert auf ein 120 kb grofSes Mlu I-Fragment. Es wird auf der zum zentromerischen Arm

weisenden Seite von einem Fragment, das mit der HF4- und HF5-Sonde hybridisiert, flankiert.
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Neben den HF1-verwandten Genen wurde der 5'-UT-Bereich des Gens fiir die Rezeptorphos-

phatase 2 (PCP-2) auf YAC C2 lokalisiert (sieche Ende dieses Kapitels und Kap. 5.2.1).

YAC B2
YAC B2 reagiert mit allen getesteten Sonden. Alle hybridisierenden Fragmente liegen am

zentromerischen Arm. Man kann davon ausgehen, dal8 sich der chimdrische Teil des Klons

HF1/2 HF 2/3 HF4/5 F13B
BssH Il Miu | BssH Il Miu | BssH Il Miu | BssH Il Miu |

| ! - ! o [F & co000k
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: " HF2/3 (SCR1/2)
sss———— ————  H[4 (SCR4/5)
[Ee e I T

Abbildung 23: Hybridisierungsergebnisse und Restriktionskarte von YAC B2

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der vollstandigen Restriktionen
mit BssH 1l und Mlu I. Die FragmentgrofRen, an den Seiten der Abbildungen angegeben, sind in kb
zu lesen.

Im unteren Teil ist die Restriktionskarte des YAC abgebildet. Unter der Karte befinden sich die
Hybridisierungssignale der verschiedenen Sonden, symbolisiert durch Késtchen in unterschiedlichen
Farben (Legende siehe rechte untere Ecke). Die meisten HF-Sonden sind in der Hybridisierung nicht
genspezifisch. Die Gene, mit denen diese Sonden kreuzreagieren, sind in Klammern angegeben. Es
wurde jeweils die kleinsten hybridisierenden Fragmente gekennzeichnet. Die Fragmentgrofen befinden
sich im Falle von Mlu | Uber der Restriktionskarte, im Falle von BssH Il unter derselben. Als
Molekulargewichtsstandard (»M«) wurden Lambda-Concatamere aufgetragen.
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am anderen Ende befindet, da dort auch keine Ubereinstimmungen mit den anderen YAC

zu finden sind.

YAC G1 wurde erst spater isoliert. Da nun bekannt war, daf$ die meisten Sonden kreuzhybridis-

YAC G1
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Abbildung 24: Hybridisierungsergebnisse und Restriktionskarte von YAC G1

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der vollstandigen Restriktionen
mit BssH Il und Mlu 1. Die Fragmentgrofien, an der Seite der Abbildung angegeben, sind in kb zu lesen.
Im unteren Teil ist die Restriktionskarte des YAC abgebildet. Unter der Karte befinden sich die
Hybridisierungssignale der verschiedenen Sonden, symbolisiert durch Késtchen in unterschiedlichen Farben
(Legende siehe rechte untere Ecke). Die Fragmentgrofen befinden sich im Falle von Mlu | Gber der
Restriktionskarte, im Falle von BssH Il unter derselben. Als Molekulargewichtsstandard (»M«) wurden Lambda-
Concatamere aufgetragen.

ieren und die HF-Genfamilie eng gekoppelt liegt, wurde dieser Klon nur mit zwei Sonden
hybridisiert: mit der F13B detektierenden und mit einer Sonde, die mit HF1 und 2 reagiert
(SCR4s/3'UTas). Die F13B-Sonde reagiert mit einem 290 kb BssH II-Fragment, das man ebenso
bei den anderen F13B-positiven YAC findet. Die HF-positiven Fragmente liegen alle am
azentromerischen Arm. Fragmente vergleichbarer Grofle erhielt man auch bei YAC A8.

Die Hybridisierungsergebnisse zeigen, daf8 alle bisher entdeckten Faktor H verwandten Gene

und HF1 selbst relativ eng gekoppelt liegen. Das Gen kodierend fiir F13B, das in fritheren
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Studien in die Nahe von HF1 lokalisiert worden war, wurde ebenfalls auf den YAC liegend
gefunden. In der folgende Abbildung sind die Hybridisierungsergebnisse und die Restriktionskarten
der nicht-chimarischen YAC A8, C2 und F9 und des chimdrischen YAC B2 aufgefiihrt. Vergleicht
man die Restriktionskarten und Hybridisierungsdaten der YAC, liegt ein Uberlappen mancher
Klone nahe. YAC F9 Uberlappt vollstindig mit YAC A8, ist jedoch an beiden Enden kiirzer als
A8. YAC F9 fehlt das HF1-Gen, was aufgrund der PCR-Ergebnisse schon ersichtlich war. Mit
diesen zwei YAC tiberlappt auch der Klon G1. Er ist an beiden Seiten ldnger als A8. Die Klone
C2 und B2 kénnen nicht mit den drei tiberlappenden Klonen zur Deckung gebracht werden.
Sie Uberlappen jedoch an je einem Ende miteinander.

In der folgenden Abbildung sind die fiinf YAC mit den abgeleiteten Genlokalisationen dargestellt.
Die von den 2 YAC-Contigs, A8, F9 und G1 bzw. C2 und B2, (iberspannte genomische Region
ist ca. 1,5 bzw. 1,4 Mb groB.

Die Faktor H-Genfamilie einschliellich dem Gen fir F13B, erstreckt sich tiber 450 kb, wobei
HF1 100-120 kb groB ist. Durch die Uberlappung der YAC A8, F9 und G1 konnte folgende
Genanordnung postuliert werden: HF1 mit seiner Transkriptionsrichtung, daran anschliefend
HF4 und HF2, und in nicht aufgekldrter Reihenfolge die Gene HF3, HF5 und F13B. Die YAC
C2 und B2 tberlappen ebenfalls. B2 enthdlt die Gene HF1, HF5, HF3 und F13B, C2 die Gene
PCP-2 (siehe unten), HF1 und HF5.

Beim Versuch das Signalpeptid-kodierende Exon der HF2-Gens mit PCR zu amplifizieren erhielt
man bei YAC C2 als Ausgangs-DNS ein Amplifikat abweichender Grofe (siehe auch Kap. 5.2.1).
Es wurde sequenziert und bei der Datenbanksuche erhielt man Identitdt zum 5-UT des Gens
fur die Rezeptorphosphatase 2 (PCP-2). Der Sequenzvergleich befindet sich im Anhang. Das
PCR-Amplifikat wurde mit DIG markiert als Sonde eingesetzt (siehe Abbildung 22). PCP-2 wurde
bereits vorher durch FISH in die Nahe von HF1 auf Chromosom 1q32 kartiert wurde (Wang,
H. et al., 1996). Unsere Ergebnisse lokalisieren den 5-UT dieses Gens in die Ndhe des 5-Endes
von HF1 auf YAC C2.

Die FragmentgrofRen, die mit gleichen Sonden hybridisieren, variieren zwischen den verschiedenen
YAC geringfligig, was darauf zurlickzufiihren ist, dal$ die PF-Gele nie identisch laufen und sich
deshalb Schwankungen bei der GréRenbestimmung ergeben. In der von den YAC abgeleiteten
Genkarte wurden die GrélRenunterschiede gemittelt. Durch Restriktionskartierung von BAC-Klonen
soll weitere Information tber die Organisation und Orientierung der Gene der Faktor H-Familie

erhalten werden.
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5.1.4 ANALYSE DER FAKTOR H-BAC

Wie aus den YAC-Restriktionskarten hervorgeht, ist aufgrund der Restriktionsfragmente nur
bedingt eine Aussage tber die Orientierung der Gene und deren Anordnung moglich. Zur
Uberwindung dieses Problems wurden humane BAC-Klone gesucht und mittels PCR und
Restriktionskartierung analysiert. Die BAC-Klone wurden tiber PCR mit einem Oligonukleotidpaar,
das die 3'-Enden von HF1, HF2 und HF3 amplifiziert (SCR4s/3'UTas) und einem Oligonukleotid-
paar, dafs HF4 und HF5 (HF4 SCR4s/5as) amplifiziert, aus der humanen BAC-Bibliothek von
Research Genetics isoliert (Kap. 4.2.4 und 4.2.5) und wie in den folgenden Kapiteln beschrieben

analysiert.

5.1.4.1 PCR-ERGEBNISSE

Die vier erhaltenen BAC wurden zuerst mit PCR untersucht. Es wurden die in der Tabelle

aufgefiihrten Oligonukleotidpaare eingesetzt. Die PCR-Bedingungen befinden sich in Kap. 3.6.

Gene/Oligonukleotidpaare BAC A8 BAC B20 BAC M12 BAC P20
HF1/4: SCR6s/7as 600 bp - 600 bp 600 bp
HFx - 900 bp - -
HF1: SCR10s/11as - - 1500 bp 1500 bp
HFx 1600 bp - -
HF1: SCR14s/16as - - 3700 bp 3700 bp
HF1: SCR15s/16as - - 3200 bp 3200 bp
HF1: SCR16s/17as - - 1300 bp 1300 bp
HF1/2: SCR4s/3'UTas 1400 bp - 1400 bp 1400 bp
HF3 - 1300 bp - -
HF2/3: SCR1s/2as 1400 bp 1400 bp - 1400 bp
HF2: SCR2s/3 intron as 1400 bp - - 1400 bp
HF4: HF4 4s/HF4 5as 3500 bp - 3500 bp 3500 bp
HF5 - 3100 bp - -
HF5: HF4 4s/HF5 5as - 3100 bp - -
F13B:C/D - 200 bp - -

Tabelle 5: In der ersten Spalte sind die verwendeten Oligonukleotidpaare aufgelistet (Sequenzen und PCR-
Bedingungen siehe im Kap. 3.6). Die vier weiteren Spalten beinhalten die Amplifikatgréfen der mit PCR untersuchten
BAC-Klone. Sind zwei GroRen, z.B. bei HF4, in einer Spalte angegeben, wurden zwei unterschiedlich grole



ERGEBNISSE 97

Amplifikate in der PCR-Reaktion erzeugt. Bei BAC B20 traten bei zwei Oligonukleotidpaaren (HF1/4 SCR6s/7as
und HF1 SCR10s/11as) Amplifikate mit einer von HF1 abweichenden GroRe auf. Sie sind mit HFx markiert und
konnten von einem bisher nicht beschriebenen HF-Gen stammen (siehe Kap. 5.1.4.4). »-« steht fur fehlendes
PCR-Produkt, d.h. der zu amplifizierende Genabschnitt befand sich nicht auf dem BAC.

Die Ergebnisse der PCR erméglichen eine grobe Charakterisierung der BAC-Klone hinsichtlich
der Gene bzw. Genabschnitte, die sie enthalten. BAC A8 zeigt HF2- und HF4-spezifische PCR-
Amplifikate. HF1 ist nur mit dem Oligonukleotidpaar SCR6s/7as nachweisbar, das jedoch in
Abwesenheit von HF1 auch HF4-Sequenzen amplifiziert. In diesem Fall ist also eine Sequenzierung
des PCR-Produkts notwendig.

Der BAC-Klon B20 weicht in Bezug auf AmplifikatgroBen und Gengehalt von den drei anderen
Klonen ab. Er enthdlt Teile des Gen fiir F13B und ist positiv mit HF3- und HF5-spezifischen
Oligonukleotiden. Die Klone M12 und P20 stimmen Uberein in den HF1- und HF4-spezifischen
Amplifikaten, man kann annehmen, daf$ beide diese Gene oder Teile von ihnen tragen und
iberlappen. P20 ist zusatzlich positiv mit HF2-spezifischen Oligonukleotidpaaren. |hm fehlt
jedoch die HF2-Bande im Pvu II-Verdau des PCR-Amplifikates SCR4s/3'UTas. Von HF2 ist also

T ,
tome A8 B0 MI2 PaO nur der 5-Teil auf diesem BAC.

+ - + -+ -+ -+

M Pvu ll-Restriktionsverdau der Amplifikate mit den

- w ‘ - '.' ~ Heo Oligonukleotiden SCR4s/3'UTas aus den BAC-Klonen
-e ~ und der genomischen Kontroll-DNS. Es sind jeweils

HFS unverdautes (-) und Pvu ll-verdautes (+) PCR-Amplifikat

der getesteten DNS aufgetragen. In den ersten beiden

. ) _ Spuren befindet sich die Kontroll-DNS (humane B-LCL
Abblldur?g' 26: Pvu lI-Restriktionsverdaus HOM-2), daran anschlieRend die getesteten BAC-DNS.
der Amplifikate von BAC A8, B20, M12 und An der rechten Seite der Abbildung ist die Herkunft
P20. der Bande angegeben. Das von HF1 stammende

Amplifikat hat eine GroBe von 1400 bp, das mit Pvu
[I geschnittene, von HF2 stammende Produkt, ist um
244 bp kleiner und die fir HF3 spezifische Bande
ist ca. 1300 bp grol}.

5.1.4.2 SEQUENZIERERGEBNISSE

Einige PCR-Produkte der BAC wurden sequenziert. Die Sequenzierreaktionen wurden zum
grofSten Teil mit fluoreszenzmarkierten Abbruchbasen auf dem Sequenziergerdt von ABI
durchgefiihrt. Ein Teil der Ergebnisse stammt auch vom Sequenziergerat ALFExpress von Pharmacia,
fur das fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide verwendet werden (Kap. 4.1.9). Die
Sequenzvergleiche zwischen der HF-Sequenz und den Sequenzen, die aus den YAC stammen,
befinden sich im Anhang. In der folgenden Tabelle sind die sequenzierten Bereiche mit den

verwendeten Oligonukleotiden aufgefiihrt.
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Oligonukleotidpaar (Kap. 3.6) | BAC | sequenziertes Gen | GroRe des Amplifikates
SCRés/7as (HF1 und HF4) A8 HF4 600 bp
B20 HF x 900 bp
M12 HF4 600 bp
P20 HF4 600 bp
SCR10s/11as B20 HF x 1600 bp
SCR16s/17as (HF1) M12 HF1 1300 bp
SCR2s/3as (HF2) A8 HF2b 1400 bp
SCR1s/2as (HF2 und HF3) A8 HF2 1400 bp
P20 HF2 1400 bp
B20 HF3 1400 bp

Tabelle 6: Hier sind die sequenzierten Amplifikate der BAC-Klone aufgefiihrt. Die Oligonukleotidpaare SCR6s/7as
und HF2 SCR1s/2as amplifizieren HF1- und HF4- bzw. HF2- und HF3-Genabschnitte. Die Amplifikate haben
die gleiche Grole, so daB eine Differenzierung nur durch Sequenzierung moglich ist. Mit den Oligonukleotiden
HF2 SCR2s/3as wird das HF2-Gen amplifiziert, von dem 3 Allele (HF2a, b, c) existieren. BAC A8 tragt HF2b.

5.1.4.3 RESTRIKTIONSKARTIERUNG NACH PFGE UND RESTRIKTIONSKARTEN DER BAC

Zur Erstellung der Restriktionskarten wurden die 4 identifizierten BAC mit 4 verschiedenen

Restriktionsenzymen — Xho |, Eag |, BssH Il und Sal | — verdaut (Kap. 4.1.3.2). Zusatzlich wurde

mit Not | restringiert, das die Insertion aus dem Vektor schneidet. Die DNS wurde mit PFGE

aufgetrennt (Kap. 4.1.4.2), das Gel geblottet und der Blot mit verschiedenen Sonden nacheinander

hybridisiert. Alle verwendeten Sonden sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt und in den

Legenden der BAC-Restriktionskarten angegeben.

Tabelle 7:
Sonde detektierte Gene/DNS Farbkode in Abbildungen
HF1 SCRés/7as HF1 und HF4 gelb
HF1 SCR6s-10as HF1 und schwach HF4 violett
SCR4s/3'UTas HF1, HF2 und schwach HF3 | rot
HF2 SCR1s/2as HF2 und HF3 blau
HF4 SCR4s/SCR5as | HF4 und HF5 grin
HF5 SCR4s/SCR5as | HF5 und HF4 grin
F13B C-D F13B orange
pBR322 Vektor pBeloBACT1 weild
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Aus den Restriktionsfragmenten und den verschiedenen Hybridisierungen wurden die

Restriktionskarten der 4 analysierten BAC abgeleitet. Drei der BAC tberlappen, wie aus den

PCR-Ergebnissen (sieche Tabelle 6) zu erwarten und geben dadurch Anhaltspunkte fiir die

Orientierung, der auf ihnen lokalisierten Gene. Ein BAC, B20, tiberlappt nicht mit den anderen

drei.

Die Ergebnisse der Southernblothybridisierungen und die daraus abgeleiteten

Restriktionskarten der 4 BAC sind in den nachfolgenden Abbildungen dargestellt.

B E/B E E/S B/S M1 S M2S/X E/X B/X X N
: — . w e e e
3 3%“
w1 e
- 5’*"” . Legende:
—~— :
.% .§ Gy & B: BssH I
48502 | O w-- - s e ou B . E:Eagl
38412 ‘ . o ; N: Not |
32745 \ . isio : :§ %0 = owiu s: sall |
gzg% A B X: Xhol
M1: 1 kb-Marker
gégllg\; 3 “: ol M2: BAC-Marker
20323/19994 N oy
15262/15258 < S Verwendete Sonden:
1237913282 & )
12216 — /— ol o HF1/2 45/3'UTas  mmm
10180/ bt e o 2 HF1 6s-10as —
8144 /~— o HF4/5 1s/2as =
6;00782 - E ] HF1 és/7as —
o . P2O | HF2 1s/2as —
L Vektor (V) =
SBBXE/N 5 5 xE « SE/N
X
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130kb

Abbildung 27: PF-Gel mit Hybridisierungsdaten und Restriktionskarte von BAC P20.

Im oberen Teil der Abbildung befindet sich das PF-Gel der verschiedenen Restriktionen des BAC A8. Die
mit den verschiedenen Sonden (siehe Legende) hybridisierenden Banden sind durch farbige Punkte markiert.
Unterhalb ist die von den Hybridisierungs- und Restriktionsschnittstellen abgeleitete Restriktionskarte des BAC
mit einem Malistab dargestellt. Die hybridisierenden Fragmente sind mit einem Kastchen unterlegt, dessen
Farbe sich nach der verwendeten Sonde richtet. Die Erlduterungen zu Abkiirzungen, Symbolen und Sonden
befinden sich in der Legende am rechten Rand der Abbildung. Die Vektorenden, durch Kastchen an den
Enden der genomischen Insertion dargestellt, sind nicht dem Malistab entsprechend abgebildet und dienen
nur der Darstellung der Restriktionsschnittstellen des Vektors. Bei diesem Gel erscheinen die meisten Banden
als Doppelbanden. Es handelt sich dabei um ein Artefakt, das durch den Gellauf verursacht wird.
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P20 ist etwas groBBer als 120 kb und hybridisiert mit der HF1-spezifischen Sonde SCR6-10,
zusatzlich enthalt er das 3'UT-Ende von HF1 (Sonde: SCR4s/3'UTas). Die Hybridisierung mit
den 5-Ende von HF1 (SCR1s/2as) war jedoch negativ, so dal® man davon ausgehen kann, daf§
dieser BAC nicht das gesamte HF1-Gen enthdlt. PCR- und Sequenzierergebnisse zeigten bereits,
dafs P20 SCR1 und 2 von HF2 tragt. Die entsprechende Sonde reagiert mit einem kleinen
Xho I-Endfragment. Zwischen den HF1-Hybridisierungen an einem Ende der Insertion und
der HF2-spezifischen Hybridisierung am anderen Ende befinden sich Fragmente, die mit Sonden
reagieren, die das HF4- und HF5-Gen entdecken (HF4/5 SCR4s/5as) bzw. mit den entsprechenden
Sequenzen kreuzreagieren (HF1 SCR6s/7as). Nach den Sequenzierergebnissen zu urteilen, handelt

es sich dabei um HF4-Gensequenzen.

BAC A8 B EB E ES BSM S MSX EX BX X N
v
Legende:
I B: BssH Il
2850 2 E:Eagl
N N: Not I
38412 : S: Sal |
82745 L\ gi X: Xhol
2027 M1: 1 kb Marker
%718 :‘
218 N | M2: BAC Marker
200 > |
]2(1323’1; gggg ~ Verwendete Sonden:
1870 13282 — 1:HF1/2 45/3'UTas  wmm
12216 ey 2: HF4/5 4s/5as —
814 — 3: HF1 6s/7as —
618 — 4: HF1 6s/10as —
5: HF2 1s/2as —
2072 —— V: Vektor ——
SBBXEN S EN
B B X E X B S %
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50 &0 70 80 0 100 110 Ko

Abbildung 28: PF-Gel mit Hybridisierungsdaten und Restriktionskarte von BAC A8.

Im oberen Teil der Abbildung befindet sich das PF-Gel der verschiedenen Restriktionen des BAC A8. Die mit
den verschiedenen Sonden hybridisierenden Banden sind durch farbige Punkte markiert. Unterhalb ist die von
den Hybridisierungs- und Restriktionsdaten abgeleitete Restriktionskarte des BAC mit einem Mafistab dargestellt.
Die hybridisierenden Fragmente sind mit einem Kastchen unterlegt, dessen Farbe sich nach der hybridisierenden
Sonde richtet. Die Erlduterungen zu Abkiirzungen und Sonden befinden sich in der Legende am rechten Rand.
Die Vektorenden, durch Késtchen an den Enden der Insertion dargestellt, sind nicht dem Malstab entsprechend
abgebildet und dienen nur der Darstellung der im Vektor vorhandenen Restriktionsschnittstellen.
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A8, ca. 100 kb gro, tiberlappt mit P20, ist negativ fiir HF1-spezifische Sonden und positiv
fur die HF2- und HF4/HF5-nachweisenden Sonden. Die Fragmente, die mit HF4/HF5-Sonden

hybridisieren, entsprechen den auf P20 lokalisierten Fragmenten. A8 enthdlt im Gegensatz

zu P20 das gesamte HF2-Gen auf einem 25 kb grofSen Xho 1/BssH II-Fragment.

B EB
P S —
Ly %._
48502 .
Legende:
38412 \,
32745 L 5-—; B: BssH Il
29027 L E: Eag |
26718 .
24918 \Lﬁ OF v Omem Opwm IS\IS,\(‘]?T
oo \¥ X: Xho |
20323/19994 — :
15262//15258 t M1: 1 kb-Marker
13282 ——— M2: BAC-Marker
5 . 3
123172 f O ull » ol Verwendete Sonden:
— [T - ”
10180 / - o HF1/2 4s/3'UTQS
8144 f o HF1 65-100s e
6108 - HF4/5 1s/2as —
wr - o HF1 6s/7as —
£ M12 Vektor (V) =
ENS E/NXBBS
X s X BB XE
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50 70 80 90 100 110 120 kb

Abbildung 29: PF-Gel mit Hybridisierungsdaten und Restriktionskarte von BAC M12.

Im oberen Teil der Abbildung befindet sich das PF-Cel der verschiedenen Restriktionen des BAC M12. Die
mit den verschiedenen Sonden (siehe Legende) hybridisierenden Banden sind durch farbige Punkte markiert.
Unterhalb ist die von den Hybridisierungs- und Restriktionsschnittstellen abgeleitete Restriktionskarte des BAC
mit einem Mafstab dargestellt. Die hybridisierenden Fragmente sind mit einem Kastchen unterlegt, dessen
Farbe sich nach der verwendeten Sonde richtet. Die Erlduterungen zu Abkiirzungen, Symbolen und Sonden
befinden sich in der Legende am rechten Rand der Abbildung. Die Vektorenden, durch Kastchen an den
Enden der genomischen Insertion dargestellt, sind nicht dem Malistab entsprechend abgebildet und dienen
nur der Darstellung der im Vektor vorhandenen Restriktionsschnittstellen.

Der Klon M12 ist ca. 120 kb lang. Er hybridisiert mit HF1- und HF4-erkennenden Sonden.

Die Restriktionsschnittstellen stimmen weitgehend mit denjenigen von P20 (iberein, so daf8

eine Uberlappung der Klone angenommen werden kann. Im Gegensatz zu P20 enthilt M12

keine HF2-spezifische Hybridisierung, da er an dem betreffenden Ende kiirzer ist als P20.
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B20 besitzt in der genomischen Insertion keine BssH 1I-, Eag |-, Not |- und Sal I-Schnittstellen.
Es konnte nur mit Xho | kartiert werden. B20 ist ca. 150 kb grol$ und tberlappt nicht mit BAC

BAC BQO B EB E E/S BS Ml S M2 §X EX BX X N
i B R
a
48502 |
?52471112 A Legende:
29027 \
26718 \ 1 B: BssH I
g —
2032319994  ~— | N: Not |
16262/15258 —| S: Sal |
Bg% /ﬁ X: Xho |
% Y MT1: 1 kb-Marker
1218 =3 ' M2: BAC-Marker
8144 -
6108 . \Y dete Sonden:
o ya o erwendete Sonden
i HF1 4s/3'UTas ~ mem
2036 - HF4/HF5 4s/5Qs ===
HF2 1s/2as —
Vektor —
E/NS E/NXBBS
X X* X* X*
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ | \ \ \ \
0 10 20 30 40 50 60 70 80 Q90 100 110 120 130 140 kb

Abbildung 30: PF-Gel mit Hybridisierungsdaten und Restriktionskarte von BAC B20.

Im oberen Teil der Abbildung befindet sich das PF-Gel der verschiedenen Restriktionsverdaus des BAC B20.
Die mit den verschiedenen Sonden (siehe Legende) hybridisierenden Banden sind durch farbige Punkte markiert.
Unterhalb ist die von den Hybridisierungs- und Restriktionsdaten abgeleitete Restriktionskarte des BAC mit
einem Mal8stab dargestellt. Die hybridisierenden Fragmente sind mit einem Kastchen unterlegt, dessen Farbe
sich nach der verwendeten Sonde richtet. Die Erlduterungen zu Abkirzungen, Symbolen und Sonden befinden
sich in der Legende am rechten Rand der Abbildung. Die Xho I-Schnittstellen, die mit einem Stern (*) markiert
sind, kénnen nicht eindeutig festgelegt werden. Die Vektorenden, durch Kastchen an den Enden der genomischen
Insertion dargestellt, sind nicht dem Mafstab entsprechend abgebildet und dienen nur der Darstellung der
im Vektor vorhandenen Restriktionsschnittstellen.

A8, P20 und M12. Ein Ende der genomischen Insertion ist positiv mit der F13B-spezifischen
Sonde, das andere reagiert mit der Sonde, die HF2 und HF3 entdeckt (SCR1s/2as). Aus den
Sequenzierergebnissen ist bekannt, das B20 das HF3-Gen, aber nicht das HF2-Cen tragt. Das
ca. 75 kb grolle Xho I-Fragment reagiert mit der Sonde, die das HF1/HF2-3"-Ende detektiert
(SCR4s/3'UTas) und mit HF3 kreuzreagiert. Dasselbe Fragment ist auferdem positiv fir die
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HF4/5-spezifische Sonde (SCR4s/5as) und die HF2/HF3-entdeckende Sonde (SCR1s/2as). B20
tragt also wenigstens die Gene/Gensequenzen fiir F13B, HF3 und HF5 und moglicherweise
noch ein HF3-verwandtes Gen/Pseudogen. Die Reihenfolge der Xho I-Restriktionsfragmente
kann nicht belegt werden.

Die Einzeldaten der vier analysierten BAC kann man in einer Restriktionskarte der genomischen
Region zusammenfassen. Man stellt fest, dal$ die BAC P20 und M12 fast vollstindig tiberlappen.
Beide sind positiv fir HF1 SCR7 bis 3'UT, P20 enthalt jedoch noch Teile des 5-Teils des HF2-Gens
und Gberlappt in diesem kleinen Bereich mit BAC A8. Dieser BAC enthdlt das gesamte HF2-Gen
und wie die anderen zwei das Gen fiir HF4. Fiir den Klon B20 ist keine Uberlappung mit den
erwahnten BAC auszumachen. B20 enthilt die Gene (Genabschnitte) kodierend fiir HF3, HF5
und F13B. Um eine genauere Genzuordnung zu erreichen, muf8 dieser Klon mit anderen

Restriktionsenzymen verdaut werden.
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5.1.4.4 HINWEIS AUF EIN WEITERES FAKTOR H VERWANDTES GEN

Bei der PCR-Amplifikation mit dem HF1-spezifischen Oligonukleotidpaar SCR10s/11as erhalt
man ein Amplifikat von 1500 bp (Kap. 5.1.4.1 Tabelle 5). BAC-Klon B20 zeigt ein PCR-Produkt
HFx abweichender Grol3e (1600 bp, siehe Abbildung 37), das auch in der genomischen Kontroll-
DNS (LUY) zu erkennen ist.

YAC-Klone BAC-Klone Von links nach rechts sind jeweils 10 ul der

M HO LY A8 B2 C2 H5 F9 Gl A8 B20 M12P20 PCR aus humaner genomischer DNS (B-LCL

i LUY), allen YAC- und BAC-Klonen aufgetragen.

Der Molekulargewichtsstandard ist mit einem

»Me« markiert und die relevanten GrofSen sind
am linken Rand angegeben.

2036 \ o
-

1636/-— i' )

Abbildung 32: Hinweis auf ein weiteres HF1-
verwandtes Gen lber Amplifikation mit den
Oligonukleotiden SCR10s/11as (HF1)

Da keines der bisher bekannten HF1-verwandten Gene SCR10/11-dhnliche Sequenzen enthalt,
und B20 negativ fiir alle HF1-spezifischen PCR-Amplifikationen ist, wurde vermutet, daf8 dieses
PCR-Produkt von einem weiteren bisher unbekannten HF1-verwandten Gen stammen konnte.
Um dies zu tberpriifen, wurde das PCR-Produkt der Oligonukleotide SCR10s/11as von B20
in pCR2.1 subkloniert (Kap. 4.1.8) und sequenziert (Kap. 4.1.9). Die Sequenz ist im Vergleich
mit der von HF1 stammenden cDNS-Sequenz dargestellt. Aus der Sequenz wurden Oligonukleotide
(B20s/B20as), die das neue Gen spezifisch amplifizieren sollen, ausgesucht. PCR-Amplifikationen
wurden mit genomischer DNS aus allen YAC- und BAC-Klonen (Abbildung 33) und mit Leber-cDNS
(Abbildung 34) als Ziel-DNS durchgefiihrt. Die Gensequenz lief sich aus den YAC A8, B2,
F9 und G1 amplifizieren. YAC C2 und alle BAC aulRer B20 waren negativ. Die RT-PCR-Ergebnisse
weisen darauf hin, dal das Gen in der Leber

YAC-Kione BAC-Kione exprimiert wird. Das Oligonukleotidpaar ist aulser-

M A8 B2 C2 H5 F9 GI A8 B20 M12P20

. dem spezifisch fiir das neue Gen. Man erhdlt kein
1636— “ g - * - '

1036 - Amplifikat, wenn HF1-cDNS als Ausgangs-DNS
Abbildung 33: Amplifikation mit den verwendet wird (Abbildung 34). Der Sequenzver-
Oligonukleotiden B20s/B20as. gleich zwischen der HF1 cDNS und dem kodieren-

den Bereich des B20-Amplifikates ist in Abbildung
Von links nach rechts sind je 10 ul der PCR aller

YAC- und BAC-Klone aufgetragen. Der Molekular- 35 dargestellt. Die vollstindige DNS-Sequenz be-

gewichtsstandard (»M«) befindet sich am linken

findet sich im Anhang.
Rand.
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HF1 Abbildung 34: Nachweis der Expression des B20-
M HOCDNS 1 2 3 4  gpezifischen Amplifikates in der Leber.

220 —
_ : In den Spuren 1-4 dienten verschiedene Leber-cDNS-Prédparationen
201 n——— p p
- - als Matrize. H,O bezeichnet den PCR-Ansatz ohne cDNS, M den
Molekulargewichtsstandard. Bei HF1 cDNS wurde die klonierte cDNS
b i in die PCR eingesetzt.

Vergleicht man die AS-Sequenzen aus HF1 SCR10 und 11 mit den entsprechenden Sequenzen
aus BAC B20, so fdllt auf, dal® die fur die SCR-Doménen typische konservierte AS Cystein erhalten
bleibt. Von den 22 AS-Austauschen gehen die meisten mit einer Veranderung der Ladung einher.
Vergleicht man jedoch die AS-Sequenzen aller SCR-Doménen der HF-Genfamilie miteinander,

so ist die Sequenz des B20-spezifischen Amplifikates am nédchsten mit HF1 10/11 verwandt.

HF1 SCR 10/ 11 TTT ACA ATA GIT GGA CCT AAT TCC GIT CAG TGC TAC
B20 c. .T. .G ... ... TAGC..A ... ..A..T ...
AS HF1 Phe Thr Ile Val Ay Pro Asn Ser Val @ n Cys Tyr
AS B20 ... lle Arg ... ... Ser Asp ... ... . .

HF1 SCR 10/ 11 CAC TTT GGA TTG TCT CCT GAC CTC CCA ATA TGT AAA
B20 ..AL... ..G.G ..A... AL T.T... .C ..C...
AS HF1 His Phe Ay Leu Ser Pro Asp Leu Pro Il e Cys Lys
AS B20 dn ... ... Trp ... ... Asn Phe ... Thr

HF1 SCR 10/ 11 GAG CAA GTA CAA TCA TGI GGTI CCA CCT CCT GAA CTC
AS HF1 Gu dn Val An Ser Cys Ay Pro Pro Pro Qu Leu
AS B20 Ay ... ... Arg ... . . Aan
HF1 SCR10/ 11 CTC AAT GGG AAT GIT AAG GAA AAA ACG AAA GAA GAA
B20 . ... . TGA... ... ..G.T. . GA... ..G ...
AS HF1 Leu Asn Ay Asn Val Lys GQu Lys Thr Lys Gu Qu
AS B20 Ser ... ... QQu ... ... ... Ille Arg ...

HF1 SCR10/ 11 TAT GGA CAC AGI GAA GIG GIG GAA TAT TAT TGC AAT
B20 e e s A L AL s G
AS HF1 Tyr Ay Hs Ser Au Val VvVal du Tyr Tyr Cys Asn
AS B20 X3 1 (=1 o J
HF1 SCR10/ 11 CCT AGA TTT CTA ATG AAG GGA C

B20 ... AT ... AA. ..A..C..G.

AS HF1 Pro Arg Phe Leu Met Lys Qy

AS B20 ... Asn ... Ile lle Asn ...

Abbildung 35: Vergleich der Exons und der Aminosduresequenzen fiir SCR10
und 11 von HF1 mit dem Amplifikat B20s/B20as aus BAC B20.

In der oberen Zeile befindet sich die cDNS-Sequenz der SCR10 und 11 von HF1, darunter die
entsprechenden Exonsequenzen des Amplifikates aus BAC B20. Unter den DNS-Sequenzen sind
die Aminosauresequenzen im Dreibuchstabenkode angegeben. Sequenzibereinstimmungen sind
durch Punkte markiert. Die vollstindige Sequenz befindet sich im Anhang.
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Es kann sich bei dem gefundenen DNS-Abschnitt um einen Teil eines weiteren HF1-verwandten
Gens handeln, das in der Leber exprimiert wird.

Ein weiteres abweichendes Amplifikat erhdlt man mit dem Oligonukleotidpaar SCR6s/7as, das
Sequenzen von HF1 und HF4 amplifiziert (sieche Tabelle 5, Kap. 5.1.4.1 und Abb. 36).
Auch dieses wurde subkloniert und sequenziert (Abbildung 36).

Die DNS-Sequenz weicht besonders stark im Intron von HF1 und HF4 ab, so dall man davon
ausgehen kann, dafs sie von einem anderen Gen bzw. Pseudogen stammt. Die AS-Sequenz
dagegen ist fast identisch zu den dargestellten Sequenzen von HF1, 4 und 5. Sie enthilt jeweils
nur einen AS-Austausch im Vergleich zu jedem.

Um zu Gberpriifen, ob sich weitere SCR-kodierende Exons in diesen PCR-Amplifikaten befinden
oder die Exonverteilung dem Abschnitt des HF1-Gens entspricht, ist es notwendig, die Amplifikate

vollstandig zu sequenzieren.

HF1 SCR 6s CAT TGC ACA CAA GAT GGA TGG TCG CCA GCA GTA CCA TGC CTC A

HF4 SCR 1 L N
HF5 SCR 1 O € T A

K5 SCR 6s e A S A M € A O

AS HF1 His Cys Thr A n Asp Ay Trp Ser Pro Ala Val Pro Cys Leu
AS HF5 e e e i . ... ... Leu ... Thr

AS K5 O o [

I ntron

HF1 SCR 6s GTAAGTAAA- CTCTGAACTGCTATATATATGTATAAAACT TTCAAAGATCGAAGAAAAG
KL SCR 6s  ......... G
K65 SCR 6s  ......... C...TT.. AAG-A...G.C........ GA....GI---..G.A

HF1 SCR 6s GAGAGCACATAAGTGAT TACACCTGT CT TATGTAACAGAAATAGEECCAAGRAAAGAGT T
KL SCR BS o
K5 SCR 6s CLLLA LA L -TAT. ..., Ao A...AGG.......

HF1 SCR 6s GI TCAAGCAAAGTGACCAAAATAGATCTTTG TATTATGAGSE TTCTTCTTGAAAATC
KL SCR 6S ... . G
K5 SCR 6s  ........... AA ... G...... cCG...... ATC... G---...... T

HF1 SCR 6s ACAGGAGAAATAAATATAGG
KL SCR 6s  ....................
K5 SCR 6s S GGC

Abbildung 36: DNS- und AS-Sequenzvergleich von HF1, HF4, HF5 und dem
Amplifikat aus B20 im Bereich von HF1 SCR6 (entspricht HF4/HF5 SCRT1).

In der obersten Zeile ist die Sequenz des HF1-Gens dargestellt, vom Ende des SCR6-kodierenden
Exons bis ins Intron. Darunter befinden sich die cDNS Sequenzen aus den homologen SCR von
HF4 und HF5. K1 ist die Konsensussequenz von 4 Kontrollklonen, K5 bezeichnet den Klon mit
abweichender Crofle aus BAC B20. Sequenzidentitdt ist durch Punkte markiert. Unter den DNS-
Exonsequenzen sind die AS-Sequenzen im Dreibuchstabenkode dargestellt.
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Zur weiteren Untersuchung dieser neuen HFT-verwandten Genabschnitte wurden zwei
Oligonukleotide ausgewahlt. Ein Oligonukleotid, daf im 3'-Ende der Gene HF2-5 binden kann
(SCR4 von HF3 bzw. SCR5 von HF2, 4 und 5) und mdglicherweise auch im neuen Gen, wenn
es homologe Sequenzen enthdlt (Oligonukleotidsequenzen siehe Kap. 3.6.5). Ein weiteres
Oligonukleotid wurde aus dem kodierenden Bereich des B20-spezifischen Amplifikates ausgewdhlt.
Mit PCR wurden dann Leber-cDNS und BAC B20-DNS untersucht. Die Amplifikate wurden
in pCR™ 2.1 subkloniert und von beiden Seiten mit M13-Oligonukleotiden sequenziert. Die
Sequenzanalyse ergab neben Sequenzen, die HF1 entsprachen, auch Sequenzen, die Homologie
zu HF4 bzw. HF5 zeigten, jedoch einige Austausche aufwiesen (Sequenzen siehe Anhang).
Ob die vorher beschriebenen Amplifikate und die neuen Sequenzen von einem oder

verschiedenen Gen/en bzw. Pseudogen/en stammen, mull noch geklart werden.

5.2 EXPRESSION UND ORGANISATION DER GENE HF2 uND HF3

Aus friiheren Untersuchungen (Estaller, 1991; Cannich, 1994) war bekannt, daf8 das von HF2
kodierte Protein FHRP1 bei einem kleinen Prozentsatz, ca. 4-5% der untersuchten Probanden
nicht im Westernblot nachweisbar ist. Diese Prozentzahlen wurden hier in einem grofReren
Kollektiv bestdtigt. Im untersuchten Material befand sich auch erstmals ein Proband, bei dem
FHRP1 und FHRP2 nicht nachweisbar waren (sieche Kap. 5.2.1).

Hinweise, daf die fehlende Expression auf Deletionen im HF2-Gen zurlickzufiihren ist, gaben

genomischen Southernblotanalysen.

5.2.1 GENOMISCHE ORGANISATION VON HF2 uND HF3

Die Organisation des HF2-Gens konnte weitgehend aufgeklart werden (siehe Abb. 37). Unbekannt
ist die Position des Exons, das fiir die Leadersequenz kodiert. Mehrfache Versuche, unter Einsatz
der »long range PCR« zur Amplifikation des Bereichs zwischen dem Exon, das das Signalpeptid
kodiert und Exon SCR1, ergaben nicht das gewtinschte Resultat. Man erhielt drei unterschiedlich
grole Amplifikate mit Langen von 8000, 6000 bzw. 2000 bp, die direkt sequenziert wurden.
Das 8000-bp-Produkt stammte aus einem Gen kodierend fir ein Protein des humanen SNF/SWI-
Komplexes (Carlson und Laurent, 1994). Das 6000-bp-Produkt enthielt die Signal-Sequenz
des HF3-Gens und das 2000-bp-PCR-Amplifikat schlie8lich, das nur auftrat, wenn YAC C2
als Ausgangs-DNS verwendet wurde, stammte vom Gen fiir die Rezeptorphosphatase 2 (PCP-2).
Ein HF2-spezifisches Produkt wurde nicht erhalten.
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Pvu ll
1 2 3 4 5 3UT
‘ I I 1 5 w0l & 0 so0 o
H 3400 H " 4400 {400, ‘
> <
SCR 4s 3'UTas B: Bam HI
— H: Hind Ii

1000 bp

Abbildung 37: Genomische Organisation des HF2-Gens, abgeleitet durch die PCR-Ergebnisse
(Tab. 1) und Restriktionskartierung von HF2-Lambda-Klonen.

Schematische Darstellung des HF2-Gens: Exonsequenzen sind durch farbige Kastchen, Intronsequenzen als Linien
zwischen den Kastchen dargestellt. Die Exons sind entsprechend den von ihnen kodierten SCR-Doméanen nummeriert.
Die Schnittstellen und Restriktionsfragmentlangen des Restriktionsenzyms Bam HI (B) sind oberhalb der Linie,
die von Hind Ill (H) unterhalb der Linie dargestellt. Die Langen der Restriktionsfragmente sind in bp angegeben.

Die genetische Organisation der HF3-Gens wurde von Skerka et al. (1995) beschrieben. Das
dort beschriebene Gen ist ca. 7 kb grofs und besitzt 5 Exons (Abb. 38). Im Vergleich zur
veroffentlichten HF3 cDNS enthdlt dieses Gen einen Aminosdureaustausch und eine 81 bp
grolle Deletion in Exon 4.

Beim Versuch das Signalpeptid-kodierende Exon von HF2 mit PCR zu amplifizieren, erhielten
wir das HF3-spezifische Exon. Der Abstand zu Exon 2 (kodiert SCR1) war jedoch nicht wie
von Skerka et al. (1995) beschrieben ca. 3 kb, sondern mit 6 kb doppelt so gro8. Vermutlich
liegt das Signalpeptid-kodierende Exon von HF2 weiter entfernt, so dal’ auch mittels »Long-range«-

PCR kein Amplifikat zwischen ihm und dem SCR1-kodierenden Exon erhalten wurde.

5'UT Signalpeptid 1 2 3 43UT
6000 1400 1300
I I | I ! | H F 3
H 2100 6200 H
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
—
1000 bp

Abbildung 38: Genomische Organisation des HF3-Gens, abgeleitet durch PCR-Ergebnisse (Tab.
1) und Restriktionskartierung von HF3-Lambda-Klonen.

Schematische Darstellung des HF3-Gens: Exonsequenzen sind durch farbige Kastchen, Intronsequenzen als Linien
zwischen den Késtchen dargestellt. Die Exons sind entsprechend den von ihnen kodierten SCR-Doménen numeriert.
Die Schnittstellen und Restriktionsfragmentlangen des Restriktionsenzyms Hind Il (H) sind unter der Linie, die
Langen der PCR-Amplifikate zwischen verschiedenen Exons sind oberhalb der Linie aufgefiihrt. Die Langen sind
in bp angegeben. Der Abstand zwischen den Exons, die fiir SCR2 und 3 kodieren ist nicht bekannt. Mehrfache
Versuche diesen Abschnitt des HF3-Gens zu amplifizieren fiihrten zu keinem Ergebnis.

Das von uns beschriebene HF3-Gen unterscheidet sich von dem von Skerka et al. (1995)
beschriebenen Gen in der Lange von Intron 1 und trdgt auch nicht die von dieser Arbeitgruppe

beschriebene 81 bp grole Deletion in SCR3. Da wir bei Westernblotanalysen kein um 28 AS
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(entspricht ca. 3 kDa) verkiirztes HF3-Protein entdecken, kénnte es sein, dal$ das von Skerka

beschriebene Gen nicht funktionell ist.

5.2.2 WESTERNBLOTDATEN ZUR DELETION VON FHRP1 uND FHRP2

Mangel an FHRP1 und FHRP2 im Serum/Plasma kann durch SDS-PACE, anschliefenden
Westernblot und Detektion der Proteine mit verschiedenen Antikérpern (siehe Kap. 4.4) entdeckt
werden (siehe Abbildung 43). In dieser Untersuchung wurden gleiche Mengen (5 ul) Serum/Plasma

von Kontrollperson (Spur 1) und Patienten (Spuren 2-4) aufgetragen (Abb. 39).

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
TTES = ey -
F
A— »

— FHpas
FHRP1 gp43 — - .- o —rHp
9p39 — . FHRP1 gp39
FHRP2 gp29 — we - -
P24 — Mm -— -
anti FHRP1/2 MAH4 (anti FHgp1s0 Serotech (anti FHgp1s0,

und FHpa3) FHo43 und FHRPT)

Abbildung 39: Westernblot zum Nachweis von FH,;5, FH ,,, FHRP1 und
FHRP2 in Plasma von vier verschiedenen Probanden.

In der ersten Spur jedes Blots ist Plasma einer Normalperson, anschliefend die Proben drei

verschiedener Probanden. Als primarer Antikorper bei der Immundetektion wurde bei ersten

Blot (links) ein Kaninchenantiserum verwendet, dal$ gegen FHRP1 und 2 gerichtet ist. Der

primdre Antikorper des zweiten Blots (Mitte) ist gegen Faktor H (FHgp150) und FHp43, derjenige

des dritten Blots (rechts) gegen Faktor H, FHp43 und FHRP1 gerichtet. Die GroBen der

detektierten Proteine sind links und rechts in kDa angegeben. Antikérperverdiinnungen und

Herkunft befinden sich in Kap. 3.7.1.
Mit den verwendeten Antikorpern sind im Serum Faktor H (FH,,;5,), das vom alternativen
SpleiBprodukt stammende FH,,; und die FH-verwandten Proteine FHRP1 und 2 in zwei
Glykosylierungsformen nachweisbar. Im Kontrollserum (jeweils in Spur 1) sind die Banden der
betreffenden Proteine zu sehen. In Spur 2 fehlen die FHRP1- und FHRP2-spezifischen
Proteinbanden, wogegen Faktor H und FH ,; nachweisbar sind. Dieser Phdnotyp wurde bisher
noch nicht beobachtet. Haufiger, 4-5 % des untersuchten Kollektivs (siehe Kap. 5.3), trifft man
dagegen das Fehlen von FHRP1 an (Spuren 3 und 4). Beide Deletionen scheinen nicht mit
einem Krankheitsbild assoziiert zu sein. Ob das Fehlen der Proteine im Serum auf Gendefekte
zurlickzufiihren ist, wurde mithilfe von Southernblotanalyse genomischer DNS der Patienten

und Kontrollpersonen untersucht.
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5.2.3 UNTERSUCHUNGEN ZU DELETIONEN IN DER HF-GENFAMILIE

Anlal$ zur Suche nach Deletionen in der HF-Genfamilie, gaben die Befunde aus den Westernblots
(Kap. 5.2.1). Bei 4-5% der Untersuchten war das von HF2 kodierte Protein FHRP1 im Westernblot
nicht nachweisbar. Ein Fehlen des von HF3 kodierten Proteins wurde nur einmal in ca. 200
untersuchten Proben beobachtet (P2 in Abb. 39). Da DNS der betreffenden Personen zur

Verfligung stand, wurde diese im genomischen Southernblot untersucht (Abb. 40).

Sonde: HF1 gesamte cDNS Sonde: HF2 gesamte cDNS

Kl K2 K3 Pl P2 Hom-2 Olga Luy Kl K2 K3 Pl P2 Hom-20lga Luy
HF1 3UT 11— ';.vv HF]S’UTHf.v”w'."’, W
HF4 SCR1/2 7 - 2

HF3/5 65—

"..3F HF35UT6;3'9 ;;__

HF2 3'UT 4/3,9
3 —

»

v

VWV ' HF2 3'UT 3,8 — '
o

-~

E
U
a3
e
b
A

24 - L W < HF2 2,4~ - - -
HF1 SCR6/7 2 — L I B e
HF1 SCR/7  2— - v -
1,7 — - W W - -
1,2 - B - HF2 12— # @ . -
0,45 a ., W . A
HE2 0.4 - R HF2/3 3UT 0,4—

Abbildung 40: Nachweis von Deletionen in der HF-Genfamilie.

In der Abbildung befinden sich die Hybridisierungsergebnisse eines genomischen Southernblots, der mit der
gesamten cDNS von HF1 (links) bzw. der gesamten cDNS von HF2 (rechts) hybridisiert wurde. 10 ug genomische
DNS wurden mit Hind 111 restringiert und es wurde wie unter Kap. 4.1.5 beschrieben verfahren. Die Grélen
der Banden sind jeweils auf der linken Seite der Bilder in kb angegeben, ebenso ist dort, wenn bekannt, die
Herkunft der Bande angegeben. Die DNS stammt von drei Kontrollpersonen (K1-3), die keine Deletionen in
der HF-Genfamilie haben, bei Patient 1 (P1) fehlt FHRP1, bei Patient 2 (P2) fehlen FHRP1 und FHRP2 im Serum
(Westernblotanalysen). Neben diesen DNS befinden sich die DNS von drei humanen B-LCL, die ebenfalls als
Kontrollen dienen: HOM-2 und LUY haben keine Deletionen, wogegen Olga Deletionen im HF2-Gen tragt.
Deletionen von Banden sind jeweils am rechten Rand durch Pfeile markiert.

Als Sonden zur Detektion von Deletionen in der HF-Genfamilie wurden cDNS von HF1 bzw.
HF2 eingesetzt. Da HF2 und HF3 sehr dhnlich sind, kann man davon ausgehen, dal mit der
HF2-Sonde auch HF3 entdeckt wird. Die HF1-Sonde dagegen hybridisiert auch mit HF4 SCR1/2
und den 3'-Genabschnitten von HF2 und HF3. Vergleicht man die Patienten (P1 und P2) mit
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den Kontroll-DNS, so fallt auf, dal® mehrere Banden fehlen, bzw. schwacher sind als in den
Kontroll-DNS. Die Bandenmuster von P1 und P2 unterscheiden sich nicht. Die Ursache fiir
das Fehlen des HF3-spezifischen Genprodukts FHRP2 bei P2 kann mit Southernblotanalyse
nicht entdeckt werden. Es scheint keine grofere Deletion fiir den FHRP2-Mangel bei P2
verantwortlich zu sein. Vergleicht man die Hind Ill-Fragmente, die aus den Restriktionsanalysen
der Gene HF2 und HF3 bekannt sind (Abbildungen 37 und 38), fallt auf, dal% nicht alle fehlenden
Banden diesen Genen zugeordnet werden kénnen. Vermutlich ist ein weiteres bisher unbekanntes

HF1-verwandtes Gen von Deletionen betroffen.

5.3 UNTERSUCHUNGEN ZUM POLYMORPHISMUS DES HF2-GENS

Das Faktor H verwandte Protein 1 (FHRP1) ist bei 4-5% der deutschen Bevélkerung nicht im
Westernblot nachweisbar. Manche untersuchten Probanden tragen eine Deletion auf DNS-Ebene
des HF2-Gens (Cannich, 1994). Dieser Befund, zusammen mit der kiirzlich von Park et al.
(1996) beschriebenen moglichen Rolle von FHRP1 bei der LPS-induzierten integrinvermittelten
Neutrophilenadhdsion (siehe Kap. 1.3.2.2), veranlafte uns die Haufigkeit der HF2-Deletion
bei Patienten mit entziindlichen Erkrankungen, unter anderem mit rheumatischer Arthritis,
fir die ein grolles Kollektiv zur Verfiigung stand, zu untersuchen.

Abbildung 41 zeigt einen Vergleich der 3'-Genabschnitte von HF1 und HF2, die fir die im

ndchsten Kapitel erwdhnten Analysen von Bedeutung sind.

14 15 16 17 18 19 203Ut
] INILY B 0
v ‘ | — ‘ HF1
> <
SCR 4s 3'UTas
Pvu ll
1 2 3 4 5/3'UT
I 1 1 = 1 °
: | — : HF2
H H T
> <
SCR 4s 3'UTas B: Bam HI
—t H: Hind il

1000 bp

Abbildung 41: Vergleich der 3'-Genabschnitte von HF1 und HF2.

Die Exonsequenzen der Gene sind als Balken dargestellt, Intronsequenzen als Linien zwischen den Balken. Die
Zahlen tber den Exons beziehen sich auf die von ihnen kodierten SCR-Domaénen. Restriktionsschnittstellen sind
durch Buchstaben markiert, wobei B = BamH |, H = Hind Ill und P = Pvu Il bedeuten. Die Pvu II-Schnittstelle
im SCR 5-kodierenden Exon ist charakteristisch fir HF2 und ermoglicht die Unterscheidung der von HF1 bzw.
HF2 stammenden PCR-Amplifikate. Die fiir die PCR verwendten Oligonukleotide sind durch Pfeile unter den
Exons dargestellt.
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5.3.1 GRUNDLAGEN ZUM HF2-POLYMORPHISMUS

Die Untersuchung der Haufigkeit der HF2-Deletion und der Heterozygoten wurde mit PCR
und anschlieBendem Restriktionsverdau des PCR-Amplifikates durchgefiihrt (siehe Abb. 42).

R A A A R R R A S Oy AU Ry A Ay &

2036 —
1636— HFT
— W T "D whn S WS G W s e ey — /
—— S O e S e s -— . - — ' ~
1018— e

Abbildung 42: HF2-Homo-, -Heterozygote und -Nullallel

Pvu II-Restriktionsverdau des PCR-Amplifikates der Oligonukleotide HF2 SCR4s/3'UTas von genomischer
DNS 19 verschiedener Patienten mit rheumatischer Arthritis. Die Halfte des PCR-Ansatzes wurde fir
2 Stunden mit Pvu Il verdaut und der gesamte Verdau auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Die
obere Bande stammt vom HF1-Gen, das Amplifikat wird nicht mit Pvu Il geschnitten. Die untere Bande
stammt vom HF2-Gen, daB8 eine Pvu II-Schnittstelle tragt. Das kleine Pvu ll-Fragment ist auf dem Gel

nicht.

M: 1-kb-Langenstandard

+/+: beide HF2-Gene vorhanden

+/-: ein HF2-Gen vorhanden, eines deletiert
-/-: Deletion beider HF2-Gene

Wenn beide Allele von HF2 vorhanden sind, erhdlt man zwei gleichstarke Banden: HF1 und
HF2. Fehlt ein HF2-Allel, dann ist die Pvu ll-restringierte Bande schwacher als das HF1-Fragment.
Wenn beide HF2-Allele deletiert sind, erhdlt man nur die von HF1 stammende Bande. Die
Genkarte in Abbildung 41 veranschaulicht, wie dhnlich die Gene HF1 und HF2 in ihrem 3-Ende
sind. Die Pvu lI-Schnittstelle im SCR5-kodierenden Exon von HF2 erméglicht die hier angewendete
Methode zur Differenzierung der von HF1 und HF2 stammenden PCR-Amplifikate.

Der Unterschied zwischen Personen, die beide HF2-Allele tragen (+/+) und denen, die nur
ein Allel (+/-) besitzen, ist deutlich zu erkennen, wenn man die Bandenstirken vergleicht (siehe
Abbildung 41). Personen, denen beide HF2-Allele fehlen (-/-) zeigen nur das HF1-spezifische
PCR-Amplifikat, welches nicht mit Pvu Il geschnitten werden kann. Die restlichen Ergebnisse
der Pvu II-Restriktionen von Patienten- und Kontrollpersonen-DNS sind in Tabelle 8 im néchsten

Kapitel zusammengefalit.
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5.3.2 DIE HF2-DELETION IN RHEUMAPATIENTEN UND KONTROLLPERSONEN

Mit der oben beschriebenen Methoden wurden nun 112 DNS-Proben von Rheumapatienten
analysiert. Zur Kontrolle wurde dieselbe Analyse mit 208 DNS-Proben von unauffélligen

Kontrollpersonen durchgefiihrt. Die Ergebnisse beider Gruppen sind in Tabelle 8 zusammengefalit.

HF2 +/+ HF2 +/- HF2 -/-
Anzahl der Patienten | 60 (53,6) 47 (42,0) 5 (4,4)
Kontrollkollektiv 108 (52,0) 91 (43,7) 9 (4,3)

Tabelle 8: HF2-Genotypen bei untersuchten Patienten und Kontrollkollektiv.

HF2 +/+: beide HF2-Allele vorhanden

HF2 +/-: ein HF2-Allel deletiert

HF2 -/-: beide HF2-Allele deletiert

Die Anzahl der Patienten bzw. Kontrollen mit den verschiedenen Genotypen ist in jeder Spalte aufgefihrt. In
Klammern befinden sich die Angaben in Prozent.

Von 112 getesteten Patienten trugen 53,6% beide HF2-Allele, 42% fehlte ein HF2-Allel und
4,4% fehlten beide HF2-Allele. Von 208 getesteten Personen trugen 52% beide HF2-Allele,
43,7% fehlte eines der HF2-Allele und bei 4,3% waren beide Allele deletiert. Diese Zahlen
entsprechen den in vorherigen Untersuchungen ermittelten Werten bei unterschiedlichen Patienten
(PBC, MS) und Normalpersonen (PBC-Patienten siehe Estaller, 1994) die mit Hilfe einer anderen
Methode (Southernblothybridisierung genomischer DNS) ermittelt wurden.

Aus den Zahlen wird deutlich, da8 kein Zusammenhang zwischen der Deletion bzw. Heterozygotie
fur des HF2-Gen und rheumatischer Arthritis besteht, da die Frequenzen fiir Normalpersonen
und Patienten nahezu gleich sind. Es handelt sich bei der Deletion méoglicherweise um einen
unauffélligen Polymorphismus, der unabhangig von untersuchten Kollektiv mit einer Homozygotie-
Haufigkeit von 4-5% in der deutschen Bevolkerung auftritt. Dieser Polymorphismus, mit einer

Allelfrequenz von 25,4%, kann jedoch als genetischer Marker fiir diese Region dienen.

5.4 EXPRESSION DER HF-GENFAMILIE IM GEHIRN UND IN GLIOMAZELLINIEN

Die meisten Komplementproteine und Regulatoren werden direkt im Gehirn gebildet. Auch
die Synthese von Faktor H wurde bereits nachgewiesen, wogegen unbekannt ist, ob auch die
Faktor H verwandten Proteine im Gehirn exprimiert werden. Wir untersuchten deshalb die

Expression von HF1 und der HF1- verwandten Gene HF2 -5 mittels Northernblotanalyse und
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RT-PCR an verschiedenen Hirnarealen und Gliomazellinien. Das Vorhandensein der Proteine

FH, FHRP1 und 2 wurde im Liquor verschiedener Patienten im Westernblot nachgewiesen.
5.4.1 WESTERNBLOTANALYSEN ZUM NACHWEIS VON FAKTOR H, FHRP1 UND FHRP2 IN LIQUOR

Fir die Detektion von Faktor H und FHRP in Liquormaterial analysierten wir Liquor- und
Serumproben von 5 verschiedenen Patienten (freundlicherweise von Prof. Hohlfeld,
Neuroimmunologie der LMU, zur Verfligung gestellt). Die Proben — je 2 ul Serum bzw. 10
ul Liquor — wurden wie unter Kap. 4.4 beschrieben auf einem SDS-PA-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt, das Gel tiber Nacht auf Nitrozellulosemembran geblottet und diese anschliefend

mit verschiedenen Antikérpern inkubiert (siehe Kap. 4.4.3).

Serum Patient 1-5 Liquor Patient 1-5 Serum Patient 1-5 Liquor Patient 1-5

l = m g o g e T T
LR TR L S s
*

PPl i | SEEREREE  Flo o e —

gp39 —
FHRP2 gp29 — -~tn re———.
024 — ‘: e — : —
anti FHRP1/FHRP2 MAH4 (anti HFge1s0 Und HFpa3)

Abbildung 43: Nachweis von Faktor H und FHRP1 und 2 in Liquor und Serum.

Nebeneinander sind Serum und Liquor 5 verschiedener Patienten aufgeftihrt: auf der linken Seite sind die
Westernblots abgebildet, die mit einem gegen FHRP1 und FHRP2 gerichteten Antikdrper entwickelt wurden.
Rechts befinden sich die Westernblots, die mit einem Antikorper gegen Faktor H (FHgp150) und das verkiirzte
FHgp43 inkubiert wurden (Antikorper und Antikorperverdiinnungen siehe Kap. 3.7). An den linken Seiten
sind die jeweiligen Proteinnamen und ihre Croflen angegeben.

Alle untersuchten Serumproteine: Faktor H (FH,,,5,), die verkirzte Form von Faktor H (FH,,,),
FHRP1 und FHRP2 in ihren unterschiedlich glykosylierten Formen sind, wenn auch in geringerer
Menge als im Serum im Liquor der Patienten nachweisbar. Bei Patient 5 fehlt FHRP1, er gehort
zu der Gruppe der 4-5% der Bevolkerung, bei der FHRP1 aufgrund einer Gendeletion nicht
nachweisbar ist (sieche Kap. 5.2 und 5.3). Weiterhin wurde beobachtet, dal$ im Liquor, gemessen
an der Menge von Faktor H mehr FH_,; vorhanden ist als im Serum (Abb. 43). Die Menge
an FH_,; liegt im Serum bei 10-50 ug/ml, ist also 10-50 mal geringer als die Menge an Faktor
H (Zipfel und Skerka, 1999). Im Liquor dagegen scheint die Menge an FH ,; dagegen nur 2-5
mal weniger als die fiir Faktor H. Die Ergebnisse der Westernblots mit Liquorproben veranlaliten

uns zu untersuchen, ob Faktor H und FH,; und die im Liqour entdeckten Molekile FHRP1



ERGEBNISSE 116

und 2 von Zellen im Gehirn selbst produziert werden oder aus dem Serum stammen. AufSerdem
sollte die Transkriptmenge von FH,,; untersucht werden. Dazu wurden Northernblots und RT-PCR
mit RNS bzw. cDNS isoliert aus Gewebe unterschiedlicher Hirnareale und aus Gliomazellinien

durchgefiihrt.

5.4.2 NORTHERNBLOTANALYSEN ZUM NACHWEIS DER HF-GENFAMILIE IN HIRNGEWEBEN UND
GLIOMAZELLINIEN

In nichtpathologischen Zustinden wird ein Ubertritt von Serumproteinen durch die Blut-Hirn-
Schranke verhindert. Da jedoch das Material von neurologisch auffdlligen Personen, zum Teil
mit Verdacht auf Multiple Sklerose, stammte, kann man nicht unbedingt von einer intakten
Blut-Hirn-Schranke ausgehen. Das Gehirn ist andererseits zur Synthese fast aller Komplement-
proteine fdhig, und auch Faktor H wurde bereits nachgewiesen. Die meisten dieser
Untersuchungen wurden allerdings an Zellinien und nicht an Gewebe durchgefiihrt. Unsere
Untersuchungen sollten also Aufschluf® tiber eine eventuelle Transkription der Gene HF1- 5
im Gehirn und in den Gliomazellinien geben. Das untersuchte Gehirnmaterial erhielten wir
freundlicherweise von Prof. Mehrain, Neuropathologie, und aus dem Institut fir Immunologie
der LMU, das auch die Gliomazellinien N59 und N63 bereitstellte. Die Gliomazellinie T98G
und die epitheliale Ewing-Sarkomazellinie SK-ES-1 wurden von ATCC erworben. Die
Gliomazellinien N59 und N63 sind im Vergleich zu T98G, die von vielen Arbeitsgruppen zur
Untersuchung der Komplementexpression verwendet wird, nicht sehr gut charakterisiert. RNS
wurde aus den verschiedenen Gehirngeweben und Zellinien wie unter Kap. 4.3 beschrieben
isoliert und auf einem denaturierenden Formaldehyd-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Zur
Kontrolle wurde Leber-RNS aufgetragen, da in der Leber HF1 und alle verwandten Gene
transkribiert werden. Die RNS wurde tiber Nacht auf Hybond N+ geblottet, mit einer DIG-
markierten Sonde hybridisiert und anschlieBend immundetektiert (sieche Kap.4.1.5).

Bei dem in Abbildung 44 gezeigten Blot wurde SCR1-7 aus der HF1-cDNS als Sonde verwendet.
Diese Sonde hybridisiert mit den 4,3 kb und 1,8 kb HF1-Transkripten. In den Spuren der
verschiedenen Gehirngewebe sind nach 12 Stunden Exposition keine Signale sichtbar. Nach
langerer Exposition sind im Plexus chorioideus schwache Signale sichtbar (nicht gezeigt). Die
Gliomazellinien T98G und N59 exprimieren die beiden von HF1 stammenden Transkripte
im unstimulierten Zustand etwas stdrker, diese Signale sind jedoch zu schwach um deutlich
im gescannten Bild zu erscheinen. Bei beiden Zellinien steigt die Transkriptmenge nach IFNg-
Stimulation an. T98G produziert nach Stimulation mehr verkiirzte HF1-Transkripte (1,8 kb),
wdhrend bei N59 die 4,3 kb HF1-Transkripte Gberwiegen.
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Abbildung 44: Northernblotanalyse zum Nachweis von 4,3 kb und 1,8 kb
HF1-Transkripten in verschiedenen Gehirngeweben, unstimulierten und IFNg-
stimulierten Gliomazellinien.

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich die Hybridisierungssignale der Positivkontrolle
Leber-RNS, der RNS aus verschiedenen Gehirngeweben und der Proben der Glioma-
zellinien T98G und N59 in unstimuliertem Zustand und IFNgbehandelt. Die Expositions-
zeit betrug 12 h. Die Hybridisierungssignale der HF1 4,3 kb und der 1,8 kb mRNS
sind an der Positivkontrolle markiert. Im unteren Teil der Abbildung ist der relevante
Ausschnitt des Northerngels gezeigt. Es wurden pro Spur 5 ug Gesamt-RNS aufgetragen.

Bei dem Abbildung 45 gezeigten Blot wurde das Amplifikat SCR4s/3'UTas aus der cDNS von
HF2, das die 3-Enden von HF1 und HF2 erkennt, als Sonde eingesetzt. Hier ist nur der
Northernblot der unterschiedlich stimulierten Gliomazellinien gezeigt, da bei den Hirngeweben
keine Signale sichtbar waren. Deutliche Hybridisierungssignale sieht man, abgesehen von der
Positivkontrolle Leber-RNS, in allen Spuren der Zellinien N59 und SK-ES-1. Im Cegensatz zur
Kontrolle ist nur das 4,3 kb groe HF1-Transkript zu sehen, das HF2-Transkript ist nicht
nachweisbar. Bei der Zellinie T98G (IFNgstimuliert) sieht man nach langerer Expositions ebenfalls
ein Signal (nicht gezeigt). Die Stimulation mit IFNg hat einen deutlichen Einflufs auf die Transkripte
von HF1: vergleicht man die Spuren fiir unstimulierte und IFNg-stimulierte N59-Zellen, sieht
man in den stimulierten Zellen eine Zunahme der Transkriptmenge. Den selben Effekt kann
man bei der Zellinie T98G beobachten (Bild nicht gezeigt).

IL4 und IL6 haben keinen sichtbaren Effekt auf die Transkription von HF1 und HF2. Die
Northernblotergebnisse zeigen, dall HF1 und HF2 in den unterschiedlichen Hirnarealen in
einer mit dieser Methode nicht nachweisbaren Menge oder Gberhaupt nicht transkribiert wird.
In Gliomazellinien dagegen sind die Transkripte von HF1, besonders nach Stimulation mit IFNg,

nicht jedoch von HF2 nachweisbar.
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5.4.3 RT-PCR ANALYSEN ZUR UNTERSUCHUNG DER EXPRESSION DER HF-GENFAMILIE IN HIRNGEWEBE

&> Abbildung 45: Northernblotanalyse zum

L& vy o &~ S . .
o RO OO NN N Nachweis von HF1- und HF2-Transkripten
© © Y & N . o - )
N R R P T in unterschiedlich stimulierten Glioma-
HF1 4,3 KD oy - zellinien.

Im oberen Teil der Abbildung befinden sich

die Hybridisierungssignale der Positivkontrolle

Leber-RNS die Signale der Proben der
HF2 1.4 kb v Gliomazellinien T98G und N59 in unstimulier-
tem Zustand und nach IL2-, 1L4-, IL6- und
[FNgund die RNS der epithelialen Sarkoma-
zellinie SK-ES-1 unstimuliert und mit IFNg
behandelt. Die Expositionszeiten betrugen fur
die Positivkontrolle 1 h, sonst 12 h. Die
Hybridisierungssignale der HF1- und HF2-
mRNS sind an der Positivkontrolle markiert.
Im unteren Teil der Abbildung ist der relevante
Ausschnitt des Northern-Gels gezeigt. Es
wurden pro Spur 5 ug Gesamt-RNS aufgetra-
gen.

28S IRNA

UND GLIOMAZELLINIEN

Da sich mittels Northernblotanalysen nur Transkripte des HF1-Gens, und auch die nur schwach
im Material der Zelllinien nachweisen liefen, wurden weitere Untersuchungen mit der sensitiveren
Methode der RT-RCR durchgefiihrt. Die RT-PCR wurde wie unter 4.3.3 beschrieben durchgeftihrt.
Fir die Amplifikationen von HF1 und HF-verwandten Genen wurden folgende Oligonukleotidpaare
(siehe Abbildung 6, Kap. 5.1.1.1) eingesetzt:

Tabelle 9:

Gen Oligonukleotidpaare

HF1 SCR4s/3'UTas

HF2 SCR4s/3'UTas, Amplifikat mit Pvu Il verdaut

HF3 SCR2s/SCR4as

HF4 HF4 SCR4s/ HF4 SCR5as

HF5 HF4 SCR4s/ HF5 SCR5as

Der gesamte Amplifikationsansatz wurde auf einem Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Als
Positivkontrolle fiir die RT-PCR diente Leber cDNS. Die relevanten Gelausschnitte sind in
Abbildung 46 gezeigt.
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Fir alle untersuchten Gene sind in der Leber (Positivkontrolle) stark Transkripte nachweisbar.
In den verschiedenen Gehirnarealen und in den Cliomazellinien werden die untersuchten

Gene HF1 -5 differentiell exprimiert. HF1 wird in allen untersuchten Proben am stirksten
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Abbildung 46: RT-PCR zum Nachweis der HF-Transkripte in Gliomazellinien
und verschiedenen Gehirngeweben.

In der Abbildung sind die relevanten Gelausschnitte der verschiedenen RT-PCR-
Amplifikationen zusammengefalt. Ganz links befindet sich der Molekulargewichtsstandard
(M), die Bandengrofen sind am linken Rand in bp angegeben. Daran anschlielend sind
die Amplifikate folgender Proben aufgetragen: Negativkontrolle (H,0), Positivkontrolle
(Leber-cDNS), unstimulierte und IFNgstimulierte Gliomazellinie und verschiedene
Gehirngewebe. Die fiir die Amplifikationen eingesetzten Oligonukleotidpaare sind in Tabelle
9 aufgeftihrt. Es wurde jeweils das gesamte Amplifikat aufgetragen.

transkribiert. IFNg hat einen positiven Effekt auf die Trankripte des HF1-Gens, der auch in der
Northernblotanalyse nachgewiesen wurde. Auffallend ist auch die starke Expression von HF1
im Plexus chorioideus, der fiir die Produktion des Liquor zustandig ist.

HF2 wird relativ stark in den unstimulierten Zellinien N59, N63 und T98G transkribiert, in
den restlichen Proben ist sein Transkript kaum nachweisbar. Das HF3-Transkript ist ebenfalls
kaum nachweisbar, auch nicht in den Gliomazellinien.

HF4 und HF5-Transkripte sind in fast allen untersuchten Hirngeweben und Gliomazellinien,
wenn auch auf einem sehr geringen Niveau nachweisbar. Bei HF5 tritt bei den Proben Pons
und Stammganglion eine zweite schwache Bande auf, die jedoch nicht von HF5 oder einem
HF-verwandten Gen stammt.

IFNg hat wie bereits erwdhnt einen positiven EinflufS auf die Expression von HF1 (Ripoche

et al., 1988), wogegen die Expression von HF3, HF4 und HF5 nicht von IFNg beeinflulibar
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zu sein scheint. Die HF2-spezifischen RT-PCR-Produkte sind in den stimulierten Zellinien im
Vergleich zu den IFNgstimulierten nur sehr schwach nachzuweisen. IFNg hat auf die Expression
von HF2 einen negativen Effekt. Auch in den Northernblotanalysen war eine Stimulation der
HF1-Transkripte in allen Gliomazellinien nach IFNg-Behandlung nachweisbar. Dieses Zytokin
verstarkt jedoch nicht die mRNS-Menge der anderen HF-Gene. Interessanterweise kénnen

aus den stimulierten Gliomazellinien kaum HF2-Transkripte amplifiziert werden.
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6 DISKUSSION

6.1 GENETIK DER FAKTOR H-GENFAMILIE

Die Restriktions-, Hybridisierungs-, PCR- und Sequenzierdaten der verschiedenen YAC- und
BAC-Klone ermdglichen eine Charakterisierung der HF-Genfamilie und erlauben somit eine
Beantwortung der in Kap. 5.1 gestellten Fragen: Liegen alle Gene, die fiir die bisher entdeckten
Proteine bzw. mRNS kodieren in derselben Region auf Chromosom 1q32?

Wenn ja, wie sind die Gene zueinander angeordnet und wie eng sind sie gekoppelt? Gibt es
noch weitere HF1-verwandte Gene? Gibt es Erkldrungen fir die Anordnung der Gene bzw.
Hinweise auf die Entstehung dieser Genfamilie? Welche SCR-Doménen bzw. SCR-Kombinationen
sind die urspriinglichsten? Kann man Aussagen tber die Evolution der HF-Genfamilie treffen?
Welche Gene liegen in unmittelbarer Nachbarschaft der Genfamilie? Sind die benachbarten

Gene strukturell verwandt mit HF1? Im Folgenden werden diese Fragen diskutiert.

6.1.1 GENETISCHE ORGANISATION DER FAKTOR H-GENFAMILIE

Alle untersuchten HF-verwandten Gene (HF1- 6) wurden mit Hilfe von YAC- und BAC-Klonen
in dieselbe Region auf Chromosom 1q32 kartiert. Die untersuchten YAC und BAC und die

Gene, die auf ihnen lokalisiert wurden, sind in Tabelle 11 aufgefihrt.

Gen | YA8 [YB2* [ YC2 | YFO | YGT [ YH5* | BA8 | BB20 [ BM12 | B P20
HF1 + + + - + + - - + +
HF2 + - - + + - + - - +
HF3 + + - + + + - +

HF4 + - - + + - + - + +
HF5 + + + + + + - +

HF6 + + - + + + - +

F13B + + - + + + - +

PCP-2 - - + _ ; ; - - - -

Tabelle 11: Gengehalt der untersuchten YAC- und BAC-Klone.
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In der Tabelle sind alle analysierten YAC- und BAC-Klone und die Gene, die auf ihnen lokalisiert sind aufgefiihrt.
YAC-Klone tragen den Buchstaben »Y« und sofern sie chimarisch sind einen Stern »*«. BAC-Klone sind mit »B«
bezeichnet. »+« bedeutet, dafs das gesamte Gen oder Teile des Gens auf dem Klon enthalten sind, »-« zeigt das
Fehlen des Gens an. Die Gene kodierend fiir Faktor H und die Faktor H-verwandten Gene sind mit HF1- 6
bezeichnet. F13B kodiert fiir das mit Faktor H strukturell verwandte Protein des Blutgerinnungsfaktors 13B und
PCP-2 fur die Rezeptorphophatase 2 (siehe Text).

Von 6 untersuchten YAC-Klonen waren 2 chimarisch, sie sind in Tabelle 11 mit einem Stern
markiert und wurden nicht komplett analysiert. Zwei (A8 und G1) der vier nicht-chimarischen
Klone enthalten alle Gene der HF-Genfamilie (HF1- 6) und zusatzlich F13B, das fir die b-Kette
des Blutgerinnungsfaktors 13 kodiert. Die Klone C2 und F9 enthalten nicht alle getesteten Gene.
F9 ist an einem Ende kirzer als A8, es fehlt das HF1-Cen. C2 enthélt HF1 und zusatzlich HF5
(Sequenzierergebnisse siehe Kap. 5.1.1.2). Dieser Klon enthalt noch ca. 900 kb stromaufwarts
vom 5'-Ende des HF1-Gens. In diesem Bereich konnte das Gen PCP-2, kodierend fur die
Rezeptorphosphatase 2, lokalisiert werden. PCP-2 gehért zu einer Genfamilie von Rezeptor-
phosphatasen, deren bekanntestes Mitglied CD45 ist, dessen Gen auch auf Chromosom 1q32
liegt (Charbonneau et al., 1988; Tonks, et al. 1988, 1990). Das PCP-2-CGen wurde zytogenetisch
und mit Hilfe somatischer Zellhybride in dieselbe Region auf Chromosom 1 lokalisiert und
wurde hier auch physikalisch in die Nahe von HF1 kartiert (Akao et al., 1987).

Aufgrund der Restriktionsanalyse der YAC- und BAC-Klone, der daraus abgeleiteten Genanordnung
und von Sequenz- und PCR-Ergebnissen, mul$ eine Deletion von ca. 40 kb im YAC C2
angenommen werden (sieche Abbildung 46). Durch diese Deletion gingen die Gene HF2 und
HF4 verloren, die im kompletten Haplotyp zwischen HF1 und HF5 liegen. Diese Deletion
wurde auch bei den chimdrischen Klonen B2 und H5 beobachtet (Tabelle: PCR-Daten, Kap.
5.1.1.1); sie wird im Kap. 6.1.3 diskutiert. Die Faktor H-Genfamilie liegt hier in zwei Haplotypen
von, einem vollstandigen (YAC A8, G1 und F9) und einem mit Deletion im Bereich der Gene
HF2 und HF4 (YAC C2 und B2). Die analysierten YAC erstrecken sich zusammen UGber einen
Bereich von 2,4 Mb genomischer DNS. Alle untersuchten HF1-verwandten Gene konnten mit
Hilfe dieser YAC-Klone lokalisiert werden. Die Gene der HF-Familie liegen zusammen auf einem
DNS-Fragment von ca. 400 kb und sind flankiert von F13B und PCP-2.

Um die Anordnung und Transkriptionsrichtung der betreffenden Gene zu bestimmen, wurden
BAC analysiert. Von den vier untersuchten BAC-Klonen enthalten zwei (M12 und P20) einen
Teil des HF1-Gens (SCR6-3'UT) und das ganze HF4-Gen. Auf P20 wurde zusdtzlich der 5'-Teil
von HF2 mit den SCR1 und 2 lokalisiert. BAC A8 enthdlt HF2 und HF4 vollstindig. Diese drei
Klone Gberlappen, was aus den Restriktionskarten deutlich hervorgeht (Abbildung 36, Kap.
5.1.4.4). Nicht Gberlappend mit diesen drei ist BAC B20, auf dem die Gene F13B, HF3, HF5
und weitere, HF1-verwandte Gensequenzen (HF6) liegen. Ob diese Sequenzen von einem

oder mehreren Genen stammen, konnte noch nicht geklart werden.
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Wie sind nun die Gene der HF-Familie angeordnet? Das Faktor H kodierende Gen HF1 nimmt
ca. 100 kb ein und ist an seinem 5'-Ende flankiert von PCP-2. Anschlieffend an das 3'-Ende
von HF1 folgen die Gene HF4 und HF2 in Tandemorientierung zu HF1. Nach den
Hybridisierungsdaten zu urteilen erstrecken sich die Gene HF4 maximal Gber ca. 40 kb und
HF2 maximal tber ca. 25 kb.

Mit einem Abstand von ca. 20 kb, der sich aus den nicht-Gberlappenden BAC im Vergleich
mit den YAC ermitteln 1aft, schliefen sich an HF2 das Gen HF5 an gefolgt von HF3, HF6 und
F13B. Die Position von HF5 kann aufgrund der Uberlappung von YAC B2 und C2 ermittelt
werden, da C2 nur HF1 und HF5 tragt, HF2 und HF4 deletiert sind und die Gene HF3 und
F13B nicht mehr auf diesem YAC liegen. Die Anordnung der Gene HF3, HF6 und F13B konnte
nicht eindeutig bestimmt werden, es gibt jedoch Hinweise, da8 F13B auferhalb der HF-Genfamilie
in Richtung zum Zentromer von Chromosom 1 liegt (Heine-Suner et al., 1997). F13B gehort
nicht zur HF-Genfamilie, ist jedoch strukturell sehr dhnlich zu Faktor H. Das F13B-Protein ist
eine Untereinheit des im Plasma zirkulierenden tetrameren Blutgerinnungsfaktors F13 bestehend
aus zwei katalytisch-aktiven a- und zwei, vermutlich fiir die Struktur des Proteins zustandigen
b-Ketten. F13 spielt eine wichtige Rolle bei der Verklumpung von Fibrin, der Fibrinolyse und
Wundheilung (Nonaka et al., 1993). F13B enthalt 10 SCR-Domanen, manche davon sind homolog
zu HF1-SCR (siehe Abbildung 49).

Die HF-Genfamilie ist also auf einer Seite von einem strukturell unverwandten Gen, PCP-2,
und auf der anderen Seite vom strukturell verwandten F13B flankiert.

Die Kopplung aller bisher bekannten Faktor H-verwandten Gene reflektiert deren Entstehung
durch Duplikationsereignisse. Ob der Erhalt dieser Kopplung auf funktionale und regulatorische
Koordination zurtickzuftihren ist, lal$t sich nur spekulieren.

Die YAC A8, C2, F9, G1 (nicht-chimarisch), B2 (chimarisch) und alle BAC (A8, B20, M12, P20)
sind in der folgenden Abbildung (Abbildung 47) mit den von ihnen abgeleiteten Genlokalisationen
dargestellt.
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6.1.2 PROBLEME BEI DER GENETISCHEN ANALYSE DER FAKTOR H-GENFAMILIE

Die Untersuchung der genetischen Organisation von Genfamilien wird erschwert durch die
teilweise sehr hohen Sequenzhomologien der einzelnen Gene, die PCR und Southernblothybridis-
ierungen beeinflussen kénnen. So ergaben die genspezifischen Sonden zur YAC-Kartierung
meist Kreuzhybridisierungen, deren Intensitdt mit den eigentlichen Signalen vergleichbar war.
Eine Zuordnung der Gene zu bestimmten Restriktionsfragmente erschwerte sich dadurch (siehe
Abb. 20-24 Kap. 5.1.3.1). Hilfe bei der Genzuordung erméglichten die Uberlappung der
Restriktionsschnittstellen der Klone und die PCR-Ergebnisse. Da jedoch auch die Oligonukleotide,
gerade bei der Amplifikation von YAC- und BAC-DNS, haufig an homologe Sequenzen verwandter
Gene binden, erhdlt man in manchen Fallen auch bei der PCR uneindeutige Ergebnisse. Die
PCR-Produkte sollten zur Sicherheit sequenziert werden, auch wenn sie der erwarteten GroRe
entsprechen.

Eine weiteres Problem bei der Untersuchung von Genfamilien stellt sich bei der Southernblot-
analyse von genomischer DNS. Da meist nicht alle Gene und Pseudogene der Genfamilie bekannt
sind, erhdlt man Restriktionsfragmente, die man den bekannten Genen der Familie nicht zuordnen
kann. Meist mul$ man deshalb davon ausgehen, dafs man nicht die gesamte Genfamilie kennt

und fir nicht einzuordnende Fragmente weitere, noch nicht beschriebene Gene annehmen.

6.1.3 EVOLUTION DER FAKTOR H-GENFAMILIE

Faktor H ist ein phylogenetisch sehr altes Protein: Orthologe wurden bei C. elegans (NHL =
nematode H like protein), bei einem Knochenfisch (SBP1 = sand bass cofactor protein 1 von
Parablax nebulifer) und bei mit dem Menschen naher verwandten Spezies wie z.B. Maus und
Ratte (Wilson et al., 1994; Dahmen et al., 1994; Vik et al., 1988; Daha und van Es, 1982)
gefunden. Dies belegt auch die Annahme der Urspriinglichkeit des alternativen Komplementakti-
vierungsweges im Vergleich zum Antikorper-abhdngigen klassischen Komplementweg. Bei vielen
Spezies wurden neben Faktor H-Homologen auch Homologe zu den Faktor H-verwandten
Proteinen/Genen beschrieben. So das Protein SBCRP-1 (sand bass cofactor related protein)
von P. nebulifer und vier HF1-verwandte Transkripte bei der Maus (Zipfel et al., 1996; Vik
et al., 1990).

Fir die meisten HF1-verwandten Gene wird angenommen, dal$ sie entweder durch Duplikation
und nachfolgende Sequenzverdanderungen aus HF1 entstanden sind oder, daf8 die HF-verwandten
Gene und HF1 selbst, sich von einem gemeinsamen Vorldufer ableiten lassen (fir SBP1 und
SBCRP-1 bei Krushkal et al., 1998). Beim Menschen wurden bisher 5 HF1-verwandte

Transkripte/Proteine identifiziert, ein sechstes ist noch nicht vollstandig charakterisiert (siehe
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Kap. 1.3.2 und 5.1.4.3). Wahrscheinlich sind auch die HF1-verwandten Gene durch Duplikationen
des HF1-Gens oder einzelner SCR-Exons entstanden. Die genomische Anordnung der Gene
konnte Hinweise zu ihrer Entstehung geben.

Die in tandem eng beieinander angeordneten Gene HF1, HF4 und HF2 spiegeln ihre Evolution
wieder. Die Herkunft von HF4 und HF2 aus HF1 zeigt zwei prinzipielle Moglichkeiten der
Entstehung von HF-verwandten Genen. HF4 kodiert 5 SCR-Domanen, deren homologe »Eltern-
SCR-Doménen« — SCR6, 7, 8, 19 und 20 — mit hoher Sequenzidentitdt im HF1-Gen zu finden
sind. HF4 konnte also aus einer Duplikation von HF1 mit nachfolgenden Deletionen einiger
SCR-Domdnen stammen.

Zur Entstehung von HF2 wurden die von HF1 stammenden Exons auf dhnliche Weise
zusammengestellt. Das 3-Ende des HF2-Gens (SCR3-5) ist einschlieflich der Intronsequenzen
praktisch identisch mit den korrespondierenden SCR18, 19 und 20 von HF1. SCR1 und 2
von HF2 dagegen haben geringere Homologie zu den HF1-SCR6 und 7. Die Entstehung von
HF2 kénnte man sich ebenfalls durch Duplikationen von HF1 erklaren. Der 3'-Teil des Gens
wurde nahezu unverdndert in HF2 enthalten, wogegen die Exons, die fir die ersten zwei SCR-

Domanen kodieren, viele Austausche enthalten.

000CCY
% “ HF&/ HFx (von B20)

Abbildung 48: Vergleich der cDNS der Faktor H-Genfamilie.

I

F1

Schematische Darstellung der 5 verschiedenen, vollstindigen cDNS und der 2 cDNS-
Fragmente, die fir FH und die FHRP kodieren. Die Exonsequenzen, die SCR-Domédnen
kodieren, sind durch Ovale symbolisiert, deren Numerierung sich auf das jeweilige SCR
bezieht. Die Farben der Ovale spiegeln die Ahnlichkeit der DNS-Sequenzen wieder. Exons,
die fir homologe Domédnen kodieren sind untereinander geriickt. Vom neuen Gen (HF6)
sind nur vier Exons der cDNS bekannt.

Alle bekannten cDNS bauen sich bis auf das Signalpeptid und den 3'UT aus SCR-kodierenden
Exons auf.
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Die Gene HF3 und HF5 lassen sich in die beiden Gruppen aufteilen. HF3 ist sehr dhnlich zu
HF2 und kénnte auch durch Duplikation dieses Gens unter Verlust eines SCR-kodierenden
Exons entstanden sein, oder wie HF2 durch eine Duplikation von HF1 mit nachfolgenden
Deletionen. HF5 schlief8lich folgt in seinem Aufbau und den Homologien dem HF4-Cen. Es
ist ausschlieflich aus zu HF1 sehr dhnlichen SCR-Domédnen zusammengesetzt und kodnnte wie
HF4 aus einer Duplikation von HF1 mit darauffolgenden Deletionen im Gen stammen.

Betrachtet man den SCR-Gehalt der HF1-verwandten Gene, so fillt auf, dal$ alle der vollstindig
charakterisierten Gene, 2-3 SCR-Domédnen homolog zu den 3'-Doménen 18, 19 und 20 von
HF1 enthalten und mehr oder weniger homologe Bereiche zu den HF1-SCR6, 7 bzw. 8 und
9. Die Homologien der einzelnen HF-Verwandten im Vergleich zu HF1 sind in der Abbildung
48 schematisch dargestellt. In diesen Regionen wurde bei Faktor H C3b-Bindungsstellen (Sharma
und Pangburn, 1996) und Sialinsdurinteraktionsstellen lokalisiert (Ram et al., 1998). Ob diese
Funktionen in den FHRP erhalten sind, konnte bisher experimentell nicht nachgewiesen werden.

Unklar ist ebenso ihre Funktion im Liquor cerebralis, wo FHRPT und 2 von uns entdeckt wurden.
6.1.4 HOMOLOGIEN UND DUPLIKATIONEN BEI DEN GENEN DER FAKTOR H-GENFAMILIE

Die Faktor H-Familie umfalst mindestens 6 Gene (HF1- 6), die fiir komplett aus SCR-Doménen
zusammengesetzte Proteine kodieren. Die Entstehung dieser Genfamilie kann, wenn man
Homologien der verschiedenen SCR-Domanen betrachtet, auf Duplikationsereignisse einzelner
oder mehrerer SCR-kodierender Exons zuriickgefiihrt werden.

Eng verwandt sind z.B die SCR-Domdnen HF1 19, HF2 4, HF3 3, HF4 4 und HF5 4, die
zusammen mit den SCR7 und 9 von F13B warscheinlich einen gemeinsamen Ursprung haben
(AS-Sequenzvergleiche). Weitere Verwandtschaftsbeziehungen ergeben sich fiir die SCR HF1
20, HF2 5, HF3 4, HF4 5, HF5 5 und F13B 8 und 10, die zu einer Gruppe zusammengefafit
werden konnen. Eine andere Gruppe wird von den SCR HF1 8 und 9 und den SCR HF5 2/HF4
3 bzw. HF5 3 gebildet. Zwei weitere grolere Sequenzverwandtschaften befinden sich um die
SCR6 und 7 von HF1, die mit Sequenzen aus HF2- 5 und aus BAC B20 Ubereinstimmungen
haben. Die Sequenzhomologien der neu entdeckten HF-verwandten Gensequenzen sind in
Tabelle 12 dargestellt.

HF1 SCR6 (43 bp) | SCR10 (73 bp) | SCR11 (128 bp)
HF2 30,2 (42,8)
HF3 32,5 (50,0)

HF4 9,3 (7,1)
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HF5 9,3 (14,3)

HF6 (B20) 11,6 (7,1) 26,0 (37,5) 16,4 (30,2)

Tabelle 12: Nukleotid-und Aminosiuresequenzunterschiede der aus B20 amplifizierten HF 1-verwandten Sequenzen
(HF6) im Vergleich zu den korrespondierenden HF1-Sequenzen. Die SCR6-ahnliche HF6-Sequenz ist mit allen
homologen Sequenzen von HF2- 5 verglichen.

Dagegen stehen die fir die C3b/FI-Interaktion zustandigen Domanen von HF (SCR1- 5) auffallend
abseits von grollen Sequenzhomologien zu den SCR-Domédnen der HF-verwandten Proteine
und F13B. Diese Faktor H-spezifischen Domédnen wurden also nicht dupliziert und sind durch
ihre Funktion und AS-Sequenz deutlich von den restlichen SCR abgesetzt.

Verschiedene andere SCR-Domdnen von Faktor H haben dagegen, wie oben erwdhnt, starke
Sequenzdhnlichkeit zu den Faktor H-verwandten Proteinen und zu F13B. Auch diesen Bereichen
wurden bereits Funktionen — C3b-Interaktion und Sialinsdurebindungsstellen — zugewiesen,
die jedoch weniger spezifisch sind als die komplementregulatorische Funktion von SCR1-5
von Faktor H (siehe Abb. 2, Kap. 1.3.1.2). Auffallig ist, daf’ sich die Sequenzhomologien in
den Faktor H verwandten Genen/Proteinen vor allem auf die Bereiche SCR6-11 und die C-
terminalen SCR18-20 erstrecken.

Von dem neuen HF-verwandten Gen HF6 sind nur vier SCR-Domanen bekannt, die zu SCR6
und 7 bzw. SCR10 und 11 von HF1 homolog sind. Es ist bisher nicht erwiesen, dal’ die erhaltenen
Sequenzen zu einem Gen gehoren, sie kdnnten auch von unterschiedlichen Genen stammen.
Die Intronabschnitte zwischen den betreffenden Exons sind langer als diejenigen von HF1.
HF6 ist das erste HF1-verwandte Gen, das SCR10/11 homologe Exons enthalt. Welche Funktion
in ihnen genau lokalisiert ist, ist nicht bekannt. Die vollstindige cDNS-Sequenz des HF6-Gens

mul noch aufgeklart werden.

6.1.5 DUPLIKATIONEN UND DELETIONEN IN DER FAKTOR H-GENFAMILIE

Was ist nun die Ursache der zahlreichen Duplikationsereignisse, die zur Entstehung der HF-
Genfamilie und zu F13B geflihrt haben und wie kann die Deletion innerhalb des HF2-Gens,
die bei 4-5% im homozygoten (Feifel et al., 1992) und bei ca. 40% der untersuchten Personen
im heterozygoten Zustand auftritt, erklart werden? Zusammen mit HF2 wurde auch eine Deletion
im HF4-Gen beobachtet (Kap. 5.2.3), die wahrscheinlich ebenso haufig auftritt. Beide HF-
Haplotypen wurden mit den YAC-Klonen isoliert. Gibt es einen Zusammenhang zwischen diesen
Deletionen und pathologischen Zustidnden? Gibt es eine Erklarung fiir die Haufung von

Duplikationen und Deletionen in diesem Chromosomenbereich?
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Fir Duplikationen kénnen Rekombinationsereignisse verantwortlich sein, die in manchen
Chromosomenregionen gehduft auftreten. Heine-Suner et al. postulieren in einer 1997
verdffentlichten Arbeit zwei Regionen mit erhéhter Rekombinationshdufigkeit (recombination
hot spots) im Bereich zwischen RCA- und Faktor H-Komplex. Ob es sich dabei tatsdchlich um
Regionen mit erhohter Rekombinationsfrequenz handelt, kann aufgrund der geringen Zahl
untersuchter DNS noch nicht definitiv gesagt werden. Es steht jedoch fest, dal die Gene der
beiden Komplexe haufig Duplikationen unterworfen sind, die Pseudogene wie CR1 like und
MCP like erzeugen oder eng verwandte Gene wie die HF2- 6 und die Duplikationen des C4BPA.
Eine Ursache fiir die Entstehung von Genduplikationen sind Rekombinationsereignisse, die
haufiger in DNS-Bereichen mit erhdhter Rekombinationsfrequenz beobachtet werden. Dies
wurde z.B. fiir »de novo« Duplikationen und Deletionen bei verschiedenen Erbkrankheiten
beschrieben, so bei Duchenne Muskeldystrophie, Charcot-Marie-Tooth-Hoffmann Krankheit
Typ TA und HNPP (hereditary neuropathy with liability to pressure palsies) (Oudet et al., 1992;
Reiter et. al., 1998; Potocki et al., 1999). Es ist wahrscheinlich, dal} derartige Vorgange auch
bei der Entstehung des RCA- und Faktor H-Komplexes beteiligt sind. Ein weiteres Beispiel fir
eine Genfamilie stellen die Rezeptorphosphatasen dar, von denen zwei, CD45 und PCP-2,
in dieselbe Region auf Chromosom 1 kartieren und méglicherweise ebenso durch Duplikation
entstanden sind.

Die im HF2/4-Gen beobachteten Deletionen kénnten auch auf fehlerhafte Rekombinations-
ereignisse zurlickzufiihren sein. In der Bande q32 von Chromosom 1 wurde eine »briichige«
Stelle lokalisiert, die mit Typ 1 bipolaren Stérungen (manisch-depressive Zustande) assoziiert
ist (Turecki et al., 1995). Ob diese briichige Stelle nahe bei HF2 liegt, ist nicht bekannt. Die
Deletionen im Bereich des HF2- und HF4-Cens, die nun mit einem auf PCR-basierenden Test
nachgewiesen werden kénnen, scheinen nicht mit einem offensichtlichen Phanotyp fir Homo-
und Heterozygote-Deletionstrager einherzugehen. Die Betroffenen sind unauffallig, ein vermuteter
Zusammenhang mit rheumatischer Arthritis konnte nicht nachgewiesen werden (siehe Kap.
5.3).

Kirzlich wurden Mutationen bzw. Deletionen im HF1-Gen mit dem hdmolytischen urdmischen
Syndrom (HUS) in Verbindung gebracht und der Faktor H-Komplex als Kandidatenregion postuliert.
Auf der Suche nach einem Kandidatengen fiir diese Krankheit in betroffenen Familien wurde
entdeckt, daf8 ein Teil der Betroffenen eine Punktmutation in SCR20 von HF1 trégt, die zu
einem Austausch von Arginin zu Glycin mit vermuteter Konformationsanderung im Molekiil
fuhrt (Warwicker et. al., 1998). SCR20-homologe Sequenzen sind in HF2 und HF3 konserviert,
jedoch nicht in HF4 und HF5. Der beschriebene AS-Austausch konnte nicht in HF2 oder HF3
gefunden werden. In einigen HUS-Betroffenen wurden keine Mutationen im HF1-Gen identifiziert.

Daher ist zu vermuten, dal8 die Mutation in SCR20 nur einen gekoppelten Polymorphismus
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darstellt. Die postulierte Kandidatenregion (Faktor H-Komplex) enthdlt viele potentielle
Kandidatengene. Die Isolierung des HF-Komplexes erlaubt es nun, die Gene zu identifizieren,
die wirklich fir familidres HUS verantwortlich sind. Eine Beteiligung von Faktor H als
pradisponierender Faktor fiir das Auftreten von HUS nach einer E. coli-Infektion ist mdglich,
da HUS haufiger bei Personen mit verminderter Faktor H-Konzentration im Serum auftritt.
Ebenso konnte die polymorphe HF-Cenfamilie in die Pathogenese dieser Krankheit, deren

Ursache bisher nicht aufgeklart ist, involviert sein.

6.2 EXPRESSION DER FAKTOR H-GENFAMILIE IM GEHIRN UND IN HIRNZELLINIEN

Die Aktivierung von Komplement spielt bei bakteriellen Infektionen (z.B. durch Neisserien)
des Gehirns eine wichtige Rolle. Einen eher negativen Effekt hat die Aktivierung von Komplement
bei Verletzungen des ZNS, bei Erkrankungen wie Alzheimer und MS (Rogers et al., 1992, Walker
und McGeer, 1992; Sellebjerg, et al., 1998). Da Serumproteinen der Zugang zum Gehirn im
Normalfall durch die Blut-Hirn-Schranke verweigert ist, mufs das Gehirn tiber Mdoglichkeiten
zur Synthese von Komplementproteinen und deren Regulatoren verfiigen. Die meisten an der
Komplementaktivierung und -regulation beteiligten Proteine wurden bereits in verschiedenen
Glioma-/Astroglioma-Zellinien nachgewiesen (Gasque et al., 1993, Gasque et al., 1995, Walker
et al., 1995, Vedeler et al, 1994). Auch Faktor H wurde bereits in verschiedenen Astroglioma-
zellinien und Oligodendrozyten nachgewiesen, wogegen keine Daten Gber das Vorkommen
der FHRP im Gehirn vorliegen (Gasque et al., 1992; Gasque und Morgan, 1996).

Die Entdeckung von FHRP1, FHRP2 neben Faktor H,;5, und FH,,; in Liquorproben von Patienten
der Neuropathologie (Proben wurden freundlicherweise von Prof. Mehrain zur Verfligung gestellt)
veranlafSte uns die Expression der HF-Genfamilie in verschiedenen Gehirnarealen, unstimulierten

und IFNg-, IL4- und IL6-stimulierten Gliomazellinien zu untersuchen.
6.2.1 EXPRESSIONSMUSTER UND FUNKTION DER HF-GENFAMILIE IM GEHIRN UND IN GLIOMAZELLINIEN

Alle Gene der HF-Familie sind im Gehirn, — wenn auch gréftenteils schwach und nur mittels
RT-PCR nachweisbar -, exprimiert. Auch das Faktor H spezifische Transkript wurde in allen
untersuchten Gehirnarealen und Gliomazellinien gefunden. Auf RT-PCR-Ebene war die Expression
im Plexus chorioideus besonders stark (dieser Bereich war auch im Northernblot als einziges
Gehirngewebe fir HF1 positiv). Die Ergebnisse der RT-PCR sind in der folgenden Tabelle
zusammengefal’t. Im Northernblot konnten nur die HF1-Transkripte von 4,3 kb und 1,8 kb,

nicht jedoch die Transkripte von HF2 und 3 in den Gliomazellinien nachgewiesen werden.
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Tabelle 12: Nachweis der Expression HF1- 5 im Gehirn und in Gliomazellinien

HF1 HF2 HF3 HF4 HF5
Leber +++ +++ +++ +4+ +4+
weile Substanz + - - + +
graue Substanz + +/- - + +
Plexus chorioideus ++ - - + +
Stammganglion + - - + T
Pons + - - +/- +
Kleinhirn 1 + - - + +
Kleinhirn 2 + - - + +
N59 + ++ . + +
T98 G + ++ ; n n

In der Tabelle sind die Ergebnisse der RT-PCR zum Nachweis von HF1- 5 in Gehirn und Gliomazellinien
zusammengefal8t. Als Positivkontrolle diente Leber-cDNS.

e Bande gut zu sehen »t /- Bande schwach
»+ 4« Bande stark - keine Bande zu sehen
»+ 4+« Bande sehr stark

Die Aufgabe von Faktor H im Gehirn liegt nahe: da C3 auch hier spontan aktiviert wird und
die Komplementkaskade in Gang setzen konnte, schiitzt Faktor H das Gehirn vor unerwiinschter
Aktivierung des alternativen Komplementweges. Dieser ist ja, aufgrund des »tick-over« (siehe
Kap. 1.3.1.1) von C3, auch im nicht aktivierten Zustand auf geringem Niveau aktiv. Abgesehen
von dieser Schutzfunktion, die Faktor H im gesunden Gehirn ausfiihrt, mufS man seine Aufgabe
bei pathologischen Prozessen, wie bakteriellen Infektionen, entziindlichen und traumatischen
Ereignissen (Ischdmie) im Gehirn betrachten, die eine Aktivierung des alternativen
Komplementweges hervorrufen. Darauf werden wir genauer im folgenden Kapitel im
Zusammenhang mit der IFNg-Stimulation der Gene HF1- 5 eingehen.

Faktor H wird im Gebhirn selbst gebildet und in den Liquor sekretiert. Welche Gehirnzellen
oder Areale sind fir die Faktor H-Synthese zustandig? Bisher wurden Faktor H-Transkripte bzw.
Protein in verschiedenen Astroglioma-, Oligodendrozyten und Gehirnendothel nachgewiesen
(Gasque et al., 1992; Gasque und Morgan, 1996; Vastag et al., 1998). Da in allen hier
untersuchten Geweben HF-Transkripte auf RT-PCR-Ebene nachweisbar waren, kann man
annehmen, das Faktor H von allen Gehirnzellen bzw. von den im Gehirn verteilten Gliazellen
gebildet werden kann. Die daraufhin untersuchten Gliomazellinien zeigten starke Expression

von HF1, dessen Transkript auch im Northernblot nachweisbar war. Dies kénnte ein Hinweis
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darauf sein, dafs HF1 vorallem in Cliazellen und Astrozyten transkribiert wird und weniger
in Neuronen. Auf RT-PCR Ebene war von den untersuchten Geweben HF1 besonders stark
im Plexus chorioideus transkribiert. Dieser Bereich — ein dichtes Geflecht aus Kapillaren — ist
fur die Produktion des Liquor cerebralis zustandig. Eine starke Expression des HF1-Gens in
diesem Bereich ist also sinnvoll, da durch den Liquor Faktor H in alle Bereiche des Gehirns
gelangen und seine Funktion erfiillen kann. Diese Beobachtung deckt sich auch mit den
Ergebnissen von Vastag (1998), die Faktor H in Hirnendothelzellen nachweisen konnten.
Im Westernblot fiel auf, dal$ im Liqour verhdltnismalig zu FH,, 5, (Faktor H) mehr FH,,; vorhanden
ist als im getesten Serum derselben Personen (sieche Abb. 43, Kap. 5.4.1). Uber Northernblot
wurde wie bereits erwdhnt das verkirzte 1,8 kb-HF1-Transkript nachgewiesen und der Effekt
von IFNguntersucht. Die 1,8 kb-Transkriptmenge steigt bei einer Zellinie (T98G IFNg im Vergleich
zum HF1-Transkript voller Lange starker an (siehe Abb. 44, Kap. 5.4.1). Im Gehirn wird also
das verkiirzte HF1-Produkt verstarkt exprimiert und kommt auch in relativ grofSer Menge im
Liquor vor. FH,,; hat wie Faktor H komplemtregulatorische Eigenschaften. Es ist jedoch kleiner
und kénnte so schneller an die benétigte Stelle im Gehirn gelangen und dort seine Funktion
erfillen.

Auch die Faktor H-verwandten Proteine FHRP1 und FHRP2 wurden mit Westernblotanalyse
im Liquor entdeckt. Uber die Funktion dieser Proteine gibt es bisher keine sicheren Hinweise
(Kap 1.3.2.2). Die Untersuchungen der Transkription der betreffenden Gene HF2 (kodiert ftir
FHRP1) und HF3 (kodiert fir FHRP2) zeigten, dafs HF2 nur in der grauen Substanz und den
unstimulierten Gliomazellen N59 und T98G exprimiert wird. Fir HF3 waren alle untersuchten
Gewebe und Zellinien negativ (zwei Proben waren sehr schwach positiv). Wie kommt HF3
in den Liquor (siehe Abbildung 43, Kap. 5.4.1), wenn es kaum von Gehirnzellen gebildet wird
und nur in einer Gliomazellinien kaum nachweisbar transkribiert wird? Entweder ist das geringe
Expressionsniveau des HF3-Gens ausreichend um das Protein im Liquor nachweisen zu kdnnen,
oder aber das Vorhandensein von FHRP2 im Liquor ist ein pathologisches Zeichen. Die
Liquorproben wurden, wie schon erwédhnt (Kap 5.1) von Patienten mit Verdacht auf Multiple
Sklerose bezogen. Bei MS kann es zu zeitweiliger Zerstérung der Blut-Hirn-Schranke und damit
einhergehendem Ubertritt von Serumproteinen in den Liquor kommen (Gay und Esiri, 1991).
Da uns keine Liquorproben von gesunden Probanden zur Verfiigung standen, kann diese Frage
nicht eindeutig beantwortet werden.

HF2 dagegen wird in verschiedenen Gehirnarealen und allen Gliomazellinien transkribiert.
Anders als bei HF1 scheinen nicht die Endothelzellen des Plexus chorioideus, sondern die
Gliazellen der Hauptsyntheseort von FHRP1 zu sein.

Die anderen Faktor H-verwandten Proteine FHRP3 und 4 konnten nicht im Liquor nachgewiesen

werden, da kein spezifischer Antikdrper zur Verfiigung stand. Die Transkription der betreffenden
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Gene HF4 und HF5 wurde nur mittels RT-PCR in verschiedenen Gehirnarealen und
Gliomazellinien untersucht. Beide Gene sind in allen untersuchten Geweben und Zellinien
auf geringem Niveau exprimiert. Welche Aufgabe konnten die HF-verwandten Proteinen FHRP1
und 2 haben, die im Liquor nachweisbar sind, im Gehirn haben? Eine Rolle bei entziindlichen
oder anderen pathologischen Prozessen scheinen die FHRP nicht zuspielen, da keine
Stimulierbarkeit mit IFNg, 1L4 oder 1L6 gefunden wurde (siehe folgendes Kapitel). Da sie keine
komplement-regulierenden Eigenschaften besitzen, liegt nahe, dafd sie nur einen Liquorbestandteil
von untergeordneter Bedeutung darstellen. Ein Fehlen, z.B. von FHRP1 wird relativ haufig
beobachtet (4-5%). Ob der von Park und Wright (1996) beschriebene Plasmapartikel, indem
die FHRP 1 und 2 enthalten sind und der die LPS-induzierte integrinvermittelte Adhdsion von
PMN fordert, auch im Liquor vorkommt, ist nicht bekannt. Die Aufgabe der FHRP im Liquor
bleibt offen.

6.2.2 REGULATION DER EXPRESSION DER HF-GENFAMILIE IN GLIOMAZELLINIEN DURCH INFy, 1L4
UND IL6

Die meisten Komplementproteine werden in der Leber synthetisiert und gehéren zu den Akute-
Phase-Proteine (APP), das heift ihre Transkriptionsrate erhoht sich in Folge von Gewebeverletzung
und Entziindungsreaktionen. Die Hauptaufgabe der APP ist die Erkennung und Eliminierung
von Pathogenen, der Schutz der Gewebe vor inflammatorischen proteolytischen Enzymen und
Sauerstoffmetaboliten sowie die Reorganisation betroffener Gewebe (Volonakis, 1995). Die
Transkriptionsrate der meisten APP wird hauptsdchlich durch die inflammatorischen Cytokine
IL6, ILT und TNFa reguliert. Die Transkription der Komplementproteingene wird vorallem durch
IFNg stimuliert (Boehm et al., 1997).

Die Bildung der Komplementproteine ist nicht auf die Leber beschréankt. Viele Zellen und Gewebe
sind zur Synthese dieser Proteine fahig. Im Gehirn wird der Grof3teil der Komplementproteine
von Astrozyten und Gliazellen gebildet (Morgan und Gasque, 1996). Die Syntheserate ist relativ
gering, kann jedoch wie auch in vielen anderen Geweben durch IFNggesteigert werden. Astrozyten
sind selbst auch zur Synthese von IFNg und anderer Cytokine fahig, und kénnen so autokrin
die Transkription der Komplementgene verstarken (Snider, 1994; Zhao et al., 1998; Fabry et
al., 1994). IL6 kann auch im Gehirn gebildet werden und ist im Falle hoher Konzentrationen
ein Marker fir z.B. Entziindungen und Erkrankungen wie MS und Alzheimer, dies trifft auch
fur die anderen Cytokine zu (Kossmann et al., 1996; Gruol et al., 1997; Zhao und Schwartz,
1998). IL4 ist ein weiterer wichtiger Mediator der Immunantwort. Im Gehirn fungiert es als
Regulator der Proliferation der Astrozyten (Lui et a., 1997). Auch Faktor H ist ein Akute-Phase-

Protein, dessen Transkription — wie die der meisten Komplementproteine — hauptsachlich durch
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IFNg stimuliert wird. Dies wurde nicht nur fiir Hepatozyten sondern auch fiir extrahepatische
Gewebe von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben: in Endothelzellen (HUVEC), Hautfibro-
blasten, Monozyten und Cliomazellen (Williams und Vik, 1997; Ripoche et al., 1988; Katz
und Strunk, 1988, Lappin und Whaley, 1990; Gasque et al., 1992). Ein »IFN-response elementx
wurde bisher im HF1-Gen noch nicht identifiziert, die Stimulation der Genexpression erfolgt
jedoch auf Transkriptionsebene (Williams und Vik, 1997). Uber die Stimulierbarkeit der HF1-
verwandten Gene HF2- 5 ist wenig bekannt. Bettina Dierl untersuchte mittels RT-PCR in ihrer
Diplomarbeit die Expression von HF1- 4 bei den Zellinien Mono-MAC6 (Makrophagen) und
U937 (humanes Histiocytenlymphom) vor und nach Behandlung mit IFNg Dabei liellen sich
HF1 und HF2 weder vor noch nach der Stimulation nachweisen, wogegen HF3- und HF4-
Transkripte nach IFNg-Behandlung gefunden werden konnten (Dierl, 1997). Wir untersuchten
die Stimulation von HF2- 5 durch IFNg bei drei verschiedenen Gliomazellinien — N59, N63
und T98G — mittels Northernblot und RT-PCR. Die Stimulation dieser Gene mit IL4 und IL6
wurde nur mittels Northernblot getestet. Da bei diesen Gliomazellinien die Stimulation von
HF1 durch IFNg IL4 und IL6 noch nicht untersucht wurde, wurde auch dies getestet. Die
Ergebnisse RT-PCR nach IFNg-Stimulation sind in Tabelle 13 zusammengefalt. Im Northernblot
waren nur HF1-Transkripte detektierbar (siehe Kap. 5.4.2, Abbildung 44), eine Stimulation

der Gene HF1- 5 mit IL4 und IL6 konnte mittels Northernblot nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 13: Expression der Faktor H Genfamilie in Gliomazellinien nach IFNg-Stimulation

HF1 HF2 HF3 HF4 HF5
Leber +++ +++ +++ +++ +++
N59 + + + +
N59 IFNg stimuliert ++ +/- + +
N63 + + + +
N63 IFNg stimuliert ++ +/- + +
198 G + + + + +
T98 G IFNg stimuliert ++ +/- + +

In der Tabelle sind die Ergebnisse der RT-PCR zum Nachweis von HF1- 5 in unstimulierten und IFNgstimulierten
Gliomazellinien zusammengefafst. Als Positivkontrolle diente Leber-cDNS.

e Bande gut zu sehen /- Bande schwach
»++« Bande stark o keine Bande zu sehen
»+ 4+« Bande sehr stark
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Die HF1-Transkripte steigen nach IFNg-Stimulation deutlich bei allen drei Gliomazellinien an,
HF2 wird schwécher nachgewiesen als im unstimulierten Zustand, HF3 ist kaum transkribiert
und die Menge der HF4- und HF5-Transkripte wird nicht von IFNg beeinfluf3t.

Der IFNgvermittelte Transkriptanstieg von HF1 bei Gliomazellinien spiegelt vermutlich auch
das Verhalten der betreffenden Zellen im Gehirn wieder. Die Cliazellen umgeben die Axone
der Neuronen und sind folglich im gesamten Gehirn verteilt. Im Falle von bakteriellen Infektionen
des Gehirns (z.B. durch Neisseria menigitis), neurodegenerativen Erkrankungen (z.B. MS) und
Verletzungen, die alle mit Bildung von IFNg und demzufolge auch der Aktivierung von Komplement
einhergehen, ist eine Kontrolle der Komplementaktivierung notwendig (Zhao und Schwartz,
1998). Die Transkriptmenge von HF1 wird ebenfalls gesteigert, so da8 die Komplementattacke
auf die Pathogene beschrankt bleibt, bzw. eingeschrankt wird. Faktor H fungiert also auch im
Gehirn als APP, er wird von verschiedenen Zellen lokal gebildet und unter inflammatorischen
Bedingungen verstdrkt exprimiert, um seine Schutzfunktion gegen eine Komplementattacke
erfillen zu kénnen. Die Cytokine 1L4 und IL6 haben keinen Einfluf® auf die Transkription des
HF1-Gens in den untersuchten Zellinien. Die Transkriptmenge steigt nicht tber die der
unstimulierten Zellen.

Die Transkription der Gene fiir die Faktor H-verwandten Proteine FHRP1- 4 [a3t sich nicht
mit IFNg stimulieren: bei HF4 und 5 bleibt die Transkriptmenge gleich schwach, HF3 wird
weder im unstimulierten noch im stimulierten Zustand in N59 und N63 transkribiert, und von
T98G nur im unstimulierten. Auf die Transkription von HF2 scheint IFNg ahnlich wie bei HF3
einen negativen EinflufS zu haben. Die HF2-Transkriptmenge wird nach IFNg-Stimulierung noch
geringer.

Den HF1-verwandten Genen fehlt wahrscheinlich ein Response Element, dall wie bei HF1
die Akute-Phase-Antwort durch IFNg vermittelt. Auch die Cytokine IL4 und IL6 haben keinen
Einfluf auf die Transkriptionsrate der Gene HF2- 5. Die Faktor H-verwandten FHRP sind also
im Gegensatz zu Faktor keine APP, ihre Transkriptionsrate wird nicht von IFNg stimuliert und
wie bei HF1 auch nicht von 1L4 oder IL6 beeinflufét. Es ist unwahrscheinlich, dald diese Proteine
eine Rolle beim Schutz des Gehirns vor unerwiinschten Folgen von Entziindungs- und
Verletzungserscheinungen spielen.

Da die Faktor H-verwandten Gene jedoch, wenn auch auf geringem Niveau im Gehirn exprimiert
werden und ein Teil der Faktor H-verwandten Proteine (FHRP1 und FHRP2) auch im Liquor

nachgewiesen wurde, stellt sich immer noch die Frage nach ihrer Funktion im Gehirn.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit tiber die Organisation und Regulation der Faktor H-
Genfamilie wurden folgende drei Themenkomplexe bearbeitet:

Zur Aufklarung der genomischen Organisation der HF-Genfamilie wurden humane Mega YAC-
und BAC-Klone mittels Restriktionsanalyse, Southernblothybridisierung, PCR und Sequenzierung
analysiert. Alle Gene der Faktor H-Familie HF1- 5 konnten auf diesen Klonen lokalisiert werden,
d.h. diese Genfamilie liegt zusammen auf einem DNS-Abschnitt von ca. 400 kb auf Chromosom
1932. Weitere HF1-verwandte Genabschnitte wurde identifiziert, die in die Nahe von HF3,
HF5 und F13B lokalisiert wurden. Flankierend zur Faktor H-Genfamilie wurden die Gene fiir
F13B und PCP-2 kartiert. Die Gene konnen wie folgt von telomer nach zentromer angeordnet
werden: PCP-2, HF1, HF4, HF2, HF5 gefolgt von HF3/HF6/F13B, deren Orientierung nicht
eindeutig festgelegt werden konnte.

Die Haufung der HF-Gene auf einem DNS-Abschnitt und deren Anordnung in Tandem-
Orientierung last vermuten, daf8 diese Genfamilie ihren Ursprung in Genduplikation hat. In
dieser chromosomalen Region werden Rekombinations-Hotspots vermutet, die eine erhéhte
Rekombinationsfrequenz verursachen infolge derer Duplikationen entstehen kdnnen. Durch
Fehler bei der Rekombination kann es jedoch auch zum Verlust von genetischem Material
kommen. Vermutlich kann man die Deletion im Bereich des HF2- und HF4-Gens, die bei
4-5% der untersuchten Probanden gefunden werden kann, durch einen solchen Mechanismus
erkldren. Diese Deletion, ein genetischer Marker in dieser Region, kann nun mit einem einfachen
PCR-basierenden Test, festgestellt werden.

Die Isolierung und Kartierung des Faktor H-Genkomplexes erleichtert die Suche nach
Kandidatengenen fiir das hdmolytisch urdmische Syndrom (HUS), da die Region als
Kandidatenregion fiir dieses Syndrom identifiziert wurde. Es ist moglich, da8 Faktor H oder
die Faktor H-verwandten Proteine eine Rolle bei der Entstehung dieser Krankheit spielen.
Ob die oben erwdhnten HF2-Deletion eine Rolle bei der Pathogenese von entziindlichen
Erkrankungen insbesondere rheumatischer Arthritis, spielt, wurde an einem groflen
Patientenkollektiv untersucht. Es wurde jedoch keine Korrelation zwischen Deletion und Erkrankung
gefunden.

Zur weiteren Untersuchung der Funktion der Faktor H-verwandten Proteine, wurde deren
Expression auf Protein und mRNS-Ebene untersucht. Faktor H und die Faktor H verwandten

Proteine 1 und 2 wurden im Liquor cerebralis entdeckt. Der Hauptsyntheseort im Gehirn fiir
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Faktor H scheint des Endothel des Plexus chorioideus und die Cliazellen zu sein. Die HF-
verwandten Transkripte sind nur auf geringem Niveau nachweisbar. Die Transkription von HF1
ist in den allen getesteten Cliomazellinien mit IFNg stimulierbar. Faktor H verhalt sich also im
Gehirn, ebenso wie in der Leber, als Akute-Phase-Protein und verhindert eine ungewiinschte
Komplementaktivierung im Zuge von Infektionen, Verletzungen und Erkrankungen des Gehirns.
Durch die inflammatorischen Cytokine IL4 und IL6 wird die Transkription von HF1 nicht
beeinfluf3t.

Die HF1-verwandten Gene HF1- 5 sind in den Gliomazellinien nicht mit IFNg stimulierbar
und auch IL4 und IL6 zeigen keinen EinfluB auf die Expression dieser Gene. Im Gegensatz
zu Faktor H sind diese Proteine wahrscheinlich nicht an der Akute-Phase-Antwort des Gehirns

beteiligt. Welche Aufgabe ihnen zufillt ist offen.
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9 ANHANG



D rekte Sequenzierung des PCR Anplifikats SCR 16s/ SCR 17as des YAG Kl ons
C2 und der BAC-Klone ML2 und P20

HF1 SCR 16s
C2 SCR 16s
ML2 SCR 16s
P20 SCR 16s

HF1 SCR 16s
C2 SCR 16s
ML2 SCR 16s
P20 SCR 16s

HF1 SCR 16s
C2 SCR 16s

ML2 SCR 16s
P20 SCR 16S

HF1 SCR 16s
C2 SCR 16s
ML2 SCR 16s
P20 SCR 16s

C2 SCR 16s
ML2 SCR 16s
P20 SCR 165

C2 SCR 16s
ML2 SCR 16s
P20 SCR 16s

C2 SCR 16s
ML2 SCR 16s
P20 SCR 16s

C2 SCR 16s
ML2 SCR 16s
P20 SCR 16s

C2 SCR 16s
ML2 SCR 16s
P20 SCR 16s

C2 SCR 16s
ML2 SCR 16s
P20 SCR 16s

HF1 SCR 17as
C2 SCR 17as
ML2 SCR 17as
P20 SCR 17as

HF1 SCR 17as
C2 SCR 17as
ML2 SCR 17as
P20 SCR 17as

TCTCCACCTGAGATTTCTCATGGT GT TGTAGCTCACATGTCAGACAGTI TATCAG

SCR 17
AAACAGATTGTCTG - - - - - - s - e e e e e e oo
.............. GTATGGTGCATTGAATTTTATTATATGTATGATAAAT
.............. GTATGGTGCATTGAA. . . ..



HF1 SCR 17as
C2 SCR 17as
ML2 SCR 17as
P20 SCR 17as

C2 SCR 17as
ML2 SCR 17as
P20 SCR 17as

C2 SCR 17as
ML2 SCR 17as
P20 SCR 17as

C2 SCR 17as
ML2 SCR 17as
P20 SCR 17as

C2 SCR 17as
ML2 SCR 17as
P20 SCR 17as

C2 SCR 17as
ML2 SCR 17as
P20 SCR 17as

C2 SCR 17as
ML2 SCR 17as
P20 SCR 17as

SCR16/ | ntron
TTTTCAAAGCTAGGTAAACTGAGACAATCTGTTTTTATAA- - - - - - - -
.................................. CTGATAGGAAAAAT

C2 SCR 17as GCTTTGTGICCTCCCCCCAATCTCATCTTGAATAATAATCTCCAGEGTGITGAA
ML2 SCR 17as  ............. A e
P20 SCR 1788 @ ----cmmmmmmmm e e e e e oo i oo

N: nicht |esbare Base

Di e Sequenzen von C2, M2 und P20 stinmen mt der HF1 cDNS- Sequenz
im Bereich des Exons uberein.

Im Intron 16 gibt es zw schen den Kl onen C2, M2 und P20 einzel ne
Aust ausche, die entweder auf Pol ynerasefehl er oder Sequenzpol ynor phi sen
hi nwei sen konnen.



Di rekte Sequenzi erung der

HF1 SCR 6s
HF4 SCR 1
A8 SCR 6s
C2 SCR 6s
BA8 SCR 6s
B20 SCR 6s
ML2 SCR 6s
P20 SCR 6s

HF1 SCR 6s
A8 SCR 6s
C2 SCR 6s
BA8 SCR 6s
ML2 SCR 6s
P20 SCR 6s

HF1 SCR 6s
A8 SCR 6s
C2 SCR 6s
BA8 SCR 6s
ML2 SCR 6s
P20 SCR 6s

HF1 SCR 6s
A8 SCR 6s
C2 SCR 6s
BA8 SCR 6s
P20 SCR 6s

HF1 SCR 6s
A8 SCR 6s
C2 SCR 6s

HF1 SCR 6s
A8 SCR 6s
C2 SCR 6s

HF1 SCR 6s
A8 SCR 6s
C2 SCR 6s

HF1 SCR 6s
A8 SCR 6s
C2 SCR 6s

HF1 SCR 6s
HF4 SCR 2
A8 SCR 6s
C2 SCR 6s

PCR- Pr odukt e SCR 6s/ 7as

I ntron
TTCATTGCACACAAGATGCGATGGTCECCAGCAGTACCATGCCTCAGTAAGTAAACTC
.............. A .G A ............T.
-------------------------- NNNCTC
e G T
NI CHT LESBAR
--------------------- A T ... T CTC
----------------- G DA T - TG
TGAACTGCTATATATATGTATAAAACT TTCAAAGAT CGAAGAAAGGAGAGCACATAA
N ... o CN..N..... C..... NN.NNCN..NN.C..N.........
UG LA LG T G............ 0
.......... CC--............N.....TA G ... ... .
.......... CC--............A.....TA G ... ... .
GIGATTACACCTGTCTTATGTAACAGAAAT AGGECCAAGAAAAGAGTI TGTTCAAGCA
N...C.N........ N..C............ N ..... N o
N N
T ...... B I T
T ...... B I T

.................................. N
AAAGTAAAGATAAGTAATATTGAATATTGATATTTCTTTTTGTGCAAACCTTTGI TA
...... o
...... o

Exon 7 HF1/ 2 HF4
TCATTTACTTTATTTATTTATCATTGI TATGGTCCTTAGGAAAATGI TATTTTCCTTA




SCR 6-7

A8 SCR 7as
C2 SCR 7as

B A8 SCR 7as
ML2 SCR 7as
P20 SCR 7as

SCR 6-7

A8 SCR 7as
C2 SCR 7as

B A8 SCR 7as
ML2 SCR 7as
P20 SCR 7as

SCR 6-7

A8 SCR 7as
C2 SCR 7as

B AB SCR 7as
ML2 SCR 7as
P20 SCR 7as

SCR 6-7

A8 SCR 7as
C2 SCR 7as

B A8 SCR 7as
ML2 SCR 7as
P20 SCR 7as

SCR 6-7

HF4

A8 SCR 7as
C2 SCR 7as

B A8 SCR 7as
ML2 SCR 7as
P20 SCR 7as

SCR 6-7

HF4

A8 SCR 7as
C2 SCR 7as

B A8 SCR 7as
ML2 SCR 7as
P20 SCR 7as

SCR 6-7

HF4

A8 SCR 7as
C2 SCR 7as
ML2 SCR 7as
P20 SCR 7as

TATACATCTATTAATTATAAAAAGT AAAGATAAGTAATATTGAATATTGAT

......... NN..........C...........NC............
...... NNCG.........C............NC....NG......
...... AT ......CG..C.....G.......N....N.C

N NN .Co

....... Coi A U NON T A A
..... CC...A-o v . T..G...AACA.. .G
..... CC...A-r U T..G...AACA.. .G

........................ TCC. ... o G
G....... G............ C.......... T

..................... G..............G...C......T

..................... G..............G...C......T

................................... N
AT.......... CC.... .. .. A ... NN
...... O O S O
e
e N
CAAAAT CATGGAAGAAAGT TTGTACAGEGTAAATCTATAGACGT TGCCTGCC
...... T .Gl G LA
...... T
T.NCNT. ....... T
G T.Coo C..CC...A . A .. A-
...... T GG LA
...... T GG LA
ATCCTGGCTACGCTCTTCCAAAAGCG - - CAGACCACAGT
............ G..........TCCGT...........
SN ---
............ G .. e e
............ L

N: nicht |esbare Base

D e BAG K one P20, M2, A8 tragen das HF4- Gen,

YAC @2 das HF1l-Gen

und YAC A8 beide CGene. Bei diesem Klon sind deshalb viele Basen

ni cht | esbar.



Sequenzi erergebni sse der PCR-Amplifikate: HF1 SCR 10s/1las

HF1 cDNS

A8 SCR 10s
C2 SCR 10s
B20 SCR 10s

HF1 cDNS

A8 SCR 10s
C2 SCR 10s
B20 SCR 10s

HF1 cDNS

A8 SCR 10s
C2 SCR 10s
B20 SCR 10s

A8 SCR 10s
C2 SCR 10s
B20 SCR 10s

A8 SCR 10s
C2 SCR 10s
B20 SCR 10s

A8 SCR 10s
C2 SCR 10s
B20 SCR 10s

YAC A8 11las
YAC C2 11las

BAC B20 11las

HF1 SCR11
YAC A8 11las

YAC C2 11las
BAC B20 11las

HF1 SCR 11
YAC A8 11las

YAC C2 11las
BAC B20 11las

HF1 SCR 11

YAC A8 11las
YAC C2 11las
BAC B20 11las

Exon SCR 10
TTCRAGAGGTGT TGAAATTCTCCTGCAAACCAGGATTTACAATAGT TGGAC

AGC . A .... A .T..... A .... GG..A A .T.T C

I ntron
GIAAAGAG A - = - - mm s s s m e e e e e e e oo
...... GIGAATGCTTATCTTACAATTGCTGAAATAAGAATTAGAACTTTG
...... Gl GA. . . e
.C....GICAG AT....T...G AN C...... T..TT A

NAATAATGCCCATATATTTTTATTGGAGCT TATATTACATCTATAATCTGAC

AATGAATTAAGT CAAATATTTGCCTGT GAAAGACATGTATTGAGTACTGAA

AAAGT GGTAAAAT GGCAAAGGAGAAAGGATCCAGI TCTATAGT TAATTGAGC
TACCTGAGATTCAGT CACTTAAGT TAATCTCCACATGGT TCTTGAACGATGT

TGCECATAGATTATTTAGGT GTCCGTAATCAAGCGAGTAATTCTACTTCTGT GT

AAATCTTCCCATTTTACTGAACTTTTATATTGTAAAACAGACAATTTACCCATTA

....... T .o T G A

... T.AGTACCC .---...... C..ACT.T.- C..... G
Exon SCR 11

---------------------- GAGCAAGTACAATCATGIGGICCACCTCCTGAA

TTTACATAGTAT TTCTACTATA. . . o e e e e e

i G.TCT..TA...GA ... ...G oo T

Sequenzvergl ei ch der subklonierten PCR-Produkte (amplifiziert mt
den HF1-spezifischen A igonukl eotiden SCR10s/SCRllas) der YAC A8 und
C2 und des BAC B20 im Vergleich mt der cDNS-Sequenz aus HF1. Die
Amplifikate aus den YAC stimen mt der HF1 cDNS- Sequenz uberein,
wogegen B20 stark abweicht.



D rekte Sequenzi erung des PCR-Amplifikats SCR 1s/ SCR 2as der
A8, B2, F9,

HF2 SCR 1s
HF3 SCR 1s
A8 SCR 1s
B2 SCR 1s
F9 SCR 1s
H5 SCR 1s
BA8 SCR 1s
B20 SCR 1s

HF2 SCR 1s
HF3 SCR 1s
A8 SCR 1s
B2 SCR 1s
F9 SCR 1s
H5 SCR 1s
BA8 SCR 1s
B20 SCR 1s

HF2 SCR 1s
HF3 SCR 1s
A8 SCR 1s
B2 SCR 1s
F9 SCR 1s
H5 SCR 1s
BA8 SCR 1s
B20 SCR 1s

A8 SCR 1s
B2 SCR 1s
F9 SCR 1s
H5 SCR 1s
BA8 SCR 1s
B20 SCR 1s

A8 SCR 1s
B2 SCR 1s
F9 SCR 1s
H5 SCR 1s
BA8 SCR 1s
B20 SCR 1s

A8 SCR 1s
B2 SCR 1s
F9 SCR 1s
H5 SCR 1s
BA8 SCR 1s
B20 SCR 1s

A8 SCR 1s
B2 SCR 1s
F9 SCR 1s
H5 SCR 1s
BA8 SCR 1s
B20 SCR 1s

YAC- Kl one

H5 und der BAC-Kl one A8 und B20
ATGAAGAAAAATATAAGCCATTTTCCCAGGT TCCTACAGECGAAGTI TTTCTATTACT
............................ A
............................ N .
............................ A
A
A
CCTGTGAATATAATTTTGTGTCTCCTTCAAAATCATTTTGGACTCGCATAACATG
.................................. C................G.
.................................. C................G.
.................................. C................G.
.................................. C................G.
.................................. C................G.
R o S c
SCR 2/1Intron
CACAGAAGAAGGATGGTCACCAACACCAAAGTGTCTCAGACTGTIGTTT- - - - - -
R C A -
.G. .................................... TGAGTAAATGCCCTG
A TGAGTAAATG. . . ..
A TGAGTAAATG. . . ..
A TGAGTAAATG. . . .
.................................................. T..
A
TTCATTAAATGGATGT CATTCAGT GAACAGAGAAGGATAT GCCAGACAAGATCA
...................... A e
N
........................... T e
...................... A e

ACA ..........oii.. Gt
................................ AA
ACA ..........oii.. Gt
TGTAGTCOOCCTATTTTGAGATGRCTCCTATGAGAAT CAATGAAGAATAAATATGT
........ £ P
R & P
............................... Ao
........ Tl e
CANCTGTCTTGTGT TACCOGGAAAT GCTCTACATGTTGAAATATATCAATTTTTT
A CA o, T e e
N
A CA ..ot T
Ao T T Goveeei T,
A TG oot



A8 SCR 1s
B2 SCR 1s
F9 SCR 1s
H5 SCR 1s
BA8 SCR 1s
B20 SCR 1s

A8 SCR 2as
B2 SCR 2as
H5 SCR 2as
F9 SCR 2as
B A8 SCR 2as
B20 SCR 2as
P20 SCR 2as

A8 SCR 2as
B2 SCR 2as
H5 SCR 2as
F9 SCR 2as
B A8 SCR 2as
B20 SCR 2as
P20 SCR 2as

A8 SCR 2as
B2 SCR 2as
H5 SCR 2as
F9 SCR 2as
B A8 SCR 2as
B20 SCR 2as
P20 SCR 2as

A8 SCR 2as
B2 SCR 2as
H5 SCR 2as
F9 SCR 2as
B A8 SCR 2as
B20 SCR 2as
P20 SCR 2as

A8 SCR 2as
B2 SCR 2as
H5 SCR 2as
F9 SCR 2as
B A8 SCR 2as
B20 SCR 2as
P20 SCR 2as

HF2 SCR 2as
A8 SCR 2as
B2 SCR 2as
H5 SCR 2as
F9 SCR 2as
B A8 SCR 2as
B20 SCR 2as
P20 SCR 2as

TAAACTGATCATTAATATATTTGACTGCTAATATTTCTTTACT

................ P O\ A AV A
...................... N
............... N
TTTTAGTATTTTTACTAGAAACAGSGT TTCACCATGI TGECCAGGCNGGCCT
................................................ T. ..
................................................ T..
................................................ N. .
..... G AT
N.Co G.... . A.T
................................................ T..
CGAACT CATGECCTCAANT GATCCACT CACCT CAGCCT CCCAAAGT GCAGGG
.................. A
.................. A
.................. N o
N..NLA ... G......... G..... N C..... A
........ C.......G.........G.............C.....A

........ CT. . T
........ CT. . T
N X N N
.......................... G .o
........ CT. . T
AGTTGTACTTTTTCTTTGCTACTTCCATCTTGTACATTAATCCGITTTTG
................................. Cl.......T.......
................................. Cl.......T.......
NG
e CTL T
--------- ACTGTGTTTCTTTCCTTTTGTGGAAAA
GICNTTAGG. . .. . ------ - s mm e e o e o - - -

B R I
e ettt

R O L R

R O L R

B B R
O

N: nicht |esbare Base



Mt den digonukleotiden SCR 1s/ SCR 2as anplifiziert man sowohl
HF2- als auch HF3-Sequenzen. Sind beide Gene in der Ausgangs-DNS
vor handen (vgl. YAC A8, F9), dann erhdlt man bevorzugt die HF3-
spezifische Sequenz bzw. nicht |esbare Basen an den Stellen der
Sequenzunt er schi ede zwi schen den GCenen.

Die Klone B2, H5 und B20 tragen kein HF2-Gen, sie zeigen imer die
HF3- spezi fi sche Sequenz.

BAC A8 (BA8) zeigt imer die HF2-typi sche Sequenz, er tragt nur das
HF2- Gen.



D rekte Sequenzi erung des PCR- Amplifikats SCR 2s/ SCR 3as der

YAC- Kl one

A8, F9 und des BAC-Klons A8

HF2 SCR 2s
A8 SCR 2s
F9 SCR 2s
BA8 SCR 2s

HF2 SCR 2s
A8 SCR 2s
F9 SCR 2s
BA8 SCR 2s

A8 SCR 2s
F9 SCR 2s
BA8 SCR 2s

A8 SCR 2s
F9 SCR 2s
BA8 SCR 2s

A8 SCR 2s
F9 SCR 2s
BA8 SCR 2s

A8 SCR 2s
F9 SCR 2s
BA8 SCR 2s

A8 SCR 2s
F9 SCR 2s
BA8 SCR 2s

A8 SCR 2s
F9 SCR 2s
BA8 SCR 2s

YAC A8
YAC F9
BAC A8

3as
3as
3as

YAC A8
YAC F9
BAC A8

3as
3as
3as

YAC A8
YAC F9
BAC A8

3as
3as
3as

YAC A8
YAC F9
BAC A8

3as
3as
3as

YAC A8
YAC F9
BAC A8

3as
3as
3as

YAC A8 3as

TACTGIGCAAATTATTTGCAACACAGGATACAGACT TCAAAACAATGAGAACAACATTTC

SCR3/ I ntron
ATGT GT AGAACCEEECTAGTCCACCCCTCOCAAAT GCAGGT CCACTGACACT TCCTGTGT

............................................... GTAAGTACA
............................................... GTAAGTACA
............................................... GTAAGTACA
ATGCTGT TCTCTCATATCCTGI TATCTATTATAAAGT TTAAGAGAAATAAATCTTTTT
AT G, .
ATCC. . . G.. .

TACAGGT TAAATATAGGT TTTGCCACATACTTTTATCATTATTCATTTGATTTT

TATTAGTTGATTTGCTACT CAAAATGAACACTAGGTGGAACCACTTCTTTTTTT



YAC FO BaS ot

BAC A8 B3aAS . e
Exon SCR3

HF2a --------- ACACTTCCTGI GTGAATCCGCCCACAGTACAAAATCCTTATATAGT

YAC A8 3aS TCTACTCAG. . . . ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s

YAC FO BaS oo e

BAC A8 3aAS .. e C.... C.

HF2 GTCGAGACAGATGAGTAAATATCCATCTGGT GAGAGAGTACGT TATCAATGTAGGA

YAC AB BaS ottt e

YAC FO BaS o e

BAC A8 3aAS ... G........

HF2a GCCCT- TATGAAATGTTTGGEG

YAC AB 3as ..... Co e

YAC F9 3as ..... Co e

BAC A8 3as ..... Co

Die Anplifikate der YAGC Kl one entsprechen dem HF2a-Allel, BAC A8 dem
HF2b- Al 1 el . Abwei chend zur angegebenen HF2a- Sequenz, tragen alle YAC
und der BAC-Klon eine Insertion einer Base (C) im SCR3-Exon. Die
Unt erschiede im Intronbereich zw schen YAC- und BAC- Sequenzen sind
war schei nl i ch auf Sequenzunterschiede der HF2-Allele zurickzufuhren.



Sequenzi erung des PCR-Produkts:

HF2 L-s - SCR1 as

HF2 Si gnal peptid L-s

HF2 TATCTGCAGCATGTGGCTCCTGGT CAGTGTAATTCTAATCTCACGGATATCCTCTGITG

HF3 -
6000.11 ...
6000. 14 ...

HF2 GGGGAGAAG: - - - = = = = = = = === = mm e e e

HF3 C
6000. 11 ...
6000.14 ...

6000. 11 ATCGGTTTTTGIGTGTATGCTTACATATT

6000.14 ...

SCR 1las

HF2a cDNS
HF3 cDNS
6000. 11
6000. 14

HF2a cDNS
HF3 c¢DNS
6000. 11
6000. 14

HF2a cDNS
HF3 cDNS
6000. 11
6000. 14

Mt den urspringlich zur Amplifikation von HF2- Sequenzen ausgesuchten
A i gonukl eoti dpaar, erhdlt man ein 6000 bp groRRes Anplifikat des 5' UT-
CGenabschnitts von HF3.



Sequenzi erergebni s der

PCP- 2 cDNS
C2 Klon 1
C2 Klon 2

PCP-2 cDNS
C2 Klon 1
C2 Klon 2

PCP-2 cDNS
C2 Klon 1
C2 Klon 2

PCP- 2 cDNS
C2 Klon 1
C2 Klon 2

PCP- 2 cDNS
C2 Klon 1
C2 Klon 2

PCP- 2 cDNS
C2 Klon 1
C2 Klon 2

PCP- 2 cDNS
Klon 1
Klon 2

A i gonukl eotide HF2 L-s/SCRlas mt

TGAGGCCCCTGT GECTCCTGGT CAGGCTGCCCGT TGT GGGGAGGGEGECAGT G

TCTGCAGCA. .« o
TTAGAGCAGGGECT GGTCATACCCT CTGGAGT TCAGAGCAAGAGGTAGGACC
..................................... G............
..................................... G............

YAC C2



Sequenzi er er gebni sse HF4/HF5 SCR 4s/5as der Klone C2 (YAC) und B20
( BAC)

HF4 SCR 4 AGCAATGGT GATACCACCTCCTTTCTACTAAAAGT GTATGT GCCACAGT CAAGAGT
HES  SCR 4
C2 SCR 4S8  mmmmm o e e e
B20 SCR 4S - --mmmmmm oo e e

HF4 SCR 4 CGAGTACCAATGCCAGTCCTACTATGAACTTCAGGGT TCTAATTATGTAACATGTA
HES SCR 4

C2 SCR A4S e
B20 SCR 4SS e
I ntron
HF 4 SCR4 GTAATGGAGAGTGGTCGGECACCACCTAGATGCATACATCCA- - - === - - m e - - -
HF5 SCR 4 ... ... . ... ... ..... A ..., A I
C2 SCR 4s . ... .. . . . A ..., A ..., GTAAGTTCTTAAAATTCT
B20 SCR 4s .................. A ..., A ..., GTAAG. . . ..........
C2 SCR 4s ANATCCTGA- - - - - - - - m oo e e
B20 SCR 4s .G...... GAAAATCAGAGTAATAAGT TTGATATTTGCTTTTTTATACTAGAA

B20 SCR 4s TTTTTATGGGTTATTACCCTAGAACTGTGI TCACAACAGCTATTCTGC

C2 SCR 5as AAATGTTAAAGTCAGTATGTAGCACAAATTAATAACTATTAACTATCTGGACTA
B20 SCR BAS -------mmmmmmm e e e i o -

C2 SCR 5as TTCTANAATTCTATTTTATCCTAAACTACTCATTAGGATGCATTGTATCTGCTC
B20 SCR 5aAS - - -t e

HF4 SCRS  mm s mmm i e e e e e e e e e ATCCATGT
HFS5 SCRS  mm s s e i o o o o et e oo e e e e e e e L
C2 SCR 5as TAGAAAGGCCAAGATTATGATTGCTAACCCTTCTITTTTCTGCTTTCAG. . ... ...
B20 SCR 5as . ....... . i G..N...... . . .

HF4 SCR5 ATAATAACT GAAGAAAACATG
HF5 SCR5 .. e
C2 SCR 5as ... ... i
B20 SCR 5as .......... ...

N: nicht |esbare Base

Die Anplifikate aus B20 und C2 stammen vom HF5- Gen.
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