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ABSTRACT II

ABSTRACT

Insights into the molecular signaling and cellular events in highly regenerative species, such
as the axolotl, might provide practical approaches for regenerative therapies in wound
healing and tissue repair in humans. The epidermal lipoxygenase AmbLOXe, which is
highly expressed during limb re-development in the axolotl, seems to play a key role in
regeneration. In previous studies, an increased migration of AmbLOXe-transfected cell lines

could be demonstrated.

Large amounts of AmbLOXe are necessary for further characterization of the enzyme.
These amounts cannot be isolated from the axolotl itself and thus need to be produced by a
recombinant system. In this thesis, the epidermal lipoxygenase AmbLOXe from the Mexican
axolotl (Ambystoma mexicanum), as well as its human homologue ALOXe3, could be

recombinantly produced in Escherichia coli and isolated as inclusion bodies (IBs).

A characterization of these IBs regarding their exact enzyme activity is not possible, because
the specific reactions catalyzed by AmbLOXe are not elucidated yet. Therefore, it was
necessary to find alternative approaches for the determination of enzyme activity. Inclusion
bodies produced in E. coli were implemented in a wound healing assay for the first time. A
wound healing assay using culture inserts made an evaluation of the bioactivity of
AmbLOXe and its homologue ALOXe3 possible. Two different modes of application of IBs
were performed: either through cell culture coating or direct addition to the medium. In
both modes of application, > 90 % of the wound area were closed for AmbLOXe. In contrast,
closed wound area values were between 50 and 70 % for controls using no IBs or non-
functional IBs from GFP. For ALOXe3 similar effects were observed as for AmbLOXe.
Overall, a positive effect of AmbLOXe and ALOXe3 IBs on wound healing could be
demonstrated. It could be shown that lipoxygenase inclusion bodies are functional protein

aggregates which can be used as a reservoir for the active enzyme.

Keywords: AmbLOXe, ALOXe3, epidermal lipoxygenases, axolotl (Ambystoma

mexicanum), active inclusion bodies, in vitro wound healing assays, nanopills



KURZFASSUNG IV

KURZFASSUNG

Erkenntnisse iiber molekulare Signale und zellulire Ereignisse in hoch regenerativen
Spezies, wie dem Axolotl, konnen Ansitze fiir regenerative Therapien zur Wundheilung
und Gewebereparatur beim Menschen liefern. Die epidermale Lipoxygenase AmbLOXe, die
wihrend der Regeneration von Gliedmaflen beim Axolotl in hohem Mafle produziert wird,
scheint an solchen zellularen Ereignissen beteiligt zu sein. In vorausgehenden Studien

konnte eine erhohte Migration fiir AmbLOXe-transfizierte Zelllinien gezeigt werden.

Fir eine weiterfihrende Charakterisierung von AmbLOXe werden groflere Mengen des
Enzyms benoétigt. Diese konnen nicht direkt aus dem Axolotl isoliert werden, sondern
miissen Uber ein rekombinantes System produziert werden. In der vorliegenden Arbeit
konnte die epidermale Lipoxygenase AmbLOXe aus dem mexikanischen Axolotl
(Ambystoma mexicanum), sowie ihr menschliches Homolog ALOXe3, rekombinant in Form

von Inclusion Bodies (IBs) in Escherichia coli produziert und aufgereinigt werden.

Eine Charakterisierung dieser IBs hinsichtlich ihrer genauen Enzymaktivitit ist nicht
moglich, da die von AmbLOXe katalysierten Reaktionen noch nicht aufgeklart sind. Daher
mussten alternative Ansitze zur Bestimmung der Enzymaktivitiat gefunden werden. Durch
E. coli produzierte Inclusion Bodies wurden dabei erstmalig in Rahmen von
Wundheilungsassays in der Zellkultur angewendet. Ein Wundheilungsassay mit Culture-
Inserts ermoglichte es die Bioaktivitdit von AmbLOXe und ihrem Homolog ALOXe3 zu
beurteilen. Die Applikation der IBs erfolgte dabei als Zellkulturbeschichtung und als Additiv
im Medium. Bei beiden Applikationsformen von AmbLOXe wurden > 90 % der Wundflache
geschlossen. Bei Kontrollen ohne IBs und mit nicht-funktionellen IBs aus GFP lag der Anteil
der verschlossenen Wundfldche bei 50 bis 70 %. Fiir ALOXe3 waren dhnliche Effekte wie fiir
AmbLOXe zu beobachten. Insgesamt konnte ein positiver Einfluss von AmbLOXe und
ALOXe3 IBs auf die Wundheilung nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass es
sich bei den Lipoxygenase Inclusion Bodies um funktionelle Proteinaggregate handelt, die als

Reservoir fiir aktives Enzym genutzt werden konnen.

Stichworte: AmbLOXe, ALOXe3, epidermale Lipoxygenasen, Axolotl (Ambystoma

mexicanum), aktive Inclusion Bodies, in vitro Wundheilungsassays, Nanopills
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1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG 1

1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Die Behandlung chronischer Wunden stellt eine grofie wirtschaftliche Belastung des
Gesundheitssystems dar. Der demographische Wandel und das damit steigende Alter der
Patienten, sowie die Zunahme von Diabeteserkrankungen, werden dieses Problem in den
nichsten Jahren und Jahrzehnten noch verstiarken. Die aktuellen Patientenzahlen und die
damit einhergehenden Kosten werden auf etwa 10 Milliarden US Dollar in den USA [1] und
4 Milliarden Euro in Deutschland geschétzt [2]. Neben chronischen Wunden stellen auch
jene Verwundungen, die zur Ausbildung eines grofiflichigen Narbengewebes (etwa nach
Verbrennungen dritten Grades) fithren, ein grofies Problem dar. Dieses Gewebe ist nicht nur
asthetisch, sondern auch in seiner Funktion stark eingeschrankt. Neue Therapieansétze zur
Behandlung von chronischen Wunden und Narbengeweben konnten dieser Tendenz
entgegenwirken. Bereits auf dem Markt befindliche Produkte unterstiitzen die Wundheilung
u.a. durch eine Regulierung der Wundfeuchtigkeit und den Einsatz von Wachstumsfaktoren
[3-5]. Bei der Entwicklung neuer Therapieansitze muss der Wundheilungsprozess als
Ganzes betrachtet werden und die Fehlregulationen, die zur Ausbildung einer chronischen
Wunde und nicht-funktionellem Narbengewebe fithren, berticksichtigt werden. Somit muss
eine ganzheitliche Therapie an unterschiedlichen Stellen der Wundheilung eingreifen bzw.

unterstiitzend wirken.

Einen der grofiten limitierenden Faktoren bei der Behandlung von Wunden stellt die
begrenzte Regenerationsfihigkeit des menschlichen Korpers dar. Der Axolotl (Ambystoma
mexicanum) hingegen ist in der Lage Gliedmaflen, Schwianze und Teile von Organen
narbenfrei zu regenerieren. Als Wirbeltier mit einer herausragenden Regenerationsfahigkeit
eignet er sich hervorragend als Modell, um Erkenntnisse zu neuen Therapieansitzen fiir den
Menschen zu gewinnen. So lassen sich moglicherweise die Mechanismen des Axolotls auf
den Heilungsprozess beim Menschen iibertragen. Dadurch kénnten regenerative Prozesse
eingeleitet werden, die zu einer narbenfreien Wundheilung fithren und Komplikationen bei
der Wundheilung unterbinden. Ein moglicher Kandidat zu Entwicklung neuer
Therapieansitze ist dabei die epidermale Lipoxygenase AmbLOXe (Axolotl homologue of
epidermis-type amphibian epidermal lipoxygenase) aus dem Axolotl. In vorherigen Studien

konnte diese Lipoxygenase bereits in einer sich regenerierenden Gliedmafle in grofien
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Mengen detektiert und die DNA-Sequenz der Lipoxygenase bestimmt werden. Wurden
menschliche Zellen in der Zellkultur mit dieser DNA-Sequenz transfiziert, zeigten sie eine
verstirkte Migration [6]. Aus diesem Grund wird eine wundheilungsfordernde Eigenschaft
fir AmbLOXe bzw. ihre Produkte angenommen, die Zellen an den Wundréndern zu einer
schnelleren Migration anregt. Datenbankanalysen lassen darauf schliefen, dass es sich bei
AmbLOXe um ein Homolog der menschlichen epidermalen Lipoxygenase 3 (ALOXe3)
handelt [6]. Fir eine Entwicklung zu einer klinischen Anwendung ist allerdings noch eine
weitreichendere Charakterisierung von AmbLOXe notwendig. Um ausreichend Proteine fiir
eine Charakterisierung zu erhalten, ist eine direkte Isolation aus dem Axolotl nicht geeignet.

Solch eine grofie Menge Protein ist nur iiber eine rekombinante Produktion zu realisieren.

1.1.  Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die rekombinante Produktion und Charakterisierung der epidermalen
Lipoxygenase AmbLOXe aus dem Axolotl unter Einbeziehung ihres humanen Homologes
ALOXe3. Die Charakterisierung soll es ermdglichen das Wundheilungspotential fiir

AmbLOXe in Bezug auf eine Anwendung beim Menschen besser beurteilen zu kénnen.

Dazu ist es zundchst notwendig, ein biotechnologisches System zu entwickeln, das eine
heterologe Produktion beider Proteine ermdglicht. Solch ein rekombinantes
Produktionssystem muss die Proteine in ausreichender Menge herstellen und es muss
moglich sein, die Proteine nach der Produktion zu isolieren. Zur Produktion soll ein
optimierter Escherichia coli Stamm verwendet werden. Dieses Bakterium ist ein etabliertes
System, das ausfiihrlich charakterisiert ist. Fiir eine l6sliche Produktion in E. coli sollen
unterschiedliche Kultivierungs- und Induktionsparameter untersucht und ihr Einfluss auf
die Loslichkeit der heterolog produzierten Proteine beurteilt werden. Eine weitere
Produktionsstrategie zielt auf die Herstellung von Proteinaggregaten, so genannten

Inclusion Bodies (IBs), als Quelle fiir die Zielproteine ab.

In Versuchen soll die Moglichkeit untersucht werden, Proteine aus den Inclusion Bodies
heraus zu losen, welche hinsichtlich ausgebildeter Strukturen und Aktivitdt beurteilt
werden. Zusatzlich sollen die Inclusion Bodies direkt in Assays eingesetzt werden. Da der
detaillierte Wirkmechanismus der epidermale Lipoxygenase AmbLOXe noch nicht
aufgeklart ist, soll ein Assaysystem gefunden werden, dass es ermdglicht die Bioaktivitat der

heterolog hergestellten Lipoxygenasen in Bezug auf die Wundheilung zu beurteilen. Hierzu
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eignen sich in wvitro Wundheilungsassays in der Zellkultur im Besonderen.

Herausforderungen ergeben sich dabei durch die Applikation der untersuchten Proteine in

Form von IBs.
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2. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1.  Wundheilung

Die Haut ist das grofite Organ des menschlichen Korpers und die Aufrechterhaltung ihrer
Barrierefunktion ist unerlasslich fiir einen funktionellen Organismus. Die Wundheilung ist
somit essentiell fiir den menschlichen Korper. Bei diesem Prozess konnen jedoch
Infektionen, chronische Wunden und exzessive Wundheilung, die zu hypertrophen Narben
oder Keloiden fiihrt, auftreten [7]. Auch fiir andere multizellulire Organismen ist die
Wundheilung eine essentielle Funktion. Allerdings sind die Unterschiede, wie dieser Prozess
stattfindet, erheblich [8]. Nahezu alle Organismen unterliegen Erneuerungsprozessen
wihrend ihrer Lebensspanne, allerdings hat sich die Fahigkeit der Heilung unterschiedlich
entwickelt. So sind einige Organsimen in der Lage, ganze Gliedmaflen und Teile von
Organen zu regenerieren, wahrend andere Organismen wiederum nur zur einfachen

Reparatur von Gewebe befahigt sind [9].

2.1.1. Wundheilung beim Menschen

Eine Wunde ist definiert als ,eine Gewebsdurchtrennung von Haut, Schleimhauten oder
Organen” [3] und die kutane Wundheilung als ,biologischer Vorgang, bei dem durch die
Bindegewebebildung, Kontraktion und Epithelisierung ein Verschluss des Integuments

erfolgt” [10].

Die Einteilung der einzelnen Phasen der menschlichen Wundheilung ist nicht klar definiert.
Je nach Quelle werden drei bis fiinf Phasen unterschieden. Am héufigsten wird folgende
Einteilung, der sich teils iiberlappenden vier Phasen gewéahlt: Exsudations-, Granulations-,
Epithelisierungs- und Remodellierungsphase. Die ersten beiden Phasen dienen dazu, dass
der Blutverlust, der durch die Wunde auftritt, minimiert wird, totes Gewebe entfernt wird
und Infektionen vermieden werden. Die weiteren Phasen dienen schlieflich des Auf- und

Umbaus von Gewebe.

In der Exsudationsphase (Blutungsstopp und Entziindungsphase; erster bis dritter
Tag nach der Verletzung) kommt es zur Bildung von Fibrin, welches zusammen mit

Thrombozyten ein Gerinnsel bildet. Im Blut befindliche Leukozyten, genauer die
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neutrophilen Granulozyten, heften sich an der Wunde an und beseitigen eingedrungene
Pathogene durch Phagozytose, fungieren als Lockstoff fiir andere Zellen [11] und schiitten
Zytokine aus (Abbildung 2.1, A). Die Thrombozyten geben unterschiedliche
Wachstumsfaktoren frei, welche die Wundheilungskaskade ebenfalls in Gang setzen, die
wiederum Fibroblasten und Monozyten aktiviert. Diese Monozyten entwickeln sich zu
Makrophagen, die eingedrungene Pathogene und Zelltriimmer (abgestorbene Granulozyten)
beseitigen. Die Makrophagen schiitten ebenfalls Wachstumsfaktoren und Zytokine aus, die
u.a. weitere Schritte der Wundheilung einleiten. Fibroblasten vermehren sich und beginnen
dadurch neues Gewebe aufzubauen. Fir diesen Vorgang ist ein feuchtes Wundmilieu
besonders wichtig. Bei der Steuerung all dieser biologischen Vorginge sind
Wachstumsfaktoren und Zytokine entscheidend. Der Wachstumsfaktor Transforming
Growth Factor  (TGF-p) stimuliert beispielsweise zusammen mit weiteren Botenstoffen (u.a.
Fibroblast Growth Factor (FGF-2) und Insulin-like Growth Factor (IGF)) die Kollagensynthese
durch Fibroblasten und sorgt zusatzlich dafiir, dass Fibroblasten zu Myofibroblasten
differenzieren, die fur die Wundkontraktion verantwortlich sind. In dieser Phase werden
auch grofiere Mengen an Exsudat (Absonderungen) produziert, die die Reinigung der
Wunde unterstiitzen sollen. Im optimalen Fall ist dieser Phase der Wundheilung sehr kurz

[3,7,10].

In der Granulationsphase (Proliferationsphase; vierter bis siebter Tag nach der
Verletzung) wandern von den Wundriandern aus Monozyten, Endothelzellen und
Fibroblasten entlang der Fibrinmatrix in die Wunde. Gleichzeitig wird an den Réndern
bereits nekrotisches Gewebe abgebaut und am Ubergang zum Normalgewebe wird mit der
Neusynthese von extrazellularer Matrix (EZM) begonnen. In dieser Matrix bauen sich
Bindegewebe und Blutgefafie auf und bilden das Granulationsgewebe (Abbildung 2.1, B).
Fibroblasten produzieren die Komponenten der EZM u.a. Hyaluronsaure und Fibronektin,
sowie Kollagen (aus Prokollagen werden Kollagenfibrillen) und Proteoglykane. All diese
Vorginge werden ebenfalls durch Wachstumsfaktoren und Zytokine gesteuert.
Darauffolgend findet ein Umbau der Fibroblasten wund Kapillarsprossen des
Granulationsgewebes in ein strukturiertes Gewebe statt. Die Epithelisierungsphase
(Migrationsphase; dritter Tag bis zweite Woche nach der Verletzung) wird vor allem
durch Keratinocyten ermoglicht, die sich am Rand zum Normalgewebe befinden. Diese

Zellen migrieren in die obere Schicht des gebildeten Granulationsgewebes (Abbildung 2.1,
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B). Das noch unfertige Bindegewebe wird von einer dinnen Schicht aus Epithelzellen

bedeckt [3,7,10].

Haar

L

Dermis

[~ Keratinocyten

Schweil-

Subkutan- =
gewebe  Fibroblast drise
Neutrophiler Talgdriise Kollagen Kapillare
Granulozyt
B / c
Neues
Blutgefal
Monozyt Granulations-

Abbildung 2.1: Wundheilung; A: Exsudationsphase, B: Granulationsphase und
Epithelisierungsphase, C: Remodellierungsphase; A: Fibrin und Thrombozyten bilden ein
Gerinnsel und die Leukozyten (neutrophile Granulozyten) betreiben Phagozytose und
schiitten Zytokine aus; B: Bindegewebe und Blutgefifie bauen das Granulationsgewebe auf,
zusatzlich migrieren Keratinocyten in die obere Schicht der Granulationsgewebes; C:
Umstrukturierungsprozesse, vor allem des Kollagens finden statt, diese Prozesse kénnen

bis zu einem Jahr dauern; modifiziert nach [8]

In der darauffolgenden Remodellierungsphase (Reifungsphase; achter Tag bis ein
Jahr nach der Verletzung) kommt es zu Umstrukturierungsprozessen. Kollagenasen, die
zu den Metalloproteasen gehoren, bauen Kollagen ab, Typ-III-Kollagen wird zu Typ-I-
Kollagen umwandelt und die Interaktion zwischen EZM und den Zellen verandert sich
(Abbildung 2.1, C). Diese Umbauprozesse des Gewebes konnen noch bis zu einem Jahr nach
Verwundung andauern. Letztendlich entsteht ein Narbengewebe ohne Blutgefifle, das zum

grofiten Teil aus inaktiven Fibroblasten, dichtem Kollagen und anderen Bestandteilen der
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EZM besteht. Bei tiefen und/oder kontaminierten Wunden (sekundidre Wundheilung) kann

es wahrend dieses Prozesses zu einer verstarkten Narbenbildung kommen [3,7,10].

Bei der Wundheilung unterscheidet man zwischen der epithelialen, primédren und
sekundiaren Wundheilung. Eine epitheliale Wundheilung findet bei oberflaichlichen Wunden
statt wie z.B. Abschiurfungen. Unter der primaren Wundheilung versteht man einen
unkomplizierten Heilungsvorgang, wie er beispielsweise bei operativen Wunden mit
glatten, chirurgischen Wundrandern auftritt. Ist der Heilungsvorgang jedoch gestort, spricht
man von der sekundiren Wundheilung. Diese Storungen konnen durch Infektionen,
Mangeldurchblutung und andere Faktoren, wie Immunschwiche auftreten. Des Weiteren
tritt die sekundare Wundheilung vor allem bei Wunden auf, die mit einem groflen Verlust
an Gewebe einhergehen. Damit solche Wunden, die von der sekundaren Wundheilung
betroffen sind, gut abheilen konnen, ist es insbesondere wichtig ein feuchtes,
physiologisches Milieu zu schaffen und auf Hygiene bei der Wundversorgung zu achten. Es
existieren viele unterschiedliche Wundauflagetypen, die ein feuchtes Wundmilieu
gewihrleisten oder aufgrund ihrer Materialeigenschaften (z.B. Alginat oder Hydrogele) mit
der Wunde in Interaktion treten. Zusétzlich existieren (bio)aktive Wundauflagen (z.B. mit

autologen Keratinocyten oder Wachstumsfaktoren) [3,7].

Viele schwerheilende Wunden verbleiben im Status der chronischen Entziindung und
durchlaufen nicht die weiteren Phasen der Wundheilung. In solchen Fillen kommt es zur
Bildung von hypertrophen Narben und Keloiden. Die Entwicklungen dieser Phanomene
hiangen mit der Reifung des Kollagens zusammen, da Keloide dicke Kollagenstriange
enthalten,  wiahrend  hypertrophe  Narben  Kollagenknoten  enthalten.  Das
Granulationsgewebe wichst bei beiden Vorgangen unkontrolliert durch die Ausschiittung
von Wachstumsfaktoren bei gleichzeitigem Ausbleiben von apoptotischen Prozessen [9]. Da
hypertrophe Narben und Keloide ein Phinomen sind, das als solches nur im Menschen
existiert, sind keine entsprechenden Tiermodelle vorhanden um dieses Phinomen zu

studieren [12].

2.1.2. Wundheilung und Regeneration unterschiedlicher Spezies

Alle multizelluldren Organismen besitzen die Eigenschaft Gewebe zu reparieren, allerdings
findet dieser Prozess, abhangig vom Organismus, auf sehr unterschiedliche Art und Weise

statt. Ein Vergleich dieser Mechanismen kann einerseits die Erkenntnisse beziiglich der
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menschlichen Wundheilung verbessern und andererseits neue Ansitze liefern, wie die
menschliche Wundheilung durch &ufleren Einfluss verbessert werden kann. In diesem
Kontext sind vor allem Amphibien, im Besonderen die Gruppe der Schwanzlurche,
interessant, die iber eine bemerkenswerte Regenerationsfihigkeit im Rahmen der
Wundheilung verfiigen. So sind sie neben einer generellen narbenfreien Wundheilung
zusétzlich in der Lage ganze Gliedmaflen ohne Narbenbildung zu regenerieren. Aber auch
andere Spezies sind zu dhnlichen Regenerationen befihigt, so kann u.a. der Zebrafisch seine

Kiemen nachbilden [13].

Der menschliche Korper ist als Antwort auf eine akute Verletzung in der Lage Gewebe wie
Knochen, periphere Nerven und Haut zu regenerieren (z.B. die Reparatur der Haut nach
einer exzessiven Sonnenaussetzung). Die Integritit vieler Gewebe erfordert zudem
kontinuierliche Erneuerungsprozesse. Die Kapazitat zur Regeneration sinkt bei Sdugern mit
steigendem Alter durch extrinsische (z.B. Umweltfaktoren) und intrinsische (z.B. zelluldre
Prozesse) Veranderungen. Eine narbenfreie Heilung und funktionelle Reparatur ist nur im

Embryostadium vorhanden und geht im Laufe der Entwicklung verloren [14].

Menschliche Foten sind bis zum Beginn des letzten Drittels ihrer Entwicklung in der Lage
Gewebe ohne Narbenbildung zu heilen. Dieses Phinomen konnte ebenfalls bei Foten
anderer Sauger nachgewiesen werden. Dies scheint u.a. an Unterschieden der EZM, der
Botenstoffe und der Entziindungsreaktionen, sowie Unterschieden in der Genexpression
und der Funktion von Stammzellen zu liegen. Die Unterschiede in der EZM betreffen vor
allem die Art und Organisation des Kollagens, das in Foten eine netzartige feine Struktur,
ahnlich der natiirlichen Haut, bildet [12]. Insgesamt fillt die Entziindungsantwort geringer
aus als bei adulten Organismen, da in der fotalen Wunde die Zellen insgesamt
undifferenzierter sind und andere Wachstumsfaktoren (u.a. jene fiir die Morphogenese)
vorliegen. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass TGF-f3 die Narbenbildung
verringert. TGF-f3 liegt bei der fotalen Wundheilung in groflen Mengen vor. TGF-f1 und
TGF-$2 hingegen liegen in geringen Mengen vor. Bei der adulten Wundheilung verhalt sich
dies genau umgekehrt. Zudem fallt die Entziindungsphase in der fotalen Wundheilung nicht
nur geringer, sondern auch kiirzer aus, was insgesamt zu einer wesentlich besseren
Wundheilung fithrt. In Mausmodellen, die nicht tber funktionelle Makrophagen oder
neutrophile Granulozyten verfiigen, konnte gezeigt werden, dass die nicht vorhandene

Entziindungsreaktion in diesem Fall zu einer verringerten Narbenbildung fithrt [9,12]. Das
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hoher ausgereifte Inmunsystem eines ausgewachsenen Organismus fithrt hingegen zu einer

wahrscheinlichen Narbenbildung bei grofleren Verletzungen [8].

Eine Gruppe von Wirbeltieren, die auch im ausgereiften Entwicklungsstadium zur
narbenfreien Wundheilung befahigt ist, sind die Schwanzlurche, im Besonderen die
Salamander und Molche. Das am besten untersuchte Tier in dieser Gruppe ist der Axolotl.
Neben einer narbenfreien Wundheilung an der gesamten Korperoberflidche zeichnet sich der
Axolotl auch dadurch aus, Gliedmaflen, Schwanze und Teile von inneren Organen, des

Auges und des Gehirns, regenerieren zu kénnen.

2.1.2.1. Wundheilung und Regeneration der Gliedmaf3en beim Axolotl

Der Axolotl (Ambystoma mexicanum; Abbildung 2.2) ist ein Schwanzlurch, der seine
Geschlechtsreife erreicht, ohne den sonst bei Amphibien tiblichen Schritt der Metamorphose
zu durchlaufen. Dieser Prozess wird als Neotenie bezeichnet und der Axolotl kann somit als
Dauerlarve bezeichnet werden. Sein natiirliches Habitat hat der Axolotl in Seen rund um
Mexiko-Stadt. Die Forschung an und um den Axolotl begann sehr frith. Bereits 1804 sendet
Alexander von Humboldt die ersten in Alkohol konservierten Tiere nach Europa. 1864
erreichten schliefilich die ersten lebenden Tiere den europiischen Kontinent und wurden
fortan fiir die unterschiedlichsten Forschungsvorhaben im Bereich der Entwicklungsbiologie

und Regeneration genutzt [15].

Abbildung 2.2: Ambystoma mexicanum in der Laborhaltung; Quelle: Ambystoma

Mexicanum Bioregeneration Center, Medizinische Hochschule Hannover

Der Axolotl ist ein ideales Beispiel um die Mechanismen zu studieren, die eine narbenfreie

Wundheilung in Wirbeltieren herbeifithren konnen. Dazu eignet sich sowohl die reine
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Wundheilung des Axolotls nach Verwundung, als auch die Regeneration von Gliedmafien
nach Amputation. Die Regeneration von Gliedmaflen beginnt ebenfalls mit dem Schritt der
Wundheilung, gefolgt von einer Dedifferenzierung von Zellen und der Neubildung der

Gliedmafe.

Die Wundheilung im Axolotl verlauft sehr schnell. In Versuchen konnte bereits eine Stunde
nach Verwundung ein Start der Migration der epidermalen Zellen zum Verschluss der
Wunde beobachtet werden. Vier bis acht Stunden nach Verwundung ist bereits ein Grof3teil
der Wunde mit Zellen bedeckt [16]. Die schnelle Bildung dieser Schicht unterbindet die
weitere Verletzung von Gewebe, Infektionen und Entziindungsreaktionen. In Versuchen
wihrend der Wundheilung konnten nur sehr wenige Neutrophile detektiert werden, was
auf eine sehr geringe Entziindungsantwort schlieBen lasst [16]. Auch wéahrend der
Wundheilung im Axolotl tritt voriibergehend eine Gewebefibrose auf, jedoch fiihrt eine
Umstrukturierung des dabei gebildeten Gewebes zur Ausbildung einer normalen
Hautstruktur [17]. Diese Fihigkeit komplexe Gewebe zu regenerieren scheint somit
entscheidend fir die Fahigkeit zu sein, Wunden narbenfrei zu heilen [18]. Die genauen
Mechanismen dieser Umstrukturierung sind noch nicht erforscht. Dem fé6talen
Regenerationsprozess  in  Sdugern ist  dhnlich, dass die  Effizienz  des
Reepithelisierungsprozesses eine entscheidende Rolle spielt. Im Axolotl findet diese
Reepithelisierung innerhalb der ersten zwolf Stunden nach Verletzung statt. Bei fotalen
Saugern hingegen dauert dieser Prozess zwischen 48 und 72 Stunden und bei nicht-fotalen
Saugern sogar mehrere Tage bis Wochen [8,13,19]. Jedoch fithren sowohl die Prozesse in

menschlichen Foten als auch im Axolotl zu einer narbenfreien Wundheilung.

Die Regeneration von Extremitdten bei Amphibien, insbesondere den Schwanzlurchen, lauft
tiber die Bildung eines Blastems bestehend aus undifferenzierten, mesenchymal-dhnlichen
Zellen an der Stelle der Verwundung ab [13,20]. Diese Zellen sind nach der Verletzung aus
dem reifen, unverletzten Gewebe dedifferenziert. Dadurch sind sie in der Lage in
unterschiedliche neue Zelltypen zu differenzieren. Schliefllich entwickelt sich aus diesen
Zellen die Gliedmafle, dhnlich der urspriinglichen embryonalen Entwicklung [8]. Die
Ausbildung des Blastems beginnt nach dem Verschluss der Wunde im Rahmen der
Wundheilung. Mit Eintreten der Wundheilung ist zwolf Stunden nach der Amputation der
Bereich rund um die Amputation mit einer diinnen Schicht aus Epithelzellen bedeckt. Das

differenzierte Gewebe, welches die Amputationsstelle umgibt, wandelt sich in ein Blastem
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um. Dabei findet zusitzlich eine Umstrukturierung der EZM statt. Diese erste Phase der
Regeneration von Gliedmaflen unterscheidet sich somit nicht komplett von der gemeinen
Wundheilung bei anderen Organismen, jedoch lauft dieser Prozess bei Amphibien

wesentlich schneller ab [19].

In der Dedifferenzierungsphase (sechs bis 20 Tage nach der Verwundung) wird das
Wundepithel (WE) als Antwort auf Nervensignale dicker und entwickelt sich zum so
genannte Apical Epithelial Cap (AEC) [21]. Das gebildete AEC ist wiederum notwendig fiir
die Bildung eines Blastems aus undifferenzierten mesenchymalen Zellen, die durch
Dedifferenzierung von bereits vorhandenem Gewebe entstehen [19]. Dabei findet eine
Dedifferenzierung von Keratinocyten und Fibroblasten statt. Die basalen Keratinocyten
produzieren Signale, die wiederum Fibroblasten des Bindegewebes rekrutieren, die das frithe
Blastem ausbilden. Insgesamt ist die neuro-epitheliale Interaktion wéahrend der
Wundheilung im Salamander dafiir verantwortlich, dass die Zellen des Bindegewebes des
Stumpfes und der umgebenden Haut rekrutiert werden, um das frithe Blastem auszubilden
(Migration gefolgt von Proliferation der dedifferenzierten Zellen) (Abbildung 2.3, B) [18].
Das aus Progenitorzellen bestehende Blastem dient als Ausgangslage fiir die weiteren
Entwicklungen [14]. Fiir die Ausbildung des Blastems scheinen einige Vorginge essentiell
zu sein. So sind u.a. die Entzindungssignale der Makrophagen (jedoch keine Neutrophile)
und die nervliche Verkniipfung fir die Ausbildung eines Blastems notwendig. Insgesamt
scheint ein System aus Makrophagen und simultaner Induktion von inflammatorischen und
anti-inflammatorischen Zytokinen notwendig fur die Einleitung des
Regenerationsprogrammes zu sein. Die Makrophagen sind in die Vorgénge der
Dedifferenzierung und der Bildung des Progenitorzellpools involviert [22]. Diese Signale
sind notwendig, um Veridnderungen im Wundepithel hervorzurufen, die eine Bildung des
Blastems initiieren [17]. Zusatzlich hat sich gezeigt, dass Nervensignale fiir die Prozesse der
Wundheilung und die darauffolgende Bildung des WE/AEC essentiell sind. So sind sie
sowohl fiir die Initiierung der Blastemausbildung als auch fiir das anschlielende Wachstum
und die Entwicklung des Blastems verantwortlich [18]. Die Signale des AEC umfassen u.a.
Wachstumsfaktoren. Des Weiteren sind Enzyme notwendig, die die EZM abbauen, die an
den Wundbereich angrenzt. Dadurch soll das angrenzende Gewebe aufgelost werden um die
darin befindlichen Zellen iiber Signale des AEC zu rekrutieren. Diese migrieren und
sammeln sich unterhalb des AEC. Die sich sammelnden Zellen enthalten unterschiedliche

positionelle Informationen (abhingig von ihrer vorherigen Lage). Diese Informationen in
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Kombination mit der Interaktion der Zellen untereinander ist notwendig, um eine
Gliedmafle mit einer korrekten Struktur auszubilden [18]. Im Vergleich zur nicht-
regenerativen Wundheilung benétigen die Prozesse zur Regeneration von Gliedmaflen in
jedem Fall eine Versorgung mit Nerven [19]. Dies konnte ebenfalls in Versuchen gezeigt
werden, in denen Nerven an den Ort einer Verwundung geleitet wurden (Verwundung
seitlich an der Gliedmafle). Ohne Nervenversorgung hitte die regulire narbenfreie
Wundheilung des Axolotls stattgefunden. Durch die Versorgung mit Nerven bildete sich

jedoch ein Blastem aus und die Regeneration wurde eingeleitet [17].

A
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Differenzierung

31
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Abbildung 2.3: Regeneration einer Gliedmafle beim Axolotl; A: Originalbilder der
Regeneration des Axolotl, von links: urspriingliche Gliedmaf3e und 1 bis 31 Tage nach
Amputation; B: Schematische Darstellung der Schritte der Blastementwicklung wihrend

der Regeneration beim Axolotl; modifiziert nach [18]

Die Neuentwicklung der Gliedmafle (21 bis 30 Tage nach der Verwundung) entsteht
schliefflich aus dem Blastem (Abbildung 2.3, A). Diese wéichst iiber den kompletten
Zeitraum der Gliedmaflenentwicklung distal mittels Zellproliferation weiter. Dabei findet
eine Interaktion zwischen dem AEC und dem Blastem iiber Wachstumsfaktoren statt.
Wihrend des Prozesses dieser distalen Zellproliferation findet zusitzlich eine
Redifferenzierung der Zellen des Blastems statt, sodass eine komplett funktionelle

Gliedmafle entstehen kann [19]. Insgesamt lasst sich sagen, dass der Prozess zur
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Regeneration von Gliedmaflien bzw. von grofleren Gewebebereichen im Axolotl sowohl
Struktur (z.B. Bindegewebe) als auch Informationen zum richtigen Muster dieser Strukturen
benotigt. Im Prozess der Regeneration von Gliedmaflien bei Amphibien, der der fétalen
Regeneration von Saugern dhnelt, konnte keine erhohte Bildung von TGF-3 nachgewiesen
werden [12,23]. Die spiate Phase der Regeneration dhnelt vielmehr der urspriinglichen

Entwicklung der Gliedmafle [17].

Lange Zeit wurde angenommen, dass die auflerordentliche Regenerationsfihigkeit des
Axolotls damit zusammenhéingt, dass dieser nicht die komplette Metamorphose durchlauft
und dadurch die Zellen ihren embryonalen Charakter beibehalten. Dies konnte jedoch
widerlegt werden. Es konnte gezeigt werden, dass auch nach einer von auflen induzierten
Metamorphose des Axolotls dieser noch zur Regeneration befihigt ist. Allerdings laufen die
entsprechenden Vorgiange im Vergleich zu Tieren, die nicht die Metamorphose durchlaufen

haben, langsamer ab [24,25].

2.2. Lipoxygenasen und ihre Rolle in der Wundheilung

Im Rahmen der narbenfreien Wundheilung und Regeneration im Axolotl konnte neben
Wachstumsfaktoren und weiteren signalgebenden Molekiilen auch eine Lipoxygenase
detektiert werden, die mafigeblich an der Regeneration beteiligt zu sein scheint [6]. Die
Arbeitsgruppe um Menger et al. konnte die Lipoxygenase AmbLOXe (Axolotl homologue of
epidermis-type amphibian epidermal lipoxygenase) sowohl in Hautzellen als auch im sich
ausbildenden Blastem detektieren. In anderen Zellproben (Muskelgewebe, Gehirn und
Blutzellen) konnte das entsprechende Protein nicht nachgewiesen werden. Phylogenetische
Analysen zeigten dabei, dass AmbLOXe zur Klasse der Lipoxygenasen gezahlt werden kann
und es sich um ein Homolog der menschlichen epidermalen Lipoxygenase ALOXe3 handelt.

Aufgrund der Homologie wird fiir beide eine wichtige Rolle in der Wundheilung vermutet

[6].

Lipoxygenasen (LOX) im Allgemeinen sind eine Klasse von Enzymen, die die Reaktion von
mehrfach  ungesittigten  Fettsduren mit molekularem  Sauerstoff katalysieren
(Dioxygenasen). Die Dioxygenierung findet dabei zumeist an einem 1,4-cis-cis-
Pentadiensystem statt. In Saugern ist das prozessierte Substrat haufig Arachidonsaure und
in Pflanzen Linolsdure. Die aus den katalysierten Reaktionen entstehenden Produkte,

Hydroperoxidfettsauren, werden zumeist zu den entsprechenden Hydroxyderivaten weiter
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prozessiert [26]. LOX sind in ihren Doménen und Sequenzmotiven hoch konserviert und

konnten bisher in Eukaryoten und Bakterien nachgewiesen werden [27,28].

Strukturell bestehen Lipoxygenasen aus einer einzelnen Polypeptidkette (bei Saugern: 75 bis
81 kDa; bei Pflanzen: 94 bis 104 kDa), die sich in zwei Dominen faltet [29]. Die kleiner N-
terminale PLAT-Domiéne (Polycystein-1, Lipoxygenase, Alpha-Toxin-Domaine; ca. 15 kDa)
besteht aus mehreren parallelen und anti-parallelen B-Faltblattern (siehe auch Abbildung
3.3). Diese Domaéne ist u.a. fiir die Regulierung der Aktivitat zustindig. Die C-terminale
Domine besteht aus mehreren Helices und enthédlt ein nicht-Hdm Eisen und das
katalytische Zentrum [30-32]. Das Eisen bildet mit vier konservierten Histidinen und der
Carboxygruppe eines konservierten Isoleucins einen Komplex aus. Die sechste Position des

Eisens ist oftmals mit einem Wassermolekiil besetzt. Dieses so gebundene Eisen fungiert als

Cofaktor [26].

Die Benennung der LOX erfolgt teils auf Grundlage des Ortes der Dioxygenierung am
Substrat (12-LOX etc.), teils auf Grundlage ihrer Funktion (z.B. epidermale Lipoxygenase).
Die Produkte, der durch die verschiedenen Lipoxygenasen katalysierten Reaktionen, sind
unterschiedliche bioaktive Lipidmediatoren (z.B. Leukotriene oder Lipoxine) [33].
Lipoxygenasen sind in unterschiedlichsten Vorgéinge im Koper involviert (Bildung der roten
Blutkorperchen, Krebs, Entziindungsvorgéange, Regulation des Blutdrucks, Funktionen des
zentralen Nervensystems, Diabetes, Infektionskrankheiten etc.) Fir weitere Details sei hier

auf die entsprechenden einschlagigen Review Paper verwiesen [29,33,34].

Die im Rahmen dieser Arbeit genauer beleuchteten Lipoxygenasen sind AmbLOXe und
ALOXe3. Neben diesen beiden Lipoxygenasen konnte auch fiir andere Lipoxygenasen
bereits gezeigt werden, dass diese in der Wundheilung eine wichtige Rolle spielen und die
Reparatur eines Gewebes, beispielsweise der Cornea fordern. Die Cornea von Saugertieren
zeigt eine hohe Regenerationsfihigkeit, in die Lipidmediatoren, die von Lipoxygenasen

prozessiert werden, involviert zu sein scheinen [35-37].
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Abbildung 2.4: Von Lipoxygenasen katalysierte Oxidation von Acylceramind; der
Linoleatrest des veresterten Omega-Hydroxyacylsphingosins wird durch 12R-LOX zum
9R-Hydroxyperoxid-Derivat oxidiert und durch ALOXe3 zum 9R,10R-Epoxy-13R-
Hydroxy-Epoxyalkohol-Derivat umgesetzt; diese Umsetzungen sind notwendig um eine
anschlieflende Hydrolysereaktion wund die kovalenten Bindung der Omega-
Hydroxyceramide an die Proteine der Hiille der Corneocyten zu erméglichen; modifiziert

nach [32]

In Saugern konnte gezeigt werden, dass ein Stoffwechselweg, an dem u.a. auch ALOXe3
beteiligt ist, fiir die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion der Haut notwendig ist. Dabei
ist die epidermale Lipoxygenase ALOXe3 vor allem an dem Aufbau und der Erhaltung der
auflersten Hautschicht (Stratum corneum) beteiligt. Diese Schicht besteht aus Corneocyten,
spezialisierte Zellen, die sich aus Keratinocyten entwickeln. Die Corneocyten sind in eine
kompakte extrazellulire Matrix eingebettet, die aus querverlinkten Proteinen und Lipiden
(Ceramiden) besteht [38]. Zur Ausbildung dieser speziellen Ceramide katalysiert eine 12R-
LOX die Dioxygenierung eines Omega-Acylceramids und die epidermale Lipoxygenase
ALOXe3 als Hydroperoxidisomerase prozessiert das daraus resultierende Produkt zu einem
Epoxyalkohol (Abbildung 2.4). Beide Enzyme sind deswegen vor allem in den
differenzierten Schichten der Haut zu finden [32]. Die Linolsdure in Ceramiden ist dabei das

naturliche Substrat der 12R-LOX und das daraus resultierende Produkt wird durch ALOXe3
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umgesetzt, weiter prozessiert und kovalent an die Proteine der Corneocytenoberfliche
gebunden und formt somit deren Lipidhiille, die essentiell fiir die Barrierefunktion der Haut
ist. Die Aufrechterhaltung der epidermalen Wasserbarriere hingt somit von der
Funktionalitat der 12R-LOX und ALOXe3 ab [39,40]. Die Hydroperoxidaseaktivitat von
ALOXe3 konnte fiir Hydroperoxide (2:1 Ratio von Epoxyalkoholen und Ketoderivaten als
Produkte) unterschiedlicher Art gezeigt werden, wobei Produkte der 12R-LOX bevorzugt
werden [41,42]. Neben ihrer Funktion als Hydroperoxidisomerase konnte fiir ALOXe3 auch
eine latente Dioxygenaseaktivitat, die fiir die meisten LOX die hauptsiachlich katalysierte
Reaktion darstellt, nachgewiesen werden. Diese Aktivitit zeigte sich jedoch nur nach einer
langen lag-Phase oder bei Zusatz von Hydroperoxidaktivator [43]. Somit handelt es sich bei
ALOXe3 nicht um eine typische Lipoxygenase.

Die genauen Mechanismen der epidermalen Lipoxygenase AmbLOXe aus dem Blastem der
Gliedmafie des Axolotls sind noch nicht aufgeklart. In den Studien von Menger et al. (2011)
konnte gezeigt werden, dass AmbLOXe einen positiven Effekt auf die Wundheilung zu
haben scheint. Dazu wurden Keratinocyten (HaCaT Zellen) wund humane
Osteosarkomazellen (U2-OS Zellen) mit einem Vektor, der die AmbLOXe Sequenz enthilt,
transfiziert und ihre Migration beobachtet. Dabei zeigte sich, dass die mit AmbLOXe
transfizierten Zellen eine gesteigerte Migrationsrate im Vergleich zu Kontrollen aufweisen.
Dass dies auf die Lipoxygenaseaktivitit von AmbLOXe zuriickzufithren ist, konnte durch
die Anwendung von LOX Inhibitoren bei den entsprechenden Experimenten gezeigt werden
[6]. Zusitzlich wurden in einer in vivo Studie Vollhautwunden in Méiusen mit
Mausfibroblasten behandelt, die mit AmbLOXe transfiziert waren. Dabei konnte auch eine
gesteigerte Wundheilung im Vergleich zu Kontrollen beobachtet werden [44]. Aus den
gesteigerten Migrationsraten wurde geschlossen, dass AmbLOXe einen Einfluss auf die
Proliferation und Migration von Zellen hat. Phylogenetische Analysen zeigten dabei, dass es
sich um ein Homolog von ALOXe3 zu handeln scheint [6]. Die Lipoxygenase AmbLOXe und
ihre mogliche Anwendung in der Wundheilung wurden bereits entsprechend patentiert

[45].

2.3.  Invitro Wundheilungsassay

Wundheilungsassays werden genutzt, um die molekularen Mechanismen der Wundheilung
und mogliche Therapeutika und Behandlungen genauer zu untersuchen. In den

vergangenen Jahren und Jahrzehnten wurden viele Modelle zur Untersuchung der
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Wundheilung entwickelt. Da wihrend der Wundheilung Zellen proliferieren und migrieren,
setzen Assays, die die Wundheilung untersuchen genau an dieser Stelle an. Im Rahmen der
Assays wird eine konfluente Zellschicht unter definierten Bedingungen verletzt und die
anschliefende Migration der Zellen in den verletzten Bereich beobachtet. Im Folgenden
werden einige dieser Assaymodelle exemplarisch dargestellt und ihre Vor- und Nachteile
diskutiert. Dabei wird sich jedoch auf die im Rahmen dieser Arbeit genutzten Methoden
beschréankt. Fiir zusatzliche Informationen zu weiteren Assays sei an dieser Stelle auf die

einschldgigen Review Paper verwiesen [46-48].
2.3.1. Wundheilungsassays

2.3.1.1. Scratch Assay

Das Scratch Assay nutzt eine mechanische Methode zu Verwundung einer konfluenten
Zellschicht. Dabei ist es das am haufigsten genutzt Assay im Rahmen der Wundheilung.
Dies hangt vor allem mit dem einfach anzuwendenden Protokoll zusammen und den
eingesetzten Materialien, die in jedem Standardlabor vorhanden sind. Die Zellschicht wird
im Scratch Assay mit einem scharfen Objekt (z.B. Pipettenspitze, Zahnstocher oder
Zellschaber) verletzt [49-52] (Abbildung 2.5). Das Scratch Assay ist somit oftmals die
Methode erster Wahl und Neuentwicklungen im Bereich der Wundheilungsassays werden
oftmals mit diesem Assay verglichen. Viele andere Assays bauen auch auf das Grundprinzip
des Scratch Assays auf und implementieren, zur Férderung eines hoheren Durchsatzes und
einer grofferen Reproduzierbarkeit, Automationsschritte [53-55]. Der grofite Nachteil des
Scratch Assays ergibt sich namlich durch die zumeist manuelle Durchfithrung, die zu grofien
Irregularititen der Ausgangswundgroflen fithrt. Zusétzlich kann die Beschichtung der
Zellkulturoberflache durch den Kratzvorgang beschiadigt werden [56]. Ebenfalls konnen sich
Zellen am Rand der Wundfldache akkumulieren und somit den Migrationsvorgang und die

Datenanalyse beeinflussen [57].

Andere mechanische Zellverwundungsmethoden nutzen eine Art Stempel, auf den eine
Kraft ausgeiibt wird und der dadurch die darunterliegenden Zellen verletzt [58,59]. Dabei
konnen auch unterschiedliche Muster, die sich auf dem Stempel befinden, eingebracht
werden. Auch fir diese Art von Assay stellt die manuelle Kraftausiibung auf den Stempel
den grofiten Nachteil dar, da es auch hier zu Irregularititen kommen kann. Eine zusétzliche

Erganzung zu dieser Methode stellt die thermo-mechanische Verwundung mit einem
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Stempel mit Temperaturkontrolle dar (Abbildung 2.6). Dadurch kénnen beispielsweise auch
Verbrennungen durch den Kontakt mit heiflen Oberflichen rekonstruiert werden und
differenziert werden zwischen mechanischen und thermo-mechanischen Verletzungen [60].
Ein Nachteil dieser Methode ist durch einen moglichen unkontrollierten Hitzetransfer auf
die Zellumgebung gegeben, der wiederum einen negativen Einfluss auf die

Reproduzierbarkeit haben kann.

Abbildung 2.5: Scratch Assay; eine konfluente Zellschicht wird mit einem scharfen

Gegenstand (z.B. Pipettenspitze) verletzt

D

Abbildung 2.6: Weitere mechanische Verwundungsmethoden; Nutzung eines Stempels
(links) oder eines temperaturkontrollierten Stempels (rechts) im Rahmen eines

Wundheilungsassays

2.3.1.2. Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS)

Die Impedanz bezeichnet ganz allgemein den Wechselstromwiderstand, also das Verhiltnis
der elektrischen Spannung an einem Verbraucher im Vergleich zur aufgenommenen
Stromstarke. Die Plasmamembran von Zellen wirkt isolierend, somit leiten die Zellen
elektrische Impulse nicht weiter. Besiedeln Zellen beispielsweise eine Elektrode und

adhérieren an dieser, wirkt sich das entsprechend auch auf das an dieser Elektrode
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gemessene Impedanzsignal aus: es steigt an. Mit der Electric Cell-Substrate Impedance
Sensing (ECIS) Methode lassen Verdnderung der gemessenen Impedanz-, Widerstands- und
Kapazitatswerte Riickschliisse auf Veranderungen im zelluliren Verhalten von Zellen, die
sich auf solch einer Elektrode befinden, zu. Bei dieser Methode wird der Impedanzwert einer
mit Gold tiberzogenen Elektrode als Funktion der Zeit aufgenommen. Die adhérenten Zellen
innerhalb des Wells interagieren mit der Matrix (Elektrode) und Verdnderung in dieser
Interaktion wirken sich auf das gemessene Signal aus. Dabei konnen sogar minimale
Verianderungen, beispielsweise in der Zellform durch chemische, biologische und
physikalische Einfliisse, gemessen werden. Das Grundprinzip, nach welchem die Besiedlung
von Zellen auf solch einer mit Gold bedampften Elektrode das gemessene Impedanzsignal
verdndert, konnte von Giaever und Keese erstmal 1984 nachgewiesen werden [61]. Weitere
Veroffentlichung untersuchten dieses Verhalten detaillierter und zeigten bereits erste
weiterfilhrende Anwendungen auf. Es etablierte sich schliellich der Begriff Electric Cell-
Substrate Impedance Sensing (ECIS) [62]. Darauffolgende Entwicklungen fithrten dazu, dass
das Anwendungspotential von ECIS zur Elektroporation von Zellen [63] und schlief3lich

auch zur Nutzung in Wundheilungsassays [64] erkannt wurde.

Die Messung des Impedanzsignals erfolgt bei einer Stromstirke von weniger als einem
Mikroampere. Dieses Wechselstromsignal fliet dabei zwischen der Messelektrode und
einer grofleren Gegenelektrode. Das Zellkulturmedium fungiert als Elektrolyt. Adhérieren
Zellen auf der Elektrode und verteilen sich auf dieser, behindern sie den Stromfluss
zwischen der Mess- und der Gegenelektrode. Die Messung ist dabei nicht-invasiv, da die
geringe Stromstérke die Zellen nicht beeinflusst. Ist eine konfluente Zellschicht vorhanden,
bleibt das Impedanzsignal relativ konstant, schwankt jedoch in einem minimalen
Impedanzbereich von mehreren hundert Ohm aufgrund der dynamischen Bewegung
(Micromotion) der Zellen [65]. Je nach gewéhlter Messfrequenz konnen unterschiedliche
Eigenschaften der auf der Elektrode befindlichen Zellen bestimmt werden. Bei niedrigen
Frequenzen (< 2 kHz) fliefit der Strom groftenteils an den Zellen vorbei und passiert die
Licken zwischen den Zellen. Somit konnen in diesem Frequenzbereich vor allem
Verinderungen der Zellen (Form, Grofle etc.) beobachtet werden. Bei hoheren Frequenzen
(> 40 kHz) fliefit der Strom durch die Zellen hindurch und erméoglicht so vor allem die
Besiedlung der Elektrode mit Zellen zu untersuchen. Zusatzlich existieren mathematische

Modelle, um unterschiedliche morphologische Parameter, wie beispielsweise den Abstand
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zwischen den Zellen, den Abstand zwischen Zellen und Elektrode und die Kapazitit der

Zellmembran berechnen zu kénnen [65-67].
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Abbildung 2.7: Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS); Zellen einer konfluenten

Zellschicht werden im Bereich einer Elektrode durch Anlegen eines erhohten
Stromimpulses verletzt und die Neubesiedlung der Elektrode iiber das Impedanzsignal

verfolgt

Um die ECIS Technologie fiir ein Wundheilungsassay zu nutzen, wird zunéichst das
Heranwachsen einer konfluenten Zellschicht tiber das Ansteigen des Impedanzsignals
beobachtet. Durch Anlegen eines erhéhten Stromimpulses tiber einen langeren Zeitraum
findet eine irreversible Elektroporation der Zellen auf der Elektrode statt, die schlief3lich
zum Absterben dieser Zellen fithrt (Abbildung 2.7). Diese Verwundung der Zellen im
Bereich der Elektrode kann iiber den Abfall des Impedanzsignals beobachtet werden [64,68].
Vorteile dieser Methode zur Wundheilung beinhalten vor allem die Echtzeitmessung mit der
das Zellwachstum vor und nach Verwundung, sowie die Verwundung selbst, dokumentiert
werden kann. Nachteile umfassen vor allem, dass Zelltypen, die zu starker Adhirenz neigen
(z.B. Fibroblasten und Keratinocyten) den Verwundungsprozess erschweren kénnen und
somit zu Irregularititen fithren konnen. Zusitzlich muss im Vergleich zum traditionellen
Scratch Assay spezialisiertes Equipment vorhanden sein, um die ECIS Technologie nutzen zu

konnen.

2.3.1.3. Culture-Insert Wundheilungsassay

Das im Rahmen dieser Arbeit genutzte Culture-Insert Wundheilungsassay gehort zu den so
genannten Barriere-Migrations-Assays. Es stellt kein Wundheilungsassay im klassischen
Sinne dar. Es wird keine intakte Zellschicht verletzt, sondern durch eine Barriere die

Besiedlung eines Bereiches der Zellkulturoberfliche mit Zellen verhindert. Der restliche
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Bereich wird mit Zellen besiedelt und nach Erreichen einer konfluenten Zellschicht wird die
Barriere entfernt (Abbildung 2.8). Dadurch, dass Zellen der konfluenten Zellschicht dabei

auch an die Barriere selbst adhirieren konnen, entsteht auch eine Art von ,Wundrand®.

Abbildung 2.8: Culture-Insert Wundheilungsassay; das Culture-Insert wird als Barriere
genutzt um einen Wundspalt definierter Breite zu erhalten; hat sich um die Barriere

herum eine konfluente Zellschicht gebildet, wird das Insert entfernt

Das Grundprinzip der Barriere-Assays wird schon seit mehreren Jahrzehnten genutzt. Dabei
kommen Materialien wie Teflonringe [69], Silikoneinsétze [70] oder auch andere Polymere
[71] zum Einsatz. Ein Vorteil dieser Barriere-Methoden ist, dass die Zellkulturoberfliche
nicht beschadigt wird, wie dies unter Umstédnden beim Scratch Assay der Fall sein kann
[72,73]. Zusétzlich ermoglichen die genutzten Inserts die Ausbildung einer reproduzierbaren

Wundflache und je nach Art des genutzten Inserts einen hohen Durchsatz.

Neben individuell angefertigten Einsitzen fiir Barriere-Migrations-Assays existieren auch
kommerziell verfiigbare Systeme, wie das Oris™ Zell-Migrations-Assay von Platypus, das
CytoSelect™ Wundheilungsassay von Cell Biolabs oder die Culture-Inserts von Ibidi, die in

der vorliegenden Arbeit genutzt wurden.

2.4. Inclusion Bodies: Biologisch aktive Proteinaggregate

Inclusion Bodies (IBs) sind Proteinaggregate, die seit der Einfithrung von rekombinanten
DNA-Technologien bei der heterologen Proteinproduktion in Escherichia coli beobachtet
werden konnten. Bis vor einigen Jahren wurden Inclusion Bodies jedoch als unerwiinschtes
Nebenprodukt einer heterologen Proteinproduktion in Bakterien betrachtet. Entsprechend

fehlte es auch vollkommen an der Charakterisierung dieser. Vielmehr wurde sich darauf
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konzentriert, welche Wege es ermoglichen ein heterologes Protein in 16slicher Form zu
produzieren. Dabei sei an dieser Stelle auf den Abschnitt des experimentellen Teils
verwiesen, in dem auf die Faktoren eingegangen wird, die eine loslichen heterologe
Produktion beeinflussen konnen (3.2 Losliche Produktion von rekombinanten
Lipoxygenasen). Mit der erstmaligen genauen Untersuchung und Quantifizierung der
Aktivitdt unterschiedlicher Enzyme, die sich in Inclusion Bodies befinden, wurde ein
Grundstein fiir die Nutzung von IBs als biologisch aktive Proteinaggregate gelegt. Dabei
konnte fiir manche Enzym Inclusion Bodies sogar eine hohere Aktivitat als fiir Aquivalente

l6sliche Enzyme nachgewiesen werden [74].

In der Regel weisen IBs eine Grofle zwischen 50 und 800 nm auf, kénnen leicht isoliert
werden, sind mechanisch stabil und konnen iiber einen langeren Zeitraum gelagert werden.
Zur Ausbildung von Inclusion Bodies in Bakterienzellen existieren zwei mogliche Modelle:
ein oder wenige Molekiile bilden den Ausgangspunkt der Aggregation und die Proteine
lagern sich sukzessiv an dieses Gebilde an oder es bilden sich mehrere kleinere Aggregate,
die sich zu einem grofleren Aggregat zusammenlagern [75]. Ob dieser Prozess passiv oder
aktiv stattfindet, ist noch nicht aufgeklart [76,77]. IThre genaue Architektur hiangt dabei von
dem jeweiligen Protein ab, aus welchem sich IBs formen und zusatzlich von den
Kultivierungs- und Aufreinigungsbedingungen, mit welchen die IBs gewonnen werden [78].
Insgesamt ist die Struktur von IBs sehr geordnet. Allen IBs, unabhiangig von dem Protein, ist
gemein, dass ihr Grundgeriist B-Blatt-Sekundérsturkturelemente enthilt, die fibrilldre
Strukturen mit amyloiddhnlicher Morphologie ausbilden (Abbildung 2.9). Diese Strukturen
sind besonders fiir die Stabilitat der IBs wichtig [79]. Es hat sich ein Modell etabliert, in dem
die Inclusion Bodies als ein Konstrukt beschrieben werden, dass aus dem bereits
beschriebenen amyloidalen-fibrilliren Grundgeriist (gebildet aus dem heterolog
exprimierten Protein) besteht. Dieses wird mit dem heterologen exprimierten Protein,
welches teilweise gefaltet ist, ,befullt® (Abbildung 2.9). Somit bildet ein Teil des Proteins (ca.
20 %) ein stabiles Grundgeriist aus, welches fiir ein charakteristisches Protein immer eine
bestimmte Grof3e aufweist. Ein anderer Teil liegt als teilweise gefaltetes und natives Protein
vor, das aus dem Grundgeriist herausgelost werden kann [80]. Aus diesem Grund ist der
Einsatz von IBs als so genannte Nanopills, die ein Drug Delivery System darstellen sehr
interessant. Zusétzlich ist aufgrund ihrer Stabilitat und Wiederverwendbarkeit eine Nutzung

als immobilisierter Katalysator in der Industrie denkbar.
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Abbildung 2.9: Inclusion Body Bildung; das durch das Ribosom (griin) entstehende
Polypeptid faltet sich regulir in seine native, losliche Form; die Faltung findet dabei iiber
verschiedene Intermediate statt; zwischen diesen ungefalteten und teilweise gefalteten
Intermediaten kann es zu intermolekularen Interaktionen kommen, die zur Ausbildung
eines Inclusion Bodies fithren; Oligomere mit B-Blatt-Struktur (rot) bilden dabei das

Grundgeriist und sind in allen IBs zu finden; modifiziert nach [81]

Das IBs als potentielle Drug Delivery System genutzt werden konnen, konnte bereits gezeigt
werden [82,83]. So konnte unter anderem nachgewiesen werden, dass IBs mit der
Zellmembran von Saugerzellen in Kontakt treten. Dabei dringen diese bereits zum Teil in
die Lipidschicht der Zelle ein und werden schliefilich komplett von der Zelle aufgenommen.
Innerhalb der Zelle konnen die IBs Proteine in das Zytosol abgeben und somit an

unterschiedlichen Stellen innerhalb der Zelle wirken [84].
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Neben einer Verwendung der IBs als Nanopills und immobilisierte Katalysatoren existieren
auch Protokolle zur Proteingewinnung mittels Solubilisierung und Riickfaltung der in den
IBs Dbefindlichen Proteine. Diese werden in dem entsprechenden Abschnitt des
experimentellen Teils genauer erlautert (3.3.2 Solubilisierung und Rickfaltung von

Lipoxygenasen aus Inclusion Bodies).
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3. EXPERIMENTELLE ARBEITEN

3.1.  Molekularbiologische Arbeiten

Der erste Teil der experimentellen Arbeiten umfasste die molekularbiologischen Arbeiten.
Diese dienen, durch Schaffung eines geeigneten Expressionssystems, als Grundlage fiir eine
Darstellung und Charakterisierung der Lipoxygenasen. Die molekularbiologischen Arbeiten
beinhalteten Datenbankrecherchen zur Ermittlung der Gensequenzen der Lipoxygenasen
ALOXe3 wund AmbLOXe, Optimierung dieser Gensequenzen zur heterologen
Proteinproduktion in Escherichia coli, Synthese der optimierten Sequenzen und Klonierung

der synthetisierten Sequenzen in einen Zielvektor.

Zunachst wurde eine Datenbankrecherche nach bekannten Nukleotidsequenzen der
epidermalen Lipoxygenasen ALOXe3 (Homo sapiens) und AmbLOXe (Ambystoma
mexicanum) durchgefithrt. Im Rahmen der Entdeckung der Bedeutung von AmbLOXe
(Axolotl homologue of epidermis-type amphibian epidermal lipoxygenase) fiir den Axolotl
wurde durch Menger et al. die Nukleotidsequenz fiir AmbLOXe mittels reverser
Transkription und anschlieBender Sequenzierung aufgeklart und in der NCBI Datenbank
unter der Zugangsnummer (accession number) EU814616 (Protein: ACF33515) hinterlegt [6].
Diese codierende Sequenz wurde als Grundlage fir die weiteren molekularbiologischen
Arbeiten genutzt. Fir ALOXe3 (Homo sapiens arachidonate lipoxygenase 3) sind zwei
unterschiedliche Transkriptvarianten verfiigbar (Transkriptvariante 1: NM_001165960
(Protein: NP_001159432) und Transkriptvariante 2: NM_021628 (Protein: NP_067641)). Ein
Alignment dieser beiden Varianten untereinander zeigte, dass sie sich am 5°-Ende der
codierenden DNA-Sequenz (bzw. im N-terminalen Bereich des Proteins) unterscheiden und
der codierende Bereich der Transkriptionsvariante 1 noch zusitzliche Nukleotide jenseits
der Sequenz fiir die klassischen PLAT-Doméne der Lipoxygenasen aufweist. Dieser
zusatzliche ,Uberhang® der Transkriptionsvariante 1 zeigte sich auch beim Alignment der
beiden Transkriptionsvarianten mit den Sequenzen von AmbLOXe und weiterer
Lipoxygenase Sequenzen (15-LOX: NM_001140 bzw. NP_001131 und 12-LOX: NM_000697
bzw. NP_000688). Auf Grundlage der Alignments der Nukleotid- und Aminosiuresequenzen
wurde deshalb die Transkriptionsvariante 2 von ALOXe3 fiir weitere molekularbiologische

Arbeiten herangezogen.
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Abbildung 3.1: T-Coffee-Alignment der Proteinsequenzen der Lipoxygenasen AmbLOXe
(ACF33515), ALOXe3 (NP_067641), 15-LOX (NP_001131) und 12-LOX (NP_000688);
Visualisierung des Alignments mittels BoxShade 3.21; schwarzer Hintergrund zeigt

identische Aminosiuren an, grauer Hintergrund zeigt konservative Austausche

Ein Alignment der Proteinsequenzen von AmbLOXe, ALOXe3, 15-LOX und 12-LOX wurde
mit dem Programm T-Coffee (default Einstellungen) durchgefithrt. Bei diesem nicht-
hierarchischen Alignment findet zunachst ein paarweises Alignment der Sequenzen statt.
Die daraus resultierende Bibliothek an paarweisen Alignments wird schlieflich zu einem
Gesamtalignment = zusammengefithrt  [85]. Durch  dieses  Vorgehen  bleiben
Positionsinformationen, wie beispielsweise konservierte Doménen, erhalten. Die grafische

Darstellung der Ergebnisse erfolgte mittels des Programms BoxShade. Sequenzhomologien
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wurden mit dem Outputformat RTF new, welches unterschiedliche Graustufen nutzt,

dargestellt (Abbildung 3.1).

Das Alignment hebt vor allem die Sequenzhomologien im Bereich der katalytisch aktiven
LOX-Doméne im C-terminalen Bereich der alignten Lipoxygenasen hervor. Hier befinden
sich viele charakteristische und konservierte Aminoséduren. Die individuellen Sequenzscores
der einzelnen Sequenzen im multiplen Sequenzalignment liegen zwischen 95 und 96. Dieser
Score gibt an, inwieweit die jeweilige Sequenz in das Gesamtalignment passt. Ein Wert von
100 wiirde eine komplette Ubereinstimmung darstellen. Somit stellen die Werte zwischen 95

und 96 eine hohe Ubereinstimmung der einzelnen Sequenzen mit dem Gesamtalignment

dar.

Es wurde davon ausgegangen, dass bei den natiirlich vorkommenden ALOXe3 und
AmbLOXe Enzymen keine Glykosilierungen vorliegen, da fiir diese Enzyme und dquivalente
Lipoxygenasen keine FEintragungen fiir Glykosilierungen in den entsprechenden
Datenbanken zu finden sind (Quelle: UniProt Knowledgebase (UniProtKB)). Dies ist
insbesondere wichtig, da Escherichia coli (E. coli) als Expressionsorganismus gew#hlt wurde
und E. coli zu posttranslationalen Modifikationen in diesem Umfang nicht fahig ist.
Zusatzlich besteht Grund zu der Annahme, dass beide Proteine keine Disulfidbriicken
besitzen. Auch fiir diese Annahmen wurde entsprechende Datensitze der Lipoxygenasen
und verwandter Lipoxygenase in den Datenbanken analysiert. Des Weiteren besitzen beide
Proteine eine Grofie kleiner 100 kDa. Uberschreiten Proteine diese Grofie ist eine heterologe
Produktion in E. coli zumeist nicht mehr moglich, sodass die Proteinproduktion vorzeitigt

abbricht bzw. diese Proteine in E. coli abgebaut werden [86].

Um eine 16sliche Expression der gewéhlten Gensequenzen in Escherichia coli zu erreichen,
wurde ausgehend von den oben genannten Sequenzen fiir ALOXe3 und AmbLOXe eine
Optimierung auf Grundlage der Codonnutzung in den unterschiedlichen Organismen
durchgefithrt. Zur héndischen Codonoptimierung wurde die Codonnutzung der
Ursprungsorganismen (Homo sapiens und Ambystoma mexicanum) der Codonnutzung des
Zielorganismus (Escherichia coli) gegeniibergestellt (Tabelle mit Codonnutzung:
http://www.kazusa.or.jp/codon/) und Tripletts auf Grundlage ihrer Haufigkeit ausgetauscht
(Beispiel: Wird fiir Alanin in der Originalsequenz der Code GCT genutzt (mit 27 % am
zweithaufigsten in Homo sapiens genutzt), wird dieses Triplett gegen das am

zweithaufigsten in E. coli fiir Alanin genutzt Triplett, GCC (28 %), ausgetauscht). Hierzu



3. EXPERIMENTELLE ARBEITEN 28

wurde ein VBA Tool erstellt, welches diese Austausche bei einer eingegebenen Sequenz
vornimmt und eine entsprechend optimierte Sequenz ausgibt (Abbildung 3.2). Dass solch ein
Austausch auf Grundlage der Haiufigkeiten sinnvoll ist, wurde bereits in diversen
Publikationen gezeigt [87,88]. In diesen wurde ermittelt, dass es zu keiner Verbesserung der
Loslichkeit der produzierten Proteine kommt, wenn jeweils nur die am héaufigsten genutzten
Triplets fir eine Aminosaure im Zielorganismus genutzt werden. Wird hingegen der oben
beschriebene Ansatz der ,Codon Harmonisierung” verfolgt, konnte gezeigt werden, dass die
Loslichkeit verbessert wird [87]. Dies hdangt u.a. auch damit zusammen, dass an bestimmten
Stellen der Proteinbiosynthese eine Verlangsamung bevorzugt wird, um eine korrekte
Faltung zu ermoglichen. An solchen Positionen ist dann der Einbau eines Tripletts zu
bevorzugen, das nicht hiufig genutzt wird und somit nur eine geringe Menge an

entsprechenden t-RNAs vorliegt.

A B © D E F G H J K L M N 0
1 Codonnutzung Zielorganismus C
2 ia coli (BL21(DE3)) Homo sapiens
3 Codon Aminosaure Haufigkeit Codon ¥ | Aminosdure |-t Haufigkeit |+ Codon Aminosaure Haufigkeit Codon Aminosaure Haufigkeit
4 TAA - 0,64| <> |[TGA - 0,47 ATG ™M 1 <> [ATG ™M 1
5 TGA - 027 <> |TAA - 03 AAT N 057 <—> |AAC N 0,53
6 TAG - 0,03| <-—> |TAG - 0,24 AAC N 0,43| <—-> [AAT N 0,47
7 GCG A 0,36| <> |GCC A 0,4 CCG P 061 <——> |CCC P 0,32
8 GCC A 0,28| <> |GCT A 0,27 CCA P 0,18| <——-> |CCT P 0,29
9 GCA A 0,21 <> |GCA A 0,23 CcCcT P 0,14| <> [CCA P 0,28
10 GCT A 0,15 GCG A 0,11 ccc P 0,06 CCG P 0,11
11 TGC C 0,58 TGC C 0,54 CAG Q 0,65 CAG Q 0,73
12 TGT C 0,42 TGT C 0,46 CAA Q 0,35 CAA Q 0,27
13 GAT D 0,66 GAC D 0,54 CGC R 0,4 - AGG R 0,21
14 GAC D 0,34 GAT D 0,46 CGT R 0,35 <——> |AGA R 0,21
15 GAA E 0,62| <--> |GAG E 0,58 CGG R 0,11 <-—-> |CGG R 0,2
16 GAG E 0,38 <—> |[GAA E 0,42 AGA R 0,05| <—> |CGC R 0,18
17 |\TIT F 061| <—-> |TTC F 0,54 CGA R 0,05| <—-—-> |CGA R 0,11
18 |TTC F 039| <—> |TTT F 0,46 AGG R 0,04 <—-> [CGT R 0,08
19 GGC G 041| <—-—> |GGC G 0,34 AGC S 0,25| <——-> |AGC S 0,24
20 GGT G 03| <—-> |GGG G 0,25 TCG S 02| <—-> |[TCC S 0,22
21 GGG G 0,18| <> |[GGA G 0,25 AGT S 0,16 <——> [TCT S 0,19
22 GGA G 01| <—--> |GGT G 0,16 TCcT S 0,15 <——-> |TCA S 0,15
23 CAT H 0,56| <—> |CAC H 0,58 TCC S 0,14 <—-> |AGT S 0,15
24 CAC H 0,44 <—> |CAT H 0,42 TCA S 0,11] <—> |TCG S 0,05
25 ATT I 0,48| <—-—> |ATC | 0,47 ACC T 0,47| <—-> [ACC T 0,36
26 ATC | 0,44 <—> |ATT | 0,36 ACG T 0,27| <> |ACA T 0,28
27 ATA 1 0,07| <> |ATA | 0,17 ACT T 0,14 <——-> |ACT T 0,25
28 AAA K 0,77| <—> |AAG K 0,57 ACA T 0,11 <—> |ACG T 0,11
29 AAG K 0,23| <> [AAA K 0,43 GTG v 0,43 <> |GTG \ 0,46
30 CTG L 045| <> |CTG L 0,4 GTT ) 0,25| <> |[GTC \ 0,24
31 T1G L 0,15| <> |CTC L 0,2 GTC \ 0,18 <—-> |[GTT \ 0,18
32 TTA L 0,14| <> |[TTG L 0,13 GTA v 0,14 <——> |GTA \ 0,12
33 CTC L 0,12 <—> |CTT L 0,13 TGG w 1 <—> [TGG w 1
34 CTT L 0,11 <—-> |[TTA L 0,08 TAT Y 0,69 <> |TAC Y 0,56
35 CTA L 0,03| <> |CTA L 0,07 TAC Y 0,31| <> |TAT Y 0,44

Abbildung 3.2: Screenshot des ,Codon Optimizer VBA Tools zum Austausch der
codierenden Tripletts auf Grundlage ihrer Haiufigkeiten im Ursprungs- und

Zielorganismus

Des Weiteren wurde ein Optimierungsvorschlag von GeneArt als Grundlage genutzt um mit
dem GenScript Rare Codon Analysis Tool weitere manuelle Anpassungen (u.a. Optimierung
des  GC-Gehaltes und der  Entfernung von  negativen  cis-Elementen,

Restriktionsschnittstellen sowie directed, inverted und dyat repeats) vorzunehmen.
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Neben einer Optimierung der codierenden Nukleotidsequenzen beinhalteten weitere
Uberlegungen Dbeziiglich der zu synthetisierenden Gensequenzen fiir ALOXe3 und
AmbLOXe auch die Lage eines Histidin-Tags (His-Tags) zur Aufreinigung und eine
anschlieende mogliche Abspaltung dieses Tags durch Hinzufiigen einer Schnittstelle. Dabei
musste vor allem die dreidimensionale Struktur der Zielproteine beriicksichtigt werden. Da
fir ALOXe3 und AmbLOXe selbst keine Informationen beztiglich der Struktur verfigbar
sind, wurden typische dreidimensionale Strukturen verwandter Lipoxygenasen (12-LOX
und 15-LOX) genutzt. Informationen zu diesen dreidimensionalen Strukturen wurden in der
Protein Data Bank (PDB) abgerufen und mittels PDB Protein Workshop Viewer visualisiert
(Abbildung 3.3). Dabei zeigte sich, dass eine N-terminale Positionierung des
Aufreinigungstags bevorzugt werden sollte, da das C-terminale Ende der Lipoxygenasen
mittig im katalytischen Zentrum liegt und von allen Seiten umschlossen ist. Eine C-
terminale Positionierung wire somit sowohl bei der Aufreinigung tiber dieses Tag als auch

fiir eine gewtinschte Abspaltung des Tags hinderlich.

Abbildung 3.3: Dreidimensionale Struktur einer Retikulozyten 15S-Lipoxygenase (PDB ID:
2P0M); am linken dufleren Rand ist in Pink das N-terminale Ende markiert; mittig ist in

Blau das C-terminale Ende markiert

Es gibt unterschiedliche kommerziell verfiigbare Proteasen zur Abspaltung von Tags (z.B.
Thrombin, HRV 3C Protease, TEV-Protease). In diesem Fall wurde eine Schnittstelle fiir die
TEV-Protease (Tobacco Etch Virus nuclear-inclusion-a endopeptidase) eingefiigt. Die TEV-
Protease schneidet spezifisch zwischen einem Glutamin (Q) und Serin (S) der

Erkennungssequenz (ENLYFQ-S). Somit ergibt sich als zusétzlicher Vorteil bei
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Positionierung am N-Terminus des Zielproteins, dass nach Abspaltung des Tags durch die
Protease nur eine zusitzliche Aminosdure verbleibt. Bei einer Positionierung am C-
Terminus wiirden sechs zusatzliche Aminosduren verbleiben. Zusétzlich ist die Protease des
tobacco etch virus (TEV) sequenzspezifischer als andere Proteasen [89]. Des Weiteren ist
diese Protease kommerziell erhaltlich, kann prinzipiell aber auch selbst heterolog hergestellt

werden [89].

Auf Grundlage der oben beschriebenen Codonoptimierungen und der Wahl eines Tags samt
passender Schnittstelle, wurde eine finale Gensequenz gestaltet. Die codonoptimierte
Sequenz wurde durch ein His-Tag und einer dazwischen liegenden Erkennungssequenz der
TEV-Protease am 5 -Ende der codierenden Sequenz erginzt. Zusatzlich wurde am 5'-Ende
eine Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym Ncol (mit ATG Start-Codon) und am 3’-
Ende eine Sequenz fiir das Restriktionsenzym Xhol eingefiigt. Mit Hilfe dieser
Restriktionsschnittstellen sollte die designte Gensequenz in den Vektor pET28b(+) kloniert
werden. Zwischen den einzelnen Elementen wurden zusitzlich kleine Spacer hinzugefiigt.
Bei Einfithrung dieser wurde ebenfalls beriicksichtigt, dass die anderen Elemente nicht in
ihrem Leseraster verschoben werden (Abbildung 3.4; detaillierte DNA-Sequenzen: siehe

Anhang).

GGT

Ncol RS Spacer His-Tag Spacer NEV ES ‘ Xhol RS
GAA AAT TTG
CAT CAT CAT AGC AGC

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der designten Gensequenzen; am Beginn und
Ende der designten Sequenz befinden sich Erkennungssequenzen fiir die
Restriktionsenzyme Ncol und Xhol (RS: Restriktionsschnittstelle); weitere Elemente
umfassen die optimierte Lipoxygenasesequenz (LOX), ein His-Tag wund die

Erkennungssequenz (ES) fiir die TEV-Protease

Diese designten DNA-Konstrukte wurden als Auftragssynthese vom GeneArt®
Gensynthese Service der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) hergestellt und in
dem Vektor pMK-RQ geliefert. Zur Klonierung wurden mittels der Restriktionsenzyme Ncol
und Xhol die designte Gensequenzen fiir ALOXe3 und AmbLOXe (jeweils mit



3. EXPERIMENTELLE ARBEITEN 31

Proteaseerkennungssequenz und His-Tag) aus dem Plasmid pMK-RQ herausgeschnitten.
Zusétzlich wurde der Vektor pET28b(+) mit denselben Restriktionsenzymen geschnitten
und alle drei Ansétze jeweils mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (Abbildung
3.5). Anhand ihrer Grofle (His-TEV-ALOXe3: 2210 bp, His-TEV-AmbLOXe: 1946 bp,
pET28b(+) Plasmidriickgrat: 5231 bp) konnten die gewtinschten Fragmente im Gel detektiert
werden. Nach Ausschnitt aus dem Gel wurden diese aufgereinigt und die beiden
Zielsequenzen jeweils mit dem pET28b(+) Plasmidriickgrat mittels einer T4-DNA-Ligase
verbunden. Nach Transformation in E. coli TOP10 Zellen zur Plasmidpropagation wurde aus
einer positiven Kolonie Plasmid-DNA isoliert und durch eine Auftragssequenzierung
(Eurofins Genomics, Ebersberg) tiberpriift. Dabei konnte fiir beide Klonierungen (His-TEV-
ALOXe3 in pET28b(+) und His-TEV-AmbLOXe in pET28b(+)) eine korrekte Sequenz
bestatigt werden (Vektorkarten: Abbildung 3.6). Diese iiberpriifte Plasmid-DNA wurde in
E. coli BL21(DE3) Expressionszellen transformiert und in Form von Glycerin-

Gefrierkulturen bis zur weiteren Nutzung bei -80 °C gelagert.

Bp pMK-RQ_His-TEV-AmbLOXe pET28b(+)

Abbildung 3.5: Agarosegel der elektrophoretischen Auftrennung der mit den
Restriktionsenzymen Ncol und Xhol geschnittenen Plasmide pMK-RQ_His-TEV-
AmbLOXe und pET28b(+); die Abschnitte mit His-TEV-AmbLOXe (2210 bp) und dem
PET28b(+) Plasmidriickgrat (5231 bp) sind bereits fiir die weitere Verarbeitung aus dem Gel
herausgetrennt; fiir die elektrophoretische Auftrennung von pMK-RQ_His-TEV-ALOXe3:
siehe Anhang, Abbildung A.2
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Abbildung 3.6: Vektorkarten der hergestellten Plasmide pET28_His-TEV-ALOXe3 und
pET28_His-TEV-AmbLOXe

32
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3.2.  Losliche Produktion von rekombinanten Lipoxygenasen

Escherichia coli ist einer der am hiufigsten genutzten Organismen zur heterologen
Produktion von Proteinen. Aus diesem Grund ist die Menge an Literatur, die sich mit der
Expression eines spezifischen Proteins, als auch mit den generellen Parametern fiir eine
Produktion von loslichen Proteinen in E. coli befasst, sehr umfassend. Die generellen
Limitierungen, die vor einer heterologen Produktion in E. coli beachtetet werden miissen
(zB. Grofle des Proteins und vorhandene Disulfidbriicken und posttranslationale
Modifikationen), wurden fiir ALOXe3 wund AmbLOXe bereits erortert (3.1
Molekularbiologische Arbeiten). Da fiir die beiden epidermalen Lipoxygenasen ALOXe3 und
AmbLOXe bisher keine Parameter zur loslichen Produktion in der Literatur postuliert
wurden, musste im vorliegenden Fall auf die generell zu E. coli verfiigbaren Informationen

zuriickgegriffen werden.

Faktoren, die einen Einfluss auf die Loslichkeit der produzierten Proteine haben sollen, sind
uv.a. die Codonnutzung (3.1), die Kultivierungstemperatur nach Induktion der
Proteinproduktion, der Zeitpunkt der Induktion, die Induktorkonzentration, die
Zusammensetzung des Kultivierungsmediums und die Coexpression von Chaperonen zur
Unterstiitzung der Proteinfaltung [86,90-95]. Da die in E. coli heterolog produzierten
Proteine sehr unterschiedlich sind, handelt es sich dabei nur um generelle Leitlinien und es
missen fiir jedes Protein die individuellen Parameter zur 16slichen Produktion neu bestimmt

werden.

3.2.1. Determination optimaler Kultivierungsparameter zur

loslichen Produktion von ALOXe3 und AmbLOXe

Ausgehend von den E. coli Expressionszellen BL21(DE3) mit dem Plasmid pET28b_His-TEV-
ALOXe3 sowie den BL21(DE3) Zellen mit dem Plasmid pET28b_His-TEV-AmbLOXe war ein
Ziel dieses Abschnittes jene Kultivierungsbedingungen zu finden unter welchen eine
moglichst grofle Menge an 16slichem ALOXe3 (83 kDa) bzw. AmbLOXe (74 kDa) Protein
heterolog produziert werden kann. Da es sich bei der Lipoxygenase AmbLOXe aus dem
Axolot]l um ein Homolog der menschlichen Lipoxygenase ALOXe3 handelt, wurde davon
ausgegangen, dass sich die gewonnenen Erkenntnisse fiir eine heterologe Produktion fiir
eine Lipoxygenase auf die jeweils andere iibertragen lassen. Zur Determination der

optimalen Kultivierungsparameter wurden unterschiedliche Ansétze getestet (Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: Ubersicht der Kultivierungsparameter und ihr erwarteter Einfluss auf die

heterologe Proteinproduktion

Erwarteter Einfluss auf
Kultivierungsparameter

Proteinproduktion
Expressionstemperatur Niedrige Temperaturen erhchen Loslichkeit des
Proteins
Zusammensetzung des Mediums Einfluss individuell abhidngig von Protein
Induktionszeitpunkt Einfluss individuell abhidngig von Protein
Induktorkonzentration Bei hoherer Induktorkonzentration wird mehr

Protein produziert; moglicher toxischer Effekt
von hohen Induktorkonzentrationen auf Zellen

Fir die heterologe Produktion wurden unterschiedliche Kultivierungstemperaturen
wihrend der Expression, unterschiedliche Medien (Lysogeny broth (LB)- und Terrific broth
(TB)-Medium), unterschiedliche optische Dichten bei 600 nm (ODgoo) zum Zeitpunkt der
Induktion und unterschiedliche Isopropyl-B-D-thiolgalactopyranosid (IPTG)
Konzentrationen zur Induktion der Proteinproduktion getestet. Der allgemeine
Versuchsablauf wurde dabei immer gleich durchgefithrt und nur die zu testenden Parameter
variiert. Zunachst wurde jeweils aus einer Glycerin-Gefrierkultur (der transformierten
BL21(DE3) Expressionszellen) eine Vorkultur hergestellt und auf Grundlage dieser eine
Hauptkultur angeimpft. Die Kultivierung der Hauptkultur wurde dann entsprechend den zu
variierenden Parametern durchgefithrt bzw. angepasst (Details hierzu sind den jeweiligen

schematischen Ubersichtsdarstellungen zu entnehmen).

3.2.1.1. Einfluss der Expressionstemperatur

Im vorliegenden Experiment wurde der Einfluss der Temperatur fir die AmbLOXe
Produktion getestet. Es konnte bereits fiir viele heterolog produzierte Proteine, auch
Lipoxygenasen, gezeigt werden, dass der negative Effekt der Akkumulation von
fehlgefaltetem Protein vor allem bei hohen Temperaturen stattfindet [94,96,97]. Dies ist zum
einen auf das schneller und somit unprazisere Arbeiten der Proteinbiosynthesemaschinerie
bei hohen Temperaturen zuriickzufiihren [98]. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass
die hydrophoben Interaktionen, die zur Bildung von Proteinaggregaten fiihren,
temperaturabhiangig sind [99]. Aus diesem Grund wurde fiir die Expression von AmbLOXe

angenommen, dass eine niedrigere Kultivierungstemperatur nach Induktion der
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Proteinproduktion dazu fithren koénnte, dass weniger Protein aggregiert als bei hoheren

Temperaturen.

Expressionstemperatur:

_—
37:C 375CH)
— _— R ——
\ 30°C 30°C )
Glycerin- Vorkultur
Gefrierkultur
_—
30°C 2086
Hauptkultur: Proteinproduktion:
LB-Medium, 180 rpm Induktionszeitpunkt ODgy, = 0,7
Start-ODgq, = 0,05 Induktorkonzentration: 0,2 mM IPTG

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung des Experiments zur Ermittlung des Einflusses

der Expressionstemperatur

Zur heterologen Proteinproduktion in diesem Experiment wurde ein Induktionszeitpunkt in
der mittleren log-Phase (ODgoo = 0,7) und eine mittlere Induktorkonzentration (0,2 mM
IPTG) gewdhlt. Die Kultivierung wurde in LB-Medium durchgefithrt. Dazu wurden
insgesamt drei Kultivierungsansétze mit einer Start-ODgg von 0,05 angesetzt. Einer dieser
Ansitze wurde bei 37 °C und 180 rpm inkubiert, die anderen beiden bei 30 °C und 180 rpm
(Anm.: alle folgenden Kultivierungen wurden ebenfalls, wenn nicht anders vermerkt, bei
180 rpm durchgefiihrt). Die bei 37 °C gestartete Kultur wurde auch nach Induktion bei 37 °C
weiter kultiviert. Die anderen bei 30 °C gestarteten Kulturen wurden bei 30 °C bzw. 20 °C
nach Induktion weitergefithrt (Abbildung 3.7). Es wurden sowohl direkt vor Induktion, als
auch drei Stunden nach Induktion Proben entnommen. Alle Proben fiir den Zellaufschluss
und die Analyse mittels SDS-PAGE wurden dabei so normiert, dass die gewonnenen Pellets
nach Resuspendierung in Lysispuffer einer optischen Dichte bei 600 nm (ODgo) von 15
entsprechen (Anm.: diese Normierung wurde Aaquivalent auch bei allen folgenden
Zellaufschliissen durchgefiihrt). Die Proben nach Induktion wurden mittels BugBuster® und
Ultraschall aufgeschlossen und sowohl das Gesamtlysat nach Zellaufschluss, als auch die

l6sliche und unlésliche Fraktion (getrennt durch Zentrifugation) auf ein Gel aufgetragen
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und mittels Elektrophorese ihrer Grofle entsprechend aufgetrennt (Abbildung 3.8).
Zusétzlich wurde mit einem Antikorper gegen das His-Tag ein Western Blot durchgefiihrt,

um zu Uberprifen, in welchen Proben sich AmbLOXe Protein mit His-Tag befindet

(Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.8: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; heterologe Expression von AmbLOXe in
LB-Medium; nach Induktion wurde die Expression des Proteins bei unterschiedlichen
Temperaturen fortgefiihrt; Probennahme drei Stunden nach Induktion (Proben normiert);
aufgetragen sind jeweils die Fraktionen direkt vor Induktion (vI), drei Stunden nach
Induktion (nl) (Zellen aufgeschlossen), sowie die Pellet- (P) und Uberstandfraktion (US)
nach Zellaufschluss; Negativkontrolle (neg.): BL21(DE3) + pET28b(+)-Leervektor

Eine Verringerung der Kultivierungstemperatur nach Induktion der Proteinproduktion
fithrte in diesem Fall nicht zu einer erhohten Loslichkeit des Proteins AmbLOXe (Abbildung
3.8). Mit Erhohung der Kultivierungstemperatur wurde jedoch, bezogen auf die E. coli
Menge, mehr Protein produziert. Dies hidngt vor allem damit zusammen, dass die
Proteinbiosynthesemaschinerie einer jeden einzelnen E. coli Zelle bei hdoheren
Temperaturen schneller arbeitet. In einem Western Blot mit einem Antikérper, welcher
vorhandene His-Tags detektiert, konnten Proteine mit His-Tag in den Proben nach
Induktion, sowie im Pellet nachgewiesen werden (Abbildung 3.9; die entsprechenden
mehrfachen Banden treten aufgrund der groflen Menge von eingesetztem Protein auf).
Jedoch konnte kein entsprechendes Protein in der l6slichen Fraktion nach Aufschluss der
Zellen (US) nachgewiesen werden. Somit scheint die gesamte heterolog produzierte
AmbLOXe Proteinmenge in Form von Proteinaggregaten vorzuliegen. Eine Verringerung
der Temperatur scheint somit keine Loslichkeit der heterolog produzierten Lipoxygenase

herbeizufihren.
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Abbildung 3.9: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung und Western Blot; heterologe Expression
von AmbLOXe in LB-Medium; nach Induktion wurde die Expression des Proteins bei
unterschiedlichen Temperaturen fortgefithrt; Probennahme 3 Stunden nach Induktion
(Proben normiert); aufgetragen sind jeweils die Fraktionen direkt vor Induktion (vI), 3
Stunden nach Induktion (nlI) (Zellen aufgeschlossen), sowie die Pellet- (P) und
Uberstandfraktion (US) nach Zellaufschluss; Negativkontrolle (neg.): BL21(DE3) +
PET28b(+)-Leervektor; primirer Antikorper: Penta-His aus Maus (1:5.000), sekundirer
Antikorper: Anti-Maus IgG Horseradish Peroxidase (HRP) Konjugat aus Ziege (1:10.000),
Detektion mittels 3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) Substrat

3.2.1.2. Einfluss des Mediums und des Induktionszeitpunktes

Im diesem Versuchsabschnitt wurde der Einfluss des Mediums und des Zeitpunktes der
Induktorzugabe auf die heterologe Produktion von ALOXe3 beurteilt. Dazu wurden sowohl
Kultivierungen mit TB- als auch mit LB-Medium durchgefithrt. LB-Medium ist das am
haufigsten verwendete komplexe Nahrmedium zur Kultivierung von E. coli und enthilt
Trypton (organische Verbindungen wie Vitamine und Spurenelemente), Hefeextrakt
(Peptide und essentielle Aminosiduren) und Natriumchlorid (Natriumionen fiir den
Transport und das osmotische Gleichgewicht) [100]. TB-Medium hingegen enthilt eine
groflere Menge an Trypton und Hefeextrakt. Zusiatzlich enthilt es noch Glycerin als
Kohlenstoffquelle und Kaliumphosphatsalze um den pH-Wert wihrend der Kultivierung
stabil zu halten. Dadurch, dass das TB-Medium so ein nihrstoffreiches Medium ist, kann die
Wachstumsphase verlangert werden und insgesamt eine hohere optische Dichte erreicht
werden als mit LB-Medium [101]. Welches Medium besser fiir die 16sliche Produktion eines
Proteins ist, muss fiir jedes Protein individuell bestimmt werden. Generell kann eine hohere

Gesamtzelldichte zu mehr produziertem Protein fithren. Dieses muss dann allerdings nicht
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zwangslaufig in l6slicher Form vorliegen. Des Weiteren kann es fiir die heterologe
Proteinproduktion forderlich sein, wenn eine Pufferkomponente fiir einen konstanten pH-
Wert wihrend des Zellwachstums sorgt [92]. Der Zeitpunkt der Induktion kann ebenfalls
einen groflen Einfluss auf die Loslichkeit des produzierten Proteins haben. So konnte fiir
einige Proteine gezeigt werden, dass eine Induktion wahrend der frithen log-Phase positiv
ist, fir andere wiederum eine Induktion in der mittleren oder sogar spiaten log-Phase
[96,102,103]. Da keine konkreten Annahmen tiber den moéglichen Einfluss der beiden
Faktoren, Medium und Induktionszeitpunkt, getroffen werden konnten, wurden beide

Medientypen und unterschiedliche Induktionszeitpunkte getestet.

Medium und
Induktionszeitpunkt: / 5|

> Induktionszeitpunkte ODgqy, =
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] |
—
\ / .
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Gefrierkultur s — Induktionszeitpunkte ODgy, =
08/10/13/19/29/3,2/4,5

Hauptkultur: Proteinproduktion:
30°C, 180 rpm Induktorkonzentration: 0,2 mM IPTG
Start-ODgqo = 0,05 Expressionstemperatur: 15 °C

Abbildung 3.10: Schematische Darstellung des Experiments zur Ermittlung des Einflusses

des Mediums und des Induktionszeitpunktes

Da Medien unterschiedlicher Zusammensetzung den Wachstumsverlauf der Kultivierung
sehr stark beeinflussen, wurde kein spezifischer Zeitpunkt, sondern die optische Dichte zur
Bestimmung des Induktionszeitpunktes gewahlt. Insgesamt wurden fiir jeden Medientyp
sieben ODgoo-Werte zur Induktion zwischen 0,8 und 4,5 gewéhlt (bis 4,5 fir TB-Medium und
bis 2,9 fiir LB-Medium). Die Hauptkultur wurde mit einer ODggo von 0,05 gestartet und bei
einer Temperatur von 30 °C kultiviert. Wurde der entsprechende ODgo-Wert erreicht,
wurde ein Teil der Kulturbrithe in einen neuen sterilen Schittelkolben tberfithrt und mit
0,2 mM IPTG induziert. Nach Induktion der Proteinproduktion wurde die entsprechende
Kultur weiter bei 15 °C kultiviert (Abbildung 3.10). Es wurden sowohl direkt vor Induktion,

als auch zwei Stunden und 24 Stunden nach Induktion normierte Proben entnommen. Die
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Proben vor Induktion, nach Induktion und die Pellet- und Uberstandsfraktionen nach
Zellaufschluss wurden auf einem SDS-PAGE Gel aufgetrennt (TB-Medium: Abbildung 3.11;
LB-Medium: siehe Anhang, Abbildung A.3).

Vor Induktion der Proteinproduktion (vl) | Nach Induktion der Proteinproduktion (nl)

A

OD-Wert zum Induktionszeitpunkt OD-Wert zum Induktionszeitpunkt
08 10 13 19 29 32 45|08 10 1,3 1,9 29 32 45

200 kDa
150 kDa

120 kba
100 kDa
85 kDa

70 kDa
60 kDa

50 kDa

-
-
-
-
-
-

-

40 kDa

Pellet (unlésliche Fraktion) (P) Uberstand (l6sliche Fraktion) (US)

OD-Wert zum Induktionszeitpunkt OD-Wert zum Induktionszeitpunkt
o8 10 13 19 29 32 45|08 10 13 19 29 32 45

200 kDa
150kba - ¢

120kDa

100kbDa . ) 2 o e P
85kpa ey e
70 kDa
60kDa

— — — — — i .

| = R H 1
- . .a' od v 4 : 1::‘-‘-
=0A0 I =18 == ""; R — —— — —-““.

' TR -
40kDa o -

Abbildung 3.11: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; heterologe Expression von ALOXe3 in
TB-Medium; die Induktion erfolgte bei unterschiedlichen ODgoo-Werten; Probennahme 24
Stunden nach Induktion (Proben normiert); aufgetragen sind jeweils: (A) die Fraktionen
direkt vor Induktion (vI), 24 Stunden nach Induktion (nI) (Zellen aufgeschlossen), sowie
(B) die Pellet- (P) und Uberstandfraktion (US) nach Zellaufschluss; LB-Medium: siehe
Anhang, Abbildung A.3

Die Induktion der Proteinproduktion bei unterschiedlichen ODgg-Werten zeigte, dass
optische Dichten zwischen 0,8 und 1,3 bei Kultivierung in TB-Medium (bzw. zwischen 0,8
und 1,9 in LB-Medium) am besten geeignet sind, um eine grofle Menge an heterolog
produziertem Protein zu erhalten. Bei diesen Induktionszeitpunkten waren die Intensititen
der Banden um 83 kDa bei den aufgetragenen Proben nach Induktion am grofiten

(Abbildung 3.11 und Abbildung A.3). Dies lasst sich vor allem dadurch erkliren, dass sich
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die Bakterienzellen bei diesen mittleren ODgo-Werten noch in der exponentiellen
Wachstumsphase befinden. Bei hoheren ODgg-Werten hingegen liegt 24 Stunden nach
Induktion wesentlich weniger Protein vor. Dies kann vor allem damit zusammenhangen,
dass bei hoheren Zelldichten zum Zeitpunkt der Induktion bereits weniger geldster
Sauerstoff vorliegt, ein hoherer Gehalt an Kohlenstoffdioxid vorhanden ist und zusatzlich
noch weniger Nihrstoffe vorhanden sind. All diese Faktoren tragen dazu bei, dass die
metabolische Aktivitat der Zellen und somit auch die heterologe Expression sinken [104].
Die Induktion der Proteinproduktion zwischen ODggg 0,8 und 1,3 in TB-Medium fiihrte zwar
zu einer groflen Menge an produziertem Protein, allerdings lag dies in unldslichen
Proteinaggregaten vor (unlosliche Pelletfraktion) (Abbildung 3.11). In LB-Medium (siehe
Anhang, Abbildung A.3) konnte ebenfalls bei keinem der gewahlten ODggo-Induktionswerte
eine losliche Produktion beobachtet werden. Somit scheint weder die Wahl des
Induktionszeitpunktes noch die Wahl des Medium einen Einfluss auf die Loslichkeit des

heterolog produzierten ALOXe3 Proteins zu haben.

3.2.1.3. Einfluss der Induktorkonzentration

Neben unterschiedlichen ODgg-Werten zum Zeitpunkt der Induktion wurde auch der
Einfluss der Induktorkonzentration auf die Loslichkeit von heterolog exprimiertem ALOXe3
untersucht. Dabei wurde davon ausgegangen, dass eine hohere Induktorkonzentration bis
zu einem bestimmten Wert zu einer erhohten Menge an heterolog produziertem Protein
fihrt. Allerdings kann die erhohte Induktorkonzentration einen negativen Effekt auf das
Wachstum und den Metabolismus der Zellen haben [86,105]. Des Weiteren muss eine
hohere Produktion an heterologem Protein nicht zwangslaufig auch zu einer erhéhten
Produktion an l6slichem Protein fithren. Somit ist eine konkrete Annahme iiber den Effekt
auf die Loslichkeit der Lipoxygenasen nicht moglich. Der Effekt muss individuell ermittelt

werden.

Hierzu wurden unterschiedliche Konzentrationen des Induktors bei gleichbleibendem
Induktionszeitpunkt (ODggo = 1,0) und niedriger Expressionstemperatur (15°C) in TB-
Medium getestet. Die Proteinproduktion wurde mit unterschiedlichen IPTG
Konzentrationen (0,05, 0,2, 0,5 und 1,0 mM) gestartet. Dazu wurde eine Hauptkultur bei
Erreichen der Induktions-ODgoy auf vier Schiittelkolben aufgeteilt und die
Proteinproduktion mit der entsprechenden IPTG Menge induziert (Abbildung 3.12). Die
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normierten und aufgeschlossenen Kultivierungsproben wurden iiber ein SDS-PAGE Gel

aufgetrennt (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.12: Schematische Darstellung des Experiments zur Ermittlung des Einflusses
der Induktorkonzentration
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Abbildung 3.13: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; heterologe Expression von ALOXe3 in
TB-Medium; die Induktion erfolgte mit unterschiedlichen Induktorkonzentrationen;
Probennahme 24 Stunden nach Induktion (Proben normiert); aufgetragen sind jeweils die
Fraktionen direkt vor Induktion (vI), 24 Stunden nach Induktion (nI) (Zellen
aufgeschlossen), sowie die Pellet- (P) und Uberstandfraktion (US) nach Zellaufschluss
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Eine hohere Induktorkonzentration fiithrte bis zu einer bestimmten Konzentration, in diesem
Fall 0,5 mM IPTG, zu einer gesteigerten Proteinproduktion (Intensitit der Banden nach
Induktion (nl); Abbildung 3.13). Allerdings liegt dabei der Grofiteil des produzierten Proteins
(>95 %) in unl6slicher Form (Pelletfraktion) vor, der Anteil an 16slichem Protein verdndert
sich mit steigender Induktorkonzentration nicht. Allerdings konnte auch nicht, wie in
anderen Veroffentlichungen beschrieben, ein negativer Effekt der gesteigerten
Induktorkonzentration auf das Wachstum und den Metabolismus der Zellen beobachtet
werden [86,105]. Da ab 0,5 mM keine Steigerung der Menge des heterolog exprimierten
ALOXe3 Proteins zu erkennen ist, sollte diese Konzentration aus Grunden der
Wirtschaftlichkeit und auch aufgrund eines moglichen verbleibenden toxischen Effekts
nicht iberschritten werden. Dies ist auch dann zu beriicksichtigen, wenn eine heterologe
Expression mit dem Ziel durchgefithrt wird Inclusion Bodies zu produzieren. Auch wenn in
diesem Fall die exprimierten Proteine in Aggregaten vorliegen, gibt es trotzdem qualitative
Unterschiede, vor allem beziiglich der moglichen Ausbildung von korrekten
dreidimensionalen  Strukturen innerhalb dieser = Aggregate. Werden mildere
Expressionsbedingungen (niedrigere Temperatur, niedrigere Induktorkonzentration)
gewdhlt, beeinflusst dies die Qualitit der ausgebildeten Strukturen positiv, da die

Proteinsynthesemaschinerie insgesamt langsamer und somit auch korrekter arbeitet [98].

Weder die Anpassung des Induktionszeitpunktes, noch die Anpassung der Induktormenge
fithrte zu einer 16slichen Produktion. Es konnten somit keine direkten induktionsbezogenen
Parameter bestimmt werden, die eine Produktion von loslichen Lipoxygenasen foérdern.
Ebenfalls konnte kein Einfluss der Expressionstemperatur oder des Mediums auf die
Loslichkeit der heterolog produzierten Proteine beobachtet werden. Insgesamt betrachtet
konnte keine der untersuchten Kombinationen an Kultivierungsparametern eine l6sliche,
heterologe Expression von ALOXe3 und AmbLOXe in E. coli BL21(DE3) ermdoglichen. Im
folgenden Kapitel wurde untersucht, ob eine Coexpression von Chaperonen die Loslichkeit

der Lipoxygenasen verbessern kann.
3.2.2. Heterologe Produktion von ALOXe3 unter Coexpression
von Chaperonen

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel beschreiben, kommt es bei der Produktion von

Proteinen in einem heterologen Wirt wie Escherichia coli oftmals zur Akkumulation von
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fehlgefalteten Proteinen und somit zu einer verringerten Loslichkeit dieser Proteine. Da dies
im vorliegenden Fall auch auf die epidermalen Lipoxygenasen ALOXe3 und AmbLOXe
zutrifft, mussten alternative Ansatze gefunden werden, die zu einer potenziell besseren
Loslichkeit der iiberexprimierten Proteine fithren konnten. Chaperone sind Enzyme, die an
unterschiedlichen Stellen wéahrend und nach der Proteinbiosynthese wirken und somit
forderlich fir eine korrekte Faltung der Proteine sind. Es wurde angenommen, dass die
Coexpression solcher Chaperone auch die heterolog exprimierten epidermalen
Lipoxygenasen bei der Faltung unterstiitzen konnte und somit zu einer 16slichen Produktion
dieser beitragen konnte. Aus diesem Grund wurde die Coexpression von Chaperonen fiir die
Produktion von ALOXe3 getestet. In diesem Fall wurde das Chaperon Plasmid Set der Firma
Takara Bio (Kusatsu, Japan) genutzt. Dieses Set enthalt insgesamt fiinf Plasmide, die jeweils

eine Kombination von Genen fiir unterschiedliche Chaperone enthalten (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Ubersicht iiber die auf den Plasmiden enthaltenen Gene fiir die

unterschiedlichen Chaperone sowie Angabe iiber deren Grofle in kDa

Chaperon GroES GrpE Dnaj Tf GroEL DnaK

[kDa] 10 22 40 56 60 70
Plasmid
pG-KJE8 X X X X X
pGro7 X X
pKJE7 X X X
pTfie X
pG-Tf2 X X X

Die Hitzeschockproteine DnaK, DnaJ und GrpE unterstiitzen die Proteinneufaltung bzw. die
Rickfaltung fehlgefalteter Proteine. DnaK ist dabei mafigeblich an der korrekten
Proteinfaltung beteiligt, wahrend Dna] und GrpE als Hilfsproteine fungieren und u.a. fir
das Heranfithren (DnaJ) und Entlassen (GrpE) des fehlgefalteten Proteins unter
Energieverbrauch verantwortlich sind. Der Triggerfaktor (Tf) schiitzt vor allem stark
hydrophobe Bereiche wahrend der Biosynthese und der Faltung vor der Aggregation mit
den hydrophoben Bereichen anderer Proteine. Dabei konnen auch mehrere Triggerfaktoren
an groflere, hydrophobe Bereiche binden um diese vor Aggregation mit sich selbst und mit
anderen Proteinen zu schiitzen. Die Proteine der Chaperonkombination GroEL/GroES

gehoren ebenfalls zu den Hitzeschockproteinen. GroEL ist zylinderférmig aufgebaut und
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bindet sowohl das Cochaperon GroES als auch das fehlgefaltete Protein, das anschlieBend
innerhalb des Zylinders richtig gefaltet wird. Falls eine korrekte Faltung durch den
DnaK/DnaJ-Komplex bzw. den GroEL/GroES-Komplex nicht mdglich ist, kann das
entsprechende Protein auch durch zellulire Proteasen abgebaut werden [106-109]

(Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Modell fiir die Chaperon-unterstiitzte Faltung in E. coli; Quelle: TaKaRa
Chaperone Plasmid Set User Manual

Die verwendeten Chaperon Plasmide enthalten einen Resistenzmarker fiir das Antibiotikum
Chloramphenicol. Die einzelnen Plasmide wurden jeweils mit dem pET28b_His-TEV-
ALOXE3 Plasmid zusammen in kompetente BL21(DE3) Zellen transformiert. Zellen die
beide Plasmide enthalten wurden mittels der Antibiotikakombination Chloramphenicol und
Kanamycin selektiert und von einzelnen selektierten Klonen wurde eine entsprechende

Glycerin-Gefrierkultur erstellt.
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Zur Coexpression von Chaperonen und dem Zielprotein ALOXe3 wurde eine Kultivierung
mit LB-Medium durchgefithrt. Das Medium enthalt dabei die beiden Antibiotika
Chloramphenicol und Kanamycin zur Selektion. Zu Beginn der Hauptkultivierung wurde
dem Medium zusétzlich L-Arabinose (fiir die Plasmide pG-KJES, pGro8, pKJE7 und pTf16)
bzw. Tetracyclin (fiir die Plasmide pG-KJE8 und pG-Tf2) hinzugefiigt, um die Induktion der
Chaperonexpression zu starten. Die Chaperone werden dadurch direkt mit Beginn der
Hauptkultivierung produziert, sodass diese bereits vorliegen, wenn die Produktion des
Zielproteins startet. Die Kultivierung wurde mit ODgo von 0,05 gestartet und fir drei
Stunden bei 30 °C fortgefithrt. War nach ca. drei Stunden Kultivierung eine ODgo9 von 0,7
erreicht, wurde die Proteinproduktion der Lipoxygenase ALOXe3 mit IPTG (0,2 mM)
gestartet und bei unterschiedlichen Temperaturen (15, 20, 25, 30 und 37 °C) fortgefithrt
(Abbildung 3.15). Die Zellernte von normierten Proben erfolgte 20 Stunden nach Induktion.
Anschlieflend wurden die Zellen mittels einer Kombination von BugBuster® und Ultraschall
aufgeschlossen und die einzelnen Fraktionen zur Analyse in einem SDS-PAGE Gel

aufgetrennt (Abbildung 3.16).

] ) ]
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Gefrierkultur Induktion Chaperone: Induktionszeitpunkt ODgy, = 0,7
30°C, 180 rpm Induktorkonzentration: 0,2 mM IPTG
Start-ODgy = 0,05 Expressionstemperatur:
L-Arabinose und/oder 15/20/25/30/37°C

Tetracycline zur Induktion

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung des Experiments zur Coexpression von

Chaperonen
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Abbildung 3.16: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; Coexpression von ALOXe3 (schwarz
markiert) und unterschiedlichen Chaperon-Kombinationen (rot markiert) bei 20, 25 und
30 °C; aufgetragen sind jeweils die Fraktionen direkt vor Induktion (vI), 20 Stunden nach
Induktion (nl) (Zellen aufgeschlossen), sowie die Pellet- (P) und Uberstandfraktion (US)
nach Zellaufschluss; Coexpression bei 15 und 37 °C: siehe Anhang, Abbildung A.4
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Bei Analyse der Gele mit Proben der Expressionstemperaturen 20, 25 und 30 °C zeigt sich,
dass die Kombination von Chaperonen auf dem Plasmid pKJE7 zu einer grofieren Menge an
l6slichem Zielprotein zu fithren scheint als die anderen Chaperon-Kombinationen
(Abbildung 3.16). Die Uberstandsfraktionen (US) nach Zellaufschluss zeigen fir die
Chaperonkombination pKJE7 die grofite Intensitdt im Groflenbereich von ALOXe3 (83 kDa).
Die Chaperone des Plasmids pKJE7 (DnaK, DnaJ und GrpE) unterstiitzen die
Proteinneufaltung und die Rickfaltung fehlgefalteter Proteine. Die dhnliche Chaperon-
Kombination des Plasmids pG-KJE8 (DnaK, Dna]J, GrpE, GroES und GroEL) erreichte keine
vergleichbare Menge an 16slichem Protein. Die zusétzlichen Chaperone GroES und GroEL
scheinen in diesem Fall die Menge an l6slichem Protein sogar noch zu verringern. Eventuell
kommt es in diesem Fall zu einer Proteolyse durch GroES und GroEL. Somit scheint die
Coexpression des Chaperon-Plasmids pKJE7 in diesem Fall die geeignete Form zu sein um
die Menge an 16slichem und somit auch eventuell korrekt gefaltetem Protein zu erhéhen.
Dasselbe Ergebnis lief sich aus den Gelen der Coexpression bei 15 und 37 °C ableiten (siehe
Anhang, Abbildung A.4). Die optimale Temperatur zur Expression der heterolog
produzierten Proteine liegt fiir diese Chaperonkombination bei 20 °C. Bei den hier
gemachten Riickschliissen muss allerdings beriicksichtigt werden, dass das exprimierte
Chaperon DnaK (pKJE7 und pG-KJE8) mit einer Groéfle von 70 kDa eine dhnliche Grofle
aufweist wie ALOXe3 (83 kDa). Aus diesem Grund muss mittels weiterer Analyse und
Aufreinigungen ermittelt werden, welchen Anteil ALOXe3 an den Proteinbanden im

Groflenbereich um 70-85 kDa (Abbildung 3.16) tragt.

Um den Anteil der Lipoxygenase ALOXe3 im Grof3enbereich um 80 kDa zu ermitteln, wurde
in weiteren Versuchen mit Proteingelen mit unterschiedlichen Anteilen an Acrylamid-
Bisacrylamid gearbeitet. Mit dem standardmiafig genutzten Anteil von 12 % (Abbildung
3.16) konnte keine ausreichende Auftrennung der Banden von ALOXe3 (83 kDa) und DnaK
(70 kDa) erreicht werden. Auch eine Herabsetzung des prozentualen Anteils von Acrylamid-
Bisacrylamid auf 10 bzw. 8 % (Daten nicht gezeigt) erbrachte keine bessere Auftrennung.
Daher war eine Aufldsung der Proteinbanden, um eine eventuelle Uberlagerung zu
detektieren, nicht moglich. Aus diesem Grund wurden in weiterfithrenden Experimenten
die Proben prozessiert und der losliche Anteil des Zielproteins mittels Nickel-

Affinitatschromatographie tiber das His- Tag aufgereinigt (3.2.3).
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Ergianzend zur Optimierung der Kultivierungsparameter und der Coexpression von
Chaperonen wurde untersucht, inwieweit die Wahl des Aufschlusspuffers einen Einfluss auf
die Loslichkeit haben konnte. Diese Untersuchungen zeigten allerdings, dass unabhangig
von den gewahlten Pufferkomponenten und Zusitzen keine signifikanten Unterschiede in
den Konzentrationen, der in Losung vorliegenden Proteine, zu erkennen sind (siehe
Anhang, Tabelle A.21, Abbildung A.5). Somit scheint die Wahl des Puffers wihrend der
Zelllyse keinen Einfluss auf den Anteil der in Losung befindlichen heterolog produzierten

Proteine zu haben.

3.2.3. Untersuchung der Aufreinigung von ALOXe3 und
AmbLOXe mittels Nickel-Affinitatschromatographie

Bei der Auftrennung mittels SDS-Gelelektrophorese war aufgrund der moglichen
Uberlagerung von ALOXe3 (83 kDa) und DnaK (70 kDa) keine finale Aussage dariiber
moglich, ob die Coexpression von Chaperonen zu einer loslichen Produktion von ALOXe3
fithrt oder ob es sich bei der beobachteten Bande um das Chaperon DnaK handelt. Aus
diesem Grund wurden die entsprechenden Proben mittels Nickel-Affinitidtschromatographie
aufgereinigt, um den IGslichen Anteil des Zielproteins ALOXe3 von den restlichen
Probenbestandteilen abzutrennen. Dazu wurden Proben einer Kultivierung zur Produktion
von ALOXe3 bei 20 °C unter Coexpression von pKJE7 nach Zellaufschluss aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte mittels der HisPur™ Nickel-Nitrilotriessigsdure (Ni-NTA) Spin
Columns mit einem Saulenmaterialvolumen von 0,2 mL und nach dem entsprechenden
Protokoll, das mit Puffern unterschiedlicher Imidazolkonzentrationen arbeitet (A.2.4.3). Die
wihrend des Protokolls gesammelten Fraktionen wurden anschlieBend auf einem SDS-

PAGE Gel aufgetrennt (Abbildung 3.17).

Auf dieselbe Weise wurden zusétzlich Proben einer heterologen Expression von AmbLOXe
bei 20 °C aufgereinigt und die einzelnen Fraktionen auf einem SDS-PAGE Gel aufgetrennt

(Abbildung 3.18).
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Aufreinigung tiber Ni-NTA Spin Columns

Zellaufschluss | |Waschfraktionen| Elutionsfraktionen
vi|n P Us|DF|wi w2 w3|E1 E2 E3

170 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa

40 kDa

35 kDa

Abbildung 3.17: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; Aufreinigung der Proben der
Coexpression von ALOXe3 mit pKJE7 iiber Ni-NTA Spin Columns; aufgetragen sind
jeweils die Proben vor Induktion (vI), 20 Stunden nach Induktion (nI) (Zellen
aufgeschlossen), Pellet- (P) und Uberstandfraktion (US) nach Zellaufschluss, sowie die
Fraktionen der Aufreinigung iiber die Siaule: Durchfluss (DF), Waschfraktionen (W1-W3)
und Elutionsfraktionen (E1-E3)

Aufreinigung tiber Ni-NTA Spin Columns

Zellaufschluss | | | Waschfraktionen | Elutionsfraktionen

vl | nl P Us| |DF|W1 W2 W3|E1 E2 E3

116 kDa 3 -

66kDa| —-- -l
=Ea
45 kDa =

-— g -
35koa | SN .--

Abbildung 3.18: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; Aufreinigung der Proben des heterolog
exprimierten AmbLOXe Proteins iiber Ni-NTA Spin Columns; aufgetragen sind jeweils die
Proben vor Induktion (vI), 20 Stunden nach Induktion (nl) (Zellen aufgeschlossen), Pellet-
(P) und Uberstandfraktion (US) nach Zellaufschluss, sowie die Fraktionen der
Aufreinigung iiber die Siule: Durchfluss (DF), Waschfraktionen (W1-W3) und
Elutionsfraktionen (E1-E3)
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Dabei zeigte sich, dass die Probe der Coexpression von pKJE7 kein 16sliches ALOXe3
Protein enthalt, welches an das Sdulenmaterial binden kann. Es scheint einige unspezifische
Bindungen des coexprimierten Chaperons DnaK zu geben, die aber mit dem Waschpuffer,
welcher eine geringe Menge Imidazol enthilt, entfernt werden konnten. Die aufgereinigten
Proben der heterologen Expression von AmbLOXe enthielten ebenfalls kein in Losung

befindliches AmbLOXe Protein, das an die Siaule binden konnte.

Die in 3.2.2 gemachte Hypothese zur Férderung der Loslichkeit durch Coexpression der auf
pKJE7 befindlichen Chaperone konnte somit nicht bestatigt werden. Insgesamt konnte
mittels der getesteten molekularbiologischen Parameter und Kultivierungs- bzw.
Induktionsparameter keine losliche Produktion fir die Enzyme ALOXe3 und AmbLOXe

beobachtet werden.

Aufgrund der Erfahrungen von ALOXe3 beziiglich der Coexpression von Chaperonen, die
in diesem Fall zu keiner erhohten Loslichkeit fithrte, wurde dieser Ansatz nicht weiter fir
AmbLOXe verfolgt. Vielmehr wurde in weiteren Teilen dieser Arbeit angestrebt bioaktives
ALOXe3 und AmbLOXe Enzym tber Inclusion Bodies zu gewinnen (siehe Abschnitt 3.3

Produktion und Charakterisierung von Lipoxygenasen aus Inclusion Bodies).

Um zu uberprifen, ob das exprimierte Protein jedoch eine His-Tag Verfiigbarkeit besitzt,
wurde unlosliches AmbLOXe Protein in Losung gebracht, iiber die Ni-NTA Siulen
aufgereinigt und mittels eines Antikorpers gegen das His-Tag nachgewiesen. Dazu wurde
nach Zelllyse die unlésliche Pelletfraktion in einem Puffer mit 6 M Urea und 0,25 % Triton
X-100 in Losung gebracht. Der Uberstand dieses Solubilisats wurde abgenommen und zur
weiteren Aufreinigung iiber eine Ni-NTA Saule verwendet (Abbildung 3.19, Sol). Die fiir das
darauffolgende Protokoll verwendeten Puffer (Aquilibrierungs-, Wasch- und Elutionspuffer)
enthielten kein Urea und Triton. Nach den ersten drei Elutionsschritten (Abbildung 3.19, E1-
E3) wurden dann drei weitere Elutionsschritte mit einem Urea- und Tritonhaltigem Puffer
durchgefiihrt (Abbildung 3.19, U1-U3). Die Proben wurden sowohl mittels einer SDS-PAGE
und anschlieBender Coomassiefirbung (Abbildung 3.19) als auch mittels Western Blot
(Abbildung 3.20) analysiert.
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Solubilisierung und Aufreinigung tiber Ni-NTA Spin Columns

Waschfraktionen | Elutionsfraktionen

Sol DF{ W1 W2 W3 |E1 E2 E3 Ul U2 U3

170 kDa = =
130 kDa |

100 kDa |
70 kDa q. e J

55 kDa

40 kDa S

35 kDa W

Abbildung 3.19: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; Aufreinigung der Proben des heterolog
exprimierten (3 h, 30 °C) AmbLOXe Proteins iiber Ni-NTA Spin Columns; aufgetragen sind
eine Probe des mittels Urea und Triton X-100 solubilisierten Proteins (Sol); Fraktionen der
Aufreinigung iiber die Sdule: Durchfluss (DF), Waschfraktionen (W1-W3),
Elutionsfraktionen (E1-E3) und Elutionsfraktionen mit Urea und Triton X-100 (U1-U3)

Solubilisierung und Aufreinigung tiber Ni-NTA Spin Columns

Waschfraktionen | Elutionsfraktionen
Sol DF| W1 W2 W3 |E1 E2 E3 U1 U2 U3

170 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa
40 kDa

35 kDa

Abbildung 3.20: Western Blot der Aufreinigung der Proben des heterolog exprimierten (3
h, 30 °C) AmbLOXe Proteins iiber Ni-NTA Spin Columns; aufgetragen sind eine Probe des
mittels Urea und Triton X-100 solubilisierten Proteins (Sol); Fraktionen der Aufreinigung
iiber die Saule: Durchfluss (DF), Waschfraktionen (W1-W3), Elutionsfraktionen (E1-E3)
und Elutionsfraktionen mit Urea und Triton X-100 (U1-U3)
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Durch die Solubilisierung mit Urea und Triton X-100 war es moglich das im Pellet
aggregierte Proteine wieder in Losung zu bringen (Abbildung 3.19, Sol). Da sowohl im
Durchfluss als auch in den Waschfraktionen 1 und 2 AmbLOXe Protein auf dem Western
Blot (Abbildung 3.20) nachgewiesen werden konnte, scheint die auf die Sdule applizierte
Menge zu grof3 gewesen zu sein. In der letzten Waschfraktion (W3) konnte kein Protein mit
His-Tag mehr nachgewiesen werden, somit scheint alles tberschiissige, ungebundene
Protein mit dem Waschpuffer eluiert worden zu sein. Bei der Elution mit Imidazol konnte
ein erster Teil des gebundenen Proteins eluiert werden (Abbildung 3.19 und Abbildung 3.20,
E1-E3). Ein weitaus grof3erer Teil konnte jedoch mit einer Kombination aus Imidazol, Urea
und Triton X-100 eluiert werden (Abbildung 3.19 und Abbildung 3.20, U1-U3). Mit diesem
Versuchsabschnitt konnte gezeigt werden, dass AmbLOXe in unloslicher Form produziert
und solubilisiert werden konnte. Zusitzlich konnte ein His-Tag nachgewiesen werden,
welches es ermoglichte, dass das Protein an die Sdule bindet und zusatzlich genutzt wurde

um die Proteinbanden auf einem Western Blot zu detektieren.
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3.3.  Produktion und Charakterisierung von Lipoxygenasen aus

Inclusion Bodies

In Escherichia coli heterolog exprimierte Inclusion Bodies (IBs), konnen, wenn sie Protein mit
teils korrekt gefalteten Strukturen enthalten, als Reservoir fiir die Gewinnung von aktivem
Enzym genutzt werden. Dabei konnen die Inclusion Bodies direkt eingesetzt werden oder
Protein aus diesen extrahiert und solubilisiert werden. Letzteres bedarf zumeist
aufwendigerer Protokolle, da die entsprechenden Polypeptide zunachst mittels chaotroper
Verbindungen solubilisiert werden miissen und anschliefend diese Verbindungen wieder
entfernt werden missen. Die Entfernung dieser Verbindungen verfolgt das Ziel einer
Riickfaltung (Refolding) der Proteine. All diese Schritte setzen zusétzlich ein Screening nach
den optimalen Bedingungen voraus, da die Entfernung der chaotropen Verbindungen dazu
fiihren kann, dass die solubilisierten Proteine sich nicht in ihre natiirliche Form

zuriickfalten, sondern erneut aggregieren.

Auf Grundlage der Hypothese, dass Inclusion Bodies korrekt gefaltetes Protein und somit
moglicherweise auch aktives Enzym enthalten, wurden IBs der Lipoxygenasen ALOXe3 und
AmbLOXe produziert und charakterisiert. Nachfolgend sind zunichst die Ergebnisse der
Produktion und Aufreinigung der Inclusion Bodies mit ALOXe3 und AmbLOXe Protein
dargestellt. ~ Anschliefend wurden die aufgereinigten Lipoxygenasen mittels
unterschiedlicher Protokolle solubilisiert und riickgefaltet. Diese Protokolle wurden danach
beurteilt inwieweit sich durch diese Rickfaltung dreidimensionale Proteinstrukturen
ausgebildet haben (Thermal Shift Assay). Zusétzlich wurden die prozessierten Proteine in
einem in vitro Assay zusammen mit unloslichen IBs auf Lipoxygenaseaktivitat untersucht.
Da fir die beiden Lipoxygenasen, jedoch im speziellen fir AmbLOXe, die genauen
Mechanismen ihrer enzymatischen Lipoxygenaseaktivitit noch nicht aufgeklart sind,
wurden die unloslichen IBs zusitzlich in umfassenden Wundheilungsexperimenten in der
Zellkultur untersucht. Dadurch sollte unabhingig von spezifischen enzymatischen

Aktivitdten die direkte Bioaktivitit auf die Wundheilung beurteilt werden.

Im folgenden Abschnitt wurden zundchst ALOXe3 und AmbLOXe IBs in E. coli produziert
und tber ein mehrstufiges Protokoll aufgereinigt. Zusatzlich wurden GST-GFP (griin
fluoreszierendes Protein mit Glutathion-S-Transferase Tag, 54 kDa) IBs auf die gleiche Art

und Weise produziert und aufgereinigt um als Negativkontrolle fiir die jeweiligen
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Experimente eingesetzt werden zu konnen. Aufgrund der Fluoreszenz des GFPs kann die
Verteilung der eingesetzten Inclusion Bodies bei den jeweiligen Experimenten zusitzlich

visuell tiberpriift werden.

3.3.1. Aufreinigung von Lipoxygenase Inclusion Bodies

Inclusion Bodies enthalten zum Grof3teil heterolog produziertes Protein. Dadurch kann nach
Abtrennung dieser von anderen Proteinen und Zellbestandteilen davon ausgegangen
werden, dass nahezu nur das gewiinschte Protein vorliegt. Diese Abtrennung von zelluldren
Verunreinigungen ist aufgrund ihrer Grofle und Dichte sehr gut zu realisieren. Ein
zusétzlicher Vorteil von IBs ist, dass sie weniger anfillig gegeniiber Proteolyse sind. Aus
diesen Griinden konnen sie relativ einfach isoliert werden und in weiteren Versuchen

eingesetzt werden [110].

Die Bedingungen einer optimalen Produktion von Inclusion Bodies in BL21(DE3) Zellen
wurden aus den vorherigen Experimenten zur Produktion von rekombinanten
Lipoxygenasen abgeleitet. In diesen zeigte sich, dass eine Induktorkonzentration von
0,5 mM bei Zugabe in der mittleren log-Phase des Wachstums (ODggo 0,7) zu einer groflen
Menge an heterolog produzierten Lipoxygenaseproteinen in unldslicher Form fithrt. Als
Expressionstemperatur wurde 25 °C gewéhlt. Bei dieser Temperatur ist ein ausreichendes
Wachstum der Zellen gewahrleistet, gleichzeitig arbeitet die Proteinsynthesemaschinerie bei
diesen Temperaturen langsamer und somit korrekter als beispielsweise bei 37 °C [98].
Dadurch ist die Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung von korrekten dreidimensionalen

Proteinstrukturen innerhalb der Inclusion Bodies hoher.

Das Protokoll zu Isolation und Aufreinigung der IBs von anderen Zellbestandteilen wurde in
Anlehnung an bereits existierende Protokolle durchgefithrt [111]. Die einzelnen Schritte
umfassten dabei zunachst die Produktion der Inclusion Bodies, gefolgt von einer Zelllyse auf
Basis des Enzyms Lysozym. Zusitzlich wurden Waschschritte mit Detergenzien
durchgefithrt und DNase zur Entfernung tberschissiger DNA eingesetzt. Ein weiteres
wichtiges Element dieses Aufreinigungsprotokolls sind die Zwischenschritte, mit denen auf
LB-Agar-Platten iberpruft wird, ob noch lebende Bakterienzellen vorhanden sind
(Abbildung 3.21). Da die IBs in weiteren Experimenten hinsichtlich ihrer Bioaktivitat
beurteilt werden sollen, wiaren verbleibende bakterielle Kontaminationen hinderlich, da sie

Ergebnisse entsprechender Assays nachhaltig beeinflussen koénnten. Die aufgereinigten
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Inclusion Bodies wurden zusatzlich dahingehend tiberpriift, ob sie zu Kontaminationen in der
Zellkultur fihren kénnen. Dazu wurden die in spiateren Experimenten hochste eingesetzte
Konzentration an Inclusion Bodies in Zellkulturmedium ohne Antibiotika iber mehrere Tage

bei 37 °C inkubiert und taglich auf eventuelle Kontaminationen hin tiberprift.

Produktion
Tag1 DNase Zugabe:
\ Vorkultur I :r‘r: r:iLm ft aus Glycerin-Gefrierkultur 1 ug/mL DNase
geimp Behandlung 1 mM MgSO,
l' uber Nacht, 30 °C, 180 rpm
4 l 1h,37°C, 180 rpm
ag 500 mL Zentrifugation: 15 Min, 4 °C, 15000 x g
[ Hauptkultur ‘ Start-0D: 0,05
l ca.2h,37°C, 200 rpm Pellet mit
A—— Inclusion Bodies
R . ei » nduktion mit
[ Proteinproduktion ‘ 0.5 mM IPTG l
l’ 3 h, 25 °C, 200 rpm Resuspendieren in 25 mL Puffer:
g 50 mM TrisHCI, pH 8
__________________________________ Waschen mit 550 iaLd
Isolation und Aufreinigung Detergenzien LmMECTA
Zugabe: 0,5 % Triton X-100
2 pM PMSF
3 h, 25 °C, 200 rpm
Zelllyse 100 pg/mL Lysozym i St S
[ 1 cOmplete™ Proteaseihibitor Zentrifugation: 15 Min, 4 °C, 15000 x g
2 h, 37 °C, 180 rpm Cocktail Tablette -
Umfiillen in steriles, verschlieRbares GefaR ’ Waschen mit PBS Resuspendieren in 25 mL PBS
uber Nacht, -80 °C
iiber Nacht, -80 °C Steriltest:
Tag 3 22°C(Wasserbad), auftauen |\ ___ > 100 pL auf LB-Agar,
Tag s 22 °C (Wasserbad), auftauen 37 °C, uber Nacht
. Zentrifugation: 15 Min, 4 °C, 15000 x g
Waschen mit Zugabe:
i 2 mL Triton X-100
Detergen2|en Waschen mit H,O Resuspendieren in 25 mL endotoxin
) . 2 freiem Wasser
1 h, RT, 50 rpm Steriltest: und aliquotieren Aliquotieren (1 mL bzw. 100 pL)
——————————————— > 100 uL auf LB-Agar,
iber Nacht, -80 °C 37 °C, iiber Nacht l Zentrifugation: 15 Min, 4 °C, 15000 x g
Tag4 22 °C (Wasserbad), auftauen
Aufgereinigte
el g B gdt Lagerung bei -80 °C
- nciusion bodies
Waschen mit Zugabe:
Detergenzien 125 pL Nonidet™ P-40

l’ 1h,4°C,50 rpm

Abbildung 3.21: Flie3diagramm der einzelnen Schritte zur Produktion, Isolation und

Aufreinigung von Inclusion Bodies

Wéihrend des Protokolls zur Produktion, Isolation und Aufreinigung wurden u.a. vor
Induktion (vI) und nach Induktion (nI) Proben entnommen und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (Abbildung 3.22). Zusitzlich wurden Proben der einzelnen Waschschritte iiber
eine SDS-PAGE Gel analysiert um einen eventuellen Verlust von Protein zu dokumentieren
(siehe Anhang, Abbildung A.6). Ergdnzend zu den beiden Lipoxygenasen ALOXe3 und
AmbLOXe wurden auch GST-GFP (54 kDa) Inclusion Bodies [112] nach dem gleichen

Protokoll produziert und aufgereinigt. Diese wurden als Negativkontrolle bei den
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unterschiedlichen Assays verwendet. Die Bestimmung der Konzentration an Inclusion Bodies
in den aufgereinigten Fraktionen ist mittels der meisten konventionellen Methoden, wie
beispielsweise der Messung der Absorption bei 280 nm oder der Bestimmung mittels
Bradford Reagenz, nicht moglich, da die Proteine fiir solch eine Messung in 16slicher Form
vorliegen miissen. Aus diesem Grund wurde die Proteinkonzentration der aufgereinigten IBs
tiber eine densitometrische Auswertung der auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragenen
Fraktionen bestimmt. Als Standard zur Erstellung einer Kalibrationskurve wurde Bovines

Serumalbumin (BSA) verwendet (Abbildung 3.22).

Densitometrische Bestimmung

Produktion von Inclusion Bodies aufgereinigter IBs
ALOXe3 | AmbLOXe | | GST-GFP | o & =
- = = = - <1X 2 ©
vionl P Us|vinl P US| |v o P US| |s8 58 3[3EF &
116 kDa “ -
e
66 kDa _l - S—— a

35 kDa

—_—

45kpa W : - i
' : =

-

25 kDa - -

Abbildung 3.22: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; Produktion von Inclusion Bodies und
densitometrische Konzentrationsbestimmung; aufgetragen sind jeweils die Proben direkt
vor Induktion (vI), 3 Stunden nach Induktion (nl) (Zellen aufgeschlossen), sowie die Pellet-
(P) und Uberstandfraktion (US) nach Zellaufschluss; zur densitometrischen
Konzentrationsbestimmung wurden die Inclusion Body Fraktionen (aus Waschschritt mit

25 mL H,0) 1:10 verdiinnt; als Grofienstandard diente BSA (0,04 - 0,5 mg/mL)

Die Proteine ALOXe3, AmbLOXe und GST-GFP konnten alle heterolog in Form von
unloslichen IBs exprimiert werden (Abbildung 3.22; nach Induktion (nI) und Pellet (P)). Die
unterschiedlichen Waschschritte und Prozessierungen nach Aufschluss der Bakterienzellen
ermoglichten eine Aufreinigung der Inclusion Bodies (Abbildung 3.22; Densitometrische
Bestimmungen aufgereinigter [Bs ALOXe3, AmbLOXe und GST-GFP (Proben 1:10
verdiinnt)). Insgesamt konnten basierend auf einer Kultivierungsmenge von 1L fir
ALOXe3, AmbLOXe und GST-GFP jeweils 175 mg, 171 mg und 159 mg Inclusion Bodies
aufgereinigt werden. Die Steriltests wahrend der Aufreinigungsschritte zeigten keine

Kontamination. Zusétzlich zeigte sich bei Analyse der einzelnen Waschfraktionen mittels
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SDS-PAGE, dass im Rahmen des Aufreinigungsprozesses kaum Verlust an Zielprotein

vorhanden war (siehe Anhang, Abbildung A.6).

Die Fraktionen ,nach Induktion® und die aufgereinigten Inclusion Body Fraktionen der
Lipoxygenasen ALOXe3 und AmbLOXe wurden zusatzlich mittels Fliissigchromatographie
mit Massenspektometrie-Kopplung (LC/MS) analysiert. Dazu wurde die ,Bottom-up”
Methode verwendet, bei der die aus dem Gel herausgelosten Banden/Proteine durch Trypsin
in Fragmente verdaut werden, diese iiber eine Fliissigchromatographie getrennt werden und
anschliefend auf Grundlage ihres Peptidmassenfingerprints identifiziert werden. Dabei
konnten in den jeweiligen Proben eindeutig ALOXe3 (Ubereinstimmung nach Induktion:
72,48 %, aufgereinigte IBs: 80,93 %) bzw. AmbLOXe (nach Induktion: 87 %, aufgereinigte IBs:
97,83 %) identifiziert werden. Die LC/MS Messungen wurden von der Zentralen

Forschungseinrichtung Proteomics der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt.

Zusammenfassend konnten Inclusion Bodies der Proteine ALOXe3, AmbLOXe und GST-GFP
produziert und aufgereinigt werden. Dadurch, dass Proteine in Form von IBs sehr stabil und
wenig anfillig gegeniiber dufleren Einfliissen sind, ist eine Lagerung der aufgereinigte IBs in
Pellets bei -80 °C uiber einen langeren Zeitraum (mehrere Monate) moglich. Somit stehen die
aufgereinigten Inclusion Bodies in Aliquots fir die unterschiedlichen, folgenden Versuche
zur Solubilisierung und Rickfaltung, Aktivitatsbestimmung und fir Wundheilungsassays
zur Verfiigung. Zusatzlich ist eine gute Vergleichbarkeit der Ergebnisse gegeben, da fur die
Versuche jeweils Inclusion Bodies aus den gleichen Kultivierungen und Aufreinigungen

genutzt werden konnen.

3.3.2. Solubilisierung und Riickfaltung von Lipoxygenasen aus

Inclusion Bodies

Die Gewinnung von korrekt gefaltetem Protein aus Inclusion Bodies umfasst je nach
Protokoll zwei bis drei Schritte: Solubilisierung der IBs, Riickfaltung des solubilisierten
Proteins und eventuell eine notwendige Aufreinigung des Proteins [110,113]. Fir diesen
Versuchsabschnitt wurden unterschiedliche Methoden zur Solubilisierung und Rickfaltung
getestet. Bereits bei der Aufreinigung mittel HisPur™ Ni-NTA Spin Columns konnte gezeigt
werden, dass es moglich ist AmbLOXe durch die Zugabe von 6 M Urea und 0,25 % Triton X-
100 aus einer unloslichen Fraktion zu solubilisieren (3.2.3). In diesem Fall wurde aber nur

das Ziel der Solubilisierung verfolgt und keine Riickfaltung durchgefiihrt.
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In diesem Abschnitt der experimentellen Arbeiten wurde die Solubilisierung in einem
Puffer mit 2 M Urea und einem hohen pH-Wert (pH 12) durchgefiihrt. Bei klassischen
Protokollen zur Solubilisierung von Proteinaggregaten werden zumeist sehr hohe
Konzentrationen (>5M) an chaotropen Denaturierungsmitteln (z.B. Urea oder
Guanidinhydrochlorid) oder an ionischen Detergenzien (z.B. N-Lauroylsarcosin) zur
Solubilisierung eingesetzt [114]. In vorliegenden Fall wurde keine hohe Konzentration an
Denaturierungsmittel eingesetzt, da dieses bereits korrekt ausgebildete dreidimensionale
Strukturen wieder zerstoren konnte. In Inclusion Bodies aggregierte Proteine haben hiufig
bereits einen Grof3teil ihrer Strukturen ausgebildet, da die Bildung von IBs in einer spaten
Phase des Proteinfaltungsweges stattfindet [113,115]. Urea wirkt in der hier eingesetzten
niedrigen Konzentration (2 M) nicht denaturierend und zerstort somit auch nicht bereits
ausgebildete Strukturen. Es unterbindet vielmehr die hydrophoben Wechselwirkungen der
IBs untereinander und wirkt somit unterstiitzend bei der Solubilisierung, die durch einen
hohen pH-Wert herbeigefithrt wird. Der hohe pH-Werte des Puffers (pH 12) sorgt fiir eine
Ladungsverteilung von negativer Ladung entlang des Proteins und somit fiir eine

Solubilisierung des Proteins [116].

Zur Riickfaltung der Proteine wurden anschlieBend zwei unterschiedliche Protokolle zu
Entfernung der solubilisierenden Substanzen getestet, die schrittweise Dialyse und die
Verdinnungsmethode mit anschliefender Dialyse (Abbildung 3.23). Das Entfernen der
solubilisierenden Substanzen ist ein kritischer Schritt, da ein zu ziigiges Entfernen haufig zu
Fehlfaltungen oder erneuten Aggregationen fithren kann, da freigelegte hydrophobe
Oberflachen aufeinander treffen [114,117]. Bei der schrittweisen Dialyse wird eine
mittlere Konzentration des Denaturierungsmittels als Zwischenstufe in der Dialyse genutzt.
Im vorliegenden Fall wurde diese Methode genutzt, um tber drei Dialysestufen den pH-
Wert zu senken und gleichzeitig Urea zu entfernen. Bei der so genannten
Verdiinnungsmethode wird Protein, welches in einem geringen Volumen an Puffer
solubilisiert wurde, kontinuierlich einem groflerem Volumen Puffer zugefithrt, der keine
Denaturierungsmittel enthilt. In diesem Puffer findet dann die Rickfaltung statt. Durch die
Zugabe eines kleinen Volumens solubilisierten Proteins in eine grof3e Menge Puffer soll eine
Aggregation verhindert werden, da die Aggregation eine Funktion der Proteinkonzentration
ist und je geringer die Chance ist, dass freigelegte hydrophobe Bereiche der Proteine
aufeinander treffen, bevor diese gefaltet sind, desto weniger Aggregation findet statt [114].

In diesem Experiment wurde durch die dreistufige Verdinnungsmethode der pH-Wert
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gesenkt und in einem anschliefenden Dialyseschritt Urea entfernt. Insgesamt ist die

Verdinnungsmethode mit Dialyse aufwindiger und zeitintensiver, arbeitetet jedoch mit

weniger Puffern. Beide Methoden verfolgen das Ziel, eine Ruckfaltung durch Herabsetzen

des pH-Wertes und die Entfernung von Urea zu erreichen (Abbildung 3.23).
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Des Weiteren wurde sowohl fir die Dialyse- als auch fir die Verdinnungsmethode
uberprift, inwieweit eine Zugabe von Glutathion in seiner reduzierten und oxidierten Form
und Dithiothreitol (DTT) die Ruckfaltung positiv beeinflussen kann. Fiir die Lipoxygenasen
wurde zwar angenommen, dass in der natiirlichen Form der Proteine keine Disulfidbriicken
vorhanden sind, jedoch konnte vor allem das reduzierende Glutathion unterstiitzend
wirken, falls sich bei Bildung der Proteinaggregate Disulfidbriickenbindungen gebildet

haben, die natiirlicherweise nicht vorkommen und dadurch eine Aggregation herbeifithren.

Bei beiden Methoden wurde nach jedem Zentrifugationsschritt eine Probe des Uberstandes
entnommen, welcher weiter verarbeitet und mittels SDS-PAGE untersucht wurde
(Abbildung 3.24 und Abbildung 3.25). Die Proteinkonzentrationen wurden densitometrisch
mit BSA als Groflenstandard bestimmt (Tabelle 3.4).

Solubilisierung Ruckfaltung Densitometrie

|ALOXe3 AmbLOXe |ALOXe3 AmbLOXe | BSA-Standard [mg/mL]
|1 2 1 2| |1 2 1 2| [§ &8 2 & »

o o o o
116 kDa
N T P N o -
45 kDa .- -
35kDa . a
25kDa = - -
Abbildung 3.24: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; densitometrische

Konzentrationsbestimmung der léslichen Proteinen (ALOXe3 und AmbLOXe) nach
Solubilisierung und Riickfaltung (schrittweise Dialyse); 1: Puffer mit DTT und ohne
Glutathion, 2: Puffer mit DTT und mit Glutathion (oxidiert und reduziert); als
Grofienstandard diente BSA (0,04 - 0,5 mg/mL)

Tabelle 3.3: Ergebnisse der densitometrischen Konzentrationsbestimmung bei Nutzung

von schrittweiser Dialyse zur Riickfaltung

[mg/mL] ALOXe3 1 ALOXe3 2 AmbLOXe1 AmbLOXe 2
Ausgangskonzentration 0,50 (100 %) 0,50 (100 %) 0,49 (100 %) 0,49 (100 %)
Nach Solubilisierung 0,31 (62,8%) 0,36 (71,4 %) 0,55 (113 %) 0,40 (81,7 %)

Nach Riickfaltung/Dialyse 0,04 (7,5 %) 0,01 (1,9 %) 0,18 (36,8 %) 0,20 (41,8 %)
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Mit dem Solubilisierungsschritt des Protokolls der schrittweisen Dialyse bei pH 12, 2 M Urea
und 1 mM DTT konnte fiir ALOXe3 63 (ohne Glutathion) bzw. 71 % (mit Glutathion) des
urspriinglich in Inclusion Bodies vorliegenden Proteins solubilisiert werden. Fiir AmbLOXe
konnten unter den gleichen Bedingungen sogar 100 bzw. 82 % solubilisiert werden. Im
weiteren Verlauf des Protokolls lag nach der Dialyse fiir ALOXe3 7,5 bzw. 2 % des gesamten
eingesetzten Proteins in Losung vor. Fir AmbLOXe lagen 37 bzw. 42 % der urspriinglichen

Proteinmenge 16slich vor.

Ruckfaltung | Ruckfaltung Il
Solubilisierung Verdlinnung Dialyse Densitometrie
| ALOXe3 AmbLOXe|ALOXe3 AmbLOXe |ALOXe3 AmbLOXe| | BSA-Standard [mg/mL]
[1 2 12|12 1 21 2 1 2| [88 2 8 »
116 kDa
66 kDa
45 kDa
35kDa
25 kDa
Abbildung 3.25: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; densitometrische

Konzentrationsbestimmung der léslichen Proteine (ALOXe3 und AmbLOXe) nach
Solubilisierung und Riickfaltung (Verdiinnungsmethode und Dialyse); 1: Puffer ohne DTT
und ohne Glutathion, 2: Puffer mit DTT (bei Riickfaltung) und mit Glutathion (oxidiert
und reduziert); als Groflenstandard diente BSA (0,04 - 0,5 mg/mL); Proben normiert

(bezogen auf Abbildung 3.24)

Tabelle 3.4: Ergebnisse der densitometrischen Konzentrationsbestimmung bei Nutzung

von Verdiinnungsmethode und Dialyse zur Riickfaltung

[mg/mL] ALOXe3 1 ALOXe32 AmbLOXel1l AmbLOXe 2
Ausgangskonzentration 0,50 (100 %) 0,50 (100 %) 0,49 (100 %) 0,49 (100 %)
Nach Solubilisierung 0,11(21,1%) 0,20 (39,9 %) 0,31 (64,0 %) 0,37 (75,4 %)
Nach Riickfaltung - - 0,03 (5,8 %) 0,03 (6,4 %)
/Verdiinn.

Nach Dialyse - - 0,03 (5,6 %) 0,02 (4,1 %)

Mit dem Solubilisierungsschritt des Verdiinngsprotokolls konnte weniger aggregiertes

Protein aus den IBs in Losung gebracht werden. Da bei diesem Protokoll die Zugabe von
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DTT und Glutathion erst im Rahmen der Ruckfaltung erfolgte, wurden die Proben von
ALOXe3 1 und ALOXe3 2 bzw. AmbLOXe 1 und AmbLOXe 2 jeweils im gleichen Puffer
(50 mM Tris, pH 12 mit 2 M Urea) solubilisiert. Fiir ALOXe3 konnten damit 21 bis 40 % der
urspringlichen Proteinmenge solubilisiert werden und fir AmbLOXe 64 bis 75 %, Die im
anschlieenden Protokoll in Losung befindliche Proteinmenge war fiir ALOXe3 unterhalb
des mittels Densitometrie detektierbaren Bereiches. Fiir AmbLOXe waren nach Abschluss
des Riickfaltungsprotokolls zwischen 4,1 und 5,6 % der urspriinglich eingesetzten

Proteinmenge in Losung.

Dass fir das Verdinnungsprotokoll eine kleinere Menge Protein aus den IBs solubilisiert
werden konnte, kann dabei vor allem an dem geringeren Volumen des eingesetzten
Solubilisierungspuffers und somit der héheren Konzentration von 3,5 mg/mL IBs liegen.
Beim Protokoll der schrittweisen Dialyse wurden die IBs mit einer Konzentration von
0,5 mg/mL gelost. Moglicherweise war dadurch beim Verdiinnungsprotokoll das Volumen
des Solubilisierungspuffers nicht ausreichend, um alle in IBs befindlichen Proteine
herauszulosen. Ein weiterer Aspekt konnte die zusatzliche Zugabe von DTT zum
Solubilisierungspuffer fiir die schrittweise Dialyse sein. Durch seine reduzierende Wirkung
konnten sich moglicherweise vorhanden Disulfidbriicken leichter auflésen. Die
Proteinmengen, die nach Durchfithrung des Ruckfaltungsprotokolls in Losung vorlagen,
waren fiir die dreistufige Dialyse ebenfalls wesentlich hoher als fiir das Protokoll, welches
eine Rickfaltung mittels der Verdinnungsmethode vorsieht. Bei beiden Protokollen konnte

fir AmbLOXe mehr Protein zuriickgefaltet werden, als fiir ALOXe3.

3.3.2.1. Thermal Shift Assay

Die nach den Ruckfaltungsprotokollen in Losung befindlichen Lipoxygenasen wurden
mittels eines Thermal Shift Assays (TSA) auf ihre Struktur hin untersucht. Damit sollte
herausgefunden werden, ob Interaktionen vorliegen, die auf eine korrekte Faltung der
Proteine schlieffen lassen. Das Prinzip des TSA besteht darin, dass der fluoreszierende
Farbstoff Sypro® Orange an die hydrophobe Oberfliche eines Proteins bindet. Wenn ein
gefaltetes Protein durch die Erh6hung der Temperatur (stufenweise von 25 auf 100 °C) seine
ausgebildete, dreidimensionale Struktur auflost, werden weitere hydrophobe Oberflichen
freigelegt, an welche Sypro® Orange bindet. Als Folge dieser vermehrten Bindung entsteht

ein Fluoreszenz-Peak im Diagramm (Abbildung 3.26).
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Bei allen Messungen wurde die gleiche Probenmengen (5puM Protein) eingesetzt. Die
AmbLOXe Proben nach dreistufiger Dialyse zeigten bereits zu Beginn der Messung einen
hohen Fluoreszenzwert (Abbildung 3.26). Es scheinen also entsprechend schon viele
hydrophobe Bereiche offen zu liegen. Dieser Wert sinkt mit steigender Temperatur und
vergangener Zeit. Grinde hierfir konnten der Photobleachingeffekt oder das
Zusammenlagern von hydrophoben Strukturen sein, sodass weniger Sypro® Orange bindet
[118]. Zwischen 65 und 70 °C ist ein Fluoreszenzpeak zu erkennen, dieser ist jedoch sehr
klein. Ein Teil des AmbLOXe Proteins scheint also Strukturen ausgebildet zu haben, die sich
bei dieser Temperatur auflésen, sodass Sypro® Orange an die dadurch offen liegenden
hydrophoben Bereiche binden kann. Ein entsprechender Peak ist fiir AmbLOXe bei der
Verdiinnungsmethode auch erkennbar, allerdings bei einer wesentlich hoheren Temperatur
(zwischen 85 und 90 °C). Fir ALOXe3 ist bei keiner der Proben, unabhingig von der
Rickfaltungsmethode, ein Peak erkennbar. Somit scheinen sich fiir ALOXe3 keine

dreidimensionalen Strukturen ausgebildet zu haben.

A ——ALOXe3-1 ——ALOXe3-1
1,0 Hrreven., ALOXe3 - 2 1,0 4eves, ALOXe3 -2
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Abbildung 3.26: Thermal Shift Assay fiir die Riickfaltung mittels Dialyse (A) und fiir die
Riickfaltungskombination aus Verdiinnungsmethode und Dialyse (B); dargestellt ist die
relative Fluoreszenz bezogen auf den hochsten ermittelten Wert; Dialyse (A): 1: Probe mit
DTT und ohne Glutathion, 2: Probe mit DTT und mit Glutathion,
Verdiinnugsmethode/Dialyse (B): 1: Probe ohne DTT und ohne Glutathion, 2: Probe mit
DTT und mit Glutathion; die Peaks sind durch einen Pfeil gekennzeichnet

Zusammenfassend bietet die Solubilisierung (0,5 mg/ml IBs) mit einem Tris-haltigem Puffer
bei einem hohen pH-Wert (pH 12) und unter Zusatz von 2 M Urea und DTT in Kombination
mit einer Riickfaltung uiber eine dreistufige Dialyse eine gute Moglichkeit 16sliches Protein

zu erhalten. Insbesondere fiir AmbLOXe konnten dadurch 40 % der urspringlich in IBs
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vorliegenden Proteine auch nach Entfernung der denaturierenden Bedingungen in Losung
gebracht werden. Der Einsatz von Glutathion hat sich dabei als nicht forderlich
herausgestellt. Somit scheinen keine natiirlichen Disulfidbriickenbindungen vorzuliegen,
welche gespalten und erneut richtig zusammengefithrt werden miussen. Die Ausbildung
eines hydrophoben Kerns und somit einer wirklich korrekten Faltung der Proteine konnte
mittels des TSA fiir keines der Protokolle eindeutig nachgewiesen werden. Allerdings deutet
der Fluoreszenzpeak zwischen 65 und 70 °C nach dreistufiger Dialyse fiir AmbLOXe darauf
hin, dass sich teilweise Strukturen mit einem hydrophoben Kern ausgebildet haben. Diese
Solubilisierungs- und Riickfaltungsmethode liefert somit eine gute Ausgangslage fiir weitere
Untersuchungen und Optimierungen. Um eine mogliche korrekte Rickfaltung
nachzuweisen wurde im folgenden Kapitel zusitzlich die Lipoxygenaseaktivitit der in
Losung befindlichen Proteine untersucht und mit der Lipoxygenaseaktivitit von Proben

anderen Ursprungs verglichen.

3.3.3. Lipoxygenase Assay (LOX Assay)

Der genaue Reaktionsmechanismus der epidermalen Lipoxygenasen AmbLOXe ist bisher
noch nicht aufgeklart. Fir die epidermale Lipoxygenase ALOXe3 wird angenommen, dass
sie an der Oxidation von linolsdurehaltigen Ceramiden der Haut beteiligt ist. Dabei wird die
Annahme postuliert, dass ALOXe3 vor allem als Hydroperoxidisomerase fungiert, also
Hydroperoxide in Epoxyalkohole umwandelt [41-43]. Aufgrund der Sequenzidentitidten von
ALOXe3 und AmbLOXe mit 12-LOX und 15-LOX (3.1) wurde ein Assay zur Bestimmung der
Lipoxygenaseaktivitit von 15-LOX genutzt, um mogliche Aktivititen von ALOXe3 und
AmbLOXe nachzuweisen. Das Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay Kit (Cayman
Chemical, Ann Arbor, USA), welches normalerweise zur Detektion von Inhibitoren genutzt
wird, wurde entsprechend in seiner Durchfithrung angepasst (keine Inhibitorzugabe,
Anpassung des Volumens). Als Substrat in diesem Assay dient Arachidonsidure. Die von
Lipoxygenasen katalysierte Addition von molekularem Sauerstoff an das cis,cis-1,4-
Pentadien-System dieser Fettsdure wird in dem Assay iiber das entstehende Hydroperoxid
bestimmt. Dieses Hydroperoxid kann aufgrund seiner Reaktion mit einem Chromogen und

des daraus resultierenden bei 495 nm absorbierenden Farbstoffes detektiert werden.

Das Assay wurde dazu genutzt die Lipoxygenaseaktivitat von Proben zu untersuchen, die
mittels unterschiedlicher Verfahren gewonnen wurden. Es wurde die Aktivitit von

Lipoxygenase Inclusion Bodies in Zelllysaten bestimmt. Diese wurden bei unterschiedlichen
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Expressionstemperaturen  produziert ~ und  anschlieBend  mit  verschiedenen
Aufschlussmethoden aus den Zellen gewonnen. Weitere Proben entstammen der im
vorherigen Kapitel beschriebenen Solubilisierungs- und Ruckfaltungsversuche. Als dritter
Ansatz wurde die Aktivitdit von Proteinen untersucht, die durch eine geringe, nicht-
denaturierende Konzentration von N-Lauroylsarcosin aus aufgereinigten Inclusion Bodies
extrahiert wurden. Im Rahmen dieses Ansatzes wurden zusitzlich die aufgereinigten IBs

selbst auf eine mogliche Aktivitat hin untersucht.

Zusammenfassend wurden mit dem LOX Assay Proben vermessen, die mittels folgender

Verfahren gewonnen worden sind:

o Zelllysate (mit IBs) produziert bei unterschiedlichen Expressionstemperaturen und mit

unterschiedlichen Zellaufschlussmethoden gewonnen
e Aus IBs solubilisiertes und im Riickfaltungsprotokoll prozessiertes Protein
e Aus IBs mit N-Lauroylsarcosin extrahiertes Protein

e Aufgereinigte Inclusion Bodies

Die im LOX Assay analysierten Zelllysate wurden bei Expressionstemperaturen von 25 und
30 °C kultiviert und anschliefend mittels unterschiedlicher Methoden (BugBuster®,
Ultraschall und French Press) aufgeschlossen. Eine densitometrische Auswertung der
Proben zeigte keine Unterschieden bei den Konzentrationen der produzierten bzw. aus den
Zellen herausgelosten Inclusion Bodies. Ebenfalls konnten keine Aktivititen mit dem LOX
Assay fur diese Proben detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Daher kann auch keine
Aussage dartiber getroffen werden, ob einer der gewihlten Expressionstemperaturen bzw.
Aufschlussmethoden zu Inclusion Bodies fuhrt, die eine hohere Aktivitit aufweisen. Da die
untersuchten Proben vor Bestimmung der LOX Aktivitit keinen weiteren
Aufreinigungsschritten unterzogen wurden, konnten in diesem Fall auch Storstoffe in den
Zelllysaten dafiir verantwortlich sein, dass keine Aktivitat ermittelt werden konnte. So
konnen beispielsweise Peroxidasen die Konzentration des synthetisierten Hydroperoxides
beeinflussen. Daher scheint das LOX Assay nur in geringem Mafle fur die

Aktivitatsbestimmung in Zelllysaten geeignet.

Die im vorangegangenen Kapitel solubilisierten und riickgefalteten Lipoxygenasen ALOXe3
und AmbLOXe wurden ebenfalls mit dem Lipoxygenase Assay auf ihre Aktivitit untersucht.

Dabei konnte keine Aktivitiat ermittelt werden (Daten nicht gezeigt). Dies lasst darauf
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schlieffen, dass durch das Riickfaltungsprotokoll kein Protein entstanden ist, dass das im
LOX Assay eingesetzte Substrat umsetzen kann. Dies kann damit zusammenhéngen, dass
ALOXe3 und AmbLOXe moglicherweise gar keine Aktivitit fir die Umsetzung von
Arachidonséure haben. Es kann auch bedeuten, dass die Riickfaltung gar nicht oder nicht im
erwarteten Umfang und vor allem nicht im katalytischen Zentrum stattgefunden hat. Dieses
Ergebnis deckt sich mit den Ergebnissen des Thermal Shift Assays. Dort konnte keine

korrekte Faltung der Proteine detektiert werden.

Abschliefend wurden Proben untersucht, in denen sich Protein befindet, das mittels
Extraktion aus IBs gewonnen wurde. Neben dem Extrakt wurde im Rahmen dieses
Versuches auch die Aktivitat der aufgereinigten IBs getestet. Die Extraktion wurde mit
einem Puffer mit 0,2 % des Detergenz N-Lauroylsarcosin unter nicht-denaturierenden
Bedingungen durchgefiithrt [78,119,120]. AnschlieBend wurde die Aktivitat der gesamten IB
Fraktion und die Aktivitit des extrahierten Proteins (Fraktion nach Zentrifugation)
bestimmt. Als Negativkontrolle dienten aufgereinigte und ebenfalls mittels des Detergenz
N-Lauroylsarcosin extrahierte Proteine aus Inclusion Bodies des griin fluoreszierenden
Proteins (GST-GFP). Die einzelnen Fraktionen (Gesamtfraktion, sowie Uberstand und Pellet
nach Zentrifugation) wurden auf einem SDS-PAGE Gel aufgetrennt und in ihrer

Konzentration bestimmt.

Extraktion Densitometrie
|AmbLOXe | ALOXe3 | GST-GFP | BSA-Standard [mg/mL]
[iBs P Us|iBs P Us|is P Us 2 ® o 8 m

o o o o o

116 kDa = —

ios [ e ] ERPp——

45kpa ™ -
35kDa e -
25kDa —
Abbildung 3.27: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; densitometrische

Konzentrationsbestimmung der loslichen Proteine (AmbLOXe, ALOXe3 und GST-GFP)
nicht-denaturierender Solubilisierung mit N-Lauroylsarcosin; aufgetragen sind jeweils die
Proben Inclusion Bodies gesamt (IBs, 1:10 verdiinnt), unlosliche Pelletfraktion nach
Solubilisierung (P; 1:10 verdiinnt) und die lésliche Uberstandfraktion nach Solubilisierung

(US; unverdiinnt); als Grofienstandard diente BSA (0,04 — 0,5 mg/mL)
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Mit dieser nicht-denaturierenden Extraktionsmethode konnte nur eine sehr geringe Menge
an ALOXe3 und GST-GFP herausgelost werden. Die Menge an extrahiertem AmbLOXe
Protein war unterhalb der densitometrischen Nachweisgrenze (Abbildung 3.27). Fur
ALOXe3 und GST-GFP sind jeweils 0,03 mg/mL Protein fiir das Extrakt ermittelt worden,
dies entspricht in beiden Fallen ca. 1 % der eingesetzten Proteinmenge. Allerdings liegen die
ermittelten Werte auch am unteren Rand der densitometrischen Nachweisgrenze. Insgesamt

konnte keine groflere Menge an Protein mit N-Lauroylsarcosin aus den IBs isoliert werden.
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Abbildung 3.28: Lipoxygenase Assay der Extraktion mit N-Lauroylsarcosin;
Gesamtfraktionen (IBs gesamt) und mittels N-Lauroylsarcosin extrahiertes Proteine

(Extrakt.); dargestellt sind die absoluten mittleren Absorptionen

Im LOX Assay konnte fiir die AmbLOXe IB Gesamtfraktion eine sehr geringe Absorption
ermittelt werden (Abbildung 3.28). Da der Absorptionsmittelwert eine sehr hohe
Standardabweichung besitzt und im Vergleich zur Positivkontrolle sehr gering ausfillt, ist es
fraglich, ob direkte Riickschliisse auf die Aktivitit von AmbLOXe IBs gezogen werden
konnen. Fiir die anderen Proben konnte nur sehr geringe Absorptionswerte ermittelt
werden, die zu vernachlidssigen sind. Eine erneute Durchfithrung der Messung fiir die
AmbLOXe IBs fithrte zu vergleichbaren mittleren Absorptionswerten (AmbLOXe IBs
gesamt: 0,026 + 0,002). Somit konnte moglicherweise eine 15-LOX Aktivitat fir AmbLOXe

vorliegen.
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Insgesamt konnten mit dem Lipoxygenase Assay jedoch keine signifikanten Aktivitaten fir
die untersuchten Proben nachgewiesen werden. Dies kann daran liegen, dass entsprechende
Aktivitdten nicht vorliegen oder diese durch andere Stoffe gestért werden (dies kann
insbesondere bei den Zelllysatproben der Fall sein). Andererseits wurde angenommen, dass
das Assay, welches fiir das Screening fiir Inhibitoren der 15-Lipoxygenase gedacht ist, auch
aquivalent fur die Aktivitatsbestimmung von ALOXe3 und AmbLOXe verwendet werden
kann. Da keine signifikante enzymatische Aktivitat fiir die Lipoxygenasen mit diesem Assay
detektiert werden konnte und die genauen enzymatischen Mechanismen, insbesondere von
AmbLOXe, noch nicht vollstandig aufgeklart sind, wurde im Folgenden ein anderer Weg zur
Charakterisierung der Lipoxygenasen gewdhlt. Dazu wurde in verschiedenen in vitro

Wundheilungsassays die Bioaktivitat der Lipoxygenase Inclusion Bodies bestimmt.

3.3.4. In vitro Wundheilungsassays

Im folgenden Kapitel wird auf die Beurteilung der Wundheilungseigenschaften der
Lipoxygenasen ALOXe3 und AmbLOXe eingegangen. Da die Mechanismen der Aktivitait
der beiden Lipoxygenasen ALOXe3 und AmbLOXe noch nicht im Detail bekannt sind und
somit eine direkte Enzymaktivititsbestimmung schwer ist, bieten in witro
Wundheilungsassays eine gute Moglichkeit die Bioaktivitat dieser beiden Enzyme genauer
zu beleuchten. Im vorliegenden Fall sollte die Bioaktivitit der in Inclusion Bodies
befindlichen Lipoxygenasen untersucht werden. Dazu wurden die IBs auf unterschiedliche
Weise in die Versuchsabldufe der Wundheilungsassays eingebunden. Die [Bs wurden
einerseits zur Beschichtung der Zellkulturoberfliche genutzt, bevor die Zellen fiir ein
Wundheilungsassay darauf angesiedelt wurden. Andererseits wurde auch eine direkte
Zugabe der IBs zum Zellkulturmedium nach Verwundung getestet. In den Experimenten
wurden sowohl NiH-3T3 Fibroblasten als auch HaCaT Keratinocyten eingesetzt. Diese
beiden Zelltypen eigenen sich besonders, um die Bioaktivitit der Lipoxygenasen zu
beurteilen, da Fibroblasten und Keratinocyten an den natiirlichen Wundheilungsvorgangen
der Haut beteiligt sind. Daher ist anzunehmen, dass eine Bioaktivitat der Inclusion Bodies in
der Wundheilung mit diesen beiden Zelltypen nachzuweisen ist. Als Wundheilungsassays
wurden das Electric Cell-Substrate Impedance Sensing Assay (ECIS Assay), das Scratch Assay

und das Culture-Insert Wundheilungsassay genutzt.

Allgemein beinhalten Wundheilungsassays folgende Grundschritte: Wachstum einer

konfluenten Zellschicht, Verletzung der Zellschicht, Beobachtung des Heilungsprozesses
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und Datenaufnahme, sowie Datenauswertung. Die drei in dieser Arbeit genutzten
Wundheilungsassays arbeiten dabei mit ganz unterschiedlichen Ansétzen (Abbildung 3.29).
Bei der ECIS Methode werden Wells mit einer Elektrode genutzt, um die Bildung einer
konfluenten Zellschicht, sowie die Migration von Zellen nach Verletzung iiber das
Impedanzsignal dieser Elektrode zu dokumentieren. Die Verwundung selbst erfolgt tiber das
Applizieren einer starken Stromspannung an der Elektrode. Weiterhin wurde das weit
verbreitete Scratch Assay verwendet. Dieses zeichnet sich vor allem dadurch aus, dass es ein
sehr einfaches Protokoll ist, welches mit in jedem Labor vorhandenen Equipment
durchgefithrt werden kann. Fir dieses Assay wird mit einem scharfen Gegenstand (z.B.
einer Pipettenspitze) eine konfluente Zellschicht verletzt und anschliefend die
Wundheilung tiber Mikroskopiebilder dokumentiert und beurteilt. Abschliefend wurden
Culture-Inserts fir ein Wundheilungsassay eingesetzt. Die Nutzung von Silikon Culture-
Inserts stellt kein Wundheilungsassay im klassischen Sinne dar. Vielmehr bilden die Silikon
Inserts, die sich in der Mitte eines Wells befinden, eine Barriere, sodass ein definierter
Bereich der Zellkulturoberfliche nicht mit Zellen besiedelt wird. Hat sich eine konfluente
Zellschicht gebildet, wird das Insert entfernt und es entsteht ein ,Wundspalt® mit einer

definierten Breite.

Konfluente Verletzung der Heilungsprozess und ORIEHEUSWERR
Zellschicht Zellschicht Datenaufnahme &

* NiH-3T3 * Stromspannung * Impedanzsignal * MRI Wound Healing
Fibroblasten * Scratching * Video- und Tool

* HaCaT * Entfernung Insert Bildaufnahmen * Excel / Origin

Keratinocyten

Abbildung 3.29: Ubersicht iiber den allgemeinen Ablauf von Wundheilungsassays und

Beispiele fiir die in dieser Arbeit genutzten Methoden

Die dargestellten Wundheilungsassays unterscheiden sich in ihrer Durchfithrung und ihrer
Verwundungsart. Jedoch wurde bei allen Assays nach Erreichen einer konfluenten
Zellschicht das Standardmedium mit 10 % Fotalem Bovinem Serum (FBS) gegen ein
Hungermedium mit 1% FBS ausgetauscht. Dies sollte ermdglichen, im Rahmen der
Wundheilungsassays moglichst nur jene Migration und Proliferation zu messen, die der
Wundheilung zugeordnet werden kann und nicht jene, die aufgrund der normalen

Zellproliferation stattfindet.



3. EXPERIMENTELLE ARBEITEN 70

Im néachsten Kapitel wird zunéchst in einem kurzen Exkurs auf den kritischen Schritt der
Auswertung der mikroskopischen Aufnahmen der Wunden in Wundheilungsassays genauer
eingegangen, der in diesem Fall in Form des Image] MRI Wound Healing Tools gelost werden
konnte. Anschlielend werden die Ergebnisse der einzelnen Wundheilungsassays dargestellt

und diskutiert.

3.3.4.1. ImageJ MRI Wound Healing Tool

Die Datenauswertung stellt bei vielen naturwissenschaftlichen Versuchen neben der
eigentlichen Versuchsdurchfithrung einen duflerst kritischen Schritt dar. Fir die meisten
Wundheilungsassays beinhaltet dieser Schritt die Auswertung von Mikroskopiebildern. Auf
diesen muss zumeist die Grofle der Wundfliche bzw. der Abstand der Wundrander
voneinander bestimmt werden. Eine manuelle Datenauswertung ist dabei sehr
zeitaufwendig, fehleranfillig und subjektiv. Aus diesen Griinden sind Methoden zu
bevorzugen, die eine automatisierte und somit vergleichbare Auswertung der Daten

ermoglichen.

Abbildung 3.30: Beispiele fiir die Erfassung der Wundrinder (blau) mit dem MRI Wound
Healing Tool Macro in Image]

Zur Auswertung der Mikroskopiebilder des Scratch Assays und des Wundheilungsassays mit
Culture-Inserts wurde in der vorliegenden Arbeit das MRI Wound Healing Tool Macro fur
Image] verwendet (Abbildung 3.30). Vor Detektion der Wundrander durch das
Wundheilungstool wurden alle Bilder im Programm Image] in 32-bit Graustufenbilder
umgewandelt. Als Parameter wurden die entsprechenden Default Parameter verwendet
(Method: Variance, Variance Filter Radius: 10, Threshold: 50, Radius open: 4, Min size: 10.000).
Der Varianz-Filter-Radius ist dabei jener Radius, der als Filter angewendet wird, um die mit
Zellen bewachsenen Bereiche von jenen ohne Zellen zu trennen. Der Radius muss

entsprechend grof3 gewahlt werden, sodass die Varianz, die durch Zellen entsteht, von jener
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unterschieden werden kann, die durch das allgemeine Rauschen im Bild entsteht. Er sollte
allerdings nicht allzu grofl gewahlt werden, um die Berechnungszeiten nicht zu verlangern.
Das aus dem Varianz-Filter resultierende Bild wird auf Grundlage des gew#hlten Tresholds
in eine Maske umgewandelt. Der Radius open Wert wird zusatzlich genutzt, um kleinere
Locher in der konfluenten Zellschicht zu schlieflen. Dieser darf gleichzeitig aber nicht zu
grofy gewahlt werden, da sonst kleinere Wundflachen nicht mehr erkannt werden. Die Min
size gibt jene Grofle an, die eine zellfreie Fliche mindestens haben muss, um als solche
erkannt zu werden. Die vom Programm gemachten Angaben zur Grofle der Wundflache
erfolgen in Pixel und werden vom Programm direkt nach Ausfithrung des Macros
ausgegeben. Die weitere Prozessierung der Daten erfolgt anschlieBend in externen

Datenverarbeitungsprogrammen (z.B. Microsoft© Excel oder OriginPro®).

3.3.4.2. Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS) mit NiH-3T3
Fibroblasten und HaCaT Keratinocyten

Mit der Electric Cell-Substrate Impedance Sensing (ECIS) Technologie kann die Adhérenz von
Zellen auf einer Elektrode in einem Well iiber die gemessenen Impedanz-, Widerstands- und
Kapazitatswerte beobachtet werden. Dies ist aufgrund der isolierenden Wirkung der
Plasmamembran der Zellen moglich. Neben der Adhédrenz konnen zusitzlich
Veranderungen im zelluliren Verhalten detektiert werden. Bei Verwendung der ECIS
Technologie in einem Wundheilungsassay erfolgt die Messung bei geringer Stromstarke
und hoher Frequenz. Zur Durchfithrung der Wundheilungsassays wurden ECIS Arrays mit
acht Wells benutzt, die jeweils eine einzelne lineare Messelektrode mit einer Linge von

667 pm und Breite von 150 pm enthalten (Typ-Bezeichnung: 8W2LE PET) (Abbildung 3.31).

In Vorarbeiten zur ECIS Technologie fiir ein in vitro Wundheilungsassay mit Inclusion Bodies
im Rahmen dieser Arbeit musste zunachst bestimmt werden, inwieweit und in welchen
Aussaatdichten sich NiH-3T3 Fibroblasten und HaCaT Keratinocyten fiir solch ein Assay
eignen. Nach Testung unterschiedlicher Aussaatdichten und unterschiedlichen Zeitpunkten
und Verletzungsmodi fir NiH-3T3 Zellen zeigte sich, dass diese eher ungeeignet fiir die
vorliegenden Experimente sind. Die Fibroblasten weisen nicht nur eine grofie Adhédrenz zur
Zellkulturoberflache auf, sondern auch die jeweiligen Zellen zueinander. Dadurch bildet
sich bereits bei geringen Zellaussaatdichten und kurzen Wachstumsphasen ein
zusammenhéngender Zellrasen aus NiH-3T3 Zellen. Bei Verwundung durch Anlegen einer

Spannung losten sich bei den ECIS Experimenten daher immer unterschiedlich grofle
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Bereiche an Fibroblastenzellen ab. In vielen Féllen loste sich nur ein Teil der auf der
Elektrode befindlichen Zellen ab. Eine erneute Verwundung war danach nicht mehr
moglich, da zur Verwundung mittels Anlegen einer Spannung eine durchgingige,
konfluente Zellschicht nétig ist. Zellen und Zellfetzen verblieben auf der Elektrode und das
Impedanzsignal konnte nicht auf den Ausgangswert zuriickfallen. Somit konnten keine
uniformen Ausgangsbedingungen geschaffen werden. Dieses Phanomen zeigte sich bei allen
durchgefithrten ECIS Experimenten mit NiH-3T3 Zellen, unabhéngig von den eingesetzten
Zellmengen, Wachstumszeiten und Verletzungsmodi. Dass Fibroblasten fiir ein
Wundheilungsassay unter Nutzung der ECIS Technologie weniger geeignet sind, wurde
bereits in der Literatur postuliert [64]. Dort wird ebenfalls vermutet, dass die Zellen sich
nach Verwundung nicht komplett von der Elektrode ablésen und dadurch das Signal nicht
auf seinen Ausgangswert abfillt. Zusitzlich verhindern diese toten Zellen, dass neue,
migrierende Zellen die Fliache der Elektrode komplett besiedeln konnen, wodurch das Signal

nicht wieder auf jenes einer komplett bewachsenen Elektrode ansteigen kann.

Abbildung 3.31: 8W2LE PET ECIS Array mit einer linearen Messelektrode (Linge: 667 pm,
Breite: 150 pm); im vergroflerten Ausschnitt ist die lineare Messelektrode und die
Gegenelektrode eines Wells dargestellt; Quelle: https://ibidi.com/impedance-

measurement/161-ecis-cultureware-8w2le-pet.html

Ein weiterer im ECIS Assay eingesetzter Zelltyp sind HaCaT Keratinocyten. Auch bei diesen
Zellen muss beachtet werden, dass sie bei Kultivierung eine starke Adhirenz zueinander
aufweisen. Fir diesen Zelltyp wurden ebenfalls unterschiedliche Zellaussaatdichten und
Verletzungsmodi getestet. Dabei konnten Parameter fiir die Durchfithrung des Assays
etabliert werden, die es ermoglichen, in allen Wells vergleichbare Ausgangsbedingungen zu

schaffen. Die Experimente zeigten, dass sich eine Zellinokulationskonzentration von
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2,25-105 Zellen/cm® am besten eignet. Startet man mit dieser Zellmenge, ist nach ca.
24 Stunden eine konfluente Zellschicht entstanden und das Standardmedium kann gegen
das Hungermedium (24 h) ausgetauscht werden. Bei Versuchen beziiglich der optimalen
Parameter zur Verwundung der Zellschicht zeigte sich, dass fir HaCaT Zellen eine
Verwundung tiber 25 Sekunden bei einer Spannung von 5 V und einer Frequenz von 60 kHz
optimal ist. Nach dem Verletzungsschritt wurde das Hungermedium gegen frisches
Hungermedium ausgetauscht um verbleibende Zelltrimmer zu entfernen. Weiterhin sollte
bei Zellaussaat die Hélfte des finalen Medienvolumens bereits mit Medium ohne Zellen in
den Wells vorgelegt und vorgewarmt werden. Dies verhindert, dass nach Zugabe der
Zellsuspension durch ein Aufwirmen des Arrayinhalts Konvektion stattfindet, die zu einer
ungleichmiafligen Verteilung der sich adhérierenden Zellen fithren kann, da die Zellen iiber

den konvektiven Fluss des Mediums zum Rand des Wells gedriangt werden konnen.

Alle folgenden ECIS Versuche mit HaCaT Keratinocyten wurden mit diesen optimierten
Parametern durchgefithrt. Zur Beschichtung wurden die Wells der Arrays vor der
Zellaussaat mit Losungen von ALOXe3, AmbLOXe und GFP Inclusion Bodies inkubiert. Nach
Sedimentation der IBs (ca. zwei Stunden bei 4 °C) wurde die iiberstehende Losung vorsichtig
abgenommen, sodass die IBs auf der Zellkulturoberfldche verblieben. Zusitzlich wurde in
einem weiteren Experiment getestet, wie sich eine andere Zugabeart der IBs auswirkt. Dazu
wurden Inclusion Bodies in derselben Konzentration nicht zur Beschichtung der
Zellkulturoberflache genutzt, sondern den Zellen im Rahmen eines Medienwechsels nach
Verletzung hinzugefiigt. Da sich auf jedem Array nur acht Wells befinden und aufgrund des
Aufbaus der Apparatur nur zwei Arrays im Rahmen eines Versuches vermessen werden
konnen, ist die Anzahl der genutzten Wells pro Versuch auf 16 beschriankt. Durch diese
Limitierung konnte bei Mehrfachbestimmung fiir die einzelnen Inclusion Body Typen und
unter Einbeziehung von Kontrollen nur eine Konzentration fiir jede Inclusion Body Art
einbezogen werden. Im vorliegenden Experiment wurde eine IB Konzentration von

0,3 pg/ cm” fiir die Beschichtung bzw. die Zugabe gew4hlt.

Der erwartete Ablauf der Impedanzmessung fiir ein ECIS Wundheilungsassay ist, dass nach
Erreichen einer konfluenten Zellschicht im Well ein konstantes Impedanzsignal auf der
Elektrode gemessen werden kann (Abbildung 3.32 und Abbildung 3.33). Darauffolgend
findet zunichst der Austausch von Standardmedium zu Hungermedium statt. Der

Impedanzwert bleibt anschlieend weiter konstant. Nach der Verwundung durch Anlegen
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einer erhohten Stromspannung fallt der Impedanzwert der betroffenen Elektroden auf das
Ausgangsniveau bzw. das Referenzniveau der Wells ohne Zellen (Leerwert) zuriick.
Anschlieflend kann die Neubesiedlung der Elektrode mit Zellen durch Migration der Zellen
vom Wundrand beobachtet werden. Die Geschwindigkeit der Neubesiedlung der Elektrode
mit Zellen korreliert mit der Steigung des gemessenen Impedanzwertes. Somit lasst eine

grofere Steigung auf eine schnellere Wundheilung schlieflen.

Medienwechsel
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Abbildung 3.32: ECIS Assay mit Inclusion Bodies; Beschichtung der Zellkulturoberfliche
mit IBs (0,3 pg/cmz) vor Zellaussaat; A: kompletter Verlauf der Messung des
Impedanzsignals bei 32 kHz, B: vergrofierte Darstellung des Verlaufs der Messung des

Impedanzsignals bei 32 kHz ab Verwundung
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Im vorliegenden Experiment konnte bei Beschichtung mit Inclusion Bodies eine konfluente
Zellschicht nach ca. 24 h beobachtet werden (Abbildung 3.32, A). Wurde keine Beschichtung
vorgenommen und die IBs erst im Rahmen der Verwundung hinzugefiigt, war nach ca. 18 h
ein konstantes Impedanzsignal und somit eine konfluente Zellschicht erreicht (Abbildung
3.33, A). Dieser Unterschied scheint nicht in Zusammenhang mit der Beschichtung mit IBs
zu stehen, da jene Kontrollwerte ohne IB Beschichtung/Zugabe (orange) ebenfalls zu

unterschiedlichen Zeitpunkten ein konstantes Impedanzsignal erreicht haben.
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Abbildung 3.33: ECIS Assay mit Inclusion Bodies; Zugabe von IBs (0,3 pg/cm’) nach
Verwundung; A: kompletter Verlauf der Messung des Impedanzsignals bei 32 kHz, B:
vergroflerte Darstellung des Verlaufs der Messung des Impedanzsignals bei 32 kHz ab

Verwundung
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Durch Anlegen einer Spannung von 5V iiber 25 Sekunden konnte bei beiden Versuchen
eine Verwundung der Zellschichten auf den FElektroden erreicht werden und die
gemessenen Impedanzwerte der betroffenen Wells fielen auf das Ausgangsniveau zuriick

(Abbildung 3.32, B und Abbildung 3.33, B).

Bei der Beschichtung mit IBs (Abbildung 3.32) zeigte der Mittelwert jener Wells mit GFP
Beschichtung das niedrigste Niveau nach Verwundung und das Ansteigen dieses Wertes ist
wesentlich geringer als bei den anderen Proben. Jedoch zeigten diese Wells auch zuvor
einen niedrigeren Impedanzwert. Somit scheint dieser erniedrigte Mittelwert nicht mit der
Wirkung der GFP Inclusion Bodies in Verbindung zu stehen, sondern héngt vielmehr mit den
vermessenen Wells und dem Wachstum der darin befindlichen Zellen zusammen. Beim
Vergleich der Steigung der Impedanzwerte ohne Beschichtung und mit ALOXe3 und

AmbLOXe Beschichtung konnten keine signifikanten Unterschiede entdeckt werden.

Fir das Experiment, in dem die IBs nach Verwundung zum Zellkulturmedium gegeben
wurden (Abbildung 3.33), zeigten jene Wells mit GFP Zugabe ein bis drei Stunden nach
Verwundung den grofiten Anstieg (983 Ohm/h) im Vergleich zu ALOXe3 (581 Ohm/h),
AmbLOXe (730 Ohm/h) und jener Wells ohne IB Zugabe (711 Ohm/h). Der Mittelwert jener
Wells bei denen nach Verwundung eine Zugabe von GFP erfolgte, lag jedoch auch zuvor
(zusammen mit der Kontrolle an unverletzten Zellen) am hochsten. Somit scheint auch in
diesem Fall nicht die Zugabe einer bestimmten IB Art eine schnellere Wundheilung zu
beeinflussen, sondern das allgemeine Wachstum der Zellen in diesem Well bzw. den Wells

auf denen der Mittelwert gebildet wurde.

Insgesamt lasst sich aufgrund der schwankenden Bedingungen in den einzelnen Wells vor
Verwundung keine Aussage dariiber treffen, ob Lipoxygenase Inclusion Bodies in einem ECIS
Assay die Wundheilung bei Beschichtung bzw. Zugabe positiv beeinflussen. Durch weitere
Anpassungen in der oben dargestellten Versuchsdurchfithrung konnte diese Problematik
leider nicht behoben werden. Da Keratinocyten, wie Fibroblasten, zu einer verstirkten
Adhirenz neigen, konnte in zukinftigen Versuchen zusitzlich die sogenannte Electric-
Fence-Methode untersucht werden. Dabei wird eine Spannung nicht erst zur Verwundung
angelegt, sondern mit Beginn des Experiments wird in definierten Zeitabstanden eine hohe
Spannung an der Elektrode angelegt, sodass diese erst gar nicht von Zellen besiedelt wird.

Mit Start der Beobachtung des Heilungsvorgangs wird diese Spannung nicht mehr angelegt
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und die Neubesiedlung der Elektrode mit Zellen tiber den Anstieg des Impedanzsignals

bestimmt [57].

3.3.4.3. Scratch Assay mit NiH-3T3 Fibroblasten

Das Scratch Assay stellt die einfachste Form der Wundheilungsassays dar. Im vorliegenden
Experiment wurde eine Pipettenspitze mittlerer Grofle (max. Volumen: 200 pL) zur
Verletzung der konfluenten Zellschicht verwendet. Zunichst wurden fiir das
Wundheilungsassay die Oberflaichen einer 24-Well-Platte mit Losungen unterschiedlicher
Konzentrationen an ALOXe3, AmbLOXe und GST-GFP IBs beschichtet. Nach Sedimentation
der IBs (ca. 2 Stunden bei 4 °C) wurde die iiberstehende Losung abgenommen. Anschliefend
wurden NiH-3T3 Fibroblasten mit einer Zelldichte von 5,3-103 Zellen/cm® ausgesat. Nach ca.
48 Stunden hatten die Zellen vollstindige Konfluenz erreicht und das genutzte Medium
wurde gegen ein Hungermedium mit 1% FBS ausgetauscht und fir weitere 24 Stunden
kultiviert. Anschlieflend wurde in allen Wells mittig tiber den kompletten Durchmesser des
Wells die Zellschicht mit einer Pipettenspitze verletzt. Durch einen Mediumswechsel
wurden Zelltrimmer entfernt und das Zellwachstum wurde anschliefend tiber mehrere
Stunden beobachtet. Nach zwolf Stunden wurde die Kultivierung gestoppt, die Zellen fixiert
und zur weiteren Dokumentation angefarbt. Nach Fixierung und Farbung wurden
mikroskopische Aufnahmen der einzelnen Wells gemacht und mit dem MRI Wound Healing
Tool Macro fir Image] die Grofle der Wunde bestimmt. Auf Grundlage der

Ausgangswundgrofie wurde der Anteil der verheilten Wundfléache bestimmt.

Insgesamt wurden fiir das Scratch Assay mit NiH-3T3 Fibroblasten fiinf unterschiedliche
Konzentrationen zur Inclusion Body Beschichtung (0,005 - 0,8 pg/cmz), sowie eine Kontrolle
ohne IBs verwendet. Dabei wurden fiir jede Konzentrationsstufe drei Replikate untersucht

(Abbildung 3.34).
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Abbildung 3.34: Scratch Assay mit Inclusion Bodies; prozentualer Anteil der verheilten
Wundfliche zwolf Stunden nach Verwundung; Beschichtung der Zellkulturoberfliche mit

Inclusion Bodies vor Zellaussaat (0 — 0,8 pg/cmz)

Zwolf Stunden nach Verwundung liegt der Anteil der verheilten Wundflache zwischen 44
und 77 %. Allgemein scheint eine héhere Inclusion Body Konzentration, unabhiangig davon,
ob Lipoxygenase IBs oder GST-GFP IBs verwendet wurden, zu einer schnelleren
Wundheilung zu fithren (Abbildung 3.34). Dieser Trend konnte auf den Textureffekt, also
den Einfluss der Topographie der Zellkulturoberfliche auf die Zellmigration,
zuriickzufithren sein. Dieser wurde von Park et al. fir Krebszellen beschrieben, die abhéngig
von der Textur der Zellkulturmatrix in ihrer Migrationsrichtung beeinflusst werden [121].
Somit konnte die unter den Zellen befindliche Topographie, die sich durch die Beschichtung
mit Inclusion Bodies ergibt auch einen Einfluss auf die Migrationsrichtung der Zellen nach

Verwundung haben.

Bei IB Konzentrationen von 0,05, 0,25 und 0,5 }1g/cm2 konnte im Mittel fiir ALOXe3 der
grofite Anteil an verheilter Wundflache erreicht werden. Bei einer IB Konzentration von
0,8 pg/cm” war der Anteil der verheilten Wundfliche bei allen drei genutzten IB Arten
nahezu gleich. Insgesamt lasst sich keine klare Aussage dartiber treffen, ob eine Art an
Inclusion Bodies die Wundheilung besonders fordert. Die Werte der einzelnen Replikate
schwanken sehr stark. Dies ist vor allem auf die ungleichen Ausgangsbedingungen
zuriickzufithren. Die Verwundung wird manuell mit einer Pipettenspitze durchgefithrt. Aus

diesem Grund koénnen keine uniformen Ausgangsbedingungen geschaffen werden. Die



3. EXPERIMENTELLE ARBEITEN 79

grofite Limitierung des Scratch Assays liegt somit in der Reproduzierbarkeit der
Verwundungen. Zusatzlich kann bei einer Verletzung der Zellschicht mit dieser Methode
nicht ausgeschlossen werden, dass die Beschichtung der Zellkulturoberfliche ebenfalls
zerstort wird. Weiterhin konnen durch die Kratzbewegung Zellen am Wundrand
akkumulieren. Diese Faktoren konnten die Zellmigration nach der Verwundung

beeinflussen und dadurch entsprechend die Ergebnisse verfalschen.

Zusatzlich neigen die NiH-3T3 Fibroblasten, wie bereits beim ECIS Assay beschrieben, zu
einer starken Adhédrenz untereinander und zu der Zellkulturoberfliche. Somit l6sen sich
oftmals nicht einzelne Zellen ab, sondern ganze Abschnitte des ausgebildeten Zellrasens.
Dies tragt zusatzlich zu Unregelméfligkeiten in den Ausgangswundgrofien bei. Gleichzeitig
ist es nicht moglich von allen Inclusion Body Konzentrationen und Replikaten (insgesamt 54
Wells) die entsprechenden Ausgangsbedingungen zu dokumentieren. Wiirde eine solche
Dokumentation stattfinden, wiirden sich die Zellen fiir einen lingeren Zeitraum auflerhalb
des Inkubators befinden, was ihre Viabilitat nachhaltig beeinflussen wiirde und somit auch
die Ergebnisse verfalschen wiirde. Aus diesem Grund wurden jeweils nur exemplarisch die
Ausgangswundgrofien einiger Wells erfasst und deren Mittelwert als Grundlage verwendet
um zu beurteilen wie hoch der Anteil der verheilten Wundflache ist. Insgesamt stellt somit
das Scratch Assay nur eine unzureichende Form dar um den Einfluss von Inclusion Bodies auf

die Wundheilung zu beurteilen.

Aufgrund dieser allgemeinen Limitierungen des Scratch Assays existieren bereits viele
Weiterentwicklungen dieses Assays. Diese fithren zumeist eine Form der Automatisierung
im Verwundungsschritt ein, sodass die Ausgangswundgroflen reproduzierbarer sind und
Ergebnisse besser miteinander verglichen werden konnen [53-55,122]. Da fiir solche
Ansatze spezielle Gerétschaften verwendet werden missen, ist der Hauptvorteil des Scratch

Assays, die Durchfithrung mit einfachem Laborequipment, nicht mehr gegeben.

3.3.4.4. Culture-Insert Wundheilungsassay mit HaCaT Keratinocyten

Nachdem das ECIS Assay und das Scratch Assay es nicht ermoglichten uniforme
Ausgangsbedingungen zu schaffen, wurden Culture-Inserts zur Durchfithrung eines
Wundheilungsassays genutzt. Ein Wundheilungsassay mit Silikon Culture-Inserts stellt kein
Wundheilungsassay im klassischen Sinne dar. Vielmehr bilden die Silikon Inserts, die sich in

jedem Well befinden, eine Barriere, sodass ein definierter Bereich der Zellkulturoberflache
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nicht mit Zellen besiedelt wird. Hat sich auf der tbrigen Zellkulturoberfliche eine
konfluente Zellschicht gebildet, wird das Insert entfernt und es entsteht eine Wunde mit
einer definierten Breite (500 pm). Trotzdem entstehen auch Wundrénder, da die Zellen am
Rand des Inserts an das Insert selbst adhirieren. Wird dieses entfernt, werden die Zellen am
Rand zum Insert somit auch verletzt. Hierdurch entsteht ein ,echter Wundrand. Im Rahmen
des Wundheilungsassays mit Culture-Inserts wurde, wie beim ECIS Wundheilungsassay,
sowohl die Beschichtung der Zellkulturoberflache mit Inclusion Bodies vor der Zellaussaat,
als auch die Zugabe von Inclusion Bodies nach Entfernung des Culture-Inserts getestet
(jeweils 62,5 ng/cm?). Der Konzentrationswert von 62,5 ng/cm’ wurde auf Grundlage der
Ergebnisse des Scratch Assays (3.3.4.3) gewahlt. Dort konnte fiir Konzentrationswerte in

diesem Bereich der grofite Anteil an verheilter Wundflache ermittelt werden.

Zur Durchfithrung des Wundheilungsassays mit Culture-Inserts wurden HaCaT
Keratinocyten mit einer Konzentration von 2,4-10° Zellen/cm” ausgesiat. Nach 24 Stunden
Zellwachstum wurde das Medium gegen ein Hungermedium mit 1 % FBS ausgetauscht und
weitere 18 Stunden kultiviert. Anschliefend wurde das Culture-Insert entfernt und nach
zwolf Stunden das Assay durch Fixierung der Zellen gestoppt. Das Zellwachstum und die
Wundheilung nach Entfernung des Inserts wurden mit einem LumaScope 600 Mikroskop
fir ein ausgewahltes Well dokumentiert (Abbildung 3.35). Durch unterschiedliche
Vorversuche zeigten sich die oben genannte Aussaatdichte und Kultivierungsparameter als
optimal um gleichbleibende Wundgroflen zu erhalten. Ist die Zellschicht bereits
tiberkonfluent bei Entfernung der Inserts, ergeben sich Irregularititen an den Wundrandern

(Abbildung 3.36).

Abbildung 3.35: QR Code (YouTube) mit Videos zum Wachstum von HaCaT Zellen (links)

und zum Heilungsprozess nach der Entfernung eines Culture-Inserts (rechts)
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Abbildung 3.36: Vergleich der Wundriander nach unterschiedlichen Kultivierungszeiten
von HaCaT Keratinocyten in Medium mit 10 % FBS; Zellaussaatdichte 2,4-105 Zellen/cmz; A:
Kultivierung fiir 24 h, B: Kultivierung fiir 36 h

Abbildung 3.37: Bestimmung der Wundgrofie mit dem MRI Wound Healing Tool Macro fiir
Image]J; Beschichtung mit Inclusion Bodies (62,5 ng/cmz); A: nach Entfernung des Culture-
Inserts (t=0 h); B: nach Fixierung und Anfiarbung der Zellen (t=12 h), (1) Kontrolle ohne IBs,
(2) Beschichtung mit GST-GFP IBs, (3) Beschichtung mit ALOXe3 IBs, (4) Beschichtung mit
AmbLOXe IBs

Das durchgefiihrte Wundheilungsassay mit Culture-Inserts ermoglichte zunichst die
Schaffung von einheitlichen Ausgangsbedingungen beziiglich der Wundgrofe.
Exemplarisch wurde bei jedem Experiment die Wundfliche in 2-3 Wells einer 24-Well-
Platte mikroskopisch dokumentiert (Abbildung 3.37; A). Zusatzlich wurden in allen 24 Wells

die Wunden auf Irregularitaten uiberpriift. Dabei zeigte sich, dass bei Nutzung von Culture-
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Inserts von uniformen Wundgréfien ausgegangen werden kann. Dies ist allerdings nur
gewahrleistet, wenn eine optimale Aussaatdichte und Wachstumsphase gegeben ist

(Abbildung 3.36).

Sowohl fiir die Beschichtung mit IBs als auch fiir die Zugabe von IBs zu Kulturmedium
wurde eine Dreifachbestimmung durchgefithrt. Vergleicht man die Ergebnisse bei
Beschichtung mit GFP, ALOXe3, AmbLOXe als auch bei Zugabe dieser IBs mit einer
Kontrolle ohne Inclusion Bodies, zeigt sich, dass ALOXe3 und AmbLOXe Inclusion Bodies die
Wundheilung beschleunigen (Abbildung 3.38). Dabei zeigte AmbLOXe in beiden
Anwendungsmodi (Beschichtung und Zugabe) einen grofleren Effekt auf die Wundheilung.
Fir den Teil des Experiments, in dem eine IB-Beschichtung gewahlt wurde, waren nach
zwolf Stunden bei Beschichtung mit ALOXe3 89,1 % der Wunde verschlossen und bei
Beschichtung mit AmbLOXe 90,3 %. Die Kontrollen mit GFP IBs und ohne IBs zeigten einen
Wundverschluss von 49,5 % und 53,4 %. Dadurch, dass der Anteil der verheilten Wundfliche
bei Beschichtung mit GFP IBs ahnlich dem Wert ohne IBs war, konnte gezeigt werden, dass
der bessere Wundverschluss bei ALOXe3 und AmbLOXe Beschichtung nicht auf einen
Textureffekt zuriickzufithren ist. Vergleichbare Ergebnisse, analog denen der Beschichtung,
konnten ebenfalls mit einer Zugabe von Inclusion Bodies erreicht werden. Wurden ALOXe3
IBs dem Medium hinzugefiigt, waren nach zwolf Stunden 73,3 % der Wunde verschlossen,
bei Zugabe von AmbLOXe 91,5% und bei Zugabe von GFP 70,3 %. Sowohl fir die
Beschichtung als auch fiir die Zugabe von Inclusion Bodies zeigte AmbLOXe somit den

grofiten Effekt bei der Wundheilung.
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Abbildung 3.38: Culture-Insert Assay mit Inclusion Bodies; prozentualer Anteil der
verheilten Wundfliche zwolf Stunden nach Verwundung/Entfernung des Culture-Inserts;
Beschichtung der Zellkulturoberfliche mit Inclusion Bodies vor Zellaussaat und Zugabe
von Inclusion Bodies nach Verwundung (jeweils 62,5 ng/cmz); Kontrolle: ohne Inclusion

Bodies
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4. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Darstellung und Charakterisierung der
epidermalen Lipoxygenase AmbLOXe aus dem Axolotl und ihres menschlichen Homologes
ALOXe3. AmbLOXe, das wahrend der Regeneration von Gliedmaflen im Axolotl produziert
wird, ist fir mogliche therapeutische Anwendungen in der menschlichen Wundheilung
interessant. Herausforderungen ergaben sich vor allem in der heterologen Produktion
beider Proteine in Escherichia coli und in der Beurteilung der (Bio)Aktivitit der

Lipoxygenasen.

Zur heterologen Produktion wurde Escherichia coli gewahlt. Dieser Produktionsorgansimus
ist sehr detailliert charakterisiert und lasst sich leicht und kostengiinstig kultivieren. Fir
AmbLOXe und ALOXe3 wurde angenommen, dass sie tber keine posttranslationalen
Modifizierungen, wie Glykosilierungen oder Disulfidbriicken verfiigen. Diese Annahme
wurde aufgrund der verfiigbaren Daten zu anderen dhnlichen Lipoxygenasen getroffen. Die
Produktion in E. coli zielte sowohl auf 16sliche Proteine als Endprodukt als auch auf Proteine

in Form von Inclusion Bodies ab.

Da in ersten Kultivierungsansatzen keine losliche Produktion der Lipoxygenasen erreicht
werden konnte, wurde der Einfluss unterschiedlicher Kultivierungsparameter untersucht
und beurteilt. Zu den untersuchten Parametern zidhlen die Expressionstemperatur, die
Zusammensetzung des Mediums, der Induktionszeitpunkt und die Induktorkonzentration.
Trotz Variation der oben genannten Parameter konnte keine 16sliche Produktion der beiden
Lipoxygenasen erreicht werden. Ergdnzend zur Variation der Kultivierungsparameter wurde
auch der Einfluss der Coexpression unterschiedlicher Chaperone untersucht. Diese
Coexpression von Chaperonen fithrt nicht zu einer Verbesserung der Loslichkeit. Die
eingesetzten Chaperone konnen zwar die Proteine bei der Faltung unterstiitzen, stellen
zugleich aber auch einen erhohten Stress fiir die Zelle dar, da diese Chaperone ebenfalls von
der Zelle selbst produziert werden miissen. Eine 16sliche Produktion der epidermalen
Lipoxygenasen ALOXe3 und AmbLOXe konnte somit in E. coli nicht erreicht werden. Bei
AmbLOXe (74 kDa) und ALOXe3 (84 kDa) handelt es sich um relativ grofle Proteine. Es

konnte bereits fiir andere Proteine gezeigt werden, dass E. coli in der Lage ist, heterologe
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Protein bis zu einer Grofle von 100 kDa zu produzieren [86]. Jedoch zeigen sich ab einer
Grofle von 60 kDa haufig Probleme und eine losliche Expression ist nur schwer zu
realisieren [92]. Somit konnte die Grofie der beiden Proteine ein entscheidendes Hindernis
fir die 16sliche Produktion sein und dieses Hindernis konnte im vorliegenden Fall durch die
Variation der Kultivierungsparameter und den Einsatz von Chaperonen nicht iiberwunden

werden.

Die zum Versuch einer 16slichen Produktion gemachten Erkenntnisse, wurden genutzt, um
Inclusion Bodies der epidermalen Lipoxygenasen mit moglichst korrekt gefaltetem,
funktionellem Protein zu produzieren. So wurde beispielsweise eine Expressionstemperatur
von 25°C gewdhlt, um ein langsameres und somit korrektes Arbeiten der
Proteinbiosynthesemaschinerie zu erreichen. Uber ein Aufreinigungsprotokoll mit einer
milden enzymatischen Zelllyse und mehreren Waschschritten, konnten reine IBs ohne
bakterielle Kontaminationen gewonnen werden. Zusitzlich zeigte sich, dass diese fiir den
Einsatz in der Zellkultur geeignet sind und dort nicht zu Kontaminationen fiihren.
Verunreinigungen durch andere Proteine, die mit den IBs aufgereinigt wurden, waren
unterhalb  der Detektionsgrenze der densitometrischen Messung. Auf 1L
Kultivierungsmenge bezogen konnten fiir AmbLOXe 171 mg IBs und fiir ALOXe3 175 mg
IBs isoliert werden. Uber eine LC/MS Messung konnte erginzend sichergestellt werden, dass

es sich um die gewiinschten Aminosduresequenzen handelt.

Fir AmbLOXe ist bisher noch nicht aufgeklart, in welchen Stoffwechselweg es involviert ist
und es ist somit auch noch nicht bekannt, welches Substrat durch AmbLOXe umgesetzt
wird. Das menschlichen Homolog ALOXe3 wirkt hauptsachlich als Hydroperoxidisomerase,
verfigt jedoch auch iiber eine latente Dioxygenaseaktivitat. Damit unterscheidet sich die
epidermale Lipoxygenase ALOXe3 in ihrer Aktivitit von den meisten anderen
Lipoxygenasen, die eine Dioxygenierung als hauptsiachlich katalysierte Reaktion zeigen. Um
eine Charakterisierung von AmbLOXe zu ermoéglichen, musste eine Assaymethode etabliert
werden, die es ermoglicht die Bioaktivitdt dieser Lipoxygenase zu beurteilen. Da im Rahmen
dieser Arbeit vor allem ein potentieller Einsatz von AmbLOXe bei Therapien in der
Wundheilung untersucht werden soll, eignen sich in vitro Wundheilungsassay mit
Fibroblasten und/oder Keratinocyten hervorragend um die Bioaktivitit direkt zu

untersuchen. Die dabei genutzten Wundheilungsassays (Scratch Assay, ECIS und Culture-
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Inserts) mussten in ihrer Durchfithrung angepasst werden, um die Applikation der IBs

einzubinden.

Waihrend der Versuche zeigte sich, dass sich das Scratch Assay nicht eignet, da durch die
manuelle Durchfithrung des Verletzungsvorgangs zu grofle Variationen der
Ausgangswundgrofien vorhanden waren. Durch unterschiedliche Ausgangswundgrofien
waren die ermittelten Wundgroflen nach Beendigung des Assays nicht miteinander
vergleichbar. Im Rahmen des ECIS Assays stellte ebenfalls der Verwundungsschritt einen
limitierenden Faktor dar. Die genutzten Keratinocyten Zellen neigen zu starker Adharenz,
sowohl zueinander, als auch gegentiber der Zellkulturoberflache. Dadurch konnten durch
Anlegen eines Stromimpulses die Zellen zwar verletzt werden, jedoch l6sten sich diese nicht
komplett von der Elektrode. Aus diesem Grund war es in diesem Assay ebenfalls nicht

moglich vergleichbare Ausgangsbedingungen zu schaffen.

Konstante Ausgangswundgroflen konnten hingegen durch Verwendung von Culture-Inserts
erreicht werden. Faktoren, die fiir die Schaffung einer konstanten Ausgangswundgrofle
entscheidend waren, sind bei diesem Assay die Zellaussaatdichte und die Wachstumszeit bis
zur Entfernung der Inserts. Die optimalen Parameter hierfir (2,4-105 Zellen/cmz, 42 h)
konnten in Versuchen ermittelt werden. Die Verwendung von Culture-Inserts ist kein
klassisches Wundheilungsassays, da die konfluente Zellschicht nicht direkt verletzt wird,
sondern durch eine Barriere (Culture-Insert) ein definierter Bereich zellfrei gehalten wird.
Durch die Etablierung konstanter Ausgangsbedingungen konnte der Effekt von AmbLOXe
IBs und ALOXe3 IBs auf die Migration der Zellen eindeutig bestimmt werden. Die Inclusion
Bodies wurden dabei zur Beschichtung der Zellkulturoberfliche vor Aussaat der Zellen
eingesetzt oder dem Zellkulturmedium nach Verwundung hinzugefiigt. Bei Beschichtung
mit IBs anderer Proteine konnte bereits gezeigt werden, dass diese die Adhésion und
Proliferation von Zellen beeinflussen kénnen [123]. Dabei konnte u.a. fiir Zytokine eine
doppelte Rolle, als bioaktiver Stoff und topographisches Stimulans, nachgewiesen werden
[83]. Durch zwei Applikationsformen der IBs (Beschichtung und Zugabe) konnte untersucht
werden, ob der Einfluss der Lipoxygenase I[Bs auf die Wundheilung auf einem
topographischen Effekt beruht, der die Zellen stimuliert, oder ob die IBs eine bioaktive
Wirkung bei der Wundheilung haben.
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Zwolf  Stunden nach Entfernung des Inserts waren bei Beschichtung der
Zellkulturoberflaiche mit AmbLOXe IBs 90,3 % der Wundflache und bei Beschichtung mit
ALOXe3 IBs 89,1 % der Wundfliche verschlossen. Kontrollen ohne IBs und mit GFP IBs
erreichten Werte um die 50 %. Dies lasst darauf schlieflen, das kein topographischer Effekt
vorliegt. Die Ergebnisse zur Zugabe von IBs bestatigten diese Theorie zusétzlich. Hier waren
nach zwolf Stunden 91,5% der Wundflache bei AmbLOXe und 73,3 % bei ALOXe3
verschlossen. Somit kann ein topographischer Effekt ausgeschlossenen werden und der
ermittelte positive Einfluss der Lipoxygenasen auf die Wundheilung kann mit deren
Bioaktivitat assoziiert werden. IBs haben eine amyloiddhnliche Struktur, die es erleichtert
diese als Biokatalysator und Nanopills einzusetzen. Zusétzlich koénnen IBs von
Saugertierzellen aufgenommen werden [84]. Es ist allerdings noch nicht aufgeklart, ob im
vorliegenden Fall die IBs als Ganzes aufgenommen werden, oder Proteine ans Medium

abgegeben werden und dadurch wirken konnen.

Zusammenfassend konnen AmbLOXe IBs als bioaktive Nanopills betrachtet werden, die
einen Einfluss auf die Wundmigration von Keratinocyten haben und somit ein Potential fiir
die Anwendung in der Wundheilungstherapie besitzen. Die genaue Mechanismen, die dieser
Wirkung zu Grunde liegen, miissen noch aufgeklart werden. Zukiinftig muss daher vor

allem der Mediator, der durch AmbLOXe umgesetzt wird, identifiziert werden.

4.1. Ausblick

Zu Beginn des Jahres 2018 konnte erstmalig das gesamte 32 Gigabasenpaar grofle Genom
des Axolotls entschliisselt werden [124]. Das Genom des Axolotls ist damit etwa zehnmal so
grofl wie das menschliche Genom. Diese Entschliisselung ermoglicht es, bisher gemachte
Erkenntnisse iiber die auflerordentliche Regenerationsfahigkeit des Axolotls besser in den
Gesamtkontext der Stoffwechselwege dieses Schwanzlurches zu integrieren. Dadurch sollte
es moglich sein den einzelnen Molekiilen leichter ihre jeweiligen Schliisselrollen
zuzuordnen. Weiterhin ermoglichen moderne Technologien, wie die CRISPR/Cas-Methode
zukinftig die Genexpression in Axolotl Modelltieren zu modifizieren und somit, zusatzlich
zu mRNA Expressionsanalysen wahrend der Regeneration, weitere Faktoren der
Regeneration beim Axolotl zu ermitteln. All diese Wege sollten es in Zukunft leichter

machen, die molekularen Ereignisse im Axolotl zu verstehen.
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Auf Grundlage der hier dargestellten Ergebnisse, konnte gezeigt werden, dass AmbLOXe IBs
die Wundheilung fordern. Weiterfithrende Untersuchungen kénnten an unterschiedlichen
Stellen ankniipfen. Es ist noch nicht geklart, ob der positive Wundheilungseffekt der
Lipoxygenase IBs darauf zuriickzufithren ist, dass diese von den Zellen aufgenommen
werden, oder das Enzym in das Zellkulturmedium abgegeben wird. Zusatzlich kénnte durch
Einsatz von Lipoxygenaseinhibitoren gepriift werden, ob die beobachtete Bioaktivitit auf
eine Lipoxygenaseaktivitit der Inclusion Bodies zuriickzufithren ist. Nachdem die
Bioaktivitat der IBs in in vitro Wundheilungsassays gezeigt werden konnte, konnte die
Testung der Lipoxygenase IBs auf ex vivo Gewebeproben ausgeweitet werden. Solche
Assays bieten eine kosteneffektive und ethische Alternative zu Tiermodellen. Zusétzlich
konnten Studien von 16slichem AmbLOXe Enzym dazu beitragen, das genaue Substrat des
Enzyms zu detektieren und die biochemischen Stoffwechselwege, die in die Regeneration
des Axolotls involviert sind, besser zu verstehen. Eine 10sliche Produktion der
Lipoxygenasen konnte dabei beispielsweise durch eine heterologe Expression in

Saugerzellen realisiert werden.
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A. ANHANG

A.1. Material

Die im Folgenden (A.1 Material und A.2 Methoden) verwendeten Bezeichnung Wasser bzw.
H,0, zur Herstellung von wissrigen Losungen meint immer doppelt-deionisiertes Wasser,
welches aus einem arium® 611 Reinstwassersystem stammt. Die angegebenen pH-Werte

wurden jeweils bei Raumtemperatur angepasst.

A.1.1. Verbrauchsmaterialien

Tabelle A.1: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller, Ort

1 Liter Flaschen IBs
24-Well-Platte
Becherglaser
Blotpapier
Dialyseschlauch

ECIS Array

Fertigele
Filter / Filterpumpaufsatz
Glaspipetten

Glasplatte und Spacer

Halb-Mikro Kiivetten

Nalgene™ Quadratische
Flaschen (PP)

TC Plate 24 Well, Standard
Duran® Becher niedrige und
hohe Form mit Ausguss;
verschiedene Volumina
Western Blotting Filterpapier,
extra dick

ZelluTrans/Roth
Dialysiermembran T1
8W2LE PET;

8 Well Array mit einer
einzelnen linearen Elektrode
667 um x 150 pm; ideal fur
Wundheilungsassays und
Migrationsstudien

10 % Mini-PROTEAN® TGX
Stain-Free™ Proteingele, 15
Wells, 15 pL #4568036
Sartolab® Vakuumfilter
Pasteurpipetten (kurz und
lang)

Mini-PROTEAN® Short
Plates; Mini-PROTEAN®
Spacer Plates with 0,75 mm
Integrated Spacers

Hohe: 45 mm, Schichtdicke:
10 mm, Polystyrol,
nestsortiert

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Sarstedt, Nurnbrecht
Duran Group,
Wertheim/Main

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Carl Roth, Karlsruhe

Applied Biophysics Inc.,
Troy, USA

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA

Sartorius, Gottingen
Brand, Wertheim

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA

Sarstedt, Nurnbrecht
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Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller, Ort

Ibidi Culture Inserts 2 Well
Singles

Ibidi Culture Inserts 2 Well 24-
Well-Platte

Immobilized Metal Affinity
Chromatography (IMAC) Saulen

Kédmme (10 und 15 Taschen)

Kryorohre (2 mL)

Laborflasche

Messzylinder

PCR-Gefaf3

Pipetten (2, 5, 10, 25 und 50 mL)
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen fur Multipette®
Plastikpetrischalen

PVDF Membran

Reagenz- und Zentrifugenrdhre

Reaktionsgefifie

96-Well-Platte (PCR)
Schiittelkolben/Schikanenkolben
T175 Flasche

T75 Flasche

Zellfilter

Culture-Insert 2 Well in p-
Dish 35 mm, high; ibiTreat,
ready to use, tissue culture
treated, sterilisiert
Culture-Insert 2 Well in p-
Plate 24 Well; ibiTreat, ready
to use, tissue culture treated,
sterilisiert

HisPur™ Ni-NTA Spin
Columns;

0,2 mL resin bed
Mini-PROTEAN® Comb 10
Wells, 0,75 mm, 33 pL;
Mini-PROTEAN® Comb 15
Wells, 0,75 mm, 20 pL
CryoPure mit QuickSeal
Schraubverschluss

Duran® Laborglasflasche mit
DIN Gewinde

Duran® Messzylinder mit
Sechskantfuf3; verschiedene
Volumina

PCR Einzelgefaf3 0,2 mL
Corning® Costar® Stripette®

10, 200 und 1000 puL max.
Volumen

Combitip advanced® (5 mL
und 10 mL); steril (Eppendorf
Biopur®), einzeln verpackt
Petrischalen Greiner Bio-One
Immun-Blot® PVDF
Membran

15 und 50 mL

konisch, Schraubverschluss,
pyrogen-frei

1,5 und 2 mL

SafeSeal Reagiergefafd mit
anhidngendem Deckel und
breitem Rand

0,2 mL Wells, Platte ohne
Rahmen

100, 500 und 2000 mL

TC Flask T175, Stand., Vent.
Cap

TC Flask T75, Stand., Vent.
Cap

Falcon™ Cell Strainer 40 pm

Ibidi GmbH, Martinsried

Ibidi GmbH, Martinsried

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA

Sarstedt, Nurnbrecht

Duran Group,
Wertheim/Main
Duran Group,
Wertheim/Main

Brand, Wertheim
Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Brand, Wertheim
Eppendorf, Hamburg
VWR, Darmstadt
Bio-Rad Laboratories,

Hercules, USA
Corning, Corning, USA

Sarstedt, Nurnbrecht

Brand, Wertheim
Duran Group,
Wertheim/Main
Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, Nurnbrecht

Corning, Corning, USA
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A.1.2. Laborgerate

Tabelle A.2: Auflistung der verwendeten Laborgerite
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Geriteart Bezeichnung Hersteller, Ort

Autoklav Systec V 150 Systec, Linden

Brutschrank Brutschrank IN Memmert, Schwabach

Brutschrank Heracell™ 240 Heraeus, Hanau

ECIS Gerit ECIS 1600R Applied Biophysics, Troy,
USA

Eismaschine Scotsman AF103 Hubbard Systems, Ipswich,
Grof3britannien

Elektronischer Dispenser
Elektrophoresesystem
French Press
Gefrierbehilter
Gel/WB-Scanner
Geldokumentation
Inkubationsschiittler (1)
Inkubationsschiittler (2)
Inkubationsschiittler (3)

Kryotank
Laborgefrierschrank (-80 °C)

Magnetriihrer
Mikroliterpipetten
Mikroskop (1)
Mikroskop (2)
Mirkoskop (3)
NanoDrop
Netzteil (1)
Netzteil (2)

Neubauer Zahlkammer

pH-Meter (1)
pH-Meter (2)

Photometer (1)
Photometer (2)

Plattformschiittler

Multipette® E3
Mupid®-One Submarine
M-110 L Microfluidizer®
Processor

Mr. Frosty™

Epson Perfection V750 Pro
Intas UV System

KS 4000 I control
Certomat® BS-1

New Brunswick™ Innova®
44

Orion ET-44

Forma™ 900 series

IKA® RH basic 2
Transferpette® S
Olympus IX50
Inversmikroskop
Olympus CKX41
Inversmikroskop
LumaScope 600
NanoDrop 1000
Mikrovolumen-
Spektralphotometer
PowerPac™ Basic Power
Supply

PowerPac™ HC High-
Current Power Supply
Neubauer Zihlkammer; 0,1
mm Tiefe

Metrohm 605

HI 221

Multiskan® Spectrum
Multiskan® GO

Infors HT Tischrundschiittler

Eppendorf, Hamburg
Mupid, Tokyo, Japan
Microfluidics, Newton, USA

Thermo Scientific, Waltham,
USA

Epson, Meerbusch

Intas, Gottingen

IKA, Staufen

Sartorius, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

Chart Industries, Luxemburg
Thermo Scientific, Waltham,
USA

IKA®-Werke, Staufen
Brand, Wertheim

Olympus, Hamburg

Olympus, Hamburg

Etaluma, Carlsbad, USA
Thermo Scientific, Waltham,
USA

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA
Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA
Brand, Wertheim

Metrohm, Filderstadt

Hanna Instruments, Québec,
Kanada

Thermo Scientific, Waltham,
USA

Thermo Scientific, Waltham,
USA

Infros, Bottmingen, Schweiz
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Gerateart

Bezeichnung

Hersteller, Ort

Real-time PCR System

Reinstwassersystem
SDS-Gel-Gief3station &
Gelelektrophoreseapparatur
Sterilwerkbank

Temperaturschiittler
Thermostatischer Zirkulator

Uberkopf-Schiittler
Ultraschall-Homogenisator
Ultraschall-Wasserbad
Waage (1)

Waage (2)

Waage (3)

Waage (4)

Wasserbad

Wasserbad

Western Blot Apparatur
Zentrifuge (1)
Zentrifuge (2)
Zentrifuge (3)

Zentrifuge (4)
Zentrifuge (5)

iQ-5

arium® 611
Mini-Protein® Tetra
Handcast System
HERAsafe KS 18

ThermoMixer® comfort
MultiTemp III

Labnet Revolver™
LABSONIC® M

Sonorex Super RK 510 H
U 3600

AC210S

AC2118

Denver Summit Standard
Analysewaage

TW12

WNB 29

Trans-Blot® SD Semi-Dry
Transfer Cell

Heraeus™ Multifuge™ X3 FR

Heraeus™ Multifuge™ X1 R
Heraeus™ Frsco™ 21

Mikro Star 17
Zentrifuge 5702

Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA

Sartorius, Gottingen
Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA

Thermo Scientific, Waltham,
USA

Eppendorf, Hamburg
Amersham Biosciences,
Amersham, Grofibritannien
Labnet, Edison, USA
Sartorius, Gottingen
Bandelin electronic, Berlin
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen

Denver Instrument,
Bohemia, USA

Julabo, Seelbach

Memmert, Schwabach
Bio-Rad Laboratories,
Hercules, USA

Thermo Scientific, Waltham,
USA

Thermo Scientific, Waltham,
USA

Thermo Scientific, Waltham,
USA

VWR, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

A.1.3. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle A.3: Auflistung der verwendeten Chemikalien

Chemikalie CAS-Nummer Hersteller, Ort
2-(N-Morpholino) ethansulfonsidure (MES) = 4432-31-9 Carl Roth, Karlsruhe
2-Mercaptoethanol 60-24-2 Carl Roth, Karlsruhe
3-(N-Morpholino)propansulfonsiure 1132-61-2 Carl Roth, Karlsruhe
(MOPS)

Agar 9002-18-0 Carl Roth, Karlsruhe
Agarose 9012-36-6 Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat (APS) 7727-54-0 Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumsulfat 7783-20-2 Carl Roth, Karlsruhe
Bovines Serumalbumin (BSA) 9048-46-8 Sigma-Aldrich, St. Louis,

USA
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Chemikalie CAS-Nummer Hersteller, Ort
Bromphenolblau 115-39-9 Merck Millipore, Billerica,
USA
Chloramphenicol 56-75-7 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
Coomassie Brilliant Blue G250 6104-58-1 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
Dikaliumhydrogenphoshpat 7758-11-4 AppliChem, Darmstadt
Dimethylsulfoxid (DMSO) 67-68-5 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
Dinatriumhydrogenphosphat 7558-79-4 Carl Roth, Karlsruhe
Dithiothreitol (DTT) 3483-12-3 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
DNase I 9003-98-9 AppliChem, Darmstadt
Essigsdure 64-19-7 AppliChem, Darmstadt
Ethanol 100 % 64-17-5 Merck Millipore, Billerica,
USA
Ethanol 70 % 64-17-5 Merck Millipore, Billerica,
USA
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 60-00-4 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
Ethylendiamintetraessigsaure- 6381-92-6 Sigma-Aldrich, St. Louis,
Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA Na-Salz) USA
Formaldehyd 50-00-0 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
Glycerin 56-81-5 Carl Roth, Karlsruhe
Glycin 56-40-6 Carl Roth, Karlsruhe
Guanidinhydrochlorid 50-01-1 AppliChem, Darmstadt
Hefeextrakt 8013-01-2 Carl Roth, Karlsruhe
Imidazol 288-32-4 AppliChem, Darmstadt
Isopropanol 67-63-0 Merck Millipore, Billerica,
USA
Isopropyl-pB-D-thiogalactopyranosid 367-93-1 VWR, Darmstadt
(IPTG)
Kaliumchlorid 7447-40-7 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
Kaliumdihydrogenphosphat 7778-77-0 Carl Roth, Karlsruhe
Kaliumhexacyanoferrat (III) 13746-66-2 Carl Roth, Karlsruhe
Kanamycinsulfat 25389-94-0 Carl Roth, Karlsruhe
Kristallviolett 548-62-9 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
L-Arabinose 5328-37-0 Carl Roth, Karlsruhe
L-Glutathion oxidiert 27025-41-8 AppliChem, Darmstadt
L-Glutathion reduziert 70-18-8 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA
Lysozym 9001-63-2 Carl Roth, Karlsruhe
Magermilchpulver 999999-99-4 BD, Franklin Lanes, USA
Magnesiumchlorid 7786-30-3 Carl Roth, Karlsruhe
Magnesiumsulfat 7487-88-9 AppliChem, Darmstadt
Methanol 67-56-1 Merck Millipore, Billerica,

USA
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Chemikalie CAS-Nummer Hersteller, Ort
N-Cyclohexyl-2-aminoethansulfonsiure 103-47-9 AppliChem, Darmstadt
(CHES)

N-Lauroylsarcosin 97-78-9 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Natriumcarbonat 497-19-8 Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid 7647-14-5 Carl Roth, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat 144-55-8 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Natriumhydroxid 1310-73-2 Carl Roth, Karlsruhe

Natriumlaurylsulfat (SDS) 151-21-3 Carl Roth, Karlsruhe

Natriumthiosulfat 7772-98-7 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Octoxinol 9 (Triton® X-100) 9002-93-1 Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg

Octylphenoxypoly(ethylenoxy)ethanol 9002-93-1 Carl Roth, Karlsruhe

(Nonidet™ P-40)

ortho-Phosphorsiure 85 % 7664-38-2 Carl Roth, Karlsruhe

Paraformaldehyd 30525-89-8 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 329-98-6 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Polysorbat 20 (Tween 20) 9005-64-5 Carl Roth, Karlsruhe

Polyvinylpyrrolidon (PVP) 9003-39-8 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Rotiphorese® 30 79-06-1 Carl Roth, Karlsruhe

Rotiphorese® 40 79-06-1 Carl Roth, Karlsruhe

Salzsaure 7647-01-0 Carl Roth, Karlsruhe

Silbernitrat 7761-88-8 AppliChem, Darmstadt

Sucrose 57-50-1 Carl Roth, Karlsruhe

Tetracyclin 60-54-8 Carl Roth, Karlsruhe

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 110-18-9 AppliChem, Darmstadt

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris = 77-86-1 Carl Roth, Karlsruhe

Base)

Tris-(hydroxymethyl)- 1185-53-1 Carl Roth, Karlsruhe

aminomethanhydrochlorid (Tris HCI)

Trypanblau 72-57-1 Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Trypton 91079-40-2 Carl Roth, Karlsruhe

Urea 57-13-6 Carl Roth, Karlsruhe

Tabelle A.4: Auflistung der verwendeten Antibiotika
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Antibiotikastammlésung

Konzentration/Hersteller

Chloramphenicol
Kanamycin
Penicillin/Streptomycin
Tetracyclin

20 mg/mL in 100 % Ethanol, sterilfiltrieren
30 mg/mL in H,0, sterilfiltrieren

10 mg/mL (Biochrom, Berlin)

0,5 mg/mL in 70 % Ethanol, sterilfiltrieren
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Tabelle A.5: Auflistung der verwendeten Reagenzien

Sonstige Reagenzien

Konzentration/Hersteller

3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB) Substrat
(T0565)

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

Benzonase® Nuklease

Bovines Serumalbumin (BSA) Standard (23209)

BugBuster® 10x Proteinextraktionsreagenz
cOmplete™ EDTA-freie Proteaseinhibitor
Cocktail Tabeletten

Cystein

DNase I

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) —
high glucose (D7777)

Endotoxin freies Wasser (HyClone™ Water, Cell
Culture Grade)

FastDigest Green Puffer (10x)

Fotales Bovines Serum (FBS)

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
Isopropyl-pB-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
L-Arabinose

Lysozym

PageRuler™ Prestained Protein Ladder #26616
PageRuler™ Unstained Protein Ladder #26614
PBS Tabletten (Gibco®)

Pierce™ Unstained Protein MW Marker #26610
rLysozym™ (71110-3), 30 KU/uL (Stocklésung)

Roti®-GelStain
SDS (1 %)
Sypro® Orange

T4 DNA Ligase Puffer (10x)
Tris HC1, pH 6,8
Tris HCI, pH 8,8

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

25 %ige Losung in H,O

250 U/uL (Merck Millipore, Billerica, USA)
2 mg/mL in H,O (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)

Merck Millipore, Billerica, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

10 mM in H,O, sterilfiltrieren
100 mg/mL in H,O
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

GE Healthcare Life Sciences, Logan, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Biochrom, Berlin

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
200 mM in H,O, sterilfiltrieren

0,5 g/mL in H,O, sterilfiltrieren

100 mg/mL in H,O

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
2 KU/pL (Arbeitslosung)

(Merck Millipore, Billerica, USA)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

1 %ige und 10 %ige Lésung in H,0
5000x konzentriert in DMSO (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
1,5 M in H,O

1,5 M in H,O

A.1.4. Puffer. Losungen und Medien

Tabelle A.6: Auflistung und Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

Puffer und Losungen Zusammensetzung
Agarose-Gelelektrophorese: 50 x TAE-Puffer Tris Base 242 g/L
Essigsdure 57,1 mL/L
EDTA 14,6 g/L

- ad 1000 mL H;O (pH 8)
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Puffer und Losungen

Gefrierkulturen: Glycerin 43 %

Incluison Body Aufreinigung: Lysispuffer (pH 8)

Inclusion Body Aufreinigung:
Magnesiumsulfatlosung (1 M)
Ni-NTA Aufreinigung: Aqulibierungspuffer

Ni-NTA Aufreinigung: Elutionpuffer

Ni-NTA Aufreinigung: MES-Puffer

Ni-NTA Aufreinigung: Waschpuffer

Rickfaltung Dialyse:
Solubilisierungs- und

Dialysespuffer

Zusammensetzung
Glycerin (86 %) 50 mL
H,O 50 mL
- autoklavieren
Tris HCI 6,61 g/L
Tris Base 0,97 g/L
Natriumchlorid 5,844 g/L
EDTA 0,292 g/L
Triton X-100 5 mL/L
- ad 1000 mL H,O, autoklavieren
Magnesiumsulfat 120 g/L
- ad 1000 mL H,O, autoklavieren
Tris HCI 6,06 g/L
Natriumchlorid 5,84 g/L
DTT 154,25 mg/L
Imidazol 0,680 g/L
- ad 1000 mL H;O (pH 7,5)
Tris HCI 6,06 g/L
Natriumchlorid 5,84 g/L
DTT 154,25 mg/L
Imidazol 17,02 g/L
- ad 1000 mL H;O (pH 7,5)
MES 3,904 g/L
Natriumchlorid 5,844 g/L
Tris HCI 6,06 g/L
Natriumchlorid 5,84 g/L
DTT 154,25 mg/L
Imidazol 1,362 g/L
- ad 1000 mL H;O (pH 7,5)
Tris Base, pH 12 55 mM
Urea 2M
DTT 1 mM
(Glutathion oxidiert) 1 mM)
(Glutathion reduziert) 2 mM)
Tris Base, pH 10 55 mM
Urea 1M
DTT 1 mM
Tris Base, pH 8 55 mM
Urea 1M
Tris Base, pH 8 55 mM
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Puffer und Losungen

Rickfaltung Verdiinnungsmethode:
Solubilisierungs-,

Ruckfaltungs- und

Dialysepuffer
SDS-PAGE: 10 x TGS Puffer

SDS-PAGE: Coomassie Farbelosung

SDS-PAGE: Probenpuffer

Silberfarbung: Essigsdurelosung

Silberfarbung: Farmers Reducer

Silberfarbung: Fixierer/Entfarber

Silberfarbung: Formaldehydlésung
Silberfarbung: Natriumcarbonatlésung
Silberfarbung: Silbernitratlosung

Western Blot: 10 x Phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS)

Western Blot: Blocklosung
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Zusammensetzung
Tris Base, pH 12 50 mM
Urea 2M
Tris Base, pH 8,5 50 mM
Urea 2M
Sucrose 5%
(DTT 25 mM)
(Glutathion oxidiert) 1 mM)
(Glutathion reduziert) 2 mM)
Tris HC, pH 7,4 100 mM
Tris Base 30,3 g/L
Glycin 144,1 g/L
SDS 10 g/L
- ad 1000 mL H,0O (pH 8,3 in 1 X TGS)
H,0 367 mL
Phosphorséure 85 % 48 mL
Ammoniumsulfat 40,8 g
Coomassie G-250 490 mg
Methanol 82 mL
Tris HCI 0,315 ¢g
EDTA (Na-Salz) 74,4 mg
SDS 5g
Bromphenolblau 20 mg
- ad 80 mL H,O + 10 mL Glycerin + 10 mL 2-
Mercaptoethanol
Essigsdure 50 mL/L

- ad 1000 mL H,O

Kaliumhexacyanoferrat

Natriumthiosulfat
- ad 100 mL H,O
Ethanol

Essigsaure

- ad 1000 mL H,O
Formaldehyd

1 Spatelspitze
1 Spatelspitze

450 mL/L
100 mL/L

3mL/L

- ad 1000 mL Natriumcarbonatlosung

Natriumcarbonat
- ad 1000 mL H,O
Silbernitratlosung
- ad 100 mL H,O
Natriumchlorid
Kaliumchlorid

Dinatriumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat

- ad 1000 mL H,O
Magermilchpulver

Polyvinylpyrrolidon

Tween 20
10 x PBS Puffer
- ad 150 mL H,0

25 g/L
1 Spatelspitze

80 g/L
2g/L
14,4 g/L
2,4 g/L

758
3g
1,5 mL
15 mL
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Puffer und Lésungen Zusammensetzung

Western Blot: Transferpuffer (Towbin Transfer Tris Base 045g

Puffer) Glycin 2,25¢g
Methanol 30 mL
SDS (10 %) 1,5 mL
- ad 150 mL H,0

Western Blot: Wachlosung 10 x PBS 100 mL
H,0 890 mL
Tween 20 10 mL

Zelllyse: Lysispuffer 1 (Standard) Tris HCI 6,06 g/L
Natriumchlorid 5,84 g/L
DTT 154,25 mg/L

- ad 1000 mL H;O (pH 7,5)

Zelllyse: Lysispuffer 2 Tris HCI 6,06 g/L
Natriumchlorid 5,844 g/L
Glycerin 50 mL/L
- ad 1000 mL H;O (pH 7,5)

Zelllyse: Lysispuffer 3 MOPS 10,47 g/L
Magnesiumchlorid 0,952 g/L
DTT 154,25 mg/L
Glycerin 10 mL/L
- ad 1000 mL H;O (pH 7,5)

Zelllyse: Lysispuffer 4 Tris HCI 6,06 g/L
Natriumchlorid 29,22 g/L
Magnesiumchlorid 0,476 g/L
- ad 1000 mL H;O (pH 8)

Zelllyse: Lysispuffer 5 Tris HCI 2,42 g/L
Natriumchlorid 2,92 g/L
Triton X-100 2mL/L
- ad 1000 mL H;O (pH 7,5)

Zelllyse: Lysispuffer 6 BugBuster

Tabelle A.7: Auflistung und Zusammensetzung der verwendeten Medien

Medien Zusammensetzung

10 x TB-Salze Kaliumdihydrogenphosphat 23,1 g/L
Dikaliumhydrogenphosphat 1254 g/L
- ad 1000 mL H,O, autoklavieren

DMEM-Medium DMEM (4,5 g/L Glukose, 13,47 g/L
2 mM L-Glutamin)
Natriumhydrogencarbonat 3,7 g/L
- ad 1000 mL H;O (pH 7,2), sterilfiltrieren

LB-Agar-Platten Trypton 10 g/L
Hefeextrakt 5g/L
Natriumchlorid 10 g/L
Agar 15 g/L

- ad 1000 mL H;O (pH 7), autoklavieren
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Medien Zusammensetzung
LB-Medium Trypton 10 g/L
Hefeextrakt 5g/L
Natriumchlorid 10 g/L
- ad 1000 mL H,O (pH 7), autoklavieren
TB-Medium Trypton 12 g/L
Hefeextrakt 24 g/L
Glycerin 5g/L

- ad 900 mL H,0, autoklavieren

+ 100 mL 10 x TB-Salze

A.1.5. Zellen, Plasmide und Primer

Tabelle A.8: Auflistung der verwendeten Zellen

Zellen

Hersteller, Ort

E. coli BL21(DE3)
E. coli TOP10
HaCaT (300493)
NiH-3T3 (ACC 59)

New England Biolabs, Ipswich, USA
IBA, Gottingen, Deutschland
Cell Lines Service (CLS), Eppelheim

DSMZ, Braunschweig

Tabelle A.9: Auflistung der verwendeten und hergestellten Plasmide

Plasmide Resistenz Grofle Hersteller, Ort
pMK-RQ_His-TEV- Kanamycin 4501 bp Thermo Fisher
ALOXE3 Scientific, Waltham,

USA
pMK-RQ_His-TEV- Kanamycin 4237 bp Thermo Fisher
AmbLOXe Scientific, Waltham,

USA
pET28b(+) Kanamycin 5369 bp Merck Millipore,

Billerica, USA
pET28b_His-TEV- Kanamycin 7441 bp Anne Stamm, Institut
ALOXE3 fiir Technische

Chemie
pET28b_His-TEV- Kanamycin 7177 bp Anne Stamm, Institut
AmbLOXe fiir Technische

Chemie
pETM30_His-GST-GFP = Kanamycin 7,8 kbp Zhaopeng Li, Institut

fiir Technische

Chemie
pG-KJE8 Chloramphenicol 11,1 kbp Takara Bio, Kusatsu,

Japan
pGro7 Chloramphenicol 5,4 kbp Takara Bio, Kusatsu,

Japan
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Plasmide Resistenz Grofle Hersteller, Ort

pKJE7 Chloramphenicol 7,2 kbp Takara Bio, Kusatsu,
Japan

pG-Tf2 Chloramphenicol 8,3 kbp Takara Bio, Kusatsu,
Japan

pTf1le Chloramphenicol 5 kbp Takara Bio, Kusatsu,
Japan

Tabelle A.10: Auflistung der hergestellten Stimme (Glycerin-Gefrierkulturen)

Stimme

s>Eic-Ric e Me MM Mo Mo Moo Mo RicsEicsRies Bl oS

. coli BL21(DE3) + pET28b_His-TEV-ALOXe3

. coli BL21(DE3) + pET28b_His-TEV-ALOXe3 + pG-KJE8
. coli BL21(DE3) + pET28b_His-TEV-ALOXe3 + pG-Tf2
. coli BL21(DE3) + pET28b_His-TEV-ALOXe3 + pGro7
. coli BL21(DE3) + pET28b_His-TEV-ALOXe3 + pKJE7
. coli BL21(DE3) + pET28b_His-TEV-ALOXe3 + pTf16

. coli BL21(DE3) + pET28b(+) + pG-KJES8

. coli BL21(DE3) + pET28b(+) + pGro7

. coli BL21(DE3) + pET28b(+) + pKJE7

. coli BL21(DE3) + pET28b_His-TEV-AmbLOXe

. coli BL21(DE3) + pETM30_His-GST-GFP

. coli TOP10 + pET28b

. coli TOP10 + pET28b_His-TEV-ALOXe3

. coli TOP10 + pET28b_His-TEV-AmbLOXe

. coli TOP10 + pMK-RQ_His-TEV-ALOXe3

. coli TOP10 + pMK-RQ_His-TEV-AmbLOXe

Tabelle A.11: Auflistung der verwendeten Primer

Primer Sequenz

Mid_ALOXE3
Mid_AmbLOXe
T7 Promotor

T7 Terminator 5 -GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’

5-GGCATCTCTGGGCATGAAACTG-3’
5 -TGCAGAAGGGTAACATCTACATC-5’
5 - TAATACGACTCACTATAGGG- 3’

A.1.6. Enzyme und Antikorper

Tabelle A.12: Auflistung der verwendeten Enzyme und Antikérper

Enzyme und Antikorper Hersteller, Ort

6x-His-Tag Antikorper (Kaninchen; PA1-983B)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Enzyme und Antikorper

Hersteller, Ort

e-LOX-3 Antikorper (Kaninchen; PA5-21833)
Maus Anti-Kaninchen (IgG (HRP Konjugat;
31464))

Penta-His Antikorper (Maus; 34660)

Ziege Anti-Maus (IgG (HRP Konjugat; 401215))
FastDigest Ncol

FastDigest Xhol

T4 DNA Ligase

Trypsin-EDTA Losung (10x) (T4174)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Merck Millipore, Billerica, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

A.1.7. Reaktionskits

TabelleA.13: Auflistung der verwendeten Reaktionskits

Reaktionskits

Hersteller, Ort

Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay Kit
Qiagen Plasmid Midi Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

A.1.8. Software

Tabelle A.14: Auflistung der fiir die experimentellen Arbeiten verwendeten Software

Software

Bezeichnung (Hersteller)

Bioinformatik Software zur in silico Analyse von
Klonierungen etc.

DNA Geldokumentationssoftware

ECIS Software

Lumascope Software

Mikroskopie Software
Mikroskopie-Bildanalyse Software
NanoDrop Software

Photometer (Plate Reader) Software
SDS-PAGE Gel Scanner Software
Thermal Shift Assay Software

Clone Manager (Sci-Ed, Denver, USA)

Intas GDS (Intas, G6ttingen)

Applied Biophysics Software V 1.2.186.0
(Applied Biophysics, Troy, USA)

Lumaview 600 (Etaluma, Carlsbad, USA)
cellSens Standard (Olympus, Hamburg)
ImageJ + MRI Wound Healing Tool

ND-1000 Operating Software V 3.8.1 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA)

SkanIt™ RE for Multiskan Go

Adobe® Photoshop CS2

Bio-Rad iQ™ 5 Potical System Software (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA)
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A.2. Methoden

A.2.1. Molekularbiologische Arbeiten

A.2.1.1. Praparation von Plasmid-DNA

Fiir die Praparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli kamen unterschiedliche Kits der
Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) zum Einsatz. Alle Kits machen sich dabei die alkalische
Lyse zunutze um die Bakterienzellen aufzuschlieflen, die darin befindliche Plasmid-DNA
herauszulésen und gleichzeitig chromosomale DNA zu zerstéren [125]. Um stérende RNA
zu entfernen, wird dem dabei genutzten Puffer zusatzlich RNase hinzugefiigt. Anschlielend
wird das Lysat neutralisiert und weiter mit der Aufreinigung verfahren. Zur Aufreinigung
von Plasmid-DNA aus kleineren Kulturmengen (5-10 ml), beispielsweise fiir
Sequenzierungen, wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit genutzt. Zur Aufreinigung aus
grofleren Kulturmengen (50-100 ml) z.B. zur Lagerung, fir weitere molekularbiologische
Arbeiten und/oder Transformationen wurde das Qiagen Plasmid Midi Kit genutzt. Es wurde

jeweils entsprechend der den Kits beiliegenden Anleitungen verfahren.

Unabhingig davon, welches Kit genutzt wird, werden zunéchst 5 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden selektiven Antibiotikum versetzt und mit einer einzelnen Kolonie
transformierte E. coli TOP10 Zellen von einer Agar-Platte angeimpft und iiber Nacht bei
37 °C und 180 rpm kultiviert. Wird nur eine kleiner Menge Plasmid-DNA benoétigt, wird
diese direkt mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit aus dem bakteriellen Pellet dieser 5 ml
aufgereinigt. Fir grofiere Mengen Plasmid-DNA wird aus der entsprechenden Vorkultur
eine Hauptkultur mit einem Volumen von 50 ml LB-Medium und Antibiotikum angeimpft
(Start-ODgpp = 0,1) und zwolf bis 16 Stunden bei 37 °C und 180 rpm kultiviert. Diese
Kulturmenge wird nach Zentrifugation dann genutzt um daraus Plasmid-DNA mit dem

Qiagen Plasmid Midi Kit aufzureinigen.

Bei Nutzung des Midi Prep Kits wird das durch Zentrifugation aufgereinigte Lysat mit
Plasmid-DNA in einem Puffer mit niedriger Salzkonzentration auf die Saule gegeben.
Verunreinigungen werden danach mit einer leicht erhohten Salzkonzentration entfernt. Die
Plasmid-DNA selbst wird schliellich mit einem Puffer mit einer hohen Salzkonzentration
eluiert. Nach der Aufreinigung der DNA iiber die Qiagen-tip 100 Saule des Midi Kits muss
die Plasmid-DNA durch die Zugabe von Isopropanol aus dem hochsalzigen Puffer gefallt
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werden, das daraus entstandene Pellet mit Ethanol gewaschen und anschlieend in einem

gewinschten Puffer oder Wasser gelost werden.

Bei Nutzung des QIAprep Spin Mini Prep Kits entfallen diese Schritte. Nach der Zelllyse wird
das neutralisiert Lysat bereits mit einem hochsalzigen Puffer versetzt. Nach Zentrifugation
wird es auf die QIAprep Silicamembran gegeben. Danach erfolgt ein Waschschritt und die
aufgereinigte DNA kann direkt mit dem gewiinschten Puffer bzw. Wasser in einem

definierten Volumen von der Saule eluiert werden.

Die Konzentration der Plasmid-DNA kann anschlieend bei 260 nm mit dem NanoDrop 1000
Mikrovolumen-Spektralphotometer (Thermo Scientific, Waltham, USA) und der
zugehorigen Software bestimmt werden. AnschlieBend wird die Plasmid-DNA aliquotiert

und bis zur weiteren Nutzung bei -20 °C gelagert.

A.2.1.2. Native Agarose-Gelelektrophorese fiir DNA

Sowohl zur Uberpriifung von Klonierungsarbeiten, als auch zur Durchfithrung dieser
Klonierungsarbeiten miissen die DNA und DNA-Fragmente nach Restriktion einer Probe
oftmals entsprechend ihrer Grofle aufgetrennt werden. Dies erfolgt mittels einer nativen
Agarose-Gelelektrophorese, in der die negative Nukleinsduremolekiile bei Anlegung eines
elektrischen Feldes, entsprechend ihrer mit der Grofle korrelierenden Ladung, durch das

quervernetzte Agarose-Gel zur Anode wandern.

Zur Herstellung eines 1 %igen Agarose-Gels wird 1 g Agarose eingewogen und mit 100 mL
1 x TAE-Puffer versetzt. Zum Losen der Agarose wird das Gemisch fiir zwei Minuten bei
700 Watt in der Mikrowelle erhitzt. Anschliefend wird es rithrend bei RT auf 50-60 °C
abgekiithlt und mit 5 pL des DNA-bindenden, griin-fluoreszierendem Farbstoffs Roti®-
GelStain versetzt. Nach Einsetzen des Taschenkammes wird ein max. 5 mm dickes,
luftblasenfreies Gel gegossen. Nachdem das Gel fest geworden ist, wird es mit 1 x TAE-
Puffer uberschichtet und die komplette Kammer mit diesem Puffer gefiillt. Die
aufzutragenden Proben (DNA nach Restriktion) sind durch Verwendung des Puffers

FastDigest Green bereits mit Probenauftragspuffer versetzt. Pro Tasche werden 10 uL Probe

aufgetragen und in eine weitere Tasche 10 uL des GeneRuler 1kb DNA Ladder
Groflenstandards. Fir die Laufzeit von einer Stunde wird eine Spannung von 70 V angelegt.

Mittels des Intas UV Systems wird ein Bild des Gels aufgenommen und die entsprechenden
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Banden der bendtigten DNA-Abschnitte werden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem

Gel herausgeschnitten.

A.2.1.3. Extraktion und Aufreinigung von DNA aus einem Agarose-Gel

Zur Aufreinigung von DNA und DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde das QIAquick
Gel Extraction Kit verwendet. Das Kit ermoglicht die Entfernung von einzelnen Nukleotiden,
Salzen, Enzymen, Agarose und weiteren Verunreinigungen. Bis zu 80 % der im Gel
befindlichen DNA kann damit aufgereinigt werden. Dabei wird eine Aufreinigung tiber eine
Silicamembran nach demselben Prinzip der Bindung, Waschung und Elution wie fiir das
QIAprep Spin Mini Prep Kit durchgefiihrt. Die aus dem Agarose-Gel ausgeschnittenen DNA-
Fragmente werden zunichst in einem Puffer mit pH-Indikator geldst. Der pH-Indikator ist
notwendig um sicherzustellen, dass der pH < 7,5 ist und somit eine effektive Bindung an das
Membranmaterial moglich ist. Anschliefend wird die im Puffer geloste DNA iber die
Silicamembran aufgereinigt. Pro Extraktion konnen so bis zu 400 mg Agarose-Gel
aufgearbeitet werden. Es wurde entsprechend des dem Kit beiliegenden Protokolls

verfahren.

Nach FElution der aufgereinigten DNA in einem definierten Volumen Puffer bzw. Wasser
kann die Konzentration der Plasmid-DNA bei 260 nm mit dem NanoDrop 1000
Mikrovolumen-Spektralphotometer und der zugehorigen Software bestimmt werden.
Werden DNA-Fragmente direkt nach Restriktionsverdau aus dem Gel aufgereinigt, konnen

diese direkt weiter in einer Ligation verwendet werden.

A.2.1.4. Restriktion und Ligation von DNA-Fragmenten

Die Restriktionen fiir die molekularbiologischen Arbeiten im Rahmen dieser Arbeit wurden
mit den Enzymen FastDigest Ncol und FastDigest Xhol durchgefiihrt. Der Restriktionsverdau
erfolgte dabei entsprechend der Empfehlung des Herstellers Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA).

Der dargestellte Restriktionsansatz wird vermischt, kurz herunterzentrifugiert und fiir zehn
bis 15 Minuten bei 37 °C im Thermoschiittler bzw. Wasserbad inkubiert. Das Volumen an
Wasser kann entsprechend angepasst werden, wenn ein grofieres Volumen Plasmid-DNA

eingesetzt werden muss. Optional kann anschlieffend eine thermische Inaktivierung der
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Enzyme erfolgen. Diese ist allerdings nicht notwendig, wenn mit den Proben direkt weitere

verfahren wird und diese beispielsweise auf ein Agarose-Gel aufgetragen werden.

Tabelle A.15: Zusammensetzung eines Restriktionsansatzes mit FastDigest Enzymen

Komponente Volumen
H,0 12 uL
10 x FastDigest Puffer 2 uL
Plasmid-DNA (max. 2 g) 4 uL
Restriktionsenzym 1 (Ncol) 1pL
Restriktionsenzym 2 (Xhol) 1pL
Gesamtvolumen 20 uL

Um eine Ligation von DNA-Fragmenten, die beispielsweise aus einem Agarose-Gel
aufgereinigt werden, durchzufithren, wurde das Enzym T4 DNA Ligase verwendet (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA). Entsprechend des vom Hersteller zu Verfiigung gestellten

Protokolls wird fiir eine Ligationsreaktion folgender Ansatz hergestellt.

Tabelle A.16: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes mit T4 DNA Ligase

Komponente Volumen

Vektor-DNA 20-100 ng (= ca. 5 pL DNA-Fragment nach
Gelextraktion)

Insert-DNA 1:5 molare Ratio (Vektor:Insert) (= ca. 10-12 puL
DNA-Fragment nach Gelextraktion)

10 x T4 DNA Ligase Puffer 2 uL

T4 DNA Ligase (5 Weiss U/uL) 0,2 uL

H,0 x uL

Gesamtvolumen 20 puL

Der Ligationsansatz wird vermischt, kurz herunterzentrifugiert und fiir zehn Minuten bei
RT (kann bis auf eine Stunde verlangert werden) inkubiert. Bis zu 5 pL solch eines Ansatzes

konnen zur Transformation von 50 puL chemisch kompetenter Zellen genutzt werden.
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A.2.2. Stammbherstellung und -erhaltung

A.2.2.1. Transformation chemisch kompetenter Zellen

Zur Transformation von 50 uL chemisch kompetenter E. coli Zellen konnen 1 uL

aufgereinigte Plasmid-DNA oder 5 pL eines Ansatzes aus einer Ligation (A.2.1.4) verwendet
werden. E. coli TOP10 Zellen (IBA, Goéttingen) werden zur Plasmid-Propagation genutzt.
Durch Glycerin-Gefrierkulturen von erfolgreich transformierten Kolonien kann nach einer
Kultivierung so immer wieder neue Plasmid-DNA aufgereinigt werden. Transformierte
E. coliBL21(DE3) Zellen (New England Biolabs, Ipswich, USA) werden zur effektiven
heterologen Proteinproduktion genutzt. Fiir beide Formen chemisch kompetenter Zellen
wurde nach den Empfehlungen des Herstellers vorgegangen. Nach Entnahme aus der
Lagerung bei -80 °C werden die Zellen langsam fiir fiinf bis zehn Minuten auf Eis aufgetaut.
Anschliefend wird die entsprechende Menge Plasmid-DNA bzw. Ligationsansatz
hinzugefiigt und durch leichtes Anschnipsen des Reaktionsgefafies vermischt. Nach einer
30-minitigen Inkubation auf Eis werden die Zellen in einem Wasserbad einem Hitzeschock
unterzogen (fiinf Minuten bei 37 °C fir E. coli TOP10 und zehn Sekunden bei 42 °C fiir
E. coli BL21(DE3)). Nach einer fiinfminiitigen Inkubationsphase auf Eis werden die Zellen
unter sterilen Bedingungen mit 950 pL. vorgewarmten SOC-Medium versehen. Die Zellen

werden fiir eine Stunde bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Anschliefend werden 100 uL dieses

Ansatzes, sowie 100 puL einer 1:10 Verdiinnung auf bei RT vorgewarmten LB-Platten (mit
entsprechendem Antibiotikum) ausplattiert. Die Platten werden tber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Der restliche Transformationsansatz kann zur Sicherheit tber Nacht im
Kiihlschrank aufbewahrt werden. Am néachsten Tag konnen einzelnen Kolonien von der

Platte gepickt und weiter kultiviert und charakterisiert werden.

A.2.2.2. Anlegen von Glycerin-Gefrierkulturen

Nach erfolgreicher Transformation (A.2.2.1) kann eine Kolonie gepickt und in LB-Medium
mit entsprechendem Antibiotikum tiber Nacht schiittelnd bei 37 °C kultiviert werden. Zur
Stammerhaltung in Glycerin-Gefrierkulturen werden jeweils 500 uL dieser Ubernachtkultur
mit 500 pL sterilem 43%-igem Glycerin versetzt und bei -80 °C in Kryovials bis zur weiteren
Verwendung aufbewahrt. Zum Animpfen aus diesen Glycerin-Gefrierkulturen wird mit

einer Impfose eine kleine Menge des noch gefrorenen Materials abgenommen und eine
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Vorkultur damit angeimpft. Somit kann eine Glycerin-Gefrierkultur mehrmals zum

Animpfen genutzt werden.

A.2.3. Kultivierung

Alle zur Kultivierung von E. coli Zellen verwendete Materialien, Medien, Losungen etc.
werden vor Nutzung fiir 20 Minuten bei 120 °C autoklaviert bzw. sterilfiltriert, wenn das

Autoklavieren aufgrund der Inhaltsstoffe der Losungen nicht moglich ist.

A.2.3.1. Herstellung von Medium und Platten

LB- und TB-Medium werden entsprechend der in A.1.4 aufgelisteten Zusammensetzung
hergestellt. Zur Herstellung von Agar-Platten aus LB-Medium wird den Komponenten des
LB-Medium zusétzlich noch 15 g/L Agar hinzugefiigt. Nach dem Autoklavierungsschritt
wird gewartet bis die LB-Agar-Losung auf ca. 50-60°C abgekiihlt ist, bevor das
entsprechende Antibiotikum hinzugefiigt wird. Anschlieend werden die Platten gegossen
(ca. 20 mL pro Platte), abgekiihlt und bis zur weiteren Verwendung verschlossen bei 4 °C

gelagert.

A.2.3.2. Kultivierung und Offline-Analytik

Zur Kultivierung der verschiedenen E. coli Stimme wird zunichst jeweils eine Vorkultur
(Ubernachtkultur) des Stammes aus einer zuvor hergestellten und bis zum Zeitpunkt der
Verwendung bei -80 °C gelagerten Glycerin-Gefrierkultur angeimpft. Das Animpfen erfolgt
mit einer Impfose. Mittels dieser Impfose wird von der noch gefrorenen Glycerin-
Gefrierkultur ein wenig Material abgenommen und dem mit Antibiotikum versetztem LB-
Medium (5-10 mL) hinzugefiigt. Nach Kultivierung dieser Ubernachtkultur bei 30 °C und
180 rpm wird diese zum Animpfen der Hauptkultur genutzt. Das Volumen der Hauptkultur
betragt dabei in den meisten Fillen (z.B. Screening der optimalen
Kultivierungsbedingungen) 50 mL. Das mit Antibiotikum versetzte Medium der Hauptkultur
wird nach Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODggo) der Vorkultur mit dieser so
inokuliert, dass mit einer Start-ODggy von 0,05 die Hauptkultivierung gestartet wird. Bei
Kultivierungen zur heterologen Proteinproduktion wird normalerweise bei einer ODggg
zwischen 0,6 und 0,8 die Proteinproduktion mit IPTG induziert. Zur Bestimmung der ODgq
mittels Photometer (Multiskan® GO) wird diese jeweils gegen einen Leerwert mit Saline

(0,9 % NaCl-Losung) gemessen. Da die Messung nur bis zu einem Wert von ODgy = 0,8
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linear ist, wird bei Werten oberhalb dieses Bereiches eine entsprechende Verdiinnung mit

Saline vorgenommen.

A.2.3.3. Zellernte

Nach zwei bis 24 Stunden Kultivierung der Hauptkultur werden die Zellen geerntet. Dazu
wird die Kulturbrithe mit den E. coli Zellen in ein Zentrifugationsgefiafl umgefiillt und fir
15 Minuten bei 4 °C und 17.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das
daraus resultierende Zellpellet wird direkt weiter verarbeitet oder zunachst bis zur weiteren

Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

A.2.4. Proteinanalytik

Die zur Proteinanalytik verwendeten Proben werden entsprechend normiert um eine
Vergleichbarkeit aller Proben zu erhalten (Unabhangig von Dauer der Kultivierung/Menge
der Zellen), Das Volumen an Kulturbrithe bei der Zellernte (A.2.3.3) wird dabei so gewahlt,
dass in dem angestrebten Volumen Lysispuffer nach Resuspendierung des Zellpellets fiir

den Zellaufschluss ein ODggp-Wert von 15 vorliegt.

A.24.1. Zellaufschluss (Ultraschall, BugBuster® und French Press)

Ultraschall

Bei Verwendung von Ultraschall zum Zellaufschluss, z.B. zur Testung der verschiedenen
Kultivierungsbedingungen, wird immer mit einem Volumen von 300 pL Lysispuffer
gearbeitet. Die durch Zentrifugation gewonnen Zellpellets werden in dem entsprechendem
Volumen Lysispuffer resuspendiert. Um die Zelllyse zu unterstiitzen, wird dem Lysispuffer
Lysozym in einer finalen Konzentration von 1 mg/mL hinzugefiigt. Das in Lysispuffer
resuspendierte Zellpellet wird fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschliefend werden die
Zellen in vier Zyklen mit Ultraschall (100 % Amplitude, 0,6 s Pulsation/Zyklus,
1,5 Minuten/Zyklus) auf Eis aufgeschlossen. Die Pausen zwischen den Zyklen werden
jeweils dazu genutzt, die weiteren Proben zu bearbeiten. Nach Zugabe von DNase
(0,3 mg/mL) werden die Proben erneut fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlielend
werden die Proben bei 17.000 x g und 4 °C fir zehn Minuten zentrifugiert. Die 16sliche

Proteinfraktion befindet sich anschlieflend im Uberstand.
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BugBuster®

Bei der Verwendung von BugBuster® zur Zelllyse wird neben dem eigentlichen

Proteinextraktionsreagenz zusitzlich mit Ultraschall gearbeitet um einen vollstindigen
Aufschluss der Zellen zu gewihrleisten. 2 mL BugBuster® Losung wird jeweils mit 1 pL

Benzonase (250 U/puL) und 2 pL rLysozym™ (2 KU/uL) versehen. Das Volumen dieser
BugBuster™ Losung zur Resuspendierung und zum Aufschluss der Zellen wird dquivalent
zur oberen Behandlung mit Ultraschall gewahlt. Die in der Arbeitslosung resuspendierten
Pellets werden kurz gevortext. Anschlieffend wird das Lysat fiir 30 Minuten bei 27 °C und
350 rpm auf einem Temperaturschiittler inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen in 4
Zyklen mit Ultraschall (100 % Pulsation, 60 % Amplitude, 1,5 Minuten/Zyklus) auf Eis
aufgeschlossen. Die Pausen zwischen den Zyklen werden jeweils dazu genutzt, die weiteren
Proben zu bearbeiten. Anschliefend werden die Proben bei 17.000 x g und 4 °C fiur zehn

Minuten zentrifugiert. Die 16sliche Proteinfraktion befindet sich anschliefend im Uberstand.
French Press

Die French Press als Aufschlussmethode kann vor allem dann genutzt werden, wenn
groflere Mengen an Zellen aufgeschlossen werden sollen oder aber, wenn Nachteile der
anderen beiden Aufschlussmethoden vermieden werden sollen. Die Kulturbrithe mit Zellen
wird in einen Zentrifugationsbecher gefullt und bei 17.000 x g und 4 °C fiur 20 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wird nach Zentrifugation verworfen und das Gewicht des
Zellpellets bestimmt (zuvor wurde das Taragewicht des Zentrifugationsbehéltnisses
bestimmt). Fiir den Aufschluss mittels French Press ist ein Mindestvolumen von 20 mL
Zelllysat notwendig. Pro g Zellmasse werden 10 mL Puffer eingesetzt. Das Pellet wird in
einem entsprechenden Volumen an Puffer gelost und fiir 30 Minuten geriihrt. Die
Aufschlusskammer, durch die das Zelllysat mit hohem Druck geleitet wird, muss mit Eis
gekihlt werden. Zusétzlich wird die Anlage mit Kihlwasser versorgt. Die Druckluftzufuhr
der Anlage wird auf 9 K eingestellt. Das zur Sterilisation in der Anlage befindliche
Isopropanol wird abgepumpt und die Anlage wird insgesamt 4-mal mit Wasser gespiilt.
Nach den ersten beiden Spiilschritten mit Wasser wird zuséatzlich einmal mit 1 M NaOH-
Losung gespiilt. AbschlieBend wird einmal mit dem zur Zelllyse verwendetem Puffer
gespiilt, sodass sich im gesamten Volumen der Anlage Puffer befindet. Die aufzuschlieflende

Probe wird mehrmals durch die Anlage gepumpt (jeweils aufgefangen und erneut
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eingefiillt). Nach 8-10 Durchlaufen wird mit 20 mL Puffer die restliche Probe aus der Anlage
gespilt (dadurch verdinnt sich die Probe weiter). Sollen weitere Proben aufgeschlossen
werden, miissen zwischen jeder Probe erneut Waschschritte mit Wasser, NaOH und Puffer
erfolgen. Sind alle Proben aufgeschlossen, muss das Gerat gesdubert und fiir die Lagerung
vorbereitet werden. Hierzu wird das Gerét erneut mit Wasser und NaOH gespiilt. Zur
Lagerung wird das Gerdt mit Isopropanol gespiilt und dieses wird bis zur weiteren

Verwendung im Gerét belassen.

A.24.2. SDS-PAGE (mit Coomassie- und Silberfarbung)

Zur Durchfithrung der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophores (SDS-PAGE)
werden sowohl selbst hergestellt Gele als auch kommerziell erhéltliche Fertiggele
verwendet. Die selbst hergestellten Gele werden je nach gewiinschtem Vernetzungsgrad
(prozentualer Anteil Polyacrylamid) gemafl der in Tabelle A.17 und Tabelle A.18

dargestellten Zusammensetzung hergestellt.

Tabelle A.17: Zusammensetzung eines 12 %igen SDS-Trenngels

Komponente Volumen

Acrylamid-,Bisacrylamid-Stammlésung (37,5 : 1, 1,5 mL
40 %ig) (Rotiphorese® 40)

SDS-Losung (1 %) 0,5 mL
Tris HCI (1,5 M, pH 8,8) 1,4 mL
H,0 1,6 mL
TEMED 10 uL
APS (25 %ig) 10 pL
Gesamtvolumen 5,02 mL

Tabelle A.18: Zusammensetzung eines 8 %igen SDS-Sammelgels

Komponente Volumen

Acrylamid-,Bisacrylamid-Stammlésung (37,5 : 1, 750 pL
40 %ig) (Rotiphorese® 40)

SDS-Losung (1 %) 300 pL
Tris HCI (1,5 M, pH 6,8) 630 uL
H,0O 3,770 mL
TEMED 10 uL
APS (25 %ig) 10 pL

Gesamtvolumen 5,47 mL
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Zum Gieflen der Gele wir das Mini-Protein® Tetra Handcast System verwendet. Die zum
System gehorende Glas(spacer)platten werden mit Wasser und Isopropanol gereinigt und
die Gief3station entsprechend der Anleitung aufgebaut und auf ihre Dichtigkeit gepriift. Das
Trenngel wird gegossen und mit Isopropanol iiberschichtet. Nach Aushirtung dieses
Trenngels (20-30 Minuten) wird das Isopropanol entfernt, das Sammelgel gegossen und vor
Aushirtung mit einem Kamm zur Ausformung der Probentaschen versehen. Ist das
Sammelgel ebenfalls ausgehirtet, kann das gesamte Gel aus der Gieflvorrichtung
entnommen und direkt verwendet oder bei 4 °C in feuchten Tiichern fiir mehrere Tage
gelagert werden. Werden kommerziell vertriebene Fertiggele genutzt, entfallen diese

Schritte und es wird nach der entsprechenden Anleitung der Fertiggele verfahren.

Die fiir die SDS-PAGE vorgesehenen Proben wurden jeweils mit einem &quivalenten
Volumen an 2 x SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95 °C fir funf Minuten aufgekocht. Fir
den Gellauf werden die Gele in die Elektrophoresemodule-Einsitze eingespannt und der
Zwischenraum zwischen zwei Gelen wird mit 1 x TGS Laufpuffer gefiillt und auf seine
Dichtigkeit gepriift. AnschlieSend wird der Kamm entfernt und die Taschen mit Proben (je
10 uL) und Proteinmarker (je 7 puL) gefillt. Das Modul samt Gelen wird dann in die
entsprechende Vorrichtung des Laufkammertanks eingesetzt und dieser bis zur Markierung
ebenfalls mit 1x TGS-Puffer befiillt. Nach Aufsetzen des Deckels mit der richtigen
Orientierung der Kontakte wird der Gellauf zunichst fur 10-15 Minute bei 100V
durchgefiihrt. Anschlieffend wird die Spannung fiir weitere 45-60 Minuten auf 150 V erhoht.
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Abbildung A.1: Proteinmarker Pierce™ Unstained Protein MW Marker (#26610; 14-116
kDa), Proteinmarker PageRuler™ Unstained Protein Ladder (#26614; 10-200 kDa) und
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (#26616; 10-170 kDa)
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Coomassie-Fiarbung

Nach dem Gellauf wird das Gel kurz mit Wasser abgespiilt und iiber Nacht in der
Coomassie-Farbelosung schiittelnd inkubiert. Am nichsten Tag kann das Gel in mehreren

Schritten mit Wasser wieder entfirbt werden, bis der Hintergrund farblos ist.
Silber-Farbung

Nach dem Gellauf wird das Gel kurz mit Wasser abgespiilt und fiir 20 Minuten in eine
Fixierlosung gelegt. Dann wird das Gel zweimal mit Wasser gewaschen. AnschlieBend wird
das Gel fiir 2,5 Minuten in Farmes Reducer geschwenkt und zwei bis dreimal je finf
Minuten mit Wasser gewaschen. Danach wird das Gel fiir 30 Minuten in Silbernitratlosung
schiittelnd inkubiert, erneut zwei- bis dreimal je 30 Sekunden in Wasser gewaschen und
kurz in einer Natriumcarbonatlésung geschwenkt. Die Losung wird verworfen und eine mit
Formaldehyd versetze Natriumcarbonatlosung wird hinzugeben. Wenn sich deutliche
Banden entwickelt haben, wird die Losung ziigig verworfen. Die Reaktion wird durch die
10-miniitige Zugabe einer Essigsaurelosung gestoppt. Anschlieflend kann das Gel in Wasser

gelagert werden.

A.2.4.3. Proteinaufreinigung iiber Ni-NTA Spin columns

Das komplette Aufreinigungsverfahren mittels Ni-NTA Spin columns (0,2 mL
Saulenmaterial) erfolgt, soweit moglich, auf Eis. Das Zielprotein enthalt ein Hexa-Histidin-
Tag und kann dadurch tber das Material der Siulen aufgereinigt werden. Es wird
entsprechend des Herstellerprotokolls verfahren, welches Schritte zur Aquilibrierung,
Proteinbindung, Reinigung und Elution vorsieht. Dabei finden Puffer mit unterschiedlichen
Imidazolkonzentrationen (Aquilibrierung: 10 mM, Reinigung: 20 mM, Elution: 250 mM)

Anwendung.

Kurz zusammengefasst, die Saulenspitze wird entfernt und die Saule fiir zwei Minuten bei
700 x g zentrifugiert um den Lagerungspuffer zu entfernen. Es wird 400 pL
Aquilibrierungspuffer aufgetragen, kurz inkubiert und danach fiir zwei Minuten bei 700 x g
zentrifugiert. Die Saulenspitze wird wieder aufgesetzt, der Uberstand nach Zelllyse mit
einem zum Lysispuffer dquivalentem Volumen Aquilibrierungspuffer vermischt (mind.
0,4 mL Gesamtvolumen), das gesamte Gemisch auf die Saule gegeben und fiir 30 Minuten

auf Eis schiittelnd inkubiert. Anschlieflend wird die Sdulenspitze entfernt und die Saule fiir
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zwei Minuten bei 700 x g zentrifugiert (Durchflussfraktion). Insgesamt wird dreimal mit je
400 u. Waschpuffer gewaschen (zwei Minuten, 700 x g; drei Waschfraktionen). Danach
wird dreimal mit je 200 uL Elutionspuffer das Zielprotein von der Saule eluiert (zwei
Minuten, 700 x g; drei Elutionsfraktionen). Zur Regeneration der Saule wird diese mit zehn
Volumen (insg. 2 mL) MES-Puffer sowie mit zehn Volumen Wasser gewaschen.
Anschlieffend wird zur Lagerung bei 4 °C ein Volumen (0,2 mL) 20%iges Ethanol auf die
Sédule gegeben.

A.2.4.4. Densitometrische Quantifizierung von Proteinen

Zur Quantifizierung der Proteinfraktionen im SDS-Gel wird eine densitometrische Analyse
durchgefithrt. Hierzu wird, neben den zu analysierenden Proteinfraktionen, ein BSA-
Kalibrationsreihe unterschiedlicher Konzentrationen auf das Gel aufgetragen. Nach
elektrophoretischer Auftrennung der Fraktionen wird das Gel mittels Coomassie eingefirbt
und in Form einer Bilddatei dokumentiert. Zur Bestimmung der relativen Farbdichte der
einzelnen Proteinbande wird die Bildanalysesoftware Image] verwendet. Fiir jede
Probenspur wird dabei ein gleichgrofler rechteckiger Ausschnitt analysiert. Anschlieend
wird tber die Software ein Profilplot fiir den Ausschnitt der Probenspur erstellt. Dieser
enthilt Peaks fiir jede einzelnen Bande in diesem Ausschnitt. Die Grofle des Peaks korreliert
mit der Intensitit der Bande und somit auch mit der vorhandenen Menge an Protein.
Anhand der Flache der Farbdichtepeaks der Standardreihe kann eine Kalibration erstellt

werden und die Proteinkonzentration der Proben anhand ihrer Peakflache ermittelt werden.

A.2.4.5. Western Blot

Als Vorbereitung auf den Western Blot muss zunachst eine SDS-PAGE mit einem gefarbten
Marker durchgefiithrt werden. Dabei werden zwei identische SDS-PAGE Gele erzeugt. Eines
der Gele wird mit Coomassie angefarbt, das andere wird fiir den Western Blot genutzt. Das
Western Blot Protokoll kann in drei Schritte unterteilt werden: das Blotten der Membran,

das Blocken der Membran und die Immunmarkierung der Membran.

Zum Blotten der Membran wird zunichst die in einer Schutzfolie befindliche PVDF-
Membran auf die Grofle des Gels zugeschnitten. Das Gel wird nach der SDS-PAGE mit
Wasser abgespiilt und die Membran gleichzeitig fiir finf Minuten in Methanol aktiviert und
anschlieflend fiir zehn Minuten in Transferpuffer dquilibriert. Die Platten, zwischen denen

sich das Gel befindet werden geoffnet und das Gel wird auf eine dieser Platten belassen. Das
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Gel wird ebenfalls mit Transferpuffer befeuchtet und die dquilibrierte Membran passend auf
das Gel gelegt. Ein ebenfalls in Transferpuffer getranktes Blotpapier wird auf die Membran
gelegt. Dies alles erfolgt blasenfrei, eventuell entstehende Luftblasen kénnen durch Rollen
herausgedriickt werden. Das dadurch entstandene ,Sandwich® wird mit dem Gel nach oben
auf die Oberflaiche der Western Blot Apparatur gegeben. Auf das Gel wird ein weiteres, in
Transferpuffer getranktes Blotpapier, gelegt. Die Apparatur wird verschlossen und fiir
50 Minuten eine Spannung von 15 V angelegt. Ob der Blottingvorgang funktioniert hat, lasst

sich u.a. an der Ubertragung des gefarbten Markes vom Gel auf die Membran erkennen.

Zum Blocken der Membran wird diese tiber Nacht bei 4 °C in einer Blocklosung inkubiert.
Alternativ kann eine Inkubation bei Raumtemperatur fiir zwei Stunden gewiahlt werden.
Das Blocken der Membran ist wichtig um nichtbesetzte Position auf der Oberfliche der

Membran abzusittigen, da an diese ansonsten der Antikorper binden wiirde.

Als Vorbereitung fiir die Immunmarkierung wird die Membran nach einer kurzen
Aufwiarmphase bei RT (30 Minuten) dreimal jeweils finf Minuten mit Waschpuffer
gewaschen. Die Antikorperdiluentenlosung setzt sich aus einem Teil Blocklosung und
einem Teil Waschlosung zusammen. Zur Inkubation der Membran mit den primiren und
sekunddren Antikorpern in einer 50 mL Reagenzrohre unter Bewegung ist jeweils eine
Volumen von 4 mL Antikérperlosung notig. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
primédren Antikorper (Anti-His bzw. Anti-ALOXe3) werden jeweils 1:5.000 verdinnt. Die
entsprechenden sekundiaren Antikorper mit einem HRP-Konjugat werden 1:10.000
verdiinnt. Die Membran wird fiir eine Stunde in den jeweiligen Antikorperlosungen
inkubiert und zwischen den einzelnen Schritten je fiir dreimal fiinf Minuten mit
Waschpuffer gereinigt. Nach Bindung des zweiten Antikorpers und eines
Reinigungsschrittes wird 1 mL 3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) mehrmals tber die
Membran getraufelt. Nach Entwicklung von Banden wird die Reaktion mit Wasser

abgestoppt. Das Ergebnis wird im Auflichtmodus eingescannt.
A.2.5. Aufbereitung und Charakterisierung Inclusion Bodies

A.2.5.1. Aufreinigung der Inclusion Bodies

Das Protokoll zur Aufreinigung von Inclusion Bodies dient dazu, diese moglichst schonend

aus den Bakterienzellen, die zur Kultivierung genutzt wurden, herauszulésen und sie
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anschliefend von den Zellbestandteilen und anderen Verunreinigungen zu trennen. Ein
wichtiges Element dieses Aufreinigungsprotokolls sind die Zwischenschritte, mit denen
uberprift wird, ob noch lebende Bakterienzellen vorhanden sind. Fiir das Endprodukt dieses
Aufreinigungsprotokolls muss zusétzlich iiberpriift werden, ob es zu Kontaminationen in
der Zellkultur fithren kann. Das Protokoll zur Produktion und Aufreinigung von Inclusion

Bodies dauert insgesamt 5 Tage.

Die Kultivierung zur Gewinnung von Inclusion Bodies wird in LB-Medium (+Antibiotikum)
durchgefiihrt. Als Vorkultur werden 25 mL mit einer Glycerin-Gefrierkultur angeimpft und
anschlieflend iiber Nacht bei 30 °C und 180 rpm kultiviert. Die Hauptkultur (500 mL LB-
Medium (+ Antibiotikum) in einem 2-L-Erlenmeyerkolben) wird aus dieser Vorkultur mit
einer Start-ODggo von 0,05 angeimpft und bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Ist eine ODgg
von 0,7 erreicht wird die Temperatur auf 25 °C gesenkt und die Proteinproduktion mit
0,5 mM Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Drei Stunden nach Induktion
wird die Kultivierung gestoppt.

Nach dem Stoppen der Kultivierung werden 2 uM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF),
100 pg/mL Lysozym und eine cOmplete™ EDTA-freie Proteaseinhibitor Cocktail Tablette
zur Kulturbrithe hinzugefiigt und das ganze geschiittelt (2h, 37°C, 180 rpm). Die
Kulturbrithe wird anschlieflend in eine sterile 1 L quadratische Flasche (PP) von Nalgene™

gefiillt und iiber Nacht bei -80 °C eingefroren.

Am néchsten Tag wird die Flasche mit der Kulturbrithe in einem Wasserbad (22 °C)
aufgetaut, 2 mL steriles Triton-X-100 hinzugefiigt und inkubiert (1 h, RT, 50 rpm). 100 pL
dieser Losung werden auf einer LB-Agar-Platte ohne Antibiotikum ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37 °C inkubiert um zu uberpriifen, ob noch lebende Bakterienzellen vorhanden

sind. Die verbleibende Kulturbrithe wird bei -80 °C eingefroren.

Nachdem die Losung am nichsten Tag erneut in einem Wasserbad (22 °C) aufgetaut wird,
wird 125 pL steriles Nonidet™ P-40 hinzugefiigt und inkubiert (1 h, 4 °C, 50 rpm). 1 pg/mL
DNase und 1 mM MgSO4 werden der Losung hinzugefiigt und diese wird geschiittelt (1 h,
37 °C, 180 rpm). Die gesamte Kulturbrithe wird dann zentrifugiert (15 Min, 4 °C, 15.000 x g),
der Uberstand verworfen, das resultierende Pellet mit 25 mL sterilem Lysispuffer gewaschen
und erneut unter denselben Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wird erneut

verworfen und das resultierende Pellet in 25 mL phosphatgepufferter Salzlosung (PBS)
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resuspendiert. 100 pL. dieser Losung werden auf einer LB-Agar-Platte ausgestrichen und
tiber Nacht bei 37 °C inkubiert um die Sterilitat zu iberprifen. Die restliche Losung wird

tiber Nacht bei -80 °C eingefroren.

Diese wird am néchsten Tag erneut in einem Wasserbad (22 °C) aufgetaut, zentrifugiert
(15 Min, 4 °C, 15.000 x g), der Uberstand verworfen und das Pellet in 25 mL endotoxin freiem
Wasser resuspendiert. Diese Suspension aus Inclusion Bodies wird entsprechend aliquotiert
(1 mL und/oder 100 pL pro Aliquot), zentrifugiert (15 Min, 4 °C, 15.000 x g), der Uberstand
verworfen und die Pellets bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Bevor diese
Inclusion Bodies in der Zellkultur eingesetzt werden, werden sie erneut auf Sterilitat auf LB-
Agar-Platten und in den in der Zellkultur verwendeten Medien ohne Antibiotika getestet.
Zusatzlich wurde vor Nutzung der Inclusion Bodies ihre Konzentration densitometrisch

bestimmt und die Proteine zusatzlich per LC-MS-Messung nachgewiesen.

A.2.5.2. Solubilisierung und Riickfaltung

Zur Solubilisierung und Riickfaltung wurden zwei unterschiedliche Methoden getestet:

Solubilisierung und Riickfaltung I (schrittweise Dialyse): Ein Pellet mit Inclusion
Bodies (ca. 3,5 mg) wird in 7 mL Puffer resuspendiert (finale Konzentration: 0,5 mg/mL).
Nach Resuspendierung wird der Ansatz zur Solubilisierung schiittelnd tiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. AnschlieBend werden die Proben fiir 30 Minuten bei 17.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wird zur weiteren Verarbeitung in einen Dialyseschlauch (ZelluTrans/Roth
Dialysiermembran T1; Carl Roth, Karlsruhe) umgefiillt (zuvor Probe fiir SDS-PAGE
entnehmen). Durch Wechsel des die Dialyseschlauche umgebenden Puffers alle zwolf
Stunden wird eine langsame Umpufferung der im Dialyseschlauch befindlichen
Proteinlosung erreicht. Dadurch wird der pH-Wert gesenkt und sukzessiv die Konzentration
an Glutathion, Urea, DTT etc. gesenkt. Abschlieflend erhalt man eine Proteinlésung in Tris-
Puffer (pH 8). Nach Umpufferung wird die Losung erneut bei 17.000 x g fir 30 Minuten
zentrifugiert. Das in Losung gegangene und gefaltete Protein befindet sich danach im
Uberstand, das aggregierte Protein im Pellet. Vom Uberstand wird erneut eine Probe
genommen und mit anderen Proben, die wihrend er Solubilisierung und Riickfaltung
entnommen worden sind, in einer SDS-PAGE analysiert. Mit dem Uberstand wird zusétzlich

ein Thermal Shift Assay und eine LOX Assay durchgefiihrt.
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Tabelle A.19: Ubersicht der eingesetzten Puffer fiir die Solubilisierung und Riickfaltung

mittels einer dreistufigen Dialyse

Puffer 1 2
Solubilisierung 55 mM Tris Base pH 12 55 mM Tris Base pH 12
2M  Urea 2M  Urea
1mM DTT 1mM DTT

1 mM Glutathion oxid.
2mM Glutathion red.

Dialyse I 55 mM Tris Base pH 10
1M Urea
1 mM DTT

Dialyse II 100 mM Tris Base pH 8
1M Urea

Dialyse III 100 mM Tris Base pH 8

Solubilisierung und Riickfaltung II (Verdiinnungsmethode und Dialyse): Ein Pellet
mit Inclusion Bodies (ca. 3,5 mg) wird in 1 mL Puffer resuspendiert (finale Konzentration:
3,5 mg/mL). ). Nach Resuspendierung wird der Ansatz zur Solubilisierung schiittelnd tiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend werden die Proben fiir 30 Minuten bei 17.000 x g
zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand wird in ein neues Reaktionsgefaf3
tiberfithrt und eine Probe fiir die Analyse mittels SDS-PAGE entnommen. Um zunéchst den
pH-Wert langsam anzupassen, werden in drei Schritten alle 24 Stunden 300 pL in 6 mL
Puffer mit dem entsprechenden pH-Wert gegeben. Zusatzlich wird getestet, ob die Zugabe
von 25 mM DTT bei der ersten Zugabe der 300 pL, sowie die Zugabe von 1 mM oxidiertem
Glutathion und 2 mM reduziertem Glutathion bei Zugabe der letzten 300 pL die Riickfaltung
positiv beeinflusst. Die daraus resultierenden Losungen werden bei 17.000 x g fiur 30
Minuten zentrifugiert, der Uberstand in einen Dialyseschlauch tiberfithrt und zusatzlich eine
Probe fiir die SDS-PAGE entnommen. Nach erfolgter Dialyse (24 h, 4 °C) wird erneut unter
den gleichen Bedingungen zentrifugiert und eine Probe des Uberstandes fiir die SDS-PAGE
entnommen. Diese wird mit anderen Proben, die wiahrend der Solubilisierung und
Riickfaltung entnommen worden sind, in einer SDS-PAGE analysiert. Mit dem Uberstand

wird zusétzlich ein Thermal Shift Assay und eine LOX Assay durchgefiihrt.
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Tabelle A.20: Ubersicht der eingesetzten Puffer fiir die Solubilisierung und Riickfaltung

mittels Verdiinnungsmethode/Dialyse

Puffer 1 2
Solubilisierung 50 mM Tris Base, pH 12
2M Urea
Verdinnungsmethode =50 mM Tris Base, pH 8,5 50 mM Tris Base, pH 8,5
2M Urea 2M Urea
5% Sucrose 5% Sucrose
25 mM DTT

1 mM Glutathion oxid.
2mM Glutathion red.
Dialyse 100 mM Tris HCl pH 7,4

A.2.5.3. Thermal Shift Assay

Zur Durchfithrung des Thermal Shift Assays wird eine Proteinprobe mit einer
Konzentration von ca. 5 uM benétigt. Von einer 5.000 x Sypro® Orange Losung wird mit
dem Puffer, in dem auch die Proteine geldst sind, eine 200 x Losung hergestellt. 22,5 uL. der
Proteinprobe werden mit 2,5 pL. dieser 200 x Stocklosung in den Wells einer PCR-Platte
vermischt. Es erfolgt eine Dreifachbestimmung aller Proben. Als Negativkontrolle dient ein
Well, welches 22,5 uL. Puffer anstatt der Proteinprobe enthilt. Zur Durchfithrung des Assays
wird das Real-time PCR System iQ™-5 mit der iQ™-5 Optical System Software (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA) genutzt. Mit einem SYBR Green Filter wird die Fluoreszenz

erfasst und die Temperatur von 25 °C stufenweise um 1 °C pro Minute auf 100 °C erhoht.

A.2.54. LOX Assay

Zur Bestimmung der Lipoxygenaseaktivitdt der in Form von Inclusion Bodies produzierten
epidermalen Lipoxygenasen ALOXe3 und AmbLOXe wurde das Lipoxygenase Inhibitor
Screening Assay Kit der Firma Cayman Chemical (Ann Arbor, USA) genutzt. Das Kit wurde
entsprechend der Anleitung genutzt. Da es allerdings grundsitzlich fiir die Messung von
Lipoxygenaseinhibitoren gedacht ist und in diesem Fall die Lipoxygenaseaktivitat gemessen
werden sollte, wurde es in diesem Punkt entsprechend angepasst. Als Substrat fiir das Assay
diente Arachidonsdure. Dabei katalysieren die meisten Lipoxygenasen eine Addition von
molekularen Sauerstoff an das cis,cis-1,4-Pentadien-System dieser Fettsiaure. Bei dieser
Addition wird Hydroperoxid produziert, welches mit diesem Assay detektiert und gemessen

wird.
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Der Lipoxygenase Inhibitor Screening Assay Puffer (10x) wird entsprechend mit Wasser
verdiinnt um einen 1x Puffer zu erhalten. Dieser Puffer wird vor allem zur Verdiinnung von
Proben und des Lipoxygenasestandards verwendet. Die Entwicklungsreagenzien 1 und 2
werden in gleichen Anteilen vermischt um das Chromogen zu erhalten, welches mit dem
Hydroperoxid reagiert. Der mitgelieferte 15-Lipoxygenase-Standard sowie die zu
untersuchenden Proben werden vor Einsatz im Assay 1:100 verdiinnt. Das Substrat
Arachidonsdure wird mit einem Aquivalenten Anteil Kaliumhydroxid vermischt und mit

dem Assaypuffer auf eine finale Konzentration von 1 mM verdiinnt.

Die mit dem Assay durchgefilhrten Experimente enthalten jeweils eine
Dreifachbestimmung. Neben den eigentlichen Proben werden zusatzlich Proben ohne
Enzym vermessen (Blanko-Wert) sowie Positivkontrollen mit der im Assay enthalten
Lipoxygenase. In den Wells einer 96-Well-Platte werden zunichst 100 pL Volumen
vorgelegt. In den Blanko-Wells 100 pL. Assaypuffer, in der Positivkontrolle sowie in den zu
vermessenden Proben jeweils 90 uL. Enzym/Probe und 10 pL Assaypuffer. Nach fiinf
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wird die Reaktion durch Zugabe von 10 pL
Substrat (Arachidonsédure) gestartet. Die 96-Well-Platte wird anschlieend fiir 10 Minuten
schiittelnd inkubiert. Dann werden 100 uL. des Chromogens hinzugegeben um die
Enzymkatalyse zu stoppen und die Farbreaktion zu starten. Nach einer Inkubation von finf

Minuten auf dem Schiittler wird die Absorption bei 495 nm bestimmt.

A.2.6. Arbeiten in der Zellkultur

Soweit nicht anders angegeben, werden alle genutzten Materialien, falls diese nicht bereits
steril geliefert werden, autoklaviert. Alle benutzten Losungen werden ebenfalls
entsprechend autoklaviert oder sterilfiltriert, wenn das Autoklavieren nicht méglich ist, da
dadurch Inhaltsstoffe der entsprechenden Losungen beschadigt werden wiirden. Alle Zellen
(NiH-3T3 und HaCaT) werden im Inkubator bei 37°C, 5% CO; und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) mit 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % bzw. 1 % Foétalem Bovinem

Serum (FBS) bei Nutzung von Hungermedium.

A.2.6.1. Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung sollten die Zellen eine Konfluenz von 80-90 % aufweisen und einen

Tag vor dem geplanten Einfrieren sollte das Medium gewechselt werden. Der
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Gefrierbehalter (Mr. Frosty) muss zur Vorbereitung mit Isopropanol bis zur Markierung
gefullt werden und iiber Nacht im Kiihlschrank gelagert werden. Die Zellen werden
entsprechend des Protokolls zum Passagieren trypsiniert und gezédhlt. Die Zellsuspension
wird bei 300 x g fur drei Minuten herunterzentrifugiert und in einem entsprechenden
Volumen (2-106 Zellen/mL) Kryomedium (70 % DMEM Medium, 20 % FBS, 10 % DMSO
(sterilfiltriert)) resuspendiert. Jedes Kryovial wird mit 1 mL Zellsuspension gefillt und im
Gefrierbehalter tiber Nacht bei -80 °C eingefroren. Am nichsten Tag werden die Kryovials

in einen Kryotank mit flissigem Stickstoff iiberfiihrt.

A.2.6.2. Revitalisierung von Zellen

Das gefrorene Kryovial wird dem Kryotank entnommen und ein bis drei Minuten
schwenkend in einem Wasserbad (37 °C) angetaut bis nur noch ca. 1/3 des Volumens
gefroren ist. Der Inhalt wird in eine grofiere Zentrifugenréhre uberfithrt und 8 mL
vorgewarmtes Medium langsam hinzugefiigt. Der gesamte Inhalt wird in eine T75
Kultivierungsflasche tiberfithrt und bei 37 °C, 5 % CO; kultiviert. Am nachsten Tag wird das
Medium gewechselt und nach 2-4 Tagen haben die Zellen eine Konfluenz >90 % erreicht

und miissen passagiert werden.

A.2.6.3. Ernten und Passagieren von Zellen

Das im Folgenden dargestellte Passageprotokoll fiir Zellen bezieht sich in seinen Angaben
auf eine Kultivierungsflasche mit einer Fliche von 75cm’. Diese Angaben konnen

entsprechend auch auf Flaschen mit anderen Flaichengrofien iibertragen werden.

Haben die Zellen eine Konfluenz >90 % erreicht sollten sie passagiert werden. Dazu wird das
Medium abgesaugt und die Zellen mit 10 mL phosphatgepufferter Salzlosung (PBS)
gewaschen. AnschlieBend werden 4 mL Trypsin-EDTA hinzugegeben und fiir finf Minuten
bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 4 mL Medium wird die Trypsinierung gestoppt. Das
gesamte Volumen von 8 mL wird in ein Zentrifugengefaf3 iiberfithrt und bei 300 x g fiir finf
Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wird in frischem Medium (3 mL) resuspendiert und die
Zellen konnen gezahlt werden oder bei einem einfachen Passagevorgang in einer

bestimmten Verdiinnung weiter kultiviert werden.

Zusétzliche Schritte fiir das Ernten und Passagieren von HaCaT Zellen:
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Nachdem das PBS abgesaugt wurde, werden 2,5 mL 0,05 %ige EDTA-L6sung hinzugegeben
um die spiatere Ablosung mittels Trypsin zu unterstiitzen. Dies wird fiir zehn Minuten bei
37 °C inkubiert und anschlieBend abgesaugt. 2,5 mL Trypsin-EDTA (0,05 % Trypsin, 0,025 %
EDTA) werden hinzugefiigt und fiir ein bis zwei Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe
von 2,5 mL Medium zum Abstoppen der Trypsinierung wird wie oben beschrieben weiter
verfahren. Da HaCaT Zellen zu Verklumpung neigen, wird vor und nach der Zentrifugation
durch Vortexen und Pipettieren versucht, dies moglichst zu verhindern. Zusatzlich konnen
die Zellen noch durch einen Zellfilter (Falcon™ Cell Strainer 40 pm) vereinzelt werden. Dies

ist insbesondere wichtig, wenn die Zellen in in vitro Assays eingesetzt werden sollen.

A.2.6.4. Zahlen von Zellen

Zur Ermittlung der Zellzahl werden 20 uL der Zellsuspension entnommen und mit 20 pL
0,4 %igen Trypanblau-Losung versetzt. Das Deckglas wird auf die Neubauer-Zahlkammer
gesetzt und jeweils 10 pL in die beiden Kompartimente der Zahlkammer gegeben. In jedem
Kompartiment werden zwei Quadranten ausgezidhlt. Anhand des Mittelwerts dieser
Auszéhlung und unter Beriicksichtigung der Verdiinnung mit Trypanblau (1:2) kann so die

Zellzahl (-10%) pro mL bestimmt werden.

A.2.6.5. Fixieren und Farben von Zellen

Im Folgenden sind die Protokolle zum Fixieren und Farben von Zellen in einer 24-Well-
Platte (1,9 cm®) aufgefiihrt. Das Protokoll kann natiirlich entsprechend an kleinere bzw.

groflere Kultivierungsoberflichen angepasst werden.

Sollen Zellen fixiert werden, muss zunidchst das Medium abgenommen werden.
Anschlieflend werden die Zellen mit 500 uL. PBS gewaschen. Das PBS wird abgesaugt und
200 pL Paraformaldehyd pro Well werden hinzugegeben. Dies wird fiir zehn Minuten bei

RT inkubiert und danach abgesaugt. Zur weiteren Lagerung werden in jedes Well 500 uL

PBS gefiillt und diese bis zur weiteren Verwendung im Kiihlschrank belassen.

Zur Farbung der Zellen wird das PBS abgenommen und pro Well 200 pL einer 0,02 %igen
Kristallviolett-Losung auf die Zellen gegeben. Die Zellen werden mit der Farbelosung finf
Minuten bei RT inkubiert. Die Farbelosung wird abgenommen und die Zellen solange mit

Wasser gewaschen bis die Losung klar ist.
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A.2.6.6. ECIS (Wundheilungsassay I)

Die Arrays werden zunachst mit 200 uL. 10 mM Cysteinlosung pro Well vorbehandelt. Diese
wird fiir 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, anschliefend abgesaugt und das Well
zweimal mit sterilem Wasser gespiilt. Zur Beschichtung mit aufgereinigten Inclusion Bodies
(A.2.5.1) wird mit 0,15 M Natriumchloridlosung eine Verdiinnungsreihe hergestellt. Jeweils
200 uL der Inclusion-Body-Losung werden in jedes Well gegeben und fiir zwei bis drei
Stunden bei 4 °C inkubiert. Der Uberstand wird abgenommen und in jedes Well werden
200 uL. Medium vorgelegt. Das Array wird an das Impedanzgerat ECIS 1600R im Inkubator
(37 °C, 5% CO,) angeschlossen. Die Verbindung aller Elektroden wird in der Software
tberprift und der Start-Impedanzwert fiir jedes Well bestimmt. Die Elektroden werden iiber
die Software einmal vor der Aufwarmphase und einmal nach der 30-minitigen

Aufwiarmphase stabilisiert. Danach werden erneut die Impedanzwerte bestimmt.

Die Zellen werden entsprechend der Protokolle geerntet und gezéhlt. Es wird eine
Zellsuspension mit 9-10° Zellen/mL hergestellt und 200 uL (1,8-10° Zellen) dieser
Zellsuspension werden zu den bereits vorgewarmten 200 pL. Medium gegeben. Dies fiihrt zu
einer Zellaussaatdichte von 2,25-105 Zellen/cm. Die Arrays werden erneut in das Gerit
eingesetzt und vor dem Start der Messung wird die Verbindung tiberpriift und die initialen
Impedanzwerte bestimmt. Um die Adhérenz der Zellen zu dokumentieren, erfolgt eine

Messung bei 40 kHz iiber den kompletten Zeitraum des Experiments.

Nach ca. 24 Stunden haben die Zellen eine vollstindige Konfluenz erreicht, d.h. das
Impedanzsignal ist iiber einen lingeren Zeitraum (>2h) konstant. Das
Standardkultivierungsmedium (mit 10 % FBS) wird gegen ein Hungermedium (mit 1 % FBS)
ausgetauscht und die Messung wird weiter fortgesetzt. Nach weiteren 20-24 Stunden kann
mit der Verletzung der Zellen auf den Elektroden begonnen werden. Dazu wird pro Well
iber 25Sekunden eine Spannung von 5V bei 60kHz angelegt. Nach dem
Verwundungsprozess wird pausiert die Messung und das Hungermedium wird gegen
frisches Hungermedium ausgetauscht (u.a. auch um die abgelosten Zellen zu entfernen).
Anschlieflend wird die Impedanzmessung bei 40 kHz fiir weitere zwolf Stunden fortgefiihrt

um den Heilungsprozess zu dokumentieren.

Wird anstatt einer Beschichtung mit Inclusion Bodies eine Zugabe von Inclusion Bodies nach

dem Verwundungsprozess gewéhlt, wird der Beschichtungsschritt nicht durchgefithrt und
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stattdessen nach der Verwundung das Hungermedium gegen Hungermedium mit Inclusion

Bodies in der entsprechenden Konzentration ausgetauscht.

Zudem hat sich bewiahrt die Arrays nach Start der Messung nicht mehr aus der
Messvorrichtung zu entfernen (auch wenn die Messung pausiert), sondern stattdessen
Medienwechsel entsprechend direkt am Inkubator durchzufithren. Ein Entfernen der Arrays
fihrt zu einem groffen Shift in der Messung und zudem traten nach erneutem Einsetzen der
Arrays Probleme bei der Verbindung mit den elektronischen Kontakten des ECIS Gerétes

auf.

A.2.6.1. Scratch Assay (Wundheilungsassay 1)

Zur Durchfithrung des Scratch Assays werden die Oberflichen einer 24-Well-Platte
zunachst mit Inclusion Bodies beschichtet. Dazu wird eine Verdinnungsreihe der
aufgereinigten Inclusion Bodies (A.2.5.1) in einer 0,15 M Natriumchlorid-Losung hergestellt.
Entsprechend der gewiinschten Anzahl an Replikaten fiir jede Verdiinnungsstufe werden
jeweils 200 uL. pro Well verteilt. Die Platte wird fir die Inclusion-Body-Beschichtung fiir

zweil Stunden bei 4 °C inkubiert.

Die genutzten Zellen werden entsprechend des Protokolls geerntet und ausgezihlt (A.2.6.3
und A.2.6.4). Es wird eine Zellsuspension mit 10-10* Zellen/mL hergestellt und in jedes Well
100 uL (1-10* Zellen) gegeben (5,263-103 Zellen/cm®). Nach ca. 48 Stunden haben die Zellen
eine vollstindige Konfluenz erreicht. Das verwendete Medium (DMEM + 10 % FBS) wird
gegen ein Hungermedium (DMEM + 1% FBS) ausgetauscht und die Zellen fiir weitere

24 Stunden in diesem Medium belassen.

Nach Ablauf dieser 24 Stunden werden die Zellen mittig im Well gescratcht. Dazu wird mit
einer mittelgrofien Pipettenspitze (max. Volumen: 200 puL) mittig im Well von oben nach
unten durch die konfluente Zellschicht gekratzt. Um dabei entstehende Zellaggregate zu
entfernen wird das Hungermedium gegen frisches Hungermedium ausgetauscht. Es werden
exemplarisch von 2-3 Wells die Ausgangsbedingungen in Form von Mikroskopiebildern
dokumentiert. Des Weiteren werden alle Wells auf eventuelle Irregularititen gepriift. Das
nachfolgende Zellwachstum kann mit einem LumaScope 600 Mikroskop fiir ein Well live

exemplarisch dokumentiert werden (A.2.6.4). Nach zehn bis zwolf Stunden wird das Assay
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durch Fixierung der Zellen (A.2.6.5) gestoppt. Diese konnen im Anschluss zur besseren

Dokumentation auf Mikroskopiebildern angefarbt werden (A.2.6.5).

A.2.6.2. Ibidi Cell Culture-Inserts (Wundheilungsassay Ill)

Zur Durchfithrung eines Wundheilungsassays mit Ibidi Cell Culture-Inserts wird ein Aliquot
der aufgereinigten Inclusion Bodies (A.2.5.1) aufgetaut und in 0,15 M Natriumchloridlésung
gelost und entsprechend verdiinnt (0,2 pg/mL). 70 uL dieser verdiinnten Inclusion Body
Losung werden in jedes der beiden Kompartimente eines Cell Culture-Inserts gegeben und

fiir zwei bis drei Stunden bei 4 °C inkubiert (finale IB Konzentration: 62,5 ng/ cm®).

Die Zellen werden entsprechend des Protokolls geerntet und gezahlt (A.2.6.3 und A.2.6.4). Es
wird eine Zellsuspension mit 7,5-10° Zellen/mL hergestellt und 70 pL dieser Zellsuspension
in jedes der zwei Kompartimente des Culture-Inserts gegeben. Dies fithrt zu einer
Zellaussaatdichte von 2,4-105 Zellen/cm. Nach 24 Stunden Zellwachstum wird das Medium
von Standardmedium (mit 10 % FBS) in Hungermedium (mit 1 % FBS) gewechselt. Das

Zellwachstum wird fiir weitere 18 Stunden in Hungermedium fortgefiihrt.

Nach Ablauf dieser Zeit wird das Culture-Insert aus Silikon mit einer sterilen Pinzette

entfernt und dadurch ein Wundspalt von 500 um Breite erzeugt. Nach Entfernung des
Silikoninserts wird das komplette Well mit Hungermedium gefiillt. Es werden exemplarisch
von 2-3 Wells die Ausgangsbedingungen in Form von Mikroskopiebildern dokumentiert.
Weiterhin werden alle Wells nach Entfernung der Silikoninserts auf eventuelle
Irregularitaten gepruft. Das nachfolgende Zellwachstum kann mit einem LumaScope 600
Mikroskop fiir ein Well live exemplarisch dokumentiert werden (A.2.6.4). Nach zwolf
Stunden wird das Assay durch Fixierung der Zellen gestoppt (A.2.6.5). Diese konnen im

Anschluss zur besseren Dokumentation auf Mikroskopiebildern angefirbt werden (A.2.6.5).

Wird anstatt einer Beschichtung mit Inclusion Bodies eine Zugabe von Inclusion Bodies nach
dem Verwundungsprozess gewéhlt, wird der Beschichtungsschritt nicht durchgefithrt und
stattdessen nach der Verwundung das Hungermedium gegen Hungermedium mit Inclusion

Bodies in der entsprechenden Konzentration ausgetauscht.
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A.2.6.3. MRI Wound Healing Tool Macro

Bevor die Bilder mit dem MRI Wound Healing Tool Macro fiir Image] ausgewertet werden,
werden die Bilder zunéchst in 32-Bit Graustufenbilder umgewandelt. Als Parameter werden
die entsprechenden Default Parameter verwendet (Method: Variance, Variance Filter Radius:
10, Threshold: 50, Radius open: 4, Min size: 10.000). Die entsprechenden
Groflenbestimmungen der Wundfliche in Pixeln werden in Mikrosoft© Excel und

OriginPro® weiter prozessiert und ausgewertet.

A.2.6.4. Aufnahmen mit dem LumaScope 600 Mikroskop

Mit dem LumaScope 600 Mikroskop werden in einem bestimmten Zeitintervall Aufnahmen
der Zellen im Inkubator gemacht. Diese konnen anschliefend zu einem Zeitrafferfilm
zusammengefasst werden. Zusitzlich ermoglicht die Live-Aufnahme-Funktion des
Mikroskops auch, die Zellen zu beobachten (auch mittels verschiedener Remote-Software)
ohne diese aus dem Inkubator zu nehmen. Somit ist ebenfalls sichergestellt, dass die Zellen

unter kontinuierlichen Bedingungen kultiviert werden kénnen.
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A3. Erganzende Daten

Original ALOXe3 DNA-Sequenz (NP_067641):

ATGGCAGTGTACCGCCTGTGTGTGACCACTGGTCCCTACCTGAGGGCCGGCACACTGGACAACATCTCTGTCACAC
TGGTGGGCACGTGTGGTGAAAGCCCCAAGCAGCGGCTAGATCGAATGGGCAGGGACTTCGCCCCTGGATCGGTACA
GAAGTACAAGGTGCGTTGCACAGCGGAGCTGGGTGAGCTCTTGCTGCTGCGTGTACACAAGGAGCGCTACGCTTTC
TTCCGCAAGGACTCTTGGTACTGTAGCCGCATCTGTGTCACCGAACCGGATGGTAGTGTATCCCACTTCCCCTGCTA
TCAGTGGATTGAAGGCTACTGCACCGTGGAGCTGAGGCCAGGAACAGCAAGAACTATTTGTCAGGACTCTCTTCCC
CTCCTCCTGGATCACAGGACACGGGAGCTCCGGGCCCGACAAGAATGCTACCGCTGGAAGATCTATGCCCCTGGCT
TCCCCTGCATGGTAGACGTCAACAGCTTTCAGGAGATGGAGTCAGACAAGAAATTTGCCTTGACAAAGACGACAAC
TTGTGTAGACCAGGGTGACAGCAGTGGGAATCGGTACCTGCCCGGCTTCCCCATGAAAATTGACATCCCATCCCTG
ATGTACATGGAGCCCAATGTTCGATACTCAGCCACCAAGACGATCTCGCTGCTCTTCAATGCCATCCCTGCGTCCTT
GGGAATGAAGCTTCGAGGGCTGTTGGATCGCAAGGGCTCCTGGAAGAAGCTGGATGACATGCAGAACATCTTCTGG
TGCCATAAGACCTTCACGACAAAGTATGTCACAGAGCACTGGTGTGAAGATCACTTCTTTGGGTACCAGTACCTGA
ATGGTGTCAATCCCGTCATGCTCCACTGCATCTCTAGCTTGCCCAGCAAGCTGCCTGTCACCAATGACATGGTGGCC
CCCTTGCTGGGACAGGACACATGCCTGCAGACAGAGCTAGAGAGGGGGAACATCTTCCTAGCGGACTACTGGATCC
TGGCGGAGGCCCCCACCCACTGCCTAAACGGCCGCCAGCAGTACGTGGCCGCCCCACTGTGCCTGCTGTGGCTCAG
CCCCCAGGGGGCGCTGGTGCCCTTGGCCATCCAGCTCAGCCAGACCCCCGGGCCTGACAGCCCCATCTTCCTGCCC
ACTGACTCCGAATGGGACTGGCTGCTGGCCAAGACGTGGGTGCGCAACTCTGAGTTCCTGGTGCACGAAAACAACA
CGCACTTTCTGTGCACGCATTTGCTGTGCGAGGCCTTCGCCATGGCCACGCTGCGCCAGCTGCCGCTCTGCCACCCC
ATCTACAAGCTCCTACTCCCCCACACTCGATACACGCTGCAGGTGAACACCATCGCGAGGGCCACGCTGCTCAACC
CCGAGGGCCTCGTGGACCAGGTCACGTCCATCGGGAGGCAAGGCCTCATCTACCTCATGAGCACGGGCCTGGCCCA
CTTCACCTACACCAATTTCTGCCTTCCGGACAGCCTGCGGGCCCGCGGCGTCCTGGCTATCCCCAACTACCACTACC
GAGACGACGGCCTGAAGATCTGGGCGGCCATTGAGAGCTTTGTCTCAGAAATCGTGGGCTACTATTATCCCAGTGA
CGCATCTGTGCAGCAGGATTCGGAGCTGCAGGCCTGGACTGGCGAGATTTTTGCTCAGGCGTTCCTGGGCCGGGAA
AGCTCAGGTTTCCCAAGCCGGCTGTGCACCCCAGGAGAGATGGTGAAGTTCCTCACTGCAATCATCTTCAATTGCTC
TGCCCAGCACGCTGCTGTCAACAGTGGGCAGCATGACTTTGGGGCCTGGATGCCCAATGCTCCATCATCCATGAGG
CAGCCCCCACCCCAGACCAAGGGGACCACCACCCTGAAGACTTACCTAGACACCCTCCCTGAAGTGAACATCAGCT
GTAACAACCTCCTCCTCTTCTGGTTGGTTAGCCAAGAACCCAAGGACCAGAGGCCCCTGGGCACCTACCCAGATGA
GCACTTCACAGAGGAGGCCCCGAGGCGGAGCATCGCCGCCTTCCAGAGCCGCCTGGCCCAGATCTCAAGGGACATC
CAGGAGCGGAACCAGGGTCTGGCACTGCCCTACACCTACCTGGACCCTCCCCTCATTGAGAACAGCGTCTCCATCT
AA

Optimierter ALOXe3 DNA-Sequenz mit His-Tag, TEV-Proteasen Erkennungssequenz,
Spacern, Ncol und Xhol Restriktionsschnittstelle:

ATGGGCAGCAGCCATCACCATCACCATCACGATTACGATATCCCGACGACCGAGAATCTGTATTTTCAGGGCGCAG
TTTACCGCCTGTGTGTGACGACCGGCCCGTATCTGCGTGCTGGCACCCTGGACAACATTAGCGTGACCCTGGTTGGC
ACCTGCGGCGAATCGCCGAAACAGCGTCTGGATCGCATGGGCCGTGACTTCGCTCCGGGTAGCGTCCAAAAATATA
AAGTGCGTTGTACCGCAGAACTGGGTGAACTGCTGCTGCTGCGCGTGCACAAAGAACGTTACGCCTTTTTCCGCAA
AGATAGTTGGTATTGCTCCCGCATTTGTGTGACGGAACCGGACGGCAGTGTTTCCCATTTTCCGTGCTACCAGTGGA
TTGAAGGCTATTGTACCGTTGAACTGCGTCCGGGTACCGCACGTACGATCTGCCAGGATTCTCTGCCGCTGCTGCTG
GACCACCGTACCCGCGAACTGCGTGCACGCCAGGAATGCTACCGTTGGAAAATTTATGCACCGGGCTTTCCGTGTA
TGGTGGATGTTAACTCATTCCAGGAAATGGAATCGGACAAAAAATTTGCCCTGACCAAAACCACGACCTGTGTTGA
TCAGGGCGACAGCTCTGGTAATCGTTATCTGCCGGGTTTCCCGATGAAAATTGATATCCCGAGTCTGATGTACATGG
AACCGAACGTCCGCTATAGCGCGACCAAAACGATTTCTCTGCTGTTTAATGCCATCCCGGCATCTCTGGGCATGAA
ACTGCGTGGTCTGCTGGATCGCAAAGGCAGTTGGAAAAAACTGGATGACATGCAGAACATCTTTTGGTGCCACAAA
ACCTTCACGACCAAATATGTGACGGAACATTGGTGTGAAGATCACTTTTTCGGCTACCAGTATCTGAACGGTGTCA
ATCCGGTGATGCTGCATTGCATCAGTTCCCTGCCGTCCAAACTGCCGGTTACCAATGATATGGTCGCACCGCTGCTG
GGTCAGGACACCTGTCTGCAAACGGAACTGGAACGTGGTAACATTTTTCTGGCGGATTACTGGATCCTGGCGGAAG
CCCCGACCCATTGCCTGAATGGTCGCCAGCAATATGTGGCAGCACCGCTGTGTCTGCTGTGGCTGAGCCCGCAGGG
TGCTCTGGTTCCGCTGGCGATTCAGCTGTCGCAAACCCCGGGTCCGGATAGCCCGATCTTCCTGCCGACGGATTCCG
AATGGGACTGGCTGCTGGCCAAAACCTGGGTCCGTAACTCAGAATTCCTGGTGCATGAAAACAATACCCACTTTCT
GTGCACGCATCTGCTGTGTGAAGCATTTGCTATGGCGACCCTGCGTCAGCTGCCGCTGTGCCACCCGATTTACAAAC
TGCTGCTGCCGCATACCCGTTATACGCTGCAGGTTAACACCATCGCCCGCGCAACGCTGCTGAATCCGGAAGGCCT
GGTTGATCAGGTCACGTCCATCGGCCGTCAAGGTCTGATCTACCTGATGTCAACCGGTCTGGCGCACTTTACCTATA
CGAACTTCTGTCTGCCGGACAGCCTGCGTGCCCGCGGCGTGCTGGCAATTCCGAATTACCATTATCGCGATGACGGT
CTGAAAATTTGGGCAGCTATCGAATCATTTGTGTCGGAAATCGTTGGCTATTACTATCCGAGCGATGCTTCTGTTCA
GCAAGACTCTGAACTGCAGGCGTGGACCGGTGAAATTTTTGCTCAAGCGTTCCTGGGCCGTGAATCATCGGGTTTCC
CGAGTCGCCTGTGCACCCCGGGCGAAATGGTCAAATTTCTGACGGCCATTATCTTCAACTGTTCTGCACAGCACGCG
GCCGTGAATAGTGGCCAACATGATTTTGGTGCTTGGATGCCGAACGCACCGAGCTCTATGCGTCAGCCGCCGCCGC
AAACCAAGGGTACGACCACGCTGAAAACCTACCTGGATACGCTGCCGGAAGTTAATATTTCGTGCAACAATCTGCT
GCTGTTTTGGCTGGTCAGCCAGGAACCGAAAGATCAACGTCCGCTGGGCACCTATCCGGACGAACATTTCACGGAA
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GAAGCGCCGCGTCGCAGTATCGCAGCTTTTCAGTCCCGCCTGGCCCAAATTTCACGTGATATCCAGGAACGCAATC
AAGGTCTGGCTCTGCCGTACACCTATCTGGACCCGCCGCTGATTGAAAACTCTGTTAGTATTTGA

Original AmbLOXe DNA-Sequenz (ACF33515):

ATGGTGGATGAGTACCGCATCAAAGAGGACCGTGATCTGGGGGAAATCCTGCTCATCCGTCTCCACAAGGGGCCCT
TCTCCATCTTCCCAGAGGACAACTGGTACTGCATGTATGTAACTGTGACGTCCCCTGGCGGAGTGATCTACCACTTC
CCCTGTTACCGCTGGATCGAAGGCTACCCAACAGTGGAGCTCGCAGAAGGGACAGCTATGCTGAGTTCTGCAAGCA
ATCTTCACGTGACACTAAAAAAACAGCGAGAGAGTGATCTGGAACAGAGAAGAAAGGTCTACAGGTGGAAAGTCT
ACCACCCCAGTTTTCCCAAGTGCATTGATGTGGCCAACAACGATGAGCTGGACAAAGACGCCAAGTACTCCATCAC
GAAAACAGTCCACTTTGTTATCAACAAGAATGTTTCAAACATCGCGATAAAACTGAAAGGCTTTGACGGACGACAG
GAATCCTGGAAATCCTTTGATGAACTCAAGAGGGTTTATTGGACCCTAAAAACTGCGAAATCAGAGTATGTCTCTC
ACCACTGGAAAGAAGATGCATTTTTTGGGTACCAGTACCTGAATGGCCCTGACCCCACACTGATCAAGAGGTGTAA
CAAAATTCCTGGCAACTTCCCAGTCACAGATGAGATGGTGTCCTACAGTCTGGGAGCTTCGACAAGCCTTGAGAAG
GAGCTGCAGAAAGGAAACATTTACATTGTGGATCACAAGATGATGGAAGGACTTCGTGCAAATGTGCTAAATGGCA
AGCAGCAGTACATGGCTGCTCCTTTGTGTCTCTTCTACCGCACACCTAAGGATGAGGTTATCCCATTGGCTATCCAG
TTAAATCAGACTCCGGGTTCAGAGACTCCCCTCTTCCTGCCAAGCGACAATGAGTGGGATTGGATACTCGCTAAGA
TTTGGGTACGGTCTACATCCTTTGCTTTCCACCAGGCTGTCTCTCACTTTCTGCGGACGCACGTCTTTGCAGAGGTGT
TTTGCTTGGCCACCTTGCGGCAGCTACCAATGGCTCACCCACTATACAAGCTTCTGGTTCCCCACCTACGCTACACT
TTACAGATCAATGTGCTTGCGAGAGAGCGTCTAATTGGACCGGGAGGAGCCTTCGATAAGAACACCGCAGTTGGAA
TCGCCGGTATTGCTGAACTGATAAAGAGAGACATGGAAACTCTGAAATACTCTACTCTCTGTTTGCCTGAAAATCTC
CAGTCCCGTGAGGTCGAGTCGCTGCCTCATTTTTACTACCGAGATGATGGAATGAAAATTTGGTTGGCCATCGAGA
GTTATGTGTCAGGCATTGTTGACTATTACTATAAGAGTGAGGAGAGCATCCAGAAGGACCCTGAGCTGCAGGCCTG
GGTGGCCGAGATCTTCAAAGAAGGTTTCTTGGAGAGAAAATCCTCAGGCATCCCTTCTTCTCTGGAGACCCGCGTG
GAGCTCATTAAGTATCTGACCATGGTGATCTTCACATGCTCAGCCGAGCATGCTGCTGTCAACAGTGGGCAGTTTGA
TTTCCTCTCCTGGATGCCCAACGGTCCCAGCACAATGCGACAGCCTCCTCCCAAGACCAAGGGCTTGGCAACAATG
GAAAGCGTCCTGGAAGCCCTACCTGAGGTGGGCATCACCACCAACATAATGACGACTGTCTGGACCCTGAGTAAAG
AGCCTGGGGACATGAGACCTCTGGGCACCTACCCTGATGAACATTTCACGGAGGAGGGACCCAAACAGTGCATCCG
GGCATTCCAGGAACGTCTGTCTGAGATATCCAGAGAGATTGAGCACAGAAACGCATCCCTACCCATCAAGTACAAC
TACATGAACCCCAAAGTGATAGAGAACAGTGTGTCCATATAA

Optimierter AmbLOXe DNA-Sequenz mit His-Tag, TEV-Proteasen Erkennungssequenz,
Spacern, Ncol und Xhol Restriktionsschnittstelle:

ATGGGCAGCAGCCATCACCATCACCATCACGATTACGATATCCCGACGACCGAGAATCTGTATTTTCAGGGCGTTG
ACGAATACCGCATTAAAGAAGACCGTGACCTGGGTGAAATCCTGCTGATCCGCCTGCACAAAGGCCCGTTTTCCAT
TTTTCCGGAAGATAACTGGTACTGCATGTATGTGACCGTTACGAGCCCGGGCGGTGTGATTTACCACTTTCCGTGTT
ATCGTTGGATCGAAGGCTACCCGACCGTTGAACTGGCGGAGGGTACGGCCATGCTGAGCTCTGCGTCGAATCTGCA
CGTGACCCTGAAAAAACAGCGTGAAAGCGATCTGGAACAACGTCGCAAAGTCTACCGCTGGAAAGTGTATCATCC
GTCTTTTCCGAAATGCATTGATGTCGCAAACAATGACGAACTGGATAAAGACGCTAAATACTCTATCACCAAAACG
GTCCATTTCGTGATCAACAAAAACGTTAGTAACATCGCCATCAAACTGAAAGGCTTTGATGGTCGTCAGGAAAGCT
GGAAATCTTTCGACGAACTGAAACGCGTCTACTGGACCCTGAAAACGGCGAAAAGTGAATATGTGTCCCATCACTG
GAAAGAAGATGCCTTTTTCGGCTACCAGTATCTGAACGGTCCGGACCCGACCCTGATTAAACGTTGCAACAAAATC
CCGGGCAATTTTCCGGTTACCGATGAAATGGTCAGCTACTCTCTGGGCGCAAGTACGTCCCTGGAAAAAGAACTGC
AGAAGGGTAACATCTACATCGTTGATCATAAAATGATGGAAGGCCTGCGTGCTAACGTCCTGAATGGTAAACAGCA
ATACATGGCGGCCCCGCTGTGTCTGTTTTATCGCACCCCGAAAGATGAAGTGATTCCGCTGGCCATCCAGCTGAACC
AAACCCCGGGTTCCGAAACGCCGCTGTTCCTGCCGTCAGATAATGAATGGGACTGGATTCTGGCAAAAATCTGGGT
TCGCTCAACCTCGTTTGCATTCCATCAGGCTGTCAGCCACTTCCTGCGTACCCATGTTTTTGCGGAAGTCTTCTGCCT
GGCCACCCTGCGTCAGCTGCCGATGGCGCACCCGCTGTACAAACTGCTGGTGCCGCATCTGCGTTATACCCTGCAA
ATTAACGTTCTGGCCCGTGAACGTCTGATTGGTCCGGGCGGTGCATTTGATAAAAATACGGCTGTGGGCATTGCGG
GTATCGCCGAACTGATTAAACGCGACATGGAAACCCTGAAATACAGTACGCTGTGTCTGCCGGAAAATCTGCAGTC
ACGTGAAGTTGAATCGCTGCCGCACTTCTATTACCGCGATGACGGCATGAAAATTTGGCTGGCGATCGAAAGTTAT
GTGTCCGGTATCGTTGATTACTACTACAAATCAGAAGAATCGATCCAGAAAGACCCGGAACTGCAAGCATGGGTGG
CTGAAATTTTTAAAGAAGGCTTCCTGGAACGTAAAAGTTCCGGTATCCCGTCATCGCTGGAAACCCGCGTCGAACT
GATTAAATATCTGACGATGGTGATCTTTACGTGCAGCGCGGAACATGCAGCTGTTAACAGCGGCCAGTTTGATTTCC
TGTCTTGGATGCCGAATGGTCCGAGTACCATGCGTCAGCCGCCGCCGAAAACCAAAGGCCTGGCGACGATGGAATC
CGTGCTGGAAGCCCTGCCGGAAGTTGGTATTACCACGAACATCATGACCACGGTGTGGACCCTGTCAAAAGAACCG
GGCGATATGCGCCCGCTGGGTACCTATCCGGACGAACACTTTACGGAAGAAGGTCCGAAACAGTGTATTCGTGCAT
TCCAAGAACGCCTGAGCGAAATTTCTCGTGAAATCGAACATCGCAATGCTAGCCTGCCGATTAAATACAACTACAT
GAACCCGAAAGTGATTGAAAACAGCGTGAGCATCTGA
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Abbildung A.2: Agarosegel der elektrophoretischen Auftrennung der mit den
Restriktionsenzymen Ncol und Xhol geschnittenen Plasmide pMK-RQ_His-TEV-ALOXe3
und pET28b(+); die Abschnitte mit His-TEV-ALOXe3 (2210 bp) und dem pET28b(+)
Plasmidriickgrat (5231 bp) sind bereits fiir die weitere Verarbeitung aus dem Gel

herausgetrennt
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Abbildung A.3: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; heterologe Expression von ALOXe3 in
LB-Medium; die Induktion erfolgte bei unterschiedlichen ODgo Werten; Probennahme 24
Stunden nach Induktion (Proben normiert); aufgetragen sind jeweils: (A) die Fraktionen
direkt vor Induktion (vI), 24 Stunden nach Induktion (nI) (Zellen aufgeschlossen), sowie

(B) die Pellet- (P) und Uberstandfraktion (US) nach Zellaufschluss
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Abbildung A.4: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; Coexpression von ALOXe3 (schwarz

markiert) und unterschiedlichen Chaperon-Kombinationen (rot markiert) bei 15 und 37 °C;

aufgetragen sind jeweils die Fraktionen direkt vor Induktion (vI), 20 Stunden nach

Induktion (nl) (Zellen aufgeschlossen), sowie die Pellet- (P) und Uberstandfraktion (US)

nach Zellaufschluss
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Tabelle A.21: Ubersicht iiber die zum Zellaufschluss der Proben (Coexpression von

ALOXe3 mit pKJE7) genutzten Puffer und die genaue Zusammensetzung der Puffer

Aufschlusspuffer Zusammensetzung
Puffer 1 Tris HC], pH 7,5 50 mM
Natriumchlorid 100 mM
DTT 1 mM
Puffer 2 Tris HCI, pH 7,5 50 mM
Natriumchlorid 100 mM
Glycerin 5%
Puffer 3 MOPS, pH 7,5 50 mM
Magnesiumchlorid 10 mM
DTT 1 mM
Glycerin 10 mL/L
Puffer 4 Tris HC], pH 8,0 50 mM
Natriumchlorid 500 mM
Magnesiumchlorid 5 mM
Puffer 5 Tris HCI, pH 7,5 20 mM
Natriumchlorid 50 mM
Triton X-100 0,2 %
Puffer 6 (BugBuster) Nicht-ionische Detergenzien

Genaue Zusammensetzung vom Hersteller nicht
angegeben
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Abbildung A.5: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; Zellaufschluss

132

der Proben der

Coexpression von ALOXe3 mit pKJE7; zum Aufschluss wurden sechs unterschiedliche

Puffer getestet; aufgetragen sind jeweils die Proben direkt vor Induktion (vI), 20 Stunden

nach Induktion (nl) (Zellen aufgeschlossen), sowie die Pellet- (P) und Uberstandfraktion

(US) nach Zellaufschluss
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Abbildung A.6: SDS-PAGE mit Coomassiefirbung; Produktion und Aufreinigung von
Inclusion Bodies; aufgetragen sind jeweils der Uberstand der Kulturbriihe nach Einsatz von
Lysozym, Detergenzien und DNase (US); Fraktion nach Waschschritt mit Lysispuffer (W1),

nach Waschschritt mit PBS (W2) und nach Waschschritt mit endotoxin-freiem Wasser
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