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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 ZIELSETZUNG

Die Beteiligung des Lipopolysaccharid-bindenden Proteins (LBP), als Akute-Phase-
Protein im Serum, bei der Initiierung einer Immunantwort konnte bereits umfassend
belegt werden. LBP bindet Lipopolysaccharid (LPS) und transportiert dieses zu einem
zellgebundenen Rezeptorkomplex, welcher eine Kaskade von Reaktionen einleitet, die
als Resultat die Ausschittung von Zytokinen hervorruft. Des Weiteren ist die Existenz
von membranassoziiertem LBP (mLBP) nachgewiesen (Roes, 2006). Die Orientierung
dieses Proteins an bzw. in der Membran ist jedoch bislang noch nicht néher charakteri-
siert (Muller, 2003). Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen an rekonstituierten
Lipid-Membranen legen nahe, dass unterschiedliche Konformationen des LBP an
Membranen vorliegen kénnen (Roes, 2006). Die Untersuchung der Lokalisation von
mLBP ist essentiell fir das Verstandnis seiner Funktion, besonders im Zusammenhang
mit der Interaktion mit LPS. Fir LBP wurden verschiedene Domanen beschrieben, die
jeweils eine unterschiedliche Funktion besitzen. Der LPS-bindende Bereich wurde an
der N-terminalen Domane des Molekils identifiziert (Theofan, 1994). Daher kann die
Orientierung von LBP, beispielsweise als Transmembranprotein, direkte Auswirkungen
auf seine immunologische Funktion haben.

Eine Moglichkeit die Orientierung membranassoziierter Proteine zu analysieren, stellt
der fluorescence protease protection assay (FPP-Assay) dar. Grundlage dieses Assays
ist die proteolytische Verdaubarkeit einer GFP (green fluorescent protein)-
Fusionsvariante des zu analysierenden Proteins. Diese Protease-induzierte Fluoreszenz-
ausloschung findet ausschliellich an extrazellularem GFP statt (Lorenz, 2006; Lorenz,
2008). In vorangegangenen Forschungsarbeiten wurde am Forschungszentrum Borstel
eine LBP-GFP-Fusionsvariante hergestellt. Erste Versuche zur Etablierung des FPP fur
die Untersuchung der Orientierung von mLBP konnten zeigen, dass Trypanblau-
Quenching eine effektivere Fluoreszenzausléschung hervorruft, als der Fluoreszenzver-
dau mittels Trypsin (Shokouhi, 2013).

In dieser Arbeit sollte ein Trypanblau-Quenching-Assay zur Untersuchung der Interak-
tion einer GFP-Fusionvariante des LBP mit der humanen Zelllinie HEK293-TLR4/MD-

2 eingesetzt werden. Durchflusszytometrische Untersuchungen sollten die Bindung des
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EINLEITUNG

Fusionsproteins an die Zytoplasmamembran bestatigen. Des Weiteren sollte durch Fluo-
reszenzausloschung eine Aussage Uber die Lokalisation der GFP-tragenden Doméne des
LBP-GFP-Proteins getroffen werden. Die Interaktionen von Proteinen mit der Memb-
ran, sowie membranabhangige Aufnahmeprozesse wie die Phagozytose, sind in der Re-
gel temperaturabhéngig. Diese Abhéangigkeit sollte in dieser Arbeit ebenfalls fir das
LBP-GFP-Fusionsprotein tberprift werden.

1.2 DAS IMMUNSYSTEM

Das Immunsystem hoherer Lebewesen hat die Funktion den Organismus gegen in den
Korper eingedrungene Mikroorganismen und fremde Substanzen, sowie fehlerhaft ge-
wordene korpereigene Zellen, zu schiitzen. Es besteht aus mechanischen und physiolo-
gischen Barrieren, wie Haut, Darm oder Atemwege, zelluldren Bestandteilen und be-
stimmten Proteinen, die als Boten- oder Abwehrstoffe wirken.

Als Reaktion auf eingedrungene Pathogene wird im Kdrper eine Immunantwort ausge-
I6st, deren Mechanismus davon abh&ngig ist, ob es sich um ein bereits bekanntes oder
unbekanntes Pathogen handelt. Die meisten Pathogene besitzen spezielle ,,Pathogen-
assoziierte molekulare Muster* (,,pathogen associated molecular patterns“, PAMPs),
wie z.B. Lipopolysaccharide, Peptidoglykane, Lipoteichonsauren, bakterielle DNS oder
auch doppelstrdngige RNA. Anhand dieser konservierten Strukturmotive werden Patho-
gene vom Wirt erkannt und anschlie3end eliminiert.

Das angeborene Immunsystem hat die Funktion in den Organismus eingedrungene Pa-
thogene zu identifizieren und als Reaktion darauf eine Immunantwort auszulésen. Da-
rauf folgt die Beseitigung der Pathogene durch Rezeptor-vermittelte Phagozytose, oder
antimikrobielle Effektoren. Des Weiteren instruiert es das adaptive Immunsystem und
begrenzt eine Infektion, bis dieses greift.

Zelluldre Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind professionelle Phagozyten
wie Monozyten, Makrophagen und Granulozyten, welche durch die Blutbahn zu den
befallenen Geweben migrieren, um dort proteolytische Enzyme zu sezernieren, Erreger
durch Phagozytose aufzunehmen und abzutéten. Die Natirlichen-Killer-Zellen (NK-
Zellen) erkennen virusinfizierte oder transformierte Zellen dadurch, dass diese eine ver-
ringerte Expression des, auf ihren Oberflachen vorkommenden, Haupthistokompatibili-
tatskomplex I (MHC-I-Komplex) aufweisen. Das humorale Komplementsystem ist ein

weiterer Bestandteil des angeborenen Immunsystems, welches aus mehr als 30 Serum-
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EINLEITUNG

proteinen besteht und an der Kontrolle von Entziindungsreaktionen und der Lyse von
Antikorper-markierten Zellen beteiligt ist. Die dendritischen Zellen gehdren zu den An-
tigen-prasentierenden Zellen. Sie nehmen durch Pinozytose Antigene in der Peripherie
auf und wandern nach dieser Aktivierung in die Lymphknoten, wo sie die Antigene auf
ihren Zelloberflachen présentieren.

Wichtige Zellen des erworbenen oder auch adaptiven Immunsystems sind die B-
Lymphozyten. Sie tragen an ihren Zelloberflichen Antigenrezeptoren. Pathogene Anti-
gene stimulieren diese Zellen durch die Bindung mit deren B-Zell-Rezeptoren. Darauf-
hin differenzieren die B-Zellen zu Plasmazellen, welche grofe Mengen von spezifi-
schen Antikorpern synthetisieren und sezernieren. Die gebildeten Antikorper fiihren
dann in dem betroffenen Gewebe eine Immunreaktion aus. Die B-Zell-Aktivierung wird
zusatzlich von T-Lymphozyten, in Form von T-Helfer-Zellen unterstiitzt. Besonders
wichtig fur das adaptive Immunsystem ist die Differenzierung zu Geddachtniszellen.
Diese stellen einen Informationsspeicher fir die Bildung von Antikérpern dar. Bei einer
erneuten Infektion, mit einem bereits bekannten Pathogen, wandeln sich die Gedécht-
niszellen sehr viel schneller zu Plasmazellen um, sodass es zu einer schnelleren Anti-
korperproduktion bei einem Zweitkontakt kommt. Das adaptive Immunsystem ist zum
effektiven Schutz vor Pathogenen notwendig. Es greift, wenn Erreger die Abwehrme-
chanismen des angeborenen Immunsystems tiberwunden haben, ihnen entgehen konnten
oder einen Infektionsherd gebildet haben. Es beseitigt eingedrungene Pathogene und
flhrt zu einer schutzenden Immunitat. Diese kann auf bereits bekannte eingedrungene
Mikroorganismen mit gesteigerter Effizienz reagieren. Dadurch kann eine erneute In-
fektion wesentlich schneller bek&mpft werden (Schiutt & Broker, 2011; Male, 2005;
Janeway, 1997).

1.3 Die ANGEBORENE IMMUNANTWORT

Die angeborene Immunantwort hat die Aufgabe eine direkte antimikrobielle Antwort
einzuleiten, sowie phagozytierende Zellen und Effektor-Molekile zum Infektionsherd
zu rekrutieren. Es erfordert daher das direkte Auslosen eines Effektor-Mechanismus
durch den Erreger.

Ein in den Korper eingedrungenes Pathogen muss daflr zuerst durch das angeborene
Immunsystem identifiziert werden. Die Struktur der dabei beteiligten Proteine ist im

Genom festgelegt. Auf den Oberflachen von Makrophagen und neutrophilen Granulo-
12



EINLEITUNG

zyten werden Muster-Erkennungs-Rezeptoren (pattern recognition receptors, PRRS)
exprimiert. Diese Rezeptoren erkennen PAMPs von Mikroorganismen und durch deren
Bindung werden unterschiedliche Abwehrmechanismen initiiert. Dazu gehdren die Pha-
gozytose des Erregers und die Aktivierung der Zelle, die den PRR exprimiert. Die Zelle
reagiert auf die Aktivierung mit der Transkription von Genen, die zur Expression und
Sekretion von Zytokinen, wie TNF-a, Interleukin(IL)-1, IL-6 und IL-8, und Enzymen
mit stark lokaler Wirkung, wie Phospholipase und reaktiven Sauerstoff-und Stickstoff-
verbindungen, fiihrt. Die sezernierten Zytokine bewirken ein Ansteigen der Kdrpertem-
peratur, welches eine zerstdrende Wirkung auf viele Mikroorganismen hat. Des Weite-
ren verursachen sie eine Entzundungsreaktion, welche die Oberflacheneigenschaften
und die Permeabilitat der Blutgefélie verandert. Die Mediatoren induzieren ebenfalls die
Synthese von Akute-Phase-Proteinen (APP) in der Leber. Akute-Phase-Proteine haben
die Aufgabe die Entziindung zu lokalisieren, eine Ausbreitung zu verhindern und das
Immunsystem zu unterstiitzen, z.B. indem sie verstarkt das Komplementsystem aktivie-
ren. Dieses wirkt, indem es die Oberflache von Pathogenen opsonisiert, um so den Pha-
gozyten die Erkennung und den Verdau zu erleichtern. Des Weiteren kdnnen die betei-
ligten Proteine zerstérende Poren in der Zellmembran von Bakterien bilden, die die
Membranintegritat storen und zur Lyse der Bakterien fihren (Schitt & Broker, 2011,
Male, 2005; Janeway, 1997).

1.4 LIPOPOLYSACCHARID

Lipopolysaccharide (LPS) sind chemische Verbindungen, die aus Zucker- und Lipi-
deinheiten bestehen (Glycolipide). In Bezug auf das Immunsystem hat die Zellwand
gram-negativer Bakterien eine besondere Bedeutung. In ihrer &ufReren Zellmembran
sind Lipopolysaccharide integral verankert, welche bei der Zellteilung oder der Abto-
tung von Bakterien freigesetzt werden konnen (Rietschel, 1994). Diese Molekiile spie-
len eine zentrale Rolle bei der Erkennung von Gram-negativen Bakterien durch das
Immunsystem. So 16st LPS Immunreaktionen, unter anderem die Freisetzung von Zy-
tokinen, die Hochregulation von Adhdsionsmolekilen, die Aktivierung des Komple-
ment-und Gerinnungssystems und die Phagozytose, aus und stellt dabei einen wichtigen
Mediator in der Pathogenese Gram-negativer Sepsis dar (Morrison, 1987; Reyes, 2002;
Gutsmann, 2001). Strukturell kann LPS in zwei Bereiche, einen hydrophilen und einen
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hydrophoben, unterteilt werden. Ein hydrophiles Polysaccharid bildet dabei den &ul3eren
Bereich. Es beinhaltet zum einen das sogenannte O-Antigen, welches sich aus bis zu
50(n) Oligosacchariden, die aus drei bis acht Monosacchariden aufgebaut sind, zusam-
mensetzt. Dieser Teil des LPS wird zur Unterscheidung verschiedener Bakterienarten
und -stdimmen genutzt, da er die héchste Variabilitat innerhalb des LPS aufweist. Zum
anderen besteht es aus einer Kernregion, die in eine duBere und eine innere Kernregion
unterteilt wird. Der &uRere Kern besteht hauptsachlich aus den Sacchariden Glukose,
Galaktose, Glukosamin und Galaktosamin, wahrend der innere Kern den selten natir-
lich vorkommenden Zucker Ketodesoxyoctonsaure (Kdo) und Heptosereste enthalt
(Rietschel, 1985; Raetz, 1990). Als Lipid A wird jener hydrophobe Teil des LPS be-
zeichnet, der in der bakteriellen Membran verankert ist. Er besteht aus einem phospho-
rylierten Glucosamindisaccharid, an welches vier Fettsduren verestert sind, von denen
wiederum zwei sekundér acyliert sind. Das Lipid A bildet den biologisch aktiven Anteil
des Molekiils und wirkt als Endotoxin (Rietschel, 1994). Im wéssrigen Milieu, wie dem
Blut, bilden sich aufgrund der amphiphilen Struktur des LPS Molekiils stabile Aggrega-
te, aus welchen nur langsam und wenige einzelne LPS-Molekiile dissoziieren (Seydel,
Koch, & Brandenburg, 1993). Als Folge einer Infektion durch bakterielles LPS entste-
hen krankhafte Symptome wie Fieber, lokale oder systematische Entziindungsreaktio-
nen und bei ungunstigem Verlauf eine toxische Schockreaktion (Beutler & Rietschel;
2003).

Abbildung 1: Die chemische LPS Struktur

Dargestellt sind der hydrophile Bereich, bestehend aus O-Antigen, duRerer und innerer
Kernregion, und der hydrophobe Lipid A Bereich(verandert durch Alexander &
Rietschel, 2001).
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1.5 LIPOPOLYSACCHARID-BINDENDES PROTEIN

LBP ist ein 58-60 kDa Glykoprotein und wird als Akute-Phase-Protein hauptsachlich in
der Leber synthetisiert und anschlieRend in den Blutkreislauf abgegeben. Die Expressi-
on von LBP ist ebenfalls in Darmepithelzellen und Lungenepithelzellen Typ Il nachge-
wiesen (Dentener, 2000). Im gesunden Menschen hat LBP eine Serumkonzentration
von 5-10 pg/mL. Diese kann, wéhrend der Akute-Phase-Reaktion, um das 10-50-fache
ansteigen (Dentener, 2000). Als Lipid-Transferprotein fordert LBP das Herausldsen von
LPS aus Aggregaten und transportiert die Monomere an den zelluldren LPS-
Rezeptorkomplex. Somit Gbernimmt LBP eine Schlisselfunktion bei der Pathogener-
kennung und fungiert als Modulator einer Immunantwort bei einer Sepsis (Zweigner,
2001).

Es existieren noch weitere strukturell verwandte LPS-Bindungs- und Lipid-
Transferproteine, wie das Bactericidal/Permeability Increasing Protein (BPI),
Cholesterol Ester Transfer Protein (CETP) und das Phospholipid Transfer Protein
(PLTP). Aufgrund starker struktureller sowie funktioneller Homologien, werden diese
Proteine zu einer Proteinfamilie zusammengefasst (Desrumaux, 2001). Die
Aminosauresequenz zwischen LBP und BPI stimmt zu 44 % Uberein, zwischen LBP
und PLTP zu 25 % und zwischen LBP und CETP zu 23 % (Drayna, 1987; Gray, 1989;
Day, 1994). Die Proteine dieser Familie weisen jedoch durchaus unterschiedliche Funk-
tionen auf. BPI kann beispielsweise die Zellmembran von Bakterien permeabilisieren.
Diese bakterizide Eigenschaft besitzt LBP nicht.

Aufgrund der hohen Homologie zwischen LBP und BPI und der ,,grolen Anzahl kon-
servierter Aminoséauren (AS), konnte nach Computeranalyse eines kristallographierten
BPI-Molekiils ein Homologiemodell fiir LBP abgeleitet werden® (zit. Bittner, 2005).
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Abbildung 2: Modell der Struktur des LBP-bindenden Proteins
Die Computersimulation basiert auf kristallografischen Daten des strukturell verwand-
ten BPI (verdndert nach Schumann & Latz, 2000).

LBP weist demnach eine boomerangformige Struktur auf. Die DNS-Sequenz fur LBP
codiert fir 452 AS, 47 negativ geladene und 43 positiv geladene AS, sodass die Netto-
ladung des Proteins -4 betragt (Gutsmann, 2001). 25 AS stellen eine Signalsequenz dar.
Anhand dieser wird das Protein nach der Biosynthese ins Blut abgegeben (Schumann
1990, Ramadori, 1990). In dem LPS-bindenden Bereich, dem N-terminalen Bereich,
befindet sich ein Cluster von Aminosauren mit positiven Ladungen, Arg-94, Lys-95,
Lys-99, (Lamping, 1996). Der gegenuberliegende Bereich, der C-terminale Bereich,
bindet an CD14 oder Lipoproteine. Auch hier sind positive AS, Lys287, Lys290,
Lys308 und Lys389, vorhanden (Schumann, 2000).

1.6 LpPs-LBP Interaktion

Die Erkennung und Bindung von LPS durch Serum-LBP (sLBP) erfolgt Gber den N-
terminalen Bereich des LBP, in welchem positiv geladene AS lokalisiert sind (Han
1994; Lamping, 1996). Dabei binden diese AS mit hoher Affinitat die negativ gelade-
nen Phosphatgruppen im Lipid-A des LPS ionisch und l6sen so das LPS-Molekil aus
den supramolekularen Aggregaten heraus (Tobias, 1989; Schumann, 2000). Dieses
monomerisierte LPS, komplexiert mit LBP, kann so erleichtert mit anderen Musterer-

kennungs-Rezeptoren im Serum (solubleCD14 und HDL) und auf Zellmembranen
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(membrane-boundCD14) interagieren (Freudenberg, 2001). Dabei bedingt die sLBP-
Konzentration die funktionellen Auswirkungen. Bei normalen Serumkonzentrationen,
von 5-10 pg/mL, Katalysiert LBP die Bindung von LPS an CD14, l6slich und
membrangebunden, durch das Erkennen mittels der CD14-Bindungsstelle im C-
terminalen Bereich des LBP (Han, 1994; Schumann, 2000). Dadurch wird die LPS ver-
mittelte Stimulation CD14-positiver Zellen um das 100-1000-fache verstarkt (Schu-
mann, 1990). Bei hohen LBP-Konzentrationen, z.B. wahrend der Akute-Phase-
Reaktion, kommt es zur LPS-Neutralisierung tber HDLs (Gutsmann, 2001). Somit sind
die funktionellen Auswirkungen der LBP-LPS-Interaktion konzentrationsabhangig
(Zweigner, 2001). Das 55 kDa groRe CD14 ist ein Glykoprotein, welches hauptsachlich
von Monozyten, Makrophagen und aktivierten Granulozyten exprimiert wird. Im Ge-
gensatz zum sCD14 besitzt mCD14 einen Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker,
welche das Protein in der Zellmembran fixiert (Goyert, 1988). Durch das Fehlen einer
transmembrandren Doméne kann mCD14 selbst nicht aktiv an der Signaltransduktion,
und somit an der Zellaktivierung, beteiligt sein. Es bedarf daher eines weiteren
Rezeptorkomplexes, bestehend aus dem Toll-like receptor 4 (TLR4) und dem Myeloid
differentiation factor 2 (MD-2) (Wright, 1990; Schumann, 2000; Haziot, 1988). TLR4
gehort zu der Rezeptorfamilie der Toll-ahnlichen Rezeptoren, welche strukturelle Uber-
einstimmungen aufweisen. Extrazellular befinden sich leucine-rich repeats (LRRS),
welche Protein-Protein-Interaktion vermitteln. Die intrazelluldre Domane 16st die Akti-
vierung intrazellulérer Signalkaskaden aus, die zur Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors NF-xB fiihren, der eine Vielzahl proinflammatorischer Gene reguliert (Takeda,
2003; Hallatschek, 2005; Shimazu, 1999; Akira, 2004). MD-2 ist 25 kDa groRes Prote-
in, welches extrazellular hydrophob mit TLR4 assoziiert ist und wird daher als
membranverankert beschrieben (Park, 2009). Die Bindung von MD-2 an TLR4 ist not-
wendig fir die Aktivierung von TLR4 (Shimazu, 1999). Viriyakosol et al. (2000) be-
schreiben MD-2 als Bindungspartner fiir LPS und nicht, wie lange Zeit angenommen,
TLR4. So formt es mit TLR4 hufeisenférmige Heterodimere. Nach TLR4 Stimulation
durch LPS werden intrazellular Adapterproteine und Kinasen, wie MyD88 (myeloid
differentiation primary-response protein 88), IRAK4 (IL-1R-associated kinase 4),
TRAF6 (tumor-necrosis-factor-receptor-associated 6), TAK1 (transforming-growth-
factor-g-activated kinase), TAB1 (TAK1-binding protein 1), gebunden und aktiviert.
Diese Signalkaskade fuhrt schlie3lich zur Aktivierung und Translokation des Transkrip-

tionsfaktors NF-kB in den Zellkern und induziert dort die Transkription
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proinflammatorischer Gene (Akira, 2004). Somit reagiert die Zelle auf eine Stimulation
mit bakteriellem LPS mit der Expression von Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1), IL-6,

IL-8 oder TNF-a (tumor-necrosis factor o).

1.7 LBP-GFPy;

In vorangegangenen Forschungsarbeiten wurde am Forschungszentrum Borstel eine
GFP (green fluorescent protein)-Fusionsvariante des LBP hergestellt. Dazu wurde ein
pEGFPN3-hLBP Plasmid verwendet, in dem die DNS-Sequenz des GFP an das C-
terminale Ende des LBP in das Leseraster eingebracht ist (zur Verfiigung gestellt von
Dr. Lutz Hamann, Charité Berlin). Die Sequenz fir die Hexahistidin-Aminosauren (His)
wurde C-terminal an das GFP fusioniert (Shokouhi, 2013). Die gesamte Sequenz fir
LBP-GFPy;s lag im eukaryotischen Expressionsvektor pEGFP-N3 vor, welcher an-
schlieRend durch Lipofektion transient in HEK293 Zellen transfiziert wurde. Die Zell-
kulturiiberstande, welche das exprimierte LBP-GFPy;s in Panserin-Medium enthielten,
wurden abgenommen und das Protein tber Metallchelat-Affinitdtschromatographie
aufgereinigt. Nach diesem Aufarbeitungsschritt wurde die rekombinante LBP-GFP-
Variante bei -20°C eingefroren.

Das rekombinant exprimierte LBP-GFP Fusionsprotein wurde im Western Blot mittels
spezifischer Antikorper gegen GFP und gegen humanes LBP analysiert. Die biologische
Aktivitat des LBP-GFPis konnte mittels LPS-induzierter Stimulation humaner Makro-

phagen nachgewiesen werden (Shokouhi, 2013).
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2. MATERIAL

2.1 SuBSTANZEN UND LOSUNGEN

Chemikalien
BSA: ALBUMIN FRACTION V (FROM BOVINE SERUM)
Pulver: im Kuhlschrank bei 4°C in Raum 9; Merck; 100 g
DMEM: DULBECCO’S MODIFIED EAGLE MEDIUM
Losung:  Kihlschranktiir bei 4°C in Raum 9; Biochrom;
500 mL; Lot: 0625A
EtOH: ETHANOL
Aus dem Magazin; Losemittellager; reinst
FCS: FOTALES KALBERSERUM
Losung:  im Gefrierschrank bei -20°C im Wageraum; Linaris;
500 mL; Endotoxingehalt < 0,02 ng/mL
KCI: KALIUMCHLORID
Pulver: bei RT im Wageraum; AppliChem; 1 kg;
MW = 74,5 g/mol
Losung:  im Kihlschrank bei 4°C in Raum 1/2; ¢(KCL) =1 M
18,62 g in MQ-Wasser geldst; auf 250 mL MQ-Wasser
aufgefillt
KH,POy: KALIUMDIHYDROGENPHOSPHAT
Pulver: bei RT im Wéageraum; Merck; 1 kg;
MW = 136,09 g/mol
Losung:  im Kihlschrank bei 4°C in Raum 1/2;
c(KH2PQO,4) = 0,5 M; 6,8 g in MQ-Wasser gelost;
auf 100 mL MQ-Wasser aufgefullt
NaCl: NATRIUMCHLORID
Pulver: bei RT im Wégeraum; Merck; 500 g;
MW = 58,44 g/mol;
Losung:  w =0,75 %; 75 mg NaCl auf 10 mL Mili-Q
Na;HPO,: NATRIUMHYDROGENPHOSPHAT

Pulver: bei RT im Wageraum; Merck; 500 g;
MW = 141,96 g/mol

Losung:  im Kihlschrank bei 4°C in Raum 1/2;
c(Na;HPO,4) = 0,5 M; 17,75 g in MQ-Wasser gelost;
auf 250 mL MQ-Wasser aufgefullt
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NaNs: NATRIUMAZID
Pulver: bei RT im Wéageraum; Merck 100 g;
MW = 65,01 g/mol;
Panserin: PANSERIN 293A
Losung:  bei 4°C im Kuhlschrank in Raum 9; Pan Biotech;
500 mL; Lot: 3240313
PBS (1x): PHOSPHATGEPUFFERTE SALZLOSUNG (1x)
Losung:  bei RT in Raum 1/2; Biochrom; 500 mL; Lot: 1057A,
wlo Ca**/Mg**
Pl PROPIDIUMIODID
Losung:  im Kuhlschrank bei 4°C in Raum 9; Invitrogen;
10 mL; MW = 668,4 g/mol; p = 1 mg/mL in Wasser;
Lot: 513352
Trypanblau: 3,3’-DIMETHYL-4,4’-BIS(5-AMINO-4-HYDROXY-2,7-
DISULFONAPHTYL-3-AZO)-[1,1’-BIPHENYL]
Pulver: bei RT im Waégeraum, Riedel-De Haen; 25 g;
MW = 992,82 g/mol; C34H24NgNas015S,; Lot: 5275
Losung:  w=0,2% in NaCl (w = 0,75 %); 10 mg auf 5 mL
NaCl (0,75 %)
Zelllinie
HEK?293-TLR4/MD-2 HUMAN EMBRYONIC KIDNEY
#33 und #15
HEK-Zellen mit humanen TLR4/MD-2 Rezeptoren auf
der Zytoplasmamembran
Antikorper
Anti TLR4 MOUSE MONOCLONAL (HTA 125)

Losung:  im Kihlschrank bei 4°C in Raum 9;
Lot: AB0O40209A-02; Imgenex; 1 mL;
B = 0,5 mg/mL; lichtgeschitzt

goM IgG-Alexa Fluor 488 GOAT ANTI-MOUSE 1gG (H+L)-ALEXA FLUOR

488 KONJUGIERT
Losung:  im Kuhlschrank bei 4°C in Raum 9;
Invitrogen; 250 pL; B = 2 mg/mL; lichtgeschtzt

LPS-bindendes Protein

LBP-GFPy;s:

LIPOPOLYSACCHARID BINDENDES PROTEIN-GREEN

FLUORESCENT PROTEIN-6xXHISTIDIN

Losung:  im Kihlschrank bei 4°C in Raum 1/2; in Panserin;
Forschungszentrum Borstel
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2.2 PUFFER

Durchflusszytometrie

Az-PBSpH 7,2
NaCl 359
Na,HPO, 5749
KCI 19
KH,PO, 1g
NaN3 59
MQ-Wasser auf 4500mL aufflllen
pH Wert mit HCI auf 7,2 einstellen
MQ-Wasser auf 5000mL auffillen

Steril filtrieren

Az-PBS +2 % FCS pH 7,2

Az-PBS 49 mL
FCS 1mL
Steril filtrieren

2.3 VERWENDETE GERATE

Gerat Hersteller Model
Analysenwaage Sartorius R200D
Durchflusszytometer Becton Dickinson FACS Calibur
Laborschittler Stuart

Mikroprozessor pH-Meter WTW pH 537
Mikrozentrifuge Eppendorf Centrifuge 5415R
pH-Meter Mettler Toledo InLab Semi-Mikro pH
Prazisionswaage Sartorius ED 623S
Rotationsverdampfer Thermo Savant SPD Speed Vac
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2.4 VERBRAUCHSMATERIAL

Pipettenspitzen

Falcon Réhrchen

Gewindeflaschen

Neubauer-Zahlkammer

Reaktionsgefale

Reaktionsgefale

Schraubdeckel

Spritzen (steril)

Spritzenaufsatzfilter

Pipetten (steril)

Sterilfilter

1000 pL, 200 pL, 20 pL
SARSTEDT AG & Co, Deutschland

4 mL, BD Biosciences
San Jose,California, USA

4 mL, Macherey-Nagel GmbH & Co KG
Deutschland

Neubauer improved, Tiefe 0,1 mm, Deutschland

13 mL, 15 mL, 50 mL
SARSTEDT AG & Co, Deutschland

0,5mL, 1,5mL,2mL
SARSTEDT AG & Co, Deutschland

N8, 1,3 mm,
Macherey-Nagel GmbH & Co KG, Deutschland

2mL, 5mL, 10 mL
BD Discardit

Filtropur S Plus, 0,2 um
SARSTEDT AG & Co, Deutschland

5mL, 10 mL, 25 mL
Corning Incorporated, New-York, USA

Vacuum Driven Disposable Filtration System
Millipore Express Plus Membrane 0,22 pm
Billerica, USA
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3. METHODEN

Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen werden unter Kapitel 2.1

und 2.2 beschrieben.

3.1 ZELLKULTUR UND ZELLERNTE

Die Zellkulturarbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank mit laminarem Stro-
mungsprofil durchgefihrt. Die Zellen der Zelllinie HEK293-TLR4/MD-2 #33 und #15
wurden in Kulturflaschen (KF) bei 37°C und 5 % CO, Zufuhr in einem Heraeus Brut-
schrank inkubiert. Je nach Wachstumsverhalten der adhérent wachsenden Zellen fand 2-
3 Mal wdchentlich die Umsetzung in eine neue Kulturflasche statt. Dazu wurde zuerst
das alte Medium abgegossen und die Zellen mit 7 mL PBS-Puffer gewaschen. Darauf
folgte das Abldsen der Zellen von der GefdBwand durch Zugabe von Trypsin/EDTA
(500 pL bei einer kleinen, 1000 L bei einer groRen Kulturflasche) fur 2 min bei 37°C.
Nach der Inaktivierung des Trypsins mit 500 pL (kl. KF) bzw. 1000 pL (gr. KF) Nahr-
medium, DMEM/G418/Hygromycin, wurden diese in einer neuen Kulturflasche mit
Né&hrmedium ausgesat.

Zusammensetzung des Nahrmediums:

fir eine kleine KF: 7 mL DMEM + 7 uL G 418 + 7 uL Hygromycin

flr eine groRe KF: 17 mL DMEM + 17 uL G 418 + 17 pL Hygromycin

Fur die Zellernte wurde das alte Nahrmedium abgegossen und die Zellen mit 7 mL
PBS-Puffer gespdlt. Das Abldsen erfolgte durch die Zugabe von 500 pL (kl. KF) bzw.
1000 pL (gr. KF) Trypsin/EDTA und Inkubation fur 5 min bei Raumtemperatur. Darauf
folgte die Zugabe von 500 pL (kl. KF) bzw. 1000 pL (gr. KF) DMEM (+ 10 % FCS + 2
% P/S/Glu) und die Uberflihrung in ein 13 mL-ReaktionsgefaR, welches in einem Eis-
bad stand. Fur das Zahlen der Zellen mit der Neubauer Zahlkammer wurde ein Aliquot
der Zellsuspension zuerst mit DMEM in einem Verhaltnis von 1:100 (v/v) verdlnnt.
Danach wurde das verdinnte Zellaliquot im Verhéltnis 1:2 (v/v) mit Trypanblau (w =
0,4 %) versetzt, in die Z&hlkammer Uberfuhrt und die intakten Zellen gezéhlt.

(PS/S/Glu = 100 mM Glutamin, 5000 U/mL Penicillin, 5000 U/mL Streptomycin)
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3.2 ANTIKORPERFARBUNG VON TLR4-REZEPTOREN

HEK293 Zellen sind Transformationsprodukte menschlicher embryonaler Nierenzellen
mit DNS Fragmenten des menschlichen Adenovirus 5. Diese stabile Zelllinie wachst
adhérent und zeichnet sich durch eine einfache Kultivierung aus. Die in diesen Experi-
menten verwendete sterile Zelllinie HEK293-TLR4/MD-2 weist im Vergleich zu
HEK293-Zellen die Expression der humanen LPS-Oberflachenrezeptoren TLR4 und
MD-2 auf.

Fur die Methodenoptimierung der Protein-Lokalisation wurden zuerst Vorversuche
durchgefihrt. Daftr mussten Zellen der Zelllinie HEK293-TLR4/MD-2 antikorpermar-
kiert werden. Es wurde zuerst der 1. Antikorper ,,anti-TLR4 HTA 125 an die Oberfla-
chenrezeptoren TLR4 gebunden. Durch die Bindung des 2. Antikorpers ,,goM IgG-
Alexa Fluor 488, welcher ein Fluorochrom tragt, wurden die Zelloberflachen aus-
schliellich extrazellulér fluorenzenzmarkiert.

Fiir die Farbung wurden jeweils 1x10° Zellen in 1,5 mL Az-PBS in 5 mL Falcon-
Réhrchen aufgenommen und gewaschen (vortexen). Anschlieend bei 4°C fiir 5 min
mit 1400 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde, durch vorsichtiges abgieBen, ver-
worfen. Es folgte die Bindung mit dem 1. AK. Dazu wurden die Zellen in 50 pL einer
20 pg/mL AK-L6sung resuspendiert und fur 30 min, lichtgeschitzt und auf Eis, inku-
biert. Zentrifugation bei 4°C fir 5 min mit 1400 U/min trennte nicht gebundenen AK
von den Zellen ab. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1,5 mL Az-PBS
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation folgte die Bindung des 2. AK in 50 pL einer
20 pg/mL AK-Losung. Die Inkubation erfolgte lichtgeschutzt fiir 30 min auf Eis. Im
Anschluss wurden die Zellen zweimal mit Az-PBS gewaschen und nach Zentrifugation
bei 4°C fiir 5 min mit 1400 U/min als Zellpellet, lichtgeschitzt und auf Eis, zum Mess-
gerat transportiert.

3.3 BINDUNG VON LBP-GFP;; AN DIE ZELLMEMBRAN

Die Untersuchungen zur Interaktion von LBP-GFPy;s mit der Zellmembran erfolgten
mittels Durchflusszytometrie. Dafur musste zunéchst die LBP-GFPy;s-Fusionsvariante
an die Zellmembran der HEK293-TLR4/MD-2 Zellen gebunden werden. Um die Kon-

zentration an LBP-GFPy;js vor der Bindung zu erhéhen, wurde eine Aufkonzentration
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der aufgetauten Probe durchgefuhrt. Dazu wurden 3 mL des LBP-GFPyis Zellkultur-
uberstandes in Gewindeflaschen aus Glas tberfihrt und bei 35°C mit der Speed Vac
eingeengt. Die Aufkonzentration wurde durchgefihrt, bis das Volumen auf 1 mL redu-
ziert war. Anschlieend wurde der eingeengte Kulturtiberstand bei 4°C lichtgeschitzt
gelagert. Als negativ-Kontrolle zu den LBP-GFPy;s Proben wurde Panserin, das Expres-
sionsmedium der LBP-GFPy;s Kultur, gleichermalien behandelt und gelagert. Zur Un-
tersuchung der LBP-GFPy;s Bindung wurden die Zellen mit 1,5 mL Az-PBS in Falcon-
Réhrchen aufgenommen, gewaschen (vortexen) und bei 4°C fiir 5 min mit 1400 U/min
zentrifugiert. Die optimale Zellzahl von 1x10° Zellen/Rohrchen wurde in Vorversuchen
ermittelt. Der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 500 uL DMEM auf-
genommen und mit 100 pL LBP-GFPy;s fur 15 min lichtgeschitzt auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurde das nicht gebundene LBP-GFPy;s durch Zentrifugation bei 4°C fur
5 min mit 1400 U/min von den Zellen abgetrennt. Das Zellpellet wurde im Anschluss
zweimal mit 1,5 mL Az-PBS gewaschen (vortexen + zentrifugieren) und der Uberstand
jeweils verworfen. Die Zellen, mit dem gebundenen LBP-GFPys, blieben als Pellet zu-

rick.

3.4 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass Zellen einer Suspension auf-
grund morphologischer Unterschiede, wie Grofie und Granularitat, voneinander unter-
schieden werden kénnen. Des Weiteren kdnnen mit einem Durchflusszytometer Fluo-
reszenzfarben detektiert werden. Fir die Fluoreszenzmessung werden die zu vermes-
senden Zellen mit entsprechenden Farbstoffen markiert.

Die Messung beruht auf der hydrodynamischen Fokussierung von Zellen in Suspension
mittels einer Tragerfllssigkeit. Die vereinzelten Zellen passieren dann in einer Messkii-
vette einen Laserstrahl. So wird jede in der Probe enthaltene Zelle einzeln analysiert.
Trifft ein Laserstrahl auf eine Zelle, wird das Licht beim Auftreffen gestreut. Es entste-
hen Vorwartsstreulicht (forwardscatter, FSC), welches ein MaB fiir die relative Grolie
ist, und Seitenstreulicht (sidescatter, SSC), welches Informationen zur Zellgranularitat
liefert. Trifft der Laserstrahl auf einen gebundenen Farbstoff, wird ein Teil der Licht-
energie vom Fluorochrom absorbiert und Fluoreszenzstrahlung hoherer Wellenlange
emittiert. Ein komplexes System aus Linsen, Spiegeln und Detektoren sammelt diese

Informationen und gibt diese an einen Computer weiter.
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Fir die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurde ein FACS (fluorescence
activated cell sorting) Gerat des Herstellers Becton Dickinson verwendet. Die vorberei-
teten Proben wurden als Zellpellets zum Durchflusszytometer transportiert. Dabei be-
fanden sich die Probenréhrchen stets in einem Eisbad. Vor der Messung wurde das
Zellpellet in 200 pL Az-PBS + 2 % FCS aufgenommen. Bei der Messung wurde darauf
geachtet, dass ein Durchfluss von 800 Zellen/s nicht tberschritten wurde. Additive, wie
Trypanblau oder Propidiumiodid, wurden nach einer ersten durchgefuihrten Messung
zugegeben und die Probe dann erneut gemessen. Die zu verwendenden Konzentrationen
dieser Additive wurden in Vorversuchen ausgetestet. Die Messung der Grunfluoreszenz,
fir die AK-Féarbung und LBP-GFPys-Féarbung, erfolgte auf dem Kanal FL1, die Mes-
sung der orangenen Fluoreszenz, fir die Propidiumiodid-Féarbung, auf Kanal FL3. Fir
die Messungen wurde das Programm ,,CellQuest Pro 6.0° verwendet. Die Auswertung

erfolgte mit dem Programm ,,Flowing Software 2.5.0%.

3.5 INTEGRITATSPRUFUNG DER ZELLMEMBRAN MIT
PRoOPIDIUMIODID

Eine Zellmembran besteht aus einer Lipiddoppelschicht, welche die Zellinhalte nach
auflen abgrenzt. In der Regel sind diese Membranen semipermeabel.

Der Farbstoff Propidiumiodid (PI) wirkt als Nukleinsdureinterkalator. Bei 499 nm hat
Pl sein Absorptionsmaximum und emittiert daraufhin Licht der Wellenlange 590 nm. Es
interkaliert in die DNS bzw. RNS von Zellen mit rupturierter oder perforierter Zell-
membranen. So kann PI zur Untersuchung der Membranintegritat verwendet werden.
Intakte Membranen kann PI nicht passieren, so dass Zellen mit intakter Membran kein
Fluoreszenzsignal abgeben. In der Durchflusszytometrie kann so untersucht werden, ob
die verwendeten Zellen Beschadigungen der Membranen aufweisen.

Fir diesen Test wurden die in Falcon-Rohrchen vorbereiteten Zellpellets in Az-PBS + 2
% FCS resuspendiert und gemessen. Danach folgte die Zugabe von 20 pL einer
Propidiumiodidldsung mit p= 100 pg/mL (entspricht 2 pg/ 1x10° Zellen). Die Messung
erfolgte direkt im Anschluss auf Kanal FL3.
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4. ERGEBNISSE

Fur die Veranschaulichung der Ergebnisse aus den durchflusszytometrischen Untersu-
chungen wurde die Zweiparameterdarstellung als ,,Punktdarstellung* (Dot Plot) ge-
wahlt. Dabei lassen sich die Verteilung von Populationen und die Korrelation der Para-
meter gut darstellen.

Bei der Quadrantenauswertung in der Darstellung von FSC gegen die Fluoreszenz (Ka-
nal FL1) wurde darauf geachtet, dass der prozentuale Anteil, der gemessenen und unge-
farbten Zellen, im oberen rechten Quadranten (rechts oben - RO) ca. 1 % betrug. Da-
durch wurden die Berechnungen der Fluoreszenzabnahme unterschiedlicher Versuche

miteinander vergleichbar.

4.1 FARBUNG DER TLR4-REZEPTOREN AN HEK?293-T LR4/MD-2
ZELLEN

Fur die Etablierung der Methode zur Protein-Lokalisation an der Zellmembran wurden
die Parameter Zellzahl, Trypanblaukonzentration und Trypanblauvolumen in Vorversu-
chen optimiert. Daflr diente eine antikérpervermittelte Farbung des Oberflachenprote-
ins TLR4. Fir diese Versuche wurde aus der Zelllinie HEK293-TLR4/MD-2 der
Zellklon #33 verwendet.

Die Zellpellets wurden entsprechend Kapitel 3.2 hergestellt und wie in Kapitel 3.4 be-
schrieben gemessen. Die Farbung des TLR4-Rezeptors auf der Zelloberflache erfolgte
mittels eines monoklonalen anti-TLR4-Antikoérpers und eines fluoreszenzmarkierten
sekundédren Antikorpers (gaM IgG-A488). Fir die Fluoreszenzausléschung wurden die
AK-gefarbten Zellpellets unterschiedlich aufgenommen und gemessen. Als Kontrolle
diente jeweils eine ungeféarbte Probe. Diese wurde anstelle der AK mit Az-PBS + 2 %

FCS inkubiert. Die Messung der Griinfluoreszenz erfolgte auf Kanal FL1.
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Abbildung 3: Dot Plot-Analyse der TLR4-Farbung und Fluoreszenzausléschung
durch Trypanblau an HEK293-TLR4/MD-2 #33

Dargestellt sind drei Dot Plots einer Antikorperfarbung fur die Beurteilung der Effekti-
vitat des angewendeten Quenchings. Aufgetragen ist jeweils das Vorwartsstreulicht
(FSC) gegen die Fluoreszenzintensitat des Fluorochroms (FL1-Height). In diesem Ver-
such wurden fiir A1-A3 1x10° Zellen behandelt und 1x10* Zellen gemessen. Al: unge-
farbte Zellen in 200 pL Puffer resuspendiert, A2: mit 1. + 2. AK inkubierte Zellen in
200 pL Puffer resuspendiert, A3: mit 1. + 2. AK inkubierte Zellen in 200 pL
Trypanblau (0,4 %) resuspendiert. Flr die Auswertung sind in den oberen Quadranten
(links oben-LO, rechts oben-RO) die mittlere Fluoreszenzintensitat (Y-Mean) und der
prozentuale Anteil der gemessenen Zellen angegeben.

In Abb. 3 ist exemplarisch eine Auswertung der Experimente zur Antikdrperfarbung
dargestellt. Es sind deutlich zwei Populationen zu erkennen, die sich durch unterschied-
liche Signalstérken im forwardscatter unterscheiden. Die Berechnung der Fluoreszenz-
ausléschung erfolgt Gber den Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitat (Y-Mean)
der ungefarbten Kontrolle (A1) mit der Quenching-Probe (A3). Die ungeféarbten Zellen
zeigen im rechten oberen Quadranten ein Y-Mean von 17,2. Nach der AK-Féarbung
(A2) der Zellen steigt der Wert auf 47,1 an. Die Zugabe von Trypanblau bewirkt eine
Fluoreszenzausloschung und somit ein Sinken des Y-Mean auf 17,3. Daraus l&sst sich
ein Quenching-Effekt von 99 % zwischen der ungefarbten und der gequenchten Probe
berechnen. Diese Auswertung l&sst sich ebenso fur den linken oberen Quadranten

durchfuhren. Daraus ergibt sich fur LO ein Quenching-Effekt von 97 %.

Y—Mean (ungefidrbt)

Quenching-Effekt =

100 % [1]

Y—-Mean (gefirbt+gequencht)

Aus den gesamten Analysen der AK-Farbung von TLR4 an der Zelllinie HEH293-
TLR4/MD-2, mit anschlieBendem Quenching, ergaben sich fur die Hauptversuche die
folgenden optimierten Parameter:

- Zellzahl: 1x10° Zellen/FACS-Rohrchen
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- Tb-Konzentration: 0,2 % (in 0,75 % NaCl )

- Tb-Volumen: 200 puL

- die Resuspendierung der Zellen in Puffer und anschliefendes Quenchen mit Th
beeinflusst den Quenching-Effekt nicht. Daher kénnen bei den folgenden Versu-
chen die Zellen zuerst in Puffer resuspendiert und gemessen werden, dann mit

Th gequencht und wieder gemessen werden.

Im Anhang 1. sind in den Tabellen 3-6 die Daten zu dieser Schlussfolgerung aufgefihrt.
4.2 BINDUNG VON LBP-GFP;;s AN HEK293-TLR4/MD-2 ZELLEN

Nach Festlegung der optimalen Parameter fur die durchflusszytometrische Untersu-
chung zur Interaktion von LBP-GFPy;s mit Zellmembranen, wurde in Experimenten die
Bindung des Fusionsproteins an den Zellen der Zelllinie HEK293-TLR4/MD-2 analy-
siert. Die Bindung von LBP-GFPy;s an die Zellen erfolgte an Klon #33. Dabei wurden
die Proben entsprechend Kapitel 3.3 vorbereitet und, wie in Kapitel 3.4 beschrieben,
gemessen.

Bei der Dot Plot-Darstellung werden unterschiedliche Darstellungen verwendet. Die
Auftragung von Vorwartsstreulicht (FSC) gegen das Seitenstreulicht (SSC) erlaubt Auf-
schluss Uber Unterschiede in der Morphologie der analysierten Zellen. Wird der FSC
gegen eine Fluoreszenz aufgetragen, kann eine detektierte Fluoreszenz der Zellen ver-
anschaulicht werden. Des Weiteren kdnnen zwei unterschiedliche Fluoreszenzen gegen-
einander aufgetragen werden. Daraus lassen sich, je nach Versuchsaufbau, Eigenschaf-

ten der analysierten Zellen ableiten.

Abbildung 4: Dot Plot-Analyse der LBP-GFPys-Bindung an HEK293-TLR4/MD-2
#33

Dargestellt sind drei Dot Plots eines Bindungsversuches von LBP-GFPy;s an die Zell-
membran von HEK293-TLR4/MD-2 #33. Aufgetragen sind jeweils das VVorwaértsstreu-
licht (FSC) gegen die Fluoreszenz (FL1). Die Auswertung erfolgt Uber die gesamte obe-
re Hélfte (Top). Dazu sind die mittlere Fluoreszenzintensitat (Y-Mean) dieser Populati-
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onen und der prozentuale Anteil an den gemessenen Zellen angegeben. B1: Zellen in
Az-PBS + 2% FCS inkubiert, Messung in Az-PBS + 2% FCS. B2: Zellen in Panserin
inkubiert, gemessen in Az-PBS + 2% FCS. B3: Zellen mit LBP-GFPy;s inkubiert, Mes-
sung in Az-PBS + 2% FCS.

Abbildung 4 zeigt eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensitat zwischen der unge-
farbten Kontrolle (B1) mit einem Y-Mean von 26 und der gefarbten, LBP-GFPy;s ge-
bundenen, Probe (B3) mit einem Y-Mean von 1046. Die 2. Kontrolle (B2), Panserin,
weist mit einem Y-Mean von 61 ebenfalls einen geringen Wert, vergleichbar mit B1,
auf. Panserin wurde als Kontrolle verwendet, da es als Expressionsmedium der LBP-
GFPyis Kultur verwendet wurde. Der Anteil der Zellen, die nach LBP-GFPy;s Bindung
eine Erhoéhung der Fluoreszenz aufweisen, vergroRert sich von 1,1 % (B1), bzw. 2,2 %
(B2), auf 16,7 % (B3). Bei der Betrachtung der Dot Plots fallt auf, dass sich bei allen
Proben zwei Populationen (Haufigkeitsverteilungen) von Zellen bilden. Diese Separati-
on der Zellen wurde in weiteren Versuchen bestatigt. Daher musste geklart werden aus
welcher der beiden Populationen die Bindung von LBP-GFPy;s erfolgte. Fir diese Un-
tersuchung wurde die Dot Plot-Darstellung von FSC gegen Kanal FL1 mit der Dot Plot-
Darstellung FSC gegen SSC verglichen. Die Erstellung und farbliche Markierung einer
LBP-GFPy;js-positiven Region im FSC-FL1-Dot Plot kann, im genutzten Programm
,Flowing Software 2.5.0, mit der Darstellung des entsprechenden Dot Plots FSC-SSC
verknlpft werden. Dadurch werden die Zellen innerhalb der kreierten Region auch in
der FSC-SSC-Darstellung sichtbar und zeigen so die Herkunft der jeweiligen LBP-
GFPyis-positiven Zellen. Um Aufschluss tber die Selektivitat der LBP-GFPy;is-Bindung
fur die beobachteten Zellpopulationen zu erhalten, wurde fur die Analyse zur LBP-
GFPyis-Bindung und anschlieBendem Quenching bei weiteren Versuchen eine Separati-
on der Populationen durchgefuhrt. Es wurden fur jede Population die jeweilige gemes-
sene Fluoreszenz und damit die LBP-GFPyis-Bindung getrennt ausgewertet. Fiir diese
Unterteilung wurde jede LBP-GFPyis-Population entsprechend ihrer Zugehdrigkeit ent-

weder dem linken oder dem rechten Quadranten zugeordnet.
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Abbildung 5: Dot Plot-Darstellungen zur Separation von LBP-GFPyis-gebundenen
Zellen aus unterschiedlichen Populationen

Dargestellt sind zwei Dot Plots eines Bindungsversuches mit LBP-GFPy;s an die Zell-
membran von HEK293-TLR4/MD-2 #33. C1: Auftragung von Vorwartsstreulicht
(FSC) gegen die Fluoreszenz (FL1) mit gekrimmter vertikaler Achse. Die Achse trennt
die LBP-GFPy;s Populationen unterschiedlichen Ursprunges voneinander. C2: Auftra-
gung von FSC gegen Seitenstreulicht (SSC). Die in C1 markierten Zellen werden hier
projiziert.

Abbildung 5 zeigt die Mdglichkeit durch Krummung der oberen vertikalen Achse die
LBP-GFPy;is-Populationen der jeweiligen Zellpopulation zuzuordnen. Fiir jedes Experi-
ment muss die Krimmung der Achse neu festgelegt werden. Dazu wurden, wie in C1
gezeigt, Regionen kreiert und die Achse an der Stelle positioniert, an der sich die Popu-
lationen trennen. Dabei wurde die Trennung in der Dot Plot-Auftragung von FSC gegen
SSC kontrolliert. Diese Methode sorgte bei der folgenden Analyse fiir eine Separation
der LBP-GFPy;s-positiven Zellen in linken und rechten Quadranten und ermdglichte

gleichzeitig eine tbersichtliche Darstellung.

Abbildung 6: Dot Plot-Quadranten-Analyse einer Bindung von LBP-GFPy;s an die
Zellmembran von HEK293-TLR4/MD-2 #33

Dargestellt ist die Dot Plot-Auswertung eines Bindungsversuches von LBP-GFPy;s an
HEK293-TLR4/MD-2. Aufgetragen ist das Vorwaértsstreulicht (FSC) gegen die Fluo-
reszenz (FL1). Die Darstellung veranschaulicht die beschriebene Methode zur
Quadrantenauswertung, unter Nutzung einer gekrimmten vertikalen Achse. Fir die
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Auswertung der Quadranten werden die FL1-Intensitat (Y-Mean) und der prozentuale
Anteil der Zellen angegeben (LO-linker Quadrant oben; RO- rechter Quadrant oben).

In Abb.6 ist exemplarisch die Analyse der LBP-GFPy;s-Bindung gezeigt. Die Graphen,
welche fir die zusammenfassende Auswertung herangezogen wurden, sind im Anhang
I1. Abb. 14, inklusive einer Wertetabelle (Tabelle 7), abgebildet. Die Zusammenfassung
der Daten erfolgte, um die Bindung des LBP-GFPy;s Proteins an die Zytoplasmamemb-
ran von HEK293-TLR4/MD-2 zu quantifizieren.

Zusétzlich zu #33 wurden Versuche mit Klon #15 der gleichen Zelllinie HEK293-
TLR4/MD-2 durchgefuihrt. Diese Analyse sollte zeigen, ob die Bildung der beiden Zell-
populationen auf einen Klon zuriickzufiihren ist. Zum anderen sollte untersucht werden,
ob die beobachtete LBP-GFPy;s-Bindung an einem zweiten Klon bestétigt werden kann
und ob sich dabei Unterschiede in der prozentualen Bindungsstarke ergeben. Der Ver-
gleich der zwei getesteten Klone, #33 und #15, zeigte keine Unterschiede in der Stérke
der LBP-GFPy;s-Bindung (vergl. Tabelle 7 im Anhang). Des Weiteren zeigt sich auch
bei der Verwendung von #15 die Teilung der Zellen auf zwei Populationen (Anhang II.
Abb. 15). Daher wurden in die zusammenfassende Auswertung der Bindungsversuche
die Daten von #33 und #15 einbezogen.

Abbildung 7: Analyse der LBP-GFPy;s-Bindung an HEK293-TLR4/MD-2

Dargestellt ist die Auswertung der LBP-GFPy;s-Bindung an HEK293-TLR4/MD-2 Zel-
len von #33 und #15 aus unabhangigen Experimenten in einem Balkendiagramm. Die
linke Achse zeigt die LBP-GFPyis gebundenen Zellen in % der gemessenen Zellen an.
Die rechte Achse gibt die mittlere Fluoreszenzintensitat (Y-Mean) wieder. Diese Aus-
wertung bezieht sich auf 10 Bindungsversuche. Die Datenbeschriftung bezieht sich auf
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die Balkenhohe. Als Kontrollen wurden Mittelwerte der Panserin und ungefarbten Da-
ten gebildet.

Fur die Auswertung der Bindungsversuche von LBP-GFPy;s ergab sich flr den prozen-
tualen Anteil der gemessenen Zellen mit LBP-GFP-Bindung der Mittelwert von 6,4 %,
mit einer Standardabweichung von 2,2, fiir den linken oberen Quadranten. Der Mittel-
wert von 1,7 %, mit einer Standardabweichung von 0,6, wurde fur den rechten oberen
Quadranten ermittelt. Fiir das mittlere Fluoreszenzsignal dieser Populationen wurde fir
den linken oberen Quadranten ein Y-Mean von 870, mit einer Standardabweichung von
210, und fiir den rechten oberen Quadranten ein Y-Mean von 220, mit einer Standard-
abweichung von 144, festgestellt. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals entspricht dabei
der Menge an zellgebundenem LBP-GFPy;s. Obwohl der prozentuale Anteil der LBP-
GFPyis gebundenen Zellen der Proben mit 1,7 % fir RO &hnlich zu dem Kontrollwert
von 1,1 % war, kann die Bindung des Fusionsproteins bestétigt werden, da sich das Flu-
oreszenzsignal von einem Y-Mean von 26 flr die Kontrolle auf ein Y-Mean von 220 fir

die Probe erhohte.

4.3 PRUFUNG DER MEMBRANINTEGRITAT MIT PROPIDIUMIODID

Ein auffallend kleineres FSC/SSC Signal einer Zellpopulation tritt haufig bei abgestor-
benen/toten Zellen auf. Durch die Kondensation des Zytoplasmas kommt es zu einer
Abnahme der ZellgréRRe, daher werden derartige Zellen als Zellschrott detektiert. Die
Trennung der gemessenen Zellen in zwei Zellpopulationen legt daher nahe, die Memb-
ranintegritat zu prifen. LBP interagiert als membranaktives Protein mit den Oberfla-
chenrezeptoren von Zellen. Fir die Bindung von LBP-GFPyjs an HEK293-TLR4/MD-2
Zellen ist die Membranintegritat daher ein wichtiges Bewertungskriterium, da die ange-
strebte Charakterisierung der Orientierung von LBP-GFPyjs beim Einbau in die Zell-
membran durch Schadigungen der Membran beeinflusst werden koénnte. Die in 4.2 dar-
gestellten Ergebnisse zeigen zwei Héaufigkeitsverteilungen der Zellen. Aus diesem
Grund wurde eine Uberpriifung der Membranintegritat durch Propidiumiodid-Farbung

durchgefthrt.
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Abbildung 8: Dot Plot-Analyse einer Propidiumiodid-Farbung von HEK293-
TLR4/MD-2 #33 zur Prifung der Membranintegritat

Dargestellt sind zwei Dot Plots der ungefarbten (HEK293-TLR4/MD-2 ohne LBP-
GFPyis Bindung) und PI geféarbten #33 Zellen. Es sind jeweils FSC gegen die Fluores-
zenz (Kanal FL3) aufgetragen. Die Datenanalyse zeigt die Fluoreszenzintensitat (Y-
Mean) und den prozentualen Anteil der gemessenen Zellen jeweils im linken oberen
(LO) und im rechten unteren (RU) Quadranten. D1: Messung der ungefarbten #33 Zel-
len. D2: Messung der ungefarbten #33 Zellen aus D1 nach Zugabe von 20 pL PI-
Losung, p = 100 pg/mL. Der Quadrant wurde so gesetzt, dass er die linke und rechte
Population voneinander teilt.

In Abbildung 8 wird eine deutliche Reaktion auf das zugegebene PI sichtbar. Dabei ist
gut zu erkennen, dass die Zellen der linken Population von D1 zu D2 deutlich an Fluo-
reszenz zunehmen, von 47 (D1) auf 1.336 (D2), und dabei fast komplett den unteren
Quadranten verlassen. Im Vergleich dazu, blieb die Intensitat der rechten Population,
mit 3 (D1) und 6 (D2) fast konstant. Es liel? sich eine Erhéhung der Fluoreszenzintensi-
tat um den Faktor 28 fiir die linke Population berechnen. Daher kann ausgesagt werden,
dass ein PI-Einstrom hauptséchlich in die Zellen der linken Zellpopulation stattfindet. In
dem Quadranten RU reduzierte sich der Zellanteil von 56,1 % (D1) auf 48,3 % (D2).
Demnach haben 7,8 % der gemessenen, und im unteren rechten Quadranten gezahlten,
Zellen der rechten Zellpopulation Pl aufgenommen. Hingegen erhohte sich der Anteil
der linken Zellpopulation im Quadranten LO von 3,8 % (D1) auf 39,2 % (D2). Daraus
resultiert, dass 35,4 % der gemessenen Zellen, welche der linken Zellpopulation zuge-
ordnet werden, einen P1 aufnahmen.

Die Populationsauftrennung konnte fur beide untersuchten Klone gezeigt werden. Die
Ursache dafiir konnte in der Behandlung der Zellen bei der Versuchsdurchfiihrung lie-
gen. Kritische Schritte sind dabei das Ablosen der Zellen von der Kulturflasche, die
Behandlung der Zellen wéhrend der Farbeprozedur (vortexen) oder die Aufnahme der

Zellen in Az-PBS. Daher wurden diese mdglichen Ursachen genauer untersucht.
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Abbildung 9: Dot Plot-Analyse einer Propidiumiodid-Farbung von HEK293-
TLR4/MD-2 #33 zur Prufung der Membranintegritat: Vergleich des Einflusses
von Trypsin- und Accutasebehandlung

Dargestellt sind zwei Dot Plots der ungefarbten #33 Zellen nach PI-Zugabe. Aufgetra-
gen sind jeweils FSC gegen Kanal FL3. Bei E1 wurde zum Abldsen der adh&rent wach-
senden Zellen ein Trypsin/EDTA Gemisch verwendet. Bei E2 wurde dazu Accutase
verwendet. Fur die Datenanalyse sind in mittlere Fluoreszenzintensitat (Y-Mean) und
der prozentuale Anteil der gemessenen Zellen fir die rechten und linken oberen Quad-
ranten angegeben.

In Abbildung 9 ist der Vergleich von Trypsin und Accutase, zum Abldsen der Zellen, in
einer Dot Plot-Analyse dargestellt. Es lasst sich nur ein geringer Unterschied im PI-
Einstrom feststellen. Bei beiden Methoden bleibt die rechte Population innerhalb des
rechten unteren Quadranten. Die linke Population zeigt in beiden Abbildungen eine
vergleichbar hohe FL3-Fluoreszenz. Allerdings unterscheidet sich das GréRenverhaltnis
der Populationen im Vergleich von E1 zu E2. Die rechte Population, mit einem geringe-
ren Anteil an Pl-positiven Zellen, ist in E1 (RU) 32,7 % stark, in E2 (RU) hingegen
48,3 % stark. Im Anhang ist unter Il1l. Abb. 16 das Ergebnis der PI-Féarbung von #33
und #15 vergleichend abgebildet. In dieser Darstellung wird auch zwischen der Ver-
wendung von Trypsin und Accutase unterschieden. Die Auswertung dieser unabhéngi-
gen Versuche zeigt keinen Unterschied bei der Behandlung von Zellen mit Trypsin und

mit Accutase.
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Dot Plot-Analysen mehrerer Versuche zur Pl-
Farbung von HEK293-TLR4/MD-2 Zellen

Dargestellt sind die Dot Plot Analysen aus vier Experimenten mit unterschiedlicher
Inkubationstemperatur. Dabei wurden die Klone #33 und #15 ausgewertet. Abgeldst
wurden die Zellen mit Accutase. Aus diesen Ergebnissen ergeben sich Mittelwerte und
Standardabweichung der untersuchten Parameter der Quadrantenanalyse. Aus diesen
Daten wurde die Fluoreszenzerhohung (LO-LU; RO-RU) berechnet.

Ink. Temp. Klon LU LU RU RU LO LO RO RO LO-LU | RO-RU
°C # % Y-Mean % Y-Mean % Y-Mean % Y-Mean | Y-Mean | Y-Mean

Eis 33 2,6 12 46,2 5 45,5 335 57 329 324 324

Eis 33 8,4 4 48,3 6 39,2 1336 41 713 1332 707

Eis 15 18,4 7 40,8 8 355 419 53 246 413 239

Eis 15 2,6 7 68,5 6 24,6 838 4,3 883 831 877

Eis 15 3,9 14 58,1 7 35,0 744 31 660 731 653

RT 15 22,3 5 39,6 8 334 772 47 374 767 366

RT 15 7,0 6 73,9 5 12,7 700 6,4 499 694 494

37°C 15 11,9 6 67,4 5 15,1 722 5,6 480 716 475

37°C 15 24,2 4 27,1 6 451 724 3,7 547 720 541
Mittelwert 11,3 7,1 52,2 6,2 31,8 732,2 4,7 525,7 725,2 519,5
Standardabweichung | 8,4 3,3 15,7 1,2 11,9 2815 11 201,2 283,1 201,5

Die Daten aus der PI-Farbung wurden zusammengefasst, um den PI-Einstrom in Zellen
der Zelllinie HEK293-TLR4/MD-2 Klon #33 und #15 und den prozentualen Anteil der
Pl-positiven Zellen zu quantifizieren.

Aus Tabelle 1 wird deutlich, dass die Daten zum PI-Einstrom unterschiedlich sind. Die
Standardabweichungen der Fluoreszenzerhohung der linken und rechten Quadranten
entsprechen mit 283,1 (LO-LU) und 201,5 (RO-RU) ca. 2/5 der entsprechenden Mittel-
werte (525,7 fur LO-LU; 519,5 fir RO-RU). Des Weiteren wird deutlich, dass der An-
teil an Pl-positiven Zellen, welche aus der linken Zellpopulation stammen, mit durch-
schnittlich 31,8 % (Mittelwert LO) sehr hoch ist. Im Vergleich zeigen nur durchschnitt-
lich 4,7 % (Mittelwert RO) der gemessenen Zellen, welche zu der rechten Zellpopulati-
on gehoren, eine PI-Aufnahme. Diese Prozentangaben beziehen sich auf die gesamten
10.000 gemessenen Zellen. Bei der separaten Betrachtung der linken und rechten Quad-
ranten wird das Ergebnis noch deutlicher. In den linken Quadranten befinden sich 43,1
% (11,3 % + 31,8 %; LU + LO) der Zellen (entspricht 4310 Zellen). Im Quadranten LO
werden, bei 10.000 gemessenen Zellen, 3180 Zellen detektiert. Daraus ergibt sich, dass
74 % der Zellen aus der linken Population P1 aufnehmen. Fir die rechten Quadranten
ergibt sich ein gesamter Prozentsatz von 56,9 % (52,2 % + 4,7 %; RU + RO) und damit
eine Zellzahl von 5690, von denen 470 Zellen Pl aufnehmen. Daraus wird ein Prozent-

satz von 8 % PI-positiver Zellen flr die rechte Population berechnet.
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Um Informationen uber den Zusammenhang zwischen der LBP-GFPuis Bindung und
dem PI-Einstrom zu erhalten, wurden Versuche durchgefihrt, in denen nach der LBP-
GFPyis Bindung eine PI-Féarbung durchgefihrt wurde.

Fur die Auswertung der Propidiumiodid-Farbung der LBP-GFPy;s-Proben wurde zum
einen der gesamte LBP-GFPys-positive Bereich, ab einer Grunfluoreszenz mit einem
X-Mean von 10 (Bereich aus Daten der LBP-GFPy;s abgelesen), als Region 1 markiert.
Zum anderen wurde jene LBP-GFPyjs-positive Population als Region 2 markiert, wel-

che sich in einem FL1-Bereich ab einem X-Mean von 500 befindet.

Abbildung 10: Dot Plot-Darstellung einer Propidiumiodid-Farbung nach LBP-
GFPuis-Bindung an HEK293-TLR4/MD-2 #33

Dargestellt sind zwei Dot Plots der LBP-GFPy;s gefarbten #33 Zellen. Es sind jeweils
Kanal FL1 gegen die Kanal FL3 aufgetragen. Die Datenanalyse zeigt die FL3 Fluores-
zenzintensitat (Y-Mean) fur die kreierten Regionen R1 (blau) und R2 (rot). F1: Mes-
sung der LBP-GFPyjs-gefarbten #33 Zellen auf Kanal FL3. F2: Messung der LBP-
GFPyis-gefarbten #33 Zellen aus F1 nach Zugabe von 20 pL PI-Losung, = 100 pg/mL.

In den Dot Plots aus Abbildung 10 sind zwei Fluoreszenzen, Kanal FL1 gegen Kanal
FL3, gegeneinander aufgetragen. Dadurch kann gezeigt werden, ob die Populationen
keine, eine einfache (FL1 oder FL3) oder eine doppelte Fluoreszenz (FL1 und FL3)
besitzen. Es fallt auf, dass sich die FL3 Fluoreszenz nach Pl-Zugabe (beim Vergleich
von F1 zu F2) deutlich erhdhte. So befinden sich in F1 die Zellen hauptsachlich unter-
halb eines FL3 Y-Mean von 200. Nach Zugabe von PI, in F2, befindet sich der Haupt-
teil der Zellen deutlich oberhalb eines FL3 Y-Mean von 200. Fir die Region 1 lasst sich
eine Fluoreszenzverstarkung um 1.395, Y-Mean-Differenz von F1 zu F2 berechnen.
Das entspricht einem Faktor von 44. Region 2 zeigt eine Fluoreszenzverstarkung um
582 und somit einem Faktor von 7. Daraus ergibt sich, dass beide LBP-GFPyjs-positiven

Populationen Pl aufgenommen haben, allerdings in einem unterschiedlich starken Um-
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fang. Die Analyse der PI-Farbung der Bindung von LBP-GFPy;s an Zellen des Klons
#15 erbrachte &hnliche Ergebnisse (Anhang Il1. Abb. 17).

4.4 FLUORESZENZAUSLOSCHUNG VON EXTRAZELLULAREM GFP
DURCH TRYPANBLAU

Die Detektion der GFP-Fluoreszenz aus der Bindung von LBP-GFPuis an HEK293-
TLR4/MD-2 Zellen gibt Aufschluss tber die Intensitat der Interaktion des Fusionsprote-
ins mit den Zellen. Nur aufgrund der Fluoreszenzerhéhung kann jedoch noch keine
Aussage daruber getroffen werden, ob das Protein aufgenommen oder in die Membran
eingebaut wurde. Es kann ebenfalls nicht zwischen intrazellul&rer und extrazelluldrer
Fluoreszenz unterschieden werden. Fur diese Unterscheidung wurde die Fluoreszenz-
ausloschung von extrazellularem GFP durch Trypanblau untersucht. Durch die Zugabe
von Trypanblau sollte die Fluoreszenz von membrangebundenem LBP-GFPy;s, welches
sich auf der Aullenseite der Membran befindet, ausgeldscht werden. LBP-GFPy;s, wel-
ches sich auf der Innenseite der Zellmembran befindet, sollte dabei nicht beeinflusst
werden und daher weiterhin die GFP-Detektion ermdglichen. Uber das Verhéltnis aus
Gesamtfluoreszenz und intrazellulérer Fluoreszenz sollte so eine Aussage zur Lokalisa-

tion von LBG-GFPy;s getroffen werden.
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Abbildung 11: Dot Plot-Analyse einer Fluoreszenzausléschung von extrazellular
gebundenem LBP-GFPy;s an HEK293-TLR4/MD-2 #33

Dargestellt sind vier Dot Plots eines Bindungsversuches von LBP-GFPy;s an die Zell-
membran von Klon #33 mit anschlieBendem Trypanblau-Quenching. Aufgetragen sind
jeweils FSC gegen Kanal FL1. G1: Inkubation der Zellen mit Az-PBS + 2 % FSC Puf-
fer, 1. Kontrolle. G2: Inkubation der Zellen in Panserin, 2. Kontrolle . G3: Inkubation
der Zellen mit LBP-GFPy;s. G4: Inkubation der Zellen mit LBP-GFPy;s (Probe aus G3),
nach Messung: Zugabe von 200 uL Trypanblau (0,2 % Tb). Aus der Analyse sind je-
weils die FL1-Fluoreszenz (Y-Mean) und die prozentuale Haufigkeit der linken (LO)
und rechten (RO) oberen Quadranten angegeben.

In Abbildung 11 ist exemplarisch eine Analyse des Trypanblau-Quenchings dargestellt.
Die in G1 und G2 abgebildeten Dot Plots stellen die Autofluorezenz der HEK293-
TLR4/MD-2 Zellen dar. In G3 ist sehr gut zu erkennen, dass die Bindung von LBP-
GFPuyis zu einer deutlichen Erhéhung der Fluoreszenz flhrte. Fir die oberen Quadranten
ergibt sich ein Anstieg von Y-Mean von 1201 (LO) und 526 (RO) in Bezug auf die
Panserin-Kontrolle (G2). Die Darstellung der zwei Kontrollen (G1 und G2) zeigt, dass
eine Inkubation mit Panserin zu keiner FL1-Erh6hung flihrte und daher fiir die Berech-
nung der Fluoreszenzausléschung der LBP-GFPyis Probe als Bezug verwendet werden
kann. Daflr wurden die Y-Mean Werte der Panserin-Kontrolle (G2) mit denen der

gequenchten LBP-GFPy;s Probe (G4) verglichen und daraus wurde der Quenching-
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Effekt flr die jeweilige Population berechnet. Es ergibt sich so, unter Verwendung der
Formel [1] auf Seite 28, ein Quenching-Effekt von 93 % fir die linke und 98 % fir die
rechte Population. Daraus resultiert eine fast vollstandige Fluoreszenzausléschung, al-
lerdings etwas starker fiir die rechte Population.

Auch bei den Experimenten zur Fluoreszenzausléschung wurden die Daten fir den
Gebrauch von Trypsin und Accutase zum Ablésen der Zellen von der Kulturflasche
miteinander verglichen. Flr den in Abb.11 gezeigten Versuch wurde Accutase verwen-
det. Die Darstellung des Versuches, unter Verwendung von Trypsin, ist im Anhang IV
Abb.18 dargestellt und zeigt keine Unterschiede zu dem Ergebnis mit Accutase. Auch
in diesem Fall wurde eine fast vollstandige Fluoreszenzausldschung durch Trypanblau

erreicht.

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Effektivitat des Trypanblau-Quenchings

Dargestellt sind die Ergebnisse der Dot Plot-Analysen zur Fluoreszenzausloschung des
GFP durch Trypanblau. Die Auswertung bezieht sich auf die oberen beiden Quadranten
der Dot Plots. Die Berechnung der Fluoreszenzauslosung basiert auf den Daten der
gequenchten LBP-GFPyis-Proben im Vergleich zu der ungefarbten Probe. Fir die Be-
rechnung wurde die Formel [1] auf Seite 28 verwendet.

Versuch Probe LO % |LO Y-Mean| RO % |RO Y-Mean | LO Ausléschung % [ RO Ausldschung %

Panserin 0,1 56,2 0,5 40,3

YS-048 |LBP-GFPHis 7.4 1256,8 1,9 566,2
LBP-GFPHis Th 3,1 60,2 1,4 40,8 93,4 98,7

ungefarbt 0,3 20,6 0,9 15,2

YS-059 /1|LBP-GFPHis 7,7 807,6 1,9 180,8
LBP-GFPHis Th 2,4 20,1 1,3 15,9 102,7 95,6

Panserin 0,8 17,8 11 14,6

YS-059 /2 |LBP-GFPHis 10,0 724,0 1,6 180,8
LBP-GFPHis Th 2,0 16,7 1,2 15,9 106,7 91,8

Panserin 0,3 82,0 0,2 64,8

YS-062 |LBP-GFPHis 3,0 877,3 0,6 496,8
LBP-GFPHis Th 2,0 79,6 0,2 76,8 103,0 84,3
Mittelwert 101,4 92,6
Standardabweichung 5,7 6,2

Aus Tabelle 2 ergibt sich fiir die Betrachtung der Quadranten aus mehreren unabhéngi-
gen Versuchen ein Unterschied in der Effektivitat des Quenchings. Fur den linken obe-
ren Quadranten kann eine vollstdndige Ausloschung der GFP-Fluoreszenz, bei einem
Mittelwert von 101,4 % mit einer Standardabweichung von 5,7, festgestellt werden. Fir
den rechten Quadranten war die gemessene Fluoreszenzausldschung nicht ganz voll-
stdndig. Bei einer mittleren Effektivitat von 92,6 % mit einer Standardabweichung von
6,2 wurde zwar der grote Anteil an GFP-Fluoreszenz ausgeldscht, aber ein Prozentsatz

von fast 10 % war durch das Trypanblau nicht zu quenchen.
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4.5 EINFLUSS DER INKUBATIONSTEMPERATUR AUF DEN
QUENCHING EFFEKT

Die Temperatur hat auf molekulare Mechanismen in der Regel einen groRen Einfluss.
Um festzustellen welchen Einfluss die Temperatur auf die LBP-GFPyis-Aufnahme in
die Zelle bzw. die Zellmembran hat, wurde eine 15 minitige Inkubation an HEK293-
TLR4/MD-2-Zellen bei 0°C, 20°C (Raumtemperatur-RT) und 37°C vorgenommen. Mit
Ausnahme der Inkubationstemperatur wéahrend der Bindung, wurde die Probenvorberei-
tung entsprechend Kapitel 3.3 durchgefiihrt. Mit diesem Versuchsaufbau sollte getestet
werden, ob zum einen die Interaktion von LBP-GFPy;s mit der Membran mit steigender
Temperatur zunimmt. Zum anderen sollte gepriift werden, ob sich Unterschiede in der
Lokalisation des LBP-GFPyjs zeigen. Diese Unterschiede sollten durch voneinander

abweichende Effektivitat des Trypanblau-Quenchings verdeutlicht werden.

Abbildung 12: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die LBP-GFPy;s-Bindung
und den Trypanblau Quenching-Effekt

Dargestellt ist ein Balkendiagramm der Dot Plot-Auswertung aus Experimenten mit
Variation der Inkubationstemperatur. Die Bindung von LBP-GFPy;s erfolgte an
HEK?293-TLR4/MD-2 #33 und #15. Verglichen wurden die Mittelwerte aus vier Expe-
rimenten bei je drei verschiedenen Inkubationstemperaturen (0°C, RT, 37°C). Fir jeden
der dargestellten Mittelwerte wurde der Mittelwert aus vier Kontrollen (ungeférbt, un-
geféarbt + Tb, Panserin, Panserin + Th) gebildet. Auf der Primdrachse sind die Fluores-
zenzausléschung bzw. der Fluoreszenzriickgang in Prozent dargestellt. Fluoreszenzaus-
l6schung bedeutet hier den Rickgang des Y-Mean Fluoreszenzsignals nach Th-
Quenching im Vergleich zu der Panserin Kontrolle. Fluoreszenzriickgang bedeutet hier
den Ruckgang des Y-Mean Fluoreszenzsignals nach Th-Quenching im Vergleich zur
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,hicht gequenchten* Probe. Auf der Sekundarachse ist die LBP-GFPy;s-Bindung in Pro-
zent der gemessenen Zellen abgebildet. Des Weiteren sind bei allen Balken die Stan-
dardabweichungen eingezeichnet. Die Berechnungen basieren auf den Auswertungen
der jeweils rechten oberen Quadranten der Dot Plot-Darstellungen.

Abbildung 12 zeigt flr die untersuchten Temperaturen eine Abhéangigkeit in der LBP-
GFPyis-Bindung. Dabei wurde der Fokus auf den rechten oberen Quadranten gelegt, da
bereits gezeigt werden konnte, dass diese Zellpopulation eine intakte Zytoplasmamemb-
ran besitzt. Bei 0°C haben im Durchschnitt 1,7 % der analysierten Zellen das Fusions-
protein gebunden bzw. haben dieses aufgenommen. Mit steigender Temperatur nahm
die Bindungshaufigkeit zu. Bei RT und 37°C wurden im Durchschnitt 3,2 % der Zellen
als LBP-GFPyjs-positiv detektiert, womit sich die H&aufigkeit der Interaktion fast ver-
doppelt hat. Bei der Fluoreszenzausléschung ergaben sich ebenfalls temperaturabhangi-
ge Unterschiede. Bei 0°C konnten 90,1 % der GFP-Fluoreszenz durch Zugabe von
Trypanblau ausgeloscht werden. Fir die Inkubation bei RT fiel der Wert auf 85,2 % ab
und bei 37°C wurde im Durchschnitt 72,4 % der Fluoreszenz geldscht. Es ist also mit
steigender Temperatur ein Rickgang der Quenching-Effektivitat zu verzeichnen. Der
Fluoreszenzriickgang ist eine weitere Charakteristik, die bei diesem Versuchsansatz
untersucht wurde. Unter Fluoreszenzriickgang wird die Differenz der Fluoreszenzinten-
sitat (Y-Mean) in Prozent verstanden. Dabei wurde der Y-Mean-Wert der LBP-GFPy;s-

positiven Probe mit dem Wert nach Th-Quenching verglichen.

Y—Mean (Quenching—Probe -100 %
Y—-Mean (ungequenchte Probe)

Fluoreszenzrickgang =

[2]

Fur 0°C wurde ein Fluoreszenzriickgang von 83 % berechnet. Bei RT ergaben sich 89,5
% und fir 37°C waren es 80,4 %. Aus diesen Mittelwerten l&sst sich keine Temperatur-

abhangigkeit ableiten.
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Abbildung 13: Vergleich der Dot-Plots bei Variation der Inkubationstemperatur
Dargestellt sind drei Dot Plot-Analysen mit unterschiedlicher Inkubationstemperatur
(0°C, RT, 37°C) fur die Bindung von LBP-GFPy;s an HEK293-TLR4/MD-2 #15. Auf-
getragen sind jeweils FL1 gegen FSC. Fir die Auswertung sind die Fluoreszenzintensi-
tat (Y-Mean) und die Haufigkeit der LBP-GFPy;s-Interaktion mit den gemessenen Zel-
len flr die oberen beiden Quadranten abgebildet.

Abbildung 13 zeigt exemplarisch die Zunahme der LBP-GFPy;s-Interaktion mit Zellen
von #15 bei steigender Inkubationstemperatur flir die rechte Population. So steigt die
prozentuale Haufigkeit der Interaktion von 1,4 %, bei 0°C (H1), auf 2,6 % bei RT (H2)
und 2,5 % bei 37°C (H3). Im Gegensatz dazu zeigte die linke Population diese tempe-
raturabhangige Steigerung nicht. Die Interaktion lag hier bei allen drei Temperaturen

zwischen 2,9 % und 3,3 %.
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5. DISKUSSION

Die durchgefihrten durchflusszytometrischen Untersuchungen konnten zeigen, dass die
LBP-GFPy;s-Fusionsvariante an Zellen der Zelllinie HEK293-TLR4/MD-2 bindet. Es
wurden flr die Zellen zwei H&ufigkeitsverteilungen (Populationen) festgestellt. Die
LBP-GFPy;is-Bindung konnte fur beide Populationen nachgewiesen werden, wobei die
linke Population mit durchschnittlich 6,4 % eine starkere Interaktion zeigt. Fir die rech-
te Population wurden durchschnittlich 1,7 % der Zellen als LBP-GFPys-positiv detek-
tiert (vergl. Abb.7). Damit ist die Bindung des Fusionsproteins an die Zellen der linken
Population fast viermal stérker als an den Zellen der rechten Population. Die Unter-
schiede in der Stéarke der Interaktion kénnen unter Beruicksichtigung der Ergebnisse aus
der PI-Farbung erklart werden. Fir die linke Population wurden 74 % der Zellen und fir
die rechte Population 8 % der Zellen als Pl-positiv detektiert. Da Propidiumiodid aus-
schlielich in Zellen mit beschadigten Membranen eindringen kann, zeigen die Versu-
che zur PI-Farbung, dass die linke Population in grofRer Zahl Beschédigungen an der
Membran aufweist. Durch mdgliche Risse oder Poren in der Membran, kénnen Proteine
wesentlich leichter mit der Zellmembran interagieren bzw. in das Zellinnere eindringen.
Da die rechte Population kaum einen PI-Einstrom verzeichnet, kann die unterschiedli-
che Membranintegritat der Populationen als Ursache flr die unterschiedlich starke In-
teraktion interpretiert werden. Der Pl-Einstrom in die Zellen kénnte allerdings auch die
Folge der Bindung von LBP-GFPyis an die Zytoplasmamembran sein. Als
membranaktives Protein konnte die Interaktion des Fusionsproteins Verénderungen an
der Membran hervorrufen, die ihre Integritat beeinflussen. Diese mogliche Hypothese
konnte mit den vorliegenden Daten nicht gepriift werden.

Die Entstehung von zwei so deutlich unterschiedlichen Populationen einer Zelllinie ist
ungewohnlich. Daher wurden zur Prifung moglicher Ursachen verschiedene Versuchs-
ansatze gewdhlt, um nach dem Ausschlussprinzip die Entstehung einzugrenzen. Dazu
wurden Trypsin und Accutase, als Reagenzien zum Abldsen der Zellen von der Kultur-
flasche, miteinander verglichen. Um auszuschlieRen, dass es sich um einen Zellklon-
spezifischen Effekt handelt, wurde die Bindung und PI-Férbung an zwei verschiedenen
Zellklonen durchgefiihrt. Als eine weitere mogliche Ursache wurde die Verwendung
von Az-PBS als Waschpuffer bei der Probenvorbereitung Gberprift. Da Natriumazid ein

bekanntes Zytotoxin ist, wurden Versuche durchgefiihrt, bei denen auf diesen Zusatz
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verzichtet wurde (Daten in dieser Arbeit nicht gezeigt). Bei keiner der Untersuchungen
konnte die Ursache der Zellseparation identifiziert werden. Eine weitere Mdglichkeit
waére die Kontamination der Zellen mit Mykoplasmen. Diese Prokaryonten erndhren
sich parasitér, wobei es bei ihrem Wirt zu Verédnderungen im Stoffwechsel und somit im
Wachstum kommt. Fur eine derartige Infektion sprache die beobachtete
Membranschédigung der Zellpopulation. Die Auswirkungen einer
Mykoplasmeninfektion sind sehr vielfaltig und reichen bis zu einer Erhéhung der Anfél-
ligkeit flr Mutationen, Transformationen und der vorzeitigen Apoptose (Institut flr
angewandte Zellkultur, Minchen). Mykoplasmen bendtigen fur ihr Wachstum Choles-
terin. Eine mogliche Hypothese ist, dass die Mykoplasmen das bendtigte Cholesterin
aus der Zellmembran der HEK293-TLR4/MD-2-Zellen verstoffwechseln. So wiirde die
Fluiditat und Integritat der Zellmembran gestort, was eine leichtere Passage fur ansons-
ten nicht zugéangliche Stoffe ermdglichen kdnnte. Zum anderen zeigt sich die klare Tei-
lung der Population in den Dot Plot-Darstellungen von FSC gegen SSC. Fir den Nach-
weis einer solchen Infektion kann eine Mykoplasmen-PCR im verwendeten Medium
angewendet werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Untersuchung auf
Mykoplasmen nicht mehr durchgefihrt werden.

In einer anderen Untersuchung ist die Bindung und Analyse von LBP, an welches che-
misch der Fluoreszenzfarbstoff Alexa488 gekoppelt wurde (LBP-A488), an HEK293-
TLR4/MD-2-Zellen durchgefiihrt worden (Kopp, 2013-unverdffentlicht). Ein Vergleich
der Dot Plot-Analysen aus der Arbeit von Kopp (2013) mit den hier dargestellten Er-
gebnissen weist auf Unterschiede im Mechanismus der Bindung der verwendeten LBP-
Varianten an die Zellmembran hin. Bei Kopp ergibt sich eine gleichméRige Bindung des
LBP-A488 an die gesamte Zellpopulation, welche ebenfalls eine Teilung in zwei Zell-
populationen aufweist. Des Weiteren féllt auf, dass die LBP-A488-positiven Zellen kei-
ne erkennbaren Haufigkeitsansammlungen, im Vergleich zu LBP-GFPyis-positiven Zel-
len (vergl. Abb.13 H1-H3), ausbilden. Daraus kann geschlossen werden, dass entweder
die Art der Kopplung, chemisch oder genetisch fusioniert, oder der Farbstoff fiir Unter-

schiede in der Interaktion von LBP mit der Membran verantwortlich ist.

Die durchgefiihrten Quenching-Experimente, fur die LBP-GFPy;s-Inkubation bei 0°C,
zeigten Unterschiede in der Effizienz der Fluoreszenzausloschung. Aus Tabelle 2 ist fr
die linke Population eine vollstdandige Ausldschung, mit durchschnittlich 101,4 %, zu

entnehmen. Alle prozentualen Angaben tber 100 % sind fur diesen Versuchsaufbau als
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100 % und damit als vollstandige Fluoreszenzausldschung anzusehen. Diese Angaben
ergeben sich aus den sehr geringen Werten fir die Kontrollen. Die rechte Population
zeigt im Durchschnitt eine Fluoreszenzausléschung von 92,6 %. Fir diese Population
war daher 7,4 % des LBP-GFPy;s-Proteins nicht durch das Trypanblau zu erreichen. Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass sich bei 7,4 % der Zellen das GFP auf der
Innenseite der Zellmembran befand. Der Unterschied in der Fluoreszenzausldschung
ergibt sich aus den Unterschieden in der Membranintegritat. Zellen, deren Membranen
einen PI-Einstrom zulassen, sind wahrscheinlich auch fur Trypanblau zugénglich. Daher
wird in diesen Zellen nicht nur das extrazellulére, sondern auch das intrazellulare GFP
gequencht und es ergibt sich eine vollstandige Fluoreszenzausléschung. Daher ist die
linke Zellpopulation fir die Bewertung der Interaktion und der Aussage zu einer Orien-
tierung von LBP-GFPyis mit der Membran nicht relevant. Sie kann allerdings als ein
»interner Standard“ zur Fluoreszenzausloschung betrachtet werden. Durch die
Membranschédigung der linken Population ist es vorstellbar, dass ein wesentlich hohe-
rer Anteil als 7,4 % an GFP intrazellular vorliegt. Aber durch die Schadigung der Zy-
toplasmamembran kann der Nachweis nicht erfolgen. Fir die Analyse der Bindung bzw.
Interaktion des Fusionsproteins ist ausschliellich die Charakterisierung an intakten
Zellmembranen sinnvoll. Daher wurde die linke Population nicht in die Bewertung mit
einbezogen. Diese Art der selektiven Datenanalyse intakter Zellen zeigte, dass der
GroRteil (92,6 %) der GFP-Fluoreszenz auf der AulRenseite der Membran vorliegt und
nur ein Kleiner Teil (7,4 %) intrazelluldr lokalisiert ist. Dabei ist zu beachten, dass es
sich bei diesen Aussagen um die Position des GFP handelt. Es besteht die Moglichkeit,
dass das LBP vollstandig in die Membran integriert ist und nur das GFP an der AuRen-
seite vorliegt. Genauere Ruckschlisse lassen sich hier nicht ziehen, da zwar bekannt ist,
dass das GFP an das C-terminale Ende des LBP fusioniert wurde, allerdings befindet
sich dieses zwischen den beiden Bindungsdoménen (vergl. Abb. 2). Das GFP ist mit 30
kDa ca. halb so groR wie das LBP (ca. 59 kDa). Wenn ein, im Verhaltnis, so grof3es
Protein fusioniert wird, muss dessen Groél3e bei der Betrachtung der moéglichen Interak-
tionen beriicksichtigt werden. Uber die Proteinfaltung des GFP nach der Fusion an LBP

gibt es keine Daten.

Aus den Experimenten zur Variation der Inkubationstemperatur lassen sich zwei Ab-
hangigkeiten erkennen. Die Steigerung der Inkubationstemperatur erhohte deutlich die

prozentuale Bindung des Fusionsproteins an die rechte Zellpopulation (vergl. Abb.12).
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Zum anderen sind molekulare Mechanismen, wie Stoffwechselwege temperaturemp-
findlich. Tiefe Temperaturen setzten grundsétzlich die zellulare Kommunikation herab
und zu hohe Temperaturen lassen Proteine denaturieren. Da 37°C die durchschnittliche
menschliche Korpertemperatur darstellt, ist es verstandlich, dass die meisten Proteine
auch bei dieser Temperatur ihr Reaktions-Optimum haben. Dieser Effekt konnte fur die
linke Population nicht beobachtet werden. Diese Tatsache ist ein weiteres Anzeichen fur
eine Beschadigung der Membran. Eine weitere Abhangigkeit ist der Rlckgang der
Quenching-Effektivitat in der rechten Zellpopulation. Mit steigender Temperatur konnte
eine Reduktion der Fluoreszenzausloschung festgestellt werden (vergl. Abb.12). Diese
Beobachtung kann mit der Zunahme der Phagozytose-Geschwindigkeit erklart werden.
Bei Erhohung der Temperatur findet die Phagozytose schneller statt. Das bedeutet zum
einen, dass bei gleicher Inkubationszeit (in diesen Experimenten 15 min) mehr LBP-
GFPuis mit den Zellen interagiert und zum anderen auch schneller aufgenommen wird.
Daraus ergibt sich eine Erhdhung des intrazelluldren, durch Phagozytose aufgenomme-
nen, LBP-GFPy;s. Fur die intakten Membranen der rechten Population resultiert daraus
ein geringerer Quenching-Effekt, weil mehr GFP intrazellular vorliegt und somit fiir das
Trypanblau nicht zugéanglich ist.

Eine Aussage uber die Lokalisation bzw. Orientierung des mLBP in der Membran er-
wies sich mit dem LBP-GFPy;s als schwierig, da die genaue Position des GFP in Relati-
on zu dem LBP nicht bekannt ist. Die vorliegenden Experimente bestatigen die Interak-
tion des Fusionsproteins mit der Zellmembran von HEK293-TLR4/MD-2. Allerdings ist
eine Aussage Uber die Bindungsaffinitat nicht einfach, da Teile der analysierten Zellen
eine verminderte Membranintegritat aufwiesen. Es ist mit diesen Experimenten eben-
falls gelungen intrazellulares LBP, welches durch Einbau in die Membran oder Phago-
zytose aufgenommen wurde, nachzuweisen. Es gibt allerdings keine Hinweise auf eine
Unterscheidung zwischen LBP als Transmembranprotein oder als extrazelluléres Prote-
in. In beiden Féllen ware es modglich, dass das GFP extrazelluldr, und damit quenchbar,

vorliegt.

Die Eignung des FPP-Assays nach Lorenz, bzw. die hier verwendete Abwandlung, eig-
net sich grundséatzlich sehr gut um die Fluoreszenz des Fusionsproteins zu detektieren.
Ein Durchflusszytometer ist wesentlich empfindlicher, als beispielsweise ein Fluores-
zenzmikroskop. Ein Nachteil bei diesem Versuchsansatz ist die geringe Bindungsstéarke
des LBP-GFPyis an die Zellmembran. Um diese zu Erhdhen konnte der LBP-GFPyis
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enthaltene Zellkulturiiberstand noch weiter aufkonzentriert werden. In einem einzelnen
Versuch wurde dies bereits getestet und die Bindungsstérke hat sich dabei im Vergleich
zu den in dieser Arbeit dargestellten Versuchen auch gesteigert. Allerdings muss dabei
sichergestellt werden, dass das Fusionsprotein nicht ausfallt. Eine weitere Moglichkeit
waére das Senken der Zellzahl fur die Probenvorbereitung. Je weniger Zellen in der Sus-
pension, umso mehr Protein interagiert mit einer einzelnen Zelle. Bei zu geringen Zell-
zahlen wird die durchflusszytometrische Untersuchung allerdings wenig praktikabel,
daher wurde in den Vorversuchen 1x10° als optimale Zellzahl bestimmt. Fir die
Quadrantenauswetung sind die geringen Fluoreszenzen der Kontrollen ein Nachteil. Da
Unterschiede von wenigen relativen Einheiten im Y-Mean zwar einen mathematischen
Einfluss haben kdnnen, z.B. bei der Berechnung der Fluoreszenzausléschung, in Relati-
on zu den maximalen Intensitaten von bis zu 1500 relativen Einheiten allerdings nicht
zu beachten sind. Eine Erhohung der zu messenden Zellzahl ist nicht sinnvoll, da mit
Zunahme der Ereignisse auch die Messfehler steigen. Die Erhéhung der Fehlmessungen
sollte unbedingt vermieden werden, da durch einzelne viel zu hohe Ereignisse eine gan-
ze Probe nicht auswertbar werden kann.

Das groRte Problem bei diesen Untersuchungen stellt jedoch die Teilung der Population
dar. Dadurch kann weder auf die gesamte Bindungsstarke und somit Interaktionshaufig-
keit geschlossen werden, noch ein wissenschaftlich gut zu bewertendes Resultat aus den
Quenching-Versuchen gezogen werden. Dieses Problem ist wahrscheinlich, wie weiter
oben in der Diskussion dargelegt wurde, kein methodisches Problem, sodass der FPP-
Assay grundsatzlich als geeignet bezeichnet werden kann.

Eine andere Mdglichkeit Protein-Interaktion mit einer Membran zu detektieren ist der
Forster resonance energy transfer (FRET)-Assay. Dabei kommt es zur Ubertragung von
Energie eines angeregten Farbstoffes (Donor) auf einen zweiten Farbstoff (Akzeptor),
die beide in der Zellmembran verankert vorliegen. Das LBP-GFPy;s besitzt bereits ein
fluoreszierendes Protein, also einen Donor. Fir FRET-Untersuchungen mit dem LBP-
GFPyis muss demnach ein passender Akzeptor gefunden werden. Aoki et al. (2006) nut-
zen einen FRET-basierenden Assay, um die Interaktion eines GFP-markierten DNA-
bindenden Proteins mit der DNA zu untersuchen. Als Akzeptor wird dabei der Farbstoff
Rhodamin verwendet. Die GFP-Anregung erfolgt bei einer Wellenl&nge von 400 nm,
woraufhin eine Emission bei 530 nm detektiert wird. Nach Energietransfer auf Rhoda-
min emittiert dieses bei 590 nm. In der Arbeit von Aoki et al. (2006) wird allerdings

diskutiert, dass diese Methode keinen absoluten Messwert fur die Bindungsaffinitat ei-
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nes GFP-markierten Proteins hervorbringt. Es lassen sich aber zwei unterschiedliche
Proteine, z.B. Wildtyp und Mutante, untersuchen. Daher kommt dieser Assay zurzeit

noch nicht fur Untersuchungen mit LBP-GFPy;s in Frage.

Gutsmann et al. (2001) haben umfassende Untersuchungen zur Lokalisation von LBP in
rekonstituierten Membranen, durch Messungen des Membranpotentials, publiziert. Da-
rin zeigen sie eine transmembrane Ausrichtung von LBP in negativ geladenen Lipid-
Doppelschichten. Es wird angenommen, dass dabei die N-terminale Domane des LBP
auf der als extrazellulér gestalteten Seite der Membran herausragt. Diese These wird
durch die Arbeit von Roes et al. (2006) bestatigt. Darin wird gezeigt, dass transmemb-
ran, in mononuklearen Zellen, eingebautes LBP die LPS induzierte Zellaktivierung ver-
starkt. Diese Arbeiten postulieren zum einen die Existenz von transmembranem LBP
und zum anderen eine mdgliche immunologische Funktion des Proteins. Die in der vor-
liegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse zeigen zwar eine hohe Fluoreszenzausléschung
des GFP, und somit einen hohen Anteil extrazellularem LBP, allerdings kann die Bin-
dungsaffinitat des LBP, durch die Fusion mit GFP, beeintrachtigt sein. Des Weiteren
beschreiben Roes et al. (2006) einen Einbau des LBP als Transmembran-Molekdl, bei
dem ein Teil extrazellular herausragt, erst fur hohere LBP Konzentrationen. Bei gerin-
gen Konzentrationen ist auf der Membranoberflache kein Hinweis fir transmembranes
LBP gegeben. In diesem Fall wére auch eine vollstandige LBP-Aufnahme in die Zelle
denkbar. Diese vollstdandige Aufnahme kann mit der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Methode detektiert werden. Daher wére es sinnvoll, die Experimente auf unterschiedli-
che LBP-GFPyis-Konzentrationen, bei physiologischen Inkubationstemperaturen, zu

erweitern.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorgestellte Arbeit beschaftigte sich mit der Interaktion eines LBP-GFP-
Fusionsproteins mit der Zellmembran von HEK293-TLR4/MD-2 Zellen. Dazu wurde
das Protein an die Zellen gebunden und mittels Durchflusszytometrie die Bindung de-
tektiert. Quenching-Experimente, durchgefiihrt bei unterschiedlichen Inkubationstempe-
raturen, sollten Aufschluss tber die mdgliche Orientierung des Proteins an der Memb-
ran liefern.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine GFP-Fusionsvariante des LBP an
HEK293-TLR4/MD-2 Zellen von unterschiedlichen Klonen bindet. Die durchgefiihrten
durchflusszytometrischen Untersuchungen haben gezeigt, dass die Fluoreszenz des GFP
durch Zugabe von Trypanblau ausgel6scht werden kann. Durch die beobachteten mor-
phologischen Unterschiede in der untersuchten Zelllinie, veranschaulicht durch die PI-
Féarbung und die daraus resultierende unterschiedliche Membranintegritat, kann keine
Aussage zur Bindungsstérke getroffen werden. Von den zwei gezeigten Haufigkeitsver-
teilungen (Populationen) kann nur eine (die rechte) fir die wissenschaftlichen Zwecke
dieser Arbeit ausgewertet werden. Die untersuchte Temperaturabhéngigkeit, beziglich
des LBP-Einbaus in die Zellmembran, zeigt fur 0°C, 20°C und 37°C Unterschiede in
der Fluoreszenzausloschung des GFP. Mit steigender Inkubationstemperatur sinkt der
Anteil an gequenchtem GFP. Daraus resultiert eine gesteigerte Membranintegration
oder Aufnahme des Fusionsproteins mit steigender Temperatur.

Der Einbau von LBP in die Membran wird in einigen Forschungsarbeiten als trans-
membran beschrieben. Die vorliegende Arbeit kann diese Konformation in der Memb-
ran weder bestatigen noch widerlegen, da nicht sichergestellt ist, auf welcher Seite sich

das GFP bei einer transmembranen Orientierung befinden wirde.
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Fur kunftige Arbeiten sollte zuerst die Herkunft der Separation der Zellen geklart wer-
den. Daflir empfiehlt es sich eine mogliche Infektion mit Mykoplasmen, beispielsweise
durch eine PCR, zu prufen. Im Falle eines positiven Ergebnisses, kann eine Behandlung
mit dem Antibiotikum Cibrofloxacin die Infektion beseitigen. Des Weiteren kann eine
Annexin-V-Farbung Aufschluss dariiber geben, ob die Zellpopulationen abgestorben
oder nekrotisch sind. Wenn die Trennung der Zellen in zwei Populationen behoben
werden kann, sollten die Versuche zur Temperaturabhéngigkeit wiederholt werden, um
daraus auch Aufschluss ber die gesamte Bindungsstirke des LBP-GFPy;s an die Zell-
membran zu erhalten. Ebenfalls sollten Versuche mit erhohter LBP-GFPyis-
Konzentration durchgefiihrt werden. Roes et al. (2006) haben gezeigt, dass der LBP
Einbau in die Membran von der LBP-Konzentration abhangig zu sein scheint. Diese
These kann mit der verwendeten Variante des FPP-Assay geprift werden. Des Weiteren
empfiehlt sich die Untersuchung von Phagozytoseinhibitoren. Dadurch kénnte geprift
werden, ob LBP-GFPys in die Membran eingebaut wurde oder durch Phagozytose in-
trazellular aufgenommen wurde. Unter Zugabe von Phagozytoseinhibitoren wére, nach
Quenching mit Trypanblau, die verbleibende Fluoreszenz auf jenes LBP-GFPyis zu-
rickzufiihren, welches in der Membran integriert wurde.

Eine weitere Mdglichkeit die Membraninteraktion des Fusionsproteins zu untersuchen,
sind durchflusszytometrische Untersuchungen unter Nutzung von Liposomen. Die Bin-
dung von farbstoffmarkiertem LBP an groRe unilamellare Vesikel konnte in Experimen-
ten bereits nachgewiesen werden (Kopp, mundliche Kommunikation). Dieser Versuchs-

aufbau ist wahrscheinlich auf LBP-GFPy;s Ubertragbar.
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I. AK-Farbung von TLR4-Rezeptoren

Tabelle 3: Abhangigkeit der Fluoreszenzausléschung von der Zellzahl

Die Tabelle zeigt die berechnete Fluoreszenzausléschung durch den Einsatz von unter-
schiedlichen Zellzahlen. Die Th-Konzentration und Tb-Volumina blieben konstant. Die
Auswertung der Messdaten erfolgte fur den rechten oberen Quadranten (RO).

Behandlung | Zellzahl | V Tb [uL] | Tb Konz.[%] [ V Puffer [uL] [ RT [%] | Y-Mean RT [ Ausléschung [%]
ungefarbt 1x10e5 - - 300 1,1 31,2 -
gefarbt 1x10e5 - - 300 24,5 43,3 -
gefarbt 1x10e5 100 04 - 17,7 37,0 84
gefarbt 8x10e4 100 04 10,3 324 96
gefarbt 6x10e4 100 04 11,7 34,0 92
gefarbt 5x10e4 100 04 11,1 334 93

Tabelle 4: Abhangigkeit der Fluoreszenzausléschung von der Th-Konzentration
bei unterschiedlichen Zellzahlen
Die Tabelle zeigt die berechnete Fluoreszenzausléschung durch den Einsatz von zwei
unterschiedlichen Konzentrationen einer Trypanblau-Ldsung. Beide Konzentrationen
(0,4 und 0,2 %) wurden fur drei Zellzahlen ausgetestet. Das Volumen der Trypanblau-
Losung blieb konstant. Die Auswertung der Messdaten erfolgte fiir den rechten oberen

Quadranten (RO).
Behandlung | Zellzahl |V Tb [uL]| Tb Konz.[%] [ V Puffer [uL] [ RT [%] | Y-Mean RT | Ausléschung [%]

ungefarbt 1x10e5 - - 300 11 23,3 -
gefarbt 1x10e5 - - 300 49,1 45,8 -
gefarbt 1,0x10e5 300 0,4 - 10,0 21,9 107
gefarbt 1,5x10e5 300 0,4 - 9,2 21,8 107
gefarbt 2,0x10e5 300 0,4 - 9,4 21,7 107
gefarbt 1,0x10e5 300 0,2 - 6,1 20,9 112
gefarbt 1,5x10e5 300 0,2 - 6,6 21,2 110
gefarbt 2,0x10e5 300 0,2 - 74 21,2 110

Tabelle 5: Abhangigkeit der Fluoreszenzausléschung von dem Th-Volumen

Die Tabelle zeigt die berechnete Fluoreszenzausléschung durch den Einsatz von unter-
schiedlichen Volumina einer 0,4 %igen Trypanblau-Ldsung. Die Zellzahl blieb kon-
stant. Die Auswertung der Messdaten erfolgte fiir den rechten oberen Quadranten (RO).

Behandlung| Zellzah! [V 0,4 % Tb [uL] | V Puffer [uL] | RT [%] |Y-Mean RT| Ausléschung [%]
ungefarbt | 1x10e5 200 11 17,1 -
gefarbt 1x10e5 200 48,3 47,5 -
gefarbt 1x10e5 300 - 8,6 17,3 99
gefarbt 1x10e5 200 100 12,7 18,3 93
gefarbt 1x10e5 100 200 215 20,2 85
gefarbt 1x10e5 50 250 30,7 22,8 75
gefarbt 1x10e5 25 275 37,8 25,2 68
gefarbt 1x10e5 10 290 40,2 26,8 64
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Tabelle 6: Einfluss der Applikationsreihenfolge von Th-L6sung und Puffer auf die
Fluoreszenzausléschung

Die Tabelle zeigt die berechnete Fluoreszenzausléschung AK-markierter Zellen durch
die Zugabe von unterschiedlichen Volumina einer 0,4 %igen Th-Ldsung. Des Weiteren
zeigt sie den Einfluss der Reihenfolge von Th-Zugabe und Puffer-Zugabe. Bei den Mes-
sungen 3-5 wurden die Zellen in dem angegebenen Tb-Volumen resuspendiert. Danach
folgte die Zugabe des Puffer-Volumens und die Messung. Bei Messung 6-8 erfolgte die
Zugabe von Tb und Puffer in umgekehrter Reihenfolge. Die Auswertung der Messdaten
erfolgte fir den rechten oberen Quadranten (RO).

Messung Behandlung Zellzahl |V Tb [pL] [ Tb Konz. [%]|V Puffer [uL]| RT [%]| Y-Mean RT | Ausléschung [%]

1 ungeférbt 1x10e5 - - 300 11 17,1 -

2 gefarbt 1x10e5 - - 300 48,3 475 -

3 gefarbt 1x10e5 200 04 100 12,7 18,3 93
4 gefarbt 1x10e5 100 04 200 215 20,2 85
5 gefarbt 1x10e5 50 0,4 250 30,7 22,8 75
6 gefarbt 1x10e5 50 04 250 343 235 73
7 gefarbt 1x10e5 100 04 200 26,9 20,9 82
8 gefarbt 1x10e5 200 04 100 13,6 18,0 95

1. Bindung von LBP-GFPHis an die Zellmembran

Tabelle 7: Ubersicht der Auswertung der LBP-GFPy;-Bindungsversuche an
HEK293-TLR4/MD-2 Zellen aus unabhangigen Experimenten

Versuchsnr. [HEK293-TLR4/MD-2 LO RO
YS-0 Klon # Bindungin %| Y-Mean |Bindungin%| Y-Mean
46 33 5,4 1160 2,6 294
48 33 7,4 1255 1,9 579
59 15 10,1 732 15 170
59 15 7,8 803 1,8 174
61 15 4,6 824 1,2 251
62 33 3,8 717 1,6 133
62 15 6,8 667 1,1 137
63 15 8 837 2,9 256
64 15 2,8 589 1,5 62
65 15 7,4 840 1 147
Mittelwert 6,4 842,4 1,7 220,3
Standardabweichung 2,2 209,7 0,6 143,8
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Abbildung 14: Ubersicht tiber die Dot Plot-Analysen der LBP-GFPy;s-Bindung an
HEK?293-TLR4/MD-2 Zellen #15 und #33 aus unabhangig durchgefuhrten Expe-
rimenten

Abbildung 15: Vergleich der Dot Plot-Darstellung zweier Klone von HEK293-
TLR4/MD-2 auf Bildung von Populationen

Dargestellt sind zwei Dot Plots der ungefarbten Zellen HEK293-TLR4/MD-2. Aufge-
tragen sind jeweils Vorwaértsstreulicht (FSC) gegen Seitenstreulicht (SSC). J1: Inkuba-
tion der Zellen von Klon #15 mit Az-PBS + 2 % FCS. J2: Inkubation der Zellen von
Klon #33 mit Az-PBS + 2 % FCS.
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1. Prifung der Membranintegritat mit Propidiumiodid

Abbildung 16: Vergleich der Effekte der Zellablésung auf Accutase und Trypsin
von #15 mit #33

Abbildung 17: Dot Plot-Darstellung einer Propidiumiodid-Farbung nach LBP-
GFPyis-Bindung an HEK293-TLR4/MD-2 #15

IV. Fluoreszenzausloschung von extrazellularem GFP
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Abbildung 18: Dot Plot-Analyse einer Fluoreszenzausléschung von extrazellular
gebundenem LBP-GFPy;s an HEK293-TLR4/MD-2 #15
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