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1 Bindung der LBP-Mutanten an LPS und Lipid A

Das Computermodell von LBP, das aufgrund groRer genetischer Ahnlidhkeit
Analogie zur kristallographisch aufgedeckten Struktur von BPI (Beatra., 1997)
gefertigt wurde, zeigt eine bumerangartige Struktur mit zyeudosymmetrischen
Halften. Diese beiden Halften des LBP-Molekils haben offenbar chteddiche
Funktionen. So konnte anhand von Versuchen mit rekombinantem LBP, das an
Position 197 trunkiert wurde und somit nur die N-terminale Region desgifgot
darstellt, gezeigt werden, dal3 diese Doméane von LBP eine hohe &ffinitLPS
besitzt. Dagegen ist sie aber nicht in der Lage, LPS an CDh1raasferieren oder
Makrophagen zu aktivieren. Daraus wurde gefolgert, daf3 diejenigen Strukiese

LBP, welche LPS-Effekte tGber CD14 vermitteln, in der carbaryitgalen Domane
lokalisiert sein missen (Han et al., 1994; Theofan et al., 1994). Digifasgung

wird durch Untersuchungen mit rekombinanten Fusionsproteinen aus den beiden
Doméanen von LBP und BPI unterstitzt (Abrahmson et al., 1997). Weitere
Untersuchungen legen nahe, daf3 LBP, BPI und LAlifaulus anti-LPS Faktor, ein
weiteres LBS-bindendes Protein aus dem Pfeilschwanzkrebs) lbeagletttaen
endotoxinbindenden Doménen verfigen und dal3 diese sogar untereinander
austauschbar sind (Schumann et al., 1997).

Einige Aminosauren in der N-terminalen Region, die fur die LPS-lB&raktion

von Bedeutung sind, konnten mit Hilfe von Mutationen bestatigt werden. Hierbe
spielen besonders zwei positiv geladene Aminosauren eine Roll®4A&d_ys 95),

deren Mutation in negativ geladene Aminosauren die LPS-Bindung, &8 L
Transfer an sCD14 und die Zell-Stimulationsaktivitat von LBP komplettkierte
(Lamping et al., 1996). Diese Mutationen storten allerdings nicht @&hegkeit von

LBP, die Bindung von LPS-Aggregaten an Monozyten ohne nachfolgende
Zellstimulation zu férdern. Auch die Aminosaure Lysin an Position 99inthe@t

die LBP-LPS-Wechselwirkung, aber nicht in dem Maf3e wie diddpeanderen an
Position 94 und 95. Es wurde die Vermutung ausgesprochen, dal} diese positiv

geladenen Aminosauren mit negativ geladenen Phosphatgruppen des LPS
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wechselwirken konnten. Die oben erwéhnten Untersuchungen zeigen die grolRe
Bedeutung dieser polaren Aminoséauren fur die Funktion des LBP. Esi3sddith

die Frage an, auf welche Weise die apolaren Lipidreste des LiplaeiAder
Monomerisierung von LPS vor der walirigen Losung des Blutplasmas wvemborg
werden. Eine freie Exposition der sechs hydrophoben Fettsaurekettemealiange

von etwa 14 C-Atomen besitzen, ware energetisch aufierst ungunstgituddr
effektiven Katalyse von LPS-Monomeren durch LBP nicht in Einklang zu bringen.
Hierflr wurden die LBP-Mutanten hergestellt, deren Lipid-Binde-i@asaurch den
Aminosaureaustausch zugebaut wurden. Die Bindung der LBP-MutantenSn LP
Aggregate wurde untersucht mit immobilisiertem LPS ®amonella minnesota

und Escherichia coli und LBP-Mutanten bzw. Wildtyp-LBP in Loésung. Dabei zeigte
sich kein Unterschied in der Bindungsaktivitat zwischen Mutanten undtyyvil

LBP. Dieser Befund kann dadurch erklart werden, dal} sich die Fetesster des

LPS im Aggregatzustand in Mizellenform zusammenlagern und nurydr@ghilen
Zuckerreste dem walflrigen Medium exponieren. An die Aggregate biiRiet
wahrscheinlich mit der Bindungsstelle im Bereich der positiMadgnen
Aminosauren 94, 95 und 99, die bei den hier benutzten Mutanten nicht verandert
wurden. Trotzdem ist eine Involvierung der Lipid-Binde-Taschen auctiieisen
Vorgang nicht von vornherein auszuschlieRen. Weiterhin zeigen diese beiden
Versuche, dal3 die hergestellten rekombinanten Mutanten funktionstiehtigene
darstellen.

Auf die gleiche Weise wie die Bindungsversuche an komplettes wiA8e die
Bindungsaktivitdt der LBP-Mutanten an das Lipid A untersucht. BeipidLA
fehlen im Vergleich zum ganzen LPS-Molekul die polaren Zuckergerhgon O-
Antigen und Kernregion. Die einzigen polaren Strukturen des Lipid A wetdexin

das N-Glucosamin-Geriist mit zwei anhdngenden Phosphatgruppen gebddet. M
kobnnte meinen, dal3 gerade in diesem Fall die hydrophoben Fettsaureketten
wichtige Rolle fur die Bindung an LBP darstellen. Aber auchr lzieigen die
Versuche keine Unterschiede zwischen den LBP-Mutanten und denymiBP.
Hierfur scheinen drei Erklarungen maoglich: Erstens kdnnte asd&B LBP mit den
polaren Aminosauren an Position 94 und 95 an die beiden Phosphatgruppen des N-
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N-Glucosamin-Gerusts des Lipid A bindet und keine Interaktionen zwisdben
Fettsaureketten des Lipid A und dem LBP-Molekul stattfinden. Diddéaring wird
unterstitzt durch die Tatsache, daf? sich Lipid A im waldrigen Medium zu Aggnegat
zusammenlagert und so wie komplette LPS-Moleklle nur seine — afjsrdktrem
verklrzten — polaren Strukturen exponiert. Diese Auffassung wiirde eldenb
Phosphatgruppen des Lipid A den Hauptteil der Bindung zwischen LBP urbA.ipi
zusprechen. Zweitens wére denkbar, dal3 der Lipidteil von Lipopolysacdrarid
andere apolare Regionen des LBP-Molekiils bindet, die hier nicht mutieden.
Drittens laf3t sich nicht ausschlieRen, daf3 vielleicht die Fettshie des Endotoxins

an die mutierten Lipid-Binde-Taschen binden, aber moglicherweeseesidzelnen
Mutationen unbedeutend sind fur die Bindungaffinitit. Da aber die gleichen
Mutationen im PLTP-Molekil die Bindung von Phospholipiden stark herabsetzte
(Huuskonen et al., 1999), scheint diese Erklarung unwahrscheinlich, vier we

unten noch naher erlautert wird.

2 Transfer von LPS-Monomeren an CD14 durch die Mutanten

Bei den bisherigen Versuchen mit fixiertem LPS und Lipid A wurae Rindung

von LBP an Lipopolysaccharid-Aggregate untersucht. Dabei wurden Kkeine
Unterschiede zwischen nichtmutiertem und mutiertem LBP fasliesvas unter
anderem dadurch erklart werden kann, dal3 die Lipid-Binde-Taschenchiekeine
Rolle spielen fiur die Bindung an LPS in Aggregatform. Denn amphipiolekule

wie LPS finden in der Zusammenlagerung eine Moglichkeit, ihreinopphoben Teil

vor der waldrigen Losung zu verbergen. Bei der Hauptfunktion von LBP cdrer,
Monomerisierung von LPS und dem Transfer der Monomere an CD14, ist
anzunehmen, dal LBP die apolaren LPS-Anteile vor dem waRrigen Medium
abschirmen sollte. Um die Frage zu beantworten, ob dabei die Lipié-Biaschen
eine Rolle spielen, wurde der Transfer von fluoreszenzmarkiere® durch die
LPB-Mutanten an CD14 uber die Zeit beobachtet. Dabei sind keine thitzts
zwischen den LBP-Mutanten und Wildtyp-LBP auszumachen. Auch hier eudee

denkbare Mdglichkeit, dal3 die Fettsdureketten des Endotoxins an apdéaee a
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Bereiche des LBP-Molekils binden und die mutierten Lipid-Binde-Tasche
irrelevant fur die Bindung sind. Die zweite mogliche Erklaruag den fehlenden
Einfluld der mutierten Stellen auf den LPS-Transfer wurde kesgivahnt und
besagt, dal3 LPS zwar an die Lipid-Binde-Taschen binden kénnte, alnenttbeten
Aminosauren in dieser Region einen zu geringen Anteil an der Bindutegn han
Unterschiede in funktionellen Tests hervorzurufen. Diese Erklansohent jedoch

aus folgenden Grinden unwahrscheinlich: Beim Phospholipid-Transfer-Protein
(PLTP), das groRe Ahnlichkeit mit LBP aufweist, wurden drei doséuren mutiert,

die genau drei der beim LBP mutierten Aminosauren entsprechen. BDiigch
Mutationen im PLTP-Molekll konnte gezeigt werden, dal3 diese Aminosauren
wichtige Rolle spielen beim Transfer von Phosphatidylcholin durch PPLT
AulRerdem konnte ein EinfluR der Mutationen auf die Bindung des PLTP an HDL

nachgewiesen werden (Huuskonen et al., 1999):

Inhibition des Anderung der
Phosphatidylcholin- | Bindung an HDL
Lipid-Binde- | Mutation | Mutation | Transfers durch die | durch die PLTP-

Tasche im LBP im PLTP PLTP-Mutation Mutation
N-terminal L188W L196W ~75% Keine Anderung
C-terminal L278W L286W >90 % Leicht gesteigert
N-terminal Y457F FAGAE ~85 % ~ 80 % vermindert

Phospholipide und der Lipid A-Teil des LPS weisen gewisse strukturelle
Ahnlichkeiten auf: Beide besitzen erstens mehrere parallelgedaktete
Fettsaureketten: Phospholipide zwei und Lipopolysaccharid sechs. Zweitens
verfigen beide Molekile Uber eine negativ geladene Kopfgruppe,béim
Phospholipid durch eine und beim Lipopolysaccharid durch zwei Phosphatgruppen
gestaltet ist. Die Abbildung 20 zeigt die Struktur des Lipid AlsTgon LPS im
Vergleich zu der Struktur des Phosphatidylcholins.
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Abbildung 20: Strukturen von Phosphatidylcholin und LPS im Vergleich

Die Darstellung zeigt vereinfacht die chemische ul8tr von Phosphatidylcholin und
Lipopolysaccharid (LPS). Fettsaureketten und negajeladene Phosphatgruppen fallen als
strukturelle Ahnlichkeiten auf. Die Abbildung weréntnommen aus Beamer et al., 1999.

Aufgrund dieser Ahnlichkeiten und weil LBP und PLTP beide sowoh| LP&ualk
Phospholipide binden kénnen, entstand die Hypothese, dafl} auch LPS in den Lipid-
Binde-Taschen der beiden Proteine binden kdnnte. Wenn diese Hypotheserstim
sollte, ware es unwahrscheinlich, daf3 die gleichen Mutationen, weshePLTP

den Phospholipid-Transfer stark beeintrachtigen, den LPS-Transfer bfn
hingegen unbeeinflul3t lassen. So lal3t sich vermuten, dal3 die Fettsaoreket

LPS an anderer Stelle des LBP-Molekills gebunden werden als arhieien
untersuchten Lipid-Binde-Taschen.
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3 Bindung der LBP-Mutanten an Phospholipide

In Anbetracht der in den vorherigen Kapiteln angestellten Betrachtloegteht der
dringende Verdacht, dall LBP in seinen postulierten Lipid-Binde-Taschen
Phospholipide bindet. Denn erstens sind Phospholipide ein bekannter
Bindungspartner von LBP (Schromm et al., 1996; Yu et al., 1997), zweitgnienv
Phospholipide in den Lipid-Binde-Taschen des kristallographierten BiRdKuls
gefunden (Beamer et al., 1997) und es besteht eine ausgepragte Seqakméom
und Strukturdhnlichkeit innerhalb dieser Proteinfamilie (Beamel.etl298) und
drittens haben Mutationen an analogen Positionen des PLTP-Molekiitieaitiche
Blockierung des Phospholipid-Transfers verursacht (Huuskonen et al., 1999).

Um diese These zu uberprifen wurden die beiden folgenden Experimente
angewendet: Zum einen ein ELISA, bei welchem Phospholipide auf defenB
einer Mikrotiterplatte fixiert wurden und anschlieRend gebundenes LiBMMiife

eines Antikdrpers und einer Farbreaktion gemessen wurde. Der Wesslie die
Bindungsfahigkeit der LBP-Mutanten an Phospholipid-Polymere zeigen. Zum
anderen wurde durch fluoreszenzkinetische Tests der Transfer von
fluoreszenzmarkierten LPS-Monomeren an Phospholipid-Membranen untersucht.
Dieser Vorgang geht mit einem Austausch des LPS-Molekils hdwem
Phospholipid-Molekil einher (Yu et al.,, 1997) und laRt daher einen Einflu3 der
durchgefuhrten Mutationen erwarten. Der Versuch wird im néachstepiteKa
beschrieben.

In den Vorversuchen (siehe Kapitel 111.2.1) hatte sich gezeadg,LdBP &hnlich stark

an immobilisiertes Phosphatidyl-Inositol und —Ethanolamin bindet wixartes

LPS. So war es sehr erstaunlich, dal3 die Experimente mit Phosgéoliymd den
LBP-Mutanten nicht funktionierten. Die ELISA mit k&uflich erworbendtBP und
fixierten Phospholipiden hatten gut funktioniert und auch diejenigen mit dén LB
Mutanten und fixiertem LPS. Sobald aber die LBP-Mutanten und Phospholipide f
den ELISA benutzt wurden, kamen sinnlose Ergebnisse heraus. Durchictehlr
Wiederholungen der Versuche und Uberpriifung der Reaktionsbedingungen konnte
ein zufalliger Fehler weitgehend ausgeschlossen werden. Ein dixakigleich auf

einer mit Phospholipiden beschichteten Mikrotiterplatte machte deutlia? das
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kommerzielle LBP, gel6st im fir den ELISA verwendeten Inkubationspuéine

gute dosisabhangige Bindungsaffinitat aufwies, wahrend das von @HénZ
exprimierte Wildtyp-LBP, gel6st in Mock-Medium, praktisch nicht an das
Phospholipid band. Dies kann verschiedene Ursachen haben: Erstens kdnnte das
Wildtyp-LBP fehlerhaft sein, was unwahrscheinlich erscheint, davdirsuche mit

LPS und Wildtyp-LBP gut funktioniert hatten. Weiterhin ware es nstigldald das
Mock-Medium entweder zweitens die Interaktion zwischen LBP und den
Phospholipiden stért oder drittens die Bindung des Antikérpers zur Detekiion

LBP blockiert. Auch zur weiteren Fehlersuche wurden daher Traesseiche mit

Phospholipiden durchgefuhrt.

4 Transfer von fluoreszenzmarkiertem LPS an Phospholipide dwh die

Mutanten

Wie bereits beschrieben, kann LBP einzelne LPS-Monomere nicht n@DadA
transferieren, sondern auch an Phospholipid-Membranen. Dieser Vordargicka
messen in einem Versuchsaufbau mit fluoreszenzmarkiertem LBB, und
hochdosierten Phospholipiden (Wurfel und Wright, 1997). Eine Zunahme der
Fluoreszenz zeigt eine erfolgreiche Monomerisierung der BODIPY-Adffegate.

Im Vorversuch mit k&auflich erworbenem LBP, das in PBS gel@st neigte sich ein
deutlicher LPS-Transfer durch LBP (siehe Abbildung 16). Dabei war de
Fluoreszenzanstieg in der Mel3reihe mit LPS, LBP und PhosphEtitigholamin
mehr als 3,5 mal so grol3 wie in der Mel3reihe ohne Akzeptor. Daraufhite \der
gleiche Versuch durchgefihrt unter der Verwendung von Wildtyp-LBRViack-
Medium geldst. Ahnlich wie im ELISA mit fixiertem Phospholipid fuiokierte
diesmal der Versuch auch nicht. So konnte eine der im vorigen Kejskeltierten
Fehlerursachen ausgeschlossen werden: Die Beeinflussung der Bindisachen
LBP und detektierendem Antikérper im ELISA durch das Mock-Medium. Denn
diesem fluoreszenzkinetischen Versuch wurde kein Antikérper gebraschlieben
noch zwei Fehlerursachen tbrig: Entweder das Wildtyp-LBReldefhaft und dieser
Fehler zeigt sich nur in Experimenten mit Phospholipiden, nicht akdrASi. Oder
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das Mock-Medium blockiert die Bindung von LBP an Phospholipide, nicht aber an
LPS. Damit lag der Aufbau des nachsten Versuches auf det: Hammerzielles
LBP und Wildtyp-LBP wurden sowohl in Mock-Medium als auch in PBS verdinnt
und die Katalyse-Fahigkeit in Anwesenheit von Phospholipiden wurde gemessen.
Das Ergebnis zeigt klar, daR der Fehler, der alle ExperimeriteLBP und
Phospholipiden blockiert, im Mock-Medium liegt und keinesfalls im LBRliésem
Versuch war die Transferleistung durch Wildtyp-LBP sogar dguttarker als
durch kommerzielles LBP, wenn PBS verwendet wurde.

So tauchte nun die nachste Frage auf, ob das serumfreie KulturmediiHOe
Zellen selbst (CHO-S-SFM-II) die Interaktion zwischen LBP undn de
Phospholipiden blockierte, oder ob der stdrende Faktor vielleicht erst vorH{an C
Zellen in das Medium sezerniert wird. Daher wurde im nachst@eriiwent LBP
einmal in unterschiedlichen Mock-Losungen verdinnt, die zu verschiedenen
Zeitpunkten aus verschiedenen Zellkulturflaschen entnommen und eingefrore
worden waren, und zum anderen in CHO-S-SFM-II und in PBS. Damit wurde
derselbe Versuch mit BODIPY-LPS und Phosphatidyl-Ethanolamin wielieDer
Vergleich bestatigt noch einmal, dal der LPS-Transfer bev&fetung von PBS
durchaus funktioniert, nicht aber mit Mock-Medium. Zusatzlich wird deytitald

das Zellkulturmedium CHO-S-SFM-II am starksten den Transtaki@rt und somit

der stérende Faktor nicht von den CHO-Zellen produziert wird sondern o+&H
SFM-1I-Medium bereits enthalten ist.

Bei dem Zellkulturmedium CHO-S-SFM-II-Medium (Gibco, Invitrogen Cogpion,
Carlsbad, CA, USA) handelt es sich um ein speziell fir die iRBpression in
CHO-Zellen entwickeltes N&hrmedium. Es bietet den Vorteil, Kai® Serum
zugegeben muf3 (SFM= serum-free medium), denn bei der normalen tze lkind

5 % fetales Kalberserum zugegeben, um die Zellen mit notwendigesinérotzu
versorgen. Fir die Proteinexpression stort das Serum, denn es wathéltheinlich
auch bovines LBP und noch zahlreiche andere Serumproteine, wenn audhgarger
Konzentration. Diese Faktoren kénnen die Ergebnisse von funktionellen Tiests m
dem zu untersuchenden rekombinanten Protein moglicherweise verfalscham. Da
wird bei der Proteinexpression gerne auf Serum verzichtet.
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Trotzdem befinden sich im Kulturmedium natirlich zahlreiche Nahestfiff die
Zellen, die man als potentielle Verursacher von Artefakten bpefixenten im
Hinterkopf behalten muf3. Auf3erdem ist nicht auszuschliel3en, dal3 die €lldD-Z
neben dem rekombinanten Protein noch andere physiologische Proteine peoduzier
und sezernieren. Auch muf3 man bedenken, dald abgestorbene Zellen ihrein Inhalt
das Kulturmedium entleeren. Die Erfahrung zeigt aber, dal} dasnb&ante
Protein, das durch die Ablesung der transfizierten Plasmid-Dysvhstisiert und
sezerniert wird, den mit Abstand gréf3ten Anteil ausmacht und andeesnrmeist

zu vernachlassigen sind. Dies wird auch durch die Auswahl von hochproduktiven
Zellklonen nach der Transfektion bewirkt. Aber dennoch muf3 man versuchen,
hypothetischen Nebeneffekten durch Substanzen im Zellmedium entgeg&enuwi
Dazu gehort, da die LBP-Mutanten, die in unterschiedlichen Konzentratione
Kulturmedium gel6st sind, bei der Verdinnung auf gleiche Konzentrateungmim
gleichen Medium schwimmen. Dies geht nur, wenn man die LBP-Mutantedesmd
LBP-Wildtyp im Mock-Medium verdinnt. Denn Mock-Medium war genauso lang
mit den CHO-Zellen in Kontakt, wie das Medium auf den LBP-produzierende
CHO-Zellen und mifite somit die gleiche Konzentration an Nebenprodukten
enthalten wie dieses. Durch die Verdinnung mit Mock-Medium befindenimich
Endeffekt alle Mutanten und der Wildtyp in gleicher Konzentration leicken
Losungsmittel und theoretisch denkbare Nebeneffekte durch Zusatzstoff
Medium sind fur alle Mutanten und den Wildtyp gleich. Der einzige tdokeed
zwischen den jeweiligen Mutanten und dem Wildtyp liegt dann in der ausgetauschten
Aminosaure, die untersucht werden soll.

Da das Zellkulturmedium nun leider die Bindung zwischen Phospholipiden und LBP
storte, wurde der Versuch unternommen, die LBP-Mutanten aus dem Medium

herauszuholen.

5 Aufreinigung der LBP-Mutanten

Wie bereits beschrieben, sollte durch lonen-Austausch-Chromatogragimée

Trennung von LBP und Kulturmedium erfolgen. Dabei trat das Problem auf, dal3 sich
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LBP, wenn es einmal an die Sepharose gebunden hatte, kaum ausrdenidder
lbsen wollte. Anderungen der Reaktionsbedingungen durch Verlangerung der
Einwirkzeit und Erhdhung des Salzgehaltes des Elutionspuffers brachiea k
Verbesserung. Dazu kam noch die Schwierigkeit, dal3 sich die Mutab®&8nund
Y457 nur mit Q-Sepharose, die Ubrigen nur mit SP-Sepharose aufreireGem.li
Probeweise durchgefiihrte LPS-Transfer-Versuche ergaben, da8ufigseinigte
Wildtyp-LBP fast kein LPS mehr transferieren konnte und die beiden in Q-®sphar
gereinigten LBP-Mutanten einen viel starkeren Transfer leistats die drei LBP-
Mutanten, die mit SP-Sepharose Kontakt gehabt hatten. In der Zusarhmensc
dieser Befunde und im Vergleich mit dem Verhalten der niclyeainigten LBP-
Mutanten in Transferversuchen kann man davon ausgehen, dafl} es sich bei den
beobachteten Auffalligkeiten um Artefakte der Proteinaufreinigoaigdelt. Somit
kamen die aufgereinigten LBP-Mutanten fiir die Verwendung in funktiongissts
nicht in Betracht.

Der nachste Schritt ware gewesen, die mit LBP-DNA tramsten CHO-Zellen in
einem Medium, das die Versuche nicht blockiert, zu kultivieren. Wé&hrend der
Herstellung stabiler Zellklone zu Beginn der Arbeit waren vornedlon Zellen
eingefroren worden, praktisch als Sicherungskopie. Diese hatte maoexuiund

neu in Kultur bringen kdnnen. Leider war es einmal dazu gekommen, dalRegine Z
lang nicht gentigend flussiger Stickstoff im Kihlbehalter gewesemnmdhadie Zellen
daher aufgetaut und tot waren. Um nun weiterzuarbeiten und die kr&giren, ob

sich die durchgefihrten Mutationen im Bereich der postulierten LipideB
Taschen des LBP auf dessen Bindungsaffinitat zu Phospholipiden lrswhétte
jetzt noch einmal die Plasmid-DNA Uberpruft und vermehrt werden uma waeder

eine Transfektion und Selektion von CHO-Zellen erfolgen missen. Diedewlr
einem beinahe kompletten Neubeginn der Dissertation entsprechen. Daeoittha

abgesehen.
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6 Schluf3folgerung und Ausblick

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dal3 die durchgefitutatonen im
Bereich der hypothetischen Lipid-Binde-Taschen des Lipopolysacchiswu®-B
Proteins weder die Bindung an LPS-Aggregate noch den Transfer voa LPS
Monomeren an CD14 beeinflussen. Als wahrscheinlichste Erklaruiig &t sich
vermuten, dal bei der Bindung von LPS an LBP die apolaren Fettsaurakeste
LPS an anderen Stellen als den mutierten binden, was sich ales&zegeweiterer
Untersuchungen anbietet.

Neben LPS stellen Phospholipide einen wichtigen Bindungspartner von LBP dar
Daher sollte untersucht werden, ob Phospholipide in den postuliertenBinud-
Taschen des LBP binden. Die Frage konnte im Rahmen dieser Agioeit hicht
beantwortet werden, da das verwendete Zellkulturmedium CHO-SiERiMdem

die LBP-Mutanten gelost waren, die Versuche mit LBP und Phospholipiden
blockierte und die Trennung von LBP und Kulturmedium mi3lang. Fir eine
Wiederholung der ergebnislosen Versuch ware es ratsam, vorher inofigtlietn
Experimenten zu Uberprifen, ob es Kulturmedien fir die ProteinexpressgiiQ-
Zellen gibt, die keine nachteiligen Wirkungen auf die Bindung ZwveiscLBP und
Phospholipiden haben, und ein solches zu verwenden. Als Alternative bidien sic
andere Mdglichkeiten der Proteinaufreinigung an, um LBP und Puffer zu trennen.
Interessant wére auch eine Untersuchung der Bindungsaffinit&Ldér-Mutanten
(Huuskonen et al., 1999) an LPS. Vielleicht wiirde sich dabei herbersstiald die
Lipid-Binde-Taschen der Lipid-Transfer-Proteine fur die Bindung von
Phospholipiden zustéandig sind, was auch durch die zuféllige Entdeckung @on zw
Phosphatidylcholin-Molekilen in den Taschen bei der Kristallisation ven B
(Beamer et al., 1997) unterstitzt wirde, wahrend Lipid A an anderér Bidet.

Ein genaues Verstandnis der molekularen Mechanismen der LPS-Erkertmioltis

nur auf Grund des schweren Krankheitsbildes der Sepsis von grof3er Bgdeutun
sondern betrifft grundsatzliche Vorgange der Interaktion zwischen Wfd

Infektionserreger und bildet die Basis flur die Entwicklung effizienter kéedente.
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