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Zusammenfassung

Die Erforschung altersabhangiger Krankheiten nimmt in unserer stetig alter werdenden
Gesellschaft eine immer wichtigere Rolle ein. Vor allem Erkrankungen, bei denen die genaue
Pathogenese noch nicht hinreichend bekannt ist, wie Arteriosklerose, Demenz und
altersabhadngige Makuladegeneration (AMD), stehen im Fokus der Forschung. Ein
auffallendes Merkmal all dieser Krankheiten ist ihre Assoziation mit dem Apolipoprotein E
(ApoE). ApoE ist ein wichtiges Protein im Lipidmetabolismus. Dabei bindet ApoE sowohl an
Lipide als auch an Lipid-Rezeptoren der Zelloberflache. Drei Isoformen, ApoE2, ApoE3 und
ApoE4 unterscheiden sich lediglich durch eine bzw. zwei Aminosduren. Trager der ApoE2
Isoform haben ein erhéhtes Risiko an AMD zu erkranken, Trager von ApoE4 an Demenz und
Arteriosklerose. Die Ursache dafir ist noch nicht bekannt. Im Verlauf dieser Krankheiten
findet sich das ApoE Molekil vor allem in den fir die Erkrankungen charakteristischen
Ablagerungen wieder. Diese bestehen zu einem grofRen Teil aus Lipiden, Amyloid beta sowie
Zelltrimmern und bilden eine Aktivatoroberflache fir das Komplementsystem. Eine wichtige
Rolle des Komplementsystems ist es korpereigene Abfallprodukte, wie tote und geschadigte
Zellen oder auch modifizierte Lipide, mit Hilfe von Regulatoren antiinflammatorisch zu
beseitigen. Im Falle der krankheitsbedingten Ablagerungen kommt es jedoch zu einer
Uberaktivierung des Komplementsystems, zu permanenter Inflammation und lokalen
Schadigungen. Eine Assoziation der ApoE Isoformen mit dem Komplementsystem wurde

bisher nicht untersucht.

Diese Promotionsarbeit zeigt erstmalig, dass ApoE den klassischen Weg des
Komplementsystems auf Ebene der initialen Phase inhibiert. ApoE ist damit, neben dem
C1 Inhibitor und Calreticulin, ein neuer Regulator dieses Weges. Alle ApoE Varianten binden
mit der N-terminalen Domane zwischen Aminosaure 139 und 152 an Cl1qg. ApoE konkurriert
dabei nicht mit dem C1s-C1r-C1r-C1ls Tetramer um die Bindung an Clq, verhindert aber die
proteolytische Spaltung von C2 und C4 durch den C1 Komplex. ApoE besitzt demnach eine
Doppelfunktion: es agiert als Lipidtransportmolekiil und gleichzeitig als ein Regulator des
klassischen Komplementweges. Komplementaktivierende Oberflaichen, wie oxidierte Lipide

die C1g binden, kdnnen mit Hilfe von ApoE demnach antiinflammatorisch beseitigt werden.



Summary

Research on age-related diseases is playing an increasingly important role in our steadily
aging society. The main focus of research is on diseases in which the exact pathogenesis is
not sufficiently known, such as arteriosclerosis, dementia and age-related macular
degeneration (AMD). A conspicuous feature of all these diseases is their association with the
apolipoprotein E (ApoE). ApoE is an important protein in lipid metabolism. ApoE binds both
lipids and lipid receptors on the cell surface. Three isoforms, ApoE2, ApoE3 and ApoE4 differ
only by one or two amino acids. Carriers of the ApoE2 isoform have an increased risk to
develop AMD where’s the ApoE4 isoform is associated with a higher risk to develop
dementia and arteriosclerosis. The cause of this is currently unknown. The ApoE molecule is
found mainly in the deposits characteristic for the diseases. The deposits consist to a large
extent of lipids, amyloid beta and cell debris, and form an activator surface for the
complement system. An important role of the complement system is to eliminate body-
borne waste products anti-inflammatorily, such as dead cells, damaged cells or modified
lipids, with the help of regulators. However, in the case of the disease-related deposits,
overactivation of the complement system, permanent inflammation and local damage occur.
An association of the ApoE isoforms with the complement system has not yet been

investigated.

For the first time, this thesis shows that ApoE inhibits the classical pathway of the
complement system at the level of the initial phase. Thus, ApoE is a new regulator of this
pathway, in addition to the C1 inhibitor and calreticulin. All ApoE isoforms bind to the N-
terminal domain between amino acids 139 and 152 to C1qg. ApoE does not compete with the
C1s-C1r-C1r-Cls tetramer to bind to Clq, but prevents the proteolytic cleavage of C2 and C4
by the C1 complex. According to that, ApoE has a double function: it acts as a lipid transport
molecule and at the same time as a regulator of the classical complement pathway.
Complement-activating surfaces, such as oxidized lipids which bind Clg, can thus be

eliminated anti-inflammatorily with the aid of ApoE.



1 Einleitung

1.1 Das Apolipoprotein E

Jede tierische Zelle bendtigt Fette, wie Lipide und Cholesterin, flir den Aufbau ihrer Zellwand
und als Energielieferant. Dabei werden die Fette von den Zellen aus dem Blut aufgenommen.
Um die Lipide und das Cholesterin im Plasma zu l6sen und deren Akkumulation zu
verhindern, besitzen Vertebraten einen bestimmten Transportmechanismus. Ein wichtiger
Bestandteil dieses Mechanismus ist das Apolipoprotein E (ApoE). ApoE ist ein
Lipidtransportprotein und bildet durch die Bindung an Lipide einen I6slichen Lipidkomplex.
ApoE ist auRBerdem ein Ligand der LDL-Rezeptorfamilie (LDL = ,low density lipoprotein®;
Lipoprotein geringer Dichte). ApoE-haltige Lipidkomplexe kénnen Uber die Interaktion von
ApoE mit membranstandigen Rezeptoren von Zellen aufgenommen und im Anschluss
verwertet bzw. abgebaut werden. Nahezu jeder Zelltyp, darunter Fibroblasten,
Endothelzellen und Lymphoblasten, besitzt LDL-Rezeptoren (LDL-R) auf der Oberflache [1].
ApoE wird vor allem in der Leber, aber auch von Zellen des zentralen Nervensystems, wie
Mikrogliazellen und Astrozyten, von retinalen Pigmentepithelzellen des Auges, im Darm und

von Makrophagen [2, 3] synthetisiert.

1.1.1 Struktur und Funktion von ApoE

Das APOE Gen befindet sich auf Chromosom 19 und kodiert fiir ein 299 Aminosaure-langes
Glykoprotein. ApoE hat ein Molekulargewicht von ca. 37 kDA. Das Protein kann grob in einen
N-terminalen 167 Aminosdure-langen und einen 94 Aminosdure-langen C-terminalen
Bereich unterteilt werden. Verbunden werden die beiden Domdnen durch eine flexible
Struktur aus 38 Aminosauren. Die N-terminale Domane besitz die Ligandenbinderegion (134-
150). Die C-terminale Domane (244-272) beinhaltet die Bindestelle fiir den Rezeptor [4]
(Abb. 1).



LDL-R Lipid-
Affinitat préferenz
ApoE2 Cys Cys niedrig HDL
ApoE3 Cys Arg hoch HDL
ApoE4 Arg Arg hoch LDL, VLDL

Abb. 1: Apolipoprotein E. Schematische, lineare Darstellung eines ApoE Molekiils. ApoE besteht aus einer N-terminalen
(blau) und einer C-terminalen (rot) Domane, welche durch einen flexiblen Bereich miteinander verbunden sind. Die
Ligandenbindestelle liegt im C-terminalen Bereich (dunkelrot). Innerhalb der N-terminalen Domane befindet sich die LDL-R
Bindestelle (dunkelblau) und die beiden Aminosaureaustausche der drei Isoformen (Positionen 112 und 158). Der
Aminosaureaustausch fuhrt zu einer veranderten Affinitat zum LDL-R und zu einer veranderten Praferenz fiir die Bindung an
Lipide.

Beim Menschen kodiert das APOE Gen drei allelische Sequenzvarianten, APOE2, APOE3 und
APOE4 (€2, €3, €4). Daraus lassen sich sechs Genotypen, in absteigender Haufigkeit, ableiten:
apoE3/apoE3, apoE3/apoE4, apoE2/apoE3, apoE4/apoE4, apoE2/apoE4 und apoE2/apoE2.
Die drei ApoE Isoformen ApoE2, ApoE3 und ApoE4 unterscheiden sich lediglich in zwei
Aminosaurepositionen, 112 und 158. ApoE2 besitzt an beiden Stellen ein Cystein, ApoE4 ein
Arginin. ApoE3 hat an Position 112 ein Cystein und an Position 158 ein Arginin. Dieser
Aminosaureaustausch hat grofRen Einfluss auf die Interaktion von ApoE mit dessen Liganden

und dessen Rezeptor [3, 5] (Abb. 1).

Das Arginin an Position 112 in ApoE4 fihrt zu einer strukturellen Verdanderung der
N-terminalen Domane. Diese wiederum ist nun in der Lage Uber das Arginin an Position 61
eine Brickenbindung mit der Glutaminsaure an Position 255 auszubilden. Es entsteht dabei
eine Interaktion der N-terminalen mit der C-terminalen Domane. Essentiell fiir diese
strukturelle Veranderung ist nicht das Arginin an sich, sondern dessen positive Ladung [6].
Der Aminosaureaustausch zu Cystein an Position 112 und 158 der ApoE4 Isoform fihrt im
Vergleich zu ApoE2 und ApoE3 zu verdnderten Bindungseigenschaften an Liganden. ApoE4
bevorzugt grofle Lipoproteinpartikel, wie Lipoproteine sehr geringer Dichte (,very low
densitiy lipoproteins” VLDL) und Lipoproteine geringer Dichte (,/low densitiy lipoproteins*
LDL). ApoE2 und ApoE3 binden mit hoherer Affinitdt an Lipoproteine hoherer Dichte (, high

densitiy lipoproteins” HDL) [6-9]. Auch die Interaktion der ApoE Isoformen mit Amyloid beta



(AB) Peptiden unterscheiden sich. AB Peptide entstehen durch die enzymatische Spaltung
des transmembranen Amyloid-Vorlauferproteins im Gehirn. Dabei entstehen Peptide mit
einer Lange zwischen 37 und 43 Aminosduren, wobei die meisten 38, 40 oder 42
Aminosauren lang sind [10]. AB42 gilt als besonders neurotoxisch, da es auf Grund seines
stark hydrophoben Charakters schneller akkumuliert und zu Ablagerungen im Gehirn flhrt
[11]. ApoE3 zeigt eine hohere Bindungsaffinitdat zu AP auf als ApoE4 [12, 13]. AuRerdem
weist die Bindung von ApoE3 an AR eine hohere pH-Wert Toleranz auf als die von ApoE4 an

AB [14].

Im ApoE3 und im ApoE4 Protein befindet sich eine Salzbriicke zwischen dem Arginin an
Position 158 und der Asparaginsaure an Position 154 (Abb. 2) [8]. Die ApoE2 Isoform besitz
ein Cystein an Position 158, welches nicht in der Lage ist eine Salzbriicke mit der
Asparaginsaure an Position 154 auszubilden. Es entsteht jedoch eine Salzbriicke zwischen
der Asparaginsaure 154 und dem Arginin an Position 150. Dies verdandert die Konformation
des Arginins 150 in Bezug auf die anderen basischen Aminosaurereste der LDL-R Bindestelle
(136-150), was zu einer veranderten Interaktion von ApoE2 mit diesem Rezeptor fuhrt [8,

15]. ApoE2 bindet 50 bis 100fach schlechter an den LDL-R als ApoE3 und ApoE4 [16].

T TZ T

Affi
ApoE3/ApoE4 ApoE2
Apo Arg g nie
Arg 158 Cys 158
Apo C¥s o] he
Asp 154 Asp 154
-Apo Cys hc
Arg 150 Arg 150
T b Aff
Apo poE4 2
le fAPO Arg nie
Arg 158 Cys 158
ApO C¥s o] he
Asp 154 Asp 154

Abb. 2: Einfluss des Aminosdureaustausches an Position 158 auf die LDL-R Bindestelle. Schematischer Auszug der
N-terminalen Domane von ApoE (136-160). Der Aminosadureaustausch an Position 158 zwischen ApoE3 bzw. ApoE4 und
ApoE2 fiihrt zu einer verdanderten Ausbildung an Salzbriicken (rot). Arginin 158 in ApoE3 und ApoE4 ist in der Lage eine
Salzbrlicke mit der Asparaginsdure 154 einzugehen. Dies ist fiir das Cystein 158 in ApoE2 nicht moglich. In diesem Fall
entsteht eine Salzbriicke zwischen der Asparaginsdure 154 und dem Arginin 150, welches bereits Bestandteil der LDL-R
Bindedomane ist. Dies fiihrt zu einer Konformationsanderung in der LDL-R Bindestelle und somit zu einer veranderten
Bindungsaffinitat von ApoE2 zu dessen Rezeptor im Vergleich zu ApoE3 und ApoE4.

1.1.2 ApoE-assoziierte Erkrankungen
Durch seine tragende Rolle im Lipidmetabolismus und seine polymorphen Isoformen ist

ApoE mit zahlreichen Krankheiten assoziiert, die einen Defekt im Transport oder dem Abbau
3



von Lipiden oder AB aufweisen. Um ein besseres Verstandnis fiir das Zusammenspiel von
ApoE, Lipiden und bestimmten Krankheiten herzustellen, soll an dieser Stelle kurz die
Bedeutung von Lipiden angesprochen und eine Auswahl ApoE-assoziierter Erkrankungen

beschrieben werden.

1.1.2.1 Bedeutung von Lipiden

Lipide sind fir den Korper essentiell. Sie sind u.a. am Aufbau der Zellmembran, Bildung
bestimmter Hormone sowie an vielen Stoffwechselprozessen des Gehirns beteiligt. Um sie
im Korper zu transportieren, gehen die wasserunloslichen Lipide eine Verbindung mit
wasserloslichen Substanzen ein, es entstehen Lipoproteine. Diese werden auf Grund ihrer
Zusammensetzung in VLDL und LDL bzw. HDL unterteilt [17]. VLDL hat dabei den groRten
Anteil an Lipiden (Cholesterin, Triglyceride und Phospholipide) und HDL den geringsten.
Neben korpereigenen Lipiden aus der Leber nimmt der Korper zusatzliche Lipide mit der
Nahrung auf. Die dabei liberschiissig aufgenommenen Lipide missen vom Korper abgebaut
werden. Zu diesem Zweck werden groRe Lipidkomplexe zu kleineren umgeformt und mit
Hilfe von Lipidtransportmolekilen, wie ApoE, von bestimmten Zellen aufgenommen und
abgebaut. Cholesterin-reiches LDL und VLDL gelten im Vergleich zu HDL als schlechte Lipide,
da sie bei erhohtem Plasmalevel die Praferenz haben sich abzulagern [18]. Einhergehend mit
der Ablagerung kommt es in den meisten Fallen zur Modifikation der Lipide, welche fatale
Auswirkungen auf den Korper haben kann. Modifikationen wie die Oxidation von VLDL und
LDL, oder Malondialdehyd-Gruppen an Lipiden, dienen im Normalfall physiologischen
Prozessen, wie der Wundheilung, Immuntoleranz und der BlutgefaBerweiterung. Sie werden
durch das angeborenen Immunsystem erkannt und &hnlich wie apoptotische Zellen
antiinflammatorisch abgebaut. Akkumulieren jedoch modifizierter Lipide, so ist das
Gleichgewicht gestort und es kommt zu einer chronischen Inflammation. Dies zieht eine
Beschadigung benachbarter Zellen nach sich, was wiederum eine weitere Aktivierung des

Immunsystems bedingt [19].

1.1.2.2 Kardiovaskuladre Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die haufigste Todesursache in Industriestaaten [20].
Arteriosklerose tragt zur Entwicklung einer Vielzahl dieser Erkrankungen, u. a. Schlaganfalle

und Herzattacken, bei. Charakteristisch fiir Arteriosklerose ist die Ablagerung von Lipiden in
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der Intima, der innersten Schicht von Arterien, und dass dadurch bedingte Vorhandensein
von Plaques. Vor allem Cholesterin, LDL und VLDL neigen dazu sich abzulagern und
anschlielRend modifiziert zu werden, z. B. durch Oxidation oder enzymatische sowie
nichtenzymatische Spaltung [19]. Die Modifikation abgelagerter Lipide fihrt zur
Rekrutierung und Einwanderung von Monocyten in die Intima. Makrophagen erkennen und
binden Uber spezielle Scavenger-Rezeptoren oxidierte Lipide und phagozytieren diese [19,
21]. Es entstehen Makrophagen mit einer groBen Anzahl von Lipidtropfen im Zytoplasma,
sogenannte Schaumzellen. Die Akkumulation von Schaumzellen tragt zur Lipidablagerung
und somit zur Entstehung arteriosklerotischer Plaques bei. Schaumzellen setzen u. a.
Zytokine frei, wodurch neue Makrophagen rekrutiert werden [22]. Makrophagen, die
Plagues bevolkern, besitzen eine verminderte Migrationsfahigkeit die zum Versagen der
Entziindungsauflésung und zum weiteren Fortschreiten der Ausbildung und Manifestation
der arteriosklerotischen Plaques fihrt [23]. Im Laufe der Plaquebildung kommt es vermehrt
dazu, dass Schaumzellen apoptotisch werden, was zur Entstehung azellularer, nekrotischer
Strukturen fiihrt, die sich aus Lipidiberresten und Zelltrimmern zusammensetzen [24]. Es
entsteht eine Aktivatoroberflache fiir zelluldare und humorale Immunreaktionen, welche
schlieRRlich eine chronische Inflammation induzieren. Kommt es zu einem Bruch bzw. Riss
eines Plaques, wird eine Thrombusbildung ausgel6st, welche zu Schlaganfall und Herzinfarkt
fihren kann [19]. Die ApoE4 Variante ist mit einem erhdhten Risiko an Arteriosklerose zu
erkranken verbunden. Dieses liegt vermutlich an der Praferenz von ApoE4 grole,
Cholesterin-reiche Lipidpartikel zu binden. Durch die hohe Prdsenz von ApoE4 auf diesen
Lipidkomplexen wird angenommen, dass die Lipase, welche groflSe Lipidkomplexe in kleinere
zerlegt, verdrangt wird. Dieses hat einen ansteigenden Cholesterin- und VLDL-Gehalt im
Plasma zur Folge [25, 26]. Die Assoziation von ApoE mit Arteriosklerose zeigen vor allem
ApoE Knockout-Mause. Diese Tiere weisen unter normaler Erndhrung im Schnitt einen
fliinffach héheren Cholesteringehalt im Plasma auf. Des Weiteren kommt es zur Ausbildung

arteriosklerotischer Lasionen in mehreren GefaRen [27, 28]

1.1.2.3 Neurodegenerative Erkrankungen

Besonders neurodegenerative Erkrankungen, wie Schlaganfille, vaskulire Demenz,

Parkinson und Alzheimer [29-32] sind mit ApoE und dessen Isoformen assoziiert.



Die Alzheimer Erkrankung ist die im Alter am haufigsten auftretende Form von Demenz. Sie
fihrt (Uber einen fortschreitenden Verlust der kognitiven Hirnfunktionen zu
Geddchtnisstorungen, Desorientierung sowie zur Beeintrachtigung das Urteilsvermogens
und schlieBlich zum totalen Verlust des Gedédchtnisses und der Personlichkeit [33].
Charakteristisch fir die Alzheimer Erkrankung ist vor allem das Auftreten extrazellularer
Plaques. Diese setzten sich zum groRten Teil aus AB Peptiden zusammen. Auch die
Akkumulation und Ablagerung von Lipiden gilt als pathologisches Merkmal fir Alzheimer.
Flr bis zu 50 % aller Arten von Alzheimer stellt ApoE4 den grofSten genetischen Risikofaktor
dar [3], besonders bei der spat auftretenden Form der Alzheimer Erkrankung [30]. ApoE4
und ApoE2/3 zeigen, d&hnlich wie auch zu Lipidkomplexen, ein unterschiedliches
Bindungsverhalten zu AB. Dieses kdonnte auch die Assoziation des schlechter bindenden
ApoE4 Proteins an AR mit Alzheimer erkldren. Die Bildung neurotoxischer AR Peptide wird
auBerdem durch das Vorhandensein bestimmter Lipide, wie Cholesterin, beglnstigt [11].
Auch dieser Aspekt tragt vermutlich zur héheren Wahrscheinlichkeit von ApoE4 Tragern bei
Alzheimer zu entwickeln, da ApoE4 einen erhtéhten Cholesteringehalt im Korper bedingt
(siehe 1.1.2.2). Der ApoE2 Variante wird eine protektive Wirkung vor Alzheimer nachgesagt
[34]. Wie auch bei Arteriosklerose kommt es bei der Alzheimer Erkrankung zu
Entziindungsreaktion am Ort der Ablagerung. Diese fiihren zur sterilen Inflammation und
Schadigungen der Nervenzellen und somit vermutlich zum stetig fortschreitenden
Geddachtnisverlust. Tiermodelle mit ApoE Knockout-Mausen verdeutlichen die tragende Rolle
von ApoE im Pathomechanismus der Alzheimer Erkrankung. So weisen ApoE Knockout-
Mause z. B. Defizite in der Gedachtnisleitung sowie einen Héheren Cholesterin- und einen

niedrigeren HDL-Gehalt im Plasma im Vergleich zu Wildtyp-Mausen auf [35].

1.1.2.4 Altersabhdngige Makuladegeneration

Die altersabhidngige Makuladegeneration (AMD) ist die haufigste Ursache fir den
unheilbaren Verlust des Sehvermogens in den entwickelten Industriestaaten [36].
Charakteristisch flir AMD ist das Auftreten sogenannter Drusen. Diese extrazelluldre
Akkumulation von Zelltrimmern, Lipiden und AP, lagert sich zwischen der Bruch’schen
Membran und den retinalen Epithelzellen an [37, 38]. Dieses flihrt zu einer
Nahrstoffunterversorgung der Photorezeptoren und damit einhergehend zur Degeneration

der Makula. Im Gegensatz zur Arteriosklerose und der Alzheimer Krankheit ist die ApoE2
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Variante ein Risikofaktor fiir die Ausbildung von AMD. ApoE4 hingegen wirkt protektiv [39].

Die Ursache hierfir ist noch unbekannt.

1.1.2.5 Assoziation mit dem Komplementsystem

Wie bereits kurz beschrieben (2.1.2.1) sind modifizierte Lipide sowie AB Aktivatoren des
angeborenen Immunsystems [19, 40]. Sie werden normalerweise antiinflammatorisch
beseitigt. Regulatoren helfen dabei die Zellhomdostase aufrecht zu erhalten. Akkumulieren
jedoch modifizierte Lipide und AR, wie es fir die ApoE-assoziierten Erkrankungen
charakteristisch ist, verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen Immunaktivierung und
Regulation, wodurch sich eine chronische Inflammation entwickeln kann. Diese wird u. a.
durch das Komplementsystem hervorgerufen. Initiatormolekiile, wie Clq, das C-reaktive
Protein (CRP) oder IgM, binden an oxidierte bzw. Malondialdehyd-modifizierte Strukturen
und aktivieren die Komplementkaskade. Ohne ausreichende Regulation fihrt diese
Aktivierung zu starker Rekrutierung von Immunzellen, zur Ausschittung von
Effektormolekilen und zur Schadigung benachbarter Gewebe. Bestimmte Polymorphismen
in Komplementregulatoren gelten auflerdem als genetische Risikofaktoren fiir die
Ausbildung ApoE-assoziierter Erkrankungen. So ist beispielsweise ein Polymorphismus im
Komplementregulatorgen fiir Faktor H mit einem erhoéhten Risiko an AMD zu erkranken
verbunden [41]. Alle beschriebenen sowie eine Reihe anderer ApoE-assoziierter
Erkrankungen sind durch die Ablagerung von Komplementproteinen und einer damit
verbundenen Komplementreaktion charakterisiert. Bis jetzt wurden diese beiden Merkmale
der Erkrankungen separat voneinander als unabhdngige, biologische Mechanismen

betrachtet.

1.2 Das Komplementsystem

Das Komplementsystem ist Teil der angeborenen Immunantwort, welche die erste Stufe zur
Abwehr von korperfremden Zellen und verdanderten eigenen Zellen darstellt. Es besteht aus
Uber 30 plasma- und zellgebundenen Proteinen, welche zum Grof3teil in der Leber produziert
und ins Blut sezerniert werden. Entdeckt wurde das Komplementsystem 1895 durch Jules
Bordet als hitzelabiler Teil des Immunsystems. Bordet stellte fest, dass Mikroorganismen
durch den Kontakt mit Serum lysiert werden kénnen, dies jedoch nicht mehr der Fall war,
wenn das Serum zuvor hitzebehandelt wurde. Eine Lyse vermittelt durch hitzestabile

Antikorper konnte somit ausgeschlossen werden [42]. Diese Entdeckung galt als
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Komplementierung der adaptiven Immunantwort und fiihrte zur Namensgebung des
Komplementsystems. Das Komplementsystem erkennt zum einen infektiose
Mikroorganismen, markiert sie zur Phagozytose und fihrt zur Zelllyse und Inflammation. Es
kommt aulBerdem zur Bildung von Anaphylatoxinen, welche chemotaktisch Immunzellen
zum Ort der Komplementaktivierung rekrutieren und die Zellen aktivieren. Zum anderen
werden apoptotische und nekrotische Zellen sowie Zelltrimmer antiinflammatorisch
beseitigt und so die zellulare Integritdat und Gewebshomoostase aufrechterhalten.

Das Komplementsystem spielt auch eine bedeutende Rolle als Bindeglied der angeborenen
zur adaptiven Immunantwort. Durch Opsonisierung werden Pathogene fiir Antigen-
prasentierende Zellen markiert. Diese wiederrum generieren nach der Aufnahme und
Sezernierung der Mikroorganismen Pathogen-spezifische Antikorper, welche sie auf ihrer
Oberflache zur Aktivierung von B- und T-Lymphozyten bereitstellen. AuRerdem besitzen
einige Komplementproteine kostimulatorische Funktionen fir B-Lymphozyten.

Das Komplementsystem ist eine kaskadenartig aufgebaute Reaktionskette. Viele seiner
Proteine wirken als Proteasen, welche als Zymogene vorliegen und erst durch eine
Spaltungsreaktion in ihre aktive Form Ubergehen. Nach der Aktivierung des
Komplementsystems kommt es zu einer enzymatischen Kettenreaktion wobei aktivierte
Proteasen wiederum inaktive Proteine spalten und somit aktivieren. Auf diese Weise
entsteht eine Amplifikation des Signals mit jeder enzymatischen Spaltung. Dadurch kommt
es zu einer schnellen und starken Immunantwort.

Das Komplementsystem kann (iber drei verschiedene Wege aktiviert werden, den
alternativen Weg (AW), den klassischen Weg (KW) und den Lektin-Weg (LW). Sie
unterscheiden sich durch den Ausloser der Komplementreaktion und durch ihre initialen
Molekdile. Letztendlich generieren sie jedoch die gleichen Effektormolekiile und flihren zur

Opsonisierung, Inflammation und Lyse (Abb. 3).
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Abb. 3: Das Komplementsystem. Schematische Darstellung des kaskadenartig aufgebauten Komplementsystems. Das
Komplementsystem kann Gber drei Wege aktiviert werden, den klassischen (KW), den Lektin- (LW) und den alternativen
(AW) Weg. Der KW wird Uber Antigen-Antikorper-Komplexe (AG-AK-Komplexe) sowie durch die Erkennung modifizierte
Eigenoberflachen aktiviert. Zuckerreste auf pathogenen Oberflachen fiihren zur Initiierung des LW. Beide Wege miinden in
die Bildung der C3 (C4b2a) und C5 (C4b2a3b) Konvertase. Der AW wird durch die spontane Hydrolyse eines C3 Molekiils
aktiviert. Uber die Bildung einer kurzlebigen C3 Konvertase [C3(H,0)Bb] in der Fliissigphase kommt es zur Generierung der
membrangebundenen C3 (C3bBb) und C5 (C3bBbC3b) Konvertase des AW. Neben den Konvertasen entsteht nach
Aktivierung des Komplementsystems auBerdem C3b, was membrangebunden Zellen opsonisiert und zur Phagozytose
markiert sowie die Anaphylatoxine C3a und C5a, welche Immunzellen rekrutieren und aktivieren und so zur Inflammation
beitragen. Am Ende der Komplementkaskade steht die Bildung des terminalen Komplementkomplexes C5b-9. Er fihrt durch
die Formierung einer Pore zur Lyse der Zelle.

1.2.1 Die Aktivierung des Komplementsystems

1.2.1.1 Der klassische Weg des Komplementsystems

Das initiale Molekil des KW ist das C1qg (Abb. 3). Es ist in der Lage sowohl mikrobielle, als aus
modifizierte Eigenoberflachen zu erkenne. Im Falle von Erregern bindet Clg entweder an
Antigen-Antikorper-Komplexe, direkt an die Zelloberflaiche durch die Erkennung spezieller
Proteine der Zellwand oder uber CRP, welches Polycholinreste in bakteriellen

Polysacchariden erkennt. Das Akutphasenprotein CRP ist auflerdem in der Lage apoptotische
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Zellen sowie modifizierte Lipide [43, 44] zu binden und Uber Clq den KW zu aktivieren. Clq
kann jedoch auch direkt an veranderte, korpereigene Oberflachen und Molekiile binden.
Dazu gehoren apoptotische Zellen, Zelltrimmer und Blebs, modifizierte Lipide und AR [40,
45-51]. Clq ist ein 460 kDa grofRes Protein, welches vorwiegend von Makrophagen und
dendritischen Zellen produziert wird [52, 53]. Seine TulpenstrauR-dhnliche Struktur
bekommt das Molekil durch seine hexamere Anordnung von sechs Polypeptidketten aus je
drei homologen Ketten (A, B und C) (Abb. 4A). Diese sechs Polypeptidketten sind N-terminal
Uber Disulfidbricken zwischen den C-Ketten miteinander assoziiert (Stiel des
Tulpenstraules) und spalten sich Richtung C-Terminus auf [54]. Jede Polypeptidkette besitzt
am C-Terminus jeweils eine globuldare Domane mit der Clqg sein Zielmolekil erkennt und
bindet. Der globuldren Erkennungsdomane schlieBt sich eine Collagen-dhnliche Struktur an,

welche in die Polymerisierungsdomane tbergeht.

A Clg C1 Komplex

C-Terminus

globulare

Domane
~Bliten”
Caollagen-ahnliche
Struktur

Assoziationsdomine
der Polypeptidketten
LStiel”

‘ , Clr2C1s2-Tetramer

MN-Terminus

Abb. 4: Struktur des C1q Molekiils und des C1 Komplexes. (A) Schematische Darstellung des Tulpenstrau-dhnlichen Clq
Proteins. Clq setzt sich aus sechs Polypeptidketten zusammen, welche wiederum aus drei Einzelstrangen (A, B und C)
bestehen. C-terminal bildet jede Polypeptidkette eine globuldre Domane, gefolgt von einer Collagen-dhnlichen Struktur.
N-terminal laufen die Polypeptidketten zu einem Strang zusammen. (B) Schematische Darstellung des C1 Komplexes. Der
C1 Komplex besteht aus einem C1q Protein (blau), zwei Cilr (lila) und zwei Cls (orange) Proteasen. Die Clr und Cls
Molekile binden als Tetramer (C1r-C1s-C1s-C1r) an die Collagen-dhnliche Struktur von Clq.

Clq ist Teil des C1 Komplexes. Dieser setzt sich aus einem Clqg und jeweils zwei C1r und Cls
Molekiilen zusammen (Abb. 4B). C1r und C1s sind Serinproteasen, welche Calcium-abhangig
ein C1s-C1r-C1r-C1s Tetramer bilden und an die Collagen-adhnliche Struktur des C1gq Molekiils
binden. Durch die Zusammenlagerung der Zymogene Cls und Clr mit Clg kommt es zur
Bildung eines inaktiven C1 Komplexes. Nachdem C1q sein Zielmolekil gebunden hat, findet

eine Konformationsanderung im Clg Molekil statt, die zur autoreaktiven Spaltung und
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Aktivierung der Clr Protease fiihrt, welche wiederum die inaktive C1ls Protease schneidet
und aktiviert. Cls ist nun in der Lage C4 in C4b und das Anaphylatoxin C4a zu spalten. C4b
bindet tber eine reaktive Thioestergruppe an die Komplement-aktivierende Oberflache. Ein
weiteres Komplementprotein, C2, wird nach der Bindung an C4b ebenfalls durch Cls
geschnitten [55]. Es entsteht C2a und C2b. C2a verbleibt gebunden an C4b und bildet somit
die C3 Konvertase, C4b2a, des KW [54] (Abb. 3).

1.2.1.2 Der Lektin-Weg des Komplementsystems

Der LW wird Uber die Bindung der Initiatormolekiile Mannose-bindendes Lektin (MBL) und
Ficoline an deren Zielmolekil aktiviert. MBL bindet an Mannose-Reste und andere Zucker,
welche auf vielen mikrobiellen Oberflachen zu finden sind (Abb. 3). Auf kérpereigenen Zellen
ist Mannose durch andere Zuckergruppen Ulberdeckt und kann somit nicht zu einer
Komplementaktivierung fihren. Auch Ficoline, welche beim Menschen in L-, M- und H-
Ficoline unterteilt werden, binden an Saccharide auf der Oberflaiche von Erregern und
aktivieren den LW. MBL sowie die Ficoline sind dem Clq Molekil strukturell sehr dhnlich.
Auch sie binden inaktive Proteasen, in dem Fall die Mannose-assoziierte Serinprotease 1
(MASP-1) und die Mannose-assoziierte Serinprotease 2 (MASP-2). MASP-2 ist vergleichbar
mit C1r und Cls. Nachdem MBL bzw. die Ficoline an deren Aktivatoroberflache gebunden
haben, kommt es zur Autokatalyse und Aktivierung von MASP-2. Dies fiihrt zur Spaltung von
C4 und C2 und letztendlich zur Generierung der C3 Konvertase C4b2a [54, 56] (Abb. 3).
MASP-1 ist ndher verwandt mit Thrombin und Trypsin als mit C1r und Cls und spielt somit
eher in der Blutgerinnungskaskade eine Rolle. MASP-1 ist in der Lage den Koagulationsfaktor

Xlll sowie Fibrinogen und Prothrombin zu spalten [57, 58].

1.2.1.3 Der alternative Weg des Komplementsystems

Der AW wird spontan durch die Hydrolyse von C3 zu C3(H.O) angeschaltet (Abb. 3).
Hydrolysiertes C3 rekrutiert und bindet Faktor B, welches durch die Plasmaprotease Faktor D
in Ba und Bb gespalten wird. Der daraus verbleibende Fliissigphasekomplex, C3(H.OBDb),
bildet die kurzlebige C3 Konvertase des AW [59]. Sie ist in der Lage C3 in C3a und C3b zu
spalten. Der Grof3teil des generierten C3b wird durch Hydrolyse inaktiviert. Der andere Teil
jedoch bindet Uber seine reaktiven Thioestergruppen an fremde Oberflachen. So

gebundenes C3b ist nun in der Lage Faktor B zu binden und dessen Spaltung durch Faktor D
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zu ermoglichen. Es entsteht dabei die Oberflaichen-gebundene C3 Konvertase des AW,

C3bBb [60] (Abb. 3).

1.2.2 Die C3 und C5 Konvertase des Komplementsystems

Die Funktion der C3 Konvertasen des KW und LW, C4b2a, sowie des AW, C3bBb, besteht
darin, das Komplementprotein C3 in C3a und C3b zu spalten (Abb. 3). C3b hat drei
Funktionen. Wie bereits beschrieben, bindet es, genau wie C3(H;0), Faktor B und bildet
somit die Plattform fir die langlebige C3 Konvertase des AW, C3bBb. Zum anderen bindet es
an fremde oder als verdndert erkannte Oberflachen und opsonisiert sie fir die Aufnahme
und Eliminierung durch Phagozyten. AuRerdem bindet es zurilick an die C3 Konvertase und
formt somit die C5 Konvertase C4b2a3b des KW und LW und C3bBb3b des AW. Diese spaltet
C5 in C5a und C5b. C5a ist, wie C3a, ein Anaphylatoxin und wirkt proinflammatorisch.
Anaphylatoxine modulieren die erworbene und die angeborenen Immunantwort und spielen
eine wichtige Rolle im Zell-Homing und der Geweberegeneration. C5b bildet mit C6, C7, C8
und mehreren C9 Molekilen den sogenannten Terminalen-Komplement-Komplex (TCC)
(Abb. 3). Er lagert sich Uber die Bindung von C5b-7 an die Zelloberfliche von
Mikroorganismen an. Dort fiihrt der TCC durch die Penetration der Lipid-Doppelschicht
durch C8 und der Bildung einer ca. 10 nm grolRen Pore durch die C9 Molekiile zur Lyse der

Zelle [60, 61].

1.2.3 Regulation des Komplementsystems

Um eine permanente Aktivierung des Komplementsystems zu verhindern und so
kopereigene Zellen zu schiitzen, muss dieser Teil des angeborenen Immunsystems reguliert
werden. Lediglich geschadigte, korpereigene Zellen und fremde Organismen sollen
opsonisiert und entfernt werden. Um dieses zu gewahrleisten, verfligt das
Komplementsystem Uber zahlreiche, wirtseigene Regulationsfaktoren. Sie kdnnen entweder
membrangebunden oder in der Fliissigphase vorliegen. Im Folgenden sollen einige Beispiele

fiir Regulatoren auf unterschiedlichen Ebenen des Komplementsystems genannt werde.

Der Cl-Inhibitor (C1 INH) ist ein Regulator der initialen Phase des KW und LW. Als
Serinproteaseinhibitor inaktiviert er Clr, C1ls und MASP-2 und fihrt somit dazu, dass keine
C3 Konvertase gebildet wird. Dabei bindet er reversibel oder irreversibel an Clr, Cls und

MASP-2 und kann sogar zur Spaltung der initialen Molekiilkomplexe fiihren [62, 63].
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Um die C3 Konvertase des Komplementsystems zu regulieren, verfligt der Korper (lber
spezielle Serinproteasen, welche Komponenten der C3 Konvertase inaktivieren. Faktor |, in
Kombination mit dessen Kofaktor Faktor H oder dem Faktor H-ahnlichen Protein 1 (FHL-1),
spaltet C3b in iC3b [64]. iC3b kann zwar als Opsonin noch interagieren, ist jedoch fiir den
Aufbau einer C3 Konvertase des AW unbrauchbar. In Kombination mit dem C4b-bindenden
Protein (C4BP) ist Faktor | auRerdem in der Lage C4b in dessen Fragmente C4c und C4d zu

spalten [65]. Die Generierung der C3 Konvertase des KW und LW ist somit verhindert.

Faktor H, FHL-1 und C4BP besitzen aullerdem eine destabilisierende Wirkung auf die
C3 Konvertase. Faktor H und FHL-1 binden dabei tiber C3b an die C3 Konvertase des AW und
fihren zur Dissoziation von Bb [54, 66]. CABP interagiert mit dem C4b Molekul der
C3 Konvertase des KW und LW und flihrt zur Dissoziation von C2a [54, 67].

Alle bisher genannten Regulatoren sind Proteine der Fliissigphase, die aber an Oberflachen
binden. Es gibt jedoch auch membranstiandige Komplementregulatoren, wie z. B. CD46,
CD55 und CD35. CD46 ist ein Membrankofaktorprotein fir Faktor | zur Spaltung von C3b und
C4b. CD55 beschleunigt den Zerfall der C3 Konvertase, indem es die Dissoziation von C4b
und C2a bzw. C3b und FB initiiert. CD35 wirkt sowohl als Kofaktor fiir Faktor I, als auch als

Beschleuniger fiir den Zerfall der C3 Konvertasen [68].

Vitronektin (Vnt) ist ein Regulator auf Ebene des TCC. Es reguliert das Komplementsystem
sowohl in der Flissigphase, als auch membrangebunden an Zellen. Vnt bindet C5b-7 und
verhindert die Einlagerung dieses Komplexes in der Zellmembran. Es kann auRerdem mit C9
interagieren, was zur Blockade der C9-Polymerisierung fiihrt. Sowohl die Bindung an C5b-7,

als auch an C9 verhindern den Aufbau einer Pore und schiitzen somit die Zelle vor Lyse [68].

Der einzige bis jetzt beschriebene Stabilisator des Komplementsystems ist Properdin. Es
bindet an C3bB und C3bBb Uber C3b und stabilisiert dabei die C3 Konvertase des AW.
Properdin erkennt und bindet auBerdem mikrobielle Oberflaichen lber negativ geladene
Molekile, apoptotische und nekrotische sowie maligne Zellen. Dort wirkt es als Plattform zur

Bildung der C3 Konvertase des AW (ber die Rekrutierung von C3b [69, 70].
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1.2.4 Rolle des Komplementsystems in der adaptiven Immunantwort
Das Komplementsystem spielt nicht nur eine Rolle als Teil der angeborenen Immunantwort,
sondern ist auch stark vernetzt mit dem adaptiven Zweig des Immunsystems. Im Folgeneden

sollen einige Beispiele daflir genannt werden.

Das Komplementsystem ist in der Lage durch die Generierung von C3b und C4b fremde oder
geschadigte Zellen zu opsonisieren und so fiir Phagozyten zu markieren. Phagozyten
erkennen dabei die Komplementkomponenten lber spezielle Rezeptoren. Diese Rezeptoren
kénnen in sechs Gruppen, CR1-CR4 sowie die C5a- und C3a Rezeptoren, unterteilt werden.
CR1-CR4 erkennen und binden Opsonine, wohingegen der C5a und der C3a Rezeptor mit
Anaphylatoxinen interagiert. CR1 beispielsweise wird von Erythrozyten, Leukozyten,
glomeruldaren Podozyten, follikularen dendritischen Zellen [71] sowie Makrophagen und
Neutrophilen [60] exprimiert und bindet C3b und C4b. Dabei spielt er eine Rolle in der
Beseitigung von Immunkomplexen und einer Erhéhung der Phagozytoserate [72]. Ein auf
B-Zellen exprimierter Rezeptor ist CR2. Er bindet u. a. das C3b Spaltprodukt C3d. C3d wirkt
unterstitzend fiir die B-Zellaktivierung, indem es den Schwellenwert fiir eine Aktivierung um
das 1000 bis 10000fache herabsetzt [60]. Neben der Generierung von Opsoninen, entstehen
auch die Anaphylatoxine C3a und C5a bei einer Komplementreaktion. Auch sie besitzen u. a.
Rezeptoren auf B-Zellen. Die Interaktion von C3a mit dem von B-Zellen exprimiertem C3a
Rezeptor fiihrt z. B. zu einer negativ regulierten polyklonalen Immunantwort sowie zur
Verringerung der TNF-a und IL-6 Produktion. C5a hingegen hat einen positiven Effekt auf die
Rekrutierung und Migration von Immunzellen, wie B-Zellen, Makrophagen und
Neutrophilen, zum Ort der Komplementaktivierung [73]. C5a und C3a sind aulRerdem in der
Lage Mastzellen zu aktivieren. Dabei entlassen diese, vor allem in der Submucosa von Darm
und Atemwegen vorkommenden Zellen, Histamine und TNF-a, was zur GefdRerweiterung
flhrt. C3a und C5a spielen auch eine Rolle bei der T-Zell Polarisierung. In Mausen wurde
gezeigt, dass die Expression von C3a und C5a Rezeptoren einen entscheidenden Einfluss auf

die Th1 Induktion hat [74, 75].

Uber die Funktion und Wirkungsweise des |6slichen Spaltproduktes von C4, C4a, ist bis jetzt
noch weniger bekannt. Auch wenn noch kein Rezeptor fiir C4a entdeckt wurde, so scheint es

doch einen Effekt auf Makrophagen und Neutrophile zu haben [76].
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1.3 Ziel dieser Arbeit

Steigender Wohlstand, verbesserte Hygiene, eine geslindere Lebensweise und nicht zuletzt
der medizinische Fortschritt haben dazu gefiihrt, dass die Menschheit immer alter wird. Lag
die durchschnittliche, weltweite Lebenserwartung in den 90er Jahren noch bei 65,3 Jahren,
so ist sie innerhalb von 23 Jahren um ca. 10 % auf 71,5 Jahre gestiegen. In Deutschland
betrug die durchschnittliche Lebenserwartung 2013 sogar 80,68 Jahre. Mit fortschreitenden
Lebensjahren nimmt jedoch auch das Risiko zu, an altersabhangigen Leiden zu erkranken. Zu
den im Alter haufig auftretenden Krankheiten zahlen AMD, Demenz und Arteriosklerose. Der
Pathomechanismus bei allen Erkrankungen ist nicht ausreichend geklart und eine Therapie
nur ungeniligend oder gar nicht vorhanden. Interessanterweise sind genetische Varianten
des APOE Gens mit allen drei Erkrankungen assoziiert. ApoE bindet Lipide, erh6ht dabei ihre
Loslichkeit und ermdglicht ihre Aufnahme Uber Rezeptoren in die Zelle. Die drei Isoformen,
ApoE2, ApoE3 und ApoE4, unterscheiden sich nur in maximal zwei Aminosauren. Trager der
ApoE2 Isoform haben ein erhohtes Risiko an AMD zu erkranken, wohingegen das
Vorhandensein der ApoE4 Isoform die Wahrscheinlichkeit an Demenz und Arteriosklerose zu
erkranken erhoht. Ein weiteres Charakteristikum dieser Krankheiten sind extrazellulare
Ablagerungen, die sich u.a. aus Zelltrimmern, Lipiden und AP zusammensetzen.
Akkumulationen dieser Art bilden Aktivatoroberflachen fiir einen bedeutenden Zweig der
angeborenen Immunantwort, dem Komplementsystem. Diese erklaren auch das
Vorkommen einer Vielzahl von Komplementproteinen in den krankheitsbedingten
Ablagerungen. Neben seiner Funktion zur Abwehr von Mikroorganismen, spielt das
Komplementsystem auch eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Zellhomdoostase.
Zelltrimmer sowie geschadigte und tote Zellen werden mittels Opsonisierung mit C3b
schneller phagozytiert. Komplementregulatoren sorgen dabei fiir eine antiinflammatorische
Beseitigung. Eine permanente und weniger kontrollierte Komplementaktivierung, wie sie bei
dem Auftreten oben genannter extrazelluldrer Ablagerungen auftreten, fihrt zur Infiltration

von Immunzellen, zur sterilen Inflammation und der Schadigung von Zellen.

Trotz des gemeinsamen Auftretens in Plaques oder Drusen wurden bis dato die ApoE
Isoformen als Serumproteine auBerhalb des Komplementsystems betrachtet. Ziel dieser
Arbeit war es zu untersuchen, ob ApoE eine Funktion im Komplementsystem wahrnimmt.

Dazu wurde getestet, ob ApoE eine regulatorische Wirkung auf einen oder mehrere Wege
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(KW, AW oder LW) des Komplementsystems hat. Auferdem wurde der

Wirkungsmechanismus von ApoE im Komplementsystem genauer untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen helfen, die beobachtete Assoziation von ApoE und dem
Komplementsystem mit bestimmten, im Alter haufig auftretenden, Krankheiten besser zu
verstehen und neu zu bewerten. AulRerdem konnen die Ergebnisse ganz neue

Therapieansatze ermoglichen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Arbeitsmaterialien und Gerate

Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden Pipetten der Firma Brandt,
Pipettenspitzen, Petrischalen und ReaktionsgefdRe in den Groflen 0,5 ml bis 50 ml der Firma
Greiner bio-one sowie 96 Well Mikrotiterplatten von Sarstedt und Nunc verwendet. Fir
Zellkulturarbeiten wurden sterile Flaschen von Sarstedt, 24 Well Patten von Thermo
Scientific und Pipetten von Greiner bio-one eingesetzt. AuRerdem wurden ein Thermomixer
comfort und eine Tischzentrifuge 5415 D von Eppendorf, der Schiittler Vortex-Genie 2 von
Scientific Industries, ein Taumelrollenmischgerat RMS5 von Karl Hecht GmbH, ein
Magnetriihrer RCT basic von IKA Werke und eine Feinwaage von Sartorius genutzt.
Inkubationsschritte bei 37 °C und 30 °C wurden in Brutschranken der Firmen Memmert,
Heraeus und New Brunswick Scientific durchgeflhrt. Fiir steriles Arbeiten wurden
Laminarboxen von Thermo Scientific und Heraeus verwendet. Zur kolorimetrischen Messung
von 96 Well Mikrotiterproben wurde das Tecan Safire2 Spektrometer genutzt. Fir die
Aufnahme fluoreszenzbasierter Bilder von Zellen oder Partikeln wurden die Laser-Scanning-
Mikroskope (LSM) LSM 710 und LSM 510 von Zeiss verwendet. AuRerdem wurden hierzu
Objekttrager und Deckglaschen von Roth genutzt. Alle weiteren Gerate die in dieser Arbeit

verwendet wurden, sind an bestimmter Stelle vermerkt.

2.2 Chemikalien, Losungsmittel und Puffer

Wenn nicht weiter gekennzeichnet, wurden alle Chemikalien von den Firmen Applichem,
Carl Roth, General Electrics Healthcare, Invitrogen, Merck oder Sigma-Aldrich bezogen. Um
sterile Losungen und Medien zu gewahrleisten wiirden diese fiir 20 min bei 212 °C und
einem Druck von 2x10° Pa autoklaviert. Als Grundlage fiir Lésungen und Medien wurde stets
doppelt destilliertes Wasser (ddH,O) verwendet. Mikrogliazellen wurden in einem
Kulturmedium bestehend aus DMEM/F12 (LONZA), 1 % (v/v) N2 Supplement (Thermo
Fischer Scientific), 6 % (v/v) L-Glutamin (Gibco), 8,5 % (v/v) D-Glukose (Sigma-Aldrich), 1,4 %
(v/v) Gentamyzin (Lonza) und 10 % (v/v) FKS (PAA Laboratories) angezlichtet. Fiir die
Anzucht von Escherichia coli (E. coli) wurde das ,Lysogeny broth media“ (LB-Medium)
verwendet. Es beinhaltet 10 g/l NaCl, 10 g/l| Trypton, 5 g/l Hefeextrakt und wurde auf einen
pH-Wert von 7,0 eingestellt. Zur Anzucht von E. coli auf Festmedium wurde 0,5 % (w/v)

Agarose zum Flissigmedium zugegeben und dieses in Petrischalen ausgeliert.
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Fir die Herstellung 10%iger Polyacrylamidgele wurde zunachst ein Sammelgel aus folgenden
Inhaltsstoffen, 25 % (v/v) Sammelgelpuffer (0,5 M Tris Base, 4 % [w/v] Natriumdodecylsulfat
[,sodium dodecyl sulfate”, SDS], ad 100 ml ddH,0, pH 6,8), 10 % (w/v) Acrylamid, 0,03 % (w/v)
Adenosinphosphosulfat (APS) und 0,04 % (w/v) TEMED gegossen. Dieses wurde nach
Aushartung mit Trenngel bestehend aus 25 % (v/v) Trenngelpuffer (1,5 M Tris Base, 4 %
[w/v] SDS, ad 100 ml ddH;0, pH 8,8), 3,9 % (w/v) Acrylamid, 0,05 % (w/v) APS und 0,1 %
(w/v) TEMED uberschichtet. Fur die Gelelektrophorese wurde ein Laufpuffer aus 2,5 mM Tris
Base, 19 mM Glyzin und 0,1 % (w/v) SDS verwendet. Fir einen anschlieBenden Western Blot
der Gele auf eine Nitrozellulosemembran wurde ein Western-Transfer-Puffer bestehend aus
25 mM Tris HCl, 190 mM Glyzin, 20 % (v/v) Methanol und 0,1 % (w/v) SDS mit einem pH-
Wert von 8,3 genutzt. Im Falle einer Silberfarbung der Gele wurden folgende Losungen
verwendet: Fixierlosung (30 % [v/v] Ethanol, 30 % [v/v] Essigsdure), Spullésung (20 % [v/V]
Ethanol), Sensibilisierungslosung (1,26 mM Natriumthiosulfat), Silbernitratlésung (11,77 mM
Silbernitrat), Entwicklerlésung (265,49 mM Natruimcarbonat, 0,026 % [v/v] Formaldehyd,
5,19 % [v/v] Sensibilisierungslosung), Stopplosung (0,4 M Tris Base, 2,5 % [v/v] Essigsaure).
Zum Waschen von ,Enzyme Linked Immunosorbent Assays” (ELISA) und Western Blots
wurde ein Waschpuffer aus phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) 1l (0,14 M Natriumchlorid,
2,7 mM Kaliumchlorid, 10 mM Dinatruimhydrogenphosphat, 1,8 mM
Kaliumhydrogenphosphat, pH 7,4) und 0,05 % (v/v) Tween-20 sowie zum Absattigen der
freien Bindestellen ein Blockpuffer bestehend aus PBS I, 5% (w/v) Milchpulver und 2 %
(w/v) Rinderserumalbumin (BSA) genutzt. Beim Aufarbeiten der Mikrogliazellen fiir LSM-
Aufnahmen wurde fur alle Schritte ein Puffer aus PBS II, versetzt mit 1 % (w/v) BSA,
verwendet. Zur Untersuchung der Mikrogliazellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie
(,fluorescence-activated cell sorting”, FACS) wurde ein FACS-Puffer bestehend aus PBS Il mit
2 % (w/v) BSA genutzt. Fiir immunbiologische Versuche wurden folgende Puffer verwendet:
DPBS (LONZA), PBS Il, DPBS mit Calcium und Magnesium (PBS**) (LONZA), Gelatine-Veronal-
Puffer (GVB**) (CompTech) und MgEGTA Puffer (20 mM HEPES, 144 mM NaCl, 10 mM EGTA,
7 mM MgCly, pH 7,4).

2.3 Proteine, Lipide, Antikorper und Seren

Alle Komplementproteine, falls nicht anders aufgelistet, ssammen von der Firma CompTech.

Rekombinantes ApoE aus E. coli wurde von der Firma BioCat und aus Plasma aufgereinigtes

18



ApoE sowie Apolipoprotein A (ApoA) von der Firma Athens Research and Technology
bezogen. Des Weiteren wurde MBL von Abcam, MASP1 von Abnova, LDL und
Malondialdehyd-modifiziertes LDL (mLDL) von Cell Biolabs, der LDL-R von Sino Biological Inc.,
AB 1-42 von GenScript sowie Vnt und Collagen (Coll) I, Il und Ill von Becton Dickinson
verwendet. BSA wurde von AppliChem und Gelatine von Merck bezogen. Rekombinantes,
extrazellulares, Fibrinogen-bindendes Protein (EfB) von Staphylococcus aureus wurde wie

bereits von Koch et al. [77] beschrieben exprimiert.

Peptide des ApoE Proteins (Tab. 1) wurden von der Firma Peptide 2.0 hergestellt. Antikorper
gegen Komplementproteine stammen, falls nicht weiter erwahnt, von CompTech. Ebenso
wurden in dieser Arbeit folgende Antikdrper genutzt: aC5b-9 (Dako), aCls (AssaybioTech),
aApoE (Calbiochem), amLDL (Abcam), aColl (Sigma-Aldrich), oAB (Abfrontier) und

Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelter aHis (Miltenyi Biotec).

Normales humanes Serum (NHS) wurde von freiwilligen, gesunden Spendern bezogen und
bei -80 °C gelagert. Clq defizientes Serum (C1lq”) stammt von CompTech. Erythrozyten

wurden aus Schaf- bzw. Kaninchenblut der Firma Fiebig-Nahrstofftechnik gewonnen.

Tab. 1 Sequenzen der verwendeten ApoE Peptide

Bezeichnung Sequenz Besonderheit
ApoE 30-40 LGRFWDYLRWV
ApoE 74-85 YKSELEEQLTPV

Beeinflusst LDL-R

ApoE2 139-152 SHLCKLRKRLLRDA
Bindestelle
Beeinflusst LDL-R
ApoE3/4 139-152 SHLRKLRKRLLRDA
Bindestelle
ApoE 210-232 WGERLRARMEEMMGSRTRDRLDEV
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2.4 Zelllinien, Stamme und Kultivierung

Die von induzierten, pluripotenten Stammzellen abgeleiteten Mikrogliazellen (bereitgestellt
von Prof. Neumann, Bonn; [78]) wurden bei 37 °C und 5% CO; in spezifischem DMEM in
Kulturflaschen oder auf Glasscheiben in 24-Well Mikrotiterplatten kultiviert. In dieser Arbeit
wurde der nichtpathogene , One-Shot-TOP10“ E. coli Stamm (Invitrogen) verwendetet. Um
E. coli in den Versuchen zu nutzen, wurden die Mikroorganismen tiber Nacht bei 37 °C und
180 rpm in Flissigmedium angezogen. Zur langeren Aufbewahrung der Stamme wurden die

Mikroorganismen auf Agarplatten ausplattiert und im Kiihlschrank gelagert.

2.5 SDS-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese wurden Proteine nach ihrem Molekulargewicht im
elektrischen Feld unter diskontinuierlichen Bedingungen aufgetrennt. Vor dem Laden der
Proben auf 10%ige Gele wurden diese mit nicht reduzierendem (6,25 mM Tris Base, 1 % [v/V]
SDS, 10 % [v/v] Glyzerin, 7,23 uM Bromphenolblau) bzw. reduzierendem (RotiLoad | von
Roth, 10 min 95 °C) Probenpuffer versetzt. Als ProteingréBenmarker wurde der PageRuler’
Prestained Protein Ladder von Fermentas verwendet. Die Gele liefen bei 160 V fiir ca. 1 h mit

Laufpuffer im PowerPac 300 System von BioRad.

2.6 Silberfarbung

Zur Visualisierung aller vorhandenen Proteinbanden im Gel wurde eine Silberfarbung der in
der SDS-Gelelektrophorese gelaufenen Gele durchgefiihrt. Hierzu wurden die Gele zunachst
fir 30 min in Fixierlosung geschwenkt, wodurch die Proteine denaturieren und ausfallen.
AnschlieBend wurde fir je 10 min mit Splllésung und ddH,O gewaschen. Es folgte eine
1-minitige Inkubation in Sensibilisierungslosung, gefolgt von zwei Waschschritten fiir je
10 sec in ddH;0. Mit der Silbernitratlosung wurden die Proteine, welche in der Lage sind
Silberionen zu binden, fiir 30 min gefarbt und anschliefend fiir 10 sec mit ddH,0 gewaschen.
Zum Sichtbarmachen der Proteine wurde die Entwicklerlésung zugegeben. Diese enthilt
alkalisches Formaldehyd, welches Silberionen zu elementarem Silber reduziert und die
Proteine so erkennbar macht. Um die Reaktion zu beenden wurde Stoppldsung zugegeben,

nachdem die gewlinschte Bandenstéarke erreicht war.
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2.7 Western Blot

Um bestimmte Proteine im Gel nach der Elektrophorese sichtbar zu machen, wurde ein
Western Blot durchgefiihrt. Dazu wurden 6 Whatman Blot-Blatter (VWR), eine
Nitrozellulosemembran (Amersham) und das Gel in Western-Transfer-Puffer getrankt und in
folgender Reihenfolge in die Blotkammer geschichtet: 3 Whatman Blot-Blatter,
Nitrozellulosemembran, Gel, 3 Whatman Blot-Blitter. Mittels Trans-Blot” Turbo™ Transfer
System von BioRad wurden die Proteine bei 12 V fiir 10 bis 14 min vom Gel auf die Membran
transferiert. AnschlieRend wurde die Membran zur Absattigung aller freien Bindestellen tGber
Nacht bei 4 °C oder fir 1 h bei RT in Blockpuffer geschwenkt. Je nachdem welches Protein
detektiert werden sollte, wurden die entsprechenden Antikorper in Blockpuffer verdiinnt
und die Membran 1 h bei RT inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit Waschpuffer folgte
ein Inkubationsschritt der Membran mit dem sekunddren an eine HRP-gekoppelten
Antikorper in Blockpuffer flir 1 h bei RT. Es folgte erneut mehrmaliges kurzes Waschen mit
Waschpuffer und ein langerer Waschschritt mit ausschlieflich PBS Il. Die Detektion des
sekundaren Antikorpers erfolgte mittels Cheluminate-HRP Pico Detect Nachweiskit von
AppliChem nach Herstellerangaben. Die Chemilumineszenz des Western Blots wurde mittels

Fusion Fx Vilber Lourmat von Vilber visualisiert.

2.8 Biotinylierung von Proteinen

Sowohl fiir die Transmissionselektromikroskopie als auch fiir BLItz™ Versuche mussten
bestimmte Proteine Biotin-gekoppelt werden. Dazu wurden die rekombinanten ApoE
Isoformen, das aus Plasma aufgereinigte ApoE, das Peptid ApoE 155-168, C1s sowie ApoA im
Verhiltnis 1:2 mit EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Fischer Scientific) fiir 30 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben durch Auftrennung lber die Sdulen Centri Pure
MINI Spin columns von empBiotech (fiir die Volllangenproteine) und PD MiniTrap™ G-10 von

GE Health Care (fiir das ApoE Peptid) von ungebundenem Biotin befreit.

2.9 Herstellung Fluoreszenz-gekoppelter Proteine

Zur Visualisierung von C1qg und ApoE mittels LSM sowie fiir die Affinitdtsmessung von Clqg an
die Peptide ApoE 30-40 und ApoE 139-152 mussten diese Molekile mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (Alexa Fluor® 647 [NanoTemper], Alexa Fluor® 488 [Thermo Fischer
Scientific]) markiert werden. Dazu wurden die Farbstoffe flir 30 min im Dunkeln bei RT mit

den jeweiligen Molekiilen inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben durch Auftrennung
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Uber Centri Pure MINI Spin columns fiir Proteine bzw. PD MiniTrap™ G-10 Saulen fiir die

ApoE Peptide von ungebundenem Fluoreszenzfarbstoff getrennt.

2.10 Komplementassays

2.10.1 Hamolyseassay
Um den Effekt von ApoE auf die terminale Lyse des Komplementsystems von Zellen zu

untersuchen, wurden der KW und AW im Hamolyseassay untersucht.

Dazu wurde fiir den AW zunachst 20 % NHS zusammen mit aufsteigenden Konzentrationen
an ApoE, BSA oder EfB (jeweils 0,25 — 1,5 uM) in MgEGTA Puffer fiir 15 min bei 37 °C und
350 rpm vorinkubiert. Zeitgleich wurden Kaninchenerythrozyten mit MgEGTA Puffer
gewaschen. Dazu wurde Kaninchenserum fiir 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert und das
Erythrozyten-reiche Pellet in MgEGTA Puffer resuspendiert. Dieser Schritt wurde sooft
wiederholt, bis sich ein klarer Uberstand nach dem Zentrifugieren zeigte und somit kein
freies Himoglobin durch beschadigte Erythrozyten vorhanden war. AnschlieBend wurde der
NHS-Protein-Mix mit 2x107 Kaninchenerythrozyten versetzt und fiir weitere 30 min bei 37 °C

inkubiert.

Fir den KW wurden zunachst Schafserythrozyten in GVB** Puffer gewaschen (Ablauf siehe
Kaninchenerythrozyten) bis kein freies Hamoglobin im Uberstand mehr vorhanden war.
AnschlieBend wurde das Pellet in 10 ml GVB** Puffer resuspendiert und fiir 20 min bei 37 °C
mit Ambozeptor (1:300) (Siemens) inkubiert. Es folgte ein zweimaliger Waschschritt der
Erythrozyten. Zeitgleich wurde 1 % NHS mit verschiedenen Konzentrationen an ApoE (0,01 -
1,5 uM) in GVB** Puffer flir 15 min bei 37 °C und 350 rpm vorinkubiert. AnschlieBend wurde
der NHS-Protein-Mix mit 2x10’ Ambozeptor-gekoppelten Schafserythrozyten fiir weitere
30 min bei 37 °Cinkubiert.

Beiden Ansatzen folgte ein Zentrifugationsschritt fir 5 min bei 2000 rpm. Dabei setzten sich
die festen Zellbestandteile am Boden des ReaktionsgefdaRes ab und die Lyse der Erythrozyten
konnte durch kolorimetrische Messung des freien Hamoglobins im Uberstand bei 414 nm
bestimmt werden. Die Ergebnisse wurden relativ zur Hamolyserate ohne ApoE berechnet,

welche 100 % gesetzt wurde.
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2.10.2 E. coli Uberlebensassay

Um festzustellen, ob ApoE einen Effekt auf das Uberleben von Bakterien im NHS hat, wurden
verschiedene Konzentrationen von ApoE (0,1 — 1 uM) mit 0,2 % NHS fir 10 min bei 37 °C
vorinkubiert, danach mit je 1000 E. coli Zellen pro Ansatz versetzt und fiir weitere 30 min bei
37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen auf LB-Agar ausplattiert, bei 37 °C lber
Nacht kultiviert und am nachsten Tag die Kolonie-bildenden Einheiten gezahlt. Um zu
bestimmen welcher Komplementweg durch ApoE beeinflusst wird, wurden drei
verschiedene Ansatze gewahlt: Inkubation von ApoE (i) und NHS in MgEGTA Puffer fiir den
AW, (ii) und NHS in GVB** Puffer fiir den KW und LW, (iii) und C1q” in GVB** Puffer fiir den

LW. Das Uberleben von E. coli in NHS ohne die Zugabe von ApoE wurde 10 % gesetzt.

2.10.3 Komplementaktivierungsassay

Um den Effekt von ApoE auf den KW weiter zu untersuchen, wurde die C4b und C5b-9
Deposition der Komplementkaskade mittels ELISA untersucht. Zur Aktivierung des KW wurde
entweder I1gM (2 pg/ml) oder mLDL (1 pg/ml) Gber Nacht bei 4 °C oder fiir 2 h bei 37 °C in
einer 96 Well Mikrotiterplatte immobilisiert. ApoE (0,25 — 2 uM) oder Vnt (0.5 uM) wurden
mit 1 % NHS in GVB** oder PBS** Puffer fur 15 min bei 37°C vorinkubiert und anschliefend
fir 1h bei 37°C zu den IgM bzw. mLDL immobilisierten Wells gegeben.
Komplementaktivierung wurde Uber die Messung der C4b bzw. C5b-9 Deposition mittels
Verwendung bestimmter Antikorper (macC4ad und maC5b-9) bestimmt.

Komplementaktivierung mit NHS allein wurde 100 % gesetzt.

2.10.4 Komplement-Spaltungs-Assay

Um festzustellen, ob ApoE die Spaltung von C2 und C4 durch Cls beeinflusst, wurde diese
Reaktion in der Flussigphase getestet. ApoE (5 und 50 pg/ml) wurde dabei mit Cls
(20 pg/ml) in GVB** Puffer fur 15 min bei 37 °C vorinkubiert bevor, C2 (10 pg/ml) oder C4
(10 pg/ml) fur weitere 30 min bei 37 °C erganzt wurden. Um zu Uberprifen, ob ApoE C4b-
Spaltungsaktivitat besitzt, wurde C4b (20 pg/ml) mit ApoE (5 und 50 pg/ml) oder C4BP
(20 pg/ml) fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Beide Versuche wurden mittels Western Blot und

der Verwendung von paC2 und paC4 analysiert.

2.10.5 Kofaktor-Assay
C4b wird durch Faktor | in Anwesenheit von dessen Kofaktor, C4BP, in C4c und C4d

gespalten. Um zu testen ob ApoE ebenfalls Kofaktoraktivitat fiir Faktor | aufweist, wurde C4b
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(10 pg/ml) mit Faktor I (5 pg/ml) und zunehmenden Konzentrationen an ApoE3 (0,1 —
100 pg/ml) far 30 min bei 37 °C in GVB** Puffer inkubiert. Als Positivkontrolle fir die
Spaltung der C4b a-Kette in ihre drei Spaltprodukte diente ein Inkubationsansatz bestehend
aus C4b, Faktor | und C4BP (20 ug/ml). Die C4b Spaltung wurde mittels Western Blot und der

Verwendung von paC4 analysiert.

2.11 Bindungsstudien

2.11.1 ELISA

Die allgemeine Durchfiihrung eines ELISAs begann mit dem Immobilisieren des Zielmolekiils
in PBS auf einer 96 Well Mikrotiterplatte Gber Nacht bei 4 °C oder fiir 1 h bei 37 °C. Es folgte
dreimaliges Waschen mit Waschpuffer, die Absattigung der freien Bindestellen mit
Blockpuffer bei 37 °C fur 1 h und wieder dreimaligem Waschen. AnschlieBend wurden die
Wells mit dem Liganden, falls nicht anders beschrieben, in Calcium-haltigem Puffer (GVB**
oder PBS**) flir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach drei Waschschritten schloss sich die Inkubation
mit dem primadren Antikorper fir 1 h bei RT und nach erneutem Waschen, die Inkubation mit
dem passenden sekundaren HRP-gekoppelten Antikérper an. Die Reaktion wurde nach
mehrmaligem Waschen durch die Zugabe von 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin (1x TMB ELISA
Substrate Solution, eBioscience) oder 1,2-Phenylendiamin Dihydrochlorid (OPD tablets,
Dako) entwickelt, mit 2 M Schwefelsdure gestoppt und die Bindungsstarke kolorimetrisch bei

einer Wellenldange von 450 nm bzw. 492 nm bestimmt.

2.11.2 Protein-Protein-Interaktion / einfacher ELISA

Um festzustellen mit welchen Komplementproteinen ApoE interagiert, wurden 0,1 uM ApoE
bzw. 10 pg/ml Gelatine auf einer Mikrotiterplatte immobilisiert. AnschlieRend wurden je
0,1 uM C3, C3b, Clq, C2 oder C4 zu den Wells gegeben und inkubiert. Die Bindung wurde
mittels maC3b, paClg, paC2 bzw. maC4d Antikoérper in Verbindung mit dem passenden

sekundaren Antikdrper bestimmt.

Um die Bindung von Clq an ApoE genauer zu analysieren, wurde rekombinantes sowie aus
dem Plasma aufgereinigtes ApoE (0,1; 0,4 oder 0,5 puM) und Gelatine (10 pg/ml)
immobilisiert und mit verschiedenen Konzentrationen an C1, Clq (0,02 — 5,33 nM) oder NHS
(0,075 — 10%) inkubiert. Gebundenes C1 und Clg wurde mittels paClg Antikorper

detektiert.
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Die Spezifitat der Bindung von ApoE mit C1q wurde durch den Vergleich mit MBL gemessen.
Dazu wurden 1 uM der rekombinanten ApoE Isoformen und aus dem Plasma aufgereinigtes
ApoE3 sowie Cls und 10 pg/ml Gelatine immobilisiert und mit 100 nM MBL inkubiert. Zur
Kontrolle dienten 100 nM immobilisiertes MBL. Die Menge an gebundenem MBL wurde

mittels aHis Antikdrper ermittelt.

Um festzustellen, wo die Bindungsstelle von Clg an ApoE lokalisiert ist, wurden neben
rekombinantem ApoE auch 0,1 uM der ApoE Peptide immobilisiert. Die weiteren Schritte

waren identisch zur Bestimmung der Bindung von C1q an das ApoE Volllangenprotein.

2.11.3 Analyse der Bindungsbedingungen und der Bindungsart

Um die Calciumabhangigkeit dieser Interaktion zu testen, wurde zum einen Clq (0,02—-
5,33 nM) in GVB** oder in PBS verdiinnt und die Ergebnisse verglichen. Zum anderen wurde
EGTA (ein Calciumchelator) in aufsteigender Konzentration (3 — 12 uM) zu einer
gleichbleibenden Konzentration an Clq (2 oder 5 nM) in GVB** zugefiigt. Die Bindung von
Clqg an ApoE wurde mit Hilfe des paClq Antikorpers bestimmt.

Des Weiteren wurde getestet, welche Wechselwirkung fir die Interaktion von ApoE mit Clq
verantwortlich ist. Um eine Bindung der beiden Proteine auf der Grundlage einer ionischen
Wechselwirkung zu untersuchen, wurde zunachst 0,1 uM ApoE3 immobilisiert. Es folgte eine
Inkubation mit 0,6 nM Clq bzw. 0,1 uM LDL-R in PBS** mit und ohne Natriumchlorid (0,5 M).
Um die Interaktion von ApoE mit C1lq in Bezug auf die Ausbildung anderer, nichtkovalenter
Wechselwirkungen zu untersuchen, wurde ebenfalls 0,1 uM ApoE immobilisiert und
anschlieffend mit 0,6 nM Clq bzw. 0,1 uM LDL-R in PBS** in An- und Abwesenheit von 1 %
SDS inkubiert. Die Bindung von Clg an ApoE wurde mittels paClg Antikdrper und die

Interaktion des LDL-R mit ApoE mit Hilfe eines aHis Antikorpers ermittelt.

2.11.4 Kompetitionsassay

Um die Lage der Bindestelle von ApoE an Cl1q zu verifizieren, wurden 0,6 nM Cl1q zunachst
mit verschiedenen Konzentrationen des ApoE Peptids ApoE 46-56 und ApoE 155-168 (0 —
100 nM) fir 30 min bei 37 °C vorinkubiert, bevor der Proteinmix fiir eine weitere Stunde bei
37 °C mit 0,1 uM rekombinantem immobilisiertem ApoE3 inkubiert wurde. Die Bindung von

Clq an das immobilisierte ApoE3 wurde mit Hilfe eines paClq Antikdrpers detektiert.
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Um festzustellen, ob ApoE und das C1s,C1r; Tetramer simultan an Clq binden kénnen, oder
um die Bindestelle konkurrieren, wurden zunachst 0,6 nM Clq mit unterschiedlichen
Konzentrationen an C1s,Clr; (0 — 100 nM) fiir 30 min bei 37 °C vorinkubiert. AnschlieRend
wurde der Proteinmix mit immobilisierten ApoE3 (0,1 uM) inkubiert und die Bindung von

Clqg an ApoE mittels paClqg Antikdrpers bestimmt.

2.11.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Um eine direkte Abbildung der Bindung von ApoE an Clq zu erhalten, wurde eine
Transmissionselektronenmikroskopie mit einem negativ gefarbten Praparat durchgefiihrt.
Dazu wurde fur die Darstellung von Clq allein 5 pg/ml Clq in PBS verdiinnt. Um das kleinere
ApoE Molekiil (aus dem Plasma aufgereinigt) bzw. dessen Peptid ApoE 155-168 abzubilden,
wurde dieses zunachst biotinyliert und 20 pg/ml davon mit, in 1:25 PBS verdiinnten,
Streptavidin-gekoppelten Goldpartikeln (5 nm Gold, British BioCell International Ltd.) fiir 2 h
bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde C1q (10 pg/ml) in einem 1:1 Verhaltnis beigefiigt und
der Clg-ApoE-Gold-Mix fiir weitere 2 h unter leichtem Schiitteln bei RT inkubiert. Karbon-
beladene Netzchen wurden durch Glimmentladung unter leichtem Druck hydrophilisiert. Je
20 ul der Proben (Clq allein, C1g-ApoE-Gold-Mix, C1g-ApoE 155-168-Gold-Mix) wurden auf
den hydrophilisierten Karbon-gekoppelten Netzchen fir 1 min absorbiert, 2-mal mit einem
Tropfen dH,0 gewaschen und anschlieBend mit einem Tropfen 2 % Uranylacetat in dH,0
gefarbt. Die Praparate wurden mittels Zeiss EM902A Elektronenmikroskop (Carl Zeiss AG) bei
80 kV Beschleunigungsspannung analysiert und die Bilder mit einer FastScan-CCD-Kamera
1,024 x 1,024 (TVIPS) aufgenommen. Die Versuche am Transmissionselektronenmikroskop
wurden freundlicherweise von Dr. Martin Westermann am elektronenmikroskopischen

Zentrum in Jena durchgefiihrt.

2.11.6 Schicht-Interferenz-Technologie

Um die Affinitdtskonstante der Bindung zwischen ApoE und Clg zu ermitteln wurde die
Schicht-Interferenz-Technologie mit dem BLItz™-System von ForteBio verwendet. Bei dieser
Methode werden biotinylierte Proteine auf einen Streptavidin-gekoppelten Biosensor (VWR)
geladen und deren Weilllichtinterferenzmuster an der Oberflache aufgenommen. Kommt es
zur Bindung eines zweiten Proteins an das biotinylierte Protein im Assoziationsschritt, so
wird die Schichtdicke auf dem Biosensor erhéht und der Brechungsindex an der Oberflache

dndert sich. Die Anderung der optischen Dichte fiihrt zu einer Verschiebung in der
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Wellenldnge des Interferenzmusters, aus dem das Programm die Affinitdatskonstante
bestimmt. Zunachst wurden Streptavidin-gekoppelte Biosensoren fiir mindestens 10 min in
PBS** hydrolysiert. AnschlieRend wurden 20 ug/ml biotinyliertes Protein (rekombinantes
ApoE2, ApoE3 und ApoE4, aus Plasma aufgereinigtes ApoE3 oder C1s) fiir 120 sec auf die
Sensoren geladen. Es folgte ein 30-sekiindiger Waschschritt mit PBS**, der gleichzeitig die
Basislinie darstellte. Die Bindung von Clqg (0,0047 nM — 45,65 nM) oder MBL (45,45 nM)
erfolgte in einem 4-minltigen Assoziationsschritt, gefolgt von einem ebenso langen
Dissoziationsschritt mit PBS**. Die Bindungsstdarke wurde mit Hilfe der BLItz™ Software im

,advanced kinetics“ Modus mit MBL als Referenzwert berechnet.

Die beschriebene Methode wurde auRerdem dazu verwendet, um Bindepartner der initialen
Phase des KW sowie des C1 Komplexes an ApoE zu bestimmen. Der Versuchsablauf war
dabei derselbe, nur wurde auf die Auswertung durch die BLItz™ Software verzichtet. Zur
Beladung der Biosensoren wurden 20 ug/ml biotinylierte ApoE Varianten (rekombinantes
ApoE2, ApoE3 und ApoE4) verwendet. Diese wurden im Assoziationsschritt mit 45 nM C1, C2
oder C4 bzw. C1, Clq, Cl1s oder Clr inkubiert und die Anderung der Schichtdicke nach der
Dissoziation mit PBS** bestimmt. Um die Spezifitat der Binding zwischen ApoE und Clqg zu
analysieren, wurden des Weiteren die Bindung von MBL (45,45 nM) an biotinylierte ApoE
Isoformen (20 pug/ml) sowie die Bindung von Clq (45,65 nM) an biotinyliertes ApoA (20

ug/ml) getestet.

2.11.7 Mikroskala-Thermophorese

Zur Bestimmung der Affinitatskonstanten zwischen Clq und dem ApoE 155-168 wurde die
Mikroskala Thermophorese (MST) von NanoTemper angewendet. Bei dieser Methode wird
die Bewegung von Molekilen entlang eines sehr geringen Temperaturgradienten gemessen.
Geht ein Molekil mit einem anderen Molekiil einen Komplex ein, so andert sich dessen
Bewegungsverhalten im Gradient und eine Bindung kann bestimmt werden. Der
Temperaturgradient wird dabei mittels Infrarotlaser induziert und die direkte Bewegung der
Molekile mit Hilfe von kovalent gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen detektiert und
guantifiziert. Fir den Versuch wurden zundchst ApoE 139-152 sowie ApoE 30-40 als
Kontrollpeptid mit Hilfe des MO-L0O04 Monolith™ Protein Labeling Kit RED-MALEIMIDE
(Cysteine Reactive) nach Herstellerangaben mit Alexa®647 fluoreszenzmarkiert. ApoE 139-

152 (10 nM) beziehungsweise ApoE 30-40 (30nM) wurden mit verschiedenen
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Konzentrationen (0,04 nM — 1196 nM) an Clq in PBS** Puffer fiir 30 min bei RT im Dunkeln
inkubiert, bevor die Proben 10 min bei 10 000 rpm zentrifugiert und in Standardkapillaren
Uberfihrt wurden. Die Fluoreszenzsignale wurden in einem LED-Bereich von 60 % mittels
Monolith NT.115P gufgenommen. Um sicherzustellen, dass die Fluoreszenz-markierten
Peptide keine Interaktion mit der Kapillarwand eingingen, wurden die Fluoreszenzsignale auf
UnregelmaRigkeiten (Doppelpeaks, wellige Form der Kurve) untersucht. Des Weiteren wurde
ein Fluoreszenztest durchgefiihrt, bei dem zunachst die Intensitdt der Fluoreszenz in den
einzelnen Proben Uberprift wurde. Da jede Probe dieseloe Menge an Fluoreszenz-
markiertem Peptid enthielt, sollte das Fluoreszenzsignal zwischen den einzelnen
Messkapillaren nicht mehr als 10 % schwanken. Da dies jedoch der Fall war, musste ein SD-

Test durchgefiihrt werden.

2.11.7.1 SD-Test

Um festzustellen, ob ein Fluoreszenzwechsel ohne Thermophorese zufillig oder in Folge
eines Bindungsereignisses auftrat, wurde ein SD-Test durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils die
drei Proben mit der hochsten und der niedrigsten Konzentration des Liganden ausgewahlt
und fiir 10 min bei 12 700 rpm zentrifugiert. 10 pl des Uberstandes wurden anschlieRend
vorsichtig entnommen, mit 10 pl SD-Mix (4 % SDS, 40 mM 1,4-Dithiothreitol) gemischt und
fiir 5 min bei 95 °C denaturiert. Nach einem kurzen Zentrifugationsschritt wurden die Proben
in die Messkapillaren Uberfihrt und die Fluoreszenzintensitait gemessen. Da kein
Fluoreszenzwechsel zwischen den einzelnen Proben mehr sichtbar war, konnte davon
ausgegangen werden, dass vorherige Unterschiede im Fluoreszenzsignal durch ein
Bindungsereignis hervorgerufen wurden. Die Affinitat der beiden Molekiile konnte somit
direkt Gber den Fluoreszenztest ohne Thermophorese ermittelt werden. Zur Analyse wurde

das Kp Modell der initialen Fluoreszenzanalyse v2.0.2 verwendet.

2.11.8 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Um die Bindung von ApoE und Clq auf der Oberflaiche von Lipiden und Mikrogliazellen
darzustellen, wurde die konfokale LSM verwendet. Fir die Analyse der Bindung der Proteine
an LDL und mLDL wurden die Lipide (0,5 mg/ml) mit 0,6 uM Alexa Fluor® 647 Fluorochrom-
gekoppeltem ApoE4 und/oder mit 0,045 uM 488 Fluorochrom-gekoppeltem Clq fir 30 min
im Dunkel inkubiert, anschliefend fiir 10 min bei 10 000 rpm zentrifugiert, auf einen

Objekttrager Gberfihrt und mit einem Deckglaschen bedeckt.
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Zur Visualisierung der Bindung von ApoE an Mikrogliazellen wurden zunichst 0,5 x 10° Zellen
pro Well auf Deckglaschen mit 13 mm Durchmesser in einer 24 Well Mikrotiterplatte
ausgesaht und (ber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit 4 %
Formaldehyd in PBS fiir 15 min bei RT fixiert, danach dreimal fir je 10 min gewaschen und
flr 5 min auf Eis mit 0,3 % Triton X-100 und 1% BSA in PBS Il permeabilisiert. Es folgte
erneut dreimaliges Waschen und die Inkubation der Zellen mit 24,5 nM Fluoreszenz-
gekoppelten ApoE4 bzw. 25 pg/ml Texa Red’-X (Invitrogen) fiir 1 h bei 37 °C. Nach erneutem
dreimaligem Waschen wurden die Deckgldaschen aus den Wells entfernt, getrocknet und auf
einem Objekttridger mit einem Tropfen ProTags’ Mount Fluor (Quartett Immundiagnostika
und Biotechnologie) und handelsiiblichem Nagellack fixiert. Die Praparate wurden im LSM

untersucht.

2.11.9 Durchflusszytometrie

Um zu Uberprifen, ob Clq und der LDL-R um die Bindung an ApoE konkurrieren, wurden
zunachst 1x10° Mikrogliazellen, als natirliche Quelle fir den LDL-R, pro Ansatz zweimal mit
FACS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 10 % NHS sowie 0,49 uM Alexa
Fluor® 647 Fluorochrom-gekoppeltem ApoE4 und/oder 0,2 uM C1qg mit PBS** in 50 pl fiir 1 h
im Dunkeln bei 37°C inkubiert. Als Kontrollen dienten Ansétze lediglich mit PBS* und Proben
ausschlieBlich mit NHS in PBS™. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die
Zellen in 600 pl FACS-Puffer aufgenommen und im Durchflusszytometer LSR Il von Becton

und Dickinson vermessen.

2.12 Statistische Auswertung

Um festzustellen, ob sich zwei Messreihen in ihrem Mittelwert signifikant voneinander
unterschieden, wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt. Der t-Test wurde mit Hilfe der
Software von GraphPad bestimmt. Ein p-Wert kleiner 0,05 (*) gilt dabei als signifikant,
kleiner als 0,01 (**) als sehr signifikant und ein p-Wert kleiner 0,001 (***) als extrem

signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von ApoE auf das Komplementsystem

ApoE ist ein Plasmaprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 37 kDa (Abb. 5). Genetische
Variationen im APOE Gen erhdhen das Risiko fiir spezifische Erkrankungen wie Alzheimer
[79], vaskuldare Demenz [80], Arteriosklerose [26] und AMD [39]. Sie sind gekennzeichnet
durch die Ablagerung von Zelltrimmern, Lipiden und AB. Da diese Erkrankungen gleichzeitig
mit einer Deregulation des Komplementsystems assoziiert sind, stellte sich die Frage, ob

ApoE Einfluss auf die Aktivierung und/oder Regulierung des Komplementsystems nimmt.

A B

Serum Serum
ApoE3 ApoE2 ApoE3 ApoE4 ApoE3 ApoE2 ApoE3 ApoE4

37kDa — II~ F‘— m - .- ~

Abb. 5: ApoE Isoformen. Sowohl das aus dem Plasma aufgereinigte ApoE3, als auch die rekombinanten ApoE Isoformen
ApoE2, ApoE3 und ApoE4 zeigen eine MolekilgroBe von 37 kDa. 2 pg/ml Serum ApoE sowie 22 pg/ml rekombinante ApoE
Isoformen wurden unter reduzierenden Bedingungen im SDS-Gel aufgetrennt und ihre Mobilitat mittels (A) Silberfarbung
und (B) paApoE Antikorper im Western Blot analysiert.

Wie bereits beschrieben (1.2.1), kann das Komplementsystem im Wesentlichen tber drei
verschiedene Wege aktiviert werden, den KW, den LW und den AW. Mittels Hamolyseassay
wurde der Einfluss von ApoE auf den KW und den AW untersucht. Bei dieser Methode
werden tierische Erythrozyten zusammen mit NHS inkubiert. Komplementproteine im Serum
erkennen dabei die Erythrozyten als fremd, was zur Aktivierung des Komplementsystems
fuhrt. Durch die Bildung des TCC auf der Oberflache der Erythrozyten kommt es zur Lyse der
Zellen. Hamoglobin aus den Erythrozyten wird dabei freigesetzt und kann im Uberstand
kolorimetrisch vermessen werden.

Zur Aktivierung des KW wurden Ambozeptor-beladene Schafserythrozyten verwendet.
Schafserythrozyten sind in der Lage Faktor H, einen Regulator des AW [81, 82], zu binden
und so den AW zu inhibieren. Der Ambozeptor ist ein spezifischer Hamolyseantikorper,
welcher das Komplementsystem iber den KW aktiviert.

Um lediglich den Effekt von ApoE auf den AW zu untersuchen, wurden
Kaninchenerythrozyten und Puffer mit dem Calciumchelator EGTA verwendet. EGTA ist
durch seine freien Elektronenpaare in der Lage Calciumionen zu binden, in einem Komplex
zu fixieren und so chemisch zu inaktivieren. Im Gegensatz zum KW, benétigt der AW des
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Komplementsystems lediglich Magnesium aber kein Calcium [83]. Durch Zugabe von EGTA
wird somit die Aktivierung des KW, nicht aber des AW, unterbunden.

Durch die Zugabe von NHS zu den Erythrozyten wird das Komplementsystem aktiviert
(entweder lber den KW oder den AW) und die Erythrozyten durch die Bildung des TCC
lysiert. Die Lyse der Schafserythrozyten konnte durch die Zugabe von 0,5 uM
rekombinantem ApoE um ca. 40 % vermindert werden. Dies lasst sich auf einen
inhibitorischen Effekt von ApoE auf den KW des Komplementsystems zurlickzufiihren (Abb.
6A). Alle drei ApoE Isoformen ApoE2, ApoE3 und ApoE4 inhibierten die Lyse der
Schafserythrozyten ahnlich stark und dosisabhangig, wohingegen das Kontrollprotein BSA
keinen Effekt auf die Lyse zeigte.

Im Gegensatz dazu hatte ApoE keinen Einfluss auf die Lyse der Kaninchenerythrozyten (Abb.
6B). ApoE zeigte somit keinen Effekt auf die Aktivierung des AW. EfB von Staphylococcus
aureus zeigte schon in geringen Mengen eine Inhibition der Lyse der Kaninchenerythrozyten
um ca. 90 %. EfB ist in der Lage die Plasmin-vermittelte Spaltung von C3 sowie C3b zu
verstarken und so das Komplementsystem zu inhibieren [77]. Durch die direkte Interaktion
mit C3 ist EfB auBerdem in der Lage, die Bildung von C3b zu blockieren [84].

Um den inhibitorischen Effekt von ApoE auf den KW zu bestdtigen, wurde auRRerdem ein
E. coli Uberlebensassay durchgefiihrt (Abb. 6C). Dafiir wurde E. coli in NHS mit steigenden
Konzentrationen an rekombinantem ApoE3 fiir 30 min inkubiert. Anschliefend wurden die
Proben auf Agarplatten ausplattiert, (iber Nacht bei 37 °C inkubiert und die Kolonie-
formenden Einheiten (CFU) gezahlt. Das Komplementsystem erkennt die fremde Oberflache
des Bakteriums und wird aktiviert. Es kommt zur Opsonisierung von E. coli und zur
Aktivierung des lytischen Weges, welcher zur Zerstorung des Bakteriums fihrt. Um den
Effekt von ApoE auf die drei verschiedenen Komplementaktivierungswege zu untersuchen,
wurde die Aktivierung in NHS unter den folgenden Bedingungen durchgefiihrt: in Calcium-
haltigem NHS, welches die Aktivierung aller drei Komplementwege unterstiitzt, in Calcium-
defizientem NHS, welches die Aktivierung des AW, nicht aber des KW oder des LW, zuldsst
und zum anderen in Calcium-haltigem aber Clg-depletiertem Serum, welches die
Aktivierung liber den KW verhindert, da das initiale Molekdl dieses Weges, Clq, fehlt. Wenn
alle drei Komplementwege aktivierbar waren, nahm bei einer Zugabe von 1 uM ApoE3 die
Uberlebensrate von E. coli um das Vierfache zu. War hingegen die Aktivierung des KW durch

die Abwesenheit von Calcium oder Clqg verhindert, so hatte ApoE keinen Effekt auf das
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Uberleben von E.coli im NHS. Diese Ergebnisse zeigen, dass ApoE den KW des

Komplementsystems inhibiert und bestatigen die Ergebnisse im Hamolyseassay.

Abb. 6: Effekt von ApoE auf das Komplementsystem. Alle drei ApoE Isoformen ApoE2, ApoE3 und ApoE4 inhibieren
ausschlieBlich den klassischen Weg des Komplementsystems. ApoE2, ApoE3 oder ApoE4 wurden zusammen mit NHS,
welches entweder tber (A) den klassischen (1 % NHS in Calcium-haltigem Puffer) oder (B) den alternativen (20 % NHS in
Puffer ohne Calcium) Weg aktiviert wurde, mit Erythrozyten inkubiert. Die Lyse der Schafs- (klassischer Weg) bzw.
Kaninchen- (alternativer Weg) Erythrozyten, welche durch die Generierung des Terminalen Komplementkomplexes
hervorgerufen wird, wurde kolorimetrisch durch die Freisetzung von Hamoglobin bei 414 nm bestimmt. Die durch NHS
allein, ohne Zugabe von weiteren Proteinen, verursachte Hamolyse der Erythrozyten wurde gleich 100 % gesetzt. Die ApoE
Isoformen zeigten lediglich eine Inhibition der Lyse, wenn Komplement Uber den klassischen, nicht aber Uber den
alternativen Weg, aktiviert wurde. (C) ApoE3 in zunehmenden Konzentrationen wurde zusammen mit NHS unter drei
verschiedenen, Komplement-aktivierenden Bedingungen mit E. coli Zellen inkubiert: I) in Calcium-haltigem NHS, welches
die Aktivierung aller drei Komplementwege erlaubt, Il) in NHS ohne Calcium, welches lediglich die Aktivierung des
alternativen Weges ermdglicht und Ill) in Calcium-haltigem Clg-deplitiertem Serum, welches eine Komplementaktivierung
Uber den alternativen und den Lektin-Weg erlaubt und den klassischen Weg ausschlieft. Nach dem Ausplattieren und der
Anzucht von E. coli wurde die Anzahl der Kolonien als MaR fiir die Uberlebensrate des Bakteriums bestimmt. Das Uberleben
von E. coli in NHS ohne die Zugabe von ApoE wurde gleich 10 % gesetzt. Erhohte ApoE Konzentrationen im NHS erhéhten
die Uberlebensrate von E. coli nur, wenn der klassische Komplementweg aktiv war. Die Daten in A - C reprasentieren den
Mittelwert + Standardfehler von mindestens drei unabhangigen Experimenten. BSA = bovines Serumalbumin, EfB =
extrazelluldr Fibrinogen-bindendes Protein (mikrobieller Inhibitor des Komplementsystems), NHS = normales humanes
Serum, HS = humanes Serum. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

3.2 Inhibitorischer Einfluss von ApoE auf den klassischen Weg des
Komplementsystems

Das Komplementsystem besteht aus einer Kaskade von Reaktionen. Sie beginnt mit der

Initiation, der Erkennung von fremden und modifizierten Selbst-Oberflachen zur Aktivierung

der Komplementkaskade. Es folgt der Aufbau der C3 Konvertase und daraus der
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C5 Konvertase, welche zur Opsonisierung und Inflammation fiihren. Im letzten Schritt
kommt es zur Bildung des TCC und zur Lyse der Komplement-aktivierenden Zelle [85]. Um
festzustellen auf welcher Ebene des Komplementsystems ApoE den KW inhibiert, wurde die
C5b-9 und die C4b Deposition nach der Aktivierung von NHS mit ApoE bestimmt.
Rekombinantes ApoE wurde mit NHS vorinkubiert und auf mit IgM beschichtete
Mikrotiterplatten gegeben, welche den KW aktivieren. AnschlieRend wurde die Ablagerung
von C5b-9 und C4b mittels ELISA gemessen. Eine Zugabe von 2 uM ApoE2, ApoE3 oder
ApoE4 zum NHS inhibierte sowohl die C5b-9 (Abb. 7A) als auch die C4b (Abb. 7B) Deposition
um etwa 80 %. Die Zugabe von Vnt, einem korpereigenen Inhibitor des TCC, zum Serum
inhibierte wie erwartet [86, 87] die C5b-9 Deposition. Die Zugabe von BSA zum Serum
hingegen zeigte keinen Effekt auf die Komplementaktivitat. Das zeigt, dass ApoE die Aktivitat
des KW zu einem friihen Zeitpunkt der Kaskade im Bereich der Initiation und der
Generierung der C3 Konvertase inhibiert.

Neben Antikérpern kann der KW auch Uber verdanderte Selbstoberflachen oder modifizierte
Lipide niederer Dichte, wie dem Malondialdehyd-modifiziertem LDL (mLDL) [47], aktiviert
werden. LDL ist ein Hauptbestandteil der Ablagerung im Gehirn bei Morbus Alzheimer und in
den BlutgefaRen bei Arthritis. Beide Erkrankungen sind Komplement-assoziiert [88-91]. Um
festzustellen, ob ApoE in der Lage ist den KW zu inhibieren, wenn dieser (iber mLDL aktiviert
wird, wurde mit ApoE vorinkubiertes NHS zu mLDL beschichteten Mikrotiterplatten gegeben
und die C4b Deposition gemessen. Auch in diesem Fall zeigten alle drei ApoE Isoformen
einen inhibitorischen Effekt auf das Komplementsystem von ca. 50 % bei einer Zugabe von
1 uM ApoE (physiologische Konzentration im Serum betrdagt 2 uM [92]) (Abb. 7C). Im
Gegensatz dazu hatte BSA keinen Einfluss auf die Aktivitat des KW. Um zu zeigen, dass Clq
lediglich durch modifizierte Lipide rekrutiert und aktiviert wird, wurde die Bindung von Clq
an mLDL und LDL verglichen. Clq interagierte signifikant starker mit mLD und IgM als mit LDL
oder Gelatine (Abb. 7D). Die Bindung von C1q an mLDL erfolgte dosisabhangig (Abb. 7E). Die

Ergebnisse zeigen, dass ApoE die initiale Phase des KW inhibiert.
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Abb. 7: ApoE inhibiert den klassischen Weg des Komplementsystems. Alle ApoE Isoformen inhibieren den klassischen Weg
auf dem Level der initialen Phase. ApoE Isoformen wurden zusammen mit NHS auf (A + B) IgM bzw. (C) mLDL beschichteten
Mikrotiterplatten inkubiert. Die Komplementaktivierung des klassischen Weges erfolgte durch die Messung der Ablagerung
(A) des Terminalen Komplementkomplexes (TCC) und (B+ C) von C4b mit Hilfe spezifischer Antikorper. Die Deposition des
TCC bzw. C4b in NHS wurde gleich 100 % gesetzt. Sowohl die TCC, als auch die C4b Ablagerung, wurde durch die Zugabe von
ApoE zu NHS inhibiert. Cl1q bindet an modifizierte Lipide. (D) IgM, mLDL, und LDL wurden auf einer Mikrotiterplatte
immobilisiert und die Bindung von Clq mittels ELISA gemessen. (E) Clq bindet dosisabhangig an mLDL. Clq wurde in
verschiedenen Konzentrationen zu immobilisiertem mLDL gegeben und die Bindung mittels C1q Antikorper gemessen. Die
Daten zur klassischen Komplementaktivitit A - C und die Bindungsstudien D - E reprdsentieren den Mittelwert +
Standardfehler von mindestens drei unabhdngigen Experimenten. BSA = bovines Serumalbumin, Vnt = Vitronektin
(korpereigener Regulator des TCC), mLDL = Malondialdehyd-modifiziertes Lipid niederer Dichte, LDL = Lipid niederer Dichte.
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

3.3 Einfluss von ApoE auf die Spaltung von C2, C4 und C4b

Die Aktivierung des KW beginnt mit der Bindung des C1 Komplexes Uber Clg an seinen
Liganden. Dabei wird die Protease Clr aktiv, welche wiederum die Protease Cls aktiviert.
Proteolytisch aktives Cls ist in der Lage C4 am N-terminalen Ende der a-Kette zu schneiden.
Dabei entstehen C4a und C4b. C4b besteht aus einer modifizierten a-Kette (a’83 kDa) sowie
aus einer B- (75 kDa) und y-Kette (33 kDa) (Abb. 8B) [93]. C4b bindet an die
Komplementaktivatoroberflache und rekrutiert C2, welches ebenfalls durch Cls in C2a und
C2b geschnitten wird (Abb. 8A) [55, 94]. C2a verbleibt an C4b gebunden und zusammen
bilden sie die C3 Konvertase des KW (C4b2a) [95]. Um festzustellen, ob ApoE die Spaltung
von C2 und C4 zu deren reaktiven Formen C2a und C4b durch Cls inhibieren kann, wurde
ApoE3 zusammen mit C2 bzw. C4 in Anwesenheit von Cls inkubiert und die Spaltung mittels
Western Blot verfolgt. ApoE hat keinen Einfluss auf die Spaltung von C2 und C4 durch Cls
(Abb. 8D und E). Die Inkubation von C1s mit C2 zeigte eine deutliche Spaltung von C2 (Reihe
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1) in dessen Spaltprodukte C2a (a’30 kDa) und C2b (a’75 kDA) (Reihe 2). Die Zugabe von
ApoE flihrte nicht zu einer verminderten Spaltung oder zum Auftreten weiterer
Spaltprodukte. Auch in Anwesenheit von ApoE traten die Spaltprodukte C2b (30 kDa) und
C2a (75 kDa) auf (Reihe 3 und 4). Die Inkubation von Cl1s mit C4 fihrte zur Spaltung von C4 in
C4a und C4b (Abb. 8E). Dies zeigte sich durch das Vorhandensein einer zusatzlich
auftretenden Bande von 83 kDa (Reihe 2) im Gegensatz zu C4 allein (Reihe 1). Die Zugabe von
ApoE fuhrte zu keiner Veranderung der C4 Spaltung. Dies lasst darauf schlieRen, dass ApoE
die Spaltung von C4 nicht hemmt und auch nicht zur Generierung neuer Spaltprodukte

beitragt (Reihe 3 und 4).

Abb. 8: Spaltung von C2, C4 und C4b. ApoE hat keinen Effekt auf die Spaltung von C2 und C4 durch C1s. A + B schematische
Darstellung der Spaltung von (A) C2 und (B) C4 durch die Protease des C1 Komplexes Cls in C2a und C2b sowie C4a und
C4b. C1s wurde zusammen mit (D) C2 bzw. (E) C4 mit und ohne Zugabe von ApoE inkubiert und die proteolytische Spaltung
mittels Western Blot visualisiert. ApoE zeigte keinen inhibitorischen Effekt auf die Spaltung von C2 oder C4 in dessen aktive
Produkte C2a und C4b sowie keine weitere Degradierung der Spaltprodukte. ApoE besitz keine Kofaktoraktivitat fir Faktor |
(FI). € schematische Darstellung der Spaltung von C4b durch Faktor | mit C4BP. (F) C4b wurde zusammen mit Faktor | in
Kombination mit C4BP oder aufsteigenden Mengen an ApoE inkubiert und die Spaltung von C4b in dessen Fragmente C4c
und C4d mittels Western Blot analysiert. Faktor | war nicht in der Lage zusammen mit ApoE C4b zu spalten, im Gegensatz zu
CA4BP.

Der KW kann in der initialen Phase auch durch die Inaktivierung von C4b gehemmt werden.
Dies geschieht durch die Serinprotease Faktor I. Faktor | in Anwesenheit von C4BP schneidet
die a’Kette von C4b. Dabei entsteht zum einen C4d (a’45 kDa) und C4c. C4c setzt sich aus
der a’-Kette (a’'25 und a’"13) und der B- und y-Kette zusammen (Abb. 8C) [96]. Um zu
ermitteln, ob ApoE die Inhibition des KW durch eine Spaltung und Inaktivierung von C4b

verursacht, wurde in diesem Fall ApoE3 zusammen mit C4b und der Serinprotease Faktor |
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inkubiert. Die Spaltung von C4b wurde ebenfalls mittels Western Blot analysiert (Abb. 8F).
ApoE allein (Reihe 5) sowie in Kombination mit Faktor | (Reihe 7 bis 10) vermittelte keine
Spaltung von C4b. ApoE besitzt somit keine Kofaktoraktivitat fir Faktor I. Im Gegensatz dazu
fUhrte Faktor | in Kombination mit C4BP zu den Spaltprodukten der C4b a-Kette a’"25 und
a’’13 (Reihe 4). Da die Inhibition des KW durch ApoE nicht durch die Spaltung von C2 und C4
sowie auf die Inaktivierung von C4b zurlickzufihren ist, muss ApoE die Inhibition in der

initialen Phase des Komplementsystems iber einen anderen Mechanismus austiben.

3.4 Bindung von ApoE an Proteine der initialen Phase des klassischen
Komplementweges

Die drei zentralen Molekiile des KW sind C1, C2 und C4. Ob ApoE mit einem dieser drei
Proteine interagiert wurde zundchst mittels ELISA getestet. Dazu wurde immobilisiertes
ApoE mit dquimolaren Mengen an C1, C2, C4 sowie C3 und C3b inkubiert und deren Bindung
mit Hilfe spezifischer Antikorper gemessen. Alle ApoE Isoformen, ApoE2, ApoE3 und ApoE4,
zeigten eine Interaktion mit C1 und geringfligig auch C2, jedoch keine Bindung zu C4 sowie
Gelatine (Abb. 9A). Auch die beiden Molekiile der zweiten Phase der klassischen
Komplementkaskade, C3 und C3b, wiesen keine Interaktion mit den ApoE Isoformen auf.
Die Echtzeitinteraktionen zwischen den ApoE Isoformen mit C1 und C2 wurden mit Hilfe von
,Biolayer Interferometry” nochmals tGberprift. Daflir wurden die ApoE Isoformen biotinyliert
und an Streptavidin-Sensoren gebunden. AnschlieBend wurde die Assoziation und
Dissoziation von C1, C2 und C4 an ApoE gemessen. Die Bindung von C1 an ApoE konnte mit
dieser Methode bestatigt werden (Abb. 1B). Es wurde keine Interaktion von ApoE mit C2 und
C4 gemessen. Bindung zwischen den ApoE Isoformen und C1 konnte in beiden
Analysemethoden, ELISA und ,Biolayer Interferometry”, nachgewiesen werden, was C1 als

Bindungspartner flir ApoE ausweist.
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Abb. 9: Interaktion von ApoE mit Proteinen der initialen Phase des klassischen Komplementweges. ApoE interagiert mit
dem C1 Komplex. (A) Immobilisierte ApoE Isoformen sowie Gelatine als Kontrolle wurden mit dquimolaren Mengen an C1,
C2, C4 sowie C3 und C3b inkubiert und die Bindung mittels spezifischer Antikdrper im ELISA getestet. Der C1 Komplex sowie
C2 zeigten Bindung an alle ApoE Isoformen. Der C1 Komplex, nicht aber C2 oder C4, zeigten Bindung an ApoE2, ApoE3 und
ApoE4. (B) Biotinylierte ApoE Isoformen wurden an Streptavidin-Sensoren gebunden und die Interaktion mit C1, C2 und C4
mittels ,Biolayer Interferometry” bestimmt. Die Daten zur Bindung von ApoE Isoformen an initiale Proteine des klassischen
Weges A + B reprdsentieren den Mittelwert (+ Standardfehler fir A) von mindestens drei unabhéngigen Experimenten.
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

3.5 Charakterisierung der Bindung von ApoE an den C1 Komplex

Der C1 Komplex besteht aus einem Clg Molekil, welches die Aktivatoroberflache erkennt
und bindet, und einem Tetramer aus jeweils zwei Cls und zwei Clr Molekilen. Um
festzustellen mit welchem der C1 Komponenten ApoE interagiert, wurde die Interaktion
zwischen den ApoE Isoformen und den C1 Komponenten mittels ,Biolayer Interferometry”
gemessen. ApoE2, ApoE3 und ApoE4 wurden dazu biotinyliert und auf Streptavidin-Sensoren
immobilisiert. Danach wurde die Assoziation und Dissoziation von C1, Clqg, C1r und Cls an
ApoE gemessen. Alle ApoE Isoformen zeigten eine dhnlich starke Bindung zu Clq sowie zum
gesamten C1 Komplex, jedoch keine Interaktion mit den Proteasen Cls und Clr (Abb. 10A).
Um die Bindung von Clqg an ApoE zu bestatigen, wurde ein ELISA durchgeflihrt. Hierfir
wurden die immobilisierten ApoE Proteine entweder mit dem gesamten C1 Komplex oder
lediglich mit C1q inkubiert und deren Bindung an ApoE gemessen. Aullerdem wurde NHS als

Quelle fiir C1 und Clg verwendet. Bei diesem Ansatz lasst sich jedoch nicht zwischen der
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Bindung von C1 und C1lqg an ApoE unterscheiden. Sowohl der gesamte C1 Komplex als auch
Clq allein zeigten eine dosisabhangige Bindung zu allen ApoE Isoformen (Abb. 10B-D). Auch
C1 und Clqg aus NHS banden an die ApoE Isoformen.
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Abb. 10: Bindung von ApoE an C1 Komponenten. ApoE bindet via C1g an den C1 Komplex. (A) Die Interaktion von ApoE mit
den C1 Komponenten Clq, Cls und Clr wurde mittels ,Biolayer Interferometry” untersucht. Clq, in dhnlicher Intensitat wie
der gesamte C1 Komplex, bindet an ApoE-beladene Biosensoren, im Gegensatz zu den Proteasen Cl1s und Clr. (B) Der C1
Komplex, (C) aus dem Plasma aufgereinigtes C1q sowie (D) natives C1 und C1q direkt aus dem Serum binden dosisabhangig
an ApoE. Rekombinante ApoE Isoformen ApoE2, ApoE3 und ApoE4 sowie aus dem Plasma aufgereinigtes ApoE3 (C + D)
wurden auf Mikrotiterplatten immobilisiert und mit aufsteigenden Mengen an aufgereinigtem C1 Komplex, C1q oder Serum
inkubiert. Die Bindung von C1 und Clq erfolgte mittels paClqg Antikorper im ELISA. Die Daten zur Bindung von C1 sowie
dessen Komponenten an ApoE Isoformen A - D reprasentieren den Mittelwert (+ Standardfehler fir B - D) von drei
unabhdngigen Experimenten. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

MBL ist das Initiatorprotein des LW. Es ist strukturell und funktional sehr dhnlich zu C1q [97-
99] (Abb. 11A). Um die Spezifitdt von ApoE fir den KW und dessen Komponente Clqg zu
testen wurde die Interaktion von ApoE mit C1g und MBL mittels ,Biolayer Interferometry”
verglichen. Hierflir wurde die Assoziation und Dissoziation von Clqg und MBL an Biosensor-
gekoppeltes ApoE bzw. Cls gemessen. Clqg bindet an alle ApoE Isoformen und an Cls (Abb.
11C). Im Gegensatz dazu war keine Bindung von MBL an ApoE oder Cl1s nachweisbar, was die
Rolle von ApoE im KW untermauert. Auch im ELISA zeigte MBL keine Bindung an
immobilisierte ApoE Isoformen oder an Cls verglichen zur MBL Kontrolle (dquimolare
Menge an MBL ohne Ligand) (Abb. 11B). Um die Spezifitdt von ApoE fir Clq zu

untermauern, wurde die Interaktion von Clg mit einem anderen Apolipoprotein, ApoA,
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mittels ,Biolayer Interferometry” getestet. Im Vergleich zu ApoE zeigte Clq keine Bindung an

ApoA (Abb. 11D).
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Abb. 11: Interaktion von ApoE mit MBL. ApoE interagiert nicht mit dem initialen Molekil des Lektin-Weges, Mannose-
bindendes Lektin (MBL). A Schematische Darstellung der initialen Molekilkomplexe des Lektin (MBL-MASP) und des
klassischen (C1 Komplex) Weges. Der MBL-MASP Komplex setzt sich aus je einem MBL (griin), MASP-1 (gelb) und MASP-2
(rot) Molekil zusammen. Der C1 Komplex wird gebildet von einem Clq (blau) Molekil und je zwei Cls (lila) und Cir
(orange) Proteinen. MBL interagiert nicht mit den ApoE Isoformen, Cls oder Gelatine. (B) ApoE Isoformen sowie C1ls und
Gelatine wurden immobilisiert und die Bindung von MBL mittels ELISA gemessen. MBL Ko = immobilisierte dquimolare
Menge an MBL. MBL, im Gegensatz zu C1q, zeigte keine Interaktion mit ApoE2, ApoE3, ApoE4 oder Cls. (C) MBL und Clq
Bindung zu Biosensor-beladenen ApoE Isoformen und Cls wurde mittels ,Biolayer Interferometry” untersucht. C1q zeigte,
im Gegensatz zu ApoE Isoformen, keine Interaktion mit biotinyliertem und an Streptavidin-beladenen Sensoren
gekoppeltem ApoA. (D) Clq Bindung zu ApoA im Vergleich zu ApoE Isoformen wurde mittels ,Biolayer Interferometry”
analysiert. Die Daten zur MBL Bindung in B reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler dreier unabhdngiger
Messungen.

Die Affinitatskonstante der ApoE-Clg Bindung wurde mit Hilfe der Schicht-Interferenz-
Technologie (,Biolayer Interferometry”) bestimmt. Dabei wurden immobilisierte ApoE
Proteinen mit C1q in aufsteigenden Konzentrationen inkubiert und die Interaktion mit Hilfe
des , Advanced Kinetics“ Programms in Echtzeit bestimmt. Die Messungen ergaben fiir die
rekombinante Isoformen ApoE2 einen Kp-Wert von 0,27 nM, fiir ApoE3 von 0,58 nM und fiir
ApoE4 von 0,21 nM sowie fiir das aus dem Plasma aufgereinigte ApoE3 von 0,18 nM (Tab. 2).
Die Affinitatskonstanten der ApoE Proteine zu Clq sind somit sehr dhnlich und sehr stark.

C1s, welches als Clg-bindendes Molekil bereits bekannt ist, bindet mit einem ca. zehnfach
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héheren Kp-Wert von 2,3 nM an Clq. Da die Interferenzmethode Interaktionen in Echtzeit
misst, kann die Assoziationskonstante k. sowie die Dissoziationskonstante kq einer
Interaktion bestimmt werden. Der ka-Wert gibt dabei an, wie viele Molekilkomplexe sich in
einer Sekunde in einer molaren Losung formen. Der kq-Wert gibt an, wie viele Komplexe pro
Sekunde zerfallen und ist somit ein MaR fir die Stabilitdit einer Bindung. Die
Assoziationskonstanten ks zwischen den ApoE Formen und Clg sowie Cls und Clq waren
sehr dhnlich. Es bildeten sich im Schnitt 900 000 Komplexe pro Sekunde. Im Gegensatz dazu
wiesen die ApoE Formen groRRere Unterschiede in den Dissoziationskonstanten kq auf. Im Fall
von rekombinantem ApoE3 zerfielen 0,005 ApoE-Clg-Komplexe pro Sekunde, wohingegen
es flir ApoE4 nur rund 0,002 und fir ApoE2 und ApoE3 aus dem Serum sogar nur rund
0,0001 ApoE-Clg-Komplexe waren. Es scheint, dass der Komplex zwischen ApoE2 und ApoE3
aus dem Serum mit Clq stabiler ist als der zwischen ApoE3 und ApoE4 mit C1q. Zugleich war
jedoch auch zu beobachten, dass die Bindung von Clg an den Biosensor in der
Assoziationsphase fiir rekombinantes ApoE3 héher war als fir ApoE4, ApoE3 aus dem Serum
und ApoE2 (Abb. 12). Der hohere Wert fir die Dissoziationskonstante von ApoE3 korreliert
dabei mit der starkeren Bindung von C1q an ApoE3 in der Assoziationsphase und kdnnte den
erhohten kq-Wert trotz dhnlicher Kp- und ki-Werte der einzelnen ApoE-Clg-Komplexe

erklaren.

ApoE bindet den C1 Komplex liber die Interaktion mit C1qg. Diese Bindung ist spezifisch, da
ApoE nicht an MBL bindet und Clq nicht mit ApoA interagiert. Alle ApoE Isoformen binden

Clg mit einer dhnlich starken Bindungsaffinitat.

Tab. 2: Bindungscharakteristika der Interaktion von Clq mit ApoE Formen. Clq bindet mit sehr hoher Affinitat an alle
getesteten ApoE Formen. Kp = Affinitatskonstante, k, = Assoziationskonstante, kq = Dissoziationskonstante

Interaktion von Clq mit Ko (nM) ka (1/s) ka (1/Ms)
ApoE2 0,27 +£0,04 11,4 x 10° 3,1x10%
ApoE3 0,58 £ 0,02 9,0 x 10° 5,2 x10%
ApoE4 0,2+0,01 10,2 x 10° 2,1x10*
ApoE3 aus Serum 0,14 6,4 x 10° 0,9x10*
Cls 2,32 9,9x10° 23,0x10*
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Abb. 12: Interaktionsprofil der ApoE Formen mit Clq. Alle ApoE Isoformen interagieren mit C1q in Echtzeit und bilden
stabile Komplexe. Biotinylierte ApoE Formen (20 pg), rekombinantes ApoE2, ApoE3, und ApoE4 sowie aus dem Serum
aufgereinigtes ApoE3, wurden an Streptavidin-Biosensoren gekoppelt und die Bindung von 45 nM Clq mittels Schicht-
Interferenz-Technologie untersucht.

Sowohl ApoE, als auch Clq, interagieren mit modifizierten Lipiden. ApoE in der Rolle als
Lipidtransporter [100] und Clq als Aktivator des Komplementsystems [44]. Durch die
Inkubation von mLDL mit Fluoreszenz-markiertem ApoE4 (Alexa Fluor®647) und Fluoreszenz-
markiertem Clq (Alexa Fluor®488) konnte die Interaktion im LSM sichtbar gemacht werden.

Sowohl ApoE, als auch Clq, interagierten mit mLDL (Abb. 13).

Clg ApoE4

Abb. 13: Bindung von ApoE und Clq an mLDL. ApoE und Clqg binden an Malondialdehyd-modifizierte Lipide niederer
Dichte (mLDL). Die Bindung von Fluoreszenz-markiertem ApoE4 (rot) und Clq (griin) an mLDL wurde mit Hilfe eines Laser-
Scanning-Mikroskops visualisiert. Sowohl ApoE als auch C1q bindet flachendeckend an den mLDL-Tropfen. Die untere linke
Aufnahme zeigt die Durchlichtaufnahme und die untere rechte Aufnahme die Uberlagerung der Fluoreszenzaufnahmen
(obere Aufnahmen) mit dem Durchlicht. MaRstabsleiste entspricht 10 um.
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3.6 Calciumabhangigkeit der Bindung zwischen ApoE und Clq

Die Bildung des C1 Komplexes und somit die Aktivierung des KW ist Calcium-abhangig [99].
Calcium wird fiir eine stabile Formation des Cl1 Komplexes bendtigt. Alle bisher
durchgefiihrten Experimente zur Analyse der Rolle von ApoE im KW des
Komplementsystems wurden in Calcium-haltigen Puffer durchgefihrt. Um festzustellen, ob
ApoE in Abwesenheit von Calcium weiterhin in der Lage ist mit C1q zu interagieren, wurde
die Bindung von ApoE an C1q in Puffer mit und ohne Calcium mittels ELISA verglichen. Clq in
Puffer ohne Calcium zeigte eine signifikant schwdchere Bindung an immobilisierte ApoE
Isoformen als in Puffer mit Calcium (Abb. 14A). Ebenso wurde die Interaktion von ApoE mit
Clg bestimmt, wenn der Calciumgehalt durch die Zugabe des Chelators EGTA reduziert
wurde. Die Zugabe von EGTA verringerte die ApoE-Clg Interaktion signifikant und

dosisabhangig (Abb. 14B). Die Interaktion zwischen ApoE und Clq findet somit nur unter

Komplement-aktivierenden Bedingungen des KW statt.

Abb. 14: Einfluss von Calcium auf die ApoE-C1g-Bindung. ApoE bindet Calcium-abhangig C1q. (A) Immobilisierte ApoE
Isoformen wurden mit Clqg in Puffer mit und ohne Calcium inkubiert und die C1q Bindung mittels ELISA gemessen. Die
Bindung von Clq zu ApoE war nahezu verloren, wenn Puffer ohne Calcium verwendet wurde. (B) Die Bindung von
immobilisiertem ApoE3 zu Clq war reduziert, wenn der Calciumchelator Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-
tetraessigsdaure (EGTA) im ELISA verwendet wurde. Die Daten in A und B reprasentieren den Mittelwert + Standardfehler
von drei unabhéngigen Experimenten. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

3.7 Charakterisierung der Bindestelle von ApoE an Clq

3.7.1 Position der C1g-Bindungsstelle an ApoE

Um festzustellen, wo im ApoE Molekil Clq bindet, wurden vier zuféllig ausgewahlte Peptide
(Abb. 15A) hergestellt und zunachst die Bindung zu Clq im ELISA untersucht. Lediglich ApoE
139-152 zeigte eine vergleichbare Bindung mit den ApoE Volllangenproteinen an Clq (Abb.
15B). Die ApoE Peptide 30-40, 74-85 sowie 210-232 zeigten keine Bindung zu Clqg im
Vergleich zur Kontrolle mit Gelatine. Zur Verifizierung dieses Ergebnisses wurde getestet, ob

ApoE 139-152 mit dem ApoE Volllangenprotein um die Bindung an Clq konkurriert. Dazu
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wurde Clg zusammen mit aufsteigenden Mengen an ApoE 139-152 oder ApoE 30-40 auf
immobilisiertem ApoE3 inkubiert und die Bindung von Clqg an das Volllangenprotein mittels
ELISA bestimmt (Abb. 15C). Die Zugabe von 100 nM ApoE 139-152 fiihrte zu einer Reduktion
der Bindung von C1q zu ApoE3 um ca. 45 %. Im Gegensatz dazu hatte ApoE 30-40, welches
im ELISA keine Bindung zu Clqg aufwies, keinen Effekt auf die Interaktion von Clq zum
Volllangenprotein ApoE3. Des Weiteren wurde die Interaktion von ApoE 139-152 mit C1q im
Hamolyseassay getestet. Dazu wurden alle vier Peptide mit ApoE4 und NHS inkubiert und die
Aktivitat des KW durch die Lyse von Schafserythrozyten gemessen. Auch in diesem
Experiment war lediglich das ApoE Peptid 139-152 in der Lage die inhibitorische Funktion
des ApoE4 Volllangenproteins zu reduzieren (Abb. 15D). ApoE 30-40, 74-85 sowie 210-232
zeigten keinen Einfluss auf den inhibitorischen Effekt von ApoE4 auf den KW. Die

Aminosaureposition 139-152 beinhaltet somit die Bindestelle von ApoE fiir Clq.

Abb. 15: Charakterisierung der Clg-Bindestelle an ApoE. Clg bindet an ApoE 139-152. A Schematische Darstellung der
generierten ApoE Peptide (grin mit gelber Umrandung) im ApoE Volllangenmolekil sowie deren Aminosduresequenzen.
ApoE wurde mit Hilfe von CN3D in NCBI moduliert. (B) Rekombinante ApoE Volllangenproteine sowie die vier ApoE Peptide
wurden immobilisiert und die Bindung von Clq im ELISA gemessen. Clq zeigte dhnliche Bindung zu ApoE 139-152, wie zu
den Volllangenproteinen, wohingegen die anderen drei Peptide keine Bindung aufwiesen. (C) ApoE 139-152 konkurriert mit
dem ApoE Volllangenprotein um die Bindung an C1q. C1q wurde zusammen mit aufsteigenden Konzentrationen an ApoE
139-152 und ApoE 30-40 zu immobilisiertem ApoE3 gegeben und die Clqg Bindung mittels ELISA bestimmt. Steigende
Konzentrationen von ApoE 139-152 reduzierten die Bindung von Clq an ApoE3. Die Zugabe von ApoE 30-40 zeigte keinen
Effekt auf die Interaktion von Clg mit ApoE3. (D) ApoE 139-152 konkurriert mit ApoE4 und blockiert damit dessen
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regulatorische Funktion. ApoE4 und NHS in Kombination mit jeweils einem der vier ApoE Peptide wurde mit
Schaferythrozyten inkubiert und die Lyse der Erythrozyten durch die kolorimetrische Messung des freigesetzten
Hamoglobins bei 414 nm gemessen. Die Zugabe von ApoE 139-152 fiihrte zur vollstandigen Lyse der Erythrozyten. Die
Hamolyse durch NHS ohne Zugabe von ApoE wurde 100 % gesetzt. Die Daten zur Bindung von C1q an verschiedenen ApoE
Peptide (A und C) sowie zur Komplementaktivierung (D) reprasentieren den Mittelwert + Standartfehler von drei
unabhéangigen Experimenten. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

Die Bindestelle fiir den LDL-R befindet sich innerhalb der Aminosaureposition 136-150 und
Uberlagert sich mit der gefundenen Bindestelle fir Clq. Es ist somit fraglich, ob ApoE
gleichzeitig an seinen Rezeptor und an Clq binden kann. Um dies zu untersuchen und die
Bindestelle nochmals zu verifizieren, wurden Kompetitionsversuche durchgefiihrt. Dazu
wurde die Bindung von ApoE an den LDL-R in An- und Abwesenheit von Clqg untersucht.
Mikrogliazellen gelten als LDL-R prasentierende Zellen [101, 102]. Um dies fir die
verwendete Zelllinie zu bestatigen, wurde die Bindung von Fluoreszenz-gekoppeltem ApoE
(Alexa Fluor®647) an Mikrogliazellen mittels Laser-Scanning-Mikroskopie untersucht. ApoE
zeigte Interaktion mit den Mikrogliazellen, welche mit Hilfe von Texas Red®-X angefarbt
werden konnten (Abb. 16A). Um die Bindung von ApoE an den LDL-R in Anwesenheit von
Clg zu untersuchen, wurden LDL-R prasentierende Mikrogliazellen mit NHS sowie
Fluoreszenz-markiertem ApoE3 mit und ohne Clq inkubiert und die ApoE Bindung an die
Zellen mittels Durchflusszytometrie untersucht. NHS wurde verwendet um die Bindung von
ApoE an den LDL-R zu erhohen, da ApoE in Verbindung mit Lipiden, die in diesem Falle aus
dem NHS stammen, besser an seinen Rezeptor bindet [103]. Die Zugabe von Clq fiihrte zu
einer nur leicht reduzierten Interaktion von ApoE mit den Mikrogliazellen Gber den LDL-R
(Abb. 16B). Ein ELISA Versuch mit ApoE 139-152 zeigte dhnliche Ergebnisse. Hierflir wurden
ApoE 30-40 und ApoE 139-152 immobilisiert und die Clg Bindung in An- und Abwesenheit
des LDL-R gemessen. Die Zugabe des LDL-R beeinflusste die C1g Bindung an ApoE 139-152

leicht (Abb. 16C), was die raumliche Ndahe von C1q und der LDL-R Bindestelle aufzeigt.
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Abb. 16: Bindung von ApoE an Clq und den LDL-R. C1q konkurriert leicht mit dem Rezeptor fir Lipide niederer Dichte
(LDL-R) um die Bindung an ApokE. (A) Die Bindung von Alexa Fluor®647 Fluorochrom-gekoppeltem ApoE3 (obere Reihe) an
Mikrogliazellen wurde mit Hilfe eines Laser-Scanning-Mikroskops untersucht. ApoE bindet an Mikrogliazellen, welche
mittels Texas Red®-X visualisiert werden konnten (untere Reihe). (B) Mittels Durchflusszytometrie wurde der Einfluss von
Clq auf die Bindung von ApoE3 an die Mikrogliazellen gemessen. Die Interaktion von ApoE mit den Zellen wurde durch die
Zugabe von Clq reduziert. LDL-R-prasentierende Mikrogliazellen wurden mit Serum, als Quelle fiir Lipide, und Fluoreszenz-
markiertem ApoE3* in An- und Abwesenheit von Clq inkubiert und im Durchflusszytometer vermessen. (C) Die Bindung
von Clg mit und ohne Zugabe des LDL-R an immobilisiertes ApoE 139-152 wurde mittels ELISA gemessen. In Anwesenheit
des LDL-R war die Bindung von ApoE 139-152 an Clq leicht reduziert. ApoE 30-40 zeigte keine Bindung zu C1lq und diente
als Kontrolle. Die mittleren Aufnahmen in A zeigen die Durchlichtaufnahme und die linken Aufnahmen die Uberlagerung der
Fluoreszenzaufnahme mit dem Durchlicht. Malstabsleiste entspricht 20 um. Die Daten zur Kompetition von C1q und des
LDL-R an ApoE (A + B) reprasentieren den Mittelwert + Standartfehler von drei unabhangigen Experimenten. *p < 0,05

3.7.2 Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen ApoE und Clq

Proteininteraktionen sind auf nichtkovalente Wechselwirkungen zurlickzufiihren. Zu den
nichtkovalenten Bindungsarten gehoren die elektrostatischen bzw. ionischen Bindungen
(Salzbriicken), Wasserstoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Krédfte. Eine weitere

Bindungsart zwischen Proteinen ist die hydrophobe Wechselwirkung. Um die Interaktion

45



zwischen ApoE und Clg zu charakterisieren, wurden Bindungsstudien mit SDS und
Natriumchlorid durchgefiihrt. SDS ist ein anionisches Detergens, welches zur Denaturierung
von Proteinen verwendet wird. Dabei schichtet es sich mizellenartig an Proteine, zerstort
dabei nichtkovalente Bindungen und bildet SDS-Protein-Komplexe aus. Die Zugabe von
1 % SDS verringerte die Bindung von immobilisiertem ApoE3 an C1q um etwa 50 % (Abb. 17).
Im Gegensatz dazu zeigte SDS keinen Effekt auf die Interaktion von ApoE mit dessen
Rezeptor (LDL-R). Der Bindung von ApoE zum LDL-R liegt eine ionische Wechselwirkung und
die Ausbildung von Salzbriicken zu Grunde [104]. Aus diesem Grund war die Interaktion von
ApoE und dem LDL-R nach Zugabe von 0,5 M Natriumchlorid, welches Salzbriicken zerstort,
um ca. 75 % reduziert (Abb. 17). Im Gegensatz dazu hatte Natriumchlorid keine signifikanten
Auswirkungen auf die Bindung von ApoE an Clq. Diese Ergebnisse zeigen, dass die

Interaktion von ApoE und C1q nicht tGber ionische Wechselwirkungen stattfindet.

Abb. 17: Charakterisierung der Bindungsart zwischen ApoE und Clg. ApoE bindet Clg nicht Uber ionische
Wechselwirkung. Die Bindung von immobilisiertem ApoE3 zu Clq ist durch die Zugabe von Natriumdodecylsulfat (SDS),
welches in der Lage ist nichtkovalente Bindungen zu zerstéren, im ELISA reduziert. Im Gegensatz dazu hat SDS keinen Effekt
auf die Bindung des Rezeptors an Lipide niederer Dichte (LDL-R) mit immobilisiertem ApoE3. Die Zugabe von Natriumchlorid
(NaCl) zum Puffer hatte keinen Effekt auf die Interaktion von ApoE mit Clq, reduzierte jedoch die Bindung von ApoE zum
LDL-R. Die Daten zur Wechselwirkung zwischen ApoE und Clq repradsentieren den Mittelwert + Standartfehler von drei
unabhdngigen Experimenten. **p < 0,01

3.7.3 Bestimmung der Bindungsaffinitat von ApoE 139-152 zu Clq

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitdt von Clq und dem Peptid ApoE 139-152, welches die
Bindestelle fiir C1q aufweist, wurde die Interaktion in Fllssigkeit in Echtzeit, mittels MST,
gemessen. Dafiir wurden ApoE 139-152 und ApoE 30-40 mit Alexa®647 Fluoreszenz-markiert
und mit unterschiedlichen Konzentrationen an Clq inkubiert. Zunachst wurde getestet, ob
die verwendeten Kapillaren fiir die zu Uberpriiffenden Molekiile geeignet waren. Der
Aggregationstest zeigte keine UnregelmaRigkeiten in der Form der Fluoreszenzkurven (Abb.

18A), wie etwa Doppelpeaks oder wellige Kurven. Es konnte daher davon ausgegangen
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werden, dass die ApoE Peptide nicht an die Kapillarwand gebunden haben, was die weitere
Verwendung der genutzten Standardkapillaren erméglichte. Pro Versuchsdurchlauf wurden
16 Kapillaren mit einer konstanten Konzentration an Fluoreszenz-markiertem ApoE Peptid
und aufsteigenden Konzentrationen an Clq beladen. Auf Grund der konstanten
Konzentration an ApoE 139-152 bzw. ApoE 30-40 sollte das Fluoreszenzsignal in jeder
Kapillare gleich hoch sein. Dies war jedoch nicht der Fall (Abb. 18B). Das Fluoreszenzsignal
nahm dosisabhdngig mit sinkender Clg Konzentration ab. Um festzustellen, ob der
Fluoreszenzwechsel zufillig oder Liganden-abhangig zustande kam, wurde ein sogenannter
SD-Test durchgefiihrt. Dazu wurden die drei Proben mit der héchsten (1196 nM, 589 nM und
299 nM) bzw. der niedrigsten (0,146 nM, 0,07 nM und 0,04 nM) C1q Konzentration bei 95 °C
und der Zugabe von SDS denaturiert und erneut das Fluoreszenzsignal gemessen. In allen
sechs Proben wurde ein sehr dhnliches Fluoreszenzsignal bestimmt (Abb. 18C). Dies lieR
darauf schlieRen, dass der ermittelte Fluoreszenzwechsel durch ein Bindungsereignis
hervorgerufen wurde. Aus diesem Grund konnte die Affinitit direkt Giber die Anderung der
Fluoreszenzintensitdt ohne Laser-induzierte Thermophorese analysiert werden (Abb. 18D).
Der gemessene Kp der Bindung von ApoE 139-152 an Clq betragt 0,47 + 0,63 nM und liegt
somit in einem adhnlichen Bereich wie der fir die Volllangenproteine (ca. 0,35 nM). Im

Gegensatz dazu konnte in einer gleichen Analyse flir ApoE 30-40 kein Kp gemessen werden.
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Abb. 18: Bestimmung der Affinitdt zwischen ApoE 139-152 und C1qg. ApoE 139-152 bindet mit einer vergleichbar hohen
Affinitat an C1q ahnlich der ApoE Volllangenproteine. Die Affinitat wurde mittels Fluoreszenzwechsel bestimmt. ApoE 139-
152 und ApoE 30-40 wurden mit Alexa®647 Fluoreszenz-markiert, mit C1q inkubiert und die Fluoreszenz gemessen. (A) Der
Aggregationstest zeigte keine UnregelmaRigkeiten der Fluoreszenz-Signale (Signale aller 16 Messkapillaren normalisiert und
Ubereinandergelegt). Es konnte somit eine Interaktion der Fluoreszenz-markierten Peptide mit den Kapillaren
ausgeschlossen werden. (B) Der Fluoreszenztest der Messkapillaren zeigte eine dosisabhdngige Verringerung der
Fluoreszenz mit abnehmender Clg Konzentration (1196 nM - 0,04 nM), was auf einen Liganden-abhdngigen
Fluoreszenzwechsel schlieBen lieR. (C) Der SD-Test weist keine Fluoreszenzanderung der Proben mit der hochsten und der
Proben mit der niedrigsten Clg Konzentration auf. Aus diesem Grund ist eine Kp-Bestimmung mittels initialer
Fluoreszenzanalyse v2.0.2 moglich. (D) C1q bindet mit einem Kp von 047 + 0,63 nM an ApoE 139-152, wohingegen fir die
Bindung an ApoE 30-40 kein Kp bestimmt werden konnte. Die Daten in A - C zeigen die Vorversuche mit ApoE 139-152. Die
Daten in D zeigen den Mittelwert + Standartabweichung von drei unabhéngigen Experimenten.

3.8 Charakterisierung der ApoE-Bindestelle an Clq

Clg ist ein Makromolekill bestehend aus sechs identischen Untereinheiten. Jede
Untereinheit setzt sich dabei aus drei Ketten, A, B und C, zusammen. C-terminal bildet jede
der sechs Untereinheiten eine kugelférmige, globuldre Domane. N-terminal polymerisieren
die Untereinheiten und kommen zu einem Strang zusammen. Zwischen dem Strang und den
sechs globuldren Einheiten befindet sich je eine flexible, Collagen-reiche, Region. Die
Struktur des C1g Molekiils dhnelt dabei einem Tulpenstraull, wobei die globuldaren Domanen
die Bliten und der N-terminal gelegene Strang den Stiel darstellen (Abb. 19 rechtes Bild
obere Reihe). Zur Feststellung der Binderegion von ApoE im Clg Molekil, wurde die
Interaktion von Gold-markiertem, aus dem Plasma aufgereinigtem, ApoE3 und mit Gold-

markiertem ApoE 139-152 zu Clqg im Elektronenmikroskop untersucht. Sowohl das ApoE
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Volllangenprotein, als auch das Peptid, zeigten eine Bindung an den Stiel des C1g Molekiils

(Abb. 19 Reihe 2 und 3). ApoE zeigte keine Interaktion mit der globuldare Domane von Clq,

welche fiir die Bindung an die Aktivatoroberflache verantwortlich ist.
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Abb. 19: Charakterisierung der Bindestelle von ApoE an C1q. ApoE bindet am N-terminalen Bereich des C1gq Molekiils. C1q
allein (obere Reihe) sowie C1q in Kombination mit Gold-markiertem, aus dem Plasma aufgereinigtem ApoE3 (zweite Reihe)
und Gold-markiertem ApoE 139-152 (dritte Reihe) wurden mittels Elektronenmikroskopie visualisiert. Reihe vier zeigt Gold-
markiertes, aus dem Plasma aufgereinigtes ApoE3 allein. MalRstabsleiste entspricht 20 nm. Abb. wurde generiert mit
freundlicher Hilfe von PD Dr. Martin Westermann.

Am Strang, bevor es zur Multimerisierung des Stiels kommt, befindet sich eine Collagen-
dhnliche Struktur. Sie beinhaltet die Bindestelle des Proteasentetramers C1s,C1r; [105, 106].
Um festzustellen, ob ApoE mit C1s,Clr, um die Bindestelle an C1q konkurriert und dadurch
den KW des Komplementsystems inhibiert, wurde Clg zusammen mit aufsteigenden
Mengen an C1s,C1r; in ApoE3 immobilisierten Wells inkubiert und die C1q Bindung an ApoE
gemessen. Die Zugabe von C1s,Cl1r; hatte keinen Einfluss auf die Interaktion von ApoE mit
Clq (Abb. 20), was darauf schlieRen lasst, dass das C1s.Clr, Tetramer und ApoE nicht an
dieselbe Bindestelle im C1g Molekil binden. Die Inhibition des KW kommt somit nicht durch

eine Verdrangung von Cl1s,C1r; durch ApoE zustande.
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Abb. 20: Bindung von ApoE und C1s,C1r, an Clg. ApoE konkurriert nicht mit dem C1s,C1r, Tetramer um die Bindung an
Clq. Clqg Bindung an immobilisiertes ApoE3 in Kombination mit aufsteigenden Mengen an C1s,C1r, wurde mittels ELISA
gemessen. Die Zugabe von Cl1s,Clr; hatte keinen Effekt auf die Bindung von ApoE3 zu Clq. Die Daten reprasentieren den
Mittelwert * Standartfehler von drei unabhangigen Experimenten.
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4 Diskussion

Diese Arbeit zeigt erstmalig eine neue Funktion von ApoE. ApoE reguliert spezifisch den KW
des Komplementsystems, wobei alle drei ApoE Isoformen, ApoE2, ApoE3 und ApoE4, dhnlich
stark inhibieren. ApoE bindet Calcium-abhangig und mit hoher Affinitat an Clq (Kp < 1 nM)
und blockiert die initiale Phase der Komplementkaskade. ApoE besitzt somit eine
Doppelfunktion als Lipidtransportmolekil und Komplementregulator. Diese Funktion ist von
besonderer Relevanz, da z. B. Trager der ApoE4 Variante ein deutlich erhdhtes Risiko
besitzen an Arteriosklerose oder friihzeitig an Morbus Alzheimer zu erkranken [26, 27, 30].
Bei beiden Krankheiten sowie einer Vielzahl anderer ApoE-assoziierter Erkrankungen ist der

Pathomechanismus noch ungeklart.

ApoE ist ein seit Uber 40 Jahren bekanntes Protein des Lipidmetabolismus. Es bindet
Lipidkomplexe und tragt dazu bei diese aus dem Plasma zu entfernen. Dabei koppelt ApoE
an LDL-R-prasentierende Zellen, wie Fibroblasten, Endothelzellen und Lymphoblasten,
welche daraufhin die Lipidkomplexe aufnehmen und abbauen bzw. verwerten [1]. Ein
Polymorphismus im humanen APOE Gen fiihrt zu drei Isoformen, ApoE2, ApoE3 und ApoE4,
welche sich jeweils nur in einer Aminosaure an Position 112 oder 158 unterscheiden. Die
Isoformen besitzen unterschiedliche Bindungsaffinitaten zu deren Liganden sowie deren

Rezeptor [5, 7, 8].

In einer 1993 durchgefiihrten Studie wurde gezeigt, dass das Vorhandensein eines ApoE4
Allels spat auftretenden Alzheimer um flinf Jahre nach vorne verschiebt, das Vorhandensein
von zwei ApoE4 Allelen sogar um zehn Jahre. Im Gegensatz dazu wirkt sich der Besitz eines
ApoE2 Allels protektiv auf das Auftreten von Alzheimer aus und die Risikokurve an spat
auftretendem Alzheimer zu erkranken verschiebt sich um flinf Jahre nach hinten [107]. ApoE
Isoformen spielen auRerdem eine Rolle bei der Entwicklung von AMD. In diesem Fall fiihrt
jedoch das Vorhandensein von ApoE2 Allelen zu einem leicht erhéhten Risiko an AMD zu
erkranken, wohingegen das Vorkommen von ApoE4 eher vor dem Auftreten der Krankheit
schiitzt [108, 109]. Allen ApoE-assoziierten Erkrankungen ist gemein, dass es zu einer lokalen
Ablagerung von Lipiden, AB und Zelltrimmern kommt. Diese Ablagerungen sind
Aktivatoroberflichen fiir das Komplementsystem und Ausgangspunkt chronischer
Inflammation. Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob und inwieweit ApoE am Prozess

der Komplementaktivierung beteiligt ist.
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4.1 ApoE inhibiert den klassischen Weg des Komplementsystems

In dieser Arbeit wird erstmalig gezeigt, dass ApoE ein Komplementinhibitor ist. Das
Komplementsystem ist eine kaskadenartig aufgebaute Proteinreaktion zur Abwehr
mikrobieller Erreger und zur Beseitigung toter oder modifizierter Korperzellen und -
bestandteile. Dabei wirkt ApoE ausschlielRlich auf den KW, jedoch nicht auf den AW oder den
LW. Verschiedene Experimente, wie ein Hiamolyseassay und ein E. coli Uberlebensassay,

belegen dies.

Um den eigenen Kérper vor einer Uberaktivierung des Komplementsystems zu schiitzen und
eine inflammatorische Reaktion lokal zu halten besitzt der Kérper humorale Regulatoren,
welche das Komplementsystem inhibieren und dessen Aktivierung regulieren. Hierzu zdhlen
u. a. fur die frithe Phase des KW der C1 INH sowie auf Ebene der C3 Konvertase Faktor | und
C4BP und fur den TCC Vnt [54, 72]. Wichtig ist, dass diese Regulatoren zwischen Selbst- und
Fremdoberflachen unterscheiden kénnen. Eine Inhibition des Komplementsystems ist dabei
auf Selbstoberflachen, nicht aber auf mikrobiellen Oberflachen, erwiinscht. Wie zerstérend
das Komplementsystem sein kann, wird am Beispiel der hyperakuten AbstoRung bei
Transplantationen deutlich. Hierbei reagiert das Komplementsystem gegen bestimmte
Antigene (vor allem Blutgruppenmerkmale und HLA-Klasse-I-Antigene) des Organspenders,
die als fremd erkannt werden. Diese Reaktion tritt innerhalb eines Tages, oft auch schon
innerhalb der ersten zwei Stunden nach der Transplantation, auf und fiihrt zur kompletten
Zerstorung des Organs. Sie kann eine groRflachige Gerinnungsreaktion nach sich ziehen,

welche im schlimmsten Fall zu lebensbedrohlichen Problemen fiihrt [110].

4.2 ApoE inhibiert die Initiation des klassischen Komplementweges

ApoE inhibiert den durch Antigen-Antikérper-Komplexe aktivierten KW sowohl auf Ebene
des TCC, als auch auf Ebene der C4b Deposition, wie Aktivitatsassays zeigen. Alle drei ApoE
Isoformen inhibieren dabei dhnlich stark. Im Verlauf von ApoE-assoziierten Erkrankungen,
wie AMD, Alzheimer und Arteriosklerose, wird der KW des Komplementsystems vermutlich
durch modifizierte, korpereigene Oberflichen, wie deponierte Zelltrimmer, modifizierte
Lipide (mLDL) und AB Plaques, induziert [45-47]. Wenn der KW in vitro (iber mLDL aktiviert

wird, zeigen die ApoE Isoformen eine deutliche Inhibition der C4b Deposition.
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Da ApoE sowohl die Ablagerung des TCC sowie die Ablagerung von C4b auf der Oberflache
verringert, wurde geschlussfolgert, dass ApoE die Komplementaktivierung nach der
Assemblierung der C3 Konvertase hemmt. Um die C3 Konvertase, C4b2a, des KW zu
generieren, missen sowohl C2, als auch C4, zunachst durch die aktivierte Serinprotease Cls
geschnitten werden. ApoE zeigt weder direkte Inhibition von Cls, noch ist ApoE in der Lage
C2 oder C4 zu schneiden und zu inaktivieren. Ein bekannter Regulator auf Ebene der
C3 Konvertase ist Faktor I. Er spaltet mit Hilfe von C4BP, welches die C3 Konvertase bindet
und C4b fiir Faktor | zuganglich macht, C4b in C4c und C4d [65, 95, 96, 111]. Da ApoE keine
C4b Spaltungsaktivitat aufweist und auch keine Kofaktoraktivitat fir Faktor | zeigt, wird
angenommen, dass ApoE einen anderen Wirkungsmechanismus als Faktor | und C4BP

besitzt.

Die bislang einzigen bekannten Regulatoren der initialen Phase des KW sind der C1 INH und
Calreticulin (CRT). Der C1 INH ist ein Serinproteaseinhibitor, welcher neben der Regulation
des Komplementsystems auch ein Regulator der Kontaktaktivierung und der Koagulation ist
[112]. Der C1 INH verhindert die Aktivierung des KW (ber die Interaktion mit dem
C1 Komplex auf zwei unterschiedliche Weisen. Er bindet zum einen reversibel an C1s und C1r
Proenzyme im C1 Komplex und verhindert somit deren Aktivierung [62]. Zum anderen
interagiert der C1 INH mit bereits aktiviertem Cls und Clr. Der Regulator wirkt somit
nachdem der C1 Komplex an eine Aktivatoroberflaiche gebunden hat. Die Bindung des C1
INH mit den aktivierten Proteasen ist dabei irreversibel und hemmt deren Aktivitat. Es
kommt auRerdem zur Spaltung des C1 Komplexes, wobei sich C1 INH-gebundenes Cls und
Clr vom Clq Molekiil l6sen [63]. ApoE bindet ebenfalls wie der C1 INH an den C1 Komplex,
nicht aber an C2 oder C4. Anders als der C1 INH geht ApoE jedoch mit dem Clq Molekiil des
C1 Komplexes eine Bindung ein, nicht aber mit Cls oder Clr. ApoE besitzt somit einen
anderen Wirkungsmechanismus als der C1 INH. CRT beeinflusst, ebenso wie ApoE, den KW
Uber die Interaktion mit Clg. CRT befindet sich hauptsachlich im Endoplasmatischen
Retikulum der meisten kernhaltigen Zellen, ist dadurch fir Clqg nicht direkt erreichbar. Unter
bestimmten Bedingungen, wie Zellstress oder auch Zelltod, verursacht u.a. durch
Inflammation, Arteriosklerose, Hitzeschock oder virale Infektion, wird CRT jedoch an die
Zelloberflache und in den extrazellularen Raum transloziert [113, 114]. Unter diesen
Umstanden kann CRT an Clq binden. Die Bindungsregion von CRT an Clq ist noch nicht

vollstandig geklart. Sowohl die globuldre [115, 116], als auch die Collagen-dhnliche [117]
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Domane von Clq sind als Bindungsregion fiir CRT beschrieben. Auch eine Doppelbindung
von CRT an beide Domanen, die globulare und die Collagen-ahnlichen, von Clq wurde
beobachtet [118]. Gebunden an die globuldre Domédne von Clg verhindert CRT die
Interaktion von C1lg mit Immunkomplexen und somit die Aktivierung des KW [115, 116].
Exprimiert auf der Zelloberflache apoptotischer und nekrotischer Zellen wirkt CRT auBerdem
als Clg Rezeptor. CRT interagiert dabei mit der Collagen-ahnliche Domane von Clq und
vermittelt die Phagozytose der kranken oder toten Zellen [117, 119, 120]. Dies ist vor allem
fir eine antiinflammatorische Beseitigung apoptotischer Zellen und dem Schutz vor steriler

Inflammation wichtig.

4.3 ApoE interagiert Calcium-abhangig mit Clq

Alle rekombinanten ApoE Isoformen, ApoE2, ApoE3 und ApoE4 sowie das aus dem Plasma
aufgereinigte ApoE3, binden C1qg mit dhnlich starken Affinitdten zwischen 0,18 und 0,58 nM.
Dies Ubersteigt die Bindungsaffinitat von Clq fir Cls, welche bei ca. 13,3 nM liegt [105] und
zeigt die starke Bindung zwischen ApoE und Clqg. Ubereinstimmend mit diesen sehr
dhnlichen Bindungsaffinitdten inhibieren auch alle drei Isoformen gleichermallen den KW
(siehe 4.1). Die hohe Bindungsstarke der Interaktion von ApoE mit Clq ist vergleichbar mit
der Bindung von Clg an MASP-3, welche bei 1,35nM liegt [105]. MASP-3 ist eine
Serinprotease des LW und Ligand des Initiatormolekils MBL. Clg und MBL sind sich
strukturell sehr dahnlich [97-99], was auch die Bindung von MASP-3 an Clq erklart [121]. Im
Gegensatz dazu interagiert ApoE sehr spezifisch mit Clqg, nicht aber mit MBL. Dies

verdeutlicht die Spezifitdt von ApoE fiir C1g und den Effekt auf den KW, nicht aber den LW.

Clqist ein 460 kDa grolRes Makromolekil bestehend aus sechs Ketten. N-terminal verbinden
sich die Ketten zu einem gemeinsamen Strang, C-terminal stehen die Ketten auseinander.
Am Ende des C-Terminus jeder Kette befindet sich eine globuldre Domane, die dem Molekdil
die Form eines TulpenstrauBes verleiht. Als initiales Molekil des KW erkennt C1g mit seinen
globuldaren Domadnen Aktivatoroberflichen wie Antigen-Antikorper-Komplexe, AR,
apoptotische Zellen und Lipide [45, 46]. Zwischen der globuldren Doméane und dem ,Stiel“,
indem die sechs Ketten zusammenlaufen, befindet sich eine Collagen-dhnliche Domane, die

fur die Interaktion mit dem C1s,C1r,-Tetramer verantwortlich ist.

Die Bildung eines stabilen C1 Komplexes durch die Bindung eines C1s,C1r>-Tetramers an Clq

erfordert das Vorhandensein von Calcium [99]. GleichermaBen bindet ApoE nur in
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Anwesenheit von Calcium Clq. Daraus resultiert, dass ApoE unter dhnlichen Bedingungen

wie C1s und Clr an Clq bindet.

4.4 ApoE interagiert in der Ndhe seiner LDL-R Bindestelle mit Clq

Mittels ELISA, initialer Fluoreszenzanalyse und dem Hamolyseassay ist die Bindestelle von
Clg im ApoE Molekil im N-terminalen Bereich 139-152 lokalisiert worden. Dieser Bereich

Uberlappt mit der Bindestelle fiir den LDL-R (136-150) [8].

Mit der durchgefiihrten Bindungsstudie ist gezeigt worden, dass ApokE (iber unterschiedliche
Wechselwirkungen an Clqg und an den LDL-R bindet. Der Bindung von ApoE und Clq liegt
keine ionische Wechselwirkung, die u. a. fir die Interaktion von ApoE mit dem LDL-R
verantwortlich  ist, zu  Grunde. Eine andere, nichtkovalente  Bindungsart
(Wasserstoffbriickenbindung oder Van-der-Waals-Krafte) oder hydrophobe Wechsel-
wirkungen sind somit fiir die ApoE-Clqg-Interaktion verantwortlich. Fiir die Bindung von ApoE
an den LDL-R sind vor allem positiv geladene Aminosduren im hydrophilen Bereich
verantwortlich (Abb. 21B) [104]. Es ist somit wahrscheinlich, dass ApoE, anders als beim
LDL-R, C1lq mit der hydrophoben Domane im Bereich der Aminosduren 139-152 bindet. Die
Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen zwischen ApoE und Clq ist somit sehr

wahrscheinlich.

Strukturell besitzt das 37 kDa groRe ApoE Molekil zwei Domanen, welche durch eine flexible
Region miteinander verbunden sind. Die N-terminale Domdne (1-167) beinhaltet die LDL-R
Bindestelle und die C-terminale Doméane (205-299) besitzt die Bindestelle fiir Lipide [79,
122]. Kompetitionsversuche mittels Durchflusszytometrie und ELISA zeigen, dass Clg und
der LDL-R um die Bindung an ApoE leicht konkurrieren. Das ApoE Peptid 139-152, was
sowohl die Bindestelle fiir C1q und den LDL-R beinhaltet, ist ein amphipathisches Peptid mit
einem hydrophoben und einem hydrophilen Bereich (Abb. 21A). Diese Struktur wiirde eine
gleichzeitige Bindung von ApoE an Clqg und LDL-R erlauben. Doch noch ist ungeklart, ob ein
ApoE Molekiil gleichzeitig beide Funktionen, als Lipidtransportmolekil und als
Komplementregulator, wahrnimmt. In diesem Falle kénnte ein Lipidkomplex transportiert
werden und wadre zeitgleich vor einer Komplementaktivierung geschiitzt. Die
unterschiedlichen Bindungsarten von ApoE an Clq und den LDL-R sowie die lediglich leichte
Konkurrenz zwischen Clq und dem LDL-R an ApoE zu binden, sprechen fiir eine parallele

Auslibung der Doppelfunktion von ApoE.
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Fir die Bindung von ApoE und Clq hat der Aminosaureaustausch an Position 158 und somit
die Interaktion von Arginin 150 und der Asparaginsdaure 154 keinen Einfluss. Alle ApoE
Isoformen inhibieren nahezu gleich stark den KW und binden mit vergleichbaren Affinitaten
an Clg. Der Aminosaureaustausch von Arginin zu Cystein an Position 158, welcher
charakteristisch flir ApoE2 im Vergleich zu ApoE3 und ApoE4 ist, flihrt zu einem gednderten
Bindungsverhalten der ApoE Isoformen zum LDL-R. So wurde gezeigt, dass ApoE2 50 bis
100fach schlechter an den LDL-R bindet als ApoE3 und ApoE4 [16]. Im Falle von ApoE2
interagiert das Arginin an Position 150 mit der Asparaginsdure an Position 154. Bei ApoE3
und ApoE4 bildet sich keine Interaktion von Arginin 150 mit einer anderen Aminosadure im
ApoE Molekil aus. Demnach hat der Aminosaureaustausch an Position 150 einen Einfluss
auf die Bindung von ApoE an den Rezeptor, aber nicht an das C1q Molekiil. Daraus lasst sich
wiederum schlussfolgern, dass die Isoformen einen Einfluss auf den Lipid-Transport haben,

aber alle gleichermallen Komplement inhibieren.

Abb. 21: ApoE 139-152 beinhaltet die Bindestelle fiir C1q und den LDL-R. (A) Rdumliches Modell des ApoE Peptides 139-
152. ApoE 139-152 besitz eine amphipathische Struktur mit einer hydrophoben (griin) und einer hydrophilen Doméne
(gelb). Die Struktur wurde mit Hilfe der iCn3D Software von NCBI und dem PDF File 2L7B modelliert. (B) Helixrad des ApoE
Peptides 139-152. Positive Aminosauren sind in Blau, negative in Rot, hydrophobe in Griin und hydrophile in Gelb gezeigt.
Modifikation nach http://www.bioinformatics.nl/cgi-77 bin/emboss/pepwheel.

4.5 ApoE bindet an die Collagen-dhnliche Struktur des C1q Molekiils

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Plasma-aufgereinigtem ApoE sowie dem ApoE
139-152 Fragment mit C1q lokalisieren die Binderegion von ApoE im N-terminalen Bereich
des Clg Molekiils, wohingegen eine Interaktion von ApoE mit der C-terminal gelegenen,
globuldaren Domane von Clq ausgeschlossen wird. Die globuldare Domane des C1q Molekdls

gilt als Erkennungsstruktur von Aktivatoroberflachen des KW. Aus diesem Grund wird diese
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Domane vor allem mit Molekilen die den KW aktivieren in Verbindung gebracht. Da ApoE
einen inhibitorischen Effekt auf den KW besitz, ist eine Interaktion von ApoE mit der

globuldaren Domane von Clq unwahrscheinlich.

ApoE konkurriert nicht mit dem C1s,Clr;-Tetramer um die Bindung an Clg und besitzt
demnach eine andere Bindungsstelle im Clq Molekil. Dieses wird auch durch die Bindung
von ApoE an den C1 Komplex bestatigt. Zwischen der globularen Domane und der Position,
an der sich die sechs Ketten des C1q Molekiils zu einem Strang verbinden, befindet sich eine
Collagen-ahnliche Struktur, welche die Bindestelle flir das Cls;Clr,-Tetramer beinhaltet

[123, 124] (Abb. 22).

Den elektronenmikroskopischen Aufnahmen nach, interagiert ein ApoE Molekil bzw. ein
ApoE Peptide mit einem Clg Molekil. Da der Interaktion von ApoE mit Clqg
hochstwahrscheinlich eine hydrophobe Wechselwirkung zu Grunde liegt, befindet sich die
Bindestelle von ApoE vermutlich in der Collagen-dhnlichen Doméane von Clg. Collagen-
dahnliche Domanen zeichnen sich durch die immer wiederkehrende Aminosauresequenz Gly-
Xaa-Yaa aus (Abb. 22). Das hydrophobe Glycin ist dabei ein idealer Interaktionspartner fir
das hydrophobe Alanin und Leucin des ApoE Proteins und ApoE 139-152 Peptids. Die
Collagen-ahnlichen Doméanen der Clq Ketten C1gA, C1gB und C1gC sind zwischen 73 und 82
Aminosaduren lang. Am N-Terminus dieser Domanen verbinden sich die sechs Clq Ketten zu
einem Strang, bildlich gesprochen dem Stiel des TulpenstrauR-ahnlichen Clg Molekdls. In
der C-terminalen Halfte der Collagen-dhnlichen Domane befindet sich die C1s;Clr;-
Bindestelle [123, 124]. Sie besitzt das Aminosdauremuster Hyp-Gly-Lys-Xaa-Gly-Pro/Tyr/Asn,
wobei das Lysin eine Schlisselrolle fir die Bindung des Tetramers spielt [105, 123]. Ob ApoE
an die N-terminale, Collagen-ahnliche Domane bindet und welche Aminosduren dabei im
Speziellen fir die Interaktion verantwortlich sind ist noch unbekannt. Ebenso ob ApoE an alle
Clqg Ketten oder nur an bestimmte Ketten des TulpenstrauRes bindet. Diese Fragestellungen
konnten mit Hilfe von Peptidbindungsstudien analysiert werden. Dazu missten kurze Clq
Peptide innerhalb der Collagen-dhnlichen Struktur generiert werden und auf ihren
Bindungscharakter mit ApoE tberprift werden. Dazu boten sich vor allem Methoden an, die
in Echtzeit die Interaktion zeigen kdnnen, wie BLItz® oder MST. Auch eine PepSpot™ Analyse

kdnnte angewandt werden, die den Vorzug hat die Bindungsdomane genauer zu lokalisieren.
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Abb. 22: Model der ApoE Interaktionsdomédne im Clq Molekiil. Alignementvergleich (erstellt mit Hilfe von
http://www.uniprot.org) der Clq Ketten A (31-109), B (21-107) und C (20-112) mit schematischer Lage im C1lg-Molekil.
Griin unterstrichen: Aminosauren der Collagen-dhnlichen Doméne; Gelb hinterlegt: Bindestelle fir das C1s,C1r,-Tetramer;
Braun hinterlegt: letzte Aminosduren des ,Stiels”.

4.6 Wirkungsweise von ApoE auf den klassischen Komplementweg

Die Aktivierung des C1 Komplexes initiiert den KW. Dabei binden zunachst die globuldren
Ligandenbindungsdomdnen des Clg Molekiils an eine Aktivatoroberflaiche. Durch die
Bindung an die Aktivatoroberfliche kommt es zu einer Konformationsanderung von Clq.
Dabei offnet sich der C-terminale Bereich des Molekiils durch ein leichtes
Auseinanderdriften der Clq Ketten (Abb. 23). Dies wiederrum fihrt zu einer
Strukturanderung des Clr Molekiils, welches an Clq gebunden ist. Das C1r Zymogen wird
dabei autokatalytisch in eine aktive Form Uberfihrt und kann das Cls Zymogen schneiden
und aktivieren [60, 99]. Das Cls Molekil des nun vollstindig aktivierten C1 Komplexes
schneidet zunachst C4 und danach C2. In diesem Prozess bildet sich die C3 Konvertase des

KW, C4b2a, auf der Aktivatoroberflache aus (Abb. 23) [60].
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Abb. 23: Frithe Phase des klassischen Komplementweges. Um den klassischen Weg des Komplementsystems zu aktivieren,
muss zunachst ein inaktiver C1 Komplex, bestehend aus einem C1q und jeweils zwei C1r und C1s Molekiilen, Gber Clq eine
Aktivatoroberflache erkennen und binden. Durch die Bindung kommt es zu einer Konformationsanderung von Clq und
gleichzeitig zur Autokatalyse und Aktivierung von Clr. C1r spaltet und aktiviert daraufhin das C1ls Zymogen. Es entsteht ein
aktiver C1 Komplex, welcher zunachst C4 Uber Cls bindet und in C4a und C4b spaltet. C4b lagert sich an der
Aktivatoroberflache an und bindet C2, welches wiederrum von Cls in C2a und C2b geschnitten wird. C2a verbleibt
gebunden an C4b an der Aktivatoroberflache, es entsteht die C3 Konvertase des klassischen Komplementweges, C4b2a.

ApoE inhibiert die initiale Phase des KWs. ApoE bindet an den C1 Komplex, konkurriert aber
nicht mit dem C1s;Clr,-Tetramer. Eine Moglichkeit der Hemmung des KW durch ApoE
besteht in der Verhinderung der Konformationsanderung von Clq, die fur die Aktivierung
des C1 Komplexes notwendig ist. Damit ware eine Aktivierung von Clr und somit auch von
C1s nach der Bindung von Clq an die Aktivatoroberflache nicht mehr mdéglich. Unterstitzt
wird diese Hypothese von der begriindeten Vermutung, dass ApoE an die Collagen-adhnliche
Region im C1q Molekil bindet, die sich N-terminal der Bindestelle fur das C1s,Clr;-Tetramer
an Clg befindet. Diese Region ist fir die Konformationsanderung im Clq Molekdl
verantwortlich[125]. Dieses Wirkungsmodell ist in Abb. 26 dargestellt. Damit besitz ApoE
einen anderen Wirkmechanismus als die bis jetzt bekannten Regulatoren dieser Phase, dem
C1 INH und CRT. Der C1 INH interagiert mit den Serinproteasen Cls und Cl1r und nicht wie
ApoE und CRT mit Clqg. CRT inhibiert C1q liber die Interaktion mit der globuldren und/oder
der Collagen-dhnlichen Domane. Dabei wird die Bindung von Clq an seine Liganden blockiert
[46] bzw. die Phagozytose apoptotischer Zellen vermittelt [119]. Eine Inhibition des KW
durch die Blockade der Aktivierung von Clr, wie fiir ApoE postuliert, wurde bereits fir
Brugia malayi CRT (BmCRT) nachgewiesen. Anders als humanes CRT interagiert BmCRT
lediglich mit der globularen Domane von Clq. Durch die Bindung von BmCRT an C1g kommt

es zu einer Konformationsdanderung des C1q Molekiils, welche jedoch nicht zur Autokatalyse
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von Clr und somit nicht zur Aktivierung des KW fihrt [126]. Da ApoE jedoch nicht wie
BmCRT die globuldre Domane von Clq bindet, besitz ApoE einen neuen, noch unbekannten

Wirkungsmechanismus.

4.7 Interaktion von ApoE mit C1q in vivo

ApoE bindet C1q und wirkt auch in vivo inhibitorisch auf den KW des Komplementsystems. In
Kooperation mit Professor Habenicht und Doktor Yin vom Institut fir kardiovaskulare
Pravention in Mlnchen wurde die Interaktion von ApoE mit C1q sowie der Einfluss von ApoE
auf das Komplementsystem im Mausmodel getestet. Dazu wurde der choroidale Plexus
(ChP) 76-78 Wochen alter ApoE Knockout-Mé&use (ApoE7"), ApoE3 und ApoE4 Knockin-M3use
(ApoE3-Kl; ApoE4-KI) unter normaler (ND) oder fettreicher Kost (HFD) sowie entsprechender
Wildtypmause (WT) untersucht und verglichen. Der ChP ist ein Netzwerk miteinander
verflochtener Adern und befindet sich in den Ventrikeln des Gehirns. Er ist Bildungsort der
Rickenmarksflissigkeit (Liquor) und gleichzeitig Blut-Liquor-Schranke. Der Liquor fullt die
Zwischenraume des Gehirns aus und bietet mechanischen Schutz sowie ein stabiles
physiologisches Umfeld fiir das zentrale Nervensystem. Der ChP besitzt neben seiner
Barriere- auch eine Transportfunktion. So werden u.a. lonen, Proteine, Hormone und

Wasser ins sowie Stoffwechselprodukte aus dem Gehirn transportiert [127].

Fir die Herstellung histologischer Schnitte des Hirns wurde Gewebe sezerniert, in Tissue-Tec
eingebettet und in Isopentan gefroren. Um die Lipidablagerung der Mause im Gehirn zu
untersuchen, wurden die Regionen des ChP mittels Hdmatoxylin-Eosin-Farbung (HE) und die
Lipide durch Oil-Red O (ORO) sichtbar gemacht. Alte ApoE”- und ApoE4-KI HFD M&use zeigen
starke Lipidablagerungen im ChP im Gegensatz zu WT, ApoE3-KI ND und HFD und ApoE4-KI

ND, welche keine Lipidablagerungen aufweisen (Abb. 24).
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Abb. 24: Lipidablagerung im ChP. Lipide lagern sich dhnlich stark im ChP von ApoE7 und ApoE4-KI unter HFD an. Im
Gegensatz dazu weist der ChP von WT, ApoE3-KI unter ND und HFD und ApoE4-KI unter ND keine Lipidablagerung auf. ChP
Bereiche (blau) wurden mit Hamatoxylin-Eosin (HE) und Lipide (rot) mit Qil red O (ORO) gefarbt. MaRstabsleiste entspricht
100 um. ChP = choroidaler Plexus; Ve = Ventrikel; Abb. generiert von Dr. Yin

Oxidierte Lipide sind Aktivatoroberflaichen des Komplementsystems, insbesondere des KW
[47]. Dabei bindet Clq [47] direkt oder liber CRP [44] an diese modifizierten Lipide und
initiiert die Aktivierung des C1 Komplexes. In Folge dessen kommt es zur Bildung der C3 und
anschlieRend der C5 Konvertase. Die oxidierten Lipide werden mit C3b opsonisiert, C3a und
C5a generiert und dadurch bedingt Immunzellen rekrutiert. Oxidierte Lipide sind demnach
Hotspots fir lokale Entziindungen. Immunfarbungen der Hirnschnitte von ApoE4-KI HFD
Mausen mit Lipidablagerungen zeigen eine Kolokalisation von ApoE mit Clq (Abb. 25A).
Entsprechende Kolokalisationen wurde auch in einem Zellkulturmodel des retinalen
Pigmentepithels beobachtet. Dieses Modell soll die Drusenformation bei AMD nachahmen
[128]. Retinale Pigmentepithelzellen wurden dazu auf einem permeablen Untergrund
angezlichtet, mit humanem Serum inkubiert und die Entstehung extrazelluldrer
Ablagerungen beobachtet. Diese wiesen einige der Drusen-charakteristischen Proteine, wie
ApoE und Clusterin, auf. Die im Zellkulturmodell gezeigte Kolokalisation von ApoE mit Clqg
bestatigt die in vivo Interaktion von ApoE mit Clg im Mausmodell. Die Ursache fir die
Kolokalisation der beiden Proteine wurde jedoch im Zellkulturmodell nicht weiter

betrachtet.

Die funktionale Relevanz der ApoE-Clq Interaktion wird in Mausen deutlich, die statt ihres
ApoE-Molekils die humane ApoE4 Isoform exprimieren (ApoE4-Kl). Diese Mduse zeigen
unter HFD dhnliche Lipidablagerungen im ChP im Vergleich zu ApoE”". Interessanterweise

weisen ApoE4-KI aber eine deutlich verminderte Deposition an C4 und eine leichte
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Verminderung der C3-Deposition auf (Abb. 25B), trotz dhnlicher Lipid- und Clqg-Ablagerung.
Daraus kann geschlossen werden, dass das humane ApoE4 in Mausen die
Komplementaktivierung auf den Lipidablagerungen zu einem gewissen AusmaR inhibiert und
den ChP vor Inflammation schiitz. ApoE3-KI Mause zeigen keine Lipidablagerung und keine

Neuroinflammation (Abb. 25B).

Im Zellkulturmodell der Drusenformation bei AMD wurde die Aktivierung des
Komplementsystems durch die Detektion von C5b-9 in den extrazellularen Ablagerungen
nachgewiesen [128]. Interessanterweise kolokalisiert ApoE nicht mit C5b-9. Dies unterstitzt

den, in dieser Arbeit gezeigten, inhibitorischen Effekt von ApoE auf das Komplementsystem.

ApoE

HFD ApoE4

ApoE4 HFD

™
w
o
(=1
<
0
L
L

Abb. 25: Komplementdeposition im ChP. ApoE vermindert die Lipid-bedingte C4 und C3 Deposition im ChP.
Hochauflésende Mikroskopaufnahmen des ChP. MaRstabsleiste entspricht 10 um. Mittels Einsatz immunfluoreszierender
Antikorper wurden Clq (Grin, linke Figur), ApoE (Rot, linke Figur), C4 (Grin, rechte Figur) und C3 (Rot, rechte Figur)
gefarbt. Blau — Dapi; ChP = choroidaler Plexus; Ve = Ventrikel; Abb. generiert von Dr. Yin

4.8 Relevanz der Ergebnisse fiir ApoE assoziierte Erkrankungen

In dieser Arbeit wird erstmalig gezeigt, dass ApoE zusatzlich zu seiner Lipidtransportfunktion
auch als Komplementregulator agiert. Alle drei ApoE Isoformen, ApoE2, ApoE3 und ApoE4,
inhibieren den KW des Komplementsystems in vergleichbarem MaRe. Damit stellt sich die
Frage, wann ApoE den KW reguliert und ob diese neue Funktion die Assoziation von speziell
ApoE4 mit spezifischen Erkrankungen erkldren kann. Besonders ApoE4 ist ein Risikofaktor fiir
kardiovaskuldare und neurodegenerative Krankheiten, wie Arteriosklerose, Schlaganfille,
vaskuldare Demenz, Parkinson und Alzheimer [26, 29-32]. Ein Ansatz zur Klarung der
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Assoziation von ApoE4 mit diesen Erkrankungen ist die unterschiedliche Bindungsaffinitat
von ApoE4 im Vergleich zu ApoE2 und der am haufigsten auftretenden, mit keiner Krankheit
assoziierten Isoform, ApoE3, zu den Liganden. ApoE4 bindet vor allem an groRe Triglycerid-
reiche Lipoproteine mit sehr geringer Dichte (VLDL), wohingegen ApoE2 und ApoE3 kleinere,
Phospholipid-reiche Lipoproteine hoherer Dichte bevorzugen (HDL) [7, 129, 130]. VLDL-
Komplexe werden mittels Lipase in kleinere, besser zu transportierende Komplexe zerlegt.
ApoE4 jedoch verdridngt die Lipase auf den groRen Lipidkomplexen und fiihrt zu einem
erhohten LDL- und Cholesterin-Level im Plasma [25, 26, 131]. Cholesterin-reiches VLDL und
LDL wird im Vergleich zu HDL schlechter im Korper transportiert, lagert sich ab und wird eher
oxidiert. Diese Ablagerungen aktivieren dann das Komplementsystem. Die Praferenz der
ApoE Isoformen ist nicht nur zu Lipoproteinen unterschiedlich, sondern auch ihre Bindung an
AB. ApoE4 besitzt eine geringere Bindungsaffinitat zu AB als ApoE3 [12, 13], verbunden mit
einer geringeren Transportrate und hoheren Wahrscheinlichkeit zur Ablagerung von Ap.
Auch abgelagertes AR ist Aktivatoroberflache fir Komplement [45, 47]. Der durch ApoE4
bedingte, schlechtere Transport von Lipiden und AR fiihrt vermutlich zu einer erhdhten
Komplementaktivierung und Rekrutierung von Immunzellen. Es kommt zur sterilen

Inflammation.

Anders als die Lipidtransportfunktion, ist die in dieser Arbeit beschriebene Komplement-
regulatorische Funktion aller drei ApoE Isoformen sehr dhnlich. Die Assoziation von ApoE4
mit speziellen Krankheiten wird somit eher durch die Lipidtransportfunktion, als durch die

Komplement-regulative Funktion erklart.

Ist die Komplement-aktivierende Oberflache zu massiv, sprich die Ablagerung oxidierter
Lipide zu groRflachig, ist ApoE vermutlich nicht mehr in der Lage die Aktivierung des KW
ausreichend zu regulieren. Es kommt zu einer Uberschussreaktion des Komplementsystems
und zur Inflammation. Dies wiederum fihrt zur Rekrutierung von Immunzellen, wie
dendritischen Zellen und Makrophagen, zur Ausschiittung von Zytokinen und zur Aktivierung
des adaptiven Immunsystems. Die Rekrutierung von phagozytierenden Zellen, z. B. ins Hirn,
fiuhrt vermutlich zur Schadigung umliegender Zellen und somit zur Verstarkung und

VergroRerung der chronischen Entziindung.
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4.9 Fazit

In dieser Arbeit wird erstmalig gezeigt, dass ApoE, neben seiner Lipidtransportfunktion, eine
Komplement-inhibitorische Funktion besitzt. ApoE ist demnach neben dem C1 INH und CRT
der dritte bekannte, humane Inhibitor der initialen Phase des klassischen
Komplementweges. Im Allgemeinen binden die globularen Domanen des Clq Molekiils an
modifizierte Lipide oder Immunkomplexe. Dadurch kommt es zur Aktivierung von C1r und
Cls im C1 Komplex und zur Initiierung der Komplementkaskade (Abb. 26). ApoE bindet
Calcium-abhangig an C1q. Durch die Interaktion von ApoE mit Clq wird vermutlich die fur
die Aktivierung des C1 Komplexes benétigte Konformationsanderung blockiert und somit der
KW inhibiert. Damit unterscheidet sich der ApoE Wirkungsmechanismus von dem des C1
INH, der die Proteaseaktivitdat von Cls und C1r hemmt und dem Wirkungsmechanismus von
CRT, der sowohl die Bindung von Clq an seinen Liganden blockiert, als auch die Phagozytose
speziell toter und geschadigter Zellen vermittelt. Ein modifizierter Lipidkomplex der sowohl
ApoE, als auch Clq bindet, kann vermutlich zeitgleich transportiert und vor einer Aktivierung
des Komplementsystems geschiitzt werden. Diese Arbeit riickt die Rolle des KW des
Komplementsystems in ApoE-assoziierte Krankheiten in den Vordergrund und eroffnet eine
neue Sichtweise in Bezug auf ApoE und das Komplementsystem im Krankheitsverlauf und

der Entwicklung neuer Therapien.
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LDL-Rezeptor
prasentierende Zelle

modifiziertes
Lipid

Abb. 26: Model der Doppelfunktion von ApoE. ApoE wirkt im Korper als Lipidtransportmolekil und als
Komplementregulator. ApoE bindet, transportiert und ermdoglicht liber die Interaktion mit dem LDL-Rezeptor die Aufnahme
und Verarbeitung von Lipiden. Modifizierte Lipide sind Aktivatoroberflachen des Komplementsystems. Dabei kommt es zur
Bindung des C1 Komplexes tber Clg. Der C1g Komplex und somit das Komplementsystem wird aktiviert und fihrt zu
Inflammation. ApoE reguliert diesen Vorgang, indem es C1q bindet und die Aktivierung des C1 Komplexes blockiert. Durch
die Regulation von ApoE wird eine chronische Inflammation verhindert. Das Model zeigt einen moglichen
Wirkungsmechanismus von ApoE. ApoE bindet dabei an die Collagen-dhnliche Doméane von Clg und verhindert die
Konformationsanderung des Clq Molekil, welche zur Aktivierung des Cl1 Komplexes notig ist.
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