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1 ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit untersucht zwei Lipoproteine, das discoidale High density-Lipoprotein (dHDL) und das
B-Glukan-Bindeprotein (BGBP) aus dem Flusskrebs Astacus leptodactylus in funktioneller,
struktureller und phylogenetischer Hinsicht. Die Nukleotid-Sequenz des BGBP konnte nahezu
vollstandig entschliisselt werden. Dabei errechnet sich aus der abgeleiteten Aminosdure-Sequenz ein
Molekulargewicht von 153 kDa. Das reife BGBP hat nur eine molekulare Masse von 105 kDa.
Vermutlich kommt es durch eine Furin-dhnliche Protease zu einer post-translationalen N- und
C-terminalen Prozessierung: zwei bisher nicht beschriebene, aber auch in der BGBP-Sequenz von
anderen hoheren Krebsen vorhandene, typische Furin-Schnittstellen (RAKR, bzw. RARR) wurden
anhand von Sequenzvergleichen identifiziert. BGBP hat zwei Funktionen: zum Einen ist es flir den
Transport und die Aktivierung des proPhenoloxidase-Systems zustdndig, zum Anderen fir die
Versorgung der Organe mit Lipiden, welche vermutlich der Energiegewinnung dienen. Eine 100 kDa

grolle, BGBP-bindende Rezeptor-Fraktion konnte in Himocyten-Membranen identifiziert werden.

Das Vorkommen von dHDL war aus eigenen Befunden bisher ausschlieBlich in Astacus leptodactylus
bekannt, doch konnte in dieser Arbeit ein mit dem dHDL-Antikorper reagierendes Protein erstmalig
auch in anderen Arthropoden-Spezies nachgewiesen werden. Die discoidale Form und das
Untereinheiten-Muster (240 + 85 kDa) sind typisch fir die bei Vertretern urspriinglicher Tiergruppen
gefundenen Lipoproteine (z.B. beim Cheliceraten Limulus und beim Polychaeten Nereis). Eventuell
handelt es sich bei dHDL also um einen ,Prototypen’ in der Lipoprotein-Evolution. Obwohl die
Sequenz des dHDL auf Nukleotid-Ebene unbekannt ist, wurden die Sequenzen einiger dHDL-Peptide
aus massenspektroskopischen Analysen gewonnen. Uberraschenderweise befinden sich diese
Sequenzen in der Aminosduresequenz des BGBP. Dabei liegen alle Peptide am N- und/oder am C-
Terminus der abgeleiteten BGBP-Aminosdure-Sequenz, und zwar in den Bereichen, die vermutlich
durch das erwdhnte Furin vom BGBP abgeschnitten werden, im reifen BGBP also gar nicht mehr
vorkommen. Deshalb ist zu vermuten, dass BGBP und dHDL ein gemeinsames Vorlduferprotein
haben und durch Genduplikation entstanden sind, oder dass es sich beim dHDL- und beim BGBP-Gen
um ein und dasselbe Gen handelt. Das Genprodukt wird dann auf unterschiedliche Weise prozessiert
und es entstehen die beiden Proteine dHDL und BGBP. Die Funktion von dHDL ist noch nicht
eindeutig geklart, es lieBen sich aber dHDL-bindende Rezeptor-Fraktionen mit einer molekularen
Masse von 160 kDa in somatischen Geweben (Muskel, Darm, Hepatopankreas, Kiemen und
Samenleiter) sowie in Oocyten und Hamocyten nachweisen. Deshalb wird vermutet, dass dHDL als
Energielieferant in Stoffwechsel-aktiven Organen und als Speicherprotein in Oocyten dient. Eine

endocytotische Aufnahme konnte gezeigt werden.



2 EINLEITUNG

2.1. Lipoproteine und Lipide

Lipide sind fiir alle Organismen von zentraler Bedeutung, denn sie sind Hauptbestandteil der
Zellmembran und so die Grundvoraussetzung fiir zelluldares Leben. Das ist jedoch nicht ihre
einzige Aufgabe. Lipide haben vielmehr noch ein ganzes Spektrum weiterer Funktionen
(siehe 2.1.2. Lipide). Sie dienen als Speicher fiir Energie, wirken als Hormone und Vitamine,
isolieren Nervenfasern und sammeln Lichtenergie (Purves et al., 2006). Diese kleine Auswahl
an Funktionen macht deutlich, wie wichtig Lipide fiir jeden Organismus sind; und wie wichtig
es ist, dass sie bei Bedarf immer an den richtigen Ort gebracht werden, um dort wirken zu
kénnen. Die Proteine, die fir den Transport der Lipide verantwortlich sind, heilRen

Lipoproteine und werden im Folgenden naher vorgestellt.

2.1.1. Lipoproteine

Lipoproteine sind die Partikel, die Lipide im Blut, in der Himolymphe oder auch intrazellular
transportieren. Sie bestehen aus zwei Komponenten; den Lipiden und den Apolipoproteinen.
Die Apolipoproteine miussen so aufgebaut und angeordnet sein, dass sie mit einer
hydrophoben Seite die Lipide komplexieren kdnnen, wahrend sie mit einer hydrophilen Seite

den Komplex nach auBen wasserldslich machen (siehe Beispiel in Abbildung 1).

Unesterified cholesterol
Phospholipid
Cholesteryl ester
Protein B-100

Abbildung 1. Schematische Darstellung eines humanen Low Density-Lipoprotein (LDL)-Partikels. Das Apolipoprotein B-100
komplexiert die Lipide. Im Inneren des typischerweise globuldren Komplexes befinden sich die unpolaren Neutrallipide,
welche von den Apolipoproteinen und den polaren Phospholipiden umgeben werden. (aus Stryer et al., 2003)



7 Einleitung 2

Neben den hauptsachlich vertretenen globuldren Lipoprotein-Partikeln gibt es aber auch
Lipoproteine mit einer discoidalen Form. Dazu gehdért unter Anderem das humane High
Density-Lipoprotein (HDL) mit seinem Apolipoprotein A-l, welches zumindest im
naszierenden Zustand discoidal vorliegt, bevor es zu einem reifen spharischen Partikel reift
(Yokoyama, 1998). Fiir die Anordnung der Apolipoproteine in discoidalen Lipoproteinen gibt
es verschiedene Modelle, und zwar das ,Picket fence’-Modell, das ,Double belt’-Modell und

das ,Hair pin’-Modell (siehe Abbildung 2).

Abbildung 2. Schematischer Aufbau des humanen discoidalen High density-Lipoproteins (HDL) mit seinem
Apolipoprotein A-l. Oben: Ribbon-Struktur des humanen dicoidalen HDL nach dem ,Double belt’-Modell (blau: Cholin-
Kopfgruppe, rot: Sauerstoffatome, gelb: Phosphoratome, schwarz: alle anderen Atome). (aus Segrest et al., 2000) Unten:
Drei mogliche Modelle der Apolipoprotein-Anordnung; A: ,Picket fence’-Modell, B: ,Double belt’-Modell, C: ,Hair pin’-Modell
(gelb: Lipide, griin und blau: Apoproteine). (aus Martin et al., 2006)

Je nachdem, wie das Massenverhaltnis von Lipiden und Apolipoproteinen ist, verandert sich
die Dichte der Lipoproteine. Deshalb kann man sie anhand ihrer Schwebdichte im
Kaliumbromid-Dichtegradienten in finf Klassen einteilen (Chapman, 1980). Dabei kann die
Dichte zwischen 0,9 g/ml (Dichte von reinem Lipid) und 1,4 g/ml (Dichte von reinem Protein)

schwanken:

* Very low density-Lipoproteine (VLDL’s) p=<1,006g/ml
* Intermediate density-Lipoproteine (IDL’'s) p =1,006-1,019 g/ml
* Low density-Lipoproteine (LDL’s) p=1,019-1,063 g/ml
* High density-Lipoproteine (HDL's) p=1,063-1,210 g/ml
* Very high density-Lipoproteine (VHDL’s) p=>1,210g/ml.



Bei allen oviparen Lebewesen kann man die Lipoproteine grob in die
geschlechtsunabhdngigen Lipoproteine und die weibchen-spezifischen Dotterproteine
(Vitellogenine / Vitelline) einteilen. In dieser Arbeit wird der Fokus ausschlieBlich auf die

geschlechtsunabhadngigen Lipoproteine gelegt.

Die bis jetzt bekannten elf Apolipoproteine der Sdaugetiere sind sehr gut untersucht, denn sie
spielen bei zahlreichen humanen Krankheiten eine Rolle (zum Beispiel bei Typ Il Diabetes
mellitus, Adipositas und Arteriosklerose) (Taskinen, 2005). Auch zu den Lipoproteinen der
fliegenden Insekten (hier werden die Lipoproteine Lipophorine genannt) gibt es zahlreiche
Publikationen (siehe Ubersichten bei Chino et al., 1981, Kashiwazaki et al., 1985, Van der
Horst, 1990, Canavoso et al., 2001, Van der Horst et al., 2002, Rodenburg et al., 2005, Weers
et al., 2006). Abgesehen von den Insekten sind jedoch die verschiedenen Gruppen der
Invertebraten in Hinblick auf ihre Lipoproteine wenig untersucht. Dabei zeigen die
verschiedenen Invertebraten auch die unterschiedlichen Stadien der Evolution tierischer
Organismen; vergleichende Analysen der Lipoproteine verschiedener Invertebraten-Taxa
konnten also sowohl eventuelle ,Prototypen’ in der Lipoprotein-Entwicklung zu Tage
bringen, als auch allgemeine Einblicke in die Evolution der Wirbellosen auf biochemisch /

physiologischer Ebene geben.

Bei Crustaceen wurden bislang zwei geschlechtsunabhangige Lipoproteine beschrieben, das
sogenannte Clotting-Protein (CP), welches primar im Immunsystem der Tiere eine Rolle
spielt und keinen wesentlichen Lipidtransport zeigt (Perazzolo et al., 2005), und das f3-
Glukan-Bindeprotein (BGBP), auf welches unten naher eingegangen wird. Nur der Flusskrebs
Astacus leptodactylus besitzt offensichtlich ein weiteres, drittes Lipoprotein (Stieb et al.,
2008), das discoidale High density-Lipoprotein (dHDL). dHDL wurde bislang in keinem
anderen Krebs gefunden und ist in seiner Struktur, verglichen mit den beiden anderen
Lipoproteinen der Crustaceen, einzigartig. Auch dieses Protein wird unten eingehend

beschrieben.



Apolipoproteine

Die meisten Apolipoproteine gehéren der Superfamilie der groRen Lipidtransfer-Proteine
(Large lipid transfer-Proteine - LLTP’s) an. Diese Familie ist Gber das Vorhandensein einer N-
terminalen, ca. 900 Aminosauren langen Lipidbindedomane (LLT-Modul) definiert und hat

viele Mitglieder.

Anhand von Sequenzahnlichkeiten lassen sich die LLTP’s in drei Familien gliedern; 1. die
ApoB-adhnlichen LLTP’s inklusive Lipophorine, 2. die Vitellogenin-ahnlichen LLTP’s, und 3. die
Mikrosomalen Triglycerid-Transfer-dhnlichen LLTP’s (MTP’s) (Babin et al., 1999). Die Aufgabe
der ApoB-dhnlichen LLTP’s ist die Aufnahme und Verteilung von Lipiden aus der Nahrung.
Apolipophorine kommen nur bei Insekten vor; sie sind mehrfach beladbare ,Lipid-Shuttles’,
welche schnell Speicherlipide fur die Flugmuskulatur mobilisieren (Ryan et al., 2000). Die
Vitellogenin-ahnlichen LLTP’s fungieren als Dotterproteine, wahrend die MTP’s nicht fur den
Lipidtransport, sondern fir die korrekte Faltung und intrazelluldre Lipidbeladung der
anderen Lipoproteine zustandig sind. AuBerdem kodnnen sie den Turnover der anderen

Lipoproteine modulieren (Smolenaars et al., 2007).

Die GroRe der LLTP’s schwankt erheblich zwischen ca. 600 und bis zu 4500 Aminosauren. Es
gibt drei strukturelle Motive, die vielen LLTP’s gemeinsam sind: das LLT-Modul (siehe oben),
die Pfam 06448-Domane und die eher C-terminal gelegene van Willebrand-Faktor (VWF)-
Doméne (siehe Abbildung 3). Da es sich um sezernierte Proteine handelt, befindet sich

jeweils am N-Terminus die entsprechende Signalsequenz.
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Abbildung 3. Domanenstruktur einiger LLTP’s, eingeteilt in ihre drei Familien ApoB-dhnliche LLTP’s, Mikrosomale
Triglycerid-Transfer-dhnliche LLTP’s (MTP’s) und Vitellogenin (Vtg)-dhnliche LLTP’s. Nahezu alle LLTP’s weisen die drei
charakteristischen Domanen Lipidbindedomane (LLT-Modul), Pfam 06448-Doméane und van Willebrand-Faktor (VWF) -
Domadne auf, in ihrer GroRe variieren sie jedoch deutlich. (nach Smolenaars et al., 2007)

Eine Besonderheit in der klassischen Einteilung der LLTP-Familien stellen ausgerechnet die
Lipoproteine der Crustaceen dar. Auffallig ist, dass die Vitellogenine der Crustaceen mit den
ApoB-Ahnlichen anstatt mit den Vitellogenin-dhnlichen LLTP’s clustern (siehe Abbildung 4).
Aus diesem Grund schlagen Avarre et al. (2007) eine alternative Bezeichnung der
Crustaceen-Vitellogenine (die ja keine ,echten’ Vitellogenine sind) vor: Apolipocrustaceine.
Diese Bezeichnung hat sich allerdings bisher nicht durchgesetzt. Aber auch die Crustaceen
haben Vertreter unter den Vitellogenin-dhnlichen LLTP’s, namlich die Clotting-Proteine. Es
bleibt die Frage, warum sich die urspringlich Vitellogenin-dhnlichen LLTP’s zu den
geschlechtsunspezifischen Clotting-Proteinen gewandelt haben, wahrend Vertreter der
ApoB-adhnlichen LLTP’s die Rolle der geschlechtsspezifischen Vitellogenine eingenommen

haben (Smolenaars et al., 2007, Avarre et al., 2007, Hayward et al., 2010, Babin et al., 2009).
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Abbildung 4. Phylogenetischer Stammbaum (Maximum Likelihood (ML)) der groBen Lipidtransfer-Protein (LLTP)-Super-
familie, berechnet anhand der Sequenz ihrer Lipidbindedomédne (LLT-Modul). Die Zahlen geben die ML-Bootstrap-Werte
und die Bayesianische posteriore Wahrscheinlichkeit an. Die ausgewahlten Vertreter der LLTP’s gliedern sich in drei
Proteinfamilien: die Mikrosomalen Triglycerid-Transfer-ahnlichen LLTP’s (MTP’s), die ApoB-dhnlichen LLTP’s und die
Vitellogenin (Vtg)-dhnlichen LLTP’s. Interessanterweise clustern die Vitellogenine der Crustaceen mit den ApoB-dhnlichen
LLTP’s, wahrend die Clotting-Proteine (CP) der Crustaceen mit den Vitellogenin-dhnlichen LLTP’s clustern (siehe griine
Umrandungen). (nach Smolenaars et al., 2007)

Das ebenfalls geschlechtsunabhdngige Lipoprotein dieser Familie, das p-Glukan-
Bindeprotein, besitzt nicht die klassische Lipidbindedomane LLT-Modul. Tatsachlich lasst sich
die evolutive Abstammung der BGBP’s nicht bei den Lipid-Transferproteinen finden.
Eventuell kann stattdessen vermutet werden, dass die evolutive Herkunft der BGBP’s bei den
Glukan-bindenden Proteinen liegt, die BGBP’s vielleicht eher mit Glukanasen verwandt sein

kdnnten?

-Glukan-bindende Proteine

Die meisten Arthropoden (Hexapoda und Crustacea) haben vier Arten von f3-1,3-Glukan-
bindenden Proteinen: die Lipopolysaccharid-/B-Glukan-Bindeproteine (LGBP), die High
density-Lipoproteine/B-Glukan-Bindeproteine (BGBP), die p-Glukan-Erkennungsproteine

(BGRP) und die Glukanasen (Zhao et al., 2009). Alle diese Proteinklassen haben eine



Glukanase-Domadne und eine B-Glukan-Bindedomane, allerdings ist die Glukanase-Domane
in allen B-Glukan-bindenden Proteinen aufler den Glukanasen inaktiv (Cerenius et al., 1994).
Das Vorhandensein dieser konservierten Domadnen und die hohe Sequenzdhnlichkeit der
Proteine lassen darauf schlieRen, dass sie einen gemeinsamen Vorfahren haben und alle
Isoformen desselben Gens sind, die durch Genduplikationen entstanden sind. Die 3-Glukan-
bindenden Proteine spielen alle eine Rolle im angeborenen Immunsystem der Invertebraten
und kdnnen das pro-Phenoloxidase-System (proPO-System) aktivieren (Soderhall et al.,

1992). AuBerdem sind sie Glyko- und zum Teil Lipoproteine.

Leider sind nicht alle (-1,3-Glukan-bindenden Proteine konsistent benannt. Tatsachlich
herrscht in den Datenbanken ziemliches ,Nomenklatur-Chaos’. Insbesondere die Unter-
scheidung zwischen den kurzen Lipopolysaccharid-/B-Glukan-Bindeproteinen ohne Lipid-
bindestelle (LGBP, ca. 1000 bp) und den ldngeren High density-Lipoproteinen/B-Glukan-
Bindeproteinen mit Lipidbindestelle (BGBP, ca. 6400 bp) ist uneinheitlich und misste
dringend revidiert werden. Die Abbildungen 5 und 6 zeigen beide phylogenetische
Stammbaume der Proteinfamilien LGBP, BGBP, BGRP und Glukanasen. Hier wird die
uneinheitliche und zum Teil falsche Bezeichnung einzelner Familienmitglieder deutlich. Viele
vermeintliche BGBP’s sind in Wirklichkeit LGBP’s. Eine Ubersicht der in der Datenbank
eingetragenen [-1,3-Glukan-bindenden Proteine mit inkorrekter Bezeichnung und einem
Revisionsvorschlag findet sich im Anhang (siehe 8.1.). Im Verlauf dieser Arbeit werden

ausschlieBlich die korrekten Bezeichnungen nach Anhang 8.1. verwendet.
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Abbildung 5. Phylogenetischer Stammbaum (Neighbour Joining (NJ)) der f-Glukan-Bindeproteine von einigen Hexapoden
und Crustaceen basierend auf ihren Aminosduresequenzen. Die enge phylogenetische Verwandtschaft der drei 3-Glukan-
bindenden Proteine Glukanasen, Lipopolysaccharid-/B-Glukan-Bindeproteine (LGBP’s) und B-Glukan-Erkennungsproteine
(BGRP’s) lassen auf einen gemeinsamen Vorfahren schlieBen, von dem sich die drei Proteinklassen ableiten. Zahlen geben
Bootstrap-Werte an. Rote Sternchen markieren LGBP’s, die in der Datenbank falschlich als High density-Lipoproteine/f3-
Glukan-Bindeproteine (BGBP’s) benannt sind. (verdandert nach Zhao et al., 2009)
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Abbildung 6. Phylogenetischer Stammbaum (Neighbour Joining (NJ)) einiger Arthropoden-LGBP’s und -BGBP’s basierend
auf ihren Aminosidure-Sequenzen. High density-Lipoproteine/B-Glukan-Bindeproteine (BGBP’s) und Lipopolysaccharid-/f3-
Glukan-Bindeproteine (LGBP’s) gliedern sich deutlich auf verschiedene Aste des Stammbaums. Rote Sternchen markieren
LGBP’s, die in der Datenbank falschlich als BGBP’s benannt sind. (verdndert nach Lai et al., 2011)

Die Aminosdaurezusammensetzung der BGBP’s ist stark hin zu Aminosdauren mit hydrophoben
Seitenketten verschoben. Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin und Leucin machen zusammen 34%
der Aminosauren aus (Yepiz-Plascencia et al., 1998); wéren sie gleichmaRig verteilt, dirften
sie nur 23% ausmachen. Darin liegt wohl ihre Lipidbindeeigenschaft begriindet. Das fiir diese
Arbeit relevante Lipoprotein BGBP von Astacus leptodactylus hat einen Lipidanteil von 25-

30% (Stieb et al., 2008).

Der Proteinanteil der BGBP’s besteht aus einem Apolipoprotein mit einer molekularen
Masse von ca. 110 kDa. Bisher sind die BGBP’s der Garnelen Fenneropenaeus chinensis (Lai
et al., 2011) und Litopenaeus vannamei (Romo-Figueroa et al., 2004), sowie der Flusskrebse
Astacus leptodactylus (Stieb et al., 2008) und Pacifastacus leniusculus (Cerenius et al., 1994)
bekannt. Die Expression von BGBP konnte in den Geweben Hepatopankreas, Muskel, Darm,

Kiemen, sowie in den Hdmocyten nachgewiesen werden (Lai et al., 2011).



15 Einleitung 2

Discoidales High density-Lipoprotein (dHDL)

Wie bereits oben erwahnt, handelt es sich bei dem Lipoprotein dHDL um ein im Crustaceen-
Reich eher auRergewdhnliches Lipoprotein. AuRerlich hebt sich es vor Allem durch seine
GrofRle (natives Molekulargewicht von 930 kDa) und seine discoidale Form (Abbildung 7) von
den anderen Lipoproteinen ab. Auch seine Lipidbindekapazitat von 67% ist enorm. Dazu
kommt ein flir Crustaceen ungewodhnliches Muster an Apolipoproteinen; die zwei
Untereinheiten haben Molekulargewichte von 240 und 85 kDa und liegen in einer 1:1-
Stéchiometrie vor (Stieb et al., 2008). Dieses Muster der Untereinheiten erinnert an die
Apolipoprotein-Zusammensetzung der Insekten, denn auch die Lipophorine haben eine 240
und eine 80 kDa groRe Untereinheit (ApolLp IlI+l) (Van der Horst et al., 2002), wahrend
elektronenmikroskopische Aufnahmen eine ahnlich discoidale Lipoprotein-Form bei Limulus
polyphemus und Nereis virens zeigen (Schenk et al., 2006 und Sven Schenk, mindliche

Information).

200 nm

Abbildung 7. Elektronenmikroskopische Aufnahme des discoidalen Lipoproteins dHDL aus Astacus leptodactylus. Die
Proteine sind mit 2% (w/v) Uranyl-Acetat negativ kontrastiert. Einige der discoidalen Partikel stehen hochkant (Pfeile). Die
Proteine haben einen Durchmesser von 42 nm. (aus Stieb et al., 2008)

Sequenzinformationen zu diesem Protein liegen bisher weder auf Aminosaure- noch auf

Nukleotidebene vor, ebenso ist bislang keine physiologische Funktion bekannt.



2.1.2. Lipide

Lipide sind wasserunldsliche Biomolekiile, die in organischen Lésungsmitteln wie Chloroform
sehr gut 16slich sind (Definition nach Stryer et al., 2003). Eine chemische Definition dieser
sehr heterogenen Stoffgruppe gibt es nicht, wohl aber eine Einteilung nach chemischen
Gesichtspunkten. Die Einteilung variiert allerdings je nach Autor; aulerdem gibt es
Uberschneidungen der verschiedenen Gruppen. So unterscheidet Latscha et al. (2002)
Acylglyceride, Phospholipide und Glykolipide. Purves et al. (2006) unterscheiden nach eher
biologischen Gesichtspunkten die sechs Gruppen Triglyceride, Phospholipide, Carotinoide,
Steroide, Lipidvitamine und Wachse. Abgesehen davon kann man in polare- und
Neutrallipide, in verseifbare und unverseifbare Lipide, oder in komplexe und einfache Lipide
einteilen (Thiele, 1979). Es gibt noch viel mehr Arten der Einteilung; deshalb beschranke ich
mich hier auf die flur die ,Lipoprotein-Forschung’ relevanten Gruppen Triglyceride,

Diglyceride, Phospholipide (ohne Sphingolipide) und Cholesterin.

MTP’s und Vitellogenine kénnen hauptsichlich Phospholipide binden, ApoB-Ahnliche auch
Neutrallipide / Acylglyceride (ApoB-Ahnliche: Triglyceride, Lipophorine: Diglyceride).

Acylglyceride (Triglyceride / Diglyceride)

Triglyceride bestehen aus Glycerin, einem dreiwertigen Alkohol, dessen Hydroxylgruppen
mit drei Fettsduren verestert sind (siehe Abbildung 8). Bei Diglyceriden hingegen sind nur

zwei der drei Hydroxylgruppen mit Fettsauren verestert.

Phospholipide

Phospholipide sind dhnlich wie die Acylglyceride aufgebaut, mit dem Unterschied, dass eine
Hydroxylgruppe des Glycerins mit einem Phosphorsaurerest verestert ist, an welchen in der
Regel ein Alkohol gebunden ist (siehe Abbildung 8). Die biologisch wichtigsten Vertreter sind
Phosphatidylcholin und -ethanolamin. Phospholipide bilden in wassrigem Milieu eine

Lipiddoppelschicht aus und sind deshalb der Hauptbestandteil von Biomembranen.
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Abbildung 8. Strukturschema von a) Triglyceriden und b) Phospholipiden. (verdandert nach Stryer et al., 2003).

Cholesterin:

Cholesterin (siehe Abbildung 9) gehort zur Gruppe der Steroide, es ist also ein polyzyklischer
Alkohol. Es wird in die Zellmembran eingebaut und erhéht so ihre Stabilitat. AuRerdem ist es
Ausgangsmaterial flr die Bildung von Steroidhormonen. Unter den Invertebraten kénnen
mindestens Arthropoden Cholesterin nicht selbst synthetisieren, sondern sind auf eine

Zufuhr durch die Nahrung angewiesen (Yepiz-Plascencia et al., 1998).

H,C

H,C
HO

Abbildung 9. Strukturformel von Cholesterin.

Die biologische Relevanz der Lipide spiegelt sich in den verschiedensten Funktionen wider.
Als Hauptmembrankomponente jeder Zelle nehmen Phospholipide wichtige strukturelle
Aufgaben wahr. Durch ihre hohe Energiedichte und enge (hydratwasserfreie) Packbarkeit
spielen Acylglyceride eine wichtige Rolle als Energielieferant und -speicher. Zudem gibt es

zahlreiche Lipidhormone, Lipidvitamine und Lipidpigmente.



Lipogykoproteine / Glykosylierung

(Rehm, 2006, Stryer et al., 2003, Parodi, 2000)

Unter Proteinglykosylierung versteht man eine kovalente Bindung von Kohlenhydraten an
ein Protein. Bei Lipoproteinen ist diese Bindung sehr haufig, so dass man auch von
Lipoglykoproteinen sprechen kann. Man unterscheidet die beiden Arten O- und N-Glyko-
sylierung. Bei der O-Glykosylierung sind die Oligosaccharide an das Sauerstoffatom in der
Seitenkette von Serin oder Threonin gebunden und in der Regel kurz (bis zu vier
Monosaccharide). Bei der N-Glykosylierung sind die Kohlenhydrate an das Stickstoffatom der
Amidgruppe in der Seitenkette des Asparagins gebunden. Dies kann jedoch nur geschehen,
wenn auf das Asparagin nach einer beliebigen Aminosaure (auller Prolin) ein Serin oder
Threonin folgt (Asn - X - Ser / Thr). Bei N-Glykosylierungen findet man immer dieselbe
Grundstruktur bestehend aus zwei N-Acetylglukosamin- und drei Mannoseresten. An diese
Grundstruktur werden weitere Zucker gebunden, die reich verzweigt sein koénnen. Je
nachdem, ob es sich um einen mannose-reichen oder einen komplexen Typ handelt, werden

mehrere Mannosereste oder eben andere Zucker gebunden (siehe Abbildung 10).

a) b)
| | |
\
a | N/
I — Ii Man Man
ji Man
‘ Gal-NH, I
l Glu-NH,
...-Ser/Thr-... l

GlU-NH, —

...-Asn-X-Ser/Thr- ...

Abbildung 10. Beispielhafter schematischer Aufbau von a) O-glykosidisch und b) N-glykosidisch gebundenen Oligo-
sacchariden. O-glykosisisch gebundene Oligosaccharide sind immer Gber ein Gal-NH, mit Serin- oder Threoninresten des
Proteins (blau) verbunden. Lila Kdstchen stehen fiir beliebige Monosaccharide. (Gal-NH,: N-Acetylgalaktosamin, Glu-NH,: N-
Acetylglukosamin, Man: Mannose, Ser: Serin, Thr: Threonin, Asn: Asparagin, X: beliebige Aminosaure) (nach Kornfeld et al.,
1985)



Ob ein Protein glykosyliert wird und welche der potentiellen Aminosauren tatsachlich mit
Zuckern beladen werden, hangt unter Anderem von der Spezies, der Proteinstruktur, dem
Alter und dem Zustand des Organismus, sowie vom Zelltyp ab, in dem das Protein
transkribiert wird. Aulerdem handelt es sich um einen dynamischen Prozess; Kohlenhydrate
kénnen innerhalb des Golgi-Apparates an- und wieder abgehdngt werden. Das bedeutet,

dass ein Protein mehrere Glykoformen haben kann.

Die Glykosylierung geschieht im Lumen des endoplasmatischen Retikulums (N-

Glykosylierung) und im Golgi-Apparat (N- und O-Glykosylierung).

Die Proteinglykosylierung kann verschiedene Funktionen haben. Zum Einen schiitzen die
Zuckerketten das Protein vor Abbau durch Proteasen, aber auch (Rezeptor-) Affinitat,

Aktivitat, korrekte Faltung, intrazelluldrer Transport und Sekretion spielen eine Rolle.

2.2. Lipoprotein-Rezeptoren

Die Familie der Lipoprotein-Rezeptoren hat viele Mitglieder, die sich in ihrer GréRBe und
Funktion zum Teil erheblich voneinander unterscheiden. In phylogenetischen Analysen
(Maximum Likelihood) clustern sie in acht Gruppen, ndmlich in die Vitellogenin-Rezeptoren
(VgR) der Insekten, die Megaline, die Megalin-Ahnlichen, die Lipoprotein-receptor-related-
Proteine-1 (LRP1), die Lipophorin-Rezeptoren (LpR), die LDL-Rezeptoren (LDLR), die
Lipoprotein-receptor-related-Proteine-8 (LRP8) und die Vertebraten-VgR-VLDL-Rezeptoren
(Ciudad et al., 2007).

Lipoprotein-Rezeptoren sind fir die Erkennung, Bindung und Internalisierung von
Lipoproteinen zustdndig (siehe Abbildung 11). Aber interessanterweise haben sie noch viele
weitere Aufgaben. Dazu gehoéren unter Anderen die Aufnahme von Makromolekilen (wie
zum Beispiel Protease-/Protease-Inhibitor-Komplexe) und sie spielen eine wichtige Rolle bei
der Zell-Zell-kKommunikation durch Beteiligung in vielen Signalwegen (Willnow et al., 2007).
Als pathologische Funktionen sind die Beteiligung an der Alzheimer Erkrankung durch die
Bindung des Amyloid precursor-Proteins (APP) und des Ap-Peptids sowie eine Beteiligung bei

der Tumorentstehung und dem Tumorwachstum zu nennen (Dieckmann et al., 2010).
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Abbildung 11. Schematischer Uberblick iiber den Weg eines LDL-Rezeptors. 1. Im Endoplasmatischen Retikulum (ER) findet
die korrekte Faltung des Rezeptors statt. 2. Durch die Golgi-Kompartimente wird der Rezeptor an die Zellmembran (PM)
transportiert, wo dann 3. die Ligandenerkennung und -bindung stattfindet. 4. Nach Clathrin-vermittelter Endocytose
gelangen die Lipoprotein-/Lipoprotein-Rezeptor-Komplexe in die sauren Endosomen (5.), wo die Dissoziation von
Lipoproteinen und Rezeptoren erfolgt. Die Lipoproteine werden in Lysosomen degradiert, wahrend die Rezeptoren recyclet
werden und erneut an die Zellmembran gelangen (5.). (aus Gent et al., 2004)

Golgi

Mitglieder der Familie der LDLR’s haben sich offensichtlich nicht gerade in einem langsamen
evolutiven Prozess entwickelt. Im Gegenteil; es muss schon mehrere Vertreter direkt mit der
Entstehung der mehrzelligen Lebewesen gegeben haben. Anders ware es nicht zu erkldren,
dass bereits ein recht basaler mehrzelliger Organismus, der Nematode Caenorhabditis
elegans, in seinem Genom gleich mehrere grofle und kleine LDLR’s codiert, die jeweils
humane Homologe haben und sich sogar in ihrer Exon- und Intronstruktur dhneln (Yochem
et al., 1993). Dies bedeutet, dass sich die Genfamilie sehr friih und schnell durch

Genduplikationen entwickelt haben muss.

2.2.1. Struktureller Aufbau

Es gibt vier konstitutionelle und eine weitere optionale Domane, die sich in allen Mitgliedern
der Genfamilie finden (siehe Abbildung 12). Die finf Doméanen sind beginnend vom N-

Terminus (Dieckmann et al., 2010, Rodenburg et al., 2006):

1. Die Liganden-Bindedomane. Sie besteht aus mehreren Cystein-reichen Repeats, die

fiir die Ligandenbindung verantwortlich sind. Je nach Anzahl und Art der Repeats
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Einleitung 2

konnen verschieden viele Liganden mit unterschiedlicher Spezifitdt gebunden

werden.

2. Die Epidermal growth factor precursor homology (EGF)-Domane. Die EGF-Domaéane
besteht aus mehreren EGF-Repeats und YWTD-Propeller-Domanen, welche fiir die

pH-abhangige Freisetzung der Liganden in den sauren Endosomen zustandig sind.

3. Optional: eine O-glykosidische Domane, welche mehrere O-Glykosylierungsstellen

enthalt. Die Funktion dieser Doméne ist noch unklar (Gent et al., 2004).

4. Die Transmembrandomane ist flir die Verankerung des Rezeptors in der Membran

zustandig.

5. Der cytoplasmatische Schwanz. Hier befindet sich mindestens ein NPxY-Motiv,
welches die Internalisierung des Rezeptor-Liganden-Komplexes in Clathrin-coated

Pits bewirkt.

C. elegans
LRP Megalin receptor
() Complement-type repeat
NH,

|
EGF precursor
homology
domain

O-linked sugar
domain

Membrane
anchor

COOH COOH COOH COOH

COOH COOH O COOH

Abbildung 12. Ubersicht iiber die Vertreter der LDL-Rezeptor-Familie. Alle Mitglieder sind aus denselben modularen
Domaénen aufgebaut, die teilweise mehrmals innerhalb eines Proteins vorkommen. (aus Willnow et al., 1999)



2.3. Ziele der Arbeit

Das erst kirzlich entdeckte (Stieb et al., 2008) und so auBergewdhnliche Lipoprotein dHDL
wirft viele Fragen auf. Noch ist, auller einigen strukturellen und biochemischen
Eigenschaften, nichts Uber dieses Protein bekannt. Und das, obwohl es sich problemlos in
grofReren Mengen aus der Himolymphe von Astacus leptodactylus isolieren lasst, also zu den
hochexprimierten Proteinen gehért und demnach wohl physiologisch relevante Funktionen
inne hat. Wie schon der Titel der vorliegenden Arbeit deutlich macht, sollen drei wesentliche
Dinge bezuglich dieses Lipoproteins untersucht werden, und zwar die Struktur, die
physiologische Funktion und die Phylogenie. Da es sich bei dHDL um ein Lipoprotein mit
extremer Lipidbindekapazitat handelt, und es zusatzlich zum BGBP in Astacus leptodactylus
vorkommt, wird nattrlich auch die Funktion des BGBP in diesem Krebs hinterfragt werden

mussen.

BGBP wird, wie alle Lipoproteine (auBer den Lipophorinen), in Crustaceen uber
rezeptorvermittelte Endocytose aufgenommen. Es gibt also einen Rezeptor, welcher
hochspezifisch BGBP binden und internalisieren kann (Duvic et al., 1992). Geht man davon
aus, dass auch dHDL Uber rezeptorvermittelte Endocytose aufgenommen wird, stellt sich
auch hier die Frage nach dem Rezeptor. Hat dHDL einen ,eigenen’ Rezeptor? Dann muss man
diesen zusatzlichen Rezeptor in Astacus leptodactylus finden kénnen. Oder kann dHDL Uber

andere Rezeptoren, zum Beispiel den BGBP-Rezeptor, aufgenommen werden?

Bisher gibt es keine Sequenzinformationen bezlglich dem auf Proteinebene entdeckten
dHDL. Dabei ist gerade hier eine Sequenzanalyse wichtig, da sie eventuell zu interessanten
phylogenetischen Erkenntnissen flihren kann. Die Tatsache, dass strukturell dem dHDL
dhnliche Proteine in verschiedenen niederen Tieren (z.B. Insekten, Nereis virens (Van der
Horst et al., 2002, Schenk et al., 2006)) vorkommen, legt die Vermutung nahe, dass es sich
evtl. um einen Vorlaufer, einen ,Prototypen’ in der Lipoprotein-Entwicklung handeln kénnte.
Allein hier helfen nur Sequenzanalysen weiter. Deshalb ist ein Hauptanliegen dieser Arbeit,

die Nukleotid-Sequenz des discoidalen Lipoproteins zu entschliisseln.

Ob der Krebs Astacus leptodactylus eine Sonderrolle innerhalb der Crustaceen einnimmt,

l[asst sich durch vergleichende Untersuchungen herausfinden. Zum Einen miissen weitere



Krebse nach dHDL gescreent werden (mittels ELISA oder Sequenzanalyse), zum Anderen
kann man Verwandtschaften auf Lipoprotein-Ebene auch auf der Ebene des BGBP sehen.
Deshalb ist wichtig, die Sequenz des Astacus leptodactylus-BGBP zu entschliisseln, um damit

Stammbaume zu rechnen.



3 MATERIAL UND METHODEN

3.1. Gerate

Waagen / Feinwaagen

XT 6200C-FR (Precisa)
Sartorius research R 200 D (Sartorius)

Zentrifugen

Beckman Optima MAX™ Ultracentrifuge (Beckman Coulter)
Rotor: TLA 110 (Festwinkel)
Sorvall RC-5B (DuPont Instruments)
Rotoren: HB-4 (Ausschwing), SS-34 (Festwinkel)
Eppendorf Centrifuge 5804 R (Eppendorf)
Rotoren: A-4-44 (Ausschwing), F-34-6-38 (Festwinkel)
Biofuge pico (Heraeus), Tischzentrifuge
Centrifuge 5415 R (Eppendorf), Tischzentrifuge

Photometer

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 (Peglab)
MR 5000, Mikrotiterplattenphotometer (Dynatech)
Ultrospec 2100 pro (Amersham Biosciences)

Elektrophorese- und Blotapparaturen

MiniProtean 3 Vertikalelektrophoresekammer (10,1 x 8,2 cm, Gelstarke: 0,75 mm) (BioRad)
Mini 440.000 Flachbettelektrophoresekammer fiir DNA-Gele (Harnischmacher)
Blotapparatur (semi-dry) (Biotec-Fischer)

GENIE® Electrophoretic Transfer: Genie Blotter (Idea Scientific)

Spannungsgeber

Power Station 300 Plus (Labnet International)

Schiittler

3011 (GFL)
Promax 2020 (Heidolph)

Leuchttisch / UV-Tisch

Transilluminator Tl 3 (Biometra)

Geldokumentation

CCD Video Camera Modul (Kaiser Fototechnik)
Linsensystem, 49 mm (Kaiser)
BioDocAnalyze, Software (Biometra)



Vakuumzentrifuge (SpeedVac)

Vacuum Concentrator (Bachofer)

Thermocycler

T personal (Biometra)
T gradient (Biometra)

Homogenisatoren

SONOREX RK 156, Ultraschallbad (Bandelin)
LABSONIC 1510, Ultraschallgerat mit Spitzenaufsatz (B. Braun)
ULTRA-TURRAX® T8 (IKA)

Fluoreszenzmikroskop

DM6000 B (Leica Microsystems)

Elektronenmikroskop und Zubehor

Technai 12 (Philips)

Kamera: MegaView Il (Olympus)
AnalySIS, Software (Olympus)
Vakuum-Beschichter (Edwards)

HPLC

Binares Niederdruck-Gradientensystem (Kontron Instruments), bestehend aus:
- Pumpe 422
- HPLC Detektor 430
- Autosampler 360
- Steuer- und Auswertungssoftware: Chromeleon V.6.04 (Dionex GmbH)
- Séaule: HemaBio 1000, 1 x 30 cm (Mz Analysentechnik)

Gefriertrocknungsanlage

Alpha 2-4 (CHRIST)

Mikrotom

Microm HM 560 (MICROM)

Rasterkraftmikroskop

MFP-3D (Asylum Research)

3.2. Versuchstiere

Die in dieser Arbeit untersuchten Tiere sind Flusskrebse der Art Astacus leptodactylus. Die

Tiere werden im Feinkostgeschaft ,Frischeparadies’ (Firma Edelfisch, Frankfurt) erworben.



Haltung und Fltterung der Tiere

Die Haltung der Krebse erfolgt zu je finf Tieren in 70 x 30 x 30 cm-Durchflusswasserbecken
in einem klimatisierten Raum mit 14 Stunden Licht und 10 Stunden Dunkelheit bei 18°C.
Verfittert werden ein- bis zweimal wochentlich tiefgekiihlte Zuckmiickenlarven und
Futterchips fur Krebse (Novo Crabs, JBL). Jungtiere bekommen dreimal woéchentlich

kleingeriebenes Fisch-Flockenfutter (Novo Bel, JBL) gefiittert.

3.3. Verwendete Datenbanken und Software

Datenbanken

NcBi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/)
EXPASY (http://expasy.org/)

Software

BLASTN und BLASTP (Basic local alignment tool; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi? PROGR
AM=blastn&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_ DEFA
ULTS=on&LINK_LOC=blasthome; Wheeler et al., 2007)

CHROMAS (Version 2.01; Technelysium Pty Ltd 2005)

CLUSTALX (Version 2.0; http://www.clustal.org/#Download; Larkin et al., 2007)

CoBALT (Constraint-based Multiple Alignment Tool; Papadopoulos et al., 2007)

CONSERVED DOMAINS (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)

ExceL (Microsoft® Excel® fiir Mac 2011, Version 14.0.0; Microsoft Corporation)

MascoT (MASCOT MS/MS lons Search; http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?
FORMVER=2&SEARCH=MIS; Perkins et al., 1999)

MRBAYES (Version 3.1.2; http://mrbayes.csit.fsu.edu/index.php; Huelsenbeck et al., 2001,
Ronquist et al., 2003)

OGPEeT (Version 1.0; O-Glycosylation Prediction Electronic Tool; http://ogpet.utep.edu/OGPE
T/index.php)

OuGoCaLc (Oligonucleotide Properties Calculator; http://www.basic.northwestern.edu/bioto
ols /oligocalc.html; Kibbe, 2007)

PEPTIDECUTTER (http://web.expasy.org/peptide_cutter/; Gasteiger et al., 2005)

PROTPARAM (http://web.expasy.org/protparam/; Gasteiger et al., 2005)

PROTTEST (Version 2.4; http://darwin.uvigo.es/software/prottest.html; Abascal et al., 2005)

SEAVIEW (Version 4.2.4; http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html; Gouy et al., 2010)

SIGNALP (Version 3.0; http://cbs.dtu.dk/services/SignalP/)

Swiss-MobEL (http://swissmodel.expasy.org/; Kiefer et al., 2009)

TRANSLATE (http://web.expasy.org/translate/)

YINOYANG (Version 1.2; http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/; Gupta et al., 2002)



3.4. Verbrauchsmaterialien

Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, stammen alle verwendeten Chemikalien von den Firmen
Sigma-Aldrich, Carl Roth, Fisher Scientific, AppliChem und Acros Organics und wurden in den

hochstmoglichen Reinheitsgraden erworben.

Sonstige verwendete Chemikalien:

1,4-Diaza-bicyclo(2,2,2)-Oktan (DABCO; Carl Roth)

Medium 199 mit Hanks Salzen (Sigma M9163)

Rotiphorese® Gel A (Carl Roth), 30% Acrylamid-Lésung

Rotiphorese® Gel B (Carl Roth), 2% Bisacrylamid-Lésung

Tissue Tec (Richard-Allan-Scientific, Neg 50 Frozen Section Medium, Recorder No.: 6502)
TRI Reagent® (Applied Biosystems)

Materialien

Amicon® Ultra-0.5 (Ultracel-30 Membrane; Millipore)

Dialyseschlauche: Visking Typ 8/32 (Carl Roth), Visking Typ 20/32 (Carl Roth)
MagneSphere® Magnetic Separation Products (Promega)

Microtest Plate 96-Well, Flat Bottom (Sarstedt)

Microtest Plate 6-Well, Flat Bottom (Sarstedt)

Parafilm® M Verschlussfolie (Pechiney Plastic Packaging)
Rotilabo®-Spritzenfilter, steril, PorengréRe 0,22 um (Carl Roth)

Enzyme / Proteine / Nukleotide

Albumin Fraktion V (Carl Roth)

Avidin-Peroxidase-Konjugat (Fluka)

Concanavalin A aus Canavalia ensiformis, Biotin-Konjugat (Sigma-Aldrich)
Deoxynucleotide Solution Mix, 10 mM pro Nukleotid (New England BioLabs)

Lektin aus Arachis hypogaea, Biotin-Konjugat (Sigma-Aldrich)

M-MuLV Reverse Transkriptase, 200.000 U/ml (New England BioLabs)

Protease Inhibitor Cocktail for use with mammalian cell and tissue extracts (Sigma-Aldrich)
Roth poly d(T)12.18 -Primer (Carl Roth)

Tag DNA Polymerase, 5.000 U/ml (New England BiolLabs)

Kits

Dynabeads® mRNA DIRECT V-Kit (Invitrogen)
pegGOLD Plasmid Miniprep Kit | (C-Line) (PeqglLab)
peqGOLD Total RNA Kit (C-Line) (PeqglLab)
PolyATtract® System 1000 (Promega)

QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

ZAP Express® XR Library Construction Kit (Stratagene)



3.5. Protein- / DNA-Molekulargewichtsmarker

Die Bandenmuster der verwendeten Molekulargewichtsstandards befinden sich im Anhang

(8.4.).

DNA-Marker

1kb-DNA-Ladder, 500 pug/ml (New England Biolabs)
Protein-Marker

SDS-6H2 (Sigma)

3.6. Antikorper

Primare Antikorper

Es werden die folgenden primadren Antikdrper mit den angegebenen Verdiinnungen
eingesetzt (siehe Tabelle 1). Die Antikorper werden in 1% (w/v) BSA in PBT angesetzt.
Tabelle 1. Ubersicht iiber die eingesetzten primiren Antikérper. AuRerdem ist ihre Herkunft und die eingesetzte

Arbeitsverdiinnung im Western-Blot angegeben. (BGBP: 3-Glukan-Bindeprotein, dHDL: discoidales High density-Lipoprotein,
Ast. lep.: Astacus leptodactylus)

- . . Eingesetzte
Antikorper Antigen Spenderorganismus Verdiinnung Bezogen von
a-BGBP BGBP (Ast. lep.) | Kaninchen 1:15.000 Pineda Antikorper
o-dHDL dHDL (Ast. lep.) | Kaninchen 1:15.000 Service

Sekundare Antikorper

a-Kaninchen-IgG, Alkalische Phosphatase-Konjugat, aus Ziege (Sigma-Aldrich), eingesetzte
Verdiinnung: 1:10.000

a-Kaninchen-IgG, Peroxidase-Konjugat, aus Ziege (Sigma-Aldrich), eingesetzte Verdiinnung:
1:2.500

a-Kaninchen-IgG, Alexa Fluor® 488, aus Ziege (Invitrogen), eingesetzte Verdiinnung: 1:400

3.7. Puffer- / Losungen

Hier sind nur die allgemein gebrduchlichen Puffer- und Losungen aufgelistet. Speziellere

Puffer- / Losungen finden sich an entsprechender Stelle im Text.




PBS

137 mM NacCl
2,7 mM KCl

8 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,4
pH 7,4

TBS |

50 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
pH 7,5

2x-Krebsringer
225 mM NaCl

10 mM Na,-EDTA
0,2 mM PMSF
pH7,1

Blockierungspuffer |

5% (w/v) BSA
in TBS |

PBT

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

8 mM Na;HPQ,4

1,5 mM KH,PO4
0,1% (v/v) Tween 20
pH 7,4

TBS I

1 mM MgCl, x 6 H,0
1 mM CaCl, x 2 H,0

1 mM MnCl, x 4 H,0
in TBS |

TAE-Puffer

40 mM Tris-HAc
1 mM Na,-EDTA
pH 8

Blockierungspuffer Il

5% (w/v) BSA
in PBT

3.8. Bakterien und Phagen

Dialysepuffer
1 mM EDTA
in PBS

pH 7,4

TBS IlI

50 mM Tris-HCI
347 mM NacCl
pH 7,5

HEPES-Puffer

10 mM HEPES

150 mM NaCl

10 mM KCI

2 mM MgCl,

2 mM CaCl; (vorgelést)
pH 7

Blockierungspuffer lll

5% (w/v) Magermilchpulver
in PBT

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterien und Phagen entstammen alle dem ZAP Express®

XR Library Construction Kit (Stratagene, siehe 3.9.10., Erstellen und Immuno-Screening einer

cDNA-Bank).

3.8.1. Bakterien

Verwendete Bakterien

In Tabelle 2 findet sich eine Ubersicht Uber die

in dieser Arbeit verwendeten

Bakterienstdmme. Zusatzlich sind die Medien und Agars je nach Verwendungszweck

angegeben.



Tabelle 2. Ubersicht iiber die in dieser Arbeit eingesetzten Bakterienstimme, sowie deren Genotyp und Medien / Agars

je  nach Verwendung. (aus Instruction Manual: ,Escherichia coli Host Strains’, http://www.chem-
agilent.com/pdf/strata/200256.pdf)
Agar und Medien fiir | Medien fiir Agar
gar fin@ Aec und Top | Agar fiir
Bakterienkultivierung | Kulturen vor . -
Stamm Genotyp . Agar fiir | Exzisions-
und Glycerin- der Phagen-
Plaque- prOtOkO"
Stammkulturen Anheftung .
Bildung
A(mcrA)183 A(mcrCB-
XL1- hsdSMR-mrr)173 endAl i
supE44 thi-1 recAl LB-Tetrazvkli LB-Medium NZY _
Blue gyrA96 relAt lac [F - etrazykiin mit Zusatzen
MRF’ proAB lacl"'ZAM15 Tn10
(Tet")]
A(mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endAl
thi-1 recAl gyrA96 relAl LB-Medium LB-
lac [F* proAB laclZAM15 LB-Tet kli - .
XLOLR | "t P (TetE:)c] o etrazykiin mit Zusitzen Kanamycin
(nonsuppressing) A®
(lambda resistant)
Derivat von DP50 supF*:
supE44 supF58 hsdS3(rg LB-Medi
mg) dapD8 lacY1 ginv44 -lvieaium _
VCS257 A(gal-uvrB)47 tyrT58 LB mit Zusatzen NZY
gyrA29 tonA53
A(thyA57)
Medien und Agars
LB-Medium LB-Medium mit Zusatzen LB-Agar
10 g NaCl 11 LB-Medium 20 g Agar
10 g Trypton 10 ml 1 M MgSOy (steril-filtriert) 11LB-Medium
5 g Hefeextrakt 10 ml 20% (w/v) Maltose (steril-filtriert) autoklavieren,
ad 11dH,0 in Petrischalen gielen
pH 7 (@ =9cm)
autoklavieren
NZY-Medium NZY-Agar NZY-Top-Agar
5 g NaCl 5 g NaCl 0,7% (w/v) Agarose
2 g MgS04 x 7 H,0 2 g MgS04 x 7 H,0 11 NZY-Medium

5 g Hefeextrakt
10 g Pepton

ad 11dH,0

pH 7,5

autoklavieren

SM-Puffer

5,8 g NaCl
2 g MgS0,4 x 7 H,0

5 g Hefeextrakt
10 g Pepton

15 g Agar

ad 11dH,0

pH 7,5

autoklavieren,
in Petrischalen giellen
(J=15cm)

50 ml 1 M Tris/HCl, pH 7,5
5 ml 2% (w/v) Gelatine

autoklavieren



ad 11 deO

Antibiotika-Stamml6ésungen

10 mg/ml Tetrazyklin 50 mg/ml Kanamycin 100 mg/ml Ampicillin
10 mg Tetrazyklin 50 mg Kanamycin 100 mg Ampicillin
ad 1 ml 70% EtOH ad 1 ml dH,0 ad 1 ml dH,0

steril-filtriert steril-filtriert steril-filtriert

IPTG- und X-Gal-Stammldésungen

1,05 M IPTG-Stammldsung 50 mg/ml X-Gal-Stammldsung
1,05 M IPTG 50 mg 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Galaktosid
in dH,0 ad 1 ml DMF

steril-filtriert

Auf die Agar-Platten werden 40 pg/ml IPTG- und 50 pg/ml X-Gal-Stamml6sung verteilt (die
IPTG- und X-Gal-Stammldsungen werden dafiir direkt in die Agar-, bzw. Top Agar-L6sung

gegeben).

Bakterienkultivierung

Die Bakterien werden wochentlich auf frische Agarplatten ausgestrichen. Hierzu wird mit
einer sterilen Impfése eine Kolonie gepickt und ein Vereinzelungsausstrich durchgefiihrt. Die
Platten werden tiber Nacht bei 37°C inkubiert und anschlieBend, mit Parafilm® abgedichtet,
bei 4°C gelagert. Aus Tabelle 2 geht hervor, welche Bakterienstamme auf welchen

Agarplatten ausgestrichen werden.

Ansetzen von Gebrauchs-Bakterienlésungen

Die Bakteriophagen gelangen Uber das Maltosetransportsystem in die Bakterien. Um
deshalb die Expression von Maltoserezeptoren vor der Phagenzugabe zu initiieren, wird dem
Medium fiir die Gebrauchs-Bakterienlosung Maltose zugesetzt. Im Gegensatz dazu dirfen
Antibiotika nicht zugesetzt werden, da diese, genau wie die Phagen, an die Pili der Bakterien

binden und diese dann nicht fiir die Phagen-Anheftung zur Verfliigung stehen wirden.

Mit einem sterilen Zahnstocher wird eine einzelne, maximal zwei Tage alte Bakterienkolonie
gepickt und in 50 ml LB-Medium mit Zusatzen (u.a. Maltose, siehe 3.7. Puffer- / Losungen)

solange bei 37°C und 180 rpm inkubiert, bis die Suspension eine optische Dichte von ODggy =



0,5 erreicht hat. AnschlieBend werden die Bakterien pelletiert (10 Minuten, 1000 x g, RT)
und in 25 ml 10 mM MgSO,-Lésung resuspendiert. Diese Bakterienldésung kann bei 4°C bis zu
2 Wochen gelagert werden. Vor Gebrauch wird die Loésung mit 10 mM MgSO4-Lésung auf

ODeggo = 0,5 eingestellt.

Ansetzen von Glycerin-Stammkulturen

10 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum (siehe Tabelle 2) werden mit einer
Bakterienkolonie angeimpft und bis zur spaten Log-Wachstumsphase inkubiert. Dann
werden 4,5 ml sterile Glycerin/Medium-Lésung (1:1) zu den Bakterien gegeben und gut

gemischt. Je 1 ml-Aliquots werden bei -80°C gelagert.

Photometrische Dichtebestimmung von Bakteriensuspensionen

Die Dichtebestimmung von Bakteriensuspensionen erfolgt durch eine Absorptionsmessung

im Photometer bei einer Wellenlange von 600 nm.

3.8.2. Phagen

Verwendete Phagen

* ZAP Express-Vektor (1 ug/ul) = A-Phagen*
* ExAssist interference-resistant-Helferphage (~1 x 10" pfu/ml)
* R408 interference-resistant-Helferphage (~7,5 x 10 pfu/ml)

* Nach Verpacken des ZAP Express-Vektors mit dem Packaging Extrakt werden daraus
A-Phagen. Allerdings fehlen diesen A-Phagen die M13-Gene zur Exzision und
Rezirkularisierung von Phagmiden. Diese M13-Gene werden durch Co-Infektion der
Bakterien mit den Helferphagen, welche Varianten des M13-Phagen sind, zugesteuert. Also
kann es nur bei Co-Infektion mit den Helferphagen zu einer in vivo-Exzision des pBK-CMV-
Phagemid-Vektors aus dem ZAP Express-Vektor kommen. Der pBK-CMV-Phagmid-Vektor ist
in den ZAP Express-Vektor integriert; die Start- und Endpunkte der Phagenreplikation (f1
origin of replication: 1. Initiation, 2. Termination) umspannen genau den pBK-CMV-Phagmid-

Vektor mit seinem Insert.



Bestimmung des Phagentiters

* bei Phagen mit Testintegrat

10 pl einer 1:10-verdiinnten Phagenlosung werden zu 200 pl Gebrauchslésung

VCS257-Bakterien gegeben und fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert.
* bei Phagen mit cDNA-Integrat

5 ul unverdiinnte Phagenlésung werden zu 200 pl Gebrauchslésung XL1-Blue MRF’-

Bakterien gegeben und fir 15 Minuten bei 37°C inkubiert.

Die Phagen-/Bakterien-Gemische werden zusammen mit 500 pl X-Gal-Stammlésung und
15 ul IPTG-Stammldsung zu 7 ml 47°C-NZY-Top-Agar gegeben, gemischt und anschlieBend
auf eine vorgewarmte (37°C) NZY-Agar-Platte inklusive X-Gal und IPTG gegeben. Die Platte
wird Uber Nacht bei 37°C inkubiert und am nachsten Tag ausgewertet. Dazu werden die auf
dem gleichmaRigen Bakterienrasen durch die Phagen verursachten Lysehofe gezahit.
AulRerdem kann das Verhéltnis von Phagen mit (weifle Kolonien) und ohne (blaue Kolonien)

cDNA-Integrat bestimmt werden.

Mit folgender Formel kann der Phagentiter, in Plaque-forming Units pro ml (pfu/ml),

errechnet werden:

Anzahl an Plaques (pfu) x Verdinnungsfaktor

1000 X
eingesetztes Volumen [ul] x ml



3.9. Molekularbiologische Methoden
3.9.1. RNA-Isolierung

Gewebeentnahme

Ein Astacus leptodactylus wird fur ca. 30 Minuten auf Eis betdaubt und dann durch
Dekapitieren getdtet. Das Hepatopankreas wird zlgig auf Eis prapariert, in fllssigem
Stickstoff schockgefroren und fein gemorsert. Das so homogenisierte Gewebe wird in ein
steriles Reaktionsgefal} Uberfihrt und entweder direkt weiterverwendet oder bei -80°C

gelagert.

Gesamt-RNA-Isolierung mit TRl Reagent® (Applied Biosystems)

(nach Chomczynski et al., 1987)

Die RNA-Isolierung mit TRl Reagent® ist eine Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform-
Extraktion. Guanidinthiocyanat inaktiviert aufgrund seiner chaotrophen, stark
denaturierenden Wirkung schnell und effektiv RNasen. In wassrigen Phenol-Chloroform-
Losungen kommt es nach Zentrifugation zu einer Phasentrennung. Bei pH 4 befinden sich die
Proteine in der unteren organischen Phase, die DNA in der Interphase und die RNA in der
oberen wassrigen Phase. Die wassrige RNA-Phase kann abgenommen und die RNA mit
Ethanol ausgefallt werden. Anschliefend wird das RNA-Pellet in DEPC-H,0 geldst und bei

-80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Die Durchfiihrung der RNA-Isolierung mit TRI Reagent® geschieht nach Anleitung des

Herstellers (http://www.ambion.com/techlib/prot/bp_9738.pdf).

Gesamt-RNA-Isolierung mit dem peqGOLD Total RNA Kit (PeqglLab)

Verwendet wird das peqGOLD Total RNA Kit (C-Line) der Firma Peqglab. Dieses Kit verwendet
kleine Kieselgelsdaulen sowie ein Hoch-Niedrig-Salzsystem zum Binden bzw. Eluieren der
Nukleinsdauren. Die RNA wird mithilfe von Ethanol selektiv an die Membran der Sdule
gebunden. Proteine und andere Zellbestandteile werden durch mehrere Waschschritte
entfernt und die RNA schliefSlich mit 70°C warmen DEPC-H,0 eluiert. Dazu werden 30 pl

DEPC-H,0 direkt auf die Membran der Saule pipettiert und eine Minute inkubiert.



Die Durchfiihrung erfolgt nach Anleitung des Herstellers (http://www.peglab.de/wcms/
de/pdf/12-6634-01_m.pdf).

mRNA-Isolierung mit dem Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit (Invitrogen)

Reine mRNA lasst sich entweder direkt aus dem homogenisierten Gewebe oder nach einer
Gesamt-RNA-Isolierung (siehe oben) gewinnen. Oligo[dT]-gekoppelte magnetische Beads
binden spezifisch an den Poly-A-Schwanz der mRNA’s und kénnen mit einem Magneten im
Reaktionsgefall gehalten werden, wahrend das restliche Gewebehomogenisat oder die RNA-
Losung abgenommen werden. Mit diesem Prinzip kann man auch Waschschritte

durchfiihren. Die Elution erfolgt in DEPC-H,0.

Die Durchfuihrung erfolgt nach Anleitung des Herstellers (http://tools.invitrogen.com/conten

t/sfs/manuals/Dynabeads_mRNA_DIRECT_Kit(rev008).pdf).

mRNA-Isolierung mit PolyATtract® System 1000 (Promega)

Auch in diesem mRNA-Isolierungskit kommen magnetische Beads zum Einsatz; allerdings
sind diese nicht Oligo[dT]-, sondern Streptavidin-gekoppelt. Die eingesetzten Oligo[dT]-

Primer sind biotinyliert, so dass es zu einer sehr starken nicht kovalenten Bindung kommt.

Die Durchfiihrung erfolgt nach Anleitung des Herstellers (http://www.promega.com/tbs/tm

228/tm228.pdf).

3.9.2. RNA-Fillung

Zu der RNA-L6sung werden 0,1 Vol. 8 M LiCl-Lésung und 2,5 Vol. 100% EtOH gegeben. Die
Losung wird durch Invertieren gemischt und die RNA anschlieBend Gber Nacht bei -20°C
gefdllt. Die gefdllte RNA wird 30 Minuten bei 4°C und 11.000 x g zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wird mit 1 ml 75% (v/v) EtOH gewaschen und dann in einem minimalen
Volumen (die RNA muss sich gerade vollstandig l6sen koénnen) DEPC-H,O wieder

aufgenommen.



3.9.3. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

(nach Sambrook et al., 1989)

Die Konzentration und Reinheit von DNA- und RNA-LAosungen lassen sich photometrisch
bestimmen. Die aromatischen Basen der Nukleinsduren haben ein Absorptionsmaximum bei
einer Wellenldnge von A = 260 nm. Nach Sambrook et al. (1989) hat eine DNA-Lésung mit
50 pg/ml doppelstrangiger DNA und einer Kuvetten-Schichtdicke von 1 cm eine Absorption

von OD250 =1.

Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der isolierten RNA erfolgt im NanoDrop-

Spektrometer (Peqlab). Es werden jeweils 1,5 pl Probe eingesetzt.

3.9.4. Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird die isolierte RNA (siehe 3.9.1. RNA-Isolierung) mithilfe
des Enzyms reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Fiir die cDNA-Synthese werden

Oligo[dT]-Primer verwendet.

Pro Ansatz wird 1 ug RNA eingesetzt. Die RNA wird mit DEPC-H,0 auf 13 pl aufgefullt und mit
1 pl Oligo[dT]-Primer gemischt. Es folgt eine zehnminitige Inkubation im Thermocycler bei
65°C. AnschlieBend werden zugegeben:

1 pl RNase-Inhibitor (New England BioLabs)
2,5 pl 10x-RT-Puffer (New England BioLabs)
1,25 pl dNTPs (New England BiolLabs)

1 pl M-MLV RT (New England Biolabs)

5,25 ul DEPC-H,0

Es folgen eine einstiindige Inkubation bei 40°C und eine flinfmindtige Hitzeinaktivierung der

reversen Transkriptase bei 95°C.

Die synthetisierte cDNA wird entweder direkt in nachfolgenden PCR’s (3.9.6. Polymerase-

Kettenreaktion (PCR)) eingesetzt oder bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.9.5. Entwicklung von Primern [/ degenerierten Primern

Entwicklung von Primern

Die Primer werden so entwickelt, dass sie zwischen 18 und 23 Basen lang sind und eine

Schmelztemperatur zwischen 50 und 60°C haben. Die Schmelztemperaturen von



Primerpaaren sollen moglichst eng beieinander liegen (+ 1°C). Mogliche Self annealing oder

Hairpin-Stellen werden mit Hilfe des Programms OLIGOCALC ausgeschlossen.

Entwicklung von degenerierten Primern

Degenerierte Primer werden anhand der kurzen MS-Aminosduresequenzdaten (4.2.8.
Massenspektroskopie) entworfen. Zuerst wird die Aminosdauresequenz mittels einer Code-
Sonne in alle moglichen Tripletts Gbersetzt. Die prozentuale Verteilung der Tripletts kann aus
einer Codon usage-Tabelle abgelesen werden. Eine Codon usage-Tabelle gibt an, wie haufig
ein bestimmtes Triplett fur die zugehdrige Aminosdure in dem angegebenen Organismus
codiert. In dieser Arbeit wurde die Codon usage-Tabelle fir Pacifastacus leniusculus
verwendet (http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=6720), da die
Abdeckung bei diesem Tier bei 36 Sequenzen liegt (Stand: 30.11.2010). Die Abdeckung fir
Astacus leptodactylus mit nur einer Sequenz wurde flr zu niedrig befunden. Die Primer
enthalten ein bis drei mogliche Tripletts pro Aminosdure. Ansonsten werden die Regeln wie

flr die Entwicklung nicht-degenerierter Primer (siehe oben) beachtet.

Alle Primer werden bei der Firma biomers.net GmbH bestellt. Die Sequenzen der Primer

befinden sich im Anhang (8.2. Primer-Sequenzen).

3.9.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

(nach Miihlhardt, 2008)

Die PCR ist die wichtigste Methode zur spezifischen Amplifikation von DNA-Abschnitten.

Man unterscheidet im Allgemeinen drei Phasen:
1. Denaturierungsphase

Bei hoher Temperatur (95°C) wird der DNA-Doppelstrang in seine beiden

Einzelstrange aufgetrennt.
2. Annealing-Phase

Bei der Annealing-Temperatur lagern sich die Primer an die entsprechenden

DNA-Abschnitte der Einzelstrange an.

3. Extensionsphase



Bei einer Temperatur von 72°C synthetisiert die DNA-Polymerase den neuen

DNA-Abschnitt. Startpunkte bilden die an die Matrize angelagerten Primer.

Durch mehrfaches Wiederholen dieser Schritte wird die Menge an DNA exponentiell
vermehrt. Die verwendete DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Tag-Polymerase) ist
hitzestabil und hingt an die 3‘-Enden der Amplifikate A’-Uberhinge an, welche bei eventuell

folgendem T/A-Klonieren erforderlich werden.

Um herauszufinden, welche Annealing-Temperatur fir das gewahlte Primerpaar optimal ist,
wird zuerst eine Gradienten-PCR durchgefiihrt. Es werden folgende Temperaturen getestet:

50, 51,4, 53,7, 56,2, 58,7, 61,3, 63,6 und 65°C.

Pipettierschema fiir einen 25 pl-PCR-Ansatz

1 pl cDNA

2,5 pl Thermo-Pol-Puffer (New England BioLabs)
0,5 pl Tag-Polymerase (New England Biolabs)

1 pl dNTPs (New England BioLabs)

1 ul forward Primer

1 ul reverse Primer

ad 25 ul DEPC-H,0

Tabelle 3. Thermocyclerprogramm fiir die PCR. Die Annealing-Temperatur (Annealing-Temp.) ist von den eingesetzten
Primerpaaren abhangig.

Temperatur Zeit Anzahl der

P Zyklen
95°C 5 min 1
95°C 1 min

Annealing-Temp. 45 sec 39
72°C 1 min
72°C 10 min 1
4°C Pause

3.9.7. Agarose-Gelelektrophorese
(nach Ausubel et al., 1992)

Zur Kontrolle der PCR wird eine Agarose-Gelelektrophorese mit den PCR-Produkten
durchgefihrt.



10x-DNA-Probenpuffer

1% (w/v) SDS

50% (v/v) Glycerin

0,02% (w/v) Bromphenolblau

Zusammensetzung eines analytischen Gels (1% / 1,5%)

1% / 1,5% Universal-Agarose (Bio & Sell) in 60 ml TAE-Puffer aufkochen,
0,25 pg/ml EtBr zugeben

Zusammensetzung eines praparativen Gels (1%)

1% Agarose MP (AppliChem) in 80 ml TAE-Puffer aufkochen,
0,25 pg/ml EtBr zugeben

Nach der Aushadrtung des Gels wird dieses in die Horizontal-Elektrophoreseapparatur
gesetzt, mit TAE-Puffer (berschichtet und mit den zuvor mit 10x-DNA-Probenpuffer

versetzten Proben beladen.

Als Molekulargewichtsmarker dient die 1kb-DNA-Ladder (New England Biolabs).

Das Gel lauft ca. 45 Minuten bei 120 V, bis die Bromphenolblau-Front 2/3 des Gels

durchlaufen hat.

Zum Sichtbarmachen der DNA-Banden im Gel legt man das Gel auf einen UV-Leuchttisch.
Das planare Ethidium-Kation, welches zwischen die Basen der DNA interkaliert, fluoresziert
bei Anregung mit UV-Licht orange. Folgt eine Gelextraktion (3.9.8. Gelextraktion) wird die
UV-Bestrahlungsintensitat und -dauer moglichst gering gehalten, um Briiche und

Quervernetzungen im DNA-Strang zu vermeiden.

3.9.8. Gelextraktion

Ausschneiden der Banden

Die Gelbanden werden mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in sterile

1,5 ml-Reaktionsgefille Uberfiihrt.

Gelextraktion

Die Extraktion der DNA aus dem Agarosegel wird mit dem ,QlAquick Gel Extraction Kit" von

Qiagen durchgefihrt.



Die Durchfiihrung erfolgt nach Anleitung des Herstellers (http://www.giagen.com/

literature/render.aspx?id=201083).

3.9.9. Sequenzierung

(nach Sanger et al., 1977)

DNA-Sequenzierungen werden von den Firmen GENterprise Genomics (Gesellschaft fir
Genanalyse und Biotechnologie mbH, Mainz) und StarSEQ® GmbH (Mainz) durchgefiihrt. Die

manuelle Auswertung der Elektropherogramme erfolgt mit der Software CHROMAS.

3.9.10. Erstellen und Immuno-Screening einer cDONA-Bank

Zur Identifizierung der fiir das dHDL kodierenden mRNA wird eine A-ZAP-cDNA-
Expressionsbank erstellt. Als Ausgangsmaterial wird die aus dem Hepatopankreas eines
mannlichen, augenscheinlich gesunden Astacus leptodactylus isolierte mRNA verwendet. Die
Erstellung der Bank geschieht mit Hilfe des Kits ,ZAP Express® XR Library Construction Kit’ der
Firma Agilent, ehemals Stratagene (Bestellnummer: 200451, Manual:
http://www.genomics.agilent.com/files/Manual/200401.pdf); zum Screenen der Bank wird

der a-dHDL-Antikorper (Tabelle 1) verwendet.

Alle verwendeten Enzyme und Puffer werden dem Kit entnommen. Eine radioaktive

Kontrolle wird nicht mitgefuhrt.

Isolierung der mRNA

Die Isolierung der mRNA erfolgt mit dem PolyATtract® System 1000 von Promega (siehe
3.9.1. RNA-Isolierung) aus Hepatopankreas-Gewebehomogenisat. Zur Aufkonzentrierung
wird die RNA anschliefend gefallt (siehe 3.9.2. RNA-Fdllung) und in einem geringeren
Volumen DEPC-H,0 aufgenommen. Zum Erstellen der Bank werden insgesamt 6 ug mRNA

eingesetzt.

cDNA-Synthese und -Modifikationen

Eine Ubersicht tiber den Ablauf der cDNA-Synthese ist in Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13. Ubersicht iiber die Schritte der cDNA-Synthese. Nach Hybridisierung der mRNA mit einem Oligo[dT]-
Adapter-Primer wird der erste cDNA-Strang von der AccuScript Reversen Transkriptase synthetisiert. Durch den Adapter
wird eine Xho I-Schnittstelle angehdngt. AuBerdem werden methylierte dCTPs eingebaut, um eine spatere Restriktion der
cDNA mit Xho | zu verhindern. Anschliefend wird die RNA mit dem Enzym RNase H verdaut. Die nicks, welche die RNase H
wahrend ihres Verdaus in den RNA-Strang einfligt, werden wahrend der Zweitstrangsynthese durch nick Translation von der
DNA-Polymerase | als Primer verwendet. Das Produkt nach den beiden Synthesen ist eine doppelstrangige, hemimethylierte
cDNA mit angehdngter Xho |-Restriktionsschnittstelle. Nun werden mit Hilfe der T4 DNA Ligase EcoR I-Adapter an die cDNA
ligiert. Nach anschlieBendem Restriktionsverdau mit Xho | entsteht eine unidirektionale cDNA mit sticky ends (am 3’-Ende
befindet sich ein tiberhdangendes EcoR I-Ende, am 5’-Ende befindet sich ein liberhdangendes Xho I-Ende).

(aus http://www.genomics.agilent.com/files/Manual/200401.pdf)

Synthese des ersten cDNA-Strangs

Der Oligo[dT]-Adapter-Primer besteht aus 50 Nukleotiden. Er enthdlt neben dem 18 Basen
langen poly[dT]-3’-Schwanz zusatzlich eine ,GAGA’-Sequenz und eine Xho I-Restriktions-

Schnittstelle (die ,GAGA’-Sequenz dient dem Schutz der Xho |-Schnittstelle):

5"-GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGT CTCGAG TTTTTTTITITTITTITTITIT-3°
,GAGA’-Sequenz Xho | Oligo[dT]




Die AccuScript Reverse Transkriptase ist ein Moloney murine leukemia virus (MMLV-)
Reverse Transkriptase-Derivat, das zusatzlich eine proofreading-3’-5’-Exonuklease-Aktivitat
besitzt. So kann eine hohe Genauigkeit in der Umschreibung von RNA in DNA garantiert

werden.

50 ul Ansatz:

5 ul 10x Erststrang-Puffer

3 ul Erststrang-Methyl-Nukleotid-Mix

2 ul Oligo[dT]-Adapter-Primer (1,4 pg/ul)

16 pl DEPC-H,0

1 pl RNase Block Ribonuklease-Inhibitor (40 U/ul)

6 ug mRNA (=20 pl)
Oben stehender Ansatz wird gemischt und zur Hybridisierung des Oligo[dT]-Adapter-Primers
an die mRNA 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann werden 3 pl AccuScript

Reverse Transkriptase zugegeben. Von dem Ansatz werden 5 pl als Kontrolle entnommen

und bei -20°C gelagert, der Rest wird eine Stunde bei 42°C inkubiert.

Um eine spatere Restriktion der cDNA mit Xho | zu verhindern, wird ein Nukleotid-Mix

verwendet, der methyliertes dCTP enthalt.

Synthese des zweiten cDNA-Strangs

Zu dem Ansatz der Erststrang-Synthese wird Folgendes pipettiert:

20 pl 10x Zweitstrang-Puffer

6 ul Zweitstrang-dNTP-Nukleotid-Mix
114 ul DEPC-H,0

2 ul dNTPs

2 ul RNase H (1,5 U/pl)

11 pul DNA Polymerase | (9 U/ul)

Es folgt eine 150-mintige Inkubation bei 16°C.

Blunting der cDNA-Enden

Die von der DNA-Polymerase | hinterlassenen sticky ends werden im Folgenden von der
klonierten Pfu DNA-Polymerase entweder abgebaut oder aufgefiillt, so dass glatte Enden

(blunt ends) entstehen.

Zu dem Ansatz der Zweitstrang-Synthese wird Folgendes pipettiert:



23 pl Blunting dNTP Mix
2 ul klonierte Pfu DNA-Polymerase (2,5 U/pl)

Der Ansatz wird 30 Minuten bei 72°C inkubiert und anschliefend durch eine Phenol-
Chloroform (PC)-Fallung extrahiert. Dazu werden 200 pl einer Phenol-Chloroform-Mischung
(1:1 (v/v)) zugegeben, sorgfiltig gemischt und zwei Minuten bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge,
Raumtemperatur) zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase enthélt nun die cDNA und wird
vorsichtig abgenommen. Zu dieser abgenommenen cDNA-L6sung wird das gleiche Volumen
Chloroform gegeben, gemischt und zwei Minuten bei 13.000 rpm (Tischzentrifuge, RT)
zentrifugiert. Die cDNA befindet sich wieder in der oberen, wassrigen Phase und wird
abgenommen. Durch Zugabe von 20 pl 3 M Natriumacetat und 400 pl 100% Ethanol wird die
cDNA Uber Nacht bei -20°C gefdllt. Am nachsten Tag wird die cDNA eine Stunde bei 4°C
(13.000 rpm, Tischzentrifuge) pelletiert und der Uberstand verworfen. Das entstandene
Pellet wird mit 500 pl 70% (v/v) Ethanol gewaschen und nochmals zwei Minuten
(13.000 rpm, Tischzentrifuge, RT) zentrifugiert. Der Ethanol wird abgenommen und das

cDNA-Pellet in der SpeedVac getrocknet.

Ligation der EcoR |-Adapter

Das beim Blunting der cDNA entstandene cDNA-Pellet wird in 9 pl EcoR |-Adaptoren-Losung
(0,4 pg/ul) resuspendiert und fiir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Als Kontrolle wird 1 ul dieses
Ansatzes entnommen und bei -20°C gelagert. Zum restlichen Ansatz wird Folgendes
hinzugegeben:

1 ul 10x Ligase-Puffer
1 ul 10 mM rATP
1 ul T4-DNA-Ligase
Der Ligationsansatz wird zwei Tage bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wird die Ligase durch

30-minitige Inkubation bei 70°C hitzeinaktiviert und dann wieder auf Raumtemperatur

abgekuhlt.

Phosphorylierung der EcoR I-Enden

Nun werden die 14 bp-langen EcoR I-Adaptoren phosphoryliert, damit sie an die
dephosphorylierten ZAP Express-Vektorarme ligiert werden kdénnen. Folgende Reagenzien

werden zu obigem Ansatz pipettiert und fir 30 Minuten miteinander inkubiert:



1 ul 10x Ligase-Puffer

2 ul 10 mM rATP

5 ul DEPC-H,0

2 ul T4-Polynukleotid-Kinase (5 U/pl)

Die Kinase wird durch eine 30-mindtige Inkubation bei 70°C hitzeinaktiviert.

Xho I-Verdau

Da bei der Erststrangsynthese (siehe oben) methyliertes dCTP eingesetzt wurde, ist dieser
Strang vor einem Verdau mit Restriktionsenzymen geschiitzt. Nur der nicht-methylierte,
zweite cDNA-Strang kann mit Xho | an der durch den Oligo[dT]-Adapter-Primer angehangten
Xho |-Schnittstellensequenz geschnitten werden. Dazu werden zu obigem Ansatz 28 ul
Xho 1-Buffer Supplement und 3 ul Xho | (40 U/ul) gegeben. Der Verdau wird 90 Minuten bei
37°C inkubiert. Es entsteht eine unidirektionale cDNA mit einem lberhdangenden Xho |-Ende

und einem EcoR I-sticky end.

AnschlieBend wird die cDNA durch Zugabe von 5 pl 10x STE-Puffer und 125 pl 100% Ethanol
Uber Nacht bei -20°C gefallt. Nach einstiindiger Zentrifugation (Tischzentrifuge, 13.000 rpm)

bei 4°C wird das Pellet getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

10x STE-Puffer

200 mM Tris-HCI
1 M NacCl

100 mM EDTA
pH 7,5

GroBenfraktionierung

Die GroRenfraktionierung, bei der die kleinen Adapterreste und nicht eingebauten
Nukleotide von den groReren cDNA’s getrennt werden sollen, geschieht per Sepharose-

Gelfiltration.

Herstellen der Saule

Eine 1 x 13 cm groRe Glassdule und runde Filterpapiere (J = 1 cm) werden mit 70% (v/v)
Ethanol sterilisiert und getrocknet. Drei Filterpapiere werden auf die Fritte der Saule gelegt.

AnschlieBend wird die Saule mit 1x STE-Puffer gefillt. Die Sdule wird moglichst gleichmaRig



und luftblasenfrei mit Sepharose CL-2B befiillt. Dabei muss darauf geachtet werden, dass das

Saulenbett niemals austrocknet.

Die fertige Saule wird mit 10 ml 1x STE-Puffer gewaschen.

Kalibrieren der Saule

Fir die GroRenkalibrierung der Saule werden 20 ul 1kb-DNA-Ladder (New England BioLabs),
versetzt mit 3 ul ,Column loading dye’, auf die Sdule gegeben und Fraktionen a 5 Tropfen

gesammelt. AnschlieRend wird die Saule mit 10 ml 1x STE-Puffer gewaschen.

Die einzelnen DNA-Fraktionen werden im Agarose-Gel (siehe 3.9.7. Agarose-

Gelelektrophorese) analysiert.

Gelfiltration

Die gefallte cDNA (siehe oben) wird in 14 pl 1x STE-Puffer gelést und mit 3,5 ul ,Column
loading dye’ versetzt. Die Probe wird auf die Gelfiltrationssdule aufgetragen. Analog zum
,Kalibrieren der Saule’ werden Fraktionen a 5 Tropfen gesammelt. Insgesamt werden 24
Fraktionen gesammelt, wobei sich die cDNA in den Fraktionen 5-12 befinden sollte. Je 8 pl
dieser Fraktionen werden wiederum auf einem Agarose-Gel analysiert; die restlichen Proben

werden PC-extrahiert (siehe oben) und die cDNA Gber Nacht gefallt (siehe oben).

Die cDNA-Pellets werden in je 3,5 pul DEPC-H,0 aufgenommen und vereint. AnschlieBend
wird die DNA-Konzentration und -Reinheit photometrisch Uberprift (siehe 3.9.3.

Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsduren).

Ligation in den ZAP Express-Vektor

Der ZAP Express-Vektor (siehe Abbildung 14) wurde bereits mit EcoR | und Xho | verdaut und
liegt nun in linearisierter Form vor. Die durch den Verdau entstandenen sticky ends des
Vektors sind zu denen der cDNA komplementar, so dass es zum unidirektionalen Einbau der
cDNA kommt. Durch die Ampicillin-Resistenz des Vektors und das in dessen Multiple Cloning

Site (MCS) liegende B-Galaktosidase-Gen wird eine Doppelselektion ermoglicht.



3 Material und Methoden

B-Galactosidase
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Abbildung 14. ZAP Express-Vektor. Dargestellt ist die Multiple Cloning Site (MCS) des Vektors.

(aus http://www.genomics.agilent.com/files/Manual/200401.pdf)

Pipettierschema des Ligationsansatzes:

100 ng cDNA (= 2,2 pl)

0,5 pl 10x Ligase-Puffer

0,5 ul 10 mM rATP (pH 7,5)

1 ul ZAP Express-Vektor (1 pg/ul)
0,5 pl T4 DNA-Ligase (4 U/ul)

ad 5 pl DEPC-H,0

Die Ansatze werden zwei Tage bei 4°C inkubiert.

In vitro-Verpackung

Pipettierschema des Testansatzes:

1,6 pl pBR322, Sal |- und EcoR I-verdaut
0,5 pl 10x Ligase-Puffer

0,5 ul 10 mM rATP (pH 7,5)

1 ul ZAP Express-Vektor (1 pg/ul)

0,5 pl T4 DNA-Ligase (4 U/ul)

1,6 ul DEPC-H,0
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Die Verpackung des ZAP Express-Vektors in Phagen erfolgt mit dem Gigapack Il Gold

Packaging Extrakt (Stratagene, siehe oben).

Der Packaging Extrakt wird angetaut, sofort mit 5 ul des Vektors vermischt und dann fiir

zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend werden 500 pl SM-Puffer und

20 pl Chloroform beigegeben und gemischt. Es folgt eine zweiminutige Zentrifugation bei

13.000 rpm (Tischzentrifuge, RT). Die fertigen Phagen befinden sich im Uberstand und

werden bei 4°C gelagert.

SM-Puffer

50 ml 1 M Tris-HCI, pH 7,5
5,8 g NaCl

2 g MgS0,4 * 7 H,0

5 ml 2% (w/v) Gelatine

ad 11dH,0



Amplifizierung der primdren cDNA-Bank

Die primdre cDNA-Bank wird in eine sekunddre cDNA-Bank amplifiziert, um eine hohere

Stabilitdt und einen hoheren Phagentiter zu erreichen.

Zur Vorbereitung werden 10 NZY-Agar-Platten auf 37°C vorgewdarmt. Der fllssige NZY-Top-

Agar wird im Wasserbad auf 47°C temperiert.

Je 48 ul der primdren Phagenlosung werden mit 600 pl XL1-Blue MRF’-Gebrauchs-
Bakterienlosung (siehe 3.8.1.) gemischt und fir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann werden
die Suspensionen mit je 7 ml NZY-Top-Agar gemischt und auf den 37°C NZY-Agar-Platten
gleichmaRig verteilt. Nachdem sich der Top-Agar verfestigt hat, werden die Platten tber

Nacht bei 37°C inkubiert.

Um die amplifizierten Phagen zurlickzugewinnen, werden die Platten mit 10 ml SM-Puffer
tiberschichtet, mit Parafilm® abgedichtet und bei 4°C iiber Nacht geschwenkt. Die Phagen
diffundieren in den SM-Puffer, welcher am nachsten Tag in sterile 50 ml Reaktionsgefdlle
abgegossen und gepoolt wird. Die Platten werden nochmals mit 2 ml SM-Puffer gewaschen.
Zur Zell- und Phagenlyse wird die Suspension mit 5% (v/v) Chloroform versetzt, gemischt und
15 Minuten inkubiert. Dann kénnen Zellreste abzentrifugiert werden (10 Minuten, 500 x g,
RT). Der klare Uberstand wird mit 0,3% (v/v) Chloroform und 7% (v/v) DMSO versetzt und

bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Immuno-Screening der cDNA-Bank

Da es sich bei der hier erstellten cDNA-Bank mit dem ZAP Express-Vektor um eine
exprimierende Bank handelt, ist es moglich, die ins Phagengenom integrierten Sequenzen
und ihre Translationsprodukte mit einem geeigneten Antikérper zu screenen. Zur
Identifizierung eines Klons, welcher (Teile der) dHDL-cDNA enthalt, wird zum Screening der

a-dHDL-Antikorper eingesetzt.

600 pl XL1-Blue MRF’-Gebrauchs-Bakterienldsung werden mit 5 x 10* pfu Phagenlésung auf
NZY-Platten (ohne IPTG und X-Gal) ausplattiert (siehe 3.8.) und vier Stunden bei 42°C

inkubiert. AnschlieBend wird eine in 10 mM IPTG getrankte und getrocknete Nitrocellulose-



Membran auf den Agar aufgelegt und die Platten Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Die durch
die Bakterien exprimierten Proteine werden so auf der Membran fixiert und koénnen
anschliefend analog einem Western-Blot (siehe 3.11.15. Western-Blot) analysiert werden.
Um die Membran besser von der Platte abheben zu kdnnen, wird diese mindestens zwei
Stunden bei 4°C abgekiihlt, dann die Orientierung der Membran auf der Platte markiert und

die Membran vorsichtig entfernt.

Vereinzeln von positiven Plagues

Von Plaques, die im Western-Blot positiv mit dem Antikérper reagiert haben, werden
Vereinzelungsausstriche auf frischen Agar-Platten gemacht. Nur Plaques, die vereinzelt

positiv gescreent werden, werden fir die in vivo-Exzision (siehe unten) verwendet.

In vivo-Exzision

Die klonierten cDNA-Fragmente koénnen aus dem ZAP Express-Vektor mit Hilfe der
Helferphagen wieder herausgeschnitten und als pBK-CMV Phagmid-Vektor (siehe Abbildung
15) rezirkularisiert werden. Dabei verwendet man beim XLOLR-Bakterienstamm den ExAssist
interference-resistant-Helferphagen, bei den ({brigen Bakterienstammen den R408

interference-resistant-Helferphagen.
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a ( |
// //
neo/kan

. pBK-CMV

A 4.5 kb

TK pA
pUC or|f

Abbildung 15. Schematische Darstellung des pBK-CMV-Phagmids, welches nach Rezirkularisierung aus dem A-ZAP
Express-Vektor hervorgeht. (aus http://www.genomics.agilent.com/files/Manual/200401.pdf)



Die positiven Plaques werden mit einer sterilen Pipettenspitze aus dem Agar ausgestochen
und in 500 pl SM-Puffer und 20 ul Chloroform uberfiihrt. Das 1,5 ml-ReaktionsgefaR wird
gemischt, so dass die Phagen in den Puffer diffundieren kénnen. Nach zweistiindiger
Inkubation bei Raumtemperatur kann die Phagenldésung bei 4°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert werden.

Vor Gebrauch wird der Titer der Phagenlosung und der Helferphagen bestimmt (siehe 3.8.2.

Bestimmung des Phagentiters).

Von den XLOLR- und den XL1-Blue MRF’-Zellen werden 50 ml-Ubernacht (iiN)-Kulturen in
LB-Medium mit Zusatzen angesetzt (30°C). Dann werden die Zellen abzentrifugiert (1000 x g,
2 min, RT) und die Zell-Pellets in 25 ml 10 mM MgSO, resuspendiert. Die Bakterienldsung

wird dann mit einer 10 mM MgSO4-L6sung auf ODgg = 1 verdiinnt.

Folgender Ansatz wird in einem 14 ml-Falcon® pipettiert:

200 pl XL1-Blue MRF’-Bakterien (siehe oben)
250 pl Phagenldsung (Titer > 1 x 10° Phagenpartikel, Chloroform-frei)
1 pl ExAssist interference-resistant-Helferphagen (> 1 x 10° pfu/ul)

Zum Phagenattachment wird der Ansatz 30 Minuten bei 37°C inkubiert, anschlieBend
werden 3 ml LB-Medium mit Zusatzen zugegeben und weitere drei Stunden bei 37°C und

180 rpm inkubiert.

Um die Zellen und die Phagen zu lysieren und so das pBK-CMV-Phagmid zu gewinnen, wird
der Ansatz 20 Minuten bei 70°C inkubiert; anschlieBend werden die Zellreste durch
15-miniitige Zentrifugation bei 1000 x g pelletiert. Der Uberstand, in dem sich das pBK-CMV-

Phagmid in Form von filamentdsen Phagen befindet, wird dekantiert und bei 4°C gelagert.

Plattieren der Phagen

Zu 200 pl XLOLR-Zellen (ODgyo = 1, siehe oben) werden 100 pl Phagenldsung gegeben und fir
30 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach werden je 300 pl NZY-Medium zugegeben und dieser
Ansatz fir 45 Minuten bei 37°C inkubiert (in dieser Zeit kann sich das Kanamycin-Resistenz-
Genprodukt bilden). Nun werden je 200 ul der Bakterien auf Kanamycin (50 pg/ml)-LB-Agar-

Platten ausgestrichen und die Platten iber Nacht bei 37°C inkubiert.



Plasmidisolierung (,Mini-Prep’)

Um die Plasmide zu gewinnen, wird eine GN-Kultur positiver Klone in (50 mg/ml) Kanamycin-

LB-Medium angelegt.

Die Plasmidisolierung wird mit dem pegGOLD Plasmid Miniprep Kit | (C-Line) der Firma
Peqlab durchgefiihrt. Durch diese Methode erhdlt man hochreine Plasmid-DNA, die man

direkt fir eine Sequenzierung (siehe 3.9.9. Sequenzierung) einsetzen kann.

Die Durchfiihrung erfolgt nach Anleitung des Herstellers (http://www.peqlab.de/wcms/de/p
df/12-6942-00_m.pdf). Eluiert wird die Plasmid-DNA mit 2x 30 pl 70°C DEPC-H,0.



3.10.Bioinformatische Methoden

Eine Auflistung aller verwendeten Datenbanken und Programme fir die bioinformatischen

Analysen findet sind unter 3.3..

3.10.1. Datenbanksuche

BLAsT (Basic local alighment search tool)

Fir Homologiesuchen von Nukleotid- und Aminosdauresequenzen werden die Module

BLASTN, bzw. BLASTP des NcBi-Servers verwendet.

3.10.2. Erstellen von Alignments

Multiple Sequenz-Alignments werden entweder mit dem Programm COBALT sowie dessen
Standardeinstellungen erstellt, oder mit dem Programm CLUSTALX. Die so erstellten
Alignments kdnnen mit dem Programm SeAVIEwW manuell nachbearbeitet werden. Liicken

(Gaps) in den Sequenzen werden als ,-" gekennzeichnet.

3.10.3. Sequenz-Analyse

Ubersetzen

Zur Ubersetzung einer Nukleotidsequenz in die abgeleitete Aminosiuresequenz wird das

Programm TRANSLATE verwendet.

Allgemeine Parameter / GRAVY-Index

Mit Hilfe des Programms PROTPARAM werden die molekulare Masse und der theoretische
isoelektrische Punkt (pl) errechnet. AuBerdem bestimmt PROTPARAM den GRAVY-Index (Kyte
et al., 1982). Mithilfe des GRAVY-Index kann man die Gesamt-Hydrophobizitat eines Proteins
bestimmen (Anteil an hydrophoben Aminosauren). In dieser Arbeit wurde die Sequenz des
B-Glukan-Bindeproteins zudem auch bereichsweise untersucht. Dazu wurde die Sequenz in
20 Teilbereiche a 70 Aminosduren zerlegt und dann analysiert. So kann man besonders
hydrophobe Bereiche innerhalb des Proteins erkennen. Insbesondere die (noch nicht
bekannte) Lipidbindedomane sollte relativ viele hydrophobe Aminosduren enthalten und

somit einen hoheren GRAVY-Index haben. Zum Vergleich wurden andere typische



Lipoproteine, wie humanes ApoE (GenBank-Nr. NP_000032), humanes ApoB (GenBank-Nr.
NP_000375), Locusta migratoria-Lipophorin (GenBank-Nr. CAB51918.2) und Homarus
americanus-Vitellogenin (GenBank-Nr. ABO09863), auf diese Weise untersucht (zum Teil mit
angepassten Teilabschnittslangen). In allen Fallen konnte gezeigt werden, dass die
sogenannten amphipathischen a-Cluster (siehe Abbildung 3), wie sie vorzugsweise in der
Lipidbindedomdne vorkommen, relativ gesehen einen gréReren GRAVY-Index aufweisen
(> -0,2). Diese Methode konnte also erste Hinweise auf die Lokalisation der

Lipidbindedomane geben.

Signalpeptid

Die Identifikation eines Signalpeptids sowie dessen Schnittstelle erfolgt mit dem Programm

SIGNALP.

Schnittstellen

Potentielle Protease-Schnittstellen werden mit dem Programm PePTIDECUTTER gesucht. Da
Furin nicht in PEPTIDECUTTER implementiert ist, werden Furin-Schnittstellen manuell gesucht.
Die Konsensussequenz  der  Schnittstelle  ist  R-X-X-R  (http://www.neb.com
/nebecomm/products/productP8077.asp), bevorzugt wird jedoch bei R-X-K/R-R geschnitten

(Smolenaars et al., 2005).

Glykosylierung

Nach potentiellen O-Glykosylierungsstellen wird mit dem Programm OGPET mit dessen
Standardeinstellungen gesucht. Nach potentiellen N-Glykosylierungsstellen (N-X-S/T) wird
manuell gesucht. Nach potentiellen O-GlcNAcylierungsstellen wird mit dem Programm

YINOYANG mit dessen Standardeinstellungen gesucht.

Motiv- und Domanensuche

Nach konservierten Motiven und Domadnen wird mit dem Programm CONSERVED DOMAINS
gesucht. AuRerdem werden RGD-Zelladhdsionsmotive (D’Souza et al., 1991) und putative

Glukanase-Regionen (Romo-Figueroa et al., 2004) manuell gesucht.



3.10.4. Phylogenetische Sequenzanalysen

Homologe und adhnliche Sequenzen kénnen durch die Berechnung von phylogenetischen
Stammbadumen analysiert werden. Um die Verwandtschaftsverhadltnisse sowohl zwischen
den Proteinfamilien BGBP, LGBP, CP und VTG als auch innerhalb dieser Familien zu klaren,
aber auch, um mehr Klarheit in die zum Teil verwirrende Nomenklatur der B-Glukan-
bindenden Proteine BGBP und LGBP zu bringen (siehe Einleitung), wird ein phylogenetischer
Stammbaum von reprasentativen Vertretern dieser Familien erstellt. Dabei soll auch gezeigt
werden, ob es sich bei dem in dieser Arbeit sequenzierten Protein Astacus leptodactylus-
BGBP auch tatsachlich um ein B-Glukan-Bindeprotein handelt. Eine Besonderheit stellt das
Vitellogenin von Daphnia dar, welches zusatzlich die Funktion einer Superoxid-Dismutase hat

(Kato et al., 2004). Dessen Einordnung in den Stammbaum ist noch unklar.

Fir die Stammbaumerstellung werden ausschlieRlich Crustaceen-Proteine berticksichtigt;
lediglich als AuRengruppe wird die Lipophorin-Sequenz der Wanderheuschrecke mit

eingefiigt. Eine Ubersicht tber die verwendeten Sequenzen findet sich in Tabelle 4.



Tabelle 4. Ubersicht iiber die in der Stammbaumberechnung verwendeten Aminosiure-Sequenzen. Die Sequenzen
wurden bei NcBl heruntergeladen; entsprechende Zugriffsnummern sind aufgelistet. Hom_ga_LGBP und Pen_mo_LGBP sind
in der Datenbank félschlicherweise als BGBP ausgewiesen, deshalb die Doppelbezeichnung in der Kategorie ,Proteinfamilie’.
Sind Sequenzen noch nicht publiziert, wird der Autor und das Datum des GenBank-Eintrags unter ,Quelle’ angegeben. Auf

,et al’ wird aus Platzgrinden verzichtet. (AS: Aminosduren, BGBP: HDL / f-1,3-Glukan-Bindeprotein, LGBP:
Lipopolysaccharid- / B-Glukan-Bindeprotein, CP: Clotting-Protein, VTG: Vitellogenin)
Verwendete | Zugriffsnummer . - . Anzahl
Proteinfamilie Spezies Il
Abkiirzung (GenBank) . pezie AS Quelle
Ast_le_BGBP CAX65684 BGBP Astacus leptodactylus 1353 diese Arbeit
Pac_le_BGBP Q26048 BGBP Pacifastacus leniusculus 1339 Cerenius, 1994
R -Fi
Lit_va_BGBP AA092933 BGBP Litopenaeus vannamei 1454 omozolgzeroa,
Mar_ja_BGBP AAT46565 BGBP Marsupenaeus japonicus 205 Pan, 2005
GenBank (Lai,
Fen_ch_BGBP ADW10720 BGBP Fenneropenaeus chinensis 2021 2;;1)( al
Pen_mo_VTG ABB89953 VTG Penaeus monodon 2584 Tiu, 2006
Lit_va_VTG AAP76571 VTG Litopenaeus vannamei 2587 Raviv, 2006
Che_qu_VTG AAG17936 VTG Cherax quadricarinatus 2584 Abdu, 2002
Pan_hy VTG BAD11098 VTG Pandalus hypsinotus 2534 Tsutsui, 2004
GenBank (Hui
Hom_am_VTG ABO09863 VTG Homarus gammarus 2583 en 2327)( ub
Cal_sa_VTG ABC41925 VTG Callinectes sapidus 2563 Zmora, 2007
GenBank (Y
Por_tr_VTG AAX94762 VTG Portunus trituberculatus 2560 en 2a On 0 6() ang,
Mar_ja_VTG BAB01568 VTG Marsupenaeus japonicus 2587 Tsutsui, 2000
Mac_ro_VTG BAB69831 VTG Macrobrachium rosenbergii 2537 Yang, 2000
Colb
Dap_pu_VTG EFX76379 VTG Daphnia pulex 1627 © Zg;;ne,
Pac_le_CP AAD16454 CcpP Pacifastacus leniusculus 1721 Hall, 1999
Mar_ja_CP ABK59925 CP Marsupenaeus japonicus 1671 Cheng, 2008
Pen_mo_CP AAF19002 CcpP Penaeus monodon 1670 Yeh, 1999
Lit_va_CP ABI95361 CP Litopenaeus vannamei 1666 Cheng, 2007
Pac_le_LGBP CAB65353 LGBP Pacifastacus leniusculus 361 Lee, 2000
Hom_ga LGBP CAE47485 (BGBP) LGBP Homarus gammarus 367 Hauton, 2005
Art_si_LGBP ADK23914 LGBP Artemia sinica 356 Zheng, 2011
Colb
Dap_pu_LGBP EFX72306 LGBP Daphnia pulex 351 © Zg;;ne,
GenBank
Pen_mo_LGBP AAM21213 (BGBP) LGBP Penaeus monodon 366 (Sritunyaluck-
sana, 2002)
Lit_va_LGBP ABU92557 LGBP Litopenaeus vannamei 367 Cheng, 2005
GenBank (D
Pro_cl_LGBP ACR20474 LGBP Procambarus clarkii 369 en ;809() Oone,
Eri_si_LGBP ACR56716 LGBP Eriocheir sinensis 362 Zhao, 2009
GenBank (Ji
Por_tr _LGBP ADK77876 LGBP Portumus trituberculatus 365 enzg;n( "
GenBank (Xi
Fen_ch_LGBP AAX63902 LGBP Fenneropenaeus chinensis 366 en ;goi) 1ang,
. . . . . GenBank
Loc_mi_Lph CAB51918 Lipophorin Locusta migratoria 3380

(Bogerd, 2007)




Zuerst wird ein Aminosdure-Alignment der zu vergleichenden Sequenzen erstellt (siehe

oben: Erstellen von Alignments). Das Alignment wird im Nexus-Format (.nxs) abgespeichert.

Als nachstes wird das optimale Evolutionsmodell fiir das Alignment bestimmt. Dazu wird das
Programm PRoOTTEST verwendet, welches die folgenden moglichen Modelle /
Substitutionsmatrizen testet: JTT, MtREV, Dayhoff, WAG, RtREV, CpREV, Blosum62 und VT.
AulRerdem kann man die Zusatzeinstellungen +| (invariable sites), +G (Gamma-Verteilung),
+1+G und +F (empirical base frequencies) testen lassen (Reeves, 1992, Yang, 1993, Cao et al.,
1994). Das hier getestete Alignment mit den obigen Sequenzen (Tabelle 4) wird durch das
JTT+G+F-Modell am Zutreffendsten beschrieben. Als das Beste in MRBAYES implementierte
Modell wird Wag+G+F angegeben, welches auch fir die nachfolgende Berechnung

verwendet wird.

Das Alignment wird im Nexus-Format (.nxs) im selben Verzeichnis wie das Programm
MRBAYES abgespeichert und soll folgendermalien aussehen:

#NEXUS

BEGIN DATA;

Dimensions ntax= nchar=
Format interleave=yes datatype=PROTEIN gap=-;

matrix

:end;
Die Stammbdume werden mit dem Konsolen-Programm MRBAYES berechnet. Dieses
Programm berechnet die ,Bayesian Interference of phylogeny’ nach Larget et al. (1999). Um
die posteriore Wahrscheinlichkeit der Baume anzunahern, verwendet MRBAYES Markov chain
Monte Carlo (MCMC)-Berechnungen (Geyer et al., 1991). Der Stammbaumerstellung liegt als
parametrisches Schatzverfahren die Maximum Likelihood-Methode zu Grunde (Tuffley et al.,
1997). Die posterior probabilty ist die Wahrscheinlichkeit, nach der die getroffene Annahme

unter Berlicksichtigung des angewandten Modells richtig ist.

Nach dem Starten des Programms im Terminal werden die Daten durch den Befehl

execute .nxs



eingelesen. Nun werden folgende Einstellungen vorgenommen:

prset aamodelpr=fixed(Wag);
Iset nst=6 rates=gamma;
mcmc ngen=100000 printfreq=100 samplefreq=5 nchains=4 savebrlens=yes;

Mit dem Befehl prset wird die prior probability festgelegt, indem man die Parameter fir das
zu verwendende Evolutionsmodell eingibt. Bei allen Bayes-Analysen muss man bereits vor
dem Start der Daten-Berechnungen Annahmen treffen, wie zum Beispiel der Austausch von
Aminosdauren gewertet wird. In MRBAYEs sind fiir Aminosdure-Sequenz-Rechnungen elf
Evolutionsmodelle/-matrizen implementiert (Poisson, Jones, Dayhoff, Mtrev, Mtmam, Wag,
Rtrev, Cprev, Vt, Blosum, Equalin und GTR). Man kann sich entweder fiir eines der Modelle
entscheiden (fixed( )), oder man wahlt den Befehl ,mixed’. In diesem Fall testet die
Markov-Kette die ersten zehn Modelle auf ihre Wahrscheinlichkeiten und gibt das jeweils

verwendete Modell an. In dieser Arbeit wurde das fixe Modell Wag als Annahme festgelegt.

Mit dem Befehl Iset legt man die Parameter des zu verwendenden Substitutionsmodells fest.
Mit nst bestimmt man die Anzahl an Substitutions-Moglichkeiten; nst=6 erlaubt allen Raten
unterschiedlich zu sein. AuBerdem nimmt man eine Gamma-Verteilung der Raten-

Variations-Seiten an (Yang, 1993).

MCMC startet die Markov Ketten Monte Carlo-Berechnung. Dabei beschreibt ngen die
Anzahl an Zyklen des MCMC-Algorithmus (in dieser Arbeit wird mit 200.000 Zyklen gestartet,
die Anzahl kann allerdings spater nach oben korrigiert werden). Nach je 100 Zyklen werden
diese auf dem Bildschirm angezeigt (printfreq). Nur jeder fiinfte Rechenzyklus geht in die
spatere Phylogenie mit ein (samplefreq). Wahlt man den Befehl nchains=4 andert man den
MCMC-Algorithmus in einen MCMCMC (Metropolis coupled Markov chain Monte Carlo)-
Algorithmus mit drei heiRen und einer kalten Kette um. savebrlens speichert die Langen der

einzelnen Aste des Stammbaums.

Das Programm startet automatisch mit der Rechnung. Nach 200.000 Zyklen fragt das
Programm, ob es die Analyse weiterfihren soll. Ist die Standardabweichung der split
frequencies < 0,01, so kann man die Rechnung beenden. Wenn die Standardabweichung der
split frequencies > 0,01 ist, sollte man solange weiterrechnen, bis sie unter 0,01 fallt. Nach

Beendigung der Rechnungen gibt man



sump burnin=< >

ein. Das Programm speichert und zeigt nun eine Tabelle der Parameter des
Substitutionsmodells (mean, mode und 95% credibility intervall) an. Die Werte sollten alle
nahe 1 sein, ansonsten muss man die Analyse mit mehr Generationen rechnen. Um die
Stammbadume zusammen zu fassen, gibt man

sumt burnin=< >

ein. Die Stammbdume werden nun als .con-Datei gespeichert und kénnen mit dem

Programm SeAVIEW visualisiert werden.



3.11.Proteinbiochemische Methoden
3.11.1. Entnahme der Himolymphe

Zum Betduben werden die Tiere (Astacus leptodactylus) ca. zehn Minuten auf Eis gelegt.
AnschlieBend werden die Tiere mit einer Kaniile zwischen Carapax und Pleon punktiert und
die Hamolymphe in einem sterilem Reaktionsgefald mit vorgelegtem 2x-Krebsringer auf Eis

gesammelt.

Zum Entfernen von Zellen und Zelltrimmern wird die Hamolymphe zweimal wie folgt

zentrifugiert:

1. 1 Minute, 1000 x g, 4°C;
2. 10 Minuten, 4500 x g, 4°C.

Der Uberstand wird entweder direkt weiterverwendet (siehe 3.11.3. Dichtegradienten-

Ultrazentrifugation) oder bei -20°C gelagert.

3.11.2. Gewinnung von Hamozyten

Die Hamozyten befinden sich im Pellet, nachdem die Hdmolymphe eine Minute bei 1000 x g
zentrifugiert wurde (siehe 3.11.1.), und koénnen vorsichtig in frischem Krebsringer

resuspendiert werden.

3.11.3. Dichtegradienten-Ultrazentrifugation

Da Lipoproteine aufgrund ihres Lipidgehalts eine geringere Dichte haben als andere
Proteine, kann man sie mittels einer Dichtegradienten-Ultrazentrifugation von den ubrigen

Proteinen einer Proteinldsung trennen.

Isolierung in Kaliumbromid (KBr)

In das Zentrifugenglas werden 1,7 ml KBr-Lésung (in PBS, p = 1,35 g/ml) pipettiert. Dann
werden vorsichtig 1,7 ml Hdmolymph-Lésung dariiber geschichtet. Die Zentrifugation erfolgt
in der Beckman-Ultrazentrifuge mit folgenden Einstellungen: 4°C, 411.000 x g, 3 h, TLA-110-
Rotor, Beschleunigungsstufe 2, Bremsstufe 9. Wahrend dem Zentrifugationslauf bildet das
Kaliumbromid einen kontinuierlichen Dichtegradienten, in den sich die Proteine gemald ihrer
Schwebdichte einordnen. Die entstandenen Lipoprotein-Banden kénnen anschliefend mit

einer 1 ml-Spritze mit Kaniile abgenommen und dialysiert (siehe 3.11.5. Dialyse) werden.



3.11.4. Membranprotein-lsolierung

Um die Lipoprotein-Rezeptoren zu gewinnen, wird eine Gesamt-Membranprdparation von

Astacus leptodactylus-Geweben hergestellt.

Membranprotein-Isolierung aus Himocyten

Das, wie unter 3.11.2. beschrieben, gewonnene Hamocyten-Pellet wird in HEPES-Puffer
aufgenommen und durch dreimalig durchgefiihrte Ultrabeschallung (Ultraschallstab, je
30 Sekunden, dazwischen 30 Sekunden auf Eis) homogenisiert. Die weitere Behandlung

erfolgt analog dem Vorgehen der ,Membranprotein-Isolierung aus Geweben’ (siehe unten).

Membranprotein-lsolierung aus Geweben

Gewebe werden aus einem frisch getoteten Krebs (siehe 3.9.1.) entnommen und mit Hilfe
eines ULTRA-TURRAX® in HEPES-Puffer homogenisiert. Die Zellen werden dann mit dem
Ultraschallstab aufgebrochen (dreimal 30 Sekunden, dazwischen 30 Sekunden auf Eis). Das
Homogenat wird bei 4°C und 100.000 x g 60 Minuten zentrifugiert. Das Pellet, in dem sich
die Membranbruchstiicke befinden, wird in HEPES-Puffer inkl. 40 mM Octylglucopyranosid
resuspendiert und 2 h auf Eis unter leichtem Rihren inkubiert. Um die Membranproteine in
Octylglucopyranosid-Mizellen zu solubilisieren, wird die Losung erneut dreimal 30 Sekunden
mit dem Ultraschallstab behandelt. Die Membranbruchstiicke werden durch einstiindiges
Zentrifugieren (100.000 x g, 4°C) pelletiert; die Membranproteine befinden sich im
Uberstand und kénnen bei Bedarf mit Amicon®-Zentrifugenfiltern aufkonzentriert werden

(3.11.7.). Die Proteinlosung wird auf 0,1% (w/v) NaNs gebracht und bei 4°C gelagert.

3.11.5. Dialyse

Zum Entsalzen der Proteinlosung wird eine Dialyse durchgefiihrt. Dazu wird die
Proteinldsung in einen ausgekochten Dialyseschlauch gefiillt, dieser verschlossen und Uber
Nacht bei 4°C gegen 2x 1 | Dialysepuffer dialysiert. Nach einer Stunde erfolgt ein
Pufferwechsel. Die dialysierten Proteine werden mit 0,1% (w/v) Natriumazid versetzt und bei

4°C gelagert.



3.11.6. BCA-Assay

(nach Smith et al. 1985)

Der BCA-Test zur Proteinbestimmung beruht auf dem Prinzip der Komplexbildung von
Proteinen mit Kupfer in alkalischer Losung (Biuret-Reaktion). Die Cu**-lonen werden dabei zu
Cu*-lonen reduziert und bilden zusammen mit dem Cu'-spezifischen Metallchelator
Bicinchoninsdure einen violettfarbigen Komplex. Die Extinktion dieses Komplexes bei 550 nm

ist proportional zur eingesetzten Proteinmenge.

BCA-L6sung A BCA-L6sung B
2% (w/v) Na,CO3 1% (w/v) BCA
0,16% (w/v) Na-Tartrat in BCA-Losung A

0,4% (w/v) NaOH
0,95% (w/v) NaHCOs

BCA-LOsung C Gebrauchsreagenz
4% (w/v) CuSO4 * 5 H,0 50 Teile BCA-LOsung B

1 Teil BCA-L6sung C

Die BSA-Standardreihe (0, 2, 4, 6, 8 und 10 ug BSA, mit dH,0 auf 10 pl auffillen) und die
Proben (x ul Probe ad 10 pl dH,0) werden im Dreifachansatz in eine 96-Well-Mikrotiterplatte
pipettiert. Es werden je Well 200 pl Gebrauchsreagenz zugegeben. Nach 30-minitiger
Inkubation bei 60°C werden die Extinktionen im Mikrotiterplatten-Photometer bestimmt.
Anhand einer aus den Standardwerten erstellten Eichgerade kann man die

Proteinkonzentration der Proben errechnen.

3.11.7. Konzentrieren von Proteinlésungen

Es wurden verschiedene Methoden zur Proteinkonzentrierung angewandt. Je nach weiterem
Verwendungszweck der Probe ist es wichtig, die Puffermolaritdt nicht zu andern (Amicon-
Filter), die Probe mit oder ohne Salze einzutrocknen (SpeedVac und Gefriertrocknung, bzw.

Acetonfallung), oder die Losung inkl. der Salze zu konzentrieren (SpeedVac).



SpeedVac

(nach Pohl, 1990)

Im Vakuum kochen wassrige Proteinlésungen schon bei Raumtemperatur. Bei gleichzeitigem
Zentrifugieren verdampft das Wasser im Vakuum. Bei dieser Methode konzentriert man

jedoch nicht nur die Proteine, sondern auch die Puffersalze; je nach Puffer oder Anwendung

kann das problematisch sein.

Zentrifugation mit Amicon®-Zentrifugenfiltern

Mithilfe von Amicon® Ultra-0.5-Zentrifugenfiltern (Millipore) kann man Proteinldsungen
reinigen, aufkonzentrieren, entsalzen oder einen Pufferwechsel durchfiihren. In ein 2 ml-
ReaktionsgefdaR wird ein Zentrifugenfilter mit einer Membran (AusschlussgroRe 30 kDa)
eingesetzt. Die Proteinldésung wird auf den Filter gegeben und alle Molekiile, die kleiner als
die AusschlussgroBe sind, werden durch die Membran zentrifugiert. Nur die Proteine,
welche grolRer als das Ausschlussvolumen sind, verbleiben im Reservoir tGiber dem Filter und

kénnen in einer geeigneten Menge Puffer entnommen werden.

Die Durchfuhrung erfolgt nach Anleitung des Herstellers (http://www.millipore.com/
userguides.nsf/a73664f9f981af8c852569b9005b4eee/859e4d359e35eddd852575b7005e90
a6/SFILE/PR02725.pdf).

Acetonfillung

(nach Englard et al., 1990)

Die Proteinlésung wird im Verhéltnis 1:1 mit eiskaltem Aceton (-20°C) auf Eis gemischt und
Uber Nacht bei -20°C gefallt. Dann wird das Gemisch fiir 20 Minuten bei 13.000 rpm (Sorvall,
HB-4) und 0°C zentrifugiert. Der Uberstand wird méglichst vollstindig entfernt. AnschlieRend
wird das Pellet im Abzug getrocknet. Um die Effizienz zu testen werden Doppelansdtze
durchgefiihrt und eine der beiden Proben in einem bestimmten Volumen PBS geldst und
einer Proteinbestimmung unterzogen. Die errechnete Proteinausbeute der Acetonfillung

liegt demnach zwischen 90 und 95%.



3.11.8. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

(nach Laemmli, 1970)

Die SDS-PAGE ist eine Methode zur Trennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht.
Dies geschieht, indem die Proteine proportional zu ihrem Molekulargewicht durch SDS mit
negativer Ladung beladen werden. Im elektrischen Feld wandern sie durch den ,Siebeffekt’
der Acrylamid-Matrix entsprechend ihrem Stokes-Radius und somit ihrem Molekulargewicht.

Die Proteine werden evtl. zuvor mit DTT denaturiert und zerfallen so in ihre Untereinheiten.

Trenngelpuffer Trenngelpuffer (mit Glycerin) Sammelgelpuffer
1,5 M Tris-HCI 1,5 M Tris-HCI 0,5 M Tris-HCI
0,4% (w/v) SDS 0,4% (w/v) SDS 0,4% (w/v) SDS
pH 8,8 in 50% (v/v) Glycerin pH 6,8
pH 8,8
APS-LOsung Laufpuffer
10% (w/v) APS 25 mM Tris-HCl
in dH,0 192 mM Glycin
0,02% (w/v) SDS
pH 8,3
2x Probenpuffer 5x Probenpuffer
125 mM Tris-HCI 313 mM Tris-HCI
2 mM Na,-EDTA 5 mM Na,-EDTA
20% (v/v) Glycerin 50% (v/v) Glycerin
4% (w/v) SDS 1% (w/v) SDS
0,04% (w/v) BBP 0,1% (w/v) BBP
0,1 M DTT 0,25 M DTT
pH 6,8 pH 6,8

Es kommen lineare Gele (10%, bzw. 12%) und Gradientengele (3,5-15%) zum Einsatz.

Herstellen von linearen Gelen

Die Zusammensetzungen der linearen Gele sind in Tabelle 5 zu ersehen. Die Reagenzien
werden alle (bis auf die APS-Losung und TEMED) in ein 14 ml-Réhrchen pipettiert und
gemischt. Zuletzt werden die Radikalinitiatoren, bzw. -katalysatoren APS und TEMED
zugegeben. Nun wird das Gel zligig zwischen zwei Glasplatten gegossen und mit einer

60%-igen (v/v) Isopropanol-Lésung Uberschichtet.



Tabelle 5. Zusammensetzung von linearen SDS-Gelen (10%, bzw. 12%).

Reagenz Trenngel (10%) | Trenngel (12%) Sammelgel
(3.5%)
Rotiphorese® Gel 1333 i 1600 i 233 l
A
: ®
Rotlpho;ese Gel 533 ul 640 pl 41l
Trenngelpuffer 1000 pl 1000 pl -
Sammelgelpuffer - - 500 pl
dH,0 1111 pl 737 ul 1225 pl
APS-L6sung 20 ul 20 ul 10 pl
TEMED 3l 3l 2,5 pl

Nach dem Aushdrten des Trenngels wird die Isopropanol-Losung abgegossen und die
Geloberflache mit dH,0 gewaschen. Dann wird die Sammelgel-Losung (Ansatz analog dem

Trenngel-Ansatz) auf das Trenngel gegossen und der 10-Taschen-Kamm eingesteckt.

Herstellen von Gradientengelen

Tabelle 6. Zusammensetzung von 3,5-15%-igen-SDS-Gradientengelen.

Reagenz Trenngel (3,5%) | Trenngel (15%) Sammelgel
(3.5%)
: ®
R°t'l°h°';fse Gel 228 ul 985 ul 233 ul
Rotipho;ese® Gel 40 pl 173 ul 41l
Trenngelpuffer ) 488 )
(mit Glvcerin)
Trenngelpuffer 488 pl - -
Sammelgelpuffer - - 500 pl
dH,0 1195 pl 305 pl 1225 pl
APS-L6sung 10 ul 10 pl 10 pl

TEMED 1,5 pl 1,5 pl 2,5l




Tabelle 6 zeigt die Zusammensetzung der 3,5-15%-igen-Gradientengele. Der Gradient wird
mit Hilfe eines Gradientenmischers (Anfertigung der Feinmechanischen Werkstatt des
Instituts flr Zoologie, Universitdt Mainz) hergestellt. Der Gradientenmischer besteht aus
zwei Kammern (Volumen je ca. 2 ml), welche (iber einen mit einer Schraube verschlieBbaren
Kanal miteinander verbunden sind. Die hintere Kammer ist tber einen Schlauch an eine
Pumpe angeschlossen. Man pipettiert nun die Reagenzien fiir die 15%-ige Acrylamid-Lésung
in die hintere Kammer und die Reagenzien fir die 3,5%-ige Acrylamid-Losung in die vordere
Kammer. Nach Zugabe von APS-Losung und TEMED wird die Schraube zwischen den beiden
Kammern geo6ffnet und die Pumpe eingeschaltet. Durch den Schlauch fliet nun die
Acrylamid-Lésung mit absteigender Prozentigkeit zwischen die zwei Glasplatten der
Elektrophorese-Apparatur. Das weitere Vorgehen ist analog der Herstellung von linearen

Gelen.

Gellauf

Die gelgefiillten Glasplatten werden in die Laufkammer eingesetzt und diese mit Laufpuffer
aufgefllt. Nach vorsichtigem Entfernen des Kammes kdnnen die Taschen mit maximal 17 pl
Probenlosung inkl. Probenpuffer beladen werden. Die Gele laufen je nach Prozentigkeit

zwischen 30 und 60 Minuten bei 200 V.

Fixieren und Farben

Zum Fixieren und Anfarben der Proteine wird das Gel fir eine Stunde in Coomassie-
Farbelosung eingelegt und geschiittelt. Danach wird die Farbeldsung abgegossen und der
Hintergrund mit Coomassie-Entfarbelésung entfarbt. Die Entfarbelésung wird so haufig
gewechselt, bis sie farblos bleibt. Nach Entfarben der Gele werden diese auf dem Leuchttisch

photographiert und dokumentiert.

Coomassie-Farbeldsung Coomassie-Entfarbelosung
1,1 g Coomassie R 20% (v/v) Isopropanol
210 ml dH,0 7,5% (v/v) Essigsaure

200 ml Isopropanol
20 ml Essigsaure



3.11.9. Blue native-PAGE (BN-PAGE)

(verandert nach Schagger et al., 1994)

Die 3,5-15%-igen-Gele werden analog den SDS-Gradientengelen (siehe Tabelle 6) hergestellt,
allerdings mit dem Unterschied, dass statt Trenn- und Sammelgelpuffer der SDS-freie
BN-PAGE-4x-Gelpuffer verwendet wird. Je 4 pg jeder Probe werden vor Auftrag im

Verhaltnis 1:1 mit 2x-BN-PAGE-Probenpuffer vermischt und nicht gekocht.

2x-BN-PAGE-Probenpuffer BN-PAGE-4x-Gelpuffer
1 M Norleucin 2 M Norleucin
100 mM Bis-Tris-HCI 200 mM Bis-Tris-HCI
0,06% (w/v) CBB G250 pH 7,0
in 50% (v/v) Glycerin
pH 7,0
Anodenpuffer Kathodenpuffer
50 mM Bis-Tris-HClI 50 mM Tricin
pH 7,0 15 mM Bis-Tris-HCI
0,01% CBB G250
pH 7,0

Als Molekulargewichtsstandards werden die Proteine Ferritin-Dimer (900 kDa), Tyroglobulin

(670 kDa) und Catalase (240 kDa) eingesetzt.

Der Gellauf findet fur vier Stunden bei 500 V und 4°C statt.

3.11.10. Gelfiltration

Bei der Gelfiltration werden Proteine anhand ihrer GroRe aufgetrennt (GroRenausschluss-
Chromatographie). Dies erreicht man durch ein pordses Saulenbett, wobei die Poren einen
bestimmten Durchmesser haben und deshalb nur Proteine, welche einen kleineren
Durchmesser haben, in die Poren der Matrix eindringen kdnnen. Proteine, die zu grol} fir die
Poren sind, gelangen ohne Umweg durch das Sdulenbett und eluieren zuerst. Kleinere
Proteine hingegen nehmen den Umweg durch die Poren und eluieren spater. So erfolgt eine
GroRenauftrennung der Proteine eines Gemischs mit abnehmender GroRe, was bei

globuldren Proteinen mit ihrem Molekulargewicht korreliert.

Zur Aufreinigung der Lipoproteine wird eine HemaBio-Saule eingesetzt. Als Standardproteine

zur  Molekulargewichtsbestimmung dienen Nereis virens-Hamoglobin (3500 kDa),



Tyroglobulin (669 kDa), Ferritin (440 kDa), Aldolase (158 kDa), BSA-Dimer (134 kDa), DNase |
(31 kDa) und Lysozym (14,3 kDa).

Laufpuffer (vakuum-filtriert)

50 mM NaH2PO4

150 mM NaCl

1 mM Na,-EDTA

pH 7,4

Die Flussrate der Saule wird auf 0,3 ml/min eingestellt, die Extinktion wird bei 280 nm

gemessen.

3.11.11. Gefriertrocknung

(nach Pohl, 1990)

Bei der Gefriertrocknung wird das Wasser aus einer gefrorenen Proteinlésung durch
Sublimation im Vakuum entfernt. Die Proben werden in 2 ml-Reaktionsgefadfien eingefroren
und anschlieBend mit gedffnetem Deckel in die Gefriertrocknungsanlage eingestellt. Die
Gefriertrocknung lauft Gber Nacht. Am nachsten Tag werden die Probengefdle entnommen

und direkt verschlossen.

3.11.12. Herstellung von primaren Antikorpern

Gegen die beiden Lipoproteine dHDL und BGBP werden Antikoérper hergestellt. Dazu werden
die Proteine durch Gelfiltration (3.11.10.) gereinigt und anschlieBend gefriergetrocknet
(3.11.7.). Die gereinigten Proteine werden zu der Firma Pineda Antikorper-Service (Berlin)
zur Immunisierung von Kaninchen geschickt. Nach dem 75. Immunisierungstag werden die
Tiere ausgeblutet und die Seren gewonnen. Die von Pineda zugesandten Antikérper- und
Prdimmunseren werden per Dot-Blot (3.11.14.) auf ihre Spezifitdt und optimale

Arbeitsverdiinnung hin Gberpruft. Als Spezifitatskontrolle dient BSA.

3.11.13. Co-Immunprazipitation (IP)

IP-Puffer

40 mM Tris

10 mM Na,-EDTA

0,2% (w/v) BSA

1% (w/v) Na-Desoxycholat
1% (v/v) Triton X-100



Antigene kdnnen durch Immunprazipitation zusammen mit ihrem Antikérper aus Lésungen
ausgefallt werden. Dazu mischt man die Proteinlosung oder die Hdmolymphe im Verhaltnis
1:1 mit IP-Puffer und gibt zu 400 pl dieses Gemisches je 60 ul Antikdrper-Serum. Nach
Inkubation Gber Nacht bei 4°C werden die Antigen-Antikdrper-Komplexe 15 Minuten bei
13.000 rpm (Tischzentrifuge, 4°C) abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das
Pellet in PBS resuspendiert, um dann auf ein SDS-Gel aufgetragen zu werden. Der Nachweis
des prazipitierten Antigens erfolgt durch einen anschlieRenden Western-Blot (siehe

3.11.15.).

In dieser Arbeit werden die Antigene aus Astacus leptodactylus- und Astacus astacus-

Hamolymphe mit dem a-dHDL-Antikorper gefallt.

3.11.14. Dot-Blot

Der Dot-Blot erméglicht einen schnellen Nachweis von Antigenen in einer Proteinlésung. Mit
diesem Verfahren kann man zum Beispiel die Spezifitdit und Arbeitsverdiinnung von
Antikorpern austesten, oder eine Probe auf das Vorhandensein von Antigenen testen, wenn

das Molekulargewicht des Antigens dabei nicht interessiert.

Proteinlésungen werden auf einen Streifen Nitrocellulose-Membran aufgetropft und
getrocknet. Die Tropfenflache wird dabei moglichst klein gehalten; es wird immer je 1 pl
aufgetropft und erst nach dessen Trocknen der nachste Tropfen aufgetragen. Befinden sich
die Proteine auf der Membran, wird diese wie eine normale Western-Blot-Membran

behandelt und entwickelt (siehe 3.11.15.).

3.11.15. Western-Blot

Durch das Western-Blot-Verfahren werden Proteine aus SDS-Gelen elektropheretisch auf
eine Membran Ubertragen, wo sie kovalent binden. Auf der Membran kdnnen bestimmte
Proteine dann mit einem Antikérper spezifisch nachgewiesen werden. Unterschieden
werden zwei Methoden des Western-Blots; der sogenannte Wet-Blot, bei dem der
elektrophoretische Ubertrag in einem Pufferreservoir stattfindet, und der Semidry-Blot, bei

dem die Filterpapiere zuvor in Puffer getrankt werden.



Wet-Blot

(nach Bolt et al., 1997)

Wet-Blot-Puffer

40 mM Tris-HAc
20 mM Na-Acetat
2 mM Na,EDTA
0,05% (w/v) SDS
20% (v/v) MeOH

Die Schichtung der einzelnen Lagen in der Wet-Blot-Apparatur ist Folgende:

(oben)
Rahmen
- Kathode -
Rahmen
2 puffernasse Schwamme
2x puffernasses Filterpapier
SDS-Gel
Nitrocellulose-Membran
2x puffernasses Filterpapier
2 puffernasse Schwamme
Rahmen
+ Anode +
Rahmen
(unten)

Die Wet-Blot-Apparatur wird mit Wet-Blot-Puffer vollstandig aufgefillt und im Kihlraum bei
4°Cund 10 V fur drei Stunden geblottet.

Semidry-Blot

(nach Kyhse-Andersen, 1984)

Blotpuffer | Blotpuffer I Blotpuffer Il

25 mM Tris-HCl 0,3 M Tris-HClI 25 mM Tris-HCl
20% (v/v) MeOh 20% (v/v) MeOH 40 mM Norleucin
pH 10,4 pH 10,4 pH 9,4

Die Whatman-Filterpapiere sowie das Gel und die Nitrocellulose-Membran werden in den

entsprechenden Blotpuffern (siehe oben) inkubiert.



Ubersicht (iber die Schichtung der einzelnen Lagen fiir den Semidry-Blot:

(oben)
- Kathode -
9x Filterpapier (Blotpuffer IIl)
SDS-Gel (Blotpuffer Ill)
Nitrocellulose-Membran (Blotpuffer I)
4x Filterpapier (Blotpuffer 1)
7x Filterpapier (Blotpuffer )
+ Anode +
(unten)

Die Elektrophorese erfolgt Gber 90 Minuten bei 45 mA/Gel.

Ponceau-S-Farbung

Nach erfolgtem elektrophoretischen Ubertrag der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran
wird die Membran mit dem roten Azofarbstoff Ponceau-S reversibel angefarbt. Dies dient
zum Einen der Kontrolle des Protein-Ubertrags und zum Anderen der Visualisierung der
Markerbanden, welche in der nachfolgenden Immunodetektion nicht erkannt werden. Die
Membran wird fir 20 Minuten in die Ponceau-S-Losung gelegt; anschlieBend wird sie mit
dH,O gewaschen, bis der Hintergrund verschwindet, die Banden aber noch deutlich zu

erkennen sind. Die Markerbanden werden dann mit einem weichen Bleistift nachgezeichnet.

Ponceau-5-Lésung

0,2% (w/v) Ponceau-S

3% (v/v) Trichloressigsaure
3% (v/v) Schwefelsalicylsaure

Blockieren der freien Bindungsstellen

Freie Bindestellen auf der Nitrocellulose-Membran werden mit Blockierungspuffer Il (siehe
3.7. Puffer- / Losungen) abgesattigt. Die Inkubation erfolgt entweder eine Stunde bei

Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 4°C.

Immunodetektion

Nach zweimaligem Waschen der Membran mit PBT erfolgt die Inkubation mit der primaren
Antikorper-Losung (siehe 3.6. Antikorper; Inkubation: 1 h, RT oder N, 4°C). Nun wird die

Membran fiinfmal je finf Minuten mit PBT gewaschen und anschlieBend mit dem



sekundaren Antikorper inkubiert (siehe 3.6. Antikorper; Inkubation: 1 h, RT oder N, 4°C). Es

folgen je zwei Waschschritte in PBT, drei in PBS und einer in dH,0 (je 5 Minuten).

Entwickeln der Membranen

(nach Blake et al., 1984)

Zum Entwickeln der Membranen werden diese zuerst eine Minute in Aquilibrierungslésung
inkubiert. Dazu werden 150 pl BCIP-Lésung und 200 pl NBT-Losung pipettiert. Die
Farbreaktion dauert zwischen 5 und 60 Minuten und wird abgestoppt, indem die
Membranen in dH,O gelegt werden. Nun koénnen die Membranen getrocknet und

eingescannt werden.

Aquilibrierungslésung BCIP-L6sung NBT-L6sung

100 mM Tris-HCI 2% (w/v) BCIP 3% (w/v) NBT
100 mM NacCl (p-Toluidin-Salz) in 75% (v/v) DMF
50 mM MgCl, in DMF

pH9

3.11.16. Ligandenblot

(verédndert nach Daniel et al., 1983)

Der Ligandenblot, auch Far Western-Blot genannt, ist eine Methode zum Nachweis von
Rezeptor-Liganden-Bindungen  und  aullerdem eine indirekte @ Methode  zur
Molekulargewichtsbestimmung des Rezeptors, wenn es gegen diesen noch keinen
Antikérper gibt. Eine schematische Ubersicht {iber die an ein Sandwich erinnernde

Schichtung der verschiedenen Proteine findet sich in Abbildung 16.

v v v W 2. Antikdrper
1. Antikorper
N N N N N Lipoprotein
~ " Rezeptor
Membran

Abbildung 16. Ubersicht iiber die Schichtung der einzelnen Proteine beim Ligandenblot. Die Membranpriparation, in der
sich unter Anderem die gesuchten Lipoprotein-Rezeptoren befinden, wird elektrophoretisch auf die Nitrocellulose-
Membran Ubertragen. In Calcium-haltigem HEPES-Puffer falten sich die Rezeptoren so zuriick, dass bei Inkubation mit den
Lipoproteinen diese spezifisch an ihren jeweiligen Rezeptor binden kdnnen. Die Lipoproteine kénnen wiederum mit dem
primdren und sekundaren Antikorper nachgewiesen werden.



Damit eine Bindung des Lipoproteins an seinen Rezeptor stattfinden kann, muss dieser
korrekt gefaltet vorliegen. Aus diesem Grund wird die Membranpréparation (siehe 3.11.4.
Membranprotein-Isolierung) mit Probenpuffer ohne vorherige Zugabe von DTT auf das
SDS-Gel aufgetragen, um die intramolekularen Disulfidbriicken nicht zu zerstéren. AuBerdem
wird die Nitrocellulose-Membran nach dem Elektrotransfer (siehe 3.11.15. Western-Blot) in
Calcium-haltigem HEPES-Puffer weiter behandelt. Ca®* bindet als Cofaktor an die Cystein-
reichen Repeats der Ligandenbindedomdne des Rezeptors und ist somit wichtig fir die

Ligandenerkennung (Gent et al., 2004).

Nach Ponceau-S-Farbung und Blockieren der freien Bindungsstellen mit Magermilchpulver-
Losung wird die Ligandenlésung (20 pg/ml dHDL, bzw. BGBP in HEPES-Puffer) auf die
Membran gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur (oder (ber Nacht bei 4°C)
inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen mit HEPES-Puffer wird die Membran mit dem
entsprechenden primaren Antikdrper (1 h bei Raumtemperatur oder liber Nacht bei 4°C),
und nach weiteren fiinf Waschschritten mit dem sekundaren Antikorper inkubiert. Das
Entwickeln der Membran wird wie beim normalen Western-Blot durchgefiihrt (siehe

3.11.15. Western-Blot).

Laminarin-Behandlung

Nach Duvic und Soéderhall (1992) wird das B-1,3-Glukan Laminarin spezifisch von BGBP
erkannt und gebunden und bewirkt dessen Aktivierung, die essentiell flir die spatere
Bindung an seinen Rezeptor ist (untersucht wurden bisher nur die Hamocyten). Diese
,Laminarin-Aktivierung’ wird untersucht, indem 2,5 mg/ml Laminarin zur BGBP-

Ligandenldsung gegeben und mit inkubiert werden.

3.11.17. Enzyme-linked immunosorbent-Assay (ELISA)

ELISA ist eine immunologische Methode zum (quantitativen) Nachweis von Antigenen. In
dieser Arbeit soll mittels ELISA die Konzentration der Lipoproteine dHDL und BGBP in der
Hamolymphe von Astacus leptodactylus bestimmt werden. Da ELISA eine extrem sensitive
Methode ist, die Spuren von Antigenen nachweisen kann, werden die Hamolymphen

weiterer Krebse auf das Vorhandensein von dHDL getestet.



Substratpuffer Substratldsung (frisch ansetzen)

50 mM Na;HPO, 0,4 mg/ml o-Phenylendiamin
25 mM Zitronensaure 0,4 ul/ml 30% (v/v) H,0,
pH5 in Substratpuffer

Alle Bestimmungen werden als Doppel-Bestimmungen angesetzt. Die Standardreihe fur
BGBP geht von 0,1 bis 100 ng/Well, die fiir dHDL von 1 bis 200 ng/Well ((200 ng), 100 ng, 50
ng, 25 ng, 12,5 ng, 6,25 ng, 3,13 ng, 1,56 ng, 0,78 ng, 0,39 ng, 0,2 ng, 0,1 ng). Die Wells einer

96-Well-Mikrotiterplatte werden entsprechend mit den Standards beladen.

Exakt 100 pl Hamolymphe werden mit 100 pl eiskaltem Krebsringer gemischt und die
Hamocyten direkt pelletiert (1000 x g, 5 min, 4°C). Der Uberstand wird abgenommen und
weiter mit PBS verdiinnt, so dass folgende Endverdiinnungen entstehen: 1:20.000, 1:40.000,
1:80.000, 1:160.000, 1:320.000. Je 50 ul dieser Verdinnungen werden in jedes Well
pipettiert. Die Platte wird fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach Ausschlagen der Platte
werden freie Bindungsstellen vier Stunden bei 37°C mit je 300 ul/Well Bockierungspuffer I
abgesattigt. Nach Ausschlagen der Platte wird mit dem primaren Antikorper inkubiert (1 h,
37°C, Verdiinnung von a-dHDL, bzw. a-BGBP: 1:1.000 in 1% (w/v) BSA in PBS). Im Anschluss
werden die Wells mit je dreimal 200 pl PBT gewaschen. Als sekundarer Antikérper wird ein
Peroxidase-gekoppelter a-Kaninchen-IgG aus Ziege verwendet (Verdiinnung 1:2.500 in 1%
(w/v) BSA in PBS, 50 ul/Well, Inkubation: 1h, RT). Nach dreimaligem Waschen mit je 200
ul/Well PBT werden 50 pl/Well Substratlosung zugegeben. Die Entwicklungsdauer betragt
zwischen 10 und 30 Minuten; dann wird die Reaktion durch Zugabe von 50 upl 1N
Schwefelsdaure abgestoppt und die Platte bei 490 nm im Photometer gemessen. Die
Auswertung der Daten erfolgt mit den Programmen REVELATION und EXceL. Dabei werden nur
Daten ausgewertet, die im linearen Teil der typischerweise sigmoidal verlaufenden Kurve der

Standardwerte liegen.

3.11.18. Massenspektroskopie (MS)

Massenspektroskopie ist eine Methode zur Molekulargewichtsbestimmung von Peptiden /
Proteinen. Verdaut man Proteine mit Proteasen, die immer nach dem selben bekannten
Muster (z.B. nach spezifischen Seitenketten) schneiden, entsteht nach Bestimmung der
Massen der einzelnen Peptide fiir jedes Protein ein charakteristisches Fragmentmuster (sog.

Fingerprinting). Bei bekannter Aminosauresequenz kann man die Methode zur Validierung



bestimmter Proteine nutzen. Spaltet man die Peptide noch weiter auf, kann man deren
Bruchstiicke flir eine de novo-Sequenzierung von Proteinen mit unbekannter

Aminosauresequenz nutzen.

Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung erfolgt ausschlielllich in Weichmacher-freien Eppendorf 1,5 ml

ReaktionsgefdalRen (Eppendorf).
1. SDS-PAGE

Die Proteine werden per SDS-PAGE (siehe 3.11.8.) elektrophoretisch aufgetrennt und
anschlieBend mit Coomassie-Farbelésung angefarbt. Dann werden die ent-
sprechenden Banden aus dem Gel ausgeschnitten und in 30% (v/v) EtOH zur Analyse

geschickt. Dabei werden die Untereinheiten getrennt voneinander analysiert.
oder

2. Acetonfallung

Die Proteine werden mit Aceton gefallt (siehe 3.11.7.). In diesem Fall kann man die

Untereinheiten nicht trennen.

Die so gereinigten und konzentrierten Proteine werden zur weiteren Analyse an folgende

externe Firmen, bzw. Kooperationspartner, geschickt:

- Firma ChromaTec GmbH (Greifswald)

- Proteomics International Pty Ltd (Nedlands, Australien)

- Arbeitsgruppe Prof. Amir Sagi, Department of Life Sciences, Ben-Gurion University of
the Negev (Beer-Sheva, Israel)

Dort erfolgt eine enzymatische Fragmentierung der Lipoproteine mit den Proteasen V8, bzw.
Trypsin. Die V8-Protease aus Staphylococcus aureus spaltet Peptidbindungen auf der
carboxyterminalen Seite von Asp- und Glu-Resten. Die Schnittstellen von Trypsin sind an der
carboxyterminalen Seite von Lysin- und Argininresten (wenn danach kein Prolin folgt). Der
Verdau wird nach Standardmethoden direkt im Gel durchgefiihrt (nach Rosenfeld et al.,
1992). Die Peptide werden mit Acetonitril-haltigem Ammoniumcarbonat-Puffer extrahiert.

Die Peptide werden entweder durch MALDI-TOF/TOF oder durch LC-MS/MS analysiert.



MALDI-TOF/TOF

(Rehm, 2006)

Die Peptide werden auf ein Metallplattchen Uberfihrt, in eine Matrix eingelagert (z.B.
a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure), in das Massenspektrometer eingebracht und der Protonen-
Ubergang per UV-Laserpuls induziert. Die positiv geladenen Protein-lonen fliegen im
elektrischen Feld nach folgender Formel:
E = (m/z) x v*
(E = Energie, m = Masse, z = Ladung, v = Geschwindigkeit)

Da die Ladung der Protein-lonen im Vakuum in der Regel +1 ist ([M + H]"), trennen sich die
Molekiile nach Masse, also dem Molekulargewicht. Sie treffen nach unterschiedlicher
Flugzeit (TOF = Time of flight) auf dem Detektor ein und werden dort registriert. Die
einzelnen Fragmente werden in einem zweiten Schritt nochmals fragmentiert (TOF/TOF) und
das entstehende Fragmentionen-Spektrum fir die Bestimmung des betreffenden Trypsin-

Fragments (,Parent lon’) verwendet.

Auswertung

Die Auswertung der Daten geschieht mit dem Programm MaAscoT Ms/Ms IONS SEARCH und
folgenden Suchparametern:

Database: MSDB

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable modifications: Oxidation (M)
Allow up to 1 missed cleavages

Peptide tol. £ 50 ppm

MS/MS tol. £ 0,6 Da

Peptide charge: 1+

Instrument: MALDI-TOF-TOF

LC-MS/MS
(nach Shechter et al., 2008)

LC-MS/MS-Analysen von dHDL wurden in Kooperation mit der AG Prof. Amir Sagi

(Department of Life Sciences, Ben-Gurion University of the Negev, Israel) durchgefiihrt.



3.11.19. Lektin-Blot

(nach Stieb et al., 2008)

Lektin-Blots werden zum Nachweis von Glykosylierungen eingesetzt. Lektine sind Proteine,
die ubiquitar vorkommen und nur an bestimmte Zucker binden. In vivo dient dies zum
Beispiel Zell-Zell-Interaktionen. Es gibt eine Reihe kauflich erwerblicher Lektine aus
verschiedenen Organismen mit unterschiedlicher Spezifitdt. Zur Unterscheidung von O- und
N-Glykosylierungen werden hier die Lektine Concanavalin A (Con A) aus der Jackbohne
(erkennt N-Glykosylierungen) und peanut agglutinin (PNA) aus der Erdnuss (erkennt O-

Glykosylierungen) eingesetzt.

Die Lipoproteine werden per SDS-PAGE (3,5-15%) aufgetrennt und dann nach dem Wet-Blot-
Verfahren (siehe 3.11.15.) auf eine Nitrocellulose-Membran (ibertragen. Die Blockierung
freier Bindungsstellen auf der Membran erfolgt fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit
Blockierungspuffer I. Nach zweimaligem Waschen in TBS | wird die Membran mit den
biotinylierten Lektinen (siehe unten) (10 pg/ml in TBS Il) fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Daraufhin wird die Membran zweimal in TBS Il gewaschen, bevor sie fir eine Stunde mit
Peroxidase-gekoppeltem Avidin (0,05 pg/ml in TBS Ill) inkubiert wird. Nach nochmaligem

Waschen in TBS | wird die Membran in der Chloro-Naphtol-Gebrauchslésung entwickelt.

Verwendete Lektine:

* Con A (aus Canavalia ensiformis)
Spezifitat: a-D-Man, a-D-Glc
Cofaktoren: Ca**, Mn?*

* PNA (aus Arachis hypogaea)

Spezifitat: B-D-Gal(1-3)-D-GalNAc
Cofaktoren: keine

Chloro-Naphtol-Gebrauchslésung

0,5 mg/ml Chloro-Naphtol (in MeOH vorlssen)
0,05%o H,0,
in TBS |



3.12.Histologische Methoden
3.12.1. Dil-Aufnahmestudien

Dil-Markierung

Zu 100 pl dHDL-L6sung (2,2 mg/ml) werden 30 ul frisch verdinnte 1,1‘-Dioctadecyl-3,3,3,3‘-
tetramethylindocarbocyanin-Perchlorat (Dil)-Stammlésung im Verhaltnis 1:30 (in PBS)
gegeben. Der Ansatz wird drei Stunden auf dem Magnetrihrer gerihrt. AnschlieRend wird

ausgefallenes Dil flinf min bei 13.000 x g abzentrifugiert.

Dil-Stammlosung

3 mg/ml Dil
in DMSO

Lebendinjektion

Einem jungen Astacus leptodactylus (GroBe < 3 cm, Alter < 1 Jahr, 10 min in Eiswasser
betdubt) werden 22 pug Dil-markiertes dHDL injiziert. Die Injektion erfolgt in Teilschritten a
5 ul Injektionsvolumen im Abstand von einer halben Stunde. Dabei wird eine 10 ul Hamilton-

Spritze mit Schliff in den Spalt zwischen Carapax und Pleon eingefihrt.

Vor dem Fixieren wird der Krebs wiederum auf Eis betdubt, dann werden ihm alle
Extremitaten abgeschnitten. Die Fixierung erfolgt in wassriger 4%-iger (w/v)
Paraformaldehyd (PFA)-Losung, ab Todeszeitpunkt fiir zwei Stunden. AnschlieRend wird das
Tier 4 x 15 Minuten in PBS gewaschen. Dann kdnnen die Organe und Gewebe entnommen

werden.

Ovarien-Inkubation

Das Ovarium eines weiblichen Astacus leptodactylus wird vorsichtig und zligig prapariert und
anschlieRend in Kultur-Medium gelegt. Dem Kulturmedium werden 0,1 mg/ml Dil-markiertes

dHDL zugegeben.

Kultur-Medium

500 pl 10x Medium 199 mit Hanks Salzen
0,125 mg/ml Penicillin

0,5 mg/ml Streptomycin

in 5 ml Krebsringer
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Die Kultur erfolgt im Well einer 3x2-Kulturplatte. Eine Kanile wird so in das Ovarium
eingestochen, dass ein idealer Medium-Fluss stattfinden kann (siehe Abbildung 17); die
andere Kaniile fiihrt das Medium zur Peristaltikpumpe. Die beiden Kaniilen werden an eine
Peristaltikpumpe angeschlossen und das Ovarium mit einer Flussrate von 0,6 ml/min fur
sechs Stunden perfundiert. Anschlieend wird das Medium gegen PBS ausgetauscht und das
Ovarium fir 30 Minuten weiter perfundiert. PBS wird anschliessend durch 4%-ige (w/v)
wassrige PFA-Losung ersetzt und die Perfusion flr zehn Minuten weitergefiihrt. Die weitere
Fixierung (50 min) erfolgt ohne Perfusion. Die PFA-Losung wird anschliefend unter
dreimaligem Wechsel mit PBS ausgetauscht. Als letzter Schritt wird PBS gegen 10%
Saccharose in PBS ausgetauscht und die Perfusion fiur zehn Minuten fortgesetzt. Das
Praparat wird dann im Kihlschrank Gber Nacht aufbewahrt. Die weitere Vorbereitung fiir die

Herstellung von Diinnschnitten erfolgt wie unten beschrieben.

Abbildung 17. Ubersicht iiber die Perfusion eines Astacus leptodactylus-Ovariums. Das priparierte Ovarium befindet sich
in Kultur-Medium. Die Kanilen sind an eine Peristaltikpumpe angeschlossen und pumpen mit einer Flussrate von
0,6 ml/min das Medium durch das Ovar. Die griinen Pfeile geben die Flussrichtung der Lésung an. (Bild: Ulrich Hoeger)

Fixieren und Schneiden

Das Fixieren von Geweben, Organen, Zellen und kleinen Ganztierpraparaten erfolgt nach
dreimaligem Waschen in PBS in wassriger 4%-iger (w/v) PFA-LGsung, je nach PraparatgroRe

zwischen einer Stunde (Zellen) und Gber Nacht (Ganztier). Danach wird das Praparat erneut



in PBS gewaschen und dann zum Wasseraustausch einer aufsteigenden Saccharose-
Losungsreihe zugefiihrt. Begonnen wird mit 10%-iger (w/v) Saccharose-Lésung (in PBS) Uber
eine 20%-ige (w/v) Saccharose-Losung (in PBS) und final in einer 30%-igen (w/v) Saccharose-
Losung (in PBS). Der Wechsel erfolg immer dann, wenn die Praparate untergehen, weil dann

die Dichte der jeweiligen Losung erreicht ist. Die Inkubation geschieht bei 4°C.

Um Dilnnschnitte der Praparate herzustellen, werden diese in Tissue Tec eingebettet und am
Microm HM 560 geschnitten. Die Objekt- und Messertemperatur wird dabei auf -22°C
eingestellt; die Dicke der Schnitte betrdagt zwischen 10 und 14 um. Die Schnitte werden auf
76 x 26 mm grolRe Objekttrager (Roth) aufgenommen, trocknen gelassen und mit DAPI-

DABCO-Glycerin eingedeckelt.

DAPI-DABCO-Glycerin

0,15 pg/ml DAPI

2,5 mg/ml 1,4-Diaza-bicyclo(2,2,2)octan (DABCO; Carl Roth)
90% (v/v) Glycerin

in PBS

3.12.2. Immunhistochemie (IHC)

Praparatschnitte werden wie unter 3.12.1. (Fixieren und Schneiden) hergestellt. Nach dem
Trocknen und vor dem Eindeckeln der Schnitte erfolgt die Antikdrper-Farbung. Zuerst
werden die Schnitte mit einem liquid blocker (Super Pap Pen) auf dem Objekttrager
umrandet. Alle Flissigkeiten werden nun direkt in die Umrandung getropft und auch dort
wieder vorsichtig mit einer Pipette abgesogen. Die Schnitte werden mit PBT gewaschen
(5 min), bevor sie blockiert werden. Zum Blockieren wird 5%-iges Ziegenserum verwendet,
die Inkubation erfolgt fir eine Stunde bei Raumtemperatur oder liber Nacht bei 4°C. Der
primdre Antikorper, bzw. das Praimmunserum in der Negativkontrolle, wird zweifach
konzentrierter als im Western-Blot eingesetzt, im Fall von a-dHDL und a-BGBP also 1:7.500.
Die Inkubation erfolgt tGiber 90 Minuten bei Raumtemperatur. Danach werden die Schnitte
dreimal fir je 10 Minuten mit PBS gewaschen. Da der sekunddre Antikérper Fluorogen-
gekoppelt ist (Alexa 488), muss ab jetzt im Dunkeln gearbeitet werden. Die Inkubation des
1:400 in PBS verdiinnten Antikorpers erfolgt fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Danach
werden die Schnitte wiederum dreimal fir 10 Minuten in PBS gewaschen, bevor sie mit

DAPI-DABCO-Glycerin eingedeckelt werden.



Hamocyten

Die fixierten Hdmocyten werden eine Minute bei 500 x g zentrifugiert, mit PBT gewaschen
und fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5%-igem Ziegenserum (Sigma) blockiert.
AnschlieBend werden die Zellen mit PBS gewaschen und mit den primadren Antikérpern
(1:7.500 in PBS + 1% BSA) ebenfalls eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen fiir zehn Minuten mit PBS muss im Dunkeln gearbeitet werden. Die
Zellen werden mit dem sekunddren Antikérper (Alexa 488; Konzentration 1:400, in
0,15 pg/ml DAPI, 1% BSA, in PBS) eine Stunde inkubiert. Im Anschluss wird dreimal mit PBS

gewaschen und die Zellen mit DABCO-Glycerin eingedeckelt.

3.13.Mikroskopie
3.13.1. Fluoreszenz-Mikroskopie

Immunfluoreszenz-Schnitte, Quetsch-, Zupf- und Schnittprdaparate aus den Dil-Aufnahme-
studien, sowie fluoreszenz-markierte Himocyten werden unter dem Fluoreszenz-Mikroskop
DMG6000 B betrachtet. Dabei werden die entsprechenden Filter verwendet. Es kommen das
20-fach, 40-fach und 60-fach-Objektiv, sowie das 80-fach und 100-fach Ol-lImmersions-
objektiv zum Einsatz. Die Belichtungszeit wird in den Positiv- und Negativkontrollen gleich
eingestellt. Um die Tiefenscharfe zu verbessern, werden Stapelaufnahmen gemacht. Diese

werden anschlieBend elektronisch in 5 bis 10 Iterationsschritten dekonvoluiert.

3.13.2. Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

(nach Harris et al., 1991)

Beschichtung der Kupfernetzchen mit Kohlenstoff

Zur Beschichtung der Kupfernetzchen mit Kohlenstoff wird zuerst im Vakuum ein
Kohlenstofffilm durch Bedampfung auf Glimmer (befindet sich auf den Objekttragern im
Vakuum-Beschichter) aufgebracht. Nun wird der Glimmer in Wasser eingetaucht und so der
Kohlenstofffilm abgehoben, welcher nun auf der Wasseroberflache schwimmt. Unter der
Wasseroberflache befinden sich die Kupfernetzchen auf einem Filterpapier. Nun wird das

Wasser langsam abgelassen und der Kohlenstoff so auf die Netzchen gebracht.



Probenvorbereitung

Auf ein Stiick Parafilm® werden vier Tropfen ddH,0 (3 20 pl), 20 pl der Probe und 10 pl
2%-ige (w/v) Uranylacetat-Losung (pH 4,5) gegeben. Nun wird das Kupfernetzchen mit einer
Pinzette am Rand gefasst und mit der beschichteten Seite zuerst in die Proteinlésung
getaucht. Dabei sollte der Tropfen auch nur die beschichtete Seite benetzen. Nach
30 Sekunden wird die Flissigkeit vorsichtig mit einem Filterpapier entfernt. Zum Waschen
wird das Netzchen wieder mit der beschichteten Seite nacheinander in die Wassertropfen
getaucht und das Wasser jeweils mit dem Filterpapier abgesaugt. Dann wird das Netzchen
(mit der beschichteten Seite) in die Uranylacetat-Losung getaucht und fiir 30-60 Sekunden

inkubiert, bevor der Tropfen wiederum mit einem Filterpapier entfernt wird.

3D-Rekonstruktion

(nach Gatsogiannis et al., 2009)

Die Bildung von Klassensummen und die 3D-Rekonstruktion wurden in Zusammenarbeit mit
Philipp Arnold (Institut fir Zoologie, Abteilung fir Molekulare Tierphysiologie, Johannes

Gutenberg-Universitat Mainz) durchgefiihrt.

3.13.3. Rasterkraft-Mikroskopie (Atomic Force Microscopy - AFM)

Da bei der rasterkraftmikroskopischen Probenvorbereitung keine Fixierung und keine
Kontrastierung vorgenommen wird, kann man sagen, dass diese Aufnahmen im Vergleich zu
elektronenmikroskopischen Aufnahmen als eher in vivo anzusehen sind. Allerdings miissen

die Partikel dabei auf einer Glimmerunterlage fixiert werden.

Die AFM-Aufnahmen werden von der AG Kihnle (Institut fir Physikalische Chemie, Johannes
Gutenberg-Universitdt Mainz) erstellt. Es werden 10 pl einer wéassrigen 4 ug/ml dHDL-Losung
auf Glimmer aufgetropft und der Glimmer bei 30 rps zentrifugiert (,Spin coating’), bis die
Probe trocken ist. Die Aufnahmen werden mit einem VT AFM 25 im Tapping-Modus

gemacht. Dazu wird ein Cantilever der Firma NANOSENSORS™ (PPP-NCLAuUD) verwendet.



4 ERGEBNISSE

4.1. Molekularbiologie
4.1.1. BGBP-Sequenz

Die mRNA-Sequenz (bzw. die der zugehorigen cDNA) des Astacus leptodactylus-BGBP wurde
erfolgreich entschlisselt und unter der GenBank-Nummer FN298411.2 und der Bezeichnung
JAstacus leptodactylus partial mRNA for beta-1,3-glucan-binding protein (bgbp gene)’ in der
NcBl-Datenbank vero6ffentlicht (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/FN298411.2) (siehe
Abbildung 18). Sie besteht aus 4062 Nukleotiden, die sich in Stopp-Codon-freiem Leseraster
in eine 1353 Aminosduren umfassende Proteinsequenz Ubersetzen ldsst. Die daraus
errechnete molekulare Masse betragt 153 kDa. In der Sequenz befinden sich drei Cysteine;
auBerdem 194 negativ geladene Reste (Asp und Glu) und 161 positiv geladene Reste (Arg
und Lys). Da auf keines der Arginine und Lysine ein Prolin folgt, ergeben sich 161 potentielle
Trypsin-Schnittstellen. Der errechnete theoretische isoelektrische Punkt des Proteins liegt
bei pl = 5,56. Ein Signalpeptid konnte nicht identifiziert werden, allerdings ist der
vollstandige N-Terminus noch nicht bekannt (aber auch Lai et al. (2011) finden in der
Fenneropenaeus chinensis-BGBP-complete coding sequence kein Signalpeptid). Die
vorhergesagte Sekundarstruktur des Proteins enthalt 19,4% a-Helixes, 34,1% [B-Faltblatter
und 46,6% ungeordnete Strukturen. An konservierten Domanen, bzw. Motiven konnten ein

RGD-Zelladhdsionsmotiv sowie eine putative Glukanase-Domane gefunden werden.

Astacus leptodactylus-BGBP-Sequenz:

E I T K vV N D N S Y K A E W K R NN N Y V T A
GGGAAATAACAAAGGTGAATGACAATTCATATAAAGCGGAATGGAAGAGAAACAACAACTATGTGACGGCT
s I E K E G R S R A F S L E I K S E L Q G W E F

TCAATTGAGAAAGAGGGCCGTAGCCGAGCTTTTAGTTTGGAGATTAAAAGTGAACTACAAGGCTGGGAGTTC
L AL T G K L D OQ b AL QG Y V S GA I N E E K
CTGGCCCTCACCGGCAAGCTTGACCAGGACGCCCTGCAGGGCTATGTCAGCGGCGCCATTAATGAAGAAAAG
v T L S I 9 G R H D V E G E F TLDNMT T P Y D
GTCACCCTCTCTATACAAGGACGACATGACGTGGAGGGGGAGTTCACCCTCAACATGACAACTCCTTATGAC
N Yy R TV E G K L A Y s L R K R O M KL E A S S
AACTATCGCACTGTTGAGGGCAAATTAGCTTACAGTTTGAGGAAAAGACAGATGAAACTGGAGGCCTCGTCT
s s S E F H ¥ I F K ¥ T R R N G V E S H L L V P
TCAAGCTCAGAATTTCATTACATTTTTAAATACACGAGAAGGAACGGCGTGGAGTCACACCTGCTGGTGCCC
N E Q O N T E L T YV NL G P L A G K I V F T S R
AACGAGCAGCAGAACACCGAGCTCACTGTCAACCTCGGTCCTTTGGCGGGTAAAATTGTCTTTACATCTCGA
F E A L R N F H H E Y K Vv TVF E Q H T G L V M F
TTCGAAGCCCTCAGAAATTTCCACCATGAATACAAAGTAACATTTGAACAGCATACAGGGCTTGTTATGTTC
s N XK r T T N D I DV F S T E F E G N S A E K K
TCCAATAAAATCACCATAAATGATATTGATGTATTTTCTACGGAGTTTGAGGGCAACTCTGCAGAAAAGAAG
L H L E v #H T R L P G R H S VvV F H vV H R E G F S



CTTCACTTGGAAGTCCACACACGTCTACCAGGCAGACACTCGGTCTTCCACGTTCATAGAGAAGGTTTTTCC
I F N L N F K R Q I E Vv s G bD V V E K E F K V E
ATTTTCAATTTAAATTTTAAACGCCAGATCGAAGTCTCTGGAGATGTAGTAGAAAAGGAATTTAAAGTTGAA
L s G s G bbL P E E G T I NATI I TDNTF R E Q
CTCTCAGGATCTGGAGACCTACCTGAGGAAGGAACAATTAATGCCATCATTACCAACACATTCCGAGAGCAA
P R T I T A K I DV N RTL T S P K T I R I E V N
CCAAGGACTATAACAGCAAAAATTGATGTGAATAGACTTACAAGTCCAAAAACAATAAGGATTGAAGTTAAC
p TP S G L Y I F DI T Y NI DL T Q P S H G D
CCAACACCAAGTGGACTTTATATCTTTGACATAACTTATAACATCGACTTGACACAGCCATCACATGGTGAT
vy b I R I T T P D R S A A P W K H I S G S W D V
TATGATATCAGAATTACAACCCCAGACAGATCAGCTGCCCCATGGAAACATATCTCCGGCAGCTGGGACGTG
o pT?DTA QUL T F N I G D VT Y T ANG K L G
CAAGATACTGACACTGCACAACTTACCTTCAATATCGGTGATGTAACATACACAGCCAATGGCAAATTGGGA
I R E s ™M I L S A D G S E N I F L QO W K F E R
ATCCGAGAATCAACAATGATTCTGTCAGCCGACGGTAGTGAAAATATATTCCTTCAATGGAAATTTGAGAGG
E G A Y R DY ¥ L K L G R E S R Y G ML K L K G
GAAGGCGCTTACAGGGACTACTACTTGAAGCTTGGTCGAGAGTCAAGGTACGGAATGCTAAAATTAAAGGGA
T I T b I A H V D I E G G F K V G P F Q P E E F
ACTATCACCGATATCGCTCACGTCGACATCGAAGGGGGCTTCAAGGTCGGGCCATTCCAACCAGAAGAATTT
L F T S K W N K G P D G S V T G E G S F N Y G D
TTATTCACATCAAAGTGGAACAAAGGCCCTGATGGCTCTGTAACTGGAGAAGGATCATTTAACTACGGTGAT
Yy #H G s #H T L E E F H R D A A Q R S A T F R W T
TACCATGGGAGCCACACCCTGGAGGAATTCCACCGGGATGCTGCTCAAAGATCCGCCACCTTCAGATGGACA
s T s N F P DY E Q I S vsS G N Y D V Y G K F V
TCAACCTCAAATTTTCCTGATTATGAACAGATTTCCGTATCTGGAAACTACGATGTTTATGGCAAATTCGTG
F N A K I K VvV N E R E s K I D I N I S N L N P K
TTTAATGCAAAGATAAAAGTAAATGAACGTGAGTCAAAAATTGATATAAATATATCGAATCTGAACCCAAAG
R s s N T L E W D V P I L G E F G K V QO L T L S
CGATCTAGCAACACCTTGGAGTGGGACGTCCCAATACTTGGTGAGTTTGGCAAAGTTCAGTTGACGCTCAGT
H N F R K A T S K S I A A V A K I G R R Q A F V
CATAATTTTAGAAAAGCAACTAGCAAGTCCATCGCAGCTGTGGCAAAGATAGGGCGAAGGCAGGCATTCGTG
K A N WNR S ENVF E TUL D G T I E V K S K Y L
AAAGCTAATTGGAACAGAAGTGAAAACTTTGAGACTCTTGATGGGACAATTGAAGTAAAGTCAAAATATCTT
G b I N I S I K Y DV T NI O D A N A E V K Y S
GGAGATATTAACATCTCTATTAAGTACGATGTTACCAACATTCAAGATGCAAACGCTGAGGTTAAGTACTCC
R K A A D QO QO E K Y AN TI K W HR K S S A E H L
AGAAAGGCAGCAGATCAACAGGAAAAATATGCCAACATTAAATGGCATAGAAAAAGTAGCGCTGAACACTTG
E 6 E I T T bp T S L E HL S H A R V Y N K A D F
GAAGGTGAAATCATTATAGATACATCACTTGAACATCTTTCACACGCTCGTGTTTACAACAAAGCTGACTTC
s b I F 9 L R S G L E WND KA I S L D F N V G
AGTGACATCTTCCAGTTAAGATCTGGCCTCGAATGGAATGATAAGGCAATATCACTTGACTTTAATGTCGGC
K N s L s G K I T T P F E N F E T I E G E L T Y
AAGAATTCATTATCAGGAAAAATCACAACACCATTCGAAAACTTCGAAACAATTGAAGGCGAATTAACATAT
s M E S K b K v v T™L K Y E R G E R K V N M N F
AGTATGGAGAGTAAAGACAAAGTGGTAACTCTGAAATATGAACGTGGTGAACGGAAAGTTAATATGAACTTT
T L N R K S K K R 66 D F E L S L T T P F D V M R
ACCTTGAACAGGAAGTCTAAGAAGAGGGGAGATTTTGAGCTGAGTCTAACAACGCCCTTTGACGTGATGAGG
N v N I K G S W N K G O A Q V N Y E R N D V K Y
AATGTTAACATCAAGGGAAGTTGGAACAAAGGTCAAGCCCAAGTAAACTATGAGAGAAATGATGTTAAGTAC
s F E G o A DV Q GD K S D F DI TV F R G P G G
AGTTTCGAAGGTCAAGCAGATGTCCAAGGTGATAAATCAGATTTTGACATAACCTTCAGAGGTCCAGGAGGG
E S I R I A A A Y DV ENF L A G R G T E P K N
GAATCCATCAGAATAGCTGCCGCGTATGACGTAGAGAACTTCCTTGCTGGAAGGGGAACTGAGCCTAAGAAT
L A S L K L E F E TV F K I S ¥ NM Q G F R N S D
CTAGCAAGTCTTAAACTCGAATTTGAAACTTTCAAAATCAGTTATAATATGCAAGGCTTCCGTAACAGTGAT
R I vy I E A D G E S T L L T L K K L H L K L D S
AGGATATACATAGAGGCTGATGGAGAGTCTACCTTGTTAACACTGAAGAAATTACACTTGAAGCTAGACTCT
E L s T E A R D G S F E I T Vv N D F E F K I D N
GAACTAAGTACTGAAGCTCGTGATGGCAGCTTCGAAATAACAGTTAATGACTTCGAGTTTAAAATTGATAAC
H F E R H E N OQ D Y ¥ F K S K I E S T L T P L P
CACTTTGAGAGGCATGAAAATCAAGACTATTATTTCAAGAGTAAAATTGAGAGCACACTGACGCCTCTGCCA
A L v F G I GR K D E E R I I T L G Y G E G QO E
GCACTGGTGTTTGGCATAGGACGCAAGGACGAGGAACGCATCATCACTCTGGGATACGGTGAAGGGCAGGAG




I T ¥ S I K G K N N F R S G F S G S A D I P N Y
ATCACTTTCTCCATCAAGGGCAAGAACAACTTTAGATCTGGATTCAGCGGCTCTGCTGACATCCCTAACTAT
G Yy E GV K F bv DY G F E S DD E L V V K I E
GGATATGAAGGAGTTAAATTCGATGTTGATTATGGATTCGAAAGTGATGATGAGCTCGTTGTTAAGATTGAA
I E L 6 E DD Q E V EA HF T Y N S E G V K A R
ATTGAGCTGGGTGAAGACGACCAGGAGGTAGAGGCTCACTTCACTTACAACTCTGAGGGCGTGAAGGCTCGT
L s s p Y T G D H S L R A R R S I A S D S F F T
CTCAGCTCCCCGTACACAGGCGACCACAGTCTCCGGGCAAGACGCTCCATCGCATCTGACAGCTTCTTCACA
E L G L bbb Y NV KLIRGSGULILGDG T K R G A
GAACTTGGCCTCGATGATTACAACGTCAAGCTCCGGGGTGGCTTGTTGGGCGACGGTACTAAGCGAGGAGCT
M L E G D I F G N K F L I DS L F 0 S E G Q QO Y
ATGTTAGAAGGAGATATTTTTGGTAACAAGTTCCTAATAGATTCCCTTTTCCAGTCTGAGGGCCAGCAGTAC
s E G K L v.I o TpP F R CMEI KXKMGGU L F T L S
TCTGAGGGCAAGCTTGTTATTCAGACGCCATTCCGTTGTATGGAGAAGATGGGAGGCTTGTTTACACTGTCT
N v AN TNTIMAHAEV F L P S C S TP KL T G
AATGTAAACACAAACATCATGGCTCATGCTGAAGTGTTCTTACCCTCTTGCTCAACACCGAAACTAACTGGA
K F N L N L ~NDIKTI DG Y VTV D VA G E Q F T
AAATTCAACTTGAACCTAAATGATAAAATTGATGGCTATGTTACAGTGGATGTGGCGGGTGAACAGTTCACT
L X S N L v A S'L S 0 GG Y o G TUL E I Y T P F
CTGAAGAGTAATCTAGTCGGTGCTTCACTTAGCCAAGGATACCAAGGTACTCTCGAAATATATACACCTTTC
H A L S S VvV Vv I NG K I KM E G L S L L E A D L
CATGCTCTCTCAAGTGTCGTCATTAATGGAAAAATTAAAATGGAAGGTTTGTCATTGCTAGAAGCTGACCTG
K vwv E P S V H VL Q0 V K Y 0L S P E T UL T A S
AAAGTCGTGGAGCCTTCTGTTCACGTGTTGCAGGTCAAGTATCAGCTCTCTCCTGAAACACTGACAGCCAGT
L N L N S I K s E D G I K I N F I M E G F G S A
CTCAATCTTAACTCAATCAAATCCGAAGATGGAATAAAAATTAACTTCATCATGGAAGGTTTCGGCTCTGCT
H K K M E L N~ L ¢ N DKL VA E Y T™TI S E S T F
CACAAGAAGATGGAACTGAACCTCTGTAATGATAAACTGGTTGCTGAGTACACCATCAGTGAGTCTACCTTC
K P T L D S L I I G V P R Q0 L S L E A K Y L S L
AAGTTCACCTTAGACTCATTAATTATAGGTGTTCCACGCCAACTGTCTCTTGAAGCTAAGTATTTATCACTG
E A M E G S F vV T A
GAAGCTATGGAGGGTTCTTTTGTCACTGCTC

Abbildung 18. Nukleotid- (unten) und zugehdrige Aminosduresequenz (oben, im Einbuchstaben-Code) des (3-Glukan-
Bindeproteins aus Astacus leptodactylus. Die Nukleotid-Sequenz wurde unter der GenBank-Nummer FN298411.2 in die
Ncei-Datenbank eingefugt. Sie besteht aus 4062 Nukleotiden, die sich in 1353 Aminosauren Ubersetzen lassen. (Putative

Glukanase-Region nach Cerenius et al. (1994), Zelladhasionsmotiv (RGD) nach D’Souza et al. (1991), potentielle
N-Glykosylierungsstelle (N-X-S/T, wobei X = P), potentielle O-Glykosylierungsstelle, potentielle O-GlcNAcylierungsstellen,

durch MALDI sequenzierte Bereiche)

Offensichtlich gibt es eine Diskrepanz zwischen der anhand der Aminosdaure-Sequenz

errechneten molekularen Masse von 153 kDa und der in der SDS-PAGE beobachteten

molekularen Masse von ca. 105 kDa (siehe Abbildung 24). Post-translationale Prozessierung

des Proteins durch Proteasen kdnnte ein Grund dafiir sein. Verwendet man zur Bestimmung

potentieller Schnittstellen das Programm PepTIDECUTTER finden sich drei Proteasen, welche

BGBP so selten schneiden, dass Bruchstiicke entstehen, die etwa 100 kDa grofRR sind:

Caspase-1, Caspase-10 und Thrombin. Da Furin nicht in PEPTIDECUTTER implementiert ist,

wurde aullerdem manuell nach Furin-Schnittstellen gesucht. Abbildung 19 zeigt eine

Ubersicht (iber die méglichen Arten der BGBP-Prozessierung mit Angabe der entstehenden

Fragmentgroflen.



4 Ergebnisse 84

Full length-BGBP:

1 228 MALDI-Fragment 1584 2025
} — 1
I } — | |
' 228 kDa

Caspase-1-dhnliche Schnittstelle:

1 228 621 1473 1584 1908 2025
i || F——1 1 |
I T —7 1 1
4 0 44
71kDa 96 kDa 48 kDa

1 228 1121 1584 2025
| | 3 | |
4
128 kDa 101 kDa

Thrombin-dhnliche Schnittstelle:

1 228 1084 1559 1584 2025
I 3 — | |
0 A
123 kDa 53 kDa 52 kDa

Furin-dhnliche Schnittstelle:

1 189 1295 1584 2025
L fom— 1 1
) — 1 1
RxKR RxRR
21 kDa 126 kDa 81 kDa

Abbildung 19. Mégliche Arten der post-translationalen Prozessierung von BGBP durch verschiedene Proteasen. Kraftige
Farben zeigen den Abschnitt der bekannten Astacus leptodactylus-BGBP-Sequenz (partial sequence) an, blasse Farben
zeigen die Verlangerung zum Full length-Protein durch die Fenneropenaeus chinensis-BGBP-Sequenz (complete cds) an.

Das 228 kDa grofRe Full length-Protein kann durch Caspase-1-, Caspase-10-, Thrombin- und Furin-dhnliche Proteasen
geschnitten werden. Ein durch MALDI im reifen Protein nachgewiesenes Peptid ist eingerahmt. Es entstehen Fragmente, die
etwa 100 kDa grof sind, also dem reifen BGBP entsprechen konnten, und den ,MALDI-Bereich’ vollstdandig enthalten.
Schwarze Pfeile deuten auf die Schnittstellen, wobei Zahlen oberhalb des Proteinschemas die Aminosdurepositionen
angeben (Nummerierung: Aminosduren 228 - 1584 entsprechen den Aminosauren 1- 1353 der Astacus leptodactylus-BGBP-
AS-Sequenz), an denen geschnitten wird; Zahlen unterhalb der gestrichelten Linie geben die molekulare Masse der
Fragmente nach proteolytischer Prozessierung an. Der virtuelle Verdau erfolgte fiir die Proteasen Caspase-1, Caspase-10
und Thrombin mit dem Programm PepTIDECUTTER (EXPASY), Furin-Schnittstellen wurden manuell gesucht. Die Bestimmung
der FragmentgroRen erfolgte mit dem Programm PROTPARAM (EXPASY). Der rote Pfeil gibt den reifen N-Terminus nach Romo-
Figueroa et al. (2004) an.

Um lipophile Regionen und somit im Idealfall auch die Lipidbindedomane ausfindig zu
machen, wurde die Sequenz bereichsweise nach hydrophoben Regionen hin untersucht
(siehe Abbildung 20). Zur Analyse wurde der GRAVY (Grand average of hydropathicity)-Index

verwendet, der den relativen Anteil an hydrophoben Resten innerhalb einer Sequenz



bestimmt (Kyte et al., 1982). Je hoher der Wert des GRAVY-Index ist, desto hydrophober ist
die untersuchte Sequenz. Negative Werte zeigen hydrophile Sequenzen an. Der GRAVY-
Index flir gesamt-BGBP liegt bei -0,506. Nahe dem C-Terminus (Aminosdure-Positionen 1190-
1260) konnte ein besonders hydrophober Bereich ausfindig gemacht werden, der eventuell
die Lipidbindedomane darstellt. Zum Vergleich wurden andere typische Lipoproteine wie
humanes ApoE (GenBank-Nr. NP_000032), humanes ApoB (GenBank-Nr. NP_000375),
Locusta migratoria-Lipophorin (GenBank-Nr. CAB51918.2) und Homarus americanus-
Vitellogenin (GenBank-Nr. ABO09863) auf diese Weise untersucht (zum Teil mit angepassten
Teilabschnitts-Langen). In allen Fallen konnte gezeigt werden, dass die sogenannten amphi-
pathischen a-Cluster (siehe Abbildung 3), wie sie vorzugsweise in der Lipidbindedomane
vorkommen, relativ betrachtet einen groferen GRAVY-Index aufweisen (> -0,2). Diese

Methode kdnnte also erste Hinweise auf die Lokalisation der Lipidbindedomane geben.
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Abbildung 20. Hydrophobizitdts-Analyse der Astacus leptodactylus-BGBP-Sequenz mit Hilfe des GRAVY (Grand average of
hydropathicity)-Index (Kyte et al., 1982). Die Aminosdure-Sequenz wurde in Abschnitte a 70 Aminosauren unterteilt. Fir
jeden Abschnitt wurde der GRAVY-Index bestimmt. Der Aminosdure-Abschnitt 1190-1260 ist im Vergleich zu den anderen
Bereichen sehr hydrophob. Es findet sich zumindest in diesem Abschnitt eine Lipidbindedomane.

4.1.2. Phylogenetische Analysen

Eine BLAST-Suche mit der oben stehenden Aminosaure-Sequenz ergibt drei signifikante
Treffer (E value = 0,0), und zwar mit den jeweils homologen B-Glukan-Bindeproteinen von
Pacifastaus leniusculus (CAA56703.1, Identitdit: 89%), Fenneropenaeus chinensis

(ADW10720.1, Identitat: 54%) und Litopenaeus vannamei (P81182.2, 55%).
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Abbildung 21. Multiples Aminosdure-Sequenz-Alignment der Crustaceen-f-Glukan-Bindeproteine (BGBP’s). Dieses
Alignment wurde mit dem Programm CoBALT erstellt. Wahrend es sich bei den Sequenzen von Pacifastacus leniusculus,
Fenneropenaeus chinensis und Litopenaeus vannamei um complete coding sequences handelt, ist die Astacus leptodactylus-
Sequenz am N- und am C-Terminus unvollstandig.

Erkldrungen:
*: identische Aminosauren,
—: gaps, bzw. unbekannte Bereiche,
Ast.lep.: Astacus leptodactylus-BGBP (CAX65684.2, 1353 Aminosduren),
Pac.len.: Pacifastacus leniusculus-BGBP (CAA56703.1, 1339 Aminosduren),
Fen.chi.: Fenneropenaeus chinensis-BGBP (ADW10720.1, 2021 Aminos&uren),
Lit.van.: Litopenaeus vannamei-BGBP (P81182.2, 1454 Aminosauren),

: reifer N-Terminus (nach Romo-Figueroa et al., 2004 und Duvic et al., 1990).

Ein phylogenetischer Stammbaum der Crustaceen-Proteinfamilien BGBP’s, LGBP’s,
Vitellogenine und Clotting-Proteine wurde erstellt, um zum Einen die Einordung des oben
beschriebenen Proteins (4.1.1. BGBP-Sequenz) als BGBP zu validieren, und zum Anderen, um
die zum Teil in der Datenbank nicht korrekt bezeichneten Proteine richtig benennen zu

kdnnen.

Als AuBengruppe wurde das Lipophorin von Locusta migratoria verwendet (siehe Abbildung
22). Der Stammbaum zeigt eine deutliche Aufspaltung in vier Proteinfamilien: LGBP’s,
Clotting-Proteine, BGBP’s und Vitellogenine (da es sich ausschlieBlich um Crustaceen-
Vitellogenine handelt: Apolipocrustaceine). Diese vier Hauptdste haben eine sehr gute
Unterstlitzung von = 0,97. Nur das Vitellogenin von Daphnia ordnet sich keiner
Proteinfamilie zu. BekanntermaRen hat das Daphnia-Vitellogenin eine Doppelfunktion und
agiert gleichzeitig als Superoxid-Dismutase (Kato et al., 2004). Die oben angegebene Sequenz
des Astacus leptodactylus-Lipoproteins ordnet sich ganz klar bei den f-Glukan-

Bindeproteinen der anderen Crustaceen ein.



20

4 Ergebnisse

ydy 1w o7

1,00

OIN Ay ued——
DT
\e/ O1A 01 Jep =
£ -
O @) 91AeEs _mu|_
c O m ©
E 8| owmmiog=] - 3
IR D ©
- - o
wg 2 9IA nbay) —
= O S
= 8 R .
28 oo
>0 OIN BN I -
Qo S
Mﬁ\ oA oW uag——lg
oh>|m_dm_z\_
dg9g el ey
,.S g
o d898 3/ ed S
o _ = -
o d898 3| 15— o
m e
mmwm-glﬁuo e
<
d898 Yo usi—
ez
S
._U|oE|cmmH_1 S &
— o
.Glm_dmzl_ 8
dd 79 2ed - 8
oIA nd deq

LGBP's

S

d8971S UV 2
dg97 Yo uad;
wn

4897 oW uad>

<
(=2}

1,00

1,00

n_mo._|m>-ﬁm_

o
~
=)
4897 eb woH

d897 11 0id

dgo11s 13

4897 |2 0id

dg91 9| Jed

(ay1s Jad suonnysgns)




Abbildung 22. Stammbaum (Bayesianische Statistik) der hier betrachteten Crustaceen-Proteinfamilien Vitellogenine,
BGBP’s, Clotting-Proteine und LGBP’s. Als AuRengruppe wurde das Apolipophorin von Locusta migratoria verwendet. Die
roten Zahlen geben die posteriore Wahrscheinlichkeit des jeweiligen Knotens an.

(Verwendete Abkiirzungen: LGBP: Lipopolysaccharid- / B-Glukan-Bindeprotein, CP: Clotting-Protein, BGBP: HDL / 3-Glukan-
Bindeprotein, VTG: Vitellogenin, Pac_le: Pacifastacus leniusculus, Pro_cl: Procambarus clarkii, Eri_si: Eriocheir sinensis,
Por_tr: Portunus trituberculatus, Hom_ga: Homarus gammarus, Lit_va: Litopenaeus vannamei, Pen_mo: Penaeus monodon,
Fen_ch: Fenneropenaeus chinensis, Art_si: Artemia sinica, Dap_pu: Daphnia pulex, Mar_ja: Marsupenaeus japonicus, Ast_le:
Astacus leptodactylus, Hom_am: Homarus americanus, Che_qu: Cherax quadricarinatus, Cal_sa: Callinectes sapidus,
Mac_ro: Macrobrachium rosenbergii, Pan_hy: Pandalus hypsinotus, Loc_mi: Locusta migratoria.)

4.1.3. Erstellen und Antikérper-Screening einer cDONA-Bank

Ausgehend von der mRNA des Astacus leptodactylus-Mitteldarmdriisengewebes wurde eine
exprimierende A-ZAP-cDNA-Bibliothek hergestellt. Das Screening der Bank erfolgte mit dem
a-dHDL-Antikorper. Die cDNA’s einiger im Hepatopankreas exprimierter Proteine, wie zum
Beispiel Hamocyanin, Trypsin, Astacin und andere, konnten im Rahmen dieser Arbeit
sequenziert werden. Diese Daten sprechen fir eine intakte Bank. Trotzdem konnte die
dHDL-Nukleotid-Sequenz bisher nicht entschlisselt werden. Auf Aminosaure-Ebene konnten
hingegen einige Peptide mittels massenspektroskopischer Analysen identifiziert werden

(siehe 4.2.8.).

4.2. Proteinbiochemie
4.2.1. Dichtegradienten-Ultrazentrifugation

Aus der Hamolymphe werden die Lipoproteine durch KBr-Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation isoliert. Sie ordnen sich anhand ihrer Dichte in den selbstgenerierenden
Gradienten ein. Das typische Bandenmuster decapoder Crustaceen sind zwei Lipoprotein-
Banden, die vermutlich aufgrund ihrer enthaltenen Carotinoide orange gefarbt sind. Die
obere Bande mit der geringeren Dichte entspricht dem [-Glukan-Bindeprotein (p = 1,16
g/ml, Stieb et al., 2008), die untere Bande mit der entsprechend hoheren Dichte entspricht
dem Clotting-Protein (p = 1,24 g/ml, Stieb et al., 2008). Dieses typische Muster ist in
Abbildung 23 beispielhaft fiir Astacus astacus gezeigt. Astacus leptodactylus weicht von
diesem typischen Muster ab und enthadlt ein weiteres, geschlechtsunabhangiges Lipoprotein,
dHDL, das eine noch geringere Dichte (p = 1,1 g/ml; Stieb et al., 2008) aufweist. Proteine
ohne Lipidbeladung pelletieren aufgrund ihrer hoheren Dichte bei der gewahlten
KBr-Konzentration. Himocyanin, welches eine geringe Lipidbeladung aufweist (Cunningham

et al., 1999), ist meist im unteren Viertel des Zentrifugenglases zu sehen (Abbildung 23).
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Abbildung 23. Dichtegradienten-Ultrazentrifugation zur Isolierung von Lipoproteinen aus der Himolymphe von Astacus
astacus, bzw. Astacus leptodactylus. a) Lipoprotein-Isolierung aus einem KBr-Gradienten nach Vorkonzentrierung der
Lipoproteine. Astacus astacus zeigt das typische Decapoden-Muster aus (3-Glukan-Bindeprotein (BGBP) und Clotting-Protein
(Cp) auf. Bei Astacus leptodactylus kann man im Meniskus das dritte geschlechtsunabhangige Lipoprotein dHDL erkennen
(aus Stieb et al., 2008). b) Astacus leptodactylus-Lipoprotein-Isolierung aus einem KBr-Gradienten ohne Vorkonzentrierung.
Das ebenfalls mit Lipiden beladene Hamocyanin pelletiert nicht und ist als blaue Bande sichtbar.

4.2.2. SDS-PAGE

Die Lipoproteine dHDL und BGBP aus Astacus leptodactylus wurden per SDS-PAGE
charakterisiert (Abbildung 24). dHDL besteht aus zwei Untereinheiten mit 240 und 85 kDa.
Eine Inkubation bei 95°C fihrt zum ,Verklumpen’ des Proteins und zu einer Aggregatbildung
(Stieb, 2007), weshalb bei allen weiteren Untersuchungen dHDL nicht hitzeinkubiert wurde.
Das reduzierende Agenz DTT reicht aus, um die Disulfidbricken zu spalten; ohne Zugabe von
DTT bleibt eine kleine Bande bei ca. 325 kDa (= 240 kDa + 85 kDa) im Gel sichtbar. Dies ldsst
auf ein Heterodimer schlieBen, bei dem die beiden Untereinheiten in einer

1:1-St6chiometrie vorliegen.

BGBP besteht aus einer einzigen Untereinheit mit einem Molekulargewicht von ca. 105 kDa.
In der Lane ohne DTT im Probenpuffer ist bei ca. 210 kDa eine schwache Bande zu erkennen,

eventuell kommt es zu einer Homodimer-Bildung.
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Abbildung 24. SDS-PAGE der Lipoproteine dHDL und BGBP von Astacus leptodactylus in reduziertem und nicht-
reduziertem Zustand. dHDL ist aus den beiden Untereinheiten von 240 und 85 kDa aufgebaut. Eine Inkubation des dHDL bei
95°C fuhrt zum ,Verklumpen’ des Proteins; ohne DTT-Zugabe kann man eine Bande bei 325 kDa erkennen. BGBP besteht
aus einer Untereinheit von ca. 105 kDa; hier kommt es evtl. zu einer Homodimer-Bildung, da in der Probe ohne DTT-Zugabe
eine schwache Bande bei ca. 210 kDa sichtbar ist. Die Zahlen links geben Molekulargewichte in kDa an.

4.2.3. Blue native (BN)-PAGE

Blue native-PAGE untersucht die Lipoproteine in ihrer nativen Form. Diese PAGE wird ohne
die Zugabe von SDS oder reduzierenden Substanzen durchgefiihrt. Das zugegebene, negativ
geladene Coomassie bindet an die positiv geladenen Aminosauren des Proteins, so dass das
Protein nach aulen durch die verbleibenden negativ geladenen Aminosduren in etwa
proportional zu seinem Molekulargewicht im Gel lduft. So kann man Aussagen Uber die

native Konformation der Proteine machen.

dHDL zeigt eine deutliche Bande bei ca. 700 kDa, wahrend BGBP eine Bande bei ca. 200 kDa
aufweist (siehe Abbildung 25). Die beiden dHDL-Untereinheiten von 240 und 85 kDa ergeben
in einem Heteromer zusammen 325 kDa; die restlichen 375 kDa des dHDL miissen demnach
aus Lipiden zusammengesetzt sein. Nimmt man flir BGBP ein Monomer an, verbleiben in

diesem Fall 95 kDa fur Lipide.
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Abbildung 25. Blue native (BN)-PAGE der beiden Astacus leptodactylus-Lipoproteine dHDL und BGBP. Die Proteine
wurden auf einem 3,5-15%-igen-Gel aufgetrennt. dHDL hat eine prominente Bande bei ca. 700 kDa, BGBP zeigt eine Bande
bei ca. 200 kDa. Die Zahlen links geben Molekulargewichte in kDa an.

4.2.4. Antikorper-Spezifitat

Gegen die beiden Proteine dHDL und BGBP aus Astacus leptodactylus wurden polyklonale
Antikorper in Kaninchen hergestellt. Eine Dot-Blot-Analyse zeigt, dass beide Antikérper nicht
mit BSA kreuzreagieren und die optimale Verdiinnung fiir Blot-Analysen 1:15.000 ist. Beide
Antikorper geben sehr gute Signale im Western-Blot (Abbildung 26). Der a-dHDL-Antikorper
erkennt stark die 240 kDa-Untereinheit und sehr schwach die 85 kDa-Untereinheit von dHDL,
nicht hingegen das BGBP. Der a-BGBP-Antikoérper erkennt BGBP, dessen Aggregate und

Abbauprodukte, sowie zu einem geringen Anteil die groBe Untereinheit des dHDL.
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Abbildung 26. Spezifitit und Kreuzreaktivitat der verwendeten Antikérper a-dHDL und a-BGBP. Der a-dHDL-Antikorper
erkennt die grofle Untereinheit des dHDL und nur sehr schwach die Kleine. Er zeigt keine Kreuzreaktivitat mit BGBP. Der a-
BGBP-Antikorper erkennt BGBP sowie dessen Aggregate und Abbauprodukte. Auferdem zeigt er eine schwache
Kreuzreaktivitat mit der groBen dHDL-Untereinheit (Pfeil). Eingesetzte Verdiinnung der Antiképrer: 1:15.000. Die Zahlen
links sind Molekulargewichte in kDa.

4.2.5. Co-Immunprazipitation (IP)

Da das dHDL bisher nicht aus anderen Dekapoden durch Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation isoliert werden konnte, sollte als alternative Methode die
Immunprazipitation durchgefiihrt werden, um eventuell vorhandene dHDL-3hnliche
Antigene nachzuweisen. Bei der Co-Immunprazipitation wurden die Hamolymphen von
Astacus astacus und Astacus leptodactylus mit dem dHDL-Antikérper inkubiert, die
entstandenen Prazipitate abzentrifugiert, auf ein SDS-Gel aufgetragen und geblottet (siehe
Abbildung 27). Astacus leptodactylus zeigt wie erwartet die Banden der beiden dHDL-
Untereinheiten (240 und 85 kDa). Uberraschenderweise konnte per IP auch aus der Astacus
astacus-Hamolymphe ein Protein gefdllt werden, das der kleinen dHDL-Untereinheit
(85 kDa) entspricht. Offensichtlich ist entgegen bisheriger Vermutungen ein dHDL-dhnliches
Protein auch in der Hamolymphe dieses Krebses vorhanden. Dass es sich dabei um ein
lipidbeladenes Protein handelt ist unwahrscheinlich; es ldsst sich schlielich nicht per

Dichtegradienten-Ultrazentrifugation isolieren (Stieb et al., 2008).
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Abbildung 27. Co-Immunprazipitation von Astacus astacus- und Astacus leptodactylus-Himolymphe mit dem dHDL-
Antikorper. Zellfreie Hamolymphe von Astacus astacus und Astacus leptodactylus wurde mit dem dHDL-Antikorper
immunprézipitiert. AnschlieRend wurden der Uberstand (zell- und nun dHDL-freie Hiamolymphe) sowie die
Immunprazipitate auf ein 3,5-15%-iges-SDS-Gel aufgetragen und geblottet (primarer Antikorper: a-dHDL, 1:15.000). Wie zu
erwarten, finden sich im Immunprazipitat von Astacus leptodactylus die charakteristischen dHDL-Untereinheiten bei 240
und 85 kDa. Zumindest die kleine Untereinheit findet sich jedoch auch im Immunprazipitat der Astacus astacus-
Hamolymphe. Die Zahlen links sind Molekulargewichte in kDa.

Die Banden des primdren Antikorpers, welcher auf dem mit Gel aufgetragen ist, sind nur
sehr schwach zu erkennen. Immunglobulin G (IgG) hat zwei leichte (a 22 kDa) und zwei
schwere (a 50 kDa) Ketten. In Abbildung 27 kann man lediglich die schwere Kette bei 55 kDa

schwach erkennen; die leichte Kette ist aus dem Gel heraus gelaufen.

Die groRRen weilRen Bereiche auf dem Gel (um 100 kDa) stellen Bereiche dar, in denen die
Membran mit Protein Uberladen ist, welches nicht mit dem primadren Antikérper reagiert.

Dabei handelt es sich vermutlich um Hamocyanin-Untereinheiten.

4.2.6. ELISA

ELISA-Analysen wurden zur Bestimmung der Hamolymphkonzentration der beiden
Lipoproteine dHDL und BGBP durchgefiihrt. Dazu wurde eine 96-Well-Mikrotiterplatte mit
verschiedenen Hamolymphverdiinnungen beschichtet und die Menge an gebundenem
dHDL / BGBP anhand einer Eichkurve durch die entsprechenden Antikorper detektiert. Da

die Antikorper sehr sensibel auf die Lipoproteine ansprechen und die Konzentration der



Lipoproteine in der Hdmolymphe relativ hoch ist, mussten Verdiinnungen der Hamolymphe

bis 1: 320.000 gewahlt werden.

Durch zahlreiche Negativkontrollen konnten folgende Kreuzreaktionen ausgeschlossen

wurden:

- unspezifische Bindung des primaren Antikdrpers an Himocyanin,

- unspezifische Bindung des primaren Antikorpers an ein anderes Antigen in der
Hamolymphe,

- unspezifische Bindung des sekundaren Antikérpers an Hdmocyanin,

- Phosphatase-Aktivitat in der Himolymphe,

- unspezifische Farbreaktionen mit den verwendeten Puffern.
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Abbildung 28. Boxplot zur Bestimmung der Konzentration der beiden Lipoproteine dHDL und BGBP in der Himolymphe
von Astacus leptodactylus mittels ELISA. Die Konzentration wird als mg Lipoprotein pro ml Hdmolymphe angegeben. Die
Konzentration an dHDL in der Hamolymphe ist mit ca. 4 mg/ml generell hoher als die Konzentration an BGBP mit
ca. 2 mg/ml. Es gibt geschlechtsspezifische Unterschiede; so ist die Spannbreite der Lipoprotein-Konzentration in Weibchen
generell groBer. dHDL kann in Weibchen Konzentrationen bis 11 mg/ml annehmen. Erkldrungen zum Boxplot: in der gelben
Box liegen die mittleren 50% der Daten, das kleine Rechteck innerhalb der gelben Box gibt den Median an, die kleinsten
bzw. grofiten 25% der Daten liegen innerhalb des unteren bzw. oberen ,whisker’, an den Enden der ,whiskers’ befinden sich
der kleinste, bzw. grofSte Datenwert, n = Anzahl der untersuchten Tiere.



Die Konzentrationen an Lipoprotein in der Himolymphe bewegen sich im mg Lipoprotein
pro ml Himolymphe-Bereich (siehe Abbildung 28). Die Konzentration von BGBP ist dabei mit
ca. 2 mg/ml halb so groR wie die Konzentration von dHDL mit ca. 4 mg/ml. Weibchen zeigen
generell eine groRere Bandbreite, was die Konzentration der beiden Lipoproteine in der

Hamolymphe betrifft; die dHDL-Konzentration kann dabei Werte bis 11 mg/ml erreichen.

Die Hamolymphen anderer Crustaceen wie dem Marmorkrebs, dem Taschenkrebs, der
Seespinne oder auch des Polychaeten Nereis virens wurden mittels ELISA auf das

Vorhandensein eines dHDL-dhnlichen Lipoproteins untersucht (Tabelle 7).

Tabelle 7. Bestimmung der dHDL-Konzentration in den Himolymphen anderer Spezies mittels ELISA. Die Werte sind
relativ zur Konzentration von dHDL in der Hdmolymphe von Astacus leptodactylus (= 100%) angegeben. (Da es sich um
Einzelmessungen handelt, sind die Werte als Schatzwerte anzusehen.)

Prozentualer Gehalt an dHDL in der
Spezies Hamolymphe
(im Vergleich zur Astacus leptodacylus-dHDL-

Astacus leptodactylus 100%

%\ Hyas araneus 19%

o Marmorkrebs 14%
~

iffﬁ{ Cancer pagurus 10%
Cherax 9%
quadricarinatus
o Astacus astacus 8%
\Q ~
M@ ) Procambarus clarkii 6%

it ] Idotea spec. 3%
]

Nereis virens 1%

In allen untersuchten Spezies reagiert der a-dHDL-Antikdrper, wenn auch teils nur sehr
schwach, mit der Hamolymphe. Da der Antikdrper gegen Astacus leptodactylus-dHDL
generiert wurde, ist ohnehin davon auszugehen, dass homologe Proteine anderer Spezies

schwacher mit diesem Antikorper reagieren werden. Hyas araneus-Hamolymphe reagiert am



Deutlichsten und erreicht Werte bis ca. 20%. Es folgt der Marmorkrebs mit ca. 14%. Werte
zwischen 5 und 10% werden von Astacus astacus, Procambarus clarkii, Cherax
quadricarinatus und Cancer pagurus erreicht. Schlusslichter bilden die evolutivam weitesten
entfernte Meeresassel Idotea sowie der Polychaet Nereis virens. In Nereis virens wurde
bereits ein dem dHDL sehr dhnliches, ebenfalls discoidales Lipoprotein gefunden (Schenk et

al., 2006).

4.2.7. Limitierende Proteolyse

Das Ergebnis der limitierten Proteolyse, bei der dHDL mit den beiden Proteasen V8 und
Trypsin verdaut wurde, ist in Abbildung 29 zu sehen. Wahrend Trypsin dHDL nur schwach
hydrolysiert, kommt es durch den Verdau mit V8 zu einem starken dHDL-Abbau. In beiden
Fallen macht es einen merklichen Unterschied, ob dHDL nativ, entfettet oder denaturiert
vorliegt. Die Proteasen haben offensichtlich einen besseren Zugang zu entfetteten
Proteinen; am Besten lassen sich jedoch die denaturierten Proteine verdauen.

dHDL dHDL + V8 dHDL + Trypsin

dHDL o + Butanol +95°C + Butanol + 95°C
® e o

205

116

97

66

45

29

Abbildung 29. Limitierte Proteolyse von dHDL. dHDL wurde in nativem, entfetteten (+ Butanol) und denaturiertem
(+ 95°C) Zustand mit den Proteasen V8 und Trypsin verdaut. Als Kontrollen wurden natives dHDL und fiir 30 Minuten bei
37°C inkubiertes dHDL aufgetragen. Wahrend nach dem Verdau durch die Protease V8 eine vollstandige Degradation beider
dHDL-Untereinheiten stattgefunden hat, wird dHDL kaum durch Trypsin verdaut. Denaturierung und Entfettung bieten den
Proteasen offensichtlich bessere Angriffsflichen und filhren so zu einem schnelleren Verdau. Die Zahlen links geben
Molekulargewichte in kDa an; SDS-PAGE: 3,5-15%.



4.2.8. Massenspektroskopie

MALDI-TOF-Analysen dienen der lIdentifizierung von Proteinen, deren Sequenzen oder
homologe Sequenzen bereits in der Datenbank enthalten sind (fingerprinting). Durch MALDI-
TOF/TOF-Analysen oder LC-MS/MS kann man neben der Identifizierung bekannter
Sequenzen, unter Verwendung spezieller Algorithmen, auch eine sogenannte de novo-

Sequenzierung von bisher auf Sequenzebene unbekannten Proteinen vornehmen.

BGBP

Zur sicheren lIdentifizierung des vermeintlichen B-Glukan-Bindeproteins, welches durch
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation aus der Himolymphe von Astacus leptodactylus isoliert
werden konnte (siehe Abbildung 23), wurden MALDI-TOF/TOF-Analysen durchgefihrt. Das
Protein konnte anhand eines Trypsin-Verdau-Fragments mit einer Masse von 1.784 Da
(IESTLTPLPALVFGIGR) sicher als BGBP identifiziert werden. Dieses Fragment findet sich in der
BGBP-Sequenz von Pacifastacus leniusculus (GenBank-Nr. A55301) wieder (siehe Stieb et al.,

2008).

dHDL

Da fur das Protein dHDL bisher keine Sequenzinformationen vorliegen, sollten mit
massenspektroskopischen Analysen erste Aminosdure-Sequenzinformationen gewonnen
werden. Insgesamt konnten 18 Peptide, welche aus einem dHDL-Trypsin-Verdau beider

Untereinheiten hervorgingen, mittels LC-MS/MS bestimmt werden (siehe Tabelle 8).



Tabelle 8. Ergebnisse der massenspektroskopischen Analysen nach Trypsin-Verdau der beiden dHDL-Untereinheiten. Vier
der insgesamt 18 Fragmente wurden ausschlieBlich in der grofen dHDL-Untereinheit gefunden, elf Fragmente
ausschlieBlich in der kleinen. Uberraschenderweise wurden drei Fragmente sowohl in der kleinen als auch in der groRen

Untereinheit detektiert.

MALDI-Fragment stammt MALDI-Fragment stammt MALDI-Fragment wurde in
aus der grofRen dHDL- aus der kleinen dHDL- beiden dHDL-
Untereinheit Untereinheit Untereinheiten gefunden
SIASDSFFTELGLDDYNVK
YOLSPETLTASLNLNSIK
KMELNLCNDK
LVAEYTISESTFK
Liﬁiﬂﬂ;ﬂi?K GGLLGDGTK FLIDSLFQSEGQQYSEGK
ATAISGK FNLNLNDK FTLDSLIIGVPR
TPFTGLK RGAMLEGDIFGNK IKMEGLSLLEADLK
INFIMEGFGSAHK
LVIQTPFR
VVEPSVHVLQVK
QOLSLEAK

Drei dieser Peptide finden sich sowohl in der grofRen als auch in der kleinen Untereinheit
wieder. Obwohl dHDL analysiert wurde und Kontaminationen mit BGBP ausgeschlossen
werden konnen (Aufreinigung der Proben per SDS-PAGE, Dreifach-Bestimmung einiger
Peptide), befinden sich alle 18 Peptide liberraschenderweise in der BGBP-Sequenz (siehe
Abbildung 30). Dabei befinden sie sich ausschlieRlich am C- und am N-Terminus der Sequenz,
nicht aber in deren mittleren Region. Weiterhin fallt auf, dass die dem BGBP, bzw. dHDL
gemeinsamen Sequenzen auch vor, bzw. hinter den vermutlichen Furin-Schnittstellen RAKR,
bzw. RARR liegen. Bei immerhin 18 identifizierten Peptidfragmenten hatte man bei einer
Zufallsverteilung auch Fragmente innerhalb dieser Schnittstellen finden miussen.
Zusammengenommen haben diese 18 dHDL-Peptide eine molekulare Masse von 23 kDa, was

einem Funftel des B-Glukan-Bindeproteins entspricht.



MILGKDTYNFVTSTYIEDKIAYFKCSLMSPLPGWTSAKFEVK [[VDFSQDDKILEISVEKDGNVKAIAIS
[LIGSTMDFSL@{DPFTGL@] NLNVFGS LN S LEFKMMNDAGEASLVTNFNSAKLHLKTPFARAEEVT

WEITKVNDNSYKAEWKRNNNYVTASIEKEGRSRAFSLEIKSELOQGWEFLALTGKLDQDALQGYVSGAINE
EKVTLSIQGRHDVEGEFTLNMTTPYDNYRTVEGKLAYSLRKROMKLEASSSSSEFHYIFKYTRRNGVESH
LLVPNEQONTELTVNLGPLAGKIVFTSRFEALRNFHHEYKVTFEQHTGLVMFSNKITINDIDVFSTEFEG
NSAEKKLHLEVHTRLPGRHSVFHVHREGFSIFNLNFKRQIEVSGDVVEKEFKVELSGSGDLPEEGTINATI
ITNTFREQPRTITAKIDVNRLTSPKTIRIEVNPTPSGLYIFDITYNIDLTQPSHGDYDIRITTPDRSAAP
WKHISGSWDVQDTDTAQLTFNIGDVTYTANGKLGIRESTMILSADGSENIFLOWKFEREGAYRDYYLKLG
RESRYGMLKLKGTITDIAHVDIEGGFKVGPFQPEEFLFTSKWNKGPDGSVTGEGSFNYGDYHGSHTLEEF
HRDAAQRSATFRWTSTSNFPDYEQISVSGNYDVYGKFVFNAKIKVNERESKIDINISNLNPKRSSNTLEW
DVPILGEFGKVQLTLSHNFRKATSKSIAAVAKIGRRQAFVKANWNRSENFETLDGTIEVKSKYLGDINIS
IKYDVTNIQDANAEVKYSRKAADQQEKYANIKWHRKSSAEHLEGEIIIDTSLEHLSHARVYNKADFSDIF
QOLRSGLEWNDKAISLDFNVGKNSLSGKITTPFENFETIEGELTYSMESKDKVVTLKYERGERKVNMNFTL
NRKSKKRGDFELSLTTPFDVMRNVNIKGSWNKGQAQVNYERNDVKYSFEGQADVQGDKSDFDITFRGPGG
ESTRIAAAYDVENFLAGRGTEPKNLASLKLEFETFKISYNMOGFRNSDRIYIEADGESTLLTLKKLHLKL
DSELSTEARDGSFEITVNDFEFKIDNHFERHENQDYYFKSKIESTLTPLPALVEGIGRKDEERIITLGYG
EGQEITFSIKGKNNFRSGFSGSADIPNYGYEGVKFDVDYGFESDDELVVKIEIELGEDDQEVEAHFTYNS

EGVKARLSSPYTGDHSLIMER [(SIASDSFFTELGLDDYNVELRGGLLGDGTKRGAMLEGDIFGNYFLIDS)

[LFQSEGQQYSEGKILVI QTPFR}ZMEKMGGLFTL SNVNTNIMAHAEVFLPSCSTPKLTGKFNLNLNDKIDGY
VIVDVAGEQFTLKSNLVGASLSQGYQGTLEIYTPFHALS SVVINGK{I KMEGLSLLEADLKB/VEPSVHVLQ]

VRYQLSPETLTASLNLNSIKSEDGIKINFIMEGFGSAHKKMELNLCNDHLVAEYTISESTFRFTLDSLII)

GVPHOLSLEAKYLSLEAMEGSFVTA]

Abbildung 30. Aminosdure-Sequenz des 3-Glukan-Bindeproteins von Astacus leptodactylus (schwarz, CAX65684.2). Da
der N-Terminus bisher unbekannt ist, wurde in blau der N-Terminus des Pacifastacus leniusculus-BGBP-Sequenz (Q26048)
eingefligt. Farbig umrandet sind die durch massenspektroskopische Analysen bestimmten Peptide des dHDL-Proteins.
Auffallig ist, dass sich die Peptide entweder am N- oder am C-Termius des BGBP-Proteins befinden, nicht aber in dessen
Mitte. Fiithrt man mit den rot eingerahmten Bereichen ([ ]) eine BLasT-Suche durch, so ergeben sich ausschlieBlich mit den
vier bekannten BGBP-Sequenzen (Astacus leptodactylus, Pacifastacus leniusculus, Fenneropenaeus chinensis, Litopenaeus
vannamei) signifikante Treffer. Die eingerahmten Bereiche lassen sich auch nicht sinnvoll mit dem Manduca sexta-Apo-
Lipophorin-Vorlaufer (GenBank-Nr. AAB53254.1) alignen. Rot umrandet sind Peptide, die in der groBen und der kleinen
dHDL-Untereinheit vorkommen, blau umrandet sind Peptide, die bisher nur in der kleinen Untereinheit nachgewiesen
wurden, grin umrandete Peptide wurden bisher nur in der grofen dHDL-Untereinheit entdeckt. Die beiden Furin-
Schnittstellen sind rot hinterlegt; hier findet vermutlich die Prozessierung des BGBP statt.

4.2.9. Glykosylierungs-Analyse durch Lektin-Blotting

Die Tests auf N-, bzw. O-glykosidisch gebundene Zucker mit den beiden spezifischen
Lektinen Con A und PNA fiihrten lediglich im Fall von Con A zu Reaktionen (siehe Abbildung
31). Con A erkennt Mannose-reiche Kohlenhydrate, wie sie im Falle einer N-Glykosylierung

vorkommen.
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Abbildung 31. Lektin-Blot mit dem Lektin Con A als Nachweis N-glykosidisch verkniipfter Kohlenhydrate. Untersucht
wurden die beiden BGBP’s aus Astacus astacus (A. ast.) und Astacus leptodactylus (A. lep.) sowie dHDL aus Astacus
leptodactylus, deren Untereinheiten auf einer 3,5-15%-igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet wurde. Die beiden Untereinheiten des dHDL reagieren deutlich mit dem Lektin, was auf
eine ausgepragte N-Glykosylierung schlieRen lasst. Die beiden BGBP’s hingegen reagieren nur sehr schwach (Pfeile), sie sind
offensichtlich kaum glykosyliert. Die Zahlen links geben Molekulargewichte in kDa an (verdndert nach Stieb et al., 2008).

Wahrend die beiden B-Glukan-Bindeproteine von Astacus astacus und Astacus leptodactylus
von Con A nur schwach erkannt werden, sieht man die Banden der beiden dHDL-

Untereinheiten deutlich.

4.2.10. Ligandenblots

Die durchgefiihrten Ligandenblots, bei denen aus verschiedenen Geweben extrahierte Zell-
membranproteine auf eine Nitrocellulose-Membran geblottet wurden, um sie dann mit den
Lipoproteinen dHDL und BGBP und anschlieBend mit den entsprechenden Antikérpern zu
inkubieren, sollen die Rezeptoren dieser Lipoproteine identifizieren und deren Expression in
verschiedenen Geweben klaren. Die reprasentativen Ligandenblots der Membran-
praparationen, die mit dHDL als Ligand inkubiert wurden, zeigen einheitlich eine
charakteristische Bande bei etwa 160 kDa (siehe Abbildung 32), und zwar in allen
untersuchten Zellen und Geweben (Hamocyten, Oocyten, Muskel, Darm, Hepatopankreas,
Kiemen und Samenleiter). Diese Ergebnisse konnten teilweise mehrmals reproduziert
werden. Die Hdmocyten-Membranprdparation zeigt neben der 160 kDa-Bande zwei weitere
Banden (ca. 240 kDa und ca. 85 kDa); wahrscheinlich handelt es sich dabei um dHDL-

Kontaminationen.
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Abbildung 32. Ligandenblots mit dHDL als Ligand und o.-dHDL als primadren Antikorper. Als Kontrolle wurde dHDL in die
erste Lane aufgetragen (die kleine dHDL-Untereinheit wird von o-dHDL nur schlecht erkannt). Analysiert wurden
Membranpraparationen von Hamocyten, Oocyten und den Geweben Muskel, Darm, Hepatopankreas, Kiemen und
Samenleiter. In allen aufgetragenen Proben findet sich eine charakteristische Bande bei etwa 160 kDa, die ein putativer
dHDL-Rezeptor sein konnte. Der schwarze Pfeil zeigt die schwache 160 kDa-Bande in der Hamocyten-Lane an. Bei der
240 kDa-Bande in der Hdmocyten-Lane handelt es sich vermutlich um eine dHDL-Kontamination. Der blaue Pfeil zeigt auf
eine ca. 100 kDa groRe Bande, welche auch mit dHDL/a-dHDL reagiert. Die Zahlen links geben Molekulargewichte in kDa
an.

Lipoprotein-Rezeptoren bendtigen als Cofaktor Calcium, welches an die Cystein-reichen
Repeats der Ligandenbindedomdne komplexiert ist und eine korrekte Faltung und
Ligandenerkennung des Rezeptors ermdglicht (Gent et al., 2004). Als Nachweis, ob es sich
bei den in Abbildung 32 detektierten Banden tatsdchlich um Lipoprotein-Rezeptoren
handelt, wurde im Falle der Himocyten die Calcium-abhdngige Bindung gezeigt (siehe
Abbildung 33). So kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei den Signalen nicht etwa um

dHDL-Abbauprodukte handelt, die auch durch den Antikoérper erkannt wiirden.
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Abbildung 33. Ligandenblot von Himocyten-Membranpraparationen mit dHDL als Ligand als Nachweis einer Calcium-
abhangigen Rezeptorbindung. Die linke Spur, deren Membran in Calcium-haltigem Puffer inkubiert wurde, zeigt eine
deutliche Ligand-Rezeptor-Interaktion. Der putative Rezeptor hat ein Molekulargewicht von etwa 100 kDa. Die rechte
Membran wurde in Calcium-freiem Puffer inkl. 10 mM EDTA inkubiert und zeigt keine Ligand-Rezeptor-Interaktion. Die
Zahlen links geben Molekulargewichte in kDa an.

Das Molekulargewicht der Rezeptorbande dieses Calcium-Kontrollversuches (ca. 100 kDa)
entspricht nicht dem in Abbildung 32 beobachteten Molekulargewicht von ca. 160 kDa. Die
hier zu sehende Bande entspricht eher der kleinsten der drei Banden in der Hamocyten-
Membranprdparation aus Abbildung 32 (blauer Pfeil). Die Calcium-Abhéangigkeit der Ligand-

Rezeptor-Bindung konnte deutlich gezeigt werden.

Die Ligandenblots, bei denen BGBP als Ligand diente, zeigen entweder keine, uneinheitliche
oder nicht reproduzierbare Ergebnisse. Ausschliel3lich in den Hamocyten-Praparationen von
Astacus leptodactylus ist ein klares Signal zu sehen (siehe Abbildung 34). Ahnlich wie oben
beim dHDL (Abbildung 33) findet BGBP einen Interaktionspartner bei ca. 100 kDa, dessen
Bindung mit BGBP in Calcium-freiem Puffer nicht zustande kommt. Laut Duvic und Séderhall
(1992) kann die Rezeptor-Ligandenbindung bei Pacifastacus leniusculus erst nach vorheriger
Behandlung des BGBP mit dem B-1,3-Glukan Laminarin stattfinden. In der vorliegenden
Arbeit scheint eine Vorbehandlung mit Laminarin allerdings nicht essentiell fir die
Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor zu sein. Im Gegenteil, die entsprechende Bande

fallt trotz gleichem Probenvolumen in allen Lanes eher schwacher aus.
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Abbildung 34. Ligandenblot von Hamocyten-Membranpraparationen mit BGBP als Ligand und o-BGBP als primaren
Antikorper. Die linke Spur zeigt ein deutliches Signal bei etwa 100 kDa. Die mittlere Membran wurde zusatzlich zum BGBP
auBerdem mit 2,5 mg/ml Laminarin inkubiert. Die Liganden-Rezeptor-Bindung ist weiterhin deutlich zu erkennen, allerdings
fallt das Signal schwacher aus. Auch hier kann die Calcium-abhangige Bindung des Lipoprotein-Rezeptors durch Zugabe von
10 mM EDTA gezeigt werden. Die Zahlen links geben Molekulargewichte in kDa an.

4.3. Histologie

Die histologischen Experimente untersuchen verschiedene Gewebe (Hepatopankreas, Herz,
Kiemen, grine Drise, Muskel, Darm) und Zellen (Oocyten, Hamocyten) auf das
Vorhandensein der Lipoproteine dHDL und BGBP. Dabei werden zwei Ansatze durchgefiihrt.
Zum Einen werden die Lipoproteine mit 1,1‘-Dioctadecyl-3,3,3",3-tetramethylindo-
carbocyanin-Perchlorat (Dil) fluoreszenzmarkiert und dem Gewebe, bzw. den Zellen zur
Aufnahme angeboten, so dass man sie nach dem Fixieren und Schneiden im Gewebe
lokalisieren kann (4.3.1. Dil-Aufnahmestudien). Zum Anderen werden Immuno-
fluoreszenzschnitte hergestellt, bei denen der sekundare Antikorper aus der fluorogenen

Alexa-Serie stammt (4.3.2. Immunhistochemie (IHC)).

4.3.1. Dil-Aufnahmestudien

Dil, ein lipophiler fluorogener Farbstoff, wird zur Fluoreszenzmarkierung von dHDL
verwendet. Das so markierte dHDL wird Zellen oder Geweben unter seminativen

Bedingungen zur Aufnahme angeboten. Nun kann man unter dem Fluoreszenz-Mikroskop



beobachten, ob die Zellen das dHDL aufgenommen haben. Teilweise ist auch eine

Lokalisierung innerhalb der Zellen mdglich.

In Abbildung 35 sieht man verschiedene Gewebe eines kleinen Flusskrebses (GroRe < 3 cm,
Alter < 1 Jahr), dem ein Tag vor Organentnahme markiertes dHDL in die Hamolymphe
injiziert wurde. Alle untersuchten Organe (Mitteldarmdriise, Kiemen, Epidermis, griine
Druse, Darm) haben das Lipoprotein aufgenommen. Die Mitteldarmdrise leuchtet so
intensiv, dass man keine einzelnen Zellen ausmachen kann. Hier hat eine starke Aufnahme
stattgefunden. In den anderen Organen kann man distinkte Zellen ausmachen, die das
markierte dHDL aufgenommen haben. Insbesondere in der Epidermis sieht man die Farbung

als kleine Plinktchen / Granula in der Peripherie dieser Zellen.
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Abbildung 35. Aufnahme von Dil-markiertem dHDL in verschiedenen Geweben eines jungen Astacus leptodactylus. Dem
lebenden Krebs wurde ein Tag vor Organentnahme Dil-markiertes dHDL in die Hdmolymphe injiziert. Es handelt sich um
Quetsch- bzw. Zupfpréparate. a) Griine Drise, b) Hepatopankreas, ¢) Darm, d) Epidermis (unter dem Carapax), e) Kiemen,
f) VergréRerung einer Zelle aus der Epidermis. Alle Organe haben das markierte dHDL aufgenommen. Wahrend die gesamte
Mitteldarmdriise leuchtet, kann man in den anderen Geweben einzelne Zellen, welche das markierte dHDL aufgenommen
haben, erkennen. Insbesondere in der Peripherie der Zellen leuchten einzelne Granula (f).
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Dil-markiertes dHDL wurde aullerdem von den Follikelzellen, welche eine Oocyte
umschlieBen und versorgen, aufgenommen (siehe Abbildung 36). Insbesondere die zum
Interstitium hin gelegene Zellmembran nimmt intensiv dHDL auf. Eine schwache Farbung ist
auch im Inneren einer Oocyte zu erkennen; das dHDL kann entweder durch die Follikelzellen

hindurch in die Oocyten gelangt sein, oder aber vom Lumen her aufgenommen worden sein.

a) Ovarnian epithelum
forming cogenetic pouch

Ovarian envelope Germarium with oogonia
with musculature

\. // \
Ovarian lumen

with migrating pre-
Oogenetic pouch

with cocyte and Ovarian interstitium  Vitellogenic oocytes
folicie cells with haemal sinuses

Abbildung 36. Kryoschnitte eines Ovariums, welches zuvor mit Dil-markiertem dHDL perfundiert wurde. a) Schematische
Ubersicht eines Krebs-Ovariums (aus Vogt et al., 2004). Die rote Box zeigt den Ausschnitt an, der in den Bildern b-d zu
erkennen ist. b) DAPI-Farbung der Zellkerne, c¢) DIC-Aufnahme, d) Aufnahme von Dil-markiertem dHDL in die Follikelzellen
nach Perfusion des Ovariums. (Durchgefiihrte Kontrollinkubationen (ohne Dil), unter den gleichen Bedingungen
aufgenommen, zeigen keine Fluoreszenz-Signale.)



4.3.2. Immunhistochemie (IHC)

Histologische Schnitte, die mit primdarem und Fluorogen-gekoppelten sekundarem
Antikorper (Alexa 488) behandelt werden, lassen eine Lokalisierung von dHDL in den
Geweben zu. Der spezifische Nachweis von dHDL in den Zellen kann allerdings keine Aussage

dartber machen, ob dHDL in den Zellen produziert, aufgenommen oder abgebaut wird.

Abbildung 37. Immunfluoreszenz-Aufnahmen von Darm (al1-3) und Mitteldarmdriise (b1-3). Die Farbung erfolgte mit dem
primaren a-dHDL-Antikorper und dem sekundédren Alexa-488-Antikorper. Blaue Signale stammen von der DAPI-Farbung.
al-2) Zu sehen ist zweimal dieselbe Aufnahme, oben als Fluoreszenz-Bild, unten als Overlay von Fluoreszenz-Bild und
DIC-Bild. Insbsondere die Epithelzellen des Darms sind stark angefarbt, zum Teil aber auch der Muskel. a3) Schematische
Ubersicht zum Aufbau des Krebs-Darms (aus To et al., 2004) (lu: Lumen, bc: Blister-Zellen, ep: Epithel, gl: Driise, cm / Im:
Muskel). b1-3) Quer angeschnittene Mitteldarmdriisen-Kanalchen werden herangezoomt. Sie leuchten intensiv, zur AulRen-
seite hin lassen sich kleine Granula erkennen (Pfeil in Abbildung b3)). (Durchgefiihrte Kontrollinkubationen, unter den
gleichen Bedingungen aufgenommen, zeigen keine Fluoreszenz-Signale.)



Besonders stark ist die Immunfarbung im Epithel des Darms sowie in der Peripherie der

Mitteldarmdriisen-Kanalchen (siehe Abbildung 37) zu erkennen.

Hamocyten

Hamocyten von Astacus leptodactylus wurden mit dem a-dHDL-Antikérper inkubiert. Die
Zellen zeigen unterschiedlich starke, jedoch deutliche Signale in Form von distinkten Granula
(siehe Abbildung 38). Diese relativ kleinen Granula sind jedoch nicht co-lokalisiert mit den

fir diesen Zelltyp ansonsten typischen Speichergranula.
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Abbildung 38. Astacus leptodactylus-Hamocyte nach Inkubation mit dem a-dHDL-Antikdrper. Oben: Immunofluoreszenz-
Aufnahme einer Hdmocyte; die Zelle ist in 4% PFA fixiert (griin: dHDL-Antkdrper-Farbung (Priméarer Antikérper: a-dHDL,
sekunddrer Antikorper: Alexa 488), blau: DAPI-Zellkern-Farbung). Unten: Zugehorige DIC-Aufnahme. Deutlich kann man
einzelne Granula erkennen, welche nicht mit den ansonsten fiir diesen Zelltyp typischen groRBen Speichergranula co-
lokalisieren. (Durchgefiihrte Kontrollinkubationen, unter den gleichen Bedingungen aufgenommen, zeigen keine
Fluoreszenz-Signale.)
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In diesem Zuge wurden auch die Hamocyten der verwandten Arten Marmorkrebs und
Homarus americanus untersucht. dHDL konnte in diesen Tieren nicht per Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation aus der Hamolymphe isoliert werden. Trotzdem zeigen die
Immunofluoreszenzen deutliche Signale, die das Vorkommen eines dHDL-dhnlichen Proteins

in den Hamocyten anzeigen (siehe Abbildung 39).

Marmorkrebs:

Homarus americanus:

Abbildung 39. Marmorkrebs (oben) und Homarus americanus (unten)-Hdmocyten nach Inkubation mit dem o-dHDL-
Antikérper. Links: Immunofluoreszenz-Aufnahme der Hamocyten; die Zellen sind in 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert (griin:
dHDL-Antkorper-Farbung (Primarer Antikorper: a-dHDL, Sekundarer Antikorper: Alexa 488), blau: DAPI-Zellkern-Farbung).
Rechts: Zugehorige DIC-Aufnahme. Deutlich kann man einzelne Granula erkennen. Obwohl der primdre Antikérper gegen
Astacus leptodactylus-dHDL hergestellt wurde, reagieren viele Zellen sowohl vom Marmorkrebs als auch vom Hummer
intensiv. In den Zellen befindet sich demnach auch ein dHDL-dhnliches Protein.
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4.4. Transmissions (TEM)- und Rasterkraft (AFM)-Mikroskopie

Die beiden Mikroskopie-Arten TEM und AFM sollen der strukturellen Darstellung der dHDL-
und BGBP-Partikel dienen. Beide Arten sind aulRerdem dazu geeignet, die PartikelgroRe zu

vermessen.

4.4.1. Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Im Elektronenmikroskop kann man die dHDL-Partikel als discoidale Strukturen erkennen
(siehe Abbildung 40). Die Rander erscheinen verstarkt, wahrend die Molekile in der Mitte
des Proteins eine geringere Elektronendichte aufweisen. Wahrscheinlich handelt es sich bei
dem dickeren Rand um einen Proteinring, der die innen liegenden Lipide umschliel3t. Eine
Vermessung der einzelnen Partikel ergab einen Durchmesser von 42 nm und eine Hohe von

7 nm (Stieb et al., 2008).

200 nm.

Abbildung 40. Elektronenmikroskopische Aufnahme von dHDL-Partikeln nach der Continuous Carbon-Methode, mit
2% (w/v) Uranylacetat konstrastiert. Die strukturell sehr flexiblen Lipoproteine préasentieren sich als flache Scheiben mit
einem verstarkten Rand und liegen entweder flach oder stehen aufrecht (Pfeile). Der Durchmesser der Partikel betradgt
42 nm, die Hohe 7 nm. (aus Stieb et al., 2008)
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BGBP prasentiert sich als von oben betrachtet rundes Protein (siehe Abbildung 41) mit

einem mittleren Durchmesser von 14,7 nm (£ 1,2 nm, n = 24).

Abbildung 41. Elektronenmikroskopische Aufnahme von BGBP-Partikeln nach der Continuous Carbon-Methode, mit 2%
(w/v) Uranylacetat kontrastiert. Die Partikel haben einen mittleren Durchmesser von 14,7 nm.

3D-Rekonstruktion

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zur Rekonstruktion sowie die Klassensummen
von dHDL und BGBP sind in Zusammenarbeit mit Philipp Arnold (Institut fiir Zoologie,

Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) entstanden.

dHDL ist ein sehr flexibles Protein, das in vielen verschiedenen Konformationen vorliegt. Die
in Abbildung 42 dargestellten 144 Klassensummen stellen wiederum nur eine Auswahl der
tatsachlich vorkommenden 449 Konformationen dar. Aufgrund dieser groRen Flexibilitat war
uns eine 3D-Rekonstruktion von dHDL anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen leider

nicht moglich.
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Abbildung 42. Auswahl einiger Klassensummen von dHDL-Partikeln nach Negative staining-Transmissions-
Elektronenmikroskopie. Die Proteine sind in ihrer Form sehr flexibel und lassen sich in insgesamt 449 Klassensummen
einteilen (nicht alle gezeigt). (Diese Abbildung ist in Zusammenarbeit mit Philipp Arnold entstanden)

Da BGBP wesentlich unflexibler als dHDL ist, lassen sich die Partikel in nur elf
Klassensummen einteilen (siehe Abbildung 43). Es handelt sich demnach um in der Aufsicht

betrachtet runde Proteine, die in der Seitenansicht nierenférmig aussehen.

- ' ' | :{} . uu ‘ ; | \ » . h

Abbildung 43. Klassensummen von BGBP-Partikeln nach Negative staining-Transmissions-Elektronenmikroskopie. In der
Aufsicht sehen die Partikel rund aus, in der Seitenansicht nierenférmig. (Diese Abbildung ist in Zusammenarbeit mit Philipp
Arnold entstanden)
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4.4.2. Rasterkraft-Mikroskopie (Atomic Force Microscopy - AFM)

Die AFM-Aufnahmen wurden in Kooperation mit der AG Kiihnle (Institut fir Physikalische

Chemie, Johannes Gutenberg-Universitdt Mainz) erstellt.

10.000 nm_ 5.000 nm

400 nm

183 nm 147 nm 132 nm

Abbildung 44. Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von dHDL-Partikeln mit unterschiedlicher Auflosung. Bei diesen
Aufnahmen handelt es sich um Amplituden-Bilder, welche im Tapping-Modus aufgenommen wurden. Die nm-Werte
unterhalb der Bilder geben die Seitenldnge des jeweiligen Quadrats an. Deutlich zu erkennen sind runde, ebene
Lipoprotein-Partikel.



Die Rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen (siehe Abbildung 44) zeigen von oben
betrachtet runde dHDL-Partikel in unterschiedlichen Auflésungen. Dass es sich dabei um
discoidale Proteine handelt, ergab die Vermessung einzelner Partikel (Abbildung 45). Die flr
EM-Aufnahmen typische ,Donut-dhnliche’ Ringstruktur (siehe oben) ist hier jedoch nicht zu
erkennen. Die Partikel weisen eine homogene Verteilung auf dem Glimmer auf. Im Vergleich
zu den Elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist die Form wenig flexibel. Kein Partikel ist

ein- oder umgeklappt, was vermutlich an dem Aufbringen auf den Glimmerfilm liegt.
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Abbildung 45. a) Beispiel fiir die GroRen-Vermessung dreier dHDL-Partikel anhand rasterkraftmikroskopischer
Aufnahmen. Die x-Achse zeigt den Durchmesser der Partikel an, die y-Achse die H6he. Demnach haben die Partikel eine
GroBe von etwa 46 x 4,5 nm. b) Veranschaulichung der AusmaBe der vermessenen dHDL-Partikel. Die turkisfarbene Figur

symbolisiert einen ,Standard-dHDL-Partikel’. Schwarze Balken geben die Standardabweichung an.

Die Vermessung der dHDL-Partikel (Beispiel siehe Abbildung 45) ergab einen mittleren
Durchmesser von 46 nm (* 6,9 nm, n = 14) und eine mittlere Héhe von 4,5 nm (+ 0,9 nm,

n=>5).



5 DISKUSSION

5.1. Molekularbiologie

5.1.1. B-Glukan-Bindeprotein (BGBP)

BGBP-Sequenz - Termini und Prozessierung

Die hier entschlusselte Sequenz des (-Glukan-Bindeproteins von Astacus leptodactylus
wurde unter der GenBank-Nr. FN298411 in die Ncsi-Datenbank eingestellt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/254587356). Bei dem 4062 bp (1353 AS)
umfassenden Abschnitt handelt es sich um die nahezu vollstindige Sequenz. Im Vergleich
zur ,Fenneropenaeus chinensis complete coding sequence’ (GenBank-Nr. GU461662,
inklusive 5’- und 3’-UTR) fehlen dem hier ermittelten Fragment jedoch 799 bp am 5’-Ende
und 1595 bp am 3’-Ende. Zum reifen N-Terminus der Litopenaeus vannamei-BGBP-Sequenz
fehlen lediglich 30 AS. Sowohl iber den N- als auch tber den C-Terminus herrscht allerdings
in der Literatur Uneinigkeit. Lai et al. (2011) haben in ihrer Publikation eine andere
Fenneropenaeus chinensis-BGBP-Aminosdaure-Sequenz angegeben als in ihrem ent-
sprechenden Datenbankeintrag, auf den auch verwiesen wird (GenBank: GU461662). Die
Sequenz hat in der Publikation ein anderes Start-Methionin (im Paper: M1, in der
Datenbank: M120) und ist deshalb am N-Terminus 119 Aminosauren langer. Der C-Terminus
der Fenneropenaeus chinensis-BGBP-Sequenz ist deutlich langer als der der drei anderen
BGBP’s (um 564 AS langer im Vergleich zur Litopenaeus vannamei-BGBP-Sequenz). Die
Sequenz von Pacifastacus leniusculus hat wiederum andere N- und C-Termini (hier ist es
womoglich zu Sequenzierungsfehlern gekommen, siehe unten). Die exakte Position des
N- und des C-Terminus der BGBP-Konsensus-Sequenz ist aufgrund dieser uneinheitlichen
Literatur unklar. Um Gewissheit Gber die tatsachliche Sequenz der Pro- und der reifen BGBP-
Sequenz sowie der BGBP-Prozessierung zu bekommen, missen zuerst 5’- und 3’-RACE (Rapid
amplification of cDNA ends)-Analysen durchgefiihrt werden, so dass die BGBP-Sequenz
korrekt und vollstandig ist. Letztlich wird aber ausschlieBlich eine N-terminale
Ansequenzierung des Proteins den wahren N-Terminus offenbaren. Hilfreich waren in
diesem Zusammenhang auch weiterfihrende MALDI-Analysen. Kenntnisse tber die genauen

Schnittstellen ermdéglichen dann auch fundiertere Spekulationen (ber die an der



Prozessierung beteiligten Proteasen. Eine Co-Lokalisation der in Frage kommenden
Proteasen mit dem BGBP sowie eine in vitro-Prozessierung miussten in weiterfihrenden

Versuchen gezeigt werden.

Der offene Leserahmen der Astacus leptodactylus-BGBP-Sequenz ldsst sich in 1353
Aminosduren Ubersetzen, welche zusammen eine theoretische molekulare Masse von
153 kDa ergeben. Die errechnete molekulare Masse des offenen Leserahmens der
Fenneropenaeus chinensis-BGBP-Sequenz ergibt sogar 228 kDa. Laut reduzierender
SDS-PAGE (siehe Abbildung 24) hat das native Protein aber nur eine GroRRe von ca. 105 kDa.
Es muss also zu einer extensiven post-translationalen Prozessierung kommen, die
theoretisch sowohl am N-, als auch am C-, wie auch an beiden Termini stattfinden kann.
Uber die an der Prozessierung beteiligte/n Protease/n ist bislang nichts bekannt, so dass
man Uber die Schnittstellen nur spekulieren kann. Das Programm PePTIDECUTTER findet nach
virtuellem Verdau der Aminosdure-Sequenz drei Proteasen, die BGBP selten genug
schneiden, um Fragmente entstehen zu lassen, die etwa 100 kDa grof3 sind. Dabei handelt es
sich um Caspase-1, Caspase-10 und Thrombin (siehe Abbildung 19). Da das Peptid, welches
durch MALDI-Analyse detektiert wurde (siehe Stieb et al., 2008), zwingend auch im reifen
Protein vorkommen muss, scheidet Thrombin aus. Caspasen sind die wichtigsten Enzyme der
Apoptose (Kuranaga, 2011). Sie leiten den programmierten Zelltod ein (,Initiator-Caspasen’)
und bauen zelleigene Proteine ab (,Effektor-Caspasen’). Die Initiator-Caspasen sind
wesentlich an der Aktivierung und Reifung von zum GroBteil anderen ,downstream-
Caspasen’ beteiligt, kénnen aber auch andere Proteine wie zum Beispiel Nukleasen
aktivieren. Insbesondere fiir Caspase-1 ist auch eine Beteiligung an nicht-apoptotischen
Prozessen bekannt (Beteiligung an Endzliindungsprozessen). Caspase-1 und -10 werden, wie
alle Caspasen, ubiquitdr als Zymogene exprimiert und gehéren zu den extrem gut regulierten
und konservierten Initiator-Caspasen. Entsprechende Homologe finden sich auch in
Invertebraten wie Drosophila (Dronc 2 Caspase-1, Dredd 2 Caspase-10). Dadurch, dass
Caspasen nur in Ausnahmesituationen als aktive Proteasen vorliegen und eine sehr exakte
Feinregulierung absolut notwendig ist, erscheint es eher unwahrscheinlich, diese Enzyme als

mogliche BGBP-prozessierenden Enzyme anzunehmen.



Die Aminosadure-Sequenz wurde auRerdem auf Furin-Schnittstellen untersucht. Furin ist fiir
die Prozessierung der Insekten-Lipophorine zustandig (Smolenaars et al., 2005); eine analoge
Prozessierung fiir die Crustaceen-Lipoproteine scheint somit naheliegend. Tatsachlich
konnten zwei vermutliche Furin-Schnittstellen RAKR und RARR identifiziert werden. Furin
schneidet demnach am N-, bzw. C-Terminus derart, dass ein 126 kDa groes Protein entsteht
und zudem das durch MALDI sequenzierte Peptid erhalten bleibt. Das reife BGBP-Protein
erstreckt sich demnach lber die Aminosaduren -38 bis 1071 ((Positionen analog der unter der
GenBank-Nummer CAX65684.2 eingetragenen Sequenz), siehe auerdem Abbildung 30) und
umfasst somit insgesamt 1109 Aminosduren. Furin koénnte also in der Tat fir die
Prozessierung des BGBP verantwortlich sein. Wie bereits oben erwdhnt, ist es trotzdem
unerldsslich, eine N- und C-terminale Sequenzierung durchzufiihren, um die exakten
Schnittstellen der Prozessierung zu bestimmen und davon ausgehend Furin als BGBP-

prozessierende Protease zu verifizieren.

Bisher haben nur Cerenius et al. (1994) Spekulationen Uber die Prozessierung des
Pacifastacus leniusculus-BGBP veroffentlicht. Als Grundlage fir ihre Vermutungen haben sie
jedoch eine Sequenz mit unvollstandigem N- und C-Terminus vorausgesetzt (siehe unten).
Cerenius et al. vermuten eine C-terminale Prozessierung. Sie schlagen als reife
Aminosaurekette die Aminosauren 109 bis ca. 1200 vor, setzen allerdings ihre ,falsche’
Sequenz (siehe unten) voraus. Dieser Vorschlag ergibt eine theoretische molekulare Masse
von 124 kDa und damit deutlich mehr als die beobachtete molekulare Masse von ca. 105
kDa. Vermutungen, welche Proteasen fiir die Prozessierung in Betracht kommen, machen

Cerenius et al. nicht.

Unstimmigkeiten in der von Cerenius et al. (1994) publizierten Pacifastacus leniusculus

BGBP-Sequenz

(siehe auch Anhang 8.2., Abbildungen A1, A2 und A3)

Auffillig ist die Tatsache, dass die (deutlich kiirzere) Pacifastacus leniusculus-BGBP-Sequenz
im Vergleich zu anderen bekannten BGBP’s einen anderen N- und C-Terminus aufweist. Dies
erscheint unwahrscheinlich, haben die BGBP’s doch zum Teil Identitdten von 89%. Eine

genauere Betrachtung der Sequenzen zeigt, dass es an mehreren Stellen zu erheblichen



Abweichungen zwischen der Pacifastacus leniusculus-BGBP-Sequenz (GenBank-Nr.
CAA56703.1) und den anderen drei bekannten BGBP’s aus Astacus leptodactylus
(CAX65684), Fenneropenaeus chinensis (ADW10720.1) und Litopenaeus vannamei
(AY249858.1) gekommen ist. Dies betrifft insbesondere den N-Terminus (Abbildung A2), den
C-Terminus (Abbildung A3), und mindestens drei Bereiche innerhalb der Sequenz (Abbildung
Al). Dies ist umso auffélliger, da ja Fenneropenaeus chinensis und Litopenaeus vannamei als
Vertreter der Penaeidae (Dendrobranchiata) taxonomisch weiter entfernt von Astacus
leptodactylus stehen (Astacidae; Pleocyemata) und trotzdem in den besagten Bereichen
(siehe Abbildung Al) eine Sequenzhomologie zeigen, aus der Pacifastacus leniusculus klar
herausfallt. Noch deutlicher wird ein moglicher Sequenzierfehler bei der Betrachtung des
C-terminalen Endes, bei der in der ,Cerenius-Sequenz’ relativ friih ein Stopp-Codon
auftaucht. Nimmt man nun in dieser Sequenz eine Leserasterverschiebung aufgrund eines
Sequenzierfehlers an und fugt ein einzelnes Nukleotid ein (in diesem Fall analog zur Astacus
leptodactylus-BGBP-Sequenz ein Adenin), verschiebt sich das Leseraster, das Stopp-Codon an
dieser Stelle verschwindet, und die neu Ubersetzte Sequenz ist zu 86% identisch mit der

Astacus leptodactylus-BGBP-Sequenz.

Diese Uberlegungen sprechen dafiir, dass Cerenius et al. (1994) bei der Sequenzierung des
Pacifastacus leniusculus-B-Glukan-Bindeproteins einige Fehler unterlaufen sind. Aus diesem
Grund misste das BGBP von Pacifastacus leniusculus dringend neu sequenziert und eine

korrigierte Version der Sequenz in die Datenbank eingestellt werden!

BGBP-Sequenz - Dominen- und Motivanalyse

Genau wie bei den homologen BGBP’s von Fenneropenaeus chinensis und Pacifastacus
leniusculus befindet sich am N-Terminus der Astacus leptodactylus-BGBP-Sequenz kein
Signalpeptid. Da der N-Terminus von Astacus leptodactylus- und Pacifastacus leniusculus-
BGBP noch nicht vollstandig bekannt ist, kdnnte sich das Signalpeptid im noch nicht
sequenzierten, weiter N-terminal gelegenen Bereich befinden. Dies ist jedoch
unwahrscheinlich, da auch das homologe und vor Allem auf Nukleotidebene komplett
entschliisselte Fenneropenaeus chinensis-BGBP kein Signalpeptid aufweist (Lai et al., 2011).
Ein Signalpeptid liegt am N-Terminus und ist wichtig fir die korrekte Sezernierung durch den

Golgi-Apparat. Da es sich bei BGBP um ein sezerniertes Protein handelt, misste eigentlich



ein entsprechendes Signalpeptid vorhanden sein. Wie eine Sezernierung ohne Signalpeptid

zustande kommen kann, ist unklar.

In der BGBP-Sequenz konnte ein putatives RGD-Zelladhdsionsmotiv zur Integrin-Bindung
identifiziert werden. Zhao et al. (2009) vermuten, dass dieses Motiv zur Bindung an die
Integrin-B-Untereinheit dient, welche unter Anderem auf der Hamocyten-Oberflache
lokalisiert ist. So kdnnte BGBP eventuelle Immunantworten vermitteln. Dass BGBP eine Rolle
im Immunsystem spielt, wurde von Vargas-Albores et al. (1996) gezeigt. Demnach kann
BGBP das pro-Phenoloxidase (proPO)-System aktivieren. Bei diesem System handelt es sich
um einen Pfad des angeborenen Immunsystems von Arthropoden. Nach bakterieller oder
Pilz-Infektion des Organismus erkennt BGBP die auf der Zelloberflache der Bakterien oder
Pilze angehefteten f-1,3-Glukane und bindet dann vermutlich Uber seine Integrin-
Bindestelle an die Hamocyten, welche daraufhin die Eindringlinge phagocytieren. BGBP hat
in Arthropoden also durchaus eine Doppelfunktion, zum Einen den Lipidtransport und zum
Anderen die p-1,3-Glukan-Erkennung mit anschlieBender Aktivierung des proPO-Systems.
Weiterhin konnte fiir Arthropoden-Lipoproteine gezeigt werden, dass sie das proPO-System
nicht nur aktivieren, sondern proPO, ihre Erkennungsproteine (wie zum Beispiel
Peptidoglukan-bindende Proteine) und ihre aktivierenden Proteasen auch in der Hamo-
lymphe transportieren (Rahman et al., 2006). Diese Proteine sind dabei in die Lipidmatrix der
Lipoproteine integriert. Aggregieren diese Proteine wahrend zellfreier Abwehrmechanismen,

kommt es demnach auch zu einer Lipoprotein-Aggregation (Schmidt et al., 2010).

Mehrere potentielle Glykosylierungsstellen fiir sowohl N- als auch O-Glykosylierungen
wurden identifiziert. Da es sich bei den BGBP’s um Lipoglykoproteine handelt (siehe
Einleitung), war dies zu erwarten. N-glykosidisch verknilipfte Glukane konnten mittels Lektin-
Blot (Abbildung 31) tatsdchlich nachgewiesen werden, im Gegensatz zu O-Glykosylierungen
(Stieb et al., 2008). Lipoproteine haben aufgrund ihrer Lipidbeladung Probleme mit ihrer
Loslichkeit; die Glykosylierung kénnte den Proteinen beziglich ihrer Loslichkeit von Nutzen
sein (Nalivaeva et al., 2001). AuRerdem erhoht eine Glykosylierung die Stabilitat der
Proteine, da diese nun schlechter fiir Proteasen erreichbar sind (Nalivaeva et al., 2001). Dass
zumindest dHDL ein Protein mit einer sehr langen Halbwertszeit von mehreren Tagen ist,

konnte in Vorversuchen gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Diese Stabilitat konnte mit der



Glykosylierung zusammenhangen. Im Vergleich zu dHDL und anderen sezernierten Proteinen
ist BGBP mit seinem Kohlenhydratgehalt von insgesamt 0,44% (Stieb, 2007) jedoch relativ
schwach glykosyliert. Eventuell behindern die Kohlenhydrate die -Glukan-Bindestelle des
BGBP. Auch die Lipopolysaccharid-/B-Glukan-Bindeproteine (LGBP’s) besitzen nur zwei
potentielle N-Glykosylierungsstellen (Lin et al., 2008.), sind also wahrscheinlich dhnlich so

schwach glykosyliert wie das BGBP.

Wie fiir die BGBP’s von Fenneropenaeus chinensis, Litopenaeus vannamei und Pacifastacus
leniusculus beschrieben (Lai et al., 2011, Romo-Figueroa et al., 2004, Cerenius et al., 1994),
finden sich auch in der Astacus leptodactylus-BGBP-Sequenz zwei putative Glukanase-
Regionen. Diese Regionen haben Sequenzadhnlichkeit zum aktiven Zentrum von bakteriellen
1,3-1,4--D-Glukan-4-Glukanohydrolasen (z. B. Bacillus licheniformis; Lloberas et al., 1991).
Die Identitat der Astacus leptodactylus-BGBP-Glukanase-Region mit der bakteriellen
Konsensussequenz (GTPWDEIDIEFLGKDTTKVQF; Konsensus aus aktivem Zentrum von
Bacillus licheniformis-, Fibrobacter succinogenes-, Bacillus macerans- und Clostridium
thermocellum-1,3-1,4-3-D-Glukan-4-Glukanohydrolasen; Lloberas et al., 1991, Teather et al.,
1990, Borriss et al., 1988, Schimming et al., 1992) betragt im Falle der ersten putativen
Glukanase-Region 27%. Im Falle der zweiten putativen Glukanase-Region liegt die Identitat
noch deutlich niedriger (19%). Die Ubereinstimmung auf Sequenzebene ist also sehr gering.
Auch auf struktureller Ebene finden sich keine Ahnlichkeiten (Struktursuche mit dem
Programm Swiss-MoODEL: bei einer Suche mit der oben genannten bakteriellen
Konsensussequenz bekommt man als Hit die Struktur der oben genannten bakteriellen
Glukanase aus Bacillus licheniformis. Sucht man jedoch mit den Crustaceen-Sequenzen
ergibt sich kein Hit.) Ob es sich hierbei also wirklich um eine Glukanase-Region handelt,
scheint fragwirdig. Die Tatsache, dass BGBP B-Glukane binden kann und auerdem eben
jene fragwirdige Glukanase-Region aufweist, ist flr Cerenius et al. (1994) ein Hinweis auf
die phylogenetische Abstammung dieser Proteine. Sie vermuten, dass BGBP’s urspriinglich
von Glukanasen abstammen, die im Laufe der Evolution ihre Glukanase-Aktivitdt verloren
haben, ihre Eigenschaft B-Glukane zu binden jedoch beibehalten haben. Eine dhnliche
Situation wird fir die B-1,3-glucan recognition-Proteine bei Insekten vermutet (Pauchet et
al., 2009). Allerdings wird auch das Insekten-Konsensus-Motiv (ELDLXExxGKxP; Pauchet et

al., 2009) von Swiss-MoDEL nicht als Glukanase-Region erkannt.



Durch Bestimmung des GRAVY-Index konnte ein lipophiler Bereich am C-Terminus der
unprozessierten BGBP-Aminosdure-Sequenz identifiziert werden (Aminosduren 1190 - 1353;
Positionen analog der unter der GenBank-Nummer CAX65684.2 eingetragenen BGBP-AS-
Sequenz). Bei diesem Bereich handelt es sich vermutlich um eine Lipidbindedomane, denn
eine raumliche Anhdufung hydrophober Aminosdurereste ist notig fur die Lipid-
Komplexierung (Ruiz-Verdugo et al., 1997). Auch die Lipidbindedomanen anderer typischer
Lipoproteine wie humanes ApoE, humanes ApoB, Locusta migratoria-Lipophorin und
Homarus americanus-Vitellogenin haben einen relativ héheren GRAVY-Index (> -0,2). Diese
vermeintliche Lipidbindedomane liegt allerdings auBerhalb des Bereichs, welcher vermutlich
das reife BGBP-Protein bildet (wenn man eine Prozessierung durch eine Furin-dhnliche

Protease annimmt, siehe oben) (Abbildung 46).
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Abbildung 46. Lage der potentiellen Lipidbindedomane innerhalb der BGBP-Aminosaurekette. Nimmt man eine BGBP-
Prozessierung durch Furin-dhnliche Proteasen an (R-X-K/R-R-Schnittstellen eingezeichnet), so liegt diese Doméane nicht im
reifen BGBP-Protein. Allerdings wurden in genau diesem Bereich dHDL-Peptide durch LC-MS/MS nachgewiesen (siehe
Diskussion weiter unten). Nummerierung der Aminosduren analog der Nummerierung in Abbildung 19.

Stattdessen entspricht diese Domane den durch LC-MS/MS bestimmten Peptiden des dHDL.

Darauf wird weiter unten detailliert eingegangen.

BGBP-Sequenz - Phylogenie

Der errechnete Stammbaum einiger Crustaceen-LGBP’s, -BGBP’s, -Clotting-Proteine und
-Vitellogenine teilt sich in vier Aste, die jeweils eine Proteinfamilie darstellen (siehe
Abbildung 22). Lediglich das Daphnia pulex-Vitellogenin ldsst sich keiner Familie zuordnen,
was auch nicht verwunderlich ist, hat es doch eine zusatzliche Funktion als Superoxid-
Dismutase (Kato et al., 2004). Die beiden Familien LGBP und BGBP clustern wie in der
Publikation von Lai et al. (2011) auf verschiedenen Asten. Das Astacus leptodactylus-BGBP
ordnet sich wie erwartet bei den BGBP’s ein und kann somit als solches identifiziert werden.

Das Marsupenaeus japonicus-BGBP clustert nicht wie erwartet mit dem ,Endzweig’ der



Penaeiden, sondern trennt sich fiiher ab. Dies liegt vermutlich nicht an mangelnder
Homologie, sondern daran, dass das Marsupenaeus japonicus-BGBP nur zu einem sehr
kleinen Teil sequenziert ist (205 AS) und fehlende Sequenzbereiche bei der
Stammbaumberechnung wie Liicken behandelt wurden. Nimmt man an, dass die publizierte
Pacifastacus leniusculus-BGBP-Sequenz (siehe oben) einige Sequenzierungsfehler aufweist,
so muss man davon ausgehen, dass die ,richtige’ Sequenz den anderen BGBP’s sehr viel
dhnlicher ist, als bisher angenommen, die BGBP’s also noch konservierter sind, als dieser
Stammbaum zeigen kann. Ob sich die LGBP’s und die BGBP’s tatsachlich einen gemeinsamen
Vorlaufer teilen, und ob dieser Vorlaufer eher Glukanase (wie unter Anderen von Cerenius et
al. (1994) vermutet) oder Lipidtransfer-Protein war, lasst sich anhand der vorhandenen
Daten nicht sagen. Dieser Stammbaum unterstiitzt die Notwendigkeit einer Revision bzgl.

der inkonsistenten Benennung vieler BGBP’s und LGBP’s (siehe Anhang 8.1.).

Da die untersuchten Protein-Familien wahrscheinlich nicht homolog sind, sind
weitergehende phylogenetische Aussagen anhand des hier errechneten Stammbaums nicht

moglich.

5.1.2. Discoidales High density-Lipoprotein (dHDL)

dHDL-Sequenz - cDNA-Bank

Die dHDL-Sequenz konnte mittels cDNA-Bank-Screening im zeitlichen Rahmen dieser
Dissertation nicht erlangt werden. Zwar gab es einige Plaques, welche mit dem Antikorper
reagierten, das Vereinzeln und Sequenzieren fihrte allerdings nicht zur gewinschten
Sequenz. Stattdessen wurden andere im Hepatopankreas exprimierte Proteine, wie zum
Beispiel Verdauungsenzyme und rRNA’s, sequenziert. Daraus kann man schlieflen, dass die

Bank intakt ist, auch wenn sie leichte Verunreinigungen von ribosomaler RNA enthalt.

Mogliche Schwierigkeiten

Dass die dHDL-Sequenz bisher nicht gefunden wurde, kann vor allen Dingen daran liegen,
dass in dem begrenzten Zeitrahmen nicht geniigend Phagen gescreent wurden. So konnte
der Sequenz-beinhaltende Phage noch nicht identifiziert werden. Gerade bei eventuell
niedrig exprimierten Proteinen muss ein extensives Screening durchgefiihrt werden. dHDL

kommt zwar in der Hamolymphe in groBen Mengen (ca. 4 mg/ml, siehe 5.2.4. ELISA) vor,



allerdings handelt es sich um ein sehr stabiles Protein mit einer geringen Abbaurate. Daher
ist es denkbar, dass eine hohe Expressionsrate zum Halten des dHDL-Levels in der

Hamolymphe nicht nétig ist.

Darliber hinaus kann es weitere Schwierigkeiten und Risiken beim Screenen einer cDNA-Bank
geben. Selbstverstandlich kann die Bank nur die cDNA’s von Proteinen enthalten, die auch in
der Mitteldarmdriise exprimiert werden. Fir das dHDL weild man das nicht sicher. Da andere
Lipoproteine wie zum Beispiel das BGBP in der Mitteldarmdriise exprimiert werden, scheint
diese Annahme aber verniinftig. Zudem muss die cDNA zum Zeitpunkt der Gewebe-
entnahme exprimiert worden sein. Von Insekten weiR man, dass sie ihre Lipophorine nicht
konstitutiv exprimieren, sondern die Expression durch Nahrungsaufnahme induziert wird
(Van Heusden et al., 1998). Dasselbe gilt fir das B-Glukan-Bindeprotein der Crustaceen;
Nahrungsaufnahme induziert ein hoheres mRNA-Level im Hepatopankreas (Muhlia-Almazan
et al., 2005). In dem hier vorliegenden Experiment wurden allerdings die Organe von Tieren
verwendet, die einige Tage nicht gefiittert wurden, um die Experimente nicht durch Fremd-

DNA zu verunreinigen.

Ein weiteres Problem kann die dHDL-Sequenz an sich sein. Uber die Linge der mRNA ist
nichts bekannt. Die zwei Untereinheiten des Proteins (240 und 85 kDa) konnen auf
verschiedenen Gen-Loci liegen, sie kdnnen aber auch als eine mRNA exprimiert werden,
welche spadter prozessiert wird. Die Lipophorine der Insekten, welche ein ahnliches
Untereinheiten-Muster aufweisen (220-250 und 70-85 kDa; Smolenaars et al., 2005), werden
als eine mRNA transkribiert. Die pra-mRNA hat eine GroRRe von 10 kb (Van Heusden et al.,
1998). Desweiteren ist nichts liber die 3’-UTR der dHDL-mRNA bekannt. Bei Invertebraten
kann eine 3’-UTR bis zu 1000 bp lang sein (Farrell, 2010), im Durchschnitt ist sie 400 bp lang
(Pesole et al., 2000). Die Inserts, welche in die Phagen kloniert wurden, haben aber im
Schnitt nur eine Lange von 500 bp; vom kodierenden Bereich wiirde man also im Falle einer
groBen 3’-UTR nichts sehen. In allen hier genannten Fallen (Protein evtl. auf zwei mRNA’s
kodiert, sehr lange mRNA oder sehr lange 3’-UTR) kommt es bei der bakteriellen Expression
des entsprechenden Inserts nur zu einem bruchstiickhaften Protein, welches der Antikérper
eventuell nicht oder nur sehr schwach erkennen kann. Das bakterielle Expressionssystem an

sich stellt auch noch weitere Probleme dar. Im Gegensatz zu eukaryotischen



Expressionssystemen wie zum Beispiel der Insekten-Zellkultur kdénnen Bakterien die
exprimierten Proteine nicht korrekt falten oder post-translational modifizieren, was

eventuell auch zu mangelnder Antikorper-Erkennung fiihren kann.

Dass es sich hier im besonderen Fall um Lipoproteine und einen Antikorper gegen die
lipidierte Form handelt, dirfte hingegen kein Problem sein, da der Antikdrper auch die

einzelnen unlipidierten Untereinheiten im Western-Blot erkennt.

Lésungsansadtze

Um ein effektiveres Screening zu gewahrleisten, sollte der primare dHDL-Antikdrper fir
weitere Screening-Runden durch Pra-Adsorption aufgereinigt werden. Dann fallen mégliche
Fremdreaktionen mit anderen Proteinen weg und die Vereinzelung positiver Plaques wird
erleichtert. Trotz Allem ist es nicht ungewdhnlich, in vermeintlich positiven Plaques die
cDNA’s anderer Hepatopankreas-Proteine zu finden; beim Ausstechen der Plaques pickt man
auch immer das direkte Umfeld mit, wo sich andere Klone befinden. Sollte extensives
Screening auch zu keinem Ergebnis fiihren, kdnnte man einen gegen die durch MALDI
sequenzierten Bereiche und somit sehr viel spezifischeren Peptid-Antikdrper einsetzen.
Diese Bereiche liegen wahrscheinlich frei zugdnglich an der AuBenseite des gefalteten
Proteins, sonst waren diese fiir den Trypsin-Verdau nicht zuganglich (hier muss man Daten
aus MALDI-Analysen verwenden, bei denen das Protein durch Acetonfdllung und
Gelfiltration aufgereinigt wurde). Alternativ kann auch mit einer biotinylierten DNA-Sonde
gegen die MALDI-Bereiche gescreent werden. Da sich mindestens 18 der MALDI-Fragmente
auch im BGBP wiederfinden, kénnte man die Nukleotidsequenz des BGBP als Grundlage

verwenden und hoffen, dass auch auf Nukleotidebene eine hohe Ubereinstimmung vorliegt.

FUhren alle Screening-Versuche der cDNA-Bank zu keinem Ergebnis, bleibt zur Identifizierung
der dHDL-Sequenz nur die vollstandige Sequenzierung des Astacus leptodactylus-

Transkriptoms mit anschlieBender bioinformatischer Auswertung.



5.2. Proteinbiochemie
5.2.1. Isolierung der Lipoproteine

Durch Dichtegradienten-Ultrazentrifugation konnten die Lipoproteine dHDL und BGBP aus
der Hamolymphe von Astacus leptodactylus als reine Fraktionen isoliert werden. Als
Zentrifugations-Medien kam hier Kaliumbromid zum Einsatz. Die bestimmte Dichte der
isolierteten Lipoproteine (dHDL: 1,10 g/ml, BGBP: 1,16 g/ml) charakterisiert beide eindeutig
als High density-Lipoproteine (HDL’s) (Stieb et al., 2008). Bei Invertebraten sind HDL's die
vorherrschende Lipoproteinklasse. Die (-Glukan-Bindeproteine der Crustaceen sind im
Allgemeinen HDL'’s; so sind die Dichten der BGBP’s der Krabben Potamon potamois und
Cancer antennarius (p = 1,08 g/ml, bzw. 1,19 g/ml; Yepiz-Plascencia et al., 1995), sowie der
Garnelen Litopenaeus vannamei (p = 1,14 g/ml; Yepiz-Plascencia et al., 1995) und Penaeus
semisulcatus (p = 1,22 g/ml; Lubzens et al., 1997) bekannt. Das BGBP des Signalkrebses
Pacifastacus leniusculus hat eine Dichte von 1,14 g/ml (Hall et al., 1995). Die Lipophorine der
Insekten haben Dichten zwischen 1,12 und 1,14 g/ml (Ryan et al., 2000, Canavoso et al.,
2004, Rodenburg et al., 2005) und sind somit auch als HDL’s zu klassifizieren. AuRerdem sind
die Dichten einiger Schnecken- und Spinnen-Lipoproteine bekannt; sie variieren zwischen
1,10 und 1,17 g/ml (Haunerland et al., 1989, Pollero et al., 1992, Heras et al., 2002). VHDL’s
kommen bei Invertebraten auch vor, z.B. das Clotting-Protein (p = 1,28 g/ml; Komatsu et al.,
1998) und das Hamocyanin (p = 1,3 g/ml; Hall et al., 1995) der Crustaceen. Diese dienen
dann aber nicht hauptsachlich dem Lipidtransport, sondern nehmen im Falle des Clotting-
Proteins Aufgaben im Immunsystem wahr; Hamocyanin ist vor Allem fir den

Sauerstofftransport in der Himolymphe zustandig.

5.2.2. Molekulare Struktur: Proteine, Kohlenhydrate und Lipide

Apolipoproteine

dHDL

Die SDS-PAGE (Abbildung 24) zeigt, dass dHDL aus zwei Untereinheiten besteht, und zwar
einer GroReren mit 240 kDa und einer Kleineren mit 85 kDa. Zusammen bilden sie ein
Heterodimer mit einer molekularen Masse von ca. 330 kDa (Stieb et al., 2008). Diese

Apolipoproteinstruktur erinnert an den Aufbau der Insekten-Apolipophorine (Apolp).



Apolipophorine bestehen ebenfalls aus zwei Untereinheiten (ca. 240 und 80 kDa), welche
zusammen ein Heterodimer bilden. Die beiden Untereinheiten werden als eine mRNA
(ApoLp-Il/1) transkribiert. Erst die Aminosaurekette wird an seiner enthaltenen Furin-
Schnittstelle (RQKR) post-translational durch eine Furin-dhnliche Protease in die beiden
Untereinheiten geschnitten (Van der Horst et al., 2002). Auch die Apolipoproteinstruktur des
Polychaeten Nereis virens zeigt ein dhnliches Muster; die beiden Untereinheiten haben
molekulare Massen von 247 und 85 kDa (Schenk et al., 2006). Sogar der evolutiv sehr alte
Organismus, das ,lebende Fossil’ Limulus polyphemus, hat ein Lipoprotein, welches aus zwei
Unterheiten mit 265 und 89 kDa besteht (Rehn et al., 1994). AuRerdem findet man ein
solches Untereinheiten-Muster bei einigen Arachniden; die Vogelspinne Eurypelma
californicum besitzt zwei Lipoproteine mit den Untereinheiten 250 und 80 kDa (Haunerland
et al., 1987), bzw. 220 und 80 kDa (Stratakis et al., 1993). Lipoproteine mit dem
Untereinheitenmuster 250 und 80 kDa finden sich auBerdem bei der Riesenkrabbenspinne
Polybetes pythagoricus (Cunningham et al., 1994), der schwarzen Witwe Latrodectus
asperses und dem Skorpion Hadrurus arizonensis (Haunerland et al.,, 1989). Die
Walzenspinne Eremobates spec. hat ein Lipoprotein bestehend aus einer 250 und einer
90 kDa grofRen Untereinheit (Haunerland et al., 1989). Nur bei Crustaceen wurde bisher, mit
Ausnahme des hier untersuchten Astacus leptodactylus, bislang kein Lipoprotein mit einem
solchen Untereinheiten-Muster gefunden. Dies ist umso ungewdohnlicher, als dass durchaus
in mehreren Studien die Lipoprotein-Muster von Vertretern dieses Unterstammes
untersucht wurden (siehe Einleitung). Natirlich kénnte es sich bei anderen Spezies um ein
farbloses Protein handeln (dHDL von Astacus leptodactylus ist vermutlich auf Grund der
enthaltenen Carotinoide orange gefarbt), welches bei der klassischen Ultrazentrifugations-
Isolierung eventuell leicht Ubersehen werden kann. Bei genauem Betrachten der
Zentrifugations-rohrchen kann man aber auch farblose, schwebende Proteine erkennen, da
die Lésung an dieser Stelle schwach opak erscheint. Deshalb schlieRe ich ein ,Ubersehen’ des
dHDL in den Hamolymphen zumindest der in unserem Labor untersuchten Spezies (Astacus
astacus, Marmorkrebs, Procambarus clarkii, Cherax quadricarinatus, Cancer pagurus, Hyas
araneus, ldothea spec.; nicht veroffentlichte Daten von Sven Schenk, Ulrich Hoeger und
Stefanie Stieb) aus. Trotz des Abhandenseins von dHDL in weiteren Crustaceen-Spezies
scheint es dennoch im Genpool der Arthropoden und Polychaeten vorhanden zu sein (wenn

es in diesen beiden Spezies nicht unabhangig voneinander entstanden ist) (Abbildung 47).



Bei den meisten Crustaceen wird es aber offensichtlich nicht als Lipoprotein exprimiert
(deshalb ist keine Isolierung per Dichtegradienten-Ultrazentrifugation moglich) oder nicht in

die Hdmolymphe sezerniert oder gar nicht exprimiert.
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Abbildung 47. Stammbaum der Protostomia mit den beiden Uberstimmen Ecdysozoa und Lophotrochozoa. Mit roten
Kastchen sind die Klassen markiert, bei denen Lipoproteine mit einem Untereinheiten-Muster ~ 250 + 85 kDa
nachgewiesen wurden. Dies sind die Polychaeta (z.B. Nereis virens; Schenk et al., 2006), Chelicerata (z.B. Eurypelma
californicum; Haunerland et al., 1987), Tracheata (z.B. Manduca sexta; Pattnaik et al., 1979) und Crustacea (z.B. Astacus
leptodactylus; Stieb et al., 2008).

BGBP

Das Apolipoprotein-Muster des -Glukan-Bindeproteins (eine Untereinheit mit 105 kDa) ist
auch bei anderen Crustaceen bekannt. Es wurde flir Astacus astacus (ca. 100 kDa; Duvic et
al., 1993) beschrieben, ebenso flir Procambarus clarkii (100 kDa; Duvic et al., 1993),
Litopenaeus vannamei (98 kDa; Yepiz-Plascencia et al., 1995), Penaeus semisulcatus
(110 kDa; Lubzens et al., 1997) und Cherax quadricarinatus (96 kDa; Yehezkel et al., 2000).
Dabei handelt es sich um ein Protein, das zwei Funktionen hat. Zum Einen ist es fir den
Lipidtransport in der Hamolymphe zustandig. Zum Anderen spielt es eine Rolle im
angeborenen (innaten) Immunsystem der Invertebraten, und zwar bei der Aktivierung des
proPO-Systems nach vorheriger $-Glukan-Bindung (Yepiz-Plascencia et al., 1998) sowie beim

Transport der proPO (Rahman et al., 2006). Eine solche Doppelrolle ist eher ungewéhnlich,



braucht es doch zum sensiblen Triggern des Immunsystem sehr geringe Mengen an BGBP,
wahrend fir einen effektiven Lipidtransport mehrere Milligramm BGBP pro Milliliter
Hamolymphe noétig sind. Eine Hypothese, wie dies funktionieren kann, findet sich unter

5.2.6. (Ligandenblots - Auf der Suche nach dem BGBP-Rezeptor).

Glykosylierungs-Analyse durch Lektin-Blotting

Das P-Glukan-Bindeprotein reagiert im Lektin-Blot aussschlieBlich mit Con A, was im
Allgemeinen ein Zeichen fir eine N-Glykosylierung ist. Eine typische O-Glykosylierung konnte
bereits mittels Monosaccharid-Analyse (HPLC) durch das Fehlen von Galaktosamin
ausgeschlossen werden (Stieb, 2007). Weiterhin bestehen demnach lediglich 0,44% der
Apolipoproteine aus Kohlenhydraten, also ca. 460 Da (105 kDa * 0,44%). Das Grundgerist
der N-glykosidisch verknilpften Kohlenhydrate, bestehend aus zwei N-Acetyl-Glukosaminen
(2 * 221 g/mol = 442 g/mol = 442 Da) und drei Mannosen (3 * 180 g/mol = 540 g/mol = 540
Da) (siehe Einleitung) hat allerdings schon eine molekulare Masse von 982 Da (442 Da + 540
Da), so dass hochstens jedes zweite Apolipoprotein maximal einfach glykosyliert sein kann.
In der SDS-PAGE zeigt sich das BGBP in der Regel als Doppelbande, was eventuell auf eben
dieses Glykosylierungsmuster zurlickzufiihren ist. In der BGBP-Aminosauresequenz befinden
sich drei potentielle Stellen fiir N-Glykosylierung und nur eine potentielle Stelle fir typische
O-Glykosylierung (siehe 4.1.1.). Neben der typischen O-Glykosylierung, bei der die Kohlen-
hydrate liber ein Galaktosamin an Serin- oder Threoninreste gebunden werden, gibt es aber
auch eine weitere Form der O-Glykosylierung, die sogenannte O-GlcNAcylierung (Hurtado-
Guerrero et al., 2008). Dabei wird lediglich ein einzelnes N-Acetyl-Glukosamin (N-GlcAc) an
einen Serin- oder Threoninrest gebunden. Fir diese Art der Glykosylierung gibt es funf
potentielle Stellen in der BGBP-Sequenz. Nimmt man an, dass zwei der funf potentiellen
Stellen O-GlcNAcyliert sind, so ergibt sich ein Kohlenhydratgehalt von 442 Da, was ziemlich
genau dem durch HPLC bestimmten Wert von ca. 460 Da entspricht. N-Acetyl-Glukosamin ist
ein Inhibitor fur das Lektin Con A (Goldstein et al., 1965). Also muss es zu einer Substrat-
Inhibitor-Binding kommen, was das positive Signal im Lektin-Blot erklaren wirde. Fur die Art
der BGBP-Glykosylierung gibt es also drei Moglichkeiten: 1. hochstens jedes zweite BGBP-
Molekil ist an nur einer potentiellen N-Glykosylierungsstelle N-glykosyliert; 2. an zwei der

flnf potentiellen O-GIcNAcylierungsstellen ist je ein N-Acetyl-Glukosamin gehangt; 3. BGBP



ist sowohl N-glykosyliert als auch O-GIcNAcyliert. Da friihere Untersuchungen (Stieb, 2007)
neben N-Acetyl-Glukosamin auch die Kohlenhydrate Mannose, Galaktose, Glukose, u.a.
nachweisen konnten, ist BGBP wohl sicher N-glykosliert. Eine zusatzliche O-GIcNAcylierung
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Fiir das BGBP von Penaeus vannamei wurde eine

ausschlieBliche N-Glykosylierung gezeigt (Yepiz-Plascencia et al., 1995).

Auch dHDL ist weitgehend N-glykosyliert, wie die Lektin-Blot-Analyse zeigt. Dabei ist die
kleine Untereinheit etwas starker glykosyliert als die GroRe. Der Kohlenhydratgehalt von
dHDL wurde per Monosaccharid-Analyse auf 1,47% bestimmt (Stieb, 2007). Dies stimmt mit
den Ergebnissen fiir die Insekten-Lipophorine tberein; auch diese sind nur N-glykosyliert und
haben eine Zuckergehalt von 1-2% (Kunkel et al., 1985). Das strukturell dem Astacus
leptodactylus-dHDL sonst so dhnliche Nereis virens-dHDL hingegen weist neben einer
N- auch eine O-Glykosylierung auf. Der Kohlenhydratgehalt wurde hier auf nur 0,66%
bestimmt (Schenk, 2008). Warum die ansonsten so dhnlichen Proteine ausgerechnet in
ihrem Glykosylierungsmuster solche Unterschiede aufweisen, ist unklar. Eventuell ist die
Glykosylierung bei den basaleren Anneliden generell etwas anders, mit mehr O-glykosidisch

verknipten Kohlenhydraten, unabhangig vom jeweiligen Protein.

Abgesehen von der Tatsache, dass sezernierte Proteine in aller Regel glykosyliert sind,
konnte die Glykosylierung speziell bei Lipoproteinen unter Anderem fir die Rezeptor-Er-
kennung von Bedeutung sein. AuBerdem verbessert eine Glykosylierung die Loslichkeit eines

Proteins, was eben gerade bei den amphiphilen Lipoproteinen eine Rolle spielen kénnte.

Lipide / natives Molekulargewicht

dHDL

Die native molekulare Masse von dHDL, welche sich aus Apolipoproteinen, angehefteten
Kohlenhydraten und Lipiden zusammensetzt, wurde mit drei verschiedenen Methoden
bestimmt, und zwar durch Gelfiltration, durch BN-PAGE und durch Analytische
Ultrazentrifugation. Die verschiedenen Methoden kommen zu leicht abweichenden
Ergebnissen bzgl. der molekularen Masse, was wiederum zu unterschiedlichen berechneten
Lipidgehalten fiihrt, da die molekulare Masse der Apolipoproteine per SDS-PAGE genau

bestimmt wurde (240 + 85 kDa = 325 kDa). Laut Gelfiltration hat dHDL eine native



molekulare Masse von 935 kDa (Stieb et al., 2008). Demnach besteht es zu 35% aus
Apolipoproteinen und zu 65% aus Lipiden (935 kDa - 325 kDa = 610 kDa). Diese Methode
birgt allerdings Probleme bei der Massenbestimmung nicht-globuldarer Proteine. Schon
kleine Abweichungen von der optimalen Kugelform verzerren das Ergebnis, da die Sdaule mit
globuldaren Proteinen kalibriert wird. Dies wurde fir das kleine, asymmetrische Protein
Lysozym gezeigt (Meredith et al., 1982), bei groBen Proteinen wie dHDL kdnnte die
Abweichung erheblich sein. Eventuell stimmt auch die Angleichung der molekularen Masse
an das discoidale Protein mit den elektronenmikroskopisch ermittelten Abmessungen (42
nm Durchmesser, 7 nm Dicke), wie sie in Stieb et al. (2008) vorgenommen wurde, nicht. In
dieser Publikation wurde namlich von einer starren Form ausgegangen. Neue
elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen aber eine enorme Flexibilitat des Proteins;
offensichtlich kdnnen groRe Bereiche des Diskus umklappen, so dass das Protein eventuell
auch in kleinere Poren der Silikamatrix eindringen kann als angenommen. In diesem Fall
konnte es zu einer Unterschdatzung des Molekulargewichts gekommen sein. Mittels Blue
native-PAGE wurde die native molekulare Masse nur auf ca. 700 kDa bestimmt, was einen
Lipidgehalt von 54% (325 kDa Proteinanteil und 375 kDa Lipidanteil = 700 kDa Gesamt-
Protein) ergeben wirde. Der negativ geladene Farbstoff Coomassie Brilliant Blue lagert sich
an die basischen Seitenketten der Apolipoproteine an. Ein GroRteil der Oberflache des
nativen Proteins besteht allerdings aus Phospholipiden (siehe Abbildung 2). Coomassie
Brilliant Blue bindet aber auch quantitativ an Phospholipide (Nakamura et al., 1984),
vermutlich an die positive Ladung des Stickstoffatoms des Aminoalkohols. Trotzdem ist es
bei diesem Wert (700 kDa) vermutlich zu einer Unterschatzung des Molekulargewichts
gekommen. Ein moglicher Grund koénnte sein, dass Lipoproteine nicht gleich-verteilte
Aminosduren haben, sondern das Verhaltnis zu den neutralen Aminosauren hin verschoben
ist (Yepiz-Plascencia et al., 1998). So befinden sich relativ gesehen weniger geladene
Aminosdauren in der Aminosdurekette, die Summe der negativen Reste und der durch
Coomassie Brilliant Blue gebundenen positiven Reste ist kleiner als in einem

Standardprotein, was die Wanderung im Gel verlangsamt.

Analytische Ultrazentrifugation (Sedimentations-Analyse) liefert eine native molekulare
Masse von 1032 kDa (Schenk et al., in Vorbereitung). Diese Methode liefert wahrscheinlich

die genauesten Daten, nur dass zur Berechnung der molekularen Masse aus dem
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Sedimentations-Koeffizient die Dichte des Proteins mit einbezogen werden muss. Hier ist
also auch eine mogliche Fehlerquelle. Dennoch kann man davon ausgehen, dass dieser Wert
(1032 kDa) der tatsachlichen nativen molekularen Masse am ndhesten kommt, was einen
theoretischen Lipidgehalt von 69% ergeben wiirde (1032 kDa - 325 kDa = 707 kDa £ 69%)
(siehe Abbildung 48). Vice versa wurde der absolute Lipidgehalt pro pug Protein bestimmt.
Mittels der Sulfo-Phospho-Vanillin-Methode wurde ein Lipidgehalt von ca. 80% gemessen
(Stieb, 2007 und miindliche Information, Ulrich Hoeger). Der Gesamt-Phospholipidgehalt
wurde mit der ANS-Methode (Stieb et al., in Vorbereitung) auf 66,5% bestimmt (Stieb, 2007).
Die Diskrepanz von 13,5% ist wahrscheinlich dem Cholesterin zuzuordnen, welches mit der

ANS-Methode nicht erfasst wird, wohl aber mit der Sulfo-Phospho-Vanillin-Methode.
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Abbildung 48. Berechnung des Lipid- und Proteinanteils von dHDL. Ausgangswert fiir diese Berechnung ist die durch
Gelfiltration, BN-PAGE und Analytische Ultrazentrifugation ermittelte native molekulare Masse eines dHDL-Partikels, bzw.
der Gesamtlipidgehalt. Die molekulare Masse der Apolipoproteine wurde per SDS-PAGE auf 325 kDa bestimmt. Je nachdem,
welche Methode zur Bestimmung des nativen Molekulargewichts man annimmt, ergeben sich unterschiedliche Lipid- und
Proteinanteile. Der errechnete Lipidgehalt nach Gelfiltration liegt bei 65%, nach BN-PAGE bei 54% und nach Analytischer
Ultrazentrifugation bei 69%. Die Analytische Ultrazentrifugation ist als die Methode mit der kleinsten Fehlerquelle
anzusehen, weil Form, Flexibilitdt und Oberflachenstruktur des Proteins im Gegensatz zu den anderen beiden Methoden
eine geringe Rolle spielen. Die Gesamtlipidbestimmung liefert einen sehr hohen Lipidanteil von ca. 80%. (BN-PAGE: Blue
native-PAGE, Analyt. UZ: Analytische Ultrazentrifugation, Lipidbest.: Lipidbestimmung durch die Sulfo-Phospho-Vanillin-
Methode).



Ein Gesamt-Lipidanteil von ca. 70% ist flir ein High density-Lipoprotein als sehr hoch
anzusehen. Humanes HDL hat nur einen Lipidanteil von 44% (http://lipidlibrary.aocs.org/lipi
ds/lipoprot/index.htm). Aber auch alle anderen untersuchten HDL’s haben Lipidanteile unter
50%. Bekannt sind die Lipidanteile der Insekten-Lipophorine (40 - 50%; Ryan et al., 1986,
Canavoso et al., 2001), der Crustaceen-BGBP’s (25 - 50%, Vargas-Requena et al., 2002, Stieb
et al., 2008), einiger Cheliceraten-HDL’s (30 - 45%; Haunerland et al., 1989, Cunningham et
al., 1994, Cunningham et al., 2007), von Mollusken-HDL (35%; Pollero et al., 1992) und vom
Anneliden Nereis virens (48%; Schenk et al., 2006). Lipidgehalte von tber 50% sind in der
Regel bei Low density-Lipoproteinen zu finden (z.B. humanes LDL: 80%; http://lipidlibrary.ao
cs.org/lipids/lipoprot/index.htm). Durch die andere Lipidzusammensetzung (zum
Uberwiegenden Teil Phospholipide (Krebse) im Gegensatz zu Cholesterinestern
(Vertebraten)) ist die klassische Lipoprotein-Klassifizierung anhand ihrer Dichte (Chapman,
1982) eventuell nicht auf Krebse anwendbar. In der Tat haben Phospholipide eine héhere
Dichte als Cholesterinester (Phospholipide: & = 1,032 g/ml (Budavari et al., 1989),
Cholesterinester: & = 0,997 g/ml (Schenk, 2008)). Durch die unterschiedliche Dichte der
transportierten Lipide kann es bei gleichem absoluten Lipidgehalt der Partikel zu einer
anderen Gesamtdichte kommen. Die Lipidzusammensetzung des dHDL unterscheidet sich
namlich in der Tat von der Zusammensetzung der Vertebraten-Lipoproteine. Diese
transportieren hauptsachlich Cholesterinester (Hevonoja et al., 2000), wahrend dHDL zu
66,5% Phospholipide (Stieb et al., in Vorbereitung) transportiert. Vertebraten-Lipoproteine
sind aber auch in aller Regel globuldr, haben also ein kleineres Oberflachen-Volumen-
Verhaltnis als discoidale Lipoproteine. Phospholipide befinden sich aufgrund ihrer Polaritat
an der Oberflaiche der Partikel, wahrend Cholesterinester aufrund ihrer Apolaritdt im
Inneren der Partikel lokalisiert sind. Theoretisch sollte das Oberflachen-Volumen-Verhaltnis
also genau dem Phospholipid-Neutrallipid-Verhaltnis entsprechen. Tatsachlich wurden fir
discoidale Lipoproteine hohe Anteile an Phospholipiden gemessen (Hamilton et al., 1976,
Spaziani et al., 1986). Ob der hohe Anteil an Phospholipiden nun wegen der discoidalen
Form der dHDL-Partikel transportiert wird, oder ob dHDL aus verschiedenen Griinden hohe
Mengen an Phospholipiden transportieren muss und die Form der Partikel die Konsequenz

daraus ist, ist ungewiss. Phospholipide kénnten, neben ihrer klassischen Rolle beim Aufbau



von Biomembranen, auch als Energielieferant dienen. Zumindest in den Spermien

bestimmter Seeigel wurde dies beobachtet (Mita et al., 1993).

Neben dem hohen Gehalt an Phospholipiden ist beim dHDL aber auch der hohe Gehalt an
Cholesterin (~ 13%) auffallig. Die B-Glucan-Bindeproteine der Krebse transportieren nur < 5%
Cholesterin (Ruiz-Verdugo et al., 1997). Cholesterin ist ein Steroidhormon-Vorldufer und
kann von Crustaceen nicht selbst synthetisiert werden (Yepiz-Plascencia et al., 1998, Babin et
al., 2009). Von da her sind Krebse darauf angewiesen, Cholesterin durch die Nahrung

aufzunehmen und mit Hilfe von Lipoproteinen zu transportieren.
BGBP

Die native molekulare Masse des [3-Glukan-Bindeproteins wurde per Blue native-PAGE auf
ca. 200 kDa bestimmt. Diese Masse liegt deutlich unter der durch Gelfiltration bestimmten
Masse von 317 kDa und der errechneten molekularen Masse von ~ 300 kDa (Apolipoprotein-
Dimer: 2 x 105 kDa + 30% Lipide (90 kDa) = ~ 300 kDa) (Stieb et al., 2008). Da es sich bei
BGBP um ein globuldres Protein handelt, sollte der durch Gelfiltration bestimmte Wert sehr
genau sein. Dass es durch BN-PAGE zu einer Unterschatzung des Molekulargewichts
gekommen ist, kann, dhnlich wie beim dHDL, daran liegen, dass Lipoproteine weniger
geladene Aminosduren haben, da sie zur Lipidkomplexierung viele neutrale Aminosduren

brauchen (siehe oben).

5.2.3. Antikorper-Spezifitat / Co-lmmunprazipitation

Die Antikorper gegen die beiden Proteine dHDL und BGBP (a-dHDL und a-BGBP) erkennen
sehr spezifisch ihr jeweiliges Protein. Sie sind zwar gegen das native Protein hergestellt
worden, erkennen aber auch die denaturierten Untereinheiten im SDS-Gel (Abbildung 26).
a-dHDL erkennt die grofRe dHDL-Untereinheit wesentlich besser als die kleine. Dies kénnte
daran liegen, dass die kleine Untereinheit weniger Epitope hat als die groRe, und das
Kaninchen deshalb weniger Antikérper gegen diese generiert. Der a-BGBP-Antikorper
erkennt zu einem kleinen Teil die groRe Untereinheit des dHDL. Die MALDI-de-novo-
Sequenzierung von dHDL hat ergeben, dass Abschnitte der BGBP-Sequenz auch in der dHDL-

Aminosaurekette vorkommen (4.2.8.). Ein geringer Prozentsatz des a-BGBP-Antikorpers ist



sicher gegen genau jene Sequenzabschnitte gerichtet. Deshalb erkennen einige a-BGBP-

Antikorper das dHDL.

dHDL in der Astacus astacus-Hamolymphe?

Wahrend dHDL im o-dHDL-Immunprazipitat der Astacus leptodactylus-Hamolymphe zu
erwarten war, so ist es doch eine groRe Uberraschung, ein dHDL-Analogon auch in der
Hamolymphe von Astacus astacus zu finden. SchlieBlich konnte das discoidale Lipoprotein
bislang einzig in Astacus leptodactylus nachgewiesen werden. Dass dieses discoidale
Lipoprotein, was sehr ahnlich auch in Nereis virens und Limulus polyphemus (Schenk, 2008,
bzw. Sven Schenk, miindliche Information) gefunden wurde, nur in Astacus leptodactylus
und sonst keinem anderen Krebs vorkommen sollte, war evolutiv gesehen unwahrscheinlich.
Allerdings handelt es sich bei dem dHDL-Analogon in Astacus astacus evtl. nicht um ein
Lipoprotein, denn sonst hdatte man es aufgrund seiner Dichte per Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation isolieren kénnen. Auch kann man noch nicht sagen, ob es sich in diesem
Fall um ein discoidales Protein handelt. Welche anderen Funktionen das Astacus astacus-
dHDL in der Hamolymphe wahrnehmen kénnte, kann im Moment nur spekuliert werden.
Weitere Untersuchungen bzgl. der Funktion und Struktur missen angestellt werden. Bisher
ist nur gewiss, dass in der Himolymphe von Astacus astacus ein Protein vorkommt, dass die
gleiche GroRe wie die kleine dHDL-Untereinheit hat, und auerdem eine hohe Epitop-
Ahnlichkeit, denn sonst hatte der dHDL-Antikérper es nicht erkannt. Zum Vergleich sollten

MALDI-TOF-Analysen durchgefiihrt werden.

Naturlich kann es sein, dass nicht nur Astacus leptodactylus und Astacus astacus ein solches
Protein in ihrer Himolymphe haben. Wahrscheinlicher ist es, dass alle Astacidae, wenn nicht
alle Decapoden oder vielleicht sogar alle Crustaceen ein solches Protein besitzen. Nur um ein
Lipoprotein handelt es sich wahrscheinlich in den wenigsten Fallen, denn ein breit
gefachertes Screening mittels Dichtegradienten-Ultrazentrifugation ergab bisher keine

Treffer (Sven Schenk und Ulrich Hoeger, unveréffentlicht).



5.2.4. ELISA

BGBP und HDL in der Himolymphe von Astacus leptodactylus

Die Konzentrationen von BGBP und dHDL in der Himolymphe von Astacus leptodactylus
wurden mittels ELISA bestimmt. BGBP erreicht bei Mdnnchen und Weibchen dhnliche Werte
etwa zwischen 1 und 3 mg pro ml Hamolymphe. Das liegt eine Zehnerpotenz Uber den
Werten, die fiir den nahen Verwandten Pacifastacus leniusculus bestimmt wurden (0,2 - 0,4
mg/ml; Cerenius et al., 1994). Dass die HDL-Titer selbst zwischen nah verwandten Arten
stark variieren koénnen, zeigt ein Vergleich von Chapman (1980). Die HDL-Serum-
Konzentrationen verschiedener Fische und Zyklostomen liegen zwischen 0,23 und 33 mg/ml,
also sogar zwei Zehner-Potenzen auseinander. Noch stdrker variieren die Vitellogenin-
Konzentrationen in der Hdmolymphe des Krebses Cherax quadricarinatus. Je nachdem, in
welcher Fortpflanzungsphase sich weibliche Tiere befinden, ergeben sich Werte zwischen 11
pg/ml und 35 mg/ml (Sagi et al., 1999). Starke Schwankungen der Lipoprotein-Titer sind also
zwischen nah verwandten Arten, zwischen verschiedenen Individuen der gleichen Art und
sogar innerhalb eines Tieres normal und kénnen mehrere Zehner-Potenzen betragen. In
jedem Fall handelt es sich um ein Protein, dass in der Himolymphe der Crustaceen reichlich
vorhanden ist. Ahnliche GréRendimensionen erreicht zum Beispiel das Sauerstoff-
transportierende Hamocyanin in der Hamolymphe der Krabbe Calappa granulata mit 25

mg/ml (Olianas et al., 2006).

Der dHDL-Titer in der Astacus leptodactylus-Hamolymphe liegt mit ca. 4 mg/ml etwas hoher
als der BGBP-Wert. Insbesondere bei den Weibchen schwanken die Konzentrationen starker,
zwischen 3 und 11 mg/ml. Da auch die Lipidbeladung einzelner dHDL-Partikel mit 67%
deutlich Gber dem Lipidanteil von BGBP (30%) liegt (Stieb et al., 2008), kann man sagen, dass
es sich bei dHDL um das Lipoprotein handelt, welches die meisten Lipide in der Himolymphe
transportiert. Der Nachweis von dHDL in den Follikelzellen der Ovarien (siehe Abbildung 36)
konnte die hoheren Werte bei weiblichen Tieren erkldren; eventuell spielt dHDL bei der
Fortpflanzung eine Rolle und wird nach der Aufnahme durch die Follikelzellen an die Eizellen
weitergegeben und dort gespeichert. Dieser wichtige Prozess in der Oogenese miusste
eigentlich fiir alle Krebse gelten. Es ist also wiederum verwunderlich, dass dHDL nur bei

dieser Crustaceen-Spezies vorkommt.



dHDL-Nachweis in anderen Spezies

Andere Crustaceen und der Polychaet Nereis virens wurden auf das Vorhandensein eines
dHDL-ahnlichen Proteins in ihrer Hdmolymphe / Coelomflissigkeit hin untersucht. In allen
Spezies war mit dem dHDL-Antikérper ein solches Protein nachweisbar. Den geringsten Wert
hat dabei Nereis virens; in seiner Coelomflissigkeit detektiert der Antikorper nur 1,49% der
Konzentration, wie sie in Astacus leptodactylus vorkommt. Alle Werte sind mit Vorsicht zu
genieRen. Der dHDL-Antikorper wurde gegen das Astacus leptodactylus-dHDL generiert.
dHDL’s anderer Spezies, wenn sie denn vorkommen, reagieren unterschiedlich stark mit
diesem Antikorper, je nachdem, wie gro8 die immunologische Identitdt ist. Zur
Quantifizierung eignen sich die gemessenen Werte demnach nicht. Man kann lediglich
nachweisen, ob ein Protein in der Probe vorhanden ist, welches mit dem dHDL-Antikorper
reagiert. Die Starke der Reaktion sagt nichts Uiber die Konzentration in der Probe aus; die
Konzentration in der Probe muss deutlich iiber den Aquivalentwerten fiir Astacus
leptodactylus liegen. Insbesondere im Fall von Nereis virens ist bekannt, dass ein discoidales
Lipoprotein in dessen Coelomflissigkeit vorkommt, welches dem Astacus leptodactylus-
dHDL strukturell stark dhnelt und vermutlich einen gemeinsamen phylogenetischen
Vorfahren hat (Stieb et al., 2008). Wenn zwischen dem Nereis virens-dHDL und dem Astacus
leptodactylus-dHDL eine so geringe immunologische Identitat vorliegt, dass ein so geringer
Wert von 1,49% herauskommt, sind die anderen Werte als besonders signifikant anzusehen.
In der Seespinne Hyas araneus wurden fast 20% der dHDL-Konzentration gemessen, wie sie
in Astacus leptodactylus vorkommt. Trotzdem konnte aus der Hamolymphe von Hyas
araneus kein discoidales Lipoprotein mittels Ultrazentrifugation isoliert werden (mindliche
Information von Sven Schenk). Dasselbe trifft auch fiir die anderen untersuchten Krebse und
Krabben zu. In der Hdmolymphe der meisten Crustaceen befindet sich also ein Protein,
welches mit dem dHDL-Antikérper reagiert, aber offensichtlich kein Lipoprotein ist. Diese
Proteine kdnnen per Immunoprazipitation aus der Himolymphe gefallt werden (siehe oben
(5.2.3.), im Fall von Astacus astacus) und durch Immunhistochemie in Hamocyten

nachgewiesen werden.



5.2.5. Proteolyse / Massenspektroskopie

dHDL wurde mit den beiden Proteasen V8 und Trypsin verdaut. Ziel war es zum Einen, eine
geeignete Protease flr massenspektroskopische Analysen auszumachen. Zum Anderen kann
man anhand des evtl. unterschiedlich starken Abbaus der beiden Untereinheiten Aussagen
Uber die Lage der Untereinheiten innerhalb des nativen Proteins, bzw. deren Exposition zum
Medium treffen. Nach 30-minitiger Inkubationszeit hydrolysiert V8 beide Untereinheiten
des dHDL komplett. Es bleibt lediglich eine Abbaubande bei ca. 50 kDa, die bei vorheriger
Denaturierung des Proteins auch verschwindet. V8 schneidet C-terminal von Glutaminsdure
(Stennicke et al., 2004). Offensichtlich sind in der dHDL-Aminosdurekette sehr viele
Glutaminsaurereste vorhanden, die zum waéssrigen Medium hin orientiert sind (deshalb der
dhnlich starke Abbau im nativen und entfetteten Zustand). AuBerdem sind die V8-
Schnittstellen offensichtlich nicht durch Lipid geschitzt. Es sind wenige weitere
Glutaminsdurereste vorhanden, die im Inneren des gefalteten Proteins liegen und erst nach
Denaturierung fiir V8 frei zuganglich sind (vollige Hydrolyse von denaturierten Proteinen).
Die Protease Trypsin greift hauptsachlich die groRe Untereinheit des dHDL an, die Bande der
kleinen Untereinheit ist auch nach 30-minltigem Verdau noch adhnlich stark wie die
Positivkontrolle im Gel zu erkennen. Beziglich der kleinen Untereinheit macht es keinen
Unterschied, ob die Proteine nativ, entfettet oder denaturiert vorliegen. Daraus kann
geschlossen werden, dass in der kleinen Untereinheit keine (oder sehr wenige) Arginin- oder
Lysinreste vorkommen. Die groRe Untereinheit hingegen wird von Trypsin hydrolisiert,
allerdings erst nach vorheriger Entfettung und noch besser nach vorheriger Denaturierung
des Apoproteins. Demnach hat auch die grofle Untereinheit sehr wenige Arginin- oder
Lysinreste an der Partikel-AuRenseite lokalisiert. Zur Lipidmatrix hin orientiert befinden sich
aber offensichtlich Trypsin-Schnittstellen, die durch die Lipide geschiitzt werden. Die grol3e
Untereinheit ist also im Gegensatz zur kleinen Untereinheit an der Lipidkomplexierung
beteiligt. Auch im Innern der groflen Untereinheit miissen sich Trypsin-Schnittstellen

befinden.

Auch das discoidale Nereis virens-Lipoprotein wird von der Protease V8 deutlich starker
abgebaut als von Trypsin (Schenk, 2008). Vorherige Entfettung oder Denaturierung

beglinstigen den Verdau. Trypsin greift, dhnlich wie beim Astacus leptodactylus-dHDL,



hauptsachlich die groRe Untereinheit an. Der strukturelle Aufbau und die Lokalisation der
Untereinheiten der beiden discoidalen Proteine aus Nereis virens und Astacus leptodactylus
scheinen sehr dhnlich zu sein. Ebenso verhalten sich die Insekten-Lipophorine. Die kleine
Untereinheit (ApoLp-Il) scheint wesentlich weniger fiir eine Proteolyse zuganglich als die

groBe Untereinheit (ApolLp-I) (Soulages et al., 1994).

LC-MS/MS-Analysen von dHDL

Als Protease fiir die dHDL-Fragmentierung vor LC-MS/MS-Analysen wurde Trypsin gewahlt.
Bei der Analyse der beiden Untereinheiten konnten insgesamt 18 Peptide identifiziert
werden. Alle 18 Peptide befinden sich iberraschenderweise in der Sequenz des (3-Glukan-
Bindeproteins. Hierbei kann es sich allerdings nicht um eine Kontamination handeln, denn
einige dieser Peptide wurden in drei unabhdngigen Analysen nachgewiesen. Aullerdem
wurden die untersuchten Proteine aus SDS-Gelen extrahiert, was eine sehr sichere Methode
zur Trennung von Proteinen unterschiedlichen Molekulargewichts ist. Zumindest teilweise
entspricht die Aminosdure-Sequenz des dHDL demnach der von der Nukleotid-Sequenz
abgeleiteten Aminosaure-Sequenz des BGBP. Vier der 18 Peptide clustern am N-Terminus
der abgeleiteten BGBP-Sequenz, die restlichen 14 am C-Terminus (siehe Abbildungen 30 und
49).

| dHDL-MALDI-Peptide | [ BGBP-MALDI-Peptid | | Lipid-Bindedomane |

21 kDa 126 kDa 81 kDa

Abbildung 49. Schema der abgeleiteten BGBP-Aminosduresequenz. Die abgeleitete Aminosduresequenz ist am N- und am
C-Terminus lénger als das reife BGBP-Protein und wird vermutlich an Furin-Schnittstellen (RxKR, RxRR) prozessiert, so dass
ein 126 kDa groRes BGBP-Protein entsteht. Die Peptide, welche durch massenspektroskopische Analysen der beiden dHDL-
Untereinheiten ermittelt wurden, liegen auBerhalb der reifen BGBP-Sequenz (griin umrandet).

Hierbei handelt es sich ausgerechnet um die Bereiche, von denen fiir das BGBP
angenommen wird, dass sie nicht im reifen Protein vorkommen, sondern durch eine Furin-
dhnliche Protease abgeschnitten werden (siehe oben). Dies ist ein sehr interessanter Befund,
bedeutet eine wenigstens zum Teil gleiche Aminosdure-Sequenz doch eine phylogenetische

Verwandtschaft dieser beiden Proteine. Dabei gibt es zwei Mdglichkeiten. Erstens kdnnten



zwei sehr ahnliche Kopien des BGBP-Gens vorliegen, welche durch Genduplikation
entstanden sind. Genduplikationen kénnen duch ungleiches Crossing Over wahrend der
ersten meiotischen Teilung, durch Exon shuffling oder aber durch Reintegration von in DNA
umgeschriebener RNA zustande kommen (Ubersicht siehe Abbildung 50). Als zweite
Moglichkeit muss eine Hypothese zur ,Alternativen Protein-Prozessierung’ entwickelt
werden. Die Annahme hierbei ist, dass es nur ein Gen flr beide Lipoproteine gibt, welches in
nur eine mMRNA transkribiert wird. Diese mRNA wird in eine Aminosdurekette translatiert.
Erst durch die Prozessierung dieser Aminosaurekette durch Proteasen entsteht entweder
BGBP (wenn die beiden ,Randbereiche’ abgeschnitten werden) oder dHDL (wenn der
mittlere Bereich heraus geschnitten wird) (Abbildung 50). Eine solche Art der post-
translationalen Prozessierung, bei der aus einem Vorlauferprotein zwei vollig verschiedene
reife Proteine entstehen, ist meines Wissens nach bisher noch nicht in der Literatur
beschrieben. Allerdings werden einige Proteohormone zusammen mit ihren Tragerproteinen
als ein ,Multiprecursor’ translatiert. Dieser ,Multiprecursor’ wird bei Bedarf proteolytisch
geschnitten und das Proteohormon (zum Beispiel Vasopressin) und dessen Tragerprotein

(zum Beispiel Neurophysin) werden frei (Acher et al., 1988).

Da sich am N-Terminus des Vorlauferproteins ausschlieRlich Peptide befinden, die der
groflen Untereinheit zuzuordnen sind, ist der Aufbau des Vorlauferproteins wahrscheinlich
Folgender: N-terminal befindet sich die groBe dHDL-Untereinheit, mittig liegt die Sequenz
des reifen BGBP, und C-terminal befindet sich die kleine dHDL-Untereinheit. Nach dieser
Hypothese wiirde sich die putative Lipidbindedomane des dHDL am N-Terminus der kleinen
Untereinheit befinden, genau wie bei den Insekten-Lipophorinen (Smolenaars et al., 2007).
Alle Lipoproteine der LLTP-Superfamilie besitzen eine N-terminal gelegene Lipidbinde-
domane (Smolenaars et al., 2007). Diese Erkenntnis deckt sich allerdings nicht mit dem
Ergebnis der limitierenden Proteolyse, durch das der grofen dHDL-Untereinheit die

Lipidbindeeigenschaft zugeschrieben werden konnte (siehe oben).
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Abbildung 50. Ubersicht iiber die verschiedenen Hypothesen zur dHDL-Entstehung. dHDL und BGBP kénnten durch
,Alternative Protein-Prozessierung’ aus einem gemeinsamen Vorldauferprotein (,Multiprecursor’) gebildet werden, oder aber
es ist durch Genduplikation zu einer Verdopplung des BGBP-Gens gekommen. ,Alternative Prozessierung’: BGBP und dHDL
haben ein gemeinsames hypothetisches Vorlduferprotein. N-terminal befindet sich wahrscheinlich die grofe dHDL-
Untereinheit, mittig die BGBP-Aminosdurekette, und am C-Terminus die kleine dHDL-Untereinheit. Dazwischen befinden
sich Furin-Schnittstellen (RAKR, bzw. RARR). Durch eine Furin-dhnliche Protease (roter Blitz) kann jetzt entweder das reife
BGBP aus diesem Vorlduferprotein herausgeschnitten werden (1a), oder aber die beiden dHDL-Untereinheiten (1b).
Eventuell entstehen aber auch aus ein und demselben ,Multiprecursor’ beide Lipoproteine (2.). Genduplikation: Beim Exon
shuffling (1a), das eine Folge Ungleichen Crossing Overs ist (1b), kdnnen entweder Exons innerhalb eines Gens verdoppelt
werden, oder neue Exons werden in ein vorhandenes Gen integriert. Diese Form der Rekombination geschieht wahrend der
ersten meiotischen Teilung. Genduplikationen kénnen auch durch Reintegration (2.) von RNA, welche durch Retroviren
oder durch Reverse Transkription in DNA zuriickgeschrieben wurde, in das Genom entstehen. In diesem Fall hat das ,neue’
Gen keine Introns, da diese ja aus der RNA heraus gespleit wurden. (Abbildung rechts oben aus Keren et al., 2010, rechts
mittig aus Zhang et al., 2003, rechts unten aus Barton et al., 2007)

Um diese Hypothesen zu bestatigen, ist es notwendig, noch mehr Informationen (iber die
reifen Termini des BGBP-Proteins und vor Allem mehr Informationen tber die dHDL-Sequenz
zu erhalten. Bei vollstandigem Verdau mit einer Protease, in diesem Fall Trypsin, entstehen
keine Uberlappenden Fragmente, so dass eine Anordnung der Peptide in der
Aminosaurekette ohne weitere Kenntnisse unmoglich ist. Sinnvoll ware es, zusatzliche
MALDI-Analysen mit einer anderen Protease durchzufiihren, so dass (iberlappende Bereiche
entstehen und man die Fragmente ,sortieren’ kann. Bei extensiven Analysen konnte man auf
diese Weise sogar die gesamte Aminosduresequenz inkl. reifem C- und N-Terminus
entziffern. Rlckschlisse auf die DNA-Sequenz sind davon ausgehend aufgrund des

degenerierten Codes leider nicht moglich.

MADLI-TOF/TOF-Analysen von BGBP

Das aus der Hamolymphe isolierte BGBP von Astacus leptodactylus konnte mittels MALDI-
TOF/TOF-Analysen sicher als solches identifiziert werden (Stieb et al., 2008). Ein 1.784 Da-
groRes Peptid (IESTLTPLPALVFGIGR) findet sich in den BGBP-Sequenzen von Pacifastacus
leniusculus, Fenneropenaeus chinensis und Litopenaeus vannamei wieder. Dieses

,Fingerprinting’ gilt als sichere Methode zur Identifizierung von Proteinen.

5.2.6. Ligandenblots

Auf der Suche nach dem BGBP-Rezeptor

Die erste und bisher einzige Studie, die sich mit dem Rezeptor fir das p-Glukan-Bindeprotein
bei Crustaceen befasst hat, ist 1992 von Duvic und Séderhall publiziert worden. Aus den

Hamocyten von Pacifastacus leniusculus haben die Autoren einen Rezeptor isoliert, welcher



spezifisch BGBP bindet und ein natives Molekulargewicht von 320 kDa hat. Er besteht aus
zwei Untereinheiten (230 und 90 kDa), welche nicht-kovalent miteinander verbunden sind.
Die Bindung des BGBP an den putativen Rezeptor kann nach Duvic nur erfolgen, wenn das

BGBP zuvor mit dem (3-Glukan Laminarin aktiviert wurde.

Dieser strukturelle Aufbau ist fiir einen Lipoprotein-Rezeptor eher ungewoéhnlich. Zum Einen
ist das Molekulargewicht zu schwer, um ein typischer LDL- oder VLDL-dhnlicher Rezeptor zu
sein (ca. 100 kDa*!), und zu leicht, um ein LRP oder Megalin zu sein (ca. 530* - 600*° kDa).
Zum Anderen ist es bisher nicht bekannt, dass ein LDL-ahnlicher Rezeptor aus mehreren
Untereinheiten aufgebaut ist. LRP-Rezeptoren bestehen wiederum aus einer groRen und
einer kleinen Untereinheit; im Falle von murinem LRP 1 aus einer 515 und einer 85 kDa
groBen Untereinheit (Reekmans et al., 2010). Diese beiden Untereinheiten werden als eine
MRNA transkribiert und erst nach Translation im trans-Golgi-Apparat durch Furin
geschnitten, wobei die beiden Untereinheiten nicht-kovalent miteinander verknipft bleiben.
Der in Pacifastacus leniusculus entdeckte 320 kDa-BGBP-Rezeptor ldsst sich also keiner der
bekannten Lipoprotein-Rezeptor-Familien zuordnen. Duvic et al. war 1992 allerdings noch
nicht die Doppelrolle des BGBP bekannt. Dass BGBP in hohem Mal3e Lipide komplexiert und
transportiert, wussten die Autoren zu diesem Zeitpunkt nicht. Sie sind also lediglich auf der
Suche nach einem Rezeptor gewesen, der in der Immun-Kaskade (proPO-System) eine Rolle
spielt und nicht notwendigerweise ein Lipoprotein-Rezeptor ist. Demnach haben sie nur in
Hamocyten-Membranen nach einem Rezeptor gesucht, der vermutlich sogar nicht einmal
eine endocytotische Funktion haben muss, sondern stattdessen der Signaltransduktion
dient. Offensichtlich gibt es zwei Formen von BGBP, das Laminarin-aktivierte und das
Laminarin-unaktivierte. Duvic et al. haben ein Bindeprotein fir Laminarin-aktiviertes BGBP in
Hamocyten-Membranen gefunden; wir sind auf der Suche nach einem hypothetischen
zweiten Rezeptor flr nicht-Laminarin-aktiviertes BGBP. Dabei sollte es sich um einen
typischen Lipoprotein-Rezeptor handeln, der in den Membranen aller Fett-akkumulierenden
und -verbrauchenden Geweben und Organen vorkommt. Tatsachlich konnte ein solcher

Rezeptor in der Membranpraparation von Hamocyten gefunden werden. Er hat ein

*L, Beispiel LDL-Rezeptor aus Homo sapiens (Genbank-Nr.: NP_000518)
*2. Beispiel LRP aus Mus musculus (Reekmans et al., 2010)
*3, Beispiel Megalin aus Drosophila melanogaster (Genbank-Nr.: ABW09371)



Molekulargewicht von 100 kDa und eine Calcium-abhdngige Bindeeigenschaft, was beides
einem typischen LDL-dhnlichen Rezeptor entspricht. Zuvorige Inkubtion des Liganden BGBP
mit Laminarin schwécht die Bindung eher ab (Abbildung 34). Eine Laminarin-Aktivierung des
BGBP scheint also nicht, wie bei Duvic et al. (1992), essentiell fir die Rezeptor-Bindung zu
sein. Nach diesen Ergebnissen gibt es also vermutlich zwei verschiedene Rezeptoren fir
BGBP in den Hamocyten von Astaciden. Einer ist ein typischer Lipoprotein-Rezeptor mit
einer molekularen Masse von 100 kDa und Laminarin-unabhdngiger, aber Calcium-
abhdngiger Liganden-Bindung, der andere hat ein Molekulargewicht von 320 kDa, ist kein
Lipoprotein-Rezeptor im eigentlichen Sinne, und spielt eine Rolle bei der Aktivierung des
proPO-Systems. Der 100 kDa-Rezeptor wird im Ubrigen wahrscheinlich auch von dHDL
erkannt (siehe Abbildungen 32 und 33).

In allen anderen Organen und Geweben konnte leider kein BGBP-Rezeptor identifiziert
werden. Dies kann mehrere Griinde haben. Zum Einen kann die Rezeptor-Bande im
allgemeinen ,Rauschen’ der Ligandenblots untergegangen sein (zum Teil wurde eine ganze
Reihe von Banden ohne charakteristisches Muster gefunden). Oder die Expressionsrate des
Rezeptors ist zu gering oder nur in bestimmten Verdauungsstadien ausgepragt, die bei
unserer Praparation gerade nicht erwischt wurden. Am wahrscheinlichsten ist jedoch, dass
es entweder Probleme wdhrend der Membranproteinprdaparation gegeben hat oder die
angewandte Methode fiir die Isolierung dieses Rezeptor schlichtweg nicht taugt. Alternative
Praparationsmoglichkeiten waren eine Immunoprazipitation mit BGBP/a-BGBP oder die

Aufreinigung der Membranpraparation tiber eine BGBP-Affinitatssaule.

Auf der Suche nach dem dHDL-Rezeptor

Durchgefiihrte Ligandenblots zur Identifizierung des dHDL-Rezeptors in verschiedenen
Geweben ergeben ein einheitliches Bild. In allen untersuchten Zellen und Geweben
(Hamocyten, Oocyten, Muskel, Darm, Hepatopankreas, Kiemen und Samenleiter) findet sich
ein Signal bei circa 160 kDa, welches dem putativen dHDL-Rezeptor entsprechen sollte.
Bezliglich der GréBenordnung kdnnte es sich also um einen LDL-dhnlichen Rezeptor handeln.
Bei dieser Familie handelt es sich um die eher kleinen Vertreter der Lipoprotein-Rezeptoren,

welche Calcium als Cofaktor bendétigen.



Laut der vorliegenden Arbeit wird der dHDL-Rezeptor ubiquitdr in allen Geweben exprimiert.
Durch die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von Praparationen von Tieren, die sich in
unterschiedlichen Fitterungs- und Hautungsstadien befanden, kann man auBerdem darauf
schlieBen, dass der Rezeptor unabhdngig vom jeweiligen Fitterungs- und Hautungszustand
der Tiere vorhanden ist. Es muss sich also um einen Rezeptor handeln, der konstitutionelle
Aufgaben in allen Organen Gibernimmt. Da es sich in allen Fallen um Organe handelt, die viel
Energie verbrauchen (im Falle des Samenleiters benodtigen wohl sind die darin enthaltenen
Spermien und Spermatogonien viel Energie), scheint eine Energieversorgung mit Lipiden wie
im Falle der Flugmuskulatur der Insekten (Rodenburg et al., 2005) wahrscheinlich. Eine reine
Lipid-/ Protein-speichernde Rolle, wie sie ahnlich dem Vitellogenin fur die Oocyten denkbar
ware, scheint ausgeschlossen, da die meisten der genannten Organe keine Lipidspeicher
aufweisen. Man kann also zusammenfassen, dass es a) einen dHDL-Rezeptor gibt, und b)
dieser nicht derselbe wie der BGBP-Rezeptor zu sein scheint. Im Gegenteil, offensichtlich gibt
es in Astacus leptodactylus nicht nur ein zusatzliches Lipoprotein (dHDL), sondern auch einen
passenden, zusatzlichen Rezeptor. Ob dieser Rezeptor in anderen Krebsen, in denen dHDL
nicht nachgewiesen werden konnte, vorhanden ist, sollte durch Ligandenbindungsstudien
mit Membranpraparationen dieser Krebse und der Inkubation mit Astacus leptodactylus-
dHDL geklart werden. Der Polychaet Nereis virens, der ein dhnliches discoidales Lipoprotein
wie Astacus leptodactylus aufweist, hat zumindest auch einen dhnlichen Rezeptor fir dieses
Lipoprotein. Der Rezeptor hat eine molekulare Masse von 120 kDa und gehért auch dem
LDL-ahnlichen Rezeptor-Typ an (Schenk et al., 2009). Zur besseren Charakterisierung miissen
diese Rezeptoren in Zukunft besser aufgereinigt werden und mit weiteren Methoden, zum

Beispiel 2D-PAGE oder MALDI, charakterisiert werden.

5.3. Histologie

Dil-Aufnahmestudien

Dil-markiertes dHDL wird von allen untersuchten Geweben und Organen eines jungen
Flusskrebses aufgenommen. Dabei zeigen sowohl metabolisch sehr aktive Gewebe als auch
metabolisch eher weniger aktive Gewebe Signale. Die metabolisch aktiven Organe zeigen so
starke Signale, dass man keine einzelnen Zellen ausmachen kann die leuchten (Mitteldarm-

driise, griine Drise, Darm). Im Gegensatz dazu kann man bei den metabolisch eher weniger



aktiven Organen sehr wohl einzelne Zellen erkennen (Epidermis). Eine Ausnahme stellen die
stoffwechselaktiven Kiemen dar, die trotzdem nur vereinzelt Signale zeigen. Da dHDL auch in
den Hamocyten von Astacus leptodactylus nachgewiesen werden konnte (Abbildung 38),
ware es moglich, dass die innerhalb der Organe als vereinzelte Signale sichtbaren Zellen auf
die Blutzellen zurlckzufiihren sind. Bei der Prdparation der von Hamolymphe umspllten
Gewebe ist es sehr wahrscheinlich, dass einige Hdmocyten mit-prapariert wurden. Eventuell
handelt es sich bei den vereinzelten Signalen in Kieme und Epidermis also nicht um Kiemen-
und Epidermiszellen, sondern um Hamocyten. Von einer sicheren dHDL-Aufnahme in die
Organzellen kann man vermutlich nur bei den sehr stark leuchtenden Organen Darm, Mittel-
darmdrise und griine Drise ausgehen. Um endglltig klaren zu kénnen, ob die Signale nun
aus den Zellen der Organe oder aus den mitpraparierten Himocyten stammen, sind weitere
Untersuchungen notwendig. Zur Unter-scheidung von Hamocyten und anderen Zelltypen
konnten spezielle Marker eingesetzt werden. Denkbar waren Antikérper gegen Proteine, die
ausschlieBlich in Hamocyten vorkommen, nicht aber in den anderen Geweben, wie zum

Beispiel Peroxinektin (Liu et al., 2005).

Die Aufnahme von dHDL in die Zellen erfolgt vermutlich Uber rezeptorvermittelte
Endocytose. In Abbildung 35g kann man deutlich einzelne Granula erkennen, die nahe der
Zellmembran lokalisiert sind. Eine rezeptorvermittelte Endocytose wurde bereits flir das
ebenfalls discoidale Lipoprotein von Nereis virens (Nv-dHDL) gezeigt (Schenk et al., 2009);
Nv-dHDL wurde in die Oocyten von Nereis virens und Platynereis dumerilii aufgenommen.
dHDL-Rezeptoren befinden sich in den Membranen von Darm-, Hepatopankreas und
Kiemen-Zellen (Ergebnisse der Ligandenblots - siehe Abbildung 32), bisher nicht untersucht
wurden griine Driise und Epidermis. Das Vorhandensein von entsprechenden Rezeptoren
starkt die Annahme, dass es sich bei den Signalen in Darm, Hepatopankreas und Kieme
tatsachlich um ,echte’ Signale handelt, und nicht um Hamocyten-Signale. Die sehr stoff-
wechselaktiven Organe Darm und Kieme sind keine Lipid-speichernden Organe, deshalb liegt
die Vermutung nahe, dass sie womoglich die durch dHDL transportierten Lipide als
Energiequelle nutzen. In weiteren Ligandenblot-Studien sollte geklart werden, ob grine

Drise und Epidermis dHDL-Rezeptoren exprimieren.



In einem weiteren Experiment wurde ein ganzes Ovarium aus Astacus leptodactylus mit Dil-
markiertem dHDL fir 6 Stunden perfundiert. Dabei wurden ausschlief3lich die die Oocyten
umgebenden Follikelzellen superfizial markiert. dHDL wurde also von den Follikelzellen auf-
genommen und innerhalb der 6 Stunden nicht weiter transportiert. Generell sind die Follikel-
zellen fir die Versorgung der Eizelle mit Nahrstoffen zustandig. So gelangen alle Nahrstoffe
durch die Follikelzellen hindurch in die Oocyte, welche durch ihre apikalen Mikrovilli
miteinander verzahnt sind (Vogt et al.,, 2004). Bei intakten Eizellen ist dieser Transport
einseitig (Follikelzellen = Oocyten), sind die Oocyten jedoch beschadigt, so tbernehmen die
Follikelzellen den Abbau der Eizellen und transportieren die Stoffe in entgegengesetzter
Richtung (Oocyten > Follikelzellen). In unserem Experiment ist davon auszugehen, dass sich
ein Weitertransport des markierten dHDL in die Oocyten angeschlossen hatte. In einer
ausgedehnten Pulse and Chase-Zeitserie hatte man sicherlich die verschiedenen Stufen der
superfizialen endocytotischen dHDL-Aufnahme durch die Follikelzellen, einer Transzytose
quer durch die Follikelzellen, eine Abgabe des dHDL in den intermikrovillidren Raum, eine
pinocytotische Aufnahme des dHDL durch die Oocyte, die Bildung von Endocytose-Vesikeln
in der Oocyte, und die abschlieBende Speicherung des dHDL in Granula erkennen kénnen. In
welchem Zeitraum sich all diese Vorgange abspielen, ist nicht abschadtzbar. Offenbar haben
wir es hier mit sehr langsamen Prozessen zu tun, denn allein die Aufnahme durch die
Follikelzellen braucht 6 Stunden. Interessant ware es zu Uberpriifen, wie lange die Aufnahme
von Vitellogenin bei Astacus leptodactylus dauert (bei Nereis virens dauert es 20 Stunden bis
zur endgultigen Einlagerung von Nv-dHDL in die Oocyten (Schenk et al., 2009), allerdings
findet hier kein ,Umweg’ Uber Follikelzellen statt). Eventuell dauert die dHDL-Aufnahme
namlich nur so lange, weil dHDL nicht der primdre Ligand und Energieversorger fir die
Follikel- und Eizellen ist, sondern das Vitellogenin. Steht, wie in unserem Experiment, nicht
genligend Vitellogenin zur Verfligung, weichen die Follikelzellen eventuell auf dHDL aus. Die
Rezeptoren zur dHDL-Aufnahme sind aber in diesem Fall eventuell noch nicht exprimiert,
oder dHDL bindet (wesentlich schlechter) an den Vitellogenin-Rezeptor, was beides die Auf-
nahme so erheblich verzégern kdnnte. Bei Insekten konnte gezeigt werden, dass Vitellogenin
und geschlechtsunabhangiges Lipophorin tGber denselben Rezeptor aufgenommen werden;
dieser Rezeptor hat allerdings eine hohere Affinitat fir Vitellogenin, so dass Vitellogenin

primdr als Dotterprotein aufgenommen wird (Kulakosky et al., 1990).



Immunhistochemie (IHC)

dHDL konnte in den Organen Darm und Mitteldarmdriise nachgewiesen werden. Dieser
Nachweis war zu erwarten, wurde die Aufnahme von dHDL in Darm und Mitteldarmdrise
doch Dbereits durch die Dil-Aufnahmestudien gezeigt (siehe oben). BloB durch
Immunhistochemie kann man leider nicht sagen, ob ein Protein in den mit dem Antikorper
reagierenden Zellen gebildet, aufgenommen, gespeichert oder abgebaut wird. In Verbindung
mit den Dil-Aufnahmestudien kann man jedoch sagen, dass Darm und Mitteldarmdrise
dHDL endocytotisch aufnehmen. Vermutlich ist die Mitteldarmdrise gleichzeitig auch ein
Syntheseort von dHDL, denn die mRNA anderer Lipoproteine (BGBP - siehe oben) wurde
hieraus extrahiert. Die Mitteldarmdriise ist ein wichtiges Organ im Lipoprotein- und Lipid-
Stoffwechsel. (Neben BGBP werden hier auch die Lipoproteine Vitellogenin und Clotting-
Protein synthetisiert (Tiu et al., 2009; Yeh et al., 2007). AulRerdem ist die Mitteldarmdrise
fir die Lipidaufnahme aus der Nahrung zustdandig und sie ist das Hauptspeicherorgan der
Crustaceen fir Lipide (Storch et al., 2009). Nach Sezernierung der Lipoproteine in die
Hamolymphe nimmt die Mitteldarmdriise diese also wieder auf. Dies konnte geschehen, um
die Mitteldarmdrise mit Lipiden zu versorgen (bei ,Hunger’) und / oder um die Lipoproteine

abzubauen.

Auch in den Hamocyten von Astacus leptodactylus lassen sich per Immunhistochemie dHDL-
Signale nachweisen. Die Signale bilden deutliche Plinktchen innerhalb der Zellen, dass heisst,
vermutlich liegen sie in Vesikeln vor. Dabei handelt es sich hochstwahrscheinlich um
Endocytose-Vesikel, schliellich konnte eine Aufnahme von dHDL in die Hamocyten
nachgewiesen werden (siehe 4.3.1. - Dil-Aufnahmestudien). Theoretisch kdnnte es sich aber
auch um Exocytose-Vesikel handeln; schliellich sind die Expressionsorte von dHDL bisher
nicht bekannt. Andere Crustaceen-Lipoproteine, wie zum Beispiel das BGBP, werden unter
Anderem in den Hamocyten exprimiert und von dort wahrscheinlich in die Hamolymphe
abgegeben (Wang et al., 2007). Dieser Weg ist auch fiir dHDL denkbar. Ob es sich um Endo-
oder Exocytose-Vesikel handelt, misste durch Kolokalisation mit entsprechenden Markern
(z.B. Clathrin-Antikorper fiur Endocytose-Vesikel und SNARE-Protein-Antikorper fir
Exocytose-Vesikel) nachgewiesen werden. Auch kdnnte man Dil-Aufnahmestudien mit

gleichzeitiger Antikdrper-Farbung verbinden, um zu sehen, ob die dHDL-Partikel, welche in



den Vesikeln vorliegen, zuvor endocytotisch aufgenommen wurden. Der Vergleich der Dil-
Aufnahmestudien mit der Antikérper-Farbung kann auf jeden Fall Aussagen uber
Expressions- und Zielgewebe machen. Gewebe, die ausschlieBlich in den Dil-
Aufnahmestudien Signale zeigen, sind Zielgewebe, aber ganz sicher keine Expressionsorte.
Zeigen beide Versuchsansdtze positive Signale, kann man keine klare Aussage treffen. Sollte
demnadchst die dHDL-Sequenz bekannt sein, kann man per reverser Transkriptase-PCR
Uberprifen, welche Gewebe dHDL exprimieren, und mit quantitativer PCR, in welchem

Male sie exprimieren.

Konnte dHDL per Dichtegradienten-Ultrazentrifugation bisher nur aus Astacus leptodactylus-
Hamolymphe isoliert werden, so ist es doch verwunderlich, dHDL-dhnliche Proteine per
Antikorper-Farbung auch in den Hamocyten von Hummer und Marmorkrebs nachweisen zu
konnen. Da der Antikérper beide Untereinheiten erkennt, kann man nicht sagen, ob dieses
Hummer- / Marmorkrebs-dHDL-dhnliche Protein denselben Aufbau der Untereinheiten hat,
oder ob womoglich nur eine der beiden Untereinheiten vorhanden ist, wie in der Co-
Immunprazipitation fir Astacus astacus beobachtet (siehe Abbildung 27). Fir diese
Fragestellung misste man die beiden dHDL-Untereinheiten per Gelfiltration trennen und die
Antikorper-Losung gegen die einzelnen Untereinheiten aufreinigen (siehe AK-Aufreinigung).
Diese Differenzierung ware auch fiir den dHDL-Nachweis mittels ELISA sinnvoll. ELISA-Tests
konnten, wie oben beschrieben, ein dHDL-dhnliches Protein auch in der Himolymphe vom
Marmorkrebs nachweisen (der Hummer wurde mittels ELISA bisher nicht untersucht). Aus
dieser Sicht war es dann nicht Uberraschend, ein dHDL-dhnliches Protein auch in den
Hamocyten zu detektieren. Uberraschend ist aber die Tatsache, dass es sich vermutlich nicht
um ein Lipoprotein handelt, denn sonst hatte man es per Dichtegradienten-

Ultrazentrifugation isolieren kénnen.

5.4. Mikroskopische Struktur

Tabelle 9. GroBenbestimmung der Lipoproteine dHDL und BGBP aus Astacus leptodactylus mittels Elektronen- und
Rasterkraft-Mikroskopie.

Form Elektronen-Mikroskopie Rasterkraft-Mikroskopie

42 x 7 nm (Stieb et al.,

dHDL discoidal 2008)

46 x 4,5 nm

BGBP discoidal 14,7 x ? nm ?




Mittels Elektronen- und Rasterkraft-Mikroskopie wurden die GroBe, Form und Struktur der
Lipoproteine untersucht (siehe auch Tabelle 9). Der Durchmesser von BGBP wurde anhand
elektronenmikroskopischer Aufnahmen auf 14,7 nm bestimmt. Die einzelnen Partikel sehen
von oben betrachtet rund aus. Allerdings gibt es auch drei Klassensummen, welche eine
nierenférmige, gekrimmte Struktur aufweisen. Eventuell handelt es sich hierbei um Seiten-
ansichten. Demnach wiirde es sich bei BGBP auch um ein discoidales Lipoprotein handeln,
welches einen Durchmesser von 14,7 nm hat und dessen Hohe bisher unbekannt ist. Auch
andere Crustaceen-BGBP’s sind anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen als discoidal
beschrieben worden und haben &hnliche AusmaRe. So zum Beispiel das Litopenaeus
vannamei-BGBP, welches einen Durchmesser von 15 nm und eine Hohe von 5 nm hat
(Moran-Palacio et al., 2006), oder das Cancer antennarius-BGBP, welches einen Durchmesser
von 13,7 nm und eine Hohe von 5,5 nm hat (Spaziani et al., 1986). Eine Hohe von 5 - 10 nm
entspricht einer Phospholipid-Doppelschicht (Stryer et al., 2003). Lipidana-lysen haben er-
geben, dass sich der Lipidteil des BGBP hauptsachlich (79%) aus den beiden Phospholipiden
Phosphoethanolamin und Phosphatidylcholin zusammensetzt (Ruiz-Verdugo et al., 1997).
Also kann man, dhnlich wie bei dHDL (Stieb et al., 2008), auch davon ausgehen, dass die
Apolipoproteine einen Ring bilden, in dessen Mitte sich die Lipide aufspannen, und zwar als
Phospholipid-Doppelschicht. Die anderen Lipide integrieren sich entweder in die Phospho-
lipid-Doppelschicht (Cholesterin), oder befinden sich im Inneren des Partikels (Cholesterin-
ester und Neutrallipide). Eine solche Anordnung wurde bereits fiir discoidale Lipoproteine
vorgeschlagen (siehe Abbildung 2). Somit handelt es sich beim BGBP ebenso um ein
discoidales Lipoprotein wie beim dHDL, nur dass das dHDL wesentlich groRer ist (42 x 7 nm,
Vermessung anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen; Stieb et al., 2008). Die dHDL-
GrolBenbestimmung, die durch EM vorgenommen wurde, weicht nur unwesentlich von den
durch AFM bestimmten GroRRen ab (46 x 4,5 nm). AFM ist dabei als die nativere Methode
anzusehen, da auf negative Konstrastierung (wie beim EM) verzichtet werden kann. Die im
EM erkennbare typische Ringstruktur ist in AFM-Aufnahmen nicht zu sehen. Die Apolipo-
proteine, welche die Ringstruktur bilden, sind offensichtlich sehr gut mit Uranylacetat
konstrastiert (helle Bereiche, hohe Elektronendichte). Die innen liegenden Lipide scheinen

jedoch durch die Behandlung verloren gegangen oder teilweise zerstort worden zu sein,
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denn dieser Bereich weist kaum Konstrastierung auf (dunkle Bereiche, niedrige

Elektronendichte) (siehe Abbildung 51).

Rasterkraft-Mikroskopie

Apo- Apo-

Lipoproteine Lipoproteine

Elektronen-Mikroskopie

Apo- Apo-
Lipoproteine Lipoproteine

Abbildung 51. Schema (Querschnitt) des unterschiedlichen Verhaltens von dHDL-Partikeln im Rasterkraft- und im
Elektronen (EM)-Mikroskop. Bei der Rasterkraft-Mikroskopie werden die Partikel auf Glimmer aufgebracht und nicht
konstrastiert. Die Lipide bleiben erhalten, die Form (oben rechts) entspricht vermutlich der nativen Struktur (oben links).
Bei der Elektronen-Mikroskopie werden die Partikel mit Uranylacetat negativ konstrastiert. Durch diese Behandlung gehen
vermutlich die Lipide verloren. Das Uranylacetat bedeckt die Apo-Lipoproteine wie ein ,Zuckerguss’ (unten rechts). Deshalb
ergibt sich im EM-Bild (unten links) die verstarkte Randstruktur.

Die Vielzahl an Klassensummen (Abbildung 42), welche verschiedene Konformationen des
dHDL widerspiegeln, verdeutlichen die extrem hohe Flexibilitdt dieser Lipoproteine. Nach
Kumar et al. (2011) ist die Flexibilitdt des humanen LDL temperaturabhangig. LDL-Partikel,
welche nach Inkubation bei 37°C in Eis eingebettet wurden, sind deutlich flexibler als
Partikel, die nach Inkubation bei 6°C eingebettet wurden. Die Autoren flihren diesen Effekt
auf eine bessere Ordnung der Cholesterin-Molekiile bei niedrigeren Temperaturen zuriick.
Aus diesem Grund ware es wichtig, die Krebs-Lipoproteine bei der Kérpertemperatur dieser
Tiere (in unserem Fall Halterungstemperatur = 18°C) einzubetten. AulRerdem ware es bei
wechselwarmen Tieren wie den Crustaceen natirlich interessant, die Lipoproteine in allen
Temperaturbereichen zu betrachten, die fir die Tiere physiologisch sind, und eventuelle

Unterschiede im AusmalR der Flexibilitat zu entdecken.

Eine 3D-Rekonstruktion hat in beiden Fallen (dHDL und BGBP) leider nicht funktioniert. dHDL
ist zu flexibel, was eine Rekonstruktion unmadglich macht. BGBP ist mit seinen ca. 15 nm

relativ klein, auch hier gibt es Probleme mit einer Rekonstruktion.



6 AUSBLICK

Da die dHDL-Nukleotid-Sequenz im Rahmen dieser Dissertation nicht erhalten werden
konnte, bleibt das Hauptziel weiterer Arbeiten an diesem Lipoprotein die Entschliisselung
dieser Sequenz. Gerade die bisher unbekannte Verbindung zum -Glukan-Bindeprotein ist
sehr interessant und muss unbedingt weiter verfolgt werden. 5’- und 3’-RACE-Analysen der
BGBP-cDNA, oder aber ein ,Chromosome walking’ auf genomischer Ebene, fiihren zu einer
vollstandigen BGBP-Sequenz, aber evtl. auch zu Teilen der dHDL-Sequenz. Grundlage hierfur
ist die Beobachtung, dass mehrere dHDL-Peptide in der 5’- und 3’-nahen Region der BGBP-
cDNA wiedergefunden werden kdnnen. Daraus folgt als Hypothese, dass dHDL und BGBP
durch dasselbe Gen kodiert werden (siehe Abbildung 50). Sollte die dHDL-Sequenz dann
bekannt sein, kdnnen anhand der Daten phylogenetische Berechnungen durchgefiihrt
werden, welche dHDL einer Proteinfamilie zuordnen und die Abstammung klaren. Eventuell
handelt es sich bei dHDL um einen ,Prototyp’ in der Lipoprotein-Evolution; sind solche
discoidalen Lipoproteine doch hauptsachlich bei basalen Tieren oder in naszierenden
Zustanden ,héher entwickelter Lipoproteine’ anzutreffen. Primer, welche man anhand der
Sequenz entwickeln kann, miissen dann eingesetzt werden, um andere Tiere nach dHDL-
dhnlichen Proteinen zu screenen. Diese Screening-Methode kann man aber auch einsetzen,
um Organe und Gewebe oder sogar einzelne Zelltypen auf die Expression von dHDL hin zu
untersuchen. Neben der phylogenetischen Abstammung ist namlich auch die Funktion dieses
Lipoproteins von zentralem Interesse. Ligandenblots und histologische Experimente konnten
bereits erste Einblicke in den ,Weg’ des Lipoproteins geben (Zirkulation in der Hdmolymphe
- Aufnahme Uber Rezeptor-vermittelte Endocytose in diverse Organe = vermutlich Abbau
der Partikel zur Energiegewinnung). Weiterhin miissen aber die exprimierenden Organe
identifiziert werden, sowie die Expression in Abhadngigkeit von verschiedenen Hautungs-,

Fltterungs- oder Fortpflanzungszyklen und Entwicklungsstadien untersucht werden.

Auch die Doppelfunktion des BGBP sollte naher untersucht werden. Wie lassen sich eine
Beteiligung an immunologischen Prozessen und eine Lipidversorgung verschiedener Organe
von ein und demselben Protein bewerkstelligen? Ein Schllssel hierfir scheint die
,Aktivierung’ des BGBP durch B-Glukane zu sein. Aber wie genau sieht diese Aktivierung aus

und welche funktionellen und strukturellen Folgen hat sie? Bindungsstudien von ,Laminarin-



aktiviertem’ und ,nicht-aktiviertem’ BGBP an die beiden identifizierten BGBP-Rezeptoren
(ca. 100 kDa, bzw. 320 kDa; diese Arbeit, bzw. Duvic et al.,, 1992) kénnten erste
Anhaltspunkte liefern. Um die Hypothese der BGBP-Prozessierung durch Furin-dahnliche
Proteasen zu bestdtigen, muss die BGBP-cDNA heterolog exprimiert werden. Das
Genprodukt musste dann mit Furin verdaut und mindestens N-terminal ansequenziert
werden. Entsteht aufgrund des Verdaus das reife BGBP, muss noch eine Co-Lokalisation von

BGBP und Furin im Krebsgewebe gezeigt werden.
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8.1. Revision der (3-1,3-Glukan-bindenden Proteine

Tabelle T1. Revision der B-1,3-Glukan-bindenden Proteine. Ubersicht iiber alle p-1,3-Glukan-bindenden Proteine, die in

ihrer Familienzugehorigkeit, GenBank-Nr. und einem Vorschlag fiir eine

der Datenbank inkorrekt benannt sind, inkl.

korrekte Bezeichnung.
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8.2. Primer-Sequenzen

Forward Primer:

BGBP for. 1 AAT GAC GCT GGA GAA GC

BGBP for. 2 GAT TCC AAG GTG ATGATG AGCT
BGBP for. 3 CAC CTG GAA GTC CACACA

BGBP for. 4 CTT CAC AGA AAT TGG CCT CG

BGBP for. 5 GAA ATT TGA GAG GGAAGG CACTTAC

Reverse Primer:

BGBPrev. 1 CTCATCACG TCAAAG GGCG
BGBP rev. 2 GTGTGG ACTTCCAGG TG
BGBP rev. 3 GAG CATTCCGTACCTTGA CT
BGBP rev. 4 CGA GGCCAATTT CTGTGA AG

BGBP rev. 5 CCTCCCTGAATGCGATTIGTT
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8.3. Korrektur der Pacifastacus leniusculus-BGBP-Sequenz

o VTR NIRRT R
HOFE R IR
o RHERSIR SEEIRRNEEE US| B
0 R U W
DIV W D R R
L PR R R

Abbildung Al. Auszug aus einem Alignment der vier bekannten BGBP-Sequenzen (verdndert nach Lai et al., 2011).
Auffallig ist, dass die Pacifastacus leniusculus-BGBP-Sequenz (dritte Zeile) an mehreren Stellen deutlich von den drei
anderen Sequenzen abweicht (rot umrandet). Eventuell ist es hier zu Sequenzierungsfehlern gekommen.

cgtgtccgactgtgggtcacagtacgtgttaagagectgccacttcagcattatcatgt[x]
R v R L W V T V R V X s ¢C H F s I 1 M - 19
M
T F Q A R T P F N G F Q N T F I E I K Y
aactcaacaccagggacgagctgctctcagcccacatgatccttggcaaggacacctac
L N TR D E L L §S A H M I L G K D T Y 39
R D E L L S A H M I L G K D T Y
bD I D N R E E L L A F R A T A D D H R Y
aacttcgtaacaagcacctacatcgaagacaaaattgcttatttcaaatgcagtcttatg
N F v T s T Y I E D K I cC s
N T S T Y I E c S
S vV G G F I E W N

a
Y 59
Y
T

=
oo
~ RN
[ i
2 ==

F Vv D K I
F Vv D K L
Abbildung A2. N-Terminus der Pacifastacus leniusculus-BGBP-Sequenz. Schwarz dargestellt ist die von Cerenius et al.
(1994) publizierte Sequenz (Q26048) mit derem putativen Start-Methionin (gelb). Fiigt man in diese Sequenz ein einzelnes
Nukleotid [x] ein, so kommt es zu einer Leseraster-Veschiebung und somit zu einem friiher gelegenen Start-Codon (turkis).
In diesem Abschnitt bleibt dies aber vermutlich nicht die einzige Leseraster-Verschiebung, denn auch dieser neu
identifizierte N-Terminus stimmt nicht mit dem anderer BGBP’s tiberein. (griin: N-Terminus der Fenneropenaeus chinensis-

BGBP-Sequenz (ADW10720))
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gcgggtgaacagtttactctgaagg[x]taatctagtcggtgecttceccttagecaaggat
A G E QO F T L K v I - - = = = = = = =

K D N L V G A S L S 0O G
A G E Q F T L K S N L V G A S L S QO G
accaaggactgtcgaaatatacacctttccatgctctctcaagtgtcgtcattaatgaaa

Yy 0 G L. s K Yy T™©P F H A L S S V V I N E
Yy O GTL, E I Y T P F H A L S S V V I N G
aaattaaaatggaaggtttgtcattcttagaagctgacctgaa[x]gtcgtcgaacctta

K I K M E G L S F L E A D L K vV VvV E P Y
K I K M E G L S L L E A D L K vV vV E P S
tgttcaggtgttgcaggtcal[x]gat[x]cagctctctcctgaaacactgacagccagtc
vV 0 VvV L 0O V K [X] 0 L s P E T L T A S
V H VvV L 0O V K Y 0 L s P E T L T A S
tcaatcttaactcaataaaatccgaagatgaaaataaaaattagcttcatcttggaaggce

L N L N S I K S E D E N K N S F I L E G
L N L N S I K S E D G I K I N F I M E G
ttcggectcet

F G S

F G S
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Abbildung A3. C-Terminus der Pacifastacus leniusculus-BGBP-Sequenz. Gegeniber gestellt sind die von Cerenius et al.

(1994) publizierte Sequenz (schwarz) mit Ubersetzung in die entsprechende Aminosiuresequenz

und ein

Verbesserungsvorschlag (rot). AuBerdem ist in griin der entsprechende Sequenzabschnitt der Astacus leptodactylus-BGBP-
Sequenz dargestellt. Relativ frih taucht in der ,Cerenius-Sequenz’ ein Stopp-Codon (-) auf. Vermutlich ist es in dieser
Sequenz durch einen Sequenzierungsfehler zu einer Leserasterverschiebung gekommen. Fiigt man ein einzelnes Nukleotid
ein (in diesem Fall ein a, wie es auch in der Astacus leptodactylus-BGBP-Sequenz vorkommt), verschiebt sich das Leseraster,
das Stopp-Codon an dieser Stelle verschwindet. Allein in diesem kurzen N-terminalen Bereich gibt es drei weitere Fehler,
die Einschiibe sind markiert [ ]. Die neu Ubersetzte Sequenz (rot) ist zu 86% identisch mit der Astacus leptodactylus-BGBP-

Sequenz.
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8.4. Molekulargewichtsstandards

a)

Kilobases

100
80
6.0
5.0

4.0

Anhang 8

b) kDa

Il ' ' '
H
[~2]
=2

- 29

Abbildung A4. Verwendete Molekulargewichtsstandards. a) 1kb-DNA-Ladder (New England Biolabs) fiir Agarose-Gele
(nach Sambrook et al., 1989); b) SDS-6H2 (Sigma-Aldrich) fiir SDS-PAGE (nach Weber et al., 1969).

8.5. Drei- und Ein-Buchstaben-Code der proteinogenen Aminosauren

Aminosaure

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutamin
Glutaminsaure
Glycin

Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin

Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

Drei-Buchstaben-Code

Ein-Buchstaben-Code

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
GIn
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
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