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1 Zusammenfassung

Die MHC-Klasse-IlI-Region beherbergt mehrere inflammatorische Gene und enthélt das LST1-
Gen (Leukocyte Specific Transcript 1). LST1-Transkripte werden stark in Immunzellen,
insbesondere in B-Zellen, T-Zellen, Monozyten und Dendritischen Zellen, exprimiert. Die LST1-
Transkripte werden durch inflammatorische Stimuli deutlich verstarkt und weiterhin extensiv
alternativ gesplei’t: Es sind 17 Spleildvarianten bekannt, die 12 unterschiedliche Polypeptide
kodieren. Die LST1-Isoformen lassen sich in transmembrane oder IGsliche Proteine
klassifizieren. Innerhalb dieser Klassen konnen die LST1-Isoformen in der Sequenz ihrer
C-terminalen Aminosauren teilweise stark variieren. In den bisherigen, funktionellen Studien
wurde postuliert, dass LST1-Isoformen sowohl in der Regulation der Immunantwort, wie in der
interzellularen Kommunikation eine Rolle spielen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktion und Expression von LST1 auf der Proteinebene
untersucht. Aus RNS der U-937-Zelllinie konnten tUber RT-PCR zehn Spleildvarianten isoliert
werden, die unterschiedliche Isoformen kodieren. Die cDNS wurde zur Herstellung von
Vektoren fir die rekombinante Expression von sechs LST1-Isoformen verwendet. Um auch die
endogenen Proteine untersuchen zu kénnen, wurden monoklonale Antikorper gegen bakteriell
exprimiertes LST1 hergestellt und charakterisiert. Der LST1-7E2-Antikérper konnte zur
Detektion von denaturiertem LST1 in der Western-Analyse eingesetzt werden, wahrend die
Klone 2B1 und 8D12 zusatzlich zum Nachweis des nativen Proteins in der Immunprazipitation,
Durchflusszytometrie und Immunzytochemie geeignet waren.

Die Untersuchung der LST1-Proteinexpression zeigte, dass diese nicht mit der
Transkriptexpression korreliert. In samtlichen untersuchten Zellen konnte lediglich die
LST1.2345-Isoform detektiert werden. Es wurden keine hoheren Proteinmengen in
Immunzellen beobachtet. In weiteren Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die
LST1-Konformation wahrend der Reifung von Dendritischen Zellen differentiell reguliert wird;
dieser Effekt konnte auf die Wirkung von TNF-a zurlckgeflhrt werden.

Im ersten Abschnitt der funktionellen Untersuchung von LST1 wurden die evolutionar
konservierten Motive der Volle-Ladnge transmembranen LST1.2345-Isoform bestimmt und
gesondert analysiert. Es konnte festgestellt werden, dass LST1 Typ-I-Transmembranproteine
kodiert, die Disulfidbricken-vermittelte  Multimere bilden. Weiterhin konnte die
Phosphorylierung von zwei konservierten, Tyrosin-enthaltenden Motiven nachgewiesen
werden. Bei einem dieser Motive handelte es sich um ein potentielles ITIM, das in U-937-Zellen
konstitutiv phosphoryliert war, die Phosphorylierung des zweiten Tyrosin-enthaltenden Motivs
fuhrte zur Dimerisierung von LST1 und anschlieRend zu dessen mutmallichem Abbau. Aus
diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass LST1 ein potentielles transmembranes
Adaptorprotein (TRAP) ist. Eine dhnliche Wirkungsweise wie bekannte TRAP, konnte aber bei
der Kreuzvernetzung von rekombinantem LST1 in HEK 293T-Zellen nicht bestatigt werden, da
diese nicht zur Phosphorylierung, sondern lediglich zur Dimerisierung des Proteins fuhrte. Im
zweiten Abschnitt der funktionellen Untersuchung von LST1 wurde dessen Rolle bei der
Regulation der Zellmorphologie untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
Uberexpression von transmembranem LST1 die Bildung von funktionellen tunneling nanotubes
(TNT) induziert. Dieser Befund bestatigt frihere Vermutungen, dass LST1 die interzellulare
Kommunikation vermittelt.
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2 Einleitung

2.1 Der HLA-Komplex

Der HLA—Komplex (Human Leukocyte Antigen) erstreckt sich Uber 3,6 Megabasenpaare DNS
und umfasst 239 Gene (Shiina et al. 2004). Er ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6, im

Bereich 6p21.3, lokalisiert und wird in Klasse-I-, lI- und IlI-Regionen unterteilt (Abbildung 1).
HLA
DP DN DM DO DQ DR
— Do ——
TAPBPB o @ « 3 LMPITAP B Ba BB « B C A
class Il class il class |

CYP C4B CYP C4A

21B 21Ps
TNF
Bf LST1 LTB| LTA
|Cc2 MICB MICA
[ 00 O C_THIMCTTIN 00 0 D0mCCco 0 Omocc moo e

HLA class Il

Abbildung 1: Ubersicht des HLA-Komplexes. Schematische Darstellung der Organisation des HLA-
Komplexes in Klasse-I-, 1I- und llI-Regionen. Die Klasse-lll-Region, die das LST7-Gen (rot markiert)
enthalt, wird detaillierter gezeigt (Quelle: verandert nach Janeway et al. 2005).

Die detaillierte Charakterisierung des HLA-Komplexes begann, nachdem bekannt wurde, dass
die in diesem Komplex kodierten MHC-Klasse-I- und II-Molekule (Major Histocompatibility
Complex) fur die Antigenprasentation an der Zelloberflache verantwortlich sind. In der HLA-
Klasse-I-Region werden die a-Ketten der MHC-Klasse-I-Molekille kodiert, die im
endoplasmatischen Retikulum mit Antigenen beladen werden. In der HLA-Klasse-lI-Region
werden die o- und B-Ketten der MHC-Klasse-lI-Molekule kodiert. Diese werden mit Antigen
beladen, wenn das Vesikel, in dem sie sich befinden, mit einem antigenhaltigen Endosom
verschmilzt. Neben der Antigenprasentation, dienen MHC-Molekile den Zellen des
Immunsystems zur Unterscheidung zwischen koérpereigenen Zellen und koérperfremden
Organismen, bzw. Gewebe und spielen deswegen in der Transplantationsmedizin eine wichtige
Rolle.

Die funktionellen Gene im HLA-Komplex lassen sich in 4 Kategorien einordnen. Die
hochpolymorphen, klassischen HLA-Gene kodieren die MHC-Molekile. Die nicht-klassischen
HLA-Gene kodieren MHC-ahnliche Molekile, welche jedoch nur eine begrenzte Anzahl an
Antigenen prasentieren kdnnen. Die inflammatorischen Gene kodieren Proteine, die eine Rolle
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in der Immunreaktion spielen. In die Kategorie der nicht-inflammatorischen Gene lassen sich
alle im HLA-Komplex lokalisierten Gene einordnen, die nicht an der Immunreaktion beteiligt
sind. Darunter fallen Gene, die an einer Vielzahl von zellularen Prozessen beteiligt sind, wie
z.B. Transkriptionsregulation (CREBL1), Missmatchreparatur (MSHS5), ATP-Hydrolyse
(ATP6V1G2) und Apoptose (BAT3). Kopplungsanalysen haben gezeigt, dass Gene im HLA-
Komplex mit mehr als 100 Krankheiten assoziiert sind (Shiina et al. 2004). In den meisten
Fallen handelt es sich um ein bestimmtes Allel eines klassischen HLA-Gens, das mit einem
erhéhten Risiko einer autoimmunen Erkrankung assoziiert ist, z.B. das HLA-DRB1*401/404-
Allel bei rheumatoider Arthritis (MacGregor et al. 1995), das HLA-DRB1*1501-Allel bei multipler
Sklerose (Chao et al. 2009), das HLA-B*39-Allel bei Typ-I-Diabetes (Nejentsev et al. 2007) und
das HLA-B*27-Allel bei Spondylitis ankylosans (Reveille 2006).

2.2 Die HLA-Klasse-llI-Region

Zwischen den HLA-Klasse-I- und Klasse-II-Regionen befindet sich die HLA-Klasse-IlI-Region
(Abb. 1). Diese umfasst den Bereich zwischen den Genen NOTCH4 und BAT1 auf einer Lange
von 730 Kilobasenpaaren DNS. Die Klasse-lll-Region enthdlt 62 Gene und besitzt somit die
héchste Gendichte im humanen Genom: Mehr als 14 % der Region sind proteinkodierend und
mehr als 72 % der Region werden transkribiert (Xie et al. 2003). Der HLA-Klasse-III-Abschnitt
beherbergt weder klassische noch nicht-klassische HLA-Gene. Alle im Komplex enthaltenen
Gene lassen sich entweder als inflammatorische oder als nicht-inflammatorische Gene
charakterisieren. Wie bereits unter 2.1 ausgefuhrt, sind die meisten mit dem HLA-Komplex
assoziierten Krankheiten, auf bestimmte Allele der klassischen HLA-Gene zurlckzufuhren.
Dennoch ist eine Reihe von Polymorphismen in den inflammatorischen Genen des HLA-
Klasse-llI-Komplexes bekannt, die mit einer hoheren Inzidenz von bestimmten autoimmunen
Krankheiten assoziiert sind. So ist z.B. der G-308-Polymorphismus im TNF-Gen mit Colitis
Ulcerosa (Yamamoto-Furusho et al. 2004), der Basedow-Krankheit (Bednarczuk et al. 2004)
und dem Léfgren-Syndrom (Mrazek et al. 2005) assoziiert. Weiterhin sind krankheitsrelevante
Polymorphismen in den Genen MICA und TAP2 bekannt. Die MICA-Allele A5 und A9 sind
jeweils mit Typ-I-Diabetes (Gambelunghe et al. 2000) und Psoriasis-Arthritis (Gonzales et al.
2002) assoziiert, wahrend das TAP2-565A-Allel eine genetische Pradisposition fir rheumatoide
Arthritis darstellt (Yu et al. 2004). Bei den meisten dieser Krankheiten spielen Allele der
klassischen HLA-Gene ebenfalls eine Rolle, sodass sich die genetische Pradisposition aus
dem Zusammenspiel von Allelen klassischer HLA-Gene und inflammatorischer Gene ergibt.

2.3 Das LST1-Gen

Das Maus-Homolog zum menschlichen LST71-Gen wurde 1987 entdeckt, als Tsuge et al. in
einer cDNS-Genbank von Maus-B-Lymphozyten nach neuen B-Zell-spezifischen Transkripten
suchten. Im Klon B144 fanden sie ein solches Transkript und benannten das Gen nach dem
Klon. Durch Restriktionskartierung konnte das Gen 10 kb zentromerisch vom Tnf-Gen im H-2-
Komplex der Maus lokalisiert werden. Einige Jahre spater wurde das menschliche Ortholog von
B144 entdeckt (Messer et al. 1991 und Sargent et al. 1989) und wegen der starken
Transkriptexpression in Leukozyten LST1 (Leukocyte Specific Transcript 1) benannt.
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2.3.1 Genomische Lokalisation von LST1

Das LST1-Gen ist in der HLA-Klasse-lll-Region lokalisiert, im sog. TNF-Cluster, welcher
mehrere inflammatorische Gene beherbergt (Abb. 1). LST1 umfasst 2,7 Kilobasenpaare DNS
und wird von den Genen LTB und NCR3 auf dem Gegenstrang flankiert (Abb. 2). LTB kodiert
das Lymphotoxin-f, ein Zytokin der TNF-Superfamilie, NCR3 kodiert einen aktivierenden
Rezeptor auf natirlichen Killerzellen (NK-Zellen). Die Gene LST1 und NCR3 liegen sehr dicht
aneinander, ihre Polyadenylierungssequenzen sind nur 47 Basenpaare (bp) voneinander
entfernt (Nalabolu et al. 1996).

e — =
LTB LST1 NCR3
Lymphotoxin 3 Leukocyte-Specific  Natural Cytotoxicity
Transcript 1 Triggering Receptor 3
Telomer Zentromer

31656K
31657K
31658K
31659K
3166 0K
3166 1K
31662K
31663K
31664K
31665K
31666K
31667K
31668K

Abbildung 2: Genorganisation von LST7 und dessen flankierenden Genen. Die Skala unten ist in
Kilobasenpaaren gezeichnet, die blauen Pfeile geben die Transkriptionsrichtung an (Quelle: verandert
nach NCBI Map Viewer, www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/).

2.3.2 Exon-Intron-Stuktur von LST1

Das LST1-Gen wird in 9 Exone und 8 Introne unterteilt (Abb. 3), wobei die Exone 1A - 1E nicht
proteinkodierend sind, jedes dieser Exone enthdlt jedoch mindestens eine alternative
Transkriptionsinitiationsstelle. Im Exon 1B sind zwei Transkriptionsinitiationsstellen vorhanden
und das Exon 5 enthalt zwei alternative Spleil3stellen, dies erhdht die Anzahl der exonischen
Teilsequenzen auf 12. Die durch alternative Transkriptionsinitiation entstehende Variante von
Exon 1B wird als Exon 1B” bezeichnet. Die durch Benutzung der alternativen Spleilistellen in
Exon 5 entstehenden Varianten werden als Exon 5" und 5" bezeichnet.

] 250 bp

e T ] - - ——— —
@

Lange in bp:

66 113/78 109 91 85 119 93 23 385/364/319

Abbildung 3: Exon-Intron-Stuktur von LST1. Die alternative Transkriptionsinitiationsstelle in Exon 1B
und die alternative Splei3stellen in Exon 5 sind durch schwarze Striche gekennzeichnet. Die allgemeine
Translationsinitiationsstelle ist durch ,Start® markiert. Das Stopp-Codon der Exon 4-enthaltenden
Transkripte ist durch ,Stopp“ gekennzeichnet. Die Lange der einzelnen Exone ist in Basenpaaren
angegeben. Nur die Exone sind im oben links angegebenen Malstab gezeichnet, die Introne sind aus
Platzgrinden kurzer dargestellt.
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Das Exon 4 umfasst nur 23 bp DNS, es wurde jedoch auch eine 148 bp lange Exon 4-Sequenz
beschrieben (Raghunathan et al. 2001). Mittels RT-PCR konnten aber aus RNS von der
histiozytaren Lymphomzelllinie U-937 und Dendritischen Zellen (DC) keine Transkripte isoliert
werden, die ein Exon 4 dieser Lange enthielten. Dies lasst vermuten, dass die 148 bp lange
Exon 4-Variante nur sehr selten in LST7-Transkripten zu finden ist und eine untergeordnete
biologische Rolle spielt (Hirner 2004).

2.3.3 Transkription von LST1

2.3.3.1 LST1-SpleiRvarianten

Samtliche LST1-Transkripte enthalten eines der alternativen Exone 1, das Exon 2 und das
Exon 5 oder eine seiner verkurzten Varianten. LST1 wird extensiv alternativ gespleil’t (de Baey
et al. 1997 und Rollinger-Holzinger et al. 2000) und es sind insgesamt 16 LST1-Spleil3formen
bekannt (siehe Tabelle 1). Diese kommen durch die unterschiedliche Benutzung der
alternativen Exone 1A - E, das Vorhandensein der Exone 3 und 4 im Transkript oder das
Verwenden der alternativen Spleilstellen im Exon 5 zustande.

Tabelle 1: Beschriebene LST1-SpleiBvarianten. Die SpleiRvarianten A - H wurden mit den dazu-
gehdorigen, alternativen Exon 1-Sequenzen charakterisiert (de Baey et al. 1997). Bei den Spleillvarianten
| - O wurden nur die proteinkodierenden Exone 2 — 5 charakterisiert (Hillier et al. 1996, Rollinger-
Holzinger et al. 2000 und Mulcahy et al. 2005), daher ist die tatsachliche Lange dieser Transkripte héher
als hier angegeben.

SpleiBvariante Alternativer Name Exone Lange
LST1/A LST1.1B2345" 1B, 2,3,4, 5" 712 bp
LST1/B LST1.1B"2345" 1B", 2,3,4,5 677 bp
LST1/C LST1.1C235 1C,2,3,5 706 bp
LST1/D LST1.1B25° 1B,2,5° 596 bp
LST1/E LST1.1D25" 1D, 2, 5 574 bp
LST1/F LST1.1B245° 1B, 2,4,5 619 bp
LST1/G LST1.1E2345" 1E, 2,3,4, 5’ 684 bp
LST1/H LST1.1E245° 1E, 2,4, 5 591 bp
LST1/I LST1.2345"" 2,3,4 5" 554 bp
LST1/J LST1.245 2,4,5 527 bp
LST1/K LST1.235 2,3,5 576 bp
LST1/L LST1.245" 2,4,57 461 bp
LST1/M LST1.25 2,5 504 bp
LST1/N LST1.25" 2,57 483 bp
LST1/0 LST1.235” 2,3,57 531 bp
LST1/P LST1.2345 2,3,4,5 620 bp

Die Transkription von LST1 kann in jeder der alternativen Transkriptionsinitiationsstellen in den
Exonen 1A - E beginnen, dabei wird die Stelle im Exon 1B" am haufigsten verwendet. Bei der
Transkription von LST7 in der histiozytaren Lymphomzelllinie U-937 wird die Initiationsstelle im
Exon 1B’ in 64 % der Transkripte verwendet. Die Stellen in den Exonen 1C (5,6 %) und 1E
(30,6 %) werden seltener benutzt (Yu et al. 2000). LST7-Transkripte, die die Transkriptions-
initiationsstelle im Exon 1D benutzen, wurden bislang nur aus IFN-y-stimulierten U-937-Zellen
isoliert (LST1/E, de Baey et al. 1997). Am seltensten wird bei der LST7-Transkription die
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Initiationsstelle im Exon 1A benutzt, entsprechende Transkripte konnten bislang nur mittels RT-
PCR, unter Verwendung eines Exon 1A-spezifischen Primers, isoliert werden (Yu et al. 2000).

2.3.3.2 LST1-Promotor-Region

Die Regulation der Transkription von LST1 wurde bei der Charakterisierung des Gens nicht
beschrieben, da stromaufwarts von Exon 1A keine typischen Promotor-Sequenzen vorhanden
sind. Reportergen-Untersuchungen haben aber mittlerweile gezeigt, dass zwei Sequenz-
abschnitte im Bereich zwischen den Exonen 1A und 2 (Abb. 4) die hochste Promotoraktivitat
zeigen (Yu et al. 2000). Im ersten der beiden Promotor-Bereiche wurden Bindestellen von 4
bekannten Transkriptionsfaktoren (C/EBPB, GATA, PU.1 und SOX5) vermutet, deren Bindung
konnte jedoch experimentell nicht bestatigt werden. Die Bindestelle eines noch unbekannten
Proteins konnte jedoch eindeutig identifiziert werden. Die signifikant verringerte Expression von
LST1 nach Deletion dieser Stelle zeigte, dass Proteinbindung in diesem Sequenzabschnitt fir
die Promotoraktivitat essentiell ist (Yu et al. 2000).

Transkriptions- Translations-
initiationsstelle initiationsstelle
| 250 bp (-1086) (+1)
| | | ] | |
| L E]E  1c_|— 1 | | 1E | 1 2 |
1 [

-1363 I -621 -112 -54

Proteinbindestelle
(-1126 - 1123)

Abbildung 4: Promotor-Region von LST71. Die angegebenen Positionen beziehen sich auf die
Translationsinitiationsstelle (+1). Die zwei Regionen mit der starksten Promotor-Aktivitdt sind grin
markiert. Zusatzlich sind die einzige bekannte Proteinbindestelle und die am haufigsten benutzte
Transkriptionsinitiationsstelle in Exon 1B° gekennzeichnet. Exone und Introne sind im oben links
angegebenen Malistab gezeichnet.

2.3.3.3 Regulation der LST1-Transkription

Das LST1-Gen wird am starksten in den Zellen des Immunsystems exprimiert. Die Starke der
Expression, aber auch die Anzahl der nachweisbaren SpleiRvarianten, ist bei Immunzellen
héher als in Zellen nicht-lymphoiden Ursprungs. So lassen sich in DC, peripheren
Blutlymphozyten und anderen Subtypen von Immunzellen bis zu 7 alternative LST7-Transkripte
nachweisen, wahrend in den meisten Gewebetypen lediglich die SpleiRvariante LST1.2345"
exprimiert wird (Tab. 2).

In monozytaren Zellen lasst sich die LST1-Expression durch Stimulation mit IFN-y deutlich
steigern (Holzinger et al. 1995). Die IFN-y—-Behandlung verandert nicht nur die Starke der
Expression, sondern beeinflusst auch, welche Spleivarianten exprimiert werden. So wurden
bei behandelten U-937-Zellen die langeren, Exon 3-enthaltenden Transkripte supprimiert,
wahrend kulrzere Spleilvarianten ohne das Exon 3 verstarkt exprimiert wurden. Die
Veranderung des LST1-Expressionsmusters ist jedoch zelltypspezifisch, in CD8+ T-Zellen
wurde nach der IFN-y-Behandlung eine Suppression der kirzeren Transkripte ohne Exon 3
beobachtet. Dieser Effekt wurde auch durch TPA-Behandlung von peripheren Blutlymphozyten
erreicht (de Baey et al. 1997). Wegen der fir die RT-PCR verwendeten Primer (in den Exonen
1B und 5 bindend), konnte bei dieser Untersuchung allerdings nicht vollstandig ausgeschlossen
werden, dass die Stimulation nicht die Menge der Transkripte ohne Exon 3 erhoht oder
verringert, sondern lediglich zur Transkriptionsinitiation in einem anderen alternativen Exon 1
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fuhrt. In einer spateren Untersuchung konnte jedoch mittels quantitativer PCR die Induktion der
LST1-Expression in U-937-Zellen durch IFN-y-Behandlung bestatigt werden. Die Menge der
LST1-Transkripte ohne Exon 3 war in den behandelten U-937-Zellen signifikant erhoht.
Anhnliche Ergebnisse wurden bei Stimulation der Zellen mit LPS oder bei Infektion mit
Pseudomonas aeruginosa erhalten (Mulcahy et al. 2005).

Tabelle 2: Exprimierte LST1-SpleiBvarianten in verschiedenen Zelltypen, bzw. Geweben. Die
exprimierten Spleivarianten sind in der alternativen Nomenklatur aus der Tab. 1 aufgezahlt. LST1-
Transkripte, bei denen nur der proteinkodierende Sequenzabschnitt (Exon 2 - 5) charakterisiert wurde,
sind ohne Angabe der Exon 1-Variante aufgelistet (de Baey et al. 1997, Rollinger-Holzinger et al. 2000
und Mulcahy et al. 2005).

Zelltyp, bzw. Gewebe Exprimierte LST1-SpleiRvarianten

Dendritische Zellen LST1.2345, LST1.2345", LST1.235",
LST1.235"", LST1.245", LST1.25°, LST1.25"

Periphere Blutlymphozyten LST1.2345°, LST1.235", LST1.245,
LST1.1B245", LST1.25, LST1.1B25",
LST1.1B25”

Jurkat, Lymphom T-Zelllinie LST1.2345°, LST1.235", LST1.245,
LST1.1B245°, LST1.1B25", LST1.1B25"

LG2, lymphoblastoide B-Zelllinie LST1.2345°, LST1.1B245°, LST1.1B25",
LST1.1B25”

U-937, histiozytare Lymphomzelllinie | LST1.2345°, LST1.1B235, LST1.1B245",

(Monozyten-ahnlich) LST1.1B25°, LST1.1B25"

Mono-Mac-6, monoblastische Leukd- | LST1.1B245", LST1.B25", LST1.1B25"
miezelllinie (Makrophagen-ahnlich)

Lunge LST1.2345°, LST1.1B245°, LST1.1B25",
LST1.1B25”
Milz LST1.2345°
Thymus LST1.2345°
Mandeln LST1.2345°
Leber LST1.2345°
Plazenta LST1.2345°
Niere LST1.2345°

2.3.4 Translation von LST1

Die 16 charakterisierten LST1-SpleiRvarianten kodieren 12 unterschiedliche Isoformen (Abb.
5). Die Translation samtlicher LST1-Transkripte beginnt am Ende von Exon 2, somit enthalten
nur die Exone 2 - 5 proteinkodierende Sequenzen. Im Exon 3 wird eine Transmembranhelix
kodiert (Holzinger et al. 1995), das Vorhandensein dieses Exons im Transkript bestimmt, ob ein
I6sliches Protein oder ein Transmembranprotein kodiert wird. Das Fehlen von Exon 4 im
Transkript verursacht eine Leserasterverschiebung, die zu einem verfriihten Stopp-Codon kurz
hinter der Exon 5°"-Spleil3stelle flihrt, dadurch wird die Variabilitdt der exprimierten Proteine
weiter erhoht (de Baey et al. 1997). Die verschiedenen LST1-Isoformen lassen sich also grob
in I8sliche Proteine und Transmembranproteine einteilen (Abb. 6). Weiterhin kann zwischen
Proteinen unterschieden werden, die bis zum regularen Stopp-Codon translatiert werden und
verklrzten Proteinen, bei denen die Leserasterverschiebung im Transkript zu einem verfrihten
Stopp-Codon fuhrt (Abb.6).
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Alle LST1-Isoformen sind relativ klein: Die gréfite Isoform (LST1.2345) umfasst 104
Aminosauren (AS), alle anderen Isoformen sind z.T. deutlich kleiner.

Transmembrane Losliche
Isoformen Isoformen

LST1.2345 (104 AS) LST1.245 (73 AS)

LST1.2345" (97 AS) LST1.245" (66 AS)

Leseraster 1

LST1.2345" (82 AS) LST1.245"" (51 AS)

Leseraster 2

LST1.235 (66 AS)

LST1.235" (59 AS)

LST1.235 (44 AS)

LST1.25 (35AS)

LST1.25" (28 AS)

LST1.25” (13 AS)

Abbildung 6: Klassifizierung der LST1-Isoformen. Die Isoformen sind als Balken dargestellt, die von
den verschiedenen Exonen kodierten Bereiche sind farblich markiert und gekennzeichnet. Die GroRe der
Proteine ist in AS angegeben. Die LST1-Isoformen lassen sich als Idsliche Proteine oder
Transmembranproteine klassifizieren. Die Isoformen unterscheiden sich auch innerhalb dieser Klassen
und zwar durch eine verkiirzte, bzw. veranderte Aminosaurensequenz im vom Exon 5 kodierten Bereich.
Isoformen, die im korrekten Leseraster (1) translatiert werden, enden mit dem regularen Stopp-Codon,
wahrend Transkripte ohne Exon 4 durch das veranderte Leseraster (2) nur bis zu einem verfriihten
Stopp-Codon translatiert werden.

2.3.5 LST1-Polymorphismen

Die bisher charakterisierten Polymorphismen im LST7-Gen sind ausschlieBlich in nicht-
proteinkodierende Bereiche, wie Introne und 5°-, bzw. 3’-flankierende Sequenzen, lokalisiert.
Eine Liste aller beschriebenen LST7-Polymorphismen ist im Anhang unter 9.3 zu finden.

2.3.5.1 Die Mikrosatelliten TNFd und TNFe

Im vierten LST7-Intron (zwischen den Exonen 4 und 5) befinden sich die polymorphen
Mikrosatelliten TNFd und TNFe. Sie wurden nach dem benachbarten Gen fir den Tumor
Nekrose Faktor (TNF) zu einer Zeit benannt, als das LST7-Gen noch nicht charakterisiert
worden war. Beide Mikrosatelliten enthalten die (GA)-Nukleotidwiederholung in mehreren
Wiederholungsblocken, die Allele unterscheiden sich in der Anzahl der Wiederholungen in
einem definierten TNFd-, bzw. TNFe-Wiederholungsblock. Aus diesem Grund richtet sich die
Allelnomenklatur nach der Anzahl der zusatzlichen Wiederholungen (TNFd1, d2, d3 usw., bzw.
TNFe1, e2, e3 usw.). Erste Assoziationsstudien konnten keinen Hinweis auf einen
Zusammenhang zwischen den verschiedenen TNFd-, bzw. TNFe-Allelen und der Inzidenz von
juveniler und rheumatoider Arthritis liefern (Field et al. 1997 und Feichtlbauer et al. 1998).
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Spatere Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass der Versuchsaufbau dieser Studien
anfallig fur fehlerhafte TNFd-Alleltypisierungen war, sodass ihre Aussagekraft relativiert werden
muss (Spink et al. 2004). Assoziationsuntersuchungen mit korrekt typisierten Allelen haben
eine erhohte Inzidenz von Non-Hodgkin-Lymphomen bei homozygoten Tragern der Alelle
TNFd4 und TNFe1/2 gezeigt (Spink et al. 2006). Bei der Behandlung der Lymphome wurde
Uberraschenderweise auch ein Einfluss der TNFd-Allele entdeckt. So konnte bei
Transplantationsempfangern von hamatopoetischen Stammzellen festgestellt werden, dass der
Schweregrad der Transplantat-Wirt-Reaktion mit der Anzahl der Wiederholungen im TNFd-
Mikrosatellit zunimmt (d5>d4>d3). Dieser Effekt trat auf, wenn entweder der
Transplantatsempfanger oder der Spender homozygot fir die genannten TNFd-Allele waren
(Bettens et al. 2006). Eine weitere Studie bestatigt diesen Befund: Bei
Transplantatsempféangern, die homozygot fur die TNFd3- oder TNFd4-Allele waren, wurde ein
héherer Schweregrad der Transplantat-Wirt-Reaktion festgestellt. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass diese Empfanger bereits vor der Transplantation einen hdheren intrinsischen
TNF-a-Spiegel im Blut besaRen (Remberger et al. 2003). Dieser Befund ware eine mogliche
Erklarung daflr, dass TNFd3-Homozygote haufiger an IgA-Nephritis erkranken (Tuglular et al.
2003), da es sich hierbei um eine Autoimmunerkrankung handelt, bei der TNF eine wesentliche
Rolle spielt.

Es bleibt jedoch zu erklaren, wie der TNFd-Polymorphismus im LST7-Gen die Expression des
10 kb entfernten TNF-Gens beeinflussen kénnte. Es ist naheliegend zu vermuten, dass eine
oder mehrere LST1-Isoformen an der Regulation von TNF-a beteiligt sein kdnnten. Da der
TNFd-Polymorphismus in einem Intron liegt, muss die Regulation Uber die LST7-Transkription,
bzw. die RNS-Prozessierung erfolgen. Es ware durchaus vorstellbar, dass die TNFd-Sequenz
das SpleiRen beeinflusst, die SpleilR-Verzweigungsstelle fur die Exon 5-Spleil3stelle liegt zwar
innerhalb der Sequenz des TNFd-Mikrosatelliten, ist aber 70 bp vom variablen
Wiederholungsblock entfernt (Abb. 7).

Einen Einfluss der TNF-Mikrosatelliten auf das Spleiken von LST1 Uber exonische Spleil3-
Verstarker (ESE) ware allerdings auch vorstellbar. Diese Hexamer-Sequenzen liegen meistens
stromabwarts der 3'-Spleil’stelle von Exonen und dienen als Bindestellen fir Spleilfaktoren.
Das Vorhandensein einer ESE-Sequenz im Exon begunstigt im Normalfall das SpleiRen, wenn
aber die ESE-Sequenz im Intron, stromaufwarts der 3"-Splei3stelle liegt, kann sie das SpleiRen
negativ regulieren (McNally und McNally 1998).

Eine Suche nach ESE-Sequenzen im Bereich zwischen den TNFe-Mikrosatelliten und der
Exon 5"-SpleiRstelle zeigte drei ESE-Sequenzen im Bereich der Exon 5-Spleif3stellen (Abb. 7).
Zwei ESE verstarken das Spleilen zu der Exon 5°-Spleilstelle, ein ESE das Spleilien zu der
Exon 5°'-Stelle wahrend das SpleiRen zu der Exon 5-Stelle nicht verstarkt wird. Dies passt in
etwa zu der Haufigkeit, mit der Transkripte mit den alternativen Exon 5-Varianten in peripheren
Blutlymphozyten beobachtet werden (siehe Tab. 2). Die meisten ESE-Sequenzen in diesem
Bereich lassen sich jedoch im Intron 4 finden, vor allem die (GA)-Wiederholungsblocke von
TNFd und TNFe sind von Uberlappenden ESE-Sequenzen durchsetzt. Es ware also moglich,
dass die Anzahl der Wiederholungen im TNFd-Block 1 erhebliche Auswirkungen auf das
Spleilen und somit auf die Expression von LST1 hat. Eine weitere Moglichkeit, wie der
polymorphe TNFd-Wiederholungsblock das SpleiBen beeinflussen konnte, ware durch
Aktivierung einer kryptischen Spleif3stelle im Bereich zwischen TNFe und TNFd (Abb. 7). Diese
Stelle wird primar von einer ESE-Sequenz (A4-ESE) und einer exonischen Spleil3-
Unterdriickungs-Sequenz (A3-ESS) reguliert (Lei und Vorechovsky 2005). Einen zusatzlichen
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Einfluss der ESE-Sequenzen im TNFd wurde zwar vermutet, konnte aber nicht eindeutig
gezeigt werden (Lei und Vorechovsky 2005).

Intron 4
GARAATCGAG GCAAAAGAGA AAGAGAAAAT GAGACAGAAA CCAAGAGAAA 187
TNFe
TGAG CAG GT 237
Wiederholungsblock
C C GG CTCC 287

.GCACAGTG GCTCACGTCT GTCATTCCAG CTATCGCAAG GCTGAGG- 337

A3-ESS A4-ESE TNFd
GARGATAGCT TGAGCTCHEGNEGHMTGAAGAC AATCCTGGAC AACATAGTGG 387
Wiederholungsblock

ACTCTGTCTC CAAAGAAAAA AGAGAGAGAG AGAGAGAGAG AGAGAGAGGG 437
AGAGAGAGAG AGAGAGAGGG AGAGAAGTAA GAAAGGCTGG AGGTGGGAGE 487

Exon 5
AGAACTCACA GGEAAGGATC TGACGCATCG CCTCCCATCA G CACCTTCTG 9
Exon 5°
TCCTGGTCCC AG!GCCCAGGG CTCCTCAGAG CAGGAACTCC ACTATGCATC 59
Exon 577

TCTGCAGIAGE CTGCCAGTGC CCAGCAGTGA GGGACCTGAC CTCAGGGGCA 109

Abbildung 7: SpleiBregulatorische Sequenzen im Bereich der Mikrosatelliten TNFd und TNFe. Die
mit dem RESCUE-ESE-Algorithmus (Fairbrother et al. 2002) ermittelten ESE-Sequenzen sind grun, die
kryptische 3’-Spleillstelle ist blau hervorgehoben (Lei und Vorechovsky 2005). Die regulatorischen
Sequenzen fur diese SpleiRstelle sind gekennzeichnet (A3-ESS: rot, A4-ESE: griin, Lei und Vorechovsky
2005). Die Verzweigungsstelle fur die 3°-Spleilistelle von Exon 5 ist lila hervorgehoben. Die
Mikrosatelliten TNFe und TNFd (Allele €2 und d3) sind unterstrichen (wie von de Baey et al. 1997
beschrieben). Die polymorphen Wiederholungsblécke der Mikrosatelliten sind in kursiver Schrift, die
Exon 5-Sequenz in fetter Schrift gezeichnet. Die Nummerierung rechts gibt die Position im Intron 4, bzw.
Exon 5 in Basenpaaren an.

2.3.5.2 Basenaustausch-Polymorphismen (SNP)

Eine groR® angelegte Suche nach Polymorphismen in einer 130 kb langen Region des HLA-
Klasse-lll-Komplexes, die mit einem erhdhten Risiko fur Myokardinfarkt assoziiert ist, fuhrte im
Jahr 2003 zur Entdeckung von 5 LST7-Basenaustausch-Polymorphismen (lida et al. 2003). Der
erste Polymorphismus (i-LST1-1, A > G) liegt in der 5’-flankierenden Region, 235 bp
stromaufwarts vom ersten Exon 1A. Der zweite (i-LST1-2, G > A) und dritte (i-LST1-3, T > A)
Polymorphismus liegt im Intron 1B (Position 286), bzw. 1C (Pos. 23). Der vierte
Polymorphismus (iLST1-4) liegt im Intron 4 und kann dem polymorphen Wiederholungsblock
von TNFd zugeordnet werden. Der flnfte Polymorphismus (i-LST1-5, A & T) liegt im Exon 5
(Pos. 382) und ist der einzige Basenaustausch aus dieser Reihe, der deutliche Folgen fiir die
LST1-Expression haben kénnte. Die beschriebene Substitution zerstort das Polyadenylierungs-
signal von LST1, was die Stabilitdt der LST1-mRNS und somit die Expression massiv
beeintrachtigen konnte.
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Ein weiterer LST7-Polymorphismus wurde bei der Suche nach Suszeptibilitdtsgenen fir
rheumatoide Arthritis in der TNF-Region entdeckt (LST1*2, A > G). Fur diesen
Polymorphismus konnte eine Assoziation mit rheumatoider Arthritis (Kilding et al. 2004) und
Lupus Nephritis (Mewar et al. 2006) nachgewiesen werden. Der Basenaustausch befindet sich
im Intron 2 von LST1 (Pos. 35) und hat somit keine direkte Auswirkung auf die
Aminosaurensequenzen der LST1-Isoformen.

Allerdings ware ein Einfluss auf die LST1-Expression Uber die Veranderung des Spleilmusters,
wie schon fur TNFd postuliert, auch hier denkbar. Die Basensubstitution eliminiert eine ESE-
Sequenz, welche eine benachbarte, potentielle, kryptische 3’-Spleil3stelle aktivieren kdnnte
(Abb. 8). Der ESE-Sequenz folgt unmittelbar stromabwarts ein 26 bp langer Bereich mit
Uberlappenden ESS-Sequenzen, die flr die Unterdrickung der kryptischen Splei3stelle
verantwortlich sein kénnten. Die Wechselwirkung der ESS- und ESE-Sequenzen konnte fir die
Regulation der potentiellen kryptischen Splei’stelle verantwortlich sein. Da die mdglichen
SpleiR-Verzweigungsstellen in der Exon 2-Sequenz liegen (Abb. 8), ware die wahrscheinlichste
Folge der Benutzung der kryptischen SpleiRstelle das Uberspringen von Exon 2 beim SpleiRen.
Dies wirde sich erheblich auf die Proteinexpression von LST1 auswirken, da die Translation in
der alternativen Exon 2-Sequenz beginnen wuirde, und die resultierenden Proteine lediglich 9
AS lang waren.

Exon 2

GCAAGGACTA GAGTTCCTGA CCTCCAGGCC AGTCCCTGAT CCCTGACCTA 100
Intron 2

ATGTTATCGC GGAATGATGG TAAGTAAAGT GTCTCTTGCA TCTGCATAGA 31

cacA - SN RO ACENARCHCANGEENGR  c ACTCAT GTATGCAGCT 81

Abbildung 8: SpleiRregulatorische Sequenzen im Bereich von Exon 2 und Intron 2. Die mit dem
RESCUE-ESE-Algorithmus (Fairbrother et al. 2002) ermittelte ESE-Sequenz ist griin, die mit dem FAS-
ESS-Algorithmus (Wang et al. 2004) ermittelten ESS-Sequenzen sind rot hervorgehoben. Der LST1*2-
Polymorphismus (A > G) in der ESE-Sequenz ist fett gezeichnet und unterstrichen. Die potentielle
kryptische  Spleilstelle ist blau hervorgehoben, die dazugehdrigen moglichen Spleil3-
Verzweigungsstellen sind lila hervorgehoben. Die Nummerierung rechts gibt die Position im Exon 2, bzw.
Intron 2 in Basenpaaren an.

Die neuesten LST71-Basenaustausch-Polymorphismen stammen aus einer Studie der
koreanischen Population im Jahr 2006. Zwei neue LST7-Polymorphismen konnten
nachgewiesen werden (Yoo et al. 2006). Der erste Polymorphismus (rs61720346, T > A) liegt
in der 3 -untranslatierten Region (Exon 5, Pos. 306) und der zweite (rs61180923, A &> G) liegt
54 bp stromabwarts der Polyadenylierungsstelle von LST1. Die Position beider
Polymorphismen |asst nicht auf eine Beeinflussung der LST1-Expression schlief3en.

2.3.5.3 Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismen

In der 3’-flankierenden Sequenz von LST71 wurde eine polymorphe Pvu ll-Schnittstelle
beschrieben, verursacht durch einen stillen Basenaustausch im Exon 5 von NCR3 (de Baey et
al. 1995). Wegen der rdumlichen Nahe beider Gene wurde dieser Polymorphismus zunachst
dem LST1-Gen zugeschrieben.
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2.3.6 Funktion von LST1

Fast zwanzig Jahre nach der Erstbeschreibung von LST1 ist seine genaue Funktion immer
noch weitgehend unbekannt. In den letzten Jahren haben jedoch mehrere Studien einige
Hinweise auf die mdgliche Funktion geliefert.

2.3.6.1 Immunregulatorische Funktion

Den ersten Hinweis auf eine immunregulatorische Rolle von LST1 brachte eine Untersuchung
hervor, bei der gezeigt wurde, dass die Proliferation von Lymphozyten in vitro durch Zugabe
von rekombinantem LST1.3A5 (ohne Transmembrandomane) dosisabhangig inhibiert werden
kann. Eine proliferationshemmende Wirkung konnte auch fur das rekombinante Protein
LST1.3A45" (ohne Transmembrandomane) gezeigt werden, wenn auch der Effekt nicht so
stark war, wie beim LST1.3A5 (Rollinger—Holzinger et al. 2000).

Weitere Befunde sprechen ebenfalls fir eine immunregulatorische Rolle von LST1. So wurden
im Blut von Patienten mit rheumatoider Arthritis hdhere LST1-Transkriptmengen festgestellt als
bei gesunden Kontrollpatienten. Die Erhéhung der Expression konnte den SpleilRvarianten
LST1.25" und LST1.25" zugeschrieben werden, diese kodieren lésliche LST1-Isoformen
(Mulcahy et al. 2005).

Eine verstarkte LST1-Expression wurde ebenfalls in der Amnionflissigkeit von Feten mit
Neuralrohrdefekt festgestellt (Nagy et al. 2006). Es ist bekannt, dass virale Infektionen ein
Risikofaktor fir Neuralrohrdefekte sind (Sharma und Gulati 1992), ein moglicher
Pathomechanismus wird in der resultierenden Immunreaktion vermutet.

2.3.6.2 Regulation des NFxB-Signalwegs

Mittels der ,yeast two-hybrid“-Methode konnten zwei potentielle Interaktionspartner von
LST1.245" ermittelt werden: KIAA1333, eine E3 Ubiquitin-Ligase und NY-REN-24, das ein
Cactin-ahnliches Protein kodiert (Lehner et al. 2004). Das Cactin-Protein interagiert bei
Drosophila mit dem Cactus-Protein, das Homolog des menschlichen IkB-Proteins, das fir die
Regulation des Transkriptionsfaktors NFkB zustandig ist. Es wurde postuliert, dass LST1.245°
die Bindung zwischen KIAA1333 und NY-REN-24 vermitteln konnte. Der somit entstandene
Komplex koénnte mit IkB interagieren und dessen Menge mittels Ubiquitinylierung durch
KIAA1333 regulieren, was sich ebenfalls auf die Regulation von NFxB auswirken wirde.

2.3.6.3 Modulation der Zellmorphologie

Raghunathan et al. postulierten 2001, dass LST1 eine Rolle bei den morphologischen
Veranderungen, die wahrend der Reifung von DC auftreten, spielen konnte. Grinde fur diese
Theorie waren die bereits bekannte, starke Expression von LST1 in DC und die Beobachtung
von morphologischen Veranderungen in verschiedenen humanen Zelllinien nach Transfektion
mit Vektoren, die transmembrane LST1-EGFP Fusionsproteine kodierten. Die Induktion von
morphologischen Veranderungen nach LST1-Uberexpression konnte in einer spateren
Untersuchung mit einem LST1.2345-EGFP-Konstrukt bestatigt werden (Abb. 9, Hirner 2004).
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Abbildung 9: Induktion von morphologischen Veridnderungen nach LST1-Uberexpression. Das
LST1.2345-EGFP-Fusionsprotein wurde transient in HeLa-Zellen exprimiert, die Transfektanten wurden
fixiert und im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Die LST1-Uberexpression fiihrte zur Bildung von
zellularen Fortsatzen zwischen den Zellen (Quelle: verandert nach Hirner 2004).

Die von Raghunathan et al. beobachteten diunnen, langen Fortsatze wurden als ,cytoneme-like
Filopodia“ (CLF) bezeichnet. Bei den Zytonemen handelt es sich um zellulare Auslaufer, die
Zellen in der Imaginalscheibe des Drosophila-Embryos miteinander verbinden koénnen
(Ramirez-Weber und Kornberg 1999). Im Jahr 2004 wurden ahnliche Strukturen erstmals in
Saugerzellen beobachtet: Die sog. ,tunneling nanotubes® (TNT) wurden als dinne, lange
Fortsatze (50 — 200 nm Durchmesser und bis zu mehrere Zelldurchmesser lang) beschrieben,
die PC12-Zellen miteinander verbinden kdénnen (Rustom et al. 2004). Es wurde weiterhin
nachgewiesen, dass TNT den Transfer von Organellen und Iéslichen Farbstoffen zwischen
Zellen vermitteln kénnen (Rustom et al. 2004, bzw. Watkins und Salter 2005). Die Bildung von
TNT stellt also einen neuen Mechanismus der interzellularen Kommunikation dar.

In den letzten Jahren hat sich das Gebiet der TNT-Forschung schnell entwickelt (fur eine
Ubersicht siehe Davis und Sowinski 2008). Inzwischen wurden TNT bei einer Vielzahl von
Immunzellen nachgewiesen: B-Zellen (Gupta und DeFranco 2003), T-Zellen (Sowinski et al.
2008), Makrophagen, NK-Zellen (Onfelt et al. 2004) und DC (Watkins und Salter 2005).
Zusatzlich konnten mehrere Untersuchungen zeigen, dass neutrophile Granulozyten unter
bestimmten Bedingungen TNT-ahnliche Fortsatze bilden kénnen (Galkina et al. 2001, 2005 und
2006). In einer neueren Arbeit konnten TNT zwischen DC in der Kornea von Mausen
beobachtet werden, was den ersten in vivo-Nachweis dieser Strukturen darstellt (Chinnery et
al. 2008).
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3 Zielsetzung dieser Arbeit

Die HLA-Klasse-llI-Region ist mit einer Vielzahl von autoimmunen Krankheiten assoziiert (siehe
2.2). Bei den meisten dieser Krankheiten wird die genetische Pradisposition sowohl durch
Allele klassischer HLA-Gene, wie auch durch Allele inflammatorischer Gene, bestimmt.

Beim HLA-Klasse-lll-Gen LST7 sind mehrere Polymorphismen bekannt, die mit einer
Pradisposition fir autoimmune Krankheiten assoziiert sind (siehe 2.3.5). Da die Funktion der
von LST1 kodierten Isoformen noch weitgehend unbekannt ist, konnte fur diese
Polymorphismen noch kein Pathomechanismus postuliert werden. In friheren Untersuchungen
wurde die Regulation der LST7-Transkription ausflhrlich charakterisiert (siehe 2.3.3.3). In
welcher Art und Weise sich diese auf die LST1-Proteinexpression auswirkt, wurde aber bisher
nicht untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es daher die Funktion und Expression der LST1-Isoformen zu
untersuchen.

Die Funktion von LST1 sollte durch die Identifizierung und Analyse der funktionellen Domanen
der Volle-Ladnge transmembranen LST1.2345-Isoform bestimmt werden. Dazu sollten
Expressionsvektoren fir verschiedene LST1-Isoformen kloniert werden. Um die funktionelle
Untersuchung nicht nur auf rekombinante Proteine zu beschranken, sollten fiir den Nachweis
des endogenen Proteins monoklonale, LST1-spezifische Antikérper hergestellt und
charakterisiert werden. Als Teil der funktionellen Charakterisierung sollte auch die, in friheren
Untersuchungen beschriebene, LST1-vermittelte Modulation der Zellmorphologie untersucht
werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die LST1-Proteinexpression untersucht werden. Die in
friheren Studien erhobenen Daten zu der Transkriptexpression von LST71, sollten auf
Proteinebene validiert werden. Die starkste LST7-Transkriptexpression wurde fir Monozyten
und DC beschrieben. Daher sollte die LST1-Proteinexpression wahrend der Reifung von DC
analysiert werden.
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4 Material

4.1 Arbeiten mit Bakterien

4.1.1 Bakterienstamme

Es wurden die Bakterienstdmme TOP10F" (One Shot Competent Cells) und DH5a (Subcloning
Efficiency, bzw. Library Efficiency Competent Cells) der Firma Invitrogen (Paisley,
GroRbritannien), sowie der Bakterienstamm BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL der Firma Stratagene

(La Jolla, USA) verwendet.

4.1.2 Kulturmedien fiir Bakterien

Medium

Zusammensetzung

LB-Medium (pH 7,5)

1 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt,
17 mM NaCl

SOC-Medium (pH 7,0)

2 % (w/v) Bacto-Trypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI, 1 mM NaOH, 10 mM MgCl,, 20 mM Glucose

4.1.3 Selektionsantibiotika fiir Bakterien

Bezeichnung Hersteller

Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Chloramphenicol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Kanamycin ICN Biomedicals, Aurora, USA

4.2 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

4.2.1 Eukaryotische Zelllinien

Bezeichnung

Beschreibung

Capan-1 Humane Pankreas-Adenokarzinomzelllinie (ATCC HTB-79)

HEK 293T Humane embryonale Nierenzelllinie mit stabiler Expression
des groflen SV40 T-Antigens (ATCC CRL-11268)

Hela 229 Humane Zervix-Adenokarzinomzelllinie (ATCC CCL-2.1)

HL-60 Humane Leukamiezelllinie, isoliert aus dem Blut eines

Patienten mit akuter promyelozytischer Leukdmie (ATCC CCL-
240)
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Bezeichnung

Beschreibung

HMEC

Humane mikrovaskulare Endothelzelllinie (ATCC CRL-10636)

HT-29 Humane kolorektale Adenokarzinomzelllinie (ATCC HTB-38)

Jurkat Humane Leukamiezelllinie, isoliert aus dem Blut eines
Patienten mit akuter T-Zell-Leukamie (ATCC TIB-152)

K-562 Humane Leukamiezelllinie, isoliert aus dem Blut eines
Patienten mit chronisch-myeloischer Leukamie (ATCC CCL-
243)

SK-MEL-28 Humane maligne Melanomzelllinie (ATCC HTB-72))

U-251 MG Humane Gliomzelllinie (ATCC HTB-17)

U-937 Humane histiozytédre Lymphomzelllinie (ATCC CRL-1593.2)

WI-38 VA13 Humane Fibroblastenzelllinie, zeigt stabile Expression des

groRen SV40 T-Antigens (ATCC CCL-75.1)

4.2.2 Kulturmedien fiir eukaryotische Zellen

Medium Zusammensetzung
RPMI- RPMI 1640 (PAA, Pasching, Osterreich) mit 10 % (v/v)
Kulturmedium hitzeinaktiviertem FCS (PAA, Pasching, Osterreich), 1 mM

Natriumpyruvat, 50 U/ml Penicillin und 50 ug/ml Streptomycin (jeweils
von der Firma Cambrex, Verviers, Belgien)

DMEM-
Kulturmedium

DMEM High Glucose 4,5 g/l (PAA, Pasching, Osterreich) mit 10 %
(v/v) hitzeinaktiviertem FCS (PAA, Pasching, Osterreich), 1 mM
Natriumpyruvat, 50 U/ml Penicillin und 50 ug/ml Streptomycin (jeweils
von der Firma Cambrex, Verviers, Belgien)

DMEM- DMEM F12 HAM (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) mit 10 %
Kulturmedium fir (v/v) hitzeinaktiviertem FCS (PAA, Pasching, Osterreich), 1 mM
Lebendzell- Natriumpyruvat, 50 U/ml Penicillin und 50 ug/ml Streptomycin (jeweils
Mikroskopie von der Firma Cambrex, Verviers, Belgien)
Selektionsmedium | Kulturmedium mit 2,5 mg/ml G418 (PAA, Pasching, Osterreich)
Einfriermedium Kulturmedium mit 5 % Dimethylsulfoxid (Merck, Darmstadt,
Deutschland)
4.3 Enzyme
4.3.1 Restriktionsenzyme
Enzym Reaktions- Optimale Schnittstelle Hersteller
puffer Temperatur
BamH | BamHI-Puffer 37°C G/GATCC New England BioLabs,
+ BSA CCTAG/G Beverly, USA
Bgl 1l Puffer 3 37°C A/GATCT New England BioLabs,
TCTAG/A Beverly, USA
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Enzym Reaktions- Optimale Schnittstelle Hersteller
puffer Temperatur
BstX | Puffer 3 55°C CCANNNNN/NTGG | New England BiolLabs,
GGTN/NNNNNACC Beverly, USA
Eco0109 | | Puffer 4 + BSA 37°C RG/GNCCY New England BioLabs,
YCCNG/GR Beverly, USA
EcoR | EcoRI-Puffer 37°C G/AATTC New England BioLabs,
CTTAA/G Beverly, USA
Hind 111 Puffer 2 37°C A/AGCTT New England BioLabs,
TTCGA/A Beverly, USA
Kpn | Puffer 1 + BSA 37°C GGTAC/C New England BioLabs,
C/CATGG Beverly, USA
Xho | Puffer H 37°C C/ITCGAG MBI Fermentas,
GAGCT/C Hanover, USA
4.3.2 Sonstige Enzyme
Enzym Hersteller
Dnase | Boehringer, Mannheim, Deutschland
Rnase A Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Taq DNA-Polymerase

Invitrogen, Paisley, GroRbritannien

Trypsin (25 mg/ml)

PAA, Pasching, Osterreich

4.4 Nukleinsauren

4.4.1 Vektoren

4.4.1.1 Allgemeine Vektoren

Bezeichnung GroRe Resistenzen Hersteller
pCR II-TOPO 4,0 kb Ampicillin Invitrogen, Paisley,
Kanamycin Grof3britannien
pCR 2.1-TOPO 3,9 kb Ampicillin Invitrogen, Paisley,
Kanamycin Grof3britannien
pET-15b 5,7 kb Ampicillin Novagen, Darmstadt,
Deutschland
pET-45b(+) 5,2 kb Ampicillin Novagen, Darmstadt,
Deutschland
pEGFP-N1 4,7 kb Kanamycin Clontech, Mountain
Neomycin View, USA
pEGFP-Tub 6,0 kb Kanamycin Clontech, Mountain
Neomycin View, USA
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Bezeichnung GroRe Resistenzen Hersteller

pDsRed2-N1 4,7 kb Kanamycin Clontech, Mountain
Neomycin View, USA

pcDNA 3.1(-) 5,4 kb Ampicillin, Invitrogen, Paisley,
Neomycin Grof3britannien

4.4.1.2 LST1-Expressionsvektoren

Bezeichnung kodiertes Protein Insertionsprimer Hersteller
Klon 7/4 in LST1.2345-FLAG 5-LST1-VL, Christian Schiller
pcDNA 3.1(-) 3-FLAG-1, 3-FLAG-2 (2005)
Klon 2.1 in HIS-LST1.3A45° 5-LST3-Bgl, Maximilian Nitschké
pET-45b(+) 3'LST1A (2006)
Klon 5.2.5 in FLAG-LST1.2345 | 5-Lst2-FLAGH1, 5-Lst2- Maximilian Nitschké
pcDNA 3.1(-) FLAG2, 3'LST1A (2006)
Klon 5°.2.16 in FLAG-LST1.2345" | 5-Lst2-FLAG1, 5-Lst2- Maximilian Nitschké
pcDNA 3.1(-) FLAG2, 3'LST1A (2006)
Klon 12-2 in FLAG-LST1.2345A | 5-Lst2-FLAG1, 5-Lst2- Alexander Seidl
pcDNA 3.1(-) FLAG2, 3'LST1A (2007)
Klon 16.2 in LST1.2345 5pET-VL, 3'LST1A Stefanie Farberbdck
pIRES2-EGFP (2008)
4.4.1.3 Sonstige Expressionsvektoren
Bezeichnung Protein Insertionsprimer Hersteller
Klon 13/3 in KIR2DS2-EGFP 1584-F, Eva Schlecker
pEGFP-N1 158J-R_BamHI (2007)

4.4.2 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech in Ebersberg,
Deutschland synthetisiert.

4.4.2.1 LST1-Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 5> 3’

5-Lst2-FLAG1 GACGACGATGACAAGTTATCGCGGAATGAT
5-Lst2-FLAG2 CTCGAGATGGACTACAAGGACGACGATGACAAG
5-Lst1-VL CTCGAGACCTAATGTTATCGCGGAATGATG
3-FLAG-2 TTACTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCGGT
3-Lst5-Kpn GGTACCCAGGTGGGTTTGTTCTC
3-LST1C-FLAG1 CTTGTAGTCGGTCTGCTGGGCACTGG
3'LST1A CGGATCCTTATCAGGTGGGTTTGTTCTC
Lst1.5 CCAGCTCCTCTCCAGCC

Lst2s GCAAGGACTAGAGTTCCTGAC

Lst5 CTGGGACCAGGACAGAAGGTG

Lst5as CAATGCAGGCATAGTCAGC
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4.4.2.2 Sonstige Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz 5> 3’

M13 (-20) uni GTAAAACGACGGCCAG

M13 reverse CAGGAAACAGCTATGACC

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

BGH reverse TAGAAGGCACAGTCGAGGC
pEGFP-Nas TTACGTCGCCGTCCAGCTCGACCA

4.4.3 GroRenstandards

25

Fur die GroRenbestimmung von DNS-Molekilen in Agarosegelen wurde der 1 kb Plus (1 kb+)
Langenstandard der Firma Invitrogen (Paisley, GroRbritannien) verwendet.

Fur die GréRenbestimmung von Proteinen in Polyacrylamidgelen wurde der Prestained Protein
Marker Broad Range von CellSignaling (Beverly, USA) verwendet.

4.5 Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

anti-Hisg-Tag (Maus)

DPC Biermann, Bad Nauheim, Deutschland

anti-FLAG M2 (Maus)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

IgG1 Isotypkontrolle (Maus)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

anti-Phospho-Tyrosin 4G10 (Maus)

Millipore, Schwalbach, Deutschland

anti-p-Tubulin WA-3 (Maus)

Prof. M. Schliwa, Adolf-Butenandt Institut, LMU
Munchen, Deutschland

anti-RMC 16D2, IgG2a
Isotypkontrolle (Ratte)

Dr. E. Kremmer, Helmholtz Zentrum Munchen,
Deutschland

anti-Maus Serum (Ziege)

Prof. R. P. Linke, Max-Planck-Institut fur
Biochemie, Martinsried, Deutschland

anti-Maus HRP (Ziege)

Dianova, Hamburg, Deutschland

anti-Maus Cy2 (Ziege)

Dianova, Hamburg, Deutschland

anti-Maus RPE (Ziege)

DAKO A/S, Glostrup, Danemark

anti-Maus Cy5 (Ziege)

Dianova, Hamburg, Deutschland

anti-Maus IRDye800CW (Ziege)

Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, USA

anti-Ratte HRP (Ziege)

Dianova, Hamburg, Deutschland

anti-Ratte DTAF (Ziege)

Dianova, Hamburg, Deutschland

anti-Ratte RPE (Ziege)

Dianova, Hamburg, Deutschland

anti-Ratte IRDye800CW (Ziege)

Rockland Immunochemicals, Gilbertsville, USA
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Bezeichnung

Hersteller

7-Aminoactinomycin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Agarose

Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

Agarose SeaKem GTG

Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

CFSE Cell Tracer

Molecular Probes, Paisley, GroRbritannien

Dialysemembran Visking

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dil Cell Tracer

Molecular Probes, Paisley, GroRbritannien

dNTP Set PCR Grade

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

ECL Kit

GE Healthcare Europe, Miinchen, Deutschland

FastStart High Fidelity PCR Kit

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

G418 Sulphate

PAA, Pasching, Osterreich

IFN-y (20000 U/ul)

ProTech, Rocky Hills, USA

Latrunculin-A

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Lipofectamine 2000

Invitrogen, Paisley, GroRbritannien

L-Polylysin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

NucleoSpin Plasmid Kit

Macherey-Nagel, Duren, Deutschland

NucleoSpin Extract Il Kit

Macherey-Nagel, Duren, Deutschland

One Step RT-PCR Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

PCR Puffer — MgCl, (10 x)

Invitrogen, Paisley, GroRbritannien

peqGold Trifast Reagent

Peqglab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland

Phalloidin-TRITC

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Polyethylenimin (PEI) pH 7

Prof. H. Leonhardt, Department Biologie II, LMU
Munchen, Deutschland

ProPur Midi MC Kit

Thermo Fischer Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Protease Inhibitoren Complete

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Protein G-Sepharose

GE Healthcare Europe, Miinchen, Deutschland

Quick Ligation Kit

New England Biolabs, Beverly, USA

Roti-Load 1
Proteinauftragspuffer (4x)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TNF-a (4430 U/ul)

Boehringer, Mannheim, Deutschland

TOPO TA Cloning Kit

Invitrogen, Paisley, GroRbritannien

Trypanblau (2,5 %-ige Losung)

Cambrex, Verviers, Belgien

Vectashield

Vector Laboratories, Burlingame, USA

4.7 Gebrauchslosungen

Bezeichnung Zusammensetzung
Laufpuffer zur Proteinauftrennung 25 mM Tris
(pH 8,3) 192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS
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Bezeichnung Zusammensetzung
PBS 139,9 mM NacCl
(pH 7,4) 2,7 mM KCI
10,1 mM Na;HPO,4 x 2H,0
1,8 mM KH,PO,
Proteinauftragspuffer 150 mM Tris/HCI pH 6,5
(3 x) 6 % (w/v) SDS
0,3 % (w/v) Bromphenolblau
30 % (v/v) Glycerol
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol
1 x TAE-Puffer 40 mM Tris
20 mM Essigsaure
1 mM EDTA
0,015 % (v/v) Ethidiumbromid
(Stammldsung: 10 mg/ml)
1 x TBE-Puffer 100 mM Tris
83 mM Borsaure
1 mM EDTA
0,015 % (v/v) Ethidiumbromid
(Stammldsung: 10 mg/ml)
TBS (pH 7,6) 20 mM Tris
137 mM NaCl
Towbin Transferpuffer 25 mM Tris
(pH 8,3) 192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol
Triton-Lysepuffer 50 mM Tris/HCI pH 8,0
(pH 8,0) 150 mM NacCl
1 % (v/v) Triton X-100
Protease Inhibitoren Complete (nach
Anleitung)
4.8 Verbrauchsmaterialien
Bezeichnung Hersteller

Blotting-Papier

Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland

Deckglaschen (24 x 24 mm)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Elektroporationsklvetten Gene Pulser
(0,4 cm gap)

BioRad, Hercules, USA

Falcon-Réhrchen, TC-Kulturflaschen, 6- und
24-Loch-Flachbodenplatten, 96-Loch
Rundbodenplatten, Petrischalen,
Plastikpipetten, Pipettenspitzen

Greiner Bio-One,
Frickenhausen,
Deutschland

Faltenfilter

Macherey-Nagel, Duren, Deutschland

FotometerkUvette Uvette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Bezeichnung

Hersteller

Glasbodenschalchen (35 mm

Biolmaging Zentrum der LMU Munchen,

Lochdurchmesser) Deutschland

Glasbodenschalchen p-Dish (35 mm Ibidi, Martinsried, Deutschland

Lochdurchmesser)

Kantulen Sterican 27 G % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Objekttrager Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk,
Braunschweig, Deutschland

Parafilm “M” Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA

PCR-GefiRe (200 ul)

Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

Reaktionsgefalle (1,5 ml / 2 ml)

Brand, Wertheim, Deutschland

Roéntgenfilm Contatyp Medical

Typon Imaging, Burgdorf, Schweiz

Spritzen (3 ml)

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Sterilfilter (0,2 um)

M & B Stricker Laborfachhandel, Tutzing,
Deutschland

Transfermembran Protran (Nitrocellulose)

Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland

Transfermembran Immobilion-FL (PVDF)

Millipore, Schwalbach, Deutschland

4.9 Gerate
Gerat Bezeichnung Hersteller
Begasungsbrutschrank BB 6220 Kendro, Langenselbold,
Deutschland
Durchflusszytometer FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg,

Deutschland

Elektroporationssystem

Electro Cell Manipulator
600

BTX, San Diego, USA

ELISA-Messgerat

Emax Precision Microplate
Reader

Molecular Devices, Sunnyvale,
USA

Entwicklermaschine

CP 1000

Agfa Healthcare, Miinchen,
Deutschland

Fotometer

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Geldokumentationssystem

Geldokumentationssystem

Biophotonics, Ann Arbor, USA

Homogenisator

RW16

KIKA Labortechnik, Kdln,
Deutschland

Mikroskop (Durchlicht)

ID 03

Zeiss, Oberkochen,
Deutschland

Mikroskop (Fluoreszenz)

TE 2000 S Eclipse

Nikon, Amstelveen,
Niederlande

Mikroskop (Konfokal)

TCS-SP1

Leica, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop (Konfokal, fur
Lebendzell-Mikroskopie)

TCS-SP5/A0OBS

Leica, Wetzlar, Deutschland
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Gerat

Bezeichnung

Hersteller

PAGE-Apparatur

Novex Mini Cell

Invitrogen, Paisley,
GroRbritannien

Schiittelinkubator TH25/SM25 Edmund Buhler Labortechnik,
Tubingen, Deutschland
Sterilwerkbank HeraSafe Kendro, Langenselbold,

Deutschland

Thermocycler

GeneAmp 2700

Applied Biosystems, Foster
City, USA

Mastercycler

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Techne Progene

Thermo-Dux, Wertheim,
Deutschland

Transilluminator

UV-Transilluminator
(Wellenlange: 312 nm)

Bachofer, Reutlingen,
Deutschland

Ultraschallstab

Sonifier 250

Branson, Pusan, Korea

Western-Blot-

Hoefer TE 22

Amersham Pharmacia,

Transfertank Freiburg, Deutschland
Western-Blot- Odyssey Infrared LI-COR Biotechnology,
Detektionssystem Imaging System Lincoln, USA
Zahlkammer Neubauer, 0,1 mm Tiefe Glaswarenfabrik Karl Hecht,
Sondheim/Rhén, Deutschland
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5 Methoden

5.1 Arbeiten mit Bakterien

5.1.1 GieRen von Agarplatten

Agarplatten wurden verwendet um transformierte Bakterien Uber Nacht wachsen zu lassen. Um
drei Platten zu gief3en, wurden 1,35 g Agar-Agar in 90 ml LB-Medium unter Erhitzen geldst.
War die LOsung auf ca. 50°C abgekihlt, wurde ein geeignetes Selektionsantibiotikum
zugegeben. Je etwa 30 ml der Lésung wurden in eine Petrischale (Durchmesser 10 cm)
gegossen und erkalten lassen. Fir die Blau-WeiR3-Selektion wurden je 40 ul X-Gal (40 mg/ml)
auf die Platten ausplattiert. Falls die Transformation mit TOP10F '-Bakterien erfolgte, wurden
zusatzlich, je Platte, 40 ul 100 mM IPTG ausgestrichen.

5.1.2 Anzucht von Bakterien im Schiittelinkubator

Fir die lIsolierung von Plasmid-DNS wurden Bakterien Uber Nacht im Schittelinkubator
vermehrt. Um Plasmid-DNS mittels einer Mini-Praparation zu isolieren, wurden 5 ml LB-
Medium mit 50 ul Bakteriensuspension angeimpft. Um Plasmid-DNS mittels einer Midi-
Praparation zu isolieren, wurden 25 ml LB-Medium mit 100 ul Bakteriensuspension angeimpft.
In beiden Fallen wurden die Kulturen mit einem passenden Selektionsantibiotikum versetzt und
Uber Nacht bei 37°C im Schuttelinkubator vermehrt.

5.1.3 Einfrieren von Bakterien

Etwa 500 ul einer Ubernachtkultur wurden mit dem gleichen Volumen 2 x Einfriermedium
gemischt und bei —80°C aufbewahrt.

2 x Einfriermedium: 72,3 mM K,HPO,
26,5 mM KH,PO,
3,1 mM Na-Citrat
0,73 mM MgSQO,4 x 7H,0
13,6 mM (NH4)2SO4
8,8 % (v/v) Glycerin

5.1.4 Transformation durch Hitzeschock

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit chemokompetenten Bakterien der Stamme TOP10F",
DH5a (beide von Invitrogen) und BL21-CodonPlus (Stratagene) Transformationen mittels
Hitzeschock durchgefiihrt. Es wurde stets nach Herstelleranleitung vorgegangen.
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5.2 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

5.2.1 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer. 10 ul der
Zellsuspension wurden im Verhaltnis 1:2 mit Trypanblau (0,5 % (v/v) Trypanblau in PBS)
verdunnt und in den Raum zwischen Deckglas und Zahlkammer pipettiert. Mindestens 100
lebende (nicht blaue) Zellen wurden gezahlt, die Zellzahl pro ml wurde mit folgender Formel
berechnet:

Zellzahl gesamt x 2 + 4 x 10 */ml = Zellkonzentration

Voo

(Verdiinnungsfaktor) (Anzahl der gezahlten GrolRquadrate)

5.2.2 Kultivieren von eukaryotischen Zellen

5.2.2.1 Kultivieren von adharenten Zellen

Adharente Zellen wurden mit DMEM-Kulturmedium im Begasungsbrutschrank bei 37°C und 5
% CO, kultiviert. Vor dem Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen vom Boden der
Kulturflasche mittels Trypsin-EDTA-Behandlung geldst und subkultiviert. Zunachst wurde das
Medium aus der Kulturflasche Uber eine Pasteurpipette abgesaugt, als Nachstes wurden
Mediumreste mittels Zugabe von 10 ml PBS und anschlieBendem Absaugen entfernt. 3 ml
warme (37°C) Trypsin-EDTA-LOsung wurden zugegeben, die Kulturflasche wurde 1 min bei
37°C inkubiert, anschlieBend wurden 2 ml der Trypsin-EDTA-L6sung abgesaugt. Die
Kulturflasche wurde weitere 4 min bei 37°C inkubiert. Zu der Zellsuspension wurden 9 ml
Kulturmedium gegeben, durch Auf und Abpipettieren wurden die adharenten Zellen vom Boden
der Kulturflasche geldst. Die Zellen wurden, falls nétig, gezahlt und wieder ausgesat.

Trypsin-EDTA-L&sung: 0,05 % (w/v) Trypsin
1 mM EDTA in PBS

5.2.2.2 Kultivieren von Suspensionszellen

Suspensionszellen wurden mit RPMI-Kulturmedium im Begasungsbrutschrank bei 37°C und 5
% CO, kultiviert. Vor dem Erreichen, der fur jede Zelllinie festgelegten, hochstzulassigen
Zellkonzentration (vorgegeben durch ATCC, Manassas, USA), wurden die Zellen subkultiviert.
Die Zellsuspension wurde 5 min bei 400 g zentrifugiert. Das Sediment wurde im passenden
Volumen Kulturmedium resuspendiert und ausgesat.
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5.2.3 Kryokonservierung von Zellen

5.2.3.1 Einfrieren von vitalen Zellen

Die Zellzahl wurde bestimmt und die Zellen 5 min bei 400 g abzentrifugiert. Das Sediment
wurde anschlieRend in Einfriermedium resuspendiert, wobei die Konzentration auf 3 — 5 x 10°
Zellen/ml eingestellt wurde. Die Zellsuspension (1 ml) wurde zunachst bei —80°C eingefroren,
die Langzeitlagerung erfolgte in der Gasphase von flissigem Stickstoff bei —196°C.

5.2.3.2 Auftauen von vitalen Zellen

Die eingefrorenen Zellen wurden zlgig aufgetaut, die Zellsuspension wurde sofort in 10 ml
Kulturmedium aufgenommen und 5 min bei 400 g zentrifugiert. Das Sediment wurde in einem
entsprechenden Volumen Kulturmedium resuspendiert und die Zellen in einer Kulturflasche
ausgesat.

5.2.4 Transfektion mittels Lipofektion

5.2.4.1 Transfektion von HeLa-Zellen mittels Lipofektion

Adhéarente Hela-Zellen wurden mit Lipofectamine 2000 transient transfiziert. Am Vorabend
wurden je 8,5 x 10° Zellen in einer 6-Loch-Platte ausgesat, sodass diese am nichsten Tag eine
Konfluenz von 90 — 95 % aufwiesen. Es wurde nach Herstelleranleitung vorgegangen, die
DNS- und Lipofectamine-Mengen wurden jedoch optimiert: 2 ul Lipofectamine + 2 ug Plasmid-
DNS pro Ansatz. Weiterhin wurde in jedem Loch der 6-Loch-Platte vor der Transfektion das
Kulturmedium bis auf 1 ml abgesaugt und der gesamte Transfektionsansatz trépfchenweise
zugegeben. Nach einer dreistindigen Inkubation im Brutschrank wurde das Medium abgesaugt
und durch frisches Kulturmedium ersetzt. Die transfizierten Zellen wurden 24 h nach der
Transfektion analysiert.

5.2.4.2 Transfektion von HEK 293T-Zellen mittels Lipofektion

Adhérente HEK 293T-Zellen wurden mit Polyethylenimin (PEIl) transient transfiziert. Am
Vorabend wurden je 8,5 x 10° Zellen in einer 6-Loch-Platte ausgesat, sodass diese am
nachsten Tag eine Konfluenz von mindestens 80 % aufwiesen. Pro Transfektionsansatz
wurden 150 ul DMEM-Medium (ohne Zuséatze) in einem Reaktionsgefal® pipettiert, 8 ug
Plasmid-DNS wurden dazupipettiert und die Lésung kurz gevortext. Die PEI-Stammlésung
wurde nun ausfihrlich gevortext und 32 ul davon in den Transfektionsansatz pipettiert. Dieser
wurde anschlieRend kurz gevortext und mindestens 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. In
jedem Loch der 6-Loch-Platte wurde nun das Kulturmedium bis auf 1 ml abgesaugt und der
gesamte Transfektionsansatz tropfchenweise zugegeben. Nach einer dreistindigen Inkubation
im Brutschrank wurde das Medium abgesaugt und durch frisches Kulturmedium ersetzt. Die
transfizierten Zellen wurden 24 h nach der Transfektion analysiert.
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5.2.5 Transfektion mittels Elektroporation

U-937-Zellen wurden mittels Elektroporation stabil transfiziert. Zunachst wurden 5 x 10° Zellen
5 min bei 400 g zentrifugiert, das Sediment wurde in 400 ul RPMI-Medium (ohne Zusatze)
resuspendiert. 20 ul Plasmid-DNS (eingestellt auf 1 ug/ul) wurden in die Zelllésung pipettiert
und der Ansatz 10 min auf Eis inkubiert. Fir den Elektroschock wurde der Ansatz in eine Gene
Pulser-Elektroporationskivette (0,4 cm gap) pipettiert, das Elektroporationssystem wurde auf
175 V, 1300 uF und 129 Q eingestellt. Die Werte der ausgeldsten elektrischen Entladung
wurden notiert und mit den Normwerten verglichen (160 V, 12 msec). Dauerte die Entladung
langer als 15 ms, dann wurde der Transfektionsansatz sofort verworfen, da unter solchen
Bedingungen eine schlechte Transfektionseffizienz zu erwarten war. Nach dem Elektroschock
wurden die Zellen sofort in 7 ml vorgewarmtes (37°C) RPMI-Kulturmedium aufgenommen und
mindestens 10 min im Brutschrank inkubiert, anschlielend wurde die Zellsuspension auf 20 ml
eingestellt und in einer TC-75 Kulturflasche 48 h bis zur Selektion im Brutschrank inkubiert. Die
Selektion erfolgte mit dem Antibiotikum G418, bei einer Konzentration von 2,5 mg/ml, die
Transfektanten wurden in 40 ml G418-haltigem RPMI-Kulturmedium aufgenommen und auf
zwei 96-Loch Platten verteilt. Nach 10 Tagen wurden G418-resistente Klone isoliert und zur
weiteren Analyse in einer 24-Loch-Platte weiterkultiviert.

5.2.6 Durchflusszytometrie

5.2.6.1 Extrazellulare Farbung

Pro Farbung wurden zwei Ansatze a 2 x 10° Zellen in eine Rundbodenplatte pipettiert. Die
Platte wurde 4 min bei 800 g zentrifugiert und vorsichtig ausgeschlagen, anschlief’end wurden
die Zellen mit 150 ul FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert (wie oben). Das Zellsediment
wurde in 20 ul primarer Antikdrperlésung, bzw. Isotypkontrolle resuspendiert und 30 min auf
Eis inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert (wie oben) und zweimal mit
FACS-Puffer gewaschen (wie oben). Das gewaschene Zellsediment wurde in 10 — 20 ul der
sekundaren Antikérperlésung resuspendiert und 20 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen erneut zentrifugiert und zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Als
Letztes wurden die Zellen mit PFA fixiert, dazu wurde das Zellsediment in 150 ul einer 1 %-
igen PFA-Lésung (in PBS) aufgenommen und in FACS-R&hrchen Uberflihrt. Die FACS-
Roéhrchen wurden im Dunkeln bei 4°C bis zur Analyse aufbewahrt.

FACS-Puffer: 5% FCS
0,1 % (w/v) Natriumazid
in PBS (pH 7,4)

5.2.6.2 Zytoplasmatische Farbung

Die zytoplasmatische Farbung wurde im Prinzip wie die normale, oben beschriebene, Farbung
durchgefihrt. Es wurden nur einige Schritte geandert: Die Zellen wurden in die
Rundbodenblatte pipettiert, mit 150 ul FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und in 150 ul 4 %-
iger PFA-Lésung (in PBS) resuspendiert. Die Zellen wurden 15 min bei Raumtemperatur fixiert
und anschlieRend zweimal mit FACS-Puffer gewaschen (wie unter 5.2.6.1). Es wurde weiter
wie bei der extrazelluldren Farbung verfahren, mit dem einzigen Unterschied, dass sowohl die
primaren wie die sekundaren Antikérperlésungen mit 0,1 % (w/v) Saponin versetzt wurden.
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5.2.6.3 FACS-Analyse

Die FACS-Analyse erfolgte am Durchflusszytometer FACSCalibur (MPI fir Neurobiologie,
Martinsried), es wurde nach Anleitung des Herstellers vorgegangen. Es wurden stets 10000
Zellen erfasst, die Auswertung wurde mit dem Programm CellQuest (Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) durchgeflhrt.

5.2.7 Polylysin-Beschichtung von Deckglaschen

Polylysin-beschichtete Deckglaschen wurden eingesetzt um Suspensionszellen fir die
Immunzytochemie adharieren zu lassen. Weiterhin wurden Polylysin-beschichtete
Deckglaschen verwendet um die Adhasion von adharenten Zellen zu beschleunigen oder um
die Adhasion von semi-adharenten Zelllinien zu verstarken. Die zu behandelnden
Deckglaschen (steril) wurden in einer 6-Loch-Platte zweimal mit H,O gewaschen und kurz an
der Luft trocknen lassen. Jedes Deckglaschen wurde nun mit 250 ul der Polylysinlésung (1,4
mg/ml) bedeckt und 2 h an der Luft trocknen lassen. Anschlieffend wurden die Deckglaschen
dreimal mit H,O gewaschen und kurz an der Luft trocknen lassen.

5.2.8 Immunzytochemie

Sollten transient transfizierte Zellen gefarbt werden, wurden die Zellen auf Deckgléschen in
einer 6-Loch-Platte, wie unter 5.2.4 beschrieben, ausgesat und transfiziert. Sollten
untransfizierte Zellen gefarbt werden, so wurden am Vorabend 2 x 10° Zellen auf Deckglaschen
in einer 6-Loch-Platte ausgesat. Zur Farbung mittels Immunzytochemie wurden die Zellen
zunachst zweimal mit PBS + 0,02 % (v/v) Tween 20 (PBS-T) gewaschen und anschlieRend mit
1 ml 4 %-iger PFA-LOsung (in PBS) fur 10 min fixiert. Um die Entstehung von
Trocknungsartefakten zu verhindern, wurde nach der Fixierung die PFA-L6sung nicht komplett
abgesaugt, sondern 5 ml PBS-T zugegeben und die Ldésung bis auf 1 ml abgesaugt. Der
Vorgang wurde einmal wiederholt, erst danach wurde die Losung komplett abgesaugt und die
Deckglaschen zweimal mit 5 ml PBS-T gewaschen. Um die Zellen zu permeabilisieren wurden
sie entweder mit 1 ml eiskaltem Methanol (p.a.) oder mit 1 ml 0,2 %-iger Triton-X-100-Lésung
(v/v in PBS) fur 3 min behandelt und zweimal mit 5 ml PBS-T gewaschen. Um unspezifische
Bindungen der Antikérper zu vermeiden, wurden die Zellen als Nachstes mit 1 ml 2 %-iger
(w/v) BSA-Lésung (in PBS-T) fir 60 min blockiert und anschlieBend kurz mit PBS-T
gewaschen. Die Inkubation mit dem ersten Antikérper erfolgte entweder fir 1 h bei
Raumtemperatur, oder Uber Nacht bei 4°C. Hierfur wurde jedes Deckglaschen aus der 6-Loch-
Platte genommen und mit der Zellseite nach unten auf einem Streifen Parafilm mit 100 pl
primarer AntikOrperldsung gelegt. Nach der Inkubation mit dem ersten Antikorper wurden die
Deckglaschen dreimal fur je 5 min mit 5 ml PBS-T in der 6-Loch-Platte gewaschen. Die
Inkubation mit dem zweiten Antikérper erfolgte im Dunkeln fur 1 h, wie beim ersten Antikérper
erfolgte die Inkubation ebenfalls auf Parafilm. Im Anschluss an die Inkubation mit dem zweiten
Antikérper wurden die Deckglaschen viermal fir 5 min mit 5 ml PBS-T in der 6-Loch-Platte
gewaschen. AnschlieRend wurden die Deckglaschen mit der Zellseite nach unten auf einen
Objekttrager mit einem Tropfen Vectashield gelegt. Nach dem Absaugen der Uberschissigen
Flissigkeit wurden die Rander mit Nagellack versiegelt und das fertige Praparat bis zur
Mikroskopie bei 4°C im Dunkeln gelagert.
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Die Praparate wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie (am TE 2000 S Eclipse-Mikroskop) oder
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie (am TCS-SP1-Mikroskop) untersucht. Die
Mikroskopieaufnahmen wurden mit dem Programm Imaged 1.32J (NIH, Bethesda, USA)
ausgewertet.

5.2.9 Mikroskopie von lebenden Zellen

Um Zellen lebend zu mikroskopieren, wurden diese in Glasbodenschalchen ausgesat. Die
Zellen wurden im HEPES-haltigen Medium (DMEM F12 HAM) kultiviert. Die Mikroskopie
erfolgte bei 37° C und 5 % CO, am konfokalen TCS-SP5-Fluoreszenzmikroskop.

5.2.10 Zellmarkierung durch Fluoreszenzfarbstoffe

5.2.10.1 Zellmarkierung mittels CFSE

Zur unspezifischen Markierung von Zellen wurde der Farbstoff Carboxy-Fluoresceinacetat,
Succinimidyl-Ester (CFSE) eingesetzt. Dieser diffundiert passiv in die Zelle und verteilt sich
gleichmaBig im Zytoplasma und Zellkern. Der aufgenommene Farbstoff fluoresziert bei
passender Anregung im griinen Spektrum (Anregungsmaximum: 492 nm, Emissionsmaximum:
517 nm). Adhéarente Zellen wurden in einer 6-Loch-Platte mit CFSE geféarbt, dazu wurden die
Zellen zweimal mit 5 ml PBS gewaschen und in 2 ml CFSE-Lésung (10 uM, frisch in PBS
geldst) fur 15 min im Begasungsbrutschrank bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die
Farbelésung abgesaugt, die Zellen mit 3 ml DMEM-Kulturmedium versetzt und 30 min im
Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen zehnmal mit 5 ml PBS + 5 %
(v/v) FCS gewaschen und in 3 ml DMEM-Kulturmedium weiter kultiviert.

5.2.10.2 Zellmarkierung mittels Dil

Ebenfalls zur unspezifischen Markierung von Zellen wurde der Farbstoff 1,1-Dilinoleyl-3,3,3’,3’-
tetramethylindocarbocyanin, perchlorat (Dil) eingesetzt. Dieser wird in die Zellmembran
eingebaut und gelangt Uber den endozytotischen Weg in intrazellulare Vesikel. Die Dil-gefarbte
Membran und Vesikel fluoreszieren bei passender Anregung im roten Farbbereich
(Anregungsmaximum: 549 nm, Emissionsmaximum: 565 nm). Adharente Zellen wurden in
einer 6-Loch-Platte mit Dil gefarbt, dazu wurden die Zellen zweimal mit 5 ml PBS gewaschen
und in 2 ml Dil-Lésung (5 uM, in DMEM-Medium ohne Zusatze) fir 45 min im
Begasungsbrutschrank bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Farbeldsung abgesaugt,
die Zellen wurden zehnmal mit 5 ml PBS + 5 % (v/v) FCS gewaschen und in 3 ml DMEM-
Kulturmedium weiter kultiviert.

5.2.11 Isolierung von Exosomen

Exosomen sind zellulare Vesikel mit einem Durchmesser von 50 — 90 nm, die von Saugerzellen
ausgeschleust werden. Exosomen wurden aus dem Uberstand von adhérenten Zellen mittels
differentieller Zentrifugation isoliert. Da FCS selbst Exosomen enthalt, wurden die adharenten
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und uber Nacht im DMEM-Kulturmedium ohne FCS
kultiviert. Am nachsten Tag wurde der Zelliberstand abgenommen und 5 min bei 400 g
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und mit einem Sterilfilter (0,2 um)
filtriert. Der filtrierte Uberstand wurde nun 30 min bei 5000 g und 4°C zentrifugiert, der
Uberstand aus diesem Zentrifugationsschritt wurde wiederum vorsichtig abgenommen. Zur
Sedimentation der Exosomen wurde der Uberstand 1 h bei 100000 g und 4°C zentrifugiert, der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen. Das nicht sichtbare Exosomensediment wurde in 14
ml PBS resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine letzte
Zentrifugation fiir 1 h bei 100000 g und 4°C, der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und
das nicht sichtbare Exosomensediment in 50 ul RIPA-Lysepuffer resuspendiert.

RIPA-Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI pH 8,0
150 mM NaCl
0,5 % (w/v) Natriumdesoxycholat
1,0 % (v/v) NP-40
0,1 % (w/v) SDS
Protease Inhibitoren Complete (nach Anleitung)

5.2.12 Immunisierung und Etablierung von Hybridomzelllinien

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierten, monoklonalen LST1-Antikbrper wurden in
Kooperation mit Dr. Elisabeth Kremmer (Hamatologikum des Helmholtz Zentrums Mudnchen)
hergestellt. Die Immunisierung der Ratten mit dem rekombinanten HIS-LST1-Protein und die
anschlieRende Etablierung von antikdrpersezernierenden Hybridomzelllinien wurde durch die
Arbeitsgruppe von Dr. Kremmer durchgefuhrt.

Lou/C-Ratten wurden mit dem gereinigten HIS-LST1-Protein immunisiert. Je 50 pyg HIS-LST1
wurden intraperitoneal und subkutan injiziert, als Adjuvanz wurde dabei das synthetische
Cytosin-Guanin-Oligodeoxynukleotid CPG2006 (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany) verwendet.
Nach 8 Wochen wurden die Ratten erneut mit je 50 pg rekombinantem Protein intraperitoneal
und subkutan immunisiert. Drei Tage nach der letzten Immunisierung wurden aus den Ratten
Milzzellen isoliert, die anschlieRend mit der Myelomzelllinie P3X63-Ag8.653 (ATCC CRL-1580)
fusioniert wurden. Zum Nachweis von LST1-spezifischen Antikérpern in den Uberstanden der
resultierenden Hybridomklone wurde ein enzymgekoppelter Immunabsorptionstest (ELISA)
durchgeflhrt. Dazu wurden ELISA-Platten mit HIS-LST1 (3 pg/ml) Gber Nacht beschichtet, am
nachsten Tag mit Milchpulver geblockt und anschlieBend mit den Hybridomuberstanden
inkubiert. Gebundene, LST1-spezifische Antikérper wurden mit einem Gemisch aus
biotinylierten Maus-Antikdrpern gegen Ratte 1gG (anti-lgG1, anti-lgG2a und anti-lgG2b von
ATCC, Manassas, USA; anti-lgG2c von Ascenion, Minchen, Deutschland) nachgewiesen. Die
Detektion der anti-lgG-Antikdrper erfolgte mittels HRP-gekoppeltem Avidin (Alexis, Grinberg,
Deutschland).

5.2.13 Generierung von unreifen und reifen DC

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten unreifen und reifen DC wurden durch Stefani
Spranger (AG Prof. Schendel, Hamatologikum des Helmholtz Zentrums Miinchen) generiert.
Dazu wurden zunachst 5 x 10° periphere Blutlymphozyten von einem gesunden Spender in
einer Zellkulturflasche (Nunclon Surface, 80 cm?, Thermo Fischer Scientific, Langenselbold,
Deutschland) fir 50 min bei 37° C und 6,5 % CO, inkubiert. Die nicht-adharenten Zellen
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wurden abgenommen und die adharenten Monozyten wurden in DC-Medium (RPMI 1640 VLE
von Biochrom, Berlin, Deutschland mit 1,5 % Humanserum von Humanserum-Pool des Institus
fur Transfusionsmedizin, Suhl, Deutschland) kultiviert.

Die Reifung der Monozyten zu DC wurde, unter Verwendung zweier unterschiedlicher
Protokolle, induziert. Das klassische DC-Ausreifungsprotokoll wurde nach den Vorgaben von
Jonuleit et al. (1997) angewandt. Zusatzlich wurde ein in der Arbeitsgruppe von Prof. Schendel
entwickeltes, schnelleres Ausreifungsprotokoll angewendet (Cocktail-6-Methode, Spranger
2008). Bei diesem Protokoll wurden die adharenten Monozyten 48 h lang mit GM-CSF (Berlex,
Seattle, USA, 100 ng/ml) und IL-4 (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland, 20 ng/ml)
stimuliert. AnschlieRend konnten die unreifen DC geerntet werden. Sollten reife DC hergestellt
werden, so wurden den unreifen DC nun folgende Faktoren zugegeben: CLO75 (InvivoGen,
San Diego, USA), IL-1g (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland, 10 ng/ml), IFN-
v (Boehringer, Mannheim, Deutschland), PGE, (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland, 250
ng/ml), Polyl:C (InvivoGen, San Diego, USA) und TNF-a (R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland, 10 ng/ml). Die Endkonzentrationen mancher Faktoren kann wegen einer
laufenden Patentanmeldung nicht angegeben werden. Die Behandlung der unreifen DC mit
den genannten Faktoren erfolgte fir 24 h, anschliefend konnten die reifen DC geerntet
werden.

5.3 Arbeiten mit Nukleinsauren

5.3.1 Isolierung von Plasmid-DNS aus Bakterien

Isolierung mit dem NucleoSpin Plasmid Kit (high copy)

Zur Plasmidisolierung wurden 5 ml einer Ubernachtkultur eingesetzt, es wurde nach
Herstelleranleitung vorgegangen mit folgender Anderung:
Schritt 5: Der zuséatzliche Waschschritt mit AW-Puffer wurde immer durchgefinhrt.

Isolierung mit dem NucleoSpin Plasmid Kit (low copy)

Zur Plasmidisolierung wurden 5 ml einer Ubernachtkultur eingesetzt, es wurde nach
Herstelleranleitung vorgegangen mit folgenden Anderungen:

Schritt 5: Der zuséatzliche Waschschritt mit AW-Puffer wurde immer durchgefinhrt.

Schritt 7: 35 ul des warmen (70°C) Elutionspuffers wurden auf die Saule pipettiert, 3 min lang
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend 1 min lang bei 12000 g in der Tischzentrifuge
zentrifugiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt.

LPEG"“-Plasmidisolierung/Modifizierte Alkalische Lyse

In die Plasmidisolierung wurden 25 ml einer Ubernachtkultur eingesetzt, diese wurde 10 min
bei 5500 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Sediment
grindlich in 2 ml GTE-Puffer (50 mM Glucose, 25 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA)
resuspendiert. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 3 ml 0,2 N NaOH/1 % SDS-Lésung und
vorsichtiges Kippen bis die Suspension klar und zahfliissig wurde, diese wurde anschliel3end
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5 min lang auf Eis inkubiert. Die Neutralisierung des Lysats erfolgte durch Zugabe von 3 ml 3 M
KAc, vorsichtiges Kippen und einer funfminatigen Inkubation auf Eis. Um unldsliche
Bestandteile zu entfernen wurde die Lésung 10 min bei 5500 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde anschlieBend in ein 15 ml Falcon-Réhrchen Uberfihrt und mit Rnase A versetzt
(Endkonzentration 20 ug/ml). Es folgte eine 30-minltige Inkubation bei 37°C im Wasserbad.
Bei der folgenden Chloroform-Extraktion wurden 4 ml Chloroform (p.a.) zugegeben, die Lésung
wurde 30 s durch Schutteln gemischt und anschlieend fur 1 min bei 5500 g zentrifugiert. Die
wassrige, obere Phase wurde in ein neues Gefall Uberfihrt und erneut mit Chloroform
extrahiert. Dieser Schritt wurde zweimal durchgefuhrt. Als Nachstes folgte die Prazipitation der
DNS durch Zugabe von 1 Vol. Isopropanol (99,8 %, p.a.) und sofortige Zentrifugation fur 10 min
bei 5500 g. Der Uberstand wurde verworfen, das Sediment mit 5 ml 70 %-igem Ethanol (p.a.)
gewaschen und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5 min bei 5500 g) getrocknet.
AnschlieBend wurde das Sediment in 320 ul H,O geldst und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal
Uberfuhrt. Es folgte die Prazipitation der Plasmid-DNS durch Zugabe von 80 ul 4 M NaCl und
400 wl 13 % (w/v) PEGggo. Durch Kippen des GefalRes wurde die Lésung vorsichtig gemischt
und daraufhin fur 20 min auf Eis inkubiert. Mit der folgenden Zentrifugation fir 15 min bei 4°C
und 12000 g wurde die prazipitierte Plasmid-DNS sedimentiert. Wurde sterile DNS flr die
darauffolgenden Versuche benétigt, so mussten nun alle Pipettierschritte an der Sterilwerkbank
durchgefiihrt werden. Der Uberstand wurde abgenommen und das Sediment mit 1 ml 70 %-
igem Ethanol (p.a.) gewaschen. Die getrocknete Plasmid-DNS wurde in 300 ul Tris/HCI pH 8,5
(steril) geldst, anschlieBend wurde ihre Konzentration bestimmt. Die geldste Plasmid-DNS
wurde bei —20°C gelagert.

5.3.2 Isolierung von RNS aus eukaryotischen Zellen

Zur Isolierung von RNS aus eukaryotischen Zellen wurde das peqGold Trifast-Reagenz nach
Anleitung des Herstellers verwendet.

5.3.3 Reinigen von DNS durch Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion wurde in dieser Arbeit eingesetzt um DNS nach
Restriktionsverdauungen zu reinigen. Die DNS-Lésung wurde mittels TE-Puffer auf das
doppelte Volumen eingestellt. Zur Lésung wurde 1 Vol. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) zugegeben, gut geschuttelt und anschlieRend 10 min bei 12000 g in der
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die obere (wassrige) Phase wurde vorsichtig abgenommen und in
ein neues GefalR Uberflhrt. Um Phenolreste zu entfernen wurde 1 Vol. Chloroform (p.a.)
zugegeben, gut geschuttelt und anschlieRend 10 min bei 12000 g in der Tischzentrifuge
zentrifugiert. Die obere (wassrige) Phase wurde wieder vorsichtig abgenommen und in ein
neues Gefall Uberfuhrt, die DNS-Lésung wurde auf 200 mM NaCl eingestellt, mit 2,5 Vol. 100
%-igen Ethanol (p.a.) versetzt und gut gemischt. Die DNS wurde in der Kalte prazipitiert,
entweder 2 h bei —80°C oder tber Nacht bei —20°C. Wurde sterile DNS fir die darauffolgenden
Versuche bendtigt, so mussten nun alle Pipettierschritte an der Sterilwerkbank durchgefuhrt
werden. Das Gefal mit der prazipitierten DNS wurde 15 min bei 12000 g in der Tischzentrifuge
zentrifugiert, der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Sediment zweimal mit
Ethanol gewaschen. Im ersten Waschschritt wurden dem Sediment 200 ul 70 %-iges Ethanol
(p.a.) zugegeben, anschliefend 10 min bei 12000 g in der Tischzentrifuge zentrifugiert und der
Uberstand vorsichtig abgenommen. Im zweiten Waschschritt wurden dem Sediment 100 ul
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70 %-iges Ethanol (p.a.) zugegeben, wieder 10 min bei 12000 g in der Tischzentrifuge
zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Das Sediment wurde gut getrocknet
und in der gewlinschten Menge TE-Puffer oder H,O geldst.

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 7,5

0,1 mM EDTA

5.3.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Fotometrische Konzentrationsbestimmung

Die zu testende DNS-, bzw. RNS-Ldsung wurde mit H,O im Verhaltnis 1 : 100 verdinnt (bei
niedrigen Konzentrationen 3 : 97). Die Messung erfolgte in einer Fotometerkuvette gegen H,O
als Nullwert. Zur fotometrischen Messung wurde stets der BioPhotometer verwendet.

Gelelektrophoretische Konzentrationsabschatzung

Bei geringen Nukleinsdurekonzentrationen und Volumina wurde die DNS-Menge uber ein
Agarosegel abgeschatzt. Dabei diente der Langenstandard 1 kb Plus, bei dem die DNS-Menge
pro Bande bekannt ist, als Vergleich.

5.3.5 Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden alle Pipettierschritte auf Eis durchgefihrt.
Der PCR-Reaktionsansatz wurde wie folgt pipettiert:

Reagenz Stock-Konzentration Endkonzentration Volumen
DNS - Matritzenabhangig 1Tl
10 x PCR-Puffer 677 mM Tris/HCI (pH 8,8) 67,7 mM Tris/HCI(pH 8,8) 2ul

166 mM (NH,4),SO4 16,6 mM (NH4),SO4
0,1 % Tween 20 0,01 % Tween 20

dNTP 2mM 0,2 mM 2ul
MgCl, 25 mM 1-3 mM 0,8—2,4 ul
5"-Primer 5 pmol/ul 0,25 pmol/ul 1Tl
3’-Primer 5 pmol/ul 0,25 pmol/ul 1Tl
Taqg-Polymerase 5 Ulul 0,025 U/ul 0,1 ul
H,O - - ad 20 ul

Dieser Ansatz blieb im Prinzip immer gleich, lediglich die Menge der eingesetzten DNS und die
MgCl,-Konzentration wurden variiert. Der PCR-Zyklus wurde stark variiert, je nach
Primerpaarung wurde eine geeignete Anlagerungstemperatur gewahlt, in der Regel 3°C
unterhalb der von der Firma MWG-Biotech angegebenen Schmelztemperatur. Je nach
Verwendung der herkbmmlichen Taqg-Polymerase (Invitrogen) oder der, mit einem
Korrekturleseprotein ausgestatteten, FastStart High Fidelity Tag-Polymerase (Roche) wurde
die Dauer der einzelnen Schritte und die Anzahl der Zyklen variiert. Es wurden folgende PCR-
Bedingungen benutzt:
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Primerkombination: Lst2s + 3'LST1A (Taq Polymerase)

MgCl,-Konzentration: 0,8 mM

MgCl,-Konzentration: 1 mM

1.] 95°C Denaturierung 5 min

2.| 95°C Denaturierung 30s

3.| 58°C Anlagerung 30s 25 Zyklen

4. 72°C Extension 30s

5.| 72°C Finale Extension 10 min
Primerkombination: Lst2s + Lst5 (Tag Polymerase)
MgCl,-Konzentration: 0,8 mM

1.] 95°C Denaturierung 5 min

2.| 95°C Denaturierung 30s

3.| 63°C Anlagerung 30s 25 Zyklen

4. 72°C Extension 30s

5.| 72°C Finale Extension 10 min
Primerkombination: 5-LST1-VL + Lst1.5 (Taq Polymerase)
MgCl,-Konzentration: 0,8 mM

1.] 95°C Denaturierung 5 min

2.| 95°C Denaturierung 30s

3.| 65°C Anlagerung 30s 25 Zyklen

4. 72°C Extension 30s

5.| 72°C Finale Extension 10 min
Primerkombination: Lst2-FLAG2 + pEGFP-Nas (Taq Polymerase)

1.] 95°C Denaturierung 5 min

2.| 95°C Denaturierung 30s

3.| 69°C Anlagerung 30s 25 Zyklen

4.| 72°C Extension 30s

5.

72°C Finale Extension

10 min
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Primerkombination: M13 forward + M13 reverse (Taq Polymerase)
MgCl,-Konzentration: 1,25 mM

1.] 95°C Denaturierung 5 min

2.| 95°C Denaturierung 30s

3.| 56°C Anlagerung 30s 25 Zyklen
4.| 72°C Extension 30s

5.| 72°C Finale Extension 10 min

Primerkombination: T7 + BGH reverse (Taq Polymerase)
MgCl,-Konzentration: 1 mM

1.] 95°C Denaturierung 5 min

2.| 95°C Denaturierung 30s

3.| 51°C Anlagerung 30s 25 Zyklen
4.| 72°C Extension 30s

5.| 72°C Finale Extension 10 min

Primerkombination: 5-LST1-VL + 3'LST1A (FastStart High Fidelity Taq)
MgCl,-Konzentration: 2 mM

1.] 95°C Denaturierung 2 min
2.| 95°C Denaturierung 30s
3.| 65°C Anlagerung 30s 35 Zyklen
4.| 72°C Extension 1 min
5.| 72°C Finale Extension 7 min

Primerkombination: Lst2-FLAG1 + 3-Lst5-Kpn (FastStart High Fidelity Taq)
MgCl,-Konzentration: 1 mM

1.] 95°C Denaturierung 2 min
2.| 95°C Denaturierung 30s
3.| 61°C Anlagerung 30s 35 Zyklen
4.| 72°C Extension 1 min
5.| 72°C Finale Extension 7 min
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Primerkombination: Lst2-FLAG2 + 3-Lst5-Kpn, bzw. 3'LST1A (FastStart High Fidelity Taq)

MgCl,-Konzentration: 1 mM

1.] 95°C Denaturierung 2 min
2.| 95°C Denaturierung 30s
3.| 66°C Anlagerung 30s 35 Zyklen
4.| 72°C Extension 1 min
5.| 72°C Finale Extension 7 min

Primerkombination: Lst2-FLAG1 + 3'LST1A (FastStart High Fidelity Taq)

MgCl,-Konzentration: 1 mM

1.] 95°C Denaturierung 2 min
2.| 95°C Denaturierung 30s
3.| 61°C Anlagerung 30s 35 Zyklen
4.| 72°C Extension 1 min
5.| 72°C Finale Extension 7 min

Primerkombination: 5-LST1-VL + 3-LST1C-FLAG1, bzw. 3'LST1A (FastStart High Fidelity Taq)

MgCl,-Konzentration: 1 mM

1.] 95°C Denaturierung 2 min
2.| 95°C Denaturierung 30s
3.| 65°C Anlagerung 30s 35 Zyklen
4.| 72°C Extension 1 min
5.| 72°C Finale Extension 7 min

Primerkombination: 5-LST1-VL + 3-LST1C-FLAG1, bzw. 3'LST1A, bzw. 3-FLAG-2 (FastStart

High Fidelity Taq)
MgCl,-Konzentration: 1 mM

1.] 95°C Denaturierung 2 min
2.| 95°C Denaturierung 30s
3.| 65°C Anlagerung 30s 35 Zyklen
4.| 72°C Extension 1 min
5.| 72°C Finale Extension 7 min
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5.3.6 RT-PCR

Es wurde der One Step RT-PCR Kit nach Anleitung mit folgenden Bedingungen verwendet:

Primerkombination: Lst2s + 3'LST1A
RNS-Menge: 1 ug

1.| 50°C Reverse Transkription 30 min

2.| 95°C Denaturierung 15 min

2.| 94°C Denaturierung 30s

3.| 58°C Anlagerung 30s 30 Zyklen
4.| 72°C Extension 1 min

5.| 72°C Finale Extension 10 min

Primerkombination: Lst2s + Lst5
RNS-Menge: 1 ug

1.| 50°C Reverse Transkription 30 min

2.| 95°C Denaturierung 15 min

2.| 94°C Denaturierung 30s

3.| 57°C Anlagerung 30s 30 Zyklen
4.| 72°C Extension 1 min

5.| 72°C Finale Extension 10 min

5.3.7 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosekonzentration der Gele wurde je nach GroRe der zu trennenden Fragmente
zwischen 0,7 % und 2,0 % gewahlt. Die entsprechende Menge Agarose wurde in einen
Erlenmeyer-Kolben (300 ml) eingewogen und im passenden Volumen 1 x TBE-Puffer durch
Erhitzen in der Mikrowelle geldst. Eine geeignete Gelkammer (kleine: 50 ml Volumen, grof3e:
100 ml Volumen) wurde an den offenen Seiten mit Tesaband zweimal abgedichtet und ein
passender Probenkamm wurde gewahlt. Nachdem die Agarosel6sung auf ca. 50°C abgekuhlt
war, wurde sie in die Gelkammer gegossen. War das Gel erstarrt, wurde das Klebeband und
der Probenkamm entfernt und die Gelkammer in eine Gelapparatur eingesetzt, die mit 1x TBE
befullt war. Die aufzutragende DNS wurde — falls nétig — mit Wasser auf ein Volumen von
mindestens 10 ul aufgefillt und mit 6 x Auftragspuffer (10 mM Tris/HCI pH 8, 2 mM EDTA, 30
% [wi/v] Ficoll 400, 4 % [w/v] Orange G) versetzt. Zusatzlich zu den Proben wurde pro Gel eine
Probentasche mit 200 ng DNS-Marker (1 kb Plus) beladen. Die Spannung wurde abhangig von
der FragmentgréRe und der Prozentigkeit des Gels zwischen 30 und 100 Volt gewahlit. Nach
dem Lauf wurde das Gel am UV-Transilluminator mit dem Geldokumentationssystem
fotografiert.
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5.3.8 Praparative Agarosegelelektrophorese

Um DNS-Fragmente einer bestimmten GroRe aus Agarosegelen zu isolieren, wurde eine
prapartive Agarosegelelektrophorese durchgefihrt. Dazu wurde wie unter 5.3.7 verfahren,
jedoch wurde die Agarose Seakem GTG verwendet. Diese wurde in 1 x TAE-Puffer geldst, als
Laufpuffer wurde ebenfalls 1 x TAE-Puffer verwendet. Nach dem Gellauf wurde die
gewunschte Bande auf dem Transilluminator zigig ausgeschnitten und in einem 1,5 ml
Reaktionsgefal® gewogen. Zur Reinigung der DNS wurde der NucleoSpin Extract Il Kit nach
Anleitung des Herstellers verwendet.

5.3.9 Klonierung von PCR-Produkten

Die Klonierung von PCR-Produkten erfolgte mit dem TOPO TA Cloning Kit in den pCR 2.1 oder
pCR Il-Vektor. Es wurde stets nach Anleitung des Herstellers verfahren.

5.3.10 Restriktionsverdau

Die Restriktionsverdauungen in dieser Arbeit wurden, wenn nicht anders angegeben, in einem
Volumen von 20 ul angesetzt. Es wurden 2 ul des passenden 10 x Restriktionspuffers und 1 U
Enzym/ug DNS zugegeben. Das Volumen wurde mit H,O aufgefillt. Die
Restriktionsverdauungen wurden, wenn nicht anders angegeben, 1 h lang bei 37°C
durchgefihrt.

5.3.11 Ligation

Um DNS-Fragmente mit linearisierten Vektoren zu ligieren, wurde der Quick Ligation Kit
verwendet. Es wurde, wenn nicht anders angegeben, nach Anleitung des Herstellers verfahren.

5.3.12 Sequenzieren von Plasmiden

Alle Sequenzierarbeiten wurden von der Firma MWG-Biotech AG in Ebersberg, Deutschland
durchgefihrt. Es wurde stets 1 ug getrocknete Plasmid-DNS unter Angabe des
Sequenzierungsprimers eingeschickt.

5.4 Arbeiten mit Proteinen

5.4.1 Herstellung von Lysaten aus eukaryotischen Zellen

Um Lysate von eukaryotischen Zellen herzustellen wurden die Zellen gezahlt, bei 400 g 5 min
zentrifugiert und in eiskaltem Triton-Lysepuffer resuspendiert. Pro 1 x 10° Zellen wurden 20 —
40 uwl Lysepuffer eingesetzt. Die Zellen wurden 30 min auf Eis lysiert und das Lysat
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anschlieRend 30 min bei 12000 g und 4°C zentrifugiert um die Zellkerne und weitere unldsliche
Zelltrimmer zu entfernen. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand vorsichtig
abgenommen und entweder direkt weiterverwendet oder mit dem Roti-Load 1
Proteinauftragspuffer versetzt und bei -20°C gelagert.

5.4.2 Herstellung von Proteinextrakten aus Bakterien

Um in groflem MafRstab rekombinante Proteine aus Bakterien zu isolieren, wurde eine 1-Liter-
Kultur 10 min bei 5500 g und 4°C abzentrifugiert, das Sediment wurde anschlieend in 10 ml
Bindepuffer aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde mit Lysozym (0,2 mg/ml) versetzt
und 30 min auf Eis lysiert, wahrend dieser Zeit wurde die Suspension alle 5 min mit dem
Ultraschallstab beschallt. Dabei wurde jedoch darauf geachtet, dass die Suspension durch das
Beschallen nicht warm wird. Um unlésliche Bestandteile zu entfernen wurde das Lysat 45 min
bei 40000 g und 4°C zentrifugiert, anschlieRend wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen.
Das Bakterienlysat wurde mit einem Sterilfilter filtriert und bei 4°C aufbewahrt.

Bindepuffer : 2 M Harnstoff
10 mM Imidazol
Protease Inhibitoren Complete (nach Anleitung)
in PBS ( pH 7,4)

5.4.3 Proteinreinigung mittels Affinitatssaulenchromatographie

Um bakteriell exprimierte, mit einem Hisg-Etikett versehene, rekombinante Proteine, aus
Bakterienlysaten (siehe 5.4.2) zu reinigen, wurde eine Affinitdtssdulenchromatographie
durchgefihrt. Eine Saule (Pro Pur IMAC Midi) wurde nach Herstelleranleitung mit NiSO,4
beladen und &quilibriert. Das Bakterienlysat wurde in 3 sukzessiven Schritten mittels 15-
minudtiger Zentrifugation bei 150 g und 4°C auf die S&ule geladen, dabei wurde bei jedem
Schritt der Durchfluss nochmal auf die Saule pipettiert um eine maximale Proteinbindung zu
erreichen. Nach dem letzten Ladeschritt wurde der Durchfluss aufgehoben und die Saule
sechsmal mit 10 ml Waschpuffer durch 5-minltige Zentrifugation bei 500 g und 4°C
gewaschen, wobei alle Waschfraktionen aufgehoben wurden. Die Elution der an der Saule
gebundenen Proteinen erfolgte durch Zugabe von 4 ml Elutionspuffer in 8 sukzessiven
Schritten. Bei jedem Schritt wurde die Saule 5 min bei 500 g und 4°C zentrifugiert und
anschlieRend die Elutionsfraktion gesammelt.

Waschpuffer : 2 M Harnstoff
30 mM Imidazol
in PBS (pH 7,4)

Elutionspuffer : 2 M Harnstoff
300 mM Imidazol
in PBS (pH 7,4)
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5.4.4 Dialyse von Proteinlésungen

Um stérende Faktoren wie Imidazol und Harnstoff aus gereinigten Proteinldsungen zu
entfernen, wurde eine Dialyse durchgefihrt. Hierflr wurde ein passendes Stiick (1 cm pro 1 ml
der zu dialysierenden LOsung) Visking-Dialyseschlauch zweimal fir 10 min in 2 % (w/v)
Na,CO3;, 1 mM EDTA aufgekocht und danach grindlich mit H,O gereinigt. Die zu dialysierende
Lésung wurde in den Schlauch pipettiert und dieser griindlich mit Bindfaden verschlossen und
mit einer Klammer versehen. Der geflllte Schlauch wurde anschlielend in einem Liter
eiskaltem PBS eingetaucht, die Dialyse erfolgte unter Rihren im Kihlraum Uber Nacht. Im
Abstand von 2, 16 und 18 Stunden wurde das PBS ausgetauscht.

5.4.5 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels der Bradford-Methode

Zur Bestimmung der Konzentration von Proteinlésungen wurde die Bradford-Methode
angewandt. Dabei macht man sich die Eigenschaft vom Farbstoff Coomassie G-250 zunutze,
bei Proteinbindung seine Absorption bei 595 nm zu erhdéhen. Die Proteinkonzentration wurde
anhand einer BSA-Standardkurve bestimmt. Dazu wurden verschiedene Volumina BSA (1
mg/ml) in eine 96-Loch-ELISA-Platte pipettiert: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5 und 20 ul.
Von der zu untersuchenden Proteinldsung wurden auch verschiedene Volumina in Duplikaten
auf die 96-Loch-ELISA-Platte pipettiert: 5, 10 und 20 ul. In jede der, entweder mit BSA oder
Proteinldsung, beflillten Vertiefungen wurden nun 200 pl der frisch angesetzten Bradford-
Farbeldsung pipettiert und gut gemischt. Die Absorption bei 595 nm, abzuglich der Absorption
bei 450 nm, wurde am ELISA-Gerat gemessen und zwar frihestens 5 min, jedoch spatestens 1
h nach Zugabe der Farbeldsung. Anhand der erhaltenen BSA-Absorptionswerte konnte im
Excel Programm eine Standardkurve erstellt werden (Y-Achse: Absorption 595 nm — 450 nm,
X-Achse: BSA-Volumen), mit deren Werten die Proteinkonzentration der Probe errechnet
werden konnte. Dazu wurden die gemittelten Werte der Proteinlésung auf der Y-Achse
aufgetragen und anhand der BSA-Standardkurve die zugehoérigen Probenwerte auf der X-
Achse abgelesen. Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

(1000 ul / Probenvolumen) x X-Wert = Konzentration in ug/ml

Bradford Stammlésung : 0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250
25 % (v/v) Ethanol
50 % (v/v) Phosphorsaure

Bradford Farbeldsung : 1 Vol. Bradford Stammlésung
4 Vol. H,O
mittels Faltenfilter filtrieren

5.4.6 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fur die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden 15 %-ige Trenngele verwendet.
Nach dem Zusammenbau der Glasplatten wurde zunachst der untere Rand mit 660 pl
Trenngelldsung (versetzt mit je 10 yl APS und TEMED) abgedichtet. Um flissige APS- und
TEMED-Reste zu entfernen, wurde das Dichtungsgel zweimal mit 1 ml Isopropanol (p.a.)
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ausgespult. AnschlieBend wurde die restliche Trenngelldsung auf 0,1 % APS und 0,04 %
TEMED eingestellt und das Trenngel bis etwa 1 cm unter den Kamm gegossen. Eine dinne
Schicht Isopropanol (1 ml, p.a.) wurde Uber das Gel geschichtet, um eine glatte Oberkante zu
erzeugen. Nach Erstarren des Trenngels (45 min) wurde das Isopropanol abgegossen und das
Sammelgel darubergegossen. Dabei wurde auch der Kamm eingesetzt. Sobald das Gel
vollstandig auspolymerisiert war (30 min), konnten die Proteinproben mit Proteinauftragspuffer
(Roti-Load 1) versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert werden. Das fertige Polyacrylamidgel
wurde in die PAGE-Apparatur eingespannt und mit Laufpuffer bedeckt. Als Nachstes wurde der
Kamm gezogen und die Proteinproben in die Geltaschen pipettiert. Je eine Tasche pro Gel
wurde mit Proteinmarker beladen (Prestained Protein Marker Broad Range; jede Markerbande
0,1 — 0,2 pg/pl). Die aufgetragene Menge Marker variierte je nach Anwendung
(Coomassiefarbung / Silberfarbung = 15 pl, Western-Blot mit Chemilumineszenzdetektion = 15
pl, Western-Blot mit Fluoreszenzdetektion = 1 ul). Das Einlaufen der Proben erfolgte bei 55 V,
im Sammelgel wurde die Spannung auf 75 V erhdéht. Die Auftrennung im Trenngel wurde
schlief3lich bei 125 V durchgeflhrt.

Trenngel (Endvolumen 10 ml) : 15 % (v/v) Acrylamid-Bisacrylamid (29:1)
375 mM Tris/HCI pH 8,8
0,1 % (w/v) SDS

Sammelgel (Endvolumen 5 ml): 5 % (v/v) Acrylamid-Bisacrylamid (29:1)
126 mM Tris/HCI pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS

Laufpuffer (pH 8,3) : 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

5.4.7 Anfarben von Proteinen mittels Coomassiefarbung

Um Proteine auf Polyacrylamidgelen sichtbar zu machen, wurde die Coomassiefarbung
durchgefihrt. Das Gel wurde mindestens eine Stunde (meistens Uber Nacht) in Coomassie-
Farbelbsung geschuttelt und anschlieRend mindestens eine Stunde in Entfarbelésung bewegt.

Coomassie-Farbelésung: 50 % (v/v) Ethanol (p.a.)
10 % (v/v) Essigsaure (p.a.)
0,1 % (w/v) Coomassie R250

Entfarbelésung: 10 % (v/v) Ethanol (p.a.)
7 % (v/v) Essigsaure (p.a.)

5.4.8 Anfarben von Proteinen mittels Silberfarbung

Um Proteine auf Polyacryamidgelen mit einer hdheren Sensitivitat sichtbar zu machen, als bei
der Coomassiefarbung, wurde die Silberfarbung durchgefiihrt. Zunachst wurde das Gel 1 h in
der Fixierlésung geschittelt, anschliefend 20 min in 50 % Ethanol (p.a.) und danach 20 min in
30 % Ethanol (p.a.). Als Nachstes wurde das Gel 2 min lang in der frisch angesetzten
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Impragnierldsung geschittelt und sofort danach dreimal mit H,O gewaschen. Die Farbung des
Gels erfolgte in der frisch angesetzten Farbeldsung fir 20 min, anschlieBend wurde die
Uberschissige Farbelésung durch zwei kurze Waschschritte mit H,O entfernt. Um die
Proteinbanden sichtbar zu machen wurde das Gel in der frisch angesetzten Entwicklerldsung
geschuttelt bis die Banden sichtbar wurden, die Entwicklerlésung wurde dann sofort
weggeschuttet und das Gel mit Fixierldsung bedeckt.

Fixierlésung: 50 % (v/v) Methanol (p.a.)
12 % (v/v) Essigsaure (p.a.)

Impragnierlésung: 0,07 % (v/v) FormaldehydIdsung (37 %)
0,865 mM Natriumthiosulfat

Farbeldsung: 0,07 % (v/v) Formaldehydlosung (37 % )
12 mM Silbernitrat

Entwicklerlésunag: 0,05 % (v/v) Formaldehydlésung (37 %)
0,0346 mM Natriumthiosulfat
566 mM Natriumcarbonat (wasserfrei)

5.4.9 Western-Analyse

Das Polyacrylamidgel wurde von den Glasplatten abgeldst und 15 min in Towbin-Transferpuffer
aquilibriert. Zwei etwa 8,5 x 10 cm grofde Stlicke Blotting-Papier, zwei Blotschwamme und die
Nitrocellulosetransfermembran (in TrenngelgroRe von 7,5 x 8,5 cm) wurden ebenfalls in
Transferpuffer getrankt (5 min). Wurde die PVDF-Transfermembran fur den Western-Blot
verwendet, so musste diese zunachst 15 s in Methanol (p.a.) eingetaucht werden bevor sie 5
min in Transferpuffer aquilibriert wurde. Das Blotting-Papier, das Polyacrylamidgel, die
Transfermembran und die Blotschwdmme wurden in die Blotfassung gespannt. Die fertige
Blotfassung wurde in den, mit Towbin-Transferpuffer geflllten, Western-Blot-Transfertank in
der richtigen Orientierung gesteckt. Es wurde stets Gber Nacht bei 30 V geblottet.

Towbin-Transferpuffer (pH 8,3) : 25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol (p.a.)

5.4.10 Immundetektion von Western-Membranen

Proteine auf Nitrocellulose, bzw. PVDF-Transfermembranen wurden mittels spezifischer
Antikorper detektiert. Nach dem elektrophoretischen Transfer der Proteine auf die Membran,
wurde diese zunachst zweimal mit H,O gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu
vermeiden, wurde die Membran 1 h in Blockierlésung geschwenkt. AnschlieRend wurde die
Membran fir 1 h mit dem primaren Antikorper inkubiert, dieser wurde in Blockierlésung + 0,1 %
Tween 20 verdunnt. Um die Menge an eingesetztem Antikorper gering zu halten, wurde 1 ml
Antikdrperlésung auf die Membran pipettiert und diese mit einem Stiick Folie bedeckt. Nach der
Inkubation mit dem ersten Antikérper wurde die Membran viermal fir 5 min mit 25 ml
TBS + 0,1 % Tween 20 (TBS-T) gewaschen. Es folgte die Inkubation mit 1 ml sekundarer
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Antikérperlésung fir 1 h. Fir die Chemilumineszenzdetektion wurden HRP-gekoppelte
Antikorper verwendet, fur die Fluoreszenzdetektion wurden Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte
Antikorper verwendet, auRerdem wurden die Inkubation und die darauffolgenden Waschschritte
im Dunkeln durchgefuhrt. Nach der Inkubation mit dem zweiten Antikdrper wurde die Membran
viermal fir 5 min mit 25 ml TBS-T gewaschen. Sollte eine Fluoreszenzdetektion durchgefuhrt
werden, so wurde die Membran noch zweimal mit 25 ml TBS fur jeweils 10 min gewaschen, die
Detektion erfolgte anschlieBend am Western-Blot-Detektionssystem. Sollte die Detektion
mittels Chemilumineszenz erfolgen, so wurden jeweils 0,7 ml der Detektionslésungen 1 und 2
aus dem ECL Kit gemischt und auf die Membran pipettiert, die mit einem Stiick Folie bedeckt
wurde. Nach einer einminitigen Inkubation wurde das Uberschissige Substrat abgetupft und
die Membran in Folie eingeschweilt, wobei genau darauf geachtet wurde, dass sich zwischen
Membran und Folie keine Luftblasen befanden. Der Blot wurde nun zur Orientierung mit einem
kleinen Stick Leuchtstreifen versehen und in der Dunkelkammer auf Rdntgenfilm exponiert. In
der Regel wurden folgende Expositionszeiten gewahlt: 2 min, 5 min und 10 min. Die
exponierten Filme wurden sofort in der Entwicklermaschine entwickelt.

TBS: 50 mM Tris/HCI pH 8,0
138 mM NaCl
2,7 mM KCI
Blockierlésung: 50 mM Tris/HCI pH 8,0
138 mM NaCl
2,7 mM KCI

5 % (w/v) Magermilchpulver

5.4.11 Quantitative Immundetektion von Western-Membranen

Die quantitative Immundetektion wurde wie eine normale Fluoreszenzdetektion (siehe 5.4.10)
durchgeflhrt. Zusatzlich zur Detektion von LST1 wurde der Blot jedoch mit dem anti-f-Tubulin
WA-3 (1:300) und dem anti-Maus IRDye800CW (1:10000) als zweitem AntikOrper detektiert.
Die Detektion erfolgte am Western-Blot-Detektionssystem und die quantitative Auswertung
wurde mit der Odyssey Application Software 3.0 (LI-COR Biotechnology, Lincoln, USA)
vorgenommen. Um Intensitatsschwankungen bei der Detektion auszuschlieen, wurde jeder
Blot dreimal bei drei unterschiedlichen Anregungsintensitaten detektiert und ausgewertet. Die
Intensitat des Tubulinsignals in jeder Spur wurde als Ladekontrolle verwendet um eventuelle
Intensitdtsschwankungen aufgrund unterschiedlicher Lysatmengen ausschlieRen zu kdnnen.
Dazu wurde aus allen auf dem Blot untersuchten Lysaten eine durchschnittliche Tubulin-
Intensitat errechnet und fur jede Spur die LST1-Intensitdt anhand der eigenen Tubulin-
Intensitat auf die durchschnittliche Tubulin-Intensitat normalisiert. Dafir wurde folgende Formel
verwendet:

Tubulin-Intensitat X LST1-Intensitat = normalisierte LST1-Intensitat
durchschnittliche Tubulin-Intensitat

Die normalisierten LST1-Intensitatswerte konnten nun miteinander verglichen werden. Es
wurde stets ein Wert als 100 % definiert, sodass beim Vergleich mit weiteren LST1-Werten
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eine prozentuale Zunahme oder Abnahme angegeben werden konnte. Die prozentuale
Anderung wurde fiir jede der drei Detektionen errechnet, aus den erhaltenen Werten wurde das
arithmetische Mittel gebildet.

Die statistische Auswertung der Expressionsdaten wurde, wie folgt, durchgefiihrt: Zunachst
wurde jede Datenreihe einem Kolmogorov-Smirnov-Test unterzogen (mit dem Programm
SigmaStat 3.0 von Systat, Erkrath, Deutschland), um die Verteilung der Daten zu untersuchen.
War der mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test ermittelte p-Wert gréfer als 0,05, so wurde von
einer Normalverteilung der Daten ausgegangen und es konnte zum Vergleich zweier
Datenreihen ein zweiseitiger, ungepaarter t-Test durchgefihrt werden (mit dem Programm
Excel 2004 von Microsoft, Unterschleilheim, Deutschland). Datenreihen, deren Werte nicht
normal verteilt waren, wurden mit einem Mann-Whitney-Test verglichen (mit dem Programm
Prism 4.03 von GraphPad, La Jolla, USA).

5.4.12 Strippen von Western-Membranen

Um eine bereits detektierte Western-Membran mit einem anderen Antikérper erneut zu
detektieren, ist es noétig den Blot von den gebundenen Antikérpern zu befreien (strippen). Daflr
wurde der Blot kurz mit H,O gewaschen und dann mit Stripping-Puffer bei 55°C 30 min im
Wasserbad geschwenkt. Anschlielend wurde der Blot zehnmal mit H,O gewaschen. Falls die
erste Immundetektion mittels Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter Antikérper erfolgte, konnte die
vollstandige Ablésung der Antikdrper im Western-Blot-Detektionssystem tberprift werden. War
dies der Fall konnte nun die Membran, wie unter 5.4.10 beschrieben, neu detektiert werden.

Stripping-Puffer 62,5 mM Tris/HCI pH 6,7
2 % (w/v) SDS
10 mM p-Mercaptoethanol

5.4.13 Immunprazipitation

Die IP dient dazu, mittels spezifischer Antikérper, bestimmte Proteine aus einem Zelllysat zu
isolieren. Dazu wird ein Antikdrper zum Zelllysat gegeben, welcher das gewinschte Protein
bindet. AnschlieRend wird der Protein-Antikdrper-Komplex ebenfalls gebunden, namlich von
Protein-G-Sepharose. Der so entstandene Immunkomplex kann dann mittels Zentrifugation
sedimentiert werden. Alle Schritte der IP wurden bei 4°C durchgefuhrt. Pro Ansatz wurden 20
pl der 50 %-igen (v/v) Protein-G-Sepharose eingesetzt. Vor ihrer Verwendung wurde die
Protein-G-Sepharose zweimal mit 1 ml Triton-Lysepuffer gewaschen, dazu wurde die
Sepharose durch kurzes (15 s) Zentrifugieren bei 12000 g sedimentiert, der Uberstand wurde
mit einer Spritze und einer 27G-Kanliile abgenommen. Das Lysat von 1 — 3 x 10" Zellen wurde
mit 10 pg gereinigtem Antikdrper oder 100 pl Hybridomuberstand versetzt und entweder fir 1 h
auf Eis inkubiert oder Uber Nacht bei 4°C gerollt. Anschlielend wurde das Lysat mit der
gewaschenen Protein-G-Sepharose versetzt und flr 1 h bei 4°C gerollt. Im Anschluss wurde
die Protein-G-Sepharose dreimal mit 1 ml Triton-Lysepuffer gewaschen und in 30 pl 1 x SDS-
Auftragspuffer (Roti-Load 1) resuspendiert. Die Probe wurde entweder sofort fur die SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese aufgekocht oder bei -20°C gelagert.
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5.4.14 Praabsorption von Hybridomiiberstanden

Als Kontrolle fiir die Spezifitdt von Hybridomuberstanden wurden diese mit dem immunogenen
Peptid praabsorbiert. Fir den Hybridomuberstand wurde eine Konzentration an spezifischem
Antikérper von 50 pg/ml angenommen (Harlow und Lane 1988). Zum Hybridomuberstand
wurde ein zehnfacher molarer Uberschuss des immunogenen Peptid zugegeben. Das Gemisch
wurde Uber Nacht bei 4°C gerollt. AnschlieBend wurde das Gemisch 30 min bei 100000 g und
4°C zentrifugiert, der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und als praabsorbierte
Kontrolle verwendet.
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6 Ergebnisse

6.1 Herstellung von LST1-Expressionsvektoren

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit sollten Expressionvektoren fir verschiedene LST1-
SpleiBvarianten hergestellt werden. Diese sollten im Laufe der Arbeit eingesetzt werden um
LST1-Isoformen in humanen Zelllinien zu exprimieren und dadurch Hinweise auf Struktur und
Funktion der Proteine zu erhalten.

6.1.1 Isolierung von LST1-SpleiBvarianten

Um Expressionsvektoren fir verschiedene LST1-SpleiRvarianten herzustellen, musste
zunachst aus LST1-Transkripten komplementare DNS (cDNS) hergestellt werden.

Zur Isolierung der LST1-Transkripte wurde Gesamt-RNS aus der U-937-Zelllinie extrahiert und
in eine RT-PCR (Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion) eingesetzt. Zur
Amplifikation wurden die LST7-spezifischen Primer Lst2s und 3'LST1A verwendet. Der Lst2s-
Primer bindet im Exon 2 von LST1, stromaufwarts der Translationsinitiationsstelle, der
3'LST1A-Primer bindet im Exon 5, im Bereich des Stopp-Codons. Somit wurde mit dieser
Primerpaarung nur der proteinkodierende Anteil von LST1 (Exone 2 — 5) amplifiziert. Es sollten
also nur SpleilRvarianten isoliert werden, die sich in ihrer proteinkodierenden Sequenz
unterscheiden (12 Spleilkvarianten). Die Amplifikate aus der RT-PCR wurden auf einem
Agarosegel aufgetrennt (Abb. 10), anhand der Groélke konnten 6 verschiedene LST1-
Spleillvarianten identifiziert werden: LST1.2345, LST1.2345", LST1.245, LST1.245°, LST1.25°

und LST1.25"".
U-937

M

Abbildung 10: Amplifizierte LST1-Transkripte aus der U-937-RNS. In die RT- 2000 | wr
PCR-Reaktion wurde isolierte Gesamt-RNS aus der U-937-Zelllinie eingesetzt. 1650 | -
Zur Amplifikation wurden der One Step RT-PCR-Kit und die LST71-spezifischen
Primer Lst2s und 3'LST1A verwendet. Vom Amplifikat (U-937) wurden 5 ul auf 1000 |
einem 2 %-igen Agarosegel aufgetragen. Anhand der GréRe konnten 6 850 | ===
alternative Transkripte identifiziert werden: LST1.2345 (375 bp), LST1.2345° 650 |
(354 bp), LST1.245 (282 bp), LST1.245" (261 bp), LST1.25" (238 bp) und 500 | v
LST1.25" (193 bp). SpleiRvarianten, die sich nur geringflgig in ihrer Grofle 400
unterscheiden, erscheinen  zusammen als eine  diffuse Bande
(LST1.2345/LST1.2345" und LST1.245/LST1.245"). Die Bande bei 1479 bp ist 300
auf ungespleite RNS, die noch die Introne 2, 3 und 4 enthalt, zurlckzufiihren. 200
Die GroRen der Markerfragmente (M) sind links in Basenpaaren angegeben.

'L

100
Um die RT-PCR-Produkte zweifelsfrei den verschiedenen LST1- bp
Spleillvarianten zuordnen zu kdnnen, wurden die Amplifikate mit dem
TOPO TA Cloning Kit in den pCR II-Vektor ligiert. Der Ligationsansatz wurde zur
Transformation von TOP10F -Bakterien verwendet, diese wurden anschliefiend auf Ampicillin-
haltigen Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht kultiviert. Die so erhaltenen
Transformandenkolonien wurden zunachst mittels PCR auf das Vorhandensein einer LST1-
Insertion Uberprift. Dabei wurden, wie schon bei der RT-PCR, die Primer Lst2s und 3'LST1A
verwendet. Die resultierenden PCR-Produkte wurden auf Agarosegele aufgetrennt, anhand der
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Abbildung 11: PCR-Screen von Transformandenklonen. Die Bakterienklone wurden mittels PCR auf
das Vorhandensein einer LST1-Insertion Uberprift. Zur Amplifikation wurden die LST7-spezifischen
Primer Lst2s und 3'LST1A verwendet. Vom Amplifikat (Klone 1-20 — 29) wurden 10 ul auf einem 1 %-
igen Agarosegel aufgetragen. Bei der negativen Kontrolle (NK) wurden keine Bakterien in die PCR-
Reaktion eingesetzt. Anhand der FragmentgroRen lasst sich eine grobe Zuordnung der Transkripte
vornehmen: Klone 1-20, 1-21 = LST1.25" (238 bp), 1-22 = nicht monoklonal, 1-23 = LST1.25"" (193 bp),
1-24 = kann nicht zugeordnet werden (etwa 450 bp), 1-25 = LST1.25" (238 bp), 1-26 = cDNS stammt
aus ungespleillter RNS (1479 bp), 1-27 = LST1.245 (282 bp), 1-28 = LST1.25"" (193 bp) und 1-29 =
keine LST1-Insertion. Die GroRen der Markerfragmente (M) sind links in Basenpaaren angegeben.

GroRe konnten die Amplifikate den verschiedenen LST1-Spleilvarianten grob zugeordnet
werden (exemplarisch gezeigt in Abb. 11). Da aber die Amplifikate flr die 12 erwarteten
Spleilvarianten im GroRenbereich zwischen 193 und 375 bp liegen und die
Grolenunterschiede z.T. geringfligig sind, ist diese Methode in ihrer Genauigkeit nicht
ausreichend um die Transkripte zweifelsfrei identifizieren zu koénnen. Daher wurden mit
ausgewahlten cDNS-Klonen Exon-spezifische PCR-Screens durchgefihrt, bei denen Lst2s
stets als 5°-Primer verwendet, der 3'-Primer aber variiert wurde. Die verwendeten 3"-Primer
binden im Exon 4 (Lst1.5), Exon 5 (Lst5) oder Exon 5" (3'LST1A) und erméglichen sowohl die
Identifizierung von Transkripten, die das Exon 4 enthalten, wie die Unterscheidung zwischen
Transkripten mit Exon 5 und 5°, bzw. 5 (exemplarisch gezeigt in Abb. 12). Der Exon-
spezifische PCR-Screen erlaubte also eine genauere Identifizierung der bereits grob
zugeordneten cDNS-Klone.

Im nachsten Schritt wurden fur jede der LST1-SpleiRvarianten mehrere ,Kandidatenklone*
bestimmt. Plasmid-DNS dieser Bakterienklone wurde mit dem NucleoSpin Plasmid Kit isoliert
und die GroRe der Insertion mittels Restriktionsanalyse bestatigt (exemplarisch gezeigt in Abb.
13). Die cDNS-Klone, deren Zuordnung =zu einer LST1-SpleiRvariante mittels
Restriktionsanalyse bestatigt werden konnte, wurden zusatzlich sequenziert. Dadurch sollten
Mutationen in der cDNS ausgeschlossen werden, die bei der urspriinglichen RT-PCR
aufgetreten sein kdnnten. Der verwendete One Step RT-PCR-Kit enthalt eine Tag-Polymerase,
diese besitzt zwar 5° > 3" aber keine 3" > 5" Exonukleaseaktivitat. Infolgedessen kommt es,
statistisch betrachtet, zu einer Basensubstitution in 9000 Nukleotiden (Tindall und Kunkel
1988). Bei der Amplifikation der relativ kleinen LST7-Transkripte war zwar das Risiko einer
Basensubstitution gering, es sollte aber trotzdem mittels Sequenzierung ausgeschlossen
werden.

Die Sequenzanalyse ermdglichte es die Zuordnung der Kandidatenklone endgultig zu
bestatigen, aus den klonierten RT-PCR Amplifikaten der U-937-RNS konnten 10 verschiedene
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Abbildung 12: Exon-spezifischer PCR-Screen ausgewahlter cDNS-Klone. Die Bindestellen des
verwendeten 5°-Primers Lst2s und der Exon-spezifischen 3 -Primer Lst1.5, Lst5 und 3'LST1A sind in der
schematischen Darstellung der LST7-Sequenz mit Pfeilen eingezeichnet. Vom Amplifikat (Klone 1-65 —
68) wurden je 10 ul auf 1 %-ige Agarosegele aufgetragen. Anhand der AmplifikatsgroRe (Primerpaar
Lst2s — 3'LST1A) und des Vorhandenseins der Exon 4 (Primerpaar Lst2s — Lst1.5), bzw. Exon 5-
Sequenz (Primerpaar Lst2s — Lst5) lassen sich die Transkripte identifizieren: Klon 1-65 = LST1.25", 1-66
= LST1.245, 1-67 = LST1.25"" und 1-68 = LST1.235"". Die GroRRen der Markerfragmente (M) sind jeweils
links in Basenpaaren angegeben.

AT
Abbildung 13: Restriktionsanalyse von ausgewdhliten D \"\ \?’ \'\ \',\q,
Transformandenklonen. Die Plasmid-DNS der Transformandenklone 5000 %
wurde mit dem Restriktionsenzym BstX | verdaut. Die 4000 | ==
Erkennungssequenz von BstX | ist stromaufwérts- und abwérts der 3000 | == - ”
multiplen Klonierstelle des pCR II-Vektors lokalisiert. Von der
verdauten Plasmid-DNS wurden je 500 ng auf ein 1 %-iges Agarosegel 2000 | =
aufgetragen. Die GroRe der Insertionen bestatigt die durch die 1650 | s
vorhergehenden PCR-Screens getroffene Zuordnung der
Spleifvarianten: Klon 1-10 = LST1.245 (322 bp), 1-57 = LST1.2345"
(349 bp), 1-71 = LST1.25" (278 bp) und 1-129 = LST1.2345 (415 bp). 1000 | «=

Die GroRen der Markerfragmente (M) sind links in Basenpaaren 850
angegeben. 650

500 o
Spleivarianten isoliert werden: LST1.2345, LST1.2345", 400 -
LST1.2345"°, LST1.235°, LST1.235"", LST1.245, LST1.245", 300 - -
LST1.245°7, LST1.25" und LST1.25"". Dies impliziert, dass die 200
U-937-Zelllinie mehr alternative LST1-Transkripte exprimiert als 182

bisher beschrieben (de Baey et al. 1997: 5 Transkripte, siehe
Tab. 2). Die zusatzlichen Transkripte lassen sich dadurch erkldren, dass nicht alle 10
Spleivarianten bei der Auftrennung der RT-PCR Produkte sichtbar waren (siehe Abb. 10).

Insgesamt wurden 325 Klone mittels PCR-Screen typisiert, von 44 dieser Klone wurde die
Plasmid-DNS isoliert und mittels Restriktionsanalyse untersucht. Zuséatzlich wurde bei 14
Klonen die Plasmid-DNS sequenziert. Bei der Typisierung konnten jedoch keine
Kandidatenklone fiir die Spleilvarianten LST1.235 und LST1.25 identifiziert werden. Da bei
LST1 eine zelltypspezifische Expression bestimmter SpleiRvarianten bekannt ist (siehe Tab. 2),
wurde versucht die zwei fehlenden Spleildvarianten aus der RNS anderer Zelllinien zu isolieren.
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Aus DC, der Leukamiezelllinie K-562 und der endothelialen Zelllinie HMEC wurde Gesamt-
RNS isoliert und in RT-PCR-Reaktionen eingesetzt. Um ausschlieRlich Transkripte
nachzuweisen, die die komplette Exon 5-Sequenz enthalten, wurden bei der RT-PCR-Reaktion
die Primer Lst2s und Lst5 verwendet. Aus der RNS von DC konnten die bereits isolierten
Transkripte LST1.2345 und LST1.245 amplifiziert werden (nicht gezeigt).

Die gesuchten SpleiRvarianten LST1.235 und LST1.25 konnten bei keiner der untersuchten
Zelllinien nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Die fehlende Expression dieser alternativen
Transkripte in den untersuchten Zelllinien deutet darauf hin, dass sie eine untergeordnete
biologische Rolle spielen.

6.1.2 Charakterisierung einer neuen LST1-Spleivariante

Bei der Typisierung der cDNS-Klone mittels PCR-Screen konnten einige Klone keiner
bekannten SpleiRvariante zugeordnet werden. Die Amplifikate dieser Klone zeigten héhere
FragmentgroRen, als fur die bekannten LST7-Transkripte erwartet wurde. Bei den meisten
Klonen lieR sich diese Diskrepanz darauf zurickfiihren, dass die klonierte cDNS aus nicht
vollstandig gespleiten Transkripten stammte. Die Sequenzierung des Klones 1-24 zeigte
jedoch keine ungespleil3ten Introns in der cDNS, sondern eine verlangerte Exon 3-Sequenz
(Abb. 14A, ,Exon 3 lang®). Diese war 185 bp lang und somit ungefahr doppelt so lang wie die
bekannte, 93 bp lange, Exon 3-Sequenz.

Bei mehreren LST1-Polymorphismen ist eine Regulation des SpleiRens durch bestimmte Allele
postuliert worden (siehe Einleitung 2.3.5.1 und 2.3.5.2). Daher wurde an dieser Stelle
untersucht, ob die verlangerte Exon 3-Sequenz durch Aktivierung einer kryptischen Spleil3stelle
zustande kam.

In der genomischen LST7-Sequenz weist die potentielle, alternative 3°-Spleillakzeptorstelle
statt des ndétigen AG- ein TG-Dinukleotid auf. Unmittelbar stromaufwarts der potentiellen
Akzeptorstelle waren der ndétige Polypyrimidintrakt und eine passende Spleil-
Verzweigungsstelle vorhanden (Abb. 14B). Eine T - A Basensubstitution an der Akzeptorstelle
kénnte also die kryptische 3"-Splei’stelle aktivieren und die im Klon 1-24 beobachtete, langere
Exon 3-Sequenz verursachen. Das Vorhandensein der langeren Exon 3-Sequenz in
Transkripten wirde eine Leserasterverschiebung verursachen, die schon im finften
Basentriplett der verlangerten Exon 3-Sequenz zu einem verfriihten Stopp-Codon flihren wiirde
(Abb. 14A). Die Folge der Mutation ware also eine partielle bis komplette Supression der
Expression von transmembranen LST1-Isoformen.

Bei allen publizierten LST71-Sequenzen ist allerdings an der fraglichen Stelle kein
Polymorphismus beschrieben worden, sodass die Mdglichkeit nicht ausgeschlossen werden
kann, dass die beschriebene, langere Exon 3-Sequenz lediglich auf ein aberrant gespleilites
Transkript zurtickzufiihren ist.
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A)
Exon 2
GCAAGGACTA GAGTTCCTGA CCTCCAGGCC AGTCCCTGAT CCCTGACCTA 50
Exon 3 lang
ATGTTATCGC GGAATGATGG AGAGGGAATC TGAGAAAGCT GCAACCAACC 100
AGGAGGCTGG GGTACGCTGG AGAAGGAATG GGCTTCTTAA CCTTGAGCCC 150
Exon 3
TCTTCCCTGA AGATATATGT ATCTACGGGG GCCTGGGGCT GGGCGGGCTC 200
CTGCTTCTGG CAGTGGTCCT TCTGTCCGCC TGCCTGTGTT GGCTGCATCG 250
Exon 4 Exon 5°
AAGAGTAAAG AGGCTGGAGA GGAGCTGGGC CCAGGGCTCC TCAGAGCAGG 300
AACTCCACTA TGCATCTCTG CAGAGGCTGC CAGTGCCCAG CAGTGAGGGA 350
CCTGACCTCA GGGGCAGAGA CAAGAGAGGC ACCAAGGAGG ATCCAAGAGC 400
TGACTATGCC TGCATTGCTG AGAACAAACC ACCTGA
B)
Exon 2
GCAAGGACTA GAGTTCCTGA CCTCCAGGCC AGTCCCTGAT CCCTGACCTA 100
Intron 2
ATGTTATCGC GGAATGATGG TAAGTAAAGT GTCTCTTGCA TCTGCATAGA 31
GAGAGTCCTG GGAGCTTAGG AAGTGATGGG GAACAGTGAT GTATGCAGCT 81
CATGACTAGG TGGACAGGCC TCTGGGGACA GCTGGTACAG GAGGGAAAGG 131
GACCTCACGG GAGGCCCAGA AACCTGGTAA GAGGTGAGGT ATTAAGGTCT 181
GGGATGGAGA AGETCTGAGG GTATATTTTT CTGCCTCTAA AACTGTTGGA 231
GAGGGAATCT GAGAAAGCTG CAACCAACCA GGAGGCTGGG GTACGCTGGA 281
Exon 3
GAAGGAATGG GCTTCCTAAC CTTGAGCCCT CTTCCCTGAA GATATATGTA 9
TCTACGGGGG CCTGGGGCTG GGCGGGCTCC TGCTTCTGGC AGTGGTCCTT 59
SpleiB-Verzweigungsstelle 3"-Spleifstelle

C
G

Abbildung 14. A) Sequenz des Klons 1-24. Aus der Gesamt-RNS von U-937-Zellen wurden LST1-
Transkripte amplifiziert, kloniert und sequenziert (wie unter 6.1.1 beschrieben). Gezeigt ist die LST1-
cDNS-Sequenz des Klons 1-24. Die im Transkript vorhandenen Exone sind farblich markiert und
gekennzeichnet. Die langere Exon 3-Sequenz wird als ,Exon 3 lang“ bezeichnet, zusatzlich ist die
reguldre Exon 3-Sequenz markiert. Das verfriihte Stopp-Codon, das durch das Vorhandensein des
langeren Exon 3 im Transkript entstehen wirde, ist gelb hervorgehoben. Die Nummerierung rechts gibt
die Position in der cDNS in Basenpaaren an. B) Kryptische Spleilstelle im Intron 2 von LST1.
Gezeigt ist die genomische LST1-Sequenz zwischen den Exonen 2 und 3. Die Sequenz dieser Exone ist
farblich markiert und gekennzeichnet. Die potentielle 3’-Spleilakzeptorstelle im Intron 2 ist blau
hervorgehoben, zusatzlich ist unter dem Textfeld die menschliche Konsensussequenz fir diese Stelle
angegeben (Lim und Burge 2001). Die passende SpleiR-Verzweigungsstelle ist lila hervorgehoben, die
dazugehdrige Konsensussequenz ist ebenfalls unter dem Textfeld angegeben (Lim und Burge 2001).
Die Nummerierung rechts gibt die Positionen im Exon 2, Intron 2 und Exon 3 in Basenpaaren an.
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6.1.3 Klonierung von LST1-Expressionsvektoren

6.1.3.1 Klonierung von FLAG-LST1 Expressionsvektoren

Zu Beginn dieser Arbeit, als die LST1-Antikdrper noch nicht entwickelt worden waren, konnte
Uberexprimiertes, rekombinantes LST1 in AntikOrper-basierten Verfahren nur mit Hilfe eines
Etiketts nachgewiesen werden. Bei der Wahl des Etiketts wurden mehrere Aspekte
berlcksichtigt, letztendlich wurde das FLAG-Etikett gewahlt, weil der dazugehdrige Antikdrper
FLAG M2 mit hoher Affinitat N- und C-terminal etikettierte Proteine erkennen kann. Weitere
Grinde waren die kurze FLAG-Aminosaurensequenz (DYKDDDDK) und die Tatsache, dass
die Etikettsequenz ohne eine Verknipfungssequenz (linker) direkt an die LST1-Sequenz
fusioniert werden konnte.

6.1.3.1.1 Amplifikation von FLAG-LST1-Sequenzen mittels PCR

Die LST1-Spleilvarianten LST1.235" und LST1.245 sollten, mit der Sequenz fir ein N-
terminales FLAG-Etikett versehen, in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA 3.1 (-)
kloniert werden. Dazu wurden die isolierten LST1-cDNS-Sequenzen im pCR II-Vektor (siehe
6.1.1) verwendet. Je 1 ng der Plasmid-DNS (Klone 1-155 = LST1.235" und 1-66 = LST1.245)
wurde in PCR-Reaktionen mit den Primern 5-Lst2-FLAG1 und 3'LST1A eingesetzt, es wurde
der FastStart High Fidelity PCR Kit verwendet. Dieser enthalt neben der Tag-Polymerase noch
ein Korrekturleseprotein, das die fehlende 3° > 5  Exonukleaseaktivitdt der Polymerase
kompensiert und somit die Wahrscheinlichkeit fiir fehlerhafte Amplifikate stark reduziert. Die
PCR-Produkte aus dieser Reaktion (1 ul) wurden jeweils in eine zweite PCR-Reaktion
eingesetzt, dabei wurden der FastStart High Fidelity PCR Kit und das Primerpaar 5-Lst2-
FLAG2 / 3'LST1A benutzt. Die Sequenz fir das FLAG-Etikett wurde also mit der LST1-
Sequenz mittels eines ,semi-nested® PCR-Ansatzes fusioniert. Der 5-Lst2-FLAG1-Primer
bindet im Exon 2, dadurch wird die regulare Translationsinitiationsstelle zerstort und ein Teil
der FLAG-Sequenz hinzugefligt. Der 5-Lst2-FLAG2-Primer bindet im Bereich des ersten
Primers und vervollstandigt die FLAG-Sequenz, zusatzlich figt er unmittelbar stromaufwarts
ein neues Start-Codon und eine Xho I-Schnittstelle ein. Bei beiden PCR-Reaktionen wurde der
bereits fir die RT-PCR (siehe 6.1.1) verwendete 3'-Primer 3’LST1A eingesetzt.

6.1.3.1.2 Klonierung der FLAG-LST1-Sequenzen in den pCR II-Vektor

Nach der zweiten PCR-Reaktion wurden die fertigen PCR-Produkte unter Verwendung des
TOPO TA Cloning Kits mit dem pCR Il-Vektor ligiert und anschlielend in TOP10F "-Bakterien
transformiert. Die resultierenden Transformandenklone wurden mittels PCR auf das
Vorhandensein der FLAG-LST1-Insertion Uberprift, dazu wurden die Primer 5-Lst2-FLAG2 und
3'LST1A verwendet (erwartete Amplifikate: FLAG-LST1.235" = 311 bp, FLAG-LST1.245 = 262
bp). Von den positiven Bakterienklonen wurden je drei ausgewahlt (Klone 8-4, 8-11, 8-17, 9-1,
9-7 und 9-16), aus denen Plasmid-DNS mit dem NucleoSpin Plasmid Kit isoliert wurde. Um die
korrekte Lange der Insertion zu bestatigen, wurde die Plasmid-DNS der ausgewahlten Klone
mittels Restriktionsanalyse untersucht. Dabei wurden die Enzyme Xho | und EcoR | verwendet,
die die FLAG-LST1-Insertion flankieren (erwartete Insertionsgrofien: FLAG-LST1.235" = 321
bp, FLAG-LST1.245 = 272 bp). Die Xho I-Schnittstelle wurde durch den 5-Lst2-FLAG2-Primer
eingefligt, die EcoR I|-Schnittstelle liegt im pCR Il-Vektor, stromabwarts von der multiplen
Klonierstelle. Die Restriktionsanalyse zeigte bei allen Klonen die erwartete Fragment-
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grélke, um die korrekte Sequenz der FLAG-LST1-Insertionen zu bestatigen, wurde Plasmid-
DNS von je zwei Klonen (8-4, 8-11, 9-7 und 9-16) sequenziert. Die Sequenzierergebnisse
zeigten, dass beide Klone, die die FLAG-LST1.235'-Insertion enthielten (8-4 und 8-11)
fehlerfrei waren, die Klone mit der FLAG-LST1.245-Insertion wiesen jedoch jeweils eine
Basensubstitution auf. Bei der Mutation im Klon 9-16 handelte es sich um eine ,missense®-
Mutation, die im Klon 9-7 war lediglich eine stille Mutation, weshalb entschieden wurde mit
diesem Klon weiterzuarbeiten.

6.1.3.1.3 Klonierung der FLAG-LST1-Sequenzen in den pcDNA 3.1 (-)-Vektor

Im n&chsten Klonierungsschritt wurden die FLAG-LST1-Insertionen in den Vektor pcDNA 3.1(-)
umkloniert. Die Plasmid-DNS der Klone 8-11 und 9-7 wurde mit den Restriktionsenzymen Xho |
und EcoR | verdaut, parallel dazu wurde der Vektor pcDNA 3.1 (-) ebenfalls mit dieser
Enzymkombination verdaut. Die Vollstandigkeit des pcDNA-Verdaus wurde durch
Agarosegelelektrophorese uberprift und anschlieRend wurde der restliche Restriktionsansatz
mittels Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt. Die durch den Verdau freigesetzten Insertionen
der Klone 8-11 und 9-7 wurden mittels praparativer Agarosegelelektrophorese isoliert und
gereinigt. Die Bestimmung der DNS-Konzentration der isolierten FLAG-LST1-Insertionen und
die des verdauten pcDNA-Vektors erfolgte durch Auftrennung Uber ein Agarosegel und
anschlie®ende Abschatzung anhand des DNS-Markers. Der pcDNA-Vektor und die Insertionen
wurden in Ligationsreaktionen eingesetzt, verwendet wurde der Quick Ligation Kit. Die
Ligationsprodukte wurden anschlieRend in DH5a Subcloning Efficiency-Bakterien transformiert.
Das Testen der resultierenden Transformandenklone auf das Vorhandensein der FLAG-LST1-
Insertion erfolgte mittels PCR, unter Verwendung der Primer 5-Lst2-FLAG2 und 3'LST1A. Von
je zwei positiven Klonen (12-8, 12-16, 13-1 und 13-7) wurde Plasmid-DNS mit dem Nucleospin
Plasmid Kit isoliert und mittels Restriktionsanalyse untersucht. Die Restriktionen mit den
Enzymen Xho | und EcoR | konnten in sdmtlichen Klonen Insertionen mit der erwarteten Grofle
freisetzen (FLAG-LST1.235" = 321 bp, FLAG-LST1.245 = 272 bp). Fur alle weiteren Versuche
mit den fertigen Expressionsvektoren wurden die Klone 12-16 (FLAG-LST1.235") und 13-1
(FLAG-LST1.245) verwendet.

Die Expressionsvektoren fir FLAG-LST1.2345 (Klon 5.2.5) und FLAG-LST1.2345" (Klon
5°.2.16) wurden von Maximilian Nitschké, wie unter 6.1.3.1.1 — 6.1.3.1.3 beschrieben,
hergestellt (Nitschké 2006).

6.1.3.2 Klonierung eines LST1-FLAG Expressionsvektors

Als Kontrolle fir die bisher hergestellten N-terminal FLAG-etikettierten Expressionsvektoren
und um einen Einfluss der Etikettlokalisation auf die Proteinfunktion auszuschlieRen, wurde ein
C-terminal FLAG-etikettiertes LST1.235 -Konstrukt kloniert. Der Expressionsvektor wurde nach
der in 6.1.3.1.1 — 6.1.3.1.3 beschriebenen Klonierungsstrategie hergestellt und es wurden,
wenn nicht anders angegeben, die dort genannten Reagenzien verwendet.

6.1.3.2.1 Amplifikation der LST1.235'-FLAG-Sequenz mittels PCR

Als Matrize fur die Amplifikation diente die cDNS der LST1.235°-SpleiRvariante (Klon 2-10) im
pCR lI-Vektor (siehe 6.1.1). Bei der ersten PCR-Reaktion wurde das Primerpaar 5-LST1-VL /
3-LST1C-FLAG1, bei der zweiten PCR-Reaktion das Primerpaar 5-LST1-VL / 3-FLAG2
verwendet. Der Primer 5-LST1-VL bindet im Exon 2 und fugt eine Xho [-Schnittstelle
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stromaufwarts der Translationsinitiationsstelle von LST7 ein. Der 3-LST1C-FLAG1-Primer
bindet im Exon 5 und zerstért das Stopp-Codon von LST1.235", zusatzlich fligt es den ersten
Teil der FLAG-Sequenz ein. Der 3-FLAG2-Primer ist z.T. komplementar zum 3-LST1C-FLAG1-
Primer und vervollstandigt die FLAG-Sequenz, zusatzlich wird ein Stopp-Codon direkt
stromabwarts der FLAG-Sequenz eingeflgt.

6.1.3.2.2 Klonierung der LST1.235°-FLAG-Sequenz in den pCR II-Vektor

Das Amplifikat aus der zweiten PCR-Reaktion wurde, wie unter 6.1.3.1.2 beschrieben, in den
Vektor pCR Il kloniert und transformiert. Die resultierenden Transformandenklone wurden
mittels PCR auf das Vorhandensein der LST1-FLAG-Insertion untersucht, verwendet wurden
dabei die Primer M13 forward und M13 reverse (erwartetes Amplifikat: 462 bp). Diese binden
im pCR Il-Vektor stromaufwarts und stromabwarts der Klonierstelle. Plasmid-DNS wurde aus
drei positiven Bakterienklonen (Klone 7-5, 7-11 und 7-12) isoliert und mittels
Restriktionsanalyse untersucht, dabei wurden die Enzyme Xho | und EcoR | verwendet. Die
Xho |-Schnittstelle wurde durch den 5-LST1-VL-Primer eingefugt, die EcoR |-Schnittstelle liegt
im pCR II-Vektor, stromabwarts der multiplen Klonierstelle. Bei den untersuchten Klonen
konnte die erwartete InsertionsgréRe (228 bp) bestatigt werden, zusatzlich wurde die Plasmid-
DNS von zwei dieser Klone (7-11 und 7-12) sequenziert. Die Auswertung der
Sequenzierergebnisse zeigte, dass die Sequenz des Klons 7-11 eine Basensubstitution
aufwies, wahrend die Sequenz des Klons 7-12 fehlerfrei war.

6.1.3.2.3 Klonierung der LST1-FLAG-Sequenz in den pcDNA 3.1 (-)-Vektor

Die LST1-FLAG-Insertion wurde im nachsten Schritt aus dem pCR Il-Vektor ausgeschnitten
und in den Vektor pcDNA 3.1 (-) umkloniert. Der Vektor pcDNA 3.1 (-) und die Plasmid-DNS
des Klons 7-12 wurden mit den Restriktionsenzymen Xho | und EcoR | verdaut und
anschliel®end gereinigt. Der verdaute und gereinigte pcDNA-Vektor wurde mit der LST1-FLAG-
Insertion in eine Ligationsreaktion eingesetzt und anschlieBend transformiert. Die
resultierenden Transformandenklone wurden mittels PCR auf das Vorhandensein der LST1-
FLAG-Insertion getestet, die Primer T7 und BGH reverse wurden hierfur verwendet (erwartetes
Amplifikat: 367 bp). Diese binden stromaufwarts und stromabwarts der multiplen Klonierstelle
des Vektors. Aus zwei positiven Klonen (9A-8 und 9A-22) wurde Plasmid-DNS isoliert und
mittels Restriktionsanalyse mit den Enzymen Xho | und EcoR | untersucht. Bei beiden Klonen
konnte durch den Verdau die Insertion in der richtigen GréRRe (228 bp) freigesetzt werden. Bei
allen weiteren Versuchen wurde der Klon 9A-22 (LST1.235-FLAG) verwendet.

Der bereits vorhandene Expressionsvektor fir LST1.2345°-FLAG (Schiller 2005) wurde
ebenfalls im Laufe der Arbeit als Kontrolle fir die N-terminal FLAG-etikettierten LST1-
Isoformen eingesetzt.

6.1.3.3 Klonierung von FLAG-LST1-EGFP Expressionsvektoren

Um FLAG-LST1-EGFP-Fusionsproteine in transfizierten Zellen zu exprimieren, wurden die
LST1-SpleilRvarianten LST1.2345 und LST1.245, mit der Sequenz fir einen N-terminalen
FLAG-Etikett versehen, in den eukaryotischen Expressionsvektor pEGFP-N1 kloniert. Die
Expressionsvektoren wurden nach der, unter 6.1.3.1.1 - 6.1.3.1.3, beschriebenen
Klonierungsstrategie hergestellt und es wurden, wenn nicht anders angegeben, die dort
genannten Reagenzien verwendet.
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6.1.3.3.1 Amplifikation von FLAG-LST1-Sequenzen mittels PCR

Als Matrizen flir die Amplifikationen dienten die LST1-cDNS-Sequenzen im pCR Il-Vektor
(Klone 6-7 = LST1.2345 und 1-66 = LST1.245). Bei den ersten PCR-Reaktionen wurde das
Primerpaar 5-Lst2-FLAG1 / 3-Lst5-Kpn, bei den zweiten das Primerpaar 5-Lst2-FLAG2 / 3-
Lst5-Kpn eingesetzt. Die Primer 5-Lst2-FLAG1 und 5-Lst2-FLAG2 wurden unter 6.1.3.1.1
bereits beschrieben. Der Primer 3-Lst5-Kpn bindet im Exon 5 von LST7 und zerstort das
regulare Stopp-Codon, zusatzlich wird stromabwarts eine Kpn I-Schnittstelle eingefugt, die den
leserasterkonformen Ubergang zur EGFP-Sequenz im pEGFP-N1-Vektor gewahrleisten soll.

6.1.3.3.2 Klonierung der FLAG-LST1-Sequenzen in den pCR II-Vektor

Die Amplifikate der zweistufigen PCR-Reaktionen wurden, wie unter 6.1.3.1.2 beschrieben, mit
dem pCR II-Vektor ligiert und anschlieBend transformiert. Die FLAG-LST1
Transformandenklone wurden mittels PCR auf das Vorhandensein der Insertionen Uberprift.
Es wurden dazu die Primer 5-Lst2-FLAG2 und 3-Lst5-Kpn verwendet (erwartete Amplifikate:
FLAG-LST1.2345 = 350 bp, FLAG-LST1.245 = 257 bp). Aus je drei positiven Klonen (4-9, 4-18,
4-22, 11-2, 11-4 und 11-6) wurde Plasmid-DNS isoliert und mittels Restriktionsanalyse
untersucht. Dabei wurden die Enzyme Xho | und Kpn | verwendet, die die FLAG-LST1-
Insertionen flankieren (erwartete Insertionsgrolen: FLAG-LST1.2345 = 348 bp, FLAG-
LST1.245 = 255 bp). Von den Klonen, deren Insertionen in der Restriktionsanalyse die
erwartete Fragmentgro3e zeigten, wurden pro Ansatz zwei sequenziert. Die Ergebnisse der
Sequenzierung zeigten, dass von den FLAG-LST1.245-Klonen, einer eine Basensubstitution
aufwies (Klon 4-18) und einer fehlerfrei war (Klon 4-22). Die Klone mit der FLAG-LST1.2345-
Insertion zeigten beide Basensubstitutionen, beim Klon 11-2 wurden zwei Substitutionen
festgestellt, beim Klon 11-6 fuhrte eine Substitution lediglich zu einer stillen Mutation, weshalb
entschieden wurde mit diesem Klon weiterzuarbeiten.

6.1.3.3.3 Klonierung der FLAG-LST1-Sequenzen in den pEGFP-N1-Vektor

Im nachsten Klonierungsschritt wurden die FLAG-LST1-Insertionen in den Vektor pEGFP-N1
umkloniert. Die Plasmid-DNS der Klone 4-22 und 11-6 wurde mit dem Restriktionsenzymen
Xho | und Kpn | verdaut und gereinigt, parallel dazu wurde der Vektor pEGFP-N1 ebenfalls mit
dieser Enzymkombination verdaut und anschlieRend gereinigt. Der verdaute pcDNA-Vektor
wurde mit den isolierten Insertionen in Ligationsreaktionen eingesetzt und transformiert. Das
Testen der resultierenden Transformandenklone auf das Vorhandensein der FLAG-LST1-
Insertionen erfolgte mittels PCR, unter Verwendung der Primer 5-Lst2-FLAG2 und 3-Lst5-Kpn.
Von je zwei positiven Klonen (5-7, 5-8, 15-3 und 15-4) wurde Plasmid-DNS isoliert und mittels
Restriktionsanalyse untersucht. Die Restriktionsanalysen mit den Enzymen Xho | und Kpn |
konnten in samtlichen Klonen Insertionen mit den erwarteten GroRen freisetzen (FLAG-
LST1.2345 = 348 bp, FLAG-LST1.245 = 255 bp). Fir alle weiteren Versuche wurden die Klone
5-8 (FLAG-LST1.245-EGFP) und 15-4 (FLAG-LST1.2345-EGFP) verwendet.

6.1.3.4 Klonierung eines FLAG-LST1-DsRed2 Expressionsvektors

Bei der Untersuchung der Lokalisation von FLAG-LST1-EGFP in transfizierten Zellen hat es
sich als notwendig erwiesen, eine mogliche Kolokalisation mit Tubulin zu untersuchen. Da
hierfur lediglich ein EGFP-Tubulin-Expressionskonstrukt zur Verfigung stand, musste ein
Konstrukt zur Expression eines LST1-DsRed2-Fusionsproteins hergestellt werden.
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Die multiple Klonierstelle des pDsRed2-N1-Vektors hat dieselbe Sequenz, wie die des pEGFP-
N1-Vektors. Dies ermdglichte eine direkte Umklonierung der FLAG-LST1.2345-Insertion vom
pEGFP-N1-Vektor in den pDsRed2-N1-Vektor. Der Vektor pDsRed2-N1 und die Plasmid-DNS
des Klons 15-4 (FLAG-LST1.2345 im pEGFP-N1) wurden mit den Restriktionsenzymen Xho |
und Kpn | verdaut und anschlieBend gereinigt. Der verdaute pDsRed2-Vektor wurde mit der
FLAG-LST1-Insertion in eine Ligationsreaktion eingesetzt und transformiert. Die resultierenden
Transformandenklone wurden mittels PCR auf das Vorhandensein der FLAG-LST1-Insertion
getestet, dazu wurde das Primerpaar 5-Lst2-FLAG2 / 3-Lst5-Kpn verwendet. Von drei positiven
Klonen (16-4, 16-8 und 16-12) wurde Plasmid-DNS isoliert, diese wurde mittels
Restriktionsanalyse, unter Verwendung der Enzyme Xho | und Kpn |, untersucht. Bei zwei der
drei untersuchten Klonen (12-8 und 12-16) konnte durch den Verdau die Insertion mit den
erwarteten Grof3en freigesetzt werden (348 bp). Fur alle weiteren Versuche wurde der Klon 16-
12 (FLAG-LST1.2345-DsRed?2) verwendet.

FLAG-LST1.245 in pcDNA 3.1 (-) FLAG-LST1.245-EGFP in pEGFP-N1
ATG TAA ATG
I I I
— FLAG-LST1.245 — — FLAG-LST1.245 [ EGFP
272 bp 255 bp
Xho| < » EcoRI Xho| ¢——p Kpnl
FLAG-LST1.235" in pcDNA 3.1 (-) FLAG-LST1.2345-EGFP in pEGFP-N1
ATG TGA ATG
I I I
— FLAG-LST1.235° — — FLAG-LST1.2345 — EGFP
321 bp 348 bp
Xho'l « » EcoR | Xhol <« » Kpn |
LST1.235"-FLAG in pcDNA 3.1 (-) FLAG-LST1.2345-EGFP in pDsRed2-N1
ATG TAA ATG
I I I
— LST1.235-FLAG [— — FLAG-LST1.2345 — DsRed2
228 bp 348 bp
Xhol <¢——p EcoRI Xhol < » Kpnl

Abbildung 15: Hergestellte LST1-Expressionsvektoren. Schematische Darstellung der hergestellten
LST1-Expressionsvektoren, angegeben sind die fur die Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme und
die Insertionslange. Zusatzlich sind die Positionen der Start- und Stopp-Codons eingezeichnet.
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6.2 Herstellung von monoklonalen LST1-Antikorpern

Die hergestellten Expressionsvektoren (Abb. 15) sollten in dieser Arbeit dazu eingesetzt
werden Uberexprimiertes LST1 in transfizierten Zellen zu untersuchen. Um gesicherte
Erkenntnisse Uber die Funktion und Struktur der LST1-Isoformen zu erhalten, war es jedoch
unumganglich auch die endogenen Proteine zu untersuchen. Da fur die
Proteincharakterisierung Antikorper-basierte Methoden essentiell sind und zu Beginn dieser
Arbeit kein LST1-Antikdrper vorhanden war, sollte mittels Hybridomtechnologie ein
monoklonaler Antikbrper gegen LST1 hergestellt werden.

6.2.1 Isolierung von rekombinantem HIS-LST1

Zur Immunisierung von Ratten sollte Hisg-etikettiertes LST1 in Bakterien rekombinant
exprimiert und gereinigt werden. Dazu wurde ein bereits vorhandener Expressionsvektor (HIS-
LST1.3A45°, Klon 2.1 im pET-45b (+)-Vektor, Nitschké 2006) verwendet. Dieses Konstrukt
kodiert ein N-terminal Hisg¢-etikettiertes LST1-Protein (Abb. 16A). Es handelt sich dabei um die
LST1.2345 -Isoform, bei der jedoch die ersten 26 N-terminalen AS fehlen, diese enthalten u.a.
die Transmembrandomane und wurden deletiert um die LOslichkeit des rekombinanten
Proteins zu gewahrleisten.

Der Expressionsvektor fur das HIS-LST1.3A45 -Protein wurde in BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL-
Bakterien nach Herstelleranleitung transformiert. Dieser Bakterienstamm wurde aus zwei
Grinden gewahlt: Einerseits enthalt er zusatzliche Kopien von ,seltenen“ tRNS-Genen, die bei
der Expression von eukaryotischen Proteinen in Bakterien oft zum limitierenden Faktor werden
kénnen. Andererseits besitzt der pET-45b (+)-Vektor einen T7-Promotor. Bei den verwendeten
BL21-Bakterien kann die T7-Polymerase durch Zugabe von IPTG hochreguliert werden,
wodurch die Expression des rekombinanten Proteins induziert wird. Die transformierten BL21-
Bakterien wurden nach Herstelleranleitung Uber Nacht kultiviert. Zur Induktion der Expression
von rekombinantem HIS-LST1 wurde ein Liter Bakterienkultur auf 1 mM IPTG eingestellt und
drei Stunden lang bei 30°C geschittelt. Anschliel3end wurde, wie unter 5.4.2 beschrieben, aus
der Bakterienkultur ein Lysat hergestellt. Die Reinigung des rekombinanten HIS-LST1 aus dem
Bakterienlysat erfolgte mittels Bindung des Hisg-Etiketts an die mit Ni**-lonen beladene Matrix
der Pro Pur IMAC Midi-Saule. Die Beladung der Saule mit dem Lysat, die Waschschritte und
die Elution der HIS-LST1-Proteine aus der Saulenmatrix wurden, wie unter 5.4.3 beschrieben,
durchgefihrt.

Die aus der Saulenreinigung erhaltenen Protein-Fraktionen wurden auf einem Polyacrylamidgel
aufgetrennt, das mittels Coomassie gefarbt wurde. Auf dem gefarbten Gel war die IPTG-
vermittelte Induktion der HIS-LST1-Expression deutlich zu erkennen (Abb. 16B). Samtliche
Elutionsfraktionen enthielten das rekombinante HIS-LST1 als Monomer, Dimer und Trimer
(Abb. 16B, errechnete Molekulargewichte: 10,5 / 21,1 / 31,6 kDa). Die dimeren und trimeren
HIS-LST1-Proteine wanderten in der Polyacrylamidgelelektrophorese langsamer als erwartet,
lediglich das Monomer war auf der erwarteten Hohe zu beobachten. In den Elutionsfraktionen
waren neben dem HIS-LST1 auch kontaminierende Proteine vorhanden, die vermutlich durch
unspezifische Bindung an die Saulenmatrix ins Eluat gelangten (Abb. 16B). Da fir die
Immunisierung eine reine HIS-LST1-Proteinlésung von Noéten war, wurde an dieser Stelle
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beschlossen die Elutionsfraktionen 1 — 4 zusammenzufassen und einer erneuten Saulen-
reinigung zu unterziehen. Dazu musste zunachst mittels Dialyse (gegen PBS + 2 M Harnstoff)
das Imidazol aus der Proteinldsung entfernt werden. Imidazol wird im Elutionspuffer eingesetzt
um gebundene, Hiss-etikettierte Proteine von den Bindungsstellen in der S&ulenmatrix zu
verdrangen und wirde bei einer erneuten Beladung der Saule die Proteinbindung verhindern.
Nach der Dialyse wurde die Proteinldsung auf die Pro Pur IMAC Midi-Saule geladen und
gereinigt. Die aus der zweiten Saulenreinigung resultierenden Fraktionen wurden auf einem
Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Coomassie gefarbt. Die Elutionsfraktionen 1 — 3
enthielten das HIS-LST1-Protein als Monomer, Dimer und Trimer (Abb. 16C). Die Reinheit der
HIS-LST1-Proteinlésung war im Vergleich zum ersten Durchlauf erheblich héher und fir die
Immunisierung der Ratten ausreichend.
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Abbildung 16. A) Aminosaurensequenz von HIS-LST1.3A45". Die vom pET-45b (+)-Vektor kodierten
AS des Hisg-Etiketts und der Verknipfungssequenz (Linker) sind schwarz gezeichnet. Die von den
LST1-Exonen 3, 4 und 5" kodierten AS sind farbig dargestellt. B) Erste Saulenreinigung von HIS-
LST1. Proben aus der bakteriellen Expression und verschiedene Fraktionen aus der ersten
Saulenreinigung wurden auf einem 15 %-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt, das mittels Coomassie
gefarbt wurde. Jeweils 20 ul Bakteriensuspension aus den nicht-induzierten (NI) und induzierten (1)
Kulturen wurden direkt aufgetragen. Aus der Saulenreinigung wurden je 20 ul vom Durchfluss (DF),
sowie von den Elutionsfraktionen 1 — 6 (E1 — E6) aufgetragen. Die GroRBen der relevanten
Proteinmarkerbanden (M) sind angegeben (B — D). C) Zweite Saulenreinigung von HIS-LST1.
Fraktionen aus der zweiten Saulenreinigung wurden auf einem 15 %-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt,
das mittels Coomassie gefarbt wurde. Von den Fraktionen der S&ulenreinigung wurden je 20 ul
aufgetragen: Durchfluss = DF, Waschschritt 6 = W6, Elutionsfraktionen 1 — 6 = E1 — E6. Die Positionen
des rekombinanten HIS-LST1 als Monomer (mLST1), Dimer (dLST1) und Trimer (triLST1) sind rechts
markiert. D) Western-Analyse vom gereinigten HIS-LST1. Auf einem 15 %-igen Polyacrylamidgel
wurde 1 ug gereinigtes HIS-LST1 aufgetragen. Die Chemilumineszenzdetektion der Western-Membran
erfolgte mit dem anti-Hisg-Antikdrper (1:1000), einem HRP-gekoppelten anti-Maus-Antikorper (1:10000)
und dem ECL Kit. Die Expositionszeit des Réntgenfilms betrug 2 min. Die Positionen des rekombinanten
HIS-LST1 als Monomer (mLST1), Dimer (dLST1), Trimer (triLST1) und Tetramer (tetLST1) sind links
markiert.

Die Elutionsfraktionen 1 — 2 wurden zusammengefasst und dialysiert (gegen PBS + 2 M
Harnstoff) um das Imidazol aus der Proteinldsung zu entfernen. Die Proteinkonzentration der
dyalisierten L6sung wurde mit der Bradford-Methode bestimmt und lag bei 0,427 mg/ml, damit
betrug die Proteinausbeute nach den zwei sukzessiven Saulenreinigungen 5,12 mg.
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Die Proteinkonzentration war fur die Immunisierung noch zu niedrig, deshalb wurden die im Pro
Pur IMAC Kit enthaltenen Konzentratoren nach Herstelleranleitung eingesetzt. Dadurch konnte
die Proteinkonzentration auf 0,710 mg/ml erhéht werden, was fir die Immunisierung
ausreichend war. Die konzentrierte Proteinldsung wurde in der Western-Analyse untersucht um
sicherzustellen, dass es sich bei dem gereinigten Protein aus der Abb. 16C tatsachlich um das
rekombinante HIS-LST1 als Monomer, Dimer und Trimer handelte. Es konnte das
rekombinante HIS-LST1 in seiner monomeren, dimeren, trimeren und tetrameren Form (Abb.
16D, errechnete Molekulargewichte: 10,5 / 21,1 / 31,6 / 42,2 kDa) detektiert werden. Letztere
zeigte das schwéachste Signal und war vermutlich aus diesem Grund beim Testen der
Elutionsfraktionen nicht identifiziert worden (Abb. 16B, 16C).

6.2.2 Immunisierung und Etablierung von Hybridomzelllinien

Die Immunisierung der Ratten und die anschlieBende Etablierung von antikdrper-
sezernierenden Hybridomzelllinien wurden durch die Arbeitsgruppe von Dr. Elisabeth Kremmer
im Hamatologikum des Helmholtz Zentrums Muanchen durchgefihrt. Das gereinigte HIS-LST1-
Protein aus 6.2.1 wurde zur Immunisierung von Lou/C-Ratten verwendet. Die Immunisierung
und die Etablierung der Hybridomzelllinien wurde, wie unter 5.2.12 beschrieben, durchgefihrt.
LST1-spezifische Antikérper konnten in den Uberstdnden von 58 der resultierenden
Hybridomklone nachgewiesen werden. Diese monoklonalen LST1-Antikérper wurden im
nachsten Schritt ndher charakterisiert.

6.2.3 Charakterisierung der monoklonalen LST1-Antikorper

6.2.3.1 Detektion von denaturiertem LST1 mittels monoklonaler Antik6rper

Die LST1-spezifischen Antikdrper wurden zunachst auf ihre Fahigkeit hin untersucht
denaturiertes LST1 in der Western-Analyse zu erkennen. Gereinigtes HIS-LST1.3A45" (siehe
6.2.1) und Lysate aus transient transfizierten (mit dem FLAG-LST1.2345-Expressionsvektor)
und untransfizierten HEK 293T-Zellen wurden untersucht. Die Membranen wurden parallel mit
den 58 zu testenden Hybridomiberstdnden detektiert (exemplarisch gezeigt in Abb. 17,
Ergebnisse im Anhang unter 9.4 zusammengefasst).

Das gereinigte HIS-LST1 konnten in der Western-Analyse 43 der getesteten
Hybridomuberstande nachweisen, wobei manche Antikérper nur HIS-LST1 in der monomeren
und nicht in der dimeren, trimeren und tetrameren Form erkennen konnten (Abb. 17,
errechnete Molekulargewichte: 10,5/ 21,1/ 31,6 / 42,2 kDa). Das in HEK 293T-Zellen transient
exprimierte FLAG-LST1.2345 konnten 29 der getesteten Hybridomiberstande erkennen. Auch
hier wiesen einige Antikorper lediglich das Monomer und nicht das Dimer nach (Abb. 17,
errechnete Molekulargewichte: 11,8 / 23,6 kDa). Einige der Hybridomuberstande (10)
reagierten mit dem Lysat der HEK 293T-Zellen. Diese Antikorper detektierten eine Vielzahl von
Banden (iber 15) in den Lysaten der transfizierten und untransfizierten HEK 293T-Zellen,
konnten aber das rekombinante FLAG-LST1 nicht detektieren (nicht gezeigt). Die Unfahigkeit
dieser Antikérper rekombinantes FLAG-LST1 nachzuweisen spricht eher dagegen, dass es
sich bei den detektierten Banden um endogene LST1-Isoformen handelt. Wahrscheinlicher
erscheint es, dass diese Banden durch Kreuzreaktivitat der verwendeten Hybridomuberstande
zustande kommen.
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Abbildung 17: Western-Analyse mit LST1-spezifischen Hybridomiiberstinden. Auf 15 %-ige
Polyacrylamidgele wurden 1 ug gereinigtes HIS-LST1 (1) und das Lysat von 2 x 10° FLAG-LST1.2345-
transient-transfizierten (2) und untransfizierten (3) HEK 293T-Zellen aufgetragen. Die
Chemilumineszenzdetektion der  Western-Membran  erfolgte mit den  LST1-spezifischen
Hybridomuiberstanden (1:100, 2H5, 6C2, 6H7, 7E2 und 8G1), einem HRP-gekoppelten anti-Ratte-
Antikérper (1:10000) und dem ECL Kit. Die Expositionszeit der Roéntgenfilme betrug 10 min. Die
Positionen des rekombinanten HIS-LST1 als Monomer (mHIS-LST1), Dimer (dHIS-LST1), Trimer (triHIS-
LST1) und Tetramer (tetHIS-LST1) sind links angegeben. Die Positionen des rekombinanten FLAG-
LST1 als Monomer (mFLAG-LST1.2345) und Dimer (dFLAG-LST1.2345) sind rechts angegeben.

Aus den 29 Hybridomiberstanden, die in der Lage waren sowohl HIS-LST1 als auch FLAG-
LST1.2345 zu detektieren, wurden die 4 Uberstande ausgewahlt, die die starksten Signale
lieferten. Diese Antikérper wurden auf ihre Fahigkeit hin untersucht endogene LST1-Isoformen
in der Western-Analyse zu erkennen (nicht gezeigt). Der Hybridomklon 7E2, dessen
sezernierte Antikorper (Isotyp 1gG2b) endogenes LST1 im Lysat von U-937-Zellen am
deutlichsten nachweisen konnten, wurde fir den Einsatz in der Western-Analyse ausgewahlt
und im nachsten Schritt naher charakterisiert.

6.2.3.2 Charakterisierung des monoklonalen LST1-Antik6rpers 7E2

Um festzustellen welche LST1-Isoformen vom 7E2-AntikGrper detektiert werden konnen,
wurden HEK 293T-Zellen transient mit Expressionsvektoren fir N- und C-terminal FLAG-
etikettierte LST1-Isoformen transfiziert. Zelllysate der transienten Transfektanten wurden in
Western-Analysen eingesetzt und mit dem 7E2-Antikorper detektiert. Um sicherzustellen, dass
in den Lysaten tatsachlich rekombinantes Protein vorhanden war, wurden die Membranen nach
der Detektion gestrippt und mit dem FLAG-Antikérper nachdetektiert.

Der 7E2-Antikorper konnte die transmembrane FLAG-LST1.2345 -Isoform und ihre Multimere
(errechnete Molekulargewichte: 11,8 / 23,6 / 35,4 kDa) detektieren, aber keines ihrer C-terminal
verkirzten Abbauprodukte (Abb. 18A). Die LST1.2345 -FLAG-Isoform wurde nicht erkannt, ein
Abbauprodukt dieses Proteins wurde aber wiederum vom 7E2-Antikdrper erkannt (Abb. 18A).
Die fehlende Erkennung dieser Bande bei der FLAG-Nachdetektion (Abb. 18A, unteres Bild)
deutet darauf hin, dass es sich um ein Abbauprodukt handelt, dem das FLAG-Etikett fehlt. Aus
diesem Befund wurde gefolgert, dass entweder die Anwesenheit des FLAG-Etiketts am C-
Terminus die Bindung des 7E2-Antikérpers behindert, oder, dass der Antikdrper zur Bindung
einen freien C-Terminus bendtigt. Die LST1.235"-Isoform (errechnetes Molekulargewicht: 7,1
kDa) wurde, unabhangig von der Position des FLAG-Etiketts, vom 7E2-Antikorper nicht erkannt
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(Abb. 18A). Dies lag innerhalb der Erwartungshaltung da die Sequenz der LST1.235"-Isoform
einer Leserasterverschiebung unterliegt, was zur Folge hat, dass sich ihre Sequenzhomologie
zum HIS-LST1.3A45 -Immunogen auf 11 AS beschrankt. Die l6sliche FLAG-LST1.245-Isoform
(errechnetes Molekulargewicht: 9,2 kDa) konnte wiederum vom 7E2-Antikérper eindeutig
nachgewiesen werden (Abb. 18A).

Zur Bestimmung des Bindeepitops vom 7E2-Antikoérper wurde ein mutiertes LST1-Konstrukt
(FLAG-LST1.2345A) verwendet, welchem die letzten 13 C-terminalen AS der Volle-Lange
transmembranen FLAG-LST1.2345-Isoform fehlten. Der 7E2-Antikdrper konnte das mutierte
Protein nicht erkennen (Abb. 18A). Daraus konnte geschlossen werden, dass sich das
Bindeepitop in der C-terminalen Region vom Volle-Lange LST1 befindet (Abb. 19). Somit ist
der 7E2-Antikorper in der Lage samtliche LST1-Isoformen zu erkennen, die durch Exon 4-
enthaltende Transkripte kodiert werden: LST1.2345, LST1.2345", LST1.2345"", LST1.245,
LST1.245 und LST1.245"".
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Abbildung 18. A) Western-Analyse von rekombinantem LST1 mit dem 7E2-Antikorper. Auf 15 %-
ige Polyacrylamidgele wurden Lysate von je 1 Xx 10° transient transfizierten HEK 293T-Zellen
aufgetragen. Die Fluoreszenzdetektion der Western-Membranen erfolgte mit dem 7E2-
Hybridomuberstand (1:100) und einem IRDye800CW-gekoppelten anti-Ratte-Antikorper (1:10000). Nach
der Detektion wurde die Membran gestrippt und mit dem FLAG-M2-Antikérper (1:1000) und einem
IRDye800CW-gekoppelten anti-Maus-Antikoérper (1:10000) nachdetektiert. Die Gréfen der relevanten
Proteinmarkerbanden sind angegeben (A und B). B) Western-Analyse von endogenem LST1 mit dem
7E2-Antikorper. Lysate von je 1 x 10°® U-937-, bzw. HeLa-Zellen wurden wie unter A) beschrieben in die
Western-Analyse eingesetzt. Die Fluoreszenzdetektion der Western-Membran erfolgte mit dem 7E2-
Hybridomuberstand (1:10) und einem IRDye800CW-gekoppelten anti-Ratte-Antikdrper (1:10000). In
einem Parallelansatz wurden Lysate mit einem HIS-LST1-praabsorbierten 7E2-Hybridomiberstand
(1:10) und einem IRDye800CW-gekoppelten anti-Ratte-Antikérper (1:10000) detektiert. Die Positionen
von endogenem LST1 in seiner monomeren (mLST1.2345) und dimeren Form (dLST1.2345) sind rechts
angegeben.
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FLAG-LST1.2345° MDYKDDDDKL SRNDDICIYG GLGLGGLLLL AVVLLSACLC WLHRRVKRLE RSW------------- AQGSS
LST1.2345"-FLAG ML SRNDDICIYG GLGLGGLLLL AVVLLSACLC WLHRRVKRLE RSW------------- AQGSS

FLAG-LST1.2345A
FLAG-LST1-245
LST1.235-FLAG
FLAG-LST1.235"

FLAG-LST1.2345
LST1.2345-FLAG
FLAG-LST1.2345A
FLAG-LST1-245
LST1.235-FLAG
FLAG-LST1.235"

MDYKDDDDKL SRNDDICIYG GLGLGGLLLL AVVLLSACLC WLHRRVKRLE RSWHLLSWSQ AQGSS

MDYKDDDDKL SRND VKRLE RSWHLLSWSQ AQGSS
ML SRNDDICIYG GLGLGGLLLL AVVLLSACLC WLHRR GPGLL

MDYKDDDDKL SRNDDICIYG GLGLGGLLLL AVVLLSACLC WLHRR GPGLL

EQELH YASLQRLPVP SSEGPDLRGR DKRGTKEDPR ADYACIAENK PT*

EQELH YASLQRLPVP SSEGPDLRGR DKRGTKEDPR ADYACIAENK PTDYKDDDDK*

EQELH YASLQRLPVP SSEGPDLRGR DKRGTKEDP SSVPSLSLNR*

EQELH YASLQRLPVP SSEGPDLRGR DKRGTKEDPR ADYACIAENK PT*
RAGTP LCISAEAASA QQDYKDDDDK*
RAGTP LCISAEAASA QQ*

Abbildung 19: Vergleich der Aminosdurensequenzen rekombinanter LST1-Isoformen. Die
Aminosaurensequenzen, der in der Abb. 18A verwendeten, rekombinanten LST1-Proteine sind
angegeben. AS, die nicht durch LST1 kodiert werden, wie die vom FLAG-Etikett oder Vektor-kodierte AS
(bei FLAG-LST1.2345A), sind kursiv angegeben. Die von der Exon 4-Sequenz kodierten AS sind
unterstrichen. Das vom LST1-7E2-Antikorper erkannte Bindeepitop, ist in der Sequenz der detektierten
LST1-Isoformen grau hinterlegt.

Die Fahigkeit des 7E2-Antikorpers endogenes LST1 zu detektieren, wurde durch Western-
Analysen mit Lysaten aus U-937- und HelLa-Zellen udberprift. Nur die Volle-Ladnge
transmembrane Isoform LST1.2345 konnte als Monomer und als mégliches Homodimer
detektiert werden (Abb. 18B, errechnete Molekulargewichte: 11,7 / 23,4 kDa). Die Spezifitat
des 7E2-Antikdrpers wurde durch die Paralleldetektion von Lysaten mit einem HIS-LST1-
praabsorbierten 7E2-Hybridomuberstand uberprift. Dieser konnte kein endogenes LST1
detektieren, lediglich eine schwache Bande bei 16,5 kDa erwies sich als unspezifisch (Abb.
18B).

Sowohl die rekombinanten als auch die endogenen LST1-Transmembranisoformen wanderten
in der Polyacrylamidgelelektrophorese langsamer als erwartet, was wahrscheinlich auf das
Vorhandensein der Transmembranhelix zuriickzufiihren ist. Ahnliche Beobachtungen wurden
von Raghunathan et al. bei der Detektion von endogenem LST1 im DC-Lysat mit einem
polyklonalen LST1-Antikdrper gemacht. Die Bildung von Multimeren durch rekombinante und
endogene LST1-Transmembranisoformen wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit thematisiert.

6.2.3.3 Detektion von nativem LST1 mittels monoklonaler Antikorper

Nachdem die Fahigkeit der HybridomuUberstande, denaturiertes LST1 in der Western-Analyse
zu erkennen Uberprift wurde, sollte nun deren Affinitat fir natives LST1 untersucht werden.

Ziel war es einen Antikorper zu erhalten, der sowohl rekombinantes als auch endogenes LST1
in der nativen Konformation binden kann. Als Testmethode wurde die Durchflusszytometrie
gewahlt. Endogenes LST1 sollte in der U-937-Zelllinie mittels extrazellularer, bzw.
intrazellularer Farbung detektiert werden. Als Negativkontrolle wurden fir die FACS-Analyse
U-937-Zellen mit einem irrelevanten Ratten-Hybridomuberstand (anti-RMC 16D2) vom Isotyp
IgG2a gefarbt. Als positive Kontrolle wurde eine U-937-Transfektante etabliert, die stabil
LST1.2345°-FLAG exprimiert. Dazu wurden U-937-Zellen mittels Elektroporation transfiziert
und selektiert. Die resultierenden Klone wurden auf die Expression von rekombinantem LST1-
FLAG mittels Western-Analyse, unter Verwendung des FLAG-Antikdrpers, untersucht. Der Klon
U-937 D2 zeigte die starkste LST1-FLAG-Expression (nicht gezeigt) und wurde fur die
weiteren Versuche verwendet. Eine stabile U-937-Transfektante, die das N-terminal etikettierte
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FLAG-LST1.2345" exprimiert, konnte trotz wiederholter Versuche, nicht etabliert werden. Die
oben beschriebene Testmethode wurde zunadchst eingesetzt um zu Uberprifen ob der
etablierte 7E2-Antikérper auch natives LST1 erkennen kann. Es konnte keine extrazellulare
und nur eine sehr schwache intrazellulare Farbung mit dem 7E2-Antikérper festgestellt werden
(Abb. 20). Weiterhin konnte keine hohere LST1-Expression bei der U-937 LST1 D2-
Transfektante beobachtet werden, dies lag aber innerhalb der Erwartungshaltung, da der 7E2-
Antikérper die intakte LST1.2345°-FLAG-Isoform in der Western-Analyse nicht nachweisen
konnte (Abb. 18A). Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass der 7E2-Antikérper das
native, endogene LST1 nur schwach erkennen kann. Zur Detektion von nativem LST1 musste
also ein anderer Hybridomklon verwendet werden. Es wurden 9 Hybridomuberstande
ausgesucht, die in der Western-Analyse das rekombinante FLAG-LST1 deutlich gebunden
hatten (siehe 6.2.3.1). Um auszuschlieBen, dass ein GrofRteil der LST1 Antikorper, die
denaturiertes LST1 erkennen koénnen, nicht in der Lage sind natives LST1 zu detektieren,
wurden auch drei Hybridomuberstande ausgesucht, die negativ in der Western-Analyse
getestet wurden. Samtliche untersuchte Antikérper konnten LST1 in der extrazellularen
Farbung nicht erkennen, wahrend die meisten in der intrazellularen Farbung deutliche Signale
lieferten (exemplarisch gezeigt in Abb. 20, Ergebnisse im Anhang unter 9.4 zusammengefasst).

Die Bedeutung dieses Befundes fur die Membrantopologie von LST1 wird im weiteren Verlauf
dieser Arbeit thematisiert. Die meisten der untersuchten Hybridomuberstande detektierten, wie
erwartet, eine hohere LST1-Expression in der U-937-LST1-D2-Transfektante im Vergleich zu
der U-937-Zelllinie (Abb. 20). Der 8D12-Antikdrper zeigte in der intrazellularen Farbung die
starkste Signalintensitat und der LST1-Expressionsunterschied zwischen der U-937-Zelllinie
und der Transfektante, wurde von diesem Hybridomuberstand am deutlichsten nachgewiesen.
Daher wurde der 8D12-Antikdrper (Isotyp IgG2a) fur die Detektion von nativem LST1
ausgewahlt und im nachsten Abschnitt naher charakterisiert.

2B1 4H6 7E2 8D12

extrazelluldare
Féarbung

intrazellulare

10 10 10 0° 10! 10° 10° w! 10" 10! 10° 10° 10! 10° 10! 10° 10 ity
FL2H FL2H FL2H FLzH

[ ] 1sotyp Kontrolle U937 E. U-937-LSTH

Abbildung 20: Durchflusszytometrische Untersuchung mit LST1-spezifischen Hybridom-
tiberstinden. Die LST1-Expression in der U-937-Zelllinie (grine Linie) und in der stabilen U-937-
LST1.2345°-FLAG-Transfektante (rote Linie) wurde mittels extrazellularer, bzw. intrazellularer Farbung,
unter Verwendung von LST1-spezifischen Hybridomiberstdnden (unverdiinnt, 2B1, 4H6, 7E2 und
8D12), in der Durchflusszytometrie untersucht. Zur Kontrolle wurden U-937-Zellen in einem
Parallelansatz mit dem RMC 16D2-Hybridomiberstand (unverdinnt, graue Kurve) gefarbt. Die Detektion
der gebundenen Primarantikérper erfolgte mit einem RPE-gekoppelten anti-Ratte-Antikérper (1:50).
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6.2.3.4 Charakterisierung des monoklonalen LST1-Antik6rpers 8D12

Um zu untersuchen, welche LST1-Isoformen vom 8D12-Antikorper erkannt werden kénnen,
wurde dieser zur Immunprazipitation (IP) von rekombinantem FLAG-LST1 eingesetzt. In die IP
wurden Lysate von transient transfizierten HEK 293T-Zellen eingesetzt. Die Prazipitate wurden
anschlieRend in der Western-Analyse mit dem FLAG-Antikérper detektiert. Der 8D12-
Hybridomuberstand konnte das transmembrane FLAG-LST1.2345" als Monomer und Dimer
prazipitieren (Abb. 21, errechnete Molekulargewichte: 11,8 / 23,6 kDa). Die I6sliche FLAG-
LST1.245-Isoform konnte ebenfalls vom 8D12-Antikbrper prazipitiert werden (Abb. 21,
errechnetes Molekulargewicht: 9,2 kDa). Aus dem Ergebnis der IP lasst sich folgern, dass der
8D12-Antikérper mindestens 4 LST1-Isoformen in der nativen Konformation binden kann:
LST1.2345, LST1.2345°, LST1.245 und LST1.245".

Die Fahigkeit des 8D12-Hybridomuberstandes auch endogenes LST1 zu prazipitieren, wurde
ebenfalls untersucht. Dazu wurden Lysate von U-937-Zellen parallel mit dem 8D12-
Hybridomiberstand und mit einem Kontrolliberstand selben Isotyps (anti-RMC 16D2)
prazipitiert. Die Prazipitate wurden mittels Western-Analyse, unter Verwendung des LST1-7E2-
Antikdrpers detektiert. Der 8D12-Antikorper konnte nur das Volle-Lange transmembrane
LST1.2345 aus dem U-937-Lysat prazipitieren (Abb. 21, errechnetes Molekulargewicht: 11,7
kDa). Dies deckt sich weitgehend mit dem Ergebnis der Western-Analyse, diese konnte in
U-937-Zellen lediglich eine endogene LST1-Isoform nachweisen (siehe 6.2.3.2).
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Abbildung 21: Immunprézipitation von LST1 mit dem 8D12-Antikérper. HEK 293T-Zellen wurden
mit Expressionsvektoren fur FLAG-LST1 transient transfiziert. Das Lysat von je 1 x 10" HEK 293T-
Transfektanten, bzw. 3 x 10" U-937-Zellen wurde in IP mit dem 8D12-Antikdrper, bzw. einem Isotyp-
Kontrolliiberstand (anti-RMC 16D2) eingesetzt. Die Prazipitate wurden auf 15 %-ige Polyacrylamidgele
aufgetrennt. Die Detektion der Western-Membranen erfolgte mit dem FLAG-M2-Antikérper (1:1000,
linkes Bild), bzw. mit dem LST1-7E2-Hybridomiberstand (1:10, rechtes Bild). Als zweite Antikérper
wurden IRDye800CW-fluoreszenzgekoppelte anti-Maus-, bzw. anti-Ratte-Antikdrper (1:10000)
verwendet. Die Positionen der schweren (hc) und leichten (Ic) Ketten des Ratte 1gG sind angegeben.
Zusatzlich sind die rekombinanten und endogenen LST1-Isoformen gekennzeichnet. Die Gréfen der
relevanten Proteinmarkerbanden sind zwischen den beiden Bildern markiert.
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Die subzellulare Lokalisation von endogenem LST1 wurde von Ina Rohwedder in
verschiedenen Zelllinien mittels Immunzytochemie untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass
der in der Durchflusszytometrie und IP erfolgreich eingesetzte 8D12-Antikdrper, endogenes
LST1 nur schwach in der Immunzytochemie detektieren konnte (Rohwedder 2008). Daraufhin
wurde nach einem Hybridomklon gesucht, dessen sezernierte Antikorper erfolgreich in der
Immunzytochemie eingesetzt werden konnten. Bei der Farbung von HelLa-Zellen mit 22
verschiedenen Hybridomiberstanden konnte der 2B1-Antikérper endogenes LST1 am
deutlichsten nachweisen (Rohwedder 2008). Da im Verlauf dieser Arbeit endogenes LST1
auch mittels Immunzytochemie untersucht werden sollte, wurde der 2B1-Antikdrper naher
charakterisiert.

6.2.3.5 Charakterisierung des monoklonalen LST1-Antik6rpers 2B1

Um das Bindespektrum des 2B1-Antikorpers (Isotyp IgG2a) zu charakterisieren, wurde dieser
zur IP von rekombinantem FLAG-LST1 eingesetzt. Die IP und die Analyse der Prazipitate
wurden, wie unter 6.2.3.4 beschrieben, durchgefiihrt. Der 2B1- Hybridomuberstand konnte das
transmembrane FLAG-LST1.2345" als Monomer, Dimer und Trimer prazipitieren (Abb. 22,
errechnete Molekulargewichte: 11,8 / 23,6 / 35,4 kDa). Die I6sliche FLAG-LST1.245-Isoform
konnte ebenfalls vom 2B1-Antikérper prazipitiert werden (errechnetes Molekulargewicht: 9,2
kDa). Somit ist das Bindespektrum des 2B1-Antikérpers identisch mit dem des 8D12-
Antikorpers: Beide kdnnen mindestens 4 LST1-Isoformen in der nativen Konformation binden
(LST1.2345, LST1.2345°, LST1.245 und LST1.245").
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Abbildung 22: Immunprazipitation von LST1 mit dem 2B1-Antikorper. HEK 293T-Zellen wurden mit
Expressionsvektoren fur FLAG-LST1 ftransient transfiziert. Das Lysat von je 1 x 10" HEK 293T-
Transfektanten, bzw. 3 x 10" U-937-Zellen wurde in IP mit dem 2B1-Antikorper, bzw. einen Isotyp-
Kontrolliiberstand (anti-RMC 16D2) eingesetzt. Die Prazipitate wurden auf 15 %-ige Polyacrylamidgele
aufgetrennt. Die Detektion der Western-Membranen erfolgte mit dem FLAG-M2-Antikérper (1:1000,
Bilder links, verandert nach Rohwedder 2008), bzw. mit dem LST1-7E2-Hybridomuberstand (1:10, Bild
rechts). Als zweite Antikdrper wurden IRDye800CW-fluoreszenzgekoppelte anti-Maus-, bzw. anti-Ratte-
Antikérper (1:10000) verwendet. Die Positionen der schweren (hc) und leichten (Ic) Kette des Ratte IgG
sind angegeben. Zusatzlich sind die rekombinanten und endogenen LST1-Isoformen gekennzeichnet.
Die GroRen der relevanten Proteinmarkerbanden sind markiert.
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Der 2B1-Antikoérper wurde auch zur Prazipitation von endogenem LST1 eingesetzt. Die IP und
die Analyse der Prazipitate wurden, wie unter 6.2.3.4 beschrieben, durchgefuhrt. Der
Hybridomuberstand 2B1 konnte, wie der 8D12-Antikdrper, nur das Volle-Lange transmembrane
LST1.2345 (Abb. 22, errechnetes Molekulargewicht: 11,7 kDa) aus dem U-937-Lysat
prazipitieren.

Die Menge an prazipitiertem LST1.2345-Protein war hdéher, als bei der IP mit dem 8D12-
Antikoérper. Dies deutet darauf hin, dass der 2B1-Antikérper eine hdhere Affinitat fur das
endogene Protein aufweist. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass das
starkere Signal durch zwei eng beieinander liegende Proteinbanden zustande kommt. Der 2B1-
Antikérper wurde in dieser Arbeit zum Nachweis von endogenem LST1 in der IP und
Immunzytochemie eingesetzt.
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6.3 Proteincharakterisierung von LST1

6.3.1 LST1 kodiert evolutionar konservierte Proteine

Die funktionellen Domanen eines Proteins sind meistens evolutionar konserviert. Der Vergleich
der Aminosaurensequenz eines Proteins, mit der Sequenz seiner homologen Proteine in
anderen Arten kann wertvolle Hinweise darauf liefern, welche Bereiche des Proteins fiir seine
Funktion wichtig sind.

Zusatzlich zu den bereits bekannten homologen Proteinen in der Maus (Mus musculus, NCBI
Eintrag NP_034864) und Ratte (Rattus norvegicus, NP_072156) wurden LST1-Homologe in
den Proteomen einer Vielzahl von Saugetieren gefunden. Es konnten beim Schimpansen (Pan
troglodytes, XP_061154035), Rhesusaffen (Macaca mulatta, XP_001105095), Rind (Bos
taurus, XP_873759), Hund (Canis familiaris, XP_848911), Schwein (Sus scrofa, CAN59685)
und Schnabeltier (Ornithorhynchus anatinus, ABU86911) LST1-Homologe identifiziert werden.
Die meisten dieser Proteine waren Homologe der transmembranen LST1.2345-Isoform
(Schimpanse: 99 % Sequenzibereinstimmung, Rhesusaffe: 82 %, Rind: 60 %, Hund: 60 %,
Ratte: 51 %, Maus: 50 % und Schnabeltier 41 %). Die Ausnahme bildete das LST1-Homolog
beim Schwein, dieses ahnelte eher der lI6slichen LST1.245-Isoform (48 % Sequenz-
Ubereinstimmung).

LST1-Homologe wurden ausschlieBlich in den Proteomen von S&ugetieren gefunden, in
anderen Vertebraten-Klassen konnten keine verwandten Proteine ermittelt werden. Dies lasst
den Schluss zu, dass das LST7-Gen spezifisch fur die Klasse der Saugetiere ist. Das
Schnabeltier gehoért der Ordnung der Monotremata an, deren Abstammungslinie trennte sich
schon vor etwa 210 Millionen Jahren von den restlichen Sdugetieren (Belov et al. 2006). Somit
stellt das Schnabeltier einen der ,primitivsten® heute noch lebenden Sauger dar. Das
Vorhandensein eines LST7-Orthologs beim Schnabeltier rickt die Entstehung des LST7-Gens
in die Zeit, in der der alteste gemeinsame Saugervorfahre vermutet wird (vor 240 — 310
Millionen Jahren, Potrzebowski et al. 2008).

Durch einen Vergleich der Aminosdurensequenzen von humanem LST1.2345 und seinen
ermittelten Homologen, wurden die evolutionar konservierten Bereiche des LST1-Proteins
bestimmt (Abb. 23A). Bei eng verwandten Arten weist eine Ubereinstimmung der
Aminosaurensequenzen jedoch nicht zwangslaufig auf evolutionar konservierte Domanen hin.
Ahnlichkeiten in der Sequenz kénnen auch auf geringe Divergenz statt auf evolutiven Druck
zurickzufuhren sein. Die LST1.2345-Isoform wurde in einem separaten Vergleich dem
Schnabeltier-Homolog gegentbergestellt (Abb. 23B), da von den ermittelten Homologen,
dieser die grofte Sequenzabweichung und evolutionare Entfernung zum menschlichen Protein
aufweist. Die Sequenzvergleiche zeigten mehrere konservierte AS im Bereich der
Transmembrandoméne von LST1.2345 (Abb. 23, AS 10 — 32). Es sind zwar nicht sémtliche AS
in diesem Bereich konserviert, aber alle Homologe weisen fast ausschliellich hydrophobe AS
in dieser Region auf. Somit kann gefolgert werden, dass die Transmembranhelix von LST1
evolutionar konserviert ist. Am C-terminalen Ende der Transmembrandoméane befinden sich
zwei konservierte Cysteine (Abb. 23, AS 29 — 32), diese kdnnten fur die Bildung von LST1-
Multimeren (wie in Abb. 17, 18, 21 und 22 gezeigt) Uber Disulfidbricken verantwortlich sein.
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Diese Moglichkeit wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit ndher untersucht. Weiterhin konnten
im LST1-Protein zwei Tyrosin-haltige Motive (Abb. 23, AS 61 — 66 und 94 — 98) als konserviert
eingestuft werden. Das erste dieser Motive erfillt die Konsensussequenz fir ein ITIM
(Immunrezeptor Tyrosin-basiertes Inhibitorisches Motiv, [I/V/L] X 'Y X X [I/V/L]) und ist identisch
mit den ITIM-Sequenzen von SIGLEC 3, 5 und 11 (Sialylsdure-bindende, Ig-ahnliche Lektine,
NCBI Eintrage P20138, 015389 und Q96RL6). Dieser Befund deutet darauf hin, dass LST1 in
Signalweiterleitungsprozessen des Immunsystems eine Rolle spielen kénnte und wird im
weiteren Verlauf dieser Arbeit naher thematisiert. Die vollstdndigen Vergleiche der AS-
Sequenzen sind im Anhang unter 9.5 zu finden.

A)

Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
MLSRNDDICI YGGLGLGGLI] LLAVVLLSAC LCWLHRRVKR LERSWHLLSW 50

SOAQGSSEQE LHYASLORLP VPSSEGPDLR GRDKRGTKED PRADYACIAE 100

NKPT

B)

Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
MLSRNDDICI YGGLGLGGLL LLAVVLLSAC LCWLHRRVKR LERSWHLLSW 50

SOAQGSSEQE LHYASLORLP VPSSEGPDLR GRDKRGTKED PRADYACIAE 100

NKPT

Abbildung 23. A) Vergleich der Aminosdurensequenzen von LST1.2345 und seinen homologen
Proteinen. Die Aminosaurensequenzen von menschlichem LST1.2345 und seinen homologen Proteinen
aus dem Schimpansen, Rhesusaffen, Rind, Hund, Ratte und Maus wurden, unter Verwendung des
MacVector-Programms (Version 7.2.3, Accelrys, San Diego, USA), verglichen. Dargestellt ist die
Sequenz von menschlichem LST1.2345, die durch die Exone 2 — 5 kodierten Abschnitte sind
gekennzeichnet. Die AS der Transmembranhelix (vohergesagt mit dem Programm TMHMM, Krogh et al.
2001) sind unterstrichen. Evolutionar konservierte AS, die in samtlichen Homologen vorkommen, sind
grin unterlegt. AS, die in mindestens 4 der 7 verglichenen Sequenzen vorkommen sind gelb unterlegt.
B) Vergleich der Aminosaurensequenzen von LST1.2345 und seinem Homolog aus dem
Schnabeltier. Die Aminosaurensequenzen von menschlichem LST1.2345 und seinem homologen
Protein aus dem Schnabeltier, wurden, wie unter A) beschrieben, verglichen. Evolutionar konservierte
AS, die in beiden verglichenen Sequenzen vorkommen, sind grin unterlegt.

Die hier identifizierten, evolutionar konservierten Bereiche des transmembranen LST1-Proteins
wurden im Folgenden naher untersucht besonders im Hinblick auf ihre potentielle Funktion und
die sich daraus ergebenden Konsequenzen fir das LST1-Protein.
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6.3.2 LST1 kodiert Typ-l-Transmembranproteine

Das LST1-Gen kodiert 6 transmembrane Isoformen, die jedoch kein Signalpeptid aufweisen.
Aus diesem Grund musste die Membranorientierung experimentell bestimmt werden.
Transmembrane LST1-Isoformen (LST1.2345" und LST1.235") wurden, als N- oder C-terminal
FLAG-etikettierte Proteine, in HEK 293T-Zellen transient exprimiert. Die Zelloberflachen-
expression von rekombinantem LST1 wurde mittels extrazellularer Farbung, unter Verwendung
des FLAG-Antikérpers, in der Durchflusszytometrie untersucht. Transfektanten, die die N-
terminal etikettierten Proteine (FLAG-LST1.2345" und FLAG-LST1.235") exprimierten, zeigten
eine deutliche Zelloberflachenfarbung (Abb. 24A). Bei HEK 293T-Zellen, die mit Konstrukten fir
C-terminal etikettierte Isoformen (LST1.2345"-FLAG und LST1.235"-FLAG) transfiziert wurden,
konnte dagegen keine Zelloberflachenfarbung nachgewiesen werden (Abb. 24A).
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Abbildung 24: Untersuchung der Membrantopologie von LST1, Teil 1. A) FACS-Analyse nach
extrazellularer Farbung von transient transfizierten HEK 293T-Zellen, die N-, bzw. C-terminal FLAG-
etikettierte LST1-Transmembranisoformen exprimieren. Die rekombinanten Proteine sind jeweils
oberhalb der Histogramme schematisch dargestellt. Fir die Farbung wurden der FLAG-M2-Antikorper
(1:200) und ein Cy2-gekoppelter anti-Maus-Antikérper (1:50, rote Linie) verwendet. Als Kontrolle wurden
Transfektanten in Parallelansatzen mit einem IgG1-Kontrollantikérper (1:100) und dem Cy2-gekoppelten
anti-Maus-Antikorper (1:50, graue Kurve) gefarbt. B) Western-Analyse der unter A) analysierten
Transfektanten. Die Lysate von je 1 x 10° HEK 293T-Transfektanten wurden auf 15 Y%-ige
Polyacrylamidgele aufgetrennt. Die Detektion der Western-Membranen erfolgte mit dem FLAG-M2-
Antikérper (1:1000) und einem IRDye800CW-fluoreszenzgekoppelten anti-Maus-Antikérper (1:10000).
Die GroRen der relevanten Proteinmarkerbanden sind rechts angegeben. Die berechneten und
beobachteten Molekulargewichte der rekombinanten LST1-Proteine sind in der Tab. 3 auf S. 79
aufgelistet. 1 = FLAG-LST1.2345°, 2 = LST1.2345-FLAG, 3 = FLAG-LST1.235", 4 = LST1.235"-FLAG.
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Diese Ergebnisse sind reprasentativ fir mindestens drei unabhangige Versuche. Um
sicherzustellen, dass alle Transfektanten vergleichbare Mengen an rekombinantem LST1
exprimiert haben, wurden Lysate aus diesen Zellen mittels Western-Analyse untersucht (Abb.
24B).

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie wurden durch immunzytochemische Farbungen
bestatigt. HeLa-Zellen wurden mit den zuvor verwendeten, transmembranen LST1-Konstrukten
transient transfiziert, fixiert und mit dem FLAG-Antikorper gefarbt. Die N-terminal FLAG-
etikettierten LST1-Isoformen wurden mittels extrazellularer Farbung detektiert, wahrend die C-
terminal etikettierten Isoformen nur auf der zytoplasmatischen Membranseite von
permeabilisierten Zellen nachgewiesen werden konnten (Abb. 25). Bei der intrazellularen
Farbung kolokalisierten die LST1-FLAG-Isoformen mit dem Aktin-Zytoskelett an der
zytoplasmatischen Seite der Membran (Abb. 25, Phalloidinfarbung).

Abbildung 25: Untersuchung der Membrantopologie von LST1, Teil 2. Immunzytochemische
Farbung von fransient transfizierten HelLa-Zellen, die N-, bzw. C-terminal FLAG-etikettierte LST1-
Transmembranisoformen exprimieren. Die rekombinanten Proteine sind jeweils oberhalb der Bilder
schematisch dargestellt. Die gefarbten Transfektanten wurden mittels konfokaler Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht. Gezeigt sind einzelne z-Schnitte, MaRstab: 20 um. Fur die Farbung wurde der
FLAG-M2-Antikérper (1:200) und ein Cy2-gekoppelter anti-Maus-Antikdrper (1:50, griin) verwendet. Die
FLAG-LST1-Transfektanten wurden extrazellular gefarbt (linke Bilder). Bei den Transfektanten, die C-
terminal FLAG-etikettiertes LST1 exprimierten, konnte in der extrazellularen Farbung das FLAG-Epitop
nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden die Transfektanten in einem
Parallelansatz intrazellular mit dem FLAG-Antikorper, wie oben beschrieben, gefarbt. Zusatzlich wurden
diese Zellen mit TRITC-gekoppeltem Phalloidin (1:1000, rot) inkubiert um das Aktin-Zytoskelett sichtbar
zu machen und die erfolgreiche Permeabilisierung der Zellmembran zu zeigen (rechte Bilder,
Uberlagerungen der intrazellularen FLAG- und Aktin-Farbung).
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Die Membrantopologie von LST1 wurde in einem weiteren Versuch untersucht. N-terminal
etikettierte FLAG-LST1-EGFP-Fusionsproteine wurden transient in HeLa-Zellen exprimiert und
mittels Immunzytochemie mit dem FLAG-Antikdrper gefarbt. Nur das transmembrane FLAG-
LST1.2345-EGFP-Fusionsprotein konnte in der extrazellularen Farbung an der Membran
nachgewiesen werden (Abb. 26). Das FLAG-LST1.245-EGFP-Fusionsprotein diente als
Kontrolle und konnte nicht mit dem FLAG-Antikérper angefarbt werden. Das I6sliche
Fusionsprotein war im Zytoplasma und Zellkern der transfizierten Zellen lokalisiert (Abb. 26).

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie und Immunzytochemie zeigen eindeutig, dass LST1
Typ-I-Transmembranproteine kodiert. Die festgestellte Membranorientierung konnte fir
endogenes LST1 bestatigt werden. Beim Testen der LST1-Antikérper wurden U-937-Zellen
nach extra-, bzw. intrazellularer Farbung mittels Durchflusszytometrie untersucht. Endogenes
LST1 konnte nur mit der intrazellularen Farbung detektiert werden (siehe Abb. 20), was klar auf
eine Typ-lI-Membrantopologie hinweist.

Abbildung 26: Untersuchung der Membrantopologie von LST1, Teil 3. Immunzytochemische
Farbung von FLAG-LST1-EGFP-HeLa-Transfektanten. Die exprimierten Proteine sind jeweils oberhalb
der Bilder schematisch dargestellt. Die gefarbten Transfektanten wurden mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Gezeigt sind Uberlagerungen von einzelnen z-Schnitten, MaRstab:
20 um. Die FLAG-LST1-EGFP-Transfektanten (gruin) wurden extrazellular mit dem FLAG-M2-Antikérper
(1:200) und einem Cy5-gekoppelten anti-Maus-Antikérper (1:50, rot) gefarbt.

Unter Berlcksichtigung der potentiellen ITIM-Sequenz im C-terminalen Bereich und der am C-
terminalen Ende der Transmembranhelix angrenzenden, positiv geladenen AS (siehe Abb. 23),
erscheint die Typ-I-Membranorientierung von LST1 logisch. Da jedoch friihere Untersuchungen
eine Typ-ll-Membrantopologie impliziert hatten (Rollinger-Holzinger et al. 2000), musste dies
dennoch experimentell untersucht werden.

Bei transmembranen Proteinen ohne Signalpeptid wird die Membranorientierung oft durch
positiv geladene AS am cytoplasmatischen Ende der Transmembranhelix bestimmt (nach der
,positive-inside“-Regel, von Heijne 1992). Die festgestellte Typ-I-Membranorientierung ware
eine mogliche Erklarung daftr, dass bei LST1, die am C-terminalen Ende der
Transmembranhelix angrenzenden, positiv geladenen AS groftenteils konserviert sind (siehe
Abb. 23 und Proteinvergleich im Anhang unter 9.5). Mangels eines Signalpeptides kdnnten
diese positiv geladenen AS dazu dienen die ,richtige® LST1-Membrantopologie zu
gewabhrleisten.
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6.3.3 LST1-Transmembranisoformen bilden Multimere mittels Disulfidbriicken

In den bisherigen Western-Analysen wurden transmembrane LST1-Isoformen, u.a. auch als
Multimere detektiert (siehe Abb. 16, 17, 18, 21 und 22). Die Bestimmung der evolutionar
konservierten Bereiche des LST1-Proteins (siehe 6.3.1) warf die Frage auf, ob die Bildung
dieser Multimere durch Disulfidbrickenbindungen vermittelt wird. Diese Fragestellung wurde
durch Reduktion der vermeintlichen Disulfidbricken mittels p-Mercaptoethanol und
anschlie®ender Western-Analyse untersucht.

Lysate von transient transfizierten HEK 293T-Zellen, die rekombinantes LST1.2345°-FLAG,
LST1.235°-FLAG oder FLAG-LST1.245 exprimierten, wurden zusammen mit gereinigtem HIS-
LST1.3A45" unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen aufgekocht und mittels
Western-Analyse untersucht. Fur die Detektion wurden der FLAG-, bzw. der Hisg-Antikérper
verwendet. Die rekombinanten LST1-Polypeptide wurden, mit Ausnahme der Islichen FLAG-
LST1.245-Isoform, unter nicht-reduzierenden Bedingungen starker in der multimeren Form
detektiert als unter reduzierenden Bedingungen (Abb. 27A). Diese Ergebnisse sind
reprasentativ fur mindestens 4 unabhangige Versuche, die berechneten und beobachteten
Molekulargewichte der rekombinanten LST1-Proteine sind in der Tab. 3 auf S. 79 aufgelistet.

A LST1.2345"- LST1.235- HIS- FLAG- B HelLa
FLAG FLAG LST1.3A45" LST1.245 Lysat
B ME -+ -+ - + -+ B ME -+
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Abbildung 27: Multimerbildung durch transmembrane LST1-Isoformen. A) Rekombinante LST1-
Isoformen wurden transient in HEK 293T-Zellen exprimiert. Das Lysat von je 1 x 10°® HEK 293T-
Transfektanten, bzw. 1 ug gereinigtes HIS-LST1 (siehe 6.2.1) wurden mit Proteinauftragspuffer (mit /
ohne B-Mercaptoethanol [BME]) versetzt, aufgekocht und auf 15 %-ige Polyacrylamidgele aufgetrennt.
Die Detektion der Western-Membranen erfolgte mit dem FLAG-M2-Antikérper, bzw. dem Hisg-Antikorper
(beide 1:1000). Als zweiter Antikorper wurde ein IRDye800CW-fluoreszenzgekoppelter anti-Maus-
Antikorper (1:10000) verwendet. Die GroRen der relevanten Proteinmarkerbanden sind markiert (A und
B). B) Das Lysat von je 1 x 10° HelLa-Zellen wurde, wie unter A) beschrieben, in die Western-Analyse
eingesetzt. Zur Detektion wurde der LST1-7E2-Antikorper und ein IRDye800CW-fluoreszenzgekoppelter
anti-Ratte-Antikérper (1:10000) verwendet. Die Positionen von endogenem LST1 in seiner monomeren
(mLST1.2345) und dimeren Form (dLST1.2345) sind rechts angegeben.

Die Bildung von Multimeren wurde auch beim endogenen LST1-Protein Gberprift. Lysate von
HelLa-Zellen wurden unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen mittels
Western-Analyse untersucht. Fir die Detektion wurde der LST1-spezifische 7E2-Antikérper
eingesetzt. Ahnlich dem rekombinanten LST1, wurde das endogene LST1.2345 unter nicht-
reduzierenden Bedingungen starker in der dimeren Form detektiert als unter reduzierenden
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Bedingungen (Abb. 27B). Dieses Ergebnis ist reprasentativ fur drei unabhangige Versuche, das
berechnete und beobachtete Molekulargewicht des endogenen LST1-Proteins ist in der Tab. 3
auf S. 79 aufgelistet. Die verstarkte Detektion von LST1-Multimeren unter nicht-reduzierenden
Bedingungen bestatigt die Hypothese, dass die Multimerbildung durch
Disulfidbriickenbindungen vermittelt wird.

Um die Cysteine, zwischen denen die Disulfidbriicken gebildet werden, zu identifizieren,
wurden die Aminosaurensequenzen der untersuchten rekombinanten LST1-Isoformen
verglichen. Die Gegenuberstellung der Sequenzen zeigte, dass die Multimer-bildenden LST1-
Proteine lediglich einen 11 AS-langen Abschnitt gemeinsam hatten (Abb. 28). Die einzigen
Cysteine in dem gemeinsamen Abschnitt befinden sich in dem evolutionar konservierten CLC-
Motiv (Abb. 28). Somit lasst sich folgern, dass die Multimerbildung bei transmembranen LST1-
Isoformen durch Disulfidbricken zwischen diesen Cysteinen vermittelt wird. Das CLC-Motiv ist
am C-terminalen Ende der Transmebrandomane lokalisiert und ist somit auf allen 6
transmembranen LST1-Isoformen zu finden. Die Tatsache, dass dieses CLC-Motiv in
samtlichen LST1-Homologen konserviert ist (siehe Abb. 23), lasst darauf schlieRen, dass die
Bildung von Multimeren wichtig fur die Funktion der transmembranen LST1-Isoformen ist.

LST1.2345-FLAG M-eeeeeeeaaae LSRNDDICIYGGLGLGGLLLLAVVLLSACLCWLHRRVKRLERSW
LST1.235-FLAG M--meeeemmcnenn LSRNDDICIYGGLGLGGLLLLAVVLLSACLCWLHRRGPGLLRAG
HIS-LST1.3A45° LSACLCWLHRRVKRLERSW
FLAG-LST1.245 MDYKDDDDKLSRND VKRLERSW

Abbildung 28: Aminosaurensequenzvergleich der rekombinanten LST1-Isoformen. Die
Aminosaurensequenzen der in der Abb. 27 analysierten, rekombinanten LST1-Isoformen wurden
verglichen. Gezeigt sind die durch die Exone 2, 3 und 4 kodierten AS. Die AS, die bei allen Multimer-
bildenden Isoformen vorkommen, sind grau hinterlegt.

Wie bereits im Abschnitt 6.2.3.2 beschrieben, wandern transmembrane LST1-Isoformen in der
Polyacrylamidgelelektrophorese langsamer als erwartet. Wie der Tab. 3 zu entnehmen ist,
stimmen die berechneten und beobachteten Molekulargewichte lediglich fur die I6sliche Isoform
FLAG-LST1.245 und fur das monomere HIS-LST1.3A45-Protein (ohne vollstandige
Transmembrandomane) in etwa Uberein. Dies bestatigt die Vermutung, dass die hydrophobe
Transmembranhelix fir das aberrante Laufverhalten der transmembranen Isoformen
verantwortlich ist.

Weiterhin wurde ein unterschiedliches Laufverhalten von rekombinantem und endogenem
LST1 in der Polyacrylamidgelelektrophorese festgestellt. Fir das rekombinante LST1.2345"-
FLAG und das endogene LST1.2345 wurde fast ein identisches Molekulargewicht berechnet
(Tab. 3), dennoch lauft das endogene Protein in der monomeren und dimeren Form erkennbar
langsamer als das rekombinante Protein (Abb. 27). Das unterschiedliche
Auftrennungsverhalten kdnnte auf die negativ geladenen AS des FLAG-Etiketts zurtickzufihren
sein, so liegt der isoelektrische Punkt fur das rekombinante Protein bei pH 6,1 wahrend fur das
endogene Protein ein pH von 8,4 errechnet wurde (mit dem ProtParam-Programm, siehe
Tab. 3). Es erscheint also wahrscheinlich, dass das rekombinante LST1.2345°-FLAG, trotz der
Ladungsmaskierung durch SDS, wegen seiner negativeren Ladung schneller in der
Polyacrylamidgelelektrophorese wandert als das endogene LST1.
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Tabelle 3: Berechnete und beobachtete Molekulargewichte von LST1-Isoformen. Das erwartete
Molekulargewicht, der in der Abb. 27 analysierten LST1-Isoformen, wurde mit dem ProtParam-
Programm (www.expasy.org/tools/protparam) berechnet. Das beobachtete Molekulargewicht wurde
mittels direkter Messung bestimmt (nach der Methode von See 1989). Die Molekulargewichte sind
aufgerundet in Kilodalton angegeben, n.b. = nicht beobachtet.

LST1.2345"- LST1.235'- HIS- FLAG- LST1.2345
FLAG FLAG LST1.3A45° LST1.245

Tetramer 53,6 41,4 45,8 n.b. n.b.
(beobachtet)

Trimer 41,5 29,6 34,4 n.b. n.b.
(beobachtet)

Dimer 29,1 22,8 25,2 n.b. 36,9
(beobachtet)

Monomer 16,7 11,3 10,8 10,8 18,8
(beobachtet)

Monomer 11,8 7.1 10,5 9,2 11,7
(berechnet)

6.3.4 Tyrosin-Phosphorylierung von LST1

Die Bestimmung der evolutionar konservierten Bereiche von LST1 ermdglichte es zwei Tyrosin-
enthaltende Motive zu identifizieren, die in samtlichen homologen Proteinen zu finden sind
(Abb. 23). Eins dieser Motive entsprach der ITIM-Konsensussequenz. Diese intrazellularen
Motive werden durch Phosphorylierung des zentralen Tyrosins aktiviert und I6sen daraufhin
inhibitorische Signalkaskaden aus. Um zu testen, ob das potentielle LST1-ITIM funktionell ist,
wurde die Tyrosin-Phosphorylierung von LST1 untersucht, dabei wurde das Reagenz
Natriumorthovanadat (Naz;VO,) verwendet. Es handelt sich um einen Phosphatasehemmer, der
in der Zelle das Gleichgewicht zwischen Phosphorylierung und Dephosphorylierung von
Proteinen in Richtung Phosphorylierung verandern kann. Durch die NazVOs-Behandlung wird
also die Dephosphorylierung blockiert, was den Nachweis der Phosphorylierung eines Proteins
erleichtert.

Das potentielle ITIM ist in den transmembranen LST1.2345- und LST1.2345-Isoformen
vorhanden, zuséatzlich ist es auch in den Idslichen LST1.245- und LST1.245 -Isoformen zu
finden. Das zweite, am C-Terminus gelegene, Tyrosin-enthaltende Motiv ist auf allen Isoformen
vorhanden, die durch Transkripte kodiert werden, die die Exon 4-Sequenz beinhalten. Die
Tyrosin-Phosphorylierung wurde im Rahmen dieser Arbeit ausschlieRlich fir die
transmembranen Isoformen untersucht.

HEK 293T-Zellen wurden transient mit dem Expressionsvektor fir FLAG-LST1.2345, dem
pcDNA 3.1 (-)-Leervektor und dem FLAG-LST1.2345A-Vektor transfiziert. Letzterer kodiert ein
mutiertes Protein, dem die letzten 13 C-terminalen AS der Volle-Lange transmembranen
FLAG-LST1.2345-Isoform fehlen (siehe 6.2.3.2). Im mutierten Protein ist somit das potentielle
ITIM vorhanden, das zweite Tyrosin-haltige Motiv fehlt jedoch. Die HEK 293T-Transfektanten
wurden mit NazVO, behandelt und lysiert. Das rekombinante FLAG-LST1 wurde mittels IP,
unter Verwendung des FLAG-Antikérpers, prazipitiert. Die prazipitierten Proteine wurden
mittels Western-Analyse untersucht, zur Detektion wurde der pY-Antikorper verwendet, dieser
erkennt spezifisch phosphoryliertes Tyrosin.
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Die aus den Lysaten von Na3zVO,-behandelten Transfektanten prazipitierten FLAG-LST1.2345-
und FLAG-LST1.2345A-Proteine (errechnete Molekulargewichte: 12,6 bzw. 12,2 kDa) zeigten
eine deutliche Tyrosin-Phosphorylierung ihrer Monomere, aber keine erkennbare
Phosphorylierung ihrer Multimere (Abb. 29). Die Western-Membran wurde gestrippt und mit
dem FLAG-Antikérper nachdetektiert. Eine Nachdetektion mit dem LST1-spezifischen 7E2-
Antikérper war nicht moglich, da dieser zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung noch nicht
zur Verfugung stand. Die Nachdetektion zeigte, dass die durch die Phosphorylierung bedingte
Zunahme des Molekulargewichtes bei FLAG-LST1.2345 hoher ausfiel als bei FLAG-
LST1.2345A (Abb. 29). Dies deutet darauf hin, dass bei FLAG-LST1.2345 beide Tyrosin-
haltigen Motive phosphoryliert waren, wahrend beim mutierten FLAG-LST1.2345A lediglich das
potentielle ITIM phosphoryliert war.

FLAG- FLAG- pcDNA
LST1.2345 LST1.2345A 3.1 ()

Vanadat/H202 - + -+ +

62 — N ' IgG
47,5 — | RSN _— " e

32,5 — ZF = ‘ —

25 — -ae o —
16,5 — : . — mLST1
kDa [

WB: anti-pY

62 — * N * . E
. — IgG hc
475 = :m | — wiLsT1

32,5 — _a -
25 — ,

— mLST1

R o
w : e — IgGlc
16,5— J ¢ .

kDa ;. ey
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Abbildung 29: Phosphorylierung von rekombinantem LST1. Zwei rekombinante FLAG-LST1-
Isoformen wurden transient in HEK 293T-Zellen exprimiert. Zusatzlich wurden HEK 293T-Zellen mit dem
Leervektor pcDNA 3.1 (-) transient transfiziert. Je 1 x 10" HEK 293T-Transfektanten wurden entweder
mit 0,2 mM NazVO,/ 0,03 % H,O, (in DMEM F12 Medium [+] ) oder nur mit Medium (-) versetzt und fir
15 min bei 37°C inkubiert. Die behandelten und unbehandelten Zellen wurden lysiert (im Triton-
Lysepuffer + 0,2 mM NazVO,) und mit dem FLAG-M2-Antikérper prazipitiert. Die Prazipitate wurden auf
einem 15 %-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Detektion der Western-Membran erfolgte mit dem
pY-4G10-Antikérper (1:1000) und einem IRDye800CW-fluoreszenzgekoppelten anti-Maus-Antikorper
(1:10000, oberes Bild). Anschlielend wurde die Membran gestrippt und mit dem FLAG-M2-Antikérper
und dem fluoreszenzgekoppelten anti-Maus-Antikdrper (1:10000, unteres Bild) nachdetektiert. Die
GroRen der relevanten Proteinmarkerbanden sind links markiert. Die Positionen der schweren (hc) und
leichten (Ic) Ketten des Maus IgG sind rechts angegeben. Zuséatzlich sind die Positionen der
rekombinanten LST1-Isoformen als Monomer (mLST1), Dimer (dLST1) und Trimer (triLST1) rechts
markiert.
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Weiterhin konnten bei der FLAG-Nachdetektion Dimere und Trimere der FLAG-LST1-
Isoformen beobachtet werden. Diese zeigten keine erkennbare Zunahme des
Molekulargewichtes, was den Befund der pY-Detektion bestatigt. Wie bereits mehrmals bei
FLAG-LST1-Transmembranisoformen beobachtet (Abb. 18, 21 und 22), wurden auch bei
diesem Versuch C-terminal verkirzte Abbauprodukte der rekombinanten Proteine
nachgewiesen (Abb. 29). Diese Ergebnisse sind reprasentativ fur drei unabhangige Versuche.

Nachdem die Phosphorylierung der beiden Tyrosin-enthaltenden Motive in den rekombinanten
FLAG-LST1-Proteinen nachgewiesen wurde, sollte nun die Tyrosin-Phosphorylierung von
endogenem LST1 untersucht werden. Dies war inzwischen durch die Etablierung der
monoklonalen LST1-Antikdrper moglich geworden. In einem ersten Versuch wurden U-937-
Zellen, wie schon die HEK 293T-Transfektanten, mit Naz;VO, behandelt und lysiert. Endogenes
LST1 wurde mit dem LST1-2B1-Hybridomuberstand aus den Lysaten prazipitiert.

Die Prazipitate wurden in der Western-Analyse mit dem pY-Antikérper untersucht,
anschlie®end wurde die Membran gestrippt und mit dem LST1-7E2-Antikdrper detektiert. Es
konnte kein phosphoryliertes LST1 und insgesamt sehr wenig prazipitiertes Protein
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde die Dauer der Na3VO,-
Behandlung reduziert. Endogenes LST1 wurde aus den Lysaten von U-937-Zellen, wie oben
beschrieben, prazipitiert und anschlieBend in der Western-Analyse untersucht. Die Detektion
mit dem pY-Antikbrper zeigte, dass aus dem Lysat nicht-behandelter Zellen Tyrosin-
phosphoryliertes LST1.2345 prazipitiert wurde (Abb. 30). Aus dem Lysat behandelter U-937-
Zellen wurde ebenfalls phosphoryliertes LST1.2345 prazipitiert, wobei dieses im Prazipitat der
Zellen, die 5 min lang behandelt wurden, am deutlichsten detektiert werden konnte (Abb. 30).
Das phosphorylierte LST1, das aus dem Lysat der behandelten Zellen prazipitiert wurde, zeigte
ein grofReres Molekulargewicht als das phosphorylierte LST1 aus dem Lysat der unbehandelten
Zellen. Wie schon fir die rekombinanten FLAG-LST1-Isoformen festgestellt, konnte keine
Phosphorylierung von LST1-Multimeren nachgewiesen werden.

Die Western-Membran wurde gestrippt und mit dem LST1-7E2-Antikérper nachdetektiert. Das
monomere LST1.2345 wurde im Prazipitat der unbehandelten U-937-Zellen am deutlichsten
detektiert, die Behandlung mit Na;VO,4 hat eindeutig zu einer Abnahme der nachgewiesenen
Proteinmenge gefuhrt (Abb. 30). Das phosphorylierte LST1, das aus dem Lysat der
behandelten Zellen prazipitiert wurde, konnte mit dem 7E2-Antikorper nicht detektiert werden.
Eine mogliche Erklarung daflr ware, dass das monomere LST1.2345 z.T. konstitutiv am
potentiellen ITIM phosphoryliert ist und die Behandlung mit Na;VO, die Dephosphorylierung
des zweiten Tyrosins blockiert hat. Dieses Tyrosin ist am C-Terminus von LST1 lokalisiert und
konnte im phosphorylierten Zustand die Erkennung durch den 7E2-Antikorper behindern, da es
innerhalb seines Bindeepitops liegt (siehe Abb. 19).

Bei der Nachdetektion mit dem 7E2-Antik6rper wurde in samtlichen Prazipitaten das monomere
LST1.2345 detektiert. Die dimere Form dieses Proteins konnte nur in einem Prazipitat der
NazVO4-behandelten U-937-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 30, 5 min). Dieser Befund
deutet darauf hin, dass die Behandlung mit NazVO, zur Dimerisierung von LST1 gefihrt hat.
Diese Ergebnisse sind reprasentativ fur drei unabhangige Versuche.

Aus den, in diesem Abschnitt beschriebenen, Ergebnissen wurde gefolgert, dass das
transmembrane LST1.2345-Protein potentiell ITIM-vermittelte Signalkaskaden auslésen kann.
Bedingt durch die Lage der Transmembranhelix weist das Protein lediglich 9 extrazellulare AS
auf, was eine Funktion als Zelloberflachenrezeptor unwahrscheinlich macht. Es ware allerdings
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denkbar, dass das LST1.2345-Protein zur Klasse der transmembranen Adaptorproteine
(TRAP) gehért (fir eine Ubersicht siehe Simeoni et al. 2008). Diese besitzen meistens wenige
extrazellulare AS und eine langere intrazellulare Domane, die in den meisten Fallen
mindestens ein aktivierendes oder inhibierendes Tyrosin-basiertes Motiv (ITAM, bzw. ITIM)
aufweist. TRAP sind mit Rezeptoren an der Zelloberflache assoziiert. Wurde ein solcher
Rezeptor durch Ligandenbindung aktiviert, kann das assoziierte TRAP-Molekll auf der
zytosolischen Membranseite aktivierende oder inhibitorische Signalkaskaden auslésen.

U-937
IP: anti-LST1 2B1 IP: Isotyp Kontrolle
Vanadat / H202 0 5 0 5 0
62 — IgG
47 5 -_— - hgc
32,5 —
__lgG
lc
16,5 — — mLST1
kDa
WB: anti-pY
62 —
47,5 — — IgGhe
32,5 —
— lgGlc
16,5 — — mLST1
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WB: anti-LST1 7E2

Abbildung 30: Phosphorylierung von endogenem LST1. Je 3 x 10" U-937-Zellen wurden fiir die
angegebenen Zeitraume (57, 10", und 15°) mit 0,2 mM NazVO, / 0,03 % H,O, (in DMEM F12 Medium)
oder nur mit Medium (0°) versetzt und bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieflend lysiert (im
Triton-Lysepuffer + 0,2 mM NazVO,) und das endogene LST1 wurde mit dem LST1-2B1-Antikérper
prazipitiert. In einem Parallelansatz wurde das Lysat von 3 x 10" behandelten U-937-Zellen mit einem
Isotyp-Kontrolliberstand (anti-RMC 16D2) prazipitiert. Die Prazipitate wurden auf einem 15 %-igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Detektion der Western-Membran erfolgte mit dem pY-4G10-Antikorper
(1:1000) und einem IRDye800CW-fluoreszenzgekoppelten anti-Maus-Antikorper (1:10000, oberes Bild).
AnschlieRend wurde die Membran gestrippt. Die Nachdetektion erfolgte mit dem LST1-7E2-Antikorper
und einem IRDye800CW-fluoreszenzgekoppelten anti-Ratte-Antikdrper (1:10000, unteres Bild). Die
GroRen der relevanten Proteinmarkerbanden sind links markiert. Die Positionen der schweren (hc) und
leichten (Ic) Ketten des Ratte IgG sind rechts angegeben. Zusatzlich ist das endogene, monomere
LST1.2345 (mLST1) rechts gekennzeichnet. Das phosphorylierte mLST1, das aus dem Lysat der
behandelten Zellen prazipitiert wurde ist mit einem schwarzen Pfeil markiert (oberes Bild). Das dimere
LST1.2345 ist mit einem weiRen Pfeil markiert (unteres Bild).
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6.3.5 LST1 dimerisiert nach Kreuzvernetzung

Die Untersuchung der Tyrosin-Phosphorylierung von rekombinantem und endogenem LST1
lieferte Hinweise darauf, dass die LST1.2345-Isoform als TRAP agieren kdnnte. Bei mehreren
dieser Adaptorproteinen (z.B. DAP12, LIME und NTAL) wird nach Kreuzvernetzung eine
Phosphorylierung ihrer aktivierenden oder inhibierenden Tyrosin-basierten Motive (ITAM, bzw.
ITIM) beobachtet (Lanier et al. 1998, Ahn et al. 2006 und Brdicka et al. 2002). Um zu
untersuchen, ob das LST1-Protein ebenfalls nach Kreuzvernetzung Tyrosin-phosphoryliert
wird, wurden HEK 293T-Zellen transient mit dem FLAG-LST1.2345-Expressionsvektor
transfiziert. Die Kreuzvernetzung des rekombinanten FLAG-LST1 wurde durch serielle
Inkubationen der Transfektanten mit dem FLAG-Antikérper und einem anti-Maus-Antikorper
induziert. In einem Parallelansatz wurden die Transfektanten lediglich mit dem anti-Maus-
Antikérper inkubiert Die Transfektanten wurden anschlielRend lysiert und das rekombinante
FLAG-LST1 wurde mit dem FLAG-Antikorper prazipitiert. Eine Prazipitation mit dem LST1-
spezifischen 2B1-Antikérper war nicht moglich, da dieser zum Zeitpunkt der
Versuchsdurchflihrung noch nicht zur Verfligung stand. Die Prazipitate wurden in der Western-
Analyse mit dem pY-Antikorper untersucht, es konnte keinerlei Tyrosin-Phosphorylierung von
FLAG-LST1.2345 nachgewiesen werden (Abb. 31). Die Western-Membran wurde gestrippt und
mit dem FLAG-Antikdrper nachdetektiert. Das prazipitierte FLAG-LST1.2345 konnte, in beiden
Ansatzen, hauptsachlich als Monomer und Dimer nachgewiesen werden (auch schwach als
Trimer, Abb. 31).
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Abbildung 31: Kreuzvernetzung von rekombinantem LST1. Die transmembrane FLAG-LST1.2345-
Isoform wurde transient in HEK 293T-Zellen exprimiert. Je 1 x 10" HEK 293T-Transfektanten wurden
entweder mit 10 ug FLAG-M2-Antikérper in DMEM-Kulturmedium (+) oder nur mit Medium (-) versetzt
und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurden die Transfektanten mit einem Ziege anti-Maus-
Antikorper (1:250, in DMEM-Kulturmedium) versetzt und fir weitere 20 min bei 37°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen lysiert (im Triton-Lysepuffer + 0,2 mM NazVO,) und mit dem FLAG-M2-
Antikorper prazipitiert. Die Prazipitate wurden auf einem 15 %-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die
Detektion der Western-Membran erfolgte mit dem pY-4G10-Antikérper (1:1000) und einem
IRDye800CW-fluoreszenzgekoppelten anti-Maus-Antikérper (1:10000, linkes Bild). AnschlieRend wurde
die Membran gestrippt. Die Nachdetektion erfolgte mit dem FLAG-M2-Antikérper und dem
fluoreszenzgekoppelten anti-Maus-Antikorper (1:10000, rechtes Bild). Die Groflen der relevanten
Proteinmarkerbanden sind zwischen den beiden Bildern markiert. Die Positionen der schweren (hc) und
leichten (Ic) Ketten des Maus IgG sind rechts angegeben. Zuséatzlich sind die Positionen der
rekombinanten FLAG-LST1-Isoform als Monomer (mLST1), Dimer (dLST1) und Trimer (triLST1) rechts
gekennzeichnet.
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Aus dem Lysat der Transfektanten, die mit beiden Antikdrpern inkubiert wurden, konnte
deutlich mehr dimeres als monomeres FLAG-LST1 prazipitiert werden. Aus dem Lysat der
Transfektanten, die nur mit dem zweiten Antikdrper inkubiert wurden, konnte dagegen deutlich
mehr monomeres als dimeres FLAG-LST1 prazipitiet werden (Abb. 31). Dies lasst den
Schluss zu, dass die Kreuzvernetzung von FLAG-LST1 nicht zur Tyrosin-Phosphorylierung
sondern lediglich zur Dimerisierung des Proteins gefihrt hat.

6.3.6 Funktionelle Bereiche der LST1-Transmembranisoformen

Die Ergebnisse der Abschnitte 6.3.1 — 6.3.5 wurden zusammengefasst um die funktionellen
Bereiche der LST1-Transmembranisoformen zu definieren (Abb. 32). Fir die meisten der
evolutionar konservierten AS-Motive (Abb. 23) konnte eine Funktion bestimmt, bzw. postuliert
werden.

Die AS der Transmembranhelix waren bei den meisten LST1-Homologen nicht durchgéngig
konserviert, aber alle homologen Proteine wiesen fast ausschlief3lich hydrophobe AS in dieser
Region auf (Abb. 23). Die LST1-Transmembranisoformen konnten als Typ-I-
Transmembranproteine charakterisiert werden (Abb. 24 - 26). Fur die Membranorientierung
sind hoéchstwahrscheinlich mehrere z.T. konservierte, positiv-geladene AS (RR und KR)
verantwortlich, die unmittelbar C-terminal der Transmembrandoméne lokalisiert sind. Bei
samtlichen transmembranen LST1-Isoformen sind mindestens zwei dieser positiv-geladenen
AS (RR) vorhanden. Die transmembranen Isoformen, die von Exon 4-enthaltenden
Transkripten kodiert werden, weisen zwei zusatzliche positiv-geladene AS (KR) an dieser Stelle
auf.

Die Bildung von Multimeren bei rekombinanten und endogenen LST1-Transmembranisoformen
konnte auf die Interaktion mittels Disulfidbriickenbindungen zuriickgefiihrt werden. Diese
werden zwischen den Cysteinen des evolutionar konservierten CLC-Motivs gebildet, das am C-
terminalen Ende der Transmembrandomane lokalisiert ist (Abb. 28).

Die Phosphorylierung der beiden evolutionar konservierten, Tyrosin-enthaltenden Motive
konnte bei rekombinanten und endogenen LST1-Transmembranisoformen nachgewiesen
werden (Abb. 30 und 31). Die Phosphorylierung des potentiellen ITIM und die
Membrantopologie deuten auf eine mdgliche Funktion von LST1 als TRAP.
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Abbildung 32: Funktionelle Bereiche der transmembranen LST1.2345-Isoform. Schematische
Darstellung der Volle-Ladnge transmembranen LST1.2345-Isoform als Dimer. Die evolutionar
konservierten AS, denen eine potentielle Funktion zugeordnet werden konnte, sind angegeben. Die
Transmembranhelix (vorhergesagt mit dem TMHMM-Programm, Krogh et al. 2001) ist gelb, die positiv
geladenen AS rot markiert. Das potentielle ITIM (AS-Sequenz: LHYASL) und das zweite Tyrosin-haltige
Motiv (AS-Sequenz: DYACI) sind blau markiert.
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6.4 Charakterisierung der Zellmorphologie-Modulation durch LST1

6.4.1 LST1-Uberexpression induziert morphologische Veridnderungen

Wie bereits in der Einleitung erwahnt (siehe 2.3.6), konnte in friheren Untersuchungen gezeigt
werden, dass die Uberexpression von LST1-Transmembranisoformen in Sdugerzellen zu einer
deutlichen Veranderung der Zellmorphologie fuhrt. LST1-Transfektanten zeigten eine erhdhte
Anzahl von Filopodien und Mikrospikes, weiterhin wurden dinne zellulare Fortsatze gebildet,
die eine Lange von bis zu 300 um erreichen konnten (Raghunathan et al. 2001).

Der von Raghunathan et al. beobachtete Effekt wurde zunachst durch Uberexpression des
FLAG-LST1.2345-EGFP-Fusionsproteins in HelLa-Zellen verifiziert. Als Kontrolle wurde ein
EGFP-fusionierter NK-Zell-Rezeptor (KIR2DS2) in Hela-Zellen Uberexprimiert. Die
Transfektanten wurden fixiert und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Beide
EGFP-Fusionsproteine waren hauptsachlich an der Plasmamembran lokalisiert. Nur die FLAG-
LST1.2345-EGFP-Transfektanten zeigten die von Raghunathan et al. beschriebenen
morphologischen Veranderungen (Abb. 33).
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Abbildung 33: Die Uberexpression von LST1 induziert morphologische Verinderungen. Hela-
Zellen wurden transient mit den Expressionsvektoren fir FLAG-LST1.2345-EGFP (linkes Bild) und
KIR2DS2-EGFP (rechtes Bild) transfiziert. Die Transfektanten wurden fixiert und mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Gezeigt sind Maximumintensitatsprojektionen von ausgewahlten,
konfokalen z-Schnitten, Maf3stab: 20 um.

Die durch die Uberexpression von transmembranem LST1 induzierten zelluldren Fortsatze
zeigten ahnliche Eigenschaften wie die in der Einleitung beschriebenen TNT (siehe 2.3.6.3). In
diesem Kontext erscheint es auch interessant, dass LST7-Transkripte am starksten in
Makrophagen und DC exprimiert werden (Holzinger et al. 1995 und Rollinger-Holzinger et al.
2000). Die ausgepragte LST1-Expression in zwei Zelltypen, die erwiesenermafien TNT
ausbilden konnen, und die beobachtete Modulation der Zellmorphologie deuten zusammen
darauf hin, dass LST1 eine Rolle bei der Bildung von TNT spielen kdnnte. Um diese
Méoglichkeit zu Uberprifen, wurden in den folgenden Versuchen die LST1-induzierten Fortsatze
naher untersucht.
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6.4.2 LST1 induziert die Bildung von TNT

Die Eigenschaften der LST1-induzierten, zellularen Fortsatze sollten untersucht und mit den
Charakteristika der TNT verglichen werden. Zunachst war es jedoch nétig eine differenziertere
Einordnung dieser Fortsatze vorzunehmen. Bei der Untersuchung von Raghunathan et al.
wurde die Lange als Kriterium zur Unterscheidung zwischen Mikrospikes (< 10 um), Filopodien
(10 — 30 um) und CLF (> 30 um) herangezogen. Da Mikrospikes nur einige um lang sind und
sich ausschlielllich entlang der x-y-Ebene von Lamellipodien erstrecken (Faix und Rottner
2006), fallt ihre Unterscheidung von Filopodien und CLF leicht. Die Unterscheidung zwischen
Filopodien und CLF ist dagegen schwieriger, vor allem wenn diese Fortsatze mit den TNT
verglichen werden sollen. Die von Raghunathan et al. angewendeten Kriterien wirden manche
TNT als Filopodien klassifizieren, so wurden bei T-Zellen TNT mit einer Lange von bis zu 100
um beobachtet, deren durchschnittliche Lange lag allerdings bei 22 um (Sowinski et al. 2008).
Ahnliche Charakteristika der Filopodien und der TNT, wie die Fragilitét bei Fixierung und die
Fahigkeit Kontakt mit der Oberflache anderer Zellen aufzunehmen (Wood und Martin 2002 und
Rustom et al. 2004), erschweren eine Abgrenzung weiter. Aus diesem Grund wurden bei den
folgenden Untersuchungen die Eigenschaften der LST1-induzierten Fortsatze mit denen der
TNT verglichen, ohne dabei die LST1-induzierten Fortsatze in Kategorien wie Filopodien oder
CLF einzuordnen.

Die LST1-induzierten zelluldren Ausldufer wurden nun nadher charakterisiert. Dazu wurden
HelLa-Zellen transient mit dem Expressionsvektor fir FLAG-LST1.2345-EGFP transfiziert,
fixiert und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Transfektanten zeigten die
bereits beschriebenen morphologischen Veranderungen (siehe Abb. 33), die durch die LST1-
Uberexpression induzierten Auslaufer wurden aber offensichtlich bei der Fixierung mit PFA
beschadigt. Betroffen waren vor allem Fortsatze, die langer als ein Zelldurchmesser waren. Im
interzelluldren Raum zwischen den Transfektanten konnten auf der Substratebene sehr haufig
Bruchstucke dieser Fortsatze beobachtet werden (exemplarisch gezeigt in Abb. 34A - C). Aus
diesen Beobachtungen kann gefolgert werden, dass die durch die LST1-Uberexpression
induzierten Auslaufer, fixierungssensitiv sind. Weiterhin kann gefolgert werden, dass die
Fragilitat der Fortsatze mit inrer Lange zunimmt. Die gezeigten Bilder sind reprasentativ fur drei
unabhangige Versuche. Die TNT wurden bei ihrer Erstbeschreibung ebenfalls als
fixierungssensitiv charakterisiert (Rustom et al. 2004). Diese Fragilitat lasst sich dadurch
erklaren, dass in vitro TNT meistens zwischen zwei Zellen mehr oder weniger straff gespannt
vorliegen, ohne dabei in Kontakt mit dem Substrat zu treten. Wegen ihres geringen
Durchmessers, sind vor allem langere TNT meistens nicht in der Lage den mechanischen
Stress der Fixierung und der darauf folgenden Waschschritte intakt zu Uberstehen. Die
Beobachtung, dass vor allem die langeren LST1-induzierten Fortsatze fir mechanischen
Stress anfallig sind, lieferte einen ersten Hinweis darauf, dass es sich bei diesen Fortsatzen um
TNT handeln kdnnte.

Um den mechanischen Stress der Fixierung zu vermeiden und intakte zelluldre Fortsatze
beobachten zu kdnnen, wurden HelLa-Zellen, wie bereits beschrieben, transfiziert und mittels
Lebendzell-konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Im Gegensatz zu den fixierten
Transfektanten wurden bei den lebenden Zellen keine Bruchstiicke von Fortsatzen zwischen
den Zellen beobachtet (nicht gezeigt). Die LST1-Transfektanten waren oft durch lange und
dinne Fortsatze verbunden, in denen das FLAG-LST1-EGFP-Fusionsprotein angereichert war
(exemplarisch gezeigt in Abb. 34D - F). Die LST1-induzierten Auslaufer hatten keinen Kontakt



6 Ergebnisse 88

mit dem Substrat und wiesen, je nach Lange, eine variable Struktur auf. Kurze Fortsatze
zeigten keinerlei Verkrimmung und verbanden Zellen Uber die kirzestmogliche Entfernung
(exemplarisch gezeigt in Abb. 34D: 29 um Lange). Mittellange Fortsatze zeigten eine leichte
Verkrimmung und waren nicht so straff gespannt, wie die kurzen Auslaufer (exemplarisch
gezeigt in Abb. 34E: 63 um Lange). Lange Fortsatze waren stark verkrimmt, gelegentlich
verzweigt und verbanden keine Zellen miteinander (exemplarisch gezeigt in Abb. 34F: 93 um
Lange). Die gezeigten Bilder sind reprasentativ fur mindestens 6 unabhangige Versuche.

Aus diesen Beobachtungen kann gefolgert werden, dass die Verkrimmung der LST1-
induzierten Fortsatze mit steigender Lange zunimmt. Eine mit der Lange zunehmende
Verkrimmung konnte auch fir die TNT von T-Zellen in vitro und DC in vivo nachgewiesen
werden (Sowinski et al. 2008 und Chinnery et al. 2008). Letztere zeigten zwei unterschiedliche
Klassen von Nanorbhren: Kurze TNT hatten eine durchschnittliche Lange von 22 um, zeigten
keine Verkrummung und verbanden stets zwei Zellen miteinander. Lange TNT dagegen hatten
eine Lange von 100 — 333 um, waren stark verkrummt, gelegentlich verzweigt und verbanden
oft keine Zellen miteinander (Chinnery et al. 2008). Die Untersuchung der LST1-Transfektanten
mittels Lebendzell-Mikroskopie und die Charakterisierung der induzierten Auslaufer lieferten
weitere Hinweise darauf, dass es sich bei diesen Fortsdtzen um TNT handelt.

A

Abbildung 34: Charakterisierung der LST1-induzierten Auslaufer, Teil 1. Das FLAG-LST1.2345-
EGFP-Fusionsprotein wurde transient in HeLa-Zellen exprimiert. A) — C) Die Transfektanten wurden
fixiert und mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Auf der Substratebene konnten oft
Bruchsticke  von  zelluldren  Fortsdtzen  beobachtet werden (Pfeile). Gezeigt sind
Maximumintensitatsprojektionen der konfokalen z-Schnitte, die Substratebene wurde einbezogen.
MaRstab: 20 um. D) - F) Die Transfektanten wurden mittels Lebendzell-konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Zwischen den Transfektanten konnten LST1-induzierte Auslaufer
beobachtet werden (D, E). Bei langeren Fortsatzen konnten gelegentlich Verzweigungen festgestellt
werden (F, Pfeil). Gezeigt sind Maximumintensitatsprojektionen von ausgewahlten, konfokalen z-
Schnitten, die Substratebene wurde nicht einbezogen. MafRstab: 20 um.
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Bei der Erstbeschreibung der TNT durch Rustom et al. im Jahr 2004 wurde festgestellt, dass
diese Fortsatze Aktin aber kein Tubulin enthielten. Aus diesem Grund wurden die LST1-
induzierten Auslaufer auf das Vorhandensein von Aktin und Tubulin untersucht. HeLa-Zellen
wurden mit dem Expressionsvektor fir FLAG-LST1.2345-EGFP transient transfiziert und fixiert.
AnschlieBend wurde mittels Immunzytochemie in den Transfektanten Aktin und Tubulin
angefarbt. Die LST1-EGFP-Transfektanten zeigten die bereits charakterisierten
morphologischen Veranderungen, es konnten aber nur wenige lange Fortsatze zwischen den
Zellen beobachtet werden. Dies war auf die bereits beschriebene Fragilitdt der Fortsatze fur
mechanischen Stress zurlckzufihren, dieser wurde in diesem Versuch durch die
immunzytochemische Farbung zusatzlich verstarkt. Aus diesem Grund blieben nur die kirzeren
und robusteren Fortsatze grofleren Durchmessers erhalten (Abb. 35A: 49 um und Abb. 35B: 33
um Lange). Das LST1-EGFP-Fusionsprotein war in den Fortsatzen angereichert, weiterhin
konnte festgestellt werden, dass diese Aktin-reich waren und Spuren von Tubulin enthielten
(exemplarisch gezeigt in Abb. 35A — B). Die gezeigten Bilder sind reprasentativ fir 5
unabhangige Versuche.

Der Nachweis von Tubulin-Spuren in den LST1-induzierten Auslaufern sprach gegen der
Hypothese, dass es sich bei diesen Strukturen um TNT handelt. Allerdings wurden zwei Jahre
nach der Erstbeschreibung zwei strukturell unterschiedliche Klassen von TNT definiert: Diinne
TNT (Durchmesser 50 — 700 nm) sind Aktin-reich und enthalten kein Tubulin, wahrend dicke
TNT (Durchmesser > 700 nm) sowohl Aktin als auch Tubulin enthalten (Onfelt et al. 2006).
Diese Unterscheidung erlaubte eine alternative Interpretation der Ergebnisse der
Immunzytochemie. So erscheint es wahrscheinlich, dass bedingt durch den Versuchsaufbau
nur Fortsatze groRBeren Durchmessers erhalten blieben. Der Nachweis von Tubulin-Spuren
erlaubte es diese Strukturen als potentielle dicke TNT einzuordnen.

Um den mechanischen Stress der Fixierung und der anschlieBenden immunzytochemischen
Farbung zu vermeiden, wurde versucht, in lebenden Zellen, das Vorhandensein von Tubulin in
den LST1-induzierten Fortsatzen zu untersuchen. Dazu wurden die Fusionsproteine FLAG-
LST1.2345-DsRed2 und EGFP-Tubulin zusammen in HelLa-Zellen u(berexprimiert. Die
Kotransfektanten wurden mittels Lebendzell-konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht.
Wahrend fiur das EGFP-Tubulin eine zufriedenstellende Expression in den Kotransfektanten
erreicht werden konnte, war die Expression von LST1-DsRed2 erheblich schwacher als die
Expression von LST1-EGFP in friiheren Versuchen. Dies ist wahrscheinlich auf spezifische
Eigenschaften des DsRed2-Proteins zuriickzufiihren. Trotz der schwachen Expression konnten
in den Kotransfektanten LST1-induzierte Fortsatze beobachtet werden, in denen das LST1-
DsRed2-Fusionsprotein angereichert war (exemplarisch gezeigt in Abb. 35C - D). Die
Fortsatze variierten im Durchmesser und im EGFP-Tubulin-Gehalt: Dicke Fortsatze enthielten
Spuren des Fusionsproteins (Abb. 35C, 52 um Lange) wahrend in dinnen Auslaufern kein
EGFP-Tubulin nachgewiesen werden konnte (Abb. 35D, 34 um Lange). Die gezeigten Bilder
sind reprasentativ fur 5 unabhangige Versuche. Bei diesen Versuchen konnte erstmals
beobachtet werden, dass sich die LST1-induzierten Fortsatze nicht ausschlieRlich zwischen
Transfektanten bilden muissen, so war eine LST1-DsRed2-EGFP-Tubulin-Kotransfektante mit
einer nicht-transfizierten Zelle durch mehrere Auslaufer verbunden (Abb. 35C)

Wegen der schwachen LST1-DsRed2-Expression waren bei diesem Versuch diinne Fortsatze
schwer zu erkennen (Abb. 35D). Um eine bessere Charakterisierung dieser Strukturen zu
ermdglichen, wurde eine weitere Kotransfektion durchgefuhrt. HelLa-Zellen wurden mit den
Expressionsvektoren fir FLAG-LST1.2345 und EGFP-Tubulin transient kotransfiziert.
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Die Kotransfektanten wurden mittels Lebendzell-konfokaler Fluoreszenzmikroskopie
untersucht. Vor der Mikroskopie wurden die Zellen mit dem lipophilen Farbstoff Dil gefarbt,
dieser wurde direkt ins Medium gegeben, ohne dieses davor oder danach zu wechseln (analog
zu der WGA-Alexa594-Farbung von Rustom et al.).

B
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LST1- LST1-
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Abbildung 35: Charakterisierung der LST1-induzierten Auslaufer, Teil 2. Gezeigt sind Uberlagerte
Maximumintensitatsprojektionen von ausgewahlten, konfokalen z-Schnitten, die Substratebene wurde
nicht einbezogen. MaRstab: 20 um. Die Bildausschnitte sind in den jeweiligen Kanalen, vergrof3ert
dargestellt, Helligkeit und Kontrast dieser Bilder wurden zur besseren Sichtbarkeit verandert. Bei den
Abbildungen C — E war das EGFP-Tubulin-Fusionsprotein in den Bildausschnitten kaum sichtbar, aus
diesem Grund wurde der EGFP-Kanal zusatzlich in Graustufen dargestellt. A) — B) Das FLAG-
LST1.2345-EGFP-Fusionsprotein  (griin) wurde transient in Hela-Zellen Uberexprimiert. Die
Transfektanten wurden fixiert und mittels Immunzytochemie gefarbt. Aktin wurde mit TRITC-gekoppeltem
Phalloidin (1:1000, rot) angefarbt. Tubulin wurde mit einem spezifischen Antikérper (WA-3, unverdinnt)
und einem Cy5-gekoppelten anti-Maus-Antikdrper (1:50, blau) detektiert. Die Praparate wurden mittels
konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht. C) — D) Hela-Zellen wurden transient mit den
Expressionsvektoren fur FLAG-LST1.2345-DsRed2 (rot) und EGFP-Tubulin (grin) kotransfiziert. Die
Transfektanten wurden mittels Lebendzell-konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht. E) Hela-
Zellen wurden transient mit den Expressionsvektoren fur FLAG-LST1.2345 und EGFP-Tubulin (grin)
kotransfiziert. Die Transfektanten wurden mit dem lipophilen Farbstoff Dil gefarbt (rot), dieser wurde
direkt ins Medium gegeben (10 ul Dil in 2 ml Medium) bevor die Zellen mittels Lebendzell-konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie untersucht wurden.
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Die Kotransfektanten, die das EGFP-Tubulin exprimierten, wiesen die charakteristischen LST1-
induzierten morphologischen Veranderungen auf (exemplarisch gezeigt in Abb. 35E). Die
Farbung der Zellen mit Dil ermoglichte es feine Strukturen zu erkennen, die Transfektanten
waren durch Fortsatze unterschiedlichen Durchmessers verbunden. In den Fortsatzen
gréBeren Durchmessers konnte EGFP-Tubulin nachgewiesen werden (Abb. 35E,
VergrofRerungsbilder links, Lange: 30 - 32 um), wahrend die Fortsatze mit geringem
Durchmesser das Fusionsprotein nicht enthielten (Abb. 35E, VergrofRerungsbilder rechts,
Lange: 33 um). Letztere konnten gelegentlich in verzweigter Form beobachtet werden,
wodurch ein Fortsatz in der Lage war drei Zellen miteinander zu verbinden (Abb. 35E,
VergrofRerungsbilder rechts). Eine solche Struktur wurde bereits bei TNT zwischen Zellen einer
Maus-Makrophagenlinie dokumentiert (Onfelt et al. 2004).

Die Charakterisierung von LST1-induzierten Fortsatzen, die den beiden von Onfelt et al.
beschriebenen TNT-Klassen (dick/dinn) entsprechen, bestatigt die bisherigen Hinweise die
darauf deuteten, dass es sich bei diesen Fortsatzen um TNT handelt.

In den im Abschnitt 6.4.2 beschriebenen Versuchen wurden die LST1-induzierten Fortsatze
charakterisiert. Dabei wurden samtliche Eigenschaften untersucht, die auch zur Beschreibung
von TNT bisher herangezogen wurden. Abgesehen von den offensichtlichen Ahnlichkeiten
hinsichtlich Lange und Durchmesser, wiesen die LST1-induzierten Fortsatze samtliche
Charakteristika der TNT auf: Sie waren anféllig fur mechanischen Stress, zeigten mit
zunehmender Lange eine deutliche Verkrimmung, bzw. Verzweigung, verbanden meistens
zwei bis drei Zellen miteinander, waren Aktin-reich und konnten je nach Durchmesser und
Tubulin-Gehalt in zwei strukturell unterschiedliche Klassen eingeordnet werden. Diese
Ergebnisse kénnen nur zur Schlussfolgerung filhren, dass die Uberexpression von
transmembranem LST1 die Bildung von TNT induziert.

6.4.3 LST1 induziert die Bildung von funktionellen TNT

Im vorigen Abschnitt konnte nachgewiesen werden, dass die von LST1 induzierten Fortsatze
alle bisher beschriebenen Charakteristika der TNT aufwiesen. In diesem Abschnitt sollte
untersucht werden, ob die LST1-induzierten TNT funktionell waren und den interzellularen
Transport zwischen entfernten Zellen vermitteln konnten.

Um die Funktionalitdt der LST1-induzierten TNT zu Uberprifen, wurde deren Fahigkeit
untersucht, einen I6slichen Farbstoff zwischen verbundenen Zellen zu ubertragen. Ein solcher
Versuchsansatz wurde schon von Watkins und Salter 2005 verwendet, um die Funktionalitat
von TNT in THP-1-Zellen zu analysieren. Den THP-1-Zellen wurde ein Gemisch aus
unldslichem Dextran (mit dem Farbstoff Texas Red gekoppelt) und dem I8slichen Farbstoff
Lucifer Yellow mikroinjiziert. Nach einer Minute konnte beobachtet werden, dass das Lucifer
Yellow auf mehrere Nachbarzellen Ubertragen wurde, wahrend das Dextran nicht Ubertragen
wurde (Watkins und Salter 2005).

In Zusammenarbeit mit dem Biolmaging-Zentrum der LMU Minchen wurde ein ahnlicher
Versuchsansatz entworfen und durchgefiihrt. HelLa-Zellen wurden transient mit dem
Expressionsvektor flir das FLAG-LST1.2345-EGFP-Fusionsprotein transfiziert. Den
Transfektanten wurde Lucifer Yellow (4 % w/v in PBS) mikroinjiziert und die Lokalisation des
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Farbstoffes wurde mittels Lebendzell-Fluoreszenzvideomikroskopie untersucht. In drei
unabhangigen Versuchen wurde zwar vereinzelt eine Ubertragung des Farbstoffes auf
benachbarte Transfektanten beobachtet, dieser Effekt war jedoch nicht reproduzierbar (Daten
nicht gezeigt). Es wurde postuliert, dass das C-terminal fusionierte EGFP-Protein die
Funktionalitédt der LST1-induzierten TNT beeintrachtigen kdnnte. Aus diesem Grund wurde der
Mikroinjektionsversuch mit FLAG-LST1.2345-Transfektanten wiederholt. Da bei diesem
Versuchsansatz die transfizierten Zellen nicht erkennbar waren, musste ihre
Farbstofflibertragungsrate mit der von Leervektor-Transfektanten verglichen werden. In 4
unabhangigen Versuchen konnte zwar zweimal eine erhdhte Farbstoffibertragungsrate bei den
FLAG-LST1-Transfektanten festgestellt werden, dieser Effekt war jedoch nicht reproduzierbar
(Daten nicht gezeigt). Aus den Ergebnissen dieser Versuche wurde gefolgert, dass der
mechanische Stress der Mikroinjektion zum Brechen der meisten LST1-induzierten TNT
gefuhrt hat. Trotz mehrerer Anlaufe ist es leider nicht gelungen, den durch die Mikroinjektion
verursachten mechanischen Stress zu reduzieren. Aus diesem Grund wurde entschieden, dass
die beschriebenen Versuchsansatze nicht zur Untersuchung der Funktionalitat von TNT
geeignet waren.

Bei der Erstbeschreibung der TNT, wurde der interzellulare Transport von Organellen, bzw.
Vesikeln durch differentielle Farbung mit den lipophilen Farbstoffen DiO, bzw. Dil und
anschlieRende Kokultivierung der gefarbten Zellen, untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
die kokultivierten Zellen gefarbte Organellen, bzw. Vesikel tber TNT austauschen (Rustom et
al. 2004). Dieser Versuchsansatz wurde in abgewandelter Form verwendet um die
Funktionalitéat der LST1-induzierten TNT zu untersuchen. HelLa-Zellen wurden, entweder mit
dem Leervektor pcDNA 3.1 (-), oder mit dem Expressionsvektor fiir FLAG-LST1.2345" transient
transfiziert. Die Effizienz der Transfektion wurde mittels FACS-Analyse uberprift. Die
Transfektanten wurden mit den Farbstoffen CFSE, bzw. Dil gefarbt. Der Farbstoff CFSE wird
passiv Uber die Membran aufgenommen und verteilt sich Uber die gesamte Zelle, wahrend Dil
zunachst in die Membran eingebaut wird und nach etwa einer Stunde grofBtenteils in
endosomalen und lysosomalen Vesikeln zu finden ist. Die CFSE-, bzw. Dil-gefarbten LST1-
Transfektanten wurden kokultiviert, in einem Parallelansatz wurden die differentiell gefarbten
Leervektor-Transfektanten ebenfalls kokultiviert. Die Kokultivierungsansatze wurden nach 6 h
fixiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht (fiir eine Ubersicht des Versuchsaufbaus
siehe Abb. 36A). Die Auswertung der Mikroskopie zeigte, dass sowohl beim Ansatz mit den
Leervektor-Transfektanten, wie beim Ansatz mit den LST1-Transfektanten, Dil-gefarbte Vesikel
in den CFSE-gefarbten Zellen beobachtet werden konnten (exemplarisch gezeigt in Abb. 36B).
Der Prozentsatz der CFSE-gefarbten Zellen, die Dil-gefarbte Vesikel enthielten, wurde durch
Auswertung der Mikroskopieaufnahmen ermittelt.

Die Ergebnisse aus 5 unabhangigen Versuchen wurden zusammengefasst (Abb. 37), in den
Kokultivierungsansatzen mit den LST1-Transfektanten zeigten 74,7 % der untersuchten Zellen
einen Transfer von Dil-gefarbten Vesikeln (Standardabweichung = 1,4 %; 556 untersuchte
Zellen [n = 556]). In den Ansatzen mit den Leervektor-Transfektanten zeigten deutlich weniger
Zellen eine Ubertragung der gefarbten Vesikel (53,4 %; Standardabweichung = 4,6 %; n =
550). Aus diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass die Uberexpression von LST1 zu einer
signifikanten Zunahme (p = 0,0079; Mann-Whitney-Test) des TNT-vermittelten Vesikeltransfers
fuhrt.

Die Aktinpolymerisation spielt bei der Bildung von TNT eine zentrale Rolle, ihre Hemmung flhrt
zur Blockade des TNT-vermittelten Vesikeltransfers (Rustom et al. 2004).
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Abbildung 36: LST1 induziert die Bildung von funktionellen TNT. A) Ubersicht tber den
Kokultivierungsversuch. HelLa-Zellen wurden mit dem Expressionsvektor fir FLAG-LST1.2345" oder
dem Leervektor pcDNA 3.1 (-) transient transfiziert. Die Transfektionseffizienz wurde mittels FACS-
Analyse ermittelt. Fir die extrazellulare Farbung wurden der FLAG-M2-Antikérper (1:200) und ein Cy2-
gekoppelter anti-Maus-Antikérper (1:50) verwendet. Der Kokultivierungsversuch wurde nur durchgefiihrt,
wenn die Transfektionseffizienz mindestens 60 % betrug. Bei erfolgreichen Transfektionen, lag die
Effizienz zwischen 68 und 77 %. Die Transfektanten wurden, wie unter 5.2.10 beschrieben, mit CFSE,
bzw. Dil gefarbt und fir eine Stunde im Begasungsbrutschrank bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden
die gefarbten Zellen abtrypsiniert, gezahlt und in die Kokultivierungsansatze eingesetzt. Es wurden je 1 x
10° CFSE-, bzw. Dil-gefarbte LST1-Transfektanten gemischt und in einer 6-Loch-Platte auf einem Poly-
Lysin-beschichteten Deckgldschen kokultiviert. In einem Parallelansatz wurden differentiell gefarbte
Leervektor-Transfektanten kokultiviert. Die Ansatze wurden 6 h im Brutschrank inkubiert. Die Zellen
wurden nach der Inkubationszeit, wie unter 5.2.8 beschrieben, fixiert und im Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Es wurden pro Versuchsansatz mindestens 100 CFSE-gefarbte Zellen im griinen (CFSE)
und roten (Dil) Kanal aufgenommen. Anhand der Uberlagerungsbilder beider Kanale, konnte der Anteil
der CFSE-Zellen, die Dil-gefarbte Vesikel enthielten, in Prozent ermittelt werden. Die Auswertung wurde
von zwei unabhangigen Personen (I. Rohwedder und C. Schiller) durchgefihrt, die resultierenden Werte
wurden gemittelt. B) Fixierte Praparate aus dem Kokultivierungsversuch wurden mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Im Kokultivierungsansatz mit den Leervektor-Transfektanten
konnten Dil-gefarbte Vesikel in CFSE-gefarbten Zellen beobachtet werden (linkes Bild, Pfeil). Im
Kokultivierungsansatz mit den LST1-Transfektanten konnten ebenfalls Dil-gefarbte Vesikel in CFSE-
gefarbten Zellen beobachtet werden, zuséatzlich konnten Vesikel-enthaltende TNT nachgewiesen
werden, diese waren aber meistens durch die Fixierung beschadigt worden (rechtes Bild, Pfeil). Gezeigt
sind Uberlagerte Maximumintensitatsprojektionen von ausgewahlten, konfokalen z-Schnitten, die
Substratebene wurde nicht einbezogen. MafRstab: 20 um.



6 Ergebnisse 94

Um sicherzustellen, dass die LST1-induzierten TNT tatsachlich den Transfer von gefarbten
Vesikeln vermittelten wurden Kokultivierungsansatze, wie bereits beschrieben, angesetzt. Nach
einstindiger Inkubation wurden die Zellen mit dem Inhibitor der Aktinpolymerisation
Latrunculin-A (500 nM in Kulturmedium) behandelt und nach weiteren 5 h fixiert. Die
Auswertung erfolgte wie bereits beschrieben.

Die Ergebnisse aus drei unabhangigen Versuchen wurden zusammengefasst (Abb. 37). Die
Behandlung mit Latrunculin-A fihrte, sowohl in den Ansatzen mit den LST1-Transfektanten
(24,3 %; Standardabweichung = 1,7 %; n = 335), als auch in den Ansatzen mit den Leervektor-
Transfektanten (24,4 %; Standardabweichung = 3,4 %; n = 333) zu einer deutlichen Reduktion
des Vesikeltransfers. Weiterhin wurde durch die Latrunculin-A-Behandlung der Effekt der
LST1-Uberexpression auf den Vesikeltransfer komplett aufgehoben. Dies legt den Schluss
nahe, dass die erhdhte Vesikeltransferrate der LST1-Transfektanten, tatsachlich auf die
Bildung von TNT zurlckzufuhren ist.

Bei der Quantifizierung des Vesikeltransports wurden im Ansatz mit den Leervektor-
Transfektanten und in beiden Latrunculin-A-behandelten Ansatzen ahnliche Transferraten wie
bei der Untersuchung von Rustom et al. festgestellt. In jener Arbeit wurde bei unbehandelten
PC12-Zellen eine Transferrrate von 54,5 % festgestellt, wahrend bei Latrunculin-behandelten
Zellen eine Rate von 29,5 % ermittelt wurde. Dies legt den Schluss nahe, dass HelLa-Zellen in
der Lage sind TNT auszubilden und, dass die LST1-Uberexpression zur verstarkten Bildung
dieser Strukturen fihrt.

Ubertragung von DiI-gefirbten Vesikeln
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Abbildung 37: LST1 induziert den TNT-vermittelten, interzellularen Vesikeltransfer. Gezeigt ist, als
MalR fir den TNT-vermittelten Vesikeltransport, der Anteil der CFSE-gefarbten Zellen, die Dil-gefarbte
Vesikel enthielten (in Prozent). Die Durchschnittswerte +/- der Standardabweichung sind innerhalb der
Saulen angegeben. Die Kokultivierungsversuche wurden, wie in der Abb. 36 beschrieben, durchgefihrt.
Die Behandlung mit Latrunculin-A erfolgte nach einstiindiger Inkubation, dabei wurde das Kulturmedium
auf 500 nM Latrunculin-A eingestellt und die Zellen fir weitere 5 h im Brutschrank inkubiert. In den
Kokultivierungsansatzen mit den LST1-Transfektanten (5 unabhangige Versuche [N = 5]; 556 Zellen
ausgewertet [n = 556]), konnte eine signifikant héhere (p = 0,0079; Mann-Whitney-Test; die statistische
Auswertung wurde, wie unter 5.4.11 beschrieben, durchgefiihrt) Vesikeltransferrate, als in den Anséatzen
mit den Leervektor-Transfektanten (N = 5; n = 550), festgestellt werden. Die Behandlung der Zellen mit
Latrunculin-A (Lat-A) flhrte, sowohl im Ansatz mit den LST1-Transfektanten (N = 3; n = 335), als auch
im Ansatz mit den Leervektor-Transfektanten (N = 3; n= 333) zu einer deutlichen Verringerung des
Vesikeltransfers.
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6.4.4 Nachweis von endogenem LST1 in TNT

In den bisherigen Versuchen war rekombinantes, transmembranes LST1 stets in den
induzierten TNT der Transfektanten angereichert. Aus den Ergebnissen der Untersuchung des
TNT-vermittelten Vesikelaustausches wurde gefolgert, dass HelLa-Zellen TNT ausbilden und
die LST1-Uberexpression zur verstarkten Bildung dieser Strukturen fiihrt. Diese beiden
Befunde warfen die Frage auf ob, endogenes LST1 in TNT nachgewiesen werden kann. Zur
Detektion von endogenem LST1 wurde der LST1-2B1-Antikdrper verwendet, dieser wurde von
Ina Rohwedder fir den Einsatz in der Immunzytochemie ausgetestet (Rohwedder 2008). Der
2B1-Antikérper konnte rekombinantes LST1.2345 an der Plasmamembran und in der
perinukledaren Region von Transfektanten nachweisen (Abb. 38A - B). Bei der
Charakterisierung der monoklonalen Antikdrper wurde zudem festgestellt, dass der 2B1-
Hybridomuberstand endogenes LST1.2345 aus dem Lysat von U-937-Zellen prazipitieren kann

(siehe Abb. 22).
A B
C D

Abbildung 38: Zelluldre Lokalisation von rekombinantem und endogenem LST1. Gezeigt sind
Maximumintensitatsprojektionen von ausgewahlten, konfokalen z-Schnitten, die Substratebene wurde
nicht einbezogen. Maf3stab: 20 um. A) — B) HelLa-Zellen wurden transient mit dem LST1.2345-pIRES2-
EGFP-Expressionsvektor transfiziert. Die Transfektanten wurden fixiert und mittels Immunzytochemie
gefarbt. Das rekombinante LST1 wurde mit dem LST1-2B1-Hybridomiberstand (unverdiinnt, Inkubation:
1h) und einem RPE-gekoppelten anti-Ratte-Antikorper (1:50, rot) detektiert. Fur die Aufnahmen wurden
Transfektanten ausgewahlt, die EGPF-positiv waren (nicht gezeigt, Quelle: verandert nach Rohwedder
2008). C) — D) Endogenes LST1 wurde in HelLa-Zellen mittels Immunzytochemie angefarbt. Um die
Intensitéat der Farbung zu erhdhen, wurden die Zellen, statt 1 h, Uber Nacht mit dem LST1-2B1-
Hybridomuiberstand (unverdiinnt) inkubiert. Weiterhin wurde ein DTAF-gekoppelter anti-Ratte-Antikérper
(1:50) fur die Detektion verwendet, da das DTAF-Fluorochrom mit dem Laser des konfokalen Mikroskops
effizienter als das RPE-Fluorochrom angeregt werden kann. Die Bildausschnitte sind vergréRert
dargestellt, Helligkeit und Kontrast dieser Bilder wurden zur besseren Sichtbarkeit verandert. Das
endogene LST1 ist in den Bildausschnitten kaum sichtbar, aus diesem Grund wurde der DTAF-Kanal
zusatzlich in Graustufen dargestelit.
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Die Detektion von endogenem LST1 in HelLa-Zellen zeigte eine unerwartete subzellulare
Verteilung des transmembranen Proteins. Das endogene LST1 war im Zellkern und
Zytoplasma gleichmaRig verteilt, wahrend an der Plasmamembran keine Anreicherung
festgestellt werden konnte (Abb. 38C — D). Einige der angefarbten Zellen waren durch einen
oder mehrere TNT verbunden, diese enthielten endogenes LST1 und wiesen, wie schon in
vorhergehenden Versuchen beobachtet, punktuelle Verdickungen auf (Abb. 38C — D). Um
auszuschliefen, dass die beobachtete Farbung durch unspezifische Bindung des verwendeten
Antikorpers zustande kam, wurden in einem Parallelansatz HelLa-Zellen mit einem Isotyp-
Kontrolluberstand (anti-RMC 16D2) gefarbt (keine nachweisbare Farbung, nicht gezeigt).
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6.5 Charakterisierung der LST1-Proteinexpression

6.5.1 Regulation der LST1-Proteinexpression

Die Charakterisierung des monoklonalen LST1-7E2-Antikérpers erlaubte einen ersten Einblick
in die Proteinexpression von LST1. In den untersuchten Lysaten konnte nur die Volle-Lange
transmembrane LST1.2345-Isoform mittels Western-Analyse nachgewiesen werden (siehe
Abb. 18). Dieser Uberraschende Befund wurde nun ndher untersucht. Zunachst wurde die
LST1-Proteinexpression mit der Transkriptexpression in unreifen DC und U-937-Zellen
verglichen. Aus Gesamt-RNS dieser Zellen wurden LST7-Transkripte mittels RT-PCR
amplifiziert und auf Agarosegelen aufgetrennt (siehe 6.1.1, bzw. Hirner 2004). Die
aufgetrennten Amplifikate konnten 6 (U-937), bzw. 8 (unreife DC) verschiedenen
Spleilvarianten zugeordnet werden (Abb. 39A). Zum Vergleich wurde die LST1-
Proteinexpression in Lysaten von unreifen DC und U-937-Zellen mittels Western-Analyse, unter
Verwendung des LST1-7E2-Antikdérpers, untersucht. In beiden Zelltypen konnte ausschlieflich
die Volle-Lange transmembrane LST1.2345-Isoform als Monomer und potentielles Homodimer
nachgewiesen werden (Abb. 39B). Das berechnete und beobachtete Molekulargewicht dieser
Isoform kann der Tab. 3 auf S. 79 entnommen werden. Dieser Befund steht im Widerspruch zu
der Vielzahl an Spleilvarianten, die aus der Gesamt-RNS der beiden Zelltypen amplifiziert
werden konnten. So kodieren die 8 in unreifen DC nachgewiesenen alternativen Transkripte
mindestens 5 Isoformen, die vom 7E2-Antikorper erkannt werden kénnen (siehe 6.2.3.2).
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Abbildung 39. A) LST1-Transkriptexpression. LST7-Transkripte wurden aus der Gesamt-RNS von
U-937-Zellen, wie in der Abb. 10 beschrieben, amplifiziert und aufgetrennt (linkes Bild). Die Amplifikation
und Auftrennung von LST1-Transkripten aus der Gesamt-RNS von unreifen DC erfolgte, wie von H.
Hirner beschrieben (rechtes Bild, Quelle: verandert nach Hirner 2004). Die, anhand der GréRe,
identifizierten SpleiBvarianten sind zwischen den beiden Bildern aufgelistet. Die GroRen der
Markerfragmente (M) sind in Basenpaaren an%egeben. B) LST1-Proteinexpression. Auf ein 15 %-iges
Polyacrylamidgel wurden Lysate von je 1 x 10° unreifen DC und U-937-Zellen aufgetragen. Die unreifen
DC wurden von S. Spranger (Hamatologikum des Helmholtz Zentrums Munchen), wie unter 5.2.13
beschrieben, generiert. Die Fluoreszenzdetektion der Western-Membran erfolgte mit dem 7E2-
Hybridomuberstand (1:10) und einem IRDye800CW-gekoppelten anti-Ratte-Antikérper (1:10000). Nach
der Detektion wurde die Membran gestrippt und mit dem WA-3-Tubulin-Antikérper (1:100) und einem
IRDye800CW-gekoppelten anti-Maus-Antikérper (1:10000) nachdetektiert (oberes Bild). Die GréRen der
relevanten Proteinmarkerbanden sind links markiert. Die Positionen von Tubulin und von endogenem
LST1.2345 in seiner monomeren (mLST1) und dimeren Form (dLST1) sind rechts angegeben.

Der Vergleich der Transkript- und Proteinexpression lieferte einen ersten Hinweis darauf, dass
die LST1-Proteinexpression einer stringenten Regulation unterliegt.
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Um die LST1-Proteinexpression in einem breiteren Kontext zu untersuchen, wurde diese bei
einer Vielzahl von Zellen mittels Western-Analyse charakterisiert. In den Lysaten aller
untersuchten Zelllinien konnte, wie im vorherigen Versuch, ausschlieBlich die LST1.2345-
Isoform als Monomer und als mdgliches Homodimer nachgewiesen werden (Abb. 40). Das
LST1-Monomer wurde im Lysat der HeLa- und U-251 MG-Zellen als Doppelbande detektiert. In
samtlichen untersuchten Zelllinien konnte eine vergleichbare LST1-Proteinexpression
beobachtet werden. In den Zellen hamatopoetischen Ursprungs (U-937, K-562 und Jurkat)
wurde keine erhéhte Proteinmenge festgestellt (Abb. 40). Diese Ergebnisse sind reprasentativ
fur mindestens drei unabhangige Versuche.
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Abbildung 40: LST1-Proteinexpression in verschiedenen Zelllinien. Auf 15 %-ige Polyacrylamidgele
wurden Lysate von je 1 x 10° Zellen aufgetragen. Die Fluoreszenzdetektion der Western-Membranen
erfolgte mit dem 7E2-Hybridomiberstand (1:10) und einem IRDye800CW-gekoppelten anti-Ratte-
Antikoérper (1:10000). Nach der Detektion wurden die Membranen gestrippt und mit dem WA-3-Tubulin-
Antikorper (1:100) und einem IRDye800CW-gekoppelten anti-Maus-Antikérper (1:10000) nachdetektiert
(obere Bilder). Die Positionen von Tubulin und von endogenem LST1 in seiner monomeren (mLST1) und
dimeren Form (dLST1) sind links angegeben. Die GroéRen der relevanten Proteinmarkerbanden sind
rechts markiert.

Die festgestellte, ubiquitare LST1-Proteinexpression steht im Widerspruch zu den vorhandenen
MRNS-Expressionsdaten. In friiheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass LST17-
Transkripte starker in Immunzellen exprimiert werden und die Anzahl der nachweisbaren
SpleiBvarianten héher ist als in Zellen nicht-lymphoiden Ursprungs (de Baey et al. 1997).
Weiterhin wurde in der Abb. 39A gezeigt, dass aus Gesamt-RNS der U-937-Zelllinie
mindestens 6 verschiedene LST1-Spleildvarianten sichtbar amplifiziert werden konnten. Die
Auftrennung der RT-PCR-Produkte zeigte, dass die starksten Fragmente den Spleilvarianten
LST1.245 und LST1.245" zugeordnet werden konnten (Abb. 39A). Diese Transkripte kodieren
I6sliche Proteine, die vom LST1-7E2-Antikorper erkannt werden kénnen (siehe 6.2.3.2). In den
Lysaten der bislang untersuchten Zellen konnten die Idslichen Isoformen LST1.245/5°
allerdings nicht detektiert werden. Eine mdgliche Erklarung dafir ware, dass diese l6slichen
Isoformen sezerniert werden, ein entsprechendes Signalpeptid besitzen diese Proteine jedoch
nicht. Es ist aber eine wachsende Zahl von Proteinen bekannt, die auch ohne ein solches
Signalpeptid sezerniert werden kénnen (Prudovsky et al. 2008). Aus diesem Grund wurde als
Néchstes untersucht, ob die I6slichen LST1.245/5 -Isoformen sezerniert werden.

Um eine mdgliche Sekretion der LST1-Isoformen nachzuweisen, wurden die Kulturiberstande
von HEK 293T-Transfektanten untersucht. Diese wurden jeweils mit den Expressionsvektoren
fur FLAG-LST1.2345°, FLAG-LST1.235" und FLAG-LST1.245 transient transfiziert. Die
Kulturiberstande der Transfektanten wurden mittels Western-Analyse auf das Vorhandensein
der rekombinanten FLAG-LST1-Proteine untersucht.



6 Ergebnisse 99

Das losliche FLAG-LST1.245-Protein konnte im Kulturiiberstand nicht nachgewiesen werden,
die transmembranen Proteine FLAG-LST1.2345" und FLAG-LST1.235" wurden jedoch deutlich
im Uberstand detektiert (nicht gezeigt). Der Nachweis der transmembranen FLAG-LST1-
Proteine im Kulturiiberstand warf die Frage auf, wie diese sezerniert wurden. Um dies zu
untersuchen wurden HEK 293T-Zellen, wie oben beschrieben, transfiziert und die
Kulturiberstande wurden abgenommen. Exosomen wurden mittels differentieller Zentrifugation
(wie unter 5.2.11 beschrieben) aus den Uberstdnden isoliert und mittels Western-Analyse,
unter Verwendung des FLAG-Antikérpers, untersucht.

Das rekombinante, 16sliche FLAG-LST1.245-Protein konnte weder im Kulturiberstand, noch in
den Exosomen, bzw. im Uberstand der Exosomenfraktion (100000 g-Uberstand) nachgewiesen
werden (Abb. 41A, Spuren 7 - 9). Im Kulturiberstand der FLAG-LST1.2345 -Transfektanten
wurde das rekombinante Protein inklusive mehrerer Abbauprodukte eindeutig nachgewiesen
(Abb. 41A, Spur 1). In der Exosomenfraktion konnten diese Proteine deutlicher detektiert
werden (Abb. 41A, Spur 3). Im Gegensatz dazu wurden im 100000 g-Uberstand keine Proteine
nachgewiesen (Abb. 41A, Spur 2). Ahnliche Beobachtungen wurden bei den Proben der FLAG-
LST1.235-Transfektanten gemacht, das rekombinante Protein konnte im Kulturiberstand
schwach und in der Exosomenfraktion deutlich starker nachgewiesen werden (Abb. 41A,
Spuren 4 und 6).
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Abbildung 41. A) Ausschleusung von rekombinantem LST1. In je ein Loch einer 6-Loch-Platte
wurden HEK 293T-Zellen mit den Expressionsvektoren fliir FLAG-LST1.2345°, FLAG-LST1.235" und
FLAG-LST1.245 transient transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde das Kulturmedium durch FCS-
freies Medium ausgetauscht und die Transfektanten fir weitere 24 h kultiviert. Aus dem Kulturiiberstand
wurden Exosomen mittels differentieller Zentrifugation isoliert. Auf ein 15 %-iges Polyacrylamidgel
wurden 20 ul vom Kulturiiberstand (K U) direkt aufgetragen, weiterhin wurden 20 ul vom 100000 g-
Uberstand (100k U) und die in Auftragspuffer gelésten Exosomen (Exo) aufgetragen. Die
Fluoreszenzdetektion der Western-Membran erfolgte mit dem FLAG-M2-Antikérper (1:1000) und einem
IRDye800CW-gekoppelten anti-Maus-Antikdrper (1:10000). Nach der Detektion wurde die Membran
gestrippt und mit dem WA-3-Tubulin-Antikérper (1:100) und dem IRDye800CW-gekoppelten anti-Maus-
Antikoérper (1:10000) nachdetektiert (oberes Bild). Die Positionen von Tubulin und von rekombinantem
LST1 in der monomeren Form (mLST1) sind links angegeben. Die GroRen der relevanten
Proteinmarkerbanden sind markiert (A und B). B) Nachweis der Expression von rekombinantem
LST1. Auf ein 15 %-iges Polyacrylamidgel wurden Lysate von je 1 x 10° HEK 293T-Transfektanten
aufgetragen. Die Fluoreszenzdetektion der Western-Membranen erfolgte wie unter A) beschrieben. Die
Positionen der rekombinanten LST1-Isoformen in der monomeren Form (mLST1) sind links angegeben.
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Das berechnete und beobachtete Molekulargewicht der rekombinanten LST1-Isoformen kann
der Tab. 3 auf S. 79 entnommen werden. In einer friheren Untersuchung wurde das
Vorhandensein von Tubulin in Exosomen beschrieben (Wubbolts et al. 2003). Um
sicherzustellen, dass in den Exosomenfraktionen tatsachlich Exosomen vorhanden waren,
wurde Tubulin auf der Western-Membran nachdetektiert (Abb. 41A, oberes Bild). Weiterhin
konnte durch Western-Analyse von Lysaten der HEK 293T-Transfektanten sichergestellt
werden, dass die rekombinanten Proteine tatsachlich exprimiert wurden (Abb. 41B). Diese
Ergebnisse sind reprasentativ fiir zwei unabhangige Versuche.

Der Nachweis der transmembranen FLAG-LST1-Isoformen im Kulturiberstand der
Transfektanten war insofern unerwartet als aufgrund der LST1-Proteinexpressionsdaten (siehe
Abb. 39 und 40) eher eine Sekretion des |dslichen FLAG-LST1.245-Proteins vermutet wurde.
Die Tatsache, dass die transmembranen FLAG-LST1-Isoformen in der Exosomenfraktion viel
deutlicher als im Uberstand detektiert werden konnten, zeigt, dass diese Isoformen in
Exosomen ausgeschleust wurden. In einem weiteren Versuch konnte nachgewiesen werden,
dass die transmembranen LST1-Isoformen unabhangig von der Position des FLAG-Etiketts
(N- oder C-terminal) in Exosomen ausgeschleust werden (nicht gezeigt).

Der in der Abb. 41A gezeigte Versuch wurde mit HeLa-Transfektanten wiederholt, es konnten
jedoch keine rekombinanten Proteine im Uberstand oder in den Exosomen nachgewiesen
werden (nicht gezeigt). Auch konnte keine starkere Ausschleusung von Exosomen in den
Transfektanten, die transmembranes FLAG-LST1 exprimierten, festgestellt werden (nicht
gezeigt). Obwohl Exosomen aus dem Kulturiiberstand der Hela-Transfektanten isoliert
wurden, kann allerdings formal nicht ausgeschlossen werden, dass der Nachweis der
transmembranen LST1-Isoformen durch eine allgemein starkere Ausschleusung von
Exosomen in HEK 293T-Zellen zustande kam. Wahrscheinlicher erscheint es allerdings, dass
der Nachweis der FLAG-LST1-Isoformen in den Exosomen auf die starke Uberexpression in
den HEK 293T-Zellen zurickzuflhren ist. Diese exprimieren das gro3e SV40-T-Antigen, was
zur starken Replikation von transfizierten Plasmiden (mit SV40-Replikationsurprung) und somit
zu einer starken Expression der kodierten Proteine fiihrt.

In weiteren Versuchen wurde Uuberprift, ob eine Sekretion von endogenem LST1 aus
verschiedenen Zelllinien nachweisbar war. In konzentrierten Uberstanden (10 — 50-fach) und
Exosomen aus den Zelllinien U-937, K-562, HEK 293T und HelLa konnte kein endogenes LST1
detektiert werden (nicht gezeigt).

Unter Bertcksichtigung der beschriebenen Ergebnisse, konnte eine effiziente Sekretion von
endogenem LST1.245/5" als Grund fur die fehlende Detektion dieser Isoformen in den Lysaten
verschiedener Zelllinien ausgeschlossen werden. In diesem Zusammenhang ist es interessant,
dass bei mehr als 10 transienten Transfektionen (mit den Zelllinien HEK 293T und Hela), das
I6sliche FLAG-LST1.245-Protein stets schwacher exprimiert wurde als die transmembranen
FLAG-LST1-Isoformen (siehe Abb. 41B).

Basierend auf den vorhandenen Erkenntnissen kann also postuliert werden, dass die l6slichen
LST1.245/5 -Isoformen einer strengen translationellen oder posttranslationellen Regulation
unterliegen, diese kdnnte fur die relativ geringe Menge an rekombinantem Protein und fur die
komplette Suppression des endogenen Proteins verantwortlich sein.
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6.5.2 LST1-Proteinexpression in DC

In einer friheren Untersuchung wurde festgestellt, dass die Reifung von DC mit einer
Veranderung des Spleilmusters von LST1 einhergeht (Hirner 2004). Wahrend der Reifung wird
die Expression einer Vielzahl von Proteinen, wie z.B. kostimulatorische Molekile und
Adhasionsmolekule, hochreguliert. Um zu untersuchen, ob sich bei der Reifung auch die LST1-
Proteinexpression verandert, wurde diese in Lysaten von unreifen und reifen DC analysiert.
Dazu wurden quantitative Western-Analysen dieser Lysate durchgefiihrt, zur Detektion wurde
der LST1-7E2-Antikdrper verwendet. Wie schon bei den vorherigen Untersuchungen der LST1-
Proteinexpression, konnte in den Lysaten der unreifen und reifen DC nur das Volle-Lange
transmembrane LST1.2345 in der monomeren Form und als potentielles Homodimer
nachgewiesen werden (Abb. 42A). Die Anderung des SpleiRmusters bei der Reifung der DC
fuhrt also nicht zu einem veranderten Proteinexpressionsmuster. Die quantitative Auswertung
der Western-Analyse zeigte, dass sich die Expression der einzigen nachweisbaren LST1-
Isoform allerdings deutlich verandert. So konnte in reifen DC, im Vergleich zu unreifen DC, eine
signifikant erhohte Expression des monomeren LST1.2345 nachgewiesen werden (Abb. 42B,
Erhéhung auf 234,9 %; Standardabweichung = 57,7; p = 0,0064; t-Test). Die
Expressionsanderung beim Dimer verhielt sich genau entgegengesetzt. In reifen DC wurde, im
Vergleich zu unreifen DC, eine signifikant verringerte Proteinmenge detektiert (Abb. 42B,
Abnahme auf 44,7 %; Standardabweichung = 11,8; p = 0,0005; t-Test).
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Abbildung 42: LST1-Proteinexpression in DC. A) Western-Analyse der LST1-Expression. Auf ein
15 %-iges Polyacrylamidgel wurden Lysate von je 1 x 10°® unreifen und reifen DC (iDC, bzw. mDC)
aufgetragen. Die iDC und mDC wurden von S. Spranger (Hadmatologikum des Helmholtz Zentrums
Munchen) nach der Cocktail-6-Methode generiert. Die Fluoreszenzdetektion der Western-Membran
erfolgte mit dem 7E2-Hybridomiberstand (1:10) und einem IRDye800CW-gekoppelten anti-Ratte-
Antikorper (1:10000). Nach der Detektion wurde die Membran gestrippt und mit dem WA-3-Tubulin-
Antikérper (1:100) und einem IRDye800CW-gekoppelten anti-Maus-Antikérper (1:10000) nachdetektiert
(oberes Bild). Die Positionen von Tubulin und von endogenem LST1.2345 in seiner monomeren
(mLST1) und dimeren Form (dLST1) sind rechts angegeben. Die GréRen der relevanten
Proteinmarkerbanden sind links markiert. B) Quantitative Auswertung der Western-Analysen. Die
LST1-Proteinexpression wurde in 5 Western-Analysen, wie unter 5.4.11 beschrieben, quantifiziert.
Gezeigt ist die prozentuale Veranderung der LST1-Proteinexpression zwischen unreifen (iDC) und reifen
DC (mDC). Die Durchschnittswerte +/- der Standardabweichung sind innerhalb der Saulen angegeben.
Die statistische Auswertung wurde, wie unter 5.4.11 beschrieben, durchgefuhrt. Die Expression des
monomeren LST1.2345 (mLST1) war in den mDC, im Vergleich zu den iDC, signifikant erhdht (234,9 %
+/- 57,7; N = 5; p = 0,0064; t-Test,). Die Expression des dimeren LST1.2345 (dLST1) war in den mDC,
im Vergleich zu den iDC, signifikant verringert (44,7 % +/- 11,8; N = 5; p = 0,0005; t-Test).
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Die quantitative Auswertung wurde mit den Daten von 5 Western-Analysen durchgefiihrt. Die
untersuchten DC wurden in zwei unabhangigen Ansatzen generiert. Die quantitative Analyse
konnte keine signifikante Anderung der LST1-Gesamtexpression wahrend der Reifung der DC
nachweisen (nicht gezeigt). Die Verteilung der LST1-Proteinmenge auf die monomere und
dimere Form, wurde durch die Reifung jedoch signifikant verdndert (Abb. 42B). Die Reifung
fuhrte ungefahr zu einer Verdoppelung der Menge des monomeren LST1, bzw. zu einer
Halbierung der LST1-Dimer-Menge. Dieser Befund deutet auf eine Regulation der LST1-
Konformation, die durch die DC-Reifung induziert wurde, hin.

Als Nachstes wurde der Regulationsmechanismus, dem der beobachtete Effekt zugrunde liegt,
naher untersucht. Fur die Induktion der Regulation kamen zwei grundsatzliche Moglichkeiten in
Frage. Einerseits konnte die Regulation direkt durch einen der proinflammatorischen Faktoren,
die den unreifen DC zugegeben wurden, induziert worden sein. Andererseits konnte die, durch
die Reifung ausgelOste, weitreichende Veradnderung der Proteinexpression, sekundar zur
Regulation von LST1 gefluhrt haben.

Zur Generierung der reifen DC wurde von S. Spranger ein in der Arbeitsgruppe von Prof.
Schendel (Hamatologikum des Helmholtz Zentrums Minchen) entwickeltes Verfahren
angewendet (Cocktail-6-Methode). Dabei wurden die unreifen DC mit 6 verschiedenen
proinflammatorischen Faktoren behandelt. Bei der klassischen Methode zur Induktion der
Reifung werden die unreifen DC mit 4 unterschiedlichen Faktoren behandelt (Jonuleit et al.
1997). Reife DC, die mit dieser Methode generiert wurden, zeigten im Vergleich zu unreifen DC
eine ahnliche Regulation der LST1-Konformation, wie sie im vorherigen Versuch beobachtet
wurde (nicht gezeigt). Falls also die Regulation direkt durch einen der zugesetzten Faktoren
induziert wird, muss es sich dabei um einen Faktor handeln, der bei beiden Methoden
eingesetzt wird (IL-1p, PGE,, und TNF-a). Von diesen proinflammatorischen Faktoren, hat
TNF-o die starkste regulatorische Wirkung auf Immunzellen, aus diesem Grund wurde zuerst
untersucht ob TNF-a die Regulation der LST1-Konformation induziert.

Um die Wirkung von TNF-a unabhangig von den Effekten der DC-Reifung zu untersuchen,
wurden bei diesem Versuch HelLa-Zellen verwendet. Diese wurden mit TNF-a behandelt, die
LST1-Proteinexpression wurde mittels Western-Analyse untersucht. In den Lysaten der
unbehandelten und behandelten Zellen konnte LST1.2345 als Monomer und Dimer detektiert
werden (Abb. 43A). Wie schon bei den DC beobachtet, konnte keine signifikante Anderung der
LST1-Gesamtexpression festgestellt werden (nicht gezeigt). Allerdings wurde in den
behandelten Zellen, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, eine etwas hohere Expression
des monomeren LST1 beobachtet, die jedoch wegen der starken Streuung der einzelnen
Werte nicht signifikant war (Abb. 43B, Erhdhung auf 195,7 %; Standardabweichung = 53,7; p =
0,0910; t-Test). Ahnlich wie bei den DC, verhielt sich die Expressionsanderung beim Dimer
genau entgegengesetzt. In den behandelten Zellen wurde, im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen, eine signifikant verringerte Proteinmenge detektiert (Abb. 43B, Abnahme auf 37,5 %;
Standardabweichung = 19,1; p = 0,0299; t-Test). Die quantitative Auswertung wurde mit den
Daten von 3 Western-Analysen durchgefuhrt. Die untersuchten Zellen stammten aus drei
unabhangigen Behandlungen.

Die Behandlung der HelLa-Zellen mit TNF-a hatte in etwa den gleichen Effekt auf das
Verhaltnis zwischen monomeres und dimeres LST1, wie die Reifung der DC. Aus diesen
Ergebnissen kann gefolgert werden, dass TNF-a die Regulation der LST1-Konformation
induziert.
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Abbildung 43: LST1-Proteinexpression nach Behandlung mit TNF-a. A) Western-Analyse der
LST1-Expression. Auf ein 15 %-iges Polyacrylamidgel wurden Lysate von je 1 x 10° HeLa-Zellen
aufgetragen. Die HelLa-Zellen wurden entweder mit 10 ng/ml TNF-a (TNF+) oder nur mit Kulturmedium
(TNF-) fur 24 h inkubiert. Die Fluoreszenzdetektion der Western-Membran erfolgte mit dem 7E2-
Hybridomuberstand (1:10) und einem IRDye800CW-gekoppelten anti-Ratte-Antikérper (1:10000). Nach
der Detektion wurde die Membran gestrippt und mit dem WA-3-Tubulin-Antikérper (1:100) und einem
IRDye800CW-gekoppelten anti-Maus-Antikérper (1:10000) nachdetektiert (oberes Bild). Die GréRen der
relevanten Proteinmarkerbanden sind links markiert. Die Positionen von Tubulin und von endogenem
LST1.2345 in seiner monomeren (mMLST1) und dimeren Form (dLST1) sind rechts angegeben. B)
Quantitative Auswertung der Western-Analysen. Die LST1-Proteinexpression wurde in 3 Western-
Analysen, wie unter 5.4.11 beschrieben, quantifiziert. Gezeigt ist die prozentuale Anderung der LST1-
Proteinexpression zwischen TNF-a-behandelten (TNF+) und unbehandelten (TNF-) HelLa-Zellen. Die
Durchschnittswerte +/- der Standardabweichung sind innerhalb der Saulen angegeben. Die statistische
Auswertung wurde, wie unter 5.4.11 beschrieben, durchgefihrt. Die Expression des monomeren
LST1.2345 (mLST1) war in den behandelten Zellen, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, leicht
erhoht (195,7 % +/- 53,7; N = 3; p = 0,0910; t-Test,). Die Expression des dimeren LST1.2345 (dLST1)
war in den behandelten Zellen, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, signifikant verringert (37,5 %
+/-19,1; N = 3; p = 0,0299; t-Test).
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7 Diskussion

7.1 Charakterisierung und Funktionsanalyse von LST1

7.1.1 Evolution des LST71-Gens

Im Jahr 2003 wurde die Sequenzierung des menschlichen Genoms abgeschlossen. Seitdem
wurden, dank wesentlich verbesserter Methoden, die Genome einer Vielzahl von Saugetieren
sequenziert. Die dazugehoérigen Proteome wurden in silico durch Vorhersageprogramme
ermittelt (Gnomon, NCBI-Datenbank). Die dadurch gewonnene Datenfllle ermdglichte es, in
verschiedenen Saugetier-Proteomen, sechs bis dato unbekannte, homologe LST1-Proteine zu
identifizieren. Die meisten dieser Proteine ahnelten der Volle-Ladnge transmembranen
LST1.2345-Isoform. Dieser Befund erlaubt es allerdings nicht, Aussagen Uber die LST1-
Proteinexpression in anderen Spezies zu treffen. Dass mit lediglich einer Ausnahme stets das
Volle-Lange Protein vorhergesagt wurde, lasst sich dadurch erklaren, dass die Proteome durch
Transkription und Translation in silico ermittelt wurden. Die verwendeten Programme
begiinstigen hauptsachlich die Vorhersage des Volle-Lange LST7-Transkriptes, das die langste
Isoform kodiert.

In den letzten Jahren wurden auch zahlreiche Genome von Nicht-Saugern sequenziert, dies
ermoglichte es, die Suche nach homologen LST1-Proteinen auf Organismen, wie z.B. den
Frosch (Xenopus tropicalis), den Zebrafisch (Danio rerio) oder die Fliege (Drosophila
melanogaster) zu erweitern. Homologe Proteine konnten jedoch nur bei Saugetieren
identifiziert werden, das LST7-Gen ist also spezifisch fir die Klasse der Saugetiere.

Die Identifizierung eines homologen LST1-Proteins beim Schnabeltier (Ornithorhynchus
anatinus), ermdoglichte es U(ber die Entstehung des LST7-Gens zu spekulieren. Die
Abstammungslinie des heutigen Schnabeltieres trennte sich vor ca. 210 Mio. Jahren von der
der restlichen Sauger (Belov et al. 2006), was darauf hindeutet, dass das LST171-Gen relativ frih
in der Entwicklung der Saugetiere entstanden ist. Beim Schnabeltier ist Lst7 von den Genen
Aif1 und Ltb flankiert, ein Ortholog zum NCR3-Gen, das LST7 in der menschlichen HLA-
Klasse-lll-Region zentromerisch flankiert, konnte nicht identifiziert werden (Dohm et al. 2007).
Dies liefert einen ersten Hinweis darauf, dass die unmittelbare genomische Umgebung von
LST1 wahrend der Saugerevolution Veranderungen durchlaufen hat. Es erscheint
wahrscheinlich, dass sich ein GroRteil dieser Veranderungen vor ca. 180 - 210 Mio. Jahren
ereignet haben. Vor ca. 180 Mio. Jahren trennten sich die Abstammungslinien der heute
lebenden Opossums (Didelphis marsupialis) und Wallabys (Macropus eugenii) von der
menschlichen Linie (Deakin et al. 2006). In den Genomen vom Opossum und Wallaby ist kein
LST1-Ortholog zwischen den Genen Aif1 und Ltb lokalisiert, beim Wallaby konnte an dieser
Stelle lediglich ein NCR3-Ortholog identifiziert werden (Deakin et al. 2006). Somit kann
postuliert werden, dass beim gemeinsamen Vorfahren von Mensch, Opossum und Wallaby
sowohl ein LST1, wie auch ein NCR3-Ortholog im fraglichen Bereich vorhanden war. Die
abweichende Genstruktur dieser Region beim Opossum und Wallaby kénnte durch
Rekombinations- oder Umlagerungsereignisse, nach der Trennung von der menschlichen
Abstammungslinie, zustande gekommen sein.
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7.1.2 Proteincharakterisierung von LST1 und Funktion als potentielles TRAP

7.1.2.1 Membrantopologie von LST1

Als erster Schritt zur Funktionsanalyse von LST1 wurden die evolutionar konservierten Motive
des Volle-Lange transmembranen Proteins (LST1.2345) bestimmt. Da meistens nur die
funktionellen Bereiche eines Proteins konserviert sind, sollte die Ermittlung dieser Motive
Hinweise auf die Funktion von LST1 liefern. Die mogliche funktionelle Bedeutung jedes der
konservierten Motive wurde gesondert untersucht.

Am N-Terminus zeigen die homologen LST1-Proteine nur eine geringe Ubereinstimmung ihrer
AS-Sequenzen und eine grofe Variabilitdt in der Lange dieses Bereiches. So ist beim
menschlichen Protein das erste konservierte Motiv 9 AS vom N-Terminus entfernt, wahrend
beim homologen Protein der Ratte dieser Bereich 34 AS umfasst. Das erste konservierte Motiv
des menschlichen LST1.2345-Proteins ist die 22 AS-lange Transmembranhelix (vorhergesagt
mit dem TMHMM-Programm, Krogh et al. 2001). Die Aminosaurensequenz der
Transmembrandomane war in samtlichen LST1.2345-Homologen teilweise konserviert, bei
allen verglichenen Sequenzen umfasste sie aber fast ausschlieRlich hydrophobe AS (Abb. 23
und Proteinvergleich im Anhang unter 9.5).

Schon nach der Bestimmung des langsten offenen Leserahmens von LST71, wurde eine
Transmembrandoméne in der Exon 3-kodierten AS-Sequenz vorhergesagt (Holzinger et al.
1995). Da bei LST1 allerdings kein Signalpeptid vorhanden ist, war eine Klassifizierung als
Typ-I- oder Typ-lI-Transmembranprotein zunachst nicht moglich. In einer spateren Arbeit wurde
die Zelloberflaichenexpression der LST1.235-Isoform mit einem polyklonalen Kaninchen-
Antiserum untersucht. Der Nachweis des LST1-Proteins an der Zelloberflache von U-937-
Zellen implizierte eine Typ-ll-Membrantopologie fir die transmembranen LST1-Isoformen
(Rollinger-Holzinger et al. 2000). Diese Membrantopologie konnte spater fur keines der
rekombinanten LST1-Proteine bestatigt werden. In K-562-Transfektanten, die stabil
LST1.2345°-FLAG exprimierten, konnte das FLAG-Epitop nur mittels intrazellularer Farbung in
der Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. Weiterhin konnte beim rekombinanten LST1-
FLAG-Protein, das aus dem Lysat von zelloberflachenbiotinylierten K-562-Transfektanten
prazipitiert wurde, keine nachweisbare Biotinylierung festgestellt werden (Schiller 2005). Diese
Ergebnisse deuteten erstmals darauf hin, dass LST7 Typ-I-Transmembranproteine kodiert.

Im Rahmen der Diplomarbeit von Maximilian Nitschké wurde die Membrantopologie von N- und
C-terminal FLAG-etikettierten LST1-Transmembranisoformen mittels extrazellularer Farbung in
der Durchflusszytometrie untersucht (Nitschké 2006). Der Versuch wurde im Rahmen dieser
Arbeit mindestens noch dreimal wiederholt, nur die N-terminal etikettierten Isoformen konnten
an der Zelloberflache nachgewiesen werden (Abb. 24A). Die Intensitat der Farbung war beim
FLAG-LST1.2345 -Protein deutlich starker als bei der FLAG-LST1.235-Isoform. In mindestens
6 unabhangigen Versuchen, wurden bei FLAG-LST1.2345-Transfektanten stets zwei
Zellpopulationen beobachtet: Eine zeigte eine relativ schwache Zelloberflachenexpression und
die zweite eine deutlich starkere. Im Gegensatz dazu konnte in mindestens 4 unabhangigen
Versuchen bei FLAG-LST1.235 -Transfektanten nur eine schwach-positive Population
angefarbt werden (Abb. 24A), wahrend das carboxyterminal FLAG-modifizierte LST1.235" nicht
auf der Zelloberflache der entsprechenden Transfektanten nachweisbar war. Western-
Analysen zeigten, dass vergleichbare Proteinmengen der FLAG-LST1-Isoformen exprimiert
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wurden (Abb. 24B). In den gezeigten Western-Analysen wurden die C-terminal FLAG-
etikettierten LST1-Isoformen etwas starker nachgewiesen als die N-terminal etikettierten
Proteine, dieser Effekt konnte aber in weiteren Analysen nicht reproduziert werden. Die
unterschiedliche Ergebnisse fir FLAG-LST1.2345" und FLAG-LST1.235" in der
Durchflusszytometrie deuten darauf hin, dass die Zelloberflachenexpression der rekombinanten
FLAG-LST1-Proteine differentiell reguliert wurde.

Die Ergebnisse der FACS-Analysen wurden mittels Immunzytochemie bestéatigt, wie schon
beim vorherigen Versuch konnten nur die N-terminal FLAG-etikettierten Isoformen an der
Zelloberflache detektiert werden (Abb. 25). Die starkere Zelloberflachenexpression des FLAG-
LST1.2345-Proteins, die bei der FACS-Analyse festgestellt wurde, konnte bei der
Immunzytochemie nicht beobachtet werden. Die FACS-Analyse wurde mit HEK 293T-
Transfektanten durchgefuhrt, bei der Immunzytochemie wurden Hela-Transfektanten
angefarbt. Es ware mdglich, dass die unterschiedliche Zelloberflachenexpression der beiden
transmembranen FLAG-LST1-Proteine durch die starke Uberexpression in den HEK 293T-
Transfektanten zustande kam. Dies wirde aber dennoch bedeuten, dass ein Mechanismus
vorhanden ist, der bei groRen Proteinmengen die Zelloberflaichenexpression der
transmembranen FLAG-LST1-Proteine differentiell reguliert.

In einem weiteren Versuch konnte das transmembrane FLAG-LST1.2345-EGFP-
Fusionsprotein mittels Immunzytochemie an der Zelloberflache angefarbt werden. Als Kontrolle
wurden Transfektanten, die das Idsliche FLAG-LST1.245-EGFP transient exprimierten
ebenfalls angefarbt, erwartungsgemald wurde keine Zelloberflichenfarbung detektiert. Das
I6sliche Fusionsprotein war Uber Zytoplasma und Zellkern der Transfektanten verteilt (Abb. 26).
Eine Zellkernlokalisation der léslichen LST1-Isoformen kann aber daraus nicht abgeleitet
werden, da das nicht-fusionierte EGFP bei Leervektor-Transfektanten ebenfalls im Zellkern
beobachtet werden konnte (nicht gezeigt).

Die Ergebnisse der FACS-Analysen und der immunzytochemischen Farbungen zeigten, dass
die rekombinanten, transmembranen FLAG-LST1-Isoformen eine Typ-I-Membrantopologie
aufwiesen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit konnte diese Membrantopologie flir das endogene
LST1.2345 bestatigt werden. Bei der Charakterisierung der monoklonalen LST1-Antikdrper
konnte endogenes LST1 in der U-937-Zelllinie nur mittels intrazelluldrer Farbung in der
Durchflusszytometrie detektiert werden (Abb. 20). Da das Immunogen, das fir die Herstellung
der Antikorper verwendet wurde, nicht den N-Terminus der LST1.2345 -Isoform umfasst, lasst
sich aus der vorhandenen, intrazelluldaren Farbung und der fehlenden, extrazellularen Farbung
eine Typ-lI-Membrantopologie ableiten.

Da die transmembranen LST1-Isoformen kein Signalpeptid besitzen, ist es sehr
wahrscheinlich, dass die ermittelte Typ-I-Membrantopologie durch die positiv geladenen AS am
C-terminalen Ende der Transmembranhelix bestimmt wird (nach der ,positive-inside“-Regel,
von Heijne 1992). Drei dieser AS (R-KR) sind bei den meisten homologen LST1-Proteinen
konserviert (Abb. 23). Beim menschlichen LST1.2345 sind 4 positiv geladene AS (RR-KR) in
diesem Bereich vorhanden, die LST1.235 -Isoform weist aber dort nur zwei positiv geladene
AS (RR) auf. Da fir diese Isoform auch eine Typ-I-Membrantopologie ermittelt wurde, kann an
dieser Stelle postuliert werden, dass die Anwesenheit von zwei positiven AS am C-terminalen
Ende der Transmembrandoméne ausreicht, um die ,richtige® Membrantopologie zu
gewabhrleisten.
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7.1.2.2 Multimerbildung durch LST1

In den Western-Analysen wurden auch unter reduzierenden Bedingungen groRere LST1-
Molekule nachgewiesen, die Homodimere, bzw. Homooligomere darstellen konnen. Daher
wurde die Multimerbildung der transmembranen LST1-Isoformen untersucht. Rekombinantes
LST1.2345-FLAG, LST1.235°-FLAG, FLAG-LST1.245 und das gereinigte HIS-LST1.3A45"-
Protein wurden unter reduzierenden, bzw. nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und
mittels Western-Analyse untersucht. Aufder beim Iéslichen FLAG-LST1.245-Protein konnten bei
allen untersuchten Isoformen verstarkt Multimere unter nicht-reduzierenden Bedingungen
nachgewiesen werden (Abb. 27A). Dieser Befund konnte fir das endogene LST1.2345-Protein,
das im Lysat von Hela-Zellen detektiert wurde, bestatigt werden (Abb. 27B). Die verstarkte
Detektion von Multimeren unter nicht-reduzierenden Bedingungen bestatigte die Vermutung,
dass die Multimerbildung durch Disulfidbrickenbindungen vermittelt wird.

Ein Vergleich der AS-Sequenzen der rekombinanten LST1-Isoformen, die untersucht wurden,
ermoglichte es festzustellen, dass die Multimer-bildenden Polypeptide lediglich einen 11 AS-
langen Bereich gemeinsam haben (Abb. 28). In diesem Abschnitt befindet sich das bei allen
homologen Proteinen konservierte CLC-Motiv. Aus diesem Befund wurde gefolgert, dass die
bei transmembranen LST1-Isoformen beobachtete Multimerbildung durch Disulfidbricken-
bindungen zwischen den Cysteinen dieses Motivs vermittelt wird.

In der Western-Analyse konnten die rekombinanten LST1-Transmembranisoformen als
Monomer, Dimer, Trimer und Tetramer nachgewiesen werden (Abb. 27A). Das endogene
LST1.2345-Protein konnte dagegen nur in der monomeren und dimeren Form detektiert
werden (Abb. 27B). Die Uberexpression der rekombinanten LST1-Proteine kdnnte also ihre
Oligomerisierung fordern. Dies muss jedoch nicht zwangslaufig bedeuten, dass das endogene
LST1-Protein nicht in der trimeren oder tetrameren Form vorkommt. Der zur Detektion
verwendete LST1-7E2-Antikbérper kann zwar rekombinante Transmembranisoformen als
Trimere und Tetramere erkennen (siehe Abb. 17 und 18), es ware aber mdglich, dass
endogenes LST1 in der trimeren und tetrameren Form Modifikationen aufweist, die eine
Erkennung durch den Antikdrper behindern kénnten. So wurde bei der Untersuchung der
Phosphorylierung festgestellt, dass LST1-Proteine, die am C-terminalen Tyrosin (Pos. 95,
siehe Abb. 23) phosphoryliert waren, nicht vom 7E2-Antikérper erkannt werden konnten (siehe
Abb. 30).

In einer friheren Untersuchung wurde ein polyklonales, affinitatsgereinigtes Kaninchen-
Antiserum verwendet, um die Proteinexpression von LST1 nachzuweisen (Bindeepitop =
RDKRGTKEDPRADYAC, beim 7E2-Antikérper = RADYACIAENKPT). Rekombinantes
LST1.2345" wurde als Monomer, Dimer und Trimer detektiert, wahrend endogenes LST1.2345
lediglich als Monomer detektiert wurde (Raghunathan et al. 2001). Diese Beobachtung
bestatigt zwar die festgestellte Diskrepanz in der Multimerbildung zwischen den rekombinanten
und endogenen Proteinen, lasst sich aber mit beiden oben genannten Hypothesen ahnlich gut
erklaren.

Die Auftrennung der rekombinanten LST1-Isoformen unter reduzierenden Bedingungen fiihrte,
im Vergleich zu der Auftrennung unter nicht-reduzierenden Bedingungen, zu einer
offensichtlichen Abnahme der nachgewiesenen Multimere (Abb. 27A). Beim endogenen LST1-
Protein war dieser Unterschied zwar auch erkennbar, aber nicht so deutlich, wie bei den
rekombinanten Isoformen (Abb. 27B). Es erscheint also mdglich, dass das endogene
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LST1.2345-Dimer, im Vergleich zu den rekombinanten LST1-Multimeren, resistenter
gegeniuber reduzierenden Reagenzien ist. Aus der Literatur sind mehrere Beispiele bekannt,
bei denen die Anfalligkeit der Disulfidbrickenbindungen fiir reduzierende Reagenzien von der
Proteinstruktur bestimmt wird (z.B. beim E1-Protein des Sindbis-Virus [Carleton und Brown
1997], beim Zelloberflachenprotein MSP-1 von Plasmodium falciparum [Sanders et al. 2007]
und beim menschlichen Wachstumshormon hGH [Grigorian et al. 2005]).

7.1.2.3 Tyrosin-Phosphorylierung von LST1

Die weiter C-terminal der Transmembrandoméne gelegenen, konservierten Motive wurden als
Nachstes untersucht. Zwei Tyrosin-enthaltende Motive in diesem Bereich waren in allen
homologen Proteinen konserviert, das erste dieser Motive erfilllte die Konsensusequenz eines
ITIM.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Tyrosin-Phosphorylierung von LST1 naher untersucht.
HEK 293T-Transfektanten, die FLAG-LST1.2345 (zwei mdgliche pY) und FLAG-
LST1.2345A (nur 1 mogliches pY) transient exprimierten, wurden mit Naz;VO4 behandelt und
lysiert, anschlielfend wurden die rekombinanten Proteine prazipitiert. Die Tyrosin-
Phosphorylierung der prazipitierten Proteine wurde mittels Western-Analyse untersucht.

Die aus den behandelten Transfektanten prazipitierten FLAG-LST1.2345- und FLAG-
LST1.2345A-Proteine zeigten eine deutliche Tyrosin-Phosphorylierung (Abb. 29). Da das
zweite Tyrosin-Motiv im mutierten FLAG-LST1.2345A-Protein fehlt, konnte in diesem Versuch
die Tyrosin-Phosphorylierung des potentiellen ITIM nachgewiesen werden. Die Nachdetektion
der Prazipitate zeigte eine starkere Zunahme des Molekulargewichts beim FLAG-LST1.2345-
Protein im Vergleich zum FLAG-LST1.2345A-Protein (Abb. 29). Dies wird darauf
zuruckgefuhrt, dass beim FLAG-LST1.2345-Protein beide Tyrosin-enthaltenden Motive
phosphoryliert wurden. Die Tyrosin-Phosphorylierung konnte nur fir die monomere Form des
FLAG-LST1.2345-Proteins gezeigt werden, die dimeren und trimeren Formen waren weder
phosphoryliert noch konnte eine Zunahme des Molekulargewichts festgestellt werden.

Die Etablierung der monoklonalen LST1-Antikdrper ermdglichte es im weiteren Verlauf dieser
Arbeit die Tyrosin-Phosphorylierung von endogenem LST1.2345 zu untersuchen. In der
Western-Analyse konnte eine deutliche Tyrosin-Phosphorylierung des endogenen LST1.2345-
Proteins, das aus dem Lysat der nicht mit Naz;VO, behandelten Zellen prazipitiert wurde,
festgestellt werden. Weiterhin wurde aus dem Lysat der behandelten Zellen Tyrosin-
phosphoryliertes LST1 prazipitiert, das im Vergleich zum Protein aus den nicht-behandelten
Zellen, ein groReres Molekulargewicht aufwies (Abb. 30).

Aus der Untersuchung der Tyrosin-Phosphorylierung des endogenen LST1 lieRen sich
folgende Erkenntnisse ableiten: Ein Tyrosin-enthaltendes Motiv von LST1.2345 ist konstitutiv
phosphoryliert, das zweite Motiv wird zwar ebenfalls phosphoryliert, unterliegt aber standiger
Dephosphorylierung. Aus diesem Grund konnte das an beiden Motiven phosphorylierte Protein,
nur aus dem Lysat von Naz;VO4-behandelten Zellen prazipitiert werden.

Bei der Nachdetektion der prazipitierten Proteine konnte das Tyrosin-phosphorylierte LST1 aus
den nicht-behandelten Zellen deutlich detektiert werden, das an beiden Motiven Tyrosin-
phosphorylierte Protein konnte aber mit dem LST1-7E2-Antikérper nicht detektiert werden
(Abb. 30). Eine mdgliche Erklarung hierfur ware, dass beim endogenen LST1.2345 das
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potentielle ITIM konstitutiv phosphoryliert ist, die Phosphorylierung des zweiten Tyrosin-
enthaltenden Motivs aber erst nach Blockade der Dephosphorylierung durch NazVO,
nachweisbar wird. Dieses zweite Tyrosin liegt im Bindeepitop des 7E2-Antikdrpers und kdnnte
im phosphorylierten Zustand die Detektion verhindern.

Weiterhin zeigte die Nachdetektion, dass die Naz;VOs-Behandlung zu einer deutlichen
Verringerung der detektierten Menge an monomeren LST1 gefuhrt hat. Die Detektion des
dimeren Proteins kdnnte zwar diese Abnahme erklaren, das Dimer wurde jedoch nur in einem
Prazipitat (5°) nachgewiesen (Abb. 30). Die Unfahigkeit des 7E2-Antikdrpers, das an beiden
Tyrosinen phosphorylierte Protein zu detektieren, kann die beobachtete Abnahme auch nicht
erklaren, da dieses Protein mit dem pY-Antikérper in den Prazipitaten der behandelten (57,
10°und 157) U-937-Zellen in vergleichbaren Mengen nachgewiesen wurde. Die Abnahme der
detektierten Monomer-Menge kann nur dadurch erklart werden, dass die Phosphorylierung des
LST1-Proteins am zweiten Tyrosin zur Dimerisierung und anschlie@end zum Abbau des Dimers
gefihrt hat. Eine Tyrosin-Phosphorylierung des dimeren LST1-Proteins konnte zwar nicht
nachgewiesen werden, es ware jedoch mdglich, dass die Konformation des Proteins eine
Detektion mit dem pY-Antikorper nicht zuldsst. Ein Nachweis der Tyrosin-Phosphorylierung
Uber die Anderung des Molekulargewichtes ist ebenfalls nicht méglich, da das Dimer nur in
einem Prazipitat (5°) detektiert werden konnte.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Tyrosin-Phosphorylierung von endogenem LST1 in
U-937-Zellen deuten darauf hin, dass das potentielle ITIM konstitutiv phosphoryliert ist und,
dass die Konformation und der anschliefende Abbau des Proteins uUber die Phosphorylierung
des zweiten Tyrosin-enthaltenden Motivs gesteuert werden. In dieser Hinsicht zeigt das
LST1.2345-Protein Ahnlichkeit zum SIGLEC3-Protein (Syalilsdure-bindendes, Ig-ahnliches
Lektin 3, CD33). SIGLEC3 besitzt ein ITIM, das die gleiche AS-Sequenz wie das potentielle
LST1-ITIM aufweist. Weiterhin ist bei beiden Proteinen am C-Terminus ein zweites Tyrosin-
enthaltendes Motiv lokalisiert. Bei SIGLEC3 handelt es sich um ein ITSM (Immunrezeptor
Tyrosin-basiertes Switch Motiv, Konsensussequenz: T X Y X X [I/V]), diese Motive kdnnen je
nach Art der rekrutierten Proteine inhibitorische oder aktivierende Signalkaskaden auslésen. Im
Falle von SIGLEC3 rekrutiert das phosphorylierte ITSM das SOCS3-Protein (Suppressor of
Cytokine Signaling 3), dieses vemittelt den proteasomalen Abbau von SIGLEC3 (Orr et al.
2007). Das C-terminal gelegene Tyrosin-enthaltende Motiv des menschlichen LST1-Proteins
(ADYACI) erfullt nicht die Konsensusequenz fur ein ITSM. Es ware dennoch méglich, dass die
Phosphorylierung dieses Motivs den Abbau des LST1-Dimers U(ber einen ahnlichen
Mechanismus wie beim SIGLEC3-Protein steuert. In diesem Zusammenhang erscheint es
interessant, dass das zweite Tyrosin-enthaltende Motiv in den homologen LST1-Proteinen der
Ratte (TDYACI), Maus (TDYACI) und Hund (TEYACI) die Konsensussequenz fir einen ITSM
erfallt.

Wie schon bei der Untersuchung der Multimerbildung beobachtet, konnten auch bei der
Analyse der Tyrosin-Phosphorylierung deutliche Unterschiede zwischen den rekombinanten
FLAG-LST1-Isoformen und dem endogenen Protein festgestellt werden. Im Gegensatz zum
endogenen LST1.2345, waren die rekombinanten FLAG-LST1-Proteine nicht konstitutiv
phosphoryliert. Eine, durch die Naz;VO4s-Behandlung der Transfektanten bedingte Abnahme der
Menge an prazipitiertem FLAG-LST1 konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Weiterhin
konnte keine Dimerisierung der rekombinanten Proteine nach NazVO4-Behandlung der
Transfektanten detektiert werden. Die rekombinanten Proteine wurden allerdings nur in einem
Ansatz (Behandlungsdauer der Transfektanten: 15 min) untersucht, daher wirde der Vergleich
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mit dem endogenen Protein keinen Nachweis der Dimerisierung erwarten lassen. Die
Untersuchung der Tyrosin-Phosphorylierung von LST1 hat dennoch entscheidende
Unterschiede zwischen dem rekombinanten und endogenen Protein aufgezeigt. Es ware also
moglich, dass die Gberexprimierten Proteine sich in ihrer Struktur und Funktionalitat stark vom
endogenen Protein unterscheiden. Andererseits kdnnte die beobachtete Diskrepanz auch auf
die unterschiedlichen Zelltypen zuriickgefuhrt werden, die fir die Versuche benutzt wurden. Die
FLAG-LST1-Isoformen wurden in der adharenten Nierenzelllinie HEK 293T Uberexprimiert, das
endogene Protein wurde aus Suspensionzellen der U-937-Lymphomlinie prazipitiert. Es
besteht also die Mdglichkeit, dass der Tyrosin-Phosphorylierungsstatus von LST1 in beiden
Zelltypen grundsatzlich unterschiedlich ist, was die gegensatzlichen Ergebnisse erklaren
konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde lediglich die Tyrosin-Phosphorylierung von LST1 untersucht,
aus diesem Grund kann Uber die funktionelle Bedeutung einer evtl. vorhandenen Serin- oder
Threonin-Phosphorylierung keine Aussage getroffen werden. Eine in silico-Untersuchung des
LST1.2345-Proteins (mit dem NetPhos 2.0-Programm, Blom et al. 2001) detektierte 5 AS mit
einer hohen Phosphorylierungswahrscheinlichkeit. Zwei davon waren die in dieser Arbeit
untersuchten Tyrosine, bei den restlichen AS handelte es sich um zwei Serine und ein
Threonin (Pos. 56, 73 und 87, siehe Abb. 23). Das erste dieser Serine war in samtlichen
homologen Proteinen konserviert, das zweite Serin war bei einigen Spezies konserviert und
das Threonin war nicht konserviert (Abb. 23). Ob eine mdgliche Phosphorylierung des
konservierten Serins (Pos. 56) fir die Funktion von LST1 von Bedeutung ist, konnte
Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.

7.1.2.4 Kreuzvernetzung von LST1

Die Charakterisierung der Membrantopologie, Multimerbildung und Tyrosin-Phosphorylierung
der Volle-Lange LST1-Isoform offenbarte Ahnlichkeiten zu den TRAP. Diese transmembranen
Proteine weisen meistens nur wenige extrazellulare AS auf. In der intrazellularen Domane
dieser Proteine sind Tyrosin-enthaltende Motive Ilokalisiert, die bei Kreuzvernetzung
phosphoryliert werden und aktivierende, bzw. inhibierende Signalkaskaden auslésen kdnnen.
Einige dieser Proteine bilden Homodimere (z.B. DAP12), bei mehreren sind zwei Cysteine am
C-terminalen Ende der Transmembrandomane vorhanden, die die Membranlokalisation
regulieren (z.B. LAT, NTAL, PAG und LIME, Tedoldi et al. 2006). Die festgestellten
Annlichkeiten zum LST1.2345-Protein legten den Schluss nahe, dass LST1 als TRAP
fungieren koénnte.

Um dies experimentell zu Uuberprifen wurde rekombinantes FLAG-LST1.2345 an der
Zelloberflache von transienten Transfektanten kreuzvernetzt. Die Zellen wurden lysiert und das
FLAG-LST1-Protein wurde prazipitiert, dieses konnte anschlieRend in der Western-Analyse auf
Phosphorylierung seiner Tyrosin-enthaltenden Motive untersucht werden.

Es konnte keinerlei Tyrosin-Phosphorylierung des FLAG-LST1-Proteins festgestellt werden
(Abb. 31). Aus dem Lysat der kreuzvernetzten Transfektanten wurde das Protein verstarkt in
der dimeren Form prazipitiert, wahrend aus dem Lysat der nicht-behandelten Zellen FLAG-
LST1 hauptsachlich als Monomer prazipitiert wurde (Abb. 31). Die Kreuzvernetzung des FLAG-
LST1 an der Zelloberflache fuhrte also zur Dimerisierung, aber nicht zur Tyrosin-
Phosphorylierung des Proteins. In einem weiteren Versuch, bei dem die Dauer der
Kreuzvernetzung reduziert wurde (2-, bzw. 5-minltige Inkubation mit dem zweiten Antikorper),
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konnte dieser Befund bestatigt werden (nicht gezeigt). Es konnte also die Moglichkeit
ausgeschlossen werden, dass die Kreuzvernetzung zu einer transienten Tyrosin-
Phosphorylierung des FLAG-LST1-Proteins in HEK 293T-Zellen fuhrt. Die Ergebnisse des
Kreuzvernetzungsversuchs konnten nicht in stabilen LST1-Transfektanten bestatigt werden, da
exogen quervernetzbare U-937-LST1-Transfektanten nicht zur Verfligung standen.

Einerseits deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass LST1 nicht, wie die genannten
Adaptorproteine (DAP12, LIME und NTAL), auf Kreuzvernetzung reagiert. Andererseits wurden
bei der Untersuchung der Tyrosin-Phosphorylierung von LST1 (siehe 6.3.4) deutliche
Unterschiede zwischen den rekombinanten und endogenen Proteinen festgestellt. Im Bezug
auf die Tyrosin-Phosphorylierung kénnen also die Ergebnisse der rekombinanten FLAG-LST1-
Proteine nicht auf das endogene LST1 Ubertragen werden. Dadurch erscheint es moglich, dass
im Gegensatz zum rekombinanten FLAG-LST1, beim endogenen LST1 die Kreuzvernetzung
einen Einfluss auf die Tyrosin-Phosphorylierung haben konnte. Diese Fragestellung konnte
leider im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht werden, da die hergestellten Antikorper nur mit
dem intrazellularen Teil des LST1-Proteins reagierten und somit nicht flr
Kreuzvernetzungsversuche geeignet waren.

Insgesamt hat die Charakterisierung des Volle-Lange LST1-Proteins zwar einige Hinweise auf
eine modgliche Funktion als TRAP geliefert, dies konnte aber nicht zweifelsfrei belegt werden.
Die LST1-Isoformen, die beide Tyrosin-enthaltenden Motive aufweisen (LST1.2345 und
LST1.2345"), konnten also nur als potentielle TRAP charakterisiert werden. Um dies zu
bestatigen, misste in zukinftigen Untersuchungen gezeigt werden, dass das potentielle LST1-
ITIM tatsachlich inhibitorische Signalkaskaden auslésen kann. Ferner kdnnte die Identifizierung
eines evtl. vorhandenen Korezeptors dazu beitragen die Wirkungsweise von LST1 als TRAP
aufzuklaren.

7.1.3 Modulation der Zellmorphologie durch LST1

7.1.3.1 LST1-vermittelte Bildung von TNT

Eine Rolle von LST1 bei der Modulation der Zellmorphologie wurde erstmals im Jahr 2001
postuliert. Es konnte beobachtet werden, dass die Uberexpression von transmembranen LST1-
Isoformen in verschiedenen eukaryotischen Zellen, die Bildung von Filopodien und CLF
induziert (Raghunathan et al. 2001). Diese Beobachtung konnte in einer spateren
Untersuchung, durch Uberexpression eines LST1.2345-EGFP-Fusionsproteins in HelLa-Zellen,
bestatigt werden (siehe Abb. 9, Hirner 2004). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Modulation
der Zellmorphologie durch LST1 genauer charakterisiert.

Zunachst wurde die Induktion der Bildung von zellularen Fortsatzen durch Uberexpression des
FLAG-LST1.2345-EGFP-Fusionsproteins Uberpruft. In den oben erwdhnten Untersuchungen,
wurde jeweils der EGFP-Leervektor als negative Kontrolle verwendet. Das unfusionierte EGFP-
Protein verteilt sich Uber den gesamten Zellkdrper der Transfektanten, ist aber im Gegensatz
zum LST1-EGFP-Fusionsprotein nicht an der Membran angereichert. Dadurch kann formal
nicht ausgeschlossen werden, dass das LST1-EGFP-Fusionsprotein nicht die Bildung der
zellularen Fortsatze induziert, sondern diese nur durch dessen Anreicherung in der Membran
sichtbar werden. Aus diesem Grund wurde bei der erneuten Untersuchung der
Zellmorphologiemodulation durch LST1 das transmembrane KIR2DS2-EGFP-Fusionsprotein
als Kontrolle verwendet.



7 Diskussion 112

Die durch Uberexpression des FLAG-LST1.2345-EGFP-Fusionsproteins induzierte Bildung von
zelluldren Fortsatzen, konnte deutlich beobachtet werden. Die Transfektanten, die das
Kontrollprotein exprimierten, zeigten dagegen keinerlei Auffalligkeiten ihrer Zellmorphologie
(Abb. 33).

Wie bereits in der Einleitung erwahnt (siehe 2.3.6.3), zeigen die LST1-induzierten Fortsatze
erstaunliche Ahnlichkeiten zu den 2004 erstmals beschriebenen ,tunneling nanotubes® (TNT).
Deswegen wurde in den weiteren Versuchen untersucht, ob es sich bei den LST1-induzierten
Fortsatzen um TNT handelt. Wie bereits in den Ergebnissen diskutiert (siehe 6.4.2), erwies sich
die von Raghunathan et al. vorgenommene Klassifizierung dieser Fortsatze in Filopodien und
CLF als problematisch. Wegen der ahnlichen Charakteristika von Filopodien und TNT wurden
die LST1-induzierten Fortsatze nicht nach den Kriterien von Raghunathan et al. klassifiziert.
Stattdessen wurden die Charakteristika der LST1-induzierten Fortsatze mit denen der TNT
verglichen.

Es bedarf sicherlich noch weiterer Analysen um eine klare Unterscheidung zwischen Filopodien
und TNT hinsichtlich ihrer Funktion, Struktur und Ausbildungsmechanismen treffen zu kénnen.
Es ist nicht ausgeschlossen, dass es sich bei manchen Strukturen, die in der Vergangenheit als
lange Filopodien charakterisiert wurden, tatsachlich um TNT handelt (z.B. zwischen Zellen von
Seeigel-Embryonen, Miller et al. 1995).

Ob es sich bei manchen der LST1-induzierten Fortsatze tatsachlich um Filopodien handelt,
kann allerdings angezweifelt werden. Bei der Untersuchung von Raghunathan et al. wurde
festgestellt, dass die Bildung der zelluldren Fortsatze in HelLa-Zellen unabhangig von Cdc42,
Rho und Rac war. Ein Cdc42-unabhangiger Signalweg fir die Filopodienbildung ist zwar
bekannt, die durch Uberexpression von Rif und mDia2 induzierten Filopodien zeigten jedoch in
HelLa-Zellen einen ,haarigen“ Phanotyp und waren deutlich kiirzer (< 10 um) als die LST1-
induzierten Fortsatze (Pellegrin und Mellor 2005).

Die Charakterisierung der LST1-induzierten Fortsatze in Hela-Zellen, die das FLAG-
LST1.2345-EGFP-Fusionsprotein Uberexprimierten, zeigte eine mit der Lange zunehmende
Fragilitat dieser Strukturen (Abb. 34A — C), welche fir die TNT ebenfalls beschrieben wurde
(Rustom et al. 2004). Diese Fragilitat ist vermutlich auch der Grund dafiir, dass die TNT erst im
Jahr 2004 als neuer Mechanismus der interzellularen Kommunikation beschrieben wurden und
bei zahlreichen friiheren Untersuchungen nicht detektiert wurden. Um den mechanischen
Stress der Fixierung zu vermeiden, wurden die nachsten Versuche, nach Md&glichkeit, mit
lebenden Zellen durchgefiihrt. Die Lebendzell-Mikroskopie zeigte, dass die Verkrimmung und
Verzweigung der LST1-induzierten Fortsatze mit ihrer Lange korreliert (Abb. 34D - E),
Ahnliches konnte in zwei unabhangigen Untersuchungen bei TNT festgestellt werden (Chinnery
et al. 2008 und Sowinski et al. 2008).

Bei der Erstbeschreibung wurden TNT als Aktin-reich und Tubulin-arm charakterisiert (Rustom
et al. 2004). Aus diesem Grund wurde das Vorhandensein von Aktin und Tubulin in den LST1-
induzierten Fortsatzen untersucht. In FLAG-LST1.2345-EGFP-HelLa-Transfektanten wurden
Aktin und Tubulin gefarbt. Die LST1-induzierten Fortsdtze waren Aktin-reich und enthielten
teilweise auch Spuren von Tubulin (Abb. 35A — B). Durch den mechanischen Stress der
immunzytochemischen Farbung blieben nur die relativ kurzen Fortsatze gréReren
Durchmessers erhalten, dies konnte auch bei der Farbung von TNT durch Rustom et al.
beobachtet werden, keiner der gefarbten TNT war langer als 15 um.
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Die Beschreibung von zwei strukturell unterschiedlichen Klassen von TNT (Onfelt et al. 2006)
lieferte eine mdgliche Erklarung fir den Nachweis von Tubulin-Spuren in den LST1-induzierten
Fortsatzen. So erscheint es wahrscheinlich, dass es sich bei den gefarbten Fortsdtzen um die
von Onfelt et al. beschriebenen dicken, Tubulin-haltigen TNT, handelt.

In der Studie von Onfelt et al. wurde der Tubulin-Gehalt der diinnen TNT mit einem EB1-GFP-
Fusionsprotein untersucht, dieses bindet am Plus-Ende von wachsenden Mikrotubuli. Um die
immunzytochemische Farbung zu vermeiden und den Tubulin-Gehalt der dinnen LST1-
induzierten Fortsatze untersuchen zu kénnen, wurde ein dhnlicher Versuchsaufbau gewahlt.
HelLa-Zellen wurden mit den Expressionsvektoren fir FLAG-LST1.2345-DsRed2 und EGFP-
Tubulin kotransfiziert und mittels Lebendzell-Mikroskopie untersucht. In den Kotransfektanten
konnten LST1-induzierte Fortsatze beobachtet werden, die den von Onfelt et al. beschriebenen
TNT-Klassen entsprachen: Dicke Fortsatze enthielten Spuren von EGFP-Tubulin (Abb. 35C),
wahrend in dinnen Fortsatzen kein EGFP-Tubulin nachgewiesen werden konnte (Abb. 35D).
Diese Ergebnisse lieferten weitere Hinweise darauf, dass die LST1-Uberexpression die Bildung
von TNT induziert.

Ob die dunnen TNT tatsachlich kein Tubulin enthalten, kann nicht als gesichert angesehen
werden. Der fehlende Nachweis von Tubulin in dinnen TNT (Rustom et al. 2004 und Onfelt et
al. 2006) kénnte auch dadurch erklart werden, dass die Proteinmenge in diesen Strukturen
nicht ausreicht um eine Detektion zu ermdglichen. Die Koexpression von LST1-DsRed2 und
EGFP-Tubulin zeigte, dass selbst in Fortsatzen gréferen Durchmessers das EGFP-Tubulin-
Fusionsprotein nur schwach nachgewiesen werden konnte. Aus dem fehlenden Nachweis des
Fusionsproteins in den dinnen Fortsdtzen kann also nicht gefolgert werden, dass diese kein
Tubulin enthalten. Die Expression des FLAG-LST1.2345-DsRed2-Proteins, war im Vergleich zu
friheren Transfektionen mit dem FLAG-LST1.2345-EGFP-Expressionsvektor, sehr schwach.
Es kann davon ausgegangen werden, dass bei diesem Versuch nicht alle LST1-induzierten
Fortsatze sichtbar wurden. Der Grund fir die schwache Expression ist hdchstwahrscheinlich
beim DsRed2-Fluoreszenzprotein zu finden. Dieses fluoresziert nur als Tetramer und bendétigt
eine gewisse Zeit bis zur vollstdndigen Reifung, weiterhin kann das Protein in groferen
Mengen toxisch fir die exprimierenden Zellen sein (Baird et al. 2000). Diese Nachteile wurden
in Kauf genommen, weil lange Zeit echte Alternativen fur den roten Spektralbereich fehlten,
mittlerweile sind aber monomere DsRed2-Mutanten mit schnellerer Reifungszeit und
verringerter Toxizitat entwickelt worden (z.B. mCherry, Shaner et al. 2004).

Die schwache Expression von FLAG-LST1.2345-DsRed2 hatte zur Folge, dass sehr diinne
Fortsatze nicht untersucht werden konnten. Um dieses Problem zu umgehen wurden die
Expressionsvektoren fir FLAG-LST1.2345 und EGFP-Tubulin in HeLa-Zellen kotransfiziert. Die
Kotransfektanten wurden kurz vor der Lebendzell-Mikroskopie mit Dil gefarbt, dies erméglichte
es, selbst sehr dinne Fortsatze sichtbar zu machen. Die gefarbten Zellen waren vereinzelt
durch diinne Fortsatze verbunden, die Transfektanten, die das EGFP-Tubulin-Fusionsprotein
exprimierten, zeigten aber eine deutlich erhdhte Anzahl an zelluléren Fortsatzen (nicht gezeigt).
Dies deutete auf eine erfolgreiche Kotransfektion der beiden Expressionsvektoren hin.
Zwischen den Transfektanten, die das Fusionsprotein exprimierten, konnten Fortsatze
verschiedenen Durchmessers beobachtet werden. Die Fortsatze grofleren Durchmessers
enthielten das EGFP-Tubulin-Fusionsprotein, wahrend in Fortsdtzen mit geringerem
Durchmesser dieses nicht nachgewiesen werden konnte (Abb. 35E). Dies ware ein weiterer
Beleg dafiir, dass die LST1-Uberexpression zur Bildung von TNT fiihrt, die den beiden von
Onfelt et al. beschriebenen Klassen entsprechen.
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Die hier erorterten Untersuchungen der LST1-induzierten Fortsatze zeigten, dass diese alle
bisher beschriebenen Charakteristika der TNT aufweisen. Aus den vorliegenden Ergebnissen
muss also gefolgert werden, dass die Uberexpression der transmembranen LST1-Isoformen
die Bildung von TNT induziert.

7.1.3.1 LST1-vermittelte Bildung von funktionellen TNT

In den vorherigen Versuchen konnten die LST1-induzierten Fortsatze als TNT klassifiziert
werden, es wurde jedoch nicht untersucht, ob diese funktionell waren und die interzellulare
Kommunikation ermdglichten. Um die Funktionalitdt der induzierten TNT nachzuweisen,
wurden in einem ersten Versuch FLAG-LST1.2345-EGFP-Transfektanten mit dem Farbstoff
Lucifer Yellow mikroinjiziert (wie von Watkins und Salter 2005 beschrieben). Die Farbstoff-
Lokalisation wurde anschlieBend mittels Lebendzell-Mikroskopie untersucht. In einzelnen
Fallen wurde zwar eine Ubertragung des Farbstoffes zwischen den Transfektanten beobachtet,
dies konnte aber in unabhangigen Versuchen nicht zuverlassig reproduziert werden (nicht
gezeigt). Der Grund hierfir war, dass der mechanische Stress der Mikroinjektion zur
Beschadigung der meisten LST1-induzierten TNT gefiihrt hat. Damit erwies sich die Farbstoff-
Mikroinjektion als nicht geeignet fur die Analyse der Funktionalitat von TNT.

Als Alternative zur Mikroinjektion wurde die Funktionalitdt der LST1-induzierten TNT durch
differentielle Farbung von LST1-Transfektanten untersucht. HeLa-Zellen wurden entweder mit
dem Expressionsvektor fiir FLAG-LST1.2345" oder dem Leervektor transient transfiziert und
mit Dil, bzw. CFSE gefarbt. Die differentiell gefarbten Leervektor-, bzw. FLAG-LST1-
Transfektanten wurden kokultiviert. Anschlielend wurde der Anteil der CFSE-gefarbten Zellen,
die Dil-gefarbte Vesikel enthielten, als MalR fir den TNT-vermittelten interzellularen Transport,
ermittelt (Abb. 36A). In den Ansatzen mit den FLAG-LST1-Transfektanten konnte eine, im
Vergleich zu den Leervektor-Transfektanten, signifikant erhéhte Vesikeltransferrate festgestellt
werden (Abb. 37).

Bei der Erstbeschreibung der TNT wurde festgestellt, dass ihre Bildung durch Hemmung der
Aktinpolymerisation unterbunden werden konnte. Um sicherzustellen, dass die erhohte
Vesikeltransferrate bei den LST1-Transfektanten, tatsachlich durch die verstarkte de novo-
Bildung von TNT zustande kam, wurde die Aktinpolymerisation in den untersuchten Zellen
gehemmt. Dies fuhrte zu einer deutlichen Reduktion des Vesikelaustausches und hob den
Effekt der LST1-Uberexpression komplett auf (Abb. 37). Dadurch konnte gezeigt werden, dass
die erhdhte Vesikeltransferrate auf die LST1-induzierte Bildung von TNT zurlckzufuhren ist.
Die Inhibition der Aktinpolymerisation konnte den Austausch von gefarbten Vesikeln zwischen
den kokultivierten Zellen nicht komplett unterbinden. Dies lasst sich vermutlich darauf
zuruckflhren, dass die Zellen vor der Latrunculin-Behandlung eine Stunde lang kokultiviert
wurden um ihre Adhasion an das Substrat zu gewahrleisten. Der festgestellte Vesikelaustausch
erfolgte wahrscheinlich wahrend dieses Zeitraums.

In der von Rustom et al. durchgefihrten Untersuchung des TNT-vermittelten Vesikeltransfers
wurde durch einen Kontrollversuch die Mdglichkeit ausgeschlossen, dass die Ubertragung der
Vesikel nicht durch TNT, sondern durch Exosomen vermittelt wurde. Im weiteren Verlauf dieser
Arbeit wurde die Ausschleusung von LST1 in Exosomen untersucht, es konnte nachgewiesen
werden, dass die Uberexpression von transmembranen LST1-Isoformen in HelLa-Zellen nicht
zu einer verstarkten Ausschleusung von Exosomen fuhrt (siehe 6.5.1). Somit kann
ausgeschlossen werden, dass die erhdhte Vesikeltransferrate durch verstarkte Sekretion von
Exosomen zustande kommt.
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Die Ergebnisse, die beim Vesikeltransferversuch fiir die Leervektor-Transfektanten und die
Latrunculin-behandelten Zellen erhalten wurden, dhnelten den von Rustom et al. ermittelten
Werten stark. Dies deutete darauf hin, dass HeLa-Zellen TNT bilden kénnen. Die Beobachtung,
dass untransfizierte Dil-gefarbte HelLa-Zellen vereinzelt durch Fortsatze verbunden waren
(siehe 6.4.2), bestatigte diese Schlussfolgerung. Einen weiteren Beleg fur die Bildung von TNT
durch untransfizierte HeLa-Zellen, lieferte die Farbung mit dem LST1-2B1-Antikorper. Zwischen
den Zellen konnten diinne Verbindungen angefarbt werden, die keinen Kontakt zum Substrat
hatten (Abb. 38C — D). Bei den detektierten Strukturen handelt es sich hdchstwahrscheinlich
um TNT, die Tatsache, dass nur kurze Verbindungen (< 15 um) nachgewiesen wurden, ist
vermutlich auf den mechanischen Stress der immunzytochemischen Farbung zurlckzufihren.

Bei der Charakterisierung des 2B1-Antikorpers wurde festgestellt, dass dieser in der Lage war,
das endogene Volle-Ldnge LST1.2345-Protein aus dem Lysat von U-937-Zellen zu
prazipitieren (Abb. 22). Weiterhin konnte der 2B1-Antikdrper rekombinantes LST1.2345 (ohne
Etikett) an der Zellmembran von HelLa-Transfektanten detektieren (Abb. 38A — B). Es erscheint
also wahrscheinlich, dass bei der LST1-Farbung der untransfizierten Hela-Zellen
ausschliefllich das endogene LST1.2345-Protein detektiert wurde. Die beobachtete
Lokalisation war allerdings Uberraschend, statt der erwarteten Membranlokalisation war das
endogene Protein Uber Zytoplasma und Zellkern der gefarbten Zellen verteilt. Eine
unspezifische Bindung durch den zweiten Antikdrper konnte mittels mehrerer Farbungen mit
einem Isotyp-Kontrollantikdrper ausgeschlossen werden. Die bei den HelLa-Zellen beobachtete
Lokalisation des endogenen LST1 wurde in weiteren Farbungen bei den folgenden Zellen
bestatigt: HEK 293T, U-937, K-562, Jurkat, unreife und reife DC (nicht gezeigt). In séamtlichen
Zelltypen konnte zwar LST1 schwach an der Membran nachgewiesen werden, eine
Anreicherung war aber nicht zu beobachten. Ahnlich verhielt es sich bei den in HelLa-Zellen
detektierten TNT, das endogene Protein konnte in diesen Strukturen detektiert werden, eine
deutliche Anreicherung war aber nicht zu beobachten (Abb. 38C — D).

Es bedarf sicherlich noch weiterer Untersuchungen um den Grund fir die Diskrepanz der
Lokalisation zwischen den rekombinanten und endogenen Proteinen zu ermitteln. Vorstellbar
ware, dass die Membranlokalisation des endogenen Proteins durch Modifikationen oder
interagierende Proteine reguliert wird und, dass die Uberexprimierten transmembranen
Isoformen nicht oder nur teilweise dieser Regulation unterliegen.

Die Charakterisierung der Zellmorphologie-Regulation durch die transmembranen LST1-
Isoformen hat gezeigt, dass diese die Bildung von funktionellen TNT induzieren. Ob dies aber
mit der potentiellen Rolle von LST1 als TRAP in Zusammenhang steht, kann allerdings
bezweifelt werden. In der Studie von Raghunathan et al. wurde festgestellt, dass auch die
transmembranen LST1-Isoformen, die von Transkripten kodiert werden die das Exon 4 nicht
enthalten, die Bildung von zelluldren Fortsatzen induzieren koénnen. Diese Isoformen
unterliegen einer Leserasterverschiebung und beinhalten keines der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten, Tyrosin-enthaltenden Motive.

Auf die Frage nach der Funktion von LST1 kann also keine einfache Antwort gegeben werden.
Einerseits sprechen die Ergebnisse aus der Proteincharakterisierung dafur, dass zwei
transmembrane Isoformen (LST1.2345 und LST1.2345") als TRAP agieren konnten.
Andererseits wurde gezeigt, dass die transmembranen LST1-Isoformen die Bildung von
funktionellen TNT induzieren und somit die interzelluldre Kommunikation regulieren kdnnten.
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7.2 Expression von LST1

7.2.1 Regulation der LST1-Expression

Bereits bei der Charakterisierung des monoklonalen LST1-7E2-Antikdrpers konnte in den
untersuchten Zelllinien ausschlieRlich die Volle-Lange transmembrane LST1.2345-Isoform
nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die LST1-Proteinexpression
naher untersucht. Zunachst wurde diese in Zellen untersucht, aus denen unterschiedliche
LST1-Transkripte amplifiziert werden konnten (U-937 und DC, Abb. 39A). Die relativ genaue
Kartierung des Bindeepitops vom 7E2-Antikérper (Abb. 19) und die Identifizierung der
exprimierten LST1-Transkripte in den zu untersuchenden Zellen, erlaubte es die Anzahl der
detektierbaren Isoformen voherzusagen (U-937: 4 und DC: 5). Von den erwarteten Isoformen
konnte jedoch, basierend auf der Gréle, nur das LST1.2345-Protein als Monomer und als
Homodimer detektiert werden (Abb. 39B). Im Rahmen der LST1-Proteincharakterisierung
wurde die Bildung von Multimeren auch beim endogenen Protein untersucht, dies ermoglichte
es das potentielle Dimer als ein Disulfid-gekoppeltes Homodimer zu identifizieren (Abb. 27B).

In weiteren Untersuchungen wurde die LST1-Proteinexpression in einer Vielzahl von Zelllinien
untersucht, es konnte allerdings stets nur ein Polypeptid entsprechend der LST1.2345-Isoform
nachgewiesen werden (Abb. 40). In den Lysaten der HeLa- und U-251 MG-Zellen wurde das
LST1-Monomer als Doppelbande detektiert, der Abstand zwischen beiden Banden war aber zu
gering, als dass es sich um zwei unterschiedliche Isoformen handeln kénnte. Die LST1-
Proteinexpression in den untersuchten Zelllinien war in etwa vergleichbar, nur in der Verteilung
des Proteins auf die monomere und dimere Form konnten Unterschiede ausgemacht werden
(Abb. 40). Die bei dieser Untersuchung festgestellte, ubiquitdre LST1-Proteinexpression zeigte
erstmals, dass die vorhandenen Transkript-Expressionsdaten nicht mit der Proteinexpression
korrelieren. So wurde in friheren Untersuchungen beschrieben, dass die Expression von
LST1-Transkripten in Immunzellen starker und die Anzahl der nachweisbaren Spleildvarianten
héher ist als in Zellen nicht-lymphoiden Ursprungs (de Baey et al. 1997). Weiterhin wurde bei
der Quantifizierung der LST7-Transkriptexpression mittels Real-Time-PCR festgestellt, dass
die Exon 3-enthaltenden Transkripte in U-937-Zellen weniger als 4 % der gesamten LST17-
Transkriptmenge ausmachen (Mulcahy et al. 2005). Bei dieser Untersuchung wurde postuliert,
dass die I6slichen LST1-Isoformen eine wichtige Rolle bei Entzindungsreaktionen spielen und
die, von den Exon 3-enthaltenden Transkripten kodierten, transmembranen Isoformen eher von
untergeordneter Bedeutung seien (Mulcahy et al. 2005).

Zwei der aus der U-937-Zelllinie amplifizierten Transkripte, kodieren I6sliche Isoformen, die
vom 7E2-Antikérper erkannt werden koénnen (LST1.245 und LST1.245°). Diese Transkripte
zeigten bei der Auftrennung der RT-PCR-Produkte die starksten Banden (Abb. 39A), daher
wurde auch erwartet, dass die kodierten Isoformen entsprechend deutlich detektiert wurden.
Die fehlende Detektion dieser I6slichen Isoformen in den untersuchten Zelllinien (Abb. 39B und
40) verdeutlichte erneut die Diskrepanz zwischen der Transkript- und Proteinexpression von
LSTT1.

Als mogliche Erklarung fur die fehlende Detektion der I6slichen LST1-Isoformen wurde eine
effiziente Sekretion dieser Proteine in Erwagung gezogen. Um diese Mdglichkeit zu tberprifen,
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wurden in einem ersten Versuch, die Kulturiberstande von HEK 293T-Transfektanten auf das
Vorhandensein von rekombinanten FLAG-LST1-Isoformen hin untersucht. Das l6sliche FLAG-
LST1.245-Protein konnte nicht im Kulturiiberstand nachgewiesen werden, die transmembranen
FLAG-LST1.2345°, bzw. FLAG-LST1.235"-Isoformen konnten dagegen deutlich detektiert
werden (nicht gezeigt).

In einem Folgeversuch sollte geklart werden, wie die transmembranen Isoformen in den
Uberstand sezerniert wurden. Aus den Kulturiiberstdnden von HEK 293T-Transfektanten, die
die oben genannten Isoformen exprimierten, wurden die Exosomen isoliert. Die
transmembranen FLAG-LST1-Isoformen konnten in der Exosomenfraktion starker als im
Kulturiiberstand nachgewiesen werden (Abb. 41A), was deutlich fiir eine Ausschleusung dieser
Proteine in Exosomen sprach. Das losliche FLAG-LST1.245-Protein konnte weder im
Kulturiberstand noch in der Exosomenfraktion nachgewiesen werden. Um die rekombinante
Expression der FLAG-LST1-Proteine zu Uberprifen, wurden Lysate aus den HEK 293T-
Transfektanten mittels Western-Analyse untersucht (Abb. 41B). Wie in frUheren Analysen
bereits festgestellt (Abb. 18), wurden die transmembranen FLAG-LST1-Isoformen starker als
das l6sliche FLAG-LST1.245-Protein exprimiert.

Einen Einfluss der Position des FLAG-Etiketts (N- oder C-terminal) auf die Ausschleusung der
transmembranen Isoformen in Exosomen konnte mit einem weiteren Versuch in HEK 293T-
Zellen ausgeschlossen werden (nicht gezeigt). Die Ausschleusung von rekombinantem LST1 in
Exosomen wurde auch in einer anderen Zelllinie untersucht. In den Kulturiberstanden und
Exosomen von transfizierten HeLa-Zellen konnten jedoch keine rekombinanten FLAG-LST1-
Proteine nachgewiesen werden, eine verstarkte Exosomen-Ausschleusung in den
Transfektanten, die die transmembranen LST1-Isoformen exprimierten, konnte auch nicht
festgestellt werden (nicht gezeigt). Letzteres war eine wichtige Kontrolle fiur den
VesikelUbertragungsversuch, mit dem die Funktionalitdt der LST1-induzierten TNT gezeigt
werden konnte (Abb. 37). In weiteren Versuchen konnte in den Kulturiberstanden
verschiedener Zelllinien keine Sekretion endogener LST1-Proteine detektiert werden (nicht
gezeigt).

In zahlreichen Versuchen mit rekombinantem und endogenem LST1 konnte keine Sekretion
der 16slichen LST1.245/5 -Isoformen nachgewiesen werden. In den transienten Transfektanten
wurde nur eine reduzierte Menge dieser Proteine im Lysat nachgewiesen. Somit kann gefolgert
werden, dass die l6slichen LST1-Isoformen, die von Exon 4-haltigen Transkripte kodiert
werden, einer stringenten translationellen oder posttranslationellen Regulation unterliegen.
Uber die endogenen LST1-Polypeptide, die sich von Transkripten ohne die Exon 4-Sequenz
ableiten, kann keine Aussage gemacht werden, da sie wegen der Leserasterverschiebung
betrachtlich verkirzt (13 bis 66 AS) sind und nicht von den hergestellten monoklonalen
Antikdrpern erkannt werden kdnnen.

7.2.2 Regulation der LST1-Expression in DC

Nachdem die LST1-Proteinexpression in mehreren Zelllinien analysiert worden war, wurde
diese nun in primaren Zellen untersucht. Fur die Analyse wurden menschliche DC ausgewahlt,
da in friheren Untersuchungen eine Anderung des LST1-SpleiRmusters wahrend der DC-
Reifung nachgewiesen werden konnte (Hirner 2004).
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In den Lysaten von unreifen und reifen DC konnte nur die LST1.2345-Isoform nachgewiesen
werden (Abb. 42A), die differentielle Transkriptexpression wurde also auf der Proteinebene
nicht bestatigt. Dies ist ein weiterer Beleg fur die, bereits im Abschnitt 6.2.1 diskutierte,
grundsatzliche Diskrepanz zwischen der Transkript- und Proteinexpression von LSTT.
Quantitative Analysen der LST1-Proteinexpression zeigten keine signifikante Veranderung der
Gesamtmenge wahrend der DC-Reifung (nicht gezeigt). Bei der Verteilung des Proteins auf die
monomere und dimere Konformation konnten allerdings signifikante Veranderungen
nachgewiesen werden. In reifen DC, im Vergleich zu unreifen DC, verdoppelte sich in etwa die
Proteinmenge des monomeren LST1, wahrend sich die Menge des Dimers in etwa halbierte
(Abb. 42B). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass wahrend der DC-Reifung die LST1-
Konformation differentiell reguliert wurde.

Die Expressionsanalysen wurden mit Lysaten durchgefihrt, die vor der Auftrennung mit
reduzierendem, SDS-haltigen Auftragspuffer versetzt und aufgekocht wurden. Der verwendete
PAGE-Auftragspuffer enthalt 5 % p-Mercaptoethanol (Roti-Load 1, nach Cannon-Carlson und
Tang 1997), dieser sollte die Reduktion der Disulfidbrickenbindungen beim LST1-Dimer
vermitteln. Bei der Untersuchung der endogenen LST1-Multimere in Hela-Zellen, wurde
allerdings festgestellt, dass die Dimer-Menge durch die Behandlung mit p-Mercaptoethanol nur
geringfligig verringert wurde (Abb. 27B). Daher wurde angenommen, dass beim endogenen
LST1 der Grofteil des Dimers reduktionsresistent ist.

Die LST1-Proteinexpression wurde auch in reifen DC untersucht, die mit der ,klassischen®
Jonuleit-Methode generiert wurden. Wie in den vorherigen Analysen, konnte keine Anderung
der LST1-Gesamtproteinexpression (mLST1 + dLST1) festgestellt werden. Die bereits
beschriebene Regulation der LST1-Konformation konnte bei den reifen ,Jonuleit-DC* bestatigt
werden, diese ist also nicht von der Art der DC-Generierung abhangig (nicht gezeigt). Der
Vergleich der Generierungsprotokolle eréffnete die Moglichkeit zu untersuchen, welche der in
beiden Methoden eingesetzten proinflammatorischen Faktoren (IL-1p, PGE, und TNF-a) fur die
Regulation der LST1-Konformation verantwortlich ist.

Der Effekt von TNF-a auf die LST1-Proteinexpression wurde in HelLa-Zellen untersucht. Der
Versuch wurde mit HelLa-Zellen durchgefiihrt, weil diese eine LST1-Proteinexpression
aufweisen, die hinsichtlich der Verteilung des Proteins auf die monomere und dimere Form, der
Expression in unreifen DC ahnelt. Ein weiterer Grund fir die Verwendung der HeLa-Zellen wair,
dass der Effekt von TNF-a auf die LST1-Proteinexpression unabhangig von der DC-Reifung
untersucht werden sollte.

Die Behandlung der HelLa-Zellen mit TNF-o hatte keinen Effekt auf die LST1-
Gesamtproteinexpression (mLST1 + dLST1), fiuhrte aber zu einer Erhdhung der
nachgewiesenen LST1-Monomermenge und zu einer signifikanten Verringerung der
Dimermenge (Abb. 43B). Die Behandlung der Hela-Zellen mit TNF-a fUhrte also zur
differentiellen Regulation der LST1-Konformation. Die Ergebnisse waren mit denen der
unreifen und reifen DC vergleichbar. Die Expressionswerte, die fur die behandelten, bzw.
unbehandelten Hela-Zellen ermittelt wurden, zeigten eine starkere Streuung und die
Signifikanz der festgestellten Unterschiede war geringer als bei der Untersuchung der DC. Dies
ist vermutlich darauf zuriickzufihren, dass fir die Auswertung der LST1-Expression in den
behandelten, bzw. unbehandelten HeLa-Zellen, nur die Ergebnisse aus drei Western-Analysen
zusammengefasst wurden. Bei der Untersuchung der LST1-Expression in unreifen und reifen
DC wurden die Expressionsdaten aus 5 Western-Analysen zusammengefasst.
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Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass TNF-a die LST1-Konformation
differentiell reguliert, die ldentifizierung der zellularen Mechanismen, die fir diese Regulation
verantwortlich sind, kdnnte Gegenstand zuklnftiger Untersuchungen sein. Weiterhin ware es
von Interesse zu klaren, ob die anderen, zur Induktion der DC-Reifung verwendeten Faktoren
(IL-1B, PGE,), ebenfalls eine Anderung des Mengenverhaltnis zwischen monomeren und
dimeren LST1 verursachen kénnen.

Die Aktivierung von DC nach der Antigenaufnahme veranlasst sie zur Wanderung in die
Lymphknoten. Dort kdénnen sie als reife DC Antigene prasentieren und T-Lymphozyten
aktivieren. In den, in diesem Abschnitt diskutierten Versuchen, konnte gezeigt werden, dass
reife DC signifikant weniger LST1.2345 in der dimeren Form aufweisen. Es ware durchaus
vorstellbar, dass das LST1.2345-Dimer konstitutiv inhibitorische Signalkaskaden aktiviert (siehe
6.3.4). Die durch TNF-a induzierte Unterdrickung des LST1-Dimers kénnte der Hemmung
dieser inhibitorischen Signalkaskaden dienen und so den aktivierten Status der reifen DC
aufrechterhalten.

7.3 Arbeitsmodell

Die Ergebnisse dieser Arbeit erlauben es ein hypothetisches Arbeitsmodell fiir die Funktion der
transmembranen LST1-Isoformen aufzustellen (Abb. 44). Einerseits kdnnten diese Isoformen
als potentielle Adaptorproteine inhibitorische Signalkaskaden auslésen (Abb. 44A).
Andererseits koénnen die transmembranen LST1-Isoformen, Uber die Induktion von
funktionellen TNT die interzelluldre Kommunikation ermdglichen, bzw. regulieren (Abb. 44B).

Die Untersuchung der Membrantopologie, Multimerbildung und Phosphorylierung lieferte
Hinweise darauf, dass die transmembranen Isoformen LST1.2345 und LST1.2345" als TRAP
agieren koénnten (Abb. 44A). Sie sind bei U-937-Zellen am potentiellen ITIM konstitutiv
phosphoryliert, die Phosphorylierung des zweiten Tyrosin-enthaltenden Motivs fihrt zur
Dimerisierung des Proteins und zur Abnahme der LST1-Proteinmenge. Die partielle
Suppression der LST1.2345-Homodimere bei reifen DC deutet darauf hin, dass die dimere
Form inhibitorisch wirkt. Weiterhin ist bei TRAP, die Disulfid-vermittelte Homodimere bilden,
stets die dimere Form fur die Signaltransduktion verantwortlich (z.B. DAP12 und TRIM, Lanier
et al. 1998, bzw. Bruyns et al. 1998). Die vorhandenen Daten erlauben es also zu postulieren,
dass das dimere LST1-Protein inhibitorische Signalkaskaden auslésen kann. Die durch
Phosphorylierung des C-terminalen Tyrosins induzierten LST1-Dimere sind aber nicht stabil
und werden innerhalb kurzer Zeit abgebaut. Die Menge der inhibitorisch wirkenden, dimeren
Form kann also Uber die Phosphorylierung des C-terminalen Tyrosins und Uber den Abbau
reguliert werden. Die Charakterisierung der ausgel6sten Signalkaskaden und die Identifizierung
eines maoglichen Korezeptors, dessen Signale von LST1.2345/5" in den Intrazellularraum
weitergeleitet werden, kdnnte Gegenstand zukunftiger Untersuchungen sein und zum besseren
Verstandnis der Rolle von LST1 als TRAP fihren.

Die Charakterisierung der Zellmorphologie-Regulation zeigte, dass LST1 die Bildung von
funktionellen TNT induziert (Abb. 44B). Es erscheint also mdglich, dass LST1 die TNT-
vermittelte interzelluldre Kommunikation regulieren kann. Im Gegensatz zu der Funktion als
potentielles TRAP spielen die Tyrosin-enthaltenden Motive von LST1.2345/5" bei der Bildung
von TNT keine Rolle. In der Untersuchung von Raghunathan et al. konnte festgestellt werden,
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dass fir die Bildung der zellularen Fortsatze lediglich die LST1-Transmembrandomane bendtigt
wurde. Der beobachtete Effekt war unabhangig von der C-terminalen AS-Sequenz der
transmembranen LST1-Isoformen und von der Anwesenheit von Cysteinen, die die
Multimerbildung vermitteln kénnten (Raghunathan et al. 2001). Folglich sind alle
transmembranen LST1-Isoformen in der Lage, die Bildung von funktionellen TNT zu
induzieren. In einer friheren Untersuchung konnte eine direkte Interaktion zwischen LST1 und
Aktin sowie ein Einfluss auf die Aktinpolymerisation ausgeschlossen werden (Schiller 2005).
Die Uberexpression von LST1 muss also auf indirektem Wege die Bildung von TNT induzieren.
Die Untersuchung der molekularen Ursachen fur die LST1-vermittelte Bildung von TNT kdnnte
auch zur Aufklarung des zellularen Mechanismus, welcher die Bildung von TNT steuert,
beitragen.
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Abbildung 44: Arbeitsmodell fiir die Funktion der transmembranen LST1-Isoformen. A) Funktion
als transmembranes Adaptorprotein. Dargestellt ist die transmembrane LST1.2345-, bzw.
LST1.2345-Isoform, die Transmembranhelix ist rot markiert. Das potentielle ITIM ist blau, das C-
terminale Tyrosin-Motiv griin dargestellt. Ein potentiell vorhandener Korezeptor ist grau gezeichnet. Das
monomere LST1-Protein ist am potentiellen ITIM konstitutiv phosphoryliert, die Phosphorylierung des C-
terminalen Tyrosinmotivs fuhrt zur Dimerisierung und anschlieRend zum Abbau des Dimers. Die
vorhandenen Daten deuten darauf hin, dass das LST1-Dimer uber das ITIM inhibitorische
Signalkaskaden auslésen kann. B) Induktion von tunneling nanotubes. Dargestellt ist eine
transmembrane LST1-Isoform, die Transmembranhelix ist rot markiert. Die Uberexpression von
transmembranem LST1 induziert Uber einen noch zu ermittelnden Mechanismus die Bildung von
funktionellen tunneling nanotubes (TNT).
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9 Anhang

9.1 Abkirzungsverzeichnis

AK Antikorper

Amp Ampicillin

APS Ammoniumperoxidsulfat

AS Aminosaure

BSA Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)

CD Cluster of Differentiation (Oberflachenantigennomenklatur)

CFSE Carboxy-Fluoresceinacetat Succinimidyl-Ester

CLF Cytoneme-Like Filopodium (Zytoneme-ahnliches Filopodium)

DC Dendritic Cells (Dendritische Zellen)

Dil 1,1-Dilinoleyl-3,3,3 3 -tetramethylindocarbocyanin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle's Medium

dNTP 2’-Desoxy-Nukleosid-5’-Triphosphat

DsRed2 Discosoma sp. Red fluorescent protein 2 (Discosoma sp. rot
fluoreszierendes Protein 2)

DTAF 4,6-Dichlortriazinylaminofluorescein

E. coli Escherichia coli

EGFP Enhanced Green Fluorescent Protein (Verbessertes grin
fluoreszierendes Protein)

ESE Exonic Splicing Enhancer (Exonischer Spleil-Verstarker)

ESS Exonic Splicing Silencer (Exonischer Splei-Unterdriicker)

EtBr Ethidiumbromid

FACS Fluorescent Activated Cell Sorting (Durchflusszytometrie)

FCS Fetal Calf Serum (Foétales Kalberserum)

G418 Geneticin-418

GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor

GTE-Puffer Glucose-Tris-EDTA-Puffer

HLA Human Leukocyte Antigen (Humanes Leukozytenantigen)

HEPES 2-(4-[2-Hydroxyethyl]-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

HRP Horse Radish Peroxidase (Meerrettichperoxidase)

IFN-y Interferon-y

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IP Immunprazipitation

IPTG Isopropyl-p3-D-Thiogalactosid

ITAM Immunrezeptor Tyrosin-basiertes aktivierendes Motiv

ITIM Immunrezeptor Tyrosin-basiertes inhibitorisches Motiv

ITSM Immunrezeptor Tyrosin-basiertes Switch Motiv

kDa Kilodalton
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Lat-A Latrunculin-A

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

MHC Maijor Histocompatibility Complex
(Haupthistokompatibilitatskomplex)

NC Nitrozellulose

NK-Zellen Naturliche Killerzellen

PA Polyacrylamid

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)

PBS Phosphate-Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Saline)

PEG Polyethylenglykol

PEI Polyethylenimin

PFA Paraformaldehyd

PGE; Prostaglandin

PVDF Polyvinylidenfluorid

RNase Ribonuklease

RPE R-Phycoerithrin

RPMI-Medium Roswell Park Memorial Institute-Medium

RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR

SOC-Medium Super Optimal broth with Catabolite repression-Medium

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Taq hitzestabile Polymerase aus Thermophilus aquaticus

TBE-Puffer Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBS Tris-Buffered Saline (Tris-gepufferte Saline)

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

TE-Puffer Tris-EDTA-Puffer

TNF-a Tumor Nekrose Faktor-a

TNT Tunneling Nanotubes (Tunnel-bildende Nanordhren)

TPA Tetradecanoylphorbolacetat

TRAP Transmembranes Adaptorprotein

Tris Tris-(hydroxymethyl) aminomethan

Tub Tubulin

Tween 20 Polyoxymethylensorbitan Monolaurat

U Unit (Einheit fur die Enzymaktivitat)

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-p -D-Galactosid
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9.2 LST1-Sequenz

Dargestellt ist die genomische Sequenz von LST71 (aus Rollinger-Holzinger et al. 2000). Die
Exone sind farbig gekennzeichnet. Die bei der RT-PCR (siehe 6.1.1) verwendeten Primer sind
gelb hinterlegt. Die Positionen der bekannten Basenaustausch-Polymorphismen sind blau
hinterlegt. Der Translationsstart, sowie das regulare Stopp-Codon sind ebenfalls markiert (grin,

bzw. rot hinterlegt).

AACACCAAAT ATGCCAGAGC TCCCAGTCTG 50

100

GTAATAGA GAAGAGTTAA TCAAGGAAGA CACCTGAAGG TGGTGGGTGT 150

TTGCTGACTA GTGGCAGGAT CAGTGAAATG ACTGGAGCTG AGGCAGATTA 200

TGGCCCTAGC TACAGGCCCA GAAGTTTGAA AAGAAAGATG TTGTAACCCT 250

AACCCTGGAG CCGAACTTCC TCTCCTAACA ATGCTGGGGA GGAACCCAGG 300

CTGGG 350

400

TAAGCTGGGA ATGGGCAGGG ACCTTGGTGG 450

AAGGATGGTC ACACCCCAGA GTGGGGTGAA GCTAAGATGA GGGGAGGGAG 500

AGTATGGGTT TGAGTTTCCC TGGGCCGTCG AGGAATCCTC TGAGTCTCTG 550

CTCCCCAAAG AAATTAAAGA CAATTCATTT CTGTGCCCAC GGCCCTTATG 600

GCTCCACCTG CACTTCTGCT CCCCACCCCC CAGAATTCCT CTTAAACCCA 650

GAAGGTCCCA GTTTCCAGAC CCTAGTCAGT ATATCTGGCT CTGGGGTGAA 700

GAGAACGGCC CCCTCTTCAC CCTCAAACAG GAACCAGTGG TTGGAGGGGA 750

GGAAGTGCCT GAGGGGAAGT TATGGGGCCC CAGATACTCC TCCATGCCCC 800

850

900

G TGTGCTGATA TCACCCTCCC TTCTTCCCCC CAGTGCCCAC 950

1000

GTCAGCCCA 1050

GGGCAGAGGA AAGGGCTGGG CTCTGGAGTT GGGCAGAGCT GGCCTTAAAC 1100

CCCAGCTCCA CCTTTCTGGG ATGGGTGACC TAG 1150

1200

GA AAGTGCCCAG CTCGGGTTGG CACATAAGGG 1250

AGGCTCCCCA GCCTGGGAAC GATTATAACA GAGGGCCCCT CACTTCACAG 1300
Exon 2

ATGAGGAACT TGAGGCAAGT CACCAGCCCC TGATCATTTC GCCTAAAAGA 1350
Lst2s

GCAAGGACTA GAGTTCCTGA CCTCCAGGCC AGTCCCTGAT CCCTGACCTA 1400
START

ATEGTTATCGC GGAATGATGG TAAGTAAAGT GTCTCTTGCA TCTGCATAGA 1450

GAGAGTCCTG GGAGCTTAGG AAGTGATGGG GAACAGTGAT GTATGCAGCT 1500
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CATGACTAGG TGGACAGGCC TCTGGGGACA GCTGGTACAG GAGGGAAAGG 1550
GACCTCACGG GAGGCCCAGA AACCTGGTAA GAGGTGAGGT ATTAAGGTCT 1600
GGGATGGAGA AGCTCTGAGG GTATATTTTT CTGCCTCTAA AACTGTTGGA 1650
GAGGGAATCT GAGAAAGCTG CAACCAACCA GGAGGCTGGG GTACGCTGGA 1700

Exon 3
GAAGGAATGG GCTTCCTAAC CTTGAGCCCT CTTCCCTGAA GATATATGTA 1750
TCTACGGGGG CCTGGGGCTG GGCGGGCTCC TGCTTCTGGC AGTGGTCCTT 1800
CTGTCCGCCT GCCTGTGTTG GCTGCATCGA AGAGGTGAGC GCTGCACTCC 1850
CTCCCTCCCC CTGCAGCAGT GCCCCCTGTG CCCCCACCCC CACACGCTTT 1900
CCCACTGCTT TCCCAGAACA CTGCCTGGCC CTGGAGCCAC TGGGAAGCCA 1950
ACAGGGGAGT CCACGCCTGC TGGTGGGGGG AGCCCGGGAG GCGGGAGAAG 2000
Exon 4
CACAAAGGGT GGGCTGTGTT GAGCTTCTTC TTTTCTTCCA GTAAAGAGGC 2050
TGGAGAGGAG CTGGGTGAGT CTGGGGACAG GGAAGGGGGA GGGCAAGAGA 2100
GATCCTGAGT GGGTGAGTGG GGAGAAGCAT GGCTGAGCGC TGAGAGGAGG 2150
GTTGGGGACG GGAGACAAGG AGAGAGAAAG TAGGAGCATG AGAGAGGCAG 2200
AGAAAATCGA GGCAAAAGAG AAAGAGAAAA TGAGACAGAA ACCAAGAGAA 2250
AAAGTGAGAC AGAGGATAGG AGAGACAGGG AGAAAATGAG AGTGAGAGAG 2300
ACACAAAGAG AAGAGCAATG AAAGAGAGAG AGAGAGAGAG GCTCCAGAAC 2350
CAGGCACAGT GGCTCACGTC TGTCATTCCA GCTATCGCAA GGCTGAGGCA 2400
GGAAGATAGC TTGAGCTCAG GGGTTGAAGA CAATCCTGGA CAACATAGTG 2450
GACTCTGTCT CCAAAGAAAA AAGAGAGAGA GAGAGAGAGA GAGAGAGAGG 2500
GAGAGAGAGA GAGAGAGAGG GAGAGAAGTA AGAAAGGCTG GAGGTGGGAG 2550
Exon 5
CAGAACTCAC AGGGAAGGAT CTGACGCATC GCCTCCCATC AGCACCTTCT 2600
Exon 5°
GTCCTGGTCC CAG]GCCCAGG GCTCCTCAGA GCAGGAACTC CACTATGCAT 2650
Exon 577
CTCTGCAG!AG GCTGCCAGTG CCCAGCAGTG AGGGACCTGA CCTCAGGGGC 2700
AGAGACAAGA GAGGCACCAA GGAGGATCCA AGAGCTGACT ATGCCTGCAT 2750
3°LST1A STOPP

TGCTGAGAAC AAACCCACC-GCACCCCA GACACCTTCC TCAACCCAGG 2800
CGGGTGGACA GGGTCCCCCT GTGGTCCAGC CAGTAAAAAC CATGGTCCCC 2850
CCACTTCTGT GTCTCAGTCC TCTCAGTCCA TCTCGAGCCT CCGTTCAAAT 2900
TGATCATCAT CAAAACTTAT GTGGCTTTTT GACCTTTGAA TAGGGAATTT 2950
TTTAAATTTT TTAAAAATTA AAATAAAAAA AACACATGGC TCACCCTTCC 3000
ACCCACTCTG GGGTCAAATA GTAATTTGTT GGGTGAATGA CAGTGTTCAG 3050
GGACCCAAGC TCCCCTAACA GCCAGAAGAG GGTATGTGTG GGCCTGGCAG 3100
GAAAGGGCAG TTGCCAAGGA GGAGTCATAT CTGATCCTTC CCATTTCTCA 3150
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9.3 LST1-Polymorphismen

Die bislang beschriebenen Polymorphismen sind mit der Bezeichnung, Lokalisation im LST17-
Gen und der umgebenden Sequenz aufgelistet.

Bezeichnung Lokalisation Sequenz Beschreibung
i-LST1-1 5-UTR TCTGTGTTCAATGCCAGAATG lida et al. 2003
TCTGTGTTCAGTGCCAGAATG
i-LST1-2 Intron 1B TGAAGAGAACAGCCCCCTCTT lida et al. 2003
TGAAGAGAACGGCCCCCTCTT
i-LST1-3 Intron 1C CACCCTCCCTTCTTCCCCCCA lida et al. 2003
CACCCTCCCTACTTCCCCCCA
LST1*2 Intron 2 GCATAGAGAGAGTCCTGGGAG Kilding et al.
GCATAGAGAGGGTCCTGGGAG 2004
TNFd Intron 4 GAGAGAGAGAGAGAGA GA GG Udalova et al.
GAGAGAGAGAGAGAGA (GA),s GG 1993
TNFe Intron 4 AATGAAAGAGAGAGA GA GGC Udalova et al.
AATGAAAGAGAGAGA (GA)..4 GGC 1993
i-LST1-5 Exon 5 AAATTAAAATAAAAAAAACAC lida et al. 2003
AAATTAAAATTAAAAAAACAC
rs61720346 Exon 5 TCCGTTCAAATTGATCATCAT Yoo et al. 2006
TCCGTTCAAAATGATCATCAT
rs61180923 3-UTR TTGTTGGGTGAATGACAGTGT Yoo et al. 2006

TTGTTGGGTGGATGACAGTGT
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9.4 Charakterisierung der monoklonalen LST1-Antikorper

Detektion von denaturiertem LST1 mittels monoklonaler Antikorper

Western Blot

Blot # HIS-LST1 HEKLST1 HEK nicht LST1 LST1in FLAG- FLAG- LST1.2345-
Transfekt. | transfekt. |Abbauprod. | U937 Lysat | LST1.2345 |LST1.2345" FLAG
(bakteriell) | (eukaryo.) | (eukaryo.) | erkannt? erkannt? erkannt? erkannt? erkannt?
1-B1 1A + - - -
1-B2 1B - - - -
1-C7 1C + - - -
1-D2 1D, 13 +++ ++ - - +
1-E2 1E, 13 ++ + - -
1-F2 [ 2A, 13, 16 +++ +++ + + -
1-F4 2B + - - -
1-H1 2C, 13 ++ + + -
2-A5 2D - - - -
2-A9 2E + - - -
2-A12 3A ++ ++ ++ +
2-B1 3B +++ ++ + ++ +
2-B7 3C +++ + + -
2C10 3D, 14 ++ ++ - - +
2-D5 3E ++ ++ + + +
2-D10 4A +++ ++ - ++ + + + +
2-F10 4B +++ + + +
2-H1 4C + + + +
2-H5 | 4D, 14, 16 ++ + - +
3-B3 4E + - - -
3-D7 S5A - - - - -
3-D8 5B + - -
3-D9 5C - - - -
3-D12 5D - - - -
3-E2 SE, 14 +++ + -
Western Blot |
Blot # HIS-LST1 HEKLST1 HEK nicht LST1 LST1in FLAG- FLAG- LST1.2345-
Transfekt. | transfekt. |Abbauprod. | U937 Lysat | LST1.2345 |LST1.2345" FLAG
(bakteriell) | (eukaryo.) | (eukaryo.) | erkannt? erkannt? erkannt? erkannt? erkannt?
3-E5 6A, 14 ++ ++ - -
4-G12 6B ++ + - -
4-H6 6C +++ +++ - - + ++ ++ ++
5-D10 6D - - - -
5-E4 6E +++ ++ ++ +
5-G5 7A + - - -
5-G8 7B +++ +++ - + ++
5-H8 7C - - - -
6-B7 7D + + - -
6-C2 | 7E, 14,16 +++ ++ - -
6-D10 8A + - - -
6-E3 8B - - - -
6-F2 8C, 15 +++ ++ ++ +
6-G4 8D, 15 +- +- - -
6-G9 8E + - - -
6-H6 9A - - - -
6-H7 9B, 15 ++ ++ - +
7-C11 9C + + - -
7-D4 9D - - - -
7-E2 9E +++ +++ - + ++ +++ +++ -
7-F1 10A + - - -
7-G5 10B ++ - -
7-G6 10C - - - -
8-B3 10D - - - -
8-C2 10E + - - -
8-C3 11A, 15 + - - -
8-D12 11B, 15 +++ +++ - + +++ +++ +++
8-E8 11C, 16 +++ +++ - ++ -
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[ Western Blot |
Blot # HIS-LST1 HEKLST1 | HEKnicht LST1 LST1 in FLAG- FLAG- LST1.2345-
Transfekt. | transfekt. |Abbauprod. | U937 Lysat | LST1.2345 |LST1.2345" FLAG
(bakteriell) | (eukaryo.) | (eukaryo.) | erkannt? erkannt? erkannt? erkannt? erkannt?
8-G1 11D, 16 + - - -
8-G6 11E ++ ++ - +
8-G10 12A - - - -
8-G12 12B - - - -
8-H6 12C - - - -
Legende:
- keine Erkennung
+ sichtbare Erkennung
++ |deutliche Erkennung
+++ |starke Erkennung

Detektion von nativem LST1 mittels monoklonaler Antikorper

Uberstand

1-B2

2-A5

2-Bl

2-D10

3-D7

+ +
Tl+[+|T|+[+

4-H6

5-G8

6-C2

T Y % Y P S g S

6-H7

7-E2

8-D12

+
+*

8-E8

8-G6

||+ [+ |||+

Legende:

- keine Erkennung

+ sichtbare Erkennung

++

deutliche Erkennung

+++

starke Erkennung
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9.5 Proteinvergleiche

Vergleich der Aminosaurensequenzen vom menschlichen LST1.2345 und seinen
homologen Proteinen

Hurmanes LST 1-2345-Protein
Schimpanze LST 1-Protein
Rhesusaffe LST 1-Protein
Hund-LST1 Protein
Rind-LST 1 Protein
Maus LST 1-Protein
Ratte LST 1-Protein

SIS

Humanes LST 1-2345-Protein
Schimpanze LST 1-Protein
Rhesusaffe LST 1-Protein
Hund-LST1 Protein
Rind-LST 1 Protein
haus LST 1-Protein
Ratte LST 1-Protein

SIS

Hurmanes LST 1-2345-Protein
Schimpanze LST 1-Protein
Rhesusaffe LST 1-Protein
Hund-LST1 Protein
Rind-LST 1 Protein
Maus LST 1-Protein
Ratte LST 1-Protein

SIS

Humanes LST 1-2345-Protein
Schimpanze LST 1-Protein
Rhesusaffe LST 1-Protein
Hund-LST 1 Protein
Rind-LST 1 Protein
haus LST 1-Protein
Ratte LST 1-Protein

CAIIITUS

&
R

16 P & SE
TR

G
G
G
G
G
G
Y
G

[ L] BEIHI

L]
EEE [ 8]

I
!llﬂall [ A S]] -

Vergleich der Aminosaurensequenzen von menschlichem LST1.2345 und seinem
homologen Protein aus dem Schnabeltier

Humanes LST 1-2345-Protein
Schnabeltier LST1 Protein
COISITUS

Humanes LST 1-2345-Protein
Schnabeltier LST 1 Protein
SIS

Humanes LST 1-2345-Protein
Schnabeltier LST1 Protein
COIIITUS

TEBRE GILILILILﬂ'ﬁIVIVILlLHﬁ]cILlcw'
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[ BT |

Hg!g! [s]s]1 | E EIE ﬂl EE ﬂl
CENEEE [E IE]

14G 166
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9.6 Verwendete Vektoren

Vektor pCR II-TOPO

lacZa ATG
M13 Reverse Primer |
CAG GAA ACA GCT ATG ACk ATG
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC

Nsil Hind Il

I
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG

Bsix I Ec‘aR !
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG

BstX | Not | Xhol

CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG

T7 Promoter

AGT GAG TCG TAT TALC A y;
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT

Spb6 Promoter

TAA TGC TCG ATA AAT CCA

ATT ACG CCA AGC EFET TTA GGT
SGT A

GAC ACT
CTG TGA

ATA
TAT

I I
3 AGC TCG GAT CCA
C TCG AGC CTA GGT

TTG

AAC

Sac| BamH | Spel

CTA GTA
GAT CAT

EcoR |

|
CTT AG GGC GAA TTC TG!
GAR PCR Product TTC CCG CTT AAG

Nsil Xba | Apal

GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC
CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG

M13 (-20) Forward Primer

CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT
GAC CGG CAG CAA AAT GFT GCA

AAT TCG
TTA AGC

CGT GAC
GCA CTG

ACG
TGC

ccC
GGG

TGG
ACC

GAA

CTT

AAC

TTG

Vektor pcDNA 3.1 (-)

689 CATTGAC

749 TAACAACTCC GCCCCATTGA CGCAAATGGG CGGTAGGCGT GTACGGTG

3' end of LOMV

cnbancer region (3 cad) |

AATGGGAGTT

putative tramseriptional start

GCA CCAARATCAA CGGGACTTTC

CARAATGTCG

AGGTCTATAT

- —
809 AAGCAGAGCT CTCTGGCTAAR CTAGAGAACC CACTGCTTAC TGGCTTATCG ARATTAATAC

T7 promoteriprimer binding site

i
869 GACTCACTAT AGGGAGACCC AAGCTGGCTA

Bamli |

1 T f
929 GGATCCACTA GTCCAGTGTG GTGGAATTCT

Apal

e |
TAGAGG GCCCGTTTAA ACCCGCTGAT

Nhel Pl Af11 Hind 1] Asp

BsX1* EcpR1 EcoR V BaX1*

1049 CATCTGTTGT TTGCCCCTCC CCCGTGCCTT

BGH poly (A) site
ATRAARATGAG GAAATTGCAT

1109 TCCTTTCCT:

(—) |E>

GCGTTTARAC TTAAGCTIGE

7181 Kpnl
| |

TACCGAGCTC

Notl  Xwol

) J ) i
GCAGATATCC AGCACAGTGG CGGCCGCTCG

AGTTGCCAGC
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Vektor pEGFP-N1

Asel
(8)

SnaB |

Apa | (341)

MCS
(591-671)
CMV IE

Eco0109 |
(3856}

EGFP

Iy A
PVA pEGFP-N1
4.7kb BsiG 1 (1389)
SOY‘“}\ Not | (1402)
SV40 ori X Xbal* (1412)
P P ori
Sv4o0
- l Afl 1640

Dralll (1874)
Stul
(2579)

581 801 81 621 631 641 851 661 &N
EGFP

G CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GTG

Nhel Ecod7lll Bglll  Xho! \ HindWl  EcoRl Pstl Sall  Kpnl ’\\ Apal BamH| Agel
Sacl Accl Aspni8l_\ Bspi201 Xmal
Ecin36 Il Sacll Smal
Vektor pDS-Red2-N1

MCS
(591-671)

Stul(1112)

P¥A pDsRed2-N1

4.7kb
Not 1 1358)

Kan'/ ;
Neo'  gva0ori fl

Stull

(2535)
591 601 611 621 631 641
G CTA GCG CTA CCG GAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG CAG TCG AC
Nhel EcodT il Bg/ll_ Xhol _\ Hindll EcoRl Sall
Sac | Acc |
651 661 671

. 5 . DsRed2
G GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GTC GCC ACC ATG GCC

Kpn| Apal BamH| Agel
Sacll

Small
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Vektor pEGFP-Tub

Asel SpaB|
(8) (341)

Nhel (592)

puC p

ori CMV IE
HSV TK
poly A EGFP

pPEGFP-Tub
Ka,\Tr/ . 6.0 kb

eo

BsiG | (1323)
BspE 1 (1331)
Bgl 1l (1340
Xho | (1344)

SV40 ori
PSV

Svao
P ﬂ' poly A
orl

BamH 1 (2705)
Miul  Xbal* 2117)
(2956)
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