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2 Einleitung

Arachidonsdure, die erstmals aus der ErdnufRpflanze Arachis hypogaea isoliert
worden war, ist ein Bestandteil von Membranphospholipiden und wird intra-
zellular durch die Phospholipase A, bzw. durch die gemeinsame Wirkung der
phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C und Diazylglyzerol-Lipase
gespalten (Irvine, 1982; Daniel, 1985: Kapitel 10). Die vierfach ungeséttigte
Fettsdaure ist vorwiegend in der Sn2-Position von Phospholipiden verestert und
liegt intrazelluldr nur in sehr geringer Konzentration gel6st vor (Irvine, 1982). Als
Vorlaufermolekil von bioaktiven Eikosanoiden kann sie durch einen Cytochrom
Psso-abhangigen Enzymkomplex oxidiert (Capdevila et al., 1992) oder ber die
Cyclooxygenase wie auch Uber die Lipoxygenase metabolisiert werden (siehe
Abb. 1; Pace-Asciak et al., 1983: Kapitel 16; Holtzman, 1991; Vane et al., 1998).
Cytochrom Pyso, das ubiquitdr vorkommt und Oxygenierungsreaktionen kataly-
siert, besitzt weder Substrat- noch Stereospezifitat (Capdevila et al., 1982, 1986).
Die in zwei Isoformen vorkommende Cyclooxygenase (COX-I und -Il) setzt
dagegen die Arachidonsdure unter Bildung der beiden instabilen Prostaglandin-
verbindungen PGG; und PGHj in die stabileren PGD,, PGE; und PGFy, bzw. in
Thromboxane oder Prostazykline um (Pace-Asciak et al., 1983: Kapitel 16;
Kulmacz, 1985: Kapitel 1; Holtzman, 1991). Weitere Eikosanoide lassen sich
durch die ,,nicht-ham eisenhaltigen* Enzyme, die sogenannten 5-, 12- oder 15-
Lipoxygenasen (5-, 12-, 15-LOX), metabolisieren. Diese Enzyme weisen strenge
Position- und Stereoselektivitat auf (Papatheofanis et al., 1985: Kapitel 2; Kiihn et
al., 1986). 15-Lipoxygenase, die in humanen Eosinophilen konstitutiv exprimiert
wird (Morita et al., 1990), 4Rt sich auch in Epithelzellen (Ford-Hutchinson, 1991)
und in dermalen Fibroblasten nachweisen (Kragballe et al., 1986). Keratinozyten
zeigen hingegen erst nach Zerstorung ihrer Zellmembran die spezifische 15-LOX-
Aktivitadt (Green, 1990). Die biologische Funktion der 15-LOX ist weitgehend
unbekannt. Wahrscheinlich unterstutzt 15-LOX anti-inflammatorische Prozesse,
indem die Bildung von 15-Hydroxyeikosatetraenséure (15-HETE) und Lipoxine
gefordert und die Expression von inflammatorischen Zytokinen unterbunden
werden (Ferrante et al., 1997; Serhan et al., 1997). Die 15-Lipoxygenase lait sich
durch 12-Hydroxyeikosatetraensaure (12-HETE) hemmen (Kragballe et al., 1986;
Grimminger et al., 1995). Zudem wirkt das Stereoisomer 12-(R)-HETE chemo-
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taktisch gegentiber neutrophilen Granulozyten (Powell et al., 1995a) und &Rt sich
in psoriatisch erkrankter Haut in signifikant hohen Mengen nachweisen (Boeglin
et al., 1998).

Im Vergleich zu 12- und 15-HETE sind 5-(S)-Hydroxy-(6 trans, 8, 11, 14 cis)-
Eikosatetraenséure (5-Hydroxy-(6E, 8Z, 117, 147)-Eikosatetraensaure, 5-(S)-HETE)
und 5-oxo-(6 trans, 8, 11, 14 cis)-Eikosatetraensaure (5-oxo-(6E, 82, 117, 1472)-Eikosa-
tetraensédure, 5-oxo-ETE) Intermediate des 5-LOX-Abbauweges. Bei der Bildung
des 5-Hydroxy- und 5-oxo-Eikosanoids wird Arachidonsdure als Ausgangs-
substrat in die instabile 5-Hydroperoxyeikosatetraensaure (5-HPETE) oxidiert
(Samuelsson, 1991, 2000) und weiter ber eine Glutathion-abhangige Peroxidase
zu 5-(S)-HETE reduziert (Skoog et al., 1988; Jakobsson et al., 1997). Alternativ
dazu 18Rt sich 5-HPETE auch durch eine Leukotrien A-Synthase in diverse
Leukotriene umwandeln (Samuelsson, 1982; Mancini et al., 1998; Radmark,
2000). Die Bildung von 5-0xo-ETE erfolgt (ber eine mikrosomale 5-
Hydroxyeikosanoid-Dehydrogenase  (5-HEDH)  unter  Beteiligung  des
Kosubstrates NADP* (siehe Abb. 1).

5-HEDH weist eine hohe Substratspezifitdt gegenuber Eikosanoiden auf, die
eine 5-(S)-Hydroxylgruppe, gefolgt von einer 6-trans Doppelbindung im Molekal,
besitzt (Powell et al., 1992; Zhang et al., 1996). Diese stereospezifische 5-0xo-
ETE-Bildung l4Rt sich z.B. mit Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) oder Ca*'-
lonophor A23187 bis zu achtfach in Eosinophilen und bis zu 9,6-fach in
Neutrophilen steigern (Powell et al., 1995b). Neben der enzymatischen Bildung
ist auch eine ,,nicht-enzymatische* Oxidation bekannt (Gravel et al., 1993).
Falgueyret et al. (2000) wiesen nach, daB die ,,nicht-enzymatische” 5-oxo-ETE-
Bildung vom pH-Wert abh&ngig ist und im alkalischen Milieu begunstigt wird.
Dariiber hinaus entdeckten Zarini et al. (2003) einen neuen 5-0x0-ETE-
Syntheseweg, bei dem 5-HPETE als Ausgangssubstrat dient und nicht 5-(S)-
HETE. Der Mechanismus der zelluldren Aktivierung ist nicht vollstandig bekannt.
Desensibilitatsstudien mit Pertussis Toxin wiesen darauf hin, daR die ausgeldste
Zellantwort tber einen LTB4-unabhangigen (Powell et al., 1993; O’Flaherty et al.,
1994), G-Protein-gekoppelten Rezeptor wirkt (Czech et al., 1997; O’Flaherty et
al., 1988, 2000).
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Abb. 1: Arachidonsdure-Metabolismus. Die Arachidonsdure kann tber die Cycloxygenase-I
und -1l zu Prostaglandinen, Prostazyklinen oder Thromboxanen metabolisiert werden.
Ebenso 18Rt sie sich enzymatisch durch 5-, 12- bzw. 5-Lipoxygenase abbauen (12-LOX-
Weg hier nicht dargestellt). Lipoxine entstehen tber dem 15-LOX-Abbauweg,
wohingegen Leukotriene, Mono- und Dihydroxyeikosanoide (z.B. 5,15-diHETE) uber
die Bildung eines instabilen Hydroperoxids 5-HPETE umgewandelt werden. 5-(S)-
Hydroxyeikosatetraensdure, die durch Reduktion von 5-HPETE entsteht, wird weiter
durch eine spezifische 5-Hydroxyeikosanoid-Dehydrogenase (5-HEDH) in 5-oxo-
Eikosatetraensdure (5-oxo-ETE) umgewandelt.

5-(S)-HETE und 5-ox0-ETE reprasentieren eine Gruppe von chemotaktischen
Lipiden, die selektiv eosinophile Granulozyten (Powell et al., 1995b; O’Flaherty
et al., 1996; Czech et al., 1997) und auch neutrophile Granulozyten aktivieren
konnen (Norgauer et al., 1996; Powell et al., 1997). Weitere biologische
Wirkungen von 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE ist nur z.T. bekannt (Zimpfer et al.,
1998). Gordon et al. (1991) wiesen beispielsweise nach, da 5-(S)-HETE die
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Prostaglandinbildung in Endothelzellen hemmt. Zudem wurde nachgewiesen, da
5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE die intrazellulare Ca®*-Mobilitat, die Aktinpoly-
merisation, die Degranulation von Speichergranula sowie die Produktion von
toxischen Sauerstoffradikalen und die Oberflachenexpression von f-Integrin
CD11b in Eosinophilen und in Neutrophilen induzieren (Powell et al., 1997,
1999). Obwohl beide Eikosanoide dquivalente Eigenschaften besitzen, ist 5-oxo-
ETE bis zu 100-mal aktiver als sein Vorlaufermolekil 5-(S)-HETE (O’Flaherty et
al., 1993; Powell et al., 1993). Zwar ist 5-(S)-HETE ein schwécherer Zellaktivator
als 5-oxo-ETE. Gemeinsam mit Leukotrien B, (LTBs), PMA oder ,platelet-
activating factor” (PAF) (bt es aber einen synergistischen Effekt auf die Zielzelle
aus (O’Flaherty et al., 1985, 1987).

5-HEDH-AKktivitat wurde in Neutrophilen, Lymphozyten und Monozyten
nachgewiesen (Powell et al., 1992; Zhang et al., 1996). Zudem wurde die 5-
HEDH-Aktivitdt mit der Bildung des ,,Eosinophilen-chemotaktischen Lipids®
(Morita et al., 1990a), das spéter als 5-oxo-15-Hydroxyeikosatetraensaure (5-0xo-
15-HETE) identifiziert worden war (Morita et al., 1990b), und gemeinsam mit der
Enzymaktivitdt der Sojabohnen-Lipoxygenase 1 beobachtet (Schwenk et al.,
1992, 1995). Pareigis (1997) wies zudem nach, dall 5-HEDH in den Keratino-
zyten-Zellinien HaCaT, KB, A 431, in immortalisierten Zellen mit hdmato-
poetischer Herkunft (z.B. EoL-3) und in der promyeloischen HL-60-Zellinie
exprimiert wird. In der menschlichen Haut stellen Langerhans-Zellen und
Keratinozyten die physiologischen ,Produktionsstatten der 5-(S)-HETE dar
(Rosenbach et al., 1990). Dendritische Zellen monozytaren Ursprungs sind
dagegen in der Lage, die biologisch aktivere 5-oxo-ETE zu generieren (Zimpfer et
al., 2000).

Die chemotaktische Eigenschaft von 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE 16st in der
Haut die Gewebe-Infiltration von Eosinophilen aus (siehe Abb. 2). Diese selektive
Zellakkumulation ist insbesondere bei Eosinophilen-assoziierten Erkrankungen zu
beobachten. Als proinflammatorische Effektorzelle tragen Eosinophile zur Ab-
wehr von Helminthen bei (Butterworth, 1984; Kroegel et al., 1988; Behm et al.,
2000). Ebenso sind Eosinophile an chronischen Erkrankungen wie Asthma
(Kumar et al., 1994; Krug et al., 1998), allergischer Rhinitis (Sedgwick et al.,
1991) oder atopischer Dermatitis beteiligt (Leiferman et al., 1986; 1991; Kapp,
1993).
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Abb. 2:  Schematische Darstellung eines Eosinophilen-Infiltrationsprozesses in der ent-
zindeten Haut. Die Infiltration von Eosinophilen aus dem mikrovaskuldren Raum in
die entziindete Haut erfolgt in vier Phasen; Rollen, Zellaktivierung, Adhédsion und
Transmigration durch die endotheliale Zellschicht. In diesem dynamischen ProzeR sind
Zelladhdsionsmolekiile wie L- und E-Selektin, das B1-Integrin VLA-4 (very late
antigen-4) und das vaskuléare Zelladhdsionsmolekiil-1 (VCAM-1) beteiligt. In der Haut
bilden infiltrierte Eosinophile Sauerstoffradikale und setzen durch Degranulation
Substanzen frei, die weitere Zellen in der Haut aktivieren kdnnen.

Der proinflammatorische Effekt der eosinophilen Granulozyten beruht u.a. auf
der Sekretion von praformierten und granulér gespeicherten Proteinen, auf der
Wirkung von zytotoxischen Sauerstoffradikalen und auf der Freisetzung von
bioaktiven Lipidmediatoren. Zu den granuldren Proteinen gehoéren lysosomale
Enzyme wie die Eosinophil-Peroxidase, die Arylsulfatase und die saure
Phosphatase. Ein hoher Anteil des Granula-Inhaltes setzt sich jedoch aus den
basischen Proteinen ,,major basic rotein“ (MBP), ,,eosinophil cationic protein®
(ECP) und ,,eosinophil-derived neurotoxin“ (EDN) zusammen (Giembycz et al.,
1999). Mdglicherweise werden durch die Sekretion von MBP die Lungen von

Asthmatikern geschadigt, welches in grofien Mengen im Sputum und auch in den
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erkrankten Lungengeweben nachzuweisen ist (Abu-Ghazaleh et al., 1992; Makino
etal., 1995).

Ein weiteres Charakteristikum von Eosinophilen-assoziierten Erkrankungen ist
die Beteiligung von TH,-Lymphozyten (Finkelman et al., 1991; Okano et al.,
2000). TH,-/CD4"-Zellen exprimieren Interleukin-(IL)-4 und IL-5 (Del Prete,
1992), die u.a. die Blut-Eosinophilie fordern (Coffman et al., 1989, Shahabuddin
et al., 2000), die IgE-Synthese induzieren (Del Prete et al., 1988) und die
Oberféchenexpression von ,vascular cell adhesion molecule-1* (VCAM-1) in
Endothelzellen (Thornhill et al., 1991) und von ,very late antigen-4“ (VLA-4) in
Eosinophilen bewirken (Wardlaw, 1994, 2001). Trotz der Beteiligung von TH,-
Lymphozyten und der damit verbundenen Auswirkung von IL-4 und IL-5, ist zu
vermuten, dall 5-oxo-ETE, und weniger 5-(S)-HETE, der akute Ausloser der
Eosinophilen-Infiltration ist (O’Flaherty et al., 1993; Powell et al., 1993).
Inwiefern sich 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE auf die Produktion von weiteren
chemotaktisch aktiven Mediatoren auswirken und deren Funktionen in der
entzindeten Haut beeinflussen konnen, ist nicht bekannt. Sozzani et al. (1996)
wiesen nach, dalR die Chemokinwirkung von ,,monocyte chemotactic protein-1
und -3 (MCP-1 und -3) durch 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE verstarkt wird. Powell
et al. (2001) stellten hingegen fest, dal} die 5-oxo-ETE-induzierte Eosinophilen-
Chemotaxis 4-fach durch Eotaxin bzw. durch ,regulated upon activation normal
T-cell expressed and presumably secreted” (RANTES) gesteigert wird. Analog zu
5-(S)-HETE und 5-oxo0-ETE, scheinen diese eosinophil-spezifischen AChemo-
kine (CC-Chemokine) ebenso fir die Zellakkumulation bei Eosinophilen-
assoziierten Erkrankungen verantwortlich zu sein (Garcia-Zepeda et al., 1996;
Sato et al., 1999). Welches dieser eosinophil-spezifischen Chemoattraktantien
(z.B. 5-(S)-HETE, 5-ox0-ETE und Eotaxin) die Eosinophilen-Infiltration in die
entziindete Haut in erster Linie initiiert, ist nicht bekannt.

Eotaxin wird z.B. in Fibroblasten erst nach Aktivierung durch TH,-Zytokine
gebildet (Mochizuki et al., 1999). Die Expression von RANTES erfolgt hingegen

konstitutiv und 188t sich mit Tumor Nekrose Faktor-o,, IL-1f3 oder Interferon-y

(IFN-y) steigern (Meyer et al., 1998). Im Vergleich dazu ist die 5-(S)-HETE-
Produktion von der transkriptionalen Regulation der 5-Lipoxygenase-Synthese
abhéngig (Janssen-Timmen et al., 1995; Spanbroek et al., 1998). Zudem wird die
Bildung von 5-oxo-ETE durch die mikrosomale 5-HEDH Kkatalysiert. Es ist
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nachgewiesen worden, dal} Eikosanoide mit einer 5-(S)-Hydroxylgruppe und 6-
trans Doppelbindungen im Molekil durch die spezifische 5-HEDH oxidiert
werden (Powell et al., 1992; Zhang et al., 1996). Die molekulare Natur und die
zelluldre Regulation von 5-HEDH sind aber noch weitgehend unbekannt.

Um den Reaktionsmechanismus und die Regulation der 5-oxo-ETE-Bildung zu
verstehen, war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die membrangebundene 5-
HEDH zu isolieren und soweit wie moglich zu charakterisieren. Im zweiten Teil
dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE Zytokine
induzieren konnen, und ob das 5-(S)-Hydroxy- und das 5-oxo-Eikosanoid die
Eosinophil-assoziierte Entzindung verstarken oder verldngern konnen. Der
EinfluB von 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE auf zellulare Funktionen wurde mehr-
fach nachgewiesen (Norgauer et al., 1996; Powell et al.,, 1997, 1999). Im
Gegensatz dazu ist tber 5-(S)-HETE und 5-ox0-ETE als Induktor nur wenig
bekannt (Zeng et al., 2002). Aus diesem Grunde sollten Untersuchungen durch-
gefiihrt werden, die den EinfluR von 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE auf die
Zytokinen-Exression zum Ziele hatten. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu
beitragen Zusammenhange der Zytokinbildung in der Haut zu erkennen und
mdogliche Synergien zwischen 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE mit proinflamma-

torischen Zytokine besser zu verstehen.
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien und Laborgerate

3.1.1 Chemikalien

Die Arachidonsaurederivate, 5-(SR)-Hydroxy-(6E,8Z,117,147)-Eikosatetraenséure
(5-(S/R)-HETE) und 5-oxo-(6E, 82,117, 147)-Eikosatetraensaure (5-oxo-ETE), zur
Untersuchung der enzymatischen Aktivitat von 5-Hydroxyeikosanoid-Dehydro-
genase (5-HEDH) sowie fur die Durchfuhrung der Zellstimulationsversuche,
wurden von Diagnostic International, Karlsdorf, und Cascade Biochem Ltd.,
Reading, England, bezogen. Weitere Chemikalien wurden, wenn nicht anders
vermerkt, bei Merck KGaA, Darmstadt, bzw. Sigma Aldrich GmbH, Deisenhofen,

erworben.

3.1.2  Puffer und Lésungen

1.) Mikrosomen-Préparationspuffer:
0,1 mM DTT (1,4-Dithio-DL-threitol)
1mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
20 % (v/v) Glyzerin (ca. 87 % Reinheit)
10 mM Tris/HCI; pH 8,0

2.) Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (Phosphate Buffered Saline: PBS);
pH 7,2 -74:
2,7mM KCI
1,5mM KH>PO,
137 mM NaCl
6,4 mM Na,HPO,

3.) Reaktionspuffer zur Bestimmung der 5-HEDH-AKktivitat:
1mM B-NADP" (B-Triphosphopyridinnukleotid)
200 mM NaCl
10 mM Tris/HCI; pH 8,0

4.) Solubilisierungspuffer:
Mikrosomen-Préparationspuffer (siehe Losung Nr. 1) mit Zusatz von 2,5 %

(w/v) Octyl-B-D-Glukopyranosid.
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5.) Proteinauftragspuffer fir Polyacrylamid-Gelelektrophorese:
2,6 mM DTT (1,4-Dithio-DL-threitol)
12 % (viv) Glyzerin (87 % Reinheit)
6 M Harnstoff
139 mM Natriumdodecylsulfat
50 mM Tris/HCI; pH 6,8

6.) Elektrodenpuffer fur Tricine-SDS-Gelelektrophorese:
100 mM Tris/HCI; pH 8,25
100 mM Tricine
0,1 % (w/v) Natriumdodecylsulfat

7.) Fixierlésung:
30 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Eisessig

8.) “Farmer’s Reducer”-Fixierlésung:
30 % (v/v) Ethanol
2% (v/v)  Glutharaldehyd
04 M Natriumacetat; pH 6,0
0,1 % (v/v) Natriumthiosulfat
Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit Eisessig.

9.) Silbernitrat-Farbeldsung:
0,1 % (w/v) AgNO;
0,02 % (v/v) Formaldehyd

10.) Entwicklerldsung:
0,04 % (v/v) Formaldehyd
1,25 % (w/v)Na,CO3

11.) Puffer fiir den enzymatischen Verdau mit Lys-C-Endoprotease:
1 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigséure)
2 ng/ul Lys-C-Endoprotease; Endkonzentration
25 mM Tris/HCI; pH 8,5

12.) Tricine-Puffer (10-fach konzentriert):
50 mM B-Mercaptoethanol
0,1 % (w/v) Gelatine
20 mM MgCl,
1% (W/v)  Thesit® (Polyoxyethylene-9-laurylether)
300 mM Tricine; pH 8,4
Der 10-fach konzentrierte Tricine-Puffer wurde autoklaviert (20 min,
121 °C, 2 bar), in jeweils 1 ml Volumen aliquotiert und bei -20°C gelagert.

13.) Bromphenolblau-L&sung als DNA-Auftragspuffer:
1% (w/v)  Bromphenolblau
100 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
50 % (v/v) Glyzerin (ca. 87 % Reinheit)
0,1 % (w/v) Natriumdodecylsulfat
1% (v/v)  Xylencyanol
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14.)

TAE-Puffer:

15.)

10 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

0,11 % (v/v) Eisessig

40 mM Tris/HCI; pH 8,0

Der TAE-Puffer wurde 50-fach konzentriert hergestellt und autoklaviert
(20 min, 121 °C, 2 bar). Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

Desoxynukleotidtriphosphat-(dNTP)-L&sung:

16.)

20 mM Desoxyadenosintriphosphat (dATP)

20 mM Desoxycytidintriphosphat (dCTP)

20 mM Desoxyguanosintriphosphat (dGTP)

20 mM Desoxythymidintriphosphat (dTTP)

Die Nukleotide wurden von Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
bezogen.

TRIzol®-Reagenz:

17.)

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus stimulierten Zellen erfolgte mit einem
phenolhaltigen TRIzol®-Reagenz der Firma Life Technologies, Karlsruhe
(Vertrieb durch Invitrogen AG).

Flissigwachs:

18.)

Chill-out 14™-Flussigwachs der Firma MJ Research Inc. (Watertown, MA,
USA) wurde uber Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf, bezogen.

Ethidiumbromid-L6sung:

19.)

Der Bezug von Ethidiumbromid erfolgte tber Hoffmann La Roche,
Mannheim, und wurde mit Diethylpyrocarbonat-(DEPC)-Wasser in einer
Endkonzentration von 10 mg/ml angesetzt.

100 Bp DNA-GroéRenmarker:

20.)

Der ,,READY-LOAD™ 100 Bp DNA-Leiter* wurde von der Firma Life
Technologies, Karlsruhe, bezogen.

Transkriptase und Polymerase:

Die Durchftihrung der reversen Transkription und der RT-PCR erfolgten mit
Superscript™ 11 und Taq DNA-Polymerase der Firma Life Technologies,
Karlsruhe.
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3.1.3 Zellkulturmedien

Wachstumsmedium fir primdre Keratinozyten:

Zusammengesetzt aus Keratinozyten-Basalmedium (KBM) und folgenden

Inhaltsstoffen:

0,1 ng/ml humaner Epidermiswachstumsfaktor (human epidermal growth
factor: hEGF)

0,5 pg/ml  Hydrocortison

5 pg/ml  Insulin

100 U/ml Penicillin

30 ug/ml  Rinderhypophysenextrakt (bovine pituitary extract: BPE)

100 pg/ml  Streptomycin

Das Basalmedium und die verwendeten Supplemente wurden von der Firma

Clonetics Corporation/Bio Whittaker Inc. bezogen.

Wachstumsmedium fir primére Fibroblasten:
Zusammengesetzt aus Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) und
folgenden Inhaltsstoffen:
10 % (v/v) fatales Rinderserumalbumin (fetal calf serum: FCS);
zuvor bei 56 °C fir 45 min hitzeinaktiviert.
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin
DMEM stammte von der Firma Cell Concepts GmbH, Umkirch. Die
Supplemente wurden dagegen von Life Technologies, Karlsruhe, bezogen.

3.14 Laborgerate

Sonikator:
Der Sonikator besteht aus einem HF-Generator Sonoplus GM70 (70 Watt) und
einem Ultraschallumwandler UW70 mit Titanmikrospitze MS73/HD70 (Firma
Bandelin Electronic, Berlin).

Tischzentrifugen:

1.) Hereeus Megafuge 10.R, Tragringrotor Kat.-Nr.: 3360 (max. 6.200 x g
bzw. 6.000 Upm) fur 15ml und 50 ml ReaktionsgefdRe, Kendro
Laboratory Products GmbH, Hamburg.

2.) Biofuge 17RS, Sepatech Festwinkelrotor, Kat.-Nr.: 1379 (max. 25.848 x g
bzw. 17.000 Upm) fur 1 ml Reaktionsgefalie, Heraeus Sepatech.

Ultrazentrifugen:
1.) Ultrazentrifuge L5-75; Schwingrotor Modell: 70.1/SW28
2.) Ultrazentrifuge L7-55; Festwinkelrotor Modell: 50-Ti
Die Ultrazentrifugen stammten von der Firma Beckmann, Miinchen.
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Gefriertrocknungsanlage (Lyophilisator):
Der Lyophilisator besteht aus einem Kihlaggregat LOC-1 Alpha 2-4 (Firma
Christ) und aus einer Vakuumpumpe BZ43 Typ DUO 004B (Firma Pfeiffer
Balzers).

Ultrafiltrationskammer:
Ultrafiltrationskammer bestehend aus einer Riihrzelle (Amicon®-Kammer) mit
200 ml  (Kat.-Nr.: 5123) bzw. 400ml (Kat.-Nr.: 5124) Volumen
Fassungsvermogen.

Ultrafiltrationsmembran mit Ausschlufvolumen von 1 kDa (YM1-Membran):
& 63,5 mm, Kat.-Nr.: 13332
& 76,0 mm, Kat.-Nr.: 13342
Die Ruhrzellen und Filtrationsmembrane stammten von der Firma Millipore
GmbH, Eschborn.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie-(HPLC)-Systeme:

1.) Pumpsystem: Gradientenpumpe: P4000, Thermo Separation Products
GmbH (Spectra Physics Analytical), Darmstadt
Detektor: Spectroflow 773, Kratos Analytical Instruments
Integrator: Computing Integrator: SP4290, Thermo Separation
Products GmbH.
2.) Pumpsystem: SP8800 tenary HPLC Pump, Thermo Separation
Products GmbH.
Detektor: Spectra Focus, Thermo Separation Products GmbH.
Heizsystem: SP8792 Controller und SP8792 Column Heater,
Thermo Separation Products GmbH.
Computer: IBM (OS/2-Betriebssystem mit Auswertungsoftware,
Thermo Separation Products GmbH)
Drucker: Hewlett Packard Star Laser Printer 8

3.) SMART®-System: HPLC-p-Separationsanlage, Pharmacia Biotech GmbH,
Freiburg.
Integrator: Hewlett Packard 747A Plotter

Tab.1: HPLC-Saulen fur die préaparative Auftrennung der 5-Hydroxyeikosanoid-
Dehydrogenase (HIC- und Anionenaustauschersaule) und fur die Analyse von 5-
(S/R)-HETE und 5-0x0-ETE (C.s-Umkehrphasenséaule).

Saulenbezeichnung Saulentyp Hersteller
Waters Spherisorb ODS2 Bischoff Chromatography
250 x 4,6 mm, 5,0 um Analysentechnik u. —geréte
Art.-Nr.: 2546 D181WS050 GmbH, Leonberg

Aqua
Cig-Umkehrphasensaule

Lichroprep RP-18, 15-25 pm Bischoff Chromatography
Guardcartridge K2 Cys-Vorséule Analysentechnik u. —geréate
Art.-Nr.: 6302 1841 GmbH, Leonberg
HIC-Ultropac Column hydrophobe Pharmacia Biotech GmbH,
TSK-Phenyl-5PW . ) .
Interaktionsséule Freiburg
7,5x7,5mm
7? I)E)?S ETn?nEnéiE;zn schwacher Phenomenex GmbH,
’ Anionenaustauscher Aschaffenburg

Art.-Nr.: CHO-1680
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Tab.2: p-Separationssaulen zur Aufreinigung der 5-Hydroxyeikosanoid-Dehydrogenase
mit Hilfe der HPLC-p-Separationsanlage ,,SMART®-System*.

Saulenbezeichnung Saulentyp Hersteller
o starker Pharmacia Biotech GmbH,
Mini Q PC 3.2/3 Anionenaustauscher Freiburg
p RPC C2/C18 ) Pharmacia Biotech GmbH,
SC 2.1/10 C,/Cyg-Umkehrphasenséule Freiburg

Gelelektrophorese-Systeme:
1.) Phast System Separation and Control Unit (horizontale Elektrophorese-
kammer), Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg.
2.) Mini Protean II™ Cell (vertikale Elektrophoresekammer),
Kat.-Nr.: 165-2940, Biorad GmbH, Munchen.
3.) HORIZON®11-14 (horizontale Elektrophoresekammer) fiir PCR-Produkte,
Life Technologies, Karlsruhe.

Ampere- bzw. Voltmeter:
1.) 200/20 Power Supply
2.) Power Pac 300 Power Supply
Bezogen von Biorad GmbH, Munchen.

Thermocycler:
1.) Trio-Block-Thermocycler Modell TB-1 und T3, Biometra, Géttingen.

2.) Peltier Thermal Cycler PTC-200, MJ Research Inc., Watertown, MA,
USA.

UV-Gel-Belichtungsanlage:
Chroma 42, Vetter GmbH, Wiesloch.
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3.2 Isolierung von polymorphkernigen, neutrophilen Granulozyten

Die Isolierung polymorphkerniger, neutrophiler Granulozyten (PMN) aus
vendsem Vollblut erfolgte nach einer Methode von Morita et al. (1990). Frisches
Menschenblut wurde zunédchst mit einer 0,9 %igen NaCl-Losung im Verhaltnis
1:1 vermischt und bei 500 x g, 20 min ohne Bremseinwirkung zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde, nachdem die waRrige und lymphozytenhaltige Interphase
entfernt worden war, mit einer 2,5 %igen (w/v) Gelatinelésung (in 0,9 % NaCl-
Losung) resuspendiert und fir 30 min im 37 °C warmen Wasserbad (Kdttermann
Systemlabor GmbH & Co., Uetze-Hénigsen) inkubiert. Die obere, PMN-reiche
Gelatinephase wurde dann entnommen und bei 500 x g, 10 min und Raum-
temperatur zentrifugiert. Das entstandene Zellsediment wurde in 40 ml 0,85 %ige
Ammoniumchloridlésung (NH4CI; pH 7,0) resuspendiert, um verunreinigende
Erythrozyten zu lysieren. Nach dieser Lyse wurden die intakten, neutrophilen
Granulozyten durch Zentrifugation angereichert und mit PBS gewaschen (jeweils
500 x g, 10 min, 4 °C). Das Granulozyten enthaltende Pellet wurde schlieBlich in
einer definierten Menge PBS (siehe 3.1.2; Nr. 2) aufgenommen, so daR eine
Zellkonzentration von ca. 1 x 10° vitale PMN/ml ergab. Die Bestimmung der
Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Z&hlkammer, wobei gleichzeitig die
Zellvitalitat mittels Trypanblaufarbung bestimmt wurde (Lindl und Bauer, 1994:
Kapite 12).

3.3 Praparation von Mikrosomen durch fraktionierte Zentrifugation

Die Praparation von Mikrosomen erfolgte nach einer modifizierten Technik von
Ozols (1990) und Wintergalen et al. (1995), wobei frisch isolierte neutrophile
Granulozyten (1 x 10® PMN/ml) mit Praparationspuffer (siehe 3.1.2; Nr.1) ver-
setzt und im Eisbad fir 2 — 3 min intervall ultrabeschallt (60 Zyklen/s) wurden.
Grobe Membranfragmente und granuldre Bestandteile konnten dann Uber eine
fraktionierte Zentrifugation (Differentialzentrifugation) abgetrennt werden. Hierzu
wurde das PMN-Extrakt ohne Bremseinwirkung 20 min mit 900 x g, dann 20 min
mit 16.000 x g und schlieflich zur Anreicherung der Mikrosomen 1h bei

105.000 x g zentrifugiert (siehe Abb. 3). Wahrend der Préparation wurden frei-
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gesetzte Proteasen durch zwei- bis dreimalige Zugabe von 100 ul gesattigter

PMSF-Inhibitorlosung (Phenylmethylsulfonylfluorid in Isopropanol gelést) in-

aktiviert.
10° PMN/m
gepulste Ultrabeschallung: 2-3 min, 60 Zyklen/s
Zentrifugation: 900 x g, 20min, 4°C
I
Uberstand
Zentrifugation: 16.000 x g, 20min, 4°C
Uberstand
Zentrifugation: 105.000 x g, 1h, 4°C
Sediment Sediment Sediment Uberstand
nach 900 x g nach J_-G.OOO_X g nach 105.000 x g nach 105.000 x g
Zentrifugation Zentrifugation Zentrifugation Zentrifugation

(mikrosomale Fraktion) (PMN-Lysat)

Abb. 3:  Schematische Darstellung einer fraktionierten Zentrifugation zur Gewinnung von
Mikrosomen. Frisch isolierte, neutrophile Granulozyten (PMN) wurden nach einer
gepulsten Ultraschallbehandlung im Eisbad mit 900 x g (20 min), 16.000 x g (20 min)
und 105.000 x g (1 h) zentrifugiert. Die aufgereinigten Mikrosomen befanden sich in
105.000 x g-Sediment.

3.4  Solubilisierung der 5-Hydroxyeikosanoid-Dehydrogenase (5-HEDH)
aus Mikrosomen

Das Herauslosen der membranstdndigen 5-HEDH aus dem gallertartigen
Mikrosomensediment in 10 ml Pufferlosung erfolgte unter Rihren bei 4 °C und

einer Inkubationsdauer von 6-14h. Das nicht-ionische Octyl-B-D-Gluko-
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pyranosid (Fluka GmbH, Freiburg) diente als Detergens und wurde in einer
Konzentration von 2,5 % (w/v) unter Vermeidung von Schaumbildung in Pra-
parationspuffer angesetzt (siehe 3.1.2; Nr. 4). Nach erfolgter Solubilisierung
wurden die groben Zellpartikel durch Zentrifugation (6.200 x g, 10 min, 4 °C)
entfernt. Der gelb opalesierende Uberstand mit solubilisiertem 5-HEDH war fiir

spatere Untersuchungen bei -20 °C lagerfahig.

35 Nachweis der 5-HEDH-Aktivitat

3.5.1 Bestimmung der 5-HEDH-AKktivitat im Enzymstandardtest

Die Ermittlung der 5-HEDH-AKktivitéat erfolgte indirekt Uber die Umsetzung von
5-(S)-HETE zu 5-oxo-ETE und wurde nach einer Modifikation des Testsystems
von Pareigis (1997) durchgefihrt. Es wurden 30 — 50 pl PMN-Lysat (105.000 x g-
Uberstand), das 3 -5 x10° PMN entsprach, mit Reaktionspuffer (sieche 3.1.2;
Nr. 3) vermischt und hinsichtlich 5-HEDH-AKktivitat in einem Gesamtreaktions-
volumen von 300 pl untersucht. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von
4 UM 5-(S/R)-HETE im 40 °C warmen Wasserbad gestartet und nach 20 min mit
eiskaltem Methanol (40 % des Endvolumens) gestoppt. Die 5-oxo-ETE-Bildung
galt als MaR flr die enzymatische Umsetzung von 5-(S)-HETE. Der Gehalt an 5-
oxo0-ETE wurde mit Hilfe der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)
im UV-Bereich bei 280 nm Wellenlédnge nachgewiesen.

Zum Vergleich der spezifischen 5-HEDH-Aktivitat wurden 30 pl Zelllber-
stand und 30pl Zellsediment der fraktionierten Zentrifugation (siehe Abb. 3)
untersucht. Partiell aufgereinigte HPLC-Fraktionen, die aus PMN-Lysaten
(105.000 x g-Uberstand) und Mikrosomeniiberstanden stammten, wurden wegen
der zuvor nachgewiesenen Aktivitdtsabnahme mit einer funf- bis siebenfachen
Menge (150 — 200 pl) untersucht.
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Definition der spezifischen 5-HEDH-AKktivitat

Die spezifische 5-HEDH-Aktivitdat wurde, abweichend vom internationalen
Standard, in Enzymeinheiten (Units; U) pro Milligramm Protein angegeben. Eine
Enzymeinheit beschreibt in der vorliegenden Arbeit die Bildung von einem pmol
5-0x0-ETE/min. Da eine absolute Reinheit der 5-HEDH nicht erzielt werden
konnte, wurde die spezifische 5-HEDH-Aktivitdt auf die gesamte, gemessene

Proteinmenge pro Reaktionsansatz bezogen.

3.5.2  Flussigkeitschromatographische Auftrennung und Quantifizierung
von 5-(S/R)-HETE und 5-oxo-ETE

Zur Quantifizierung der gebildeten 5-oxo-ETE-Menge wurden die untersuchten
Reaktionsansitze zentrifugiert (25.458 x g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand mufte
zundchst an einer Cyg-Vorsaule (Lichroprep RP-18, 15-25 um Guardcartridge K2,
Bischoff Chromatography GmbH, Leonberg) appliziert und mit 3 -4 ml 0,01 %
Essigsdure von Salzen und gel6sten Proteinbestandteilen befreit werden. Das im
Uberstand enthaltene 5-oxo-ETE wurde dann durch eine auf 50 °C erhitzte Cyg-
Umkehrphasensaule (Reversed Phase-18-Sdule: RP1g-Séule; Waters Spherisorb
ODS2, ID 250 x 4,6 mm; Bischoff Chromatography GmbH) eluiert. Hierzu
wurden die an der S&ulenmatrix gebundenen, lipophilen Komponenten mit einem
isokratischen Laufpuffergradienten aus Methanol und 0,01 % Essigséure
(80 %:20 %; 1 ml/min) eluiert, UV-spektrometrisch detektiert und durch
Flachenintegration der Peaks quantifiziert.

Eichung der Eikosanoide

Der Gehalt an Eikosanoiden in den untersuchten Proben wurde anhand einer
Eichkurve mit authentischen, kommerziell erhaltlichen Referenzsubstanzen
quantifiziert. Hierfur wurden 0 — 3120 pmol (0 — 1000 ng) 5-(S/R)-HETE und 0 —
2826 pmol (0 — 900 ng) 5-oxo-ETE mit einem Ethanol-Wasser-Gemisch verdiinnt
und nach dem etablierten Verfahren (siehe 3.5.2) an der RP1g-Saule aufgetrennt.
Nach Integration der ermittelten Peakflache wurde die eingesetzte Menge der
beiden Eikosanoide entsprechend ihrer FlachengroRe berechnet.
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3.5.3  Bestimmung des Gesamtproteingehaltes

Die Bestimmung der Proteinkonzentration, die auf einer Farbemethode nach
Lowry (Lowry et al., 1951) beruht, wurde mit einem ,,DC Protein Assay“ der
Firma Biorad GmbH, Miinchen, nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. 5 pl
Probe wurden mit 25 pl Kupfertartratlosung (Reagenz A) und 200 pl Folinlésung
(Reagenz B) gemischt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
proteinhaltige Reagenzldsung farbt sich in Anwesenheit von Peptidverbindungen

blau-violett und ist bei 690 nm Wellenlange photometrisch detektierbar.

Eichung mit bovinem Serumalbumin

Als Referenz fiir die Proteinquantifizierung diente bovines Serumalbumin (BSA;
0 -1 mg/ml) gel6st in Préparationspuffer (siehe 3.1.2; Nr.1). Aus der Extinktion
des BSA-Standards mit bekanntem Proteingehalt konnte so auf die Proteinmenge

der jeweilig untersuchten Probe riickgeschlossen werden.

3.6  Untersuchungen zur 5-HEDH-Stabilitat

a.) Einflul der Standzeit bei 25 °C
PMN-Lysate (Aliquots von 5 x 10° PMN) wurden in einem einstiindigen und

solubilisierte  Mikrosomeniberstande (siehe 3.4) in einem zweistiindigen
Rhythmus bis zu einer maximalen Inkubationszeit von 6 h und 8 h auf ihr 5-oxo-
ETE-Bildungsvermdgen hin untersucht. Die Bestimmung der 5-HEDH-AKtivitét
und die Quantifizierung des 5-oxo-ETE-Gehaltes erfolgten nach dem etablierten
Standardverfahren (siehe 3.5).

b.) EinfluR der Kryokonservierung
Weiterhin wurde die 5-HEDH-AKtivitat der PMN-Lysate nach Resuspension im

Reaktionspuffer (siehe 3.1.2; Nr. 3) mit und ohne Zusatz von 20 % Glyzerin
untersucht. Die Reaktionsansatze wurden Uber sieben Tage bei -20 °C gelagert.
Nach Auftauen der Zellsuspensionen wurden Aliquots von 3 x 10° und 2,6 x 10°
PMN-Lysat hinsichtlich ihrer 5-HEDH-Aktivitat in 300 ul Reaktionsvolumen
nach dem Standardverfahren untersucht (siehe 3.5).
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c.) EinfluR der Temperatur

Zur Ermittlung der Temperaturstabilitat wurden PMN-Lysate von 5 x 10° PMN in
einem Temperaturbereich 4 —90 °C fir 30 min erhitzt. Anschliefend wurde die
spezifische 5-HEDH-Aktivitdt im Lysat anhand der 5-oxo-ETE-Produktion
untersucht. Die 5-HEDH-AKktivitat wurde nach dem Standardverfahren ermittelt
(siehe 3.5).

d.) EinfluR von organischen Ldsungsmitteln

Der Nachweis der 5-HEDH-Stabilitat in verschiedenen, organischen Ldsungs-
mitteln erfolgte in Aliquots von 5x 10° PMN (105.000 x g-Uberstand). Dabei
wurden Reaktionsansatze mit jeweils 10 % und 80 % Acetonitril, Ethanol bzw.
Isopropanol vermischt und fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Kontroll-
ansatze enthielten 10 mM Tris/HCI (pH 8,0). Eine weitere Kontrollreihe wurde
zusétzlich mit 10 % Glyzerin versetzt. Die Bestimmung der 5-HEDH-AKktivitat

erfolgte nach dem Verfahren des Enzymstandardtests (siehe 3.5).

3.7  Untersuchungen zur 5-HEDH-AKktivitat

a.) EinfluR der Temperatur

Die Temperaturabhéngigkeit der 5-HEDH-Aktivitat wurde im Enzymstandardtest
(siehe 3.5.1) untersucht, wobei die Reaktionstemperatur zwischen 4 °C und 90 °C
variierte. Die gebildete 5-oxo-ETE wurde chromatographisch quantifiziert und die
5-HEDH-AKktivitat nach Integration der Peakflache bestimmt (siehe 3.5.2). Fir die
Untersuchung wurden 50 pl Zellysate mit 5 x 10° PMN verwendet.

b.) EinfluR von NaCl
Desweiteren wurde das Lysat von 5 x 10° PMN/50 pl zur Untersuchung der NaCl-

Abhéangigkeit eingesetzt. Hierzu wurden die untersuchten Reaktionsansétze nach
dem Standardverfahren mit 0 -2 M NaCl versetzt und fir 20 min bei 40 °C
inkubiert (siehe 3.5.1). AnschlieBend wurden die Enzymprodukte mit der etablier-

ten Nachweismethode bestimmt (siehe 3.5.2).
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c.) EinfluR des pH-Wertes
Der EinfluR des pH-Wertes (pH 2,0 — 13,0) auf die 5-HEDH-Aktivitat wurde nach

dem Grundschema des Standardtests (siehe 3.5) untersucht. Die Reaktion erfolgte

im destillierten Wasser, und fur die Substratumsetzung wurden Zellysate mit
5 x 10° PMN verwendet. Vor der Untersuchung muRte zunachst die Stabilitat des
Substrats 5-(S/R)-HETE (4 uM) im Bereich zwischen pH 1,0 und pH 14,0
(20 min, 40 °C) Uberpruft werden, indem das Elutionsprofil der Hydroxyfettsaure
5-(S/R)-HETE bei 235 nm chromatographisch untersucht wurde.

3.8 Untersuchung der Substratumsatzgeschwindigkeit der 5-HEDH

Die Untersuchung des Substratumsatzes durch 5-HEDH erfolgte mit variablen
Zellysatmengen. Aliquots von 1 —100 x 10° PMN wurden im Hinblick auf die
Substratlimitierung in 1 —2 ml Reaktionsvolumen untersucht. Ebenso wurde die
,Bildungsrate” von 5-o0xo-ETE (5-(S/R)-HETE-Umsatz) bestimmt.

Definition der 5-oxo-ETE-Bildungsrate

Die Bildungsrate eines untersuchten Reaktionsansatzes wurde als die 5-HEDH-
Aktivitadt pro Zeiteinheit (Unit; U) definiert, die aus einer Aliquotmenge von
1 x 10° PMN resultierte.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die 5-oxo-ETE-Produktion in Abhéngig-
keit von der Reaktionszeit nach dem Standardverfahren (siehe 3.5) ermittelt. Der
Untersuchungszeitraum wurde auf maximal eine Stunde festgelegt, wobei die
enzymatische Reaktion der Einzelansdtze durch Zugabe von eiskaltem Methanol
versetzt in 10 min-Intervallen beendet wurde.

Weiterhin wurden die Michaelis-Menten-Konstante (Ky) und die maximale
Substratumsatzgeschwindigkeit (Vmax) ermittelt. Die Untersuchung erfolgte eben-
falls nach dem Grundschema des Standardtests (siehe 3.5) und wurde an einer
einheitlichen Zellzahl von 5x 10° PMN/50 pl Reaktionsansatz sowie in
Anwesenheit von 0 — 10 uM 5-(S/R)-HETE durchgefiihrt. Die Ermittlung von Ky
und Vmax erfolgte anhand der erstellten Diagramme nach Lineweaver-Burk und
Eadie-Hofstee.
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3.9  Ammoniumsulfatfallung von 5-HEDH

Eine Fallung von 5-HEDH aus 10 ml PMN-Lysat (100 Mio. PMN/ml, siehe Abb.
3) fand unter Ruhren, durch tropfenweise Zugabe einer gesattigten
Ammoniumsulfatlosung ((NH4)2SO.) statt. 5-HEDH wurde vollstdndig gefallt,
indem die (NH4).SOs-Konzentration stufenweise von 50 % auf 68,1 % erhoht
wurde. Die ausgeféllten Proteine wurden nach jeder Féallung durch Zentrifugation
(6.000 x g, 5min, 4 °C) entfernt und in 5ml 10 mM Tris/HCI-Puffer, pH 8,0,
resuspendiert. Zur Ermittlung der 5-HEDH-Aktivitat wurden 30 pl PMN-
Uberstand und 30 pl des resuspendierten Proteinsediments der verschiedenen
Fallungsschritte (z.B. bei 0 %; 50 %; 54,2 %; 58,1 %; 61,8 %; 65,2 % und 68,1 %
(NH4)2S0,) untersucht.

3.10 Aufreinigung der 5-HEDH mit Hilfe der Hochleistungsflussigkeits-
chromatographie (HPLC)

3.10.1 Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Die Aufreinigung der 5-HEDH an einer hydrophoben Interaktionsséule (HIC-
Ultropac Column, TSK-Phenyl-5PW, Kat.-Nr.: 2131-100, Pharmacia Biotech
GmbH, Freiburg) erfolgte mit 2 ml PMN-Lysat, die zuvor mit (NH4),SO4 zu 50 %
gefallt worden war (50 Mio. PMN/ml). Die Probe wurde nach Aquilibrierung des
HPLC-Systems auf die HIC-Séaule aufgebracht und mit einem Stufengradienten
aus 10 mM Tris/HCI und 10 % (NH4),SO, (siehe Tab. 3) innerhalb von 60 min
eluiert. Die DurchfluBrate betrug wahrend der Chromatographie 0,5 ml/min. Die
Detektion erfolgte bei einer Wellenlange von 280 nm. Flr die Ermittlung der
enzymatischen 5-HEDH-Aktivitdt wurden jeweils 30 pul HIC-HPLC-Fraktion

untersucht (siehe 3.5).
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Tab. 3: Chromatographiebedingungen fiir die 5-HEDH-Aufreinigung an einer hydro-
phoben Interaktionssaule (HIC-Ultropac Column, TSK-Phenyl-5PW).

Chromatographiebedingung Nr.1
Elutionsmittel Elutionsmittel A:
10 mM Tris/HCI; pH 8,0 und 10 % (NH,),SO, (entgast!)

Elutionsmittel B:
10 mM Tris/HCI; pH 8,0 (entgast!)
Elutionsgradient t= OminA/B(100%: 0 %)
(t: Zeit) t= 5minA/B(100%: 0%)
t=10min A/B( 70%: 30 %)
t=15min A/B( 55%: 45%)
t=30minA/B(30%: 70 %)
t=40min A/B( 0% :100 %)
t=60min A/B( 0% : 100 %); bei Raumtemperatur
DurchflufRrate 0,5 ml/min

3.10.2 Anionenaustauschchromatographie

2ml PMN-Lysat (100 x 10° PMN/ml; siehe 3.3) sowie 2ml Mikrosomen-
uberstand (siehe 3.4) wurden zundchst partikelfrei zentrifugiert (6.000 x g,
10 min, 4 °C) und nach Aquilibrierung des HPLC-Systems jeweils an einer
schwachen HPLC-Anionenaustauschersédule (DEAE-P, ID 75 x 7,8 micron, Art.-
Nr.: CHO-1680) der Firma Phenomenex GmbH, Aschaffenburg, aufgetrennt. Die
Uberstande wurden nach dem Gradienten laut Tab. 4 und einer DurchfluRrate von
1 ml/min chromatographisch aufgetrennt. Die Detektion erfolgte bei 280 nm. Die
einzelnen Fraktionen wurden manuell, nach ihren relativen Absorptionsminima, in
Gefélen, die zuvor mit Stabilisatoren (ca. 20 % Glyzerin, 10 — 20 mM Octyl-B-D-
Glukopyranosid) befullt worden waren, gesammelt. Zum Nachweis der 5-HEDH-
Aktivitdt wurden 150 — 200 pul der aufgetrennten DEAE-P-HPLC-Fraktionen im
Enzymstandardtest untersucht (siehe 3.5). Restliche HPLC-Fraktionen wurden fur

spatere Untersuchungen bei -20 °C gelagert.
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Tab. 4: Chromatographiebedingungen fur die 5-HEDH-Aufreinigung an einer
schwachen Anionenaustauschersédule (BIOSEP DEAE-P-Saule).

Chromatographiebedingung Nr. 2
Elutionsmittel Elutionsmittel A:
20 mM Tris/HCI; pH 8,0 (entgast!)

Elutionsmittel B:

20 mM Tris/HCI; pH 8,0 und 1 M NaCl (entgast!)
Elutionsgradient t= OminA/B(100%: 0 %)
(t: Zeit) t=12min A/B(100%: 0 %)

t=15min A/B( 80%: 20 %)

t=30minA/B( 80%: 20 %)

t=40min A/B( 60% : 40 %)

t=52min A/B( 60% : 40 %)

t=57min A/B( 0% :100 %)

t=70min A/B( 0% : 100 %); bei Raumtemperatur
DurchflufRrate 1 ml/min

3.10.3 Aufreinigung der 5-HEDH mittels HPLC-p-Separation

Die weitere Aufreinigung der 5-HEDH erfolgte mit 5-HEDH-aktiven HPLC-
Fraktionen aus parallelen DEAE-Auftrennungen. DEAE-P-HPLC-Fraktionen
gleicher Retentionszeit (R;) wurden gesammelt und gemeinsam durch eine Ultra-
filtration (mittels Amicon®-Kammer) tiber eine Filtermembran von 1 kDa Poren-
groke (Millipore GmbH, Eschborn) einkonzentriert. Eine HPLC-u-Separations-
anlage (SMART®-System; Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg) mit diversen
HPLC-u-Trennséulen (siehe Tab. 2) diente der weiteren Proteinauftrennung.
Abhéngig vom nachhfolgenden Auftrennungsproze wurden die 5-HEDH-aktiven
DEAE-P-HPLC-Proben in 0,5 -1 ml 10 mM Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) oder 0,1 %
Trifluoressigsaure (TFA) aufgenommen. Die Bedingungen fir die Anionen-
austausch- und Umkehrphasenchromatographie sind in Tab. 5 und in Tab. 6

dargestellt.
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Tab. 5: Chromatographiebedingungen fir die 5-HEDH-Aufreinigung an einer
starken Anionenaustauschersaule (Mini-Q PC 3.2/3).

Chromatographiebedingung Nr. 3
Elutionsmittel Elutionsmittel A:
20 mM Tris/HCI; pH 8,0 (entgast!)

Elutionsmittel B:

20 mM Tris/HCI; pH 8,0 und 1 M NaCl (entgast!)
Elutionsgradient t= OminA/B(100%: 0 %)
(t: Zeit) t= 1minA/B(100%: 0%)

t=10min A/B( 80%: 20 %)

t=14minA/B( 80%: 20 %)

t=24minA/B(50%: 50 %)

t=32min A/B( 50% : 50 %)

t=40min A/B( 0% :100 %)

t=50min A/B( 0% : 100 %); bei Raumtemperatur
DurchflufRrate 100 pl/min

Tab. 6: Chromatographiebedingungen fir die 5-HEDH-Aufreinigung an einer
C,/C1g-Umkehrphasensédule (URPC C,/Cyg, SC 2.1/10).

Chromatographiebedingung Nr. 4a | Chromatographiebedingung Nr. 4b

Elutionsmittel Elutionsmittel A:

0,1 % Trifluoressigsaure (TFA)

Elutionsmittel B:

80 % Acetonitril und 0,1 % TFA
Elutionsgradient Elutionsgradient
(t: Zeit) (t: Zeit)
t= OminA/B (100%: 0%) t= OminA/B (100%: 0%)
t= 1minA/B (100%: 0%) t= 1minA/B (100%: 0%)
t=10minA/B (75%: 25%) t=10minA/B (60%: 40%)
t=40minA/B (30%: 70 %) t=55minA/B (30%: 70%)
t=50minA/B ( 0% :100 %) t=60minA/B ( 0% :100 %)
t=58minA/B ( 0% :100 %); t=65minA/B ( 0% :100 %);
bei Raumtemperatur bei Raumtemperatur
Durchfluf3rate 100 pl/min

Chromatographie an einer Mini-QO-Saule

Aufreinigungsschema Nr. 1:

Die 5-HEDH-Auftrennung erfolgte zunachst an einer starken Anionenaus-
tauschersaule (Mini-Q-HPLC-S&ule) aus einer Mischprobe, hergestellt aus zwolf
einzelnen 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktionen (siehe Parallelauftrenn-
ung; Abb. 22), die in Zeitintervallen von 35,7 — 39,5 min eluiert worden waren. In
Tab. 5 sind die Chromatographiebedingungen fir die Auftrennung angefuhrt.
Zum Nachweis der 5-HEDH-Aktivitdt wurde das gesamte Eluat der Mini-Q-
HPLC-Fraktionierung untersucht. 5-HEDH-haltige Eluate wurden nach der
Vorsaulenextraktion (siehe 3.5.2) lyophilisiert und in 50 pl Tris/HCI-Puffer
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(pH 8,0) resuspendiert. Je 10 pl dieser Probelésungen (Nr.22-29; R: 18 -
26,5 min) wurden fiir die weitere elektrophoretische Untersuchung (siehe 3.11)

eingesetzt.

Aufreinigungsschema Nr. 2:

In den weiteren Untersuchungen wurde 5-HEDH anhand ihres Elutionsprofils
charakterisiert. Es wurden drei Mischproben aus jeweils elf aufeinanderfolgenden
DEAE-P-Einzelfraktionen erstellt. Die Mischproben bestanden aus 5-HEDH-
Eluaten, die zwischen 36,5 min und 43,5 min von der S&ule eluiert worden waren.
Das verénderte Elutionsverhalten der 5-HEDH wurde durch die Enzymaktivitat in
den drei DEAE-P-HPLC-Gemischen a, b, ¢ (30 pl, siehe 3.5) bestimmt. Danach
wurden die selben Mischproben an einer Mini-Q-HPLC-Saule weiter aufgetrennt
(siehe Tab. 5). Jeweils 1 pul Eluat der Mini-Q-HPLC-Fraktionen wurde in der
Phast Gel-Elektrophorese (Nr. 35 -50; Ry 16 — 26,8 min) aufgetrennt. Als Ver-
gleich diente eine weitere elektrophoretische Untersuchung bei der die Proben in
einem Tricine-SDS-Polyacrylamid aufgetrennt worden waren (Nr. 37 —48; Ry
17 -19,5 min).

Chromatographie an einer C,/Cis-Umkehrphasenséule

Aufreinigungsschema Nr. 3:
Zunachst muRte die 5-HEDH-aktive DEAE-P-HPLC-Fraktion (R¢: 39 —41 min;

siehe Abb. 22) mit Hilfe der Ultrafiltrationskammer einkonzentriert und umge-

puffert werden. Uber eine Mini-Q-Saule wurde diese anschlieRend weiter aufge-
trennt (vgl. Abb. 26 u. Abb. 28b). Die in Zeitintervallen von 20 — 25 min eluierten
»unterfraktionen®“ wurden gesammelt, mit Hilfe der Ultrafiltrationskammer
einkonzentriert und an einer Umkehrphasensaule nochmals aufgetrennt. Die
Oberflachenmatrix der Umkehrphasensdule besteht aus Kohlenwasserstoffen mit
einer Kettenldnge von zwei und 18 Kohlenstoffatomen (C,/Cig-Sdule). Die
Bedingungen fur die Chromatographie sind in Tab. 6 aufgefiihrt (siehe Nr. 4a).
Die Auftrennung der Unterfraktionen wurde mit einem steigenden Acetonitril-
gradienten (0 —80 % (v/v)) und einer Durchflufirate von 100 pl/min vorgenom-

men.
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Aufreinigungsschema Nr. 4:
In den weiteren Untersuchungen wurden 5-HEDH-aktive DEAE-P-HPLC-

Fraktionen aus drei Paralleltrennungen (R 39 — 41 min, siehe Abb. 22) direkt an

einer C,/Cyg-Saule aufgetrennt, nachdem sie einkonzentriert und mit 500 pl 0,1 %
walriger Trifluoressigsdure angesauert worden waren. Nach der Umkehrphasen-
chromatographie wurden die C,/C1g-HPLC-Fraktionen Nr. 41 — 46, die zwischen
37,5 min und 43 min eluiert worden waren, mit Hilfe des SDS-Phast Gel-Systems
elektrophoretisch untersucht (3 pl Probe, siehe 3.11). Von den C,/C;s-HPLC-
Fraktionen Nr. 41 und Nr. 42 (Ry: 37,5-39,5min) wurden desweiteren Unter-
fraktionen, die mdglicherweise 5-HEDH enthielten, mit Lys-C-Endoprotease
verdaut. Die Protease diente dem Abbau von Proteinen, wobei Peptidbindungen
mit Lysin am C-terminalen Ende gespalten werden. Die entstandenen Peptidfrag-
mente der untersuchten Proben wurden schlielflich an der C,/Cis-Séule aufge-

trennt und einer aminoterminalen Sequenzanalyse (Edman-Abbau) unterzogen.

Aufreinigungsschema Nr. 5:

Da ein hoher enzymatischer Verlust im Zusammenhang mit der C,/C;g-Chroma-
tographie beobachtet worden war, wurden fraktionierte HPLC-Proben, die aus
sechs Einzelchromatographieldufen entstammten, an der C,/Cig-Sdule aufge-
reinigt. Die Proben waren enzymatisch aktiv und wurden zuvor an einer DEAE-P-
Anionaustauschersdaule aufgetrennt. Sie eluierten zwischen 39 min und 41 min
(siehe Abb. 22). Die Bedingungen fir die C,/Cys-Chromatographie ist aus Tab. 6,
Nr. 4a zu entnehmen. Die separierten C,/Cig-Fraktionen, die mdglicherweise 5-
HEDH enthielten, wurden danach in drei Mischproben zusammengefalit. Die als
a‘, b*, c* bezeichneten Mischproben mit Retentionszeiten von 38,5 —42,5 min
wurden mit Lys-C-Endoprotease verdaut und erneut an der C,/Cig-Sdule auf-
getrennt. Nach der letzten Chromatographie wurden einzelne C,/Cig-HPLC-
Fraktionen ausgewahlt und aminoterminal sequenziert. Ergdnzend wurden unter
Verwendung eines Phast Gel-Elektrophoresesystems C,/C;g-HPLC-Fraktionen
(Re: 38,5 — 43,5 min) untersucht.

Aufreinigungsschema Nr. 6:

In der weiteren Untersuchung wurde eine aktive, 5-HEDH-haltige DEAE-P-
HPLC-Probe (R:: 39 — 41 min) unbehandelt an einer C,/Cyg-p-HPLC-Saule auf-
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getrennt (siehe Tab. 6; Chromatographiebedingung Nr. 4b). Nach der Separation
wurden C,/Cys-HPLC-Fraktionen, die zwischen 14 min und 31 min eluiert worden
waren (Nr. 32 — 58), im Tricine-SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Fur die SDS-
Gelelektrophorese wurden jeweils 3 pl Probenvolumen eingesetzt. C,/C1g-HPLC-
Fraktionen, die im SDS-Polyacrylamidgel wenige Proteinbanden aufwiesen
(Nr.34-38; Ri: 14,5-16,5min // Nr.41-45; Ry 18,5-20 min // Nr.57; R¢
28 — 30 min, siehe Abb. 38), wurden dem Edman-Abbau unterzogen (siehe 3.12).

3.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

a.) Phast Gel Elektrophorese

Die Detektion von Proteinen in fraktionierten HPLC-Proben erfolgte u.a. mit
Hilfe einer automatisierten, horizontalen Separationsanlage dem ,,Phast System®.
Das Elektrophorese-System und die Polyacrylamidgele (Phast Gel Homogeneous
High Density) wurden bei Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg, bezogen. Ein
Probenvolumen von 1 — 3 ul wurde dabei in einem Zeitraum von einer Stunde und
einem steigenden Spannungsgradienten von 0 - 120 Volt elektrophoretisch aufge-

trennt.

b.) Tricine-SDS-Polyacrylamidgel

Die untersuchten Proben wurden neben dem Phast System aullerdem elektropho-
retisch nach einer modifizierten Methode von Schégger und v. Jagow (1987)
getrennt. Proteingemische mit relativ _hohen Molekulargewichten zwischen
30 kDa und 200 kDa wurden in einem kontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgel
unter Anwendung eines Tricine-haltigen Elektrodenpuffers (siehe 3.1.2; Nr. 6)
aufgetrennt. Die Zusammensetzung des Polyacrylamidgels und die Elektropho-
resebedingungen sind in Tab. 7 wiedergegeben. Zur Polymerisation der Bis-
Acrylamidlésungen wurden 30 ul Ammoniumpersulfatlésung (10 %) und 6 pul
Tetramethylethylendiamin (TMED) eingesetzt. Vor dem Beladen des Gels
wurden 3 — 10 ul Probevolumen mit einer doppelten Menge Proteinauftragspuffer
(siehe 3.1.2; Nr. 5) gemischt und in Anwesenheit von 2,6 mM DTT fiir 10 min bei
ca. 90 °C denaturiert. Die Denaturierung erfolgte in einem Thermocycler-Block in
500ul ReaktionsgefaRen. Dalton-Marker-6 oder SDS-6H der Firma Sigma Aldrich
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GmbH, Deisenhofen, dienten als Molekulargewichtsmarker wahrend der

Elektrophorese.

Tab.7: Elektrophoresebedingungen fiir die Proteinauftrennung im Tricine-SDS-Poly-
acrylamidgel nach Schagger und von Jagow (1987).

Zusammensetzung des Tricine-SDS-Polyacrylamidgels Elektrlscher_
Spannungsgradient
Sammelgel: Bis-Acrylamid (40 %)*: 0,36 ml t: 0-30min:100 Volt
3 M Tris/HCI (pH 8,45): 0,92 ml t: 30 -90 min: 120 Volt
Agqua dest.: 2,46 ml
Trenngel: Bis-Acrylamid (40 %)*: 0,91 ml
3 M Tris/HCI (pH 8,45): 0,99 ml
Aqua dest.: 1,1 ml
Harnstoff: 2,16 g
Polymerisation des 10 % Ammoniumpersulfat: 30 pl
Acrylamidgels: Tetramethylethylendiamin: 6 ul

*  Bis-Acrylamid wurde als 40 %ige Losung von der Firma Biorad GmbH, Miinchen, bezogen.

Silbernitratfirbung

Aufgetrennte Proteine im SDS-Polyacrylamidgel wurden mittels Silbernitrat
sichtbar gemacht. Hierflr wurde das Polyacrylamidgel fir jeweils 30 min in 20 —
30 ml Fixierlosung (siehe 3.1.2; Nr. 7) und anschlielend in ,,Farmer’s Reducer-
Losung™ (siehe 3.1.2; Nr. 8) unter Schitteln inkubiert. Im Anschluss daran wurde
das Polyacrylamidgel drei- bis viermal fir 10 min mit Agua dest. gewaschen und
in einer 0,1 %igen (w/v) wélrigen Silbernitratldsung mit Zusatz von 0,02 % (v/v)
Formaldehyd (siehe 3.1.2; Nr. 9) fur 30 min gefarbt. Danach erfolgte eine 5 -
10 mindtige Entwicklung mit 1,25 % (w/v) walriger Na,COs- und 0,04 % (v/v)
Formaldehyd-Ldsung (siehe 3.1.2; Nr. 10). Die Reaktion wurde je nach Intensitat
der Proteinbanden (3 — 10 min) mit einem waRrigen Gemisch aus 5 % (v/v) Essig-
séure und 5 % (v/v) Glyzerin gestoppt (Heukeshoven, et al., 1988).

3.12 Bestimmung der Aminosauresequenz

Die aminoterminale Sequenzierung, die nach dem Prinzip des Edman-Abbaus
erfolgte, wurde nach Identifikation der entsprechenden Thiohydantoin-Derivate

mit Hilfe eines Protein-Sequenzers Modell 476A (Perkin Elmer Corporation
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Applied Biosystems, Weiterstadt) ermittelt. Fir die Sequenzanalyse wurden je
nach vorhandener Proteinmenge 50 —-100% Volumen einer HPLC-Fraktion
eingesetzt. Da eine weitere Derivatisierung der Probe nicht durchgefiihrt wurde,
konnten vorhandene Cysteine nicht detektiert werden.

3.13 Enzymatischer Abbau durch Lys-C-Endoprotease

Der enzymatische Verdau von partiell aufgereinigten Proteinen wurde mit einer
Lys-C-Endoprotease der Firma Hoffmann LaRoche, Mannheim, durchgefiihrt.
Dazu wurde zundchst 80 — 100 % Volumen einer proteinhaltigen HPLC-Fraktion
mit Hilfe der SpeedVak Modell VR-1 (Heto Lab Equipment) bis zum Trocknen
einkonzentriert und mit 2 ng/ul Lys-C-Endoproteasen versetzt (siehe 3.1.2; Nr.
11). Der Proteinabbau wurde bei 37 °C und einer Inkubationsdauer von 4 h
durchgefuhrt. Die Reaktion wurde gestoppt, indem die Endoprotease durch eine
Mindestverweildauer des Reaktionsansatzes bei -20 °C fir 4 — 24 h inaktiviert

wurde. Die fragmentierte Probe wurde danach an einer C,/Cyg-Sdule aufgereinigt.

3.14 Depletierung von B-Aktin und Laktotransferrin aus PMN-Lysaten mit
Hilfe von Antikorpern an Affinitatssaulen

Die Abtrennung von p-Aktin und Laktotransferrin (Laktoferrin) aus PMN-
Lysaten erfolgte mit Hilfe von HiTrap™-NHS-Affinitatssdulen (Pharmacia
Biotech, Freiburg) unter Einsatz von monoklonalen Antikorpern gegen -Aktin
(Clone AC-15, Kat.-Nr.: A5441, Sigma Aldrich GmbH, Deisenhofen) und poly-
klonalen Antikoérpern gegen humanes Laktoferrin (Kat.-Nr.: PC062, The Binding
Site Ltd., Birmingham). Hierfiir wurde die auf Sepharose®-basierende Saule (1 ml
Matrixvolumen) nach Anleitung des Herstellers mit 6 ml eiskaltem HCI (1 mM)
aktiviert und mit einem B-Aktin-Antikorper (990 pg) bzw. einem Laktoferrin-
Antikorper (12,6 mg) fir 5 h bei 4 °C beladen. Die so aktivierten Affinitatssaulen
wurden dann dreimal abwechselnd mit je 6 ml Waschpuffer (0,5 M Ethanolamin,
0,5 M NaCl; pH 8,3) und 6 ml Elutionspuffer (0,1 M Natriumacetat, 0,5 M NaCl;
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pH 4,0) gewaschen und mit 10-20ml 50 mM Phosphatpuffer (pH 7,0)
aquilibriert.

Zur Abtrennung von B-Aktin und Laktotransferrin aus dem PMN-Lysat
wurden 5ml Volumina eingesetzt. Die Elution erfolgte manuell, wobei die
DurchfluBrate nicht mehr als 0,5 ml/min betrug. Die Chromatographie jeder Probe
wurde viermal wiederholt. Die an den Affinitatssaulen gebundenen Bestandteile
wurden nach jedem Trennungsschritt mit 1,5 ml Puffer eluiert (Depletierung). Zur
Regeneration der Oberflachenmatrix der Affinitatssaule wurde diese mit 10 ml
Phosphatpuffer gewaschen und aquilibriert. Aufgereinigte Proben wurden nach
jedem Chromatographieschritt auf ihre 5-HEDH-AKktivitat untersucht. Hierzu
wurden 50 pl Probenvolumen, die ca. 5 Mio. PMN entsprachen, nach dem
Standardverfahren (siehe 3.5) analysiert.

In einer nachfolgenden Untersuchung wurden 2 ml PMN-Lysat, die zuvor an
B-Aktin- und Laktotransferrin-Affinitatssaulen aufgereinigt worden waren, weiter
an einer DEAE-P-HPLC-S&ule aufgereinigt. Die Chromatographie lief nach dem
Trennungsschema, aufgefiihrt in der Tab. 4, ab.

3.15 EinfluB zweiwertiger Metallkationen auf die 5-HEDH-Aktivitat

a.) _EinfluR von Ca*-Kationen
Die Untersuchung der 5-HEDH-Aktivitat in Abhangigkeit von der Ca**-Konzen-
tration erfolgte mit PMN-Uberstianden der 105.000 x g-Zentrifugation (siehe Abb.

3) und wurde nach Modifikation des Enzymstandardtests (siehe 3.5) in 10 mM
Tris/HCI-Puffer (pH 8,00 und 1 mM NADP® durchgefiihrt. Hierzu wurden
3 x 10° PMN entsprechende Aliquots (30 pl) mit 0 — 300 mM CaCl, bei Raum-
temperatur inkubiert und die Bildungsfahigkeit auf 5-oxo-ETE nach 5 min unter-

sucht.

b.) EinfluB von Mg*-Kationen

Der Einflu von MgCl, (0 — 300 mM) auf die 5-HEDH-AKktivitat wurde unter den
gleichen Testbedingungen (siehe 3.5) und mit entsprechender Aliquotmenge
(30 x 10° PMN/30 pl) untersucht.
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¢) EinfluR von Zn*'-Kationen

Die Ermittlung der 5-oxo-ETE-Bildung in Anwesenheit von Zn**-Kationen
erfolgte mit Aliquots von 3 Mio. PMN. Hierzu wurden 30 ul Probe (100 x 10°
PMN/ml) mit ZnSOs-haltigem (0 -1 pM) Tris/HCI-Puffer (10 mM, pH 8,0)
vermischt und bei Raumtemperatur 5 min inkubiert. Die Reaktionsansatze wurden

anschlieBend nach dem etablierten Enzymstandardtest untersucht (siehe 3.5).

d.) EinfluR von Fe**-Kationen

Dariiber hinaus wurde die 5-HEDH-Aktivitét in Abhéngigkeit von Fe’*-Kationen

analysiert. Es wurden 30 ul PMN-Lysat der 105.000 x g-Zentrifugation (siehe
Abb. 3) mit FeSOg-haltigem (0—-10 mM) Tris/HCI-Puffer (10 mM, pH 8,0)
vermischt und fir 5 min bei 25°C inkubiert. Der Einflu? von Eisenkationen auf
die 5-HEDH-Aktivitat wurde nach den wie zuvor festgelegten Versuchsbe-

dingungen ermittelt (siehe 3.5).

3.16 EinfluR von Chelatoren auf die 5-HEDH-Aktivitat

Chelatoren sind Komplexbildner, die mit zweiertigen Kationen interagieren.
Dabei werden Kationen fiir andere Substanzen unzuganglich gemacht. In der
vorliegenden Arbeit dienten Chelatoren wie EDTA und EGTA daher der Uber-
prufung einer zweiwertigen Kationenabhangigkeit hinsichtlich der Reaktivitat der
5-HEDH.

a.) EinfluB von EDTA

Die Fé&higkeit zur 5-oxo-ETE-Bildung der 5-HEDH wurde bei Zugabe von
Chelatoren untersucht. Hierzu wurden 30 pl PMN-Lysat (100 x 10° PMN/ml) mit
EDTA-haltigem (0 — 20 mM) Tris/HCI-Puffer (10 mM, pH 8,0) vermischt und fur
5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die 5-HEDH-Aktivitat wurde anschlielend
im Standardtest ermittelt (siehe 3.5).

b.) EinfluR von EGTA
In einem Parallelversuch wurde die 5-HEDH-Aktivitdt in Anwesenheit von

EGTA, das spezifisch Ca’*-Kationen komplexiert, bestimmt. Hierfir wurden
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Aliquots von 3 x 10° PMN (30 pl) mit 0 — 125 mM EGTA, das zuvor in 10 mM
Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) geldst worden war, gemischt und bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach 5 min wurde die 5-HEDH-Aktivitdt im Enzymstandardtest
untersucht (siehe 3.5.1) und die gebildete 5-oxo-ETE-Menge chromatographisch
quantifiziert (siehe 3.5.2).

3.17 EinfluR von Calmidazoliumchlorid auf die 5-HEDH-Aktivitat

Calmodulin gehort zur Familie der Kalzium-bindenden Proteine und reguliert
intrazellular mit Hilfe einer Ca®*/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinase u.a. die
Aktivitaten von Enzymen (Stull, 2001; Hudmon et al., 2002). Zum Nachweis der
Calmodulin-Abhangigkeit von 5-HEDH wurden 3 x 10° PMN (30 pl) in 10 mM
Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) mit 0-0,2 uM Calmidazoliumchlorid, ein speziell
gegen calmodulingerichteter Inhibitor, versetzt. Die Reaktionsansatze wurden bei
Raumtemperatur inkubiert und nach 5 min auf ihre 5-HEDH-AKtivitat untersucht
(siehe 3.5).

3.18 Massenspektrometrie

Fur massenspektrometrische Untersuchungen wurden 5-HEDH-aktive DEAE-P-
HPLC-Fraktionen Uber eine Ultrafiltrationskartusche (Centricon®, Millipore
GmbH, Eschborn) mit Porengrofie von 1 kDa entsalzt und mit Hilfe der SpeedVak
bis zum Trocknen einkonzentriert. Die Proben wurden anschlieBend zur Spaltung
und Alkylierung vorhandener Disulfidbriicken in einer geséttigten Atmosphare
(100 ml Volumen) aus 100 ul Pyridin, 100 pl 4-Vinylpyridin und 200 pl Tri-n-
Butylphosphin inkubiert (6 h, 37 °C) und in 50 mM Ammoniumcarbonatpuffer
((NH4)2CO3; pH 8,0) aufgenommen. Die behandelten Proben wurden mit
Endoprotease Lys-C (2 ng/ml) in einzelne Peptidfragmente gespalten, erneut
einkonzentriert und mit Hilfe eines Massenspektrometers der Firma Micromass
UK Ltd. (Modell: Quadrupol-TOF-1™) analysiert. Die Bestimmung der Amino-

sédure-Zusammensetzung erfolgte Uber das Electrospray-lonisationsverfahren
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(ESI) in Kombination mit einer flussigkeitschromatographischen Tandem-
Massenspektrometrie (MS-MS). Die ermittelten Aminosauresequenzen wurden
mit Hilfe der FASTA-Proteindatenbank identifiziert.

3.19 Zellkultur

3.19.1 Isolierung und Kultur von humanen Keratinozyten

Die Isolierung priméarer Keratinozyten aus zirkumsierten Knabenvorh&uten erfolg-
te nach einer modifizierten Methode von Rheinwald et al. (1975) und Liu et al.
(1978). Die nach Zirkumzision im Nahrmedium (DMEM mit 2 mM L-Glutamin,
10 % FCS, 200 U/ml Penicillin, 200 pg/ml Streptomycin) transportierten Vor-
haute wurden mit PBS gewaschen, vorhandenes Fett- und Bindegewebe sowie die
Unterhaut mit BlutgefalRen wurden entfernt und das verbleibende Hautgewebe in
1 -2 cm lange und 3 — 5 mm breite Streifen geschnitten. Die Hautstreifen wurden
dann mit 0,2 % (w/v) Trypsin-PBS-Ldsung bei 4 °C inkubiert und nach ca. 24 h
mit 10 % FCS-haltigem Keratinozyten-N&dhrmedium versetzt. Danach wurde die
Epidermis vorsichtig vom Hautstreifen abldst und mehrmals mit Wachstums-
medium (siehe 3.1.3) gewaschen. Die vereinzelten Zellen wurden abzentrifugiert
(500 x g, 10 min, 25°C) und ber Nacht (mind. 24 h) in einem 10 % FCS-
haltigem Wachstumsmedium gehalten. Das N&hrmedium wurde anschlieRend
gegen ein FCS-freies ausgewechselt. Die adhérenten Keratinozyten wurden im
Brutschrank (NUuAIR US Autoflow CO, Jacketed Incubator, Zapf Instrumente,
Sarstedt) bei 37 °C in geséttigter Wasserdampfatmosphare unter 5% CO,-

Begasung kultiviert.

3.19.2 Isolierung und Kultur von humanen Fibroblasten

Primare Fibroblasten aus menschlicher VVorhaut wurden aus Bindegewebe, die bei
Gewebsstiicken der Keratinozytenpréparation anfielen, isoliert. Nach Entfernen
der Epidermis wurden diese in Kulturflaschen ausgelegt und mit 10 % (v/v) FCS-
haltigem ,,Dulbecco’s Modified Eagle Medium*“ (DMEM) benetzt. Die Fibro-
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blastenzellen wuchsen nach einigen Tagen aus den Gewebsstiicken und wurden
adhdrent. Hierzu wurde das verbrauchte Nédhrmedium in einem Rhythmus von

zwei Tagen gegen frisches ersetzt.

3.20 Subkultur von Keratinozyten und Fibroblasten

Die Subkultivierung priméarer Keratinozyten und Fibroblasten erfolgte nach der
Methode von Lindl und Bauer (1994: Kapitel 5), wobei die adhérenten Hautzellen
nach Entfernung des verbrauchten Nahrmediums mit 37 °C warmem PBS
gewaschen, mit Trypsin-EDTA-L6sung (0,1 %:0,02 %) fur 2 — 3 min versetzt und
schliellich durch Abklopfen von der Oberflache (Shake-off-Verfahren) gelst
wurden. Die Enzymreaktion (Trypsinierung) wurde nach Resuspension der Zellen
durch Zugabe eines serumhaltigen N&hrmediums beendet. Die abgeltsten Haut-
zellen wurden im Verhéltnis 1:4 verdunnt und weiter angeztichtet (Subkultur) oder

fur die spatere Verwendung kryokonserviert (siehe 3.21).

3.21 Kryokonservierung

Primare Keratinozyten und Fibroblasten lassen sich fiir spatere Untersuchungen in
flussigem Stickstoff lagern. Hierzu wurden Keratinozyten und Fibroblasten, die
ublicherweise im zweiten Kulturstadium waren, von der Kulturflaschenoberflache
abgeldst (siehe 3.20), mit PBS gewaschen und in ,,Einfriermedium“ (DMEM,
10 % Dimethylsulfoxid, 20 % FCS) bei -80 °C adaptiert. Nach etwa 24 h wurden
die Zellen in Flussigstickstoff Uberfuhrt und so bei -196 °C gelagert. Keratino-
zyten und Fibroblasten wurden jeweils mit einer Zelldichte von 3 -5 x 10°

Zellen/ml kryokonserviert.
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3.22 Stimulation primarer Keratinozyten und Fibroblasten mit 5-(S/R)-
HETE und 5-oxo-ETE

Zellstimulationsversuche an priméren Keratinozyten und Fibroblasten in der
vierten Zellpassage erfolgte mit einer Konfluenz von 80 — 90 %. Hierzu wurden
die adhérenten Hautzellen zundchst fur ca. 24 h durch serumfreies Ndhrmedium
(fur Keratinozyten; Nahrmedium ohne Rinderhypophysenextrakt; BPE) adaptiert
und mit 37 °C warmen PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit
authentischem, kommerziell erhaltlichem 5-(S/R)-HETE und 5-oxo-ETE, die
zuvor im FCS- bzw. BPE-freien Nahrmedium aufgenommen und sterilfiltriert
worden waren, stimuliert. Die Endkonzentrationen der eingesetzten Eikosanoide
betrugen dabei 1, 5, 100 und 500 nM. Als Kontrolle dienten ndhrmedienhaltige
Kulturansdtze ohne FCS, mit BPE bzw. 10 % FCS sowie Kulturansitze mit
Zusatz von 0,32 % Ethanol (Vehikelkontrolle). Die Stimulationszeiten betrugen
4 hund 24 h.

3.23 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung erfolgte mit einer phenolhaltigen TRIzol®-Reagenzlésung
der Firma Life Technologies, Karlsruhe, und wurde nach Anleitung des
Herstellers durchgefiihrt. Dazu wurde die TRIzol®-haltige Probe (1 ml/10 cm®)
nach Lyse der Zellen mit 200 ul Chloroform vermischt, bei Raumtemperatur 2 —
3 min inkubiert und fir 15 min bei 4 °C zentrifugiert (12.000 x g). Die obere
waRrige Phase, die die gesamte RNA enthielt, wurde nach Uberfiihrung in ein
zweites Reaktionsgefa® mit 0,5 ml Isopropanol versetzt und 10 min inkubiert
gelassen. Die prazipitierte RNA wurde dann abzentrifugiert (12.000 x g, 10 min,
4°C), mit 1 ml 75 % Ethanol gewaschen und nach der Trocknung in 20 pl
waRriger Formamidlésung (20 %) aufgenommen. Der RNA-Gehalt der Probe
wurde mit Hilfe eines UV-Spektrometers Gene Quant 1I-RNA/DNA-Calculator
(Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg) anhand der optischen Dichte bei 260 nm
quantifiziert. Nach Ermittlung der RNA-Konzentration wurde die Gesamt-RNA in
die stabilere, komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben (Transkription).
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3.24 Reverse Transkription (RT)

Zur Durchfuhrung der reversen Transkription wurden 2 pg RNA mit 2,5 ul Oligo-
(dT)-Anker-Primer (20 uM) versetzt und auf 12 pl Volumen mit Diethylpyro-
carbonat-(DEPC)-haltigem Wasser geftllt. Die Probe wurde fiir 10 min bei 70 °C

erhitzt, im Eisbad gekihlt und mit den folgenden Komponenten versetzt:

- 4yl Reaktionspuffer (5-fach konzentriert)

-2 ul 1,4-Dithio-DL-threitol (0,1 mM)

-1 ul Desoxynukleotidtriphosphat (10 mM)

-1 pl Reverse Transkriptase (Superscript ™11, Life Technologies)

Die Transkription wurde durch Zugabe der Reversen Transkriptase (Super-
script ™ 1) gestartet und fand bei 42 °C statt. Nach 1 h wurde die Enzymreaktion
beendet, indem die Transkriptase auf 90 °C flir 5 min inaktiviert wurde. Die
umgeschriebene cDNA-Probe wurde auf 4 °C heruntergekihlt und mit 180 pl
DEPC-Wasser auf einem Gesamtvolumen von 200 pl gebracht. Die Reaktions-

ansatze wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.25 Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Die Untersuchung der spezifischen Genexpression auf molekularer Ebene erfolgte
mit Hilfe einer hochsensiblen RT-PCR-Methode. Neben den genspezifischen
Oligonukleotiden wurden 5 pl cDNA, die als Matrize fir die eigentliche PCR
diente, eingesetzt. Als interner Standard wurde das spezifische Gen fur Glyzerin-
aldeyhd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), welches in jeder Zelle konstitutiv
exprimiert wird, verwendet. Die genspezifischen Oligonukleotide (Eotaxin-1, -2, -
3, Gro-a, IL-1a und -1B) besaBen Intron-iiberspannende Basensequenzen (siehe
Tab. 8) und wurden von Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, und MWG
Biotech AG, Ebersberg, hergestellt.
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Tab. 8: Synthetische, genspezifische Oligonukleotide (Primersequenzen).

Primer Oligonukleotidsequenz:  5° > 3 spezifisches | Basenpaar
Gen
EOSQP-F CCC AAC CAC CTG CTG CTT TAACCT G
EOSQP-B TGG CTT TGG AGT TGG AGATTTTTG G | Eotaxin-1 208 Bp
EX2SQ-F CTA CGG GCT CTG TGG TC
EX2SQ-B GGT TTG GTT GCC AGG ATA Eotaxin-2 291 Bp
ETX3SQ-F CCT GGC CTC CCT CCT GAG TCT
ETX3SQ-B | ACAGAC TTT CTT GCC TCT TTT GGT AG | Eotaxin-3 187 Bp
GAl CCA GCC GAG CCA CAT CGC TC
GA2 ATG AGC CCC AGC CTT CTC CAT GAPDH 360 Bp
Gro-o F CTG CTC CTG GTA GCC GCT G
Gro-a. R GGC ATG GTG CAG GCT CCT CA Gro-a 750 Bp
IL-1°-F CTG CCC AAG ATG AAG ACC AAC CAG TGC T
IL-1°-B AAA ACT GTT GCG GCA GGA AGG CTT AGG T IL-1a 757 Bp
IL-1B-F CCA GCT ACGAATCTCCGACCACCACTAC
IL-1BR TGC TTG AGA GGT GCT GAT GTACCAGTT G IL-18 586 Bp

Die Intron-iberspannenden Oligonukleotidsequenzen wurden von den Firmen Amershan
Pharmacia Biotech, Freiburg, und MWG Biotech AG, Ebersberg, hergestellt und
freundlicherweise von Dr. Bartels und Dr. Hein zur Verfugung gestelit.

Ein Reaktionsansatz fur die RT-PCR bestand aus den folgenden Komponenten
und wurde zum Schutz vor Verdunstung mit 30 pl Flissigwachs (Chill-out 14™,
MJ Research Inc., Watertown, MA, USA) (berschichtet:

4,0 ul Tricine-Puffer (10-fach konzentriert)
0,5 pl Desoxynukleotidtriphosphate (ANTP’s; 20 M)
2,5 pl genspezifischer Primer 1 (10 uM)
2,5 pl genspezifischer Primer 2 (10 uM)
0,15ul Glyzerinaldeyhd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Primer 1 (GAL; 10 uM)
0,15l  Glyzerinaldeyhd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Primer 2 (GA2; 10 pM)
5,0 pl cDNA (siehe 3.24)
25,2 ul  Diethylpyrocarbonat-(DEPC)-Wasser

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde im Thermocycler, Modell T3, der
Firma Biometra GmbH, durch Zugabe eines Gemisches aus 0,2 ul Tag-
Polymerase (5 U/ul) und 9,8 pl Tricine-Puffer (8,8 ul DEPC-Wasser, 1,0 ul 10-
fach Tricine-Puffer) gestartet. Die Temperaturprofile fur die Reaktionsbedingung
der entsprechenden Primerpaare sind in Tab. 9 dargestellt. Die gebildeten PCR-

Produkte wurden anschlieBend im Agarosegel aufgetrennt und mit Hilfe eines
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UV-Transilluminators (Chroma 42; Vetter GmbH, Wiesloch) sichtbar gemacht.
Dazu wurden 9 pl PCR-Produkt mit 1 pl DNA-Auftragspuffer (siehe 3.1.2)
vermischt und in 2 %igem Agarosegel aufgetrennt (50 min, 100 Volt). Die DNA-
Banden wurden anhand ihrer Fluoreszenz bei 366 nm detektiert und mit Hilfe
einer BioDoc-Foto-Dokumentationsanlage (Biometra, Gottingen) digital ver-
arbeitet. Zur Herstellung des Agarosegels wurden diesbeziglich 2 g Agarose
(Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf) in 100 ml TAE-Puffer (einfach-
konzentriert; siene 3.1.2) aufgekocht und mit 9 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
versetzt. Als GroRRenmarker dienten 3 pl ,,Ready Load™*-100 Bp-Leiter (Life

Technologies).

Tab. 9: Temperaturprofile fir die RT-PCR.

Errclnrgs;;t Temperaturprofil Zyklen [°CIs]
Heizdeckel: 105°C
95°C, 1 min 2
70°C, 10s 3 2
67°C, 20s 0,2
72°C, 2 min 2
Eotaxin-1, -2 94°C, 45s 2
67°C, 10s 28 2
60°C, 20s 0,2
72°C, 30s 2
72°C, 15 min 5
4°C, Pause
Heizdeckel: 105°C
94°C, 1 min 2
. 65°C, 30s 31 2
Eotaxin-3 72C. 30s 5
72°C, 15 min 2
4°C, Pause
Heizdeckel: 105°C
95°C, 1 min 2
70°C, 10s 3 2
67°C, 20s 0,2
72°C, 2 min 2
IL-1a, -1 94°C, 45s 2
67°C, 10s 28 2
62°C, 20s 0,2
72°C, 30s 2
72°C, 15 min 2
4°C, Pause
Heizdeckel: 94°C
94°C, 1 min 2
Gro-a 60°C, 30s _ 35 2
72C, 2 min 2
72°C, 3 min 5
4°C, Pause
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3.26 Semiquantitative, densitometrische Auswertung der RT-PCR-
Produkte

Die densitometrische Auswertung der aufgetrennten DNA-Banden erfolgte mit
Hilfe der BioDoc Analyse Software ,,ScanPack 3“ (Biometra, Géttingen). Hierflr
wurde die Bandenintensitat der RT-PCR-Produkte mathematisch in Kurven trans-
formiert und nach Integration der Kurvenflache mit der Intensitat der GAPDH-
Bande (interne Kontrolle) ins Verhaltnis gesetzt. Es ergab sich daraus die relative
MRNA-Expression der stimulierten Zellen. Die im Ergebnisteil dargestellten
Diagramme sind einzelne, représentative Auswertungen von semiquantitativen
PCR-Reaktionen.

3.27 Amplifikation eines unbekannten Genabschnittes mit Hilfe der
RACE-PCR-Technik

Nach der massenspektrometrischen Ermittlung wurden synthetische Oligo-
nukleotide (degenerierte und nested-Primer) hergestellt, um das Gen fir das
identifizierte Protein (potentielles 5-HEDH-Enzym) zu exprimieren und dieses
dann als Sonde fur die Suche nach genomischer DNA einzusetzen. Diese RACE-
PCR-Technik (RACE: Rapid Amplification of cDNA Ends) wurde bereits von
Frohman et al. (1988) erfolgreich durchgefuhrt und sollte eine schnelle
Amplifizierung von cDNA ermdglichen. Die Sequenzen der degenerierten Primer
Jack -1 und Jack -2 (Namensgebung erfolgte willkirlich!), nested-Primer und
Frohman-Adapterprimer setzten sich wie in Tab. 10 beschrieben zusammen und
wurden von der Firma MWG Biotech AG synthetisiert. Zur Amplifikation wurden
5 ul cDNA aus Keratinozytenkultur bzw. aus Hautbiopsien zweier psoriatischer
Patienten (psoriatische Plaques), die als Positivkontrollen dienten, mit den
folgenden Komponenten versetzt und mit 30 pl Chill-out 14™-Fl{issigwachs

Uiberschichtet:

- 5,0 ul Tricine-Puffer (10-fach konzentriert)

- 5,0 ul Desoxynukleotidtriphosphat (dNTP’s; 2 mM)

- 2,5 ul degenerierter Primer (Jackl, Jack2 oder nested-Primer; 10 uM)
- 2,5l Frohman-Adapterprimer (10 pM)

- 20,0 ul Diethylpyrocarbonat-(DEPC)-Wasser
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Die Enzymreaktion wurde nach Zugabe von 0,4 ul Tag-Polymerase (5 U/ul)
und 9,6 ul DEPC-Wasser mit dem Temperaturprofil aus Tab. 11 gestartet. Als
Kontrollen wurden Reaktionsansatze verwendet, die neben der cDNA nur

degenerierte Primer oder Frohman-Adapterprimer enthielten.

Tab. 10: Synthetische Oligonukleotidsequenzen.

Primer Oligonukleotidsequenz:  5° > 3° T
Jack-1-Primer | GC(CT) CC(CT) GC(CT) CG(GCT) GT (GT) TT(CT) CC 65,8°C
Jack-2-Primer GCT CCT GCT CG(GT) GT(GT) TTT CC 61,4°C
nested-Primer | CC(CT) GC(CT) CG(GCT) GT(GT) TT(CT) CC(ACT) (AT)(GC) | 63,4°C
Frohman- CCT GTC GAC GGT ACC AAG C 60,0°C
Adapterprimer

Die synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech AG, Ebersberg, herge-
stellt und wurden freundlicherweise von Dr. Harder zur Verfigung gestellt.

Tab. 11: Temperaturprofil fir die degenerierten und nested-Primer.

Primer- F o
Produkt Temperaturprofil Zyklen [°Cl/s]
Heizdeckel: 104°C
95°C, 1 min 2
85°C, Pause 2
jggt; 94°C, 1 min 2
! 50°C, 30s 35 2
nested-Primer 72°C. 3 min 5
72°C, 5 min 5
4°C, Pause
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4 Ergebnisse

4.1  Chromatographischer Nachweis von 5-(S/R)-HETE und 5-oxo-ETE

Untersuchungen von PMN-Lysaten und Uberstanden solubilisierter Mikrosomen
ergaben, daR die Bildung von 5-oxo-(6E, 8, 117, 147)-Eikosatetraenséure (5-oxo-
ETE) durch eine Oxidation der 5-Hydroxy-(6E, 82, 117, 142)-Eikosatetraensaure (5-
(S)-HETE) hervorgerufen wird. Diese Reaktion erfolgt enzymatisch und wird
durch die mikrosomale 5-Hydroxyeikosanoid-Dehydrogenase (5-HEDH) in
Anwesenheit des Kosubstrates NADP" katalysiert. Nach dem Verfahren des
Enzymstandardtests (siehe 3.5.1) lie} sich die Abnahme des Substrates und die
Bildung des Reaktionsproduktes mit Hilfe der Umkehrphasenchromatographie
nachweisen (siehe Abb. 4). Beide Eikosanoide zeigten nach der etablierten
Trennungsmethode (siehe 3.5.2), neben ihren unterschiedlichen Absorptions-
spektren im UV-Bereich zusatzlich divergente Elutionseigenschaften. 5-(S/R)-
HETE wurde bei 235 nm detektiert und mit einer Retentionszeit (R;) von ca.
10,2 min eluiert, wohingegen 5-oxo0-ETE mit etwa einer Minute Verzdgerung (R::
11,2 min) bei 280 nm Wellenldange durch Ko-Elution mit kommerziell

erhéltlichem 5-oxo-ETE bestimmt wurde.
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Abb. 4: Chromatographische Auftrennung von 5-(S/R)-HETE und 5-oxo0-ETE. Lysate von
3 Mio. PMN wurden im Enzymstandardtest (siehe 3.5) auf ihre 5-HEDH-Aktivitat hin
untersucht. Das Substrat 5-(S/R)-HETE und das Enzymprodukt 5-oxo-ETE wurden an
einer analytischen RPjg-Sdule chromatographisch aufgetrennt und nach Fl&chen-
integration quantifiziert. Das Chromatogramm stellt eine reprasentative Auftrennung der
beiden Eikosanoide bei einer Absorption (A) von 235 nm und 280 nm dar.
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Mit der Erstellung zweier Eichkurven aus kommerziell erhaltlichen, authen-
tischen 5-(S/R)-HETE und 5-oxo-ETE (siehe Abb. 5) lie} sich die 5-HEDH-

Aktivitadt einer Probe anhand der gebildeten 5-oxo-ETE-Menge nachweisen.

500 pmol 5-(S/R)-HETE, die nach dem Standardverfahren aufgetrennt worden

waren (siehe 3.5.2), wiesen nach Integration der Peakflache bei 235 nm ca.

1,36 x 10° Flacheneinheiten auf. Im Vergleich dazu wurde fiir 500 pmol 5-oxo-

ETE, die eine Absorption bei 280 nm zeigte, eine Flacheneinheit von 0,83 x 10°

ermittelt.
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Abb. 5: Eichkurve von 5-(S/R)-HETE und 5-oxo-ETE. 5-(S/R)-HETE (0 — 3120 pmol; n=3)
und 5-oxo-ETE (0 - 2826 pmol; n=1) wurden im Standardverfahren der Eikosanoid-
chromatographie an einer analytischen RP;g-S8ule aufgetrennt (siehe 3.5.2) und nach der
Flachenintegration entsprechend ihrer Flacheneinheit gegeneinander aufgetragen.

Weiterhin wurde zur Bestimmung der 5-HEDH-Proteinkonzentration eine

Eichkurve mit bovinem Serumalbumin (BSA; 0 — 1 mg/ml) erstellt (siehe Abb. 6).

Die Messung bei 690 nm ergab z.B. fiir 0,2 mg BSA/mI eine Absorption (Asgonm)

von ca. 0,02.
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Abb. 6:
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1.0

Eichkurve mit bovinem
Serumalbumin (BSA). Die
Darstellung einer BSA-Eich-
kurve (0 -1 mg/ml) erfolgte
mit Hilfe eines DC Protein
Assays der Firma Biorad
GmbH (siehe 3.5.3). BSA
wurde nach einer Messung
bei 690 nm entsprechend
ihrer Absorption (Asgonm) ins
Verhaltnis gesetzt (n = 4).
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4.2 Nachweis der 5-HEDH-AKktivitat nach fraktionierter Zentrifugation

Die mikrosomale 5-HEDH lieR sich durch eine fraktionierte Zentrifugation des
Neutrophilenextraktes partiell anreichern. Die einzelnen Phasen waren an ihren
unterschiedlichen Farben bzw. an der Tribung erkennbar. Der Zellliberstand
zeigte nach Entfernung der groben Zellfragmente und Membranbestandteile ein
gelb farbiges, opaleszierendes Aussehen. Das gallertartige Mikrosomensediment
war hingegen gelbgriin. Bezogen auf die Gesamtproteinmenge der getesteten
Fraktionen, wiesen die Mikrosomen nach Solubilisierung die hdchste spezifische
5-HEDH-AKktivitat auf. Diese betrug ca. 49,8 U/mg Gesamtprotein, wohingegen
die des zytosolischen PMN-Lysates (105.000 x g-Uberstand) eine Enzymaktivitat
von ca. 58 U/mg erreichte. Im Vergleich dazu lag die spezifische 5-HEDH-
Aktivitat nach der Zentrifugation mit 900 x g bzw. 16.000 x g im Uberstand bei
ca. 6,6 U/mg und 7,0 U/mg. Im Sediment ergab sich eine spezifische Enzym-
aktivitat von ca. 1,8 U/mg sowie 2,0 U/mg (siehe Abb. 7).
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Abb. 7: Verteilung der spezifischen 5-HEDH-Aktivitdt nach einer fraktionierten Zentri-
fugation. 5-HEDH wurde nach dem Schema der fraktionierten Zentrifugation (siehe Abb.
3) aus PMN-Extrakt partiell aufgereinigt und im Standardtest (siehe 3.5) auf ihre Aktivitat
untersucht (n =2). Die spezifische 5-HEDH-Aktivitdt war als Enzymeinheit (U: Unit)
definiert und bezog sich auf die Gesamtproteinmenge der untersuchten Probe. Eine
Enzymeinheit entsprach 1 pmol 5-ox0-ETE, die pro Minute gebildet wurde.
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4.3  Untersuchung der 5-HEDH-Stabilitat

4.3.1  Grad der Degradierung der 5-HEDH bei Raumtemperatur

Da die 5-HEDH-Pré&paration aus isolierten PMN mehrere Stunden erfolgte und die
weitere chromatographische Auftrennung bei Raumtempeatur stattfand, war zuvor
eine Untersuchung hinsichtlich der 5-HEDH-Stabilitat notwendig. Hierzu wurde
die Enzymaktivitat in Abhangigkeit von der Verweildauer bei Raumtemperatur
ermittelt.

Eine sukzessive Abnahme der 5-HEDH-AKtivitat konnte in Zeitintervallen von
6 h im PMN-Lysat und innerhalb von 8 h im Mikrosomen(berstand nachgewiesen
werden. Bezliglich des PMN-Lysates nahm die 5-oxo-ETE-Bildung nach einer
Stunde bereits um ca. 15 % ab. Die Halbwertszeit der 5-HEDH lag bei etwa 3 h.
Diesbeziglich betrug die Enzymaktivitat nur noch 43,8 % der Ausgangsaktivitat
(-56,2 %, 3,5 Units; siehe Abb. 8a). Im Vergleich dazu zeigten solubilisierte
Mikrosomeniberstande eine schwéchere Ausgangsaktivitat. Diese nahm aber
innerhalb des untersuchten Zeitraumes nur langsam ab. In den ersten zwei
Stunden lag der Aktivitatsverlust bei ca. 13,8 %. Erst nach 4 h liel} sich ein
deutlicher Riickgang der Enzymaktivitat um ca. 76 % (1,2 Units) ermitteln. Nach
8 h wiesen die Reaktionsansédtze nur noch eine Enzymaktivitat von ca. 15,6 %
(0,8 Units) auf (siehe Abb. 8b).
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Abb. 8: 5-HEDH-Stabilitat in Abh&ngigkeit der Verweildauer bei Raumtemperatur. PMN-
Lysat (a.; n = 1) und solubilisierter Mikrosomeniberstand (b.; n = 2) nach Inkubation bei
Raumtemperatur fir 6 h und 8 h. Die Ermittlung der 5-HEDH-Aktivitat erfolgte nach
dem Standardverfahren (siehe 3.5)
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4.3.2 5-HEDH-Stabilitat nach Kryokonservierung

5-HEDH-haltige Reaktionsanatze wurden nach der Prdparation bei -20°C
gelagert. Fur die Gewahrleistung, dall die 5-HEDH-Struktur auch nach einer
Kryokonservierung stabil blieb, wurde die 5-HEDH-AKktivitat untersucht. Eine
Beeintrachtigung der 5-HEDH-Stabilitdt im PMN-Lysat lie} sich nach sieben
Tagen Kryokonservierung (-20 °C) beobachten (siehe Abb. 9). Wahrend der
Lagerung war ein erheblicher Verlust der 5-HEDH-AKktivitat in glyzerinfreien
Reaktionsansdtzen beobachtet worden. Erst die Anwesenheit von Glyzerin als
Konservierungsmittel bewirkte eine Stabilisierung der 5-HEDH. Die Stabilitat
wurde nach Auftauen des Lysates indirekt Uber die 5-oxo-ETE-Produktion
nachgewiesen. Am Beispiel eines PMN-Lysates von 2,6 x 10° Zellen konnte eine
16,6-fach hohere 5-HEDH-Aktivitat (ca. 5,0 Units) durch 20 % Glyzerinzusatz
wahrend der -20 °C-Lagerung erzielt werden. Ohne Glyzerin betrug sie nur
0,3 Units. Auch die Menge an eingefrorenem Reaktionsvolumen hatte
Auswirkungen auf die Enzymstabilitat. Der glyzerinfreie Reaktionsansatz mit
0,3x 10° PMN zeigte keine Enzymaktivitat, wohingegen die ca. 8,5-fach
konzentrierten Reaktionsansatze (2,6 x 10° PMN) noch eine Restaktivitat von
0,3 Units aufwiesen.

. ohne Zusatz von 20% Glyzerin

[ ]mit Zusatz von 20% Glyzerin

5-HEDH-Aktivitat
[Units]
s

o ] -

0,3 Mio. PMN 2,6 Mio. PMN

Abb. 9: 5-HEDH-Stabilitat nach einer Kryokonservierung bei -20 °C. Lysate von 0,3 x 10°
und 2,6 x 10° PMN wurden mit und ohne Zusatz von 20 % Glyzerin bei -20 °C gelagert.
Die 5-HEDH-AKktivitat, die als Enzymeinheit (Unit; 1 pmol 5-oxo-ETE/min) definiert
war, wurde nach sieben Tage Kryokonservierung im Standardtest untersucht (n = 1).
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4.3.3 5-HEDH-Stabilitat als Funktion der Temperatur

Um die Stabilitdt der 5-HEDH zu Uberprifen, wurden Zellysate Temperaturen
von 4 —90 °C ausgesetzt. AnschlieRend wurde die enzymatische Aktivitat nach
dem Standardtest bestimmt (siehe 3.5). Die 5-HEDH zeigte ein relativ konstantes
Aktivitatsniveau in einem Temperaturbereich von 4 -50 °C. Die 5-0xo-ETE-
Bildung variierte zwischen einer maximalen Umsatzrate von 4,3 pmol/min bei
20 °C und einer minimalen Umsatzrate von 3,6 pmol/min bei 50 °C. Eine
Temperatur von 60 °C bewirkte eine geringfugige Verschlechterung der Enzym-
aktivitat. Die pro Minute gebildete 5-oxo-ETE-Menge bei 60 °C-Inkubations-
temperatur entsprach etwa 58 % (2,5 Units) der enzymatischen Aktivitat der
Reaktionsansatze bei einer 20 °C-Inkubation. Eine vollstdndige Denaturierung der

5-HEDH wurde durch eine Temperatur von Uber 70 °C induziert (siehe Abb. 10).

5-HEDH-Aktivitat

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatur [°C]

Abb. 10: EinfluR der Temperatur auf die 5-HEDH-Stabilitat. Die Uberpriifung der 5-HEDH-
Stabilitat erfolgte in einem Temperaturbereich von 4 — 90 °C. Dabei wurden Zellysate
mit 5 x 10° PMN fiir 30 min im Wasserbad erwarmt. Die Enzymstabilitat wurde tiber
die enzymatische Aktivitat bestimmt (n = 3). Daher war die ermittelte Enzymaktivitat
(Unit) ein Mal fur die Enzymstabilitdt und entsprach 1 pmol 5-0xo-ETE, die pro
Minute gebildet wurde.

4.3.4  Einflul3 organischer Losungsmittel auf die 5-HEDH-Stabilitat

Im Hinblick auf die weitere chromatographische 5-HEDH-Auftrennung wurde der
EinfluB von organischen Ldsungsmitteln auf die 5-HEDH-Aktivitat bzw. native
Proteinstruktur der Dehydrogenase untersucht. Es zeigte sich, dal die 5-HEDH

durch Acetonitril, Ethanol und Isopropanol in ihrer enzymatischen Aktivitat
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beeintrachtigt wurde. Die 5-oxo-ETE-Bildung lieR sich nach Inkubation mit 80 %
Acetonitril, Ethanol oder Isopropanol vollstandig hemmen. Mit 10 % Acetonitril,
Ethanol bzw. Isopropanol wurde die 5-HEDH-Aktivitdt nur teilweise gestort
(siehe Abb. 11). Die untersuchten Reaktionsansdtze wiesen beziuglich der
glyzerinfreien Kontrollen (Tris/HCI, pH 8,0) einen Aktivitatsverlust von 14 —
34 % auf. Die starkste Inhibition bewirkte dabei 10 % Ethanol (ca. 34 %),
wohingegen 10 % Acetonitril die geringste Wirkung auf die 5-0xo-ETE-
Produktion hatte (ca. 14 %). Eine schwache Steigerung der 5-HEDH-Aktivitét
zeigten Reaktionsansdtze mit Zusatz von 10 % Glyzerin. Die 5-0x0-ETE-

Ausbeute lag etwa 13 % hoher als die der glyzerinfreien Kontrollansatze.

N
M R R

[Units]
H

5-HEDH-Aktivitat
i

Tris/HCI, pH8.0 10% Glyzerin  10% Acetonitril 10% Ethanol 10%Isopropanol

Abb. 11: Einfluf? von organischen Lésungsmitteln auf die 5-HEDH-Aktivitat. Zellysate von
5 x 10° PMN wurden mit 10 % Acetonitril, Ethanol und Isopropanol fiir 2 h bei Raum-
temperatur inkubiert und im Standardtest (siehe 3.5) auf ihre 5-HEDH-AKktivitat unter-
sucht (n =2). Als Kontrollen dienten 10 mM Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) mit bzw. ohne
Zusatz von 10 % Glyzerin. Die Enzymeinheit (Unit) war ein MaB flr die 5-HEDH-
Aktivitat und entsprach 1 pmol/min gebildete 5-oxo-ETE-Menge.

4.4  Untersuchung der 5-HEDH-AKktivitat

4.4.1 Einflul? der Reaktionstemperatur auf die 5-HEDH-Aktivitat

Fur eine Optimierung des Enzymstandardtests (siehe 3.5) wurde die Aktivitat der
5-HEDH in einem Temperaturbereich von 4 —-90 °C untersucht (siehe 3.7a).
Dabei wurde ein Wirkungsbereich der 5-HEDH zwischen 40 °C und 50 °C
ermittelt. Die enzymatische Aktivitat betrug 22,6 Units bei 40 °C und 23,4 Units
bei 50 °C. Eine minimale 5-oxo-ETE-Produktion bis zur vollstdndigen Hemmung
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der 5-HEDH wurde unterhalb von 20 °C und oberhalb von 60 °C festgestellt. Die
noch detektierte 5-oxo-ETE-Menge erreichte nicht mehr als 16 % des Optimum-
bereichs (siehe Abb. 12).
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Abb. 12: Einflul} der Reaktionstemperatur auf die 5-HEDH-Aktivitat. Die 5-HEDH-Aktivitat
im PMN-Lysat (5 x 10° PMN/50 pl) wurde im Enzymstandardtest (siehe 3.5) zwischen
4 °C und 90 °C untersucht. Die ermittelte Enzymeinheit (Unit) war ein Mal fur die
Enzymaktivitat und entsprach 1 pmol 5-ox0-ETE, die pro Minute gebildet wurde
(n=1).

4.4.2 EinflulR von NaCl auf die 5-HEDH-AKktivitat

Die Untersuchung der 5-HEDH-AKktivitat hinsichtlich der Salz-Abhéangigkeit
erfolgte mit Zellysaten von 5 x 10° PMN und wurde nach dem Standardverfahren
in Anwesenheit von variablen NaCl-Konzentrationen (0 — 2 M) durchgefuhrt. Der
Versuch zur Optimierung des Enzymstandardtests (siehe 3.5) zeigte, dal NaCl nur
einen geringen EinfluB auf die Enzymaktivitat austbte. Ein deutlicher Rickgang
der 5-HEDH-AKtivitat auf 2,7 Units lie sich erst bei Anwesenheit von 2 M NaCl
ermitteln. Diese entsprach etwa 39,7 % der enzymatischen Aktivitat der NaCl-

freien Reaktionsansétze (siehe Abb. 13).
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Abb. 13: EinfluR von NaCl auf die 5-HEDH-Aktivitat. Zellysate von 5 x 10° PMN wurden im
Standardtest mit 0—2 M NaCl inkubiert und auf ihre 5-HEDH-Aktivitat untersucht
(siehe 3.5). Die ermittelte Enzymaktivitdt entsprach 1 pmol/min gebildete 5-oxo-ETE-
Menge (n = 3).

4.4.3  Einflul3 des pH-Wertes auf die 5-HEDH-Aktivitat

Die native 5-HEDH-Konformation und die enzymatische Aktivitdt wéhrend der
Préparation und in der chromatographischen Aufreinigung waren pH-abhéngig.
Untersuchungen zur pH-Stabilitat zeigten, daB 5-(S/R)-HETE in einem weiten pH-
Bereich stabil blieb. Zwischen pH 2,0 und pH 13,0 liel sich keine Veradnderung
im Elutionsprofil feststellen. 5-(S/R)-HETE absorbierte bei 235 nm und eluierte
mit einer R; von ca. 10,2 min (vgl. Abb. 4). Eine Verdnderung im Absorptions-
profil zeigte 5-(S/R)-HETE nur bei pH 1,0 zwischen einer Retentionszeit von 7 —
12 min. Ein charakteristisches Elutionsprofil von 5-(S/R)-HETE war auch bei
pH 14,0 zu sehen. Eine Quantifizierung des Reaktionsproduktes war jedoch nicht
mdoglich, da der Elutionspeak von 5-oxo-ETE von Verunreinigungen der RPig-
Sdule verstarkt tberlagert wurde (Chromatogramm nicht dargestellt).

Abb. 14 zeigt eine charakteristische, chromatographische Auftrennung der 5-
(S/R)-HETE nach Inkubation bei pH 1,0 und pH 2,0. Im Hinblick auf die 5-
HETE-Stabilitat wurden PMN-Lysate (5 Mio. Zellen/50 ul) zwischen pH 2,0 und
pH 13,0 untersucht. Die hochste 5-oxo-ETE-Produktion wurde im Bereich
zwischen pH 7,0-12,0 nachgewiesen (24,0 —30,1 pmol/min). Oberhalb von
pH 12,0 nahm die Enzymaktivitét rapide ab, so daB bei pH 13,0 keine Umsetzung
mehr zu beobachten war. Ebenso wurde eine Inhibition der 5-oxo-ETE-
Produktion unterhalb von pH 7,0 festgestellt. Die ermittelte Enzymaktivitéat betrug
fur Reaktionsansatze bei pH 6,0 etwa 5,6 Units. Dies entsprach ca. 21 % der
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maximalen Umsetzung. Eine vollstdndige Inhibition der 5-HEDH-Aktivitat liel3

sich nur im Bereich von pH 1,0 — 5,0 beobachten (siehe Abb. 15).

0.025+ pH2.0
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Abb. 14: 5-(S/R)-HETE-Stabilitat bei pH 1.0 und pH 2.0. Zur Untersuchung der Substrat-
stabilitat wurden 4 uM 5-(S/R)-HETE unter Standardbedingung bei pH 1,0 — 14,0 inku-
biert und aufgetrennt (siehe 3.5.2). 5-(S/R)-HETE, die bei 235 nm gemessen wurde,
wies eine hohe Stabilitadt zwischen pH 2,0 und pH 14,0 auf. Eine Verdnderung im
Elutionsprofil lieR sich nicht nachweisen (vgl. Abb. 4). Dargestellt sind die Elutions-
profile von 5-(S/R)-HETE nach Inkubation bei pH 1,0 und pH 2,0.
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Abb. 15: EinfluR des pH auf die 5-HEDH-Aktivitat. Zellysate von 5 x 10° PMN wurden nach
dem Grundschema des Standardtests bei pH 2,0 — 13,0 inkubiert und auf ihre 5-HEDH-
Aktivitat untersucht (n=1). Die ermittelte Aktivitdit war als Enzymeinheit (Unit)
definiert und entsprach 1 pmol 5-ox0-ETE, die pro Minute gebildet wurde.
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45  Untersuchungen zur Substratumsatzgeschwindigkeit von 5-HEDH

45.1 5-HEDH-AKktivitat als Funktion der Substratlimitierung

Der Nachweis der 5-HEDH erfolgte tber die Umsetzung von 5-(S)-HETE zu 5-
ox0-ETE in Anwesenheit von NADP" als Kofaktor. Dabei lieR sich die Enzym-
aktivitat von Zellysaten zwischen 1-100x 10°PMN mit gleichbleibender
Substratkonzentration deutlich beeinflussen. Aus Abb. 16 ist zu sehen, dai} ein
linearer Anstieg der 5-oxo-ETE-Produktion im Bereich von 1-8 Mio. PMN
vorlag. Die Produktion naherte sich mit zunehmender PMN-Menge (Aliquots ab
8 x 10° PMN) bei gleichbleibender 5-(S/R)-HETE-Konzentration (4 pM) einem
Maximum. Obwohl Reaktionsansatze mit 90— 100 x 10° PMN die héchste
Gesamtproduktion von 5-0x0-ETE (ca. 308 pmol) aufwiesen, hatten sie aber,
bezogen auf 1 x 10° PMN, eine niedrigere Bildungsrate (vergl. Abb. 17).
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Abb. 16: 5-HEDH-AKktivitat als Funktion der Substratlimitierung. Die Untersuchung der 5-
(S)-HETE-Limitierung erfolgte bei gleichbleibender Substratkonzentration und mit
Aliquots von 1 — 100 x 10° PMN. Nach dem Grundschema des Standardtests (siehe 3.5)
wurde dann die Gesamtmenge der quantifizierten 5-oxo-ETE als Funktion des unter-
suchten PMN-Aliquots dargestellt (n = 2).

45.2  Bildungsrate von 5-oxo-ETE nach der Substratlimitierung

Zur Darstellung der Bildungsrate wurde die ermittelte Enzymaktivitat der unter-
suchten Reaktionsansétze (Aliquots von 1 —100 x 10° PMN) auf 1 x 10° PMN
bezogen. Abb. 17 zeigt, dal’ die Starke der 5-(S)-HETE-Umsetzung unmittelbar
von der PMN-Menge abhing. Diese nahm unterhalb von 10 x 10° PMN linear zu
und erreicht mit 8 x 10° PMN ein Maximalwert von ca. 11,5 Units/1 x 10° PMN.
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Nach Erreichen der Substratlimitierung ging die Bildungsrate wieder zuriick,
woraufhin Reaktionsansatze mit Aliquots von 90 x 10° PMN und 100 x 10° PMN
nur noch durchschnittlich 3,3 Units/1 x 10° PMN aufwiesen.

H
T

 10] L

100

1 Mio. 2 Mio. 4 Mio. 8 Mio. 10 Mio. 30 Mio. 50 Mio. 70 Mio. 90 Mio. 100 Mio.

Bildungsrate von 5-0xo-ETE
[Units/IMio.PMN]

Reaktionsansatze der untersuchten PMN-Lysate

Abb. 17: Bildungsrate von 5-0xo-ETE. Aus der Bildungsrate (Substratumsatz) der untersuchten
Reaktionsansatze (siehe 4.5.1; vgl. Abb. 16) ergab sich ein Quotient der 5-HEDH-
Aktivitat bezogen auf 1 x 106 PMN (n = 2).

45.3 Einflul} der Reaktionszeit auf die 5-HEDH-Aktivitat

Die 5-ox0-ETE-Produktion, die in 10 min-Intervallen untersucht wurde, stieg in
den ersten 20 min nahezu linear an und ging nach ca. 30 min langsam zurick.
Dabei lieR sich eine starke Abnahme der 5-(S/R)-HETE-Konzentration in den
Reaktionsansdtzen beobachten. Der Verbrauch in den ersten 20 min war

entsprechend hoch. Der Verbrauch lie nach ca. 30 min aber deutlich nach (siehe
Abb. 18).
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Abb. 18: Einflu® der Reaktionszeit auf die 5-(S/R)-HETE-Abnahme und 5-oxo-ETE-
Produktion. Aliquots von 5 x 10° PMN wurden mit 4 pM 5-(S/R)-HETE unter Test-
bedingung inkubiert (siehe 3.5). Der 5-(S/R)-HETE-Verbrauch und die 5-oxo-ETE-
Produktion wurden in 10 min-Intervallen ermittelt (jeweils n = 2).

45.4  Ermittlung der Michaelis-Menten-Konstante (Ky) und der maxima-
len Substratumsatzgeschwindigkeit (Vmax)

Die Michaelis-Menten-Konstante (Ky) und die maximale Substratumsatz-
geschwindigkeit (Vmax) von 5-HEDH wurde mit Hilfe von PMN-Lysaten aus je
5 x 10° Zellen bei variabler Substratkonzentration ([S]: 0 — 10 uM) bestimmt. Die
synthetisierte 5-oxo-ETE-Menge wurde dabei quantifiziert und die Substrat-
umsatzgeschwindigkeit (V) berechnet. Die Umsatzgeschwindigkeit ist definiert
als die Menge des gebildeten Produkts pro Zeiteinheit. Im vorliegenden Versuch
wurde die Menge 5-0x0-ETE in pmol/Sekunde bestimmt.

Aus Abb. 19 ist zu erkennen, dal} die Substratumsatzgeschwindigkeit mit
steigender 5-(S/R)-HETE-Konzentration einen asymptotischen Verlauf zeigt.
Daraus ergaben sich nach Erreichen der Substratlimitierung, ein Vmax-Wert von
ca. 0,2 pmol/s. Substratkonzentrationen von 0 -2 uM 5-(S/R)-HETE fiihrten zu
einer nahezu linearen Substratumsatzgeschwindigkeit. Der Ky-Wert, definiert als
die Reaktionsgeschwindigkeit bei der die Substratumsetzung halbmaximal ist,
betrug nach der vorliegenden Substratsattigungskurve ca. 1,3 uM. Fir eine

genauere Bestimmung der Vmax- und Ky-Werte wurde die Umsatzgeschwindig-
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keit im Verhaltnis zur Substratkonzentration doppelt-reziprok nach Lineweaver-

Burk dargestellt.
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Abb. 19: Reaktionskinetik von 5-HEDH nach Michaelis-Menten. Zur Ermittlung der
Michaelis-Menten-Konstante (Ky;) und der maximalen Substratumsatzgeschwindigkeit
(Vmax) Von 5-HEDH wurden Zellysate (5x 10° PMN) mit 5-(S/R)-HETE in unter-
schiedlichen Konzentrationen (0 — 10 uM) untersucht (n =2). Die ermittelte Enzym-
aktivitat wurde zur Bestimmung des Ky-Wertes und der Substratumsatzgeschwindigkeit
(V), die als picomol 5-oxo0-ETE pro Sekunde (s) definiert war, herangezogen.

Aus der linearen Regression lieR sich der Vmax-Wert mit ca. 0,4 pmol/s und der
Kw-Wert mit ca. 4,4 uM ermitteln (siehe Abb. 20a). Eine lineare Abweichung
wird bei der Enzymkinetik der Lineweaver-Burk-Berechnung nicht berticksichtigt.
Diese wird hingegen bei der Umsetzung nach Eadie-Hofstee einbezogen. Die
Werte fur Vimax und Ky betrugen demnach 0,25 pmol/s und 2,4 uM (siehe Abb.
20b). Zur Darstellung wurden die ermittelten Vma- und Ky-Werte in Tab. 12

aufgelistet.

Gleichung zur Berechnung von Vmax und Ky nach Lineweaver-Burk:

-1, K, 1
" Ve Voo [S]

<|=
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Gleichung zur Berechnung von Vmax und Ky nach Eadie-Hofstee:

\'/
V=-K, x[——]|+
( [S] , Vmax

\YJ = Substratumsatzgeschwindigkeit; 5-oxo-ETE [pmol/s]

Vmax = mMmaximale Substratumsatzgeschwindigkeit; 5-oxo-ETE [pmol/s]
Kuv = Michaelis-Menten-Konstante; [uM]

[S] = Substratkonzentration; 5-(S/R)-HETE [uM]

a.) b.)

1
0.2 00 02 0.4 0.6 0.8 [S] 000 0.02 004 006 008 010 [S]

Abb. 20: Reaktionskinetik der 5-HEDH nach Lineweaver-Burk und Eadie-Hofstee. Zur
Ermittlung der maximalen Substratumsatzgeschwindigkeit (Vmax) und der Michaelis-
Menten-Konstante (Ky) wurden Zellysate (5x 10° PMN) mit 5-(S/R)-HETE in
unterschiedlichen Konzentrationen (0 — 10 uM) untersucht (n = 2). Die V- und Ky-
Werte betrugen in der doppelt-reziproken Darstellung nach Lineweaver-Burk (a.) ca.
0,4 pmol/s und 4,4 uM. Mit Berlcksichtigung der linearen Abweichung nach Eadie-
Hofstee (b.) wurden hingegen Werte von ca. 0,25 pmol/s und 2,4 uM bestimmt.

Tab. 12: V- und Ky-Werte der 5-HEDH nach unterschiedlichen Ermittlungsmethoden

Michaelis-Menten Lineweaver-Burk Eadie-Hofstee
V max 0,2 pmol/s 0,4 pmol/s 0,25 pmol/s
Kwm 1,3 uM 4,4 uM 2,4 uM

46  Ammoniumsulfatfallung

Durch einen ansteigenden Ammoniumsulfat-Gehalt lieR sich die 5-HEDH aus
einem Proteingemisch von 10 ml PMN-Lysat (100 x 106 PMN/ml) fallen. Das
Enzym wurde anschlieend in Testpuffer resuspendiert. Die abnehmende Enzym-
aktivitat vermittelte einen Einblick Uber die Gite der durchgefiihrten Fallung
(siene Abb. 21).
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Die hichste Abnahme der 5-HEDH-Aktivitat wurde in den PMN-Uberstanden
mit einer (NH,4),SO,4-Séttigung von 50 — 58,1 % festgestellt. Durch Erhéhung der
(NH4)2SO4-Konzentration lieBen sich sukzessiv Proteine, einschlieBlich der 5-
HEDH, aus dem Zelliberstand fallen. Die Fallung wurde solange fortgesetzt, bis
im PMN-Uberstand keine 5-HEDH-Aktivitat mehr nachzuweisen war. Bei einem
Sattigungsgrad von 68 % Ammoniumsulfat fiel die Enzymaktivitat schlieBlich
unter der Nachweisgrenze. Wihrend die 5-HEDH-AKktivitat im Uberstand stetig
abnahm, nahm die Produktionsfahigkeit fir 5-oxo-ETE in den Proteinsedimenten
konstant zu. Die maximale 5-oxo-ETE-Bildung wurde bei 54,2 % Ammonium-
sulfat ermittelt. Eine Ubersicht der Wiederfindungsraten der 5-HEDH und der
Aktivitatsabnahme hinsichtlich des PMN-Uberstandes ist in Tab. 13 dargestellt.
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Ammoniumsulfat ((NH4),SO,)

Kontrolle:
ohne nach 50% nach 54,2% nach 58,1% nach 61,8% nach 65,2% nach 68,1%
(NH,),SO, Sattigung Sattigung Séttigung Sattigung Séttigung Sattigung

B Uberstand nach der Ammoniumsulfatfallung
[[J Sediment nach derAmmoniumsulfatfallung

Abb. 21: Ammoniumsulfatfallung der 5-HEDH. Die Féllung der 5-HEDH aus 10 ml PMN-
Lysat (100 x 10° PMN/ml) erfolgte durch tropfenweise Zugabe einer gesattigten
Ammoniumsulfatlésung (0 — 68,1 %). AnschlieRend wurde die Enzymaktivitat in 30 pl
PMN-Uberstand bzw. Proteinsediment des jeweiligen Sattigungsschrittes bestimmt
(n=2).
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Tab. 13: 5-HEDH-Aktivitat von PMN-Uberstdnden und -Sedimenten nach sukzessiver
Ammoniumsulfatfallung.

Séattigungsgrad 5-HEDH-Aktivitat 5-HEDH-Aktivitat im
des im PMN-Uberstand beziiglich

PMN-Uberstandes | Sediment Uberstand der Ausgangsaktivitit

50,0 % 1,8 % 73,4 % -26,6 %

54,2 % 19,3 % 34,4 % -65,6 %

58,1 % 14,3 % 23,5% -76,5 %

61,8 % 8,0 % 125 % -87,5%

65,2 % 3,5% 11,0 % -89,0 %

68,1 % 4.2 % 0,0 % -100,0 %

4.7  Partielle 5-HEDH-Aufreinigung mit Hilfe der Hochleistungsflussig-
keitschromatographie (HPLC)

4.7.1  Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Die 5-HEDH-Aufreinigung an einer hydrophoben Interaktionssaule (HIC-Saule)
wurde durchgefiihrt, nachdem das Loslichkeitsverhalten der 5-HEDH bekannt
war. Aus einem mit 50 % (NH,).SO4-gesattigtem PMN-Lysat lieRen sich nicht
definierbare Bestandteile nach der Chromatographie-Bedingung Nr. 1 (siehe Tab.
3) isolieren. Die fraktionierten Komponenten wiesen im Enzymstandardtest (siehe
3.5) keine enzymatische Aktivitat auf (Chromatogramm nicht dargestellt). Daher
wurde die HIC-Sdule fir die weitere Aufreinigung der 5-HEDH nicht mehr

eingesetzt.

4.7.2  Schwache Anionenaustauschchromatographie (DEAE-P-Saule)

Partielle Aufreinigung des PMN-L ysates

Die erste Aufreinigung der 5-HEDH erfolgte an einer schwachen HPLC-Anionen-
austauschersédule (BIOSEP DEAE-P) und wurde unter Chromatographie-
bedingung Nr. 2 (siehe Tab. 4) durchgefiihrt. Der Erfolg der Auftrennung von
2 ml PMN-Lysat (100 x 10° PMN/ml) wurde anhand der 5-HEDH-Aktivitét in
zwei Elutionsbereichen bestimmt (siehe Abb. 22). Ein Grofiteil der Enzym-
aktivitat (ca. 83,1 %) wurde in den DEAE-P-HPLC-Fraktionen Nr. 12 —18,
zwischen 36,5 min und 44 min Retentionszeit und einem Salzgehalt des Elutions-

puffers von 330 -400 mM NaCl nachgewiesen. Im Vergleich dazu wurden
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16,9 % nach einer Retentionszeit von 23 — 28 min (Fraktionen Nr. 7 — 9, 200 mM
NaCl) eluiert. Restliche DEAE-P-HPLC-Fraktionen wiesen keine enzymatische

Aktivitat auf.
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Abb. 22: Anionenaustauschchromatographie der PMN-Lysate. 2 ml PMN-Lysat (100 x 10°
PMN/ml) wurden an einer Anionenaustauschersdule (DEAE-P) unter der Chroma-
tographiebedingung Nr. 2 (siehe Tab. 4) aufgetrennt. Zur Ermittlung der 5-HEDH-
Aktivitat wurden 200 pul Fraktionsvolumen im Standardtest (n = 1) untersucht. Die 5-
HEDH-AKtivitat, die als Enzymeinheit (Unit: pmol 5-oxo-ETE/min) definiert worden
war, wurde mit einer R; von 23 -28 min (Fraktion Nr.7-9) und 36,5- 44 min
(Fraktion Nr. 12 — 18) nachgewiesen. Axgonm: Absorption bei 280 nm, R;: Retentionszeit.

Der Reinheitsgrad der 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktionen (Nr. 12 —
18; R¢: 36,5 - 44 min) und das Molekulargewicht der darin enthaltenen Proteine
wurden nach einer modifizierten Elektrophoresemethode von Schégger und v.
Jagow (1987; siehe 3.11) von jeweils 3 pl Fraktionsvolumen bestimmt. Das
Protein-Molekulargewicht wurde mit Hilfe eines Proteinstandards, der SDS-6H

Fraktion Nr.

(Sigma Aldrich GmbH, Deisenhofen), bestimmt.

Abb. 23 stellt die elektrophoretische Auftrennung der DEAE-P-HPLC-

Fraktionen der Retentionszeiten von 35,5 — 45 min dar. Durch eine Tricine-SDS-
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Polyacrylamid-Gelelektrophorese und einer anschlieBenden Silbernitratfarbung
konnten geringste Proteinmengen der aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktionen
(Nr. 12 - 18; R¢: 36,5 — 44 min) sichtbar gemacht werden. Besonders die DEAE-
P-Fraktion 14 (R 38,5 - 39,5 min), in der zwar die hochste 5-HEDH-Aktivitat
nachgewiesen worden war, zeigte eine Vielzahl an unbekannten Proteinbanden.
Proteinbanden, die einem Molekulargewicht von ca. 29, 45 sowie 97,4 kDa

entsprachen, konnten auf das VVorhandensein der 5-HEDH zuriickgefuhrt werden.

R¢: 35,5-45,6min

Fraktion Nr.
sDs-6H 11 12 13 14 15 16 17 18 19
[kDa]

N R -
16 — E -2
974 — ‘ ‘_{
66 — N
45 — !

29 —

Abb. 23: Tricine-SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese der DEAE-P-HPLC-Fraktionen.
3 ul DEAE-P-HPLC-Fraktionen, die in Zeitintervallen von 35,5-45min eluiert
worden waren (siehe Abb. 22), lieRen sich elektrophoretisch auftrennen und mit Silber-
nitrat anfarben (siehe 3.11). 5-HEDH-aktive Fraktionen (Nr.12-18) wiesen
Retentionszeiten (R;) von 36,5 — 44 min auf. 200 ng SDS-6H (Sigma Aldrich GmbH,
Deisenhofen) diente als Proteinstandard mit bekanntem Molekulargewicht.

Partielle Aufreiniqung des solubilisierten Mikrosomeniiberstandes

Entsprechend dem PMN-Lysat wurden 2 ml solubilisierte Mikrosomentiberstande
aufgetrennt und auf ihre Fahigkeit zur 5-oxo-ETE-Bildung untersucht. Die
Bestimmung der 5-HEDH-Aktiviat ergab, dal die DEAE-P-HPLC-Fraktionen
Nr. 24 — 30 (R¢: 40 — 47 min, 400 mM NaCl) 5-HEDH enthielten (siehe Abb. 24).
Die DEAE-P-Fraktionen Nr.26 und Nr. 27, in der die hdchste 5-oxo-ETE-
Produktion nachgewiesen wurde und in Zeitintervallen von 41,5-44,3 min
eluiert worden waren, wiesen diesbezlglich ca. 27,3 % und 27,5 % 5-HEDH-

Aktivitat auf. Im Vergleich zu Chromatographieverlaufen der PMN-Uberstinde
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wurde im Elutionsbereich der 5-HEDH eine ausgepragte UV-Absorption detek-
tiert. AuBerdem wurde ein weiterer Elutionspeak nach ca. 60 min ermittelt (vgl.
Abb. 22), in dem keine 5-HEDH-AKktivitat nachzuweisen war.
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Anionenaustauschchromatographie eines solubilisierten Mikrosomeniiberstandes.
Die Aufreinigung der 5-HEDH aus 2 ml Mikrosomeniberstand erfolgte an einer

Anionenaustauschersaule (DEAE-P) unter Chromatographiebedingung Nr. 2 (siehe Tab.
4). Die Ermittlung der 5-HEDH-AKktivitat erfolgte dabei mit 200 pl Fraktionsvolumen
nach dem Enzymstandardtest (n=1). Die Enzymaktivitdt wurde in den Fraktionen
Nr. 24 — 30 (m Flache) nachgewiesen. Diese war als Enzymeinheit (Unit) definiert und
entsprach der pro Minute gebildeten 5-oxo-ETE-Menge; Aggonm: Absorption bei

280 nm, R;: Retentionszeit

Die 5-HEDH-aktiven (Nr.24 —30) DEAE-P-HPLC-Fraktionen (Nr.21-23
und 31) wurden anschlielend elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Abb. 25). Da-
bei lielRen sich im Tricine-SDS-Polyacrylamidgel Proteinbanden von 29 kDa und

45 kDa (Fraktionen Nr. 25 — 28) sowie Banden aus einem Molekulargewicht von

97,4 kDa (Fraktionen Nr. 24 — 29) bestimmen. Die Intensitdt der Proteinbanden

korrelierte mit der zuvor ermittelten Starke der Enzymaktivitat in den HPLC-
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Fraktionen. Weiterhin liefen sich zuséatzliche Proteine, die kleiner als 29 kDa
waren, in den DEAE-P-HPLC-Fraktionen Nr. 24 — 31 nachweisen (vgl. Abb. 23).

R¢: 36,5-48,8min

Fraktion Nr.
SDS6H 21 22 23 24 25 26 21 28 29 30 31
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Abb. 25: Tricine-SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese der DEAE-P-HPLC-Fraktionen.
DEAE-P-HPLC-Fraktionen (3 pl), die in Zeitintervallen von 36 — 48,8 min eluierten
(siehe Abb. 24), wurden im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Silbernitrat-
lésung gefarbt (siehe 3.11). Als GréRenmarker wurden 200 ng SDS-6H (Sigma Aldrich
GmbH, Deisenhofen) verwendet. 5-HEDH-haltige DEAE-P-HPLC-Fraktionen (Nr.
24 — 30) wurden mit Retentionszeiten (R;) von 40 — 47 min eluiert.

473 HPLC-p-Separation an einer starken Anionenaustauschersiule
(Mini-Q-Saule)

Aufreinigungsschema Nr. 1:

Chromatographie der 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPL C-Fraktionen
5-HEDH-aktive DEAE-P-HPLC-Fraktionen wurden im nachfolgenden Reinig-
ungsprozell an einer starken Anionenaustauschersdule (Mini-Q-Sdule) aufge-
trennt. Obwohl die Mischprobe aus zwolf 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-

Einzelfraktionen bestand (vgl. Parallelauftrennung Abb. 22), lieRen sich nach der
Mini-Q-Chromatographie nur noch maximal 3,2 % der Ausgangsaktivitat wieder-
finden (R 20 — 25 min). Allein 1,6 % wurden in der Mini-Q-HPLC-Fraktion
Nr. 26 ermittelt. Die verbliebenen 1,6 % verteilten sich auf die Fraktion 27 und 28
(siehe Abb. 26) zu gleichen Teilen (je 0,8 %). Ob es sich dabei tatsdchlich um 5-
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HEDH-Proteine handelte, wurde erneut anhand einer Tricine-SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese mit anschlieender Silbernitratfarbung untersucht.

Abb. 27 zeigt, dal in den 5-HEDH-aktiven Mini-Q-Fraktionen (Nr. 27 und
Nr. 28) keine Proteine angefarbt worden war. Lediglich in Fraktion Nr. 26, in der
die héchste 5-oxo-ETE-Produktion nachgewiesen wurde, lieRen sich Proteine mit
24 kDa- und 66 kDa-GroRe schwach anfarben. Proteine dieser MolekulargréRen
wurden ebenso in Mini-Q-HPLC-Fraktionen Nr. 24 und Nr. 25 bestimmt. Diese
wiesen aber im Enzymstandardtest (siehe 3.5) keine 5-HEDH-AKktivitat auf.
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Abb. 26: Mini-Q-HPLC-p-Separation der 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktionen.
Ein Gemisch aus zwolf aktiven DEAE-P-Fraktionen (Paralleltrennung; Abb. 22) wurde
eingeengt, entsalzt und an einer Mini-Q-Séule unter Chromatographiebedingung Nr. 3
(siehe Tab. 5) aufgetrennt. In den Mini-Q-HPLC-Fraktionen Nr. 26 — 28 lieRen sich
nach Untersuchung der 5-HEDH-Aktivitat nur noch maximal 3,2 % der 5-HEDH-Aus-
gangsaktivitat (® Flache; n = 1) nachweisen.
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R¢: 18-26,5min
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Abb. 27: Tricine-SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese der Mini-Q-HPLC-Fraktionen.
Mini-Q-HPLC-Fraktionen, die in Zeitintervallen von 18 — 27 min eluiert worden waren,
wurden nach der Vorsdulenextraktion lyophilisiert, in 50 pl Tris/HCI-Puffer (pH 8,0)
aufgenommen und mit 10 pl Volumen elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 3.11). Die
Farbung erfolgte mit Silbernitrat und als GrélRenmarker dienten SDS-6H und Dalton-6.
Mini-Q-HPLC-Fraktionen Nr. 26 — 28 (R¢: 20 — 25 min) wiesen im Enzymstandardtest
5-HEDH-AKktivitét auf.

Aufreinigungsschema Nr. 2:

Chromatographieverhalten von drei nacheinander eluierten, 5-HEDH-aktiven
DEAE-P-HPL C-Fraktionsgemischen

Ein unterschiedliches Chromatographiemuster drei nacheinander eluierter, 5-
HEDH-aktiver DEAE-P-HPLC-Gemische (Gemisch a, b, c) lie sich an der

Mini-Q-Sdule nachweisen. Dabei zeigte Gemisch b vor der HPLC-p-Separation

die héchste und Gemisch ¢ die geringste 5-HEDH-Aktivitat. Im Vergleich dazu
wies Gemisch a eine mittelstarke 5-HEDH-Aktivitdt auf. Das Verhaltnis
zwischen nachgewiesene Enzymaktivitdt und Elutionsprofil ist in Abb. 28a-c
dargestellt.

Der Elutionsbereich von 5-HEDH, der in einer Parallelauftrennung (vgl. Abb.
26) zwischen 20 min und 25 min bestimmt worden war (siehe B Fl&che), wies in
den drei durchgefuhrten Chromatographieldaufen unterschiedlich starke UV-
Absorptionen auf. Gemisch b, das die hochste 5-oxo-ETE-Bildung aufwies,
zeigte in dem grau unterlegten Elutionsbereich nahezu eine Verdoppelung der
Absorption bei 215 nm. Die Gemische a und ¢ wiesen bei der selben Retentions-

zeit verhaltnismaRig geringe Absorptionen auf. AulRerdem liel3 sich im Gemisch b
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eine ausgepragte UV-Absorption zwischen 6 —9 min und 16 - 21 min Retentions-

zeit feststellen. Die Starke der UV-Absorption korrelierte aber nicht mit der zuvor
ermittelten 5-HEDH-AKktivitat.

2.5+ ,r1.0 2.5+ r1.0
£ " Fo.o E /0.9
5 2.0 0.8 & 2.0 0.8
- 0.7 > f 0.7 >
£ 157 0.6 2 £ 157 06 8
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< 107 04 = <107 0.4 =
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Retentionszeit [min] Retentionszeit [min]
Gemisch a Gemisch b
Abb. 28: Mini-Q-HPLC-p-Separation von drei
2.5+ 1.0 nacheinander eluierten, 5-HEDH-
£ o aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktions-
< 207 ;oo gemische. Die Untersuchung des
- 0.7 = . - . ;
E 15 o6 B Elutionsprofils von drei n_achemander
b 05 = aufgetrennten, 5-HEDH-aktiven DEAE-
< 107 s 2 P-HPLC-Gemischen a, b, ¢ (R;: 36,5 -
g 0.3 43,5 min, siehe Abb. 22) erfolgte unter
2057 o2 gleichbleibenden ~ Chromatographiebe-
008 e IS 00 dingungen (siehe Tab. 5). Gemisch b
5 10 15 20 25 30 35 40 zeigte vor der Mini-Q-Trennung die
_ Retentionszeit [min] héchste und Gemisch ¢ die geringste 5-
Gemisch ¢ HEDH-Aktivitat. Die graue Markierung

(m Flache; Ry 20 - 25 min) stellt den
Elutionsbereich der 5-HEDH einer
parallelen Chromatographie dar (vgl.
Abb. 26).

Nach der Bestimmung der hohen 5-HEDH-AKktivitat und nachdem eine ausge-

pragte UV-Absorption wéhrend der Chromatographie (R; =20 — 25 min) festge-
stellt worden war, wurden Mini-Q-HPLC-Fraktionen des Gemisches b (R;= 16 —
27 min) mit Hilfe des Phast Gel-System (siehe 3.11) elektrophoretisch untersucht.
Abb. 29 zeigt, da im 5-HEDH-aktiven Elutionsbereich (R:: 20 — 25 min; vgl.
Abb. 26 und Abb. 28b) mehrere Proteinbanden nicht scharf voneinander
abgegrenzt angefarbar waren. Vor allem die Mini-Q-HPLC-Fraktionen Nr. 43 —
45 (Rt: 20-22 min) wiesen intensiv gefarbte Proteinbanden im Bereich von
18 kDa bis 40 kDa auf. Im Vergleich dazu wiesen enzymatisch nicht-aktive Mini-
Q-HPLC-Fraktionen (Nr. 36 —42 und 46 - 48) Uberwiegend Proteinbanden mit

Molekulargewichten von etwa 66 kDa und héher auf.
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. Ry: 16-26,8min ,

r 1
Fraktion Nr.

M P 35 36 37 38 39 40 41 42 M P 43 44 45 46 4T 48 49 50

[kDa]

66 ——
T p—

34,7

24
184 —

14,3 —

Abb. 29: Phast Gel-Elektrophorese von Mini-Q-HPLC-Fraktionen nach Auftrennung eines
5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktionsgemisches Nach Chromatographie eines
5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Gemisches an einer Mini-Q-S&ule (siehe Abb. 28b)
wurden jeweils 1 pl 5-HEDH-aktive (Nr. 43 —47) sowie 1 pl nicht-aktive Mini-Q-
HPLC-Fraktionen (Nr. 35-42, Nr. 48 —50) im Phast Gel Homogeneous High Density
elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 3.11). Als Kontrolle diente 1 pul unbehandelte Probe
(P) und als GréRRenmarkierung wurden 100 ng Dalton-6 (M) verwendet.

Eine bessere Auftrennung der Proteinbanden lieR sich im Tricine-SDS-Poly-
acrylamidgel erzielen (siehe Abb. 30). Proteine, die zuvor im Phast Gel mit
flieBenden Ubergangen angefarbt worden waren (Mini-Q-Fraktion Nr. 43 — 45 mit
Ri: 20 — 22 min), wiesen nun drei distinktive Proteinbanden mit Molekulargréfien
von kleiner als 29 kDa auf (Fraktion Nr. 44). AulRerdem lieRen sich Proteine, die
zuvor mit 66 kDa identifiziert worden waren (vgl. Abb. 29), in den Mini-Q-
Fraktionen Nr. 45 — 47 (R¢: 21,3 — 23 min) bei ca. 70 kDa anfarben.
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R¢: 17-19,5min

Fraktion Nr.
SDS6H 37 as 39 40 41 42

——

[kDa]

205 —
116 —

974 —
66 —
45 —
29 —

I R¢: 19,5-23,6min |
Fraktion Nr.
SDS-6H 43 44 45 46 47 48
[kDa]
205 —

16 —

974 —

66 —
45 —
29 —

Abb. 30: Tricine-SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese von Mini-
Q-HPLC-Fraktionen  nach
Auftrennung eines 5-HEDH-
aktiven DEAE-P-HPLC-
Fraktionsgemisches. Parallel
zu Phast Gel-Separation (siehe
Abb. 29) lieRen sich Mini-Q-
HPLC-Fraktionen (3 ul) im
Tricine-SDS-Polyacrylamidgel
verbessert  auftrennen. Die
Mini-Q-HPLC-Fraktionen Nr.
37-48 stammten aus dem
aktiven Elutionsbereich der 5-
HEDH (siehe Abb. 28b). Die
Grolenmarkierung erfolgte mit
300 ng SDS-6H.

4.7.4  HPLC-p-Separation an einer C,/Cis-Umkehrphasenséule

Aufreinigungsschema Nr. 3:

5-HEDH-aktive Mini-Q-HPLC-Proben (R:: 20 — 25 min; siehe Abb. 28Db), die von
einer 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktion stammten (Rt: 39 —41 min;

siehe Abb. 22), lieBen sich an eine C,/Cig-Sdule weder detektieren noch

fraktionieren (Chromatogramm nicht dargestellt).
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Aufreinigungsschema Nr. 4:
Infolgedessen wurden 5-HEDH-aktive DEAE-P-HPLC-Fraktionen aus drei
Parallelauftrennungen (R:: 39 — 41 min, siehe Abb. 22) gesammelt und unmittel-

bar an der C,/C;g-Séule aufgetrennt.

In Abb. 31 ist zu erkennen, dall sich Komponenten des 5-HEDH-haltigen
Fraktionsgemisches mit steigender Acetonitrilmenge eluieren und bei 215 nm
Wellenlange detektieren lassen. Die UV-Absorption war zwischen einer
Retentionszeit von 37 —43 min (53 -60 % Acetonitril) besonders ausgepragt.
Weiterhin lieR sich anhand der Elutionsprofile nacheinander aufgetrennter DEAE-
P-Proben zeigen, dafl 5-HEDH zwischen 36 min und 43 min eluiert worden war
(Chromatogramme nicht dargestellt). Die C,/Cis-HPLC-Fraktionen mit einer
Retentionszeit von 37,5-43 min wurden daraufhin im Phast Gel-System
(siehe 3.11) elektrophoretisch aufgetrennt.

Abb. 32 zeigt, daB sich ein breites Spektrum an Proteinen zwischen 18,4 kDa
und 66 kDa anfarben lie. Dabei wurden in den C,/Cig-Fraktionen Nr. 42 — 46
(Rt: 39,5-43 min) Uberwiegend Proteine mit 34 kDa-Grolke identifiziert.
Ergénzend dazu wies C,/Cig-Fraktion Nr. 42 noch eine geféarbte Bande um 66 kDa

auf.
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Abb. 31: C,/C.g-HPLC-p-Separation eines 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktions-
gemisches. DEAE-P-HPLC-Fraktionen (Ry: 39 — 41 min), die aus drei Paralleltrennun-
gen stammten, wurden gemischt und an einer C,/Cyg-Séule aufgetrennt (siehe Tab. 6,
Nr. 4a). Separierte C,/C1g-HPLC-Fraktionen (Nr. 41 — 46 mit Ry: 37,5 — 43 min) wurden
anschlielend im Phast Gel elektrophoretisch untersucht (B Flache, siehe Abb. 32). Die
restlichen Proben aus HPLC-Fraktionen Nr. 41 und Nr. 42 wurden zur weiteren Auf-
reinigung gesammelt, mit Lys-C-Endoprotease verdaut und an der C,/Cg-Sdule erneut
separiert (siehe Abb. 33).
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R 4: 37,5-43min
— tFraldlan Mr. ' Abb. 32: Phast Gel-Elektrophorese von C,/ Cig-
HPLC-Fraktionen nach Auftrennung
eines  5-HEDH-aktiven = DEAE-P-
HPLC-Fraktionsgemisches. 5-HEDH-
aktive DEAE-P-HPLC-Fraktionen (R
39 —41 min), die aus drei Paralleltren-
nungen stammten, wurden gemischt und
an einer C,/Cyg-Umkehrphasensédule auf-
getrennt (siehe Abb. 31). Die partiell
aufgereinigten C,/Cis-HPLC-Fraktionen
(Nr. 41 -46; Ry 37,5-43 min) wurden
im SDS-Polyacrylamidgel (Phast Gel)
elektrophoretisch untersucht und mit
Silbernitrat gefarbt (siehe 3.11). Als
Grolkenmarker dienten 100 ng Dalton-6.

41 42 43 44 45 46 Dalton-6

Fur weitere Untersuchungen wurden die C,/C1s-HPLC-Fraktionen Nr. 41 und
Nr. 42 (Rt: 37,5-39,5 min; siehe Abb. 31) gemischt, mit Lys C Endoprotease
abgebaut und erneut an einer C,/C1g-Séule aufgetrennt (siehe Tab. 6, Nr. 4a). Da
die eingesetzten HPLC-Fraktionen nur kleine VVolumina enthielten, lie3en sich bei
der nachfolgenden C,/Cis-Chromatographie nur geringe Peptidmengen nach-
weisen.

Der in Abb. 33 dargestellte Peak (siehe Pfeil) wurde im weiteren Verlauf der
Untersuchung einem Edman-Abbau (siehe 3.12) unterzogen. Dabei wurde die
aminoterminale Sequenz ,,QFGAQANVIGWIQT* ermittelt. Der Abgleich mit der
FASTA-Proteindatenbank ergab, dafl die Aminosduresequenz bis zu 93 %
Identitdt mit humanem a-Aktinin-1 zeigte. Im Vergleich zum Originalprotein
belegt das ermittelte Peptidfragment die Positionen 634 bis 648 des a-Aktinin-1.
Zur Ermittlung der Einzelbuchstaben-Code wurde die ,,Aminoséuretabelle von
Alberts herangezogen (Molecular Biology Of The Cell, 2nd Edition, Garland
Publishing, Inc. N.Y. & London; siehe Anhang).
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Abb. 33: C,/Cis-Chromatographie einer partiell aufgereinigten C,/C,g-HPLC-Fraktion nach
dem Verdau mit Endoprotease Lys-C. Partiell aufgereinigte C,/C,g-HPLC-Fraktionen
(Nr. 41 und 42, Ry 37,5 - 39,5 min; siehe Abb. 31) wurden nach dem Lys-C-Verdau
erneut an einer C,/Cyg-Séule aufgetrennt (siehe Tab. 6, Nr. 4a). Die C,/Cg-HPLC-Frak-
tion, die zwischen 21,5 min und 22 min eluierte, wurde dann dem Edman-Abbau
unterzogen. Das nachgewiesene Peptidfragment lieR sich mit Hilfe der FASTA-Protein-
datenbank als a-Aktinin-1 identifizieren (siehe Pfeil).

Aufreinigungsschema Nr. 5:

Fur eine weitere 5-HEDH-Auftreinigung wurden C,/Cis-HPLC-Fraktionen, die
aus sechs partiell aufgereinigten, 5-HEDH-aktiven DEAE-P-Fraktionen stammten
und zuvor separat aufgetrennt worden waren, gemischt (Mischung a‘, b, c*),
enzymatisch verdaut und erneut an einer C,/C,g-Séule aufgetrennt. Danach
wurden ausgewahlte C,/C1g-HPLC-Fraktionen zur weiteren Untersuchung amino-
terminal sequenziert (siehe 3.12).

Abb. 34 stellt eine von sechs représentativen C,/C1g-HPLC-Auftrennungen dar.
Das Chromatogramm wies, verglichen mit dem aus Abb. 31, eine nahezu doppelte
bis dreifache Verstarkung der UV-Absorption (215 nm) bei Retentionszeiten von
37 - 43 min auf. Die einzelnen C,/C1g-u-HPLC-Fraktionen, als Gemische a‘, b*, c*
bezeichnet, wurden auBerdem vor dem Vermischen und dem Lys-C-Verdau
elektrophoretisch untersucht.

Aus Abb. 35 ist zu erkennen, dal’ die untersuchte C,/Cis-HPLC-Fraktion aus
Gemisch a‘ mehrere Proteine mit MolekulargroRen von 66 kDa bis kleiner als
14,3 kDa enthielt. Im Gegensatz dazu lieen sich in den untersuchten C,/Cig-
HPLC-Fraktionen aus Gemisch b’ und ¢ nur noch wenige dieser Proteine nach-

weisen. Stattdessen wurden vermehrt Proteine mit einer GroRe von 24 kDa nach-
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gewiesen. Nur die untersuchte Fraktion aus Gemisch b“ wies eine deutliche

Proteinbande groRer als 66 kDa auf.

Reprasentative C,/C,3-HPLC-Fraktionen der Gemische
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a' b'c

(9] 11411U0199Y
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Abb. 34: C,/C.g-HPLC-pu-Separation einer von sechs 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-
Fraktionen. Sechs aktive DEAE-P-HPLC-Fraktionen (R;: 39 — 40,5 min) wurden nach-
einander an einer C,/Cig-Sdule aufgetrennt (siehe Tab. 6, Nr.4a). C,/Cys-HPLC-
Fraktionen, die in Zeitintervallen von 38,5 — 42,5 min eluierten, wurden dann in drei
Gemische a“, b* ¢* geteilt. Hier ist eine von sechs reprasentativen C,/Cg-Auftrennung

vor dem Vermischen dargestellt.

R i 38-43,6min
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Abb. 35: Phast Gel-Elektrophorese von HPLC-

Fraktionen nach Auftrennung einer
aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktion an
einer C,/C.g-Saule. Eine von sechs
5-HEDH-aktiven DEAE-P-Fraktionen
(R: 39 -40,5min) wurden an einer
C,/Cg-Séule aufgetrennt (siehe Abb.
34). Jeweils resultierende C,/C,g-HPLC-
Fraktionen (R 38 — 43,5 min) wurden
vor dem Vermischen und Lys-C-Endo-
protease-Verdau  gelelektrophoretisch
untersucht. Als GréRenmarkierung dien-
ten 100 ng Dalton-6.

Die Gemische a‘, b* und c* wurden in der weiteren Untersuchung mit Lys-C-

Endoprotease enzymatisch abgebaut und erneut an der C,/Cig-HPLC-Séule

aufgetrennt. Nach der Auftrennung von Gemisch a“ (siehe Abb. 36) wurden drei
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ausgewahlte C,/Cig-HPLC-Fraktionen, die mit jeweils einer R; von 28 min,
32 min und 32,5 min eluierten, dem Edman-Abbau unterzogen (siehe Pfeile).

Das erste, identifizierte Peptidfragment (Ry: 28 min) besal die Aminosaure-
sequenz ,,SYELPDGQVKIT* und konnte nach einer Recherche in der FASTA-
Proteindatenbank als zytoplasmatisches Aktin nachgewiesen werden. Das Peptid-
fragment nahm im Originalprotein die Positionen 239 bis 250 ein. Das zweite
Peptidfragment (R¢: 32 min) lieR sich aufgrund der geringen Proteinmenge nicht
eindeutig analysieren. Es handelte sich mdglicherweise um die Aminosaure-
sequenz ,,DFWRQQNIDRRE®, die bis zu 66,7 % Identitdt mit Cathepsin-E-
Precursor oder Methionyl-tRNA-Synthase zeigte. Das dritte Peptidfragment (R
32,5 min) war identisch mit derjenigen des a-Aktins und wurde im Original-
protein an den Positionen 331 bis 445 lokalisiert. Da bereits zuvor a-Aktinin-1
zwischen 21 -22 min (vergl. Abb. 33) identifiziert worden war, wurden die

C,/C1g-HPLC-Fraktionen um 22 min Retentionszeit nicht weiter analysiert.
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Abb. 36: C,/Cig-HPLC-p-Separation von C,/C;g-HPLC-Fraktionsgemischen nach dem Lys-
C-Endoprotease-Verdau. C,/Cig-HPLC-Fraktionen (R;: 38,5 — 42,5 min; Abb. 34), die
nach Auftrennung von sechs 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktionen separiert
worden waren, wurden vermischt (Gemisch a“, b*, c*), mit Lys-C-Endoprotease verdaut
und erneut an einer C,/Cyg-Sdule aufgetrennt. Dargestellt ist das Chromatogramm von
Gemisch a‘. Mit Hilfe des Edman-Abbaus lieBen sich zytoplasmatisches Aktin und a-
Aktin bei einer Ry von 28 min und 32,5 min nachweisen. Das dritte Peptidfragment (R
32 min) liel’ sich dagegen nicht eindeutig bestimmen. Es zeigte bis zu 66,7 % ldentitét
mit einem Cathepsin-E-Precursor oder einer Methionyl-tRNA-Synthase.



Ergebnisse Seite 75

Ebenso wurde Gemisch c¢* an der C,/C15-HPLC-Séule aufgetrennt (siehe Abb.
37). HPLC-Fraktion Nr. 65, die mit einer Retentionszeit von 30,5 min eluierte,
wies in der Aminosauresequenz-Analyse zwei Peptidfragmente auf. Die Haupt-
sequenz besall die Aminosaure-Reihenfolge ,,DSTLIMQLLRDNLTLWTSDQQ*
und wurde als Protein Kinase C Inhibitor Protein-1 (KCIP-1 oder 14-3-3 Protein
epsilon) identifiziert. Es wies bis zu 95 % ldentitat auf und belegte die Positionen
216 bis 236 im Originalprotein. Die schwachere Nebensequenz hatte dagegen die
Aminosduresequenz ,,MQPTHPR LGLALNFSVFYY*. Diese wurde als 14-3-3
Protein eta bestimmt und hatte eine Ubereinstimmung mit dem Originalprotein

von 87,5 %. Das Peptidfragment ist in den Positionen 165 — 184 lokalisiert.

14-3-3 Protein bzw.
Protein Kinase C Inhibitor Protein-1 (KCIP-1)
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Abb. 37: C,/Cig-HPLC-p-Separation von C,/Cig-HPLC-Fraktionen nach dem Lys-C-
Verdau. Entsprechend der Durchfiihrung aus Abb. 36 wurde Gemisch ¢ mit Lys-C-
Endoprotease verdaut und an der C,/Cyg-Séule aufgetrennt. Die C,/Cyg-HPLC-Fraktion,
die nach 30,5 min eluiert worden war, wurde dem Edman-Abbau unterzogen. Zwei

Peptidfragmente lieBen sich als 14-3-3 Protein epsilon bzw. eta identifizieren. 14-3-3
Protein wird auch als Protein Kinase C Inhibitor Protein-1 (KCIP-1) bezeichnet.

Da in der Umkehrphasenchromatographie von Gemisch b* keine représenta-
tiven Proteinpeaks nachzuweisen waren (Chromatogramm nicht dargestelit),

wurden keine weiteren Aminosauresequenz-Untersuchungen durchgefthrt.
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Aufreinigungsschema Nr. 6:

In der nachfolgenden Untersuchung wurden 5-HEDH-aktive DEAE-P-HPLC-
Fraktionen ohne vorheriges Einkonzentrieren und Lys-C-Verdau direkt an einer
C,/C1g-HPLC-Sdule aufgetrennt. Auflerdem wurden im Vergleich zu vorausge-
gangenen C,/Cis-Chromatographien die untersuchten Proben mit einem flachen
Laufpuffergradienten eluiert (siehe Tab. 6, Nr. 4b). Ein repréasentatives Chroma-
togramm ist in Abb. 38 dargestellt.

C,/C1g-HPLC-Fraktionen Nr. 34 — 38 mit Retentionszeiten von 14,5 — 16,5 min
wiesen nach der aminoterminalen Sequenzanalyse die Aminoséure-Reihenfolge
»DLOQNFLKKEKNEKVIEHMEDL" auf. Nach einem Abgleich mit der FASTA-
Proteindatenbank konnte die Peptidsequenz Calgranulin B zugeordnet werden.
Diese nahm im Originalprotein die Positionen 44 bis 66 ein und liel3 sich unter der
durchgefiihrten Elektrophoresebedingung im Tricine-SDS-Polyacrylamidgel als
ein ca. 55 kDa-grof3es Protein bestimmen (siehe Abb. 39).
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Abb. 38: C,/Cig-HPLC-p-Separation einer 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktion. Eine
5-HEDH-aktive DEAE-P-HPLC-Fraktion wurde mit Hilfe einer C,/Cg-Séule unter der
Chromatographiebedingung Nr. 4b (siehe Tab. 6) aufgetrennt. C,/Cys-HPLC-Frak-
tionen, die nach 14,5 min, 18 min und 28 min eluierten und dem Edman-Abbau
unterzogen wurden, konnten als Calgranulin B, Laktotransferrin (Laktoferrin) und
Calgranulin A identifiziert werden.
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R¢: 14-18,5min
Fraktion Nr.
SDS-6H 32 33 34 35 36 37 38 39 40
_ Calgranulin B _
[KDa]
205 —— . "
116 — =
974 — | |
66 —
15 — I
29 —

Abb. 39: Tricine-SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese nach Aufreinigung einer 5-HEDH-
aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktion an einer C,/Cg-Saule. 3 pl C,/C1g-HPLC-Fraktion
(Nr. 32 —40) wurden nach der Umkehrphasenchromatographie einer 5-HEDH-aktiven
DEAE-P-HPLC-Fraktion (siehe Abb. 38) im Tricine-SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
(siehe 3.11). Als GroRenmarker dienten 100 ng SDS-6H. Calgranulin B lief sich nach
einer aminoterminalen Sequenzanalyse in den C,/Cyg-Fraktionen Nr. 34 — 38 (Ry: 14,5 -

16,5 min) als ein ca. 55 kDA-grolies Protein identifizieren.

Calgranulin A, das mit Calgranulin B einen kalziumbindenden Komplex

bildet, wurde mit der Aminosduresequenz ,,MLTELEKALNSIVYKLIKGNF*
identifiziert. Die Calgranulin A-haltige C,/C1s-HPLC-Fraktion Nr. 57 eluierte mit

einer Retentionszeit von 28 min (41,6 % Acetonitril) und zeigte im Elektro-

phorese-Experiment zwei Proteinbanden unterhalb von 29 kDa (siehe Abb. 40).

Da die Probe fur die Sequenzanalyse nicht weiter aufgereinigt wurde, lieR sich

Calgranulin A nur mit einer MolekulargroRe von Kleiner als 29 kDa zuordnen.

Die ermittelte Aminosduresequenz ist im Originalprotein an Positionen 1 bis 26

lokalisiert.
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R¢:22,531min |
Fraktion Nr.
SDS-6H 53 54 55 56 57 58
Calgranulin A
[KDa]
205 — [ 4 ¢ il i,
116 — =
974 —
66 — ffll
45 — —
29— [
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Abb. 40: Tricine-SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese nach Aufreinigung einer 5-HEDH-
aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktion an einer C,/Cg-Séule. C,/Cyg-u-HPLC-Fraktionen
Nr. 50 — 58 (Ry: 22,5 — 31 min) wurden mit jeweils 3 pl Volumen im Tricine-SDS-Poly-
acrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (vergl. Abb. 39 und Abb. Abb. 41). Dabei
zeigte Fraktion Nr. 57 (Ry: 28 — 30 min; siehe Abb. 38) nach der Silbernitratfarbung, in
der auch Calgranulin A mit Hilfe des Edman-Abbaus identifiziert worden war,

Proteinbanden mit kleiner als 29 kDa-GroRe.

Neben Calgranulin A und B lieR sich auch Laktotransferrin (Laktoferrin)

nachweisen. Das Peptidfragment wurde nach 18 min (36,3 — 37,3 % Acetonitril)

eluiert und migrierte im Tricine-SDS-Polyacrylamidgel als ein 80 kDa-Protein

(siehe Abb. 41). Die ermittelte Peptidsequenz setzte sich aus den Aminosduren

 GRRRRSVQWCAVSQPEATKCF"

Originalproteins in den Positionen 19 bis 39 berein.

zusammen und stimmte mit der des
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| R¢: 18,56-22,5min |

Fraktion Nr.
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Abb. 41: Tricine-SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese nach Aufreinigung einer 5-HEDH-
aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktion an einer C,/Cig-Séule. Entsprechend der Tricine-
SDS-Gelelektrophorese aus Abb. 39 und Abb. 40 wurden die C,/Cg-pu-HPLC-Frak-
tionen Nr. 41 — 49 aufgetrennt. Proteine, die in Zeitintervallen von 18,5 — 20 min eluiert
worden waren (Fraktion Nr. 41 — 45; siehe Abb. 38), zeigten ein Molekulargewicht von
ca. 80 kDa und lieBen sich in der aminoterminalen Sequenzanalyse als Laktotransferrin
(Laktoferrin) nachweisen.

4.8  Nachweis der 5-HEDH-AKktivitat nach Depletierung von B-Aktin und
Laktotransferrin aus PMN-Lysaten mit Hilfe von mono- und
polyklonalen Antikdrpern

Hinsichtlich der identifizierten Peptidfragmente wurden nun p-Aktin und Lakto-
transferrin an einer Affinitatssaule aufgereinigt und mit Hilfe von Antikorpern aus
einem 5-HEDH-haltigen PMN-Lysat depletiert. Da ein Calgranulin-Antikorper
zur Zeit der Untersuchung nicht kommerziell erhéltlich war, lie sich eine
Depletierung von Calgranulin nicht durchfihren. Die Untersuchungen ergaben
Hinweise darauf, ob die identifizierten Komponenten Bestandteile der 5-HEDH
waren und ob sie Einfluf auf deren enzymatische Aktivitét hatten.

Abb. 42 zeigt, daR die 5-HEDH-Aktivitit im PMN-Lysat nach einer
Depletierung des B-Aktins noch nachzuweisen war. Die enzymatische Aktivitat
im PMN-Lysat nahm zwar nach jedem Depletierungsschritt an einer Antikorper-
beladenen Affinitatssule tendenziell ab. Bezuglich der Ausgangsaktivitét lag der
Aktivitatsverlust der 5-HEDH jedoch unterhalb von 14 % (8,8 — 9,9 pmol 5-oxo-

ETE/min). Im Gegensatz dazu war eine schwache Abnahme der 5-oxo-ETE-
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Produktion nach einer Depletierung von Laktotransferrin beobachtet worden
(sieche Abb. 43). Die 5-HEDH-Aktivitdt im Eluat sank nach dem ersten

Depletierungsschritt um 10% (- 0,7 Units) und war nach dem vierten

Depletierungsschritt auf ca. 71 % der Ausgangsaktivitat gefallen. Dabei ging die

gebildete 5-oxo-ETE-Menge von ca. 7,7 pmol/min auf ca. 5,5 pmol/min zurtick.

5-HEDH-AKktivitat

[Units]

Probe vor der Probe nach der Probe nach der Probe nach der Probe nach der
Depletierung 1. Depletierung 2. Depletierung 3. Depletierung 4. Depletierung

Abb. 42: 5-HEDH-AKktivitat nach Auftrennung eines PMN-Lysates an einer Anti-pB-Aktin-

5-HEDH-AKktivitat

[Units]

Affinitatssaule. 5 ml PMN-Lysat (100 x 10° PMN/ml) wurden viermal an einer Anti-p-
Aktin-Affinitatssaule aufgetrennt. Nach jeder Depletierung wurde die 5-HEDH-
Aktivitat im Eluat mit Aliquots von 5 x 10° PMN bestimmt (n = 2). Die Enzymaktivitat,
die als Enzymeinheit (Unit) definiert war, entsprach der pro Minute gebildeten Menge
an 5-0xo0-ETE (pmol).

Probe vor der Probe nach der Probe nach der Probe nach der Probe nach der
Depletierung 1. Depletierung 2. Depletierung 3. Depletierung 4. Depletierung

Abb. 43: 5-HEDH-AKktivitdt nach Auftrennung eines PMN-Lysates an einer Anti-Lakto-

transferrin-Affinitatssdule. Entsprechend der B-Aktin-Depletierung wurde auch
Laktotransferrin sukzessiv an einer Anti-Laktotransferrin-Affinitatssaule gebunden und
aus 5ml PMN-Lysat entfernt. Die Bestimmung der 5-HEDH-Aktivitat erfolgte mit
Aliquots von 5 x 10° PMN und wurde nach jedem Elutionsschritt durchgefiihrt (n = 2).



Ergebnisse Seite 81

Aufgrund des minimalen Aktivitatsverlustes wurden 2 ml eines B-Aktin- und
Laktotransferrin-depletierten PMN-Lysates an einer DEAE-P-HPLC-Sdule aufge-
trennt.

Aus Abb. 44 ist zu erkennen, daB im Zeitintervall von 36 — 43 min (5-HEDH-
aktiver Elutionsbereich) nur noch wenig Bestandteile aus der Probe eluiert und bei
280 nm detektiert worden waren. Obwohl die 5-HEDH-Aktivitéat der untersuchten
DEAE-P-HPLC-Fraktionen Nr. 14 —18 nur minimal abnahm, war die UV-
Absorption bei 280 nm, verglichen mit bisherigen DEAE-P-Chromatographien
(vgl. Abb. 22 und Abb. 24), deutlich zuriickgegangen. Die maximale Enzym-
aktivitat von ca. 3,1 Units wurde in der DEAE-P-HPLC-Fraktion Nr. 16 (R:

38,5 — 40,5 min) nachgewiesen.
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Abb. 44: DEAE-P-Chromatographie eines PMN-Lysates nach partiellen Abreicherung von
B-Aktin und Laktotransferrin. 2 ml PMN-Lysat (100 Mio. PMN/ml) wurden vor der
DEAE-P-Chromatographie (siehe Tab. 4, Nr. 2) viermal an einer Anti-p-Aktin- und an
einer Anti-Laktotransferrin-Affinitatssaule partiell gereinigt. Zur Bestimmung der 5-
HEDH-AKtivitdt wurde 200 pl Fraktionsvolumen nach dem Standardverfahren unter-
sucht (n=1). Die Enzymaktivitdt (siche W Flache) war als Enzymeinheit (Unit)
definiert und entsprach die pro Minute gebildete 5-oxo-ETE (pmol).
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Die elektrophoretische Auftrennung im Tricine-SDS-Polyacrylamidgel zeigte
(siehe Abb. 45), dal} das B-Aktin- und Laktotransferrin-depletierte PMN-Lysat an
einem geringen Proteinbandenmuster zu erkennen war (vergl. Abb. 23 und Abb.
45). Die DEAE-P-HPLC-Fraktionen (Nr. 13 — 19 mit Ri: 33 — 45 min) wiesen nur
noch wenige Proteine auf. Durch die Depletierung wurden iberwiegend Proteine
zwischen 29 kDa und 45 kDa entfernt. Dies machte sich insbesondere in den 5-
HEDH-aktiven DEAE-Fraktionen (Nr. 14 -18, Ri 36 —43 min, 320 — 400 mM
NaCl) bemerkbar.

Die DEAE-P-Fraktion Nr. 16 (R¢: 38,5-40,5 min), in der die hochste 5-HEDH-
Aktivitdt nachgewiesen worden war, wies scharf voneinander getrennte Protein-
banden zwischen 80 kDa und 116 kDa auf. Diese gefarbten Proteine lieRen sich in
den benachbarten DEAE-P-Fraktionen ebenfalls identifizieren. Die Intensitét der
Proteinbanden stimmte mit der Stdrke der zuvor ermittelten 5-HEDH-AKktivitat

Uiberein.

R¢: 33-45min

Fraktion Nr.
16 17 18 19 SDS-6H

Abb. 45: Tricine-SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese von 5-HEDH-aktiven DEAE-P-
HPLC-Fraktionen. PMN-Lysat (5 ml) wurde nach der Affinitdtschromatographie
gegen B-Aktin und Laktotransferrin an einer schwachen Anionenaustauschersaule
(DEAE-P) aufgereinigt (siehe Abb. 44). Die 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Frak-
tionen Nr. 14 — 18 (5 pul), die in Zeitintervallen von 36 — 43 min eluiert worden waren,
wurden unter Standardbedingung elektrophoretisch untersucht (siehe 3.11). Als Grél3en-
markierung dienten 200 ng SDS-6H.
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4.9  EinfluB von Kalziumchlorid (CaCl,) auf die 5-HEDH-AKktivitat

Calgranulin A (MRP8; S100A8) und Calgranulin B (MRP14; S100A9), die mit
Hilfe des Edman-Abbaus im 5-HEDH-haltigen Prdparat nachgewiesen worden
waren, bilden zusammen einen heterogenen Komplex (Calprotektin; L1-
Komplex), das in der Lage ist ungesattigte Fettsdure reversibel zu binden
(Siegenthaler et al., 1997). Dabei ist die Bindungskapazitat des L1-Komplexes
Kalzium abhdngig. Um zu Uberprifen, ob die 5-oxo-ETE-Produktion unter
Standardtestbedingung (siehe 3.5.1) von der Fettséure-Bindungseigenschaft des
L1-Komplexes beeinflul’t wird, wurde die enzymatische Aktivitat der 5-HEDH im
bezug auf zweiwertige Kationen (z.B. Ca®*, Mg®*, Fe*") untersucht.

Eine Prézipitatbildung bzw. eine Fallung des 5-HEDH-Proteins liel} sich wahrend
der Enzymreaktion nicht beobachten. Weiterhin zeigte sich nach Ermittlung der
enzymatischen Aktivitdt, daB die 5-oxo-ETE-Bildung von Ca?*-Kationen
abhangig war. Diese stieg nach Inkubation mit CaCl, (0-20 mM) steil an
(+15,8 %) und nahm mit zunehmender Ca**-Konzentration von 20 mM an wieder
ab. Eine vollstdndige Inhibition der Enzymaktivitdt wurde erst nach Inkubation
mit 300 mM CacCl, festgestellt.

124

10

5-HEDH-AKktivitat
[Units]
?

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

— 1 T T T — T T T 7
0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
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Abb. 46: Einfluf von Kalziumchlorid (CaCl,) auf die 5-HEDH-Aktivitat. Zellysate von
3 x 10° MN wurden mit 0 — 300 mM CaCl, fiir 5 min bei 25 °C inkubiert. AnschlieRend
wurde die 5-HEDH-AKktivitdt im Enzymstandardtest untersucht (n = 2). Die Enzym-
einheit (Unit) war ein MaR fiir die Enzymaktivitdt und entsprach die pro Minute
gebildete 5-o0xo-ETE-Menge (pmol).
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4.10 EinfluB von Magnesiumchlorid (MgCl,) auf die 5-HEDH-AKktivitat

MgCl, zeigte im Vergleich zu CaCl, keinen nennenswerten EinfluB auf die 5-oxo-
ETE-Bildung (siehe Abb. 47). Zwar stieg die 5-HEDH-Aktivitdt im Vergleich
zum Kontrollansatz ohne MgCl; von 3,8 Units auf durchschnittlich 4,4 Units an.
Eine tendenzielle Steigerung der Enzymaktivitat, wie sie ansatzweise nach
Inkubation mit 0-20 mM CaCl, nachzuweisen war, lie} sich aber nicht

beobachten.

5-HEDH-Aktivitat
[Units]
T

0 r— 1 1 "1 ‘T 17 17 17 "1 7T * T " T °*v T ‘" T * T °* 1T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300
MgCl, [mM]

Abb. 47: Einflul von Magnesiumchlorid (MgCl,) auf die 5-HEDH-Aktivitat. Aliquots von
3 x 10° PMN (105.000 x g-Uberstand) wurden mit 0 — 300 mM MgCl, bei 25 °C inku-
biert. Nach 5min wurde die 5-HEDH-AKktivitdt im Enzymstandardtest untersucht
(n=2).

411 EinfluB von Eisen-(I1)-sulfat (FeSO,4) auf die 5-HEDH-AKktivitat

Im Hinblick auf das eisenbindende Laktotransferrin (Brock, 2002), das ebenfalls
in den 5-HEDH-haltigen Lysaten identifiziert worden war, wurde der Einfluf? von
Eisen-(I1)-sulfat (0 — 10 mM FeSO,) auf die 5-oxo-ETE-Produktion untersucht.
Bei dieser Untersuchung wurde beobachtet, dal nach Zugabe von FeSO,
Prézipitate aus dem Reaktionsansatz ausfielen. Die 5-HEDH-Aktivitat wurde
gleichzeitig mit 1 mM FeSO, gehemmt. Die pro Minute gebildete 5-oxo-ETE-
Menge lag bei ca. 1 pmol. Eine erhebliche Reduktion der 5-oxo-ETE-Bildung
wurde durch héhere FeSO4-Konzentrationen beobachtet, wobei nach Inkubation
mit 10 mM FeSO,4 keine 5-HEDH-AKktivitat mehr nachzuweisen war (siehe Abb.
48).
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5-HEDH-Aktivitat
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Abb. 48: EinfluB von Eisen-(l11)-sulfat (FeSO,) auf die 5-HEDH-Aktivitat. Zellysate von
3x10°PMN wurden mit 0-10mM FeSO, fir 5min bei 25°C inkubiert.
Anschlieend wurde die 5-HEDH-AKktivitat nach dem Grundschema des Standardtest

untersucht (n = 2).

4.12 Einflud von Zinksulfat (ZnSO,) auf die 5-HEDH-AKktivitat

Da in der Literatur beschrieben worden ist, daR Zn**-Kationen in submikro-
molarer Konzentration Dehydrogenase-Aktivitaten beeinflussen (Brown et al.,
2000; Gazaryan et al., 2002), wurde untersucht, ob dies auch fir 5-HEDH zutrifft.
Wie Abb. 49 zeigt, lieB sich ein EinfluR von ZnSQO, auf die 5-HEDH-AKktivitat
nicht beobachten. Die pro Minute gebildete 5-oxo-ETE-Menge betrug im
Kontrollansatz ohne ZnSO, ca. 7,4 pmol und nahm mit zunehmender ZnSO,-
Konzentration weniger als 9 % zu. Durchschnittlich lag die ermittelte Enzym-

aktivitat bei ca. 8 Units.

I
o N
L

(o]
|

e o gt T

[Units]

5-HEDH-AKktivitat
N
1

N
| -

o

AL B AL A B AL L L EL L R B AL L AL L R EL L R L L |
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
ZnSO, [nM]

Abb. 49: EinfluR von Zinksulfat (ZnSO,) auf die 5-HEDH-Aktivitat. Zellysate von 3 x 10°
PMN wurden mit 0-1000 nM ZnSO, fiir 5 min bei 25 °C inkubiert. Die 5-HEDH-
Aktivitat, die als Enzymeinheit (Unit) definiert war und die pro Minute gebildete 5-oxo-
ETE-Menge (pmol) entsprach, wurde nach dem Standardtestverfahren ermittelt (n = 2).
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4.13 EinfluB von EDTA auf die 5-HEDH-Aktivitat

Um zu Uberprifen, ob ein Entzug zweiwertiger Metallkationen aus der Reaktions-
I6sung die 5-0xo0-ETE-Produktion beeinflufdt, wurden Inkubationsansatze in
Gegenwart von Chelatoren vorgenommen.

Abb. 50 zeigt, dall die 5-HEDH-AKktivitat mit steigender EDTA-Konzentration
abnahm. Die Kontrollansatze ohne EDTA-Zugabe wiesen dabei Enzymaktivitaten
von ca. 5,5 Units auf. Eine Halbierung der 5-oxo-ETE-Produktion lieR sich in

Anwesenheit von 15 mM EDTA (ca. 2,8 Units) beobachten.

5-HEDH-AKktivitat
[Units]

o

O""S""10""15 20 25 30
EDTA [mM]

Abb. 50: EinfluR von EDTA auf die 5-HEDH-AKktivitat. Zellysate von 3 x 10° PMN wurden
mit 0 — 30 mM EDTA fir 5 min bei 25 °C inkubiert. Die 5-HEDH-Aktivitat wurde mit
dem Enzymstandardtest untersucht (n = 2).

4.14 EinfluR von EGTA auf die 5-HEDH-Aktivitat

Um zu uUberprufen, ob ein Entzug von Kalzium die 5-oxo-ETE-Produktion
beeinflul’t, wurden 5-HEDH-Aktivitaten in Gegenwart von EGTA, das spezifisch
Ca**-Kationen komplexiert, untersucht.

Abb. 51 zeigt, daB die 5-o0xo-ETE-Bildung und somit die 5-HEDH-Aktivitat
unter Standardtestbedingungen (siehe 3.5) bis zu 54 % durch Zugabe von 5 mM
EGTA zunimmt. Die 5-oxo-ETE-Produktion liel sich aber dartiberhinaus durch
Konzentrationserhéhung von EGTA (> 5 mM) nicht weiter erhéhen. Die Enzym-
aktivitat nahm, wie entsprechend bei der EDTA-Untersuchung (siehe 4.13) zuvor,

ab (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 51: EinfluR von EGTA auf die 5-HEDH-AKktivitat. Zellysate von 3 x 10° PMN wurden
mit 0—5mM EGTA fir 5min bei 25 °C inkubiert. Danach wurde die 5-HEDH-
Aktivitat mit Hilfe des Enzymstandardtests bestimmt (n = 2).

5-HEDH-Aktivitat
[Units]

4.15 Einflull von Calmidazoliumchlorid auf die 5-HEDH-Aktivitat

Da sich 5-oxo-Eikosanoide in neutrophilen Granulozyten iber einen Kalzium-/
Calmodulin-abhéngigen Reaktionsweg zu 6,7-Dihydro-5-0xo-ETE reduzieren und
dementsprechend auch mit EGTA und Calmodulin-Antagonisten hemmen lassen
(Berhane et al., 1998), wurde untersucht, ob die Oxidation von 5-(S)-HETE zu 5-
0x0-ETE ebenfalls durch Calmodulin beeinflul3t wird. Ferner ist in der Literatur
beschrieben worden, da Calmodulin intrazellular als Kalziumsensor dient und
mit Hilfe von Ca®*/Calmodulin-abhangigen Proteinkinasen die Enzymaktivitaten
der Zelle reguliert (Stull, 2001; Hudmon et al., 2002). Hierzu wurde die Wirkung
von Calmidazoliumchlorid, ein speziell gegen Calmodulin-gerichteter Inhibitor,
im PMN-Lysat untersucht.

Abb. 52 zeigt, dal? die 5-oxo-ETE-Synthese von Calmodulin abhéngig war. Die
Inhibition verlief sigmoidal bei einer steigenden Calmidazoliumchlorid-
Konzentration. Reaktionsansétze, die zuvor mit 0,1 uM Calmidazoliumchlorid
inkubiert worden waren, wiesen nach Quantifizierung von 5-oxo-ETE nur noch
30 % der Ausgangsaktivitdt (ohne Calmidazolium) auf. Eine vollstandige
Inaktivierung von 5-HEDH wurde schlieflich mit 0,2 uM Calmidazoliumchlorid

erreicht.
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Abb. 52: EinfluR von Calmidazoliumchlorid auf die 5-HEDH-Aktivitat. Zellysate von
3x 10° PMN wurden mit 0-0,2 pM Calmidazoliumchlorid fir 5min bei 25°C
inkubiert. Die 5-HEDH-Aktivitat wurde im Enzymstandardtest untersucht (n = 2).

4.16 Massenspektrometrische Untersuchung einer partiell aufgereinigten,
5-HEDH-aktiven HPLC-Fraktion

Um Aminosauresequenz-Informationen der 5-HEDH-Aktivitat enthaltenden
DEAE-P-HPLC-Fraktionen zu erhalten, wurden auch massenspektrometrische
Untersuchungen durchgefihrt (siehe 3.18). Hiernach wurden zwei bereits
publizierte Aminoséuresequenzen aus einer partiell aufgereinigten, 5-HEDH-
haltigen DEAE-P-HPLC-Fraktion (Rt: 38,5-39,5 min, siehe Paralleltrennung
Abb. 22) mit Hilfe der Quadrupol-TOF™-Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS) nachgewiesen. Die Auswertung erfolgte nach den relativen Massen-
verhaltnissen von nattrlich vorkommenden Isotopen der detektierten Atome. Da
diese Methode eine Bestimmung des aminoterminalen Endes nicht ermdglichte,
lie sich die Reihenfolge der identifizierten Aminosduren nicht exakt klaren.
Weiterhin lieRen sich Isomere wie Leucin (L) und Isoleucin (I) aufgrund von
gleichen molekularen Massenverhaltnissen nicht voneinander unterscheiden.

Die erste ermittelte Aminoséuresequenz war ,,DLAALVVDNGSG* und wurde
in der FASTA-Proteindatenbank als ein Peptidfragment des humanen B-Aktins
identifiziert (siehe Abb. 53; Accession: P02570; [gi:113270]). Da das ermittelte
Leucin in Position 5 (siehe L) ebenso Isoleucin sein kann, und eine genaue

Identifikation aufgrund der Isomerie nicht moglich ist, stimmt die ermittelte
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Aminosauresequenz zu anndhernd 100 % mit dem Originalprotein in den

Positionen 4 bis 15 tberein.

Ermittelte Aminosiuresequenz *:
DLAALVV DNGSG

Originalprotein des B-Aktins (Accession: P02570; [gi:113270]):
1 MDDDIAALVV DNGSGMC

* Buchstabensymbole der Aminoséuren; siehe Anhang.
Quelle; FASTA-Proteindatenbank
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Abb. 53: Massenspektometrische Analyse einer 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktion.
Eine 5-HEDH-aktive DEAE-P-HPLC-Fraktion (Ry: 38,5—39,5 min; siehe Abb. 22)
wurde nach Alkylierung und Lys-C-Verdau massenspektrometrisch untersucht. Mit
Hilfe der Quadrupol-TOF™-Tandem-Massenspektrometrie (MS-MS) und Uber eine
Electrospray-lonisationsmethode (ESI) lieB sich die Aminosauresequenz ,,DLAALVV
DNGSG* bestimmen. Die Recherche in der FASTA-Proteindatenbank ergab, daf diese
ermittelte Aminosauresequenz zu 100 % identisch mit humanem S-Aktin ist. B4 — 9 und
y9 — 15 repréasentieren positiv ionisierte Peptidfragmente, die nach GroRe aufgetrennt
wurden. Aminoterminale Bruchstiicke, die CO*-Gruppen aufweisen, werden mit ,,b*,
Carboxylterminale NH;*-Bruchstiicke hingegen mit ,,y* bezeichnet. Die Stirke der
lonisation ist in Prozent-Einheiten dargestellt.
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Das der
LAPARVFPSLS" (siche Abb. 54) und hatte hohe Ahnlichkeit (ca. 80 % Identitat)

mit einer bekannten NADH-Ubichinon Oxidoreduktase, die im Rind (Bos taurus;

zweite Peptidfragment bestand aus Aminosdure-Reihenfolge

Accession Q02376; [gi:400579]) nachgewiesen worden war. Dabei belegte das
Peptidfragment im Originalprotein die Positionen 15 bis 24 (APARXFPSXS).
AuRerdem wies diese Aminosauresequenz bis zu 77,8 % Ahnlichkeit mit einer
putativen, eisenhaltigen Alkohol-Dehydrogenase der Hefezelle Schizosaccharo-
myces pombe auf (Accession: Q09669; [gi:1168356]). Das Peptidfragment wurde
in Position 14 - 21 (PARXFPSL) des Originalproteins lokalisiert. In der darge-
stellten Aminosduresequenz stellt x eine fehlende oder unbekannte Aminoséure

dar.

Ermittelte Aminosduresequenz *:
APARVFPSLS

Originalprotein der NADH-Ubichinon Oxidoreduktase (Accession Q02376; [0i:400579]):

1 MAPSALLRPF WKLLAPARFP SVSSSRSKFY IQEPPHGSPN WLKVGLTLGT
51 SVFLWIYLIK QHNEDVLEYK RRNGLE

Originalprotein _der putativen, eisenhaltigen Alkohol-Dehydrogenase (Accession:

Q09669; [i:1168356]):

1
51
101
151
201
251
301
351
401

MSILRSPFRL
I PSFNLFGKG
QSITVHLYDG
ALLATNGGKI
HIKMAT IDKH
ANPITDACAV
SLGYVHAMAH
HLGCEEHTAE
CGATNPIQPT

IRSPARFFPS

CLAEAAKQIK

VQPNPTVGNV
ADYEGVDKSS
TMP ILSVNDP
KCIELVNKYL
QLGGFYGIPH
AALDRISQLV
HDEVKAIFKS

LFHSSCNQSF
MSGFKNTL 1V
NQGLEIVKKE
KPQLPLIAIN
ETMYGLPPSL
KRAVDNGKDE
GVCNAVLLAH
LEVKIRPHLV
AM

TNGLKHQSTS
TDPGI IKVGL
NCDSMVSIGG
TTAGTASEMT
TAATGMDALT
EARDNMAYAE
VQKFNSRDPR
DLGVKEKDFD

* Buchstabensymbole der Aminosduren; siehe Anhang.
Quelle; FASTA-Proteindatenbank

SKAMPVSAFY
YDKVKALLEE
GSAHDCAKGI
RFATITEETR
HAVEAYVSTA
FLGGMAFNNA
ANARLGDIAF
VLVDHAMKDA
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Abb. 54: Massenspektometrische Analyse einer 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktion.
In der 5-HEDH-aktiven DEAE-P-HPLC-Fraktion (R;: 38,5 — 39,5 min; siehe Abb. 22)
lieR sich noch ein zweites Peptidfragment massenspektrometrisch nachweisen (vergl.
Abb. 53). Dabei handelt es sich um die Aminosauresequenz ,,APARVFPSLS", die bis
zu 80% Ahnlichkeit mit einer bekannten NADH-Ubichinon Oxidoreduktase
(Bos taurus) und bis zu 77,8 % ldentitat mit einer eisenhaltigen Alkohol-Dehydrogenase
(Schizosaccharomyces pombe; Quelle: FASTA-Proteindatenbank) hatte. Y1 -10
reprasentieren positiv ionisierte Peptidfragmente mit NH;*-Gruppen, die nach der GroRe
aufgetrennt wurden. Die Stérke der lonisation ist in Prozent-Einheiten dargestelit.
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4.17 Amplifizierung eines Genabschnittes der NADH-Dehydrogenase bzw.
der eisenhaltigen Alkohol-Dehydrogenase

Eine Amplifizierung des Gens fir die Aminosduresequenz ,,APARVFPSLS*
(siehe Abb. 54) lie} sich mit der RACE-PCR-Technik nicht erfolgreich durch-
fuhren. Die Ursache dafir lag mdglicherweise an dem hohen Degenerationsgrad
der verwendeten, synthetischen Oligonukleotide. In den humanen Keratinozyten
konnte keine erkennbare mRNA-Expression mit den eingesetzten ,,Frohman-
Adapter-*“ und ,,Jack-1-Primern* induziert werden. Im Gegensatz dazu lieRen
sich mit Hilfe von ,,Frohman-Adapter-* und ,,Jack-2-Primern* mehrere DNA-
Banden amplifizieren. Die gefarbten DNA-Banden waren jedoch unspezifische
Primer-Produkte, die durch Selbstligation entstanden waren. Ein Indiz fur die
Selbstligation zeigten Kontrollansdtze, die nur ,Jack-2-Primer® enthielten.
Ahnliche Resultate ergaben auch Hautproben von zwei an Psoriasis erkrankten
Patienten mit symptomatischer Plaque-Bildung (Agarosegele nicht dargestellt).
Diesbezuglich war die anschlieRende nested-PCR, bei der auch cDNA-Produkte
amplifiziert worden waren, trotz vorhandener Expressionsbanden nicht auszu-

werten.

4.18 EinfluB von 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE auf die mRNA-Expression in
menschlichen Hautzellen

4.18.1 Einflul? von 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE auf die mRNA-Expression
von primaren Keratinozyten

Primdre Keratinozyten der vierten Subkultur zeigten nach Stimulation (4 h, 24 h)
mit 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE keine erkennbare Expression beziiglich der
MRNA von Eotaxin-1, -2, -3 und Gro-a. Ebenso lieR sich eine mMRNA-Expression
von IL-1a. und IL-1B nach 24 h-Stimulation nicht nachweisen. Die gebildeten
Primer-Produkte lieBen sich nach der elektrophoretischen Auftrennung im
Agarosegel nur wenig detektieren. Die mRNA-Expression war weder von der 5-
(S)-HETE- noch von der 5-oxo-ETE-Konzentration abhéngig (semiquantitative

Auswertungen nicht dargestellt).
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4.18.2 EinfluR von 5-(S)-HETE auf die IL-1B-mRNA-Expression von
primaren Fibroblasten

Die mRNA-Expression von Eotaxin-1, -2, und -3 lieR sich auch in den priméaren
Fibroblasten der vierten Subkultur nicht induzieren. Weder eine Erhéhung der 5-
(S)-HETE-Konzentration von 1 nM auf 500 nM noch eine Verlangerung der
Stimulationszeit (4 h auf 24 h) fiihrte zu einer deutlichen Steigerung der mMRNA-
Expression. Ebenso konnte die Gro-o- und IL-1a-mRNA-Expression nicht durch
5-(S)-HETE induziert werden. Im Gegensatz dazu lie} sich aber die IL-1pB-
MRNA-Expression in priméren Fibroblasten induzieren. Ein DNA-Fragment, das
im Agarosegel bei 600 Bp lokalisiert worden war, konnte als Amplikon des
genspezifischen IL-1B-Primers (586 Bp) identifiziert werden. Die densito-
metrische Auswertung ergab, dafl die IL-13-mRNA-Expression mit steigender 5-
(S)-HETE-Konzentration und mit Verldngerung der Stimulationszeit relativ zu
denen aus Kontrollkulturen zunahm.

Eine Steigerung in der IL-13-mRNA-Expression wurde auch in Fibroblasten-
kulturen festgestellt, die zuvor mit FCS-haltigem Nahrmedium fiir 4 h stimuliert
worden waren. Im Gegensatz zu 5-(S)-HETE-stimulierten Zellen und im
Vergleich zu den beiden anderen Kontrollen (DMEM und DMEM mit 0,32 %
Ethanol) nahm die Intensitdt der mMRNA-Expression jedoch nach ca. 24 h wieder
ab (siehe Abb. 55). Die mRNA-Expression liel sich dabei nicht kontinuierlich
steigern. Fibroblasten, die mit 500 nM 5-(S)-HETE stimuliert worden waren,
zeigten in bezug auf den internen Standard (GAPDH) eine relativ schwache

Expression von IL-1B-mRNA.
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Abb. 55: Relative Expression der IL-1B-mRNA nach Stimulation primarer Fibroblasten mit
5-(S)-HETE. Priméare Fibroblasten wurden fiir 4 h und 24 h mit 5-(S)-HETE (1 -
500 nM) stimuliert (jeweils n = 2). Dabei dienten Zellkulturen als Kontrollen, die zuvor
mit DMEM, DMEM und 10 % FCS bzw. 0,32 % Ethanol stimuliert worden waren. Eine
Induktion der IL-13-mRNA-Expression lie sich mit Hilfe der RT-PCR-Technik (siehe
3.25) und der densitometrischen Bestimmungsmethode (siehe 3.26) nachweisen. Die
linke Spur zeigt die Leerkontrolle (DMEM) und die rechte Spur stellt den 100 Bp-
Ready-Load™-Marker dar (Life Technologies). Das genspezifische IL-1p-Produkt
(586 Bp) wurde nach der Agarosegelelektrophorese bei 600 Bp identifiziert. In der
Grafik ist die relative IL-13-mRNA-Expression, entsprechend der elektrophoretischen
Auftrennung, dargestelit.

4.18.3 EinfluB von 5-oxo-ETE auf die Gro-a-mRNA-Expression von
priméaren Fibroblasten

Eine mRNA-Expression von Eotaxin-1, -2 und -3 lie} sich in den priméren
Fibroblasten nach Stimulation mit der biologisch aktiveren 5-oxo-ETE nicht
induzieren. Die Induktion der Gro-a-mRNA-Expression war hingegen mdoglich
(siehe Abb. 56). Die densitometrische Analyse ergab, daR die Gro-o-mRNA-
Expression relativ zur 5-oxo-ETE-Konzentration und zur Stimulationszeit erhoht
war. Das genspezifische Primer-Produkt wurde nach der elektrophoretischen
Untersuchung im Agarosegel als 750 Bp DNA-Bande identifiziert. Entsprechend
der Stimulation mit 5-(S)-HETE (siehe Abb. 55), lieR sich die Gro-a-mRNA-

Expression auch in dieser Versuchsreine mit FCS-haltigem Né&hrmedium
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induzieren. Die Intensitdt der mRNA-Expression von Gro-a. ging ebenfalls nach

ca. 24 h-Stimulationszeit zurlck. Kulturansatze, die mit 5-oxo-ETE-haltigen

Né&hrmedien stimuliert worden waren, wiesen eine konzentrationsabhangige und

starkere Gro-a-mRNA-Expression auf.
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Relative Expression der Gro-a-mRNA nach Stimulation primérer Fibroblasten
mit 5-oxo0-ETE. Priméare Fibroblasten wurden mit 5-oxo-ETE (1 — 500 nM) fiir 4 h und
24 h stimuliert (jeweils n = 2). Fibroblastenkulturen, die mit DMEM bzw. mit DMEM
und einem Zusatz von 10 % FCS oder 0,32 % Ethanol stimuliert worden waren, dienten
als Kontrollkulturen. Der Induktionsnachweis der Gro-o-mRNA-Expression erfolgte
mit Hilfe der RT-PCR-Technik (siehe 3.25) und der Densitometrie (siehe 3.26). In der
Grafik ist die relative Gro-a-mRNA-Expression, entsprechend der elektrophoretischen
Auftrennung, dargestellt. Die linke Spur zeigt die Leerkontrolle (DMEM) und die rechte
Spur den 100 Bp-Ready-Load™-Marker. Das genspezifische Gro-a-Produkt (750 Bp)
wurde oberhalb eines 600 Bp-Markers identifiziert.

EinfluB von 5-oxo-ETE auf die IL-1a- und IL-1B-mRNA-Expression
primarer Fibroblastenkulturen

Fibroblasten der vierten Subkultur, die mit 5-oxo-ETE (1 - 500 nM)

stimuliert worden waren, exprimierten die mRNA von IL-1o und IL-1B. Die

Intensitat der IL-1a-mRNA-Expression war sehr schwach und liel3 sich erst mit
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100 =500 nM 5-ox0-ETE nach 24 h-Stimulationszeit nachweisen. Das IL-la-
Genprodukt (757 Bp) wurde nach der elektrophoretischen Auftrennung im
Agarosegel oberhalb eines 600 Bp-Markers identifiziert (siehe Abb. 57).
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Abb. 57: Relative Expression der IL-1a-mRNA nach Stimulation primérer Fibroblasten mit
5-0xo-ETE. Primdre Fibroblasten wurden mit 5-oxo-ETE (1 — 500 nM) fir 4 h und 24 h
stimuliert (4 h, n=1; 24 h, n = 2). Zur Kontrolle wurden Fibroblasten mit DMEM wie
auch mit DMEM mit einem Zusatz von 10 % FCS oder 0,32 % Ethanol stimuliert. Die
IL-1a-mRNA-Expression wurde mit Hilfe der RT-PCR-Methode (siehe 3.25) und einer
densitometrischen Analysemethode bestimmt (siehe 3.26). In der Grafik ist die relative
IL-1a-mRNA-Expression, entsprechend der elektrophoretischen Auftrennung, dar-
gestellt. In der linken Spur ist die Leerkontrolle (DMEM) aufgetragen und in der
rechten Spur ist der 100 Bp-Ready-Load™-Marker dargestellt. Das IL-1a-Genprodukt
(757 Bp) wurde nach der Elektrophorese oberhalb von 600 Bp identifiziert.

Im Gegensatz dazu war eine Expression der IL-13-mRNA schon nach 4 h-
Stimulationszeit festzustellen (siehe Abb. 58). Fibroblasten, die 24 h mit 5-oxo-
ETE stimuliert worden waren, wiesen eine Zunahme der IL-13-mRNA-

Expression bei einer ansteigenden 5-oxo-ETE-Konzentration auf.
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Abb. 58: Relative Expression der IL-13-mRNA nach Stimulation primérer Fibroblasten mit
5-0x0-ETE. Primére Fibroblasten wurden mit 5-oxo-ETE (1-500 nM) fur 4 h und 24 h
stimuliert (jeweils n =2). Fibroblasten, die mit DMEM oder mit DMEM und einem
Zusatz von 10 % FCS oder 0,32 % Ethanol stimuliert worden waren, dienten als
Kontrollansétze. Die Induktion der IL-13-mRNA-Expression wurde mit Hilfe der RT-
PCR-Methode (siehe 3.25) und der Densitometrie nachgewiesen (siehe 3.26). Die linke
Spur stellt die Leerkontrolle (DMEM) und die rechte Spur den 100 Bp-Ready-Load™-
Marker dar. In der Grafik ist die relative IL-13-mRNA-Expression, entsprechend der
Elektrophoreseauftrennung, dargestellt. Das IL-1p-Primerprodukt (587 Bp) wurde
unterhalb der 600 Bp-Bande identifiziert.
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5 Diskussion
5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Chromatographischer =~ Nachweis der 5-HEDH-Aktivitdt im
Standardtest

Die membrangebundene 5-Hydroxyeikosanoid-Dehydrogenase (5-HEDH), die in
Anwesenheit von NADP" als Co-Substrat die Oxidation der 5-(S)-HETE zu 5-
ox0-ETE Kkatalysiert, wurde indirekt tber ihre Enzymaktivitat nach chromato-
graphischer Quantifizierung des Enzymproduktes nachgewiesen. Diesbeziiglich
wurde ein von Pareigis (1997) etabliertes Testsystem nach Erkenntnissen aus den
Aktivitatsuntersuchungen weiterentwickelt. Durch Erhéhung der Reaktions-
temperatur (siehe 4.4.1) und der NaCl-Konzentration bei pH 8,0 (siehe 4.4.2 und
4.4.3) wurde die 5-oxo-ETE-Bildung gesteigert und der Enzymstandardtest
optimiert (siehe 3.5.1).

5-(S/R)-HETE und 5-oxo-ETE wurden nach Beendigung der Enzymreaktion
unter bereits etablierten Chromatographiebedingungen an einer RPig-Séule
aufgetrennt und quantifiziert (Pareigis, 1997). Das 5-Hydroxyeikosanoid und das
5-oxo-Eikasanoid, die jeweils bei 235 nm und 280 nm ihre Absorptionsmaxima
zeigten, lielen sich unter Verwendung eines isokratischen Elutionsgradienten aus
Methanol und Essigsdure separieren und detektieren (siehe 3.5.2). Das Elutions-
profil der beiden 5-HEDH-Metabolite (siehe Abb. 4) stimmte mit den von
Pareigis (1997) dargestellten Chromatogrammen uberein. Zwar konnten Powell et
al. (1992) sowie Yu et al. (1995) die Elution der beiden Eikosanoide mit Hilfe
eines linearen Gradienten aus Acetonitril-Essigsaure bzw. aus einem Gemisch von
Acetonitril-Methanol-Trifluoressigséure bis zu einer Retentionszeit von 25 min
verringern. Eine schnellere Elution der Eikosanoide mit kurzerer Retentionszeit
als 12 min wurde allerdings nicht erzielt.

Bei der chromatographischen Auftrennung von 5-(S/R)-HETE und 5-oxo-ETE
kdonnen Begleitsubstanzen wie Proteine, Salze und Stabilisatoren die UV-
Detektion empfindlich stéren. Deshalb wurden PMN-Lysate und 5-HEDH-haltige
HPLC-Fraktionen einer Vorsaulenextraktion nach Powell (1987) unterzogen. Die
reprasentativen  Eikosanoidpeaks wurden nach der RPig-Chromatographie

integriert, um die Produktzunahme zu ermitteln und um die 5-HEDH-Aktivitat zu
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berechnen. Basierend auf dieser Trennungsmethode sollte die 5-HEDH im
Verlauf der Aufreinigung tber die Enzymaktivitat bestimmt, elektrophoretisch
untersucht und mit Hilfe der Aminoséuresequenz-Analyse und der Massen-
spektrometrie charakterisiert werden.

5.1.2 Préaparation und Stabilisierung der 5-HEDH

Die mikrosomale 5-HEDH wurde bislang in humanen Neutrophilen, Lympho-
zyten und Monozyten nachgewiesen (Powell et al., 1992; Zhang et al., 1996).
Dartiber hinaus wurde die 5-HEDH-Aktivitdt bei der Suche nach einem
eosinophilen, chemotaktischen Lipid (ECL) in humanen Eosinophilen und im
Zusammenhang mit der Aktivitat einer Sojabohnen-LOX-1 entdeckt (Schwenk et
al., 1995). Ebenso lie} sich die enzymatische Aktivitat in den Keratinozyten-
Zellinien HaCaT, KB, A 431 sowie in immortalisierten Zellen mit hamato-
poetischer (EoL-3) und promyeloischer Herkunft (HL-60) nachweisen (Pareigis,
1997). Zur Gewinnung von 5-HEDH-haltigen Zellysaten wurden humane,
neutrophile Granulozyten verwendet. Die 5-HEDH-haltigen Proben wurden tber
eine Differentialzentrifugation (siehe Abb. 3 und Abb. 7) gewonnen. Durch
Zusatz von 20 % Glyzerin wurden Fragmente von Zellkernen sowie mitochon-
drialen und zytosolischen Zellbestandteilen, die sich ebenfalls im sukrosehaltigen
Puffergradienten abtrennen lieRen, weitgehend beseitigt (Gotoh et al., 1989;
Ozols, 1990; Wintergalen et al., 1995). Da Proteine bei der Extraktion und
Aufreinigung diversen Einflissen wie pH-Wert-Anderung, Proteolyse, Schwer-
metalleinflul} und Luftoxidation ausgesetzt waren und innerhalb weniger Stunden
denaturierten (siehe Abb. 8), wurden der Praparationslosung Schutzsubstanzen
zugesetzt (Cooper, 1981: Kapitel 10; Deutscher, 1990).

Obwohl Phosphatpuffer fiir die Extraktion und Lagerung der 5-HEDH besser
geeignet waren und Tris/HCI-Puffer eher als Testpuffer einzusetzen waren
(Pareigis, 1997), wurde zur Aufreinigung der 5-HEDH dennoch das Tris/HCI-
Puffersystem verwendet (siehe 3.3). Durch den Einsatz dieses einheitlichen
Losungsmittelsystems sollten vor allem zusatzliche Reinigungsschritte wie
Umpufferung umgangen und ein Verlust der 5-HEDH, z.B. durch Absorption an
Filtermembranen, verhindert werden (Blatt, 1971).
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Wahrend der Prdparation wurde zum Erhalt der nativen 5-HEDH-Struktur
Glyzerin hinzugesetzt. Die Wirkung des Polyols beruhte auf der Ausbildung von
Wasserstoffbricken mit dem wélRrigen Losungsmittel, so dald eine Hydratisierung
des Proteins sowie dessen Beweglichkeit in der Ldsung verschlechtert und die
Verfligbarkeit von Wassermolekilen fiir Reaktionsprozesse verringert wurden
(Gekko et al., 1981; Hjelmeland, 1990). Weiterhin erwies sich Glyzerin als guter
Stabilisator in der Kryokonservierung, weil 5-HEDH-haltige PMN-Lysate, die
glyzerinfrei bei -20 °C gelagert wurden, im Enzymstandardtest kein 5-oxo-ETE
produzierten (siehe Abb. 9).

Zum Schutz der 5-HEDH und fir den Erhalt der enzymatischen Aktivitat, die
u.a. von der Praparationstemperatur abhingen (siehe Abb. 10), war vor allem eine
Inaktivierung von freigesetzten, zelluldren Proteasen notwendig (Deutscher,
1990). Hierzu wurde PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) eingesetzt, das
spezifisch Serinproteasen inhibiert, indem es mit Seringruppen eine Bindung
eingeht und das katalytische Zentrum des Enzyms irreversibel blockiert. Ein
weiterer Effekt des Proteaseinhibitors lag auch in der Steigerung der 5-HEDH-
Aktivitat. Pareigis (1997) fand heraus, dal bei Anwesenheit von PMSF die 5-oxo-
ETE-Produktion erhéht war. Es ist zu vermuten, dal3 dies auf einer verminderten
Aktivitat der zelleigenen Proteasen wahrend der 5-HEDH-Praparation beruhte.
Infolge der nachgewiesenen Instabilitat in waRriger Pufferlosung (James, 1977)
muf3te PMSF jedoch mehrmals der 5-HEDH-Préparation zugesetzt werden.

Weitere Metalloproteasen, die sich durch PMSF nicht hemmen lieRen, wurden
mit EDTA inaktiviert (Berman, 1975; Swann et al., 1981). Durch Entzug von
zweiwertigen Metallkationen sollte die native Proeteinstruktur der Proteasen
verandert und ihre enzymatische Aktivitdt gehemmt bzw. minimiert werden
(Feinberg et al., 1993). AuRerdem schutzt EDTA die extrahierten Proteine vor
Oxidationsreaktionen. Als Chelator komplexiert es divalente Metallkationen und
entzieht diese der Préparationsldsung. Da die meisten Proteine eine Vielzahl an
freien Sulfhydrylgruppen enthalten und unter Préparationsbedingungen inter- und
intramolekulare Disulfidbriicken ausbilden kdnnen, wurde der Préparationslésung
Di-Thio-Threitol (DTT) hinzugesetzt. Im Vergleich zu 2-Mercaptoethanol, das
ebenfalls reduzierende Eigenschaften besitzt, bildet DTT nur einen intra-
molekularen Sechsring und unterbindet die Bildung von Disulfidbriicken mit
Proteinen (Cleland, 1964). Da 1 mM DTT bereits zu einer ausgepragten Inhibition



Diskussion Seite 101

der 5-HEDH-AKtivitat fuhrt (Pareigis, 1997), wurde DTT ausschlieflich fur die 5-
HEDH-Extraktion eingesetzt. Zur Ermittlung der 5-HEDH-Aktivitat wurde
dagegen eine DTT- und EDTA-freie Pufferldsung verwendet (siehe 3.5.1).

Eine Aufreinigung membrangebundener Proteine ist im allgemeinen sehr
schwierig. Native Enzyme verlieren héufig ihre Aktivitat, wenn sie aus ihrer
lipophilen Umgebung herausgeldst werden. Dieses Phanomen demonstrierten
Baron et al. (1975) am Beispiel einer membranassoziierten NADH-Dehydrogen-
ase trotz Einsatz verschiedener Detergentien.

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Solubilisierung der membran-
gebundenen 5-HEDH das nicht-ionische Detergens Octyl-pB-D-Glukopyranosid,
das bereits von Pareigis (1997) untersucht wurde, eingesetzt. Das Detergens hat
ein relativ kleines Molekulargewicht und besitzt eine hohe kritische Mizellen-
konzentration. Dadurch war eine effektive Beseitigung des Proteine-solubili-
sierenden Detergens mit Hilfe der Ultrafiltration oder HPLC mdglich
(Neugebauer, 1988, 1990; Goheen, 1991). Im Vergleich zu ionischen oder
zwitterionischen Detergentien absorbiert Octyl-B-D-Glukopyranosid nicht an
Matrixoberflachen von lonenaustauschersdulen. Es besitzt auBerdem eine geringe
Absorption bei 280 nm, so daf} eine Detektion im UV-Bereich wahrend der
Chromatographie nicht beeintrachtigt wird. Diese Eigenschaft des Oktyl-
Glukosids wurde z.B. fir die Aufreinigung einer Glukose-Transportase an einer
Anionenaustauschersaule genutzt (Lundahl et al., 1984). Ferner lieR sich die
membrangebundene 5-HEDH mehrmals und ohne Beeintrachtigung der
Enzymaktivitdt aus PMN-Mikrosomen herauslésen (Daten nicht gezeigt). Die
»Schonende* Eigenschaft des Oktyl-Glukosids lieR sich auch von Stubbs et al.
(1976) in der Untersuchung von bovinem Rhodopsin bestatigen.

Eine erfolgreiche Solubilisierung war aber von der Stabilitat des untersuchten
Enzyms sowie vom eingesetzten Testsystem, das durch die Detergenseigen-
schaften empfindlich gestort werden konnte, abhéngig (Hjelmeland, 1984). So
lie} sich im Vergleich zur vorliegenden Arbeit die enzymatische Aktivitat einer
Prolyl-Hydroxylase bereits mit 1% Oktyl-Glukosid vollstandig inaktivieren
(Colguhoun et al., 1983).
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5.1.3  Versuche zur chromatographischen Aufreinigung der 5-HEDH

Komplexe Eikosanoidgemische wie Metabolite der Cyclooxygenase und
Lipoxygenase lassen sich beispielsweise nach Zellextraktion effektiv an Normal-
phasen- wie auch an Umkehrphasenséulen auftrennen (Powell, 1985). In der
vorliegenden Arbeit wurde ein von Pareigis (1997) etabliertes und unter Punkt
5.1.1 bereits erwahntes Chromatographiesystem zur Analyse und Quantifizierung
der 5-HETE und 5-ox0-ETE verwendet.

Im Vergleich zur Eikosanoidauftrennung erwies sich die chromatographische
Auftrennung der membrangebundenen 5-HEDH als sehr schwierig. Die
enzymatische Aktivitidt ging insbesondere durch den Einsatz von Ammonium-
sulfat in der hydrophoben Interaktionschromatographie (siehe 4.7.1) und durch
den Einsatz von Acetonitril in der Umkehrphasenchromatographie vollstdndig
verloren. Aus diesem Grunde wurden 5-HEDH-haltige PMN-Lysate an einer
praparativen Anionenaustauschersédule mit schwacher Bindungskapazitat (DEAE-
P-Séaule) aufgetrennt, die eine hohe Wiederfindungsrate der 5-HEDH in den
HPLC-Fraktionen bewirkte (siehe Abb. 22 und Abb. 24).

Fur die chromatographische Aufreinigung der 5-HEDH wurden hauptsachlich
partikelfreie PMN-Lysate (105.000 x g-Uberstand) verwendet, da solubilisierte
Mikrosomen nach drei bis vier Chromatographieschritten die DEAE-P-Séule trotz
Einsatz eines Vorfilters vollstdndig verstopften. Obwohl die mikrosomalen
Proben die hochste 5-HEDH-Aktivitdt aufwiesen (siehe Abb. 7), lieR ihre
gallertartige Konsistenz und partikuldre Beschaffenheit eine effektive
Auftrennung mit Hilfe des HPLC-Systems nicht zu.

Ein weiteres Kriterium fir die Préaferenz des partikelfreien PMN-Lysates
(105.000 x g-Uberstand) war auch die relative Reinheit der Probe. 5-HEDH-
aktive DEAE-P-HPLC-Fraktionen solubilisierter Mikrosomen (Nr. 24 — 30, Abb.
25) wiesen, verglichen mit denen aus PMN-Lysaten (Nr. 12 —18, siehe Abb. 23),
noch viele Proteinverunreinigungen auf.

Zur Stabilisierung der partiell aufgereinigten 5-HEDH und zum Erhalt der
Enzymaktivitdt wurden HPLC-Fraktionen mit ca. 10 mM Octyl-p-D-Gluko-
pyranosid und ca. 20 % Glyzerin versetzt. Da die verwendeten Stabilisatoren die
Detektion im UV-Bereich empfindlich stérten und die HPLC-p-Separationsanlage

(SMART®-Anlage) schnell verstopften, wurden sie im Verlauf der Chroma-
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tographie nur mit halber Endkonzentration verwendet und bei der Endauftrennung
gar nicht mehr eingesetzt. Stattdessen wurden die 5-HEDH-haltigen DEAE-P-
HPLC-Fraktionen direkt weiter verarbeitet.

Die stérende UV-Detektion in der Umkehrphasenchromatographie kénnte auch
auf eine Wechselwirkung des Detergens mit der C,/Cig-Séulenmatrix (Thomas et
al., 1990) oder auf eine produktionsbedingte Verunreinigung des Oktyl-
Glukosids, die sich im UV-Bereich zwischen 280 nm und 288 nm bemerkbar
machte (Lorber et al., 1990), beruhen. Ferner kdnnte die anféanglich beobachtete
Drift der detektierten Absorptionswellenlénge auf eine Elution des viskosen
Glyzerins zurtickzufuhren sein (Chicz et al., 1990).

Die préaparative Auftrennung des PMN-Lysates an der DEAE-P-Séule zeigte,
dal 5-HEDH in zwei Gradientenabschnitten eluiert wurde. Bezuglich der
gesamten 5-HEDH-AKktivitat im Eluat lieBen sich 16,9 % zwischen 23 — 28 min
und 83,1 % zwischen 36,5 — 44 min nachweisen (siehe Abb. 22).

Im Gegensatz dazu wiesen solubilisierte Mikrosomen nach der DEAE-
Chromatographie nur einen Elutionsbereich mit 5-HEDH-Aktivitat auf. Die 5-
HEDH-haltige HPLC-Fraktion wurden mit ca. 4 min Verzdgerung zwischen
40 min und 47 min eluiert (siehe Abb. 24). Die Verschiebung der Retentionszeit
kdénnte moglicherweise auf eine schwachere Bindungseigenschaft der DEAE-P-
Sdule, die durch Oktyl-Glukosid, Glyzerin oder durch die gallertartige Konsistenz
der mikrosomalen Probe hervorgerufen wurde, beruhen. Da aulRerdem davon
auszugehen war, daf? solubilisierte Mikrosomen gegenuber PMN-Lysaten weniger
kontaminierende Fremdproteine enthielten, lag eine Uberladung des Anionen-
austauschers (DEAE-P-S&ule) nicht vor. 5-HEDH konnte mit hoherer Effizienz an
der DEAE-P-Sdule binden und im distinkten Gradientenabschnitt eluiert werden.
Diese bessere Bindungseigenschaft machte sich durch den Verlust des 5-HEDH-
haltigen Elutionsbereiches zwischen 23 — 28 min bemerkbar.

Die relative 5-HEDH-Menge der separierten HPLC-Fraktionen liel} sich am
Ausmall der 5-oxo-ETE-Bildung und in der Proteinverteilung und Banden-
intensitat in der Tricine-SDS-Gelelektrophorese bestimmen. So war zu vermuten,
dall 5-HEDH im Polyacrylamidgel mit einer GréRe von 29 — 45 kDa wie auch
zwischen 66 kDa und 97,4 kDa migrierte.

Zusétzliche Proteinbanden, die in 5-HEDH-aktiven DEAE-P-Fraktionen von

Mikrosomeniberstanden nachzuweisen waren und mit der Intensitat der 5-HEDH-



Diskussion Seite 104

Aktivitat korrelierten (DEAE-P-Fraktion Nr. 24 — 30; siehe Abb. 25), muliten als
Verunreinigungen betrachtet werden. Diese Proteine besallen Molekulargréfien
kleiner als 29 kDa und lieRRen sich im Vergleich zu 5-HEDH-aktiven DEAE-P-
HPLC-Fraktionen von PMN-Lysaten nicht im Tricine-SDS-Polyacrylamidgel
identifizieren (siehe Abb. 23).

Eine Wiedergewinnung der 5-HEDH aus vorgereinigten, enzymatisch aktiven
DEAE-P-Proben war nach dem zweiten Chromatographieschritt im p-HPLC-
System sehr schwierig. Eine Probe, die beispielsweise aus einer Mischung von
zwoOIf aktiven DEAE-P-Fraktionen bestand (R:: 39 —41 min; siehe Abb. 22),
besaR nach Auftrennung an der Mini-Q-Séule nur noch 3,2 % der anfangs
vorkommenden 5-HEDH-AKktivitat. Der hohe Verlust an Enzymaktivitat, der sich
durch schwache Proteinbanden im Polyacrylamidgel bemerkbar machte (Mini-Q-
Fraktion Nr. 27 und 28, siehe Abb. 27), war vermutlich auf eine unspezifische
Absorption an der Ultrafiltrationsmembran wahrend der Zwischenreinigung
(Blatt, 1971) oder auf die starke Bindungskapazitat der Mini-Q-Séaulenmatrix
zuriickzufuhren. Lediglich die Mini-Q-Fraktion Nr. 26, in der sich 1,6 % der
applizierten Enzymaktivitdt wiederfand, wies schwach gefarbte Banden
entsprechend 24 kDa- und 66 kDa-Proteinen auf. Diese Proteinbanden hatten
offensichtlich keinen Einfluf} auf die 5-HEDH-Aktivitat, weil sie in den aktivitéts-
freien Mini-Q-Fraktionen (Nr. 24, 25) ebenfalls identifiziert worden waren. Der
hohe 5-HEDH-Verlust (ca. 97,6 %), der sich durch schwache Proteinbanden im
Tricine-SDS-Polyacrylamidgel bemerkbar machte (siehe Abb. 27, Fraktion-Nr.
26 — 28), konnte vermutlich aus der VVorsaulenextraktion stammen, da die Mini-Q-
Fraktionen vor der SDS-Gelelektrophorese 5-HEDH-Aktivitaten aufwiesen.
Durch die zuvor nachgewiesene Enzymaktivitdt wére zu vermuten, dall nach
jedem Reinigungsschritt ein GroRteil der praparierten 5-HEDH verloren ging.

5-HEDH, das wéhrend der Mini-Q-Auftrennung in Zeitintervallen von 5 - 20
min eluiert worden war (siehe Abb. 26 und Abb. 28b), lie} sich nach Unter-
suchungen von Pareigis (1997) im breiten Elutionsbereich zwischen 7,8 —26,2 min
und mit einer Wiederfindungsrate von 14 - 33 % aufreinigen. Im Vergleich dazu
lag die Wiederfindungsrate der 5-HEDH unter Einsatz von Stabilisatoren nur
zwischen 9 % und 19 %. Die 5-HEDH-Auftrennung, die sich generell in einem
breiten Aktivititsbereich widerspiegelte, koénnte auf eine Uberladung der

Trennungssaule beruhen. Ferner kdénnte die schlechtere Auftrennung durch die
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partikulare Eigenschaft der von Pareigis (1997) applizierten Probe oder auf eine
»Maskierung“ der Saulenoberflache durch Schutzsubstanzen stammen.

Um das p-HPLC-System vor potentiellen, partikuldren Bestandteilen zu
schiitzen, wurden in der vorliegenden Arbeit nur ultrazentrifugierte 5-HEDH-
Préparate (105.000 x g-Zellysate) fir die chromatographische Auftrennung
verwendet. 26.000 x g-Zellysate, die Pareigis (1997) fir chromatographische
Aufreinigungen verwendete, wurden nicht eingesetzt. Weiterhin wurden
Stabilisatoren, wenn sie bendtigt wurden, erst nach der HPLC-Fraktionierung
hinzugesetzt. Wahrend 5-HEDH ohne Uberladung der Trennungssdule in den
Mini-Q-HPLC-Fraktionen kaum nachzuweisen war, lieB sich die enzymatische
Aktivitdt nach der Umkehrphasenchromatographie nicht mehr bestimmen. 5-
HEDH, die tber hydrophobe Wechselwirkung an der C,/Cig-Séule gebunden
wurde, wurde unter Einsatz von Acetonitril und Trifluoressigséure vollstandig
denaturiert. Eine Inaktivierung der 5-HEDH durch organische Ldsungsmittel
wurde bereits in den Voruntersuchungen bestatigt (siehe 4.3.4). Die 5-0x0-ETE-
Bildung lie3 sich mit 10 %iger Acetonitril-Losung zu 14 % und mit 80 %iger
Acetonitril-Losung vollstandig inhibieren. Eine Renaturierung der 5-HEDH im
Reaktionspuffer fiihrte zu einem Verlust der Enzymaktivitat. Daher wurde zum
einen unreines, enzymatisch aktives 5-HEDH aufgereinigt oder relativ sauberes,
aber dafiir inaktives 5-HEDH mit Hilfe der Umkehrphasenchromatographie
separiert. Die Einzelbestandteile der 5-HEDH-haltigen HPLC-Fraktionen lieRen
sich anschlielend im Elektrophorese-Experiment nach der relativen Verteilung
der Proteinbanden mit der zuvor ermittelten 5-HEDH-Aktivitat nachweisen.

Infolge der irreversiblen Denaturierung durch Acetonitril wurde 5-HEDH-
Praparate (Zellysate) auch an Affinitatssdulen, die nach dem Prinzip der
spezifischen Antikdrperbindung mit ihren natirlichen Liganden beruhte,
aufgetrennt (Ostrove, 1990). Hierzu wurden 5-HEDH-haltige PMN-Lysate von
Laktotransferrin und B-Aktin mit Hilfe von immobilisierten, monoklonalen und
polyklonalen Antikdérpern befreit und an einer DEAE-P-Saule aufgereinigt. Die
sukzessive Depletierung von Laktotransferrin und pB-Aktin an den jeweiligen
Affinitatssdulen beeintréchtigte die 5-oxo-ETE-Bildung des Eluates nur wenig.
Der Aktivitatsverlust lag bei 14 % und 29 % (siehe Abb. 42 und Abb. 43). Es ist
daher auszuschlieRen, dal weder B-Aktin noch Laktotransferrin Bestandteile der

5-HEDH sind. Durch die partielle Verringerung von Laktotransferrin und g-Aktin
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verschwand die opaleszierende Eigenschaft des PMN-Lysates. Zusatzlich wiesen
vorgereinigte PMN-Lysate in der DEAE-P-Chromatographie eine schwéchere
UV-Absorption bei 280 nm auf (vgl. Abb. 22). Es ist zu vermuten, dal 5-HEDH
effektiv an der Affinitatssdule aufgetrennt und nach Ermittlung der Enzym-
aktivitat im distinkten Elutionsbereich zwischen 36 min und 43 min detektiert
wurde (siehe Abb. 44).

Der hohere Aufreinigungsgrad zeigte sich vor allem im Tricine-SDS-
Polyacrylamidgel. Die 5-HEDH-haltigen, Laktoferrin- und p-Aktin-freien DEAE-
P-HPLC-Fraktionen (Nr. 14 — 18, siehe Abb. 45) enthielten, verglichen mit denen
der unbehandelten DEAE-P-HPLC-Fraktionen Nr. 12 — 18 (siehe Abb. 23), nur
wenig verunreinigende Proteine. 5-HEDH konnte den Molekulargewichten von
29 — 45 kDa bzw. 66 — 97,4 kDa nicht zugeordnet werden (vgl. Abb. 23 und Abb.
25), sondern korrelierten eher mit Proteinbanden um 70 — 116 kDa-Grole (siehe
Fraktion Nr. 15-17, siehe Abb. 45). Die Verzogerung der elektrophoretischen
Mobilitat hatte vermutlich mehrere Ursachen. Einerseits war es moglich, dall 5-
HEDH durch Entfernung von stérenden Bestandteilen eine schwachere negative
Oberflachenladung aufweist und dadurch langsamer zur Anode wandert.
Andererseits war eine Selbstaggregation der hydrophoben 5-HEDH zu Di- und
Multimeren denkbar (van Renswoude et al., 1984), so daB die elektrophoretische

Mobilitat aufgrund der veranderten Stoke’schen Radien minimiert wurde.

5.2  Diskussion der Ergebnisse

52.1 5-HEDH-Kinetik

Bei der Bildung von 5-oxo-(6E, 8Z, 117, 14Z)-ETE st die stereospezifische
Oxidation der 6-trans Doppelbindung im 5-(S)-Hydroxy-(6E, 8Z, 117, 14Z)-ETE-
Molekil durch die 5-HEDH notwendig. Eikosanoide, die eine Hydroxylgruppe
am Cg-, Cy-, Cq1-, Cyp- oder Cis-Atom aufweisen, lassen sich dagegen nicht
metabolisieren (Powell et al., 1992). In der vorliegenden Arbeit wurde die
Substrat-Umsatzgeschwindigkeit bestimmt und die Enzymkinetik der 5-HEDH
nach Michaelis-Menten sowie nach Lineweaver-Burk und Eadie-Hofstee
untersucht. Als Funktion der Substratlimitierung war ein lineares Verhaltnis
zwischen eingesetzter Zellzahl (bis 8 x 10° PMN) und produzierter 5-oxo-ETE-
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Menge festgestellt worden (siehe Abb. 16). Die Bildungsrate, auf die sich die
Enzymeinheit [1 Unit =1 pmol 5-oxo-ETE/min/mg Protein] pro 1 x 10° PMN
bezog, stellte diese Korrelation deutlicher dar. Diesbeziiglich zeigten die auf 5-
HEDH untersuchten Reaktionsansatze zwischen 1 — 100 x 10° PMN eine transient
verlaufende 5-oxo-ETE-Produktion (siehe Abb. 17). Als standardisierte
Bedingungen wurde 2 uM 5-(S)-HETE-Substrat, eine Temperatur von 40 °C und
eine Reaktionszeit von 20 min gewéhlt. Eine Steigerung der 5-oxo-ETE-
Produktion (bis zu 360 pmol/h), die auch zur Optimierung des Enzymstandard-
tests (siehe 3.5) wichtig war, lieR sich durch Verldngerung der Reaktionszeit
erzielen. Jedoch war diese Methode fur einen schnellen Aktivitatsnachweis
ungeeignet (siehe Abb. 18).

Die enzymkinetische Analyse der 5-HEDH zeigte je nach Auswertungs-
methode unterschiedliche Ky- und Vpax-Werte. Nach der Michaelis-Menten-
Kinetik lagen die Vmax- und Ky-Werte bei ca. 0,2 pmol/s und 1,3 uM. Diese
Daten waren um den Faktor 2 — 3,4 niedriger als nach der Lineweaver-Burk-
Auswertung (Vmax: 0,4 pmol/s und Ky: 4,4 uM) und 1,25 — 1,8-fach niedriger als
in der Eadie-Hofstee-Darstellung (Vmax: 0,25 pmol/s und Ky: 2,4 uM). Im
Vergleich dazu bestimmte Pareigis (1997) fir 5-(S)-HETE ein Vmpax Vvon
0,9 pmol/min/ug Protein sowie einen Ky-Wert von 1,5 uM. Der Ky-Wert lag im
Vergleich zur Michaelis-Menten-Kinetik hier um den Faktor 0,8 hoher,
vergleichend zum Lineweaver-Burk-Plot hingegen 1,6 —2,9-fach niedriger.
Desweiteren ermittelten Powell et al. (1992) einen Vma-Wert von
0,5 pmol/min/ug Protein und einen Ky-Wert von 0,2 uM. Im Hinblick auf die
Lineweaver-Burk-Darstellung lieBen sich Ky-Werte von 0,2 — 4,4 uM und Vmax-
Werte von 0,4 pmol/s bzw. 0,5 - 0,9 pmol/min/ug Protein bestimmen. Die nicht-
lineare Regression der Michaelis-Menten-Darstellung zeigt die beste theoretische
Annaherung an den asymptotischen Verlauf einer Kurve. Die Darstellung liefert
Ergebnisse, die sich Werten des V-[S]-Diagramms am starksten anndhert.
Ergebnisse aus dem Lineweaver-Burk-Diagramm oder der Eadie-Hofstee-
Darstellung, zweier Methoden zur Linearisierung der Michaelis-Menten-Kinetik,
zeigen, dall bereits geringe Darstellungsabweichungen zu voéllig anderen
Ergebnissen flhren. Die unterschiedlichen Werte sind mdglicherweise eine Folge
der verschiedenartig durchgefiihrten Praparationen der 5-HEDH. Pareigis (1997)

verwendete PMN-Lysate nach der 26.000 x g-Zentrifugation, wohingegen Powell
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et al. (1992) mikrosomale Proben, die zuvor ultrabeschallt und bei 200.000 x g
abzentrifugiert worden waren (fraktionierte Zentrifugation), untersuchten.
Dariiber hinaus lagen verschiedene Bedingungen im Aktivitatsnachweis vor. In
der vorliegenden Arbeit erfolgte die enzymatische Reaktion bei 40 °C mit 10 mM
Tris/HCI-Puffer (pH 8,0). Pareigis (1997) flihrte den Enzymstandardtest bei 37 °C
mit 50 mM Tris/HCI-Puffer (pH 9,0) durch, und Powell et al. (1992) setzten

hingegen eine pH 7,4-gepufferte Phosphatldsung mit diversen Salzen ein.

5.2.2 Nachweis von a-Aktinin-1, Aktin und oa-Aktin in 5-HEDH-
Praparationen

Die enzymatische Aktivitat der 5-HEDH liel} sich nach der Umkehrphasen-
chromatographie nicht mehr nachweisen, weil das als Elutionsmittel verwendete
Acetonitril die 5-HEDH-Proteinstruktur verandert hatte. Hinweise hierfur lieferten
die Untersuchungen zur Hemmung der Enzymaktivitat durch organische
Losungsmittel (siehe 4.3.4). Relativ sauberes, aber dafir inaktives 5-HEDH
konnte nur mittels UV-Detektion (sieche Abb. 31 und Abb. 34) oder Uber die
Intensitat der geféarbten Proteinbanden im Elektrophorese-Experiment (siehe Abb.
32 und Abb. 35) zugeordnet werden. Nach dem Lys C-Endoprotease-Abbau und
der Chromatographie an einer C,/Cy3-HPLC-S&ule wurden Peptidfragmente der 5-
HEDH-haltigen HPLC-Fraktionen einem Edman-Abbau unterzogen. Die
untersuchten Peptidfragmente lieRen sich in der FASTA-Proteindatenbank als o-
Aktinin-1 (siehe Abb. 33), Aktin und o-Aktin identifizieren (siehe Abb. 36).
a-Aktinin-1 ist ein aktinbindendes, quervernetztes Protein, das mit dem
Zytoskelett-System ein komplexes, zelluldres Netzwerk bildet. Durch Bildung von
rohrenformigen, filamentésen Mikrotubuli wird die Zelle im Inneren mit
Néhrstoffen und Partikeln versorgt. Aktinfilamente bilden daneben die Dynamik
und Form einer Zelle und tragen durch Depolymerisations- und Polymerisations-
prozesse zur Zellkontraktion, -teilung und -mobilitat bei (Pettit et al., 1998;
Sanchéz-Madrid et al., 1999). Ferner stellten Sawyer et al. (2001) in humanen
Endothelzellen fest, daB eine Zerstérung der Mikrofilamente zur Freisetzung von
PGE, und PGI, fihrt. Inwiefern Aktin die Eikosanoidbildung in diversen
Blutzellen moduliert und die spezifische 5-HEDH-Aktivitat bzw. die 5-o0xo0-ETE-
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Synthese reguliert, ist nicht bekannt. Die mikrosomale 5-HEDH oder das bereits
intrazellular gebildete 5-oxo-ETE koénnten durch ,,Reorganisation von Aktin-
filamenten* aktiviert und freigesetzt werden. Die Absorptionsfahigkeit des Aktins
an 5-HETE und der Ruckgang der proinflammatorischen Eikosanoidwirkung liel3
sich bereits in RBL-1-Zellen nachweisen (Kang et al., 1998). Dal} das ,,Aktin-
System* (a-Aktinin, Aktin und o-Aktin) keine 5-HEDH- oder enzymatisch
ahnliche Aktivitét besitzt, zeigten Depletierungen von B-Aktin mit Hilfe der Anti-
B-Aktin-Affinitatssédule (siehe Abb. 42). Die 5-HEDH-AKktivitdt ging nach
Depletierung von B-Aktin auf 14 % zurtick. Aktin ist demnach nicht enzymatisch

aktiv, jedoch essentiell fiir die Bildung von 5-0x0-ETE.

5.2.3 Nachweis von Protein Kinase C-Inhibitor Protein-1 (KCIP-1 bzw.
14-3-3) in 5-HEDH-Fraktionen

In einem weiteren 5-HEDH-haltigen Fraktionsgemisch (siehe Abb. 34) wurde das
14-3-3 Protein nachgewiesen. 14-3-3 Protein, das auch als ,,Protein Kinase C
Inhibitor Protein-1* (KCIP-1) bezeichnet wird, liel? sich in den Isoformen epsilon
und eta identifizieren (siehe Abb. 37). Es besitzt ein Molekulargewicht von 28 —
33 kDa und dient u.a. als regulatorisches Element des intrazelluldaren Signalweges
bei der Exozytose und der Regulation des Zellzyklus. 14-3-3 Protein, das zu einer
spontanen Selbstaggregation neigt und dabei Dimere bildet (Liu et al., 1995),
bindet insbesondere an phosphoserin-/phosphothreoninhaltigen Proteinbereichen
seiner Zielproteine. Unter Beteiligung einer Calmodulin Kinase Il aktiviert das
14-3-3 Protein z.B. die Tyrosin- und Tryptophan-Hydroxylase oder inhibiert die
»Apoptose Signal-regulierende Kinase 1“. Die Regulation des Signalweges kann
ebenso direkt tber die Phosphorylierung des 14-3-3 Proteins erfolgen. Hierbei
kdnnen Sphingosin-abhangige Protein Kinase 1, Casein Kinase 1 oder Protein
Kinase C (PKC) beteiligt sein (Xiao et al., 1995). Aufgrund der direkten Phos-
phorylierung werden Zielproteine vor einer Proteolyse oder Dephosphorylierung
geschutzt (Tzivion et al., 2001). O’Flaherty et al. (1987) wiesen auBerdem nach,
dalR die Translokation der zytosolischen PKC in die Zellmembran (ber eine
intrazellulare Kalzium-Freisetzung durch 5-HETE induziert wird. Da das 14-3-3

Protein hauptsachlich regulatorische Funktionen im zelluldren Signalweg besitzt



Diskussion Seite 110

und in der Literatur bislang keine Dehydrogenase-dhnliche Wirkung fir das
Protein beschrieben wurde, kann das 14-3-3 Protein als Verunreinigung des 5-

HEDH-haltigen Fraktionsgemisches angesehen werden.

5.2.4 Nachweis von Calgranulin A und Calgranulin B in 5-HEDH-
Fraktionen

5-HEDH-aktive DEAE-P-HPLC-Fraktionen wurden in einer weiteren
Untersuchung direkt an einer C,/C,g-HPLC-Sdule aufgetrennt (siehe Abb. 38).
Ausgewahlte C,/Cig-HPLC-Fraktionen, die in dieser Umkehrphasenchromato-
graphie eine ausgepragte UV-Absorption bei 215 nm zeigten und vermutlich 5-
HEDH enthielten, wurden dem Edman-Abbau unterzogen. Die Ergebnisse der
Aminosauresequenz-Analyse ergaben, dafl die untersuchten HPLC-Fraktionen
u.a. Calgranulin A und Calgranulin B enthielten. Diese anionischen Proteine
werden konstitutiv im Zytosol neutrophiler Granulozyten und von Monozyten
(Hessian et al., 1993) sowie nach Aktivierung von Makrophagen und Epithel-
zellen gebildet (Brandtzaeg et al., 1995, Ross et al., 2001). Calgranulin A und B,
die auch als MRP8 und MRP14 (Odink et al., 1987) bzw. S100A8 und S100A9
(Zimmer et al., 1995) beschrieben worden sind, besitzen antimikrobielle Wirkung
gegenuber Bakterien und Pilzen (Sohnle et al., 1996; 2000a). Diese anti-
mikrobielle Eigenschaft beruht auf eine Heterodimerbildung, wonach essentielle
Zink-Kationen entzogen und das Wachstum von pathogenen Erregern gehemmt
werden (Sohnle et al., 2000b). AuBerdem postulierten Nisapakultorn et al. (2001),
dall die antimikrobielle Wirkung des Calprotektins auf eine verstarkte Zell-
oberflachenprésentation beruht und damit auf eine Reduktion der Bindungs-
maoglichkeit des Erregers zurtickzufiihren sei. Obwohl MRP8 und MRP14 in der
Literatur als 8 kDa und 14 kDa grol3e Proteine beschrieben worden sind (Kojima
et al., 2000), wurde MRP14 mit einer MolekulargréRe von ca. 55 kDa identifiziert
(siehe Abb. 39). Die MRP8-haltige C,/Cis-HPLC-Fraktion enthielt dagegen
Proteine, die kleiner als 29 kDa waren (siehe Abb. 40). Die Diskrepanz im
GroRenunterschied, die vermutlich auf eine Multimerbildung beruht, wurde von
Teigelkamp et al. (1991) bestatigt. Die kalziumabhé&ngigen Proteinkomplexe
wurden als Heterotrimer [(MRP8), (MRP14);] und als Heterotetramer
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[(MRP8), - (MRP14),] mit jeweils 35kDa und 48,5 kDa GroRe identifiziert
(Teigelkamp et al.,, 1991). Mdglicherweise filhren die gewadhlten
Elektrophoresebedingungen (siehe 3.11) zu einer multimeren Komplexbildung der
MRP14. Inwieweit 5-HEDH aber durch MRP8 und MRP14 beeinflulRt werden
konnte, ist nicht bekannt. Ein Nachweis anhand von Depletierungsversuchen
konnte nicht durchfiihrt werden, weil z.Z. der Untersuchung Calgranulin-
Antikorper nicht kommerziell angeboten wurden. In der Literatur wurde jedoch
beschrieben, daB MRP14 die transendotheliale Migration humaner Monozyten
reguliert (Kerkhoff et al., 1999a). Ferner wurde festgestellt, dal der heterodimere
MRP8/14-Komplex Arachidonsdure bindet. Dagegen lieR sich die Bindungskapa-
zitat der Monomeren MRP8- und MRP14-Proteine nicht bestétigen (Siegenthaler
et al., 1997). Es ist zu vermuten, dal der MRP8/14-Komplex in Entziindungs-
prozessen als Transportprotein fur Arachidonséure dient (Kerkhoff et al., 1999b).
Ein Zusammenhang zwischen Calgranulin und an Endziindungsprozel} beteiligter
Enzyme ist bereits beschrieben worden. Diebeziiglich wiesen Lemarchand et al.
(1992) nach, daB die Translokation des MRP8/14-Komplexes mit einer
Sauerstoffradikalbildung durch NADPH-Oxidase korreliert. Diese enzymatische
Aktivitét ist kalzium- und magnesiumabhangig (Clark et al., 1987) und benétigt
u.a. einen stabilen Komplex aus Flavocytochrom b und Kofaktoren wie p47°",
p67°" und das GTP-bindende Protein Rac2 (Heyworth et al., 1994; Cross et al.,
1999, 2000). Der MRP8/14-Komplex konnte in der Funktion eines Transport-
proteins (Kerkhoff et al., 1999a, 1999b) die Aktivitdt der NADH-Oxidase und
wahrscheinlich auch die der 5-HEDH beeinflussen, so dal3 auch Aktin, das bereits
als Verunreinigung von 5-HEDH-haltigen Proben identifiziert worden war, in
Transportprozessen bei der 5-oxo-ETE-Bildung beteiligt wére. Ein Indiz hierfur
stellt die Bindungsstelle fir Ezrin im MRP8/14-Komplex dar. Ezrin, das zur
ERM-(Ezrin, Radixin, Moesin)-Familie der Membran-Zytoskelett-Ankerproteine
gehort, ist in der intrazellularen Doméne des MRP8/14-Komplexes vorzufinden
(Dickson et al., 2002).

Obwohl Aktin selbst keine enzymatische Wirkung besitzt, liegt die Vermutung
aber nahe, dal} die 5-HEDH-AKktivitdt neben MRP8 und MRP14 noch von einer
.Ca”*- und Aktin-Reorganisation“ abhéngig ist. Eine Erhéhung der 5-oxo-ETE-
Bildung lieR sich mit submolarer Kalziumkonzentration steigern (siehe Abb. 46).

Die enzymatische Aktivitdt nahm bei einer artifiziellen Zugabe von mehr als
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20 mM Kalziumchlorid zum Reaktionsansatz jedoch wieder ab. Im Vergleich
dazu beeintrachtigten Magnesium und Zink die 5-HEDH-Aktivitat nicht (siehe
Abb. 47 und Abb. 49). Eisen-(I1)-Kationen storten hingegen die 5-oxo-ETE-
Produktion erheblich (siehe Abb. 48). Die Inhibition der enzymatischen Aktivitat
konnte durch eine Veranderung des pH-Wertes hervorgerufen worden sein.
Ebenso ware eine Ausféllung des 5-HEDH-Proteins mdglich, da sich wahrend der
Inkubation Prazipitate bildeten. EGTA, das Ca’" spezifisch komplexiert und der
Reaktionsldsung unzugdnglich macht, hemmt in hoher Konzentration ebenfalls
die 5-HEDH-AKktivitét (siehe 4.14). Eine hohe 5-oxo-ETE-Bildung war lediglich
zwischen 2 - 5 mM EGTA festgestellt worden (siehe Abb. 51). Die Hemmung der
enzymatischen Aktivitat zeigte sich auch bei EDTA (siehe Abb. 50).

525 Hemmung der 5-HEDH-Aktivitat durch Calmidazoliumchlorid

Um abschétzen zu koénnen, inwieweit Aktin, Kalzium und das ,,Arachidonsaure-
Transporterprotein® MRP8/14 die 5-HEDH-Aktivitat beeinflussen, wurde die
Wirkung von Calmidazoliumchlorid untersucht. Da in der Literatur bereits ein
Zusammenhang zwischen Steroidsynthesen, Reorganisation von Zytoskelett-
Komponenten und Ca**/Calmodulin beschrieben worden ist (Hall, 1997), kénnte
dies auch fir die Bildung von 5-oxo-ETE zutreffen. Die Hemmung der
enzymatischen Aktivitat durch Calmidazoliumchlorid (siehe Abb. 52) bestéatigten
diese Hypothese. Dieser spezifische, gegen Calmodulin gerichtete Inhibitor
hemmt sigmoidal mit steigender Konzentration die 5-HEDH-Aktivitat. Die
Hemmung durch Calmidazoliumchlorid wurde ebenfalls bei einer Olefinreduktase
beobachtet (Berhane et al., 1998). Die enzymatische Aktivitat, die sich in der
Reduktion von 5-o0xo-(6E,8Z,117,142)-ETE zu 6,7-Dihydro-Metaboliten zeigte,
liel sich mit dem spezifischen Calmodulin-Antogonisten unterdriicken. Obwohl
die Olefinreduktase im Zytosol lokalisiert ist und 5-HEDH mikrosomal vorliegt,
konnten beide Enzyme potentiell von Calmodulin beeinflult werden. Das
Olefinreduktase-System konnte zur Inaktivierung von 5-oxo-ETE dienen, wohin-

gegen 5-HEDH die Bildung von bioaktiven 5-oxo-Eikosanoid-Mediatoren fordert.
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5.2.6 Nachweis von Laktoferrin in 5-HEDH-Fraktionen

Mit Hilfe der Massenspektrometrie wurde nach der Auftrennung eines 5-HEDH-
haltigen Préparates an einer C,/C1g-HPLC-S&ule neben Calgranulin (siehe 5.2.4)
auch Laktoferrin nachgewiesen (siehe Abb. 38 und Abb. 41). Das Molekular-
gewicht des Laktoferrins von ca. 80 kDa stimmte dabei mit der in der Literatur
angegebenen Masse (berein. De Lillo et al. (1992) wiesen z.B. eine Proteinbande
mit etwa 78 kDa nach. Brock (2002) identifizierte dagegen Laktoferrin als ein ca.
80 kDa groRes Glykoprotein. Nach Depletierung von Laktoferrin aus einem 5-
HEDH-haltigen Praparat lieBen sich nur geringe Veranderungen der Dehydo-
genase-Aktivitat feststellen. Zwar lieR sich 5-0x0-ETE trotz Depletierung von
Laktoferrin an einer mit Anti-Laktoferrin beschichteten Affinitatssaule nach-
weisen (siehe Abb. 41). Jedoch war ein Aktivitatsverlust von ca. 29 % die Folge.
Die Abnahme der enzymatischen Aktivitdt wurde auf eine unbeabsichtigte
Verdlnnung der Probe durch das Elutionsmittel hervorgerufen und war nicht auf
Laktoferrin zuriickzufuhren. Wie bei den zuvor identifizierten Proteinen (14-3-3-
Protein, MRP8 und MRP14) wird auch die Freisetzung und Aktivierung des
Laktoferrins Gber Calmodulin reguliert. Laktoferrin, das ubiquitdr vorkommt und
in groBen Mengen in der Milch nachzuweisen ist, zeigt neben seiner anti-
bakteriellen und antimykotischen Wirkung auch eine hemmende Eigenschaft bei
Viren und Parasiten (Conneely, 2001; van der Strate et al., 2001; Wakabayashi et
al., 2003). Die mikrobielle Abwehr beruht in erster Linie auf eine Inhibition der
Biofilmbildung (Singh et al., 2002). Dabei werden essentielle Eisenkationen
durch freigesetztes Laktoferrin inkorporiert, wodurch die Bildung von Bakterien-
kolonien unterbunden und das Bakterienwachstum unterdriickt werden. Im
Gegensatz dazu postulierten van der Strate et al. (2001) fur die virale Abwehr eine
Inkorporation des Viruspartikels durch das Laktoferrin selbst und eine

Blockierung des Zellrezepztors in der Friihphase der Infektion.
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5.2.7  Massenspektrometrischer Nachweis einer putativen NADH-
Dehydrogenase in 5-HEDH-Fraktionen

Um die putative NADH-Dehydrogenase in nativer Form untersuchen zu kénnen,
wurden partiell aufgereinigte 5-HEDH-Fraktionen unmittelbar nach Auftrennung
an einem Anionenaustauscher alkyliert, mit Hilfe der Lys-C-Endoprotease verdaut
und massenspektrometrisch analysiert. Eine zusétzliche Auftrennung an der
C,/C1g-HPLC-Saule wurde nicht durchgefiihrt.

Die Recherchen in der FASTA-Proteindatenbank ergaben, dal die identifi-
zierten Aminosauresequenzen ,,DLAALVVDNGSG* (siehe Abb. 53) und
»APARVFPSLS* (siehe Abb. 54) dem humanen B-Aktin und einem Peptidfrag-
ment, das zu 80 % mit einer NADH-Ubichinon Oxidoreduktase aus dem Rind
(Bos taurus) bzw. zu ca. 77,8 % mit einer eisenhaltigen Alkohol-Dehydrogenase
aus Schizosaccharomyces pombe Ubereinstimmte, entsprachen.

Obwohl das humane Genom heute vollstandig aufgeklart ist, lie sich die
identifizierte Aminosauresequenz ,,APARVFPSLS“ keinem bekannten Protein
des Menschen zuordnen. Die ermittelte Peptidsequenz deutet jedoch die
Zugehorigkeit zu einer funktionell &hnlichen Enzymklasse des Menschen an.
Diese humane NADH-Ubichinon Oxidoreduktase, die eine essentielle Funktion
im Elektronentransport besitzt, kénnte auch mdglicherweise die Umsetzung von
5-(S)-HETE zu 5-ox0-ETE katalysieren. Die Recherche in der Proteindatenbank
»OWiss-Prot/TrEMBL* zeigte, dal? sich die ersten vier Aminosduren ,,APAR*
sowie die letzte Aminosaure ,,S* in einer 6 kDa-grofl3en, mitochondrialen NADH-
Ubichinon Oxidoreduktase des Menschen, deren Gensequenz auf Chromosom 4
lokalisiert ist, wiederfinden lass (APARLPSGPS; Accession NP_002485; [gi:
4505367]). Andere humane NADH-Ubichinon Oxidoreduktasen, die ebenfalls mit
Hilfe der Proteindatenbank verglichen wurden, wiesen entweder keine oder nur
eine Ubereinstimmung mit dem Aminosauretriplett ,APA*“ auf. Ferner hatte die
Sequenzrecherche ergeben, daB einige Aminosdurepaare auch im humanen
»Zinkfingerprotein® vorkommen (APARKEPT SAPGSLS; Accession Q9UPUG;
[gi: 28380242]). Da ein induktiver Effekt fir 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE
vermutet wird, ware eine Regulation der Gentranskription durch die putative
NADH-Dehydrogenase, von der hier eine Teilsequenz identifiziert wurde, nicht

auszuschlieflen.
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AulRerdem wies die Vergleichsuntersuchung darauf hin, dal das native Protein
des identifizierten Peptidfragments ,,APARVFPSLS* eine putative Bindungsstelle
fir Guanosintriphosphat (GTP) besitzen oder zu einem engen GTP-bindenden
Proteinkomplex gehdren konnte. Ein Indiz dafir waren die Aminosduren
LAPARXF", die ebenfalls im humanen GTP-Bindungsprotein nachzuweisen sind
(Accession: Q9H4KY7; [gi: 32469779]). Im Originalprotein des GTP-Bindungs-
proteins nimmt jedoch Cystein (C) die Position von Valin (V) ein; siehe x. Die
putative Bindungsstelle fiir GTP ist hinsichtlich der Signaltransduktion insofern
interessant, weil das Enzymsubstrat (5-(S)-HETE) wie auch das Enzymprodukt
(5-ox0-ETE) der putativen Dehydrogenase (ber einen GTP-gekoppelten
Zellrezeptor wirkt.

Die Ursache fur die Diskrepanz zwischen identifizierter und recherchierter
Peptidsequenz ist vermutlich auf einen Fehler bei der Sequenzierungsmethode
zuriickzufuhren. Es kann in manchen Fallen vorkommen, dal Analysen aufgrund
einer starken Verunreinigung der Probe Fehlsequenzen induzieren. Zudem konnte
durch Punktmutation im entsprechenden 5-HEDH-Gen bzw. durch Polymorphis-
mus, der bislang fur dieses Enzym unentdeckt blieb, eine ldentifikation ver-
hindern. Daher ist aus heutiger Sicht eine Zuordnung des identifizierten Peptids zu
einem bekannten Protein des Menschen nicht mdglich. Zwar ist das humane
Genom vollstdndig sequenziert worden, viele Funktionen von translatierten
Proteinen sind aber noch weitgehend unbekannt.

Der Nachweis, daR die ermittelte Aminosauresequenz ein Peptidfragment der
gesuchten 5-HEDH war, lie3 sich auch mit Hilfe der RACE-PCR-Technik bislang
nicht klaren. Die verwendeten Oligonukleotide zur Amplifizierung des Gens fiir
die kodierende Aminosauresequenz ,,APARVFPSLS* waren womdglich zu stark
degeneriert. Es wurde auch vermutet, dall 5-HEDH zur Gruppe der kurzkettigen
Dehydrogenasen/Reduktasen (short chain dehydrogenase/reductase; SDR) bzw.
kurzkettigen Alkohol-Dehydrogenasen (short chain alcohol dehydrogenase;
SCAD) gehort. Diese Enzymgruppen stellen eine Vielzahl an hoch divergenten
Enzymen dar, die abhdngig vom Redoxstatus des beteiligten Kofaktors
Oxidations- oder Reduktionsprozesse katalysieren (Persson et al., 1995). Viele
Vertreter der SDR/SCAD-Superfamilie sind wie die 5-HEDH in den subzellul&ren
Membranen lokalisiert. Einige Dehydrogenasen/Reduktasen koénnen auch im

Zytosol exprimiert vorliegen. SDR/SCAD weisen untereinander eine Ahnlichkeit



Diskussion Seite 116

von 15-30 % auf (Jornvall et al., 1995). Die Homologie beschrankt sich auf
streng konservierte Peptidabschnitte im Molekil. Die katalytische Region setzt
sich z.B. aus einer Aminosauresequenz von Tyrosin (Y) und Lysin (K) zusammen
(YxxxK). Dagegen bildet ein am Aminoterminus liegender, Glycin-reicher
Peptidabschnitt (GxxxGxG) die Bindungsstelle fir NAD(H) bzw. NADP(H)
(Scrutton et al., 1990). Dazwischen liegende Aminoséauren (x) kdnnen beliebig
variieren. Viele Vertreter der SDR/SCAD-Familie sind in der Literatur
beschrieben worden. cDNAs der Retinol-Dehydrogenase und deren translatierten
Produkte lieRen sich bereits exprimieren und klonieren (Chai et al., 1995a,
1995b). Simon et al. (1999) stellten zudem fest, dall 11-cis RoDH am glatten
Endoplasmatischen Retikulum assoziiert ist, und daf die katalytische Protein-
Domaéne in das Lumen des Kompartimentes hinein ragt. Aufgrund dieser
Beobachtung ist zu vermuten, dal die Aktivitdt der 11-cis RoDH mit einem
Kompartimentierungsprozel? verbunden ist. Dieser ProzeR konnte die ,, Aktin-
Reorganisation unter Beteiligung von Ca?*/Calmodulin bei der 5-oxo-ETE-
Bildung bestétigen, da 5-HEDH auch als ein mikrosomales, membrangebundenes
Enzym beschrieben worden ist (Powell et al., 1992).

Im Hinblick auf die identifizierten Peptidfragmente (siehe 5.2.4 und 5.2.6)
kdnnte das katalytische Zentrum der SDR/SCAD auch in Calgranulin A (Position
19 —23; YSLIK) und Laktoferrin (Position 420 — 424; YTAGK) enthalten sein
(Jornvall et al., 1995). Eine in der Literatur beschriebene Kosubstrat-Bindungs-
stelle (GxxxGxG) konnte hingegen im Laktoferrin-Molekul in den Positionen
337 — 343 (GLYLGSG) lokalisiert sein (Scrutton et al., 1990). AuRerdem lieRen
sich mehrere ,,GxxxG*-Abschnitte in Laktoferrin identifizieren. Diese Abschnitte
lagen in der Aminoséure-Sequenz an Position 180 — 184 (GADKG..), 310 - 314
(GSPSG..), 383 — 387 (GLSEG..) und 529 — 533 (GDEQG..). Im Vergleich dazu
besitzt Calgranulin B weder die putative NAD(P)(H)/NAD(H)-Bindungsstelle
noch die Peptidsequenz ,,YxxK* fur das katalytische Zentrum.

Inwieweit Laktoferrin und Calgranulin A in der Lage sind, 5-oxo-ETE zu
synthetisieren, ist nicht bekannt. Zwar lieen sich mit Laktoferrin Protease- und
Ribonuklease-Aktivitaten nachweisen (Devi et al., 1994; Hendrixson et al., 2003),
und Calgranulin konnte mdoglicherweise als Arachidonsdure-Transporterprotein
dienen (Siegenthaler et al., 1997; Kerkhoff et al., 1999a, 1999b). Aber dennoch ist
auszuschlieen, daB 5-(S)-HETE spezifisch durch Laktoferrin zu 5-oxo-ETE
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oxidiert wird, da Depletierungen von Laktoferrin an einer mit Anti-Laktoferrin
beschichteten Affinitatssdule nur minimale Verluste der 5-HEDH-AKtivitét
ergaben (siehe Abb. 43). Obwohl die 5-ox0-ETE-Synthese stereospezifisch ist,
konnte ein Multienzymkomplex unter Beteiligung von Aktin, Calmodulin, Ca?*-
bindenden Rezeptoren und vermutlich auch Calgranulin und Laktoferrin die

spezifische Oxidation von 5-(S)-HETE katalysieren.

528 5-(S/R)-HETE und 5-0x0-ETE induzieren die mRNA-Expression von
IL-1a, IL-1B und Gro-a in humanen Fibroblasten

In der Friihphase des Entziindungsprozesses migrieren Entziindungszellen,
entlang eines Konzentrationsgradienten aus chemotaktischen Mediatoren, ins
geschadigte Hautgewebe. Die Chemotaxine aktivieren akkumulierte Zellen und
I6sen die immunologische Abwehrreaktion aus, indem zellulare Mediatoren
freigesetzt werden. Die sezernierten Mediatoren kénnen die Infiltration weiterer
Entzundungszellen initiieren und zugleich auf Hautzellen des Entziindungsortes
einwirken, so daf die inflammatorische Reaktion verstarkt wird.

5-ox0-ETE und das biologisch schwéchere Vorlaufermolekil 5-(S)-HETE sind
Eikosanoide, die chemotaktisch gegentiber Eosinophilen wirken (Powell et al.,
1995b; Schwenk et al., 1995; O’Flaherty et al., 1996; Czech et al., 1997; siehe
Abb. 2). Infiltrationen und Akkumulationen von Eosinophilen sind charakteris-
tisch flr Parasiteninfektionen, atopische Dermatitis und allergisches Asthma
(Leiferman et al., 1986; Kroegel et al., 1988; Kapp, 1993; Krug et al., 1998). In
der Haut generieren Keratinozyten und Endothelzellen 5-(S)-HETE (Janssen-
Timmen et al., 1995; Zhang et al., 2002). Dagegen scheinen dendritische Zellen
eine potentielle Quelle der 5-oxo-ETE zu sein (Zimpfer et al., 2000). Der
zellphysiologische Effekt von 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE ist intensiv studiert
worden (Powell et al., 1997, 1999). Die vorliegende Untersuchung hat zudem
gezeigt, dall die 5-Hydroxy- und 5-oxo-Eikosatetraenséure in der Lage sind,
proinflammatorische Zytokine zu induzieren (siehe 4.18). Abhdngig von der
Substratkonzentration und von der Reaktionszeit wurde die IL-1B-mRNA-
Expression in humanen Fibroblasten induziert (sieche Abb. 55 und Abb. 58).
AuBerdem lieR sich IL-1a-mRNA durch 5-oxo-ETE exprimieren (siehe Abb. 57).
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Eine transkriptionale Induktionswirkung durch 5-(S)-HETE wurde in der
Literatur bereits beschrieben. Zeng et al. (2002) wiesen in mikrovaskuldren
Endothelzellen des Menschen nach, dal} die 5-Hydroxyeikosatetraenséure die
Bildung von ,,basic fibroblast growth factor 2“ (bFGF-2) induziert.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete IL-1-Expression durch 5-(S)-HETE
und 5-oxo-ETE konnte indirekt die Infiltration von Eosinophile erhéhen sowie
ihre Persistenz in entziindetem Hautgewebe verlangern, indem weitere Zytokine
oder Wachstumsfaktoren durch die Wirkung von IL-1 generiert werden. Diese Art
der indirekten Zellaktivierung liel3 sich durch in vitro Untersuchungen bestatigen,
in denen Eosinophilen mit Kulturtiberstdnden von IL-1p-aktivierten Muskelzellen
stimuliert worden waren. Dabei wurde die Induktion von ,granulocyte macro-
phage colony stimulating factor* (GM-CSF) als Ausléser fiir die gesteigerte
Zellinfiltration und fir die erhdhte Uberlebensrate der Eosinophilen diskutiert
(Hallsworth et al., 1998; Esnault et al., 2001).

In der Literatur wurde auch bestatigt, dal IL-1 befahigt ist, neben IL-8, das
eosinophil-spezifische CC-Chemokin ,,Eotaxin™ zu induzieren (Chung et al.,
1999; Jung et al., 2002). In bezug auf die Eotaxin-Induktion ist IL-1p als Einzel-
stimulus aber eher schwach. In Kombination mit I1L-4 oder 1L-13 scheint IL-13
ein wesentlich starkerer Eotaxin-Induktor zu sein (Hirst et al., 2002). AulRerdem
wiesen Nakamura et al. (2001) nach, daB der synergistische Effekt zwischen IL-
1B und IL-4 von der untersuchten Zielzelle abhdngig ist. So hemmt z.B. IL-4 die
IL-1B-induzierte Eotaxin-Expression in peripheren, mononukledren Blutzellen,
wohingegen IL-4 die Bildung von Eotaxin in Epithelzellen aktiviert. Verglichen
mit den Untersuchungen von Hirst et al. (2002) und Nakamura et al. (2001) lieR
sich Eotaxin in der vorliegenden Untersuchung nicht induzieren. Da Eotaxin die
gleichen Zellreaktionen wie 5-(S)-HETE und 5-oxo-ETE hervorruft, kénnten die
Blut-Eosinophilie und die Eosinophilen-Akkumulation durch die zusétzliche
Produktion von Eotaxin verstarkt werden (Palframan et al., 1998). Diese
Vermutung wird u.a. durch den Befund unterstitzt, dal? 5-oxo-ETE die Eotaxin-
und RANTES-induzierte Eosinophilen-Chemotaxis verstarkt (Powell et al., 2001).
In der Literatur wurde beschrieben, dal} eine pulmonale Eosinophilie sowohl
durch 5-oxo-ETE als auch durch Eotaxin ausgeltst werden kann (Stamatiou et al.,
1998; Yang et al., 1998; Guo et al., 1999). Es liel3 sich auch ein Anstieg der

Eotaxin-mRNA-Expression in Bronchialbiopsien von Asthmatikern und in
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Lungengewebe nach einer Allergenapplikation nachweisen (Humbles et al., 1997;
Brown et al.; 1998; Ying et al., 1999; Lilly et al., 2001).

Eine IL-1-induzierte Eotaxin-Expression kdnnte auch die physiologischen bzw.
pathophysiologischen Eigenschaften von bereits akkumulierten Eosinophilen
erhdhen, indem Speicherproteine und lipidartige Mediatoren verstarkt sezerniert
werden (Badewa et al., 2002). SchlieBlich kann durch eine Induktion der IL-1-
Expression auch die Synthese weiterer CC-Chemokine (z.B. MCP-1, MIP-1qa,
RANTES, MARC), CXC-Chemokine (z.B. IL-8, Gro-a.) oder TH,-Zytokine (z.B.
IL-3, IL-5, IL-6, IL-9) und die Aktivierung von zusatzlichen immunkompetenten
Zellen initiiert werden (Lopez et al., 1988; Schroder, 1995; Hultner et al., 2000;
Zheng et al., 2002). IL-1a, das ebenfalls durch 5-o0xo-ETE induziert worden war
(siehe Abb. 57), scheint zudem ein Induktor der Kollagenase und ein essentieller
Regulator in der Wundheilung zu sein (Girard et al., 1993; West-Mays et al.,
1995; Planus et al., 1999).

Bislang sind die Zytokin-induzierenden Eigenschaften von 5-(S)-HETE bzw.
5-0x0-ETE und die synergistischen Effekte mit anderen inflammatorischen
Mediatoren weitgehend vernachlassigt worden. Im Gegensatz dazu wurden die
multiplen Funktionen der beiden IL-1-Formen ausfuhrlich dargestellt (Dinarello,
1996). In der Literatur wurde lediglich bestatigt, da der Synergismus zwischen 5-
0ox0-ETE und MCP-1 bzw. MCP-3 die Monozytenmigration verstéarkt (Sozzani et
al., 1996). AulRerdem wiesen Rola-Pleszczynski et al. (1992) nach, dal3 die IL-1p-
Expression ebenso durch LTB, induzierbar ist. Obwohl 5-(S)-HETE und 5-oxo-
ETE ahnliche Zellreaktionen wie LTB, auslost (O’Flaherty et al., 1988; Powell et
al., 1993), wirken sie Uber einen LTBjs-unabhéangigen (Powell et al., 1993;
O’Flaherty et al., 1994), heterotrimeren G-Proteinrezeptor (Czech et al., 1997;
O’Flaherty et al., 1988). Im Gegensatz zu LTB,, das vorzugsweise polymorph-
kernige, mononukledre Neutrophile des Menschen aktiviert, wirken 5-(S)-HETE
und 5-oxo-ETE primér auf humane Eosinophile. Durchgefiihrte Datenbank-
recherchen, Klonierungsuntersuchungen und Bindungsstudien deuten darauf hin,
dal? der spezifische 5-(S)-HETE- und 5-oxo-ETE-Rezeptor mit der G-Protein-
Untereinheit G,; gekoppelt ist (O’Flaherty et al., 2000; Jones et al., 2003). Der
erst kirzlich nachgewiesene G-Protein-abhéngige Zellrezeptor TG1019, der
ubiquitdr vorkommt und in diversen Organen (z.B. Leber, Milz, Niere und Lunge)

und Zellen (z.B. Leukozyten) exprimiert wird, zeigt eine hohe Bindungskapazitat
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gegeniiber 5-oxo-ETE, 5-HPETE und Arachidonsédure auf (Hosoi et al., 2002).
Zudem wurde ein zweiter G-Protein-gekoppelter Zellrezeptor (R527) identifiziert,
der sowohl in Eosinophilen als auch in Neutrophilen und Makrophagen des
Atemweges exprimiert wird (Jones et al., 2003).

In der vorliegenden Untersuchung wurde auch eine Induzierbarkeit von
»growth related oncogene-o* (Gro-a., siehe Abb. 56) durch 5-oxo-ETE gesehen.
Eine Expressionswirkung durch 5-(S)-HETE liel3 sich dagegen nicht beobachten.
Dies konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dal3 5-(S)-HETE ein weniger potenter
Agonist als 5-0x0-ETE ist. Um die gleiche zellulare Antwort wie 5-oxo0-ETE zu
erhalten, bendtigt man viel héhere 5-(S)-HETE-Dosen, die jedoch unphysio-
logisch sind.

Obwohl 5-0x0-ETE eine selektive Eosinophilen-Infiltration hervorruft (Powell
et al., 1995b; O’Flaherty et al., 1996; Czech et al., 1997) und Gro-a als CXC-
Chemokin vorwiegend Neutrophile aktiviert (Geiser et al., 1993), ist eine zeitlich
versetzte Zellakkumulation von Eosinophilen und Neutrophilen im Entziindungs-
prozel’ nicht auszuschlie}en. Diese Vermutung wird vor allem durch den Befund
unterstiitzt, dal® das induzierbare IL-1 die IL-8-Expression auslésen kann (Jung et
al., 2002). Eine Induktion von IL-8 wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Eine zeitlich versetzt Infiltration und Akkumula-
tion von Eosinophilen und Neutrophilen am Ort der Entzlindung ist aber moglich,
weil Eosinophile selbst in der Lage sind, Gro-a. zu produzieren (Persson-Dajotoy
et al., 2003). Somit kénnten periphere Eosinophile nach Penetration am Ort der
Entzindung die Blut-Neutrophilen anlocken. Diese Hypothese der versetzten
Infiltration und Akkumulation von unterschiedlichen Granulozyten ist insofern
interessant, da man bisher davon ausging, daB 5-oxo-ETE lediglich an
Eosinophilen-assoziierten Erkrankungen beteiligt ist und dafl Gro-o und 1L-8 eher
eine primare Funktion in der Neutrophilen-bedingten Entziindung haben
(Mukaida, 2003; Villard et al., 1995). Eine unerwartete Neutrophilen-Infiltration
liell sich zudem in vivo durch die typischen Eosinophilen-Chemokine Eotaxin-1
und -2 hervorrufen. Dagegen konnte in vitro keine Aktivierung von Neutrophilen
auf Eotaxin-1 und -2 nachgewiesen werden (Menzies-Gow et al.; 2002).

Im Gegensatz zu Fibroblasten lieBen sich Keratinozyten durch 5-(S)-HETE und
5-ox0-ETE nicht aktivieren (semiquantitative Auswertungen nicht dargestellt).

Weder die mMRNA-Expression von Interleukin-1 (IL1a, -1B) noch die von Gro-a
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lieBen sich induzieren. Auch eine mRNA-Expression von Eotaxin-1, -2 und -3
konnte nicht ausgelost werden. Da Keratinozyten vorwiegend die Epidermis
aufbauen und Fibroblasten die Dermis bilden, ist zu vermuten, dal 5-oxo-ETE die
Zytokinbildung in der Dermis regiliert. Dabei ist die Zytokinexpression von der

Zielzelle und wahrscheinlich auch vom Entzlindungsort und -status abhangig.
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6 Zusammenfassung

Epithelien wie die menschliche Haut sind stdndig einer Vielzahl schadlicher
Umweltfaktoren ausgesetzt, zu denen eine grof’e Anzahl an pathogenen Mikro-
organismen und Parasiten zahlen. Demzufolge findet man in der Haut eine Reihe
von Abwehrmechanismen gegen diese Erreger. Neben der Barrierefunktion des
Stratum corneum ist die Haut auch in der Lage sich durch antimikrobielle
Substanzen und durch die naturliche Bakterienflora der Haut gegen potentielle
Eindringlinge aus der Umwelt zu schiitzen. Bei Verletzungen werden aus dem
Blut Entzindungszellen rekrutiert. Dabei stellen neutrophile und eosinophile
Granulozyten die wichtigsten Abwehrzellen dar.

5-(S)-Hydroxyeikosatetraenséure (5-(S)-HETE) und 5-oxo-Eikosatetraensaure
(5-0x0-ETE) sind chemotaktische Eikosanoide, die von Eosinopilen und Neutro-
philen gebildet werden. Dabei setzt die stereospezifische 5-Hydroxyeikosanoid-
Dehydrogenase (5-HEDH) in Anwesenheit des Cofaktors NADP* 5-(S)-HETE in
die bioaktivere 5-0x0-ETE um. In der Haut scheinen dendritische Zellen eine
potentielle Quelle der 5-0xo-ETE zu sein. 5-(S)-HETE und 5-ox0-ETE aktivieren
primédr Eosinophile aber auch Neutrophile. Die selektive, chemotaktische
Wirkung von 5-oxo-ETE auf Eosinophile starkt die Hypothese, dal das Lipid in
der Parasitenabwehr und in anderen Eosinophilen-assoziierten Erkrankungen wie
Asthma oder atopischer Dermatitis beteiligt ist. Da die molekulare Struktur der
5-HEDH bislang unbekannt ist und Uber die Regulation der 5-HEDH wenig
Informationen vorhanden sind, sollte in der vorliegenden Arbeit versucht werden,
die 5-HEDH aus Neutrophilen zu isolieren und zu charakterisieren.

Zu diesem Zweck wurde die 5-HEDH aus Neutrophilen-Lysaten und
Mikrosomenfraktionen gewonnen und mit Hilfe der Hochleistungsflussigkeits-
chromatographie (HPLC) aufgereinigt. Dabei wurde die aufgereinigte 5-HEDH-
Aktivitdt mit einem etablierten HPLC-Verfahren bestimmt, bei dem die
enzymatische Umsetzung von 5-(S)-HETE zu 5-oxo-ETE untersucht wird. Eine
strukturelle Charakterisierung der 5-HEDH erfolgte durch SDS-Polyacrylamid-
gelelektrophorese, und nach proteolytischer Spaltung, durch eine aminoterminale
Sequenzanalyse (Edman-Abbau) und mit Hilfe massenspektrometrischer
Methoden. Nach einer Kombination von Anionenaustausch- und ,,Reversed
Phase*-(RP)-chromatographie lieRen sich in gereinigten, 5-HEDH-aktiven Frak-
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tionen Struktur- (z.B. Aktin, a-Aktin, a-Aktinin-1) und Regulatorproteine (z.B.
Protein Kinase C-Inhibitorprotein-1; KCIP-1) sowie antimikrobielle Peptide (z.B.
Calprotektin und Laktoferrin) nachweisen. Da die 5-HEDH-Aktivitdt mit dem
Grad der Aufreinigung, insbesondere an der RP-Séule, verloren ging, wurde
versucht, die partiell aufgereinigte 5-HEDH in der SDS-Gelelektrophorese anhand
ihrer Proteinbandenintensitat zu bestimmen. Da des Ofteren Strukturproteine wie
Aktin und a-Aktin in aufgereinigten 5-HEDH-Proben identifiziert wurden, ist zu
vermuten, daR die 5-HEDH mit diesen Komplexe bilden kénnte. Literatur- und
Proteindatenbankrecherchen deuten zudem darauf hin, dal3 die identifizierten
Peptide, Calprotektin und Laktoferrin, katalytische Regionen und putative
Bindungsstellen fir NAD(H) und NADP(H) besitzen, die fur die Umsetzung von
5-(S)-HETE zu 5-oxo-ETE wichtig sind.

Desweiteren wurde bei einer massenspektrometrischen Analyse einer aufge-
reinigten 5-HEDH-Préparation sowohl ein Peptidfragment des -Aktins sowie ein
bisher unbekanntes Peptidfragment mit der Aminosauresequenz ,,APARVFPSLS*
gefunden. Diese weist eine hohe Ahnlichkeit zu der Sequenz einer NADH-
Ubichinon Oxidoreduktase des Rindes und derjenigen einer eisenhaltigen
Alkohol-Dehydrogenase des Hefepilzes Schizosaccharomyces pombe auf. Eine
Recherche in der Proteindatenbank deutet darauf hin, dafll diese Teilsequenz
sowohl in der mitochondrialen NADH-Ubichinon Oxidoreduktase des Menschen
als auch in einem humanen Zinkfingerprotein und einem GTP-Bindungsprotein
vorkommt. Die Ubereinstimmung von Teilsequenzen des identifizierten Peptids-
fragments mit der humanen NADH-Ubichinon Oxidoreduktase lat vermuten, dal}
es sich bei der ermittelten NADH-Ubichinon Oxidoreduktase um die gesuchte
5-HEDH handeln kénnte.

Mit Hilfe der RACE-PCR-Technik (RACE: Rapid Amplification of cDNA
Ends) wurde versucht, das Gen flr das identifizierte Peptidfragment, das
potentiell zu 5-HEDH gehoren kodnnte, zu identifizieren. Es zeigte sich jedoch,
dalR eine Amplifikation des putativen 5-HEDH-Gens mit Hilfe der RACE-PCR-
Technik nicht moglich war. Die Ursache hierfur kénnte vermutlich der hohe
Degenerationsgrad der verwendeten Oligonukleotide sein.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurden Keratinozyten und Fibroblasten mit

5-(S)-HETE und 5-0x0-ETE stimuliert, um die Induktion von proentziindlichen
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Zytokinen und maogliche Synergien zwischen den Eikosanoiden und Zytokinen
oder Chemokinen besser zu verstehen.

Mit Hilfe reverser Transkription und Polymerasekettenreaktions-Technik (RT-
PCR) konnte eine dosis- und zeitabhangige Interleukin-1f (IL-1p)-Induktion
sowohl durch 5-oxo-ETE als auch durch 5-(S)-HETE in Fibroblasten gezeigt
werden. Weiterhin wurde eine Induktion von Interleukin-1o (IL-1a) durch 5-oxo-
ETE in Fibroblasten beobachtet. Ein weiterer Befund der vorliegenden Arbeit ist
auch die Induzierbarkeit von ,,growth related oncogene-o* (Gro-a) in Haut-
fibroblasten durch 5-oxo-ETE. Im Gegensatz zu den Fibroblasten wurden keine
der untersuchten Zytokine durch 5-oxo-ETE und 5-(S)-HETE in Keratinozyten
induziert. Zudem konnte eine Induktion des CC-Chemokins ,,Eotaxin®, das
chemotaktisch auf Eosinophile wirkt und in der Parasitenabwehr eine primére
Funktion hat, weder in Fibroblasten- noch in Keratinozytenkultur durch 5-(S)-
HETE und 5-0xo-ETE gezeigt werden. Diese Beobachtungen kdnnten ein Beleg
dafiir sein, daB 5-oxo-ETE die Zytokinbildung in der Dermis, die hauptséachlich
von den Fibroblasten gebildet wird, reguliert. Es ist moglich, daR durch die IL-1-
Induktion (IL-1a, -1P) die Migration von Eosinophilen sowie die Persistenz von
peripheren Eosinophilen am Ort des Entziindungsprozesses durch die sekundare
Bildung von Entziindungs- und Wachstumsfaktoren wie “granulocyte/macrophage
colony stimulating factor” (GM-CSF) erhoht werden. Da Gro-o zu den CXC-
Chemokinen gehort und primér Neutrophile aktiviert, stellt die Induktion von
Gro-a durch 5-oxo-ETE einen neuen Aspekt in der Pathophysiologie Eosino-
philen-assoziierter Erkrankungen dar. 5-oxo-ETE, das in Langerhanszellen
gebildet wird, koénnte primar die Eosinophilen-Chemotaxis induzieren und
sekundar Neutrophile aus dem Blut anlocken und aktivieren. Die zeitlich versetzte
Zellinfiltration und die damit mdgliche, zeitlich begrenzte Aktivierung der
Eosinophilen und Neutrophilen kénnte somit eine neue Bedeutung fiir 5-oxo-ETE

im Eosinophilen-assoziierten Entziindungsprozel? haben.
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7 Abstract

Epithelia like human skin are always exposed to an abundance of harmful
environmental factors like microorganisms and parasites. Thus, there are a lot of
host-defense mechanisms against these pathogens. In addition to the barrier
function of the stratum corneum, human skin is capable of protecting against
potential pathogens by antimicobrial substances and natural bacteria flora. If skin
injuries occur, leukocyte infiltrate out of blood in the site of inflammation.
Thereby, neutrophilic and eosinophilic granulocytes are the mainly important
effector cells of the immune system.

5-(S)-hydroxyeicosatetraenoic acid (5-(S)-HETE) and 5-o0xo-eicosatetraenoic
acid (5-oxo-ETE) represent chemotactic eicosanoids which are synthesized by
eosinophils and neutrophils. The stereospecific 5-hydroxyeicosanoid dehydro-
genase (5-HEDH) converts 5-(S)-HETE to the biologically active compound 5-
0x0-ETE in the presence of NADP" as a cofactor. In contrast to eosinophils and
neutrophils, dendritic cells appear to be a potential source of 5-0xo-ETE in human
skin. 5-(S)-HETE and 5-oxo-ETE activate primarily eosinophils and also neutro-
phils. The selective chemotactic properties of 5-0x0-ETE on eosinophils confirm
the hypothesis that this lipid could take part in parasite defense or in other
eosinophil-related diseases like asthma and atopic dermatitis.

Since the molecular structure of 5-HEDH is still unknown and there is only
little information about regulation of 5-HEDH, the aim of the present work was to
isolate and to characterize the 5-HEDH from human neutrophils. For these
purposes, 5-HEDH was isolated from neutrophil supernantant and solubilized
microsomal fraction. After partial purification step by high pressure liquid
chromatography (HPLC), 5-HEDH was detected indirectly by an established
chromatographic assay. Herein, the 5-HEDH activity was measured by converting
5-(S)-HETE to 5-oxo-ETE. The structural characterization of 5-HEDH was
performed by using SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and aminoterminal
sequence analysis (Edman analysis) and mass spectroscopy after a proteolytic
digestion.

After combination of the anion exchanger and with a reversed phase (RP)
chromatography, we could detect cytoskeleton proteins (e.g. actin, o-actin, o-

actinin-1) as well as regulatory proteins like protein kinase C-inhibitor protein-1
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(KCIP-1) and anti-microbial peptids like calprotectin and lactoferrin in partial
purified HPLC-fractions which contained 5-HEDH activity. With the increasing
degree of purification, especially by the RP-chromatography, the 5-HEDH
activity was lost completely. Therefor, the partial purified 5-HEDH could be
determined only by means of the intensity of their protein bands after the SDS gel
electrophoresis. As structure proteins like actin und o-actin were indentified
frequently in a partial purified sample, it is assumed that 5-HEDH may be able to
form a complex with these components.

Literature and protein data bank research indicate that the indentified peptids
calprotectin und lactoferrin possess catalytic regions and putative NAD(H) and
NADP(H) binding sites for converting 5-(S)-HETE to 5-oxo-ETE. Moreover, (-
actin as well as an unknown fragment with the amino acid sequence
»APARVFPSLS” were detected in purified 5-HEDH preparations by mass
spectroscopy. This peptid shows highly strong homology to a bovine NADH-
ubiquinone oxidoreductase and to a putative iron alcohol dehydrogenase from the
yeast Schizosaccharomyces pombe. Data bank research suggests that this
sequence is found in a human mitochondrial oxidoreductase as well as in a human
zinc finger protein and in a GTP-binding protein. According to this indentified
amino acid sequence, it was supposed that the determined NADH-ubiquinone
oxidoreductase could represent the 5-HEDH. Using RACE-PCR-technique
(RACE: Rapid Amplification of cDNA Ends) we have tried to indentify the gene
coding for the indentified peptid fragment, which could display 5-HEDH.
However, it was impossible to amplify the putative 5-HEDH gene by the RACE-
PCR. The reason for these vain efforts may base on the high degree of
degradation of the used oligo nucleotides.

Furthermore, keratinocytes and fibroblasts were stimulated with 5-(S)-HETE
und 5-oxo-ETE to examine the induction of proinflammatory cytokines and a
potential synergism between eicosanoids and chemokines. Using reverse trans-
cription and polymerase chain reaction technique (RT-PCR) we could show a
dosis- and time-depending interleukin-1p (IL-1B) induction in fibroblasts after
stimulation with 5-oxo-ETE and 5-(S)-HETE. Besides, we observed the ex-
pression of interleukin-la (IL-1a) and growth related oncogene-o. (Gro-o!) after
stimulation of fibroblasts with 5-oxo0-ETE. In contrast to the fibroblasts, in

keratinocytes cytokine expression could not be induced after stimulation with 5-
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0x0-ETE und 5-(S)-HETE. Moreover, the CC-chemokines ,,Eotaxin“, which
activates eosinophils and provides primarily parasite defense, could not be
induced in keratinocytes neither by 5-(S)-HETE nor by 5-oxo-ETE. This
observation could be an evidence that 5-0xo-ETE regulate the cytokine synthesis
in dermal fibroblasts. Besides, through the induction of IL-1 expression, it is
possible that the eosinophil migration as well as the persistence of eosinophils in
the site of inflammation will be enhanced by the post synthesis of inflammatory
and growth factors, e.g. “granulocyte/macrophage colony stimulating factor”
(GM-CSF). Since Gro-a expression belongs to the group of CXC-Chemokine and
activates primarily neutrophils, the induction of Gro-a by 5-oxo-ETE stands for a
new aspect in the pathophysiology of eosinophil-related diseases. We postulate
that 5-oxo-ETE, which is synthesized in Langerhans cell, is first of all responsible
for the induction of eosinophil chemotaxis but also for the attraction and
activation of neutrophils. The timely shift in the infiltration of eosinophils and
neutrophils and the presumable time-limited specific activation of cells after
stimulation by 5-oxo-ETE could have a fundamental meaning in eosinophil-

related inflammatory processes.
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8 Abkulrzungen und Synonyme

A
A23187
A431
Abb.
bFGF-2

Bp
BSA
BPE

°C
Calprotektin

CD11b
Chemokin
COX

Da (kDa)
DEAE

DEPC
5,15-diHETE

DMEM
DMSO
DNA, cDNA
dNTP
DTT

ECL

ECP

EDN
EDTA
EGTA
ERM
E-Selektin
ESI

et al.
EtOH
FCS

g

GAPDH
GM-CSF

Gro-a
GTP

h
HaCaT
5-HEDH

5-,12-, 15-HETE

Absorptionseinheit

Bezeichnung fiir ein Ca**-lonophor

immortalisierte Keratinozyten-Zellinie

Abbildung

basic fibroblast growth factor 2

(basischer Fibroblastenwachstumsfaktor-2)

Basenpaar

Bovines Serumalbumin

bovine pituitary extract

(Rinderhypophysenextrakt)

Grad Celsius

kovalentgebundener Komplex aus Calgranulin A (MRP-8 bzw.
S100A8) und Calgranulin B (MRP-14 bzw. S100A9);
auch als L1-Komplex bezeichnet

Untereinheit des Adhasionsmolekiles f-Integrin
chemotaktisch-wirkendes Zytokin

Cyclooxygenase

Dalton (Kilo-Dalton)

Diethylaminoethan (Matrix einer Anionenaustauschersaule)
Diethylpyrocarbonat

5-,15-Dihydroxyeicosatetraenoic acid
(5,15-Dihydroxyeikosatetraenséaure)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure, kopierte Desoxyribonukleinsaure
2°-Desoxyribonukleotid-5‘-phosphat
1,4-Dithio-DL-Threitol

Eosinophil Chemotactic Lipid

Eosinophil Cationic Protein

Eosinophil Derived-Protein

Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-bis-(B-aminoethylether)-N,N,N,N-tetraessigsaure
Membranzytoskelett-Ankerprotein der Ezrin,Radixin,Moesin-Familie
Endotheliales Selektin

Elektrospray lonisation

et alii

Ethanol

fetal calf serum

(Fetales Rinderserum)

Gravitationskonstante (9,80665 m/s®) oder
Gewichtseinheit: Gramm
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
granulocyte-macrophage colony stimulating factor
(Granulozyten/Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor)
growth related oncogene-o.

Guanosintriphosphat

Stunde

immortalisierte Keratinozyten-Zellinie
5-Hydroxyeikosanoid-Dehydrogenase

5-, 12-, 15-Hydroxyeicosatetraenoic acid

(5-, 12-, 15-Hydroxyeikosatetraenséure)
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hEGF human epidermal growth factor
(Humaner Epidermiswachstumsfaktor)
HIC Hydrophobe Interaktionschromatographie
HL-60 Promyelozytische Leukamiezellinie
5-HPETE 5-Hydroxy-(6,8,11,14)-Eikosatetraensaure
HPLC high performance liquid chromatography
(Hochleistungsflussigkeitschromatographie)
ID Innendurchmesser (zur Beschreibung von HPLC-Saulen)
IL-1,-3,-4,-5,-6,-9 Interleukin-1, -3, -4, -5, -6, -9
KB immortalisierte Keratinozyten-Zellinie
KBM Keratinozyten Basalmedium
KCIP-1 Protein Kinase C Inhibitor Protein-1;
auch als 14-3-3 Protein bezeichnet
Kwm Michaelis-Menten-Konstante
| Liter
Laktoferrin Laktotransferrin
5-,12-,15-LOX 5-, 12-, 15-Lipoxygenase
L-Selektin Leukozytéres Selektin
LTA4, B4, C4, D4 Leukotrien A4, B4, C4, D4
M Molaritat [Mol/l]; 1 M =1mol/l

10° M =1 mmol/l (mM)
10° M =1 pmol/l (uM)
10° M =1 nmol/l ("M)
10?M =1 pmol/l (pM)

MARC monocyte chemotactic protein-3

MBP major basic proetin

MCP-1,-3 monocyte chemoattractant protein-1, -3

min Minute

MIP-1a macrophage inflammatory protein-1a

MRP-8, -14 migration inhibitory factor (MIF)-related protein-8, -14;
siehe auch Calprotektin

MS-MS Tandem-Massenspektrometrie

NADH B-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid

B-NADP* B-Triphosphopyridinnukleotid;
(B-Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat)

nm Nanometer

Nr. Nummer

oDS Octadecylsilylsilica (Matrix einer Umkehrphasenséule)

Oktyl-Glukosid  Octyl-B-D-Glukopyranosid

5-0x0-ETE 5-oxo-Eicosatetraenoic acid

(5-oxo-Eikosatetraensaure)
5-0x0-15-HETE 5-0x0-15-Hydroxyeicosatetraenoic acid
(5-ox0-15-Hydroxyeikosatetraensaure)

PAF platelet-activating factor
(Blutplattchen aktivierender Faktor)

PCR polymerase chain reaction
(Polymerasekettenreaktion)

PBS phosphate buffered saline

(phosphatgepufferte Kochsalzlésung)
PGE,, G,,H,,D, Prostaglandin E,, Gy, Hy, D,

PG 1, Prostazyklin

PKC Protein Kinase C

PMA Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

PMN Polymorphkernige, Mononukleédre Neutrophile Granulozyten
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RACE-PCR rapid amplification of cDNA ends-PCR
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RANTES

RNA, mRNA
RP-HPLC

RT, RT-PCR
R

S
[S]
SCAD

SDR

SDS
SuperScript 11
t[s, min, h]
Tab.

TAE
Tag-DNA-
TFA

Thesit®
TH,-Zelle
Tm
TMED
Tris

U

Upm
uv
\%

VCAM-1

VLA-4
Vmax
viv
wiv

regulated upon activation normal T-cell expressed and presumably

secreted

Ribonukleinséure

(messenger Ribonukleinséure)

reversed phase-HPLC
(Umkehrphasen-HPLC)

Reverse Transkription, -PCR

Retentionszeit [min]

Sekunde

Substratkonzentration

short chain alcohol dehydrogenase
(kurzkettige Alkoholdehydrogenase)

short chain dehydrogenase/reductase
(kurzkettige Dehydrogenase/Reduktase)
Sodium-dodecylsulfate

RNase H Reverse Transkriptase von E. coli
Zeit [Sekunden, Minuten, Stunden]

Tabelle

Trisacetat-EDTA

DNA-Polymerase aus Thermophilus aquaticusPolymerase
trifluor acetic acid

(Trifluoressigséure)
Polyoxyethylene-9-laurylether

T-Helferzelle

Schmelztemperatur

N, N, N, N Tetramethylethylendiamin
Tris-hydroxymethylaminomethan

Unit; Aktivitatseinheit der 5-HEDH [pmol/min] oder
Einheit fir die UV-Absorption

Umdrehung pro Minute

Ultraviolett

Reaktionsgeschwindigkeit (Enzymaktivitét: pmol/s) oder
Volt

vascular cell adhesion molecule-1
(Vaskulares Zelladhasionsmolekdil-1)

very late antigen-4

maximale Reaktionsgeschwindigkeit [pmol/s]
volume/volume

weight/volume
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10 Anhang

10.1 Berechnung der relativen Zentrifugalkraft

2 2
RCF= T X © =442 4 r x( Upm
g 1000
RCF: ,Relative Centrifugal SW28-Rotor Fimax ra Foin

Force* (relative Zentri

Fugalkraft) 11.000 Upm | 23214xg | 16.546 x g 9.880 x g
®: Winkelgeschwindigkeit

r: Rotorradius; in drei 50-Ti-Rotor Fmax lay I min
MeRpunkten unterteilt
g: Erdbeschleunigung 40.000 Upm | 144,793 x g | 105.907 x g 67.020x g

Upm: Umdrehung pro Minute

Fur die Differentialzentrifugation wurden Rotoren der Firma Beckmann, Miinchen, aus der
Modellreihe SW28 und 50-Ti verwendet.

10.2  Abklrzungen und Buchstabensymbole der Aminosauren

Aminosaure Abkiirzungen und Aminosiure Abkirzungen und
Buchstabensymbole Buchstabensymbole
Valin Val V Serin Ser S
Isoleucin lle [ Threonin Thr T
Leucin Leu L Cystein Cys C
Methionin Met M Asparagin Asn N
Phenylalanin Phe F Glutamin Glu Q
Glycin Gly G Arginin Arg R
Alanin Ala A Lysin Lys K
Prolin Pro P Histidin His H
Tryptophan Trp W Asparaginsaure Asp D
Tyrosin Tyr 0 Glutaminséure Glu E

(Literaturquelle:Lubert Stryer, 1991, Biochemie, 3. Auflage, Spektrum Akademischer
Verlag GmbH; Heidelberg, Berlin, New York).
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10.3 Kodierungssequenz der Aminosauren
Zweite Base
A G
uuu Ucu UAU uGuU
Uluuc  phe |ucc UAC Tyr |UGC Cys
UUA UCA UAA UGA Termination
UuG Leu |UCG Ser |UAG Termination | UGG Trp
Cuu CCcu CAU CGU
o | C|cuc CccC CAC His | CGC
@ CUA CCA CAA CGA
(2} CUG Leu |CCG Pro |CAG GIn |CGG Arg
2 AUU ACU AAU AGU
= A |AUC ACC AAC Asn | AGC Ser
AUA lle |ACA AAA AGA
AUG Met |ACG Thr |AAG Lys | AGG Arg
GUU GCU GAU GGU
G |GUC GCC GAC Asp | GGC
GUA GCA GAA GGA
GUG Val |GCG Ala |GAG Glu |GGG Gly

Es existieren 61 Codons, die die Aminosdauren kodieren. Aufer Methionin und Tryptophan
werden alle Aminosauren durch mehr als ein Codon repréasentiert. Drei Codons (UAA, UAG,
UGA) flihren zum Syntheseabbruch. Die Reihenfolge der Basen in einem Codon erfolgt in
5¢ = 3*-Richtung. (Literaturquelle: Benjamin Lewin, 1991, Gene, 2. Auflage, VCH-Verlag).
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