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Zusammenfassung

LBP vermittelt im Wirtsorganismus die direkte Immunantwort auf bakterielle Liganden
wie das Lipopolysaccharid (LPS) von Gram-negativen oder Lipopeptide von Gram-
positiven Bakterien. In dieser Arbeit wurde durch die Herstellung zweier Mutanten die
Funktionsweise von LBP weiter aufgeklart. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde eine na-
turlich vorkommende Mutation des LBP (c998t), die an Position 333 zu einem Aus-
tausch der Aminosdure Prolin zu Leucin fihrt, hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf
Struktur und Funktionalitdt des Proteins untersucht. Westernblot-Analysen des rekom-
binant hergestellten Proteins und humaner Seren von Mutationstragern weisen auf
einen Zerfall des mutierten Proteins hin. Dadurch kommt es zu einer Beeintrachtigung
der Bindung bakterieller Liganden und einer deutlichen Reduktion der LBP-vermittelten
Zytokinausschuttung von Immunzellen. Der Genpolymorphismus, welcher zum Auftre-
ten der Mutation flhrt, hat eine Allelfrequenz von 0,072 in einer gesunden europai-
schen Population und betrifft dadurch ca. 15 % der Bevdlkerung in heterozygoter Aus-
pragung. Homozygote Polymorphismustrager wurden in der Altersgruppe 20 - 60 Jahre
in gesunden Probandenkollektiven bisher nicht gefunden, bei Kindern zwischen 9 und
11 Jahren war er selten (0,5 %). In Untersuchungen an Patientengruppen konnte ge-
zeigt werden, dass es durch die Mutation zu einer deutlich erhdhten Mortalitat bei Pati-
enten mit septischen Komplikationen und einer durch Gram-negative Erreger verur-
sachten Pneumonie kommt. Unsere Ergebnisse zur eingeschrankten Funktion des
LBP-c998t bieten eine erste Erklarung dafir, wie diese Mutation vermutlich die Fahig-
keit, Krankheiten zu bewaltigen, beeintrachtigt. Innerhalb dieser Arbeit ging es des
Weiteren um die Analyse der Bindung von bakteriellen Liganden an LBP. Dabei wurde
eine potentiell gemeinsame Bindungsstelle fur Liganden untersucht, die von Gram-
positiven und Gram-negativen Bakterien stammen und spater von den Toll-like Rezep-
toren (TLRs) 2 und -4 erkannt werden. Dazu wurden Bindungsversuche zwischen Li-
popeptiden und LPS mit einer zweiten LBP-Variante (LBP-E94/95) durchgefuhrt. In
dieser Mutante sind positiv geladene Aminosduren innerhalb der LPS-Bindungsstelle
(Arginin 94 und Lysin 95) gegen negativ geladene Glutaminsaure ausgetauscht. Beim
LPS flihrt dies zu einem Bindungsverlust. Auch fir die Lipopeptide war durch die Muta-
tionen die Interaktion mit LBP beeintrachtigt, was die These einer gemeinsamen Bin-

dungsstelle von TLR2- und TLR4-Liganden an das Protein weiter unterstitzt.
Schlagworte:

Innates Immunsystem, LPS-bindendes Protein, Toll-like Rezeptoren, Lipopeptide,

Funktionelle Analyse
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Summary

LBP enhances the innate immune reaction against bacterial ligands like LPS from gram
negative or lipopeptides from gram positive bacteria in the host. Here we investigated
the function of LBP using two recombinant mutants of the protein. The first part of this
work examines a natural occurring mutation of LBP (c998t) leading to an amino acid
exchange of proline to leucine at position 333 with regard to the impact on structure
and function of the protein. Western blot analyses of the recombinant protein and sera
obtained from individuals differing in the LBP genotype indicate the disaggregation of
the mutated protein. Thereby binding of bacterial ligands to LBP is diminished and the
LBP mediated cytokine secretion of immune cells is reduced. The gene polymorphism
leading to the occurrence of the mutation is present with an allelic frequency of 0.072 in
healthy German populations thus affecting about 15 % of the population in a heterozy-
gous form. We did not find any homozygous polymorphism carriers in the adult popula-
tion (aged 20 - 60 years) and it was rare (0.5 %) in children between 9 — 11 years. A
recent study has shown that this LBP-SNP led to a higher mortality in patients with sep-
tic complications and gram negative pneumonia. The results presented here, showing
the negative impact on the function of LBP due to the mutation, may therefore be a first
explanation on how this mutation affects the ability of people to deal with disease.
Within this work binding of ligands to LBP was also explored. It was investigated
whether ligands which are later recognized by Toll-like receptors (TLRs) 2 and — 4
share a common binding site on LBP. Assays with immobilized lipopeptides and LPS
were performed with a second mutated LBP (LBP-E94/95). In this protein positively
charged amino acids located within the LPS binding site of LBP (arginine 94 and lysine
95) were exchange against negatively charged glutaminic acid. LPS binding to LBP is
diminished completely. Here we showed that binding of lipopeptide to LBP is affected
likewise, furthermore supporting the hypothesis of a common binding site for TLR2-
and TLR4- ligands.

Keywords:

Innate immune system, LPS binding protein, Toll-like receptors, lipopeptide, func-

tional analysis
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1 Einleitung

1.1 Immunsystem

Das Immunsystem von Wirbeltieren ist in zwei Teile gegliedert: Die so genannte ange-
borene (engl. innate) und die erworbene (engl. aquired) Immunreaktion. Das angebo-
rene Immunsystem bildet die erste Verteidigungslinie gegen Pathogene. Diese werden
anhand konservierter molekularer Muster (engl. pathogen-associated molecular pat-
terns, PAMP) erkannt (Janeway 1989), die in der Regel aus Zellwandbestandteilen
oder Nukleinsauren bestehen. Zu diesen Molekulen gehdren z.B. das LPS der Gram-
negativen Bakterien (Poltorak et al. 1998) oder virusspezifische RNS- und DNS-
Sequenzen (Alexopoulou et al. 2001; Bauer et al. 2001). Fir die Erkennung sind ver-
schiedene intra- und extrazelluldre Rezeptoren (engl. pattern recognition receptor,
PRR) zustandig. Die Aktivierung dieser fuhrt zur Initiierung einer Signaltransdukti-
onskaskade, die Uber die Translokation von Transkriptionsfaktoren zur Induktion einer
Vielzahl von Genen fiihrt, die u.a. flr proinflammatorische Zytokine und Chemokine
kodieren und so deren Ausschuittung einleiten. Parallel kommt es zu einer verstarkten
Oberflachenexpression von kostimulatorischen Molekilen wie CD80 und CD86, die
unter anderem zur Aktivierung von CD4"-T-Zellen und damit zur Einleitung der erwor-
benen Immunreaktion erforderlich sind. Die Effektorzellen der erworbenen Immunant-
wort sind die B- und T-Lymphozyten, die Uber spezifische Rezeptoren und durch die
Bildung von Antikérpern mit den Krankheitserregern interagieren und diese eliminieren.
Im Gegensatz zur angeborenen Immunantwort, kann die adaptive Immunreaktion als
Folge einer Krankheit oder, falls mdglich, einer Vakzinierung eine lebenslange Immuni-

tat erzeugen (Janeway Jr. et al. 2001).

1.2 Die Rolle der TLR im angeborenen Immunsystem

Eine wichtige Gruppe der PRRs sind die TLRs (Medzhitov et al. 1997; Rock et al.
1998; Kopp and Medzhitov 1999). Sie werden in vielen Kdrperzellen exprimiert, so
auch auf bzw. in den an der angeborenen Immunitat beteiligten Immunzellen. Zu ihnen
gehdren z.B. Makrophagen, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten. Die
Bezeichnung ,Toll-like Rezeptor‘ deutet auf die Ahnlichkeit dieser Rezeptoren mit dem
»10lI“-Protein von Drosophila melanogaster hin. Dieses wurde urspringlich als Gen
identifiziert, welches in der Embryonalentwicklung die dorso-ventrale Achsenbildung

kontrolliert (Anderson et al. 1985). Das Protein ist auch in die Immunabwehr der Fliege
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involviert, in dem es die Expression des anti-fungalen Peptids Drosomycin vermittelt
(Lemaitre et al. 1996). Das , Toll“-Protein von Drosophila und die TLRs der Sdugetiere
sind Typ-I-Transmembranproteine. Sie sind extrazellular bzw. endosomal durch leucin-
reiche sich wiederholende Sequenzen (engl. leucine-rich repeats, LRRs) charakteri-
siert. Intrazellular werden sie durch eine Region charakterisiert, die aufgrund ihrer Ahn-
lichkeit zu den Interleukin (IL-)-1- und IL-18-Rezeptoren, als Toll/IL-1-Rezeptor-
Homolog- (TIR-) Doméane bezeichnet wird (Kaisho and Akira 2002). Im Menschen wur-
den bisher zehn TLRs beschrieben (Tab.1), nur fir neun von ihnen sind Liganden be-
kannt. In der Maus wurden zusatzlich die TLR11-13 identifiziert. Von diesen zuséatzli-
chen Maus-TLRs ist nur fir den TLR11 ein Ligand, das Profilin von Protozoa, sowie ein
Bestandteil von uropathogenen Escherichia (E.) coli beschrieben worden (Zhang et al.
2004; Lauw et al. 2005; Yarovinsky et al. 2005). Obwohl das Gen fiir TLR11 auch im
Menschen vorkommt, wird es aufgrund eines Stop-Codons nicht komplett exprimiert.
TLRs werden von einer Vielzahl von Immunzellen exprimiert. Man unterteilt sie nach
ihrer Lokalisation in der Zelle in zwei Gruppen: Die TLR1, -2, -4, -5, -6 und -10 sind in
der auferen Zellmembran lokalisiert und haben nach aul3en gerichtete LLR-Doméanen.
Sie erkennen Uberwiegend bakterielle Zellwandbestandteile. Die TLR3, -7, -8 und -9
werden intrazelluldr in Endosomen exprimiert, die LRRs ragen in das Innere der Endo-
somen. Sie erkennen bakterielle oder virale Nukleinsduren (O'Neill 2006; Becker and
O'Neill 2007).

Tab. 1: Humane TLRs mit einer Auswahl von Liganden

Dargestellt sind die zehn im Menschen bekannten TLRs mit dem Ort ihrer Expression innerhalb
der Zelle und einigen beispielhaften Liganden. CpGs: Cytosin-Guanin-Wiederholungen, ds:
doppelstrangig, HSP: Hitzeschockprotein, LP: Lipopeptid, LPS: Lipopolysaccharid, si: small
interfering, ss: einzelstrangig (Krishnan et al. 2007).

TLR Lokalisation Liganden

TLR1 Zellmembran LP3

TLR2 Zellmembran LP2, LP3, LTA, Zymosan

TLR3 Endosom dsRNS, Poly-IC, virale RNS, siRNS, endogene RNS
TLR4 Zellmembran LPS, HSP60 und -70, Taxol

TLR5 Zellmembran Flagellin

TLR6 Zellmembran LP2, LTA, Zymosan

TLRY7 Endosom ssRNS, R848
TLRS8 Endosom ssRNS, R848
TLR9 Endosom CpGs

TLR10 Zellmembran Unbekannt
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Die genaue Struktur samtlicher TLRs ist bisher nicht aufgeklart. Es gibt jedoch erste
Kristallisationen und daraus resultierende Strukturmodelle zu den Ektodomanen der
TLR3, TLR4/MD2 und TLR2/1. Die dreidimensionale Struktur der extrazellularen Do-
mane des TLR3 zeigt dabei eine hufeisenformige Anordnung der ligandenbindenden
Domane, die aus den LRRs besteht (Bell et al. 2005; Choe et al. 2005). Sie nehmen
die Form einer Spule an. Wahrend diese Struktur im Fall von TLR3 eine Einheit bildet,
ist sie bei TLR2/1 und -4 in drei unterschiedliche, deutlich voneinander abgegrenzte
Bereiche unterteilt (Jin et al. 2007; Kim et al. 2007). Sie unterscheiden sich dadurch
von TLR3 und anderen LRR-haltigen Proteinen. Die postulierte Dimerisierung von
TLRs, sei es als Homodimer wie TLR4 oder als Heterodimer wie bei TLR2/1, scheint
sich durch die bisherigen Strukturaufklarungen zu bestatigen (Kirk and Bazan 2005).
Ob die Dimerisierung der TLR zum Zwecke der Liganden-Bindung oder als dessen
Folge entsteht, ist noch ungeklart. Durch die Verwendung verschiedener Spulenwin-
dungen (engl. loops), unterschiedlich in Sequenz und Lange und spezifisch fur die ver-
schiedenen TLRs, kann es zur Bildung unterschiedlicher Rezeptor- (Homo- oder Hete-
ro-) dimere kommen. Dies wurde eine mogliche Erklarung fir das Phanomen darstel-
len, dass eine grofle Anzahl strukturell verschiedener Liganden fur die TLRs gefunden
wurde. Die Erkennung eines breiten Spektrums an Pathogen wird so ermdglicht. Die
Interaktion mit den Liganden scheint nicht im Inneren der Rezeptoren stattzufinden,
sondern in der V-férmigen Einbuchtung zwischen den dimerisierenden Strukturen (Jin
et al. 2007).

Nach Interaktion eines Liganden mit der leucinreichen Domane der TLRs, wird eine
SignalUbertragungskette aktiviert, die im Zellkern mit der Translokation von Transkripti-
onsfaktoren endet. Die TLR-Signaltransduktion wird durch verschiedene, die TIR-
Domane-enthaltende Adaptermolekiile, vermittelt. Dadurch kann auch intrazellular die
Signalspezifitat gewahrleistet werden (Vogel et al. 2003; Yamamoto et al. 2004). Zu
ihnen zahlen MyD88 (engl. myeloid differentiation primary response protein 88)
(Medzhitov et al. 1998), TRAM (engl. TRIF related adaptor molecule) (Fitzgerald et al.
2003), TRIF (engl. TIR domain-containing adapter inducing IFN-B) (Yamamoto et al.
2002b) und Mal (engl. MyD88 adaptor like) (Fitzgerald et al. 2001), auch bekannt als
TIRAP (engl. TIR domain-containing adaptor protein) (Horng et al. 2001).

Es gibt zwei Hauptsignaltransduktionswege, den MyD88- und den TRIF-abhangigen
Weg (Abb. 1). Uber MyD88 leiten alle TLRs aufer TLR3 die Signale in die Zelle weiter.
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IL-1RI TLR 2/1/6 TLR3 TLR4 TLR5/7/8/9
Mal TRIF TRAM Mal
MyD88 MyD88 TRIF MyD88 MyD88
~  \ ¥ NN\
IKK-Komplex TBK-1 IKK-Komplex IRAK-1
NFxB IRF3 IRF5 NF«xB IRF7
TNF-o IFN-B TNF-o IFN-o

Abb. 1: Vergleich der Signalkaskaden von IL-1-Rezeptor-Typ-l (IL-1 RI) und den TLRs

Von oben nach unten abgebildet sind die Rezeptoren, die entweder auf der Zelloberflache (IL-
1RI, TLR1, -2, -4, -5, -6) oder in den Endosomen (TLR3, -7, -8, -9) lokalisiert sind, die Adapter-
molekuile (z.B. Mal), die Transkriptionsfaktoren (z.B. IRF3) und ausgewahlte induzierbare Zyto-
kine (z.B. TNF-a). NFxB: Transkriptionsfaktor, IKK: Inhibitor des NFkB-Kinase-Komplex, TBK:
IKK-ahnliche Kinase, IRAK: IL-1-Rezeptor assoziiert Kinase, IRF: Interferon-regulierender Fak-
tor (Transkriptionsfaktor), TNF: Tumornekrosefaktor, IFN: Interferon (Moynagh 2005; O'Neill
2006).

Uber diese Signalkette wird der Transkriptionsfaktor NFkB aktiviert, der zur Induktion
von Genen fluhrt, die fur proinflammatorische Zytokine kodieren, wie z.B. TNF-a. In
diesen Signaltransduktionsweg ist fir die TLR2 und -4 auch das Adaptermolekul Mal
involviert (Yamamoto et al. 2002a). TLR3 verwendet ausschlieBlich den TRIF-
Signalweg zur Induktion der Typ-I-Interferone (Yamamoto et al. 2002b; Kawai and Aki-
ra 2006). Diese MyD88-unabhangige Signalkette wird ebenfalls von TLR4 angespro-
chen, jedoch unter Einbeziehung von TRAM, dem vierten eine TIR-Domane enthalten-
den Adaptermolekils (Yamamoto et al. 2003). Kirzlich konnte gezeigt werden, dass
TRAM eine Briickenfunktion fir TRIF Gbernimmt, wie sie auch Mal fir MyD88 innehat
(Kagan and Medzhitov 2006; Kagan et al. 2008; Tanimura et al. 2008). Die Induktion
von IFN-a und weiteren Typ-I-Interferonen erfolgt iber einen speziellen, noch nicht
abschlieftend aufgeklarten MyD88-abhangigen Signalweg, ausgeldst durch die TLR7, -

9 und eventuell auch -8. Die Signalkaskade teilt sich vermutlich unterhalb von MyD88
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und flhrt einerseits Uber eine NFxB-Aktivierung zur Ausschitten von TNF-a, anderer-
seits Uber den Molekilkomplex CTTP (engl. cytoplasmic transductional-transcriptional
processor) und den Transkriptionsfaktor IRF7 (engl. interferon regulatory factor) zur
Sekretion von IFN-a. (Honda et al. 2004; Fitzgerald-Bocarsly et al. 2008).

1.3 LPS

LPS, eine der Hauptkomponenten der dufleren Membran Gram-negativer Bakterien, ist
der am besten charakterisierte Ligand fir einen TLR, den TLR4 (Poltorak et al. 1998;
Miyake 2004; Jerala 2007). LPS ist ein Glykolipid und besteht aus einem hydrophoben
Lipid-Anteil, dem Lipid A, welches in der aul3eren Schicht der bakteriellen Zellmembran
lokalisiert ist, einem Kern-Polysachharid und variablen hydrophilen Polysaccharidket-

ten, die von der Bakterienzellwand weggerichtet sind (Raetz 1990).

—| Glc |—| Gal |—| Glc |—| Hep|—| Hep HKDOl—

KDO

Oligosaccharide Kern-Polysaccharide
(sich wiederholende Einheiten)

—:I—:I—I:I—E—EHE—I—I S-LPS
SO rRa ] R-LPS

o Lipid A | Re

g (oonn ]

Abb. 2: Schematische Darstellung verschiedene LPS-Formen

Die LPS-Varianten sind unterteilt nach der Lange ihrer Polysaccharidketten (Huber et al. 2006).
Es existieren zwischen den R-LPS-Formen Ra und Re verschiedene Ubergangsformen mit
unterschiedlichen  Kernpolysaccharidketten. KDO  (schwarzes Quadrat): 2-Keto-3-
Desoxyoctonat; Hep (graues Quadrat): Heptose; Glc (gestreiftes Quadrat): Glukose; Gal (wei-
Res Quadrat mit dinnem Rand): Galaktose; GlcNac (weiles Quadrat mit dickem Rand): N-
Acetyl-Glukosamin.
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Man unterscheidet im Hinblick auf die Polysaccharidketten und den daraus resultieren-
den Erscheinungsformen so genanntes ,raues (engl. rough) R*LPS und ,glattes (engl.
smooth) S“LPS (Abb. 2). Das S-LPS B4:0111 von Escherichia coli (E. coli) kann z.B.
aus Polysaccharidketten mit bis zu 50 Oligosaccharid-Einheiten bestehen und lasst die
Bakterienkolonien auf Agarplatten glatt erscheinen. Beim R-LPS Re595 von Salmonel-
la (S.) minnesota hingegen fehlen jegliche Polysaccharidketten, was in der Lichtmikro-
skopie zu einer rau aussehenden Oberflache der Kolonien fiihrt. Die biologische Aktivi-
tat des LPS wird Uber den konservierten Lipid A-Anteil vermittelt (Loppnow et al. 1990;
Jiang et al. 2005; Zughaier et al. 2005; Jerala 2007). So kann eine groRe Bandbreite
an Gram-negativen Bakterien detektiert werden. Zur effektiven Signallibertragung be-
notigt TLR4 die Hilfe von mindestens drei Proteinen: MD2, das LPS-bindende Protein
(LBP) und CD14, die zusammen den LPS-Rezeptorkomplex bilden (Gioannini et al.
2005).

Bakterielle Membran oder LPS-Mizelle

mCD14

Monozyt

Abb. 3: Modell zur Interaktion von LPS mit Serum-LBP und CD14

In der Abbildung ist ein Modell zur Interaktion von LPS mit dem LPS-Rezeptorkomplex darge-
stellt (Vesy et al. 2000): LBP bindet LPS aus LPS-Aggregaten und transportiert es zum HDL
oder CD14 (s: l6sliche oder m: membrangebunden) Vom CD14 wird es zum MD2/TLR4-
Rezeptorkomplex transportiert, wo die Signaltransduktion in die Zelle initiiert wird.

Die Reaktionskette beginnt mit der Bindung von LPS an das I6sliche LBP (Abb. 3). Es
wird dann an das CD14-Molekil transportiert (Wright et al. 1990; Frey et al. 1992;
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Hailman et al. 1994; Tobias et al. 1995). CD14 ist ein 55-kDa-Glykoprotein, welches
entweder Uber einen Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-Anker in der Membran von
Monozyten und Neutrophilen verankert ist (mCD14) oder als I8sliche Form (sCD14) im
Serum vorliegt (Haziot et al. 1988). Die Bindung zwischen CD14 und LPS ist nicht ab-
solut spezifisch, denn es konnte gezeigt werden, dass auch mikrobielle Produkte
Gram-positiver Bakterien und von Mykobakterien mit dem CD14 reagieren kénnen
(Pugin et al. 1994). CD14 dient wahrscheinlich der Konzentration und Prasentation des
LPS am TLR4/MD2-Rezeptor. MD2 ist ein ca. 25 kDa groRRes Glykoprotein auf der
Oberflache von Zellen, das an TLR4 bindet (Shimazu et al. 1999). Die Koexpression
von MD2 und TLR4 ist fir die optimale Oberflachenverteilung und Funktion des LPS-
Rezeptorkomplexes notwendig (Nagai et al. 2002). Auch vom MD2 existiert eine 16sli-
che Form (sMD2) (Visintin et al. 2001). Es ist in der Lage uber Disulfidbriicken zu po-
lymerisieren und Oligomere zu bilden, die vermutlich mehr als einen TLR4 binden und
so grole LPS-Rezeptorkluster bilden. In MD2-defizienten Zellen ist SMD2 in der Lage
die Immunreaktion gegen LPS Uber TLR4 zu vermitteln (Schromm et al. 2001). Entge-
gen frihere Annahme bindet das LPS nicht an TLR4, sondern an MD2 (Viriyakosol et
al. 2001; Visintin et al. 2003). Diese Bindung kénnte durch eine Strukturanderung im
MD2 die Interaktion und Heterodimerbildung von MD2 mit TLR4 und so die

Signaltransduktion in die Zelle auslésen (Kim et al. 2007).

1.4 Das LPS bindende Protein LBP und verwandte Proteine

LBP hat im gesunden Menschen eine Serumkonzentration von 5-15 ug/ml, die im Falle
einer Infektion oder wahrend der so genannten Akutphasereaktion um das 10- bis 50-
fache ansteigen kann (Froon et al. 1995; Zweigner et al. 2001). Das Protein besteht
aus 452 Aminosauren und wird als 50-kDa-Protein vor allem von Hepatozyten gebildet
(Tobias et al. 1986; Ramadori et al. 1990; Schumann et al. 1990). Die Synthese von
LBP konnte auch in Epithelzellen nachgewiesen werden, so z.B. in Haut, Lunge und
Darm, sowie in den Muskelzellen der Lungenarterien und des Herzens (Su et al. 1994;
Dentener et al. 2000; Fang et al. 2004; Ren et al. 2004). Das Gen fir humanes LBP ist
auf dem gréReren Arm des Chromosom 20 (20q) lokalisiert, in der selben Region wie
das ,bactericidal/permeability-increasing Protein (BPI), ein nah verwandtes Protein
(Gray et al. 1993). Die DNS-Sequenz des LBP hat eine Lange von ca. 28,5 kb und
besteht aus 14 Exons und 13 Introns (Hubacek et al. 1997). Sie codiert flr eine Amino-
saure (AS)-sequenz mit 452 AS und hat die typische 25-AS Signalsequenz, charakte-

ristisch fur sekretierte Proteine (Schumann et al. 1990).
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LBP ist ein ,Klasse-1-Akutphaseprotein“ (Schumann et al. 1996), dessen Transkription
primar durch die Bindung von nuklearen Transkriptionsfaktoren an die Bindungsstellen
APRF/STAT-3 und C/EBP aktiviert und durch synergistische Effekte der Zytokine IL-
1/IL-6 oder IL-6/Dexamethason induziert wird. Die transkriptionelle Aktivierung kann
jedoch auch durch andere Zytokine beeinflusst werden. Im Zusammenhang mit Morbus
Crohn wurde entdeckt, das IL-22 die LBP-Produktion beeinflusst. Es verstarkt die LBP-
mRNS-Expression und die Proteinsekretion in der Leber, aber nicht in Lunge oder Nie-
re, entweder allein oder im Zusammenspiel mit IL-1, TNF-a und IL-6 (Wolk et al. 2007).
Einen inhibierenden Einfluss auf die LBP-Freisetzung hat TGF-f3, gleichzeitig oder kurz

nach der Stimulierung von Leberzellen (Hallatschek et al. 2004).

Die Struktur von LBP ist vermutlich der des BPI sehr ahnlich (Beamer et al. 1998), ei-
nes Protein, das man in neutrophilen Granulozyten findet. Die Proteine zeigen in ihrer
Aminosauresequenz eine Ubereinstimmung von 45 % und bilden gemeinsam mit wei-
teren, schwach homologen Lipidbindungsproteinen (Cholesterol Ester Transfer Protein
(CETP) und Phospholipid Transfer Protein (PLTP)) eine strukturell und funktionell ver-
wandte Proteinfamilie (Tall 1995). LBP und BPI kénnen Uber ihre gesamte Aminosau-
resequenz hinweg einander angepasst werden, mit Ausnahme zweier Licken von je
einer Aminosaure im LBP. Diese liegen jedoch N-terminal in Bereichen, in denen sie fur
die Gesamt-Tertiarstruktur unerheblich sind. Es handelt sich um die AS 124 und 150
der BPI-Sequenz (entsprechend AS 148 und 174 in der LBP-Sequenz). Beide Proteine
sind in der Lage, LPS zu binden. BPI zeigt dabei eine ca. 50-fach hohere Affinitat ge-
genltber LPS als LBP und ist bakterizid gegen Gram-negative Bakterien (Gazzano-
Santoro et al. 1994). Die Serumkonzentration von BPI liegt mit 5 - 70 ng/ml in gesun-
den Menschen jedoch ca. 1000-fach unter der von LBP (White et al. 1994). BPI neutra-
lisiert LPS und blockiert seine Interaktion mit LBP, beglinstigt die Phagozytose von
Bakterien durch Leukozyten und verhindert so potentiell die Entzindungsreaktionen
(Wilde et al. 1994; lovine et al. 1997; Tobias et al. 1997). Aktuelle Untersuchungen wei-
sen aulierdem auf eine potentielle Rolle des Proteins flir die Antigenprasentation durch
dendritische Zellen hin, was zur Einleitung der adaptiven Immunantwort fliihren kénnte
(Schultz et al. 2007). BPI wird hauptsachlich in Vorlauferzellen von Neutrophilen gebil-
det und intrazellular in deren zytoplasmatischen Granula gelagert (Weiss and Olsson
1987). Entgegen der urspriinglichen Annahme, die Expression von BPI sei auf diese
Zellen beschrankt, konnte sie mittlerweile auch fur verschiedene andere Zelltypen, wie
mukosale Epithelzellen und Hautfibroblasten nachgewiesen werden (Canny et al.
2002; Reichel et al. 2003). BPI zeigt in Rontgenstrukturanalysen eine Bumerang-

ahnliche Form, die aufgrund der Sequenz- und Funktionsahnlichkeiten auch fir das
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LBP angenommen wird (Beamer et al. 1997, 1998). BPI ist aus zwei strukturell &hnli-
chen, jedoch sequenziell unterschiedlichen Domanen (N-terminal und C-terminal) auf-
gebaut und Uber eine prolinreiche Sequenz verbunden (Abb. 4). Diese Verbindungsse-
quenz bildet ein B-Faltblatt, wahrend jede Domane aus einer B-Faltblattstruktur und 2
flankierenden a-Helices besteht. Diese Strukturen bilden an der konkaven Seite des
Proteins je eine apolare Tasche, in der ein Phophatidylcholin-Molekll binden kann
(Beamer et al. 1997). Die Frage, ob es diese Taschen auch im LBP gibt, und wenn ja,

welche Funktion sie haben, ist bisher nicht geklart.

N-terminale Domane Zentrales C-terminale Domane
b-Faltblatt

Abb. 4: Struktur von BPI

Abgebildet ist ein Ribbon-Diagramm von humanem BPI (Beamer 2003). Die Aminosauren in der
N-terminalen Domane (1-220) sind in magentarot gezeigt, die in der C-terminalen Doméane
(250—-456) in blau. Eine prolinreiche Sequenz (gelb) verbindet die beiden Domanen. In grau
dargestellt sind die in den apolaren Taschen gebundenen Phosphatidylcholine.

Wie viele eukaryotische Proteine wird LBP durch Glykosylierung posttranslational mo-
difiziert. Nach der Glykosylierung liegt LBP in Form von zwei, 58 und 60 kDa grof3en
Glykoproteinen vor und wird, vermittelt Gber die 25 AS-langen Signalsequenz ins Blut
sezerniert (Schumann et al. 1990). LBP existiert jedoch nicht nur in I6slicher Form,
sondern auch als in die Zellmembran integriertes Transmembran-Protein (Gutsmann et
al. 2001; Muller et al. 2003). Es wird vermutet, dass in diesem Fall der positiv geladene
N-Terminus mit der negativ geladenen Lipidmembran interagiert und das Protein so in
die Membran eingelagert wird, dass die potentiellen Phospholipidtaschen innerhalb der

Membran liegen, wahrend N- und C-Terminus aus der Membran herausragen.
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1.5 LBP-LPS-Interaktion

LPS wird u.a. beim Wachstum von Bakterien freigesetzt (Munford et al. 1984). Als
amphiphiles Molekl flhrt es in wassrigem Medium, wie dem Blut, zur Mizellenbildung
(Berg et al. 2002). Das Serum-LBP setzt LPS-Molekile aus diesen LPS-Aggregaten
frei und transportiert sie entweder zum CD14, CD14-abhangig zum HDL (engl. high
density lipoprotein) oder CD14-unabhangig zu Plasma-Lipoproteinen (Schumann et al.
1990; Vesy et al. 2000). Die Bindung von LPS an LBP erfolgt wie beim BPI Gber den
Lipid-A-Anteil des LPS (Tobias et al. 1989; Gazzano-Santoro et al. 1992). Die Bindung
von LPS erfolgt im N-terminalen Bereich des LBP (Han et al. 1994; Theofan et al.
1994). Dort sind verschiedene positiv geladene Aminosauren lokalisiert (Arginin 94,
Lysin 95 und Lysin 99), deren Austausch gegen eine negative geladene Glutaminsaure
dazu flhrt, dass LBP nicht mehr fahig ist, LPS zu binden (Lamping et al. 1996). Die
Interaktion mit CD14 erfolgt hingegen Uber den C-terminalen Proteinanteil (Han et al.
1994; Theofan et al. 1994). Auch fur das membranstandige LBP konnte die LBP-
abhangige Zellaktivierung durch LPS gezeigt werden (Mduller et al. 2003). Es wurde
vorgeschlagen, dass LPS Uber das membrandre LBP vermittelt, ebenfalls in die Zell-
membran eingelagert wird und dann mit der membranstandigen Form des CD14 inter-

agiert (Gutsmann et al. 2001).

Die funktionellen Auswirkungen der Interaktion von LBP mit LPS sind konzentrations-
abhangig. Bei niedrigen LBP-Konzentrationen im Serum transportiert es LPS zum
CD14, initiilert so die Signaltransduktion via TLR4/MD2 und leitet die Immunreaktion
gegen Gram-negative Bakterien ein (Abb. 3). LBP erhdht so die Sensitivitat der Zellen
gegeniber LPS um das 100-1000-fache (Wright et al. 1990; Martin et al. 1992;
Poltorak et al. 1998; Visintin et al. 2003). Hohe Serumkonzentrationen von LBP, wie sie
wahrend der Akutphasereaktion vorkommen, fuhren hingegen zu einer gegensatzli-
chen Wirkung (Zweigner et al. 2001). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass
hohe LBP-Spiegel den LPS-Effekt auf Zytokinebene inhibieren und die Mause vor ei-
nem septischen Schock in Folge einer Infektion mit Gram-negativen Bakterien oder
LPS schiitzen (Lamping et al. 1998). Dieser neutralisierende Effekt entsteht vermutlich
durch den Transport des LPS in Lipoproteine wie das HDL (Wurfel et al. 1994) und
durch, wie kirzlich vorgeschlagen, eine ,stille” Aufnahme des LPS in die Zellen, jedoch

ohne das Auslosen einer Signaltransduktion (Hamann et al. 2005).

1.6 Weitere Interaktionspartner von LBP: TLR2-Liganden

Neben der Rolle in der Erkennung von LPS und seines Transfers an CD14 und den

TLR4/MD2-Rezeptorkomplex, ist LBP auch in die Vermittlung der Signaltransduktion
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verschiedener TLR2-Liganden involviert (Schroder et al. 2004). Fir TLR2 sind viele
verschiedene Liganden beschrieben worden (Tabelle 1). Sehr gut untersucht sind die
di- und triazylierten Lipopeptide (LP2 und LP3) von Gram-positiven und Gram-
negativen Bakterien, Mykobakterien und Mykoplasmen (Abb. 5). Bei der gleichzeitigen
Stimulierung von humanen Monozyten mit LBP und Lipopeptiden konnte eine Erho-
hung der Zytokinsekretion im Vergleich mit der Stimulation durch Lipopeptide allein
nachgewiesen werden (Schroder et al. 2004). Auch eine direkte Bindung von LBP an
Lipopeptide wurde hier gezeigt. Im Gegensatz zur Interaktion von LBP und LPS exis-
tiert dabei jedoch keine zweiphasige Dosis-Wirkungs-Kurve mit inhibierendem Effekt
bei hohen LBP-Konzentrationen. Aus Kompetitionsversuchen schlussfolgerten Schro-
der et al. (2004), dass die Bindungsstellen von LBP fiir die Liganden LPS und das dia-
zylierte Lipopeptide identisch, flir das triazylierte Lipopeptid jedoch unterschiedlich lo-

kalisiert sind.
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Abb. 5: Strukturformel von Lipopeptiden

Dargestellt sind die Strukturformeln der in dieser Arbeit verwendeten di- (Pam,Cys) und tri-
(Pam;Cys) azylierten Lipopeptide: Auf der linken Seite befinden sich die Azylgruppen. SKKKK
kennzeichnet den Peptid-Anteil der Lipopeptide bestehend aus einem Serin und vier Lysinen. C:
Kohlenstoff, H: Wasserstoff, O: Sauerstoff.

Die Interaktion der Lipopeptide mit der Zelle verlauft Gber die Heterodimerbildung von
TLR2 mit TLR1 oder -6 (Ozinsky et al. 2000; Takeuchi et al. 2001; Takeuchi et al.
2002). Die urspriingliche Annahme, dass diazylierte Lipopeptide wie das MALP-2 der
Mykoplasmen ausschlielllich mit dem TLR2/6-Rezeptorkomplex interagieren, wahrend

triazylierte Lipopeptide das Heterodimer TLR2/1 zur effektiven Signaltransduktion be-
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notigen, wurde kurzlich revidiert. Neuere Erkenntnisse weisen darauf hin, dass nicht
nur die Anzahl der Fettsdureketten entscheidend fir die Wahl des Heterodimer ist,
sondern auch deren Position sowie die Aminosaurefrequenz des Peptidanteils (Buwitt-
Beckmann et al. 2005; Omueti et al. 2005). Das bedeutet, ein Lipopeptid mit drei Fett-
sauren ist fur die Aktivierung von TLR2/1 nétig, aber nicht unbedingt ausreichend. Ana-
loges gilt fur die Aktivierung von TLR2/6 und diazylierte Lipopeptide (Buwitt-Beckmann
et al. 2006). Ausschlaggebend scheint zusatzlich die Ladung der Aminosauren des
Peptidanteils zu sein. Unabhangig vom verwendeten Heterodimer wird intrazellular
derselbe Signaltransduktionsweg initiiert (Farhat et al. 2008). Die Bildung der TLR2-
Heterodimere dient also der Erkennung eines groRtmaoglichen Spektrums verschiede-

ner Lipopeptide.

1.7 LBP als diagnostischer Marker

LBP spielt eine Schltsselrolle in der Erkennung von Pathogenen, wie Gram-negativen
und Gram-positiven Bakterien. Die Expression von LBP wird dabei im Laufe der Akut-
phasereaktion deutlich erhéht. Die Akutphase folgt einer zunachst lokalen Reaktion des
Koérpers auf eine externe Bedrohung und fuhrt Uber Mediatoren, wie IL-1 und TNF-a zu
einer systemischen Reaktion, deren zentraler Bestandteil die veranderte Ausschuttung
von Akutphaseproteinen der Leber ist (Baumann and Gauldie 1994; Schumann and
Zweigner 1999). Die systemische Entziindungsreaktion (engl. systemic inflammatory
response, SIRS) bezeichnet das klinische Bild, welches sich als Folge der Aktionen
intrinsischer Mediatoren im Zuge einer Akutphasereaktion einstellt (Nystréom 1998). Sie
kann sowohl in Folge einer Infektion, als auch nach Trauma, schweren Verletzungen
(z.B. Verbrennungen) oder Operationen auftreten. SIRS ist definiert durch die folgen-

den klinischen Parameter, von denen mindestens zwei prasent sein missen:
e Korpertemperatur > 38 oder < 36 °C,
e Herzrate > 90 Schlage/min,
e Atemrate > 20 Atemziige/min oder P,CO; < 32 Torr (4,3 kPa),
e Anzahl der weiRen Blutzellen > 12000 Zellen/mm? oder < 4000 Zellen/mm?®
oder unreife (Band-) Formen.

Sepsis ist die systemische Reaktion auf eine Infektion mit mindestens zwei daraus re-
sultierenden SIRS-Kriterien. Ursache fir die Infektion konnen Bakterien, Viren, Pilze
oder Protozoen sein. Der septische Schock wird durch das zusatzliche Auftreten von
niedrigem Blutdruck trotz adaquatem Volumenersatz (systolischer Blutdruck < 90

mmHg oder Reduktion um > 40 mmHg von Grundlinie) davon abgrenzt. Pro Jahr er-



1 Einleitung 17

kranken in Deutschland ca. 100 - 150 000 Menschen an Sepsis, septischem Schock
und schwerer Sepsis (Brunkhorst 2004; Engel et al. 2007). Die Mortalitat liegt bei etwa
50 %. Sowohl die Erkennung als auch die Therapie der Sepsis ist schwierig. Mogliche
Therapieschritte reichen von unterstitzenden Mallnahmen wie kinstlicher Beatmung
oder der Kontrolle des Blutzuckerspiegels bis zur Kausaltherapie mit der Gabe von
Antibiotika (Reinhart et al. 2007). Bei der Einhaltung dieser Leitlinien gibt es jedoch
momentan noch deutliche Defizite (Brunkhorst et al. 2008). Oft wird falsch beatmet, der
Blutzuckerspiegel nicht Uberwacht oder mogliche Medikationen (z.B. Hydrokortison)
unterlassen. Auch die Diagnostik der Sepsis wird kontrovers diskutiert (Claessens and
Dhainaut 2007). Die durch die Leitlinien gegebene Definition von SIRS und Sepsis wird
als zu vielfaltig und wenig spezifisch beurteilt (Alberti et al. 2005). Es wird nach einfa-
chen, moglichst messbaren Variablen gesucht. Da Bestandteil einer Sepsis per Defini-
tion eine Infektion ist, konnten Akutphaseproteine, wie das LBP nutzliche Helfer fiir die
Indikation einer Stérung der Homdostase innerhalb des Organismus und fir das Uber-
wachen von Krankheitsverlaufen sein (Schumann and Zweigner 1999). Bisher gibt es
nur wenige Studien, die den Wert des LBP als diagnostischen Marker in Patienten mit
SIRS und als potentiell prognostischen Marker bewerten. In verschiedenen Studien auf
Intensivstationen mit einem durchschnittlichen Patientenkollektiv von 60 - 70 Personen
lag die LBP-Serumkonzentration der Patienten mit SIRS/Sepsis oder septischem
Schock generell héher als in den gesunden Kontrollgruppen (Froon et al. 1995; Prucha
et al. 2003). Es besteht keine Assoziation zwischen LBP und dem Erreger einer Bakte-
riamie (Gram-negativ versus Gram-positiv). Oft gibt es nicht einmal eine Assoziation
zwischen infektiés bedingter Sepsis oder SIRS. Voraussagen fiir das Uberleben der
Patienten waren nicht mdglich. Bei schwerkranken Neugeborenen und Kindern zeigte
LBP eine hohe Spezifitat und Sensitivitat bei der Unterscheidung zwischen nichtinfekti-
0sem SIRS und bakterieller Sepsis in allen beteiligten Altersgruppen, jedoch mit der
hochsten Genauigkeit bei Neugeborenen (Pavcnik-Arnol et al. 2004, 2007). Die LBP-
Konzentrationen waren signifikant héher in der SIRS/Sepsis-Gruppe verglichen mit der
SIRS/Nicht-Sepsis-Gruppe am Tag der Einlieferung bzw. einen Tag spater. LBP war,
verglichen mit den parallel untersuchten Parametern wie Procalcitonin (PCT), C-
reaktives Protein (CRP), CD14 und LPS, der bessere diagnostische Marker. Im Ge-
gensatz zu den Daten an erwachsenen Patienten (Prucha et al. 2003) konnte in einer
weiteren Studie an Kindern gezeigt werden, dass erhdhte LBP-Serumkonzentrationen
eindeutig mit bakterieller Infektion assoziiert sind (Ubenauf et al. 2007). Dies veranlass-
te die Autoren dazu, LBP fiir Kinder als Marker fiir eine bakterielle Infektion zu postulie-
ren. All diese Studien betrachten jedoch sehr kleine Patientenkollektive. GroRere Stu-

dien und zuklnftige Untersuchungen werden zeigen, ob LBP sich als Marker zur Un-
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terscheidung zwischen SIRS, Sepsis und septischem Schock oder auch fur die Identifi-

zierung bakterieller Infektionen im Kindesalter durchsetzt (Zweigner et al. 2006).

1.8 Genetische Variabilitit des LBP

Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (engl. single nucleotide polymorphisms, SNPs) be-
zeichnen Sequenzalternativen (Allele) in der genomischen DNS, die in normalen Indi-
viduen einer Population existieren (Brookes 1999). Das am seltensten vorkommende
Allel tritt mit einer Haufigkeit von mindestens einem Prozent auf. SNPs kénnen syn-
onym oder nicht-synonym sein. Da es bei synonymen SNPs zu keiner Anderung der
Aminosauresequenz kommt, werden sie auch als stille Mutationen bezeichnet (Zhang
and Hewitt 2003). Nicht-synonyme SNPs verursachen hingegen einen Austausch der
entsprechenden Aminosaure oder die Bildung eines Stop-Codons. Die Folgen sind eine
veranderte Konformation oder auch Veranderungen in der post-translationalen Modifi-
kation (z.B. Glykosylierung) des Proteins. Dies kann zu einer Funktionsbeeintrachti-
gung mit Auswirkung auf den Stoffwechsel oder das Immunsystem flhren. Dadurch
kénnen einerseits Krankheiten begunstigt oder hervorgerufen werden, andererseits
kann es auch zu schitzenden Effekten kommen. Dies kann auch fir einen SNP variie-
ren, je nach auftretendem Genotyp (heterozygot versus homozygot), wie z.B. bei Si-
chelzellandmie und Malaria (Williams et al. 2005). Die Sichelzellanamie wird durch ein
verandertes Hamoglobin (HbS anstelle von HbA) hervorgerufen, welches zu einer Mo-
difikation der Erythrozytenform fuhrt. Die Zellen sind weniger verformbar und blockie-
ren dadurch BlutgefalRe (WHO 2006). Unbehandelt kann dies in chronisch akutem
Schmerzsyndrom, schweren bakteriellen Infektionen und Nekrose resultieren. Das ho-
mozygote Auftreten des veranderten Gens flir Hamoglobin (HbS) ist in diesem Fall
pathogen. Das Tragen der heterozygote Variante (HbAS) hat kaum Auswirkungen auf
eine gesunde Person. Es schitzt zwar auch nicht komplett gegen eine Infektion mit
dem Malaria-Erreger Plasmodium falciparum, fuhrt aber zu einer deutlich geringeren
Parasitendichte, wodurch der Schweregrad der Krankheit verringert wird (Williams et
al. 2005). SNPs, die fur sich allein genommen Krankheiten verursachen, sind jedoch
eher selten. Oft ist es der kombinatorische Effekt von SNPs in verschiedenen Genen
und aulleren Umwelteinflisse, der bestimmt ob ein Individuum erkrankt (Brookes
1999).

Ob ein Faktor zum Risiko fur das Auftreten einer Krankheit beitragt, zeigt sich an der
erhdhten Haufigkeit, mit der dieser Faktor in einer Population von Patienten im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollen auftritt. Fur LBP sind bisher nur wenige SNPs beschrie-

ben worden. Die urspriinglich als Cysteingg—Glycin (T2g,—G) und Prolingss—Leucin
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(C1306—T) bezeichneten Polymorphismen (Hubacek et al. 2001) wurden spater in zwei
gesonderten Arbeiten neu lokalisiert und beschrieben (Barber and O'Keefe 2003;
Korhonen et al. 2006). Cysteingg—Glycin wird zum synonymen Austausch Pro-
lingz7—Prolin (T,91—C). Die von Hubacek et al. 2001 zunachst beschriebene Assoziation
zwischen dem Tragen eines mutierten Allels und dem erhdhten Risiko fur eine Sepsis
in Mannern konnte in einer Folgearbeit nicht bestatigt werden (Barber and O'Keefe
2003). Der zweite SNP liegt an Aminosaure-Position 436 (Korhonen et al. 2006). Eine
Anderung der Sequenzdaten seit 2001 bedingte, dass das dazugehérige Nukleotid
(C—T, ehemals an Position 1306) nun an Position 1341 liegt und dies zu einem Ami-
nosaureaustausch von Phenylalanin zu Leucin flhrt. Eine Assoziation mit bestimmten

Krankheiten wurde bisher nicht gezeigt.

In einer Studie an einem japanischen Patientenkollektiv wurden 1145 SNPs des Chro-
mosom 20q, welches auch das LBP-Gen enthalt, auf eine Korrelation mit Diabetes Typ
2 hin untersucht (Takeuchi et al. 2007). Die starkste Assoziation mit der Krankheit wur-
de entgegen den Erwartungen fir einen SNP innerhalb des LBP-Gens (rs2232592)
gefunden. Dieser fiihrt an Position 401 zu einem Austausch des Nukleotids A—G. Uber
die biologische Relevanz dieses Ergebnisses wurde keine Aussage getroffen. Eine
Funktion von LBP im Krankheitsbild des Diabetes ist nicht bekannt, jedoch gibt es Hin-
weise flr einen Zusammenhang zwischen dem angeborenen Immunsystem, Fettleibig-
keit und Diabetes Typ 2 (Lazar 2005). So dhneln die Fettzellen den Makrophagen in
ihrer Fahigkeit, Zytokine wie TNF-a und IL-6 zu sezernieren (Creely et al. 2007). Ein
gemeinsamer evolutiondrer Ursprung dieser beiden Zelltypen scheint mdglich
(Hotamisligil 2003). Dartber hinaus gilt Diabetes mittlerweile als mit pro-
inflammatorischen Zytokinen assoziierte Krankheit (Pickup 2004), bei der Marker der
Inflammation, wie das CRP und verschiedene Zytokine mit dem Auftreten der Diabetes
Typ 2 korreliert sind und z.T. sogar als Voraussage fur die Entwicklung der Krankheit
verwendet werden kdnnen. Die eindeutigste Assoziation zwischen einer Krankheit und
dem Vorkommen eines LBP-SNP wurde kirzlich fir Gram-negative Bakteridamien bei
allogenen Knochenmarkstransplantationen beschrieben (Chien et al. 2008). Es wurde
ein Polymorphismus im Promotorbereich von LBP identifiziert, der nicht nur erhdhte
LBP-Serumkonzentrationen mit sich bringt, sondern auch ein fiinffach héheres Risiko
fur das Versterben nach Transplantation bei Auftreten einer Gram-negativen Bakteria-
mie bedeutet. Der Nukleotidaustausch C—T an Position -778 beeintrachtigt die CAAT-
Box des Promotors (Schumann et al. 1996), was vermutlich zu einer verstarkten Pro-
motoraktivitdt und so zu einer erhdhten LBP-Konzentration im Plasma fihrt. Wie in

vielen Polymorphismus-Studien fehlen jedoch auch hier die sich anbietenden funktio-
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nalen Analysen, um genaueres Uber Wirkmechanismen und Funktionsweise des Im-

munsystems sagen zu kdnnen.

1.9 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit wurde eine natlrlich vorkommende Mutation im LBP durch rekombi-
nante Expression und funktionelle Analyse untersucht. Die Mutation bewirkt einen
Nukleotid-Austausch in der DNS-Sequenz an Position 998 (Cytosin—Thymin). Da-
durch kommt es zum Wechsel in der Aminosauresequenz, das Prolin an Position 333
wird durch ein Leucin ausgetauscht. Die daraus resultierende Mutante LBP-c998t wur-
de zusammen mit dem LBP-wt und einer weiteren LBP-Variante (LBP-E94/95) rekom-
binant in eukaryotischen Zellen exprimiert und in Bindungsversuchen, bei Zellstimulati-
onen und in Westernblotanalysen eingesetzt. Es sollte untersucht werden, ob die Muta-
tion einen Einfluss auf Struktur und Funktion des LBP hat. Die zweite in dieser Arbeit
verwendete LBP-Mutante (LBP-E94/95) ist nicht naturlich vorkommend. Sie wurde fur
die Beschreibung der LPS-Bindungsstelle am LBP entworfen. Bei dieser LBP-Variante
sind die beiden fur die LPS-Bindung essentiellen, positiv geladenen Aminosauren Argi-
nin 94 und Lysin 95 gegen eine negativ geladene Glutaminsaure ausgetauscht worden.
Fir die Bindungs- und Stimulationsversuche wurden stellvertretend fir alle potentiellen
Liganden zwei verschiedene LPS-Formen (TLR4-Liganden) und zwei unterschiedlich
azylierte Lipopeptide (TLR2-Liganden) verwendet. Im Rahmen diese Arbeit wurde so

nachgeprift, ob die TLR2 und -4-Liganden dieselbe Bindungsstelle am LBP nutzen.
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21 Herstellung der rekombinanten Proteine

Alle LBP-Varianten sind unterschiedlichen Ursprungs und durchliefen unterschiedliche
Schritte (Abb. 6) bevor sie mittels des eukaryotischen Expressionsvektor pCEP4 (Abb.
7) in den HEK293- bzw. CHO-Zellen exprimiert werden konnten.

LBP-wt LBP-E94/95 LBP-c998t
pCEP4-LBP-wt pUC19-LBP-E94/95 LBPi\A‘ft /
/ \ i Ligation
Transformation BamH1 BamH1 l
in E. coli und Pre
P / \ “/ \ Transformation
pCEP4 E94/95 pUC19 in E. coli und Prep
v LBP-wt pCEP4
Sequenzierung \4 / l l
Ligation Mutagenese
l Dephosphorylierung
Dephosphorylierung Transformation l Transformation
in E. coli und Prep in E. coli und Prep
pCEP4 l

. Umklonierung in pCEP4
EcoRV und Sequenzierung

Transformation

in E. coli und Prep

EcoRV und Sequenzierung

! |
Transformation in Hek293 und CHO Transformation in Hek293 und CHO Transformation in Hek293
und CHO

Abb. 6: Uberblick iiber die Herstellung der rekombinanten Proteine

Die Plasmide pCEP4-LBP-wt und pUC19-LBP-E94/95 waren in unserem Labor bereits vorhan-
den und dienten als Ausgangspunkt fir die Herstellung der rekombinanten LBP-Varianten. Fir
die Gewinnung von LBP-wt war nach Vervielfaltigung des die Sequenz enthaltenen Plasmids
(pCEP4-LBP-wt) in E. coli (Transformation und Prep) und der Kontrollsequenzierung nur noch
die Transformation in die eukaryotischen Zellen (HEK und CHO) nétig. Die Sequenz des LBP-
E94/95 musste aus dem prokaryotischen Vektor pUC19 in den eukaryotischen Expressionsvek-
tor pCEP4 umkloniert werden (Restriktion mit BamH1, Ligation). Dann wurde auch hier das
Plasmid in E. coli vervielfaltigt, sequenziert zur Kontrolle und die Zelllinien transfiziert. Die Se-
quenz LBP-c998t wurde durch Mutagenese der Sequenz LBP-wt im Plasmid pUC19 (pUC19-
LBP-wt) hergestellt, in pCEP4 umkloniert, vermehrt, sequenziert und in HEK- und CHO-Zellen
transfiziert. Farbig markiert sind die verwendeten Plasmide: pUC19 (griin) und pCEP4 (rot).
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Das die LBP-wt-Sequenz enthaltende Plasmid pCEP4-LBP-wt wurde von Nicolas
Schroder zur Verfliigung gestellt. Es diente durch Restriktion mit dem Enzym BamH1
(2.1.2.2) einerseits als Quelle fur die DNS-Sequenz von LBP, das in der Mutagenese
eingesetzt wurde (2.1.1) und andererseits als Quelle fur den Vektor pCEP4. Neben der
Transfektion in die eukaryotischen Zellen (2.1.8.2) wurde es auch in chemisch kompe-
tente E. coli transformiert (2.1.4). Daraus wurde eine 100 ml-Ubernachtkultur in LB-
Amp-Flissigmedium hergestellt (2.1.3). Aus dieser wurden fir die langfristige Lagerung
Glyzerolstocks und in einem Maxiprep gréRere Mengen des pCEP4-LBPwt-Plasmids

hergestellt.

Das Plasmid pUC19-LBP-E94/95 mit der Sequenz fiir die LBP-Variante E94/95 stammt
aus den Arbeiten von Norbert Lamping (Lamping et al. 1996). Es diente als Quelle fiir
die DNS-Sequenz des LBP-E94/95 und fir den Vektor pUC19 (Abb. 7), der flr die Mu-
tagenese verwendet wurde. Die DNS-Sequenz des LBP-E94/95 musste in den eukary-
otischen Expressionsvektor pCEP4 umkloniert werden (2.1.2). Dazu wurden beide
Plasmide (pUC19-LBP-E94/95 und pCEP4-LBP-wt) mit dem Restriktionsenzym
BamH1 geschnitten (2.1.2.2). Der Verdau wurde in einem einprozentigen Agarosegel
aufgetrennt und die entsprechenden Banden (das Insert LBP-E94/95 und das Plasmid
pCEP4) unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten (2.1.2.1). Insert und Plasmid wur-
den mit Hilfe des Qiagen-Gel-Extraction-Kits aufgereinigt. Das linearisierte Plasmid
wurde dephosphoryliert (2.1.2.3), um zu verhindern, dass es rezirkularisiert. Das Plas-
mid pCEP4 und die LBP-E94/95-Sequenz wurden dann miteinander ligiert, d.h. mittels
des Enzyms T4-Ligase verbunden (2.1.2.4). Nach erfolgreicher Transformation che-
misch kompetenter E. coli (2.1.4 und 2.1.5) wurden kleine Mengen des Plasmids aus
einer 5 ml-Ubernachtkultur aufgereinigt. Durch den Restriktionsverdau mit EcoRV
(2.1.6) wurde die richtige Orientierung des Insert Uberprift und zur Kontrolle der Se-
quenz dann eine Sequenzierung durchgefihrt (2.1.7). Erst nach positiven Ergebnissen
mit beiden Methoden wurde eine Grol3kultur inklusive Plasmidaufreinigung und Glyze-
rolstockherstellung durchgefiihrt (2.1.3) und das Plasmid in HEK293-und CHO-Zellen
transfiziert (2.1.8.2).

Fur die Herstellung der LBP-Variante-c998t wurde zuerst das Insert des Vektor pCEP4-
LBP-wt in den Vektor pUC19 umkloniert, da dieser sich aufgrund seiner geringeren
Grolie besser fir die Mutagenese eignet (Restriktion mit BamH1, Dephosphorylierung,
Ligation, Transformation von E. coli und Uberpriifung im Gel nach Plasmidaufreinigung
aus einer kleinen Ubernachtkultur und erneutem Restriktionsverdau mit BamH1, 2.1.2 -
2.1.4). Die Mutagenese wurde mit dem QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit
durchgefuhrt (2.1.1). Nach Ruckklonierung in den Vektor pCEP4 (2.1.2) und Transfor-
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mation in E. coli (2.1.4) wurden kleine Ubernachtkulturen hergestellt und die Plasmide
mittels Kit aufgereinigt. Durch Verdau mit EcoRV (2.1.6) und Sequenzierung (2.1.7)
wurde nach positiven Klonen gesucht, diese dann Uber eine GroRRkultur (Maxiprep und
Glyzerolkultur, 2.1.3) langfristig lagerbar gemacht und in die eukaryotischen Zellen
transfiziert (2.1.8.2).

Eco0109] 2674 Pfol 45 BstAPl 179
Aatll 2617 ‘ [ /
Sspl 2501 |

puci18/19
2686 bp

__Bsaxl 659
Sapl 683

All, Pscl 806

Gsul 1784
Girlol 1779
Eco31l 1786
Eam1105] 1694, : BseYl 1110
\Gail 1217

. ciral 1
Exol foea dcce  Ecosal U -
e i 2, 17-mer 3% Yapl Sacl Kpnl ___Smal Bamkl Xhal Xmil Buel Sdal —Peel Hindlt %2
3 G TTG TAM AAC GAC GGG CAG TGA ATT CGA GCT CGG TAC CCG GGG ATC CTC TAG AGT CGA CCT GCA GGC ATG CAA GCT T CGT AMT CAT GGT GAT AGD TGT TTC OTG 3
3° C AAC ATT TTG CTG CeG 6Ic ACT TAAR GCT CGA GCC ATG GGC CCC TAG GAG ATC TCA GCT G6GA CGT CCG TAC GTT CGA ACC GOA TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC 5°
LacZ «— Leu Val Val Ala Leu Ser Asn Ser Ser Pro Val Arg Pro Asp Glu Lew Thr Ser Arg Cys Ala His Leu Ser Pro Thr lle Met T!lr Met

AL reverss sequencig imar (261, 17-mar

Abb. 7: Vektorkarten von pCEP4 und pUC18/19

Darstellung der Vektoren die in dieser Arbeit verwendet wurden mit ihrer ,Multiple-Cloning-Site*
(Bereich im Plasmid der definierte Restriktionsstellen zum kontrollierten Einbau von DNS ent-
halt). Sie unterscheiden sich sowohl in der GréRe, als auch in ihrer Verwendung. Links: der
eukaryotische Expressionsvektor pCEP4 mit 10,4 kb, rechts: der prokaryotische Expressions-
vektor pUC19 mit 2,7 kb. Im unteren Bereich ist die ,Multiple-Cloning-Site“ von pUC18/19
(MCS, im Vektor oben rechts) mit den darin enthaltenen Schnittstellen fir Restriktionsenzyme
abgebildet. Die Restriktionsstellen des Plasmids pCEP4 sind am Plasmid (links) oben markiert.

211 Mutagenese

Die Mutagenese des LBP-wt zum LBP-c998t wurde mit dem ,QuikChange Il Site-
Directed Mutagenesis“-Kit nach Anleitung des Herstellers durchgeflihrt. Aus der Plas-
midgrofie und der Sequenz ergaben sich folgende Spezifikationen fiir die Synthese der
mutierten DNS:

Reagenz Menge

DNS 48 ng pUC19-LBP-wt (1pl)
10 x Puffer 5ul

Primer c998t (10 pmol/pl) 1,2 pl

Primer Antisense ¢998t (10 pmol/ul) 1,2 ul

dNTP-Mix 1l
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PfuUltra-HF-DNS-Polymerase (2,5 1 ul

u/ul)

H.0 39,6 ul

Gesamt 50 ul
Programm:

1. 30sec95°C
2. 12 Zyklen: 30 sec 95 °C, 1 min 55 °C, 5 min 68 °C
3. 4°C .
Der Verdau der Vorlage-DNS (pUC19-LBP-wt), sowie die Transformation von chemisch

kompetenten E. coli mit dem mutierten Plasmid wurde mit den Reagenzien des Her-

steller nach dessen Protokoll durchgefuhrt.

21.2 Klonierung

Beim Klonieren wird eine DNS-Sequenz (Insert) in einen Vektor eingefigt. Diese Se-
quenz kann entweder durch eine Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain
reaction, PCR) synthetisiert oder aus einem anderen Vektor ausgeschnitten werden
(Restriktionsverdau). Da die Zielsequenzen dieser Arbeit schon in einem Plasmid vor-
handen waren bzw. durch Mutagenese in einem Plasmid verandert werden mussten,
wurden die entsprechenden Sequenzen Uber in beiden Vektoren (Ursprung und Ziel)
vorhandene Restriktionsstellen entfernt bzw. eingefligt. Die Plasmide pCEP4 und
pUC19 besitzen beide eine Multiple-Cloning-Site, die Schnittstellen fiir verschiedene
Enzyme enthielt. Die Schnittstelle fir das Restriktionsenzym BamH1 war darunter, lag
in keiner anderen beteiligten Sequenz vor und wurde deshalb flir die Klonierung ver-
wendet. Alle Zwischenschritte wurden zur Kontrolle auf einprozentige Agarosegele auf-

getragen.

2.1.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

In der Agarose-Gelelektrophorese nach Sambrook (Sambrook et al. 1989) wurden
DNS-Fragmente durch Anlegen eines Stromfeldes ihrer GroRe nach aufgetrennt. Dabei
liefen kleinere Fragmente schneller vom negativen zum positiven Pol als groRe. Die
Agarose wurde mit einer Endkonzentration von 1 % in 1 x TBE-Puffer in der Mikrowelle
aufgekocht. Nach Abkuhlen auf ca. 50 °C wurde ,Gel-Red® in einer 1:1000 Verdinnung
dazugeben und gut durchmischt. Das Agens ,Gel-Red” lagerte sich an die Basen der
DNS, ahnlich wie Ethidiumbromid. Es kann durch UV-Licht angeregt werden, fluores-

ziert und macht die DNS-Fragmente sichtbar. Es ist jedoch im Vergleich zum Ethidi-
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umbromid weniger karzinogen. Die noch fllissige einprozentige Agaroseldésung wurde
in eine Horizontalgelkammer gegossen und ein analytischer Kamm eingesetzt bis das
Gel erstarrt war. Dadurch entstanden an der Oberseite des Gels rechteckige Hohlrau-
me (Geltaschen). Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt und in die Geltaschen
eingefillt. Zur Bestimmung der Fragment-Grolen wurden 5 pl eines DNS-
Grolenstandards parallel zu den Proben auf das Gel aufgetragen. Das Gel lief bei ei-
ner Spannung von 120 V ca. 1 h. Die Gele wurden in einer Geldokumentationsanlage

unter UV-Lichtquelle fotografiert und dokumentiert.

2.1.2.2 Restriktion mit BamH1

Reagenz Menge

DNS 5 pl pUC19-LBP-E94/95 bzw. 2 pl
pCEP4-LBPwt

10 x Puffer 1ul

BamH1 (1U/pl) 1 ul

BSA 100 x 0,5 ul

H,O 2,5 ul bzw. 5,5 i

Gesamt 10 pl

Die Reaktion lief fur 2 h bei 37 °C ab.

2123 Dephosphorylierung

Um nach erfolgreicher Linearisierung das Rezirkulieren von Plasmiden zu verhindern,

wird das Zielplasmid dephosphoryliert, d.h. die endstadndigen Phophatgruppen werden

entfernt.
Reagenz Menge
DNS 40 ul
10 x Puffer 5ul
CIAP 5l
Gesamt 50 ul

Die Reaktion verlief fir 30 min bei 37 °C. Um die Reagenzien fir weitere Versuche aus
dem Ansatz zu entfernen, wurde dieser mit dem ,QIAquick PCR Purification“-Kit aufge-

reinigt und mit 40 pl Elutionspuffer eluiert.
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2124 Ligation

Reagenz Menge

Vektor 4,5 ul

Insert 13,5 ul

10 x Puffer 2 ul

T4-Ligase 1l

Gesamt 21 ul
Die Ligation lief fur 8 h bei 16 °C ab und wurde dann bis zur Transformation bei 4 °C
gelagert.
213 Kultivierung von E. coli-Bakterien

E. coli-Bakterien wurden nach frischem Ausstrich auf LB-Agarplatten bei 37 °C Uber
Nacht kultiviert. Die Agarplatten waren mit den entsprechenden Selektionsantibiotika
versetzt. Die Bakterien wurden so ausgestrichen, dass sich deutlich getrennte Einzel-
kolonien entwickelten, jede aus einem Klon gewachsen. Sie wurden fiir vier Wochen
bei 4 °C gelagert. Monatlich wurden die Bakterien von -80 °C-Stocks neu ausgestri-
chen. Zur Herstellung kleiner Ubernachtkulturen wurde je eine Kolonie von LB-
Agarplatte mit einem sterilen Holzstab oder einer sterilen Pipettenspitze (10 ul) gepickt
und in ein 15 mI-Reaktionsgefal mit 5 ml LB-Amp-Flissigmedium Uberflihrt. Die Kultu-
ren wurden dann ber Nacht (ca. 20 h) bei 100 rpm und 37 °C inkubiert. Sie wurden flr
die Aufreinigung kleinerer Mengen Plasmid (Miniprep) und fir weitere Analysen ver-
wendet. Fir eine groBe Ubernachtkultur wurden 100 ml LB-Amp-Flissigmedium in
einen 500 ml-Schittelkolben gefiillt und mit 1 ml der kleinen Ubernachtkultur ange-
impft. Die Inkubation fand wie die kleine Ubernachtkultur fiir 20 h bei 100 rpm und 37
°C statt. Aus der Ubernachtkultur wurden dann groBe Mengen Plasmid-DNS mittels
des Kits ,MaxiPrep* aufgereinigt und Glyzerolstocks hergestellt. Letztere dienten der
langfristigen Lagerung der transformierten E. coli. Dazu wurden 800 pl der Ubernacht-

kultur mit 200 pl Glyzerol grundlich vermischt und diese dann bei -80 °C eingefroren.

214 Transformation in E. coli

Bei der Transformation wird Plasmid-DNS zusétzlich zum normalen Genom in ein Bak-
terium eingebracht. Die Transformation kann durch Hitzeschock oder elektrisch erfol-
gen. Dazu mussen die Bakterien kompetent sein, d.h. in der Lage, DNS aufzunehmen.
Die verwendeten E. coli waren chemisch kompetent gemacht (siehe 2.4) und wurden

bei -80 °C portioniert gelagert. Fur die Transformation wurde die bendétigte Anzahl ali-
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quotierter E. coli-Suspensionen (je 100 ul) auf Eis aufgetaut und mit 10 - 30 ng DNS
vermischt. Das Gemisch wurde fir 30 min auf Eis inkubiert. Anschlie®end wurde es fir
45 sec einem Hitzeschock von 42 °C ausgesetzt (Thermoblock oder Wasserbad), um
dann wieder fur 2 min auf Eis gelagert zu werden. Nach dem Zusatz von 200 pl SOC-
Medium wurden die Bakterien fiir mindestens 1 h bei 37 °C geschiittelt. Diese Inkuba-
tion diente dem Ausbilden der auf dem Plasmid vorhandenen und zur Selektion von
transformationspositiven E. coli verwendeten Antibiotikaresistenz. Von jedem Trans-
formationsansatz wurden 100 ul auf einer LB-Amp-Agarplatte mit einem sterilen Glas-
spatel ausgestrichen und fur 20 h bei 37 °C inkubiert. Nur positive Klone, d.h. E. coli-
Kolonien deren Ursprungs-Bakterium das Plasmid aufgenommen hatte, sollten nach
Ablauf dieser Zeit gewachsen sein. Bei jeder Transformation wurde eine Wasserkon-
trolle mitgeflihrt. Das bedeutet, dass ein Aliquot E. coli-Suspension die gesamte Pro-
zedur mit 5 yl Wasser statt DNS durchlief. Da so keine Antibiotika-Resistenz auf die
Bakterien Ubertragen werden konnte, sollten sie auf den Antibiotika-LB-Platten nicht
wachsen. Dies dient zur Uberprifung, ob die Bakterien eine eigene Resistenz tragen.
Aulerdem kdnnen diese Bakterien auf einer LB-Platte ohne Antibiotika ausplattiert

werden um die generelle Vitalitat der Bakterien zu testen.

21.5 Herstellen von chemisch-kompetenten E. coli

Es wurden kompetente Bakterien verwendet um Plasmid-DNS zu vermehren. Wir ver-
wendeten die so genannte Calciumchlorid-Methode (Muhlhardt 2003). Dazu wurden
die Bakterien zuerst aus einer Glyzerolkultur mit einer Impfése auf einer SOB-
Agarplatte ausgestrichen und flir 16 h bei 37 °C inkubiert. Zwei Einzelkolonien wurden
dann mit sterilen Pipettenspitzen in je 5 ml SOB-Medium mit 20 mM MgSO, Uberimpft
und flr 20 h bei 37 °C und 100 rpm inkubiert. Je 50 ul der Bakteriensuspension wurden
in je 30 ml SOB-Medium mit 20 mM MgSQ, in 250 mi-Schiittelkolben Gberimpft und flr
2,5 bis 4 h bei 200 rpm schiittelnd inkubiert. Alle 20 - 30 min wurde eine 1 ml-Probe
entnommen und die optische Dichte bei 600 nm (ODgqg) bestimmt. Als Nullwert wurde
SOB-Medium verwendet. Bei einer ODgo von 0,4 — 0,5 waren die Zellen in der richti-
gen Wachstumsphase zum Ernten (logarithmische Phase). Die Zellen wurden in sterile,
gekihlte 50 ml-Reaktionsgefale Uberfiihrt und 10 min auf Eis inkubiert. Anschlieend
erfolgte ein Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 3100 g und 4 °C. Der Mediumiber-
stand wurde abgenommen und verworfen. Um alle Mediumsreste zu entfernen, wurden
die Reaktionsgefalle mit dem Bakterienpellet 10 min umgedreht und auf saugfahiges
Papier gestellt. Das Pellet wurde dann vorsichtig in 20 ml kalten Transformationspuffer

FSB resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugati-
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onsschritt (10 min, 3100 g, 4 °C) wurde das Bakterienpellet in 4 ml FSB-Puffer re-
suspendiert. Dazu wurden 140 yl DMSO gegeben. Zum Vermischen wurde das Reak-
tionsgefald vorsichtig geschwenkt und dann 15 min auf Eis inkubiert. Nach der erneu-
ten Zugabe von 140 ul DMSO und schwenken, wurde der Inkubationsschritt wiederholt.
Je 100 ul Zellen wurden in vorgekiihlte, sterile 1,5 ml-Reaktionsgefale pipettiert und

bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert.

2.1.6 Restriktion mit EcoRV

Zur Uberpriifung, ob das Insert in der richtigen Orientierung in das pCEP4-Plasmid
eingebaut wurde, d.h. das Start-Codon des Gens nach der auf dem Plasmid liegenden
Promotorsequenz kommt, wurde ein Verdau mit dem Enzym EcoRV durchgefiihrt. Je-
weils die Vektorsequenz (Position nach Multiple-Cloning-Site: 1013 bp) und das Insert
(Position: 890 bp, Rest 556 bp) tragen eine Schnittstelle fir dieses Restriktionsenzym
(Abb.8). Dadurch wird das Plasmid in zwei Teile zerschnitten. Bei richtiger Orientierung
ist das kleinere Fragment 1569 bp gro3 (1013 + 556), wahrend es bei falscher Orien-
tierung 1903 bp (1013 + 890) groR ist. Diese zwei unterschiedlich groRen Fragmente

sind im Agarosegel gut voneinander zu unterscheiden.

EcoRV

560 bp 890 bp . GTA LBP-Gen

EcoRV . o
Multiple-Cloning Site

— OriP SV40 —< CMV-Promotor—  PCEP4

1013 bp

Abb. 8: Darstellung des EcoRV-Verdaus

Zur Kontrolle der Orientierung des Inserts im Plasmid wurde ein Restriktionsverdau mit dem
Enzym EcoRV durchgefiihrt. Oben befindet sich das LBP-Gen in umgekehrter Orientierung
(..GTA: Startcodon des LBP-Gens in verkehrter Reihenfolge). Unten ist ein Ausschnitt aus dem
pCEP4-Vektor dargestellt, in den das LBP kloniert wurde. Je nach Orientierung des Inserts er-
geben sich nach Restriktion mit dem Enzym EcoRV unterschiedliche groRe Fragmente, die im
SDS-Page unterscheidbar sind. OriP: Startpunkt der Plasmidreplikation (engl. ,origin of replica-
tion*), SV40: Promotor. bp: Basenpaare.
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Ansatz:

Reagenz Menge

DNS 5ul

10 x Puffer (Neb3) 1ul

EcoRV 1 U/ul 1ul

BSA 10 x 1 ul

H,O 2 ul

Gesamt 10 ul

Der Verdau wurde fiir 2 h bei 37 °C durchgefiihrt und dann im einprozentigen Agarose-

gel Uberprift.

21.7 Sequenzierung

Alle LBP-Varianten wurden zur Kontrolle sequenziert. Dazu wurden zuerst mit ver-

schiedenen Primerpaaren die einzelnen Abschnitte der Sequenz in einer PCR amplifi-

Ziert.

PCR-Ansatz:
Reagenz Menge
DNS 5l
Primer 1 (10uM) 2,5l
Primer 2 (10 uM) 2,5l
10 x Puffer 5 ul
MgCl; (50 mM) 1,5 pl
dNTP (2,5 mM) 4yl
Taqg-Polymerase (5 U/pul) 0,25 ul
H.O 29,25 ul
Gesamt 50 ul

Primerpaare (Abb. 9):
e pCEP4for und LBPrev
e EBVrev und LBPfor
e pCEPfor2 und LBPrev
e EBVrev2 und LBPfor

e LBPintern und LBPfor (nur fur LBPc998t)
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Programm:
1. 10 min 94 °C
2. 35 Zyklen: 45 sec 94 °C, 45 sec 50 °C, 60 sec 72 °C
3. 10min72°C
4. 4°C co.
10 20 30 40 50
pCEP4 TCCACCCC GT TTTGGCACCA AAATCAACGG

AGGTGGGGTA ACTGCAGTTA CCCTCAAACA AAACCGTGGT TTTAGTTGCC

110 120 130 140 150
pCEP4 TAGGCGTGTA CGGTGGGAGG TCTATATAAG C
ATCCGCACAT GCCACCCTCC AGATATATTC GTCTCGAGCA AATCACTTGG

210 220 230 240 250
pCEP4-hLBP CGCTCGAGGC CGGCAAGGCC GATGGGGGCC TTGGCAAGAG CCCTGCCGTC Startcodon
GCGAGCTCCG GCCGTTCCGG CTACCCCCGG AACCGTTCTC GGGACGGCAG

860 870 880 890 900
hLBP GCCTTATCTC CAAACTCTGC CAGT CGCCG
CGGAATAGAG GTTTGAGACG GTCAATGTTG TCTCTAACTG TCAAAGCGGC

1010 1020 1030 1040 1050
hLBP TACCCTCCTT GCTGCAGTCA TGAGCCTTCC TGAGGAACAC AACAAAATGG
ATGGGAGGAA CGACGTCAGT ACTCGGAAGG ACTCC

1060 1070 1080 1090 1100
hLBP TCTACTTTGC CATCTCGGAT TATGTCTTCA ACACGGCCAG CCTGGTTTAT
AAACG GTAGAGCCTA ATACAGAAGT TGTGCCGGTC GGACCAAATA

1310 1320 1330 1340 1350
hLBP CTATATGGAG ATAGATGCCT TTGTGCTCCT GCCCAGCTCC AGCAAGGAGC
GATA ACACGAGGA CGGGTCGAGG TCGTTCCTCG

1660 1670 1680 1690 1700

pCEP4 -hLBP AATACATGAG AGTTGGATGA TCCAGACATG ATAAGATACA TTGATGAGTT Stopcodon
TTATGTACTC TCAACCTACT AGGTCTCTAC TATTCTATGT AACT

1710 1720 1730 1740 1750
pCEP4 TGGACAAACC ACAACTAGAA TGCAGTGAAA AAAATGCTTT ATTTGTGAAA
TTGATCTT ACGTCACTTT TTTTACGAAA TAAACACTTT

1860 1870 1880 1890 1900
pCEP4 GTGGGAGGTT TTTTAAAGCA AGTAAAACCT CTACAAATGT GGTATGGCTG
CACCCTCCAA AAAATTTCGT TCAT CCGAC

Abb. 9: DNS-Sequenz des LBP-wt im Vektor pCEP4 und PCR-Primern

Darstellung der Lage der PCR-Primer (griin markiert) im fertigen Konstrukt (pCEP4-LBP-wt).
Abgebildet ist die gesamte LBP-wt-DNS-Sequenz (inklusive Start- und Stopcodon: rot) und die
Ubergange zum Vektor pCEP4 vor und hinter dem Insert.

In einem Agarosegel wurden je 5 pl des PCR-Produkts auf die richtige Grof3e hin tUber-

pruft. Fir die weitere Verwendung wurden die PCR-Produkte dann aufgereinigt, da
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Enzyme und Rest-Reagenzien die Sequenzierung stéren kdnnten. Dazu wurde der
gesamte PCR-Ansatz mit 100 yl 6 M NaJ und 6 pl Silica-Matrix grindlich gemischt und
fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation (20 sec bei 1000
g) wurde der Uberstand verworfen. Die Matrix mit der gebundenen DNS wurde mit 100
ul Waschpuffer versetzt, wieder kurz zentrifugiert und der Uberstand wieder verworfen.
Dieser Waschvorgang wurde noch einmal wiederholt. Das Prazipitat wurde dann mit 30
- 50 pl Aqua dest. vermengt und fir 15 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fur
1 min bei 16000 g wurde der Uberstand abgenommen und in Q-Biogene-Spin-Module
Uberfihrt. Diese wurden fiir 2 min bei 16000 g zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde bis
zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C gelagert. Die Sequenzierung wurde mit Hilfe des
»=Quick Start Master Mix“ durchgefiihrt. Dieser enthielt neben der Tag-Polymerase auch
dNTPs. Ein Teil dieser war endstandig farbmarkiert, so dass bei Einbau dieser Nukleo-
tide die DNS-Synthese abbrach. So entstanden viele unterschiedliche lange Fragmen-
te der Gesamtsequenz. Jedes der vier Nukleotide trug eine andere Farbmarkierung die
von einem Laser erkannt werden konnte. Dies geschah am Sequenzierer CEQ8000.
Mittels der dazugehdrigen Software konnte daraus die DNS-Sequenz ermittelt werden.
FUr den Sequenzieransatz wurden 5 ul aufgereinigte PCR mit je 1 pyl eines der in der
PCR verwendeten Primer versetzt. Dazu wurden 4 pl des Mastermix gegeben und der

Ansatz mit 10 pl Aqua dest auf 20 ul aufgefiillt.

Programm:
1. 30 Zyklen: 20 sec 96 °C, 20 sec 50 °C, 4 min 60 °C
2. 4°Coo.

Fir die Sequenzbestimmung im Sequenzierer wurden die Proben noch mittels Ethanol-
fallung aufgereinigt. Dazu wurden pro Sequenzieransatz 5 pl Fallungslésung in ein 1,5
ml-Reaktionsgefald vorgelegt. Der Sequenzieransatz wurde dazugegeben. Zu jeder
Probe wurden dann 60 pl 95-prozentiges Ethanol gegeben und alles grindlich ge-
mischt. Nach Zentrifugation bei 17000 g und 4 °C fiir 15 min wurde der Uberstand vor-
sichtig abgenommen. Dem Pellet wurden dann 100 pl 70-prozentiges Ethanol hinzuge-
fligt und alles bei 13000 g und 4 °C fiir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde még-
lichst vollstandig abgenommen und das Reaktionsgefall fir mindestens 12 min unter
Vakuum zentrifugiert um das Pellet zu trocken und so von Ethanolriickstdnden zu be-
freien. Das Pellet wurde dann in SLS-L&sung resuspendiert und fir 15 min bei Raum-
temperatur geschittelt. Die Proben wurden dann auf eine 96-Loch-Sequenzier-Platte
Uberfuhrt. Auf jede Probe wurde ein Tropfen Mineraldl gegeben und diese dann zu-

sammen mit einer entsprechenden Puffer-Platte und dem Sequenziergel in den Se-
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quenzierer gestellt. Die Sequenzbestimmung fand entsprechend der Anleitung des

Herstellers statt.

2.1.8 Zellkultur

Die Expression der Proteine wurde in HEK293-Zellen und in CHO-Zellen durchgefihrt.
HEK293 sind menschliche embryonale Nierenzellen. Weitere Zelllinien die fur Stimula-
tionsversuche (2.8) verwendet wurden, waren THP1-Zellen, eine humane Monozyten-
Zelllinie und RAW264.7, eine murine monozytare Makrophagenzelllinie. Alle Zellen
wurden in Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37 °C, mit 5 % CO, und einer Luft-
feuchtigkeit von ca. 95 % kultiviert. Sie wurden alle 2-3 Tage im Verhaltnis 1:5 verdunnt
und mit neuem Medium versorgt. Es wurde bis zur Auswertung der Versuche mittels
ELISA unter sterilen Bedingungen gearbeitet. Vor jedem Schritt wurden die Zellen unter
dem Binokular Gberprift, um sicher zu sein, dass keine Kontaminationen auftraten und

die Zellen vital waren.

2.1.8.1 Zellzahlbestimmung

Die Konzentration der Zellen wurde mit einer Zdhlkammer nach Neubauer bestimmt. In
diese waren Quadrate eingeritzt, die gewahrleisten, dass ein definiertes Volumen der
Zellsuspension ausgezahlt wurde. Die verwendeten Zellen waren grof3 genug, um im
Binokular ohne Trypanblaufarbung uber ihre Vitalitdt entscheiden zu kénnen. Es wur-
den die Zellen in allen GroBquadraten gezahlt und gemittelt. Der Zellzahl N in einem

GroRquadrat entsprachen dann N x 10* Zellen in 1 ml Zellsuspension.

2.1.8.2 Transfektion

Die Transfektion wurde mit FUGENE 6 Transfection Reagent durchgefiihrt. FUGENE 6
ist ein auf Lipiden basierendes, aus vielen Komponenten bestehendes Transfektions-
reagenz. Es bildet Komplexe mit der DNS und kann diese so in die Zellen transportie-
ren. Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen mit einer Dichte von 1 x 10° Zel-
len pro Loch in je 2 ml Medium in einer 6-Loch-Platte ausgesat. Am Tag der Transfekti-
on sollten die Zellen zu 50-80 % konfluent sein, was unter dem Binokular kontrolliert
wurde. Gegebenenfalls wurde einen weiteren Tag mit der Transfektion gewartet. Der

Transfektionsansatz mit einem Endvolumen von ca. 103 pl pro Loch bestand aus:

e 100 pl Kulturmedium ohne Zusatze,

e 3 ul FUGENE 6 und
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e 1 pugDNS.

Beim Pipettieren des Transfektionsansatzes sollte die Reihenfolge: Medium — FUGENE
6 - DNS eingehalten werden. Es war darauf zu achten, dass FUGENE 6 nicht an der
Gefallwand haften blieb, da dessen Lipidkomponente dort dauerhaft adhéarieren und so
die Transfektionseffizienz beeintrachtigen kdénnte. Um Pipettierfehler zu minimieren,
wurde ein Mastermix angesetzt. Daftr wurden fur die gewlnschte Anzahl Lécher die
Reagenzien berechnet und zusammen pipettiert. Der Transfektionsansatz wurde 15
min bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit konnte das Medium der Zellen ge-
wechselt werden. Sie erhielten frisches Komplettmedium, wobei das Volumen auf 1 ml
verringert wurde, um die Bedingungen flr die Transfektion zu verbessern. Zur Trans-
fektion wurde aus dem Mastermix das nétige Volumen pro Loch (103 ul) auf die Zellen
gegeben. Die Zellen wurden weiter bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Die Transfektion
wurde durch Antibiotika-Selektion mit Hygromycin B aufrechterhalten. Von allen transfi-
zierten Konstrukten wurden 1 mi-Aliquots zur Langzeitlagerung in Stickstoff angefertigt.
Dazu wurden 1 x 10° Zellen in 1 ml-Minimalmedium aufgenommen, welches mit 20 %
DMSO supplementiert war. Diese Aliquots wurden erst flir 2 h bei -20 °C, dann Uber
Nacht bei -80 °C gelagert. Erst am nachsten Morgen wurden sie in den Stickstoff-
Behalter Gberflhrt.

2.1.8.3 Expression der Proteine

LBP ist ein sekretorisches Protein, d.h. nach Translation und Transkription in der Zelle
wird es, vermittelt Gber eine Signalsequenz, aus der Zelle ausgeschleust und akkumu-
liert im Zellkulturiberstand. Eine Mdglichkeit, die Expression von Proteinen durchzu-
fuhren, ist die normale Zellkultur. Hierbei wird bei jeder Zellpassage (alle 2 - 3 Tage
Verdlnnung der Zellen im Verhaltnis 1:5) das verbrauchte Zellkulturmedium, das die
Proteine enthalt, vorsichtig abgenommen. Es wird bis zur weiteren Verwendung (Auf-
reinigung oder Einsatz im Bindungstest) in 50 mI-Réhrchen bei -20 °C gelagert. Ein
zweites Verfahren zur Kultur Protein-exprimierender Zellen stellt die Verwendung des
CELLine CL 350-Systems dar. Dabei handelte es sich um eine Zellkulturflasche mit
einem inneren und einem auleren ,Raum®, die Uber eine semipermeable Membran
miteinander verbunden sind. Im inneren, kleineren Volumen befinden sich die trans-
formierten Zellen in ca. 5 ml Minimalmedium. Das aufiere ca. 350 ml umfassende Vo-
lumen ist mit Nahrmedium gefiillt. Die Ausschlussgréfie der halbdurchlassigen Memb-
ran (10 kDa) bewirkte, dass zwar niedermolekulare Nahrstoffe aus dem aulieren, gro-

Reren Volumen in die kleinere Kammer einwandern konnten, die hochmolekularen re-
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kombinanten Proteine (58 - 60 kDa) jedoch innen verblieben und so in einem kleinem

Volumen aufkonzentriert wurden.

21.9 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Alle rekombinanten Proteine wurden durch Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Ihre
DNS-Sequenzen waren in Plasmide kloniert, die bei der Expression die Proteine durch
eine sechsfache Wiederholung von Histidin (6-His-Anhang) verlangerten. Die Amino-
saure Histidin bindet reversibel an Metall-lonen, zum Beispiel Nickel oder Kobalt. Nach
anfanglichen, wenig erfolgreichen Versuchen mit einer Nickel-Agarose-Matrix wurde
eine Kobalt-Sepharose-Matrix (Talon) nebst den dazu gehérigen Pufferlésungen ver-
wendet. In Etablierungsversuchen zur nativen Aufreinigung zeigte sich, dass die Prote-
ine am besten in einer Natriumphospatldsung mit pH 8 an die Matrix banden und mit-
tels einer 0,15 M Imidazolldsung mit pH 5 wieder von ihr gelést werden konnten. Es
wurde nach dem Batch/Gravity-Flow-Verfahren vorgegangen. Das bedeutet, das die
Losung, in der die aufzureinigenden Proteine enthalten sind (Zellkulturernte), mit der
Matrix zusammen inkubiert wurde (Batch) und die Elution nur mittels Erdanziehung
(Gravity) erfolgt. Dazu wurde zuerst die Matrix durch zweimalige Zugabe des 10-
fachen Matrix-Bettvolumens Waschpuffer und anschliel3ender Zentrifugation bei 700 g
fur 2 min bei Raumtemperatur gespult. Alle weiteren Waschschritte erfolgten fir 5 min
bei Raumtemperatur und 700 g. Der Uberstand wurde jeweils verworfen. Die Zellkul-
turernte wurde mit der Matrix fir mindestens 20 min bei Raumtemperatur auf einem
Schwenker inkubiert, um die Bindung der Proteine Uber den Histidin-Anhang an die
Matrix zu ermoglichen. Nicht gebundenes Material wurde durch Zentrifugieren entfernt.
Es folgten zwei Reinigungsschritte mit jeweils dem 20-fachen Bettvolumen Waschpuf-
fer und einer je 10-mindtigen Inkubation. Nach dem letzten Waschschritt wurde die
Matrix in 5-fachem Bettvolumen Waschpuffer aufgenommen und auf eine Saule gege-
ben. Nachdem der Waschpuffer, der Erdanziehung folgend aus der Saule herausgelau-
fen war, wurden zweimal 5 ml Elutionspuffer Uber die Saule gegeben, um das Protein
von der Matrix zu l6sen. Diese 5 ml-Fraktionen wurden in Dialyseschlduche Uberfuhrt.
Die Dialyse fand Uber Nacht bei 4 °C statt, der Dialysepuffer (Volumen 3 |) wurde dabei
auf einem Rihrer bewegt. Mit Hilfe von Centricon Plus-20-Aufkonzentrier-Gefallen
wurden die Proteine durch eine Reduktion des Ldésungsvolumens am nachsten Tag
aufkonzentriert. Nachdem die Filtereinheiten mit einer Poren/Ausschlussgréfe von 20
kDa mit 19 ml PBS pH 7,4 gesplilt worden waren, wurden je 5 ml der dialysierten Pro-
teinlésungen in sie eingeflllt und fir 5 min bei 4000 g zentrifugiert. So wurde ein gro-

Rer Teil des Volumens durch den Filter gepresst. Im Restvolumen (ca. 100 - 200 pl)
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wurde das im Filter zurickgehaltene Protein durch inverte Zentrifugation fur 2 min bei
1000 g zurtickgewonnen. AnschlieRend wurden die Proteine bis zur Verwendung bei 4
°C gelagert. Im LBP-ELISA und im BCA-Test wurde die LBP- bzw. Proteinkonzentration
der Proben bestimmt. Vor und nach allen Reinigungsschritten wurden Proben genom-
men und diese dann zur Uberpriifung des Aufreinigungsverlaufs im LBP-ELISA getes-
tet und mit SDS-PAGE Uberpruft. Im Westernblot wurde das Protein dann mittels spezi-

fischer Antikorper identifiziert.

2.1.10 Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Fur die Expression der verschiedenen LBP-Varianten in E. coli wurden 5 ml LB-
Flissigmedium mit einer Kolonie der entsprechenden Bakterien angeimpft. Die Schiit-
telinkubation fand tber Nacht bei 37 °C und 250 rpm statt. Dem Medium wurden ent-
sprechend der, auf dem Plasmid (pCEP4) enthaltenen Resistenz, Ampicillin zugesetzt.
Am néachsten Tag wurden 100 ml LB-Medium mit Antibiotika versetzt. Das Medium
wurde mit den 5 ml Ubernachtkultur angeimpft. Die Kulturen schiittelten 2 - 3 h bei 37
°C und 100 rpm bis zu einer ODgy von 0,4 - 0,6. Bei dieser OD befinden sich die Bak-
terien in der logarithmischen Wachstumsphase und haben eine flr die Expression op-
timale Dichte. Um die Expression zu verfolgen, wurden von diesem Zeitpunkt an alle
30 min je 1 ml Probe abgenommen. Diese wurde bei 10000 rpm fir 2 min zentrifugiert,
das Pellet in 100 yl PBS aufgenommen und fir die Verwendung im SDS-PAGE mit 40

pl 4x Probenpuffer versetzt.

2.2 SNP-Analyse

Es sollte ermittelt werden, wie die Verteilung der LBP-Mutation c998t in einer gesunden
Population von Kaukasiern ist. Dazu wurde die DNS von Probanden aus einem Wan-
genabstrich aufgereinigt (QlAamp DNA Blood Mini Kit) und in einem Light-Cycler-
Assay Uberprift, ob die Mutation vorhanden war und ob ein (heterozygot) oder beide
(homozygot) Allele des LBP-Gens mutiert waren. Daflir wurde eine Echtzeit-PCR (Re-
al-Time (RT) -PCR) durchgefihrt. Dabei kann jeder Schritt der PCR in Echtzeit verfolgt
und die Quantitat des PCR-Produkts durch Fluoreszenz bestimmt werden. Diese kam
durch die Verwendung von Oligonukleotiden (Sonden) zustande, die mit Fluoreszenz-
Farbstoffen markiert sind und einem kleinen Teil der Zielsequenz entsprachen. Sie
wurden so anstelle von dNTPs in die neu-synthetisierte DNS eingebaut. Sonde 1 (LBP-
Anker-Sonde) trug am 3’-OH-Ende den Farbstoff Fluoreszein. Dieser wurde von einer
Lichtquelle im Light-Cycler-Gerat angeregt. Durch Hybridisierung beider Sonden mit

der Muster-DNS gelangen die Sonden in rdumliche Nahe und die angeregte Sonde 1
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konnte nun Sonde 2 (LBP-Sensor-Sonde), die am 5-PH-Ende den Fluoreszenzfarb-
stoff Red640 tragt, anregen. Das emittierte Licht der Wellenlange 640 nm konnte vom
Light-Cycler-Gerat detektiert und fur die Quantifizierung benutzt werden. Im Anschluss
an die PCR wurde zur Detektion der Punktmutation C—T an Basenpaar 998 eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Dabei wurde von einer Temperatur von 40 °C
ausgehend diese stetig bis auf 80 °C erhoéht. Wenn die Temperatur die Schmelztempe-
ratur der Sonden (T,,) uUberschreitet, 16sen sich diese von der DNS und das Fluores-
zenzsignal bricht ab. Der Einbau der Sonden (RT-PCR) wurde von der Light-Cycler-
Software graphisch als Kurve dargestellt mit einem Maximum (Peak) wenn sich die
meisten Sonden von der DNS abzulésen beginnen. Wenn im Genom eines Probanden
der LBP-Polymorphismus c998t vorlag, kam es zu einer Fehlpaarung zwischen Sonde
und DNS. Dadurch verringerte sich der Schmelzpunkt der Sonde von 59 °C firr das
Wildtyp-Allel auf 52 °C fiir das mutierte Allel. Die daraus resultierenden unterschiedli-
chen Schmelzkurven wurden verwendet, um Wildtyp-Alleltrager von Mutation-Tragern
zu unterscheiden. Fir Probanden mit heterozygotem LBP-Gen ergab sich eine Kurve
mit einem Peak der mittig von Wildtyp- und homozygotem Mutations-Peak liegt. Diese
entstand durch Uberlagerung der beiden gleichzeitig auftretenden Schmelzkurven bei-
der Allele.

RT-PCR-Ansatz fur den Light-Cycler:

Reagenz Menge
DNS 2 ul
Primer LBP F (10 uM) 1 ul
Primer R (10 uM) 1ul
LBP-Anker-Sonde (LNA, 4 uM) 1 ul
LBP-Sensor-Sonde (4 uM) 1ul
10 x Puffer 2 ul
MgCl,(50 mM) 0,8 ul
dNTP (2,5 mM) 1 ul
BSA 3l
Tag-Polymerase 0,4 ul
H,O 5,8 ul
Gesamt 20 ul

PCR-Programm

1. Denaturierung 4 min 95 °C
2. 40 Zyklen: 0 sec 95 °C, 10 sec 56 °C, 8 sec 72 °C

3. Schmelzkurvenanalyse:
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Temperatur Zeit Temperatur-Transition-
Rate [°C / sec]

95 °C 10 sec 0,0

40 °C 30 sec 20,0

80 °C 0 sec 0,1

40 °C 30 sec

Es wurde nur das Genom von freiwilligen und verfligbaren Probanden in der SNP-
Analyse untersucht. Eine genaue Beschreibung des Probanden-Kollektivs findet sich
bei Oh et al. 2008. Die Ergebnisse wurden verwendet, um passende Serumspender zu
finden, d.h. Probanden mit und ohne Polymorphismus, die einwilligten, ihr Serum fir
Zellversuche und Bindungstests zur Verfliigung zu stellen, um diese miteinander ver-

gleichen zu kénnen.

2.3 Serumgewinnung

Fir die Gewinnung von humanem Serum wurde freiwilligen Spendern, deren Genotyp
bezlglich des LBP bekannt war, je 10 ml Blut in einem Serum-Rdhrchen (S-Monovette,
Sarstedt) abgenommen. Die Réhrchen enthielten keinen Koagulationshemmer und so
gerann das Blut wahrend einer Wartezeit von 20 min bei 4 °C. Das koagulierte Blut
wurde dann fir 10 min bei 375 g zentrifugiert. Der klare Uberstand (= Serum) wurde

vorsichtig aliquotiert und bei -20 °C bis zur Nutzung gelagert.

24 Albuminentfernung

Der hohe Anteil an Albumin in humanem Serum (30 - 50 mg/ml) erschwerte eine gute
Darstellung dieser Proben im SDS-PAGE und Westernblot. Deshalb wurde mittels des
.ProMax Albumin Removal Kit* (Polysciences, Inc.) und entsprechend den Anweisun-
gen des Herstellers das Albumin daraus entfernt. Dazu wurden 10 yl Serum mit den
entsprechenden Puffern und beschichteten Magnetpartikeln gemischt, fir 10 min bei
Raumtemperatur schittelnd inkubiert und dann durch magnetische Separation (12-
Tube-Magnet, Qiagen) pelletiert. Im Uberstand befand sich dann das Albumin, wéhrend
alle Gbrigen Serumbestandteile an die Partikel gebunden waren. Nach 2-3 Waschvor-
gangen wurden diese mittels 50 ul Elutionspuffer eluiert und bis zur Weiterverarbeitung
bei -20 °C gelagert.
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25 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli (Laemmli 1970) trennt
Proteine nach ihrem Molekulargewicht auf. Das anionische Detergenz Natriumdodecyl-
sulfat (SDS) denaturiert die Proteine, in dem es durch Aufspaltung der Wasserstoffbru-
cken die Tertiar- und Sekundarstruktur auflést. Beglinstigt wird dies durch vorherige
Behandlung mit 1,4-Dithiothreitol, das im Probenpuffer enthalten ist. Es spaltet die Di-
sulfidbriicken zwischen Cysteinen auf. Die Eigenladung der Proteine wird durch das
SDS Uberdeckt und es entstehen negativ geladene Komplexe mit einem konstanten
Ladungs-Masse-Verhaltnis. In einem pordsen Polyacrylamidgel wandern die Proteine
bei Anlegen eines elektrischen Feldes vom negativen zum positiven Pol und trennen
sich nach ihrem Molekulargewicht auf. Die verwendete Polyacrylamid-Konzentration
des Trenngels betrug aufgrund der zu erwartenden Groflie des LBP-Proteins (58 - 60
kDa) 12,5 %. Das Trenngel wurde mit einem vierprozentigen Sammelgel tGberschichtet.
Da es einen niedrigeren pH-Wert als das Trenngel besal3, wurden die Proben zu einer
einheitlichen Lauffront zusammengezogen, bevor sie in das Trenngel einwanderten.
Die Proteine wurden mit Probenpuffer versehen und 10 min bei 95 °C denaturiert, be-
vor sie auf das Gel aufgetragen wurden. Solange die Proben im Sammelgel liefen, be-
trug die angelegte Spannung 80 V, fur den Lauf im Trenngel wurde sie auf 120 V er-
hoht. Um das Molekulargewicht der Proteine bestimmen zu kénnen, lief ein vorgefarb-
ter Proteinstandard mit, der verschiedene Proteine mit definiertem Molekulargewicht
enthalt. Man kann durch Anfarben mit Coomassie-Blau oder Detektion im Westernblot
Uberprifen, ob im Labor produzierte Proteine, wie z.B. Mutanten in ihrer Gré3e noch
dem Original entsprechen oder ob es durch die eingefligte Veranderung zu Abwei-
chungen gekommen ist. Dabei stellt der Westernblot (2.6) das sensitivere System dar
und hat zu dem durch die Verwendung spezifischer Antikérper den Vorteil, dass man
sich bei Proteingemischen auf das Protein von Interesse konzentrieren kann. Die Far-
bung mit dem Farbstoff Coomassie-Blau macht dagegen alle Proteine, die im SDS-Gel
aufgetrennt wurden, sichtbar. Das Gel wurde fir eine Stunde bei Raumtemperatur in
der Farbeldésung geschwenkt. AnschlieRend wurde der nicht gebundene Farbstoff mit
der gleichen Lésung ohne Coomassie-Farbstoff ausgewaschen. Zur Aufbewahrung

und Dokumentation wurden die Gele auf Zellglasfolie (Gel Drying Kit) getrocknet.

2.6 Westernblot

Im Westernblot erfolgte der immunologische Nachweis von Proteinen mittels spezifi-
scher Antikorper. Dazu wurden die Proteine aus einem SDS-Gel auf eine PVDF-

Membran als feste Tragermatrix Ubertragen. Fir den Transfer in einer Semidry-
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Apparatur mussten Gel, Membran und Filterpapiere in spezifischen Puffern equilibriert
werden. Das Gel wurde 15 min in Kathodenpuffer geschwenkt, die Filterpapiere nur ca.
2 min in der der zukunftigen Lage (Abb. 10) entsprechenden Lésung. Die Membran
wurde zuerst 15 sec in 100 % Methanol geschwenkt, dann 2 min mit Aqua dest. ge-
spult und im Anschluss mindestens 5 min im Anodenpuffer Il inkubiert. Fiir den Trans-
fer wurde das Gel auf die Membran gelegt und beides zwischen Filterpapier und den
Platten der Transferapparatur fixiert. Das Gel lag auf der Katodenseite (-) und die
Membran auf der Anodenseite (+), so dass die negativ geladenen SDS-
Proteinkomplexe wie in der Gelelektrophorese, in Richtung des positiven Pols auf die
PVDF-Membran wanderten.

Kathode (-)

3x Filterpapier Kathoden-Puffer

[ e Gel

PVDF-Membran
1x Filterpapier Anode Il Puffer

2x Filterpapier Anode | Puffer

Abb. 10: Anordnung eines Westernblot in Relation zu den Elektroden

Im Westernblot werden Proteine, die vorher in einem SDS-PAGE der GréRe nach aufgetrennt
wurden, von diesem Gel auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Nach Anlegen eines elektrischen
Stroms, bewegen sich die Proteine wie in der SDS-PAGE vom negativ-geladenen Pol (Kathode)
zum positiv-geladenen Pol (Anode) und so aus dem Gel auf die Membran. Auf dieser kann man
die Proteine dann mittels spezifischer Antikérper detektieren.

Der Transfer fand tber Nacht bei 80 mA statt. Nach dem Transfer wurden die restlichen
freien Proteinbindungskapazitadten der Membran durch 60-mindtige Inkubation mit
Blocklésung abgedeckt. Wahrend aller Inkubationsschritte wurde das Gefal® mit der
Membran sanft bei Raumtemperatur geschwenkt. Um die Membran von allen nicht
gebundenen Substanzen zu reinigen, wurde sie zwischen allen Inkubationsschritten 3
x 5 min in PBS-Tween (PBS-T) geschwenkt und die Lésung dann verworfen. Anschlie-
Rend erfolgte die zweistlindige Inkubation mit dem primaren Antikorper (AK, Tab. 2),
der spezifisch gegen das Protein gerichtet war und in PBS / 5% Milchpulver verdinnt
wurde. Die einstiindige Inkubation mit dem Sekundarantikérper, der sich gegen den

Primarantikorper richtete und an HRP gekoppelt war, fand ebenfalls in PBS / 5 %
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Milchpulver statt. Beim letzten Waschschritt wurde PBS anstelle von PBS-T verwendet.
Die Substratldsung wurde durch mischen gleicher Anteile von Lésung 1 und 2 frisch
angesetzt und die Membran sofort fur 5 min darin inkubiert. Die verwendete Menge
reichte, um die Membran vollstandig zu bedecken (5 ml fir eine Membran der Grofie 9
x 12 cm). Uberschiissige Lésung wurde durch leichtes Abtupfen auf Zellstoff vor und
nach der Inkubation in der Substratldsung entfernt und die Membran dann, einge-
schlossen in Klarsichtfolie, in die Filmkassette gelegt, bzw. zur besseren Positionierung
eingeklebt. In der Dunkelkammer wurde dann der Film fir zunachst 4 min aufgelegt
und entwickelt. Je nach Ergebnis wurde die Entwicklungszeit verlangert auf bis zu 2 h
oder verkirzt auf bis zu 10 sec. Nach Beendigung wurde die Membran fir 15 min in
Striplosung von den verwendeten Antikdrpern und Ubrig gebliebenem Substrat befreit,
mindestens 10 min in PBS-T gewaschen und dann fir 30 min erneut blockiert. Bei
Etablierung dieser Prozedur war durch nochmalige Inkubation mit 1) nur Substrat und
2) Zweitantikérper und Substrat nebst anschlieRender Filmentwicklung getestet wor-
den, bei welchen Inkubationszeiten und Schritten keine Antikérper mehr auf der Memb-
ran verblieben, so dass dies nicht jedes Mal Uberprift werden musste. Dies diente so-
wohl der Optimierung der Reaktionsbedingungen, als auch dem seriellen Verwenden

verschiedener Antikorper auf derselben Membran.

Tab. 2: Westernblot-Antikorper, ihre Konzentration und Herkunft

Primarantikérper Sekundarantikdrper
Xoma polyklonaler AK 1:4000 anti-rabbit 1:20000
biG42 1:2000 anti-mouse 1:10000

Polyklonales Kaninchenserum (abcam) | anti-rabbit 1:10000
gegen hLBP 1:1000

Polyklonales Kaninchenserum (R&D) anti-goat 1:10000
gegen hLBP 1:500

2.7 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsaure (BCA)

Der BCA-Test dient dem quantitativen Nachweis von Proteinen in Lésungen. Er beruht
auf der Biuret-Reaktion, bei welcher Cu?" durch Proteine zu Cu'* reduziert wird. Die
Reaktion des einwertigen Kupferkations mit zwei Molekilen Bicinochoninsaure fiihrt zu
einem violetten Farbkomplex, der im Photometer bei 550 nm nachgewiesen wird. Die
Starke der Absorption steht in einem linearen Verhaltnis zur Proteinkonzentration im

Bereich von 20 pg/ml bis 2 mg/ml. Durch eine mitgefuhrte Standardreihe kann der Pro-
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teingehalt der Proben Uber eine Ausgleichsgerade ermittelt werden. Der Test wurde auf
96-Loch-Flachbodenplatten mit je 25 pl Probe oder Standard exakt nach dem Protokoll
des ,BCA Protein Assay Kits* (Pierce USA) durchgeflhrt.

2.8 Stimulation von Zellen aus immortalen Zelllinien

2.8.1 RAW264.7

Zellen der Zelline RAW264.7 wurden einen Tag vor Stimulation in einer Dichte von 4 x
10* pro Loch in einer 96-Loch-Flachbodenplatte in je 100 pl Medium ohne den Zusatz
von FKS ausgesat. Am nachsten Tag waren die Zellen adharent, das alte Medium
konnte abgenommen und durch Medium mit Stimulationszusatz unter Zugabe oder
Weglassen von LBP-Varianten oder entsprechendem Serum ausgetauscht werden. Die
Zellen wurden dann 4 und 24 h inkubiert, bevor der Zellkulturiberstand im ELISA auf

die Freisetzung von Zytokinen (mTNF-a, mIL-6) hin untersucht wurde.

2.8.2 THP1

Die Zellen der Zelllinie THP1 sind Suspensionszellen, d.h. sie adharierten nicht oder
nur schwach an Oberflachen. Zur Zellstimulation wurden diese monozytaren Zellen
durch Zugabe von Vitamin D3 zu Makrophagen ausdifferenziert, welche an Oberfla-
chen adharieren. Dazu wurden die Zellen in einer Dichte von 3 x 10° Zellen pro Loch in
einer 96-Loch-Flachbodenplatte in je 100 ul Komplettmedium unter Zugaben von 10
nM Vitamin D3 ausgesat. Nach 48 h wurden erneut 100 yl Medium zu den Zellen da-
zugegeben, da zu diesem Zeitpunkt das urspriingliche Medium schon weitgehend ver-
braucht war. Nach Ablauf von insgesamt 72 h waren die Zellen ausdifferenziert und
konnten stimuliert werden. Das Medium wurde komplett entfernt und durch Medium mit
Stimulationszusatz unter Zugabe oder Weglassen von LBP-Varianten oder entspre-
chendem Serum ersetzt. Die Zellen wurden dann 20 h inkubiert, bevor der Zellkultur-
Uberstand im ELISA auf die Freisetzung von Zytokinen (hIL-8, hIL-1B) hin untersucht

wurde.

28.3 Praparation und Stimulation humaner PBMCs

Zur Praparation humaner PBMC wurden durch Venenpunktation von gesunden, freiwil-
ligen Spendern 6 Réhrchen a 8 ml Blut entnommen. Die fur die Aufreinigung verwende-
ten ,Cell preparation tubes” (CPT, Vacutainer) wurden innerhalb von 2 h bei Raumtem-

peratur fir 25 min bei 1750 g zentrifugiert. Oberhalb des gelartigen Trennmediums
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befanden sich unterhalb des Plasmas die mononuklearen Zellen (PBMC) und Throm-
bozyten in einer Schicht, wahrend sich die Erythrozyten unterhalb des Trennmediums
ansammelten. Mit Hilfe einer Pasteurpipette wurden die PBMC mdglichst vollstéandig in
ein neues Reaktionsgefald (50 ml) Uberflihrt und mit PBS auf 50 ml aufgefiillt. Alternativ
kénnen die Zellen nach dem ersten Zentrifugationsschritt in den Vacutainern auch bis
zu 24 h aufbewahrt und erst dann weiter verarbeitet werden. Dazu wirden die mono-
nuklearen Zellen mit dem Plasma durch mehrmaliges Schwenken vermischt und bei
Raumtemperatur waagerecht gelagert. In diesem Fall wirden die Zellen inklusive des
gesamten Plasmas fir den ersten Waschschritt in ein 50 ml-Reaktionsgefall Gberflihrt
und mit PBS auf 50 ml aufgefiillt. Auch alle weiteren Aufreinigungsschritte wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Zellen wurden nach dem Uberpipettieren in das 50
ml-Reaktionsgefald durch Zentrifugation (1. 15 min 300 g, 2. 10 min 300 g) zweimal
gewaschen. Der Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren vorsichtig abgesaugt und
die Zellen erneut in 50 ml PBS aufgenommen und resusupendiert. In einem dritten
Waschgang wurden die Thrombozyten entfernt. Dafiir wurden die Zellen mit 25 ml
RPMI-Minimalmedium versetzt und 15 min bei 100 g zentrifugiert. Zum Schluss wurden
die Zellen in 1 ml RPMI-Minimalmedium aufgenommen. Die Zahl der vitalen Zellen
wurde in einer 1:100-Verdlinnung mit Trypanblau in einer Neubauer-Zahlkammer ermit-
telt. Die humanen PBMC sollten nach Stimulation mit verschiedenen Liganden und
unter Zusatz der verschiedenen LBP-Varianten bzw. humanen Serums auf die Freiset-
zung von hTNF-a und hIL-6 hin untersucht werden. Dafiir wurden je 3 x 10° Zellen pro
Loch in eine 96-Loch-Flachbodenplatte ausgesat. Nach zweistiindiger Ruhezeit wur-
den alle nicht adharenten Zellen entfernt und die Ubrig bleibenden Monozyten stimu-
liert. Die Zellen wurden bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und einem CO,-Gehalt von 5
% flr 4 h kultiviert. Nach Ablauf der Inkubation wurden die Zellkulturplatten bis zur
Verwendung im ELISA bei -20 °C gelagert.

29 Doppel-Sandwich-Enzymgekoppelter Inmuno-Absorbtions-Assay
(DS-ELISA)
291 Allgemein

Mit Hilfe des DS-ELISA konnte die Anwesenheit und Konzentration von Antigenen in
Lésungen, z.B. Zellkulturiberstadnden bestimmt werden. Das grundlegende Procedere
ist dabei sehr ahnlich, weswegen es hier zuerst allgemein beschrieben wird und dann
fur die einzelnen Antigene nur noch die Spezifititen angegeben werden (Tab. 3). Im

ELISA musste zuerst ein Antikdrper an eine Oberflache gebunden werden. Dazu wurde
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eine 96-Loch-Platte (Immuno-Capture, Nunc) mit 50 pl pro Loch Erst-Antikérper-
Lésung befiillt (Erst-Antikorper in Beschichtungspuffer). Die Platte wurde bei 4 °C min-
destens 12 h und maximal eine Woche vor Verwendung gelagert. Um die Beschich-
tungszeit zu verkirzen ist auch eine Inkubation flr 6 h bei Raumtemperatur madglich.
Vor Inkubation mit den Proben missen alle noch vorhandenen unspezifischen Bin-
dungsstellen auf der Platte mittels Blockpuffer abgesattigt werden. Zwischen allen wei-
teren Inkubationschritten wurde die Platte je dreimal gewaschen um nicht gebundenes
Material zu entfernen. Nach einem initialen Entleerungschritt wurde die Platte dreimal
mit Waschpuffer beflllt (200-300 pl pro Loch) und wieder entleert. Nach dem letzten
Waschschritt wurde sie durch kraftiges Ausschlagen auf Zellstoff getrocknet. Bei der
zweistlindigen Inkubation von Proben und Standard bindet der auf der Platte immobili-
sierte Antikorper das in Probe und Standard enthaltene Antigen. In der Regel wurden
Proben, Standard, zweiter Antikérper und die Peroxidase mit dem gleichen Inkubati-
onsspuffer verdinnt und mit 50 ul pro Loch auf der Platte bei Raumtemperatur inku-
biert. In der anschliefienden einstindigen Inkubation sollte der zweite, mit Biotin mar-
kierte Antikdrper an das Antigen binden. An das Biotin werden anschlieRend das Strep-
tavidin und die daran gekoppelte Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase,
HRP) gebunden. Die Inkubation fand fur 30 — 60 min statt. Nach nochmaligem sorgfal-
tigen Waschen erfolgte die Zugabe von 100 ul Substrat (3,3°,5,5 -tetramethylbenzidine,
TMB) pro Loch, wodurch es bei erfolgreicher Durchflihrung des ELISA zu einer Farbre-
aktion kam. Die Platte wurde solange lichtgeschiitzt stehen gelassen, bis der héchste
Wert der Standardreihe dunkelblau und der kleinste Wert, verglichen mit dem Nullwert,
moglichst leicht blau gefarbt war. Durch Zugabe von 50 pl Stopplésung je Loch wurde
die Reaktion beendet und es kam zu einem Farbumschlag von blau nach gelb. Dieser
konnte photometrisch bei 450 nm bestimmt werden. Die Intensitat der Farbe stand in
einem linearen Verhéltnis zur Antigenkonzentration in der Lésung. Uber eine mitgefiihr-
te Standardreihe und deren Ausgleichsgerade wurde mit der Software Tecan Magellan3

nun die Konzentration in den Proben bestimmit.

Tab. 3: Ablauf eines ELISA im Uberblick

Arbeitsschritt Verdlnnung Bedingungen
1. Beschichten mit 1:500 — 1:1000 in Beschich- mindestens 12 h bei 4
Primarantikorper tungspuffer °C, 50 ul pro Loch
2. Blockierung Blockierungspuffer (Wasch- 1 h bei Raumtempera-
puffer (PBS-T) + FKS, BSA tur, 200 ul pro Loch
oder Milchpulver)
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3. Proben / Standard

2 h bei Raumtempera-
tur, 50 ul pro Loch

4. Sekundarantikorper 1:1000 — 1: 2000 in Blockie- 1 h bei Raumtempera-

(biotinyliert) rungspuffer tur, 50 ul pro Loch
5. Streptavidin-HRP- 1:1000 in Blockierungspuf- 30 —60 min bei Raum-
Peroxidase fer temperatur, 50 ul pro

6. Substrat (TMB)

7. Stoppldésung (1 M
H2S0,)

Loch

2 — 20 min bei Raum-
temperatur, lichtge-
schutzt, 100 pl pro Loch

50 pl pro Loch

29.2 Spezifikationen

MTNF-a

Primar-Antikorper

Block- und Verdinnungspuffer
Standard

Sekundar-Antikérper

mlL-6

Primar-Antikorper

Block- und Verdinnungspuffer
Standard

Sekundar-Antikérper

hTNF-a

Primar-Antikorper

Block- und Verdinnungspuffer
Standard

Sekundar-Antikérper

hiL-8

Primar-Antikorper

1:166 in 0,1 M NazPOy, pH 6
PBST/2,5% FKS

2000 pg/ml - 31,25 pg/ml
1:1000

1:250 in 0,1 M NaHCO3, pH 8,2
PBS-T /2,5 % FKS

2000 pg/ml - 31,25 pg/ml

1:500

1:250 in 0,1 M NaHCOg3;, pH 8,2
PBS-T /2,5 % FKS

20000 pg/ml - 312,5 pg/mi
1:500

1:250 in 0,1 M NaHCO3, pH 9,5
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Block- und Verdinnungspuffer
Standard
Sekundar-Antikérper

hiL-1B

Primar-Antikorper

Block- und Verdinnungspuffer
Standard

Sekundar-Antikérper

PBS-T/2,5%
1000 pg/ml - 15,625 pg/ml
1:500

1:250 in 0,1 M NaHCO3, pH 9,5
PBS -T/2,5 % FKS

500 pg/ml - 7,8125 pg/mi

1:125

hLBP

Primar-Antikorper biG412 1:500 in 0,1 M NaHCO;, pH 9,5

Blockpuffer PBS -T / 10 % Milchpulver

Verdinnungspuffer Hepes /1 % BSA

Standard 200 ng/ml - 3,125 ng/ml

Sekundar-Antikérper biG48 (selbst biotinyliert, 2.9.4): 1:2000
293 hLBP - Bindungsversuch

Beim hLBP-Bindungsversuch handelt es sich um eine an den ELISA angelehnte Me-
thode. Dabei geht es nicht um die Bestimmung von Antigenkonzentrationen, sondern
um das Bindungsverhalten von LBP gegenuber potentiellen Liganden. Statt der Erst-
Antikérper wurden hierbei die entsprechenden Liganden auf der 96-Loch-Platte gebun-
den. Dies geschah durch Inkubation mit einer 30-pug/ml-Lésung des Liganden in Be-
schichtungspuffer (60 ul pro Loch) entweder fir 6 h bei Raumtemperatur oder fir min-
destens 12 h bei 4 °C. Anschliellend wurde die Platte mit Aqua dest. gespult, auf Zell-
stoff ausgeklopft und konnte dann bis zu 4 Wochen bei Raumtemperatur gelagert wer-
den. Bei Verwendung wurde die Platte als erstes durch eine 30-minutige Schuttel-
Inkubation mit 200 pl Hepes / 1 % BSA bei Raumtemperatur blockiert. Ohne zu wa-
schen, wurden sofort die potentiellen Liganden in serieller Verdinnung mit Hepes / 0,1
% BSA auf die Platte aufgebracht (50 pl pro Loch). Nach zweistindiger Inkubation bei
Raumtemperatur auf einem Plattenschittler wurde die Platte gewaschen und der
selbst biotinylierte Zweit-Antikérper aus dem LBP-ELISA mit 50 ul pro Loch in einer
1:2000 Verdinnung in Hepes / 0,1 % BSA aufgetragen. Nach weiteren 2 h Schuttelin-
kubation bei Raumtemperatur und nachfolgendem Waschen mit Hepes / 0,1 % BSA,
wurde fur 30 min je Loch 50 pl Streptavidin-HRP-Peroxidase 1:1000 in Hepes / 0,1 %
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BSA auf der Platte schittelnd inkubiert. Daran schlief3t sich die Inkubation mit 100 pl
TMB-Substrat-Losung je Loch und das Abstoppen der Farbreaktion mit 1 M H,SO, an.
Der Farbumschlag nach gelb konnte dann im Photometer bei 450 nm gemessen wer-
den. Es wurde keine Standardreihe mitgefihrt, so dass die Messwerte der optischen
Dichte miteinander verglichen und als MalR fiir die Bindungsstarke des jeweiligen Li-
ganden an das LBP gewertet wurden. Analog wurde beim Vergleich verschiedener
LBP-Varianten die optische Dichte als Mal fir die Bindungsstarke gegeniber dem

entsprechenden Bindungspartner gewertet und diese miteinander verglichen.

294 Biotinylieren von Antik6rpern

Fur die Detektion des humanen LBP standen keine passenden biotin-markierten Anti-
korper (Sekundarantikorper) zur Verfigung. Deshalb wurden zur Etablierung dieses
ELISA verschiedene polyklonale und monoklonale Antikorper erworben und biotinyliert.
Um Antikorper biotinylieren zu kénnen, mussten sie in einem Puffer geldst sein, der
keine amino-haltigen Gruppen, wie Tris, Glycin oder Azid enthielt. Diese Substanzen
wirden mit dem Biotin interagieren und die Reaktion stéren. Deshalb wurde in einem
ersten Schritt der geldste Antikdrper flr mindestens 4 h bei 4 °C gegen PBS, pH 7,4
dialysiert. Dazu wurde eine Petrischale mit sterilem PBS gefullt, eine semipermeable
Membran vorsichtig auf die Oberflache gelegt und die gewiinschte Menge Antikdérper-
I6sung auf die Membranoberflache pipettiert. Das Volumen betrug maximal 100 pl, um
zu verhindern, dass Antikoérperlédsung von der Membran in die Lésung floss. Nach der
Dialyse wurde die Antikoérperlésung in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal’ Gberfiihrt. Das Biotin
wurde in 100-fachem molekularem Uberschuss zum Antikérper dazugegeben. Die be-
noétigte Menge kann Uber das Molekulargewicht des Antikorpers (Miga = 150000 g/mol),
seine Konzentration und das Molekulargewicht von Biotin (Mgotin = 443,4 g/mol) be-
rechnet werden. Das Biotin wurde frisch in einer 100 mg/ml-Konzentration in DMSO
durch kraftiges Schutteln gelést und dann so in PBS verdiinnt, dass es gut pipettierbar
zu dem Antikérper dazu gegeben werden konnte, ohne diesen zu sehr zu verdlinnen.
Bei einem Antikdrpervolumen von 50 ul waren das 2 - 5 yl. Nach sorgfaltigem Mischen
wurde die Reagenzien bei 4 °C fir mindestens 12 h inkubiert. Der Biotin-markierte An-
tikdrper war dann verwendbar und wurde weiterhin bei 4 °C gelagert. Eine weitere Auf-
reinigung des Antikdrpers war nicht notwendig, da das Uberschissige Biotin zwar in der
Lésung verblieb, im ELISA jedoch nicht stérte, wie der Einsatz von Negativkontrollen

zeigte.
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3 Material und Gerate

31 Puffer, Medien und Lésung

Die Chemikalien wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe), Fluka (Deisenhofen) und

Sigma (Minchen) bezogen.

Bakterienkultur

LB-Flissigmedium 10 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Hefeextrakt
10 g NaCl
add 1 | Aqua dest
pH 7, 20 min bei 121 °C autoklavieren

LB-Agar 250 ml LB-Flassigmedium
3,75 g Agar-Agar
20 min bei 121 °C autoklavieren

Ampicillin 100 ug/ml, Zugabe erst nach Abkuhlen
des Mediums auf ca. 60 °C

SOC-Flussigmedium Invitrogen

SOB-Agar-Platten 1 % Agar

2 % Pepton
0,5 % Hefeextrakt
0,05 % NaCl
10 ml einer 10 mM KCI-Lésung auf 1 |
20 min bei 121 °C autoklavieren
10 ml 1 M MgCl,-Lésung auf 1 |
zugeben
SOB-Flussigmedium 2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NacCl
2,5 mM KCI
20 min bei 121 °C autoklavieren
10 mM MgSO, x 7 H,0
10 mM MgCl, x 6 H,O
Kaliumacetatlésung, pH 7,5 0,982 g Kaliumacetat in 9 ml Aqua
dest, pH auf 7,5 mit 2 M Essigsaure

einstellen, auf 10 ml auffillen mit Aqua
dest

1 ml-Aliquots bei -80 °C lagern
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FSB-Medium

Klonierung

5 x TBE-Puffer (1 1)

6 x DNS-Probenpuffer

DNS-GroRenstandard
Gene Ruler 100 bp Ladder
Gene Ruler DNS Ladder Mix

Fallungslésung (je Ansatz)

10 mM Kaliumacetat, pH 7,5
45 mM MnCl; x 4 H,O

10 mM CaCl, x 2 H,O

100 mM KCI

3 mM Hexaminkobaltchlorid
10 % Glycerin

nach Losung der Salze in 20 ml Aqua
dest, pH mittels 0,1 M HCL auf 6,4
einstellen, dann mit Aqua dest. auf 25
ml auffullen.

54 g Tris-Base
27,5 g Borsaure
3,79 0,5MEDTA

Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot

2 ul 3 M Natriumacetat pH 5,2
2 ul 100 mM EDTA pH 8

1 ul Glykogen

Aufreinigung von rekombinanten Proteinen

Saule (Kobalt-Sepharose)
Waschpuffer

Talon Waschpuffer
Elutionspuffer

Talon Elutionspuffer

Dialysepuffer
SDS-PAGE
Sammelgel, 4 %

(10 ml, entsprechend zwei groRen Ge-
len)

Talon Metal Affinity Resin
Talon Waschpuffer 1x, pH 8
5 x Equilibration/Wash Buffer
Talon Elutionspuffer 1x, pH 5
10 x Elution Buffer

PBS 1x,pH 7,4

7,54 ml Aqua dest

1,26 ml 1 M Tris, pH 6,8
1 ml 40 % Acrylamid

100 pl 10 % SDS-Lésung
100 pl APS

10 pl Temed
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Trenngel, 12,5 %

(30 ml, entsprechend zwei groRen Ge-
len)

SDS-Laufpuffer 10x

SDS-Laufpuffer 1x

4x Probenpuffer (reduzierend)

Coomassie-Lésung
Entfarbelésung

ProteingréRenstandard

Westernblot

Transferpuffer
Anode |

Anode |l

Kathode

Blockpuffer/Inkubationspuffer (PBS /
5 % Milchpulver)

Waschpuffer (PBS-T)
Substrat

ProteingréRenstandard

12,4 ml Aqua dest

7,6 ml 1,5 M Tris, pH 8,8
9,4 ml 40 % Acrylamid
300 pl 10 % SDS-Ldsung
300 yl APS

12 pl Temed

30,2 g Tris Base

188 g Glycin

add 1 | Aqua dest, pH 8,3
100 ml 10x Puffer

10 ml 10 % SDS-L6sung
add Aqua dest auf 1 |

10 ml 1 M Tris pH 6,8

3,1 g 1,4-Dithiotreit (DTT)
0,2 g Bromphenolblau

30 ml Glycerin

4 Tabletten Coomassie Brillant Blau
G250 in 250 ml der Entfarbeldsung

Methanol/Eisessig/Wasser (30/10/60;
vIviv)

See Blue Plus2 (Invitrogen)

0,3 M Tris

10 % Methanol

pH 10,4

25 mM Tris

10 % Methanol

pH 10,4

25 mM Tris

40 mM Glyzin

10 % Methanol

pH 9,4

PBS 1 x, frisch zugesetzt 5 % Trocken-
milchpulver

PBS 1 x, 0,05% Tween20

Super Signal West PICO Chemilumines-
cent Substrate, Pierce Thermo Fisher

Cruz Marker TM Molecular Weight Stan-
dards (Santa Cruz)
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Zellkultur

PBS pH 7,4
DMEM (HEK293)

Ham’s F12 Medium (CHO)

RPMI 1640 (Raw 264.7, THP1 und
PBMC)

Komplettmedium

Minimalmedium

FKS

Natriumpyruvat

L-Glutamin (Glutamax)
Penicillin/Streptomycin (100x)
Hygromycin B

Vitamin D3 (1a, 25-Dihydroxy-
cholecalciferol)

Zellstimulation

LPS von Salmonella minnesota Re
595

LPS von E. coli 0111:B4
Pam,Cys-Ser-Lys,
Pam;Cys-Ser-Lys,

ELISA

PBS 10 x

PBS-T
PBS-T/ 2,5 % FKS

PAA

Dulbecco’s Mod Eagle Medium, enthalt
Natriumpyruvat und Pyridoxin

PAA
PAA
PAA

DMEM, Ham’s F12 oder RPMI
10 % FKS

1 % Natriumpyruvat

200mM L-Glutamin

Penicillin/Streptomycin 1 x (entsprechend
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
Komplettmedium ohne FKS
Biochrom

PAA

PAA

PAA

PAA

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Sigma Aldrich, Taufkirchen
EMC Microcollection
EMC Microcollection

160 g NaCl

4 g KClI

28,8 g Na,HPO,

4,8 g KH,PO,

add 2 | Aqua dest.

PBS 1 x, 0,05 % Tween20

Waschpuffer, 2,5 % FKS frisch zugesetzt



Material und Geréte

51

Hepes-Puffer

Hepes/ 1%BSA

Hepes/ 0,1 % BSA
Substrat

Stopppldsung
Biotin

3.2 Antikorper

ELISA

biG412 (monoklonaler muriner anti-
hLBP-Antikdrper)

biG48 (monoklonaler muriner anti-
hLBP-Antikorper)

anti-hTNF-a (Erstantikorper)

muriner anti-hTNF-a, biotinyliert (Zwei-
tantikorper)

monoklonaler anti-hIL-8 (Erstantikrper)

monoklonaler anti-hIL-8, biotinyliert
(Zweitantikorper)

anti-hIL-1p (Erstantikorper)

polyklonaler anti-hIL-1p, biotinyliert
(Zweitantikorper)

monoklonaler anti-mTNF-a (Erstan-
tikrper)

monoklonaler anti-mTNF-a, biotinyliert
(Zweitantikorper)

monoklonaler anti-mIL-6 (Erstantikor-
per)

anti-mlL-6, biotinyliert (Zweitantikdrper)

Westernblot

monoklonaler Kaninschen-anti-hLBP
AK

0,05 M Hepes
0,15 M NaCl
pH7,4

Hepes-Puffer, 1 % bovines Serumalbumin,
Fraktion V, frisch zugesetzt

Hepes-Puffer, 0,1 % BSA frisch zugesetzt

TMB, Seramun Diagnostica GmbH, Hei-
desee OT Wolzig

1 M H,SO,
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Stock 1 mg/ml
Biometec, Greifswald

Stock 1 mg/ml
Biometec, Greifswald
Stock 0,5 mg/ml.
551220, BD Pharmingen
Stock 0,5 mg/ml

554511, BD Pharmingen
Stock 0,5 mg/ml
554716, BD Pharmingen
Stock 0,5 mg/ml
554718, BD Pharmingen
Stock 0,5 mg/ml

R&D Systems, USA
Stock 50 pg/mi

R&D Systems, USA
Stock 0,5 mg/ml
551225, BD Pharmingen
Stock 0,5 mg/ml
554415, BD Pharmingen
Stock 0,5 mg/ml
554400, BD Pharmingen

Stock 0,5 mg/ml
30936, BD Pharmingen

Xoma, USA
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biG42 (monoklonal Maus-anti-hLBP AK)  Biometec, Greifswald

polyklonales Kaninchenserum Biometec, Greifswald
polyklonales Kaninchenserum Abcam, USA
polyklonales Ziegenserum R&D Systems, USA
3.3 Standards, Primer und Enzyme
Standards
humanes LBP Stock 250 pug/ml
Biometec, Greifswald
humanes TNF-a Stock 1ug/ml
R&D Systems, USA
humanes IL-8 Stock 20ug/ml
BD Pharmingen
humanes IL-13 Stock 1 pg/ml
Cellconcepts, Umkirch
murines TNF-a Stock 2pug/ml
R&D Systems, USA
murines IL-6 Stock 100 pg/ml
Pepro-Tech
Primer

Alle Primer und Sonden wurden von den Firmen MWG-Biotech (Berlin) und TIB
MOLBIOL (Berlin) hergestellt.

PCR / Sequenzierung

pCEPfor 5-AGAGCTCGTTTAGTGAACCG
pCEPfor2 5-ATTGACGTCAATGGGAGTTC
EBVrev 5-GTGGTTTGTCCAAACTCA
EBVrev2 5-ATACCACATTTGTAGAGGTTT
LBPfor 5-TACAACAGAGATTGACAGTTT
LBPrev 5-GTAGACCATTTTGTTGTGTT
LBPintern 5-AAGGCATCTATCTCCAT
Mutagenese (mutierte Base ist hervorgehoben, Austausch C zu T)

c998t 5-AGCCAGGCTCTACCTCAACATG

AACCTGGAAC
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Antisense c998t

SNP-Analyse
LBP F
Primer R (=TIB-1)

LBP-Anker-Sonde (LNA, “locked nu-
cleotid acid”)

LBP-Sensor-Sonde

Enzyme und besondere Chemikalien

BamH1

10 x Puffer fir BamH1
CIAP

T4-Ligase

10 x Puffer flr T4-Ligase
EcoRV

Neb3 (Puffer fir EcoRV)
BSA 100 x (1:10 verdinnt)
Gentherm Tag-Polymerase
Gentherm 10 x Puffer
Gentherm 50 mM MgCI2
Gentherm dNTPs
Gel-Red

Streptavidin-HRP-Peroxidase-
Konjugat (POD)

3.4

Eukaryotische Zelllinien

HEK293 (humane embryonale Nie-
renzellen)

CHO (Chinesische Hamster-
Ovarzellen)

RAW 246.7
THP1

5-TCCAGGTTCATGTTGAGGTAGA
GCCTGGCTAA

CAACTTCCAGCTTTATCTGACTC
CACAAAGGCATCTATCTCCATATA

5-C+C+C AGT+TAG+CC—FL

(LNA sind die hinter dem + liegenden
Nukleotide)

5’-Red640-
GGCTCTACCCCAACATGAA—PH

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Rapidozym GmbH, Berlin
Rapidozym GmbH, Berlin
Rapidozym GmbH, Berlin
Rapidozym GmbH, Berlin
Biotium, USA

Stock 1 mg/mi
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Zelllinien, E. coli-Stamme und Plasmide

DSMZ, Braunschweig

DSMZ, Braunschweig

DSMZ, Braunschweig
DSMZ, Braunschweig
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E. coli-Stamme

JM 109 E. coli Promega
One Shot E. coli Invitrogen
Plasmide
pUC19 Invitrogen
pCEP4 Invitrogen
pUC19-LBP-wt AG Schumann, Charité Berlin
pCEP4-LBP-wt AG Schumann, Charité Berlin
pUC19-LBP-E94/95 AG Schumann, Charité Berlin
pCEP4-LBP-E94/95 AG Schumann, Charité Berlin
pUC19-LBP-c998t AG Schumann, Charité Berlin
pCEP4-LBP-c998t AG Schumann, Charité Berlin
3.5 Kommerzielle Kits und Lésungen
Mini-Prep (Invisorb Spin Plasmid Invitek, Berlin
Mini Two)
QIAquick PCR-Purification-Kit Qiagen, Hilden
Maxi-Prep (Endo Free Plasmid Maxi Qiagen, Hilden
Kit)
QIlAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QuikChange Il Site-Directed Stratagene, USA
Mutagenesis Kit
CEQ Dye Termination Cycle Se- Beckman Coulter, Krefeld
quencing Quick Start Kit (inkl. SLS-
Losung)
CEQ Separation Buffer Beckman Coulter, Krefeld
Genomelab Separation Gel LPA Beckman Coulter, Krefeld
FuGENE 6 Transfection Reagent Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
BCA Protein Assay Kit Pierce, USA
Gel Drying Kit Promega, Heidelberg
Ni-NTA Agarose Qiagen, Hilden
Kobalt-Sepharose (Talon Metal Affi- Clontech Takara Biocompany, USA

nity Resins), Puffer (5x Equilibrati-
on/Wash Buffer, 10 x Elution Buffer)
und Saulen (2 ml und 10 ml Dispo-
sable Columns)

Centricon Plus-20 Millipore, Schwalbach
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ProMax Albumin-Removal Kit

Restore™ Western Blot Stripping
Buffer

QlAamp DNS Blood Mini Kit

3.6 Spezielle Laborgerate

Elektrophoresekammer flir DNS
Elektrophoresekammer fir Proteine
Stromregler

Transferapparatur (Blotter)
12-Tube Magnet
Mikroliterspritze

Reusable Autoclavable Vaccu-
Pette/96™

Ultraschall-Desintegrator Sonifier

Ultraschallwasserbad
Thermomixer 5436
Vortexer REAX 2000

Photometer Spectra Fluor Plus (fir
Mikrotiterplatten)

BioPhotometer (fiir Klivetten)
SpeedVac Univap 100 H
Thermocycler
UV-Schnitttisch

Geldokumentationsanlage inkl.
Software GeneSnap

Kapillar-Sequenzierer CEQ 8000

Kapillar-Light Cycler inkl. Software
Version 3.5

3.7 Verbrauchsmaterial

Vacutainer

Dialyseschlauche
Einweg-Pipetten (5, 10 und 25 ml)
Kunststoff-Petrischalen

Pipettenspitzen (ungestopft)

Polysciences, Eppelheim

Pierce, Thermo Fischer Scientific, Bonn

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe
Biometra
Gibco BRL, Eggenstein

H. Holzel, Worth / Horlkofen
Qiagen, Hilden
Hamilton, Schweiz

Scienceware (Sigma Aldrich, Taufkirchen)

Branson (G. Heinemann), Schwabisch
Gmind

Unitra Unima, Olsztyn
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Kelheim

Tecan, Crailsheim

Eppendorf, Hamburg

UniEquip, Martinsried/ Miinchen
Biometra/Whatman, Géttingen
Vilber Lourmat, Eberhardzell

SynGene Bio Imaging Sys, Langenfeld

Beckman Coulter, Krefeld

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim

BD Bioscience, Heidelberg
Medicel

TPP, Schweiz

Sarstedt, Nimbrecht

Roth, Karlsruhe (100-1000 ul), Sarstedt,
Numbrecht (0,5-10 pl und 10-200 pl)
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Pitpettenspitzen Filtertips (0,5-10 ul)

Pipettenspitzen Multiguard (20-200
pl und 100-1000 pl)

Kunststoff-Reaktionsgefalie (bis 2
ml)

Polypropylenréhrchen (15 und 50
ml)

CELLine 350

Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten
96-Loch-Sequenzier-Platte
Mikrotiterplatte (weil3)
Immobilion-P (PVDF-Membran)
Centricon Ultracell YM-30
Glasgefalle

3.8 Verwendete Software
DeepView/ Swiss-PdbViewer Version
3.7
GraphPad Prism Version 4.0
Magellan Version 3
Microsoft®Office

Sequencher 4.6

Neolab, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht

Integra Bioscience, Schweiz
TPP, Schweiz

TPP, Schweiz

Beckmann Coulter, Krefeld
Nunc, Wiesbaden

Millipore, Schwalbach
Millipore, Schwalbach
Schott/Duran, Wertheim/Main

GlaxoSmithKline, Minchen

GraphPad Software, Inc, USA.
Tecan, Crailsheim

Microsoft Deutschland GmbH, Unter-
schleilheim

Gene Codes Corporation, USA
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4 Ergebnisse
41 Rekombinante Proteine
411 Allgemeine Beschreibung

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Varianten des LBP verwendet (Abb. 11). Als
LBP-wt wird im Folgenden das LBP bezeichnet, dass von Schumann et al. 1990 be-
schrieben und mir fir meine Arbeiten zur Verfigung gestellt wurde. Es lag im eukaryo-
tischen Expressionsvektor pCEP4 (pCEP4-LBPwt) vor. Als zweite Variante wurde in
den folgenden Untersuchungen das LBP-E94/95 verwendet. Dieses wurde zur Unter-
suchung der LPS-Bindungsstelle am LBP von Lamping et al. 1996 hergestellt und
stand mir fir diese Arbeit im prokaryotischen Vektor pUC19 (pUC19-LBP-E94/95) zur
Verfigung. In diesem LBP ist in der Aminosauresequenz an den Positionen 94 und 95
statt Arginin und Lysin jeweils Glutaminsaure eingebaut. Dies wird in der Nukleotidse-
quenz durch Austausch der Tripletts CGC (Arg94) und AAG (Lys95) gegen GAA (Glu)
bewirkt (siehe Anhang). Der Austausch der beiden basischen Aminosauren gegen die
saure Glutaminsaure fuhrt zu einem Funktionsverlust von LBP: Es kann nicht mehr mit
LPS interagieren. Fur die Expression des Proteins in HEK293- und CHO-Zellen wurde
es in den eukaryotischen Expressionsvektor pCEP4 kloniert (pCEP4-LBP-E94/95). Als
dritte Variante wurde das LBP-c998t entworfen, rekombinant exprimiert, aufgereinigt
und hier eingesetzt. Das LBP-c998t entspricht einer naturlich vorkommende Mutaton,
bei der es in der DNS-Sequenz durch einen Einzelnukleotidaustausch an Position 998
(Cytosin — Thymin) zu einem Aminosaureaustausch von Prolin zu Leucin an der Posi-
tion 333 kommt (siehe Anhang). Diese Mutante wurde bei Kindern entdeckt, die mit
normalen diagnostischen Methoden (IMMULITE®, Siemens ehemals, DPC Biermann)
kein LBP in ihrem Serum aufwiesen (Michael Kabesch, LMU Munchen, personliches
Gesprach). Es wurde durch Mutagenese des LBP wt im Vektor pUC19 hergestellt und
dann in den eukaryotischen Vektor pCEP4 kloniert (pCEP4-LBP-c998t). Alle LBP-
Varianten wurden in den eukaryotischen Zelllinien HEK293 und CHO mit Hilfe ver-
schiedener Zellexpressionsysteme exprimiert. Sowohl die unaufgereinigten Zellkultur-
Uberstande als auch das aufgereinigte Protein wurden in Bindungs- und Zellversuchen

eingesetzt.
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Prolin 333

Arginin 94

Abb. 11: Modelldarstellung des LBP wt mit den untersuchten Mutationen

Die dreidimensionellen Darstellungen des LBP wurden erstellt mit dem Programm Deep View
(Guex and Peitsch 1997). A- Ribbon-Darstellung des LBP-wt mit Lage der spateren Mutationen,
B- Mutagenese von Arginin94 und Lysin95 zu Glutaminsaure in LBP-E94/95, C- Mutagenese
von Prolin333 zu Leucin333 in LBP-c998t. B1 und C1 stellen die Zustande vor, B2 und C2 nach
der Mutagenese dar.

4.1.2 Protein-Expression in eukaryotischen Zellen

Die drei LBP-Varianten wurden in zwei verschiedenen eukaryotischen Zelllinien
(HEK293 und CHO) mit zwei unterschiedlichen Zellkultursystemen exprimiert. In der
regularen Zellkultur wurde der Zellkulturiiberstand in sterilen 50-ml-Reaktionsgefallen
Uberfiihrt und bei -20 °C gelagert. Das Volumen des Zellkulturiiberstandes betrug bei
Verwendung einer mittleren Zellkulturflasche (75 cm?) 25 ml pro Zellpassage (Zellen

verdinnen und mit neuem Medium versorgen). Das Versorgen der Zellen geschah in
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unserem Labor dreimal pro Woche. In den CELLine-Kulturflaschen kam es aufgrund
der besonderen Bauweise zu einer Aufkonzentrierung des LBP im Zelluberstand in
einem geringeren Volumen. Dies betrug pro Zellversorgung 4 ml und die Zellen wurden
nur einmal pro Woche passagiert. Hier wurde neben dem Zellkulturiberstand auch ein
Teil der Zellen aus den GefaRen entnommen und zusammen mit dem Uberstand auf-
bewahrt. Die Konzentration von LBP im Uberstand wurde mit dem hLBP-ELISA be-
stimmt. Die Ausbeuten waren dabei je nach Zelllinie und Protein sehr unterschiedlich
(Tab. 4). Die hochste Ausbeute ergab sich in beiden Systemen fir das LBP-wt, gefolgt
von LBP-c998t im CELLine-System. Vom LBP-E94/95 wurden nur sehr geringe Men-
gen in den verwendeten Zelllinien produziert. Aus diesem Grund ist es in den meisten

Versuchen nur in sehr kleinen Konzentrationen oder gar nicht eingesetzt worden.

Tab. 4: Konzentration der rekombinanten Proteine in pg/ml

Die rekombinanten Proteine LBP-wt, LBP-c998t und LBP-E94/95 wurden in verschiedenen
Zelllinien (HEK293 und CHO) mittels zweier verschiedener Expressionssysteme (Zellkultur und
CELLine 350) exprimiert.

LBP-Variante Kultivierung HEK293 CHO
LBP-wt Zellkultur 8,14 -
CELLine 350 - 3576,7
LBP-c998t Zellkultur 3,77 -
CELLine 350 6,30 1,3
LBP-E94/95 Zellkultur 0,06 -
CELLine 350 0,15 0,4
41.3 Aufreinigung

Die Aufreinigung der drei LBP-Varianten erfolgte mittels Affinitatschromatographie nach
einem Protokoll. Die Proteine wurden sowohl durch einen LBP-spezifischen ELISA
(Konzentration, Abb. 12 und 13a), als auch durch SDS-PAGE (Grésse, Menge, Abb.
13b) Uberpruft. Zuerst wurde der Zellkulturiberstand mit der Kobalt-Sepharose-Matrix
inkubiert. Der sechsfache Histidin-Anhang der rekombinanten Proteine bindet an das
Kobalt. Alle nicht gebunden Bestandteile, wie Zelltrimmer und Mediumzusatze wurden
durch mehrere Waschschritte von der Saule entfernt. Bei zu hoher Ausgangskonzent-
ration (LBP-wt) kam es durch ein Uberladen der Matrix vor, dass auch im Durchfluss
und in der Waschlésung das rekombinante LBP detektiert wurde. Das Protein wurde

mit einem pH 5-Puffer in Fraktionen von je einem Milliliter eluiert. Initial wurden 10
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Fraktionen gesammelt. Die héchsten Konzentrationen von LBP konnte dabei in den
Fraktionen 1-3 detektiert werden. Die Fraktionen 1 - 5 und 6 — 10 wurden fur die
LBPwt-Aufreinigung zusammengefasst (Abb. 13). Um Nebenwirkungen durch den sau-
ren pH-Wert in den Zellstimulationsversuchen zu vermeiden, wurde das Eluat Uber
Nacht gegen PBS mit pH 7,4 dialysiert.

200+

150+

LBP [ng/ml]
o
<

o
<

Ernte 1 2 1 2 3 4 5

Durchfluss Waschen Elution pH 5

Abb.12: LBP-Konzentration der Einzelschritte einer Proteinaufreinigung am Beispiel des
LBP-E94/95

Von links nach rechts ist chronologisch der Ablauf einer Proteinaufreingung aufgetragen von der
Ernte, Uber nicht an die Matrix gebundenes Material (Durchfluss), zu den zwei Waschschritten
und der Elution bei pH 5 in finf Fraktionen von je 1 ml. Die LBP-Konzentrationen wurden mittels
eines LBP-spezifischem ELISA ermittelt.

Dazu wurden die Fraktionen 1 - 5 und fir das LBP-wt auch die Fraktionen 6 - 10 verei-
nigt. Aufgrund der geringen Ausbeute sowohl bei den Ernten als auch bei der anschlie-
Renden Aufreinigung der LBP-Mutanten wurden die Proteine nachtraglich aufkonzent-
riert. Aus Grinden der Gleichbehandlung geschah dies auch fir das LBP-wt, obwonhl
hier schon das Eluat fur Versuche ausreichend hohe Konzentrationen enthielt. Durch
Zentrifugation in einem Reaktionsgefal® mit semipermeablem Filter der Ausschlussgro-
Re 30 kDa (Centricon, Millipore) wurde das Volumen des Eluats verringert. Die Verrin-
gerung des Ausgangsvolumens auf ein Zehntel (5 ml — 500 ul) flihrte zu einer Kon-
zentrationssteigerung um mindestens das 10-fache (Abb. 13). Die Starke des Aufkon-
zentrierens konnte durch Dauer und Geschwindigkeit des Zentrifugationsschrittes be-
einflusst werden, war jedoch durch die Menge des Ausgangsvolumens beschrankt. Die

Endkonzentration des LBP-wt lag durchschnittlich mindestens um ein zehnfaches hoé-
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her als bei LBP-c998t. Auch fir LBP-E94/95 wurde der Aufkonzentrierungsschritt

durchgefuhrt, ergab aber keine fur die Zellstimulation geeigneten Konzentrationen.

ad LBP [ng/ml]
200000 -
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10000 ~

0 m e

Ernte  Waschen Eluat Dialyse Konzentrat
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A e o-
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Abb. 13: Volistandiger Ablauf einer Aufreinigung am Beispiel von LBP-wt

LBP-wt wurde aus HEK293-Zellkulturiberstand aufgereinigt: a) LBP-Konzentrationen, die mit-
tels LBP-spezifischem ELISA ermittelt wurden, b) Nachweis von LBP im Westernblot mit LBP-
spezifischem polyklonalem Antikérper (abcam). Es wurden zwei Waschschritte durchgefihrt (1
und 2). Ab dem Eluierungsschritt bezeichnen 1 und 2 die zusammengefassten Elutionsfraktio-
nen 1-5und 6 - 10 von je einem Milliliter (Gesamtvolumen 5 ml). Diese wurden als zwei von-
einander getrennte Proben weiterbearbeitet (Dialyse und Aufkonzentrieren).

41.4 Versuche in E. coli

Parallel zur Expression der rekombinanten Proteine in den HEK293- und CHO-Zellen
wurden auch Versuche mit E. coli durchgeflhrt. Dazu wurden 100 ml-LB-Amp-

Flussigkultur mit 5 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C und 100 rpm in-
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kubiert. Ab einer ODgg von 0,4 - 0,5 (logarithmische Wachstumsphase) wurde die Pro-
teinexpression durch 2 pmol/ml IPTG induziert und danach wurden alle 30 min Proben
(1 ml) entnommen, pelletiert und in 100 pl PBS resuspendiert. 50 ul jeder Probe wur-
den auf ein SDS-PAGE aufgetragen und nach Transfer auf eine PVDF-Membran mit
LBP-spezifischen Antikérpern detektiert (Westernblot). Die Expression in den Bakterien
verlief deutlich schneller als in den eukaryotischen Zelllinien. Schon nach 30 min konn-
te fur das LBP-E94/95 ein Protein mit einer Grofle von 58 kDa detektiert werden (Abb.
14). Im eukaryotischen Zellsystem war dies aufgrund der geringen Expressionskon-
zentration nicht moéglich gewesen. Nach 90 min konnte das 58-kDa-Protein nicht mehr
detektiert werden. Zeitgleich wurden jedoch Fragmente mit einer Grofie von ca. 27 und
33 kDa sichtbar.

kDa M 30° 60 90 120° 150 M 30° 60 90 120° 150
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Abb. 14: Westernblot mit verschiedenen LBP-spezifischen Antikorpern

In diesem Westernblot wurde die Expression von LBP-E94/95 in E. coli mittels verschiedener
Antikdrper Uberprift (a: abcam und b: R&D).Auf jeder Membran ist an der linken Seite der Pro-
teingroBenstandard (M) in kDa aufgetragen, dann folgen je 50 ul Proben der Zeitpunkten 30,
60, 90, 120 und 150 min nach Beginn der logarithmischen Wachstumsphase (ODggonm = 0,4) der
Bakterien.

Das grofiere der beiden Fragmente (34 kDa) konnte auch fir die Mutante c998t und
das LBP-wt im E. coli-Expressionssystem gezeigt werden. Anfangs wurde auch hier
das vollstandige Protein (55 kDa) produziert (nicht gezeigt). Die Bande war dann je-
doch nicht mehr detektierbar und wurde nach 60 min (Abb. 15) vom 34 kDa-Fragment

abgel6st.
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Abb. 15: Westernblot mit LBP-spezifischem Antikérper (R&D) zur Expression von LBP

Dargestellt sind hier Westernblots zur Expression von LBP-wt (a) und LBP-c998t (b) in E. coli.
In der Spur M ist jeweils der Grolkenstandard aufgetragen. Die Proben (50 ul) wurden zu den
Zeitpunkten 0, 30, 60, 90, 120 und 150 min (nur fir LBP-c998t) am bzw. nach Eintritt in die lo-
garithmische Wachstumsphase der E. coli entnommen.

4.2 Bindungsverhalten der LBP-Varianten

Alle LBP-Varianten wurden auf ihr Bindungsverhalten gegentber verschiedenen Li-
ganden hin untersucht und miteinander verglichen. Vorversuche hatten gezeigt, dass
die Affinitat des aufgereinigten LBP gegeniber den verwendeten 96-Loch-ELISA-
Platten sehr hoch ist und auch durch verschiedenen Blockierungspuffer nicht unter-
bunden werden konnte. So wurden fir die Bindungsversuche keine aufgereinigten Pro-
teine verwendet, sondern das im Zellkulturiiberstand geldste LBP (Zellernte). Als TLR4-
Liganden wurden die Lipopolysaccharide LPS Re 595 von Salmonella (S.) minnesota
(R-LPS) und LPS B4:0111 von E. coli (S-LPS) getestet. Die verwendeten TLR2-
Liganden waren das diazylierte (LP2) und triazylierte (LP3) Lipopeptid. Fiir das LBP-wt
wurde die Interaktion mit LPS und Lipopeptiden bereits mehrfach beschrieben. Dies
konnte auch in unseren Versuchen bestatigt werden. Eine Bindung konnte abhangig
vom Liganden ab einer Konzentration von 10-100 ng/ml nachgewiesen werden (Abb.
16). Die Bindungskurve fur die rekombinanten Proteine zeigte einen stetig aufwarts-
steigenden Verlauf. Aufgrund der geringen Ausbeute der LBP-E94/95-Ernte in der Zell-
kultur konnten die Versuche fur diese Variante nur in einem eingeschrankten Konzent-
rationsbereich von 0 bis 300 ng/ml stattfinden. Innerhalb dieser Konzentrationen konn-
te keine Bindungsaktivitat des LBP-E94/95 gegenliber den Lipopeptiden oder den LPS-

Varianten festgestellt werden. Die Mutante LBP-c998t zeigte in diesem Bereich eine
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schwache Bindungsaktivitdt gegeniber LPS, es konnte jedoch keine Bindung an die

Lipopeptide festgestellt werden.
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Abb. 16: Bindung der LBP-Varianten an bakterielle Liganden

Es wurde das Bindungsverhalten von rekombinantem unaufgereinigtem LBP (LBP-wt: schwar-
zes Dreieck, LBP-c998t: weifles Quadrat und LBP-E94/95: grauer Diamant) gegenuber ver-
schiedenen auf einer 96-Loch-Flachboden-Platte immobilisierten TLR2- (LP2 und LP3) und
TLR4-Liganden (R- und S-LPS) untersucht. Die LBP-Konzentration (bis 300 ng/ml) war be-
schrankt durch die Menge an verfligbarem LBP-E94/95. Dargestellt ist je ein reprasentatives
Beispiel aus drei nacheinander durchgeflihrten Experimenten. Aufgetragen sind die Mittelwerte
+ Standardabweichung aus Doppelbestimmungen.

Um zu untersuchen ob der beobachtete Effekt konzentrationsabhangig ist, wurden die
Versuche fur das LBP-wt und LBP-c998t auch mit hdheren Konzentrationen (Abb. 17
bis 3 pg/ml) wiederholt. Auch hier zeigte sich verglichen mit dem LBP-wt eine vermin-
derte Bindung des LBP-c998t gegenliber den LPS-Varianten, eine Bindung an die Li-

popeptide konnte wieder nicht festgestellt werden.
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Abb. 17: Vergleich der Bindung von LBP-wt und LBP-c998t an bakterielle Liganden

Untersucht wurde das Bindungsverhalten von rekombinantem nicht aufgereinigtem LBP-wt
(schwarzes Dreieck) und LBP-c998t (weilRes Quadrat) gegeniiber verschiedenen auf einer 96-
Loch-ELISA-Platte immobilisierten TLR2- (LP2 und LP3) und TLR4-Liganden (R- und S-LPS)
mit LBP-Konzentrationen bis 3 pg/ml. Dargestellt ist je ein reprasentatives Beispiel aus drei
nacheinander durchgefiihrten Experimenten. Aufgetragen sind die Mittelwerte + Standardabwei-
chung aus Doppelbestimmung.

4.3 Die Mutante LBP-c998t

4.3.1 Populationsdaten zu SNP c998t

Mit Hilfe von SNP-Analysen kann man die Verteilung von Genvarianten in der Bevolke-
rung bestimmen. Der Polymorphismus c998t wird in der NCBI-Datenbank mit der
Nummer rs2232613 gefuhrt. Er wurde bisher in neun verschiedenen Kollektiven mit
relativ kleinen Fallzahlen (6-120 Patienten) untersucht, deren Daten in der Datenbank

hinterlegt sind (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=2231613). Der Poly-

morphismus kommt sowohl in europaischen, wie auch in afrikanischen bzw. afrika-

nisch-amerikanischen Bevodlkerungsgruppen in der heterozygoten Auspragung vor


http://www.ncbi/
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(Frequenz zwischen 0,125 und 0,2). Menschen mit homozygoter Mutation wurden nur
in zwei europaischen Kollektiven gefunden (Frequenz 0,017 und 0,056). Bei zwei Stu-
dien in asiatischen Kollektiven konnte die Mutation nicht detektiert werden. Wir unter-
suchten ein Kollektiv aus 627 freiwilligen gesunden europaischen Probanden, mit ei-
nem deutlich héheren Anteil von Mannern als Frauen (Tab. 5). Der SNP c998t kam mit
13,7 und 15,7 % (Allelfrequenz 0,072) in der heterozygoten Auspragung bei beiden
Geschlechtern annahernd gleich haufig vor. Es konnten keine Trager mit homozygoten
Allelen in unserem Kollektiv gefunden werden. Einigen Probanden wurde zur Serum-

gewinnung Blut abgenommen und dieses in Zell- und Bindungstests verwendet.

Tab. 5: Verteilung des SNP c998t in einem Kontrollkollektiv aus gesunden freiwilligen
Probanden

Der SNP ist in beiden Geschlechtern gleich verteilt. Homozygote Polymorphismustrager wurden
nicht gefunden. CC: homozygot LBP-wt, CT: heterozyogt, je ein Allel LBP-wt und ein Allel LBP-
c998t, TT: homozygot LBP-c998t

CC CT TT
Weiblich (161) 139 (86,3 %) 22 (13,7 %) 0 (0 %)
Mannlich (466) 393 (84,3 %) 73 (15,7 %) 0 (0 %)
Gesamt (627) 532 (84,8 %) 95 (15,2 %) 0 (0 %)
4.3.2 Bioinformatische Analyse

Zur theoretischen Untersuchung von Proteinen bzw. Proteinvarianten steht eine Viel-
zahl von Programmen online zur Verfligung. Viele von diesen sind unter

http://www.expasy.ch/tools/ zu finden. Uber Algorithmen versuchen sie, Vorhersagen

Uber die Auswirkung von Mutationen auf das biochemische oder biologische Verhalten
von Proteinen mit bekannter AS-Sequenz zu treffen. Fir die Mutante LBP-c998t wur-
den so einige Merkmale untersucht, um abzuschatzen, wie sehr die Mutation das Pro-

tein  verandert hat. Das Programm  ProtParam  (http://www.expasy.ch/

tools/protparam.html) macht u.a. Aussagen Uber das Molekular-gewicht, den theoreti-
schen isoelektrischen Punkt, die geschatzte Halbwertzeit und die Stabilitdt von Protei-
nen (Gasteiger et al. 2005). Bei diesen Untersuchungen gab es keine, bzw. nur sehr
geringe Unterschiede zwischen LBP-wt und LBP-c998t (siehe Anhang). So lag das
errechnete Molekulargewicht aufgrund des Aminosaureaustauschs fir LBP-wt bei
52,93 g/mol und fiir LBP-c998t bei 52,95 g/mol. Der isoelektrische Punkt, die Stabilitat

und die Halbwertzeit wurden als unverandert angegeben. Mit NetOGlyc
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(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) und NetNGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/ servi-

ces/NetNGlyc/) kbnnen Aussagen uber post-translationale Modifikationen durch Glyko-

sylierung getroffen werden (Julenius et al. 2005). Durch die Mutation c998t kam es
nicht zu einer Veranderung in der Anzahl der potentiellen Glykosilierungsstellen (siehe
Anhang).

LBP holo

- N
Asn334 postulierte
Restriktionsstelle

LBP ¥
d

Abb. 18: Modell des LBP-c998t

Darstellung der Tertiarstruktur des LBP-c998t (erstellt mit Swiss-Pdb-Viewer (Guex and Peitsch
1997)): a) Gesamtprotein mit Sekundarstrukturen (a-Helix: schwarz, B-Faltblatt: hellgrau) mit
Lage der Mutation c998t , b) und c¢) Detaildarstellung der Mutation mit angrenzenden Aminosau-
ren: b) unmutiert an Position 333 Prolin, ¢) mutiert: an Position 333 Leucin, d) postulierte Frag-
mente nach Restriktion an der neuen Restriktionsstelle.
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Das Programm Deep View (Download méglich von http://www.expasy.org/spdbv/) in

Kooperation mit der Internetseite Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org/) bietet

die Moglichkeit, eine raumliche Darstellung (Tertiarstruktur) des untersuchten Proteins
anzufertigen (Guex and Peitsch 1997). Diese dreidimensionalen Modelle, an denen
man auch den Austausch von Aminosauren simulieren kann, werden auf der Grundla-
ge von Rontgen-Kristallstrukturanalysen verwandter Proteine erstellt. Fur LBP wurden
die Informationen der kristallographischen Analyse von BPI als Basis verwendet. Der
Austausch der Aminosaure Prolin gegen Leucin an Position 333 fuhrte in diesem Pro-
gramm nicht zu einer Veranderung der Gesamtstruktur (Abb. 18 a - c¢). Das Vorhan-
densein bestimmter Aminosauren innerhalb eines Proteins beeinflusst die Moglichkeit
des Angriffs durch eine Proteinase. Nach dem Programm ,PeptideCutter®

(http://expasy.org/tools/peptidecutter/ (Gasteiger et al. 2005)) kénnten durch das Auftre-

ten von Leucin an der Position 333 (Abb. 18c und d) die Proteinasen Chymotrypsin,
Pepsin und Proteinase K die Peptidkette schneiden (siehe Anhang). Auch fur die davor
liegende Aminosaure Tyrosin 332 erweitert sich das Spektrum potentiell angreifender
Restriktionsenzyme. Durch eine Restriktion konnte das Protein in zwei Teile (AS 1 —
333 und AS 334 — 452) zerfallen. Die errechnete Grofle der Fragmente liegt bei 33,9
kDA fur die Aminosauren 1 - 333 (abzlglich der 25 AS des Signalpeptids und berech-
net mit einem ungefahren Molekulargewicht von 110 Da pro AS) und 15.8 kDa (AS 334
- 452). Zusammen ergibt sich damit die GréfRe fur unglykosiliertes LBP (50 kDa) wie es
in E. coli oder bei gehemmter Glykosilierung exprimiert werden wirde (Ramadori et al.
1990). Fir das LBP sind fiinf Glykosilierungsstellen vorhergesagt. Eine im Bereich der
AS 1 - 333 und 4 im Bereich der AS 334 - 452 (Schumann et al. 1990). Bei einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von 1,8 - 2 kDa fiir jede Glykol-Seitenkette mit ca.
10 verschiedenen Oligosacchariden (Oligosaccharide haben ein Molekulargewicht von
ca. 180-200 Da), erhoht sich die potentielle Grélke der Fragmente auf 35.7 kDa und 23
kDa. Ob es tatsachlich zur Restriktion kommt, ist abhangig von vielen au’eren Um-
standen, wie z.B. dem Vorhandensein der Proteinase, dem vorherrschenden pH-Wert

und der Temperatur.

Insgesamt scheint die Mutation c998t keinen gréReren Einfluss auf das Protein und
seine Struktur haben. Trotzdem wird diese LBP-Variante vom Programm ,PolyPhen
Report* als vermutlich schadigend eingestuft mit Auswirkungen auf die Struktur oder

die Funktion des Proteins (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/data /index.html und

Anhang).
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4.3.3 Darstellung der Mutante LBP-c998t im Westernblot

In der SDS-PAGE werden Proteine nach ihrer Gro3e bzw. ihrem Molekulargewicht auf-
getrennt. Man kann durch Anfarben mit Coomassie-Blau oder Detektion im Westernblot
Uberprifen, ob im Labor produzierte Proteine, wie z.B. Mutanten in ihrer GroRe noch
dem Original entsprechen oder ob es durch die eingefligte Veranderung zu Abwei-
chungen gekommen ist. Dabei stellt der Westernblot das sensitivere System dar und
hat zudem durch die Verwendung spezifischer Antikérper den Vorteil, dass man sich
bei Proteingemischen auf das relevante Protein konzentrieren kann. Beim Vergleich
der Proteine LBP-wt und LBP-c998t konnten so Unterschiede zwischen Original und
Mutante gezeigt werden. Je nach verwendetem Antikérper konnten fir das LBP-c998t
zwei Fragmente der GroRe 37 kDa und 23 kDa (Abb. 19) oder ein intaktes Protein auf
der Hohe der 55 kDa-Bande des GroRenstandards (Abb. 20) detektiert werden. Der
monoklonale Antikorper biG 42 erkennt zwar die zwei verschiedenen Glykosilierung-
formen des LBP-wt (Doppelbande bei 58 und 60 kDa), die Mutante wurde jedoch nicht
detektiert (Abb. 19).

kDa M c998t  wt M c998t  wt

188 r
62 4
w <« 58/60 kDa
% -
38
- <+— 37 kDa
28
— <+— 23 kDa
a b

Abb. 19: Darstellung von LBP-wt und LBP-c998t aus Zellkulturiiberstanden im
Westernblot

In den Westernblots wurden unterschiedliche Antikdrper verwendet: a: monoklonal (biG42), b:
polyklonal (Xoma). Es wurden je 50 pl Zellernte aufgetragen, die Probe fiir LBP-wt wurde auf-
grund der hoheren Ausgangs-konzentration vorher 1:50 in PBS verdiinnt, LBP-c998t wurde
unverdinnt verwendet. M: Proteingrofenstandard in kDa.



70 4  Ergebnisse

Die zwei kleineren Proteinbanden (23 und 37 kDa) passen in ihrer Grofde, genau zu
den in der biometrischen Analysen vorhergesagt nach der Restriktion an AS 333 ent-
stehenden Fragmente des LBP-c998t. Summiert entspricht dies mit 58,7 kDa der er-
warteten GroRe des LBP-wt, was ebenfalls die These unterstitzt, dass die gesamte
Peptidkette des LBP-c998t zwar gebildet wird, durch die Mutation jedoch in zwei Teile

zerfallt.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Zellkultursystem zur Expression der LBP-
Varianten verwendete. Um zu Uberprifen ob dieses einen Einfluss auf die Produktion
der Proteine hat, wurden die unterschiedlichen Zellkulturernten mittels Westernblot
verglichen. Es konnten keine Ungleichheiten festgestellt werden. Die Proteine unter-

schieden sich weder in der Grofie (Abb. 20) noch im Auftreten méglicher Fragmente.

CELLine Zellkultur
kDa M c998t

132 | ——
90 | —

43

s
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S

Abb. 20: Unterschiedlichen Methoden der LBP-Expression

Abgebildet ist ein Westernblot in dem verschiedene Methoden der LBP-Expression am Beispiel
des LBP-c998t verglichen werden. Detektiert wurde mit einem polyklonalen LBP-spezifischen
Antikorper (R&D). Aufgetragen wurden je Spur 50 pl Zellkulturiiberstand. In der Spur M ist ein
Proteingrofienstandard aufgetragen.

4.4 Beschreibung der humanen Seren

Der SNP rs2232613 von LBP kommt heterozygot in einer gesunden Population bei bis
zu 15 % der Beteiligten vor. Um die Ergebnisse aus den Versuchen mit rekombinanten
Proteinen zu Uberprufen, wurde einigen dieser Probanden Blut zur Serumgewinnung

enthommen. Zuséatzlich standen uns die Seren von Teilnehmern einer Studie der LMU
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Munchen (Michael Kabesch) zur Verfigung. Bei diesen Teilnehmern handelt es sich
um Kinder, die aufgrund einer Lungenerkrankung an der dortigen medizinischen Fakul-
tat behandelt wurden. Unter diesen befanden sich auch zwei Patienten mit homozygo-
tem Genotyp von LBP-c998t. Alle diese Seren wurden wie die rekombinanten Proteine
mit verschiedenen Methoden untersucht und getestet. Die durchschnittliche LBP-
Konzentration lag bei 5,4 ug/ml (2,3 - 8,4 pg/ml). Es konnten keine auffalligen Konzent-
rationsunterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen des LBP-c998t-Allels

festgestellt werden (Tab. 6).

Tab. 6: Serumkonzentration von LBP exemplarisch fiir 9 Probanden aus verschiedenen
Probandenkollektiven

IMH- freiwillige Probanden des Instituts fur Mikrobiologie der Charité, AG Ralf Schumann, M-
Probanden der LMU Munchen, AG Michael Kabesch mit Angaben zum Genotyp und der LBP-
Konzentration

Serum Genotyp LBP-SNP rs2232613 LBP-Konzentration in pg/ml
IMH15 CcC 8,4
IMH19 CcC 4,0
MO003 CcC 6,0
IMH14 CT 4,4
IMH43 CT 6,8
M004 CT 5,6
M0641225 1T 2,3
M2844165 1T 6,1
M3441039 1T 4,9
Mittelwert 54

Die Darstellung der humanen Seren in der SDS-PAGE erwies sich anfangs als schwie-
rig. Eine ahnliche Gréle wie das LBP hat das im Serum befindliche Serumalbumin (60
kDa). Aufgrund seiner hohen Konzentration von 35,2 bis 50,4 mg/ml (Dorner 2003),
Uberlagerte es das LBP und verhinderte eine gute Detektion im Westernblot. Oft zeigte
sich hier eine nach unten verdrangt wirkende Proteinbande, welche unter der erwarte-
ten GroRe lag. Durch eine vorherige Aufarbeitung des Serums, bei der das Albumin
depletiert wurde, liel sich dieses Problem jedoch weitgehend l6sen (Abb. 21). Durch
die Verwendung unterschiedlicher Antikbrper konnten verschiedene Phenomane beo-
bachtet werden. So konnten mittels des monoklonalen Antikdrpers biG42 fir die huma-

nen Seren aller Genotypen Proteinbanden der GréRe 58/60 kDa detektiert werden.
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Abb. 21: Westernblot von humanen Seren

In diesem Westernblot sind humane Seren unterschiedlichen LBP-Genotyps (hz- homozygote
LBP-c998t-Allele, ht- heterozygot bezuglich LBP-c998t, wt- Trager zweier LBP-wt-Allele) vor (1)
und nach Albumindepletion (2) dargestellt (3: ist der Durchfluss bzw. Waschpuffer). Detektiert
wurde mit dem monoklonalen anti-humanem LBP-Antikdrper biG42.

Serum
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Abb. 22: Westernblot von humanen Seren mit unterschiedlichem LBP-Genotyp

Die Seren wurden mit einem anti-LBP polyklonalen Antiserum (Xoma) detektiert. Plus- und Mi-
nuszeichen weisen auf die An- oder Abwesenheit des LBP-wt-Allels hin: +/+ homozygot LBP-wt,
+/- heterozygot fur LBP-998t und -/- homozygot fir LBP-c998t

Die Verwendung eines anderen polyklonalen LBP-Antikérpers (XOMA) flhrte zur Ent-
deckung einer einzelnen kleineren Proteinbande in den Seren von Probanden mit ho-
mozygotem LBP-c998t-Genotyp (Abb. 22). Die GroRe entspricht mit ungefahr 23 kDa
dem kleineren, der in den Westernblots mit rekombinantem LBP-c998t gefundenen

Fragmente.
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Abb. 23: Westernblots von humanen Seren und Bronchiallavage (BAL)

Im Westernblot wurden humanen Seren (a und b) und Bronchiallavage (nur b) von Probanden
mit unterschiedlichem LBP-Genotyp (Probanden-Kollektiv Miinchen) verglichen. Detektiert wur-
de mit einem polyklonalen anti-humanes LBP-Antiserum (abcam) (-/- homozygote LBP-c998t-
Allele, +/- heterozygot beziiglich LBP-c998t, +/+ Trager zweier LBP-wt-Allele). Die zwei BAL-
Proben auf dem unteren Gel (b) stammen von den gleichen Patienten, wie die Seren homozy-
goten LBP-c998t-Genotyps, die in den zwei Spuren davor aufgetragen sind.

Die Detektion mit dem polyklonalen anti-human LBP-Antiserum (abcam) ergab fir die
Seren von Probanden mit heterozygotem oder Wildtyp-Genotyp ebenfalls die erwartete
Doppelbande bei 58/60 kDa (Abb. 23). Fir die Seren mit homozygoten LBP-c998t-
Genotyp konnte hier kein Protein erkannt werden. Uberraschend war, dass bei den

Probanden mit homozygoten Genotyp in der Bronchiallavage (BAL) derselben Patien-
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ten im Gegensatz zu den Seren, die LBP-Doppelbande gezeigt werden konnte (Abb.
23b).

Es sollte anschlieRend gezeigt werden, ob die Seren im Bindungsversuch &hnliche
Ergebnisse zeigen wie die rekombinanten Proteine. Dabei wurden Seren von Proban-
den verglichen, die entweder das LBP-wt in homozygoter Auspragung trugen oder das
LBP c998t in heterozygoter oder homozygoter Auspragung. Wie in Abb. 24 exempla-
risch flr die Bindung an das LPS 0111:B4 dargestellt ist, lag die Bindungsstarke der
heterozygoten Seren zwischen denen des Wildtyp-Serums und des homozygoten Se-

rums.

OD [450 nm]

15 S-LPS

1.0

0.0- ’_—,__|

LBP rs2232613 +/+ +/- -/-

Abb. 24: Bindung von humanen Seren verschiedener LBP-Genotypen an S-LPS

Exemplarisch dargestellt, ist die Bindung von Seren (12,5 %) aller Genotypen an S-LPS
0111:B4, auf einer 96-Loch-Flachbodenplatte immobilisiert. Es wurden jeweils die Ergebnisse
von drei verschiedenen Probanden desselben Genotyps als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt.

Aus darstellungstechnischen Griinden sind die Experimente mit heterozygoten Seren
im Folgenden (Abb. 25) nicht gezeigt. In den Versuchen mit dem Serum gesunder Pro-
banden konnte die Bindung fur das LBP-wt-Serum ab einem Prozentsatz von 2 %
nachgewiesen werden. Dies entspricht bei einem durchschnittlichen LBP-Gehalt von 5
- 6 pg/ml einer Konzentration von 120 ng/ml und bietet damit eine gute Mdglichkeit des
Vergleichs zu den Ergebnissen mit den rekombinanten Proteinen. Die homozygoten
LBP-c998t-Seren zeigten, verglichen mit den Wildtyp-Seren, nur eine sehr schwache
Bindung an die LPS-Varianten und keine Bindung an die Lipopeptide (Abb. 25). Da-
durch wurden die Ergebnisse der Bindungsversuche mit rekombinanten Proteinen bes-
tatigt. Die Rest-Bindungsaktivitdt des LBP-c998t gegeniiber dem LPS ist jedoch
schwacher als bei den rekombinanten Proteinen. Im Vergleich zu den rekombinanten

Bindungsversuchen zeigte die Bindung der Seren ein Maximum bei 10 % Serum. Bei



4 Ergebnisse 75

weiterer Erhéhung der Serumkonzentration lag die gemessene ODysonm darunter. Die

Menge an gebundenem LBP verringerte sich also.
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Abb. 25: Bindung von Seren mit unterschiedlichem LBP-Genotyp an bakterielle Liganden

Bindungsverhalten von Seren mit verschiedenem Genotyp (homozygot LBP-wt entspricht LBP
+/+ und homozygot LBP-c998t entspricht LBP -/-) an die Liganden R-LPS (Re595), S-LPS
(0111:B4), LP2 und LP3. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von mindestens
drei Seren verschiedener Probanden.

4.5 Zellstimulation

In verschiedenen Zell-Stimulationsversuchen wurden sowohl die rekombinanten Prote-
ine als auch die Seren der genetisch verschiedenen Spender untersucht. Es sollte ge-
pruft werden, ob die Verwendung des LBP-c998t statt des LBP-wt zu einer Verande-
rung in der Signaltransduktion fihrt. Dazu wurden in verschiedenen Zellstimulationen
sowohl die rekombinanten Proteine, als auch die Seren der genetisch unterschiedli-
chen Individuen verwendet. Im Zellkulturiberstand wurden verschiedene Zytokine mit-
tels ELISA gemessen, je nach Zellart murin (RAW264.7) oder human (THP1 und Mo-

nozyten). Die innerhalb eines Versuchs verwendeten Seren hatten immer gleich lange
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Lagerungszeiten. Meist wurden sie sofort nach dem Aufbereiten in Aliquots bei -20 °C

eingefroren und erst zum Versuch wieder aufgetaut.

451 RAW264.7

RAW264.7 ist eine monozytare Mausmakrophagenzelllinie. Diese Zellen sind einfach
zu kultivieren und kénnen ohne Vorbehandlung oder Ausdifferenzierung stimuliert wer-
den. Sie wurden in FKS-freiem Medium in 96-Loch-Zellkulturplatten mit einer Dichte
von 4 x 10* Zellen pro Loch fiir 24 h kultiviert und dann fiir 24 h mit S-LPS 0111:B4 und
den Lipopeptiden LP2 und LP3 stimuliert. Die Stimulation erfolgte unter Zugabe von
verschiedenen Konzentrationen LBP-wt und LBP-c998t (Abb. 26) oder Serum (Abb.
27). Im Zellkulturiiberstand wurde mittels ELISA murines (m)TNF-a nachgewiesen. Auf
Versuche mit LBP-E94/95 wurde aufgrund der negativen Ergebnisse aus den Bin-
dungsversuchen und der geringen Verfiigbarkeit verzichtet. Die Konzentration des
verwendeten LBP-wt und LBP-c998t war aufgrund der geringen Aufreinigungsausbeute
fur das LBP-c998t auf maximal 100 ng/ml beschrankt. Die Verwendung héhere Kon-

zentrationen fihrte fur das LBP-c998t zu hohen Grundstimulationen in Versuchen ohne

Stimuli.
mTNF o [pg/ml] mTNF o [pg/ml]
125001 mELBP-wt 25000, LB
10000 LBP-cO98t 20000+
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Abb. 26: Stimulation von RAW264.7 mit bakteriellen Liganden und LBP

Nach Stimulation von RAW264.7 fiir 24 h mit LPS 0111:B4, LP2 und LP3 unter Zugabe von 100
ng/ml LBP-wt bzw. -c998t wurde die mTNFa-Sekretion mittels ELISA bestimmt. Dargestellt ist je
ein reprasentatives Beispiel aus drei nacheinander durchgefiihrten Experimenten. Aufgetragen
sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus Doppelbestimmung.

In den Zellstimulationsversuchen gezeigt werden, dass es bei steigender Konzentration
von LBP-wt zu einem deutlichen Anstieg der mTNF-a-Ausschittung kam, der fir die
Mutante LBP-c998t nicht oder nur schwach ausgepragt war. Dieser Effekt war auch

schon nach 4 h und bei anderen Ligandenkonzentrationen erkennbar (Daten nicht ge-
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zeigt), jedoch schwéacher ausgepragt. Fur die Stimulationsversuche mit Seren stand
nur das Serum von LBP-wt-Tragern und heterozygoten LBP-c998t-Tragern in ausrei-
chender Menge zur Verfigung, so dass zum Serum homozygoter LBP-c998t-Trager
keine Ergebnisse vorliegen. Schon die heterozygoten LBP c998t-Seren zeigten eine
deutlich eingeschrankte Aktivitat gegenuber den LBP-wt-Seren (Abb. 27). Dieser Effekt
variierte jedoch bei den einzelnen Liganden: Fir das S-LPS 0111:B4 und das LP2
konnte bei Verwendung von einprozentigem Serum keine Zytokinreduktion von LBP-
€998t gegenuber LBP-wt nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), ab 5 % jedoch
sehr deutlich. Im Vergleich dazu, war der Einfluss flir das LP3 deutlich schwacher oder
gar nicht vorhanden. Bei Verwendung von einprozentigem Serum konnte fir die Stimu-
lation mit LP3 noch ein leichter Unterschied zwischen LBP-wt- und LBP-c998t—
enthaltendem Serum detektiert werden, ab 5 %-Serum war dieser nicht mehr vorhan-
den(Abb. 27).
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Abb. 27: Stimulation von RAW264.7 mit bakteriellen Liganden und Serum

Nach der Stimulation von RAW264.7 fir 4 h mit S-LPS 0111:B4, LP2 und LP3 unter Zugabe von
Seren unterschiedlichen Genotyps (ht- Seren von Probanden mit heterozygotem LBP-c998t-
Allel, wt- Seren von Probanden mit homozygoten LBP-wt-Allelen) wurde mTNF-a im Zellkultur-
Uberstand mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung
eines reprasentativen Experiments von drei in Doppelbestimmung durchgefuhrten Versuchen.
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Es wurde auch murines IL-6 in diesen Zelluberstanden bestimmt (Ergebnisse nicht
gezeigt). Dieses war jedoch nach 4 h, dem in dieser Arbeit verwendeten Zeitrahmen
nur in geringen Mengen und nur bei hohen LPS-Konzentrationen nachzuweisen. In

diesen Fallen wurden die Ergebnisse der mTNF-a-Bestimmung bestatigt.

4.5.2 THP1

Im Gegensatz zu RAW264.7 handelt es sich bei den THP1-Zellen um eine humane
Monozytenzelllinie. Diese kann man durch Kultivierung in Vitamin D3-haltigem Medium
zu Makrophagen ausdifferenzieren. Im Zellkulturiiberstand wurden nach 20 h Stimula-
tion die Zytokine hlL-8 und hIL-18 gemessen. In diesen Stimulationsversuchen wurde
nur mit Seren und den bakteriellen Liganden kostimuliert (Abb. 28). In Vorversuchen
hatte sich gezeigt, dass die THP1-Zellen sehr sensibel auf die unterschiedlichen Aus-
gangskonzentrationen der LBP-Aufreinigungen reagierten. Der Unterschied betrug
durch die unterschiedliche Ernte- und Aufreingungsausbeute z.T. eine bis zwei Log-
Stufen (LBP-wt: 200 ug/ml versus LBP-c998t: 3 pg/ml, siehe auch 4.1.3).

Anhnlich wie in den RAW264.7-Zellversuchen konnte durch Gabe verschiedener Kon-
zentrationen LBP-wt-Serums die Zytokinsekretion der THP1-Zellen erhéht werden
(Abb. 28 a-c). Wurde den Zellen Serum mit heterozygotem LBP-c998t zugegeben,
blieb die hIL-8-Sekretion auf dem Niveau der Stimulation ohne Serumzusatz (Abb. 28 a
und c) bzw. war gegenlber den mit LBP-wt-Serum stimulierten Zellen deutlich verrin-
gert (Abb. 28 b). Fur die Stimulation mit LPS konnte noch ein weiterer Effekt beobach-
tet werden. Wurde die LPS-Konzentration erhéht (1 ng/ml), zeigte sich durch Zugabe
von Serum mit LBP-wt (1 und 5 %) nur noch eine schwache Erhéhung der Zytokin-
sekretion (Abb. 28 d). Der Hemmeffekt durch das heterozygote LBP-c998t-Serum war
sogar im Vergleich mit den Zellen ohne Serumzugabe immer noch zu erkennen. Bei
weiterer Erhéhung der Serumkonzentration (10 %) wurde er begleitet von einem eben-
solchen Hemmeffekt durch das LBP-wt-Serum. Die ermittelten Konzentrationen der
Zytokinausschuttung lagen sogar unter denen, die fir die Stimulation ohne Serumzu-

gabe ermittelt wurden.
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Abb. 28: Stimulation von THP1-Zellen mit bakteriellen Liganden und Serum

Die Zellen wurden mit Vitamin D3 fir 72 h ausdifferenziert und fir 20 h mit LP2 (a), LP3 (b) und
LPS 0111:B4 (c und d) unter Zugaben des Serums stimuliert. Die Stimulation zeigte eine unter-
schiedliche Wirkung der Seren mit homozygotem LBP-wt (LBP +/+) bzw. heterozygotem LBP-
€998t (LBP +/-) auf die hIL-8-Ausschittung durch THP1-Zellen. Der erste Wert (-) jeder Abbil-
dung zeigt die Stimulation mit den bakteriellen Liganden, aber ohne Zugabe von Serum. Darge-
stellt sind die Mittelwerte £ Standardabweichung eines reprasentativen Versuches aus drei in
Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen.

Wie auch fir die RAW264.7-Zellen sollte untersucht werden, ob die Stimulationsergeb-
nisse der THP1-Zellen spezifisch fur IL-8 sind oder ob der beobachte Effekt auch ande-
re Zytokine betrifft. Ein weiteres Zytokin, das von THP1-Zellen nach Stimulation ausge-
schittet wird, ist das hiL1-B. Es konnte in diesem Assay jedoch nur in sehr geringen
Mengen bestimmt werden. Die wenigen positiven hlL-1p-Messungen bestatigten je-
doch die hlL-8-Ergebnisse hinsichtlich aller beobachten Phanomene (Abb. 29).
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Abb. 29: Stimulation von THP1-Zellen mit bakteriellen Liganden und Serum

Bestimmung des Zytokin hIL-1p im Zellkulturiberstand von THP1-Zellen nach Stimulierung (20
h) mit LP2, LP3 und LPS in An- oder Abwesenheit von Serum verschiedenen Genotyps. Die
Zellen wurden mit Vitamin D3 fur 72 h ausdifferenziert und fur 20 h stimuliert. LBP +/+ steht fur
das homozygote Vorkommen von LBP-wt, LBP +/- steht fir das Vorhandensein eines Allels
LBP-wt und eines Allels LBP-c998t. Dargestellt sind die Mittelwerte = Standardabweichung ei-
nes reprasentativen Versuches aus drei in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen.

4.5.3 Humane Monozyten

PBMC wurden aus dem Blut freiwilliger gesunder Spender, die einen LBP-wt-Genotyp
besitzen, aufgereinigt. Um die oben genannten Probleme mit dem rekombinanten Pro-
tein zu umgehen, wurden auch hier nur die humanen Seren unterschiedlichen LBP-
Genotyps als LBP-Quelle genutzt. Verglichen wurden Seren von Probanden mit hete-
rozygotem LBP-c998t-Genotyp mit denen von Probanden mit LBP-wt-Genotyp. Die
TLR2-Liganden LP2 und LP3 und der TLR4-Ligand LPS wurden jeweils zusammen mit
1 % Serum fur 30 min bei 37 °C in Zellkulturmedium vorinkubiert. Anschlie®end wurden
die Ansatze fir 4 h mit den Monozyten inkubiert, um dann hTNF-a im Zellkulturiber-
stand zu bestimmen (Abb. 30). Die Zellen, die mit heterozygotem LBP-c998t-Serum
kostimuliert wurden, zeigten eine deutlich eingeschrankte Fahigkeit die hTNF-a-
Ausschittung zu verstarken im Vergleich zum LBP-wt-Serum. Dieser Effekt war, wie
schon in den Versuchen mit immortalen Zelllinien, fir alle verwendeten Liganden deut-
lich.
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Abb. 30: Stimulation humaner Monozyten mit bakteriellen Liganden und humanem Serum

Bestimmung des Zytokins hTNF-a im Zellkulturiberstand von humanen Monozyten nach Stimu-
lierung mit LP2, LP3 und LPS in An- oder Abwesenheit von Serum verschiedenen Genotyps
(LBP +/+ steht fur das homozygote Vorkommen von LBP-wt, LBP +/- steht flir das Vorhanden-
sein eines Allels LBP-wt und eines Allels fir LBP-c998t). Dargestellt sind die Mittelwerte + Stan-

dardabweichung eines reprasentativen Versuches aus zwei in Doppelbestimmung durchgefiihr-
ten Versuchen.
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5 Diskussion

5.1 Auswirkung und Bedeutung der LBP-Mutation c998t

In dieser Arbeit wurden erstmalig die funktionellen Auswirkungen eines natirlich vor-
kommenden Polymorphismus von LBP beschrieben. Die Mutation wurde bei Kindern
entdeckt, die bei Verwendung des in der Diagnostik iblichen LBP-ELISA (IMMULITE®,
Siemens ehemals, DPC Biermann) kein LBP im Serum zeigten. Daraufhin wurde das
LBP-Gen dieser Kinder sequenziert. Bei diesem Polymorphismus ist in der DNS-
Sequenz an der Position 998 ein Cytosin gegen Thymin ausgetauscht. Dies flhrt in der
Aminosauresequenz zu einem Wechsel der Aminosaure Prolin gegen Leucin an Positi-
on 333.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, verandert die Mutation c998t die Struktur
und Funktion von LBP. So zeigte das mutierte LBP (LBP-c998t) eine deutlich reduzierte
Bindung gegenuber S- und R-LPS und den synthetischen Lipopeptid-Analoga mit ver-
schiedener Azylierung. Dieser Effekt konnte sowohl fir das rekombinante Protein ge-
zeigt werden, als auch fiir humane Seren von freiwilligen Spendern, die Trager dieses

Polymorphismus (heterozygot oder homozygot) sind.

Die Darstellung des mutierten LBP mittels Westernblot weist daraufhin, dass die struk-
turelle Stabilitat des LBP-c998t beeintrachtigt zu sein scheint. So konnte zwar das Ho-
lo-Protein der GroRRe 58/60 kDa nachgewiesen werden, es tauchten jedoch sowohl im
rekombinanten Expressionssystem, als auch in den humanen Seren kleinere Fragmen-
te auf. Deren Molekulargewichte stimmen mit denen fiir eine Teilung des Proteins an
Position 333 ermittelten LBP-Teilstiicken (23 und 37 kDa) tberein und die Aufsummie-
rung dieser Fragmente entspricht der GesamtgroRe des LBP-wt (60 kDa). Dies lasst
auf einen Zerfall des mutierten Proteins schliessen. Eine genaue ldentifizierung der
Fragmente durch Sequenzierung wird hier Gewissheit schaffen und zurzeit unternom-
men. Die Tatsache, dass nie beide Fragmente im Serum gefunden werden konnten,
weist daraufhin, dass es wie Ublich bei degenerierten und funktionsbeeintrachtigten
Proteinen vermutlich zu einem weiteren Abbau der Fragmente kommt. Da auch in eini-
gen Seren homozygoter Polymorphismustrager das vollstadndige Protein nachgewiesen
werden konnte, scheint es wie bei der Expression in Zellinien dort ebenfalls initial ge-
bildet und ins Serum ausgeschuttet zu werden. Es ist jedoch offensichtlich instabiler als
das normale LBP und zerfallt oder wird durch Proteasen geschnitten. Analysen des

dreidimensionalen Modells von LBP-c998t zeigten keine Anderungen der generellen
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Tertiarstruktur. Die Faltung des Proteins scheint durch die Mutation nicht beeintrachtigt

Zu sein.

Mittels bio-informatischer Analysen wurde in der Aminosauresequenz des LBP-c998t
eine neue potentielle Restriktionsstelle fur die Proteasen Pepsin, Proteinase K und
Chymotrypsin identifiziert. Die Proteinase K, als Protease des Pilzes Tritirachium album
spielt hierbei sicher keine Rolle, die Proteinasen Pepsin und Chymoptrypsin kommen
als Verdauungsenzyme im Magen bzw. Dinndarm des Menschen vor. Des Weiteren
gibt es in menschlichen Zellen, auch den Immunzellen, Proteasomen, die zumindest
eine Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat aufweisen. Beim Abbau von Proteinen in den Pro-
teasomen kann es denn auch zu Zwischenprodukten kommen, die den von uns gefun-
denen Fragmenten entsprechen kénnten (Orlowski and Wilk 2000). Funktionelle Stu-
dien an genetischen Varianten des CYP2C8, einem Protein der Cytochrom P450
(CYP) -Familie, welches am Abbau von Medikamenten beteiligt ist, zeigten dass der
Austausch von Aminosauren neben verringerten Expressionsspiegel auch zu einer
erhohten Sensitivitat gegentiber Proteinase K fihren kann (Singh et al. 2008). Die Ur-
sache lag vermutlich in der Fehlfaltung des Proteins. Diese verursachte eine Anderun-
gen der Konformation, die den Zugang der Protease zu moglichen Restritkionsstellen
verbesserte. Dieser initiale Zerfall fuhrt dann zu Generierung proteolytischer Fragmen-
te, die nach dem Zusammenbruch der Tertiarstruktur weiter abgebaut wurden. Ob es
im Fall des LBP-c998t ebenfalls eine initiitale Restriktion ist, die dann zum Abbau des
Proteins fUhrt, konnte nicht abschlieRend geklart werden. Versuche mit verschiedenen
Proteinase-Inhibitoren wahrend der rekombinaten Proteinexpression und —aufreinigung

konnten diese vielleicht klaren.

Eine wichtige Rolle fur die Stabilitdt von Proteinen spielt neben der Aminosaurese-
quenz auch die post-translationale Glykosylierung. Sie erhdht generell die Stabilitat der
Proteine durch eine Verringerung der strukturellen Dynamik und verhindert deren pro-
teolytischen Abbau (Vegarud and Christensen 1975b, 1975a; Sola et al. 2007). Ein
Beispiel fur den Einfluss von Mutationen auf Glykosilierung und die strukturelle Stabili-
tat von Proteinen wurde kirzlich beschrieben (Meng et al. 2007). Dabei konnte fir eine
Genvariante des CD23, eines IgE-Rezeptors, gezeigt werden, das durch gezielte Mu-
tagenese eines Nukleotids (wie im LBP-c998t handelte es sich dabei um einen Cyto-
sin—>Thymin-Wechsel) vermutlich eine N-Glykosilierungsstelle am Protein verschwin-
det. Die fehlende Glykosilierung zeigte Auswirkung auf die Stabilitat und Funktion des
CD23. Im Gegensatz zu den fiur das LBP-c998t besprochenen moglichen neuen Re-
striktionsstellen, kommt es im CD23 jedoch zu Resistenzen gegeniber Proteasen, die

dieses Protein normalerweise schneiden kénnen. LBP verflgt Gber funf potentielle N-
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Glykosilierungsstellen (Schumann et al. 1990), an den Positionen 300, 350, 355, 386
und 394. Wie Analysen im dreidimensionalen Modell zeigten, liegt keine dieser Amino-
sauren in raumlicher Nahe zur Mutation (Daten nicht gezeigt), so dass die Glykosylie-

rung des LBP nicht gestort sein sollte.

Die Mutation LBP-c998t flihrt vermutlich also nur indirekt zum Verlust der Bindungsak-
tivitat. Sie hat wahrscheinlich vor allem Auswirkung auf die Gesamtstruktur und damit
indirekt auch auf alle anderen potentiellen Bindungsbereiche. Ein gut charakterisiertes
Beispiel waren hier die Phospholipide, deren zwei Bindungstaschen am LBP als in der
konkaven Seite der Bumerang-Struktur liegend vorgeschlagen wurden (Beamer et al.
1998). In Bindungsversuchen zwischen Phospholipiden und dem mutierten Protein
sollte es ebenfalls zu einer Beeintrachtigung kommen, obwohl die Mutation deutlich

auflerhalb der Phospholipidtaschen liegt.

Ein Nebenergebnis dieser Arbeit stellt das Verhalten des LBP-wt-Serums dar. Bei Ver-
wendung der Seren fiel auf, dass in ihren Bindungskurven mit dem LPS ab einer Se-
rumkonzentration von 10 % keine weitere Zunahme der Bindung auftrat wie bei den
rekombinanten Proteinen, sondern eine Hemmung. Mit einer zunehmenden Serum-
konzentration steigt nicht nur die Menge an verfigbarem LBP, sondern auch die Kon-
zentration anderer Serumbestandteile. Daraus resultieren zwei mdgliche Erklarungen:
Es konnte sich einerseits um eine direkte Hemmung der Aktivitat von LBP durch ande-
re im Serum vorhanden Molekille handeln. Solch ein Verhalten konnte flr negativ ge-
ladene Phospholipide gezeigt werden, die sowohl die LPS-induzierte TNF-a-Produktion
von Makrophagen inhibierten, als auch zu einer Reduktion des LBP-vermittelten LPS-
Transports und die Einbettung in Membranen flhrten (Mueller et al. 2005). Anderer-
seits sind im Serum auch andere LPS-bindende Substanzen enthalten, wie BPI und
I6sliches CD14, die ab einer gewissen Konzentration auch an das immobilisierte LPS
binden und mit dem LBP darum konkurrieren kénnten. Fur die Lipopeptide konnte ein
solches Verhalten nicht gezeigt werden. Hier stieg fur rekombinante Proteine und Se-

ren die Bindungsaffinitat mit steigender LBP-Konzentration immer weiter an.

Um zu untersuchen, ob die eingeschrankte Bindung von TLR2- und TLR4-Liganden an
LBP-c998t auch funktionelle Auswirkungen hat, wurden verschiedene Immunzelllinien
mit diesen Stimulanzien in An- und Abwesenheit von rekombinantem LBP bzw. huma-
nem Serum von Personen verschiedenen Genotyps stimuliert. Aufgrund der geringen
Verfligbarkeit von Seren mit homozygotem Genotyp, wurde auf ihre Verwendung wei-
testgehend verzichtet. Je nach Zelltyp wurden im ZellkulturGberstand die Zytokine TNF-
a, IL-6, IL-8 und IL-1B bestimmt. Die Verringerung der Zytokinsekretion war fir alle

verwendeten Liganden gleich deutlich, sowohl in der murinen, als auch in der humanen
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Zelllinie. Da immer wieder kritisiert wird, dass Zelllinien ein sehr kiinstliches System fir
funktionale Untersuchungen darstellen, wurden auch Versuche mit humanen Monozy-
ten freiwilliger Spender durchgefihrt. In den bisherigen Versuchen wurden hier nur die
Seren als LBP-Quelle verwendet. Auch in diesem System konnten die Ergebnisse zur
Reduktion der Zytokinsekretion bei Verwendung von mutiertem LBP (Serum von Spen-
dern die heterozygot fir den untersuchten LBP-SNP waren) bestatigt werden. Bei der
Verwendung des heterozygoten Serums wurde noch eine Restaktivitat festgestellt, die
Reduktion betrug ca. 50 %. Im Serum von Personen mit heterozygotem LBP-c998t-
Genotyp liegen je ein Allel flir das mutierte und ein Allel fir das LBP-wt vor. Vermutlich
werden beide im gleichen MalRe exprimiert. Die Restaktivitdt konnte Uber das vom
zweiten Allel gebildete funktional normale LBP vermittelt werden. Es gibt allerdings
auch Hinweise auf membrangebundenes LBP in Monozyten und Makrophagen (Miiller
et al. 2003). Da die aufgereinigten Monozyten von Spendern mit LBP-wt-Genotyp
stammen, kénnte membranares LBP-wt eine Restaktivitat vermitteln und so die Ergeb-
nisse beeinflussen. Um diesen Einfluss genauer zu untersuchen, ware es noétig Versu-
che mit den PBMC von Spendern mit heterozygotem LBP-c998t-Genotyp vergleichend
zu LBP-wt-Tragern und ohne den Zusatz externen LBPs durchzuflhren. Dies warin-
nerhalb dieser Arbeit nicht mehr mdglich, wird jedoch im Rahmen einer weiteren Dis-

sertation vorbereitet.

Im Laufe der Versuche gab es immer wieder Probleme mit der Verwendung des re-
kombinanten LBP-c998t. Es kam zu hohen Eigenstimulationswerten (ohne Zugabe von
Liganden), was Vergleiche mit dem Wildtyp-Protein erschwerten. Dies fuhrte aul3erdem
dazu, dass in dieser Arbeit nur die verstarkende Funktion von LBP auf die LPS-
Wirkung, die bei niedrigen Konzentrationen beobachtet wird, untersucht werden konn-
te. Einen Einfluss auf die ebenfalls beschriebene Funktion der LPS-Neutralisierung, die
bei hohen LBP-Konzentrationen auftritt, konnte mit den zur Verfiigung stehenden LBP-
Konzentrationen nicht gezeigt werden. Dieser Effekt ist erst ab Konzentrationen tber 1
Mg/ml zu beobachten (Hamann et al. 2005). Die Ursache flir dieses Problem liegt ver-
mutlich im Aufreinigungsprozess. Da das mutierte LBP nicht in denselben hohen Kon-
zentrationen wie das LBP-wt exprimiert worden war, wurde nach der Aufreinigung ein
Aufkonzentrierungsschritt eingefligt. Trotz der spezifischen Aufreinigung Uber einen
sechsfachen Histidinanhang waren im Eluat vermutlich noch Verunreinigungen enthal-
ten. Dabei konnte es sich z.B. um Albumin aus dem FKS der Zellkultur handeln, wel-
ches im Serum in sehr hohen Konzentrationen vorhanden ist (Dorner 2003). Diese
Verunreinigungen wurden dann mdglicherweise zusammen mit dem LBP aufkonzent-

riert. Einen Hinweis auf eine derartige Proteinverunreinigung lieferte der Vergleich von
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Proteinkonzentrationsdaten aus dem LBP-spezifischen ELISA und einem Test zur
Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration (BCA). Dabei wiesen LBP-wt und LBP-
c998t Proteinkonzentrationen auf, die jene des spezifischen ELISAs weit Ubertrafen
(Daten nicht gezeigt). Sollte es sich bei dem verunreinigenden Protein tatsachlich um
Albumin handeln, kénnte eine Albumindepletion wie bei den Seren flir die Westernblots
helfen. Man kdnnte auch versuchen, dem Problem schon sehr friihzeitig, wahrend der
rekombinanten Expression dadurch entgegenzuwirken, dass flr die Zellkultur ein se-
rumfreies Kulturmedium, welches speziell auf die Bedirfnisse der Proteinexpression

abgestimmt ist, verwendet wird.

Wie die Zellstimulationsversuche gezeigt haben, beeinflusst die hier beschriebene Mu-
tation des LBP die Signaltransduktion Gber TLR2 und -4 und die daran anschlieRende
Immunreaktion. Die Ausschittung wichtiger inflammatorischer Zytokine, wie TNF-a
bleibt aus. Eine der Hauptaufgaben von LBP ist jedoch die Sensibilisierung des Orga-
nismus gegenuber Bakterien und die daraufhin erfolgende Einleitung der Immunant-
wort. Findet dies nicht mehr statt, kbnnen sich Mikroorganismen langer als normal
vermehren und ausbreiten und den Organismus potentiell schadigen. Dies kann Aus-
wirkungen auf die Art und Weise, wie Krankheiten bekdmpft werden, haben. Wahrend
es fur den Transfer LPS-CD14-TLR4/MD2 nur LBP als interagierendes Protein gibt,
sind fUr die Signaltransduktion LP-TLR2 verschiedene Interaktionspartner beschrieben
worden. So sind neben LBP noch mindestens zwei weitere Proteine beschrieben, die
verstarkend auf die Signaltransduktion durch TLR2 wirken: Vitronectin und CD36.
CD36 interagiert spezifisch mit dem diazylierten Lipoprotein Malp2 und LTA (Hoebe et
al. 2005). Beides sind Diglyzeride und ihre Signaltransduktion wird Giber TLR2/6 vermit-
telt. Das Vitronectin hingegen verstarkt die Signaltransduktion von triazylierten Lipo-
peptiden Uber den TLR2/1-Komplex (Gerold et al. 2008). Diese Unterschiede in der
Verfuigbarkeit von Immunantwort-verstarkenden Proteinen, kdonnte eine Erklarung bie-
ten fur SNP-Analyse-Daten, die im Rahmen einer weiteren Dissertation (K. Gurtler,
unverdffentlicht) in unserem Labor erhoben wurden. An der Studie waren 426 Patienten
einer chirurgischen Intensivstation beteiligt. Diesen wurde vor der Operation Blut ent-
nommen, dass auf das Vorhandensein des SNP rs2231623 hin untersucht wurde. Es
wurden Daten zu aufgetretenen Infektionen und daraus resultierenden Komplikationen,
wie Sepsis erhoben und mit den SNP-Ergebnissen korreliert (Abb. 31). Von den 426
Patienten trugen 61 den hier untersuchten LBP-SNP (57 heterozygot, 4 homozygot),
was einer Allelfrequenz von 0,076 entspricht und damit keinen signifikanten Unter-
schied zu den Daten des Kontrollkollektivs darstellt (Tab. 7 Berlin, Allelfrequenz 0,072).

Patienten mit der LBP-Mutation zeigten eine deutlich héhere Mortalitat in Abhangigkeit
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vom verursachenden Pathogen und dem Ort der Entziindung. Der Effekt war am deut-
lichsten in Patienten mit einer von Gram-negativen Bakterien verursachten Pneumonie.
Die Mortalitat war hier statistisch signifikant erhéht (p=0.02, Abb. 32). Das Fehlen eines
funktionellen LBP kdnnte somit deutlich groRere Auswirkungen auf eine Infektion mit
Gram-negativen Erregern, als auf eine Infektion mit Gram-positiven Erregern und ihren
Verlauf haben, obwohl die funktionellen Daten fiir die Bestandteile beider Bakterien-

gruppen eine Beeintrachtigung in der Signaltransduktion zeigen.

Mortalitét [%]
40 - * * *
E  \WVildtyp

30 1 [T SNPrs2231623

20 ]
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. 10 1IN

alle septische Komplikation Pneumonie

alle nur Gram- alle  nur Gram-
n=426 n=236 137 n=101 n=60

Abb. 31: Einfluss des LBP SNP rs2232613 auf Pneumonie

Das Tragen des LBP-SNP rs2232613 hat einen negativer Einfluss auf den Verlauf von Gram-
negativer Pneumonie bei Patienten einer Intensivstation. Die Daten wurden mittels RT-PCR
erhoben (siehe 2.2). Die statistische Auswertung wurde mit dem Mantel-Haenzel-Test durchge-
fuhrt. * statistisch signifikant mit p < 0.05

Schon langer war bekannt, dass auch Epithelzellen der Lunge LBP synthetisieren kon-
nen (Dentener et al. 2000). Aber erst kurzlich wurde gezeigt, das es nach einer lokalen
Infektion der Lunge sowohl dort als auch systemisch zur Bildung von LBP kommt
(Gamble et al. 2008). Das Plasma-LBP wurde in der Leber gebildet, initiiert durch von
der Lunge gebildetes IL-6. Die Daten der LBP-SNP-Analyse unterstitzen die Wichtig-

keit der Lunge als Initiator einer Immunantwort.

Zu Beginn der Untersuchungen zum LBP-SNP rs2231623 haben wir seine Verbreitung

in der gesunden Bevdlkerung bestimmt (Tab. 7 Berlin).
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Tab. 7: Verbreitung des SNP rs2231623 im LBP in gesunden Populationen

Wahrend sich die Studienpopulation Berlin weitestgehend aus Probanden zwischen 20 und 60
Jahren zusammensetzt (Oh et al. 2008), handelt es sich bei den Probanden der Studien Dres-
den und Minchen um Kinder der 4. Klassenstufe im Alter von 9-11 Jahren (Kormann et al.
2008).

Studienpopulation CC CT TT
(Anzahl Probanden)

Berlin (627) 532 (84,8 %) 95 (15.2 %)

Dresden (1940) 985 (86,25 %) 151 (13.22 %) 6 (0,53 %)
Munchen (1159) 1608 (83, 79 %) 303 (15,79 %) 8 (0,42 %)

In einem Probandenkollektiv von 627 Freiwilligen und Blutspendern wies der unter-
suchte SNP eine Allelfrequenz von 0,072 auf. Dies entspricht den bisher veréffentlich-
ten Daten (NCBI-Datenbank) kleinerer Kollektive. Der SNP ist in beiden Geschlechtern
gleich verteilt. Es wurden keine homozygoten Polymorphismustrager gefunden. Beim
Vergleich unserer Daten mit denen der Arbeitsgruppe Kabesch aus Minchen (Tab. 7
Dresden und Minchen) fiel auf, dass dort homozygote SNP-Trager entdeckt wurden.
Wahrend sich unser Kollektiv aus Menschen zwischen 20 und 60 Jahren zusammen-
setzte (Oh et al. 2008), bestanden die Kohorten Miinchen und Dresden aus Kindern
der vierten Klasse im Alter von 9-11 Jahren, deren DNS im Rahmen von Vergleichsstu-

dien entnommen worden war (Kormann et al. 2008).

Das Fehlen der homozygoten Mutation (LBP-SNP rs2231623) in der Erwachsenen-
Kohorte, kdnnte dadurch erklart werden, dass sie einen Risikofaktor auf dem Weg zum
Erwachsensein darstellt. Die Ergebnisse der funktionellen Analyse, die Verbreitungsda-
ten und die bisher erhoben Daten zur Korrelation des SNP rs2231623 weisen auf einen
negativen Einfluss des Polymorphismus auf die Fahigkeit des Wirtes Krankheiten zu
erkennen und zu bekampfen hin. Dies unterstlitzt auch die Aussage des Proteinanaly-
seprogramms PolyPhenReport, dass diese Mutation eine als schadigend einzustufen-

de Veranderung des LBP mit sich bringt.

Ein weiterer zu betrachtender Aspekt beschaftigt sich mit der Rolle des LBP in der La-
bordiagnostik. Die Tatsache, dass ein Protein, bei einem Teil der Bevdlkerung mittels
diagnostischer Routine-ELISA nicht detektierbar ist, sollte Auswirkungen auf seinen
Wert als diagnostischen Marker haben. LBP wurde lange Zeit als prognostischer Mar-
ker fur Sepsis und septische Komplikationen diskutiert (Schumann and Zweigner
1999). Sollten sich unsere Ergebnisse bezlglich der Detektierbarkeit von LBP-c998t
mittels Routine-ELISA bestadtigen, kann dieser fur einen, wenn auch kleinen Teil der

Bevolkerung nicht verwendet werden. Und dieser kleine Teil (homozygote SNP-Trager)
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betrifft ausgerechnet Kinder, flr die der Wert von LBP als prognostischer Marker fir
eine bakterielle Sepsis auch in neueren Studien nachgewiesen werden konnte
(Pavcnik-Arnol et al. 2007; Ubenauf et al. 2007). Fir den Bereich der Erwachsenen-
diagnostik wurde LBP als prognostischer Marker schon langer in Frage gestellt
(Pavcnik-Arnol et al. 2004) und andere an der Inflammation beteiligte Proteine, wie das
CD36 und IL-6 wurden diskutiert (Gaini et al. 2008). Zudem ist noch unklar, wie die
Messungen im Falle des heterozygoten Vorkommens des LBP-SNP aussehen, und
dies betrifft immerhin ca. 15 % der Bevolkerung. Hier werden mdéglicherweise verringer-
te Konzentrationen nachgewiesen, die, da der LBP-Spiegel unterschatzt wirde, zu

Falschdiagnosen flihren kénnten.

5.2 Interaktion der TLR-Liganden mit LBP

In zweiten Teil dieser Arbeit ging es um die Betrachtung des Akutphaseproteins LBP
und seiner Interaktion mit TLR2- und TLR4-Liganden. Es ging darum, zu beurteilen, ob
diese strukturell sehr verschiedenen Molekile die gleiche Bindungsstelle von LBP ver-
wenden oder ob es mehr als eine Interaktionsstelle fir Liganden gibt. Die Bindungs-
stelle fur LPS wurde 1996 von Lamping et al. beschrieben. In Kompetitionsversuchen,
in denen verschiedene LBP-Peptide mit dem LBP um das LPS konkurrierten, konnte
gezeigt werden, dass der Bereich um die Aminosauren Arginin 94 und Lysin 95 essen-
tiell fir die Interaktion mit LPS ist und ein Austausch dieser Aminosauren gegen die
negativ geladene Glutaminsdure zu einem voélligen Funktionsverlust des LBP flihrt
(LBP-E94/95). Diese LBP-Mutante konnte kein LPS mehr binden, der Weitertransport
zum CD14 und die Signalkette, welche normalerweise zur Ausschittung pro-
inflammatorischer Zytokine fiihrt, waren unterbunden. Dass auch TLR2-Liganden, wie
LTA (Schréder et al. 2000) mit LBP interagieren, erweiterte dessen Funktionsspektrum
erheblich und es stellte sich die Frage, wie dies durch ein einziges Molekul vermittelt
werden kann. Erste Hinweise auf eine gemeinsame Bindungsstelle von TLR2- und
TLR4-Liganden gab es durch Kompetitionsversuche mit synthetischen Lipopeptid-
Analoga und LPS um die Bindung an LBP (Schrdder et al. 2004). Bei der gleichzeitigen
Inkubation von LBP und den als TLR2-Liganden bekannten Lipopeptiden mit immobili-
siertem LPS, waren nur die diazylierten Lipopeptide fahig, die Bindung von LBP an
LPS zu unterdricken. Dies weist auf eine gemeinsame Bindungsstelle hin. Fir das
triazylierte Lipopeptid konnte dies nicht gezeigt werden. In vorhergehenden Untersu-
chungen, war jedoch fir beide Lipopeptide eine Bindung an das LBP und dadurch eine
Verstarkung ihrer immunstimulatorischen Fahigkeit gezeigt worden. Es stellt sich nun

die Frage, ob es tatsachlich eine zweite Bindungsstelle flir das LP3 am LBP gibt, oder
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ob das mangelnde Kompetitionsvermégen nur durch eine niedrigere Affinitat des LP3
zum LBP verursacht wurde. In der vorliegenden Arbeit wurden fir die Untersuchung
dieser Fragestellung zwei verschiedene LBP-Mutanten vergleichend zum Wildtyp-
Protein verwendet. Die Mutationen LBP-E94/95 und LBP-c998t stellen Veranderungen
an entgegengesetzten Seiten des postuliert Bumerang-férmigen LBP dar. Diese Berei-
che sind durch unterschiedliche Funktionen charakterisiert. Die Mutation E94/95 liegt
N-terminal im Bereich der LPS-Bindungsstelle des LBP. Mit der dazugehérigen Mutante
(LBP-E94/95) konnte durch die hier vorgelegte Arbeit gezeigt werden, dass die Amino-
sauren 94 und 95 ebenso essentiell fur die Interaktion mit den TLR2-Liganden LP2 und
LP3 sind, wie fir das LPS. In Bindungsversuchen mit immobilisiertem LPS und Lipo-
peptiden wurde gezeigt, dass bei Verwendung des LBP-E94/95 keine Bindung mehr
stattfand. Aufgrund der geringen Ausbeute in der Ernte des LBP-E94/95 konnte dies
nur bis zu einer Konzentration von 300 ng/ml LBP untersucht werden. Unsere und die
Ergebnisse von Schrdder et al. 2004 scheinen darauf hinzudeuten, dass es fur die ge-
meinsame Bindungsstelle von LBP Abstufungen hinsichtlich der Affinitat der Liganden
gibt. Die starkste Bindung weist das LPS auf, gefolgt vom diazylierten Lipopeptid und
dem triazylierten Lipopeptid. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es beim Ein-
satz héherer Konzentration noch zu einer Restbindungsaktivitdt kommt, die jedoch
deutlich unter der des LBP-wt liegen wirde. Leider war es aufgrund der geringen Aus-
beute bei der Zellkultur nicht méglich, diese Mutante aufzureinigen und in adaquaten
Konzentrationen in Zellstimulationsversuchen einzusetzen. Es ware interessant zu se-
hen, ob es auch hier zu einem kompletten Ausfall der Proteinfunktion kommt oder ob

noch Aktivitat vermittelt wird.

Die Ursache fur die geringe Expression der Mutante LBP-E94/95 liegt vermutlich nicht
in der angewandten Methode begriindet. Die Nukleotidsequenz wurde Uberprift und
die Verwendung des fiir die Proteine LBP-wt und -c998t erfolgreichen Expressionssys-
tems sollte ein Beweis fur die Funktionalitat und Qualtitdt desselben sein. Allerdings
gab es auch bei dieser Expression deutliche Konzentrationsunterschiede in der Aus-
beute. Schon in friiheren Arbeiten unseres Labors zur Expression von LBP und daraus
abgeleiteten Mutanten kam es zu Ungleichheiten in der Expressionseffizienz. Vor allem
bei der Expression von Mutanten ergaben sich geringere Expressionsspiegel, so dass
eine weitere Verwendung ausgeschlossen werden musste (Latz 2001). Es ist mdglich,
dass durch die Mutation Kontrollmechanismen der Zelle aktiviert werden, die entweder
auf Translations- oder auf Transkriptionsebene die Expression ver- bzw. behindern.
Dies soll im natlrlichen System vermutlich verhindern, dass degenerierte und dadurch

moglicherweise inaktive oder schadliche Proteine in den Zellstoffwechsel oder den
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Organismus gelangen. Andere Systeme zur Expression von Proteinen stellen E. coli,
Hefezellen und das Bakulovirus/Insekten-Zellsystem dar. Die Expression in E. coli ist
wegen der nicht zu vermeidenden LPS-Kontamination nicht ratsam, wurde jedoch in
einzelnen Untersuchungen zum LBP schon erfolgreich verwendet (Kohara et al. 2006).
In E. coli werden allerdings keine post-translationalen Modifikationen durchgefiihrt, was
Auswirkungen auf die Funktionalitat der Proteine haben kann. Da sowohl die Hefe-, als
auch die Insekten-Zellen eukaryotisch sind, besteht in beiden Systemen die Moglich-
keit der post-translationalen Modifikation. Die Unterschiede liegen hier im Aufwand, der
Ausbeute und kleineren Unterschieden der Modifikationen (Sarramegna et al. 2003).
Das Hefe-Zellsystem ist relativ anspruchslos, preiswert und einfach in der Handha-
bung. Die Zellen unterscheiden sich jedoch in der Komposition und Quantitat der N-
Glykosylierung und auch in der Zusammensetzung der Lipide der Hefemembran ist
eine andere. Dazu kommt, dass die Zellen von einer Zellwand umgeben sind, die es
aufzubrechen gilt, bevor Proteine extrahiert werden kénnen. Das Bakulovirus-Insekten-
Zellsystem ist aufwendig und teuer in der Handhabung. Wenn es angepasst ist an das
jeweilige Protein und unter optimalen Bedingung lauft, kann es jedoch zu deutlich ho-
heren Expressionsraten fihren. Dies kann unter Umstanden zu einem Nachteil wer-
den, wenn es den Zellen nicht moéglich ist, die post-translationalen Modifikationen, wie
Glykosylierung und Phosphorylierung im selben Malie wie die Expression durchzufiih-
ren. Dies wirde zu einem Proteingemisch mit unterschiedlichen Modifikationen flihren.
Es gilt also bei der Entscheidung flir ein Expressionssystem genau abzuwéagen, ob
hohe Expressionslevel oder eine einheitliche Proteinlésung wichtiger sind. Das natir-
lichste System stellt diesbezliglich immernoch die Expression in Saugetierzellen, wie
HEK293- oder CHO-Zellen dar, wie sie in dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, aber mit

den oben genannten Einschrankungen.

Die Verwendung der zweiten Mutante (LBP-c998t) ergab keine weiteren Hinweise be-
zUglich der Hypothese von einer gemeinsamen Bindungsstelle der Lipopeptide und des
LPS am LBP. Die Mutation liegt an einer Stelle, welche die direkte Bindung von LBP mit
dem LPS nicht beeinflussen sollte. Sie wirde eher in die anschlieliende Interaktion mit
dem CD14 eingreifen. Wie in 5.1 beschrieben, sind die Veranderungen im Bindungs-
verhalten des LBP gegenuber den Liganden eher auf Beeintrachtigungen in der Struk-

tur zurtckzufuhren, als auf eine tatsachlich geschwéachte Interaktion.

Es stellt sich die Frage, wie die Bindung der unterschiedlichen Molekiile LPS, LP2 und
LP3 an das LBP vermittelt wird. Durch Bindungs- und Stimulationsversuche mit einem
trunkierten LBP, das nur den N-terminalen Bereich der Aminosauresequenz enthielt

(AS 1-197), wurde bereits frih vorgeschlagen, dass die LPS-Bindungsstelle des LBP in
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diesem Bereich liegt (Han et al. 1994; Theofan et al. 1994). Im Limulus-Anti-LPS-
Faktor (LALF) wurde der fir die LPS-Bindung wichtige Bereich durch die Analyse sei-
ner dreidimensionalen Struktur auf die Aminosauren 86-104 eingegrenzt (Hoess et al.
1993). Sie bilden ein alternierendes Muster aus hydrophilen und hydrophoben Amino-
sauren mit positiver Ladung. Diese bilden eine Schleifen-ahnliche Formation, welche
die beteiligten Aminosauren in eine zur Liganden-Bindung exponierte Lage bringen.
Eine solche Struktur wurde auch fir das LBP nachgewiesen (Schumann et al. 1997).
Die dort an der LPS-Bindung essentiell beteiligten Aminosauren Arginin 94 und Lysin
95 sind positiv geladen, was sie zur Interaktion mit den negativ geladenen Phosphat-
gruppen des Diglykosamin-Rickrat des Lipid A befahigt (Lamping et al. 1996). Der
Austausch der AS Arginin 94 und Lysin 95 gegen neutral geladenes Alanin verringerte
die Starke der LPS-Bindung, aber erst der Austausch gegen die negativ geladene Glu-
taminsaure blockierte die Bindung komplett. Er bewirkte eine deutliche Abschwachung
des urspringlich stark positiv geladenen Bereichs der Spitze der N-terminalen Protein-
halfte (Latz 2001), was vermutlich die Bindung zu den negativ geladenen phosphory-

lierten Zuckergruppen des LPS schwécht und zu ihrem Verlust fahrt.

Im Gegensatz zum LPS bestehen Lipopeptide aus Fettsduren, einem Zucker-Anker
und einem Proteinanteil. Die negativ geladenen Phosphatgruppen fehlen. Da sowohl
die Fettsauren, als auch der Zucker eine neutrale Ladung aufweisen, richtet sich die
Gesamtladung des Lipopeptids immer nach dem enthaltenen Protein, kann also variie-
ren und stellt somit kein festes Muster zur Erkennung durch die Rezeptoren des ange-
borenen Immunsystems dar. Es gibt drei Moglichkeiten der nicht-kovalenten Bindung in
biologischen Systemen, elektrostatische Bindungen, Wasserstoffbriickenbindungen
und Van-der-Waals-Bindungen (Berg et al. 2002). Bei den elektrostatischen Bindungen
zieht die geladene Gruppe eines Moleklls, die entgegengesetzt geladene Gruppe ei-
nes zweiten Molekils an. Ein Beispiel hierfir ist die Bindung zwischen den positiven
AS von LBP und den negativen Phosphatgruppen des LPS. Wasserstoffbriickenbin-
dungen kénnen zwischen ungeladenen und geladenen Molekilen entstehen. Dabei
teilen sich zwei Atome ein Wasserstoffatom. Sie stabilisieren zum Beispiel die a-Helix-
Struktur in Proteinen. Wasserstoffbriickenbindungen sind starker als Van-der-Waals-
Bindungen, aber schwacher als kovalente Bindungen. Fur den Rezeptorkomplex
TLR2/1 konnte mittels Rontgen-Kristallographie neben der reinen Strukturaufklarung
auch die Bindung seines Liganden, des triazylierten Lipopeptids, geklart werden (Jin et
al. 2007). Die Interaktion des LP3 mit dem TLR2/1 erfolgt Uber die Fettsaureketten des
Lipopeptids. Die zwei Ester-gebundenen Lipidketten sitzen in der von TLR2 gebildeten

Tasche, wahrend die dritte, amid-gebundene Fettsdure in einem von TLR1 gebildeten
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Kanal liegt. Da diese ungeladen sind und keine Wasserstoffbriicken ausbilden kénnen,
festigen hier vermutlich Van-der-Waals-Krafte die Interaktion. Fir BPI, ein dem LBP
nahe verwandten Protein, sind an der konkaven Seite des Molekils Bindungstaschen
fur Phospholipide beschrieben worden. Sie sind mit hydrophoben AS-Resten bedeckt
und unpolar (Beamer et al. 1998). Dies entsprache den Gegebenheiten im TLR1/2-

Rezeptorkomplex.

Wie das LPS sind auch die Phospholipide amphiphile Molekiile, d.h. sie besitzen einen
polaren Kopfteil, bestimmt durch die negative geladenen Phosphatgruppen, und einen
apolaren Schwanzteil aus im Phospholipid zwei und im LPS bis zu sechs Azylgruppen.
Im Gegensatz zum LPS bindet jedoch das Phospholipidmolekil mit seinen apolaren
Azyl-Kohlenstoff-Ketten (Fettsaure) an das BPI. Sie tauchen in den ,Kern* des Proteins
ein (Beamer et al. 1999). Auch hierbei kommt es zur Ausbildung umfangreicher Van-
der-Waals-Bindungen zwischen den Kohlenstoff-Ketten und den apolaren Seitenketten
des Proteins. Die Van-der-Waals-Krafte sind im Vergleich zu den elektrostatischen Bin-
dungen und den Wasserstoffbriickenbindungen, von allen in biologischen Systemen
wichtigen nicht-kovalenten Wechselwirkungen die schwachsten und unspezifischsten
(Berg et al. 2002). Ihr Auftreten beruht auf der Tatsache, dass die Verteilung der Elekt-
ronenladung um ein Atom Uber die Zeit variiert. Diese zeitabhangige Asymmetrie der
Elektronenladung um ein Atom regt eine dhnliche Asymmetrie in der Elektronenvertei-
lung um die Nachbaratome an. Sie treten auf, wenn Molekdle 0,3 - 0,4 nm voneinander
entfernt sind. Eine einzelne Van-der-Waals-Bindung richtet nicht viel aus. Sie spielen
erst eine Rolle, wenn viele Atome eines Molekils zur gleichen Zeit vielen Atomen eines
zweiten Moleklls nahe kommen. Dies geschieht wenn beide Molekdile in ihrer Gestalt
wie zwei Puzzleteile zusammenpassen. Da die Kontaktoberflache zwischen BPI und
den gebundenen Phospholipiden zum gréften Teil zwischen apolaren Atomen stattfin-
det, und daher geometrisch unspezifisch ist, scheint es mdglich, dass die Taschen
durch die Variabilitat der den Liganden umgebenden Seitenketten, sich einer Vielzahl

von apolaren Liganden anpassen konnten (Beamer 2003).

Dies kdnnte zum Beispiel bei LBP und seinen Nicht-Phospholipid-Liganden der Fall
sein. Der Lipid A-Anteil des LPS besteht aus einer Disaccharid-Kopfgruppe und einer
variablen Anzahl an Kohlenstoffketten, meist sechs (Raetz 1990). Wie oben beschrie-
ben, wird die Bindung des LPS an das LBP Uber den N-terminalen Bereich des LBP
vermittelt, aber es ware denkbar, das zusatzlich einige der Kohlenstoffketten des Lipid
A in eine der apolaren Taschen passen. Ahnlich ist es auch fiir die Phosphatidylcholine
beobachtet worden (Beamer et al. 1999). Dies wurde die apolaren hydrophoben Anteile

des LPS vor dem wassrigen Medium abschirmen.
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In einer weiteren in unserem Labor durchgefuhrten Doktorarbeit wurden gezielt Einzel-
Mutationen im Bereich der Phospholipidtaschen eingefiihrt (Amberger 2002). Unter der
Annahme, dass die Bindung der Phospholipide an die Taschen Uber apolare Atome
mittels Van-der-Waals-Kraften vermittelt wird, wurden polare gegen apolare Aminosau-
ren ausgetauscht. Es wurden auch Aminosauren gleicher Apolaritat ausgetauscht, die
aber durch langere Seitenketten sterische Stérungen in den Bindungstaschen bewirken
konnten. Diese Versuche wurden analog zu Experimenten mit dem PLTP, ein mit dem
LBP ebenfalls verwandtes Protein, durchgefihrt (Huuskonen et al. 1999). Dort wurden
einige Aminosauren derselben Lokalisation in den Phospholipidtaschen mutiert. Dies
fuhrte zu einer Reduktion des Phosphatidylcholin-Transfers zum HDL um bis zu 90 %.
Bei Amberger 2002 wurden die verschiedenen LBP-Mutanten in CHO-Zellen exprimiert
und in den Uberstand sezerniert. Mit den proteinhaltigen Zellkulturiiberstdnden wurde
dann sowohl die Bindung an R- und S-LPS untersucht als auch der Transfer des LPS
zum CD14. Fir keinen der Prozesse konnte eine Beeintrachtigung durch eine der Mut-
anten gezeigt werden. Dies konnte daraufhin weisen, dass die Phospholipidtaschen
nicht an der Interaktion mit dem LPS beteiligt, bzw. nicht essentiell dafur sind. Eventuell
reichen aber einzelne Mutationen bei so unspezifischer Bindung wie der Van-der-
Waals-Bindung nicht fur eine Stérung aus. Denn fir die Interaktion LPS-LBP ist bereits
eine Bindungsstelle beschrieben worden (Lamping et al. 1996). Und diese scheint
durch die elektrostatische Interaktion der negativ geladenen Phosphatgruppen des
LPS und den positiv geladenen AS 94 und 95 deutlich starker und damit mdglicherwei-
se auch wichtiger als die schwache unspezifische Bindung der Phospholipidtaschen zu

sein.

Interessant ware es hier, Doppel- oder Mehrfachmutanten im Bereich der Taschen zu
entwerfen, die auch im PLTP eine noch mal starkere Reduktion bewirkten, um eine
Interaktion dieses Bereichs mit dem LPS endguiltig auszuschlieRen. Ob die Azylketten
des LPS an der Bindung Uberhaupt beteiligt sind, wird kontrovers diskutiert. Unterstuit-
zung erhalt die Hypothese der Interaktion von LPS-Azylketten mit den Taschen durch
Ergebnisse mit einem trunkierten, in E. coli exprimierten LBP (Kohara et al. 2006). Dort
wurde gezeigt, dass bei Zugabe von Detergenzien die Bindung zwischen dem trunkier-
ten LBP (AS 1 - 212) und dem LPS verschwindet und dass ein LPS mit nur finf Fett-
saureketten schwacher an das LBP bindet als ein LPS mit sechs. Dass sowohl die
Azylketten als auch die N-terminale Spitze des LBP zur Bindung beitragen, wird jedoch
bezweifelt (Jerala 2007). Die GroRe der Phospholiptaschen wird als zu schmal fir die
Fettsaureketten eingeschatzt und es wird postuliert, dass der Abstand zwischen beiden

Bindungsstellen zu grof fur eine gleichzeitige ,Nutzung® ist. Genauere Angaben dazu
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fehlen leider. Méglich ware auch, dass es vielleicht nicht zu einer gleichzeitigen, aber
zu einer seriellen, also nacheinander erfolgenden Nutzung der Bindungsstellen im Ver-
lauf der Interaktion von LPS mit LBP, CD14 und HDL kommt. Lipopeptide besitzen, je
nach Azylierungsgrad zwei bis drei apolare Fettsaureketten, die wie die Phospholipide
im BPI in den analogen Taschen im LBP binden kénnten. Bis auf die Arbeiten aus un-
serem Labor (Schrdder et al. 2004) gibt es bisher keine Untersuchungen bezlglich der
Bindung von Lipopeptiden an LBP. Vorstellbar ware, dass die Bindung von Lipopepti-
den an LBP eine Mischung aus der bisher gezeigten Bindung von LPS und der Bin-
dung von Phospholipiden, die CD14-abhangig auch fir das LBP nachgewiesen wurde,
darstellt (Yu et al. 1997). Obwohl es diesbeziiglich bisher keine Veroéffentlichungen gibt,
scheint es wahrscheinlich, dass in Analogie zum BPI-Modell auch im LBP die Phospho-
lipide in den an der konkaven Molekdilseite liegenden Taschen binden. Fir die Interak-
tion LBP-Lipopeptid wirde das bedeuten, das es sowohl eine Interaktion mit dem N-
terminalen Bereich um die Aminosduren 94 und 95 gibt, wie unsere Untersuchungen
nahe legen, als auch ein Bindung in den ,Phospholipidtaschen®. Fur letztere gibt es
zwar bisher keine Nachweise, aber Untersuchung mit den von Amberger verwendeten
Mutanten, welche genau in diesem Bereich mutiert sind, kdnnten hier wertvolle Infor-

mationen liefern.

In dieser Arbeit wurde die LBP-Seite der Bindung Protein-Ligand betrachtet. Bei den
Liganden gibt es nur fur das LPS eine Vorstellung davon, welche Bereiche mit dem
LBP interagieren. Wichtig sind hier die negativ geladenen Phosphatgruppen. Es ist
aber immer noch die Frage offen, wie die Bindung der Lipopeptide an den positiv gela-
denen N-terminalen LBP-Bereich vermittelt wird. Der Peptidanteil der in dieser Arbeit
verwendeten synthetischen Lipopeptid-Analoga ist durch den Hersteller (EMC Micro-
collections) genau definiert. Er besteht aus den polaren und hydrophilen Aminosauren
Cystin und Serin und vier positiv geladenen Lysinen (-CSK,). Uber diese wird die hier
gezeigte Bindung an die positiv geladenen Aminosauren Arginin 94 und Lysin 95 im
LBP sicher nicht vermittelt, was eine Bedeutung des Proteinanteils von Lipoproteinen

daran unwahrscheinlich macht.
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Fur die naturlich vorkommende Mutation c998t des LBP, konnte in dieser Arbeit eine
Beeintrachtigung von Funktion und Struktur gezeigt werden. Ergénzende Arbeiten zeig-
ten, dass das Vorkommen dieser Mutation negative Auswirkungen auf den Verlauf von
Pneumonien, die durch Gram-negative Erreger ausgeldst wurden, haben. In nachfol-
genden Studien sollte untersucht werden, welchen Einfluss dieser LBP-
Polymorphismus auf das Auftreten und den Verlauf anderer Krankheit hat, und ob sein
Auftreten ein Risiko fur Kinder auf dem Weg zum Erwachsenwerden darstellt. Es stellt
sich auch die Frage, ob ein Polymorphismus der heterozygot bei 15 % einer gesunden
Population zu finden ist, auch eine positive Auswirkungen in der Erkennung von Patho-
genen bzw. im Verlauf von Krankheiten haben kann. Funktionell wéaren u.a. noch die
Fragen zu klaren, ob es auch zu einer Beeintrachtigung des Hemmeffekts von LBP auf
die LPS-vermittelte Zytokinausschuttung bei hohen LBP-Konzentrationen kommt und
welchen Einfluss die Mutation auf die Interaktion des LBP mit CD14 oder HDL hat. Es
ware weiterhin interessant, die im Westernblot gefundenen Fragmente exakt zu identi-
fizieren und die Ursachen fir den Zerfall des Proteins zu ergriinden. Die Expression
der einzelnen Fragmente und deren funktionelle Untersuchung kdnnten weitere Einbli-
cke in die Funktionsweise des LBP von der Ligandenbindung bis zur Zytokinsekretion
geben. Trotz eines totalen Bindungsverlustes des LBP-E94/95 gegenuber Liganden,
was auf eine gemeinsame Interaktionsstelle dieser hinweist, stellt sich im Rahmen der
aktuellen Literatur weiter die Frage nach einer moglichen zweiten Bindungsstelle fur
bakterielle Liganden. Daflr kédnnten andere, in unserem Labor hergestellt Mutanten,
verwendet werden. Interessant sind hier vor allem LBP-Varianten mit Mutationen im
Bereich der potentiellen Phospholipidbindungstaschen. Sie kénnten auf ihre Bindung
hinsichtlich der Lipoproteine untersucht werden. Doppel- oder Mehrfachmutationen in
diesem Bereich kdénnten die Frage der Bindung von LPS in diesem Bereich endgultig
klaren. Es bleibt weiterhin zu klaren, wie die Lipopeptide, welche sich strukturell deut-
lich von LPS unterscheiden, mit LBP interagieren. Mdglicherweise spielt hier die mole-

kulare Form der Liganden eine Rolle.
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Nukleotidsequenz des LBP inklusive der Mutationen E94/95 und c998t

Diese Sequenz entspricht allen in dieser Arbeit verwendeten und zu Kontrollzwecken

sequenzierten LBP-Varianten.

ATG
CTT
AGG
GCT
GAC
CTG
CCT
CAG
TCA
AGC
ACA
GAC
ATT
ATC
cca
GTG
GGT
GCA
ATC
GGA
AAT
GCC
AAC
AAC
GCC
AGT
ATC
TCC
TAT
GAA
GGG

GGG
ACG
ATC
CTG
TTG
AAC
GGC
GGC
TTC
ATT
GTT
ATG
GAG
CAG
GTT
GAA
GAA
GTC
TCG
TAT
ATC
AGG
ATG
TTC
TTT
GTG
ACT

TAC
GGC
CTG

GCC
TCC
ACC
CAG
AGG
ATC
CAG
AGG
TTC
TCG
ACT
TCG
TCC
AAA
ACA
GCC
ATC
ATG
GAT
CTG
CGA
CTC
AAC
AGC
GTG
GCC
GGG
GTT
ATC
TTC
CAG

TTG
ACC
GAC
AGT
ATC
CAC
GGC
TGG
AARQ
GTC
GCC
GGA
AAG
TCG
ACA
CCT
TTT
AGC
TAT
AAC
CTG
TAC
CTG
CCT
CTC
ACT
TTC
GGA
CTT
Ccc
ATC

GCA
CCA
AAG
GAG
Ccc
AGC
CTG
AAG
CTA
AAC
TCC
GAC
TTC
GTG
GAG
CGG
CAT
CTT
GTC
TTC
ACC
ccc
GAA
GGG
CTG
AAT
CTG
CTA
AAC
CTT
CAT

AGA
GAG
GGA
CTG
CAC
TGT
AGT
GTG
CAG
CTC
AGC
TTG
CAG
TCC
ATT
GCA
CGT
CCT
TTC
TCC
ACC

GCC
GCT
CTG
CTC
GTC
GAG
CTC
CGC
GGC
CTG
TGC
GGG
AAA
TCC
GAC
ACA
AAC
GAG
AAC
ATC
AAG

(CTC 7%

CTC
AAT
Cccc
GTG
ANG
TTC
ACC
CCT
AAG

CAG
CTG
AGC
TCC
ccAa
AAT
TTC
CTG
GAC

CTG
CTG
CAG
AGG
GGC
CTG
AGC
AAG
TCC
TTG
AGC
TGG
GTA
GAT
AGT
GCC
CAC
GAA
ACG
ACA
TCC

CCG
GGT
TAT
ATC
CGT
CTT
ATC

TCC
GCC
GCG
ACG
GGG
CAC
TCC

ATA
AANC
GCC
CTG
CGC
TCT
GAC

(GAA GAA =

TTT
GGC
AGT
CTG
CTG
CTA
TTC
CAG
CGT
CAC
GCC
GAT
TTC

GAT
AGC
GAC
TTG
GAG
CAG
GCC
ATG
TCT
AAC
AGC
GAC
CGA

natlirliches

GGA
TCT
TCC
GCC
GGA
GCA
TAC
CTG
TTC

TCA
GTG
AGC
ACC
ANG
GAG
Ccc
AAG
CTG

GTG
GAC
AAG
TTG
GTA
CTG
AMG
CGT
TTC

GTC
GAG
ATC
AAC
AGC
CCT
GAC
CTG
CCA
AAA
CTG
ATG
Ccc

CTG
CCcC
CAG
CCT
TAT
GCG
TCC

AGT
TCC
GCT
CTC
AGG
TAT
ATT
GAG
GTT
ATG
GTT
ATA
TTC

CTG
GGC
GAG
GAC
GAG
CTG
TCC

E94/95)

GTC
TCC
GAC
TTC
ATT
CTC
GAT
GTG
ACC
GTC
TAT
CCG
GTC

GCA
TTG
GGG
TTC
TTC
AGG
ATC

AAG
GGG
GTG
CAC
TGC
CAA
TAT
ATG
CTC
TAC
CAT
CCT
CCA

TTG
GTC
CTA
ACC
CAC
CCT
CGG

GGC
AGG
GAG
AAC
GAA
ACT
AGC
TTT
CTT
TTT
GAG
GAC
CGG

Vorkommen= c¢998t)

Ccc
Ccc
GAG
ACC
AAA
TTG
TTC
GTT
TTG

TCT
TAT
CCT
TTC
GTG
GAA
AAT
CAG
GGT

GCT
ATG
GTC
AAT
GAA
GCG
GAT
CTC
GCC

CCG
GAG
TTC
ACC
CTG
CTC
AAG
TAC
AAT

CTC
ATA
CGG
AGC
AAA
CTC
TTG
GAC
GTC

CTG
GCC
TTG
GGG
AGC
GTC
GTC

ATC
CccC
GTG
CAG
ATG
CTG
TTA
AAG
GCT
GCC
GAA
TCT
TTA

CTG
GAT
CTC
AAG
GAA
AAC
GCC
CTT
CAA
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Aminosauresequenz von LBP-wt, LBP-c998t und LBP-E94/95

Dargestellt sind die Aminosauren der drei in dieser Arbeit verwendeten LBP-Varianten.
Die Mutationen sind grau unterlegt und die AS fett hervorgehoben. Die Verschiebung in
der Nomenklatur fur das LBP-E94/95 kommt durch das in dieser Darstellung mitgezahl-
te Signalpeptid (grau dargestellte und eingerahmt die AS 1-25) zustande (119-25=94).
Damit ergibt sich auch die Gesamtlange des sekretierten Proteins mit 452 AS (477-
25=452).

10 20 30 40 50 60
LBP-wt ANPGL VARITDKGLQ YAAQEGLLAL QSELLRITLP
LBP-c998t khkkhkhkkhkhkkhkkhkk *khkkkkhkkhkkhkkhkkhkd,k *hkkkhkhkhkhkhkkkx *hhkhkhkhkhkhkhkhkhk *hhkhkhkhkhkhkddkx *k,kk*kdkk%x%x
LBP_E94/95 khkkhkhkkhkhkkhkkhkk *hkkkkhkkhkkhkkhkkhkd,k *hkhkhkhkhkhkhkdkdx *hhhkhkhkhkhkhkdkd *hkhkhkhkhkhkddkx *k*k**k*,kx*x*%x
70 80 90 100 110 120
LBP-wt DFTGDLRIPH VGRGRYEFHS LNIHSCELLH SALRPVPGQG LSLSISDSSI RVQGRWKVRK
LBP_c998t khkkhkhkkkhkkhkkhkkhkk *hkkkkhkkkhkkhkkhkk *hhkhkhkhkhkhkhkdkdx *hhkhkhkkhkdkhkdkx **kdkdkkdkddhk*x *,hkdkhkhkkxdxdxx*x
LBP_E94/95 dkkhkdkkhkdhkk hhkdkhkkdhhkhkhk dhhkkhdhkkhdhkhk kkdhkkkkhkhkkkhkk hhkkkkhkkkkhkk *kkkkkk**xEE
130 140 150 160 170 180
LBP-wt SFFKLQGSFD VSVKGISISV NLLLGSESSG RPTVTASSCS SDTADVEVDM SGDLGWLINT,
LBP_C998t khkhkhkkhkhkhkhkkhk dhhkkkhkkhkkhkdhkhkhkdhk hhkkhkkhkhkhkhkdx *hkhkkhkhkhhhkdk dhkkhkhhkhkdhdhdk d*hkkkhkhkdhhkdkk
LBP_E94/95 khkkhkhkhkhkhkhkk dhhkhkkhkkhkhkhhkhdh dhhkhkdhkhkhkhkhkhkd hhkhkhkhkhkhkhdhdk dhkhkhkhkhkhkddhd dkhkkhkhkhdkhdkd
190 200 210 220 230 240
LBP-wt FHNQIESKFQ KVLESRICEM IQKSVSSDLQ PYLQTLPVIT EIDSFADIDY SLVEAPRATA
LBP-c998t khkkhkhkhkhkhkhkkhk dhhkkkhkhkhkhhkhkd hhkkhkhkhkhkhkhkd hhhkhkhkhkhkhhd dhhkhkhkhkhkhkhdhdk *hkdhdhhkdhhdk
LBP_E94/95 khkkhkhkhkhkhkhkkhkkh *khkkhkkhkkhkkhkhhhkdk *hkhkkhkhkhkhkhkdkdk *,hkhkhkhkhkhkhkhkkxk *hhkhkhkhkhkhkddkdx *hkkdkdkdkkkk
250 260 270 280 290 300
LBP-wt QMLEVMFKGE IFHRNHRSPV TLLAAVMSLP EEHNKMVYFA ISDYVFNTAS LVYHEEGYLN
LBP-c998t khkkhkhkkhkhkkhkkhkh hhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkd,k *hkhkkhkhkhkhkhkhkdx *hhkhkhkhkhkhkhkhkhk *hhkhkhkhkkhkdddk *k,kkd,kdhk%x%x
LBP_E94/95 khkkhkhkhkhhkhkkh dhhkkkhkkhhkhhdhdh dhhkhkdhkhkhkhkhkhkd hhkhkhkhkhkhkhdhdk dhhkhkhkhkhkhddhd dkhkhkhkhkhkdhdd
310 320 330 340 350 360
LBP-wt FSTTDDMIPP DSNIRLTTKS FRPFVPRLAR LYPNMNLELQ GSVPSAPLIN FSPGNLSVDP
LBP_c998t *hkkkkkkkhk hkkkhkkhhhkkhdhdk dhhhkhhhhkhkd *APhhkdhhhhdx dhkdkhkkdkhdhdkdx *hxkdkhkhhdkxx
LBP_E94/95 khkkhkhkkhkhkhkkhkh hhkkkhkkhkhkhhkkhd, *hkhkkhkhkhkhkhkhkdx *,hkhkhkhkhkhkhk *hhkhkhkhkhkhkdddk *hkdkk*k,kk,kk,k%x%
370 380 390 400 410 420
LBP-wt YMEIDAFVLL PSSSKEPVFR LSVATNVSAT LTFNTSKITG FLKPGKVKVE LKESKVGLFN
LBP-c998t khkkhkhkhkhhkkhkh hhkkhkkhkkhkkhkhhkhkd hhkkhkhkhkhkhkhkd hhkhkhkhkhkhkhkhd dhhkdkhkhkhkhkhdhdk *hkhdhkhkdhhdk
LBP_E94/95 *khkkhkhkkhkhkhkkhkkhkd *hkkhkkhkhkkkhkkhkkdd,k *hkkdkhkhkhkhkkhkdx *hhkhkhkhkhkhkhkhk*x *hkhkhkhkhkhkdhkkdx *hkk,kkkk*kkxkx%
430 440 450 460 470
LBP-wt AELLEALLNY YILNTFYPKF NDKLAEGFPL PLLKRVQLYD LGLQIHKDFL FLGANVQ
LBP-c998t khkkhkhkkhkhkkhkkhkk *hkkkhkkhkkhkhkkhkkhkd, *hkhkhkhkhkhkhkhkdx *hhkhkhkhkhkhkhkhkhk *hhkhkhkhkkhkdddx **kkkkkxk
LBP_E94/95 khkhkhkkhkhkhkhkkhk dhhkkkhkkhkkhkhkhkhkdhk dhhkkhkkhkhkhkhkdx dhhkhkkhkhhkhhkdk dhkdkhkhhhkdhdhdk *hkkkhkkhdkk
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Ergebnisse des Programms ProtParam fiir LBP-wt

ExP ASy ProtParam tool

iz ExPASY Home page
Search | Swiss-ProtTrEMEL

http:iwww ecpasy.chicgi-bin'protparam

Site Map Search ExPASy Contactus Proteomicstools SwissProt

fur|

_Go | _Clexr |

Please help us to better understand your needs and expectations regarding ExPASy and

complete our onling survey!

ProtParam

User-provided sequence:

10

MGALARALFE

70

DETGDLRIFH

130

SEFKLQESED

150

FHHQIESEFD

250

CMLEVHERGE

210

FSITOCHMIEE

370

THEIDAEVLL

430

AELLEALLNY

20
ILLALILTST

B0
VERGRYEFHS

140
VIVEGIS ISV

zo0
EVLESRICEH

260
IFHRNHERSEV

220
DaNIBLITES

ZED
EISSEEEVER

240
YILHTEYEET

20
PEALGRNEPGL

50
LHIHSCELLH

150
HLLLGSES3G

21
ICKSVSSOLE

270
TLIAAVMSLE

220
FREEVERLER

280
LIVATHVSAT

450
HOKLAEGFEL

a0
WVARITDEGLZ

100
SALREVEEGE

LED
RETVIASSCH

220
EYLQTLEVIT

280
EEHNFMVYER

240
LYFHMNLELD

400
LTENTSEITG

460
PLLERVQLYD

References and documentation are available.

50
YAROECLLAL

11
LSLIISDSST

170
SDIADVEVDE

230
EIDSFADIDY

200
ISOYVENTAS

250
GESVESAFLLN

41
FLEEGEVEVE

470
LELQIHEDEE

2]
ZSELLRITLE

120
EVOERREVEE

1B0
SGDLEALLRL

240
SLVEAFRATR

200
LVYHEEGYLR

260
FSPGEHLIVDE

42
LEESKVGLER

SBROHF

" Please note the modified algorithm for extinction coefficient.

Humber of amino acids:

476

Holecular weight: S2536.8

Theoretical pIl: &.2Z8

Amino acid composition

Ala
Arg
A=n
E=p
Cy=
Gln
Glua
Gly
Hi=
Il=
Leua
Lys
Het
Fhe
Fro

(&)
(R]
(H)
(D}
(C)
[L+)]
(E}
(G)
(H)
(I}
(L)
(K}
(M)
(F)
(F)

5
23
20
23

3
15
il
il
11
24
€5
22
10
=
30

1%
-B%
2%
-B%
6%
2%
.5%
.5%
.3%
-0%
.5%
6%
1%
.3%
.3%

=
[= IS I Y SR S L e Y S S S 1

: CEanrmalI

12.06.2008 16:21
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ExP ASy ProtParam tool hittpfwww ecpasy chicgi-binprotparam
Ser (31 350 10.5%
Thr (T] 22 4.6%
Tzp (W] 2 0.4%
Ty (¥] 14 -
Val (W] 32 6.7%
Byl (2] 0 0.0%
Sec (Tl 0 0.0%

{B) o 0.0%
{Z) o 0.0%
{X) o 0.0%

Total number of negatively charged residues ([(Rsp + Glu): 45
Total number of positively charged residues (Rrgq + Lys): 45

Atomic composition:

Carbon Z zasn
Hydrogen H 3780
Hitrogen H 8628
Orygen o g9a
Sulfur 3 12

Pormula: CzzgoHa7eclezefssedla
Total number of atoms: 7505

Extinction coefficients:

Extinction cosfficis=nt= ar= in unit=s of 1'I—1 -:m_l.. at ZE80 mm measmured in wates.

Ent. coefficient 31585
Bo= 0.1% (=1 g/l} 0.E05, a=msuming ALL Cys residues appear as half cy=tines

Ent. co=fficient 31380
Bo= 0.1% (=1 g/l} 0.E02, a=msuming HO Cys residues= appear as half cy=stines=
Bstimmted half-13ife:
The H—terminal of the sequence considered is M (Met) .
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian reticulocytes, in witrol .
=20 hours (yeast, in wviwve].
*10 hours (E=scherichia ceoli, in wiwvo).
Instability index:

The instability index (II) i= computed to b= 4%.50
Thi= clas=ifie= the protein as unstakle.

Aliphatic index: 101.789

Grand average of hydropathicity (GBAVY) : 0.002

sy ExPASY Home page Site Map Search ExPASy Contactus Proteomicstools Swiss-Prot
Search | Swiss-ProvTrEEMBL for | Go | Clear |

Please help us to better understand your needs and expectations regarding ExPASy and
complete our onling survey!

2von 2 12.06.2008 16:21



7

Anhang

101

Ergebnisse des Programms ProtParam fir LBP-c998t

ExPASy ProtParam tool

iz ExPASY Home page

Search | Swiss-ProtTrEMBL

fﬂr]

hittprtfwww ecpasy chicgi-binprotparam

Site Map Search ExPASy Contactus Proteomicstools SwissProt

_Go | Clear |

Please help us to better understand your needs and expectations regarding ExPASy and

complete our gnling survey!

ProtParam

User-provided sequence:

10

MGALERALES

70

DETGOLRIFH

130

SEFELQGIED

150

FHHNQIESEFD

250

CHMLEVHERGE

210

FSITODMIEER

370

THEIDAEVLL

430

20 =
ILLALLLTST PEALGANEGL

B2 g
VGRGRYEFHS LNIHSCELLH

140 150
VIVEGISIIV RLLLGSE33G

200 210
EVLESRICEH IQRSVSSDLE

ZE0 270
IFHRNERSFV TLLAAVMILE

220 220
DSMIBLTIIFS FREFVPRLAR

ZED 20
EISSEEEVER LIVATHVIAT

440 450

AFELLEALLNY YILHTEYEET WDRLAEGEEL

0
VARITDEGLG
100
SALREVEEDE
160D
RETVIASSCS
220
PYLQTLEVIT

28D
EEHNFMVYER

240
LYLHMNLELD

400
LTENTSEITG

460
PLLEEVQLYD

References and documentation are available.

50
YAROECLLAL

11
LSLIISDSST

170
SDIADVEVDE

230
EIDSERDIOY

zo0
ISDEVENTAS

250
GEVEIAPLLIN

41
FLEEGEVEVE

470
LELQIHEDEE

2]
ZSELLRITLF

120
EVQERWEVEE

1B0
SGOLEWLLEL

za0
SLVEAFRATE

200
LYYHEEGYLR

2a0
FEPENLIVDE

42
LEESEVGLER

SBERLOHFF

" Please note the modified algorithm for extinction coefficient.

Humber of amino acids: 477

Holecular weight: S25850.0

Theoretical pl: &.28

Amino acid composition:

Ala
Arg
A=m
A=p
Cy=
Gln
Gla
Ely
Hi=
Ile
Lea
Lys
Het
Fhe
Fro

(&)
(R]
(H)
(D}
(C)
[L+)]
(E}
(G)
(H)
(I}
(L)
(K}
(M)
(F]
(F)

5
23
20
23

3
15
26
il
11
24
T
22
10
25
30

1%
-B%
2%
-B%
6%
1%
.5%
.5%
.3%
-0%
T
6%
1%
2%
.3%

=
(=T U I O ) L e Y R S S 1

CSV format I

12062008 16:23
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ExPASy ProtParam tool hittpuwrww . ecpasy chicgi-binprotparam
S=r (3] 50 10.5%
Thr (T] 22 4_ 6%
Tzp (W] 2 0.4%
Tyz (Y1 14 2.0%
Tal (V] 32 6.7%
Byl (01 0 0.0%
Jec (T a 0.0%

{B) o o_0%
{Z) il 0.0%
{X) il 0.0%

Total number of negqatively charged residues (Asp + Glu) @ 4%
Total number of positively charged residoees ([(Rrg + Lys): 45

Atomic composition:

Carbon [ 2388
Hydrogen H 781
Hitrogen H 8627
Orygen [+] 697
Sulfur a 1z

Pormala: CrzosHa7oiFez70s97313
Total number of atoms: 7524

BExtinction cosfficients:
-1

Extinction cosfficisnts are in units of l'l—l cm —, at ZE0 nm measmured in water.

Ext. co=fficient 315835
An= 0.1% (=1 g/1} 0.E04, aszsuming ALL Cys residuess appear as half cystines

Ext. co=fficiant 21880
Bn= 0.1% (=1 g/1} 0.602, amsuming HO Cys residues=s appear as half cy=tines
Bstimmted half-13fe:
The H—terminal of the sequence considered is M (Met) .
The sstimated half-life is: 30 hours {(mammalian reticulocytes, in witrol .
=20 hours (yeast, im wiwvo].
=10 hours (Escherichia coli, in wiwvo) .
Instability index:

The instability index (II) i=s computed to be 4556
Thi=s cla=zsifie= the protein as unstable.

Aliphatic index: 102.3%9

Grand sversge of hydropathicity (GRAVY): 0.010

sis ExPASY Home page Site Map Search ExPASy Contactus Proteomicstools Swiss-Prot
Search | Swiss-ProuTrEMBL for | Go | Clear |

Please help us to better understand your needs and expectations regarding ExPASy and
complete our onling survey!

2 von 2 12.06.2008 16:23
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Ergebnisse des Programms NetNGlyc fiir LBP-wt

MetMGlyc 1.0 Sarver - prediction results hittpefwww . cha.din di'cgi-binnph-webface Tjobid—netMglyc 485 13946,

NetNGlyc 1.0 Server - prediction results

A Technical University of Denmark

BAspn-Xaa-Ser/Thr =egquon= in the ssguence cutput below are highlighted in blue.
Asparagines predicted to be H—glycosylated are highlighted in red.

Output for 'Sequence’

Hame: Seguence Length: 477

HEATLARALPSILLALLLT STPAALGAN PGLVAR TTDKGLOYAAOAGLLALOSELLE TTLPD FTGOLR IPHVGRGEYEFHS 80
LHMIHECELLESALREVPEOGLELE IS0 E S IRV GENVEES PR LGS POV EVEG LS L SVHLLLGE RS SGRPTVTASECS 160
SDIADVEVDHSED LGWLLNLFARO I RS K POV LASRE I CAMIQE SV S SD LOPYLOTLEV T TR IDSFAD IDY SLVARPRATA 240
MLV HFEGA I FERHHER S PV T LLAA VM S L PR AN Y FAL S D Y VR T ASLVYHABGY LNF S ITDOH IFPDSNIRLTTES 320
FRPFVPRLARLY PHMELELGEV P A P LINFEPCHLEVD PFYME ID ARV LLP S S EKEPVFR LEVATHV SATLTFNT EKITG 400
FLEP G VEVALERESVEL AN LLEA L LN ¥ I LN TPy PEFRD ELA RGP PLPLLER VLY D LELO ITHED FPSRRDEP P
................................................................................ 80
................................................................................ 160
................................................................................ 240
........................................................... H.o e 320
.................................. R . [ . [ 400
............................................................................. 4850

(Threshold=0_5)

Segiame Position Potentisl Jury H-Glyc
agresment result
Segquence 300 WPSI 0.7449 {9,/9) +
Segquence 350 HPSP 0.1202 (9/9) -
Segquence 355 HLEV 0.6302 (8/9) +
Segquence 386 NVER 0.5970 (6/9) +
Segquence 394 NISK 0.6170 (7/9) +

HatHGl_c J.@: pradizted ~—glyzosylatior sitag 19 Seq.ence

F lenlia®
) T-re=shzld
T
= 1A
i
= 8,75
I oas .l
|
"3 H, 2o ‘
L
B 1 1 1 1 1 1
1] =) 1:2 1Z@ i) Z5a Jaa 258 480 452

CeguEnce cosition

1von 2 12.06.2008 16:58
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Ergebnisse des Programms NetNGlyc fiir LBP-c998t

NetMGlye 1.0 Server - prediction resulis

NetNGlyc 1.0 Server - prediction results

AL Technlical Unlversity of Denmark

hittprivwww cha.dindl/cgi-bin/nph-webface Tjobid—netMglyc, 4851393,

Bsn-Haa-Ser/Thr =eguon= in the ssguence cutput below are highlighted in blue.
Esparagines predicted to be H—glycosylated are highlighted in red.

Output for 'Sequence’

Hame: Segquence Length: 477

HEATARALPEILLALLL T S TPAALGAN PELYAR T TD KLY AROBCLLA T SELL R TTLED FTGILE I PHVERCEYBFHS
LNITESCRLLEEALRPVPEOGLELS IS0 SS IRVGEN VR EFFELOGEFDVEVEG I S I SVHLLLGESBSSGRPTVTASECS
SDIADVEVDMEED LEWLLNLFERD I RS KOV LASR ICEMIOESV S S LOPY LOTLEV ITEIDSPAD IDY SLVBAPRATA
LA PR T FERNER S PV T LLAAVH S L PR N Y FA T D Y VPR T AS LV YHRACGY LTNF S ITION IPPOSNIRLTTES
FRPFVPRILARLY LNMHLEL)GEVE SAPLINF S PCHLEVD PY A IDAFVLLP S SSKRPVFRLEVATHV SATLTFHNT SKITG
FLEPCGEVEVELK RSV GLFHANLLEAL LY ¥ I LN TFY P FRD KL AR GFPLPLLERVOLYD LGLO IHFD FPESRRDEPP

(Threshold=0_5)

Seqliame Position Potential Jury H-Glyc
agresment result
Segquence 300 WPSI 0.7448 (9/9) +
Segquence 350 HPSP 0.1202 {9./9) -
Segquence 355 HLEV 0.6301 8/9) +
Segquence 386 NVER 0.5970 (6/9) +
Sequence 394 NISK 0.6169 (7./9) +

HatHGl_c 1 @: predizted --gly-osylstio- sitas 14 feq.ence

F lenlia’
) T-re=hzLld
T
= 1A
I
=oars o
: s |1
:I | ||
:
F:h H, 2 ‘
L
B 1 1 1 1 1 1
1] =] 1:z= 1Z0 fgc] 5l a1 58 480 452

Cequ=nce coxition

Craphics in PostScript

80
160
240
320
400

80
160
240
320
400
480
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Ergebnisse des Programms NetOGlyc fiir LBP-wt

MetOGlye 3.1 Sarver - prediction resulta

1vom2

centerro NetOGlye 3.1 Server - prediction results

hitpriwww.cbs.dhodic'egi-bin'mph-webfac e obid=netOglye 487409

REIOLDGI
CALSEQU
ENCEANAL  Technleal University of Denmark
LY515 CBS
Hame: Seguence Length: 477

MG L AR AL PSR L L LT ST PR AN P L AR T TR L Oy A RO E G L L AL O SEL LRI TLFDF TEDLR I PHVGERGEYEFHS
LHIH3CELLHESALRPVEGEGLELI IS D538 IRVOGRWEVER S FEFLOGIEDVEVEG IS ISVHLLLGIESSCRETVIAIECS
DI ADVEV DM LG L L L PR I E S KKV LEIR I CEMI QR SV DL PY LT LEVITEIDIFADIDY SLVERFRATA
ML EVHERGE IFHRNHERS PV T L LAV S L P EEHNE N Y P AT 3 DY VEN TASLVYHEEGY INFSITDDMI PPOSNIBLTIES
FRPEVERLARLYFHMNLELGSVEIAP LINFSPGRL VI FYHMEI DAFVLLPS33EEFVERLSVATHVIATLTIENTIEITG
PR PRV EVE LR E S e LA L LA L L I LN TE Y PR FRDFLAECEFLPLLERV O LYDLGLOTHREDE P SRRDHEE

Hame 3/T Fos G-score I-=score ¥/H Comment
Seguence 3 10 0.222 0.178 -
Saguence T 1B 0.302 0.1l4z2 -
Seguence 3 19 0.1l51 D.os2 -
Saguence T zZ0 0.211 0.050 -
Seguence T a5 0.243 0,187 -
Saguence 3 52 0.054 0.057 -
Seguence T 5B 0.1l51 0.048 -
Saguence T 62 0.153 0.0739 -
Seguence 3 Bo 0.104 0.D0E3 -
Seguence 3 BS 0.132 D.os2 -
Saguence 3 al 0.154 0.042 -
Seguence 3 10z 0.151 0.0e2 -
Saguence 3 104 0.188 0.028 -
Seguence 3 108 0.221 0.051 -
Saguence 3 108 0.186 0.o17 -
Seguence 3 108 0.183 o.o3z2 -
Saguence 3 121 0.131 0.018 -
Seguence 3 128 0.08% 0.049 -
Saguence 3 132 0.102 O.0€2 -
Saguence 3 127 0.14% 0.072 -
Seguence 3 138 0182 0.081 -
Saguence 3 146 0.236 0.052 -
Seguence 3 14B 0.Z86 0.032 -
Saguence 3 148 0.288 0.071 -
Seguence T 152 0.448 0.111 -
Saguence T 155 0.417 0.311 -
Seguence 3 157 0.24%5 0.0243 -
Saguence 3 158 0.244 0.025 -
Seguence 3 1&0 0.3%6 0.0e2 -
Seguence 3 161 0.243 0.0542 -
Saguence 3 171 0.107 0.141 -
Seguence 3 187 0.oez 0.028 -
Saguence 3 185 0.104 0.070 -
Seguence 3 204 0.1%3 0.025 -
Saguence 3 208 0.182 0.078 -
Seguence 3 207 0.207 0.039 -
Saguence T Z15 0.208 0.0E2 -
Seguence T 219 0.23% 0.081 -
Saguence T 2Z0 0.216 0.145 -
Saguence 3 224 0.22%5 0.032 -
Seguence 3 23l 0.22% o.p22 -
Saguence T 228 0.204 0.207 -
Seguence 3 258 0.141 0.040 -
Saguence T 261 0.202 0.048 -
Seguence 3 268 0.151 0.149 -

00072008 16:22
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NetOGlye 3.1 Sarvar - prediction results

hitpfwww.cha.d . diclegi-bin'nph-web face?j obid=netOglyc 487409,

Segquence 3 ZB2 0.120 0.037 -
Segquence T 2088 0.126 0.061 -
Segquence 3 280 a.o052 0.028 -
Segquence 3 anz 0.181 0.025 -
Segquence T 204 0.248 0.0E0 -
Segquence 3 212 0.228 0.021 -
Segquence T 217 0.244 0.058 -
Segquence T 218 a.267 0.064 -
Segquence 3 220 0.206 0.028 -
Seguence 3 24z 0.174 0.062 -
Segquence 3 245 a.220 0.345 -
Segquence 3 252 0.225 0.054 -
Segquence 3 257 0.246 0.058 -
Segquence 3 272 0.240 0.056 -
Segquence 3 aTa 0.240 0.022 -
Seguence 3 274 0.244 0.18& -
Segquence 3 282 0.272 0.048 -
Segquence T 285 0.433 0.042 -
Segquence 3 288 0.Z16 0.06& -
Segquence T 280 0.285 0.295 -
Segquence T 282 0.230 0.077 -
Segquence T 285 0.287 0.06& -
Segquence 3 2946 0.214 0.030 -
Seguence T 289 0.284 0.062 -
Segquence 3 414 0.103 0.026 -
Segquence T 425 0.108 0.025 -
Segquence 3 471 0.Z63 0.234 -
H=t00lye Jalt credizbed 0 gl cos_lasizn sites in S=gquenze
1 1 1 1
Fu e LAl
Thre=hol:=
- 14 -
|
[
0
=
¥
31| N A T A
E, ‘ UL L] || ||
T T T T
v TR 17R I5A FTR FOR STHR ATA CE ] 4R

Graphics in PostScript

Explain the cutput. Go back.

Faego wriw pus i Loun
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Ergebnisse des Programms NetOGlyc fiir LBP-c998t

MetOGlyc 3.1 Sarver - prediction resulta

CENTERFO NetOGlyc 3.1 Server - prediction results

CALSEQU
ENC L;Eréé Technlcal University of Denmark
LYSIS

hitpetwww.cha.d . do'egi-bin'nph- web faceTj obid=netOglyc 48T4C7...

Hame: Seguence Length: 477

MGAL AR Pl LI AL L LTS TP E AL AN P LV AR T TR G LY AR CE G LI AL SEL LRI TLEDE TGO LRI PEVERGRYEFHS
LHIH3CELLE 3R RPVPERGLE L3I 3083 IRV OGRWEVRE AP ERLOGE3FDVEVE IS I SVHLLLGIES3GRFTVTAIICS
SDIADVEVIM3GDLGH L LN LRI ESEE QFVLE 3R ICEMI QR SV S 3D Lo PY Lo TLPVIIEIDSFADIDYILVERPRATA
MLEVMERGE IFHRNER APV T L LA VM S L P EE AN Y P AT S DY VERT ASLVYHEEGY LNEFSITDDMIPPDINIRLTIES
FRPIVEPRLARL Y LHMMN LEL SV P AP L LR S PGRL IV FYMEI DAFVLLP 33 3EEPVERLIVATHVIATLIFNTSEITG
FLRPGR FVELFES VG LFHAE L LEAL LN Y I LN TEY PEFRDELAECEFLP LLERVQLYDLGLOIHEDF P3RRDHPP

Hame 3/T FPos G-acore I-score Y/H Comment
Sequence 3 10 0.222 0.178 . -
Sequence T 1B 0.202 0.14z2 . -
Sequence 3 18 0.1%1 0.052 . -
Sequence T 20 0.211 0.050 . -
Sequence T a5 0.243 0.157 . -
Sequence 3 52 0.054 0.0357 . -
Sequence T 5B 0.1%1 0.048 . -
Sequence T g2 0.153 0.078 . -
Sequence 3 Bo 0.104 D.0E2 . -
Sequence 3 BS 0.132 D.os3 . -
Sequence 3 a1 0.154 0.042 . -
Sequence 3 102 0.1%1 0.0E2 . -
Sequence 3 104 0.188 0.028 . -
Jequence 3 106 0_Z21 0.051 . -
Sequence 3 10B 0.186 0.017 . -
Sequence 3 108 0.183 0.3z . -
Sequence 3 121 0.131 0.018 . -
Sequence 3 128 0.085 0.048 . -
Sequence 3 132 0.102 0.0E4 . -
Sequence 3 127 0.14% 0.074 . -
Sequence 3 128 0.152 0.081 . -
Sequence 3 146 0.236 D.os3 . -
Sequence 3 148 0286 0.034 . -
Sequence 3 148 0258 0.071 . -
Sequence T 152 0.44%8 0.111 . -
Sequence T 155 0.417 0.311 . -
Sequence 3 157 0.24% 0.024 . -
Sequence 3 158 0.244 0.025 . -
Sequence 3 180 0.3256 0.0E2 . -
Sequence 3 181 0.243 0.054 . -
Sequence 3 171 0.107 0.141 . -
Sequence 3 187 o062 0.028 . -
Sequence 3 185 0.104 0.070 . -
Sequence 3 204 0.153 0.025 . -
Sequence 3 208 0.152 0.o7e . -
Sequence 3 207 0.207 0.038 . -
Sequence T 215 0.208 0.0E2 . -
Sequence T 218 0.23% 0.081 . -
Sequence T 220 0.21€ 0.145 . -
Sequence 3 224 0225 0.034 . -
Sequence 3 23l 0225 0.022 . -
Sequence T 238 0.204 0.207 . -
Sequence 3 258 0.141 0.040 . -
Sequence T 281 0202 0.048 . -
Sequence 3 288 0.151 0.148 . -

09.07.2008 16:15



108

7

Anhang

MetOGlyc 3.1 Sarver - prediction results

hitpefww w.cha.d . dielegi-bin'nph- web face?j obid=netOglye 48T4C7...

Jequences 3 ZBZ 0.120 0.03a7 . -
Jequences T Z8E 0.126 D.0E1 . -
Sequence 3 280 a.o052 D0.028 . -
Jequences 3 20z 0.181 D.025 . -
Jequences T an4 0.248 0.0€0 . -
Jequences 3 212 0.228 D.021 . -
Jequences T 217 0.242 D.05A8 . -
Jequences T 218 0.206 0.0&4 . -
Jequences 3 220 a.1&67 D0.028 . -
Jequences 3 242 0.12% D.0&2 . -
Jequences 3 245 a.171 0.344 . -
Jequences 3 252 0.225 D.054 . -
Jequences 3 257 0.246 D.05A8 . -
Jequences 3 272 0.240 D.056 . -
Jequences 3 aTz 0.240 D.022 . -
Jequence 3 aT4 0.Z44 D0.136 . -
Jequences 3 282 0.272 0.048 . -
Jequences T 2685 0.433 D.042 . -
Jequences 3 28E 0.Z16 0.0E6 . -
Jequences T 280 0.285 D.255 . -
Jequences T 28z 0.230 0.077 . -
Sequence T 285 0.287 0.0E6 . -
Jequences 3 296 0.214 0.030 . -
Sequence T 288 0.284 O.0E2 . -
Jequences 3 414 0.103 D.026 . -
Jequences T 425 0.108 D.025 . -
Jequences 3 471 0.Z63 0.234 . -
HetZGlyz J.11 predizbed 0 glyco=y.ation =s.t== i- Sezuyepze
1 1 1 1 1 1 1
ToTectial
Ihrozholz

- | A

n

"

c

n

+

o

a

&

=

o

=

n

a

]

E]

i

o

: ‘|‘||| Ul ||||‘||IIII‘ L

L T T T T
SE Lag 158 oA oes Jaa 5a

a =

Graphics in PostScript

Explain the output. Go back.
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Ergebnisse des Programms PeptideCutter LBPwt
Position of Name of cleaving en- Resulting pep- Peptide Peptide
cleavage . length
) zyme(s) tide sequence mass [Da]
site [aa]
Arg-C proteinase
330 Clostripain R 1 174.203
Thermolysin
Trypsin
Chymotrypsin-low speci-
ficity (C-term to
331 [FYWML], not before P) | = 1 131.175
Proteinase K
332 Proteinase K Y 1 181.191
334 Thermolysin PN 2 229.236
CNBr
335 (;hymotrypsin-low speci- || 1 149 208
ficity (C-term to
[FYWML], not before P)
Pepsin (pH1.3)
336 Pepsin (pH>2) N 1 132.119
Thermolysin
Asp-N endopeptidase +
N-terminal Glu
Chymotrypsin-low speci-
ficity (C-term to
337 L 1 131.175

[FYWML], not before P)
Pepsin (pH1.3)

Pepsin (pH>2)
Proteinase K
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Ergebnisse des Programms PeptideCutter LBP-c998t

Position
of clea-
vage site

Name of cleaving enzyme(s)

Resulting
peptide
sequence

Peptide
length
[aa]

Peptide
mass
[Da]

330

Arg-C proteinase
Clostripain
Thermolysin
Trypsin

174.203

331

Chymotrypsin-low specificity (C-
term to [FYWML], not before P)

Pepsin (pH1.3)
Pepsin (pH>2)
Proteinase K

131.175

332

Chymotrypsin-high specificity (C-
term to [FYW], not before P)

Chymotrypsin-low specificity (C-
term to [FYWML], not before P)

Proteinase K
Thermolysin

181.191

333

Chymotrypsin-low specificity (C-
term to [FYWML], not before P)

Pepsin (pH1.3)
Pepsin (pH>2)
Proteinase K

131.175

334

Thermolysin

132.119

335

CNBr

Chymotrypsin-low specificity (C-
term to [FYWML], not before P)

149.208

336

Pepsin (pH1.3)
Pepsin (pH>2)
Thermolysin

132.119

337

Asp-N endopeptidase + N-
terminal Glu

Chymotrypsin-low specificity (C-
term to [FYWML], not before P)

Pepsin (pH1.3)
Pepsin (pH>2)
Proteinase K

131.175
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Ergebnisse des Programms PolyPhen

Poly Phen: results for dnSNF rs2232613 hitp:/fgenetica. bwh. harvard. edu'cgi-binpph/pphd dbE NP cgi

PolyPhen report

Bork Group  Sunyaev Lab

New Prediction Cltation Halp
refSNP Predictions found for proteins:
rs2232613 NP_004130.2
Query

Accnumber Position AA1 AAz Description

lipopolysaccharide-binding protein precursor [Homo

NP_004130.2 333 P L sapiens] gi10443246/emb|CAC10462.1] LBP [Homo sapisns]

Pradiction

This variant is predicted to be probably damaging
Prediction Awailable data Prediction basis Substitution effect Prediction data
probably

} ging alignment alignmant A PSIC score differance: 2.846
Datails
PSIC PROFILE SCORES FOR TWO AMING ACID VARIANTS

Scorel Scorel |Scorei-Scorel] Observations Diagnestics Multiple alignment around substitution position

+1,897 -D.849 2846 a Sequences: | al thka:ﬁ Shul'llmmlnll

MAPPING OF THE SUBSTITUTION SITE TO KNOWN PROTEIN 3D STRUCTURES

Database Initial number of structures MNumber of structures
PQs 2

1von 2 16.06.2008 14:16
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Abb.
add
AK
Amp

Aqua dest.

AS

BAL
BCA

bp

BPI
BSA
B-Zellen

C-terminal

CD

CETP
CHO

CIAP

CRP

CpG
CTTP
CYP
DMSO
DNS
dNTP
DS-ELISA

DS-RNS
ECL

E. coli

Abbildung

hinzufiigen (lat. additiv)

Antikorper

Ampicillin

einfach destilliertes Wasser (lat. aqua destilata)
Aminosaure

Bronchiallavage

Bicinchoninsaure (engl. bicinchoninic acid)
Basenpaar

engl. bactericidal/permeability-increasing protein
bovines Serumalbumin

Immunzellen die beim Mensch im Knochenmark (engl. bo-
ne marrow) und bei Végeln in der Bursa fabricii gebildet
werden

Ende einer Polypeptidkette (Kohlenstoff der COOH-Gruppe
eines Polypeptids)

Oberflachenrezeptor auf Immunzellen anhand derer diese
unterschieden und eingeordnet werden kénnen (engl.
cluster of differentiation), z.B. CD4" und CD4"*-T-Zellen

Cholesterolester-Transferprotein

Chinesische Hamster-Ovar-Zellen (engl. Chinese Hamster
Ovary cells)

Alkalische Phosphatase aus Kéalberdarm (engl. Calf Intesti-
ne Alkaline Phosphatase)

C-reaktives Protein

Cytosin-Phosphat-Guanin-reiche DNS-Sequenz

engl. cytoplasmic transductional-transcriptional processor
Cytochrom P450-Proteinfamilie

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (engl. desoxy ribonucleic acid)
Desoxynukleotidtriphosphat

Doppel-Sandwich-Enzymgekoppelter Immuno-Absorbtions-
Assay

doppelstrangige RNS

verstarkte Chemilumineszenz (engl. enhanced chemilumi-
neszenz)

Escherichia coli
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EDTA Ethylendiamintetraacetat
et al. und andere (lat. et alii)
FKS fotales Kalberserum (engl. fetal calf sera)
FSB Transformationspuffer
g Gramm (bei Massen)
g Erdbeschleinigung
Gal Galaktose
Glc Glukose
GlcNac N-Acetyl-Glukosamin
GPI Glykosyl-Phospatidyl-Inositol
h human (Bsp. h-TNF-a steht fir humanes TNF-a)
h Stunde (bei Zeitangaben)
Hb Hamoglobin
HDL Lipoprotein hoher Dichte (engl. High Density Lipoprotein)
HEK293 Humane embryonale Nierenzellen (humane embryonic kid-
ney cells) 293
Hep Heptose
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure
HMGB1 engl. high mobility group box protein 1
HRP Meerettich-Peroxidase (engl. horse radish peroxidase)
HSP Hitze-Schock-Protein
ht heterozygot
hz homozygot
IFN Interferon
IgG Immunglobulin Klasse G
IKK Inhibitor des NFkB-Kinase-Komplex
IL Interleukin
IPTG Isopropyl--D-thiogalactopyranosid
IRAK IL-1-Rezeptor assoziiert Kinase
IRF Interferon-regulierender Faktor
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
KDO 2-Keto-3-Desoxyoctonat
kPa Kilopascal
L Liter
LALF Limulus-Anti-LPS-Faktor
LB Nahrmedium fur Bakterien (engl. lysogeny broth)
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LBP
LBP-wt
LBP-c998t

LBP-E94/95

LNA
LP
LP2
LP3
LPS
LRR
LRRs
LTA

m

M

mA
Mal
Malp2

mCD14
MCS
meso-DAP
mg

min

mi

mm

mM

mmHg
MmRNS

MyD88

NFxB

ng

LPS-bindendes Protein
Wildtyp-LBP

LBP mit einem Nukleotidaustausch in der DNS-Sequenz an
Position 998 (Cytosin—Thymin), welche zu einem Aus-
tausch von Prolin zu Leucin in der Aminosauresequenz des
Proteins fuhrt

LBP mit Doppelmutation: Austausch der Aminosauren Argi-
nin und Lysin an Position 94 und 95 gegen Glutaminsaure

Verschlossene Nukleinsauren (engl. locked nucleotid acid)
Lipoprotein

diazyliertes Lipoprotein

triazyliertes Lipoprotein

Lipopolysaccharid

Leucin-reiche sich wiederholende Sequenzen in Proteinen
Mehrzahl LRR (engl. leucin rich repeats)

Lipoteichonsaure (engl. lipo teichoic acid)

murin, aus der Maus stammend (Bsp. mTNF-a steht fir
murines TNFa)

Molekulargewicht oder Molar
Milliamper
MyD88-Adaptor ahnlich (engl. MyD88 adaptor like)

Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid 2 (engl. macropha-
ge-activating lipopeptide 2) von Mycoplasma fermentas

membranstandiges CD14
engl. Multiple Cloning site
Meso-Di-aminopimelinsaure
Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Millimeter Quecksilbersaule

Boten- (engl. messenger) RNS, Zwischenschritt der Prote-
insynthese

engl. myeloid differentiation primary response protein 88
Anzahl (engl. number)

Transkriptions oder Kernfaktor (engl. nuclear factor) kappa
B

Nanogramm
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NLR

nm

N-terminal

ODéoo

P.CO,
PAGE
PAMP

PBMC

PBS

PBS-T
PCR

pH
PLTP
pmol
Poly-IC

PRR

PRRs
PVDF
RAW264.7

R-LPS
rpm
RT-PCR
sCD14
SD

SDS
sec
si-RNS

SIRS

S-LPS

engl. nucleotide binding domain and leucine-rich repeat
containing gene family

Nanometer

Anfang einer Polypeptidkette (N aus der NH,-Gruppe eines
Peptids)

Optische Dichte bei A=600 nm
Kohlendioxid (CO,)-Druck (P)in der Atmung
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Pathogen assozierte molekulare Muster (engl. pathogen
associated molecular pattern)

Periphere mononukleare Blutzellen (engl. peripheral blood
mononuclar cells)

Phosphat-gepufferte Kochsalzldésung (engl. phosphate buf-
fered saline)

PBS + Tween

Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reac-
tion)

Starke des Wasserstoffs ( lat. potentia hydrogenii)
Phospolipid-Transferprotein
Pikomol

Synthetisches Polymer aus vielen Inosinen und Cytosinen
(engl. polyriboinosinic and polyribocytidylic acid), welches
die RNS von infektidsen Viren dhnelt

Mustererkennungsrezeptoren (engl. pattern recocgnition
receptor)

Mehrzahl PRR (engl. pattern recognition receptors)
Polyvinylidenfluorid

Murine Maus-Makrophagenzellline (engl. mouse leukaemic
monocyte macrophage cell line)

raues (engl. rough) LPS

Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)
Echt-Zeit-PCR (engl. real-time PCR)

I8sliches (engl. soluble) CD14 im Blut/Serum
Standardabweichung (engl. standard deviation)
Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)
Sekunde

kleine interferierende RNS (engl. small interfering) mit
Funktion in der Regulation von zellularen Prozessen

Systemische Entzindungsreaktion (engl. systemic inflam-
matory response)

glattes (engl. smooth) LPS
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sMD2
SN
SNP

SNPs
SOB

SOC

ss-RNS
T-Zellen
Tab.
Taq
TBE
TBK
TEMED
THP1

TIR
TIRAP
TLR
TLRs
TMB
TNF-a
TRAM
TRIF
Tris

U

uv

\Y,

wt

X

Mg

A

[ce]

°C

I6sliches (engl. soluble) MD2
Zellkulturiberstand (engl. supernatant)

Einzelnukleotidpolymorphismus (engl. single nucleotide po-

lymorphism)
Mehrzahl SNP (engl. single nucleotide polymorphisms)

Nahrmedium zur Bakterientransformation (engl. super op-
timal broth)

Nahrmedium zur Bakterientransformation mit zusatzlicher
Glykose (C fur engl. catabolite repression)

Einzelstrangige RNS (engl. single strand)
Thymus-abhangige Immunzelle

Tabelle

Thermus aquaticus
TRIS-Borat-EDTA-Puffer
TANK-bindende Kinase (ahnlich IKK)
Tetramethylethylendiamin

Humane Monocytenzellinie (engl. human acute monocytic
leukemia cell line)

Toll/IL-1-Rezeptor-Homolog

engl. TIR domain-containing adaptor protein
Toll-like Rezeptor

Mehrzahl TLR (engl. Toll-like receptors)
3,37,5,5 -Tetramethylbenzidin
Tumornekrosefaktor alpha

TRIF related adaptor molecule

TIR domain-containing adaptor inducing IFN-B
Tris-(hydroxymethyl)-methylamin

Einheit (engl. unit)

Ultraviolet

Volt

Wildtyp

mal (Vielfaltiges)

Mikrogramm

Wellenlange

Unendlich

Grad Celcius
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Chemische Elemente und Verbindungen sowie Nukleotide wurden gemaft den Emp-
fehlungen der InteRNStionalen Vereinigung fur Reine und Angewandte Chemie (IU-
PAC) abgekirzt.

Symbole fiir Aminosauren (Einzel-und Drei-Buchstaben-Kode)

Ein-Buchstaben-Kode Drei-Buchstaben-Kode Aminosaure

A Ala Alanin

B Asx A.spziragin oder Aspara-
ginsaure

C Cys Cystein

D Asp Asparaginsaure

E Glu Glutaminsaure

F Phe Phenylalanin

G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn Asparagin

P Pro Prolin

Q GIn Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin

\% Val Valin

W Trp Tryptophan

Y Tyr Tyrosin

z Glx Glutamin oder Glutamin-
saure
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