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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Niere (Ren)

Bei den Nieren handelt es sich um paarige, beidsrsder Wirbelsdule im
Retroperitonealraum gelegene Organe, die eine &xlgehe und endokrine Funktion
ausuben. Im Langsschnitt lasst sich bereits midaho Auge die dunkel gefarbte Nierenrinde
(Cortex renalis) vom Nierenmark (Medulla renalisitarscheiden; medial umgreifen Rinde
und Mark den Sinus renalis, welcher Nierenkelchas dierenbecken, Fettgewebe und
BlutgefalRe enthalt.

Die strukturelle und funktionelle Grundeinheit ddiere bildet das Nephron. Dieses ist in der
Nierenrinde gelegen und setzt sich aus Nierenkéheer (Corpusculum renale, Malpighi-
Korperchen) und dem daran anschlie3enden, unvegtemeNierenréhrchen (Nierentubulus),
welches in ein Sammelrohr mindet, zusammen. Dersttetesitzt pro Niere 1 bis 1,2
Millionen Nephrone.

Am Beginn eines jeden Nephrons befindet sich eiaréfikorperchen bestehend aus der
Bowmanschen Kapsel und einem Gefaliknauel, dadrsidiese einsttlpt, dem Glomerulus.
Hierdurch wird die Kapsel in ein viszerales und pamietales Blatt gegliedert. Das parietale
Blatt bestehend aus einschichtigem Plattenepittzed,nach auf3en durch eine Basalmembran
unterlagert wird, bildet die &uRere BegrenzungNierenkdrperchen. Am Gefal3pol, der Ein-
bzw. Austrittsstelle der afferenten bzw. efferenfateriole, geht das parietale Epithel der
Bowmanschen Kapsel in das viszerale Epithel, ddoPgten (siehe 1.1.2) Uber und aus der
parietalen Basalmembran entwickelt sich die gloméeeuBasalmembran (GBM). Zwischen
beiden Blattern befindet sich der Kapselraum, das dm Nierenkdrperchen erzeugte
Ultrafiltrat (Primarharn) aufnimmt und am Harnpoldas Tubuluslumen tbergeht (Ubersicht
zum Aufbau der Niere in Benninghoff & Drenckhah08 und Welsch, 2003).

1.1.1 Der glomerulare Filter

Durch den Aufbau des Nephrons wird auch die Zusamseieung der glomeruléren

Filtrationsbarriere vorgegeben. Diese gliedert sicaditionell in drei Schichten: das
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fenestrierte Endothel der Blutkapillaren, die glooi&e Basalmembran (GBM) und die
Podozyten. Als zusatzliche Komponenten werden dldieeendotheliale Oberflachenschicht
und der Sub-Podozyten-Raum diskutiert (Salmon et aD09). Die glomerulare

Filtrationsbarriere ist die wohl komplexeste biokmipe Membran. Sie vereint scheinbar
paradoxe Eigenschaften wie hohe Wasserdurchlasslgiienahezu fehlender Filtration von
Albumin und hochmolekularen Proteinen. So prodeziedie menschlichen Nieren nahezu
180 Liter Primarharn pro Tag bei einem Kapillardsuder den Druck in jedem anderen
Organ Ubersteigt, wobei die Albuminkonzentration Wtirafiltrat nur 0,06% der Plasma-

Albumin-Konzentration betragt (Haraldsson et a00&, Jarad & Miner, 2009). Die Frage,
wie diese grandiose Leistung von der glomerulanéraitonsbarriere erbracht werden kann,

ist immer noch Gegenstand intensiver Forschung.

Der Beitrag der Endothelzellen des Glomerulus lei Eiltration ist aktuell noch wenig
verstanden. Bei den Endothelzellen handelt eswwicmach allen Seiten flach ausgezogene
Zellen mit einer H6he von nur 50 bis 150 nm, dieeai in sich geschlossenen
Kapillarschlauch bilden (Haraldsson et al., 2008%hrend die meisten Kapillaren im Korper
uber ein kontinuierliches Endothel verfigen, enradie ausgewalzten, diinnen Anteile des
glomerularen Endothels in regelmaRiger AnordnungeB&ierungen (50 bis 100 nm im
Durchmesser), die kein Diaphragma besitzen undnd@rgeil an der Gesamtoberflache der
Endothelzellen bei 20 bis 50% liegt (Bulger et &4B83). Die Tatsache, dass Albumin mit
einem Durchmesser von nur 3,6 nm problemlos dieesteerungen des Endothels passieren
kénnte, aber dennoch vom glomerularen Filter zugéblalten wird, zeigt, dass in irgendeiner
Form eine zusatzliche, filtrierende Struktur vorth@m sein muss. In diesem Zusammenhang
wird die Bedeutung der endothelialen Oberflacheicbthdiskutiert, einem kohlenhydrat-
reichen Netzwerk, das der luminalen Zellmembran Eedothelzellen aufgelagert ist und
auch die Fenestrierungen uberbrickt (Salmon et2809; Rostgaard & Qvortrup, 1997,
Jeansson & Haraldsson, 2003). Fur die Entwicklumg) Differenzierung der Endothelzellen
ist der von Podozyten sezernierte ,vascular epidegrowth factor” (VEGF) entscheidend
(Gerber et al., 1999; Kitamoto et al., 1997).

Direkt an die Endothelzellen schlie3t sich die gtoatdre Basalmembran an, eine
extrazellulare Matrix von 240 bis 370 nm Dicke e diuch als Skelettgertst des Glomerulus
angesehen werden kann (Haraldsson et al., 2008gVagon et al., 2006). Sie besteht aus
Kollagen Typ IV (Kollagena3-, a4- und a5-Ketten) (Miner & Sanes, 1994; Sanes et al.,
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1990), Laminin (hauptsachlich Laminin 11) (Noakésle 1995), Nidogen/Entactin (Katz et
al., 1991) sowie Proteoglykanen (Groffen et al97)9 Obwohl Mutationen im Kollagen IV-

Netzwerk der GBM Erkrankungen wie z.B. das Alpoyti@rom auslosen (Barker et al.,
1990), wird die funktionelle Wichtigkeit der glomgiren Basalmembran kontrovers
diskutiert. Lange Zeit wurde sie fur das Haupteleinder Filtrationsbarriere gehalten
(Batsford et al., 1987; Caulfield & Farquhar, 19hitescu et al., 1992). Dann zeigten
allerdings in-vitro-Studien an isolierten GBMs, slamusatzliche Komponenten von Noéten
sind, um die selektive Permeabilitét des FilterBemhtzuerhalten (Bertolatus & Klinzman,
1991; Daniels et al., 1992). Dennoch wird der hytisahe, fir die Grof3e des
Wassertransfers entscheidende Widerstand, in groRés?e von der glomerularen
Basalmembran bestimmt (Deen et al.,, 2001). In nestrdien konnte Uberdies gezeigt
werden, dass LaminifB2-defiziente Patienten ein kongenitales, nephrogiscSyndrom

entwickeln, was ebenfalls die Wichtigkeit der GB&terstreicht (Zenker et al., 2004).

1.1.2 Podozyten

Im Gegensatz zu den Endothelzellen und der glodenulBasalmembran, deren Beitrag zur
Ultrafiltration noch umstritten ist, gilt die fundeentale Wichtigkeit der Podozyten fur den

glomeruléren Filter als bewiesen.

Podozyten sind hochdifferenzierte, epitheliale eell(viszerales Blatt der Bowmanschen
Kapsel), die sich von Tubulusepithelien der S-f@gremi Nephronanlage herleiten. Nach
Abschluss der Ontogenese verlieren sie ihre mdioéis Aktivitat, weshalb sich ihre

Adaptionsfahigkeit auf eine Zellhypertrophie besetkt. Podozyten bestehen aus einem
volumindsen Zellkérper, der in den mit Primarhaefifiten Kapselraum hineinragt. Vom

Zellkorper aus ziehen kraftige Priméarfortsatze glomeruldren Basalmembran, die die
Kapillaren umgibt. Dort spalten sich die Primar$éitze in Sekundarfortsatze (FulR3fortsatze)
auf, die sich in regelmafiger Anordnung mit den fBuiBatzen eines anderen Podozyten
verzahnen, wobei sie méandrierende Spalten vonis3@énm Breite und 300 bis 500 nm
Tiefe offen lassen. Diese ,Filtrationsschlitze” wen von einer 4 nm dicken extrazellularen
Membran mit 2 bis 5 nm weiten Poren, der Schlitzimem, tberbrickt. Ultrastrukturell

ahnelt diese einer Adhasionsjunktion. Sowohl dmihale Zellmembran der Podozyten als
auch die Schlitzmembran werden von einer negaladgaen Glykokalyx Gberzogen, die im
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Wesentlichen aus dem Sialinsaure-reichen Glykoprd®®docalyxin besteht. Die negative
Ladung der Glykokalyx und die Schlitzmembran (nhiten Poren) sind neben anderen
Strukturen fur die Ladungs- und GroRRenselektivikds glomeruléaren Filters verantwortlich.
(Ubersicht in Benninghoff & Drenckhahn, 2008 und/&istadt et al., 2003).

Als wichtige Proteine, die am Aufbau der Schlitznieam beteiligt sind, sind Nephrin,
Podocin, Zonula Occludens 1 (ZO-1), CD2AP, FAT1phte3, densin-180 und P-Cadherin
zu nennen (Huber & Benzing, 2005). Die Entdeckung Mephrin, einem Transmembran-
Adhéasions-Protein aus der Immunglobulin—Superfanidias durch das GéPHS1kodiert
wird, welches beim kongenitalen, nephrotischen &mdvom Finnischen Typ mutiert ist,
gilt hierbei als Meilenstein in der Podozytenforse (Kestila et al., 1998). Ein Mangel an
Nephrin fihrt zum Verlust der Schlitzmembranen,ndggohen Ful3fortsatzen und massiver
Proteinurie noch in utero (Putaala et al., 2001).

Podocin, ein Mitglied der Stomatin-Protein-Familégs ausschlief3lich in Podozyten sich
entwickelnder oder reifer Glomeruli exprimiert wirgchteragiert mit Nephrin und verbessert
so dessen Signaltransduktion (Huber et al., 20@jationen im Gen fur PodocilNPHS2
fihren zum autosomal-rezessiv vererbten, Stera@stenten nephrotischen Syndrom (Boute
et al., 2000), das sich bereits in frihester Kimdmanifestiert und rasch zum Nierenversagen
fuhrt.

Obwohl es aktuell bereits eine Fulle an Informagioniber in Podozyten produzierte
Strukturproteine gibt, ist Uber die Transkripticaadbren, die deren Produktion regulieren, nur
sehr wenig bekannt (Rascle et al.,, 2007). Trans&ripfaktoren, die nachweislich eine

wichtige Rolle in Podozyten spielen, sildT1 (Mundlos et al., 1993; Grubb et al., 1994),
FOXC2 (Mfh2) (Takemoto et al., 2006), MafB (Maf-Kyeisler) (Sadl et al., 2002), und

LMX1B (siehe 1.3). Beispielhaft wird hier nur kuiber WT1 berichtet.

Bei WT1 handelt es sich eifumorsuppressorprotein aus der Familie der .Qigs-
Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren. Mutationen imrfdVT1 kodierenden Gen l6sen neben
dem Wilm’s Tumor (Nephroblastom), der fiWT1 (Wilm'’s Tumor Gen 1) namensgebend
war, auch folgende Nierenerkrankungen aus: das $Bngsh Syndrom (Pelletier et al.,
1991), das WAGR Syndrom (ein Akronym fur ilvi’s Tumor, Aniridie, urogenitale
Fehlbildungen und mentale eRrdierung) (Ton et al., 1991) und das Frasied8ymn

(Barbaux et al., 1997). Bemerkenswerter Weise biMig1l auch an Sequenzen in den
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Promotor-Regionen vornPodxl (kodiert fir Podocalyxin) (Palmer et al.,, 2001)dun
NPHS1/NphsZIkodiert fur Nephrin) (Guo et al., 2004; Wagnegkt 2004).

1.2 Das Nagel-Patella-Syndrom

Beim Nagel-Patella-Syndrom (NPS; OMIM 161200) hdndes sich um eine seltene
autosomal dominant vererbte Erkrankung, die wettwet einer Inzidenz von 1 auf 50000
Lebendgeburten auftritt (Bongers et al., 2002). N8 ebenfalls als Osterreicher-Syndrom
(Osterreicher W, 1930), Turner-Syndrom (Turner, )93 urner-Kieser-Syndrom (Kieser,
1939; Turner, 1933), Athrodysplasie (Turner, 193B)uraine-Syndrom (Touraine, 1943),
Fong-Krankheit (Fong, 1946) oder auch ,Hereditarste®-Onycho-Dysplasie* (HOOD)
bezeichnet (Roekerath, 1951).

Pathognomonisch und auch namensgebend fir NPSasstAdftreten von hypo- bzw.
dysplastischen Finger- und seltener Zehennéagelneiggam mit hypoplastischen bzw.
fehlenden Kniescheiben (Bongers et al., 2002). bamdinden sich bei NPS-Patienten meist
weitere Fehlbildungen des Skelettsystems, wobeicKeo, Sehnen, Bander und Muskeln
betroffen sein kdnnen. Malformationen des Ellbogeres Hypoplasie des Radiuskopfchens
und des lateralen Epicondylus humeri, die mit eingosterioren Luxation des
Radiuskdpfchens einhergehen, und das Auftretensamn Beckenhdrnern, symmetrischen
Exostosen im Bereich des Darmbeines, sind hiertesorders typisch. Klumpful3e,
Veranderungen der Wirbelsaule oder Deformitatererder anderer Gelenke bis hin zur
Maximalvariante, der Arthrogryposis multiplex congea, treten deutlich seltener auf.
Zusatzlich zu den skeletalen Abnormitaten sind igaafich andere Korpersysteme wie das
Auge (primares Offenwinkelglaukom, okuldre Hypesien), der Gastrointestinaltrakt, das
Nervensystem oder die Vasomotorik betroffen (Uloktsibei Sweeney et al., 2003).
Insgesamt ist die klinische Manifestation des Na&gklla-Syndroms allerdings - sowohl was
die Haufigkeit als auch was die Schwere anbelarggh+ unterschiedlich und es besteht eine
inter- und intra-familire Variabilitat (Mcintosh al., 2005; Turner JW, 1933).

Prognosebestimmend fur NPS-Patienten ist die nfigl®eteiligung der Nieren, wie sie bei
12 bis 55% der Patienten auftritt (Sweeney et 2003). Als erstes Zeichen einer

Nierenbeteiligung tritt zumeist eine Proteinuriet mgler ohne Hamaturie auf (Gubler et al.,
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1980). Diese Proteinurie kann bereits von Geburtbastehen oder sich in jedem Alter
entwickeln. Eine spontane Ruckbildung der Symptastemdoglich (Daniel et al.,, 1980;
Simila et al., 1970), es kann aber auch zur Entwiak eines nephrotischen Syndroms und
bei bis zu 15% der Patienten zum terminalen Niegesagen kommen (Sweeney et al., 2003;
Sood et al., 2009). Uber die Faktoren, die dassEbreiten der Erkrankung beeinflussen, ist
aktuell noch wenig bekannt.

Als morphologisches Korrelat der Erkrankung konnidnastrukturelle Veranderungen des
Glomerulus gefunden werden. Sie beinhalten eineguldr verdickte glomerulare
Basalmembran mit fribrillaren Einschliissen und ab#dlten Arealen, die ,mottenfral3artig*
erscheinen (Ben Bassat et al., 1971; Del Pozo &)14p70). Zusatzlich konnte ein Verlust
podozytarer Ful3fortsdtze beobachtet werden (Cheal.et1998). Derartige Schéaden im
glomerularen Filter erh6hen natirlich stark ded3archlassigkeit und fihren konsekutiv zu

Proteinurie.

Obwohl NPS eine der ersten Erbkrankheiten war,deeieine genetische Kopplung an die
Loci fur das ABO-Blutgruppen-System (Renwick & Lanl1955) und das Adenylatkinase 1-
Gen (Schleutermann et al., 1969) etabliert werdemte, dauerte die Eingrenzung des NPS-
Gens auf einen 1 cM Bereich auf Chromosom 9g34et 4b Jahre (Mcintosh et al., 1997,
Eyaid et al., 1998; lannotti et al., 1997). Frappiele Ahnlichkeiten zwischen den Skelett-
und Nierenveréanderungen von NPS-Patientenlimg1ly™-Mausen und die Bestimmung der
genauen Lokalisation vobMX1B auf Chromosom 9qg34 fihrten dann zur Entdeckung von
ersten Mutationen ddsMX1B-Gens in NPS-Patienten (Dreyer et al., 1998; Mdhtet al.,
1998). Aktuell sind tber 130 verschiedene Mutatiohekannt (Dunston et al., 2004).

1.3 Der LIM-Hom6odoméne-Transkriptionsfaktor LMX1B

LMX1B ist ein Mitglied der Familie der LIM-Homo6odosme-Transkriptionsfaktoren, die in
Vertebraten eine fundamentale Rolle fur die Foromatdorsoventraler Muster und die
Morphogenese der Niere wahrend der EntwicklungepigBongers et al., 2002). Das Protein
besteht aus 395 bzw. 402 Aminosauren (je nach nsgfand besitzt Nktterminal zwei
proteinbindende LIM-Doménen (LIM1 mit 51 Aminosaarend LIM2 mit 54 Aminosauren)
und darauf folgend eine DNA-bindende Hom6odomang G Aminosauren) (Dunston et
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al., 2004). COOH-terminal der Homéodomane befirglelh eine glutamin- und serinreiche

mutmalfiliche Transaktivierungsdomane.

Das Akronym LIM leitet sich von den Anfangsbuchstalaer ersten drei Proteine, in denen
LIM-Domaéanen identifiziert wurden ab:ih-11 ausC. elegangFreyd et al., 1990)sl-1 aus
der Ratte (Karlsson et al., 1990) un@®43 wiederum auS. elegangWay & Chalfie, 1988).
Eine LIM-Doméane besteht aus zwei Zinkfinger-ahrgictModulen und hat folgende cystein-
reiche Konsensus-Sequenz Cys3§/s-Xi6-23His-Xo-Cys-X-Cys-Xo-Cys-Xi6.2- Cys-Xo-
Cys/His/Asp (Freyd et al., 1990), welche fir diendding von Zink-lonen von grof3er
Wichtigkeit ist (Michelsen et al., 1993). LIM-Domém treten allein oder auch in
Kombination mit anderen Protein-Domanen wie Homdodioen auf (z.B. bei LMX1B),
wobei die LIM-Hom&éodomane-Proteine zwei LIM-Doman@hM A und LIM B) besitzen,
von denen angenommen wird, dass sie durch Verdopgediner LIM-Doméane entstanden
sind (Dawid et al., 1995; Curtiss & Heilig, 1998).

Obwohl LIM-Doménen klassischen Zinkfingern sehreéhnscheinen sie DNA nicht binden
zu konnen und vielmehr an Protein-Protein-Intecaddn beteiligt zu sein (Dawid et al.,
1995). Dies ermdglicht eine Wechselwirkung von Biaiptionsfaktoren mit Co-Faktoren,
die einen aktivierenden (Co-Aktivator) oder inhileieden (Co-Repressor) Effekt auf die
Transkriptionsregulation ausiiben kénnen (Rétauxa&hy, 2002). Fir LMX1B sind zwei
derartige Interaktionspartner beschrieben LDB1 {(Magt al., 2003) und E47, ein Produkt
desE2A-Gens (Johnson et al., 1997).

Das LIM-Doméne-Binde-Protein 1 (LDB1, auch CLIM2epd\LI genannt), ein nukleares
Adaptorprotein wurde entdeckt auf Grund seiner gidit LIM-Homdodoméane-Proteine
(LIM-HD) bzw- LIM-only-Proteine (LMO) zu binden (Agnick et al., 1996; Bach et al.,
1997; Jurata et al., 1996; Visvader et al., 199DB1 besitzt keinerlei enzymatische
Aktivitdt oder Fahigkeit an Nukleinsdure zu binddmatthews & Visvader, 2003). Obwonhl
LDBL1 als transkriptionaler Aktivator von LIM-HD-Preinen beschrieben worden ist (Bach et
al., 1997) und mit LMX1A, einem mit LMX1B eng vermdten Protein, einen Komplex
bildet, scheint es dessen transkriptionale Aktiviticht zu steigern bzw. die Synergie
zwischen LMX1A und E47 sogar zu blockieren (Jur&taGill, 1997). Betrachtet man
LMX1B, so wird die Rolle von LDB1 kontrovers diskertt. Es wurden Hinweise gefunden,
dass LDB1 zumindest an spezifischen Promotorenrsimg#@®bwesenheit von E47 einen
inhibierenden Effekt auf LMX1B ausiiben kdnnte (Bregt al., 2000). Im Kontrast dazu ist
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die Entdeckung zu sehen, dass Ldbl LIM-HD-Protemi¢ Otx-Transkriptionsfaktoren

verbindet und damit Gene aktiviert, die fir die Eyadgenese wichtig sind (Bach et al.,
1997). Zusammenfassend kann also ausgehend voendiessitro-Studien keine genaue
Aussage Uber die Bedeutung der Interaktion von LBXhd LDB1 in vivo gemacht werden.
Des Weiteren wird es wohl nicht moglich sein, di€sage allgemein zu beantworten; sie

wird vielmehr fur jedes einzelne Zielgen von LMX&Beut beantwortet werden missen.

Das GenE2A kodiert fur zwei helix-loop-helix-Transkriptiondferen, die jeweils durch
alternatives Splicing der HLH-Domane entstehen.d8dproteine gehoéren zu den sog. E-
Proteinen, die an E-Boxen binden, unter deren Réigul die Genexpression in
verschiedensten Zellen wie z.B. Lymphozyten, Musidétn und Neuronen steht (Ubersicht
in Slattery et al., 2008). Das Protein E47 Ubt dlesr eine aktivierende Wirkung auf LMX1B
(Dreyer et al., 2000; Johnson et al., 1997) und IMXGerman et al., 1992; Jurata & Gill,
1997) aus. Wie oben beschrieben wird dieser Sysraigs zwischen LMX1A und E47 durch
LDB1 inhibiert, was wahrscheinlich daran liegt, slak47 und LDB1 an denselben

Bindungsstellen innerhalb von LMX1A konkurrieren.

Einen weiteren wichtigen Co-Faktor stellt RLIM (JRG finger LIM-domain binding
protein“) dar. RLIM inhibiert die funktionelle Aktitat von LIM-HD-Transkriptionsfaktoren,
indem es den Sin3A/Histondeacetylase-Komplex zu -Dbnénen, die einen
Transkriptionskomplex beinhalten, rekrutiert (Bagh al., 1999). Uberdies besitzt RLIM
Ubiquitin-Ligase-Aktivitat und kann so LDB1 und ard LIM-HD-Proteine fur den Abbau
Uber den 26S-Proteasom-Weg markieren (Ostendorffl.et2002). Ob RLIM auch auf

LMX1B als Co-Repressor wirkt, konnte im Detail naubht gezeigt werden.

COOH-terminal der beiden LIM-Domanen befindet stame Hom6odomane (Dunston et al.,
2004). Hierbei handelt es sich um eine hochkonegeviProteindomane mit einem die
Bindung von DNA ermdéglichenden helix-turn-helix-Nigtdie nach ihrer Entdeckung in den
homdootischen Selektor-Genen vBmosophila melanogastedomdodoméne genannt wurde
(McGinnis et al., 1984; Scott & Weiner, 1984). DurRdntgen-Kristallographie und NMR-
Spektroskopie-Studien konnte gezeigt werden, dassHomdodomane aus insgesamt drei

Helices, die sich zu einer kompakten Struktur nriemn NH-terminalen Erweiterungsarm
zusammenlagern, besteht (Banerjee-Basu & Baxevadis,). Helix | und Il liegen parallel

zueinander, wahrend Helix lll, die auch Erkennumgjghgenannt wird, senkrecht zu den
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beiden ersteren liegt und an die grof3e Furche dék bindet (Gehring et al., 1994). Ein
zusatzlicher Kontakt zur DNA wird durch den ptérminalen Erweiterungsarm hergestellt,
indem dieser an die kleine Furche der DNA bindet,electrophoretic mobility shift assays"”
(EMSA) konnte gezeigt werden, dass die Homéodomame LMX1B an ein sog. FLAT-

Element TTAATAATCTAATTA ) bindet (German et al., 1992; Dreyer et al., 19@8intosh et

al., 1998). Typisch fur die Homéodomanen von LIM-PDoteinen und damit auch fur
LMX1B ist die evolutionar konservierte Aminosaureqaenz Thr-Gly-Leu auf Position 38

bis 40 der Hom6odomane (Banerjee-Basu & Baxevanial).

Zur genaueren Aufklarung der Funktion varMX1B wurden Lmx1bKnockout-Mause
generiert. Murines Lmx1b ist auf der Aminosauremebeu 99% identisch mit humanem
LMX1B (Dreyer et al., 1998). Diemx1bKnockout-Mause entwickeln einen Phanotyp, der
dem Nagel-Patella-Syndrom sehr ahnelt (Chen etl@88), weshalb angenommen wurde,
dass bei der Genese von NEi@X1B mit involviert sein muss bzw. sogar eine entsobread
Rolle spielt. Einschrankend ist aber zu sagen, dasslB”-Mause keinerlei Symptome
zeigen, wahrend hingegen NPS autosomal dominaethtewird. Daher mussten samtliche
Beobachtungen ahmx1b -Mausen gemacht werden, die innerhalb von 24 h @eburt
versterben (Chen et al., 1998).

Was das Skelettsystem angeht, zeigen diexl1bKnockout-Mause einen schwereren
Phanotyp als NPS-Patienten; grundsatzlich spiegielm aber die Hauptcharakteristika von
NPS wider. So fehlen bei den Mausen ebenfalls Naégel Kniescheiben und es sind
Duplikaturen ventraler Strukturen vorhanden (Chieal.¢ 1998).

Ferner ergab eine genaue Analyse des Nierenph@nalgp Tiere grol3e Parallelen zum
Nagel-Patella-Syndrom. Es zeigte sich, dass siehRtidozyten detmx1b -Mause nur
langsam entwickelten und keine Ful¥fortsatze bzwlit3membranen ausbildeten (Miner et
al., 2002; Rohr et al., 2002). Zudem wurde bei @enen ein alteriertes Genexpressionsprofil
in Podozyten gefunden: so waren Podocin (Minet.eR@02; Rohr et al., 2002) und dci8-
und a4-Ketten von Kollagen IV (Morello et al., 2001) htcmehr nachweisbar. Diese
Entdeckungen wurden dadurch erklart, dass LMX1Beime AT-reiche Sequenz im ersten
Intron desCOL4A4Gens (Morello et al., 2001) und auch in der Pramegion vonNPHS2
(Miner et al., 2002; Rohr et al., 2002) bindet. Soacheinen beide Gene Zielgene von
LMX1B zu sein, was zu deren fehlender ExpressiorLnmx1bKnockout-Mausen fuhren

wirde.
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Im Gegensatz dazu konnten Podocin und @B und a4-Ketten von Kollagen IV in
Nierenbiopsien von NPS-Patienten immunhistochemuetektiert werden (Heidet et al.,
2003). Die Grunde fur diese widerspruchlichen Ecikdegen sind nicht auf den ersten Blick
erkennbar, kdnnten aber in den gro3en Unterschiegdethen beiden Systemen hinsichtlich
des Entwicklungsstadiums, der Pathologie und dezaAhder verbliebenen Wildtypallele
liegen (Mcintosh et al., 2005). Aus diesen Diskregga wird aber klar, dass es neben den
angefuhrten Studien auch biochemischer Method&h ¢er Chromatin-Immunprézipitation)
bedarf, um die genaue Funktion von LMX1B in Podemyaufzuklaren und mutmalliche

Zielgene zu bestatigen bzw. Neue zu finden.

DasLMX1B-Gen besteht aus insgesamt acht Exons, wobei Exoml B fir jeweils eine der

beiden LIM-Domanen und die Exons 4 bis 6 fur dietdodoméne kodieren. Aus den acht
Exons ergibt sich nach Transkription eine ca. 7 glgf3e mRNA, wobei alternatives Splicing
fur die letzten 21 Nukleotide von Exon 7 beschrebeairde (Seri et al., 1999), was zu zwei
unterschiedlichen Isoformen mit 395 bzw. 402 Amé#wosen fuhrt (Dunston et al., 2004). Ob
zwischen diesen beiden Isoformen ein funktionelleterschied besteht, ist aktuell noch

unklar.

In NPS-Patienten wurden bis dato Uber 130 Mutatiomeder fir LMX1B kodierenden
Sequenz beschrieben, die sich gréf3tenteils auliieDomanen und die Homdodoméne
beschrénken (Clough et al., 1999; Hamlington et28l01). Die funktionellen Konsequenzen
dieser Mutationen sind teilweise dramatisch. Scest@.B. Missense-Mutationen in den LIM-
Doménen die Zinkfinger-Struktur, wodurch sich wiede kein stabiles Protein bilden kann
(Bongers et al.,, 2002). Missense-Mutationen in ddomdodomane kbénnen in
unterschiedlichem Ausmald die DNA-Bindung und dadi& Aktivierung von Reporter-
Genen durch LMX1B beeinflussen (Dreyer et al., 3080utationen einzelner oder mehrerer
Basenpaare in den Exons 1, 7 und 8 treten nurrsthrvindend geringem Mal3 auf, wéahrend
Deletionen eines Teils vohMX1B bzw. des kompletten Gens bis zu 5% aller NPS-
Mutationen ausmachen.

Der pathogenetische Wirkmechanismus der Mutatidoemte noch nicht vollstandig geklart
werden. Ein dominant-negativer Effekt konnte dudié Co-Transfektion von Zellen mit
Wild-Typ- bzw. mutierten Konstrukten vdoMX1B nahezu ausgeschlossen werden (Dreyer
et al., 2000). Am wahrscheinlichsten erscheint Biaguffizienz als Wirkmechanismus, da

zwischen Missense-, Frameshift- und Nonsense-Muttati oder Deletionen von Teilen bzw.
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des gesamten Genes keine Unterschiede in der Sehaeer NPS-Symptome festgestellt
werden konnten (Clough et al., 1999; Dunston e2804; Mcintosh et al., 1998).

1.4 Das humorale Immunsystem: Antikdrper

Beim Immunsystem handelt es sich um ein komplexaseg aus Zellen und Faktoren, die
den Organismus in die Lage versetzen, sich mit kirdeskrankheiten und anderen
Fremdstrukturen auseinander setzen zu konnen. éiienterscheidet man grundsatzlich
nicht-adaptives (angeborenes) und adatives (erwed)dmmunsystem.

Die angeborene Immunitat ist eine allgemeine, régezifische Antwort auf korperfremde
Moleklle, die Mechanismen wie Phagozytose (Makrgphy Zelllyse (naturliche
Killerzellen) und eine Menge an chemischen und gdajyischen Faktoren einschliel3t. Der
entscheidende Unterschied zwischen nicht-adaptiveth adaptivem Immunsystem liegt
darin, dass sich das adaptive Immunsystem mit Hifezifischer Molekile an die
wiederholte Exposition mit einem koérperfremden Ag@mpassen und dessen Eliminierung
somit deutlich verbessern kann.

Grundsatzlich lasst sich das adaptive Immunsystenzwei parallele, aber miteinander
verflochtene Systeme gliedern: in die zellulare dredhumorale Immunantwort. Bei Ersterer
attackieren und toten bestimmte Zellen, die marz@istoxische T-Lymphozyten bezeichnet,
Zellen mit fremden Strukturmotiven auf ihrer Obéacthe.

Bei der humoralen Immunantwort werden fremde Mdleldurch |8sliche Proteine, die man
Antikérper oder Immunglobuline nennt, erkannt urng tdas eigene Immunsystem als
korperfremd markiert. Der Terminus ,humorale Immuoiveort” leitet sich dabei von der
alten Bezeichnung fur Korperflissigkeiten als huesorund dem Vorkommen von
Immunglobulinen in Selbigen ab. Produziert werdesel Antikorper durch Plasmazellen,
einer spezialisierten Zellpopulation, die aus B-lpjrozyten hervorgeht, wobei ein B-
Lymphozyt/eine Plasmazelle nur einen fir die Zdfmezifischen Antikérper sezerniert.
Korperfremde Makromolekile, die spezifisch an eingntikdrper binden, werden als
Antigene bezeichnet. Bei Immunogenen handelt éswsit korperfremde Molekule die durch
ihre Bindung eine Immunantwort auslosen. Ein Anfila richtet sich stets nicht gegen das
Makromolekil in toto, sondern nur gegen eine bestienStelle, die als Epitop oder antigene
Determinante bezeichnet wird. Handelt es sich ben Makromolekul z.B. um ein Protein, so
besteht nur eine spezifische Affinitat zwischen déntikorper und einem Teilbereich des
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Proteins, der meist nur aus wenigen Aminosauretebe@Jbersicht in Berg et al., 2003 und
Janeway et al., 2009).

1.4.1 Struktur, Vielfalt und Funktion von Antikdrpern

Bei Antikdrpern handelt es sich um sehr gro3e Mikekfur deren genauere Analyse es
zunéchst notig war, sie in Fragmente zu zerlegenasst sich das Immunglobulin G (IgG)
durch die proteolytische Wirkung von Papain in dimgmente mit einer ungeféhren Grol3e
von 50 kD spalten (Porter, 1959). Zwei dieser Fragi@ binden das Antigen und werden
daher als F (Antigenbndung) bezeichnet; das dritte Fragmeng, (Erystalizable, der
englische Ausdruck fur kristallisierbar), bindet sdaAntigen nicht, fuhrt jedoch zur
Aktivierung von Effektorfunktionen wie z.B. dem 8&tder Komplementkaskade (Berg et al.,
2003).

Ausgehend von diesen ersten Studien konnte diengesRaumstruktur von Antikdrpern
aufgeklart werden, wobei im folgenden Abschnittemefachend die Struktur von IgG (siehe
auch Abbildung 1), dem haufigsten Immunglobulin Btutserum, beschrieben wird. Das
Antikdrpermolekll besteht aus vier Polypeptidkettenei schweren (heavy) oder H-Ketten
mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kD und zwachten (light) oder L-Ketten mit einem
Molekulargewicht von 25 kD, wobei die H-Ketten umti@ander lUber mindestens eine
Disulfidbriicke verkniupft sind und jeweils eine Like ebenfalls Uber Disulfidbriicken
binden. Die H-Kette besitzt eine variable Regiony,, Wie fir die Antigenbindung
verantwortlich ist, sowie drei konstante Regiongn, @, und Gy3. Ebenso verfugt die L-
Kette Uber eine fur die Antigenbindung wichtige ighlfe Region Y und eine konstante
Region G Nach Zusammenlagerung der beschriebenen Proteimommanimmt das
Antikdrpermolekul eine Y-formige Konformation ewpbei der Stamm (entsprichg)flurch
die COOH-terminalen Halften der schweren Ketten wirel beiden Arme, die dengf
Fragmenten entsprechen, durchh Wnd M. sowie durch Teile von & und G gebildet
werden. Stamm und Arme sind Uber ein beweglichasckSder Polypeptidkette, die
Gelenkregion/Scharnierregion  (hinge), miteinandeerkmtpft, was eine gewisse
Segmentflexibilitat vermittelt und dadurch die Bimdy von Antigenen erleichtert (Ubersicht
in Edelman, 1991; Porter, 1991; Janeway et al.9200
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Abbildung 1: Schematische Struktur des menschlichelgG-Molekiils (Ferencik et al., 2006).

Neben IgG gibt es noch vier weitere Immunglobulassen (A, D, E und M), wobei die
Klasse und damit die Effektorfunktion eines Antigérs durch seine schweren Ketten
festgelegt werden. Die schweren Ketten von IgG icbret man als-Ketten, diejenigen von
IgA, IgD, IgE und IgM alsa-, o-, e- bzw. p-Ketten. Bei den L-Ketten unterscheidet man

hingegen nur zwei Typer: undA-Ketten (Janeway et al., 2009).

Grundsétzlich unterscheiden sich die variablen &egn eines Antikérpers von denen jedes
anderen, wobei sich diese Sequenzvariabilitdt aef Begionen, die sog. hypervariablen
Regionen konzentriert. Wahrend die wenig variabBaristregionen eines Antikorpeps
Faltblattstrukturen ausbilden, bilden die hyperalién Regionen drei Schleifen am Rande
der B-Faltblatter, wodurch ein hypervariabler Bereich der Spitze eines jedenaf
Fragmentes entsteht, der als Antigenbindungsstwiémt. Da die drei hypervariablen
Schleifen jeweils komplementar zur Oberflachendtrukies Antigens sind, nennt man sie
auch komplementéaritatsbestimmende Regionen (CDRJg(Et al., 2003; Janeway et al.,
2009).
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Die Anzahl an unterschiedlichen Antikorpern, die &ensch produzieren kann, wird auf
mehr als 1% geschatzt und tbersteigt damit die Kodierungskigitades menschlichen
Genoms betréachtlich (Di Noia & Neuberger, 2007)i Ben Mechanismen, die zu einer
derartigen Antikorpervielfalt fihren, handelt es<hsivielmehr um die kombinatorische
Verknupfung verschiedener Gene sowie somatischeetdwtationen (Tonegawa, 1983).
Dieser Mechanismus sei kurz am Beispiel der Heustgl einerx-Kette erlautert. In nicht-
differenzierten B-Lymphozyten finden sich — wie jeder anderen somatischen Zelle des
Organismus — 40 sog. V-Gene (variabel), die fureafgen 97 Aminosauren der V-Region
verantwortlich sind; davon abgesetzt liegen fui@ehe (Joining = Verbindung), die fur die
restlichen 13 Aminosauren der variablen Region &, sowie ein C-Gen (constant), das
die Information fur den konstanten Teil beinhal{@&erg et al., 2003). Wahrend der
Entwicklung eines funktionsfahigen B-Lymphozytenrdvinun ein beliebiges V-Gen mit
einem beliebigen J-Gen mit Hilfe der fir Immunzellspezifischen Enzyme RAG-1 und
RAG-2 verknUpft (Bassing et al., 2002; Gellert, 2))0wobei die dazwischen liegenden
Segmente entfernt werden. Durch RNA-Splicing werdba zwischen J- und C-Gen
gelegenen DNA-Anschnitte eliminiert, wodurch ein N¥RMolekll entsteht, das fur eine
vollstandige L-Kette kodiert. Bei der genetischesk&nbination von schweren Ketten sind
neben den V- und J-Genen auch sog. D-Gene (diyersiielfalt) beteiligt, was noch mehr
Rekombinationsmdglichkeiten gestattet (Maizels, 300 Die durch diese V(D)J-
Rekombinationen erhaltene Vielfalt wird durch sasate Hypermutationen noch deutlich
erhoht. So werden wéahrend eines sehr engen Za#fsna der B-Zell-Entwicklung einzelne
Basen im V-Gen ausgetauscht (Di Noia & NeubergBf72, wobei die Mutationsrate im
Vergleich zur spontanen Mutationsrate des somaiséenoms ca. 1.000.000 Mal héher ist
(Li et al., 2004).

Die fundamentale Wichtigkeit dieses Repertoireshanoh-spezifischen Antikdrpern fir die
Immunantwort wird klar, wenn man einige Funktioneon Antikdrpern betrachtet: So
kénnen hochaffine Antikorper bakterielle Toxine tralisieren (Robbins & Robbins, 1986),
die Infektiositat von Viren hemmen (Mandel, 197@sBee et al., 1982) oder durch Bindung
an C1q den klassischen Weg der Komplementaktivgerauslosen (Cooper, 1985). An die
Oberflache von Erregern gebundene Antikdrper regetem Phagozyten (Karakawa et al.,

1988) bzw. natirliche Killerzellen (Lanier et dl988) dazu an, diese Erreger zu zerstoren.
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1.4.2 Monoklonale Antikdrper

Die Fahigkeit von Antikorpern hochspezifisch an ®lalle zu binden, machte man sich auch
bereits sehr frih in der Wissenschaft zu NutzereTmwurden mit Hilfe eines Antigens
immunisiert und deren Serum anschlielBend fur Erpente verwendet (Harlow & Lane,
1988). Auf diese Art und Weise gewonnene Antisesemsen allerdings gewisse Nachteile
auf: Sie sind polyklonal d.h. sie enthalten Immubglline tausender, unterschiedlicher B-
Zell-Klone (Goding, 1980), von denen zumeist nurximal 10% Antikdrper gegen das
gewinschte Antigen produzieren (Harlow & Lane, 1)98Bie restlichen Antikérper sind
gegen unspezifische Antigene gerichtet und sorgein Bxperimenten somit fir nicht-
gewinschte Interaktionen. Ein zweiter gravierendachteil von Antiseren besteht darin,
dass sie sich nur in begrenzter Menge herstellspeta (Harlow & Lane, 1988), was die
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen deutlich eir@sdkir Um diese Probleme zu lésen,
musste eine Methode gefunden werden, mit der sictikdrpermolekiile mit homogener
Struktur und bekannter Spezifitat in unbegrenztenyye produzieren lassen.

Dies wurde 1975 durch Georges Kohler und Césarntdiilgealisiert, indem sie eine Technik
entwickelten, die es erlaubte, kurzlebige, Antil@irpezernierende Plasmazellen, die aus der
Milz einer zuvor immunisierten Maus gewonnen wora&ren, mit murinen Myelomzellen
(Zellen eines B-Zell-Tumors) zu fusionieren (Koh&mMilstein, 1975). Die auf diese Weise
entstandenen Hybridomzellen vereinen die Eigensahdieider Zelllinien: die Milzzellen
liefern die Fahigkeit zur Antikérperproduktion udaé Myelomzellen steuern die unbegrenzte
Teilungsfahigkeit bei. Expandiert man eine einzeligbridomzelle in der Zellkultur, so
erhalt man eine klonale Zellpopulation, die grof3enlen an homogenen Antikorpern, einen
sog. monoklonalen Antikorper, sezerniert.

Da sich mit Hilfe dieser Methode monoklonale Antiér nahezu jeder gewilnschten
Spezifitat in theoretisch unbegrenzter Menge praan lassen, revolutionierte sie die
Anwendung von Antikdrpern und die Leistungsfahigkeimunologischer Ansatze erhohte
sich drastisch (Melchers et al., 1978; Kennett,91%echer & Burke, 1980; Staines & Lew,
1980). In den folgenden Jahren wurde die von Koéhled Milstein entwickelte Technik
zunehmend verfeinert und mehrere, leicht unterdtiblee Strategien etabliert, die sich
allerdings in ihren Grundzugen gleichen (Godingd@)9

Primar mussten die am besten geeigneten Fusionspagefunden werden. Die ersten
Myelomzelllinien wurden generiert, indem Balb/c-M&a Mineraldl intraperitoneal injiziert
wurde (Potter, 1972), weshalb die erhaltenen Zadh auch als MOPC_(meral al
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plasmogtoma) bezeichnet wurden. Wahrend die von Kdhlaet Nhistein verwendete, von
MOPC 21 abgeleitete Zelllinie P3-X63Ag8 noch fah@r eigene Immunglobuline zu
sezernieren, was dazu fuhrte, dass nach erfolgigioir die Hybridomzellen Antikdrper von
mehr als einer Spezifitdt produzierten, wurdenepatlllinien entwickelt, die die Fahigkeit
der Antikdrperproduktion ganzlich verloren hatte@ofing, 1980). Beispiele fir diese
Myelomzelllinien sind X63-Ag8.653 (Kearney et dl979) und Sp2/0-Ag14 (Shulman et al.,
1978). Obwohl grundsétzlich Milzzellen verschieden8pezies mit den Balb/c-
Myelomzelllinien fusioniert werden konnten, zeigieh ein dramatischer Anstieg der Anzahl
an Hybridomzellen, wenn Zellen eng-verwandter Sggexzerwendet wurden, so dass idealer
Weise auch Balb/c-Méause fur die Immunisierung und konsekutive Isolierung von
Milzzellen benutzt wurden (Harlow & Lane, 1988).

Um nun Milzzellen und Myelomzellen zu fusionieresiehen zumindest theoretisch eine
Reihe von Substanzen zur Verfigung, von denenBityethylenglykol (PEG), das erstmals
1975 zur Fusion von S&augerzellen eingesetzt wurdatécorvo, 1975), als Mittel der Wahl
durchsetzte. Polyethylenglykol verschmilzt die Mearten benachbarter Myelom- und/oder
Milzzellen, wobei eine Zelle mit mehreren Kernemséght. Dieses Heterokaryon I6st sich erst
bei der nachsten Mitose auf (Goding, 1980). Wasg#irauen Details anbelangt, gibt es
allerdings sehr grol3e Unterschiede zwischen degeksien Laboratorien (Galfre et al., 1977,
Gefter et al., 1977; Oi et al., 1978).

Da selbst mit Hilfe des effizientesten Fusions-&kotls nur ca. 1% der eingesetzten Zellen
verschmolzen werden kénnen, wovon wiederum nur lle Zais 16 Zellen einen vitalen
Hybridomzellklon bildet, verbleiben sehr viele usifonierte Zellen in der Zellkultur (Harlow
& Lane, 1988). Was die isolierten Milzzellen angediellt dies kein Problem dar, weil diese
unter normalen Zellkulturbedingungen weder teilungsch Uber einen langeren Zeitraum
lebensfahig sind. Fur die Eliminierung der an Zdlilirbedingungen adaptierten
Myelomzellen bzw. Myelom-Myelom-Hybridome wurde ¥@urch Littlefield eine bis heute
gebrauchliche Methode etabliert (Littlefield, 1964%elektionsmedien, die Folsdure-
Antagonisten wie Aminopterin oder Methotrexat ettt hemmen die de-novo-
Nukleotidsynthese, indem sie das Enzym DihydrofBlatiuktase inhibieren. Als einziger
Weg zur Nukleotidsynthese verbleibt dann der seglvage pathway*, ein Stoffwechselweg,
durch den Nukleotide mit Hilfe der Enzyme Hypoxam@uanin-Phosphoribosyltransferase
(HGPRT) und Thymidinkinase (TK) ,recycelt® werdenbrihen. Verwendet man nun
HGPRT-defiziente Myelomzellen fur die Fusion, konnediese nur dann im

Selektionsmedium Uberleben, wenn sie mit einer Mile, die eine funktionelle



Einleitung 17

Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase entlfiéionieren. Die DNA-Biosynthese
von unfusionierten Myelomzellen bzw. Myelom-Myelddybridomen hingegen kommt zum
Erliegen und die Zellen sterben ab (Goding, 198fjd#v & Lane, 1988).

Unter diesen Selektionsbedingungen entstehen ialterron 5 bis 15 Tagen nach Fusion
makroskopisch sichtbare Kolonien von HybridomzelléGoding, 1980). Diejenigen
Kolonien, die Antikdrper der gewinschten Spezifiggtoduzieren, werden durch ein
Screening identifiziert. Diesem Screening kommteei8chlisselrolle in der gesamten
Hybridomproduktion zu. Da erfolgreiche Fusionen sohien 200 wund 20.000
Hybridomzellklone hervorbringen (Harlow & Lane, B)8nimmt die Screeningprozedur sehr
viel Zeit in Anspruch. Daher sollte die gewahlte thale sowohl zuverladssig, was die
Identifikation von positiven Klonen anbelangt, aach schnell durchfiihrbar sein. Beide
Kriterien werden vom sog. ,enzyme-linked immunosmb assay” (ELISA) (Engvall &
Perlmann, 1971) sehr gut erfillt, weshalb der ELI&&uell auch die Technik der Wahl
darstellt.

Nach der Identifikation von positiven Klonen safiteliese mdoglichst schnell subkloniert
werden, was die Wahrscheinlichkeit, dass spez#éisdklone durch Unspezifische
~uberwachsen* werden minimiert (Goding, 1980).

Nach Durchfihrung der Subklonierung liegt eine klenZellpopulation vor, die nahezu
unbegrenzte Mengen an homogenen Antikdrpern deiiggetiten Spezifitdt produziert. Das

Ziel einen monoklonalen Antikdrper zu entwickelhdamit erreicht.

Neben ihrem Einsatz in der Forschung schienen monale Antikoérper auf Grund ihrer
Fahigkeit, mit sehr hoher Spezifitat an ein gewtitss Molekil binden zu kénnen, auch ideal
fur die gezielte Therapie von Erkrankungen geeignetsein. Eine gro3e Einschrankung
hierbei stellte allerdings die Tatsache dar, dasssieh bei den ersten monoklonalen
Antikdrpern um murine Molekule handelte, die im Mehen auf Grund ihrer Herkunft eine
Immunantwort auslésten (Chames et al.,, 2009). Uesedi Problem zu l6sen, musste die
Antikorpertechnologie enorm weiterentwickelt werdeSo machten es verschiedene
Neuerungen in der Molekularbiologie mdglich die &ezines IgG-Molekils zu klonieren
(Winter & Milstein, 1991), was zur Folge hatte, slageder gewinschte Antikdrper
rekombinant in eukaryontischen Zelllinien produzieerden konnte. Daneben wurden auch
in-vitro-Selektionstechniken wie die ,Phagen-DigpMethode” entwickelt, mit deren Hilfe
ausgehend von einer Bibliothek an V-Genen, die zuaoExpressionsvektoren kloniert

worden sind, schnell und effektiv AntikGrper gegerhezu jedes Antigen ausgewahlt werden
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konnen (McCafferty et al., 1990). Die MoglichkeiedDNA der ausgewahlten Antikorper
durch zufallige oder direkte Mutagenese nochmals vamdndern und damit deren
Bindungseigenschaften gegeniber dem gewiinschtenigefintzu optimieren, lautete
schlie3lich ein neues Zeitalter in der Entwicklumgn Antikérpern ein (Hoogenboom &
Chames, 2000).

Da diese neuen Methoden ein hohes Mald an Autoeraiing) voraussetzen, bleiben sie
kommerziellen Anbietern wie z.B. Pharmaunternehmeéie (ber diese Madglichkeiten
verfligen, vorbehalten. In der Forschung stelltdliech Georges Kohler und César Milstein
begrindete, konventionelle Hybridomtechnik somitonmer die Methode der Wahl dar.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Mutationen imLMX1B-Gen fiilhren zum sog. Nagel-Patella-Syndrom (Dresteal., 1998;
Mcintosh et al., 1998). Zur Aufklarung der Funktieon LMX1B wurdenLmx1bKnockout-
Mause generiert (Chen et al., 1998), die einen N&8 sehr &hnlichen Phénotyp entwickeln.
Diese tierexperimentellen Studien ergaben auch Eisev fir mogliche Zielgene bzw.
Interaktionspartner von LMX1B, wobei die ltmx1bKnockout-Mausen generierten Daten
teilweise in Widerspruch zu den Beobachtungen beBMatienten stehen. Um nun die
genaue Wirkungsweise von LMX1B nadher zu ergrindeaarf es weiterer biochemischer
Experimente. Hierbei erscheinen immunologische #mesd wie z.B. die Co-
Immunpréazipitation bzw. Chromatin-Immunprazipitaticehr hilfreich, woflr wiederum
maglichst spezifische Antikorper gegen LMX1B begbtverden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, monoklenantikbrper gegen den LIM-
Homododomane-Transkriptionsfaktor LMX1B zu entwickelund anschlielend zu
charakterisieren.

Hierzu war es zunachst notig, geeignete immunodgareiche von LMX1B auszuwahlen,
gegen die die Antikérper generiert werden sollterAnschlieBend sollten
Expressionskonstrukte erstellt werden, mit derdfeHiie ausgewéhlten Peptide rekombinant
in Bakterien produziert werden konnten. Mit den gemenen Peptiden sollten dann Mause
immunisiert werden. Wahrend der Immunisierungsphgakt es zudem, ein moglichst
effizientes System fir die Fusion von Milz- und Nbrazellen zu etablieren bzw. die
Zellkulturbedingungen fir Hybridomzellen zu optimge. Uberdies musste ein geeignetes
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~Screening“-Verfahren entwickelt werden, mit dem ragglich sein sollte, Tausende von
Hybridomzellklonen in moéglichst kurzer Zeit mit nliadpst hoher Sensitivitat zu testen.

Nach erfolgter Fusion von Milz- und Myelomzellendunach erfolgtem Screening sollten
weiterfihrende, immunologische Experimente mit lichgr hoherer Spezifitét wie z.B.
Western-Blot und Immunprazipitation durchgefiuhrt rden, so dass diejenigen
Hybridomzellklone, die Antikérper der gewilnschtepe&fitdt produzierten, ausgewahlt
werden konnten. Die selektierten, noch polyklonafigbridomzellklone sollten anschlieRend
mittels eines geeigneten Verfahrens subkloniertdemr um letztendlich eine monoklonale
Zellpopulation zu erhalten.

Die generierten, monoklonalen Antikorper galt esrdanittels multipler immunologischer
Verfahren zu charakterisieren, wobei das gesamg&t&pn der moglichen Einsatzgebiete der
Antikorper in der Arbeitsgruppe abgedeckt werddiieso

Ein besonderes Augenmerk sollte hierbei auch aufDagektion von endogenem LMX1B
liegen. So konnte die Rolle von LMX1B — in Erganguru den bisher in der Arbeitsgruppe
gebrauchlichen Systemen, in denen LMX1B Uberexgimiwurde - in einem
physiologischerem Kontext untersucht werden. Nacfolgreicher Etablierung dieses
Systems galt es zudem, die physiologische ReledaniVechselwirkung von LMX1B mit
Interaktionspartnern wie LDB1, welche bereits durclvitro-Studien gezeigt werden konnte
(Agulnick et al., 1996; Jurata & Gill, 1997; Mariat al., 2003), in einer Podozytenzelllinie
bzw. in Glomeruli zu Uberprtfen.

Fur die Identifikation von Zielgenen von LMX1b stalie Chromatin-Immunprazipitation ein
nahezu unverzichtbares Werkzeug dar. Ein weiterepelt der Charakterisierung der
generierten, monoklonalen Antikérper lag darin, wWwasuche zur Chromatin-
Immunprazipitation durchzufihren und so zu klandie generierten Antikorper in diesem

Verfahren eingesetzt werden koénnten.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Medien und Reagenzien

4-(2-Hydroxyehyl)piperazine-1-thansulfon-&ure (Hepes)
Aceton

Acido Fixer (Fixierer fur Rontgenfilme bei Westesiots)
Acrylamid

Agarose

Ammoniumgrailfat (APS)

Ampicillin

Aprotinin

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

bovine £rum_dbumin (BSA)

Brij 97

Bromphenolblau

Chloramphenicol

Chloroquin

Coomassie Brilliant Blau G 250

Coomassie Brilliant Blau R 250

DEAE-Dextran

Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPS)
Dikaliumhydrogenphosphat

Dimethylsulfoxid (> 99%)
Dinatriumhydrogenphosphat

Dithiothreitol (DTT)

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s Medium, high Gase (4,5 g/l)

Fluka
Acros
Agfa
Serva
Biozym
Biorad
Serva
Roth
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Sigma
Sigma
Sigma
Calbiochem
Sigma
Serva
Serva
Sigma
Fermentas
Merck
Sigma
Merck
Roth
PAA
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DNA-Marker ,1 kb DNA Ladder”
DNA-Marker ,100 bp DNA Ladder”

Invitrogen

Invitrogen

Entwickler Eukobrom (Entwickler fir Rontgenfilmeibestern Blots) TETENAL AG

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylendiamintetraessigsaure-Natriumsalz (EDTA)Na
FCS: fetales Kéalberserum

Ficoll 400

Formalin

Glukose

Glycin

Glyzerin

Harnstoff

Hoechst 33258 (Bisbenzimid)

Hybridoma Fusion and Cloning Supplement
(HFCS) (50x)
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin (HAT)
Mediumzusatz (50x)

Hypoxanthin-Thymidin (HT) Mediumzusatz (50x)
Imidazol

Immersol™ 518F: Immersions6l zum Mikroskopieren
Isoamylalkohol

Isopropanol (2-Propanol)
Isopopyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kaliumazetat

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid-Platzchen

Leupeptin

Lithiumchlorid

&CO. KG
Merck
J. T. Baker
Sigma
Roth
Sigma
Invitrogen
Serva
Sigma
Merck
Roth
Merck
Merck
Sigma
Roche

Sigma

Sigma
Merck

|Zaiss
Merck
Merck

Fermentas

Merck
Applichem
Merck
Merck
Roth
Merck
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Magermilchpulver

Magnesiumsulfat

Methanol
N,N,N’,N’-Tetramethylghylendamin (TEMED)
N’,N" Methylen Bisacrylamid

Natriumazetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumdeoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumphosphat

Natronlauge

Nickelsulfat-6-hydrat

Nonidet P40

0-Phosphorsaure 85%

OPI Media Supplement
Paraformaldehyd

Penicillin/Streptomycin 1%
Phenylnethansilfonylfluorid (PMSF)
Pikrinsaure

Polyethylenglycol 1500 (PEG 1500)
Polyethylendykol 3350 (PEG 3350)
Prestained Protein Marker, Broad Range
Roti®Quant
Roti-Phenol/C/I (Renol/_ thloroform/ lsoamylalkohol)
Rotiphorese Gel 30 (30% Acrylamid/ 0,8% Bisacryldmi
Saccharose

Salzsaure

Schwefelsaure

Tetramethylbenzidin

Titermax Classic Adjuvant
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Triton-X-100

Sucofin
Merck
Merck
Serva
Serva
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck

Riedel de Haén

Fluka
Merck
Sigma
Merck
PAA
Roth
Sigma
Roche
Sigma
NEB
Roth
Roth
Applichem
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
USB
Merck
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Trypsin-EDTA

Tween 20
Wasserstoffsuperoxid (30%)
Xylencyan FF
Zitronensaure-mono-Hydrat

B-Mercaptoethanol

2.1.2 Enzyme

PAA

Serva
Merck
Serva
Merck
Merck

Die geeigneten 10 x Puffer und Reaktionszusatzedevuijeweils bei den entsprechenden

Firmen mitbestellt.

A. Restriktionsendonukleasen

BanH |
EcoR |

EcoR V
Spel

B. DNA- und RNA-modifizierende Enzyme

Alkalische Phosphatase, Calf Intestinal (CIP)
iIProof™ High-Fidelity DNA Polymerase
RNase A

C. Proteinasen

Faktor Xa

NEB
Fermentas
NEB
NEB

NEB
Biorad
Roth

Novagen
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2.1.3 Kits

DNA Extraction Kit Fermentas
Western Lightning Chemoluminiscence Reagent Petlamer
Wizard Plus Midiprep DNA Purification System Proraeg

2.1.4 Verbrauchsmaterial

Autoklavierband VWR
Chromatographie Papier ,3MM Chr* Whatman
Chromatographie-Saulen (Gravitationssaulen augillas Novagen
Deckglaser aus Glas: 12 mm Durchmesser (rund) VWR
Deckglaser aus Glas: 24 x 60 mm Roth
Dreiwegehahn Braun
Einfrierréhrchen Nunc

Elutip-Saulen Schleicher & Schiill

Film-Kassetten: Universal 100 (35,6 x 43,2 cm) Yfetstarkerfolie rego
und blau emittierend EK 100 (fur Rontgenfilme ber d

Entwicklung von Western-Blots)

Flottierhilfe fir Slide-A-Lyzer (weil3) Pierce (Péol
Gewebesieb ,Cell Strainer* Greiner
Glasobjekttrager (76 x 26 mm) R. Langenbrinck
Glaswaren/Plastikwaren: Flaschen, Kulturkolben etc. Roth

Glogos Autorad Marker Stratagene
Handschuhe Latex Kimberley-Clark
Handschuhe Nitril Roth
Haushaltstlicher Fripa

His Bind Resin Novagen
Kantulen Braun
Mikro-Hamatokrit-Kapillare, heparinisiert Brand
Klarsichtfolien (klar) Leitz/Durable

Kivetten 100 (Plastik) (10 x 4 x 45 mm) fur Spekthetometer Sarstedt
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»,U-2000% 1 ml (Proteinbestimmung und OD-Messungen)

MF-Millipore Membranfilter: 0,025 pm Roth
Neubauer-Zahlkammer mit Deckglas: 0,200 mm Tiefed®5 mni BRAND

Petrischalen Sarstedt
Pipettenspitzen Sarstedt Gilson
Protein A Sepharose CL-4B GE Healthcare
Protein G Sepharose CL-4B GE Healthcare
PVDF-Membran: 0,45 um Porengréf3e Immobilon-P Millipore
Transfermembran

Rasierklingen Herkenrath, Solingen

Reaktionsgefal3e aus Plastik: 0,1 ml, 0,2 ml/ Q,6.yb mlund 2 Sarstedt

ml

Rohrchen: 50 ml und 15 ml (Plastik) Sarstedt
Rontgenfilme: Fuji Medical X-Ray FILM 100 NIF gfh

18 cm x 24 cm und 35 cm x 43 cm

Serologische Pipetten Sarstedt
Slide-A-Lyzer Dialysekassetten: Glyzerin-frei Pierce (Perbio)

500 pl; regenerierte Zellulose; 3,5 MWCO

Spritzen (steril) Braun
Sterilfilter (0,22 pum) VWR
Zellkulturbedarf: T75- und T25-Filterflaschen; P1B6- und P3- Sarstedt
Schalen; 6-Loch-, 24-Loch- und 96-Loch-Platten

Zell-Schaber Sarstedt
Zelluloseticher ,Kimwipes* Kimberley-Clark

Zentrifugenbecher aus Plastik fur KuhlzentrifugéggBa 3K20* (20 Beckman Coulter

ml) GmbH
Zentrifugenbecher aus Plastik mit SchraubverschR68 ml) fir  Beckman Coulter
Kahlzentrifuge ,Sorvall Superspeed RC2-B* mit RoGSA GmbH

2.1.5 Gerate und Instrumente

Agarose-Gelelektrophorese Dokumentatiosystem ,Gdhtas

Max"“
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Agarose-Gelelektrophorese Midisystem ,Easy cast” | Seientific
Agarose-Gelelektrophorese Minisystem “Horizon 58" IBGO BRL

Autoklav ,Systec 5050 ELV* Systec

Autoklav ,Vakuklav® 30-B* Mela

CMV-E: Dreharm fur Eppendorf-Cups Frobel LabortakhBmbH

DMC 2-Kamera (fur Fluoreszenzmikroskop-Axioskop) |droid

Drehrad fiur Eppendorf-Cups Werkstatt der Univ. RgbiyVF 111
Eismaschine AF-10 Scotsman

Feinwaage ,Mettler HLOw" Mettler

Fluoreszenzmikroskop: Axioskop 20 Carl Zeiss

Flurorescence Spektrophotometer CARY ECLIPSE miarian

Temp. Controller

Flussigstickstofftank: ARPEGE TP 100 Air Liquide
Gefrierschranke bis —20°C Privileg
Gefrierschranke bis —80°C ,Herafreeze” Heraeus
Gewebesiebe 106/180/75 um PorengrélRe Haver & Boecke
Gewebesiebe 63/75/38 um Porengrélie Haver & Boecker
Heizblock ,VLM LS 1* VLM

Heizplatten mit Magnetriihrer ,MR 3001“ Heidolph
Inkubationsschrank ,Kelvitron t* Heraeus
Inkubationsschuttler ,Unitron* Infors

Kihlschranke Privileg

Kahlzentrifuge ,Multifuge 3 L-R* mit Rotor Ch. 2454 Heraeus
Kahlzentrifuge ,Sigma 3K20“ mit Rotor Nr. 12154 gdeBraun

12158

Kihlzentrifuge ,Sorvall Superspeed RC2-B* mit RotorSorvall

GSA

Mikroskop: Nikon Eclipse TS 100 Nikon
Mikrotiterplatten-Photometer ,Sunrise remote colitro TECAN
Mikrowelle ,Privileg 8018 E* Privileg
pH-Meter ,766 Calimatic* Knick

Quarzklvette QS 1.000 (schwarz; 100 pl, SchichadickHellma

und Zentrum jeweils 10 mm) fur Spektralphotometer
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,U-2000" (fir DNA- und Proteinbestimmung)

Scanner DUOSCAN f40 Agfa

Schittler fir SDS-Gele und Western-Blot-MembranerOehmen Labortechnik
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System Biorad

(8 cm x4 cm x 0,75 mm oder 1 mm): Mini Protean® Il

Electrophoresis Cell

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System ,.SE 6Bl@efer

Series Elektrophoresis Unit* (14 cm x 12 cm x 1//)m

Spannungsgeber “PS 608 Electrophoresis Power  GIBCO BRL

Supply”

Spannungsgeber “Standard Power Pack P25” Biometra
Spektralphotometer ,U-2000" Hitachi
Thermocycler-Cycler ,My Cycler* Biorad
Thermomixer 5436 fur Eppendorf-Cups Eppendorf
Thermostat “Polystat ccl” Huber

Tischzentrifuge “Biofuge pico” mit Rotor Sorvall 33  Heraeus

Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic TransfetlC8iorad

Ultraschallgeréat ,Vibra Cell® Sonics & Materialsdn
Vortexer “Vortex-Genie 2” Scientific Industries
Waage ,BL 1500 S* Sartorius
Wasseraufbereitungsanlage “Seralpur PRO 90 CN” | Sera
Western-Transferkammer , TE 62“ (Tank-Blotting) Heef

Zellkulturarbeitsbank: Heraeus Lamin Air HA 2448 G$leraeus
Zellkultur-Brutschrank APT.line™ CB Binder

27
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2.1.6 Antikorper
Tabelle 1: Priméarantikdrper
Antikorper gerichtet Spezies mono-/ Verdlinnung Quelle/
gegen polyklonal Referenz
9E10 c-Myc Maus monoklonal  Western Blot: Hybridom selbst
1:3 kultiviert;
Immunzytochemie: (Evan et al.,
1:2 1985)
Immunprazipitation:
100 pl fiir 300 pg
Zelllysat
anti-LDB1 LDB1 Kaninchen polyklonal Western Blot: Gordon Gill und
Antiserum 4508 | AS 178-375 1:4.000 Samuel Pfaff,
San Diego
(Jurata et al.,
1996)
anti-LMX1B LMX1B Manichean polyklonal Western Blot: J. Prestel
Antiserum AS 31-395 1:2.000 (Suleiman et al.,
BMO8 Immunprazipitation: 2007)
12 pl far 300 pg
Zelllysat
anti-Poly- Poly-Histidin | Maus monoklonal| Western Blot: Sigma
Histidin 1:1.000
BMN8 LMX1B Kaninchen polyklonal Western Blot: J. Prestel
(Affinitats- 1:1.000 H. Suleiman
aufgereinigtes
anti-LMX1B
Antiserum)
CLIM-2 (N-18) LDB1 Ziege polyklonal Western Blot; Santa Cruz
1:200
E47 (N.649) E47 Kaninchen Polyklonal Western Blot: Santa Cruz
AS 1-649 1:1.000



Material und Methoden

29

Tabelle 2: Im Rahmen dieser Arbeit generierte, monkionale Antikdrper (siehe hierzu auch Tabelle 13).
Die Angaben zutmmunprazipitation beziehen sich auf Methode(siehe 2.2.5E; 100 ul an unverdiinntem
Zellkulturiberstand auf 300 ug Gesamtprotein) d#ethodeB (siehe 2.2.5E; Inkubation von 1 ml an
unverdinntem Zellkulturiiberstand mit 50 ul einevdigen Beads-Suspension tGber Nacht vor der IP).

Antikorper gerichtet
gegen
422-19 LMX1B AS
1-53
422-76 LMX1B AS
1-53
193-16 LMX1B AS
322-395
193-67 LMX1B AS
322-395
193-68 LMX1B AS
322-395

Tabelle 3: Sekundarantikorper

Antikorper gerichtet
gegen

Cy3/anti-Maus- | Maus-lgG

19G

HRP/anti-Maus- | Maus-1gG

19G

HRP/anti- Kaninchen-

Kaninchen-IgG IgG

HRP/anti- Ziegen-lgG

Ziegen-lgG

Spezies

mono-/

polyklonal

Maus

Maus

Maus

Maus

Maus

Spezies

Ziege
Ziege
Ziege

Kaninchen

monoklonal

Verdiinnung

Western Blot: 1:10

Quelle/

Referenz

diese Arbeit

Immunprazipitation:
Methode A: 100 pl

monoklonal

Western Blot: 1:10

diese Arbeit

Immunprézipitation:
Methode A: 100 pl

monoklonal

Western Blot: 1:10

diese Arbeit

Immunzytochemie: 1:100
Immunprézipitation:
Methode A: 100 pl
Methode B: 1 ml

monoklonal

Western Blot: 1:10

diese Arbeit

Immunzytochemie: 1:100
Immunprazipitation:
Methode A: 100 pl
Methode B: 1 ml

monoklonal

Western Blot: 1:10

diese Arbeit

Immunprazipitation:
Methode A: 100 pl

mono-/

polyklonal
polyklonal

polyklonal
polyklonal

polyklonal

Verdinnung Quelle

Immunzytochemie Dianova
1:300

Western Blot
1:10.000

Western Blot
1:20.000

Western Blot
1:80.000

Sigma
Sigma

Sigma
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2.1.7 Oligonukleotide fur die Polymerase-Ketten-Reaktion
Die Oligonukleotide wurden von Metabion bezogen.
Tabelle 4: Oligonukleotide
Name Sequenz (5-3) Lange T
hLMX1B BanH 1 1F CGCGGATCCATGGATATAGCAACAGGTCCCGAG 33 7.7
hLMX1B EcdR 1 464R CGCGAATTCGTCGCCCTTGCGTA 23 68,2
2.1.8 Plasmide
Tabelle 5: Plasmide
Vektor GroRRe Selekions- Klonierung Referenz
[kbp] marker
p3M/hLMX1B 6,7 Ampicillin PCR-Amplifizierung des diese Arbeit
complete Basenpaarbereichs 1-464 von
humanem LMX1B aus HEK293-Zellen
(Primerpaar 1&2); Einklonierung des
PCR-Inserts UbeBanH I/EcR |-
Schnittstellen in p3M/hLMX1B
p3M/hLMX1B 6,7 Ampicillin Insert (43bp) entnommeiberCla I/ Prof. Dr. Ralph
Hind Ill aus Oligo-c-myc-tag und Witzgall
einkloniert inCla I/Hind 111
geschnittenen p3H/hLMX1B
p3M/mLdbl 6,7 Ampicillin Insert (murines Ldb1) entmmen tGber | PD Dr. Anne
Ncol — Klenow I/Xbal aus Rascle
pGEM/mIdb1 und einkloniert iBanH
I — Klenow I/Xbal geschnittenen
p3M/hLMX1B
PET16b/hLMX1B 5,8 Ampicillin PCR-Amplifizierung des PD Dr. Anne
(1-53) Basenpaarbereichs 1-159 von Rascle
humanem LMX1B aus HEK293-
Zellen; Einklonierung des PCR-Inserts
UberNdel/BanH I-Schnittstellen in
pPET 16b (Novagen)
pPET16b/hLMX1B 6,0 Ampicillin Insert (bp-Bereich 966-1185 von PD Dr. Anne
(322-395) humanem LMX1B) entnommen Uber | Rascle

Ncol — KlenowEcdR V aus
pCRIItopo/hLMX1B und einkloniert in
Xhol — Klenow/Xhol — Klenow
geschnittenen pET16b (Novagen)



Material und Methoden 31

2.1.9 Bakterienstamme

Klonierungsstamm

E. coliDH5a Stratagene

Expressionsstamme

E. coliBL21 (DES3) Novagen
E. coliRosetta (DE3) pLysS Novagen

Beide Expressionsstamme enthalten eine chromosdfogie der T7 RNA-Polymerase unter
der Kontrolle einedacUV5Promotors und sind daher besonders fur die Exjoresson
Konstrukten unter Regulation von T7-Promotoren geet, zu welchen die pET Vektoren
zahlen. Die pLyS-Stdmme enthalten zuséatzlich eiasiid mit einer Chloramphenicol-
Resistenz, das fur T7-Lysozym, einen naturlichdnbitor der T7 RNA-Polymerase, kodiert.
Die basale Transkription der T7 RNA-Polymerase wiidckiert, was eine frihzeitige
Expression eines evtl. toxischen Zielproteins vetbit und somit Wachstum und
Lebensfahigkeit der Bakterien positiv beeinflugsrtuber hinaus erleichtert T7-Lysozym den
Aufschluss der Bakterienzellen. Der Rosetta-Stamthadt zusatzliche tRNAs fur i&. coli
selten genutzte Codons und erleichtert dadurclegjession eukaryotischer Gene, die diese

Codons besitzen.
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2.1.10 Saugerzelllinien

Tabelle 6: Saugerzelllinien

Zelllinie Charakterisierung Quelle/Referenz
9E10- Hybridom-Zellen, die einen monoklonalen Antikdrper American Type
Hybridom gegen das humane c-Myc-Protein sezernieren Culture Collection

(Evan et al., 1985)

COS-7 Nierenzellen aus der grinen Meerkatze; Abkidmyen | B. Royer-Pokora,
der CV-1-Affen-Zellen, die mit einer im Humangenetik,
Replikationsursprung defekten SV40-Mutante Heidelberg

transformiert wurden

HEK293T HEK293-Zellen mit dem Gen fir das SV40 Ttgan | W. Nickel
(BZH, Heidelberg)

mHyb 193-# Hybridom-Zellinien, die monoklonale Antikorper diese Arbeit

und 422-# gegen das humame LMX1B-Protein sezernieren

mPCL Klon Klon E11 einer murinen Podozytenzelllinie K. Endlic

E1l1 Universitat
Greifswald, (Schiwek
et al., 2004)

X63-Ag8.653 Murine Myelomzellen M. Mack,

Universitatsklinik
Regensburg (Kearney
et al., 1979)

2.1.11 Medien, L6sungen und Puffer

Vorbemerkung: Die im Folgenden aufgefihrten Losungeurden, wenn nicht anders
angegeben, mit Reinstwasser einer Wasseraufbegsdunltage (Seralpur PRO 90 CN)

hergestellt.
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A. Arbeiten mit Bakterien

LB-Medium: 10 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Hefeextrakt
10 g NaCl

H,O ad 1 |; autoklavieren, Zugabe des jeweils
gewdulnschten, sterilfiltrierten Antibiotikums inrdenter

2.2.1A angegebenen Konzentration.

LB-Agar: 10 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Hefeextrakt
10 g NaCl
15 g Bacto-Agar

H,O ad 1 |[; autoklavieren, Zugabe des jeweils
gewdulnschten, sterilfiltrierten Antibiotikums in denter
2.2.1A angegebenen Konzentration und giel3en der
Platten.

TSS-Puffer: 10% PEG 3350
5% DMSO
25 mM MgSQ

Hergestellt in LB-Medium, dann sterilfiltrieren.

Bindepuffer fur Ni-Saulen: 5 mM Imidazol
500 mM NacCl
20 mM Tris HCI pH 8,0
0,1% Triton X-100
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B. Arbeiten mit Tieren
10x PBS: 1,4 M NacCl
100 mM KHPOy
Mit 100 mM KHPQO, auf pH 7,5 einstellen.
TMB-Entwicklerldsung (Hidaka et al., 2002):
6 pul 30% KO-
360 pl Tetramethylbenzidin (3 mg/ml in Aagto
5,64 ml 0,1 M Zitronensaure-mono-Hydrat
4,36 ml 0,2 M NtHPO,

C. Arbeiten mit Sduger-Zelllinien

HAT-Medium (fur 500 ml):

20% FCS 100 ml
1x HFCS 10 ml
1x HAT Mediumzusatz 10 ml
1x OPI 5ml
Penicillin/Streptomycin 1% 5 ml
0,25% Glucose 1,259
B-Mercaptoethanol 3 ul
RPMI 375 mi

HAT-Medium: Alternativprotokoll B(fir 500 ml):

20% FCS 100 mi
1x HAT Mediumzusatz 10 ml
Penicillin/Streptomycin 1% 5 ml
0,25% Glucose 1,25¢g
B-Mercaptoethanol 3 ul

RPMI 390 ml
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HT-Medium

Hoch-FCS-Medium

(fiir 500 ml):

Transiente Transfektion

20% FCS

1x HFCS

1x HT Mediumzusatz

1x OPI
Penicillin/Streptomycin 1%
B -Mercaptoethanol

RPMI

(fiir 500 ml):

20% FCS
B -Mercaptoethanol
RPMI

DEAE-Dextran/Chloroquin-Losung:

Herstellung von Zelllysat:

RIPA-Puffer:

10 mg/ml DEAE-dextran
2,5 mM Chloroquin

100 mi
10 ml

10 ml
5ml

5 ml
3 ul
375 ml

100 ml
3 ul
400 ml

In 1x PBS herstellen, sterilfiltrieren und bei 4x@ern.

1% Nonidet P40

1% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS

150 mM NacCl

10 mM Natriumphosphat pH 7,2

Proteinase-Inhibitoren vor Gebrauch frischhage

10 pg/ml Aprotinin
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Brij ®-Puffer:

Immunzytochemie

Bouin-Ldsung:

4%-iges Paraformaldehyd:

Permeabilisierungslosung:

10 pg/ml Leupeptin
0,5 mM PMSF

10 mM Tris pH 7,5
150 mM NacCl

2 mM EDTA pH 8,0
0,875% Brif 97
0,125% Nonidet P40

Proteinase-Inhibitoren vor Gebrauch frischehen:
10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Leupeptin

0,5 mM PMSF

0,1 M Natriumphosphat pH 7,4
15% gesattigte Pikrinsaure

2% Formalin
Mit H,O zum gewiinschten Endvolumen auffiillen.

4 g Paraformaldehyd
In 90 ml HO mit 4 Tropfen 1 M NaOH unter Rihren
und Erhitzen auf 50°C lésen. Mit 10 ml 10x PBS
mischen, abkuhlen lassen. Filtrieren und mit 1 MIHC

auf pH 7,4 einstellen.

2% BSA
0,2% Triton X-100

In 1x PBS
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BSA-PBS-L6sung: 2% BSA

In 1x PBS
Hochsalz-PBS: 350 mM NaCl

In 1x PBS
Hoechst-LOsung: 50 mg Bisbenzimid

In 10 ml O dunkel bei 4°C aufbewahren.

Glyzerin-PBS-LOsung: 40% Glyzerin

In 1x PBS. Vor Gebrauch sterilfiltrieren.

D. Arbeiten mit DNA

STET-Puffer: 8% Saccharose
0.5% Triton X-100
50 mM EDTA (pH 8)
10 mM Tris-HCI (pH 8)

Filtersterilisieren und bei 4°C lagern.

RNase A-Losung: 20 mg/ml RNase A
In TE-Puffer 16sen, 15 min bei 100°C kochen, 1
Volumen Glyzerin (10 mg/ml) zugeben und bei -20°C

lagern.

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 7,4
1 mM EDTA pH 8,0
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5x Stopp-Puffer

Natriumacetat-Losung:

50x TAE-Puffer:

Ethidiumbromid-Ldsung:

Elutip-Saulen:

Ladepuffer:

Elutionspuffer:

E. Arbeiten mit Proteinen

Coomassie-LOsung:

0,125% Bromphenolblau
15% Ficoll 400
50 mM EDTA pH 8,0
0,5% SDS

3 M Natriumacetat

Mit konz. Essigséaure auf pH 5,2 titrieren.

2 M Tris
0,1 mM EDTA (freie Saure)

Mit Essigsaure auf pH 8,0 titrieren.

1 mg/ml Ethidiumbromid

In HO.

0,2 M NacCl
1 mM EDTA
20 mM Tris-HCI pH 7,4

1 M NacCl
1 mMEDTA
20 mM Tris-HCI pH 7,4

100 mg Coomassie Brilliant Ba260

38
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In 50 ml Ethanol (95%) Il6sen, dann 100 mi
Phosphorsaure (85%) zugeben und mpOHauf 1 |

auffallen.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemn8iv ()

10x Laufpuffer: 250 mM Tris
1,9 M Glycin
1% SDS

5x SDS-Probenpuffer: 625 mM Tris pH 6,7
50% Glyzerin
12,5% SDS
12,5%3-Mercaptoethanol
0,05% Bromphenolblau

4x Lower Tris: 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
0,4% SDS

4x Upper Tris: 500 mM Tris-HCI pH 6,8
0,4% SDS

Trenngel: 7 ml 4x Lower Tris
6,5 ml - 18,7 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacryliam
HO ad 28 ml
16 ul TEMED
78 ul 10% APS

Sammelgel: 2,5 ml 4x Upper Tris
1,3 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid
6,1 ml HO
50 pul 10% APS
10 ul TEMED
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Coomassie Brilliant Blue-Farbung von SDS-Polacrytigalen
Farbelbsung: 0,25% Coomassie Brilliant Blau R 25
50% Methanol
10% Essigsaure
Entfarbeldsung: 50% Methanol
10% Essigsaure
Immundetektion von Proteinen (Western-Blot)
Transferpuffer: 50 mM Tris
384 mM Glycin
20% Methanol
0,01% SDS
Blocklosung: 1x PBS
5% Magermilchpulver
0,5% Tween 20
Waschlosung: 1x PBS
0,5% Tween 20
Chromatin-Immunprazipitation
SDS+ Puffer: 100 mM NacCl
50 mM Tris pH 8.0
5mM EDTA
0,5% SDS
In H.O herstellen, 0,02% Natrium-Azid

(Endkonzentration) hinzuftgen.
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SDS- Puffer: 100 mM NacCl
50 mM Tris pH 8.0
5 mM EDTA

In H,O herstellen, 0,02% Natrium-Azid
(Endkonzentration) hinzuftgen.

Triton-Verdiinnungs-Puffer: 100 mM NacCl
100 mM Tris pH 8.0
5 mM EDTA
5% Triton X-100

In H,O herstellen, sterilfiltrieren und 0,02% Natrium-
Azid (Endkonzentration) hinzufligen.

Aufreinigung von Protein Uber Nickel-S&ulen

Bindepuffer: 5 mM Imidazol
500 mM NacCl
20 mM Tris HCI pH 8,0
0,1% Triton X-100

Charge-Pulffer: 50 mM NiSO
Waschpuffer: 60 mM Imidazol
500 mM NacCl

20 mM Tris HCI pH 8,0
0,1% Triton X-100

Elutionspuffer: 1 M Imidazol
500 mM NacCl
20 mM Tris HCI pH 8,0
0,1% Triton X-100
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Strip-Puffer:

100 mM EDTA
500 mM NacCl
20 mM Tris HCI pH 8,0

42
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2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Bakterien

A. Anzucht von Bakterien

Alle Arbeiten mit Bakterien erfolgten stets untergen Bedingungen mit autoklavierten oder
sterilfiltrierten Materialien und Losungen. Zur Areht wurde immer LB-Medium verwendet,
dem unmittelbar vor Gebrauch abhangig von der Resisdes jeweiligen Bakterienstammes

folgende Antibiotika in der angegebenen Endkonzgioin zugesetzt wurden.

Ampicillin: 50 pg/ml bzw. 100 pg/ml
Chloramphenicol: 34 pg/ml

Zur Produktion von Proteinen wurde dem LB-Mediums&ulich Glucose in einer
Endkonzentration von 1% (m:v) beigefugt.

Die Anzucht von Bakterien erfolgte ausgehend vorereKolonie oder einer bei -80°C in

Glyzerin gelagerten Stammbkultur, wobei die Kultuten 37°C und 250 rpm tber Nacht auf
dem Schdttler (Inkubationsschuttler Unitron) inledbwurden.

B. Messung der optischen Dichte

Zur Bestimmung der optischen Dichte (OD) von Baktgulturen wurde 1 ml der

entsprechenden Kultur in einer transparenten Rlastette im Spektralphotometer bei einer
Wellenlange von 550 nm vermessen. Wurden Absorgiverte grof3er 1,0 erreicht, wurde die
Kultur nach Bedarf mit LB-Medium verdinnt. Als Nwkrt fir alle Messungen diente LB-

Medium.
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C. Herstellung von kompetenten Zellen

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte beiemllin dieser Arbeit verwendeten
Bakterienstammen (2.1.9) nach dem TSS-Protokolluf@het al., 1989). Ausgehend von
einer 1:100 Verdinnung einer Ubernachtkultur (22.ivurden die Bakterien in LB-
Medium, dem evtl. das entsprechende Antibiotikumheo zugesetzt worden war, bis zu einer
OD von 0,4 bis 05 angezlchtet. Dann wurden die égdt fur 15 Minuten auf Eis gestellt
und anschlie3end fur 15 Minuten bei 4°C und 2.500 abzentrifugiert (Multifuge 3L-R mit
Rotor Ch. 2454). Das gewonnene Bakterienpellet wuid eiskaltem TSS-Puffer
resuspendiert, wobei das Volumen 1/10 des urspdivegi Kulturvolumens betrug. Die
kompetenten Zellen wurden in 200 pl-Aliquots entaredei -80°C weggefroren oder sofort
fur eine Transformation (2.2.1D) verwendet.

D. Transformation von Bakterien

Die Transformation von Bakterien erfolgte nach d&BS-Protokoll (Chung et al., 1989;
Hanahan, 1983). Hierzu wurden 5 pl eines bereitpiesgzierten Plasmides bzw. eines
Ligationsansatzes (2.2.4L) zu 200 pl kompetenteheze(2.2.1C) gegeben und fir 30
Minuten auf Eis inkubiert. Anschliel3end wurden @ransformationsansatze fur 90 Sekunden
bei 42°C in einen Heizblock gestellt. Nach einert@&ren Inkubation auf Eis fur 2 Minuten
wurden 800 pl LB-Medium zugegeben. Diese Baktetispsnsion wurde daraufhin eine
Stunde bei 37°C und 250 rpm im Schittler inkubidm Anschluss daran wurden
unterschiedliche Volumina (30 ul, 100 ul, 200 ptdwwei Mal 300 ul) der Ansétze auf LB-
Agar-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 3TfiKubiert. Die Selektion der
transformierten Klone erfolgte durch die in den AB#atten zugesetzten Antibiotika.

E. Produktion von Proteinen i&. coli

Fur die Herstellung von Proteinen En coli wurden die Stamme BL21 (DE3) und Rosetta
(DE3) pLysS (2.1.9) verwendet.
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Wachstumskurve und Induktionskinetik

Um eine groRtmaogliche Ausbeute an rekombinant prigditem Protein zu erreichen, mussten
optimale Induktionsbedingungen gefunden werden. radie wurde zunédchst das
Expressionskonstrukt in einen geeigneten Expressiamm transformiert. Anschliel3end
wurden mit einer Kolonie von der LB-Agar-Platte c¢&10 ml LB-Medium mit dem

entsprechenden Antibiotikum beimpft und Uber Nabbt 37°C und 250 rpm auf dem
Schittler inkubiert. Ausgehend von dieser Bakteuspension wurde eine Stammkultur
angelegt, indem 600 pl der Kultur in ein Einfridnréhen, das bereits 300 pl Glyzerin (im
Einfrierréhrchen autoklaviert) enthielt, gegeberrdan. Diese Stammkultur wurde bei -80°C

weggefroren und konnte ab dann benutzt werden, eitere Kulturen anzulegen.

Fur die Induktionskinetik wurden 50 ml LB-Mediumasidas entsprechende Antibiotikum
enthielt, 1:100 mit der Ubernachtkultur inokuliartd wie unter 2.2.1A beschrieben inkubiert.
Vor der Inokulation erfolgten 2 Waschschritte, ureigesetzte-Lactamase zu entfernen,
wobei die gesamte Suspension bei RT und 4.000 ipnd Minuten (Multifuge 3 L-R mit
Rotor Ch.2454) zentrifugiert, der Uberstand venenréind das Pellet in dem entsprechenden
Medium resuspendiert wurde. Bei einer optischenhf@icvon 0,5 bzw. 1,0 wurde die
Proteinexpression mit IPTG in einer Endkonzentration 1 mM induziert. Um die optimale
Temperatur zu bestimmen, erfolgte die weitere lakiom bei 30°C und 37°C bei 250 rpm
auf dem Schattler. Unmittelbar vor der Induktiont tHTG wurde 1 ml der Bakterienkultur
als ,0 h-Kontrolle* entnommen und bei 13.000 rprMihute zentrifugiert (Biofuge pico mit
Rotor Sorvall 3329). Der Uberstand wurde abgesangtdas Bakterienpellet mit 1x SDS-
Probenpuffer resuspendiert, wobei das bendtigteiieh an 1x SDS-Probenpuffer berechnet
wurde, indem die optische Dichte der Bakterienkutbit 200 pl multipliziert wurde. Danach
wurde die Probe bei 100°C fur 5 Minuten auf demzHleick inkubiert. Nach 1 h, 2 h, 3 h und
4 h Induktion wurde ebenfalls die optische Dichee Bakterienkultur im Spektralphotometer
gemessen und eine Probe von 1 ml entnommen, méraggog zur ,,0 h-Kontrolle* verfahren
wurde. Unter Umstanden wurden auch Proben nactu8dh24 h gewonnen. Anschlie3end
wurden gleiche Volumina (30-60 pl) der verschieageReoben auf ein SDS-Polyacrylamid-
Gel (2.2.5B) entsprechender Prozentigkeit geladech der Elektrophorese wurden die Gele
mit Coomassie angefarbt (2.2.5C). Um die optimdteduktionsbedingungen zu ermitteln,
erfolgten ein Vergleich der Banden sowie eine Asalgler bakteriellen Wachstumskurve, die
aus den gemessenen optischen Dichten generierewurd
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Produktion von Proteinen unter optimalen Bedingunge

Nachdem die optimalen Expressionsbedingungen miittalVachstumskurve und
Induktionskinetik ermittelt worden waren, konnteie derschiedenen Proteine in groRerem
Maflstab inE. coli produziert werden. Hierbei wurden die Kulturentstaus einer 3 h-
Vorkultur anstatt einer Ubernachtkultur beimpftj béer OQso von 0,4 mit IPTG in einer
Endkonzentration von 1 mM induziert und bei 30°@&vb37°C Uber die etablierte Zeitspanne
im Schuttler bei 250 rpm inkubiert. Nach Ablauf dartsprechenden Inkubationszeit wurde
die optische Dichte der Bakterienkultur erneut g¢gssea. Die genauen
Induktionsbedingungen fiir jedes Expressionskonstralentsprechenden Expressionsstamm
finden sich in 3.1.2.

Praparation von bakteriellem Zelllysat

Zur Praparation von bakteriellem Zelllysat wurdea ohduzierten Bakterienkulturen sofort
nach Ablauf der etablierten Induktionszeit bei 4t@d 15.000 rpm fur 30 Minuten
abzentrifugiert (Sorvall Superspeed RC2-B mit GSéteRR). Der Uberstand wurde verworfen
und das Bakterienpellet in Bindepuffer fur Nickell®i resuspendiert, wobei sich das
bendtigte Volumen an Bindepuffer gemald nachfolgenBermel berechnete: (2 ml
Bindepuffer pro 100 OB x Volumen der Bakterienkultur. Die Bakteriensusgien wurde
anschlieBend auf Eis mittels Ultraschallgerat (®ikell) aufgeschlossen. Hierzu wurde ein
Suspensionsvolumen von 10 bis 20 ml fur 30 Sekumdir50%iger Intensitat des Gerates
beschallt. Dies wurde nach einer Pause von 1 nehmals wiederholt. Die lysierten Proben
wurden im Anschluss daran bei 4°C und 15.000 rpn8@iMinuten abzentrifugiert (Sorvall
Superspeed RC2-B mit GSA-Rotor). Die Lysatuberstameirden entweder sofort zur
Proteinaufreinigung mit Hilfe von Nickelsdulen (&&) verwendet oder bei -80°C

weggefroren.
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2.2.2 Arbeiten mit Tieren

A. Immunisierung von Mausen mittels subkutaner odeap®eritonealer Injektionen

Es wurden jeweils 6 Balb/c-Mause pro Peptid immienisHierzu wurden zuerst zwei 1 ml-
Spritzen mit einem Dreiwegehahn verbunden, wobeiSpritzen in einem Winkel von 90°
zueinander platziert wurden. Die Stempel der Sgmitzvurden jeweils entfernt und der
Dreiwegehahn so eingestellt, dass die mit den Zpriverbundenen Schenkel verschlossen
waren. In die eine Spritze wurden 100 ul TiterméasS€ic Adjuvant, in die andere 500 pg des
entsprechenden, aufgereinigten und gegen 1x PBgsigiden Peptids pipettiert, wobei das
Gesamtvolumen an Peptid zuvor bereits mit 1x PB$480 ul aufgefullt worden war. Die
Stempel der Spritzen wurden nun wieder angebraolt die Spritzen separat Uber den
Dreiwegehahn entliftet. Dieser wurde nun so eirdlestiass die beiden mit den Spritzen
konnektierten Schenkel verbunden und der dritteelofl verschlossen war. Jetzt wurde das
Peptid-PBS-Gemisch in die Spritze mit Titermax €lasAdjuvant gepresst. Indem das
Gesamtgemisch aus Peptid, PBS und Titermax Clasfjicvant fur ca. 15 bis 30 Minuten
von einer Spritze in die jeweils andere gedriicktdgyentstand eine stabile, milchig-weil3e
Emulsion. Den Balb/c-Mausen wurden jeweils 100 ieser Emulsion (entspricht 100 pg
Peptid) subkutan an 4 Stellen gemal dem untenstenédmmunisierungsschema (Tabelle 7)
gespritzt. Der 3. ,Boost” erfolgte als intraperieate Injektion von 100 pg Peptid in 1x PBS
(Gesamtvolumen 100-150 ul), wobei auf adjuvantesgurzen verzichtet wurde.

Tabelle 7: Immunisierungsschema.

Tag Immunisierung

1 Grundimmunisierung subkutan
22 1. ,Boost" subkutan

36 2. ,Boost” subkutan

50 3. ,Boost" intraperitoneal

55 Entnahme der Milz
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B. Blutentnahme

Den immunisierten Tieren wurde am 10. Tag nach demiten ,Boost” Blut abgenommen,
indem die Spitze des unter einer Warmelampe hygsi@nen Schwanzes abgeschnitten und
das austretende Blut mit einer heparinisierten Kapi aufgefangen wurde. Das Blut wurde
dann in ein 1,5 ml-ReaktionsgefaR Uberfihrt, firhlbei 37°C inkubiert, um die
Blutgerinnung zu beschleunigen, und Uber Nachtlb€igelagert. Am néchsten Tag erfolgte
eine Zentrifugation der Proben bei 1.000 rpm undri@@mperatur fir 10 min (Biofuge pico
mit Rotor Sorvall 3329). AnschlieBend wurde mit ezinPipette vorsichtig das Serum
abgenommen ohne die geronnenen Blutbestandtebberzinren. Das Serum wurde entweder
sofort zur Bestimmung der Antikorpertiter mittelsIBA (2.2.2C) verwendet oder bei -20°C

gelagert.

C. Bestimmung der Antikorpertiter im Serum mittels BA

Zur Bestimmung der Antikorpertiter im Serum der iomisierten Tiere wurde ein “enzyme
linked immunosorbent assay” (ELISA) durchgefihrta Dm Serum eine Vielzahl
unterschiedlicher Immunglobuline vorhanden ist usomit die Gefahr unspezifischer
Antikdrper-Antigen-Reaktionen gegeben ist, wurdetven dem spezifischen Peptid, gegen
das auch die Immunisierung stattfand, mehrere wifsgihe Peptide verwendet. Zunachst
wurden die entsprechenden Peptide mit 1x PBS awd Eindkonzentration von 2 pg/ml
verdunnt, jeweils 50 pl des entsprechenden, vetdanReptids in die jeweilige Vertiefung
einer 96-Loch-Platte aus Polystyren pipettiert diebe Platte dann entweder Gber Nacht bei
4°C oder fur 2 h bei Raumtemperatur in einer lefitliverschlossenen Box gemeinsam mit
feuchten Zellulosetiichern (,feuchte Kammer*) inlarbi Alle folgenden Inkubationsschritte
wurden ebenfalls in einer feuchten Kammer* durdtipe. Dann wurden die Peptidlésungen
wieder entfernt, die Platte drei Mal mit 1x PBS. (280 pl/Vertiefung) gewaschen und mit
100 pl pro Vertiefung 3% BSA in 1x PBS fur 2 h &aumtemperatur inkubiert. Nach 2
Waschschritten mit 1x PBS wurden die Serumverdigenr(verdinnt in 3% BSA/PBS) als
primarer Antikorper in die entsprechenden Vertigiem pipettiert. Es folgte eine Inkubation
fur 2 h bei Raumtemperatur und vier Waschschritie Im PBS, um nicht gebundene
Antikorper zu entfernen. Nun wurde die Platte fih bei RT mit 50 ul/Vertiefung HRP-
konjugiertem anti-Maus-Antikorper (1:10.000 verdtirm3% BSA/PBS) inkubiert. Nachdem
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die Platte abermals vier Mal mit 1x PBS gewaschenden war, wurden die gebundenen
Antikorper durch die Zugabe von 100 pl/Vertiefun§lB-Entwicklerlosung (Hidaka et al.,
2002) visualisiert. Die Entwicklerlésung bildete sdaSubstrat fir eine durch die
Meerretichperoxidase (HRP) katalysierte Reaktione du einer Blaufarbung der
entsprechenden Vertiefungen fihrte. Je nach Sigeakitat wurde die Reaktion nach 10 bis
30 min mit 100 pl/Vertiefung 5,3% Schwefelsdure -fAéhe Verdinnung von 97-99%
Schwefelsaure) abgestoppt und die Platten mittatsaB Mikrotiterplatten-Photometer
~sunrise” (TECAN) bei einer Wellenlange von 450 aosgelesen (dies musste innerhalb von

30 min nach Zugabe der Schwefelsaure erfolgen).

D. Praparation von Nierenglomeruli

Zur Praparation von Nierenglomeruli wurden auss@tich sterile bzw. autoklavierte und auf
4°C geklhlte Losungen und Materialien verwendetFlmlgenden wird die Praparation von

murinen Glomeruli beschrieben.

Erwachsenen C57BL/6-Mausen wurden beide Nierenoemimen. Diese wurden sofort in
eine Glas-Petrischale mit 1x PBS auf Eis Uberflinm, Proteindegradation zu verhindern.
Alle weiteren Schritte wurden im Kuhlraum bei 4°@rchgefuhrt. Um die Praparation zu
erleichtern, wurden die Nieren auf sterile Kompegesgelegt. Nachdem pararenales Fett- und
Bindegewebe entfernt worden waren, wurden die Nieherch einen Langsschnitt in zwei
Halften geteilt und das Nierenmark, Nierenkelchsystund Nierenbecken herausgetrennt.
Die verbleibenden Nierencortices wurden in eineaspétrischale mit einer Rasierklinge fur
ca. 10 bis 15 min zerschnitten, so dass eine honeofdasse entstand. Nun wurden die
Gewebesiebe mit den entsprechenden PorengroR3etiaeuAdffangschale mit 1x PBS benetzt
und in folgender Reihenfolge gestapelt (von obechnanten): 63 um-Sieb/75 pm-Sieb/38
pum-Sieb/Auffangschale. Die homogenisierten Niereden wurden anschlie3end mit Hilfe
eines 50 ml Glaskolbens, dessen Boden als Stengmeltzi wurde, durch das erste Sieb
gepresst. Danach wurden zuerst die Oberseite umd a&lazch vorsichtig die Unterseite dieses
Siebes mit 1x PBS aus einer Spritzflasche gewascbemdass das im Sieb verbliebene
Nierenparenchym ebenfalls den darunter liegendebe®i zugefihrt wurde und nur weil3es
Nierenstroma zurlckblieb. Durch das 75 um-Sieb emirdie Nierentubuli zurtickgehalten.

Im 38 um-Sieb sammelten sich die NierenglomeruliesB wurden durch vorsichtiges
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Abwaschen mit 1x PBS vom Sieb in ein 50 ml Réhrctiearfihrt und danach bei 500 g und
4°C fur 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurdié groRter Vorsicht abgenommen und
das Glomerulipellet in einem Volumen von 5 bis I0lmPBS resuspendiert. 2 bis 3 Tropfen
dieser Suspension wurden auf einen Objekttrageslgaggund unter dem Lichtmikroskop zur
Bestimmung des Reinheitsgrades betrachtet. Daraufarde die Glomerulisuspension in 1,5
ml-ReaktionsgefalRen aliquotiert und bei 3.000 rpmd 4°C fir 1 min abzentrifugiert. Der

Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet in flussi§gokstoff schockgefroren und bei -80°C

gelagert.
Die Praparation von Glomeruli aus Whistar-Rattefolgte analog dem oben stehenden

Protokoll, wobei Gewebesiebe mit anderer Porengit§elgender Reihenfolge (von oben

nach unten) verwendet wurden: 106 pum-Sieb/180 peh/& um-Sieb/Auffangschale.

2.2.3 Arbeiten mit Sauger-Zelllinien

A. Kultivierung von Sauger-Zellen

Samtliche Zellkulturarbeiten wurden mit sterilen rM@uchsmaterialien, Medien und
Losungen (durch Autoklavieren oder Sterilfiltrieyean Zellkulturarbeitsbanken (Heraeus
Lamin Air HA 2448 GS) durchgefuhrt, um eine Kontaation der Zellen mit Bakterien,
Viren oder Pilzen zu verhindern. Alle verwendetenelllihien wurden in
Gewebekulturflaschen oder Gewebekulturschalen Béi GO, kultiviert. Die genauen

Kulturbedingungen fir die jeweilige Zellline finderch in Tabelle 8.
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Tabelle 8: Kulturbedingungen fiir Sduger-Zellen

Zelllinie Wachstumsverh. Medium Zusatze Temp.
9E10-Hybridom in Suspension RPMI 1640 10% FCS 37°C
COS-7 adharent DMEM 10% FCS 37°C
HEK 293T adhéarent DMEM 10% FCS 37°C
mHyb LMX1B 193-# und in Suspension RPMI 1640 10% FCS 37°C

422-# (endgiltige

Bedingungen)

mPCL (non-permissive adharent RPMI 1640 10% FCS 38°C
Bedingungen)

mPCL (permissive| adharent RPMI 1640 10% FCS 33°C
Bedingungen) 10 U/ml IFNy
X63-Ag8.653 in Suspension RPMI 1640 20% FCS 37°C

B. Primére Zellkultur: Isolierung peritonealer Makragien

Alle Medien und L6ésungen zur Isolierung peritoneaiakrophagen wurden auf 37°C
vorgewarmt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgtbai 1.100 rpm und Raumtemperatur fur 5
min (,Multifuge 3 L-R" mit Rotor Ch. 2454).

Zur Isolierung peritonealer Makrophagen wurden \iglle Balb/c-M&use (6 bis 8 Wochen
alt) verwendet, wobei die Ausbeute an Zellen ausereiMaus fir 2 96-Loch-Platten
ausreichend ist. Das Tier wurde durch zervikalddRegion getdtet und flr ca. 2 min in ein
Bad aus 70% Ethanol gelegt. Alle weiteren Arbelissie wurden an einer
Zellkulturarbeitsbank durchgefuhrt. Mit Hilfe sten Instrumente wurde sodann das Fell Gber
dem Abdomen des Tieres inzidiert und durch Abzielders Selbigen das Peritoneum
freigelegt. Durch eine Kanlle des Kalibers 20 G dewr anschlieRend 4 ml (aus einem
Gesamtvolumen von 5 ml) an 11,2% Saccharose £{) kh die Bauchhohle injiziert. Eine
suffiziente Verteilung der Saccharose-Losung wundtieach eine peritoneale Massage
sichergestellt. Nach 30 Sekunden wurde mit Hilfer amch liegenden Kanlle die
intraperitonale Flussigkeit, in der sich auch diekkbphagen befinden, aspiriert und
anschlielBend zentrifugiert. Das Zellpellet wurde imsgesamt 15 ml HAT-Medium
(Alternativprotokoll B; ohne HFCS und OPI) resusgient und die Zellsuspension auf 2 96-
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Loch-Platten (75 ul/Vertiefung) verteilt. Es erftdgeine Inkubation bei 37°C und einer £0
Konzentration von 5% fir 2 Tage, bevor die geworneperitonealen Makrophagen als

Futterzellen fur Hybridome verwendet wurden.

C. Primare Zellkultur: Isolierung von Milz-Lymphozytemnd Fusion mit Myelomzellen

(Protokoll A)

Alle Medien und L6sungen zur Herstellung von HybndZellen wurden auf 37°C
vorgewarmt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgtbei 1100 rpm und Raumtemperatur fur 5
min (,Multifuge 3 L-R" mit Rotor Ch. 2454).

Zwei Tage vor der Fusion wurden die murinen Myelelien X63-Ag8.653 (Kearney et al.,
1979) 1:10 in 3 T75-Zellkulturflaschen (Endvolumemveils 100 ml) gesplittet, so dass am
Tag der Fusion ca. 75x1Myelomzellen zur Verfiigung standen. Finf Tage ndem
intraperitonealen ,Boost” wurde die entsprechendmuddurch zervikale Dislokation getotet
und fur ca. 2 min in ein Bad aus 70% Ethanol gelatie weiteren Arbeitsschritte wurden an
einer Zellkulturarbeitsbank durchgefiihrt. Dann vauder Maus die Milz entnommen und in
eine Petrischale mit ca. 10 ml RPMI 1640 gelegthevauf Sterilitdt geachtet wurde; d.h. fur
Hautschnitt, Eroffnen des Peritoneums und Pramerader Milz wurde jeweils ein neues,
steriles Set bestehend aus Praparierschere unaetginverwendet. Nachdem die Milz
sorgfaltig von Fett und Bindegewebe befreit worden, wurde sie in ein Gewebesieb ,Cell
strainer” Uber einer neuen Petrischale (mit ca.l ®RRMI 1640 gefullt) gelegt und mit einer
Praparierschere in moglichst kleine Stlicke gesmiDiese wurden mit Hilfe des Stempels
einer 1 ml-Spritze durch das Sieb gedruckt, wolzes 8ieb immer wieder mit RPMI 1640
gewaschen wurde. Dann wurden die in der Petrisclmlégefangenen Milzzellen
(Uberwiegend Lymphozyten) in ein 50 ml-Rdhrchenrfilbet, wobei die Petrischale zwei
Mal mit jeweils 5 ml RPMI 1640 gewaschen wurde. Dgrdl3eren Bestandteilen der
Zellsuspension wurden 1 bis 2 min Zeit gegebenjrarRéhrchen abzusinken. Anschliel3end
wurde der Uberstand in ein neues 50 mil-Rohrchertyigot, mit RPMI 1640 auf ein
Endvolumen von 50 ml aufgefillt und zentrifugiddas entstandene Zellpellet wurde weitere
zwei Mal in 50 ml RPMI 1640 resuspendiert und zéungrert.

Parallel dazu wurden auch die Myelomzellen in 56Rdhrchen tberfuhrt, zentrifugiert und
analog zu den Milzzellen ebenfalls drei Mal mit RPM40 gewaschen, um FCS aus dem
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Medium fast vollstdndig zu eliminieren, da es aissem zu einer Beeintrachtigung der
folgenden Fusion kommen konnte. Nach den Waschsahivurden sowohl Milz- als auch
Myelomzellen in 10 ml RPMI 1640 resuspendiert und. A00 pl der jeweiligen
Zellsuspension zum Zahlen der Zellen (2.2.3G) vadee AnschlieRend wurden Milzzellen
und Myelomzellen im Verhaltnis 3:1 zusammengegebed zentrifugiert. Der Uberstand
wurde komplett entfernt, um ein Verdinnen der Rblylenglycol 1500-Lésung im n&chsten
Schritt zu vermeiden, und durch leichtes Klopfegegeden Boden des Réhrchens wurde das
Zellpellet vom Plastik gelost. Nun wurde 1 ml eifi®%igen PEG 1500-Lésung (in RPMI
1640) langsam Uber einen Zeitraum von 1 min zugagelwvobei kontinuierlich mit der
Pipettenspitze in der Zellsuspension geruhrt wyrdeh Lane, 1985; Galfre et al., 1977).
Danach erfolgte weiterhin unter Riihren nacheinaddeZugabe von 1 ml RPMI 1640 Uber
den Zeitraum von 1 min und 8 ml RPMI 1640 tber 2.minschlieRend wurden die Zellen
abzentrifugiert, in 300 ml HAT-Medium resuspendiatif insgesamt 20 96-Loch-Platten
verteilt (150 pl/Vertiefung) und bei 37°C und eil@D,-Konzentration von 5% inkubiert.

HAT-Medium beinhaltet Hypoxanthin, Aminopterin ufichymidin. Aminopterin blockiert
die de-novo-Nukleotidsynthese, indem es das Enzyimydbofolat-Reduktase inhibiert.
Zellen, die die Enzyme Hypoxanthin-Guanin-Phosgiasyltransferase (HGPRT) und
Thymidinkinase (TK) exprimieren, konnen zur Nukldeynthese einen alternativen
.Recycling-Weg"“ (salvage pathway) benutzen, wena it Hypoxanthin und Thymidin
versorgt werden, und sterben in der Gegenwart varngpterin nicht ab (Harlow & Lane,
1988). Da Myelomzellen HGPRT-defizient sind, werdelurch HAT-Medium die
Myelomzellen eliminiert. Milzzellen hingegen sindcit sensitiv gegentber Aminopterin,
haben aber unter Zellkulturbedingungen eine selreklebenszeit. Auf diese Art und Weise

Uberleben nur die gewtinschten Milzzelle-Myelomzeéligridome.

D. Priméare Zellkultur: Isolierung von Milz-Lymphozytemd Fusion mit Myelomzellen

(Alternativprotokoll B)

Da in der Literatur sehr viele, unterschiedlicheotBkolle zur Fusion von Milz- und
Myelomzellen vorhanden sind (Galfre et al., 197 ¢ft& et al., 1977; Westerwoudt, 1985;
Lane et al., 1984; Lane, 1985), wurden im RahmesatiArbeit Versuche durchgefiihrt, um

die Bedingungen zu optimieren. Hierzu wurde ein igeFusionsprotokoll herangezogen,
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das dem oben Geschilderten in vielen, technischgpelkten glich. Es bestehen allerdings
einige grundsatzliche Unterschiede: Sowohl Mils auch Myelomzellen wurden bei dem
Alternativprotokoll B wéhrend der Isolierungs- unthschschritte anstatt in RPMI1640 in 1x-
PBS-LOsung suspendiert, welche im letzten Schott der Zugabe von Polyethylenglykol
1500 durch 1x-PBS- L6sung mit 0,68 mM CaGhd 0,49 mM MgC ersetzt wurde. Einen
weiteren fundamentalen Unterschied stellen die raotgedlichen Verhaltnisse der
eingesetzten Milz- zu Myelomzellen dar: Milzzellstyelomzellen in einem Verhaltnis von
3:1 bei Protokoll A versus 1:3 bei AlternativprotdkB.

Als Fusions-Agens wurde bei beiden Protokollen lemer 50%igen PEG 1500-Lésung (in
RPMI 1640) eingesetzt, wobei bei Protokoll B aul &uhren wahrend der einminitigen
Inkubationszeit verzichtet wurde. Nach der Fusioardegn die Zellen jeweils in HAT-
Medium unterschiedlicher Zusammensetzung resuspendda bei Alternativprotokoll B
peritoneale Makrophagen als ,Futterzellen” einggsetirden, welche die fir das Wachstum
von Hybridomzellen notwendigen Stoffe wie z.B. Zyte sezernieren, wurde HAT-Medium
ohne Supplementierung mit HFCS und OPI verwendetwiiterer gravierender Unterschied
bestand des Weiteren in der Zelldichte beim Aussi@erZellen. Wahrend bei Protokoll A die
Zellen aus einer Maus auf insgesamt 20 96-Lochdplaverteilt wurden, wurden bei
Protokoll B nur 4 96-Loch-Platten benutzt.

E. Passagieren von Zellen

Adhéarent wachsende Zellen

Beim Passagieren (= Splitten) von adharent waclesedellen wurden diese zunachst vom
Boden des jeweiligen Kulturgefal3es abgeldst unah darder gewinschten Zelldichte erneut
ausgesat. Dazu wurde zunéachst das Zellkulturmediitneiner Pasteurpipette abgesaugt und
die Zellen mit 1x PBS gewaschen (5 ml pro T25-Habhw. P6-Schale und 10 ml pro T75-
Flasche bzw. P10-Schale), um Mediumreste zu emtferPAnschlielend wurde ein

entsprechendes Volumen Trypsin/EDTA zugegeben if#-Bro T25-Flache bzw. P6-Schale

und 5 ml pro T75-Flasche bzw. P10-Schale), so desZellen gerade bedeckt wurden, und
so lange bei 37°C inkubiert, bis sich die ZellemvBoden des Kulturgefal3es ablosten (dies
geschah in der Regel nach ca. 5 min), was lichtmskaopisch kontrolliert wurde. Um die

Trypsin-Aktivitdt zu inhibieren, wurde mindestenasddoppelte Volumen an FCS-haltigem
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Medium zugegeben. Etwaige noch adharente Zelledevudurch mehrmaliges sanftes Auf-
und Abpipettieren gelost und die Zellsuspensiomdagi 1.000 rpm und Raumtemperatur flr
5 min abzentrifugiert (,Multifuge 3 L-R“ mit RotoiCh. 2454). Der Uberstand wurde
abgenommen und das Zellpellet in einem entspree@men®olumen an frischem

Kulturmedium resuspendiert. Nach dem Zahlen dele@dR.2.3G) wurden diese dann in der
gewinschten Dichte erneut ausgesat. Die im RahmeserdArbeit verwendeten adharent

wachsenden Zellen wurden zumeist 1:10 gesplittet.

In Suspension wachsende Zellen

In Suspension wachsende Zellen mussten im Untedchi adharenten Zellen nicht durch
Trypsin/EDTA abgelost werden. Zum Splitten von Samsgponszellen wurde das gesamte
Kulturmedium in ein 50 ml-Rdhrchen Uuberfuhrt, woba&urch mehrmaliges Auf- und

Abpipettieren etwaige ,semi-adhéarente” Zellen nglbst wurden, und dann bei 1.000 rpm
und Raumtemperatur fur 5 min zentrifugiert (,Mulge 3 L-R* mit Rotor Ch. 2454). Nach

Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpelletinene entsprechenden Volumen an
frischem Kulturmedium resuspendiert, die Zellen&pdizund die gewiinschte Zellzahl erneut
ausgesat. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendetersuspension wachsenden Zellen

wurden nach dem Auftauen zumeist 1:10 gesplitpéttes bei gutem Wachstum 1:50.

F. Kultur von Hybridomzellen: Von der Fusion bis zuindmndqiltigen Kulturbedingungen

Screening mittels ELISA

Nach der Fusion (2.2.3C) wurden die Zellen bei 3@ einer C@Konzentration von 5%

in HAT-Medium inkubiert. Nach 4 bis 5 Tagen entwetien sich lichtmikroskopisch
sichtbare Hybridomzellkolonien; die restlichen 2allwurden wie bereits beschrieben durch
das Selektionsmedium eliminiert. Neun bis 10 Tagehnder Fusion erreichten diese
Kolonien eine flr das erste Screening ausreich@rdBe. Dieses wurde mittels eines ELISA
analog zu 2.2.2C durchgefihrt mit dem Unterschiolgss nur gegen das entsprechende,
spezifische Peptid getestet wurde und anstatt elem$/erdiinnungen 50 pl an unverdiinntem
Zellkulturuberstand aus der jeweiligen Vertiefurlg BRrim&rantikdrper eingesetzt wurden.
Danach wurde jede Vertiefung mit 100 pl HAT-Medianfgefillt.
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Es wurden dann die 93 Vertiefungen mit dem hochstatikorpertiter fir das zweite
Screening, das am nachsten Tag durchgefiihrt wandegewahlt. Hierbei wurde sowohl
gegen das spezifische als auch gegen ein unspbedisPeptid getestet, so dass falsch
positive Hybridome, die eine unspezifische Antil@grAntigen-Reaktion gezeigt hatten,
eliminiert werden konnten. Die genauen ScreenindiiBpingen finden sich in 3.1.4C. Die
richtig-positiven Hybridome wurden erneut mit 100HAT-Medium aufgefulit.

Ein bis zwei Tage nach dem zweiten Screening wurdien Zellen aus den positiven
Vertiefungen von den 96-Loch-Platten auf 24-Locatféh Ubertragen, indem mehrfach auf-
und abpipettiert wurde, um semi-adharente Zellembgan, und die Zellsuspension dann in
die neue Vertiefung Uberfihrt wurde. Anschliel3engrde frisches HAT-Medium bis zu
einem Gesamtvolumen von 600 pl/Vertiefung hinzugeflach wenigen Tagen konnten die
Zellen mit derselben Technik auf 6-Loch-Platten rtfagen werden (Gesamtvolumen an
HAT-Medium 1-2 ml/Vertiefung). Im Weiteren wurdemedZellen alle 2 bis 4 Tage 1:2 bis
1.3 gesplittet, wobei von HAT-Medium auf eine 1:liskhung von HAT-Medium:HT-
Medium gewechselt wurde. Bei jedem Mediumwechsebtien stets auch Zellen in dem alten
Medium belassen, so dass auf diese Zellen zurldikigegwerden konnte, fir den Fall, dass
die neue Mediumzusammensetzung von den Zellen niehragen wurde. Nach zwei
Passagen in der 1:1 Mischung wurden die Zellenbis3lL:5 in reines HT-Medium in T25-

Flaschen (Gesamtvolumen 5-10 ml) gesplittet.

Subklonierung

Nachdem die Kulturen auf T25-Flaschen expandiertrdelm waren, wurde eine
Subklonierung der jeweiligen Zellklone durchgeflltierzu wurde jeder Klon in Zelldichten
von 10 Zellen/Vertiefung fur die eine Halfte deafd und 1 Zelle/Vertiefung fur die andere
Halfte in HT-Medium auf eine 96-Loch-Platte ausgd§&zesamtvolumen 100 pl/Vertiefung).
Das Screening der auf der Platte entstandenen &relerfolgte ca. 10 Tage spater analog
dem ersten Screening nach der Fusion; hierbei wurgkeei Sub-Klone ausgewahlt, erneut
Uber die Sequenz 96-Loch-Platte / 24-Loch-Platie5-Flasche expandiert und der am besten
wachsende Sub-Klon anschliel3end ein zweites Matlsniert. Die genauen Bedingungen
und Auswabhlkriterien fir die jeweiligen Subkloniagen finden sich in 3.3.1.
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Entw6hnung der Hybridomzellen

Nach der zweiten Subklonierung wurden die ausgeeridlone expandiert, bis sie in T75-
Flaschen kultiviert werden konnten. AnschlieBend rdea die Zellen von dem
supplementierten HT-Medium entwdhnt, indem sie jéveils 2 Passagen nacheinander in
folgenden Medien gezichtet wurden: einer 1:1 Misghaus HT-Medium und Hoch-FCS-
Medium, gefolgt von reinem Hoch-FCS-Medium, gefolgh einer 1:1 Mischung aus Hoch-
FCS-Medium und RPMI 1640/10% FCS, bis schlie3liemes RPMI 1640/10% FCS als

endgultiges Kulturmedium erreicht wurde.

G. Zahlen von Zellen

Zum Zahlen von Zellen wurden 100 pl der entspregaerZellsuspension mit 100 ul Trypan
Blau gemischt und ein Aliquot dieser Mischung ie diorbereitete Neubauer-Zahlkammer
dberfuihrt. Die lebenden, nicht mit Trypan Blau gbtén Zellen wurden unter dem
Mikroskop (Nikon Eclipse TS 100) gezahlt. Anscheel wurde die Zellzahl pro ml anhand
der Anzahl ausgezahlter Quadrate der Neubauer-Zdmier, des Volumens Uber einem

mittelgroRen Quadrat von 1 x il und der Verdiinnungsstufe berechnet.

H. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fir das Einfrieren von Zellen wurden die Zelleneein00% konfluenten T25- bzw. T75-
Flasche zunachst wie unter 2.2.3E beschrieben deltaNach der Zentrifugation wurde das
Medium abgesaugt und das Zellpellet in FCS/10% DM&suspendiert (3 ml fur eine T25-
Flasche, 6 ml fur eine T75-Flasche). Danach wurde&dllsuspension in Aliquots a 1,5 ml in
Einfrierréhrchen pipettiert und diese zunachst b0°C eingefrorenen. Zur weiteren
Lagerung wurden die Einfrierréhrchen dann am n&chdtag in den Tank mit flissigem
Stickstoff Uberfuhrt.

Zum Auftauen von Zellen wurde das entsprechende fri&rohrchen dem
Flissigstickstofftank entnommen und der Deckel kwm eine halbe Umdrehung
aufgeschraubt, um ein Platzen des GefalR3es zu derninDie Zellen wurden dann aufgetaut,

indem das Einfrierréhrchen in handwarmem Wasserhyesnkt wurde, und danach in einem
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15 ml-R6hrchen mit 10 bis 15 ml FCS-haltigen Kuttedium gemischt. AnschlielRend wurde
die Zellsuspension bei 1000 rpm und Raumtempeféatus min zentrifugiert (,Multifuge 3
L-R“ mit Rotor Ch. 2454). Der Uberstand wurde verfga, das Pellet in 5 ml des
entsprechenden Kulturmediums aufgenommen und disugpension in eine T25-Flasche
uberfihrt, wo die Zellen bei 37°C und 5% £&nhwachsen konnten.

I. Transiente Transfektion von Zellen

Bei der Transfektion von eukaryontischen Zellen deer 2 Formen unterschieden: die
transiente und die stabile Transfektion. Im Rahndéser Arbeit wurde die transiente
Transfektion von COS-7-Zellen durchgefuhrt. HierBemmt es nicht zur Integration der
transfizierten DNA ins zellulare Genom der Zellemas nur zu einer vortibergehenden

Expression des gewlinschten Proteins fuhrt.

Einen Tag vor der Transfektion wurden COS-7-Zeltn in eine P6- oder P10-Schale
gesplittet, dass am folgenden Tag eine Konfluemzoa 70% bestand. Sollten die Zellen zur
Durchfiihrung einer Immunzytochemie verwendet werdearden die runden Deckglaser
bereits vor dem Splitten in die Zellkulturschalelege. Die folgenden Mengenangaben

beziehen sich stets auf die Transfektion einer €&le.

Kurz vor der Transfektion wurden 5 ml DMEM/10% FQ8it 200 pl der DEAE-
Dextran/Chloroquin-Losung gemischt. Dieser Mischumgrden ca. 15 pg Plasmid-DNA
zugegeben und alles erneut gut gemischt. Nach Ajesades Kulturmediums wurde die
Transfektonsmischung auf die COS-7-Zellen gegebehdiese flur 4 bis 6 h bei 37°C und
5% CQ inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurdeie dMedium/DEAE-
Dextran/Chloroquin-Losung entfernt und die Zellan90 Sekunden bei Raumtemperatur mit
10% DMSO (in 1x PBS) inkubiert. Danach wurde die ®®LOsung grindlich abgesaugt,
die Zellen zwei Mal mit 1x PBS gewaschen, und f&irdin DMEM/10% FCS inkubiert. Da
in der Regel nach zwei Tagen das Maximum der Rrex@ression erreicht wird, wurde zu
diesem Zeitpunkt Zelllysat (2.2.3J) hergestellt bzeine Immunzytochemie (2.2.3K)
durchgefuhrt.
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J. Ernte von S&uger-Zellen und Herstellung von Zeditys

Fur die Ernte wurde zunachst das Kulturmedium aoggsund die Zellen zwei Mal mit 1x
PBS gewaschen. Danach wurde ein kleines VolumelxdBS zugegeben, das ausreichend
war, um die Zellen zu bedecken. Diese wurden nunHitie eines Zellkulturschabers vom
Boden des ZellkulturgeféalRes geldst. Die im PBS stimenden Zellen wurden in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefald Uberfihrt und bei 3.000 rpm und Rewnperatur fir 1 min zentrifugiert
(Biofuge pico mit Rotor Sorvall 3329). Der Ubersfawurde verworfen und das Pellet
entweder sofort flr die Herstellung von Zelllysarwendet oder in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Fur die Lyse von Sauger-Zellen wurden alle Loésungeri Eis vorgekihlt und alle
Arbeitsschritte bei 4°C durchgefuhrt. Zunéchst veurs Zellpellet entsprechend seiner
GroRRe in 50 bis 200 pl Lyse-Puffer resuspendied fim 15 bis 30 min auf Eis inkubiert.
Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 14.000 npna 4°C fur 15 min (Sigma 3K20 mit
Rotor Nr. 12154). Der Uberstand wurde vorsichtigein frisches ReaktionsgefaR tberfiihrt

und entweder sofort flr Versuche verwendet oder@@iC gelagert.

K. Immunzytochemie

Vorbemerkung: Alle Inkubationsschritte erfolgten Baumtemperatur.

Zur Durchfihrung einer Immunzytochemie wurden CGZellen auf runden Deckglaschen
in Zellkulturschalen ausgesat (2.2.3E) und mit dentsprechenden Plasmid transient
transfiziert (2.2.31). 48 Stunden nach der Transbekwurden die Zellen zunachst mit 1x PBS
gewaschen und anschlieBend fur 20 bzw. 30 min #itPFA- bzw. Bouin-Lésung fixiert.
Danach wurden sie 3 Mal fir 5 min mit 1x PBS gewascund fir 45 min mit der
Permeabilisierungs-Losung (2% BSA/0,2% Triton X-10Ax PBS) inkubiert. Nachdem die
Zellen weitere 3 Mal fur 5 min mit 1x PBS gewaschweorden waren, wurde BSA-PBS-
Losung (2% BSA in 1x PBS) zugegeben und fur 1 hulmdrt, um unspezifische
Antikorperreaktionen zu reduzieren. AnschlielBenddsudie BSA-PBS-Losung abgesaugt
und es erfolgte eine zweistindige Inkubation mitndentsprechenden Primarantikorper
(verdinnt in BSA-PBS-L6sung). Danach wurden didezeB Mal mit Hochsalz-PBS und ein
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Mal mit 1x PBS gewaschen und fur 1h mit dem entdpFrden Sekundéarantikdrper
(verdinnt in BSA-PBS-Losung) inkubiert. Da mit Hlaszenzfarbstoffen-gekoppelte
Sekundarantikérper benutzt wurden und selbige dmoipfindlich sind, erfolgte diese
Inkubation wie auch alle folgenden Arbeitsschritte Dunkeln. Im Anschluss wurden die
Zellen erneut 3 Mal mit Hochsalz-PBS und 1 Mal ikt PBS gewaschen und eine
Kernfarbung durchgefuhrt, indem Hoechst-Loésung {@:5erdinnt in KHO) fir 1 min

zugegeben wurde. Nach 3 weiteren WaschschritterdxnRBS waren die Zellen bereit zum
Eindeckeln. Hierzu wurden zunachst einige Tropfem Glyzerin-PBS-Lésung auf einen
Objekttrager gegeben und die Deckglaschen mit delferZ darauf gelegt. Anschlie3end
konnten luftblasenfrei Deckglaser auf den Objelgttrégplatziert werden, wobei zuvor evtl. am
Rand der Deckglaschen noch etwas Glyzerin-PBS-lgidunzugefligt worden war. Die
Objekttrager wurden bei 4°C im Dunkeln gelagerte Buswertung und Bilddokumentation
der Immunzytochemie erfolgte am Fluoreszenzmikrpskaioskop 20 mit einer DMC 2-

Kamera.

2.2.4 Arbeiten mit DNA

Vorbemerkung: DNA wurde stets bei -20°C gelagert.

A. Mini-Préaparation von Plasmid-DNA a@s coli

Fur die Mini-Praparation von Plasmid-DNA akls coliwurde zunachst eine 3 ml-Kultur der
entsprechenden Kolonie angesetzt und Uber Nac873€l und 250 rpm inkubiert (2.2.1A).

Am nachsten Tag wurden 1,5 ml dieser Kultur infRR@aktionsgefald tberfihrt und bei 13.000
rom und RT fiir 2 min zentrifugiert (Biofuge pico tRotor Sorvall 3329). Der Uberstand
wurde verworfen und 200 pl STET-Puffer plus 10 ysdzym (10 mg/ml in bD) zugegeben.

Das Pellet wurde mittels Vortexer (Vortex-Genie Rfufe 10) resuspendiert und die
Zellsuspension fur 1 min bei 108°C auf dem Heizbklmkubiert. Danach erfolgte sofort eine
Zentrifugation bei 13.000 rpm und RT fur 10 mindRige pico mit Rotor Sorvall 3329). Das
entstandene Pellet wurde mit Hilfe eines Zahnstoclemtfernt und 200 pl Isopropanol
zugegeben. Nach einer Inkubation bei -20°C fiur 10 wurde die Lésung bei 14.000 rpm
und 4°C fur 10 min zentrifugiert (Sigma 3K20 mit tBio Nr. 12154) und danach der

Uberstand durch Umdrehen des ReaktionsgefalRes @ispeyg Das entstandene Pellet wurde
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mit 600 pl 70% Ethanol gewaschen, wobei Ethanoleobmeuten Zentrifugationsschritt
durch vorsichtiges Abpipettieren wieder entferntrdes Das DNA-Pellet wurde nun bei RT
oder 37°C getrocknet, in 50 pl TE-Puffer plus SRNase A-Lésung geldst und fir ca. 20 min
bei 37°C inkubiert, wobei nach der Halfte der In&tibnszeit ein wenige Sekunden dauernder
Vortexschritt durchgefuhrt wurde. Im Anschluss wend5 pl der Plasmid-DNA-Mini-
Préaparation fir einen Restriktionsverdau (2.2.4d)vendet.

B. Midi-Praparation von Plasmid-DNA afs coli

Fur die Midi-Praparation von Plasmid-DNA wurden Balen in 200 bis 250 ml LB-Medium
mit dem entsprechenden Antibiotikum wie unter 282bkschrieben tGber Nacht angeziichtet.
Die Praparation wurde mit Hilfe des ,Wizard Plusdirep-Kit“ durchgefiihrt. Hierzu wurde
die Ubernachtkultur zunéchst 15 min bei 4.000 rpr 4°C zentrifugiert (Sorvall superspeed
RC2-B mit GSA Rotor). Das Bakterienpellet wurde3inrml Resuspensions-Puffer des Kits
aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde danh dagabe von 3 ml Lyse-Puffer
vorsichtig durch Schwenken gemischt und fur maxirbalMinuten bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurden 3 ml Neutralisations-Pufferegepen, erneut gemischt und 15 min bei
14.000 rpm und 4°C (Sigma 3K20 mit Rotor Nr. 121%&ptrifugiert. Der Uberstand wurde
mit Hilfe eines Filterpapiers filtriert, vorsichtigit 10 ml Sdulen-Beads vermischt und alles in
die mitgelieferte Plastik-Saule Oberfihrt. Diese rwauvor auf die mit einer
Wasserstrahlpumpe gekoppelte Vakuum-Absaug-Appanatuntiert worden. Nun wurde die
DNA-haltige Losung so langsam wie mdglich abgesaut ein effizientes Binden der DNA
an das Saulenmaterial zu ermdglichen. Nachdem d@sarlg komplett abgesaugt worden war,
erfolgten 2 Waschschritte mit jeweils 15 ml Wasehlig bei maximaler Leistung der
Wasserstrahlpumpe. Im Anschluss wurde die Saulsekuinden trocken gesaugt. Die kleine
Saule wurde abgenommen und in ein 1,5 ml-Reaktefa8ggesteckt. Nun wurde fir 2 min
bei 13.000 rpm und RT zentrifugiert (Biofuge picat iRotor Sorvall 3329). AnschlieRend
wurde die kleine Saule in ein neues 1,5 ml-GefaBtegkt, mit 300 pl von auf 65°C
erwarmtem HO beladen und fur 1 min inkubiert. Die Elution d@XA erfolgte durch einen
20 Sekunden dauernden Zentrifugationsschritt (Bjefypico mit Rotor Sorvall 3329) bei
13000 rpm und RT. Mit der gewonnenen DNA wurde dargin Restriktionsverdau (2.2.4J)
durchgefuhrt.
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C. Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung dét,@ gelésten DNA wurde eine 1:20
Verdinnung (in KHO) der DNA erstellt. Diese Verdiunnung wurde lufdgafrei in eine
schwarze Quarzkuvette Uberfihrt und die Absorph@r260 nm mit dem Spektralphotometer
bestimmt. Als Nullwert diente #0. Die DNA-Konzentration wurde dann wie folgt erteit:

eine Absorption bei 260 nm von 1,0 entspricht 5quhgn doppelstrangiger DNA.

D. Phenolisierung von DNA

Nachdem mit Hilfe einer Pipette das Volumen der phenolisierenden DNA bestimmt
worden war, wurde ein Volumen der fertigen Phenle@®form-Isoamylalkohol-Losung
(Roth) zugegeben und alles fur 1 min mit Hilfe dtestexgerates (Vortex-Genie 2, Stufe 10)
gemischt. Unmittelbar danach erfolgte eine Zengation (Biofuge pico mit Rotor Sorvall
3329) bei 13.000 rpm und RT fur 10 min. Hierdurahd eine Trennung des Gemisches in 3
Phasen statt und die oberste, DNA-enthaltende Rhkas#e vorsichtig abgenommen und in
ein neues Reaktionsgefald Uberfuhrt. Im Anschlussdeviwie unter 2.2.4E beschrieben

vorgegangen.

E. Ethanol-Préazipitation von DNA

Der DNA-LOsung wurde ein 1/10 Volumenanteil Natragetat-Losung und das 2,5fache
Volumen an 100% Ethanol zugegeben, wobei durchriieven gemischt wurde. Nach einer
30mindtigen Inkubation bei -20°C erfolgte eine Z#agation (Sigma 3K20 mit Rotor Nr.

12154) bei 14.000 rpm und 4°C fir 30 min. Der Utsaxd wurde verworfen und das
entstandene DNA-Pellet mit ca. 1 ml 70% Ethanol agshen. Anschlieend wurde erneut
bei 14.000 rpm und 4°C fur 5 min zentrifugiert (@@ 3K20 mit Rotor Nr. 12154). Das

DNA-Pellet wurde schlie3lich bei RT oder 37°C gekiwet und in dem gewiinschten

Volumen an autoklaviertemJ resuspendiert.
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F. Agarose-Gele

Zur Auftrennung und GroRRenbestimmung von DNA-Fragiae dienten Agarose-Gele. Je
nach Fragmentgrofle wurden Gele mit einem Agaro$eiGeon 1,0% bis 2,0% (w:v)

verwendet.

Hierzu wurde die entsprechende Menge an Agaroser ukiifkochen in 1x TAE-Puffer
gelost, nach Abkihlen der Lésung auf ca. 50°C Himéromid-Losung in einer
Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugesetzt, allesclduschwenken gemischt und in die
vorbereitete Gelkammer mit eingesetztem Gelkamnoggan. Nachdem die Agarose bei RT
geliert war, wurde die Gelkammer mit 1x TAE-Pufgaflllt und der Gelkamm gezogen. Die
vorbereiteten mit Stopp-Puffer versetzten Probemdem in die Geltaschen geladen. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer angelegten Spamnmnon bis zu 150 V. Die angefarbten
Nukleinsduren wurden nach Abschluss des Laufs ef dV-Leuchtschirm sichtbar gemacht
und mit Hilfe des Agarose-Gelektrophorese-Dokunteriasystems Gel Max photographiert.
Bei so genannten préparativen Agarose-Gelen wudierBanden der gewtnschten Grofe
nach der Photodokumentation mit einer Rasierklimgegeschnitten und die DNA wie unter
2.2.4G und 2.2.4H beschrieben extrahiert.

G. Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen mittels ,DNAtEaction Kit* (Fermentas)

Die Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen wurde Hiife des ,DNA Extraction Kit“ von
Fermentas durchgefuhrt. Alle Zentrifugationsscar{@iofuge pico mit Rotor Sorvall 3329)
wurden bei 13.000 rpm und RT durchgefiihrt, alleulrdtionsschritte bei 55°C fir 5 min.
Nachdem die Bande der gewlinschten Grol3e aus demu€gdschnitten worden war, wurde
mit Hilfe des Gewichts des Gelstiicks sein Volumiegeschatzt, wobei angenommen wurde,
das 1 g ungefahr 1 ml entspricht. Das Gelstlick sumcein Reaktionsgefald tberfihrt. Nach
Zugabe von 3 Volumen Bindelosung erfolgte eine bation, wodurch das Agarose-Gel
aufgeldst wurde. AnschlieBend wurde die Silica-8aspn hinzupipettiert, wobei fir bis 2,5
ng an DNA 5 pl und fur jedes weitere ug an DNA wemdt2 pl an Silica-Suspension
eingesetzt wurden, und alles erneut inkubiert. Um Absinken des Silica-Pulvers zu
vermeiden, wurde wéhrend der Inkubation mehrmatz kiurch Vortexen gemischt. Nach

einem Zentrifugationsschritt von 5 Sekunden im Ahgss an die Inkubation wurde das
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entstandene Pellet in 500 pl eiskaltem Wasch-Putfsuspendiert, kurz durch Vortexen
gemischt, erneut fir 5 Sekunden zentrifugiert uret dlberstand verworfen. Dieser

Waschschritt wurde 3 Mal wiederholt. Danach kordiee Elution erfolgen, indem das Pellet
in dem entsprechenden Volumen agOrbder TE-Puffer aufgenommen und inkubiert wurde.
Nach einer Zentrifugation von 30 Sekunden wurde Wdeerstand vorsichtig abgenommen
und in ein neues Reagiergefal Uberfuhrt. Um diebAute an DNA zu erhoéhen, wurde der
Elutionsschritt einmal wiederholt. Die Qualitdt dgewonnenen DNA wurde mittels

Agarosegel-Elektrophorese kontrolliert.

H. Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen mittels Elt&aulen

Bei sehr grol3en DNA-Fragmenten wurde die DNA nsttdtlutip-Saulen aus den
ausgeschnittenen Gelstlicken extrahiert. Hierzu evuraich Saulenaquilibrierung mit 3 ml
Elutionspuffer und 3 ml Ladepuffer das Gelstiick dief Sdule geladen und anschlie3end bei
3.000 rpm und RT far 10 min zentrifugiert (Biofuggco mit Rotor Sorvall 3329). Die
Elution erfolgte mit 450 pl Elutionspuffer. Danasturde die DNA wie unter 2.2.4E

beschrieben mit Ethanol préazipitiert.

.  Verwendung von alkalischer Phosphatase (CIP) zohBsphorylierung von DNA

Um eine Religation von praparativ verdauter VekdNA (2.2.4J) zu verhindern, wurde
diese mit Hilfe des Enzyms CIP dephosphoryliertereii wurde dem Ansatz nach dem
Restriktonsverdau 0,75 U Enzym pro pg DNA zugegehaiei auf die Kompatibilitat von
CIP mit dem fur den Verdau verwendeten Puffer gedichurde (verwendbar sind die NEB-
Puffer 2, 3 und 4 sowie die Spezial-Puffer 8anH I, EcoR | und Sal I). Nach einer
Inkubation fur 30 min bei 37°C wurde die Reaktiori l¥5°C fur 10 min gestoppt.
Anschlie3end wurde die DNA mit Hilfe eines prapme Agarose-Geles aufgereinigt.
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J. Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

FiUr einen analytischen Verdau wurden in der Re@6lrig der betreffenden DNA in einem
Gesamtreaktionsvolumen von 10 pl und fir einen gratpven Verdau 10 bis 30 pug DNA in
einem Gesamtvolumen von 100 pl eingesetzt. Einstyy@r Reaktionsansatz enthielt des
Weiteren 1/10 Volumenanteil des vom Hersteller evhjgihen 10x Puffers, 2 U des
betreffenden Restriktionsenzyms pro ug DNA undlls ferforderlich — weitere Zusatze wie
BSA. Das Volumen eingesetzten Enzyms Uberschettlio des Gesamtvolumens, um auf
Grund einer zu hohen Glycerinkonzentration Stavékti zu verhindern. Der Ansatz wurde
mit H,O auf das entsprechende Gesamtvolumen aufgefiditfisn4 h bis Uber Nacht bei
37°C inkubiert. Bei einem Doppelverdau wurden belezyme zugesetzt, wobei auf
Kompatibilitdt der Pufferbedingungen beider Enzygeachtet wurde. Waren diese nicht
kompatibel, wurden die Reaktionen nacheinander assenden Puffer durchgefuhrt und die
DNA zwischen den Reaktionen phenolisiert und eth@aaipitiert (2.2.4D und 2.2.4E). Im
Anschluss an den Verdau wurde die Spaltreaktioteraidgarosegel-Elektrophorese (2.2.4F)
Uberpraft.

K. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Polyas®-Ketten-Reaktion Insert-DNA fur
Klonierungen amplifiziert. Hierzu wurden der Thern@gcler ,My Cycler* (BioRad) und die

iproof DNA-Polymerase (BioRad) benutzt. Bei deroipir DNA-Polymerase handelt es sich
um eine  Pfu-dhnliche DNA-Polymerase, die allerdings eine héher
Extensionsgeschwindigkeit und Genauigkeit bietesictNolgend findet sich ein typischer

Reaktionsansatz, wobei iproof DNA-Polymerase stelstzt zugegeben wurde:
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Proben-DNA (50 ng/ul) 0,4 pl (20 ng)

6,25 uM Fwd. Primer 2 ul (250 nM)

6,25 UM Rev. Primer 2 ul (250 nM)

12,5 mM dNTPs 1 ul (0,25 mM)

5x iproof HF Puffer 10 pl

steriles HO 32,6 ul

iproof DNA-Polymerase 2 ul (0,6 U pro Reaktion)
Gesamtvolumen 50 pl

Die PCR-Reaktion wurde nach folgendem Programmiayaftihrt:

l. 1 Minute bei 98°C

Il. 1. 10 Sekunden bei 98°C
2. 30 Sekunden bei einem Temperaturgradienten 35x
3. 15-30 Sekunden pro zu amplifizierendem kb b&C72

[l. 10 Minuten bei 72°C

IV. oo bei4°C

Um eine geeignete Annealing-Temperatur fir die Brigu finden, wurde in Schritt I1.2 ein

Temperaturgradient im Bereich 5-15°C unter den vadersteller angegebenen

Schmelztemperaturen angelegt. Schritt 1.1 bis Wdrden 35 Mal wiederholt. Nach der
Reaktion wurden 5 ul jedes Ansatzes auf ein Aga@segeladen, um die Reaktionsprodukte
zu beurteilen. Geeignete Anséatze wurden zusammassgjefind einer Phenolisierungs- und
Fallungsreaktion (2.2.4D und 2.2.4E) unterzogenndgh wurde ein Restriktionsverdau
(2.2.4J) durchgefinhrt.

L. Ligation

Im Rahmen dieser Arbeit wurden stets nur Uberhag®NA-Enden ligiert. Hierfir wurden
maximal 100 ng an Vektor-DNA eingesetzt. Es wurdeehrere Ansdtze mit molaren
Verhaltnissen von Vektor-DNA zu Insert-DNA zwischérl und 1:5 erstellt. Die genaue
Menge an Insert-DNA berechnete sich nach folgeRdemel:
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GroRRe der Insert— DNA (in bp)
+molares Verhaltnis

= X
Mhiert ona = Metcor ov ™ 5 56 Ger Vektor— DNA (in bp)

Die entsprechenden Mengen an Vektor- und Insert-DiNAden dann zusammenpipettiert.
Anschliel3end wurden 1,5 pl an 10x Reaktionspuffest @ pl T4 DNA Ligase (400 U/ul)
zugegeben. Nachdem mit sterilem@Hauf 15 pl aufgefillt worden war, erfolgte eine
Inkubation fir 4 h bei 16°C. Anschlieend wurderpbdes Ligationsansatzes flr eine
Transformation (2.2.1D) verwendet.

M. Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte bei MVB®tech (Martinsried). Hierflr
wurden 1,5 pg an bei 37°C getrockneter Plasmid-Bdiker Midi-Praparation (2.2.4B) und,
falls notig, der entsprechende Primer in einem Yo von 50 pl (in BD) und einer

Konzentration von 10 pmol/ul eingeschickt.

2.2.5 Arbeiten mit Proteinen

Vorbemerkung: Die Lagerung von Proteinen erfolgie480°C.

A. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur kolorimetrischen Bestimmung von Proteinkonzatidnen nach Bradford wurde das
Roti®Quant-Konzentrat nach Vorschrift verdinnt whe Extinktion bei 590 nm und 450 nm
im Vergleich zu BSA Standard-Werten gemessen. Deadf8rd-Assay beruht auf der
Wechselwirkung des Coomassie Brilliant-Blue-FarfistadG 250 mit kationischen und
nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten der Proteine

Hierzu wurde zunachst 1 bis 20 pl der zu messeRdeteinlosungen in einer Kivette mit 1
ml der Roti® Quant-Lésung gemischt. Ebenso wurde jeweils 10 pl der BSA-
Eichlésungen in den Konzentrationen 0, 0,1, 0,25, 0,5 und 5 pg/ul verfahren. Nach einer
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Inkubation von 5 min bei RT wurden alle Proben diaer Wellenlange von 590 und 450 nm
im Spektralphotometer ,U-2000“ gegen reinegOHvermessen. Als Negativ-Kontrollen

dienten hierbei entsprechende Volumina an Probéepiaf 1 ml Roti®Quant-Lésung.

Zur Berechnung der Proteinkonzentrationen wurdendanjede Probe der Quotient ausyf\
und Ayso gebildet und im Anschluss jeweils der Quoties§oM 450 der 0 ug-BSA-Eichlésung
(Negativkontrolle) abgezogen, was den korrigie@rotienten (= korr. Ay/Ass0) ergab. Zur
Erstellung der Eichkurve wurden die eingesetztentediimengen (1-50 pg) der BSA-
Eichlosungen durch die jeweiligen korrigierten Qeoten Agl/Asso geteilt und aus den
Ergebnissen der Mittelwert gebildet. Mit diesem t®livert wurden nun die Korrigierten
Quotienten Agy/Asso der Proben mit Zelllysat multipliziert. Durch Dsion des Ergebnisses
durch das jeweils eingesetzte Lysatvolumen lieRB dann die jeweilige Proteinkonzentration

in pg/ul errechnen.

B. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemn@v ()

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophores8DS-PAGE) nach Laemmli (1970)
kénnen Proteine nach ihrem Molekulargewicht auggeit werden. Anschliel3end besteht die
Moglichkeit der Farbung der Proteine im Gel odes deansfers der Proteine auf eine
Membran mit nachfolgender Immundetektion. Im Rahrdmser Arbeit wurden 10-20%ige,

denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet.

Zunachst wurden Glasplatten und Abstandshalter nzomsagebaut und fixiert. Danach

wurden 28 ml Trenngel gemischt und zwischen dies@aten gegossen. Ein Uberschichten
des Trenngels mit einem geringen Volumen an Wdssete zur Glattung der Oberflache.

Nach ca. 60 min Polymerisationszeit wurde das Waabgeschuttet, 10 ml des 4%igen
Sammelgels gemischt und auf das Trenngel gegossechlielend wurde ein Gelkamm in

der Starke der verwendeten Abstandshalter eingesdiachdem das Trenngel

auspolymerisiert war, wurde der Kamm vorsichtigfenntt, die obere Kammer montiert und

vorsichtig mit Laufpuffer beftllt. Die entsprecheamdProben wurden mit 2x oder 5x SDS-
Probenpuffer gemischt, so dass sich eine Endkoratemt von 1x SDS ergab, anschlielRend
bei 100°C fur 5 min gekocht und auf das Gel geladdachdem die vertikale SDS-

Polyacryamid-Gel-Apparatur komplett zusammengehsugt mit Laufpuffer befillt worden
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war, konnte die Elektrophorese fur die GelgroRermdx 12 cm x 1,5 mm bei 500 V am Tag
oder 10 V uber Nacht unter Kiihlung (10°C) durchbefiverden. Fur den Geltyp 8 cm x 4
cm x 0,75 mm oder 1 mm hingegen erfolgte die Etghiorese ohne Kihlung bei RT und
120 V. Sobald das Bromphenolblau des Probenputfass untere Ende des Gels erreicht
hatte, wurde die Elektrophorese gestoppt und danbel fur das weitere Vorgehen
entnommen. Im Anschluss daran wurde das TrenngeCoomassie Brilliant Blue gefarbt
(2.2.5C) oder fur einen Western Blot (2.2.5D) vemndet.

C. Coomassie Brilliant Blue-Farbung von SDS-Polacrytimalen

Gele der GrofRe 14 cm x 12 cm x 1,5 mm wurden 40ime&iner Schale mit Farbelbsung auf
einem Schuttler inkubiert; Gele der GroRe 8 cmomdx 0,75 mm oder 1 mm hingegen nur
10 Minuten. Danach wurde die Farbel6ésung entfendt die Gele wurden in Entfarbelésung
gegeben, wobei zur Entfernung der Hintergrundfagbudie Entfarbelésung 6-8 Mal
gewechselt wurde. Zur Dokumentation wurde das @stannt.

D. Immundetektion von Proteinen (Western-Blot)

Beim Western-Blot wurden elektrophoretisch aufgette Proteine aus einem SDS-
Polyacrylamid-Gel auf eine PVDF-Membran (PVDF-Mearor 0,45 pm PorengréfRe
Immobilon-P Transfer Membran) transferiert und infmtisiert, was sie der folgenden

Immundetektion zuganglich macht.

Vor Vorwendung wurde die PVDF-Membran zunachst @afgrof3e zugeschnitten, kurz in
Methanol geschwenkt und dann in Transferpuffer fiilnet. Die zugeschnittenen Whatman-
Papiere und die Schaumstoffpolster wurden kurz ian3ferpuffer getrankt, das SDS-
Polyacrylamid-Gel fur mindestens 15 min in Trangtgfer aquilibriert. Je nach Gelgrélie

wurden zwei unterschiedliche Transferverfahren amegelet.
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Semidry-Verfahrerffir Gele der Grof3e 8 cm x 4 cm x 0,75 mm odemi) m

Beim Semidry-Verfahren wurden auf die Kathodenpldis Transfer-Apparats (Trans-Blot®
SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell) 3 LagaWhatman-Papier, das SDS-
Polyacrylamid-Gel und die PVDF-Membran gelegt. &nile Luftblasen zwischen Gel und
Membran wurden dann entfernt, indem mit einem Gddissinter leichtem Druck Uber den
Stapel gerollt wurde. Nachdem 3 weitere Lagen Whatiapier aufgebracht worden waren,
wurden erneut auf dieselbe Art und Weise Luftblasatfernt und der Apparat durch das
Auflegen der Anodenplatte geschlossen. Der Transfirigte bei RT und einer Spannung
von 24 V fur 1 bis 1,5 h.

Tankblot-Verfahrer{fir Gele der Gréf3e 14 cm x 12 cm x 1,5 mm)

Zum Aufbau des Transfersystems wurde zunéchst t#gitBer gedffnet und auf die spater
der Anode zugewandte Seite des Gitters (graue )Seiteden ein Schaumstoffpolster, 3
Lagen an Whatman-Papier, die PVDF-Membran, das Balgacrylamid-Gel und weitere 3
Lagen an Whatman-Papier gelegt. Nachdem Luftblazetschen Gel und Membran
vorsichtig durch Vor- und Zurickrollen auf dem Sthmit einem Glasstab herausgedrickt
worden waren, wurde ein weiteres Schaumstoffpotérden Stapel gelegt. Das Blotgitter
wurde geschlossen und in die mit Transferpuffertiifef Tankvorrichtung (Western-
Transferkammer ,TE 62") gesteckt. Der Transfer kgt bei 1 A Uber 3 h unter standiger
Kihlung auf 10°C.

Immundetektion

Unabhé&ngig vom Transferverfahren wurden nach deansfer die Banden des vorgefarbten
Proteinmarkers mit einem Filzstift nachgezeichmet die Membran fur 1 h bei RT oder tber
Nacht bei 4°C auf einem Schiittler in Blocklésunkyipiert. Alle weiteren Inkubationsschritte
wurden ebenfalls auf einem Schuttler durchgefifmschlielend wurde die Membran fiir 2 h
bei RT mit dem in Blockldsung verdinnten Primadainper inkubiert. Danach wurde zuerst
zwei Mal 10 min mit Waschlésung und dann zwei Malrin mit Blockldsung gewaschen.
Im Anschluss folgte eine einstiindige Inkubation eitem Meerrettichperoxidase (HRP)-
gekoppelten Sekundarantikorper in Blocklésung, ndehdie Membran vier Mal 10 min in

Waschlosung, zwei Mal 10 min in 1x PBS und ein NM@lmin in HO gewaschen wurde.
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Nach Abgiel3en des Wassers wurde auf die MembraV@umen einer 1:1 Mischung aus
Luminol- und Oxidations-Reagenz des Western LigigniChemiluminescence Reagent
gegeben, das gerade ausreichte, um die Membraedacken. Es folgte eine Inkubation von
1 min bei RT. Dann wurde die Membran luftblasenfreeine Klarsichtfolie gelegt und in

eine Film-Kassette Uberfuhrt. Die Detektion der &am erfolgte durch das Auflegen eines
Rontgenfilms in der Dunkelkammer. Je nach Prim&éarger und geladener Proteinmenge
schwankten die Expositionszeiten zwischen 1 min iimet Nacht. Nach erfolgter Exposition
wurde der Film fir 7 bis 10 Minuten in Eukobrom-EHokler gegeben und nach kurzem
Schwenken in Wasser mit Acido Fixer fixiert (15 Mtan). Anschlie3end wurde er 30 min in
flieRendem Wasser gewaschen und bei RT getrocknet.

E. Immunprézipitation von Proteinen

FUr die Immunprazipitation (IP) von Proteinen wumeachst immer eine Suspension aus
Protein A Sepharose- bzw. Protein G Sepharose-Beadiem entsprechenden IP-Puffer
hergestellt. Hierzu wurde ein entsprechendes Volurae Beads in einem 3-4 fachen
Volumen an IP-Puffer resuspendiert und bei 6.000 ynd RT fur 30 Sekunden zentrifugiert
(Biofuge pico mit Rotor Sorvall 3329). Nachdem diedVaschschritt 3 Mal wiederholt

worden war, wurden die Beads in 1 Volumen IP-Puffieigenommen, so dass eine 50%ige
Beads-Suspension entstand. Das benotigte SaudbrisZel wurde stets wie in 2.2.3J

beschrieben hergestellt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei leicht unteisdlithe Methoden fir die

Immunpréazipitation verwendet.

Methode A:

Diese Methode wurde zum Testen von Antikérpern eaidet.

Zunachst wurde das benétigte Volumen an Zelllygab (IP wurden 250 bis 400 ug
Gesamtprotein eingesetzt) mit IP-Puffer auf dastgsehte Endvolumen (400 bis 500 pl/IP)

gebracht, und mit 100 ul einer 50%igen Beads-Swspenn einem 15 ml-Réhrchen fir 30
bis 60 min bei 4°C auf dem Rotationsschuttler inktthum unspezifisch an Protein A bzw.
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G bindende Proteine aus dem Lysat zu klaren. Alteren Inkubationsschritte wurden
ebenfalls auf einem Rotationsschiuttler bei 4°C higetihrt. Danach wurde die Suspension
fur 2 min bei 2.000 rpm und 4°C zentrifugiert (Bige pico mit Rotor Sorvall 3329), der
Uberstand abgenommen und in 1,5 ml-Reaktionsgefifigfihrt. 20 bis 100 pl des
Uberstandes wurden als Input vor Immunprazipitation spatere Western-Blot-Analysen
entnommen, sofort mit 5x SDS-Probenpuffer verséizt2 min bei 100°C gekocht und bei -
20°C gelagert. Dem ,vorgeklarten® Zelllysat wurdenun jeweils 100 pl an
Zellkulturiberstand von Hybridomzellen (enthélt desntsprechenden monoklonalen
Antikorper) bzw. 3 bis 12 ul Kaninchen-Serum hinefiigt. Als Negativkontrolle wurde das
entsprechende Zellkulturmedium verwendet. Es edofgne 2stiindige Inkubation, wahrend
der die monoklonalen Antikdrper an das betreffeAdggen banden. Danach wurden 40 bis
50 ul der 50%igen Beads-Suspension zugegeben urelni@ weitere Stunde inkubiert. Im
Anschluss erfolgte eine Zentrifugation (Sigma 3K&id Rotor Nr. 12154) bei 6.000 rpm und
4°C fur 30 Sekunden. Der Uberstand wurde fiir spatéestern-Blot-Analysen in toto in ein
neues Reagiergefald Uberfihrt, in fluissigen Stitksthockgefroren und bei -80°C gelagert.
Das Pellet wurde in 600 bis 800 ul IP-Puffer resusitert und wie zuvor zentrifugiert.
Insgesamt wurden drei dieser Waschschritte duréingefAnschlieRend wurde der Uberstand
restlos abgenommen und das Pellet in 30 bis 4& 9I@S-Proben-Puffer resuspendiert, fur 2
min bei 100°C gekocht und bei -20°C gelagert. Zuaddn der Proben auf ein SDS-
Polyacrylamid-Gel (2.2.5B) wurden sie nochmalsZimin bei 100°C gekocht, wobei jeweils

die Halfte der Probe aufgetragen wurde.

Methode B:

Diese Methode wurde fur die Immunpréazipitation eyetter Proteine optimiert. Im
Unterschied zu Methode A wurden hierbei bereits w@mr Immunpréazipitation die
monoklonalen Antikérper an Protein A bzw. G gekdppBro IP wurden 0,5 bis 5 ml
Zellkulturiberstand von Hybridomzellen mit demselbéolumen an IP-Puffer und 50 ul
50%iger Beads-Suspension gemischt und Uber Nadh#°ae auf dem Rotationsschuttler
inkubiert. Am néachsten Tag wurden die Antikorpekampelten Beads bei 2.000 rpm und
4°C fur 2 min abzentrifugiert und analog zu Methodedrei Mal mit 800 pl IP-Puffer
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde Addikorper-gekoppelten Beads das
vorgeklarte Zelllysat hinzugeftigt und es erfolgteeelnkubation fir 4,5 h bei 4°C auf dem
Rotationsschuttler. Im Unterschied zu Methode A deurbei der Immunprazipitation
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endogener Proteine eine Gesamtmenge von 1 bis@ Pratein in einem Endvolumen von 1

ml verwendet. Die Vorklarung des Zelllysats erfelgtegen des héheren Proteingehalts mit
200 pl 50%iger Beads-Suspension fur 1 h bei 4°G i2atliche Vorgehen gestaltete sich
identisch zu Methode A.

F. Immunpréazipitation von Proteinen unter Chromatimdumprazipitationsbedingungen

zum Test von Antikdrpern

Um herauszufinden, ob bestimmte monoklonale Angkoér auch zur Chromatin-
Immunpréazipitation (ChIP) verwendet werden konnem,de eine Immunprazipitation geman
Methode A (2.2.5E) unter ChIP-Bedingungen durchigefiDa fur LMX1B keine definitiven
Zielgene bekannt sind, wurde anschlieBend zur Aealin Western-Blot (2.2.5D) anstatt
einer quantitativen PCR-Reaktion durchgefihrt. Dakerde auf eine Quervernetzung von

DNA und Proteinen mittels Formalin verzichtet.

Zunéchst wurde ein Zellpellet in einem entspreckandolumen (100 bis 200 ul) SDS-
Puffer resuspendiert. Danach wurde SDS in einek&mkntration von 0,5% zugegeben. Um
die Zellen aufzuschlieen, wurde die ZellsuspensionHilfe einer Nadel in eine 1 ml-
Spritze aufgezogen und mehrfach zwischen SpritdeRewrgiergefald hin- und herbewegt. Im
Anschluss erfolgte eine Zentrifugation (Sigma 3K#8@ Rotor Nr. 12154) bei 14.000 rpm
und 4°C fur 10 min. Der Uberstand wurde abgenomuongh mit einem ¥ Volumenanteil
Triton-Verdiinnungs-Puffer aufgefullt. Auf Grund ddshen SDS-Gehalts konnte die
Proteinkonzentration des Lysats nicht mittels BoadifBestimmung (2.2.5A) ermittelt
werden, sondern wurde anhand der PelletgroRe umd Edgebnisse der Lyse eines
gleichgro3en Pellets mit Brij®-Puffer abgescha#fdie weiteren Schritte wurden analog zu
2.2.5E durchgefiihrt, wobei als IP-Puffer eine Misuh aus einem Volumen SDS+ Puffer

und ¥2 Volumen Triton-Verdinnungs-Puffer benutztaeur

G. Aufreinigung von Proteinen uber Nickel-Saulen

Zur Aufreinigung von His-Epitop-fusionierten Praoten wurden Chromatographie-Saulen

(Fassungsvolumen: 10 ml) aus Plastik in Kombinatiwndem sog. ,His Bind Resin“-Kit der
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Firma Novagen verwendet. Die Bindekapazitat befrfdigng Protein pro ml Saulenbett. Die
Aufreinigung wurde bei RT durchgefiihrt. Zunéchstrdeudie Saule mit 5 Saulenvolumina
H.O gewaschen und das Saulenmaterial unter Verwendomd 0 Saulenvolumina Charge-
Puffer mit Nickelionen beladen. Nachdem die S&aulé BnSéaulenvolumina Bindepuffer
aquilibriert worden war, wurde das wie in 2.2.1BEdeieben hergestellte bakterielle Zelllysat
geladen, wobei zur Sicherheit der Durchfluss sgesammelt wurde. Danach wurde mit 15
Saulenvolumina gewaschen. Die Elution erfolgte tiomsweise mit je einem halben
Saulenvolumen Elutionspuffer, welcher Imidazol inee Endkonzentration von 1 M enthielt.
Es wurden in der Regel 12 Fraktionen gesammelt,ewdbs Elutionsprofil des jeweiligen
Proteins mittels Proteinbestimmung nach Bradford.82) dokumentiert wurde. Die weitere
Analyse der Fraktionen erfolgte mittels SDS-PAGHEe Baule wurde mit 5 Saulenvolumina

H.O und 3 Saulenvolumina Strip-Puffer regeneriert un8trip-Puffer bei 4°C gelagert.

H. Aufreinigung von Antikdrpern mit Protein A SephageSaulen

Zur Aufreinigung monoklonaler Antikérper wurden Bnm A Sepharose und
Chromatographie-Saulen (Fassungsvolumen: 10 miytberzuerst wurde der pH-Wert des
Zellkulturiberstandes (Gesamtvolumen 100 ml) dtubabe eines 1/10 Volumenanteils 1
M Tris pH 8,0 auf 8,0 eingestellt, was mittels ainEH-Indikatorpapiers kontrolliert wurde.
Danach wurde ein Volumen von 1 ml an Protein A Sepée Beads mit 100 mM Tris pH 8,0
gewaschen und jeweils 0,5 ml der Beads in ein 5®Ratirchen Gberflhrt. Im Anschluss
wurden jeweils 50 ml des Zellkulturiiberstandes geggeben, wobei fiir spatere Analysen
ein Aliquot als Input vor Aufreinigung bei 4°C aeflvahrt wurde. Nach einer Inkubation fir
2 h bei 4°C auf einem Rotationsschittler wurdeSlispension aus Zellkulturiberstand und
Protein A Beads auf eine Saule geladen (Gesamtwwub®0 ml), wobei der Durchfluss
aufgefangen wurde. Die Saule wurde mit jeweils 1Q19% des Volumens) 100 mM Tris pH
8,0 und 10 mM Tris pH 8,0 gewaschen. AnschlieRefalgte die fraktionsweise Elution mit
jeweils 500 pl 100 mM Glycin pH 3,0, wobei zum pHiggleich jeder Fraktion 50 pl 1 M
Tris pH 8,0 zugegeben wurden. Der ProteingehaltFaaektionen wurde mittels Bradford-
Assay bestimmt. Zusatzlich erfolgte eine WestermtBInalyse. Die Fraktionen mit dem
hdchsten Antikdrpergehalt wurden zusammengefasst), 2% Natrium-Azid versetzt und
bei 4°C bzw. -20°C gelagert. Die Saule wurde mwegis 10 ml 2 M Harnstoff, 1 M
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Lithiumchlorid und 100 mM Glycin pH 2,5 regeneriarit 50 ml 1x PBS gewaschen und bei
4°C in 1x PBS mit 0,02% Natrium-Azid gelagert.

I. Dialyse von Proteinldsungen

Zur Dialyse von Proteinlésungen wurden sog. Slidey&er Dialysekassetten der Firma
Pierce mit einer Ausschlussgrof3e von 3,5 kDa veteerMNachdem die Kassette fir ca. 1 min
in Dialysepuffer hydratisiert worden war, wurde dreoteinlésung mit Hilfe einer 1 ml-
Spritze Uber eine von vier im Kassettenrahmen Hdéfinen Offnungen eingespritzt und
Uberschissige Luft evakuiert. Die Dialyse erfolgeg 4°C gegen ein Volumen von 500 ml
Dialysepuffer, wobei jeweils nach 1%, 3 und 12 #8em der Puffer durch frischen
Dialysepuffer ersetzt wurde. Danach wurde die fntiteung der Dialysekassette enthnommen

und einer Proteinbestimmung unterzogen (2.2.5A).

J. Abspaltung von Epitopen mittels Endoproteasen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Abspaltung des-Ebitope der Proteinprodukte von
PET16b/hLMX1B (1-53) und pET16b/hLMX1B (322-395) Ktar Xa der Firma Novagen
verwendet. Hierzu wurden jeweils 100 pg des jegeili Peptids in 1x PBS, mit 7,5 pl 10x
Reaktionspuffer und 2,5 U Faktor Xa versetzt und @asamtvolumen mit 4@ auf 75 pl
aufgefullt. Gleichzeitig wurde als Positiv-Kontmlleine Reaktion mit dem mitgelieferten
Kontrollprotein gemalR den Empfehlungen des Heestelhngesetzt. Danach erfolgte eine
Inkubation bei 21°C fur 16 h. Zur Kontrolle der 8pzaktion wurden jeweils 5 ul
unverdautes bzw. verdautes Peptid auf ein SDS-Bolganid-Gel (2.2.5B) geladen und das

Gel nach erfolgter Elektrophorese einer Coomasaibtihg (2.2.5C) unterzogen.
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3. Ergebnisse

3.1 Herstellung von monoklonalen Antikbrpern gegen LMX1B

3.1.1 Konstrukte

Um monoklonale Antikérper herstellen zu kénnen, seissTiere mit dem jeweiligen Antigen
immunisiert werden. Als Antigene dienen zumeist tieep fur deren rekombinante
Produktion in Bakterien wiederum die Generierung \Expressionsplasmiden erforderlich

ist.

Fur die Herstellung von monoklonalen Antikérperngge LMX1B mussten also zuerst
geeignete Antigene/Epitope festgelegt werden. UmuKireaktivitat der spateren Antikorper
mit anderen Proteinen zu vermeiden, sollten die die Immunisierung gewahlten
immunogenen Bereiche von LMX1B spezifisch fur LMX1Bein, d.h. deren
Aminosauresequenzen sollten so in keinem anderateiRrzu finden sein. LMX1B besitzt
als Mitglied der Familie der LIM-Hom&éodomane-Proei(Dunston et al., 2004) NH
terminal zwei proteinbindende LIM-Doméanen (LIM1 rbit Aminosduren und LIM2 mit 54
Aminosauren) und darauf folgend eine DNA-bindendengodoméane (mit 60 Aminoséuren)
(siehe Abbildung 2). Da sich LIM-Domanen in versdenen Proteinen wie z.B.
Transkriptionsfaktoren, Protoonkogen-Produkten uBytoskelett-assoziierten Proteinen
finden und die DNA-bindende Homb6odoméne ebenfatishkonserviert ist, kdnnen diese
Bereiche von LMX1B keinesfalls als Immunogene fie &Generierung von Antikdrpern
dienen. Die Aminosaurenbereiche 1 bis 53 bzw. 3B2 395 hingegen sind LMX1B-
spezifisch und kénnen somit fur die Immunisieruran vlieren verwendet werden (siehe
Abbildung 2).

Zur Herstellung des Konstruktes pET16b/hLMX1B (1)-8&irde zuerst der Basenpaarbereich
1-159 von humanem LMX1B ausgehend von cDNA aus HEX3-Zellen mittels PCR
amplifiziert, wobei Schnittstellen fir die RestidkiisenzymeNde | und BanH | eingeflihrt
wurden. Sowohl das PCR-Amplifikat (Insert) als aulgn Vektor pET16b wurden dann mit
den beiden EnzymerNde | und BanH | verdaut. Nach erfolgter Aufreinigung der
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gewilnschten DNA-Sticke mittels Agarosegel-Elektospee und anschlieliender DNA-
Extraktion konnten Insert und Vektor miteinandgrdrt werden.

Fur die Klonierung von pET16b/hLMX1B (322-395) werdier Bereich 966-1185 bp von
humanem LMX1B aus pCRIl/topohLMX1B mit Hilfe der &ektionsenzymeNco | und
EcdR V entnommen (Insert). Der Vektor pET16b wurde mitfed des Enzymsxho |
geschnitten. Nachdem die 5'-Uberhangenden DNA-EndénHilfe des Enzyms Klenow-

DNA-Polymerase aufgefillt worden waren, konnten tédekind Insert ligiert werden.

Der pET16b-Vektor besitzt Nterminal der einklonierten Peptide ein His-Epitopt 10
Histidin-Resten, das die Aufreinigung des jewellig@roteinprodukts mit Hilfe von
Nickelsaulen ermdglicht, sowie abwarts des Hisfjsteine Faktor-X-Spaltstelle, so dass
das His-Epitop fur bestimmte Anwendungen abgespalteerden kann (schematische
Darstellung siehe Abbildung 3). Die Kontrolle deraiiskription des Zielgens erfolgt bei
pET-Vektoren durch einen T7-Promotor, weshalb &gpressionstamme wig. coli BL21
(DE3) und E. coli Rosetta (DE3) pLysS, die eine chromosomale Kopie & RNA-
Polymerase unter der Kontrolle einexUV5Promotors enthalten, zur Proteinproduktion

besonders eignen.

>
1 NMDI ATGPESL ERCFPRGQTD CAKMLDG KM EEHALRPGPA TLGVLLGSDC

51 PHPAV
101 YQQAL FAAKCSGCVE KI APTEFVMR ALECVYHLGC FCCCVCERQL
151 RKGDEFVLKE GQLLCKCGDYE KEKDLLSSVS PDESDSVKSE DEDGDIVKPAK
201 GQGSQSKGSG DDGKDPRR
251 RR HQQQQEQONS QRLGQEVLSS
301 RVEGWASYT PLAPPQQQ V AVEQSPYGSS DPFQQGLTPP QVPGNDSI FH
351 DI DSDTSLTS LSDCFLGSSD VGSLQARVGN Pl DRLYSMQXS SYFAS

Il Sequenz NkHerminales Immunogen

B Sequenz COOH-terminales Immunogen

Proteinbindende LIM-Domaéne 1
B proteinbindende LIM-Doméane 2

DNA-bindende Homdo-Doméne
» Bisher angenommene Startstelle

Abbildung 2: Aminosaure-Sequenz von LMX1B nach (Duston et al., 2004) (dargestellt ist die kurze
Isoform mit 395 AS).
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10x His Faktor-X-Spaltstelle| AS 1-53 von LMX1B PET160/hLMX1B (1-53)
~ 8,1 kDa

10x His Faktor-X-Spaltstelle | AS 322-395 von LMXx1B | PET160/hLMX1B (322-
395) ~ 10,1 kDa

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Expressitskonstrukte fur die Immunisierung von Tieren.

3.1.2 Produktion und Aufreinigung der Proteinprodukte von pET16b/hLMX1B (1-53)
und pET16b/hLMX1B (322-395)

A. hLMX1B (1-53)

Zur Produktion des Proteinprodukts von pET16b/hLNBX1(1-53) wurden die
Expressionsstamme BL21 (DE3) und Rosetta (DE3) pluyd dem Konstrukt transformiert.
Zunachst wurden Induktionskinetiken fur beide Sta@muarchgefihrt, wobei die Induktion
mit Hilfe von IPTG in einer Endkonzentration vommiM bei einer Olgsp von 0,5 bzw. 1,0
gestartet wurde und bei 30°C bzw. 37°C erfolgten ¥tben Proben wurden gleiche Volumina
auf SDS-Polyacrylamidgele aufgetragen. Dadurch &njbde Spur Protein von derselben
Menge lysierter Bakterien. Die Gele wurden ans@dred mit Coomassie angefarbt. Hierbei
konnten keine dem Proteinprodukt von pET16b/hLMX1BE53) entsprechenden Banden in
einer errechneten Molekulargewichtshohe von ~ 8a kachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt). Daher wurden die Induktionskinetiken verublt und die Proben einer Western-
Blot-Analyse mittels anti-Poly-Histidin-Antikérpeaugefihrt. Abbildung 4 zeigt, dass sowohl
in BL21 (DE3) als auch in Rosetta (DE3) pLysS eaptitl mit His-Epitop produziert wurde,
wobei die Grol3e des produzierten Peptids geringerals das errechnete Molekulargewicht
von ~ 8,1 kDa.
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Abbildung 4: Induktionskinetiken von pET16b/hLMX1B (1-53) in BL21 (DE3) und Rosetta (DE3) pLysS
Die Expressionsstamme BL21 (DE3) und Rosetta (&3S wurden mit dem Konstrukt pET16b/hLMX1B
(1-53) transformiert. Die Bakterien wurden bei 37iA&ubiert und bei Erreichen einer @pvon 1,0 mit 1 mM
IPTG induziert. Vor Induktion (0 h) und nach 2 hh34 h, 8 h und 24 h wurden Proben entnommenderit
jeweiligen Volumen 1x SDS-Probenpuffer versetzt uegveils 30 ul jeder Probe auf ein 20% SDS-
Polyacrylamidgel geladen. Als PositivkontrollPog) wurden 3 pg eines 9,3 kDa Peptids mit His-Epitop
aufgetragen. In der anschlieBenden Western-Blotydeawurde das synthetisierte Peptid mittels aotis?
Histidin-Antikdrper und HRP-gekoppeltem anti-MaugskAntikorper detektiert.

Als Grund dafir kdnnen unvollstandige TranslatioleroDegradation aufgrund von Toxizitat
in Betracht kommen. Da die Intensitat der Bandehresdd der Induktionszeit zunachst zu-
und dann wieder abnimmt, wurde von DegradationRigstids in den Bakterien ausgegangen.
Wahrend bei dem Stamm BL21 (DE3) nur eine intenBiaede nach 8 h zu sehen ist, zeigen
sich bei Rosetta (DE3) pLysS starke Banden im Ziitr von 2 h bis 8 h. Dies lasst sich
dadurch erklaren, dass die pLyS-Stamme zusatziiciPlasmid mit einer Chloramphenicol-
Resistenz enthalten, das fur T7-Lysozym, einen rhettén Inhibitor der T7 RNA-
Polymerase, kodiert. Die basale Transkription deRNA-Polymerase wird so blockiert, was
eine frihzeitige Expression eines evtl. toxischeipZoteins verhindert und somit Wachstum

und Lebensfahigkeit der Bakterien positiv beeirdtus

Daher wurde zur Optimierung der Proteinproduktionnmehr der Expressionsstamm Rosetta
(DE3) pLysS verwendet. Zusatzlich wurde die Konerdan von Ampicillin von 50 pg/ml
auf 100 pg/ml angehoben, um die Plasmidstabilitéerhohen. Da angenommen wurde, dass
das Proteinprodukt von pET16b/hLMX1B (1-53) fur ddakterien toxisch ist und deshalb
degradiert wird, wurde zudem eine Strategie angdtyamelche die basale Expressionsrate
senken sollte. Wenn Bakterienkulturen die statienBhase erreichen, fungieren zunachst

Glucose und dann andere Kohlenstoffquellen wie z@yzerol als Nahrung. Der
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Metabolismus alternativer Kohlenstoffquellen fulatt einer intrazellularen Erhéhung des
zyklischen Adenosinmonophosphat (cCAMP)-Spiegelss wie Transkription vonfacUV5
Promotor und konsekutiv die Expression der T7 RNoAyerase stimuliert. Im Gegensatz
zum Wildtypdac-Promotor ist dedacUV5Promotor nicht so sensitiv gegeniber cAMP-
Erh6hungen (Fried & Crothers, 1984), dennoch kona®itaber zu einer signifikanten
Expression des Zielproteins (Grossman et al.,, 19@8ley et al.,, 1995; Pan & Malcolm,
2000). Dem kann entgegen gewirkt werden, indem L&iMm zusatzlich mit Glucose
versetzt wird. Fir alle weiteren Experimente wutd®Medium mit 1% Glucose (m:v)
verwendet. Zusatzlich wurde die Dauer der Vorkultom ,iber Nacht* auf nur drei Stunden
begrenzt, so dass die Bakterienkultur die stat®Rérase nicht erreichen kann.

Mit den derart optimierten Bedingungen wurden etrieduktionskinetiken fir den Stamm
Rosetta (DE3) pLysS durchgefiihrt, wobei die Induktbei einer OB, von 0,4 gestartet und
bei 30°C bzw. 37°C fir insgesamt 4 h durchgefuhntde. Jeweils 30 pl der Proben wurden
fur eine Western-Blot-Analyse mittels anti-Poly-titign-Antikérper verwendet (Abbildung
5). Hierbei konnten sowohl fir die Induktion bei°@0als auch bei 37°C Peptide mit His-
Epitop zu den Zeitpunkten 2 h, 3 h und 4 h nachgsen werden. Alle Banden laufen erneut
in einer Hohe unterhalb von 6,5 kDa; zudem sind fadipanden und verschmierte Banden
sichtbar, weshalb von unvollstandiger Translatiod/ader Degradation auszugehen war. Die
Bande mit der grofRten Intensitét findet sich nach Bei einer Induktionstemperatur von
30°C.
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Abbildung 5: Induktionskinetiken von pET16b/hLMX1B (1-53) in Rosetta (DE3) pLysS unter optimierten
Bedingungen (3 h-Vorkultur, LB-Medium mit 1%Glucose, 100 pg/ml Ampicillin, 34 pg/ml
Chloramphenicol). Das Konstrukt pET16b/hLMX1B (1-53) wurde in RoseEE3) pLysS transformiert. Die
Bakterien wurden bei einer Qfvon 0,4 mit 1 mM IPTG induziert. Vor Induktion () und nach 1 h, 2 h, 3 h
und 4 h wurden Proben entnommen, mit dem jeweilMdelumen 1x SDS-Probenpuffer versetzt und jewells 3
ul jeder Probe auf ein 20% SDS-Polyacrylamidgehdeh. In der anschlieBenden Western-Blot-Analys&evu
das synthetisierte Peptid mittels anti-Poly-Histidintikdrper und HRP-gekoppeltem anti-Maus-1gG-Adtper
detektiertDie intensivste Bande ist nach 2 h bei 30°C zu enkren.

Trotz der zu niedrigen Molekulargewichtshéhe dendgan und des Bandenschmiers wurde
beschlossen, eine Proteinproduktion in groReremskaélimit nachfolgender Aufreinigung
Uber eine Nickel-Saule durchzufihren, um mehr Eejbi weitere Analysen zu gewinnen.
Dies erfolgte unter den zuvor optimierten Bedingemgransformierte Rosetta (DE3) pLysS-
Bakterien wurden 2 h bei 30°C mit 1 mM IPTG indugielie Bakterienzellen anschlie3end
mittels Ultraschall aufgeschlossen und das Lysaeme Nickelsaule geladen. Nach Elution
der Saule wurden mittels Proteinbestimmung nach dfBrd die proteinhaltigen
Eluatsfraktionen (Fraktion 2 und 3) ermittelt ureteinigt. In Abbildung 6 A ist ein Western-
Blot dargestellt, bei dem 2 pg der vereinigten Eoaden 2 und 3 mit Hilfe eines anti-Poly-
Histidin-Antikérpers nachgewiesen werden konnteraciN einer Dialyse gegen 1x PBS
wurden 10 pg an Protein auf SDS-Polyacrylamidgetaden und im Anschluss an die
Elektrophorese mit Coomassie gefarbt (siehe Abhiddé B). Abbildung 6 A zeigt, dass ein
Peptid mit His-Epitop synthetisiert wurde, das saubnd ohne Kontaminationen von der
Séaule eluiert (siehe Abbildung 6 B).



Ergebnisse 82

A B
32,5—
25—
16,5—
6,5— S
-

Abbildung 6: Proteinprodukt von pET16b/hLMX1B (1-53) nach Elution von der Nickelsaule (A) und
Dialyse gegen 1x PBS (B). Abbildung ADas Konstrukt pET16b/hLMX1B (1-53) wurde in RosetizE3)
pLysS transformiert. Die Bakterien wurden bei ei@sso von 0,4 mit 1 mM IPTG fir 2 h bei 30°C induziert.
AnschlieBend erfolgte der Aufschluss der Zellentetst Ultraschall. Das bakterielle Zelllysat wurdettets
Nickelsaule aufgereinigt und die proteinhaltigendsfraktionen 2 und 3 vereinigt. 2 pg Proteinggeinigten
Fraktionen 2 und 3 wurden auf ein 20% SDS-Polyacnydigel geladen. In der anschlieBenden Western-Blot
Analyse wurde das synthetisierte Peptid mittelsRaly-Histidin-Antikdrper und HRP-gekoppeltem aMaus-
IgG-Antikorper detektiertAbbildung B: Das in Elutionspuffer geldste Protein der verdgrigFraktionen 2 und

3 wurde gegen 1x PBS-Puffer dialysiert. Im Anschlusurden 10 pg Protein auf ein 20% SDS-
Polyacrylamidgel geladen und dieses nach erfolgkektrophorese mit Coomassie gefafbs. zeigte sich, dass
das Proteinprodukt von pET16b/hLMX1B (1-53) als eizelne Bande ohne Kontaminationen von der Saule
eluiert.

Da die Bande aber unter der errechneten Molekulacgeshéhe von ~ 8,1 kDa lauft, wurde
das Molekulargewicht des Peptids mittels Massertsp@letrie bestimmt (Prof. Dr. Rainer
Deutzmann, Lehrstuhl Biochemie 1 der Universitag&tesburg). Die Messung ergab, dass
das Molekulargewicht des produzierten Peptids Sub@rhalb des errechneten Wertes lag.
Diese Abweichung ist so gering, dass sie nichtlueine alterierte Proteinsequenz begrindet
sein kann. Die grof3en Molekulargewichtsunterschied@ischen SDS-PAGE und
Massenspektrometrie lassen sich dadurch erklamss die SDS-PAGE nach Laemmli das
Molekulargewicht von Proteinen unter 10 kDa nurrsehgenau wiedergibt (personliche
Mitteilung Prof. Dr. Rainer Deutzmann, LehrstuhbBhemie 1 der Universitat Regensburg).
Um aber letztendgultige Sicherheit bezlglich deridosduren-Sequenz zu erlangen, wurde
das Proteinprodukt von pET16b/hLMX1B (1-53) mittEdman-Abbau (Edman, 1949) (Prof.
Dr. Rainer Deutzmann, Lehrstuhl Biochemie 1 dervrsitdt Regensburg) sequenziert.
Zuvor war mittels Faktor Xa das His-Epitop abgewspal worden, da dieses eine
Sequenzierung erschwert. Hierzu wurden 100 pg agsid? in 1x PBS mit 7,5 pl 10x
Reaktionspuffer und 2,5 U Faktor Xa versetzt, dasaintvolumen wurde mitJ@ auf 75 pl
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aufgefullt und der gesamte Ansatz fur 16 h bei 2ib¥@biert. Im Edman-Abbau ergaben sich
eine Haupt- und eine Nebensequenz, die beide vohken identisch mit der translatierten
Sequenz von pET16b/hLMX1B (1-53) waren (Abbildung 7

Haupt sequenz Ednan- Abbau HVDI ATGPESLERC

Nebensequenz Ednan- Abbau CFPRGQTDCA

Sequenz pET16b/ hLMX1B ( 1-53) HVDI ATGPESL ERCFPRGQTDCAKM.
DA KMEEHAL RPGPATL GVLL GSDCPHP

Abbildung 7: Edman-Abbau des Proteinprodukts von pEH16b/hLMX1B (1-53). Der grau markierte NH
Terminus wurde vor Durchfiihrung des Edman-Abbaug Faktor Xa (Novagen) abgespalten. Blau
gekennzeichnet sind die im Edman-Abbau ermittelsaipt- und Nebensequenz sowie der Ubereinstimmende
Bereich des Proteinprodukts von pET16b/hLMX1B (3-53

Mit Hilfe der optimierten Bedingungen (Induktionib@0°C fir 2 h) ergab sich bei den
folgenden Aufreinigungen eine Proteinausbeute vierzb 3,5 mg pro Liter Bakterienkultur.
Wahrend dieser Arbeit wurde eine Gesamtmenge an XilBvi(1-53) von ca. 13 mg
produziert.

B. hLMX1B (322-395)

Zur Produktion des Proteinproduktes von pET16b/hlIBX(322-395) wurden ebenfalls
Rosetta (DE3) pLysS als Expressionsstamm und dipEli16b/hLMX1B (1-53) optimierten
Mediumbedingungen verwendet: LB-Medium mit 1% Gke0100 pg/ml Ampicillin, 34
png/ml Chloramphenicol. Ausgehend von einer 3 h-\titk wurden Induktionskinetiken bei
30°C und 37°C durchgefihrt, wobei die Induktion beier ORso von 0,4 gestartet wurde.
Da die SDS-PAGE der Proben mit nachfolgender Cosm@dsirbung der Gele keine dem
Proteinprodukt von pET16b/hLMX1B (322-395) entsjmawde Banden erbrachte, erfolgte
eine Western-Blot-Analyse der Proben. Hierzu wur@@rul der Proben auf ein 20% SDS-
Polyacrylamidgel geladen. Nach erfolgter Elektraglse und Transfer auf eine PVDF-
Membran wurde das synthetisierte Peptid mittels-Rolty-Histidin-Antikorper und HRP-
gekoppeltem anti-Maus-1gG-Antikorper detektiert.bldung 8 zeigt, dass sowohl bei einer
Induktionstemperatur von 30°C als auch 37°C eindfmanit His-Epitop produziert wird. Die
Intensitdt der Banden nimmt Uber die Zeit ab, was Hinweis auf Degradation eines
toxischen Proteins sein konnte. Die Banden lautéremer Hohe von ca. 6,5 kDa und somit

unterhalb des errechneten Molekulargewichts vorl KDa. Dies kann aber auch darin
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begriindet sein, dass die SDS-PAGE nach Laemmltaia&chliche Molekulargewicht von
Proteinen< 10 kDa nur unzureichend wiedergibt (personlichétédung Prof. Dr. Rainer
Deutzmann, Lehrstuhl Biochemie 1 der Universitagdtesburg). Die intensivste Bande - und
damit auch das meiste synthetisierte Peptid - zaalt bei einer Induktionstemperatur von
37°C nach 1 h.

30C 37C
Oh 1h 2h 3h 4h Oh 1h 2h 3h 4h
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Abbildung 8: Induktionskinetiken von pET16b/hLMX1B (322-395) in Rosetta (DE3) pLysS unter
optimierten Bedingungen (3 h-Vorkultur, LB-Medium mit 1%Glucose, 100 pg/ml Ampicillin, 34 pg/ml
Chloramphenicol). Das Konstrukt pET16b/hLMX1B (322-395) wurde in Rit@gDE3) pLysS transformiert.
Die Bakterien wurden bei einer @gvon 0,4 mit 1 mM IPTG induziert. Vor Induktion () und nach 1 h, 2 h,

3 hund 4 h wurden Proben entnommen, mit dem jeyegilVolumen 1x SDS-Probenpuffer versetzt und jewei
30 pl jeder Probe auf ein 20% SDS-Polyacrylamidggdaden. In der anschlieBenden Western-Blot-Analyse
wurde das synthetisierte Peptid mittels anti-Poigtidin-Antikdrper und HRP-gekoppeltem anti-Mau$sig
Antikorper detektiertDie intensivste Bande ist nach 1 h Induktion bei 3T zu erkennen.

Bei allen folgenden Proteinproduktionen in gro3efdiaddstab wurden die Bakterien daher
bei einer OBsovon 0,4 mit 1 mM IPTG fur 1 h bei 37°C induzidvtittels Ultraschall wurde
bakterielles Zelllysat hergestellt und dieses dueshe Nickelsaule aufgereinigt. In der
kolorimetrischen Proteinbestimmung nach Bradfoghbrsich, dass der GrofR3teil an Protein
in den Eluatsfraktionen 2 und 3 vorhanden war. ésagnt konnten pro Liter Bakterienkultur
ca. 2,5 mg Protein produziert werden. Die protdiigen Eluatsfraktionen wurden vereinigt
und gegen 1x PBS dialysiert. Wahrend der Dialyse ka zu einer leichten Prazipitation des
Peptids, was allerdings dessen Immunogenitat rbelkintrachtig (Harlow & Lane, 1988).
Beim Absaugen der Proteinlosung aus der Dialysekizssit Hilfe einer 1 ml-Spritze und
dem nachfolgenden Uberfiihren in ein neues Readiageng das Peptid groRtenteils wieder

in Losung Uber, so dass makroskopisch kein audgeés Protein mehr sichtbar war. In
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Abbildung 9 sind 10 pg des Proteinproduktes von 3#BIhLMX1B (322-395) nach Dialyse
zu sehen. Das Peptid ist frei von Kontaminatiotéunt aber — wie bereits oben besprochen —

unterhalb der errechneten Molekulargewichtshohei®h kDa.

32,5—
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Abbildung 9: Proteinprodukt von pET16b/hLMX1B (322-395) nach Elution von der Nickelsdule und
Dialyse gegen 1x PBSDas Konstrukt pET16b/hLMX1B (322-395) wurde in Ritse (DE3) pLysS
transformiert. Die Bakterien wurden bei einer £Pvon 0,4 mit 1 mM IPTG fur 1 h bei 37°C induziert.
AnschlieBend erfolgte der Aufschluss der Zellentetfst Ultraschall. Das bakterielle Zelllysat wurdettets
Nickelsaule aufgereinigt, die proteinhaltigen Edfigtktionen 2 und 3 vereinigt und gegen 1x PBSydiait. 10

png Protein wurden auf ein 20% SDS-Polyacrylamidgehden und dieses nach erfolgter Elektrophorese mi
Coomassie gefarbEs zeigt sich das Proteinprodukt von pET16b/hLMX1B(322-395) als eine Bande mit
leichtem Bandenschmier ohne Kontaminationen in eirreMolekulargewichtshéhe von 6,5 kDa.

Um letzte Sicherheit zu erhalten, dass es sichdeen synthetisierten Protein um das
Proteinprodukt von pET16b/hLMX1B (322-395) handelyrde beschlossen, wie schon bei
dem Peptid hLMX1B (1-53) eine Massenspektrometdwis eine Sequenzierung mittels
Edman-Abbau nach Abspaltung des His-Epitops duiéinzen. Aufgrund von technischen

Problemen konnte das Molekulargewicht massenspaktresch nicht bestimmt werden. Der
Edman-Abbau ergab allerdings eine Aminosauren-Segjulie vollkommen identisch mit der

translatierten Sequenz von pET16b/hLMX1B (322-388) (Abbildung 10). Wéahrend dieser

Arbeit wurde eine Gesamtmenge an hLMX1B (322-3%5) ¥a. 10 mg produziert.

Sequenz Edman- Abbau HVL DMEGSPYGSSDPFQQGL TPPQVP
Sequenz pET16b/ hLMX1B (322- HVL DVEQSPYGSSDPFQQGL TPPQVP
395)

GN\DSI FHDI DSDTSLTSL SDCFLGSSDVGSLQARVGNPI DRLYS

MQSSYFAS

Abbildung 10: Edman-Abbau des Proteinprodukts von [ET16b/hLMX1B (322-395). Der grau markierte
NH>-Terminus wurde vor Durchfihrung des Edman-Abbaus Faktor Xa (Novagen) abgespalten. Blau
gekennzeichnet sind die im Edman-Abbau ermittelegjunz sowie der Ubereinstimmende Bereich des
Proteinprodukts von pET16b/hLMX1B (322-395).
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3.1.3 Immunisierung von Mausen und Serum-Antikdrpertiterbestimmung (ELISA)

A. Immunisierung

Nachdem ausreichende Mengen der Proteinprodukte phl6b/hLMX1B (1-53) und
pPET16b/hLMX1B (322-395) produziert worden warennkte mit der Immunisierung von
jeweils 6 Balb/c-Mausen pro Peptid begonnen werdtiarzu wurde aus dem jeweiligen
Peptid in 1x PBS und Titermax Classic Adjuvant eiBenulsion erzeugt, was die
Immunogenitat im Vergleich zu reinem Peptid in 1BSPdeutlich steigerte (Hunter et al.,
1981). Jeder Maus wurden insgesamt drei Mal 100Pggtid in Form dieser Emulsion im
Abstand von drei Wochen bzw. zwei Wochen subkutanvier verschiedenen Stellen
gespritzt. Nach weiteren zwei Wochen erfolgte emeaperitoneale Injektion von 100ug
Peptid in 1x PBS ohne adjuvante Substanzen, dansteso die Gefahr einer schweren,
aseptischen Peritonitis bestiinde. 5 Tage nacmttaperitonealen Injektion wurde der Maus
die Milz entnommen und die Milzzellen mit Myelomiegl fusioniert. Die insgesamt 6 Mause
pro Peptid wurden zum Zwecke der Immunisierungrai Gruppen a 2 Tiere eingeteilt; die
Immunisierung wurde mit zwei Wochen Zeitabstand seiven den jeweiligen Gruppen
durchgeflnhrt.

Im Verlauf der Immunisierung kam es bei keinem Tarernsthaften Komplikationen. Bei
einigen Tieren bildeten sich nach wiederholten kstdnen Injektionen Verhartungen an den
Einstichorten aus, bei denen es sich am wahrsaotiestén um Fremdkorpergranulome

handelte.

B. Auswahl des Tieres mit der besten Immunantwort

Am 10. Tag nach der dritten subkutanen Injektion,Bbost*) wurde den Balb/c-Mausen
Blut entnommen, um das Tier bzw. die Tiere mit Hdesten Immunantwort auszuwéhlen.
Hierzu wurde die Spitze des unter einer Warmelanmyperamisierten Schwanzes
abgeschnitten und das austretende Blut mit einpariresierten Kapillare aufgefangen.

Nachdem das Blut geronnen war, wurde mittels Ziewgfation Serum gewonnen.
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Da im Serum eine Vielzahl unterschiedlicher Immobgline vorhanden ist und somit die
Gefahr unspezifischer Antikorper-Antigen-ReaktionenELISA gegeben ist, wurden neben
dem spezifischen Peptid, gegen das auch die Imiewnmsg stattfand, mehrere unspezifische
Peptide verwendet: So wurde z.B. bei Tieren, dgegenLMX1B (1-53) immunisiert wurden,
hLMX1B (322-395) (und umgekehrt) sowie BSA und &antrollpeptid ohne His-Epitop
benutzt. Alle Peptide wurden durch eine Inkubat@ondas Polystyren der 96-Loch-Platten
immobilisiert. Die Verdinnungen der jeweiligen Serelienten als Primarantikorper;
gebundene Primarantikorper wurden mittels HRP-kgiejter anti-Maus-IgG-Antikdrper
detektiert.

Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse der Titerbestimgen flr die Tiere 422, 423, 395, 396,
195 und 196, denen das Proteinprodukt von pET18BKIB (1-53) injiziert worden war.
Da die Mause 422 und 423 diejenige Gruppe bildetender die Immunisierung begonnen
worden war, mussten erst die optimalen Serum-Verdiigen ermittelt werden. Im initialen
ELISA wurden diese Verdinnungen zu niedrig gewatdiclurch es beim Auslesen der Platte
zu vollkommen gesattigten Signalen kam (Daten nighiteigt). Fir den nachfolgenden
ELISA stand somit nurmehr der Rest an Serum zuifiddeng, weshalb sich die bei den
Mausen 422 und 423 gewéhlten Verdinnungen von pi#ersdurchgefiihrten Experimenten
unterscheiden. Auf wiederholte Blutabnahmen oder Albnahme aus dem retrobulbéren
Plexus, einem Venengeflecht, das die Abnahme dwdberen Blutvolumens ermdéglicht,
wurde verzichtet, um die bereits immunisierten &iaicht zu gefahrden. Bei den folgenden
Tieren wurden je nach Menge des gewonnenen Ser@amiiNhungsreihen bis 1:25.000 bzw.
1:51.200 verwendet.

Bezuglich der Auswertung ist anzufiihren, dass aveaiden unterschiedlichen Experimenten
die Entwicklungszeit mit TMB-Entwickler-Losung kdast gehalten wurde, die absoluten
Werte aber trotzdem nur eingeschrankt verglicherdarekonnen. Betrachtet man Abbildung
11, so ist augenfallig, dass bei allen Tieren @hdn Antikdrpertiter gegentber hLMX1B (1-
53), dem Peptid, mit dem die Immunisierung durctigefwurde, besteht. Darlber hinaus
weisen auch alle Tiere Immunglobuline auf, die niMX1B (322-395) reagieren. Da beide
Peptide NH-terminal Uber die identische Sequenz (His-Epitoy draktor X-Spaltstelle)
verfigen, wurde die Hypothese aufgestellt, dassndtehLMX1B (322-395) reagierenden
Antikdrper gegen eben dieses Epitop gerichtet ls@mten. Um dies zu bestatigen, wurde beli

Maus 195 und 196 zusatzlich gegen ein Kontroll-llephne His-Epitop oder Faktor X-
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Spaltstelle getestet. Die Titer beziglich diesestkal-Peptids waren sehr niedrig und mit
denen gegen BSA vergleichbar, was die oben aufjestéypothese unterstiitzte. Daher
wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit geprift, ibh durch die Immunisierung mit den

beiden gewahlten Peptiden auch Antikorper gegerisirEpitop herstellen lassen.

Als Hauptauswahlkriterium fur die Tiere mit der tegs Immunantwort wurde das Verhéltnis
aus spezifischem zu unspezifischem Signal heraggezoVaus 195 weist dhnliche Titer
gegen hLMX1B (1-53) und hLMX1B (322-395) auf und daher fir eine mdgliche Fusion
von Milzzellen und Myelomzellen weniger geeigneei Ben restlichen Tieren ist jeweils das
spezifische Signal hther als das Unspezifische.iMesin den Verdinnungsbereich zwischen
ca. 1:1.000 und 1:3.000 betrachtet, fallt auf, d#ss unspezifische Signal friher abfallt als
das Spezifische; besonders ausgepragt ist didddnes 422 der Fall: Die Werte fir hLMX1B
(322-395) fallen rapide, wahrend die Werte fur hLMBX(1-53) ann&hernd gleich bleiben; bei
den anderen Tieren fallen die spezifischen Sigabtnfalls ab. Daher wurde die Maus 422
als das Tier mit der besten Immunantwort auf digtiBe/akzinierung fur die Entnahme der
Milz und die Fusion von Milz- und Myelomzellen aesgihlt. Fir die Mause 423, 395, 396
und 196 wurde die Immunisierung nur bis zur dritsubkutanen Gabe durchgefuhrt, so dass
fur den Fall, dass mit Maus 422 keine geeignetenakionalen Antikbrper generiert werden
konnten, diese Tiere als Reserve zur Verflgungdsttirund jederzeit eine intraperitoneale

Injektion mit nachfolgender Milzentnahme durchgeftiterden konnte.
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Abbildung 11: Bestimmung der Antikérper-Titer der Tiere, die gegen das Proteinprodukt von
PET16b/hLMX1B (1-53) immunisiert worden waren, mittels ELISA. Den Mausen 422, 423, 395, 396, 195
und 196 wurde am 10. Tag nach dem 2. ,Boost" Bhinemmen und daraus durch Zentrifugation Serum
gewonnen. 96-Loch-Platten wurden bei 4°C in einfmughten Kammer* Uber Nacht mit den jeweiligen
Peptiden inkubiert. Die angegebenen Verdinnungen SEen wurden fir 2 h mit den an Polystyren
immobilisierten Peptiden inkubiert. Nach mehreremsahschritten wurden gebundene Primérantikbrper mit
HRP-konjugierten anti-Maus-lgG-Antikdrpern detektieDie Reaktion wurde durch Zugabe von TMB-
Entwicklerldésung visualisiert und die Platten nadistoppen der Reaktion mit 5,3% Schwefelsdure b8irm
ausgeleserAuf Grund des besten Verhaltnisses von spezifischemu unspezifischem Signal wurde Maus
422 fur die Fusion ausgewahlt.

Den Mausen 193, 194, 197, 198, 397 und 398 wurdeRddypeptid hLMX1B (322-395)
injiziert. Abbildung 12 zeigt die Antikorpertiterddtimmungen fur diese Tiere. Die
Auswertung erfolgte ebenfalls nach den oben en@nieGesichtspunkten. Wie schon bei den
Mausen, die gegen hLMX1B (1-53) immunisiert wordearen, zeigten sich auch hier sehr
niedrige Titer gegen BSA und das Kontrollpeptid ®lis-Epitop. Die Titer gegen hLMX1B
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(322-395) und hLMX1B (1-53) gestalten sich aberzggefir die Tiere 194, 197, 397 und
398 annahernd gleich hoch, was zu der Vermutungt,fidass der beiden Peptiden
gemeinsame NHTerminus Uber eine starke Immunogenitat verfugti Blaus 198 lagen
sogar hohere Signale fur hLMX1B (1-53) als hLMX1B22-395) vor. Die gebildeten
Antikorper konnten somit Uberwiegend gegen dasHlisep oder die Faktor X-Spaltstelle
gerichtet sein. Somit sind diese Tiere fur das eveivVorgehen weniger brauchbar. Lediglich
bei Maus 193 besteht ein grof3erer Unterschied hersden spezifischen und unspezifischen
Signalen. Somit wurde Maus 193 fir die Milzentnahomed Fusion von Milz- und

Myelomzellen ausgewahlt.
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Abbildung 12: Bestimmung der Antikérper-Titer der Tiere, die gegen das Proteinprodukt von
pPET16b/hLMX1B (322-395) immunisiert worden waren, nittels ELISA. Den Mausen 193, 194, 197, 198,
397 und 398 wurde am 10. Tag nach dem 2. ,Boosatt Bhtnommen und daraus durch Zentrifugation Serum
gewonnen. 96-Loch-Platten wurden bei 4°C in einfsughten Kammer® Uber Nacht mit den jeweiligen
Peptiden inkubiert. Die angegebenen Verdinnungen Stgen wurden fir 2 h mit den an Polystyren
immobilisierten Peptiden inkubiert. Nach mehreremsahschritten wurden gebundene Primérantikbrper mit
HRP-konjugierten anti-Maus-lgG-Antikérpern detektieDie Reaktion wurde durch Zugabe von TMB-
Entwickler-Lésung visualisiert und die Platten naiiistoppen der Reaktion mit 5,3% Schwefelsaure4b@i

nm ausgelesemuf Grund des besten Verhéltnisses von spezifischeau unspezifischem Signal wurde
Maus 193 fir die Fusion ausgewahlt.

3.1.4 Herstellung von Hybridomzellen

A. Vergleich unterschiedlicher Fusionsprotokolle

Da in der Literatur sehr viele, unterschiedlich@t®kolle zur Fusion von Milzzellen und
Myelomzellen vorhanden sind (Galfre et al., 197&ft& et al., 1977; Westerwoudt, 1985;
Lane et al., 1984; Lane, 1985), wurden im RahmesatiArbeit Versuche durchgefiihrt, um
die Fusions-Bedingungen zu optimieren. Hierzu wnardavei Protokolle miteinander

verglichen. Die methodischen Unterschiede sindabélle 9 dargestellt.
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Tabelle 9: Unterschiede zwischen den verglichenerusionsprotokollen.

Protokoll A Protokoll B
Suspensionslésung vor| RPMI 1640 1x PBS bzw. 1x PBS (0,68 mM CaCl
Fusion 0,49 mM MgC})
Verhéltnis 31 1:3
Milzzellen:Myelomzellen
Kulturmedium HAT-Medium mit HFCS und OPI HAT-Medium mit peritoalen
Makrophagen als ,Futterzellen®
Zelldichte Zellen einer Maus auf 20 96-Loch- Zellen einer Maus auf 4 96-Loch-
Platten Platten

Fur jedes Protokoll wurde einer weiblichen, nightmunisierten Balb/c-Maus die Milz
entnommen, die Milzzellen gemald dem jeweiligen ¢kalt isoliert und mit Myelomzellen
fusioniert. Bei Protokoll B waren bereits 2 Tagevau peritoneale Makrophagen als
.Futterzellen® aus insgesamt 2 Balb/c-Mausen pligpavorden.

8 Tage nach der Fusion wurde lichtmikroskopischAtigahl an Hybridomzellklonen pro 96-
Loch-Platte bestimmt. Aus Abbildung 13 ist ersiudtt] dass die Zahl der Hybridomkolonien
zwar Vvariiert, jedoch ein deutlicher Unterschiedisoen Protokoll A und B besteht.
Wahrend sich unter Verwendung von Protokoll A imhi@itt ca. 200 Kolonien pro Platte
entwickelten, sind es fur Protokoll B gerade einmdafchschnittlich 56 Klone. Trotz des
erheblich hoéheren technischen Aufwandes durch d@ienge Zelldichte beim Aussaen,
wurden auf dem Boden dieser Ergebnisse alle waeitéusionsexperimente gemal Protokoll
A durchgefinhrt.

Hybridomzellklone/Platte

350 T
300
250
200
150
100

Anzahl

50 e

Protokoll

Abbildung 13: Vergleich unterschiedlicher Fusionspotokolle. Anhand von Protokoll A bzw. B wurde einer
weiblichen, nicht-immunisierten Balb/c-Maus die ¥gntnommen, Splenozyten isoliert und anschlief3gitd
Myelomzellen fusioniert. Acht Tage post fusionenrdeilichtmikroskopisch die Anzahl der Hybridomzé&ie
pro Platte bestimmt. Die Durchschnittswerte wurtierProtokoll A aus 20 96-Loch-Platten und fir Piatll B
aus 4 96-Loch-Platten berechnet.
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B. Fusion

Den ausgewaéhlten Mausen 422 und 193 wurde 5 Tagje aex intraperitonealen Injektion
die Milz entnommen. Unter einer Zellkulturarbeitskavurden mit Hilfe eines Gewebesiebes
Milzzellen isoliert und anschlieRend in Gegenwam Wolyethylenglykol 1500 (Lane, 1985;
Lane et al., 1984) gemal3 Protokoll A mit den Myetetten X63-Ag8.653 (Kearney et al.,
1979) verschmolzen, wobei die Zellen in einem Ving  von
Milzlymphozyten:Myelomzellen von 3:1 zusammen geggebvurden. In Tabelle 10 ist fir
jede Maus die konkrete Anzahl der verwendeten HAetlegegeben. Die Anzahl isolierter
Milzlymphozyten von 100x10bzw. 185x18 Zellen liegt im erwarteten Bereich von 50%10
bis 200x18 (Harlow & Lane, 1988), was Beleg fiir eine effizenimmunisierung mit
konsekutiver, klonaler Expansion und Isolierung delfen mittels Gewebesieb ist.

Nach der Fusion wurden die Zellen in HAT-Medium @1bl/Vertiefung) resuspendiert und
auf insgesamt 20 96-Loch-Platten pro Maus vertedtdass eine Endkonzentration von ca.
70.000 bzw. 130.000 Zellen/Vertiefung vorlag.

Tabelle 10: Anzahl an isolierten Milzellen und vervendeten Myelomzellen X63-Ag8.653 bei dem
jeweiligen Versuchstier.

Maus Anzahl isolierter Milzzellen Anzahl Myelomzelen X63-Ag8.653
422 100x16 3,4x10
193 185x10 62x10

C. Screening des Zellkulturiiberstandes der HybridolezgELISA)

Nach der Fusion wurden die Zellen bei 37°C undre@@-Konzentration von 5% in HAT-
Medium inkubiert; bis zum ersten Screening wurds Beedium nicht gewechselt. 4 bis 5
Tage nach der Fusion entwickelten sich lichtmikogs&ch sichtbare Hybridomzellkolonien;

die restlichen Zellen wurden durch das Selektiorsome eliminiert (siehe 2.2.3F).

Erstes Screening

Am 10. Tag (Maus 422) bzw. am 9. Tag (Maus 193hnder Fusion nahmen die meisten
Hybridomzellklone ca. 50% oder mehr der Flache reiNertiefung ein, so dass im
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Zellkulturuberstand gentgend sezernierte Antikofgerdas erste Screening in Form eines
ELISA vorhanden waren. Hierzu wurden pro Maus jésv@0 96-Loch-Platten mit dem
spezifischen Peptid in einer Konzentration von 2ylghLMX1B (1-53) fur Hybridomzellen
aus Maus 422 und hLMX1B (322-395) fur Hybridomzellaus Maus 193] Uber Nacht
inkubiert. Jeweils 50 pl an unverdinntem Zellkulbherstand pro Vertiefung dienten als
Primarantikdrper. An das immobilisierte Peptid gatene AntikOrper wurden mittels HRP-
konjugierter anti-Maus-IgG-Antikorper detektiert dun die Reaktion mit TMB-
Entwicklerldsung visualisiert (Bild einer 96-LochaRe beim Screening siehe Abbildung 14).

Nach dem Screening wurde jede Vertiefung mit 10BIAT-Medium aufgefullt.

Fur jede der beiden durchgefuhrten Fusionen wudie®3 Vertiefungen (aus 1920) mit dem
starksten Signal gegentber dem jeweils spezifisé&gigen im ELISA ausgewahlt, geman
ihrer Lokalisation auf den 20 96-Loch-Platten (umétgig von der Signalintensitat)
nummeriert und am nachsten Tag einem weiterflhrenaeeiten Screening unterzogen.
Lichtmikroskopisch wurden Anzahl und GroRRe der iandausgewdahlten Vertiefungen
vorhandenen Klone bestimmt, um so die Morphologee dybridomzellkolonien und die
jeweilige Signalintensitat im ELISA korrelieren kdnnen, wodurch eine erste, orientierende
Aussage uUber die Klonalitat der Zellen und die @&alund Quantitat des sezernierten

Antikorpers getroffen werden konnte.

Abbildung 14: Screening mittels ELISA. An das immobilisierte Peptid gebundene Antikdrperden mittels
HRP-konjugierter anti-Maus-lgG-Antikorper detektieund die Reaktion mit TMB-Entwicklerlésung
visualisiert.

Zur Nomenklatur: Im weiteren Verlauf werden Vertiefen bzw. Hybridomzellklone mit
zwei Nummern getrennt durch einen Bindestrich lm¢west. Die erste Nummer gibt die Maus
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an, aus der die Milzzellen isoliert wurden. Bei @ereiten Nummer handelt es sich um die
Nummer der Vertiefung im ersten Screening. BeigpiéP2-1 bis 422-93 und 193-1 bis 193-
93. Da angenommen wird, dass fiur die hohe Sigragitat einer Vertiefung im ersten
Screening jeweils nur ein Hybridomzellklon verantthoh ist, selbst wenn mehrere Klone
lichtmikroskopisch  nachweisbar waren, werden die grBe Vertiefung und

Hybridomzellklon, obwohl fur die Klone noch keineokbklonalitat besteht, vereinfachend

teilweise aquivalent gebraucht.

Zweites Screening

Da sich bei der Bestimmung der Antikorpertiter iler@n (siehe 3.1.3B) gezeigt hatte, dass
unspezifische Antigen-Antikdrperreaktionen in niaherheblichem Umfang auftreten [v.a. in
Form einer Kreuzreaktivitdt zwischen hLMX1B (1-53)d hLMX1B (322-395)], fand am
Tag nach dem ersten Screening ein Zweites stagsedi zweite Screening erfolgte
methodisch analog dem Erstem; mit dem Unterscloiass jeweils 50 pl Zellkulturiiberstand
aus den im ersten Screening ausgewahlten 93 Mergeh (pro Fusion) gegen
immobilisiertes hLMX1B (1-53) undLMX1B (322-395) getestet wurden. Zusatzlich wurde
zwei Negativkontrollen (zwei Vertiefungen, die imst&n Screening ein negatives Resultat
gezeigt hatten) und eine Positivkontrolle (antiyPdistidin-Antikérper 1:1.000)
eingeschlossen.

Zur Auswertung wurde jeweils der Quotient aus dpetiem Signal zu unspezifischem
Signal bestimmt. Vertiefungen/Hybridomzellklone rmibhen Werten wurden als spezifisch
angesehen und zusatzlich nach der absoluten Sitgraditét gegeniber dem spezifischen
Peptid in die zwei Gruppen ,spezifisch-stark” unspezifisch-schwach® eingeteilt (siehe
Tabelle 11). Der Grenzwert zwischen den beiden @gnpwurde dabei frei gewahlt: fur
Zellen aus Maus 422 lag er bei einem absoluten blasa-Wert von 0,579 einschliel3lich, fur
Zellen aus Maus 193 bei 1,602 einschliel3lich. Deetéfungen mit ,spezifisch-starken” bzw.

.spezifisch-schwachen® Klonen wurden erneut mit JOBAT-Medium aufgefillt.
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Tabelle 11: Ergebnisse des zweiten Screenings.

Zellen aus Maus 422 Zellen aus Maus 193
Spezifisch-starke Klone 422-16, 422-19, 422-55, 422-193-11, 193-16, 193-50, 193-
67, 422-76 53, 193-67, 193-68

Spezifisch-schwache Klone 422-1, 422-4, 422-5, 422-6,193-1, 193-4, 193-5, 193-G,
422-8, 422-9, 422-14, 422-15,193-63, 193-64, 193-69, 193-
422-17, 422-21, 422-23, 422-73,193-80, 193-91
28, 422-33, 422-39, 422-40,
422-43, 422-44, 422-51, 422-
59, 422-70, 422-71, 422-82,
422-84, 422-87, 422-88, 422-92

Insgesamt auf 24-Loch-Platte| 31 16
Ubertragene Klone

1 bis 2 Tage nach dem zweiten Screening wurdeausgewahlten Klone von den 96-Loch-
Platten auf 24-Loch-Platten Ubertragen und in HA&dWm (600 pl/Vertiefung) bei 37°C
und einer C@Konzentration von 5% weiter kultiviert. Wie ausbEdle 11 zu ersehen ist,
wurden bei Maus 422 deutlich mehr spezifisch-sclinedtione ausgewahlt als bei Maus 193.
Dies hatte folgende Grinde: Zum Zeitpunkt des ersted zweiten Screenings war die
Zellzahl der einzelnen Klone sehr unterschiedlidhter der Vermutung, dass eine geringere
Zellzahl auch zu geringeren Antikoérperkonzentratiomind damit einem schwacheren Signal
im ELISA fuhrt, wurden auch schwache, kleine Kloagf die 24-Loch-Platte Ubertragen.
Nachdem die Klone dieselbe Konfluenz erreicht Imatteurde erneut getestet. Es stellte sich
heraus, dass die Zelldichte nur untergeordnetefiuSsauf die Signalintensitat im ELISA
hat (siehe 3.2.1). Da die beiden Fusionen mit eirzemiichen Abstand von 3 Wochen
durchgefuhrt wurden, lagen diese Ergebnisse zunpusit des zweiten Screenings der

Klone aus Maus 193 vor und konnten bertcksichtigtden.

Des Weiteren traten im zweiten Screening multipidhtiomzellklone auf, die hohe Signale
gegeniber hLMX1B (1-53) und hLMX1B (322-395) zemgt&nter der Vermutung, dass die
gebildeten Antikorper gegen das beiden Peptideregesame His-Epitop oder die Faktor X-
Spaltstelle gerichtet sein kénnten, wurden die Kl@22-10, 422-37, 422-68 und 422-77
ebenfalls auf eine 24-Loch-Platte Ubertragen, viras weitere Charakterisierung ermoglichte.
Die durchgefuihrten ELISA-Experimente zeigten aliegd, dass die durch die Klone 422-10,
422-37, 422-68 und 422-77 sezernierten Antikorpmnplett unspezifisch gegenuber allen
getesteten Peptiden reagierten (Daten nicht ggzeigtshalb keine weiteren Analysen

erfolgten.



Ergebnisse 99

3.2 Auswabhl der besten Hybridomzelklone fiir die Subkloirerung

3.2.1 ELISA

Nach ca. 5 bis 10 Tagen (je nach Wachstumsgesclgk#it) erreichten die

Hybridomzellklone auf den 24-Loch-Platten eine KHoaehz von 100% und wurden daher auf
6-Loch-Platten Ubertragen (Gesamtvolumen an HATdiNhad1-2 ml/Vertiefung). Beim

Passagieren der Zellen konnte ein Volumen von 2060 pl Zellkulturiberstand gewonnen
werden, um einen erneuten ELISA durchzufihren. Dadsollte zum einen der Einfluss der
Zelldichte auf die Signalintensitat, zum anderee 8pezifitat der Klone n&her beleuchtet
werden. Da fur die einzelnen Klone noch keine Mdoodlitdt bestand, war es zudem
maoglich, dass positive Klone verloren gingen, indaendurch andere, ,unspezifische* Klone

Uberwachsen wurden, was ein ELISA ebenfalls zergénle.

Das Experiment erfolgte analog den ersten beideeeBmgs, wobei zusatzlich auch gegen
ein Kontrollpeptid ohne His-Epitop und BSA getestetirde. Abbildung 15 zeigt die
Ergebnisse der ersten beiden ELISA-ExperimentaligiHybridomzellklone aus Maus 422.
Da Zellkulturiberstand bei maximaler Konfluenz vendet werden sollte und die Klone
leicht unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkedgigiviesen, wurden die Daten zweizeitig
erhoben (A: schneller wachsende Klone, B: langsamaahsende Klone). Spéater glich sich
die Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen Klone Ngben den im zweiten Screening
schon als ,spezifisch-stark® eingestuften Kloner2-48, 422-19 und 422-76 zeigten auch
422-5 und 422-70 hohe spezifische Signale. Dejsalszifisch-stark” eingestufte Klon 422-
67 hingegen wies fur alle 4 Peptide nur geringen&8igtensitaten auf. Dies kénnte dadurch
erklart werden, dass es sich noch um polyklonaleeZénandelte und der spezifische Klon
von einem anderen Klon ,uberwachsen* wurde. Deez#psch-stark” eingestufte Klon 422-
55 konnte leider nicht getestet werden, da er tna¢zlerholtem Passagieren von der 96-Loch-

zur 24-Loch-Platte kein Wachstum zeigte.
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Abbildung 15: ELISA mit dem Zellkulturiberstand der Hybridomzellklone aus Maus 422 [immunisiert
gegen hLMX1B (1-53)] bei maximaler Zelldichte Die angegebenen Hybridomzellklone wurden auf 24kkoc
Platten kultiviert. Bei maximaler Zelldichte (A: tateller wachsende Klone, B: langsamer wachsendedflo
wurde Zellkulturiiberstand entnommen. Zur Durchfilgrudes ELISA wurden die jeweiligen Peptide
(spezifisch: hLMX1B (1-53), Negativkontrollen: hLMDB (322-395), Kontrollpeptid ohne His-Epitop und
BSA) zundchst an 96-Loch-Platten immobilisiert undann mit dem jeweiligen unverdinnten
Zellkulturiberstand fur 2 h inkubiert. Nach mehreiaschschritten wurden gebundene Priméarantikdrper
HRP-konjugierten anti-Maus-lgG-Antikérpern detektieDie Reaktion wurde durch Zugabe von TMB-
Entwicklerlésung visualisiert und die Platten nadstoppen der Reaktion mit 5,3% Schwefelsdure 68irim

ausgelesen.

In Zusammenschau der Ergebnisse des zweiten Segsennd dieses Experimentes wurden
die Klone 422-5, 422-16, 422-19, 422-33, 422-672-Z0 und 422-76flr einen
weiterfihrenden Western-Blot ausgewahlt (422-33 42267 auf Grund der Ergebnisse im

zZweiten Screening).
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Die Tatsache, dass die bereits im zweiten Screaimgspezifisch-stark” eingestuften Klone
422-16, 422-19 und 422-76 erneut im ELISA die htmmsSignalintensitaten aufwiesen,
fuhrte zu der Hypothese, dass die Zelldichte undnidakonsekutiv auch die

Antikdrperkonzentration im hier gewahlten Testsyst@wur eine untergeordnete Rolle
spielten. Um dies zu verifizieren, wurde der Kla22419 auf einer 6-Loch-Platte in HAT-

Medium kultiviert und bei unterschiedlichen, lichkmoskopisch bestimmten Zelldichten
Zellkulturiberstand fur die Durchfihrung eines EAI8htnommen. Abbildung 16 zeigt, dass
die Signalhbhe nur in geringem Umfang mit der 4Zdeltte und damit der

Antikorperkonzentration zunimmt. Dies konnte dadurerklart werden, dass bei der
Durchfihrung des ELISA nur eine Peptidlésung miteei Konzentration von 2 pg/ml

verwendet und daher nur sehr wenig Peptid an digtePl immobilisiert wurde. Daher

konnten bereits geringe Konzentrationen an spehiisi Antikbrper ausreichen, um nahezu
alle Bindungsstellen abzusattigen. Somit scheiet Signalhdhe im ELISA eher mit dem
Bindungsverhalten als der Quantitat des Antikorgerkorrelieren.

Klon 422-19
2,5
2 - _ —
c I
L2 1,5 +
g
3 1
Qo
<
0,5 1
0 ——— N - | ——
0 0 0 0
30% 50% Zelldichte 70% 100%
‘ O hLMX1B (1-53) m hLMX1B (322-395) O Kontrollpeptid ohne His-Epitop O BSA‘

Abbildung 16: ELISA mit dem Zellkulturiberstand des Hybridomzellklones 422-19 [gerichtet gegen
hLMX1B (1-53)] bei unterschiedlichen Zelldichten.Der Hybridomzellklon 422-19 wurde auf 6-Loch-Platte
kultiviert. Bei den angegebenen Zelldichten wureesdils Zellkulturiiberstand entnommen. Zur Durchéiity
des ELISA wurden die jeweiligen Peptide (spezifiddbMX1B (1-53), Negativkontrollen; hLMX1B (322-395
Kontrollpeptid ohne His-Epitop und BSA) zunachst @é-Loch-Platten immobilisiert und dann mit dem
jeweiligen unverdiinnten Zellkulturiiberstand fur 2 ifkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden
gebundene Primarantikérper mit HRP-konjugierten-i@sus-lgG-Antikdrpern detektiert. Die Reaktion wler
durch Zugabe von TMB-Entwicklerldsung visualisiartd die Platten nach Abstoppen der Reaktion mi5,3
Schwefelsdure bei 450 nm ausgelesen.

Da diese Erkenntnis bei den Experimenten fir denklaus Maus 193 bereits vorlag, wurden

weniger ,spezifisch-schwache” Klone ausgehend ven @b-Loch-Platte weiter kultiviert.
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Beim Passagieren von der 24-Loch- zur 6-Loch-Plattente Zellkulturiberstand fur die
Durchfuihrung eines im Vergleich zum zweiten Scregnim ein Kontrollpeptid ohne His-

Epitop und BSA erweiterten ELISA entnommen werd&bbildung 17 zeigt die Ergebnisse
der ,spezifisch-starken* Klone 193-11, 193-16, BiB- 193-67 und 193-68 sowie der
.spezifisch-schwachen* Klone 193-5, 193-6 und 193-&rwartungsgemall weisen die
.spezifisch- starken” Klone hohe Signalintensitatgagentuber hLMX1B (322-395) auf.
Bemerkenswert hingegen sind die im zweiten Scregenmcht in diesem Umfang

aufgetretenen, unspezifischen Signale gegeniubenilBU1-53) bei Klon 193-11 und 193-
67, was ein Hinweis auf die Polyklonalitat dieséoré sein kdnnte.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse wurde beschipsdie hier gezeigten Klone einer
weiterfihrenden Analyse mittels Western-Blot zuluéin. Die ,spezifisch-schwachen®
Klone 193-5, 193-6 und 193-64 wurden ebenfalls ewsdplt, da sich ELISA und Western-
Blot dadurch unterscheiden, dass bei Ersteremesatind bei Letzterem denaturiertes Protein

eingesetzt wird und somit die Ergebnisse von ELI®A Western-Blot abweichen kénnen.

2
1,5 4
1
0,5
0 +—=mm= \ \ i

193-5 193-6 193-11  193-16  193-50 193-64 193-67 193-68

Absorption

O hLMX1B (1-53) m hLMX1B (322-395) O Kontrollpeptid ohne His-Epitop O BSA

Abbildung 17: ELISA mit dem Zellkulturiberstand der Hybridomzellklone aus Maus 193 [immunisiert
gegen hLMX1B (322-395)] bei maximaler ZelldichteDie angegebenen Hybridomzellklone wurden auf 24-
Loch-Platten kultiviert. Bei maximaler Zelldichteuvde Zellkulturuberstand entnommen. Zur Durchfulgrdes
ELISA wurden die jeweiligen Peptide (spezifisch:MiK1B (322-395), Negativkontrollen: hLMX1B (1-53),
Kontrollpeptid ohne His-Epitop und BSA) zunachst @é-Loch-Platten immobilisiert und dann mit dem
jeweiligen unverdiinnten Zellkulturiiberstand fur 2 ifkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden
gebundene Primarantikérper mit HRP-konjugierten-i@sus-lgG-Antikdrpern detektiert. Die Reaktion wler
durch Zugabe von TMB-Entwicklerldsung visualisiartd die Platten nach Abstoppen der Reaktion mi5,3
Schwefelsaure bei 450 nm ausgelesen.
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Nachdem die Hybridomzellklone von 24-Loch-Platteh @Loch-Platten Ubertragen worden
waren, wurden sie dort weiter Kkultiviert und begeiauch expandiert, um mehr
Zellkulturiberstand fir die nétigen, weiteren Expwmte zu erhalten. Zellkulturiberstand
wurde stets nur bei 100% Zelldichte gewonnen, nO2% Na-Azid versetzt und bei 4°C
gelagert. Im Weiteren wurden die Zellen alle 2 diage 1:2 bis 1:3 gesplittet, wobei von
HAT-Medium auf eine 1:1 Mischung von HAT-Medium:HMedium gewechselt wurde,
wodurch die toxischen Effekte von Aminopterin berdits abgeschlossener Selektion (siehe

2.2.3F)minimiert werden konnten.

3.2.2 Klonierung von p3M/hLMX1B complete

Aus 3.2.1 ist ersichtlich, dass ein ELISA-Testsystewar hervorragend als Screening-
Werkzeug und fir eine erste Charakterisierung vamik@rpern eingesetzt werden kann.
Einschrankend ist aber zu sagen, dass bei hohsitiSe#t Probleme bezuglich der Spezifitat
bestehen. Zudem wurden stets nur kurze, in Baktepeoduzierte Peptide fur die
Experimente verwendet.

Um die folgenden Experimente wie z.B. Western-Bloglysen mit in eukaryontischen
Zellen produziertem LMX1B in voller Lange durchfénr zu kdnnen, musste zunéchst ein
entsprechendes Konstrukt generiert werden. Als sBdserfir diente das Konstrukt
p3M/hLMX1B. Dieses musste allerdings btkérminal geméaf der nach (Dunston et al., 2004)
publizierten Sequenz um 23 Aminosauren erganzteverdierfir wurde der Gen-Abschnitt,
welcher fur die NHterminalen 156 Aminosduren von LMX1B codiert, migt PCR
amplifiziert, wobei cDNA aus HEK293T-Zellen und diigonukleotide hLMX1BBanH |

1F und hLMX1BEcaR | 464R (Annealing-Temperatur: 66°C) benutzt wardklittels der
PCR wurden Restriktionsstellen fé&anH | und EcarR | eingefuhrt und das PCR-Produkt
nach Phenolisierung und Ethanol-Prazipitation migésen beiden Enzymen gespalten,
wodurch ein 468 bp Stiick (Insert) entstand, welahash Agarosegel-Elektrophorese und
anschlieBende DNA-Extraktion aufgereinigt wurde.aldg zum PCR-Produkt wurde das
Konstrukt p3M/hLMX1B mitBanH | und EcoR | verdaut, wobei zwei DNA-Stlicke mit 456
bzw. 6.321 Basenpaaren entstanden. Eine Religatiem Vektors wurde durch die
Dephosphorylierung der DNA-Enden mittels CIP vedeirt und das 6.321 bp Stiick
(Vektorgerust) durch Agarosegel-Elektrophorese uadschlielBende DNA-Extraktion
aufgereinigt. AnschlieRend wurden Insert und Vedeoiist miteinander ligiert und das neu
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entstandene Konstrukt p3M/hLMX1B complete (Struksiehe Abbildung 18) in DHB

Zellen transformiert.

BamH | EcoR | EcoR V

Vol

LMX1B —\
p3M/hLMX1B complete
6789 bp

\_ Py Y,

Spel —»

Abbildung 18: Struktur von p3M/hLMX1B complete mit den fiir die Klonierung und Analyse benutzten
Restriktionsstellen.

Die Selektion erfolgte mit Hilfe der im Konstrukht®altenen Ampicillinresistenz. Positive
Klone wurden durch Testverdau nidanmH | und EcoR | identifiziert. AnschlieRend wurde
ein weiterer Testverdau durchgefiihrt: Da beim Kéoain das Konstrukt p3M/hLMX1B mit
BanH | verdaut wurde, ging eine Restriktionsstelle 8jpel an der Multiklonierungsstelle
verloren. Daher entstehen beim Verdau von p3M/hLEXdomplete im Vergleich zu
p3M/hLMX1B nurmehr 2 (4.745 bp und 2.044 bp) anstain 3 DNA-Stlcken (4.745 bp,
1.318 bp und 714 bp) (siehe Abbildung 19).

Demnach scheinen sowohl Klon 1 als auch Klon 2k#asekte Konstrukt zu beinhalten. Die

erfolgreiche Klonierung wurde anschlie3end durchusezierung bestatigt.
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Abbildung 19: Agarosegel-Elektrophorese nach Verdau miSpe | + EcoR V. Nach Transformation des neu

klonierten Konstrukts p3M/hLMX1B complete in DE&Zellen wurden Uber die Ampicillinresistenz mehrere
Klone ausgewahlt und deren DNA mittels Mini-Prapara entnommen. Die Plasmid-DNA von Klon 1 und 2
sowie von dem Ausgangskonstrukt p3M/hLMX1B (inkoetpl wurde mitSpel und EcaR V bei 37°C fir 4 h
verdaut. Jeweils 5 pul des jeweiligen Verdaus bz@0 Bg an unverdauter Plasmid-DNA wurden mit der
entsprechenden Menge an Ladepuffer vermengt und eauf1% Agarosegel geladen. Nach erfolgter
Elektrophorese wurden die Banden unter einem U\ehtachirm sichtbar gemacht.

Das Konstrukt p3M/hLMX1B complete wurde fortan alExpressionsvektor in
eukaryontischen Zellen eingesetzt. p3M-Vektorerbgem zur Gruppe der pcDNA3-Vektoren
(Invitrogen), bei denen die Transkription des Zéglg unter Kontrolle eines CMV-Promotors
steht. FuUr eine Transfektion mit dem Konstrukt pBMVIX1B complete eignen sich COS-7-
Zellen, die mit einer im Replikationsursprung deéekSV40-Mutante transformiert wurden.
COS-7-Zellen erlauben daher durch die kontinuibdiSynthese des grof3en T-Antigens von
SV40 die Amplifizierung von Plasmiden mit einem $Mgpezifischen Replikationsursprung
(wie z.B. pcDNA3-Plasmiden). Da LMX1B NHerminal mit einem myc-Epitop fusioniert
wurde, kdnnen zum Nachweis des Proteinproduktsp3/hLMX1B complete in Immuno-

Assays auch anti-myc-Antikorper wie z.B. 9E10 vardet werden.

3.2.3 Western-Blot

A. Hybridomzellklone aus Maus 422 [gerichtet gegen X1 (1-53)]

Die Hybridomzellklone 422-5, 422-16, 422-19, 422-822-67, 422-70 und 422-76 wurden
anhand der Ergebnisse aus den ELISA-Experimenten efiie Western-Blot-Analyse
ausgewahlt. Hierzu wurden COS-7-Zellen transiertp8M/hLMX1B complete (Abbildung
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20 Spur 2) transfiziert und nach 48 h lysiert. Misgativkontrolle diente Lysat von nicht-
transfizierten COS-7-Zellen (Abbildung 20 Spur Rusatzlich wurde auch Lysat aus
HEK293T-Zellen verwendet (Abbildung 20 Spur 3), diIX1B endogen exprimieren. So
sollte eruiert werden, ob mit den generierten Airlern auch die im Vergleich zum Uber-
Expressions-System in COS-7-Zellen sehr geringedogenen Proteinmengen detektiert

werden konnten.

Gemal der Empfehlung aus (Harlow & Lane, 1988) emirdie Zellkulturiberstande fur den
Western-Blot 1:10 mit Blockier-Losung verdinnt. Assitivkontrolle dienten anti-LMX1B

Antiserum BMOS8 sowie der monoklonale Antikorper 9EIer gegen das c-Myc-Epitop
gerichtet ist und in der Arbeitsgruppe als Hybrideittklon selbst kultiviert wird. Abbildung

20 zeigt, dass einzig Zellkulturiiberstand von 482kvistande ist, LMX1B zu detektieren.
Die Tatsache, dass endogenes LMX1B nicht nachgewiegerden konnte bzw. dass die
Bande fir 422-76 deutlich schwacher ist als died@ander Positivkontrollen, konnte in der
Polyklonalitat von 422-76 eine Erklarung finden, dass nach erfolgter Subklonierung u.U.
mit besseren Resultaten zu rechnen ist. Erfreulodise sind fur 422-76 trotz der relativ
langen Expositonsdauer und der angenommenen Poglkkx keine unspezifischen Banden
zu sehen. Die restlichen getesteten Klone zeigeterlegar kein bzw. nur unspezifische
Signale, was anhand der vorherigen Resultate dut mic erwarten war. Die Ergebnisse

bezuglich 422-76 wurden in einem Bestatigungsvédrseproduziert.
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Abbildung 20: Western-Blot mit Zellkulturiiberstand der Klone aus Maus 422Transient transfizierte COS-
7-Zellen wurden 48 Stunden nach der Transfektisiely. Ebenso wurde mit nicht-transfizierten CO3€llen
und HEK293T-Zellen verfahren. Je 40 pug Lysat wurdehein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel geladgpuf

1: Lysat von nicht-transfizierten COS-7-Zellé®pur 2: Lysat von mit p3M/hLMX1B complete transfizierten
COS-7-Zellen,Spur 3: Lysat von HEK293T-Zellen), das anschlielend auke ePVDF-Membran geblottet
wurde. Danach wurde die PVDF-Membran in Stiicke bz®. 2 Spuren zerteilt und mit den jeweiligen
Antikdrpern (Verdiinnung von 1:10 fur 422-#; 1:3 8E10 und 1:2.000 fur BMO8; siehe autabelle 1 und
Tabelle 2 fur 2 h inkubiert. Die Banden-Detektion erfolgtirch Verwendung eines HRP-gekoppelten
Sekundarantikdrpers. Der blaue Pfeilkopf zeigtRéede fir LMX1B.

B. Hybridomzellklone aus Maus 193 [gerichtet gegen M1 (322-395)]

Analog dem fur die Hybridomzellklone aus Maus 48gewandten System wurden die Klone
193-4, 193-5, 193-6, 193-11, 193-16, 193-50, 1931®8B-67 und 193-68 ebenfalls mittels
Western-Blot getestet. Auf Lysat aus HEK293T-Zellearde allerdings verzichtet, da die
endogenen Proteinmengen doch wohl zu gering sind,obne Optimierung detektiert zu

werden.

Aus Abbildung 21 (jeweils Spur 2) ist ersichtliakgss sowohl mit 193-16 als auch mit 193-
67 LMX1B detektiert werden kann, wobei die Bande 193-67 starker bzw. mindestens
ebenso stark ist wie die Banden fur 9E10 bzw. BMQi8.,spezifisch-starken® Klone 193-16
und 193-67 hatten auch bereits sehr hohe spezfiSognalintensitaten im ELISA gezeigt,

weshalb die guten Ergebnisse im Western-Blot nrelntvunderlich sind. Ausgehend von den
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Daten des zweiten Screenings bzw. der ELISA-Expamnie hatte man fir 193-50 und 193-68
im Western-Blot &hnliche Resultate erwarten konrieme Erklarung fir die negativen

Ergebnisse kdnnte daran liegen, dass beim Wesletnd@naturiertes Protein verwendet

wird.
193-4 193-5 193-6 193-11 193-16 193-50 193-64 193-67 193-68 9E10 BMOS8
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Abbildung 21: Western-Blot mit Zellkulturiiberstand der Klone aus Maus 193Transient transfizierte COS-
7-Zellen wurden 48 Stunden nach der Transfektisiely. Ebenso wurde mit nicht-transfizierten COZ3€llen
verfahren. Je 40 pg Lysat wurden auf ein 10%igeS-8Dlyacrylamid-Gel geladeisur 1: Lysat von nicht-
transfizierten COS-7-Zellergpur 2: Lysat von mit p3M/hLMX1B complete transfizierterOS-7-Zellen), das
anschlieBend auf eine PVDF-Membran geblottet wubenach wurde die PVDF-Membran in Sticke a 2
Spuren zerteilt und mit den jeweiligen Antikérpékferdiinnung von 1:10 fur 193-#; 1:3 fur 9E10 und.Q00

fur BMOS; siehe auchlabelle 1 und Tabelle 2 fir 2 h inkubiert. Die Banden-Detektion erfolgteirch
Verwendung eines HRP-gekoppelten Sekundarantikérpar blaue Pfeilkopf zeigt die Bande fiir LMX1B.

3.2.4 Immunprézipitation

Da die Immunprazipitation und ihre Abkdmmlinge Qorhunprazipitation und Chromatin-
Immunpréazipitation mogliche Applikationen fur diergerierten Antikdrper darstellen (siehe
1.5), wurden die Hybridomzellklone noch vor der Hohierung mittels Immunprazipitation
getestet. Auf Grund des im Vergleich zu ELISA undsférn-Blot aufwendigeren Verfahrens
beschrankte sich die Immunpréazipitation auf Klomen denen gute Resultate erwartet
werden konnten. Als Auswahlkriterium wurden die SAFErgebnisse (siehe 3.2.1)
herangezogen, weil sowohl beim ELISA als auch leeilchmunprazipitation natives Protein

eingesetzt wird.

A. Hybridomzellklone aus Maus 422 [gerichtet gegen X1 (1-53)]

Bei den gegen hLMX1B (1-53) gerichteten Klonen vaurdir die Immunprézipitation die
Hybridomzellklone 422-16, 422-19, 422-70 und 422ai6gewahlt, da diese bereits im
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ELISA hohe spezifische Signale gezeigt hatten. Drenunprazipitation erfolgte nach
Methode A (siehe 2.2.5E). Hierbei wurden dem vold@sén Lysat (400 ug Gesamtprotein)
jeweils 100 pl an unverdinntem Zellkulturiiberstandegeben. Da die 1gG-Subklassen der
generierten Antikorper nicht bekannt waren, wurdewf Grund des breiteren
Bindungsverhaltens Protein G Sepharose-Beads vdetedm Gegensatz zu Protein G bindet
Protein A zwar ebenfalls stark an IgGind 1gGy, die Bindung fur IgG ist aber deutlich
schwacher und IgGwird fast gar nicht gebunden (Ey et al., 1978; B9d1978; Mackenzie
et al, 1978). Als Positivkontrolle wurden der mkilomale Antikdrper 9E10
(Zellkulturtiberstand eines selbst kultivierten Hgbmzellklones) und als Negativkontrolle
frisches Zellkulturmedium mit allen Zusatzen (iregem Fall HAT-Medium) benutzt. Pro
Ansatz wurden 400 pg Gesamtprotein aus mit p3M/hIlBX complete transient
transfizierten COS-7-Zellen eingesetzt. Nach demimprazipitation wurde jeweils die
Halfte der Proben auf ein Gel geladen, das andtdié auf eine PVDF-Membran geblottet
wurde. Die Bandendetektion erfolgte mittels anti-XMB Antiserum BMOS.

Abbildung 22 A zeigt, dass bei 422-19, 422-76 uBA®LMX1B im prazipitierten Komplex
(B) detektiert werden konnte; im Uberstand (U) n&mmunprazipitation war aber bei allen
drei Antikdrpern noch LMX1B vorhanden, was am Bindsverhalten der jeweiligen
Antikorper oder dem eingesetzten Protein:Antikbrgerhaltnis liegen kénnte. Bei den mit
einem Pfeil markierten Banden bei 25 kDa wurde aogemen, dass es sich um ein
unspezifisches Signal handelt, das durch die leichKetten der Antikorper, das
Zellkulturmedium oder einer Kombination der genannStoffe verursacht wurde. Da dieses
unspezifische Signal bei 422-19 deutlich starkesgaepragt ist als bei den Ubrigen
Antikdrpern wurde die Immunprézipitation fir 422;422-76 und 9E10 komplett wiederholt
(Abbildung 22 B). Hierdurch konnte bestatigt werddass die durch die Klone 422-19 und
422-76 produzierten Antikorper fur die Durchfihrueger Immunpréazipitation geeignet

sind.
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Abbildung 22: Immunprazipitation mit Zellkulturiber stand der Klone aus Maus 422Mit p3M/hLMX1B
complete transient transfizierte COS-7-Zellen ward@ h nach der Transfektion lysiert und das Lyst100

ul 50%iger Protein G-Sepharose-Beads in Brij-Pulfér h bei 4°C vorgeklart. Nach Zentrifugation weirdier
Uberstand abgenommen und 20 pl des Uberstandespiieht 40 pg Protein) als Inpyt) mit SDS-
Probenpuffer versetzt, fir 2 min bei 100°C gekagid bei -20°C gelagert. Dann wurden je 400 pl vkléyéem
Lysat (entspricht 400 ug Gesamtprotein) 100 plkidtliriberstand des jeweiligen Klons bzw. HAT-Metiu
zugegeben und fur 2 h bei 4°C inkubiert. AnschlreRevurden jeweils 40 pl 50%iger Protein G-Sepharose
Beads in Brij-Puffer hinzugegeben. Nach einer lr@tidn von 1 h bei 4°C wurden die Protein G-Sephtaros
Antikorper-Protein-Komplexe abzentrifugiert. Jewe?l5 pl des Uberstand@s) wurden mit SDS-Probenpuffer
versetzt, fir 2 min bei 100°C gekocht und bei -2@&Magert. Nach Entfernen des restlichen Uberstandeden
die Bead<B) mehrfach gewaschen, anschlieend in 30 pl 2x SBBeRpuffer resuspendiert und fir 2 min bei
100°C gekocht. Jeweils die Halfte der Proben (InpUtberstand U und Beads B) wurden auf ein 10%®/eS-
Polyacrylamid-Gel geladen, das anschlieRend awd 8MDF-Membran geblottet wurde. Danach wurde die
PVDF-Membran fir 2 h mit anti-LMX1B Antiserum BMQ@8:2.000) inkubiert. Die Banden-Detektion erfolgte
durch Verwendung eines HRP-gekoppelten Sekundédaptrs. BeAbbildung A handelt es sich um ein erstes
orientierendes Experimenfbbildung B zeigt die Ergebnisse eines Bestatigungsexperiraerder blaue
Pfeilkopf zeigt die Bande fur LMX1B. Der Pfeil weisauf die leichten Ketten der Antikérper, das
Zellkulturmedium oder einer Kombination der genamn&toffe hin.

B. Hybridomzellklone aus Maus 193 [gerichtet gegen M1 (322-395)]

Analog dem Versuch fir die Klone aus Maus 422, wardie Hybridomzellklone aus Maus
193 getestet. Die Menge an Gesamtprotein aus nht/i3VIX1B complete transfizierten

COS-7-Zellen pro IP wurde lediglich von 400 pg 800 pg reduziert. Aus Abbildung 23 ist
ersichtlich, dass die durch 193-16, 193-67 und @®3produzierten Antikérper zur
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Durchfuihrung einer Immunprazipitation geeignet gisighe jeweils Spur B). Bemerkenswert
ist insbesondere, dass fir 193-16 und 193-67 inrdided (U) nach Immunprazipitation kein

LMX1B mehr nachweisbar ist, was fir die hohe E#iz dieses Antikorpers spricht.

Uberdies sind die Banden (jeweils Spur B) fir 183-193-67 und 193-68 wesentlich starker
ausgepragt als fur 422-19 oder 9E10, was daduktéirewerden kann, dass diese Antikorper
wahrend der Immunprazipitation deutlich mehr LMXAi#den.

193-11 193-16 193-50 193-53 193-67 193-68  422-19 9E10 Medium
I 0B UB UBUB UBUB UB UB UB

475 — % - ' B < LMX1B

325 —

T 0N

Abbildung 23: Immunprazipitation mit Zellkulturiber stand der Klone aus Maus 193Mit p3M/hLMX1B
complete transient transfizierte COS-7-Zellen ward@ h nach der Transfektion lysiert und das Lyst100

pl 50%iger Protein G-Sepharose-Beads in Brij-Pulfér h bei 4°C vorgeklart. Nach Zentrifugation weirdier
Uberstand abgenommen und 20 pl des Uberstandespiieht 30 pg Protein) als Inpyt) mit SDS-
Probenpuffer versetzt, fir 2 min bei 100°C gekagtd bei -20°C gelagert. Dann wurden je 400 pl vkléyéem
Lysat (entspricht 300 ug Gesamtprotein) 100 ulkidtliriberstand des jeweiligen Klons bzw. HAT-Meatiu
zugegeben und fur 2 h bei 4°C inkubiert. Anschlre3evurden jeweils 50 pl 50%iger Protein G-Sepharose
Beads in Brij-Puffer hinzugegeben. Nach einer l@tidn von 1 h bei 4°C wurden die Protein G-Sephtaros
Antikérper-Protein-Komplexe abzentrifugiert. Jewe?5 pl des Uberstand@d) wurden mit SDS-Probenpuffer
versetzt, fir 2 min bei 100°C gekocht und bei -2@&Magert. Nach Entfernen des restlichen Uberstandeden
die Bead¥B) mehrfach gewaschen, anschlieend in 30 pl 2x SBBeRpuffer resuspendiert und fir 2 min bei
100°C gekocht. Jeweils die Halfte der Proben (InpUtberstand U und Beads B) wurden auf ein 10%®/eS-
Polyacrylamid-Gel geladen, das anschlieRend awd 8MDF-Membran geblottet wurde. Danach wurde die
PVDF-Membran fir 2 h mit anti-LMX1B Antiserum BMQ@8:2.000) inkubiert. Die Banden-Detektion erfolgte
durch Verwendung eines HRP-gekoppelten Sekund#édamptrs. Der blaue Pfeilkopf zeigt die Bande fur
LMX1B. Der Pfeil weist auf die leichten Ketten déntikorper, das Zellkulturmedium oder einer Komhioa
der genannten Stoffe hin.

Fasst man die Ergebnisse aus ELISA, Western-Bldt loomunprazipitation zusammen, so
ergeben sich funf Hybridomzellklone, die hervorragde Resultate erbracht haben: die gegen
das NH-terminale Peptid hLMX1B (1-53) gerichteten Klon22419 und 422-76 und die
gegen das COOH-terminale Peptid hLMX1B (322-395)jchéeten Klone 193-16, 193-67
und 193-68 (Zusammenfassung der Testergebnisse Badielle 12).
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Tabelle 12: Zusammenfassung der Ergebnisse aus ELIAS Western-Blot und Immunprézipitation. Die
Bewertung erfolgte anhand von Qualitat und Spéititier Ergebnisse in einer Abstufung von +++ (sghy bis
— (negativ).

422-19 422-76 193-16 193-67 193-68
ELISA ++ +++ +++ +++ +++
Western-Blot - + ++ +++ -
Immunprézipitation + + ++ +++ ++

3.3 Subklonierung der Hybridomzellen und endqiiltige Chaakterisierung der

monoklonalen Antikdper gegen LMX1B

3.3.1 Subklonierung der ausgewéhlten Zellklone

Wahrend der Testphase wurden die Hybridomzellkkurfe6-Loch-Platten kultiviert und alle
2 bis 4 Tage 1:2 bis 1:3 gesplittet, wobei von HM&dium auf eine 1:1 Mischung von HAT-
Medium:HT-Medium gewechselt wurde. Bei jedem Mediweohsel wurden stets auch
Zellen in dem alten Medium belassen, so dass agediZellen zurtickgegriffen werden
konnte fur den Fall, dass die neue Mediumzusamnansg von den Zellen nicht vertragen
wurde, was aber nicht eintrat. Nach zwei Passageeri 1:1 Mischung wurden die Zellen 1:3
bis 1:5 in reines HT-Medium in T25-Flaschen (Gesantoimen 5-10 ml) gesplittet. Zu
diesem Zeitpunkt war die Testphase abgeschlosseme RIinf ausgewahlten
Hybridomzellklone mussten nun subkloniert werderm teine jeweils monoklonale
Zellpopulation herzustellen. Da die Klone von desien bis zu diesem Zeitpunkt in etwa 8
bis 10 Mal passagiert worden waren, wurde vor dgak®nierung ein ELISA (siehe 3.3.2A)
durchgefihrt, um auszuschlieBen, dass bei einerenamgmenen Polyklonalitdt der
Zellpopulation nicht der jeweils spezifische durdnspezifische Klone ,uUberwachsen®
worden war. Da dies fur keinen der funf Hybridontkdehe der Fall war (siehe Abbildung

24), konnte mit der Subklonierung begonnen werden.

Die Wabhrscheinlichkeit eine monoklonale Zellpopwalat zu erhalten lasst sich in
Abhangigkeit von der Zahl der ausgesaten ZellenMatiefung (=) mit Hilfe der Poisson-
Gleichung annaherungsweise berechnen (Lefkovits &ldwiann, 1979). Wahrend die

Anzahl komplett leerer Vertiefungen mit der Zahlr drisgesaten Zellen pro Vertiefung
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abnimmt, findet sich fur die Bedingung, dass si@may ein Klon pro Vertiefung bildet
(Monoklonalitat) ein Maximum bex=1 (Lietzke & Unsicker, 1985). Daher scheint esirei
statistisch am besten die Hybridomzellen in einefidichte von 1 Zelle pro Vertiefung
auszusaen. In der Praxis fihrte aber eine so gedetidichte zu sehr vielen komplett leeren
Vertiefungen. Deshalb wurde jeder Klon in den Zelten von 10 Zellen/Vertiefung fur eine
Halfte der Platte und 1 Zelle/Vertiefung fur diedare Halfte (Goding, 1980) in HT-Medium
auf eine 96-Loch-Platte ausgesat. Das Screeningufeder Platte entstandenen Sub-Klone
erfolgte ca. 10 Tage spater analog dem ersten 18ogeésiehe 3.1.4C) nach der Fusion. Da
fur a = 1 die Anzahl der biklonalen Kulturen aber noctmer 50% der monoklonalen betragt
(Lietzke & Unsicker, 1985), bedarf es neben deme&ung mittels ELISA der genauen

lichtmikroskopischen Analyse der Klonmorphologiedurgrofie.

Daher war neben einem hohen spezifischen Sign&dreening das Vorliegen von nur einer
kreisrunden Zellkolonie (ohne zusatzliche Kolonieder Zellen) entscheidend fiur die
Auswahl dieser Vertiefung. Pro zu subklonierendegbritlomzellklon wurden zwei Sub-
Klone ausgewahlt, erneut Uber die Sequenz 96-LdatieP/ 24-Loch-Platte / T25-Flasche
expandiert und der am besten wachsende Sub-Klahkeafsend ein zweites Mal auf dieselbe
Art und Weise subkloniert.

Zusammenfassend war es fur jeden der Klone 422283,76, 193-16, 193-67 und 193-68
maoglich bei beiden Subklonierungen VertiefungendarfHalfte der 96-Loch-Platte mit einer
Zelldichte von 1 Zelle/Vertiefung auszuwéhlen, davohl ein hohes spezifisches Signal im
ELISA als auch die geforderte Klonmorphologie botBre anschlieBende Entwéhnung der
Hybridomzellen von dem multipel supplementiertenllikigturmedium gestaltete sich
problemlos (genaues Vorgehen siehe 2.2.3F). Dawactien die Hybridomzellen in RPMI
1640/10% FCS als endgultigem Medium kultiviert werdeut expandiert, so dass von jedem
Klon ca. 15 Rdhrchen eingefroren werden konntem.d2em Einfriervorgang abgenommene
Zellkulturiberstand wurde mit 0,02% Na-Azid versaind teils bei 4°C fur die sofortige

Durchfiihrung von Experimenten, teils bei -20°C kzangzeitaufbewahrung gelagert.
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3.3.2 Endgqgultige Charakterisierung der monoklonalen Antikdper gegen LMX1B

Im Anschluss an die Subklonierung musste erneutpiili® werden, ob sich durch das
Passagieren der Zellen die Eigenschaften der prextierz Antikbrper verandert haben, bzw.

diese Eigenschaften endgultig charakterisiert werde

Als Erstes wurde das bereits bekannte ELISA-Tewtsys(siehe 3.2.1) benutzt, um
Zellkulturuberstand vor (pré&) und nach (post) derizSubklonierungen zu vergleichen. Wie
aus Abbildung 24 ersichtlich ist, ergab sich fuinke der finf Hybridomzellklone eine
Anderung des Signalverhaltens. Im Vergleich zu deitial durchgefiihrten ELISA-

Experimenten (siehe 3.2.1) scheint das unspezéiSignal gegeniber hLMX1B (1-53) fur
die Klone 193-16, 193-67 und 193-68 gemindert. 23 duch bereits vor der Subklonierung
der Fall war, lasst sich dieses Phanomen allerdimgkt durch die Polyklonalitat der
Antikbrper vor bzw. die Monoklonalitstt nach den Sladmierungen erklaren.

Zusammenfassend erzielen alle funf Klone sehr gmezifische Ergebnisse im ELISA.
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Abbildung 24: ELISA mit Zellkulturiberstand der Klo ne 422-19 und 422-76 (A) sowie 193-16, 193-67 und
193-68 (B) vor und nach den SubklonierungenZunéchst wurden die jeweiligen Peptide durch Inkioba
Uber Nacht an 96-Loch-Platten immobilisiert undrdanit dem jeweiligen unverdinnten Zellkulturibenstdtr

2 h inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurgielnundene Primarantikérper mit HRP-konjugierten- ant
Maus-lgG-Antikorpern detektiert. Die Reaktion wurderch Zugabe von TMB-Entwicklerlésung visualisiert
und die Platten nach Abstoppen der Reaktion meSSghwefelsaure bei 450 nm ausgelesen.

B. Western-Blot

Analog 3.2.3 wurden die Hybridomzellklone einer earten Analyse mittels Western-Blot
unterzogen. Abbildung 25 zeigt, dass — wie betmtsannt — LMX1B mit Zellkulturiberstand
der Klone 422-76, 193-16 und 193-67 detektiert warétann. Nach Uberexposition findet
sich sogar eine schwache Bande fur 193-68 (Datgrt gezeigt). Besonders bemerkenswert
ist auch, dass die Bande fur 193-67 bei gleichepoBiionsdauer die Banden der
Positivkontrollen 9E10 und BMOS8 deutlich ubertriffsomit scheint von allen in der

Arbeitsgruppe vorhandenen Antikorpern 193-67 antdmegeeignet fur die Detektion von
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LMX1B mittels Western-Blot; bei 193-67 handelt eshsalso um einen guten Kandidaten,
um den Nachweis von endogenem LMX1B mittels WesBlat zu etablieren.

422-19 422-76 193-16 193-67 193-68 9E10 BMO8

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

4rs = o . @& J— * <LMX1B

325 —

Exp:1h Exp: 10 min

Abbildung 25: Western-Blot mit Zellkulturiiberstand der subklonierten Hybridomzellklone. Transient
transfizierte COS-7-Zellen wurden 48 h nach dem$fektion lysiert. Ebenso wurde mit nicht-transditén
COS-7-Zellen verfahren. Je 40 ug Lysat wurden anufl®@%iges SDS-Polyacrylamid-Gel gelad&pgr 1:
Lysat von nicht-transfizierten COS-7-ZelleSpur 2: Lysat von mit p3M/hLMX1B complete transfizierten
COS-7-Zellen), das anschlieend auf eine PVDF-Mamigeblottet wurde. Danach wurde die PVDF-Membran
in Stlicke a 2 Spuren zerteilt und mit den jeweiligentikdrpern (Verdiinnung von 1:10 fir 422-19, 428-
193-16, 193-67, 193-68; 1:3 fur 9E10 und 1:2.00BMO8; siehe auchiabelle 1undTabelle 2) 2 h inkubiert.

Die Banden-Detektion erfolgte durch Verwendung gittRP-gekoppelten Sekundarantikdrpers. Dargestellt
sind zwei verschiedene Expositionszeiten: 1 h uhdnin. Der blaue Pfeilkopf weist auf die Bande flulX1B

hin.

C. Immunprézipitation

Neben ELISA und Western-Blot wurden auch die Erggdender Immunprazipitation (siehe
3.2.4) nach den Subklonierungen reproduziert. Deh alie Chromatin-Immunprézipitation
(ChIP) eine mdgliche Applikation fir die generiertAntikdrper darstellt, wurde Uber eine
.nhormale“ Immunprazipitation hinaus auch eine Imipr#izipitation von Proteinen unter
Chromatin-Immunprazipitationsbedingungen durchgefiHierzu wurde ein modifiziertes

Immunpréazipitationsprotokoll angewendet. Der grof3tterschied zwischen beiden
Protokollen besteht in den verwendeten Puffern/NB#40 als eher milde Detergentien bei
der ,normalen” IP im Vergleich zu SDS und Triton IR0 als bedeutend starkere
Detergentien bei der ChlIP. Zur Analyse der ChiPdsuein Western-Blot mit anti-LMX1B

Antiserum durchgefuhrt. Daher wurde auf eine Querizung von DNA und Proteinen mit

Hilfe von Formalin verzichtet.

Was die ,normale” Immunprézipitation anbelangt, ktem die aus den Vorversuchen bereits

bekannten Ergebnisse reproduziert werden (sieheldAMoly 26 A); somit eignen sich alle
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generierten Antikorper fur die Immunprazipitatiampbei sich die starksten Banden bei den
Antikorpern 193-16 und 193-67 finden.

Unter Chromatin-Immunprazipitationsbedingungenltstgth ein ganz ahnliches Ergebnis
dar. Abbildung 26 B zeigt, dass auch unter gedaderufferbedingungen alle generierten
Antikorper LMX1B binden. Erneut finden sich die isten Banden und somit das beste
Bindungsverhalten bei den Antikérpern der Klone -183und 193-67. Auffallend ist aber,

dass im Vergleich von IP und ChIP 422-76 unter @Bd#dingungen besser funktioniert,

wohingegen das Signal fur 193-68 unter ChiP-Bediggu deutlich schwécher ist.

422-19 422-76 193-16 193-67 193-68 9E10 Medium
A ] UB UB UB UB UB UB UB
47,5— “w ® & = = IP
B
475~ TR miigy- 8 P P chiP

Abbildung 26: Immunprazipitation unter normalen und unter Chromatin-Immunprazipitations-
Bedingungen. Abbildung A: Mit p3M/hLMX1B complete transient transfizierte C&<Zellen wurden 48 h
nach der Transfektion mit Brij-Puffer lysiert undsdLysat mit 100 ul 50%iger Protein G-SepharosedBéa
Brij-Puffer 0,5 h bei 4°C vorgeklart. Nach Zentghtion wurde der Uberstand abgenommen und 20 pl des
Uberstandes als Input (1) mit SDS-Probenpuffer efats fir 2 min bei 100°C gekocht und bei -20°Cagelt.
Dann wurden je 400 pl vorgeklartem Lysat (entsprR00 pg Gesamtprotein) 100 pl Zellkulturiberstded
jeweiligen Klons bzw. Zellkulturmedium zugegeberd diir 2 h bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurdewgds

40 pl 50%iger Protein G-Sepharose-Beads in Brifd?uiinzugegeben. Nach einer Inkubation von 1h enrd
die Protein G-Sepharose-Antikdrper-Protein-Kompleatezentrifugiert. Jeweils 25 upl des Uberstandes (U)
wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt, fiir 2 min @0°C gekocht und bei -20°C gelagert. Nach Entfertes
restlichen Uberstandes wurden die Beads (B) mehijasvaschen, anschlieRend in 30 pl 2x SDS-Probfarpuf
resuspendiert und fiir 2 min bei 100°C gekocht. llewiée Halfte der Probefinput I, Uberstand U und Beads

B) wurden auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel gefaddas anschlieBend auf eine PVDF-Membran
geblottet wurde. Danach wurde die PVDF-Membran2fiir mit anti-LMX1B Antiserum BMOS8 inkubiert. Die
Banden-Detektion erfolgte durch Verwendung einefHjekoppelten Sekundarantikdrpekbbildung B: Mit
p3M/hLMX1B complete transient transfizierte COS-@H&n wurden 48 h nach der Transfektion mit SDS-
Puffer lysiert. Nach erfolgter Lyse wurde SDS bis @iner Endkonzentration von 0,5% zugegeben. Um die
Zellen aufzuschlieBen, wurde die Zellsuspension Hiilfie einer Nadel in eine 1 ml-Spritze aufgezogerd
mehrfach zwischen Spritze und Reagiergefald hin- hemtbewegt. Danach wurde dem durch Zentrifugation
abgetrennten Uberstand % Volumenanteil Triton-Verdingspuffer zugegeben. Alle weiteren Schritte ward
analog zu Abbildung A durchgefihrt, wobei als IFfBueine Mischung aus einem Volumen SDS+ Puffet un
% Volumen Triton-Verdinnungspuffer benutzt wurdeie Bande fir LMX1B befindet sich in einer
Molekulargewichtshdhe von 47,5 kDa.

Zusammenfassend erbringen also die durch die Hytmzéllklone 193-16 und 193-67

sezernierten  Antikbrper die besten Ergebnisse betr dDurchfihrung von
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Immunpréazipitationsexperimenten. Somit sind dieséilk®rper auch am besten geeignet, um
Co-Immunpréazipitationen und Chromatin-Immunprazgdnen von endogenem LMX1B zu

etablieren, was ein Ziel dieser Arbeit darsteiklie 1.5).

Bei den bisherigen Experimenten wurden auf Grurglldteiteren Bindungsverhaltens an alle
IgG-Subtypen Protein G Sepharose-Beads verwendein Bukunft aber auch Protein A zur
Anwendung kommen sollte, wurde fur 193-16 und 193 Experiment durchgefihrt, das
das Bindungsverhalten von Protein A bzw. Proteigegeniber diesen beiden Antikérpern
vergleicht. Aus Abbildung 27 (jeweils Spur B) issiehtlich, dass sowohl fiir 193-16 als auch
fur 193-67 kein Unterschied in der Signalstarke wamit auch im Bindungsverhalten

zwischen Protein A und Protein G besteht.

Auffallend ist zudem, dass die mit einem Pfeil m@amien Banden bei 25 kDa, von denen
initial (siehe 3.2.4) angenommen worden war, dassieh um ein unspezifisches Signal
handle, das durch die leichten Ketten der Antikirpas Zellkulturmedium oder eine
Kombination der genannten Stoffe verursacht wint, Imei der Anwendung von Protein G-

Sepharose Beads auftreten.

Ungliucklicherweise treten bei Verwendung von Protél Sepharose-Beads ebenfalls
unspezifische Banden auf (markiert durch den Rieiérhalb von 47,5 kDa), die sich direkt
unterhalb der Bande fur LMX1B befinden. Da diessp@zifischen Banden bei der Detektion
von LMX1B extrem hinderlich sind, wurde auch in daktigen Experimenten nur Protein G

eingesetzt.
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Abbildung 27: Immunprazipitation mit 193-16 und 193-67; Vergleich des Bindungsverhaltens von Protein
A- und Protein G-Sepharose-BeaddMit p3M/hLMX1B complete transient transfizierte C&@SZellen wurden
48 h nach der Transfektion mit Brij-Puffer lysierd das Lysat mit 100 ul 50%iger Protein A- bzwotBin G-
Sepharose-Beads in Brij-Puffer 0,5 h bei 4°C volggk Nach Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen und 20 pl des Uberstandes als Inpumi{l)lSDS-Probenpuffer versetzt, fiir 2 min bei 100°C
gekocht und bei -20°C gelagert. Dann wurden je 40@orgeklartem Lysat (entspricht 250 pg Gesamgindt
100 pl Zellkulturiberstand des jeweiligen Klons eggben und fur 2 h bei 4°C inkubiert. AnschlieRendden
jeweils 40 pl 50%iger Protein A- bzw. Protein G-Bamse-Beads in Brij-Puffer hinzugegeben. Nachreine
Inkubation von 1 h wurden die Beads-Antikorper-BimtKomplexe abzentrifugiert. Jeweils 25 pl des
Uberstandes (U) wurden mit SDS-Probenpuffer vetséiz 2 min bei 100°C gekocht und bei -20°C getage
Nach Entfernen des restlichen Uberstandes wurdeBetds (B) mehrfach gewaschen, anschlieRend jind 30
SDS-Probenpuffer resuspendiert und fir 2min bei°C0fekocht. Jeweils die Halfte der Prob@nput I,
Uberstand U und Beads B)wurden auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel getadias anschlieRend auf
eine PVDF-Membran geblottet wurde. Danach wurdeRAi®F-Membran fir 2 h mit anti-LMX1B Antiserum
BMO8 (1:2.000) inkubiert. Die Banden-Detektion dgte durch Verwendung eines HRP-gekoppelten
Sekundarantikdrpers. Der blaue Pfeilkopf zeigt @ande fur LMX1B. Die Pfeile markieren jeweils
unspezifische Banden.

D. Immunzytochemie

In Erganzung zu den bisher durchgefuhrten Versusbéten die generierten Antikorper auch
mittels Immunzytochemie getestet werden. Die dudib Klone 193-16 und 193-67
sezernierten Antikorper, die ja bereits die bedEgebnisse in der Immunprazipitation
erbracht hatten, wurden auch fiir die Durchfihrungrdmmunzytochemie ausgewahilt.
Hierzu wurden COS-7-Zellen auf Deckglaschen ausgasd transient mit p3M/hLMX1B
complete transfiziert. Als Negativkontrolle wurdenicht-transfizierte COS-7-Zellen
verwendet. 48 Stunden nach der Transfektion wunienZellen zunachst gewaschen und
dann fixiert. Da je nach Fixierungsprotokoll die gamglichkeit der von den Antik6rpern
erkannten Epitope unterschiedlich sein kann, wurzeai unterschiedliche Protokolle mit

Bouin bzw. 4% Paraformaldehyd als Fixans verwendetztendlich ergaben sich aber fir
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beide Fixierungsprotokolle identische Resultateshvadb in Abbildung 28 (Antikdrper 193-
16) und Abbildung 29 (Antikérper 193-67) nur diersieche mit Bouin-Fixation dargestellt

sind.

Als Positivkontrolle diente Zellkulturiberstand ddgbridomzellklons 9E10, der in einer in
der Arbeitsgruppe ublichenVerdinnung von 1:2 vede¢nwurde. Ausgehend von dieser
Verdinnung wurde fur die generierten Antikbrper Bareich von 1:2 bis 1:100 getestet. Fur
jedes Deckglaschen wurde des Weiteren eine Kewrn@rimit Hoechst-Lésung durchgefiihrt
(Daten nicht gezeigt), wodurch die Zellkerne (LMX18& als Transkriptionsfaktor nukle&r
lokalisiert) eindeutig lokalisiert und die Farbudgrch 193-16 bzw. 193-67 verifiziert werden

konnte.

Aus Abbildung 28 und Abbildung 29 ist ersichtlictass beide getesteten Antikorper Gber den
gesamten Verdunnungsbereich zu einer deutlichemf&dung flihren. Wéahrend das
spezifische Signal bei steigenden Verdinnungennmaimal abnimmt, ist ein deutlicher
Ruckgang des Hintergrundsignals (siehe nicht-traieste Zellen) zu verzeichnen. Daher
erscheint sowohl fur 193-16 als auch fur 193-6& &fierdinnung von 1:100 als am besten
geeignet.
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p3M/hLMX1B nicht transfiziert
complete

193-16

9E10

Abbildung 28: Immunzytochemie mit Zellkulturiiberstand von Klon 193-16.Transient transfizierte COS-7-
Zellen wurden 48 h nach der Transfektion in Boukieft und mit 0,2% Triton X-100 permeabilisiertaBach
erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen Zellkudiiberstdnden (193-16 in verschiedenen Verdinnubhgen
9E10). Die Detektion der Primérantikorper erfolgber Cy3-gekoppelte Sekundéarantikdrper. Die ZeNarden
an einem Fluoreszenzmikroskop Axioskop 20 mit eP@liaroid DMC 2-Kamera photographiert (x40).
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p3M/hLMX1B nicht transfiziert
complete

193-67

9E10

Abbildung 29: Immunzytochemie mit Zellkulturiiberstand von Klon 193-67.Transient transfizierte COS-7-
Zellen wurden 48 h nach der Transfektion in Boukieft und mit 0,2% Triton X-100 permeabilisiertaBach
erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen Zellkudiiberstdnden (193-67 in verschiedenen Verdinnubhgen
9E10). Die Detektion der Primérantikorper erfolgber Cy3-gekoppelte Sekundéarantikdrper. Die ZeNarden
an einem Fluoreszenzmikroskop Axioskop 20 mit eP@liaroid DMC 2-Kamera photographiert (x40).
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3.4 Detektion von endogenem LMX1B-Protein und Charaktéasierung von LMX1B-

Interaktionspartnern in Podozyten mit Hilfe der hergestellten monoklonalen

Antikoérper

Mit den vorliegenden monoklonalen Antikérpern wurdéeistungsfahige Werkzeuge
geschaffen, um LMX1B mit Hilfe verschiedenster \&mfen zu detektieren. Da ihre
Sensitivitat in einigen Verfahren deutlich Gber deer bisher in der Arbeitsgruppe
verwendeten Antikdrper liegt (siehe 3.3.2B und B3, erscheint es lohnenswert, mit Hilfe
der neuen Antikérper Verfahren zu etablieren, undogen produziertes LMX1B zu
detektieren. So kénnte die Rolle von LMX1B — in &mgung zu den bisher verwendeten
Systemen, in denen LMX1B uberexprimiert wurde —einem physiologischeren Kontext

untersucht werden.

3.4.1 Detektion von endogenem Lmx1b in Zelllysat aus munien Podozytenzellen
(mPCL) mittels Western-Blot

LMX1B wird renal spezifisch in den Podozyten exparh Daher wurde zunéchst versucht,
Lmx1b in Zelllysat muriner Podozytenzellen (Schiwetkal., 2004) zu detektieren. Hierzu
wurden die murinen Podozytenzellen unter permissiB&edingungen Kkultiviert. Bei
Erreichen vollstandiger Konfluenz wurden die Zellgrerntet und sowohl Vollzelllysat als
auch nukleares Extrakt und als Negativkontroll@ggtisches Extrakt gewonnen. In Western-
Blot-Analysen mit Hilfe der Zellkulturiberstande rvdlon 193-16 bzw. 193-67 bzw. mit
anti-LMX1B-Antiserum BMOS8 wurden bis zu 100 pug \Vaelllysat bzw. nukleares Extrakt
eingesetzt. Selbst nach Optimierung konnte Lmxldrdihgs nicht detektiert werden (Daten
nicht gezeigt). Parallel dazu wurden Western-Bbgpétimente mit kommerziell erhaltlichen
Antikorpern gegen die LMX1B-Interaktionspartner LDEMarini et al., 2003) und E47
(Johnson et al., 1997) durchgefuhrt, die ebenfaliskeinem positiven Ergebnis fihrten

(Daten nicht gezeigt).
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A. Aufreinigung von Zellkulturiiberstand von Klon 193-fiittels Protein A-Sepharose-

Séaulen

Da die generierten monoklonalen Antikérper nur arrr von Zellkulturiberstand vorlagen,
welcher im Vergleich zu Serum oder kommerziell ugldaren Antikdrpern nur sehr geringe
Konzentrationen an Antikdrper beinhaltet (Harlow.&ne, 1988), wurde beschlossen, den im
Western-Blot starksten, (siehe 3.3.2B) von Hybrideltklon 193-67 sezernierten Antikdrper
mittels Protein  A-Sepharose-Saulen aufzureinigen. er D Proteingehalt  des
Zellkulturiberstandes von Klon 193-67 betrug vor frAinigung 5,5 pg/ml. Eine
vergleichende Messung von Zellkulturiiberstand dgbridomzellklons 9E10 (Evan et al.,
1985) erbrachte einen Wert von 5,6 pg/ml, was zelgss der im Rahmen dieser Arbeit
generierte Klon 193-67 im Vergleich zu in anderenbelisgruppen hergestellten

Hybridomzellklonen eine @&hnliche Menge an Antik@rpproduziert.

Bei der Durchfiihrung der Aufreinigung wurden 100Zellkulturtiberstand und 1 ml Protein
A-Sepharose-Beads (verteilt auf 2 50 ml-R6hrchertginander fur 2 h bei 4°C auf dem
Rotationsschiittler inkubiert und anschlie3end @né &aule geladen. Der Durchfluss wurde
fur spatere Analysen aufgefangen. Nach einigen Weasritten erfolgte die fraktionsweise
Elution mit jeweils 500 pl Glycin pH 3,0, wobei zypii-Ausgleich jeder Fraktion 50 pl 1 M
Tris pH 8,0 zugegeben wurden. Der ProteingehaltFaaektionen wurde mittels Bradford-
Assay bestimmt. Zuséatzlich erfolgte eine WesterotBlnalyse mit Quantifizierung der
Bandengrofe und —intensitat mittels ImageQuant €dMdar Dynamics) (Daten nicht
gezeigt). Hierbei wurde festgestellt, dass ca. 6@ Antikrper an das Saulenmaterial
gebunden haben, wahrend sich ca. 40% ungenutzunchBuss fanden. Die Eluatsfraktionen
1 bis 3 wiesen die hdchsten Proteinkonzentratiengrund wurden daher zusammengefasst;
es ergab sich eine Antikérperkonzentration von Od&pul, was im Vergleich zu
Zellkulturiberstand eine 32-fache Anreicherung Aetikorper bedeutet. Mit Hilfe dieser
aufgereinigten  Antikorperlosung wurden Western-Bloalysen angestellt, wobei
Verdinnungen im Bereich von 1:50 bis 1:1.000 getastirden. Hierbei gelang es selbst bei
der hoéchsten Verdiinnung mihelos LMX1B in 10 pg x&lllysat aus mit p3M/hLMX1B
complete transfizierten COS-7-Zellen nachzuweisendogenes Lmxlb aus 100 pg
Vollzelllysat muriner Podozytenzellen entzog sidterdings der Detektion (Daten nicht

gezeigt).
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Parallel dazu wurden Western-Blots mit Hilfe des tikgrpers BMN8 im selben
Verdunnungsbereich durchgefiihrt. Bei BMN8 handett sich um mit Hilfe des
Proteinprodukts aus pET21b/hLMX1B 22-116 affinigtfgereinigtes anti-LMX1B
Antiserum. Endogenes Lmx1b aus 100 pg Vollzelllysatriner Podozytenzellen konnte

allerdings ebenfalls nicht nachgewiesen werdendiatcht gezeigt).

3.4.2 Detektion von endogenem Lmx1b in Zelllysat aus munien Podozytenzellen

(mPCL) mittels Immunprézipitation

Da der Nachweis von endogenem Lmx1b im Western-Btil auf Grund der zu geringen
Proteinmengen misslungen war, musste die Stratggeechselt werden. Bei einer
Immunpréazipitation kénnen sehr grol3e Mengen anlyZell eingesetzt werden, was es
ermoglicht selbst Proteine mit geringer Expressiateszu prazipitieren. Daher wurde diese

Methode als nachste eingesetzt.

Die ersten Versuche erbrachten jedoch negative IReésuweshalb das bisher verwendete
Protokoll (siehe 2.2.5E Methode A) modifiziert wendmusste. Im Unterschied zu Methode
A wurden hierbei bereits vor der Immunprazipitatthe monoklonalen Antikorper an Protein
G gekoppelt. Pro Immunprazipitation wurden bis zun8 Zellkulturiberstand von
Hybridomzellen mit demselben Volumen an IP-Puffed 0 pl 50%iger Beads-Suspension
gemischt und tber Nacht bei 4°C auf dem Rotatidnigler inkubiert. Durch ein derartiges
Absattigen der Beads mit Antikdrpern stehen deutlimehr Antikérper fir die
Immunprazipitation zur Verfigung. Der Erfolg diesésrfahrens wurde mittels Western-
Blot-Analyse uberpruft. Zellkulturiberstand-IP-RarHGemisch wurde vor und nach
Inkubation mit den Beads abgenommen, auf ein 10%-SBl geladen und nach
Elektrophorese auf eine PVDF-Membran transferigie. schweren und leichten Ketten der
enthaltenen Antikdrper wurden mit Hilfe eines HREkgppelten anti-Maus-1gG-Antikorpers
sichtbar gemacht. Hierbei zeigte sich, dass sbkidtinsatz von 5 ml Zellkulturiiberstand pro
IP nahezu alle Antikorper an die Beads binden (Daieht gezeigt). Nach erfolgter Bindung
wurden die Beads-Antikérper-Komplexe grundlich nitPuffer gewaschen, wodurch alles
Zellkulturmedium, das eventuell wahrend der eigelnéin IP einen interferierenden Einfluss

haben konnte, entfernt wurde, was einen weiteratelY@egentber Methode A darstellt. Als
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Negativkontrolle wurde statt Zellkulturiberstand N\RPL640/10%FCS verwendet, mit dem

vollkommen identisch verfahren wurde.

Es wurden die Antikdrper 193-16, 193-67 und auch @BMbzw. Kombinationen der
monoklonalen Antikdrper getestet, wobei sich 193B7am besten geeignet erwies.
Abbildung 30 zeigt, dass mit Hilfe dieser OptimieggmalRnahmen Lmx1b tatsachlich mit
Hilfe des monoklonalen Antikorpers 193-67 in Vollgsat aus murinen Podozytenzellen
prazipitiert werden konnte. Der Nachweis von Lmxfrb Western-Blot erfolgte mit anti-
LMX1B Antiserum BMOS8, das aus Kaninchen gewonnenrdeu Hierdurch wurde
verhindert, dass der Sekundarantikorper im Wedboh- ebenfalls die fur die
Immunpréazipitation verwendeten monoklonalen Antdeéir (gewonnen aus der Maus)

erkennt, was zu einer maskierenden Bande im Bewsiglta. 50 kDa filhren wirde.

— 1P
|  AK Med
62 —
47,5 = — < Lmxlb
325 — ;
25 — . e —

Abbildung 30: Immunprazipitation von endogenem Lmx®b aus murinen Podozytenzellen (mPCL)4 ml
Zellkulturiberstand des Hybridomzellklons 193-67ra@n mit 4ml Brij-Puffer und 50 pl 50%iger ProteB:
Sepharose-Suspension Uber Nacht inkubiert. Als tidmgetrolle wurden 4 ml RPMI 1640/10% FCS
verwendet, mit denen genauso verfahren wurde. Macitrifugation der Beads und mehreren Waschschritte
wurden pro IP 2 mg Vollzelllysat aus murinen Poderyellen zugegeben. Das Vollzelllysat war zuvar 100

ul 50%iger Protein G-Sepharose-Suspension fiir ¥dngeklart® worden (ein Teil des vorgeklarten Lysat
wurde als Input mit SDS-Probenpuffer versetzt, gbkaind bei -20°C gelagert). Es erfolgte eine Iratidn von

4 h bei 4°C auf dem Rotationsschittler. Danach wewrddie Protein-Antikrper-Beads-Komplexe
abzentrifugiert, mehrfach grundlich mit IP-Puffeevgaschen, in 2x SDS-Probenpuffer resuspendiert und
gekocht. Fur die Western-Blot-Analyse wurde jewelis Hélfte der ProbenAK = Immunprazipitation mit
monoklonalen Antikérper 193-6RMed= Immunpréazipitation mit RPMI 1640/10% FCS) und &utich 100 pg
Input (1) auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel gelades, ateschliel3end auf eine PVDF-Membran geblottet
wurde. Danach wurde die PYDF-Membran fir 2 h mit-aBMX1B Antiserum BMOS8 (1:2.000) inkubiert. Die
Banden-Detektion erfolgte durch Verwendung eine®Hfekoppelten Sekundarantikdrpers. Der blaue Pfgilk
markiert die fir Lmx1b spezifische Bande, der Pé&#ile unspezifische durch Protein G-Sepharose sachte
Bande.
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3.4.3 Interaktion von LMX1B und LDB1

Nachdem eine Methode zur Detektion von endogenemlbnetabliert worden war, konnte
diese Methode ebenfalls daflr benutzt werden, dktemspartner von LMX1B in einem
physiologischen Kontext zu charakterisieren. LDBtell® hierfir einen geeigneten
Kandidaten dar, da die Interaktion zwischen LMX1BduLDB1 bereits in der eigenen
Arbeitsgruppe durch ein Yeast-two-hybrid-screenfpgrsonliche Mitteilung von Prof. Dr.
Ralph Witzgall) sowie durch andere Arbeitsgrupp@gulnick et al., 1996; Jurata & Gill,
1997; Marini et al., 2003) gezeigt worden war. OdX1B und LDB1 allerdings auch in

Podozyten interagieren, war bis dato unklar.

A. Murine Podozytenzelllinie (mPCL)

Da die Immunprazipitation von Lmx1b aus murinen &ydenzellen (siehe 3.4.2) bereits
etabliert war, musste nur eine zusatzliche Weddoh-Analyse mit Hilfe des anti-LDB1-
Antikdrpes CLIM-2 (N-18) durchgefuihrt werden, um Kkléren, ob Ldbl gemeinsam mit
Lmx1b co-immunprazipitiert wird. Hierbei konnteextiings Ldbl1 nicht sicher nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Eine Immunprazimtatmit Hilfe des Antikorpers CLIM-2
(N-18) und ein anschlieRender Western-Blot mit gegen LMX1B gerichteten Antikérpern
BMOS8 bzw. 193-67 erbrachte ebenfalls keinen siagh&achweis einer Interaktion zwischen
Lmx1b und Ldbl in murinen Podozyten (Daten niclzeygt).

Diese negativen Resultate waren wohl am wahrsablestén auf die nur &ul3erst geringen
Expressionsraten beider Proteine in murinen PodazyWmPCL) zurtckzufihren. Als
alternatives System bot sich die Praparation vam@tuli aus murinen Nieren an. Da es sich
bei Podozyten um eine der drei das Glomerulus aefiiden Zellarten handelt, wirde es die
Praparation von murinen Glomeruli ermdoglichen, meiner stark angereicherten
Podozytenpopulation zu arbeiten, die im Vergleicin enmortalisierten Zelllinie (mPCL)
nicht degeneriert ist. Quantitative PCR-Analyseiitdmazudem gezeigt, dass hier sowohl
Lmx1b als auch Ldbl in erheblich héherem MalRRe (ddach hodher) exprimiert werden
(personliche Mitteilung von PD Dr. Anne Rascle 8ueiman et al., 2007).
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B. Transient transfizierte COS-7-Zellen

Bevor allerdings eine Co-Immunprézipitation mit Bysmuriner Glomeruli durchgefihrt
wurde, sollte die Methodik mit Hilfe eines Systenrs,dem beide Proteine Uberexprimiert
werden, optimiert werden. Insbesondere sollte mbalienes anti-LDB1 Antiserum 4508
(Jurata et al., 1996) getestet werden.

Hierzu wurden COS-7-Zellen mit dem Konstrukt p3M¥X1B complete oder p3M/mLdbl
bzw. mit beiden Konstrukten transient transfizid@. Stunden nach der Transfektion wurden
die Zellen geerntet und mit Brij-Puffer lysiert. dDimmunprazipitation wurde mit Hilfe des
monoklonalen Antikorpers 193-67 analog zu dem bemiablierten Protokoll durchgefihrt,
wobei die Menge an verwendetem Zellkulturiberstanfl 1 ml pro Immunprézipitation
reduziert wurde. Fur die anschlieRende Western-Biatlyse wurden die Antikorper BMOS8
und CLIM-2 (N-18) bzw. anti-LDB1 Antiserum 4508 gesetzt.

Abbildung 31 zeigt, dass bei den mit p3SM/hLMX1B qaete transfizierten COS-7-Zellen
und bei den mit p3M/hLMX1B complete und p3M/mLdbd-tcansfizierten Zellen LMX1B
sowohl im Input (10 pug ,vorgeklartes” Zelllysat)sahuch im prazipitierten Komplex (Spur
AK) nachweisbar ist. Betrachtet man nun den anb4d:-8lot, so ist ersichtlich, dass Ldbl
ebenfalls bei den mit p3M/hLMX1B complete und p3Ntlbi co-transfizierten Zellen in der
Spur AK detektiert wird. Somit wurde durch die Immpu&zipitation mit anti-LMX1B-
Antikdrpern Ldbl co-immunpréazipitiert, was die Irdktion beider Proteine belegt. Dieses
Experiment wurde mehrfach durchgefiihrt, wobei \atofflend die beiden oben genanten anti-
LDB1-Antikorper eingesetzt wurden. Es zeigte sidhss das anti-LDB1 Antiserum 4508
Ldbl deutlich sensitiver und spezifischer nachwailssder Antikbrper CLIM-2 (N-18) (Daten
nur fur anti-LDB1 Antiserum 4508 gezeigt, siehe Addlong 31).
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Abbildung 31: Co-Immunprézipitation von LMX1B und L dbl. COS-7-Zellen wurden mit dem Konstrukt
p3M/hLMX1B complete (links) oder p3M/mLdbl (Mittehzw. mit beiden Konstrukten (rechts) transient
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurdenzfidlen mit Brij-Puffer lysiert. Pro IP-Ansatz wiwedeweils 1

ml Zellkulturiiberstand des Hybridomzellklons 193-Giit 1 ml Brij-Puffer und 50 ul 50%iger Protein G-
Sepharose-Suspension tber Nacht inkubiert. Als tNégatrolle wurde 1 ml RPMI 1640/10% FCS verwendet
mit dem genauso verfahren wurde. Nach Zentrifugatier Beads und mehreren Waschschritten wurdeiPpro
300 pg des jeweiligen Vollzelllysats zugegeben, ziasr mit 30 pl 50%iger Protein G-Sepharose-Susipen
fur 1 h ,vorgeklart* worden war (ein Teil des vokdirten Lysats wurde als Input mit SDS-Probenpuffer
versetzt, gekocht und bei -20°C gelagert). Es gioleine Inkubation von 4 h bei 4°C auf dem
Rotationsschuttler. Danach wurden die Protein-Anfiler-Beads-Komplexe abzentrifugiert, mehrfach dhiéh

mit Brij-Puffer gewaschen, mit 40 pl 2x SDS-Probeffigx resuspendiert und gekocht. Fur die Westewnt-Bl
Analyse wurden jeweils 20 ul der ProbekK(= Immunprazipitation mit monoklonalen Antikérper 387;
Med= Immunprazipitation mit RPMI 1640/10% FCS) und &uatich 10 ug Inputl auf ein 10%iges SDS-
Polyacrylamid-Gel geladen, das anschlieBend awd BMDF-Membran geblottet wurde. Danach wurden die
PVDF-Membranen fir 2 h mit anti-LMX1B Antiserum BMO(1:2.000) bzw. anti-LDB1 Antiserum 4508
(1:4.000) inkubiert. Die Banden-Detektion erfolgterch Verwendung HRP-gekoppelter Sekundarantikdrper
Der Pfeilkopf markiert die fur LMX1b bzw. Ldb1 spfizche Bande, der Pfeil eine unspezifische durnaftdn
G-Sepharose verursachte Bande.

C. Gomeruli aus der Maus

Die Co-Immunpréazipitation in transient transfizeert COS-7-Zellen hatte gezeigt, dass
LMX1B und Ldbl tatsachlich interagieren; zudem ve¢ Methode nochmals optimiert
worden. Nun konnte also zu einem physiologischeste®y zurickgekehrt werden.



Ergebnisse 130

Hierzu wurden zwei Praparationen von murinen Glatherus insgesamt 12 erwachsenen
C57BL/6-Mausen durchgefihrt, wobei Glomeruli, Tulurid restliches Nierenrindengewebe
durch Gewebesiebe verschiedener Porengro3e (635upmi738 pm) voneinander getrennt
wurden. Die Qualitdt bzw. der Reinheitsgrad wurtlehtmikroskopisch bestimmt. Hierbei

zeigte sich leider, dass bei beiden Préparatiorsfmem den erwinschten Glomeruli ein
erheblicher Teil an Tubuli bzw. nicht n&her bestipamen Zellen und Zellverbanden enthalten
waren. Ein zweites Problem stellte die mangelndeteifrausbeute dar. Die Lyse der
Glomeruli-Pellets mit Brij-Puffer erbrachte nur @0 pg Gesamtprotein pro Maus, was
bedeutete, dass in der anschlieRend durchgeful@teimmunprazipitation nur 0,5 mg

Protein pro IP-Ansatz eingesetzt werden konntenddn Western-Blot-Analyse konnten

weder Lmx1b noch Ldbl sicher im prazipitierten Kdexpnachgewiesen werden (Daten

nicht gezeigt).

D. Glomeruli aus der Ratte

Die Co-Immunprazipitation von Lmx1lb und Ldbl aus rmen Glomeruli war am
wahrscheinlichsten auf Grund der mangelnde ReinimgitProteinausbeute der Praparationen
gescheitert. Da aber quantitative PCR-Analysen igefatten, dass in murinen Glomeruli
Lmx1b und Ldbl ca. 10-fach hoher exprimiert werdds in immortalisierten, murinen
Podozytenzellen (mPCL) (persotnliche Mitteilung vBBD Dr. Anne Rascle), erschien es
lohnenswert, weiter an der Praparation von Glomemu arbeiten. Auf Grund der
beschrankten Optimierungsmoglichkeiten bei der &mwdtpn muriner Glomeruli wurde
beschlossen, die Spezies zu wechseln, d.h. eipaftédn von Glomeruli aus Wistar-Ratten
vorzunehmen. Dies war moglich, da sich die fur Biadung der jeweiligen Antikorper
notwendigen Aminosaurebereiche von LMX1B/Lmx1b wigB1/Ldbl zwischen Mensch,

Maus und Ratte nicht unterschieden.

Im Gegensatz zur Praparation muriner Glomeruli waordlierbei Gewebesiebe mit anderen
PorengroRen (106 pum/180 pum/75 pm) verwendet. Edemurzwei Praparationen aus
insgesamt 10 mannlichen Wistar-Ratten vorgenommnigei. der lichtmikroskopischen

Kontrolle der Qualitdt der Praparationen zeigtehsicass erfreulicherweise nahezu
ausschlief3lich Glomeruli enthalten waren (Datermingezeigt). Die gewonnenen Glomeruli
wurden in Brij-Puffer lysiert, wobei die Menge am$amtprotein bei ca. 2 mg pro Ratte lag.



Ergebnisse 131

Grinde fur die im Vergleich zur Praparation murin@omeruli stark gesteigerte

Proteinausbeute kdonnten zum einen in der GroRéNekgen der einzelnen Spezies und der
Effizienz des Praparationsverfahrens liegen; zudesn wurde aber auch das Lyseverfahren
verbessert, indem das Lysat zusatzlich mit HilfeeeiNadel in eine 1 ml-Spritze aufgezogen

und mehrfach zwischen Spritze und Reagiergefalumd-herbewegt wurde.

Die hohe Qualitat und Proteinmenge der GlomerupBrationen lieferten ideale
Ausgangsbedingungen fir die Durchfihrung einer @oxinprazipitation. Diese erfolgte
nach dem bereits etablierten Protokoll mit Hilfes deonoklonalen Antikdrpers 193-67, wobei
2,5 mg Gesamtprotein pro IP-Ansatz eingesetzt wurd@a bei der Verwendung hdherer
Proteinmengen das Auftreten unspezifischer Intemakh wahrscheinlicher wird, wurde
neben der bereits bekannten Negativkontrolle (IBadn mit RPMI 1640/10% FCS und
Lysat) eine weitere durchgefiihrt: monoklonaler Rotper 193-67 plus Brij-Puffer (kein
Lysat).

Die anschlieBend durchgefuhrte Western-Blot-Analgsehe Abbildung 32) zeigte, dass im
durch 193-67 prazipitierten Komplex endogenes Lmxidrhgewiesen werden konnte.
Uberdies wurde Ldbl durch den anti-LMX1B-Antikorpe®3-67 co-immunprazipiert, was
die Interaktion von endogenem Lmx1b und Ldbl indzgten belegt.
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Abbildung 32: Co-Immunprazipitation von Lmx1b und L dbl. Mit Hilfe von Gewebesieben (PorengréRe 106
um/180 um/75 um) wurden Glomeruli aus Nieren vommiiéhen Wistar-Ratten prapariert. AnschlieRend
erfolgte eine Lyse in Brij-Puffer, wobei mittelsner 1 ml-Spritze mit aufgesetzter 22G-Nadel zugitz|
Scherkréafte auf die Zellen ausgeilibt wurden. Prd&nBatz wurden jeweils 1 ml Zellkulturiiberstand des
Hybridomzellklons 193-67 bzw. 1 ml RPMI 1640/10%%@&it 1 ml Brij-Puffer und 50 pul 50%iger Protein G-
Sepharose-Suspension Uber Nacht inkubiert. NachriZgyation der Beads und mehreren Waschschritten
wurden pro IP ca. 2,5 mg des Glomeruli-Lysats zebeg, das zuvor mit 200 pl 50%iger Protein G-Seyswar
Suspension fur 1 h ,vorgeklart® worden war. Es kgt eine Inkubation von 5 h bei 4°C auf dem
Rotationsschuttler. Danach wurden die Protein-Ainfiler-Beads-Komplexe abzentrifugiert, mehrfach dhiéh

mit Brij-Puffer gewaschen, mit 40 pl 2x SDS-Probeffigx resuspendiert und gekocht. Fur die Westent-Bl
Analyse wurden jeweils 20 pul der Proben auf ein itf@% SDS-Polyacrylamid-Gel geladen, das anschlgRen
auf eine PVDF-Membran geblottet wurde. Danach wurdee PVDF-Membranen fir 2 h mit anti-LMX1B
Antiserum BMOS8 (1:2.000) bzw. anti-LDB1 Antiserunb0B (1:4.000) inkubiert. Die Banden-Detektion
erfolgte durch Verwendung HRP-gekoppelter Sekundéé@per. Der Pfeilkopf markiert die fir Lmx1b bzw
Ldbl spezifische Bande, der Pfeil eine unspeziésiirch Protein G-Sepharose verursachte Bande.
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4. Diskussion

Beim Nagel-Patella-Syndrom (NPS) handelt es sichaime seltene autosomal dominant
vererbte Erkrankung, die weltweit mit einer Inzideson 1 auf 50000 Lebendgeburten auftritt
und nach ihren hervorstechendsten Merkmalen, &igpo- bzw. Dysplasie der Finger- und
seltener auch Zehennéageln gemeinsam mit hypopdastisbzw. fehlenden Kniescheiben,
benannt ist (Bongers et al., 2002). Es treten zudsmnigfaltige, weitere Anormalitaten
anderer Organsysteme auf. Prognosebestimmend fiB-PdHenten ist die mogliche
Beteiligung der Nieren, wie sie bei 12 bis 55% Batienten auftritt, wobei es in bis zu 15%
der Falle sogar zur terminalen Niereninsuffizienamknt (Sweeney et al., 2003). Als
morphologisches Korrelat der Erkrankung konnterrasttukturelle Veradnderungen des
Glomerulus gefunden werden. Sie beinhalten eineguldr verdickte glomerulare
Basalmembran mit fribrillaren Einschliissen und ab#dlten Arealen, die ,mottenfral3artig*
erscheinen (Ben Bassat et al., 1971; Del Pozo &)14p70). Zusatzlich konnte ein Verlust
podozytarer Ful3fortsatze beobachtet werden (Cheln, 4998).

Obwohl NPS eine der ersten Erbkrankheiten wardbeieine genetische Kopplung etabliert
werden konnte, wurden erst Jahrzehnte spéter Bhstationen ded MX1B-Gens in NPS-
Patienten gefunden (Dreyer et al., 1998; Mcintoshale 1998). Aktuell sind Gber 130
verschiedene Mutationen bekannt (Dunston et aQ4R0

Bei LMX1B handelt es sich um ein Mitglied der Familder LIM-Homdodoméne-
Transkriptionsfaktoren, die in Vertebraten eine damentale Rolle fir die Formation
dorsoventraler Muster und die Morphogenese dereNvedihrend der Entwicklung spielen
(Bongers et al., 2002). Das Protein besitztNtminal zwei proteinbindende LIM-Doméanen
und darauf folgend eine DNA-bindende Homéodomamges€ OOH-terminal eine glutamin-
und serinreiche mutmalliche Transaktivierungsdon{@uwnston et al., 2004). Da murines
Lmx1b auf Aminosaureebene nahezu identisch mit memalLMX1B ist (Dreyer et al.,
1998), wurden zur genaueren Funktionsanalysexl1bKnockout-Mause generiert, deren
Phanotyp dem von NPS-Patienten sehr &hnelte. E#@rdabnd ist aber zu sagen, dass
Lmx1B"-Mause keinerlei Symptome zeigen, wéhrend hingegBS autosomal dominant
vererbt wird (Chen et al., 1998).

Der genaue Wirkmechanismus von LMX1B bleibt allegdi weiterhin unklar. Zum einen gilt
es die Wechselwirkung des Transkriptionsfaktors LINBX mit Co-Faktoren néher zu
beleuchten, wobei mit LDB1 (Marini et al., 2003)du&47, einem Produkt dds2A-Gens
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(Johnson et al., 1997) bereits zwei potentiellerbiktionspartner beschrieben sind; zum
anderen stellt sich weiterhin die Frage nach deig&nen von LMX1B. Zu diesem Thema
sind die aktuellen Daten widerspruchlich. So wurde Lmx1bBKnockout-Mausen ein
alteriertes Genexpressionsprofil in Podozyten gédnnPodocin (Miner et al., 2002; Rohr et
al., 2002) und die3- undo4-Ketten von Kollagen IV (Morello et al., 2001) vearnicht mehr
nachweisbar], was dadurch erklart wurde, dass LM4hRine AT-reiche Sequenz im ersten
Intron desCOL4A4Gens (Morello et al., 2001) und auch in der Pramegion vonNPHS2
(Miner et al., 2002; Rohr et al., 2002) bindet. R@Egentber konnten Podocin und di&
und a4-Ketten von Kollagen IV in Nierenbiopsien von NP&tienten immunhistochemisch
detektiert werden (Heidet et al., 2003).

Aus diesen Diskrepanzen ist ersichtlich, dass dirage und u.U. Promoter-spezifische
Beantwortung der sich stellenden Fragen unbediegt Binsatz biochemischer Methoden
(z.B. der Co-Immunprazipitation oder Chromatin-lmmprézipitation) erfordert, woflr
wiederum leistungsfahige Antikbrper gegen LMX1B eimverzichtbares Werkzeug

darstellen.

4.1 Herstellung von Antikdrpern gegen LMX1B

4.1.1 Polyklonal versus monoklonal

Bei der Herstellung von Antikdrpern lassen sich wiel.4 dargestellt grundsatzlich zwei
Techniken unterscheiden: polyklonal versus monaKlowobei zu Beginn der vorliegenden
Arbeit eine Entscheidung fir eine der beiden Tdamigetroffen werden musste. In der
Arbeitsgruppe war bereits ein polyklonaler Antikérmegen LMX1B (BMOS8) vorhanden,
welcher durch die Immunisierung von Kaninchen rsttekombinant hergestelltem LMX1B
(Aminosaure 31 bis 395) generiert worden war. DiedRBktion eines polyklonalen
Antikorpers ist technisch einfach und kostengunstag aber auch gewisse Nachteile: so sind
zumeist nur ca. 10% der enthaltenen Antikérper getges gewtinschte Immunogen gerichtet
(Harlow & Lane, 1988), durch die restlichen 90%s#giten zumeist selbst nach Aufreinigung
unerwiinschte Interaktionen. Uberdies ist ein palgkler Antikorper nur in endlicher
Quantitat verfugbar, was die Reproduzierbarkeit #ogebnissen einschrankt. Neben diesen
allgemeingultigen Nachteilen von polyklonalen Agtigern, lagen aber noch weitere Grinde
vor, zusatzlich einen monoklonalen Antikérper zmgygeren: Das Antiserum BMOS8 wurde
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mit Hilfe eines Peptides hergestellt, das den Amsdinimen 31 bis 395 von LMX1B entspricht
und damit auch die konservierten LIM-Domanen urel ldomoodomane enthalt. Hierdurch
konnen zum einen unerwiinschte Kreuzreaktionen mide@n LIM-Homoéodomane-
Proteinen entstehen, zum anderen besteht die Gefabs in Interaktionsstudien mdgliche
Co-Faktoren von LMX1B mit den Antikérpern um Bindysstellen konkurrieren mussen.
Betrachtet man die Co-Immunprazipitation als einer dyeplanten Techniken, um
Interaktionsstudien durchzufithren, so sind zudemitevee Uberlegungen anzustellen:
Gebraucht man bei dieser Methode fir die Immunpraion und den nachfolgenden
Western Blot denselben Antikdrper bzw. Antikorpersklben Species, werden durch den
Sekundarantikdrper im Western-Blot die leichten sntweren Ketten des Antikorpers, der
fur die Immunprazipitation benutzt wurde, detektiend die Banden anderer Proteine eines
ahnlichen Molekulargewichts werden maskiert. FurXIB ist es also auf Grund seines
Molekulargewichtes von ca. 44,1 kDa [Isoform mit53@minosauren; zum Vergleich
Molekulargewicht der schweren Kette eines Antikdspea. 50 kDa (Janeway et al., 2009)]
eine absolute Notwendigkeit Antikérper unterschdir Species wie z.B. Maus und
Kaninchen fir Immunprazipitation und Western Blotverwenden.

Aus diesen allgemeinen bzw. LMX1B-spezifischen Udmrngen wird deutlich, dass fiir die
geplanten Applikationen die Entwicklung monoklomaléntikdrper gegen LMX1B

unumganglich ist.

4.1.2 Probleme bei der Produktion von hLMX1B (1-53) und  MX1B (322-395)

Um — wie oben bereits diskutiert — Kreuzreaktionait anderen LIM-Hom&éodomane-
Proteinen zu vermeiden, wurden die fur LMX1B-speelien Aminosaurenbereiche 1 bis 53
bzw. 322 bis 395 als Immunogene ausgewahlt ungetisende Expressionskonstrukte mit
Hilfe des Vektors pET16b (Novagen) erstellt, welchef Grund seines NHterminal der
einklonierten Peptide gelegenen His-Epitops gewadrden war, das wiederum eine
technisch einfache Aufreinigung des generierten tiéfep mittels Metallionen-
Chromatographie ermdglicht. Bei der Herstellungsdierekombinanten Peptide ergaben sich
einige Probleme.

Zunachst wurden lediglich Induktionskinetiken flETAL6b/hLMX1B (1-53) erstellt. Da bei
pET-Vektoren die Transkription des Zielgens unten#olle eines T7-Promotor erfolgt,

wurden die Expressionstamrie coliBL21 (DE3) undE. coli Rosetta (DE3) pLysS, die eine
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chromosomale Kopie der T7 RNA-Polymerase unterkdwmrtrolle eineslacUV5-Promotors
enthalten, mit dem Konstrukt transformiert. In d@roben einer initialen Kinetik konnten
nach SDS-Gel-Elektrophorese und Farbung des Gél€aumassie keine hLMX1B (1-53)
entsprechenden Banden nachgewiesen werden. Im W@&dad liel3 sich mit Hilfe eines anti-
poly-Histidin-Antikorpers ein Peptid mit His-Epitodetektieren, wobei sich die Banden
deutlich unterhalb der errechneten Molekulargewicbhe von ~ 8,1 kDa befanden.
Ursachlich hierfiir kbnnte zum einen unvollstandiganslation zum anderen Degradation des
Peptids auf Grund von Toxizitat sein, wobei insioeewe die Tatsache, dass die Banden
zunachst an Intensitat zu- und dann wieder abnahatendinweis auf Degradation gewertet
werden muss. Uberdies lieR sich eine deutlich rét®rpression des Peptids in Rosetta
(DE3) pLysS im Vergleich zu BL21 (DE3) feststelledda pLyS-Stamme zusatzlich ein
Plasmid mit einer Chloramphenicol-Resistenz engnaltdas fur T7-Lysozym, einen
naturlichen Inhibitor der T7 RNA-Polymerase, kotiemd somit die friihzeitige Expression
eines evtl. toxischen Proteins unterdrickt wirdtewstiitzt dieser Fakt ebenfalls die Theorie,
dass hLMX1B (1-53) fur die gewéhltén coli— Stamme toxisch ist.

Obwohl zum Zeitpunkt O h keinerlei Expression deegk werden konnte, wurde unter der
Annahme, dass bereits geringe Konzentrationen £dviXiiB (1-53) fur Bakterien sehr
toxisch sind, (und in Ermangelung anderer Alten@at) eine Optimierungsstrategie gewahlt,
mit Hilfe der die basale Expressionsrate weiterigigsenkt werden sollte. Erreichen
Bakterienkulturen die stationdre Phase so dienewchst Glucose und anschlie3end auch
alternative Kohlenstoffquellen wie z.B. Glyzerols aNahrung, wobei der Metabolismus
alternativer Kohlenstoffquellen zu einer intrazgdien Erhdohung des zyklischen
Adenosinmonophosphat(cAMP)-Spiegels fuhrt, wasTdanskription vomacUV5-Promotor
und konsekutiv die Expression der T7 RNA-Polymeraseuliert und somit zu einer
signifikanten Expression des Zielproteins fuhrt&man et al., 1998; Kelley et al., 1995;
Pan & Malcolm, 2000). Daher wurde LB-Medium mit 1&ucose (m:v) versetzt und
zusatzlich die Vorkultur von ,uber Nacht* auf niedStunden begrenzt.

Mit Hilfe der derart optimierten Bedingungen wurdemneut Induktionskinetiken fir
pET16b/hLMX1B (1-53) und zusatzlich auch pET16b/nKMB (322-395) erstellt.
Entsprechend der Degradationshypothese zeigterdsdntensivsten Banden und damit die
hochste Proteinmenge fur beide Peptide nach naekimkubation: 2 h bei 30°C bzw. 1 h bei
37°C (siehe Abbildung 5 und Abbildung 8).

Es erfolgte fur beide Peptide eine ProteinprodukinogréRerem Umfang. Nach Aufreinigung

mit Hilfe von Nickelsdulen und Dialyse der Peptgkgen 1x PBS zeigte sich im Gel jeweils
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eine einzelne, kontaminationsfreie Bande. Beiddieepviesen allerdings - wie schon initial
beobachtet - in der SDS-PAGE ein deutlich zu ngegriMolekulargewicht von ca. 6,5 kDa
anstatt der errechneten 8,1 kDa bzw. 10,1 kDa smfdass nicht mit Sicherheit davon
ausgegangen werden konnte, dass es sich bei ddazpden Peptiden mit His-Epitop um
hLMX1B (1-53) bzw. hLMX1B (322-395) handelte. Ohneitere Analysen verbot es sich
also ein derart aufwendiges Experiment wie die Imisiarung von Mausen zu beginnen.
Daher wurde beschlossen beide Peptide massengpektisch zu vermessen. Die Messung
(Prof. Dr. Rainer Deutzmann, Lehrstuhl Biochemidet Universitdt Regensburg) ergab fur
das Proteinprodukt von pET16b/hLMX1B (1-53) eine w&ichung von 5 Da vom
errechneten Molekulargewicht, welche nur technisaid nicht durch eine alterierte
Aminosauresequenz begrindet sein konnte (pers@nidmmunikation mit Prof. Dr. Rainer
Deutzmann, Lehrstuhl Biochemie 1 der Universitag&eburg). Fur das Proteinprodukt von
pPET16b/hLMX1B (322-395) konnte auf Grund technischBrobleme leider kein
Molekulargewicht ermittelt werden. Daher wurdendeeProteinprodukte, um letztendgultige
Sicherheit bezuglich der Aminosauren-Sequenz zangen, mittels Edman-Abbau (Edman,
1949) sequenziert, wodurch die Identitat von hLMX{B53) und hLMX1B (322-395)
erfreulicherweise zweifelsfrei belegt werden konfsiehe Abbildung 7 und Abbildung 10).
Alternativ zur durchgefihrten Massenspektrometrégten ebenfalls eine Tricin-Natrium-
duodecylsufat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese ndchagger angewendet werden kénnen,
welche das Molekulargewicht von Peptiden unterhalbh 10 kDa genauer als die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nachniaé (1970) wiedergibt (Schagger
& von Jagow, 1987).

4.1.3 Pra-Fusions-Phase: Immunisierung, Etablierung eineScreening-Methode und
Immunantwort der immunisierten Mause

Nachdem es gelungen war die beiden Peptide hLMXEB3) und hLMX1B (322-395) in
entsprechender Quantitat kontaminationsfrei zu ymimten, konnte mit der Immunisierung
von Tieren begonnen werden. Grundsatzlich hat dienunisierung zwei Funktionen;
einerseits soll es zu einer Expansion des gewugmscBtZell-Klons kommen, was die
Wahrscheinlichkeit erhoéht relevante Hybridomzeliildo zu erhalten (Goding, 1980),
andererseits soll eine Differenzierung von B-Zeliereine ,fusionierbare Form eingeleitet
werden. Hierzu gibt es Daten, dass kurzlich aktigieund konsekutiv gréf3ere B-Zellen

leichter Hybridome mit Myelomzellen bilden (Anderas& Melchers, 1978).
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Bezlglich der Ausarbeitung eines Immunisierunggaites sind eine Reihe von
Uberlegungen anzustellen: Harlow und Lane empfelilenden Fall, dass keine andere
Praferenz vorliegt, sechs Wochen alte, weiblichb®aViause zu impfen, da es bei Mausen
zum einen bei niedrigeren Antigen-Konzentrationén keei anderen Labortieren zu einer
Immunantwort kommt und zum anderen der Umgang Immém leicht und kostengtinstig ist
(Harlow & Lane, 1988). Zudem war geplant, zur Fasthe in Balb/c-Mausen entwickelte
Zelllinie X63-Ag8.653 (Kearney et al., 1979) zu b&ren, und fir die Fusion von Zellen aus
demselben Mausstamm ist eine héhere Effizienz bbieten (Goding, 1980).

Da selbst Tiere desselben, genetischen Hintergrstiadk unterschiedliche Immunreaktionen
zeigen konnen und uberdies die Gefahr besteht, @&se im Laufe der Immunisierung
sterben, wurde pro Peptid eine ausreichende Kohorsechs Mausen inokuliert. Hierzu
wurden 3 subkutane Injektionen (Hyperimmunisatiom) Abstand von drei bzw. zwei
Wochen durchgefiihrt. 5 Tage vor der Splenektomi@gte zusatzlich ein intraperitonealer
.Boost. Eine derartige Hyperimmunisierung ist zwar Vergleich zur Einmalgabe deutlich
aufwendiger, es kommt aber zur Ausbildung von Airglern mit deutlich hoherer Affinitat
gegenuber dem Antigen, wahrend die Zahl der erkesmnipitope davon unberthrt bleibt
(Harlow & Lane, 1988). Bezuglich der subkutanerektipnen bestand grundsatzlich die
Moglichkeit, sie mit oder ohne adjuvante Substartherchzuflhren, wobei fir den Gebrauch
von Adjuvantien eine stark gesteigerte Immunogén(iisbesondere fir Wasser-in-Ol-
Emulsionen) beschrieben ist (Hunter et al., 1981¢. Tatsache, dass mit Hilfe des neueren
Adjuvans ,Titermax® Classic Adjuvant” (Sigma) im kgeich zu dem in der Literatur
etablierten Freund’s Adjuvant weniger viskdse Emoulen mit bis zu 90% Wassergehalt
hergestellt werden kdnnen, was eine leichtere Halmaing fir den Anwender und bessere
Vertraglichkeit fur das Tier mit sich bringt (Prddbeschreibung ,Titermax® Classic
Adjuvant® von Sigma), fihrte zur Wahl dieser SubgtaNegen der Gefahr einer aseptischen
Peritonitis wurde bei der letzten, intraperitonadlgektion auf ein Adjuvans verzichtet.

Da die Immunogenitat der inokulierten Peptide niogikannt war und zudem mit einer stark
unterschiedlichen Immunantwort der Mause gerechvatden musste (Harlow & Lane,
1988), verbot sich die Durchfiihrung einer Fusidmevorher die Antikdrpertiter im Serum
kontrolliert zu haben. Hierzu musste ein geeignatesfahren etabliert werden, welches
ebenfalls als Screening-Verfahren nach erfolgtsidfueingesetzt werden sollte.

Eine erfolgreiche Fusion ergibt zwischen 200 un@®0®0 Hybridomzellklone, die alle zu
einem Zeitpunkt (ca. 7 bis 14 Tage nach der Fusgmtg¢stet werden missen (Harlow &

Lane, 1988). Insofern handelt es sich hierbei umre&ul3erst arbeits-intensiven Prozess, den
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Goding sogar als ,Schlussel zur erfolgreichen Hydmproduktion® bezeichnet (Goding,
1980). Das Verfahren sollte daher bereits wahredrdmunisierungsphase etabliert werden
und folgende Vorraussetzungen erfillen: Ersterigesed die Zahl der Klone in Kultur auf ein
handhabbares Mal3 reduzieren (Maximum: ca. 50 ps@R) zweitens sollten positive Klone
in einem Zeitraum kleiner 24 Stunden detektierban suind drittens sollte es als ,High-
through-put“-Verfahren auf mehrere Tausend Klomeusian anwendbar sein. Betrachtet man
dieses Anforderungsprofil, so erfillt unter allemmunologischen Testverfahren der “enzyme
linked immunosorbent assay” (ELISA) die Kriteriem desten.

Nach Etablierung eines ELISA-Testes sollte diesar kontrolle der Immunantwort der
inokulierten Tiere benutzt werden. Hierzu musst@&ohst ein geeigneter Zeitpunkt zur
Blutentnahme bei den Mausen festgelegt werden. d3ételich ist es sinnvoll Serum vor
Beginn der Immunisierung (Pré-Immunserum als Neggatitrolle) sowie ca. 7 bis 14 Tage
nach jeder Injektion zu gewinnen. Auf diese Weigerike die Kinetik der Immunantwort mit
Immunglobulinklassenwechsel von IgM-Antikdrperndriger Affinitat dber IgG-Antikdrper
mittlerer Affinitat bis hin zu hochaffinen IgG-Amkibrpern beobachtet werden (Harlow &
Lane, 1988). Diese Technik birgt allerdings auckilin: so stellt jede Blutentnahme eine
Gefahr fur das Versuchstier mit im schlimmsten Fetihlen Komplikationen dar, was zum
Verlust bereits immunisierter Tiere fuhren konnbsofern erschien es uns besser, primar nur
eine Blutentnahme 10 Tage nach der dritten Injekttorzunehmen. Die entscheidenden
Fragen; namlich, ob es zu einer Bildung spezifisémikorper kam, welcher Antikorpertiter
vorliegt und inwiefern unspezifische Antikorper ddbt wurden, lassen sich dadurch ebenso
gut beantworten.

In der Praxis zeigte sich, dass die von Harlow bade empfohlenen Serumverdiinnungen
von 1:5 und 1:10 zu komplett gesattigten Signatémwtén und somit viel zu niedrig waren,
was flr eine gute Immunantwort gegenuber dem Immensprach und zudem auch an dem
gewahlten Zeitpunkt liegen kann. Um unspezifischeti®rper-Antigen-Reaktionen zu
detektieren, wurden mehrere unspezifische Proteirden Test mit einbezogen. So wurde
z.B. bei Tieren, die gegen hLMX1B (1-53) immunisieiurden, hLMX1B (322-395) (und
umgekehrt) sowie BSA und ein Kontrollpeptid ohnesHHpitop benutzt. Erstaunlicherweise
zeigten sich bei allen Tieren erhohte Titer fur KXMB (1-53) und hLMX1b (322-395). In
Verbindung mit der Tatsache, dass fur BSA und eamtkoll-Peptid ohne His-Epitop keine
nennenswerten Titer vorlagen, wurde die Hypothesdgestellt, dass es zu einer
unerwinschten Immunantwort gegen den bei hLMX1B3)L-und hLMX1B (322-395)
identischen NBTerminus (His-Epitop und Faktor X-Spaltstelle) gekmen war. Auf Grund
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dieser Ergebnisse mussten auch die Auswahlkritefien das Tier mit der besten
Immunantwort gegeniiber dem spezifischen Peptid dprtiwverden. Anstatt der absoluten
Titer gegenuber dem spezifischen Peptid wurde dashaltnis aus spezifischem zu
unspezifischem Signal als Kriterium benutzt. Eim&okend ist hierbei allerdings zu
bemerken, dass das durchgefihrte ELISA-Experimeadiglich die Aviditat eines
polyklonalen Antikérpers (Serum der immunisierterald) wiedergibt und keine direkte
Aussage Uber die Affinitdt der einzelnen, enthate\ntikbrper-Species gegeniber dem
spezifischen Peptid zulasst. So kdnnte es alsogpassdass das Signal einzelner hochaffiner
Antikorper durch eine Majoritat unspezifischer Addtiper maskiert wird. Da aber auf Grund
des hohen technischen Aufwandes nicht alle Tieseemer Kohorte fur die Fusion von Milz-
und Myelomzellen herangezogen werden kdnnen undi@auggewonnenen Daten zumindest
eine indirekte Aussage Uber die entstandenen Amtgtémaoglich ist, stellen die aufgestellten
Kriterien in der Praxis eine gute Losung dar.

Beim Design der Immunogene war davon ausgegangetewodass es sich bei dem NH
Terminus (His-Epitop und Faktor X-Spaltstelle) dRaptide um einen wenig immunogenen
Bereich handelt, weshalb auf eine Abspaltung didsm®iches durch Faktor Xa vor der
Immunisierung verzichtet wurde. Betrachtet man wieliegenden Ergebnisse, ware dies
sicherlich sinnvoll gewesen, wenngleich es auf @rder zu erwartenden Verluste bei der
Aufreinigung nach Spaltung ausgehend von ohnehinrsaiedrigen Proteinmengen bedingt

durch die Toxizitat der Peptide ein technisch setiwendiges Unternehmen gewesen wére.

4.1.4 Optimierung der Fusions- und Zellkulturbedingungen

Neben einer effizienten Immunisierung stellt diesiBa von isolierten Milz- und
Myelomzellen einen weiteren wichtigen Schritt daer den Erfolg der Entwicklung
monoklonaler Antikérper malgeblich beeinflusst. ter Literatur sind zahlreiche
unterschiedliche Protokolle zur Durchfiihrung eifResion beschrieben (Galfre et al., 1977;
Gefter et al., 1977; Kennett et al., 1978; Westentp 1985), so dass zunachst versucht
wurde, die effizienteste Technik zu finden.

Grundsatzlich handelt es sich bei der spontanemirusveier Zellen um ein extrem seltenes
Ereignis, so dass die Zugabe eines FusionsagensN@ben ist (Goding, 1980). Frihe
Versuche hierzu wurden mit dem Sendai-Virus, Lysitén oder auch Polyethylenglykol
(PEG) durchgefuhrt, wobei sich letzteres durcheet@ontecorvo, 1975). Der genaue
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Mechanismus ist allerdings noch weitgehend unvedsta (White & Helenius, 1980; Wyke
et al., 1980). Wahrend initial bezlglich des Molekgewichts, der Charge sowie der
Inkubationszeit des PEG sehr groR3e Uneinigkeitsiobte (Lane et al., 1984; Lane, 1985;
Westerwoudt, 1985), etablierte sich die Verwenduoig 30%igen (wenig Toxizitat; geringe
Effizienz) bis 50%igen (hb6here Toxizitat, aber ausbhere Effizienz) PEG bei einer
Inkubationsdauer von einer bis eineinhalb Minutésm Standard (Goding, 1980; Goding,
1996). Die beiden im Rahmen dieser Arbeit angewandrrotokolle beinhalten ebenfalls
beide eine einminltige Inkubation mit 50%igen PE®Gobei die Applikation des
Polyethylenglykols basierend auf den urspringlicReotokollen einmal mit (Galfre et al.,
1977) und einmal ohne Ruhren (Gefter et al., 19%&nnett, 1979) erfolgte. Dieses
technische Detail sollte allerdings zu keinem diganten Unterschied in der Effizienz des
Protokolls fihren (Goding, 1980).

Die lichtmikroskopische Auswertung der entstandeHghbridomzellkolonien an Tag 8 post
fusionem ergab jedoch ein Ergebnis von 200 Klonem 36-Loch-Platte fir Protokoll A
versus 56 Klonen bei Protokoll B. Da sich beide tékolle bezuglich der
Fusionsbedingungen nahezu gleichen, stellt sichragirlich die Frage, warum es zu einer
derartigen Uberlegenheit von Protokoll A kommt: @dsétzlich verwenden beide Techniken
auch ein anderes Verhaltnis von Milzzellen:Myleoliere Einschrankend muss aber gesagt
werden, dass das genaue Verhéltnis von Milzzellgledinzellen nur eine untergeordnete
Bedeutung fir die Fusionseffizienz hat (Goding, @98nd im konkreten Fall eher in
unterschiedlichen Strategien bezlglich der Zelldicbegriindet ist (siehe unten). Viel
augenfalliger sind die Unterschiede, was die vede&n Medien anbelangt: 20% FCS und
.Hybridoma Fusion and Cloning Supplement (HFCSrnia Roche) versus 20% FCS
verbunden mit der Co-Kultur der Hybridomzellen npéritonealen Makrophagen. Die
multiple Supplementierung der Medien stellt beideai Protokollen einen Loésungsansatz fur
eines der Grundprobleme in der Hybridomprodukti@m: dlie ungentigende Toleranz von
Hybridomzellen gegentber Kulturen mit geringer dielte (Goding, 1980). Bei Protokoll B,
dem ,klassischen* Ansatz, werden daher die Zellshener Maus nur auf 4 96-Loch-Platten
verteilt und zusatzlich peritoneale Makrophagen, Bl#terzellen” eingesetzt (Hengartner et
al.,, 1978), welche Zytokine und Wachstumsfaktor&zesiieren, was die Kultur von
Hybridomzellen erleichtert. So bendtigen viele Hgbmzelllinien Interleukin 6 (IL-6)(Bazin
& Lemieux, 1987; Bazin & Lemieux, 1989), was durpleritoneale Makrophagen in
ausreichender Konzentration produziert wird (Nord&nPotter, 1986). Uber weitere
Einflussfaktoren neben Interleukin 6 ist wenig bakaGoding, 1996).
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Hohe Zelldichten - wie in Protokoll B - bringeneillings auch grof3e Nachteile mit sich: So
besteht die Gefahr das spezifische Hybridomzelkloginfach durch andere Zellen
»uberwachsen* werden und somit verloren gehen ésalch 4.1.5). Zudem ist auf Grund der
hohen Zellzahl mit einem schnellen Verbrauch dedigle und bei sofortigem Beginn der
HAT-Selektion (Littlefield, 1964; Stahli et al., 89) mit massivem Zelltod nach wenigen
Tagen zu rechnen, was u.U. ein toxisches Milieualeh konnte und letztendgultig die
Kulturbedingungen wieder verschlechtert. Daher wgireAusséaen der Zellen in geringerer
Dichte (20 96-Loch-Platten pro Maus bei Protokojls&hr wiinschenswert.

Frihe Protokolle sehen bereits ein Austesten vesgdeher fetaler Kéalberseren vor (Harlow &
Lane, 1988; Goding, 1980), um diejenige Charge irdeh, welche optimales Wachstum
ermoglicht. Einen Schritt weiter geht die Firma Reanit dem Produkt ,Hybridoma Fusion
and Cloning Supplement” (Inhaltsstoffe laut derdikibeschreibung von Roche: Albumin,
Insulin, Transferrin, Zytokine, eine Cholesterollgie0,5 % FCS sowie weitere nicht ndher
bezeichnete Substanzen), welches den zusatzlickbratch von FCS oder ,Futterzellen®
Uberflissig werden lassen soll.

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Daten lexleden deutlichen Vorteil von HFCS
gegenuber der ,klassischen* Technik, weshalb Paitok favorisiert wurde. Uber die
Grunde dafur kann allerdings nur spekuliert werdea, weder der genaue Einfluss von
peritonealen Zellen auf die Kultur noch die praz@esammensetzung von HFCS bekannt
sind. Als wichtige Wachstumsfaktoren flr Hybridontee werden in diesem Zusammenhang
Transferrin, Hormone wie Insulin und Thyroxin undsdSpurenelement Selen diskutiert
(Goding, 1996).

Bei den durchgefiihrten Vorversuchen wurden Milzrelaus nicht immunisierten Balb/c-
Mausen isoliert. Die Tatsache, dass nach eineizgrifen Immunisierung im Vergleich zum
nicht-immunisierten Tier mit einer deutlich héheiZgllzahl isolierter Milzzellen im Bereich
von ca. 50x1®bis 200x18 pro Tier zu rechnen ist (Harlow & Lane, 1988)fdite dariiber
hinaus ein weiteres Argument fur Protokoll A, dakemplett Uberwachsene Vertiefungen im

Vergleich zu Protokoll B besser vermieden werdemniei.

4.1.5 Fusion, Screening und Subklonierung

Wie bereits in 4.1.4 diskutiert ist die initiale Wstumsphase bei der Produktion von

Hybridomzellen sehr kritisch. Durch die Fusion delasmamembranen von Zellen in
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Gegenwart von PEG kommt es zur Formation eines rbldeyons, welches mehrere
Zellkerne beinhaltet. Erst bei der nachsten Zdlitgy verschmelzen die multiplen Nuclei
(Goding, 1980; Harlow & Lane, 1988). In der folgendinitialen Wachstumsphase zeigen
sich die Hybridomzellen zumeist &uf3erst instabilie DNachstumsgeschwindigkeiten
unterschiedlicher Klone kénnen extrem differier@oding, 1980), was auch die im Rahmen
dieser Arbeit generierten Daten widerspiegeln, 88 drundsatzlich standig die Gefahr
besteht, dass spezifische Klone durch unspezifisdbee ,iberwachsen” werden kénnen.
Zusatzlich kommt es bei den frihen Zellteilungeohnder Fusion haufig zum Verlust von
Chromosomen, wodurch aus initial Immunglobulin-proérenden Klonen, die bis zu 50%
ihres Proteinstoffwechsels der Antikdrpersynthesdmen, nicht-produzierende Varianten
entstehen konnen, welche die ,Burde* der Immundiabidung nicht zu tragen haben und
konsekutiv schneller wachsen (Goding, 1980). Auifr@rdieser Gegebenheiten missen zwei
Hauptanforderungen an die friihe Wachstums- undeStrgperiode gestellt werden: Zum
einen sollten die Zellen (wie bereits in 4.1.4 @astgllt) in moglichst geringer Zelldichte
ausgesat werden, was durch Fusionsprotokoll A eliofiigvurde; zum anderen sollte die
Zeit bis zur Subklonierung so kurz wie mdglich dedra werden. Daher wurde fir das
Screening der Hybridomzellklone ausgehend von datezur Antikdrperbestimmung im
Serum immunisierter Tiere eine Abfolge aus ELISApEnmenten gewahlt, welche schnell
durchfuhrbar sind, nur eine sehr geringe Menge aftikuturiberstand benétigen und
unspezifische Antigen-Antikdrperreakionen auss®adiekdnnen.

Betrachtet man die gewonnenen Daten, lassen sigpiBle fur die oben beschriebenen
Phanomene finden. So zeigten die Klone 422-28,1198nd 193-67 unspezifische Signale,
welche im dritten ELISA gegeniber dem ersten uneéitem Screening zunahmen (siehe
Abbildung 15 und Abbildung 17) und daher einen Hisvauf Polyklonalitat der in der
Vertiefung enthaltenen Zellen darstellten. Bei deitial als ,spezifisch-stark® eingestuften
Klon 422-67 hingegen kam es zu einem komplettena&grlust (siehe Abbildung 15), was
durch ein ,Uberwachsen* und Absterben des spehifisc Klones oder aber
Chromosomeninstabilitdt und konsekutiv Einstelludgr Immunglobulinsynthese erklart
werden kann. Als klassisches Beispiel fur die Iniéitdét der Klone in der frihen
Wachstumsphase fungiert der ,spezifisch-starke” nKid22-55, welcher trotz multipler
Versuche nicht in Kultur gehalten werden konntessfumenfassend gestaltete sich aber der
Verlust initial positiver Zellen, welcher von Godinmit mehr als 50% beziffert wird,

erfreulicherweise sehr gering: betrachtet man ggezifisch-starken“ Klone so gingen nur ca.
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27% verloren. Die Grunde hierfur sind im konkretéall am wahrscheinlichsten in den
Kulturbedingungen (siehe 4.1.3) zu suchen.

Die hohe Effizienz der gewéhlten Fusions- und Ki&dingungen zeigte sich auch in der
lichtmikroskopischen Auswertung der entstandenenbridpmzellkolonien. Erstmals
angewendet wurde die Technik der Kultur in niedrigelldichte durch Oi und Herzenberg,
welche ca. 19Zellen pro Vertiefung in einem Volumen von 100Nlédium ausséaten (Oi &
Herzenberg, 1980). Hierbei entwickelt sich statisti ein Hybridomzellklon pro 2(is 10
eingesetzten Zellen (Goding, 1996). Wendet marediechnung auf die beiden im Rahmen
dieser Arbeit durchgefuhrten Fusionen mit einer a#mzisolierter Milzlymphozyten von
100x16 bzw. 185x1® an, so sollten sich ca. 10 bis 1000 bzw. 18,5 b&50
Hybridomzellklone bilden, was auch ungefahr der arlow und Lane angegebenen Zahl
entspricht (Harlow & Lane, 1988). Am Tag nach desten Screening wurden bei allen 96-
Loch-Platten lichtmikroskopisch die Anzahl und diorphologie der Klone bestimmit.
Theoretisch sollte die Mehrzahl an Vertiefungen2@$ro Fusion) keinen oder nur einen
Klon enthalten; in der Praxis zeigten sich allegdiriiberwiegend ein oder zumeist mehrere
Klone (Daten nicht gezeigt), was als Ausdruck deffizienten Fusions- und
Kulturbedingungen zu sehen ist.

Einen zusatzlichen Vorteil stellte der eigens e¢std ELISA-Assay dar. Versuche mit
Zellkulturiberstand von 422-19 in verschiedenenldiiten (30% bis 100% Konfluenz)
hatten gezeigt (siehe Abbildung 16), dass die digeasitat mit der Zelldichte nur
unwesentlich zunimmt, was an der bei der Durchfiigrudes ELISA verwendeten
Peptidlosung mit einer Konzentration von nur 2 pidiegen kénnte. Daher kdonnten bereits
geringe Konzentrationen an spezifischem Antikérpgusreichen, um nahezu alle
Bindungsstellen abzusattigen. Somit scheint di@@ighe im ELISA eher mit der Affinitat
als der Quantitat des Antikorpers zu korrelieremdwrch der zusatzliche Einflussfaktor
.Konfluenz“ beim Screening eher in den Hintergrunt. Da besonders in der frihen Phase
zwischen den einzelnen Klonen grol3e Unterschiede nsiditlich der
Wachstumsgeschwindigkeit und damit der Zelldichestéhen, stellt die Elimination dieser
zusatzlichen Variable fur das weitere Vorgehenreoteutlichen Geschwindigkeitsvorteil dar.
Der entwickelte ELISA bietet zwar enorme Vorteilendichtlich Sensitivitat und
Geschwindigkeit, um die besten Klone fir die Subldoung auszuwéhlen, sollte aber auf
Grund der Einschrankungen bezuglich der Spezifitiich andere Testverfahren erganzt
werden, wobei im Rahmen dieser Arbeit zusatzlicm a&lNestern-Blot und eine

Immunpréazipitation durchgefiihrt wurden. Nach Kloog von p3M/hLMX1B complete
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konnte fur diese Verfahren in eukaryontischen Zepeoduziertes LMX1B in voller Ladnge
eingesetzt werden, so dass der Versuchsaufbausbeden spater geplanten Applikationen
entsprach.

Auf dem Boden dieser Ergebnisse wurden die Klona-¥2, 422-76, 193-16, 193-67 und
193-68 fur die Subklonierung ausgewahlt, um ledggitig monoklonale Populationen zu
generieren. Wie in 3.3.1 dargestellt kann die Wealeslichkeit eine monoklonale
Zellpopulation zu erhalten in Abhéangigkeit von dahl der ausgesaten Zellen pro Vertiefung
(=a) mit Hilfe der Poisson-Gleichung annéherungsweiseechnet werden (Lefkovits &
Waldmann, 1979), wobei fur die Bedingung der Moooklitat ein Maximum ben=1
besteht (Lietzke & Unsicker, 1985). Auf Grund dehlechten Ausbeute bei verdinnten
Kulturen empfehlen allerdings Lietzke und Unsickerder Praxis 2 Zellen pro Vertiefung
auszusaen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versogh&elldichten zwischen 0,2 und 10
Zellen pro Vertiefung durchgefuhrt (Daten nicht gigt). Bemerkenswert ist, dass sich
hierbei entgegen der Empfehlung in der Literatat als ideal erwies. Zudem konnte selbst
bei so geringer Zelldichte auf den Gebrauch voitgrezalen Makrophagen als ,Fitterzellen®
vollkommen verzichtet werden. Eine derartige Talgédt bis dato als nur wenig Erfolg
versprechend. Insofern zeigt sich abermals die egrdfberlegenheit der etablierten
Kulturbedingungen, welche zusammenfassend als fés delingen dieser Arbeit

entscheidend anzusehen sind.

4.2 Charakteristika der hergestellten Antikdrper

4.2.1 Artder Epitope

Nach der Subklonierung erfolgte die endgultige @krisierung der generierten,
monoklonalen Antikdrper, wozu folgende Testverfaheengesetzt wurden: ELISA, Western-
Blot, Immunprazipitation (einschlie3lich ChlP-Puffedingungen) und Immunzytochemie.
Betrachtet man die Daten aus 3.3.2, so fallen idéetl Unterschiede hinsichtlich des
Signalverhaltens der einzelnen Antikérper in dest3gstemen auf. So zeigt z.B. 422-19 zwar
ein gutes Signal fur ELISA und Immunprazipitatiom Western-Blot kann LMX1B aber

nicht detektiert werden.
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Diese Unterschiede sind am wahrscheinlichsten mwaen jeweiligen Antikérper erkannten
Epitopen und den Pufferbedingungen des jeweiligesstvierfahrens begrindet. Ein
Antikdrper erkennt stets nur einen kleinen Teil demolekularen Struktur des
Antigenmolekuls, das sog. Epitop bzw. die antigPeterminante. Dieses Epitop kann aus
einem einzigen Segment einer Polypeptidkette besteind wird dann als lineares oder
kontinuierliches Epitop bezeichnet. Demgegenuberhest sog. Konformations- oder
diskontinuierliche Epitope, wobei die erkannte IBtelus Abschnitten des Proteins besteht,
welche in der Priméarsequenz nicht zusammenhangemer dreidimensionalen Struktur
allerdings nahe beieinander liegen (Janeway eR@09). Je nach Versuchsaufbau liegt das
Protein in seiner nativen, gefalteten Struktur (ZHRISA oder Immunprazipitation) bzw.
denaturiert als linearer Strang (z.B. Western Bleor. Hierfir sind die jeweiligen
Pufferbedingungen verantwortlich: Natriumduodecljigu (SDS), welches bei der SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese als Detergens wvedet wird, zerstort fast alle nicht-
kovalenten Bindungen innerhalb eines nativen PmsteDisulfidbricken werden durch die
Zugabe von Mercaptoethanol im SDS-Probenpuffersjé®erg et al., 2003).

Ausgehend von diesen theoretischen Uberlegungem lspekuliert werden, dass die
Antikorper 422-19 und 193-68 ein diskontinuierlishEpitop erkennen, da in ELISA und
Immunpréazipitation LMX1B detektiert werden kann,iw&nd dies mittels Western-Blot nicht
maoglich ist. Demgegentber erkennen 422-76, 193rb193-67 wahrscheinlich ein lineares
Epitop. Besonders deutlich wird dies auch aus demglich der Ergebnisse aus ,normaler”
Immunpréazipitation und  Chromatin-Immunprazipitasbedingungen. Der  grofite
Unterschied zwischen beiden Protokollen bestelskleim verwendeten Puffern: Brij/NP40 als
eher milde Detergentien— natives Protein) bei der ,normalen” Immunprazipda im
Vergleich zu SDS und Triton X-100 als bedeutendkst& Detergentien—4 denaturiertes
Protein) bei der ChIP. Im Vergleich von Immunprétation und ChIP fallt auf, dass 422-76
unter ChIP-Bedingungen besser funktioniert, wohgegredas Signal fir 193-68 unter ChliP-
Bedingungen deutlich schwécher ist, was die ob&ofiene Vermutung unterstreicht.
Einschrankend muss jedoch bemerkt werden, dass diggkulationen nur unter der
Annahme qultig sind, dass die fur die Immunisierungrwendeten Peptide eine
Tertiarstruktur einnehmen, welche zu den betreéan®oménen von LMX1B in voller
Lange identisch oder zumindest sehr &hnlich ist.



Diskussion 147

4.2.2 Ausblick

Aus 4.2.1 lasst sich ableiten, dass die gegen ddgTérminus gerichteten Antikdrper
unterschiedliche antigene Determinanten erkennessemi Fir die gegen den COOH-
Terminus von LMX1B gerichteten Antikorper ist diegcht so augenféllig. Es lasst sich
lediglich folgern, dass 193-68 héchstwahrscheinkom anderes Epitop erkennt als 193-16
und 193-67. Fur die beiden letztgenannten Antikorpesteht in allen durchgefiihrten
Testverfahren ein derart ahnliches Signalprofissdsie grundséatzlich gegen dasselbe Epitop
gerichtet sein konnten und sich nur hinsichtlicihh Ainitat der Antikdrper unterscheiden.
Von besonderem Interesse ware dieser Unterschredidilechnik der Immunprazipitation:
hier zeigten 193-16 und 193-67 die besten Ergebnisgr den Fall, dass beide Antikorper
unterschiedliche, antigene Determinanten erkenis¢mit einem additiven/synergistischen
Effekt bei Verwendung einer Mischung beider Anti@r in der Immunprazipitation zu
rechnen, was sich in der Praxis bei ImmunprazipiatExperimenten mit endogenem
LMX1B so nicht feststellen liel3 (Daten nicht gezgigDies ist allerdings nicht daflr
beweisend, dass 193-16 und 193-67 gegen dasseliop Gprichtet sind. Grundsétzlich lasst
sich diese Frage nur durch eine weitere Charalganisy der Antikorper in der Zukunft
klaren. Es ware denkbar die fur die Immunisieruegmendeten Peptide in Fragmente mit
einer Lange von 10 bis 15 Aminosauren zu zerlegetsprechende Expressionskonstrukte zu
erstellen und nach rekombinanter Produktion degmemnte von hLMX1B (1-53) und (322-
395) erneut ELISA-Experimente durchzufiihren, wobusich die erkannten Epitope auf
einen sehr kleinen Bereich von LMX1B eingrenzefidie.

Neben der Bestimmung der erkannten Epitope waremudine Charakterisierung der
Antikorper hinsichtlich der Immunglobulinklasse uréubklasse denkbar. Wahrend der
normalen Entwicklung einer humoralen Immunantwartnknt es grundséatzlich zu einem
Klassenwechsel von IgM zu IgG durch DNA-Rekombioat{Berg et al., 2003; Janeway et
al., 2009). Auf Grund des gewahlten Immunisierungemas (multiple Injektionen im
Abstand von Wochen) ist bei den generierten Anpkén mit IgG als vorherrschender Klasse
zu rechnen (Harlow & Lane, 1988). Mit Blick auf dmuklnftigen Applikationen der
generierten Antikdrper ist eine zusatzliche Sulddavestimmung sinnvoll, da Protein A und
Protein G ein Subklassen-spezifisches Bindungsiterhaeigen. Im Gegensatz zu Protein G
bindet Protein A zwar ebenfalls stark an jg@nd IgGy, die Bindung fir IgG ist aber
deutlich schwacher und IgGvird fast gar nicht gebunden (Ey et al., 1978; B0d1978;
Mackenzie et al., 1978). Fur 193-16 und 193-67,AtEkdrper mit den besten Ergebnissen
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in der Immunprazipitation, wurde zumindest eine inekte Subklassenbestimmung
durchgefuhrt. Im direkten Vergleich zwischen Prot&i und G zeigte sich bei beiden
Antikérpern kein Unterschied in der Signalstarke,dass spekuliert werden kann, dass es
sich bei 193-16 und 193-67 um Ig@&ntikérper handelt. Eine genaue und umfassende
Charakterisierung sollte allerdings trotzdem mitfédimmunologischer Verfahren erfolgen,
welche durch spezifische Antikérper gegen die jégei Klasse/Subklasse eine genaue

Einordnung der produzierten Immunglobuline ermdugit.

4.3 Nachweis von endogenem LMX1B und Charakterisierunqgon moglichen

Interaktionspartnern

4.3.1 Nachweis von endogenem LMX1B

Da die generierten, monoklonalen Antikdrper (insimetere 193-16 und 193-67) LMX1B mit
einer deutlichen hoheren Sensitivitdt detektierdm @e bisher in der Arbeitsgruppe
vorhandenen Antikorper, erschienen diese als gatedidlaten, um Nachweisverfahren fur
endogenes LMX1B zu etablieren, so dass die Rolle MdX1B in Zukunft (im Vergleich
zum bisher gebrauchten Uberexpressionssystem) riemeiphysiologischerem Kontext
studiert werden konnte.

Bereits wahrend der initialen Screening-Phase wiaHiife der Antikbrper aus Maus 422
versucht worden, endogenes LMX1B in Zelllysat alsKBR93T-Zellen nachzuweisen, was
allerdings misslang und deshalb zunachst verlagsede. Fir einen neueren Anlauf wurde
daher auf Zelllysat einer murinen Podozytenze#lireuriickgegriffen, fur welche die
Expression von Lmxlb auf RNA-Ebene mittels RT-PCRBrelis gezeigt worden war
(Schiwek et al., 2004). Dies war moglich, da sicimanes und murines LMX1B/Lmx1b in
den fir die Immunisierung verwendeten Bereichenhtnianterscheiden. Western-Blot-
Analysen an Vollzelllysat mit Hilfe von 193-16 untB®3-67 erbrachten leider keinen
Nachweis von Lmx1b, so dass durch die Praparatbomuklearen Extrakten versucht wurde,
die Proteinmenge an Lmx1b zu steigern, was allgedimegativ verlief. Als zweiter Ansatz
wurde eine Aufreinigung von 193-67 mit Hilfe vonoR¥in A Sepharose-Saulen gewabhilt,
wodurch eine 32-fache Anreicherung des Antikorgeiang und konsekutiv im Western-Blot

hohere Antikdrperkonzentrationen eingesetzt werkimmten. Wahrend der Nachweis von
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Uberexprimierten LMX1B in 10 pg Vollzelllysat aus itmp3M/hLMX1B complete
transfizierten COS-7-Zellen miuhelos gelang, entzmp endogenes Lmx1b weiterhin der
Detektion. Parallel waren auch Versuche mit Hilez dntikbrper BMN8, einem Affinitats-
aufgereinigtem anti-LMX1B Kaninchen-Antiserum, uAdtikorpern gegen die potentiellen
LMX1B-Interaktionspartner LDB1 (Marini et al., 20p3ind E47 (Johnson et al., 1997)
durchgefuhrt worden, die ebenfalls zu keinem pesiti Ergebnis fihrten, so dass in
Zusammenschau der Ergebnisse gefolgert werden enuwsts die Proteinkonzentrationen
dieser nukleéren Proteine in Lysat aus murinen Pgdozellen zu gering fir den Nachweis
mittels Western Blot sind.

Aus diesen Ergebnissen war ersichtlich, dass fiarMNEchweis von endogenem LMX1B ein
Verfahren gewahlt werden musste, bei dem mdglicbke Proteinmengen eingesetzt werden
konnten. Hierfir schien die Immunpréazipitation anesten geeignet. Nach einigen
OptimierungsmalRnahmen gelang auch der Nachweigrdogenem Lmx1b in Vollzelllysat
aus mPCL, wobei deutlich hohere Antikbrpermengd®rgbhindung®) als bei der Arbeit mit
Uberexprimierten Proteinen verwendet werden mus&emwurden Versuche mit 1 bis 5 ml
Zellkulturiberstand pro IP-Ansatz (25 pul Proteirs€pharose Beads) durchgefihrt. Legt man
eine Antikorperkonzentration von ca. 5,5 pug/ml zungte, so ergeben sich Antikérpermengen
pro Volumen an Beads von 0,22 mg/ml bis 1,1 mg/mg&lche deutlich unter der
theoretischen Bindungskapazitat von > 20 mg/mldreg@Produktinfomation fur Protein G
Sepharose™ 4 Fast Flow von GE Healthcare). Trotzaggab sich fur die hohere
Antikorpermenge kein Vorteil beim Nachweis von LMX1(Daten nicht gezeigt). Uber
Griunde hierfur lasst sich nur spekulieren. Diesankén aber im der Immunprazipitation
angeschlossenen Western-Blot liegen, da hier melesa@tprotein pro Spur die
Laufeigenschaften der SDS-PAGE ab einem gewissath Weschlechtert.

Berechnet man den Faktor der Anreicherung von Inpréamipitation gegentber dem zuvor
durchgefihrten Western-Blot, so ergibt sich ein Man ca. 10 (2 mg versus 100 pg
Vollzelllysat, wobei bei der Immunprazipitation nutie Halfte fur den Western-Blot
verwendet wird). Betrachtet man gPCR-Daten hinbathtler RNA-Mengen von Lmx1b, so
zeigt sich in murinen Glomeruli eine ca. 10 faclhér@ Expression als in mPCL (PD Dr.
Anne Rascle, personliche Mitteilung). Hier lassthsretrospektiv spekulieren, dass bei der
initialen Verwendung muriner Glomeruli anstatt nmeni Podozytenzellen bereits mittels

Western-Blot der Nachweis von endogenem Lmx1b ggarware.
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4.3.2 Interaktion Lmx1b und Ldb1

Es ist augenfallig, dass LMX1B nicht alleine agreteann, sondern Co-Faktoren benétigt,
welche auch die Gewebe-spezifischen Aktivitaten MetX1B wahrend der Entwicklung von
Niere, Gliedmafien, Auge und Hirn beeinflussen. bBarthinaus kdnnte es sich bei diesen
Co-Faktoren um modifizierende Gene fur die klinescAuspragung des Nagel-Patella-
Syndroms, die ja sehr variabel ist, handeln (Sweenal., 2003). LDB1 stellt hierfir einen
viel versprechenden Kandidaten dar, da die Intemakiwischen LMX1B und LDB1 bereits
in der eigenen Arbeitsgruppe durch ein Yeast-twbrldyscreening (persénliche Mitteilung
von Prof. Dr. Ralph Witzgall) sowie durch anderebéitsgruppen (Agulnick et al., 1996;
Jurata & Gill, 1997; Marini et al., 2003) gezeigbnden war. Inwiefern die Interaktion von
LMX1B und LDB1 auch in Podozyten stattfindet sow&ren physiologische Relevanz ist bis
dato jedoch vollkommen unklar.

Da im Rahmen dieser Arbeit der Nachweis von endegefmxlb in Lysat aus murinen
Podozytenzellen bereits etabliert worden war, kenneéin entsprechendes Co-
Immunprazipitations-Experiment fir Lmx1b und Ldblimelos angeschlossen werden. Eine
Interaktion von Lmx1b und Ldbl konnte allerdingshti nachgewiesen werden, was am
wahrscheinlichsten auf die nur auRRerst geringenrdsgionsraten beider Proteine in mPCL
zurickzufihren ist. Daher erfolgte auf der Grundldgr bereits oben in 4.3.1 geschilderten
gPCR-Daten ein Systemwechsel weg von mPCL hin zépdPation von Glomeruli aus
murinen Nieren, wodurch im Gegensatz zu den imrisgen, degenerierten mPCL mit
einer stark-angereicherten, nativen Podozytenptipalgearbeitet werden konnte.

Zuvor erfolgte jedoch abermals eine Optimierung @erlmmunprazipitation mit Lysat aus
COS-7-Zellen, welche mit dem Konstrukt p3M/hLMX1Bnaplete oder p3M/midbl bzw. mit
beiden Konstrukten transient transfiziert worderrema Hierbei konnte die Interaktion von
LMX1B und Ldbl in eukaryontischen Zellen erstmatzegjgt werden, was uns ermutigte dies
auch im physiologischen Kontext zu untersuchen. &&enswert ist, dass es sich im
vorliegenden, artifiziellen System um eine Intel@kteines humanen mit einem murinen
Protein handelt, was aber durch die fast vollsgednter-Species-Homologitat der Protein-
bindenden Doménen erklart werden kann. Zudem zeidtese Versuche, dass es sich bei
dem anti-LDB1 Antiserum 4508 (Jurata et al., 1996) den sensitivsten LDB1-Antikorper
handelt, was fir die weiteren Experimente als éisiend anzusehen ist.

Die Praparation muriner Glomeruli aus C57BL/6-Maussfolgte anhand einem in der

Arbeitsgruppe bereits etablierten Protokoll und rachte leider nur einen schlechten
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Reinheitsgrad bei sehr geringer Proteinausbeutenuwor®0 pg Gesamtprotein pro Maus, so
dass zusammenfassend weder Lmx1b noch Ldbl im bhgssigewiesen werden konnten. Da
die gPCR-Daten aus murinen Glomeruli aber sehwversprechend waren (PD Dr. Anne
Rascle, unpublizierte Daten), entschlossen wir ansder Praparation von Glomeruli
festzuhalten; es sollte aber die Species gewechsztien. Grundsatzlich basiert die von
Krakower und Greenspon entwickelte Methode der GGloirPréaparation auf der
Auftrennung der unterschiedlichen Nephronabschrltiech den Einsatz unterschiedlicher
Gewebesiebe (Krakower & Greenspon, 1951). Das inrAdeeitsgruppe etablierte Protokoll
sieht fir murine Glomeruli Porengréf3en von 63 pnudid¥38 um vor. Alternativ dazu finden
sich in der Literatur verschiedene, andere Angdbdh 250 um/100 um/70 pum in (Schiwek
et al.,, 2004)], so dass bei Verfugbarkeit entspgader Siebe durchaus auch dieser Ansatz
gepruft hatte werden kénnen.

Mit Hilfe von Sieben der PorengrofRe 106 um/180 [omdm wurden Glomeruli aus Nieren
von mannlichen Wistarratten prapariert, wobei Iciktroskopisch erfreulicherweise fast
ausschlieBlich Glomeruli enthalten waren. Die alsBkend mit Vollzelllysat aus dieser
Praparation durchgefihrte Co-Immunprazipitationrashte erstmals in der Literatur den
Beweis, dass Lmx1b und Ldbl in Podozyten miteinamakeragieren. Die physiologische
Wichtigkeit von Ldb1 bzw. der Interaktion von Lmxiind Ldbl in Podozyten spiegelt sich
auch in Beobachtungen an Mausen wider, bei déwkrd Podozyten-spezifisch inaktiviert
wurde; konventionell&dbl-Knock-out-Mause sterben in utero, bevor die Niergwicklung
uberhaupt begonnen hat (Mukhopadhyay et al., 2Q0),sind deshalb fir die Beantwortung
derartiger Fragen nicht von Nutzen. Der PhanotypRaelozyten-spezifischdrdbl”-Tieren

ist milder ausgepragt als bei der Inaktivierung vonxll weist aber groRe Ahnlichkeiten
auf. So kommt es ebenfalls zu einer Proteinurie emkem Verlust von podozytaren
FuRfortsatzen. Diese Beobachtungen unterstreicdass die im Rahmen dieser Arbeit
generierten, biochemischen Daten von funktion&lelevanz sind.

Uber die Bedeutung der Interaktion von LMX1B undBDfiir die transkriptionale Aktivitat
kann bis dato jedoch nur spekuliert werden. Obvid@¥B1 als transkriptionaler Aktivator von
LIM-HD-Proteinen beschrieben worden ist (Bach et #997) und mit LMX1A, einem mit
LMX1B eng verwandten Protein, einen Komplex bildstheint es dessen transkriptionale
Aktivitat nicht zu steigern bzw. die Synergie zwisa LMX1A und E47 sogar zu blockieren
(Jurata & Gill, 1997). Betrachtet man LMX1B, so wen Hinweise gefunden, dass LDB1
zumindest an spezifischen Promotoren sogar in Abmiest von E47 einen inhibierenden

Effekt auf LMX1B ausiiben konnte (Dreyer et al., @D0Im Kontrast dazu existieren
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ebenfalls Daten, dass Ldbl LIM-HD-Proteine mit Qtanskriptionsfaktoren verbindet und
damit Gene aktiviert, die fur die Embryogenese wichsind (Bach et al., 1997).
Zusammenfassend lasst sich Uber die Bedeutungntiaktion von LMX1B und LDB1 in
vivo aktuell nur spekulieren. Zudem ist es hoch msaheinlich, dass diese Frage nicht
allgemeinguiltig, sondern nur Promoter-spezifisctanteortet werden kann, so dass es
zunachst einer Aufklarung der Zielgene von LMX1Blae.

4.4 Ausblick

Die Tatsache, dass mit Hilfe der entwickelten Adtger erstmals die Interaktion von
LMX1B und einem Co-Faktor in Podozyten nachgewieseerden konnte, zeigt die
Wertigkeit der Antikorper. Zudem erbrachten die gyggrten Antikdrper viel versprechende
Ergebnisse in ersten Versuchen zur EtablierungGleomatin-Immunprazipitation (ChIP).
Sie stellen damit ein grundlegendes Werkzeug zantifizierung der bisher unbekannten
Zielgene von LMX1B mit Hilfe von Chromatin-Immungigitation-basierten Verfahren wie
»ChIP-chip* oder auch ,,ChIP-Sequencing“ dar. Diefl@rung von LMX1B-Zielgenen mit

Hilfe von ChIP ist Gegenstand des Promotionspregkivon Astrid Neumann (in

Vorbereitung).

Uberdies wére es fur die Zukunft denkbar weitereF@ktoren von LMX1B zu entdecken.
Hierbei kdnnte z.B. eine Affinitdtschromatographiat Hilfe von 193-67 gebunden an
Protein A-Sepharose-Saulen eingesetzt werden. Biothe Analysen wie z.B.
Massenspektrometrie der Eluatsfraktionen konnten zsw Aufklarung weiterer im
Transkriptionskomplex enthaltener Proteine fuhrembei neben Lysat aus Podozyten
grundséatzlich eine Vielzahl anderer Zelllinien deak scheint, wodurch die Gewebe-
spezifische Rolle von LMX1B bei der Entwicklung eélbeleuchtet werden kénnte. Zudem
ware es sehr lohnenswert, neben Wildtyp-LMX1B agehtechnisch generierte Mutanten
entsprechend den in NPS-Patienten gefundenen Muogati (z.B. Deletion einer LIM-
Doméne) zu verwenden, was einen deutlichen Wiss&nsg hinsichtlich der Ursachen der
klinischen Heterogenitat des Nagel-Patella-Syndrbmten konnte.

Zusammenfassend bilden die generierten Antikorpéso adie Ausgangsbasis zur
Beantwortung der beiden Hauptfragen hinsichtlichr dé@anskriptions-regulatorischen
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Funktion von LMX1B: die Identifizierung von Geweblpezifischen Zielgenen zum einen
und Co-Faktoren zum anderen riickt somit ein St@tier
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5. Zusammenfassung

Bei LMX1B handelt es sich um ein Mitglied der Familder LIM-Homdodoméne-
Transkriptionsfaktoren, die in Vertebraten einedamentale Rolle bei der Entwicklung und
der Aufrechterhaltung der Funktion zahlreicher Gasvepielen. Mutationen iloiMX1B-Gen
fuhren zum Auftreten des Nagel-Patella-Syndroms\Riner seltenen autosomal dominant
vererbten Erkrankung, die nach ihren hervorstecstend Merkmalen, einer Hypo- bzw.
Dysplasie der Fingernédgel gemeinsam mit hypoplastis bzw. fehlenden Kniescheiben
benannt ist. Zusatzlich kénnen mannigfaltige, a@d@nomalien auftreten, wobei eine
fakultative Beteiligung der Niere die Prognose &agienten bestimmt. Studien amxlb
Knockout-Mausen lieferten erste funktionelle DawnLmx1b. Um die Mechanismen der
transkriptionalen Regulation durch LMX1B und au@sskn Zielgene aufzuklaren, bedarf es

allerdings einer weiteren, molekularen Charakterisig.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, monoklonaletikdrper gegen LMX1B zu entwickeln
und diese anschlieBend zu charakterisieren. Da LBAXber mehrere, hochkonservierte
Doméanen verfugt, welche als Immunogene grundsétzlausscheiden, wurden die
Aminosaurenbereiche 1 bis 53 bzw. 322 bis 395 vbIX1B als Epitope gewahlt. Fur die
genannten Bereiche wurden Expressionskonstrukteerigen AnschlieRend erfolgte die
rekombinante Produktion der immunogenen BereicHe. iooli, was sich a.e. auf Grund von
Toxizitat und konsekutiver Degradation als schwgeniwies. Durch MaRnahmen, welche die
Plasmidstabilitat und die basale Expressionsratdegserten, konnte jedoch genlgend
Protein produziert werden. Mit Hilfe der aufgergiein Peptide hLMX1B (1-53) und
hLMX1B (322-395) wurden dann jeweils 6 Balb/c-M&ausenunisiert, wobei 3 subkutane
und eine intraperitoneale Injektion durchgefuhrtradan. Simultan galt es ein geeignetes
Screening-Verfahren zu entwickeln. Hierzu wurde EINSA etabliert, welcher ebenfalls zu
Antikorpertiter-Bestimmungen aus dem peripherent Ber immunisierten Mause eingesetzt
wurde, wodurch die Tiere mit der besten Immunantwasgewahlt werden konnten.

Den selektierten Tieren wurde 5 Tage nach der petitonealen Injektion die Milz
entnommen und isolierte Milzlymphozyten mit Myleagtien fusioniert. Zuvor waren
ausgehend von mehreren, gangigen Protokollen d#ois+t und Kulturbedingungen flr
Hybridomzellen optimiert worden. Hierbei zeigte hsidie Verwendung von ,Hybridoma

Fusion and Cloning Supplement® (HFCS; Roche) inbi#etung mit einer sehr niedrigen
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Zelldichte bei der Kultur von Hybridomzellen alstiopal. Das Screening der Hybridomzellen
um den 10. Tag nach Fusion wurde mit Hilfe des gerten ELISA in 2 Stufen durchgefihrt,
wodurch die Spezifitdét des Screening-Verfahrengtdriund falsch-positive Klone bereits
sehr friih ausgeschlossen werden konnten. Speafistfbridomzellklone wurden weiter
kultiviert und zusatzlich mittels Western-Blot umdmunpréazipitation charakterisiert, so dass
basierend auf den Ergebnisse dieser Tests insgeSamitone fur die Subklonierung
ausgewahlt werden konnten: die gegen das-tékininale Peptid hLMX1B (1-53) gerichteten
Klone 422-19 und 422-76 und die gegen das COOHiutadm Peptid hLMX1B (322-395)
gerichteten Klone 193-16, 193-67 und 193-68. Nadbschluss von insgesamt zwei
Subklonierungsschritten erfolgte eine finale Chemagierung der generierten Antikorper.

Die genauen Charakteristika finden sich in TabEl#én zusammengefasster Form.

Tabelle 13: Charakteristika der generierten Antikérper. Die Bewertung erfolgte anhand von Qualitat und
Spezifitat der Ergebnisse in einer Abstufung vor {sehr gut) bis — (negativ). Zusatzlich findetsjeweils die
optimale Verdinnung bzw. Antikbrpermenge. Die Argrabzur Immunpréazipitation beziehen sich auf
Methode A (siehe 2.2.5E; 100 pl an unverdinntem Zellkulterstand auf 300 pg Gesamtprotein) bzw.
MethodeB (siehe 2.2.5E; Inkubation von 1 ml an unverdinnigtkulturiiberstand mit 50 pl einer 50%igen
Beads-Susupension tiber Nacht vor der IP).(n.dcht niurchgefiihrt)

422-19 422-76 193-16 193-67 193-68
ELISA ++ +++ +++ +++ +++
unverdiannt | unverdinnt | unverdinnt | unverdinnt unverdinnt
Western-Blot - + ++ +++ (+)
1:10 1:10 1:10 nur bei
Uberexposition;
1:10
Immunprazipitation + + ++ +++ ++
A: 100 pl A: 100 pl A: 100 pl A: 100 pl A: 100 pl
B:1ml B:1 ml
ChiP (nur + ++ ++ +++ +
Pufferbedingungen) A: 100 pl A: 100 pl A: 100 pl A: 100 pl A: 100 pl
Immunzytochemie n.d. n.d. +++ +++ n.d.
1:100 1:100

Auffallend war, dass die generierten Antikdrpea(\.93-67) eine deutlich h6here Sensitivitat
als bisher in der Arbeitsgruppe verwendete Antikdrpufwiesen, so dass es lohnenswert
erschien, mit Hilfe dieser neuen Antikorper Verfanr zur Detektion von endogen
produziertem LMX1B zu etablieren. Unter Verwenduwtes Antikorpers 193-67 gelang es
Lmx1b in Vollzelllysat aus murinen Podozytenzellamd Rattenglomeruli mittels

Immunpréazipitation nachzuweisen.
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Ausgehend von bisher erhobenen Daten hinsichtlieh TBranskriptions-regulatorischen
Funktion von LMX1B ist zu vermuten, dass LMX1B nicileine agieren kann, sondern Co-
Faktoren bendtigt, welche auch die Gewebe-spebdisdAktivitaten von LMX1B wahrend
der Entwicklung von Niere, Gliedmal3en, Auge undnHieeinflussen. LDB1 stellte hierfir
einen viel versprechenden Kandidaten dar; inwiefévtX1B und LDB1 auch in Podozyten
interagieren sowie die physiologische Relevanz tgeraktion war bis dato jedoch
vollkommen unklar. Unter Verwendung des im Rahmieseat Arbeit generierten Antikdrpers
193-67 konnte nun mit Hilfe von Co-Immunpréazipitais-Experimenten die Interaktion von
Lmx1b und Ldbl in Podozyten (aus Rattenglomerub}reals gezeigt werden. Diese Daten
wurden publiziert (Suleiman et al., 2007).

Mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit generiertentikorper konnte erstmals die Interaktion
von LMX1B mit einem Co-Faktor im physiologischen ext gezeigt werden. Uberdies
erbrachten erste Versuche zur Etablierung der Catiarhmmunprézipitation (ChlIP) positive
Resultate. Zusammenfassend stellen die entwické\ikorper also leistungsfahige und
unverzichtbare Werkzeuge dar, um die Funktion vonMXLB hinsichtlich

Interaktionspartnern und Zielgenen weiter aufziddar
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6. Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celcius

Hg Mikrogramm (18 g)

ul Mikroliter (10°1)

UM mikromolar (1 M)

A Ampere

a.e. am ehesten

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

Bam Bacillus amyloliquefaciens

bp Basenpaare

BSA Rinder-Serumalbumin (,bovine serum albumine®)
bzw. beziehungsweise

ca. circa

cAMP zyklisches Adenosinmonophosohat

CDR “complementary determining region”

ChiP Chromatin-Immunprazipitation

CIP Calf Intestinal Alkaline Phosphatase

CO, Kohlendioxid

COS-7 Nierenzellen der Afrikanischen Griinen Matr&
d Tag

d.h. das heil3t

DMEM ,Dulbecco’s modified Eagle Medium*

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (“deoxyribonucleic @i
DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynucleosidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethlylendiamintetraessigsaure

ELISA “enzyme linked immunosorbent assay”

EMSA ~electrophoretic mobility shift assays*

et al. et alii
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FCS Fotales Kalberserum (,fetal calf serum®)

FITC Fluoreszein-Isothiozyanat

g Gramm

GBM glomerulare Basalmembran

h Stunde

H.O Wasser

HAT Hypoxanthin -Aminopterin- Thymidin Mediumzuga

HD-Domane Homoodomane

HEK293 Zelllinie aus humanen embryonalen Niererezre{,human embryonic
kidney*)

HEK293T mit dem Gen fUr das SV40 T-Antigen transifite HEK293-Zelllinie

HFCS _Hbridoma_Rision and ®ning Supplement (Roche)

HGPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase

HRP Meerrettichperoxidase (,horseradish peroxatjas

HT Hypoxanthin-Thymidin Mediumzusatz

IFNy Interferon gamma

IgG Immunglobulin G

IL-6 Interleukin 6

IP Immunpréazipitation

ip. intraperitoneal

kBp 1000 Basenpaaare

kD Kilodalton

I Liter

LDB1 ,LIM-domain-binding protein 1“

LIM-Doméne benannt nach den Transkritionsfaktoren11, Isl-1 und Mec-3, in

denen sie erstmals identifiziert wurde

LMX1B LIM-Homo6obox-Transkriptionsfaktor 1 beta

mg Milligramm (10° g)

min Minute

ml Milliliter (1072 1)

mM millimolar

mPCL murine Podozytenzelllinie (,murine podocygédl line”)
n Anzahl

n.d. nicht durchgefihrt
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ng

nm

nM

NPS

oD
PAGE
PCR
PEG

Pg
pH-Wert
PVDF
gPCR
RLIM
RNA
RNase
rpm
RPMI
RT
RT-PCR
reaction®)
S

SsC.

SDS
SDS-PAGE
sog.
TAE-Puffer
TE
TEMED
Temp.
TK

Tw

Tris

U.N.

u.U.

Nanogramm (19g)

Nanometer (10m)

nanomolar (18 M)

Nagel-Patella-Syndrom

optische Dichte
_Plyacrylamid-CGeldektrophorese
Polymerasekettenreaktion (,polymerase chesantion®)
Polyethylenglykol

Pikogramm (1¢7 g)

negativer dekadischer Logarithmus der Qxmmonenkonzentration
Polyvinylidenfluorid

guantitative PCR
»RING finger LIM-domain binding protein®
Ribonukleinséure (,ribonucleic acid)

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute (,revolutions per niefy
.Roswell Park Memorial Institute”

Raumtemperatur

Reverse Transkription — PolymeraseKettekifitaa(,polymerase chain

Sekunde

subkutan

Natriumdodecylsulphat gdium ddecyl silphat)
SDS-#lyacrylamid-Geldektrophorese
sogenannt

Tris/Azetat/EDTA-Puffer

TrislEDTA-Puffer
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
Temperatur
Thymidinkinase
Schmelztemperatur (“melting temperature”)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Uber Nacht

unter Umstanden
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UV-Licht
Vv

v.a.

AY,

z.T.
Z0-1

ultraviolettes Licht

Volt

vor allem

Verhaltnis Volumen zu Volumen
zum Teil

Zonula Occludens 1
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