STRUKTUR UND FUNKTION DES
LIPOPROTEINS
VON NEREIS VIRENS
(ANNELIDA)

DISSERTATION
zur Erlangung des Grades

, 1 DOKTOR DER NATURWISSENSCHAFTEN’

Am Fachbereich Biologie

der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz

Sven Schenk
Geboren am 07.10.1976 in GroB3-Gerau

Mainz, im September 2008



Dekan:
1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:

Tag der mindlichen Prifung: 29.04.2009



None but those who have experienced them can conceive the enticements of science. In other studies you go
as far as others have gone before you, and there is nothing more to know; but in scientific pursuit there is

continual food for discovery and wonder’

-Victor Frankenstein (Frankenstein, Shelley 1818)-



Verosffentlichungen

Schenk S, Harris JR, Hoeger U (2006) A discoidal lipoprotein from the coelomic fluid of
the polychaete Nereis virens. Comp. Biochem. Physiol. B 143: 236 — 243

Stieb S, Hoeger U, Schenk S (2008) A large discoidal lipoprotein present in only one of
two closely related crayfish. J. Comp. Physiol. B 178: 755 — 765

Tagungsbeitrige
Schenk S, Hoeger U (2004) Characterization of a lipoprotein in the polychaete annelid

Nereis virens. 97. Jahrestagung der Deutschen Zoologischen Gesellschaft, Rostock.

Hoeger U, Felber B, Schenk S (2007) Lipoprotein-mediated lipid transport during
gametogenesis in Nereidid polychaetes. 11. Tagung der International Society of

Invertebrate Reproduction & Development, Ciudad de Panama.

Schenk S, Hoeger U (2008) Lipoprotein receptors in the polychaete Nerezs virens. 101.

Jahrestagung der Deutschen Zoologischen Gesellschaft, Jena.

Hoeger U, Felber B, Schenk S (2008) Lipoprotein mediated lipid uptake in oocytes of
Platynereis dumerilii (Polychaeta). 101. Jahrestagung der Deutschen Zoologischen
Gesellschalft, Jena.

Stieb S, Schenk S, Hoeger U (2008) A novel discoidal high-density-lipoprotein in
Crustacea — a prototype in lipoprotein architecture? 101. Jahrestagung der

Deutschen Zoologischen Gesellschaft, Jena.



INHALTSVERZEICHNIS

ZUSAMMENFASSUNG
EINLEITUNG
1 Lipide
1.1 Definition und Klassen
1.2 Biologische Funktionen
2 Lipoproteine
2.1 Apolipoproteine
2.2 Strukturelle Eigenschaften
2.3 Lipidmatrix
2.4 Lipoproteine und das Immunsystem
3 Lipoproteinrezeptoren
4 Glycoproteine
5 Lipidtransport
5.1 Lipidtransport wihrend der Geschlechtsreifung
6 Ziele der Arbeit

MATERIAL UND METHODEN

1

1.1
1.2
2

3

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.3
3.4

4.1
4.1.1

Tiere

Nereis virens

Platynereis dumerilii

Gerite und Verbrauchsmaterialien
Standardlésungen/-substanzen
Puffer

Antikorper

Primire Antik6rper
Sekundire Antikorper
Enzyme

Lektine/Avidin
Experimentelles Vorgehen
Lipoprotein-Isolierung

Gewinnung von Coelomflussigkeit aus Nerezs virens

o H~ A DD DD DN =

12
12
13
15
16
17
19
21
21
21
21
21
24
24
25
25
25
25
25
26
26
26



4.1.2
413
414
4.2

4.2.1
422
4.2.3
4.3

4.4

4.4.1
4.4.2
443
4.5

4.5.1
4.5.2
453
4.6

4.6.1
4.6.2
4.7

4.7.1
4.7.2

4.7.3

4.7.4
4.7.5
4.8
4.8.1
4.8.2
4.9
4.10

Lipoprotein-Isolierung durch Dichtegradienten-Ultrazentrifugation 26

Dichtebestimmung 28
Entsalzen der Lipoproteine durch Dialyse 28
Lipoproteinrezeptor-Isolierung 29
Isolierung von Coelomocyten aus Nereis virens 29
Membran-Isolierung 30
Lipoproteinrezeptor-Isolierung durch Affinititschromatographie 31
Proteinbestimmung mit dem BCA-Test 33
Gelelektrophoresen 34
Reduzierende SDS-PAGE 34
Nicht-reduziernde SDS-PAGE 36
Farbung von Proteingelen mit Coomassie Brillant Blue 36
Blots 37
Western-Blots 39
Liganden-Blots 40
Lektin-Blots 41
Analytische Ultrazentrifugation 42
Sedimentationslauf 42
Gleichgewichtslauf 44
Lipidanalytik 45
Lipidextraktion 45

Bestimmung des Totallipidgehaltes nach der Phospho-Sulpho-Vanillin-
Methode 46
Bestimmung des Phospholipidgehaltes mit 8-Anilin-1-naphthalinsulfonsdure

(ANS) 46
Diunnschichtchromatographie (DC) von Lipiden 47
Lipidklassenquantifizierung mittels HPLC-ELSD 48
Spektroskopie 50
Absorptionsspektroskopie 50
Circular Dichroismus-Spektroskopie 50
Chemisches Crosslinking 51

Limitierte Proteolyse 51



4.11 Kohlenhydratanalytik
4.11.1  Oligosaccharidanalyse
4.11.2  Monosaccharidanalyse
4.12 Gelfiltration (SEC)
4.13 Proteinprazipitationen
4.13.1  Chloroform-Methanol-Fillung
4132 Acetonfillung
4.14 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
4.14.1  Beschichtung der Kupfernetzchen mit Kohlenstoff
4.14.2  Probenvorbereitung fiir die TEM auf Continuous-Carbon
4.15 Aufnahmestudien
4.15.1  Zellisolierung
4.15.2  Fluoreszenzmarkierung von Lipoproteinen
4.15.3  Zellinkubation
ERGEBNISSE
1 Lipoproteine
1.1 Lipoprotein-Isolierungen
1.2 KBr-Flotation
1.2.1 Selbstgenerierender KBr-Dichtegradient
1.3 Dichtebestimmungen
1.4 Natives Molekulargewicht
1.4.1 Analytische Ultrazentrifugation
1.42 Gelfiltration
1.5 Sedimentationskoeffizient
1.6 Molarer Extinktionskoeffizient
1.7 Charakterisierung der Apolipoproteine
1.7.1 Sekundarstrukturen der Apolipoproteine
1.7.2 Stochiometrie
1.7.3 Disulfidbriicken
1.7.4 Limitierte Proteolyse
1.7.5 Kohlenhydratzusammensetzung der Apoproteine
1.8 Lipidzusammensetzung

52
52
54
55
56
56
57
57
57
58
59
59
60
62
63
63
63
63
64
64
65
65
68
69
70
71
71
72
73
74
75
78



1.8.1 Dunnschichtchromatographie
1.8.2 HPLC-ELSD
1.8.3 Totallipidgehalt
1.8.4 Phospholipidgehalt
2 Lipoproteinrezeptoren
2.1 Lipoproteinrezeptorisolierung
2.2 Charakterisierung des Nerezs-Lipoproteinrezeptors
2.2.1 Gewebespezifitit
222 Bindungseigenschaften
2.2.3 Glycosylierung
3 In vitro Autnahmestudien des isolierten Lipoproteins
3.1 Dil-markiertes Lipoprotein
3.2 FITC-markiertes Lipoprotein
3.3 Doppelinkubation mit FITC- und Dil-markiertem Lipoprotein
3.4 Spermatogonien und Elaeocyten
3.4.1 Elaeocyten
3.4.2 Spermatogonien
4 Nachweis des Nereis-Lipoproteins in verschiedenen Zelltypen
4.1 Reisolation und Charakterisierung der Fraktionen
4.2 Elektronenmikroskopie
DISKUSSION
1 Lipoproteine
1.1 Isolationen
1.2 Dichte
1.3 Natives Molekulargewicht
1.4 Sedimentationskoeffizient
1.5 Molarer Extinktionskoeffizient
1.6 Charakterisierung der Apolipoproteine
1.6.1 Sekundirstrukturen der Apolipoproteine
1.6.2 Stochiometrie
1.6.3 Disulfidbriicken
1.6.4 Limitierte Proteolyse

78
79
81
81
82
82
83
83
84
84
86
86
88
89
91
91
92
94
94
96
98
98
98
98
99
101
103
103
103
106
106
107



1.6.5 Kohlenhydratzusammensetzung der Apoproteine 108
1.7 Lipidzusammensetzung 110
2 Lipoproteinrezeptoren 116
2.1 Lipoproteinrezeptorisolierung 116
2.2 Charakterisierung 117
221 Gewebespezifitit 117
222 Bindungseigenschaften 120
2.2.3 Glycosylierung 121
3 Aufnahmestudien 123
3.1 Aufnahme des Nereis-Lipoproteins in Eizellen verschiedener Gro3e 123
3.1.1 Die Aufnahme von Dil- und FITC-Lipoprotein im Vergleich 124
3.1.2 Lokalisation der Lipoprotein-Lipide und der Apolipoproteine nach der
Aufnahme in die Zellen 126
3.2 Spermatogonien und Elacocyten 127
4 Nachweis des Nereis-Lipoproteins in verschiedenen Zelltypen 129
5 Fazit und Ausblick 133
5.1 Fazit 133
52 Ausblick 136
LITERATUR 139
ANHANG 158
1 Verwendete Abkirzungen 158
2 Umrechnung der Skalenteile des Kriiss HR 900 in den Brechungsindex 159
3 Schema der Lipoproteinisolierung 160
4 Schema der Lipoproteinrezeptor-Isolierung 1601
5 Dichten der Nereis-Lipoprotein-Komponenten (Lipide und Kohlenhydrate) 162
5.1 Lipide 162
5.2 Kohlenhydrate 163
6 Berechnung des Hydratwassergehaltes 164
7 Berechnung des Lipid-, bezichungsweise des Kohlenhydratgehaltes des Nereis-
Lipoproteins 165
7.1 Kohlenhydratgehalt 165
7.2 Lipidgehalt 166



8 ANS-Fluoreszenz

9 Fluoreszenzspektren von FITC und Dil
10 Physikalisch-chemische Parameter des Nereis-Lipoproteins
11 Lebenslauf

12 Veroffentlichungen
ERKLARUNG
DANKE

167
168
169
170
171
190
191



ZUSAMMENFASSUNG

Ein discoidales Lipoprotein aus dem Polychaeten Nereis virens (Annelida) wurde eingehend
charakterisiert. Im Vordergrund standen dabei die transportierten Lipide, sowie die Ultra-
struktur des Partikels. Das Nereis-Lipoprotein besitzt eine fir Invertebraten atypische
Lipidzusammensetzung: Auller den Phospholipiden gibt es keine klar dominierende
Lipidklasse. Die Charakterisierung der Apolipoproteine zeigt Gemeinsamkeiten mit den
Apolipophorinen der Insekten: Wie diese besitzt das Nereis-Lipoprotein zwei Apo-
lipoproteine, die in einer 1:1-Stéchiometrie angeordnet sind. Das groflere Protein
(ApoNvLp I) ist dabei stirker zum wissrigen Medium exponiert ist als das kleinere
(ApoNvLp II). Beide Proteinuntereinheiten sind N-glycosyliert. ApoNvLp II ist
zusitzlich noch O-glycosyliert. Bei den Sekundirstrukturen dominieren B-Strukturen
(35%) gegentiber a-Helices (14%); 28% waren ungeordnete Strukturen. Die Masse wurde
mit verschiedenen Methoden bestimmt: sie liegt zwischen ~800 kDa (Gelfiltration) und

~860 kDa (Analytische Ultrazentrifugation). Der Sedimentationskoeffizient betragt 9,7 S.

Der zellulire Lipoproteinrezeptor wurde aus einer grolen Anzahl von Zellen und
Geweben isoliert. Die biochemische Charakterisierung des Rezeptormolekiils zeigte es als
ein monomeres, integrales, N- und O-glycosyliertes Membranprotein mit einer Masse von
~114 kDa. Die Bindungscharakteristika (Abhangigkeit von Ca?*, Disulfidbriicken) weisen
es als Mitglied der LDLR-Superfamilie aus.

In vitro-Inkubationsversuche mit fluoreszenzmarkierten Lipoproteinen zeigten die Auf-
nahme sowohl in Oocyten als auch in freie Coelomzellen (Elacocyten) sowie in Sperma-
togonien- und Tetradenstadien. Auffillig war, dass die Lipide zusammen mit den Apo-
lipoproteinen in die Dottergranula der Eizellen eingelagert wurden und nicht direkt in die
Lipidtropfen. Auch bei den Elacocyten wurden die Lipide nicht direkt in den Lipid-

tropfen eingelagert.

Intakte Lipoproteine konnten per Dichtegradienten-Ultrazentrifugation nur aus Sperma-
togonien isoliert werden. Die isolierten Lipoproteine hatten die gleiche ,Morphologie’ wie
die aus der Coeclomfliissigkeit isolierten, zeigten jedoch sehr viele Peptidfragmente im

SDS-Gel, was auf eine beginnende Degradation hinweist.

Es wird ein Modell fiir den Lipidtransport in Nereis virens vorgeschlagen, bei dem den

Elacocyten eine entscheidende Rolle im Lipidstoffwechsel zufillt.



EINLEITUNG

1 LIPIDE

1.1 DEFINITION UND KLASSEN

Lipide stellen eine sehr heterogene, nur durch ihre physikalischen und nicht durch ihre
chemischen FEigenschaften charakterisierte Stoffklasse dar, deren Mitglieder keinerlei
strukturelle Gemeinsamkeiten aufweisen. Im Allgemeinen sind Lipide nur durch ihre
Loslichkeit in organischen Losungsmitteln wie z.B. Hexan, Ether, Chloroform oder
Benzol definiert (z.B. Christen und Jaussi 2004).
Die Lipide als solche lassen sich anhand ihrer physikalischen Eigenschaften in
verschiedene Klassen unterteilen. So unterscheidet man zum Einen die Neutrallipide,
die sich nur in extrem hydrophoben Lésungsmitteln (z.B. Hexan oder Chloroform) 16sen
und aus einer oder zwei chemischen Substanzen bestehen, zum Anderen die Komplex-
lipide, die sich aus drei oder mehr chemischen Substanzklassen zusammensetzen und
eine gewisse Polaritit zeigen. Zu der ersten Klasse gehoren z.B. Triacylglyceride und
Sterolester, zur zweiten Klasse die sogenannten Phospholipide und Glycolipide, deren
charakteristisches Merkmal der Phosphorsiure- bzw. der Kohlenhydratrest des Molekiils
ist (http://www.cybetlipid.org/cybetlip/desc0004.htm#top). Weiter lassen sich die
Lipide auch aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften unterteilen. Laut Latscha und Klein
(1993) sind dies (sieche auch Abb. 1 nichste Seite):

1. nicht-hydrolysierbare Lipide wie z.B. 3-Carotin, Cholesterin oder Stearinsdure

2. Ester wie Triacylglyceride, Wachse oder Cholesterinester

3. Phospholipide

4. Glycolipide
Wihrend innerhalb der Stoftklasse der Lipide keine einheitliche Struktur zu beobachten
ist, so kann man innerhalb der Unterklassen durchaus strukturelle Gemeinsamkeiten
erkennen. Die Grundstruktur der meisten Speicher- und Phospholipide ist sehr einheitlich
gehalten. Das Gertst besteht aus Glycerin, einem dreiwertigen Alkohol, mit dessen
Hydroxylgruppen entweder zwei (Diacylglyceride) oder drei (Triacylglyceride) Fettsauren
verestert sind. Bei den Phospholipiden ist eine Hydroxylgruppe des Glycerins mit einem

Phosphorsiurerest verestert. Dieser wiederum ist meistens mit einem Alkohol, z.B.

2



EINLEITUNG

Ethanolamin, Serin oder Cholin, verkniipft. Die beiden anderen freien Hydroxylgruppen

des Glycerins stehen dann fir die Bindung von Fettsduren zur Verfiigung (Stryer et al.
2003).
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Abb. 1: Strukturen von reprisentativen Vertreten der verschiedenen Lipidklassen. A) B-
Carotin. B) Cholesterin: beides Vertreter der nicht-hydrolysierbaren Lipide. C) Triolein, ein Ester. D)
Dioleylphosphatidylcholin, ein Phospholipid. E) Cerebrosid, ein Glycolipid. Hydrophobe Anteile sind

schwarz, Glycerinreste rot, Phosphate hellgriin, Aminoalkohole blau, Sphingosin blau-griin und Kohlen-
hydrate lila dargestellt. Nach Stryer et. al. (2003).
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1.2 BIOLOGISCHE FUNKTIONEN

Lipide, vor allem die Komplexlipide (Phospholipide und Glycolipide), stellen zusammen
mit Cholesterin und den Membranproteinen essentielle Bestandteile der Zellmembranen
dar. Dabei bilden die Phospholipide die Lipiddoppelschicht und kénnen somit als
Hauptbestandteil von Biomembranen gelten. In die Doppelschicht sind, abhingig von
Organismus und Zelltyp, verschiedene Membranproteine, Cholesterin sowie Glycolipide
eingelassen (Stryer et al. 2003).

Eine weitere wichtige Bedeutung haben die Lipide im Energiehaushalt der Lebewesen.
Lipide kénnen aufgrund ihres apolaren Charakters ohne Einlagerung von Hydratwasser
gespeichert und somit wesentlich dichter gepackt werden als andere Speicherstoffe wie
z.B. Kohlenhydrate. Des Weiteren sind Lipide hoher reduziert als Kohlenhydrate und
Proteine und liefern dadurch mehr Reduktionsiquivalente in der biologischen Oxidation.
Somit Ubersteigen sie mit ihrem Brennwert von 39,3 kJ/g denjenigen von
Kohlenhydraten (17,6 kJ/g) und von Proteinen (18 kJ/g, Wehner und Gehring 1995,
Stryer et al. 2003) erheblich. Als Speicherlipide kommen hauptsichlich Triacylglyceride
vor (Haunerland und Bowers 1987, Cunningham et al. 1994, Stryer et al. 2003). In einigen
marinen Invertebraten sind jedoch auch Wachsester weit verbreitet (Benson und Lee
1975).

Neben der Bildung von Zellkompartimenten und als Energiereserven spielen Lipide auch
als Pigmente (z.B. B-Carotin), Vitamine (A, E und D) und als Hormone eine Rolle, wie
z.B. die Prostaglandine der Wirbeltiere, die sich von Arachidonsiure (einer Cyo-Fettsaure)
ableiten. Aber auch Sexualhormone wie die Ostradiole und Testosterone sind als

Abkoémmlinge des Cholesterins ebenfalls Lipide (Stryer et al. 2003).

2 LIPOPROTEINE

Da Lipide per Definition hydrophobe Molekile sind, stellt ihre Mobilisierung den
Organismus mit seinem hydrophilen Milieu vor erhebliche Probleme. Aus diesem Grund
sind in der Evolution Carrier-Proteine mit amphiphilen Charakter fir diese hydrophoben
Substanzen entstanden, die Lipoproteine. Lipoproteine bestehen zum Einen aus der
Lipidmatrix und zum Anderen aus den die Lipide bindenden Apolipoproteinen.

Lipoproteine sind dynamische, makromolekulare Komplexe, die sich je nach Organismus
und dessen physiologischen Zustand hinsichtlich Struktur und Zusammensetzung

4



EINLEITUNG

unterscheiden. Bei den sehr gut untersuchten Wirbeltieren, insbesondere bei den Siugern,
kennt man verschiedene Lipoproteinklassen. Deren Einschichtung im KBr-Dichte-
gradienten dient als universelle Klassifizierung (Havel et al. 1955). Man unterscheidet

hierbei finf Klassen (Tab. 1).

TAB. 1: Schwebdichte der verschiedenen Lipoproteinklassen in KBr (Havel et al. 1955, Chapman 1980).

Lipoprotein Dichte in KBr [g/ml]

Very-low-density lipoproteins (VLDL) <1,006

Intermediate-density lipoproteins (IDL) 1,006-1,019

Low-density lipoproteins (LDL) 1,020-1,063

High-density lipoproteins (HDL) 1,064-1,210

Very-high-density lipoproteins (VHDL) >1,211

Aus Tabelle 1 geht hervor, dass die Dichten der verschiedenen Lipoproteine von fast nur
Lipid (o = 0,9 g/ml) bis fast nur Protein (o = 1,35-1,40 g/ml) (Carraway et al. 2000,
Fischer et al. 2004) reichen. Es ist anzumerken, dass im Wirbeltierblut zusitzlich noch
sogenannte Chylomikronen vorkommen, die von ihrer Dichte her als VLDL zu
klassifizieren sind.

Da Lipoproteine, insbesondere VLDL und seine metabolischen Produkte, IDI. und vor
allem LDL, bei vielen Krankheiten, so z.B. der Arteriosklerose, eine entscheidende Rolle
spielen, sind sie besonders im Sdugersystem hervorragend charakterisiert (Havel et al.
1955, Mayes 1990, Hevonoja et al. 2000, Khovidhunkit et al. 2004, Shelness und Ledford
2005). Aber auch HDL ist im Sdugersystem bestens untersucht, da es den sogenannten
reversen Cholesterintransport, dem eine anti-arteriosklerotische Wirkung nachgesagt wird,
bewerkstelligt (Fielding und Fielding 1994, Yokoyama 1998).

Lipoproteine sind nicht nur bei Wirbeltieren, sondern auch bei zahlreichen Wirbellosen
gut erforscht. Fine herausragende Position nehmen die fliegenden Insekten ein, da deren
Flugmetabolismus duflerst energicaufwendig ist und sie in erhéhtem Malle Lipide
verbrennen. Bei den Insekten werden die Lipoproteine Lipophorine genannt, um sie von
den Lipoproteinen der Wirbeltiere abzugrenzen. Letztere werden im Gegensatz zu den
Lipophorinen in den Zielzellen degradiert (Chino et al. 1981, Rodenburg und van der
Horst 2005), Lipophorine hingegen funktionieren nach dem sogenannten ,reusable-
shuttle’-Prinzip (Van der Horst 1990, Van der Horst et al. 2002, Van Hoof et al. 2002,
Rodenburg und van der Horst 2005). Die Lipophorine liegen meist in Form von HDL-
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Partikeln (HDLp) vor. Starten die Insekten zum Flug, nehmen diese Partikel durch die
Einwirkung von adipokinetischen Hormonen Lipide auf und werden zu LDLp (Low-
density lipophorin, Van der Horst 2003).

Weiterhin gut untersucht sind verschiedene Crustaceenarten, besonders die wirtschaftlich
interessanten Garnelen (Yepiz-Plascencia et al. 1995, Lubzens et al. 1997, Yepiz-
Plascencia et al. 1998). Aber auch zu Krabben und einigen marinen Langschwanzkrebsen
sowie Flusskrebsen sind Studien vorhanden (Lee und Puppione 1978, Puppione et al.
1986, Spaziani et al. 1986, Hall et al. 1995, Stieb 2007, Stieb et al. 2008). Auffallig ist, dass
es (jedenfalls bisher) nur HDL zu geben scheint (auf die zu den VHDL gehoérenden
,Clotting-Proteine’ wird hier nicht naher eingegangen).

Untersuchungen bei anderen Invertebraten sind bei weitem nicht so zahlreich durch-
gefithrt worden wie bei den eingehend beschriebenen Gruppen. Die Lipoproteine der
Cheliceraten scheinen generell denen der Insekten zu dhneln (Haunerland und Bowers
1987, Cunningham et al. 1994, Rehn und Lee 1994, Cunningham et al. 2007), wihrend die
Lipoproteine der Mollusken beztiglich ihrer Apolipoproteine sehr uneinheitlich zu sein
scheinen (Heras und Pollero 1992, Pollero et al. 1992, Garin und Pollero 1995, Heras und
Pollero 2002). Das HDL des Polychaeten Nereis virens hingegen weist wiederum
Ahnlichkeiten mit den Lipoproteinen von Insekten und Crustaceen auf (Schenk 2003,
Schenk et al. 2000).

Die meisten Lipoproteine haben eine globulire Form (Mayes 1990, Chatterton et al. 1991,
Soulages und Brenner 1991, Hevonoja et al. 2000, Stryer et al. 2003), d.h. man kann sie
sich als ,Lipidtrépfchen’ umgeben von einem Protein vorstellen (Abb. 2 nichste Seite).
Das humane HDL liegt zumindest im naszierenden Zustand als discoidales Protein vor
(Abb. 3 nichste Seite), welches dann durch den Einfluss der Lecithin:Cholesterin-
Acyltransferase (LCAT; EC 2.3.1.43) zu einem sphirischen Partikel reift (Fielding und
Fielding 1994, Yokoyama 1998), dessen Form durch die kontinuierliche Einlagerung von
Cholesterylestern bestimmt wird. Lipoproteine, die auch in ihrer ,reifen’ Form discoidal
sind, scheinen jedoch auf Wirbellose beschrinkt zu sein. So sind die Lipoproteine der
meisten Crustraceen discoidal und auch die Lipoproteine des Polychaeten Nereis virens
scheinen einen Diskus darzustellen (Lee und Puppione 1978, Spaziani et al. 1986, Harris

et al. 2001, Schenk 2003, Schenk et al. 20006, Stieb 2007, Stieb et al. 2008).
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Abb. 2: Schematische Struktur eines humanen LLDI.. Verindert nach http://concise.britannica.
com /ebc/art-92254/Cutaway-view-of-a-low-density-lipoprotein-complex-The-LDL.

Abb. 3: Humanes discoidales HDL. Méglichkeiten der Apoproteinanordnung. A) ,Picket-
fence’-Modell. B) ,Double-Belt-Modell. C) ,Hair-Pin’-Modell. Die Apolipoproteine sind griin und blau
dargestellt, die Lipide im Inneren gelb. Aus Martin et al. (2000).



2.1 APOLIPOPROTEINE

EINLEITUNG

Die Proteinanteile der Lipoproteine, die Apolipoproteine, sind definiert durch ihre

Lipidbindedomine (das LLT-Modul) und bilden die Familie der ,large lipid transfer

proteins’ (LLTP). Die Lipidbindedomine stellt eine hochkonservierte Region am N-

Terminus des jeweiligen Proteins dar und umfasst ca. 900 Aminosduren (Abb. 4).
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Abb. 4: Molekulare Architektur der LILTP. Aus Smolenaars et al. (2007b).

Anhand ihrer Sequenz kann man die LLTP nach Smolenaars et al. (2007b) in drei

Gruppen unterteilen (Abb. 5, nichste Seite):

1. apoB-ihnliche LLTPs
2. Vitellogenin-ahnliche LL'TPs
3. MTP-ihnliche LLLTPs

Die Gemeinsamkeiten der LLTP liegen in ihren Lipidbindeeigenschaften, in ihren

Funktionen unterscheiden sie sich jedoch erheblich. So spielen die apoB-idhnlichen
LLTPs beim Lipidtransport eine Rolle, wohingegen die MTP-ihnlichen LLTP fur

8
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Abb. 5: Stammbaum der LLTP Superfamilie. Aus Smolenaars et al. (2007b).

die initiale Bereitstellung von Lipiden und hydrophoben Interaktionsflichen bei der
Biosynthese von apoB-idhnlichen LLTP verantwortlich sind. Die Vitellogenin-ahnlichen
LLTP wiederum stellen im Allgemeinen die Dotterproteine dar und sind somit meist auf
das weibliche Geschlecht beschrinkt. Eine Ausnahme sind die geschlechtsunabhingigen
,Clotting-Proteine’ der Crustaceen, die in Stammbiumen mit Vitellogenin-dhnlichen
LLTP gruppiert werden (Hall et al. 1999, Smolenaars et al. 2007b).

Der Prototyp der apoB-ihnlichen LLTP, das Apolipoprotein B 100, ist ein Polypeptid mit
einer molekularen Masse von ~540 kDa (Segrest et al. 2001). Die Apolipophorine der
Insekten hingegen setzen sich aus zwei verschiedenen Apolipoproteinen, Apolipophorin I
und II, zusammen. Diese beiden Peptide werden als ein Propeptid, Apolipophorin I1/1,
synthetisiert und anschlieBend von einer Furin-Protease in die Apolipophorine II und I
gespalten (Smolenaars et al. 2005). Die beiden ,reifen’ Apolipophorine I und II besitzen
molekulare Massen von 220-250 kDa und 70-85 kDa. Bei manchen Insekten findet sich
noch ein drittes Apolipophorin, Apolipophorin III, welches eine Masse von 17-20 kDa
besitzt und starke strukturelle und sequenzbasierte Ahnlichkeiten zum (humanen)
Apolipoprotein E aufweist (Rodenburg und van der Horst 2005, Leon et al. 2006, Weers

und Ryan 2006). Wihrend die Anzahl von Apolipophorin I1I-Molekiilen pro Lipophorin
9
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mit zunehmender Lipidbeladung steigt, ist die Anzahl der Apolipophorine I und II immer
jeweils eins (Ryan et al. 1986, Ryan et al. 1990).

Bei den ebenfalls gut untersuchten Crustaceen ist die Situation bei den Apolipoproteinen
sehr uniibersichtlich. Wihrend in den meisten Arbeiten von einem Apolipoprotein die
Rede ist (Lee und Puppione 1978, Puppione et al. 1986, Haunerland und Bowers 1989,
Hall et al. 1995, Yepiz-Plascencia et al. 1995, Lubzens et al. 1997, Yepiz-Plascencia et al.
1998, Vargas-Requena et al. 2002), findet sich auch eine Studie, in der von zwei
Apolipoproteinen in Siillwasserkrebsen und drei Apolipoproteinen in marinen Crustaceen
berichtet wird (Komatsu et al. 1993). Es gibt auch einige widerspriichliche Befunde. So
finden Spaziani und Mitarbeiter in der Krabbe Cancer antennarius drei Apolipoproteine
(Spaziani et al. 1986, Spaziani et al. 1995), wohingegen Puppione et al. (19806) in der
gleichen Art lediglich ein Apolipoprotein beschreiben. Geht man von der iiberwiegenden
Mehrheit der Studien aus, so besitzen Crustaceen ein Apolipoprotein mit einer
molekularen Masse von 100-110 kDa (Lee und Puppione 1978, Puppione et al. 1980,
Haunerland und Bowers 1989, Hall et al. 1995, Yepiz-Plascencia et al. 1995, Lubzens et al.
1997, Yepiz-Plascencia et al. 1998, Vargas-Requena et al. 2002). Eine Ausnahme scheint
der Galizische Sumpfkrebs _Astacus leptodactylus darzustellen, da es hier zwei unter-
schiedliche HDL in der Himolymphe gibt, von denen eines das bekannte Apolipo-
proteinmuster mit einer 110 kDa Untereinheit zeigt und das andere zwei Apolipoproteine
mit Massen von 240 und 85 kDa besitzt (Stieb et al. 2008).

Die Apoproteinstruktur anderer Invertebraten ist weniger gut untersucht. Bei den
Cheliceraten scheinen sich wie bei den Insekten ebenfalls zwei Apolipoproteine zu finden,
die molekulare Massen von 250 und 85 kDa aufweisen, wobei es auch hier Ausnahmen
gibt (Haunerland und Bowers 1989, Rehn und Lee 1994, Cunningham et al. 2007). Ein
dhnliches Muster findet sich bei dem einzigen bislang untersuchten Lipoprotein eines
Polychaeten (Nereis virens) (Schenk 2003, Schenk et al. 2006). Bei den bisher erforschten
Molluskenarten finden sich wesentlich kleinere Apolipoproteine. Thre Massen liegen im
Bereich von 15-20 kDa fir das LDL und bei 70 kDa fiir das HDL der Apfelschnecke
Pomacea canalicnlata (Heras und Pollero 2002). Die Apolipoproteine der Cephalopoden-
Lipoproteine hingegen scheinen hinsichtlich ihrer Gré3e sehr uneinheitlich zu sein. So

wurden im Octopus Octopus tehuelchus drei verschiedene Apolipoproteine mit molekularen
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Massen von 129, 230 und 340 kDa entdeckt, von denen zumindest das letztgenannte eine

Himocyaninuntereinheit zu sein scheint (Heras und Pollero 1992).

2.2 STRUKTURELLE EIGENSCHAFTEN

Charakteristisch fur alle Mitglieder der apoB-dhnlichen LLTP ist der sogenannte
amphiphile B-Cluster, der C-terminal des LLT-Motives liegt (Segrest et al. 2001,
Smolenaars et al. 2007a) und irreversibel mit der Lipidmatrix interagiert.

Beim Prototyp Apolipoprotein B 100 unterscheidet man generell finf strukturelle
Abschnitte: NH2-Bot1-B1-02-B2-03-COOH  (Segrest et al. 2001). Hierbei bilden 31 und B2
den oben erwihnten amphiphilen 3-Cluster. Aufgrund der unterschiedlichen Lingen
dieses Clusters in den verschiedenen Tiergruppen (siche Abb. 4) lassen sich die zum Teil
erheblichen Unterschiede in den Sekundirstrukturen der unterschiedlichen Lipoproteine
erklaren.

So besitzt z.B. das humane Apolipoprotein B 100 37% a-Helices, 17% B-Faltblitter, 20%
Turns und 23% Coil-Strukturen (Johs et al. 2006), d.h. es iberwiegen o-Helices,
wohingegen bei den HDLp der Insekten 3-Faltblitter vorherrschen (Kawooya et al. 1989,
Ryan et al. 1992). Auch bei den Crustaceen scheinen die B-Strukturen zu dominieren
(Vargas-Requena et al. 2002). Erstaunlich ist in diesem Zusammenhang, dass
solubilisiertes, d.h. entfettetes und in Detergenzien aufgenommenes Apolipoprotein B
100, eine nahezu gleiche Verteilung an Sekundirstrukturen aufweist (Johs et al. 2000).
Eine Ubersicht befindet sich in Tabelle 2.

TAB. 2: Ubersicht iiber die verschiedenen Anteile an Sekundirstrukturen bei ausgewihlten Lipoproteinen.

Organismus/Protein | a-Helix B-Faltblatt | Schleifen | ungeordnet | Referenz

Mensch/LDL 37% 17% 20% 23% (Johs et al. 20006)

Mensch/apoB 100 | 40% 21% 19% 16% (Johs et al. 20006)

experimentell

Mensch/apoB 100 36% 23% 41%" (Johs et al. 2000)

theoretisch

M. sexta/HDLp 34-36% 47-49% 15%" (Ryan et al. 1992)

L. migratoria/HDLp | 30% 58% 12%" (Kawooya et al.
1989)

P. vannamei/ HDL 20% 53% 27%" (Vargas-Requena et
al. 2002)

*: Diese Werte wurden nicht weiter aufgeschlissselt.
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2.3 LIPIDMATRIX

So grof3 die Gemeinsamkeiten im Bezug auf die Apoproteine sind, so grof3 ist die
Variabilitit beziiglich der transportierten Lipide. Wihrend bei allen Lipoproteinen die
duBlere Lipidschicht von Phospholipiden (aufgrund ihrer polaren FEigenschaften) und
gegebenenfalls Cholesterin gebildet wird, unterscheiden sich die im Inneren der Lipid-
matrix transportierten Lipide erheblich. Wahrend es bei humanem LDIL vorrangig
Cholesterinester sind (Hevonoja et al. 2000), stellen Triacylglyceride die Majoritit bei
Cheliceraten, einigen Dipteren und blutsaugenden Insekten sowie in den LDL der
Apfelschnecke (Cunningham et al. 1994, Rehn und Lee 1994, Heras und Pollero 2002,
Pennington und Wells 2002) dar. Diacylglyceride reprisentieren die Mehrheit der Lipide
bei fliegenden Insekten, bei Crustaceen und beim Polychaeten Nereis virens (Hall et al.
1995, Yepiz-Plascencia et al. 1995, Lubzens et al. 1997, Ryan und van der Horst 2000,
Schenk et al. 20006, Stieb 2007).

2.4 LIPOPROTEINE UND DAS IMMUNSYSTEM

Vor allem bei Crustaceen spielen die Lipoproteine neben ihrer primiren Funktion im
Lipidstoffwechsel auch eine entscheidende Rolle in der Immunantwort und bei der
Blutgerinnung (Hall et al. 1995). So wird das in der Himolymphe gefundene HDL
gleichzeitig auch als 3-Glucan-Bindeprotein (BGBP) bezeichnet, welches fir die ,Freund-
Feind-Erkennung’ zustindig ist (Duvic und Soéderhill 1990, Thornqvist et al. 1994),
wihrend das ebenfalls in der Himolymphe vorliegende VHDL als ,Clotting-Protein’
fungiert und durch seine Substratfunktion fiir die Hidmocyten-Transglutaminase fiir
Wundverschluss und Pathogen-Einkapselung zustindig ist. Aus diesem Grund wird es
auch manchmal als ,Fibrinogen’ bezeichnet (Kopacek et al. 1993, Hall et al. 1995, Hall et
al. 1999).

Aber nicht nur bei Crustaceen haben die Himolymph-Lipoproteine eine Funktion in der
innaten Immunantwort. So konnte auch bei Insekten eine direkte Verbindung zur
Himolymph-Koagulation gezeigt werden. Ahnlich wie bei den Crustaceen spielt hier auch
die B-Glucan-Bindestelle eine Rolle (Duvic und Brehélin 1998, Chung und Ourth 2002).
Selbst bei Vertebraten ist diese 3-Glucan-Bindestelle noch vorhanden (Olsson et al. 2001),
mit der die (V)LDL an Proteoglycane binden kénnen. Dies dient zum Einen ihrem
Katabolismus durch die Lipoprotein-Lipasen, zum Anderen der Regulation ihrer

Sekretion aus der Leber (Williams et al. 1992, Fisher et al. 2001). Eben diese Bindestelle
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ist aber auch ein Grund fir die Entstehung arterosklerotischer Plaques; die Lipoproteine
interagieren mit der extrazelluliren Matrix von geschidigten Blutgefillendothelzellen und

lagern sich dort an (Stryer et al. 2003, Khovidhunkit et al. 2004).

3 LIPOPROTEINREZEPTOREN

Lipoproteinrezeptoren vermitteln durch Endocytose die Aufnahme der Lipoproteine in
ithre jeweiligen Zielzellen (Schneider 1989). Sie sind evolutiv hochkonservierte
Membranproteine, die sich durch ihren modularen Aufbau auszeichnen. Zu diesen
Modulen gehéren nach Willnow (1999) von N-terminal (extrazellulir) nach C-terminal
(intrazellular):

1. die Ligandenbindedomine

. die EGF-Vorliauferdomine

extrazellular

2
3. die O-glycosidisch gebundene Zuckerdomine
4. die Transmembrandomane

5. die cytoplasmatische Domine

Wihrend den extrazelluliren Domanen der Rezeptoren entscheidende Funktionen bei der
Ligandenerkennung zukommen, spielt die cytoplasmatische Domine eine fundamentale
Rolle fiir das weitere Schicksal des internalisierten Rezeptor-Lipoprotein-Komplexes. Bei
Saugern fusionieren die endocytotischen Vesikel mit primaren Lysosomen, in denen das
Lipoprotein dann degradiert wird, wohingegen die endocytotischen Vesikel der Insekten
einer Transferrin-ahnlichen Transcytose folgen (Rodenburg und van der Horst 2005, Van
Hoof et al. 2005). Das Schicksal des Rezeptor-Lipoprotein-Komplexes, d.h. Fusion mit
einem primiren Lysosom oder Transcytose, hingt im entscheidenden Malle vom C-
Terminus ab (Rodenburg et al. 2006). Auller bei der Endocytose von Lipoproteinen
scheinen die Mitglieder der Lipoproteinrezeptor-Familie jedoch auch bei verschiedenen
Signaltransduktionsprozessen beteiligt zu sein (Willnow et al. 1999, Schneider und Nimpf
2003).

Die Lipoproteinrezeptor-Familie umfasst die verschiedensten Proteintypen, so z.B.
Megalin oder das lipoprotein receptor related protein’ (LRP), die alle dieselben
strukturellen Ahnlichkeiten aufweisen und auch, aufgrund ihrer einzelnen membran-
spannenden Domine, als Typ I-Membranprotein zu charakterisieren sind (Willnow 1999).
Die ,eigentlichen’ Lipoproteinrezeptoren stellen nur eine relativ kleine Subgruppe dar, die

sich durch das einmalige Vorhandensein der einzelnen strukturellen Charakteristika
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auszeichnet (Abb. 06). Sie sind mittelgrole Membranproteine, deren molekulare Massen
meist zwischen 100 und 200 kDa liegen (Schneider et al. 1982, Cummings et al. 1983,
Rohrkasten und Ferenz 1986b, Schneider 1989, Tsuchida und Wells 1990, Hafer und
Ferenz 1991, Hafer et al. 1992, Lee et al. 2003b).

) C. elegans
Megalin receptor
Complement-type repeat MH
) = NH,

O-linked sugar

EGF precursor
homology
domain

domain
Membrane
anchor
NPxY motif
Drosophila
vitellogenin
receptor
. o NIHg
& ) Al
G W 8
\.f@c?* -3 @Fﬂ ‘i"@c‘f*
NH, NIHQ NH;
COOH COCH COOH COO0H

)
COOH > COOH \J COOH

Abb. 6: Modularer Aufbau verschiedener Lipoproteinrezeptoren. Erkennbar sind die finf
Dominen. Die mehrmalige Wiederholung der strukturellen Merkmale bei Megalin und LRP ist sichtbar.
Das NPxY-Motiv (-Asn-Pro-X-Tyr-) bewirkt das ,Clustering” der Rezeptoren in Coated Pits. Aus Willnow
etal. (1999).
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4 GLYCOPROTEINE

Eine wichtige posttranslationale Modifikation von Proteinen ist die Glycosylierung. Wie
nahezu alle extrazelluliren Proteine und Membranproteine, sind auch Lipoproteine
glycosyliert. Intrazellulire Proteine hingegen, sind in der Regel nur schwach bzw. gar
nicht glycosyliert (Kashiwazaki und Ikai 1985, Chan 1992, Weers et al. 1993, Helenius und
Aebi 2001, Stryer et al. 2003, Trombetta 2003, Christen und Jaussi 2004). Je nach Art der
Bindung der Kohlenhydrate an das Proteinriickgrat sind zwei verschiedene Typen von
Proteinglycosylierungen zu unterscheiden (Stryer et al. 2003, Christen und Jaussi 2004):

1. N-glycosidisch gebundene Kohlenhydrate

2. O-glycosidisch gebundene Kohlenhydrate
Wihrend letztere strukturell sehr heterogen und an Threonin bzw. Serin gebunden sind,
lassen sich die N-glycosidisch gebundenen Kohlenhydrate in 3 Gruppen einteilen (Lodish
et al. 19906):

1. den High-Mannose-Typ

2. den komplexen Typ

3. den Hybridtyp
Ihrer Glycosylierung liegt im Gegensatz zu den O-glycosidisch gebundenen Kohlen-
hydraten eine Konsensussequenz, Asn-X-Ser/Tht, zugrunde, wobei X flr eine beliebige
Aminosaure steht (Helenius und Aebi 2001, Stryer et al. 2003). Ein weiterer Unterschied
liegt im Syntheseort der Modifikation. Wihrend die O-Glycosylierung ausschlieBlich im
Golgi-Apparat stattfindet, beginnt die N-Glycosylierung bereits im Endoplasmatischen
Reticulum und wird im Golgi-Apparat fortgesetzt (Stryer et al. 2003).
Die Funktionen der Proteinglycosylierungen sind vielfiltig, sie reichen von der Erhohung
der Loslichkeit der Proteine, der korrekten Proteinfaltung iiber den Schutz vor Proteasen
und der Zell-Zell-Erkennung bis hin zur ,Verankerung’ von Proteinen in der Zell-
membran (Liao und Chan 2001, Tsuboi und Fukuda 2001, Vukmirica et al. 2002, Stryer et
al. 2003, Trombetta 2003, Christen und Jaussi 2004).
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5 LIPIDTRANSPORT

Generell sind zwei verschiedene Wege des Lipidtransportes zu unterscheiden. Zum Einen
der Weg, wie er bei den Wirbeltieren beschritten wird und zum Anderen der Weg, wie er
bei den Insekten vorherrscht.

Bei den Wirbeltieren sind die beteiligten Proteine sehr vielfiltig und die Aufgaben klar
verteilt. So werden die Nahrungslipide vom Dinndarmgewebe durch sogenannte
Chylomikronen und deren Katabolite, den Chylomikronen-Remnats, zur Leber trans-
portiert. Dort wird ein Teil der Lipide verstoffwechselt und die restlichen Lipide zu
Triacylglyceriden umgebaut. Aus der Leber werden die Triacylglyceride dann mittels
VLDL ausgeschleust. Die VLDL reifen durch schrittweise Hydrolyse ihrer Triacyl-
glyceride, vermittelt durch Lipoprotein-Lipasen, zu IDL und schlief3lich zu LDL, die dann
durch den LDL-Rezeptor in die peripheren Zielgewebe oder die Leber aufgenommen
werden. Dort wird das Apoprotein hydrolysiert und die Lipide in Fetttropfchen
eingelagert (Mayes 1990, Gillian-Daniel et al. 2002). Der Transport der Lipide vom
Speichergewebe zum Verbrauchsort erfolgt tiber die Serumalbumine, die die Lipide in
Form von freien Fettsiduren transportieren (Stryer et al. 2003, Christen und Jaussi 2004).
Andererseits dienen die HDL dazu, Cholesterin aus den peripheren Geweben zuriick zur

Leber zu transportieren, sie sind also fir den ,reversen Cholesterintransport’ zustandig

(Abb. 7) Mayes 1990, Fielding und Fielding 1994, Yokoyama 1998).
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Abb. 7: Schematische Ubersicht tiber den Lipidtransport bei Wirbeltieren. Der Weg des
Fettsduretransportes mittels Albumin, sowie der Weg der HDL zuriick zu Leber sind nicht dargestellt.
Abkiirzungen wie in Tabelle 1. Aus Rodenburg und van der Horst (2005).
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Bei den Insekten hingegen fungieren die Lipophorine als sogenannte ,reusable-shuttles’,
d.h. sie werden (im Normalfall) nicht in die Zielzellen aufgenommen und degradiert,
sondern sie werden durch einen Lipidtransferpartikel und Lipoprotein-Lipasen mit
Lipiden be- und entladen (Abb. 8). Ein weiterer wichtiger Unterschied ist, dass es bei
Insekten nur einen Typ von Lipoprotein, das Lipophorin, gibt, wihrend bei den
Wirbeltieren verschiedene Lipoproteine vorhanden sind, die sich in ihrer Lipid- und
Apoproteinzusammensetzung unterscheiden. Zwar koénnen Lipophorine als HDLp oder
LDLp vorliegen, sie sind jedoch immer nur metabolische Produkte desselben Lipo-
proteins (Tsuchida et al. 1997, Ryan und van der Horst 2000, Arrese et al. 2001, Canavaso
und Wells 2001, Canavoso et al. 2001, Van der Horst et al. 2002, Rodenburg und van der
Horst 2005).

peripharal
tissuas

Lp Lp
fat body

Abb. 8: Schematische Ubersicht iiber den Lipidtransport bei Insekten. Abkiirzungen: Lp:
HD-/LD-Lipophotin. Aus Rodenburg und van der Horst (2005).

5.1 LIPIDTRANSPORT WAHREND DER GESCHLECHTSREIFUNG

Die dominierenden Proteine in den Eizellen oviparer Organismen sind die Dotter-
proteine. Diese weibchenspezifischen Lipoproteine dienen in erster Linie dazu, dem sich
entwickelnden Embryo Reservestoffe in Form von Aminosduren und Lipiden zur
Verfiigung zu stellen (Ferenz 1990, Fischer et al. 1991, Komatsu und Ando 1992, Ferenz
1993, Hagedorn et al. 1998, Abousalham und Verger 2000, Garcia-Alonso et al. 2000). Bei
vielen oviparen Organismen nehmen die Eizellen jedoch zusatzlich auch
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geschlechtsunabhingige Lipoproteine oder zumindest deren Lipide auf. Allerdings sind
hierbei viele Prozesse noch nicht geklart (Kawooya et al. 1988, Hayashi et al. 1989, Atella
et al. 2006, Ziegler und van Antwerpen 20006). Ein hypothetisches Model zur Aufnahme
von Lipiden in die Insekten-Oocyte (Ziegler und van Antwerpen 20006) ist in Abb. 9

dargestellt.
Vg HDOLp
— M ] Hombr
Membrane
Endocylosis Endocytosis

Protein Yolk Body Endoplasmic Reticulum
(Nascent Lipid Droplet)

Abb. 9: Hypothetisches Modell der Lipidaufnahme in Insekten-Eizellen. Hierbei werden die
Lipide (Fettsduren und Diacylglyceride) nach ihrer Entladung von den Lipophorinen durch intrazellulire
Bindeproteine der Neusynthese von Triacylglyceriden zugefiihrt (rosa dargestellt). Alternativ werden die
Lipoproteinpartikel nach ihrer Endocytose zunichst in die Dottergranula aufgenommen, dort hydrolysiert,
exportiert und dann erst zu neuen Lipiden aufgebaut (griin dargestellt). Die verwendeten Abkiirzungen
sind: DAG: Diacylglycerid, DAGBP: hypothetisches DAG-Bindeprotein, DAGTP: hypothetisches DAG-
Transportprotein, FFA: Freie Fettsdure, FABP: Fettsdurebindeprotein, FATP: Fettsiduretransportprotein,
HDLp: High-density lipophorin, LDLp: Low-density lipophorin, LPL: Lipoprotein-Lipase, LTP:
Lipidtransferpartikel, TAG: Triacylglycerid, Vg: Vitellogenin, VHDLp: Very-high-density lipophorin, Vt:
Vitellogenin. Aus Ziegler und van Antwerpen (20006).

Die bei vielen Tieren, z.B. bei pazifischen Lachsen oder Cephalopoden, vorkommende
Monotelie, d.h. die nur einmalige Fortpflanzung, ist meist mit dem Aufbau einer grof3en
Menge an Keimzellen verbunden. Beim Polychaeten Nereis virens z.B. machen die
Keimzellen eines laichreifen Tieres ca. 30% der Korpermasse aus (Hoeger et al. 1999).

Eine derartig grole Menge an Keimzellen muss natiitlich entsprechend versorgt werden.

Die Eizellen werden hierbei von einem weibchenspezifischen Lipoprotein, dem
18
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Vitellogenin, versorgt. Das Vitellogenin wird den Eizellen von spezialisierten Coelom-
zellen, den Elaeocyten, zur Verfigung gestellt (Fischer und Hoeger 1993, Garcia-Alonso
et al. 2006). Da sowohl der Lipidgehalt des Vitellogenins mit 16% (Baert et al. 1984) als
auch der Titer in der Coelomflussigkeit mit 0,1-0,6 mg/ml sehr gering sind (Fischer und
Hoeger 1993) kann der enorme Anteil an Lipid in den Eizellen nicht ausschlieBlich tiber
die Aufnahme von Vitellogenin erfolgen. Bei den ebenfalls sehr lipidreichen minnlichen
Keimzellen (U. Hoeger, personliche Mitteilung) ist der Mechanismus der Lipideinlagerung
nicht geklart, da diese nicht tber Vitellogenin mit Lipid versorgt werden konnen.
Vitellogenine sind naturgemall auf Weibchen beschrinkt. Da jedoch zumindest bei
Saugern die Nihrzellen der minnlichen Keimzellen (Sertolizellen) von HDL mit
Cholesterin versorgt werden (Fofana et al. 1990), ist diese Méglichkeit auch fir Inverte-

braten nicht auszuschliel3en.

6 ZIELE DER ARBEIT

Die Untersuchung des Lipidtransportsystems von urspringlichen Wirbellosen wie den
Polychaeten bietet die Moglichkeit, durch Vergleiche mit bereits bekannten Lipidtrans-
portsystemen (Insekten, Siuger) die Evolution des als urspringlich betrachteten
Vitellogenin-Vitellogeninrezeptor-Systems (Mann et al. 1999) zu untersuchen. Dabei kann
dessen Entwicklung in die unterschiedlichen, zum Teil hochkomplexen Lipoprotein-
Lipoproteinrezeptor-Systeme untersucht werden. Auch im Hinblick auf die Struktur und
Funktion der Lipoproteine sind Studien bei urspriinglichen Lipidtransportsystemen von
Interesse. Es kénnen Fragen der Evolution der Energieversorgung erforscht werden: Sind
bei urspringlichen Tieren mit niedrigen Stotfwechselraten dhnliche oder gleiche Wege der
Lipid- bzw. Energiebereitstellung vorhanden wie bei Tieren mit hohem Stoffumsatz?

Ausgangspunkt ist nach der erstmaligen Beschreibung des Nereis-Lipoproteins die
Aufklirung der Struktur dieses Proteins. Dabei sollte die Stochiometrie und die Lage der
Apoproteine des Nerezs-Lipoproteins genauer erfasst werden: Es galt zu kliren, ob die
beiden mit dem Lipoprotein assoziierten Proteinuntereinheiten wie bei Insekten in einer
1:1-Verteilung vorliegen (Weers et al. 1992), oder ob es eine andere Stochiometrie ist.
Auch die Lage der beiden Apoproteine im nativen Lipoprotein sollte charakterisiert
werden: Liegen sie am Rand des Diskus, wie fiir discoidales humanes HDIL beschrieben
(Koppaka 2001)? Oder liegt nur Eines auflen und das Andere cher im Innern des

Partikels, wie bei den Insekten-Lipophorinen (Ryan 1996)? Die ,nicht-austauschbaren
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Apolipoproteine’, aber auch Wirbellosen-Lipoproteine generell zeichnen sich durch ihren
hohen Anteil an B-Strukturen aus. Deshalb sollten auch die Sekundirstrukturen der
Apolipoproteine bestimmt werden.

Da das Nereis-Lipoprotein glycosyliert ist, sollten die Glycanstrukturen der Apolipo-
proteine genauer analysiert werden. Dabei stand die Gesamtglycosylierung im Fokus. Der
Typ der gebundenen N-Glycane sollte anhand der Monosaccharid-Bausteine der Glycane
untersucht werden: Liegen High-Mannose-, Komplexe- oder Hybridtypen vor? Auch
sollten die N-Glycane hinsichtlich ihrer Grée untersucht werden.

Neben den Arbeiten auf Proteinebene sollte eine quantitative Analyse der transportierten
Lipide erfolgen. Aus der Art der transportierten Lipide kann auf die Funktion geschlossen
werden. Dadurch sollte das Nereis-Lipoprotein in die bisher beschriebenen Lipoproteine
eingeordnet werden: Dominieren wie bei Vertebraten Cholesterinester und Triglyceride,
oder Uberwiegen wie bei den meisten beschriebenen Invertebraten Diglyceride? Zwar
liegen Hinweise vor, dass im Nereis-Lipoprotein Diacylglyceride tberwiegen, dennoch
stellt sich die Frage, wie bei einem urspringlichen Coelomaten die Lipidphase
zusammengesetzt ist, da bislang keine quantitativen Studien durchgefiihrt wurden.

Durch hydrodynamische Studien sollte das native Molekulargewicht genauer bestimmt
werden. Dies war bislang per Gelfiltration geschehen, die mit nicht-spharischen Proteinen
jedoch unverlisslich ist (Meredith und Nathans 1982, Schenk et al. 20006). Zusatzlich
sollte der Sedimentationskoeffizient bestimmt werden.

Funktionelle Aspekte sollten anhand der Frage nach dem Zielgewebe des Nereis-
Lipoproteins und der Art der Lipidaufnahme in diese Zielgewebe geklart werden.

Zur Ermittlung der Zielgewebe des Nereis-Lipoproteins sollte der zu postulierende Lipo-
proteinrezeptor isoliert und biochemisch charakterisiert werden. Anhand dieser Charak-
teristika sollte ermittelt werden, ob es sich bei diesem, bislang hypothetischen, Protein um
ein Mitglied der LDLR-Superfamilie handelt. Ein besonderes Augenmerk sollte dabei auf
den Gameten, und speziell den Oocyten liegen. Die Lipidversorgung der Oocyten
wihrend der Oogenese ist bei Wirbellosen bisher nur bei Insekten und Crustaceen
untersucht worden, wobei jedoch vieles noch hypothetisch bleibt (siche 5.1). Bei der Art
der Lipidaufnahme galt es zu kliren, ob ein Weg wie bei den Sdugern vor liegt bei dem die
Lipoproteine nach Aufnahme in die Zielzelle degradiert werden, oder ob ein ,reusable-

shuttle’ wie bei den Insekten existiert.
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MATERIAL UND METHODEN

1 TIERE

1.1 NEREIS VIRENS

Nereis virens wird von einer Angelkéderfirma (Seabait, Ltd.) in Ashington, North-
humberland, GroBbritannien, bezogen und per Expresslieferung innerhalb von 24
Stunden zugestellt. Zunichst werden die Tiere fir 24 Stunden in antibiotikahaltigem
(Streptomycin, Penicillin je 0,2 g/1) kinstlichem Seewasser (TropicMarin®; 33 %o w/v)
gehalten. Nach der 24-stiindigen Antibiotikabehandlung werden die Tiere einzeln in
Plastikschalen gesetzt, deren Boden mit Sand bedeckt ist. Die Schalen werden in 40 1
Plastikwannen gestellt, die Gber ein 400 1 Reservoir im Umlauf mit kiinstlichem Seewasser

versorgt werden. Die Tiere werden in einem klimatisierten Raum bei 12°C gehiltert.

1.2 PLATYNEREIS DUMERILII

Platynereis dumerilii wird seit 1969 in einer kontinuierlichen Laborkultur nach Hauenschild

und Fischer (1969) gehiltert.
2 GERATE UND VERBRAUCHSMATERIALIEN

Chromatographiemedien/-sidulen

e (CNBr-Sepharose 4B, Pharmacia

e Diolphasen-Extraktionssiulchen (1 mg Sorbent in einer 1 ml Kartusche), Alltech

Dialyseschlduche
e Visking Typ 8/32, Roth
e Visking Typ 20/32, Roth

Diinnschichtchromatographie-Platten

e Polygram®SIL G Kieselgel, 50 x 100 mm, Schichtdicke 0,2 mm, Machery-Nagel

Elektronenmikroskopie

e Technai 12, Philips

e Vakuum-Beschichter/Glowdischarge, Edwards
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Elektrophorese- und Blotapparaturen
e Vertikalelektrophoresekammer, MiniProtean® 3 (8 x 7,3 cm, Gelstirke 0,75 mm),
BioRad
e Blotapparatur (semi-dry), Biotec-Fischer

e GENIEP Electrophoretic Transfer: Genie Blotter, Idea Scientific

Hochdruck-Flissigkeitschromatographie (HPLC)
Binires Niederdruck-Gradientensystem:
» Anlage 1:

e Pumpe 420, Kontron Instruments

e HPLC Detektor 430, Kontron Instruments

e Gradientenformer 425, Kontron Instruments

e Autosampler 465, Kontron Instruments

= Anlage 2:
e Pumpe 422, Kontron Instruments
e HPLC Detektor 430, Kontron Instruments
e Gradientenformer 425, Kontron Instruments

e Autosampler 360, Kontron Instruments

» Anlage 3:
e Pumpe 4228, Kontron Instruments
o Gradientenformer 425, Kontron Instruments
e Autosampler 465, Kontron Instruments
®* Fluoreszenzphotometer:
e Fluorescence Spectrophotometer F-1050, Merck Hitachi
* Verdampfungslichtstreudetektor:
e Sedex 85, Sedere
®» Steuer- und Auswertungssoftware:

e Chromeleon V. 6.80, Dionex GmbH
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= Sdulen:
e Superose® 6B 16 x 300 mm, Pharmacia
e PVA-Sil, 5 um, 3 x 250 mm, MZ-Analysentechnik
e Nucleosil 120 C18, 3 um, 3 x 150 mm, MZ-Analysentechnik
e Kromasil NHa, 5 pm, 4 x 250 mm, MZ-Analysentechnik

Homogenisatoren

e DPotter Homogenisator, B. Braun

o Ultra Turrax, IKA

Fluoreszenzmikroskop

e Axioskop, Zeiss mit Kamera Colorview 12, Olympus

Photometer

e Uvikon 860, Kontron Instruments
e Luminescence Spectrometer LS 50B, Perkin Elmer
e MR 5000, Dynatech

e CD-Spektropolarimeter J-810-S, Jasco

Refraktometer

e HR 900 Handrefraktometer, A. Kriiss Optronic

Ultraschallbad und -spitze

e SONOREX RK 156, Bandelin
e LABSONIC 1510, B. Braun

Vakuumkonzentrator

e Vacuum Concentrator, Bachofer

Waagen

e XT 6200C-FR, Precisa

e Sartorius research 1.610, Sartorius
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Zentrifugen
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31

Biofuge Pico, Heraeus

Centrifuge 5804 R, Eppendorf

MATERIAL UND METHODEN

Rotoren: AA 4-44 (Ausschwing), 34-6-38 (Festwinkel)

Optima Max®, Beckman Coulter

Rotoren: TLA 110.1, TLA 120.1 (beide Festwinkel), MLS-50 (Ausschwing)

Optima L70®, Beckman Coulter
Rotor: SW28 (Ausschwing)

Proteomel.ab® XI.-I, Beckman Coulter

Rotor: AN-50 Ti

Sorvall® RC-5B, DuPont Instruments

Rotoren: HB-4 (Ausschwing), SS-34 (Festwinkel)

STANDARDLOSUNGEN/-SUBSTANZEN

PUFFER

HBS (Hepes buffered saline)
150 mM NaCl

20 mM Hepes, pH 7,8

2 mM CaClz

in dH-0.
NBSS (Nereis balanced salt so-
lution, Heacox et al. 1983)
110 mM NaCl

1,2 mM CaClz

4,5 mM KCl

12 mM NaHCO:3
in 74% (v/v) Seewasser in dH2O.
Osmolaritit auf 920—960 mOsmol
und pH auf 7,6 einstellen.

PBS (Phosphate buffered saline)
137 mM NaCl
8 mM Na;HPO4
2,7 mM KCI
1,5 mM KH>POy, pH 7,4
in dH20.
PBT (Phosphate buffered saline
plus Tween)
137 mM NaCl
8 mM Na;HPO4
2,7 mM KClI
1,5 mM KH2PO4, pH 7,4
0,1% (v/v) Tween 20
in dH20.
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3.2 ANTIKORPER

3.2.1 PRIMARE ANTIKORPER

Rabbit-a-Nerezs-Lipoprotein, Pineda Antikorperservice

3.2.2 SEKUNDARE ANTIKORPER

Goat-a-rabbit-Alkalische Phosphatase-Konjugat, Sigma (A3687)

33 ENZYME

Staphylococcus aurens Endoproteinase Glu-C (V8) sequencing grade, Roche (Artikelnummer:
11420399001)

Trypsin sequencing grade, modifiziert, Roche (Artikelnummer: 11418475001)

PNGase F, rekombinant, Roche (Artikelnummer: 11365193001)

34 LEKTINE /AVIDIN

Concanavalin A-Biotinyliert (ConA), Sigma (C2272)
Erdnusslektin-Biotinyliert (PNA), Sigma (1.6135)
Avidin-Peroxidase-Konjugat, Fluka (11371)
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4 EXPERIMENTELLES VORGEHEN
4.1 LIPOPROTEIN-ISOLIERUNG
411 GEWINNUNG VON COELOMFLUSSIGKEIT AUS NEREIS VIRENS

Betiubung der Tiere

Zur Betiubung der Tiere werden diese in einem Wigeschilchen mit ein wenig Seewasser
fir ca. 20 Minuten in der Tiefkihltruhe abgekihlt, bis das Wasser anfriert. Dabei darf das

Wasser auf keinen Fall vollig durchfrieren, da dies den Tod der Tiere zur Folge hiitte.

Gewinnung von Coelomfliissigkeit

Die betidubten Tiere werden auf einen auf Eis vorgekiihlten Metallblock gelegt. Mit einer
feinen Glaskapillare wird vorsichtig zwischen die Parapodien gestochen. Dies sollte
moglichst weit vorne am Tier geschehen, um den Darm nicht zu verletzten und so die
Freisetzung von Proteasen zu vermeiden. Die gewonnene Coelomflissigkeit wird in
einem eisgekiithlten Corex-Zentrifugenglas gesammelt und anschlieBend mit je 10 ul/ml
Protease-Inhibitorcocktail (Sigma, P8340) und Na-EDTA (0,5 M in 1 M NaOH) ver-
setzt. AnschlieBend wird fir 5 min bei 170xg und 4°C zentrifugiert, um die Coelomzellen
(Elacocyten, Granulocyten und vor allem Oocyten) zu entfernen. Der Uberstand wird
abgenommen und anschlieBend zwei weitere Male fiir 5 min bei 4°C und 15.000xg zentri-
fugiert, um eventuell vorhandene Zelltrimmer zu entfernen.

Die so gereinigte Coelomflissigkeit wird anschlieBend durch Zugabe einer 200 mM
PMSF-Stammlésung in DMSO auf eine Endkonzentration von 0,1 mM eingestellt und

entweder sofort weiter verwendet oder in fliissigem Stickstoff gelagert.

4.1.2 LIPOPROTEIN-ISOLIERUNG DURCH DICHTEGRADIENTEN-ULTRA-

ZENTRIFUGATION

Lipoproteine besitzen aufgrund ihres hohen Lipidgehaltes eine geringere Dichte als
andere Proteine und lassen sich deshalb durch eine Dichtegradienten-Zentrifugation
spezifisch anreichern.

Zur Dichtegradienten-Zentrifugation werden verschiedene Medien benutzt. Zum Einen
Iodixanol, ein Polymer, zum Anderen KBz, ein Salz. Eine schematische Darstellung der

Lipoprotein-Isolierung ist in Anhang 3 (Abb. 53) gegeben.
26



MATERIAL UND METHODEN

Selbstgenerierender Iodixanol-Dichtegradient (Schenk et al. 2006)

Zunichst wird aus der 60%igen (w/v) Iodixanol-Stammlésung (OptiPrep®, Axis Shield
Artikelnummer: 1114542) eine 30%ige (w/v) Losung hergestellt. Dazu wird ein Teil
Iodixanol mit einem Teil Probe vermischt und in das Zentrifugenrohrchen gegeben. Die
Zentrifugation findet im TLA 120.1- oder TLA 110-Rotor bei 16°C und 355.000xgav, flir
3 Stunden statt. AnschlieBend werden die Lipoproteinbanden in Eppendorfgefil3en

gesammelt.

KBr-Flottationszentrifugation

Die Proben werden zunichst mit festem KBr auf eine Dichte von 1,160 g/ml (entspricht
ca. 2 M) eingestellt und anschlieBend fiir 3 Stunden bei 4°C und 417.000xgae im TLA

110-Rotor zentrifugiert. Dies ist die Standardmethode in dieser Arbeit.

Selbstgenerierender KBr-Dichtegradient (verdndert nach Chung et al. 1980 und
Stieb et al. 2008)

Bei der Dichtegradienten-Zentrifugation in KBr kénnen zwei unterschiedliche Zentri-

fugationstypen unterschieden werden:
e cin zweistufiger Gradient

e cin mehrstufiger Gradient

Beim zweistufigen Gradienten wird die Probe durch Zugabe von festem KBr auf eine
Dichte von 1,350 g/ml eingestellt und vorsichtig mit dem gleichen Volumen PBS
tberschichtet. Die Zentrifugation findet anschlieBend fiir 3 Stunden bei 417.000xgave und
4°C im Festwinkelrotor statt.

Fir den mehrstufigen Gradienten wird die Probe mit KBr ebenfalls auf eine Dichte von
1,350 g/ml eingestellt und durch dreistiindige Ultrazentrifugation bei 4°C und 417.00xgave
konzentriert. Die Lipoproteine werden abgenommen, mit KBr wieder auf eine Dichte
von 1,350 g/ml gebracht und auf den Boden eines Zentrifugenréhrchens pipettiert. An-
schlieBend wird die Probe mit jeweils gleichen Volumina (fir MLS-50: je 500 ul) PBS,
dessen Dichte mit KBr auf 1,300-1,050 g/ml gebracht wurde, sowie abschlieBend mit
PBS ohne KBr-Zusatz (p = 1,006 g/ml) tberschichtet (Abb. 10 nichste Seite). Zentti-
fugiert wird fir 16 Stunden bei 4°C und 216.000xgay, mit langsamer Beschleunigung und

ohne Bremse.
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PBS o = 1,006 g/ml

PBS + KBr o = 1,050 g/ml

PBS + KBr ¢ = 1,100 g/ml

PBS + KBt ¢ = 1,150 g/ml

PBS + KBr ¢ = 1,200 g/ml

PBS + KBr ¢ = 1,250 g/ml

PBS + KBr ¢ = 1,300 g/ml

Probe: p = 1,350 g/ml
Abb. 10: Pipettierschema fur den mehrstufigen KBr-Dichtegradienten.

4.1.3 DICHTEBESTIMMUNG

Die Dichte der isolierten Lipoproteine wird an Hand ihres refraktiven Index mit einem
Handrefraktometer bestimmt. Nachdem das Handrefraktometer mit dH.O geeicht
worden ist, werden 20 pl der zu analysierenden Probe auf das Prisma pipettiert, das
Refraktometer gegen eine starke Lichtquelle gehalten und die Skalenteile abgelesen. Diese
konnen dann mit Hilfe einer Tabelle (siche Anhang 2) in den Brechungsindex um-
gerechnet werden.
Aus dem Brechungsindex kann nun die Dichte (o) der Lipoproteine bestimmt werden.
Fir Todixanol gilt folgender Zusammenhang (Graham et al. 1996):

p =3,2984xn—3,3967 (1)
wihrend fir KBr diese Gleichung gilt (Weast 1974):

p =6,2871xn—7,3842 2)

n ist gleich dem ermittelten Brechungsindex.

4.1.4 ENTSALZEN DER LIPOPROTEINE DURCH DIALYSE

Um das zur Isolierung verwendete KBr wieder aus den Lipoproteinfraktionen zu entfer-
nen, werden diese tber Nacht bei 4°C gegen mindestens 2 x 1 1 PBS + 1 mM EDTA dia-

lysiert und bei 1°C unter Zusatz von 0,1% (w/v) Natriumazid gelagert.
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4.2 LIPOPROTEINREZEPTOR-ISOLIERUNG

4.2.1 ISOLIERUNG VON COELOMOCYTEN AUS NEREIS VIRENS

Die Tiere werden wie beschrieben bei -20°C betdubt. AnschlieBend wird das Tier in eine
groBBe Plastikwigeschale gelegt und mit dieser auf einen eisgekiithlten Aluminiumblock
gestellt. Das Tier wird mit 15 ml eisgekiihltem HBS tbergossen und beidseitig lateral mit
einer flachen Schere aufgeschnitten; dabei sollte der Darm moglichst wenig beschidigt
werden. Die Elaeocyten und andere Coelomzellen werden ausgeschwemmt, in dem der
Wurm mit den Fingern leicht ausgedriickt wird. Bei weiblichen Tieren mit grof3en
Eizellen (>150 um) wird die Coelomocyten-Suspension mit HBS auf ungefihr 50 ml
verdinnt und auf Eis gestellt. Die schwereren Oocyten setzen sich ab, wihrend die
leichteren Elaeocyten zunichst im Uberstand verbleiben. Bei minnlichen Tieren, die noch
Spermatogonien enthalten, wird ebenso verfahren wie bei den Weibchen, da sich auch
hier die schwereren Spermatogonien absetzen. Enthalten die Tiere allerdings voll aus-
differenzierte Spermien, wird die Zellsuspension mit HBS auf 50 ml verdinnt und fir 5
Minuten bei 350xg und 4°C zentrifugiert. Die Elaeocyten bilden ein griines Pellet,
wihrend die leichteren Spermien im Uberstand bleiben. Das Pellet wird mit HBS
resuspendiert.

Bei Tieren beiderlei Geschlechts werden die so isolierten Elaecocyten durch ein 150 um
Sieb gefiltert und in einem Zentrifugen-Réhrchen gesammelt. Die eisgekuthlte Suspension
wird schlieBlich bei 4°C fiir 2 Minuten bei 150xg zentrifugiert und das Elacocyten—Pellet
wieder mit HBS resuspendiert. Die Suspension wird nun durch ein 75 pm Sieb gegossen
um weitere Zellaggregate (und eventuell auch Oocyten) zu entfernen. Die Priparation
wird unter dem Mikroskop kontrolliert, gegebenenfalls wird nochmals durch ein 40 pm
Netz gesiebt. Zum Schluss wird die Lésung nochmals zentrifugiert (2 Minuten 150xg,
4°C), gewaschen und ein letztes Mal wie zuvor abzentrifugiert. Das Pellet wird jetzt in

dem Zweifachen seines Volumens in HBS aufgenommen.

Bestimmung des gepackten Zellvolumens

Um den prozentualen Anteil der Elacocyten in der Losung zu bestimmen, wird das
gepackte Zellvolumen analog einer Mikro-Héamatokritbestimmung ermittelt.
Dazu wird die Elaeocyten-Suspension in eine Kapillare gebracht, deren Ende mit ein

wenig Knetmasse verschlossen ist. Die Kapillare wird nun 3 Minuten bei 5040xg (7000
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rpm) im Mikro-Hamatokrit-Rotor in der Biofuge zentrifugiert. AnschlieBend wird das

gepackte Zellvolumen an einer Tabelle abgelesen.

4.2.2 MEMBRAN-ISOLIERUNG

Die Zellen und Gewebe werden zunichst 5:1 (v/w) mit HBS verdinnt (Oocyten 20:1)
und mit einer entsprechenden Menge 100 x Protease-Inhibitorcocktail (Sigma, P8340)
versetzt. Die Zellen werden mit der Ultraschallsonde fir 10 x 30" mit je 15" Pause im
Eisbad homogenisiert. Oocyten werden im Potter zunichst ,vorhomogenisiert’.

Zur Entfernung von Zelltruimmern, -kernen, Mitochondrien und Lipiden wird das
Homogenat 15 min bei 15.000xg und 4°C abzentrifugiert. Das resultierende Pellet wird
gof. nochmals mit Puffer versetzt und wie beschrieben behandelt. Der erhaltene Roh-
extrakt wird nun fir 60 Minuten bei 100.000xg und 4°C zentrifugiert, um die Membranen
zu pelletieren.

Aufgrund ihrer Festigkeit sind Muskeln nicht so leicht zu aufzuschlieBen wie andere
Gewebe. Die Muskeln werden zunachst 5:1 mit HBS verdunnt, mit Protease-Inhibitor-
cocktail versetzt und mit einer Ultra Turrax im Eisbad homogenisiert. Die erhaltene
Suspension wird fiir 15 Minuten bei 15.000xg und 4°C abzentrifugiert. Das resultierende
Pellet wird noch dreimal wie beschrieben homogenisiert und zentrifugiert.

AnschlieBend wird das Membranpellet in einer geeigneten Menge HBS + 40 mM Octyl-B3-
D-glucopyranosid (OGP) aufgenommen (i. d. Regel das gleiche Volumen wie das des
Rohhomogenats) und gut suspendiert. Die Suspension wird fiir 30 Minuten auf Eis
gerithrt und anschlieBend 2 x 30" mit Ultraschall auf Eis suspendiert. Zur Entfernung
unloslicher Bestandteile wird die Membranfraktion schlief3lich wieder fiir 60 Minuten bei
100.000xg zentrifugiert. Das Pellet wird verworfen und der Uberstand wird zur Ent-
fernung tiberschiissigen OGP iiber Nacht bei 4°C gegen HBS dialysiert. Eine Ubersicht
Uber die einzelnen Schritte ist im Anhang 4 (Abb. 54) gegeben.
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LIPOPROTEINREZEPTOR-ISOLIERUNG DURCH AFFINITATSCHROMATO-
GRAPHIE (VERANDERT NACH SCHNEIDER ET AL. 1982, ROHRKASTEN UND

FERENZ 19864, 1986B)

Benétigte Losungen

1 mM HCI e [Elutionspuffer A:
Kopplungspuffer: 50 mM Tris-Maleinsaure, pH 6,0
0,1 M NaHCOs, pH 8,3 150 mM NaCl

0,5 M NaCl 8 mM CHAPS

in dH20. 5mM EDTA
Blockpuffer: in dH-20.

1 M Ethanolamin, pH 8,0 e Elutionspuffer B:

in dH20. 5 mM Suramin
Waschpuffer A: in Elutionspuffer A.
0,1 M Essigsaure/Na-Acetat, pH 4,0

0,5 M NaCl

in dH>O.

Waschpuffer B:

0,1 M Tris-HCI, pH 8,0

0,5 M NaCl

in dH20.

Herstellung der Affinititssidule

Es wird wie vom Hersteller beschrieben vorgegangen. Dazu werden zunichst ca. 150 mg

(entspricht ca. 0,5 ml im gequollenen Zustand) lyophilisierte CNBr-Sepharose abgewogen,

in ca. 30 ml 1 mM HCI suspendiert und fir 15 Minuten darin gewaschen. AnschlieBend

wird das Medium in Kopplungspuffer dquilibriert und in ein verschlieBbares Zentrifugen-

réhrchen uberfihrt. Zu dem vorbereiteten Medium werden 500 ug Lipoprotein in 1 ml

Kopplungspuffer gegeben und die Suspension fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur tber

Kopf rotiert. Danach wird fiir 2 Minuten bei 4500xg zentrifugiert, der Uberstand

verworfen und das Sediment in 10 ml Kopplungspuffer resuspendiert. Das ganze wird

zweimal wiederholt. Nun werden die noch vorhandenen freien Bindungsstellen der
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CNBr-Sepharose blockiert. Dazu wird das Chromatographiemedium in 5 ml Blockpuffer
resuspendiert und fiir 2 Stunden unter gelegentlichem Schiitteln inkubiert, anschlieBend
wird wie oben zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sediment in 10 ml
Waschpuffer A aufgenommen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen
und das Pellet in 10 ml Waschpuffer B aufgenommen. Dieser Prozess wird zwei Mal
wiederholt.

AbschlieBend wird die CNBr-Sepharose in HBS dquilibriert und in eine leere Siulen-
kartusche (40 x 0,8 mm; BioRad Artikelnummer: 731-1550) gefiillt.

Rezeptor-Isolierung

Die dialysierte Membranfraktion (Material und Methoden 4.2.2) wird mit Hilfe einer
Peristaltikpumpe aus einem auf Eis stehenden Zentrifugenréhrchen fiir 60 Minuten tiber
die Lipoprotein-gekoppelte CNBr-Sepharose im Rickfluss gepumpt und anschlieBend in
einem neuen Zentrifugenréhrchen gesammelt. Die Sdule wird anschliefend mit 20 ml
HBS gewaschen. Zur Elution der gebundenen Rezeptorproteine werden 2 ml
Elutionspuffer B aufgetragen und sofort die ersten 500 ul Eluat auf Eis gesammelt.
Danach wird die Siule verschlossen und 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Nach 30 Minuten wird die Sdule gebffnet und zwei weitere 500 pul Fraktionen werden
gesammelt, dann wird die Siule mit Elutionspuffer A gefullt und eine weitere 500 ul
Fraktion gesammelt. Nach dem Durchlaufen des Elutionspuffers wird die Sdule in HBS
redquilibriert und anschlieBend in HBS + 0,1% NaN3 gelagert.

Die auf Eis gesammelten Fraktionen werden nun 1:1 mit -20°C kaltem Aceton versetzt
und fur 20 Minuten bei -20°C gefillt. Die Prazipitate werden durch Zentrifugation
(20.000xg, 0°C, 20 Minuten) gesammelt. Die Uberstinde werden verworfen, die Pellets
unter einem leichten N2-Strom getrocknet und mit 50 pl HBS aufgenommen.

Der Reinigungserfolg wird per SDS-PAGE (siche 4.4) uberpriift.
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4.3 PROTEINBESTIMMUNG MIT DEM BCA-TEST (SMITH ET AL. 1985)

Die Proteinbestimmung mit dem BCA-Test basiert auf der Komplexierung von
Kupfer(I)ionen durch Proteine in alkalischer Losung (Biuret-Reaktion). Die in der Losung
enthaltenen Cu?™-Ionen werden dabei zunichst durch die Proteine zu Cu*t reduziert und
bilden anschlieBend mit dem Metallchelator Bicinchonsdure (BCA) einen violettfarbigen
Komplex, dessen Extinktion bei einer Wellenlinge von 550 nm proportional zur ein-

gesetzten Proteinmenge ist (Abb. 11).

Cu®" + Protein i; Ccu*

Cu®+ BCA — Cu’-BCA-Komplex

Abb. 11: Prinzip der Proteinbestimmung mit BCA. Nach Smith et al. (1985).

Bendétigte Losungen

e Losung A: e Losung C:
2% (w/v) Na2COj3 4% (w/v) CuSOyq4
0,16% (w/v) Na-Tartrat in dH-O.
0,4% (w/v) NaOH e Gebrauchsreagenz:
0,95% (w/v) NaHCO3 50 Teile Losung B
in dH20. 1 Teil Lésung C

e Losung B:
1% (w/v) BCA
in Losung A.

Durchfithrung

Eine BSA-Standardreihe (0, 2, 4, 6, 8, 10 ug BSA in 10 ul dH>0O) und die Proben (1 ul + 9
ul dH20) werden im Dreifachansatz in eine 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert. Es werden

jeweils 200 ul Gebrauchsreagenz hinzugegeben, die Wells mit Tesafilm verschlossen und
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der Ansatz fiir 30-60 Minuten bei 55°C inkubiert. Im Mikrotiterplattenphotometer wird
die Absorption bei 550 nm (MR 5000, Dynatech) bestimmt. Aus den Absorptionswerten
der BSA-Standards wird eine Eichkurve erstellt anhand derer die Konzentration der

Proben ermittelt wird.

4.4 GELELEKTROPHORESEN

Proteine und Peptide konnen in einer entsprechenden Matrix im elektrischen Feld auf-
getrennt werden. Dabei unterscheidet man zwei grundsitzliche Verfahren. Zum Einen die
native Elektrophorese, bei der die Proteine ausschlieBlich aufgrund ihrer Eigenladung
wandern und zum Anderen die denaturierende Elektrophorese, bei der die Proteine mit
einem Detergenz (meistens SDS) behandelt werden, welches an die Peptidketten bindet,
diese streckt und ihnen eine einheitliche negative Ladung verleiht. Bei dieser Methode
erhilt jedes Peptid ein definiertes Ladungs-GroBien-Verhiltnis (= 1,4:1). Dadurch wird es

moglich die Peptide nach ihrer Grée auf zu trennen.
4.4.1 REDUZIERENDE SDS-PAGE (LAEMMLI 1970)

Bendétigte Losungen

e Elektrodenpuffer: e 30%ige Acrylamid-StammlGsung
25 mM Tris o 2%ige Bisacrylamid-Stammlésung

192 mM Glycin, pH 8,4 e Reduzierender 2 x SDS-Proben-
in dH2O, pH nicht einstellen. puffer

e 4 x Sammelgelpuffer: 125 mM Tris-HCIL, pH 6,8
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 100 mM DTT (frisch zugeben!)
0,4% (w/v) SDS 2mM EDTA
in dH-0. 20% (w/v) Glycetin

e 4 x Trenngelpuffer 4% (w/v) SDS
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 0,04% (w/v) Bromphenolblau
0,4% (w/v) SDS in dH>O.

in dH2O, fir Gradienten Gele
enthilt der Puffer 50% (v/v)
Glycerin.
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Durchfithrung

Die Proben werden 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt und anschlieBend 5 Minuten bei
95°C im Heizblock inkubiert. Danach werden sie in der Biofuge kurz anzentrifugiert, um
das Kondenswasser der Probe wieder zu zufithren. Die so behandelten Proben konnen

nun auf das Gel aufgetragen werden.

Lineare Gele

Die PAGE wird in einer MiniProtean® 3 Elektrophoresekammer (Bio Rad) durchgefiihrt.
Die Losungen fur Trenn- und Sammelgel werden je nach Bedarf gemil3 Rezept (Tab. 3)
zusammenpipettiert und anschlieBend zwischen die Glasplatten gebracht. Dabei wird zu-
nichst das Trenngel gegossen und mit 1 ml 60% (v/v) Isopropanol tiberschichtet. An-
schlieBend polymerisiert das Trenngel fiir ca. 15 Minuten bei Raumtemperatur aus. Das
Isopropanol wird dann entfernt, die Geloberfliche mit dH>O gewaschen und das
Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Der Kamm wird eingesteckt und das Sammelgel
polymerisiert fiir 15 Minuten aus. Nach dem Polymerisieren des Gels wird die Elektro-

phoresekammer zusammengesetzt und das Gel mit den vorbereiteten Proteinproben

beschickt. Die Elektrophorese erfolgt bei 200 V.

TAB. 3: Pipettierschema PAGE. TG = Trenngel; SG = Sammelgel. Acrylamid : Bisacrylamid = 85:1

Reagenz TG 6% |TG12% |SG3,5% | SG 6%
Acrylamid 30%ig 808 ul 1616 pl 233 ul 400 pl
Bisacrylamid 2%ig | 142 pl 284 ul 41wl 70 wl
Trenngelpuffer 1000 ul [ 1000wl | - | -
Sammelgelpuffer | --—-—- | - 500 ul 500 ul
dH>O 2050 pl | 1100 wl 1225 pl 1030 pl
TEMED 3ul 3ul 3ul 3ul
APS (10%ig) 20 ul 20 ul 10 ul 10 pl
Gradientengele

Gradientengele bieten gegentiber linearen Gelen den Vorteil, dass sie einen wesentlich
groBBeren Trennbereich besitzen. Dies liegt darin begriindet, dass sie nicht nur eine
bestimmte Konzentration an Acrylamid aufweisen, und somit eine bestimmte Restriktivi-
tat, sondern den zu trennenden Proteinen einen Bereich von niedriger bis hoher Acryl-

amidkonzentration entgegensetzen. Um Gradientengele herzustellen, wird ein Gradi-
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entenmischer bendtigt (Abb. 12). Dabei ist zu beachten, dass die hoher konzentrierte
Acrylamidlésung in die dem Ausfluss nichst gelegene Kammer pipettiert wird und die
niedrig konzentrierte in die dem Ausfluss ferne. Ebenso ist zu beachten, dass die Kammer
mit der ,schweren Acrylamidlésung’ den Trenngelpuffer mit Glycerin enthilt. Ansonsten

erfolgt die Durchfiihrung wie oben.

Kammer fir die niedrig kon- Kammer fiir die hoch kon-

zentrierte Acrylamidlésung —— <«—— zentrierte Acrylamidl6sung.

Ruihrfisch

S
rd
C— —}— zur Pumpe/Gel

Abb. 12: Schema eines Gradientenmischers zu Herstellung von Gradientengelen.

TAB. 4: Pippetierschema Gradientengele. TG: Trenngel; SG: Sammelgel. Acrylamid : Bisacrylamid = 85 : 1

Reagenz TG 4% | TG20% |SG 3,5%
Acrylamid 30%ig | 260 pl 1280 wl 233 ul
Bisacrylamid 2%ig | 46 ul 190 ul 41 ul
Trenngelpuffer 488 ul 488l | -
Sammelgelpuffer 500 wl
dH>O 1145w | - 1225 pl
TEMED 1,5 ul 1,5 ul 3ul

APS (10%ig) 10 wl 10 wl 10 ul

4.4.2 NICHT-REDUZIERNDE SDS-PAGE

Die Proben werden analog zu jenen fir die reduzierende SDS—-PAGE behandelt, jedoch
wird SDS-Probenpuffer ohne DTT verwendet. Auch auf das Erhitzen wird verzichtet.

4.4.3 FARBUNG VON PROTEINGELEN MIT COOMASSIE BRILLANT BLUE

Die in der Elektrophorese aufgetrennten Proteine mussen zur weiteren Analyse sichtbar
gemacht werden. Hierzu gibt es verschiedene Methoden. Die Standardmethode ist die
Coomassiefirbung. Dabei macht man sich die Eigenschaft des Farbstoffes Coomassie
Brilliant Blue zu nutze, an kationische Aminosduren-Seitenreste (vor allem Lysin und

Arginin) zu binden.
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Bendétigte Losungen

e [Firbelosung: e [Entfirbel6sung:
1,1 g Coomassie Brilliant Blue R250 7,5% (v/v) Eisessig
20 ml Eisessig 20% (v/v) Isopropanol
200 ml Isopropanol in dH20.
210 ml dH2O.
Durchfithrung

Nach der Elektrophorese wird das Gel fir 30 Minuten auf dem Schiittler mit der Férbe-
16sung gefarbt. AnschlieBend wird es solange entfirbt, bis der Gelhintergrund wieder klar

ist.

4.5 BLOTS

Die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine kénnen zur weiteren Analyse in
einem weiteren elektrophoretischen Prozess aus dem Gel auf eine immobilisierende
Matrix (z.B. Nitrocellulose oder PVDF) gebracht werden. Dabei werden je nach
Methodik des Blotverfahrens zwei Typen unterschieden: der Tank- (Nass-) Blot und der
Semi-dry-Blot.

Zur Analyse der geblotteten Proteine stehen nun mehrere Detektionssysteme zur Ver-

figung (z.B. Western-Blot, Lektin-Blot oder Liganden-Blots).
Semi-dry-Blot (Kyhse-Andersen 1984)

Benotigte Losungen

e DPuffer 1: e Puffer 3:

25 mM Tris, pH 10,4 40 mM Notleucin
200 ml Methanol 25 mM Tris, pH 9,4
in dH20. in dH20.

e Duffer 2:
300 mM Tris, pH 10,4
200 ml Methanol
in dH20.
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Durchfithrung

Zunichst wird das zu blottende Gel in Puffer 3 dquilibriert. In der Zwischenzeit wird die

Blotapparatur vorbereitet:

Kathode (-)

5 Filterpapiere in Puffer 3
Gel in Puffer 3
Blotmembran in Puffer 1
2 Filterpapiere in Puffer 1
4 Filterpapiere in Puffer 2
Anode (+)

Nach dem Zusammenbau des ,,Blot-Sandwichs* wird der Blot gestartet. Dabei werden
0,8 mA pro cm? angelegt, was einer Stromstirke von 45 mA pro Minigel entspricht.
Geblottet wird fiir 2 Stunden. Die Weiterbehandlung der Blots erfolgt je nach Versuchs-

art wie unten beschrieben.
Tank-Blot (Bolt und Mahoney 1997)

Benotigte Losungen

¢ Blotpuffer:
40 mM Tris-Essigsaure, pH 7,4
20 mM Natriumacetat
2mM EDTA
20% (v/v) Methanol
0,05% (w/v) SDS
in dH20.
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Durchfithrung

Zunichst wird das zu blottende Gel in Blotpuffer dquilibriert. In der Zwischenzeit wird

die Blotapparatur vorbereitet:

Kathode (-)
Rahmen
Schwamm in Puffer
2 Filterpapiere in Puffer
Gel in Puffer
Blotmembran in Puffer
2 Filterpapiere in Puffer
Schwamm in Puffer

Rahmen

Anode (+)

Die Blotkammer wird mit Blotpuffer befillt in einem FEisbad in den Kihlraum gestellt

und fir 3 Stunden bei 10 V geblottet.

4.51 WESTERN-BLOTS (BLAKE ET AL. 1984)

Das Prinzip des ,klassischen” Western-Blots ist der spezifische Nachweis des zu unter-

suchenden Proteins oder Peptids durch eine Antigen-Antikérper-Reaktion.

Bendétigte Losungen

e Aquilibrierungspuffer (AP-Puffer): e NBT-Stammlosung:
100 mM Tris-HCL, pH 9 3% (w/v) Nitroblau-Tetrazolium-
100 mM NaCl chlorid
50 mM MgCl, in 75% (v/v) Dimethylformamid.
in dH2O e Ponceau S:
¢ BCIP-Stammlosung: 0,2% (w/v) Ponceau S
2% (w/v) 5-Brom-4-chlor-3- 3% (w/v) Trichloressigsiure
indoxylphosphat 3% (w/v) Sulfosalicylsdure
in Dimethylformamid. in dH-O.
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Durchfithrung

Nach dem Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Blotmembran wird die Blot-
membran kurz in dH>O gewaschen und dann fiir etwa 10 Minuten in Ponceau S gefarbt.
Der Blot wird mit dH2O differenziert und die Markerbanden werden mit einem weichen
Bleistift vorsichtig markiert. Die Membran wird fiir 1 Stunde in 3% (w/v) BSA/PBT
inkubiert um freie Bindestellen abzusittigen, anschlieBend wird fiir 5 Minuten mit PBT
gewaschen und die Membran fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur (oder tber Nacht bei
4°C) mit dem primiren Antikérper inkubiert (Verdinnung fur den rabbit-o-Nereis-
Lipoprotein-Antikorper: 1:7.500 in 0,75% BSA/PBT). Die Membran wird fur 25 Minuten
mit PBT gewaschen (3-4 maliger Pufferwechsel), und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit dem sekundiren Antikérper inkubiert (goat-a-rabbit-Antikorper
1:20.000 in 0,75% BSA/PBT verdinnt). Dann wird fiir 4 x 5 Minuten mit PBT und fir 5
Minuten mit dH>O gewaschen. Die Blotmembran wird fiir eine Minute in AP-Puffer
aquilibriert, dann werden pro 10 ml 75 pl BCIP und 100 ul NBT hinzu gegeben. Die
Reaktion wird abgestoppt, wenn die Banden deutlich zu erkennen sind, dazu wird der

Blot in dH>O gewaschen und getrocknet.
4.5.2 LIGANDEN-BLOTS (VERANDERT NACH DANIEL ET AL. 1983)

Benotigte Losungen

e Inkubationspuffer A: e Inkubationspuffer B:
90 mM NaCl 90 mM NaCl
50 mM Tris-HCI, pH 8 50 mM Tris-HCI, pH 8
2 mM CaCl; 2 mM CaCl;
5% (w/v) BSA 0,5% (w/v) BSA
in dH20. in dH20.
Durchfithrung

Da die Bildung des Lipoprotein-Lipoproteinrezeptor-Komplexes vom Vorhandensein
von Ca?* und intramolekularen Disulfidbriicken abhingt, diirfen keinerlei reduzierenden
Agenzien oder Metallchelatoren verwendet werden. Das bedeutet, dass die Proben vor

der SDS-PAGE mit einem Probenpuffer ohne EDTA und DTT versetzt und nicht

erhitzt werden.
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Nach dem Elektrotransfer wird die Membran zunichst wie oben beschrieben gewaschen
und gefirbt und dann fir 30 Minuten in Inkubationspuffer A gelegt, um unspezifische
Bindestellen abzusittigen. AnschlieBend wird der Blot fur eine Stunde bei Raum-
temperatur in Inkubationspuffer B inkubiert, welcher den entsprechenden Liganden (das
Lipoprotein) enthilt (20 pg/ml). Nach der Bindung des Liganden wird der Blot fiir 40
Minuten in Inkubationspuffer B (diesmal ohne den Liganden) unter viermaligem Puffer-
wechsel gewaschen. Nach dem Waschen wird der Blot mit dem gegen den Liganden
gerichteten primiren Antikérper (rabbit-a-Nereis-Lipoprotein-Antikérper  1:7.500 in
0,75% BSA/HBS verdiinnt) fur 2 Stunden behandelt. Die nachfolgenden Schritte sind
dieselben wie beim ,normalen’ Western-Blot, auller dass in diesem Fall kein PBT
verwandt wird, da Detergenzien (hier: Tween 20) den Rezeptor-Ligand-Komplex

zerstOren wurden.
4.5.3 LEKTIN-BLOTS (SCHENK ET AL. 2006)

Benotigte Losungen

e TBSTI: e TBS 3:
50 mM Tris-HCI, pH 7,5 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NaCl 347 mM NaCl
in dH20O. in dH-O.
e TBS2: e Tirbel6sung:
1 mM MgClz 2,8 mM 4-Chloro-1-naphthol (in
1 mM CaCly Methanol vorlosen)
1 mM MnCl: (votlosen, da sonst 0,005% (v/v) H202
Mn(OH); ausfillt) in TBS 1.
in TBS 1.
Durchfithrung

Zunichst wird die Nitrocellulosemembran fiir eine Stunde mit 5% BSA in TBS 1 ge-
blockt, anschlieBend zweimal fir 10 Minuten mit TBS 1 gewaschen und fir 60 Minuten
bei 37°C mit dem gewlinschten biotinylierten Lektin inkubiert (10 pg/ml in TBS 2). Nach
der Inkubation wird fir 10 Minuten mit TBS 2 gewaschen und fir weitere 60 Minuten bei

37°C mit Peroxidase-konjugiertem Avidin (0,05 pg/ml in TBS 3) inkubiert. Nach einem
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Waschschritt (10 Minuten in TBS 1) wird der Blot mit Hilfe der Firbelosung entwickelt.
Nachdem die Banden deutlich sichtbar sind, wird der Blot in dH>O gewaschen und ge-
trocknet. PVDF-Membranen ergeben in diesem System einen sehr starken Hintergrund

und werden deshalb nicht verwendet.

4.6 ANALYTISCHE ULTRAZENTRIFUGATION

Bei der Analytischen Ultrazentrifugation handelt es sich um ein hydrodynamisches Ver-
fahren, um Molekulargewichte, Homogenitit oder den Sedimentationskoeffizienten eines
Makromolekiils zu bestimmen. Die zu analysierende Probe wird dabei einem grofen
Schwerefeld ausgesetzt und die Bewegung des Analyten entlang der Kuvettenachse
optisch erfasst.

Prinzipiell sind zwei verschiedene Experimenttypen zu unterscheiden:
e der Sedimentationslauf

e der Gleichgewichtslauf

4.6.1 SEDIMENTATIONSLAUF

Beim Sedimentationslauf wird die Probe bei hoher Zentrifugalbeschleunignug zentri-
fugiert (die genaue g-Zahl wird abhingig von der Art des Molekils gewihlt). Aus der
Verinderung der Probenkonzentration entlang der Kivette zu jedem Zeitpunkt des

Laufes lasst sich der Sedimentationskoeffizient S ermitteln.

Durchfithrung
Zunichst wird die Doppelsektormesszelle nach Abbildung 13 (nichste Seite)

zusammengesetzt. Dabei ist darauf zu achten, dass die Glasstiicke absolut fett- und
staubfrei sind, da dies zu Messartefakten fuhren kann. Die Messzelle wird mit Hilfe eines
Drehmomentschliissels mit 120 Nm verschlossen und mit den Einfill6ffnungen nach
oben so auf den Tisch gesetzt, dass die Zahlen lesbar sind. Nun werden in die linke
Kammer 400 pl Probe pipettiert und in die rechte 420 ul des Puffers in dem die Probe
vorliegt. Ein Stiickchen ausgestanzte Plastikfolie wird als Dichtung auf das Loch gelegt

und die Messingschraube leicht angezogen.

42



MATERIAL UND METHODEN

Serew Ring

Screw-Ring
Gasker

Window
Holder

Window
Gasket

Window Liner

Window

Centerpiece

Filling Hole (2)

5 Lower Window

@ Asgsambly

Cell Housing

Housing Plug {21
Plug Gasket (2)

Abb. 13: Explosionszeichnung fiir den Zusammenbau einer Doppelsektormesszelle
(http:/ /www.biophys.uni-frankfurt.de/~hauser/prakt/Ultrazentrifugation.pdf).

Die Messzelle wird bei nur einer Probe gegen die ,Counterbalance’ austariert. Dabet ist
darauf zu achten, dass die ,Counterbalance’ immer leichter ist als die Probe, um einen
eventuellen Probenverlust auszugleichen. Wird mehr als eine Probe gemessen, so ist zu
beachten, dass die Gesamtanzahl an Proben ungerade ist, da eine Probe immer gegen die
,Counterbalance’ tariert werden muss. Diese dient namlich nicht nur als Gegengewicht,
sondern auch zur Synchronisation des Messsystems. Die Toleranz der Zentrifuge
gegeniiber einem Ungleichgewicht liegt bei 0,5 g. Die Messzellen und die ,Counter-
balance’ werden nun in die Rotorbohrungen gesetzt, wobei die ,Counterbalance’ immer in
Bohrung 8 kommt. Die Messzellen werden nun ausgerichtet, d.h. der Strich auf der
Unterseite des Rotors und die Einkerbung auf der Unterseite der Messzelle werden
aufeinander ausgerichtet. Nach Einsetzen des Rotors in die Zentrifuge wird vorsichtig die
Optik angebracht und, nachdem das Vakuum gréBer als 300 Mikron ist, mittels des
Programms ,Optima XI.-I” gestartet. Zunachst wird bei 3.000 rpm zentrifugiert und dabei

ein Spektrum der Probe(n) gemessen. Dies dient dazu, um die ,richtige’ Wellenlinge fiir
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die eigentliche Messung zu ermitteln. Die Absorption bei der gewlinschten Wellenlinge
(im Normalfall wird bei 280 nm gemessen) sollte dabei nicht gréB3er als 0,5 sein. Bei zu
hoher Absorption kann jedoch auch bei Wellenlingen groBer als 280 nm, z.B. bei 290 nm,
gemessen werden.

Wenn die Solltemperatur (20°C) erreicht ist und das Vakuum auf 0 Mikron gesunken ist,
wird der Sedimentationslauf bei 30.000 rpm durchgefiihrt. Die erste Messung erfolgt nach
fuinf Minuten, dann wird jede weitere Minute gemessen. In der Regel werden 50
Messungen pro Probe durchgefihrt.

Die Daten werden nun mit Hilfe des Programms UltraScan 9.0 ausgewertet. Dabei wird
der sogenannte erweiterte van Holde-Weischet-Algorithmus verwendet, der den auf 20°C
und Wasser korrigierten Sedimentationskoeffizienten liefert (Van Holde und Weischet

1978, Jaenicke et al. 2003).

4.6.2 GLEICHGEWICHTSLAUF

Der Gleichgewichtslauf ist im Vergleich zum Sedimentationslauf wesentlich aufwindiger.
Beim Gleichgewichtslauf wird die Probe bei verschiedenen Geschwindigkeiten, be-
ginnend bei der niedrigsten, fur jeweils 24 Stunden oder linger zentrifugiert. Die Ge-
schwindigkeit wird dabei so lange gesteigert, bis die Probe langsam zu sedimentieren
beginnt. Durch die langsame Sedimentation konzentrieren sich die Analyten am Boden
der Messzelle auf, was zu einer verstirkten, der Sedimentation entgegenwirkenden,
Difftusion fihrt. Dadurch stellt sich nach ausreichender Laufzeit ein stationdrer Zustand
ein. In diesem Gleichgewichtszustand stellt die Konzentrationsinderung der Probe
entlang der Kiivettenachse eine exponentielle Kurve dar (http://www.kolloidanalytik.de),
aus der sich nach mathematischen Umformungen direkt das Molekulargewicht errechnen

lasst.

Durchfithrung

Zunichst wird eine 6-Sektor-Messzelle analog zur Doppelsektormesszelle des Sedi-
mentationslaufes zusammengesetzt. Es wird jedoch, bevor der obere Fensterhalter auf das
,Centerpiece’ gesetzt wird, die Probe und der Puffer (dreimal 100 pl Probe und dreimal
115 pl Puffer) in das ,Centerpiece’ pipettiert. Auch hier wird die Probe auf die linke Seite
und der Puffer auf die Rechte pipettiert. Der obere Fensterhalter wird vorsichtig auf das

,Centerpiece’ gesetzt, und die Zelle mit dem Drehmomentschlissel mit 120 Nm ver-
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schlossen. Die Messzelle(n) werden nun wie fiir den Sedimentationslauf beschrieben in
den Rotor gesetzt, und bei 3000 rpm wird zunichst ein Spektrum gefahren (siche oben).
Sobald die Solltemperatur (hier: 10°C) erreicht ist und das Vakuum auf 0 Mikron gefallen

ist wird der Gleichgewichtslauf nach folgendem Programm gestartet:

Schritt Geschwindigkeit [tpm] Messen nach [h] Temp. [°C] Anzahl der Scans

1 6.000 1:00 10 1
2 6.000 23:00 10 1
3 6.000 24:00 10 1
4 8.000 47:00 10 1
5 8.000 48:00 10 1
6 10.000 71:00 10 1
7 10.000 72:00 10 1

Die Auswertung der Rohdaten erfolgt mit dem Programm UltraScan 9.0. Dabei wird der

,Global Fit’-Algorithmus angewendet, welcher die molare Masse liefert.
4.7 LIPIDANALYTIK

4.7.1  LIPIDEXTRAKTION (VERANDERT NACH FOLCH ET AL. 1957)

Um biologische Lipide analysieren zu kénnen, miissen diese zunichst aus den Zellen,
Geweben oder Lipoproteinen extrahiert werden. Dabei macht man sich ihre gute Loslich-

keit in organischen Losungsmitteln zu Nutze.

Bendétigte Losungen

e Extraktionslésung: e Waschl6sung:
2 Teile Chloroform 0,9% (w/v) NaCl
1 Teil Methanol in dH-O.
Durchfithrung

Die zu extrahierenden Proben werden 2:1 mit der Extraktionslésung vermischt. Sollen die
Lipide aus Zellen extrahiert werden, werden die Zellen in einem Glas-Zentrifugenglas mit
Ultraschall homogenisiert. Das Gemisch wird stehen gelassen, damit sich die Phasen
trennen kénnen; gegebenenfalls wird kurz anzentrifugiert. Die untere Chloroform-Phase
wird aufbewahrt, wihrend die obere, wissrige Methanol-Phase erneut mit zwei
Volumenteilen Extraktionslésung versetzt und der obige Vorgang wiederholt wird. Nach

einer erneuten Ruhephase (~5 Minuten) wird mit der Waschlésung gewaschen (solange
45



MATERIAL UND METHODEN

bis eine deutliche Phasentrennung eintritt). Die obere, wissrige Phase wird verworfen, die
Chloroform-Phasen werden vereinigt und danach im Vakuum getrocknet. Die Lipide
werden nun mit einer definierten Menge Extraktionslosung wieder aufgelést und in
flissigem Stickstoff gelagert.

Im Fall von kleinen Probenmengen werden diese im Vakuum getrocknet und zweimal fiir
5 Minuten mit jeweils 100 ul Extraktionslésung extrahiert. Die beiden Extrakte werden
vereinigt, anschlieBend wieder getrocknet und in einer definierten Menge Extrak-

tionslosung aufgenommen.

4.7.2 BESTIMMUNG DES TOTALLIPIDGEHALTES NACH DER PHOSPHO-SULPHO-

VANILLIN-METHODE (BARNES UND BLACKSTOCK 1973)

Bendétigte Losungen

e Vanillin-Reagenz:
13,15 mM Vanillin
in 68%iger H3POu.

Durchfithrung

Die in einem Glasgefil3 getrockneten Lipide werden mit 50 pl Schwefelsdure versetzt und
fiir genau zehn Minuten bei 95°C im Heizblock oxidiert. Nach dem Abkiithlen auf Raum-
temperatur werden die Proben mit 750 ul Vanillin-Reagenz versetzt und unter stetem
Rihren fir 30-60 Minuten inkubiert. Von den Proben werden jetzt je 200 ul in 96-well
Mikrotiterplatten pipettiert und die Extinktion bei 550 nm im Mikrotiterplattenphoto-
meter bestimmt. Jede Probe wird im Doppelansatz gemessen. Anhand der gleich be-
handelten Phosphatidylcholin-Standards kann nun der Lipidgehalt der Probe errechnet

werden.

4.7.3 BESTIMMUNG DES PHOSPHOLIPIDGEHALTES MIT 8-ANILIN-1-NAPHTHA-

LINSULFONSAURE (ANS)

Aufgrund ihres amphiphilen Charakters kénnen Phospholipide in wissrigen Losungen
Mizellen bilden. Werden z.B. getrocknete Phospholipidfilme mit Ultraschall suspendiert
bilden sich sogenannte ,small unilaminar vesicles” (SUV, Newman und Huang 1975,
Weers et al. 2000). Der Fluoreszenzfarbstoff ANS fluoresziert in wissriger Losung nur

sehr schwach. Befindet er sich jedoch in einem hydrophoben Milieu, z.B. im Inneren von
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Mizellen oder an hydrophobe Aminosiurereste gebunden, so erfihrt er eine enorme Ver-
stirkung seiner Fluoreszenz (Stryer 1965). Wird ANS zu einer Lésung von Phospholipid-
Mizellen gegeben, ist die Fluorszenzverstirkung eine (fast) lineare Funktion der

Phospholipidkonzentration (siehe Anhang 8).

Benotigte Losungen

¢ 100 x ANS-Stamml6sung:
10 mM ANS (Sigma 10419)
3% (v/v) DMSO
in PBS.

Durchfiihrung
Die getrockneten Lipide werden mit 500 ul 0,1 mM ANS in PBS (hergestellt aus der

ANS-Stamml6sung) versetzt und jeweils dreimal 10 Sekunden mit der Ultraschallspitze
emulgiert. Die Fluoreszenz der Proben wird im Fluoreszenzphotometer (LS 50B)
gemessen. Die Excitation der Proben erfolgt bei 395 nm, die Fluoreszenzemission wird
zwischen 430 und 530 nm gemessen. Die Scangeschwindigkeit betrdgt 350 nm/min, die
Spaltoffnungen fiir Excitation und Emission stehen auf 0 bzw. 5 nm. Jede Probe wird
im Doppelansatz gemessen: pro Ansatz werden 5 Emissionsspektren aufgezeichnet und
gemittelt.

Fir die Ermittlung des Phospholipidgehaltes wird die Fluoreszenzemission bei 490 nm
herangezogen. Anhand einer aus Phosphatidylcholin erstellten Standardkurve kann nun

die absolute Menge an Phospholipid in der Probe ermittelt werden.

4.74 DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE (DC) VON LIPIDEN (SCHENK ET AL.
2006)

Die Dunnschichtchromatographie dient der qualitativen Lipidbestimmung, d.h. man kann
mit ihrer Hilfe eine Aussage Giber die in der Probe vorhandenen Lipidklassen treffen. Eine
Quantifizierung der unterschiedlichen Klassen ist mit der hier angewendeten Iodfirbung

nicht moglich.
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Bendétigte Losungen

e Laufmittel Neutrallipide: e Laufmittel Phospholipide:
00 Teile Hexan 85 Teile Chloroform
45 Teile Diethylether 15 Teile Methanol
1 Teil Essigsaure 10 Teile Essigsaure
3,5 Teile dH20O
Durchfiihrung

Die DC-Platten werden zunachst vorchromatographiert, um sie von eventuellen Verun-
reinigungen zu befreien. Dazu werden sie im entsprechenden Laufmittel ohne Auftragung
der Proben chromatographiert. Danach werden sie getrocknet und die zu untersuchenden
Lipide werden ca. 1 cm vom unteren Rand entfernt auf die DC-Platte aufgetragen. Nach
dem Trocknen der Lipide werden die Platten in die Chromatographiekammern mit dem
entsprechenden Laufmittel gestellt und bis ca. 1 cm unter den Plattenrand chromato-

graphiert. Danach werden die Platten getrocknet und gefirbt.

Iodfirbung (Palumbo und Zullo 1987)

Die nach dem Lauf getrocknete DC-Platte wird zum Fairben in einen Chromatographie-
Tank gestellt, in dem eine gesattigte Iodatmosphire herrscht. Nach einiger Zeit werden

die aufgetrennten Lipide als dunkle Flecken sichtbar.

4.7.5 LIPIDKLASSENQUANTIFIZIERUNG MITTELS HPLC-ELSD (VERANDERT

NACH CHRISTIE UND URWIN 1995)

Wihrend mit den oben beschriebenen Methoden entweder die Gesamtmenge an Lipid
bzw. Phospholipid einer Probe betrachtet oder aber die einzelnen Lipidklassen ohne
Aussagen Uber ihre relative Vorteilung analysiert werden, werden bei dieser Methode
sowohl die Lipidklassen getrennt als auch quantifiziert.

Das Prinzip dieser Methode ist zunichst die Trennung der unterschiedlichen Lipidklassen
auf einer ,Normalphasen’-Sdule, die dhnlich wie die Dutnnschichtchromatographie die
Lipidklassen nach ihrer Polaritit trennt. Die so getrennten Lipide werden in einen Ver-
dampfungslichtstreudetektor geleitet und quantifiziert. Das Prinzip dieser Methode basiert
darauf, dass die Eluenten mit Hilfe eines Gases (hier N2) zerstiubt werden, und das

entstandene Aerosol in einer Heizkammer verdampft wird. Die nicht verdampfbaren
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Analyten werden von einem Lichtstreudetektor detektiert und koénnen anhand von
geeigneten Standards quantifiziert werden. Da die Lichtstreuung, und somit die Detektor-
antwort, von der Art des Analyten abhingt, und die Signalstirke in keinem linearen
Zusammenhang mit der detektierten Menge steht, muss fir jede Lipidklasse eine eigene

Konzentrationsreihe erstellt werden.

Bendétigte Losungen

e Laufmittel A: e Laufmittel C:
98,5 Teile Hexan 50% (v/v) Isopropanol
1,5 Teile Isopropanol in ddH.O

e [Laufmittel B:
8 Teile Isopropanol
2 Teile Chloroform
0,05 Teile Essigsaure

Durchfithrung

Zunichst werden die Proben mit Laufmittel A auf eine Konzentration von ca. 0,1 mg/ml
Proteindquivalent verdiinnt und in ein Autosamplergefil3 pipettiert. AnschlieBend werden
20-50 ul (~2-5 pg) der Probe injiziert. Die Trennung erfolgt auf einer PVA-Sil-Saule bei

einem Fluss von 0,8 ml/min nach folgendem Gradienten:

Zeit [min] LMA[%] LMBI[%] LMC [%]

0 100 0 0
4 100 0 0
8,5 75 25 0
9 46 52 2
14 32 52 16
19 32 52 16
22 30 70 0
27 75 25 0
32 95 5 0
36 100 0 0

Die Detektion erfolgt im Lichtstreudetektor bei einem ,Vernebelungsdruck® von 3,5 bar
und einer Detektionstemperatur von 40°C. Die Signalverstirkung des Gerites (Gain) wird

auf 6 gestellt.
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4.8 SPEKTROSKOPIE

4.8.1 ABSORPTIONSSPEKTROSKOPIE

Die Aufnahme des Absorptionsspektrums des Nerezs-Lipoproteins erfolgt im Bereich von
700-200 nm in 1 nm Schritten bei einer Scangeschwindigkeit von 100 nm/min. Hierzu
wird das Nereis-Lipoprotein in einer Halbmikrokiivette gegen den entsprechenden Puffer

(PBS + 1 mM EDTA) gemessen.

4.8.2 CIRCULAR DICHROISMUS-SPEKTROSKOPIE

Bei der Circular Dichroismus-Spektroskopie handelt es sich um eine spektroskopische
Methode zur Strukturbestimmung von Biopolymeren, v.a. von Proteinen. Hintergrund
dieser Methode ist die Tatsache, dass Peptidbindungen und andere Chromophore in Ab-
hingigkeit von ihrer unmittelbaren Umgebung links- und rechtspolarisiertes Licht unter-
schiedlich stark absorbieren. Dieser Unterschied in der Absorption von links- und rechts-
polarisiertem Licht wird gemessen und als Elliptizitit (®) bezeichnet.

Die so erhaltenen Spektren kénnen nun in Datenbanken mit den Spektren von Proteinen,

deren Struktur durch z.B. Rontgenstrukturanalyse bekannt ist, verglichen werden.

Durchfithrung

Die Messung wird mit einem Jasco 810 CD-Spektropolarimeter im Wellenlingenbereich
von 250-190 nm in 0,5 nm Schritten mit einer Scangeschwindigkeit von 100 nm/min bei
16°C und einer Integrationszeit von 1 Sekunde durchgefithrt. Jeweils 5 Messungen
werden gemittelt.

Zunichst wird der Puffer, in dem sich die zu messende Probe befindet, gemessen.
Anhand der ermittelten Hochspannung des Photomultipliers (HT-Diagramm) wird die
entsprechende Verdunnung ermittelt, d.h. der Puffer wird solange verdinnt, bis die
Hochspannung am Ende der Messung unter 800 V liegt. Beim verwendeten PBS + 1 mM
EDTA war in der verwendeten 0,1 cm Kiivette eine Verdiinnung von 40:1 ausreichend.
Die Probe wird genauso verdinnt und unter denselben Bedingungen gemessen. Die
Proteinkonzentration des Nereis-Lipoproteins lag so meist zwischen 0,02 und 0,03 g/ml.
Die Auswertung erfolgt mit Hilfe des Dichroweb-Servers (http: //public-1.cryst.
bbk.ac.uk/cdweb/html/) nach dem CDSSTR-Algorithmus (Steerama und Woody 2000)
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unter Annahme einer durchschnittlichen Aminosiuremasse von 115 Da (Ryan et al.

1992). Das Ergebnis wird als ;mean residue ellipticity’ (@) ausgedriickt:
® =grad xcm? xdmol™ (3

4.9  CHEMISCHES CROSSLINKING (STIEB ET AL. 2008)

Um die Stéchiometrie der konstituierenden Apoproteine eines Proteins zu ermitteln,
bieten sich verschiedene Moglichkeiten wie z.B. native Gelelektrophorese, Analytische
Ultrazentrifugation, Gelfiltration und auch chemisches Crosslinken, an. Der Vorteil des
chemischen Crosslinkings gegentiber den anderen Methoden ist seine relative Einfachheit
und seine schnelle Durchfihrbarkeit, sowie die Elimination nichtkovalenter Modi-

fikatoren bei der spiteren Analyse durch SDS-PAGE.

Benotigte Losungen

e Crosslinker: e Stopplosung:
2,5% (v/v) Glutaraldehyd 1 M Tris-HCI, pH 7,5
in PBS. in dH20.
Durchfithrung

Die Proteinlésung wird zunichst mit soviel Crosslinker versetzt, dass die Endkonzentra-
tion an Glutaraldehyd 0,025% (v/v) betrigt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach der Inkubation wird die Probe durch Zugabe der Stopplésung auf eine
Endkonzentration von 100 mM Tris gebracht und auf Eis gestellt, um die Reaktion zu
beenden. Die Reaktionsprodukte werden durch eine SDS-PAGE in einem 6%igen
Trenngel analysiert. Die optimale Glutaraldehydkonzentration muss fiir jedes Protein

Uberprift und unter Umstinden angepasst werden.

4.10 LIMITIERTE PROTEOLYSE

Um eine Aussage tUber die Lage der Apoproteine im nativen Protein zu treffen, wird
dieses einer limitierenden Proteolyse unterzogen, bei der die Bedingungen so gewihlt
sind, dass die einzelnen Untereinheiten nur geringfiigig verdaut werden. Dabei macht man
sich die unterschiedliche Exposition unterschiedlicher Proteindominen zum wissrigen
Medium hin zu nutze. Wihrend die Dominen an der Oberfliche den Proteasen zu-
ginglich sind, sind die im Inneren des Proteins liegenden Teile vor der proteolytischen

Aktivitit geschiitzt.
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Bendétigte Losungen

e CaClx-Stamml6sung e 200 x PMSF-Stamml6sung
50 mM CaCl, 20 mM PMSF
in dH>0. in DMSO.
Durchfithrung

Die Proteinproben werden zunichst mit der CaCl-Stammlosung versetzt sodass eine
Ca?*-Konzentration von 5 mM vorliegt. Die Proben werden nun entweder fir finf
Minuten erhitzt, ,nativ’ belassen oder durch die Zugabe von 1/3 Volumenanteilen
Isobutanol entfettet. Dazu wird, nach Zugabe des Butanols, die Probe gemischt (Vortex)
und kurz zentrifugiert, um die Phasen zu trennen. Die entstandene Isobutanolphase
(oben) wird verworfen und die untere Phase weiter verwendet. Nach der entsprechenden
Vorbehandlung wird 1/100 (w/w) Protease (Ttypsin oder V8) hinzugegeben. Der Ansatz
wird fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wird der Ansatz auf
eine Konzentration von 0,1 mM PMSF gebracht (aus der 200 x Stamml6sung) und fiir
fint Minuten erhitzt. Das Fragmentmuster des Verdaus wird schlief3lich per SDS-PAGE
(4-20% Gradientengel) analysiert.

411 KOHLENHYDRATANALYTIK

Nahezu alle extrazelluliren Proteine tragen Kohlenhydrate als kovalente Modifikatoren.

Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Stabilitit und Struktur der Proteine.

4.11.1 OLIGOSACCHARIDANALYSE (VERANDERT NACH ANUMULA UND DU 1999)

Da die N-glycosidisch an Proteine gebundenen Kohlenhydrate im Gegensatz zu den O-
glycosidisch gebundenen geringere strukturelle Variationen zeigen und zudem haufiger
auftreten, werden diese untersucht. So kann eine Aussage tber den Typ der Kohlen-
hydratstruktur getroffen werden. Hierfur werden die kompletten N-Glycane enzymatisch
vom Protein abgespalten und mit dem Fluorophor Anthranilsdure derivatisiert. Die

Analyse erfolgt per HPLC.
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Bendétigte Losungen

e Inkubationspuffer: 95% (v/v) Acetonitril

20 mM NaHCOs, pH 7,5

20% (v/v) Acetonitril

0,5% (v/v) NP-40 e Laufmittel A:

0,1% (w/v) SDS 2% (v/v) Essigsiure

in dH-0. 1% (v/v) Tetrahydrofuran
e Derivatisierungspuffer A: in Acetonitril.

218,8 mM Anthranilsdure e Tlaufmittel B:

4% (w/v) Na-Acetat x 3 H2O 5% (v/v) Essigsiure

2% (w/v) H3BOs3 3% (v/v) Triethylamin

in Methanol. 1% (v/v) Tetrahydrofuran
e Derivatisierungspuffer B: in ddH2O.

318,3 mM NaBH3;CN
4% (w/v) Na-Acetat x 3 H2O
2% (w/v) H3:BO:s

in Methanol.

Durchfithrung

Das Protein wird zur Aufkonzentrierung mit 50% Aceton gefillt (siche Material und
Methoden 4.13.2), anschlieBend in einer geeigneten Menge Inkubationspuffer
aufgenommen (in der Regel 24 ul) und fur finf Minuten bei 95°C denaturiert. Nach dem
Abkiihlen der Probe wird 1 U (1 ul) PNGase F hinzugegeben und der Ansatz bei 37°C
fir 16 Stunden verdaut. Zum Beenden des Verdaus wird der Ansatz wiederum finf
Minuten bei 95°C inkubiert. Zu je 25 pl Probe werden nun 25 ul Derivatisierungslésung
A und 25 pl Derivatisierungslosung B gegeben, der Ansatz wird fir 60 Minuten bei 80°C
derivatisiert. Die Probe wird nun mit der 95%igen Acetonitrillésung auf 1 ml gebracht
und auf die mit 95% Acetonitril dquilibrierten Diolsdulchen (Alltech) gegeben. Die Saulen
werden nach der Auftragung der Probe zweimal mit 95% Acetonitril gewaschen und
anschlieBend mit zweimal 125 pl 20% Acetonitril eluiert. Die so vorbereiteten Proben
werden mittels HPLC auf der Kromasil NH>-Sdule getrennt und im
Fluoreszenzphotometer detektiert. Dabei wird folgender Gradient (siche nichste Seite)
bei einem Fluss von 1 ml/min angelegt:
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Zeit [min] LMA[%] LM B [%]

0 80 20
2 80 20
20 65 35
30 65 35
60 10 90
65 10 90
70 80 20
80 80 20

Die Detektion im Fluoreszenzphotometer erfolgt bei einer Emissionswellenldnge von 460

nm bei einer Anregungswellenlinge von 350 nm.

4.11.2 MONOSACCHARIDANALYSE (STRYDOM 1994)

Um eine Aussage uber die verschiedenen Zuckerkomponenten, die an ein Protein ge-
bunden sind, treffen zu koénnen, missen diese komplett vom Protein entfernt werden.
Dies geschieht meistens mit Hilfe starker Sduren wie z.B. TFA oder HClL. Um die hydro-
lysierten Kohlenhydrate zu analysieren, werden diese nach einer Derivatisierung mit
einem Chromophor durch RP-HPLC getrennt. Da diese Methode quantitativ ist, kann so

auch eine Aussage Uber den Totalkohlenhydratgehalt des Proteins getroffen werden.

Bendétigte Losungen

e 30% (v/v) TFA e 0,3M HCI
e Derivatisierungsreagenz: e [Laufmittel A:
0,5 M PMP (aus Methanol 0,4% (v/v) Triethylamin, pH ~4,8
rekristallisiert) 10% (v/v) Acetonitril
in Methanol. in ddH20.
e Interner Standard: e Laufmittel B:
10 mM Digitoxose 60% (v/v) Acetonitril
in dH-2O. in ddH-20.
e 0,3M NaOH
Durchfithrung

Zunichst wird das Protein mit 50% Aceton gefillt (Material und Methoden 4.13.2) und
mit 100% Aceton gewaschen, um eventuelle Verunreinigungen und v.a. Glycolipide zu

entfernen. Das entstandene Pellet wird getrocknet, mit 50 ul 30%iger TFA versetzt und
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fir 5 Stunden bei 95°C hydrolysiert. Der Ansatz wird sofort im Vakuum getrocknet und
in 50 pl 0,3 M NaOH aufgenommen. Nach Zugabe von 50 ul Derivatisierungsreagenz
und 20 pl des internen Standards wird das Ganze wird fiir 2 Stunden bei 70°C
derivatisiert, mit 52 pl 0,3 M HCI neutralisiert und im Vakuum getrocknet. Die
getrockneten Monosaccharide werden in einer definierten Menge ddH2O aufgenommen
(1 wl/pg eingesetztes Protein) und schlieBlich dreimal mit der 2,5-fachen Menge
Chloroform ausgeschiittelt. Dabei ist darauf zu achten, dass sich alles 16st, ggf. wird kurz
im Ultraschallbad beschallt. Die Chloroform-Phase wird verworfen und der wissrige
Uberstand fiir die Chromatographie verwendet.

Die chromatographische Trennung erfolgt auf einer Nucleosil 120 C18 Siule bei einem

Fluss von 0,5 ml/min und einer Siulentemperatur von 22°C mit folgendem Gradienten:

Zeit [min] LMA [%] LM B [%]

0 90 10
9 86 14
13 75 25
30 60 40
32 60 40
33 90 10
43 90 10

Die Detektion erfolgt im Durchflussphotometer bei 254 nm.
4.12 GELFILTRATION (SEC)

Benotigte Losungen

e Laufmittel fir die Superose® 6B-Siule:
150 mM NaCl
50 mM NaH2POq, pH 7,4
1 mM EDTA
0,02% (w/v) NaNj3
in ddH-O.
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Durchfithrung

Die SEC wird zur Bestimmung des Molekulargewichtes der nativen Lipoproteine ein-
gesetzt. Dazu wird zunichst die zu untersuchende Probe auf 150 pl (~50 pg) mit
Laufmittel aufgefillt. Die Proben werden mit 0,5 ml/min chromatographiert und tber ein
angeschlossenes Photometer detektiert. Die Detektion der Lipoproteine erfolgt bei der
fir Proteine typischen Absorption von 280 nm (Tryptophan und Tyrosin). Zur
Bestimmung des Molekulargewichtes wird mit Proteinen bekannter Grof3e eine Eichkurve

erstellt.

TAB. 5: Fiir die Eichgerade verwendete Proteine.

Protein Molekulare Referenz
Masse [kDal]

Nereis-Himoglobin | 3500 (Harris et al. 2001)
Thyroglobulin 669 Herstellerangabe
Ferritin 440 Herstellerangabe
Aldolase 158 Herstellerangabe
BSA (Dimer) 134 Herstellerangabe
DNAse I 31 (Knippers 1997)
Lysozym 14,3 Herstellerangabe

413 PROTEINPRAZIPITATIONEN

Um Proteinproben zu konzentrieren oder von stérenden Verunreinigungen zu reinigen,
konnen diese aus Losungen ausgefillt werden. Dabei gibt es verschiedene Methoden.
Zum FEinen spezifische Fillungsmethoden, die nur bestimmte Proteine aus der Losung
fallen wie z.B. (Co-)Immunoprizipitationen zum Anderen unspezifische Verfahren, die
alle in Losung befindlichen Proteine féllen. Zu Letzteren gehoren Fillungen mit Sduren

(v. a. TCA), Salzen (Ammoniumsulfat) oder organischen Losungsmitteln wie z.B. Aceton

und Ethanol.

4.13.1 CHLOROFORM-METHANOL-FALLUNG (WESSEL UND FLUGGE 1984)

Diese Methode ist speziell fiir sehr kleine Probenmengen konzipiert - mit ihr lassen sich
auch Mikrogramm-Mengen Protein fillen. Ein weiterer Vorteil ist, dass die Proteine

durch das Chloroform vollstindig entfettet werden.

56



MATERIAL UND METHODEN

Durchfithrung

Die Probe wird mit dem Vierfachen ihres Volumens Methanol versetzt, gemischt
(Vortex) und anschlieBend kurz anzentrifugiert, um die Flissigkeit zu sammeln. Es wird
ein Probenvolumen Chloroform hinzugegeben, grindlich gemischt, abzentrifugiert und
schliefflich drei Ausgangsvolumina dH>O hinzugegeben, um die Phasen zu trennen. Es
wird dann fiir eine Minute bei 13.000 rpm in der Biofuge zentrifugiert und der wissrige
Uberstand abgenommen und verworfen. Zur unteren Chloroformphase werden jetzt drei
Probenvolumen Methanol gegeben, wodurch sich die Dichte der Chloroformphase
reduziert und die Proteine durch Zentrifugation (5 Minuten 13.000 rpm) gesammelt

werden koénnen. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet getrocknet.

4.13.2 ACETONFALLUNG

Im Gegensatz zur zuvor beschriebenen Methode ist die Fillung mit Aceton ein sehr

schonendes Verfahren, wenn sie bei Temperaturen <0°C ausgefiihrt wird.

Durchfithrung

Die Proben werden 1:1 mit eiskaltem (-20°C) Aceton versetzt, gemischt und fiir min-
destens 20 Minuten bei -20°C gefillt. Das Prizipitat wird durch Zentrifugation fiir 20
Minuten bei 20.000xg und 0°C gesammelt, der Uberstand wird verworfen und die Pellets

getrocknet.
4.14 TRANSMISSIONSELEKTRONENMIKROSKOPIE (TEM)

4.14.1 BESCHICHTUNG DER KUPFERNETZCHEN MIT KOHLENSTOFF (HARRIS

UND HORNE 1991, HARRIS 1999, HARRIS UND SCHEFFLER 2002)

Um die Kupfernetzchen mit Kohlenstoff beschichten zu kénnen, muss zunidchst im
Vakuum ein Kohlenstofffilm auf Glimmer aufgebracht werden. Der Glimmer befindet
sich auf Objekttrigern im Edwards Vakuum-Beschichter. Nach dem Bedampfen wird der
Kohlenstofffilm durch Eintauchen des Glimmers in Wasser von diesem abgehoben und
schwimmt auf der Wasseroberfliche, unter der sich die Kupfernetzchen befinden. Das

Wasser wird dann langsam abgelassen und der Kohlenstoff so auf die Netzchen gebracht.
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4.14.2 PROBENVORBEREITUNG FUR DIE TEM AUF CONTINUOUS-CARBON

(HARRIS UND HORNE 1991)

Benoétigte Lésungen

e Kontrastierungslosung:
2% (w/v) Uranylacetat
in dH20.

Durchfiihrung

Zu Beginn der Priparation wird ein Stiick Parafilm® auf die Arbeitsfliche geklebt.
AnschlieBend werden pro Proteinprobe 4 Tropfen a 20 ul dH2O in einer Reihe auf den
Parafilm® pipettiert. 20 ul der Proteinproben (ca. 0,05 mg/ml Protein) werden unterhalb
der 4 Wassertropfen auf den Parafilm® pipettiert; anschlieBend wird fiir jede Proteinprobe
10 pl der Kontrastierungslosung aufgetragen.

Um die Proben auf die Kupfernetzchen zu tbertragen, werden diese vorsichtig mit einer
Pinzette am Rand angefasst und mit der mit Kohlenstoff beschichteten (matten) Seite in
die Proteinlésung getaucht. Dabei ist zu beachten, dass der Tropfen nur die mit Kohlen-
stoff beschichtete Seite benetzt und nicht die andere Seite. Nach 30 Sekunden wird der
Probentropfen vorsichtic mit einem Filterpapier entfernt. Das Netzchen wird nach-
einander in die Wassertropfen getaucht, um Puffersalze auszuwaschen.

Zum Abschluss wird die Probe mit der Uranylacetat-Lésung benetzt und fiir 30-60 Se-
kunden inkubiert. Dann wird vorsichtig der Uranylacetat-Tropfen mit einem Filterpapier

entfernt. Das so vorbereitete Netzchen wird noch fiir eine Minute getrocknet.
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4.15 AUFNAHMESTUDIEN
4.15.1 ZELLISOLIERUNG

Benoétigte Lésungen

e Kulturmedium (verindert nach o MgCl-Losung:
Taki und Dhainaut 1988b): 7,5% (w/v) MgClz x 6 H2O
500 ul 10 x Medium 199 mit in dH20.

Hanks Salzen (Sigma
M9163)
100 pl Hihnereiultrafiltrat
50 ul 4,5 M NaCl-Lésung
50 ul 100 x Penicillin-Stamm-
16sung (0,125 mg/ml)
50 ul 100 x Streptomycin-
Stamml6ésung (0,5 mg/ml)
ad 5 ml mit NBSS.

Durchfithrung

Die Eizellen aus Nereis virens werden isoliert wie unter 4.2.1 beschrieben, allerdings werden
die Zellen nicht mit HBS, sondern mit NBSS ausgespiilt und anschlieBend in Kultur-
medium tberfihrt.

Werden Eizellen aus Platynereis dumerilii verwendet, werden die Tiere in MgCle-
Losung/Seewasser (1:1) fiir 5 Minuten betdubt. Die betiubten Tiere werden dann in eine
Petrischale mit ein wenig Seewasser gesetzt. Mit einer Schere werden einige Parapodien
entfernt und die Tiere leicht ausgedriickt. Die relativ rasch sedimentierten Eizellen
(andere Coelomzellen bleiben im Uberstand) werden in Kulturmedium gewaschen und
stehen fur die Inkubation bereit.

Werden Elaeocyten oder Spermatogonien fiir die Inkubationen verwendet, so werden die
sich im Uberstand befindlichen Zellen verwendet. Die Suspension wird zweimal durch
Gaze (zunichst 150 pm Maschenweite und dann 60 pm Maschenweite) filtriert um
groBere Gewebsreste und Zellaggregate abzutrennen und kénnen anschlieend fiir die

Inkubationen verwendet werden.
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4.15.2 FLUORESZENZMARKIERUNG VON LIPOPROTEINEN

Um die aufgenommen Proteine in den Zellen und Zellkompartimenten zu detektieren,
mussen die Lipoproteine fluoreszenzmarkiert werden. Dazu stehen zum Einen mehrere
Fluorophore, wie z.B. FITC, Dil oder Oregon Green, zum Anderen verschiedene
Formen der Markierung, kovalent am Protein bzw. nicht-kovalent in der Lipidmatrix, zur
Verfiigung. Auch die Moglichkeit einer Doppelmarkierung von Lipidmatrix und Protein-
anteil besteht, wobei darauf zu achten ist, dass sich die verwendeten Farbstoffe in ihrer

Anregungs- und Emissionswellenlinge unterscheiden.

Markierung mit 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyaninperchlorat
(Dil)
Dil ist ein Membranfarbstoff, der mit seinen Acylresten (hier: Cig) nicht-kovalent mit der

Lipidmatrix von Lipoproteinen interagiert.

Benotigte Losungen

e Dil-Stamml6sung:
3 mg/ml Dil (Invitogen, MolecularProbes D282)
in DMSO.

Durchfithrung

Zur Lipoproteinlésung wird 1/10 so viel Dil hinzu pipettiert, wie Protein in der Lésung
ist, d.h. 1/10 der Proteinkonzentration entspricht der Dil-Konzentration. Der Ansatz
wird fur 3 Stunden bei Raumtemperatur unter leichtem Ruihren im Dunklen inkubiert.
Um ungebundenen Farbstoff aus der Probe zu entfernen, wird die gefiarbte Probe mit
gequollenem Sephadex G25 fine versetzt (ca. 20 pl Sephadex-Bettvolumen pro 100 ul
Probe) und griindlich gemischt. Danach werden die Sephadexperlen abzentrifugiert (2
Minuten 13.000 rpm, Biofuge) der klare Uberstand wird weiter verwendet. Falls nétig

kann der Ansatz auch durch einen Glasfaserfilter filtriert werden.

Markierung mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)

FITC ist ein aminreaktiver Fluoreszenzfarbstoff, der unter alkalischen Bedingungen
kovalent an Proteine bindet, und dabei den N-Terminus, aber auch die e-Aminogruppe

von Lysin und die Guanidinogruppe von Arginin markiert.
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Bendétigte Losungen

e Kopplungspuffer: e 10 x Neutralisierungspuffer:
100 mM NaHCOs, pH 8,5 1 M Tris-HCI, pH 7,5
in dH20. in dH-20.
Durchfithrung

Die Lipoproteine werden tuber Nacht gegen den Kopplungspuffer dialysiert. Zur Ent-
fernung eventuell vorhandener Prizipitate wird die Probe fiir eine Minute bei 13.000 rpm
in der Biofuge zentrifugiert und zum Uberstand 1 mg pro mg Protein Celite-gekoppeltes
FITC (Sigma F1628) gegeben. Die FITC-Kopplung findet fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur im Dunklen statt. Der Ansatz wird wieder eine Minute bei 13.000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand mit Neutralisationspuffer neutralisiert. AbschlieBend
wird, um uberschussiges FITC zu entfernen und um das markierte Lipoprotein
umzusalzen, das fluoreszenzmarkierte Protein iiber eine Sephadex G-25 Sdule nach dem
Protokoll von Helmerhorst und Stokes (1980) in NBSS tberfiithrt. Dazu wird Sephadex
G-25 fine in seiner 4-5 fachen Menge NBSS fiir 1 Stunde bei 90°C oder tiber Nacht bei
Raumtemperatur vorgequollen. AnschlieBend wir das benotigte Bettvolumen an Sephadex
G-25 (siche Tab. 6) in ein Micro-Bio-Spin®-Siulchen (1 ml, BioRad Artikelnummer 732-
6204) eingefillt. Dieses wird auf ein Eppendorfgefill gesteckt und fir 2 Minuten bei
1.200xg trocken zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen. Danach wird das Gel mit der 2-
3 fachen Menge des Bettvolumens an NBSS + 0,1% BSA versetzt um unspezifische
Bindestellen abzusattigen. Wieder wird 2 Minuten lang mit 1.200xg zentrifugiert. Jetzt
wird die Sdule mit dem 2-3 fachen ihres Bettvolumens NBSS gewaschen um freies, nicht
gebundenes BSA zu entfernen und wie beschrieben zentrifugiert. Das markierte
Lipoprotein wird auf das Gel pipettiert und wie oben zentrifugiert. Um eine méglichst
effiziente Entsalzung zu erreichen und um den Probenverlust moglichst gering zu halten

muss das Sephadex-Bettvolumen an das Probenvolumen angepasst werden (Tab. 06).

TAB. 6: Verhiltnis der Volumina der zu entsalzenden Probe zu Sephadex-Bettvolumen

Probenvolumen [pl] | Sephadex-Bettvolumen [pl]
25 125

50 250

100 500

200 1000
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4.15.3 ZELLINKUBATION

Die isolierten Zellen werden fur die Inkubation in 96-Well Mikrotiterplatten (Platynereis)
oder in 24-Well Zellkulturschalen (INereis) Gberfithrt, die, um unspezifische Bindungen zu
verhindern, zuvor fir 1 Stunde bei 37°C mit 1 mg/ml BSA in NBSS geblockt wurden.
Zur Aufnahme des Lipoproteins wird das markierte Lipoprotein in einer End-
konzentration von 25-50 ng/ml hinzupipettiert und fir 24 Stunden bei 18°C inkubiert,
Platynereis Oocyten werden fiir 3 Stunden mit den fluoreszenzmarkierten Protein inkubiert
(Pulse) und nach 19 weiteren Stunden (Chase) analysiert. Bei FITC-markierten Proteinen
wird ein 19-stiindiger Pulse und ein 3-stiindiger Chase durchgefihrt. Das Kulturmedium
im Uberstand wird entfernt und die Zellen mit frischem Kulturmedium gewaschen. Die
Analyse erfolgt durch Fluoreszenzmikroskopie unter der Verwendung der entsprechen-

den Filter (Anhang 9).
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1 LIPOPROTEINE

1.1 LIPOPROTEIN-ISOLIERUNGEN

Nachdem in meiner Diplomarbeit (Schenk 2003) und bei Schenk et al. (2006) das
Lipoprotein von Nereis virens in einem selbstgenerierenden Iodixanol-Gradienten isoliert
wurde, wurden in der vorliegenden Arbeit auch andere Isolationsmethoden getestet.
Diese Methoden dienten dazu, die Aufreinigungen zu optimieren und vergleichbarer mit

der Literatur zu machen, in der hauptsichlich in KBr isoliert wird.

1.2  KBR-FLOTATION

Der Vorteil dieser Methode ist ihre relativ einfache Durchfihrung, ein Nachteil ist die
nicht bestimmbare Dichte des Lipoproteins, da kein Gradient gebildet wird. Ausgehend
von der fir das Nereis-Lipoprotein in Iodixanol ermittelten Dichte (o = 1,054-1,093 g/ml,
Schenk et al. 2006) wurde die Coelomflissigkeit vor der Ultrazentrifugation auf eine
Dichte von 1,16 g/ml eingestellt. Nach der Zentrifugation fand sich das Lipoprotein wie

erwartet ganz oben im Zentrifugenglas (Abb. 14).

—'4— Lipoprotein

|

. =

Abb. 14: Lipoprotein-Isolierung durch Flotation in KBr. Die Lipoproteine sind deutlich als
gelbe Bande dicht unter dem Meniskus zu erkennen. Unten ist pelletiertes Himoglobin erkennbar.
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1.2.1 SELBSTGENERIERENDER KBR-DICHTEGRADIENT

Zur Ermittlung der Dichte in KBr wurden selbstgenerierende KBr-Dichtegradienten
erzeugt. Dabei wurden zwei verschiedene Methoden angewandt: ein zweistufiger
Gradient mit kurzer Zentrifugationsdauer (3 Stunden) und hoher Zentrifugal-
beschleunigung (~417.000xg), und ein mehrstufiger Gradient mit langer Zentrifugations-

dauer (16 Stunden) und ,mittlerer’ Zentrifugalbeschleunigung (~200.000xg).

Zweistufiger KBr-Dichtegradient

Die Isolierung im zweistufigen Gradienten vereint den Vorteil eines Gradienten gepaart
mit einer ziigigen Durchfiihrung. Die Nachteile sind das geringere einsetzbare Proben-
volumen und die etwas kompliziertere Durchfiihrung im Vergleich zur Flotationszentri-
fugation. Weiterhin stellt sich die Frage, inwiefern die getrennten Lipoproteine und das
KBr ihre Gleichgewichtskonzentration, eine wichtige Voraussetzung fir die akkurate Be-

stimmung der Dichte, nach drei Stunden erreicht haben.

Mehrstufiger KBr-Dichtegradient

Die genausten Resultate im Bezug auf die Dichte der analysierten Lipoproteine lieferte
der mehrstufige KBr-Dichtegradient. Bedingt durch seine lange Zentrifugationsdauer (16
Stunden) zusammen mit einer Zentrifugalbeschleunigung von ~200.000xg befinden sich
die Lipoproteine am Ende der Zentrifugation mutmallich im Gleichgewicht mit dem sie
umgebenden Medium, d.h. sie schweben am Ort ihrer Dichte im Gradienten. Die Nach-
teile dieser Zentrifugationsmethode sind der komplexe Aufbau, die lange Dauer (mit Vor-
konzentrationsschritt insgesamt 19 Stunden) und das geringe Probenvolumen (maximal

500 pl fir den verwendeten MLS-50-Rotor).

1.3 DICHTEBESTIMMUNGEN

Die Dichte des Nereis-Lipoproteins wurde zum Einen nach der Isolierung in Iodixanol
bestimmt, und zum Anderen nach der Isolierung in KBr. In beiden Fillen konnte das
Nereis-Lipoprotein als HDL klassifiziert werden. Die Dichte betrug 1,069+0,014 ¢/ml
(zwei individuelle Messungen, jeweils in Funffachbestimmung, siche auch Schenk et al.
2006) in Iodixanol und 1,09-1,10 g/ml (zwei unabhingige Messungen, jeweils
Dreifachbestimmung) in KBr.
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14 NATIVES MOLEKULARGEWICHT

14.1 ANALYTISCHE ULTRAZENTRIFUGATION

Der mit dem Nereis-Lipoprotein durchgefithrte Gleichgewichtslauf lieferte eindeutige Er-
gebnisse. Es zeigte sich, dass die gewihlten Geschwindigkeiten (6.000, 8.000 und 10.000
rpm) ideal waren, da bei keiner Geschwindigkeit nach 24-stundiger Zentrifugation eine
Sedimentation festgestellt werden konnte (Abb. 15, nichste Seite).
Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit dem Programm UltraScan durch den
GlobalFit-Algorithmus (Abb. 16 und 17, ubernachste Seite). Eine entscheidende Grofle
bei der Berechnung von Molekiilmassen aus AUZ-Liufen ist das partialspezifische Vo-
lumen des untersuchten Molekiils, welches den Kehrwert der Dichte darstellt. Dabei ist es
wichtig zu beachten, dass es sich um die unhydratisierte Dichte handeln muss. Aus
diesem Grund konnte nicht die in KBr ermittelte Schwebdichte verwendet werden, da
diese noch zu viel Hydratwasser beinhaltet (~ 79%, Anhang 6). Deswegen wurde das
partialspezifische Volumen, v, mit Hilfe von Literaturwerten und den folgenden
Annahmen errechnet:

1. Die Dichte der Apoproteine basiert auf einer von der molekularen Masse (M =

365 kDa, siche 1.7.2) abhingigen Funktion (Fischer et al. 2004), d.h.:
p(M) = {1,41+ 0,145 x exp(— %fa)ﬂ g/ml 4

Woraus fur die Nereis-Apolipoproteine eine Dichte von 1,41 g/ml resultiert.

2. Die Gesamtdichte der Lipidmatrix und der Kohlenhydrate (KH) entspricht der
Summe der Dichten der relativen Anteile ihrer Einzelbestandteile. Damit ware
die Dichte der Lipidmatrix 1,004 g/ml und die der Kohlenhydrate 1,547 g/ml
(sieche 1.7. und 1.8, Anhang 5 und Chino et al. 1969).

3. Das Lipoprotein besteht zu gleiche Teilen aus Lipid und Protein (je 49,67%,
d.h. 1:1-Massenverhiltnis) sowie aus 0,66% Kohlenhydrat (1.7 und 1.8). Auch
hier gilt die Annahme, dass die Gesamtdichte die Summe der einzelnen Teil-
dichten ist. Fir die unhydratisierte Dichte gilt also:

P(NVLp) = p(Apoprotein) x 49,67% + p(Lipid) x 49,67% + p(KH) x0,66%  (5)
Nach Einsetzen ergibt sich:

P(NVLp) =1,41g/ml x 49,67%+1,004 g / ml x 49,67% +1,547 g / mlx 0,66% =1,209 g / ml (6)
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Daraus folgt fur das partialspezifische Volumen v:

1 1

V= =
p(NvLp) 1,209g/ml

ERGEBNISSE

=0827ml/g (7)

Wenn das so ermittelte partialspezifische Volumen zur Massenberechnung herangezogen

wird, ergibt sich fiir das Nereis-Lipoprotein ein natives Molekulargewicht von ~857.000.
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Abb. 15: Gleichgewichts-
lauf in der Analytischen
Ultrazentrifuge mit Nereis-

Lipoproteinen. Absorptions-
profile. Es sind die drei Mess-
zellen (Channels) zu erkennen.
Channel 1, der zentripetalste
der drei zeigt durchweg un-
befriedigende Daten, Channel 2
und 3 hingegen zeigen aus-
wertbare Profile. Auffillig ist
die generell erhéhte Grundlinie,
die durch ein bei diesen Ge-
schwindigkeiten nicht-sedimen-
tierendes bei 280 nm absor-
bierendes Teilchen in der
Probe erzeugt worden sein
konnte.

A) Messungen bei 6.000 rpm.
B) Messungen bei 8.000 rpm.
C) Messungen bei 10.000 rpm.
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Channel 3, 24 Stunden
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Abb. 16: GlobalFit-Analyse des Gleichgewichtslaufes vom Nereis-Lipoprotein. Abgebildet
sind sie Kurvebereiche, die fiir die Berechnung des Molekulargewichtes herangezogen wurden. Auf-
getragen ist die Absorption bei 280 nm gegen den relativen Radius. Der Klarheit wegen sind nur die
Daten von Channel 3 nach 24-stindiger Zentrifugation dargestellt. Die Rohdaten liegen nahezu
deckungsgleich tber den gefitteten Werten, was fiir ein gutes Modell spricht.
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Abb. 17: Residuals. Abweichung der Rohdaten aus Abb. 16 von den angepassten Werten. Gute Fits
liegen parallel und sollten um nicht mehr als 0,05 streuen. Zu sehen ist der Absorptionsunterschied gegen
den relativen Radius. Bis auf die letzten Messpunkte bei 10.000 rpm ist der Fit sehr gut. Auch hier sind aus
Griinden der Ubersichtlichkeit nur die Werte fiir Channel 3 und 24-stiindiger Zentrifugation angegeben.
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1.4.2 GELFILTRATION

Neben der Analytischen Ultrazentrifugation wurde auch versucht, das native Molekular-
gewicht per Gelfiltration zu ermitteln. Dazu wurden die Lipoproteine tber eine Superose
6-Sdule mit einer Flussrate von 0,5 ml/min chromatographiert. Das Eluat wurde bei 280
nm detektiert. Die isolierten Lipoproteine zeigten einen einzelnen Peak bei einer Reten-
tionszeit von ~18,46+1,1 Minuten (n = 3) (Abb. 18). Anhand der aus den
Retentionszeiten der Standardproteine ermittelten Fichgrade und der dazu gehorigen
Gradengleichung (Abb. 19, nichste Seite) lasst sich das native Molekulargewicht
errechnen. Das so bestimmte Molekulargewicht betrigt ~2.221.500, da das Nereis-
Lipoprotein ein discoidales Protein ist (Schenk et al. 20006), die Eichgrade jedoch mit
globuliren Proteinen erstellt wurde, ist dieser Wert als zu grof3 anzusehen. Da eine
Scheibe mit einem Durchmesser von 42 nm und einer Dicke von 10 nm (wie fiir das
Nereis-Lipoprotein durch elektronenmikroskopische Studien gezeigt, Schenk et al. 2000)
lediglich 35,7% des Volumens einer Kugel mit 42 nm Durchmesser hat, ergibt sich ein

korrigiertes natives Molekulargewicht von ~793.000.

mv |
30
204 Lipoprotein
10—
0 —
T T T I T T T I T T T I T T T i
0 10 20 30 min

Abb. 18: Elutionsprofil des Nereis-Lipoproteins auf der Superose 6-Siule. Die Detektion
erfolgte bei 280 nm, die Flussrate betrug 0,5 ml/min. Das Lipoprotein eluiert hier bei 18,5 Minuten. Der
kleine Peak vor dem Lipoprotein stellt ein Aggregat dar, der Anstieg bei >34 Minuten das Gradienten-
medium Jodixanol.
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Abb. 19: Eichgrade fur die Gelfiltration. Die Standardproteine sind als blaue und das Nereis-Lipo-
protein als griner Rhombus dargestellt. Aufgetragen ist die Abhingigkeit der Retentionszeit vom
Logarithmus des Molekulargewichtes.

1.5 SEDIMENTATIONSKOEFFIZIENT

Die mit dem Nerezs-Lipoprotein durchgefiihrten Sedimentationsldufe zeigten eine einheit-
liche Sedimentation der Lipoproteine, was sich zum Einen an der Konzentrationsvertei-
lung wihrend des Laufs (Abb. 20 A, nichste Seite) und zum Anderen am van Holde-
Weischet-Extrapolationsplot (Abb. 20 B, nichste Seite) erkennen lasst. Der aus den
Sedimentationsldufen ermittelte, auf Wasser und 20°C korrigierte Sedimentations-
koeftizient Soow betrug 9,7 S.

Aus dem Sedimentationskoeffizienten lasst sich mit Hilfe der Svedberg-Gleichung nihr-
ungsweise das Molekulargewicht (M) errechen:

i ®

R entspricht der universellen Gaskonstante (8,315 x 107 erg/Grad und Mol), T der
absoluten Temperatur in K (293,15), S dem Sedimentationskoeffizienten in 10-13s1, D
dem Diffusionskoeffizienten (1,38 x 107cm?/s, Gellissen und Emmerich 1980) und ¢ der
Dichte von Wasser bei 20°C (0,998 g/ml, Weast 1974). Als partialspezifisches Volumen v

witd der in Gleichung 7 ermittelte Wert (0,827 ml/g) benutzt.
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Es ergibt sich nach Einsetzen der entsprechenden Werte in (8) ein Molekulargewicht von

~981.000.
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Abb. 20: Sedimentationslauf in der Analytischen Ultrazentrifuge von Nereis-Lipoprote-

inen. A) Sedimentationsprofil. Jede Linie entspricht einer Messung. Die Messungen wurden im Abstand
von 1 Minute aufgenommen. Deutlich ist die Wanderung der Sedimentationsfront entlang der Rotorachse
(X-Achse) zu erkennen. B) Linearisierung und Extrapolation des Sedimentationsprofils (siche links) auf
unendliche Zeit mit Hilfe des erweiterten van Holde-Weischet-Algorithmus. Auf der y-Achse kann im
Schnittpunkt der extrapolierten Geraden mit der Achse der Sedimentationskoeffizient abgelesen werden.

1.6 MOLARER EXTINKTIONSKOEFFIZIENT

Um den molaren Extinktionskoeffizienten des Neress-Lipoproteins zu bestimmen, wurde
zunichst die Absorption des Lipoproteins bei 280 nm ermittelt. AnschlieBend wurde die
Proteinkonzentration in der Probe mit Hilfe des BCA-Assays bestimmt. Nach dem
Gesetz von Lambert-Beer ist die Extinktion (E) direkt proportional zur Konzentration
und der Schichtdicke der Probe:
E=¢excxd (9)

Wobei ¢ der Konzentration in mol/l (M) entspricht, d der Schichtdicke in cm und e dem
molaren Extinktionskoeffizienten in M-'cm-!. Nach Umstellen und Einsetzen ergibt sich
fur eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml:

1571 _573.358—~ (10)

g =
2,74%x10°° M x1cm M xcm
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1.7 CHARAKTERISIERUNG DER APOLIPOPROTEINE

Das Nereis-Lipoprotein enthilt zwei Untereinheiten, eine hoch molekularer (ApoNvLp I)
und eine mittlerer Masse (ApoNvLp II, Schenk 2003, Schenk et al. 2006). Im Laufe dieser
Arbeit zeigte sich jedoch, dass die berichtete Masse der gro3en Untereinheit von 247 kDa
(Schenk et al. 2006) nach oben korrigiert werden musste. Durch die Verwendung
geeigneterer Standardproteine in der SDS-PAGE stellte sich heraus, dass eine Masse von

~280 kDa anzunehmen ist.

1.7.1 SEKUNDARSTRUKTUREN DER APOLIPOPROTEINE

Mit Hilfe der Circular Dichroismus- (CD-) Spektroskopie sollte die relative Verteilung der
einzelnen Sekundarstrukturen im Nereis-Lipoprotein analysiert werden. Zunichst war es
wichtig, die geeignete Verdiinnung der Probe zu ermitteln. Hierzu wurde zuerst der
Puffer (PBS + 1 mM EDTA) in verschiedenen Verdinnungen gemessen (siche Material
und Methoden). Die eigentlichen Proben wurden in entsprechender Verdinnung (1:30-
1:40, die Proteinkonzentration betrug somit meist 0,02-0,03 mg/ml) gemessen. Aus den
erhaltenen Spektren (Abb. 21, nichste Seite) und dem dazugehorigen Circular
Dichroismus bei jeder Wellenlinge konnte nun mit Hilfe des Dichroweb-Servers
(http://public-1.cryst.bbk.ac.uk/cdweb/html/) der relative Anteil der einzelnen
Sekundirstrukturen errechnet werden. Legt man eine durchschnittliche Aminosauremasse
von 115 Da zugrunde (Ryan et al. 1992), so zeigt sich, dass das Nerezs-Lipoprotein durch
einen sehr hohen Anteil an B-Faltblittern charakterisiert ist; a-Helices sind bei weitem

nicht so hiufig vertreten (Tab. 7).

TAB. 7: Prozentuale Anteile der einzelnen Sekundirstrukturen des Neress-Lipoproteins. Ermittelt mit Hilfe des
CDSSTR-Algorithmus aus den CD-Spektren unter Annahme einer durchschnittlichen Aminosduremasse von 115
Da. Mittelwerte aus 4 unabhingigen Messungen.

a-Helix B-Faltblatt Schleifen | Ungeordnet
14% 35% 22% 28%
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Abb. 21: CD-Spektrum des Nerezs-Lipoproteins im Bereich von 240-190 nm. Gemessen
wurde im Spektralbereich von 250-185 nm bei 50 nm/min in 0,5 nm Schritten mit einer Integrationszeit
von einer Sekunde. Die Schichtdicke war 0,1 ¢m und die Proteinkonzentration betrug 0,029 mg/ml. Die
grine Linie stellt die experimentell ermittelten und die blaue Linie die aus der Datenbank rekonstruierten
Werte dar. Die violetten Balken geben die Differenz zwischen experimentellen und theoretischen Werten
an.

1.7.2 STOCHIOMETRIE

Um die Stéchiometrie der beiden Apoproteinuntereinheiten zu bestimmen, wurden diese
mit Hilfe von Glutaraldehyd chemisch miteinander verbunden. Das entstandene Produkt
wurde anschlieBend auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefirbt. Es war
deutlich eine Proteinbande im Bereich von ~365 kDa zu erkennen, wihrend die beiden
Untereinheiten mit 280 und 85 kDa verschwunden waren (Abb. 22 nichste Seite). Dies
lisst auf eine 1:1-Stéchiometrie der beiden Apolipoproteine im nativen Lipoprotein
schlieSen (280 kDa + 85 kDa = 365 kDa). Ein ebenfalls beobachtetes hhermolekulares

Aggregat stellt wahrscheinlich eine Multimerbildung dar.
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200 kDa p

116 kDa p>

66 kDa P

Abb. 22: SDS-PAGE (6%) der mit Glutaraldehyd gecrosslinkten Nerezs-Apolipoproteine.

Linke Spur: Kontrolle. Die beiden Apoproteine mit molekularen Massen von 280 und 85 kDa
(eingekreist) sind erkennbar. Rechte Spur: mit 0,025% Glutaraldehyd gecrosslinkte Apolipoproteine. Die
beiden urspriinglichen Untereinheiten sind verschwunden, wihrend ein prominentes Aggregat mit einer
Masse von ~365 kDa auftaucht (eingekreist), das Aggregat iiber dem 365 kDa-Bande reprisentiert eine
Multimerbildung. Die Pfeile geben die Positionen der Standardproteine an. Coomassie gefirbt.

1.7.3 DISULFIDBRUCKEN

Die beiden in einer 1:1-Stéchiometrie vorliegenden Apolipoproteine (siche 1.7.2) des
Lipoproteinpartikels kénnen entweder lose mit dem Partikel assoziiert oder durch inter-
molekulare Disulfidbriicken mit einander verkniipft sein. Um diese Frage zu beantworten
wurden die Lipoproteine auf einer SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht-redu-
zierenden Bedingungen getrennt. Dabei zeigte sich, dass die beiden Untereinheiten nicht
durch zntermolekulare Disulfidbriicken miteinander verkntipft sind. Auch zeigte sich, dass
intramolekulare Disulfidbricken nur in ApoNvLp II vorkommen, was durch das
geinderte Laufverhalten des Polypeptides deutlich wird. Es liuft unter nicht-redu-
zierenden Bedingungen nicht mehr bei 85 kDa, sondern bei ~66 kDa, was auf eine durch
Disulfidbriicken stabilisierte kompaktere Form schlieBen ldsst. ApoNvLp I hingegen ist in
seinem Laufverhalten nicht betroffen. Auffillig ist jedoch die Aggregatbildung, die im
nicht-reduziertem Zustand deutlich zu erkennen ist (Abb. 23, nichste Seite). Dies kénnte
durch wenige intermolekulare Disulfidbriicken hervorgerufen werden, die spontan durch
Oxidation zweier im nativen Zustand reduzierter Sulfhydrylgruppen (-SH) entstanden

sind.

73



ERGEBNISSE

200 kDa P>
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97 kDa P
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Abb. 23: SDS-PAGE (4-20%) mit reduzierten und nicht-reduzierten Lipoproteinen. Spur
1: Reduzierte Lipoproteine. Spur 2: Lipoproteine ohne Reduktionsmittel, 5 Minuten bei 95°C inkubiert.
Spur 3: Lipoproteine ohne Reduktionsmittel, 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Pfeile geben
die Positionen der Molekulargewichtsstandards an. Coomassie gefirbt.

1.7.4 LIMITIERTE PROTEOLYSE

Die Exposition der beiden Apolipoproteine des Nereis-Lipoproteins zum wissrigen
Medium hin wurde anhand ihrer Zuginglichkeit fiir Proteasen durch eine limitierende
Proteolyse ermittelt. Hierbei wurden die Serinproteasen Trypsin und V8 verwendet.
Wihrend Trypsin die 280 kDa Untereinheit im nativen Zustand nicht spalten konnte, war
das 85 kDa Peptid einer Degradation zuginglich, was am Auftreten einer charakter-
istischen 72 kDa-Bande erkennbar war. Wurden die Proben entfettet oder durch Hitze
denaturiert, blieb ebenfalls nur ApoNvLp II fir Trypsin zugianglich und es bildete sich in
jedem Fall das schon erwihnte 72 kDa Produkt. Bei der Verwendung von V8 hingegen
waren beide Untereinheiten schon im nativen Zustand der Proteolyse zuginglich, was
durch die charakteristische Peptid-,Leiter’ unterhalb von ApoNvLp I gekennzeichnet ist,
welche in einem Peptid mit einer Masse von ~125 kDa endet. Unterhalb der 85 kDa
Untereinheit lasst sich eine schwache Bande mit einer Masse von ~65 kDa ausmachen.
Wurden die entfetteten bzw. denaturierten Proteine verdaut so waren hauptsichlich die
85 kDa Untereinheit sowie die schon erwihnten Peptide mit Massen von ~125 bzw. 65

kDa zu erkennen (Abb. 24, nichste Seite).
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200 kba p

116 kDa p
97 kDa p
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Abb. 24: SDS-PAGE (4-20%) mit Proteolyse-Produkten vom Nereis Lipoprotein. Spur 1:
Kontrolle. Spur 2: 30 Minuten 37°C ohne Proteasen. Spur 3: nativ + V8. Spur 4: entfettet + V8. Spur 5: 5
Minuten 95°C + V8. Spur 6: nativ + Trypsin. Spur 7: entfettet + Trypsin. Spur 8: 5 Minuten 95°C +
Trypsin. Die weniger intensiv gefirbten Proteinbanden in Spur 4, 7 und 8 sind auf beobachteten
Aggregate zuriick zufithren. Die Pfeile geben die Positionen der Molekulargewichtsstandards an.
Coomassie gefirbt.

1.7.5 KOHLENHYDRATZUSAMMENSETZUNG DER APOPROTEINE

Bei den Kohlenhydratanalysen standen sowohl die Monosaccharidzusammensetzung und
der Gesamtkohlenhydratanteil der Lipoproteine als auch die Struktur und die Zusam-

mensetzung der N-Glycane im Fokus.

Monosaccharide

Nachdem die einzelnen Kohlenhydrate mittels Trifluoressigsaure (TFA) vom Peptid-
ruckgrat hydrolytisch entfernt waren, wurden sie nach Derivatisierung mit einem
Chromophor (PMP) per Umkehrphasen-HPLC getrennt (Abb. 25 nichste Seite) und
anschlieBend quantifiziert. Dabei zeigte sich ein ungefihres 1:1-Verhiltnis von Mannose
zu N-Acetylglucosamin, den beiden maf3geblichen Monosacchariden in N-glycosidisch
gebundenen Kohlenhydratstrukturen. Auch Fucose stellt eine wichtige Komponente von
N-Glycanen dar. Die fiir O-glycosidisch gebundene Kohlenhydrate typischen Zucker, N-
Acetylgalactosamin und Galactose, sind ebenfalls vertreten. Neben Rhamnose, Glucose
und Xylose wurden auch einige nicht identifizierbare Zucker gefunden. Die beobachteten
hohen Anteile an Glucose und Xylose (Tab. 8 nichste Seite) sind bei den hier
verwendeten Proteinkonzentration als Kontamination zu betrachten (Strydom 1994). Sie

werden deshalb bei der Berechnung der Glycosylierung nicht berticksichtigt.
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Abb. 25: Chromatogramm der mit TFA hydrolysierten und PMP derivatisierten Mono-
saccharide. Peaks: 1: N-Acetylglucosamin 2: Mannose 3: N-Acetylgalactosamin 4: Rhamnose 5: un-
bekannt 6: Glucose 7: Galactose 8: Xylose 9: Fucose 10: unbekannt 11: Digitoxose (interner Standard).
Glucose und Xylose (Peaks Nr. 6 und 8) werden als omniprisente Verunreinigungen angesechen. Der
grole Peak bei 11 Minuten, sowie die kleineren, davor liegenden Peaks, sind Artefakte des Deri-
vatisierungsreagenz, die relativen Peakflichen sind aufgrund unterschiedlicher Extinktionskoeffizienten der
verschiedenen PMP-Zucker nicht miteinander vergleichbar.

Aus den absoluten Zuckeranteilen (Tab. 8) lasst sich die Gesamtglycosylierung der Apo-

lipoproteine errechen.

TAB. 8: Absolute Anteile der Monosaccharide pro 10 nug Apolipoprotein. Glucose und Xylose (rot dargestellt)
werden als Kontaminationen betrachtet. Mittelwerte aus drei unabhingigen Messungen.

N-Acetyl- Mannose | N-Acetyl- Rhamnose | Glucose | Galactose | Xylose | Fucose
glucosamin | [ug] galactosamin | [ug] [ng] [ng] [ng] [ng]
[ng] [ng]

0,033 0,029 | 0,008 0,006 0,112 | 0,042 0,019 | 0,015

Aus Tabelle 8 ergibt sich eine Gesamtmenge an Kohlenhydraten von 133 ng pro 10 ug
Apolipoprotein, daraus ergibt sich ein Glycosylierungsanteil fiir die Apoproteine von
1,31% (siche Anhang 7.1) und, unter Annahme eines 1:1-Massenverhiltnis von Protein

und Lipid (siche 1.8), eine Glycosylierung des Lipoproteinpartikels von 0,66%.
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Legt man die entsprechenden Molarititen zu Grunde (Tab. 9), so ergeben sich ~25 Mol

Kohlenhydrat pro Mol Apoprotein.

TAB. 9: Absolute Anteile der Monosaccharide in Mol pro Mol Apolipoprotein. Glucose und Xylose (rot dargestellt)
werden als Kontaminationen betrachtet. Mittelwerte aus drei unabhingigen Messungen.

N-Acetyl- Mannose | N-Acetyl- Rhamnose | Glucose | Galactose | Xylose | Fucose
glucosamin galactosamin

5,20 5,72 1,28 131 2215 | 816 450 |323
Oligosaccharide

Die N-glycosidisch gebundenen Oligosaccharide des Nereis-Lipoproteins wurden mit dem
Enzym PNGase F vom Protein entfernt. Nachdem die freigesetzten Kohlenhydrate unter
reduzierenden Bedingungen an den Fluorophor Anthranilsiure gekoppelt wurden,
konnten sie mittels Normalphasen-HPLC anhand ihrer Polaritit (und somit Grof3e) auf-
getrennt werden. Neben mehreren kurzkettigen Oligosaccharideinheiten zeigte sich auch
ein charakteristischer Doppelpeak welcher einer Gréfle von ~9,9 und 10,75 Glucose-

einheiten entsprach (Abb. 206).
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Abb. 26: Chromatogramm der mit PNGase F abgespaltenen und mit Anthranilsiure flu-

oreszenzmarkierten Oligosaccharide. Die Pfeilspitzen geben die Positionen der Glucose-Oligomere
eines Dextranstandards an, die Ziffern die Anzahl der Glucoseeinheiten. Die Peaks mit einer
Retentionszeit <8,5 Minuten sind Derivatisierungsartefakte. Deutlich sind die beiden Peaks mit ~9,9 und
10,75 Monomeren zu erkennen.
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Lektin-Blots

Um eine Aussage dariber treffen zu konnen, welche Art der Glycosylierung fiir die
beiden Proteinuntereinheiten des Nereis-Lipoproteins zutrifft, wurde in einer fritheren
Arbeit (Schenk et al. 2006) das Lipoprotein per Lektin-Blot analysiert. Dabei wurden das
durch SDS-PAGE in seine Untereinheiten aufgetrennte und anschlieBend auf eine
Nitrocellulosemembran tbertragene Lipoprotein mit Lektinen unterschiedlicher Spezifitat
inkubiert. Es zeigte sich durch die Verwendung von Concanavalin A (ConA), dass beide
Untereinheiten N-glycosyliert sind, wahrend die 85 kDa-Untereinheit zusitzlich noch O-
glycosyliert ist, was durch Reaktion dieser Untereinheit mit Erdnuss-Lektin (pna)
demonstriert wurde (Abb. 27). Die Ergebnisse konnten in dieser Arbeit bestitigt werden.
200kDa B

116 kDa P

97 kDa p - "
66 kDa p

45 kDa P

29 kDa

Abb. 27: Lektin-Blot des Nerezs-Lipoproteins. Die Proteinuntereinheiten wurden auf einer 4-
20%igen PAGE getrennt und anschlieBend auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Linke Spur:
ConA, deutlich sind beide Proteinuntereinheiten (280 kDa und 85 kDa) zu erkennen. Rechte Spur: Pna,
nur die 85 kDa-Untereinheit hat reagiert. Die Pfeile geben die Positionen der Molekulargewichtsstandards
an. Aus Schenk et al. (20006).

1.8 LIPIDZUSAMMENSETZUNG

Da die Art der von einem Lipoprotein transportierten Lipide auf seine physiologische
Funktion schlieBen ldsst, war es wichtig die vom Nereis-Lipoprotein transportierten Lipide

sowohl quantitativ als auch qualitativ zu untersuchen.

1.8.1 DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE

Die Diunnschichtchromatographie stellt eine einfache qualitative Methode in der Lipid-

analytik dar. Die mit Chloroform/Methanol aus dem Lipoprotein extrahierten Lipide
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wurden auf Kieselgelplatten nach Lipidklassen getrennt. Die Phospholipide wurden in
einem separaten Lauf getrennt betrachtet. Die Platten wurden anschleilend in einer
gesittigten lod-Atmosphire gefirbt.

Bei den in einer friheren Arbeit (Schenk et al. 2006) und dieser Arbeit durchgeftihrten
diunnschichtchromatographischen Analysen zeigte sich bei den aufgetrennten Totallipiden
die Pridominanz von Phospholipiden, wihrend freie Fettsduren, Mono-, Di- und
Triacylglyceride in weitaus geringerem MalBle vorlagen. Cholesterin und seine
Fettsdureester konnten so gut wie gar nicht detektiert werden (Abb. 28 A). Unter den
Phospholipiden dominierte Phosphatidylcholin tiber Phosphatidylethanolamin (Abb. 28
B).

Cholesterinester mmp «=mPhosphatidylethanolamin
Triacylglyceride wmp Cws

«emPhosphatidylcholin
freie Fettsauren =sp .

Diacylglyceride wmp g

Monoacylglyceride wsp

Phospholipide == gy g A) bt g B)

Abb. 28: Dinnschichtchromatographie der Nerezs-Lipoprotein-Lipide (A) und Phospho-

lipide (B). A) Linke Spur: Lipidstandards. Rechte Spur: aus 10 pg Lipoprotein extrahierte Lipide. B)

Linke Spur: aus 10 pg Lipoprotein extrahierte Lipide. Rechte Spur: Phospholipidstandards. lodfirbung.
Aus Schenk et al. (2000).

1.8.2 HPLC-ELSD

Um die zuvor nur qualitativ nachgewiesenen, vom Nereis-Lipoprotein transportierten
Lipide in ihre Klassen zu trennen und diese Klassen zu quantifizieren, wurden die mit
Chloroform/Methanol extrahierten Lipide per HPLC aufgetrennt und im Licht-
streudetektor nachgewiesen und quantifiziert. Dabei bestitigte sich, dass Phospholipide
die Majoritit der Lipide stellen, sowie dass Phosphatidylcholin bei weitem das hiufigste
Phospholipid ist. Auch konnten gré3ere Mengen an Mono-, Di- und Triacylglyceriden
sowie Cholesterinester detektiert werden, die in der Dinnschichtchromatographie nicht

oder kaum detektiert wurden (Abb. 29 und Tab. 10, beide nichste Seite).
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TAB. 10: Absolute Mengen der einzelnen Lipidklassen des Nereis-Lipoproteins in pg. Injiziert wurden 2 pg Pro-
teindquivalent. Quantifiziert wurde anhand von entsprechenden Oleylgyceriden, Cholesteryloleat und Cholesterin.

Mittelwerte aus zwei Messungen.

Choles- Triacyl- Diacyl- Cholesterin | Monoacyl- | Phospha- Phospha-
terinester glyceride glyceride [ng] glyceride tidyl- tidylcholin
[ng] [ng] [ng] [ng] ethanol- [ng]

amin [ug]
0,179 0,182 0,172 0,043 0,280 0,078 1,718

Errechnet man nun aus den absoluten Lipidmengen die Gesamtmenge an Lipid, so erhalt

man 2,652 pg Lipid fir 2 ug Apoprotein, was einem Totallipidgehalt von ~56,7% ent-

spricht (siche Anhang 7.2).
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Abb. 29: Chromatogramm der mit Chloroform/Methanol 2:1 vom Nereis-Lipoprotein
extrahierten Lipide. Es wurden 2 ug Proteiniquivalent aufgetrennt. Peaks: 1: Cholesterinester. 2: Tri-
acylglyceride. 3: Diacylglyceride. 4: Cholesterin. 5: Monoacylglyceride. 6: Phosphatidylethanolamin. 7:
Phosphatidylcholin. Zu beachten ist, dass die Peakhéhen der einzelnen Lipidklassen wegen unterschied-
licher Sensitivitit gegentiber dem Detektor untereinander nicht vergleichbar sind.
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Aus Tabelle 10 kénnen nun die relativen Lipidanteile errechnet werden (Tab. 11):

TAB. 11: Relative Hiufigkeiten der einzelnen Lipidklassen des Nereis Lipoproteins. Quantifiziert wurde anhand von
entsprechenden Oleylgyceriden, Cholesteryloleat und Cholesterin.

Choles- Triacyl- Diacyl- Cholesterin | Monoacyl- | Phospha- Phospha-
terinester glyceride glyceride glyceride tidyl- tidylcholin
ethanol-
amin
0,75% 06,86% 6,50% 1,62% 10,56% 2,94% 64,78%

Anhand dieser Tabelle kann ermittelt werden, dass der Phospholipidanteil 67,72% des

Gesamtlipids ausmacht.

1.8.3 TOTALLIPIDGEHALT

Der Totallipidgehalt des Nereis-Lipoproteins wurde sowohl in dieser Arbeit als auch bei
Schenk et al. (2006) mit der Phospho-Sulpho-Vanillin-Methode bestimmt. Aus sieben
Einzelmessungen ergaben sich hier 18,4231 ug Lipid pro 20 ug Apolipoprotein was
anhand einer mit Phosphatidylcholin (0, 10, 25 und 80 pg) erstellten Eichgerade ermittelt
wurde. Dies entspricht einem Totallipidgehalt von ~47,6% (siche Anhang 7.2) und

stimmt mit den bei Schenk et al. (2006) publizierten ~48% gut tiberein.

1.8.4 PHOSPHOLIPIDGEHALT

Die Bestimmung des Phospholipidgehaltes wurde mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes
ANS durchgefiihrt. Diese Methode basiert auf der Fluoreszenzverstirkung und Emis-
sionswellenlingenverschiebung von ANS in hydrophober Umgebung. Da durch die an-
gewandte Methodik (siche Material und Methoden) lediglich Phospholipide in Losung
gehen und Mizellen bilden, ist eine selektive Bestimmung des Phospholipidgehaltes im
ug-Bereich méglich.

Der so ermittelte Phospholipidgehalt lag zwischen 37,75 und 43,6 ug Phospholipid pro 50
ug Protein. Aus diesem Wert ldsst sich, mit Hilfe der Daten aus der Lichtstreudetektion
(1.8.2), der Gesamtlipidanteil errechnen:

ermittelte r Phospholipidgehalt [ug]

Gesamtlipidanteil [ug] = 57 729
, ()}

(11)

Daraus ergeben sich 55,74 bis 64,38 pg Lipid pro 50 ug Apoprotein. Dies wiirde einem
Lipidanteil von 55,37-55,96% entsprechen (siche Anhang 7.2).
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2 LIPOPROTEINREZEPTOREN

2.1 LIPOPROTEINREZEPTORISOLIERUNG

Ausgehend von der Hypothese, dass die Elacocyten den Hauptsyntheseort des Nereis-
Lipoproteins darstellen, wurde versucht, aus isolierten Elacocytenmembranfraktionen das
Rezeptorprotein zu isolieren. Dazu wurde zunichst eine Affinititssdule hergestellt um den
Rezeptor mittels Affinititschromatographie zu reinigen. Die eluierten Fraktionen wurden
mit Aceton gefillt und per SDS-PAGE analysiert. Da der Rezeptor bei allen Isolationen
nur in den Fraktionen zwei und drei des Affinititssdulen-Eluats zu finden war (nicht
gezeigt), wurden diese durchweg gepoolt. Es konnte so ein Protein mit einer Masse von
114£4 kDa (n = 9) isoliert werden (Abb. 30 A). Mit denen den mutmaBlichen Rezeptor
enthaltenden Fraktionen wurden Liganden-Blots durchgefithrt. Dabei konnte das eluierte
Polypeptid eindeutig als Lipoproteinrezeptor identifiziert werden. Im Liganden-Blot ist
der Nerezs-Lipoproteinrezeptor durch das Auftreten einer Bande im Bereich von 110-120

kDa charakterisiert (Abb. 30 B).

200 kDa P>

116 kDa P>
97 kDa P

66 kDa P>

45 kDa P>

29 kDa p>
A) B)

Abb. 30: SDS-PAGE (4-20%) und Liganden-Blot des Elaecocyten-Lipoproteinrezeptors.
A) Es ist ein Peptid mit einer Masse von ~115 kDa zu erkennen (Pool aus den Fraktionen zwei und drei).
Coomassie gefirbt. B) Die Proteine wurden ohne Einsatz von Reduktionsmitteln und Metallchelatoren
auf einer 4-20%igen PAGE getrennt und anschlieBend auf eine Nitrocellulosemembran tibertragen. Die
Detektion erfolgte wie in Material und Methoden 4.5.2 beschrieben. Die Pfeile geben die Positionen der
Molekulargewichtsstandards an.
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2.2 CHARAKTERISIERUNG DES NEREIS-LIPOPROTEINREZEPTORS

Das Rezeptorprotein wurde als Polypeptid mit einer Masse von ~114 kDa im reduzierten

und 110-120 kDa im nicht-reduzierten Zustand identifiziert.

2.21 GEWEBESPEZIFITAT

Da der Lipoproteinrezeptor zunichst aus Elaeocyten isoliert wurde, sollte das Protein
auch in anderen Zellen und Geweben nachgewiesen werden. In Betracht kamen
Keimzellen (Spermatogonien und Oocyten), sowie Muskel- und Darmgewebe. Es zeigte
sich in den durchgefthrten Liganden-Blots, dass der Nereis-Lipoproteinrezeptor in allen
untersuchten Zellen und Geweben vorkam. Er stellte sich in allen Geweben als mono-
meres Protein mit einer Masse von ~120 kDa im nicht-reduzierten Zustand dar. Auffillig
war, dass der Rezeptor mit, Ausnahme der FEizellen und Elacocyten, in allen hier

untersuchten Geweben im Liganden-Blot eine charakteristische Doppelbande zeigte

(Abb. 31).

200 kDa p

116 kDa p
97 kDa p
66 kDa p

45 kDa p

29 kDa p

Abb. 31: Liganden-Blot von Nereis-Lipoproteinrezeptoren aus verschiedenen Geweben.
Die Proteine wurden ohne Einsatz von Reduktionsmitteln und Metallchelatoren auf einer 4-20%igen
PAGE getrennt und anschlieBend auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Spur 1: Lipoprotein-
rezeptor aus Spermatogonien. Spur 2: Lipoproteinrezeptor aus Darmepithel. Spur 3: Lipoproteinrezeptor
aus Muskelgewebe. Spur 4: Lipoproteinrezeptor aus Oocyten. Spur 5: Lipoproteinrezeptor aus Elacocyten.
Die Pfeile geben die Positionen der Molekulargewichtsstandards an.
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2.2.2 BINDUNGSEIGENSCHAFTEN

Da die bislang charakterisierten Lipoproteinrezeptoren Ca?* fir ihre Funktion benétigen,
welches von der Ligandenbindedomine durch saure Aminosduren, unterstitzt durch
Disulfidbricken, komplexiert wird (Brown et al. 1997), war es von Interesse zu tber-
prifen, ob auch die Funktionalitit des Neress-Lipoproteinrezeptor Ca?™- und Disulfid-
briicken-abhingig ist. Dazu wurde wiederum ein Liganden-Blot durchgefiihrt, bei dem
eine der beiden Proben reduziert wurde und die andere nicht. Nach der Inkubation mit
Nereis-Lipoprotein zeigte sich das erwartete Bild. Wahrend der oxidierte Lipoprotein-
rezeptor seinen Liganden band und somit nachweisbar wurde, war der reduzierte
Lipoproteinrezeptor dazu in weit geringerem Mal3e fahig (Abb. 32).

OX. red.

200 kDa p

116 kDa p
97 kDa p

66 kDa P

45 kDa p

29 kDa p

Abb. 32: Liganden-Blot von Nereis-Lipoproteinrezeptoren aus Oocyten. Die Proteine
wurden auf einer 4-20%igen PAGE getrennt und anschlieBend auf eine Nitrocellulosemembran
tbertragen. Linke Spur: Lipoproteinrezeptor nicht-reduziert. Rechte Spur: Lipoproteinrezeptor reduziert.
Die Pfeile geben die Positionen der Molekulargewichtsstandards an.

2.2.3 GLYCOSYLIERUNG

Da der Lipoproteinrezeptor ein Membranprotein ist und die meisten extrazelluldren und
Membranproteine glycosyliert sind, sollte auch der Nereis-Lipoproteinrezeptor auf seine
Glycosylierung hin untersucht werden. Dazu wurden Lektin-Blots durchgefithrt. Eine
genauere Analyse per HPLC war im Fall der N-Glycane aufgrund der geringen Ausbeute
und im Fall der Oligosaccharide aufgrund der verwendeten Detergenzien und Puffer
sowie der geringen Ausbeute nicht moglich. Fur die Lektin-Blots wurden die Proteine

wieder auf einer SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit verschiedenen Lektinen
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inkubiert. Es zeigte sich durch die Reaktion mit ConA und pna, dass das Rezeptorprotein
sowohl N- als auch O-glycosyliert ist. Eine Besonderheit des Rezeptors scheint die
Tatsache zu sein, dass die Glycane lediglich im reduzierten Zustand fiir die Interaktion

mit den Lektinen zur Verfiigung stehen (Abb. 33 A und B).

200 kDa »>

116 kDa p
97 kDa P

66 kDa P>

re

45 kDa

29 kDa p

CN— B)
Abb. 33: Lektin-Blot von nicht-reduzierten und reduzierten Elaeocyten-Lipoprotein-
rezeptoren. Die Proteine wurden auf einer 4-20%igen PAGE getrennt und anschlieend auf eine Nitro-
cellulosemembran Ubertragen. A) ConA. Linke Spur: Lipoproteinrezeptor ohne DTT. Rechte Spur:
Lipoproteinrezeptor mit DTT. B) Pna. Linke Spur: Lipoproteinrezeptor ohne DTT. Rechte Spur:
Lipoproteinrezeptor mit DTT. Eine Kohlenhydrat-positive Markierung zeigt sich nur fiir die reduzierten
Rezeptorproteine. Die Pfeile geben die Positionen der Molekulargewichtsstandards an.
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3 IN VITRO AUFNAHMESTUDIEN DES ISOLIERTEN LIPOPROTEINS

Um die physiologische Relevanz des zuvor biochemisch charakterisierten Lipoprotein-
rezeptors zu demonstrieren, wurden Zellen mit fluoreszenzmarkiertem Lipoprotein inku-
biert. Wegen der besseren Verfiigbarkeit von Platynereis-Keimzellen - sind in der
Laborkultur monatlich verfiigbar - wurden diese Versuche fast ausschlieflich mit
Platynereis-Zellen durchgefithrt. Die Eizellen wurden fiir eine bessere Bildqualitit mit dem
Deckglas leicht abgeflacht, daher sind die ZellgroBen anhand der Messbalken nur

ungefihr abschatzbar.

3.1 DII-MARKIERTES LIPOPROTEIN

Die ersten Aufnahmestudien wurden mit Dil-markiertem Nereis-Lipoprotein in einer
Konzentration von 25 pg/ml unter kontinuietlichem Schitteln bei 19°C fiir insgesamt 23
Stunden durchgeftihrt. Die Eizellen wurden fiir drei Stunden mit dem markierten
Lipoprotein versetzt (Pulse) und nach 23 Stunden (Chase) unter dem Fluoreszenz-
mikroskop unter Verwendung des TRITC-Filters analysiert. Bei Eizellen die mit Dil-

markiertem Lipoprotein inkubiert wurden konnten deutlich kleine endocytotische Vesikel

und grofie Dottergranula ausgemacht werden (Abb.34 A).

Abb. 34: Platynereis-Oocyte (Durchmesser: ~107 um) fur 3 Stunden mit 25 pg/ml Dil-
markiertem Nerezs-Lipoprotein inkubiert, Aufnahme nach 23 Stunden, Objektiv: 40 X. A)
Fluoreszenzaufnahme. Deutlich sind die kleinen endocytotischen Vesikel (Pfeilspitzen) und die groB3en
Dottergranula (Pfeile) zu erkennen. Serienaufnahme, 6 Einzelbilder aus unterschiedlichen Fokussier-

ebenen digital iibereinander gelegt, um mdglichst viele Endocytose-Vesikel zu erfassen. Belichtungszeit:
250 ms. B) Durchlichtbild derselben Eizelle, auf den Zellrand fokussiert. Messbalken: 100 um.
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Waurden die Inkubationsversuche mit Eizellen aus reifen Weibchen gemacht, d.h. Tieren
mit einem Eizelldurchmesser von ~160 pum, so ergab sich ein anderes Bild. Wurde bei
kleinen Oocyten das fluoreszenzmarkierte Lipoprotein sowohl in endocytotischen
Vesikeln als auch in den Dottergranula detektiert, so wurde das Lipoprotein bei den

groBBeren Fizellen fast ausschlieBlich in endocytotischen Vesikeln gefunden (Abb. 35 A

und B), die sich ggf. in grof3en Clustern organisieren (Abb. 30).

Abb. 35: Fluoreszenzaufnahmen von mit Dil-markiertem Lipoprotein inkubierten

Platynereis-Oocyten, 3 Stunden Pulse, 20 Stunden Chase, Objektiv: 40 X. A) Kleine Eizelle,
Durchmesser ~107 um auf die Zelloberfliche fokussiert. Deutlich sind sowohl endocytotische Vesikel
(Pfeilspitzen) als auch Dottergranula (Pfeile) zu erkennen. Belichtungszeit 250 ms. B) GroBe Eizelle,
Durchmesser ~170 um auf die Zelloberfliche fokussiert. Es sind fast ausschlieBlich endocytotische

Vesikel (Pfeilspitzen) zu erkennen. Dottergranula (Pfeile) sind so gut wie nicht markiert. Belichtungszeit
250 ms. Messbalken: 50 pum.

Abb. 36: Fluoreszenzaufnahme einer mit Dil-
markiertem Lipoprotein inkubierten Platynereis-
Eizelle (Durchmesser 160 um), 3 Stunden Pulse,
20 Stunden Chase, Objektiv: 100 X. Es sind
einzelne endocytotische Vesikel zu erkennen (Pfeilspitzen)
und verschieden gro3e Cluster (Pfeile) der Vesikel, jedoch

keine Dottergranula. Belichtungszeit 100 ms. Messbalken:
20 pm.
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3.2 FITC-MARKIERTES LIPOPROTEIN

Zunichst wurden die Eizellen analog zu den Versuchen mit Dil-markiertem Lipoprotein
behandelt. Es konnte jedoch im Gegensatz zu den Versuchen mit Dil-markiertem
Lipoprotein (siche oben) nach 3-stindigem Chase und 20-stindigem Pulse keine
eindeutige Aufnahme des mit FITC-markiertem Lipoproteins festgestellt werden (nicht
gezeigt). Aus diesem Grund wurden die Oocyten fir 20 Stunden mit dem FITC-
markiertem Lipoprotein inkubiert (Pulse), das Medium gewechselt und fiir weitere 3
Stunden ohne Lipoprotein inkubiert (Chase). Bei den so behandelten Eizellen konnte
eindeutig eine Aufnahme des markierten Proteins in die Eizellen festgestellt werden (Abb.

37 A). Da die Fluoreszenz des gekoppelten Farbstoffes FITC relativ schwach war,

wurden einige Eizellen auch mit 50 pg/ml FITC-markiertem Lipoprotein inkubiert. In

diesem Fall wurden deutlich bessere Ergebnisse erzielt (Abb. 37 B).

Abb. 37: Fluoreszenzaufnahmen von mit FITC-markiertem Lipoprotein inkubierten
Platynereis-Oocyten (Durchmesser ~115 pum), 20 Stunden Pulse, 3 Stunden Chase,
Objektiv: 40 X. Auch hier sind endocytotische Vesikel (Pfeilspitzen) und einige, wenige Dottergranula
(Pfeile) zu etkennen. A) Oocyte mit 25 pg/ml FITC-markiertem Lipoprotein inkubiert. Setienaufnahme, 4
Einzelbilder aus verschiedenen Fokusebenen digital Ubereinander gelegt, um mehr der endocytotischen
Vesikel zu erfassen. Belichtungszeit 500 ms. B) Oocyte mit 50 pg/ml FITC-markiertem Lipoprotein
inkubiert. Serienaufnahme, 3 Einzelbilder aus verschiedenen Fokusebenen digital iibereinander gelegt, um
mehr der endocytotischen Vesikel zu erfassen. Belichtungszeit 500 ms. Messbalken: 50 um.

Auch in diesen Versuchen konnten wieder die kleinen endocytotischen Vesikel und einige

wenige Dottergranula unterschieden werden (Abb. 37 A & B).
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33 DOPPELINKUBATION MIT FITC- UND DII-MARKIERTEM LIPOPROTEIN

Um die Frage zu kliren ob die Komponenten des endocytierten Lipoproteins - Lipid und
Protein - nach der Aufnahme in die Zelle getrennt werden, d.h. ob Apolipoproteine und
Lipide an unterschiedlichen Stellen in der Zelle gelagert werden, wurden Oocyten mit 50
pg/ml FITC-markiertem und 50 ng/ml Dil-markiertem Lipoprotein fiir 20 Stunden bei
19°C inkubiert, gewaschen und nach drei weiteren Stunden unter dem Fluoreszenz-

mikroskop analysiert. Es zeigte sich folgendes Bild: Die Fluoreszenzen von Dil und FITC

waren kolokalisiert, was an der deutlich auftretenden orangefarbenen Fluoreszenz in den

,overlay’-Bildern sichtbar ist (Abb. 38).

Abb. 38: Fluoreszenzaufnahme von mit
FITC- und Dil-markiertem Lipoprotein in-
kubierten Platynereis-Oocyten (Durchmesser

~90 wum), 20 Stunden Pulse, 3 Stunden
Chase, Objektiv: 40 X. A) FITC-Lipoprotein.
Belichtungszeit 500 ms. B) Dil-Lipoprotein.
Belichtungszeit 250 ms. C) Merge aus A & B. A & B
sind Serienaufnahmen; 4 FEinzelbilder aus ver-
schiedenen Fokussierebenen digital ibereinander
gelegt, um mehr der endocytotischen Vesikel zu
erfassen. Endocytotische Vesikel (Pfeilspitzen) und
Dottergranula  (Pfeile) erkennbar. Die mit *
gekennzeichnete Struktur stellt eine Kontamination
dar. Die Kolokalisation ist deutlich sichtbar.
Messbalken: 50 pm.
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Bei stirkerer VergroB3erung konnten bei Eizellen, deren Durchmesser zwischen 110 und

150 um lag, kappenartige Strukturen an den Dottergranula sowohl mit FITC-markiertem

als auch mit Dil-markiertem Lipoprotein festgestellt werden (Abb. 39).

Abb. 39: Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahme von mit FITC- und Dil-markiertem
Lipoprotein inkubierten Platynereis-Oocyten (Durchmesser ~115 um), 20 Stunden Pulse, 3
Stunden Chase, Objektiv: 100 X. A) FITC-Lipoprotein. Belichtungszeit 250 ms. B) Dil-Lipoprotein.

Belichtungszeit 100 ms. C) Merge aus A & B. D) Durchlichtbild. Endocytotische Vesikel (Pfeilspitzen)
und Dottergranula (Pfeile) sind erkennbar, die Lipidtropfen der Oocyte erscheinen als dunkle
(Fluoreszenz) bzw. helle Kreise (Durchlicht) €9. Die Kolokalisation ist deutlich sichtbar, wenn auch nicht
bei allen Dottergranula (*). Messbalken: 20 um.

Auffillig ist, dass die grof3en intrazellulidren Lipidtropfen der Oocyten weder FITC- noch

Dil-Fluoreszenz zeigen, und somit nicht direkt vom Lipoprotein mit Lipid versorgt

werden.
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34 SPERMATOGONIEN UND ELAEOCYTEN

Nachdem die Aufnahme des Nereis-Lipoproteins in Oocyten 7z vitro gezeigt werden
konnte, sollten noch weitere Coelomzellen auf ihre Aufnahmefahigkeit fiir das Nereis-
Lipoprotein hin untersucht werden. Da der Lipoproteinrezeptor sowohl aus Spermato-
gonien als auch aus Elacocyten isoliert werden konnte, sollten auch diese an der

Fortpflanzung beteiligten Zellen untersucht werden.

3441 ELAEOCYTEN

Durch die Inkubation der Elacocyten mit dem fluoreszenzmarkierten Lipoprotein iz vitro
konnte auch hier die physiologische Relevanz des zuvor biochemisch charakterisierten
Lipoproteinrezeptors demonstriert werden. Auch hier fanden sich, wie schon bei den
Oocyten gezeigt, die Lipoproteine, bezichungsweise deren Lipide, nicht in den

Lipidtropfen der Zellen, sondern in eigenen Kompartimenten (Abb. 40).

Abb. 40: Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahme von mit jeweils 25 pg/ml FITC- und
Dil-markiertem Lipoprotein inkubierten Platynereis-Elaeocyten, 22 Stunden Pulse, 3
Stunden Chase, Objektiv: 100 X. A) Dil-Lipoprotein. Belichtungszeit 250 ms. B) FITC-Lipoprotein.
Belichtungszeit 500 ms. C) Durchlichtbild. D) Merge aus A, B & C. Endocytotische Vesikel (Pfeilspitzen),
Speichergranula (Pfeile) und der Lipidtropfen (o%) sind erkennbar. Messbalken: 20 pm.
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Auch bei den Elacocyten zeigte sich die schon bei den Oocyten beobachtete Kolokalisa-
tion von FITC- und Dil-markierten Lipoproteinen, sowohl in den Transportvesikeln als

auch in den Speichergranula.

3.4.2 SPERMATOGONIEN

Bei den Spermatogonien zeigte sich das gleiche Bild wie bei den Elacocyten. Die fluores-

zenzmarkierten Lipoproteine wurden in die Zellen aufgenommen, und die Fluoreszenzen

des Proteinmarkers FITC und die des Lipidmarkers Dil kolokalisieren (Abb. 41).

Abb. 41: Inkubation von Platynereis-Spermatogonien (II) mit je 50 ug/ml Dil- und FITC-
markiertem Nereis-Lipoprotein, 22 Stunden Pulse, 3 Stunden Chase, Objektiv: 100 X. A)

Dil-markiertes Lipoprotein. Belichtungszeit 250 ms. B) FITC-markiertes Lipoprotein. Belichtungszeit 500
ms. C) Durchlichtbild. D) Merge aus A, B & C. Die Kolokalisation ist erkennbar (Pfeile), auch wenn
einige Bereiche nur einfach markiert sind (*¥). Messbalken: 20 um.

Auffillig ist, dass zwar eine Kolokalisation erkennbar war, die jedoch nicht tberall auftrat.
Wihrend bei den Elacocyten so gut wie alle endocytotischen Vesikel und Speichergranula

doppelt markiert waren, konnten bei den Spermatogonien ganze Bereiche mit nur einem

Typ von Markierung ausgemacht werden (Abb. 41). Auffillig war auch, im Vergleich zu
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den Elaeocyten, dass die Spermatogonien eine héhere Konzentration an Lipoprotein zur
Aufnahme brauchten (50 pg/ml) als die Elaeocyten (25 pg/ml), auch nahmen nicht alle

kultivierten Spermatogonien die fluoreszenzmarkierten Lipoproteine auf.

Tetraden

Da in Kultur genommene Spermatogonien prinzipiell in der Lage waren das Lipoprotein
aufzunehmen, dies jedoch nur bei einem Teil der Spermatogonien der Fall war, kam die
Uberlegung auf, dass die Fihigkeit zur Aufnahme des Lipoproteins mit dem Grad der
Differenzierung der Spermatogonien bezichungsweise der minnlichen Keimzellen
zusammenhidngen konnte. Aus diesem Grunde wurden die nachfolgenden
Differenzierungsstadien der minnlichen Keimzellen, namentlich die Tetraden, mit FITC-

markiertem Lipoprotein inkubiert. Es zeigte sich auch hier, dass die angebotenen

Lipoproteine von den Zellen aufgenommen wurden (Abb. 42).

Abb. 42: Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahme von mit 25 pg/ml FITC-markiertem
Lipoprotein inkubierten Tetraden, 22 Stunden Pulse, 2 Stunden Chase, Objektiv: 100 X.

A) Fluoreszenzaufnahme. Belichtungszeit 500 ms. B) Durchlichtbild. Die Umrisse eines Spermiums mit
Akrosom, Spermienkopf und dem die Mitochondrien enthaltenden Mittelstiick sind schematisch markiert.
C) Merge aus A & B. Deutlich ist eine kappenartige Struktur zu erkennen, die den Mittelteil des kiinftigen
Spermiums mit den darin enthaltenden Mitochondrien darstellt (Pfeile). Die GeiBleln der sich ent-
wickelnden Spermien sind zu erkennen (Pfeilspitzen). Messbalken: 20 pm.

Neben dem diffus leuchtenden Zellkérper konnte eindeutig eine scharf umrissene kap-
penartige Struktur ausgemacht werden. Diese Struktur liegt im Bereich der Mitochondrien
an der Basis der Spermien-Geil3el. Im Gegensatz zu den Spermatogonien waren jedoch

bei diesen Zelltypen 25 pg/ml Lipoprotein ausreichend, um eine Aufnahme in die Zellen

zu demonstrieren.
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4 NACHWEIS DES NEREIS-LIPOPROTEINS IN VERSCHIEDENEN ZELLTYPEN

Da gezeigt werden konnte, dass das Nerezs-Lipoprotein in Kultur von Eizellen, Sperma-
togonien und Elaeocyten aufgenommen wird, sollte nun Gberprift werden, ob das Lipo-

protein aus diesen Zellen intakt reisoliert werden kann.

4.1 REISOLATION UND CHARAKTERISIERUNG DER FRAKTIONEN

Zunichst wurden cytosolische Fraktionen wie in Material und Methoden (4.2.2) fur die
Gewinnung von Membranfraktionen beschrieben von verschiedenen Geweben her-
gestellt. Diese wurden dann entweder 1:1 mit Iodixanol versetzt, oder mit KBr auf eine
Dichte von 1,18 g/ml gebracht. AnschlieBend wurde wie in Material und Methoden
(4.1.2) beschrieben zentrifugiert. Nach der Zentrifugation zeigte sich, dass in den
Spermatogonien (II) zwei definierte Lipoproteinbanden (SpgLp 1 und 2) zu finden waren.
Bei den Oocyten fand sich ebenfalls eine gelbe Bande am oberen Ende des Zentrifugen-

rohrchens, bei den Elaeocyten waren die einzigen auffindbaren Banden braunlich und

somit wahrscheinlich Himoglobinabbauprodukte (Abb. 43).

SpglLp 1

Hamoglobin-

SpgLp 2 Abbauprodukt?

Abb. 43: Lipoprotein-Isolierung aus dem Cytosol verschiedener Zellen. A) Spermatogonien
11, zentrifugiert in 30% lodixanol. Deutlich sind zwei gelbe Fraktionen, Spglp 1 und 2 zu erkennen. B)
Nereis-Oocyten (~170 um Durchmesser), zentrifugiert in KBr (o = 1,18 g/ml). Das Vitellin ist als
dominierendes Protein in der unteren Hilfte des Zentrifugenglases zu erkennen, unter dem Meniskus ist
eine gelbe Fraktion zu erkennen (Lipoprotein?’) C) Elacocyten (i-Tier), zentrifugiert in 30% lodixanol.
Aufler dem mutmallichen Himoglobinabbauprodukt ist keine Bande sichtbar.
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Die Dichte der beiden Lipoproteinfraktionen aus dem Cytosol der Spermatogonien
wurde per Refraktometrie als 1,064+0,003 g/ml (n = 3) fur Spglp 1 und als 1,129+ 0,003
g/ml (n = 3) fiir Spglp 2 bestimmt. Fir die mutmaBliche Lipoproteinfraktion aus den
Oocyten wurde keine Dichtebestimmung durchgefiihrt, da diese Isolation nicht in einem
Dichtegradienten (Iodixanol oder KBr) durchgefithrt wurde, sondern lediglich durch
Flotation in KBr. Eine Isolation in lodixanol war nicht moglich. Die Eizellen der
Nereiden besitzen ein sehr stark quellendes Corticalmaterial, welches durch den
Aufschluss der Zellen freigesetzt wird und die Probe somit sehr viskos macht. Neben
einer starken Verdiinnung der Losung (worauf verzichtet wurde, um die mutmallich
geringe Konzentration des Lipoproteins nicht noch weiter zu reduzieren) ist die Zugabe
von 2,2 M KBr (022 M KBr/Wasser = 1,18 g/ml, Weast 1974) zum Homogenisationspuffer
eine Moglichkeit, die Viskositit herabzusetzen.

Um Fehlschlisse bei der Identifizierung nach der Ultrazentrifugation auszuschlieBen
wurden die isolierten Proteine per SDS-PAGE und Western-Blot analysiert. Es zeigte sich
bei den als Spglp 1 und Spglp 2 bezeichneten Fraktionen, dass die das Nerezs-Lipo-
protein charakterisierende Proteinuntereinheit ApoNvLp I neben weiteren Peptiden

vorhanden war. In der aus Nereis-Oocyten isolierten Fraktion konnte diese Untereinheit in

der SDS-PAGE nicht detektiert werden (Abb. 44).

200 kDa p

116 kDa p
97 kDa P

66 kDa p

45 kDa p

Abb. 44: SDS-PAGE (4-20%) mit den isolierten Lipoproteinfraktionen. Spur 1: Spglp 1.
ApoNvLp 1 ist eindeutig, wenn auch schwach, an seinem typischen Laufverhalten zu erkennen. Spur 2:
Speglp 2. ApoNvLp I ist deutlich sichtbar, ebenso wie eine prominente Bande bei ~60 kDa. Spur 3:
Nerezs-Oocyten-Lipoproteinfraktion. ApoNvLp I ist nicht erkennbar dafiir ein Peptid mit einer Masse von
~105 kDa. Die Position von ApoNvLp I in Spur 1 & 2 ist eingekreist. Die Pfeile geben die Positionen der
Molekulargewichtsstandards an. Coomassie gefarbt.
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Um zu tberpriifen, ob es sich bei den nicht auf den ersten Blick mit dem Nerezs-
Lipoprotein assoziierten Peptiden um Abbauprodukte handelt, oder ob diese anderen
Peptiden zuzuordnen sind, wurde mit den entsprechenden Fraktionen ein Western-Blot

mit dem a-Nerezs-Lipoprotein-Antikorper durchgefithrt (Abb. 45).

200 kDa p

116 kDa >)
97 kDa p

66 kDa p

45 kDa p*

29 kDa p

Abb. 45: Western-Blot mit aus verschiedenen Geweben isolierten Lipoproteinfraktionen.
Die Proteine wurden auf einer 4-20%igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen. Spur 1: Spglp 1. Deutlich ist ApoNvLp I zu erkennen, zusitzlich
weitere Abbauprodukte. Spur 2: Spglp 2. ApoNvLp I ist nur schwach erkennbar, auch weitere
Abbauprodukte sind nur zu erahnen. Spur 3: Nereis-Oocyten-Lipoproteinfraktion. Gefirbt sind zwei
Banden mit Massen von ca. 100 und 105 kDa. Die Position von ApoNvLp I in Spur 1 & 2 ist eingekreist.
Die Pfeile geben die Positionen der Molekulargewichtsstandards an.

Die Western-Blot-Analyse zeigte deutlich das Vorhandensein von ApoNvLp I in der
Fraktion Spglp 1, wohingegen ApoNvLp I in der Fraktion Spglp 2 nur ganz schwach
nachweisbar war. Zusitzlich zu ApoNvLp I waren noch sehr viele Abbauprodukte zu

erkennen. In der aus Oocyten isolierten Fraktion konnte ApoNvLp I nicht nachgewiesen

werden, es fanden sich jedoch Abbauprodukte.

4.2 ELEKTRONENMIKROSKOPIE

Um das Auftreten der Lipoproteinbanden im Dichtegradienten mit dem Auftreten von
nativen Lipoproteinpartikeln in Bezug zu setzen, wurden die entsprechenden Fraktionen
per Transmissionselektronenmikroskopie untersucht. Wihrend in der als Spglp 1 be-
zeichneten Fraktion Lipoproteinpartikel gefunden werden konnten (Abb. 46 B & D,
nichste Seite), war dies in der Fraktion Spglp 2 nicht méglich (nicht gezeigt). Auf eine
Betrachtung der Oocytenfraktion wurde verzichtet, da im SDS-Gel keinerlei intakte

Apolipoproteine nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 46: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Nereis-Lipoproteinen. A) Nereis-
Lipoproteine aus der Coelomflussigkeit isoliert, Vergréfierung 68.000 X. B) Spglp 1, VergroBerung
68.000 X. C) Nereis-Lipoproteine aus der Coelomfliissigkeit isoliert, Vergréfierung 98.000 X. D) Spglp 1,
VergroBerung 98.000 X. Konzentration: je 0,2 mg/ml. Continuous Catbon, gefirbt mit 2% (w/v)
wissrigem Uranylacetat. Messbalken: 200 nm. Die Pfeilspitzen zeigen durch den Schwermetallfilm
senkrecht (oder geknickt) fixierte Lipoproteinpartikel.

Die aus der Fraktion Spglp 1 isolierten Lipoproteinpartikel zeigen eine dhnliche ,Mor-
phologie’ wie die aus der Coelomflissigkeit. Auch bei ihnen erscheint der Rand der
Lipoproteinscheibe heller, was auf Material hindeutet, das elektronendichter als im
Zentrum des Partikels ist. Die Dimensionen der Partikel waren mit 37,3£8,7 nm (n = 23)
etwas kleiner als die Partikel aus der Coelomflissigkeit (42,0£7,4 nm, Schenk et al. 2000).
Auffillig ist, dass die Konzentration von intakten Lipoproteinpartikeln in der Spglp 1-
Fraktion wesentlich geringer war als in der Coelomfliissigkeit (Abb. 46 A & C), obwohl in

beiden Priparationen die gleiche Proteinkonzentration (0,2 mg/ml) aufgetragen wutrde.
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1 LIPOPROTEINE

1.1 ISOLATIONEN

Wie beschrieben (Schenk 2003, Schenk et al. 20006) lie3 sich das Nerezs-Lipoprotein durch
Iodixanol-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation als eine einzelne Fraktion aus der
Coeclomfliissigkeit isolieren. Auch die Isolation per KBr-Dichtegradient zeigte das
Auftreten einer einzigen Bande im Zentrifugenréhrchen. Die Reinigung des Nereis-
Lipoproteins wurde routinemifig durch Flotation in KBr durchgefiihrt, da KBr durch
Dialyse besser aus den Proben entfernbar ist als Iodixanol. Als Dichte wurde 1,16 g/ml

gewihlt, da dies deutlich tiber der Schwebdichte des Lipoproteins in KBr (~1,1 g/ml) lag.

1.2  DICHTE

Die Dichte des Lipoproteins wurde mit Hilfe der Refraktometrie bestimmt. In Iodixanol
ergab sich eine Dichte von 1,069£0,014 g/ml (sieche auch Schenk et al. 2006). Dies
entspricht einem HDL-Partikel, welches in Iodixanol eine Dichte zwischen 1,03 und 1,14
g/ml besitzt (Graham et al. 1996). Die Dichte in KBr wurde nach 16-stiindiger
Zentrifugation im mehrstufigen KBr-Dichtegradienten (siche Ergebnisse 1.3) als 1,09-
1,10 g/ml bestimmt. Damit ist das Nereis-Lipoprotein auch in KBr als HDL zu typisieren,
da diese in KBr Schwebdichten von 1,064-1,210 g/ml zeigen (Havel et al. 1955). Die
geringere Dichte des Lipoproteins in lodixanol gegeniiber der in KBr ist damit zu
erkliren, dass das Polymer lodixanol iso-osmotisch zu physiologischer Kochsalzlésung ist
(~325 mOsm, Essellier und Jeanneret 1960) und somit das Lipoprotein seine Hydrathtlle
behilt, wihrend es im stark hygroskopischen Salz KBr diese teilweise verliert (Graham et
al. 1990).

Im Vergleich zu anderen Invertebraten ist die in KBr bestimmte Dichte als niedrig einzu-
stufen. So zeigen die HDLp der Insekten Dichten zwischen 1,12 und 1,14 g/ml (Ryan et
al. 1986, Ryan und van der Horst 2000, Canavaso et al. 2004, Rodenburg und van der
Horst 2005). Bei Mollusken und Arachniden finden sich Dichten zwischen 1,10 und 1,17
g/ml (Haunerland und Bowers 1987, 1989, Pollero et al. 1992, Heras und Pollero 2002).
Die HDL der Crustaceen zeigen im Allgemeinen eine hohere Variabilitit in ihren

Dichten. So sind Werte von 1,08 fir Potamon potamois (Landkrabbe) und 1,19 g/ml fir
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Cancer antennarins (Salzwasserkrabbe) beschrieben (Yepiz-Plascencia et al. 1995). Auch die
Dichten der Himolymph-Lipoproteine der Flusskrebse sind mit 1,14-1,16 g/ml im
Allgemeinen héher (Hall et al. 1995, Avarre et al. 2002, Stieb et al. 2008). Eine Ausnahme
stellt das erst kiirzlich entdeckte discoidale HDL des europaischen Sumptkrebses Astacus

leptodactylus dar, welches ebenfalls eine Dichte von 1,10 g/ml aufweist (Stieb et al. 2008).

1.3 NATIVES MOLEKULARGEWICHT

Das native Molekulargewicht des Nereis-Lipoproteins wurde mit zwei verschiedenen
Methoden ermittelt; zum Einen durch Gelfiltration und zum Anderen durch einen
Gleichgewichtslauf in der Analytischen Ultrazentrifuge (AUZ).

Bei der Gelfiltration ergab sich unter Einbeziehung des Korrekturfaktors (siche Schenk et
al. 20006, Stieb et al. 2008) ein natives Molekulargewicht von ~793.000 (Ergebnisse 1.4.2).
Bei der Molekulargewichtsbestimmung durch Analytische Ultrazentrifugation ergab sich
ein Molekulargewicht von ~857.000 (Ergebnisse 1.4.1). Die experimentell bestimmten
Molekulargewichte liegen 58.000 und 128.000 tber dem theoretisch erwarteten Wert von
730.000, der sich aus 50% Protein (bei einer 1:1 Stéchiometrie der Apolipoproteine:
280.000 + 85.000 = 365.000) und 50% Lipid ergibt. Bei der Bestimmung des
Molekulargewichts per Gelfiltration sind die zur Kalibrierung verwendeten Proteine und
die daraus resultierende Eichgerade zur Berechnung des Molekulargewichtes von
entscheidender Bedeutung; Fehler beim Erstellen dieser Gerade wirken sich direkt auf das
ermittelte Molekulargewicht aus. Auch eventuelle Interaktionen der verwendeten
Standardproteine oder auch des zu analysierenden Proteins mit der Sdulenmatrix sind
nicht auller Acht zu lassen, dies gilt in besonderem Mal3e fiir nicht-globulire Proteine wie
es auch das Nereis-Lipoprotein darstellt (Meredith und Nathans 1982, Schenk et al. 2000).
Da jedoch die Eichgerade mehrmals unabhingig voneinander erstellt wurde und sich
zwischen den einzelnen Geraden keine Unterschiede zeigten, ist zumindest eine
tehlerhafte Fichung der Gelfiltration auszuschlieBen.

Bei der Massenbestimmung durch AUZ ist zu beachten, dass das partialspezifische
Volumen und somit die Dichte des untersuchten Partikels, in diesem Falle des Nerezs-
Lipoproteins, eine entscheidende Grofle darstellt (Gellissen und Emmerich 1980,
McRorie und Voelker 1993). Da die refraktometrisch ermittelte Dichte noch zuviel
Hydratwasser enthielt (~79% sieche Anhang 6) konnte diese nicht verwendet werden, und

wurde theoretisch als 1,209 g/ml ermittelt (siche Ergebnisse 1.4.1).
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Mit diesem Molekulargewicht (857.000) ist das Nereis-Lipoprotein im Bereich der Insekten
HDLp anzusiedeln, die Molekulargewichte zwischen 450.000-850.000 besitzen (Gellissen
und Emmerich 1980, Kawooya et al. 1989, Ryan et al. 1990, Ryan und van der Horst
2000). Es ist jedoch zum Teil wesentlich massereicher als andere Invertebraten-HDL. Die
Lipophorine der Cheliceraten zeigen Molekulargewichte um die 500.000 (Cunningham et
al. 2007), wihrend die Molekulargewichte der B-Glucan-Binde-Proteine/HDL der
Crustaceen im Bereich von ~315.000 liegen (Stieb et al. 2008). Mit einem Molekular-
gewicht von 930.000 stellt auch hier das discoidale HDL aus A. /leptodactylus eine Aus-
nahme dar (Stieb et al. 2008).

Die hier ermittelten Molekulargewichte weichen zum Teil erheblich von den bislang
beschriebenen ab. So wurde bei Schenk (2003) ein natives Molekulargewicht von
1.800.000 berichtet und bei Schenk et. al. (2006) eines von 675.000. Diese Massen-
unterschiede sind dadurch zu erkliren, dass bei der ersten Bestimmung (Schenk 2003) das
Molekulargewicht direkt aus der Eichkurve abgelesen wurde, ohne die Molekiilform der
Proteine, discoidal beim Nereis-Lipoprotein und globulir bei den Standardproteinen, zu
berticksichtigen. Es ist also davon auszugehen, dass die berichteten 1.800.000 ein zu
groBBes Molekulargewicht darstellen. Das in Schenk et al. (2006) beschriebene Molekular-
gewicht von ~675.000 hingegen berticksichtigt diese ,morphologischen’ Unterschiede.
Wendet man den beschrieben Korrekturfaktor (Schenk et al. 2006) auf das ermittelte
Molekulargewicht von ~1.800.000 (Schenk 2003) an, so erhilt man ein vergleichbares
korrigiertes natives Molekulargewicht (~642.000).

Die Molekulargewichtsunterschiede zwischen denen von Schenk et al. (2006) und denen
in dieser Arbeit ermittelten Massen konnten z.B. durch eine fehlerhafte Eichgerade bei
Schenk et al. (Schenk et al. 2006) begrundet sein. Dies ist jedoch auszuschlieBen. Da das
dort beschriebene native Molekulargewicht von 675.000 aus einer Retentionszeit von
19,55 Minuten auf einer Superose 6-Siule, unter identischen Bedingungen wie in dieser
Arbeit betrieben, ermittelt wurde. Wird diese Retentionszeit mit der in dieser Arbeit
ermittelten Eichgeraden (siche FErgebnisse 1.4.2) in natives Molekulargewicht
umgerechnet, so erhalt man lediglich ein Molekulargewicht von 605.000.

Plausibler ist es, die Massenunterschiede darauf zuriickzufihren, dass Lipoproteine im
Allgemeinen dynamische Partikel sind, deren Lipid-/Apoprotein-Verhiltnis sich je nach

physiologischem Zustand der Organismen dndert. So sind z.B. bei der Vogelspinne Eury-
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pelma californicum zwei Formen von HDL beschrieben, eine mit 40% Lipidanteil und einem
Molekulargewicht von ~500.000 und eine mit 44% Lipidanteil und einem Mole-
kulargewicht von >500.000. Noch extremer scheint es beim Skorpion Hadrurus arizonensis
zu sein, bei dem der Lipidgehalt der Lipophorine zwischen 28 und 40% schwankt
(Haunerland und Bowers 1989). Aber auch bei den Insekten-HDLp finden sich unter-
schiedliche Lipid zu Protein-Verhiltnisse. So wurden beim Tabakschwirmer Manduca
sexta Lipidanteile von 40-70% und Molekulargewichte von 500.000-800.000 beschrieben
(Pattnaik et al. 1979, Ryan et al. 1992).

14 SEDIMENTATIONSKOEFFIZIENT

Die mit dem Nerezs-Lipoprotein durchgefithrten Sedimentationsldufe zeigten ein einheit-
liches Sedimentationsprofil. Der mittels dem van Holde-Weischet-Algorithmus ermittelte
und auf 20°C und Wasser korrigierte Sedimentationskoeffizient betrug ~9,7 S. Dieser
Wert tibersteigt die Sedimentationskoeffizienten anderer Invertebraten HDL zum Teil er-
heblich. So wurden bei der Wanderheuschrecke Iocusta wmigratoria Sedimentations-
koeffizienten von 7,5-7,8 S beschrieben (Gellissen und Emmerich 1980, Kashiwazaki und
Ikai 1985) und beim larvalen HDL des Tabakschwirmers Manduca sexta einer von 8,7 S
(Pattnaik et al. 1979). Das discoidale HDL aus A. /lptodactylus hingegen hat einen
Sedimentationskoeftizienten von 9,5 S (Stieb, Schenk und Hoeger, unveroffentlicht), und
scheint auBler dem hier beschriebenen Nereis-Lipoprotein das einzige (geschlechts-
unabhingige) HDIL zu sein, welches einen vergleichbar hohen Sedimentations-
koeffizienten besitzt. Die bei Crustaceen fir die 3SGBP/HDL ermittelten Sedimentations-
koeffizienten liegen im Bereich von 5,4 bei Callinectes sapidus und ~6 fir A. leptodactylus
und Cancer pagnrus (Puppione et al. 1986, Lee und Puppione 1988, Stieb, Schenk und
Hoeger, Schenk und Hoeger, beides unveroffentlicht). Weitere Daten zu den
Sedimentationskoeffizienten von Invertebraten-Lipoproteinen sind nicht publiziert. Der
Sedimentationskoeffizient fiir humanes LDL liegt zwischen 6 und 6,8 S (Chatterton et al.
1991, Phillips et al. 1994), wihrend der Sedimentationskoeffizient fir das HDL des
Haushuhns Gallus gallus bei ~4 S und der fur humane HDIL, und HDL3 bei 5,5 bzw. 4,7 S
liegt (Kruski und Scanu 1975).

Die Unterschiede in den Sedimentationskoeffizienten zwischen den Vertebraten- und
Crustaceen-HDL einerseits und den Insekten und dem Nereis-Lipoprotein andererseits

liegen vorrangig in ihrer Masse begriindet, da massearme Teilchen im Schwerefeld
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weniger schnell sedimentieren als massereiche (Winter und Noll 1998). Die Vertebraten
HDL, und HDL;3 besitzen Massen von ~260 kDa und ~180 kDa (Anderson et al. 1977)
und sind somit den BGBP/HDL der Crustaceen dhnlich, die bei den europiischen
Flusskrebsen A. astacus und A. leptodactylus Massen im Bereich von ~315 kDa besitzen
(Stieb et al. 2008). Die ebenfalls fiir den Sedimentationskoeffizienten mal3geblichen
Faktoren wie Dichte, Molekiilform und -gréf3e (Winter und Noll 1998) kénnen fiir diesen
Vergleich vernachlissigt werden, da die BGBP/HDL durch ihre Dichte von 1,11-1,19
g/ml (Spaziani et al. 1986, Hall et al. 1995, Ruiz-Verdugo et al. 1997, Stieb et al. 2008) als
HDIL (HDL: und HDLs, o = 1,11-1,21 g/ml, Anderson et al. 1977) klassifiziert sind.
Auch sind Molekilform und -groB3e der genannten Lipoproteine vergleichbar, sie sind
mehr oder weniger globulir und haben Durchmesser zwischen 6 und 10 nm (Anderson et
al. 1977, Stieb et al. 2008).

Anders verhilt es sich bei den Insekten-Lipophorinen, dem discoidalen A. /lptodactylus-
HDL und dem Nereis-Lipoprotein. Diese HDL sind wesentlich massereicher (500-930
kDa, siche 1.3) und zeigen deswegen einen hoheren Sedimentationskoeffizienten. Die
Unterschiede zwischen den Insekten-Lipophorinen und den discoidalen (A. leptodactylus-
und Nereis-)Lipoproteinen konnte in ihrer Molekilform begrindet sein. Zwar hat eine
Kugel (Lipophorine) bei gleichem Volumen (Masse) eine geringere Oberfliche als ein
Diskus/Zylinder und somit auch eine geringere, der Sedimentation entgegenwirkende,
Reibung, jedoch hat eine Kugel keine Moglichkeiten sich im Schwerefeld zu orientieren.
Eine Scheibe wird sich im Schwerefeld eher lings als quer zur Zentrifugalkraft stellen und
somit dem Medium eine geringere Anstromfliche und somit weniger Strémungswider-
stand bieten als eine Kugel, selbst wenn diese einen geringeren Radius aufweist.

Auch aus dem Sedimentationskoeffizient lasst sich das (native) Molekulargewicht eines
Molekdls errechen. Im Fall des Nereis-Lipoproteins wurden fiir das partialspezifische
Volumen dieselben Annahmen wie beim Gleichgewichtslauf gemacht und als Diffusions-
koeffizient der Wert fur Locusta-HDLp verwendet, den Gellissen und Emmerich (1980)
ermittelt haben; damit ergab sich eine native Masse von 981 kDa. Diese Masse liegt ca.
125 kDa tber der mittels Gleichgewichtslauf ermittelten Masse (857 kDa) und ~190 kDa
tber den 793 kDa, die per Gelfiltration bestimmt wurden. Diese Diskrepanz koénnte
damit zu erkliren sein, dass bei der Massenbestimmung aus Sedimentationsliufen zwei

Fehlerquellen zu beachten sind. Das partialspezifische Volumen muss ebenso bekannt
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sein wie der Diffusionskoeffizient. Die unhydratisierte Dichte, und somit das
partialspezifische Volumen des Nereis-Lipoproteins, ist derselbe theoretisch hergeleitete
Wert wie bei dem Gleichgewichtslauf (0,827 ml/g, siche Ergebnisse 1.4.1) und kann somit
als Sedimentationslauf-spezifischer Fehler ausgeschlossen werden. Der Diffusions-
koeffizient hingegen wurde aus der Literatur Gibernommen. Der verwendete Wert von
1,38 x 107 ecm?/s wurde experimentell fur Locusta migratoria bestimmt (Gellissen und
Emmerich 1980), da der Diffusionskoeffizient teilchenspezifisch ist (Winter und Noll
1998), musste er jedoch auch fur das Nereis-Lipoprotein experimentell ermittelt werden.
Da die durch den Sedimentationskoeffizienten ermittelte Masse jedoch nur um ~125 kDa
Uber der mittels Gleichgewichtslauf bestimmten Masse liegt, kann dieser Wert als

niherungsweise korrekt betrachtet werden.

1.5 MOLARER EXTINKTIONSKOEFFIZIENT

Der molare Extinktionskoeffizient des Nereis-Lipoprotein bei 280 nm wurde photo-
metrisch als 573.358 M-lem! bestimmt. Dies bedeutet, dass eine optische Dichte von 1
bei einer Wellenlinge von 280 nm einer Proteinkonzentration von ~0,637 mg/ml ent-
spricht. Im Umkehrschluss hei3t das, dass eine Losung des Nereis-Lipoproteins mit einer
Konzentration von 1 mg/ml eine optische Dichte von 1,57 besitzt.

Dies ist ein relativ hoher Wert, da man im Allgemeinen bei einer Konzentration von 1
mg/ml eine optische Dichte von ~1 erwartet (Fasman 1990). Da die Absorption eines
Proteins bei 280 nm hauptsachlich von den Aminosiuren Tryptophan und Tyrosin
bestimmt wird (Edelhoch 1967, Pace et al. 1995), kénnte man darauf schlieBen, dass das
Nereis-Lipoprotein Gberdurchschnittlich viele dieser Aminosduren enthilt. Eine weitere
Erklarung fiir den hohen Extinktionskoeffizienten kénnten aber auch die transportierten

Lipide sein, die ggf. zur Absorption bei 280 nm beitragen.
1.6 CHARAKTERISIERUNG DER APOLIPOPROTEINE

1.6.1 SEKUNDARSTRUKTUREN DER APOLIPOPROTEINE

Die Bestimmung der Sekundirstrukturen des Lipoproteins wurde mittels Circular
Dichroismus-Spektroskopie durchgefithrt. Es zeigte sich, dass das Nereis-Lipoprotein,
oder genauer die Apoproteine, zum tberwiegenden Teil eine B-Faltblatt-Struktur (35%)

aufwiesen. a-Helices waren nur zu 14%, ungeordnete Strukturen und Schleifen waren zu

103



DISKUSSION

20 bzw. 28% vertreten (siche Tab. 7). Da die prozentualen Anteile an den verschiedenen
Sekundirstrukturen unter der Annahme einer durchschnittlichen Aminosiuremasse von
115 Da durchgefiihrt wurden und nicht mit der tatsichlichen Masse der Aminosduren des
Nereis-Lipoproteins, die nicht bestimmt werden konnte, kénnen die hier angegebenen
Verteilungen nur als niherungsweise korrekt gelten. Dies hingt mit der Tatsache
zusammen, dass die aufgenommen Spektren in der Datenbank mit Referenzproteinen
verglichen werden. Da die Absorption und somit die Elliptizitit eines Proteins von seiner
Konzentration abhingig ist, mussen die erhaltenen Absorptionswerte normiert werden
(http:/ /www.imb-jena.de/ImglLibDoc/cd/tut5a.html). Dies geschieht durch die Norm-
ierung der Elliptizitit auf die des durchschnittlichen Aminosdurerestes (;mean residue
ellipticity’).

Die in dieser Arbeit als durchschnittliche Aminosiauremasse verwendeten 115 Da sind
Literaturwerte, die fir das HDLp des Tabakschwirmers Mandnca sexta gelten (Ryan et al.
1992). Fur Ratten-HDL wird eine durchschnittliche Masse von 112 Da angenommen
(Koga et al. 1969). Da das Apolipoproteinmuster von Insekten (in diesem Fall Manduca
sexta) dem des Nereis-Lipoprotein sehr dhnlich ist (Ryan et al. 1992, Schenk 2003, Schenk
et al. 2000), wird diese Aminosauremasse (115 Da) als hinreichend genau angesehen.

Der sehr hohe Anteil an 3-Strukturen scheint ein genereller Befund bei Invertebraten-
HDL zu sein. So sind bei Insekten 47-58% {-Faltblatt-Anteile zu finden (Kawooya et al.
1989, Ryan et al. 1992), wihrend im BGBP/HDL der Garnele Penaens vannamei 53% B-
Faltblitter vorliegen (Vargas-Requena et al. 2002). Der Anteil an a-Helices in diesen
(Apo-)Lipoproteinen ist sehr unterschiedlich; so sind bei L. migratoria und M. sexta 30
bzw. 34-36% o-Helices vorhanden (Kawooya et al. 1989, Ryan et al. 1992), wihrend bei P.
vannamei 20% o-Helix vorliegen (Vargas-Requena et al. 2002).

Die BGBP/HDL der europiischen FluBktebse A. astacus und A. leptodactylns weisen 7
bzw. 8% a-Helix- und 39 bzw. 41% @-Faltblatt-Strukturen auf. Auch das discoidale HDL
aus A. leptodactylus zeigt diese Sekundarstrukturanteile (Stieb 2007).

Die humanen LDL (Apolipoprotein B) besitzen 36-43% o-Helices und 17-23% (-
Faltblitter (Ettelaie et al. 1997, Johs et al. 2006). Bei der Bestimmung der Sekundar-
strukturen durch CD-Spektroskopie scheint beim LDL (ApoB) jedoch der Anteil von B3-
Faltblittern zu niedrig auszufallen, so ermitteln Ettelaie und Mitarbeiter durch Infrarot-

Spektroskopie einen erheblich gro3eren Anteil an 3-Faltblatten (35%, Ettelaie et al. 1997).
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Im Gegensatz zu den oben diskutieren ,nicht-austauschbaren Apolipoproteinen’
tberwiegen bei den ,austauschbaren Apolipoproteinen’ (z.B. den humanen Apolipo-
proteinen A-I, A-II und A-IV sowie C-1, C-1I, C-11I und E aber auch dem Apolipophorin
IIT der Insekten) o-helikale Strukturen, die bis zu 78% der Gesamtsekundarstrukturen
ausmachen konnen (Jonas et al. 1990, Wilson et al. 1991, Segrest et al. 1992,
Narayanaswami und Ryan 2000).

Die Haupt-Sekundirstrukturen der Apolipoproteine stellen sogenannte amphipathische
o-Helices und B-Faltblitter dar, von denen die a-Helix als das weniger hydrophobe
Strukturelement angesehen wird (Segrest et al. 1992, Ettelaie et al. 1997, Segrest et al.
2001). Deshalb wird angenommen, dass die an B-Faltblittern reichen Proteindominen
(der sogenannte amphiphile B-Cluster) irreversibel mit der Lipidmatrix interagieren
(Ettelaie et al. 1997, Segrest et al. 2001). Beim Prototypen der ,nicht-austauschbaren Apo-
lipoproteine’, ApoB 100, sind dies die Bi-o2-B2-a3-Dominen, wenn man das funf-
Dominen-Modell (sieche Einleitung 2.2 und Segrest et al. 2001) zugrunde legt. Bei den
Insekten-Apolipophorinen ist die Lipidbindung ganz dhnlich (Smolenaars et al. 2007a).
Die Apolipophorine I und II von L. migratoria weisen eine drei-Dominen-Struktur, NHo-
a1-B-02-COOH, auf (Abb. 47). Auch hier interagiert der amphiphile 3-Cluster irreversibel
mit der Lipidmatrix. Interessant ist dabei die Tatsache, dass die den Bi-02-B2-a3-Dominen
der Sduger entsprechenden Dominen des Lipophorins, B-02-COOH, ausnahmslos im
Apolipophorin I lokalisiert sind. Apolipophorin II hingegen besteht nur aus dem N-

terminalen Teil der a1-Domine (Smolenaars et al. 2007a).
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Abb. 47: Dominenstruktur des L. migratoria Apolipophorin 1I/I-Votldufers. Die drei
charakteristischen Strukturmerkmale NHz-a1-3-02-COOH sind dargestellt. N-terminal der roten Linie
befindet sich Apolipophorin II (griner Pfeil), C-termial Apolipophorin I (blauer Pfeil). Das
charakteristische LLT-Modul (siche Einleitung 2.1) ist orange umrandet und befindet sich fast
ausschlieBlich auf ApoLp 11, lediglich ein kleiner Teil liegt am N-terminalen Ende von ApoLp 1. Der Pfeil
N-terminal des LLT-Moduls gibt die Spaltstelle des Signalpeptids an. C-terminal von o liegt das von
Willebrand-Faktor D-Modul (vWF-D, grau umrandet). Verdndert nach Smolenaars et. al.(2007a).

Aufgrund seines sehr hohen Anteils an B-Faltblittern (siche oben) und seiner den

Apolipophorinen sehr dhnlichen Apolipoproteinzusammensetzung (Schenk et al. 2000)
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liegt es nahe, einen dhnlichen modularen Aufbau fir die Nereis-Apolipoproteine
anzunehmen, wobei dies jedoch ohne Sequenzanalysen zunichst spekulativ bleiben muss.
Durch ihren hohen Anteill an {-Faltblittern sind die Apolipoproteine des Nerezs-
Lipoproteins  jedoch eindeutig als ,nicht-austauschbare  Apolipoproteine’ zu

charakterisieren.

1.6.2 STOCHIOMETRIE

Die durchgefiihrten Crosslinking-Experimente zeigten eindeutige Ergebnisse. So wurden
in der durchgefithrten SDS-PAGE nicht mehr zwei Apoproteine gefunden, sondern nur
noch ein Peptid mit einer Masse von ~365 kDa, was einer 1:1 Stochiometrie der Apolipo-
proteine entspricht. Eine 1:1-Stéchiometrie der Apolipoproteine ist auch fur andere
Invertebraten-Lipoproteine beschrieben. So zeigen die Apolipophorine der Insekten eine
1:1-St6chiometrie, da sie von einem gemeinsamen Vorlduferprotein, dem Apolipophorin
II/1, abstammen, welches dann von einer Furin-Protease gespalten wird (Weers et al.
1993, Smolenaars et al. 2005, Smolenaars et al. 2007a). Auch fir die Vogelspinne E.
californicum konnte diese Stochiometrie gezeigt werden (Gras, Marksteiner, Hoeger und
Schenk, unveroffentlicht), ebenso sind die Apolipoproteine des kiirzlich entdeckten
discoidalen HDL aus A. /leptodactylus in einer 1:1-Stéchiometrie angeordnet (Stieb et al.
2008). Dieser Befund ist in sofern interessant, da der Apolipophorin 1I/1-Vortldufer der
Insekten ein dem Apolipoprotein B der Siugetiere homologes Protein ist (Babin et al.
1999, Avarre et al. 2007, Smolenaars et al. 2007b). Daraus konnte auf eine solche
Verwandtschaft auch fir die Apolipoproteine des Nereis-Lipoproteins geschlossen

werden.

1.6.3 DISULFIDBRUCKEN

Um das Vorhandensein von intra- und intermolekularen Disulfidbriicken in den Apolipo-
proteinen des Nereis-Lipoproteins zu untersuchen, wurde das Lipoprotein unter redu-
zierenden, d.h. in Gegenwart von 50 mM DTT, und unter nicht-reduzierenden Bedin-
gungen auf einer SDS-PAGE analysiert. Es zeigte sich, dass die kleine Untereinheit,
ApoNvLp II, unter nicht-reduzierenden Bedingungen weiter migriert als unter redu-
zierenden. Daraus ldsst sich schlielen, dass sich im Nereis-Lipoprotein zum Einen keine
intermolekularen Disulfidbriicken befinden (denn dann misste sich ein Bild wie beim

Crosslinking mit Glutaraldehyd ergeben, d.h. ein Polypeptid mit einer Masse von ~365
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kDa) und zum Anderen, dass znframolekulare Disulfidbriicken nur in ApoNvLp II
vorhanden sind. Wenn man postuliert, dass die Nereis-Apolipoproteine ebenso wie die
Apolipophorine I & II auf ein Pri-Propeptid liegen (Weers et al. 1993), so wiirde
ApoNvLp II N-terminal von ApoNvLp I liegen. Damit wiirden sich im Pri-Propeptid,
dem hypothetischen ApoNvLp II/I-Votldufer, die Disulfidbriicken, die kotranslational
im Endoplasmatischen Reticulum gebildet werden (Woycechowsky und Raines 2000), am
N-Terminus befinden. Da sich beim humanen Apolipoprotein B die Disulfidbriicken
ausnahmslos am N-Terminus des Proteins befinden (Chan 1992), ist eine solche
molekulare Architektur fiir den hypothetischen ApoNvLp II/I-Votliufer wahrscheinlich.
Um diese Hypothese abzusichern misste jedoch die Sequenz dieses hypothetischen Pri-

Propeptides bekannt sein, bzw. die des codierenden Gens.

1.6.4 LIMITIERTE PROTEOLYSE

Um die Lage der Apoproteine im Lipoproteinpartikel und ihre Ausrichtung zum
wissrigen Medium hin zu untersuchen, wurde das Nereis-Lipoprotein fiir einen definierten
Zeitraum mit den Proteasen Trypsin und V8 verdaut. Wihrend beide Enzyme die
Apoproteine im denaturierten Zustand (5 Minuten 95°C) vollstindig verdauten, zeigte die
Inkubation des nativen und 2-Butanol-entfetteten Lipoproteinpartikels mit den beiden
Proteasen unterschiedliche Muster. Wahrend fir Trypsin in jedem Fall nur ApoNvLp II
zuginglich war (Auftreten einer charakteristischen Bande bei 72 kDa), war fiir V8 auch
ApoNvLp I zuganglich (Auftreten einer Peptid-,Leiter’ mit einer Bande bei 125 kDa). Bei
der Inkubation mit V8 zeigte sich eine charakteristische Leiter unterhalb von ApoNvLp I,
wihrend bei ApoNvLp II eine schwache Bande im Bereich von 65 kDa auftrat. Dies
koénnte daftr sprechen, dass nur ein Teil von ApoNvLp II dem wissrigen Medium und
damit der Protease zuginglich ist, wihrend von ApoNvLp I ein wesentlich gréerer Teil
von der Protease angegriffen werden kann. Einen dhnlichen Befund gibt es auch bei den
Insekten-Lipophorinen, bei denen ApoLp II ebenfalls wesentlich weniger fiir Proteolyse
zuginglich ist als ApoLp I, da es weiter in die Lipidmatrix eindringt als ApoLp I
(Kashiwazaki und Ikai 1985, Robbs et al. 1985, Soulages und Wells 1994a). Auch die
beiden Apolipoproteine des discoidalen A. /leptodactylus-HDL sind in dieser Weise
angeordnet (Stieb, Schenk und Hoeger, unveréffentlicht). Die Resistenz von nicht
denaturierten ApoNvLp I gegentiber Trypsin im Gegensatz zur guten Zuginglichkeit fiir

V8 konnte sich mit der unterschiedlichen Substratspezifitit der beiden Proteasen erkliren
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lassen. Wihrend V8 C-termial von Glutaminsiure (und ggf. Asparaginsdure) spaltet
(Stennicke und Breddam 2004), schneidet Trypsin C-terminal von Arginin und Lysin
(Stryer et al. 2003). Dies wiederum wiirde bedeuten, dass in ApoNvLp I wesentlich mehr
Glutaminsaurereste zum wissrigen Medium hin exponiert sind als Arginin- und
Lysinreste, aber auch dass es mehr Glutaminsdurereste enthilt als ApoNvLp 11, welches ja

lediglich ein Abbauprodukt zeigt.

1.6.5 KOHLENHYDRATZUSAMMENSETZUNG DER APOPROTEINE

Da nahezu alle extrazelluliren Proteine glycosyliert sind (Helenius und Aebi 2001, Stryer
et al. 2003, Yan und Lennarz 2005), und dies durch Lektin-Blots auch fir das Nereis-
Lipoprotein gezeigt wurde (Schenk et al. 2006), sollte die Glycosylierung genauer
analysiert werden. Dies sollte sowohl anhand der Monosaccharide als auch anhand der N-
glycosidisch gebundenen Oligosaccharide des Gesamtproteins geschehen.

Basierend auf den Daten der Monosaccharide wurde die Gesamtglycosylierung des Nereis-
Lipoproteins auf ~0,66% und die der Apolipoproteine auf ~1,31% bestimmt (siche
Ergebnisse 1.7.5 und Tab. 8). Damit liegt der Gesamtkohlenhydratgehalt des Nerezs-
Lipoproteins etwas niedriger als der der Insekten-Lipophorine, die 1-2% gebundene
Kohlenhydrate aufweisen (Kunkel und Nordin 1985), und ist eher mit den Crustaceen
BGBP/HDL zu vergleichen, deten Apolipoproteine zu ~0,5% glycosyliert sind (Stieb
2007, Stieb et al. 2008, Schenk und Hoeger, unveréffentlicht). Das humane
Apolipoprotein B hingegen ist mit ~10% weitaus stirker glycosyliert (Lee und
Breckenridge 1976, Vukmirica et al. 2002). Uber die genaue Funktion der
proteingebundenen Kohlenhydrate kann bislang nur spekuliert werden. So konnten
Weers und Kollegen (1992) zeigen, dass bei den ebenfalls wenig glycosylierten Insekten-
Lipophorinen eine Inhibierung der N-Glycosylierung durch Tunicamycin die Sekretion
der HDLp verminderte, aber nicht voéllig blockierte. Bei den stirker glycosylierten
humanen LDL und Insekten-Vitellogeninen (beide ~10%, Kunkel und Nordin 1985,
Vukmirica et al. 2002) konnte die Sekretion der Proteine durch Punktmutationen bzw.
durch die Zugabe des Glycosylierungshemmers Tunicamycin vollstindig inhibiert werden,
wobei ihre Lipidbindeeigenschaften nicht betroffen waren (Kunkel und Nordin 1985,
Vukmirica et al. 2002). Diese Befunde lassen darauf schlieBen, dass (Lipo-)Proteine mit
einem hohen Glycosylierungsgrad diese Modifikation zur Stabilisierung der Partikel

wihrend ihrer Faltung im Endoplasmatischen Reticulum dringender bendétigen als
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Proteine mit niedriger Glycosylierung. Sie falten sich z.B. komplexer als niedrig
glycosylierte Proteine und reagieren somit ,empfindlicher’ auf Stérungen der N-
Glycosylierung. Die Hauptfunktion der N-Glycane im Endoplasmatischen Reticulum
besteht in der Unterstitzung der Proteinfaltung und der Qualititskontrolle des
sezernierten Proteins (Helenius und Aebi 2001). Es konnte also sein, dass Proteine mit
einem hohen Grad an Glycosylierung eine ,bessere’ Qualititskontrolle bendtigen.

Bei der Betrachtung der einzelnen Monosaccharide, d.h. der absoluten Anteile der
verschiedenen an die Apoproteine gebundenen Zucker (Tab. 9) zeigte sich eine ungefihre
1:1-Verteilung  zwischen  N-Acetylglucosamin  und  Mannose, den  beiden
charakteristischen Zuckerkomponenten in N-glycosidisch gebundenen Kohlenhydraten
(Lodish et al. 1996, Stryer et al. 2003). Dieser Befund, im Zusammenspiel mit dem
ebenfalls hohen Anteil an Galactose, lisst auf das Vorhandensein von N-Glycanen des
komplexen Typs schlieBen, welche typischerweise je drei Molekile Mannose und
Galactose, sowie finf Molekiile N-Acetylglucosamin als Grundelemente besitzen (Lodish
et al. 1996). Denkbar wire jedoch auch ein sogenannter Hybridtyp, dessen
Monosaccharidzusammensetzung zwischen dem High-Mannose-Typ und dem oben
beschriebenen komplexen Typ liegt (Stryer et al. 2003). Mit diesem Typ von N-Glycanen
unterscheidet sich das Nerezs-Lipoprotein von den Lipophorinen der Insekten und dem
Vitellogenin des Flusskrebses Cherax quadricarinatus, die Glycane vom High-Mannose-Typ
besitzen (Kanost et al. 1990, Khalaila et al. 2004).

Die restlichen verbleibenden Kohlenhydrate sollten dann auf O-glycosidisch gebundene
Kohlenhydrate zuriickzufithren sein. Die Grundstruktur O-glycosidisch gebundener
Kohlenhydrate ist Galactose-8-1—3-N-Acetylgalactosamin-1—Ser/Thr (Lodish et al.
1996).

Legt man die Molarititen der gebundenen Zucker zu Grunde, so ergibt sich ein
Verhiltnis von Kohlenhydrat zu Apoprotein von ~25:1. Dies wird durch die Analyse der
N-glycosidisch gebundenen Zucker gestiitzt. Wurden die N-Glycane selektiv durch das
Enzym PNGase F abgespalten und nach Fluoreszenzmarkierung per HPLC analysiert, so
fanden sich zwei prominente Glycane mit GroBen von ~99 und ~10,75
Glucoseiquivalenten, was zusammen ~21 Mol Kohlenhydrat pro Mol Apolipoprotein

entspriche.
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Zieht man von den gefundenen 25 Mol Kohlenhydrat pro Mol Apoprotein die oben
diskutierten ~21 Mol ab, so verbleiben noch 4 Mol, welche den O-glycosidisch
gebundenen Kohlenhydraten zuzuordnen sind. Das Vorkommen von O-Glycanen wurde
durch Lektin-Blots gezeigt (Schenk et al. 2006). Auch zeigte sich in diesen Blots, dass
lediglich ApoNvLp II diesen Typ von Glycanen trigt. Das Vorhandensein von O-
Glycanen bei Apolipoproteinen der Wirbellosen scheint ungewd6hnlich zu sein. So wurde
dieser Typ weder bei den Insekten-Lipophorinen (Weers et al. 1993) noch bei den
Lipophorinen der Cheliceraten E. californicum und Pandinus imperator (Gras, Marksteiner,
Hoeger und Schenk, unveroffentlicht), den BGBP/HDL der Crustaceen, noch bei den
,Clotting-Proteinen’ und auch nicht bei dem kiirzlich beschrieben discoidalen HDL aus
A. leptodactylus dieser Typ von Glycosylierung gefunden (Yepiz-Plascencia et al. 1995, Yeh
et al. 1999, Stieb et al. 2008). Ein Grund fir diesen Befund koénnte die basale Stellung der
Anneliden im Vergleich zu den erwihnten Arthropoden sein. Es wire von Interesse, die
Glycosylierungsmuster von noch basaleren Gliederfilern als den hier erwahnten
durchzufiihren. Ein Objekt wire z.B. der amerikanische Pfeilschwanzkrebs Limulus
polyphemus, dessen Apolipoprotein-Muster (Rehn und Lee 1994) dem der Insekten- (Ryan
et al. 1990) und Cheliceraten-Lipophorine (Haunerland und Bowers 1987, Cunningham et
al. 1994), aber auch dem des discoidalen A. lptodactylus-HDL und dem Nerezs-Lipoprotein
sehr dhnlich ist (Schenk 2003, Schenk et al. 2000, Stieb et al. 2008).

1.7 LIPIDZUSAMMENSETZUNG

Die vom Nerezs-Lipoprotein transportierten Lipide wurden mit verschiedenen Methoden
analysiert. Zum FEinen wurden die Lipidklassen per Diinnschichtchromatographie und
HPLC-ELSD identifiziert sowie (bei der Lichtstreudetektion) auch quantifiziert; zum
Anderen wurde der Totallipidgehalt mittels der Phospho-Sulpho-Vanillin-Methode und
der Phospholipidgehalt mit Hilfe der ANS-Fluoreszenz bestimmt.

Die qualitative Lipidanalyse mittels Dunnschichtchromatographie zeigte die Dominanz
von Phospholipiden gegeniiber den Neutrallipiden. Innerhalb der Phospholipide domi-
nierte Phosphatidylcholin gegeniiber Phosphatidylethanolamin. Die dominanten Neutral-
lipide waren Diacylglyceride, gefolgt von freien Fettsduren und Cholesterinestern (siche
dazu auch Schenk et al. 20006). Bei der in dieser Arbeit ebenfalls zur Bestimmung der
Lipidbestandteile durchgefithrten HPLC-ELSD ergab sich ein anderes Bild. Wahrend

Phospholipide (und speziell Phosphatidylcholin) als die dominierende Lipidklasse
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bestitigt wurden, fanden sich keine freien Fettsduren, wihrend Monoacylglyceride mit
einem Anteil von ~10,6% das dominierende Neutrallipid noch vor den Di- und den
Triacylglyceriden mit ~6,5 bzw. ~6,9% waren. Diese Diskrepanz kénnte damit erklért
werden, dass die bei der Diinnschichtchromatographie angewandte Farbemethode
(gesittigte lod-Atmosphire) nur ungesittigte Fettsiuren farbt, wihrend bei der
Lichtstreudetektion alle in der Gasphase befindlichen Partikel detektiert werden. Dies
wurde bedeuten, dass die per Lichtstreuung detektierten Mono- und Triacylglyceride
tberwiegend nur gesittigte Fettsduren aufweisen wirden, was jedoch als duBlerst
unwahrscheinlich anzusehen ist, da in tierischen Systemen Olsiure (Cis einfach
ungesittigt) eine der dominierenden (ungesattigten) Fettsauren ist (El-Salhy et al. 1981,
Ravid et al. 1999, Maldonado et al. 2001). Eine wahrscheinlichere Erklirung scheinen
physiologische Unterschiede zu sein. Im Fall der Dinnschichtchromatographie konnte
z.B. aber auch eine Zersetzung der Mono- und Triacylglyceride in freie Fettsiuren
aufgrund von zu langer Lagerung stattgefunden haben.

Mittels der Phospho-Sulpho-Vanillin-Methode wurde der Gesamtlipidgehalt auf ~48%
bestimmt (siche auch Schenk et al. 2006). Mit diesem Lipidgehalt fugt sich das Neress-
Lipoprotein in die Reihe der bereits beschriebenen Wirbellosen-HDL ein. So besitzen die
Insekten-HDLp einen Lipidanteil von 40,8-51,5% (Ryan et al. 1986, Canavoso et al. 2001)
und auch die Lipophorine der Vogelspinne E. californicurz und des Skorpions Hadrurus
arizonensis scheinen etwa 45% Lipid zu besitzen (Haunerland und Bowers 1989). Es sind
jedoch auch weniger stark lipidierte Lipoproteine mit einem Lipidgehalt von ~30% bei
Cheliceraten beschrieben (Haunerland und Bowers 1989, Cunningham et al. 1994,
Cunningham et al. 2007). Die BGBP/HDL der Crustaceen zeigen wiederum eine sehr
hohe Variabilitat in ihrem Lipidgehalt, der zwischen 25% bei A. /leptodacty/us und 51% bei
Callinectes sapidus liegen kann (Lee 1991, Hall et al. 1995, Ruiz-Verdugo et al. 1997, Stieb et
al. 2008). In Mollusken wurden Lipidanteile von ~35% fiir die HDL beschrieben (Pollero
et al. 1992).

Der Phospholipidgehalt des Nerezs-Lipoproteins wurde mit Hilfe der ANS-Fluoreszenz
ermittelt. Er lag zwischen 37,75 und 43,60 ug pro 50 pg Apoprotein. Legt man als
Gesamtlipidgehalt die mittels Phospho-Sulpho-Vanillin und Lichtstreudetektion im
Schnitt ermittelten ~50% zugrunde, entspricht dies 75-87% der Gesamtlipidmasse. Dieser

Wert liegt geringfligio Gber dem aus der Lichtstreudetektion ermittelten Wert fir die
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Phospholipide (67,7%), was jedoch daran liegen kann, dass der durch Lichtstreudetektion
allein ermittelte Gesamtlipidgehalt etwas hoher liegt als der gemittelte Wert, ~57% im
Vergleich zu ~50%. Legt man die per Lichtstreuung ermittelten 57% Gesamtlipidgehalt
zugrunde, so entsprechen die ermittelten 37,75-43,60 pug Phospholipid pro 50 pug Apo-
lipoprotein 56,95-65,78% der gesamten Lipidmasse.

Generell scheinen discoidale Lipoproteine sehr hohe Anteile an Phospholipiden zu
besitzen (Hamilton et al. 1976, Spaziani et al. 1986, Stieb 2007). Da Phospholipide
typischerweise Membranbausteine darstellen (Stryer et al. 2003, Christen und Jaussi 2004),
konnte diesen discoidalen Lipoproteinen zusitzlich zu ihrer Funktion im
Energiestoffwechsel eine Funktion fir die Membranbiosynthese zukommen. Auch
konnte der hohe Phospholipidgehalt mit der Architektur der Lipoproteine zusammen-
hingen. Da die duflere Lipidlage in Lipoproteinen aufgrund ihrer polaren Eigenschaften
immer von Phospholipiden (und Cholesterin) gebildet wird (Hevonoja et al. 2000, Ryan
und van der Horst 2000, Stryer et al. 2003), ist es aus geometrischen Griinden
verstandlich, dass ein discoidales Lipoprotein, das im Vergleich zu einem globuliren
Lipoprotein das geringere Volumen-Oberflichen-Verhiltnis hat, einen prozentual
hoheren Anteil an Phospholipiden aufweist.

Aber auch die Méglichkeit, dass die Phospholipide als Speicherlipide verwendet werden,
ist nicht ganz auszuschliefen. So ist es bekannt, dass Euphausiiden zusatzlich zu Triacyl-
glyceriden grofle Mengen an Phospholipiden, namentlich Phosphatidylcholin, speichern
(Hagen und Auel 2001). Auch kénnen Phospholipide als Energiesubstrat benutzt werden,
dies ist z.B. bei den Spermien von Seeigeln der Ordnung Echinoidea der Fall (Mita und
Nakamura 1993).

Zieht man die oben erwahnte Funktion der Phospholipide fiir den Energiehaushalt in
betracht, so lisst sich eine mégliche Erklirung fiir die beobachtete discoidale Form des
Nereis-Lipoproteins (Harris et al. 2001, Schenk 2003, Schenk et al. 2006) oder anderer
discoidaler Lipoproteine, z.B. die discoidalen HDL aus L. polyphemus, C. anntenarius oder
A. leptodactylus (Schenk und Hoeger, unveroffentlicht, Spaziani et al. 1986, Stieb et al.
2008) finden. Phosphatidylcholin, das hauptsichlich vorhandene Phospholipid, bildet
aufgrund seiner molekularen Architektur (polarer ,Kopf” und hydrophober ,Schwanz’ sind
in etwa gleich ,grof3” siche Abb. 48 A, nichste Seite) flache lamellire L,-Phasen (Szule et
al. 2002). Das bedeutet, dass sie dazu tendieren Phospholipiddoppelschichten zu bilden.
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Die energetisch giinstigste geometrische Form zum Transport von groflen Mengen an
Phosphatidylcholin ist aus diesem Grund eine Scheibe. Phospholipide mit einer anderen
Architektur, wie z.B. Phosphatidylethanolamin (kleiner polarer ,Kopf und groBer
,hydrophober’ Schwanz Abb. 48 B) tendieren dazu, inverse hexagonale Hy-Phasen zu
bilden, wihrend Lysophospholipide (groBer ,polarer’ Kopf und kleiner hydrophober
,Schwanz’ Abb. 48 C) Mizellen oder hexagonale Hi-Phasen bilden (Szule et al. 2002). Fiir
diese Phospholipide wire die discoidale Form energetisch wesentlich unglnstiger, sie

scheiden somit als Hauptlipidkomponenten von discoidalen Lipoproteinen aus.

nns

A B Q

Abb. 48: Schematische Darstellung der verschiedenen Phospholipid-Architekturen. Rot ist
die polare Kopfgruppe, schwarz die hydrophoben Acylreste, die roten und schwarzen Ellipsen stellen die
Flichen der polaren (rot) bzw. apolaren (schwarz) Komponenten dar. Die blauen Zylinder stellen die
generelle Form dar. A) ,Zylindrisches Lipid® mit etwa gleich groflen Flichen von Kopf- und
Schwanzguppe, z.B. Phosphatidylcholin. B) ,Konisches Lipid’ mit kleiner polarer Kopfgruppe, z.B.
Phosphatidylethanolamin. C) ,Konisches Lipid’ mit groler polarer Kopfgruppe, z.B. Lysophosphatidyl-
cholin.

Betrachtet man die Gesamtlipidzusammensetzung ergibt sich ein fir (marine) Wirbellose
nur bedingt typisches Bild (Spaziani et al. 1986, Lee 1991, Lubzens et al. 1997, Ruiz-
Verdugo et al. 1997). Zwar tberwiegen beim Nereis-Lipoprotein wie bei allen marinen
Invertebraten die Phospholipide, es wurden jedoch nicht die Giberwiegend hohen Anteile
an Diacylglyceriden gefunden. Vielmehr scheinen sich die Neutrallipide des Nereis-
Lipoproteins auf die drei Acylglyceridklassen relativ gleichmiBig zu verteilen (siche oben
und Tab. 10 & 11). Diese Lipidklassenverteilung (hauptsichlich Phospholipid und eine in
etwa gleiche Verteilung der drei Neutrallipidklassen) ist fir die Lipoproteine der
Wirbellosen ungewo6hnlich. Im  Allgemeinen dominiert unter den Neutrallipiden eine

bestimmte Klasse, meistens Diacylglyceride (Chino et al. 1969, Kunkel und Nordin 1985,
Spaziani et al. 1986, Haunerland und Bowers 1987, Soulages und Wells 1994a, 1994b, Hall
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et al. 1995, Ryan und van der Horst 2000) oder wie in einigen wenigen Fillen
Triacylglyceride (Cunningham et al. 1994, Heras und Pollero 2002, Pennington und Wells
2002, Cunningham et al. 2007). Vergleicht man die Lipidzusammensetzung des Nereis-
Lipoproteins mit der des Vitellins aus Platynereis dumerilii, so findet man eine ganz ahnliche
Verteilung der Lipidklassen, mit der Ausnahme, dass keine Diglyceride vorkommen (U.
Hoeger, personliche Mitteilung). Generell scheinen Vitellogenine/Vitelline, bis auf die der
Insekten, vorrangig Triacylglyceride zu binden (Lee und Puppione 1988, Lee 1991,
Lubzens et al. 1997, Lee et al. 2005), wobei sich Vitelline und Vitellogenine unterscheiden
koénnen: So enthalt das Vitellogenin der Garnele P. semisulcatus etwa gleiche Mengen an
Di- und Triacylglyceriden, das Vitellin hingegen nur noch Triacylglyceride (Lubzens et al.
1997). Bei der Krabbe C. sapidus stellen Triacylglyceride (und Steroide) die einzigen Nicht-
Phospholipide des Vitellogenins dar (Lee und Puppione 1988), ebenso wie sie es im
Vitellin des Polychaeten Neanthes arenaceodentata sind (Lee et al. 2005). Beim Nematoden
Caenorbabditis elegans sind es auller den Phospholipiden vor allem Triacylglyceride aber
auch freie Fettsiuren (Kubagawa et al. 2006). Es konnte also sein, dass die
Lipidzusammensetzung des Nereis-Lipoproteins eine Art ,Zwischenstufe’ zwischen den als
Prototypen der Lipoproteine geltenden Vitellogeninen auf der einen und den hoch-
evolvierten Lipophorinen auf der anderen Seite darstellt (Mann et al. 1999, Avarre et al.
2007, Smolenaars et al. 2007b). Daruber, inwieweit dies tatsichlich zutrifft, kann nur
spekuliert werden. Zunichst wire die Frage zu kliren, warum bei Insekten der energetisch
ungtinstige Weg der Lipidmobilisierung tiber Diacylglyceride beschritten wird, bei dem die
Lipide zunichst in Form von Triacylglyceriden im Fettkorper gespeichert werden, die
ithrerseits wiederum aus Diacylglyceriden (ndmlich aus denen der Lipophorine)
synthetisiert werden (Rodenburg und van der Horst 2005). Dies ist umso bemerkens-
werter, da Diacylglyceride ca. 30% weniger Energie pro Mol liefern als Triacylglyceride
(~322 Mol ATP/Mol Distearoylglycerin im Vergleich zu ~468 Mol ATP/Mol
Tristearoylglycerin, berechnet nach Christen und Jaussi 2004).

Diacylglyceride sind aufgrund ihrer freien Hydroxylgruppe (meist in s#-3-Position) zu
einem gewissen Grad polar (Abb. 49, nichste Seite). Dies begtinstigt deren Exposition an

der Oberfliche der Lipophorine (Van der Horst 1990).
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Abb. 49: Schematische Darstellung eines sz-1,2-Diacylglycerides. Der Glycerinrest ist rot
dargestellt, der Acylrest schwarz. R steht fir den Rest der veresterten Fettsdure. Die unveresterte und
somit flr eine Restpolaritit sorgende Hydroxylgruppe in s#-3-Position ist eingekreist.

Dies bedeutet zum Einen eine bessere Zuginglichkeit fir die Diacylglyceride hydro-
lysierenden Lipoprotein-Lipasen, wodurch hohe Metabolisierungsraten (und dadurch erst
den ,reusable shuttle’-Mechanismus) ermoglicht werden (Soulages et al. 1988, Van der
Horst 1990, Soulages und Wells 1994a). Zum Anderen wirkt die Anwesenheit von
Diacylglyceriden an der Oberfliche von Lipophorinen auf diese destabilisierend (Soulages
und Brenner 1991, Soulages und Wells 1994b), da sie in Phospholipidmembranen dazu
tendieren, einen Ubergang von der lamelliren- in die invertierte hexagonale Hy-Phase zu
propagieren (siche auch Phosphatidylethanolamin weiter oben, Das und Rand 1984,
Soulages et al. 1988, Szule et al. 2002). Die dadurch entstehenden hydrophoben Stellen
auf der Oberfliche der Lipophorine machen die Assoziation des nicht bei allen Insekten
vorhandenen Apolipophorins III mit dem Lipophorinpartikel mit zunehmenden Gehalt
an Diacylglyceriden zwingend erforderlich (Soulages und Wells 1994b).

Insekten haben seht hohe Stoffwechselraten (360-630 mm? Oz/g Korpermasse und
Stunde, bei Melolontha bzw. Schistocerca), die im Flug auf das 20- bzw. 100-fache gesteigert
werden koénnen (15.000-39.700 mm3 O»/g Korpermasse und Stunde fiir Schistocerca bzw.
Melolontha, Penzlin 1991). Man kénnte also die durch die Diacylglyceride hervorgerufenen
Instabilitat als ,physiologischen Preis’ fur den hohen Metabolismus und speziell den Flug
betrachten.

Da Polychaeten im Vergleich mit den Insekten eine ungleich niedrige Stoffwechselrate
haben (Arenicola: 30 mm3 O»/g Koérpermasse und Stunde, Penzlin 1991), kénnte evolutiv
nicht die Notwendigkeit bestanden haben, im Energiestoffwechsel auf die hohe Lipid-
mobilisierungsraten ermoglichenden Diacylglyceride (,reusable shuttle’-Mechanismus,

siche oben) oder die hohe Energiedichten erméglichenden Triacylglyceride ,umzusteigen’.
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2 LIPOPROTEINREZEPTOREN

2.1 LIPOPROTEINREZEPTORISOLIERUNG

Der Lipoproteinrezeptor konnte durch die beschriebene Methodik (siehe Material und
Methoden 4.2) erfolgreich isoliert werden. Die in der Literatur zusitzlich zur Affinitits-
chromatographie beschriebenen Reinigungsschritte wie Anionenaustauschchromato-
graphie bei saurem pH (Schneider et al. 1982, Rohrkasten et al. 1989, Ferenz 1990,
Tsuchida und Wells 1990) konnten ausgelassen werden. Das so isolierte Rezeptorprotein
besal} eine Masse von ~114 kDa im reduzierten und ~120 kDa im nicht-reduzierten
Zustand (sieche Abb. 30 A & B). Die Masse von ~114 kDa ist vergleichbar mit den bislang
bei Wirbellosen isolierten Lipoproteinrezeptoren, die Massen zwischen 100 und 120 kDa
aufweisen (Tsuchida und Wells 1990, Lee et al. 2003a, Lee et al. 2003b, Gopalapillia et al.
20006). Auch die bis dato bei Wirbeltieren isolierten Lipoproteinrezeptoren liegen in
diesem Massenbereich (Schneider et al. 1982, Cummings et al. 1983, Schneider 1989,
Steyrer et al. 1990). Die Tatsache, dass der Nereis-Lipoproteinrezeptor im nicht-
reduzierten Zustand eine Masse von ~120 kDa hat, zeigt, dass es sich um ein monomeres
Protein handelt. Wiirde es sich bei dem Rezeptorprotein um ein im nativen Zustand z.B.
dimeres Protein handeln, wirde man eine Masse von ~230 kDa erwarten, da durch die
nicht erfolgte Reduktion der Disulfide die beiden Untereinheiten nicht dissoziieren
wurden. Die Méglichkeit, dass es sich beim Nereis-Lipoproteinrezeptor um ein Protein
handelt, welches nicht durch kovalente Bindungen (hier: Disulfidbriicken) dimerisiert ist,
ist ebenfalls auszuschlieflen, da die Funktionalitit des Rezeptors durch den Liganden-Blot
demonstriert wurde. Auch sind alle bisher beschriebenen Mitglieder der LDLR-
Superfamilie monomere Membranproteine (Willnow 1999). Bemerkenswert ist, dass der
Nereis-Lipoproteinrezeptor unter nicht-reduzierenden Bedingungen eine héhere Masse im
SDS-Gel aufweist als unter reduzierenden, was bei den bislang beschriebenen
Lipoproteinrezeptoren nicht der Fall ist (Daniel et al. 1983, Rohrkasten und Ferenz
1986a, Tsuchida und Wells 1990, Lee et al. 2003b). Im Falle des humanen LDLR kann
dies mit dem hohen Gehalt an N-Acetyl-Neuraminsiure erklirt werden (13 Mol pro Mol
Rezeptorprotein), welcher zu einem anormalem Laufverhalten im SDS-Gel fiihrt
(Cummings et al. 1983). Eine weitere mogliche Erklirung koénnte die aus sieben

Wiederholungen von 40 Aminosduren bestehende, jeweils drei Disulfidbriicken ent-
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haltende Ligandenbindedomine des LDLR, sowie eine cystein- und disulfidbriickenreiche
EGF-Votliuferdomine (Brown et al. 1997) sein; werden diese reduziert, nimmt das
Peptid eine weitaus weniger kompakte Form an als in der nicht-reduzierten Form und
zeigt somit ein anderes Laufverhalten im SDS-Gel. Da der Nereis-Lipoproteinrezeptor
jedoch ebenfalls Disulfidbriicken besitzt, bzw. diese fir seine Funktion bendtigt (siche
Ergebnisse 2.2.2), kann diese Moglichkeit als Erklirung ausgeschlossen werden. Auch die
Moglichkeit, dass der Nereis-Lipoproteinrezeptor weniger Disulfidbriicken in seiner
Ligandenbindedomine besitzt als der humane LDLR ist zumindest theoretisch
abzulehnen, da die bislang strukturell charakterisierten Wirbellosen-Lipoprotein-
rezeptoren eher mehr dieser strukturellen Elemente besitzen als der Prototyp LDLR

(Brown et al. 1997, Willnow 1999, Rodenburg und van der Horst 2005).
2.2  CHARAKTERISIERUNG

2.21 GEWEBESPEZIFITAT

Der Lipoproteinrezeptor konnte in allen untersuchten Zellen und Geweben (Darm-
epithel, Muskeln, Elacocyten, Spematogonien und Oocyten) mittels Liganden-Blot nach-
gewiesen werden.

Da sowohl Spermatogonien als auch Oocyten und Elacocyten sehr lipidreich sind (U.
Hoeger, personliche Mitteilung, Fischer und Hoeger 1993, Hoeger et al. 1999), ist
anzunehmen, dass diese Lipide zumindest teilweise durch das Lipoprotein zur Verfiigung
gestellt werden.

Fir die Oocyten war das Auftreten eines Lipoproteinrezeptors zunichst nicht erwartet.
Nereis-Oocyten akkumulieren wihrend ihrer Reifung grofle Mengen an Dotterprotein
(Fischer und Hoeger 1993), das endocytisch tber den Vitellogeninrezeptor aufgenommen
wird (Fischer et al. 1991, Hafer et al. 1992). Da Vitellogenine und Lipoproteine zumindest
bei Insekten (beim Nachtpfauenauge Hyalophora) um dieselbe Bindungsstelle
konkurrieren, ist postuliert worden, dass beide Proteine denselben zelluliren Rezeptor
benutzen (Kulakosky und Telfer 1990). Nach Ansicht dieser Autoren wird die bevorzugte
Aufnahme des Vitellogenins in die Oocyten dadurch gewihrleistet, dass, trotz eines
hoheren Himolymph-Titers an Lipophorin im Vergleich zu Vitellogenin (57 uM zu 45,6

uM), der Rezeptor-Vitellogenin-Komplex eine wesentlich niedrigere Dissoziations-
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konstante besitzt als der Rezeptor-Lipophorin-Komplex (18 uM im Vergleich zu 133
uM).

Fir das hier untersuchte Nereis-System kann das oben beschriebene ,ein-Rezeptor-Sysetm’
durch die unterschiedlichen biochemischen Charakteristika der Rezeptoren
ausgeschlossen werden. Der in dieser Arbeit isolierte und charakterisierte Lipo-
proteinrezeptor besitzt im reduzierten Zustand wie erwihnt eine Masse von ~114 kDa
und im nicht-reduzierten Zustand eine von ~120 kDa. Der Vitellogeninrezeptor hingegen
besitzt im nicht-reduzierten Zustand eine Masse von ~190 kDa (Hafer et al. 1992),
Studien mit dem reduzierten Rezeptorprotein wurden von diesen Autoren nicht
durchgefithrt. Durch die in dieser Arbeit gelungene Isolierung eines Lipoproteinrezeptors
aus Oocyten und der Tatsache, dass der Lipoproteinrezeptor nicht in der Lage war, im
Liganden-Blot angebotenes Vitellin zu binden (Daten nicht gezeigt), konnte erstmalig die
Existenz zweier unterschiedlicher Rezeptoren demonstriert werden. Die Notwendigkeit
eines Lipoprotein-spezifischen Rezeptors kann mit der dadurch méglichen spezifischeren
Aufnahme des Nereis-Lipoproteins in die Oocyten erklirt werden. Da die Nereis-Oocyten
zusitzlich zu dem Dotterprotein auch noch grofle Mengen Lipid einlagern (Fischer und
Hoeger 1993) scheint das Nereis-Lipoprotein mit seiner hohen Lipidtransportkapazitit
von ~50% der Partikelmasse diese Aufgabe zu erfillen. Dies wird umso verstindlicher,
wenn man die im Vergleich zum Neress-Lipoprotein um den Faktor drei niedrigere
Lipidtransportkapazitit des Vitellogenins (~16% der Partikelmasse fiir das Dotterprotein
von Perineress cultifera, Baert et al. 1984) und seinem im Vergleich zum Vitellogenin
hoherem Titer (U. Hoeger, personliche Mitteilung, Fischer und Hoeger 1993)
berticksichtigt.

Bei den minnlichen Keimzellen (Spermatogonien) war das Vorhandensein des Lipo-
proteinrezeptors zu postulieren, da es im minnlichen Tier naturgemal3 keine Dotter-
proteine gibt und die schwer 16slichen Lipide nicht allein durch Diffusion in den Zellen
akkumuliert werden koénnen. Auflerdem konnte bei den Sertolizellen (Nahrzellen der
Spermien) die Bedeutung der HDL fiir die Cholesterin-Akkumulation zumindest zz vitro
demonstriert werden (Fofana et al. 1996). Bei Seeigel-Spermien sind zudem Phospho-
lipide als Energiesubstrat beschrieben worden (Mita und Nakamura 1993).

Die Elacocyten akkumulieren wihrend der geschlechtlichen Reifung grole Mengen an

Lipid und Kohlenhydraten (Fischer und Hoeger 1993, Hoeger et al. 1996). Da sie in
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dieser Zeit die Hauptstoffwechsellast tragen und eine Funktion analog der des
Insektenfettkérpers bzw. der Vertebratenleber haben (U. Hoeger, personliche Mitteilung),
kommen sie - neben ihrer bereits bekannten Synthese des Dotterproteins im weiblichen
Geschlecht - als einer der moglichen Syntheseorte fiir das Neress-Lipoprotein in Frage. Da
die Sekretion von neu synthetisierten Lipoproteinen bei Mammaliern unter anderem
durch Lipoproteinrezeptoren in der Leber reguliert wird (Williams et al. 1992, Fisher et al.
2001), konnte dem Lipoproteinrezeptor in den Elaeocyten eine ahnliche Funktion
zukommen. Eine weitere Erklirung fir das Vorhandensein des Rezeptorproteins kénnte
die Rolle der Elaecyten als zentrales ,Stoffwechselorgan’ wihrend der Geschlechtsreifung
darstellen. So koénnten die vom Lipoprotein transportierten Lipide, vornehmlich
Phospholipide und Monoacylglyceride, aber auch andere Neutrallipide (siche Ergebnisse
1.8 und Schenk et al. 2006), nach der in dieser Arbeit nachgewiesenen Endocytose (siche
Ergebnisse 3.4.1) des Lipoproteins in die Elacocyten aufgenommen werden, und die
Fettsdauren dieser Lipide dort in die vorherrschenden Triacylglyceride (Fischer und
Hoeger 1993) umgeestert werden. Beim Beschreiten dieses Weges wiirde den Elaecocyten
die Rolle als primirer Lipidspeicher und -verteiler zukommen. Die Uberfithrung der
Lipoprotein-Lipide in die intrazelluliren Lipidtropfen konnte als ,Sensor’ fiir die
Lipidversorgung genutzt werden. Ahnliches trifft bei den Wirbeltieren zu, bei denen die
Menge von neusynthetisiertem VLDL von der Lipidverfigbarkeit und nicht von der
Apolipoprotein B Syntheserate abhingt (Davis 1999, Shelness und Sellers 2001). Bei den
Insekten hingegen ist die Biosynthese von Lipophorin unabhingig vom Lipidgehalt der
Nahrung (Canavoso et al. 2001). Allerdings werden auch bei den Insekten die
Nahrungslipide in Form von Triacylglyceriden gespeichert, die aus den Fettsduren der
Nahrungslipide synthetisiert werden (Van der Horst 1990, Arrese et al. 2001, Canavoso et
al. 2001, Rodenburg und van der Horst 2005).

Das Vorkommen des Lipoproteinrezeptors im Darmepithel spricht fiir dieses Gewebe als
Syntheseort des Lipoproteins, da eine Aufnahme von Lipoproteinen in das Darmepithel
Uberflussig wire. Die Nahrungslipide miissen auf ithrem Weg von der Nahrung zu den
peripheren Geweben eben dieses Epithel durchqueren, somit bleibt fiir die Lipo-
proteinrezeptoren dieses Gewebes nur noch die Moglichkeit einer regulatorischen Funk-
tion in der Sekretion der Lipoproteine, wie dies bei Vertebraten beschrieben ist (Williams

et al. 1992, Fisher et al. 2001).
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Obwohl Lipide die bevorzugte Energiequelle fiir ruhende Muskeln darstellen (Stryer et al.
2003) und die Muskeln von Nereis virens zu etwa 25% (Trockengewicht) aus Lipiden
bestehen (vorrangig Triacylglyceride, Phospholipide, Glycerylether und Sterole, Pocock et
al. 1971), war das Auffinden des Lipoproteinrezeptors in diesem Gewebe unerwartet. Bei
Insekten werden die Lipide durch eine membranassozierte Lipoprotein-Lipase hydro-
lysiert und in Form von freien Fettsduren in den Flugmuskel aufgenommen (Van
Heusden et al. 1987, Van Heusden 1993, Canavoso et al. 2001), und auch die Gewebe
von Nerezs virens sollen eine hohe Lipase-Aktivitit zeigen (Pocock et al. 1971). Bei
Saugetieren findet sich ein ganz anderes System: Hier werden die Lipide im Fettgewebe
hydrolysiert und in Form von freien Fettsduren an Serumalbumine (z. B. BSA) gebunden
transportiert und die Fettsduren von den Zellen direkt aufgenommen (Elliott und Elliott
1997, Stryer et al. 2003, Christen und Jaussi 2004). Es scheint sich also im Falle des Nerezs-
Lipoprotein-Lipoproteinrezeptor-Systems um eine bislang nicht bekannte Form der
Lipidbereitstellung fur Muskeln zu handeln. Interessant ist dabei der Aspekt, dass es sich
offensichtlich um eine Vorstufe der beiden oben beschriebenen Wege zu handeln scheint:
Bei den Vertebraten werden die Lipoproteine nur noch dazu benutzt, die Nahrungslipide
zu den Speichergeweben zu transportieren, wihrend der Transport der mobilisierten
Lipide (freie Fettsduren) tber die Albumine geschieht. Bei den Insekten werden die
Lipophorine sowohl fir den Transport zum Speicher als auch fiir den Transport vom
Speicher zum Muskel herangezogen, geben jedoch ihre Fracht ohne Internalisierung ab
(Stryer et al. 2003, Rodenburg und van der Horst 2005). Beim Polychaeten Nereis virens
wiederum werden die Lipoproteine offensichtlich sowohl beim Transport zum

Speicherorgan als auch beim Transport zum Muskel benutzt und internalisiert.

2.2.2 BINDUNGSEIGENSCHAFTEN

Wie bereits erwihnt (siche Ergebnisse 2.2.2) benétigt der Nereis-Lipoproteinrezeptor zum
Binden des Liganden sowohl Ca?*-Ionen als auch das Vorhanden sein von
Disulfidbricken; Faktoren, die typische Charakteristika der Mitglieder der LDLR-
Superfamilie sind (Schneider 1989, Ferenz 1990, Tsuchida und Wells 1990, Brown et al.
1997, Lee et al. 2003a). Hieraus kann geschlossen werden, dass fiir die Bindung des
Lipoproteins an den Rezeptor die gleichen Bedingungen gelten wie fir die anderen

beschriebenen Lipoproteinrezeptoren.
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2.2.3 GLYCOSYLIERUNG

Die mit dem Lipoproteinrezeptor durchgefihrten Lektin-Blots zeigten das Vorhanden-
sein sowohl von N- als auch O-glycosidisch gebundenen Kohlenhydraten. Die bislang
charakterisierten Mitglieder der LDLR-Superfamilie sind ebenfalls Glycoproteine, die sich
durch die charakteristische O-Glycan-Domine auszeichnen (Schneider 1989). Auch die
Anwesenheit von N-Glycanen ist fir den humanen LDIL-Rezeptor gezeigt worden, er
besitzt ein einzelnes N-Glycan (Cummings et al. 1983). Die auch zur LDLR-Superfamilie
gehorenden Vitellogeninrezeptoren (Ferenz 1990, Brown et al. 1997, Willnow 1999,
Rodenburg et al. 2006) sind ebenfalls Glycoproteine, die bei Locusta migratoria zu ~54%
und damit extrem hoch glycosyliert sind (Hafer und Ferenz 1991). Studien iber die
genaue Funktion der Glycane an den Rezeptorproteinen existieren nicht. Da die bislang
untersuchten Rezeptoren jedoch grof3e Mengen an Sialinsduren aufweisen (Cummings et
al. 1983, Hafer und Ferenz 1991), welche unter physiologischen Bedingungen negativ
geladen sind, kénnten die Glycane eine Rolle bei der Rezeptor-Ligand-Bindung besitzen,
bei der vermutlich elektrostatische Wechselwirkungen eine Rolle spielen (Schneider 1989).
So konnte z.B. fir den Vitellogeninrezeptor der Wanderheuschrecke gezeigt werden, dass
nach einer chemischen Modifikation der kationischen Aminosduren Arginin und Lysin
des Dotterproteins, d.h. nach einer elektrischen Neutralisation des Dotterproteins, keine
Bindung an den Vitellogeninrezeptor mehr moglich war (Réhrkasten und Ferenz 1992).
Eine besondere Eigenschaft der an den Nereis-Lipoproteinrezeptor gebundenen Glycane
scheint zu sein, dass die Kohlenhydrate nur im reduzierten Zustand im Lektin-Blot
nachweisbar sind. Moglicherweise sind die Zuckerbiumchen im nativen (nicht-
reduzierten) Molekiil so angeordnet, dass sie fur die Lektine nicht ,erfassbar’ sind. Dies
konnte z.B. durch sterische Gegebenheiten aufgrund der vorhandenen Disulfidbriicken
passieren. So wire es denkbar, dass die Glycane nicht ,abstehen’ und so von den Lektinen
nicht gebunden werden koénnen. Eine weitere Moglichkeit wire, dass die Glycane im
Innern des Molekiils liegen und erst durch die Reduktion der Disulfidbriicken an die
Oberfliche treten. Aus diesem Befund ergibt sich jedoch die Frage nach der Funktion der
Kohlenhydrate beim Nerezs-Lipoproteinrezeptor: Wenn die Kohlenhydratketten nicht
(oder nicht vollstindig) zum wassrigen Medium hin exponiert sind, konnen sie nicht an
der Bildung des Rezeptor-Ligand-Komplexes beteiligt sein. Ein dhnliches Phinomen ist

vom humanen IgD beschrieben, bei dem eines von drei N-Glycanen zwischen
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verschiedenen Proteindominen ,vergraben’ liegt, und zwar in der Nihe der die beiden
schweren Ketten verbindenden Disulfidbriicke. Diesem N-Glycan kommt jedoch eine
besondere Rolle bei der Sekretion zu, was durch Punktmutationen gezeigt wurde. Die
Entfernung dieses Glycans fiihrte dazu, dass sich lediglich sogenannte Halbmolekiile
bildeten, die im Endoplasmatischen Reticulum zuriickgehalten wurden (Gala und
Morrision 2002). Inwieweit diese Moglichkeit auch fir den Nereis-Lipoproteinrezeptor
besteht ist nicht bekannt. Eine Funktion in der Dimerisierung von Polypeptidketten kann
jedoch ausgeschlossen werden, da der Neress-Lipoproteinrezeptor wie alle bislang
beschriebenen Lipoproteinrezeptoren ein monomeres Membranprotein ist (siche oben

und Willnow 1999).
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3 AUFNAHMESTUDIEN

31 AUFNAHME DES NEREIS-LIPOPROTEINS IN EIZELLEN VERSCHIEDENER

GROSE

Die Inkubation von isolierten Platynereis-Oocyten mit Dil- oder FITC-markiertem Nereis-
Lipoprotein zeigte eindeutig die Aufnahme des Lipoproteins in die Zellen. Dabeti lie3 sich
deutlich zwischen groen (Durchmesser ~160 um) und kleinen (Durchmesser ~100 um)
Eizellen unterscheiden. Wihrend sich in den kleinen Platynereis-Oocyten das markierte
Nereis-Lipoprotein sowohl in endocytotischen Vesikeln als auch in Dottergranula
nachweisen lie}, konnte das Protein bei groBlen FEizellen fast ausschliellich in
endocytotischen Vesikeln gefunden werden (siche Abb. 35 B). Dies konnte auf
regulatorische Prozesse bei der Eizellreifung zurtick zu fihren sein. Da Eizellen mit
einem Durchmesser von >160 um laichreif sind (Fischer und Dorresteijn 2004), erscheint
es unschlussig, dass Zellen in diesem Stadium noch Endocytose betreiben. Dass das
Nereis-Lipoprotein trotzdem noch aufgenommen wird, kénnte mit restlichen noch auf der
Zelloberfliche vorhanden Lipoproteinrezeptoren erklirt werden. Die Tatsache, dass die
endocytierten Lipoproteine nicht mehr in die Dottergranula eingelagert werden koénnte
daran liegen, dass die fiir die Membranfusion benétigten Proteine (z.B. v-SNARE oder t-
SNARE, Christen und Jaussi 2004) nicht mehr vorhanden sind bzw. die Zellen an GTP
verarmt sind, welches ebenfalls fiir die Vesikelfusion benétigt wird (Christen und Jaussi
2004).

Die Fusion der Lipoprotein-enthaltenden endocytotischen Vesikel mit den Dotterprotein-
(Vitellin-) enthaltenden Dottergranula bei den kleineren Eizellen erscheint schliissig. So
stellen geschlechtsunabhingige Lipoproteine oder zumindest deren Lipide bei Insekten
fundamentale Bestandteile des Eidotters dar (Kawooya et al. 1988, Sun et al. 2000, Fan et
al. 2002, Atella et al. 2006, Ziegler und van Antwerpen 2006). Aber auch bei anderen
Arthropoden stellen nicht nur die eigentlichen Dotterproteine (Vitellogenine) die
Dottermasse dar. Bei der Garnele P. semisulcatus scheinen ebenfalls die geschlechtsunab-
hingigen Lpl (BGBP/HDL) fiir den Lipidtransport zu den Ovarien zustindig zu sein
(Ravid et al. 1999). Bei den Wirbeltieren sind zumindest in Hithner-Ovarien LDL-
Rezeptoren beschrieben worden (Hayashi et al. 1989, Steyrer et al. 1990), was fiir eine

Aufnahme der LDL in die Oocyten spricht.
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Das hiufige Auftreten der charakteristischen Kappenstruktur bei der Inkubation von
Eizellen mittlerer Grofle scheint einen gerade stattfindenden Fusionsprozess zwischen
dem Lipoprotein-enthaltenden Endosom und dem aufnehmenden Dottergranulum zu
zeigen. Das im Vergleich zu den kleinen Platynereis-Oocyten (<110 um) vermehrte
Auftreten dieser Struktur bei Eizellen dieser GroBle (~115 um) konnte seine Ursache in
der Tatsache haben, dass die kleinen Playtnereis-Oocyten sich noch nicht in der fiir die
Oocyten der Nereiden charakteristischen schnellen Wachstumsphase befinden (Fischer
1984, Fischer und Hoeger 1993). Deshalb befiillen sie zunichst die wenigen bestehenden
(zum Zeitpunkt der Analyse bereits fluoreszierenden) Dottergranula, wahrend die
,mittelgroBen’ Eizellen, die sich in der schnellen Wachstumsphase befinden, beginnen,
neue Dottergranula zu bilden, bzw. wesentlich mehr Dottergranula per se besitzen.

Die Hauptfunktion der Lipoproteineinlagerung in die Oocyten koénnte in ithrem hohen
Lipidgehalt begriindet liegen. So ist bekannt, dass Nereis-Oocyten im Verlauf der Ge-
schlechtsreifung grofle Mengen an Lipid aufnehmen (Fischer und Hoeger 1993). Da die
eigentlichen Dotterproteine nur geringe Lipidtransportkapazititen aufweisen, bei Perinereis
cultifera etwa 16% (Baert et al. 1984), konnten die geschlechtsunabhingigen Lipoproteine
die Hauptlast der Lipidversorgung der Oocyten ibernehmen. Auch bei Insekten und
Crustaceen stellen die Lipoproteine und nicht die Vitellogenine die Hauptlipidlieferanten
tir die Eizellen dar (Kawooya et al. 1988, Ravid et al. 1999, Ziegler und van Antwerpen
20006, Ximenes et al. 2008).

3.11 DIE AUFNAHME VON DI1I- UND FITC-LIPOPROTEIN IM VERGLEICH

Wurden die Oocyten fiir drei Stunden mit durch den Lipidfarbstoff Dil markiertem
Nereis-Lipoprotein inkubiert (Pulse), gewaschen und fir weitere 19 Stunden inkubiert
(Chase), so konnte eindeutig die Aufnahme des Proteins in die Oocyten beobachtet
werden. Wurden die Zellen jedoch mit FITC-markiertem Nereis-Lipoprotein inkubiert, so
zeigte sich nach einem dreistiindigen Pulse und einem 19-stiindigem Chase nur eine
geringe Aufnahme in die Eizellen.

Dieser auf den ersten Blick widerspriichliche Befund kann mit der unterschiedlichen Art
der Markierung erklirt werden. Wie bereits erwihnt (Material und Methoden 4.15.2) ist
Dil ein Fluorophor, der sich mit seinen Acylresten in die Lipidmatrix einlagert,
wohingegen FITC ein aminreaktiver Fluorophor ist der kovalent an Arginin- und

Lysinreste sowie den N-Terminus bindet (Abb. 50, nichste Seite). Durch die Bindung der
124



DISKUSSION

Isothiocyanatgruppe - R-N=C=S - an die NHj3*-Gruppe des Lysins sowie des N-
Terminus bzw. an die NH>™-Gruppe des Arginins werden deren positive Ladungen
neutralisiert. Dadurch konnte die Bildung des Lipoprotein-Lipoproteinrezeptor-
Komplexes beeintrichtigt werden. Die Relevanz von elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen den stark negativ geladenen Lipoproteinrezeptoren (Locusta-Vitellogenin-
rezeptor pl = 3,4, humaner LDL-Rezeptor pl = 4,6, Schneider et al. 1982, Hafer und
Ferenz 1991) wird fir den humanen LDIL-Rezeptor angenommen (Schneider 1989) und
konnte fir den Locusta-Vitellogeninrezeptor experimentell gezeigt werden (Rohrkasten
und Ferenz 1992). Da Lipoproteinrezeptoren und auch Lipoproteine hoch-konserviert
sind (Babin et al. 1999, Willnow et al. 1999, Smolenaars et al. 2007b), ist es hochst

wahrscheinlich, dass dies auch fiir das hier untersuchte System zutrifft.

Protein
B)

Abb. 50: Struktur der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe. A) Dil. Die beiden Acylreste (Cis)
dringen in die Phospholipidschicht des Lipoproteins ein, wihrend das modifizierte doppelte Indol-Ring-
system zwischen den polaren Kopfgruppen der Phospholipide liegt. Nach http://www.invitrogen.com
/site/us/en/home/support/Product-Technical-Resources/Product-Structures.-00282.html.  B)  FITC-
Proteinkonjugat. Modifiziert nach www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ ProductDetail /STAL/F1628.
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3.1.2 LOKALISATION DER LIPOPROTEIN-LIPIDE UND DER APOLIPOPROTEINE

NACH DER AUFNAHME IN DIE ZELLEN

Da die Oocyten sehr lipidreich sind (Fischer und Hoeger 1993), ist anzunehmen, dass der
Grofteil der Lipide entweder durch das Lipoprotein oder aber durch Autosynthese (Taki
und Dhainaut 1988a) bereitgestellt wird.

Um das Schicksal der Lipoproteinkomponenten, Lipid und Protein, zu untersuchen,
wurden mit den Eizellen Doppelinkubationsversuche durchgeftihrt. Dafiir wurden die
Eizellen mit jeweils 50 pg/ml FITC-markiertem und Dil-markiertem Lipoprotein fiir 20
Stunden inkubiert. Wurden die Zellen anschlieBend unter dem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet, zeigte sich, dass sowohl die FITC- (Protein-), als auch die Dil- (Lipid-)
Fluoreszenz ausschlieflich in den Dottergranula zu finden war (Abb. 38 & 39), was
bedeutet, dass die Lipoprotein-Lipide, oder zumindest der Fluorophor Dil, (zunichst)
nicht direkt in den Lipidtropfen eingelagert werden. Dieser Befund wiirde fiir eine
Autosynthese der in den Lipidtropfen enthaltenden Triacylglyceride sprechen. Trotzdem
ist eine Bereitstellung der Lipide, oder zumindest der Fettsduren, durch das Lipoprotein
nicht von der Hand zu weisen. Zwar konnten Taki und Dhainaut (1988a) zeigen, dass in
Kultur genommene Oocyten von Nereis diversicolor aus *C-markiertem Acetat #C-
markierte Triacylglyceride herstellen, inwieweit dieser Biosyntheseweg 7z vivo beschritten
wird ist jedoch nicht bekannt. Neuere Befunde aus unserem Labor weisen zudem darauf
hin, dass Platynereis-Oocyten in der Lage sind, aus ihnen angebotenen (fluores-
zenzmarkierten) Fettsduren Phospholipide zu synthetisieren (U. Hoeger, personliche
Mitteilung). Dieser Befund gibt Anlass zu der Annahme, dass die Oocyten ebenso in der
Lage sind, aus den Fettsauren der Lipoprotein-Lipide Triacylglyceride zu synthetisieren.
Ein analoger Vorgang findet sich bei den Insekten, bei denen die Lipophorine
Diacylglyceride zum Fettkorper transportieren, in welchem diese dann als Triglyceride
gespeichert werden (Rodenburg und van der Horst 2005). Auch fur die Versorgung der
Oocyten ist dieser Weg, die Umesterung von Diacylglyceriden in Triacylglyceride, bei den
Insekten beschrieben (Kawooya und Law 1988, Ziegler und van Antwerpen 2000);
ebenso wie bei der Garnele P. semisuleatus (Ravid et al. 1999). Bei der Interpretation der
Ergebnisse darf jedoch nicht auBler Acht gelassen werden, dass es sich bei dem hier
verwendeten Lipidfarbstoff Dil um einen amphiphilen Fluorophor handelt, der sich in

die Phospholipidschicht und nicht in die Neutrallipid-Phase der Lipoproteine integriert.
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Das heif}t, dass Dil streng genommen nur die Phospholipide des Nerezs-Lipoproteins
markiert und somit auch nur tber deren Verbleib eine Aussage getroffen werden kann.
Um die Frage nach der Herkunft der Lipidtrépfchen-Lipide abschlieBend zu kliren,
musste man das Nereis-Lipoprotein mit einem Neutrallipidmarker markieren und dessen

Verbleib untersuchen.

3.2 SPERMATOGONIEN UND ELAEOCYTEN

Wie in den Oocyten sind auch in den minnlichen Keimzellen und den Elaecocyten grof3e
Mengen an Lipid gespeichert (Fischer und Hoeger 1993, Hoeger et al. 1999). Da aus
diesen Zellen der Nereis-Lipoproteinrezeptor isoliert werden konnte (siche Ergebnisse
2.2.1 und Abb. 31), sollte untersucht werden, inwieweit diese Zelltypen in der Lage sind
fluoreszenzmarkiertes Lipoprotein 7z witro aufzunehmen. Die Inkubationen zeigten
eindeutig die Aufnahme der markierten Lipoproteine in beide Zelltypen.

Wurden Elaeocyten mit FITC-markiertem Nereis-Lipoprotein inkubiert und unter dem
Fluoreszenzmikroskop analysiert, zeigte sich, wie auch bei den Oocyten, dass die Lipo-
proteine nicht mit den Lipidtropfchen assoziiert waren. Dies ldsst auch hier darauf
schlielen, dass die Lipide dieser Fetttropfchen (Fischer und Hoeger 1993, Hoeger et al.
1996) nicht direkt aus dem Lipoprotein stammen; aber auch hier ist die Méglichkeit einer
Umesterung der Fettsduren der Phospholipide oder der Neutrallipide gegeben. Da die
Elacocyten im Zuge der Geschlechtsreifung zumindest bei Weibchen durch ihre
Vitellogeninsekretion grélere Mengen Lipide exportieren und im Verlauf der Reifung die
Aktivitait einer langkettigen Carboxylesterase ansteigt (Hoeger 1991), koénnten die
Elacocyten zumindest bei Weibchen als primirer Lipidspeicher betrachtet werden. Es
ware moglich, dass die Elacocyten das Lipoprotein aus der Coelomflissigkeit aufnehmen,
die Triacylglyceride einlagern und zusitzlich die Fettsiuren der Phospholipide sowie der
Mono- und Diacylglyceride in Triacylglyceride umestern. Im Laufe der weiteren
Geschlechtsreifung werden diese dann wieder, durch die katalytische Aktivitit der
erwihnten Carboxylesterase zu Mono- und Diacylglyceriden hydrolysiert und durch das
Lipoprotein exportiert (Fontaine et al. 1984, Fischer und Hoeger 1993). Einen dhnlichen
Weg findet man im Fettkorper der Insekten bei seiner Be- und Entladung durch die
Lipophorine (Rodenburg und van der Horst 2005).

Auch bei den in Kultur genommenen spiten Spermatogonien konnte die Aufnahme des

Lipoproteins demonstriert werden. Im Vergleich mit den Elaeocyten (und auch den
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Oocyten) zeigte sich jedoch, dass eine doppelt so hohe Konzentration (50 pg/ml im
Vergleich zu 25 pg/ml) fur eine nachweisbare Aufnahme nétig war. Auch fiel auf, dass
nicht alle Spermatogonien die markierten Lipoproteine aufgenommen hatten. Dies ldsst
den Schluss zu, dass die Aufnahme von Lipoproteinen in die mannlichen Keimzellen ein
vom Entwicklungsstadium der Zellen abhingiger Prozess ist. Spermatogonien
proliferieren sehr stark und erzeugen eine grof3e Menge an Biomasse (Hoeger et al. 1996),
wofur entsprechend Energie benotigt wird. Es liegt nahe zu postulieren, dass die
Spermatogonien bis zu einem bestimmten Entwicklungsstadium Lipoproteine
akkumulieren und dann anfangen, sich in die sogenannten Spermatocyten weiter zu
differenzieren. Diese differenzieren sich wiederum, womoglich nach erneuter Aufnahme
von Lipoproteinen, in die Tetraden, welche sich dann zu je 4 Spermien weiterentwickeln
(Hoeger et al. 1996). Zwar konnte die Lipoprotein-Aufnahme nicht fir alle
nachfolgenden Stadien in der minnlichen Keimzellentwicklung gezeigt werden, jedoch
gibt es hierfiir Indizien. So konnte durch die Inkubation von Tetraden gezeigt werden,
dass diese ebenfalls befihigt sind, fluoreszenzmarkierte Lipoproteine aufnehmen (Abb.
42). Die aufgenommen Proteine waren vorrangig in der Nihe der Mitochondrien
lokalisiert, was durch die gut erkennbare kappenartige Struktur in diesem Bereich deutlich
wurde. Diese Lokalisation spricht eher fiir eine Funktion in der Energieversorgung als fiir
eine bei Bereitstellung von Lipiden fir die Membranbiosynthese. Die in den
Mitochondrien durch B-Oxidation der Fettsiuren gewonnene Energie kénnte entweder
zur letzten mitotischen Teilung bendtigt werden, oder aber zum Geillelantrieb der
Spermien. Befunde bei den Spermien der FEchinodermaten _Anthocidaris crassispina,
Echinometra mathaei und Pseudocentrotus depressus scheinen diese Hypothese zu bestitigen. So
zeigten ultrastrukturelle Untersuchungen bei diesen Arten eine Lokalisation der

Lipidkorper in der Nahe der Mitochondrien (Mita und Nakamura 1993).
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4 NACHWEIS DES NEREIS-LIPOPROTEINS IN VERSCHIEDENEN ZELLTYPEN

Nur aus dem Cytosol von Spermatogonien und Oocyten konnten nach Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation distinkte Lipoproteinbanden gewonnen werden. Bei den ebenfalls
untersuchten Elacocyten hingegen konnte auler einer mutmalllichen Himoglobin-Bande
keine Fraktion gewonnen werden.

Wurden die aus Spermatogonien und Oocyten gewonnenen Lipoproteinfraktionen per
SDS-PAGE und Western-Blot genauer analysiert, so zeigte sich, dass ein eindeutiger
Nachweis des Lipoproteins schwer moéglich war. Es konnte zwar sowohl in den Frak-
tionen Spglp 1 und Spglp 2 die charakteristische Bande von ApoNvLp I entdeckt
werden, jedoch waren auch sehr viele Abbauprodukte zu erkennen. Dies konnte auf die
schon beginnende Hydrolyse der Apolipoproteine zurtickzufithren sein, oder aber, im Fall
des Western-Blots, auf eine Unspezifitit des verwendeten a-Nereis-Lipoprotein-
Antikorpers. Fir Ersteres spricht die Tatsache, dass Apolipoproteine im Allgemeinen sehr
hydrophobe, in der Regel in wissrigen Losungen unl6sliche Proteine darstellen (Kawooya
et al. 1989, Chan 1992, Segrest et al. 2001). So ist es moglich, dass die intrazellulare
Degradation schon begonnen hat, aber die Apolipoproteinfragmente aufgrund ihrer
Hydrophobizitit noch mit ,hrem’ Lipid assoziiert sind und sie sich deswegen im
Dichtegradienten isolieren lassen, der ja einzig und allein nach der Schwebdichte der
Proteine trennt (Winter und Noll 1998). Dariiber, inwieweit diese Vermutung richtig ist,
kann nur spekuliert werden, da die nativen Nereis-Apolipoproteine sehr resistent gegen
proteolytische Degradation zumindest durch die Proteasen Trypsin und V8 sind (siche
Ergebnisse 1.7.4). In welchem Mal3e die Apoproteine anderen Proteasen zuginglich sind
ist nicht bekannt. Zwar wurde gefunden, dass die Nereis-Apolipoproteine von Bromelain
auch im nativen Zustand nahezu vollstindig abgebaut werden (Daten nicht gezeigt),
jedoch ist die physiologische Relevanz fragwiirdig, da die Cysteinprotease Bromelain
pflanzlichen Ursprungs ist. Fir das humane Apolipoprotein B konnte jedoch der Abbau
durch Cathepsine, die zum Grof3teil Cysteinproteasen darstellen, gezeigt werden (Van der
Westhuyzen et al. 1980, Linke et al. 2000). In der Studie von van der Westhuyzen und
Mitarbeitern (1980) zeigte sich auch, dass die mit Cathepsinen behandelten Apo-
lipoproteine nach dem Verdau noch mit Lipid assoziiert waren. Inwieweit Cathepsine in
den Lysosomen der Spermatogonien fiir die Proteindegradation verantwortlich sind, ist

jedoch nicht bekannt.
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In der aus dem Cytosol der Oocyten gewonnen mutmallichen Lipoproteinfraktion
konnten im Gegensatz zu den beiden aus den Spermatogonien isolierten Fraktionen im
SDS-Gel anhand des Bandenmusters nur Abbauprodukte nachgewiesen werden (vgl.
Abb. 44). Im entsprechenden Western-Blot hingegen zeigte sich, dass lediglich zwei
Peptide mit Massen um 100 kDa mit dem o-Nereis-Lipoprotein-Antikérper reagierten
(Abb. 45), was auf eine nahezu vollstindige Degradation des Neress-Lipoproteins in den
analysierten Oocyten schlieBen ldsst. Die Dichte der aus Spermatogonien isolierten
Lipoproteine (Spglp 1 und 2) - die Lipoproteindichte aus der Oocytenfraktion wurde
nicht bestimmt - betrug in Iodixanol 1,064+0,003 g/ml fir Spglp 1, bzw. 1,129+0,003
g/ml fir Spglp 2, und ist somit vergleichbar mit der Dichte der aus der
Coeclomfliissigkeit isolierten Lipoproteine, welche in Iodixanol Dichten von 1,069+0,014
g/ml besitzen (siche Ergebnisse 1.3, Schenk et al. 20006). Dies lasst darauf schlieBen, dass
Spglp 1 eine (noch) nicht prozessierte Lipoproteinfraktion in den Spermatogonien
darstellt, wihrend Spglp 2 hoéchst wahrscheinlich eine lipidirmere Fraktion darstellt,
deren Lipide schon in die Lipidtrépfchen der Spermatogonien tGberfithrt wurden.

Um die Identitit der isolierten Fraktionen mit dem Nereis-Lipoprotein der Coelomfliissig-
keit abzusichern, wurde die Fraktion Spglp 1 elektronenmikroskopisch analysiert. Es
zeigte sich, dass die aus dem Cytosol der Spermatogonien isolierten Proteine eine dhnliche
,Morphologie’ haben wie die Lipoproteine der Coelomflussigkeit, was auf unprozessierte
Lipoproteine schlieen ldsst. Auffillig ist, dass, obwohl bei den Spglp 1 und den
Lipoproteinen aus der Coelomflissigkeit die gleichen Konzentrationen (0,2 mg/ml)
eingesetzt wurden, bei den Spglp 1 wesentlich weniger typische Lipoproteinpartikel
entdeckt werden konnten. Auch war der Durchmesser mit 37,3 nm etwas kleiner als der
der Lipoproteine aus der Coelomfliissigkeit (42,0 nm, Schenk et al. 2006). Beide Befunde
konnten mit der bereits begonnenen Degradation der Lipoproteine in den Zellen erklirt
werden.

Dieser augenscheinliche Unterschied im intrazelluliren ,Schicksal’ des aufgenommenen
Lipoproteins kénnte mit den unterschiedlichen metabolischen Bediirfnissen der beiden
Keimzelltypen zusammenhingen.

Die minnlichen Keimzellen-Vorstufen erbringen eine hohe Biosyntheseleistung.
Spermatogonien differenzieren sich zunichst unter intensiver Proliferation zu Sperma-

togonien I und wiederum zu Spermatocyten. Die Spermatocyten entwickeln sich dann zu
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den sogenannten Tetraden und diese wiederum weiter zu je vier Spermien (Hoeger et al.
1996). Die durch die endocytotische Aufnahme des Lipoproteins in die Spermatogonien
eingelagerten Lipide konnten als Ausgangssubstanzen fur die bei der Zellteilung
notwendige Membranbiosynthese verbraucht werden, oder aber sie dienen als
Energielieferant. Fir die erste Moglichkeit spricht die Tatsache, dass das Nereis-
Lipoprotein sehr phospholipidreich ist (Ergebnisse 1.8, Schenk et al. 2006). Da
Zellmembranen ihrerseits fast ausschlieBlich aus Phospholipiden bestehen (Stryer et al.
2003), konnten die transportierten Phospholipide direkt zum Aufbau neuer Membran-
strukturen benutzt werden. Aber auch die erwihnte Rolle im Energiechaushalt fiir die sich
teilenden Keimzellen ist nicht von der Hand zu weisen, da die Bewegung der Mikrotubuli
zur Tochterchromosomentrennung in der Mitose ein energieabhingiger, genauer gesagt
ein GTP-abhingiger Prozess ist (Lewin 2002, Stryer et al. 2003). Auch kénnten die Lipide
zumindest zum Teil in den Keimzellvorstufen eingelagert werden, um so den Spermien
spiter als Energielieferant fur den Geillelantrieb zu dienen. Es ist also ebenso
anzunehmen, dass die Lipide, und vor allem die Phospholipide, zur Energiebereitstellung
dienen. Welchen physiologischen Prozessen (Zellteilung oder Zellmotilitit) diese Energie
dient, dartber kann bislang nur spekuliert werden. Da bei Seeigel-Spermien die
Energieversorgung durch Phospholipide demonstriert wurde (Mita und Nakamura 1993)
scheint dieser Weg der Energiebereitstellung in der Evolution zumindest schon einmal
beschritten worden zu sein.

Die Eizelle hingegen stellt in erster Linie Nahrstoffe fir den sich nach der Befruchtung
entwickelnden Embryo zur Verfiigung. Diese Nihrstoffe bestehen aus Kohlenhydraten,
Lipiden und hauptsichlich aus Dotterprotein, welches dem Embryo als Aminosiurequelle
dient (Dhainaut et al. 1984, Garcia-Alonso et al. 20006). In diesem Zusammenhang
konnten die Apolipoproteine ebenfalls als Aminosdurequelle dienen. Eine weitere
mogliche Erklirung fiir das unterschiedliche ,Schicksal’ der Apoproteine konnte der
unterschiedliche Reifegrad der betrachteten Keimzellen darstellen. Die untersuchten
Nereis-Oocyten hatten einen Durchmesser von ~170 um und waren somit fast laichreif
und in ihrer Entwicklung weitgehend abgeschlossen (Fischer und Hoeger 1993). Die
Spermatogonien im Stadium II hingegen befinden sich noch in der Entwicklung. In
diesem Stadium proliferieren sie zwar nicht mehr so stark wie zu Beginn ihrer

Entwicklung, da die bendétigte Biomasse im Wesentlichen bereits erzeugt ist. Die
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nachfolgende Weiterdifferenzierung in die Spermien ist jedoch noch im vollen Gang
(Hoeger et al. 1996). Es konnte also sein, dass die zur Untersuchung herangezogenen
minnlichen Keimzellen die Lipoproteine tiber einen noch nicht ausreichenden Zeitraum
aufgenommen haben, um sie danach in dem Malle zu degradieren, wie dies bei den
Oocyten der Fall ist. Alternativ koénnten die Spermatogonien (und die ihnen
nachfolgenden Stadien) kontinuierlich Lipoproteine aus der Coelomflissigkeit aufnehmen
um fur die Zellteilungen beziehungsweise den Geil3elantrieb der Spermien die nétigen

Energievorrite zur Verfiigung zu haben (siche dazu auch 3.2).
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5 FAZIT UND AUSBLICK

5.1 FAaziT

Nachdem das discoidale Lipoprotein aus Nereis virens bereits frither isoliert und teilweise
charakterisiert wurde (Schenk 2003, Schenk et al. 20006), konnten in dieser Arbeit weitere
physiko-chemische Charakteristika dieses Lipoproteins ermittelt werden. Das Lipoprotein
wurde zundchst auch in KBr als HDIL-Partikel klassifiziert, nachdem dies bislang nur in
Iodixanol geschehen war (Schenk et al. 2006). Durch Analytische Ultrazentrifugation
wurde die molekulare Masse des nativen Proteins auf ~857 kDa bestimmt, wahrend die
Massenbestimmung mittels Gelfiltration ~793 kDa ergab (siche Ergebnisse 1.4.1 und
1.4.2). Weitere Experimente ergaben, dass das Protein einen Sedimentationskoeffizienten
von 9,7 S besitzt und so im Bereich der Insekten-Lipophorine liegt, die Sedimentations-
koeffizienten von 7,5-8,7 S aufweisen (Pattnaik et al. 1979, Gellissen und Emmerich
1980). Auch die Verteilung der Sekundirstrukturanteile entspricht denen der bislang
charakterisierten Invertebraten-Lipoproteine: es tiberwiegen B-Strukturen und sie ist als
typisch fur die ,nicht-austauschbaren Apolipoproteine’ zu beschreiben (Kawooya et al.
1989, Ryan et al. 1992, Vargas-Requena et al. 2002, Stieb 2007). Der Grad an
Proteinglycosylierung zeigte den fiir Wirbellose typisch niedrigen Wert (0,66%), und auch
der Lipidgehalt von ~50% liegt im fir Wirbellose typischen Bereich (Pattnaik et al. 1979,
Kunkel und Nordin 1985, Stieb et al. 2008). Durch seine Apolipoprotein-Stéchiometrie
(1:1) und deren Lage im nativen Partikel (ApoNvLp I peripher und ApoNvLp II
innerhalb der Lipidmatrix) kann es als typisches Mitglied der Lipophorine charakterisiert
werden (Shapiro et al. 1984, Haunerland und Bowers 1987, Weers et al. 1993). Die
Lipidzusammensetzung hingegen ist eher typisch fiir Vitellogenine (LLee und Puppione
1988, Lubzens et al. 1997, Kubagawa et al. 2006), wodurch es ein Bindeglied zwischen
den als Vorlaufer der geschlechtsunabhingigen Lipoproteine geltenden Vitellogeninen auf
der Finen und den Lipophorinen auf der anderen Seite angesehen werden konnte (Mann
et al. 1999, Avarre et al. 2007, Smolenaars et al. 2007b).

Da fir extrazellulire Transportproteine, wie es das Nereis-Lipoprotein darstellt, zellulire
Rezeptoren zu postulieren sind, wurde versucht, diese aus putativen Ziel-/Synthese-
geweben zu isolieren. Der Nereis-Lipoproteinrezeptor konnte mit seiner Masse von ~114

kDa, wegen seiner funktionalen Abhingigkeit von Disulfidbriicken und der Anwesenheit
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von Ca?" als typisches Mitglied der LDL-Rezeptor-Superfamilie identifiziert werden
(Schneider et al. 1982, Rohrkasten und Ferenz 1986a, Schneider 1989, Tsuchida und
Wells 1990, Lee et al. 2003b), auch wenn zur eindeutigen Einordnung noch weitere
Studien nétig sind, z.B. eine Sequenzanalyse. Es zeigte sich, dass das Rezeptorprotein in
den unterschiedlichsten Zellen und Geweben zu finden war (siche Ergebnisse 2.2.1),
neben dem Darmepithel und den Muskeln waren dies auch die Spermatogonien, die
Oocyten und die Elacocyten. Da letztere Zelltypen direkt mit der Geschlechtsreifung der
Tiere assoziiert sind, wurde die Hypothese untermauert, dass das Nerezs-Lipoprotein eine
Rolle in der Geschlechtsreifung der Tiere spielt. Um die physiologische Relevanz des
Rezeptors zu testen, wurden isolierte Coelomzellen mit fluoreszenzmarkierten
Lipoproteinen 7 vitro inkubiert. Das Hauptaugenmerk bei diesen Versuchen lag auf den
Oocyten, da diese im Zuge ihrer Entwicklung grole Mengen an Lipid akkumulieren
(Fischer und Hoeger 1993). Die Versorgung mit Lipid ausschlieBlich durch das
weibchenspezifische Lipoprotein Vitellogenin erscheint unwahrscheinlich, da es einen
relativ niedrigen Titer (0,1-0,6 mg/ml, Fischer und Hoeger 1993) aufweist und nur tber
eine relativ niedrige Lipidbindekapazitit (16% fiir das Perinereis-Vitellin, Baert et al. 1984)
verfigt. Aullerdem wurde auch schon fir andere Invertebraten die Rolle der geschlechts-
unabhingigen Lipoproteine fir die Versorgung der Fizellen demonstriert (Kawooya et al.
1988, Ravid et al. 1999, Sun et al. 2000, Fan et al. 2002). Die Inkubationsversuche zeigten
eine eindeutige Aufnahme des Lipoproteins in die Eizellen. Dabei konnte klar zwischen
Eizellen verschiedener Gré3e unterschieden werden (Abb. 35). Wihrend kleine Eizellen
(Durchmesser <110 um) Fluoreszenzmarkierungen sowohl in endocytotischen Granula,
als auch in Dottergranula aufwiesen, konnten bei ,reifen’ Eizellen (Durchmesser >150
um) Fluoreszenzmarkierungen nur noch in den Endocytose-Vesikeln erkannt werden,
was fir eine Reduktion des fir die Vesikelfusion benotigten Proteinapparates spricht. Der
interessanteste Befund konnte bei Eizellen mittlerer GréB3e gemacht werden: Es konnte
direkt gezeigt werden, dass die das Lipoprotein enthaltenden endocytotischen Vesikel mit
den Dottergranula fusionieren (Abb. 39). Dies ist ein Beweis fir die Hypothese, dass
Lipoproteine nicht nur mit ihren Lipiden zum Eidotter beitragen, sondern auch mit den
sie konstituierenden Apolipoproteinen. Da bei keiner der Inkubationsstudien eine
Markierung der intrazelluliren Lipidtropfchen ausgemacht werden konnte, ist

auszuschlieBen, dass die Lipoprotein-Lipide direkt in die Lipidtropfen eingelagert werden.
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Es scheint vielmehr so zu sein, dass die Fettsiuren der Lipoprotein-Lipide durch eine
intrazelluldre Lipase in freie Fettsduren uberfuhrt werden und anschlieBend im
Lipidtropfen zu Triacylglyceriden umgeestert werden. Fir die Versorgung von Platynereis-
Oocyten scheint sich also die von Ziegler und van Antwerpen (2006) postulierte
Hypothese fiir die Lipidversorgung von Insekten-Eizellen zu bestitigen.

Durch die Tatsache, dass das Nerezs-Lipoprotein nicht nur von Oocyten aufgenommen
wird, sondern auch von mannlichen Keimzellen (Spermatogonien und Tetraden) und von
den, ebenfalls mit der Geschlechtsreifung assoziierten, Elaecocyten, ist eine Rolle des
Lipoproteins in der sexuellen Reifung beider Geschlechter gezeigt.

Der Befund, dass das Lipoprotein nicht aus den es aufnehmenden Zellen (mit Ausnahme
der Spermatogonien) isoliert werden konnte, spricht gegen den fiir Insekten-Eizellen be-
schriebenen Weg, bei dem die HDLp in die Oocyten aufgenommen werden, die Apolipo-
phorine jedoch nicht degradiert werden (Kawooya und Law 1988, Kawooya et al. 1988,
Dantuma et al. 1997), sondern eher fiir einen den Vertebraten ahnlichen Weg, bei denen
die Apolipoproteine nach der endocytotischen Aufnahme degradiert werden (Van der
Westhuyzen et al. 1980, Stryer et al. 2003, Linke et al. 2000).

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass das Nereis-Lipoprotein vielfiltige Zielgewebe hat,
wobei die Rolle der Lipidversorgung von Gameten und Elaeocyten im Zuge der Ge-
schlechtsreifung direkt nachgewiesen werden konnte. Abschlie3end ldsst sich das in Abb.
51 (nichste Seite) dargestellte Bild des Lipoprotein-vermittelten Lipidtransportes in Nerezs
virens postulieren. In diesem stellt das Nereis-Lipoprotein den Hauptlipidlieferanten
sowohl zu den minnlichen Keimzellen, als auch zu den weiblichen dar. Weiterhin
scheinen sich die Elaecocyten als zentrales Stoffwechselorgan, vor allem im Lipidstoff-
wechsel zu bestitigen. Zwar war bekannt, dass die Elaeocyten, die beim Eintritt der Tiere
in die Geschlechtsreifung gebildet werden, eine zentrale Rolle einnehmen (Fischer und
Hoeger 1993, Hoeger et al. 1996), jedoch war nicht bekannt, welche Rolle sie im
Lipidstoffwechsel spielen, auler dass sie grole Mengen an Lipid speichern, dieses im
weiblichen Geschlecht Giber das Vitellogenin exportieren und somit die Eizellen versorgen
(Fischer und Hoeger 1993, Hoeger et al. 1996, Garcia-Alonso et al. 2006). Zwar konnte in
dieser Arbeit nicht direkt gezeigt werden, dass die Elacocyten das Nereis-Lipoprotein auch
sezernieren, dies erscheint jedoch wahrscheinlich. Minnliche Elacocyten speichern die

gleichen hohen Lipidvorrite wie die Elacocyten aus weiblichen Tieren. Da diese Vorrite
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im Zuge der Geschlechtsentwicklung abnehmen und Elacocyten aus Minnchen nicht die
Moglichkeit besitzen die Lipide durch Vitellogenin zu exportieren, bleibt als plausibelste
Erklirung der Export durch das Nerezs-Lipoprotein. Dies wird zudem durch die Tatsache
gestiitzt, dass auch die minnlichen Keimzellen in der Lage sind das Lipoprotein
aufzunehmen. Es scheint sich in dieser Arbeit also heraus zu kristallisieren, dass die

Elacocyten den zentralen Lipidspeicher- und Mobilisierungsort darstellen.

Oocyten

Muskeln

.
®
Nahrungs- T

lipide

Abb. 51: Postuliertes Modell fir den Lipidtransport in Nerezs virens. Die Nahrungslipide
werden bei der Passage des Darmepithels an das Nereis-Lipoprotein gebunden und entweder direkt zu den
Zielgeweben transportiert, oder aber vorerst in den Elacocyten als zentralem Stoffwechselorgan
,zwischengelagert’ und bei Bedarf zu den Zielgeweben transportiert. Abkiirzungen: Lp: Lipoprotein. Vg:
Vitellogenin. Verindert nach U. Hoeger.

5.2 AUSBLICK

Zwar wurde das Nereis-Lipoprotein in der vorliegenden Arbeit, bei Schenk et. al. (2000)
und in der vorangegangenen Diplomarbeit (Schenk 2003) eingehend charakterisiert,
jedoch sind viele weitere Fragen offen. So wire noch die Frage zu kliren, ob es sich bei
dem Nereis-Lipoprotein tatsichlich um ein dem Apolipoprotein B verwandtes Protein
handelt, und wie es evolutiv zu den auch bestens charakterisierten Lipophorinen steht.

136



DISKUSSION

Auch das Verwandtschaftsverhdltnis zum kirzlich entdeckten discoidalen Astacus
leptodactylus-HDL (Stieb et al. 2008) wire in diesem Zusammenhang von Interesse. Die
Moéglichkeiten diese Fragestellungen zu bearbeiten sind vielfiltig: Zum Finen gibt es den
molekularbiologischen Ansatz, bei dem man versuchen wirde, das Neress-Lipoprotein,
oder genauer die Apolipoproteine zu klonieren und zu sequenzieren. Dies ist allerdings
mit solch gro3en Proteinen nicht trivial, zumal hierfir zunichst Sequenzen vorhanden
sein missen um geeignete Primer zu finden. Schneller zum Erfolg fithren wirde z.B. eine
Sequenzierung durch Tandem-Massenspektrometrie (z.B. MALDI-ToF/ToF), die sehtr
prizise Informationen tber die Sequenz liefert, welche dann Gber Datenbanken mit den
schon bekannten Sequenzen der Insekten-Apolipophorine und des Apolipoprotein B
verglichen werden kann. Zwar kénnen damit nur homologe Bereiche identifiziert werden
(vgl. z.B. Stieb et al. 2008), jedoch lassen sich aus diesen Aminosiuresequenzen
vielversprechende Informationen, auch im Hinblick auf den Entwurf von geeigneten
Primern gewinnen. In diesem Zusammenhang stellt sich auch die Frage, inwieweit diese
groBBen discoidalen Lipoproteine einen ,Lipoprotein-Prototyp’ darstellen, zumal auch das
Lipophortin des ,lebenden Fossils™ L. polyphemus eine dhnliche Architektur besitzt (Schenk
und Hoeger, unveroffentlicht). Erste Studien in unserem Labor fihrten zu verbliffenden
Ergebnissen: So konnte gezeigt werden, dass das Lipophorin der Vogelspinne E.
californicum, nicht jedoch das des phylogenetisch basaleren Kaiserskorpions P. zperator,
ebenfalls ein solch groBles discoidales Lipoprotein ist (Gras, Marksteiner, Hoeger und
Schenk, unverétfentlicht).

Der Nereis-Lipoproteinrezeptor wurde in der vorliegenden Arbeit zwar erfolgreich aus
mehreren Zellen und Geweben isoliert und ansatzweise biochemisch charakterisiert, es
bleiben jedoch noch einige Fragen ungeklart. So ist fiir eine sichere Einordnung des
Proteins in die Familie der LDL-Rezeptoren eine Sequenzanalyse erforderlich. Damit
konnte auch die Frage geklirt werden, ob es sich beim Nerezs-Lipoproteinrezeptor um
einen Vertreter der LDLR-Gruppe handelt oder, wie bei den Insekten, um einen aus der
VLDLR-Gruppe. Aber auch bei der biochemischen Charakterisierung sind noch weitere
Fragen zu Kkliren. So ist z.B. die Dissoziationskonstante des Liganden-Rezeptor-
Komplexes ein wichtiges biochemisches Charakteristikum fir einen Rezeptor. Ebenso
sind auch entwicklungsspezifische Fragestellungen noch véllig ungeklirt. So wire es z.B.

denkbar, dass das Rezeptorprotein nur in bestimmten Phasen der Entwicklung exprimiert
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wird, oder zu bestimmten Phasen stirker oder schwicher. Ein vielversprechendes
Zielgewebe wiren hier die mannlichen Keimzellen, von denen gezeigt wurde, dass nicht
alle Zellen das Lipoprotein aufnehmen.

Auch die Frage nach der Art des Lipidtransportes bei Nereis virens ist noch abschlieSend
zu kldren: liegt hier ein ,reusable shuttle’ vor oder wird der ,Vertebraten-Weg’ beschritten?
Dazu wire es winschenswert die aufgenommenen Lipoproteine direkt in den hierfir in
Frage kommenden Zellen (Elacocyten) nachzuweisen, wie dies hier fir die Oocyten
gezeigt wurde. Zwar legen die Western-Blots der Gewebsextrakte den ,Vertebraten-Weg’
(d.h. eine vollstindige Degradation der Apolipoproteine nach der Aufnahme) nahe, doch
ist ein Vorhandensein eines ,shuttle-Systems’ mit den vorliegenden Ergebnissen nicht

auszuschlief3en.
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1 VERWENDETE ABKURZUNGEN

ANS  8-Anilin-1-naphthalensulfonsaure

AUZ  Analytische Ultrazentrifuge/-
zentrifugation

« Anti(korper)

BCA  22'-Bichinolin-4,4'-dicarbonsiure

BSA  Bovines Serum Albumin

BGBP B-1,3-D-Glucan-Bindeprotein

ConA Concanavalin A

D Diffusionskoeffizient (cm?/s)

Da Dalton

ddH2O Reinstwasser

dH20  voll entsalztes Wasser

Dil 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3"- tetra-
methylindocarbocyaninperchlorat

DTT  threo-1,4-Dimercapto-2,3-butandiol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF  Epidermal growth factor

erg 107]

FITC  Fluoresceinisothiocyanat

HBS  Hepes buffered saline

HDL  High-density lipoprotein

HDLp High-density lipophorin

Hepes 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsiure

] Joule

K Kelvin

LDL  Low-density lipoprotein

LDLp Low-density lipophotin

LDLR Low-density lipoprotein receptor

Lp
M

ANHANG

Lipoprotein/-photin
molar (Mol/1)

NBSS Nereis balanced salt solution

Nm
OGP
Osm
PBS
PBT

PMP

Newtonmeter
Octyl-3-D-glucopyranosid
Osmol

Posphate buffered saline
Phosphate buffered saline plus
Tween
5-Methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-

on

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PNA
R

rpm

SZO,W

SDS
Spg

TCA
TFA
Tris

Peanut agglutinin
universelle Gaskonstante
Revolutions per minute
(Umdrehungen pro Minute)
Dichte
Svedberg (s13)
Sedimentationskoeffizient auf
20°C und Wasser korrigiert
Natriumdodecylsulfat
Spermatogonien
absolute Temperatur in Kelvin
Trichloressigsaure
Trifluoressigsaure
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-
propan-1,3-diol
Elliptizitit
partialspezifisches Volumen
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V8 Staphylococens anrens Endoproteinase w/v  Gewicht pro Volumen

Glu-C Xg relative Zentrifugalbeschleunigung
VHDL Very-high density lipoprotein
VLDL Very-low density lipoprotein

v/v  Volumen pro Volumen

2 UMRECHNUNG DER SKALENTEILE DES KRUSS HR 900 IN DEN
BRECHUNGSINDEX

TAB. 12: Umtechnung der Skalenteile in den Brechungsindex

Skalenteile | Brechungsindex | Skalenteile Brechungindex
0 1,3330 18 1,3605
1 1,3344 19 1,3622
2 1,3359 20 1,3638
3 1,3373 21 1,3655
4 1,3388 22 1,3672
5 1,3403 23 1,3689
6 1,3418 24 1,3706
7 1,3433 25 1,3723
8 1,3448 26 1,3740
9 1,3463 27 1,3758
10 1,3478 28 1,3776
11 1,3494 29 1,3793
12 1,3509 30 1,3811
13 1,3525 31 1,3829
14 1,3541 32 1,3847
15 1,3557 33 1,3866
16 1,3573 34 1,3884
17 1,3589 35 1,3903

139 /
1,38 A Abb. 52: Graphischer Zusam-

/ menhang zwischen den Ab-
15 / gelesenen Skalenteilen und dem
W Brechungsindex.

Brechungsindex n

1,34
/ v = BE-DBx7 + 0,001 4% + 1 333
4 Rf=1

1] 10 20 30 40
Skalenteile
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3 SCHEMA DER LIPOPROTEINISOLIERUNG

Coelomflussigkeit

d/&?l?Oxg

—

verwerfen = Pellet = Zellen

d/'S‘lS.OOOxg
C1x

Uberstand = vorgereinigte Coelomfliissigkeit

verwerfen = Pellet = Zelltrimmer

1:1 mit 60% N
lodixanol + KBr
v
lodixanol Flotation mehrstufiger Gradient zweistufiger Gradient
p=116 g/ml p=116 g/ml p=1,35g/ml p=1,35g/ml
3h 417.000xg 3h 417.000xg 3h 417.000xg 1:1 mit PBS
Uberschichten
< Lipoprotein =y
ya 3h 417.000xg
< verwerfen=— verwerfen=—p|
\ <— Lipoprotein
mit KBr auf
p=1,35g/ml < verwerfen

mit PBS + KBr ver-
schiedener Dichten
Uberschichten

16h 200.000xg
Lipoprotein —»U

Abb. 53: Schematische Ubersicht iiber die verschiedenen Moglichkeiten der Lipo-

proteinisolation aus der Nereis-Coelomfliissigkeit. Deutlich wird vor allem der zum Teil
erhebliche Unterschiedliche Zeitbedarf bei den verschiedenen Methoden.
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4 SCHEMA DER LIPOPROTEINREZEPTOR-ISOLIERUNG

Darm, Elaeocyten, Oocyten (vorhomo-
genisiert) und Spermatogonien

Homogenisieren mit
Ultraschall, 10 x 30™

Rohhor!ogenat

C 15" 15.000xg
>
A 4 Muskeln

Uberstand = Rohextrakt Homogenisieren mit
/- Ultra Turrax
v
verwerfen=—> @ Pellet = Zelltrimmer, Kerne, etc. (Roh-) Homogenat
\ ) 15" 15.000
60" 100.000xg - C P Xg
\
-20°C=» | |Uberstand = Cytosol -20°C=» | |Uberstand = Cytosol

C—'Pellet = Mikrosomen Pellet = Membrantrimmer

ad 40 mM OGP in HBS,
30" auf Eis ruhren, 2 x
30" Ultraschall

Zellmembranen

@0‘ 100.000xg

/- Uberstand = Zellmembranen

verwerfen == Pellet = unldsliche Bestandteile

\ Dialyse gegen 2 x 11 HBS

Zellmembranen

1 Affinitatschromatographie

20°

Zellmembranen ohne
Rezeptor = Durchlauf Eluat «— Rezeptor

Abb. 54: Schematische Ubersicht iiber die Isolierung des Nereis-Lipoproteinrezeptors aus
verschieden Zellen und Geweben.
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5  DICHTEN DER NEREIS-LIPOPROTEIN-KOMPONENTEN (LIPIDE UND

KOHLENHYDRATE)

5.1 LIPIDE

TAB. 13: Literaturwerte fir die Dichten der im Neress-Lipoprotein vorkommenden Lipide (siche Ergebnisse 1.8).

Lipid Dichte [g/ml] | Referenz
Cholesterin 1,067 (Weast 1974)
Cholesteryloleat 0,997 siche unten
Dioleylglycerin* 0,917 (Chino et al. 1969)
Monooleylglycerin | 0,942 (Weast 1974)
Phospholipid* 1,032 (Budavari et al. 1989)
Trioleylglycerin 0,898 (Weast 1974)

*: Dieser Wert ist als partialspezifisches Volumen angegeben. Als Dichte wurde der Kehrwert des partialspezifischen
Volumens verwendet.

X: Der angegebene Wert ist der fiir Phosphatidylcholin. Da sich keine Angabe fiir Phosphatidylethanolamin fand,
wurde aufgrund des geringen Anteils an Phosphatidylethanolamin (~4,5% der Phospholipidmenge) der entsthende
Fehler als vernachlissigbar angesehen.

Der Wert fiir Cholesteryloleat wurde rechnerisch ermittelt, da dieser nicht angegeben war.
Dabei wurde angenommen, dass die Gesamtdichte des Molekiils gleich der Summe der
Dichten der relativen Massenanteile seiner Komponenten ist.

Zunichst wird der Massenanteil des Cholesterins am Cholesteryloleat (CO) errechnet:

Cholesterin MW (Cholesterin) —1
Cco MW (CO)

(12)

Nach Einsetzen der entsprechenden Werte (MW(Cholesterin) = 386,64 Da, MW(CO) =
651,06 Da) in Gleichung 12 ergibt sich (das Subtrahieren von 1 beim Molekulargewicht
des Cholesterins ist nétig, da bei der Veresterung von Cholesterin und Olsiure zu

Cholesteryloleat das Cholesterin ein Proton an das entstehende H2O abgibt):

385,64 Da
651,06 Da

=0,5923 (13)
Das bedeutet, dass Cholesterin im CO mit 59,23 Massenprozent eingeht. Damit ergibt
sich der Massenanteil der Olsdure im CO:

1-0,5923=0,4077 (14)
Die Gesamtdichte des CO ergibt sich jetzt aus der Addition der relativen Anteile der
Einzeldichten (Cholesterin = 1,067 g/ml, Olsiure = 0,895 g/ml, Budavari et al. 1989):

0,5923x1,067 g / ml +0,4077x0,895g/ml =0,997 g/ ml (15)
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Die Richtigkeit der obigen Berechnung wurde durch Berechnung der Dichte von Mono-
acetylglycerin und dem nachfolgenden Vergleich mit dem bei Budavari et al. (1989)
angegebenen Wert iiberpriift:

p(errechnet) 1195g/ml
p(Literatur) 1,206g/ml

=0,9909 (16)

Da die errechnete Dichte 99,09% des Wertes der angegebenen Dichte lieferte wurde die
Dichtenberechnung nach obigem Schema als korrekt angesehen.
Aus den in Tabelle 13 angegebenen Dichten und den aus Tabelle 11 entnommen relativen

Anteilen der einzelnen Lipide lasst sich die Dichte der Lipidmatrix berechnen (Tab. 14):

TAB. 14: Errechnung der Dichte der Lipidmatrix des Nereis-Lipoproteins.

Lipid Dichte [g/ml] | Relative Hiufigkeit | Produkt [g/ml]
Cholesterin 1,067 0,0162 0,0173
Cholesteryloleat 0,997 0,0675 0,0673
Dioleylglycerin 0,917 0,0650 0,0596
Monooleylglycerin 0,942 0,1056 0,0995
Phospholipid 1,032 0,6772 0,6989
Trioleylglycerin 0,898 0,0686 0,0616
Summe 1,0001X 1,0042

X, Der Wert groBer als 1 ist auf Rundungsfehler zurtickzufiihren.

5.2 KOHLENHYDRATE

TAB. 15: Literaturwerte fiir die Dichten der im Nereis-Lipoprotein vorkommenden Kohlenhydrate.

Kohlenhydrat Dichte [g/ml] | Referenz
N-Acetylgalactosamin®™ | 1,462 (McRorie und Voelker 1993)
N-Acetylglucosamin* 1,462 (McRorie und Voelker 1993)
Fucose 1,471 X

Galactose™ 1,601 (McRorie und Voelker 1993)
Mannose* 1,647 (McRorie und Voelker 1993)
Rhamnose 1,471 (Budavari et al. 1989)

*: Diese Werte sind aus den partialspezifischen Volumina die bei McRorie (1993) angegeben sind errechnet.

X: Als Dichte fiir Fucose wird derselbe Wert wie fiir Rhamnose angenommen, da es sich bei Fucose (6-Desoxy-D-
galactose) sowie Rhamnose (6-Desoxy- D-mannose) um 6-Desoxy-Hexosen handelt.

Die Gesamtdichte der Kohlenhydrate wird wieder aus den Dichten der einzelnen
Komponenten (Tab. 15) und ihres relativen Vorkommens im Nereis-Lipoprotein (Tab. 16)

errechnet. Da die genaue Struktur der Glycane nicht bekannt ist, und aus Griinden der
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Einfachheit wurden die Kohlenhydrate als Einzelkomponenten betrachtet und nicht als

miteinander glycosidisch verkntpft:

TAB. 16: Relative Anteile der im Nereis-Lipoprotein vorkommenden Kohlenhydrate.

Kohlenhydrat Hiufigkeit [%0]

N-Acetylgalactosamin | 6,02

N-Acetylglucosamin 24.81

Fucose 11,27
Galactose 31,58
Mannose 21,80
Rhamnose 451

TAB. 17: Errechnung der Dichte der Kohlenhydratmatrix des Nereis-Lipoproteins.

Kohlenhydrat Dichte [g/ml] | Relative Hiufigkeit | Produkt [g/ml]
N-Acetylgalactosamin | 1,462 0,0602 0,0880
N-Acetylglucosamin 1,462 0,2481 0,3627
Fucose 1,471 0,1127 0,1658
Galactose 1,601 0,3158 0,5056
Mannose 1,647 0,218 0,3590
Rhamnose 1,471 0,0451 0,0663
Summe 0,9999x 1,5474

X: Der Wert kleiner als 1 ist auf Rundungsfehler zuriick zu fithren.

6 BERECHNUNG DES HYDRATWASSERGEHALTES

Da das Nereis-Lipoprotein eine Scheibe darstellt, hat aufgrund der relativ groBeren
Oberfliche die Hydrathtille des Proteins einen wesentlich groBleren Einfluss auf die
Schwebdichte des Proteins als auf ein vergleichbares kugeliges Protein. Der Gehalt an
Hydratwasser bei der Dichtebestimmung kann unter der Annahme berechnet werden,
dass die im Polymer Iodixanol bestimmte Dichte die vollstindig hydratisierte Dichte
darstellt (Graham et al. 1996). Nach Stieb (2007) gilt folgende Beziehung:

p(hydratisiert) = p(unhydratisiert)x%Lipoproteinantf:iI _ o
+ p(Wasser) x (100% — %Lipoproteinanteil )
Nach Einsetzen der entsprechenden Werte (Quohydmdsierr = 1,209 g/ml, siche oben,
OWasser,200C = 0,99823 g/ml, Weast 1974, ohydratisiers = 1,069 g/ml, Schenk et al. 2006) ergibt
sich der Anteil des Lipoproteins an der bestimmten hydratisierten Dichte als 33,58% und
somit der Anteil des Hydratwasser zu:

100% —33,58% = 66,42%  (18)
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Das hei3t, dass von der in lodixanol bestimmten Dichte 66,42% der Dichte des
(Hydrat)Wassers zuzuschreiben sind.
Setzt man in Gleichung 17 fir die hydratisierte Dichte den in KBr bestimmten Wert, d.h.
die teilhydratisierte Dichte, (1,1 g/ml, siche Ergebnisse 1.3) ein, so erhilt man als Anteil
der Lipoprotein-Dichte 48,28%. Daraus folgt, dass bei der Bestimmung der Dichte in
KBr das Hydratwasser noch zu:

100% —48,28% =51,72% (19)
eingeht.
Wenn man jetzt die Anteile der Hydrathillen an den bestimmten Dichte unter der
Annahme zueinander in Relation in Relation setzt, dass die in Iodixanol bestimmte
Dichte der vollstindig hydratisierten Dichte entspricht (und somit der oben errechnete
Wassergehalt der des vollstindig hydratisieren Lipoproteins ist), erhilt man die relative
Proteinhydratisierung:

Wassergehalt(tellhydrét.lsert) = relative Proteinhydratisierung  (20)
Wassergehalt (hydratisiert)

Nach Einsetzen ergibt sich:

51,72%
66,42%

=0,7887  (21)

Das bedeutet, dass das Lipoprotein nach der Isolierung in KBr noch 78,87% seiner

Hydrathdlle besitzt.

7 BERECHNUNG DES LIPID-, BEZIEHUNGSWEISE DES KOHLENHYDRAT-

GEHALTES DES NEREIS-LIPOPROTEINS

71 KOHLENHYDRATGEHALT

Aus der Monosaccharid-Analyse ergaben sich 133 ng Kohlenhydrate pro 10 ug Apolipo-
protein (siche Ergebnisse 1.7.5). Der Glycosylierungsgrad ergibt sich aus folgender
Gleichung:

Masse Kohlenhydrat[ng]
Masse Protein [ng]+ Masse Kohlenhydrat[ng]

Gesamtglycosylierung [%]:( jxloo (22)

Nach Einsetzen ergibt sich:

133ng
10.000ng +133ng

Gesamtglycosylierung [%] = ( ] x100=131% (23)
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7.2 LIPIDGEHALT

Bei der Quantifizierung der Lipidklassen, z.B. per ELSD ergaben sich 2,652 pg Lipide pro
2 ug Apolipoprotein (siche Ergebnisse 1.8.2). Die Berechnung des Lipidgehaltes ist jetzt
prinzipiell dhnlich der Berechnung der Gesamtglycosylierung:

Masse Lipid [ug]
(Masse Protein [jug]x1,0131) + Masse Lipid [ug]

Lipidgehal t[%] = { } x100 (24)

Der Faktor 1,0131 im Nenner von Gleichung 24 bertcksichtigt die Glycosylierung der
Apolipoproteine (1,31%, siche oben). Nach Einsetzen ergibt sich:

2,652 ug
(2ng x1,0131) + 2,652 ug

Lipidgehal t [%6] = { }100 =5569%  (25)

166



8

ANS-FLUORESZENZ

ANHANG

Relative Emission

100

75

50

25

0,1 mg/ml
0,01 mg/ml \
T
\.\\
\\\
0 mg/ml S
| —
440 490 540 590

Wellenlange [nm]

Abb. 55: Emissionsspektren des zur Phospholipidbestimmung eingesetzten Fluorophors

ANS. Zu sehen sind die Emissionsspektren (Excitationswellenlinge: 395 nm) von 0 mg/ml, 0,02 mg/ml,
0,1 mg/ml Phosphatidylcholin in PBS + 0,1 mM ANS. Die Fluoreszenzemissionen fur 0,1 mg Phosphat-
idylcholin/ml PBS sind auf 100 gesetzt. Die jeweiligen Maxima (0,1 mg/ml: 484 nm, 0,02 mg/ml: 490,5
am, 0 mg/ml: 509 nm) sind durch Linien in der entsprechenden Farbe gekennzeichnet. Deutlich ist der
Anstieg der Fluoreszenzemission zu erkennen. Deutlich wird der Verschub der Maxima hin zu kiirzeren
Wellenlingen bei steigenden Phosphatidylcholinkonzentrationen.
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Abb. 56: Relative Fluoreszenz
der ANS-Phospholipid-Kom-
plexe bei 490 nm nach
Anregung bei 395 nm. Die

Fluoreszenzemission wurde wieder
fur 0,1 mg/ml auf 100 gesetzt.
Kurve auf den Spektren von Abb.
55 basierend. Die nicht strikte
Linearitat konnte auf innere Filter-
und Streueffekte der einzelnen
Phospholipidmizellen zurlickzu-
fihren sein, die mit zunehmender
Konzentration des Phospholipids
und somit der Mizellen zunimmt.
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9 FLUORESZENZSPEKTREN VON FITC uND Dil
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Abb. 57: Fluoreszenz- und Emissionsspektren der fur die Zellinkubationsversuche ver-

wendeten Fluoreszenzfarbstoffe. A) FITC an goat-a-mouse-IgG gebunden bei pH 8. B) Dil in einer
Phospholipiddoppelschicht. Die Markierungen geben die Bandbreiten der Exitations- bzw. Emissionsfilter
an. Der FITC-Filter ist ein Breitbandfilter mit einem Anregungswellenlingenspektrum von 450-490 nm
(blau hinterlegt) und einem Sperrfilter der Wellenldingen >520 nm durch lisst (hellgriin hinterlegt). Der fiir
die Dil-Fluoreszenz verwendete TRITC-Filter erlaubt eine Anregungwellenlinge von 546+12 nm (griine
Line: 546 nm, hellgriine Flichet12 nm) und der Sperrfilter lisst Wellenlingen >590 nm passieren (r6tlich
hinterlegt). Spektren nach http://probes.invitrogen.com/handbook/tables/0372.html.
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10 PHYSIKALISCH-CHEMISCHE PARAMETER DES NEREIS-LIPOPROTEINS

Untereinheiten:

Untereinheitenstruktur:
Lipidgehalt:

Lipidzusammensetzung:

Molarer Extinktionskoeffizient:
Sedimentationskoeffizient (Sw,20):

Sekundarstrukturen:

Dimensionen (negative staining):

Dichte (vollhydratisiert):
Dichte (teilhydratisiert):

Dichte (unhydratisiert, theoretisch):

Natives Molekulargewicht:

Glycosylierung:

280.000
85.000
Heterodimer
50-55%
64,78% Phospatidylcholin
10,56% Monoacylglyceride
0,86% Triacylglyceride
0,75% Cholesterylester
0,50% Diacylglyceride
2,94% Phosphatidylethanolamin
1,62% Cholesterin
573.358 M-lem'!
9,75
14% a-Helix
35% B-Faltblatt
22% Schleifen
28% Ungeordnet
42 nm Durchmesser
10 nm Dicke
1,069 g/ml (Iodixanol)
1,09-1,10 g/ml (KBr)
1,209 g/ml
857.000 (AUZ/Gleichgewichtslauf)
793.000 (Gelfiltration)
730.000 (theoretisch, bei 50% Lipid)
981.000 (AUZ/Sedimentationslauf)
0,66% (Holopartikel)
1,31% (Apolipoproteine)
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Abstract

A dascoidal Bpoprotem was isolaled from the coel fluid of the polychaele. Vervis virems, by density gradient centrifugation. The
lipoprotemn was present in both sexes and moved as a uniform band in an agarose gel, The average dinmeter of the lipopeotein purticles determined
by electron microscopy was 42 nm with a thickness of 10 nm. SDS electrophoresis showed two apoy bunits with molecul of 247

and 85 kDa, respectively. In Jectin blots; both apoproteins were reactive with C lin A indicating the p < of N-glycans, The small
subunit was also reactive with peanut Jeetin, indicating additional Q-glycosylation. The total fipid content was 48% and consisted mainly of
phospholipids and svme dighycerides as judged by thin layer chromatography. The estimated native molccular mass of N wrons lipoprotein (~674
kDa) lies in the range of vertebrate high-density lipoprosein and insect lipophorins. The size of the apoproteins is similar to those fourxd in insocts,

while the compesition of the lipid fraction 15 more similar 1 that of crustacean lipoprolems.

© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved

Kevwonde: Coel Tkl Descoudal lipog

in; Glyevsylanom, Mvely weens, Polychostes

1. Introduction

To mediate the transport of lipophilic compounds in a
hydrophilic eavironment animals rely on lipoproteins as
mediator between these two phases, Vertebrates on the one
hand posses different types of lipoproteins with various
functions (Yokoyama, 1998; Rhainds und Brissctte, 1999;
Khovidhunkit et al., 2004); in inscct hemolymph, on the other
hand. only a single type of lipoprotein-lipophorin-is found (scc
Rodenburg and van der Horst, 2005, for a review). The
lipoproteins of insects have received most attention among
invertebrates due to their high lipid mobilization rates during
flight. Lipophorins can be classified ss low-density (LDLp),
high-density (HDLp) and very high-density lipophorins,
depending on their lipsd loading (for a recent overview, sce
Arvese et al,, 2001). These lipophorins have previously been
thought to represent a reusable, non-internalized shuttle.
However, this view has recently been challenged by the finding

* Comesponding authoe Tel, +49 6131 39 24481 fax: +49 6131 39 23835,
E-moil adaress: sches03B@students ami-mame.de (S, Schenk).

1096499918 - see front master © 2008 Elsevier fne. All nights reserved.
ok T 1016 chph 2005 11 052

that lipoproteins can undergo cadocytosis in the fat body and
the apoproteins are released from the cell following a transfesrin
like puthway (van Hoof et al., 2002; van Hoof et al., 2003).

In crustaceans, the other group from which a number of
studies are available, lipoproteins are also major components
mvolved in blood clotting, indicatimg their role in defense
reactions in addition to their lipid transport functions (Hall etal.,
1999). Similarly, msect lipophorins were also shown to be
directly linked to immunc responses and blood clotting (Duvic
and Brehélin, 1998: Chung and Ourh, 2002; Smolenaars et al..
2005). As shown for crustaceans, the immune reactive
lipoproteins cary a A1 3-glucan binding site (Duyic and
Saicterhill, 1990) and even vertebrate lipoproteins have retained
a glucan binding site by which they bind to proteoglycans
{Olsson et al., 2001) that have regulatory functions in the
secretion of VLDL synthesized by the liver (Williams et al..
1992; Fisher et al., 2001),

In contrast to vertebrate lipoproteins that transpornt diffecent
lipid classes, diacylglycerol (DAG) is the predominant core
neutral lipid of the lipophorins, with lower amounts of sterols,
hydrocarbons, carotenoids and other acylglycerols, which are
surmounded by a monolayer of phospholipids (Ryan and van
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der Horst, 2000), In crustaceans, likewise, the predominating
lipid species are phospholipids (especially phosphatidylcho-
line) and. to a lesser content, diacylglycerols and steroids in the
neutral lipid core of the lipoproteins (Lee and Puppione, 1978:
Spaziani et al,, 1986; Hall et al., 1995; Lubzens et al, 1997). In
mollusks, the predominating lipuds are also phospholipids and
to a lesser extent sterols and tnacylglycerols (Heras and
Policro, 2002).

In addition to their differences in lipid content, the structure
of lipoproteins is also different. Most lipoproteins, with
exception of immature vertebrate HDL, seem to be globular
particles, while in crustaceans, examples of mature discoidal
lipoproteins have also been described (Lee and Puppione, 1978;
Spaziani et al,, 1986; Ryan et al., 1990; Hevonoga et al., 2000;
Koppaka. 2001). Here, we report another example of a mature
annclid discoidal lipoprotein.

Invertebrates other than insects and crustaceans have been
poorly studied with respect to lipoprotein structure and
function; however, the fact that many lipoproteins are highly
conserved throughout evolution (van Hoof et al,, 2002) make
them an interesting group of proteins, especially in light of their
proposed common evolutionary ancestors, the female specific
lipoproteins, the vitellogenins and the clotting proteins found in
crustaccans (Hagedom et al., 1998; Babin ot al., 1999; Hall
ctal, 1999).

Since both vitellogenins and lipoproteins have evolved from
a common ancestor (Hagedern et al, 1998), the study of
lipoproteins in Jower groups is of interest, particularly in terms
of the companson of lipid transport and function of these
apparently ancient molecules. Companison of these two types of
lipoproteins may provide insights into the evolution of the
functions of these two groups of lipoproteins and lead to further
understanding of the general principles of lipid transpont.

In light of these differences in the lipid composition of
crustaceans and insects on the one hand and vertebrates on the
other, it was of interest to study the lipoprotein of a more bausal
group, such as the polychactes, with the purpose of clucidating
the location, composition, structure and possible functions of a
polychacte annclid lipoprotein, extending from the carlier
description based only on electron microscopical observations
(Harris et al., 2001). This is the first, albeit partial, character-
ization of a lipeprotein molecule in a polychaete annelid.

2. Material and methods
2.1, Amimais

Nereis virens were collected at low tide at Yerseke,
Oosterscheldt Bay, The Netherlands, and provided by a
commercial bait supplier. The animals were kept moist and
transferred to the labortory within 6 to 8 h, They were kept first
for 2 days in artificinl scawuter (830 mOsm) containing
penicillin (0.02%) and streptomycin (0.02%) and then truns-
ferred to 40 L wrays with acrated artificial seawater and a sandy
bottom. The temperature was maintained at 1541 °C and the
photoperiod was set according 1o the ambient conditions. The
sex was determined after puncturing the coclomic cavity with a

fine capillary and examination of the cellular contents under o
light microscope.

2.2, Collection of coelomic eid

The animals were cooled to - | °C for 20030 min and placest
on an ice-cold metal block, A glass capillary was mserted
between two parapodia and coclomic fluid was collected by
applying gentle pressure on the body. Care was taken not to
injure the digestive tract. The clear (hemoglobin-free) coclomic
fluid was collected on ice in microcentrifuge vials. The yield
was 0.3 w0 1.0 mL, depending on the size of the animal. The
coelomic Muid samples were centrifuged first at 150xg for 3 min
1o sediment coelomic cells and the supematant was transferred
1o new tubes and centrifuged unother 3 min @t 15,000=g 1o
remove cell debris. PMSF (20 mM m DMSO) and EDTA (I M
in distilled water) were added to the clear supematant, to give a
final concentration of 0.1 mM and 5 mM. respectively. Samples
were then stored in liguid nitrogen until further use.

2.3 Isalation of the lipoprotein

Sudan Black-stained coclomic fluid (see below) was equally
mixed with a stock solution of 60% iodixanol {Optiprep®,
Sigma), thus generating a 30% of iodixanol solution with a
deasity of ~ 1163 kg/m®. The samples were then centrifuged for
3 hin 2 Beckman Optima Max ultracentrifuge at 355,000%,, .
#t 16 °C using @ TLA 12001 rotor, as descrbed previonsly
(Graham et al., 1996), Fractions containing the colored bands
were collected from the centrifuge tubes. After centrifugation,
the density of the lipoprotein containing fraction was calculated
from the refractive index (Ford et al., 1994) obtained by a hand
refractometer (HR 900, A. Kriss).

In some cases, the lipoprotein was precipitated from the
corresponding fractions after uliracentrifugation with dextran
sulfateMgCly, according to the method deseribed by Bachonk
and Albers (1986), for further purification. In brief. solution A
{20 g/l dextran sulfate, pH 7.0) was mixed with an equal
volume of solution B {1 M MgCl,. pH 7.0) to from the reaction
solution. To 100 uL of the lipoprotein sample, 10 pL of the
reaction solution was added and incubated for 10 min at room
temperature. Finally, the sample was centrifuged at 1500=g,,,
at 4 °C for 30 min in o swing-out rotor. The clear supematant
was discarded and the pellet reconstituted in phosphate buffercd
saline (PBS. 137 mM NaCl, 8 mM Na,HPO,, 2.7 mM KCl,
1.5 mM KH;PO,, pH 74).

2.4, Gel electrophoresis

Native lipoproteins were electrophoresed on 0.6% agarose
gels (9%6 cm) prepared m clectrophoresis buffer (50 mM
barbital-sodium scetate, pH 8.7) (Noble, 1968), To 100 pL of
the coclomic fluid or lipoprotein fraction, 4 ul of a stock
solution of Sudan Black (0.5% in DMSO) were added and the
mixture gently shaken on a rotary shaker for about 30 min.
Stained coelomic fluid samples were desalted and equilibrazed
in electrophoresis buffer by microcentrifuge desalting on
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Sephadex (=25 (fine) (Helmerhorst and Stokes, 1980) prior to
clectrophoresis. The samples were then mixed with one-teath of
volume of a bromophenol blue solution (0.02% in 10% glycerol
in electrophoresis buffer) and added to the sample wells. The
gels were run for 2 hat 30V,

Denaturing SDS polyacrylamide gel electrophoresis was
carmed out in a Mini-Prowean® 3 cell (BioRad, Munich,
Germany) using 4-20% gradient gels with 4% stacking gels
according to Lacmmls (1970) with DTT (100 mM) as reducing
agent and 2 mM EDTA in the sample buffer.

2.5 Lectin blotting

Purified samples of the lipoprotein were separted by SDS-
PAGE (sce above) and then transferred onto a mitrocellulose
membrane (Schicicher und Schiill, Dassel, Germany). The
membrane was blocked overnight with 5% BSA (wiv) in Tnis
buffered saline (TBS I, 50 mM Tris-HCL, pH 7.5, 150 mM
NaCl}). The membrane was then washed two times in TBS | and
then incubated foe | hat 37 °C with 10 pg/mL of biotin-labeled
lectin (concanavalin A or peanut lectin, both from Sigma) in
TBS 2 (TBSI containing 1 mM MgCl;, | mM CaCl, and | mM
MnCly). After washing the membrane in TBS 2, 1t was
incubated for another hour at 37 °C with 0.05 pg/ml peroxidase
conjugated avidin in TBS 3 (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 347 mM
NaCl}). After another washing in TBS 1, the blot was developed
by incubation with chlorenaphthol/H>0: (0.5 mg/mi chlor-
onaphthol, 0.005% H.0; m TBS 1),

2.6. Size exclusion chromatography

Size-dependent separation of the Iipoprotein was carried out
using a 50~ 1.3 em Superose 6B column (Phanmacia) with 150
mM NaCl, 50 mM NaHPOy, pH 7.4 containing | mM EDTA
and 0.02% NaNy as mobile phase. Sudan Black-staned
samples (see above) were imjected and chromatographed at a
flow rate of 0.5 mL/min. The cluent was monitored
spectrophotometrically at 280 am and 600 nm, for protcin
and Sudan Black detection. respectively. The column was
calibrated using proteins with a wide range of molecular size
(keyhole limpet hemocyanin typel, 4.0 MDa; N vivens
hemoglobin, 3.5 MDa; Biomphalaria glabrata hemoglobin,
1.8 MDa; thyroglobulin, 669 kDa; ferntin, 440 kD glutamine
dehydrogenase, 290 kDa; aldolase, 158 kDa; lactate dehydro-
genase, 1400 kDa; creatine kinase, 81 kDa; BSA, 67 kDa:
chymotrypsinogen A, 25 kDa:; DNase I, 31 kDa: lysozyme,
14.3 kDa; iodixanol, 1.55 kDa).

2.7, Electron microscopy

The lipoproteins were transferred onto  glow-discharge
treated continuous carbon support films, prepared from carbon
deposition in vacuo on freshly cleaved mica and negatively
stained with 2% w/v agecous uranyl acctate (pH 4.5), as
described (Hurris, 1999; Hurris ecal., 2001 ). Examination of the
specimens was camied out using a Tecnai 12 transmission
electron microscope. Electron micrographs were recorded at

instrumental magnifications between 50,000 and 85,000x,
using a Mcga View I digital camera.

2.8, Lipid analysis

Lipids were extracted from the purified lipoprotein with
chloroform-methanol 2:1 (Folch et al., 1957). The extracted
lipids were separated on TLC-plates {Polygram®SIL G 0.2 mm
silica gel, Macherey-Nagel, Duren, Germany) with hexane-
diethylether—glacial acetic acid (60:45:1 v/v/v) as mobile phase
(Haunerland. 1998, modified) for neutral lipids and with
chloroform-methanol-glacial acetic acid-H,0 (85:15:10:3.5
viviviv), The separated lipids were either stained by spraying
with .05 mM S-anilino-1-naphthalenc-sulfonic scid (hemi-
magnesium salt) n ocetone, with lipid detection under
uftraviolet light (254 nm or 366 nm) (Miithing und Kemminer,
1996) or by exposure to iodine vapor (Palumbo and Zullo,
1987).

For the determination of the lipid content, the chloroform-
methanol exteact was assayed by the sulphophosphovanillin
method as deseribed by Bames and Blackstock (1973), using 3-
sn-phosphatidylcholine as standard,

2.9 Provein determination

The protein contend of the purified lipoprotein was deter-
mined by the bicinchoninic acid assay as described by Kaushal
and Barnes (1986), using bovine serum albumin as reference.

3. Results and discussion

Our study presents the first biochemical churacterization of a
lipoprotein from a polychaete. Although previous findings from
our laboratory had indicated the presence of the lipoprotein in
the blood system (Harris et al., 2001), our current data indicates
that the lipoprotein is exclusively found in the coelomic fluid,
Thus, the carlier data can now be accounted for by seepage from
the coclom during veinous puncture, when blood samples were
taken,

The iodixanol density gradient centrifugation revealed the
presence of the lipoprotein in both sexes. There was no
distinguishable difference between samples from male and
female worms, The density caleulated from the refractive index
of the lipeprotein contaming fraction yvielded a buoyant density
between 1054 and 1093 kg'm’. Thus, the N, virens represents a
high-density lipoprotein displaying banding densitics between
1030 and 1140 kg/m* in iodixanol gradients (Graham et al..
1996). In light of this finding, the N, virens lipoprotein seems to
be fess dense than insect high-density lipoproteins, which are
reported to yield a density between 1120 and 1140 kg/m® (Ryvan
et ul, 1986; Ryan and van der Horst, 2000; Cunavaso et al.,
2004; Rodenburg and van der Horst, 2005), Crustacean HDL
however show o broader range of buoyant densitics between
1080 and 1190 kg/m’ (sce Yepiz-Plascencia et al., 1995). This
makes the N, virens lipoprotein more comparable to crustacean
lipoproteins than 10 insect lipophorins. The densities of other
invertebrate high-density ipoproteins, such as mollusks, are
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also in the munge of 1100-1150 kg-‘m3 as reported for
Ampullaria canaliculata (Pollero ¢t al, 1992; Heras and
Policro, 2002).

Nonetheless, it should be considered that the V. virens lipo-
protein was isolated in an wdixanol gradient in which banding
densities are apparently lighter than in salt gradients. This is
explnned by the fact that iodixanol 18 soosmotic and therefore
keeps the lipoproteins in their native hydration stage, which
not the casc for the highly hyperosmotic salt gradients used in
most cases {Graham et al., 1996). Considering this, the densitics
of the different lipoproteins cannot be dircctly compared.

1, Molecular mass

During the agarose gel electrophoresis, Sudan Black-stamed
lipoprotein migrated as a single band (Fig. 1), with no
differences between the sexes (data not shown).

SDS-PAGE of the purified lipoprotein revealed the
presence of two subunits in either sex. with a molecular mass
OF 24729 kDa (n=38) and 85£6 kDa (n=22), respectively
(Fig. 22 and b), The larger subunit migrated as a sharper band
than the smaller subunit, the latter showang a larger standard
deviation than the former. The apparcnt molecular mass of the
two Nervds apolipoproteins is in the range of the molecular mass
of insect apolipophorin I (240--250 kDa) and apolipophornin 11
{75-80 kDa) (Ryan et al., 1990, Weers et al., 1993; Tsuchida
et al,, 1997), and in that of some crustacean apolipoproteins
with similar moleculir masses of 210 and 100 XDa (Hall et al,
1995). Komatsu et al. (1993) described several crustacean
species and divided them into a “manne” and a “freshwater™
type exhibiting three and two types of apoproteins, respectively,
with the large apoproteins between 340 and 230 kDa and the
small apoproteins with 100 kDa.

Fig. 1. Agsrose gel electrophoresis of Sudan black stainad lipoproteins after
clensaty griddicet uhtracentrifugacion, 100 k. abiquots were collected fram the top
of the lipopeotein fraction and 25 pL. of the fisst (beft lang), second (middle lue)
and thied fraction (rght Bine) were applsed s the gel,

a b c d

Fig. 2. SDS-PAGE and lectin bloes of ic fhad and isolated B i
Coomassie stnined coekimic fluid (u) and uninad Ilpopmtun (b} m h sameg
coelomic flusd All but the twa lipop are re d from
the sample by ultrscentrifugation. Waﬁem Nmaﬂsolnmd Lipoprocein after loctn
staining with concanavaln A (¢) and pesnut agghutmin (d). Arrows sdicare the
aolecuiar maess (D) of ssandand peoteing. An additonml set of high meleosir
weight marker peotins (17245 KDa) yicklod essentisily fhe same results {datn
not sbown).

In a previous study (Lat et al., 1989), a lipid associated
proteoglycan was found in the coclomic fluid of N. virens. This
proteoglycan showed particular heat sensitivity and a high
content of uronic acid, hexesamine and sulfate. Although it has
an apparent molecular mass of more than 200 kDa, it can be
concluded that this proteoglycan is not identical to the lipo-
protein described here. The high content of uronic acids in this
proteoglycan would kead 1o a high negative charge. In contrast,
the N wrens lipoprotein can be precipitated with dextran
sulfate, which is highly negatively charged. In addition, lipo-
proteins typically exhibit a cationic character due to their high
content of lvsine and arginine residues, necessary for binding 10
the lipeprotein receptor (Steyrer ¢t al., 1990). Also, the prev-
iously descrnibed proteoglycan exhibits a high content of bound
carbohydrate, which would lead to broadly smeared bands in
SDS-PAGE instead of the distinet protein bands shown here.

The retention time of 19.55 min (Fig. 3) resulted in a
theoretical molecular weight of 1.89 MDa as estimated from the
retention times of the calibration standards used (see Material
and methods section). However, since molecular weight
determination by size exclusion chromatography can be
unrcliable with particles deviating from the ideal globular
shape, the volume of the lipoprotein particle was tentatively
calculated using a discoidal shape with a diameter of 42 nm and
a thickness of 10 nm as desived from the electron micrographs
{see below). Since the volume of such a disc would be only
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Fig 3. Elutcs pattem of Sudan bk stamed lipopeotvins Gom a Superose &
colgmn. The upper Tme shows the absoeption of the Bipophilic dye Swudin Back
{600 nm) and the lower lime the shsomption of the protein moéety (251 nm). The
lipoprotein elutes at 1955 min, The second peak shows the gradient medivm
iodixanol, which seroegly sbsorbs o 2810 nm.

about 35.7% of u sphere with an equivalent diameter, the
corrected molecular mass for the discoidal lipoprotein particle
would thus be about 675 kDa. This value is similar to inscct
HDLp. which is reported to have a molecular mass betwoen 450
and 770 kDa (Ryan et al.. 1990; Rvan and van der Horst. 2000)
and to rat serum HDL (around 600 kDa; Koga et al, 1969),
Compared to crustacean lipoproteins, the V. virens lipoprotein
is ruther farge, Crustacean lipoproteins involved in clotting have
o reported native molecular mass of 420 and 430 kDa for the
lipoglycoproteins in Pacifastacus leniusculus and Panulirus
imterruprus, respectively (Yepiz-Plascencta ct al., 1995).

3.2, Lectin bloting

Lectin blotting showed that the two subunits associnted
with the N wvirems lipoprotein are glvcosylated in a different
way (Fig 2c and d). While Con A staincd both subunits,
PNA stained only the smaller subunit. Due to the known
differential carbohvdrate specificity of the two lectins used,
Con A generally recognizes mannose-rich carbohydrates that
oceur in nearly all N-linked glycans, while PNA recognizes
Gal-31—3-GalNAcI —SerThr, a structure common 1o O-
linked glycans (Piller and Piller, 1993). We therefore conclude
that the lange subunit (247 kDg) has only N-linked glycans,
while the small subunit possesses both types of carbohydmte
structures. Other lipoproteins are likewise glycosylated, which
is also the case for insect apolipophorins (Chung und Ourth,
2002} and crustacean apolipoproteins (Yepiz-Plascencia et al,
1995).

3.3. Electron microscopy

In trunsmission clectron microscopy. the A virens lipopro-
tein displays a characteristic discoidal shape, with an average
diameter of 42:£7.4 nm (n=88) and a thickness of 10£2.1 nm
(n=41), as judged from the particles orientated in an edge-on
posttion (Fig, 4), However, the overull profile was often a
flattened  doughnut-shape, with an clevated outer rim and a
lower inner sector. This structure is in complete agreement with
the discoidal lipoprotein, now thought to be coclomic
contaminant, detected previously in blood samples taken from
N, virens (Hamis et al, 2001). The shape of the Nereis
lipoprotein 1 somewhat reminiscent of native vertebrate HDL
particles secreted from intesting and liver that are also discoidal
lipoproteins and consist of a phospholipid bilayer. Mammalian
HDL particles then mature by the action of sssociated lecithin:
cholesterol acyltransferase (Mayes, 1990; Koppak, 2001). The
action of this enzyme leads to the incorporation of cholesterol
esters, thus converting the originally flat particle to a more
globular shape. However, globular particles were not found in
the coclomic Muid of V. virens and, furthermore, no significant
amounts of cholesterol esters were detected in the lipad fraction
extracted from the N. virens lipoprotein (Fig. 5). It 1s not known
whether in annelids (or any other invertcbrate group) lecithin:
cholesterol acyltransferase is involved in the maturation of
lipoprotein particles. It may be that maturation of HDL
particles, with a definable shape change, is restricted to
veriebrates,

With respect to size, the N. wirens lipoprotein diffess
markedly from those in insects, where lipoproteins with an
diameter of ~ I8 nm (HDLp} and 26 am (LDLp) have been
described. while in crustaccans lipoproteins with a ~ 16 nm
diameter are known (Spaziani et al., 1986 Ryan et al., 1990;
Weers et al,, 1993). The diameter of the N, virens lipoprozein is
more in the range of the venebrate globular VLDL (80-200 nm;

Fig. 4. An ekctron micrograph of wsolsted lipopeotein particks from the
coclomee fluid of Nereds vwnves, negatively stained with 2% w/y agueous urasy)
sceeate. The partacles are bying either flat or are supponiad in an approximatety
upright position by the negative suim, with soene exhabating foldeng o their
edges (emows), indicating the exibality of the & Sl lipoprotess. Scale bar
100 nm
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—_— : crustaceans, Recently, however, a highly lipidated vitellin has

holestaryster —— - &= Fhamae been purified from the oocytes of the polychacte Neanthes
e arenaceodentata. which consist of 42% lipid (Lee 2 al., 2005).

- Thin layer chromatography of the lipids extracted from the

froe fally acds —— N

manoghycendes q
phospholpids — -

. s s
[ a b |

Fig 5 Than layer chromassography of Meress virews Ypoproesin Tiphds (4) sed
phaspholipacs after stainiog wigh jodine vapor (b) () Left Eane: lipid standants
Right fane: chloroformiimethssol | lipals (10 pp) (b} Let Line
hleevform methimol 3 lipics (10 pg), Right Eme: phospholipids

standards,

given in Hevonoja ct al., 2000) than in the general size range of
invertebrate lipoproteins.

The thickness of the N, virens lipoprotein molecule at
~ 10 nm compares closely with that of & lipid bilayer (Stryer
et al, 2003). With respect 1o the “doughnut-like" shape of the
lipoprotein and the overall dimensions, it scems likely that the
N virens lipoprotein is surrounded by at least one of the two
apoproteins in a bekt-like manner with the lipid bilayer stretched
between the protein(s). as proposed for discoidal human HDL
(Koppaka. 2001).

3.4 Lipids

Total lipid content of the lipoprotein was 47.9% as
determined by the sulphophosphovanillin method. This lipid
content is similar to that of Manduca sexta HDLp (51.5%),
Locusta migratorie HDLp (40.8%), Periplaneta americana
HDLp (49.5%) and Aedes aegypri HDLp (42.3%) (Ryan et al.,
1986; Canavoso etal,, 2001). In crustaceans, lipid contents of 35
and 51% for Procambarus sp. und Callinectes sapidus have been
reported (Lee, 1991), as well 47.6% for the HDL solated from £
leniusculus (Hall et al., 1995) and 50% in Penaens vannamei
plasma HDL (Ruiz-Verdugo et al.. 1997). In mollusks, the
isolated LDL und HDL yiclded about 45.5% and 34.4% lipid.
respectively (Pollero et al., 1992; Garin and Pollero, 1995),

The female specific lipoproteins, the vitellogenins, on the
other hand, exhibit significantly less lipid, e.g. between 7% for
vitellin and 9% for vitellogenin in vanous insect species { Kunkel
and Nordin, 1985). In crustaceans, however, the totul lipid
content of the yolk proteins reaches values between 29% and
A3.8% for Homarus americanus and Panaens vannamed,
respectively {Lee, 1991, Yepiz-Plascencia et al., 2002). Having
a lipid content of 16% (Baen et al,, 1984), polychaete vitellin
possesses an intenmediate lipid content compared to insects and

N. wirens lipoprotein showed & predominance of phospholi-
pids and diglycerides, while cholesterol esters and free fatty
acids were present only in traces (Fig. Sa). Phospholipid
analyses showed the predominance of phosphatidylcholine
and, 10 a lesser extent, the presence of phosphatidylethanol-
umine {see Fig, 5b). This overall lipid composition resembles
the findings from other invertcbrate lipoproteins. especially
crustaceans (Lee and Puppione, 1978; Spaziani et al, 1986,
Hall et al, 1995, Lubzens et al,, 1997), but also in insects
(Zaegler et al., 1999 Arrese et al., 2001), and some mollusks
(Pollero ot al., 1992; Garin and Pollero, 1995; Herus und
Pollero, 2002), where the major lipoprotein lipid is also
phospholipid. This lipid composition is markedly different
from that found in vertebrate lipoproteins that are primarily
responsible for the transport of cholesterol and free fatty acids
(Hevonoga et al,, 2000), It can therefore be concluded that the
annelid lipoprotemn deseribed here has functions other than
simply dehvering lipids for encrgy metabolism, which would
require higher content of typical storage hipids, such as the
triacylglycerols. It is likely that the N. wrens lipoprotein
serves mainly as a carrier for phospholipids involved in
membrane biosynthesis. This could indicate an additional role
in sexual maturation of V. vireny when large numbers of genm
cells and eleocytes are generated (Hoeger et ul,, 1999), The
lipoprotem of N. wireas would thus have @ more important
role in the lipid transport than the temale specific VHDL
vitellogenin, which has a much lower lipid binding capacity.
0s judged from the lipid content of its mature form, vitellin
{Baent et al., 1984). Studies are in progress to identify target
tissues supplied by the N virens lipoprotein,
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Abstract  The hemolymph lipoproteins of two European
freshwater crayfish, Astacus astacus and Astacax fepto-
dactylus. were isolated and characterized. The former spe-
cics possesses two sex-independent lipoproteins, which can
be related o the formerly described high-density lipopro-
win (HDLVfi-glucan binding protein and very high-density
lipoprotein/clotting protein from other crustaceans. The lat-
ter species, however, contains an additional third lipopro-
tein with a uniue structure. It is a large discoidal HDL
with u diameter of 42 nm, a thickness of 7 nm and a density
of 1.1 g/ml. SDS-PAGE revealed two different apolipopro-
teins with molecular masses of 240 and 85 kDa, respec-
uvely, arranged in a 11 stoichiometry as judged from cross
linking experiments, The lipid content of this lipoprotein
was 67%, s higher than in every other ¢rustacean lipopro-
win described so far. The aative molecular mass of this
HDL-type lipoprotein was estimated 1o be about 930 kDa.
The lipid content of the other lipoproteins ranged between
25 and 30% for the HDL/fi-glucan binding protein and 6—
8% for the VHDL/clotting profein.

Keywords  Crayfish - Lipoprotein -
Density gradient ultracentrifugation « Electron micrascopy -
MALDI-TOF-TOF

Abbreviations

Aa Astacus astacuy

Al Astacuys leprodactylus
c d by G. Held

S. Stich - U, Hoeger (64) - §. Schenk

Institute af Zoalogy. Joh Guteoberg-L) ity
Johanees von Miltlerweg 6, S309% Mainz, Germany
c-ml: uhocger @ uni-matnz de

ANS 8-Anilino- [-naphthalenesulphonic acid

BCA Bicichonimic acid
JIGBP fi-Glucan binding protein
cp Clotting protein

HDIE. High density lipopeolein
LDL Low density lipoprotein

LLTP Large lipid transfer protein
Lp Lipoprotein
MALDI  Marrix assisted laser desorptionfionisation

TOF Timke of Night
VHDL  Very high density lipoprotemn

Introduction

The transport of hydrophobic molecules such as dictary lip-
ids or hormones through the aqueons body fluids requires
the presence of amphiphilic molecules as mediators
between these two phases, the lipoproteins. Whilke lipid
transport in vertebrates relics on a varety of lipoproteins
with vasious lipid and apoprotem composition (Khovidhun-
Kit et al. 200d), many invertebrates posses only one type of
sex-independent lipopeotein, such as the lipophorins in
flying insects and chelicerma (Haunerdand and Bowers
1987: Lee 1991 Rodenburg and van der Horst 2005; Cunn-
ingham ¢t al. 2007) or the recently discovered HDL-type
Iipoprotein from a polychaete (Schenk et al. 2006), which
can arise in differemt density classes depending on the spe-
cies o the physiological state. Lipoproteins may serve not
only for the transport of lipids through the body cavity, but
also for hemolymph clotting and wound ¢losure as shown
at least for insect and crustacean fipoproteins (Chung and
Ourth 2002; Smolenaars et al. 2005). In the latter group,
two types of lipoproteins are generally present; a VHDL-
type clotting peotein involved in hemolymph coagulation
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and a HDL-type lipoprotein also termed f-glucan binding
protein. BGBP. The laner assumes both primitive immune
functions and serves for the general lipid transpont (Hall
ctal. 1995; Ruiz-Verdugo etal, 1997; Hall etal. 1999;
Kollman and Quispe 2003; Perazzolo et al. 20035),

Insect lipophorins consist of at least two apoproteins
tapolipophorin [ and 11) of 220-250 and 75-85 kDa,
respectively, which can be accompanted by a third (apo-
Tipophorin 111} of about 17 kDa (Rodenburg and van der
Horst 2005}, The apoprotein compositions of spider lipo-
phorins and polychaete Tipoproteins are strikingly similar,
as both lipoproteins contain two apolipoproteins of about
250 and 80-85 kDa (Haunerland and Bowers 1987; Schenk
clal, 2006), On the other hand, crustacean Tipoproteins are
thought 10 conwin only one single apolipoprotein with a
mass of ~100kDa {Lee and Puppione 1978; Puppione
ctal. 1986; Hall ctal. 1995; Yepiz-Plascencia et al, 1995;
Lubzens etal. 1997) Although there are some other find-
ings regarding the subunit structure of crustacean lipopro-
teins, Komatsu et al, (1993) describe a fresh water and a
salt water pattern of lipoproteins consisting of either two or
three apolipoproteins with molecular masses between 340
and 230 kDa for the large and ~ 100 kDa for the small sub-
unit(s), respectively. Spaziant et al. {1995) also described
three apoproteins in the ipopeotein of a crah,

Despite their differences in apoprotein composition, the
lipid to proteimn ratio seems 10 be more of Jess constant in the
invertehrate lipoproteins investigated so far, ie. between
~30 and ~50% (Ryun et al. 1986: Lee 1991; Ruiz-Verdugo
ctal. 1997; Schenk et al. 2006), Regarding the lipid compo-
sition, phospholipids (espectally phosphassdylcholine} seem
1 be the predominant species which diseriminates inverte-
brate from vertebrate hipoproteins where cholesterol esters
are the predominant lipid class, Amongst the neutral lipids,
diacylglycerols represent the major lipid class in most inver-
tebrates while triacylglycerols are dominating in vertebrates,
chelicerates and mollusks (Hevonega et al, 2000; Heras and
Paollero 2002; Smolenaars et al. 2007h).

Other differences between the invertebrate and vertebrate
Tipoproteins investigated o date s their markedly different
morphology. While the lipephorins are thought to be globu-
Jar (Ryan 1994) as are the vertebrute lipoproteins, the crusta-
cean fipoproteins are thought to bhe of a more irmegular
somewhat discoidal shape (Lee and Puppione 1978; Spazi-
ani et al. 19861, while the polychacte high-density lipopro-
tein is a true discus (Harsis et al, 2001 Schenk ef al, 2006).

Crustacean lipoproteins other than shrimp have been
scarcely investigated so far and studies on freshwater cray-
fish arc nearly completely lacking (Lee and Puppione 1978;
Spazeani et al, 1986; Hall et al, 1995), The loflowing study
was carried out on two Evropean freshwater crayfish spe-
cies. Astacus astacus and Astacus leprodactylus. Here we
show that o third, sex-independent lipoprotein is present in
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freshwater crayfish which surprisingly was found only in
one of the two closely related species.

Materials and methods

All ¢chemicals were of the highest avaslable grade and
obtained from Sigma-Aldrich (Detsenhofen, Germany ),
Roth (Karlsruhe, Germany), Fisher Scientific (Loughbor-
ough, UK), AppliChem (Darmstadt, Germany) and Acros
Organics (New Jersey, USA),

Animals

Living A. astacus and A, leprodacivius were obained from
commercial suppliers (Erste Bayerische Satzkrebszucht,
Auvgsburg, Germany and Firma Edelfisch. Frankfurt am
Main, Germany, respectively ). The crayfish were kept in
acrated running tap water in | x 0.5 x 0.5 m stone basing
at 18°C with a 14/10h hght/dark cycle. They were fed
pieces of fish weekly,

Collection of hemolymph

The animals where cooled down on ice and a hypodermic
syringe was inserted into the cardiac sinus. The hemolymph
was collected in pre-cooled cemtrifugation tubes and diluied
approximately 111 with ceayfish ringer (225 mM NaCl,
10 mM EDTA, (.2 mM PMSF, pH 7.1}. Hemocytes were
pelleted first for 1 min at 1L,0O0xg at 4°C and the superna-
ant was recentrifuged for 10 min a1 £.500x g at 4°C o fur-
ther pellet cell debris. The clear supernatanmt was shock
frozen in liguid nitrogen and stored wt —20°C untl further
use. Only intermaolt cycle animals (~25 of each sex) were
used and bled throughout the year.

Density gracdhent ultrscentnfugation

The lipoproteins were isofated by a two step density gradi-
ent ultracentrifugatnion. The cell free hemolymph was
brought 10 a density of 1.350 g/ml by addition of solid KBr
and then centrifuged for 3 hoat 4°C at 417,000 g to float
and concentrate the hemolymph lipoproteins and 1o pellet
the bemocyanin. The lipoproteins were recovered from the
top of the tube and readjusted to o density of 1.350 g/ml
with solid KBr. Phosphate buffered saline (PBS; 137 mM
NaCl, 8 mM Nu,HPO,, 3 mM KCI, 2 mM KH,PO,, pH
T4 poye= 1.006 g/ml) was adjusted 1o differeat densities
(1,300, 1.250, 1.200, 1,150, 1.100, 1.050 g/ml) by the addi-
ton of solid KBr and, together with the sample, layered n a
centrifuge tube starting with the highest density at the bot-
tom and ending with PBS on top. The samples were spun
using & MLS 50 swing out bucket rotor in a Beckman
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Optima MAX™ ultracentrifuge (Beckman Coulter, Fuller-
wn, USA) at 200,000x g, for 16 hours at 4°C with slow
acceleration and brakes off. The lipoproteins were then
extensively dialyzed against PBS containing 1 mM EDTA,
finally made 0.02% in NaN, and stored at 4°C, The densi-
ties of the isolated lipoproteins were calculated from the
refractive indices determined with a HR 0 hand refrac-
tometer (A, Kriiss, Hamburg, Germany), using the tables
given in Weast {1974),

Protein determination

The total protein content was determined using the BCA-
Assay {Smith ¢t al, 1985) with BSA as standard.

SDS-PAGE

SDS-PAGE was performed according 1o Lacmmli (1970)
with 50 mM DTT as reducing agent in the sample buffer.
Prior 1o electrophoresis, the samples were incubated for
Smin at 95°C. The lipoproteins were then separated on
3.5-15% gradient gels or on 6% gels using 3.5% stacking
gels, Gels were run at 200V and stained with Coomassic
Brilliant Blue. Molecular mass standards (in kDa) were
keyhole limpet hemocyanin (400), myosin (200). f-galac-
tosidase (116), phosphorylase B (97), bovine scrum albu-
min (66}, ovalbumin (45} and carboanhydrase (29).

Chemical cross linking with glutaraldehyde

Apoproteins were cross linked i the presence of 0.025%
glutaraldehyde for 30 minutes at room  temperature. The
reaction was stopped by making the samples 0.1 M in Tns by
the addeion of 1710 vol of a 1 M Trs/HCH, pH 7.5, solution.

Crel filtration

Size-dependent separation of the lipoproteins was carried
out using a 50 x 1.3 cm Superose 6B cofumn (Pharmacia,
Freiburg, Germany) with o mobike phase consisting of
150 mM NaCl, 30 mM NaH. PO, pH 7.4, containing | mM
EDTA and a low rate of (.5 mE/min. The eluent was moni-
tored at 280 nm. The column was calibrated using protesns
with a wide range of molecular masses (Nereis virens
hemoglobin (3.5 MDa), tyroglobalin (669 kDa), ferritin
(440 kDa), uldolase (158 kDa), BSA dimer (134 kDa),
DNase | (31 KDa), Iysozyme (14,3 kDa)). The identity of
the peaks was ascerntained by SDS-PAGE.

Lectin blotting

Samples were separated by SDS-PAGE (3.5-15%; sce
above) and then blotted onto a nitrocellulose membrane

(Bolt and Mahoney 1997). The membrane was blocked for
| h with blocking buffer (5% BSA (w/v) in TBS I: 50 mM
Tris’HCL, pH 7.5, 150 mM NaCl). After washing two times
n TBS |, the membrane was incubated with biotin labeled
lectins (from Canavalia ensiformis and Arvachis hypogaea,
both from Sigma. disselved in TBS 2: TBS | containing
1 mM MgCly, 1 mM CaCl,. | mM MrCly) for 1 hat 37°C.
The membrane was then washed two tmes i TBES 2 and
incubated with peroxidase conjugated avidin (.05 pg/ml in
TBS 3: S0mM Tris/HCIL pH 7.5, 347 mM NaCl). After
another wash with TBS 1, the membrane was developed
with  chloronaphthol/H,0, (0.5 mg/ml  chloronaphthol,
0.005% H,0,in TBS 1).

Toral lipids

Total hipid content of the hipoproteins wiss determined by
the wse of the fluorogenic probe ANS (Stieb, Schenk and
Hoeger. in preparation). Briely. the lipoproteins were dried
down in a vacoum-concentrator and extracted twice by the
addition of 100 ) chloroform/methanol 2:1. Both extracts
were pooled and dried down again in vacuo. PBS (500 ul)
was added and the lipids where emulsified by somication
(3 % 10 5). The samples were then made 0.1 mM with ANS
added from i stock solution of ANS (10 mM in 3% DMSO/
PBS). The fluorescence was measured in a Perkin Elmer LS
S50 B luminescence spectrometer with an excilation wave-
length of 395 nm and emission at 490 nm. Phosphatidyl-
choline served as standard and was treated likewisce.

Electron micrascopy

The lipoproteins were negatively stained with 2% (wiv)
squeous uranyl acetate (pH 4.5) after being transferred onto
glow-discharge treated continuous carbon support films,
prepared from carbon deposition in vacuo on freshly
cleaved mica, as descrbed (Hoarns 1999 Hams clal,
2001). Examination of the specimen was carnied out using a
Technai 12 transimission clectron microscope,  Electron
micrographs were recorded at instrumental magnifications
between 490005 and 150,000, wusing an attached Olym-
pus MegaView I digital camera.

Analysis by MALDI-TOF-TOF

Coomassie stained lipoprotein polypeptides of Lp 1, Lp 1b
and Lp 2 were excised from SDS gels and subjected o tryp-
e in gel digestion following MALDI-TOF-TOF anulysis
of the fragments afler reduction and alkylation. The analy-
sis was carmied out by ChromaTee GmbH, Greifswald, Ger-
many, using an Applied Biosystems model 4800 MALDI
TOFTOF analyzer. The peptide masses were scarched
against the MSDB database using the Mascot analysis
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ol (hip=fwww.matrixscience.com), Scarch parameters
allowed for a mass accuracy of =+ 50 ppm. one mised
cleavage of trypsin, oxidation of methionine, and carbam-
ido-methylation of cysteine. The three peaks with the high-
est intensity were further analyzed by MS/MS applying the
same parameters as above. with a fragment tolerance of
0.6 Da.

Results
TIsolation

Density gradient ullrmcmnl’ugmwn in KBr revealed the
presence of two different sex-independent lipoproteins in
the noble crayfish A. asraens and three different sex-inde-
pendent lipoproteins in the galician crayfish A feprodacty-
Jus (Aa Lp 1 and 2 and AL Lp Ta, 1h and 2, respectively)
(Fig. 1). The Tipoproteins belonged 10 the HDL or VHDL
class with densitics of 1.14 and 1.23 g/ml for Aa Lp | and
2, respectively and 110, 116 and 1.24 g/ml for Al Lp 1a,
I and 2. respectively, as determined by refractometry.

Electron microscopy

The different fipoproteins isolated from the two freshwater
crayfish could be clearly discriminated from each other by
electron microscopy regarding 1o shape and size. While Aa
Lp 1 and Al Lp Ih scem to be more or less globular shaped

AlLp1a

AalLp1 AlLp 1b

AalLp2 AlLp 2

Fig 1 Puviﬂmlon of the uayﬂsh hemwalymph lipopeoteins by KBr
deasity grads gaton. Leaff tuhe Aviacus astaces lipopro-
teins. Right rwbe Astacus leprodaciius Hipoprotesns., the presence of
three different hmmblqﬂl llmmnems is n.lcarl) vmbl: The Asracas
leprivdacrlus Lp 1ais located Iy
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proteins with a diameter of approximately 6 nm, Aa and Al
Lp 2 seem to be somewhat larger, i.e. 7 nm and more trian-
gular with a small cavity in the midst {not shown). In con-
trast 1o these albeit shightly rregular lipoproteins the newly
discovered Al Lp la seems to be of discoidal shape. resem-
bling a doughnut. with a diameter of approximately 42 nm
and a thickness of about 7 nm (Fig. 2). It appears that the
edge of the lipoprotem is somewhat elevated above the cens
ter indicating that the more electron dense protein moiety is
located on the outside of the protein while the lipids seem
10 he located in the center,

SDS-PAGE

SDS-PAGE showed charactenstic apoprowin patterns for
cach of the isolated lipoproteins, The A, astacus lipoproteins
1 and 2 and A, lepradactylus lipoproteins 1h and 2 showed
the apolipoprogein patterns expected from other crustaceans,
AaLp I showed a single apopeotein of about 105 kDua with a
minor bund at about 100 kDa; Al Lp 1b exhibited a single
band at 110 kDa. Both Aa Lp 2 and Al Lp 2 showed a single
band of about 190 kDa with a second band presumably rep-
resenting a degradation product which was found to increasc
with prolonged storage. The novel Al Lp 1a consisted of two
apolipoproteins of 240 kDx for the larger and 835 kDa for the
smalier subunit, respectively (Fig. 3).

Chemical eross linking

Using the bifunctional cross hinker glutaraldehyde to reveal
the stoichiometry of the apolipopeoteins led to clear resulis

Fig. 2 Electron micrograph of Al Lp la, negatively stained with 2%
uranyl acetate. The proteins are either lying flat or are suppocted in an
almost upeight pasition by the negative staim (arrowhends ), Scabe bar
200 am
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Fig. 3 Coomassic stained SDS-PAGE (3.5-15% of the isolated lipo-
proteins, Lame ] ALLp Ja, Lane 2 ALLp Ib, Lame 3 AL Lp 2, Lane 4 Au
Lp 1 Lane § Ao Lp 2010 evident chat the Hpaproteims s purified w
bomogenity by KBr densaty gradsent uly ifugation, Arrowheads
mdicate molecular mass stasclards. valwes are given in kDa

in the case of Aa Lp 2 and Al Lp 2 and Al Lp la. While the
respective Lp 2's formed an aggregate corresponding 10
=400 kDa. the cross linking of the Al Lp la subunits ked to
a polypeptide with ~-335 kDa. The cross linking of AaLp |
and Al Lp Ib, however, vielded not as ¢lear results as the
other crayfish lipoproteins as no elearly visible band could
be detected. Any attempt to obtain a clear banding patiern
resulted only in some very high molecular species and a
faint soweared band with @ moleculir mass of ~200 kDa,
which could represent a dimer (Fig. 4).

Lipid content

The total lipid content of the lipoproteins {Table 1) showed
remarkable similarities between Aa Lp 1and Al Lp 1band
between Aa Lp 2 and Al Lp 2 having a total Jipid content of
31 and 25% for the former two and 6 and 8% for the latter
Iipoprotens, In contrast, Al Lp i yrelded a total lipid con-
tent of 67% as determined by the ANS fluorescence
method.

Gel filtrtion

The different lipoproteins showed unique elution patterns
when analyzed by size exclusion chromatography (Fig, 5).
The native moleculir masses obtained by comparison with
the standard proteins used yiclded masses of 317 kDa for

Fig. 4 Coomassie stained SDS-PAGE (6% ) of the isolated and chemi-
cally crass linked apolipoproteins. Lane f Aa Lp | Lane 2 Aalp |
glutaraldehyde cross linked. Lame 2 Ao Lp 2, Lane 4 Aa Lp 2 glataral-
dehyde cross linked., Lane 5 ALLp 1a, Lane 6 Al Lp 1n ghutaraldehyde
cross linked, Lane 7 Al Lp Ib, Lane & Lane Al Lp 1b glutaraldehyde
cross lnked. Lawe ¥ AL Lp 2, Lane 10 A) Lp 2 glutacaldehyde cross
Tinked. Arrowiteady mdicate molecalar mass standurds, values ae giv-
enin kDa

AaLp I and Al Lp Ib, of 415kDa for Aa Lp 2 and of
495 kDa for Al Lp 2. The nutive molecular mass for Al Lp
Ta could not direetly be read from the retention time of the
protein as it is @ discoidal protein and the column was cali-
brated with globular proteins. Direct comparison of the
obtained retention tme with thit of the standard proteins
would therefore lead to a considerable overestimation. To
overcome this problem, the apparent molecular mass calcu-
Ited from the standard curve (3,74 kDa) was corrected by
the assumption that a discoidal protein with a diameter of
42nm and a thickness of 7om, as judged by electron
microscopy, would have only 25% of the volume of that of
asphere of equivalent diameter. This, in turn, would lead w
a corrected molecular mass of 935 kDa. This value was in
excellent agreement with the molecular mass calculation
obtained by taking the molecular mass of the individual
apoproteins (oblained hy SDS-PAGE), their subunit associ-
ation (as revealed by the cross linking experiments) and the
lipid content (ANS-method) into account (Table 1)

Lectin bloming

Probing the bloned lipoproteins with concanavalin A and
peanut Jectin led to a clear signal only in the case of ConA
(Fig. 6). This indicates that the hpoproteins contain only N-
linked glycans as ConA generally recognizes mannose rich
carbohydrates which occur in nearly all N-linked glycans,
while PNA recognizes Gal-fi1—3-GalNAc] —Ser/Thr. a
structure common o O-hinked glycans. It ¢an be judged
from the intensity of the bands that the VHDLJ/CP's are
more heavily glycosylated than the fGBP/HDL's and Al
Lp I, For Al Lp Ta the staming pattern suggests that the
smaller subunit bears the majority of the glycans while the
240 kDa peptide is not as heavy glycosylated.
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Table 1 Comparison of crayfish lipopeoseins

Lipog Apog Sub Calculated Lipid Calculated Malecular
(kDa) positl lar s (%) modeculur mass mass (gel fraton)
(proteing (kD) (peotein + lipids) (kD) (kDay
Albpia 240, 8§ Heterodimer 325 60,3 v 9238
AlLp b "o Homodimer 20 28 75 RlES
Albp2 190 Homodimer 180 %5 415 406
Aalp! 105 (100 Homodimer 210 3 18 Jl6
Aalp2 190 Homedimer 380 4 RIS 413
A Astacus avtacuss AL Astacns fepvedacsvine Lp Hpog
mv
ralpt
501
‘_ -
a
Aaipd
30 . -
b
apt
20
. Allp b
c
104
- MNip2 |1
d - 44 '.'; 3
= :
s sk ® @ & - i
Fig. 3 Elation patterns of the lipoj from a Sap 6B cal- 20 B

umn. The cluent was manitored at 230 am. & Aa Lp |, eluting at
26,35 min. b An Lp 2, cluting at 25.57 min, ¢ Al Lp laand Al Lp Ib,
cluting w 16,35 asd 26,33 min, respectively, d Al Lp 2, chuting ot
2453 min. Asterihs iedicate aggregines

MALDI-TOF-TOF analysis

MALDI-TOF-TOF analysis of the most intense tryptic
fragments (see materials and methods section) of Al Lp Ih
and Aa Lp | identified o 1,784 Da peptide present in each
of the apoproteins with ion scores of 52 and 75. based on
the Mowse algorithm (Pappin etal. 1993), for A, astacus
and A. leprodactylus, respectively. Based on this algorithm,
ion scores of > 46 indicate identity or extensive homology
(P <0.05) with the scarch parameters applied. MS/MS
fragmentation pattern of the 1,784 Da peptide strongly sug-
gests  the identity with a  heptadecapeptide  (IEST-
LTPLPALVFGIGR) located between the amine  acid

&) Springer

Flg. 6 Western blot probed with Con A for the peesence of N-linked
carhobydrates, Lane £ AaLp | Lame 2 AaLp 2, Lane 3 ALLp 1o, Lane
4 AILp Ib, Lame § AL Lp 2. Arvowhieads indicate molecubar mass stan-
dards, vadues are given i kDa

restdues 1LORT and 1,103 in the sequence of the fGBP
of Pacifastocuy leniusculuy (Swiss-Prot accession no.
Q26448; Cerenius et al. 1994). The two other fragments
CLST1 and 2,152 Da for A, astacus and 1,510 and 1,725 Da
for A. leprodacrvlusy subjected o MS/MS. however,
yielded ion scores of only 24 and 13 for the fragments of
A astacus wnd 26 and 31 for the fragments of A, leprodactylus
and were not considered as relevant hits (Table 2).

In contrast. no significant similaritics were found for the
MALDI fragment patteras of the Al Lp 2 and Aa Lp 2
applying the same search parameters. As our biochemical
datn suggested that both Lp 2°s resemble the clotting pro-
teins of other crustaceans (Hall et al, 1995, 199%; Yeh et al,
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Table 2 MS/MS scarch resehs of tryptic dagests of the Asracus asracus Lp | and Acacws leprodacrdus Lp 1b
Species  Makch Accession Pepaide lon Maschesitoeal
number soore  Iragment kons
{Swiss-Prod)
Al 1.3 -beta-n-glocan-binding protein peecursor ASS3N TESTLTPEPALVFGIGR 75 1nn
(Pavifastacus Jentwscintus
Hypothetical protein (Dicrvesieliom discosdenmy QS4YM2 ELIPMINNLMTYIK il
Methylencretrahydrofolate reductase Qs IASFAKLESFIQR 26
(Raturowin merallidurans)
Aa | 3-beta-d-glucan-bending protein precursor AS530 [ESTLTPLPALVFGIGR 52 w277
(Pacifastacur leniwsculus)
Sep site-dh g protein MinC QBELY3 QEASFDDIMVDLK 2

(Laceobacilluy plantarun)
Putative ch gregation |
ATPwse superfamily (Prochloracoceny marinn

SMC QIVSHE

KPDNADSSTGMIGKAFELVR 13

Aa Astacus astacuss Al Astacus feprodacyving

1999) we used theoretical peptide fragments derived
from the sequences available for the clotting proteins of
P teninseulus (Swiss-Prot accession no. Q9UAR3), Penaeus
monodon (no, QUUST2), P japonicus (n0, ATYTH6) and
P.vannamet (no. ASDRWM) for cross species comparison.
The PeptideMass program  (htip:/fwww.expasy.org) was
used for the generation of fragment patterns (o be searched
against the MSDB database applying the same parameters
as for the JGBP's. Even among these clotting proteins,
however, no similanties were detected,

Discussion

Isolation of the hemolymph lipoproteins from A. asracus
and A, feptodactylus clearly showed the existence of two
and three different sex-independent lipoproteins, respec-
avely. All the lipoproteins belonged to the HDL or VHDL
class, as expected for crustucean lipoproteins, The appear-
ance of two lipoproteins, a HDL and a VHDL, i the hemo-
Iymph of the noble crayfish resembles the findings of the
previously described hemolymph lipoproteins from the sig-
nal crayfish 2. leniuxewdus (Hall et al, 1995), The appear-
ance of three different sex independent lipoproteins in a
crustacean hemolymph on the other hand is to our knowledge
unique.

As judged from the specific density, the composition and
the moleculur mass of the apoproteins. the two high-density
lipoproteins Aa Lp | and Al Lp Ib conform to the fGBP
type, Our view is supported by the analysis of tryptic frag-
ment patterns by MALDI-TOF-TOF, in which both the Aa
Lp | and Al Lp b showed a significant similanty with the
BGBP from P, leminsculus (Cerenius et al. 1994), They can
therefore be named alike in the two Astacus species studied

here, Analysis of the peptide fragment patterns of Aa Lp 2
and Al Lp 2 on the other hand did not show any similarity
with the published sequences of ofiier crustacean clotting
proteins, This however does not rule out that they are
indeed the proposed  hemolymph  clotting  proteins.
Although the clotting proteins group together in phyloge-
netic trees (Avarre etal. 2007) hased on nucleotide
sequences, they could display higher amino acid sequence
vanability as the JGBP, which could obscure similantics
based on the peptide fragment comparison.

The thind lipoprogein from A. feprodacrvius resembles
the Jipoprotein found in the polychacwe Nereis virens
(Schenk et al. 2006),

Electron microscopy

The doughnut like shape of the Al Lp la &s very similar w
the lipoprotein isolated from Nereis virens (Schenk et al.
2006) indicating a conserved structural appearance of these
large discoidal lipoproteins. We suggest that such a large
discoidal shape may represent a “prototype” form of lipo-
protein architecture, as this kind of lipoprotein morphology
is nol known from more evolved groups such as insects and
vertebrates. This view is further suppocted by the finding
that the lipophorin from a primitive chelicerate. the horse-
shoe crab Limalus polyphemus, is aiso discordal in appeir-
ance with strikingly similar dimensions (Schenk, Stieb and
Hoeger. unpublished). In vertebrates (1e.. humans), such
discoidal lipoproteins have been found as transient HDL-
particles rich in phospholipids and free cholesterol which
mature (o a final spherical size as a result of the formation
of cholesterol esters catalyzed by the enzyme, lecithin:cho-
lesterol-acetyhransferase (Khovidbunkin et ai. 2004), Noth-
ing is known about the activity of this enzyme in
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crustaceans, however, which could influence the shape of
the discoidal lipoprotein by its supply with cholesterol
esters.

SDS-PAGE

The two HDL/FGBP lipoproteins from A, astacis and
A leptodactyluy with their molecular masses of about
105 KDa and the two VHDL/CP's (190 kDa) correlate to
previous results (Hall et al. 1995; Yepiz-Plascencia ct al.
19495, 1998), whereas the Al Lp Fa from A leptodaetylus
with s 1wo subunits (240 and 85 kDa) has never been
detected in crustacea. though lipoproteins with a similar
subunit composition have already been observed in many
insects (Ryan etal. 1990; Weers et al. 1992, 1993: Tsuch-
ida et al. 1997) as well as in spiders (Haunerland and Bow-
ers TY87; Cunnmingham etal, 1994) and the polychacte
Nerets virens (Schenk etal, 2006), This could indicate that
the appearance of two apolipoproteins is a common pattern
in invertebrates and may be indicatve for a “priminve™
lipoprotein subunit composition. This is further supported
by the finding that even the lipophorin from the “living
fossil”™ Limuhes polyphemus has very similor apoprotein
patterns (Rehn and Lee 1994),

Chemical cross linking

Chemical cross linking led 1o the finding of dimers through-
out the investigated lipoproteins. Both Lp 2°s had & cross
linked molecular mass of ~400 kD indicating the pres-
ence of dimenc subunit organization as also shown for the
crustacean clotting proteins so far (Hall et al. 1995; Koma-
tsu and Ando 1998; Hall ecal. 1999; Kollman and Quispe
2008). The cross linking of the Aa Lp | and Al Lp 1bled 1o
ruther poor results. Although one could detect 4 fuint band
indicating a dimer the vast majority of the proteins were not
cross hinked under our experimental conditions, Extending
the incubation tume led to higher molecular mass aggre-
gates whereas shoeter showed no cross linking at all. This
could be due 1o the higher molanty of the apoproteins,
which would then more readily foem intermolecular cross
links between neighboring molecules than intramolecular
cross links.

The cross linked subumits of the Al Lp la showed a
molecular mass of 335 kD, thus indicating 4 11 stoichi-
ometry of the subunits. Interestingly. the apolipophorin |
and 1 of the insect hipephorins show a 1] stoichiomelry as
they originate from a common precursor which is then
cleaved by an intracellular furin type protease (Weers ct al.
1993; Smolenaars el al, 2008; Smolenaars et al. 2007a). As
the apolipophorin I/ precursor is a mammalian apolipo-
protein B homologue and is clustering together with this
protein in phylogenctic trees of the LLTP superfamiily

&) Springer

(Avarre et al. 2007; Smolenaars et al. 2007a) it could be
assumed that the apolipoproteins of Al Lp 1a would also
group with these proteins. This would be of general interest
n the light of the molecular evolution of the LLTP super-
family as it is considered until now that female-specific
crustacean vitellogenins are grouping within the apoB clus-
ter, while the apolipoproteins of the sex-independent
PGBP/HDL's are not present in these phylogenetic trees.
The VHDL/CP's, on the other hand. are grouping within
the viteliogenin-branch of these trees (Avarre ctal, 2007),
Stedies are currently undertaken i our lshoratory o prove
this hypothesis.

Lipid analysis

The ahsolute lipid content of the lipoproteins was deter-
mined with the ANS-floorescence method. Remarkable is
the strikingly high hpid content of Al Lp la clearly exceed-
ing the 50%-proportion, which therefore seems 1o have a
far higher lipad transport capacity than any described crus-
mcean hipoprotein, The lipsd conteats of the analyzed clot-
ting proteins correspond with data from Komatsu and Ando
(1998); the CP's have a total lipid content between 6 and
8% in both our and Komatsu's studies, Not in agreement
are our results on the lipid content and the literature data
concerning the JGBP’s. The lipid content of 30% measured
in s work s notably lower than the 5(4% observed by
Vargas-Requena etal. (2002) and Hall eval. (1995), In
A. leproducrylus, the lower lipid content of IGBP could be

compensated for by Al Lp Ta with its high lipid content of

~67%. which then could allocare for the missing lipad
wansport capacity. In A, astacus, however, there was no
such high lipsd bearing lipoprotein, so it may be that this
species overcomes the lacking lipid transport capacity by a
higher titer of the JGBP/HDL.

Gel filtration

Determination of the native molecular masses via gel hitra-
ton led t results which fit with the quantitasive lipid analy-
sis (see Table 1), The estimted molecular mass of Al Lp la
(935 kDa) is the sum of the lipoproteins” two subunits
(244) + 85 kDa = 325 kDa, 1:1 stoschiometry) and its bound
lipids (66.5%): 325 kDw/33.5% =970 kDa. This dimen-
sion exceeds any invertebrate miass range, which show
modecular masses between 420 and 770 kDa (Ryan et al.
1990; Yepiz-Plascencia etal. 1995) for SGBP and HDLp.
This value is also supported by analytical ultracentrifuga-
uon studies which ked to a molecular mass of ~930 kDa
(Schenk, Steb and Hoeger, in preparation).

As the cross linking results indicate a mainly dimeric
occurrence of the SGBP's apoproteins, the molecular
weights theoretically result from twice the subunit mass

186



1 Comp Physiol B (2008) 178:755-7065

ANHANG

763

of ~ 105 kDa (together ~210 kDa) and the lipid part (30%),
which leads 10 a native molecular mass of ~300 kDa and
comes close to the measured ~315 kDa. A monomenic clu-
tion peak was not visible under the used experimental
conditions,

The clotting protein from A, Jepradactyius has, sccording
o our determination, a native molecular mass of 495 kDa,
which s a quite high value for the CP consisting of two
identical subunits of 190 kDa each and of 8.5% lipids. alto-
gether at most 415 kDa. Aside from the theoretical caleula-
won. values of 420 kDa have been reported for clotming
proteins of other crustaceans (Kollman and Quispe 2005). It
seems more fikely that the overestimated molecular mass is
a result from gel filration rather than from an underesti-
mated lipid content. In comrast. the molecular mass for the
AaLp 2 (413 kDa) fits very well to the values given in liter-
ature and the calculation as shown in Table 1.

Lectin blotting

As evident from the lectin blots (see Fig. 6) none of the
investigated apolipopeoteins comains any O-linked sugars,
as prohing the proteins with peanut lectin was negative,
while all of them scem 10 possess N-linked carbohydrate
structures, as judged from the ineraction with Con A,
which recognizes mannose rich carbohydrates as well as
a-p-glucose,

As the carbohydrate moiety of the fGBP's investigated
so far appears to consist only of N-linked oligosaccharides
(Yepiz-Plascencia et al. 1995) these results were not unex-
pected for the JGBP's investigated in this study. Fore the
A leprodaciylus specific Lp la, the absence of O-linked
sugars 15 unexpected due o its remarkable similanities to
the N, virens HDL which is obvicusly O-glycosylated
(Schenk et al. 2006). On the other hand, the well character-
1zed insect lipophorins afso lack O-glycosylation {Weers
etal. 1993), which then in turm could be a common patiern
among crustacean amd other arthropod lipopeoteins in con-
trast 1o the more “basal™ annclid lipoprotein. As studies
regarding the glycosylition patterns ol the crustacean clol-
ting profeins are scarce it can not be directly ruled out that
there are O-linked sugars generally missing, but due 1o the
finding that the SGBP's and the insect lipophiogins, the tiger
shrimp clotting protein (Yeh et al. 1999) as well the herein
investigated VHDL/CP contain only N-glycans it can be
assumed that this ugain is @ common pattern in arthropod
immune active proteins. This in tuen would lead 10 the
question why invertebrates can forgo on O-linked carbohy-
drates on therr immune active proteins while vertebrates
seem (o essentially rely on the very existence ol these
O-linked sugars ¢Tsuboi and Fukuda 2001).

The degree of glycosylation seems Lo be low in inverte-
brate lipoproteins in general, The 1otal carbohydrate content

in the fGBP of A leprodactylus was found to be only
0.44% (wiw) (Stich. unpublished) which is consistent with
the presence of only two glycosylation sites in the fGBP of
the prawn Fenneropenaens chinensis (Du et al. 2007),

The low degree of glycosylation may be responsible for
the observation. that although wnicamycin successfully
prevented the glycosylation of Lecasta migratoria apo-
lipophoring, the secretion of these proteins was reduced
but not completely blocked (Weers et ul. 1992). In con-
trust, vertebrate apolipoprotein B-100 as well as insect
vitellogenins exhibit i higher degree of glycosylation (up
w 1% (wiw)). Elimination of the glycosylation sites
cither by point mutation in apoB or blocking of glveosyla-
ton during vitellogenin synthesis led o a blocking of lipo-
protein secretion although this did not afflict their lipxd
binding capacity (Kunkel and Nordin 1985; Vukmirica
ctal, 2002), It 15 therefore assumable that (lipe)proteins
with o high degree of glycosylition are more dependable
on this very posttransfational modification in terms of pro-
tein stability and secretion than are the kess beavily glycos-
ylated ones.

Conclusion

The properties of the VHDL and the HDL-type lipoproteins
initially termed Lp 2 and Lp 1 (Lp Ib in the case of
A, leptodactylus), respectively. in our study, share the same
characteristics as the clomting proteins and the GBP's
already described in crabs (Puppione et al. 1986; Kollman
and Quispe 2005), shrimp (Yepiz-Plascencia ctal, 1995;
Yepiz-Plascencia etal, 2002; Perazzolo eval, 2005) and
crayfish (Kopdcek ctal. 1993, Hall etal. 1995, 1999), and
theretore should be named abke, In contrast, the additional
HDL-type lipoprotein Lp 1a found in A leprodactyfus
seems o far 10 be unique and should be named A. lepro-
dactylus discoidal HDL. The unusual presence of this lipo-
protein mises  the question as 1o the  physiological
significance in this species considering its absence in the
closely related A, astacus. Nutritional factors for its
ahsence m A, astacuy can be ruled out since the animals
were kept under identical conditions, Furthermore, starva-
tion of A. leprodactvius over four weeks did not lead to a
decrease in the discoidal HDL concentration as judged
from the banding pantern oblained after uliracentrifugation
(duta not shown). The fact that & lipoprotein of similar size
and apoprotemn composition was recemtly described in a
lower metieoan, the polychaete Nerers virens (Schenk et al,
2006). could indicate its loss in A, asracws. However., the
loss of & lipoprotein with o high apparent lipid transport
capacity remains enigmatic at present, Extending the analy-
sis of lipoprotein patterns to other decapod taxa should pro-
vide insights whether the presence of an A. lepradactylius
discoidal HDL-like lipoprotein is related to @ systematic
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position within the decapods or represents a yet unknown
physiological adaptation.

Acknowledgments This study was partially supported by a grant
from the Deutsche Forschungsgemeinschaft (Ho-889/7-1).

References

Avarre JC, Lubzens E, Babin PJ (2007) Apolipocrustacein, formerly
vitellogenin, is the major egg yolk precursor protein in decapod
crustaccans and is homologous to inscct apolipophorin 1I/1 and
vertcbrate apolipoprotein B. BMC Evol Biol 7:3

Bolt MW, Mahoney PA (1997) High-efliciency blotting of proteins of
diverse sizes following sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis. Anal Biochem 247:185-192

Cerenius L, Liang Z, Duvic B, Keyser P, Hellman U, Palva ET, lwa-
naga S. Soderhill K (1994) Structure and biological activity of a
1,3-beta-n-glucan-binding protein in crustacean blood. J Biol
Chem 269:29462-29467

Chung KT, Ourth DD (2002) Purification and characterization of apo-
lipophorin I1I from immune hemolymph of Heliothis virescens
pupae. Comp Biochem Physiol B 132:505-514

Cunningham M, Pollero RJ, Gonzélez A (1994) Lipid circulation in
spiders. Transport of phospholipids, free fatty acids and triacyl-
glycerols as the major lipd classes by a high-density lipoprotein
fraction isolated from the plasma of Polybetes pythagoricus.
Comp Biochem Physiol B 109:333-338

Cunningham M, Garcia F, Pollero R] (2007) Arachnid lipoproteins:
comparative aspects. Comp Biochem Physiol C 146:79-87

Du X-J, Zhao X-F, Wang J-X (2007} Molecular cloning and character-
ization of a lipopolysaccharide and f—1,3-glucan-binding protein
from {leshy prawn (Fenneropenaeus chinensis). Mol Immunol
44:1085-1094

Hall M, van Heusden MC, Soderhill K (1995) Identification of the ma-
jor lipoproteins in crayfish hemolymph as proteins involved in
immune recognition and clotting. Biochem Biophys Res Com-
mun 216:939-946

Hall M, Wang R, van Antwerpen R, Sottrup-Jensen L, Sdderhill K
(1999) The crayfish plasma clotting protein: a vitellogenin-related
protein responsible for clot formation in crustaccan blood. Proc
Natl Acad Sci USA 96:1965-1970

Harris JR (1999) Negative staining of thinly spread biological particu-
lates. In: Hajibagheri N (ed) Methods in Molecular Biology, vol
117. Humana Press, Totowa. pp 13-30

Harris JR. Hoeger U, Adrian M (2001) Transmission electron micro-
scopical studies on some haemolymph proteins from the marine
polychacte Nereis virens. Micron 32:599-613

Hauncrland NH, Bowers WS (1987) Lipoprotceins in the hemolymph of
the tarantula, Eurypelma californicum. Comp Biochem Physiol B
86:571-574

Heras H, Pollero RJ (2002} Lipoproteins from plasma and perivitelline
{luid of the apple snail Pomacea canaliculata. Biocell 26:111-118

Hevonoja T, Pentikainen MO, Hyvonen MT, Kovanen PT, Ala-Kor-
pela M (2000) Structure of low density lipoprotein (LDL) parti-
cles: basis for understanding molccular changes in modified LDL.
Biochim Biophys Acta 1488:189-210

Khovidhunkit W, Kim MS, Memon RA, Shigenaga JK. Moser AH,
Feingold KR, Grunfeld C (2004) Effects of infection and inflam-
mation on lipid and lipoprotein metabolism: mechanisms and
consequences to the host. J Lipid Res 45:1169-1196

Kollman JM. Quispe J (2005) The 17A structure of the 420 kDa lobster
clottable protein by single particle reconstruction from cryoelec-
tron micrographs. J Struct Biol 151:306-314

@ Springer

Komatsu M, Ando S, Teshima S (1993) Comparison of hemolymph
lipoproteins from four species of crustacea. J Exp Zool 266:257—
265

Komatsu M, Ando S (1998) A very-high-density lipoprotein with clot-
ting ability from hemolymph of sand crayfish, Ibacus ciliatus.
Biosci Biotechnol Biochem 62:459-463

Kopdcek P, Hall M, Soderhill K (1993) Characterization of a clotting
protein, isolated from plasma of the freshwater crayfish Pacifas-
tacus leniusculus. Eur J Biochem 213:591-597

Kunkel JG, Nordin JH (1985) Yolk proteins. In: Kerkut GA, Gilbert L1
(eds) Comprehensive insect physiology, biochemistry and phar-
macology. Pregamon Press, New York, pp 83-111

Laemmli UK (1970) Cleavage of structural proteins during the assem-
bly of the head of bacteriophage T4. Nature 227:680-685

Lee RF (1991) Lipoproteins from the hemolymph and ovaries of ma-
rine invertebrates. In: Gilles R (ed) Adv Comp Environ Physiol,
vol 7. Springer, Berlin, pp 187-207

Lee RF, Puppione DL (1978) Serum lipoproteins in the spiny lobster,
Panulirus interruptus. Comp Biochem Physiol B 59:239-243

Lubzens E, Ravid T, Khayat M, Daube N, Tictz A (1997) Isolation and
characterization of the high-density lipoproteins from the hemo-
lymph and ovary of the penaeid shrimp Penaeus semisulcatus (de
Haan): apoproteins and lipids. | Exp Zool 278:339-348

Pappin DJ, Hojrup P, Bleasby AJ (1993) Rapid identification of pro-
teins by peptide-mass fingerprinting. Curr Biol 3:327-332

Perazzolo LM, Lorenzini DM, Daffre S, Barracco MA (2005) Purifica-
tion and partial characterization of the plasma clotting protein
from the pink shrimp Farfantepenaeus paulensis. Comp Biochem
Physiol B 142:302-307

Puppione DL, Jensen DF, O’ Connor ID (1986) Physiochemical study
of rock crab lipoprotcins. Biochim Biophys Acta 875:563-568

Rehn KG, Lee RF (1994) Lipophorin as a lipid carrier in the hemo-
lymph of the horseshoe crab, Limulus polyphemus. Braz ] Med
Biol Res 27:1135-1139

Rodenburg KW, van der Horst DJ (2005) Lipoprotein-mediated lipid
transport in insects: analogy to the mammalian lipid carrier sys-
tem and novel concepts for the functioning of LDL receptor fam-
ily members. Biochim Biophys Acta 1736:10-29

Ruiz-Verdugo LM, Garcfa-Bafiuelos ML, Vargas-Albores F, Higuera-
Ciaparal, Yepiz-Plascencia GM (1997) Amino acids and lipids of
the plasma HDL from the white shrimp Penaens vannamei
Boone. Comp Biochem Physiol B 118:91-96

Ryan RO, Prasad SV, Henriksen EJ, Wells MA, Law JH (1986) Lipo-
protein interconversions in an insect, Manduca sexta. Evidence
for a lipid transfer factor in the hemolymph. J Biol Chem
261:563-568

Ryan RO (1994) The structure of insect lipoproteins. Curr Opin Struct
Biol 4:499-506

Ryan RO, van Antwerpen R, van der Horst DJ, Beenakkers AM. Law
JH (1990) Manduca sexta lipid transfer particle acts upon a lipo-
protein to catalyze lipid and apoprotein disproportionation. J Biol
Chem 265:546-552

Schenk S, Harris JR, Hoeger U (2006) A discoidal lipoprotein from the
coelomic fluid of the polychate Nereis virens. Comp Biochem
Physiol B 143:236-243

Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, Mallia AK, Gartner FH,
Provenzano MD, Fujimoto EK, Olson BJ, Klenk DC (1985) Mea-
surement of protein using bicinchoninic acid. Anal Biochem
150:76-85

Smolcnaars MM, Kasperaitis MA, Richardson PE, Rodenburg KW,
van der Horst DJ (2005) Biosynthesis and secretion of insect lipo-
protein: involvement of furin in cleavage of the apoB homolog,
apolipophorin-II/1. J Lipid Res 46:412-421

Smolenaars MM, de Morreé A. Kerver J, van der Horst DJ. Rodenburg
KW (20074a) Insect lipoprotein biogenesis depends on an amphi-

188



J Comp Physiol B (2008) 178:755-765

ANHANG

765

patic B cluster in apolipophorin II/I and is stimulated by micro-
somal triglyceride transfer protein. J Lipid Res 48:1955-1965

Smolenaars MM, Madsen O, Rodenburg KW, van der Horst DJ
(2007b) Molecular diversity and evolution of the large lipid trans-
fer protein superfamily. J Lipid Res 48:489-502

Spaziani E, Havel RJ, Hamilton RL, Hardman DA, Stoudemire IB,
Watson RD (1986) Propertics of scrum high-density lipoproteins
in the crab, Cancer antennarius Stimpson. Comp Biochem Phys-
iol B 85:307-314

Spaziani E, Wang WL, Novy LA (1995) Serum high-density lipopro-
teins in the crab Cancer antennarius - 1V. Electrophoretic and
immunological analyses of apolipoproteins and a question of fe-
male-specific lipoproteins. Comp Biochem Physiol B 111:265-276

Tsuboi S, Fukuda M (2001) Roles of O-linked oligosaccharides in im-
mune responses. BioEssays 23:46-53

Tsuchida K. Soulages JL, Moribayashi A, Suzuki K, Mackawa H,
Wells MA (1997) Purification and properties of a lipid transfer
particle from Bombyx mori: comparision to the lipid transfer par-
ticle from Manduca sexta. Biochim Biophys Acta 1337:57-65

Vargas-Requena CL, Hernandez-Santoyo A, Ycepiz-Plascencia G, Var-
gas-Albores F, Higuera-Ciapara 1. Rodriguez-Romero A, Soulag-
es JL, Sotelo-Mundo RR (2002) Biophysical evidence of lipid and
carbohydrate binding activities of shrimp high-density lipopro-
tein/f glucan binding protein. Protein Pept Lett 9:337-344

Vukmirica J, Nishimaki-Mogami T, Tran K, Shan J, McLeod RS,
Yuan J, Yao Z (2002) The N-linked oligosaccharides at the amino
terminus of human apoB are important for the assembly and
secretion of VLDL. J Lipid Res 43:1496-1507

Weast RC (1974) CRC handbook of chemistry and physics. CRC
Press, Boca Raton

Weers PMM, van der Horst DJ, van Marrewijk WJA, van den Eijnden
M, van Doorn JM. Beenakkers AMT (1992) Biosynthesis and
secretion of insect lipoprotein. J Lipid Res 33:485-491

Weers PMM, van Marrewijk WJA, Beenakkers AMT, van der Horst
DJ (1993) Biosynthesis of locust lipophorin: Apolipophorins 1
and 1l originate from a common precursor. | Biol Chem
268:4300-4303

Wojchowski D-M, Parsons P, Nordin JH, Kunkel JG (1986) Process-
ing of pro-vitellogenin in insect fat body: a role for high-mannose
oligosaccharide. Dev Biol 116:422-430

Yeh MS, Huang CJ, Leu JH, Lee YC, Tsai IH (1999) Molecular clon-
ing and characterization of a hemolymph clottable protein from ti-
ger shrimp (Penaeus monodon). Eur J Biochem 266:624-633

Yepiz-Plascencia GM. Sotelo-Mundo R, Vazquez-Moreno L, Ziegler
R, Higuera-Ciapara I (1995) A non-sex-specific hemolymph lipo-
protein (rom the white shrimp Penaeirs vannamei boone. Isolation
and partial characterization. Comp Biochem Physiol B 111:181—
187

Yepiz-Plascencia G, Vargas-Albores F, Jimenez-Vega F. Ruiz-Ver-
dugo LM, Romo-Figueroa G (1998) Shrimp plasma HDL and
beta-glucan binding protein (BGBP): comparison of biochemical
characteristics. Comp Biochem Physiol B 121:309-314

Yepiz-Plascencia G, Jiménez-Vega F, Romo-Figueroa MG, Sotelo-
Mundo RR, Vargas-Albores F (2002) Molecular characterization
of bifunctional VHDL-CP from the hemolymph of white shrimp
Penaeus vannamei. Comp Biochem Physiol B 132:585-592

@ Springer

189



ERKLARUNG

Hiermit bestitige ich, Sven Schenk, dass ich diese Arbeit selbststindig angefertigt habe
und nur die angegebenen Hilfsmittel verwendet habe. Ich habe habe keinen anderen

Promotionsversuch unternommen.

Mainz, September 2008

190



DANKE

Tja, finfeinhalb Jahre (mit Diplomarbeit) am selben Ort sind ne lange Zeit. Da muss man einigen
danken. Also:

Dankeschon an:

191



192



Vernunft kennt keine Unterkunft in der grossen Koboldzunft’
-Pumuckl-

193



