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Zusammenfassung

Einleitung: Lipoxygenasen (LOXn) sind Lipid-peroxidierende Enzyme, die bisher
in zwei (Bakterien, Eukaryonten) der drei Domanen des irdischen Lebens
nachgewiesen wurden. Diese Enzyme kommen bei héheren Pflanzen und Saugetieren
weit verbreitet vor und sind dort an der Regulation von Reifungs- und
Differenzierungsprozessen sowie an der Biosynthese verschiedener Lipidmediatoren
beteiligt. In niederen Organismen kommen LOXn weniger weit verbreitet vor, und in
Bakterien gibt es nur vereinzelt funktionelle LOXn. Echte virale LOXn wurden in der
Literatur bislang noch nicht beschrieben. Da Viren die am weitesten verbreitete
biologische Erscheinungsform auf der Erde darstellen und da sie als Vektoren fir den
horizontalen Gentransfer bedeutsam sind, sollte in der vorliegenden Arbeit geklart
werden, ob und in welcher Haufigkeit LOX-ahnliche Sequenzen in Viren vorkommen
und ob virale LOX-&hnliche Sequenzen fir funktionelle LOX-Isoformen kodieren.

Methoden: Um diese Fragen zu beantworten, durchsuchten wir mit einer
mehrstufigen sequenzbasierten Screeningstrategie die NCBI Datenbank viraler
Genomsequenzen auf das Vorkommen potentieller LOX-Gene. Dabei wurde eine
potentielle LOX-Sequenz im Genom eines Mimivirus entdeckt, das die Amdbe
Acanthamoeba polyphaga infiziert. Diese Sequenz zeigt zwar nur eine ca. 15 %-ige
Aminosaureidentitat mit verschiedenen pro- und eukaryontischen LOXn, enthalt aber
wie alle anderen bisher identifizierten LOXn zwei potentielle Eisenbindungskluster.

Ergebnisse: Diese potentielle virale LOX wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit rekombinant exprimiert, gereinigt und hinsichtlich ihrer protein-chemischen und
enzymatischen Eigenschaften charakterisiert. Immunoblotanalysen und LC-MS-Daten
der tryptischen Verdauungspeptide bestatigten die chemische Indentitdt des
rekombinanten Proteins, doch LOX-Aktivitatsassays mit  verschiedenen
Substratfettsauren lieferten keinen Hinweis auf eine LOX-Aktivitat. Weiterhin deuten die
Ergebnisse der Metallanalyse (Eisen, Mangan) der gereinigten Enzympraparation
darauf hin, dass es sich bei dem rekombinant exprimierten Protein nicht um eine
katalytisch aktive LOX handelt. Bei der affinitdtschromatographischen Reinigung der
potentiellen Mimivirus-LOX fiel auf, dass das rekombinante His-tag Fusionsprotein
einen heterodimeren Komplex mit einem E. coli-Protein bildet, welches als das
bifunctionelle Polymyxinresistenzprotein ArnA identifiziert werden konnte. Dieses
Protein spielt eine wichtige Rolle bei der Biosynthese des Lipids A, das ein wichtiger
Strukturbestandteil des bakteriellen Lipopolysaccharids LPS ist.
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Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse unserer Suchstrategie nach LOX-&hnlichen
Sequenzen in den Genomen der bisher sequenzierten Viren deuten darauf hin, dass
funktionelle LOX-Gene bei Viren nicht bzw. nur wenig verbreitet vorkommen. Die
einzige virale LOX-adhnliche Sequenz, die mit Hilfe der von uns entwickelten
Screeningstrategie identifiziert werden konnte, kodiert nicht flir eine funktionelle LOX.
Diese Daten unterstitzen die friher gezogene Schlussfolgerung, dass funktionelle
LOXn in humanpathogenen Viren nicht vorkommen, sodass kein Zusammenhang
zwischen viralen LOXn und Virus-induzierten Infektionskrankheiten hergestellt werden

kann.
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Abstract
Introduction: Lipoxygenases (LOXs) are lipid peroxidizing enzymes, which have

been detected in two (bacteria, eucarya) of the three domains of terrestrial life. They
frequently occur in higher plants and mammals and have been implicated in cell
differentiation and maturation but also in the biosynthesis of lipid mediators. In lower
organisms they only occur at low frequency and in bacteria these enzymes rarely occur.
Since viruses represent the most abundant type of biological entity on earth and since
they frequently function as vectors for horizontal gene transfer we aimed at exploring
whether LOX-like sequences occur in viral genomes and whether such sequences
might encode for functional LOX enzymes.

Methods: To answer these questions, we used a multistep sequence-based
screening strategy to screen the NCBI database of viral genome sequences for the
presence of potential LOX genes. We identified a single potential LOX-like sequence in
the genome of a mimivirus that frequently infects the amoeba Acantamoeba polyphaga.
This sequence only shared a low (15 %) degree of amino acid conservation with
different mammalian lipoxygenase isoforms. However, as eukaryotic LOXs this protein
involved two putative metal ligand clusters in appropriate distance to each other.

Results: The potential LOX-like sequence of Acantamoeba polyphaga was
expressed as N-terminal hexa-his-tag fusion protein in E. coli and was purified from the
bacterial lysate supernatant. The chemical identity of the recombinant protein was
confirmed by immunoblotting using an anti-his-tag antibody and by LC-MS analyisis of
the tryptic digest fragments. Unfortunately, the recombinant protein did neither contain
iron nor manganese, which are essential for the catalytic cycle of LOXs. Moreover,
activity assays with different polyenoic fatty acids did not reveal any evidence for a fatty
acid oxygenase activity. Interestingly, the recombinant protein formed a non-covalent

dimer with the bifunctional polymyxin resistance protein ArnA, which was co-purified

17



with the his-tag fusion protein by affinity chromatography. This enzyme has previously
been implicated in the biosynthesis of lipid A, which is a functionally relevant constituent
of the bacterial lipopolysaccharide LPS.

Conclusions: Our data suggest that the LOX-like sequence present in the
genome of the Acantamoeba polyphaga mimivirus does not encode for a functional
LOX-isoform. Moreover, the negative outcome of our searching strategy for LOX-like
sequences in viral genomes and the lack of such sequences in a large number of
human pathogenic viruses strongly suggest that LOXs do not frequently occur in viruses

and that LOX may not be related to viral pathogenicity.
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Abkilirzungsverzeichnis

1

11-HETE (R/S) ...... 11-hydroxy-5E,82,12Z,14Z-eicosatetraenoic acid
(R- und S-Enantiomer)
11-H(p)ETE ........... 11-hydroperoxy-57,8Z,12E,14-eicosatetraenoic acid
12-HETE (R/S) ...... 12-Hydroxy-57,82,10E,14Z-eicosatetraensaure
(R- und S-Enantiomer)

12-H(p)ETE ........... 12-Hydroperoxy-52,8Z,10E,14Z-eicosatetraensaure
13S-H(p)ODE ........ 13S-hydroperoxy-97,11E-octadecadienoic acid
15-H(p)ETE ........... 15-Hydroperoxy-52,8Z,11Z,13E-eicosatetraensaure
5-HETE (R/S) ........ 5-Hydroxy-6E,8Z2,11Z,14Z-eicosatetraensaure

(R- und S-Enantiomer)
5,6-DIHETE ........... 5,6-dihydroxy-8Z,11Z,14Z,17Z-eicosatetraenoic acid
8-HETE (R/S) ........ 8-Hydroxy-57,9E,11Z,14Z-eicosatetraensaure

(R- und S-Enantiomer)

9-HETE (R/S) ........ 9-hydroxy-52,7E,11Z,14Z-eicosatetraenoic acid
(R- und S-Enantiomer)

9S-H(p)ODE .......... 9S-hydroperoxy-10E,12Z-octadecadienoic acid

AA s Arachidonsaure

ALOX5 ... Arachidonsaure 5-Lipoxygenase

ALOX12 ... Arachidonsaure 12-Lipoxygenase

ALOX12B .............. Arachidonsaure 12-Lypoxygenase B

ALOX15 ... Arachidonsaure 15-Lipoxygenase

ALOX15B .............. Arachidonsaure 15-Lipoxygenase B

ALOXES3 ................ Arachidonsaure Lipoxygenase epithelialer Typ 3

AS Aminosaure

AAS ..., Atomabsorptionsspektroskopie

ATP s Adenosintriphosphat
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CD4 ... Cluster of differentiation protein 4; CD4-Rezeptor

(610), QI Cyclooxygenase

CPLA2 ..., Zytosolische Phospholipase A2

CXCR4 ... CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4

DNA .. Desoxyribonukleinsaure

FS e Fettsaure

o (C ) I Horizontaler Gentransfer

HIV e, Humanes Immundefizienz-Virus

HETE .......cccceee Hydroxyeicosatetraensaure

HpETE .........ooe. Hydroperoxyeicosatetraensdure

HPLC ...ooeiiiie High performance liquid chromatography; Hochauflésende

Flussigkeitschromatografie

IL-4 . Interleukin 4

IPTG ..o Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

(o] o J Kilobasenpaare

LA e Linolsaure

LC e Liquid chromatography; Flissigkeitschromatographie

LB lysogeny broth

[ Low density lipoprotein

[0, QU Lipoxygenase

LOXT e Lipoxygenase 1 (Lipoxygenase der Sojabohne)

LTA4 ..., Leukotrien A4; 5-trans-5,6-epoxy-7E,9E,11Z,14-
Zeicosatetraensaure

LTB4 ... Leukotrien B4; 5,12-dihydroxy- 6Z,8E,10E,14-
Zeicosatetraensaure

LTC4 ..o Leukotrien C4; 5-hydroxy-6-(S-glutathionyl)-7E,9E,11Z,14Z-
eicosatetraensaure

LTD4 ... Leukotrien D4; 5-hydroxy-6-(S-cysteinylglycinyl)-
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7E.,9E,11Z,14Z-eicosatetraensaure
Leukotrien E4; 5-hydroxy-6R-(S-cysteinyl)-7E,9E,11Z,14Z-
eicosatetraensaure

Last universal common ancestor

Acanthamoeba polyphaga mimivirus
Messenger-RNA
Massenspektroskopie
Molekulargewicht

Pseudomonas aeruginosa
LOX-1 der Pseudomonas aeruginosa

Phosphate buffered saline; Phosphatgepufferte Salzlésung

quantitative real-time Polymerasekettenreaktion; Echtzeit-PCR

Ribonukleins&ure

Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography;
Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Rounds per minute; Umdrehungen pro Minute

Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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Buchstabencodes der proteinogenen Aminosauren

Aminosaure | Dreibuchstabencode | Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Aspartat Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gin Q
Glutamat Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val Vv
Selenocystein Sec U
Pyrrolysin Pyl @)
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1. Einleitung

1.1. Lipoxygenasen

Lipoxygenasen (LOXn) sind Fettsduredioxygenasen (EC 1.13.11), die pro
Enzymmolekil am aktiven Zentrum ein Eisen- bzw. Manganion enthalten, welches nicht
in einer Hamgruppe gebunden ist (Haeggstrém und Funk 2011; Banthiya et al. 2015).
Sie katalysieren die Peroxidation mehrfach ungesattigter Fettsduren (FSn) (Taylor et
Morris 1983) mit mindestens zwei isolierten cis-Doppelbindungen zum jeweils
korrespondierenden Hydroperoxyderivat. LOXn sind priméar zytosolische Enzyme, die
aber nach Zellstimulierung an intrazellulare Membranen binden. Diese
Membranbindung ist kalziumabhangig, wobei der zugrunde liegende molekulare
Mechansimus flir die meisten LOXn noch nicht geklart ist. Durch diese
Membranbindung wird die Fettsdureoxygenierungsaktivitat der Enzyme aktiviert, und
einige LOX-Isoformen sind zur direkten Oxygenierung von Membranlipiden fahig (Kuhn
et al. 1990; Armstrong et al. 2016). Das Ergebnis der primaren LOX-Reaktion sind
Isoform-spezifische Fettsaurehydroperoxide, die anschlieBend zu diversen bioaktiven
Lipidmediatoren umgesetzt werden, zu denen u.a. Leukotriene (Savari et al. 2014),
Lipoxine (Romano 2010), Hepoxiline (Pace-Asciak 2009), die Eoxine (Sachs-Olsen
2010), Resolvine (Yoo et al. 2010) und Protektine (Serhan und Petasis 2011) gehdren.

1.1.1. Lipoxygenasereaktion

Die durch Lipoxygenasen Kkatalysierte Peroxidation mehrfach ungeséttigter
Fettsduren verlauft stereospezifisch und besteht aus vier aufeinander folgenden
Elementarreaktionen: 1. Wasserstoffabstraktion, 2. Radikalumlagerung, 3. Sauerstoff-
insertion und 4. Reduktion des Peroxidradikals (lvanov et al. 2010). Die initiale
Wasserstoffabstraktion stellt dabei den geschwindigkeitsbestimmenden Reaktionsschritt
dar (Glickman und Klinman 1995). Das Nichthdmeisen wechselt im Verlaufe der
Reaktion seinen Redoxzustand und pendelt zwischen seiner zweiwertigen und seiner
dreiwertigen Form hin und her (Rickert und Klinman 1999; Kuhn et al. 1986).

Waéhrend der einleitenden Wasserstoffabstraktion (Haeggstrém und Funk 2011)
wird ein Wasserstoffatom von einer doppelallylstandigen Methylengruppe des 1,4-cis-
Pentadiensystems stereospezifisch abstrahiert. Der Wasserstoff wird der Fettsaure
formal gesehen in Form eines Protons und eines Elektrons entzogen. Das Elektron wird

durch das Nichthdmeisen der Lipoxygenase aufgenommen und reduziert das
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dreiwertige Eisen zur zweiwertigen Form. Das abstrahierte Proton geht in den
Protonenpool des Puffers ein. Durch die initiale Wasserstoffabstraktion wird die
Substratfettsdure am aktiven Zentrum des Enzyms zu einem kohlenstoffzentrierten
Fettsdureradikal umgewandelt. Dieses Fettsdureradikal ist jedoch fest am aktiven
Zentrum gebunden und kann nur unter ganz bestimmten Bedingungen (Hypoxie,
Fettsdurelberschuss) vom Enzym abdissoziieren.

Bei der darauf folgenden Radikalumlagerung (2. Elementarreaktion) wird das
ungepaarte radikalische Elektron im Fettsduremolekil so verlagert, dass die
Elektronendichte an einem der endstéandigen Kohlenstoffatome des Pentadienylradikals
erhéht wird. Diese Radikalumlagerung verlduft entweder in Richtung des Methylendes
([+2]-Umlagerung) der Fettsdurekette oder in Richtung des Carboxylendes ([-2]-
Umlagerung) des Fettsauremolekiils.

u,c-nmRCODM R-COOH

educt e Mum

(fatty acid ’) / LOX-Fe [lll] (hydroperoxy fatty acid)
hydrogen radical
[ abstraction reduction \

oo,

u.c-nm RCOOH mcrn/_\(j R-COOH
%9"

H

LOX-Fe [Il] LOX-Fe [Il]

\ radical re- dioxygen ]
arrangement insertion

. +2
H;E-R/T\K_\R‘COGH
H

LOX-Fel[ll]

Abb. 1.1.: Lipoxygenasereaktion. Die vier Elementarreaktionen der durch Lipoxygenasen katalysierten
Peroxidation mehrfach ungesattigter Fettsduren sind dargestellt. Die Abb. wurde modifiziert nach lvanov
et al., 2010.

Bei der Sauerstoffinsertion (3. Elementarreaktion) wird molekularer Sauerstoff
positions- und stereospezifisch eingefihrt, wodurch ein sauerstoffzentriertes
Peroxyfettsaureradikal entsteht.

In der vierten und letzten Elementarreaktion des katalytischen Zyklus wird das
Peroxidradikal zum entsprechenden Anion reduziert. Das dafur nétige Elektron liefert

das zweiwertige Nichthdmeisen, welches dabei in seine dreiwertige Form oxidiert wird.
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Damit ist der katalytische Zyklus geschlossen und ein neues Substratmolekll kann am
aktiven Zentrum binden (Abb. 1.1) (Ilvanov et al. 2010).

1.1.2 Klassifizierung und Eigenschaften von Lipoxygenasen
1.1.2.1 Klassifizierungskonzepte flr Lipoxygenasen (spezifitatsbasiertes
Klassifizierungsschema, verwandtschaftsbasiertes Klassifizierungsschema)

Die Klassifizierung der LOXn basierte bei tierischen Enzymen lange Zeit auf ihrer
Positionsspezifitat der Oxygenierung von Arachidonsdure. Nach diesem Schema
wurden LOXn danach benannt, an welchem Kohlenstoffatom der Arachidons&urekette
Sauerstoff eingeflihrt wird. Danach unterteilte man LOXn prinzipiell in 5-LOXn, 8-LOXn,
11-LOXn, 12-LOXn und 15-LOXn.

Allerdings weist dieses Klassifizierungsschema einige Nachteile auf, die
zumindest potentiell zu Missverstandnissen und Verwechslungen fihren kdnnen
(lvanov et al. 2015): i) Das Klassifizierungskonzept ist selektiv auf die
Arachidonsaureoxygenierung ausgerichtet und bertcksichtigt nicht die
Reaktionsspezifitait der Enzyme mit anderen Polyenfettsduren, wie Linolsdure,
Linolensdure oder Dokosahexaensaure (lvanov et al. 2010). ii) Evolutionare
Verwandtschaftsverhaltnisse finden in  diesem Klassifizierungsschema keine
Berlcksichtigung. Manche  LOX-Isoformen  weisen trotz  eines  engen
Verwandtschaftsverhaltnisses unterschiedliche Reaktionsspezifititen auf. Umgekehrt
zeigen andere LOX-Isoformen die gleiche Reaktionsspezifitat, obwohl sie evolutionar
kaum miteinander verwandt sind (Sloane et al. 1991; Sun und Funk 1996; Brash et al.
1997; Jisaka et al. 2000; Horn et al. 2015). Obwohl das spezifititsbasierte
Klassifizierungsskonzept allgemein verstandlich ist und vor allem von Wissenschaftlern
anderer Fachrichtungen auch heute noch benutzt wird, ist es nicht eindeutig und birgt
die Gefahr fir Fehlinterpratationen.

Derzeit erfolgt die Klassifizierung der verschiedenen LOX-Isoformen zunehmend
entsprechend ihrer evolutiondren Verwandtschaftsbeziehungen, die sich unter anderem
in der Konserviertheit ihrer Aminosauresequenzen ausdricken (Ilvanov et al. 2015). Zur
Kennzeichnung einer bisher nicht naher charakterisierten LOX-Isoform wird dabei die
Bezeichnung des jeweiligen humanen Gens herangezogen (Kuhn et al. 2015). Das
humane Genom enthalt sechs funktionelle LOX-Gene: ALOX15, ALOX15B, ALOX12,
ALOX12B, ALOXE3 und ALOXS5, die fir sechs verschiedene LOX-Isoformen kodieren

25



und die fast alle auf Chromosom 17 zu finden sind (Funk et al. 2002). Lediglich das
ALOX5-Gen befindet sich auf Chromosom 10 (Kuhn et al. 2015). Das ALOX15-Gen
kodiert fir die ALOX15 (friiher auch 12/15-LOX genannt), die beim Menschen
hauptsachlich in eosinophilen Granulozyten (Sigall et al. 1988), in bronchoalveolaren
Epithelzellen (Sigal et al. 1992) und in mit Interleukin-4 behandelten Monozyten
(Conrad et al. 1992) exprimiert wird. Das ALOX15B-Gen kodiert fir die ALOX15B
(frher 15-LOX2), die man hauptsachlich in verschiedenen Epithelzellen und in
Haarwurzeln findet (Brash et al.1997; Jisaka et al. 1997). Das ALOX12-Gen kodiert fiir
die ALOX12 (friiher Plattchentyp-12-LOX), die hauptsachlich in Blutplattchen exprimiert
wird (Funk et al. 1990), aber auch in der Haut (Virmani et al. 2001) vorkommt. Das
ALOX12B-Gen (Boeglin et al. 1998; Meruvu et al.2005) kodiert fir die ALOX12B (friher
12R-LOX), die einzige menschliche LOX-Isoform, die Polyenfettsduren in
Hydroperoxyderivate mit R-Konfiguration umwandelt. Neben der ALOX12B wird auch
das ALOXE3-Gen in der Haut exprimiert (Kinzig et al. 1999; Yu 2006). Das ALOX5-Gen
kodiert fir die ALOX5 (friiher 5-LOX), das Schllisselenzym der Leukotrienbiosynthese
(Haeggstrom und Funk 2011; Samuelsson et al. 1987). Eine eindeutige Zuordnung
unbekannter LOX-Isoformen anderer Organismen (Bakterien, Algen, niedere und héher
Pflanzen, Protozoa, Metazoa, niedere Wirbeltiere) zu den entsprechenden humanen
Orthologen ist jedoch haufig nicht zweifelsfrei mdglich, weil die Sequenzhomologien der
zu klassifizierenden LOX zu mehreren humanen LOX-Isoformen &hnlich hoch sind.
Daraus ergibt sich, dass das evolutiondre Klassifizierungsschema zwar fir
Saugetierlipoxygenasen angewendet werden kann, bei LOXn anderer Lebewesen aber
haufig versagt. Damit muss geschlussfolgert werden, dass es derzeit noch kein
universelles Klassifizierungsschema fir LOXn gibt (Ivanov et al. 2015).

1.1.2.2 Protein-chemische Eigenschaften von Lipoxygenasen
Saugetierlipoxygenasen bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette mit einem
Molekulargewicht von ca. 75 kDa. Pflanzliche LOXn sind in der Regel etwas gréBer
(94-104 kDa), und bei niederen Organismen kommen LOXn auch als Fusionsproteine
mit anderen Enzymen vor. Beispiele hierfir sind die LOXn aus Plexaura homomalla
(Koljak et al. 1997) und Gersemia fruticosa (Lohelaid et al. 2008).
Roéntgenkristallographische Daten zeigen, dass tierische und pflanzliche LOXn
eine ahnliche Grundstruktur besitzen, wobei sich die zusatzlichen 20-30 kDa der
Pflanzen-LOXn in Strukturbereichen befinden, die hoch konservierte Sequenzen
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miteinander verbinden, selbst aber weniger hoch konserviert sind (Zheng et al. 2008).
Bei den meisten hinsichtlich ihrer Raumstruktur bisher charakterisierten LOXn ist die
Polypeptidkette in zwei abgrenzbare Domanen gefaltet. Die kleinere N-terminale
Domane besteht aus mehreren B-Faltblattern, die parallel bzw. anti-parallel zu einander
verlaufen. Obwohl diese Doméne flr die katalytische Aktivitat verschiedener LOX-
Isoformen nicht essenziell ist (Walther et al. 2002), scheint sie fur die Regulation der
katalytischen Aktivitdt und far die Membranbindung der Enzyme bedeutsam zu sein
(Walther et al. 2011). Die gr6Bere C-terminale Domane besteht aus mehreren alpha-
Helices und enthédlt das katalytische Zentrum mit dem Nichthdmeisen bzw. dem
Manganion (Romanov et al. 2006) (Abb.1.2). Ein Mol LOX enthalt ein Mol
Nichthameisen bzw. Mangan (lvanov et al. 2015).

Abb 1.2.: Kristallstruktur der humanen ALOX5. Gelb: Parallel und anti-parallel zueinander verlaufende
B-Faltblatter der N-terminalen Doméane. Grin: Helices der C-terminalen katalytischen Doméne. Rot:
Eisen-ligandierende ASn. Magenta: Flexible Verbindung zwischen den Domanen. Blau: Modifikatonen,
die fur die Kristallstrukturanalyse vorgenommen wurden. Die Abb. wurde modifiziert nach Kuhn et al.
2015

Dabei wird das Eisen- bzw. Manganion durch eine Gruppe hoch konservierter
Aminosauren komplexiert, bei denen es sich Uberwiegend um Histidin- und
Asparaginseitenketten handelt. Als flnfter Eisenligand fungiert die freie Karboxylgruppe
der C-terminalen Aminosaure, bei der es sich haufig um ein Isoleucin (Haeggstrém und

27



Funk 2011) handelt. Die sechste Position der oktaedrischen Eisenligandensphere wird
durch ein Wassermolekul oder ein Hydroxylion gebildet.

Far zwei menschliche LOX-Isoformen (ALOX5, ALOX15B) sind derzeit komplette
Kristallstrukturen verfligbar (Gilbert et al. 2011; Kobe et al. 2014). Weiterhin gibt es
komplette Datensatze fur die Struktur der Kaninchen-ALOX15 (Gillmor et al. 1997; Choi
et al. 2008) und einer N-terminalen Trunkationsmutante der Schweine-ALOX15 (Xu et
al. 2012), die gute Modelle fir die humanen ALOX15 darstellen. Da aber die
Identitatsscores bei Aminosaurealignments fiir diese ALOX15-Orthologen zwischen 80-
90 % variieren, kdnnen diese Modelle fur mechanistische Detailuntersuchungen an der
humanen ALOX15 nur bedingt verwendet werden. Fir die restlichen drei humanen
LOX-Isoformen (ALOX12, ALOX12B, ALOXE3) sind derzeit noch keine kompletten
Roéntgenkoordinatensatze verflgbar.

1.1.2.3 Enzymatische Eigenschaften von Lipoxygenasen

Grundsatzlich sind alle natirlich vorkommenden mehrfach ungeséttigten FSn
potentielle  LOX-Substrate. Allerdings weisen verschiedene LOX-Isoformen
unterschiedliche Substratspezifitdten auf. Linol- und Linolensédure dienen vor allem
vielen pflanzlichen LOXn als Substrate (Lehnert und Solomon 2003), wahrend viele
tierische LOXn sowohl Linolsdure als auch Arachidonsaure umsetzen kénnen (Kuhn et
al. 2015).

Saugetier-LOXn bevorzugen freie Fettsduren als Oxygenierungssubstrate. Jedoch
ist die zellulare Konzentration freier Fettsauren in Saugetierzellen sehr niedrig (Kuhn et
al. 2015). Daraus resultiert das Erfordernis der Freisetzung geeigneter Fettsauren aus
den Esterlipiden der zellularen Membranen. Dies geschieht durch hydrolytische
Spaltung, katalysiert durch die zytosolische Phospholipase A2 (cPLA2) (Mancini und Di
Battista 2011). Um die bei der hydrolytischen Spaltung freigesetzten Polyenfettsauren
mussen die LOXn allerdings mit den Cyclooxygenasen (COXn) und Cytochrom-P450
abhangigen Monooxygenasen konkurrieren, durch welche die Fettsduren alternativ zu
Prostaglandinen bzw. Epoxidderivaten oxidiert werden kénnen (Haeggstrom und Funk
2011) (Abb. 1.3; Pardutz und Schoenen 2010).

Neben der Oxidation freier FSn kénnen manche LOX-Isoformen mehrfach
ungesattigte FSn auch dann oxidieren, wenn sie Bestandteil von Phospholipiden
(Schewe et al. 1975) oder von Cholesterolestern (Belkner et al. 1991) sind. Dies gilt
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auch dann, wenn die Esterlipide Bestandteile von Lipid-Protein-Komplexen wie
Biomembranen oder Lipoproteine sind (Kihn et al. 1993; Takahashi et al.1993; lvanov
et al. 1015). Die ALOX15-abhangige Oxygenierung der Phospholipide der
Mitochondrienmembranen ist wesentlicher Bestandteil des reifungsabhangigen Abbaus
der Mitochondrien wahrend der Retikulozytenentwicklung (Rapoport und Schewe 1986;
van Leyen et al. 1998). Die katalytische Wirkung der ALOX15 auf das Lipidkompartment
von Lipoproteinen fuhrt zur strukturellen Veranderung der Lipoproteine, so dass diese
Lipid-Proteinkomplexe nicht mehr an den LDL-Rezeptor binden. Das oxidierte LDL kann
jedoch von Scavengerrezeptoren gebunden werden, was zu einer unkontrollierten
Lipidaufnahme durch Phagozyten und damit zur Schaumzellbildung fihrt. Da die
Schaumzellbildung einen frihen Prozess der Atherogenese darstellt, wird die ALOX15
auch als pro-atherogenes Enzym angesehen (Cyrus et al. 1999; George et al. 2001;
Zhao et al. 2005).

Phospholipid membrane

l Phospholipase A,

Arachidonic acid

/ \ Lipoxygenase
Cyclooxygenase

Prostaglandin H, Leukotriene A,
Thromboxanes Prostaglandins Leukotriene B, Leukotriene C,, D, E,

Abb. 1.3.: Arachidonsaurekaskade. Kaskade enzymatischer Reaktionen, die zur Bildung bioaktiver
Oxygenierungsprodukte mehrfach ungesattigter Fettsauren fihrt. Diese Reaktionsfolge wird initiiert durch
die Aktivierung der zytosolischen Phospholipasen A2, die freie Fettsduren aus den zellularen
Phospholipiden freisetzt. Die Abb. wurde modifiziert nach Pardutz and Schoenen 2010. Der
Reaktionsweg der Cytochrom-P450-abhéangigen Monooxygenasen wurde aus Grinden der
Ubersichtlichkeit der Darstellung nicht beriicksichtigt.

Als kinetische Besonderheit zeigen LOXn auto-katalytische Eigenschaften, was
als Ursache fur die kinetische lag-Phase der Fettsaureaktivierung angesehen werden
kann. Um die FS-Oxidation zu initieren, missen LOXn erst in ihre aktive dreiwertige
Form oxidiert werden (lvanov et al. 2015). Leider ist ein einzelner Aktivierungsschritt
nicht ausreichend, um das Enzym unbegrenzt in seiner katalytisch aktiven Form zu
halten, da wahrend der Katalyse radikalische Intermediate vom aktiven Zentrum
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abdissoziieren (Ludwig et al. 1987; Schilstra et al. 1994), wodurch das Enzym wieder in
seine inaktive, zweiwertige Form reduziert wird. Um das Enzym wieder in seine aktive
Form zu bringen, ist eine erneute Enzymaktivierung erforderlich, was durch die
gebildeten Hydroperoxyfettsduren erreicht wird. Diese peroxidabhangige LOX-
Aktivierung hangt zudem von der Anwesenheit molekularen Sauerstoffs ab (Ilvanov et
al. 2015; Zheng und Brash 2010), wobei der dieser Abhangigkeit zugrunde liegende
molekulare Mechanismus noch nicht vollstédndig geklart werden konnte.

LOXn unterliegen bei der Oxidation von mehrfach ungeséttigten FSn einer
Selbstinaktivierung (Hartel et al. 1982). Auch hier konnten die molekularen Grundlagen
bisher noch nicht vollstandig aufgeklart werden (Abb. 1.4) (Ilvanov et al. 2015).

g 0,4+
}2 kinetic _n:gtig:igﬂm
& 03] lag-phase inactivati
©
8 0,2-
=
g 0,1-
m 0’0- T T

20 40 60

time (s)

Abb. 1.4.: Darstellung der LOX-Kinetik. Die LOX-Reaktion beginnt mit der lag-Phase, in der die
Reaktionsgeschwindigkeit der Fettsdureoxygenierung mit der Zeit ansteigt. Es folgt eine lineare Phase, in
der die Reaktionsrate mehr oder weniger konstant bleibt. Als letztes schlieBt sich die Selbstinaktivierung
(suicidal inactivation) an, in der die Reaktionsrate mit der Zeit wieder abféllt. Die Abb. wurde modifiziert
nach lvanov et al. 2015.

1.1.3 Vorkommen und biologische Rolle von Lipoxygenasen
1.1.3.1 Vorkommen von Lipoxygenasen in den drei Domanen des irdischen
Lebens (Bakterien, Archaeen, Eukaryonten)

LOXn existieren in zwei der drei Domanen des irdischen Lebens, namlich in
Eukaryonten und in Bakterien (Hansen et al. 2013). Bei Eukaryonten kommen sie bei
hochentwickelten Tieren (lvanov et al. 2010) und Pflanzen (Andreou und Feussner
2009; Oliw 2002) vor. Sie konnten aber auch in weniger entwickelten
Meeresorganismen (De Petrocellis und Di Marzo 1994; Hawkins und Brash 1987)

nachgewiesen werden.
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In Bakterien wurden LOX-Isoformen erst in jingerer Zeit gefunden (Porta und
Rocha-Sosa 2001; Vance et al. 2004; Koeduka et al. 2007) (Abb. 1.5). Zwar wurde
friher bereits vereinzelt Gber LOXn in bestimmten Bakterien berichtet, doch erst mit der
steigenden Verflgbarkeit vollstandig sequenzierter bakterieller Genome und der damit
verbundenen Mdoglichkeit einer systematischen Suche nach LOX-ahnlichen
Gensequenzen, konnten in Bakterien eine Reihe solcher Sequenzen nachgewiesen
werden (Horn et al. 2015). Darlber hinaus konnten in verschiedenen Bakterien
katalytisch aktive LOX-Isoformen charakterisiert werden. Trotzdem bleibt festzustellen,
dass LOXn nicht als typische bakterielle Proteine angesehen werden kénnen. Aus den
derzeitig verflgbaren bakteriellen Genomen lasst sich abschatzen, dass weniger als
0,5 % aller Bakterienarten Uber LOX-&hnliche Sequenzen verfligen (Horn et al. 2015).

AuBerdem zeigten multiple Sequenzvergleiche, dass bakterielle LOXn nicht das
Resultat eines kontinuierlichen Entwicklungsprozesses sind, sondern dass die
entsprechenden Genomsequenzen durch horizontalen Gentransfer aus hoéher
entwickelten Lebewesen in bakterielle Genome eingefiihrt wurden (Hansen et al. 2013;
Koeduka et al. 2007). Bei einigen Bakterienspezies, die durch diesen Gentransfer einen
evolutiondren Vorteil erlangt haben, wurden diese Sequenzen offenbar erhalten, bei
anderen Bakterienspezies wurden sie jedoch wieder eliminiert.

Die biologische Rolle bakterieller LOXn ist derzeit noch weitgehend ungeklart
(Hansen et al. 2013; Koeduka et al. 2007). Kirzliche Untersuchungen deuten darauf
hin, dass die LOX-1 aus Pseudomonas aeruginosa (PA-LOX) als Teil eines bakteriellen
Evasionsmechanismus angesehen werden kann, der darauf gerichtet ist, die
Immunreaktion des Wirtsorganismus gegen den Krankheitserreger zu schwachen
(Banthiya et al. 2016). Eine andere Hypothese zur biologischen Rolle bakterieller LOXn
geht davon aus, dass diese Enzyme bei der Bildung von Biofilmen bedeutsam sein
kénnten (Deschamps et al. 2016). Zur Allgemeingultigkeit dieser Hypothese muss
allerdings kritisch bemerkt werden, dass auch Bakterien ohne klassische LOX-Gene zur
Biofilmbildung fahig sind. Eine dritte Hypothese zur mdglichen biologischen Rolle
bakterieller LOXn geht davon aus, dass diese Enzyme als Pathogenitatsfaktoren
angesehen werden kénnen. So ist z.B. die sezernierte PA-LOX in der Lage, durch
Oxidation der Plasmamembranlipide menschlicher Erythrozyten eine Hamolyse
hervorzurufen (Banthiya et al. 2016). Sollten sich diese Befunde in vivo bestéatigen
lassen, koénnte eine Hemmung der LOX-1 bei einer PA-Infektion therapeutisch

bedeutsam werden.
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Far die dritte Doméne des irdischen Lebens, die Archaeen, bleibt das Vorkommen
von LOXn unklar. Die Genome ausgewahlter Archaeen (Methanococcus voltae,
Halorubrum kocurii) enthalten zwar LOX-ahnliche Sequenzen, jedoch stimmen diese
nur zu weniger als 25% mit den Sequenzen gut charakterisierter pro- und
eukaryontischer LOXn Uberein. Weiterhin fehlen funktionell wichtige Aminosauren, so
z.B. die bei

geschlussfolgert,

allen LOXn hoch konservierten Metallliganden. Daraus wurde
funktionelle LOXn bei

vorkommen (Kuhn et al. 2015).

dass Archaeen madglicherweise nicht

Archeae LUCA » Bacteria
Cyanobacteria Acaryochloris marina
Cyanothece sp.
Nostoc punctiforme
none Proteobacteria Burkholderia thailandensis

Nitrosomonas europaea
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Photobacterium profundum
| Myxococcus xanthus

Y

Y

Animalia

Placozoa Trichoplax adhaerens
Cnidaria Nematostella vectensis; Clavularia
viridis; Plexaura homomalla;
Hydra magnipapillata
Echinodermata Stronglyocentrus purpuratus

Plathyhelminthes Schistosoma mansoni
Arthropoda Ixodes scapularis
Hemichordata Saccoglossus kowalevskii

Chordata:

Ascidiacea Ciona intestinalis

Leptocardii Branchiostoma floridae
Actinopterygli Danio rerio: Salmo salar;
Takifugu rubripes; Gasterosteus aculeatus
Amphibia Ambystoma mexic; Xenopus laevis
Reptilla Anolis carolinensis

Aves Gallus gallus

Mammalla:

Tursiops truncatus; Myotis lucifugus: Felis
catus; Macropus eugenii, Omithorhynchus
anatinus; Erinaceus europaeus; Chgoleopus
hoffmanni; Loxodonta africana; Mus musculus;
Equus caballus; Sus scrofa; Oryctolagus
cuniculus; Homo sapiens

Plantae _gryophyta
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Abb. 1.5.: Doméanen des irdischen Lebens und Verbreitung von LOX-Sequenzen in diesen
Domaénen. LUCA steht dabei fiir die hypothetische Lebensform last universial commen ancestor (letzter
universeller gemeinsamer Vorfahre, siehe auch Kapitel 1.2.3.1.) Die Abb. wurde modifiziert nach lvanov
et al. 2010.

1.1.3.2 Biologische Rolle von Lipoxygenasen bei Saugetieren
Saugetier-LOXn sind an physiologischen und pathologischen Proliferations- und
Differenzierungsprozessen beteiligt (Gronert et al. 2005) (Abb. 1.6.). Sie nehmen eine

Schlisselrolle bei der Regulation der zellularen Redox-Homdostase ein, die ein
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wichtiges Element bei der Regulation der Genexpression darstellt. Der zellulare Redox-
Status wirkt sich auf das Genexpressionsmuster von Zellen aus (Kim et al. 2013) und
bestimmt somit deren funktionellen Phanotyp. In jeder Zelle wird die Redox-
Homoostase durch das balancierte Gleichgewicht aus pro- und anti-oxidativen
Prozessen aufrechterhalten, und LOXn nehmen dabei als pro-oxidative Enzyme eine
Schlisselrolle ein (Kuhn et al. 2015).

- membrane restructuring
- lipoprotein modification
- covatent association

modification of
lipid-protein complexes

|

LOX

N\

synthesis of bioactive regulation of the
lipid mediators intracellular redox state

- leukotrienes - gene expression
- lipoxins - cell proliferation
- resolvins - differentiation

Abb. 1.6.: Biologische Rolle der LOXn. Erlduterungen siehe Text. Die Abb. wurde modifiziert nach
Kuhn et al. 2015.

Die Fahigkeit einiger LOX-Isoformen Polyenfettsduren zu oxidieren, wenn diese
Bestandteil von Phospholipiden (Schewe et al. 1975) oder Cholesterolesthern (Belkner
et al. 1991) sind, deutet darauf hin, dass LOXn an der strukturellen Modifizierung
komplexer Lipid-Protein-Partikel beteiligt sein kdnnen. Im Falle der Oxygenierung von
Membranlipiden resultiert eine Modifizierung der Permeabilitatseigenschaften von
Biomembranen. Dadurch wird die Barrierefunktion der Membranen beeinflusst, was zu
zellularer Dysfunktion fihren kann (Kuhn et al. 2015).

LOXn sind an der Biosynthese zahlreicher bioaktiver Lipidmediatoren beteiligt
(Pace-Asciak 2009), die eine groBe Anzahl physiologischer und patho-physiologischer

Prozesse regulieren. Die Herstellung von knockout-Mausen, bei denen die Expression
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verschiedener LOX-Isoformen inaktiviert wurden, deutet darauf hin, dass die ALOX5 an
der Biosynthese von Leukotrienen und damit an der Pathogenese allergischer
Reaktionen beteiligt ist (Chen et al. 1994). Inaktivierung der Gene, die fiir die ALOX12b
und die ALOXE3 kodieren, fihrt bei Mausen zu epidermalen Phanotypen, die dem
menschlichen Krankheitsbild der Ichtyosen &hneln (Krieg et al. 2013; Epp et al. 2007).
Obwohl der molekulare Mechanismus der Wirkung von ALOX12b und ALOXE3 bei der
epithelialen Differenzierung noch nicht vollstandig geklart werden konnte, geht man
nach dem heutigem Verstdndnis davon aus, dass die ALOX12b die Oxidation
hautspezifischer Ceramide zu entsprechenden Hydroperoxiden katalysiert (Krieg und
Flrstenberger 2014; Zheng et al. 2011; Mufoz-Garcia et al. 2014). Diese
Hydroperoxidlipide werden anschlieBend durch die Hydroperoxidisomeraseaktivitat der
ALOXE3 (Yu et al. 2003) modifiziert, was dazu fihrt, dass reaktive Lipidderivate
kovalent mit Hautproteinen verlinkt werden. Dieser Prozess tragt zur Ausbildung der
Hornschicht der Haut (Stratum corneum) bei (Kypriotou et al. 2012; Candi et al. 2005).

ALOX15 und ALOX12 knockout-Mause zeigen keinen signifikanten Phanotyp,
solange sie nicht anderweitig stimuliert werden. Werden ALOX15-knockout-Mause
jedoch mit apoE-defizienten Tieren gekreuzt und die Doppelknockouts anschlieBend
uber mehrere Wochen mit einer lipidreichen Diat geflttert, ist der Grad der
Lipidablagerungen in der Aorta deutlich geringer, wenn man diesen Readoutparameter
mit dem von ALOX15 exprimierenden Kontrolltieren vergleicht (Cyrus et al. 2001).
Ahnliche Effekte wurden beobachtet, wenn ALOX15-knockout-Mause mit LDL-
rezeptordefizienten Tieren gekreuzt wurden (George et al. 2001). Diese Daten sprechen
fir eine pro-atherogene Wirkung der murinen ALOX15. ALOX12 knockout-M&use
haben  subtile  Stérungen  der  Blutgerinnung und  zeigen  ebenfalls
Differenzierungsstérungen der Haut (Funk et al. 2002)

Wahrend einer experimentellen Andmie wird die Expression der Kaninchen-
ALOX15 in unreifen roten Blutzellen dramatisch hochreguliert (Rapoport und Schewe
1986). Diese Daten deuten darauf hin, dass das Enzym bei der Retikulozyten-
Erythrozyten-Transition bedeutsam sein kénnte. In den Membranlipiden reifender roter
Blutzellen wurden spezifische ALOX15-Produkte nachgewiesen (Kuhn et al. 1990), und
eine Hemmung der ALOX15 fuhrt zu einer Verzégerung der Retikulozytenreifung (van
Leyen et al. 1998).

Auch an der embryonalen Hirnentwicklung scheinen 12-lipoxygenierende
Isoformen beteiligt zu sein (Mikule et al. 2002; Nishiyama et al. 2003; de la Houssaye et
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al. 1999). Sowohl 12-HETE als auch 12-HpETE fungieren als Signalmolekile bei der
Axonentwicklung. Als weitere Hinweise fir die Rolle der ALOX15 bei der
Hirnentwicklung kann interpretiert werden, dass das Enzym flir die synaptische
Signallbertragung bedeutsam zu sein scheint (Normandin et al. 1986; De Costanzo et
al. 2010; Feinmark et al. 2003).

LOXn sind Schliisselenzyme der Biosynthese aliphatischer Eicosanoide. Dabei
handelt es sich um Lipidmediatoren, die sowohl an der Férderung inflammatorischer
Prozesse als auch am Schutz gegen eine Entziindung beteiligt sein kbnnen (Kuhn et al.
2015). Zu den durch LOX-Katalyse entstehenden aliphatischen Eicosanoiden gehéren
die Leukotriene als klassisch pro-inflammatorische (Haeggstrém und Funk 2011;
Radmark und Samuelsson 2010) und die Lipoxine als klassisch anti-inflammatorische
Mediatoren. Leukotriene werden von peripheren Leukozyten und anderen
immunkompetenten Zellen aus Arachidonsdure Uber den ALOX5-Weg synthetisiert
(Radmark et al. 2007). Dabei wirkt die ALOX5 als Enzym mit dualer enzymatischer
Aktivitat. Sie katalysiert die Oxidation von Arachidonsaure zu 5(S)-HpETE und die
sekundare Umsetzung von 5(S)-HpETE zu Leukotrien A4 (LTA4). LTA4 wird schlieBlich
in peptidhaltige oder peptidfreie Leukotriene umgesetzt (Kuhn et al. 2015) (Abb. 1.7.).

Zu den peptidhaltigen Leukotrienen gehéren LTC4, LTD4 und LTE4. Diese
Leukotriene sind die wichtigsten Bestandteile der slow reacting substance of
anaphylaxis (SRS-A) und spielen eine Rolle bei der Pathogenese allergiebedingter
Krankheiten wie Asthma bronchiale (Singh et al. 2013) und allergische Rhinitis
(Cobanoglu et al. 2013). Sie I6sen in postkapillaren Venolen eine Extravasation von
Blutplasma aus und induzieren die Anheftung von Blutzellen ans GeféaBendothel.
Dadurch entsteht ein Schleimhautédem (Dahlen et al. 1981). Zusatzlich induzieren die
Peptidleukotriene die bronchiale Schleimsekretion (Kaliner et al. 1986; Peatfield et al.
1982) und erhéhen die Viskositat des Bronchialschleims.

Bei den Peptid-freien Leukotrienen ist vor allem das LTB4 zu nennen. Es ist ein
starker Stimulator von Zellen des angeborenen Immunsysems (Le Bel et al. 2014).
LTB4 wird u.a. in polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten, in Monozyten und in
Makrophagen synthetisiert. Es induziert eine Zellaggregation und erhéht die vaskulare
Permeabilitat (Smith 1981). Es stimuliet Chemotaxis von Entziindungszellen und
aktiviert die Anheftung neutrophiler Granulozyten an die GefaBwand (Palmblad et al.
1981; Afonso et al. 2012). Weiterhin induziert LTB4 Uber die Oberflachenrezeptoren
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BLT1 und BLT2 intrazelluldare Signalkaskaden, die zur Aktivierung inflammatorischer
Zellen flhren (Yokomizo 2011; Hicks et al. 2007).

Lipoxine (Hu et al. 2012) und weitere anti-inflammatorische und/oder pro-
resolutorische Mediatoren, wie Resolvine (Spite et al. 2014), Protektine (Kuda et al.
2016) und Maresine (Serhan et al. 2012), werden durch eine konzertierte Aktion
verschiedener LOX-Isoformen (ALOX12, ALOX15, ALOX15B, ALOXS5) synthetisiert. Die
Synthese wird im Zuge der Beendung einer Entziindungsreaktion in Gang gesetzt und
fihrt durch Aktivierung bestimmter Rezeptoren (GPCR-32; ALX; BLT-1) auf der
Oberflache immunologisch aktiver Zellen zu einer aktiven Beendigung der
Entzindungsreaktion (Kuhn et al. 2015). Zum Beispiel wird die Leukozytenmigration
reduziert (Fierro et al. 2003) und die vaskulare Permeabilitdt normalisiert sich (Ereso et
al. 2009). Pro-inflammatorische neutrophile Granulozyten gehen in Apoptose (Kebir und
Filep 2013), und transdifferenzierte M2-Makrophagen phagozytieren Bakterienreste
sowie apoptotische pro-inflammatorische Entziindungszellen (Ohira et al. 2010).
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Abb. 1.7.: Eicosanoidbiosynthese. Erlduterungen siehe Text. Die Abb. wurde modifiziert nach
Haeggstrom and Funk, 2011.
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Vier der sechs humanen LOX-Isoformen (ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX5)
sind an der Regulation der zellularen Proliferation und damit auch an der
Karzinogenese beteiligt. Grundsétzlich wurde diese Beteiligung bei unterschiedlichen
Krebsarten gezeigt. Das Hauptaugenmerk der Forschung liegt allerdings auf dem
kolorektalen Karzinom und dem Prostatakarzinom (Kuhn et al. 2015). Drei LOX-
Isoformen (ALOX5, ALOX15, ALOX15B) sind vermutlich an der Pathogenese der
Atherosklerose beteiligt (Zhao und Funk 2014; Poeckel und Funk 2010; Wuest et al.
2014). ALOX5 und ALOX15B (Gertow et al. 2011) werden in hohem Ausmaf in
fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques exprimiert, wahrend die ALOX15 nur in
geringen Mengen nachgewiesen werden konnte. Verschiedene LOX-Isoformen spielen
wahrscheinlich auch bei der Pathogenese verschiedener ZNS-Erkrankungen, wie
Schlaganfall, M. Parkinson und M. Alzheimer eine Rolle (Kuhn et al. 2015). Dabei ist
jedoch heute noch nicht vollstandig geklart, ob die beobachteten Korrelationen auch

kausal sind und wie genau die Enzyme den Krankheitsverlauf beeinflussen.

1.2 Viren
1.2.1 Definition und Klassifizierung der Viren

Viren sind die verbreitetsten biologischen Daseinsformen auf der Erde (Koonin et
al. 2015). Viromuntersuchungen zeigen, dass die Anzahl an Viruspartikeln in
unterschiedlichen Biotopen typischer Weise 10-100 mal grdBer ist, als die Anzahl
lebender Zellen (Edwards und Rohwer 2005; Rohwer 2003; Suttle 2007).

Urspringlich wurden Viren von lebenden Mikroorganismen dadurch abgegrenzt,
dass sie Filter mit kleinen PorengréBen passieren kdnnen, durch die lebende Zellen
nicht hindurch passen (Abb. 1.8.). lhre Subklassifizierung beruhte in erster Linie auf
ihren infektibsen (z.B. spezifischer Organtropismus hepatischer Viren) bzw.
epidemiologischen Eigenschaften (z.B Ubertragung der Arboviren durch Arthropoden)
(Chappell und Demody 2015).

Heute sind Viren definiert als obligat intrazelluldre Parasiten, die Organismen aller
drei Domanen des irdischen Lebens und sogar andere Viren parasitieren und sich nicht
unabhangig von ihren Wirtsorganismen replizieren kénnen (Raoult und Forterre 2008).
Sie nutzen den Replikationsapparat anderer Zellen, um sich selbst zu vervielfaltigen
(Lwoff 1957). Viren verpacken ihr Genom in ein virales Kapsid, das aus
unterschiedlichen Proteinen besteht und u.a. fir den Tropismus der Viren verantwortlich

ist (Raoult und Forterre 2008). Uber die Kapsidproteine kénnen Viren an Wirtszellen
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andocken und ihr Genom in die Wirtszelle injizieren. Einige Virenarten besitzen als
auBere Begrenzung noch eine zusétzliche Lipidhdlle, die sie empfindlich gegen
Austrocknung macht. Viren ohne Lipidhdlle kommen mit rauen Umweltbedingungen gut
zurecht und verbreiten sich oft auf oral-fakalem Weg (Chappell und Demody 2015).
Viele Viren enthalten in ihrem Inneren zusatzlich zum Virusgenom noch einige Enzyme,
die in der Wirtszelle die Initierung der Replikation des viralen Genoms regulieren
(Chappell und Demody 2015) (Abb. 1.9.).

Megavirales
(other viruses have a size lower
than that of the filter's pores)

Direction of filtration

Abb. 1.8.: Schematische Darstellung der Aussonderung der Megaviren durch Filtration.
Urspringlich wurden Viren von lebenden Mikroorganismen dadurch abgegrenzt, dass sie Filter mit
kleinen PorengréBen passieren kdnnen, durch die lebende Zellen nicht hindurch passen. Dadurch wurde
zwangslaufig die Entdeckung von Viren verhindert, die gréBer sind als die Poren der verwendeten Filter
(z.B. 0,2-0,45 pym). Die Abb. wurde modifiziert nach Colson et al. 2012

Die Klassifizierung von Viren basiert auf verschiedenen Kriterien: i) Typ und
Struktur der viralen Nukleinsdure sowie die Strategie ihrer Replikation. ii) Typ und
Symmetrie des Viruskapsids (helikal oder icosahedral) iii) Vorhandensein bzw.
Abwesenheit einer Lipidhille (Chappell und Demody 2015).

Hinsichtlich ihrer Nukleinsaurestruktur und ihrer Replikationsstrategie lassen sich
Viren in sechs Klassen einteilen (Koonin und Starokadomskyy 2016): a) positive
Einzelstrang-RNA-Viren (+ssRNA-Viren), b) negative Einzelstrang-RNA-Viren (-ssRNA-
Viren), c) Doppelstrang-RNA-Viren (dsRNA-Viren), d) Einzelstrang-DNA-Viren (ssDNA-
Viren), e) Doppelstrang-DNA-Viren (dsDNA-Viren) und f) Retroviren.
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Abb. 1.9.: Schematische Darstellung der Struktur der Viren. A Icosahedrales Virus ohne Lipidhlle
B Helikales Virus mit Lipidhille. Die Abb. wurde modifiziert nach Chappell et Dermody 2015.

1.2.2 Struktur und Funktion der Viren
1.2.2.1 Viren als Triebkraft der Genomevolution lebender Systeme

Die Welt der Viren zeigt eine enorme strukturelle Vielfalt (Koonin et al. 2015). Wie
oben erwahnt, bestehen virale Genome aus Einzelstrang [ss]- oder Doppelstrang [ds]-
RNA oder -DNA. |hre Genome erreichen eine GréBe von bis zu 2 Megabasen.
Urspriinglich wurden Viren ausschlieB3lich als infektidse Partikel betrachtet, die lebende
Zellen infizieren und damit Krankheiten auslésen. Heute weif3 man jedoch, dass Viren
fir die Evolution der Genome aller lebenden Organismen verantwortlich sind, da sie
Genomelemente von einer Wirtszelle auf andere Wirtszellen Ubertragen (horizontaler
Gentransfer, HGT). Damit tragen sie dazu bei, dass sich zellulare Genome standig
verandern, so dass Lebewesen immer neue Uberlebensstrategien ausprobieren
kénnen. Virale Genome entwickeln sich dabei typischerweise schneller als die meist
gréBeren Genome zellularer Organismen (Koonin et al. 2015). Das flhrt dazu, dass der
gréBte Teil der genetischen Vielfalt mit groBer Sicherheit auf die Viren konzentriert ist
(Rohwer 2003; Koonin und Dolja 2013; Kristensen et al. 2013). Der virusabhangige
Austausch genetischen Materials (HGT) kann in verschiedene Richtungen erfolgen.

Beim Wirt-Ursprung-Modell (host origin model) empfangt die Wirtszelle
genetisches Material vom Virus. Beim Virus-Ursprung-Modell (Virus origin model)
empfangt das Virus genetisches Material von der Wirtszelle und integriert es in das
virale Genom. Beide Richtungen des HGTs kdnnen parallel existieren. Es ist dieser

bidirektionale Fluss von funktionellen Genen, welcher die Koevolution von Viren und
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ihren Wirten antreibt und die Angriffs- bzw. Abwehrstrategien beider Seiten
weiterentwickelt (Chen et al. 2016). Die Gesamtzahl der Gene, die in viralen Genomen
weltweit zu finden sind, Gbersteigt die Zahl der Gene aller zellularen Lebensformen
erheblich (Koonin et al. 2015). Aus diesen Zahlen wird die besondere Bedeutung des
horizontalen Gentransfers ersichtlich, der Spezies-Ubergreifend zum Austausch von
genetischem Material fuhrt. Unmittelbare Voraussetzung fir einen viralen Gentransfer
bleibt jedoch die Tatsache, dass Gendonator- und Genakzeptorzelle durch das

entsprechende Virus infiziert werden kénnen.

1.2.2.2 Viren als Krankheitserreger flir Pro- und Eukaryonten

Seit langer Zeit sind Viren vor allem als Krankheitserreger von Menschen, Tieren
und Pflanzen bekannt, und diese Tatsache spiegelt sich auch in der Bezeichnung
dieser Partikel (Virus = Gift, griechisch) wieder (Lwoff 1957). Von besonderer
gesundheitspolitischer Relevanz ist dabei, dass weit verbreitete humane
Infektionserkrankungen (z.B. Grippe, Pocken, Masern, Mumps u.a.) durch Viren

hervorgerufen werden.

Viroids
(+)RNA viruses ) Bacteria
dsRNA viruses N \
(-)RNA viruses fud S Eukaryota

Retroviruses and ;
elements

ssDNA viruses
and plasmids a ) Archaea

dsDNA viruses
and transposons

Virus Empire Cellular Empire

Abb. 1.10.: Virale und zellulare Reiche der irdischen Biosphdre und assoziierte parasitéare
Beziehungen. Die Dicke der Linien spiegelt grob die Pravalenz dieser Beziehungen und die Intensitat
der Flisse wider. Die Abb. wurde modifiziert nach Koonin and Dolja 2013.
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Generell kénnen Viren alle zellularen Lebensformen infizieren oder mit ihnen
symbiontische Beziehungen eingehen (Koonin und Dolja 2013). Zwischen den Viromen
(Gesamtheit aller Viren und virusdhnlichen Partikel), die Prokaryonten (Bakterien,
Archaeen) befallen und denen, die Eukaryonten infizieren, gibt es jedoch erhebliche
Unterschiede (Koonin und Dolja 2014). Viren, die Prokaryonten befallen sind nur sehr
selten RNA-Viren. Sie enthalten meist entweder dsDNA-Genome (in der
GréBenordnung zwischen 10-100 kb) oder die kleineren ssDNA-Genome (Krupovic et
al. 2011). Im Gegensatz dazu stellen die RNA-Viren die gréBte Gruppe unter den Viren
dar, die Eukaryonten infizieren. Bei diesen Viren kommen zahlreiche Retroelemente vor
(Goodier und Kazazian 2008). In Eukaryonten finden sich aber auch genomische
Sequenzen von ssDNA-Viren und von dsDNA-Viren. Letztere unterteilt man in 18
verschiedene Familien (Koonin et al. 2015) (Abb. 1.10.). Unter den dsDNA-Viren, die
eukaryontische Zellen infizieren, wurden Virusarten entdeckt, die sehr groBe Genome
tragen. Die physikalischen Dimensionen und GenomgréBen dieser Viren Ubertreffen die
entsprechenden Parameter vieler Bakterien und Archaeen (Raoult et al. 2004) und
sogar die einiger parasitarer einzelliger Eukaryonten (Koonin und Yutin 2010; Philippe
et al. 2013). Diese Viren wurden als Megaviren bezeichnet (Aherfi et al. 2016).

1.2.3 Megaviren als Ubergangsformen zwischen belebten und unbelebten
biologischen Strukturen
1.2.3.1 Klassifizierung der Megaviren und deren Aufbau

Megaviren bilden die gréBte und am weitesten verbreitete Klasse von DNA-Viren,
die aus mindestens sieben Familien besteht (Koonin et al. 2015). Zwischen den
unterschiedlichen Familien besteht ein deutlicher evolutiondrer Zusammenhang. Zum
einen enthalten viele Megaviren hoch konservierte Gene, die flr Proteine kodieren,
welche flr bestimmte virale Schlisselfunktionen verantwortlich sind (Koonin und Yutin
2010; lyer et al. 2001; lyer et al. 2006). So konnten haufig Gene nachgewiesen werden,
die fUr die virale Replikation und die Verpackung nétig sind (Koonin und Yutin 2010).
Zum anderen zeigen viele Megaviren eine ahnliche Virionarchitektur (Aherfi et al. 2016).
Zu den Megaviren gehéren u.a. die Pockenviren, die Asfarviren, die Iridoviren, die
Ascoviren, die Phycodnaviren, die Mimiviren und die Marseilleviren (Colson et al. 2013).
Diese Viren infizieren unterschiedliche Wirtszellen, wobei sowohl pro- als auch

eukaryontische Zellen befallen werden kdnnen. Tabelle 1 zeigt die Wirtszellen, die
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GenomgréBen sowie die Orte der viralen Replikation in den Wirtszellen fir ausgewahlte
Megaviren (modifiziert nach Koonin und Yutin 2010).

Die Entdeckung der Megaviren machte eine Anderung der Virusdefinition nétig.
Die bis dahin gultige Definition (Viren sind kleine ,filtrierbare“ Infektionserreger) konnte
nicht mehr angewendet werden, da Megaviren mit Gblichen Virenfiltern nicht filtrierbar
sind. Die bislang gréBten virale Genome enthalten die Pandoraviren (ca. 2,5
Megabasen).

Im Gegensatz zu kleineren Virusarten enthalten die Genome von Megaviren
Gene, die fir verschiedene Komponenten der eukaryontischen Replikations-,
Transkriptions- und Translationsapparate kodieren. Damit sind Megaviren nicht
vollstandig auf die Bereitstellung der entsprechenden Komponenten durch die
Wirtszelle angewiesen (Koonin et al. 2015). Das Vorkommen solcher universellen Gene
in den Genomen der Megaviren ermdglichen die Einbeziehung der Megaviren in den
Baum des Lebens, der die Basis flr das Drei-Doméanen-Modells des irdischen Lebens
darstellt (Raoult et al. 2004).

Virus-Familie Wirte GenomgroBe | Replikationsort
Grin-Algen;

Phycodnaviridae | Algen-Symbionten der Paramecia; 150-400 Kern und Zytoplasma
Hydras
Insekten;

Poxviridae R?ptilien; 130-380 Zytoplasma
Vogel;
Saugetiere

Asfarviridae Saugetiere 170 Zytoplasma

Ascoviridae Insekten, hauptséchlich Noctuids 150-190 Kern und Zytoplasma
Insekten;

Iridoviridae K;;I(tablt[?tig;e Vertebraten 100-220 Kern und Zytoplasma
Acanthamoeba;

Mimiviridae Algen (wahrscheinlich); 1.180 Zytoplasma
Korallen (mdglich)

Marseillevirus ﬁ;aenr:rzjvrzr?resk::i;einlich) 370 Kern und Zytoplasma ?

Tab. 1: Die sieben NCLDV-Familien. Die Familien wurden aufgeschlisselt nach Wirtsvorkommen,
GenomgréBen sowie nach den Orten ihrer Replikation (modifiziert nach Koonin und Yutin 2010).

Die geometrischen Dimensionen mancher Megaviren sind so gewaltig, dass bei

den ersten elektronenmikroskopischen Aufnahmen eines Mimivirus in einer Wirtsamdbe
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das Virus selbst als Zellkern der Wirtsam6be angesehen wurde (Suzan-Monti et al.
2007). Die Frage, ob es sich bei Megaviren wirklich um lebende Organismen handelt,
ist bisher umstritten und wird auch zukilnftig noch weiterhin kontrovers diskutiert
werden. Bemerkenswert bleibt in jedem Fall die Fahigkeit mancher Megaviren, sich zu
replizieren, ohne dabei auf den Zellkern der Wirtszelle zurlckgreifen zu muissen
(Mutsafi et al. 2014).

Neben der GréBe ist auch der nicht-autonome intrazelluldre Lebensstil der Viren
kein adaquates Kriterium zur Unterscheidung zwischen Viren und zellularen
Lebensformen mehr. Es gibt namlich auch intrazelluldr lebende Bakterien (z.B.
Rickettsia spp., Candidatus carsonella spp.), die sich extrazellular nicht vermehren
kdnnen. Die Ursache dafir ist, dass diese Bakterien im Laufe der Evolution viele Gene
verloren haben, die fir diverse Stoffwechselenzyme kodieren. Diese Enzyme werden
bei der intrazellularen Lebensweise dieser Bakterien von den Wirtszellen zur Verfligung
gestellt. Bei diesen Bakterien handelt es sich streng genommen auch nicht mehr um
autonome Lebensformen (Audic 2007). Allerdings muss auch hier hinterfragt werden,
ob ein eigener autonomer Energiestoffwechsel den Unterschied zwischen lebend und
nicht-lebend ausmacht (Koonin und Starokadomskyy 2016; Moran 2002; Tamas et al.
2001). Das bisher starkste Argument, selbst Megaviren nicht als selbstéandige
Lebewesen anzusehen, ist die Abwesenheit ribosomaler RNA. Ribosomen fungieren in
Zellen als Proteinsyntheseorganellen und stellen ein gemeinsames Merkmal aller
lebenden Systeme dar (Sharma et al. 2015; Raoult und Forterre 2008). Zwar gibt es
auch bei eukaryontischen Lebensformen Zellen, die keine Ribosomen mehr aufweisen
und damit nicht zur Proteinsynthese fahig sind (z.B. Erythrozyten); diese Zellen stellen
aber Differenzierungsstufen ribosomenhaltiger Vorlauferzellen (erythroide
Progenitorzellen) dar, welche die Ribosomen im Rahmen eines gezielten
Differenzierungsprogrammes verloren haben. Einige Virusarten (z.B. Arenaviren)
enthalten ribosomale Proteine in ihren Kapsiden. Sie verfigen aber nicht tber die zur
Synthese dieser Proteine nétigen Gene, sondern beziehen diese von ihren Wirtszellen
(Raoult und Forterre 2008).

Alle zellularen Lebensformen verfligen Uber einen gemeinsamen Satz von Genen,
die fur ribosomale RNAs kodieren. Diese Gene waren bereits beim letzten universellen
gemeinsamen Vorfahren aller irdischen Lebensformen, dem hypothetischen LUCA (last
universal common ancestor) vorhanden und haben sich seitdem kaum verandert

(Koonin 2003). Die Gesamtheit aller Viren hat keinen solchen gemeinsamen Vorfahr.
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Dementsprechend gibt es kein einziges Gen, das allen Viren gemeinsam wére (lyer et
al. 2001). Raoult et al. schlagen daher vor, dem Drei-Doméanen-Model des irdischen
Lebens ein Zwei-Bereich-Model vorzuschalten, welches aus Ribosomen kodierenden
Lebensformen, REOs (ribosome encoding organisms) und aus flir Kapside kodierende
Viren, CEOs (capsid encoding organisms) besteht (Abb. 1.11.) (Raoult und Forterre
2008). Dieses Modell wirde Viren als essentielle Bestandteile des irdischen Lebens mit
einschlieBen, auch wenn dadurch die Frage nicht beantwortet ware, ob Viren nun
Lebewesen sind oder nicht. Da Megaviren auf Grund ihrer strukturellen und
funktionellen Eigenschaften nur schwer in die derzeitigen Klassifizierungskonzepte
einzugruppieren sind (Sharma et al. 2016), werden sie in der neuesten Literatur auch
als TRUC (things resisting completed classification) bezeichnet. Dadurch wird ihre
Stellung als Ubergangsform zwischen belebter und unbelebter Natur gekennzeichnet
(Sharma et al. 2016).

R.E.O. C.E.O.

Ribosome Encoding Organisms Capsid Encoding Organisms

EUKARYOTA MEGAVIRALES
Animalia Asfarviridae
Plantae Iridoviridae
Chromista Ascoviridee
Poxviridae
Protozoa
‘ Phycodnaviridae
H Mimiviridae
BACTERIA
* Marselfleviridae
ARCHAEA
» Other C.E.O
s Infocts
Domains of life
PSR + Infects or is grazed

Abb. 1.11.: Zwei-Bereich-Modell des irdischen Lebens. Schematische Darstellung der Beziehungen
zwischen REOs (ribosome encoding organisms) und CEOs (capsid encoding organisms). Die Abb. wurde
modifiziert nach Colson et al. 2012
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1.2.3.2 Mimiviren als Subfamilie der Megaviren (Vorkommen und Bedeutung)

Ein Amdben-infizierendes Mimivirus wurde 1992 im Wasser von Kihltirmen in
Bradford (UK) entdeckt (La Scola et al. 2003) und verdankt seinen Namen der
Eigenschaft, einen Mikroorganismus nachzuahmen (Tsai 2011). Es gehdrt zu den
gréBten bisher bekannten Viren (PartikelgréBe von rund 750 nm) und ist damit gréBer
als viele Bakterien. Es besitzt ein Doppelstrang-DNA-Genom, das aus 1,2 Millionen
Basenpaaren besteht und ca. 1.000 verschiedene Gene enthalt (Mutsafi et al. 2014).
Das Mimivirus besteht aus einem Genom-enthaltenden Kern, der von einer
Lipiddoppelschicht umgeben ist. Die Lipiddoppelschicht bildet die Grundlage des
icosahedralen Kapsids (Xiao et al. 2005; Xiao et al. 2009). Strukturell einzigartig sind
das Fasergitter, welches das Kapsid umhillt, und die spezielle sternenférmige Struktur
am Scheitel (Zauberman et al. 2008; Mutsafi et al. 2014).

Abb. 1.12.: Elektronenmikroskopaufnahmen des Megavirus Acanthamoeba Polyphaga Mimivirus.
a) Einzelnes Mimiviruspartikel, b) Mimiviren im Zytoplasma von Acanthamoeba Polyphaga (Aherfi 2016)

Eine weitere Besonderheit des Mimivirus ist, dass es Proteine enthalt, die bis zur
Entdeckung des Mimivirus noch nie in anderen Viren gefunden wurden. Zu diesen
gehdren u.a. Komponenten, die fir die Translation bendtigt werden (Mutsafi et al.
2014). Es enthalt zwar wie alle Viren keine Gene, die fur Ribosomenbestandteile
kodieren. Es finden sich aber im Mimivirusgenom Gene, die fir vier unterschiedliche
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen kodieren (Tsai 2011). DarUber hinaus ergab die

Sequenzierung des Mimivirusgenoms die Existenz von Genen, die flr verschiedene
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Transkriptionsfaktoren (u.a. eRF1, eF-Tu, SUI1, 4E) und sechs verschiedene tRNAs
kodieren (Sharma et al. 2016). Das Mimivirus besitzt auch Gene, die fir DNA-
Reparaturenzyme (Topoisomerasen), Chaperone (Proteinfaltungskatalysatoren) und
verschiedene Stoffwechselenzyme kodieren (Raoult et al. 2004). Dadurch werden die
bisherigen Abgrenzungskriterien zwischen Viren und Zellen aufgeweicht (Mutsafi et al.
2014).

Bacteria

Bacterial DNA gain

" New pathogen v-v} '

/" Amoebal
nucleus

Host DNA gain iral DNA gam‘.‘:

Degraded bacterial

DNA gain %

‘. Sympalnc intra-amoebal =, Degraded
i lifestyle acterlal DNA

Viral DNA

New pathogen’s
genome
(eg. mimivirus)

Amoebal DNA
Amoeba-resistant
bacterial DNA

Abb. 1.13.: Darstellung des Genoms der Mimiviren als Sammlung von Genen verschiedener
Mikroorganismen. Der Genpool des Mimivirus entstand durch Genaquisation und Genkonservierung.
Die Abb. wurde modifiziert nach Moliner et al. 2010.

Das Mimivirus gehért zur Familie der Mimiviridae (Yoshida et al. 2011) und ist
Mitglied der nukleozytoplasmatischen groBen DNA-Viren (NCLDV) (Mutsafi et al. 2014).
NCLDVs vermehren sich entweder ausschlieBlich im Zytoplasma der Wirtszelle oder
starten ihren Lebenszyklus im Kern, vervollstandigen ihn aber im Zytoplasma (lyer et al.
2006) (Abb. 12.). Die Infektion von Amében ermdglicht dem Mimivirus den horizontalen
Gentransfer. Entscheidend ist dabei, dass das Mimivirus einen sympatrischen
Lebensstil pflegt und verschiedene Amébenstdmme befallen kann (Chien et al. 2004;
Cazalet et al. 2004; Gloéckner et al. 2008; La Scola et al. 2004; Ogata et al. 2006). Das
gemeinschaftliche Leben intraamdbialer Mikroorganismen beglnstigt den horizontalen

46



Genaustausch zwischen verschiedenen Spezies. Das auffallend groBe Genom der
Mimiviren stellt eine Sammlung von Genen verschiedener Mikroorganismen dar, die
durch Genaquisition und Genkonservierung zustande kam (Moliner et al. 2010)
(Abb. 1.13.).

Phagozytierende Amdében beherbergen verschiedene Bakterien, Pilze und
Megaviren in ein und derselben Zelle (sympatrischer Lebensstil) und stellen damit ein
geeignetes System flir den horizontalen Gentransfer (HTG) dar. Besonders intensiv
scheint dabei der HGT zwischen Bakterien und Viren zu sein, da die meisten der in das
Mimivirus importierten Gene anscheinend bakterieller Herkunft sind (Raoult und Boyer
2010). Analysen des Mimivirusgenoms identifizierten eine groBe Anzahl an Genen, die
eine hohe Sequenzhomologie zu bakteriellen Genen aufweisen. Diese Gene wurden
scheinbar durch horizontalen Gentransfer aquiriert (Moliner et al. 2010; Moreira und
Brochier-Armanet 2008) und im Genom des Mimivirus konserviert. Das durch das
Mimivirus von der Amoébe selbst aquirierte genetische Material betragt dabei nur ca.
10 % des mimiviralen Genoms (Moliner et al. 2010; Filée et al. 2008; Moreira und
Brochier-Armanet 2008).

Neben den genomischen Gemeinsamkeiten der in der Amdbe Ilebenden
Mikroorganismen, finden sich auch weitere Anhaltspunkte fur den HGT, welche die
Theorie des Genaustausches zwischen intraamdbialen Mikroorganismen stitzen. Dazu
gehért eine groBe Anzahl an Mobilomen, die sich in diesen Mikroorganismen finden
lassen (Juhas et al. 2008). Einen weiteren Marker stellen die Ankyrin-Repeats dar, die
bei vielen dieser Mikroorganismen vorkommen (Seshadri et al. 2003; Beare et al. 2009;
McGraw et al. 2004; Ogata et al. 2005; Cazalet et al. 2004; Moliner et al. 2010).

1.3 Lipoxygenasen bei Viren

Vor Beginn dieser Arbeiten gab es keine Hinweise auf das Vorkommen von LOXn
in Viren. Lediglich wenige LOXn-&hnliche Sequenzen konnten in viralen Genomen
identifiziert werden, und diese kodierten in den meisten Fallen fir Proteine, die deutlich
kleiner waren als echte LOXn. Das verursachte berechtigte Zweifel daran, ob diese
Sequenzen tatsachlich flr katalytisch aktive LOXn kodieren. Beim Vergleich der
Aminosauresequenzen verschiedener eu- bzw. prokaryontischer Lipoxygenasen
(humane ALOX15 [NP_001131], humane ALOX5 [NP_000689], Zebrafisch-LOX
[NP_955912.1], 8R-LOX der Koralle Plexaura homomalla [AAC47283.1], LOX des

Bakteriums Pseudomonas aeruginosa [AAL85880.2]) mit dem Genom des
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Acanthamoeba Polyphaga Mimiviruse (YP_003986553.1) konnte im Genom des
Mimivirus eine Nukleotidsequenz identifiziert werden, die flr eine katalytisch aktive LOX
kodieren koénnte (Horn et al. 2015). Bei dieser Sequenz handelte es sich um ein
Polynukleotid, welches fir ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 67.000 Da
kodiert. Ein ahnliches Molekulargewicht zeigen fast alle Saugetier-LOXn. Obwohl die
Aminosaurehomologie mit der humanen ALOX15 nur ca. 15 % betréagt, waren vier der
funf Eisenliganden konserviert (His361, His540, His544, 1le663; Numerierung bezogen
auf die humane ALOX15). Das His366, das bei der humanen ALOX15 als flnfter
Eisenligand fungiert, wird im Mimivirusprotein durch ein Leu ersetzt, welches auf Grund
der Struktur seiner Seitenkette nicht als Eisenligand fungieren kann.

Allerdings folgt dieses Leu direkt einem Threonin, welches wegen seiner freien
OH-Gruppe als Eisenligand fungieren kdnnte. AuBerdem enthédlt die potentielle
Mimivirus-LOX ein weiteres Histidin in der rdumlichen Nachbarschaft des oben
beschriebenen Leu, welches die Funktion des Eisenliganden Gbernehmen kénnte. Aus
dieser formalen Seugenzanalyse geht hervor, dass es sich bei dieser viralen
Nukleotidsequenz tatsachlich um ein Gen handeln kénnte, das flir eine katalytisch
aktive Lipoxygenase kodiert. Fur diese Vermutung fehlten jedoch bisher jegliche
funktionelle Daten (Horn et al. 2015).
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1.4 Fragestellung

LOXn sind Enzyme des oxidativen Lipidstoffwechsels und kénnten damit in
biologischen Systemen, die Uber einen aktiven Lipidstoffwechsel verfigen, weit
verbreitet vorkommen. AuBerdem kénnten LOXn flr den Prozess der Zellinfektion eine
wichtige Rolle spielen. In diesem Fall wiirden die zu oxygenierenden Substrate von den
zu infizierenden Wirtszellen geliefert. So ware es z.B. vorstellbar, dass virale LOXn
daflr genutzt werden kdnnten, die Membranlipide eukaryontischer Wirtszellen zu
oxidieren, um damit die Barrierefunktion der Plasmamembran zu beeintrachtigen. Ein
solches Szenario wirde den Infektionsprozess effektivieren, womit LOX-exprimierende
Viren Uber einen Evolutionsvorteil verfiigen wirden. Da LOXn sowohl in Pro- als auch in
Eukaryonten nachgewiesen werden konnten, war es bedeutsam zu erforschen, ob
diese Enzyme auch bei Viren vorkommen.

Auf der Suche nach einer Antwort auf diese Frage, wurden zunachst die
genomischen Sequenzdaten der wichtigsten 6ffentlich zugédngigen Datenbanken nach
potentiellen viralen LOX-Sequenzen durchsucht. Dies geschah zunachst indem die
viralen Genomdatenbanken mit dem Suchwort ,Lipoxygenase“ gescreent wurden
(Sequenzéahnlichkeitssuche). Die dabei erzielten Treffer wurden anschlieBend mit Hilfe
einer mehrfachen Filterstrategie bearbeitet, wobei das Molekulargewicht als primares
Filterkriterium verwendet wurde. Proteine mit einem Molekulargewicht < 60 kDa wurden
als falsch positive Treffer eliminiert. Als sekundéres Filterkriterium wurde das
Vorhandensein von zwei raumlich getrennten Metallligandenklustern verwendet.
Proteine mit keinem bzw. nur einem Metallligandenkluster wurden ebenfalls als falsch
positive Treffer eliminiert. Als tertidres Filterkriterium wurde der rdumliche Abstand der
beiden potentiellen Ligandenkluster betrachtet. Proteine, bei denen die beiden
Ligandenkluster weniger als 150 oder mehr als 200 Aminosauren auseinander lagen,
wurden ebenfalls als falsch positive Treffer eliminiert. Durch Anwendung dieser
Suchstrategie wurde eine potentielle LOX-Sequenz im Genom des Acanthamoeba
polyphaga Mimivirus identifiziert. Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob
die rekombinante Expression dieser potentiellen LOX-Sequenz zur Synthese einer
katalytisch aktiven LOX fOhrt. Sollte sich dies bewahrheiten, ginge es im weiteren
Verlauf der Untersuchungen darum, das Enzym hinsichtlich seiner protein-chemischen
und enzymatischen Eigenschaften zu charakterisieren und mit bekannten pro- und
eukaryontischen LOXn zu vergleichen.
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2. Materialien und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Gerate und Hilfsmittel

FOr die Untersuchungen wurden die im Folgenden aufgelisteten Gerate und

Hilfsmittel verwendet, die von den angegebenen Firmen geliefert wurden.

Utensil / Gerat

Bezug / Hersteller

AAanalyst800 Instrument

Perkin Elmer (Waltham, USA)

AKTA-FPLC-System

GE Healthcare (Uppsala, Sweden)

Agarosegelelektrophorese-System

Hoefer Inc. (Holliston, USA)

Automatik-Pipette (IBS Integra bioscienes

Pipetboy acu)

INTEGRA Biosciences GmbH
(Biebertal, Deutschland)

Blot-Imager

behr Labor-Technik GmbH
(Dusseldorf, Deutschland)

Blot-Membran (Nitrozellulose; 0,45 um)

GE Healthcare Life science
(Berlin, Deutschland)

Blot-Papier (218 B)

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

Eppendorf-Rdéhrchen
(0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Entsalzungssaule (Encono-Pac® 10DG
Column von Bio-Rad)

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Mdnchen, Deutschland)

Erlenmeyerkolben (500 ml bis 2 |)

DURAN Group GmbH
(Wertheim/Main, Deutschland)

Falcon-Tubes (15 ml; 50 ml)

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, Massachusetts, USA)

Filter-Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co
(NUrnberg, Deutschland)

FPLC-Séaule (Superdex 200 10/300GL;
GE Healthcare; contains 20 % ethanol
as preservative; Label No: 71-5018-77-
EG; 17-5175-01; lot 10015894; est exp
2012-09; store at 4-30 °C)

GE Healthcare Bio-Sciences AB
(Uppsala, Sweden)

Gel Drying Frames

Sigma-Aldric Corporation
(St. Louis, Missouri, USA)

Hamilton-Spritze, stumpf

Novodirect GmbH
(Kehl/Rhein, Deutschland)

Halbmikro-K{vetten

Sarstedt AG & Co
(Ndrnberg, Deutschland)

Handzentrifuge (3 rcf)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Holzzahnstocher

Fackelmann GmbH + Co. KG
(Hersbruck, Deutschland)

HPLC Auto-Sampler SIL-20A

Shimadzu Deutschland GmbH
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(Duisburg, Deutschland)

HPLC Column Oven CTO-20AC

Shimadzu Deutschland GmbH
(Duisburg, Deutschland)

HPLC-C18-Saule fir Umkehrphasen-
HPLC

Shimadzu Deutschland GmbH
(Duisburg, Deutschland)

HPLC Solvent Delivery Units LC-20AD

Shimadzu Deutschland GmbH
(Duisburg, Deutschland)

HPLC System Controller CBM-20A

Shimadzu Deutschland GmbH
(Duisburg, Deutschland)

Inkubator (37 °C, 5 % COz2, 20 % O2)

Binder GmbH (Tuttlingen, Deutschland)

Inkubationsschittler

Gallenkamp & Co
(London, GroBbritanien)

Inkubationsschiittler

Infors AG (Bottmingen, Schweiz)

Konische Glasphiolen (1 ml) + Dichtung
u. Deckel fur Glasphiolen (8 mm)

Novodirect GmbH
(Kehl/Rhein, Deutschland)

Konzentrator-Saule (Concentrator; 30k
MWCO; Spin-X UF 6; 6 ml; nicht steril;
Qty: 25; Lot-No. 27514008; Exp. Date:
09-2016)

Sigma-Aldric Corporation
(St. Louis, Missouri, USA)

Klvetten

Sarstedt AG & Co
(NGrnberg, Deutschland)

Laminar-Flow-Bank

Antares ( Kéln, Deutschland)

Lichtmikroskop

Olympus Europa Holding GmbH
(Hamburg, Deutschland)

Mikropipetten (0,1 pl - 1.000 pl)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Neubauer Zahlkammer

Carl-Zeiss (Jena, Deutschland)

Petrischalen (35 x 10 mm Style)

Sarstedt AG & Co
(NOrnberg, Deutschland)

Bio Photometer plus

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Realtime-PCR

Shimadzu Deutschland GmbH
(Duisburg, Deutschland)

Reversephasen-HPLC

Shimadzu Deutschland GmbH
(Duisburg, Deutschland)

Rotationsmischer (ELMI Rotamix RM1)

ELMI Ltd. (Riga, Lettland)

Rundboden-Réhrchen mit loser Kappe
(14 ml)

Fisher Scientific GmbH
(Schwerte, Deutschland)

Mini-Vertikal-Gelelektrophorese-Einheit
flr Proteine und Nukleinsauren

Hoefer, Inc. (Holliston, USA)

Semi-dry-Blot-System

Bio-Rad Laboratories GmbH
(Mdnchen, Deutschland)

Serologische Pipetten-Spitzen
(5 ml; 10 ml; 25 ml)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
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Standard Power Pack P25

Biometra GmbH (Géttingen, Deutschland)
(Stromerzeuger)

Biometra biomedizinische Analytik GmbH

Thermocycler T3000 (Géttingen, Deutschland)

Transwellplatten (12-Well-
Polycarbonatplatten mit 3 um
Porengrose)

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, Massachusetts, USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG

Trigalski-Spatel (Karlsruhe, Deutschland)

Ultraschallsonde (Branson Digitl Sonifier | G. Heinemann Ultraschall-Labortechnik

W-250D) (Schwébisch Gmiind, Deutschland)
Yield-Kolben (500 ml; 2,5 I) Infors AG (Bottmingen, Schweiz)
Zentrifugen-Réhrchen (50 ml),

(29 x 108 mm Nalgene Oak-Ridge Thermo Fisher Scientific Inc.

Zentrifugenréhrchen fir High-Speed- (Waltham, Massachusetts, USA)

Anwendung)

Carl Roth GmbH + Co. KG

Wasserbad (Karlsruhe, Deutschland)

Sarstedt AG & Co

Zellkulturflaschen (75 cm? ; 250 ml) (Niirmberg, Deutschland)

Zentrifuge Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

2.1.2 Chemikalien
Far die Untersuchungen wurden die folgend aufgelisteten Chemikalien verwendet,

die von den angegebenen Firmen bezogen wurden.

Chemikalie Bezug / Hersteller
Antibiotika (Ampicillin; Chlorampenicol; Carl Roth GmbH
Kanamycin) (Karlsruhe, Deutschland)
AntiFoam Sigma (Taufkirche, Deutschland)
Arachidonsaure (AA) 33-mM-Stock Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Carl Roth GmbH

Acrylamid (Karlsruhe, Deutschland)

Omnilab-Laborzentrum GmbH & Co. KG

Ammoniumpersulfat (Bremen, Deutschland)

Bradford-Reagenz Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Chromatographie-Saulen (Poly-Prep
Chromatography Columns von Bio-Rad;
Cat. # 731-1550; empty polypropylene
columns with end cap and tip closures)

Bio-Rad (Mdnchen, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific-Fermentas

Coomassie blue (Schwerte, Deutschland)
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e-Aminocapronsaure

Merck (Darmstadt, Deutschland)

EDTA Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Essigsiure Carl Roth GmbH
9 (Karlsruhe, Deutschland)
Carl Roth GmbH
Ethanol

(Karlsruhe, Deutschland)

Ethidiumbromid (EtBr)

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

1,5 % Gel von Bio Line (2 Tabletten +
67 ml 1fach TAE-Puffer)

Bio Line (Luckenwalde, Deutschland)

Glucose

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

Glycerin (50%iges)

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

HPLC-L&sungsmittel

Baker (Deventer, Niederlande)

HPLC-Standards 5-, 8-, 9-, 11-, 12-, 15-

Cayman Chem., Ann Arbor, USA, per

HETE (R/S) Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)
Imidazol Serva (Heidelberg, Deutschland)
Carl Roth GmbH
IPTG (1M) (Karlsruhe, Deutschland)
Isopropanol Merck (Darmstadt, Deutschland)

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

Kaliumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

Linosaure (LA) 33-mM-Stock

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Mercapto-Ethanol

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

Methanol (MeOH)

VWR Chemicals
(Darmstadt, Deutschland)

Milchpulver "Blotting-Grade-Blocker"

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

Natriumbohrhydrid

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

Natronlauge

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

Ni-NTA (in 20 % Ethanol gelagert)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Ponceau S

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Protein Loading Buffer 4-fach

Thermo Fisher Scientific-Fermentas
(Schwerte, Deutschland)
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Reagenz A

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Reducin Agent (DTT)

Sigma (Taufkirchen, Deutschland)

Carl Roth GmbH

Salzsaure (Karlsruhe, Deutschland)

SDS Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Tcep 0,5 mM Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
TEMED Serva (Heidelberg, Deutschland)

Trans|T-LT1 Transfektionsreagenz

Mirus (Madison, USA)

Tris (Pulver)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Tris 20 mM pH 8.0

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Trypanblau Merck (Darmstadt, Deutschland)
Trypsin PAN-Biotech (Aidenbach, Deutschland)
Tween 20 Carl Roth GmbH

(Karlsruhe, Deutschland)

2.1.3 Nahrmedien, Puffer und sonstige Lésungen

FUr die Untersuchungen wurden die folgend aufgelisteten Lésungen verwendet,

die von den angegebenen Firmen bezogen wurden.

Lésung

Bezug / Hersteller

1-kb-DNA-Ladder fur

Agarosegelelektrophorese (5-fach)

Bio Line (Luckenwalde, Deutschland)

DPBS

Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland)

EMEM-N&ahrmedium (mit NEAA u.
Natriumpyruvat ohne L-Glutamin)

PAN-Biotech (Aidenbach, Deutschland)

FD-Puffer green (10-fach) fur DNA-
Spaltung

Thermo Scientific (Dreieich, Deutschland)

Page Ruler Plus Prestained Protein
Ladder fir SDS-PAGE

Thermo Fisher Scientific-Fermentas
(Schwerte, Deutschland)

Carl Roth GmbH

LB-Agar (Karlsruhe, Deutschland)

_ Carl Roth GmbH
LB-Medium (Karlsruhe, Deutschland)
PBS Carl Roth GmbH

(Karlsruhe, Deutschland)

TransIT-LT1 Transfection Reagent

Mirus (Madison, USA)
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Flr die Untersuchungen wurden die folgend aufgelisteten Puffer und Lésungen

gemischt und verwendet.

Puffer/Lésung fiir SDS-PAGE

Zusammensetzung

Beladungspuffer

85,1 % Protein Loading Buffer (4-fach);
14,89 % DTT (20-fach)

Lammli Laufpuffer

7,2 % Glycin; 1,51 % Tris (pH 6,8); 0,5 %
SDS; destiliertes Wasser

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer (4-fach)

0,5 M Tris (pH 6,8); 0,4 % SDS

SDS-PAGE-Trenngelpuffer (4-fach)

1,5 M Tris (pH 8,8); 0,4 % SDS

SDS-PAGE-Sammelgel (4%iQ)

13 % Acrylaimd; 25 % Sammelgelpuffer;
1 % Ammoniumpersulfatiésung
(10%ig); 0,1 % TEMED;

61 % destiliertes Wasser

SDS-PAGE-Trenngel (10%ig)

33 % Acrylaimd; 25 % Trenngelpuffer;
1 % Ammoniumpersulfatiésung
(10%ig); 0,1 % TEMED;

41 % destiliertes Wasser

Puffer fiir Westernblot

Zusammensetzung

Anodenpuffer 1 (A1)

18,171 g Tris (0,3 M; pH 10,4); 100 ml
Methanol; destiliertes Wasser flr
Endvolumen von 500 ml

Anodenpuffer 2 (A2)

1,514 g Tris (0,025 M; pH 10,4); 100 ml
Methanol; destiliertes Wasser flr
Endvolumen von 500 ml

Kathodenpuffer (K)

1,514 g Tris (0,025 M; pH 9,4), 2,634 ¢
e-Aminocapronsaure (0,04 M); 100 ml
Methanol; destiliertes Wasser fiir
Endvolumen von 500 ml

Puffer/Lésung fur
Agarose-Gelelektrophorese

Zusammensetzung

TAE-Puffer (pH 8,5)

40 mM Tris (pH 8); 2 mM EDTA; 5,7 %
Essigsaure; destiliertes Wasser

Ektrophoresegel (1,5%ig)

Agarose Tablets (0,5 g); TAE-Puffer fur
Agarose-Geleletrophoresegele

Puffer/Lésung fur
Protein-Praparation nach Expression

Zusammensetzung

Puffer A flr Imidazol-Wasch-Puffer

50 ml Tris pH 8; 8,8 g NaCl; Milli-Q-
Wasser (Reinstwasser Typ 1 =
hochgradig deionisiertes Wasser, hier
nicht autoklaviert) fir Endvolumen von
500 ml

Puffer B fur Imidazol-Wasch-Puffer

50 ml Tris pH 8; 8,8 g NaCl; 6,8 g
Imidazol; Milli-Q-Wasser fir
Endvolumen von 500 ml
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10mM-Imidazol-Wasch-Puffer

Puffer B und Puffer A im Verhaltnis 1:20

25mM-Imidazol-Wasch-Puffer

Puffer B und Puffer A im Verhaltnis 1:8

Puffer/Lésung fiir HPLC

Zusammensetzung

Laufmittel fir Reversephasen-HPLC

Methanol (90%), Wasser (10%),
Essigsaure (0,1%)

Lésung fir Bakterienkultur

Zusammensetzung

LB-Agar

Bacto-Agar (1,5 %), Bacto-Trypton (1 %),
Hefe-Extrakt (0,5 %), Natriumchlorid
(0,5%), Natronlauge (1 mM)

LB-Medium

Bacto-Trypton (1 %), Hefe-Extrakt
(0,5 %),Natriumchlorid (0,5 %),
Natronlauge (1 mM)

SOC-Medium

0,5 % Hefe-Extrakt; 2 % Trypton, 10 mM
Natriumchlorid; 2,5 mM Kaliumchlorid;
10 mM Magnesiumchlorid; 10 mM
Magnesiumsulfat; 4 % Glucose;
destiliertes Wasser

2.1.4 Proteine und Kits

Protein / Kit

Bezug / Hersteller

Antikdrper gegen His-Teg (Anti-His-
Peroxidase, Anti-His-POD, Anti His
HRP)

Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)

EnPresso Expressionssystem

BioSilta (Berlin, Deutschland)

"Gel and PCR Clean-up" Kit

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

MIDI-Kit "NucleoBond Xtra MIDI plus"

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

KIT ,NucleoSpin RNA*/ ,NucleoSpin
RNA 1I°

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

Premium Reverse Transkriptase

Thermo Scientific (Dreieich, Deutschland)

"Rapid DNA Ligation" Kit

Thermo Scientific (Dreieich, Deutschland)

Restriktionsenzyme (Sal I; Hind 1ll; Xba I;
Not I)

Thermo Fisher Scientific-Fermentas
(Schwerte, Deutschland)

2.1.5 Plasmide und Oligonukleotide

Plasmid / Oligonukleotid

Bezug / Hersteller

pcDNA

Invitrogen (Carlsbad, USA)

pET28

Novagen der EMD Biosciences
(Darmstadt, Deutschland)

pQE-9

Qiagen (Hilden, Deutschland)
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Die anfallenden Sequenzierungen der spezifizierten rekombinanten Plasmide

erfolgten durch Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland).

2.1.6 Nukleotid- und Proteinsequenzen
Die folgende Aminosauresequenz des Acanthamoeba polyphaga Mimivirus wurde
aus der Datenbank Pubmed extrahiert:

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

mlkkigndls
lirgnarhyqg
kdirkivkkf
sfvtnfsdkk
vigsnfsgwe
fmegvyftnk
dykkvyheng
kndltfvedl
ldngipfdek
nglkkntern

fftgyltfrt
sikntfinip
rlidsmtrlt
yyfgdceain
iirnnyinwt
vitsfgisia
vddiyfeqgkg
ggkdnaikff
dclstvgdfy
nyteflfrlqg

ydsiwrkatl
tfelntflkk
dynayglnpa
kgfnydvygl
rtmssvyehqg
dtenevvnry
lledlygivf
sniiflssir
skyssgiyps

nsnti

pmysklkenl
efhsniilas
idilkilddn
yvpyddngkk
lgsnvycagnt
mdrvelfdls
dlvtnvfeyy
hsknhinyay
vpinlfgtgy

rkptktclpg
ptlsfsildy
trnkllglfd
rlgietiilv
lyhmrktlak
ngtmigaley
ygstddyvkd
Insfydyalr
knlfadnevqg

ndldyrlrht
Indgriinsd
daifysldie
drrtdntkty
thpitvlimkp
ihktdgykll
nelrdfylsi
ktnfdllldk
kfftdvtnkl

2.1.7 Bakterienstamme

Bakterienstamm Bezug / Herkunft

BL21(DE3) u. BL21(DE3)Lys Invitrogen (Carlsbad, USA)

M15-Bakterien Invitrogen (Carlsbad, USA)

XL1-Blue Stratagene (La Jolla, USA)

2.1.8 Eukaryontische Zellstamme

Zellstamm Bezug / Herkunft

HEK-293 LGC Standards (Wesel, Deutschland)

2.2. Methoden

2.2.1. Datenbankrecherchen

NCBI-Datenbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) nach Lipoxygenase-ahnlichen Sequenzen durchsucht.

Initial wurden die Eintrage fir virale Proteine aus der

Dies geschah zunachst dadurch, dass die virale Proteindatenbank mit dem
Schlisselwort ,Lipoxygenase*“ durchsucht wurde. Dabei wurden alle Proteine als Treffer

angezeigt, deren Aminoséuresequenz einen Ahnlichkeitsscore > 10 % mit bekannten
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bakteriellen und eukaryotischen LOXn aufwies. Die dabei erzielten Treffer wurden
anschlieBend mit Hilfe einer dreifachen Filterstrategie bearbeitet, wobei das
Molekulargewicht als primares Filterkriterium verwendet wurde. Proteine mit einem
Molekulargewicht < 60 kDa und > 100 kDa wurden als falsch positive Treffer eliminiert.
Als sekundares Filterkriterium wurde das Vorhandensein von zwei Metallligandenkluster
verwendet. Als tertidres Filterkriterium haben wir den rdumlichen Abstand der beiden
Metallligandenkluster in der Primarstruktur herangezogen. Proteine, bei denen dieser
Abstand < 150 Aminosauren betrug wurden ebenso eliminiert wie Proteine, bei denen
dieser Abstand > 200 Aminosauren betrug.

2.2.2. Klonierung der mutmaBslichen Mimivirus-LOX

FUr die Konstruktion eines geeigneten bakteriellen Expressionsplasmids flr die
potentielle Mimivirus-LOX lieBen wir durch die Firma Biomatik Corporation (Ontario,
Kanada) nach Vorgabe des publizierten Datenbankeintrages ein cDNA-Fragment
synthetisieren, das wir als LOX-Insert verwendeten. Dieses Fragment wurde im
Klonierungsvektor pBME als Lyophilisat geliefert. Zur Erleichterung der
Klonierungsstrategie wurde eine vorhandene interne Schnittstelle fir die
Restriktionsendonuklease Hind Il durch Mutation eines Guanins zu einem Adenin unter
Erhalt der durch das Basentriplett kodierten Aminosaure eliminiert. In dieser Form
wurde die cDNA von der Firma chemisch synthetisiert.

Beim pBME-Vektor handelt es sich um einen Transport- u. Klonierungvektor, der
nicht fir Expressionsuntersuchungen verwendet werden kann. Daher wurde die LOX-
Sequenz aus dem pBME-Vektor in den bakteriellen Expressionsvektor pET28
umkloniert. Beim pET28-Vektor handelt es sich um einen prokaryontischen low-copy-
Expressionsvektor, der ein Antibiotikaresistenzgen flir Kanamycin tragt und der den
Bakteriophagenpromotor T7 enthalt. Der pET28-Vektor besitzt auBerdem eine N-
terminale Hexa-His-tag-Sequenz, die dem Insert vorgeschaltet ist und mit diesem als
Fusionsprotein exprimiert wird. Diese Hexa-His-tag-Sequenz kann zur Detektion des
exprimierten Proteins im Western-Blot genutzt werden.

Zur Vermehrung des gelieferten Ausgangsmaterials wurde das Lyophilisat (4 pg)
zunachst in 20 pl Milli-Q-Wasser (Reinstwasser Typ 1 = hochgradig deionisiertes
Wasser, hier nicht autoklaviert) gelést und die Konzentration photometrisch bestimmit.
Dazu wurden 3 pl des geldsten Lyophilisats eingesetzt und das BioPhotometer plus der
Firma Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) verwendet. AnschlieBend wurde die
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Plasmid-DNA in E. coli-Zellen des Stammes XL-1 Blue transformiert. Hierflr wurden
1 ul einer 1:10-Verdinnung des gelésten Lyophilisats zu 100 pl Zellsuspension von
kompetenten Bakterienzellen zugesetzt und eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Es
folgten ein 45-sekiindiger Hitzeschock im Wasserbad bei 42 °C und eine weitere
Inkubation auf Eis fir zwei Minuten. Nach Zufligen von 500 yl SOC-Medium und
einstindiger Inkubation bei 37 °C und 180 rpm Schittelung, wurden die Proben per
Zentrifugation (5 Minuten; 3 rpm) und Abnahme von 300 pl Uberstand auf 200 pl
angereichert Danach wurden 200 pl dieser Bakteriensuspension auf Agarplatten, die
100 pug/ml Ampicillin enthielten ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am
folgenden Tag wurden vier Bakterienklone (Bakterien-Populationen) mit einem
Holzzahnstocher aufgenommen und die Zahnstocher in jeweils 2,5 ml LB-Medium mit
Ampicillin (1:1.000) Uberfahrt. Die FlUssigkulturen (Minipreps) wurden flar ca. 24
Stunden bei 37 °C und 180 rpm Schuttelung inkubiert, bevor dann die Bakterien isoliert
und die Plasmid-DNA prapariert wurden. Fir Isolation und Praparation der Plasmid-
DNA wurde das ,NucleoSpin Plasmid EasyPure“-Kit der Firma Macherey-Nagel (Diren,
Deutschland) nach Vorschrift des Herstellers verwendet. Die DNA wurde jeweils in 35 pl
Milli-Q-Wasser von der Extraktionssaule eluiert. Die DNA-Konzentrationen der
einzelnen Fraktionen wurden photometrisch mit Hilfe des BioPhotometers plus der
Firma Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland) bestimmt. Um zu Uberpriifen, ob die
praparierte Plasmid-DNA das Insert der potentiellen Mimivirus-LOX enthélt, wurde eine
Probespaltung der Plasmid-DNA mit den Restriktionsendonukleasen Sal | und Hind I
durchgefihrt. Dafiir wurden jeweils 200-300 ng Plasmid-DNA mit 0,5 yl Sal |, 0,5 pl
Hind Ill, 1yl 10fach FD-Puffer green von Thermo Fisher Scientific-Fermentas
(Schwerte, Deutschland) versetzt und mit Milli-Q-Wasser auf 10 yl Endvolumen
aufgefillt. Diese Ansatze wurden im Thermocycler fiir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert
und anschlieBend zur Bestimmung der L&nge der Restriktionsfragmente einer
Agarosegelelektrophorese unterzogen. Hierflr wurden ein 1,5%iges Agarosegel und
1kb-DNA-Marker verwendet. Zur Sichtbarmachung der DNA-Banden wurde dem
Agarosegel 1%iges Ethidiumbromid zugesetzt.

Far die Umklonierung des Inserts wurden der Insert-enthaltende pBME-Vektor und
der pET28-Vektor an den Schnittstellen Sall und Hind Il  mittels
Restriktionsendonukleasen praparativ gespalten. Daflir wurden zwei Spaltansatze
durchgeflhrt, die ca. 2 uyg DNA (pBME-Vektor mit LOX-Insert) bzw. ca. 5 ug Vektor-
DNA (pET28-Vektor) und jeweils 1 pl Sall, 1 pl Hind Ill, 2 pl 10fach FD-Puffer green
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von Thermo Fisher Scientific-Fermentas (Schwerte, Deutschland) enthielten. Die
Spaltansatze wurden jeweils mit Milli-Q-Wasser auf 20 ul aufgefillt und im
Thermocycler fur zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das
Restriktionsfragment der mutmaBlichen LOX (Insert) mit ~ 1,7 kb und das Fragment des
pET28-Vektors mit ~ 5,4 kb durch Agarosegelelekirophorese prapariert. Dazu wurden
1,5%iges Agarosegel und 1kb-DNA-Marker verwendet und zum Nachweis der DNA
1%iges Ethidiumbromid dem Agarosegel zugesetzt. AnschlieBend wurden das Insert-
und das Vektor-Fragment aus dem Agarosegel extrahiert. Dazu wurde das ,Geland-
PCR-Clean-up“-Kit von Macherey-Nagel (Duren, Deutschland) verwendet und nach
Vorschrift des Herstellers vorgegangen. Eluiert wurde die gereinigte DNA in 35 pl Milli-
Q-Wasser. Im Anschluss erfolgte die Ligation des LOX-Inserts in den linearisierten
pET28-Vektor, wobei Insert:Vektor-Verhaltnisse von 1:2; 1:3 und 1:4 eingestellt wurden.
AuBerdem enthielten die Ansatze 4 pl 5fach-Puffer und 1 pl T4-Ligase aus dem ,Rapid
DNA Ligation“-Kit von Thermo Fisher Scientific-Fermentas (Schwerte, Deutschland) und
wurden mit Milli-Q-Wasser auf 20 pl aufgeflllt. Die Inkubation der Ligationsansatze
erfolgte bei Raumtemperatur fiir eine halbe Stunde und zusétzlich in einem 1:4-Ansatz
bei 4 °C Ober Nacht. Die Ansatze wurden dann direkt fir die in Absatz 2.2.3.
beschriebene Transformation weiterverwendet.

Des Weiteren erfolgten Klonierungen in andere Expressionsvektoren (pcDNA,
pQE9), um alternative Klonierungsstrategien auszuprobieren. Beim pcDNA-Vektor
handelt es sich um einen eukaryontischen high-copy-Expressionsvektor, der ein
Antibiotikaresistenzgen fir Ampicillin trdgt und den Bakteriophagenpromotor T7 enthalt.
Dieser rekombinante Expressionsvektor wurde verwendet, um die potentielle LOX in
eukaryontischen Zellen zu exprimieren, falls eine bakterielle Expression nicht maglich
sein sollte. Beim pQE9-Vektor handelt es sich um einen anderen bakteriellen
Expressions-Vektor, bei dem die Expression des rekombinanten Proteins unter der
Kontrolle eines starken T7-Promotors steht. Die Klonierung mit diesen Vektoren erfolgte
jeweils nach dem gleichen Schema, wie bei Verwendung des pET28-Vektors. Der
pcDNA-Vektor wurde an den Schnittstellen Xba | und Not | gespalten und zwar, wie bei
dem pET28-Vektor, unter Erhalt der His-tag-Sequenz.
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2.2.3. Transformation von E. coli-Zellen mit dem rekombinanten Expressions-
plasmid und Plasmidamplifizierung

Zur Vermehrung der Plasmid-DNA wurden die konstruierten Expressionsplasmide
in E. coli-Zellen des Stammes XL-1 Blue transformiert. Dazu wurde die Plasmid-DNA
kompetenten Bakterienzellen zugesetzt (jeweils gesamter Ligations-Ansatz auf 100 pl
Zellsuspension) und dann eine halbe Stunde auf Eis Inkubiert. Nach anschlieBendem
Hitzeschock, fir 45 Sekunden im Wasserbad bei 42 °C, wurden die Proben erneut fur 2
Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden jeweils 500 ul SOC-Medium zugefiigt und
eine einstindige Inkubation bei 37 °C und einer Schuttelfrequenz von 180 rpm
durchgefihrt. AnschlieBend wurden die Proben per Zentrifugation (5 Minuten; 3 rcf) und
Abnahme von 300 pl Uberstand auf 200 pl angereichert und die transformierten
Bakterien auf Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Je nach
Antibiotikumresistenzgen des jeweiligen Vektors wurden Agarplatten mit 1 yl des
entsprechenden Antibiotikums (100 mg/ml) auf 1 ml Agar (1:1.000) verwendet. Als
nachstes wurden einzelne Klone (Bakterienpopulationen) zur Vermehrung ausgewahlt
und jeweils als FlUssigkultur angezlchtet. Dazu wurden die Klone mit einem sterilen
Holzzahnstochern aufgenommen und die Zahnstocher jeweils in LB-Medium mit
Resistenzantibiotikum (1:1.000) Gberfuhrt. Es wurden 2,5 ml LB-Medium fir Ansatze mit
high-copy-Vektoren (pQE-9-Vektor; pcDNA-Vektor) und 5 ml LB-Medium fir Ansatze
mit dem low-copy-Vektor pET28 verwendet. Die FlUssigkulturen wurden fir ca.
24 Stunden bei 37 °C und einer Schittelfrequenz von 180 rpm inkubiert. Aus den
Flussigkulturen wurden dann die Bakterien isoliert und die Plasmid-DNA prapariert
(Minipreps). Dazu wurde der ,NucleoSpin Plasmid EasyPure“-Kit der Firma Macherey-
Nagel (Duren, Deutschland) nach Vorschrift des Herstellers verwendet. Die DNA wurde
jeweils in 35 pl Milli-Q-Wasser eluiert und ihre jeweilige Konzentration photometrisch
mit Hilfe des BioPhotometers plus der Firma Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

bestimmt.

2.2.4. Sequenzierung des Expressionsplasmids

Zur Uberpriifung des Ergebnisses von Umklonierung, Transformation und
Vermehrung erfolgte bei allen Minipréaparationen eine Probespaltung des
Expressionsplasmids mit Hilfe der Restriktionsendonukleasen Sal | und Hind lll bzw.
Xba |l und Not I. Dabei wurde wie bei der praparativen Spaltung der Umklonierung
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vorgegangen. Es wurden jedoch nur 200-300 ng Plasmid-DNA eingesetzt und nur die
Halfte der Menge an Puffer und Restriktionsendonukleasen verwendet. Das
Endvolumen der Ansatze betrug 10 pl. AnschlieBend wurden die Langen der
Restriktionsfragmente in einer Agarosegelelekirophorese bestimmt, die genauso
durchgefihrt wurde, wie bei der oben beschriebenen Umklonierung. Nach positivem
Vorhandensein der Insertbande von ca. 2 kbp wurden Proben des Expressionsplasmids
(1.500 ng DNA in Milli-Q-Wasser auf 15 pyl Endvolumen) zur Sequenzierung an die
Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) versandt.

2.2.5. Prokaryontische Expression der mutmaBlichen Mimivirus-LOX in E. coli

Zur Expression der potentiellen Mimivirus-LOX wurde das pET28-
Expressionsplasmid in kompetente Zellen transformiert (wie in Abschnitt 2.2.3
beschrieben). Als Expressionsorganismus dienten E. coli-Zellen der Stamme
BL21DEpLysS und RosettaDEpLysS, die eine Chloramphenicolresistenz besitzen. Fir
die Transformation wurden beide E. coli-Stdamme simultan eingesetzt, um eine gute
Vergleichbarkeit zu gewahrleisten. E. coli-Rosetta-Stdmme sind BL21-Derivate, die
auch Codons erkennen kénnen, die von anderen E. coli-Stdmmen Ublicher Weise nicht
erkannt werden. Es kamen ca. 200 ng Plasmid-DNA pro Ansatz zum Einsatz. Die Zellen
wurden an Tag eins der Expression auf Kanamyzin/Chloramphenicol-Agar ausplattiert
und Uber Nacht bei 37° C inkubiert. An Tag zwei wurden drei Klone ausgewahlt und in
20 ml  LB-Medium (mit 20yl Kanamyzin und 20yl Chloramphenicol als
Selektionsantibiotika) Uberfihrt. Die Vorkultur wurde sechs Stunden bei 37 °C und
200 rpm Schittelfrequenz inkubiert. Die optische Dichte der Vorkultur wurde
photometrisch bestimmt, und bei Erreichen einer optischen Dichte zwischen 0,1 und
0,15 wurden der Vorkultur 20 ml enthommen und als 500ml-Hauptkulturen angesetzt.
Dazu wurde das Expressionssystem "EnPresso B" der Firma BioSilta (Berlin,
Deutschland) verwendet und nach Herstellerangaben verfahren. Die Induktion der
Synthese des rekombinanten Proteins erfolgte an Tag drei bei Erreichen einer
optischen Dichte von 25 durch die Zugabe von IPTG (1 mM Endkonzentration im
Expressionsansatz). Die Inkubation wahrend der Expression erfolgte bei 24 °C und
einer Schdttelfrequenz von 250 rpm. Nach 20-stlindiger Expressionsperiode und
Erreichen einer optischen Dichte zwischen 10 und 20 wurden die Zellen bei 4.000 rpm
und 4 °C fur 15 min abzentrifugiert. Das Zellpellett wurde in 30 ml kalter PBS-L&sung
resuspendiert, auf Eis gestellt und durch Ultraschall aufgeschlossen. Dann wurden die
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Zelltrammer bei 6 °C und 14.000 rpm Uber 30 min abzentrifugiert. AnschlieBend erfolgte
die Aufreinigung des exprimierten Proteins mittels Affinitatschromatographie wie unter
2.2.9.1 beschrieben.

Das pQE9-Expressions-Plasmid wurde ebenfalls in kompetente Zellen
transformiert. Als Expressionsorganismus dienten hier E. coli des Stammes M15, die
eine Kanamycin-Resistenz besitzen und fir die rekombinante Expression von Proteinen
mit Hilfe von pQE9-Expressionsvektoren empfohlen werden. Die Transformation und
die Vorkultur wurden wie flr die pET28-Expressionsplasmide beschrieben durchgefihrt.
Es kamen ca. 100 ng Plasmid-DNA zum Einsatz. AnschlieBend wurde IPTG (1 mM
Endkonzentration) zugefligt, 2 Stunden bei 37 °C und 180 rpm inkubiert und fir
10 Minuten bei 4 °C und 2.000 rpm zentrifugiert. Die Zellen wurden in 500 yl PBS
resuspendiert und durch Ultraschall lysiert. Der Lysatlberstand wurde anschlieBend fir
einen Aktivitatsassay verwendet.

2.2.6. Eukaryontische Expression der mutmaBlichen Mimivirus-LOX in HEK293-
Zellen

Zur Expression wurde das rekombinante pcDNA-basierte Expressionsplasmid in
HEK293-Zellen transfiziert. Diese Zellen eignen sich besonders flir die Expression
rekombinanter Proteine, da die rekombinanten Expressionsplasmide von diesen Zellen
leicht aufgenommen werden und als Episomen im Zytosol langere Zeit verweilen. Daflr
wurden die HEK293-Zellen einen Tag vor der Transfektion in eine 6-Wellplatte mit einer
Dichte von 2 x 10° Zellen pro Well in 2 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
eingesat und bei 37 °C in 5% CO2 in der Atmosphere kultiviert. Zur Transfektion
wurden in jedes Well 200 ul einer Lésung gegeben, die aus folgenden Komponenten
bestand: a) 2 ug Plasmid-DNA und b) 6 yl LT1 Transfektionsreagenz der Firma Mirus
Bio (Madison, USA). Nach zwei Tagen wurden die Zellen jedes Wells in jeweils
500 pl DPBS dberfuhrt und far drei Minuten bei 300 x g abzentrifugiert. Nach Verwerfen
des Uberstandes wurden die Zellen in je 100 yl DPBS resuspendiert, auf Eis gestellt
und mit Ultraschall aufgeschlossen. Dann wurden die Zelltrimmer bei 4 °C und
16.000 x g fur 20 min abzentrifugiert. Nachfolgend wurden eine Proteinbestimmung
nach Bradford (Bradford 1976) und Aktivitatsmessungen durchgefihrt.
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2.2.7. Quantifizierung von pro- und eukaryontischer Expression

Mit den bei der Expression gewonnen Proteinextrakten wurden zur Quantifizierung
des Expressionsniveaus eine SDS-PAGE und ein Westernblot durchgefihrt. Fir die
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach der Methode von Laemmli
(Laemmli, 1970) wurden 10%ige Polyacrylamidgele verwendet (fir Molekulargewichte
von 30-100 kDa). Als Marker wurde die ,Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder®
Mischung der Firma Fermentas eingesetzt. Aliquots der Analysel6ésungen (10 oder
20 ul) wurden jeweils mit 3-5 pl Beladungspuffer versetzt und 3-5 Minuten bei 95 °C
inkubiert, bevor sie fir die jeweilige SDS-PAGE verwendet wurden. Die
Elektrophoresegele wurden nach der Proteintrennung entweder fir eine Coomassie-
Farbung oder fir einen Immunoblot weiterverwendet.

Mittels Coomassie-Farbung wurden die in den SDS-PAGEs getrennten Proteine
unspezifisch sichtbar gemacht. Daflir wurden die Gele drei mal finf Minuten in Milli-Q-
Wasser geschwenkt. Nach Entfernung des Milli-Q-Wassers wurde Coomassiblau
zugefigt, ein Triphenylmethanfarbstoff, mit dem man Proteine unspezifisch anfarben
kann. Die Gele wurden dann jeweils fir eine weitere halbe Stunde geschwenkt, kurz mit
destilliertem Wasser gesplilt und tGber Nacht stehen gelassen. Am Folgetag wurden die
Gele getrocknet.

Far die Erstellung eines Immunoblots wurden die in der SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Dafir wurden acht Filterpapiere
und die Nitrozellulosemembran auf GelgréBe zurechtgeschnitten. Zwei Filterpapiere
wurden in Anodenlésung 1 getrénkt und aufeinander gelagert. Darauf wurden zwei in
Anodenlésung 2 getrankte Filterpapiere plaziert. Es folgten die in Anodenlésung 2
getrankte Nitrozellulosemembran, das SDS-Gel und vier in Kathodenlésung getrénkte
Filterpapiere. Der Blot wurde im Semi-dry-Verfahren durchgefihrt (10V; 1 h).
AnschlieBend wurde die Nitrozellulosemembran kurz in Ponceau S geschwenkt, ein
Azofarbstoff, mit dem man Proteine auf Nitrozellulosemembran reversibel anférben
kann. AnschlieBend wurde die Membran finfmal mit destilliertem Wasser gespult und
fir 30 Minuten mit Trockenmilch der Marke ,Blotting-Grade-Blocker* der Firma Roth
(Karlsruhe, Deutschland) in PBS (5 %) zur Blockade geschwenkt. Nach Entfernung der
Trockenmilch, wurden erneut 10 ml Trockenmilch zugefligt sowie einen His-tag-
spezifischer Antikérper (Antihisperoxidase; 1:10.000), mit dem die Membran flr eine
Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt wurde. Nach dreimaligem kurzen Spulen und
zweimaligem Schwenken far je funf Minuten der Membran mit PBS (0,3 % Tween 20),
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wurde die Membran mit Milli-Q-Wasser gespult und fir eine Minute mit 4 ml "Western
Lightning Plus-ECL" der Firma Perkin Elmer (Boston, USA) behandelt. Der entstandene

Farbstoff wurde mit Hilfe eines Fluoreszenz-lmagers sichtbar gemacht.

2.2.8. Enzymatische Charakterisierung der Mimivirus-LOX
2.2.8.1 LOX-Aktivitatsassay unter normoxischen Bedingungen

Um zu testen, ob es sich beim rekombinant exprimierten Protein um eine LOX
handelt, wurden die aufgereinigten Proteinfraktionen in einem HPLC-basierten LOX-
Aktivitdtsassay getestet. Dazu wurden zundchst 1pul und 5yl des bakteriellen
Lysatlberstandes (pET28 Expressionssystem) in 500 pyl luftgesattigter PBS
(Sauerstoffkonzentration ca. 170 uM) mit 5 ul einer 33 mM Arachidonsaure als Substrat
(0,33 mM Arachidonsaureendkonzentration) fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die entstandenen Hydroperoxyverbindungen wurden anschlieBend durch Zugabe von
Natriumborhydrid zu Hydroxyfettsduren reduziert. Der Ansatz wurde daraufhin mit 30 pl
konzentrierter Essigsaure auf pH 3 angesauert und die enthaltenen Proteine mit 500 pl
Methanol ausgeféllt. Die Proben wurden geschittelt, 20 Minuten auf Eis inkubiert und
15 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der proteinfreie Uberstand wurde fiir die
HPLC-Analytik verwendet.

Ein ahnlicher Aktivitatsassay wurde mit dem rekombinanten Protein durchgefihrt,
welches mit Hilfe des pQE-9-Vektors exprimiert wurde. Es wurden verschiedene
Mengen Lysatiberstand zu 500 pl luftgesattigter PBS zugegeben. AnschlieBend wurde
die Reaktion mit 2,5 pl einer 33 mM AA (160 uM Endkonzentration) als Substrat
gestartet und bei 37°C fir 15 Minuten inkubiert. Die entstandenen
Hydroperoxyfettsauren wurden durch Zugabe von Natriumbohrhydrid reduziert, der
Ansatz mit 45 ul Essigsaure angesauert, und die Proteine wurden mit 450 ul Methanol
ausgefallt. Aliquots des proteinfreien Lysatlberstandes wurden anschlieBend zur
HPLC-Analyse der Reaktionsprodukte eingesetzt.

Auch mit dem rekombinanten Protein, welches mit Hilfe des pcDNA-Vektors
exprimiert wurde, erfolgte ein Aktivitatsassay &hnlicher Art. Dabei wurden verschiedene
Mengen des Lysatiberstandes in 500 pl Messpuffer (PBS mit 250 uM Arachidonséaure)
inkubiert, indem dem Lysatlberstand zusammen mit 500 ul luftgesattigter PBS 3,8 pl
einer 22 uM AA-Ldsung (250 uM Endkonzentration) als Substrat zugesetzt wurde. Nach
15-minutiger Inkubation bei 37 °C, wurden die entstandenen Hydroperoxyderivate mit
Natriumbohrhydrid reduziert und nach fanfminGtiger Inkubation auf Eis mit 10 pl
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Essigsdure angesauert. Dann wurden 500 pl Methanol zugegeben und die Probe nach
kurzem Vortexen fur weitere funf Minuten auf Eis inkubiert. Es folgten eine
Zentrifugation fir zehn Minuten bei 12.000rpm und 8°C und dann die
Weiterverwendung des Uberstandes zur HPLC-Analyse der Reaktionsprodukte.

2.2.8.2. LOX Aktivitatstmessungen unter hyperoxischen Bedingungen

Die meisten LOX-Isoformen, die bisher charakterisiert worden sind, besitzen eine
hohe Sauerstoffaffinitat mit Km-Werten fir Sauerstoff im ein- bis zweistelligen pM-
Bereich (Jurdnek et al., 1999). Andere LOXn, wie z.B. die humane ALOXE3 (Zheng and
Brash, 2010) und LOX-1 von Pseudomonas aeruginosa (Banthiya et al., 2017) weisen
eine deutlich geringere Sauerstoffaffinitat auf. Fir die humane ALOXE3 konnte auf
Grund der geringen Sauerstoffaffinitat bei normoxischen Bedingungen fast keine LOX-
Aktivitdt nachgewiesen werden. Unter hyperoxischen Bedingungen (100%ige
Sauerstoffsattigung) wurde hingegen die Bildung von LOX-Produkten beobachtet
(Zheng and Brash, 2010). Sollte es sich bei der potentiellen LOX des Mimivirus um ein
ahnliches Enzym handeln, kénnten Messungen unter normoxischen Bedingungen die
Frage nicht beantworten, ob das Mimivirusprotein tatsachlich LOX-Aktivitat aufweist.
Aus diesem Grunde wurden die LOX-Aktivitdtsmessungen auch unter hyperoxischen
Bedingungen durchgefihrt. Dazu wurde der Reaktionspuffer mit reinem Sauerstoff flr
30 min bei Raumtemperatur gespult und dann zur Aktivitdtsmessung (siehe 2.2.8.1.)
eingesetzt. Produktaufarbeitung und HPLC-Analyse der mdglichen Reaktionsprodukte
erfolgte wie beschrieben.

2.2.8.3. HPLC-Analytik

Zur Analytik der LOX-Produkte wurde eine Umkehrphasen-HPLC durchgeflhrt.
Dabei wurden die Reaktionsprodukte an einer C18-Sdule (Nucleodur C18 Gravity
Saule, 5 um PartikelgréBe, Macherey-Nagel, Diren, Deutschland) unter Verwendung
eines Laufmittels, das aus Methanol/Wasser/Essigsaure im Verhaltnis von 85:15:0,1
bestand, aufgetrennt. Es wurde eine Flussrate von 1 ml/min verwendet. Das
chromatographische System wurde durch die Verwendung von authentischen
Standards (15-HETE, 12-HETE, 5-HETE) geeicht, so dass die Retentionszeiten der zu
erwartenden LOX-Produkte festgelegt werden konnten. Zur Detektion der gebildeten
LOX-Produkte wurden die Lichtabsorption des Sauleneffluenten bei 235 nm (typische
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Lichtabsorption durch die konjugierten Diene von Hydrooxyfettsduren) kontinuierlich
Uber die Zeit gemessen.

2.2.9 Enzymreinigung
2.2.9.1. Affinitatschromatographie

Nach der prokaryontischen Expression der mutmaBlichen Mimivirus-LOX in
pET28-Vektor (2.2.5.) wurde der Uberstand des Bakterienlysats zur Reinigung des
darin gelésten rekombinanten Proteins zur Affinitatschromatographie eingesetzt. Dazu
wurde der Lysatlberstand (30 ml) zunéachst flr eine Stunde mit Nickel-Agarose (2 ml
Nickel-Agarosesuspension auf 6 ml kaltes Lysat) im Uberkopfschiittler bei 4 °C und
12 rpm inkubiert. Danach wurde die Suspension in zwei Leerséulen Uberflhrt. Nachdem
sich die Ni-Agarose abgesetzt hatte und die Uberstehende Flissigkeit durch das Gel
durchgelaufen war, wurden die S&ulen jeweils zweimal mit 2ml 10 mM
Imidazolwaschpuffer gespult. Danach wurde das Gel zweimal mit 2 ml 25-mM-Imidazol-
Waschpuffer gespilt. Durch diese beiden Waschschritte wurden lose gebundene
Fremdproteine, die kein His-tag enthalten, ausgewaschen. AnschlieBend wurden die
Saulen jeweils sechsmal mit 1 ml Elutionspuffer (200 mM Imidazol) eluiert und das
Eluat aufgefangen, sodass zweimal sechs Elutionsfraktionen zu jeweils 1.000 pl
aufgefangen wurden. Die gewonnenen Fraktionen wurden jeweils mit 200 pl 50%igem
Glyzerol versetzt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.9.2. Gelfiltration (Fast liquid Chromatographie, FPLC)

Fir die weitere Aufreinigung des rekombinanten Proteins aus der pET28-
Expression wurde zuerst eine Proteinentsalzung durchgefihrt, um das in den
Elutionsfraktionen  enthaltene Imidazol zu entfernen. Dazu wurden drei
Elutionsfraktionen der Affinitdtschromatographie, die rekombinantes Protein enthielten
(Westernblotanalysen), gepoolt und auf eine Entsalzungssaule gegeben. Der
Durchfluss wurde verworfen. Danach wurden die Proteine mit Hilfe von 4 ml FPLC-
Puffer (Tris: 20 mM, pH 8,0) von der Entsalzungssaule eluiert und auf Eis gelagert. Zur
Konzentrierung der im Sauleneluat enthaltenen Proteine wurde eine Ultrafiltration
durchgefihrt. Dazu wurde das Sauleneluat (4 ml) in einen Proteinkonzentrator (Spin-X
UF 6, 30 kDa MW cutoff, Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland) Uberflihrt und mit
4.000 rpm bei 4 °C solange zentrifugiert, bis eine Reduktion des Eluatvolumens auf
500 ul erreicht war. Als letzten Schritt der Reinigungsstrategie wurde eine FPLC-
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Gelfiltration  (size-exclusion chromatopgraphy) durchgefiihrt. Dazu wurde die
konzentrierte Proteinpraparation auf eine FPLC-Saule (Superdex 200 10/300GL, GE
Healthcare, GE Healthcare; Uppsala, Sweden) gegeben und mit dem AKTA-FPLC-
System (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) aufgereinigt. Dabei wurden die
Proteinkonzentrationen in den Elutionsfraktionen durch Messung der Absorption bei
280 nm quantifiziert. Entsprechend des Proteinelutionsprofils  wurden die
Proteinkonzentrationen zweier Elutionsfraktionen mit der Bradfort-Methode bestimmt
und anschlieBend zur protein-chemischen Charakterisierung der potentiellen Mimivirus-
LOX verwendet. Die Lagerung der Fraktionen erfolgte eingefroren in flissigem
Stickstoff.

2.2.10. Protein-chemische Charakterisierung der potentiellen Mimivirus-LOX
2.2.10.1. Bestimmung des Eisengehaltes

Da alle bisher charakterisierten LOXn entweder Eisen oder Mangan als katalytisch
aktives Metall enthalten, haben wir den Eisen- und Mangangehalt der FPLC-gereinigten
potentiellen Mimivirus-LOX bestimmt. Dafiir wurden 200 ul einer FPLC-Fraktion
(2.2.9.2.) eingesetzt. Die Bestimmung erfolgte mittels Atomabsorptionsspektroskopie
(AAS) an einen AA Analyst 800 Instrument der Firma Perkin Elmer (Waltham, USA).
Der Eisengehalt der Praparation wurde auf deren Proteingehalt bezogen. Die Analysen
wurden im Institut fir Lebensmittelchemie der TU Berlin durchgefthrt.

2.2.10.2. Massenspektroskopie der tryptischen Spaltpeptide

Bei der Reinigungsprozedur des rekombinanten  Mimivirusproteins
(Affinitatschromatographie, FPLC) fiel auf, dass ein unbekanntes bakterielles Protein
mit einem unterschiedlichen Molekulargewicht mit der potentiellen Mimivirus-LOX
kogereinigt wurde. Da die Trennprinzipien der Affinitatschromatographie (His-tag) und
der FPLC (Molekulargewicht) unterschiedlich sind, deutet diese Koreinigung darauf hin,
dass beide Proteine spezifisch miteinander wechselwirken und in beiden
Reinigungsverfahren der gemeinsame Proteinkomplex gereinigt wurde. Zur
proteinchemischen Charakterisierung der beiden kogereinigten Proteine wurden diese
mittels SDS-PAGE von einander getrennt, mit Coomassieblau angefarbt und aus dem
Elektrophoresegel separat voneinander ausgeschnitten. AnschlieBend wurden beide
Proteine einem tryptischen Verdau unterzogen, und die Spaltpeptide wurden mittels
Massenspektroskopie analysiert. Die Analysen und deren quantitativen Auswertungen
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wurden im proteinchemischen Labor des Instituts fir Biochemie der Charité
durchgefihrt.

2.2.11. Sequenzalignments

Um Aussagen zur ldentitédt der potentiellen Mimivirus-LOX machen zu kdnnen,
wurde die Aminosduresequenz des rekombinanten Proteins mit den Sequenzen aller
humanen LOX-Isoformen (ALOXES3 [Q9BYJ]; ALOX5 [AAA36183]; ALOX12B [075342];
ALOX12 [P18054]; ALOX15 [P16050]; ALOX15B [015296]) verglichen. Dazu wurde
das Programm DNAStar Lasergene 7 (DNAStar Inc., Madison, WI, USA) verwendet.

3. Ergebnisse
3.1. Datenbanksuche nach Lipoxygenase-dhnlichen Sequenzen in viralen
Genomen

Um herauszufinden, ob in den bisher sequenzierten viralen Genomen
Jipoxygenase-ahnliche Sequenzen® vorkommen, wurden die Datenbankeintrage viraler
Genome, die in der Pubmed Datenbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/) hinterlegt
sind, mit einer dreistufigen Suchstrategie durchforstet. Diese Suche wurde erstmalig im
Herbst 2015 durchgeflhrt und im Frihjahr 2016 wiederholt. Der letzte Suchlauf erfolgte
im Sommer 2017.

3.1.1. Dreistufige Suchstrategie
3.1.1.1. Lipoxygenase-ahnliche Sequenzen (Verbalsuche)

Zunachst wurde in der Datenbank (https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/) die
Kategorie "Proteine" gedffnet und als Suchbegriff "Lipoxygenase" eingegeben, wobei
sich 14.068 Treffer ergaben.

Viren-Stamm Anzahl Treffer
Ortho-Vi 110
Pocken-Viren C;ntc;-vlirr(:: >
Myo-Vi 1
Caudo-Viren Po)c/jcz)-vlirreez >
Mimi-Vi 7
Mimi-Viren 'A:'de'rg‘s ;
Phycodna-Viren 2

Tab. 3.1: Ergebnis der Verbalsuche. Trefferanzahl der PubMed-Datenbanksuche fir Proteine und
Lipoxygenase, reduziert auf die Spezies Viren
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AnschlieBend wurden die Suchergebnisse auf die Kategorie "Viren" reduziert.
Dabei ergaben sich 126 Suchtreffer fur potentielle virale LOXn (Tab. 3.1.), wobei die
Gesamtzahl der viralen Genome in der Datenbank zum Suchzeitpunkt 7.366 betrug. Da
die durchgefihrte Verbalsuche auf dem Vergleich der Lukleotidsequenzen der
potentiellen viralen LOX-Gene mit den cDNA-Sequenzen bekannter pro- und
eukaryontischer LOX-Isoformen beruht, kann dieser Suchschritt als sequenzbasierte

Suchstrategie bezeichnet werden.

3.1.1.2. Filterkriterien zur Reduktion falsch positiver Suchergebnisse (Molekular-
gewicht, Eisencluster)

Als primares Filterkriterium zur Reduktion der positiven Ergebnisse der
Verbalsuche wurde das Molekulargewicht verwendet. Dabei wurden aus den Treffern
der Verbalsuche zunachst alle Sequenzen aussortiert, die ein kleineres
Molekulargewicht als 60 kDa oder ein gréBeres Molekulargewicht als 100 kDa
aufwiesen. Nach dem heutigen Stand des Wissens weisen die meisten katalytisch
aktiven eukaryontischen LOXn Molekulargewichte zwischen 70 und 100 kDa auf. Das
schlie3t allerding LOX-Fusionsproteine (Koljak et al. 1997; Léhelaid et al. 2008), die
auBer einer LOX-Aktivitdt noch andere katalytische Eigenschaften besitzen, nicht mit
ein. Da bis heute jedoch noch keine virale LOX identifiziert worden ist, kann nicht
vollstdndig ausgeschlossen werden, dass bei Viren kleinere katalytisch aktive LOXn
vorkommen. Sollte dies der Fall sein, wirden diese Treffer als Konsequenz unserer
Filterstrategie als falsch negative Ergebnisse eliminiert werden.

Durch diese primére Filterstrategie wurden die 126 Treffer der Verbalsuche auf 11
Treffer (Tabelle 3.2.) reduziert. Unter den aussortierten Suchergebnissen befand sich
kein Treffer mit einem Molekulargewicht Gber 100 kDa; 4 Treffer wiesen ein
Molekulargewicht von 40 bis 59 kDa auf und betrafen ausschlieBlich Pockenviren. 111
falsch positive Treffer wiesen ein Molekulargewicht von unter 40 kDa auf. Auch dabei
handelte es sich zum GrofBteil um Pockenvirusproteine (108 Treffer) und zu einem
kleinen Anteil um Caudovirusproteine (3 Treffer). Unter den verbliebenen 11 Treffern
befand sich eine Sequenz, die aus 565 Aminosauren bestand. Diese Sequenz wurde in
unterschiedlichen Viren gefunden und ist bei allen diesen Viren identisch. Da diese
Sequenz in mehreren Mimivirusarten vorkommt, wird sie im weiteren Verlauf dieser

Arbeit als Mimivirus-LOX bezeichnet. Neben dieser Sequenz wurde ein zweiter
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Sequenztyp im Rahmen unserer Suchstrategie identifiziert. Dieses Protein besteht aus

737 Aminosauren und kommt im Ectocarpus siliculosus virus 1 vor.

Nummer Virus Aminoséauren Code-Nr.
1 Acanthamoeba castellanii mimivirus 565 Gl:1073515578
2 Acanthamoeba castellanii mimivirus 565 Gl:1073514589
3 Mimivirus Bombay 565 G1:1020266019
4 Samba virus 565 G1:998642360
5 Niemeyer virus 565 Gl:960350128
6 Hirudovirus strain Sangsue 565 Gl:557952020
7 Acanthamoeba polyphaga mimivirus 565 G1:823719114
8 Acanthamoeba polyphaga mimivirus 565 Gl:311977434
9 Acanthamoeba polyphaga mimivirus 565 G1:308204514
10 Ectocarpus siliculosus virus 1 737 Gl:13242618
11 Ectocarpus siliculosus virus 1 737 Gl:13177418

Tab. 3.2: Potentielle virale LOX-Sequenzen. Diese Sequenzen wurden bei der Datenbanksuche nach
viralen LOX-Sequenzen im Molekulargewichtsbereich zwischen 60.000 und 100.000 Da erhalten. Die
Sequenzen 1-9 sowie 10-11 sind jeweils strukuridentisch.

In der zweiten Filterrunde wurden die in Tabelle 3.2. angegebenen
Aminosauresequenzen aus der Datenbank extrahiert und auf das Vorhandensein von
Aminosauren untersucht, welche fir die beiden Metallligandierungskluster kodieren
kénnten. LOXn sind NichthAmeisen oder Mangan enthaltene Fettsduredioxygenasen,
wobei das Ubergangsmetall durch zwei in der Priméarstruktur abgrenzbare
Metallligandenkluster gebunden wird. Bei diesen Klustern handelt es sich um zwei
konservierte Aminosauresequenzen, die Uber zwei in den Aminosdureseitenketten
sitzenden Sauerstoff- bzw. Stickstoffatome Ubergangsmetalle komplexieren kénnen.

Der erste Eisenkluster wird durch ein Hexapeptid mit der Sequenz His-As1-As2-
As3-As4-His gebildet. Der zweite Eisenkluster ist ein Pentapeptid mit der Sequenz His-
As5-As6-As7-His (Asn, Ser), wobei As fir beliebige Aminosauren steht. Die beiden
nach der ersten Filterrunde (Molekulargewichtsfilter) noch verbliebenen potentiellen
viralen LOX-Sequenzen (Tabelle 3.2.), enthielten Sequenzen, die der Struktur der
beiden Eisenkluster ahneln. Allerdings konnten die Sequenzen der beiden Eisenkluster
bei der Ectocarpus siliculosus-virus-1-LOX nur in stark verdnderter Form nachgewiesen
werden. Bei der Mimivirus-LOX war der zweite Eisenkluster hoch konserviert (His-As1-
As2-As3-His), wahrend es flr den ersten Eisenkluster mehrere mdgliche Sequenzen
gab (Abb. 3.1.). Weiterhin lagen die beiden potentiellen Eisenkluster bei der

71



Ectocarpus-siliculosus-virus-1-LOX sehr weit auseinander. Details zu den beiden
Der
Abstand der beiden potentiellen Metallligandenkluster betragt bei der potentiellen

potentiellen Metallligandenkluster werden unter 3.1.1.3. naher beschrieben.

Mimivirus-LOX ca. 170 Aminoséuren (Abb. 3.1.). Ahnliche Klusterabstande wurden fiir

die meisten eukaryontischen LOXn bereits beschrieben.

1 mlkkigndls fftgyltfrt ydsiwrkatl pmysklkenl rkptktclpqg
51 ndldyrlrht lirgnarhyq sikntfinip tfelntflkk efhsniilas
101 ptlsfsildy lndgriinsd kdirkivkkf rlidsmtrlt dynayqglnpa
151 1idilkilddn trnkllglfd daifysldie sfvtnfsdkk yyfgdceain
201 kgfnydvygl yvpyddngkk rlgietiilv drrtdntkty vfgsnfsqwe
251 iirnnyinwt rtmssvyehq lgsnvycqgnt lyhmrktlak thpitvlmkp
301 fmegvyftnk vftsfgisia dtenevvnry mdrvelfdls ngtmigaley
351 ihktdgykll dykkvyheng vddiyfeqkq lledlyqivf dlvtnvfeyy
401 vygstddyvkd nelrdfylsi kndltfvedl ggkdnaikff sniiflssir
451 hsknhinyay lnsfydyalr ktnfdllldk ldngipfdek dclstvgdfy
501 skyssgiyps vpinlfgtgy knlfadnevq kfftdvtnkl nglkkntern
551 nyteflfrlg nsnti

Abb. 3.1: Aminosauresequenz der potentiellen LOX des Mimivirus aus Acanthamoeba polyphaga.
Die potentiellen Eisenliganden sind griin (N-terminaler Eisenkluster) bzw. gelb (C-terminaler Eisenkluster)
hinterlegt. Der erste potentielle Eisenkluster wird gebildet durch die Aminosduren His-Met-Arg-Lys-Thr
oder durch Thr-Leu-Ala-Lys-Thr-His. Alternativ ware auch die Sequenz His-Met-Arg-Lys-Thr ein
Kandidat fir den ersten Eisenkluster. Alle drei Sequenzbereiche kénnten Uber die Aminosauren Asn, His
und Thr prinzipiell zur Eisenligandierung beitragen. Der zweite potentielle Eisenkluster wird gebildet durch
die Aminosduren His-Ser-Lys-Asn-His. Der ungefdhre Abstand der beiden potentiellen
Eisenligandenkluster betrdgt 160-170 Aminosauren. Als fUnfter potentieller Eisenligand kénnte wie bei
vielen anderen LOXn das C-terminale lle (blau hinterlegt) fungieren.

Um weitergehende Aussagen darlber zu erhalten, ob es sich bei den beiden
LOXn  handelt, die
Aminosauresequenzen beider potentiellen viralen LOXn mit denen der humanen LOX-
Dabei

Sequenzidentitatsscores von 13-16 % (Tablelle 3.3.). Bei der potentiellen Ectocarpus-

extrahieten ~ Sequenzen um  funktionelle wurden

Isoformen verglichen. ergaben sich flr die potentiellen Mimivirus-LOX
siliculosus-virus-1-LOX waren diese Werte deutlich niedriger (3-6 %). Lediglich fir die

humane ALOX15B konnte ein Identitatsscore von 13,1 % im Vergleich zur potentiellen
Ectocarpus-siliculosus-virus-1-LOX ermittelt werden.
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Aminosaureidentitéat (%)

ALOX-Isoformen
Mensch Maus
ALOX15 14,0 15,8
ALOX15B 13,8 12,9
ALOX12 13,0 13,5
ALOX12B 15,4 13,4
ALOX5 14,4 13,3
ALOXE3 15,7 13,9
ALOXE12 Pseudogen 14,3

Tab. 3.3. Vergleich der Aminosduresequenz der potentiellen Mimivirus-LOX mit den
entsprechenden Sequenzen humaner und muriner ALOX-Isoformen. Die Aminosduresequenzen
wurden aus der Pubmed Datenbank extrahiert und das Aminosaurealignment wurde mit dem Programm
DNAStar Lasergene 7 (DNAStar Inc., Madison, W1, USA) durchgefihrt.

Zusammenfassung: Mit Hilfe einer 3-stufigen Suchstrategie konnten im Rahmen einer
Datenbanksuche zwei potentielle virale LOX-Sequenzen ermittelt werden. Eine dieser
Sequenzen (potentielle Mimivirus-LOX) enthielt zwei fiir LOXn typische Metallligandenkluster,
die in einem &hnlichen raumlichen Abstand voneinander angeordnet sind, wie das fiir
eukaryontische LOXn der Fall ist.

3.1.1.3. Aminoséauresequenzalignments der potentiellen Mimivirus-LOX mit
humanen ALOX-Isoformen

Nach der oben beschriebenen Filterstrategie blieb von den 126 mdglichen viralen
LOX-Sequenzen der Verbalsuche lediglich eine Sequenz als potentielle virale LOX-
Sequenz Ubrig: Acanthamoeba polyphaga Mimivirus (ADO18315.1; Genbank
HQ336222.2; 565 Aminoséauren). Die komplette Aminosauresequenz des Proteins ist in
Abb. 3.1. dargestellt, wobei der Einbuchstabencode der Aminosduren verwendet wurde.
Potentiell metallligandierende Aminos&uren sind farbig hinterlegt. Fir die Spezifizierung
des mehr N-terminal gelegenen Ligandenklusters (griin hinterlegt) gibt es auf der Basis
der Sequenzdaten mehrere Mdglichkeiten. So kénnte die Sequenz NTLYH mit den
Aminosauren N (Asn) und H (His) als potentielle Metallliganden fungieren. Alternativ
dazu waren auch die Sequenzen HMRKT (His und Thr als direkte Metallliganden) und
TLAKT(H) (Thr und Thr oder Thr und His als direkte Metallliganden) zur
Metallligandierung féhig. Aminosaurealignments (s. u.) mit bisher bekannten ALOX-
Isoformen konnten dabei behilflich sein, die funktionell wahrscheinlichste Sequenz des

Klusters zu identifizieren.
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Der potentielle C-terminale Eisenkluster (gelb hinterlegt) ist hinsichtlich der
Sequenzdaten besser definiert als der N-terminale Kluster. Hier gibt es zur markierten
HSKNH-Sequenz keine wirkliche Alternative. Ob in dieser Sequenz jedoch das C-
terminale His oder das davor liegende Asn als direkter Eisenligand fungiert, kann auf
der Basis der verfligbaren Sequenzdaten nicht genau spezifiziert werden.

MGLYLIXKVGTGASLFAGSNNOQVQLYLYVGQT Majority HLLKGLAKAEVIVVATKRFLEGVHFINEKYTI Majority
T T T T T T
10 20 30 370 380 390
L L ! L L 1
1 « «a «aMLEKIGRDLSFFTGE«=wssa=a= YLTFRT Mimi-LOX 283 MMRKTLAKTHPITVLMKPFMEGVYFTNEKVF Mimi-LOX
p ¢ MGLYRIRVSTGASLYAGSNNQVQLWLVGQH LOX15-human 360 @LLRGHLMAEVIVVATMRCLPSIHPIFE KLI LOX15-human
GDAALGKALLPARGKLTELLVEVTETLGZPL Majority I SHGISIADIEVEAVTGLVSDVGLFDLTINS Majority
T T T T T T
40 50 60 400 410 420
L N N L L '

21, YDSIWRKATLPMYSKLEKENLRKPTEKTCLPQ Mimi-LOX 313 TSFGISIADTENEVVNRYMDRVELPFDLSNQ Mimi-LOX
31 GEAALGKRLWPARGKETELKVEVPEYL PL LOX15-human 390 I PHLRYTLEINVRARTGLVSDMGIFDOQIMS LOX15-human
LDVDLRLRHTLLKDDARHYNSISVQGPGAG Majority TGGGGLVOQLLKTAGYALLTYSSVYHEDDLA Majority

T T T T T T
70 a0 90 430 440 450
L N 1 L L L
5] NDEDYRLRETLIRQGNARHEHYQSEIKN:-= == -~ Mimi-LOX 343 TMIQALEYIHKTDGYKLLDYKKVYHEN - Mimi-LOX
61 LFVKLRXRH LLKDDAWFCNWISVQGPGAG LOX15-human 420 TGGGGHVQLLKXKQAG-AFLTYSSFCPPDDLA LOX15-human
TEVNIPTFELVEGNGVLSLPEGTGRTVYVGED Majority DRGLLGVDSIFFAQDALLEDLYEIVFDLVYVT Majority
T T T T T T
100 110 120 460 470 480
I 1 1 L 1 1
N YT PIRTPTEEREDLDE - arme mmim o o me m ee Mimi-LOX B = o= o GVDDIYFEQKQLLEDLYQIVFDLVYVT Mimi-LOX
90 DEVRFPCYRWVEGNGVLSLPEGTGRTVGED LOX15-human 449 DRGLLGVKSSFYAQDALR--LWEIIYRYVE LOX15-human
PQGLFQXHREEELEERRKLFLEKGEFKSGLTI Majority GVVSLHYQSTVAVVDDNELQTFYLSITETG Majority
T T T T T T
130 140 150 490 500 510
1 L L i 1 L
86 - - = - = = = = = = = = - - - - - - TFLXKEFHSNITI Mimi-LOX 3s NVFEYYYQSTDDYVKDNELRDFYLSIKN- - Mimi-LOX
120 PQGLFQKHREEELEERRKLYRWGNWKDGLTI LOX15-human 477 GI VS LHYKTDVAVKDDPELQTWCREITEIG LOX15-human
LASAGAKLLSLSVLDRLLDGEKIVDSDVSILA Majority LOQGAQDLGFVVSLQAKDNAIKFVSNIIFPFLS Majority
T T T T T T
160 170 180 520 530 540
L L L | L L
98 LASP---TLSFSILDYLNDGRIINSDEKDIR Mimi-LOX : PR DLTFVEDLQQEKDNAIKFFSNIIFLS Mimi-LOX
150 LNMAGAKLYDLPVDERFLEDKRYVDFEVSLA LOX15-human 507 LQGAQDRGFPVSLQARDQVCHFVTMCIFTC LOX15-human
KGLADLAIVDSLNVLTSWTDLTDFNATIQLN Majority SGQHASVHLGQADLNSFVDNALRTTNLDLL Majority
T T T T T T
190 200 210 550 560 570
1 1 1 | 1 L
126 K== = == = IVKKFRLIDSMTRLTDYNAYOQLDN Mimi-LOX 448 SIRBSKNBINYAYLNSFYDYALRKTNPFDLL Mimi-LOX
180 KGLADLAIKDSLNVLTCWKDLDDPFNRIFWC LOX15-human 537 TGQHASVHLGQLDWYSWVPENAPCTMRLPPP LOX15-human
GAIDLAEIVDDSTKEDALGGFDDATIGASTLV Majority LTKLATGITVDATLCLSTVGSLQSSISSGL Majority
T T T T T T
220 230 240 580 590 600
1 1 1 2% L L
149 PAIDILKILDDNTRNKLLGLFDDAIFYSLD Mimi-LOX 478 LDKLDNGIPFDEKDCLSTVGDFYSKYSSGI Mimi-LOX
210 GQSKLAERVRDSWKEDALFGYQFLNGANPV LOX15-human 567 TTKDATLETVMATLPNFHQASLQMSITWOQL LOX15-human
VLSRVANLSAKLVFPQGCEALNAQLEZKDYE Majority GRSVPVNVAVGCGTGEEELFAGNEVQAVLTDV Majority
T T T T T T
250 260 270 610 620 630
L 1 1 1 L 1
179 IESFVTNFSDKEKYYFQDCEAINKQFNYDVY Mimi-LOX 508 YPSVPIN LF TGYKNLFADNEVQKFFTDV Mimi-LOX
240 VLRRSAHLPARLVFPPGMEELQAQLEEKELE LOX15-human 597 GRRQPVMVAVGQHEEEYFSGPEPKAVLEKEKF LOX15-human
GGTVFEADNGLLDGITIATVILVSQQTLAAEK Majority TEELAALDKEIEIRNAKLDFLFELLNSSVV Majority
T T T T T T
280 290 300 €640 650 660
L 1 1 h L 1
209 GLYVPYDDNGKKRLQIETIILVDRRTDNTEK Mimi-LOX 537 TNKLNQLEKEKNTE-RNNYTEFLFRLOQOQNSNT@ Mimi-LOX
270 GGTLFEADFSLLDGIXKANVILCSQOQHLAAP LOX15-human 627 REELAALDKEIEIRNAKLDMPYEYLRPSVV LOX15-human
LVVLQLNPDGKLLPMVIQLELIRTGSPPPP Majority ENSVATI Majority
T T T i
310 320 330
I L 1 —
239 TEVIQEB= =3 5= 3 «= PEQREIITRNN- === = Mimi-LOX 565 Mimi-LOX
300 LVMLKLQPDGKLLPMVIQLOQLPRTGSPPPP LOXI5-human 657 ENS VA LOX15-human

LFLNTTRTMASVLAKQLGRSSDVQLQELLS Majority
T T T

340 350 360

1 L L
256 - YINWTRTMSSVYEHQLG--SNVYCQNTLY Mimi-LOX
330 LFLPTDPPMAWLLAKCWYRSSDFQLMELQS LOX15-human

Abb. 3.2: Aminoséaurealignment der humanen ALOX15 mit der potentiellen LOX des Mimivirus aus
Acanthamoeba polyphaga. Die Aminosauresequenzen wurden aus der Pubmed Datenbank extrahiert
und das Aminoséaurealignment wurde mit dem Programm DNAStar Lasergene 7 (DNAStar Inc., Madison,
WI, USA) durchgefiihrt. Die potentiellen Eisenliganden der Mimivirus-LOX, die mit den Eisenliganden der
humALOX15 alignen, sind blau hinterlegt. Dies betrifft auch die N-terminale Aminosédure der beiden
Proteine (lle in beiden Fallen). Fir die humane ALOX15 konnte dieses lle als flinfter direkter Eisenligand
identifiziert werden.
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Wie einleitend erwahnt, verfligt das humane Genom Uber sechs funktionelle LOX-
Gene, wahrend das Genom der Maus sieben solcher Gene aufweist. Um den
Ahnlichkeitsgrad der potentiellen Mimivirus-LOX mit den humanen und murinen
ALOX15-Isoformen zu quantifizieren, wurden die Aminosauresequenzen jeder der
sechs humanen und sieben murinen ALOX-Isoformen separat mit der Sequenz der
potentiellen Mimivirus-LOX verglichen.

In Abb. 3.2 ist das Aminosaurealignment der humanen ALOX15 mit der
potentiellen Mimivirus-LOX dargestellt. Die humALOX15 ist um ca. 100 Aminosauren
gréBer als das Mimivirusprotein und auf Aminosédureebene ergab sich zwischen den
beiden Proteinen eine Sequenzidentitat von 14 %. Ahnliche Aminoséureidentitatswerte
wurden fir die anderen humanen und murinen ALOX-Isoformen ermittelt (Tabelle 3.3).
Da das humane ALOXE12-Gen ein funktionsloses Pseudogen ist, kann ein
entsprechender Vergleich fur dieses Enzym nicht durchgefiihrt werden.

Die Aminosaureidentitatswerte belegen, dass die Sequenzen der humanen und
murinen ALOX-Isoformen nur einen geringen Verwandtschaftsgrad mit der potentiellen
Mimivirus-LOX aufweisen. Auf der Basis dieser relativ geringen
Aminosaureidentitatswerte kann jedoch nicht geschlossen werden, dass es sich bei der
potentiellen Mimivirus-LOX-Sequenz nicht um eine funktionsfahige LOX handelt. Ein
ahnliches Sequenzalignment der humanen ALOX15 mit der LOX1 aus Soyabohnen
ergab ebenfalls einen relativ niedrigen Aminosaureidentitatsscore von 23,1 %.
Trotzdem handelt es sich bei diesen beiden Enzymen um voll funktionsfahige LOXn,

deren enzymatische Eigenschaften sich in vielen Aspekten durchaus ahneln.

Zusammenfassung: Die potentielle Mimivirus-LOX lasst sich sinnvoll mit den sechs humanen
LOX-Isoformen vergleichen und weist Sequenzidentitdtsscores von 13-16 % mit diesen
Proteinen auf.

3.2. Rekombinante Expression der putativen Mimivirus-LOX in E. coli
3.2.1. Synthese und Amplifizierung der Mimivirus-LOX-cDNA

Da die cDNA der potentiellen Mimivirus-LOX nicht kommerziell verfligbar war,
wurde diese von der Firma Biomatik Corporation (Ontario, Kanada) anhand der

Sequenzdaten durch chemische Totalsynthese hergestellt.
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Proben-Nummer DNA-Konzentration (ng/pl)
1 430
2 442
3 499
4 479

Tab. 3.4: Fotometrische Bestimmung des DNA-Gehalts in vier Plasmid-
DNA-Proben nach MINI-Praparation.

Die cDNA-Sequenz wurde in einem Synthesevektor (0BME) eingebettet geliefert.
Zunachst wurde die angelieferte Plasmid-DNA in kompetente E. coli-Bakterien
transformiert. Danach  wurden vier 2,5-ml-Flussigkulturen  (Minipreps) der
transformierten Bakterien gezlchtet und Plasmid-DNA préapariert (siehe Material und
Methoden). Die praparierte Plasmid-DNA wurde in 35 ul Milli-Q-Wasser aufgenommen
und die erhaltene DNA-Menge wurde fotometrisch bestimmt (Tabelle 3.4.).

Prip1 Prdp2 Prap3 Priapd

10 kbp
6 kbp
4 kbp
3 kbp

2 kbp
1,5 kbp

1 kbp

0,5 kbp

Abb. 3.3: Analytische Agarosegelelektrophorese des rekombinanten Syntheseplasmids
verschiedener Praparationsanséatze. Nachweis des putativen LOX-Inserts (1,7 kb; untere Bande) und
des linearisierten pBME-Vektors (2,96 kb; obere Bande) nach Praparation und Probespaltung der
synthetisierten DNA-Sequenz aus vier unterschiedlichen Bakterienklonen (Minipréparationen). Der Ablauf
der Minipraparationen, der Restriktionsspaltung und der Agaroseelektrophorese wurde wie im Abschnitt
Material und Methoden beschrieben durchgefihrt.

Um zu untersuchen, ob die praparierten Plasmide das Mimivirus-LOX-Insert
enthielten, wurde mit Aliquots der vier Praparationen eine Restriktionsspaltung
durchgefihrt. Dazu wurde aus allen vier Praparationen jeweils ein Aliquot (0,5 pl =
200 ng cDNA) entnommen und eine Probespaltung mit den Restriktionsendonukleasen

76



Sal | und Hind lll durchgefiihrt. Diese Enzyme spalten das rekombinante Plasmid an
zwei verschiedenen Stellen, so dass ein groBBes (2,96 kbp, entspricht dem linearisierten
Synthesevektor) und ein kleines (1,7 kbp, entspricht dem Mimivirus-LOX-Insert)
Restriktionsfragment zu erwarten waren. Nach Beendigung der Restriktionsspaltung
wurden Aliquots des Spaltansatzes in der Agarosegelelektrophorese analysiert
(Abb. 3.3.)

3.2.2. Konstruktion, Klonierung und Analyse der rekombinanten
prokaryontischen Expressionsplasmide

Fir die Konstruktion und Klonierung des prokaryontischen Expressionsplasmids
wurden zwei unterschiedliche Expressionsvektoren ausgewahlt:

i) pQE9 (Abb. 3.4.): Dieses prokaryontische Expressionsplasmid besteht aus
3,4 kbp und enthélt einen ColE1-Replikationsort sowie ein Ampicillinresistenzgen. Die
Expression rekombinanter Proteine wird durch einen T5-Promoter gesteuert, der sich
upstream des Lac-operator-elements befindet. Der kodierende Bereich der cDNA des
zu exprimierenden Proteins kann in die Multikloning-Kassette (MCS; Multiple cloning
site) einkloniert werden, die sich unmittelbar downstream der Hexa-His-tag-Sequenz
befindet. Die ATG-Sequenz des Expressionsvektors markiert den Start der Translation

des rekombinanten Proteins, welches eine N-terminale Hexa-His-tag-Sequenz enthalt.

5331

I_|
P15 -loc O~ loc O- RES  AIG HTH - MCS Codons
|

jL

?, pQE9
(3,4 kbp)
\ Qe

Abb. 3.4. Schematische Darstellung des pQE9-
Expressionsplasmids. Erlduterungen siehe Text.
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Bei der Einklonierung der kodierenden cDNA-Sequenz des zu exprimierenden
Proteins musste beachtet werden, dass der Leserahmen der cDNA erhalten bleibt. Fur
die Einklonierung des kodierenden Teils der Mimivirus-LOX-cDNA wurden die
Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen Sal | und Hind Ill genutzt, die im
Insert nicht vorkommen. Aus technischen Griinden mussten zwischen der N-terminalen
His-tag-Sequenz und dem Start der kodierenden Region der Mimivirus-LOX zusatzliche
Aminosauren eingeflgt werden, so dass sich die N-terminale Aminosauresequenz des
rekombinanten Proteins wie folgt veranderte: Met-Arg-Gly-Ser-His-His-His-His-His-His-
Gly-Ser-Val-Asp-Met-Leu-Lys-Lys. Dabei markieren die fettgedruckten Reste die N-

terminalen Aminosauren der potentiellen Mimivirus-LOX.

k‘”""k,
in

FREgReET

Bglll Y7 promoter lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACT TTAAGAAGGAGA

Neo |l His-Tag Ndel Nhel T7-Tag
TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGOTGCCGCCCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAA

MetGlySerSerHisHisHisHisHisHisSerSerGlylLeuValProArglGlySerHisMetAlaSerMetThrGliyGliyGInGin

Eag| thrombin
BamH | EcoR | Sac| Sall Hindlll __Notl  Xhol His-Tag

ATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCE
MetGlyArgGlySerGiuPheliuleuArgArgGinAlaCysGiyArgThrArgA|oProProProProProlevArgSer

Abb. 3.5. Schematische Darstellung des pET28 Expressionsplasmids. Erlduterungen siehe Text.

ii) pET28 (Abb. 3.5): Dieses prokaryontische Expressionsplasmid besteht aus ca.
5,4 kbp und enthélt einen F1-Replikationsort sowie ein Kanamyzinresistenzgen. Die
Expression rekombinanter Proteine wird durch einen T7-Promoter gesteuert. Der
kodierende Bereich der cDNA des zu exprimierenden Proteins kann in die Multikloning-
Kassette (MCS; Multiple cloning site) einkloniert werden, in der sowohl eine N-terminale
als auch eine C-terminale Hexa-His-tag-Sequenz vorhanden ist. Auch hier musste bei
der Einklonierung der kodierenden cDNA-Sequenz beachtet werden, dass der
Leserahmen der cDNA erhalten bleibt. Fur die Einklonierung der Mimivirus-LOX-cDNA
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wurden wie fur die pQE9-Klonierung die Restriktionsstellen Sal | (5’Ende) und Hind llI
(3Ende) genutzt. Aus technischen Grinden wurden auch bei dieser
Klonierungsstrategie  zwischen dem  Startkodon des Vektors (ATG der
Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Nco I) und dem Startkodon der
potentiellen Mimivirus-LOX zusatzliche Aminosduren eingefligt, so dass sich die N-
terminale Aminosauresequenz des rekombinanten Proteins wie folgt veranderte: Met-
Gly-Ser-Ser-His-His-His-His-His-His-Ser-Ser-Gly-Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser-His-Met-Ala-
Ser-Met-Thr-Gly-Gly-GiIn-GIn-Met-Gly-Arg-Asp-Pro-Asn-Ser-Ser-Ser-Val-Asp-Met-Leu-
Lys-Lys. Dabei markieren die fettgedruckten Reste die N-terminalen Aminosauren der
potentiellen Mimivirus-LOX. Die einklonierte cDNA-Sequenz enthielt das endogene
Stop-Codon der Mimivirus-LOX, so dass die C-terminale Hexa-His-tag-Sequenz nicht
translatiert wurde.

Um die rekombinanten Expressionsplasmide zu praparieren, wurde das Mimivirus-
LOX-Insert aus dem rekombinanten Synthesevektor mit einer Kombination aus Sal |

und Hind Ill herausgeschnitten und mittels Agarosegelelektrophorese gereinigt.

pET28 pQES
C1 C2 C3 C4 C1C2 C3 Ca4

54 kbp bl e

3.4 kbp
1,7 kbp

1,7 kbp

Abb. 3.6. Restriktionsspaltung ausgewdéhlter rekombinanter Expressionsplasmide mit den
Restriktionsendonukleasen Sal | und Hind lll. Das Restriktionsfragment mit dem Molekulargewicht von
1,7 kbp entspricht dem Mimivirus-LOX Insert. Die Fragmente mit 3,4 kbp bzw. 5.4 kbp reprasentieren die
Insert-freien linearisierten Vektoren.
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Gleichzeitig wurden die Expressionsvektoren pQE9 und pET28 mit den gleichen
Restriktionsenzymen behandelt. Die dadurch linearisierten Expressionsvektoren wurden
ebenfalls mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese gereinigt. Danach wurden jeweils die
beiden Restriktionsfragmente (Insert und linearisierter Vektor) ligiert, wobei die
zirkuldren  rekombinanten  Expressionsplasmide  entstanden. Diese  wurden
anschlieBend genutzt, um kompetente E. coli-Bakterien zu transformieren. Nach der
Bakterienvereinzelung und Ubernachtkultur wurden jeweils mindestens vier
verschiedene Bakterienklone isoliert und Plasmid-DNA préapariert (Minipreps).
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1 M X
3 KDI RKI VKKFRLIDSMTRLTDYNAYG GLNP A database
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31 KDI RKI VKKFRLIDSMTRLTDYNAYQLNP A clone2
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Abb. 3.7. Aminosaurealignment des Mimivirus-LOX Inserts der Bakterienklone 2 und 8 auf der
Basis der erhaltenen Nukleinsaresequenzen. Das Alignment beschrénkt sich auf die 240 N-terminalen
ASn der potentiellen Mimivirus-LOX. Die restlichen ASn, einschlieBlich der C-terminalen Sequenz der
potentiellen Mimivirus-LOX sowie die N-terminalen Sequenzen, die wahrend der Klonierungsstrategie vor
das Startmethionin der potentiellen Mimivirus-LOX vorgeschaltet wurden (inklusive der N-terminalen
Hexa-His-tag Sequenz), sind bei diesem Alignment nicht berlicksichtigt.
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Aliquots der Plasmid-DNA-Pr&parationen wurden mit den
Restriktionsendonukleasen Sal | und Hind Il behandelt (Herausspaltung des Inserts),
und der Restriktionsansatz wurde mittels Agarosegenelektrophorese analysiert. Dabei
wurde festgestellt, dass bei allen pET28-Plasmidpréaparationen und bei einem Klon (C2)
der pQE9-Plasmidpraparationen das Mimivirus-LOX-Insert in der zu erwartenden GréB3e
(1,7 kbp) herausgespalten werden konnte. Bei den Klonen C1, C3 und C4 der pQE-
Expressionsstrategie wurden langere Inserts identifiziert, so dass diese Klone nicht
weiter verwendet werden konnten. Zusammengenommen belegen diese Analysen,
dass funf der getesteten acht verschiedenen Bakterienklone das zu erwartende
rekombinante Expressionsplasmid enthielten (Abb 3.6).

Um auszuschlieBen, dass sich wahrend der chemischen Plasmidsynthese bzw.
wahrend des Klonierungsprozesses der rekombinanten Expressionsplasmide
Mutationen in die kodierende Region der potentiellen Mimivirus-LOX eingeschlichen
haben, wurde die Plasmid-DNA von einem pQE9-Klon und zwei pET28-Klonen zur
DNA-Sequenzierung geschickt. Die erhaltenen DNA-Sequenzen wurden am Computer
in Aminosduresequenzen umgeschrieben und mit den erhaltenen Daten ein dreifaches
Aminoséaurealignment durchgefihrt. Auf Grund der GréBe des Mimivirus-LOX-Inserts
waren flr jeden Klon mindestens drei Uberlappende DNA-Sequenzierungsansatze
nétig, um die gesamte Aminosauresequenz der potentiellen Mimivirus-LOX zu
identifizieren. Ein Beispiel fir einen Sequenzierungsansatz der beiden pET28-Klone 2
und 8, bei dem das N-terminale Drittel der kompletten Aminosauresequenzen ermittelt
wurde, ist in Abb. 3.7. dargestellt. Insgesamt konnte festgestellt werden, dass der
Bakterienklon der pQE9-Klonierungsstrategie und ein Bakterienklon der pET28-
Klonierungsstrategie frei von unerwinschten Mutationen war. Von diesen beiden
Bakterienklonen wurde jeweils eine Midi-Plasmidpraparation durchgeftihrt, die far die
Transformation von E. coli-Zellen bei den anstehenden Expressionsuntersuchungen

verwendet werden konnte.

Zusammenfassung: Es wurden zwei verschiedene rekombinante Expressionsplasmide (pQE9-
und pET28-basiert) fiir die prokaryontische Expression der potentiellen Mimivirus-LOX
hergestellt. Zur Qualitatskontrolle wurden die Inserts der beiden rekombinanten Plasmide
einschlieBlich der 5°- und 3*-flankierenden Bereiche sequenziert.
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3.2.3. Expression des rekombinanten Proteins und dessen Affinitatsreinigung
3.2.3.1. Expression des rekombinanten Proteins mit Hilfe des pQE9-Vektors

Zur Expression der in den prokaryontischen Expressionsvektor pQE9
eingebrachten putativen Mimivirus-LOX wurde das pQE9-Expressionsplasmid in
kompetenten Bakterienzellen des Stammes M15 transformiert. Die Expression des
rekombinanten Proteins erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Nach der
Expressionsperiode wurden die Bakterien abzentrifugiert, die Pellets in 500 uyl PBS
aufgenommen und die Zellen mit Ultraschall zerstdrt. Zelltrimmer wurden
abzentrifugiert und die stromafreien Lysatlberstdnde (zwei Fraktionen) wurden zur
Analyse der rekombinanten Expression verwendet. Immunoblotanalysen des
Lysatiberstandes (Daten nicht gezeigt) unter Verwendung eines Anti-Hexa-His-tag
Antikérpers belegten, dass das rekombinante Hexa-His-tag-Fusionsprotein Protein in
diesem Expressionssystem nicht bzw. nur in geringer Menge exprimiert wurde. Die
Ursachen fUr die unzureichende Expression wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit

nicht weiter untersucht.

Zusammenfassungq: Unter Verwendung des rekombinanten pQE9-basierenden
Expressionsplasmids war die potentielle Mimivirus-LOX nicht exprimierbar. Im Western-Blot
waren keine immunoreaktiven Proteinbanden in den bakteriellen Lysaten nachweisbar, wenn
ein Anti-His-tag-Antikérper verwendet wurde.

3.2.3.2. Expression des rekombinanten Proteins mit Hilfe des pET28-Vektors

Zur Expression der in den prokaryontischen Expressionsvektor pET28
einklonierten putativen Mimivirus-LOX wurde das pET28-Expressionsplasmid in
kompetente Zellen des E. coli-Stammes DE3 transformiert und das rekombinante
Protein wie im Methodenteil beschrieben exprimiert.

Fir die Expressionsanalyse wurden die Bakterien eines 50 ml-
Expressionsansatzes nach der Expressionsperiode abzentrifugiert, in 10 ml PBS
resuspendiert und mittels Ultraschall zerstért. Die Zelltrimmer wurden abzentrifugiert
und das rekombinante Hexa-His-tag-Fusionsprotein aus dem Lysatlberstand mittels
Affinitatschromatographie  (Ni-Agarose) gereinigt. Ein  Aliquot (10 yl)  der
Elutionsfraktion 1 wurde zur Westernblot-Analyse (Abb. 3.8.) eingesetzt. Dabei ergab
sich eine einzelne immunoreaktive Proteinbande, die in der SDS-PAGE im

Molekulargewichtsbereich von 60-70 kDa wanderte. Dieser Molekulargewichtsbereich
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entspricht dem theoretisch berechneten Molekulargewicht der rekombinanten
potentiellen Mimivirus-LOX, und die Immunoreaktivitédt belegt, dass es sich bei diesem
Protein um ein His-tag-Fusionsprotein handelt. Eine semi-quantitative densitometrische
Auswertung des Immunoblots ergab ein ungefdhres Expressionsniveau der
rekombinanten potentiellen Mimivirus-LOX von ca. 5 mg rekombinanten Protein pro
Liter bakterieller Flissigkeitskultur. Fir diese Quantifizierung wurde die Identitatsskala
des Immunoblots mit einer bekannten Menge gereinigter humaner ALOX15 geeicht, die

als Hexa-His-tag Fusionsprotein im gleichen Expressionssystem hergestellt wurde.
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Abb. 3.8: Immunoblotanalyse der Elutionsfraktion Elu 1 der Ni-Agarose

Affinitatschromatographie. Die potentielle Mimivirus-LOX wurde in E. coli (Stamm DE3) unter
Verwendung des rekombinanten pET-28b-Expressionsplasmids exprimiert (siehe Material und
Methoden). Der Lysatiiberstand wurde anschlieBend mittels Affinitdtschromatographie gereinigt, und ein
Aliquot der Elutionsfraktion Elu 1 wurde mittels SDS-PAGE analysiert. Die aufgetrennten Proteine wurden
auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit Hilfe eines Anti-His-tag-Antikdrpers gefarbt. Dabei
ergab sich eine immunoreaktive Bande im theoretisch vorhergesagten Molekulargewichtsbereich von
67 kDa.

Zusammenfassungq: Unter Verwendung des rekombinanten pET28-basierenden
Expressionsplasmids konnte die potentielle Mimivirus-LOX als N-terminales Hexa-His-tag-
Fusionsprotein exprimiert werden. Im Western-Blot war bei Verwendung eines Anti-His-tag-
Antikorpers eine immunoreaktive Proteinbande im zu erwartenden Molekulargewichtsbereich
nachweisbar. Aus der Bandenintensitit konnte eine Expressionshéohe des rekombinanten
Proteins von ca. 5 mg Protein pro Liter Fliissigkultur abgeschéatzt werden.
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3.2.3.3. Protein-chemische Charakterisierung der gereinigten rekombinanten
potentiellen Mimivirus-LOX

Molekulargewicht: Die oben beschriebenen Expressionsuntersuchungen haben
gezeigt, dass die potentielle Mimivirus-LOX unter Verwendung des pET28-
Expressionsvektors in E. coli exprimiert werden kann (Abb. 3.8.). Deshalb wurde
anschlieBend ein praparativer Expressionsansatz (500 ml) angesetzt, mit dem gréBere
Mengen des rekombinanten Proteins gewonnen werden sollten. Nach der
Expressionsprozedur wurden die Bakterien pelletiert, das Pellet in 30 ml PBS
aufgenommen und die Zellen mittels Ultraschall zerstért. Der Lysatiberstand wurde zur
Affinitatschromatographie auf eine Ni-Agarosesaule (0,5 ml gepackte Ni-Agarose)
gegeben. Das rekombinante His-tag-Fusionsprotein wurde mit einem Elutionspuffer von
der Saule eluiert, wobei sechs 1-ml-Fraktionen aufgefangen wurden. Aliquots der
Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE und Coomassiefarbung analysiert (Abb. 3.9.).
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Abb. 3.9: SDS-PAGE der Elutionsfraktionen der Ni-Agarose Affinititschromatographie. Die
potentielle Mimivirus-LOX wurde in E. coli (Stamm DE3) unter Verwendung des rekombinanten pET28-
Expressionsplasmids exprimiert (siehe Material und Methoden). Der Lysatuberstand wurde anschlieBend
mittels Affinitdtschromatographie gereinigt, und Aliquots der verschiedenen Elutionsfraktionen (Elu 1-6)
wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Dabei ergaben sich zwei Hauptproteinbanden mit geschéatzten
Molekulargewichten von 67 kDa (obere Bande) und 60 kDa (untere Bande).

Dabei ergab sich Uberraschender Weise, dass zwei unterschiedliche Proteine von
der Affinitatsmatrix koeluiert wurden. Aus der Farbeintensitat der beiden koeluierten

Proteinbanden konnte ein molares Verhéltnis der beiden Proteine von 1:1 abgeschatzt
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werden. Die Auswertung der Migrationsstrecken der beiden Proteine deutet darauf hin,
dass beide Proteine ein ungefédhres Molekulargewicht von 60-70 kDa aufweisen, in der
SDS-PAGE aber sicher voneinander getrennt werden koénnen. Auf Grund der
Aminosauresequenz konnte fir die rekombinante potentielle Mimivirus-LOX ein
theoretisches Molekulargewicht von 67.169 Da vorhergesagt werden. Dieser Wert passt
eher zum Molekulargewichtsbereich des in der SDS-PAGE weniger weit gewanderten
Proteins. Diese Schlussfolgerung ist jedoch nicht zwingend, da neben dem
Molekulargewicht auch andere Faktoren die elektrophoretische Mobilitat von Proteinen
in der SDS-PAGE beeinfussen kénnen.

Um sicher festzustellen, ob es sich bei der oberen oder der unteren SDS-PAGE
Bande um die potentielle Mimivirus-LOX handelt, wurde ein zusatzlicher Immunoblot mit
einem Anti-His-tag-Antikérper durchgefihrt. Dabei konnte selektiv die untere Bande
spezifisch angefarbt werden. Aus diesen Daten kann man schlussfolgern, dass die
untere  koeluierte  Bande die  potentielle  Mimivirus-LOX  reprasentiert.
Zusammengenommen deuten diese analytischen Daten darauf hin, dass die
rekombinante Mimivirus-LOX mit einem endogenen E. coli-Protein spezifisch interagiert,
so dass dieses endogene E. coli-Protein durch den Hexa-His-tag der potentiellen
Mimivirus-LOX bei der Affinitdtschromatographie an die Ni-Agarose gebunden wird. Der
heterodimere nicht-kovalente Proteinkomplex von unbekanntem E. coli-Protein und
potentieller Mimivirus-LOX scheint sehr stabil zu sein, da er unter den gegebenen
chromatographischen Bedingungen (hohe Imidazolkonzentrationen) nicht in seine
Bestandteile zerféllt. Eine solche spezifische Komplexierung eines endogenen
bakteriellen Proteins wurde bisher flr keine in E. coli exprimierte LOX-lsoform
beschrieben.

Zusammenfassunq: Die rekombinante potentielle Mimivirus-LOX konnte mittels
Affinititschromatographie an Ni-Agarose aus dem bakteriellen Lysatiiberstand angereichert
werden. Dabei kam es zu einer Koelution mit einem unbekannten E. coli-Protein. In der SDS-
Elektrophorese wandert die rekombinante potentielle Mimivirus-LOX mit einem
Molekulargewichtsbereich von ca. 60 kDa. Dieser Wert liegt etwas unter dem aus der
Aminoséauresequenz berechnetem Molekulargewicht.

Immunoreaktivitat: Die Hexa-His-tag-Sequenz des Expressionskonstruktes sollte
der rekombinanten potentiellen Mimivirus-LOX eine Immunoreaktivitat mit einem Anti-

His-tag Antikérper verleihen. Dies ist jedoch nicht zwangslaufig der Fall, da die His-tags
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post-translational in den zelluldren Expressionssystemen proteolytisch entfernt werden
kénnen und damit in den finalen Expressionskontrukten nicht mehr nachweisbar sind.
Um zu Uberprifen, ob die rekombinante potentielle Mimivirus-LOX den urspriinglich
eingefihrten Hexa-His-tag noch enthalt, wurde ein Immunoblot mit einem Anti-His-tag-
Antikdrper durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde die SDS-PAGE-Analyse mit einem
Aliquot der Elutionsfraktion 1 wiederholt. Die aufgetrennten Proteine wurden
anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und der Blot mit einem Anti-His-
tag-Antikdrper entwickelt. Dabei stellte sich heraus, dass die untere Proteinbande des
Proteindupletts mit dem Antikdrper angefarbt werden konnte, wahrend die obere Bande
ungefarbt blieb (Abb. 3.8). Diese Daten deuten darauf hin, dass die obere Proteinbande
durch ein endogenes E. coli-Protein verursacht wird, das keine His-tag-Markierung

tragt.

Zusammenfassunqg: Das rekombinante N-terminale His-tag-Fusionsprotein der potentiellen
Mimivirus-LOX ist im Immunoblot mit einem kommerziellen Anti-His-tag-Antikérper
nachweisbar.

Expressionshéhe und Reinheitsgrad: Um den Reinheitsgrad der
Proteinpraparation zu quantifizieren (Fraktionen Elu1 und Elu2) wurde das Coomassie-
gefarbte Elektropherogramm (Abb. 3.9.) densitometrisch ausgewertet. Dabei ergab
sich, dass die untere Proteinbande (potentielle Mimivirus-LOX) ca. 55 % des
Proteindupletts, die obere 40 % des Proteindupletts ausmachte. Die restlichen 5 %
verteilten sich auf die anderen Proteinbanden, die in Abb. 3.9. durch weniger intensiv
gefarbte Banden reprasentiert werden.

Zur Abschatzung des Expressionsniveaus der rekombinanten potentiellen
Mimivirus-LOX im hier beschriebenen prokaryontischen Expressionssystem wurde ein
zweiter 50-ml-Expressionsansatz durchgeflihrt und das rekombinante Protein wie oben
beschrieben  prapariert.  Aus der  densitometrischen  Auswertung  des
Elektropherogramms nach Coomassie-Farbung ergab sich eine Expressionsrate der
potentiellen Mimivirus-LOX von ca. 9 mg gereinigten Mimivirus-LOX-Proteins pro 1 |
Flussigkultur. Auch bei diesem Expressionsansatz waren zwei Hauptproteinbanden
(potentielle Mimivirus-LOX und unbekanntes E. coli-Protein) zu erkennen, wobei in
diesem Ansatz die potentielle Mimivirus-LOX mehr als 70 % zum gereinigten
Gesamtprotein beitrug. Die durch semi-quantitative Auswertung der SDS-PAGE
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abgeschatzte Expressionshéhe von 9 mg rekombinantes Protein pro Liter
Flussigkulturen entspricht in etwa dem Wert (5 mg rekombinantes Protein pro Liter

Flussigkultur) der bei der Quantifizierung des Immunoblots (Abb. 3.8.) erhalten wurde.

Zusammenfassung: Das Expressionsniveau der rekombinanten Mimivirus-LOX lag bei 9 mg
gereinigtes rekombinantes Protein pro 11 bakterieller Fliissigkultur. Durch
Affinitdtschromatographie wurde ein heterodimerer Proteinkomplex (bestehend aus potentieller
Mimivirus-LOX und einem unbekannten E. coli-Protein) zu einem Reinheitsgrad von > 95 %
angereichert. Zu diesem Komplex tragt die potentielle Mimivirus-LOX ca. 55-70 % bei.

Chromatographisches Verhalten (Gelfiltration): Um erganzende Aussagen
zum Molekulargewicht der potentiellen Mimivirus-LOX zu erhalten und um zu
Uberprifen, ob der Proteinkomplex auch unter anderen experimentellen Bedingungen
stabil ist, wurden drei gepoolte Elutionsfraktionen der Affinitdtschromatographie mittels
Gelfiltration analysiert. Dabei wurde die Absorption bei 280 nm verfolgt, und
Elutionsfraktionen von 0,5 ml wurden aufgefangen. Das entsprechende Elutionsprofil ist
in Abb. 3.10. dargestellt.

relative absorbance at 280 nm

retention volume (ml)

Abb. 3.10. Size-Exclusion-Chromatographie der potentiellen rekombinanten Mimivirus-LOX. Drei
gepoolte Elutionsfraktionen der Affinitdtschromatographie (3 ml) wurden zur Gelfitration auf eine
Superdex 200 10 Saule (GE Healthcare; Uppsala, Sweden) gegeben. Die Chromatographie wurde wie in
Material und Methoden beschrieben durchgefihrt. Das Elutionsprofil der aufgetragenen Proteine wurde
durch Messung der Lichtabsorption bei 280 nm im Eluat der Saule verfolgt. 0,5 ml-Fraktionen wurden
aufgefangen. Die Pfeile Uber der Kurve kennzeichnen die Elution der Molekulargewichtsstandards. CAB
(Conalbimun, 75kDa), OVA (Ovalbumin, 44 kDa), CAH (Karboanhydrase, 29 kDa), RNA
(Ribonuklease A, 13,7 kDa)
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Aus dem Chromatogramm wird ersichtlich, dass ein Hauptproteinpeak (Peak ) mit
einem Retentionsvolumen von 7,8 ml detektierbar war. Dieser Hauptpeak weist

mehrere Talschultern (Peaks II-1V) auf, die mit hdheren Retentionsvolumina eluiert

wurden.

Peak Vret (ml) MW (kDa)
| 7,96 398
I 9,42 265
Il 11,38 153
IV 12,80 103

Tab. 3.5. Abgeschéatzte Molekulargewichte der verschiedenen
Proteinpeaks der Gelfiltration. Die verschiededen Proteinpeaks (I-1V)
sind in Abb. 3.10. gekennzeichnet

Um die Molekulargewichte der verschiedenen Peaks zu ermitteln, wurde das
chromatographische System mit flinf verschiedenen Molekulargewichtsstandards
kalibriert. Diese Standardmischung umfasste folgende Proteine: Conalbumin (75 kDa),
Ovalbumin (44 kDa), Karboanhydrase (29 kDa), Ribonuklease A (13,7 kDa), Aprotinin
(6,5 kDa). Diese Molekulargewichtsmarker umspannen den Molekulargewichtsbereich
der zu erwartenden Proteinmonomere (60-70 kDa). Ein dimerer Proteinkomplex, der
aus einem Monomer potentieller Mimivirus-LOX und einem Monomer des unbekannten
E. coli-Proteins zusammengesetzt ist, liegt allerdings auBerhalb des kalibrierten
Molekulargewichtsbereiches. Ahnliches gilt auch fiir hochmolekulare Proteinpolymere.
Damit ist eine exakte Zuordnung von Molekulargewichten zu Proteinpeaks in diesem
Molekulargewichtsbereich nicht mdglich. Trotzdem lassen sich aus der Extrapolation
der Kalibrierungskurven ungefahre Molekulargewichte fir die verschiedenen
chromatographischen Peaks I-IV abschéatzen (Tabelle 3.5.). Diese liegen alle deutlich
Uber den Molekulargewichten der Proteinmonomere flr die potentielle Mimivirus-LOX
und das unbekannte E. coli-Protein (60-70 kDa). Aus den Ergebnissen der Gelfiltration
kébnnen zusammenfassend zwei wesentliche Schlussfolgerungen gezogen werden:

i) Im Molekulargewichtsbereich von 60-70 kDa, in dem sowohl die potentielle
Mimivirus-LOX (theoretisches Molekulargewicht von ca. 67 kDa) als auch das
unbekannte E. coli-Protein, welches mit der potentiellen Mimivirus-LOX einen nicht-
kovalenten Komplex bildet, migrieren sollten, konnte kein signifikanter Proteinpeak
eluiert werden. Diese Daten deuten darauf hin, dass unter den gegebenen
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chromatographischen Bedingungen, der nicht-kovalente Proteinkomplex von
potentieller Mimivurus-LOX und unbekanntem E. coli-Protein stabil zu sein scheint.
Entfernung des Uberschusses an Imidazol scheint die Stabilitdt des Proteinkomplexes
nicht zu beeinflussen.

i) Der Hauptpeak eluierte mit einem geschatzten Molekulargewicht von fast
400 kDa. Ein Proteindimer, welches aus einem Monomer potentieller Mimivirus-LOX
und einem Monomer des unbekannten E. coli-Proteins besteht, weist jedoch nur ein
theoretisches Molekulargewicht von ca. 130 kDa auf. Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass der Hauptpeak der Gelfiltration nicht durch ein einfaches Proteindimer,

sondern durch ein gréBeres Proteinoligomer hervorgerufen wird.

elution fractions of gel filtration (0.5 ml each)
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

unknown
protein
S

—»
Mimivirus
LOX

Abb. 3.11: SDS-PAGE der Elutionsfraktionen der FPLC-Gelfiltration. Drei gepoolte Elutionsfraktionen
der Affinitdtschromatographie (3 ml) wurden zur Gelfiltration auf eine Superdex 200 10 Saule (GE
Healthcare; Uppsala, Sweden) gegeben. Die Chromatographie wurde wie in Material und Methoden
beschrieben durchgefiihrt. 0,5-ml-Fraktionen wurden aufgefangen, und Aliquots (10 pl) dieser Fraktionen
wurden mittels SDS-PAGE analysiert.

Um zu Uberprifen, ob die beiden Hauptkomponenten des oligomeren
Proteinkomplexes, die sich hinsichtlich ihres Molekulargewichtes voneinander
unterscheiden, mittels Gelfiltration zumindest teilweise getrennt werden kénnen, wurde
von den eluierten Fraktionen der Gelfiltration eine SDS-PAGE durchgefiihrt
(Abb. 3.11.). Diese Analysen zeigen, dass in den frih eluierten Fraktionen (Fr. 12, 13,
14) vor allem die putative Mimivirus-LOX eluiert wurde. In den spater eluierten
Fraktionen (Fr. 15, 16,17) folgte dann das unbekannte E. coli-Protein. In den Fraktionen
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19-23 wurden noch andere Proteine mit kleineren Molekulargewichten detektiert, die in
bisherigen Analysen nicht aufgefallen waren.

Zusammenfassend kann aus der Gelfiltration geschlussfolgert werden, dass die
beiden Hauptproteine des in der Affinitdtschromatographie eluierten hochmolekularen
Proteinkomplexes mit Hilfe der Gelfiltration partiell von einander getrennt werden
konnten. In den frih eluierten Fraktionen (Fr. 12, 13, 14) Uberwog die potentielle
Mimivirus-LOX, wahrend in spater eluierten Fraktionen (Fr. 15, 16, 17) das unbekannte
E. coli-Protein dominierte.

Zusammenfassung: In der Gelfiltration (seize exclusion chromatography) wandert der
Proteinkomplex aus rekombinanter potentieller Mimivurus-LOX und unbekanntem E. coli-Protein
mit einem Molekulargewicht von ca. 400 kDa. Diese Daten deuten darauf hin, dass sich unter
nativen Bedingungen mehrere Mimivirus-LOX-Monomere und mehrere Monomere des
unbekannten E. coli-Proteins zu einem hochmolekularen Komplex zusammenlagern.

Oligomerstabilitat: In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die
Proteinoligomere, die in der Affinitdtschromatographie beobachtet wurden, stabil sind
oder ob sie durch Reduktion stabilisierender Disulfidbriicken in ihre monomeren
Komponenten zerfallen. Zu diesem Zweck wurden die Fraktionen des Peaks | mit 1 mM
Dithiothreitol (DTT, starkes Reduktionsmittel) inkubiert und anschlieBend erneut mittels
Gelfiltration analysiert. Der Hauptpeak dieser Rechromatographie eluierte mit einem
Retentionsvolumen von 7,5 ml, so dass davon ausgegangen werden muss, dass die
DTT-Behandlung das Retentionsvolumen des Proteinoligomers nicht beeinflusst hat
(Daten nicht gezeigt). Weiterhin konnten bei den Retentionsvolumina der zu
erwartenden Proteinmonomere keine Proteine nachgewiesen werden. Diese Daten
deuten darauf hin, dass es sich bei den beobachteten Proteinoligomeren um stabile
Oligomere handelt, die unter reduzierenden Bedingungen (DTT) nicht aufgespalten

werden konnten.

Zusammenfassungq: Der hochmolekulare Proteinkomplex ist stabil und kann auch durch
Reduktion von Disulfidbriicken nicht aufgespalten werden. Unter denaturierenden Bedingungen
zerféllt er allerdings in seine beiden monomeren Komponenten (potentielle Mimivirus-LOX,
unbekanntes 60-70-kDa-Protein).
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Metallgehalt: Alle bisher identifizierten funktionellen LOXn enthalten als
katalytisch aktive Komponente ein Ubergangsmetall, wobei bisher entweder Eisen (Fe)
oder Mangan (Mn) in einem molaren Verhaltnis von 1:1 zum jeweiligen Protein als
prosthetische Gruppe identifiziert worden sind. Um zu Uberprifen, ob die FPLC-
gereinigte potentielle Mimivirus-LOX Fe oder Mn enthalt, wurde der Metallgehalt einer
Peakfraktion der FPLC mittels Atomabsorptionsspektrometrie quantifiziert. Dabei konnte
in einem 200-pl-Aliquot der Elutionsfraktion 12 der FPLC ein Fe-Gehalt von 65,0 ug/l
ermittelt werden. Bei einem Molekulargewicht von 55,9 g/mol entspricht dieser Wert
einer molaren Fe-Konzentration in der Enzympraparation von 1,2puM. Die
Proteinkonzentration der Mimivirus-LOX-Préparation (Fraktion 12 der FPLC-Reinigung),
die mit Hilfe der Bradford-Methode bestimmt worden war, betrug 1,05 mg/ml. Geht man
nun davon aus, dass ca. 55-70 % des in dieser Elutionsfraktion enthaltenen Proteins
auf die Mimivirus-LOX zurlckzufihren sind, ergibt sich eine Mimivirus-LOX-
Konzentration von 0,58-0,74 mg/ml. Bei einem theoretischen Molekulargewicht der
potentiellen Mimivirus-LOX von 67.169 g/mol entspricht dieser Wert einer molaren
Proteinkonzentration von 8,6-11,0 yM Mimivirus-LOX. Vergleicht man jetzt die molaren
Konzentrationen von Fe (1,2 uM) und potentieller Mimivirus-LOX (8,6-11,0 uM),
errechnet sich ein molares Verhaltnis (LOX:Fe) von ca. 10:1).

Konzentration Fe/LOX
Parameter
mg/l pM (mol/mol)
Eisen 0,065 1,16 011
LOX 580-740 8,6-11,0 B

Tab. 3.6. Eisengehalt der potentiellen Mimivirus-LOX. Eine Fe-Konzentration von 65 ug/l wurde in
einem  200-pl-Aliquot  der  Elutionsfraktion 12  der  FPLC-Gelchromatographie  mittels
Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt. Die Proteinkonzentration in dieser Elutionsfraktion betrug
1,05 mg/ml. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass ca. 55-70 % des enthaltenen Proteins auf die
potentielle Mimivirus-LOX zurlickzufiihren sind, ergab sich eine Mimivirus-LOX Konzentration von 0,58-
0,74 mg/ml (580-740 mg/l). AnschlieBend wurden diese Werte in molare Konzentrationen umgerechnet
und das molare Verhéltnis gebildet.

Mangan konnte in der Enzympraparation nur in Spuren nachgewiesen werden,
wobei die detektierte Mn-Konzentration unter der entsprechender Kontrollmessungen
(Elutionspuffer) lag. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nur jedes zehnte
potentielle Mimivirus-LOX-Molekil ein Eisenion enthélt (Tabelle 3.6.). Bei Mn waren
diese Werte noch geringer. Damit dirfte weder Fe noch Mn essentieller Bestandteil der

potentiellen Mimivirus-LOX sein. Da bisher alle charakterisierten LOXn eines dieser
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beiden Ubergangsmetalle enthalten, kénnte man aus diesen Daten schlussfolgern, dass
es sich bei der potentiellen Mimivirus-LOX nicht um eine katalytisch aktive LOX handeln

sollte.

Zusammenfassung: Im Unterschied zu allen bisher charakterisierten pro- und eukaryontischen
LOXn, trdgt die rekombinante potentielle Mimivirus-LOX weder Eisen noch Mangan als
katalytisch aktives Ubergangsmetall. Diese Daten deuten darauf hin, dass die potentielle
Mimivirus-LOX keine katalytisch aktive LOX zu sein scheint.

3.2.3.4. Enzymatische Charakterisierung des gereinigten rekombinanten Proteins
(HPLC basierter Aktivitatsassay)

Katalytische Aktivitat mit Arachidonsaure: Um zu untersuchen, ob die
potentielle  Mimivirus-LOX als Fettsdureoxygenase fungiert, wurden LOX-
Aktivitatsassays durchgefihrt. Dazu wurden Aliquots der Proteinpraparationen mit zwei
unterschiedlichen LOX-Substraten (Arachidonsaure, Linolsaure) fir 15 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurde mittels Umkehrphasen-HPLC die Menge und die
Zusammensetzung der Produktmischungen quantifiziert. Als Positivkontrolle wurde eine
entsprechende Inkubation mit der Sojabohnen-LOX1 unter identischen experimentellen
Bedingungen mitgeflhrt.

In  Abb. 3.12. sind Beispielchromatogramme flr das Experiment der
Arachidonsaureoxygenierung zusammengestellt. Daraus geht hervor, dass wahrend der
Inkubation der Sojabohnen-LOX1 mit Arachidonsdure groBe Mengen an 15-H(p)ETE
gebildet wurden (Chromatogramm C). Das Chromatogramm zeigt aber auch, dass
neben dem 15-H(p)ETE ein zweites konjugiertes Dien gebildet wird, dessen
Retentionszeit geringflgig langer ist, als die von 15-HETE. In der RP-HPLC ko-
chromatographiert dieses Reaktionsprodukt mit 11-HETE, und UV-spektroskopische
Daten unterstlitzen diese analytische Schlussfolgerung. Die Beobachtung, dass
Arachidonsaure durch die Sojabohnen-LOX1 auch zu 11-HETE umgewandelt werden
kann, war zunachst Uberraschend. Eine mégliche Erklarung flir diese Beobachtung
kénnte in der pH-Abhangigkeit der Sojabohnen-LOX1 liegen und wird unter 4.3.4.
ausfuhrlicher diskutiert. In der entsprechenden Nichtenzymkontrolle (Inkubation in
Abwesenheit von Enzym) waren hingegen nur geringe Mengen oxygenierter Fettsauren
nachweisbar (Chromatogramm B). Nach der Inkubation der potentiellen Mimivirus-LOX

mit Arachidonsdure waren ebenfalls nur geringe Mengen an oxygenierten Fettsauren
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nachweisbar (Chromatogramm A). Diese Daten deuten darauf hin, dass die potentielle

Mimivirus-LOX mit Arachidonsaure als Substrat keine Oxygenaseaktivitat aufweist.

] A 5,’ { Mimivirus
| | LOX
I Ee w
f Pl
N i IMNnira.
B | no enzyme

1
'i control
\

relative absorbance at 235 nm

¢ ] |

]
' \/\4— 11-HETE

""j' h\\} .L“"‘*‘.

retention time (min)

Abb. 3.12. RP-HPLC-Analysen der Arachidonsidureoxygenierungsprodukte. Die Arachidonsaure-
oxygenaseaktivitat der verschiedenen LOX-Isoformen wurde wie in Material und Methoden beschrieben
durchgefiihrt. Fir den Ansatz mit der Sojabohnen-LOX1 wurden 0,01 pg/ml gereinigte Sojabohnen-LOX1
eingesetzt. Fir die Testung der Arachidonsaureoxygenaseaktivitat der potentiellen Mimivirus-LOX wurde
ein 60 pyg/ml-Ansatz einer affinitdtsgereinigten Enzympraparation (Abb. 3.9.) verwendet.

Katalytische Aktivitat mit Linolsaure: Mehrere pflanzliche LOXn unterscheiden
sich von den Saugetierenzymen u.a. dadurch, dass sie Arachidonsdure kaum als
Oxygenierungssubstrat akzeptieren (Lehnert und Solomon 2003). Stattdessen
oxygenieren diese LOXn Linolsaure mit hoher katalytischer Aktivitat. Sollte dies auch fir
die potentielle Mimivirus-LOX zutreffen, wéare die fehlende Produktbildung mit
Arachidonsaure als Substrat mit der Substratspezifitdit des Enzyms zu erklaren.
Deshalb testeten wir die Linolsdureoxygenaseaktivitat der potentiellen Mimivirus-LOX.
Dazu wurde ein ahnlicher experimenteller Ansatz gewahlt, wie fir die Testung der
Arachidonsaureoxygenaseaktivitat. In Abb. 3.13. sind Beispielchromatogramme fir das
Linolsaureoxygenierungsexperiment zusammengestellt. Daraus geht hervor, dass
wahrend der Inkubation der Sojabohnen-LOX1 mit Linolsdure groBe Mengen an 13-
H(p)ODE gebildet wurden (Chromatogramm C). In der entsprechenden
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Nichtenzymkontrolle (Inkubation in Abwesenheit von Enzym, Chromatogramm B) waren
hingegen nur geringe Mengen oxygenierter Fettsduren nachweisbar. Nach der
Inkubation der potentiellen Mimivirus-LOX mit Linolsdure waren ebenfalls nur geringe
Mengen an oxygenierten Fettsduren nachweisbar (Chromatogramm A). Es bestand
kein signifikanter Unterschied zur Nichtenzymkontrolle. Diese Daten deuten darauf hin,
dass die potentielle Mimivirus-LOX auch mit Linolsdure keine Oxygenaseaktivitat

aufweist.
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Abb. 3.13.: Linolsaureoxygenierungsprodukte. Die Messung der Linolsdureoxygenaseaktivitat der
verschiedenen LOX-Isoformen wurde wie in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. Flir den
Ansatz der Sajobohnen-LOX1 wurde gereinigtes Enzym (0,01 pg/ml-Ansatz) eingesetzt. Fir die Testung
der Aktivitdt der potentiellen Mimivirus-LOX wurde ein 60 pg/ml-Ansatz einer affinitatsgereinigten
Enzympraparation (Abb. 3.9.) verwendet. Die Bildung von 9-HODE durch die Sojabohnen-LOX1 ist auf
die pH-Abhangigkeit des Enzyms zurlckzufihren und wird unter 4.3.4. naher diskutiert.

Katalytische Aktivitit mit Arachidonsdure und Linolsaure unter
hyperoxischen Bedingungen: Die humane ALOXE3 weist unter normoxischen
Bedingungen (Luftsattigung des Reaktionspuffers, O2-Konzentration von ca. 170 yM)
keine messbare Arachidonsaureoxygenaseaktivitat auf. Wenn der Reaktionspuffer
jedoch mit Sauerstoff gesattigt wurde, war eine deutliche katalytische Aktivitat
nachweisbar (Zhen und Brash 2010).
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Abb. 3.14. RP-HPLC-Analysen der Arachidonsiureoxygenierung unter hyperoxischen
Bedingungen. Die Messung der Arachidonsdureoxygenaseaktivitdt der verschiedenen LOX-Isoformen
wurde wie in Material und Methoden beschrieben durchgefiihrt. Vor dem Start der Reaktion wurde der
Reaktionspuffer (PBS) fur 30 Minuten mit reinem Sauerstoff equilibriert. Fir den Ansatz der Sojabohnen-
LOX1 wurden 0,01 pg Protein/ml Aktivitdtsassayansatz verwendet. Flir die Testung der Aktivitdt der
potentiellen  Mimivirus-LOX  wurde ein 60 pg Protein/ml-Ansatz  einer  affinitdtsgereinigten
Enzympréparation (Abb. 3.9.) eingesetzt.

Um zu U0Uberprifen, ob die potentielle Mimivirus-LOX unter hyperoxischen
Bedingungen in der Lage ist, Arachidonsdure zu oxygenieren wurden entsprechende
Experimente durchgefihrt. Dazu wurde der Reaktionspuffer fir ca. 30 Minuten mit
reinem Sauerstoff gespllt und anschlieBend eine Aktivitatsmessung durchgefihrt. Als
Positivkontrolle wurde dabei wieder die gereinigte LOX-1 aus Sojabohnen verwendet. In
Abb. 3.14. sind Beispielchromatogramme flr dieses Experiment zusammengestellt.
Daraus geht hervor, dass wahrend der Inkubation der Sojabohnen-LOX1 mit
Arachidonsaure unter hyperoxischen Bedingungen gro3e Mengen an 15-HETE gebildet
wurden (Chromatogramm C). In der entsprechenden Nichtenzymkontrolle (Inkubation in
Abwesenheit von Enzym, Chromatogramm B) waren hingegen nur geringe Mengen
oxygenierter Fettsduren nachweisbar. Nach der Inkubation der potentiellen Mimivirus-
LOX mit Arachidonsaure unter hyperoxischen Bedingungen waren ebenfalls nur geringe
Mengen von oxygenierten Fettsduren nachweisbar (Chromatogramm A). Es bestand
kein signifikanter Unterschied zur Kontrollinkubation (Nichtenzymkontrolle). Ahnliche
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Ergebnisse wurden erhalten, wenn als Oxygenierungssubstrat nicht Arachidonsaure
sondern Linolsdure verwendet wurde. Diese Daten deuten darauf hin, dass die
potentielle Mimivirus-LOX mit Arachidonsdure und mit Linolsdure auch unter
hyperoxischen Bedingungen keine katalytische Aktivitat aufweist.

Zusammenfassung: Die rekombinante potentielle Mimivirus-LOX weist weder mit
Arachidonséaure noch mit Linolsédure als Substrat eine signifikante Fettsaureoxygenaseaktivitat
auf. Entsprechende Ergebnisse wurden sowohl unter normoxischen als auch unter
hyperoxischen Bedingungen erhalten.

3.3. Rekombinante Expression der putativen Lipoxygenasesequenz in
eukaryontischen Zellen
3.3.1. Konstruktion und Klonierung des eukaryontischen Expressionsplasmids

Unsere bisherigen Aktivitdtsmessungen deuten darauf hin, dass die potentielle
Mimivirus-LOX keine Fettsdureoxygenaseaktivitat aufweist. Diese Daten beweisen
jedoch nicht, dass die virale Gensequenz nicht fiir eine katalytisch aktive LOX kodiert.
So wére es z.B. denkbar, dass fir die regulare Faltung der Polypeptidkette im Rahmen
der Proteinbiosynthese Faltungskatalysatoren benétigt werden, die in prokaryontischen
Expressionssystemen nicht vorhanden sind. Weiterhin ware es denkbar, dass der
Eiseneinbauapparat von E. coli mit der rekombinanten Synthese der Mimivirus-LOX
Uberfordert ist, was sowohl den geringen Eisengehalt der Enzympraparation als auch
dessen katalytische Inaktivitdt erklaren koénnte. Diese Argumentationen wirden
allerdings nicht erklaren, warum entsprechende Expressionsexperimente mit der
humanen ALOX15 und anderen rekombinanten humanen LOX-Isoformen unter
identischen Bedingungen zu aktiven Enzympréparaten gefihrt haben.

Um einen méglichen Einfluss des Expressionssystems zu untersuchen, sollte als
nachstes Uberprift werden, ob die rekombinante Expression der potentiellen Mimivirus-
LOX in einem eukaryontischen Expressionssystem zu einer katalytisch aktiven LOX
fuhrt. FOr die Konstruktion und Klonierung des eukaryontischen Expressionsplasmids
wurde der pcDNAS3.1(-)-Expressionsvektor  verwendet (Abb. 3.15.). Dieser
eukaryontische Expressionsvektor ist so konstruiert, dass er in Bakterien vermehrt
werden kann. Er induziert aber auch die transiente Expression rekombinanter Proteine,
wenn er als rekombinantes Plasmid in eukaryontische Zellen transfiziert wird und dort

als Episom im Zytoplasma vorliegt. Er enthdlt ein Ampicillin- und ein
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Neomycinresistenzgen, was den transfizierten Zellen die Eigenschaft verleiht, auf
Ampicilin- und Neomycin-Nahrmedien zu Uberleben. Dies gilt sowohl fir mit dem
Expressionsplasmid transformierte Bakterien als auch fir eukarontische Zellen, die mit

dem rekombinanten Plasmid transfizierte worden sind.

PUC ori

Abb. 3.15. Schematische Darstellung des pcDNA3.1(-)-
Expressionsplasmids. Erlduterungen siehe Text.

FOr die Umklonierung wurde unter Verwendung der Restriktionsendonukleasen
Xba | und Not | das komplette Mimivirus-LOX-Konstrukt einschlieBlich des Startkodons,
der Hexa-His-tag-Sequenz, der kodierenden cDNA-Region und des endogenen
Stopkodons aus dem konstruierten pET28-Expressionsvektor herausgeschnitten und
mittels Agaroseelektrophorese gereinigt. Der Expressionsvektor wurde ebenfalls mit
beiden Restriktionsenzymen behandelt, und der linearisierte Vektor wurde mittels
Agaroselektrophorese gereinigt. Die beiden gereinigten Restriktionsfragmente wurden
anschlieBend ligiert, und kompetente E. coli-Zellen (XL1-Blue) wurden mit dem
Ligationsansatz transformiert. Die transformierten Bakterien wurden auf einer
Nahragarplatte (Ampicillin als Selektionsmarker) ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Es wuchsen zahlreiche Bakterienklone, die auf Grund ihrer Ampicillinresistenz
das rekombinante Plasmid aufgenommen haben sollten. Von diesen wurden acht
isoliert wachsende Bakterienklone isoliert und Plasmid-DNA prapariert (Minipreps).
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Abb. 3.16. Agarosegelelektrophorese nach analytischer Spaltung der rekombinanten
eukaryontischen Expressionsplasmide. 200-300 ng DNA/ul der Minipreps wurden mit den
Restriktionsendonukleasen Sal | und Hind Il fir 1,5 h inkubiert, und der Spaltansatz wurde mittels
Agarosegelekirophorese  (2%-iges  Agarosegel) analysiert. Das Spaltfragment mit einem
Molekulargewicht von 1,7 kbp deutet auf das Vorhandensein des Mimivirus-LOX-Inserts hin.

AnschlieBend erfolgte eine Kontrollspaltung mit den Restriktionsendonukleasen
Sall und Hind lll, um das 1,7 kbp groBe Insert wieder herauszuspalten. In der
Elektrophorese sollte damit durch die Spaltung ein 1,7 kbp groBes Restriktionsfragment
entstehen, welches das Mimivirus-LOX-Insert reprasentiert. Da der Vektor zusatzlich zu
der fir die Einklonierung des Inserts verwendeten Sall-Stelle noch weitere
Sal I-Erkennungssequenzen in der Vektorsequenz enthalt, sollten bei der Spaltung des
rekombinanten Plasmids theoretisch zwei Fragmente mit einer GréBe von ca. 2,1 kbp,
ein Fragment mit einer GréBe von ca. 1,2 kbp und das 1,7 kbp groBe Insertfragment
nachweisbar sein. Insgesamt entspricht die Summe der Restriktionsfragmente 7,1 kbp.
Ein solcher Wert kann auf Grund der GrdoBe des Vektors (5,4 kbp und des Inserts
(1,7 kbp) vorhergesagt werden. Ein passendes Spaltmuster wurde flr die Klone 3, 4, 5,
7 und 8 erhalten (Abb. 3.16.).

Nach der analytischen Agarosegelelektrophorese wurden die DNA-
Konzentrationen in den Minipreps der positiven Klone bestimmt. Die entsprechenden
analytischen Werte sind in Tabelle 3.7. zusammengestellt. Daraus geht hervor, dass die

DNA Konzentrationen in den verschiedenen Praparationen zwischen 530 und 660 ng/ul
variierten.

98



DNA-Konzentration
Proben-Nummer ((:‘ g /ﬁl)t 2ie
Klon 3 533
Klon 4 630
Klon 5 573
Klon 7 638
Klon 8 659

Tab. 3.7. Fotometrische Bestimmung des DNA-Gehalts in fiinf Plasmid-DNA-Praparationen
(Minipreps). Die Analyse des DNA-Gehaltes der verschiedenen Minipreps erfolgte wie in Material und
Methoden beschrieben.

Zur weiteren Analytik und zur eukaryontischen Expression der potentiellen
Mimivirus-LOX wurde der Klon 8 verwendet. Um direkte Sequenzinformationen zum
Expressionsplasmid zu erhalten, wurde die N-terminale Sequenz des rekombinanten
Expressionsplasmids unter Verwendung des kommerziellen T7-Sequenzierungsprimers
sequenziert (Abb. 3.17.). Die experimentell ermittelte DNA-Sequenz wurde am
Computer in die entsprechende Aminosauresequenz umgeschrieben und anschlieBend
mit der aus der Datenbank extrahierten Aminosauresequenz der potentiellen Mimivirus-
LOX verglichen. Dabei konnte eine 100%-ldentitat der experimentellen Daten mit der
theoretischen Aminosauresequenz festgestellt werden, die aus der Nukleotidsequenz
des entsprechenden Expressionsplasmids ermittelt wurde. Aus diesen Daten lie3 sich
demzufolge ableiten, dass sich wahrend des Klonierungsprozesses keine Mutation
eingeschlichen hatte, so dass eine eventuelle katalytische Inaktivitat des rekombinanten
Enzyms nicht auf Klonierungsartefakte zuriickzuflihren sein kann. Einschrdnkend muss
dabei jedoch erwdhnt werden, dass nur die N-terminalen 260 Aminosauren durch
experimentelle Daten gesichert wurden. Fir die C-terminalen Anteile der Aminoséure-
zusammensetzung wurde aus Kostengriinden auf eine direkte Sequenzierung des
rekombinanten Expressionsplasmids verzichtet. Dieser Verzicht birgt allerdings die
Gefahr, dass unentdeckte Mutationen in diesem Bereich des Expressionsplasmids dazu
fihren kdnnten, dass die Expression des rekombinanten Proteins kompromitiert wird.
Alternativ kdnnte das rekombinante Protein auch mutationsbedingt seine katalytische
Aktivitat verlieren, was die Expression einer inaktiven LOX zur Folge hatte.

Zusammenfassung: Die cDNA des N-terminalen His-tag-Fusionsproteins der potentiellen
Mimivirus-LOX wurde erfolgreich aus dem bakteriellen Expressionsvektor pET28 in den
eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3.1 umkloniert.
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Abb. 3.17. DNA-Sequenzierung des N-terminalen (5-Region) Anteils des rekombinanten
Expressionsvektors der potentiellen Mimivirus-LOX. Rot: Startkodon des rekombinanten Proteins.
Blau: Hexa-His-tag-Sequenz. Grin: N-terminale Sequenz der nativen (Nichtfusionsprotein) potentiellen
Mimivirus-LOX. Obere Zeilen: Experimentell ermittelte Sequenz des Expressionsplasmids. Mittlere
Zeilen: Antisensesequenz des rekombinanten Expressionsplasmids. Untere Zeilen: Aus der
Nukleotidsequenz abgeleitete N-terminale Aminosauresequenz des rekombinanten Fusionsproteins.
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3.3.2. Eukaryontische Expression des rekombinanten Proteins

Zur eukaryontischen Expression wurde das Expressionsplasmid in HEK293-Zellen
transfiziert und das rekombinante Protein wie im Methodenteil beschrieben exprimiert.
Nach der Expressionsperiode wurden die Zellen geerntet und mittels
Ultraschallbehandlung lysiert.  Zelltrimmer wurden abzentrifugiert und der
Lysatlberstand fir weitere Analysen (Immunoblot mit einem anti-His-tag-Antikérper,

Aktivitatsassay mit Arachidonsaure als Substrat) verwendet.

3.3.2.1. Testung der Expression des rekombinanten Proteins durch Immuno-
blotting

Verschiedene Aliquots des Lysatlberstandes von transfizierten HEK-Zellen
wurden zur SDS-PAGE aufgetragen. Nach der Proteintrennung wurden die getrennten
Proteinbanden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert, und der Blot wurde mit Hilfe
eines Anti-His-tag-Antikbrpers gefarbt. Dabei lieBen sich keine immunoreaktiven
Banden nachweisen. Diese Daten deuten darauf hin, dass das rekombinante His-tag-
Fusionsprotein nicht bzw. nicht in ausreichender Menge in transfizierten HEK-Zellen

exprimiert wurde.

3.3.2.2. Testung der rekombinanten Expression mittels Aktivitatsassay

Obwohl sich im Immunoblot keine immunoreaktive Bande nachweisen liel3, wurde
mit einem Teil des HEK-Zelllysatlberstandes ein Aktivitdtsassay mit Arachidonséaure als
Oxygenierungssubstrat  durchgefiihrt. Dazu wurde der Lysatlberstand mit
Arachidonsaure (250 uM finale Arachidonsdurekonzentration im Assay) in PBS flir 15
Minuten inkubiert und die dabei entstandenen Oxygenierungsprodukte mittels RP-HPLC
analysiert. Als Positivkontrolle wurde die rekombinant exprimierte humane ALOX5
verwendet. In Abb. 3.18. sind Beispielchromatogramme fir das Experiment der
Arachidonsaureoxygenierung zusammengestellt. Daraus geht hervor, dass wahrend der
Inkubation von Arachidonsdure mit dem Lysatlberstand, der nach Transfektion von
HEK-Zellen mit der humanen ALOX5 gewonnen wurde, groBe Mengen an 5-HETE
gebildet wurden (unteres Chromatogramm). In der entsprechenden Nichtenzymkontrolle
(kein Lysattberstand in der Inkubation) waren hingegen nur geringe Mengen
oxygenierter Fettsauren nachweisbar (oberes Chromatogramm). Nach der Inkubation
des LysatlUberstandes, der nach Transfektion von HEK-Zellen mit der potentiellen

Mimivirus-LOX erhalten wurde, waren ebenfalls nur geringe Mengen an oxygenierten
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Fettsduren nachweisbar (mittleres Chromatogramm). Es konnten keine signifikanten
Unterschiede zur Nichtenzymkontrolle nachgewiesen werden.
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Abb. 3.18. RP-HPLC-Analysen der Arachidonsaureoxygenierungsprodukte. Die Arachidonsaure-
oxygenaseaktivitat der verschiedenen LOX-Isoformen wurde wie in Material und Methoden beschrieben
durchgefiihrt. Fir den Ansatz der humanen ALOX5 wurde rekombinant exprimiertes Enzym (20 pg
Gesamtprotein  eines  bakteriellen  Lysatiberstandes) eingesetzt. Fir die Testung der
Arachidonsaureoxygenaseaktivitdt ~ der  potentiellen  Mimivirus-LOX  wurden 20 uyg  einer
affinitatsgereinigten Enzympréaparation (Abb. 3.9.) verwendet.

Gemeinsam mit den Daten des Immunoblots deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass
die potentielle Mimivirus-LOX in diesem eukaryontischen Expressionssystem nicht

exprimiert wurde.

Zusammenfassungq: Die potentielle Mimivirus-LOX konnte, im Unterschied zur humanen ALOX5
in HEK-Zellen nicht exprimiert werden. Im Immunoblot konnte kein His-tag-Fusionsprotein
nachgewiesen werden, und Aktivititsassays ergaben keine Hinweise auf eine
Arachidonséaureoxygenaseaktivitat in transfizierten Zellen.
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3.4. Charakterisierung des ko-gereinigten unbekannten bakteriellen Proteins
3.4.1. Elektrophoretische Trennung der rekombinant exprimierten potentiellen
Mimivirus-LOX vom ko-gereinigten bakteriellen Protein

Bei der affinitatschromatographischen Reinigung der rekombinanten potentiellen
Mimivirus-LOX aus dem Bakterienlysatiiberstand (Abb. 3.9.) wurde festgestellt, dass
das rekombinante virale Protein mit einem unbekannten bakteriellen Protein koeluiert
wurde. Um zusatzliche Daten zu den beiden kogereinigten Proteinen zu erhalten und
insbesondere die chemische Identitdt des unbekannten bakteriellen Proteins zu
identifizieren, wurden die beiden Proteine mittels SDS-PAGE voneinander getrennt und
die geféarbten Proteinbanden aus dem SDS-Gel herausgeschnitten (Abb. 3.19). Nach
einem in-vitro-Trypsinverdau beider Proteine wurden die proteolytischen Spaltprodukte
mittels LC/MS analysiert und theoretischen Spaltmustern verschiedener E. coli-Proteine
zugeordnet.

70 kDa — ...

55 kDa— w.. ° EJ.

Abb 3.19. SDS-PAGE der Elutionsfraktionen Elu1 und Elu2 der Ni-Agarose Affinitéats-
chromatographie eines bakteriellen Lysatiiberstandes. Die rot umrandeten Proteinbanden wurden
aus dem SDS-Gel herausgeschnitten und mittels in-vitro-Trypsinierung verdaut. Das entstandene
Spaltpeptidmuster wurde anschlieBend tber LC/MS quantifiziert und mit den theoretisch vorhergesagten
Spaltpeptidmustern von E. coli-Proteinen verglichen.

Die Ergebnisse dieses Vergleichs sind in Tabelle 3.8. zusammengefasst. Diese
Daten deuten darauf hin, dass es sich bei dem ko-gereinigten E. coli-Protein um das
friher bereits beschriebene bifunktionale Polymyxin Resistance Protein ArnA handelt.
Dieses E. coli-Protein wird durch den hdchsten Ahnlichkeitsscore (3675), eine 33%-ige
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Sequenzidentitat und ein Sequenzcoverage von 65 % ausgezeichnet. AuBerdem passt
das Molekulargewicht von > 74 kDa zur experimentellen Beobachtung, dass dieses
E. coli-Protein in der SDS-PAGE weniger weit wanderte als die potentielle Mimivirus-

LOX mit ihrem theoretischen Molekulargewicht von ca. 67 kDa.

Signifi- Accession . Sequence Coverage
Sample G T Protein Name Score MW Identity (%) (%)
Bande 1 | significant | ARNA_ECOLI | C#4097 Bifunctional polymyxin resistance protein 3675 | 74242 33 65
Bande 1 significant P17169 Glutamine-fructose-6-phosphate
GLMS_ECOLI aminotransferase 2320 66853 24 67
Bande 1 significant YL064_MIMIV QSUPE1 Uncharacterized protein L64 659 67130 18 50
Bande 1 significant CH60_ECOLI A7ZV12 60 kDa chaperonin 303 57293 12 35
Bande 1 significant ALBU_BOVIN P02769 272 69248 1 2
Bande 1 significant SDHA_ECOLI PO::‘[(J);Jn?uccinate dehydrogenase flavoprotein 230 64381 5 21
Bande 1 significant DANK_ECOLI A7ZVV7 Chaperone protein DnaK 203 69088 5 14
Bande 1 significant RS1_ECOLI POAG69 30S ribosomal protein S1 171 61121 6 22
Bande 1 significant PPID_ECOLI POADY1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D 164 68108 4 9
Bande 1 significant FTSH_ECOLI POI/;;ASLS ATP-dependent zinc metalloprotease 160 70663 4 15
Bande 1 significant K2C1_HUMAN P04264 Keratin, type Il cytoskeletal 1 141 65999 5 11
Bande 1 significant HTPG_ECOLI A7ZXD1 Chaperone protein HtpG 107 71378 3 7

Tab. 3.8. Identifizierung des unbekannten E. coli-Proteins, dass bei der Affinititschromatographie
an Ni-Agarose mit der potentiellen rekombinanten Mimivirus-LOX kogereinigt wurde. Die
Proteinbande 1 wurde aus dem SDS-Gel (Abb. 3.19) herausgeschnitten und einem in-vitro-Trypsinverdau
unterworfen. Die proteolytischen Spaltprodukte wurden anschlieBend mittels LC/MS analysiert und mit
theoretischen Spaltmustern verschiedener E. coli-Proteine verglichen.

Die Schlussfolgerung, dass das Bande 2-Protein (Abb. 3.19.) die rekombinante
potentielle Mimivirus-LOX représentiert, konnte durch den Vergleich des experimentell
ermittelten tryptischen Spaltmusters mit dem flir dieses Protein vorhergesagte
Spaltmuster untermauert werden (siehe Tab.4.2.) Die meisten anderen
Kandidatenproteine weisen deutlich niedrigere Ahnlichkeitswerte (MW, Scores) auf.

Damit kann zusammenfassend geschlussfolgert werden, dass das ko-gereinigte
E. coli-Protein, welches einen Komplex mit der rekombinanten potentiellen Mimivirus-
LOX bildet, das bifunktionale Polymyxin Resistance Protein ArnA ist. Es bleibt jedoch
unklar, warum dieses bakterielle Protein relativ spezifisch an die rekombinant potentielle
LOX bindet.

Zusammenfassungq: Beim kogereinigten E. coli-Protein, welches mit der rekombinanten
potentiellen Mimivirus-LOX einen hochmolekularen Proteinkomplex bildet, handelt es sich um
das bifunktionale Polymyxin Resstance Protein ArnA.
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4. Diskussion
4.1. Vorkommen und biologische Rolle von Lipoxygenasen

Lipoxygenasen sind wesentliche Funktionstrager im oxidativen
Fettsduremetabolismus, da sie durch Peroxidation mehrfach ungesattigter Fettsauren
(FSn) zur Synthese bioaktiver Lipidmediatoren beitragen (Taylor und Morris 1983).
Diese Lipidmediatoren kénnen sowohl pro- (z.B. Leukotriene) als auch anti-
inflammatorische (z.B. Lipoxine, Resolvine) Eigenschaften aufweisen (Abb. 1.6.). Damit
sind LOXn an der Regulation von Entziindungsprozessen beteiligt und stellen wichtige
Komponenten des adaptiven bzw. nicht-adaptiven Immunsystems dar. In hdéher
entwickelten Pflanzen und Tieren kommen LOXn weit verbreitet vor. In niederen
eukaryontischen Organismen (Algen, Pilze, Moose, Protisten, Wirbellose) wurden LOXn
ebenfalls beschrieben (Horn et al. 2015); sie kommen aber mit deutlich geringerer
Frequenz vor. Auch in Bakterien konnten LOXn vereinzelt nachgewiesen werden
(Hansen et al. 2013). Obwohl die Anzahl charakterisierter bakteriellen LOX-Isoformen in
den letzten Jahren auf Grund der steigenden Verfligbarkeit komplett sequenzierter
bakterieller Genome deutlich zugenommen hat (Porta und Rocha-Sosa 2001; Vance et
al. 2004; Koeduka et al. 2007), deutet eine systematische Suche nach LOX-&hnlichen
Sequenzen in den bisher sequenzierten Bakteriengenomen darauf hin, dass solche
Sequenzen nur in weniger als 0,5 % aller Bakterien vorhanden sind. Aus den
verfligbaren Sequenzdaten konnte geschlussfolgert werden, dass bakterielle LOXn
nicht durch einen kontinuierlichen Entwicklungsprozess gebildet wurden, sondern durch
horizontalen Gentransfer aus héher entwickelten Organismen in bakterielle Genome
eingefihrt wurden (Hansen et al. 2013; Koeduka et al. 2007).

Unklar blieb dabei die biologische Rolle bakterieller LOXn (Hansen et al. 2013;
Koeduka et al. 2007). Allerdings wurden in den letzten Jahren aus neueren
experimentellen Daten verschiedene Hypothesen zur biologischen Rolle von
bakteriellen LOXn abgeleitet, die derzeit experimentell Gberprift werden (Banthiya et al.
2016) (Abb. 4.1.):

i) Beteiligung an der Bildung von Biofilmen (Deschamps et al. 2016). Dabei konnte
festgestellt werden, dass die LOX von P. aeruginosa auf einem hoheren Niveau
exprimiert wird, wenn sich das Bakterium im Wachstumsmodus flr die Ausbildung von
Biofilmen befindet. Es bleibt aber unklar, in welcher Art und Weise sich das Enzym an
der Biofilmbildung beteiligt.
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i) LOX als Teil des Sauerstoffsensors: Die meisten LOXn von Saugetieren
besitzen eine hohe Affinitat fir Sauerstoff, was durch Km-Werte fir Sauerstoff im ein-
bis zweistelligen mikromolaren Bereich belegt wird (Juranek et al. 1999). Fir die LOX
von P. aeruginosa wurde jedoch ein Km-Wert bestimmt, der mehr als eine
GroBenordnung héher ist (Kalms et al. 2017). Bei den aktuellen
Sauerstoffkonzentrationen in biologischen Systemen (Luftsattigung) bedeutet ein solch
hoher Km-Wert, dass das Enzym in vivo nicht unter Sattigungsbedingungen aktiv ist.
Solche kinetischen Parameter sind typisch flir Sensorproteine, da die
Reaktionsgeschwindigkeit der Lipoxygenierung von den aktuellen
Sauerstoffkonzentrationen abhangt. Damit wirde die Bildung von Lipidperoxiden von
der aktuellen Sauerstoffkonzentration abhangen. Es bleibt jedoch weitgehend unklar,
wie die zellularen Konzentrationen von Lipidhydroperoxiden gemessen werden und
tber welchen Mechanismus dieses Signal die Anpassung des Stoffwechsels an die
aktuellen Sauerstoffkonzentrationen bewirkt.

i) Bildung anti-inflammatorischer Lipoxine zur Herunterregulation der
Immunantwort des Wirtsorganismus (Banthiya et al. 2016). In vitro ist die LOX von
P. aeruginosa in der Lage, verschiedene Substrate (15-HETE, 5,6-DiIHETE) zu anti-
inflammatorischen Lipoxinen umzuwandeln. Pro-inflammatorische Leukotriene werden
hingegen von diesem Enzym nicht gebildet (Banthiya et al. 2016). Sollten sich diese
Ergebnisse auf die in-vivo Situation Ubertragen lassen, wirde das bedeuten, dass die
P. aeruginosa-LOX die Immunreaktion der Wirtsorganismus auf das Pathogen durch die
Bildung immunsuppressiver Mediatoren herunterregulieren kénnte. Diese Reaktion
kénnte Teil eines evolutionaren Evasionsmechanismus sein, der dem Pathogen das
Uberleben innerhalb des Wirtsorganismus erleichtert.

iv) Erhéhung der Invasivitat und Pathogenitat bakterieller Krankheitserreger durch
Peroxidation von Membranlipiden der Wirtszellen (Banthiya et al. 2016). Um dem
humoralen Immunsystem von Wirtsorganismen zu entgehen, haben verschiedene
Pathogene die Fahigkeit entwickelt, in Wirtszellen einzudringen und sich dort zu
vermehren. Als Teil dieser Evasionsstrategie ist es aber nétig, die Plasmamembran der
Wirtszellen zu Uberwinden (intrazellulare Pathogene). Eine Mdglichkeit diese Aufgabe
zu lésen, besteht darin, die Plasmamembran zeitlich begrenzt permeabel zu machen.
Dies kdnnte dadurch geschehen, dass die Membranphospholipide oxidiert werden,
wodurch die Struktur der Lipiddoppelschicht der Membran gestért wirde. Durch
Clusterung der oxidativ modifizierten Membranlipide k&me es zur Bildung ,hydrophiler
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Poren® in der Membran, durch die Pathogene eindringen kénnen. Die hydrophilen
Peroxylipide kénnen anschlieBend durch zellulare Reparaturprozesse wieder aus den
Membranen entfernt werden, so dass eine osmotische Zytolyse verhindert wird. Bei
Zellen, die nur Uber beschrankte Reparaturkapazitaten verfligen (z.B. Erythrozyten),
kénnte diese Oxidation der Membranlipide jedoch zum Zelltod fihren (Banthiya et al.
2015).

higher expression high K, -value
in biofilm mode for oxygen

biofilm oxygen
formation sensing

Bacterial
LOXs

o

pathogenicity immune evasion
factor strategy

host cell membrane lipoxin formation
oxygenation (anti-infalmmation)

7,

N

Abb. 4.1. Mégliche biologische Funktionen bakterieller LOXn. Erlauterungen siehe Text.

Obwohl diese Konzepte durch eine Reihe von in vitro-Daten unterstiitzt werden,
liegen derzeit noch keine Uberzeugenden Beweise fiir die in vivo-Glltigkeit einer dieser
Hypothesen vor. Damit muss die Frage nach der biologischen Rolle bakterieller LOXn
als unbeantwortet angesehen werden.

In den Genomen von Archaeen und von Viren konnten bisher noch keine
funktionellen LOX-lIsoformen nachgewiesen werden. Diese Daten beweisen jedoch
nicht, dass LOXn in diesen biologischen Systemen nicht vorkommen. Es scheint
durchaus  mdglich, dass solche Enzyme vereinzelt vorkommen. Ihre

Verbreitungssequenz ist aber verglichen mit der Vorkommensrate bei Sdugetieren eher

gering.

4.2. Vorkommen von LOXn bei Viren
4.2.1. LOX-ahnliche Sequenzen bei Viren

Wenn man untersuchen méchte, ob auch Viren tGber LOXn verfligen, so bieten
sich Megaviren als aussichtsreiche Untersuchungsobjekte an. Megaviren stellen
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Ubergangsformen zwischen Viren und einzelligen Lebewesen dar und verfiigen (iber
relativ groBBe und sehr variable Genome (Abb. 4.2.).

In der Literatur ist gut belegt, dass die in Amdben vorkommenden Megaviren ihr
Genom durch horizontalen Gentransfer erweitern und damit Gene auch auf andere
Lebewesen Ubertragen kénnen. Dabei ist von wesentlicher Bedeutung, dass viele
Megaviren einen sympatrischen Lebensstil pflegen und verschiedene Amdbenstdmme
befallen kénnen (Chien et al. 2004; Cazalet et al. 2004; Gléckner et al. 2008; La Scola
et al. 2004; Ogata et al. 2006).

Genome size (kilobase pairs)
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Abb. 4.2.: Virion- und GenomgrdBen reprasentativer Megaviren und Virophagen von Amdében.
(Aherfi et al. 2016)

Diese Eigenschaften beglnstigen den horizontalen Genaustausch zwischen
verschiedenen Spezies durch Megaviren. Besonders das groBe Genom der Mimiviren
stellt ein Reservoir an Genen verschiedener Mikroorganismen dar, das evolutionar
durch Genakquisition und Genkonservierung zustande gekommen ist (Moliner et al.

2010). In ihrem Existenzumfeld innerhalo der Amdben treffen Mimiviren auf
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verschiedene andere intrazellular lebende Bakterien, Pilze bzw. andere Viren
(sympatrischer Lebensstil), so dass ein Genaustausch leicht mdglich wird (Abb. 4.3.).

L
BACTERIA VIRUSES .

Y
;-

NCLDVs other than
I Mimiviridae and Marseillevirus

Genome size of intracellular organisms

o A OEBA
feed bn bacteria
T

Promiscuity between the DNA of replicating viruses and bacteria
Rate of lateral gene transfers

Major evolutionary driving forees:
sLateral gene transfers
«Gene duplications

+3

GIANT VIRUSES WITH COMPLEX CHIMERIC GENOMES

Abb. 4.3.: Intra-amobialer Lebensstil als Quelle komplexer chimerer Genome. Farbige Vierecke, die
ein ,G" enthalten stellen Gene verschiedenen Ursprungs dar (Bakterien, Viren, Eukaryonten) (Modifiziert
nach Colson and Raoult 2010)

Die meisten der in Mimiviren importierten Gene sind dabei bakterieller Herkunft
(Raoult und Boyer 2010), was sich aus der hohen Sequenzhomologie von mimiviralen
und bakteriellen Genen schlussfolgern lasst (Moliner et al. 2010; Moreira und Brochier-
Armanet 2008). Nur etwa 10 % der akquirierten mimiviralen Gene stammen nicht von
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intrazellularen Bakterien, sondern vom Wirtsorganismus Amdbe (Moliner et al.2010;
Filée et al. 2008; Moreira und Brochier-Armanet 2008).

Eine systematische Analyse von viralen Genomen hinsichtlich des
Vorhandenseins LOX-&hnlicher Sequenzen ist bisher in der Literatur nicht dokumentiert,
und katalytisch aktive virale LOXn wurden bislang nicht beschrieben. In vorbereitenden
Untersuchungen zu dieser Arbeit wurde durch den Vergleich der Aminosauresequenzen
verschiedener pro- und eukaryontischer Lipoxygenasen (humane ALOX15
[NP_001131], humane ALOX5 [NP_000689], Zebrafisch-LOX [NP_955912.1], 8R-LOX
der Koralle Plexaura homomalla [AAC47283.1], LOX des Bakteriums Pseudomonas
aeruginosa [AAL85880.2]) mit dem Genom eines Mimivirus aus Acanthamoeba
Polyphaga eine Proteinsequenz identifiziert, die eine katalytisch aktive LOX darstellen
kénnte (Horn et al. 2015). Diese Sequenz reprasentiert ein Protein mit einem
Molekulargewicht von ca. 67.000 Da. Dieser Wert ist zwar etwas kleiner als die
entsprechenden Parameter der meisten S&ugetier-LOXn (74.000 Da). Trotzdem spricht
das etwas kleinere Molekulargewicht nicht prinzipiell gegen eine mdgliche LOX-Natur
dieses unbekannten viralen Proteins. So zeigt die LOX von P. aeruginosa z.B. ein
Molekulargewicht von 70.000 Da und bewegt sich damit in einer &hnlichen
Molekulargewichtsregion wie das Mimivirusprotein. Obwohl der Grad der
Aminosdureidentitdt verschiedener humaner und muriner ALOX-Isoformen nur
zwischen 13 und 16 % variiert, konnten in der Primarstruktur zwei potentielle
Metallligandenkluster in einem Abstand von ca. 170 Aminosduren detektiert werden.
Diese strukiurelle Eigenschaft des bisher nicht naher charakterisierten
Mimivirusproteins kann als ein Hinweis auf dessen mdgliche LOX-Aktivitat gewertet

werden.

4.2.2. Humanpathogene Viren besitzen keine LOX Gene

Nach der Verbalsuche viraler Genome mit dem Schllsselwort ,Lipoxygenase®
haben wir die kompletten Genome einiger bedeutsamer humanpathogener Viren aus
der Datenbank extrahiert und mit den Sequenzen der humanen LOX-Isoformen
(ALOX15, ALOX15B, ALOX12, ALOX12B, ALOX5, ALOXES3) verglichen (BLAST
search). Diese Strategie hat eine héhere Treffsicherheit als die Verbalsuche, da hierbei
Nukleotidsequenzen direkt miteinander verglichen werden. Leider konnten auch mit
dieser Suchstrategie keine sinnvollen Alignments mit viralen Proteinen erstellt werden.

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass in humanpathogenen Viren keine echten
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LOXn vorkommen (Tab. 4.1.). Damit sollten virale LOXn fur die Pathomechanismen, der
durch diese Viren ausgel6sten Erkrankungen, keine Rolle spielen.

Diese Ergebnisse bedeuten aber nicht, dass LOXn der Wirtszellen bei diesen
Virusinfektionen nicht bedeutsam sein kénnten. Obwohl zu diesem Thema noch keine
direkten experimentellen Daten vorliegen, ist es méglich, dass die Expression humaner
LOXn durch humanpathogene Viren hoch- bzw. herunterreguliert wird. Diese
Vermutung basiert vor allen auf den Befunden, dass es bei allen Virusinfektionen zu
einer Aktivierung von Immunzellen kommt. Bei diesen Aktivierungsprozessen werden
u.a. pro-inflammatorische Botenstoffe (z.B. Leukotriene) von den Immunzellen
freigesetzt, die Gber den LOX-Weg der Arachidonsaurekaskade gebildet werden. Damit

kénnte es zur Hochregulation von Wirtszell-lLOXn durch humanpathogene Viren

kommen.

Virus Erkrankung LOX
SARS virus Schweres akutes Atemwegssyndrom nein
Human immune deficiency virus Humane Immundefizienz (AIDS) nein
Human hepatitis B virus Hepatitis B nein
Human hepatitis C virus Hepatitis C nein
Herpes simplex virus type 1 Herpes simplex nein
Small pox virus Pocken nein
Poliomyelitis virus Kinderlahmung nein
Dengue virus Dengue-Fieber (hdmorrhagisches Fieber) nein
Measles virus Masern nein
Ebola virus Ebola (hdmorrhagisches Fieber) nein

Tab. 4.1. Abwesenheit von LOX-dhnlichen Sequenzen in den Genomen ausgewahlter human-
pathogener Viren. Erlauterungen siehe Text.

Die Expression der humanen ALOX15 wird durch Interleukin-4 (IL4) in
Monozyten/Makrophagen drastisch hochreguliert (Conrad et al. 1992). Verschiedene
gRT-PCR-Untersuchungen haben gezeigt, dass dabei die Expression von CD4 und
CXCR4 herunterreguliert wird (Chaitidis und Kuhn 2005). Beide Zelloberflachenproteine
fungieren als Korezeptoren flir das humane Immundefizienzvirus (HIV), den AIDS-
Erreger. Eine &hnliche Herunterregulation der beiden HIV-Korezeptoren wurde
beobachtet, wenn humane U937-Zellen mit der cDNA der humanen ALOX15 transfiziert
wurden und das funktionelle Enzym in relativ hohen Konzentrationen exprimierten.

Diese Daten deuten darauf hin, dass die Expression der ALOX15 humane Monozyten
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gegen eine Infektion durch HIV schitzen sollte (Chaitidis und Kuhn 2005). Leider wurde
die Gultigkeit dieser Vorhersage bisher nicht in einem funktionellen AIDS-
Infektionsmodell Uberprift. Diese Modelle erfordern methodische Erfahrungen und
spezielle sicherheitstechnische Voraussetzungen, die in unserem Laborbereich nicht
vorhanden sind. Denzufolge konnten entsprechenden Experimente in unserem Labor

nicht durchgefiihrt werden.

4.3. Das putative Mimivirus-LOX-Gen kodiert nicht fiir eine aktive LOX
4.3.1. Die in E. coli exprimierte potentielle Mimivirus-LOX bildet einen hoch-
molekularen Komplex mit einem unbekannten E. coli-Protein

Die vorliegende Dissertation widmete sich nun der Fragestellung, ob die
potentielle Mimivirus-LOX-Gensequenz tatsachlich fiir eine funktionelle virale LOX
kodiert. Um diese Frage zu beantworten, wurde das entsprechende Protein als
rekombinantes N-terminales His-tag-Fusionsprotein in E. coli exprimiert und hinsichtlich
seiner protein-chemischen und enzymatischen Eigenschaften charakterisiert. Dabei
wurde zuerst das Molekulargewicht des rekombinanten Proteins mit Hilfe der SDS-
PAGE bestimmt, wobei sich ein Wert von etwas weniger als 61 kDa ergab.
Entsprechend der Nukleotidsequenz des rekombinanten Expressionsplasmids wurde
ein theoretisches Molekulargewicht von 67.169 Da bestimmt. Um weitere Eigenschaften
des rekombinanten Proteins bestimmen zu koénnen, wurde zundchst die
Expressionsstrategie optimiert. Dazu wurde die kodierende Sequenz in zwei
verschiedene prokaryontische Expressionsplasmide (pET28, pQE9) einkloniert und
dann vergleichende Expressionsuntersuchungen durchgefihrt. Fir die Transformation
von M15-Zellen wurde das pQE-9-Expressionsplasmid verwendet, wahrend DE- bzw.
DES3-E. coli-Zellen mit dem pET28-Plasmid transformiert wurden. Leider konnte mittels
Immunoblot kein rekombinantes Protein nach der Transformation von M15-Zellen mit
dem pQE9-Expressionsplasmid nachgewiesen werden. Diese Daten deuten darauf hin,
dass das Mimivirusprotein in diesem prokaryontischen in-vitro-Expressionssystem nicht
exprimiert werden konnte. Diese Schlussfolgerung wurde auch dadurch bestétigt, dass
keine LOX-Aktivitdt im Lysatlberstand dieser Zellen nachgewiesen werden konnte.
Hingegen wurde im Lysatlberstand von mit pET28 transformierten DE3-Bakterien eine
immunoreaktive Bande im Molekulargewichtsbereich von 60 kDa gefunden (Abb. 3.8.).
Diese Daten bewiesen, dass die potentielle Mimivirus-LOX prinzipiell als rekombinantes
N-terminales His-tag-Fusionsprotein in E. coli exprimierbar ist.
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Zur naheren Charakterisierung des rekombinanten Proteins wurde ein praparativer
Expressionsansatz (500 ml) angesetzt und das Protein aus dem Uberstand des
Bakterienlysats  durch  Affinitdtschromatographie  an  Ni-Agarose  gereinigt.
AnschlieBende SDS-PAGE-Analysen zeigten Uberraschender Weise, dass durch
diesen Reinigungsschritt zwei unterschiedliche Proteine aus dem bakteriellen
Lysatiberstand ko-gereinigt wurden (Abb. 3.9.). Nur die in der SDS-PAGE weiter
wandernde Proteinbande war immunreaktiv und reprasentiert damit das rekombinante
His-tag-Fusionsprotein (potentielle Mimivirus-LOX). Diese Schlussfolgerung wurde
durch Analyse des Musters der tryptischen Spaltfragmente mittels LC/MS bestétigt
(Tab. 4.2.). Die obere Proteinbande repréasentiert ein endogenes E. coli-Protein,
welches mit der potentiellen Mimivirus-LOX einen hochmolekularen nicht-kovalenten
Proteinkomplex bildet, der in der Affinitdtschromatographie Uber den His-tag der
potentiellen Mimivirus-LOX an die Affinitdtsmatrix bindet und so von anderen E. coli-
Proteinen abgetrennt werden konnte.

In der Gelfiltration wanderte der Proteinkomplex mit einem Molekulargewicht von
> 300.000 Da, und diese Daten deuten darauf hin, dass es sich bei diesem Komplex um
ein Proteinpolymer handelt. Ein Heterodimer, dass aus einem Monomer potentieller
Mimivirus-LOX und einem Monomer unbekannten E. coli-Protein besteht, wirde ein
ungefédhres Molekulargewicht von 140-150 kDa aufweisen. Deshalb sollte der
Proteinkomplex ein Heterotetramer oder ein Heterohexamer sein, wobei die SDS-
PAGE-Analysen (Abb. 3.9.) eine ungefdhre 1:1-Verteilung von potentieller Mimivirus-
LOX und unbekanntem E. coli-Protein innerhalb des Proteinkomplexes belegen.

Signifi- Accession " Sequence Coverage
Sample s Number Protein Name Score MwW Identity (%) %)
Bande2 | significant | CH60_ECOLI A7ZV12 60 kDa chaperonin 4916 | 57293 29 83
Bande2 | Significant | YL064_MIMIV Q5UPE1 Uncharacterized protein L64 4895 | 67130 31 71
Bande2 | Significant | ARNA_ECOLI 04%%7 Bifunctional polymyxin resistance protein 1166 | 74242 14 41

L P17169 Glutamine--fructose-6-phosphate
Bande2 | Significant | GLMS_ECOLI aminotransferase [isomerizing] 898 | 66853 10 36
Bande2 | Significant | DLD_ECOLI P06149 D-lactate dehydrogenase 216 | 64572 8 25
Bande2 | Significant | KPYK2_ECOLI P21599 Pyruvate kinase I 192 | 51325 5 20
Bande2 | Significant | SDHA_ECOLI | FPAC4! Suceinate dehydrogenase flavoprotein 125 | 64381 3 10
Bande2 | Significant | PUR9_ECOLI A7’ZDtJm3 Bifunctional purine biosynthesis protein 116 | 57366 5 12

Tab. 4.2. Vergleich des experimentell ermittelten tryptischen Spaltmusters der putativen
Mimivirus-LOX mit dem fiir dieses Protein vorhergesagte Spaltmuster. Die Schlussfolgerung, dass
das Bande 2-Protein (Abb. 3.19.) die rekombinante potentielle Mimivirus-LOX représentiert, konnte
dadurch untermauert werden. Die meisten anderen Kandidatenproteine weisen deutlich niedrigere
Ahnlichkeitswerte (MW, Scores) auf.
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Die chemische Identitdt der potentiellen Mimivirus-LOX, die in bakteriellen
Expressionssystem exprimiert wurde, konnte durch zwei unabhagige Verfahren
identifiziert werden. i) Immunoblotuntersuchungen ergaben, dass sich das
rekombinante Protein mit einem Anti-His-tag-Antikérper anfarben lasst. Dieses Ergebnis
deutet darauf hin, dass es sich bei diesem Protein tatsachlich auf ein His-tag-tragendes
rekombinantes Protein handelt. ii) Die Resultate der LC-MS-Untersuchungen des
Musters der tryptischen Spaltpeptide des immunoreaktiven rekombinanten Proteins
(Tablelle 4.2.) lassen sich am besten damit erklaren, dass es sich bei diesem Protein
um das bisher uncharakterisierte Mimivirusprotein YL064 (potentielle Mimivirus-LOX)
handelt. Der experimentell bestimmte Ahnlichkeitsparameter (31 %), das
Molekulargewicht (67 kDa) und der coverage score (71 %) belegen diese
Schlussfolgerung eindrucksvoll. AuBerdem handelt es sich bei diesem mimiviralen
Protein um das einzige Nicht-E. coli-Protein, das in dieser Proteinbande identifitziert
werden konnte. Alle anderen Kandidatenproteine (Tablelle 4.2.) stellen E. coli-Proteine

dar, die in dieser Region der SDS-PAGE gewandert sind.

4.3.2. Das bifunktionale Polymyxin Resistance Protein ArnA bildet mit der
potentiellen Mimivirus-LOX einen nicht-kovalenten Komplex

Unsere affinititschromatographischen Analysen, die Gelfiltration und die SDS-
PAGE-Analysen haben gezeigt, dass die potentielle Mimivirus-LOX mit einem
unbekannten E. coli-Protein  einen nicht-kovalenten Komplex bildet. Unter
denaturierenden Bedingungen (SDS-PAGE) wird dieser Komplex in seine beiden
Bestandteile zerlegt, die entsprechend ihres unterschiedlichen Molekulargewichtes in
der SDS-PAGE unterschiedlich weit migrieren (Abb. 3.9). Um nahere Aussagen zur
chemischen Identitat des unbekannten E. coli-Proteins zu erhalten, wurde das Protein
mittels SDS-PAGE prapariert und ein tryptischer in-vitro-Verdau durchgefihrt. Die dabei
entstehenden Spaltpeptide wurden mittels LC/MS identifiziert. Die analytischen Daten
wurden in silico mit den theoretischen Spaltmustern (abgeleitet aus der
Aminosauresequenz) aller E. coli-Proteine verglichen. Aus den Ahnlichkeitsparametern
(Tabelle 3.8.) konnten zwei mdgliche Kandidatenproteine in die engere Wahl
einbezogen werden: Das bifunktionale Polymyxin Resistance Protein ArnA zeigte einen
Ahnlichkeitsscore von 3.675 und lag damit hinsichtlich dieses Parameters deutlich vor
der Glutamin-fruktose-6-phosophat-aminotranferase. Ahnliche Schlussfolgerungen
kénnen aus dem Vergleich der Parameter ,Molekulargewicht® und ,Sequenzidentitat*
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gezogen werden. Die aus den tryptischen Spaltmustern errechneten Molekulargewichte
der beiden Kandidatenproteine (74 kDa fur das bifunktionale Polymyxin Resistance
Protein ArnA, 66 kDa fir die Glutamin-fruktose-6-phosophat-aminotranferase) deuten
aber eher darauf hin, dass es sich bei dem unbekannten E. coli-Protein um das
bifunktionale Polymyxin Resistance Protein ArnA handelt. Das 66-kDa-Protein
Glutamin-fruktose-6-phsophat-aminotranferase sollte in der SDS-PAGE gemeinsam mit
der potentiellen Mimivirus-LOX wandern (theoretisches Molekulargewicht von 67 kDa)
und nicht so deutlich von diesem Protein abgetrennt werden kénnen (Abb. 3.9.). Beim
Vergleich des Parameters ,Sequenzidentitat” (Tabelle 3.8.) wurde flr das bifunktionale
Polymyxin Resistance Protein ArnA eine 33%-ige Sequenzidentitdt mit dem
unbekannten E. coli-Protein festgestellt werden. Dieser Wert liegt deutlich Gber dem
entsprechenden Parameter, der fir Glutamin-fruktose-6-phsophat-aminotranferase
(22%-iger Sequenzidentitatsscore) ermittelt wurde. Beim ,Coverage Score®, der angibt,
wie viel % der Primarstruktur in den analytischen Daten abgebildet wird, unterscheiden
sich beide Kandidatenproteine nur unwesentlich voneinander.

Zusammenfassend kann aus dem Vergleich der Identitdtsparameter
geschlussfolgert werden, dass es sich bei dem unbekannten E. coli-Protein, welches
mit der rekombinanten potentiellen Mimivirus-LOX einen nicht-kovalenten
Proteinkomplex bildet, um das bifunktionale Polymyxin Resistance Protein ArnA
handelt. Die molekulare Basis, die dieser selektiven Komplexbildung zugrunde liegt,
sowie die Struktur des hochmolekularen Proteinkomplexes konnten im Rahmen dieser
Arbeit jedoch nicht aufgeklart werden.

4.3.3. Biologische Bedeutung des bifunktionale Polymyxin Resistance Protein
ArnA

Als bifunktionelles Enzym katalysiert das Polymyxin Resistance Protein ArnA zwei
unterschiedliche Reaktionen: i) Oxidative Dekarboxylierung von UDP-Glucuronsaure zu
4-Ketoarabinose und ii) Addition einer Formylgruppe an UDP-4-Amino-4-
deoxyarabinose, was zur Bildung von UDP-4-Formamido-4-deoxyarabinose fihrt. Die
so modifizierte Arabinose wird an das Lipid A angehangt. Lipid A ist ein
Strukturbaustein des bakteriellen Membarnbestandteils LPS (Lipopolysaccharide), der
als Ligand fir den Toll-like Rezentor 4 fungiert und damit fir die Initierung der
Immunantwort auf gramnegative Bakterien bedeutsam ist (Yan et al. 2007). AuBBerdem

ist ArnA mitverantwortlich flr die Resistenz mancher gramnegativer Bakterien
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gegenlber Polymyxin und anderen kationischen antimikrobiellen Peptiden (Breazeale
et al. 2002; Breazeale et al. 2005). Die Dekarboxylasedomane dieses bifunktionalen
Enzyms wurde kristallisiert, die Kristallstruktur mit einer molekularen Auflésung von
2,5 A gelést (PDB-ID: 1Z74; Abb. 4.4.) und die Km-Werte fiir NAD und fiir UDP-
Glukoronsaure wurden bestimmt (Gatzeva-Topalova et al. 2004). Warum dieses
bakterielle Enzym so selektiv mit der rekombinanten potentiellen Mimivirus-LOX einen
hochmolekularen Proteinkomplex bildet, kénnte in weiterfihrenden mechanistischen

Untersuchungen aufgeklart werden.

Abb. 4.4. Kristallstruktur der Decarboxylasedoméne des bifunktionalen Polymyxin Resistance
Proteins ArnA aus E. coli. Quelle PDB-Eintrag 1Z74.

4.3.4. Die potentielle Mimivirus-LOX zeigt keine Fettsaureoxygenaseaktivitat unter
normoxischen Bedingungen

FUr unsere Untersuchungen war es besonders wichtig herauszufinden, ob das
rekombinante His-tag-Fusionsprotein katalytische LOX-Aktivitat aufweist. Um diese
Frage zu beantworten, wurden zwei unabhangige analytische Verfahren angewendet:

i) Eisenbestimmung: Katalytisch aktive LOXn tragen am aktiven Zentrum pro
Enzymmolekdl ein lon Eisen oder Mangan. Wir untersuchten den Eisen- und
Mangangehalt unserer gereinigten Proteinpraparation und mussten feststellen, dass nur
etwa jedes zehnte Proteinmolekil ein Eisenion enthielt. Bei Mangan war das
Protein:Metall-Verhaltnis noch geringer. Diese Daten sprechen nicht daflr, dass es sich
bei der potentiellen Mimivirus-LOX um eine katalytisch aktive LOX handelt. Unter
vergleichbaren Bedingungen konnte flir die rekombinante P. aeruginosa-LOX ein

Eisengehalt von mehr als 95 % ermittelt werden (Banthiya et al. 2016).
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i)  LOX-Aktivitdtsassays: 1 bzw. 5pl der Elutionsfraktionen  der
Affinitdtschromatographie wurden mit Arachidonsaure bzw. Linolsdure in PBS fur 15
Minuten inkubiert. Die wahrend dieser Inkubation entstandenen Oxygenierungsprodukte
der Substratfettsduren wurden mittels HPLC analysiert und als Mal3 der LOX-Aktivitat
des rekombinanten Proteins quantifiziert. Parallel zu den Inkubationsansatzen, in denen
sich die rekombinante potentielle Mimivirus-LOX befand, wurden eine
Nichtenzymkontrolle (keine Enzymzugabe) und eine Positivkontrolle (Zugabe von
gereinigter kommerzieller Sojabohnen-LOX1) mitgeflhrt. Wahrend sich im Ansatz der
Positivkontrolle sowohl mit Arachidonsdure als auch mit Linolsdure groBe Mengen an
oxygenierten Fettsduren nachweisen lieBen, war das bei der Nichtenzymkontrolle und
der potentiellen Mimivirus-LOX nicht der Fall. Aus diesen Ergebnissen muss
geschlussfolgert werden, dass die rekombinante potentielle Mimivirus-LOX keine
messbare LOX-Aktivitdt aufweist. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
negativen Ergebnissen der Metallanalytik (s.o.).

Die Sojabohnen-LOX1, die flr unsere Aktivitdtsassays als Positivkontrolle
verwendet wurde, oxygeniert Linolsaure am pH-Optimum des Enzyms (pH = 9,5)
selektiv. zu 13S-H(p)ODE. Bei niedrigeren pH-Werten verandert sich die
Reaktionsspezifitdt des Enzyms dahingehend, dass zusatzlich zum 13S-H(p)ODE auch
noch 9S-H(p)ODE gebildet wird (Gardner 1989). Da unsere Aktivitatsassays bei pH 7,4
durchgefihrt wurden, konnte erwartet werden, dass neben dem Hauptprodukt
13-H(p)ODE in der Positivkontrolle auch geringere Mengen an 9-H(p)ODE als
Nebenprodukt nachgewiesen werden sollten. Dieser Nachweis gelang durch die
analytischen RP-HPLC, bei der unter unseren chromatographischen Bedingungen
13-HODE und 9-HODE partiell voneinander getrennt werden konnten (Abb. 3.12.). Ein
Vergleich der UV-Spekiren, die wahrend der chromatographischen Analyse
aufgezeichnet wurde ergab, dass das Absorptionsmaximum des spater eluierten
9-HODE (Amax = 233 nm) verglichen mit dem friher eluierten 13-HODE (Amax =
234 nm) geringfugig in den kurzwelligen Bereich verschoben wurde. Diese Daten
erklaren den zweigipfligen Verlauf des Chromatogramms der Reaktionsprodukte
(Abb. 3.12.). Ein &hnliches doppelgipfliges Chromatogramm wurde fiir die Oxidation von
Arachidonsaure durch die Sojabohnen-LOX1 erhalten (Abb. 3.13.). Hier wurde wie
erwartet 15-H(p)ETE als dominantes Oxygenierungsprodukt gebildet. Als Nebenprodukt
konnte 11-HETE in signifikanten Mengen nachgewiesen werden. Ein nahezu
identisches Produktmuster der Sajobohnen-LOX1 (dominante Bildung von 15-H(p)ETE
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und geringere Mengen an 11-H(p)ETE als Nebenprodukt) wurde auch unter

hyperoxischen Bedingungen identifiziert.

4.3.5. Die potentielle Mimivirus-LOX zeigt keine Fettsdureoxygenaseaktivitat unter
hyperoxischen Bedingungen

Die humane ALOXES fungiert ahnlich wie die potentielle Mimivirus-LOX unter
normoxischen Bedingungen nicht als Fettsdureoxygenase. Fur dieses Enzym finden
man eine kinetischen lag-Phase, die sich Uber Stunden erstrecken kann (Brash et al.
1997). Kinetische lag-Phasen sind auch flir andere LOXn beschrieben (Ludwig et al.
1987), dauern aber meist nur wenige Sekunden bis Minuten. Diese kinetische lag-
Phase, deren molekulare Ursache noch nicht eindeutig geklart werden konnte, kann im
Fall der humanen ALOXES durch die Erhéhung der Sauerstoffkonzentration (Hyperoxie)
deutlich verkirzt werden, so dass Aktivitdtsmessungen mit kurzen Inkubationszeiten (2-
20 Minuten) mdglich werden (Zheng und Brash 2010). Um auszuschlieBen, dass die
offensichtliche katalytische Inaktivitdit der potentiellen Mimivirus-LOX auf einem
ahnlichen kinetischen Effekt beruht, haben wir AktivitAitsmessungen unter
hyperoxischen Bedingungen durchgefihrt. Leider konnte auch unter hyperoxischen
Bedingungen keine Arachidonsaureoxygenaseaktivitdt und keine Linolsaureaktivitat

festgestellt werden.

4.3.6. Die potentielle Mimivirus-LOX konnte in HEK-Zellen nicht exprimiert werden

Das von uns untersuchte Mimivirus infiziert vor allem eukaryontische Zellen (z.B.
Amoben). Damit besteht die Mdglichkeit, dass die potentielle Mimivirus-LOX
enzymatisch inaktiv ist, wenn sie in Prokaryonten exprimiert wird. Dies ware u. a. der
Fall, wenn der Eiseneinbauapparat der Prokaryonten das Ubergangsmetall nicht mit der
nétigen Effizienz in das translatierte Protein einbaut. Sollte dies der Fall sein, ware die
von uns beobachtete katalytische Inaktivitait des rekombinanten Enzyms ein
Expressionsartefakt. Um diese Hypothese zu testen, haben wir versucht, die potentielle
Mimivirus-LOX in einem eukaryontischen System zu exprimieren. Zu diesem Zweck
wurden HEK293-Zellen mit einem eukarontischen Expressionsplasmid transfiziert,
welches die kodierende Sequenz der potentiellen Mimivirus-LOX cDNA enthalt. Als
Positivkontrolle wurde die humane ALOX5 mitgefihrt. Leider mussten wir feststellen,
dass die potentielle Mimivirus-LOX in diesem System nicht exprimiert wurde. Im

Immunoblot konnte keine immunoreaktive Bande mit einem entsprechenden
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Molekulargewicht nachgewiesen werden und die entsprechenden Aktivitatsassays
waren ebenfalls negativ. Im Gegensatz dazu konnte bei den Aktivitdtsassays der
humanen ALOX5 (Positivkontrolle) groBe Mengen des Oxygenierungsprodukies
5-H(p)ETE in der HPLC detektiert werden.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt bleibt ungeklart, warum das mimivirale Protein trotz
mehrmaliger Versuche in HEK-Zellen nicht exprimiert werden konnte. Obwohl die
zugehdérige mRNA (RT-PCR) nachgewiesen werden konnte, ergaben sich keine
Hinweise auf die Expression des zugehdrigen rekombinanten Proteins. Die Ursachen
dafir wurden in der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht. Eine mdgliche
Erklarung fir die unterdriickte Translation der potentiellen Mimivirus-LOX-mRNA waére,
dass das rekombinante Protein eine toxische Wirkung auf HEK293-Zellen austibt. Sollte
dies der Fall sein, wirden die Zellen von der Unterdrickung der Translation der
vorhandenen mRNA profitieren. Derzeit gibt es aber keine experimentellen Belege fir
eine toxische Wirkung des rekombinanten Proteins.

4.4. Virus-abhangiger horizontaler Gentransfer und dessen Rolle bei der
Verbreitung von LOXn in irdischen Lebensformen
4.4.1. Biologische Rolle des horizontalen Gentransfers

Als horizontaler Gentransfer wird die Weitergabe genetischen Materials von
einer biologschen Lebensform an eine andere bezeichnet (Syvanen 1994, Syvanen
1982, Syvanen 2012). Im Unterschied zum vertikalen Gentransfer, bei dem genetisches
Material innerhalb einer Spezies von Eltern auf die Nachkommen, Ubertragen wird,
handelt es sich beim horizontalen Gentransfer um eine Weitergabe von genetischen
Informationen zwischen verschiedenen Spezies (Nielsen et al. 1998; Sprague 1991).
Prinzipiell stellt der horizontale Gentransfer selbst in langen evolutionaren Zeitrdumen
ein sehr seltenes Ereignis dar (Hartmann 2004/2005; Nielsen et al. 1998; Clerc und
Simonet 1998; Drége et al. 1998). Er ist jedoch méglich, und sein Vorkommen kann
durch verschiedene Bedingungen positiv bzw. negativ beeinflusst werden. Positiv
beeinflussende Faktoren sind, neben der raumlichen N&dhe von DNA-Donator und DNA-
Akzeptor, eine effiziente DNA-Aufnahme durch den Empfangerorganismus, die
Méglichkeit zur somatischen Rekombination der aufgenommenen Nukleinsaure in
homologen internen Gensequenzen (s.u.), der Dosiseffekt sowie ein Selektionsdruck
auf die Weitergabe des aufgenommenen genetischen Materials an zukinftige
Generationen (van Elsas et al. 2003; Bertolla und Simonet 1999). Obwohl ein
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horizontaler Gentransfer auch negative Folgen flr einzelne Individuen oder flr ganze
Okosysteme haben kann (z.B. Ubertragung von Pestizidresistenzgenen von Pflanzen
auf Krankheitserreger) (Droge et al. 1998; Nielsen et al. 1998; Bertolla und Simonet
1999), sollte er primar als wesentliche Triebkraft der Evolution lebender Systeme
betrachtet werden, die Uber diesen Mechanismus Erbinformationen austauschen
kénnen und damit wesentlich dazu beitragen, dass evolutionar vorteilhafte Merkmale
auch an nicht verwandte Organismen weitergegeben werden kdnnen. In diesem Sinne
stellt der horizontale Gentransfer einen biologischen Prozess dar, der die Evolution der

Arten vorantreibt (Syvanen 1998).

4.4.2. Mechanismen des horizontalen Gentransfers

Prinzipiell ist horizontaler Gentransfer zwischen allen irdischen Lebensformen
moglich (Bertolla und Simonet 1999). Besonders ausgepragt ist er jedoch unter
niederen Organismen, vor allem unter Einzellern. Mechanistisch kann man drei Arten
des horizontalen Gentransfers unterscheiden (van Elsas et al. 2003; Nielsen et al. 1998;
Bertolla und Simonet 1999) (Abb. 4.5.).

Transformation Konjugation Transduktion

b EV-(W|L-CHW
E W w
E),6®

Abb. 4.5. Mechanismen des horizontalen Gentransfers. Erlauterungen siehe Text. Abb. modifiziert
nach Hartmann 2004/2005
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Transformation: Bei der Transformation nimmt eine Zelle genetisches Material
(meist DNA, seltener RNA, da RNA sehr instabil ist und schnell abgebaut wird) aus
seiner unmittelbaren Umgebung auf. Diese Umgebung ist in vielen Fallen der
Extrazellularraum (Lorenz und Wackernagel 1994; Bertolla und Simonet 1999). Wenn
jedoch mehrere parasitare Mikroorganismen gemeinsam in einer Wirtszelle leben, kann
diese Umgebung auch das Zytosol der Wirtszelle sein. Bei der Transformation stellt die
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Plasmamembran der zu transformierenden Zelle eine erhebliche Penetrationsbarriere
dar, da Oligo- bzw. Polynukleotide normalerweise Zellmembranen nicht durchdringen
kénnen. Im Labor kénnen die bakteriellen Plasmamembranen durch die Behandlung
der Zellen mit bestimmten Chemikalien bzw. Enzymen zeitlich begrenzt permeabel
gemacht werden, so dass diese Zellen fir einen gewissen Zeitraum chemisch
kompetent sind und extrazellulare Oligonukleotide aufnehmen kénnen (Lorenz und
Wackernagel 1994). Bestimmte Bakterienarten (z.B. Bacillus subtilis, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae) verfigen jedoch auch
ohne chemische Behandlung Uber die Eigenschaft extrazellulare Polynukleotide
aufzunehmen (natirlich kompetente Bakterien) (de Vries et al. 2003; Nielsen et al.
1998; Droge et al. 1998). Diese Mikroorganismen sind flr einen horizontalen
Gentransfer durch Transformation besonders geeignet.

Konjugation: Bei der Konjugation kommt es zu einer zeitlich begrenzten
Verbindung von zwei Mikroorganismen, so dass genetisches Material zwischen den
beiden Organismen ausgetauscht werden kann. Bei dieser Art des horizontalen
Gentransfers spielt die Penetrationsbarriere der Plasmamembranen keine Rolle. Neben
dem Austausch von genetischem Material werden mittels Konjugation auch andere
Bestandteile des Zytosols zwischen den Partnerzellen ausgetauscht.

Abb. 4.6. Schematische Darstellung der homologen Rekombination. A) Wegen der Anwesenheit von
Bereichen mit &hnlicher Nukleotidsequenz kann genetisches Material zwischen einer Spender-DNA
(oben) und einer Empfanger-DNA (Mitte) ausgetauscht werden. Als Resultat entsteht eine Mischform, die
DNA-Anteile des Spender- und des Empfangerorganismus enthalt. B) Wenn keine &ahnlichen
(homologen) Nukleotidsequenzen in der Spender- und der Empfanger-DNA vorhanden sind, kann keine
homologe Rekombination ablaufen. Die Spender-DNA wird nicht in das Genom der Wirtszelle integriert
und abgebaut.

Transduktion: Wahrend Transformation und Konjugation vor allem bei
Mikroorganismen vorkommen, kann genetisches Material durch Transduktion auch auf
héher entwickelte Lebensformen Ubertragen werden. Fir diese Art des Gentransfers ist
ein Vehikel nétig, welches das genetische Material von einer auf eine andere Zelle

tbertragt (Clerc und Simonet 1998). Daflr eignen sich Viren am besten. So kann ein
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Virus genetisches Material aus der Spenderzelle in sein Genom integrieren, wenn es
diese Zelle infiziert. Geht diese Zelle zugrunde und das Virus wird freigesetzt, kann es
eine andere Zelle (des gleichen oder eines anderen Organismus) infizieren und damit
die in der ersten Wirtszelle akquirierten Gene Ubertragen. In diesem Sinn spielt der
Virus-abhangige horizontale Gentransfer eine besondere Rolle fir die Evolution der

Genome hoher entwickelter Lebensformen.
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Abb. 4.7: Schritte, die fiir die stabile Aufnahme von DNA in Bakterien von Bedeutung sind.
Modifiziert nach Nielsen et al. 1998

Eine wichtige Voraussetzung fiir einen effektiven horizontalen Gentransfer ist die
Integration der durch den Transfer erworbenen neuen Gene in das Genom des
Wirtsorganismus (Droge et al. 1998). Diese erfolgt durch homologe Rekombination in
ahnlichen Gensequenzen (Abb. 4.6.) (de Vries et al. 2003; Nielsen et al. 1998). Findet
die Integration des neu erworbenen genetischen Materials in das Wirtszellgenom nicht
statt, verbleiben die durch das Virus Ubertragenen Gene des ersten Wirtsorganismus im
Zytosol und werden in der Regel schnell wieder abgebaut (Nielsen et al. 1998). Damit

kénnen die neu erworbenen Gene bei der Zellteilung nicht an die Tochterzellen
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weitergegeben werden, so dass es zu einem unproduktiven Gentransfer kommt
(Abb. 4.7).

4.4.3. Mégliche Verbreitung von LOX-Genen durch horizontalen Gentransfer
Bakterielle LOXn sind nicht das Ergebnis einer systematischen Enzymevolution,
die in LUCA (Abb.1.5) ihren Ursprung hatte, sondern wurden mit groBer
Wahrscheinlichkeit durch horizontalen Gentransfer von hdéher entwickelten Tieren und
Pflanzen in die primitivere Lebensform der Bakterien eingefihrt (Hansen et al. 2013;
Koeduka et al. 2007). Ein HGT kommt besonders haufig in komplexen, haufig
wechselnden Umwelten vor (Hartmann 2004/2005), bei denen zusatzlich zum Kontakt
des Gendonors mit dem jeweiligen Wirt auch Kontakte zu einer groBen Anzahl anderer,
ebenfalls symatrisch lebender Organismen stattfinden. Da LOXn in zwei der drei
Domanen des irdischen Lebens verbreitet sind, ist davon auszugehen, dass unter
sympatrischen Organismen auch LOX-haltige Vertreter zu finden sein missen oder
dass die Wirtsorganismen zu dieser Gruppe von Lebewesen gehdren. Auch wenn Viren
LOX-ahnliche Sequenzen oder andere durch HGT erworbene Sequenzteile nicht
exprimieren, ware es eine sinnvolle Strategie der Viren, ein Reservoir an Genteilen der
durch sie parasitierten Organismen zu besitzen. In diesem Fall kénnten sich die Viren
an den Stoffwechsel der Wirte besser anpassen, so dass sie eine grbéBere
Unabhangigkeit von Veranderungen im Stoffwechsel der Wirtszellen erlangen wirden.
Dies wirde den Viren einen erheblichen Evolutionsvorteil verschaffen. Unter diesen
Umsténden ist es eher Uberraschend, dass bislang noch keine Viren identifiziert werden
konnten, die echte LOX-Gene in ihren Genomen tragen. Unsere Suchstrategie hat
ergeben, dass in den bisher sequenzierten viralen Genomsequenzen kein funktionelles
LOX-Gen nachweisbar war. Eine mégliche Erklarung dafir ware, dass Viren LOX-Gene
zwar durch horiziontalen Gentransfer aufnehmen und an Empféangerorganismen
weitergeben kdnnen, dass diese Gene jedoch sehr schnell wieder inaktiviert und
abgebaut werden, da sie den Ubertragern keinen evolutiondren Vortein verschaffen.
Diese Interpratation wirde auch mit unserer Beobachtung in Einklang stehen, dass bei
der Suche nach viralen LOX-Genen mehr als 120 potentielle LOX-Teilsequenzen
identifiziert wurden. Diese Teilsequenzen stellen mdglicher Weise als Ab- bzw.

Umbauprodukte urspriinglich funktioneller viraler LOX-Gene dar.
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5. Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse deuten darauf hin, dass in den
Genomen der derzeit auf der Erde existierenden Viren keine funktionellen LOX-
Sequenzen vorhanden sind. Diese Schlussfolgerung ist insofern Uberraschend, da
bakterielle LOXn mit hoher Wahrscheinlichkeit auf einen horizontalen Gentransfer aus
héher entwickleten Organismen zurlickzufihren sind. Obwohl prinzipiell auch Virus-
unabhangige Mechanismen des HGT mdglich sind, sollten Viren bei der
Genlbertragung von hochentwickelten Pflanzen und Tieren auf primitivere
Lebensformen eine besondere Rolle spielen. Sollten diese Pramissen zutreffen, mul3 es
im Laufe der Evolution des irdischen Lebens Viren gegeben haben, die funktionelle
LOX-Gene besessen haben. Deren evolutiondre Lebensdauer kdnnte jedoch relativ
kurz gewesen sein, so dass sie heute nicht mehr nachweisbar sind. Da jedoch immer
wieder neue Viren entstehen und immer mehr virale Genome vollstandig sequenziert
werden, sollte in der Zukunft die von uns entwicklete in silico-Suchstrategie auf neue
virale Genome ausgedehnt werden. Sollten in Folge dieser Untersuchungen potentielle
virale LOX-Gene identifiziert werden, koénnten diese entsprechend des hier
beschreibenen Schemas rekombinant exprimiert und funktionell charakterisiert werden.

Im Rahmen unserer Expressionsstudien wurde beobachtet, dass die potentielle
Mimivirus-LOX mit dem bakteriellen bifunktionalen Polymyxin Resistenzprotein ArnA
einen polymeren Proteinkomplex bildet. Leider konnte aus Zeitgriinden nicht untersucht
werden, ob diese Komplexbildung biologisch bedeutsam ist und welchen Effekt diese
Komplexierung auf die katalytische Aktivitdt von ArnA hat. Es ware z.B. vorstellbar,
dass die potentielle Mimivirus-LOX die katalytische Aktivitat von ArnA durch die Bildung
dieses polymeren Proteinkomplexes hemmt bzw. gegebenenfalls auch aktiviert. Eine
solche Hemmung héatte zur Konsequenz, dass die mit der potentiellen Mimivirus-LOX
tranformierten Bakterien weniger Lipid A bilden sollten und damit ihre LPS-Synthese
eingeschrankt ware. Da LPS eine wesentlicher Ligand fir den Toll-like Rezeptor 4 ist,
Uber den die initiale Reaktion menschlicher Immunzellen auf gramnegative Bakterien
iniitiert wird, kénnte die Komplexierung von ArnA durch die potentielle Mimivirus-LOX zu
einer Suppression der Immunreaktion gegen diese Bakterien fihren. Um diese Fragen
zu untersuchen, sollte zunachst getestet werden, ob die Komplexierung von ArnA
dessen katalytische Aktivitat beeinflusst und ob dadurch die Antigeneigenschaften der

transformierten Bakterien modifiziert werden.
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Obwohl es mdglich war, die potentielle Mimivirus-LOX in E. coli zu exprimieren,
gelang eine Expression des rekombinanten Proteins in eukaryontischen HEK-Zellen
trotz mehrfacher Versuche nicht. Die Ursachen dafir konnten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht aufgeklart werden. Zwar konnten wir durch den Nachweis der
entsprechenden mRNA zeigen, dass die Transkription des episomalen
Expressionsplasmids in den transfizierten Zellen ablief. Trotzdem konnte kein
rekombinantes Protein nachgewiesen werden. Diese Daten deuten darauf hin, dass
entweder die Translation der mimiviralen mRNA in transfizierten HEK-Zellen blockiert ist
oder dass das finale Translationsprodukt schnell proteolytisch abgebaut wird. Direkte

in vitro-Translationsassays kénnten die Beantwortung dieser Frage weiter voranbringen.
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