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Isoelectric Focusing and Subsequent Immunochemical
Charakterization of the Lipoproteins of Human Serum

Analytical isoelectric focusing, one of the most sensitive
methods, separates lipoproteins of human serum into eight
different fractions. According to the lipoprotein ‘““family concept’
each lipoprotein differing from another by the protein part,
represents a separate family or class. Applying different immmuno-
chemical methods using antisera monospecific to lipoproteins
or their constitutive peptides, we demonstrated the difference
in the protein structure of most of those bands. Thus most of
the fractions isolated by isoelectric focusing could be related
to already known lipoprotein families. In addition, some
unknown lipoproteins were discovered.

Mit Hilfe der analytischen isoelektrischen Fokussierung,
einer der zur Zeit empfindlichsten Analysenmethoden, gelingt
es, die Lipoproteine des Humanserums in mindestens acht
Fraktionen aufzutrennen. Nach dem Lipoprotein-,,Familien-
konzept® reprasentiert jede Fraktion, die sich von einer anderen
in ihrem Proteinanteil unterscheidet, eine andere Familie oder
Klasse. Mit Hilfe verschiedener immunochemischer Techniken
unter Verwendung monospezifischer Antisera gegen einzelne
Lipoproteinfamilien beziehungsweise gegen Polypeptide, aus
denen diese aufgebaut sind, gelang es nachzuweisen, dal} sich
die meisten Banden in ihrem Proteinanteil unterscheiden. Damit
konnte ein GroBteil der fokussierten Fraktionen den bereits
bekannten Lipoproteinfamilien zugeordnet werden; zum Teil
konnten noch unbekannte Lipoproteine entdeckt werden.

* Herrn Prof. Dr. O. Kratky, Vorstand des Institutes fur physikalische
Chemie der Universitdt Graz, zum 70. Geburtstag mit herzlichen Glick-
wiinschen gewidmet.
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Einleitung

Die Lipoproteine des Humanserums stellen ein Gemisch von Partikeln
dar, die aus Lipid und Protein in wechselndem Mengenverhdltnis auf-
gebaut sind. Nach der elektrophoretischen Wanderung teilt man sie in
-, B- und Pri-B-Lipoproteine und nach ihrer hydratisierten Dichte in
Chylomikronen, Very Low Density Lipoproteine (VLDL), Low Density
Lipoproteine (LDL) und High Density Lipoproteine (HDL) eint.
Innerhalb dieser Gruppen besteht nicht nur eine Heterogenitéit in bezug
auf Partikelgrofie und Lipidzusammensetzung, sondern auch im Aufbau
des Proteinanteils?.

Auf Grund dieser Proteine, der Apolipoproteine (ApoLp), lassen sich
Lipoproteine in Familien einteilen. Bis heute kennt man drei Lipo-
proteinfamilien: LpA, LpB und LpC. Urspriinglich vertrat man die
Ansicht, daB es nur zwei ApoLp gibt, nimlich das durch Entfetten der
a-Lipoproteine gewonnene ApoLpA und das aus den B-Lipoproteinen
gewonnene ApoLpB. 1964 fanden Gustafson und Mitarb.® ein weiteres
ApoLp, das ApoLpC, welches einen betrichtlichen Teil des Eiweil3-
anteiles der VLDL (Pri-g-Lipoproteine} und der Chylomikronen aus-
macht.

Mit verfeinerten analytischen und. priparativen Methoden gelang der
Nachweis, daBl das ApoLpA aus zwei und das ApoLpC aus mindestens
drei nichtidentischen Polypeptidketten aufgebaut ist. Zunichst isolierten
Shore und Shoret zwei Polypeptide aus HDL, welche nach den von
thnen gefundenen C-terminalen Aminosguren R-Thr und R-Gln genannt
wurden. Spitere Untersuchungen zeigten, dafl beide Polypeptide Gln als
C-terminale Aminosiure besitzen, weswegen es zweckmiBiger ist, die
Peptide als ApoAl und ApoAIl zu bezeichnen®. ApoAl hat Asparagin-
sdure als N-terminale Aminosiure; die N-terminale Aminosfiure von
ApoAII ist blockiert und bis heute noch nicht identifiziert worden.

Ob das ApoLpB nur aus einer Art von Polypeptiden aufgebaut ist,
konnte noch nicht mit Sicherheit geklirt werden. Sieht man vom
genetisch bedingten Polymorphismus ab® 7, so ist es zwar gelungen,
nach der Entfettung von LDL in der Geliltration zwei Proteinfraktionen
mit unterschiedlicher Aminosiurezusammensetzung zu gewinnen?;
bedenkt man jedoch, daB selbst ein LDL, welches aus einem sehr engen
Dichtebereich isoliert und mehrfach gewaschen wurde, noch immer bis
zu 10%, LpA und LpC enthilt?, scheinen diese Befunde experimentell
nicht geniigend fundiert zu sein.

Nachdem die Existenz von LpC als eine selbstdndige Lipoprotein-
familie lange Zeit postuliert wurde, gelang es kiirzlich, ein Lipoprotein
aus der HDL-Fraktion zu isolierten, das frei von LpA4 und LpB war und
auf Grund seiner immunochemischen Reaktion, seines Peptidgehaltes
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und seiner hydratisierten Dichte einwandfrei als LpC charakterisiert
wurde® 11, Aus LpC konnten drei nichtidentische Polypeptide isoliert
werden12, die, ebenfalls nach ihren C-terminalen Aminoséuren, als R-Val,
R-Glu und R-Ala; bzw. R-Alas bezeichnet wurden. Da auch hier eine
Korrektur der vermeintlichen C-terminalen Aminosiduren notwendig
war1® (R-Val besitzt Ser. als C-terminal), erscheint es zweckméBiger, die
Polypeptide als ApoCI, ApoCII, ApoCIlIl; bzw. ApoClIly zu be-
zeichnen!4.

Untersucht man entfettete Lipoproteine bestimmter Dichte mit
Hilfe der Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) und immunochemi-
scher Methoden, zeigt es sich, daf in allen Dichtefraktionen die Peptide
aller drei Lipoproteinfamilien vorhanden sind. Andererseits findet man
Banden, welche keinem der bekannten Polypeptide zugeordnet werden
kénnen. Welcher Lipoproteinfamilie diese Peptide angehéren, ist noch
véllig unbekannt.

Eine Trennung der intakten Lipoproteine gelingt mit der Papier-
elektrophorese in zwei, mit der Agarosegelelektrophorese und der PAGE
in vier Banden. Durch priparative Trennung der Lipoproteine in der
Ultrazentrifuge erhilt man 4 Hauptfraktionen. Ob elektrophoretisch
oder in der Ultrazentrifuge gewonnen, stellt jede dieser Fraktionen
immer noch ein Gemisch verschiedener Lipoproteine dar. Man war daher
bestrebt, Methoden zu finden, die mdglichst alle im- Blutserum vor-
handenen Lipoproteinfamilien und deren Untereinheiten (Klassen) zu
trennen vermdgen. Im Jahre 1969 gelang es in unserem Laboratorium,
die Serumlipoproteine mit Hilfe der analytischen isoelektrischen Fokus-
sierung (IEF) in 8 Haupt- und einige Nebenfraktionen aufzutrennen?s,
Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wird, lassen sich die meisten in
der ITEF getrennten Banden mit Hilfe mono- und paucispezifischer
Antiseren den schon bekannten Lipoproteinen zuordnen. Zum Teil
wurden jedoch auch noch unbekannte Familien und Klassen entdeckt.

Material und Methoden

Sera, die zur Fokussierung eingesetzt wurden, stammten von 20- bis
40jéhrigen Probanden beiderlei Geschlechts nach mindestens 14stdg. Fasten.
In der Agarosegelelektrophorese zeigten alle Seren ein normales Lipoprotein-
muster, und auch die Blutlipidwerte lagen innerhalb der Norm fiir das ent-
sprechende Alter und Geschlecht.

Die Bereitung der Gele, Vorfarbung der Seren sowie praktische Aus-
fuhrung der IEF erfolgte nach Kostner und Mitarb.'®, Die Bereitung der
photopolymerisierten Gele geschah durch Mischen von 0,5 g Acrylamid,
0,02 g Bis-acrylamino-methan, 0,1 mg Riboflavin in 5 pl TEMED, 0,5 ml
40proz. Ampholine 3—10, 3,3 ml Athylenglycol ad 10 ml (dest. Wasser).
10—40 pl vorgefarbtes Humanserum wurden pro Réhrchen fokussiert,
abhingig davon, ob eine starke oder schwache Bande untersucht werden
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sollte. Die Laufzeit betrug bei einer Spannung von 200 V 10—14 Stdn. bei
4 °C.

Immunoelektrophoresen. sowie Immunodiffusionen wurden in 1proz.
Agarose (Bio. Rad) in Barbitalpuffer vom pH-Wert 8,2 bei einer Ionenstérke
von 0,5 durchgefithrt. Die Auswertung erfolgte durch Betrachten der gebil-
deten Prizipitationslinien in diffusem Licht. Manche Gele wurden nach
36stdg. Waschen in 0,15m-NaCl (pH 7,5) getrocknet und auf Protein mib
Amidoschwarz 10B und auf Lipid mit Sudanschwarz gefarbt. Zur Identifi-
zierung der wéhrend der Fokussierung gebildeten Banden wurden diese mit
einer Rasierklinge horizontal aus den Gelen geschnitten und direkt in
Agarose vergossen oder mit 0,IM-NaCl vom pH-Wert 7,5 eluiert. Bisweilen
wurden auch ganze Gele vertikal in zwei Hélften geteilt, auf Objekttrager
aufgebracht, mit Agarosegel vergossen und in Absténden von 3—8 mm ein
Antiserumtrog ausgehoben, der uber die ganze Lénge der Gele reichte. Bei
Vorhandensein gentigender Mengen Antiserum wurden die Gele in einem
Reagensglas mit 1-—5 ml Antiserum fiir 48 Stdn. bei Zimmertemp. ge-
schaukelt; der gebildete Prazipitationsring wurde in diffusem Licht
betrachtet.

Die Antiseren wurden durch Immunisierung von Kaninchen, Schafen und
Pferden mit reinen Lipoproteinfraktionen bzw. den daraus isolierten Poly-
peptiden hergestellt. Die genaue Durchfilhrung der Priparierung dieser
Fraktionen wurde frither beschrieben . 1% 16, Folgende Antiseren kamen zur
Verwendung: Antidpodl, monospezifisch (Schaf); AntidpoAll, mono-
spezifisch (Schaf); AntiHDL,q4s.: Dieses Antiserum wurde durch Adsorption
von AntiH DL mit reinen ApoAI- und ApoAII-Polypeptiden hergestellt und
war monospezifisch fir ein noch nicht charakterisiertes Polypeptid der
LpA-Familie (Kaninchen); AntiLpC reagierte mit allen 3 ApoLpC-Peptiden
(Schaf); AntiLpB, monospezifisch (Pferd, Schaf, Kaninchen).

Zur Abtrennung bzw. Isolierung von Lipoproteinfraktionen wurde die
Dichte des Serums mit festemn NaBr aufeinanderfolgend auf die Werte 1,006
(VLDL), 1,063 (LDL), 1,125 (HDLs) und 1,210 (HDL3) gebracht und far
22—40 Stdn. in der prédparativen Ultrazentrifuge (Beckman L4) zentrifugiert.
Die flotierenden sowie sedimentierenden Bestandteile wurden gegen isotone
Kochsalzlosung dialysiert. Zur Bestimmung der iscelektrischen Punkte der
durch die Fokussierung getrennten Lipoproteinfraktionen wurden die
gefarbten Banden von mehreren Gelen herausgeschnitten, 24 Stdn. mit
bidest. Wasser geriihrt und der pH-Wert mittels einer Einstab-Mikro-
elektrode gemessen.

Zur Entfernung der Lipoproteine niederer Dichte (VLDL plus LDL) aus
dem Serum wurden Féllungen mit Dextransulfat 500 nach Cornwell und
Kruger'” und mit Na-Phosphorwolframat nach Burstein und Morfin®
durchgefithrt. Der Niederschlag sowie der Uberstand wurden gegen
0,15M-NaCl dialysiert und fokussiert.

Resultate

Abb. 1 zeigt das Lipoproteinmuster von Humanserum nach iso-
elektrischer Fokussierung unter Verwendung von Ampholine 3—10. Die
strichliert eingezeichneten Banden sind nicht mit jedem Serum darstell-
bar und wurden bei der immunochemischen Auswertung nicht beriick-
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sichtigt. In Tab. 1 sind die isoelektrischen Punkte der einzelnen Banden
zusammengestellt. Die Numerierung stimmt mit der in Abb. 1 {iberein.

Abb. 1. Isoelektrische Fokussierung von Humanserum in Polyacrylamidgel
unter Verwendung von Ampholine 3—10

Tabelle 1. Isoelektrische Punkte der durch Fokussierung
gewonnenen Lipoproteinfraktionen

Lipoproteinbande in Isoelektrischer
Abbildung 1 Punkt

4,4
4,5
4,6
4,8
5,0
5,1
5,5
5,7

QO =1 & T DD =

Immunochemische Untersuchungen

Abb. 2 zeigt die immunochemische Reaktion der durch Fokussierung
getrennten Lipoproteinbanden im Ouchterlony-Test unter Verwendung
verschiedener Antisera. Es reagieren die Bande 1 und 2 mit Antiserum
gegen LpC, Bande 4 mit Antiserum gegen ApoAI und HDL,q45. , Bande 5
mit Antiserum gegen ApoAIl und ApoAII, Bande 6 mit Antiserum gegen
Apodl, und Bande 7 und 8 mit Antiserum gegen LpB. Bande 3 reagierte
mit keinem Antiserum gegen bisher bekannte Apolipoproteine. Wenn die
Gele der Lange nach in Agarosegel eingebettet wurden und Antisera
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Abb. 2a

Abb. 2D

Abb. 2. Immunochemische Reaktion der durch I B F gewonnenen Lipoprotein-

fraktionen im Quchterlony-Test. Die Zahlen 1—8 reprasentieren die Banden-

nummern in Abb. 1. A: Antiserum gegen HDL (adsorbiert). B: Antiserum

gegen LpC. C: Antiserum gegen ApoAI. D: Antiserum gegen ApoAIl.
E: Antiserum gegen LpB
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dagegen diffundierten, zeigten sich an den entsprechenden Stellen
charakteristische Prazipitationslinien. Da beim Vorhandensein von
Polyacrylamidgelen in Agarosegel die Gele wihrend des Trocknens zer-
rissen, war ein nachtrigliches Farben und Photographieren nicht mehr
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Abb. 3. Immunochemische Reaktion kompletter Gele nach JEF von Human-
serum unter Verwendung verschiedener Antisera
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)

Abb. 4. Gebildete Prazipitate in Polyacrylamidgel nach Fokussierung von
Humanserum und Eintauchen in die Antisera: 1: Anti-dApoATl. 2: Anti-
ApoAIl. 3: Anti-HDLyqs. 4: Anti-LpB. 5: Anti-LpC

moglich. Die gesehenen Prézipitationen sind daher graphisch in Abb. 3
dargestellt. Eine Ubereinstimmung der Ergebnisse wurde anch gefunden,
wenn. die Gele in die verschiedenen Antiseren getaucht wurden (Abb. 4).

Um feststellen zu konnen, welche Lipoproteinfraktionen durch
Dextransulfat bzw. Na-Phosphorwolframat fillbar sind, ob die Fallungen
quantitativ verlaufen und inwieweit sie mit der Fraktionierung in der
Ultrazentrifuge iibereinstimmen, wurden die Niederschlige und Uber-
stinde der I £ F unterworfen und mit Lipoproteinen verschiedener Dichte
verglichen. Die Ergebnisse sind aus Abb. 5 zu entnehmen. Wie daraus
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ersichtlich, fallt Dextransulfat alle Lipoproteine mit einer geringeren
Dichte als 1,063 und einen Teil der HDL. Mit Phosphorwolframséure
werden nur VLDL plus LDL gefallt, wahrend alle HDL im Uberstand
verbleiben.

! 2 3 4 5 6 7 8
______ = =
= = =
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Abb. 5. Lipoproteinmuster des Humanserums und verschiedener Fraktionen,
die in der priaparativen Ultrazentrifuge und durch fraktionierte Fallungen
gewonnen wurden: 1: Humanserum komplett. 2: Sedimentierende Lipo-
proteine bei einer Dichte von 1,063. 3: Sedimentierende Lipoproteine bei
einer Dichte von 1,125. 4: Sedimentierende Lipoproteine bei einer Dichte von
1,21. 5: Lipoproteine im Niederschlag der Dextransulfatfdllung. 6: Lipo-
proteine im Uberstand der Dextransulfatféallung. 7: Lipoproteine im Nieder-
schlag der Phosphorwolframséurefillung. 8: Lipoproteine im Uberstand der
Phosphorwolframsaurefallung

Diskussion

Wie bereits einleitend erwdhnt, konnten in jiingster Zeit aus Lipo-
proteinfraktionen mindestens 7—8 Polypeptide isoliert werden, die sich
sowohl immunochemisch als auch in ihrer Aminosiurezusammensetzung
voneinander unterscheiden. Die Apolipoproteine, aus denen die reinen
Polypeptide isoliert wurden, gewann man durch Entfetten von Lipo-
proteinen, die ihrerseits Gemische von Lipoproteinfamilien darstellen.
Es war demnach nachtriglich nicht mehr méglich festzustellen, welche
Peptide am Aufbau der verschiedenen Familien beteiligt sind und ob es
Klassen von Lipoproteinfamilien gibt. Aus vereinzelten Experimenten
war nur bekannt, daB es HDL-Fraktionen gibt, die ausschlieBlich
ApoAT und solche, die ApoAI- und ApoAIl-Polypeptide enthaltend, 19,
Dieser Unterschied erklirt auch das Auftreten der beiden a-Lipo-
proteine in der Agarosegelelektrophoresel®.

Wie aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ersichtlich, kénnen
mit Hilfe der JEF im Humanserum 3 Unterfamilien (Klassen) des LpA4
getrennt und anschlieend immunochemisch nachgewiesen werden:

Die eine Klasse besitzt nur Apodl, die zweite ApoAl und ApoAll
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und die dritte ApoAl und ein Polypeptid, das bis heute noch nicht in
reiner Form isoliert oder nach seiner Aminosiurezusammensetzung
charakterisiert werden konnte. Nach der heute {iblichen Nomenklatur
koénnte man dieses Peptid ApoAIll nennen.

Durch IEF des Humanserums konnten zwei Banden gefunden wer-
den, die mit Antiserum gegen LpB reagieren (Bande 7 und 8 in Abb. 1).
Diese LpB-Banden sind jedoch im Verhéltnis zur LpB-Konzentration im
Serum etwas schwach ausgeprigt und auferdem sind sie nicht so scharf
wie die LpA-Banden. Wegen der Instabilitdt von LpB — vor allem im
pH-Bereich seines isoelektrischen Punktes — kann aus diesen Ver-
suchen daher nicht mit Sicherheit geschlossen werden, daf} es sich tat-
sdchlich um zwei verschiedene LpB-Klassen handelt. Auch war es mit
keinem der uns zur Verfiigung stehenden Antiseren moglich, mit diesen
beiden Banden sich kreuzende Prézipitationslinien im Ouchterlony-Test
zu erhalten. Im Hinblick auf die in der Literatur beschriebenen Poly-
morphismen des LpB kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, daf}
es sich bei den differenzierbaren LpB-Banden um Allotypen handelt.
Diese Frage konnte durch Anwendung monospezifischer Antiseren gegen
die Antigene des Lp(a)- bzw. Ag-Systems beantwortet werden.

~ Das Vorkommen von LpC als eigene Lipoproteinfamilie wurde nach

Auffinden von LpX im Serum von Patienten mit Cholestase (obstruk-
tiver Gelbsucht) bereits vermutet? und konnte durch die Isolierung
eines Lipoproteins aus der HDL-Fraktion des Humanserums, das nur
mit Antikorpern gegen LpC reagiertel® 11, bekraftigt werden.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit bestitigen diese
Ergebnisse und weisen iiberdies darauf hin, daB die LpC-Familie in
zwei Klassen zerfallt. Wie bereits erwihnt, ist das LpC aus drei nicht-
identischen Polypeptiden aufgebaut. Da keine monospezifischen Anti-
seren gegen diese einzelnen Peptide zur Verfiigung standen, konnte nicht
geklirt werden, welcher der beiden LpC-Klassen sie angehoren.

Neben den multiplen Formen der LpA-, LpB- und. LpC-Familien
kénnen mit Hilfe der /£ F noch Banden gefunden werden, die keinen der
bisher bekannten Lipoproteinfamilien zugeordnet werden kénnen. Es
sind dies Bande 3 und die in Abb. 1 strichliert dargestellten Banden.
Dabei handelt es sich offenbar um Lipoproteinfamilien, die bisher in der
Literatur noch nicht beschrieben wurden.

Die IEF stellt derzeit die empfindlichste Methode dar, um die Viel-
zahl der Lipoproteinfamilien und -klassen analytisch zu erfassen. Eine
befriedigende préiparative Isolierung von Lipoproteinen mit dieser
Methode scheiterte daran, dafl pro Lauf in der LKB-440-Apparatur nur
etwa 5 ml Serum aufgetragen werden kénnen, man also eine Vielzahl
von priaparativen Liufen bendtigt, um ausreichende Mengen dieses
Materials zu erhalten. Da die so gewonnenen Lipoproteinfraktionen
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nicht frei von anderen Serumproteinen sind, miiiten weitere Reinigungs-
schritte angeschlossen werden.

Wie die IEF zeigt, werden sowohl durch Dextransulfat als auch
durch Na-Phosphorwolframat die gesamten LDL und VLDL gefallt,
wobei Dextransulfat auch einen Teil der HDL mitfallt. Die hier be-
schriebenen, noch unaufgeklirten beiden Lipoproteine verbleiben im
Uberstand. Sie sedimentieren mit den iibrigen HDL bei der Dichte von
1,063 und flotieren bei d = 1,21. Auf diese Art gelingt es demnach nicht,
eine grofere Menge dieser Lipoproteine zu gewinnen und naher zu
untersuchen.

Bekanntlich spielen der Gehalt und das Mengenverhiltnis der ein-
zelnen Lipoproteinfamilien im Serum eine bedeutende Rolle bei der Ent-
wicklung arteriosklerotischer Verdnderungen. Mit der heute iiblichen
Methode der Lipoproteinelektrophorese in Agarosegel gelingt es lediglich,
3—4 Lipoproteinfraktionen zu erfassen. Die Elektrofokussierung stellt
vielleicht einen aussichtsreichen Weg zur erweiterten Diagnose ver-
schiedener pathologischer Verdnderungen der Serumlipoproteine dar.
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