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(57) Abstract: The invention relates to the identitication of new regulators of the innate immune system, in particular the comple-
ment system. More particularly, the invention relates to specific C5 convertase inhibitors. Said novel inhibitors are particularly
useful for treating inflammatory diseases in which the complement system is involved. In a first embodiment, the invention is di-
rected to the use of CFHR proteins and functional fragments or functional derivatives thereof for preventing inflammatory reacti-
ons. In another embodiment, the invention is directed to the use of said CFHR proteins for preventing complement activation du-
ring transplantations and dialyses and for coating devices that enter in contact with blood or body fluids, especially implants. Ac-
cording to the invention, a pharmaceutical composition comprising functional CFHR protein in combination with functional fac-
tor H is also prepared. In yet another embodiment, the invention is directed to the preparation of monoclonal antibodies which
specifically detect CFHR proteins, and the use thereof in methods for determining CFHR in body fluids. Said methods are particu-
larly suitable for diagnosing inflammatory diseases.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Identifizierung von neuen Regulatoren des angeborenen Immun-
systems, insbesondere des Komplementsystems. Genauer betrifft die vorliegende Erfindung spezifische Inhibitoren der C5-Kon-
vertase. Diese neuen Inhibitoren sind insbesondere niitzlich zur Behandlung von Entziindungserkrankungen, in die das Komple-
mentsystem involviert ist. In einem ersten Aspekt richtet sich die vorliegende Erfindung auf die Verwendung von CFHR- Protei-
nen und funktionalen Fragmenten oder funktionalen Derivaten davon zur Prophylaxe von Entziindungsreaktionen. In einem wei-
teren Aspekt richtet sich die vorliegende Erfindung auf die Verwendung der CFHR-Proteine zur Inaktivierung der Komplemen-
taktivierung bei Transplantation, Dialyse sowie zur Beschichtung von Vorrichtungen, die in Kontakt mit Blut oder K&rpertliissig-
keiten kommen, insbesondere Implantaten. Erfindungsgeméf wird weiterhin eine pharmazeutische Zusammensetzung umfassend
funktionales CFHR-Protein in Kombination mit funktionalem Faktor H bereitgestellt. In einem weiteren Aspekt richtet sich die
vorliegende Erfindung aut die Bereitstellung von monoklonalen Antikérpern, die spezifisch CFHR-Proteine detektieren und deren
Verwendung in Verfahren zur Bestimmung von CFHR in Kérperfliissigkeiten. Diese Verfahren eignen sich insbesondere zur Dia-
gnose von entzlindlichen Erkrankungen.
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Neue Regulatoren des angeborenen Immunsystems

Die vorliegende Erfindung betrifft die Identifizierung von neuen Regulatoren des
angeborenen Immunsystems, insbesondere des Komplementsystems. Genauer
betrifft die vorliegende Erfindung spezifische Inhibitoren der C5-Konvertase. Diese
neuen Inhibitoren sind insbesondere nutzlich zur Behandlung von
Entziindungserkrankungen, in die das Komplementsystem involviert ist. In einem
ersten Aspekt richtet sich die vorliegende Erfindung auf die Verwendung von CFHR-
Proteinen und funktionalen Fragmenten oder funktionalen Derivaten davon zur
Prophylaxe von Entziindungsreaktionen. In einem weiteren Aspekt richtet sich die
vorliegende Erfindung auf die Verwendung der CFHR-Proteine zur Inaktivierung der
Komplementaktivierung bei Transplantation, Dialyse sowie zur Beschichtung von
Vorrichtungen, die in Kontakt mit Blut oder Korperflissigkeiten kommen,
insbesondere Implantaten. Erfindungsgemal wird weiterhin eine pharmazeutische
Zusammensetzung umfassend funktionales CFHR-Protein in Kombination mit
funktionalem Faktor H bereitgestellt. In einem weiteren Aspekt richtet sich die
vorliegende Erfindung auf die Bereitstellung von monoklonalen Antikérpern, die
spezifisch CFHR-Proteine detektieren und deren Verwendung in Verfahren zur
Bestimmung von CFHR in Korperflussigkeiten. Diese Verfahren eignen sich

insbesondere zur Diagnose von entziindlichen Erkrankungen.

Stand der Technik

Das Komplementsystem stellt ein fur die angeborene und erworbene
Immunitat wichtiges Element dar und ist essentiell um eine schiitzende
Immunantwort gegeniiber einem fremden Eindringling hervorzurufen. Der alternative
Weg des Komplementssystems wird spontan aktiviert und umfasst die Bildung der
C3-Konvertase (C3bBb), das die zentrale Komponente des Komplementsystems,
C3, spaltet. Diese Spaltung generiert das anaphylaktische Peptid C3a und das aktive
Protein oder Aktivierungsprodukt C3b, das sich an einer Oberflache anlagern kann.
C3b, das an fremden oder veranderten Oberflachen angeheftet vorliegt, bindet den
Faktor B und daraus wird die C3-Konvertase (C3bBb) ausgebildet. Diese verstérkt
die weitere Komplementaktivierung, die schlieBlich zur Opsonisierung und
Phagozytose der eindringenden Gegensténde, wie Mikroben, fihren. Das Binden
eines zweiten C3b-Molekiils an die C3-Konvertase filhrt zur Ausbildung der C5-

BESTATIGUNGSKOPIE
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Konvertase (C3bBbC3b) des alternativen Weges. Die C5 Konvertase spaltet C5 und
generiert den potenten Chemoattraktor C5a und das Peptid C5b. Dieses Peptid C3b
initiiert die Ausbildung des terminalen Membran-angreifenden Komplexes (MAC).
C5b bindet sofort an C6 und C7 in enzymunabhangiger Weise aufgrund von
Konformationsédnderungen. Dieser ausgebildete C5b67-Komplex I6st sich von der
Konvertase und haftet an Lipiddoppelschichten an. Nach Binden von C8 und C9 wird
der vollstandige terminale Membran-angreifende Komplex ausgebildet, der zu einer
Lyse des Pathogen und Zellen fuhrt.

Einmal aktiviert wird dieses Abwehrsystem an der Oberflaiche von Wirtszellen
durch sowohl Membran-verankerte als auch I&sliche Regulatoren, die sowohl in der
Flissigphase als auch an der Oberfliche anheften, streng reguliert. Um keine
negativen Wirkungen gegen eigenes Gewebe und eigene Zellen sicherzustellen, ist
diese strenge Regulierung notwendig. Einzelne Mutationen in Genen, die fur die
entsprechenden Regulatoren der Wirtszellen kodieren und zu defekten
Proteinfunktionen fithren, sind pradispositiv fur verschiedene Immundefekt- und
Autoimmunerkrankungen sowie renale und Retina-Erkrankungen, z.B. hamolytisches
urdmisches Syndrom (HUS), membranproliferative Glomerulonephritis Typ Il (MPGN
II) oder altersbedingte Makuladegeneration (AMD).

Es ist bekannt, dass diese unterschiedlichen Erkrankungen durch defekte
lokale Komplementregulationen hervorgerufen werden und mit Genvariationen und
Mutationen in Komplementkomponenten und Regulatoren, wie dem CFH
(Komplementfaktor H), assoziiert sind. So wurde gezeigt, dass eine Deletion eines
84 kb genomischen Fragments auf dem humanen Chromosomen 1, das zu einem
Verlust der Komplementfaktor H verwandten Gene 1 und 3 (Komplementfaktor H
related genes 1 and 3 (CFHR1, CFHR3)) fuhrt, mit sowohl HUS als AMD assoziiert
sind (Zipfel PF. et al., PLoS .3:E41 (2007), Hughes A. E. et al.; Nat. Genet. 38, 1173-
1177 (2006)). Allerdings zeigten diese chromosomalen Deletionen gegensatzliche
Effekte, so fuhrte bei HUS die Deletion zu einem erhéhten Risiko fir die Erkrankung,
wahrend bei der AMD eine protektive Wirkung beschrieben wird.

Die Abwesenheit dieser beiden Plasmaproteine CFHR1 und CFH3 korrelieren
des Weiteren mit dem Vorhandensein von Autoantikdrpern gegeniiber CFH (Jozsi,
M. et al.,, Blood, 111, 1512-1514 (2008). Diese identifizierten Autoantikdrper binden
an das C-terminale Ende von CFH. Dieser Bereich bildet ein Schwerpunkt der HUS-

Mutationen und fuhrt zu einer reduzierten Anheftung von CFH an die Oberfléche.
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Eine entsprechende Autoantikdrperbindung an CFH fihrt somit zur Hemmung der
Anhaftung von CFH an die Oberflache und daraus resultieren Schadigungen von
Endothelzellen, genauso wie von Blutplattchen.

Die Familie der CFHR-Proteine umfasst derzeit beim Menschen fiunf
Mitglieder, CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHR4 und CFHRS5. Auch in anderen Spezies
kommen CFHR Gene und Proteine vor. Bei der Maus und bei der Ratte werden
diese z.B. als CFHR-A, CFHR-B, CFHR-C etc bezeichnet.

Diese Mitglieder der CFHR-Protein Familie zeichnen sich alle durch eine sehr
ahnliche Struktur, im Aufbau ahnliche Module und eine hohe Sequenzhomologie
zwischen den einzelnen Modulen zu einander aus. Allerdings wird jedes CFHR
Protein von einem spezifischen eigenstandigen Gen kodiert. Die Funktion der
einzelnen CFHR Proteine ist nicht bekannt. Es ist lediglich gezeigt, dass die CFHR
Proteine keine Kofaktoraktivitat and Decay Aktivitat aufweisen.

Die CFHR-Proteine weisen auch zum Komplementfaktor H (CFH) eine hohe
Sequenzhomologie auf. Insbesondere im C-terminalen Bereich zeigt z.B. CFHR1 mit
seinen drei SCR (short complement regulator)-Domainen eine hohe Homologie, die
von einer fast 100%igen bis zu einer geringen, ca. 65 %igen Identitat variiert, mit den
entsprechenden SCR-Domainen am C-terminalen Ende des Komplementfaktors H
auf.

Das CFHR1-Plasmaprotein setzt sich aus 5 dieser SCR-Domainen zusammen
und wurde in zwei glykosylieten Formen im menschlichen Plasma identifiziert.
CFHR1-beta hat zwei und CFHR1-alpha hat eine angeheftete Zuckerseitenkette.

Die Funktion von CFHR-1 und den verwandten Molekilen CFHR2, CFHR3,
CFHR4 und CFHRS5 ist unbekannt. Bisher wurde spekuliert, dass die Molekile die
folgenden Funktionen haben kénnten: Bindung an C3b und an Heparin und einen
modulierenden Einfluss auf die regulative Funktion von Faktor H.

Wie oben ausgefiihrt, stellt die C5-Konvertase ein wesentliches Ziel fur die
Hemmung der Komplementaktivierung dar, da sowohl das aus dem C5 entstehende
Anaphylatoxin C5a fir das Auslésen einer lokalen Entziindungsantwort bei einer
Infektion notwendig ist, als auch das entstehende Peptid C5b, das zusammen mit C6

den Ausgangskomplex fur die Ausbildung des terminalen Membran-angreifenden

"~ Komplexes ausbildet.
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Inhibitoren, die dieses Enzym spezifisch hemmen, sind bisher nicht bekannt
und sind daher besonders geeignet, die entsprechende sich anschlielende
alternative Komplementaktivierung zu hemmen.

Ein Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung von spezifischen
Inhibitoren der C5-Konvertase, um so den alternativen Weg, d.h. die
Komplementaktivierung einschlieBlich der Ausbildung von terminalen Membran
angreifenden Komplexen zu hemmen, sowie ein Hemmen der Ausbildung von
wirksamen anaphylaktischen, und méglicherweise antimikrobiellen Peptiden, namlich
C5a. Diese spezifische Hemmung der C5 Konvertase sollte bevorzug nicht den
klassischen Weg oder den Lektinweg der Komplementaktiverung beinfluRen.

Zusétzlich ist eine Inhibierung der terminalen Komplementaktivierung in Form
der Bildung und Assemblierung des terminalen Komplement Komplexes (MAC,
Membranangriffskomplex oder TCC) und dessen Einlagerung in die Lipidbilayer
Membran von grofRem Interesse. Gegenwartig sind zwei Inhibitoren des terminalen
Komplementweges bekannt, Clusterin und Vitronektin. Allerdings ist die Spezifitat
dieser Regulatoren nicht sehr hoch, so dass es sinnvoll ist, weitere spezifischere
Inhibitoren einzusetzen.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung von
Detektionsmitteln, insbesondere Antikérpern, die spezifisch den Nachweis von
CFHR-Molekillen erlauben. SchlieRlich ist ein weiteres Ziel der vorliegenden
Erfindung ist die Bereitstellung von Mitteln zur Behandlung von Entziindungen sowie
Verfahren hierfir.

Zusammenfassung der vorliegenden Erfindung

Die vorliegende Erfindung stellt die Verwendung von CFHR-Proteinen,
insbesondere von CFHR1-Proteinen, oder funktionalen Fragmenten oder
funktionalen Derivaten hiervon zur Behandlung oder Prophylaxe von
Autoimmunerkrankungen oder Entziindungsreaktionen bereit.

Es wurde vorliegend festgestellt, dass CFHR-Proteine spezifische Inhibitoren
der C5-Konvertase sind. Durch spezifisches Hemmen der C5-Konvertase kénnen
sowohl die Bildung des Anaphylatoxins C5a als auch die Ausbildung des terminalen
Membran-angreifenden Komplexes gehemmt werden. Dabei handelt es sich bei den
CFHR-Proteinen um spezifische C5-Konvertase-Inhibitoren, die nicht die C3-

Konvertase, im Gegensatz zu bekannten C3/C5-Konvertase-Inhibitoren wie CFH,
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hemmen. D.h. vorliegend wird zum ersten Mal ein C5-Konvertase spezifischer
Inhibitor beschrieben. Diese spezifischen Inhibitoren erlauben eine Modulation des
alternativen Wegs der Komplementaktivierung ohne den klassischen Weg signifikant
zu beeinflussen, z.B. zu blockieren.

In einem Aspekt richtet sich die vorliegende Erfindung auf die Verwendung
dieser funktionalen CFHR-Proteine und deren funktionalen Fragmente und Derivate
zur Inaktivierung der Komplementaktivierung, insbesondere bei Transplantation oder
Dialyse. In einem weiteren Aspekt kénnen diese funktionalen CFHR-Proteine zur
Beschichtung von Oberflachen, die in Kontakt mit Blut und Korperflussigkeit
gelangen kénnen, wie Implantatoberflachen, verwendet werden.

In einem weiteren Aspekt werden entsprechende Beschichtungen und
Vorrichtungen bereitgestellit.

Des Weiteren richtet sich die vorliegende Erfindung auf eine pharmazeutische
Zusammensetzung umfassend funktionales CFHR-Protein in Kombination mit
funktionalem Faktor H.

SchlieBlich wird ein monoklonaler Antikérper bereitgestellt, der spezifisch
CFHR-Proteine erkennt. Insbesondere erlaubt dieser monoklonale Antikérper die
spezifische Erkennung von CFHR-Protein, wie CFHR1-Protein im Vergleich zum
Komplementfaktor H.

SchlieBlich werden Verfahren zur Bestimmung von CFHR in
Koérperflussigkeiten, insbesondere im Blut und Blutplasma, bereitgestellt, umfassend
die Verwendung des erfindungsgeméafBen Antikdrpers, insbesondere zur Diagnose
von hamolytisch-uramischem Syndrom, altersabhéngige Makuladegeneration oder
membranoproliferativer Glomerulonephritis aber auch Atheriosklerose und andere

Autoimmunerkrankungen wie Systemischer Lupus erythomatosus.

Kurze Beschreibung der Abbildungen

Figur 1: Figur 1 zeigt die Fahigkeit von CFHR1 an C3b, C3d, Heparin und an
humane Zellen zu binden. Figur 1a zeigt den Aufbau von CFHR1 im Vergleich zum
Komplementfaktor H. Dabei zeigen die ersten beiden SCRs von CFHR1 42 bzw. 34
%ige Sequenzidentitat mit den SCRs 6 und 7 von CFH. Die drei C-terminalen SCRs
des CFHR1 zeigen eine 100, 100 bzw. 98%ige Sequenzidentitat zu den SCRs 18 bis
20 von CFH. Figur 1b zeigt, dass agquimolare Konzentrationen von CFHR1 und CFH

an immobilisiertes C3b binden. Die Daten zeigen die Durchschnittswerte plus minus
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Standardabweichungen von einem von drei unabhéngigen Experimenten. A490:
Absorption bei 490 nm. Co: Kontrolle. Figur 1c zeigt die Bindung von CFHR1 bzw.
CFH an immobilisiertes Heparin. Die Kontrolle stellt die Hintergrundbindung der
Antikorper in Anwesenheit des Puffers dar. Figur 1d zeigt die CFHR1-Bindung an
HUVEC-Zellen, wobei das CFHR1-Protein aus Plasma erhalten wurde. Die Zellen
wurden im humanen Plasma inkubiert und gebundenes CFHR1 wurde mit Hilfe des
monoklonalen Antikérpers JHD10 mit der Durchflusscytometrie nachgewiesen. Die
Kontrolizellen wurden mit sekundéren Antikorpern alleine behandelt. Figur 1e zeigt
die Bindung (10 pg/ml) von rekombinantem CFHR1 an HUVEC-Zellen und an
retinale Pigmentepithelzellen; die Linie bedeutet dabei eine GroBe von 20 um. In
ahnlicher Weise wurde die CFHR1-Bindung bei Kaninchenerythrozyten vorbehandelt
mit C3b untersucht .

Die Figur 2 zeigt die CFHR1-Farbung an Gewebeschnitten der Niere und der
Choroidea. | zeigt die Farbung in der Niere, Il im Auge. Die Gegenfarbung ist mit
Propidiumiodid.

In der Figur 3 wird die Spezifitat des hierin beschriebenen monoklonalen
Antikérpers JHD10, der spezifisch CFHR1 in humanem Serum erkennt und nicht mit
CFH kreuzreagiert, dargestellt. In Figur 3a wird die Spezifitdt des monoklonalen
Antikorpers gezeigt. Spur 1 normales Humanserum, Spur 2 CFH, Spur 3 normales
Humanserum, Spur 4 CFH. Wahrend der CFH-spezifische Antikérper CFH detektiert
zeigt der monoklonale Antikérper JHD10 nur gegeniuber den CFHR1-Molekilen eine
Reaktivitat. In der Figur 3b ist eine Silberfarbung vom aufgereinigten rekombinanten
CFHR1 (Spur 1) und CFHR-Fragmenten CFHR1/1-2 (Spur 2) und CFHR1/3-5 (Spur
3) gezeigt. In der Figur 3¢ werden rekombinantes CFHR1 und aus Plasma
erhaltenes natives CFHR1 (Spuren 1 und 3 bzw. 2 und 4) dargestelit. Die rechte
Seite zeigt einen Immunoblot unter Verwendung des spezifischen CFHR1-
Antikorpers, die linke Seite zeigte eine Silberfarbung.

In der Figur 4 wird dargelegt, dass CFHR1 mit Faktor H um die Bindung an die
Bindungspartner konkurriert. Figur 4a zeigt Immunfluoreszenzaufnahmen, aus denen
deutlich wird, dass CFH und CFHR1 kolokalisieren (gelbes Signal, ergebend aus der
grinen Fluoreszenz fur CFH und roter Fluoreszenz fir CFHR1). Figur 4b zeigt die
Kompetition von CFHR1 mit Faktor H um die C3-Bindung. Die Daten stellen
Durchschnittswerte aus drei separaten Experimenten plus minus

Standardabweichungen dar. A490: Absorption bei 490 nm; *p<0,05 gegeniiber
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Bindung von CFHR1: CFH (0:1). Figur 4c zeigt die kompetitive Bindung von CFHR1
mit Faktor H bei Heparin. Dargestellt wird die Mobilitat der alpha’ und beta-Kette
sowie der Degradationsfragmente.

Die Figur 5 zeigt die Ergebnisse zur Regulation des alternativen
Komplementweges durch CFHR1. In der Figur 5a ist die Hamolyse von
Schaferythrozyten in Anwesenheit von CFHR1 und CFH depletietem normalen
Humanserum (HPACFH-CFHR1) dargestellt. Zum Vergleich die Ergebnisse mit
Vitronectin, CFH und HSA. Eine Dosis-abhangige Reduktion der Lyse konnte durch
Zugabe von CFHR1 gezeigt werden. In der Figur 5b wird die Hemmung des
alternativen Komplementweges durch CFHR1 dargestellt. Unter Zuhilfenahme eines
ELISA’s wurde jeder der drei Komplementwege separat induziert. AP alternativer
Weg, CP klassischer Weg, LP Lectinweg; A440: Absorption bei 440 nm. Fur den
alternativen Weg konnte fir CFHR1 eine Dosis-abhdngige Wirkung dargestellt
werden (Quadrate). Figur 5c zeigt, dass CFHR1 nicht die Bildung von C3a
beeinflusst, im Gegensatz zu CFH. In der Figur 5d wird die protektive Wirkung von
CFHR1 sowie die Hemmung der C5bC6-Generierung dargestellt. Dazu wurden
Kaninchenerythrozyten mit humanem Komplement aktiven, C7 depletierten
CFHR1/CFHR3 defizienten humanen Plasma inkubiert. CFHR1 wurde dann in
entsprechender Konzentration hinzugefiigt. Die Lyse wurde mit Hilfe von
Huhnerythrozyten, zu denen sublytische Mengen an humanem Plasma als Quelle fur
C7 hinzugegeben wurden. Die Erythrozytenlyse wurde nach 15 Minuten Inkubation
bestimmt.

In der Figur 6 wird dargestellt, dass CFHR1 die C5-Konvertaseaktivitat
reguliet und an C5 und C5b6 binden kann sowie die Bindung von C5b6 an
Zelloberflachen und somit die Bildung des MAC und die enzymatische Aktivitat des
MAC hemmt. In der Figur 6a ist die Wirkung von CFHR1 auf die Lyse von
Schaferythrozyten sowie die Bildung von C3a und C5a im Uberstand der Probe
dargestellt. Die Daten stellen Durchschnittswerte von drei getrennten Experimenten
und deren Standardabweichungen dar. *:p<0,05, **:p<0,005 im Vergleich zur
Kontrolle. In der Figur 6b wird die Wirkung von CFHR1 auf die Ablagerung von C3b
und C5b auf die Oberflaiche von Schaferythrozyten bestimmt. In der Figur 6¢ sind
Immunfluoreszenzaufnahmen dargestellt, aus denen deutlich wird, dass CFHR1 die
Anlagerung von C5b auf Zelloberflichen hemmt, wahrend CFH die Anlagerung von
sowohl C3b als auch C5b hemmt.
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In der Figur 7 wird die Bindung von CFHR1 an C5 bzw. C5b6 und die
Hemmung des terminalen Komplementweges aufgezeigt. In der Figur 7a wird die
Bindung von CFHR1 an immobilisiertes C5 bzw. C5b6 dargelegt. Als Kontrolle wurde
die Bindung des Antikérpers JHD10 an C5 oder C5b6 alleine bestimmt. Figur 7b
zeigt, dass die Bindung von C5 bzw. C5b6 tber den N-terminalen Bereich von
CFHR1 erfolgt. **p<0,001 gegenuber der Bindung von C5 oder C5b6 an C18
vermittelter CFHR1-Immobilisierung. In der Figur 7c wurden Huhnerythrozyten mit
C5b6-Komplexen (5 ng/ml) inkubiert, zunehmende Konzentrationen von CFHR1 und
nicht lytischem HP wurden hinzugefugt. Es ist eine Dosis-abhéngige Hemmung der
Lyse bei Zugabe von CFHR1 zu erkennen, wahrend CFH und HSA als Kontrollen die
Lyse nicht einschranken. Figur 7d zeigt die Hemmung der Lyse durch CFHR1 von
Schaferythrozyten im Vergleich zu CFH und BSA. Ahnliche Werte wurden fir den
bekannten Inhibitor  Vitronectin  (Vitro) gefunden. Die Daten stellen
Durchschnittswerte plus minus Standardabweichungen von 2 separaten

Experimenten dar.

Ausfiihrliche Beschreibung der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft in einem ersten Aspekt die Verwendung von
funktionalen = CFHR-Proteinen zur Behandlung oder Prophylaxe von
Autoimmunerkrankungen und Entziindungsreaktionen.

In diesem Zusammenhang bedeutet der Ausdruck ,funktionale CFHR-
Proteine“ sowohl das CFHR-Protein selbst als auch funktionale Fragmente dieses
Proteins und auch funktionale Derivate des CFHR-Proteins, die in ihrer Funktion der
Hemmung der C5-Konvertase, wie hierin gezeigt, dem Gesamt-CFHR-Protein
gleichen. Der Ausdruck CFHR-Protein schlieRt hierbei die humanen CFHR-Proteine
CFHR1, CFHR2, CFHR3, CFHR4 und CFHRS5 ein, wobei die einzelnen Proteine, die
folgenden Hinterlegungsnummern haben: CFHR1 NM 002113 gi 118442838, CFHR2
NM 005666 gi49574530, CFHR3 NM 021023 gi 118421081, CFHR4 NM 006684 gi
117320517, CFHR5 NM 030787 gi 164607 154.

Im Folgenden wird unter dem Ausdruck .funktionales CFHR-Protein“ sowohl
das Protein als auch die funktionalen Derivate und funktionalen Fragmente
verstanden, soweit anders ausgefiihrt. Bevorzugt ist aber die Verwendung des reifen
CFHR-Proteins.
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,Funktional bedeutet hierbei, dass die CFHR-Molekile, insbesondere die
CFHR-Proteine aber auch die Fragmente oder Derivate der CFHR-Proteine
inhibitorisch auf die C5-Konvertase wirken und gegebenenfalls die Bildung und
Aktivitat des MAC hemmt ohne die C3 Konvertase des Komplementsystems zu
hemmen, wie vorliegend fur CFHR-1 gezeigt. Bevorzugt weist dabei das funktionale
Fragment eine mindestens 60%ige, wie 70%ige, insbesondere 80%ige, bevorzugt
90%ige Aktivitat bezuglich der hemmenden Wirkung gegeniber der C5-Konvertase
im Vergleich zum Gesamt-CFHR-Protein, insbesondere dem CFHR1-Protein, auf.

Fragmente schlieRen dabei solche von dem CFHR-Protein abgeleitete
Polypeptide ein, die wenigstens eine Deletion, Mutation oder Addition einer
Aminosaure aufweisen.

Derivate des CFHR-Proteins sind Polypeptide, die durch posttranslationaler
Modifikation des CFHR-Proteins bzw CFHR-Fragments, wie z.B. Glykosilierung,
Acetylierung, Phosphorylierung und dergleichen, verandert wurden. Diese Derivate
schlieBen weiterhin solche Polypeptide ein, in denen ein oder mehrere Analoga von
Aminoséauren einschlieBlich nicht naturlich vorkommender Aminosauren, Polypeptide
mit substituierten Verknipfungen, wie PNA-Polypeptide sowie weiterer Modifikation,
wie sie natirlich oder nicht natlrlich vorkommen.

Soweit nicht anders ausgefihrt, wird unter dem  Ausdruck
.,Komplementaktivierung“ einerseits die Ausbildung des terminalen Membran-
angreifenden Komplexes, im Folgenden auch MAC (membrane attacking complex)
verstanden. Andererseits umfasst der Ausdruck ,Komplementaktivierung” die
Generierung von entziindungsvermittelnden Peptiden, insbesondere
Anaphylatoxinen, wie Cba.

Unter dem Ausdruck ,Koérperflussigkeiten“ werden Flussigkeiten des Kérpers
verstanden einschlieflich Blut, Blutplasma, Lymphe, Cerebrospinal Flussigkeit,
Liquor, Synovial Flussigkeit etc.

Bevorzugt handelt es sich erfindungsgemaf bei dem CFHR-Protein um das
CFHR1-Protein.

Es zeigte sich, dass funktionale CFHR-Proteine eine hemmende Wirkung
spezifisch auf die C5-Konvertase aufzeigen. Die C5-Konvertase spaltet das
Komplement C5 in die Peptidbestandteile C5a und C5b. Cba wirkt als
entziindungsvermitteindes Anaphylatoxin, die lokal die Entziindungsreaktionen
induzieren bzw. verstarken. Ein C5b-Molekill bindet an ein C6-Molekul und dieser
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C5b,6-Komplex lagert sich dann an einem Molekile von C7 an. Diese Reaktion fihrt
zu einer Konfirmationsénderung bei den beteiligten Molekilen, wobei eine hydrobe
Stelle auf C7 zugénglich wird. Diese hydrophobe Domaine von C7 schiebt sich in die
Lipiddoppelschicht. Hydrophobe Stellen werden auf ahnliche Weise bei den spateren
Komponenten C8 und C9 exponiert, wenn sie sich an den Komplex binden; diese
erlaubt es ihnen ebenfalls in die Lipiddoppelschicht einzudringen. Der nachste Schritt
ist die Anlagerung eines CB8-Molekils an dem Membran assoziierten CS5b67-
Komplex. C8 ist ein Komplex aus zwei Proteinen: C8beta, das an C5b bindet, und
C8alpha-gamma, das in die Lipiddoppelschicht eindringt. Schlieflich induziert
C8alpha-gamma die Polymerisierung von 10 bis 16 C9-Molekilen zu einer
ringférmigen Struktur, die als terminaler Membran-angreifender Komplex bezeichnet
wird. So kann die Zelle bzw. das Pathogen schlieflich zerstért werden.

Vorliegend zeigt sich nun, dass CFHR-Protein, insbesondere das CFHR1-
Protein, die Aktivitat der C5-Konvertase und des Weiteren die Bildung von C5a und
C5b inhibieren kann. Weiterhin zeigte es sich, daR das CFHD-Protein
erfindungsgemal nicht die Aktivitat der C3 Konvertase hemmt. SchlieBlich
ermdglicht das CFHR-Protein eine Hemmung der Bildung des C5Bb6(7) Komplexes
und somit der Ausbildung des MAC. Diese Eigenschaft erlaubt die Verwendung des
funktionalen = CFHR-Proteins zur Behandlung oder Prophylaxe von
Entziindungsreaktionen. Bevorzugt handelt es sich bei den Entziindungsreaktionen
um Entziindungsreaktionen im Rahmen einer Autoimmunerkrankung

Bei diesen Autoimmunerkrankungen, bei denen gegebenenfalls
Autoantikérper vorliegen, handelt es sich insbesondere um solche, wie rheumatoide
Arthritis, Lupus Erythematosus, hamolytisch-uramische Syndrom, Atheriosklerose,
Nierenerkankungen, wie Glomerulonephritis und andere.

Des Weiteren kénnen mit Proteinurie in Verbindung stehende Krankheitsbilder
behandelt werden, wie Proteinurie bei Nierenerkrankungen.

Besonders bevorzugt handelt es sich bei den zu behandeinden
Entziindungsreaktionen um solche im Rahmen einer Sepsis, rheumatoider Arthritis,
Alzheimer-Erkrankung, Atheriosklerose, Lupus Erythematosus, Antiphospholipid-
Syndrom, Preclampsie, Multiple Sklerose, Myocarditis, Asthma, rekurrierendes
Schwangerschaftverlust Syndrom.

In einem weiteren Aspekt eignen sich die CFHR-Proteine zur Inaktivierung der

Komplementaktivierung und hier insbesondere zur Inaktivierung der
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Komplementaktivierung bei Transplantation oder Dialyse. Da die Defizienz von
CFHR1 zu Schadigungen der Niere fuhrt und bei einer Transplantation das aktivierte
Komplementsytem eine wesentliche Rolle bei der Annahme des Transplantats spielt
sind  spezifische Inhibitoren, die eine spezifische Inhibition  der
Komplementaktivierung erméglichen, therapeutisch winschenswert.

SchlieBlich betrifft eine weitere Verwendung des CFHR-Proteins die
Beschichtung von Vorrichtungen und Oberflachen, die mit Kérperflissigkeiten und
insbesondere Blut oder Blutplasma in Verbindung kommen. Durch Beschichtung der
Vorrichtungen kann eine Komplementaktivierung in der Kérperflissigkeit durch diese
Vorrichtungen verhindert werden.

Daher richtet sich ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung auf eine
Beschichtung einer Vorrichtung, die in Kontakt mit Kérperflissigkeiten, insbesondere
Blut oder Blutplasma, kommt, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberflache mit
funktionalen CFHR-Proteinen beschichtet ist.

Diese Beschichtung eignet sich insbesondere fir implantierbare
Vorrichtungen, wobei diese implantierbare Vorrichtung zur Verwendung am Korper
eines Individuums vorgesehen ist.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung richtet sich auf solche
Vorrichtungen, die in Kontakt mit Korperflussigkeiten, wie insbesondere Blut oder
Blutplasma, kommen. Diese Vorrichtung, bei der es sich um insbesondere um
implantierbare Vorrichtungen handelt, zeichnet sich dadurch aus, dass auf der
Oberflache funktionales CFHR-Protein aufgebracht wurde.

CFHR1 als Beispiel fur CFHR-Proteine zeigt eine hemmende Wirkung auf die
Komplementaktivierung des alternativen Wegs. Dabei stellte sich heraus, dass diese
Wirkung nicht darauf beruht, dass die C3-Konvertase gehemmt wird, obwohl CFHR1
mit dem Komplementfaktor H (CFH) um die Bindung an C3b konkurriert und CFH
teilweise ersetzen kann. Im Gegenteil, eine Hemmung der C3 Konvertase wird nicht
beobachtet. Versuche =zeigten, dass CFHR1 im wesentlichen spezifisch die
Aktivierung des alternativen Komplementweges regulieren kann.

Es konnte ein CFHR1-Dosis-abhangiger inhibierender Effekt auf die
Komplement vermittelte Lyse durch Ausbildung des terminalen Komplexes und MAC-
Bildung aus gezeigt werden. D.h. das erfindungsgemaRe CFHR-Molekiil kann die
Bildung und die Aktivitat von MAC hemmen. '



10

15

20

25

30

WO 2010/034514 PCT/EP2009/006963
12

SchlieBlich zeigte sich, dass CFHR1 lber die C5-Konvertase und dem MAC
vor allem den alternativen Weg aber gegebenenfalls auch den klassischen und den
Lektin Weg hemmen kann.

Die Gabe von CFHR1 fuhrte zu einer Herunterregulierung der Entstehung von
C5a- Peptiden und C5b-Proteinen, die Generierung von C3a und C3b wurde
dagegen nicht beeinflusst. Im Gegensatz dazu die Wirkung von CFH, das sowohl die
C3-Konvertase als auch die C5-Konvertase hemmt und damit sowohl die
Generierung von C3a und C3b als auch von C5a und C5b hemmt. Das heil3t, die
CFHR-Proteine zeigen ein sich vom CFH unterscheidenes Aktivitatsprofil, indem sie
nur hemmend auf die C5 Konvertase wirken, wahrend CFH auf die in der Kaskade
vorstehende C3 Kohvertase und auf die C5 Konvertase einwirkt.

Tatsachlich kann CFHRA1 aﬁ C5 und an den C5b6-Komplex binden. Dadurch
wird das Ausbilden des MAC’s gehemmt und eine Lyse von Zellen bzw. Mikroben
verhindert.

Es zeigte sich somit, dass CFHR1 den alternativen Weg durch Hemmung der
C5-Konvertase-Aktivitat, des Zusammengehens des MAC und durch Verhindern der
Oberflachenbindung reguliert.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung richtet sich auf die Ergénzung
einer CFH-Therapie mit CFHR-Proteinen. Die beiden Proteine stellen wichtige
Regulatoren der Komplementkaskade dar, die zu unterschiedlichen Eingriffen in das
Komplementsystem fuhren.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung richtet sich somit auf eine
pharmazeutische Zusammensetzung umfassend funktionales CFHR-Protein.
Bevorzugt umfasst die pharmazeutische Zusammensetzung weiterhin den
funktionalen Komplementfaktor H, d.h. in einer bevorzugten Ausfuihrungsform ist die
pharmazeutische Zusammensetzung eine umfassend funktionales CFHR-Protein in
Kombination mit funktionalem Komplementfaktor H. Die pharmazeutische
Zusammensetzung enthalt weiterhin gegebenenfalls {bliche pharmazeutisch
annehmbare Diluenten, Trager und Excipienten, wie sie dem Fachmann wohl
bekannt sind.

Im Gegensatz zu der bisherigen Auffassung haben CFH und CFHR-Protein
unterschiedliche Wirkungen und entsprechend ist eine Kombination dieser beiden
Klassen von Proteine in einer pharmazeutischen Zusammensetzung sinnvoll, um die

hierin beschriebenen unterschiedlichen Effekte dieser Molekile zu nutzen. Somit
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kann im Gegensatz zu der Lehre in der WO2006/088950 CFH nicht durch CFHR
ersetzt werden, da sich angeblich gleichwirkend seien, vielmehr fuhrt eine
Kombination dieser beiden Molekilklassen zu einer verbesserten Wirkung, da sie
unterschiedliche Wirkungen auf das Komplementsystem zeigen.

Die pharmazeutischen Formulierungen koénnen  weiterhin  Ubliche
pharmazeutisch annehmbare Hilfsmittel umfassen, wie sie dem Fachmann wohl
bekannt sind. Diese pharmazeutischen Formulierungen kénnen Gber die tblichen
Wege verabreicht werden und umfassen wirksame Mengen der aktiven Inhaltsstoffe,
namlich funktionalem CFHR-Protein gegebenenfalls in Kombination mit funktionalem
Komplementfaktor H.

Funktionale CFHR-Proteine und funktionaler Komplementfaktor H kénnen aus
nattirlichen Quellen, wie humanem Plasma oder Serum oder rekombinant erhalten
werden. Dem Fachmann sind Verfahren zur Isolierung von natiirlichem CFHR-
Protein bzw. Faktor H-Protein und gentechnischen Verfahren zur rekombinanten
Herstellung der funktionalen CFHR-Proteine und funktionalen Faktor H-Proteine
bekannt.

Annehmbare pharmazeutische Trager und Excipienten, genauso wie
geeignete pharmazeutische Formulierungen sind allgemein bekannt, siehe z.B.
pharmaceutical formulation development of peptides or proteins, Frokjaer et al.
Taylor & Francis (2000) or Handbook of Pharmaceutical Excipients, 3rd Edition,
Kibbe et al., Pharmaceutical Press (2000).

Zum Beispiel kénnen die pharmazeutischen Formulierungen als in lysierter
oder stabilisierter l16slicher Form bereitgestellt werden.

Die Verabreichungswege umfassen systemische Verabreichungswege, wie
parenterale Verabreichungswege, z.B. intravendse, subkutane, intramuskulére,
intraperitonale, intercerebrale, intrapulmonale, intranasale oder transdermale Wege
oder enterale Wege, wie orale, vaginale oder rektale Wege.

Die therapeutisch wirksame Menge an funktionalem CFHR-Protein bzw.
funktionalen Faktor H-Protein kann von vielen Faktoren abhangen einschlieBlich der
Indikation, der Formulierung, dem Verabreichungsweg und dem Alter und Zustand
des Individuums. Der Fachmann kann unter Beriicksichtigung dieser Parameter die
wirksame Dosis bestimmen.

Die pharmazeutischen Zusammensetzungen gemaR der vorliegenden
Erfindung koénnen alleine oder in Verbindung mit anderen therapeutischen Mitteln
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verabreicht werden, die gegebenenfalls in eine pharmazeutische Formulierung
eingefligt werden kénnen.

Schlielich richtet sich in einem weiteren Aspekt die vorliegende Erfindung auf
monoklonale Antikérper, die spezifisch CFHR-Protein immunhistologisch und
immunbiochemisch nachweisen. Insbesondere erlauben diese monoklonalen
Antikoérper eine Unterscheidung zwischen CFHR-Protein und CFH-Protein.

Dieser monoklonale Antikérper ist insbesondere einer, der spezifisch eine
Bindung an humanem CFHR, insbesondere CFHR1-Protein aufzeigt, wobei der
monoklonale Antikérper gegebenenfalls die gleichen Eigenschaften wie der
monoklonale Antikérper der Hybridomzelllinie JHD-7.10.1 hinterlegt gemaB
Budapester Vertrag bei der DSMZ, Braunschweig aufzeigt. Dieser monoklonale
Antikérper bindet im N-terminalen Bereich des CFHR-1 Proteins.

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform richtet sich die vorliegend Erfindung
daher auf einen monoklonalen Antikérper, der zu einer spezifischen Bindun.g an
menschlichem CFHR-Protein fahig ist, wobei der monoklonale Antikérper mit dem
selben Epitop vom menschlichen CFHR-Protein reagiert, wie der monoklonale
Antikorper, der von der Hybridomzelllinie JHD-7.10.1 hinterlegt gem&R Budapester
Vertrag bei der DSMZ, Braunschweig erhaltlich ist, DSM ACC 2978.

Eine weitere Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft eine
Hybridomzelllinie, die einen erfindungsgeméaRen monoklonalen Antikérper exprimiert.
Besonders bevorzugt handelt es sich bei dieser Hybridomzellinie um die
Hybridomzelllinie JHD-7.10.1 hinterlegt gemaR Budapester Vertrag bei der DSMZ,
Braunschweig, DSM ACC 2978.

Diese monoklonalen Antikérper erméglichen Verfahren zur spezifischen
Bestimmung von CFHR-Protein, insbesondere CFHR1-Protein, in
Korperflussigkeiten, wie Blut, insbesondere Plasma oder Serum ohne daB CFH
Proteine bestimmt werden. Dieses erfindungsgemafe Verfahren umfasst dabei den
Schritt des Inkubierens einer zu testenden Probe mit einem erfindungsgeméafien
monoklonalen Antikérper und Bestimmen der monoklonalen Antikérper gebunden an
CFHR, insbesondere CFHR1-Protein. Dieses Verfahren kann dabei ein qualitatives
oder (semi)-quantitatives Verfahren sein.

Solche diagnostischen Verfahren sind insbesondere geeignet, den Gehalt an
CFHR1-Protein in Kérperflussigkeiten, wie dem Blut und insbesondere dem Plasma

von Individuen zu bestimmen, die auf hamolytisch-uramisches Syndrom,
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altersabhangige Makuladegeneration oder auf membranoproliferative
Glomerulonephritis und anderen entziindungsbasierten Nierenerkrankungen, sowie
weiteren Autoimmunerkrankungen untersucht werden. Die Deffizienz von CFHR1
aber auch CFHR3 im Plasma stellt ein Risikofaktor zur Entwicklung von z.B. HUS
dar. Deshalb ist ein erfindungsgemaBer Antikérper zur Detektion von CFHR1 im
Plasma geeignet, dieses Risiko zu bestimmen und bei Feststellung der Deffizienz
und vor allem jugendlichen Patienten mit HUS ist von therapeutischem Nutzen, da
die Deffizienz mit dem Vorkommen von Autoantikdrpern korreliert, die eine andere
Art der Behandlung dieses Patienten initiiert, namliche die Reduktion der Antikérper
und die Komplementierung der CFHR-Proteine.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform richtet sich daher die vorliegende

Erfindung auf ein Verfahren zur Diagnose von HUS umfassend die Schritte der

-Bestimmung von CFHR-Protein mit Hilfe des erfindungsgemé&fen Antikoérpers in

Kombination mit der Bestimmung von Autoantikérpern.

Die erfindungsgemaRen Diagnoseverfahren kénnen dabei bliche Verfahren
beinhalten, wie z.B. ELISA, Western Blot Verfahren, immunologische Schnelltests,
und proteinbasierende Microarrays,

Auch bei der altersabhangigen Makuladegeneration (AMD) ist die
Anwesenheit von CFHR1 im Plasma von Bedeutung und die Entwicklung von AMD
korreliert mit dem Vorhandensein von CFHR1-Protein. Ein entsprechendes
diagnostisches Verfahren erleichtert daher die Erkennung und Prognose von AMD.

Weitere Aspekte der Erfindung richten sich auf Verfahren zur Behandlung von
Entziindungsreaktionen mit funktionalen CFHR-Proteinen aber auch mit dafir
codierende Nukleinsduren.

Im Folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen unter Verwendung
von CFHR1-Protein weiter dargestellt. Die Erfindung ist aber nicht auf die folgenden

Beispiele eingeschrankt.

Verfahren
Proteine und Antikorper

Rekombinantes CFHR1 und Deletionsmutanten von CFHR1 SCRS1 - 2
(CFHR1/1-2) und CFHR1SCR3-5 (CFHR1/3-5) wurden gemaR bekannten Verfahren
exprimiert. Die Proteine wurden dabei in Pichia pastoris exprimiert und mit Hilfe der
Nickel-Chelat Affinitatschromatographie aufgereinigt. Vitronectin wurde von BD
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Biosciences (Belgien) erhalten. C3b, C3d, C5, C5bC6, Faktor H und Faktor | wurden
von Merck Biosciences (Schwalbach, Germany) und C7, C8 und C9 von Comptech
(Taylor, USA) erhalten.

Aufreinigung von natiirlichem CFHR1

CFHR1-Protein wurde mit Hilfe von Heparinchromatographie (HiTrap Heparin
HP-Saule, GE Healthcare, Minchen, Deutschland) verdinnt mit Sterofundin (Braun
Melsungen, Deutschland) aufgereinigt. Die Proteine wurden mit einem 3-Schritt-
Gradienten von NaCl (100, 200 und 300 mM) geldst in Sterofundin eluiert. Die
gepoolten Eluatfraktionen von 100 und 200 mM NaCl-Gradienten wurden
einkonzentriert (Superdex 2000, Satorius, Deutschland), und die Proteine wurden mit
1 x PBS auf einen pH-Wert von 4,7 eingestellt. Die Proben wurden mittels SDS
PAGE aufgetrennt und die CFHR1 enthaltende Bande wurde aufgrund der Mobilitat
der GroRenmarker identifiziert, die entsprechende Region wurde ausgeschnitten und
CFHR1 wurde eluiert, konzentriert und 6x gegeniiber PBS pH 4,7 dialysiert.

Der Maus-monoklonale Antikérper C18 (Alexis, Lausen, Schweiz) wurde zum
Nachweis des C-Terminus von CFH und CFHR1 eingesetzt. Zum spezifischen
Nachweis von CFHR1 wurde der monokionale Antikérper JHD10 aus der
Hybridomzelllinie JHD-7.10.1 hinterlegt gemaR Budapester Vertrag bei der DSMZ,
Braunschweig, DSM ACC 2978, eingesetzt. Dieser Antikérper richtet sich gegen
aufgereinigtes CFHR1-SCR1-2 Fragment, bindet also im N-terminalen Bereich von
CFHR1. Bei hoherer Konzentration dieses Antikérpers werden ebenfalls CFHRS und
CFHR2 nachgewiesen. Anti C5, anti C6, anti C7 wurden von Comptech (USA)
erhalten.

Sekundare Antikérper wurden von Dako (Glostrup, Danemark) erhalten.
Serumproben

Humanes Normalserum wurde von gesunden Freiwilligen erhalten. Blut wurde
von den gesunden Freiwilligen abgenommen und bei -80°C bis zur Nutzung gelagert.
Sechs Patienten mit atypischer HUS wurden ebenfalls untersucht. Die Deffizienz an
CFHR1 wurde mit Hilfe der Westernblot-Analyse bestimmt und durch genetische
Analyse, wie bekannt, verifiziert. CFH-Autoantikérper wurden mittels ELISA gegen
CFH-spezifische Antikérper, wie beschrieben, identifiziert. Fir die CFH-Depletion
wurden 150 pl Protein-A-Sepharose als Matrix verwendet (GE-HealthCare, Freiburg,
Deutschland). Diese wurde Uber Nacht bei 4°C mit 300 pg/ml monoklonaler
Antikérper C18 (Alexis, USA) und 150 ug/ml monoklonaler Antikérper B22, aus der
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eigenen Arbeitsgruppe, inkubiert. Die Depletion des Serums wurde mit Hilfe von
Westerblot-Analyse verifiziert. Fur die C7-Depletion wurden 150 pl polyklonaler
Ziege-anti-C7 (Quidel, USA) verwendet, und die Depletion wurde durchgefuhrt wie
fur CFH beschrieben.

Die folgenden Seren wurden verwendet: humanes Komplement aktives
Plasma (HP), Komplement aktives HP, worin CFH und CFHR1 entfernt wurden
(HPacrn), Komplement aktives HP, wobei CFH, CFHR1 und C7 entfernt wurden
(HPacrHac7), Komplement aktives Plasma von CFHR1/CFHR3-Deffizienten gesunder
Personen (defHP), Komplement aktives defHP, in denen CFH und C7 entfernt
wurden (defHPacrHac?),

Zellkultur und Confocalmikroskopie

Endothelzellen von humaner Nabelschnur (HUVEC, ATCCF, CRL-1730) und
retinale Pigmentepithelzellen (ARPE-19, ATCC CRL-2302) wurden gemal
bekannten Verfahren kultiviert. Fur die Bindungsexperimente wurden die Zellen fir
24 Stunden im serumfreien Medium inkubiert, mittels Kurzinkubation in 0,02 %
Accutase (PAA, Parching, Deutschland) bei 37 °C abgeldst und in PBS versetzt mit 1
% BSA resuspendiert. Schaf-, Kaninchen- und Huhn-Erythrozyten wurden von
Rockland (USA) erhalten. Fiir die Confocalmikroskopie wuchsen die HUVEC und
ARPE-18-Zellen auf Deckglaschen (Nunc) und wurden mit PBS gewaschen und
unspezifische Bindungsstellen wurden mit PBS versetzt mit 1 % BSA blockiert. Die
Zellen wurden dann fur 60 Minuten mit CFHR1 oder CFH (100 pg/ml) oder normalem
humanen Plasma (NHP, 5 %) inkubiert. Die Bindung von CFHR1 wurde mit Hilfe des
monoklonalen Antikdrpers JHD10 mit einem sekundaren anti-Maus-Antikérper
markiert mit Alexa 647 und CFH mit einem polyklonalen Antiserum spezifisch fur die
N-terminale Domaine von CFH (anti SCR1-4) (Alexis, USA) zusammen mit einem
sekundaren Ziege-anti-Kaninchen-Antikérper markiert mit Alexa 488 visualisiert. Die
Proben wurde mit 1 % BSA/PBS gewaschen, mit DAPI und Weizenkeim-Agglutinin
Texas rot-595 gegengefarbt und mit Hilfe eines Lasers-Scanning-Mikroskop LSM
510 META (Zeiss, Jena, Deutschland) untersucht. Die Kaninchenerythrozyten
wurden mit 3b (10 pg/ml) vor Zugabe von CFHR1 (100 pg/ml) inkubiert, auf einem
Deckglaschen immobilisiert und mit dem monoklonalen Antikérper JHD10 gefarbt.
Unspezifische Bindung der Antikérper an die Zellen wurde ausgeschlossen und
keine Signale wurden in Abwesenheit von CFHR1 oder CFH detektiert.
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Immunhistochemie

Immunhistochemie wurde mit zwei humanen Spenderaugen, bei denen keine
klinischen Dokumentationen fir frihe AMD und keine Dokumentation fir
morphologische Beweise von Augenerkrankungen vorlag, durchgefuhrt. Die
Spenderaugen wurden bei der Autopsie erhalten und wurden innerhalb von 15
Stunden nach dem Tod bearbeitet. Weiterhin wurde normales Nierengewebe von
zwei humanen erwachsenen Spendernieren erhalten, die nicht zur Transplantation
verwendet wurden. Posteriore Augenpraparate und Teile der entkapselten Niere
wurden in OCT-Verbindung eingebettet und in Isopentan-gekihltem, flissigen
Stickstoff eingefroren. Cryostat-Schnitte (6 um) wurden im kalten Aceton fixiert, mit
10 % normalem Ziegenserum blockiert und mit einem monoklonalen Maus-
Antikérper gegen CFHR1 (JHD10), verdinnt 1:100 in PBS, Gber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Antikérperbindung wurde mit Hilfe eines Alexa 488-konjugierten
sekundaren Antikérpers (Molecular Probes, Eugene, USA) nachgewiesen. Die
nukleare Gegenfarbung wurde mit Propidiumiodid durchgefihrt. Fur die
Preabsorptionsexperimente wurde der primédre Antikorper fir eine Stunde entweder
mit CFHR1 oder CFH behandelt.
Bindung von CFHR1 an Heparin, C3b, C5 und C5bC6

MaxiSorp Plastikplatten (Nunc) wurden mit Heparin (Heparinnatriumsalz;
Sigma, Deutschland) 500 Einheiten/Platte oder C3b, C3d (Merck Biosciences,
Deutschland) (10 pg/ml), C5 oder C5bC6 (Merck Biosciences, Deutschland) (5
pg/ml) beschichtet und unspezifische Bindungsstellen wurden mit 2 % BSA in PBS
blockiert. CFHR1 (bei verschiedenen Konzentrationen von 10 bis 90 ug/mi) oder
CFH (75 pg/ml) wurden im Bindungspuffer B (10 mM NaxHP4;, 27 mM KCl, 1,4 M
NaCl, 2 % BSA, pH 7,4) gelést, zu jeder Platte hinzugefiigt und gebundenes CFHR1
wurde mit dem monoklonalen Antikérper C18 und gebundenes CFH mit dem
Antiserum der SCRs 1-4 in Kombination mit den entsprechenden sekundéren HRP-
konjugierten Kaninchen-anti-Ziege bzw. anti-Maus IgG (Dako, Danemark, 1:4000
Verdinnung) detektiert. Als Kontrolle wurde der Puffer B direkt in Abwesenheit des
primaren Proteins hinzugefiigt. Parallel wurden JHD10 oder mAk C18 (15 pg/ml) in
einer Mikrotiterplatte inkubiert und zum Fangen von CFHR1 (30 pg/ml) verwendet.
Nach Waschen wurde C5 oder C5bC6 (5 pg/ml) in Gelatine Veronalpuffer (Sigma,
Deutschland) hinzugegeben und gebundene Proteine wurden unter Verwendung

eines monoklonalen C5-Antikérpers (Merck Biosciences, Deutschland) identifiziert.



10

15

20

25

30

WO 2010/034514 PCT/EP2009/006963
19

CFHR1 spezifisches Antiserum wurde zur Bestatigung der Bindung von CFHR1 an
die immobilisierten monoklonalen Antikérper eingesetzt. Far die
Kompetitionsexperimente wurde C3b (10 pg/ml) in einer Mikrotiterplatte (Nunc,
Deutschland) immobilisiert und konstante Mengen an CFH (5 pg/mil) wurden
hinzugefuigt. Weiterhin wurden zunehmende Mengen an CFHR1 (1,3 bis 26,6 pg/ml),
gelést in Puffer B, hinzugefigt und gebundenes CFHR1 und CFH wurden mit
monoklonalen Antikérpern JHD10 oder polyklonalem Antiserum gegen die SCRs 1-4
von CFH, detektiert.
Cofaktorassays

Die Cofaktoraktivitat von Heparin gebundenem CFH wurde durch Messung
des durch Faktor | vermittelten Abbaus von C3b mit Hilfe von Westernblot-Analyse
gemessen. In kurz: Heparin (Fluka, Buchs, Schweiz) (5 pg/ml) wurde in einer
Mikrotiterplatte (EprarEx™, Plasso) Giber Nacht bei Raumtemperatur immobilisiert
und eine unspezifische Bindung wurde mit 1 % BSA in Blockingpuffer (20 mMol
HEPES, 130 mMol NaCl, 0,05 % Tween) fir zwei Stunden bei Raumtemperatur
blockiert. Fur die Kompetitionsanalysen wurde immobilisiertes CFH mit ansteigenden
Mengen an CFHR1 (0,13 pg bis 13,3 pg) inkubiert, gefolgt von einer Inkubation bei
37 °C fur 15 Minuten mit 2 ug C3b und 0,28 ug CFl in einem Gesamtvolumen von 50
pl. Die Proben wurden aus den Mikrotiterplatten entfernt und mit Probenpuffer
inkubiert, enthaltend beta-2-Mercaptoethanol und fur 5 Minuten bei 95 °C gekocht.
Die Proteine wurden auf eine 10 % SDS-Page aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und mit Hilfe von Ziege-anti-human C3
(Calbiochem, 1:1000) und HRP-konjugiertem Kaninchen-anti-Ziege Ig (Dako, 1:1000)
gemal allgemeinen Verfahren entwickelt. Das Vorhandensein der a’43-Abbaubande
von C3b wurde mit Hilfe der Densitometrie bestimmt.
ELISA

Um zu bestimmen, ob CFHR1 Effekte auf die Komplementaktivierung hat,
wurde die Aktivitat von CFHR1 auf jede der drei Komplementwege mit Hilfe von
WIELISA (Wieslab, Lund, Schweden) untersucht. CFH und CFHR1 depletiertes NHS
(1 % klassisch und Lectin und 20 % alternativer Weg) wurden mit ansteigenden
Konzentrationen an CFHR1 (20 bis 80 pg/ml) fur 10 Minuten auf Eis inkubiert.
Gleiche Mengen an DPBS wurden zu jeder Probe hinzugefiigt, um Puffereffekte
auszuschlieBen. Nach der Inkubation wurden die Proben gemall den Anweisungen

des Herstellers behandeilt.
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Um die CFHR1-Regulation der C3-Konvertase zu untersuchen, wurde die C3-
Konvertase durch Inkubation von C3b (2 pg/ml) und C3 (80 pg/ml) mit Faktor D (4
pg/ml) und Faktor B (40 pg/ml) in Aktivierungspuffer (20 mM Hepes, 144 mM NaCl, 7
mM MgCl,, 10 mM EGTA, pH 7,4) generiert. Die Aktivitat der C3-Konvertase wurde
nach Inkubation von konstanten Mengen an C3 (18 pg/ml) und zunehmenden
Mengen an CFHR1 (25 und 50 pug/ml) oder CFH (50 pg/ml) oder 25 pg/ml humanes
Serumalbumin (HSA) durch C3a-Bildung bestimmt. C3a-Konzentrationen wurden mit
Hilfe von ELISA (Quidel, USA) gemaR den Anweisungen des Herstellers bestimmt.
Erythrozytenlysis-Assay

Schaferythrozyten wurden mit 30 % v/iv . CFH und CFHR1 depletierten
humanem Plasma in AP-Puffer (20 mM Hepes, 144 mM NaCl, 7 mM MgCl;, 10 mM
EGTA, pH 7,4) inkubiert. Das depletierte Plasma wurde auf Hamolyse der
Schaferythrozyten vor dem Experiment getestet. Hamolytische Experimente wurden
in HEPES/EGTA-Puffer (20 mM Hepes, 144 mM NaCl, 7 mM MgCl,, 10 mM EGTA,
pH 7.,4) getestet. Zunehmende Konzentrationen an CFHR1 (5 bis 160 pg/ml) wurden
zu dem Plasma hinzugefugt und bei 37 °C fur 15 Minuten mit ca. 2 X 10’
Schaferythrozyten inkubiert. Nach Inkubation wurde die Mischung durch
Zentrifugation geklart und die Absorption wurde bei 415 nm im Uberstand gemessen.
Weiterhin wurden depletierte Plasmaproben mit gleichen Mengen an CFH,
Vitronectin oder BSA inkubiert. In einem Experiment wurde die Bildung von
Komplementaktivierungsprodukten C3a und C5a mit Hilfe von ELISA bestimmt. Ein
Aliquot jeder Probe wurde aus dem Hamolyseassay genommen und sofort in
eiskaltem Hepes/EGTA-Puffer verdinnt (C3a: 1:4000, C5a: 1:100) und auf Eis
gelagert. Die C3a- und C5a-Konzentrationen wurden mit kommerziell erhéaitlichen
ELISAs gemall den Anweisungen des Herstellers (C3a: Quidel, USA, C5a: DRG
Diagnostics, Marburg, Deutschland) gemessen.

HP defizient an CFHR1 und CFHR3 wurde von der Komplementkomponenten
C7 depletiert, um die Ausbildung der terminalen Membran angreifenden Komplexes
(MAC) zu hemmen. Polyklonales C7-Antiserum (Comtech, USA) wurde in 1 ml
Protein-A-Sepharose-Saule gekoppelt und mit CFHR1 und CFHRS3-Defizientplasma
inkubiert. Zu diesem Depletionsserum wurden 25 ug/ml oder 50 pg/ml rekombinantes
CFHR1 hinzugefugt und fur einen Zeitraum von § bis 30 Minuten mit 2 x 107
Kaninchenerythrozyten in Hepes/EGTA-Puffer inkubiert, um den alternativen

Komplementweg zu aktivieren. Alle 2,5 Minuten wurden Aliquots aus diesem
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aktivierten Plasma genommen, die Komplementaktivierung wurde mit Hilfe eines
Protease-Inhibitors (Complete, Roche, Deutschland) gestoppt und auf die
hamolytische Aktivitat durch Inkubation mit einer kleiner Menge an defizientem HP (1
%) als Quelle fur C7-C9 und 2 x 10’ Huhnerythrozyten bestimmt. Hdmolyse wurde
fur jeden Aktivierungszeitpunkt durch Messung der Absorption bei 415 nm bestimmt.

Die Hamolyse der Huhnerythrozyten wurde in CFHR1/CFHR3-Defizienten,
Komplement inaktivierten (20 mM Hepes, 144 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 7,4) HP
mit konstanten Konzentrationen an C5b6 (5 ng/ml) Proteinkomplexen und
zunehmenden Mengen an CFHR1 (25 bis 100 pg/ml) bestimmt. Das defiziente
Plasma wurde mit C5b6 und CFHR1 fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert und die Lyse
der Huhnerythrozyten wurde durch Untersuchen des Uberstandes bei 415 nm
bestimmt. Um die Spezifitat der CFHR1-Funktion zu zeigen, wurde defizientes
Serum in parallel mit gleichen Mengen an CFH oder BSA in Anwesenheit von C5b6
inkubieﬁ. Die Aktivitit vom Plasma stammenden CFHR1 wurde in dem gleichen
hamolytischen Test untersucht. C5b6-Komplexe (5 ng/ml) wurden entweder mit vom
Plasma stammenden CFHR1 (0,75 pg/ml) oder rekombinantem CFHR1 (5 pg/ml) in
20 mM Hepes, 144 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 7,4 fur 5 Minuten bei 20 °C
vorinkubiert. Schaferythrozyten (2 x 10’) wurden hinzugefiigt und nach 10 Minuten
bei 20 °C wurden die terminalen Komponenten C7 (Endkonzentration 1 pg/ml), C8
(0,2 pg/ml) und C9 (1 pg/ml) hinzugefugt. Nach Inkubation fir 30 Minuten bei 37 °C
wurde die Freisetzung von Hamoglobin bei 415 nm gemessen. In gleicher Weise
wurde die Wirkung des Inhibitors des terminalen Weges, Vitronectin (1,25 pg/ml) und
von BSA (1,25 ug/ml) untersucht.
Durchflusscytometrie

Die Durchflusscytometrie wurde verwendet, um die Wirkung von CFHR1 auf
die C5-Ablagerung auf Erythrozyten wahrend der Komplementaktivierung zu
untersuchen. Um die Komplementaktivierung zu ermégliche, aber die Hamolyse zu
verhindern wurde CFHR1/CFHR3 defizientes Plasma zur Entfernung von CFH und
C7 (defHPacrHacy) durch Immunaffinititschromatographie behandelt. Fiur jeden
Zeitpunkt wurden Schaf- und Kaninchenerythrozyten in 30 % v/v defHPacrHacy in
Anwesen- oder Abwesenheit von 50 pyg/ml CFHR1 inkubiert. Um einen zu schnellen
Abbau des C3/C5-Konvertasekomplexes zu verhindern, wurde Natriumchlorid im
Puffer mittels Manitol ersetzt (20 mM Hepes, 250 mM Manitol, 8 mM MgClz, 10 mM
EGTA, pH 7,4) substituiert. Zu jedem Zeitpunkt wurde die Probe in eiskaltem
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modifiziertem Puffer mit 1 % w/v BSA transferiert. Um Komplementaktivierung zu
hemmen, enthielt der Puffer eine Protease-Inhibitormischung (Complete Inhibitor
Mix, Roche, Deutschland). C5 wurde unter Verwendung eines monoklonalen Maus-
anti-C5-Antikérper (Quidel, USA) detektiert. Die Erythrozyten wurden mittels eines
B&D LSR Il mit geeignetem Laser- und Filtereinstellungen gemessen. 50000
Ereignisse wurden routinemaBig gezahlt. Das Binden des vom Serum stammenden
CFHR1 an HUVEC-Zellen wurde durch Inkubation der HUVEC-Zellen untersucht,
diese wurden serumfrei fiir 3 Tage gehalten, in 25 % normalem Humanserum fur 30
Minuten. Die Zellen wurden gewaschen und Bindung von CFHR1 wurde mit dem
monoklonalen Antikérper JHD10 bestimmt.
Beschichtung von Oberflichen mit CFHR1
CFHR1 kann entweder als rekombinantes Protein oder nach Aufreinigung aus
Plasma an Oberflichen nach Standardverfahren, wie z.B. in ELISA Ansétzen,
gebunden werden. Dazu wird CFHR1 in einer Pufferlésung mit dem Material
inkubiert und anschlieBend intensiv mit einem physioloigschen Puffer gewaschen.
Alternativ ist eine gerichtete Immobilisierung GUber monoklonale Antikérper, wie z.B.
der CFHR1 spezifische mAB JHD 10 oder auch C18 oder polyklonale Anitseren
moglich. Ein weiterer Weg der Anheftung ist die Beschichtung der Oberfldche mit
CFHR1 Liganden, wie z.B. mit Heparin. Da CFHR1 an Heparin und weitere Liganden
bindet, ist so eine Beschichtung der oberflaiche mit CFHR1 mdglich.
Statistische Analyse

Die Statistik wurde mit Hilfe des Studenten-T-Testes durchgefuhrt. P-Werte

kleiner 0,05 wurden als signifikant angesehen.

Ergebnisse

Die Experimente zeigten, dass CFHR1 an C3b, C3d, Heparin an humanen
Zellen bindet, wie in der Figur 1 dargestelit.

CFHR1 nutzt dabei den C-Terminus fiir sowohl die C3b als auch die Heparin-
Bindung, da nur die SCRs3-5-Deletionsmutanten nicht aber die SCRs1-2
Deletionsmutanten an immobilisiertem C3b und Heparin binden. Des Weiteren zeigte
sich, dass CFHR1 an Zelloberflichen bindet, siehe Figuren 1d bis e.

In der Figur 2 wird die CFHR1-Farbung an Gewebeschnitten von Niere und

Retinalgewebe dargestellt und hierbei wurde der hierin offenbarte neue monoklonale
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Antikdrper JHD10 eingesetzt, der ein N-terminales Epitop von CFHR1-Protein
erkennt, siehe Figur 2. Die Spezifitiat des Antikérpers wird in der Figur 3 dargelegt.

CFHR1 steht mit CFH im Wettbewerb um die gleichen Bindungsstellen. Wie in
der Figur 4 dargelegt, kompetieren die beiden Molekile um die Bindung an C3b und
CFHR1 kann CFH ersetzen und die CFH vermittelte Aktivitat reduzieren.

In der Figur 4 wird die Eigenschaft von CFHR1 dargelegt, die Aktivierung des
alternativen Komplementweges zu regulieren. CFHR1 und der bekannte
Komplementinhibitor Vitronectin zeigten ahnliche inhibitorische Wirkungen. Im
Gegensatz zu CFH. Eine Wirkung auf den klassischen oder den Lektinweg zeigte
sich dagegen nicht. CFHR1 wirkt dabei nicht auf die C3-Konvertase, siehe Abbildung
5. Hingegen wurde fir CFHR1 eine Dosis abhéangige inhibitorische Wirkung auf die
Komplement vermittelte Lysis gefunden. D.h., CFHR1 hat einen Einfluss auf die
Ausbildung und die Aktivitat des MAC.

Wie in der Figur 6 dargelegt, reguliert die CFHR1 die C5-Konvertase des
alternativen Weges. Das Molekil hat eine hemmende Wirkung auf die Ausbildung
von C5b, aber nicht auf C3b und kann ebenfalls in Dosis abhangiger Art und Weise
die C5a-Generierung hemmen, siehe Figur 6a.

In der Figur 7 ist dargelegt, dass CFHR1 an C5 und C5b6 bindet, und zwar mit
dem N-terminalen Bereich des Molekils. CFHR1 verhindert dabei die Ausbildung
des MAC, siehe Figur 7c. Um zu bestitigen, dass diese Wirkung nicht auf
rekombinante Artefakte zuriickgefiihrt werden kann, wurde natives aufgereinigtes

CFHR1-Protein eingesetzt, um die Effekte zu bestatigen, siehe Figur 7d.
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Patentanspriiche

Verwendung eines CFHR-Molekiles, insbesondere eines CFHR-Proteins,
oder eines funktionalen Fragments oder funktionalen Derivats hiervon, wobei
dieses das Enzym C5-Konvertase hemmt, zur Behandlung oder Prophylaxe

von Autoimmunerkrankungen und Entziindungsreaktionen.

Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Entziindungsreaktion eine

Entziindungsreaktion im Rahmen einer Autoimmunerkrankung ist.

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Entziindungsreaktion eine im
Rahmen einer Sepsis, rheumatoider Arthritis, Alzheimer-Erkrankung,
Atheriosklerose, Lupus Erythematosus oder Antiphospholipid Syndrom

induzierte Reaktion darstellt.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, wobei das CFHR-Protein
oder ein funktionales Fragment oder ein funktionales Derivat hiervon das

Ausbilden des terminalen Membran-angreifenden Komplexes verhindert.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche, wobei der alternative

Weg der Komplementaktivierung beeinfluft, insbesondere gehemmt wird.

Verwendung eines CFHR-Proteins oder eines funktionalen Derivats oder
eines  funktionalen Fragments  davon zur Inaktivierung der

Komplementaktivierung, insbesondere bei einer Transplantation oder Dialyse.

Verwendung von CFHR-Protein oder eines funktionalen Fragments oder eines
funktionalen Derivats hiervon zur Beschichtung von Implantaten und
Oberflachen, die in Kontakt mit Kérperflissigkeiten kommen kénnen.

Verwendung nach einen der vorherigen Anspriche, wobei das CFHR-Protein
das CFHR1-Protein ist.
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Beschichtung fir Vorrichtungen, die in Kontakt mit Kérperflussigkeiten,
insbesondere Plasma oder Blut kommen, dadurch gekennzeichnet, dass diese
an der Oberflache CFHR-Protein, funktionalen Fragment oder funktionalen

Derivat hiervon aufweist.

Beschichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass diese eine fir
eine implantierbare Vorrichtung ist, wobei diese implantierbare Vorrichtung zur

Verwendung im Kérper eines Individuums vorgesehen ist.

Vorrichtung, die in Kontakt mit Kérperflussigkeiten und insbesondere Blut
kommt, insbesondere implantierbare Vorrichtung, dadurch gekennzeichnet,
dass auf der Oberfliche CFHR-Protein, funktionales Derivat oder funktionales

Fragment hiervon aufgebracht wurde.

Pharmazeutische Zusammensetzung umfassend funktionales CFHR-Protein
in Kombination mit funktionalem Faktor H und gegebenenfalls mit weiteren

pharmazeutisch annehmbaren Diluenten, Tragern und Exzipienten.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 12 umfassend
funktionales CFHR1-Protein.

Monokloner Antikérper, der spezifisch ein CFHR-Protein immunhistologisch
und immunbiochemisch nachweist und zu einer spezifischen Bindung an
humanen CFHR, insbesondere CFHR1-Protein fahig ist, wobei der
monoklonale Antikérper die gleichen Eigenschaften wie der monoklonale
Antikérper der Hybridomzelllinie JHD-7.10.1 hinterlegt gemafl Budapester
Vertrag bei der DSMZ, Braunschweig, Deutschland, DSM ACC 2978,

aufweist.

Monoklonaler Antikérper nach Anspruch 14, der zu einer spezifischen Bindung
an menschlichen CFHR-Protein fahig ist, wobei der monoklonale Antikbprper
mit demselben Epitop vom menschlichen CFHR-Protein reagiert, wie der

monoklonale Antikérper, der von der Hybridomzelllinie JHD-7.10.1
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hinterlegt gemaR Budapester Vertrag bei der DSMZ, Braunschweig, DSM
ACC 2978, erhaltlich ist.

Monoklonaler Antikérper nach einem der Anspriiche 14 oder 15, dadurch

gekennzeichnet, dass dieser nicht mit dem Komplementfaktor H reagiert.

Hybridomzellinie, die einen monoklonalen Antikérper gemaR einem der

Anspriiche 14 bis 16 exprimiert.

Verfahren zur Bestimmung von CFHR-Molekiilen, insbesondere von CFHR1-
Protein, in Korperflussigkeiten, umfasssend den Schritt des Inkubierens einer
zu testenden Probe mit einem monoklonalen Antikérper gemaR einem der
Anspriiche 14 bis 16 und Bestimmung von an den Antikérper gebundenen
CFHR-Molekilen.

Verfahren nach Anspruch 18 zur Bestimmung des Gehalts an CFHR1 in einer
Korperflissigkeit eines Individuums zur Diagnose von hamolytischen
uramischen Syndrom, einer altersbedingten Makuladegeneration oder auf
membranproliferative Glomerulonephritis und anderer entziindungsbasierten

Nierenerkrankungen.

Verfahren nach Anspruch 20 zur Diagnose von hamolytisch urédmischen
Syndrom weiterhin umfassend den Schritt der Bestimmung von

Autoantikérpern in einer Kérperflissigkeit des Individuums.

Verfahren nach einem der Anspriiche 18 bis 20, wobei die Kérperflissigkeit

Blut, Plasma oder Serum ist.
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Figur 1
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Figur 2
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